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Anotace

Tato prace se zabyva izolaci sekundarnich metaboliti rostlin (alkaloidd) z rostliny Zephyrantes
candida (Lindl.) Herb. Teoreticka ¢ast se zabyva fytochemii druhu Zephyrantes candida
(Lindl.) Herb. a naslednému vyuziti téchto alkaloidii pti farmakoterapii Alzheimerovy choroby.
Prakticka Cast se zabyva izolaci téchto alkaloidii a nasledné€ testovanim na potencialni
neuroprotektivni aktivitu. Alkaloidy byly izolovany z frakce ZC EE 39-45, ktera byla pomoci
flash chromatografie separovana na 101 frakci. Pomoci TLC analyzy byl nasledné€ urc¢en postup
dalsi separace, kdy byly jednotlivé frakce slity do 11 podfrakci. Tento proces byl opakovan, az
bylo ziskano 7 kone¢nych frakci. Pomoci GC-MS a NMR analyzy byly stanoveny 3 frakce
S téméf Cistymi alkaloidy. Izolovanymi alkaloidy byly lykorin, tazettin a nortazettin. Alkaloidy
lykorin a tazettin jiz byly dfive na biologickou aktivitu testovany, proto byla zméfena
neuroprotektivni aktivita pouze u nortazettinu. Alkaloid nortazettin byl nasledné otestovan na
biologickou aktivitu, kdy se ukazala jeho neaktivita vaci lidskym cholinesterazam a
prolyloligopeptidaze.
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acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, prolyloligopeptidaza.



Annotation

This work deals with the isolation of secondary plant metabolites (alkaloids) from the plant
Zephyrantes candida (Lindl.) Herb. The theoretical part deals with the phytochemistry of
Zephyrantes candida (Lindl.) Herb. and the subsequent use of these alkaloids in the
pharmacotherapy of Alzheimer's disease. The practical part deals with the isolation of these
alkaloids and subsequent testing for potential neuroprotective activity. The alkaloids were
isolated from the ZC EE 39-45 fraction, which was separated into 101 fractions by flash
chromatography. A further separation procedure was subsequently determined using TLC
analysis, where individual fractions were lysed into 11 subfractions. This process was repeated
until 7 final fractions were obtained. Using GC-MS and NMR analysis, 3 fractions with nearly
pure alkaloids were determined. The alkaloids isolated were lycorine, tazettine and nortazettine.
The alkaloids lycorine and tazettine have been previously tested for biological activity,
therefore neuroprotective activity was measured only for nortazettine. The alkaloid nortatzettin
was subsequently tested for biological activity, showing its inactivity against human
cholinesterases and prolyloligopeptidase.

Keywords

Zephyrantes candida, Amaryllidaceae, isolation, Flash chromatography, Alzheimer's disease,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase.
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centralni nervova soustava
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solubilni fragment APP po $tépeni a-sekretdzou

C-terminalni fragment APP
glykogen syntaza kinaza-3f3
B-sekretaza
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neurofibrilarni klubka
cyklin-dependentni kinaza 5
acetylthiocholin jodid
butyryllthiocholin jodid
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1 UvoD

Rostliny doprovézeji lidstvo jiz od nepaméti. Lidé jiz od davnych dob hledaji latky, které by
jim pomohli. Rostliny nasly uplatnéni nejen z hlediska potravinaiského jako zdroj plodin, ale i
pro jejich 1é¢ivé ucinky, které byly postupné objevovany. S poznavanim biologickych aktivit
obsahovych latek rostlin souvisi i rozvoj metod umoziujici izolace Cistych, biologicky
aktivnich substanci. Pouze 30 % vsech novych molekul uvedenych na trh v obdobi mezi lety
1981-2006 byly ciste syntetického piivodu, vSechny ostatni byly latky pfirodniho piivodu nebo
se jednalo o substance, které jsou od latek pfirodniho piivodu odvozené. Tyto statistiky dale
ukazuji, ze pocet novych chemickych sloucenin uvadénych na trh kazdoro¢né¢ klesa. Vysoké
naklady a dlouhd doba trvani uvedeni novych 1é¢iv na trh, jakoz i skute¢nost, ze pro vétSinu
zavaznych onemocnéni jsou jiz k dispozici kvalitni 1éky, brani farmaceutickému pramyslu ve
vyvoji novych 1é¢iv. Nicméné s rostoucimi pozadavky lidstva stoupa i usili ve vyvoji novych,
kvalitn¢jSich 1€ka. Je ztejmé, ze prirodni latky jsou stale nejvyznamnéj$im zdrojem pro vyvoj
novych 1&¢iv.2 Jejich bohatd strukturni a podetni rozmanitost zodpovidd za biologickou
aktivitu. Sekundarni metabolity rostlin pfedstavuji velmi vyznamnou skupinu obsahovych latek
rostlin. Mezi nejvice zastoupené metabolity rostlin patii alkaloidy, které predstavuji slouc¢eniny
velice atraktivnich pro farmaceuticky primysl.®

Tato prace se zabyva izolaci amarylkovitych alkaloidd, tj. alkaloidd rostlin celedi
Amaryllidaceae (AAS), které zahrnuji latky s velice rozmanitou strukturou. Prvni zminky o
vyuziti rostlin z této ¢eledé¢ se datuji do doby puisobeni Hippokrata z Kou, ktery jiz ve 4. stoleti
pt. n. 1. pouzil extrakt z narcisu Narcissus poeticus na bazi olejové emulze na 1é¢bu nadort
Vv oblasti délohy. Do dnesni doby je znamo kolem 500 alkaloid z této Celedi a stale se objevuji
nové, dosud neobjevené latky. Tyto alkaloidy se vyskytuji v celé rostliné, nicméné nejvétsi
koncentrace téchto latek se nachazi v cibulich rostlin. AAS vykazuji antibakteridlni i
antivirotické ucinky a ovlivilyji dilezité enzymy. Dale vykazuji cytotoxickou aktivitu vici
nenddorovym eukaryotickym buiikam, tak i nadorové transformovanym.* Nejvyznamn&jsim
alkaloidem z ¢eledi Amarylkovité je alkaloid galanthamin, ktery je selektivni a reverzibilni
inhibitor acetylcholinesterazy, ktery zvysuje hladinu acetylcholinu v krvi a mozku, a proto se
pouziva pii 1é¢beé Alzheimerovy choroby. Pouzivanim galanthaminu vzrostl zajem o vyzkum
novych potencialnich sloucenin, které by vykazovaly podobné ucinky jako pravé galanthamin.
Studie prokazaly, Ze alkaloidy narciklasinového, lykorinového, krininového a
haemanthaminového strukturniho typu maji vyznamné cytotoxické ucinky a ptredstavuji zdroj
potencialnich novych 1é¢iv s protinadorovym téinkem.*°



2 CILE PRACE

Cilem této prace byla izolace alespon jednoho alkaloidu v Cisté formé z extraktu druhu
Zephyrantes candida (Lindl.) Herb. (Amaryllidaceae) za ucelem jeho strukturni analyzy a
pfipadné testovani na vybranou neuroprotektivni aktivitu.

