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1 Uvod

Terapeutické uc¢inky rostlin byly jiz od pradavna lidstvem vyuzivany, zkoumany
a popisovany. Existuje dokonce ditkkaz, Ze jiz neandrtalci pred Sedesati tisici lety pouzivali
nekteré rostliny jako 1éCivé a celd fada tehdy vyuzivanych rostlin tvofi 1 dnes stéle
diilezitou souc¢st tradi¢ni mediciny®.

O znalosti u¢inkti rostlin miZeme v historii nalézt mnoho dikazi. Jesté pred
zacatkem naSeho letopoCtu vyuzival rostliny k 16€bé napt. Hippokrates, ktery popsal néco
okolo tii set rostlin. V prvnim stoleti naSeho letopoétu pak byla sepsana De Materia
Medica, tedy encyklopedie s 1é¢ivymi rostlinami, jejimz autorem je Dioscorides. Toto
dilo bylo pouzivano celou fadu let a nasledné se stalo i vzorem a vychozim materidlem
pro moderni 1ékopisy. Ditkazem, Ze rostliny v 1éCitelstvi maji své misto je nepochybné
i fakt, ze dokonce i v Bibli nalezneme zminku o zhruba tficeti 1é&ivych rostlinach?.

Potencial rostlinnych metaboliti samoziejmé nezlistava bez povSimnuti ani v dnesni
dobé. Uvadi se, ze za poslednich dvacet let je az 61% novych aktivnich molekul
Z ptirodnich zdrojl nebo jsou to alespoii latky pfirodnimi produkty inspirovany. I pfesto
mame v ptirod¢ stale obrovské mnozstvi molekul K prozkoumani. Vice nez polovina
rostlinnych druhi zatim nebyla fytochemicky zkoumana. U velké Casti z nich se miZzeme
opfit pravé o tradi¢ni medicinu, nicméné chybi zhodnoceni podle sou¢asnych kritérii?.

Latky, které nas v rostlinach zajimaji, jsou sekundarni metabolity. Ty byly diive
povazovany pouze za odpadni produkty rostlin, nicméné dnes uz se vi, ze se jednd o latky
vysoce biologicky aktivni a rostliny je syntetizuji pro svoji ochranu, barvu nebo tfeba
vuni. Struktura sekundarnich metabolitil je rozmanitd i ptesto, ze se vSechny odviji jen od
nekolika malo stavebnich kament. Vysledkem jsou naptiklad terpeny, steroidy a také pro
tuto praci dilezité alkaloidy?. Jejich chemicka struktura je velmi rozmanita, je pro né ale
typicka ptitomnost bazického dusiku. Od toho je i odvozen jejich nazev, protoze stejné
jako alkalické slouceniny v anorganické chemii reaguji s kyselinami za vzniku soli. Podle
zékladniho skeletu, ktery ve své struktufe obsahuji, pak jednotlivé alkaloidy délime do
skupin (napt. indolové, tropanové nebo pyrolidinové alkaloidy)®.

Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae, kterym je tato prace vénovana, pfitahuji pozornost
védct diky svym zajimavym farmakologickym ucinkiim. Mezi né patii cytotoxicita,
antivirova aktivita nebo inhibice acetylcholinesterasy (AChE)*. Prvnim a prozatim také
jedinym alkaloidem této skupiny zavedenym v klinické praxi se stal galanthamin, ktery

je vyuzivan k symptomatické 1é¢bé Alzheimerovy choroby (AD)Y. Dalsi alkaloidy jako
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lykorin, haemanthamin nebo narciklasin jsou zndmé svoji protinadorovou aktivitou
a potencial k vyuziti v medicin€ bezpochyby maji, nicméné praktické uplatnéni prozatim
ne. Limitujici je pfedevSim nizkad koncentrace téchto latek v rostlinach. Védci se tedy
nezabyvaji pouze vlastnostmi alkaloid, ale dilezitym ukolem je i nalezeni zpusob,
které by umoznily vétsi dostupnost téchto latek v kombinaci s pfijatelnymi
ekonomickymi podminkami. K tomu by mohly slouzit vySlechténé druhy rostlin s vys$§im

obsahem alkaloidii nebo nové syntetické cesty k ziskani potfebnych alkaloida'*®.



2 Cil prace

1) Zpracovani ptidélené frakce alkaloidniho extraktu Chlidanthus fragrans pomoci
tenkovrstvé chromatografie

2) Izolace alespon dvou alkaloidt

3) Strukturni identifikace izolovanych latek s vyuzitim fyzikalné chemickych metod

4) Priprava izolovanych latek pro screening jejich biologickych aktivit



3 Teoreticka c¢ast

3.1 Celed® Amaryllidaceae

3.1.1 Obecna charakteristika

Celed Amaryllidaceae (Amarylkovité) piedstavuje skupinu rostlin, kterd je
roz§ifena po mnoha zemich svéta. Typické jsou tyto rostliny piedevsim pro tropické
a subtropické oblasti Jizni Afriky a Jizni Ameriky a cela fada z nich je péstovana také
jako okrasné kvétiny, nejen v téchto oblastech (napt. Amaryllis, Clivia, Narcissus®’).
Diivodem jsou jednak jejich krasné kvéty a jednak produkce éterickych oleji®. Celed’
zahrnuje 85 rodt a je v ni popsano asi 1100 druht, tyto tdaje se ale mohou lisit pivodem
zdroje®. Nékteré zastupce dokonce miizeme najit i v Ceské republice. Konkrétné se jedna
o narcisy (Narcissus), bledule (Leucojum) a snézenky (Galanthus)’.

Amarylkovité jsou vytrvalé cibulovité byliny. Jejich listy jsou ¢arkovité, ptizemni,
ale 1 lodyzni. Kvéty maji oboupohlavné, jednotlivé nebo ve Sroubelovitych kvétenstvich.
Plodem jsou tobolky nebo bobule?.

Pro celed je typicka produkce specifickych alkaloidii (alkaloidy celedi
Amaryllidaceae), diky kterym je v posledni dob& vénovana amarylkovitym rostlindm
velka pozornost. Jejich biologické ucinky jsou ale znamy uz velmi dlouho a tyto rostliny
byly a stale jsou dtlezitou soucasti tradicni mediciny riznych zemi. Pouziti Narcissus
poeticus je datovano jiz do doby Hippokrata z Késu, tedy zhruba do 4. stoleti pied
Kristem. Odsud pochdzi zminky o uZivani olejového extraktu ze zminé€ného narcisu
k 1é¢bé déloznich nadort. Béhem dalsich let zacaly byt vyuzivany a studovany i dalsi
rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae. Postupné se zminky o nich objevovaly i v Cing, Africe

nebo v arabské medicing®.
3.1.2 Chlidanthus fragrans

3.1.2.1 Taxonomické zarazeni

Rige: Plantae (rostliny)
Podrise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)
Oddéleni: Magnoliophyta (krytosemenné)

Trida: Liliopsida (jednod¢lozné)



Rad: Asparagales (chiestotvaré)
Celed’: Amarylidaceae (amarylkovité)
Rod: Chlidanthus®

3.1.2.2 Charakteristika

Chlidanthus fragrans je zastupcem nepocetného rodu Chlidanthus z celedi
Amaryllidaceae, ktery se vyskytuje ptredevSim V teplejSich oblastech Jizni Ameriky.
Domovem této rostliny jsou Perudnské Andy. Rostlina je zaroven péstovana jako okrasna,
jednak pro sviij vzhled a jednak pro svou vyraznou citrusovou vini®. Listy jsou dlouhé,
lineéarni, vyristajici v pfizemni riizici. Na koncich holych stonki pak stopkovité prisedaji

svétle Zluté kvéty trubkovitého tvaru?®,

Obrazek 1. Chlidanthus fragrans?®

Z tytochemického hlediska se jednéd o rostlinu prozatim méné prozkoumanou. Starsi
studie popsaly ptitomnost pouze ¢&tyf hlavnich alkaloidd (galanthamin, chlidanthin,
lykorin a tazettin). V roce 2011 pak byla publikovana studie®, podle které je podet
alkaloidi obsaZenych v této rostliné mnohem vétsi. Pro zkoumani byl pouzit ethanolovy
extrakt z cibuli Chlidanthus fragrans, u kterého testovani biologické aktivity pfineslo
zajimavé vysledky. Alkaloidni frakce tohoto extraktu vykazovala slibnou aktivitu proti

lidské erytrocytarni acetyocholinesterase (HUAChE) i butyrylcholinesterase z lidské



plazmy (HuBuChE), kde byly nasledn¢ stanoveny inhibi¢ni koncentrace
(ICs0) — konkrétné 20,1+£2,9 ug/ml pro HUAChE a 136,8+6,9 ug/ml pro HuBuChE.
V dalsi c¢asti byl extrakt podroben GC-MS analyze (plynova chromatografie spojena
s hmotnostné spektrometrickou detekci) a podafilo se v ném identifikovat patnact
alkaloidll z péti riiznych strukturnich skupin (galanthaminovy, krininovy, tazettinovy,
lykorinovy a belladinovy typ), kde v nejvétsim zastoupeni byly alkaloidy tazettin,
chlidanthin, belladin a lykorin. V dalsi studii*, ktera vznikla o dva roky pozdé&ji, byla
testovana inhibi¢ni aktivita jednotlivych alkaloidi va¢i HuAChE, HuBuChk i POP
(prolyl oligopeptidasa), kde se napi. aktivita undulatinu ukazovala byt pomérné
zajimavou, predevsim diky inhibici POP. Z obou studii je pak zfejmé, ze Chlidanthus
fragrans muze byt zdrojem ucinnych latek, diky kterym bude pravdépodobné i dale

predmétem zkoumani*®2.

3.2 Alkaloidy Celedi Amaryllidaceae

3.2.1 Obecna charakteristika

Jak jiz bylo zminovano vySe, alkaloidy rostlin celedi Amaryllidaceae jsou
V posledni dobé predmétem zajmu mnoha studii biologh 1 chemikd, ktefi popisuji
pomérné Siroké spektrum biologickych aktivit téchto latek, a také piindsSeji noveé
a presnéjsi metody pro jejich izolaci, identifikaci a syntézul!*2,

Prvnim izolovanym alkaloidem z této skupiny byl lykorin, ktery se roku 1877
podafilo izolovat z Narcissus pseudonarcissus. Nasledné studie ukazaly jeho vysokou
dalsi vyzkumy. Vysledkem naslednych intenzivnich studii amarylkovitych alkaloidi je
v soucasnosti zhruba 500 izolovanych latek riznych struktur se zajimavymi G&inky>®.
Izolaci a predevsim identifikaci takto velkého poctu novych latek umoZznil samoziejmé
s vyuzitim riznych spektroskopickych postupl rozeznavaly v kazdém druhu zhruba pét
az deset slouCenin. Navic nebylo ani mozné piesnéji urCit procentudlni zastoupeni
jednotlivych latek v daném extraktu. S ptichodem GC-MS analyzy uz jsou vysledky
ptresnéjsi a ukazuji, ze slozeni extraktd je mnohem komplikovanéjsi. Udava se, ze kazdy
druh mize obsahovat az tficet alkaloidi, z nichz nékolik malo predstavuje dominantni

alkaloidy a ostatni jsou zastoupeny jen v men$im mnozstvi**2, Tato metoda kombinuje
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plynovou chromatografii s hmotnostnim spektrometrem. Plynova chromatografie patii
mezi analytické separa¢ni metody a ma zasadni postaveni v analyze tékavych latek.
Vyhodou kombinace $hmotnostnim spektrometrem je moznost nejen detekce
piitomnosti analytu, ale zaroven jeho identifikace podle hmotnostniho spektra*®, Kromé
GC-MS se pro zpracovani amarylkovitych alkaloidii pouziva i celd fada dalSich metod,
jako je chromatografie (tenkovrstvd i vysokou¢inna kapalinova chromatografie),
spektrofotometrie, elektroforéza nebo polarimetrie, které kromé separace, kvalitativni
a kvantitativni analyzy umoznuji i detailnéjs$i popis ziskanych molekul (izomerie nebo
optickd otac¢ivost)',

Po chemické strance je pro tuto skupinu latek spolecnym znakem tetracyklicky
zaklad s péti- nebo SestiClennym kruhem, ktery obsahuje atom dusiku. Nékteré alkaloidy
jsou navic tvofeny dal§im kruhem s (-O-CH.-O-) miistkem®. Zakladem pro amarylkovité
alkaloidy jsou aminokyseliny fenylalanin a tyrosin, diky ¢emuz byvaji formalné fazeny
do skupiny isochinolinovych alkaloidi. Vzhledem k tomu, ze jejich vyskyt je téméf
vyluén€ vazan na celed” Amaryllidaceae, ¢asto jsou namisto skupiny isochinolinovych
alkaloidu zatazovany do vlastni skupiny alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae. V ramci této
skupiny jsou pak tfidény podle struktury do né€kolika skupin strukturnich typt. Zatazeni

do vlastni skupiny jist¢ nahrava i fakt, ze svou zajimavosti dostaly celou celed’

vvvvvv

3.2.2 Biosyntéza

Biosyntéza amarylkovitych alkaloidi byla nejvice zkoumdna v padesatych
a Sedesatych letech a to biochemickymi metodami s vyuZitim radioaktivniho znaceni.
| pfes to, ze na vyzkumech pracovala celd fada védeckych skupin, na rozdil od popisu
biologickych aktivit alkaloidli celedi Amaryllidaceae jsou informace o jejich biosyntéze
ne zcela kompletni. V souCasnosti je uznavana biosyntetickd cesta ptes meziprodukt
norbelladin, nicméné¢ nemuzeme Uplne vyloucit, Ze v syntetickych cestach jednotlivych
alkaloidli jsou urcité odchylky. Pfitomnost riznych enzymatickych komplexii potom
zajiStuje variabilitu vznikajicich alkaloidii jak v rdmci druhd, tak v riznych ¢astech stejné
rostliny+1537,

