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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A2780 linie bunék karcinomu vajecniku

A549 linie bunék adenokarcinomu plic

Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

Al,O3 oxid hlinity

AmA Amaryllidaceae alkaloidy

AMK aminokyselina(y)

AN, AD Alzheimerova nemoc

APP amyloidovy prekurzorovy protein

AB amyloid B

BACE1 B-sekretasa, Beta-site Amyloid precursor protein-Cleaving Enzyme 1
BJ linie normalnich pokozkovych bunék

BuChE butyrylcholinesterasa

Bz benzin

Caco-2 linie bunék kolorektalniho karcinomu

CDCI3 deuterochloroform

CDK5 cyklin dependentni kinasa 5

CEM linie bunék akutni lymfoblastické leukémie

cHx cyklohexan

Cv. péstovana odrlda

D-6 na konvencéni |é¢bu resistentni kmen P. falciparum
DEA diethylamin

ee elektricky uhot (electric eel)

El elektronova ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

Et,0 ether

EtOAcC ethylacetat

EtOH ethanol

FCR3 na konvencni léCbu citlivy kmen P. falciparum
FHS-74Int linie zdravych epitelidlnich bunék tenkého streva
G-361 linie bunék lidského kavkazkého maligniho melanomu
GC-MS plynova chromatografie spojend s hmotnostnim spektrometrem
GSK-3p glykogen synthasa kinasa-3f

HCI kyselina chlorovodikova

HCT116 linie bunék kolorektalniho karcinomu

Hela linie bunék adenokarcinomu délozniho cCipku
HL-60 linie bunék lidské myeloidni leukémie

HPLC vysokoucinnd kapalinova chromatografie

HT-29 linie bunék kolorektalniho karcinomu

HUAChE lidska acetylcholinesterasa

HuBuChE lidska butyrylcholinesterasa



HuH-7 linie bunék humanniho hepatokarcinomu

CHxCl, dichlormethan

CHCl3 chloroform

Jurkat linie bunék akutni leukémie T-lymfocytu

K1 na konvencni lé€bu resistentni kmen P. falciparum
K562 linie bunék lidské myeloidni leukémie

LMTK linie bunék mysich alveoldrnich nenadorovych fibroblastl
L-Phe L-fenylalanin

L-Tyr L-tyrosin

MCEF-7 linie bunék adenokarcinomu prsu

MDR rezistence vUici vétSimu poctu IécCiv, kterd se lisi strukturou a mechanismem ucinku
MeOH methanol

MF mobilni faze

MOLT-4 linie bunék akutni lymfoblastické leukémie
MRC-5 linie bunék zdravych plicnich fibroblastu
Na>CO3 uhli¢itan sodny

NaSO04 bezvody siran sodny

NCI americky ndrodni institut pro vyzkum rakoviny
NCI-H460 linie bunék velkobunééného plicniho karcinomu
NF54 na konvencni léCbu citlivy kmen P. falciparum
NFTs neurofibrilarni uzlicky, neurofibrillary tangles
NHs amoniak

NMR nukledrni magneticka rezonance

PAL fenylalanin amonium lyaza

PANC-1 linie bunék epitelidlniho karcinomu slinivky
POP prolyl oligopeptidasa

RF retencni faktor

SAQS-2 linie bunék osteosarkomu

SF stacionarni faze

SK-OV-3 linie bunék karcinomu vajecniku

TLC tenkovrstva chromatografie

TMS tetramethylsilan

To toluen

W-2 na konvenéni lé€bu citlivy kmen P. falciparum



1. Uvop

Ucinky rostlin na lidsky organismus byly objevovany jiz od poc¢atku lidského rodu. Prvni
poznatky ziskali lidé jiz v pravéku pozorovanim svého okoli a zvifat. OSetfeni jejich zdravotnich
problému bylo provadéno podle jimi nabytych zkusenosti. S dalSim vyvojem lidské spole¢nosti byly
prohlubovany znalosti o moZnostech vyuziti rostlin. Dlouhé obdobi v déjinach se pfipravovala lécCiva
podle sloZitych receptur vzniklych v antickém Recku a Rimé a ve stfedovéku v arabskych oblastech.
V 16. stoleti zapocaly snahy redukovat staré receptury na aktivni rostlinou drogu. Toto Usili vedlo
k jednodussim pfedpisiim a pozornost byla nasmérovana na hlavni aktivni slozky. Rozvoj chemickych
a lékarskych véd v 19. stoleti postupné umoznil izolaci latek ze studovanych rostlin v Cistém stavu,
zjisténi jejich biologickych aktivit a uréeni chemické struktury.-?

Mezi latky hojné izolované od 19. stoleti patfi i alkalické slouéeniny obsahujici dusik, které
byly oznacdeny jako alkaloidy. Alkaloidy jsou podle definice slouceniny s heterocyklicky vazanym
atomem dusiku a v rlizné mire vyjadifenym bazickym charakterem, maji vyrazné fyziologické ucinky,
sloZitou strukturu a vyskytuji se vrostlindch, ve vyjimeénych pfipadech i u Zivodich(.> Tyto
slouceniny jsou razeny do skupiny latek vznikajicich cestou specializovaného (sekunddarniho)
metabolismu a jejich syntéza vychazi z aminokyselin (AMK) ornithinu, tyrosinu, fenylalaninu,
tryptofanu, lysinu, histidinu, argininu, kyseliny anthranilové a kyseliny nikotinové. Alkaloidy
s jednodussi strukturou jsou v Celedich Siroce rozsiteny, naopak slozitéjsi alkaloidy jsou ve svém
vyskytu omezeny. Funkce alkaloidd v rostlinach neni jednoznacné urcena, mohly by slouzit jako
ochrana proti byloZzravclim a parazitim. Dfive byl také vysloven nazor, Ze alkaloidy jsou dusikaté
odpadni latky.>4

Vyznamnou skupinou alkaloid( jsou Amaryllidaceae alkaloidy (AmA), které se vyskytuji
ve stejnojmenné celedi jednodéloznych rostlin Amaryllidaceae (amarylkovité). AmA tvoti velkou
skupinu latek (izolovano bylo jiz vice nez 500 alkaloid(), ktera se stéle rozrlsta. Jejich syntéza vychazi
z AMK tyrosinu, diky které jsou zarazeny do skupiny isochinolinovych alkaloidd. Jejich chemické
struktury jsou velmi rozmanité, stejné jako rada biologickych a farmakologickych ucink(. Navzdory
témér 200 let trvajicimu vyzkumu se v terapii vyuzivd pouze galanthamin. Galanthamin, ktery byl
poprvé izolovan zrostlin Galanthus sp. (snézenka), je dlouhodobé pUlsobicim, selektivnim,
reverzibilnim a kompetitivnim inhibitorem acetylcholinesterazy (AChE) a je vyuZivan v terapii

Alzheimerovy nemoci (AN).>®



Vyznamnym zastupcem Celedi Amaryllidaceae je rod Narcissus (narcis). Zahrnuje velky pocet
druh( a zahradnich kultivarG. Jeho 1é¢ebné Gcinky jsou znamy jiz od starovéku. V tradicni mediciné
byl pouzivan k I1é¢bé rozmanitych zdravotnich problému, v zachovanych pisemnych pramenech je
napfiklad popisovana terapie nadorovych onemocnéni nebo lé¢ba zachvatl hysterie a epilepsie.
Do dnesnich dnl bylo z tohoto rodu izolovano vice nez 100 AmA a jiz zmiflovany galanthamin se
z rodu Narcissus ziskava pro pouziti v terapii. Pro komercni izolaci alkaloid(i jsou vyhodné zahradni
kultivary, protoZe rostlinny materidl je dostupny v dostateéném mnozstvi. Na druhou stranu,
doposud bylo provedeno pouze nékolik studii zamérenych na zjisténi alkaloidniho profilu a urceni
mnoZstvi obsaZzenych alkaloidd v okrasnych kultivarech narcist.*%” Z tohoto davodu izolace, uréeni
struktury a biologické aktivity alkaloid(l ze zahradnich kultivard predstavuje zajimavy smér vyzkumu

AmA.



2. CiL PRACE

Tato prace navazuje na diplomovou praci Mgr. Katefiny Breiterové Ph.D., jejiz naplni byl
screening obsahovych latek sedmi druhd rostlin ¢eledi Amaryllidaceae.® Na zékladé ziskanych
vysledk(, kterymi se predchozi diplomova prace zabyvala, byla pro fytochemickou studii vybrana
rostlina Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN.

Hlavni cile pfedlozené diplomové prace byly:

1. Podil na zpracovani 34 kg Cerstvych cibuli Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN a ptiprava
smeésného ethanolického extraktu.

Podil na pripraveé alkaloidniho extraktu a jeho déleni sloupcovou chromatografii.
Izolace alespon jednoho Cistého alkaloidu pomoci TLC z pridélené frakce
Urceni struktury izolovaného alkaloidu.

Stanoveni biologické aktivity izolovaného alkaloidu.

SANE A T

Zhodnoceni vysledkd a sepsani diplomové préce.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 CELED AMARYLLIDACEAE

Jednodélozné rostliny ¢eledi Amaryllidaceae (Cesky amarylkovité) zahrnuji vytrvalé byliny,
které se prirozené vyskytuji v mirném, subtropickém i tropickém pasu jizni Afriky, jizni a stfedni
Ameriky, jizni a stfedni Evropy a severni Afriky (oblast kolem Stfedozemniho more), zavleceny byly
i do Asie.”!? Celosvétové tuto ¢eled tvofi pFiblizné 60 rodd a asi 850 druhd.® V Ceské republice (CR)
se vyskytuji rody Galanthus L. (snéZenka), Leucojum L. (bledule) a Narcissus L. (narcis), které rostou
ve volné pfirodé, nebo jsou péstovany pro své okrasné kvéty (Obrdzek 1). Mezi vyznamné rody
vyskytujici se v tropickych oblastech patfi napfiklad rod Crinum L. (kfin), Amaryllis L. (amarylka) nebo

Clivia Lindl. (klivie, femenatka), jejich kultivary jsou ¢asto péstovany jako pokojové rostliny (Obrazek

2).3411

Obrézek 1: Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae vyskytujici v CR: zleva Narcissus sp., Galanthus sp.,
Leucojum sp. (foto Katefina Cernd)

Obrdzek 2: Tropické rostliny ¢eledi Amaryllidaceae: zleva Amaryllis sp., Clivia sp., Crinum sp.™13
Rostlina je tvofena cibulemi, cibulovymi hlizami nebo oddenky. Dva az nékolik uzkych

vétsinou ¢arkovitych listl tvofi pfizemni rliZici, ze které vyrlsta neolistény stonek. Zfidka se vyskytuji

rody se stonkem typu lodyha, u kterého listy vyrlstaji pfimo ze stonku. Kvéty jsou oboupohlavné,

maji 6 tyCinek a spodni semenik srostly ze 3 plodolistl. Usporadani okvétnich listkd je pravidelné
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nebo soumérné ve dvou kruzich po trech listcich. Listy okvéti jsou volné nebo v dolni ¢asti sristajici
v okvétni trubku. Nékdy je soucasti kvétu pakorunka. Na stonku se nachazi jeden kvét nebo jsou
kvéty usporadany do Sroubelovitych a hroznovitych kvétenstvi. Plodem je tobolka nebo bobule.>1%14

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou znamé jako okrasné kvétiny a dale pro alkaloidy, které
tvofi — Amaryllidaceae alkaloidy.> AmA jsou latky primarné toxické a mohou zpUsobovat otravy.
Jedovaté jsou celé rostliny, nejvétsi koncentrace alkaloid( je vétSinou v podzemnich ¢astech rostliny
— cibulich?®. Pfiznaky otravy se mirné li$i podle konkrétniho alkaloidniho spektra dané rostliny. V CR
se Ize setkat napftiklad s otravou rostlinou Clivia miniata (femenatka oranzova), Galanthus nivalis
(snéZenka podsnézinik), nebo Narcissus poeticus (narcis bily).!” Intoxikace se projevuje bolestmi
hlavy, nadmérnym slinénim, nevolnosti, zavratémi, nepravidelnostmi srde¢niho rytmu, poruchami
zraku a dermatitidou. Nékteré z téchto projevi mlZou byt vyvolany lykorinem a haemanthaminem
a nevhodné pouZiti fady druht mize byt fatalni.*®

Empiricky bylo zjisténo, Ze extrakty z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae maji i rozmanité |écebné
ucinky. Téchto ucinka bylo vyuzivano v tradi¢ni mediciné riznych oblasti svéta, z nichZ v nékterych
se vyuzivaji dodnes. Jako pfiklady Ize uvést cibule Crinum asiaticum L. (kfin), které byly uplatfiovany
v Indii jako tonika, projimadla, expektorans a pfi mocovych potizich. Jeho cerstvé koreny zpUsobuji
nevolnost a zvraceni, semena byla vyuZivdna jako drasticka projimadla, diuretika a tonika, listy byly
pouZity také jako expektorans a dale proti koZnim onemocnénim a zanétlivym procestim.*® Daldim
pfikladem m{zZe byt rostlina Boophane disticha (L.f.) Herb., ktera se vyskytuje v oblastech tropické
vychodni a jizni Afriky.20 Jeji éasti cibuli nebo nélevy se ptikladaji na hnisavé rany a viedy, v terapii
revmatismu slouzi jako Uleva od bolesti. Odvary se pouzivaji k |é¢bé bolesti hlavy, kfeci a visceralni
bolesti.'® V jihoafrické oblasti se dale pouZiva i rostlina Agapanthus praecox (kalokvét). ,Zuluové
a dalsi jihoafrické narody pouzivaji koreny kalokvétu ve své tradi¢ni mediciné — proti kasli
a nachlazeni, ale i na choroby srdce a pfi |éCbé Zen v dobé téhotenstvi. Listy se pouzivaji jako
obinadla a obvazy, déle na zabaly na unavend chodidla. Zarovef je rostlina vyuZzivdna i v magii.”%
V terapii zdpadni mediciny se v souéasné dobé uplathuje galanthamin v l1é¢bé AN. Dale lykorin

a lykobetain jsou diky svym cytotoxickym u&inkm potencialnimi onkolytiky.3

3.2 AMARYLLIDACEAE ALKALOIDY A JEJICH BIOSYNTEZA

AmA skladajici se z polycyklické struktury obsahujici dusik, jsou produkovany vyhradné
rostlinami ¢eledi Amaryllidaceae.?? Jejich biosyntetickd cesta je studovdna od roku 1960 a je

pojmenovdna podle hlavniho meziproduktu norbeladinovd cesta.>'® Biosyntéza vychazi
12



z aminokyseliny L-tyrosinu a diky tomu jsou amarylkovité alkaloidy fazeny mezi isochinolinové
alkaloidy.?® Vysledkem biosyntetické cesty je vznik deviti zakladnich skupin AmA, mezi které patfi
typ norbelladinovy (norbelladin), lykorinovy (lykorin), homolykorinovy (homolykorin), krininovy
(krinin), haemathaminovy (haemanthamin), tazettinovy (tazettin), narciklasinovy (narciklasin),
montaninovy (montanin) a galanthaminovy (galanthamin) (Obrazek 3). Slabé bazicky charakter latek
(pKa 6-9) této skupiny je uréen atomem dusiku, ktery propojuje cast tvofenou L-tyrosinem

se zbytkem molekuly. Zminény dusik mGZe byt sekundarni, terciarni i kvarterni.?*

HO\\(\1
Ho. =

R =N
oo
HO NN

Norbelladin (Belladinovy strukturni typ) Lykorin (Lykorinovy strukturni typ) Homolykorin (Homoiykorinovy strukturni typ)

ng\

T

Krinin (Krininovy strukturni typ) Haemanthamin (Haemanthaminovy strukturni typ) Pretazettin (Tazettinovy strukturni typ)
OH

OCHg

= Hico A /\)
lgw T O

\/N\

CH,

Narciklasin { Naraklasmovy strukturni typ) Montanin (Montaninovy strukturni typ) Galanthamin (Galanthaminovy strukturni typ)

Obrdzek 3: Hlavni zdstupci zdkladnich strukturnich typt Amaryllidaceae alkaloidi?®

Prekurzory pro biosyntézu AmA jsou L-fenylalanin (L-Phe), ktery se podili na tvorbé
benzylové ¢asti molekuly belladinu (C-1‘ az C-7‘) odpovidajici kruhu A, a L-tyrosin (L-Tyr), ktery je
prekurzorem kruhu C (C-3 aZ C-8), dvou-uhlikatého postranniho fetézce a dusiku (N-C-1-C-2). Dané
prekurzory nevstupuji do syntézy pfimo, ale jsou nejprve modifikovany. L-Tyr se méni dekarboxylaci
na tyramin pomoci tyrosin dekarboxyldzy. U L-Phe dochdzi ke ztraté 2 postrannich uhlikovych atomd,
poté pres meziprodukt kyselinu skoficovou jsou zavedeny na aromatické jadro dvé hydroxylové
skupiny, tato reakce je katalyzovana pomoci enzymu PAL (fenylalaninamoniumlyasa, phenylalanine
ammonia lyase). Z L-Phe vznikd protokatechovy aldehyd, ktery poté vstupuje do syntézy.>162>

V prvnim kroku biosyntézy dochdazi k primarni cyklizaci, kdy se spoji tyramin

a protokatechinovy aldehyd a dojde ke vzniku prekurzoru norbelladinu. Meziproduktem v primarni
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cyklizaci je Schiffova baze. Nasleduje sekundarni cyklizace, pfi které dochdazi k oxidativnimu
spojovani norbelladinu a pfibuznych alkaloidl, pres meziprodukt 4’-O-methylnorbelladin dochazi
k vytvoFeni skelet( viech deviti zakladnich typua alkaloidd.>?°

Jednotlivé typy vznikaji z 4-O-methylnorbeladinu oxidativni cyklizaci s fenolickou c¢asti
molekuly. Lykorinovy typ vznikd spojenim uhlikd C-5 a C-7‘ (ortho-para‘) a zakladnim skeletem
lykorinového typu je pyrrolo[de]fenanthridin. Homolykorinovy typ poté vznikd konverzi
lykorinového typu alkaloidu norpluvinu a jeho zaklad tvofi 2-benzopirano-[3,4-g]indol. Krininovy,
hemanthaninovy, tazettinovy, narciklasinovy a montaninovy typ vznikaji spojenim uhlik(i C-3 a C-
7° (para-para‘). Krininovy a hemanthaminovy typ jsou odvozeny od 5,10b-ethanofenathridinu,
tazettinovy typ od 2-benzopyrano[3,4-clindolu. Zakladni kostra narciklasinového typu je
z fenanthridinu a 11-methanomorfantridin tvofi zdklad montaninového typu. Posledni je typ
galanthaminovy, ktery vznikd propojenim uhliki C-3 a C-3‘ (para-ortho’) a jeho zakladem je

dibenzofuranové jadro.>%
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3.3 RoD NARcIsSSUS

Rod Narcissus L. (narcis, 1753) tvofi vytrvalé byliny, jeho pojmenovani vychazi z latinského
slova ,narkos” (omamovat, otupovat) podle opojné viné Narcissus poeticus. Pfirozenym mistem
vyskytu narcisl je jizni Evropa. V soucasné dobé se vyskytuji i na Britskych ostrovech, ve stfedni
Evropé, ve stfedomorskych statech lezicich na Uzemi severni Afriky a Narcissus tazetta dokonce
zplanél ve vychodni Asii.° V oblastech vyskytu rostou narcisy od nizin po horské oblasti, dale je
mulzZeme nalézt na pastvinach, v mistech s kfovinnym porostem, na okrajich lest, na brezich rek
nebo ve skalnich puklindch.?> Narcisy zahrnuji pfiblizné 50 druh(, 60 pfirodnich hybridd (pocdet
uvadénych druht v publikacich se ¢asto lisi, coZ je zplsobeno jejich pfirozenou promiskuitou)®24
a mnozstvi zahradnich kultivar(, v soucasné dobé je registrovano 27 000 nazv( rodu Narcissus
v Mezinarodnim registru narcis (The International Daffodil Register and Classified List).?® Narcis je
jednou z nejdéle péstovanych okrasnych rostlin®, v oblastech Ceské republiky miZeme nalézt

naptiklad N. pseudonarcissus (n. Zluty), N. poeticus (n. bily) (Obrazek 5) a dale fadu okrasnych

kultivar.t”

Obrazek 5: Dva botanické druhy narcist, vlevo Narcissus pseudonarcissus, vpravo Narcissus
poeticus?”?8

3.3.1 Klasifikace rodu Narcissus

Taxonomie rodu Narcissus je sloZitd a neustdlena, pficin je nékolik. Jednak je to rozmanitost
populace divokych druhl narcisG a jejich snadna pfirozend hybridizace. Druhym divodem je
pokracovano ve Slechténi zahradnich kultivar(. Diverzité rodu napomaha i zplanéni okrasnych druhd.