1. Izolace alkaloidu béznymi chromatografickymi metodami (TLC, flash chromatografie,
krystalizaci)

2. Podil na strukturni analyze izolovanych latek (pfiprava analytu pro GC-MS, NMR
analyzu)

3. Podil na stanoveni biologické aktivity izolované slouceniny (vazeni vzorki na testovani
inhibice lidskych cholinesteraz)

4. Sbér, analyza a vyhodnoceni dosaZenych vysledkt
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Rostliny ¢eledi amarylkovité (Amaryllidaceae)

3.1.1 Taxonomické razeni a Kklasifikace

Rige: rostliny (Plantae)

PodiiSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed’: amarylkovité (Amaryllidaceae)®
3.1.2 Botanicka charakteristika celedi

Amarylkovité jsou Celedi cibulovitych jednodéloznych rostlin Liliopsida, fadu Asparagales
pojmenovana po rostling rodu Amaryllis’ a zahrnuje pfiblizng 1100 druhii rostlin celkové
klasifikovanych do 75 rodi.® Rostliny z této ¢eledi jsou vytrvalé pozemni byliny prevazné
s cibuli, malokdy s oddenkem. Jsou rozsitené po celém svété, nicméné nejvice se nachazi
v tropech a subtropech, hlavné v oblasti Jizni Ameriky.®

Tato ¢eled ma mnoho vyuziti. Zejména je péstovana pro svoje okrasné ucely. Nejcastéji se
v CR setkavame s druhy rodu snézenka (Galanthus), bledule (Leucojum) a narcis (Narcissus) i
napf. s mnoha druhy &esneki rodu Allium.°

Rostliny této celedi jsou atraktivni pro védeckou ¢innost predev§im diky svym obsahovym
latkam s biologickymi aktivitami, které byly dosud izolovany z rostlin vSech rodii podéeledi
Amaryllidoideae. Pfedevsim jsou zkoumany pro obsah isochinolinovych alkaloidi tzv. AAS,
jak jiz bylo uvedeno dfive. Literatura popisuje vyznamné biologické aktivity (inhibice
cholinesteraz, cytotoxické, antifungalni, antiprotozoalni a dalsi).®

3.1.3 Amarylkovité alkaloidy a jejich biosyntéza

Obecné muzeme fict, Ze biosyntéza alkaloidii v rostlinach Casto zacind u kondenzace dvou
derivati aminokyselin za vzniku prekurzorového skeletu, ktery je vstupnim bodem do
komplexni biosyntetické drdhy. Po ni ¢asto nasleduje fada reakci, jako jsou tvorba vazeb,
pteskupeni, zlomy, ptfidavani funkénich skupin a dals$i modifikace, ¢imZ vznika Siroka skala
rozmanitych alkaloidl. Biosyntéza AAS se fidi timto obecnym potfadim krokt. Ackoli jsou AAs
strukturné velmi rozmanité, ma se za to, ze maji spole¢ny biosynteticky ptivod v norbelladinu,
ktery pivodné vznikl kondenzaci derivatii aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu a L-
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lysinu.’® Biosyntéza AAs se oznaGuje jako tzv. norbelladinova cesta, pfi které vznikaji
alkaloidy z jiz zminénych L-fenylalaninu a L-tyrosinu. L-tyrosin se poté méni na tyramin a L-
fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z tyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu po nékolika
reakénich stupnich vznika 4'-O-methylnorbelladin. Déle podle zpisobu intramolekularniho
oxidativniho spojeni vznika sedm zakladnich skelett, jenZ jsou vzdy pojmenovany po svém
hlavnim reprezentantovi. Nicmén¢ dle strukturnich odli$nosti mizeme rozlisit alkaloidy az do
deviti zakladnich skupin: lykorinovy (lykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy
(tazettin), pankratistatinovy (pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin), krininovy
(krinin), haemanthaminovy (haemanthamin) a belladinovy (belladin) a montaninovy
(montanin) strukturni typ.*

U kazdého typu si uvedeme i priklad hlavniho zéstupce, po kterém je skupina pojmenovéana.

OCH,4

lykorin

haemanthamin belladin montanin

Obrazek 1 Zastupci jednotlivych strukturnich typii alkaloidii celedi Amaryllidaceae™*
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pankratistatin

IRt

Obrdazek 2 Biosyntetickd cesta alkaloidii do jednotlivych strukturnich typit*
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3.2 Rod Zephyrantes Herb.

3.2.1 Botanicka charakteristika

Zephyrantes je rod cibulovitych trvalek z ¢eledi Amaryllidaceae a je jednim z 75 rodi této
celedi. Celkové tento rod tvofi az 90 druhi rostlin, nicméné pouze malo z nich bylo vice
studovano na piitomnost chemickych slozek. Blizsi fytochemické studie rostlin tohoto rodu
odhalily velkou rozmanitost slou¢enin, zejména alkaloidt. Nazev rodu Zephyrantes je odvozen
od slova Zephyrus, coz z feétiny znamena bith zapadniho vétru a Anthos znamenajici kvétinu.
Bézna jména pro rostliny tedy mohou byt: fairy lily (¢arovna lilie), rain flower (kvét deste),
zephyr lily (lilie vanku), magic lily (kouzelna lilie) a rain lily (destova lilie).!

Rod Zephyrantes je pivodem z oblasti ve vyssich nadmotskych vyskach, napt. v Mexiku a
Argenting, kde se vyskytuji druhy s nejvétsi mrazuvzdornosti. Rod Zephyrantes zdomacnél
v ruznych oblastech svéta, nyni se péstuje jako okrasna rostlina napf. v Indii, na Havaji,
Vv Indonésii, Thajsku atd. Nékteré druhy tohoto rodu jsou Siroce rozsifené, zatimco nékteré jsou
omezeny na malou zemépisnou oblast. Obecné€ jsou tyto rostliny rozSifeny v mirnych az
tropickych oblastech svéta.l!

Cibule Zephyrantes jsou kulaté nebo vejcité, pokryté hnédou ¢i ¢ernou tunikou. V zavislosti na
druhu jsou cibule velké od 2,5 cm do vice nez 5 cm v priméru. Listy jsou ¢arkovité, tvoii svetlé
travnaté zelené az Sedivé listy, jejich velikost je opét zavisla na druhu rostliny. Stvol je §tihly,
duty a bez listl s jednim (zfidka Sesti) kvéty na vrcholu. Kvéty jsou nalevkovité a maji Sest
okvétnich listkil, jenz maji tendenci kvést po silnych destéch zejména na jate a v 1été, proto jsou
pojmenovany jako rain lily (destové lilie). Nejcastéji jsou bilé, rizové nebo zluté —u hybridnich
druhii se miizeme setkat i s ervenymi, oranzovymi a mnohobarevnymi kvéty. Casto jsou kvéty
tohoto rodu osamé¢lé, sklonéné, rovné, vztyCené vzhiru a maji stejné dlouhé ty¢inky. Semena
jsou klinovitého tvaru ¢&i tvaru pismene D12

3.2.2 Zephyrantes candida (Lindl.) Herb.

Tato rostlina (obr. 3) ptivodem z Jizni Ameriky se vyskytuje v severni Argenting, Uruguayi,
Paraguayi a jizni Brazilii. V téchto oblastech se péstuje jako okrasna rostlina, odkud se
rozsifovala do okolni krajiny. Takto se tento druh dostal i do jihovychodnich USA, o jizni Ciny,
do Japonska, a dokonce az na Novy Zéland. Dnes patfi k nejrozsifené€jsim druhtim rodu
Zephyratnes.

Vétsinou roste v pobieznich oblastech, na pisCitych pidach, Casto se s ni miizeme setkat v okoli
lidskych sidel, roste az do nadmoiskych vysek 500 m n. m. Doba kveteni je v letnich az
podzimnich mésicich, na severni polokouli od ¢ervence do listopadu.

Cibule Zephyrantes candida jsou v priméru velké az 2,5 cm. Listy ma carkovité, zkroucené,
dlouhé 15-35 cm a siroké 0,2-0,4 cm. Stvol je 10-25 cm dlouhy, kde na jeho vrcholu vyrista
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jediny vzptimeny kvét; toulec je blanity, ¢ervenohnédy, pfiblizné 2,5 cm dlouhy; okvéti je
nalevkovité, trubka je az 1,4 cm dlouh4, zelend, kratsi nez toulec, okvétni cipy jsou vejcité, bilé,
n¢kdy vné narizovélé, dlouhé 3-5 cm. Tycinek je 6, jsou stejné, nitky jsou 10-15 mm dlouhé,
prasniky dlouhé 4,5-8 mm. Cnélka je §tihl4, blizna trojlalo¢na. Plodem je tobolka, ktera mize
dosahovat az 10 mm V priméru.t®

Obrazek 3 Zephyrantes candida (Lindl.) Herb.*3

3.3 Fytochemie rodu Zephyrantes Herb.

Z fytochemického hlediska uvadim 4 strukturni typy alkaloidt rodu Zephyrantes Herb., které
jsou pro rozvoj potencialnich novych 1é¢iv nejpodstatnéjsi. U dalSich typl si uvedeme pouze
zastupce.