Substraty pro syntézu vychazi z primarniho metabolismu rostliny. Konkrétné se zde
jedna o aromatické aminokyseliny L-fenylalanin a L-tyrosin, jejichz chemicka struktura

je sice velmi podobna, v metabolismu jsou vSak navzajem nezastupitelné. V prvnim
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kroku je L-fenylalanin pomoci enzymu fenylalaninamoniaklyasa (PAL) pfeménén na
amoniak a kyselinu skoficovou, ze které jsou nasledné dvéma hydroxyla¢nimi reakcemi
odstranény dva uhliky za vzniku 3,4-dihydroxybenzaldehydu. L-tyrosin je pomoci
tyrosindekarboxylasy pieménén na tyramin. Ten naslednou
reakci s 3,4-dihydroxybenzaldehydem vytvoii Schiffovu bazi, ktera se reduktasou
pfeméni na norbelladin. Vznikly norbelladin (pfipadné pro stabilizaci methylovany
4’-O-methylnorbelladin) je vychozim meziproduktem pro vznik raznych struktur

amarylkovitych alkaloida'*!>1737,

HO
©\/’\E \O\/I\Ez
2
COOH COOH

. L-tyrosin
L-fenylalanin

l HO HO l
©\/\ :©\
7 COOH HO CHO I NH;

kys. skoricova 3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin
= N
HO
Schiffova baze
l OH
HO
HO [ ]\-
HO
norbelladin

Obrazek 2. Biosyntéza norbelladinu

DalS$im velmi dilezitym krokem biosyntézy je oxidativni cyklizace
4’-O-methylnorbelladinu, ktera je katalyzovana enzymy ze skupiny cytochromi P450.
Tato cyklizace probiha tfemi riznymi zpusoby (ortho-para, para-para, para-ortho)

adava tak vzniknout nékolika strukturnim typim alkaloidd. Konkrétné se jedna
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0 lykorinovy, = homolykorinovy,  krininovy, = haemanthaminovy,  tazettinovy,
narciklasinovy, montaninovy a galanthaminovy typ. Na jejich zakladnich strukturach pak
probihaji dalsi reakce, jako jsou oxidace, redukce, hydroxylace, methylace, které umozni

vznik dal$ich alkaloida!*1>17,

MeO

HO

4’-O-methylnorbelladin

ortho-para’ para-ortho’

HO para-para’
o]
MeO MeO
O N O NH
HO v

OH

MeO

HO

strukturni typ strukturni typ strukturni typ
lykorinovy krininovy . galanthaminovy
haemanthaminovy

tazettinovy

narciklasinovy

montaninovy

homolykorinovy

Obrazek 3. Cyklizace 4-O-methylnorbelladinu
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3.2.3 Strukturni typy

3.2.3.1 Alkaloidy lykorinového typu

Alkaloidy tohoto typu jsou odvozeny od pyrollo[de]fenantridinu, ktery pii cyklizaci
norbelladinu vznika zpisobem ortho-para. Hlavnim zastupcem této skupiny je lykorin,
jehoz strukturu popsal poprvé v roce 1956 Nagakawa'®'®. Dalsi piedstavitelé jsou napf.
1-O-acetyllykorin, pseudolykorin, galanthin, norpluviin, amarbellisin nebo lykoren?.

Tabulka 1. Alkaloidy lykorinového typu

Alkaloid Struktura

Ri1 R2 R3 R4
lykorin H OH -CHez- -CHz-
pseudolykorin H OH Me H
1-O-acetyllykorin Ac OH -CHez- -CHz-
galanthin H OMe Me Me
norpluviin H H Me H
pluviin H H Me Me

Rostlinnych zdroji miZzeme najit hned né€kolik. Patfi mezi né€ zdstupci roda
Ammocharis®?, Crinum 2!, Galanthus, Leucojum?, Lycoris®*, Narcissus®?> nebo

Zephyranthes 23,

3.2.3.2 Alkaloidy homolykorinového typu

Tato skupina alkaloidd je strukturné odvozena od 2-benzopyrano[3,4-g]indolu
a stejné jako alkaloidy lykorinového typu vznika z norbelladinu cyklizaci ortho-para®®.
Kromé nejvyznamnéjsiho zastupce homolykorinu sem fadime i lykorenin, hippeastrin,

odulin, masonin ¢&i neronin®.
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Tabulka 2. Alkaloidy homolykorinového typu

Alkaloid Struktura

R1 R2 Rs R4 Rs Re
homolykorin Me Me @) @) H Me
hippeastrin -CHez- -CHez- @) @) OH Me
lykorenin Me Me OH H H Me
odulin -CHez- -CHez- OH H Me
masonin -CHa- -CHez- @) 0] H Me

Mezi rody, ve kterych tyto zastupce miizeme najit, patfi Galanthus®®, Crinum?’,

Narcissus, Leucojum®nebo Hippeastrum?®,

3.2.3.3 Alkaloidy krininového a haemanthaminového typu

Mezi alkaloidy vznikajici oxidativni cyklizaci para-para patii skupiny krininového
a haemanthaminového typu, které vychazi ze stejného strukturniho zékladu, konkrétné
z molekuly 5,10b-ethanofenantridinu®®. Rozdilem je pouze konfigurace 5,10b-ethano
miistku, ktera je navzajem opaéna® (jsou tedy enantiomery3®!). Spoleéné s lykorinovym
typem alkaloidi potom ptedstavuji nejhojnéji se vyskytujici skupiny amarylkovitych
alkaloidG®®. Jak uZ nazev skupiny napovidd, hlavni zastupci jsou zde krinin
a haemanthamin. Jako dal$i ptedstavitele pak muzeme jmenovat ambellin, buphanisin,
bulbispermin, flexinin, haemanthidin, krinamin, krinamidin, powellin, undulatin nebo
vitattin®,

Ob¢ tyto skupiny amarylkovitych alkaloidi pak mulzeme najit v rodech
Ammocharis®?, Crinum®-?  Galanthus®®, Hippeastrum?®3 Nerine?®, Narcissus®’,

Lycoris® ¢&i Zephyranthes?,
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Tabulka 3. Alkaloidy krininového a haemanthaminového typu

Alkaloid Struktura

krininovy typ haemanthaminovy typ

R1 R2 Rs R4 Rs Rs
haemanthaminovy typ
haemanthamin -CHz- -CHoz- H OH H OMe
vitattin -CHz- -CH>- H H H OH
haemanthidin -CHz- -CHoz- OH OH H OMe
bulbispermin -CHz- -CH>- H OH H OH
krinamin -CHz- -CH>- H OH OMe H
krininovy typ
krinin -CHz- -CH>- H H H OH
buphanisin -CHz- -CH>- H H H OMe

3.2.3.4 Alkaloidy tazettinového typu

Strukturnim zakladem alkaloidti tazettinového typu je 2-benzopyrano[3,4-c]indol,
ktery je stejné jako alkaloidy krininového a haemanthaminového typu odvozen od
norbelladinu cyklizaci typu para-para. Zakladnim alkaloidem této skupiny je tazettin,
jehoz syntéza vychazi zhaemanthaminu pfes chemicky nestaly prekurzor
pretazettin®333°, Mezi dal§i zastupce, které v této skupiné muiZeme nalézt, patii
3-epitazettin (kriwellin), makronin, ornamin, ornazidin nebo zeylamin?’,

Jako zdroje téchto alkaloidGi pak lze jmenovat rody Eucharis®®,Crinum?73¢,

Galanthus®®, Hippeastrum®®, Leucojum®, Narcissus*?.
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OMe OMe

11INMe

< on

11INMe

OH

tazettin pretazettin

Obrazek 4. Alkaloidy tazettinového typu

3.2.3.5 Alkaloidy narciklasinového typu

Skupina alkaloidd narciklasinového typu ma jako strukturni zaklad fenantridin®®,
Z pocatku nebylo zcela jasné, zda jejich syntéza probiha cestou alkaloidi lykorinového
typu anebo cestou alkaloidti krininového a haemanthaminového typu. V soucasnosti uz

je ale dokazéana syntetické cesta podobn4 alkaloidiim haemanthaminového typu3/18

, jedna
se tedy o oxidativni spojeni typu para-para®. Mezi dalsi alkaloidy této skupiny patfi

narciprimin, 7-deoxynarciklasin &i pankratistatin®’.

OH O OH O

narciklasin

< OH
NH

OH O o

narciprimin 7-deoxynarciklasin

Obrazek 5. Alkaloidy narciklasinového typu

17



Prvni izolace narciklasinu probihala z réiznych druhii rodu Narcissus®’, nicméné tyto
alkaloidy muizeme najit i vrodech Galanthus, Haemanthus, Leucojum nebo

Pancratium?,

3.2.3.6 Alkaloidy montaninového typu

Montaninové alkaloidy patfi do skupiny alkaloidi odvozené od norbelladinu
zpusobem para-para oxidativni cyklizace!®. Poprvé byly izolovany jiz v roce 1955,
a protoze izolace se vétSinou dafi jen v menSich mnozstvich a biologické vlastnosti jsou
zajimavé, v soucasnosti je pozornost zaméfovana na mozné syntetické cesty. Ty jsou
¢asto odvijeny od alkaloidii haemanthaminového typu. Zékladni strukturou této skupiny
je 5,11-methanomorfantridin a ostatni jsou od néj odvozeny zménou konfigurace na C-2
a C-3. Konkrétn¢ se jednd o alkaloidy montanin, pankracin, kokcinin, manthin nebo

brunsvigin®4°,

Tabulka 4. Alkaloidy montaninového typu

Alkaloid Struktura

R1 R2 R3 R4 Rs
montanin H OMe OH H
pankracin H OH OH H
manthin H OMe OMe H H
kokcinin OMe H OH H
brunsvigin H OH H OH H

Z rostlinnych zdroji miizeme jmenovat rody Narcissus nebo Pancratium®,

3.2.3.7 Alkaloidy galanthaminového typu

Alkaloidy galanthaminového typu piedstavuji jedinou skupinu, ktera vznika
oxidativnim spojenim para-ortho, jejimz zakladem je dibenzofuranové jadro®®. Jako

prvni byl roku 1952 z Galanthus woronowii izolovan galanthamin, ktery diky své
18



biologické aktivité ihned piitadhl pozornost*!. Spoleéné s lykoraminem je nejvice se
vyskytujicim alkaloidem této skupiny. Mezi dalsi alkaloidy, které mizeme zatadit do této

skupiny, patéi norgalanthamin, narcisin, chlidantin, sanguinin, norlykoramin nebo
leukoverin®,

Tabulka 5. Alkaloidy galanthaminového typu
Alkaloid Struktura

R1 R2 R3 Ra
galanthamin OH H Me Me
norgalanthamin OH H H Me
sanguinin OH H Me H
narcisin OH H Ac Me
chlidantin OMe H Me H

MeO MeO

lykoramin norlykoramin

Obrazek 6. Alkaloidy galanthaminového typu

Rostlinnych zdroju je cela fada. Patii sem rody Amaryllis, Hippeastrum, Lycoris,
Leucojum, Galanthus, Narcissus, Zephyranthes ¢i Crinum?24142,
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3.3 Biologicka aktivita amarylkovitych alkaloidi

Jak jiz bylo zminéno, amarylkovité alkaloidy ptedstavuji zajimavé chemické
struktury a pfedevsim disponuji Sirokym spektrem biologickych aktivit. V soucasnosti je
za nejzajimavéjSi povazovana jejich protinadorova aktivita indukci apoptozy a také
inhibice acetylcholinesterasy, coz je vyuzivano v terapii Alzheimerovy choroby. Dale se

vyznaduji i antibakterialnim, antivirovym nebo analgetickym piisobenim’.