Z téchto dGvodu byla vytvorena klasifikace jak botanickych druh(, tak i zahradnich kultivar(.®2?*
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Déleni botanickych rodu:

podrod: Corbularia

sekce Bulbocodium

»Zahrnuje druhy kvetouci v ¢asném jaru. Kvétni platky maji uzké nevyrazné, naproti tomu
pakorunka je velka, nalevkovitého tvar. Platky i pakorunka mivaji shodné zbarveni. Zakladni druh
ma pakorunku zafivé Zlutou a kvétni platky se zelenymi prouzky.” Zastupce tohoto podrodu je
Narcissxus bulbocodium L.°

podrod Hermione

1. sekce Tazettae

,Do sekce Tazettae (taza je italsky Salek) jsou fazeny na jare kvetouci druhy s vicekvétymi
okoliky. Kvéty mohou byt jednobarevné i dvoubarevné svelmi kratkou pakorunkou.” ,Platky
zakladniho poddruhu Narcissus tazetta subsp. tazetta jsou zluté se zlutooranZovou pakorunkou.
Vyrazné voni.” Tyto narcisy maji velmi Siroky areal pfirozeného vyskytu od jihozapadni Evropy
po oblasti Ciny.®

2. sekce Serotini

»Narcissus serotinus L. vykvéta na podzim, jednim kvétem na stvolu. Okvétni platky byvaji
bilé, pakorunka Zlutd nebo oranZova. Vyrazné voni. Listy ma velmi uzké, v dobé kvétu jsou zatazené.
Jednd se o stfedomorsky druh.”?

3. Sekce Aurelia

Narcisy sekce Aurelia kvetou na podzim. Maji tfi az dvandct kvétd na stonku; bilé okvéti

a korunku, kterd je zakrnéld nebo zcela chybi. Listy jsou ploché zelenosedé. Kvéty voni.?

podrod Narcissus

1. Sekce Ganymedes

»Narcissus triandrus L. roste ve Spanélskych a portugalskych horach a na jihu Francie. Kvéty
mohou byt i jednotlivé, ¢astéji viak byvaji sestavené v okoliku s 2-6 kvéty. Uzké kvétni platky jsou
obraceny dozadu, pakorunka je kratsi miskovita. Kvéty mohou byt bilé, tmaveé Zluté, s pakorunkou
citronové barvy a s jasné Zlutymi kvétnimi platky.“?

2. Sekce Jonquillae

Zluté kvéty narcist této sekce se vyskytuji bud’ jednotlivé, nebo jsou usporadany v okoliku
po 2-5 kvétech. Doba kveteni je na jare, zfidka na podzim. Pakorunka je obvykle Sirsi nez delsi a

kvéty voni. Zastupcem této sekce je Narcissus jonquilla L. (narcis okolikaty).>?°
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3. sekce Narcissus

Narcisy této sekce kvetou na jafe a v raném lété. Kvéty se na stoncich nachazeji jednotlivé
ajsou dvoubarevné skratkou pakorunkou. Narcissus poeticus L. (narcis bily) je pUvodni
v jihozdpadni Evropé, jeho kvéty se skladaji z bilych okvétnich listkd sto¢enych mirné dozadu a velmi
kratké a Siroké pakorunky Zluté barvy, kterd ma cerveny okraj. Je to velmi stary druh, uz v roce 1552
je v herbatich popisovéana pro své okrasné ucely. Ma silnou vani.®

4. sekce Pseudonarcissus

Opét doba kveteni zastupcu této sekce je na jare a v brzkém lété. Kvéty mohou byt jednotlivé
nebo jsou usporadany v okoliku. Maji velmi dlouhou pakorunku a okvétni listky se mohou stacet
dozadu. Mezi zastupce této sekce patfi Narcissus cyclamineus DC., ktery ma kvéty podobné
brambotiku a Narcissus pseudonarcissus L. (narcis Zluty) jehoz kvéty maji barvu od Zluté po bilou.®

5. Sekce Apodanthi

Do této sekce patti rody kvetouci na jafe. Kvéty mohou byt jednotlivé nebo v kvétenstvi,
barvy bilé nebo Zluté, ale vidy jsou jednobarevné. Pakorunka ma poharkovity tvar.?®

6. Sekce Tapeinanthus

»Zastupce této sekce Narcissus cavanillesii Barra a G. Lopéz je dnes Casti botanikl zarazen

do samostatného rodu Braxireon.“?

Taxonomie kultivaru

Podle podobnych vnéjsich znakd byly usporadany zahradni kultivary do 12 skupin/divizi,
které vychazeji z botanickych druh(. Botanické druhy pak tvori skupinu/divizi 13 (Tabulka 1, Obrazek
6). Zaklad klasifikaci dala kralovskd botanickd spole¢nost (Royal Horticultural Society).®3C Byl
vytvoren seznam vsech kultivard, ktery je nazvan , The International Daffodil Register and Classified
List“, a jeho obsah je kazdoroc¢né aktualizovan doplnénim novych registrovanych jmen kultivard

narcist.2®
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Tabulka 1: Klasifikace zahradnich kultivari®?®
Skupina Nazev Vychozi botanicky druh
Trubkovité narcisy .
1 N. d.
Trumpet daffodil cultivars pseudonarcissus
Velkokorunné narcisy
2 . . krizeni N. d j N. ti
Larged-cupped daffodil cultivars z kfizeni N. pseudonarcissus a N. poeticus
Kratkokorunné narcisy
kfizeni n. Ik k k N. ti
3 Small-cupped daffodil cultivars z kfizeni n. s velkou pakorunkou a N. poeticus
PInokvété narcisy
4 Sech Inokvété ¥ avisl (
Double daffodil cultivars vSechny plnokvété odrlidy nezavisle na ptvodu
Triandrus hybridy .
N. t
> Triandrus daffodil cultivars riandrus
Cyclamineus hybridy .
N. cycl
6 Cyclamineus daffodil cultivars cyclamineus
Jonquilla hybridy .
7 N. sek Il
Jonquilla daffodil cultivars sekee Jonquilla
Tazetta hybridy vy, .
k N. N.
8 Tazetta daffodil cultivars z krizent N. tazetta a N. poeticus
Poeticus narcisy .
9 N. poeticus
Poeticus daffodil cultivars poeticu
Bulbocodium hybridy .
1 N. sek I
0 Bulbocodium daffodil cultivars sekce bulbocodium
Odrldy s roztfepenou (s délenou) pakorunkou
11 (orchideokvété)
Split corona daffodil cultivars
113 Kolary neni uvedeno
Collar Daffodils
11b Motylokvété odridy
Papillon Daffodils
Zvlastnosti (nezaraditelné kultivary) ,
12 d
Other daffodil cultivars neni uvedeno

1 Trubkovit
narcisy

7 Jlonquilla
hybridy

Obrdzek 6: Prehled tvari kvéti zahradnich kultivari?®
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3.3.2 Obsahové latky rodu Narcissus

NejdulezitéjsSimi obsahovymi latkami v rodé Narcissus, jako v celé celedi Amaryllidaceae,
jsou AmA, které byvaji formalné fazeny meziisochinolinové alkaloidy. Alkaloidy jsou obsazeny v celé
rostliné, ale nejvice jsou koncentrovany v cibulich (1-2 %), které se nachazeji v klidovém stadiu.
Doposud bylo identifikovano priblizné 100 latek alkaloidni povahy v narcisech. Prvnim izolovanym
alkaloidem byl v roce 1877 lykorin z druhu Narcissus pseudonarcissus.?* U jednoho druhu narcisu se
nachazi nékolik dominantnich latek a velké mnozstvi latek, které se objevuji v nizkych
koncentracich.3!

Lykorinovy a homolykorinovy typ alkaloid( jen nejcasté;jsi v rodé Narcissus. Obzvlasté casté
jsou lykorin, galanthin a pluviin (lykorinovy typ), homolykorin a lykorenin (homolykorinovy typ),
z uvedenych sloucenin je lykorin zcela nejbéznéjsi. Tyto dva typy AmA jsou rozsifené hlavné v sekci
Narcissus (hlavné lykorinovy typ), Pseudonarcissi (hlavné homolykorinovy typ) a Tazettae divokych
druhl a ve skupiné kultivari 1, 2 a 4. Homolykorinové AmA se v nékterych kmenech celedi
Amaryllidaceae vibec nevyskytuji, a proto je mozné je pokladat za charakteristicky znak kmene
Narcisseae.?®

Tretim hojnym typem vrodé Narcissus je galanthaminovy typ. NejreprezentativnéjSim
a nejuzivanéjs$im zastupcem je galanthamin.?> V nékterych kultivarech a divokych druzich narcisu se
nachdazi vysokd koncentrace galanthaminu, uvadi se, Ze Narcissus confusus obsahuje az 0,1 %
galanthaminu vztaZeno na Cerstvou vahu cibuli.3? V souéasné dobé jsou narcisy také vyuZzivany pro
zisk galanthaminu pro lé¢ebné ucely. Ceskd firma TEVA vyuZzivd pro izolaci kultivar
N. pseudonarcissus cv. CARLTON.33Daldimi vyznamnymi skupinami alkaloid( jsou montaninovy
a mesembranovy (Sceletium) typ alkaloidd a dva nezafazené alkaloidy cheryllin a pallidiflorin.?
Priklady izolovanych alkaloid(i z rodu Narcissus jsou uvedeny v Tabulka 2.

Narcisy se svym ro¢nim cyklem ptizplsobily mistu pavodniho vyskytu ve Stfedomofi, které
se vyznacuje suchymi horkymi léty, chladnymi zimami a jen kratkym vlhkym obdobim vhodnym pro
rast. Se sezonnim cyklem se méni i sloZzeni specifickych latek a jejich mnozstvi v jednotlivych
rostlinnych orgdnech. Zmény v koncentraci latek v jednotlivych organech pravdépodobné souvisi
s ochranou funkci téchto latek. V nadzemni ¢asti stavelan vapenaty chrani rostlinu pfed spasenim
zvéri, nebo dalsSim poskozenim. AmA nejspiSe vznikaji v nadzemni ¢asti rostliny, kde se spolupodili
na ochranné funkci a pravdépodobné mizZou slouzit i jako signalni slouceniny. Na konci vegetacniho

obdobi jsou transportovany do cibuli, kde brani jejich pozfeni zvifaty.?4?>
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Tabulka 2: Vybrané alkaloidy izolované z rodu Narcissus®?

Strukturni typ

Izolovany alkaloid

Rostlina

galanthaminovy

N. poeticus cv. PINK PARASOL, N. pumilus var. plenus

narwedin hort., N. nanus cv. ELKA, N. jonquila
lykoramin N. poeticus cv. PINK PARASOL, N. cyclamineus cv.
FEBRUARY GOLD, N. jonquilla, N. papyraceus
N. pseudonarcissus cv. CARLTON, N. confusus,
galanthamin N. poeticus subsp. radiiflorus, N. poeticus cv. PINK

PARASOL, N. cv. SUNDISC, N. cv. WATTERPERRY

norlykoramin

odridy N. pseudonarcissus, N. cv. VAN SION, N. cv.
INGLESCOMBE

lykoraminon

N. poeticus cv. PINK PARASOL, N. sp.

haemanthaminovy

seko-isopowelaminon

N. poeticus cv. PINK PARASOL

maritidin

N. tazetta var. Chinensis, N. papyraceus

haemanthamin

N. asturiensis, N. bujei, N. poeticus cv. PINK PARASOL,
N. cv. SEALING, N. cv. BRIDAL CROWN

lykorinovy

N. canaliculatus, N. cv. FOLLY, N. bicolor,

lykorin N. x incomparabilis spp.
N. cv. INSULINDE, N. cyclamineus cv. PEEPIN TOM,
pluviin N. x incomparabilis spp., N. poeticus,
N. pseudonarcissus spp.
N. cyclamineus cv. BERYL, N. cyclamineus cv.
galanthin CAIRHAYS, N. jonquila cv. GOLDEN SCEPTRE,
N. pseudonarcissus spp.
. N. assoanus, N. nanus cv. LITTLE GEM, N. nanus cv.
assoanin

TOPOLINO, N. jacetanus

oxoassoanin

N. assoanus, N. jacetanus

homolykorinovy

karanin N. cv. LIVIA, N. cv. ICE FOLLIES
hippeastrin N. poeticus cv. PINK PARASOL, N. x incomparabilis cv.
FORTUNE, N. x odorus var. rugulosus
N. cyclamineus cv. FEBRUARY GOLD, N. eugeniae,
homolykorin N. poeticus cv. PINK PARASOL,
N. munozii-garmendiae, N. papyraceus
. N. jonquila cv. GOLDEN SCEPTRE, N. poeticus cv. PINK
masonin

PARASOL, N. pseudonarcissus cv. CARLTON

8-0-demethylhomolykorin

N. cv. INGLESCOMBE, N. poeticus cv. PINK PARASOL,
N. pallidiflorus, N. papyraceus, N. primigenius

N. x incomparabilis cv. FORTUNE, N. poeticus cv. PINK

tazettinovy

odulin PARASOL, N. jonquila cv. GOLDEN SCEPTRE
N. poeticus, N. triandrus cv. THALIA,
lykorenin N. pseudonarcissus cv. UNSURPASSABLE, N. cv.
INGLESCOMBE
tazettin N. tazetta, N. bulbocodium var. Conspicuus, N. cv.
SWEETNESS

pretazettin

N. confusus, N. panizzianus, N. obesus, N. pallidiflorus

N. canaliculus, N. cyclamineus, N. jonquila,

narciklasinovy narciklasin N. incomparabilis, N. cv. VERGER
mesembrin
mesembranovy joubertiamin N. pallidus, N. triandrus
skeletin A4
montaninovy pankracin N. angustifolius subsp. transcarpathicus
galanthindolovy galanthindol N. poeticus cv. PINK PARASOL
cheryllinovy cheryllin N. munozii-garmendiae
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3.3.3 Vyuziti rostlin rodu Narcissus v tradicni a lidové mediciné

Rostliny celedi Amaryllidaceae, zejména rod Narcissus, maji v déjinach tradi¢ni a zdpadni
mediciny vyznamné misto.3* Jiz z doby pfed vice jak 2 400 lety existuji zdznamy o vyuZiti extraktd
zrostlin éeledi Amaryllidaceae pro léébu rozmanitych zdravotnich problémd.?> Rod Narcissus
v tradiéni mediciné ma dllezitou roli. Ve starovéku Hippokrates z Kdsu popsal ucinky narcisQ
k terapii nadorovych onemocnéni. Ve starovékém Rimé zaznamenal antineoplastické Gcinky
Narcissus poeticus a N. pseudonarcissus Plinius Star$i.3® Zminka o druhu N. poeticus se nachazi
i v bibli, kde je popsédna terapie pfiznak(, které by se v sou¢asné dobé dali oznadit jako rakovina.?’
Lécba nadorovych bujeni pomoci narcist pokracovala i v obdobi stredovéku v arabskych oblastech,
v severni Africe a Ciné3%, kde byl pouZivan okrasny druh N. tazetta var. chinensis.?®

Dalsimi znamymi ucinky bylo plsobeni antiflogistické a analgetické. Narcis byl aplikovan
na rany, tézké abscesy, natazené Slachy, ztuhlé nebo bolavé klouby a dalsi lokdlni onemocnéni.
V obdobi antiky bylo pouZivdno mazani ,,Narcissimum®.?® Renesanéni lékar Pietro Andrea Matthioli
popsal terapii cibulemi nebo rozmackanymi listy z deviti rliznych narcis(, jez byly aplikovany
na popéleniny, viedy a $patné se hojici rany.® Obdobné indikace byly zaznamendany v herbafi Ira
Johna K’Eoghose, ktery doporucoval obklady z rozdrcenych kofen( narcisu smisenych s medem.!
V soucasné dobé je v Turecku N. tazetta pro své antiflogistické a analgetické vlastnosti vyuzivan jako
doméci lék proti abscesim.*°

Mezi tradi¢ni vyuZiti rodu Narcissus patfi i terapie infekénich onemocnéni, sirupem nebo
nalevem byl zmirfiovdn méstnavy bronchidlni katar a epidemie dyzenterie.?> Déale bylo zndmo
pouZiti kvétd a cibuli narcisG na poruchy nervového systému, na zachvaty hysterie a epilepsii.1®:3°
Narcisim jsou tézZ pripisovany schopnosti afrodiziakalni, zaroven byly pouzivany jako antikoncepce.
Byly rovnéZ doporudovany proti plesatosti, k vyvolani zvraceni nebo na lé¢bu spasm(.3°

Postupné bylo zjisténo, Ze za veSkerymi ucinky stoji specifické latky bazické povahy, jiz
zminéné AmA. Systematicky studovany byly od druhé poloviny 19. stoleti.?> Do neddvné doby bylo
izolovano vice nez 500 strukturné odliSnych alkaloid(i, které maji Siroké spektrum biologickych
aktivit, izolovdno z rznych druh( Amaryllidaceae.*! BEhem vyzkumu bylo zjisténo, Ze tyto alkaloidy
maji zajimavé fyziologické ucinky, které zahrnuji pUsobeni protinddorové'®, antivirové®,
antifungalni®?, protizanétlivé*3, antiparazitické®, antibakteridlni'®, analgetické**, vyvolavaji inhibici

erytrocytarni acetylcholinesterdzy (HUAChE) a plazmové butyrylcholinesteraza (HuBuChE)#
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a ovlivnuiji dalsi cilovych struktur souvisejici s Alzheimerovou chorobou, jako je prolyl oligopetidaza

(POP)® nebo glykogen syntaza kindza 3B (GSK-3B).2?
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3.4 BIOLOGICKA AKTIVITA AMARYLLIDACEAE ALKALOIDU

3.4.1 Biologicka aktivita spojena s Iécbou Alzheimerovy nemoci

AN je neurodegenerativni onemocnéni spojené s progresivnim zhorSovanim paméti
a kognitivnich funkci.3%4® Pfedstavuje nejcastéjsi typ demence, celosvétové je pfi¢inou 60-70 %
pfipadi demence z celkového poctu 50 miliond lidi postizenych demenci.*’ V Ceské republice
pravdépodobné Zije vice nez 150 tisic pacientll s demenci ztoho je 62 % pripadd zplsobeno
Alzheimerovou nemoci.*® ProdluZujici se délka Zivota je pfimo spojena se zvysujicim se poétem
starSich lidi a nasledné umérna rostoucimu poctu senilnich poruch, véetné neurodegenerativnich
onemocnéni.*® Predpoklada se, Ze celkovy pocet lidi trpicich demenci dosahne v roce 2030
82 miliond a v roce 2050 152 milion( lidi.4’

U AN zatim neni zndma pficina, ktera vyvolava onemocnéni, proto v dnesni dobé neni mozna
kauzdlni 1écba a jeji vyléceni. Jsou vSak znamy neurodegenerativni déje, které vedou ke vzniku
demence. Soucasnd zavedenad i potencialni farmakologickd |écba se zaméruje na ovlivnéni téchto
patologickych procesd.*®°0 Légiva mohou zpomalit pribéh onemocnéni, zmirnit jeho zakladni
i pfidruzené neuropsychiatrické projevy a zlepsit vykon pacienta v béZnych dennich aktivitach.>°

K degradaci neuron( v korové oblasti dochazi nékolika zpUsoby. Prvnim znich je
extraceluldrni ukladani nerozpustného proteinu amyloidu B (AB) ve formé amyloidnich plakd. AB
vznika nefyziologickym Stépenim amyloidového prekurzorového proteinu (APP). Abnormalni
Stépeni je zplisobeno zvySenou aktivitou B-sekretasy (Beta-site Amyloid precursor protein-Cleaving
Enzyme 1, BACE1)33 oproti fyziologicky pUsobici a-sekretase.*® Vzniklé peptidové proteiny jsou delsi
neZz v mozku zdravého Clovéka a dochazi k jejich shlukovani a polymerizaci, ktera vyusti az ve vznik
plak(.%® Amyloidni plaky jsou pak zodpovédné za dysfunkci neurond, rozvoj zanétu a oxidacni stres.>?
Druhym mechanismem ztraty neuron( je apoptdza vyvoldna intraceluldrnimi Utvary zvanymi
neurofibrilarni uzlicky (neurofibrillary tangles, NFTs). Tyto zamotky vznikaji z intraneuronalniho
strukturniho proteinu tau, ktery je hyperfosforylovdn pomoci enzym( glykogen syntasa kinasa
(GSK-3B) a cyklin dependentni kinasa (CDK5).>2

Glykogen syntaza kinasa-3B (GSK-3pB) je vSudypFitomna pleiotropni serin/threoninova kinasa,
ktera hraje klicovou roli v bunécnych funkcich, véetné regulace bunééného cyklu, diferenciace a
proliferace a genové exprese regulovanim Siroké skaly zndmych cil(, mezi které napfriklad patfi
glykogen syntasa, tau-protein a B-katenin.>® GSK-3B se podili na buné&né signalizaci, véetné Wnt a

Hedgehog cesty, na neuronalnim vyvoji, na regulaci tvorby inzulinu, transkripci, déleni bunék, preziti
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bunék a bunééné smrti.>>>> Z téchto divodu se mlze porusena funkce GSK-3B podilet na rozvoji
fady poruch zahrnujicich AN®®, nadorovd onemocnéni®’, diabetes mellitus®®, kardiovaskuldrni
onemocnéni® a psychiatrické poruchy®. U AN je poru$end funkce GSK-3B pravdépodobné p¥icinou
hyperfosforylace tau proteinu a maze indukovat i tvorbu AB.>?