3.3.1 Lykorinovy typ

Hlavnim piedstavitelem této skupiny je lykorin, ktery byl izolovan z narcisu zlutého (Narcissus
pseudonarcissus) v roce 1877 jako vibec prvni alkaloid rostlin ¢eledi Amaryllidaceae.
Struktura lykorinu byla poprvé popséana az o nékolik desitek let pozdéji (1956). Lykorin je zndm
pro své biologické vlastnosti. V rostlinach ma schopnost inhibovat syntézu kyseliny askorbové
za potlaceni aktivity termindlniho enzymu galaktodehydrogenasy, ktery pfeménuje L-
galaktono-y-lakton na kyselinu askorbovou. Vykazuje vyznamnou cytotoxickou aktivitu.*
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Obrdzek 4 Struktura molekuly lykorinu**

3.3.1 Haemanthaminovy typ

Do této skupiny patii napt. haemanthamin. haemathidin, krinamin, maritidin a papyramin.
Vsechny tyto zminéné alkaloidy maji jinou schopnost inhibovat riist nadorovych bunék.
Z hlediska protinddorové aktivity je hemanthamin povazovan za nejucinnéjsi latku s
cytotoxickou aktivitou vi¢i nddorovym bunkdm. Ze studii vyplyva, Ze haemanthamin ma
schopnost iniciovat apoptozu (jeden z typit bunééné smrti) u nadorovych bunék potkaniho
hepatocelularniho karcinomu 5123tc, nicméné neplsobi cytotoxicky vuci liniim lidskych
embryonalnich bunék ledvin HEK 293T ve stejnych koncentracich.*

Obrdzek 5 Struktura molekuly haemanthaminu*
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3.3.2 Krininovy typ

Piikladem alkaloidu krininového typu, ktery byl vrodu Zephyrantes izolovan, je 6a-
hydroxyhippeastidin.'*

OCHs

OCH,CH;

Obrdazek 6 Struktura molekuly 6a-hydroxyhippeastidinu*

3.3.3 Pankratistatinovy typ

Alkaloidy z této skupiny jsou derivaty odvozené od molekuly fenanthridinu. Latky, které
upoutaly pozornost z hlediska jejich cytotoxické aktivity jsou alkaloidy narciklasin a
pankratistatin. Alkaloid narciklasin byl poprvé izolovan v roce 1967 z cibuli narcisu rodu
Narcissus. Hlavnim G¢inkem, ktery byl nalezen u narciklasinu, je jeho antimitotické piisobeni

— zabranuje dal$imu déleni bunék s i€¢inkem na bunky eukaryotnich organismi srovnatelnym
s pusobenim kolchicinu, vysoce toxického alkaloidu.*

HO : OH

Z Al
-

OH O OH O

Obrdzek T Struktura alkaloidii, vlevo narciklasin. vpravo pankratistatin'*
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3.3.4 Galanthaminovy typ

Vsechny alkaloidy tohoto typu maji jako zdkladni strukturni molekulu dibenzofuran.
Nejpodstatnéjsim alkaloidem ztéto skupiny jakozto 1éCivo je alkaloid galanthamin.
Galanthamin byl poprvé ziskan z cibule snézenky Galanthus woronowii a pozdéji i s dalSich
rostlin rodu Galanthus. Fyziologicky a biologicky vyznamna aktivita tohoto alkaloidu byla
poprvé objevena bulharskymi farmakology na pocatku 50. let minulého stoleti. Od té¢ doby se
latka zacala podrobné studovat a vyuzivat k terapii neurologickych poruch jako myasthenia
gravis, détska obrna nebo rizné typy demence. Nicmén¢ v dnesni dobé¢ je ho nejvice vyuzivano
pti 1é¢bé Alzheimerovy choroby. Bylo zjisténo, ze pii terapii timto alkaloidem dochazi ke
zlepsSeni kognitivnich, funkénich 1 behavioralnich sympomu. Velkou vyhodou galanthaminu je
jeho selektivni inhibice AChE. Butyrylcholinesterazu (BChE) inhibuje 53x slabé&ji nez AChE.*

OH

H,CO

N

N\
CH5

Obrdzek 8 Struktura molekuly galanthaminu*
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3.3.5 Homolykorinovy typ

Pro tento typ si uvedeme hlavniho ptedstavitele, alkaloid homolykorin.

0O
Obrdzek 9 Struktura molekuly homolykorinu*
3.3.6 Plikaminovy typ

Pro tuto skupinu si uvedeme vybraného zastupce — plikan. Alkaloid vychazi z molekuly
tazettinu, kde je nahrazen kyslik v poloze 7 za atom dusiku.*

OCH;

Obrdzek 10 Struktura molekuly plikanu*

19



3.3.7 Sekoplikaminovy strukturni typ

Tento typ je podobny plikaminovému typu, S tim Ze na uhliku C4a je navazana N-methyl-N-
formylaminova skupina ov§em molekuly jsou komplexnéjsi s vice substituenty na atomech
uhliki. Jako ptiklad si opét uvedeme hlavniho zastupce, ktery pojmenoval tento typ.t*

OCH;

CH4
J /
i, wmN—CHO
( o
0 N

Obrdzek 11 Struktura molekuly sekoplikaminu®*

OH

3.3.8 Dalsi strukturni typy

Existuji i alkaloidy, které nespadaji pod urcitou skupinu, pro ptiklad si uvedeme nigragillin.

0
CH3
H Sc/\/\)J\N /\ﬂ‘ ¥
N
ch”L“v"‘“CHg

Obrazek 12 Struktura molekuly nigragillinu*
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3.4 Amarylkovité alkaloidy a jejich aktivita vztaZena
k Alzheimerové chorobé

Alzheimerova choroba (AD) je chronické, progresivni a nevratné neurodegenerativni
onemocnéni mozku, které je povazovano za nejcastéjsi typ demence. K roku 2020 postihovala
AD vice nez 36 milionll pacientd na celém svété a jeji prevalence se stale zvysuje v dusledku
starnuti populace. Svétova zdravotnickd organizace (WHO) odhaduje, Ze bude vice nez 131
miliont piipadi lidi trpicich Alzheimerovou chorobou do roku 2050; zda se tedy, ze AD je
jednim z nejvétsich zdravotnich problému v nadchazejici budoucnosti a hledani nové a ¢inné
terapie AD je v sou¢asné dobé naléhavé zapotiebi.'®

Ackoli v soucasné dobé neni etiologie AD plné objasnéna, objevilo se velké mnozstvi
potencialnich terapeutickych zasahti, které jsou urCeny k ndpravé ztraty presynaptické
cholinergni funkce. Nékolik z téchto latek potvrdilo G€innost pti oddaleni zhorSovani ptiznaka
nemoci Alzheimerovy choroby, coz je cenna lécba vzhledem k progresivni povaze této nemoci

je to velmi dilezity dil¢i cil 1é¢eni tohoto onemocnéni.®

3.4.1 Inhibice cholinesteraz

Acetylcholin (ACh) je ester cholinu a kyseliny octové, ktery slouZi jako pfenaSe¢ nervovych
vzruchil v centralni nervové soustavé (CNS). Acetylcholin je hlavnim neurotransmiterem napf.
parasympatického nervového systému, ¢asti autonomniho nervového systému (vétve
periferniho nervového systému), kterd stahuje hladké svaly, rozsifuje cévy, zvysuje télesnou
sekreci a zpomaluje srdecni tep. Mize stimulovat reakci nebo blokovat reakci, vykazuje tedy
excitaéni nebo inhibiéni G&inky.!’

