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Anotace

Tato pr8ce se zablTvsg izolac? sekudfdepfynamesch me
candida(Lindl.) Herb. Teor et i ck 8§ | 8s't s e ZephybahtesScandidat oc h e
(Lindl)Herh a mSuvlyedgmt 2 t NDchto alkaloidT pSi farn
Praktickg | &8st se zablvg§ izolac2 tRchto al
neur opr ot e kAlka voni 2d ya kbtyil vifrakcezZG EE03@#8n,y kzt er 8§ byl a
flash chromatografie sepamalirygdb®dl LOEsfhrepls
dal g2 separace, kdy byl y jTeamtoa |prvd® & alkyle os)
bylo z2sk8&8no 7 koneM&8lahNMRakoal PpymbgtyGEt
st ®mNS | istimi al kal oi dy .in, tizetio & noraatm.Alkdloidy | k al o |
lykorin a tzeti n  j i g byly dS2ve na biologickou akt
neur oprot ekt i vn?2zetin tAlkaloid hoaaeth omu e/ | u nIBsd tea n D ot
biologickou aktivitu, kdy seu k 8azjaé h o neaktiim tahovTlniest ed§Kk
prolyloligopeptid8ze.

KI'2] ov8 sl ova

Zephyrantes candida&maryllidaceaeizolace, Flash chromatografie, Alzheimerova choroba,
acetylcholinest& &, butyrylcholinestdy a, prolyloligopepti@ a.



Annotation

This work deals with the isolation of secondary plant metabolites (alkaloids) from the plant
Zephyrantes candid@Lindl.) Herb. The theoretical part deals with the phytochemistry of
Zephyrantes candidgLindl.) Herb. and the subsequent use of these atkalan 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 385 fraction, which was separateata 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 @4S and NMR analysis, 3 fractions with nearly

pure alkaloids were determined. The alkaloids isolated were lycoringirtazetd nortazéne.

The alkaloids lycorine and tatieie have been previously tested for biological activity,
therefore neuroprotee® activity was measured only for nortdiret. The alkaloid nortaetin

was subsequently tested for biological activighowing its inactivity against human
cholinesterases and prolyloligopeptidase.

Keywords

Zephyrantes candida, Amaryllidaceasolatin, Flash chromatography, Alzheimer's disease,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase.
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1 bvoD

Rostliny doprovg§zejld dRi dstygvedj dGvad chegamnthil

jim pomohli . Rost] ihnlye dniasgklay puoptlraatvnihn&S snke® heon |
pro jejich I ®iv® % inky,pokth8w@&@nBynl yoi pd ©tgu g1
obsahovicHihS8tseokuviesdt i rozvojl imaeti@ad, umo @R w

akti vn?2c HougeBo¥svtgaencch2 .novi ch mol e kowld o\ e deerzlic h
19822006 byl y |hios tplTwspwmhatyi ok§@EdntodpaT vyodu net
sejedna o substance, kt er ® jsou .odTyltSt eskt ap S 2srta
ukazuj2, ¢ge polet novich chemicklch slouleni
ngklady a dl ove8eddbaovig8kd®l i vs kaviRtirghionsu |,
z8vadgnlich onemocnRn2 jsou jig k dispozici kv
vivoji noNilccnh®@nbt®tsbuc2 mi pogadavkwl Vo gdvsitecvha, st
kvalitnnjegz2zde|jl ®KT.ge p S2vriozdnna2mnl§jtgkeym jzsdoruo jsetr
novlich?lejliiooh bohat§ struktzuordnprova dfolzet n?i o
aktivitu. Sk und&8rn2 mep&bdbiayujésveimi viznamnou s
rostlin.ceMaaistmajpwen® metabolity rostlin pat S
velice atraktivn2ch® pro farmaceutickIl pr Tmys

Tato pr 8ce seanaalgl kdviitzilodha c & lak &lad iod T T ros

Amaryllidaceae(AAs) kter ® z\wlice mampnitou btrgiktukoy Psr vn2 z m2 nk
Vyugit 2t @toostlleilnedzD se dappokrptaZK do, debgr pTpbfemnct
psS. n. | . macisuflardissue podticun &t b 8 z | ol ejov® emul ze

vobl ast DodABhelgnw?2 doby | e znt8Broo klodleend i5 0a0 satl &l
nov ®, dosud ynTgyd wj eaM &kma® oli &ty Is@ rvoysstklyitnul),2 nvi c |
koncentrace tDchtoi blug§ttek wswysktabzouh &z 2AaMvt | bak't
antivirotick® %l inky.D8IcvlviykRauzjuwj 2d Tcl yetgoitt o8 i ec
neng8§doewkdmyotickTm buRKk&m, t akNeij vi gdamawnp ¢!

alkaloidem 4 el ed i Amaryl kovit® je alkaloid gal ant
inhibitor acetylcholinester §krwamokku,@aprdtosev y g uj
poug2vsg8 pSi | ®obigPALgheEmemogwnl ahthaminu vzr
novich potenci 8§l n2ch sloulenin, kter® by vyk
Studi e proksg8zaly, ge al kal oi dy narci kIl as

haemant hami nov®ohomajeukiaenamh® typotoxick® ¥
potenci 8l n2chr smtoivi&chorl ¥ Tim %] i nkem



2 CeEPRCCE

C2lemprn@uyw a izolace al espdRtjRe dxoakinubuhezl k al o
Zephyrantes candidgd_ i nd | . ) Her b. (Amaryllidaceae) z a
pS2padnh testov&n2 na vybranou neuroprotekt:i

1.1 zol ace alkaloidu bRgnT mi dldsh chromaatograjie, a f i ¢ k
krystalizac?2)

2.Pod21l na strukanroB lkéaeékzeépszes MR anal
anall zu

3. Pod?2] na stanoven? biologick® aktivity iz
inhi bice 1id8zkT ch cholinester
4. SbNr, anallza a vyhodnocen2? dosagenich vIi

10



S TEORETI CKC LCST

3.1 Rost | lednaymalrey | {Amarnyllida®ad

311Taxonomick® Sazen2 a klasifikace
I 2 gastliny (Plantag
PodS2 ge: ¢ @vachaopl®thr ost |l i ny (
Oddnl en2: kviagnotliophy@ame nn ® (
TS2da: | eldiopsiddDl o gn ® (
F §d: c¢h ShAspatagaley ar ® (
Lel ahMar yl Anawllidac@ad (

312Botanick8 charakteristika | el edi

Amaryl kovit® jsou | el ed? tiliofsidd, S8 dsgalagales j ed n o d
poj menovg8na pAamayligsat lzianhr nrugdcku pSi bl i gnhn 1100
kl asi fi kovan9Rodlinydto®t7c6 Ireoldeldi j sou vytrval ® |
sci bul 2, oddénkemk dlysosu rozg2Sen® po cel ®m svnDtl
vtropech asubtropach | avanddl avst i JI gn2 Ameri ky