3.3.1 Protinadorova aktivita

Nédorovd onemocnéni patii celosvétové mezi hlavni pficiny tmrti ve vyspélych
zemich a navic se pfedpokladd, ze incidence nadorii v rozvinutych zemich neustale
poroste*®. P¥i¢inou tohoto rfistu a obtizné 1é¢by nadorovych onemocnéni je piitomnost
multirezistentnich nadorovych bungk, které na 1écbu neodpovidaji a naopak jsou schopny
rustu 1 Sifeni do jinych tkdni. Mechanismi, které bunky ve své rezistenci uplatiiuji,
muzeme najit vicero. Jednim z nich je pfitomnost bunéénych transportéri (dnes asi
nejvyznamnéj$i P-glykoprotein), které jsou schopné molekulu 1é¢iva transportovat
z bunky ven. Tyto transportéry patii do rodiny ABC proteint, které pro ptenos vyuzivaji
energii ziskanou z ATP. V lidském genomu prozatim bylo objeveno asi 49 téchto
transportérii, pfi¢emz tfi z nich (ABCB1, ABCCI1, ABCG2) jsou uvadény jako pficiny
vzniku rezistence k chemoterapii. Dalsim mechanismem muze byt mutace tumor
supresorového genu p53, ktery za normalnich okolnosti reaguje na poSkozeni DNA a je
dalezity Vv procesu programované bunéfné smrti. Funkéni protein p53 v builkidch
stimuluje transkripci proapoptotickych molekul, zatimco mutovana forma tuto schopnost
ztraci. Diky tomu, Ze mutovana forma byva nalezena az v 50% nadorovych bun¢k, terapie
sméfFovana pravé na tento protein by znamenala cilené puisobeni v nadorovych burnikach
a mensi poskozovani bunék zdravych*34°.

V rostlinné isi lze najit celou fadu zdroju, které mohou byt potencialné vyuzity jako
1é¢iva nddorovych onemocnéni. Alkaloidy jako paklitaxel, vinblastin nebo vinkristin se
jiz v terapii pouzivaji. Dalsi skupinou latek, ktera je zatim intenzivné zkoumana, jsou

44,46

pravé alkaloidy celedi Amaryllidaceae™ ™. Jejich protinadorova aktivita, ktera je

vvvvvv

této rostlinné ¢eledi. Mezi velké prednosti patii 1 vysoka selektivita pro nadorové buiiky,

zatimco k buitkam zdravym nebo klidovym je toxicita vyrazné nizsi. UCinky se vSak
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odvijeji od konkrétni struktury’. Nejvice zkoumané cytotoxické amarylkovité alkaloidy

jsou nyni lykorin, narciklasin, pankratistatin a haemanthamin®3,

3.3.1.1 Lykorinovy strukturni typ

Alkaloidy lykorinového typu, jejichz hlavnim zastupcem je lykorin, ptedstavuji
skupinu nejznaméjsi a pravdépodobné také nejucinngjsi v oblasti cytotoxicity. Sam
lykorin se vyznacuje $ir§i oblasti pisobeni a krom¢ protinadorového tGcinku je schopen
inhibovat biosyntézu kyseliny askorbové v rostlinach, je ucinny proti nékterym virim
(napf. poliovirus) nebo prvokam (Trypanosoma brucei)”°.

Protinadorové vlastnosti lykorinu byly testovany na fad¢é preklinickych modelt
lidskych nadorti jak metodami in vitro, tak metodami in vivo, a to se zajimavymi
vysledky. Na nékteré nadorové buiky rezistentni k 1é¢be i apoptoze dokazal pisobit jiz
ve velmi nizkych mikromolarnich koncentracich®’. Navic se ukazuje, Ze jeho aktivita je
az patnactkrat vy3si vii¢i nadorovym buitkdm nez u bunék zdravych'®. Pisobeni tohoto
alkaloidu se v nékterych in vitro studiich ukazuje byt spise cytostatické nez cytotoxické
a navic v terapeutickych koncentracich neindukuje apoptdzu, ale pomoci modifikace
aktinovych vlaken cytoskeletu sniZuje proliferaci i schopnost migrace nadorovych bunék.
Nékteré vysledky poukazuji i na to, Ze je schopen plisobit na rakovinné buiiky bez ohledu
na to, zda jsou rezistentni nebo citlivé k apoptoze 194,

Dutlezité jsou i vysledky studia vztahi mezi strukturou a aktivitou, které nasledné
mohou byt uZite€né pii syntéze novych derivati lykorinu. Jako G¢inné se ukéazaly napf.
C1 a C2 estery lykorinu, které jsou lipofilnéjsi, proto do buriky snaze proniknou a po
hydrolyze uvnitf buiiky se uvolni aktivni lykorin. Naopak substituce hydroxylovymi nebo
methylovymi skupinami se ukézala jako neulinna. Zda se, ze pro zachovani
protinadorové aktivity lykorinu je dulezita konformace C-kruhu, stereochemie na spojeni
kruhii C a D a také volné hydroxylové skupiny na kruhu C*47,

Protinadorova aktivita lykorinu byla prokazana in vivo na bunkach mysiho
melanomu BL6 a také na bunkach Lewisova plicniho karcinomu. Prokazani aktivity
in vitro pak probéhlo na HeLa bunkach i dalsich typech nadorovych bun¢k (napt. CEM,
K562 nebo G-361)". Dalsi testovani bylo provedeno napf. na lidskych leukemickych
bunikach HL-60, kde byla pozorovana zastava bunééného cyklu, aktivace kaspas a poté

7,47

apoptoza”*’. Uinny se ukazal byt i pii testech na dvou bundenych liniich kolorektalniho

adenokarcinomu (Caco-2 a HT-29), které byly spojené s mutaci tumor supresorového
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genu p53*. Ve studii*® zroku 2010 je porovndno i plsobeni jinych alkaloidi
lykorinového typu, kde bylo vybrano 22 sloucenin a Sest nadorovych bunéénych linii
rezistentnich k apoptéze. Kromé lykorinu byly aktivni i napt. galanthin,norpluvin nebo

pseudolykorin, nicmén¢ zadny z téchto alkaloida nebyl €innéjsi nez samotny lykorin.

Tabulka 6. Vybrané derivaty lykorinu a jejich in vitro inhibicni aktivita®

Alkaloid Buné¢na linie, GIso (uM)
R1 Rz Hs683 U373 MCF7
H Bz 4 0,6 5
Bz H 6 1 23
H Ac 11 4 4
TIPS Ac 36 15 26
Allyl Allyl 2 0,03 0,2
Me H 36 - >100

"-" = nebylo testovano; TIPS = triisopropylsilyl

3.3.1.2 Narciklasinovy strukturni typ

Tato skupina latek, v literatute také oznaCovana jako isocarbostyrilové alkaloidy,

S 24

protinadorového plisobeni jsou narciklasin a pankratistatin’#’,

Narciklasin je alkaloid, ktery byl v roce 1967 poprvé izolovan z riznych druht rodu
Narcissus. Jesté téhoz roku u néj Cerioti popsal protinadorovy ucinek. Na zakladé jeho
studii® narciklasin vykazoval silny antimitoticky efekt podobny kolchicinu jiz ve velmi
nizkych koncentracich. V dalsich letech bylo prokazano, ze t¢inek vychazi z interakce
narciklasinu s eukaryontnimi ribozomy (konkrétné s podjednotkou 60S), kde inhibuje
tvorbu peptidovych vazeb a tim celou proteosyntézu. Dale byla zkoumana i interakce
s DNA a RNA, nicmén¢ tady narciklasin vykazoval aktivitu velmi slabou nebo dokonce
74dnou®" %%, Novéjsi studie s butikami lidského karcinomu prsu ML-7 a karcinomu
prostaty PC-3 ukazaly, ze narciklasin je schopen v téchto buiikdch indukovat apoptozu
pies receptory smrti, coz je spojeno s aktivaci kaspas 8 a 10°°. Ukazuje se ale, Ze tato
cytotoxicita je umoznéna pouze pii koncentracich vysSich nez 1uM, zatimco
Vv koncentracich niz$ich je jeho ucinek spise cytostaticky. Tato skute¢nost byla popséana
in vivo na modelech mozkovych nadorti. Mechanismus zde nebyl pfesné popsan, ale

predpoklada se ovlivnéni aktinovych vlaken v cytoskeletu*’*°. Zajimavym a dileZitym
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faktem také je, ze aktivita tohoto alkaloidu je v nadorovych bunkach az 250krat vyssi,
nez v normalnich buikdch lidského fibroblastu®’°,

Pankratistatin byl poprvé ziskan az v roce 1984 z cibuli havajské lilie Hymenocallis
littorale*®°L, Prvni testy jeho protinadorové aktivity byly provadény v roce 1993 a to hned
na Sedesati bunéénych liniich, mezi kterymi byly buiiky tkani plic, stfeva, ledvin, mozku
nebo leukemické bunky. Vysledky ukazaly inhibici ristu HeLa bunck, velmi dobré
pusobeni proti leukemickym bufikam i u¢inky proti dal§im typtim nadora’>!. Navic bylo
prokazano, Ze je pankratistatin vysoce selektivni k nadorovym buiikam. Ve studii®*z roku
2010 se uvadi, ze pankratistatin jiz v 1uM koncentraci dokazal po 48 hodinach indukovat
apoptdzu u vice nez 80% testovanych leukemickych bunék a to bez poruSeni bunck
zdravych. Velmi podobného vysledku bylo dosaZeno o rok pozdéji ve studii®®, kde byly
u¢inky pankratistatinu testovany na dvou bunéénych liniich kolorektalniho karcinomu
(p53-mutovany H29 a p53-wild type HCT 116) spolu se zdravymi buiikami stieva
CCD-18Co. | zde pusobil pankratistatin cytotoxicky a vyvolaval bunétnou smrt pouze
u nadorovych bun&k. Uginky pankratistatinu jsou cilené na bunééné mitochondrie, kde
naruSuje potencial mitochondridlni membrany a zplsobi tak kolaps buiiky. Prokdzano

bylo i snizeni syntézy ATP a zvy$eni mnozstvi ROS”4°.

3.3.1.3 Haemanthaminovy a krininovy strukturni typ

Z hlediska cytotoxicity jsou nejdilezitéjsi alkaloidy této skupiny haemanthamin,
haemanthidin a krinamin. Z dalsich latek schopnych inhibovat bunéény rist pak miizeme
jmenovat maritidin nebo papyramin. Béhem studie osmi alkaloidi této skupiny
se podatilo pouze u krinaminu a haemanthaminu prokazat selektivni G€inek k nadorovym
buiikdm bez zasazeni bunék zdravych’!8,

Protinadorova aktivita haemanthaminu 1 haemathidinu uz byla prokazana na celé
fadé bunéénych linii. (napt. HeLa buiiky nebo buiiky mysiho lymfomu L5178)**. Dale
podle vysledki z roku 2015* vykazuji antiproliferativni Gi¢inky na burikach lidskych
tumorl vajecnikl, plic a stfeva. Na dvou p-53 mutovanych liniich kolorektalniho
karcinomu (Caco-2 a HT-29) pak byla potvrzena cytotoxicita S minimalnim poskozenim
zdravych bunék stieva®. I pfes to vSak mechanismus plisobeni prozatim neni piilis
objasnén®. Nejdiive se predpokladalo, Ze se haemanthamin véaZe na ribosomalni
podjednotku 60S a blokuje tak proteosyntézu. Pozdéji se vSak na buiikkach mySiho

lymfomu L5178 ukazalo, Ze inhibice riistu spo¢iva v tvorbé komplexti s RNA'. V nové&jsi
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studii®* z roku 2014 byl mechanismus ptsobeni zkouméan na mutovanych p53 Jurkat
buiikach (leukemické T-lymfocyty), kde se ukézalo, ze haemathamin a haemanthidin
v bunkach ovliviiuji vice procest. Jednak mohou zvySovat apoptozu na zaklad¢ aktivace
kaspas (predevsim kaspasy 9 a 3), jednak mohou snizovat potencial na mitochondridlni
membrang, podobné¢ jako pankratistatin, a také mohou zpusobit zastavu bunééného cyklu.
Podle této studie se haemanthidin ukazal jako alkaloid potencidlné lépe vyuzitelny
Vv praxi, jak pro svoji vyss§i u¢innost, tak pro vyssi rozpustnost ve vod¢ a tedy jednodussi
tvorbu aplikacni formy.

Zajimavou latkou ze skupiny krininovych alkaloidt je také distichamin. Jeho vyskyt
v ¢eledi Amaryllidaceae je vzacny a prozatim se ho podafilo ziskat pouze z afrického
rodu Boophone. I pies to, Ze nepatii mezi bézné se vyskytujici alkaloidy, jeho biologicka
aktivita byla testovana hned nékolikrat a vysledky byly pozoruhodné. Protinddorové
pusobeni bylo pozorovano hned na nékolika bunécnych liniich, pro ptiklad na bunikach
akutni lymfoblastické leukémie nebo buiikach lidského karcinomu prsu*’*®, V roce
2013 byla publikovana studie®, ve které bylo osm alkaloidi izolovanych z Boophone
haemanthoides testovano vac¢i tiem vybranym nadorovym bunéénym liniim
a normalnimu fibroblastu. Zde se distichamin spole¢né s lykorinem ukazal byt G¢innym
jak proti nddorovym buitkam, tak bohuzZel 1 proti zdravému fibroblastu. Ke stejnym
vysledkiim dosli i védci ve studii publikované o rok dfive®, kde byl distichamin spolu
s dal§imi amarylkovitymi alkaloidy podroben testovani vici péti nddorovym liniim
(CEM, K562, MCF7, HelLa a G-361) a normalnimu fibroblastu. Uéinn}’/ byl ve vSech
pfipadech a navic HeLa bunky va¢i nému byly nejvice citlivé. Tento vyrazny
protinddorovy ucinek patrné€ vychazi ze struktury distichaminu, které je oproti ostatnim
krininovym alkaloidim mirné pozménéna. Dvojita vazba, obvykle mezi C1 a C2, je zde
mezi C2 a C3. DalS§im znakem je pfitomnost methoxy skupiny na C3 a keto skupiny
na Cl. Tyto vztahy mezi strukturou a reaktivitou jsou dale zkoumany. Mechanismus,

kterym distichamin indukuje apoptozu, je pravdépodobné pies aktivaci kaspasy 3649,

Obrazek 1. Strukturni vzorec distichaminu
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3.3.1.4 Tazettinovy strukturni typ

vvvvvv

biosynteticky prekurzor pretazettin. Aktivita tazettinu neni pfiliS zajimava. Mirné
cytotoxické pusobeni bylo prokdzano na bunkach fibroblastu LMTK a stejné¢ tak
na leukemické buiiky Rauscher ptisobil velmi slabé.