Mezi nejstar$i teorie objasnujici vznik AD se fadi cholinergni hypotéza. U AD je porusen
metabolismus ACh, kdy dochazi ke snizeni hladiny cholinacetyltransferdzy (ChAT), enzymu
zodpovédného za syntézu ACh. Déle je snizeno zpétné vychytavani cholinu a tvorba ACh.1® U
zdravého Clov€ka pievazuje acetylcholinesteraza (AChE), ktera postupné odbourava ACh,
piicemz butyrylcholinesteraza (BuChE) hraje v regulaci mozkového acetylcholinu podruznou
roli. Aktivita BUChE u pacientd s AD se vSak postupné zvySuje, zatimco aktivita AChE zustava
nezménéna nebo klesd. Oba enzymy proto predstavuji legitimni terapeutické cile pro zmirnéni
cholinergniho deficitu, ktery je povazovan za zavazny.'® Z tohoto hlediska by bylo vhodné najit
latku, ktera by byla inhibitorem jak AChE, tak i BuChE.®

Hlavni metodou pfi navrhovani 1é€iv je inhibice enzymové aktivity. Schopnost piesné zméfit
koncentraci inhibitoru, kterd je potfebna k inhibici dané biologické nebo biochemické funkce
na polovinu, je pfi fazeni sloucenin velmi dilezita. Vzhledem k tomu, ze koncept polovi¢ni
maximalni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) je hojné¢ pouzivan pro studium reverzibilnich
inhibi¢nich enzymatickych reakcich, je dilezité pochopit plan experimentu a jeho vysledky.?
Hodnota ICso udava koncentraci, ktera je potfebna k inhibici dané biologické nebo jiné
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koncentrace biochemickou funkci na polovinu. Jinymi slovy, velké hodnoty ICsg oznacuji
inhibitory, které s enzymem interaguji mén¢ ucinné nez inhibitory, které maji malé hodnoty
1Cs0.2°

Pro symptomatickou 1é¢bu AD jsou v soucasnosti v Evropé¢ a USA schvalend 1é¢iva (inhibitory
cholinesteraz) donepezil, rivastigmin a galantamin ve form¢ hydrobromidu (lé¢ivy ptipravek
Reminyl), ktery byl schvalen Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) jako 1ék na piedpis
diky své vysoké inhibi¢ni u¢innosti a reverzibilni i selektivni aktivité viici AChE. V porovnani
s vétsinou alkaloidu z ¢eledi Amaryllidaceae vykazuje galanthamin hodnotu ICso = 1,5 uM, coz
vice nez 20krat pievySuje inhibi¢ni UCinnost ostatnich alkaloidii. OvSem existuji 1 n¢jaké
vyjimky, kdy sanguinin (9-hydroxyderivat galanthaminu) vykazuje 10krat vyssi aktivitu, nez
galanthamin.® Na druhou stranu ztrita methylové skupiny na atomu dusiku u alkaloidu
epinorgalanthaminu vede k témé desetindsobnému snizeni aktivity.”

3.4.2 Produkce p-amyloidu

Dalsi hypotézou, kterd napomaha k vysvétleni AD je tzv. hypotéza amyloidni kaskady, podle
které je ukladani B-amyloidu (Ap) jednim z klicovych patogenetickych faktori vzniku AD. A
vzniké postupnym Stépenim transmembranového amyloidniho prekurzorového proteinu (APP)
prostfednictvim skupin enzymi oznacovanych jako a-, B-nebo y-sekretaza. Pii St€peni proteinu
APP a-sekretdzou se uvolnuje sAPPa (solubilni fragment APP po Stépeni a-sekretazou) a C-
terminalni fragmenty (CTF). Tim je znemoznéna tvorba AP v disledku $tépeni, ke kterému
dochézi uvnitt oblasti AB. Proto je tato cesta zndma jako neamyloidogenni. Pfi amyloidogenni
cesté vznikd AP, kdyz se prekurzovany protein §tépi pomoci B-sekretazy (BACE: enzym Stépici
APP v mist¢ B) v N-terminalni doméng, ¢imz se uvolni rozpustny N-terminalni fragment
(SAPPp) a zbyvajici C-terminalni fragment (B-CTF) stépeny BACE. Nasleduje jesté posledni
Sté€peni pomoci y-sekretazy, které probiha v poloze 40 nebo 42 proteinu ¢imz vznika amyloid-
B40 (AB40) nebo amyloid-p42 (Ap42)#

vvvvvvvvvv

izoformou v amyloidnich placich. Krom¢ parenchymového ukladani A v mozku se depozita
AP nachézeji také v mozkovych cévéch. K ukladani amyloidu dochazi nejprve v arteriolach pia
mater (omozecnice) obklopujicich mozek a nasledné se $ifi do kortikalnich arteriol, kapilar a
cév v dalSich oblastech mozku. Toto postupné hromadéni AP v cévach vede k mozkové
amyloidové angiopatii (CAA), aCkoli jeji rozsah se miize u jednotlivych mozkt s AD lisit a jeji
patofyziologicky podil na vzniku a rozvoji progresi onemocnéni ziistiva nejasny.?

Z uvedenych informaci vyplyva, ze B- a y-sekretdza se zdaji jakoZto potencialni cile pro vyvoj
novych 1éCiv, které by se uplatnily pfi terapii AD. Nutno zminit, Ze se y-sekretdza ucastni mnoha
pochodt a pfi jeji inhibici dochézi k velkému poctu zavaznych vedlejSich ucinkt, a proto je
vhodné hledat zejména inhibitory BACE.??
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Obrdzek 13 Produkce beta-amyloidu?!

3.4.3 Prolyloligopeptidaza (POP)

Prolyloligopeptidaza (POP) je hojné zastoupena proteaza v mozku a na periferii, kde $tépi
molekuly, které obsahuji prolin. Fyziologické funkce POP jsou dosud z velké ¢asti neznamé.
Diive byla POP spojovéana s procesy uceni a paméti diky své pomérné unikatni substratové
specifité¢ vaci urcitym bioaktivnim peptidiim obsahujicim prolin, které se podileji na uceni a
paméti, a byly syntetizovany cetné farmakologické inhibitory POP s hlavnim cilem vyvinout
antiemetické 1éky (latky tlumici zvraceni). AvSak navzdory nékterym slibnym vysledkiim i v
klinickych studiich se inhibitory POP dosud nedostaly na trh, pravdépodobné kvuli
nedostate¢né Gi¢innosti a také neuplnému pochopeni fyziologickych funkci tohoto enzymu.?®

POP je také spojovéana s neurodegenerativnimi procesy, protoZe post mortem byla pozorovana
zména aktivity POP v mozku u né¢kolika neurodegenerativnich onemocnéni, vcetné¢ AD,
Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby a roztrousené sklerézy.? U pacientii s témito
onemocnénimi bylo nalezeno, ze se tento enzym nachazi spole¢né s amyloidnimi plaky a
fosforylovanym t-proteinem, nicméné stale se nepodatilo plné objasnit, jakou roli ma POP pfi
tvorbé AP. Pii jedné studii byl proveden screening proteaz, které jsou schopné produkovat Af
z APP, kdy POP byla zahrnuta také. Vzhledem k omezeni velikosti spojené se substratem POP
je nepravdépodobné, ze by POP mohl stépit APP in vivo, ale byl prokazan vyznamny pokles
fragment AP (1-16) po 1é€bé€ inhibitorem POP, Y-29794, v mySim mozku akcelerovaném
senescenci. Ackoli se vysledky projevily jako nadéjné, mechanismus zlstal nejasny a dalsi
studie nebyly provedeny. Dalo by se uvazovat, Ze jiz rozSt€pené kratké peptidy pochézejici z
APP by mohly byt potencialnimi substraty POP.2*

Ackoliv byla POP §iroce studovana, co by mozny terapeuticky cil v 1é¢bé AD, stale nebylo pIné
objasnéno, zdali existuje souvislost mezi t-proteinem a POP. N¢které nedavné studie ovSem
tvrdi, ze u vzorkti mozkové tkané pacient s AD post-mortem je moznost, ze by mohla POP
napoméhat k agregaci t-proteinu.?*
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3.4.4 Glykogen syntaza kinaza-3p (GSK-3p)

Pro $ir$i pochopeni neuropatologie AD je diilezité zminit i pfitomnost neurofibrilarnich klubek
(NFTSs), jenz jsou tvofeny zejména proteinem cytoskeletu znamy jako t-protein, ktery se zde
nachazi v hyperfosforylované formé. Protein t je neuronalnni fosfoprotein ktery je zodpovédny
za mikrotubulou stabilizaci neuronti. Fosforylace t-proteinii je primarné zavisla na GSK-3f a
cyklin-dependentni kinaze 5 (CDKS5). Genetické a epidemiologické studie naznacuji, ze GSK-
3B je u AD deregulovéna prostfednictvim zmén v ptedfazenych meziproduktech Wnt a
inzulinové signalni drahy. Jinymi slovy je tento jev pti¢inou hyperfosforylace proteinu t, a tedy
vznikaji NFTs, které narusuji axondlni transport a blokuji normalni metabolismus neuronti, coz
vede k jejich odumirani. Poprvé byly alkaloidy izolovany z moiskych hub a bylo zjisténo, ze
vyrazn¢ inhibuji GSK-3p. Je znamo, Z¢ i nékteré AAs maji stfedné silnou schopnost inhibovat
tento enzym, proto se hledaji potencialni latky, které by mohly pfispét na 1écbu AD. Nutno
dodat, ze aktivita GSK-3 v mozku pacientti s AD a jeho patologicka aktivace usnadniuje tvorbu
AB, ktery se zde hromadi.?>?’
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie a rozpoustédla, pristrojové vybaveni