Tato | el eN m8 mnoho vyugit?2. Zej m®na je pbhs
vL R s et kdiuhyrades nsd ¢ aldntouy, bledule(Leucojunm anarcis(Narcissugi
nap@noha druhy Aliumd nekT rodu

Rostliny t®to | eledi j sou atraktivn? pro vDiD
| 8§t kiSimolsogi c kT mi a kdosudi iztod noiv,8 nkyt ezr & obsytllyi n v g ¢
AmaryllidoideaeP Sedev g2 mm§sepuprz&@oobsah isochisiolino
jak j ibgy | o uvedEteraurac@pissjee T znamn® bi ol ogick® ak
cholinestetf z cyt ot oxick®, antifuwngs8l n2, antiproto:z

313Amaryl kovi ta® jeljk a&lhoibdy synt ®z a

ObecnhN ®Tgéeme ge biosynti®a@chl kasvbodTIalv2n®su
deriv8tT aminokyselin za vzniku prekurzor o\
kompl exn? Dbiosyntetick® dr 8§hy. Po n2 | asto
pSeskupen?2, zlomy, npSa dalg§@2 rhaichikflinkR ade s klupr
rozmanitich al Rassei §Td2Bitomyot ®beaklnk shAsp ojSsada @
struktedmm D rozmanit®, m8 se za t o horbgledinmaj 2 s
kterT pTvoddedhnzvazcrti kderkiovnr8t T a rlefengalanirulalec h  a mi

11



lysinul®Bi osynt ®za AAs se oznaluje jako tzv. nc
alkaloidy zj i ¢ Nz rh2ienyldlaninu a Ltyrosinu L-tyrosinsep o mB®n2 na tyr amir
fenylalanin na 3,4lihydroxybenzaldehyd. Ztyraminuad4dy dr ox ybenzal dehydu
reakl n2zch st-OmathylodtbelladnDEKkE& pbdl e zpTsobu int
oxidati vnzho spojen2 vzni k8 sedm z8kladn2ch sk
hl avrnepmm ezent antovi . Ni cm®nhD dle straldurnzc
dev2ti z8kllaykarcihn osyklu mg(alhyakna rhianmi noak e t( tgiah @awn 'k
(tazettin), pankratistatinovl (pankratistat
(krinin), haemant hami nov1 (delladirgd ma nrhdiratmd mi) n o &
(montanin) “strukturn2 typ.

U kagd®ho typu si uvedeme i pS2klad hlavn2ho

OCH,4

lykorin

haemanthamin belladin montanin

Obr §1ZZe8kst upci jednotl avkahebd@ukAmENnyLhi ds

12



pankratistatin

IRt

Obr 82Bodyntettk 8 cesta al kal oi dT do*

13



3.2 Rod ZephyrantesHerb.

321Botanick8 charakteristika

Zephyrante§ e r od ci bul loel Anbiglidaceaeav g leelj edn2 m z 75

l el edi . CelkvoP?2 tagpt ®0rdduhT rosmikhnbyhocm®
studovg&no na pS2t onmBloisdg2c hfeynti cwckH ecrhi cskld@ gsetku d i
odhalily vel kou rozmani t o888z e&Zkpbywahtemadwozen z ej m®

od slovaZephyruscoy Sze |l ti ny znamen§ WBifloszn@madai Ro2v Ryt
BNgnm®na pro rostliny tedy mahoufbbwerf adkvyt
zephyr 1lily (lilie v8&nku), magit lily (kouze

Rod Zephyrante§ e p Tvohllleanstz2 ve vygg2ch nadxkosSs kT ch
Argentinhi, kde Bej whtsk? t oy Rod Zephyrdntes o sn§ < n N |

vi TznTch oblastech svDta, nymd dndienapédgi,t uj e j
vindon®skui atdhaNBkter ® druhy tohoto rodu j sol
omezeny na malou zemRpisnou oblasn2rnDbkcmaly
tropicklch Yblastech svDihta.

CibuleZephyrantej sou kul at ® nebo vejlit®,zpwokslyo®t ihn
druhu jsou cibule vel lp® ToDiraty ¢mpodio VB &ovyw d
travzneateBGn ® lsty,] gpdch®veli kost je ESpWol z8ei gl B
dutT a bez listT s jednXmNRD(ySicdha g&sttivkokyV
okvDtn2ch ehgstedaflienci kv®st po sil@®iIBh pdegt ®c
poj menovs8ny jako rainijlsioluy bCde®jSdd@ow® ingéhoc
druhT se mThemeesbmkatorangov]l milL as tnin\gibstooyua r e
tohotoroduwo s a mNI ®, skl onNn®, rovn®, vztylen® vzhT
jsou kl2novit®ho *%aru |i tvaru p2smene D

3.2.2 Zephyrantes candid@Lindl.) Herb.

Tato rostlina(obr. 3)p Tvodkimgre2 Ameri kypesvsernysygopgijne i a0,
Paraguay.i aVinNDghto Bohkastech se pdilkudsg e | al
rooépiadcso okol n2 krajiny. Takto eh&SAenboj dgoh ¢
do Japonskaa dokoncea§ na Novl Z®l aeapdr o DneSe npkjtgS2m kd |
Zephyratnes

VDNt gi neupobSegn2ch obl as;tashp2emTgemekebthap
|l idsklTch s2del, roste ag do nadmolSekmhzdh vag
podzi mn2ch mRDs2c2ch, na severn?2 polokoul: od

Cibule Zephyrantes candidsouvpr TmRr u vel k®m@ gl 8r Boeimt ®Li 5Kk
dl oul®& Iinm a -GdcmoSk@je®@®@ 2 cm dl ouhT , kde na | e

14



jedinl vzptBumenoT j kvlietirareinttihnNdT, pSiblignn 2
ng8l evkovit®, trubkakreatgdg bhed4d ¢c¢wmudlecyuhd®kvDeln
nNDkdy vnhD narbgewdD|l @yl dhekh®e3 6 ;15 snoru dsl toeuj hn&x
prrekgy dl o8 h®m4, bnNDl ka je gt2hl 8§, blizna trojl
dosahovatvpad mPG umm

Ob r §3Zepkyrantes candida (Lindl.) Het8.

3.3 Fytochemie roduZephyrantesHerb.

Zf ytochemi ck®ho hl edi sdikaloidii v & defhgrantesiet bukt kbt e ?
jsouprorozvop ot enci §1 n2 mép ordosvt Tddt hdldjl@j2s vh t ypT si u\
z8stupce.

~

331lLykorinovl typ

Hl avn2m pSedstavitelem t®t o nsak wp ismuNagjssust | ®hkoo r(
psaidonarcissus vr o0 c € 1877 jako vTbec prvn?2 al kal ol
Struktura |Ilykorinu byla poprv® pops8na ag o
pro sv® biologoskP®Pi nBabBtmésschoEgrdsinyi misiklno \b
za potl al en? aktivity ‘termin8ln2ho enzymu

galaktoneo-l akt on na kyselinu askorbovou. *Vykazuje

15



Ob r 8§4zSeukturamolekulylykorinut#

~

333 lHaemant haypmi novl

Do t ®t o s k a phSemwnthamnt &émathidin, krinamin, maritidin a papyramin.