Pretazettin je vSak z pohledu cytotoxicity alkaloidem mnohem zajimavéjs$im a byla
u n¢j prokazana ucinnost proti celé fadé nadorovych bunék. Ukazuje se jako jeden
Z nejucinngjsich alkaloidt proti lymfoidnim buitkam Molt4 a zaroven je schopny se vazat
na enzym reverzni transkriptdza, ¢imz miZe inhibovat i onkogenni virusy jako je
Rauscher virus. Dale bylo prokazano, Ze v bunikach mysiho lymfomu podporuje
antiproliferacni aktivitu doxorubicinu. Na buiikéach fibroblastu LMTK ukazoval vyrazné
vyssi cytotoxickou aktivitu oproti tazettinu, stejn¢ tak inhiboval bunécny rust HelLa
bun€k. Mezi dalsi buiky, které byly na plisobeni pretazettinu citlivé patéi Rauscher

leukemie, spontdnni AKR lymfocytarni leukemie nebo Lewistv karcinom plic’*®

Tabulka 7. In vitro inhibicni aktivita vybranych alkaloidii viici nékterym bunécnym
liniim®*"*%4

Alkaloid Bunééna linie, ICso (uM)

A549 OE21 Hs683 U373 SKMEL-28
lykorin 43+0,3 5,1+0,4 6,7+0,3 7,6 +0,2 8,5+0,3
haemanthamin 4,5+0,6 6,8 +0,7 7,0+£0,3 7,7+0,5 8,5+0,2
pseudolykorin 7,5+ 04 7,7+0,3 7,9+0,2 7,8 +0,3 >10
amarbellisin 7,2+0,3 6,7+0,2 8,3+0,3 7,3+0,2 8,3+0,2
haemanthidin 40+04 3,7+ 0,2 43+0,2 3,8+0,2 42+0,2
lykorin-2-on 9,9+0,5 >10 >10 >10 >10

Alkaloid Buné¢na linie, ICso (uM)

CEM K562 MCF7 Hela G-361
lykorin 1,6 £0,0 3,6+1,2 13,029 10,6+0,9 5,0+0,3
haemanthamin 2,1+04 34+1,6 8,1+33 7,0+£2,2 3,7+0,4
distichamin 45+1,6 41+09 23+08 22+0,1 147+0,1
buphanidrin >50 >50 >50 >50 >50
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3.3.2 Anticholinergni aktivita

vvvvvv

téchto latek. Selektivni inhibice acetylcholinesterasy se uplatituje predevSim v 1€cbé
Alzheimerovy choroby, kde uz je nyni Gispé$né pouzivan galanthamin. Nov¢&jsi studie pak
ukazuji, ze slibné anticholinergni ucinky se objevuji i u dalSich alkaloidi z celedi
Amaryllidaceae, jako je sanguinin nebo 1-O-acetyllykorin, jejichz aktivita
je galanthaminu minimalné velmi podobna, v n&kterych p¥ipadech i vétsi®®>°. Vieobecné
lze fici, ze anticholinergni aktivitu vykazuji ptfedevsim alkaloidy galanthaminového

a lykorinového typu (mimo lykorin samotny)*.

3.3.2.1 Alzheimerova choroba

Demence ptedstavuji skupinu onemocnéni, kterd jsou charakterizovana poruchami
intelektu aZz Upadkem osobnosti. Velmi vyznamnou roli zde hraje vék, ktery je
nejdulezitéjSim rizikovym faktorem a plati, ze se vzristajicim vékem stoupd i pocet
nemocnych. U pacientli se projevuji predevSsim poruchou kognitivnich funkci, kam
muzeme fadit poruchy paméti, vnimani, feci nebo motoriky, coz je dano narusenim
hlavné korové vrstvy mozku. Typicky pro demence je také postupny nastup piiznaki
a jejich neustalé zhorsovani>®,

Viibec nejcastéjsi priCinou demence je Alzheimerova choroba, kterd celosvétove
postihuje zhruba 20 miliont lidi s tim, ze toto Cislo neustale roste. Po¢et nemocnych
ve veéku 65 let je zhruba 10%. Kazdych pét let se pocet pacientl ptiblizn¢ zdvojnasobuje
a ve veku nad 85 let uz tedy AD zasahuje témét 50% populace. Neustale se zvySujici
pocet nemocnych tedy souvisi i s faktem, ze moderni medicina je schopna stale vice
prodluzovat Zivot a zvySuje tak pocet seniort. Kromé vyssiho véku vSak mezi rizikové
faktory patii i vyskyt AD, Parkinsonovy choroby nebo Downova syndromu v rodinné
anamnéze, poranéni hlavy, Zenské pohlavi, nizké vzdélani nebo pfitomnost izoformy
e4 apolipoproteinu E>°%%° Mezi piiznaky této nemoci miizeme najit viechny ptiznaky
demenci. Porusenim korové vrstvy se objevuji poruchy paméti — zhorSena kratkodoba
pamét, neschopnost zapamatovat si nové poznatky, poruchy pozornosti a porucha dalSich
kognitivnich funkci. Postupné dochazi k porucham motoriky, objevuji se poruchy tvorby
fe€i nebo neschopnost porozumét feci a v pozdéjsich stadiich nemoci se u pacientd mize

zménit i emotivita a chovani®.
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3.3.2.1.1 Etiopatogeneze

AD patii mezi zdvazna neurodegenerativni onemocnéni, které je charakterizovano
postupnym a nevratnym odumirdnim neuront v uréitych oblastech mozku, ¢imz se
neustale prohlubuje mozkova atrofie. Etiologie tohoto onemocnéni prozatim neni
objasnéna, ale zposmrtnych studii je zndmo, Ze v mozku dochazi k nékterym
charakteristickym zménam, konkrétné k ukladani patologickych proteint, které pak
vytvari tzv. senilni plaky a neurofibrilarni klubicka. Kromé toho je velmi dulezitym
znakem poskozeni systémil neurotransmitert, predevsim acetylcholinu, ale 1 glutamatu.
Na vzniku nemoci se pak pravdépodobné podileji 1 nekteré dalsi mechanismy jako je
nadmérn4 tvorba kyslikovych radikal&i®>°,

Patologické proteiny, které se v mozku ukladaji, se nazyvaji f-amyloid a t-protein.
B-amyloid je protein §tépeny z amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktery je
télu vlastni, ale za normalnich okolnosti je $t€pen jinym zplisobem. U zdravého jedince
z APP vznikaji kratSi fragmenty, které jsou rozpustné a nékteré maji i urcitou funkci.
U pacientd s AD je potom APP Stépen dvéma jinymi enzymy (konkrétné se jedna
0 enzymy B- a y-sekretasu), za vzniku delSich vlaken. Ty potom riznym spojovanim
vytvaii dlouhd vlakna B-amyloidu, kterd nasledné v extraceluldrnim prostoru kiry
koaguluji a vytvari plaky. Ty potom mohou v daném misté vyvolat zanétlivou reakci
a pritahnout tak dalsi neurotoxické latky a navic je f-amyloid schopen piimo v neuronech
poskozovat mitochondrie. Pravdépodobné v disledku této toxicity dochazi i k degeneraci
t-proteinu, ktery je hyperfosforylovan, méni svou konformaci a zacne se shlukovat do
neurofibrilarnich klubicek, ktera taktéz zpiisobuji odumieni neuronu®®.

Faktorem, ktery je dulezity i pro 1é¢bu, je zména v koncentracich acetylcholinu,
ktery funguje jako neurotransmiter pii pfenosu informace z jednoho neuronu na druhy.
U pacienti s AD se koncentrace acetylcholinu snizuje, coz piedevsim V mozkové kife
a hipokampu vyvolava problémy s paméti, ucenim, chovanim a emocemi. Biologicka role
acetylcholinesterasy spoc¢iva v rychlé hydrolyze acetylcholinu na synapsich, ¢imz ukon¢i
jeho piisobeni a déale nedochazi k ptenosu elektrického signalu na druhy neuron. Jeji
vyskyt byl v§ak prok4dzan i mimo nervovou tkan (napf. v leukemickych bunkéach nebo
lidském fibroblastu), kde se Gcastni regulace apoptdzy. Na regulaci mnozstvi a ptisobeni
acetlycholinu v mozku se vSak nepodili jen samotna AChE, ale také enzym ji velmi
podobny, butyrylcholinesterasa (BUChE), kterd je také schopna hydrolyzovat

acetylcholin i nékteré dalsi estery v organismu. U pacienti s AD muize dochazet ke
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snizovani mnozstvi AChE a dokonce i acetyltransferasy, kterd se ucastni syntézy
acetylcholinu, ale je prokazano, ze aktivita BuChE se zvySuje, dokonce az o 90%. Tato
zvysena aktivita je pozorovana predevsim v nejvice poSkozenych oblastech mozku, tedy
v kiife a hipokampu, a udava se, Ze je spojena jak s f-amyloidem a senilnimi plaky, tak
s neurofibrilarnimi klubicky®®>"°,

Podle novéjsich poznatki se zda, ze v etiopatogenezi AD hraji dilezitou roli
I a7 nikotinové receptory a piedevsim jejich interakce s B-amyloidem. P¥edpoklada se, ze
pokud je B-amyloid v nizké koncentraci a rozpustny, interakce s a7 nikotinovym
receptorem je Vv podstaté fyziologicka a podporuje nervovou tkan. Pii zvySeni
koncentrace B-amyloidu mize vSak tato interakce vyvolavat cholinergni nerovnovahu.
ZvySena aktivace a-7 nikotinového receptoru pak nejspiS§ muize ovliviiovat sloZeni

proteint cholinergnich neurontl, fosforylaci t-proteinu, nervovy rastovy faktor a také

mize interagovat s AChE®®,

3.3.2.1.2 Farmakoterapie

Bohuzel v soucasné mediciné zatim neexistuje zpusob, kterym by se dala AD
vylécit. Pouzivaji se ale 1éky, které zmirnuji pribéh onemocnéni a pii véasném zahajeni
terapie mize dojit k vyraznému zmirnéni pfiznaki i zpomaleni prib&éhu nemoci.

Prvni skupinou latek, které se v terapii UspéSné pouzivaji, jsou kognitiva. Jedna se
o0 inhibitory cholinesteras s rtiznou afinitou k AChE a BUChE, které zvySuji dostupnost
acetylcholinu a zlepSuji tak kognitivni funkce. Jako prvni se z této skupiny pouzival
takrin, ktery je uZ dnes ale ve vétSin€é zemi stahovan pro své vedlejsi Ucinky.
V soucasnosti je nahrazen donepezilem, galanthaminem a rivastigminem. Prvni dva
z nich jsou selektivni pouze k AChE, zatimco rivastigmin inhibuje AChE i BuChE.
Vsechna tato 1€Civa jsou urcena k terapii mirnych az sttedné tézkych forem onemocnénti,
ale ukazuje se, ze piisobi i u t&z§ich stadii>*®’. Standardné se pro porovnivani Gcinkd
jednotlivych inhibitorG pouziva hodnota ICso, kterd vyjadiuje koncentraci dané latky
pottebnou pro vyvolani 50% ucinku, v tomto ptipadé koncentraci, kterd zptisobi 50%
inhibi¢ni efekt.

Druhou skupinu 1é¢iv, ktera jsou nyni kterapii AD schvélena, ptedstavuji
antagonist¢ NMDA receptort, jejichZ jedinym schvalenym zéstupcem je memantin.
Kromé snizené hladiny acetylcholinu se totiz v mozku nemocnych objevuje zvySena
aktivita excitacnich aminokyselin, které pak pravé nadmérnou interakci s NMDA

receptorem muizou zpisobit poruchy paméti. Navic dochazi k iontové nerovnovaze, do
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bunck se dostava velké mnozstvi kalcia, které tak vyvold az smrt neuronu. Memantin jako
antagonista t&chto receptord pisobeni aminokyselin na nich brani®.