4.1.1 Seznam chemikalii a rozpoustédel

e toluen p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; To)

e ethyl-acetat p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; EtOAC)

e methanol p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; MeOH)

e dichlormethan p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; DCM)

e hydroxid amonny (Ing. Svec — Penta, Praha; NHsOH)

e kyselina chlorovodikova 35 % p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; HCI)
e uhli¢itan sodny p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha; Na;COs)

4.1.2 Adsorbenty pro chromatografii

e komer¢ni analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha)
o rozmérech 20 % 20 cm. Pro analytické ucely byly pouzity desky o vysce 10 cm a
variabilni §ifce podle poc¢tu analyzovanych vzorkl a pro preparativni TLC byly pouzity
desky o rozméru 10 x 20 cm.

e kartridz (PP kolona) naplnéna sférickym silikagelem, ¢astice 15 um, 25 g (Interchim,
Praha)

¢ polypropylenova predkolona (12x150 mm, Biichi, Svycarsko)

4.1.3 Detekéni ¢inidlo

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

4.1.4 Vyvijejici soustava pro tenkovrstevnou chromatografii
S1: To+EtAOac+MeOH (5:3:2)
4.1.5 Pomocny material

e kiemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma Aldrich, Praha), pro preparativni praci
byla extrahovana vodou a vysuSena.

e susici perly silikagelu (Ing. Svec — Penta, Praha)

e siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2S04)
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4.1.6 Pristroje a programy pro izolaci a strukturni analyzu

e flash chromatograficky systém Sepacore® obsahujici 2 pumpy C 605, fidici jednotku C
620, C 635 UV detektor a frakeni kolektor C 660. Tento systém je fizen programem
SepacoreControl 1.0 (Biichi Labortechnik, Flawil, Svycarsko)

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

e spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

e ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

e polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

e vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland).

e statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2006)

4.2 Metodika

Vyzkum se odehraval na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové, katedie
Farmakognozie a farmaceutické botaniky. Experimentalni ¢ast byla zpracovana pod odbornym
dohledem doc. PharmDr. Jakuba Chlebka, PhD. Metody, které byly pouzivany jsou vSeobecné
znamy a pouzivaji se v chemickych laboratofich pro izolaci ¢istych alkaloidnich latek a poté na
urceni biologické aktivity izolovanych alkaloidu.

Nasledujici kapitoly shrnuji podrobny pribéh vSech metod, které byly po dobu experimentalni
¢asti vyuzivany. Autor prace se v pribchu experimentalni Casti vénoval urfeni optické
otacivosti a vSem separacnim metodam, které jsou uvedené niZe. Alkaloidy na GC-MS a NMR
analyzu byly poslany na patfi¢né misto, kde byly latky nasledné identifikovany.

4.2.1 Odparovani frakei, extraktu

Pro odpafteni organickych rozpoustédel z frakci ziskanych Flash chromatografii nebo vytiepki
byla pouzita poloprovozni vakuova odparka Laborota 20 Heidolph s teplotou vodni ldzné 40—
50 °C, podle pouZitého rozpoustédla, a tlakem 1,33 kPa.

4.2.2 Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Analyza probihala v nasycenych komorach na komercnich analytickych deskéch se silikagelem
vzestupnym provedenim. Analyzované vzorky rozpusténé v organickém rozpoustédle (analyty)
se nejprve nanesly sklenénou kapildrou na start desky, rozpoustédla byla odstranéna zahiivanim
fénem a po ochladnuti byly TLC desky umisténé do uzaviené nasycené vyvijejici komory. Po
dosaZeni vyvijejici soustavy cela desky byly chromatogramy po vSech TLC analyzach vzdy
nejprve vysuseny a nasledné detekovany vizualné pod UV lampou za pouziti dvou vinovych
délek (A = 254 nm a A = 366 nm). VSechny viditelné zony byly oznaceny tuzkou.
Chromatogramy s takto oznaCenymi zonami byly nasledné detekovany postiikem
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Dragendorffovym c¢inidlem. Posttik TLC desek probihal po jejich vysuSeni a v pfitomnosti
alkaloidl se na chromatografické desce objevily intenzivné oranzové skvrny v piipadé€ pozitivni
reakce s Dragendorffovym ¢inidlem.

4.2.3 Flash chromatografie

Alkaloidy byly separovany Flash chromatografii metodou eluce latek z tzv. pevného vzorku,
ktery se musel nejprve pfipravit. Piiprava pevného vzorku (navazani latek na adsorbent)
probihala nésledujicim zptisobem. Nejprve se frakce rozpustila ve smési MeOH a DCM. Tento
roztok se umistil na odpafovaci misku spolu s 2nasobnym mnozstvi silikagelu v pomeéru 2:1 k
hmotnosti frakce. Odparovani rozpoustédla probihalo za stalého michéani sklenénou ty¢inkou
na vodni lazni pii teploté 50 °C. Stopy rozpoustédla v suchém pevném vzorku byly odstranény
v exsikatoru nad suSicimi perlami silikagelu za snizené¢ho tlaku po dobu nékolik hodin.

Flash chromatografie probihala eluci alkaloidi mobilni f4zi z pevného vzorku umisténého ve
polypropylenové piedkoloné (12x150 mm, Biichi) a nasledné separaci na polypropylenové
kolon¢ (kartridzi 25 g) plnénou aktivnim silikagelem (15 pm).

4.2.4 Krystalizace

Krystalizace alkaloidu probihala za horka rozpuSténim dané frakce v ptislusném rozpoustédle
(MeOH) a zahtivanim na vodni 14zni (ca 90 °C) pod zpétnym chladiCem. Nasyceny roztok
obsahujici rozpusténou latku po ochlazeni vedl ke tvorbé krystalti, které byly pomoci pipety
pfeneseny na sklenénou fritu a promyty ¢istym MeOH. Vysuseni krystalti probihal v exikéatoru
za snizeného tlaku po dobu 24 hodin.

425 GC-MS stanoveni

Pro identifikaci alkaloidd v extraktu byla pouzita GC-MS analyza. Tato analyza probihala za
pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A GC s hmotnostnim detektorem Agilent 5975.
Kolonou byla DP-5 MS (30 m x 0,25 mm % 0,25 p) od vyrobce Agilent Technologies Santa
Clara, Kalifornie, USA. Teplotni program byl nasledujici: nejprve se nastavila teplota 100 °C
po dobu 1 minuty, ktera se postupné zvySovala o 15 °C za minutu, dokud nebyla dosazena
teplota 180 °C, tato teplota se udrzovala 1 minutu. Pak se rychlost zvySovani teploty zpomalila
na 10 °C za minutu do dosaZeni teploty 300 °C, tato teplota se udrzovala 12 minut. Jako nosny
plyn bylo pouzito Helium 5.0 s rychlosti pritoku 1 ml za minutu. Nastifik byl proveden pfi
teploté injektoru 270 °C a splitu v poméru 1:10. Objem vzorku (MeOH roztoku alkaloidniho
extraktu) byl 1 ul s koncentraci 0,2 mg/ml. Detekéni rozmezi bylo m/z 50-500 (hmotnost iontu
lomeno jeho néboj) pii teplote detektoru 305 °C a elektronové ionizaci 70 eV. Analyza struktur
alkaloidii se porovnala s dostupnymi spektry v komer¢ni knihovné spekter NIST11 (National
Institute of Standards and Technology Library, USA) a s daty v literatuie. Pomoci GC-MS
analyzy byla zjiStovéana 1 molekulovd hmotnost vzorka, ktera je dulezitd pro dalSi objasnéni
struktury izolovanych latek. K analyze byl pouZit plynovy 42 chromatograf s hmotnostni
detekci (GC-MS) Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Systém obsahuje
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chromatograf Agilent 7890 A s hmotnostnim detektorem Agilent 5975 C MSD pracujicim v
rezimu elektronové ionizace pii 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

4.2.6 NMR stanoveni

Pro verifikaci pfipravenych derivati harminu byla na Katedie organické a bioorganické chemie
provedena NMR strukturni analyza jednotlivych vzorkii. NMR spektra byla méfena v roztocich
deuterovaného chloroformu (CDCL3) pii teploté 25 °C. Méfeni probihalo na piistroji Varian
Inova 500, ktery pro 1H jadra pracuje pti frekvenci 499,87 MHz a pro 13C jadra pii frekvenci
125,70 MHz. K ozafovani a detekci signdlu byla pouzita Sirokopasmovéa dvoukanalova
gradientova One NMR sonda s regulaci teploty. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty
O pars per milion (ppm) a pomoci zbytkového signalu rozpoustédla byly nepfimo vztazeny k
TMS jako standardu. Hodnoty chemického posunu pro CDCL3 jsou pro atomy 1H o6 = 7,26
ppm a pro atomy 13C 6 = 77,0 ppm. Ziskana data jsou prezentovana v nasledujicim potadi:
chemicky posun (), integrovand intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet,
t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubleti, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a integracni konstanta
(H2).

