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Anotace 

Tato pr§ce se zabĨv§ izolac² sekund§rn²ch metabolitŢ rostlin (alkaloidŢ) z rostliny Zephyrantes 

candida (Lindl.) Herb. Teoretick§ ļ§st se zabĨv§ fytochemi² druhu Zephyrantes candida 

(Lindl.) Herb. a n§sledn®mu vyuģit² tŊchto alkaloidŢ pŚi farmakoterapii Alzheimerovy choroby. 

Praktick§ ļ§st se zabĨv§ izolac² tŊchto alkaloidŢ a n§slednŊ testov§n²m na potenci§ln² 

neuroprotektivn² aktivitu. Alkaloidy byly izolov§ny z frakce ZC EE 39-45, kter§ byla pomoc² 

flash chromatografie separov§na na 101 frakc². Pomoc² TLC analĨzy byl n§slednŊ urļen postup 

dalġ² separace, kdy byly jednotliv® frakce slity do 11 podfrakc². Tento proces byl opakov§n, aģ 

bylo z²sk§no 7 koneļnĨch frakc². Pomoc² GC-MS a NMR analĨzy byly stanoveny 3 frakce 

s t®mŊŚ ļistĨmi alkaloidy. IzolovanĨmi alkaloidy byly lykorin, tazettin a nortazettin. Alkaloidy 

lykorin a tazettin jiģ byly dŚ²ve na biologickou aktivitu testov§ny, proto byla zmŊŚena 

neuroprotektivn² aktivita pouze u nortazettinu. Alkaloid nortazettin byl n§slednŊ otestov§n na 

biologickou aktivitu, kdy se uk§zala jeho neaktivita vŢļi lidskĨm cholinester§z§m a 

prolyloligopeptid§ze.  

Kl²ļov§ slova 

Zephyrantes candida, Amaryllidaceae, izolace, Flash chromatografie, Alzheimerova choroba, 

acetylcholinester§za, butyrylcholinester§za, prolyloligopeptid§za. 

  



 
 
 

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. 
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1 ĐVOD 

Rostliny doprov§zej² lidstvo jiģ od nepamŊti. Lid® jiģ od d§vnĨch dob hledaj² l§tky, kter® by 

jim pomohli. Rostliny naġly uplatnŊn² nejen z hlediska potravin§Śsk®ho jako zdroj plodin, ale i 

pro jejich l®ļiv® ¼ļinky, kter® byly postupnŊ objevov§ny. S pozn§v§n²m biologickĨch aktivit 

obsahovĨch l§tek rostlin souvis² i rozvoj metod umoģŔuj²c² izolace ļistĨch, biologicky 

aktivn²ch substanc². Pouze 30 % vġech novĨch molekul uvedenĨch na trh v obdob² mezi lety 

1981-2006 byly ļistŊ syntetick®ho pŢvodu, vġechny ostatn² byly l§tky pŚ²rodn²ho pŢvodu nebo 

se jednalo o substance, kter® jsou od l§tek pŚ²rodn²ho pŢvodu odvozen®. Tyto statistiky d§le 

ukazuj², ģe poļet novĨch chemickĨch slouļenin uv§dŊnĨch na trh kaģdoroļnŊ kles§. Vysok® 

n§klady a dlouh§ doba trv§n² uveden² novĨch l®ļiv na trh, jakoģ i skuteļnost, ģe pro vŊtġinu 

z§vaģnĨch onemocnŊn² jsou jiģ k dispozici kvalitn² l®ky, br§n² farmaceutick®mu prŢmyslu ve 

vĨvoji novĨch l®ļiv. Nicm®nŊ s rostouc²mi poģadavky lidstva stoup§ i ¼sil² ve vĨvoji novĨch, 

kvalitnŊjġ²ch l®kŢ. Je zŚejm®, ģe pŚ²rodn² l§tky jsou st§le nejvĨznamnŊjġ²m zdrojem pro vĨvoj 

novĨch l®ļiv.1,2 Jejich bohat§ strukturn² a poļetn² rozmanitost zodpov²d§ za biologickou 

aktivitu. Sekund§rn² metabolity rostlin pŚedstavuj² velmi vĨznamnou skupinu obsahovĨch l§tek 

rostlin. Mezi nejv²ce zastoupen® metabolity rostlin patŚ² alkaloidy, kter® pŚedstavuj² slouļeniny 

velice atraktivn²ch pro farmaceutickĨ prŢmysl.3  

Tato pr§ce se zabĨv§ izolac² amarylkovitĨch alkaloidŢ, tj. alkaloidŢ rostlin ļeledi 

Amaryllidaceae (AAs), kter® zahrnuj² l§tky s velice rozmanitou strukturou. Prvn² zm²nky o 

vyuģit² rostlin z t®to ļeledŊ se datuj² do doby pŢsoben² Hippokrata z K·u, kterĨ jiģ ve 4. stolet² 

pŚ. n. l. pouģil extrakt z narcisu Narcissus poeticus na b§zi olejov® emulze na l®ļbu n§dorŢ 

v oblasti dŊlohy. Do dneġn² doby je zn§mo kolem 500 alkaloidŢ z t®to ļeledi a st§le se objevuj² 

nov®, dosud neobjeven® l§tky. Tyto alkaloidy se vyskytuj² v cel® rostlinŊ, nicm®nŊ nejvŊtġ² 

koncentrace tŊchto l§tek se nach§z² v cibul²ch rostlin. AAs vykazuj² antibakteri§ln² i 

antivirotick® ¼ļinky a ovlivŔuj² dŢleģit® enzymy. D§le vykazuj² cytotoxickou aktivitu vŢļi 

nen§dorovĨm eukaryotickĨm buŔk§m, tak i n§dorovŊ transformovanĨm.4 NejvĨznamnŊjġ²m 

alkaloidem z ļeledi Amarylkovit® je alkaloid galanthamin, kterĨ je selektivn² a reverzibiln² 

inhibitor acetylcholinester§zy, kterĨ zvyġuje hladinu acetylcholinu v krvi a mozku, a proto se 

pouģ²v§ pŚi l®ļbŊ Alzheimerovy choroby. Pouģ²v§n²m galanthaminu vzrostl z§jem o vĨzkum 

novĨch potenci§ln²ch slouļenin, kter® by vykazovaly podobn® ¼ļinky jako pr§vŊ galanthamin. 