Vgechny tyto zm2nhDn® alkaloidy maj? jinou !
Zhl edi sk a protin8dorov® aktivityydjjge < e8maknut
cytotoxickou aktivitouzZeTbtudiE8dovgpl mvB8uREKSE
schopnost iniciovapT apopbl z® ¢$metdien ngdor
hepatocel ul 8rn2ho karcinomu 5123t c, ni cm®nh
embryon8ln2ch bunhDk |l edvin #HEK 293T ve stejn

O b r §%Seukturamolekulyhaemanthaminit

16



Alkaloidy zt ®t o

NarcissusH|l av n?2 m

332KrininovIl typ

PS2kl ademkrdlInk anloovi®@hw t yogow Zephykantesi ¥ o Iboyvi § ny
hydroxyhippeastidiri*

OCHs

OCH,CH;

Ob r §&Seukturamolekulyé thydroxyhippeastidintd

333Pankratistatinovi typ

skupiny jsou derivsgty
upoutay pozornost hl edi ska | ejich

odvozen® od
pankratistatin. Alelloidnar ci kIl asi n

c yatkaloidp marcikldsi® a a k t i v
by Irocepl®qy irvi @ uil 2 o Incaw &n s w

“wWinkem, kterl byl nalezen u na
izabraRuje dal g%lmun kdddiRé&nyg edokmBk os n2 ch organi
spTsoben2m kolchicinu,* vysoce toxick®ho al ka

""”O
I
-llllllO
I

HO : OH

Zlln
Z 1

OH O OH O

Obr 87z kuktura al kal oi dT, ankrdtigtatiid n a

17



~

334Gal ant haminovIl typ

Vgechny al kal oi dy tohoto typu ma | 2 j ako z
Nejpodstadt Dj g2 m al k@t @i dseknupizny j a k o gdalanthami®| i v o

Gal anthamin bydi pwlpe veaiHtEsvki@ypwiaz poz dRjl ig2ic hs

rostlin roduGalanthus Fyzi ol ogi cky a biologicky vIiznam
pop v® objevena bul har okl &t ktabMmakdbdleodgyi nul ®h
| 8t ka zalala podrolhrePapiadaonwvatr chogyuolhfueht pk
gravis, dRDtsk8 obrna nebdon erdTnzzn & otbhytpeyj edyehnge? mc8en
pSi | ® bN Al zheiom¢i gy Ynohoeb yp.Si Bdtdecrhk8pzi?i t 2
zl epgen2 Kkognitivn2ch, f uvhekllkno?uc hv Tih obdechua vgiaol rast
jeho selektivn2 inhibice AGhEbuPBetByl*shabipp

OH

H,CO

N

N\
CH5

Ob r §8&Seukturamolekulygalanthamind®

18



335Homol ykorinovli typ

Pro tento typ si uvedeme hlavn2ho pSedstavit

O

Ob r §%Se&ukturamolekulyhomolykorind®

~

336P1 i kami novl typ

Pro tuto skupinu si uvedemey b r am&®tolu plikae. Al kal oi d melekdyh § z2  z
tazettinu, kde je nahrazeft kysl2k v poloze 7

OCH;

Ob r 8§10 sthkkturamolekulyplikanu“*

19



337Sekoplikaminovl strukturn2 typ

Tento typ je podobhsti2 nplgiek anmai nwh/@nikmeth@Mpau j e n
formylami nov 8 ovilgem meo| ekul y jvs?ocue ksaunbpsite xt nulgjng 2y
uhl2KkT. Jako pS2klad si opNt wuvedyplthe hl avn2h

OCH-
CH4
| /
i, wmN—CHO
0 AN
OH
Ob r §14 sthkukturamolekulysekoplikamintf
3.38Dal g2 stypyuktur nz t
Existuj?2 i alkaloidy, kter® nespadaijlih. pod wur

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

Ob r 8§12 sthkukturamolekulynigragillinu'*
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3.4 Amaryl kovit® al kal oi dy a j e
KAl zhei merov0ihD chorobi

Al zhei mer ova chorobpar ogADesi yv@2 clar ome vcrkag,n ®
onemocniNDn2 mozku, kter® | e pomkgd@¥pdsiitmvalaa n e |

AD v2ce neg 36 milionT pacientT nadtsl @thksgvl
st8rnut? popuVtatcrei.ckS& Darnny&gnizadaamae ( WHO) odhad
milionT pS2padT |id2 trp2c2ch Al zhei merovou

j ednien Nt g2ch zdr awdcth3Iclke pcébb@®@mdPuenosti a
terapie ADjevsau| asn® dobhRN n¥®l ®havhN zapot Seb?2 .

Al kol i v s awelndslneRy i ko bAID p, nBbjobyialsmNDeaa velk
potenci 8l n2ch terapeutickTlch z8sahT, kter®
cholinergn? funkce. NRkolik z tRchto | 8tek p
nemoci Al zhei merovy & hwzhlbgdemold preogreaniS8v i W®

je to vetmtbcl®wteelfot d® otfemocnhNn2 .
341l nhi bice cholinester 8z

Acetylcholin (ACh) je ester cholinu a kysel:
vzruckRhtvy 8§l n2 nervov® sothdtawwnB m QNI)MatpkIaatsyi
parasympati ck®ho he&stviov &huot os g h®mo, ner vov ®|
perifern2ho nervov®ho syst®mu) , kter8 stahuj
sekreci a zpomglge| st s rkd ecbabokovaergakcyykazujetedy
excitaln2 neb¥ inhibiln2 YUl inky.

Me z i nejstarg2 teorie objasRujUAD y=2nipkorA@e
met aboli smus ACh, kdy doch8z2 ke sn2zgen? hl ¢
zodpowlDdm®BEynt ®zu ACh. D8le je sn2gefd zphDtr
zdrav®ho | lovhRka pSevagukéeem@8epypybthophidnedtbe
pSilemdg butyrylcholinester8za (BuChE) hraje

roli. AktivitaBuChEupaci ent T s AD s e ,v gzaakt 2pnocsot uapknt [ vzi vtyag
nezmhRnNDna nebo kles§. Oba enzymy proto pSeds
cholinergn2ho deficit u'®ZtkotheortTo jhel epdoivsakgao vb8yn bzy
| 8t ku, kter8&8 by byla inhibitorem jak AChE, t

HI avn2 metodouipSienanhhdvgme2 en®@lymov® aktivi
koncentraci i nhi biitndirib,i ckt @rafi® bi potoPe kP k «
na polovinu, je pSi Sazen2tsmaul grei rkonelemit
ma x i mgHibni 2| korficentrace (I6) | e hojnhD poug?2vsgn pr o St
inhibiln2ch enzymaticklch reakc2ch, j& dTleg
Hodnota IGoud8v 8 koncentraci, kter&8 je potSebnts
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koncentrace biochemickou funkci nsa o prod lowji 2n u
inhibitory, kter® s enzymem interaguj?2 m®nih
|Cs0.2°