4.2.7 Stanoveni optické otacivosti

Opticka otacivost rozpusténého alkaloidu v methanolu byla métfena na polarimetru P3000, a
specificka otacivost jednotlivych latek byla vypoc¢itdna podle vzorce: [a]zDoleO X a/c Xl,

kde t — teplota méteni [°C] (v nasem ptipadé 20 °C); D — sodikova ¢ara A = 589 nm; a —
nameétend otacivost [°]; ¢ — koncentrace zkouSené latky [g/100 ml]; 1 — délka kyvety [dm].

4.3 Stanoveni biologické aktivity

4.3.1 Chemikalie pro stanoveni biologickych aktivit, enzymy

e Acetylthiocholin jodid p. a (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl)

e Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)

e Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2POa)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaH2PO4 *
2H20)

e Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (C2HsOS)

e 5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (C14HgN20gS»)

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

e Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NazHPO4)
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e Huperzin A 98 % (Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of
China)

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

e Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 99 % (Sigma Aldrich, Praha) (C13H16N4Oa)

e Z-Pro-prolinal > 98 % (Sigma Aldrich, Praha) (C1sH22N204)

e Rekombinantni lidské acetylcholinesterasa (Sigma Aldrich, Praha) (AChE)

e Rekombinantni lidska butyrylycholinesterasa (Sigma Aldrich, Praha)

e Prolyloligopeptidasa (Sigma Aldrich, Praha)

4.3.2 Pristroje

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

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

e pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

e Statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2006)

4.3.3 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

Aktivita hAChE a hBuChE byla stanovena pomoci modifikované Ellmanovy metody s
acetylthiocholin jodidem (ATChI), resp. butyrylthiocholin jodidem (BuTChl) jako substraty.
Strucné feceno, 8,3 pul bud’ lyzatu krevnich buné€k, nebo fedéni plazmy (nejméné Sest riznych
koncentraci), 283 ul 5 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) a 8,3 ul 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). 3 ul fedéni vzorku v dimethylsulfoxidu (DMSO)
(40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM a 0 mM) byly ptidany do semi mikrokivety. Reakce
byla zahajena pfidanim 33,3 pl 10 mM substratu (ATChI nebo BuTChI). Kone¢ny pomér
DTNB a substratu byl 1:1. Nartst absorbance (AA) pii 436 nm pro AChE a 412 nm pro BuChE
byl méfen po dobu jedné minuty pii 37 °C pomoci spektrofotometru (SynergyTM HT Multi-
Detection Microplate Reader). Kazdé méfeni bylo opakovano Sestkrat pro kazdou koncentraci
enzymového piipravku. Procento inhibice bylo vypocteno podle nasledujiciho vzorce:
% 1=100-(100%(AA_BI)/(AA_Sa)), kde AABI je zvysSeni absorbance slepého vzorku a AASa je
zvyseni absorbance méten¢ho vzorku. Inhibi¢ni ii€innost testovanych sloucenin byla vyjadiena
jako hodnota ICso (koncentrace inhibitoru, ktera zptisobi 50 % inhibici cholinesterasy).

4.3.4 Stanoveni prolyloligopeptidasové inhibi¢ni aktivity

POP (EC 3.4.21.26) byl rozpustén ve fostatovém pufru (PBS; 0,01 M Na/K fosfatovy pufr, pH
7,4, obsahujici 137 mM NacCl a 2,7 mM KCl); specifickd aktivita enzymu byla 0,2 U/ml. Test
se provadel ve standardnich polystyrenovych 96jamkovych mikrotitracnich destickach s
plochym a prihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych sloucenin byly ptipraveny v DMSO
(10 mM). Ze zasobniho roztoku byly pfipraveny roztoky (10-3 az 10-7 M) s deionizovanou
H20; kontrola byla provedena se stejnou koncentraci DMSO. Substrat POP, (Z)-Gly-Pro-p-
nitroanilid, byl rozpustén v 50 % 1,4-dioxanu (5 mM). Pro kazdou reakci se PBS (170 pl),
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testovana sloucenina (5 pl) a PEP (5 pl) inkubovaly pét minut pti 37 °C. Poté byl piidan substrat
(20 pl) a mikrodesticka byla inkubovana 30 min pii 37 °C. Tvorba p-nitroanilidu, pfimo tmérna
aktivité¢ POP, byla méfena spektrofotometricky pti 405 nm pomoci mikrotitracni ¢tecky ELISA
(Multimode microplate reader Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT). Inhibi¢ni
ucinnost testovanych sloucenin byla vypoctena nelinearni regresni analyzou a byla vyjadiena
jako hodnota ICso (koncentrace inhibitoru, ktera zptsobi 50 % inhibici POP). VSechny vypocty
byly provedeny pomoci softwaru GraphPad Prism verze 6.07 pro Windows (GraphPad
Software).

4.4 Izolace alkaloida

Rostlina Zephyrantes candida byla na zaklad¢ literarni reSerSe vybrana pro fytochemickou praci
s umyslem zisku alespon jednoho alkaloidu. Cilem této préace se stala vybrana frakce ZC EE
39-45 (1,82 g), kterd byla ziskana frakcionaci alkaloidniho EtOAc vytfepku rostliny
Zephyrantes candida, ktery byl pfipraven a separovan Flash chromatografii na Katedie
farmakognozie a farmaceutické botaniky doc. PharmDr. Jakubem Chlebkem, PhD. Jednotlivé
frakce ziskané Flash chromatografickou separaci jsou znazornéné na chromatogramu na TLC
(TLC deska se silikagelem, vyvijejici smés S1, pocet vyvinuti 1x, draha 8,5 cm, detekce UV a
Dragendorffovo ¢inidlo). Podle pozitivni reakce s Dragendorffovym ¢inidlem (oranzové
skvrny na chromatogramu), ktery selektivné reaguje s alkaloidy, je ziejmé. ze vybrana frakce
39-45 obsahuje alespon 2 alkaloidy (obr. 16)

Obrazek 14 Frakce ziskané Flash chromatografickou separaci alkaloidniho extraktu
Zephyrantes candida
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Obrazek 15 Frakce ZC EE 39-45 pripravend k separaci

4.4.1 Flash chromatografie frakce ZC EE 39-45

Pro separaci alkaloidii frakce byla pouzité flash chromatografie, konkrétn€ systém Sepacore®.
Jako adsorbent byl pouzita kartridz se sférickym silikagelem (15 pm), ktery byl pouzit i pro
pripravu pevného vzorku. Mobilni faze se skladala z rozpoustédla EtOAc (pumpa A) a MeOH
obsahujici 0,1 % NH4sOH (pumpa B). Eluce alkaloidii probihala stuptiovitou eluci po ¢asovych
intervalech. Zacinalo se Cistych EtOAc a postupné se ptidaval MeOH az do 50 %. Priitok
mobilni faze byl nastaven na 15 ml/minutu, sbirani frakci na 5 ml a 15 ml (objem sbiranych
frakei v minimu a maximu piku). UV detekce latek byla nastavena na vlnové délky 254, 270,
280 a 290 nm. Celkova separace trvala 48 min. Kolona byla eluovana ¢istym MeOH, aby se
piipadné zachycené alkaloidy z adsorbentu vymyly (oznaceni CC — column cleaning) Celkové
bylo jimano 101 frakci. Ty podle pravdépodobného vyskytu samostatnych latek byly slity do
11 podfrakeci, které byly naneseny kapilarou na TLC desku a poté vyvijeny pomoci S1 smési na
TLC desce se silikagelem. Vysledek TLC testu je zobrazen nize na (obr. 18). Prub&h separace,
véetné stupnovitého gradientu, detekce pifi 4 vinovych délkdch je zaznamenana na
chromatogramu (obr. 19).
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Obrazek 16 TLC analyza 11 podfrakci vyvijenych pomoci smési S1
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Obrazek 17 Priibéh separace frakce ZC EE 39-45 na chromatogramu
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Method 10274 .2: ZC EE 39-45

Separation Start %B End %B min s

. 5 5 6|0

Flowrate [ml/min] 13 - = E

Rack FC30 (30x50ml) 7 7 6|0

7 10 0|1

Column Sepacore 25g 10 10 slo

10 15 o1

15 15 6|0

Pressure [barl min: 0 15 20 NE

Pressure [bar] max: 16 2 2 : ?