Vzhledem Kk tomu, Ze vSechna tato l1éCiva pouze zmiriiuji obtize, snazi se védci
neustale o ziskani novych latek i novych cila jejich pisobeni tak, aby se dalo zabranit
odumirani neurond i zhorSovani kognitivnich funkci. Novych potencidlné ucinnych
molekul je celd fada, nicméné jen vybrani zastupci se dostanou az ke klinickému
testovani. Mezi cile, na které se vyzkum v dne$ni dobé zamétuje, patii jak p-amyloid, tak
i t-protein (zde se hledaji latky, které by pusobily pfimo proti t€émto proteintim a utvarim,
které tvofi, ale i latky, které by pfedchazely jejich vzniku), neurotransmiterové systémy
(cholinergni, glutamatovy nebo serotoninovy) a do budoucna se zda byt slibné zaméfeni
se i na oxidaéni stres nebo poskozeni mitochondrii®t. Mezi dalsi potencialné vyuzitelné
latky patfi inhibitory POP. Jedna se o peptidasu, ktera dokaze hydrolyzovat peptidy
obsahujici aminokyselinu prolin. K tomuto §tépeni dochdzi na karboxylovém konci
prolinovych zbytkii. Mezi substraty POP muizeme najit latky jako je vazopresin nebo
substance P, coz jsou latky také dulezité v procesech uceni a paméti a jejich degradace
tak miiZze urychlovat rozvoj poruch pravée téchto procesti i dalSich kognitivnich funkci.
Proto jsou dnes latky schopné inhibovat POP v hledacku védcti nejen pro potencialni

1é¢bu AD a jinych demenci, ale i schizofrenie nebo bipolarni afektivni poruchy*.
3.3.2.2 Galanthaminovy strukturni typ

3.3.2.2.1 Galanthamin

S 24

byl poprvé ziskan z Galanthus woronowii, ale nasledné byl identifikovan i v fadé dalsich
zastupci Celedi amarylkovitych. Mezi né patii dalsi predstavitelé rodu Galanthus, ale
i nékteré druhy z roda Narcissus, Lycoris nebo Leucojum’®®7 T pies to, Ze uz jsou dnes
znamé syntetické cesty pro ziskavani galanthaminu, jeho izolace z ptirodnich zdroji hraje
stale nemalou roli v celém farmaceutickém priamyslu. Nejdiive byl ziskavan z Galanthus
nivalis, ale protoze obsahuje pomémé malo galanthaminu, doslo k nahrazeni
za Leucojum aestivum ve Vychodni Evrop€, rizné druhy narcisi ve Stfedni a Zapadni
Evropé, Lycoris radiata v Ciné a Ungernia victoria v Uzbekistanu a Kazachstanu®..

Uz od svého objeveni se tento tercidrni amin testoval predev§im v 1é¢bé riznych
neurodegenerativnich onemocnénich jako je détska obrna nebo rtizné formy demence.
Jeho ucinky, které podporuji pamét’, zlepSuji kognitivni i behaviordlni symptomy u AD
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byly postupné prokazany in vitro, in vivo i v klinickych stutidich. Proto se galanthaminu
zaCala hodné vénovat pozornost a v roce 2000 byl FDA (ufad pro kontrolu potravin
aléc¢iv) schvalen jako 1ék k terapii Alzheimerovy choroby. K tomuto tacelu se pouziva
jeho hydrobromidova sil, ktera je komeréné dostupna pod firemnimi nazvy Reminyl®,
Razadyne® nebo Nivalin®. Pravé pod jménem Reminyl® se stal galanthamin tplné
prvnim alkaloidem z ¢eledi Amaryllidaceae, ktery byl schvalen k terapeutickému uziti
a v soucasnosti tento alkaloid pfedstavuje jeden z nejvice predepisovanych 1éku v terapii
AD747.66.67

Mechanismus pusobeni galanthaminu je dualni. Jednak je schopen inhibovat
cholinesterasy a jednak stimuluje pre- i postsynaptické nikotinové receptory. Oba dva
mechanismy vedou ke zvySeni hladin acetylcholinu a zlepSeni pfiznaki AD. Vyhodou
galanthaminu je, Ze se dobfe vstiebava a jeho plsobeni je dlouhodobé (udava se polocas
az sedm hodin). Navic dokaze prostoupit pies hematoencefalickou bariéru a pasobit tak
piimo v CNS. U zdravého jedince se AChE vyskytuje pravé v CNS a také v erytrocytech
a kosternim svalstvu, zatimco BuChE je piedev§im v plasmé a hepatocytech. Jak ale bylo
zminéno vyse, u pacientti s AD se i BUChE vyskytuje v mozku v souvislosti se senilnimi
plaky ve zvySeném mnozstvi. Ukazalo se, Ze galanthamin je schopen inhibovat oba dva
enzymy, ale k AChE vykazuje az 53x vétsi selektivitu. Inhibici zajistuje jako reversibilni
a kompetitivni inhibitor, coz znamen4, ze se vaze pitimo do aktivniho mista enzymu, ¢imz
ho inhibuje a nedojde k odbourani acetylcholinu. Na nikotinovych receptorech plisobi
mechanismem alosterické modulace. Nevaze se tedy ptimo do aktivniho mista receptoru,
jako to délaji jeho agonisté, ale upravuje a reguluje funkci receptoru vazbou na jinou ¢ast
proteinu, ktery receptor tvoii. Tato vazba tak pfimo receptor neaktivuje, ale ovliviiuje
jeho funkce po navazani ligandu. Nikotinovych receptorti existuje vice typti. Galanthamin
své pusobeni zprostiedkovava hlavné pfes vazbu na a7-nikotinové receptory, které se
nachazi v mozku a vyvola na nich zvySenou aktivitu jejich piirozenych ligandt, mimo

jiné dojde ke zvysenti aktivity acetylcholinu’ 18667,

3.3.2.2.2 Ostatni zdastupci galanthaminového strukturniho typu

Inhibi¢ni aktivitu vi€i AChE 1 BuChE vykazuje vétS§i mnoZstvi sumarnich extraktt
ziskanych z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Patii mezi né extrakty z Chlidanthus fragrans,
Nerine bowdenii, Zephyranthes robusta nebo riizni ptedstavitelé rodu Narcissus®®™.
Alkaloidy, které v téchto extraktech mizeme najit, jsou rtizné, nicméné jejich aktivita

a slozeni napovidaji, Ze na inhibici cholinesteras se ve vSech ptipadech pravdépodobné
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nejvice podilely alkaloidy galanthaminového a lykorinového strukturniho typu®®. Neni
tedy divu, Ze po GspéSném zavedeni galanthaminu do praxe se zacalo intenzivngji patrat
1 po dalsich aktivnich strukturach. VétSina zmén ve struktuie galanthaminu znamena spise
snizeni nebo Uplnou ztratu aktivity, ale uz byly objeveny i struktury aktivnéjsi, nez je sim
galanthamin®®, Z alkaloidf, které byly méné aktivni, mizeme jmenovat narwedin, ktery
ma keto skupinu na C3 anebo N-demethylgalanthamin, kterému chybi methylova skupina
na dusikovém atomu. Mezi neaktivni alkaloidy patii lykoramin nebo epinorlykoramin,
u kterych za ztratu inhibi¢ni aktivity vaci cholinesterasdm miize nejspiS hydrogenace
dvojné vazby C4-C4a*08%9,

DalSim zkoumanym alkaloidem byl napiiklad chlidanthin, coz je pozi¢ni izomer
galanthaminu. Jedna se o vzacnéjsi alkaloid, jehoz izolace probé&hla poprvé pted vice nez
50 lety z Chlidanthus fragrans a od té doby byl nalezen pouze v Haemanthus multiflorus,
Hippeastrum robustum a Zephyrathes concolor. Ve studii® z roku 2011 byla objasnéna
jeho struktura i testovana aktivita spolecné s galanthamin N-oxidem. Aktivita
chlidanthinu byla oproti galanthaminu asi 5-krat slabsi, coz se vysvétluje absenci
intramolekularni vazby mezi kyslikem na dihydrofuranovém jadie a hydroxylem na C3,
ktera se zda byt jednou z kli¢ovych prave pro inhibici AChE. Galanthamin N-oxid v této
studii vykazoval také slabsi ucinky, obdobné uc¢inkiim chlidanthinu, coz je v souladu se
zminénou hypotézou*®®, V dalsi studii?, ktera vznikla o dva roky pozdgji, byly potvrzeny
u¢inky chlidanthinu ziskaného z Chlidanthus fragrans, kde byla stanovena
ICsonuache = 147 + 6 uM a ICsonuBuche = 422 £ 15 uM.

Mezi alkaloidy, které se naopak ukazuji jako silng€jsi inhibitory cholinesteras, patii
sanguinin. Jedna se o 9-hydroxy analog galanthaminu, ktery byl izolovan z Pancratium
illyricum ¢i Eucharis grandiflora. Pfedpoklada se, ze pfi¢inou jeho vyrazné aktivity je
pravé zameéna methoxy skupiny v poloze 9 galanthaminu za skupinu hydroxylovou, ktera
se lépe vaze vaktivnim mist¢ AChE. Podle studie”® zroku 2002 je sanguinin
S ICs0oache = 0,1 + 0,01 uM zhruba 10-krat aktivnéj$i nez samotny galanthamin, u kterého
byla namétena ICsoache = 1,07 + 0,18 uM. Nevyhodou ale je, Ze sanguinin je alkaloid
vzacny, vyskytuje se v malém mnozstvi, coz vyrazné omezuje jeho ptipadné zavedeni do
praxe*”’°,

Velmi uc¢inné jsou 1 N-alkylové derivaty galanthaminu, které byly pfipraveny
synteticky, ale dva uz byly objeveny i v pfirod¢. Jedna se o N-allylnorgalanthamin

a N-(14-methylallyl)norgalanthamin. Oba dva tyto alkaloidy se podafilo izolovat
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z Leucojum aestivum a Vv porovnani s galanthaminem vykazuji pfiblizné 10-krat

siln&j$imi inhibi¢ni u¢inky vci AChE®" 8

3.3.2.3 Lykorinovy strukturni typ

Vseobecné se uvadi, ze spolu s alkaloidy galanthaminového typu jsou alkaloidy
lykorinového typu latky, které jsou schopné inhibovat acetylcholinesterasu a pfipadné se
tak uplatiovat v terapii AD. V porovnani s galanthaminem je ale jejich inhibi¢ni aktivita
VELSiNoU o néco slabsi a udava se, Ze je zavisla predevsim na substituci v poloze C1 a C2
lykorinu.

I ptes to, Ze samotny lykorin vii€i AChE Zadnou aktivitu nevykazuje, jeho derivaty
(at’ uz se jedna o alkaloidy pfirozené se vyskytujici v rostlinach nebo o latky ziskané
syntetickymi cestami) se intenzivné zkoumaji. Mezi nejznaméjsi analoga odvozena od
lykorinu patfi 1-O-acetyllykorin, ktery se zda byt az dvakrat uc¢innéjsi, nez galanthamin.
Naopak dalsi acetylované derivaty (2-acetyllykorin a 1,2-diacetyllykorin) dokazi
inhibovat AChE jen velmi malo nebo viibec. Z tohoto miizeme usuzovat, Ze pro alkaloidy
lykorinového typu je pii inhibici acetylcholinesterasy kli¢ova substituce na C14762,

Ve studii”® publikované vroce 2002 byla testovana inhibi¢ni aktivita
23 amarylkovitych alkaloidid rGznych strukturnich typl. Ze zastupct lykorinového
strukturniho typu se jako nejaktivné;si ukdzali assoanin a oxoassoanin. Tyto alkaloidy
sice zpusobovaly inhibici AChE, ale aktivita byla ¢tyfikrat mensi nez u galanthaminu.
Piedpoklada se, Zze za tuto aktivitu je zodpovédny aromaticky kruh C, ktery doda

molekule planaritu.