Pro symptomatickou | ® buaADSAsschv8bkenBak®bs
cholinester8z) donepezil, rivastigmin a gal e
Reminyhkt erT byBDSesdphvos§kemtrol u( PDAY ajvako al ®K| n a
d2ky sv® vysok®rieenkerbkibnin%l inses¥kdraownrt8mkt
sviRt gi nou | all Aeatylidacdapykazuje galanthamin hodnotud 1,50M, ¢ o §

v2ce ne@g 20kr §t pSevyguje inhibiln? Yol i nnos
viji mkyngunk@®hydanoxyderivgt galanthaminu) vyka
galanthamitf Na duhou stranu ztr8ta methylov® skupi
epinorgalanthaminu vede k t®mNS desetin§sobn

3.4.2 Produkce b-amyloidu

Dal g2 hypop®amB8uvy,§ sketletri8e n2 AD je tzv. hypot ®z
kter ® | eamyldiduGAEREN2 M z kl 2] ovich patoAfRnetic
vzni k8 postupnim gthDpen2mprre&us nembv®hov h ot
prostSednictv2m skupil, eebyelr t58aioWarheéhopy
APPUs ekret 8zou se uvol Ruje sAPPUsé¢bkoeta®zonm}p f
termin8l nz fragmenty tvorBGaRByd T sTl2emd kjue gz Megremd@n N
doch&8z2 uRbi PSoolbl §g®titato cesta zn8§m§ jako n
cest DAQ)z kidy§ se prekurzobrsaKy@eB®»EE: ne gz YIp 29 tp
APP vm2 sf) DN-t e r mi cha8m@&re N, | 2mg s eN-tuewrominn28| ma@ z pf ur sat
(s APPba zblwajmi a8 QRCTHr g MACEIN TNE sl eduj e jegt |
gt Dpen2>spamet &2 egv@ ogroxle2 MO0 nebo 4 Zamyordot ei nu
b 4 @b 4) deboamylbid-b 2 (Ab 2)**

Ab42 je vgak povagov8§n za toxiltnDjg2z for mu
izoformouv amyl oi dn2ch plac?2ch. KromhD parenchymo
Ab nach8zej2 tak® v mozkovich c®vE&ch. K ukl §
mater (omozelnice) obklopuj2c2ch mozielk8ra an §s
c®v v dal g2ch oblastech mozku. Toto postupr
amyl oi dov® angiopati. (CAA), alkoli jej2z roz
patofyziologickl pod2l na vzni&jua%Xnir.ozvoji p

Zuvedenlch inforansekrepe@glzdag? gakodgto potenc
novich | ® iv, kter® by se updsatkriglyd gpadhiz trmenroah
pochodT ai piSéi jeek®Pah lpoltu z8vagnich vedl
vhodn® hledat zejm®na inhibitory BACE.
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Neamyloidogenni Amyloidogenni

sAPPa sAPPa

p3 cesta cesta B-amyloid

D a-sekretaza I B-sekretaza I H

—— — =
TR - P R AELLAEESSEEEEeereeeesessn

( UVUVUVUUULUG

I y-sekretaza I I y-sekretaza

AICD CTFa APP CTEB AICD

Ob r §18Prédukce betamyloidif!
343Pr ol yl ol i ¢POPepti d8za

Prolyloli @OPpepei di®37 a IY(ozt cecihpohu p wanpdrifei kde gt Dp
mol ekul y, kter® obsahupPOPjsopdosudwmre.l kRy 2 i8It @ g inek
DS2vePOPyp@j ov&na s procesy ulen2 a pamhDti d:
specifithD vTli wurlitTm bioaktivn2m peptidTm
pambDt i, a byl y sykndleagizcokv@&®@Psn Hhebant®?rfrga crhd e m
anti emet(i 8tkikRy | ®kym2 A% gakr aaezdory nhDkterTm s
klinicklTch studAOPdbs wsdke rnechdsbtialoy yna tr h, [
nedostatel n® % n@mospochopak® he#pol i cklch

POPj e takG@Gssmejusws8lrrgener at ipostrhomendb wraceezor @v §
zmNDna &PV vimbyku u nDhDkoli ka neurodedlnerat.
Parkinsonovy choroby, HuntkilnegP-Uznyo & ¢ it ddimid T o y

onemocniDn?2 mi byl o nalezeno, geemydeoi d@adAmd @hz
fosfor ylpowarelimem, nicm®nN st&le se PORpBadasSi
t voABDAXSi jedn® studid.i byl provederduwaAbBeni ng

ZAPP,kdyPOPby | a zahVaohltaeademkk®.omezen? velPOROSTt I
je nepravdDnhPORMOhA ®,§t ddeuiiolt y &AIPP byl prok§z8&n vIi
fragmentlp)Afpo(1 ®| PPORY-2hTH4tovemyg2m mozku a
senescenc?2. Al kol i se visledky projevily ja
studie nebyly provedeny. Dal o by se uvagovat
APP by mohly bilst P®R%nci 8l n2mi sub

A| dlivbylaPOPgi r oce studov&na, col @lybMoADIT <te§lag eru
objasnBhDno, zdal i ©proteisemuePOR  sNoflkvti esrl & srt e dnfevzni ® s
tvrd2, ge u vzor kT moADkasumBrienjke8 nMo pracchaRARe sb

n a p o m&fregaclproteinu?
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344Gl ykogen s y-8ot(@SK-8) ki n8§8za

Pro girg2 pochopen? neurpo$?2attoonhnoogsite nAeDu rjcef idbTrl i
(NFTs) jendg jsou tvoSeny zej m@nUprmprt @ti @i, ne&kmeayt
naclf zhyyper f osf or Rrot@njaen & & wrramd8 | k b YezfoapfoordIrdmntl e |
za mi krotubul ouFesabrwl @ataeii Jhejue omTi M®r mN z §
cykinnrd ependent n2 kGennSeztei c5k ® CaD Kebp)i.ndaezmmi aol | uojg2i ,c kgRe
3b je u AD deregulov&8na prostSednictv2m zm
inzul2nov®.siUgm§imn2 sdo§ly npefostorglaceroteinulgatedyp S2 | i n
vzniNFaTjs?2, kter ® naruguj 2narxm&l8rd n2mdtramcslpios mu <
vede k jejPopruoudum¥i §nal maSskliwhibgoabovgngt N
viraznnD i#8b3e ujr§nmBk ¢ end A Sxe d n sthopnost inhibavat
tento enzym, prétoa2sésShkggpRit ep@t &yMuimb®I b u
d od adktvitags8k3 b v mozku pacientT s AD a jeho pat
Ah kterlT sé&?2zde hromad?2.
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4 EXPERI MENTCLNE LCST

41 Chemi kS§rioepougtnNdl a, pS2stro]j

411Seznam chemi k8l 12 a rozpougtihDdel
T tol uen p. iaPenta Prahg To) Gv e ¢
 ethyracet §t p .iaPenta(Prahag EtOAG)V e ¢
f met hanol piRenta Praha;¢MeOHBV e ¢
f di chl or met hailPepta, Riaa;OCMng. Gvec
f hydr oxi d amoinPerta, Rraha jDH) Gv e ¢
T kyselina chl or olvnogd 2i ent@S8raBa5HC)h p . a. (
T uhl il it af nsgo. ddatepPraba; NEOs)

4.1.2 Adsorbenty pro chromatografii

1T komer | n2 anal yti ck® Feskfd@ TLE ¢€MeickyMillipord, Praha) g e |

o rozmRrech 20 T 20 c¢m. Pro analytick® Y
variabiln2 g2Sce podl e mepalrtau i avema| yTzLoOv abryl ¢y
desky o rozmBRru 10 I 20 cm.