Dale dochazi k poruse tvorby a uvolnéni nékterych neurotransmiterd, jednd se hlavné
o acetylcholin (ACh).%¢ U pacient( s AN vede deficit ACh v kortexu a hippokampu ke zhorseni Grovné
cholinergnich funkci, ¢imZ dochazi k poskozeni paméti.3? ,ACh je syntetizovdn pomoci enzymu
cholinacetyltransferasy z cholinu a acetyl-koenzymu A.“4¢ K poskozeni biosyntézy dochazi z nékolika
dlivodd, jednak je poskozen reuptake cholinu do neuronu, poté je sniZzena tvorba acetyl-koenzymu A
diky poskozené funkci mitochondrii®® a vtézkych stadiich dochazi také ke sniZeni hladiny
cholinacetyltransferasy az o 90 %.%' Acetylcholin je vsynaptické Stérbiné odbouravén
acetylcholinesterasou (AChE) na cholin a kyselinu octovou, v mensi mire se na degradaci podili
i butyrylcholinesterasa (BuChE), ktera je méné substratové specifickym enzymem a dokdze
odbouravat jakékoli estery.®#¢ V tézsich stadiich AN v3ak dochazi k poklesu AChE, stejné jako
u cholinacetyltransferasy az o 90 %, a zvysuje se pfi degradaci vyznam BuChE.®!

V dnesni dobé je popsano, Ze nékteré neuropeptidy jsou dilezitymi modulatory kognitivnich
funkcich.®? Mezi latky Ucéastnici se procesu uleni a paméti patfi vazopresin, substance P
a thyreotropin uvolfiujici hormon.®3%* Uvedené slouleniny jsou Siroce distribuovany v télnich
organech, véetné mozku.®> Vechny tyto malé peptidy obsahuji AMK prolin a na jeho karboxylovém
konci dochazi k jejich degradaci pomoci prolyl oligopeptidasy (POP), ktera je fazena mezi cytosolické
serinové peptidasy.®®% Degradace téchto peptidd pomoci POP muZe urychlit proces starnuti
a pfipadné se podilet na neurodegenerativnich onemocnénich souvisejicich s vékem.%2 V poslednich
letech POP nabyvd na vyznamu jako potencidlni cil pro Ié¢bu schizofrenie, bipolarni afektivni
poruchy a kognitivnich poruch, které se vyskytuji i u AN. U¢inky POP jsou vysvétlovany hlavné jeho
Ucasti na metabolismu inositol-1,4,5-trifosfatu, ktery je klicovou molekulou v transdukéni kaskadé
neuropeptidové signalizace. Bylo zjisténo, Ze nékteré inhibitory POP jsou Géinné proti demenci®®®’,
proto by inhibice POP mohla byt vyznamnym podplrnym nastrojem p¥i 1é¢bé AN.®

V soucasné dobé je pouzivan jediny AmA pro lécbu AN, alkaloid galanthamin (Obrazek 7),
ktery je dlouhodobé plsobicim, selektivnim, reverzibilnim kompetitivnim inhibitorem AChE. Poprvé
byl izolovan z Galanthus nivalis L. ve 40. letech 20. stoleti. Nejprve byl vyuzivan pro rlizné klinické
ucely, pro ukonéeni svalové relaxace navozené tubokurarinem, k 1é¢ba paralyzy po détské obrné, k

terapie myastenie gravis nebo poskozeni mozku Urazem. Potencidlnim lékem pro terapii AN se
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galanthamin stal aZ po roce 1986, kdy byla objevena jeho schopnosti prochazet hematoencefalickou
bariérou. Prvnim léCivym pripravkem se stal NIVALIN®, ve kterém se galanthamin nachazel ve formé
soli, hydrobromidu. Pozdé&ji byl v Evropé uveden na trh pfipravek jménem REMINYL®.?° V soudasné
dobé je v Ceské republice dostupny pfipravek Galantamin Mylan®.%8 S{il galantamin hydrobromid je
pouZivana na terapii mirné a stfedné zavainé AN.®> Kromé inhibice AChE stimuluje pre- i post-
synaptické nikotinové receptory, které mohou zvySovat uvolnéni neurotransmiter a tim pfimo
stimulovat neuronalni funkce. Predpoklada se také, Ze diky stimulaci nikotinovych receptord chrani
neurony vici apoptdze indukované toxicitou AB.2>*® Zaroven vSak neovlivriuje enzym BuChE, ktery
v pozdéjSich stadiich nemoci ziskava vétsi vyznam v degradaci ACh. Proto jsou vyzkumy zamérovany

na hledani latek s dudlni aktivitou, které budou pUsobit inhibici jak enzymu AChE, tak i BuChE.®

Obrdzek 7: Klinicky pouZivany AmA galanthamin

Pokud jde o dalsi AmA a jejich plsobeni jako inhibitory AChE, tak bylo zaznamendno, Ze je
jejich aktivita spojend hlavné s alkaloidy galanthaminového a lykorinového strukturniho typu,
s vyjimkou vlastniho lykorinu.3%° Naopak bylo zjiténo, Ze alkaloidy patfici do skupiny krininu,
haemanthaminu, homolykorinu a tazettinu jsou v(i&i AChE neaktivni.”® Mezi alkaloidy se zajimavou
AChE inhibi¢ni aktivitou byl zafazen napfiklad sanguinin, 11-hydroxygalanthamin, 1-O-acetyllykorin,
assoanin a galanthamin, ktery se pouZiva jako standard.®

Vyznamnou ulohu v inhibi¢ni aktivité AChE u galantaminu hraje intramolekuldrni vodikova
vazba mezi hydroxylovou skupinou na C-3 a kyslikem dihydrofuranového kruhu.*® Sanguinin
(9-O-demethylgalanthamin) je pfiblizné 10x Ucinnéjsi inhibitor AChE neZ galanthamin. Jeho vyssi
ucinek je zplsoben volnou hydroxy skupinou, ktera vznikla ztratou methylu v poloze C-9. Naopak
ztrata ucinnosti galanthaminovych alkaloidd lykoraminu a epinorlykoraminu muize byt zpldsobena
nepFitomnosti dvojné vazby v kruhu C (mezi uhliky C-4 a C-4a).32 Snizeni G¢innosti vi&i lidské AChE
bylo zaznamendno také u chlidantinu, ktery je polohovym izomerem galanthaminu.*® U¢inek proti

AChE nejaktivnéjsich alkaloid(i lykorinového typu, assoaninu a oxoassoaninu, je pravdépodobné
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zplUsoben plandrnim uspofddanim molekuly, které je dano aromatickym kruhem C.32 Déle bylo
zjisténo, Ze inhibicni aktivita lykorinovych alkaloid( je ovlivnéna substituci v poloze C-1 a C-2. Jako
nejefektivnéjsi se jevi substituce acetoxy skupinou v poloze C-1 a hydroxy skupinou v poloze C-2,

které se nachazi v molekule 1-O-acetyllykorinu.®® (Obrazek 8)

HiCO

sanguinin lykoramin

HyCO O H3C0 O
N N
HyCO O HyCO O
(9]
assoanin oxoassoanin 1-O-acetyllykorin

Obrdzek 8: AmA galanthaminového a lykorinového typu, na kterych byl popsdn vztah struktury a
ucinku

U krininového strukturniho typu AmA je v literature uvadéno, Ze jsou nositeli slabé inhibi¢ni
aktivity vaéi AChE.*® Krininovy a haemanthaminovy typ alkaloidd se lii polohou 5, 10b-ethano
premosténi, bylo vSak zjisténo, ze konfigurace tohoto pfemosténi neovliviiuje miru inhibice AChE.
V rozporu s timto tvrzenim bylo zjisténo, Ze alkaloid krininového typu undulatin je velmi aktivni v{ci
AChE.”® Dal$imi alkaloidy krininového a haemanthaminového typu, které vykazuji slibnou inhibiéni
aktivitu vici AChE, jsou napfiklad powellin® a 8-O-demethylmaritidin!>. (Obrazek 9) Mezi AmA
dalSich strukturnich typ(, které disponuji slabsim inhibi¢nim ucéinkem, lze zaradit 3-epimakronin

(tazettinovy typ), ismin (narciklasinovy typ) a bufanisin (krininovy typ).%°
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Obrdzek 9: Priklady krininovych a haemanthaminového alkaloidu s inhibicni aktivitou vici AChE

Vysvétlenim zajimavé AChE-inhibi¢ni aktivity uvedenych krininovych alkaloidd mlze byt
pouziti odliSnych typu testovanych enzym(. StarSi studie byly provedeny s AChE ziskanou
z elektrického Uhote (electric eel, ee; Sigma-Aldrich).> Vyznam plvodu enzymu v souvislosti
s inhibi¢ni aktivitou byl potvrzen pti méreni aktivity 1-O-acetyllykorinu, ktery pfi méreni inhibicni
aktivity v(ic¢i AChE ziskané z elektrického uhofe mél velmi dobrou inhibi¢ni aktivitu, avsak pfi méreni
lidské HUAChE byl neaktivni.®> Naopak homolykorinovy typ alkaloid( byl po méfeni s AChE ziskané
z elektrického Uhofe povaZovan za neaktivni®?, ale homolykorin testovany vuaéi lidské AChE
vykazoval mirnou inhibi¢ni aktivitu.”?

Méreni aktivity Cistych AmA vici lidské BUChE bylo provadéno aZ v poslednich deseti letech
a ziskané vysledky pochazeji z laboratofe na Katedfe farmaceutické botaniky FaF UK.?3 Dosud nebylo
testovano takové mnoizstvi latek, ze kterych by mohl byt odvozen vztah mezi strukturou a aktivitou®.
Pouze z aktivity belladinu a jeho dvou derivatl 6-O-demethylbelladinu a 4‘-O-demethylbeladinu
izolovanych z rostliny Nerine bowdenii W. Watson, |ze odhadnout, Ze zvySeni po¢tu volnych hydroxy
skupin zvySuje aktivitu vic¢i HuBuChE. Zaroven 4‘-O-demethylbelladin predstavuje alkaloid se
srovnatelnou HuBuChE-inhibi¢ni aktivitou s pusobenim galanthaminu.®® (Obrazek 10) Druhou
doposud izolovanou latkou, ktera vykazuje aktivitu porovnatelnou s galanthaminem je
heterodimerni alkaloid narcipavlin.” Dale nadéjnou aktivitu va¢i HuBuChE vykazovaly nékteré
derivaty haemanthaminu substituované v poloze 11 aromatickym arylem. Zajimavy inhibiéni profil
byl zjistén u struktury 11-O-(2-methylbenzoyl)-haemanthaminu, ktery se jevil jako velmi dobry

inhibitor HuBUChE a zaroveri vykazoval zajimavou HUAChE aktivitu.”?
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Obrdzek 10: Belladin a jeho dva derivdty, které vykazuji vyssi inhibi¢ni aktivitu vici BuChE neZ vlastni
belladin

Jak jiz bylo zminéno, inhibice POP mUZe pfedstavovat dileZity podplrny pfistup v [éEbé AN.®>
Stejné jako u inhibice BUChE veskeré literarni idaje tykajici se POP inhibice AmA pochazi z pracovisté
Katedry farmaceutické botaniky FaF UK.?3 Do soudasné doby bylo provedeno méfeni na nevelkém
poctu latek. Prvni testovanou latkou s dllezitou POP-inhibi¢ni aktivitou byl krininovy alkaloid
undulatin,  ktery  vykazoval poloviéni  aktivitu nez standardni latka bajkalin
(ICs0 = 0,610 + 0,021 mM).*° U bajkalinu bylo prokazano, Ze ma ochranny ucinek proti otoku mozku
a jeho ischemickému poskozeni.® Druhym pouZivanym standardem je isochinolinovy alkaloid
berberin (ICso =0,140 £ 0,020 mM), ktery vykazuje vyssi ucinnost neZ bajkalin.®> Porovnanim
s témito latkami, pfedevsim s berberinem, bylo nalezeno vice nez deset AmA vykazujicich zajimavou
inhibiéni aktivitu vacéi POP.”336573 Nejvy$si Géinnost vykazovaly alkaloid lykorinového typu
9-O-demethylgalanthin (ICsp = 150 + 20 pM)’® a heterodimerni alkaloid narcimatulin
(ICs0=29,2 £ 1,0 uM) izolovany z rostliny Narcissus pseudonarcissus cv. DUTCH MASTER, ktery
zéroveri disponuje vysokou inhibi¢ni aktivitou va¢i HuBuUChE33, Kromé této latky byly nalezeny tfi
aktivni alkaloidy homolykorinového typu (homolykorin, masonin, odulin), tfi lykorinového typu
(1-0O-acetyllykorin, acetylkaranin, inkartin), ¢tyfi krininového typu (krinamidin, powellin, bufanidrin,
deacetylbowdesin), dva belladinové (6-O-demethylbelladin a  4‘-O-demethybelladin)

a galanthaminovy alkaloid (narwedin).”-33:6573
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Obrdzek 11: Narcimatulin, AmA s nejlepsi inhibi¢ni aktivitou vici POP

Novym cilem, na kterém bylo v nedavné dobé zahajeno méreni aktivity AmA, se stala GSK-3p.
Na Katedre farmaceutické botaniky Faf UK byly studovany alkaloidy izolované ze tfi kultivard rodu
Narcissus (N. poeticus cv. PINK PARASOL, N. poeticus cv. BRACKENHURST a N. pseudonarcissus
cv. DUTCH MASTER), ddle z rostlin Zephyranthes robusta, Chlidanthus fragrans a Nerine bowdenii.
Testovano bylo 28 alkaloidd patficich do skupiny homolykorinu, lykorinu, galanthaminu,
haemanthaminu, krininu, tazettinu a belladinu a také heterodimerni alkaloid narcimatulin. Mérena
byla nejprve aktivita AmA pfi koncetraci alkaloidu 50 uM, poté u vybranych alkaloid( s aktivitou
vysSi nez 50 % byla urena hodnota ICso. Ziskané hodnoty byly porovnany se syntetickym
arylindolmaleimidovym derivatem, SB-415286.2%33 Tato sloucenina je vysoce selektivni inhibitor
GSK-3 vyvinuty spolecnosti GlaxoSmithKline, ktery inhibuje GSK-3 stejné jako dalsi organické
inhibitory syntetického plvodu (napfiklad: thiadiazolidindiony, oxadiazolové derivaty) v rozmezi
nizkych nanomolarnich koncentraci.??