MeO MeO
(@]

assoanin oxoassoanin

Obrazek 8. Vybrané struktury lykorinového typu
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3.3.2.4 Krininovy a haemanthaminovy strukturni typ

V literatute se uvadi, ze alkaloidy krininového i haemanthaminového strukturniho
typu jsou slabé inhibitory acetylcholinesterasy. Stereochemie na 5,10b-ethano mustku
tuto aktivitu nijak neovlivituje. V roce 2013 byla publikovana studie*, zmifiovana jiz diive
Vv této praci, ve které byla u 11 alkaloidl ziskanych z Chlidanthus fragrans testovana
inhibi¢ni aktivita viici HuAChE, HUBUChE a POP. Z alkaloidd krininového typu byl
jedinym zajimavym undulatin. Jeho aktivita vi¢i HuAChE byla sice vice jak 10-krat
slabsi, nez aktivita galanthaminu, HuBuChE neinhiboval viibec, ale byla u ného zjisténa
relativné zajimava schopnost inhibovat POP (ICsopop = 1,96 +0,12 mM)*. V nasledujicim
roce (2015) byl undulatin studovan za pouziti AChE z elektrického uhote, kde vykazoval
velice zajimavou aktivitu (ICsopop = 7,4 + 0,03 uM)’®. Navic byla tato latka studovana na
schopnost pfestupu pies hematoencefalickou bariéru za vyuziti testu propustnosti pres
paralelni umélé membrany (PAMPA-BBB), coz je metoda, ktera byla vyvinuta pro odhad
schopnosti latky projit pasivni difuzi ptes biologickou membranu. Na zaklad¢ této studie

bylo zji§téno, ze undulatin je schopny piestupu pies hematoencefalickou bariéru’®,

o)
“11lOMe

OMe

Obrazek 9. Strukturni vzorec undulatinu
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Tabulka 8. Vybrané alkaloidy a jejich inhibicni cholinesterasovad aktivita

Alkaloid IC50, AChE (uM) IC50, BuChE (uM) | Cit.
galanthamin 1,71 £ 0,06 42,30+ 1,30 4
chlidanthin 147,00 + 6,00 422,00 + 15,00 4
undulatin® 23,00 + 1,00 >1000 4
undulatin® 7,40 £ 0,03 - 78
sanguinin 0,10+ 0,01 - 70
assoanin 3,87 +0,24 - 70
11-hydroxygalanthamin 1,61 +0,21 - 70
pseudolykorin 152,32 +32,06 - 70
leukotamin 5,30 +0,90 - 47
1-O-acetyllykorin 0,96 + 0,04 - 47
lykorin 213,00+ 1,00 >1000 4, 47
krinin 461,00 + 14,00 - 47
tazettin 705,00 + 63,00 - 47

"-" = nebylo testovano, 2 HUAChE, ® AChE z elektrického thote

3.3.3 Antibakterialni aktivita

Antibakterialni aktivita amarylkovitych alkaloidii je oblasti prozatim méné
prozkoumanou. I pfes to, Ze fada rostlin je pouzivana v lidovém lécitelstvi a u nékolika
sumarnich extraktli rtiznych druhd celedi Amaryllidaceae uz byla Gspésné testovana
antibakterialni aktivita, informaci o U€incich konkrétnich alkaloidll je zatim pomérné
malo’t.

Nejvice je zkoumana aktivita predstaviteli rodu Crinum, z kterého byl izolovan
krinamin a byla u n&j prokazana silna aktivita proti Staphylococcus aureus”. Zajimavé
ucinky byly pozorovany u extraktu z Crinum purpurascens, ktery byl uc¢inny proti Sesti
testovanym bakteriim (napt. Escherichia coli, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus)
a jeho minimalni inhibi¢ni koncentrace 1 minimalni baktericidni koncentrace byly zhruba
dvakrat vétsi, neZ u pouzitého standardu ciprofloxacinu. Zajimavym faktem také je, ze
zatimco sumarni extrakt byl takto aktivni, jednotlivé latky z néj izolované proti stejnym
bakteriim nepiisobily viibec nebo jen velmi malo’%. Ve studii’® z roku 2014 byl testovan

extrakt z celé rostliny Crinum angustum. I zde byly vysledky pomérné pfiznivé, nicméné

34



nebyly testovany jednotlivé alkaloidy a pouze s ohledem na dostupnou literaturu autofi
ptedpokladaji, Ze hlavni roli v tomto extraktu hraly vittatin a krinamin.

Pro studii’* publikovanou v roce 2012 bylo vychozim bodem lidové 1é¢itelstvi, které
vyuziva africkou rostlinu Boophone disticha k 1é¢bé riznych poranéni i infekci. Proto
pravé tato rostlina byla vybrana k testovani antimikrobidlni aktivity. Testovan byl
sumarni extrakt z cibuli a také dva alkaloidy krininového typu distichamin a buphanidrin,
které se podafilo z tohoto extraktu ziskat. Proti dvéma grampozitivnim (Bacillus subtilus,
Staphylococcus aureus) a dvéma gramnegativnim (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae) bakteriim pusobil uz samotny extrakt. Kazdy alkaloid zvlast se ale ukazal
jako dvakrat G¢inné&jsi a nejlepsi naméfena MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace) byla
stanovena na 0,0063 mg/ml.

Antibakterialni aktivita byla prokazana i u alkaloidd lykorinového typu a to
predevsim proti gramnegativni bakterii Flavobacterium columnare, ktera u ryb zpisobuje
onemocnéni znamé jako bakteridlni rozpad ploutvi. Zde se jako aktivni alkaloidy
prokézaly lykorin a jeho derivaty, nejlépe disubstituované v polohach C1 a C2. Zjistilo
se, ze velmi aktivni je 1 ungeremin, ktery je dokonce aktivnjsi, nez lykorin i jeho analoga.

Latky odvozené od ungereminu vsak aktivitu ztraci®’.

3.3.4 Antiplasmodialni aktivita

Malarie je infekéni onemocnéni, jehoz vyskyt se celosvétoveé neustile zvySuje
a proti kterému je tieba stale hledat nové Gc¢inné latky, protoZe ty soucasné prestavaji byt
dostatecné ucinné. Puvodci onemocnéni jsou prvoci zrodu Plasmodium, ktefi jsou
prenaseni samic¢kami komart z rodu Anopheles*’".

Jako aktivni se ukazuji byt alkaloidy haemanthaminového typu, u kterych
pravdépodobné za ucinky stoji dvojna vazba na C1-C2 a volna hydroxylova skupina na
C11*. Ve studii’”® z roku 2003 bylo testovano sedm alkaloidii proti dvéma druhéim
Plasmodium falciparum (chlorochin-senstivini T9.96 a chlorochin-rezistentni Kj).
Nejlepsich vysledki zde dosahli haemanthamin, 6-hydroxyhaemanthamin a lykorin,
zatimco galanthamin a tazettin Gc¢inkovali jen velmi malo, nejspi§ proto, Ze ve své
struktufe obsahuji N-methylovany postranni fetézec.

Casto testovany je lykorin a jeho piirodni i syntetické derivaty. Ve studii’
publikované vroce 2010 bylo testovano 27  derivatd lykorinu  proti

chlorochin-sensitivnimu kmenu Plasmodium falciparum. Vysledky ukazaly, Ze pro
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antiplasmodialni aktivitu jsou diilezité volné hydroxylové skupiny na C1 a C2, ptipadné
zde mohou byt estery (acetat nebo isobutyrat). Dllezitd se zda byt i pfitomnost dvojné
vazby na C2-C3. Nejucinnéjsi byl samotny lykorin, mezi u¢inna analoga patfil
1,2-diacetyllykorin nebo 1,2-bis(2-methylbutyryl)lykorin’. Testovani analogti lykorinu
proti piivodcim malarie uz probihalo i in vitro. Zde se jako nejucinngjsi proti obéma
typtim (chlorochin-sensitivni i chlorochin-rezistentni) Plasmodium falciparum ukazaly
napf. 1,2-di-O-butanoyllykorin, 1-O-propanoyllykorin nebo
1-0-(3R)- hydroxybutanoyllykorin®’.

3.3.5 Antiparaziticka aktivita

Trichomonas vaginalis je prvok, ktery u ¢lovéka zasahuje urogenitalni trakt a je
jednou  z nejéastéjSich  pfic¢in  nevirovych sexualné pienosnych onemocnéni.
V soucasnosti se k 1écbé téchto onemocnéni pouzivd metronidazol, ovSem jeho
potencidlni mutagenita i zvysujici se pocet metronidazol-rezistentnich prvokli nuti védce
K vyvoji novych tcinnych latek.

I proti tomuto prvokovi se jako uc€inny ukazuje lykorin, ktery dokéaze ovlivnit
bunéény cyklus a tim vyvolat smrt. Volné hydroxylové skupiny na C1 a C2 zde nejsou
nezbytnosti pro ucinek. Naopak esterifikace v téchto polohach se zdd byt vyhodnou.
Aktivni jsou mono- i disubstituované derivaty, ale pro antiparazitickou aktivitu je
dulezitéjsi  esterifikace v poloze C2, kde nejlepsich vysledki  dosahuje

2-O-lauroyllykorin®"7®,

3.3.6 DalSi aktivity

Mezi dalsi prokézané ucinky amarylkovitych alkaloidii patfi antivirova aktivita.
| zde je vyraznym zastupcem lykorin a jeho derivaty, se kterymi byla provedena fada testl
proti riznym skupinam vira, kde nékteré testy piinesly zajimavé vysledky. Je prokazano,
ze lykorin inhibuje flavivirusy prostiednictvim potlaceni syntézy jejich RNA. Dale se
ukdzal jako silny inhibitor chiipkového viru A, konkrétné typu NSH1, a také byl schopny
potlacit lidsky enterovirus 71. Spolu sdalsimi alkaloidy (haemanthaminem,
homolykorinem) prokazal i piisobeni proti HIV-1 viru*",

Zajimava je studie’’ zroku 2006, ve které byl testovan montanin izolovany

z Hippeastrum vittatum. Tento alkaloid in vitro prokazal antikonvulzivni a anxiolytické

ucinky vyvolané blokadou chloridovych kanali na GABA receptorech, obdobné jako
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benzodiazepiny, které se v terapii pouzivaji’’. Dale se ukazalo (prozatim in vitro), ze
montanin dokaze reagovat se serotoninovymi receptory piitomnymi v mozku. Schopnost
inhibovat serotoninové¢, noradrenalinové a dopaminové transportéry v mozku byla také
objevena u distichaminu, buphanidrinu a buphanisinu izolovanych z cibuli Boophone

disticha. Téchto zajimavych vlastnosti by se potencialné dalo vyuzit v terapii depresi®’.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité metody

4.1.1 Destilace

Vsechna pouzitd rozpoustédla byla nejprve precisSténa destilaci. Nésledné byla

uchovavana v hnédych lahvich nebo plechovych kanystrech.

4.1.2 Tenkovrstva chromatografie

Pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pouzivany sklenéné desky se
silikagelem. Pro déleni a izolaci menSich mnozstvi latek v pozdéjsi fazi prace uz byly
pouzivany komeréné vyrabéné hlinikové desticky pokryté silikagelem.

Vyvijeni desek probihalo ve sklenénych komorach, které byly mobilni fazi syceny
minimalné 20 minut.

Na zdklad€ UV detekce byly z kazdé desky izolovany jednotlivé rozdélené zony.

4.1.3 Promyvani
Izolované frakce z TLC byly promyvany pomoci rozpoustédel pfes vrstvu vaty,

ptipadné jesté pies vrstvu hliniku pro dikladnéjsi precisténi.

4.1.4 Odparovani

Odparovani rozpoustédel ze vzorkl bylo provadéno pomoci vakuové odparky Biichi
Rotavapor R 114 vybavené vodni 1azni Biichi Waterpath B-480 pti 60°C za sniZené¢ho
tlaku. Ziskané suché vzorky byly zpracovavany dale a rozpoustédla po piecisténi destilaci

byla pouZivana pro dalsi vyzkumné préce.
4.2 Pouzity material

4.2.1 Rozpoustédla

Cyklohexan, p.a. (Penta)
Diethylamin, p.a. (Penta)
Ethanol, p.a. (Penta)
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Ethylacetat, p.a. (Penta)
Chloroform, p.a. (Penta)

Toluen, p.a. (Penta)

4.2.2 Chemikalie

Dragendorfovo ¢inidlo — detek¢ni ¢inidlo

4.2.3 Vyvijeci soustavy pro TLC

SI: To:cHx: DEA 50:50:5 (toluen, cyklohexan, diethylamin)

S2: EtOAc : DEA 9:1 (ethylacetat, diethylamin)

S3: To:EtOAc: DEA 45:45:10 (toluen, ethylacetat, diethylamin)

S4: To: DEA 95:5 (toluen, diethylamin)

S5: cHx : DEA 9:1 (cyklohexan, diethylamin)
4.2.4 Adsorbenty pro TLC

Al: Silikagel LS 5/40 UV254; pro preparativni TLC
A2: Kieselgel 60 F254, Merck; hlinikova deska o rozmérech 20 x 20 cm
svrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii; tloustka vrstvy

0,2 mm.

4.3 lzolace alkaloidu

4.3.1 Biologicky material

Cerstvé cibule Chlidanthus fragrans byly ziskany v roce 2010 od komeréniho
dodavatele Lukon Glads (Sadské, Ceska republika). Vzorek je také ulozen v herbaii na

Katedie farmaceutické botaniky a ekologie, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

4.3.2 Priprava alkaloidniho extraktu

Ptiprava alkaloidniho extraktu a zpracovani tohoto extraktu pomoci sloupcové
chromatografie nebyla piredmétem této diplomové prace. Detailni popis téchto postupt je
mozno nalézt v nasledujici praci (Cahlikova et al., 2011)2,

Ptiprava alkaloidniho extraktu a jeho sloupcova chromatografie byla provedena

Mgr. Andreou Krej¢i, Ph.D. v ramci jeji doktorské prace v roce 2010.
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4.3.3 Frakce pouzita pro izolaci alkaloidi

Pro izolaci alkaloida byla pouzita frakce Cislo 7, ktera ziistala z piedchazejicich
fytochemickych praci prozatim nezpracovana. Na zékladé¢ GC-MS analyzy byla v této

frakci zjisténa pritomnost zajimavych latek doposud neizolovanych ze studované rostliny.
4.3.4 Preparativni tenkovrstva chromatografie

4.3.4.1 Priprava desky

Sklenéna deska o rozmérech 15 X 15 cm byla nejprve ocisténa a odmasténa
chloroformem. Poté na ni byla rovhomérné rozetfena vrstva silikagelu Al, ktery byl
upraven podle pokynli vyrobce. Do druhého dne se pak deska nechala vyschnout

a zatuhnout.