T kartridg (PPNDhKk®l sh@)i mlabm silikagelem, | 8§
Praha)

f polypropylenovg pSedkolona (127150 mm, B¢

413Det ekl m2 | inidl

Dragendorffovo |inidlo (podle Muniera) byl o
A (1,7 g bdxnanki®ba sdhwg i t ®ho a 20 g kyseliny
roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) %
pSipraven sm2sen2m 10 g kyseliny vinn® rozp!l
Z§8sobni mposttdk kov® | inidlo byly uchovg8ve&ny v

41.4Vy v 2] e] 2aph teskovistevnau chromatografii
S1: To+EtAOac+MeOH (5:3:2)
415Pomocni materi §lI

T kSemelina Celite C 535 JohnEgprepMaravi vhe (6]
byla extrahov8na vodou a vysugena.

1T sug2c?2 perly siPentkRrgha)l u (1 ng. Gvec

f 2ran sodnl bez\®ehia, Pmha) (Na2SQ4) ng. Gvec
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416PS2stroje a programy pro izolaci

T flash chromat ogr afE cokbls ashyusj t2&mM e ppaucmopry C 6 |
620, C635UVdetd or a frakln?2 kolektor C 660. T €
SepacoreControl 1.0 (B¢chi Labortechni k,

T spektrometr EI/ MS na GC/ MS syst ®mwEIAgn-Iden

70 eV; kolona HFS MS (30m x 0.25 mm x 0.2% m) (Agil ent Technol

Clara, California, USA)

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

ultrazvukovs8 | 8zeR Sonorex Super 10P (Ban

polarimetr B 000 ( A. Kr¢ss Optronic, Hamburg, Ge
vakuovsg§ odpar k a-1B(BudniLabéttechrak\AG, Switzerldrd).
statistickl program GraphPad Prism 5.0 (¢

USA, 2006)

= =4 4 -4 A

4.2 Metodika

Vizkum se damabeutBkv@ | f anbaanzitytkixlowyy Hr adcj Ka€ed8e®
Farmakognozie a fag&xmacementB®nbot 8stkpyl a zp
dohl edem doc. Phar mDr. Jakuba Chl ebka, PhD.
zn8§my a pathe2mi ajk? csheprbizolaad|riast ISR Eclhd i§thep&t ® n a

urlen2 biologick® aktivity izolovanlch al kal

N§sl eduj2c2 kapitoly shrnuj?2 podrobnl prTbnhh
| 8sti VAUGDY 8§ pyrpSrcfeluNsex pver i ment 8unken28sopt ivd
ot 8liwg@gsmisaparaln2zm metod8m, kterMBaNdRORu uve
analTzu byly posl 8nyl 8kypan$sl a®nm2isdent kidiek

4210dpaSovgn2 frakc?2, extraktu

Pro odbpagSen2xcklichfrakxgpdugttBkalnTzh Flash chro
byl a pougita poloprovozn2 vakuov8 odpdrka La
50 AC, podle pougit®ho rozpougthRdla, a tlake

422Tenkovr s tneatogradie (ELCY o

Anal Tza mrasly2cteanllac hv komor §ch na komer| n2ch an
vzestupnim proveden2m. Apalgpnoca®® vobapbyjgt ®
se nejprve nanesl y skl enolungotun dklaap ibly8 rao uo dnsat rsatn
f®nem a po ochladnut?2 byly TLC desky um2stDn

dosagen? vyv2jej2c?2 soustavy J|lela desky byl
nejprve vysugeny a h@8Bl pddhDUdYet akipgnyavpbué
d®l ek (= = 254 ntm a & = 366 nm). Vgechny
Chromat ogr amy S takto oznal enT mi Z - nami b
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Dragendorffovim |inidlem. PhstwSiskigFhtC dewvelp
al kal oidT se na chromatografick® desce objev
reakce Dr agendorffovim |inidlem.

4.2.3 Flash chromatografie

Al kal oi dy byl yc srepmatooogrnayf iFil ament odou el uce |
kterlT se musel nejprve pSipravit. PS2prava
prob2hala n8sleduj2c?2m zpTsobem. Nejprve se
roztok sedpmSeotvialkc2nami sku spolu s 2n§8sobnTm n

hmot nost. frakce. OdpaSovgn2 rozpougthdla pr
na vodn2 | 8zni pSi teplothN 50 AC. Stopy rozp
vexsi k8t oru nad sugi c?2 mi perl ami silikagelu z

FIl ash chromatografie prob2hala eluc?2z alkal oi
polypropylenov® pSedkolonh (127150 mmy®Bg¢ch
kol onhD (kartridgi 25 g) plnRnou aktivn2zm sil

4.2.4 Krystalizace

Krystalizace al kaloidu prob2hala za horka ro
(MeOH) a zahS$S2vs&§n2m na vodn2 | §zni (ca 90 A
obsahuj2c?2 rozpugtBDnou | 8tku po ochlazen?z ve
pSeneseny na sklenhRDnou fritu a promyty |istl

za sn2gen®ho tlaku po dobu 24 hodin.
425GC-MS stanoven?

Pro identifikacidk al oi dT v ext r a3 ua rbayll Taz ap.o uTgai ttoa aGCa |l T
pomoci plynov®ho chromatografu Agilent 7890A
T

KolonoubylaDP5 MS (30 m I 0,25 mm I 0,25 g) od v
Clara,Kalf or ni e, USA. Teplotn?2 program byl ngsl e
po dobu 1 minuty, kter8 se postupniD zvygova

teplota 180 AC, tato teplota se udzpgmaMal a 1
na 10 AC za minutu do dosagen2? teploty 300 A
plyn bylo pougito Helium 5.0 s rychlost?2 pr
tepl ot injektoru 270 AC a( deOHtmuo xt plunha luk 4
extraktu) byl 1 ¢l s koncent r ai08 (hndotn@stiantg / ml

| omeno jeho n&8boj) pSi teplothD detektoru 305
alkaloi dT se poroviyalva kosmeéo$ ndp kihmihoyvmdktspel
Il nstitute of Standards and Technol ogMS Li br a:
anallTzy byla zjigSovgna i mol ekul ov8 hmot nos:s
struktury izKlanwahlTeke b§telpougit plynovli 42
detekdhS)( Q@i | ent (Agi |l ent Technol ogi es, San
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chromatograf Agilent 7890 A s hmotnostn2m dc¢
regi mu elekérpfSiov®OievigAagi |l ent Technologies

426NMR st anoven?