Hodnoty ICso vybranych alkaloidd jsou v fadu desitek mikromoll a byly ziskany pro ctyfi
vybrané slouceniny. Vysokd GSK-3B-inhibi¢ni schopnost byla prokdazdana u dvou AmA typu
homolykorinu, u masoninu (ICsp = 27,81 + 0,01 puM) a 9-O-demethylhomolykorinu
(ICs0=30,00 £ 0,71 uM), jednim alkaloidem typu lykorinu karaninem (ICso = 30,75 = 0,04 uM)
a poslednim alkaloidem, ktery vykazoval nejvyssi inhibicni ucinek byl heterodimerni alkaloid
narcimatulin (ICso = 20,7 + 2,4 uM).?233 Nizky pocet dostupnych alkaloidd homolykorinového typu
vylucoval podrobnou studii vztahu struktury a aktivity, urcité obecné znaky vsak Ize popsat. Zda se,
Ze pfitomnost hydroxylového substituentu v poloze C-2, jak je tomu napfiklad u hippeastrinu, je

spojena s vyraznym snizenim inhibi¢ni aktivity va¢i GSK-3B v porovnani s alkaloidy, kde neni
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pritomen Zadny substituent v poloze C-2, jako je tomu u masoninu. Otevieni tetrahydropyranového

kruhu v tetrahydromasoninu také sniZzuje inhibi¢ni schopnost vi¢i GSK-3B alkaloid(

homolykorinového typu.?? (Obrazek 12) Aktivity viéi ciliim, které souvisi s AN, uvedenych alkaloid

jsou zaznamenany v Tabulka 3.
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Obrdzek 12: Alkaloidy homolykorinového typu bez substituentu C-2, které vykazovaly zajimavou
inhibi¢ni aktivitu vuci GSK-36

Tabulka 3: Inhibicni aktivita Amaryllidaceae alkaloidi vici AChE (jak humdnni, tak i ziskané z
elektrického uhore — ee) BuChE, POP

Alkaloid ICso AChE Hu:BC::Zh £ | 1CoPOP | GSK-3B (% | ICso GSK-3
(uMm) (nMm) inhibice) (M)
(nM)

Galanthaminovy typ

galanthamin!5223249 L1t02ee | 55,5 > 1000 <50 N,
2,5%0,1
sanguinin3? 0,1+0,0 ee N. N. N. N.
11-hydroxygalanthamin3? 1,6 0,2 ee N. N. N. N.
epinorgalanthamin3? 9,6 +0,7 ee N. N. N. N.
chlidanthin?*#° 147 £ 6 422 +15 > 1000 <50 N.
narwedin®?? 281+34 > 500 950+ 120 <50 N.
norlykoramin’ > 500 > 500 209 + 14 N. N.
Lykorinovy typ
lykorin2%3249 > 500 > 500 > 1000 <50 N.
1-O-acetyllykorin?26>6° 10£00ee 176 + 14 450 + 50 <50 N.
> 500
assoanin3? 3,9+0,2 ee N. N. N. N.
oxoassoanin3? 47 +1ee N. N. N. N.
pseudolykorin3? 152 +32 ee N. N. N. N.
acetylkaranin® 444 + 62 141 +13 650+ 40 N. N.
1,2-di-O-acetyllykorin® 211+ 10 ee N. N. N. N.
inkartin® 208 + 14 > 500 91090 N. N.
9-0O-demethylgalanthin?%73 >500 > 500 150 + 20 51+9 N.
karanin33 321+42 487 +55 > 1000 58 + 31+0

31




Alkaloid ICso AChE HuIBc:::hE ICso POP | GSK-3B (% | ICs0 GSK-3p
(M) (uM) inhibice) (nMm)
(uM)
Krininovy typ
Krinin226569 geliliee | oo > 1000 <50 N.
> 500
krinamidin?26569 300£27¢ee | 5oo 790 + 60 <50 N,
230+10 N.
undulatin?24570 74£00ee | 5ho >1000 <50 N,
23+1 N.
8-0-demethylmaritidin57 570 ee N. N. N. N.
28+1
bufanisin®®> 99 +4 > 500 > 1000 N. N.
powellin®® 29+2 394 +5 770 + 20 N. N.
bufanidrin® 73+8 > 500 370+ 40 N. N.
ambellin®® 169,2+7 > 500 > 1000 N. N.
deacetylbowdesin®® 428 +31 > 500 790 + 60 N. N.
bufanamin® 237 +32 > 500 > 1000 N. N.
1-O-acetylbulbisin® 85+ 11 482 + 84 > 1000 N. N.
Tazettinovy typ
3-epimakronin®® 89+3 425+ 14 N. N. N.
Homolykorinovy typ
homolykorin”2%71 64+4 151 + 15 173 +41 54+1 N.
masonin’?? 304 +34 229124 314+ 34 66t4 2810
odulin”?? > 500 > 500 252 +17 57,7t4,4 N.
O-ethyllykorenin33 > 500 > 500 > 1000 58+3 N.
Narciklasinovy typ
ismin® 82+t4 1707 > 1000 N. N.
Belladinovy typ
belladin??% > 500 315+11 > 1000 <50 N.
6-O-demethylbelladin® 223+24 116 £ 10 660 £ 90 N. N.
4'-0-demethylbelladin® > 500 31+4 370+ 30 N. N.
Kombinace galanthaminového a
galanthindolového typu
narcipavlin’ 208 + 37 24+1 N. N. N.
Haemanthaminovy typ
11-0-(2-methylbenzoyl)-haemanthamin?? 18+1 6,6+1,2 N. N. N.
haemanthamin33 > 500 > 500 >1000 520 N.
Heterodimerni alkaloid
narcimatulin33 489 + 60 5,9+0,2 29+1 67+3 2142

3.4.2 Protinadorova aktivita Amaryllidaceae alkaloid

Ndadorova onemocnéni patfi mezi predni pri¢iny amrti na celém svété a v roce 2018 byla
pri¢inou 9,6 milionu umrti. Nejcastéjsi je umrti na rakovina plic, tlustého streva, zaludku, jater a
prsu.’* ,VétSina postizenych umirad v dusledku rozsifeni metastdz, které zasahuiji Zivotné dulezité
organy, aty nasledné selhdavaji. Standardni lécba se sklada z chirurgickych zakrokl, radioterapii
a chemoterapie.“33
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Klasickd chemoterapeutika pUsobi na rakovinné bunky velmi ¢asto jako proapopticka Cinidla.
Selektivita proaptoticky pusobicich cytotoxickych IéCiv je zaloZena na vyssi inhibici proliferace rychle
se délicich bunék, mezi které patfi pravé buriky nddorové. Selektivita téchto latek vSak neni
dostateéna a toxicky pasobi i na zdravé buriky, tim dochazi k rozvoji fady nezadoucich u¢inkd.”

Dalsim uskalim konvencnich ptipravkl je rezistence nadoru na jejich plsobeni. Rezistence je
jednou z hlavnich pfi¢in selhani terapie onkologickych onemocnéni. Nékteré typy nadord vykazuji
pfirozenou rezistenci viici chemoterapeutiklim, kterd nejsou schopna u postizenych bunék vyvolat
apoptdézu. Mezi tyto druhy rakoviny patfi nadory plic, jater, Zaludku, jicnu a slinivky bfisni, jakoz
i melanomy a gliomy, z nichZ vSechny spojuje Spatnd progndza. Pfirozenou rezistenci vici apoptdze
a klasické terapii se vyznacuji i metastazujici nadory. Odolnym vici terapii nemusi byt nador
od pocatku lécby, ale mlZe se stat imunnim az v pribéhu terapie. Tento typ rezistence se nazyva
ziskana rezistence a zahrnuje i rezistenci vici vice 1é¢ivim, které se lisi strukturou i mechanismem
ucéinku (multi-drugs resistant, MDR).”®

Z vyse uvedenych divodu je stale nutné hledat nové aktivni molekuly pro Ié¢bu nddorovych
onemocnéni, které budou pUsobit selektivnéji a budou obchazet mechanismy rezistence.”>’® Izolace
a hodnoceni novych pfirodnich latek s protinddorovou aktivitou je hlavni metodou objevovani l1écCiv
vyuZitelnych v terapii rakoviny. Podle analyzy Newmana a Cragga je 85 ze 175 protinadorovych |éciv
s malou molekulou objevenych od 40. let 20. stoleti pfirodniho plvodu nebo jsou to pfimé derivaty
pFirodnich latek.”” Jiz bylo uvedeno dFive, Ze protinddorovy U¢inek extrakt amarylkovitych rostlin,
presné&ji rodu Narcissus, byl zndm jiz od dob antického Recka, kde jej vyuZival Hippokrates z Kdsu
k 16¢bé déloznich nador(.”® V soufasné dobé je zndma fada AmA, které se vyznaluji vysokou
selektivitou viéi burikdm nadorovym a relativné nizkou toxicitou vaéi zdravym burikdm.1®

,Alkaloidy spadajici do lykorinového strukturniho typu patfi mezi nejznaméjsi a z pohledu
cytotoxicity pravdépodobné k nejucinnéjsim.“1® Cytotoxicka aktivita hlavniho zastupce lykorinu je
znama od 20. let 20. stoleti. Do dnesni doby bylo studovdno pfiblizné 150 pfirozenych
a polosyntetickych analogl lykorinu kvuli jejich cytotoxickému efektu ptiblizné na 100 bunécnych

liniich.”8
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Obrdzek 13: Lykorin

Antiproliferativni vlastnosti lykorinu byly testovany in vitro i in vivo na velkém mnoZstvi
bunéénych linii.** SniZeni viability bunék po plsobeni lykorinu bylo pozorovano napfiklad in vivo
na burikdch mysiho melanomu BL6 a Lewisova plicniho karcinomu.® In vitro lykorin cytotoxicky
pusobil napfiklad na bunécné linie A549 (adenokarcinom plic), HCT116 (kolorektdIni karcinom),
SK-OV-3 (karcinom vajecnikd), NCI-H460 (velkobunécny plicni karcinom), K562 (lidskda myeloidni
leukémie), HL-60 (lidskd myeloidni leukémie) a MCF-7 (lidsky prsni adenokarcinom).”® (Tabulka 4)
Dale byl u lykorinu popsan ucinek na nadorové bunky, které vykazovaly rezistenci vici apoptoze,

v mikromoldrnich koncentracich.1®

Tabulka 4: Priklady pisobeni lykorinu na rizné nddorové linie in vitro”

Linie bunék A549 HCT116 | SK-OV-3 | NCI-H460 K562 HL-60 MCEF-7

ICso (LM) 6,5+0,3 | 3,0+0,2 | 3,0x03 | 3,3+0,3 | 75%0,5 | 41+0,1 | 3,9%0,2

Zajimavé pusobeni lykorinu bylo uvedeno u bunéénych linii lidské myeloidni leukémie (HL-60
a K562). Na obé leukemické linie plsobil lykorin v koncentraci do 5 uM, ve které byl schopen zastavit
bunéény cyklus ve fazi G2/M a GO/G1 a indukovat apoptdzu snizenim hladiny Mcl-1 protein na
posttranskripéni Grovni a aktivaci kaspas-3, -8, -9.8%-82 Zaroven v in vivo experimentu s linii HL-60 se
projevilo minimum zavainych vedlejsich G¢inkG na zdravé buriky organismu.® Vzhledem
k uvedenym skute¢nostem lze lykorin povaZzovan za potencialni léCivo v terapii leukémii.®?

Dalsimi skupinami AmA svyznamnou cytotoxickou aktivitou jsou haemanthaminovy
a krininovy typ alkaloidd. Jak jiz bylo uvedeno tyto dvé skupiny se lisi polohou ethylenového mUstku
a drive bylo uvadéno, Ze jeho umisténi ma primy vliv na cytotoxickou aktivitu danych latek,
v soucasné dobé je viak toto tvrzeni vyvraceno.®3 Mezi nejucinnéjsi alkaloidy téchto skupin lze

zafadit haemanthamin, haemanthidin a krinamin.® (Obrazek 14)
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haemanthamin haemanthidin krinamin

Obrdzek 14: Cytotoxicky nejaktivnéjsi alkaloidy haemanthaminového a krininového typu

Jako ptiklad plsobeni lze uvést ucinek haemanthaminu v koncentraci do 10 uM
na bunéénych liniich CEM (akutni lymfoblasticka leukémie), K562 (lidska myeloidni leukémie),
MCF-7 (lidsky prsni adenokarcinom), Hela (adenokarcinom déloZniho ¢ipku), G-361 (lidsky
kavkazsky maligni melanom), zaroven vsak po plsobeni na normalni pokozkové bunky linie BJ
po dobu 72 hodin haemanthamin vykazoval cytotoxické Gcinky i viéi témto zdravym burikdm.*
(Tabulka 5) Haemanthamin pravdépodobné zpUsobuje inhibici proteosyntézy na ribosomalni 60S
podjednotce.” Haemanthamin a haemanthidin také vyvolavaji apoptdzu vniténi mitochondrialni

cestou.®3

Tabulka 5: Priklady pisobeni haemanthaminu na rizné nadorové linie a jednu linii normdlnich bunék
in vitro%4

Linie bunék CEM K562 MCEF-7 Hela G-361 BJ
ICs0 (LM) 2,104 34+1,6 8,1+3,3 7,0%2,2 3,7+0,4 2,7+0,2

Z AmA narciklasinového typu maji nejslibnéjsi cytotoxickou aktivitu latky narciklasin
a pankratistatin.'® (Obrazek 15) Protinddorova aktivita narciklasinu je testovdna od 70. let 20. stoleti.
V americkém narodnim institutu pro vyzkum rakoviny (NCI, national cancer institute) byly
provedeny in vitro testy na 60 nadorovych liniich a prdmérnd hodnota ICso byla 0,046 puM.%
Mechanismus ucinku narciklasinu je zaloZzen na inhibici proteosyntézy na ribosomalni podjednotce
60S, dfive bylo uvddéno, Ze pusobi antimitoticky.'® Narciklasin diky svym lipofilnim vlastnostem
predstavuje potencidlni IéCivo pro terapii nddor( mozku. Prestup pres hematoencefalickou bariéru
byl dokdzan v terapii xenograftového nadoru mozku imunokopromitovanych mysi. Dale byl
narciklasin testovan na protirakovinné plsobeni Siroké skaly bunécnych linii, kde vykazoval hodnoty
ICso v desitkdch nM, zdroven byl zaznamenan nizsi toxicky uéinek vi&i liniim normalnich bunék.8>

Pankratistatin byl také testovadn na velkém mnozZstvi bunéénych linii in vitro i in vivo a vykazoval
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cytotoxicky Uc¢inek v koncentracich jiz okolo 1 pM.'®2 Zajimavy je synergicky efekt pankratistatinu
v koncentraci 0,5 uM s protirakovinnym lécivem Tamoxifenem vici bunécné linii MCF-7 lidského

prsniho karcinomu.®>

OH Q

vevs

AmA tazettinového typu také maji urcitou protinddorovou aktivitu. Tazettin je pouze mirné
aktivni, ale jeho prekurzor pretazettin vykazuje velmi zajimavou aktivitu. Pretazettin je povazovan
za jeden z nejaktivnéjsSich AmA vUci linii Molt4 (akutni lymfoblastickd leukémie) a dale naptiklad
pUsobi na rozvinutou Rauscherovu leukémii, kde pusobi jak pfimo proti rlistu nadorovych bunék,
tak iantiviroticky vGc¢i viru Rauscherovy leukémie. Jedinou nevyhodou pretazettinu je jeho
samovolné preskupeni do struktury tazettinu a tim ztrata Gc¢inku.> Jonquailin je dal$im cytotoxicky
aktivnim alkaloidem, ktery se vyznacuje plsobenim na rakovinné linie rezistentni viici konvenénim
|éciviim véetné MDR. Dokonce bylo popsano synergické plisobeni s paklitaxelem proti rakoviné plic

resistentni vicéi 1é¢ivaim.”®

HsCO

OCH,

tazettin pretazettin jonquailin

Obrdzek 16:Cytotoxicky pusobici AmA tazettinového typu

Zbylé skupiny AmA nejsou pfilis cytotoxicky zajimavé. Alkaloidy homolykorinového typu

mirné inhibuji jak in vitro, tak in vivo nékteré linie nadorovych bunék, bohuzel vsak vykazuji
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cytotoxické Ucinky i vaéi nenddorovym liniim.'® O cytotoxickém plsobeni montaninového typu
alkaloid nebyly nalezeny Zadné informace.”> U nejdileZitéjSiho zastupce galanthaminového typu
AmA galanthaminu bylo potvrzeno, Ze nevykazuje zZddnou cytotoxickou aktivitu, coz snizuje riziko

potencialnich nezadoucich Géinkd v klinickém vyuZiti.1®

3.4.3 Antimalaricka aktivita

Malarie je komarem prendasené infekéni onemocnéni lidi a jinych zvifat zplsobend prvoky
rodu Plasmodium.8® Patfi mezi nejcastéjsi chronické infekce, které se vyskytuji predevsim
na venkové a v chudych ¢tvrtich mést tropickych a subtropickych oblasti po celém svété. Jsou
povazovany za dulezity zdravotni a socidlné-ekonomicky problém v kterékoli oblasti jejich
endemického vyskytu. Plsobeni zakladnich léciva pouzivanych v soucasné dobé (chlorochin
a derivaty artemisinu) neni zcela uspokojivé kvili nedostate¢né Gcinnosti a také toxicité.?’

Nejznamnéjsi plasmodia, ktera kromé zvifat jsou schopna infikovat i clovék, jsou
P. falciparum, P. vivax, P. ovale a P. malariae .88 Zivotni cyklus plasmodif je sloZity. Pfenase¢ infekce
je samicka komara rodu Anopheles sp., ktera prenasi plasmodia ve stadiu sporozoitll. Sporozoité
napadaji jatra, kde dochazi k vyvoji plasmodii. Ve formé merozoitl se uvolfiuji do krve, napadaji
erytrocyty, posléze dochazi k rozkladu erytrocytd.8® Erytrocytarni stadium se projevuje klinicky
anémii, horeckou, zimnici, nevolnosti a ve vaznych pfipadech zpisobuje kéma a smrt.*°

Aktivita AmA vuici plasmodiim byla studovana na krevnich stadiich na konvencni lécbu
citlivych (FCR3, NF54, W-2) i na konvencni lé¢bu resistentnich kmen0 (K1, D-6) P. falciparum.
Nékteré studie byly provedeny i na jaternich stadiich pivodce mysi malarie P. berghei. Jaterni
stadium se klinicky neprojevuje a mohlo by byt idedInim cilem pro ockovani, nebo pro profylaktické
pUsobeni.’

Vysokou aktivitu vykazuji lykorinové derivaty, jejich pisobeni bylo testovano na kmenu FCR3
a Kl. Zkoumany byly tyto latky: 1,2-di-O-butanoyllykorin,  1-O-propanoyllykorin,
1-0-(3‘R)-hydroxybutanoyllykorin a 1-0-(3‘S)-hydroxybutanoyllykorin,  jejich hodnoty
antimalarického plsobeni jsou ICso = 0,67; 0,37; 0,60 a 0,62 pug/ml pro kmen K1 a I1Cso = 0,53; 0,30;
0,45 a 0,49 pg/ml pro kmen FCR3 (hodnoty ICsp jsou uvedeny ve stejném poradi, jako lykorinové
derivaty, ke kterym pat#i).°! Dal$im lykorinovym derivatem, ktery vykazuje antiplasmodidlni aktivitu,
je (+)-5,6-dehydrolykorin s hodnotami ICsp 1,9 uM pro W-2 kmen a 2,3 uM pro kmen D-6

P. falciparum, jeho aktivita je pfiblizné ¢tyfikrat vy$si neZ aktivita standardu (chlorochinu).®®
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Diky syntéze 27 derivatl lykorinu a jejich urceni aktivity vic¢i kmenam P. falciparum citlivym
na chlorochin bylo mozné stanovit nékteré souvislosti mezi strukturou a ucinkem. Nejlepsi aktivitu
proti plvodci malarie vykazovali derivaty lykorinu, které obsahovaly volné hydroxylové skupiny
na C-1 a C-2 nebo tyto polohy byly esterifikovdny za vzniku acetdtu nebo isobutyratu. Pfitomnost
dvojné vazby mezi C-2 a C-3 je také nezbytnd pro jejich G¢innost.??

Alkaloidy montaninového typu nangustin a pankracin byly testovany na pulsobeni vici
kmenu K1 a NF54. Pankracin vykazoval slabou aktivitu, hodnota ICso byla 0,75 pg/ml pro kmen K1
a pro kmen NF54 0,70 pg/ml, v porovnani s chlorochinem a artemisinem, které jsou brany jako
standard. Naopak angustin byl oznacen u obou kmena jako neaktivni.®3

Dale aktivitu vici plasmodiim vykazuji alkaloidy heamanthaminového typu, u kterych pro
dosaZeni vysoké aktivity je dlilezitd dvojna vazba mezi C-1 a C-2 a volna hydroxylova skupina v poloze
C-11.%2 Krininovy typ alkaloid(l vykazuje mirnou antimalarickou aktivitu v{¢i erytrocytarnim stadiim
a homolykorinovy typ bohuzZel nevykazuje aktivitu Zzddnou.*°
Pldsobeni na jaterni stadium plasmodia bylo studovano na alkaloidech izolovanych z Narcissus
poeticus cv. PINK PARASOL, mezi kterymi bylo pét latek homolykorinového typu, Ctyri latky
galanthaminového typu, dva derivaty haemanthaminu, jeden galanthindolovy a lykorinovy alkaloid

a dva nezarazené alkaloidy. AvSak Zadna z téchto latek nevykazovala detekovatelnou aktivitu.’

3.5 NARcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN

Obrdzek 17: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN®*

Pro fytochemickou studii byl zvolen na zakladé predeslé prace provedené na Katedre
farmaceutické botaniky FaF UK Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN. Vtomto kultivaru bylo
identifikovano zajimavé spektrum alkaloid( a alkaloidni extrakt vykazoval relativné dobrou aktivita
vUci lidské butyrylcholinesterdze (ICso(HuBUuChE) = 49,99 + 5,38 ug/ml).2 Dalsim divodem byla
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moznost ziskat surovinu pro izolaci v dostateCcném mnozstvi diky komerénimu prodeji cibuli
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN.