Studie prok§zaly, ģe alkaloidy narciklasinov®ho, lykorinov®ho, krininov®ho a 

haemanthaminov®ho strukturn²ho typu maj² vĨznamn® cytotoxick® ¼ļinky a pŚedstavuj² zdroj 

potenci§ln²ch novĨch l®ļiv s protin§dorovĨm ¼ļinkem.4,5  
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2 CĉLE PRĆCE 

C²lem t®to pr§ce byla izolace alespoŔ jednoho alkaloidu v ļist® formŊ z extraktu druhu 

Zephyrantes candida (Lindl.) Herb. (Amaryllidaceae) za ¼ļelem jeho strukturn² analĨzy a 

pŚ²padnŊ testov§n² na vybranou neuroprotektivn² aktivitu. 

1. Izolace alkaloidu bŊģnĨmi chromatografickĨmi metodami (TLC, flash chromatografie, 

krystalizac²) 

 

2. Pod²l na strukturn² analĨze izolovanĨch l§tek (pŚ²prava analytu pro GC-MS, NMR 

analĨzu) 

 

3. Pod²l na stanoven² biologick® aktivity izolovan® slouļeniny (v§ģen² vzorkŢ na testov§n² 

inhibice lidskĨch cholinester§z) 

 

4. SbŊr, analĨza a vyhodnocen² dosaģenĨch vĨsledkŢ  
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3 TEORETICKĆ ĻĆST 

3.1 Rostliny ļeledi amarylkovit® (Amaryllidaceae) 

3.1.1 Taxonomick® Śazen² a klasifikace 

ř²ġe: rostliny (Plantae) 

PodŚ²ġe: c®vnat® rostliny (Tracheophyta) 

OddŊlen²: krytosemenn® (Magnoliophyta) 

TŚ²da: jednodŊloģn® (Liliopsida) 

ř§d: chŚestotvar® (Asparagales) 

ĻeleŅ: amarylkovit® (Amaryllidaceae)6 

3.1.2 Botanick§ charakteristika ļeledi 

Amarylkovit® jsou ļeled² cibulovitĨch jednodŊloģnĨch rostlin Liliopsida, Ś§du Asparagales  

pojmenov§na po rostlinŊ rodu Amaryllis7 a zahrnuje pŚibliģnŊ 1100 druhŢ rostlin celkovŊ 

klasifikovanĨch do 75 rodŢ.8 Rostliny z t®to ļeledi jsou vytrval® pozemn² byliny pŚev§ģnŊ 

s cibul², m§lokdy s oddenkem. Jsou rozġ²Śen® po cel®m svŊtŊ, nicm®nŊ nejv²ce se nach§z² 

v tropech a subtropech, hlavnŊ v oblasti Jiģn² Ameriky.9 

Tato ļeleŅ m§ mnoho vyuģit². Zejm®na je pŊstov§na pro svoje okrasn® ¼ļely. NejļastŊji se 

v ĻR setk§v§me s druhy rodu snŊģenka (Galanthus), bledule (Leucojum) a narcis (Narcissus) i 

napŚ. s mnoha druhy ļesnekŢ rodu Allium.9 

Rostliny t®to ļeledi jsou atraktivn² pro vŊdeckou ļinnost pŚedevġ²m d²ky svĨm obsahovĨm 

l§tk§m s biologickĨmi aktivitami, kter® byly dosud izolov§ny z rostlin vġech rodŢ podļeledi 

Amaryllidoideae. PŚedevġ²m jsou zkoum§ny pro obsah isochinolinovĨch alkaloidŢ tzv. AAs, 

jak jiģ bylo uvedeno dŚ²ve. Literatura popisuje vĨznamn® biologick® aktivity (inhibice 

cholinester§z, cytotoxick®, antifung§ln², antiprotozo§ln² a dalġ²).8  

3.1.3 Amarylkovit® alkaloidy a jejich biosynt®za 

ObecnŊ mŢģeme Ś²ct, ģe biosynt®za alkaloidŢ v rostlin§ch ļasto zaļ²n§ u kondenzace dvou 

deriv§tŢ aminokyselin za vzniku prekurzorov®ho skeletu, kterĨ je vstupn²m bodem do 

komplexn² biosyntetick® dr§hy. Po n² ļasto n§sleduje Śada reakc², jako jsou tvorba vazeb, 

pŚeskupen², zlomy, pŚid§v§n² funkļn²ch skupin a dalġ² modifikace, ļ²mģ vznik§ ġirok§ ġk§la 

rozmanitĨch alkaloidŢ. Biosynt®za AAs se Ś²d² t²mto obecnĨm poŚad²m krokŢ. Aļkoli jsou AAs 

strukturnŊ velmi rozmanit®, m§ se za to, ģe maj² spoleļnĨ biosyntetickĨ pŢvod v norbelladinu, 

kterĨ pŢvodnŊ vznikl kondenzac² deriv§tŢ aromatickĨch aminokyselin L-fenylalaninu a L-
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lysinu.10 Biosynt®za AAs se oznaļuje jako tzv. norbelladinov§ cesta, pŚi kter®  vznikaj² 

alkaloidy z jiģ zm²nŊnĨch L-fenylalaninu a  L-tyrosinu. L-tyrosin se pot® mŊn² na tyramin a L-

fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z tyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu po nŊkolika 

reakļn²ch stupn²ch vznik§ 4'-O-methylnorbelladin. D§le podle zpŢsobu intramolekul§rn²ho 

oxidativn²ho spojen² vznik§ sedm z§kladn²ch skeletŢ, jenģ jsou vģdy pojmenov§ny po sv®m 

hlavn²m reprezentantovi. Nicm®nŊ dle strukturn²ch odliġnost² mŢģeme rozliġit alkaloidy aģ do 

dev²ti z§kladn²ch skupin: lykorinovĨ (lykorin), galanthaminovĨ (galanthamin), tazettinovĨ 

(tazettin), pankratistatinovĨ (pankratistatin), homolykorinovĨ (homolykorin), krininovĨ 

(krinin), haemanthaminovĨ (haemanthamin) a belladinovĨ (belladin) a montaninovĨ 

(montanin) strukturn² typ.4 

U kaģd®ho typu si uvedeme i pŚ²klad hlavn²ho z§stupce, po kter®m je skupina pojmenov§na. 