4.3.4.2 Vybér vhodné vyvijeci soustavy pro preparativni TLC

Malé¢ mnozstvi alkaloidniho extraktu bylo rozpusSténo v chloroformu a kapilarou
naneseno na dvé desky s adsorbentem A2. Prvni deska byla vyvijena ve sklenéné komote
nasycen¢ mobilni fazi S1 a na druhou desku byla pouzita soustava S2. Vhodnost
jednotlivych soustav byla posuzovana podle jejich schopnosti oddé€lit od sebe alkaloidy
obsazené v extraktu, které byly na deskach detekovany pod UV zafenim a pomoci
Dragendorfova ¢inidla. Jako vhodna se ukazala byt soustava S2, ktera tak byla pouZita

pro dalsi praci.

4.3.4.3 Déleni alkaloidniho extraktu

1,10 g alkaloidniho extraktu z Chlidanthus fragrans bylo rozpusténo ve
3 ml chloroformu a postupné naneseno na pripravené sklenéné desky. Jednotlivé desky
byly nasledné vyvijeny ve zvolené mobilni fazi S2. Po odpateni rozpoustédla z vyvinuté
desky doslo za pomoci UV detekce k separaci celkem 4 hlavnich zon a 2 zon vedlejsich,
které se nachazely mezi dvéma hlavnimi zénami (prvni z nich mezi z6nami 1 a 2 a druha

mezi zénami 3 a 4; Obr. 10).
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zona 1 (?)

zOna 2
(6a-hydroxybufanidrin)

vedlejsi zona 1,2
(6a-hydroxybufanidrin + ?)

zona 3
(krinamidin)
zéna 4

(Krinin)

vedlejsi zona 3,4
(krinamidin + Kkrinin)

start

Obrazek 10. TLC alkaloidniho extraktu Chlidanthus fragrans

Zobna 1 byla promyta a precisténa. Separovany silikagel s adsorbovanym alkaloidem
byl promyvan chloroformem a nasledné¢ smési chloroformu s ethanolem (EtOH : CHClI3
1 : 1). Pomoci vakuové odparky bylo provedeno odpateni rozpoustédla do sucha a ziskané
krystaly byly podrobeny strukturni analyze (GC-MS, NMR). Hmotnost ziskanych
krystalti byla 30 mg. Ziskana latka ale nebyla zcela Cistd a prozatim nebyla dale
zpracovavana.

Vsechny dalsi zony byly zpracovavany stejnym zptisobem. Na zaklad¢ strukturni
analyzy byly zjiStény necistoty v zonach 2 a 3, které byly dale odstranény za pomoci malé
sloupcové chromatografie na Al203(3g). Ze zony se 2 se podatilo izolovat 8 mg Cisté
latky a ze zony 3 28 mg Cisté latky.

TLC analyza naznacovala, Ze zona 4 také obsahuje vice latek. Pro rozdéleni této
zony byly pouzity desky s adsorbentem A2. Nakonec se nepodafilo od sebe oddélit
jednotlivé frakce, 1 pfesto Ze bylo vyzkouSeno vice vyvijecich soustav (S3, S4, S5).
V soustaveé S2 po ¢tyfnasobném vyvijeni doslo k nepatrnému oddé€leni dvou frakei, které
byly izolovany stejnym zplisobem, jako zoény z alkaloidniho extraktu, nicméné nasledna
strukturni analyza ukazala, Ze ob¢ izolované frakce obsahuji stejnou latku, a proto byly
op¢t spojeny a oznaceny jako zona 4, ze které bylo izolovano 35 mg latky.

Vzorky ziskané z obou vedlejsich zon (1,2 a 3,4) byly ulozeny pro ptipadné dalsi

zpracovani.
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Vsechny izolované latky v ¢istém stavu byly nasledné podrobeny strukturni analyze

za ucelem jejich identifikace.
4.3.5 Strukturni analyza izolovanych alkaloidu

4.3.5.1 EI-MS analyza

EI-MS analyza byla provadéna na piistroji Agilent 7890 GC/MSD 5975 v rezimu
El 70 eV. K méfeni byla pouzita kolona typu DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent
Technologies, USA). V prubéhu meéfeni se teplota ménila nasledovné: 100-180°C
s nartstem 15°C/min, poté 1 min pii 180°C, nasledn¢ 180-300°C s nardstem 5°C/min
a po dobu 5 min pti 300°C. Skala detekce m/z 40-600. Teplota p¥i naneseni vzorku byla
280°C. Priitok helia pouzitého jako nosny plyn byl 0,8 ml/min®,

4.3.5.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena na spektrofotometru VNMR S500 NMR. Mcéteni
probihalo za laboratorni teploty. Pro méfeni *H spektra byla pouZita frekvence 500 MHz
a pro méfeni °C spektra frekvence 125 MHz. Jednotlivé chemické posuny byly
zaznamenavany jako & hodnoty v pars per milion (ppm). Pro *H spektra jsou tyto posuny
vztazeny k vnitinimu standardu (tetramethylsilan; 7,26 ppm) a pro 3C spektra jsou
vztazeny k solventu (77,0 ppm)*.

NMR studie byly provadény na Katedie anorganické a organické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Meéfeni a interpretaci spekter provadél

doc. PharmDr. Jiti Kunes, Ph.D. a Mgr. Zden¢k Novak, Ph.D.

4.3.6 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vici
erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Toto méfeni bylo provaddéno na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Méfeni provadél prof. RNDr. Lubomir Opletal,
CSc. Podrobny popis této metody je mozno nalézt v nasledujici literatuie

(Cahlikova et al., 2011)°2,
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4.3.7 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vici
POP

Inhibic¢ni aktivita vaci prolyl oligopeptidase byla métena ve spolupraci s Centrem
pokrocilych studii, Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany Hradec Kralové.
Mg¢teni provadéla Mgr. Martina Hrabinova. Podrobny popis metody méfeni je mozné

nalézt v nasledujici literatuie (Cahlikova et al., 2015)"°.

4.3.8 Stanoveni cytotoxické aktivity izolovanych alkaloidi

Stanoveni cytotoxické aktivity probihalo ve spolupraci s Katedrou mikrobiologie,
vyzivy a dietetiky, Fakulty agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdrojti Ceské
zeméd¢€lské univerzity v Praze. Méfeni provadél Ing. Ivo Doskocil. Podrobny popis

metody je mozno nalézt v nasledujici literatufe (Dosko¢il et al., 2015)*,
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5 Vysledky

V ramci této diplomové prace byly dale zpracovavany izolované alkaloidy ze zony
2, zony 3 a zony 4, které byly identifikovany jako 6a-hydroxybufanidrin, krinamidin

a krinin.

5.1 Strukturni analyza 6a-hydroxybufanidrinu

Na zakladé strukturni analyzy (NMR, EI-MS) a porovnani ziskanych dat

s literaturou byla latka izolovana ze zony 2 identifikovana jako 60-hydroxybufanidrin®.

5.1.1 EI-MS analyza

EI-MS 70 eV, m/z (rel. int.): 331[M]* (54), 299 (22), 287 (49), 276 (100), 261 (37),
255 (37), 243 (20), 217 (34), 203 (20), 128 (23), 115 (38), 91 (21), 77 (36), 63 (22), 56
(75).

5.1.2 NMR analyza

6

OH

OMe

Obrazek 11. Strukturni vzorec 6a-hydroxybufanidrinu

5.1.2.1 Popis 'H NMR spektra 6a-hydroxybufanidrinu

'H NMR (499.9 MHz; §, CDCls, 25°C)
1.54 (1H, dd, J12 = 14.0 Hz, Jo3 = 13.5 Hz; H-4p), 1.84 (1H, dd, J12 = 12.5 Hz, J23 = 10.5
Hz; H-11 exo0), 1.90 (1H, dd, J12 = 12.5 Hz, J2;3 = 9.0 Hz; H-11 endo), 2.08 (1H, dd, J1,2
= 14.0 Hz, J23 = 4.0 Hz; H-4a), 2.79 (1H, dd, J12 = 13.0 Hz, J23 = 9.0 Hz; H-12 endo),
3.31 (1H, dd, J12 = 13.0 Hz, J23 = 10.5 Hz; H-12 exo), 3.32 (3H, s, 3-OMe), 3.79 (1H,
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dd, J12 = 5.0 Hz, J23 = 4.0 Hz; H-3), 3.84 (1H, dd, J1» = 13.5 Hz, Jo3 = 4.0 Hz; H-4a),
4.01 (3H, s, 7-OMe), 5.84-5.87 (2H, s, -O-CH2-0-), 5.94 (1H, dd, J12 = 10.0 Hz, Jo3 =
5.0 Hz; H-2), 6.52 (1H, d, J12 = 10.0 Hz; H-1), 6.55 (1H, s, H-10).

5.1.2.2 Popis *C NMR spektra 6a-hydroxybufanidrinu

13C NMR (125,7 MHz, §, CDCls, 25°C)
149.3 (s, C-9), 142.5 (s, C-7), 139.8 (s, C-10a), 134.2 (s, C-8), 131.9 (d, C-1), 125.8 (d,
C-2), 119.2 (s, C-6a), 100.8 (t, -O-CH,-0-), 97.0 (d, C-10), 85.6 (d, C-6B), 72.3 (d, C-3),
59.8 (g, 7-OMe), 56.4 (d, C-4a), 56.3 (g, 3-OMe), 47.7 (t, C-12 ex0), 47.7 (t, C-12 endo),
44.2 (s, C-10b), 40.8 (t, C-11 exo), 40.8 (t, C-11 endo), 27.9 (t, 4a), 27.9 (t, 4p).

5.2 Strukturni analyza krinamidinu

Na zéklad¢ strukturni analyzy (NMR, EI-MS) a porovnani ziskanych dat

s literaturou byla latka izolovana ze zony 3 identifikovana jako krinamidin®..

5.2.1 EI-MS analyza

EI-MS 70 eV, m/z (rel. int.): 317 [M]* (37), 288 (100), 258 (18), 245 (31), 244 (25),
217 (32), 205 (31), 204 (21), 203 (32), 189 (19), 173 (38), 115 (17), 85 (19), 57 (21), 56
(31).

5.2.2 NMR analyza

Obrazek 12. Strukturni vzorec krinamidinu
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5.2.2.1 Popis *H NMR spektra krinamidinu

H NMR (499.9 MHz; §, CDCls, 25°C)

1.56 (1H, dd, J12 =13.5 Hz, Jo3=12.5 Hz; H-4pB), 1.61 (1H, dd, J1, = 13.5Hz, J,3=5.5
Hz; H-4a), 2.0 (1H, dd, J12 = 12.5 Hz, J23 = 9.0 Hz; H-11 endo), 2.37 (1H, dd, J12=12.5
Hz, J.3 = 10,5 Hz; H-11 exo0), 2.77 (1H, dd, J12 = 12.5 Hz, J23 = 9.0 Hz; H-12 endo),
3.17 (1H, dd, J12 = 12.5 Hz, J23 = 10,5 Hz; H-12 ex0), 3.17 (1H, dd, J12, = 12.5 Hz, J2;3
=5,5Hz; H-4a), 3.26 (1H, dd, J12 = 4.0 Hz, J23 = 2.5 Hz; H-2), 3.71 (1H, d, J = 17,5 Hz;
H-6pB), 3.75 (1H, d, J = 4.0 Hz; H-1), 3.95 (3H, s, 7-OMe), 4.19 (1H, d, J = 17,5 Hz; H-
6a),4.48 (1H, dd, J1» = 3.0 Hz, J2 3 = 2.5 Hz; H-3), 5.85-5.86 (2H, s, J = 1,5 Hz; -O-CH>-
O-), 6.61 (1H, s, H-10).

5.2.2.2 Popis *C NMR spektra krinamidinu

13C NMR (125,7 MHz, §, CDCls, 25°C)
148.1 (s, C-9), 141.1 (s, C-7), 138.7 (s, C-10a), 133.4 (s, C-8), 117.6 (s, C-6a), 100.7 (t, -
0-CH-0-), 96.4 (d, C-10), 65.5 (d, C-3), 61.0 (d, C-4a), 59.1 (g, 7-OMe), 58.6 (t, C-6),
56.4 (d, C-2), 53.8 (d, C-1), 52.5 (t, C-12), 41.6 (s, C-10b), 39.2 (t, C-11), 29.7 (t, C-4).

5.3 Strukturni analyza krininu

Na zékladé strukturni analyzy (NMR, EI-MS) a porovnadni ziskanych dat

s literaturou byla latka izolovana ze zony 4 identifikovéana jako krinin®.