Kultivar Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN je fazen do skupiny 2 (narcisy s velkou korunkou).
Tyto narcisy se vyznacuji korunkou, ktera ma délku vice nez jednu tretinu délky okvétnich listkd, ale
neni delSi nez okvétni listek cely. N. cv. PROFESSOR EINSTEIN nese jeden kvét na stonku, ktery ma

bilé okvétni listky a ¢ervenooranzovou korunku popsané délky. Charakteristickd je také jeho viné.®*
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POUZITE CHEMICKE LATKY

4.1.1 Rozpoustédla

Aceton, p.a (Penta)

Amoniak, p.a. (Penta)

Benzin, p.a. (Penta)

Cyklohexan, p.a. (Penta)

Diethylether, p.a. (Penta)

Ethanol, p.a. (Penta)

Ethylacetat, p.a. (Penta)

Chloroform, p.a. (Penta)

Methanol, p.a. (Penta)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

Toluen, p.a. (Penta)

4.1.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova (Penta)
Siran sodny, bezvody (Penta)

Uhlicitan sodny (Penta)

4.1.3 Mobilni faze (MF) pro sloupcovou chromatografii

Sloupcova chromatografie byla provdadéna technikou stupriovité eluce. Postupné byla
zvySovana polarita MF. Nejprve byla pouZita smés benzinu (Bz) a chloroformu (CHCI3) (v poméru od
70:30 do 20:80), dale byl vyuzit Cisty chloroform, ktery byl nasledovan smési chloroformu a ethanolu
(EtOH) (v poméru od 99:1 do 50:50) a na zavér byl pouzit Cisty ethanol. Jejich pfehled je uveden
v Tabulka 6.
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Tabulka 6: Prehled MF vyuZitych pri sloupcové chromatografii

3. CHCls : EtOH

poradi MF koncentrace (% w/w)
70:30-20: 80,
1. Bz : CHCls pomér byl ménén po 5 %
2. CHCl3 100
99:1-50:50,

pomér byl ménén nerovnomérné,
bylo pouZito 99%, 98%, 95%, 90%, 80% a

50% CHCls

4. EtOH

100

4.1.4 Mobilni faze pro preparativni tenkovrstvou chromatografii (TLC)

Izolace alkaloidl z frakce 26 byla provadéna pomoci preparativni TLC. Tato frakce byla

ziskana jako polarné;jsi pfi déleni sumarniho alkaloidniho extraktu pomoci sloupcové chromatografie.

Vzhledem k jiz zminéné vyssi polarité frakce byla pro jeji dalsi déleni vybrana MF sloZzend nejprve

z ethylacetatu, methanolu a diethylaminu; dale z cyklohexanu, acetonu a amoniaku; jako treti byla

pouzita MF ve sloZeni toluen, aceton, ethanol a amoniak a posledni MF byla smés toluenu,

ethylacetatu a diethylaminu. Pfesné sloZzeni MF pro preparativni TLC je uvedeno v Tabulka 7.

Tabulka 7: MF pouZité pfi preparativni TLC

MF pomeér
EtOAc : MeOH : DEA 8:1:1

cHx : Aceton : NH3 50:50:1
To : Aceton : EtOH : NH3 | 40:40:6:2
To : EtOAc : DEA 15:75:10

4.1.5 Detekcni Cinidlo pro detekci alkaloidti na deskach pro TLC

Pro vizualizaci

alkaloid

po provedeni tenkovrstvé chromatografie bylo pouzito

Dragendorffovo ¢inidlo. Jeho sloZeni a pfiprava jsou uvedeny v Tabulka 8.
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Tabulka 8: Dragendorffovo &inidlo modifikované podle Muniera®

roztok A: roztok B: vlastni cinidlo:

1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého
16 g jodidu draselného
20 g kyseliny vinné
40 ml vody 5 ml kyseliny vinné
80 ml vody

50 ml vody

zasobni roztok:
5 ml zasobniho roztoku

smisené roztoky AaBvpomérul:1l

(takto pripraveny muze byt uchovavan v lednici)

4.1.6 Adsorbenty pro chromatografii

Sloupcova chromatografie: oxid hlinity (Al,03) deaktivovany 6 % vody
TLC: lité desky: silikagel F254

komercni desky: Merck TLC Silica gel 60 Fas4 s UV indikdtorem

4.2 POSTUPY A TECHNIKY POUZ{VANE PRI IZOLACI ALKALOIDU

4.2.1 Destilace

Destilace byla vyuZita k precisténi vétSiny rozpoustédel, ktera byla pouzita béhem izolace
a detekce alkaloid(i. Nejprve byl jiman destilacni predek, poté bylo jimano vlastni rozpoustédlo pfi

jeho tabelarni teploté varu. Pfedestilovana rozpoustédla byla uchovavana v hnédych lahvich.

4.2.2 Extrakce

Pro izolaci alkaloid( z rostlinného materidlu byla pouZita extrakce. Pfed samotnym
extrakénim procesem byly cibule rozdrceny pro snadnéjsi uvolnéni zkoumanych latek. Rozmélnény
rostlinny material byl za varu extrahovany ethanolem (96% v,v). Po extrakci byly filtraci pfes vliselin
odstranény mechanické necistoty. Timto zplsobem byl pfipraven sumarni ethanolicky extrakt.

Dale byly extrakéni postupy vyuzity pro Cisténi primarniho extraktu od latek tukové povahy
a nealkaloidnich sloZek. Pouzita byla extrakce kapaliny kapalinou, kde organickou fazi byl chloroform
(CHCI3) a ether (Et20). Rozdélovani mezi vodnou a organickou fazi se fidilo acidobazickymi

vlastnostmi alkaloidl a ustalovanim lipofilné-hydrofilni rovnovahy.
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4.2.3 Chromatografie sloupcova

Pro zakladni rozdéleni smésného extraktu alkaloid( byla pouZita sloupcova chromatografie.
Stacionarni faze (SF) tvofil oxid hlinity (Al,Os), ktery byl na kolonu nalit v suspenzi rozpoustédel
(CHCI3 : bz 30 : 70), kterymi poté byla zahajena eluce. Sumarni alkaloidni extrakt byl aplikovan na
kolonu ve formé roztéru. Roztér byl pfipraven naadsorbovanim extraktu rozpusténého
v dostatecném mnozZstvi smési rozpoustédel na Al,O3 a ndsledné odparenim rozpoustédel.

Pocatec¢ni mobilni faze byla vybrana podle retenéniho faktoru, zvolena byla smés
chloroformu a benzinu, jak je uvedeno v predeslém odstavci. Poté se polarita mobilni faze postupné
zvySovala. Eluat byl jiman do banék po frakcich o objemu 250 ml. Z kazdé z téchto frakci byl odebran
vzorek, ktery byl kontrolovan pomoci analytické TLC, na jejimZz zakladé byly frakce spojovany
do podfrakci viz Tabulka 10 v kapitole ,4.4 Sloupcova chromatografie sumarniho alkaloidniho

extraktu”.

4.2.4 Chromatografie tenkovrstva

Béhem izolace byla pouZita preparativni a analytickd chromatografie na tenké vrstvé. Pro
preparativni TLC byly vyuZity dva typy desek, desky lité a komercni. Vétsi mnoistvi extraktu bylo
déleno na litych deskach, jejichz kapacita byla priblizné 5 mg/cm. Komeréni desky s kapacitou
1 mg/cm byly pouZivany na déleni mensiho mnoZstvi smési a na kontrolni analytické TLC béhem celé
separace.

Lité desky byly pfipravované pred preparaci pfimo vlaboratofi takto:
Sklenéné desky byly nejprve omyty vodou a poté odmastény chloroformem. Pfichystané desky byly
pokryty rovnomérnou vrstvou silikagelu suspendovaného ve vodé. Schnuti jednotlivych desek
probihalo pfi teploté v laboratofi a trvalo minimalné 24 hodin.
Komercéni desky byly pouzity typu Merck TLC Silica gel 60 Fzs4 s UV indikatorem.

Vzorek byl nanasen na desky pomoci chromatografického pera nebo kapilary podle typu TLC.
Desky byly nasledné vyvijeny ve chromatografickych komorach nasycenych vybranymi MF.
Konkrétni MF byly voleny na zakladé predpokladané polarity izolovanych alkaloidd a podle

predeslych zkuSenosti.
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4.2.5 Odparovani rozpoustédel z extraktu

Pro odpafovani rozpoustédel byly vyuzity dva typy odparek s riznou objemovou kapacitou.
Prvni byla poloprovozni vakuova odparka Laborta 20 Heidolph, ktera byla pouzita k odpafovani
sumarniho ethanolického extraktu na vodni lazni.

Druhou odparkou byla odparka Laborta 4000 Heidolph. Na ni byly odpafovany jednotlivé
frakce ziskané sloupcovou chromatografii a ddle také frakce ziskané preparativni tenkovrstvou

chromatografii.

4.2.6 Detekce alkaloid

Detekcni Cinidla

Mavyerovo Cinidlo

Mayerovo Cinidlo bylo vyuZito pro dikaz alkaloid( v kyselém vodném roztoku pti vytfepdvani
jako kontrola.%®

Dragendorffovo ¢inidlo

Dragendorffovo Cinidlo bylo pouZivano pro detekci alkaloidd na chromatogramu vzniklého
tenkovrstvou chromatografii. Podstatou dikazu alkaloid(, je vznik syté oranZové srazeniny, kterou
tvofi komplexni sdl ¢inidla a alkaloidu.%®°7
UV detekce

UV detekce byla vyuZita pro zobrazeni alkaloidl po tenkovrstvé chromatografii. Detekce
probihala pfi vinové délce 254 nm. Principem detekce bylo potlaceni fluorescence a vznik tmavych
skvrn v mistech, kde se nachazela separovand latka. Uvedeny zplsob detekce byl umoznén

indikatorem, ktery byl soucasti silikagelu na komerénich deskach.%®
4.3 PRiPRAVA SMESNEHO ALKALOIDNIHO EXTRAKTU

4.3.1 Biologicky material

Pro izolaci alkaloid( byly vyuzity ¢erstvé cibule Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, které byly
zakoupeny u firmy Lukon (Sadska, Ceska republika). Ovéfeni pravosti proved| prof. RNDr. Lubomir
Opletal CSc. na Katedre farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. V herbdriu

této katedry byl také ulozen dokladovy vzorek s oznaceni CUFPH-16130/AL-447.
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4.3.2 Priprava ethanolického extraktu

Pro izolaci alkaloidU bylo k dispozici 34,3 kg Cerstvych cibuli. V prvni fazi byly cibule Narcissus
cv. PROFESSOR EINSTEIN rozemlety v mlynku a nasledné rozmixovany ru¢nim mixérem?3, Poté byla
surovina rozdélena do davek s hmotnosti 1,2 kg. Nakonec byla provedena extrakce za horka

(2x 30 min) veskerého rostlinného materialu.

4.3.3 Cisténi sumarniho alkaloidniho extraktu

Prvni faze vytrepavani

Odparek o hmotnosti 638 g byl rozpustén pfiblizné v 1,5 | kyseliny chlorovodikové (HCl, 5%),
dvakrat filtrovan pres vliselin a destilovanou vodou zfedén na objem 4,51 opH 1. Poté bylo
pfistoupeno k odstranéni tuk( vytfepavanim kyselé vodné faze s diethyletherem (Et,0, 2x 41).
Naslednou alkalizaci vodné faze pomoci uhli¢itanu sodného (Na;CO3, 10%) na pH 10 bylo umoZnéno
zpétné vytfepavani volnych bazi alkaloid(i do organické faze, ktera byla tvorena chloroformem
(CHCI3, 4x 41). Kontrola prechodu alkaloid(i byla provadéna pomoci Mayerova cinidla, kdy
za pritomnosti soli alkaloid(i vznikaji ve vodném roztoku bile zbarvené srazeniny. Vysledkem prvni
faze Cisténi byla, po odpareni extrakéniho ¢inidla, hnéda hmota sirupovité konzistence (51,44 g).
Druha faze vytiepavani

Sumarni alkaloidni extrakt byl jesté jednou precistén pomoci vytfepdvani. Extrakt byl
rozpustén v 2% HCI (1030 ml), aby vznikl 5% alkaloidni roztok, ktery byl ptefiltrovan pres kfemelinu,
zbytky byly promyty destilovanou vodou. Tim bylo ziskano pfiblizné 1,51 vodné faze, ktery byla
nadvakrat odtu¢néna Et,0 (2x 0,5 I) a nasledné alkalizovdna 10% Na,COs (2x 230 ml). Jako organické
faze, do kterych byly alkaloidy zpétné vytrepavany, byly vyuzity diethylether (Et,0, 5x 500 ml) a poté
jesté chloroform (CHCls, 8% 500 ml). Chloroform byl zvolen pro vytfepavani po kontrolni reakci
s Mayerovym ¢inidlem. Jako susidlo organické faze byl pouzit bezvody siran sodny (Na2S0a), kterym
byly odstranény zbytky vodné faze. Poté byl Na,SOs z alkaloidniho roztoku odstranén filtraci
pres filtracni papir. Po odpareni rozpoustédel a spojeni extraktl bylo ziskano 31,73 g alkaloidniho
extraktu. Alkaloidni extrakt byl podroben analyze pomoci plynové chromatografie spojené

s hmotnosti spektrometrii (GC-MS) za Gcelem identifikace hlavnich obsahovych latek (Obrazek 18).
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Obrdzek 18: Chromatogram alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN®

4.4 SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE SUMARNIHO ALKALOIDNIHO EXTRAKTU

Sloupcova chromatografie byla provadéna na sklenéné koloné o prliméru 5,8 cm. V prvnim

kroku byla pfipravena stacionarni faze (SF), kterd byla aplikovana do kolony na vatu. Byla tvorena

oxidem hlinitym (Al>Os3, 2100 g), ktery byl 12 hodin susen pfi teploté 200 °C a deaktivovan 6 % vody.

Pfeneseni na kolonu bylo provadéno v suspenzi s chloroformem a benzinem. Smés rozpoustédel

byla tvorena ze 30% CHCls a ze 70 % benzinem a stejnd smés byla pouZita i pro zahajeni

chromatografie. Mrtvy objem kolony byl 1570 ml.

Na stacionarni fazi byl ve druhém kroku aplikovan smésny alkaloidni extrakt. Nejprve bylo

pro pfripadnou kontrolu odebrdano 100 mg alkaloidniho extraktu stranou. Ze zbylého mnozstvi byl

vytvoren roztér v poméru 1 : 4 (w/w) s oxidem hlinitym (Al>Os3,124 g). Pfed adsorpci na sorbent byl

extrakt rozpustén ve smési dichlormethanu (CH:Cl>) a chloroformu (CHCls). Tento roztok byl

naadsorbovan na pripraveny sorbent. Poté byla odstranéna rozpoustédla vysusenim a roztér byl

nanesen na kolonu.
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MF byla vybirana podle reten¢niho faktoru (RF) z rGznych poméra chloroformu a benzinu.
Jako nejidealnéjsi se ukazal pomér 40 : 60 (CHCIs : bz) s RF 0,175. Nakonec vSak byla jako pocatecni
MF vybrana méné polarni s 30% koncentraci chloroformu. Polarita mobilnich fazi byla postupné
zvySovala od smési benzinu a chloroform (od 30:70 do 80:20), pres Cisty chloroform, smés
chloroformu a ethanolu (od 1 : 99 po 50 : 50) azZ po Cisty ethanol (viz Tabulka 10).

V priibéhu chromatografie byly jimany jednotlivé frakce o objemu 250 ml. Celkovy pocet
takto ziskanych frakci byl 493. Prvni z nich byly testovdny pouze na pfitomnost alkaloid(i pomoci
Dragendorffova Cinidla. Frakce s detekovanymi alkaloidy byly dale podrobeny analytické TLC za
vyuziti 6 riznych mobilnich fazi (Tabulka 9). Na zékladé vysledk( tenkovrstvé chromatografie byly
frakce slouceny do 27 nové vzniklych podfrakci. Poté byla provedena souhrnnd analyticka
chromatografie pro frakce 1 aZz 15, kdy MF tvofil toleun, ethylacetat a diethylaminu, a pro frakce 13
az 27 vyvijené ve smési ethylacetdtu, methanolu a diethylaminu. (Obrazek 19) Nakonec byla
provedena GC-MS analyza kazdé frakce. Chromatogram frakce 26, ktera byla pouZita pro izolaci

alkaloidu v ¢istém stavu, je uveden na Obrazek 20.

Tabulka 9: MF pro analytické TLC a jednotlivé frakce v nich vyvijené

MF pro analytické TLC zakladnich frakci | MF pro souhrnné TLC spojenych frakci

Frakce MF Frakce MF

1-137 Alkaloidy nedetekovany
137 -204 To :EtOAc:DEA(7:2:1)
205-272 | To: EtOAc : DEA (45 : 45 :10)
273-372 | To: EtOAc: DEA (15:75:10)
373 -376 EtOAc: DEA(9:1)
377 -416 | EtOAc: MeOH :DEA(8:1:1)
417 - 493 | EtOAc: MeOH:DEA(5:4:1)

1-15 To: EtOAc:DEA(7:2:1)
13 -27 | EtOAc: MeOH : DEA(5:4:1)
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Tabulka 10: Prehled pidvodnich frakci, nové vzniklych frakci, vyuZitych mobilnich fdzi a vytézku
jednotlivych frakci

Nova frakce |Spojené frakce Mobilni faze Mnoistvi (mg)
Bz : CHCl; (70 :30)
Bz : CHCl; (65 :35)
- 1—110 Bz : CHCl; (60 : 40) 0
Bz : CHCI; (55 : 45)
Bz : CHCl; (50 : 50)
Bz : CHCI; (45 : 55)
1 111—145 10
Bz : CHCI; (40 : 60)
2 146—150 Bz : CHCI; (40 : 60) 20
3 151—158 Bz : CHCl; (40 : 60) 30
4 159—173 Bz : CHCI; (40 : 60) 70
5 174—177 Bz : CHCl; (40 : 60) 50
6 178—187 Bz : CHCI; (35 : 65) 1590
7 188—191 Bz : CHCl; (35 : 65) 1690
8 192—195 Bz : CHCl; (35 : 65) 300
9 196—199 Bz : CHCI; (35 : 65) 80
Bz : CHCl; (35 : 65)
10 200—215 270
Bz : CHCl; (30 : 70)
11 216—221 Bz: CHCI; (30 : 70) 170
Bz : CHCl; (30 : 70)
12 222—297 Bz : CHCl; (25 : 75) 3160
Bz : CHCl; (20 : 80)
Bz : CHCl; (20 : 80)
13 298—324 CHCl; (100) 310
CHCl; : EtOH (99 : 1)
14 325—329 CHCI;3 : EtOH (99 : 1) 183
15 330—332 CHCl; : EtOH (99 : 1) 828
16 333—336 CHCI3 : EtOH (99 : 1) 616
17 337—357 CHCl; : EtOH (99 : 1) 1206
18 358—373 CHCl; : EtOH (98 : 2) 1426
19 374—381 CHCI; : EtOH (98 : 2) 1388
20 382—386 CHCl; : EtOH (98 : 2) 1134
21 387—397 CHCI; : EtOH (98 : 2) 585
CHCl; : EtOH (98 : 2)
22 398—402 127
CHCl; : EtOH (95 : 5)
23 403—408 CHCl; : EtOH (95 : 5) 182
CHCl; : EtOH (95 : 5)
24 409—429 936
CHCI; : EtOH (90 : 10)
CHCl; : EtOH (90 : 10)
25 430—466 6543
CHClI; : EtOH (80 : 20)
CHCl; : EtOH (80 : 20)
26 467—478 672
CHClI; : EtOH (50 : 50)
CHCl; : EtOH (50 : 50)
27 479—493 941
EtOH (100)
Celkové mnozstvi: 24,517 g
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Obradzek 19: Kontrolni analytické TLC vsech 27 frakci, které byly ziskdany sloupcovou chromatografii.
Zvyraznénd je frakce 26, kterd byla ddle zpracovdvdna.