 

 

 

lykorin galanthamin tazettin 

pankratistatin homolykorin krinin 

haemanthamin belladin montanin 

Obr§zek 1 Z§stupci jednotlivĨch strukturn²ch typŢ alkaloidŢ ļeledi Amaryllidaceae14 
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Obr§zek 2 Biosyntetick§ cesta alkaloidŢ do jednotlivĨch strukturn²ch typŢ4 
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3.2 Rod Zephyrantes Herb. 

3.2.1 Botanick§ charakteristika 

Zephyrantes je rod cibulovitĨch trvalek z ļeledi Amaryllidaceae a je jedn²m z 75 rodŢ t®to 

ļeledi. CelkovŊ tento rod tvoŚ² aģ 90 druhŢ rostlin, nicm®nŊ pouze m§lo z nich bylo v²ce 

studov§no na pŚ²tomnost chemickĨch sloģek. Bliģġ² fytochemick® studie rostlin tohoto rodu 

odhalily velkou rozmanitost slouļenin, zejm®na alkaloidŢ. N§zev rodu Zephyrantes je odvozen 

od slova Zephyrus, coģ z Śeļtiny znamen§ bŢh z§padn²ho vŊtru a Anthos znamenaj²c² kvŊtinu. 

BŊģn§ jm®na pro rostliny tedy mohou bĨt: fairy lily (ļarovn§ lilie), rain flower (kvŊt deġtŊ), 

zephyr lily (lilie v§nku), magic lily (kouzeln§ lilie) a rain lily (deġŠov§ lilie).11  

Rod Zephyrantes je pŢvodem z oblast² ve vyġġ²ch nadmoŚskĨch vĨġk§ch, napŚ. v Mexiku a 

ArgentinŊ, kde se vyskytuj² druhy s nejvŊtġ² mrazuvzdornost². Rod Zephyrantes zdom§cnŊl 

v rŢznĨch oblastech svŊta, nyn² se pŊstuje jako okrasn§ rostlina napŚ. v Indii, na Havaji, 

v Indon®sii, Thajsku atd. NŊkter® druhy tohoto rodu jsou ġiroce rozġ²Śen®, zat²mco nŊkter® jsou 

omezeny na malou zemŊpisnou oblast. ObecnŊ jsou tyto rostliny rozġ²Śeny v m²rnĨch aģ 

tropickĨch oblastech svŊta.11 

Cibule Zephyrantes jsou kulat® nebo vejļit®, pokryt® hnŊdou ļi ļernou tunikou. V z§vislosti na 

druhu jsou cibule velk® od 2,5 cm do v²ce neģ 5 cm v prŢmŊru. Listy jsou ļ§rkovit®, tvoŚ² svŊtl® 

travnat® zelen® aģ ġediv® listy, jejich velikost je opŊt z§visl§ na druhu rostliny. Stvol je ġt²hlĨ, 

dutĨ a bez listŢ s jedn²m (zŚ²dka ġesti) kvŊty na vrcholu. KvŊty jsou n§levkovit® a maj² ġest 

okvŊtn²ch l²stkŢ, jenģ maj² tendenci kv®st po silnĨch deġtŊch zejm®na na jaŚe a v l®tŊ, proto jsou 

pojmenov§ny jako rain lily (deġŠov® lilie). NejļastŊji jsou b²l®, rŢģov® nebo ģlut® ï u hybridn²ch 

druhŢ se mŢģeme setkat i s ļervenĨmi, oranģovĨmi a mnohobarevnĨmi kvŊty. Ļasto jsou kvŊty 

tohoto rodu osamŊl®, sklonŊn®, rovn®, vztyļen® vzhŢru a maj² stejnŊ dlouh® tyļinky. Semena 

jsou kl²novit®ho tvaru ļi tvaru p²smene D11,12 

 

3.2.2 Zephyrantes candida (Lindl.) Herb.  

Tato rostlina (obr. 3) pŢvodem z Jiģn² Ameriky se vyskytuje v severn² ArgentinŊ, Uruguayi, 

Paraguayi a jiģn² Braz²lii. V tŊchto oblastech se pŊstuje jako okrasn§ rostlina, odkud se 

rozġiŚovala do okoln² krajiny. Takto se tento druh dostal i do jihovĨchodn²ch USA, o jiģn² Ļ²ny, 

do Japonska, a dokonce aģ na NovĨ Z®land. Dnes patŚ² k nejrozġ²ŚenŊjġ²m druhŢm rodu 

Zephyratnes.  

VŊtġinou roste v pobŚeģn²ch oblastech, na p²sļitĨch pŢd§ch, ļasto se s n² mŢģeme setkat v okol² 

lidskĨch s²del, roste aģ do nadmoŚskĨch vĨġek 500 m n. m. Doba kveten² je v letn²ch aģ 

podzimn²ch mŊs²c²ch, na severn² polokouli od ļervence do listopadu. 

Cibule Zephyrantes candida jsou v prŢmŊru velk® aģ 2,5 cm. Listy m§ ļ§rkovit®, zkroucen®, 

dlouh® 15-35 cm a ġirok® 0,2-0,4 cm. Stvol je 10-25 cm dlouhĨ, kde na jeho vrcholu vyrŢst§ 
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jedinĨ vzpŚ²menĨ kvŊt; toulec je blanitĨ, ļervenohnŊdĨ, pŚibliģnŊ 2,5 cm dlouhĨ; okvŊt² je 

n§levkovit®, trubka je aģ 1,4 cm dlouh§, zelen§, kratġ² neģ toulec, okvŊtn² c²py jsou vejļit®, b²l®, 

nŊkdy vnŊ narŢģovŊl®, dlouh® 3-5 cm. Tyļinek je 6, jsou stejn®, nitky jsou 10-15 mm dlouh®, 

praġn²ky dlouh® 4,5-8 mm. ĻnŊlka je ġt²hl§, blizna trojlaloļn§. Plodem je tobolka, kter§ mŢģe 

dosahovat aģ 10 mm v prŢmŊru.13 

 

Obr§zek 3 Zephyrantes candida (Lindl.) Herb.13 

3.3 Fytochemie rodu Zephyrantes Herb. 

Z fytochemick®ho hlediska uv§d²m 4 strukturn² typy alkaloidŢ rodu Zephyrantes Herb., kter® 

jsou pro rozvoj potenci§ln²ch novĨch l®ļiv nejpodstatnŊjġ². U dalġ²ch typŢ si uvedeme pouze 

z§stupce. 