5.3.1 EI-MS analyza

EI-MS 70 eV, m/z (rel. int.): 272[M]* (100), 270 (7), 254 (6), 242 (7), 228 (17), 216
(5), 200 (11), 199 (32), 187 (20), 173 (7), 172 (6), 129 (6), 115 (5), 57 (9), 56 (11).

46



5.3.2 NMR analyza

Obrazek 13. Strukturni vzorec krininu

5.3.2.1 Popis *H NMR spektra krininu

H NMR (300,0 MHz; §, CDCls, 25°C)

1.74 (1H, dd, J12 = 4,2 Hz, Jo3 = 13,5 Hz; H-4p), 1.94 (1H, dd, J1.2 = 6,3 Hz, J23 = 10,8
Hz; H-11 exo), 2.06 (1H, brd, J = 13,5 Hz; H-4a), 2.19 (1H, dd, J12 = 3,9 Hz, J23 = 8,7
Hz; H-11 endo), 2.91 (1H, dd, Ji> = 6,3 Hz, J23 = 8,7 Hz; H-12 endo), 3.36 (1H, brd,
J=12,8 Hz; H-12 ex0), 3.42 (1H, dd, J12 = 3,9 Hz, J,3 = 13,5 Hz; H-4a), 3.78 (1H, d,
J = 16,8 Hz; H-6p), 4.33 (1H, m, H-3), 4.41 (1H, d, J = 16,8 Hz; H-6a), 5.89-5.91 (2H,
2d, J=1,2 Hz; -O-CH-0-), 5.96 (1H, dd, J12 = 5,4 Hz, J23 = 10,0 Hz; H-2), 6.48 (1H, s,
H-7), 6.59 (1H, d, J = 10,0 Hz; H-1), 6.85 (1H, s, H-10).

5.3.2.2 Popis ¥C NMR spektra krininu

13C NMR (50,0 MHz, §, CDCls, 25°C)
146.3 (s, C-9), 145.8 (s, C-8), 137.8 (s, C-10a), 131.0 (d, C-1), 128.0 (d, C-2), 125.0 (s,
C-6a), 106.9 (d, C-7), 102.9 (d, C-10), 100.8 (t, -O-CH,-0-), 63.3 (d, C-3), 62.9 (d, C-
4a), 61.5 (t, C-6), 53.1 (t, C-12), 44.3 (s, C-10b), 43.6 (t, C-11), 32.3 (t, C-4).
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5.4 Inhibiéni

aktivita

izolovanych alkaloidi vici

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

U jednotlivych alkaloidi byla testovana jejich schopnost inhibovat erytrocytarni

acetylcholinesterasu a sérovou butyrylcholinesterasu. Vysledky testd jsou shrnuty

V nasledujici tabulce.

Tabulka 9. Inhibicni aktivita izolovanych alkaloidii viici AChE a BuChE

Alkaloid

ICs0, AChE (uM) ICso, BuChE (uM)

60-hydroxybufanidrin
krinamidin
Krinin

galanthamin?

huperzin A?

220,88 + 22,17 >1000
>1000 770,01 + 46,94
6,90 + 0,30 156,00 + 6,90

0,25+ 0,01 >1000

"-" = nebylo testovano, *Referenéni latka

5.5 Inhibic¢ni aktivita izolovanych alkaloidu vici

U ziskanych

O Wwe

POP

alkaloidi byla testovana jejich schopnost inhibovat prolyl

oligopeptidasu. Namétené hodnoty shrnuje nasledujici tabulka.

Tabulka 10. Inhibicni aktivita izolovanych alkaloidii vii¢i POP

Alkaloid

I1Cs0, POP (MmM)

6a-hydroxybufanidrin
krinamidin
Kkrinin

berberin?

Z-prolyl-prolinal®

0,790 + 0,062
1,473 + 0,122

0,142 + 0,022
2,750 x 10°®

"-" = nebylo testovano, *Referenéni latka
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5.6 Cytotoxicka aktivita izolovanych alkaloidu

Izolované alkaloidy byly podrobeny testovani na cytotoxickou aktivitu vici

nadorovym buiikam i zdravému fibroblastu. Vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Tabulka 11. Cytotoxicka aktivita izolovanych alkaloidu

Alkaloid Bunéc¢na linie, 1Cso (uM)
Caco-2 HT-29 FHS-74int

60-hydroxybufanidrin - - -
krinamidin * * *
krinin 64,54 + 17,78 50,84 + 1,42 >100
hydratovany vinorelbin-

. 0,03+0,00 - 3,98 +£0,26
ditartrat?

"-" = nebylo testovano, *Referenéni latka, "*” = probiha testovani
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6 Diskuse a zavér

Pfedmétem této diplomové prace bylo zpracovani posledni frakce (frakce ¢. 7)
alkaloidniho extraktu z rostliny Chlidanthus fragrans. Na zakladé GC-MS analyzy byly
Vv této frakci identifikovany alkaloidy, které prozatim na katedie nebyly izolovany. Frakce
byla zpracovana pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie. Podafilo se izolovat
celkem 3 alkaloidy celedi Amaryllidaceae v istém stavu, konkrétné krinin, krinamidin
a 6a-hydroxybufanidrin. Izolované alkaloidy byly identifikovany na zakladé¢ MS a také
1D- a 2D-NMR analyz a porovnanim ziskanych dat s literaturou. Vsechny slouceniny
mizeme zafadit do krininového strukturniho typu a jiz diive byly izolovany z riznych
rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Z rostliny Chlidanthus fragrans byly v§echny jmenované
alkaloidy izolovany poprvé. Krinin patii mezi nejbéznéjsi alkaloidy této skupiny a byl
ziskan napiiklad zcibuli Brunsvigia josephinae®?, Crinum latifolium, Crinum
bulbispermum?®, Ammocharis tinneana® a celé fady dalsich. Krinamidin patii mezi méné
se vyskytujici Amaryllidaceae alkaloidy a prozatim byl izolovan napf. z Crinum
bulbispermum?® a Brunsvigia orientalis®. Oba tyto alkaloidy byly izolovany v mnozstvi
dovolujicim provedeni vice biologickych studii. Posledni alkaloid 6a-hydroxybufanidrin
byl ale bohuZzel ziskan v mnozstvi, které umoznilo pouze strukturni analyzu. Jedna se
0 latku vyskytujici se v pfirodé v omezeném mnozstvi. Prozatim byl izolovéan z cibuli
Nerine filifolia® a dale z Crinum zeylanicum®,

Alkaloidy krinin a krinamidin byly v ramci biologickych testd studovany z pohledu
jejich inhibi¢ni aktivity vici erytrocytarni AChE a sérové BuChE, POP a dale byla
sledovana jejich protinddorova aktivita na panelu dvou p53-negativnich nadorovych
liniich Caco-2 a HT-29. Zaroven byla studovana jejich celkova toxicita na bunkach
zdravého fibroblastu FHS-74int.

V testu na stanoveni inhibi¢ni aktivity viici AChE a BuChE byly jako standardy
pouzity galanthamin a huperzin A. Ob¢ studované latky vykazaly v tomto testu vysoké
hodnoty ICso a nejevi se tedy jako perspektivni pro dalsi studie.

Kromé inhibice AChE a BuChE se v dne$ni dob¢ jako dal$i zajimavy terapeuticky
cil ukazuje inhibice cytosolové serinové peptidasy POP, ktera, jak jiz bylo zménéno diive,
muze hrat roli v procesech neurodegenerativnich onemocnénich a v rozvoji poruch
kognitivnich funkci®. Nékteré inhibitory POP uz se navic ukazaly jako efektivni v terapii
demenci. Latky schopné inhibovat tuto peptidasu by mohly byt vyuzivany jako podpirna

léciva v terapii AD®. Inhibice POP byla testovana ve spolupraci s Centrem pokro¢ilych
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studii, Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany Hradec Kralové. Bohuzel ani
u jedné z testovanych latek nebyla zjisténa vyznamnéjsi inhibi¢ni aktivita viici POP a ani
V této oblasti tedy nejsou zajimavé pro dalsi studium.

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae se vyznacCuji také vyznamnou protinadorovou
aktivitou. Z tohoto diivodu byla testovana i cytotoxicita izolovanych latek za vyuziti MTT

t*3. Toto méfeni

testu, kde byl jako standard pouzit hydratovany vinorelbin-ditartra
probihalo ve spolupraci s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Fakulty
agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdrojii Ceské zemédélské univerzity v Praze.
Vzhledem k ¢asové naro¢nosti téchto testii jsme prozatim obdrzeli vysledky pouze pro
krinin, u krinamidinu v soucasné dob¢ testovani probiha. Cytotoxicka aktivita krininu
vici studovanym néadorovym liniim je pouze mirna (ICsocaco2 = 4,54+ 17,78 uM
a ICsoHT-29 = 50,84 + 1,42 uM) a vici bunkam zdravého fibroblastu je tato latka
netoxicka. Selektivni toxicita Amaryllidaceae alkaloidii viici nddorovym bunkam je
Vv literatuie popsana a ztohoto divodu jsou tyto latky v posledni dobé intenzivné
studovany™®. Krinin jako latka Siroce se vyskytujici v Amaryllidaceae rostlinich by mohl
slouzit pro pfipravu polosyntetickych derivatl za ucelem zlepSeni jeho protinadorové
aktivity.

Zavérem je mozné fici, Ze na zakladé vysledkl ziskanych v ramci této diplomové

43,62,78

prace a predchozich studii je rostlina Chlidanthus fragrans zajimavym zdrojem

Amaryllidaceae alkaloidd, z nichz n¢které se vyznacuji zajimavou biologickou aktivitou.
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmaceutické botaniky a ekologie
Lucie Gabrlova

Diplomova prace: Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae a jejich biologicka aktivita

Cilem této diplomové prace bylo zpracovani pridélené frakce alkaloidniho extraktu
ziskaného z Chlidanthus fragrans a izolace alespon dvou alkaloidl za Gc¢elem testovani
jejich biologické aktivity.

K zpracovani daného extraktu a izolaci alkaloidii v ném obsazenych byla pouzita
preparativni TLC. Ziskané latky byly nasledné podrobeny strukturni analyze, konkrétné
zde byly pouzity metody EI-MS a NMR. Na zaklad¢ ziskanych vysledki byly izolované
latky identifikovany a pfipraveny pro méteni jejich biologické aktivity, které uz nebylo
soucasti této diplomové prace.

Izolované alkaloidy byly identifikovany jako 6a-hydroxybufanidrin, krinamidin
a krinin. 6a-Hydroxybufanidrinu se nepodafilo ziskat dostate¢né mnozstvi pro biologické
testovani. Inhibi¢ni aktivita krinamidinu i krininu viéi erytrocytarni AChE a sérové
BuChE byla pomérné slaba. Stejné tak ani jeden z alkaloiddi nevykazoval vyrazngjsi
schopnost inhibovat POP, kde pro krinamidin byla stanovena ICso = 0,790 + 0,062 mM
apro krinin 1Csop = 1,473 + 0,122 mM. Mé&feni cytotoxické aktivity bylo prozatim
provedeno pouze U krininu. Viac¢i bunééné linii Caco -2 byla stanovena
ICs0 = 64,54 + 17,78 uM a vuci linii HT-29 byla naméfena 1Cso = 50,84 + 1,42 pM. VUci

zdravému fibroblastu FHS-47int se ukazal krinin jako neaktivni.

Klicova slova: Amaryllidaceae, Chlidanthus fragrans, AChE, BuChE, POP,

cytotoxicita, 6a-hydroxybufanidrin, krinamidin, krinin



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové
Department of Pharmaceutical Botany and Ecology
Lucie Gabrlova

Diploma thesis: Alkaloids of family Amaryllidaceae and their biological activity

The aim of this diploma thesis was to compile assigned fraction of alkaloidal extract
obtained from Chlidanthus fragrans and isolation of at least two alkaloids for testing their
biological aktivity.

For the processing of the extract and isolation of the alkaloids contained in it was
used preparative TLC. The obtained substances were then undegone structure analysis,
specifically, there were used EI-MS and NMR methods. Based on the results obtained
were isolated substances identified and prepared for screening of their biological activity,
which was not part of this diploma thesis anymore.

The isolated alkaloids were identified as 6a-hydroxybuphanidrine, crinamidine and
crinine. 6a-Hydroxybuphanidrine failed to get enough for biological testing. Inhibitory
activity of crinamidine and crinine against erythrocyte AChE and serum BuChE was quite
weak. Equally, neither of alkaloids showed stronger ability to inhibit the POP, where for
crinamidine was determined ICso = 0,790 + 0,062 mM and for crinine
ICs0 = 1,473 = 0,122 mM. The measurment of cytotoxic activity has been carried out only
with crinine, so far. There was determined ICso = 64,54 + 17,78 uM against the cell line
Caco-2 and 1Cso = 50,84 + 1,42 uM against cell line HT-29. Towards healthy fibroblast
FHS-47int appeared as inactive.

Key words: Amaryllidaceae, Chlidanthus fragrans, AChE, BuChE, POP, cytotoxicity,

60-hydroxybuphanidrine, crinine, crinamidine