<10 6 |+ TIC Scan 2597L.C.D
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1 \2;?.424
0.5 - |

: ) . |

S 16 15 2IO 25 30 35 4b 45 50 55 50 65
Cas (min)

Obrdzek 20: Souhrnny MS-EI chromatogram frakce 26
4.5 PREPARATIVNi TENKOVRSTVA CHROMATOGRAFIE

Za Ucelem izolace alkaloidl v Cistém stavu byla vybrana poldrnéjsi frakce cislo 26
o hmotnosti 672 mg. Pfed vlastni pfipravou chromatografickych desek byla zvolena vyvijeci soustava.
Podle vlastnosti dané frakce byly navrzeny dvé MF. Prvni byla smési ethylacetatu a diethylaminu
(EtOAc : DEA 9 : 1) a druha byla smés ethylacetatu, methanolu a diethylaminu (EtOAc : MeOH : DEA
8 :1:1). Vhodna soustava byla vybrana na zakladé kvality rozdéleni jednotlivych alkaloid(i na dvou
kontrolnich TLC. Jako Uvodni MF byla zvolena smés se sloZzenim EtOAc, MeOH, DEA.

Cely vzorek byl rozpustén v malém mnozZstvi smési EtOH a CHCls (1:1), pomoci
chromatografického pera byl tekuty extrakt kvantitativné nanesen na 16 litych desek (mnoZstvi
vzorku pfiblizné 45 mg na desku). Vyvijeni bylo provddéno v komorach sycenych 20 az 30 minut
mobilni fazi a probihalo dvakrat. Po kazdém vyvinuti byly vSechny desky suseny v digestofi a vzniklé

z6ny byly detekovany pomoci UV lampy a Dragendorffova Cinidla. Zjistény byly 4 zény (26/1 az 26/4).
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Kazda zjisténa zdéna alkaloidd byla pod UV svétlem oznacena, podle oznaceni z kazdé desky
vySkrabana spole¢né se silikagelem. Extrakty byly vymyty z adsorbentu na kolonce na vrstvé
kfemeliny pomoci smési EtOH a CHCls (1 : 1). Rozpoustédla z extraktu byla odpafena na vakuové
odparce. Ziskané podfrakce se stejnym oznacenim jako zjisténé zény byly kvantitativné prevedeny
do malych banék a uzavieny zatkou nebo hlinikovou folii. Hmotnosti jednotlivych podfrakci jsou
shrnuty v ndsledujici tabulce (Tabulka 11).

Pro dalsi zpracovani byly vybrany podfrakce 26/2 a 26/3 a jejich déleni probihalo obdobnym

zplUsobem jako preparativni chromatografie cela frakce €. 26.

Tabulka 11: Frakce ziskané délenim zdkladni frakce C. 26 a jejich hmotnosti

Podfrakce 26/1 26/2 26/3 26/4
Hmotnost (mg) 93,7 59,5 434,5 74,4

s

Obradzek 21: Kontrolni chromatogram ctyr podfrakci, které byly vytvoreny délenim frakce 26. Podle
tohoto chromatogramu byly vybrany frakce pro ndsledné déleni.

4.5.1 Déleni podfrakce 26/2

Na vyvijeni podfrakce 26/2 o hmotnosti 59,5 mg byla pouZita jako MF smés

cHx : Aceton : NH3 (50 : 50 : 1). V této soustavé byly desky s nanesenym vzorkem vyvijeny 3x a byly
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tak ziskany 2 linie, 26/2/1 a 26/2/2, jejich hmotnosti jsou opét shrnuty v nasledujici tabulce (Tabulka
12). Majoritni podfrakce 26/2/2 se zdala byt alkaloidné Cista. Proto dalSim krokem bylo odstranéni
necistot jiné povahy na komercénich deskach pomoci soustavy se slozenim EtOAc : MeOH : DEA

(8 :1:1). Diky tomu bylo ziskano 26,5 mg Cisté Iatky, kterd byla podrobena GC-MS.

Tabulka 12: Podfrakce vzniklé z frakce 26/2 po vyvinuti soustavou cHx : aceton : NHs (50 : 50 : 1)

26/2/1 | 4,3mg

26/2 | 59,5 mg
26/2/2 | 40,1mg | GC109 | &istal. 26,5 mg

#

Obrdzek 5: Kontrolni TLC podfrakce 26/2/2, pred precisténim a po ném, vyvijend v soustavé

EtOAc: MeOH :DEA S8 :1:1

4.5.2 Déleni podfrakce 26/3

Frakce 26/3 byla rozdélena na litych deskach v soustavé cHx : aceton : NH3 (50 : 50 : 1) na tfi
podfrakce. Majoritni podfrakce 26/3/2 o hmotnosti 218,9 mg byla opakované délena pomoci MF
slozené z EtOAc:MeOH:DEA (8:1:1). Vzniklo tak nékolik dalSich podfrakci z nichz byla
nejdalezitéjsi hlavni podfrakce 26/3/2/2/2 s hmotnosti 151,4 mg, ktera se jevila jako alkaloidné Cista.

Tato frakce byla pomoci analytické TLC porovnana s frakci 26/2/2 a byla zjisténa shodnost obou
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frakci. Frakce byly spojeny v jednu o celkové hmotnosti 179 mg. Nova frakce byla precisténa, tim
bylo ziskano 133 mg cCisté latky s oznacenim 26-2, kterd byla podrobena strukturni analyze.
Délenim frakce 26/3/3 (jeji hmotnost nebyla zaznamenana) pomoci MF se sloZzenim cHX,
aceton a NHs3 (50 : 50 : 1). Vznikla fada podfrakci, vétSina z nich vSak neobsahovala Zadné alkaloidy.
Pouze podfrakce 26/3/3/6/1 a 26/3/3/6/2 alkaloidy obsahovaly, ty se vsak pro ucely této prace

nepodafilo ziskat v Cistém stavu. Vytézky vSech frakci jsou zaznamenany v Tabulka 13.

Tabulka 13: Prehled podfrakci, které vznikly délenim frakce 26/3

26/3/1
46,3 mg
26/3/2/1
15,0 mg
26/3/2 26/3/2/2/1
218,9 mg 26/3/2/2 26,4 mg
197,0mg | 26/3/2/2/2
1514 mg shoda s 26/2/2
26/3/3/1 . .
5.0 mg nejsou alkaloidy
26/3 26/3/3/2 nejsou alkaloidy
345 26/3/3/3
mg . .
14,0 mg nejsou alkaloidy
2 4
6/3/3/ fenolické létky — shoda s 26/3/3/6/3
19,0 mg
26/3/3 26/3/3/5
19,0 mg nejsou alkaloidy
26/3/3/6/1
7,0 mg
26/3/3/6 26/3/3/6/2
98,0 mg 32,0 mg
26/3/3/6/3 sz
42,0 mg fenolické latky — shoda s 26/3/3/4
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4.6 STRUKTURNI IDENTIFIKACE 1IZOLOVANEHO ALKALOIDU

4.6.1 Plynova chromatografie spojena s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS)

Pro zakladni predikci struktury izolované latky byla aplikovdna GC-MS s elektronovou ionizaci
(El) 70 eV. Stanoveni bylo provedeno na plynovém chromatografu 7890A GC System Agilent
Technologies s kolonou HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Pribéh teplotniho rezimu byl nasledujici: od 100 °C do 180 °C stoupala teplota rychlosti
15 °C/min. Poté byla teplota stabilizovana jednu minutu pfi 180 °C. Dale od 180 °C do 300 °C stoupala
teplota rychlosti 5 °C/min, po kterém opét doslo ke stabilizaci teploty 300 °C patnact minut. Nosnym
plynem bylo helium, jehoZ rychlost byla 0,8 ml/min, Nasttfikovany objem vzorku byl 1 pl, split 1:10 a
nastrik probihal pti teploté 280 °C.

4.6.2 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

Za ucelem ziskani molekulové hmotnosti (Mm) izolované latky byla také pouzita metoda
ionizace elektrosprejem (ESI). Méfeni bylo provadéno na spektrometru LC/MS Thermo Finnigan
LCQDuo s ionizaci elektrosprejem v kladném moddu, jako analyzdtor byla zvolena iontova past.
Kolizni energie béhem méreni byla 40 eV. Alkaloid byl rozpustén v MeOH, vznikly roztok
o koncentraci 1 mg/ml byl zavddén pfimo na sondu. Chromatogramy ziskané mérenim GC-MS
i metodou ESI byly porovnany s udaji v knihovné spekter NIST, literaturou a spektry standardu

ziskanych na Katedre farmaceutické botaniky FaF UK.

4.6.3 Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Struktura byla uréena také pomoci nukledrni magnetické rezonance, byla vytvorena *H-NMR
a 13C-NMR spektra izolovaného alkaloidu. MéFeni bylo provddéno na spektrometru Bruker Avance
DRX 500 Spectometer operation. Pracovni frekvence spektrometru byla 500 MHz (pro jadra *H)
a 125 MHz (pro jadra *3C), vzorek izolované latky byl rozpustén v deuterochloroformu (CDCls)
a méreni probihalo pfi teploté 25 °C. Spektrum uddvalo chemicky posun & (pars per milion, ppm),
multiplicitu jednotlivych segmentl (s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet, q: kvartet,
m: multiplet) a interakéni konstantu J (Hz). Standardy, ke kterym byly vztahovany hodnoty
ze spektra testované latky, byly tetramethylsilan (TMS; 7,26 ppm) pro *H-NMR a signal solventu
(77,0 ppm) pro 3C-NMR.
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4.6.4 Opticka otacivost

Stanoveni optické otacivosti bylo provedeno na polarimetru P3000 pfi teploté 25 °C. Vzorek
latky byl méren v jeho chloroformovém roztoku. Specifickd otacivost byla poté vypocétena podle
nasledujiciho vzorce:

100 -

faly =—

t = teplota méreni [°C]; D = D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm); a = naméreny Uhel

otoceni [°]; c = koncentrace méfeného alkaloidu [g. 100 ml]; | = délka kyvety [dm]
4.7 SPEKTRUM BIOLOGICKE AKTIVITY IZOLOVANYCH ALKALOIDU

4.7.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam

Méreni inhibi¢ni aktivity bylo provddéno na Katedie farmaceutické botaniky, FaF UK
a zabyval se jim prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. Stanoveni bylo provedeno Ellmanovou
spektrofotometrickou metodou s 5, 5°-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB). Studovdna
byla schopnost testované latky inhibovat lidskou acetylcholinesterasu (HUAChE), kterd byla ziskdna
hemolyzou lidskych erytrocytd, a lidskou butyrylcholinesterasu (HuBuUChE) obsazenou v plazmé.
Poklesy aktivit HUAChE a HuBuUuChE byly vypocitany z narlistu absorbance za 1 min. Ze ziskanych
vysledkl byly pomoci nelinearni regresi v programu GraphPAD Prism (verze 3.02 pro Windows;
vyrobce: GraphPAD 56 Software, San Diego, Ca, USA) urceny hodnoty ICso (koncentrace studované
latky, kterd je schopna inhibovat cholinesterasu z 50 %). Standardy, se kterymi byla porovnana
aktivita testované latky jsou: galanthamin, huperzin, berberin a eserin. Jejich aktivity jsou uvedeny
v kapitole ,,5. Vysledky“ spolu s aktivitou izolované latky. Uplny popis postupu je uveden v publikaci

Ellman et al.,1961.%°

4.7.2 Stanoveni inhibicni aktivity vuci prolyl oligopeptidase (POP)

Inhibi¢ni aktivita vlci prolyl oligopeptidase byla mérena ve spolupraci s Centrem pokrocilych
studii Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany v Hradci Kralové. Jednd se, stejné jako
u metody pouZzité na stanoveni aktivity vici cholinesterasam, o metodu spektrofotometrickou, kde
vznik p-nitroanilinu je pfimo Umérny aktivité POP. Méfeni bylo provedeno na microplate ELISA
readeru EL800. Schopnost izolované latky inhibovat POP byla vyjadirena jako hodnota ICso.

Standardy, ke kterym byla hodnota ICso (POP) vztahovana, jsou bajkalin, berberin a Z-Pro-prolinal,
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jejich aktivita je opét uvedena v casti ,5. Vysledky” spolu s hodnotou izolované latky. Podrobny

popis vyuzité metody testovani inhibi¢ni aktivity POP je uveden v dile Cahlikova et al., 2013.4°

4.7.3 Stanoveni inhibice glykogen synthasy kinasy-3p (GSK-3B)

Stanoveni inhibi¢ni aktivity vici GSK-3B bylo provedeno v ramci staZze Erasmus+ Mgr. Daniely
Hulcové, Ph.D. ve spolupraci s pracovniky z Department for Life Quality Studies University of Bologna.
Podrobny popis studie je uveden v publikaci Hulcova et al. (2018)?2 a metoda stanoveni je popsana

v préaci Baki a et al. (2007)1,

4.7.4 Stanoveni cytotoxicity in vitro

Stanoveni cytotoxického plisobeniizolované latky bylo provedeno ve spolupraci s pracovniky
Katedry mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemédélska univerzita v Praze a Ustavu lékarské
biochemie Lékarské fakulta v Hradci Kralové. Popis postup(l stanoveni a souhrn studii jsou uvedeny

v publikacich Dosko¢il et al. (2015)%°! a Havelek et al. (2017)%°2,

4.7.5 Stanoveni aktivity vuci plazmodiim in vitro

Inhibi¢ni aktivita vaci jaternimu stadiu Plasmodium berghei in vitro byla mérena
Mgr. Katefinou Breitrovou Ph.D. ve spolupraci s vyzkumniky z MPrudéncio Lab, Instituto de
Medicina Molecular Jodo Lobo Antunes, Lisabon v ramci Erasmus+ staze. Uplny popis postupu

stanoveni a zachdzeni s komary je uveden v publikaci Ploemen et al. (2009).193
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5. VYSLEDKY

V rdmci této diplomové prace bylo izolovano ve spojené frakci 26-2 133 mg latky
identifikované porovnanim jejich GC-MS, NMR spekter a zjisténymi fyzikdlnimi vlastnostmi
s literaturou jako 9-O-demethylhomolykorin. Ddle byla identifikovana latka testovana na potencidlni

biologickou aktivitu.

B =

I““Ill-

O )

Obrdzek 6: Vzorce ziskané ldtky: A) podle tradi¢niho ¢islovani Amaryllidaceae alkaloidt byla ldtka
nazvdna 8-0-demethylhomolykorin B) podle pravidel pojmenovdvdni organickych sloucenin byla

popsdna jako 9-O-demethylhomolykorin

5.1 STRUKTURNI IDENTIFIKACE

5.1.1 MS charakteristika 9-O-demethylhomolykorinu

Analyzou GC-MS s El bylo ziskdno spektrum pouze s jednim vyraznym iontem v m/z 109
a témér Zzadnou odezvou iontu molekuldrniho. Na zakladé predchozich zkusenosti ion m/z = 109
indikuje alkaloid homolykorinového strukturniho typu’?. Za Gc¢elem zjisténi molekuldrniho iontu bylo
potfeba zméfit i ESI hmotnostni spektrum izolované latky. Z chromatogramu GC-MS s El bylo
zjisténo, Ze se jedna o latky homolykorinového typu, ktera neni substituovana v poloze C-271.

Presnéjsi predikce izolované latky byla mozna azZ po pouziti metody méreni s ESI, kdy odezva
molekularniho iontu jiz byla dostatec¢na. Ziskand spektra byla porovnana s knihovnou spekter NIST

a spektry ziskanymi na Katedre farmaceutické botaniky FaF UK.
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EI-MS analyza 9-O-demethylhomolykorinu
EI-MS, 70 eV, m/z (rel. int.) 164 (<0,1), 110 (<0,1), 109 (100), 108 (<1), 94 (<0,1), 93 (<0,1), 82

(<0,1), 81 (<0,1), 65 (<0,1), 42 (<0,1)
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Obrdzek 22: EI-MS spektrum 9-O-demethylhomolykorinu

ESI-MS analyza 9-0O-demethylhomolykorinu

28417
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Obrdzek 23: ESI MS spektrum 9-O-demethylhomolykorinu s vyznacenou hodnotou molekulového

iontu
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Molekulovd hmotnost

Mr =301,342
5.1.2 NMR analyza 9-O-demethylhomolykorinu
U izolované latky byla provedena 'H-NMR a '*C-NMR studie. Interpretaci *H-NMR a *3C-NMR

spekter a jejich porovnanim s Gdaji v literature!® byla stanovena jeji struktura.

1H-NMR studie

1H NMR (500MHz, CDCl3,25 °C) § 7.59 (1H, s, H8), 6.98 (1H, s, H11), 5.52-5.48 (1H, m, H4), 4.79-
4.76 (1H, m, H5a), 3.94 (3H, s, OCHs), 3.17-3.12 (1H, m, H2), 2.76-2.70 (1H, m, H11c), 2.66 (1H, dd,
J=9.7 Hz, J=2.1 Hz, H11b), 2.62-2.58 (2H, m, H5), 2.53-2.47 (2H, m, H3), 2.26 (1H, q, J= 9.5 Hz, H2),
2.00 (3H, s, NCHs).

13C-NMR studie

13C NMR (125MHz, CDCls, 25 °C) 6 165.6 (C7), 150.8 (C10), 145.6 (C9), 140.6 (C3a), 136.7 (C11a),
117.6 (C7a), 116.0 (C8), 115.4 (C4), 110.3 (C11), 77.5 (C5a), 66.5 (C11c), 56.5 (C2), 56.3 (OCHs3),
44.0 (C11b), 43.7 (NCHs), 31.2 (C5), 27.9 (C3).