3.3.1 LykorinovĨ typ 

Hlavn²m pŚedstavitelem t®to skupiny je lykorin, kterĨ byl izolov§n z narcisu ģlut®ho (Narcissus 

pseudonarcissus) v roce 1877 jako vŢbec prvn² alkaloid rostlin ļeledi Amaryllidaceae. 

Struktura lykorinu byla poprv® pops§na aģ o nŊkolik des²tek let pozdŊji (1956). Lykorin je zn§m 

pro sv® biologick® vlastnosti. V rostlin§ch m§ schopnost inhibovat synt®zu kyseliny askorbov® 

za potlaļen² aktivity termin§ln²ho enzymu galaktodehydrogenasy, kterĨ pŚemŊŔuje L-

galaktono-ɔ-lakton na kyselinu askorbovou. Vykazuje vĨznamnou cytotoxickou aktivitu.4 
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Obr§zek 4 Struktura molekuly lykorinu14 

3.3.1 HaemanthaminovĨ typ 

Do t®to skupiny patŚ² napŚ. haemanthamin. haemathidin, krinamin, maritidin a papyramin. 

Vġechny tyto zm²nŊn® alkaloidy maj² jinou schopnost inhibovat rŢst n§dorovĨch bunŊk. 

Z hlediska protin§dorov® aktivity je hemanthamin povaģov§n za nej¼ļinnŊjġ² l§tku s 

cytotoxickou aktivitou vŢļi n§dorovĨm buŔk§m. Ze studi² vyplĨv§, ģe haemanthamin m§ 

schopnost iniciovat apopt·zu (jeden z typŢ bunŊļn® smrti) u n§dorovĨch bunŊk potkan²ho 

hepatocelul§rn²ho karcinomu 5123tc, nicm®nŊ nepŢsob² cytotoxicky vŢļi lini²m lidskĨch 

embryon§ln²ch bunŊk ledvin HEK 293T ve stejnĨch koncentrac²ch.4 

 

Obr§zek 5 Struktura molekuly haemanthaminu14 
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3.3.2 KrininovĨ typ 

PŚ²kladem alkaloidu krininov®ho typu, kterĨ byl v rodu Zephyrantes izolov§n, je 6Ŭ-

hydroxyhippeastidin.14 

 

Obr§zek 6 Struktura molekuly 6Ŭ-hydroxyhippeastidinu14 

3.3.3 PankratistatinovĨ typ 

Alkaloidy z t®to skupiny jsou deriv§ty odvozen® od molekuly fenanthridinu. L§tky, kter® 

upoutaly pozornost z hlediska jejich cytotoxick® aktivity jsou alkaloidy narciklasin a 

pankratistatin. Alkaloid narciklasin byl poprv® izolov§n v roce 1967 z cibul² narcisu rodu 

Narcissus. Hlavn²m ¼ļinkem, kterĨ byl nalezen u narciklasinu, je jeho antimitotick® pŢsoben² 

ï zabraŔuje dalġ²mu dŊlen² bunŊk s ¼ļinkem na buŔky eukaryotn²ch organismŢ srovnatelnĨm 

s pŢsoben²m kolchicinu, vysoce toxick®ho alkaloidu.4 

 

Obr§zek 7 Struktura alkaloidŢ, vlevo narciklasin. vpravo pankratistatin14 
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3.3.4 GalanthaminovĨ typ 

Vġechny alkaloidy tohoto typu maj² jako z§kladn² strukturn² molekulu dibenzofuran. 

NejpodstatnŊjġ²m alkaloidem z t®to skupiny jakoģto l®ļivo je alkaloid galanthamin. 

Galanthamin byl poprv® z²sk§n z cibule snŊģenky Galanthus woronowii a pozdŊji i s dalġ²ch 

rostlin rodu Galanthus. Fyziologicky a biologicky vĨznamn§ aktivita tohoto alkaloidu byla 

poprv® objevena bulharskĨmi farmakology na poļ§tku 50. let minul®ho stolet². Od t® doby se 

l§tka zaļala podrobnŊ studovat a vyuģ²vat k terapii neurologickĨch poruch jako myasthenia 

gravis, dŊtsk§ obrna nebo rŢzn® typy demence. Nicm®nŊ v dneġn² dobŊ je ho nejv²ce vyuģ²v§no 

pŚi l®ļbŊ Alzheimerovy choroby. Bylo zjiġtŊno, ģe pŚi terapii t²mto alkaloidem doch§z² ke 

zlepġen² kognitivn²ch, funkļn²ch i behavior§ln²ch sympomŢ. Velkou vĨhodou galanthaminu je 

jeho selektivn² inhibice AChE. Butyrylcholinester§zu (BChE) inhibuje 53Ĭ slabŊji neģ AChE.4 

 

Obr§zek 8 Struktura molekuly galanthaminu14 
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3.3.5 HomolykorinovĨ typ 

Pro tento typ si uvedeme hlavn²ho pŚedstavitele, alkaloid homolykorin. 