Tube Volume [ml] 50 = = L

25 35 0|1

Solvent Setup: =1 i 610

Solvent A Ethyl acetate = -
Solvent B Methanol+NH3 100:01

Total Time: 00:48:07

Obrazek 18 Parametry gradientu flash chromatografické separace frakce

Nasledn¢ byly podfrakce znovu slity do spojenych vétSich frakei, aby se docililo nejvyssi
mozné koncentrace alkaloid v danych vzorcich. Jednotlivé jimané frakce byly opét
monitorovany pomoci TLC, kdy se z jednotlivych frakei kapilarou odebiralo malé mnozstvi,
které se naneslo na start TLC desky se silikagelem a po nasledném vyvinuti ve vyvijeci smési
S1, detekci UV a Dragendorffovym ¢. bylo ziskano 7 spojenych frakci (obr. 21), které byly
odpafeny na vakuové odparce dosucha, jejich hmotnost je uvedena nize (tabulka 1).

Obrazek 19 TLC analyza 7 spojenych frakci pomoci smesi S1
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Tabu

Vsec

técht

x10 2

0.8 4

0.6

0.4 4

0.2 4

Ika 1 Hmotnost jednotlivych frakci

Frakce | Spojené frakce Hmotnost (mg)
1 5-9 38

2 10-18 78

3 19-26 56

4 27-42 94

5 43-53 219

6 54-101 572

7 CC (eluce kolony) 287

h 7 spojenych frakci bylo podrobeno analyze plynovou chromatografii (GC) s hmotnostni
detektorem (MS), aby se zjistilo, jaké je slozeni alkaloidii v jednotlivych frakcich. Pro
naslednou izolaci alkaloidl byly vybrané frakce 19-26, 43-53 a 54-101. Vybér byl stanoven na
zékladé TLC a GC-MS analyzy, nebot’ obsahovaly témét Cisté alkaloidy. Chromatogramy

o 3 frakci, spolu s detekci latek, jsou uvedeny nize (obr. 20,21,22).

+ TIC Scan 6820LC.D

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 20 GC-MS analyza frakce 19-26

{0 2 |*TIC Scan 6822LC.D

0.8

0.6

0.4

0.2 1

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 21 GC-MS analyza frakce 43-53
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«10 2 |+ TIC Scan 6823L.C.D
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Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 22 GC-MS analyza frakce 54-101

4.4.2 1zolace alkaloida z frakce 19-26, 43-53 a 54-101

Pro izolaci Cistych alkaloidii byla zvolena metoda krystalizace z MeOH. Pred krystalizaci byly
jednotlivé frakce precisténé vytiepavanim kapalina-kapalina (,,liquid-liquid extraction*, LLE).
Alkaloidni frakce se rozpustili v 10-15 ml 2 % HCI a rozpusténé frakce se prenesly do délici
nalevky, ke které se pfidalo stejné mnozstvi EtOAc a kratce se s délici nalevkou zatfepalo
(vodna faze se s EtOAc nemisi, alkaloidy zustavaji ve formé soli ve vodné fazi — spodni vrstva,
EtOAc ma niz$i hustotu nez voda — vrchni vrstva; obr. 23). Celkové se vodna faze protiepala
jesté 2x (odstranéni nealkaloidnich latek). Nasledné se upravilo pH vodné faze 10 % Na>COs
na 9-10 (vytésnéni alkaloidi ve vodné fazi ze soli na volné baze — alkaloidy jsou poté rozpustné
v lipofilnich rozpoustédlech) a ptidal se EtOAc (15 ml) a prob¢hlo postupné vytrepavani
(celkem 3x). Jednotlivé spojené EtOAc vytfepky, jimané do 250 ml Erlenmeyerovy bariky byly
vysusené piidavkem bezvodého siranu Na>SOs (cca 3 g) po dobu 15 minut, ktery byl pak
odstranén filtraci pres CiSténou vatu. Jednotlivé frakce byly odpafeny do sucha a dosusené v
exsikatoru po dobu né€kolika hodin.
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Obrazek 24 Filtrace precistené frakce se siranem sodnym zachyceny na vate.
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Po zvéazeni jednotlivych vysusenych frakci byla zméfena hmotnost jednotlivych frakci uvedena
Vv tabulce 2 nize:

Tabulka 2 vyjadreni hmotnosti jednotlivych frakci

Frakce | Spojené frakce Hmotnost (mg)
1 19-26 15,9
2 43-53 116
3 54-101 236

4.4.3 Krystalizace precisténych frakci

Pro ptecisténi a izolaci alkaloidl byl pouzit princip krystalizace latky. Frakce se rozpustily za
horka v MeOH pod zpétnym chladi¢em na vodni lazni — pfiprava nasyceného roztoku.

Po ochlazeni vypadly z roztokt bilé drobné krystaly, které byly pieneseny upravenou sklenénou
Pasteurovou pipetou na sklenénou fritu, matecny louh byl odsavan snizenym tlakem (vodni
vyvévou) a nasledné byly krystaly promyty malym mnozstvim ¢ist¢tho MeOH (oplachnuti
krystaltl). Po odsati MeOH z frity byly krystaly pfeneseny do porcelanové lodi¢ky a dosuseny
v exsikatoru po dobu 24 hodin za snizeného tlaku nad suSicimi perlami silikagelu. Po zvaZzeni
bylo ziskano 7 mg c¢istého bilého alkaloidu SB-1 (frakce 19-26), 71 mg bilych krystali
alkaloidu SB-2 (frakce 43-53) a 206 mg bilych drobnych krystalti alkaloidu SB-3 (frakce 54-
101).

Obrazek 25 Bileé krystaly alkaloidu ziskaného z frakce 43-53

Vsechny tyto 3 alkaloidy byly podrobeny GC-MS, NMR analyze a nasledn¢ u nich byla
stanovena optické otacivost.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza studovanych molekul

5.1.1 Alkaloid SB-1 (tazettin)

Sumarni vzorec: C1gH2:NOs

o)

Obrdazek 26 Izolovand molekula tazettinu
Molekulova hmotnost: M, = 331,36
MS analyza

EI-MS M*'m/z (%) = 247(100), 70(31), 71(25), 331(24), 115(20), 201(18), 298(18), 181(16),
199(16), 248(15).

x10 5 |* Scan (rt: 17.844 min) 6820LC.D

1 24710
0.8
0.6
0471 7010

331.20
115.10
02 153.10 201,10
96.10 ‘ | ‘ ‘ ‘
o Ly T A i ul ‘\|u.‘\ b |

T 1 1 T 1 T T 1 1 T 1 T 1 T T 1
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 27 EI-MS spektrum tazettin ziskané z GC-MS analyzy

NMR analyza

Naméiena NMR spektra izolovaného alkaloidu se shodovala s udaji v literatufe.?’
Opticka otacivost

[a] =-76° (c = 0,1; MeOH)
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5.1.2 Alkaloid SB-2 (nortazettin)

Sumarni vzorec: C17H19NOs

Obrazek 28 Izolovana molekula nortazettinu
Molekulova hmotnost: M, = 317,34

MS analyza

EI-MS M™m/z (%) = 115(100), 201(100), 199(95), 317(90), 181(86), 284(84), 233(80),
211(62), 227(62).
x10 4 |+ Scan (rt: 18.369 min) 6822LC.D