5.1.3 opticka otacivost 9-O-demethylhomolykorinu

[a]® = 215,7°
5.2 VYSLEDKY TESTU BIOLOGICKYCH AKTIVIT

5.2.1 9-O-Demethylhomolykorin a jeho vliv na Alzheimerovu chorobu

Vysledky testl inhibice lidskych cholinesteraz jsou uvedeny v Tabulka 14. Bylo prokazano, ze
vUc¢i HUAChE a v(¢i HuBuChE je 9-O-demethylhomolykorin neucinny v porovnani s referenénimi
latkami. Vysledek testu 9-O-demethylhomolykorinu na inhibici POP je zaznamenan v Tabulka 14.
Stejné jako v pripadé inhibi¢ni aktivity vici cholinesterazam je 9-O-demethylhomolykorin vici POP
neucinny v porovnani se standardy. Zajimavou aktivitu vykazoval 9-O-demethylhomolykorin pouze
vUc¢i GSK-3B, pfi koncentraci 50 uM inhiboval GSK-3B z 63,6 £ 1,3 %. Dale u ného byla uréena hodnota

ICs0, ktera je uvedena v Tabulka 14, a byla vztazena k referenéni latce SB-415286.
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Tabulka 14: Biologicka aktivita 9-O-demethylhomolykorinu vii¢i HUAChE, HuBuChE a POP

Izolovany Alkaloid Icso(l;ll::\)ChE ICso I(-I:;;JChE ICs0 POP (mM) ICS(’(E:AI§-3B
9-0O-demethylhomolykorin > 1000 > 1000 1807 £ 167 30,00 +0,71
Referencni latky
Galanthamin 1,710 £ 0,065 | 42,301 + 0,065
Huperzin A 0,033 £0,001 >1000
Berberin 0,705+ 0,104 | 30,721 + 3,492 0,14 £ 0,02
Eserin 0,063 + 0,001 0,13 +£0,00
Bajkalin 0,61 +0,02
Z-Pro-prolinal 2(')73 01;)0661
SB-415286 70,00 nM

5.2.2 Cytotoxicka aktivita 9-0O-demethylhomolykorinu

Ve spolupraci s Ustavem |ékaFské biochemie Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové byla provedena screeningovda studie na 10 bunécnych liniich. Plsobeni
9-0-demethylhomolykorinu bylo vystaveno devét nadorovych linii, Jurkat (akutni leukémie
T lymfocytd), MOLT-4 (linie bunék akutni lymfoblastické leukémie), A549 (linie bunék
adenokarcinomu plic), HT-29 (kolorektalni karcinom), PANC 1 (linie bunék epitelidlniho karcinomu
slinivky), A2780 (linie bunék karcinomu vajecniku), HelLa (linie bunék adenokarcinomu délozniho
¢ipku), MCF 7 (linie bunék adenokarcinomu prsu), SAOS 2 (linie bunék osteosarkomu), a kontrolni
linie MRC-5 (linie bunék zdravych plicnich fibroblastl). Koncentrace testované latky byla 10 uM
a na bunécné linie plsobila po dobu 48 hodin. Po uplynuti daného ¢asu byla urcena viabilita bunék
jednotlivych linii, ktera byla porovnana s viabilitou bunék po plsobeni doxorubicinu, ktery byl pouzit
jako standard. Viabilita vSech testovanych bunécnych linii po plsobeni 9-O-demethylhomolykorinu
byla vyssi nez 90 % a 9-O-demethylhomolykorin byl oznacen jako neaktivni. Zaroven byl shledan
netoxickym v(ci zdravym burikdm linie MRC-5 (viabilita bunék byla 93 %), které byly pouZity jako

kontrola.
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Druhé stanoveni cytotoxického pulsobeni 9-O-demethylhomolykorinu bylo provedeno
ve spolupraci s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Fakulty agrobiologie, potravinovych
a pfirodnich zdroj&i Ceské zemédélské univerzity v Praze. Mé&feni bylo provedeno na dvou liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29, jako kontrola byla vyuZita linie zdravych epitelidlnich
bunék tenkého stfeva FHs-74Int. Vysledkem byla hodnota ICso, u 9-O-demethylhomolykorinu byla
jeji hodnota vyssi nez 10 UM u obou nadorovych linii i u linie zdravych bunék FHs-74Int. V porovnani
se standardem vinorelbinem (ICso pro linii Caco-2 je 0,03 + 0,01 a pro linii FHs-74Int je 4,0 £ 0,3) je

9-0O-demethylhomolykorin povaZovan za neaktivni a zaroven netoxicky vici zdravym bunkam.

5.2.3 Antimalarické plisobeni 9-O-demethylhomolykorinu

Stanoveni bylo provedeno na plvodci mysi malarie Plasmodium berghei (PbA-LuciGFPcon)
in vitro na bunécéné linie HuUH-7. 9-O-demethylhomolykorin vykazoval velmi nizkou inhibiéni aktivitu
vuci Plasmodium berghei. Jeho 1Cso je vyssi nez 20 uM (hodnota ICso primachinu, ktery se pouziva

jako standard u jaterniho stadia, je 5,74 £ 0,86 uM).
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Obrdzek 24: Rozsah infekce a bunécné konfluence v % v porovndni s kontrolou (DMSO), vysledek
9-0O-demethylhomolykorinu je vyznacen ¢ervenym ordmovdnim
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6. DISKUZE

Cilem predlozené diplomové prace bylo zpracovani Cerstvych cibuli rostliny Narcissus
cv. PROFESSOR EINSTEIN, jez patfi mezi zahradni kultivary rodu Narcissus, ziskat Cistou alkaloidni
latku a u izolované latky predstavit vysledky biologicky aktivit, na které byla dana latka testovana.

Uvedeny kultivar byl vybrdan na zakladé screeningu jednodéloZznych rostlin celedi
Amaryllidaceae provedeného na Katedfe farmaceutické botaniky FaF UK.® V uvedené praci byly
alkaloidni sumarni extrakty testovanych rostlin podrobeny GC-MS studii a dale byla zjistovana
biologickd aktivita extraktl. Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN vykazoval pozoruhodné alkaloidni
spektrum a také zajimavou aktivitu viaci BUuChE. Proto byl vybran pro podrobnou fytochemickou
studii.

V prabéhu vlastni fytochemické studie bylo zpracovano 34,3 kg Cerstvych cibuli daného
kultivaru do podoby precisténého alkaloidniho extraktu o hmotnosti 31,7 g. Pfipraveny extrakt byl
délen nejprve pomoci sloupcové chromatografie, jejimz vysledkem byl vznik 27 frakci. Pro dalsi
zpracovani byla vybrana frakce 26, kterd byla délena pomoci preparativni TLC. Opakovanym délenim
byla ziskana Cistd latka, kterd byla po strukturni analyze oznacena jako 9-O-demethylhomolykorin.
9-0-Demethylhomolykorin patfi do homolykorinového strukturniho typu, ktery se spole¢né s typem
lykorinovym v rodé Narcissus nachazi velmi ¢asto.?® Stejné tak samotny 9-O-demethylhomolykorin
je latka ¢asto se vyskytujici v rodé Narcissus.1%>

9-0-Demethylhomolykorin byl izolovan v mnoiZstvi, které umozrfiovalo provést fadu
biologickych testll. Nejprve byla provedena stanoveni souvisejici s potencidlni terapii Alzheimerovy
choroby, mezi kterd patfiinhibice HUAChE, HuBuChE, POP a GSK-3pB. 9-O-demethylhomolykorin vsak
vykazoval mirnou aktivitu pouze vici GSK-3B (ICsp = 30,00 + 0,71 uM) v porovnani se standardni
latkou SB-415286 (70 nM).

Dale byl proveden screening cytotoxické aktivity vici deviti nddorovym bunécnym liniim
(Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2) a kontrolni linie MRC-5. Navic
byla provedena samostatna studie cytotoxicity na dvou bunécnych liniich kolorektalniho karcinomu
(Caco-2, HT-29) s kontrolni linii zdravych epitelidlnich bunék tenkého stfeva FHs-74Int. BohuzZel byl
9-0O-demethylhomolykorin neaktivni viacéi vSem nadorovym liniim, také vici zdravym bunkam
nevykazoval cytotoxické pUsobeni.

Posledni testovanou aktivitou bylo pUsobeni vici jaternimu stadiu Plasmodium berghei,
jakoZto puvodci malarie. Bohuzel i v tomto testu byl 9-O-demethylhomolykorin neucinny.
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Na zakladé vysledkd z provedenych test( Ize fici, Ze 9-O-demethylhomolykorin neni pfilis
biologicky zajimavy. Pouze aktivita vi¢i GSK-3B se jevi jako poutava. V literature pak Ize nalézt dalsi
ctyri alkaloidy homolykorinového typu (masonin, O-ethyllykorenin, odulin, tetrahydromasonin),
které vykazuji zajimavou GSK-3B inhibi¢ni aktivitu.?? V souasné dobé se téchto pét AmA fadi mezi
nejsilnéjsi GSK-3B inhibitory ze skupiny AmA. Dale lze uvést, Ze byl v odborné literature popsan
pfipad slabsi cytotoxické aktivity 9-O-demethylhomolykorinu vici leukemickym bunkam MOLT-4
a zaroven cytotoxické plsobeni i vic¢i nenadorovym burikdm mysich fibroblastd LMTK, ackoli v této

praci nevykazoval cytotoxicky Ucéinek vici Zadnym testovanym liniim bunék.10®

62



7. LITERATURA

(1)
(2)

(3)
(4)

(5)
(6)

(7)

(8)
(9)

(10)
(11)

(12)
(13)
(14)

(15)

(16)

(17)
(18)
(19)
(20)

(21)

Dohnal, F. Studijni Texty k Déjinam Farmacie, 1.; Karolinum: Praha, 2014.

Zenk, M. H.; Juenger, M. Evolution and Current Status of the Phytochemistry of Nitrogenous
Compounds. Phytochemistry 2007, 68 (22), 2757-2772.

Jahodaft, L. Farmakobotanika: Semenné Rostliny, 3.; Karolinum: Praha, 2011.

Spilkova, J.; Jan, M.; Siatka, T.; Tamov4d, L.; Kasparovd, M. Alkaloidy. In Farmakognozie;
Karolinum: Praha, 2016.

Bastida, J.; Berkov, S.; Torras, L.; Pigni, N. B.; Andrade, J. P. de; Martinez, V.; Codina, C.;

Viladomat, F. Chemical and Biological Aspects of Amaryllidaceae Alkaloids. 2011, 65—-100.
Havlasovd, J.; Safratovd, M.; Siatka, T.; Stépankova, S.; Novak, Z.; Lo¢arek, M.; Opletal, L.;
Hrabinovd, M.; Jun, D.; BeneSova, N.; et al. Chemical Composition of Bioactive Alkaloid Extracts
from Some Narcissus Species and Varieties and Their Biological Activity. Nat. Prod. Commun.
2014, 9 (8), 1151-1155.

Safratova, M.; Hostalkova, A.; Hulcova, D.; Breiterova, K.; Hrabcova, V.; Machado, M.; Fontinha,
D.; Prudéncio, M.; Kunes, J.; Chlebek, J.; et al. Alkaloids from Narcissus Poeticus Cv. Pink Parasol
of Various Structural Types and Their Biological Activity. Arch. Pharm. Res. 2018, 41 (2), 208—
218.

Breiterovd, K. Neurotropni a antioxida¢ni aktivita vybranych druhl jednodéloZnych

alkaloidnich rostlin. VIII. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Hradec Kralové, 2015.
Kfesadlova, L.; Vilin, S. Encyklopedie tulipdnd, hyacintd, begonii a dalsich okrasnych cibulnatych
a hliznatych rostlin; Computer Press: Brno, 2009.

Kvétena Ceské republiky; Slavik, B., Stépankova, J., Eds.; Academia: Praha, 2010.

Grulich, V.; Van€urova, J. AMARYLLIS BELLADONNA L. — zornice https://botany.cz/cs/amaryllis-
belladonna/ (accessed Aug 10, 2019).

Svobodova, V. CRINUM ASIATICUM L. — kfin https://botany.cz/cs/crinum-asiaticum/ (accessed

Apr 7, 2019).

PROC KLIVIE NEKVETE? https://zahradkaruvrok.cz/2018/02/se-mame-starat-klivii/ (accessed

Jun 26, 2019).

Opletal, L.; Koula, V. https://apps.faf.cuni.cz/daidalea/PlantFamily.asp?id=2 (accessed Apr 15,
2019).

Kulhankovd, A.; Cahlikovd, L.; Novak, Z.; Macdkova, K.; Kunes, J.; Opletal, L. Alkaloids from
Zephyranthes Robusta Baker and Their Acetylcholinesterase- and Butyrylcholinesterase-
Inhibitory Activity. Chem. Biodivers. 2013, 10 (6), 1120-1127.

Dalecka, M.; Havelek, R.; Kralovec, K.; Brtickova, L.; Cahlikova, L. Alkaloidy rostlin celedi

Amaryllidaceae jako potencidlnilécCiva v terapii nddorovych onemocnéni. Chem. Listy 2013, 107,
701-708.

Jahodat, L. Rostliny zplsobujici otravy; Karolinum: Praha, 2018.

Louw, C. A. M.; Regnier, T. J. C.; Korsten, L. Medicinal Bulbous Plants of South Africa and Their

Traditional Relevance in the Control of Infectious Diseases. J. Ethnopharmacol. 2002, 82 (2),
147-154.

Tram, N. T. N.; Titorenkova, Tz. V.; Bankova, V. S.; Handjieva, N. V.; Popov, S. S. Crinum L.
(Amaryllidaceae). Fitoterapia 2002, 73 (3), 183-208.

Hoskovec, L. BOOPHONE DISTICHA (L. f.) Herb. https://botany.cz/cs/boophone-disticha/
(accessed Jun 27, 2019).
Hoskovec, L. AGAPANTHUS PRAECOX Willd. — kalokvét https://botany.cz/cs/agapanthus-
praecox/ (accessed Apr 9, 2019).

63



(22) Hulcova, D.; Breiterova, K.; Siatka, T.; Klimova, K.; Davani, L.; Safratova, M.; Hostalkova, A.; De
Simone, A.; Andrisano, V.; Cahlikova, L. Amaryllidaceae Alkaloids as Potential Glycogen
Synthase Kinase-3p Inhibitors. Molecules 2018, 23 (4), 719.

(23) Safratovd, M. Studium Inhibiéniho (Toxického) Vlivu Alkaloid& Vybranych Druht Rostlin z Celedi
Amaryllidaceae Na Nékteré Lidské Enzymové Systémy (in Vitro Studie) lll. Doktorska disertacni
prace, Univerzita Karlova, Hradec Krdlové, 2017.

(24) Jones, M.; Pulman, J.; Walker, T. Drugs from Daffodils. Chem. Ind. 2011, No. 4, 18-20.

(25) Bastida, J.; Lavilla, R.; Viladomat, F. Chemical and Biological Aspects of Narcissus Alkaloids. In
The Alkaloids: Chemistry and Biology; Cordell, G. A., Ed.; Academic Press, 2006; Vol. 63, pp 87—
179.

(26) Kington, S. The International Daffodil Register and Classified List 2008; Royal Horticultural
Society: London, 2008.

(27) Hoskovec, L. NARCISSUS POETICUS L. — narcis bily / narcis biely | BOTANY.cz
https://botany.cz/cs/narcissus-poeticus/ (accessed Aug 15, 2019).

(28) Krasa. NARCISSUS PSEUDONARCISSUS L. — narcis Zluty / narcis Zlty | BOTANY.cz
https://botany.cz/cs/narcissus-pseudonarcissus/ (accessed Aug 15, 2019).

(29) horticultural classification https://www.rhs.org.uk/plants/pdfs/plant-registration-
forms/daffhortclass.pdf (accessed Aug 13, 2019).

(30) Daffodil Divisions Using the RHS System of Classification https://daffodilusa.org/daffodil-
info/daffodil-divisions-cultivars/ (accessed Apr 20, 2019).

(31) Takos, A. M.; Rook, F. Towards a Molecular Understanding of the Biosynthesis of
Amaryllidaceae Alkaloids in Support of Their Expanding Medical Use. Int. J. Mol. Sci. 2013, 14
(6), 11713-11741.

(32) Lopez, S.; Bastida, J.; Viladomat, F.; Codina, C. Acetylcholinesterase Inhibitory Activity of Some
Amaryllidaceae Alkaloids and Narcissus Extracts. Life Sci. 2002, 71 (21), 2521-2529.

(33) Hulcova, D. Biologicka aktivita alkaloid(i Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
(Amaryllidaceae). Doktorska disertacni prace, Univerzita Karlova, Hradec Kralové, 2018.

(34) Pettit, G. R.; Gaddamidi, V.; Cragg, G. M.; Herald, D. L.; Sagawa, Y. Isolation and Structure of
Pancratistatin. J. Chem. Soc. Chem. Commun. 1984, No. 24, 1693—-1694.

(35) Pettit, G. R.; Pettit lll, G. R.; Groszek, G.; Backhaus, R. A.; Doubek, D. L.; Barr, R. J. Antineoplastic
Agents, 301. An Investigation of the Amaryllidaceae Genus Hymenocallis. J. Nat. Prod. 1995,
58 (5), 756—759. https://doi.org/10.1021/np50119a017.

(36) Pettit, G. R.; Gaddamidi, V.; Herald, D. L.; Singh, S. B.; Cragg, G. M.; Schmidt, J. M.; Boettner, F.
E.; Williams, M.; Sagawa, Y. Antineoplastic Agents, 120. Pancratium Littorale. J. Nat. Prod. 1986,
49 (6), 995-1002.

(37) Pettit, G. R.; Cragg, G. M.; Singh, S. B.; Duke, J. A.; Doubek, D. L. Antineoplastic Agents, 162.
Zephyranthes Candida. J. Nat. Prod. 1990, 53 (1), 176-178.

(38) Pettit, G.; Pettit, G. R.; Backhaus, R. A.; Boyd, M. R.; Meerow, A. W. Antineoplastic Agents, 256.
Cell Growth Inhibitory Isocarbostyrils from Hymenocallis. J. Nat. Prod. 1993, 56 (10), 1682—
1687.

(39) The Folklore of Narcissus. In Narcissus and Daffodil: The Genus Narcissus; Hanks, G. R., Ed.; CRC
Press: London, 2002; pp 19-29.

(40) Cakici, I.; Ulug, H. Y.; Inci, S.; Tunctan, B.; Abacioglu, N.; Kanzik, I.; Sener, B. Antinociceptive
Effect of Some Amaryllidaceae Plants in Mice. J. Pharm. Pharmacol. 1997, 49 (8), 828-830.

(41) He, M.; Qu, C.; Gao, O.; Hu, X.; Hong, X. Biological and Pharmacological Activities of
Amaryllidaceae Alkaloids. RSC Adv. 2015, 5 (21), 16562-16574.

64



(42) Pigni, N. B.; Berkov, S.; Elamrani, A.; Benaissa, M.; Viladomat, F.; Codina, C.; Bastida, J. Two
New Alkaloids from Narcissus Serotinus L. Molecules 2010, 15 (10), 7083—7089.

(43) Saltan Citoglu, G.; Bahadir Acikara, O.; Sever Yilmaz, B.; Ozbek, H. Evaluation of Analgesic, Anti-
Inflammatory and Hepatoprotective Effects of Lycorine from Sternbergia Fisheriana (Herbert)
Rupr. Fitoterapia 2012, 83 (1), 81-87.

(44) Fennell, C. W.; van Staden, J. Crinum Species in Traditional and Modern Medicine. J.
Ethnopharmacol. 2001, 78 (1), 15-26.

(45) Harvey, A. L. The Pharmacology of Galanthamine and Its Analogues. Pharmacol. Ther. 1995, 68
(1), 113-128.

(46) Farmakoterapie Alzheimerovy Choroby. Farmakoter. Inf. Mésic. Lékare Farm. 2014, No. 12, 1-
4.

(47) Dementia https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/dementia (accessed Jul 10,
2019).

(48) Matl, O.; Matlova, M.; Holmerova, . Zprdva o Stavu Demence 2016, 1.; Ceskd alzheimerovska
spolecnost: Praha, 2016.

(49) Cahlikova, L.; Hrabinova, M.; Kulhankova, A.; BeneSova, N.; Chlebek, J.; Jun, D.; Novak, Z.;
Macakova, K.; Kunes$, J.; Kuca, K.; et al. Alkaloids from Chlidanthus Fragrans and Their
Acetylcholinesterase, Butyrylcholinesterase and Prolyl Oligopeptidase Activities. Nat. Prod.
Commun. 2013, 8 (11), 1934578X1300801110.

(50) Prokopova, I. Farmakoterapie Alzheimerovy Demence a Pridruzenych Neuropsychiatrickych
Symptomd — 1. Cast. Psychiatr. Praxi 2018, 19 (1), 7-10.

(51) Palop, J. J.; Mucke, L. Amyloid-B—Induced Neuronal Dysfunction in Alzheimer’s Disease: From
Synapses toward Neural Networks. Nat. Neurosci. 2010, 13 (7), 812—-818.

(52) Plattner, F.; Angelo, M.; Giese, K. P. The Roles of Cyclin-Dependent Kinase 5 and Glycogen
Synthase Kinase 3 in Tau Hyperphosphorylation. J. Biol. Chem. 2006, 281 (35), 25457—-25465.

(53) Saraswati, A. P.; Ali Hussaini, S. M.; Krishna, N. H.; Babu, B. N.; Kamal, A. Glycogen Synthase
Kinase-3 and Its Inhibitors: Potential Target for Various Therapeutic Conditions. Eur. J. Med.
Chem. 2018, 144, 843—858.