 

 

Obr§zek 9 Struktura molekuly homolykorinu14 

3.3.6 PlikaminovĨ typ 

Pro tuto skupinu si uvedeme vybran®ho z§stupce ï plikan. Alkaloid vych§z² z molekuly 

tazettinu, kde je nahrazen kysl²k v poloze 7 za atom dus²ku.14 

 

Obr§zek 10 Struktura molekuly plikanu14 
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3.3.7 SekoplikaminovĨ strukturn² typ 

Tento typ je podobnĨ plikaminov®mu typu, s t²m ģe na uhl²ku C4a je nav§z§na N-methyl-N-

formylaminov§ skupina ovġem molekuly jsou komplexnŊjġ² s v²ce substituenty na atomech 

uhl²kŢ. Jako pŚ²klad si opŊt uvedeme hlavn²ho z§stupce, kterĨ pojmenoval tento typ.14 

 

Obr§zek 11 Struktura molekuly sekoplikaminu14 

3.3.8 Dalġ² strukturn² typy 

Existuj² i alkaloidy, kter® nespadaj² pod urļitou skupinu, pro pŚ²klad si uvedeme nigragillin. 

 

Obr§zek 12 Struktura molekuly nigragillinu14 
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3.4 Amarylkovit® alkaloidy a jejich aktivita vztaģen§ 

k AlzheimerovŊ chorobŊ 

Alzheimerova choroba (AD) je chronick®, progresivn² a nevratn® neurodegenerativn² 

onemocnŊn² mozku, kter® je povaģov§no za nejļastŊjġ² typ demence. K roku 2020 postihovala 

AD v²ce neģ 36 milionŢ pacientŢ na cel®m svŊtŊ a jej² prevalence se st§le zvyġuje v dŢsledku 

st§rnut² populace. SvŊtov§ zdravotnick§ organizace (WHO) odhaduje, ģe bude v²ce neģ 131 

milionŢ pŚ²padŢ lid² trp²c²ch Alzheimerovou chorobou do roku 2050; zd§ se tedy, ģe AD je 

jedn²m z nejvŊtġ²ch zdravotn²ch probl®mŢ v nadch§zej²c² budoucnosti a hled§n² nov® a ¼ļinn® 

terapie AD je v souļasn® dobŊ nal®havŊ zapotŚeb².15 

Aļkoli v souļasn® dobŊ nen² etiologie AD plnŊ objasnŊna, objevilo se velk® mnoģstv² 

potenci§ln²ch terapeutickĨch z§sahŢ, kter® jsou urļeny k n§pravŊ ztr§ty presynaptick® 

cholinergn² funkce. NŊkolik z tŊchto l§tek potvrdilo ¼ļinnost pŚi odd§len² zhorġov§n² pŚ²znakŢ 

nemoci Alzheimerovy choroby, coģ je cenn§ l®ļba vzhledem k progresivn² povaze t®to nemoci 

je to velmi dŢleģitĨ d²lļ² c²l l®ļen² tohoto onemocnŊn².16 

3.4.1 Inhibice cholinester§z 

Acetylcholin (ACh) je ester cholinu a kyseliny octov®, kterĨ slouģ² jako pŚenaġeļ nervovĨch 

vzruchŢ v centr§ln² nervov® soustavŊ (CNS). Acetylcholin je hlavn²m neurotransmiterem napŚ. 

parasympatick®ho nervov®ho syst®mu, ļ§sti autonomn²ho nervov®ho syst®mu (vŊtve 

perifern²ho nervov®ho syst®mu), kter§ stahuje hladk® svaly, rozġiŚuje c®vy, zvyġuje tŊlesnou 

sekreci a zpomaluje srdeļn² tep. MŢģe stimulovat reakci nebo blokovat reakci, vykazuje tedy 

excitaļn² nebo inhibiļn² ¼ļinky.17 

Mezi nejstarġ² teorie objasŔuj²c² vznik AD se Śad² cholinergn² hypot®za. U AD je poruġen 

metabolismus ACh, kdy doch§z² ke sn²ģen² hladiny cholinacetyltransfer§zy (ChAT), enzymu 

zodpovŊdn®ho za synt®zu ACh. D§le je sn²ģeno zpŊtn® vychyt§v§n² cholinu a tvorba ACh.16 U 

zdrav®ho ļlovŊka pŚevaģuje acetylcholinester§za (AChE), kter§ postupnŊ odbour§v§ ACh, 

pŚiļemģ butyrylcholinester§za (BuChE) hraje v regulaci mozkov®ho acetylcholinu podruģnou 

roli. Aktivita BuChE u pacientŢ s AD se vġak postupnŊ zvyġuje, zat²mco aktivita AChE zŢst§v§ 

nezmŊnŊna nebo kles§. Oba enzymy proto pŚedstavuj² legitimn² terapeutick® c²le pro zm²rnŊn² 

cholinergn²ho deficitu, kterĨ je povaģov§n za z§vaģnĨ.18 Z tohoto hlediska by bylo vhodn® naj²t 

l§tku, kter§ by byla inhibitorem jak AChE, tak i BuChE.19 

Hlavn² metodou pŚi navrhov§n² l®ļiv je inhibice enzymov® aktivity. Schopnost pŚesnŊ zmŊŚit 

koncentraci inhibitoru, kter§ je potŚebn§ k inhibici dan® biologick® nebo biochemick® funkce 

na polovinu, je pŚi Śazen² slouļenin velmi dŢleģit§. Vzhledem k tomu, ģe koncept poloviļn² 

maxim§ln² inhibiļn² koncentrace (IC50) je hojnŊ pouģ²v§n pro studium reverzibiln²ch 

inhibiļn²ch enzymatickĨch reakc²ch, je dŢleģit® pochopit pl§n experimentu a jeho vĨsledky.20 

Hodnota IC50 ud§v§ koncentraci, kter§ je potŚebn§ k inhibici dan® biologick® nebo jin® 
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koncentrace biochemickou funkci na polovinu. JinĨmi slovy, velk® hodnoty IC50 oznaļuj² 

inhibitory, kter® s enzymem interaguj² m®nŊ ¼ļinnŊ neģ inhibitory, kter® maj² mal® hodnoty 

IC50.
20 

Pro symptomatickou l®ļbu AD jsou v souļasnosti v EvropŊ a USA schv§len§ l®ļiva (inhibitory 

cholinester§z) donepezil, rivastigmin a galantamin ve formŊ hydrobromidu (l®ļivĨ pŚ²pravek 