Pro verifikaci pSipravenich derivg§tT har minu
provedena NMR strukturn2 anallza jednotlivlc
deut erovan®ho chloroformu (CDCL3) pSi tepl ot
l nova 500, kterT pro 1H j&8dra pracuje pSi fr

125,70 MHz. K o0zaSov§n2 a detekci as§lgoggu
gradientov8 One NMR sonda s regulac? teploty
4 pars per milion (ppm) a pomoc? zbytkov®ho
TMS jako standar du. Hodnoty c¢hemilcHk ®h o= p7,sa6
ppm a pro atomy 13C U = 77,0 ppm. Z2skang§ d
chemi ckT posun (i), i ntegrovan8 intenzita 1H

t: triplet, q: kvartet,giddokldudbi mg!| @tu)pl &t iTnt
(Hz).

427St anoven?2 optick® ot 8| ivost:i

Opti ck§ rotzPluigaldsit@hnmethanoluoy | a mNSena na,apol ar i
specifick8 ot8|ivost jednotlﬂ|]\?oTTphTtV(I§fxek byl a

kdetit epl ota mRSen2 [ABED{soadzalgewms plS&pads 20F¢
namNSen§ otiBbhnecestr pAE; zE&ougiadm® kla§ tkkyyw e[t gy/ 1 WO

4.3 Stanoven? Dbiologick® aktivity

431Chemi k8l i e pro st aktvibenegymy bi ol ogi c

Acetylthiocholin jodid p. a (Sigma Aldrich, Praha) (ATChlI)
Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)
Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha)
Di hydrogenfosforel| nan -Ner, NesamVice)[KfOg zvodT p.
Di hydrogenfosforel nan s bH@enth Prdha)h(yafi@ &t p . ¢
2H20)
Di met hyl sul foxid p. a.H®@Syi gma Al dri ch, ND
5, -Bithiobis2ni t r obenzoov§ kyselina OHs®G% (Si gm
1 Galanthamin hydrobromid 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic of

China)
f Hydrogenfosforel|lnan di §@®ehtalPratepHPoudT p. a.

= =4 =4 -8

= =4
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f HuperzinA98% ( Tai Ean zhonghui Pl ant Bi ochemic
China)

Chl or i d drnags.e liGrdreagprahap(KCl) ( |

Z-Gly-Prop-ni t r o a n% (Bignth Aldrich9 Praha) (@H16N4O4)

Z-Prop r ol i ra(Bigma Al@righ, Praha) (@H22N204)

Rekombinantn?2 | idsk8 acetylcholinesterasa
Re kombi nant nylycholinesteada §SigmaiAldgich, Praha)

Prolyloligopeptidasa (Sigma Aldrich, Praha)

= =4 4 A4 A 2

432PS2stroje

1 Microplate ELISA reader EL800 (Bidek Instruments, Inc., Winooski, USA)

1 Reader SynergyTM HT MuHlbetection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

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

f Statistickl program GraphPad Prism 5.0 (¢
USA, 2006)

433Stanoven? choli nesterasov® 1 nhibi

Aktivita hAChE a hBuChEodhyligkostaa®ovdndanapom
acetylthiocholin jodidem (ATChl), resp. but.y
Strulnn Seleno, 8,3 el buN lyz8tu krevn2ch b
koncentrac?2), -dihoBis2-al t 5o bmevh z50,05v\Np kysel i ny (D
dithiobis2-ni t r obenzoov® 3keys Sleidfyn2( P EMB)k.u v di met h
(40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0, 4nikrokMetyaRe@kcemM) b\
byla zah8jena pSid§nt@&t B33 (ATENI 1@ebndM BwhChl
DTNB a substr8tu byl 1:1. N8r Tst absorbance

byl mnSen po dobu jedn® minuty pSi 37-AC pori
Detection Micropl az ebRleadepako Kamgad ®j enddtSlem§t

enzymov®ho pS2pravku. Procento inhibice by
%I1=100( 1 00T (@A _BIl )/ (&®A_Sa)), kde @ABI je zvige
zvigen? absorbanmchi mNISeh ®hloi veostkut est ovanlic
jako hodnotalgp( koncentrace inhibitoru, kter8 zpTsolt

434St anoven? prolyloligopeptidasov®

POP (EC 3.4.21.26) byl rozpugtiDn ve fosf8tov
7, 4, obsahuj 2c? 137 mM NaCcCl a 2,7 mM KCI ) ; S
se provsgdnl ve standardn2ch polystlyk&8obvisch
plochTm a prThlednTm dnem. Z8sobn2 roztoky t
(10 mM™m) . Ze z8sobn2ho r oz-8ok MiDdeignizgudoupr av e |
H2 O; kontrola byla provedena se (H-GlgRPrepou kon:
nitroanil i d, by l-dirooxzapnuug t (’ln mM)5.0 P% ol ,kdagdou r
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testovan8 sloulenina (5 ¢€1l) a PEP (5 ¢l ) ink!
(20 1) a mikrodesti| ka.Thoybapniitmkwmdv § rdau,3 @ S
aktivithn POP, byla mhRSena spektrofotometrick

(Mul ti mode microplate reader Synergy 2, Bi C
Y%l innost testovanitemaslInedlierei§r nBylre grepnl2 al
jakohodnotalgg( koncentrace inhibitoru, kter8 zpTsob

byly provedeny pomoc? softwaru GraphPad Pr i
Software).

4.4 | zol ace al kal oi dT
RostinaZephyrantescandiday | a na z 8kl adhR | iter8rn2 regerg
samy s | ema |l zispktR jednotot @t xk apo§de. s€2st al a vy
3945 (1,82 g), kter8 byla z2sk&8na rodtinjakci on
Zephyrantes candiga kt er T byl pSipraven a skapad&es§n

farmakognozie a farmaceutick® botani ky doc.
frakce z2skan® FI|l ash c¢hr omarnachgomaidgrama kadfluC s epar
(TLC deska se silikagel mmmt 2vylw? | a@jr28chza LBmibs c$3
Dr a g e n d oinmdfo). &odle pokiv n 2 r eDakacgeendor ffovim | inidl
skvrny na chr omat ogr amalkalpidyket ezrSe jsme@.e kitei vvnyld rr
3945 obsahuje aloerdoR 2 al kaloidy (

Obr 8§44 kr akce z2skan® Fl ash chromatografickoc
Zephyrantes candida
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Obr §15€r&kce ZCEE3% 5 pSi praven§8 k separaci