(54) Cohen, P.; Frame, S. The Renaissance of GSK3. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2001, 2 (10), 769-776.

(55) Phukan, S.; Babu, V. S.; Kannoji, A.; Hariharan, R.; Balaji, V. N. GSK3B: Role in Therapeutic
Landscape and Development of Modulators. Br. J. Pharmacol. 2010, 160 (1), 1-19.

(56) Magbool, M.; Mobashir, M.; Hoda, N. Pivotal Role of Glycogen Synthase Kinase-3: A
Therapeutic Target for Alzheimer’s Disease. Eur. J. Med. Chem. 2016, 107, 63-81.

(57) Luo, J. Glycogen Synthase Kinase 3B (GSK3B) in Tumorigenesis and Cancer Chemotherapy.
Cancer Lett. 2009, 273 (2), 194-200.

(58) Henriksen, E. J.; Dokken, B. B. Role of Glycogen Synthase Kinase-3 in Insulin Resistance and
Type 2 Diabetes. Curr. Drug Targets 2006, 7 (11), 1435-1441.

(59) Lal Hind; Ahmad Firdos; Woodgett James; Force Thomas. The GSK-3 Family as Therapeutic
Target for Myocardial Diseases. Circ. Res. 2015, 116 (1), 138-149.

(60) Jope, R.; Roh, M.-S. Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK3) in Psychiatric Diseases and Therapeutic
Interventions. Curr. Drug Targets 2006, 7 (11), 1421-1434.

(61) Giacobini, E. Cholinergic Function and Alzheimer’s Disease. Int. J. Geriatr. Psychiatry 2003, 18
(S1), S1-S5.

(62) Puttonen, K. A.; Lehtonen, S.; Raasmaja, A.; Mannistd, P. T. A Prolyl Oligopeptidase Inhibitor,
Z-Pro-Prolinal, Inhibits Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Translocation and
Production of Reactive Oxygen Species in CV1-P Cells Exposed to 6-Hydroxydopamine. Toxicol.
In Vitro 2006, 20 (8), 1446—1454.

65



(63) Polgar, L. The Prolyl Oligopeptidase Family. Cell. Mol. Life Sci. CMLS 2002, 59 (2), 349-362.

(64) Garcia-Horsman, J. A.; Méannisto, P. T.; Venaldinen, J. . On the Role of Prolyl Oligopeptidase in
Health and Disease. Neuropeptides 2007, 41 (1), 1-24.

(65) Vanéckova, N.; Host‘alkova, A.; Safratova, M.; Kunes, J.; Hulcovd, D.; Hrabinova, M.; Doskocil,
l.; Sté&pdnkova, S.; Opletal, L.; Novakova, L.; et al. Isolation of Amaryllidaceae Alkaloids from
Nerine Bowdenii W. Watson and Their Biological Activities. RSC Adv. 2016, 6 (83), 80114-80120.

(66) Toide, K.; Shinoda, M.; Fujiwara, T.; lwamoto, Y. Effect of a Novel Prolyl Endopeptidase
Inhibitor, JTP-4819, on Spatial Memory and Central Cholinergic Neurons in Aged Rats.
Pharmacol. Biochem. Behav. 1997, 56 (3), 427-434.

(67) Tarragd, T.; Kichik, N.; Claasen, B.; Prades, R.; Teixidd, M.; Giralt, E. Baicalin, a Prodrug Able to
Reach the CNS, Is a Prolyl Oligopeptidase Inhibitor. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16 (15), 7516—

7524,

(68) GALANTAMIN MYLAN
http://www.sukl.cz/modules/medication/detail.php?code=0191787&tab=info (accessed Jul
15, 2019).

(69) Elgorashi, E. E.; Stafford, G. I.; Staden, J. van. Acetylcholinesterase Enzyme Inhibitory Effects of
Amaryllidaceae Alkaloids. Planta Med. 2004, 70 (3), 260-262.

(70) Cahlikova, L.; Pérez, D. I.; Stépankova, S.; Chlebek, J.; Safratova, M.; Host’alkova, A.; Opletal, L.
In Vitro Inhibitory Effects of 8-O-Demethylmaritidine and Undulatine on Acetylcholinesterase
and Their Predicted Penetration across the Blood—Brain Barrier. J. Nat. Prod. 2015, 78 (6),
1189-1192.

(71) Cahlikova, L.; Loc¢arek, M.; BeneSova, N.; Kucera, R.; Chlebek, J.; Novak, Z.; Opletal, L. Isolation
and Cholinesterase Inhibitory Activity of Narcissus Extracts and Amaryllidaceae Alkaloid. Nat.
Prod. Commun. 2013, 8 (6), 781-785.

(72) Kohelova, E.; Pefinova, R.; Maafi, N.; Kordbecny, J.; Hulcova, D.; Mafikova, J.; Kucera, T.;
Martinez Gonzdlez, L.; Hrabinova, M.; Vorcakova, K.; et al. Derivatives of the B-Crinane
Amaryllidaceae Alkaloid Haemanthamine as Multi-Target Directed Ligands for Alzheimer’s
Disease. Molecules 2019, 24 (7), 1307.

(73) Safratova, M.; Novak, Z.; Kulhankova, A.; Kunes, J.; Hrabinova, M.; Jun, D.; Macdkova, K.;
Opletal, L.; Cahlikova, L. Revised NMR Data for 9-O-Demethylgalanthine: An Alkaloid from
Zephyranthes Robusta (Amaryllidaceae) and Its Biological Activity. Nat. Prod. Commun. 2014,
9 (6), 787-788.

(74) Key facts about cancer http://www.who.int/cancer/about/facts/en/ (accessed Aug 6, 2019).

(75) Dumont, P.; Ingrassia, L.; Rouzeau, S.; Ribaucour, F.; Thomas, S.; Roland, I.; Darro, F.; Lefranc,
F.; Kiss, R. The Amaryllidaceae Isocarbostyril Narciclasine Induces Apoptosis By Activation of
the Death Receptor and/or Mitochondrial Pathways in Cancer Cells But Not in Normal
Fibroblasts. Neoplasia 2007, 9 (9), 766—-776.

(76) Masi, M.; Frolova, L. V.; Yu, X.; Mathieu, V.; Cimmino, A.; De Carvalho, A.; Kiss, R.; Rogelj, S.;
Pertsemlidis, A.; Kornienko, A.; et al. Jonquailine, a New Pretazettine-Type Alkaloid Isolated
from Narcissus Jonquilla Quail, with Activity against Drug-Resistant Cancer. Fitoterapia 2015,
102, 41-48.

(77) Newman, D. J.; Cragg, G. M. Natural Products As Sources of New Drugs over the 30 Years from
1981 to 2010. J. Nat. Prod. 2012, 75 (3), 311-335.

(78) Nair, J. J.; van Staden, J. Cytotoxicity Studies of Lycorine Alkaloids of the Amaryllidaceae. Nat.
Prod. Commun. 2014, 9 (8), 1193-1210.

66



(79) Wang, P.; Yuan, H.-H.; Zhang, X.; Li, Y.-P.; Shang, L.-Q.; Yin, Z. Novel Lycorine Derivatives as
Anticancer Agents: Synthesis and In Vitro Biological Evaluation. Molecules 2014, 19 (2), 2469—
2480.

(80) Li, L.; Dai, H.-J.; Ye, M.; Wang, S.-L.; Xiao, X.-J.; Zheng, J.; Chen, H.-Y.; Luo, Y.; Liu, J. Lycorine
Induces Cell-Cycle Arrest in the GO/G1 Phase in K562 Cells via HDAC Inhibition. Cancer Cell Int.
2012, 12 (1), 1-6.

(81) Liu,J.; Hu, W.-X.; He, L.-F.; Ye, M.; Li, Y. Effects of lycorine on HL-60 cells via arresting cell cycle

and inducing apoptosis
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1016/j.febslet.2004.10.095 (accessed Aug 24,
2019).

(82) Liu, X.; Jiang, J.; Jiao, X.; Wu, Y.; Lin, J.; Cai, Y. Lycorine Induces Apoptosis and Down-Regulation
of Mcl-1 in Human Leukemia Cells. Cancer Lett. 2009, 274 (1), 16-24.

(83) Nair, J. J.; Van Staden, J. Caspase-Inducing Effects of Lycorane and Crinane Alkaloids of the
Amaryllidaceae. South Afr. J. Bot. 2019, 120, 33-38.

(84) Nair, J. J.; Rarova, L.; Strnad, M.; Bastida, J.; van Staden, J. Apoptosis-Inducing Effects of
Distichamine and Narciprimine, Rare Alkaloids of the Plant Family Amaryllidaceae. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2012, 22 (19), 6195—-6199.

(85) Habartov4, K.; Cahlikova, L.; Rezacova, M.; Havelek, R. The Biological Activity of Alkaloids from
the Amaryllidaceae: From Cholinesterases Inhibition to Anticancer Activity. Nat. Prod. Commun.
2016, 11 (10), 1587-1594.

(86) Snow, R. W.; Guerra, C. A.; Noor, A. M.; Myint, H. Y.; Hay, S. |. The Global Distribution of Clinical
Episodes of Plasmodium Falciparum Malaria. Nature 2005, 434 (7030), 214-217.

(87) Osorio, E. J.; Berkov, S.; Brun, R.; Codina, C.; Viladomat, F.; Cabezas, F.; Bastida, J. In Vitro
Antiprotozoal Activity of Alkaloids from Phaedranassa Dubia (Amaryllidaceae). Phytochem. Lett.
2010, 3 (3), 161-163.

(88) Ashley, E. A.; Phyo, A. P.; Woodrow, C. J. Malaria. The Lancet 2018, 391 (10130), 1608—-1621.

(89) Suh, K. N.; Kain, K. C.; Keystone, J. S. Malaria. CMAJ Can. Med. Assoc. J. 2004, 170 (11), 1693—-
1702.

(90) Hao, B.; Shen, S.-F.; Zhao, Q.-J. Cytotoxic and Antimalarial Amaryllidaceae Alkaloids from the
Bulbs of Lycoris Radiata. Molecules 2013, 18 (3), 2458-2468.

(91) Toriizuka, Y.; Kinoshita, E.; Kogure, N.; Kitajima, M.; Ishiyama, A.; Otoguro, K.; Yamada, H.;
Omura, S.; Takayama, H. New Lycorine-Type Alkaloid from Lycoris Traubii and Evaluation of
Antitrypanosomal and Antimalarial Activities of Lycorine Derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2008,
16 (24), 10182-10189.

(92) Cedrén, J. C.; Gutiérrez, D.; Flores, N.; Ravelo, A. G.; Estévez-Braun, A. Synthesis and
Antiplasmodial Activity of Lycorine Derivatives. Bioorg. Med. Chem. 2010, 18 (13), 4694-4701.

(93) Labraiia, J.; Machocho, A. K.; Kricsfalusy, V.; Brun, R.; Codina, C.; Viladomat, F.; Bastida, J.
Alkaloids from Narcissus Angustifolius Subsp. Transcarpathicus (Amaryllidaceae).
Phytochemistry 2002, 60 (8), 847—-852.

(94) Narcissus “Professor Einstein” - Plant Finder
http://www.missouribotanicalgarden.org/PlantFinder/PlantFinderDetails.aspx?taxonid=2511
51&isprofile=0& (accessed Aug 6, 2019).

(95) Stahl, E. Thin-Layer Chromatography: A Laboratory Handbook, 2.; Springer: Berlin, Heidelberg,
New York, 1969.

(96) Dusek, J.; Kasparovd, M.; Siatka, T.; Spilkova, J.; Timova, L. Praktickd Cviceni z Farmakognozie,
2.; Karolinum: Praha, 2008.

(97) Rolf, K. Analytickd chemie pro farmaceuty, 4.; Karolinum: Praha, 2013.

67



(98) TLC  Evaluation | Merck  http://www.merckmillipore.com/CZ/cs/analytics-sample-
preparation/learning-center-thin-layer-chromatography/tlc-process/TLC-
Evaluation/4tab.qB.RXkAAAFVN.VDx07e,nav (accessed Mar 3, 2019).

(99) Ellman, G. L.; Courtney, K. D.; Andres, V.; Featherstone, R. M. A New and Rapid Colorimetric
Determination of Acetylcholinesterase Activity. Biochem. Pharmacol. 1961, 7 (2), 88—95.
(100) Baki, A.; Bielik, A.; Molnar, L.; Szendrei, G.; Keserl, G. M. A High Throughput Luminescent
Assay for Glycogen Synthase Kinase-3B Inhibitors. ASSAY Drug Dev. Technol. 2007, 5 (1), 75—

84.

(101) Doskotil, I.; Hostalkova, A.; Safratova, M.; Benedova, N.; Havlik, J.; Havelek, R.; Kunes, J.;
Kralovec, K.; Chlebek, J.; Cahlikova, L. Cytotoxic Activities of Amaryllidaceae Alkaloids against
Gastrointestinal Cancer Cells. Phytochem. Lett. 2015, 13, 394—398.

(102) Havelek, R.; Muthna, D.; Tomsik, P.; Kralovec, K.; Seifrtova, M.; Cahlikova, L.; Hostalkova, A.;
Safratova, M.; Perwein, M.; Cermakova, E.; et al. Anticancer Potential of Amaryllidaceae
Alkaloids Evaluated by Screening with a Panel of Human Cells, Real-Time Cellular Analysis and
Ehrlich Tumor-Bearing Mice. Chem. Biol. Interact. 2017, 275, 121-132.

(103) Ploemen, I. H. J.; Prudéncio, M.; Douradinha, B. G.; Ramesar, J.; Fonager, J.; Gemert, G.-J.
van; Luty, A. J. F.; Hermsen, C. C.; Sauerwein, R. W.; Baptista, F. G.; et al. Visualisation and
Quantitative Analysis of the Rodent Malaria Liver Stage by Real Time Imaging. PLOS ONE 2009,
4(11), e7881.

(104) Huang, S.-D.; Zhang, Y.; He, H.-P.; Li, S.-F.; Tang, G.-H.; Chen, D.-Z.; Cao, M.-M.; Di, Y.-T.; Hao,
X.-J. A New Amaryllidaceae Alkaloid from the Bulbs of Lycoris Radiata. Chin. J. Nat. Med. 2013,
11 (4), 406-410.

(105) Bastida, J.; Codina, C.; Viladomat, F.; Rubiralta, M.; Quirion, J.-C.; Husson, H.-P. 9-O-
Demethyl-2a-Hydroxyhomolycorine, an Alkaloid from Narcissus Tortifolius. Phytochemistry
1990, 29 (8), 2683—-2684.

(106) Weniger, B.; Italiano, L.; Beck, J.-P.; Bastida, J.; Bergoiion, S.; Codina, C.; Lobstein, A.; Anton,
R. Cytotoxic Activity of Amaryllidaceae Alkaloids. Planta Med. 1995, 61 (01), 77-79.

68



8. ABSTRAKT

Vytrvalé rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou obecné znamé pro svoji krasu, ale také jako
byliny, které obsahuji Siroké spektrum alkaloid(. Do dnesnich dnl bylo izolovdno vice nez 500
alkaloidd. Amaryllidaceae alkaloidy (AmA) jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu a jsou rozdéleny
do deviti zakladnich skupin. Biologicka aktivita téchto latek zahrnuje protinadorovou, antibakteridlni,
antifungalni, antivirovou, protimalalarickou aktivitu a nékteré z nich jsou pouZivany pro léc¢bu
Alzheimerovy choroby.

Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN byl vybran diky predeslému vyzkumu jeho sumarniho
extraktu. Pomoci GC-MS bylo detekovano dvacet alkaloidu a deset z nich bylo identifikovano (napf.:
lykoramin, pluviin, haemanthamin, pankracin, homolykorin). Diky této rozmanitosti alkaloidd a
faktu, Ze sumarni extrakt vykazoval relativné vysokou inhibicni aktivitu (ICso = 49,99 + 5,38 ug/ml)
vuc¢i HUBUChE, byl narcis vhodnym pro izolaci alkaloid( a nasledné pro studium jejich biologické
aktivity.

Sumarni ethanolicky extrakt pro ziskani Cistych latek byl pripraven z 34,3 kg Cerstvych cibuli.
Déleni bylo zahdajeno sloupcovou chromatografii a extrakt byl rozdélen do témér 500 frakci. Nékteré
z nich byly na zdkladé TLC analyzy slouceny a ve vysledku bylo vytvofeno 27 podfrakci. Podfrakce ¢.
26 byla vybrana pro naslednou izolaci Cistych alkaloid(. Podfrakce byly opakované déleny a pomoci
preparativni TLC. Diky této metodé byla ziskana jedna Cistd sloucenina. Po strukturni analyze (NMR)
bylo zjisténo, Ze izolovany alkaloid je 9-O-demethylhomolykorin.

Poté byla mérena biologickd aktivita 9-O-demethylhomolykorinu proti HUAChE, HuBuCheE,
POP a GSK-3B. Testovano bylo cytotoxické pusobeni na deseti nadorovych linii (Jurkat, MOLT-4,
A549, HT-29, Caco-2, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2) a na dvé linii zdravych bunék (MRC-5,
FHs-74Int). Stanovena byla také aktivita vici jaternimu stadiu Plasmodium berghei in vitro. Bohuzel
9-0-demethylhomolykorin vykazoval slibnou aktivitu pouze vici GSK-3f3 (ICso = 30,00 + 0,71 uM),

v ostatnich testech byl 9-O-demethylhomolykorin neaktivni.

Klicova slova: Amaryllidaceae, Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Alzheimerova nemoc,

Cytotoxicita, Aktivita vici plasmodiim
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9. ABSTRACT

Perennial plants from the Amaryllidaceae family are generally known for their beauty but
also like herbs which contain wide range of alkaloids. To these days more than 500 alkaloids have
been isolated. Amaryllidaceae alkaloids (AmA) are derivatived from aminoacid tyrosine and divided
into nine basic groups. Biological activity of these substances icludes antitumor, antibacterial,
antifungal, antiviral, antimalarial activity and some of them are used for treatment Alzheimer’s
disease (AD).

Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN have been choosen thanks to previous research of
summary extract. Twelve alkaloids have been detected by GC-MS and ten of them have been
identified (e.g.: lykoramine, pluviine, haemanthamine, pancracine, homolycorine). Due to this
diversity of alkaloids and the fact that summary extract has relatively high inhibitory activity (ICso =
49,99 + 5,38 ug/mL) against HuBUChE Narcissus have been appropriate for isolation of the alkaloids
and for further study of their biological activity.

Summary ethanolic extract for gain pure compounds was prepared from 34.3 kg fresh bulbs.
Separation was initiated by column chromatography and extract was divided into almost 500
fractions. Some of them were put together owing to TLC analysis and finally 27 subfractions were
formed. Subfraction Nr. 26 was selected for following isolation of the pure alkaloids. The subfraction
was repeatedly divided by preparative TLC. Thanks this method one pure compound was obtained.
After structural analysis (NMR) it was found that isolated alkaloid is 9-O-demethylhomolycorine.

Then were measured biological activities of 9-O-demethylhomolycorine against HUAChE,
HuBuChE and POP and GSK-3p. Cytotoxic activity was tested on ten tumor cell lines (Jurkat, MOLT-4,
A549, HT-29, Caco-2, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7, SAOS-2) and on two healthy cell lines (MRC-5,
FHs-74Int). Activity against liver stage Plasmodium berghei in vitro was determined, too.
Unfortunately 9-O-demethylhomolycorine showed promising activity only against GSK-3f3

(ICs0=30,00 £ 0,71 uM), in other tests 9-O-demethylhomolykorin was non active.

Keywords: Amaryllidaceae, Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Alzheimer’s disease,

Cytotoxicity, Antiplasmodial activity

70