Reminyl), kterĨ byl schv§len ĐŚadem pro kontrolu potravin a l®ļiv (FDA) jako l®k na pŚedpis 

d²ky sv® vysok® inhibiļn² ¼ļinnost² a reverzibiln² i selektivn² aktivitŊ vŢļi AChE. V porovn§n² 

s vŊtġinou alkaloidŢ z ļeledi Amaryllidaceae vykazuje galanthamin hodnotu IC50 = 1,5 ÕM, coģ 

v²ce neģ 20kr§t pŚevyġuje inhibiļn² ¼ļinnost ostatn²ch alkaloidŢ. Ovġem existuj² i nŊjak® 

vĨjimky, kdy sanguinin (9-hydroxyderiv§t galanthaminu) vykazuje 10kr§t vyġġ² aktivitu, neģ 

galanthamin.8 Na druhou stranu ztr§ta methylov® skupiny na atomu dus²ku u alkaloidu 

epinorgalanthaminu vede k t®mŊŚ desetin§sobn®mu sn²ģen² aktivity.5 

3.4.2 Produkce ɓ-amyloidu 

Dalġ² hypot®zou, kter§ napom§h§ k vysvŊtlen² AD je tzv. hypot®za amyloidn² kask§dy, podle 

kter® je ukl§d§n² ɓ-amyloidu (Aɓ) jedn²m z kl²ļovĨch patogenetickĨch faktorŢ vzniku AD. Aɓ 

vznik§ postupnĨm ġtŊpen²m transmembr§nov®ho amyloidn²ho prekurzorov®ho proteinu (APP) 

prostŚednictv²m skupin enzymŢ oznaļovanĨch jako Ŭ-, ɓ-nebo ɔ-sekret§za. PŚi ġtŊpen² proteinu 

APP Ŭ-sekret§zou se uvolŔuje sAPPŬ (solubiln² fragment APP po ġtŊpen² Ŭ-sekret§zou) a C-

termin§ln² fragmenty (CTF). T²m je znemoģnŊna tvorba Aɓ v dŢsledku ġtŊpen², ke kter®mu 

doch§z² uvnitŚ oblasti Aɓ. Proto je tato cesta zn§m§ jako neamyloidogenn². PŚi amyloidogenn² 

cestŊ vznik§ Aɓ, kdyģ se prekurzovanĨ protein ġtŊp² pomoc² ɓ-sekret§zy (BACE: enzym ġtŊp²c² 

APP v m²stŊ ɓ) v N-termin§ln² dom®nŊ, ļ²mģ se uvoln² rozpustnĨ N-termin§ln² fragment 

(sAPPɓ) a zbĨvaj²c² C-termin§ln² fragment (ɓ-CTF) ġtŊpenĨ BACE. N§sleduje jeġtŊ posledn² 

ġtŊpen² pomoc² ɔ-sekret§zy, kter® prob²h§ v poloze 40 nebo 42 proteinu ļ²mģ vznik§ amyloid-

ɓ40 (Aɓ40) nebo amyloid-ɓ42 (Aɓ42)21 

Aɓ42 je vġak povaģov§n za toxiļtŊjġ² formu a sn§ze agreguje. Proto je Aɓ42 nejhojnŊjġ² 

izoformou v amyloidn²ch plac²ch. KromŊ parenchymov®ho ukl§d§n² Aɓ v mozku se depozita 

Aɓ nach§zej² tak® v mozkovĨch c®v§ch. K ukl§d§n² amyloidu doch§z² nejprve v arteriol§ch pia 

mater (omozeļnice) obklopuj²c²ch mozek a n§slednŊ se ġ²Ś² do kortik§ln²ch arteriol, kapil§r a 

c®v v dalġ²ch oblastech mozku. Toto postupn® hromadŊn² Aɓ v c®v§ch vede k mozkov® 

amyloidov® angiopatii (CAA), aļkoli jej² rozsah se mŢģe u jednotlivĨch mozkŢ s AD liġit a jej² 

patofyziologickĨ pod²l na vzniku a rozvoji progresi onemocnŊn² zŢst§v§ nejasnĨ.21 

Z uvedenĨch informac² vyplĨv§, ģe ɓ- a ɔ-sekret§za se zdaj² jakoģto potenci§ln² c²le pro vĨvoj 

novĨch l®ļiv, kter® by se uplatnily pŚi terapii AD. Nutno zm²nit, ģe se ɔ-sekret§za ¼ļastn² mnoha 

pochodŢ a pŚi jej² inhibici doch§z² k velk®mu poļtu z§vaģnĨch vedlejġ²ch ¼ļinkŢ, a proto je 

vhodn® hledat zejm®na inhibitory BACE.22 
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Obr§zek 13 Produkce beta-amyloidu21 

3.4.3 Prolyloligopeptid§za (POP) 

Prolyloligopeptid§za (POP) je hojnŊ zastoupen§ prote§za v mozku a na periferii, kde ġtŊp² 

molekuly, kter® obsahuj² prolin. Fyziologick® funkce POP jsou dosud z velk® ļ§sti nezn§m®. 

DŚ²ve byla POP spojov§na s procesy uļen² a pamŊti d²ky sv® pomŊrnŊ unik§tn² substr§tov® 

specifitŊ vŢļi urļitĨm bioaktivn²m peptidŢm obsahuj²c²m prolin, kter® se pod²lej² na uļen² a 

pamŊti, a byly syntetizov§ny ļetn® farmakologick® inhibitory POP s hlavn²m c²lem vyvinout 

antiemetick® l®ky (l§tky tlum²c² zvracen²). Avġak navzdory nŊkterĨm slibnĨm vĨsledkŢm i v 

klinickĨch studi²ch se inhibitory POP dosud nedostaly na trh, pravdŊpodobnŊ kvŢli 

nedostateļn® ¼ļinnosti a tak® ne¼pln®mu pochopen² fyziologickĨch funkc² tohoto enzymu.23  

POP je tak® spojov§na s neurodegenerativn²mi procesy, protoģe post mortem byla pozorov§na 

zmŊna aktivity POP v mozku u nŊkolika neurodegenerativn²ch onemocnŊn², vļetnŊ AD, 

Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy choroby a roztrouġen® skler·zy.23 U pacientŢ s tŊmito 

onemocnŊn²mi bylo nalezeno, ģe se tento enzym nach§z² spoleļnŊ s amyloidn²mi plaky a 

fosforylovanĨm Ű-proteinem, nicm®nŊ st§le se nepodaŚilo plnŊ objasnit, jakou roli m§ POP pŚi 

tvorbŊ Aɓ. PŚi jedn® studii byl proveden screening prote§z, kter® jsou schopn® produkovat Aɓ 

z APP, kdy POP byla zahrnuta tak®. Vzhledem k omezen² velikosti spojen® se substr§tem POP 

je nepravdŊpodobn®, ģe by POP mohl ġtŊpit APP in vivo, ale byl prok§z§n vĨznamnĨ pokles 

fragmentŢ Aɓ (1-16) po l®ļbŊ inhibitorem POP, Y-29794, v myġ²m mozku akcelerovan®m 

senescenc². Aļkoli se vĨsledky projevily jako nadŊjn®, mechanismus zŢstal nejasnĨ a dalġ² 

studie nebyly provedeny. Dalo by se uvaģovat, ģe jiģ rozġtŊpen® kr§tk® peptidy poch§zej²c² z 

APP by mohly bĨt potenci§ln²mi substr§ty POP.24 

Aļkoliv byla POP ġiroce studov§na, co by moģnĨ terapeutickĨ c²l v l®ļbŊ AD, st§le nebylo plnŊ 

objasnŊno, zdali existuje souvislost mezi Ű-proteinem a POP. NŊkter® ned§vn® studie ovġem 

tvrd², ģe u vzorkŢ mozkov® tk§nŊ pacientŢ s AD post-mortem je moģnost, ģe by mohla POP 

napom§hat k agregaci Ű-proteinu.24 
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3.4.4 Glykogen synt§za kin§za-3ɓ (GSK-3ɓ) 

Pro ġirġ² pochopen² neuropatologie AD je dŢleģit® zm²nit i pŚ²tomnost neurofibril§rn²ch klubek 

(NFTs), jenģ jsou tvoŚeny zejm®na proteinem cytoskeletu zn§mĨ jako Ű-protein, kterĨ se zde 

nach§z² v hyperfosforylovan® formŊ. Protein Ű je neuron§lnn² fosfoprotein kterĨ je zodpovŊdnĨ 

za mikrotubulou stabilizaci neuronŢ. Fosforylace Ű-proteinŢ je prim§rnŊ z§visl§ na GSK-3ɓ a 

cyklin-dependentn² kin§ze 5 (CDK5). Genetick® a epidemiologick® studie naznaļuj², ģe GSK-

3ɓ je u AD deregulov§na prostŚednictv²m zmŊn v pŚedŚazenĨch meziproduktech Wnt a 

inzul²nov® sign§ln² dr§hy. JinĨmi slovy je tento jev pŚ²ļinou hyperfosforylace proteinu Ű, a tedy 

vznikaj² NFTs, kter® naruġuj² axon§ln² transport a blokuj² norm§ln² metabolismus neuronŢ, coģ 

vede k jejich odum²r§n². Poprv® byly alkaloidy izolov§ny z moŚskĨch hub a bylo zjiġtŊno, ģe 

vĨraznŊ inhibuj² GSK-3ɓ. Je zn§mo, ģe i nŊkter® AAs maj² stŚednŊ silnou schopnost inhibovat 

tento enzym, proto se hledaj² potenci§ln² l§tky, kter® by mohly pŚispŊt na l®ļbu AD. Nutno 

dodat, ģe aktivita GSK-3ɓ v mozku pacientŢ s AD a jeho patologick§ aktivace usnadŔuje tvorbu 

Aɓ, kterĨ se zde hromad².25ï27 
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4 EXPERIMENTĆLNĉ ĻĆST 

4.1 Chemik§lie a rozpouġtŊdla, pŚ²strojov® vybaven² 

4.1.1 Seznam chemik§li² a rozpouġtŊdel 

¶ toluen p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; To)  

¶ ethyl-acet§t p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; EtOAc) 

¶ methanol p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; MeOH) 

¶ dichlormethan p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; DCM) 

¶ hydroxid amonnĨ (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; NH4OH) 

¶ kyselina chlorovod²kov§ 35 % p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; HCl) 

¶ uhliļitan sodnĨ p.a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha; Na2CO3) 

4.1.2 Adsorbenty pro chromatografii 

¶ komerļn² analytick® TLC desky Silica gel 60 GF254 for TLC (Merck Millipore, Praha) 

o rozmŊrech 20 Ĭ 20 cm. Pro analytick® ¼ļely byly pouģity desky o vĨġce 10 cm a 

variabiln² ġ²Śce podle poļtu analyzovanĨch vzorkŢ a pro preparativn² TLC byly pouģity 

desky o rozmŊru 10 Ĭ 20 cm. 

¶ kartridģ (PP kolona) naplnŊn§ sf®rickĨm silikagelem, ļ§stice 15 Õm, 25 g (Interchim, 

Praha) 

¶ polypropylenov§ pŚedkolona (12Ĭ150 mm, B¿chi, ĠvĨcarsko) 

4.1.3 Detekļn² ļinidlo 

Dragendorffovo ļinidlo (podle Muniera) bylo pŚipraveno jako z§sobn² roztok sm²sen²m roztoku 

A (1,7 g bazick®ho dusiļnanu bismutit®ho a 20 g kyseliny vinn® rozpuġtŊn® v 80 ml vody) a 

roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v objemov®m pomŊru 1:1. Detekļn² roztok byl 

pŚipraven sm²sen²m 10 g kyseliny vinn® rozpuġtŊn® v 50 ml vody s 5 ml z§sobn²ho roztoku. 

Z§sobn² roztok i postŚikov® ļinidlo byly uchov§v§ny v chladniļce pŚi teplotŊ 4 ÁC. 