4.4.1 Flash chromatografie frakce ZC EE 3945

Pro separaci alkaloidT frakce byla pougitg f
Jako adsorbent byl pougita kartrio@gse s$f ®nmi

pS2pravu pevn®ho vzorku. Mobil n2 f8ze se skliI
obsahuj 2 a®@HO(pdump &NHB). Eluce alkaloidT prob?
interval ech. Zal2nalo se |isthgh dBt GAc % o
mobil n2 f8ze byl nastaven na 15 ml/ minut u, S
frakc2z v minimu a maximu p2ku). UV detekce |

280 a 290 nm. Ce |l k o vKBlonabglmealr tnccves ntar vlail sat T4n8 Mrei G
pS2padn® zachycen® al k@2 ma |discoldmn Ge@ningl ebl eknotvud v y
byloj 2 m§no 1DV dgodilke2pr avd Ny andoDbtnla@shtrod ko i bsykl yyt us | |
11 podfrakmdne k¢ my @KdOyéskugprootu® nvyvz2jeny pomoc?
TLC desce se silikagelem. Viocbri®@eRbDhCseesata
vietnnD stupRovit®ho gradientu, detekce pSi
chromatogramu (obd.9).
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Obr 816€kan alllpod f v & k Bchpeonmo ¢ 2
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Time

Obr 8ZekThNh

separ ac-d45nhchaokatograndiC EE 39
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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

Ob r 8§1Bleakametry gradientuflasb hr omat ogr afi ck® separace fr

N8§sl ednhD byly podfrakoddtgAaechu fslakicy , dabygpaije
mogn® koncentrace valk.aPeodindoTt | vv@&ap? cpm® fr a
monitopom@diC, kdy se zkcj2e dknaoptilli§wiocuh ofdreab 2 r a |
kter® se nanesl o na start TLC desky se silik
Slidet ekci UV a Dragendorffov]l mobt.2) ,byKtoerz® slk\s
odpaSeny na vakaovPepdphrbemotasstlhje uvedena

Obr 8®€kC anallza 7 spojenlch frakc2 pomoc?2 s
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TabulkkalHmot nost jednotlivich frakc?2

Frakce |Spojen® frakce Hmotnost (mQ)
1 5-9 38

2 10-18 78

3 19-26 56

4 27-42 94

5 4353 219

6 54-101 572

7 CC (eluce kolony) 287

Vgech 7 spojenlich frakc2 bylo podrobeno anal
detektorem (MS), aby se zjjiesdndtdlsiakl@®h j e
n8§slednou izolaci al k26)4853d 1L by | yVilyBr amwl| fs
z8kl adn MSC amaGCzy, neboS obsahovaly t®mnRS
t Dchto 3 frakc?2, spolu cr28lt22kc?2 | 8tek, |jsou

«10 2 |+ TIC Scan 6820LC.D

0.8 4
0.6

0.4 4

0.2 4

[ e R

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)

Obr 8206&kMS anal 1 z-8 frakce 19

{0 2 |*TIC Scan 6822LC.D

0.8
0.6
0.4

0.2 1

0_ " e

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)

Obr 8216é&MS anal 1l z-83 frakce 43
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«10 2 |+ TIC Scan 6823L.C.D

0.8
0.6
0.4

0.2 4

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)

Obr §8226&MS anal | z-a01frakce 54
4421 zol ace dradkéedd26,i43bFa 54101

Pro izol aci | i stTch alkaloidT byla zvolena m
jednotliv® frakce pSekamgpalNn®h vghiSep&x@&mna mt ka
Al kal oi dn?2 frakk® mle 2 o%phGltk e rwve AW ¢ Ma®l § r
n8l evky, ke kter® se pSidalo stejn® mnogstyv
(vodn8 f8ze se s Et OAc nem?2s?2, ailskaldmizd w rzsT sv
Et OAc m8 ni ¢g¢g?2ivhrucshiswét ar2®) e g CedkaovhD se vodns§

jegthN 2x (odstranhDn?2 neal kal oi dn2zch L&t ek).

nagl 0 (vytNDsnNDn2 al kal oi dT iwlkalodyjsbnpoRr@® & piusz @ ®s
v | ipofidqt2rzchl ercohz)ptodhcp $ildalml e aE probhRDhl o po
(celkem 3x). Jednot | i w@®do2FmlErenn® eEtoO/Ayc bval R kSye pk
vysugen® pS2davkemSOb(@z vdd@ho ps2 dabw N& mi nu
odstrfam®Mmac?2 pSes |igthDnou vatu. Jednot!l iv®
exsi k8toru po dobu nbhDkoli ka hodin
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Ob r 828Exkakce kapalink apal ina vodn® okyselen® f8ze

Obr §822Ekl trace pSeli gtNDn® frakce se s2ranem s
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Po zv§gen?2 jednot | iavTzenn Sreynsau ghermol tcnho sftr aj kecd?n obtyl
vt abulce 2 n2ge:

Tabulka2vyj §d Sen?2 hmoh nforsakc? ednotlivlec
Frakce |Spojen® frakce Hmotnost (mg)
1 19-26 15,9
2 4353 116
3 54-101 236

443Krystalizace pSeligthRDnlTch frakc?

Pro pSel i datlfkna?2l oa diTz cblydc pougit princip kryst:.
horkavMeOHood zp Rt nT m c¢hl aidpid2epm anvaa vnoadsny?c el n§&zhnoi r

Po ochlazen? vypadly z roztokT b2l ® drobn® k
Pasteurovou pipetou na sklenDnou fritu, mat
vivau) a n8slednhD byly krystaly promyty mal
krystalT). Po ods8t?2 MeOH z frity byly Kkryst
v exsi k8toru po dobu 24 hodin za snz2vy%geRmh2o t
bylo z2sk8no 7 mg | i-s@fraRded263 | ®tvad arigk abl 2oli Tdcuh

alkaloidu SB2 (frakce 4353) a 206 mg b21 1T ch dr3dftakeé ®h Kkr ys
101).