6,
115.10 201.10

31 181.10
233.10 28410

317.20

4,
152.10

0- “lll . I\ T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 29 EI-MS spektrum nortazettinu ziskané z GC-MS analyzy

NMR analyza

Naméfena NMR spektra izolovaného alkaloidu se shodovala s udaji v literatuie.?®
Opticka otacivost

[@]2 = -66° (c = 0,15; MeOH)

39



5.1.3 Alkaloid SB-3 (lykorin)

Sumarni vzorec: CiH17NO4

Obrazek 30 Izolovand molekula lykorinu
Molekulova hmotnost M, = 287,32

MS analyza

EI-MS M*m/z (%) = 226(100), 227(64), 287(25), 268((20), 286(17), 250(13), 147(10),
228(10), 119(7), 111(6).
x10 6 |* Scan (rt: 18.673 min) 6823LC.D

226.20
2.5

2
1.5

14
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05 14710 250.10 ‘ ‘
I L

91.10 ‘ 192.10 ‘
04wl ol b dokowe bbb st gty il all o 1
1 T T 1 T T 1 T 1

1 1 : ‘\ U 1 1 U U 1 U U 1 1
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 31 EI-MS spektrum lykorinu ziskané z GC-MS analyzy

NMR analyza

Naméfena NMR spektra izolovaného alkaloidu se shodovala s tidaji v literatute.”®
Opticka otacivost

[@]2 = -66° (c = 0,15; MeOH)
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5.2 Vysledky biologické aktivity studovanych molekul

Tabulkové vysledky aktivity AChE, BChE, POP

Vzhledem k tomu, Ze alkaloidy lykorin a tazettin byly jiZ na biologickou alkaloidy testovany,
byla zméfena biologicka aktivita pouze u tazettinu.

Cholinesterazova aktivita nortazettinu byla naméfena PharmDr. Danielou Suchankovou, Ph.D.
na katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky. Prolyloligopeptidazova aktivita tohoto
alkaloidu byla zmétena RNDr. Martinou Hrabovou, Ph.D. na centru biomedicinského vyzkumu
v Hradci Kralové

Tabulka 3 Cholinesterdzova a prolyloligopeptiddzova inhibicni aktivita nortazettinu

Latka AChE (ICso uM) BChE (ICso uM) POP (ICso uM)
nortazettin >100 >100 >500

huperzin A 0,033 + 0,001 >500 -

galanthamin 1,70 £ 0,10 423+1,3 -

berberin - - 142 +£21
Z-pro-prolinal - - 2,75 x 1073

Vysledky jsou uvedené jako primér se smérodatnou odchylkou vypoctenou ze 3 nezéavislych
méfeni.

V tabulce jsou uvedeny referencni latky, které vykazuji vhodné biologické aktivity. Huperzin
A a galanthamin jakoZzto referen¢ni latka pro inhibici cholinesteraz. Berberin a Z-pro-prolinal
jakoZto referen¢ni latka pro inhibici prolyloligopeptidazy

Z vysledk je zfejmé, Ze nortazettin je vici vSem tfem enzymiim neaktivni a neodpovida
referen¢nim latkadm.
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6 DISKUSE

V této praci byly studovany amarylkovité alkaloidy rostliny Zephyrantes candida (Lindl.) Herb.
Z vybrané frakce ZC EE 39-45 byly pomoci flash chromatografie a naslednou krystalizaci
z MeOH ziskany 3 chemicky ¢isté alkaloidy. Na zakladé béznych spektrometrickych (GC-MS)
a spektroskopickych metod (NMR, opticka otadivost) byla alkaloidy identifikovany jako
tazetzin, nortazettin a lykorin. Lykorin a tazettin se hojné vyskytuji v rostlinach celedi
Amaryllidaceae a byly izolovany a identifikovany i u Zephyrantes candida.?® Nortazettin nebyl
dosud ze Zephyrantes candida izolovan. Pfitomnost tohoto alkaloidu byla napf. potvrzena
z Ungernia victoris podle jiné studie?®. Zvolené separa¢ni metody se jevily jako velice
efektivni. Flash chromatografie pfedstavuje automatickou metodu separace sloucenin, vhodnou
i pro déleni piirodniho ptivodu.®® Purifikace latek krystalizaci je jednoducha metoda zalozena
na rozdilné rozpustnosti latek za horka a chladu a pokud frakce nebo extrakt obsahuje jednu
latku, ktera krystalizuje a je v dané smési v nadbytku, tak je vhodné se o krystalizaci pokusit.
Na biologickou neuroprotektivni aktivitu byl testovan pouze nortazettin, protoze zbylé¢ dva
alkaloidy jiz byly otestovany na cholinesterazovou a prolyloligopeptiddzovou inhibi¢ni aktivitu
zkoumany a jedna se o neaktivni latky (ICso ache che >100 uM),( (ICso pop >500 uM) 42,
Testovany alkaloid nortazettin byl shledan vi¢i AChE, BChE a POP neaktivni (tab. 2). Na
inhibici POP byl nortazettin testovan vubec poprvé. Neaktivita téchto alkaloidd ovsem
neznamend, ze by se nemély hledat stale nové, ucinngjsi latky. Ackoliv lykorin nevykazuje
neuroprotektivni aktivitu, podle jinych studii® byla nalezena jeho silna cytotoxicka aktivita.
V publikaci®® bylo zjiiténo, ze tazettin vykazoval perspektivni inhibiéni aktivitu pfi inhibici
GSK-3B, kterou inhiboval pfi 10uM koncentraci témét z 50 % (49 %). Tudiz se zda, ze
nortazettin a jeho derivaty mohou byt zajimavou vychozi molekulou pro inhibici GSK-3p, ktera
hraje klicovou roli v patogenezi AD. V pribéhu feseni tohoto projektu bylo potvrzeno, Ze
rostlina Zephyrantes candida obsahuje jest¢ dosud neobjevené latky, které mohou
V budoucnosti ovlivnit vyvoj farmakoterapie AD. Jak bylo jiZ zminéno vySe, alkaloid
nortazettin nevykazoval neuroprotektivni aktivitu vaéi lidskym cholinesterazam ani
prolyloligopeptiddaze, nicméné bude v budoucnosti jesté¢ testovan na inhibici GSK-33 ve
spolupraci s Boloniskou univerzitou pod vedenim prof. Vincenza Andrisano.

Vzhledem k tomu, Ze je izolace alkaloidii z rostlin pomérné ¢asove naro¢na, nebylo izolovano
Sirsi spektrum alkaloidl z kazdé jednotlivé frakce. Pii pokraCovani ve vyzkumu bychom mohli
izolovat vice latek, které jsou strukturou odlisné a mohly by potencidlné vykazovat uzite¢nou
biologickou aktivitu, prave diky své strukturni rozmanitosti. Stale s jistotou existuji latky, které
dosud nebyly chemicky popsany a mohou vykazovat lepsi biologickou aktivitu nez latky, které
se pouzivaji v dneSni dob¢.
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7 ZAVER

Cilem této prace byla izolace alkaloidid z extraktu druhu Zephyrantes candida pomoci
chromatografickych metod a krystalizace za ucelem jejich strukturni analyzy a testovani na
neuroprotektivni aktivitu. Celkové z vybrané frakce ZC EE 39-45 byly izolovany 3 Cisté
alkaloidy pomoci flash chromatografie, kdy bylo nejdfive jimano 101 frakci, které byly
postupné slévany a odd€lovany. Na zakladé TLC a GC-MS analyzy byly stanoveny 3 frakce,
které byly poté identifikovany jako témeét Cisté alkaloidy. Izolovanymi alkaloidy byl lykorin,
tazetzin a nortazetzin. Obzvlasté u nortazetzinu byla nové objevena jeho piitomnost
v Zephyrantes candida a vzhledem k jeho neprozkoumané biologické aktivité byl otestovan na
neuroprotektivni aktivitu. Nortazetzin se jevi jako neaktivni vici lidskym cholinesterazdm a
prolyloligopeptidaze stejné jako lykorin a tazettin, které byly otestovany jiz diive. VSechny tyto
poznatky mohou mit v budoucnu vyuziti pti hledani novych potencialnich latek z jinych rostlin
s vyznamnou biologickou aktivitou.
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