Obr 826B%k| ® kr yst &layn ®hlok azd53firdak cze?2 ¢4 3

Vgechny tyto 3 roadnkGCIM&i, d yN MiRyelayn & p & & dich Byla
stanovena optick8 ot8]ivost.
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5VhASLEDKY

5.1 Strukt ur m2t uadmavlainZziach mol ek ul

5.1.1 Alkaloid SB-1 (tazetin)

Sum8r n?2 CwHibOse c :

o)

Obr 826kkol ovang8 tmol ekul a tazet
Mol ekul ov 8§ M/B31,86n 0 st

MS anallza

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)

Obr §27EIMS spektrum t aaest tainml4dzZgkan® z GC

NMR anallza

NamhNRSen§8 NMR spektra izol éadavh®heFalk u&Sleoi du

Optick8 ot8l]livost
[|]é0n:-7aA (c = 0,1: MeOH)
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5.1.2 Alkaloid SB-2 (nortazettin)

Sum8r n?2 CythdlOse c :

Obr 828k k0ol ovan8g mahuekul a nortazet
Mol ekul ov 8§ M/FBIT,B4n 0 s t

MS anallza

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
5 | 18110 317.20
233.10 284.10
4,
152.10
2,
1_
‘H

0- i+ . 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)

Obr §820EIMS spektrum norGCMBetmamnianhll zy2skan® z
NMR analTlza

NamhNSen§ NMR spektra izol &.wah®heFaltk&Sleoi du se
Optick8 ot8l]livost

I ];O =-66A ( c5; MeOH), 1

Tt
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5.1.3 Alkaloid SB-3 (lykorin)

Sum8r n?2 CwidOse c :

Obr 8kkol ovang8 mol ekula I ykorinu
Mol ekul ov 8Mh280,32n 0 st

MS anallza

EI-MS M*"m/z (%) = 226(100), 227(64), 287(25), 268((2®86(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
287.20

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 1 1 1 T 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)

Obr §AEMS spektrum | ykMS ismmualzi2syjkan® z GC

NMR anallza

NamhNSen§ NMR spektra izol é.dah®hetalt kdSleoi du se
Optick8 ot8l|livost

I ];On= -66A ( c5; MeOB), 1

40



5.2

Vi sl edky

Tabulkov®v T s | ed Kk y

Vzhledem k o mu ,
zmhNSena

byl a

Ch ol i n eSaktidéta n®riazdly n u
na katedSe
al kal oi du RNPrl MartirouiifaBoson, Bh.Dna@ nt r u
Kr 8l ov®

vHr adci

Tabulka3 CholinesteB@av § a

ge al kaltobylyy |l ykor na
bi ol ogtinc k §

akti vi

byl a

farmakognozi e a

ty

aktivita

bi olsd gwidookv@ nd kecthi vriotl ye

AChE,

n a mMaSiebn Su Ph oo, RADr .
f a8 znoavc& ua K tcik v®i
bi omedi c2 nsk®

pr ol8yalva&l ii qadp dop tl indinuakti vit a

BChE

i 6laagit ckou
pouze

L8t ka AChE (IGsoe M BChE (IGoe M) POP (IGoe M)

nortazetin >100 >100 >500

huperzin A 0033,00 O >500 -

galanthamin 1,70 N 0,|42,3 N 1, |-

berberin - - 142 N 21

Z-pro-prolinal - - 275 1° 10
Visledky jsou uveden® jako prTmbDe 3ensmPvioslhk
mNSen2 .

Vt abulce jsou uvedeny referenln?2 | 8tky, kter
A a galanthamin jakogto referen]| npropioBhtlk a pr a
jakogto referenl yd ol §tglopeprt o di8zlyi bici prol

ZvisledkT
referenlnzm

j e ztiSrejjm®, v Dlei
| 8t k 8 m.
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6 DISKUSE

Vit ®t o pr 8ci abmalry | akaody ws®Bydephyrantes candiddindl.) Herb.
Zvybran® frakbeb¥Y¥CyERO®Oc?2 f | as loukeys$talizaonat ogr
zMe OH z2sk8ny 3 chemicky |ist® al kal eMSgy. Na
a spektroskopicklch metod (NMR, optijakok§ ot E
tazerin, nortazetin a lykorin. Lykorin a taeti n s e hoj nifo svtylsikny§ah 21| e
Amaryllidaceaea bylyi z ol oiv@e iyt iaf iZ&phyvates gandidd Nortazettin nebyl

dosudze Zephyrantes candida z ol ot ®mnoB$ tohoto al kaloidu
zUngernia victorispodle j i st@lies. Zvol en® separal n?z met ody
efektivn2. Flash chromatografie pSedsbuavuj e
i prop8MNl ecd2APu mpiTfvioldauce | §t ekuchiBy snted loidaa ¢z |
na rozd?2| n® rozpustnost.i | 8tek za horka a ct
| 8t ku, kter 8 dlamyws tsradlliski ytjleu ,a tjaek vje vhodn® se
Na biologickou neuregptrov &kt petinfg,e afkroatvaad au  zohyy
alkaloidy jig byly otestov8ny na cholinester
zkoum8ny a | edn§ (IGoeache®cher @ 8 Bt i€l@dirde 15 D 0 KYE. M)
TestovanT aeltiknaltoyild snfolreda8n v Theall@bhB)NaBChE ¢
inhibici POP byl nortzeti n testov opvyVy®e Neaktivita tDcl
neznamen8, gé&l bygatesn@inedd?2nolvd®t k yel iAdl kol i v |
neuroprotekpgodlng jailmylacndlezang ethio2 si |l n§ cyt ot oxi
V publikact®*by | o zj i ztin0Wryk,azdpe alt a per spektivn2 inhit
GSK-3h, kterou isMibovaéntpr&E&a i 00t @MDS %Y. Tud?2 §
nortaetti n a jeho deriv8ty mohou blt za{3 maveusgvli
hraje kI 2paogeneai ADtVo Ipir T Dhu Segen? tohotgeproj
rostlina Zephyrantes andida obsahuj e jegthn dosud neobj eve
vbudoucnost.i ovlivnit vivoj farmakoterapie
nortazettin nevykazovalneur opr ot ekt i vn?2 akt eserig§zug§ mv Tani
prolyloligopepti d@deowucnosm®PniPpeduBbDe t36set ov En
spol upoBoRs &ou pwrdi weerdzeint2aru prof . Vincenza An:«

Vzhledemk omu, ge | ed Tirzacsltalcien aplokmaldroniD oli s 0d00W E§m§r
girg?2 spektkraugnd ® |jkead nooitdlTi vz® f r akce. PSi pokr
izolovat v2ce | 8tek, ktybry® pjog@eumcs 81 midt wryka za
biologickouaktv i t u, pr 8vpD d2ky sv® jsitsrtudkttouur nex irsotzuna?r
dosudne byl y chemicky pops8ny a mohou vykazovat
se poudAdae@n2 dodobh.
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{ ZCVnR

C2lem t®to pr 8ce Dbexttaldu druauddplayardes eahdid@ ommod ¥ =z

chromatografickich metod a krystalizace za

neuroprotek€CelVkéwylbkmin®Wi tfu.addbe bXCyEE z8DovEny
al kal oidy pomocz2e,flkaksyh beyhliroo maejogg$ave | 2m8&no
postupnh sl ®vimay z&koadMST aEnad. TGF§ byl y stano
kter® byly pot® identifikovg8&ny jako t®mnRS | i
tazezin a nortaezin. Obzv | §gt 2z nu noyt a novhD objevena
v Zephyrantes candidavzhledemk eho neprozkouman® biol ogi ck®
neuroprotekti vei?2n asket ijvave .| dNoa tmeakti vn2z v TI
prolyloligopepti d&etie, sktegrn@ §yalkyo dtyeksotrd w8 may tj
poznatky malowcmaut vwugi t2 pSi hl gd&n2 hn owisch
sviznamnou biologickou aktivitou.
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