4.1.4 Vyv²jej²c² soustava pro tenkovrstevnou chromatografii 

S1: To+EtAOac+MeOH (5:3:2) 

4.1.5 PomocnĨ materi§l 

¶ kŚemelina Celite C 535 JohnËs Manville (Sigma Aldrich, Praha), pro preparativn² pr§ci 

byla extrahov§na vodou a vysuġena.  

¶ suġ²c² perly silikagelu (Ing. Ġvec ï Penta, Praha)  

¶ s²ran sodnĨ bezvodĨ p. a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha) (Na2SO4) 
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4.1.6 PŚ²stroje a programy pro izolaci a strukturn² analĨzu 

¶ flash chromatografickĨ syst®m SepacoreÈ obsahuj²c² 2 pumpy C 605, Ś²d²c² jednotku C 

620, C 635 UV detektor a frakļn² kolektor C 660. Tento syst®m je Ś²zen programem 

SepacoreControl 1.0 (B¿chi Labortechnik, Flawil, ĠvĨcarsko) 

¶ spektrometr EI/MS na GC/MS syst®mu Agilent 7890A GC 5975 inertn² MSD; EI m·d 

70 eV; kolona HP-5 MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 ɛm) (Agilent Technologies, Santa 

Clara, California, USA)  

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

¶ ultrazvukov§ l§zeŔ Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)  

¶ polarimetr P3000 (A. Kr¿ss Optronic, Hamburg, Germany) 

¶ vakuov§ odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland).  

¶ statistickĨ program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, 

USA, 2006)  

4.2 Metodika 

VĨzkum se odehr§val na Farmaceutick® fakultŊ Univerzity Karlovy v Hradci Kr§lov®, katedŚe 

Farmakognozie a farmaceutick® botaniky. Experiment§ln² ļ§st byla zpracov§na pod odbornĨm 

dohledem doc. PharmDr. Jakuba Chlebka, PhD. Metody, kter® byly pouģ²v§ny jsou vġeobecnŊ 

zn§my a pouģ²vaj² se v chemickĨch laboratoŚ²ch pro izolaci ļistĨch alkaloidn²ch l§tek a pot® na 

urļen² biologick® aktivity izolovanĨch alkaloidŢ.  

N§sleduj²c² kapitoly shrnuj² podrobnĨ prŢbŊh vġech metod, kter® byly po dobu experiment§ln² 

ļ§sti vyuģ²v§ny. Autor pr§ce se v prŢbŊhu experiment§ln² ļ§sti vŊnoval urļen² optick® 

ot§ļivosti a vġem separaļn²m metod§m, kter® jsou uveden® n²ģe. Alkaloidy na GC-MS a NMR 

analĨzu byly posl§ny na patŚiļn® m²sto, kde byly l§tky n§slednŊ identifikov§ny. 

4.2.1 OdpaŚov§n² frakc², extraktu  

Pro odpaŚen² organickĨch rozpouġtŊdel z frakc² z²skanĨch Flash chromatografii nebo vĨtŚepkŢ 

byla pouģita poloprovozn² vakuov§ odparka Laborota 20 Heidolph s teplotou vodn² l§znŊ 40ï

50 ÁC, podle pouģit®ho rozpouġtŊdla, a tlakem 1,33 kPa.  

4.2.2 Tenkovrstevn§ chromatografie (TLC)  

AnalĨza prob²hala v nasycenĨch komor§ch na komerļn²ch analytickĨch desk§ch se silikagelem 

vzestupnĨm proveden²m. Analyzovan® vzorky rozpuġtŊn® v organick®m rozpouġtŊdle (analyty) 

se nejprve nanesly sklenŊnou kapil§rou na start desky, rozpouġtŊdla byla odstranŊna zahŚ²v§n²m 

f®nem a po ochladnut² byly TLC desky um²stŊn® do uzavŚen® nasycen® vyv²jej²c² komory. Po 

dosaģen² vyv²jej²c² soustavy ļela desky byly chromatogramy po vġech TLC analĨz§ch vģdy 

nejprve vysuġeny a n§slednŊ detekov§ny vizu§lnŊ pod UV lampou za pouģit² dvou vlnovĨch 

d®lek (ɚ = 254 nm a ɚ = 366 nm). Vġechny viditeln® z·ny byly oznaļeny tuģkou. 

Chromatogramy s takto oznaļenĨmi z·nami byly n§slednŊ detekov§ny postŚikem 
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DragendorffovĨm ļinidlem. PostŚik TLC desek prob²hal po jejich vysuġen² a v pŚ²tomnosti 

alkaloidŢ se na chromatografick® desce objevily intenzivnŊ oranģov® skvrny v pŚ²padŊ pozitivn² 

reakce s DragendorffovĨm ļinidlem. 

 

4.2.3 Flash chromatografie 

Alkaloidy byly separov§ny Flash chromatografii metodou eluce l§tek z tzv. pevn®ho vzorku, 

kterĨ se musel nejprve pŚipravit. PŚ²prava pevn®ho vzorku (nav§z§n² l§tek na adsorbent) 

prob²hala n§sleduj²c²m zpŢsobem. Nejprve se frakce rozpustila ve smŊsi MeOH a DCM. Tento 

roztok se um²stil na odpaŚovac² misku spolu s 2n§sobnĨm mnoģstv² silikagelu v pomŊru 2:1 k 

hmotnosti frakce. OdpaŚov§n² rozpouġtŊdla prob²halo za st§l®ho m²ch§n² sklenŊnou tyļinkou 

na vodn² l§zni pŚi teplotŊ 50 ÁC. Stopy rozpouġtŊdla v such®m pevn®m vzorku byly odstranŊny 

v exsik§toru nad suġic²mi perlami silikagelu za sn²ģen®ho tlaku po dobu nŊkolik hodin. 

Flash chromatografie prob²hala eluc² alkaloidŢ mobiln² f§z² z pevn®ho vzorku um²stŊn®ho ve 

polypropylenov® pŚedkolonŊ (12Ĭ150 mm, B¿chi) a n§sledn® separaci na polypropylenov® 

kolonŊ (kartridģi 25 g) plnŊnou aktivn²m silikagelem (15 Õm). 

4.2.4 Krystalizace 

Krystalizace alkaloidu prob²hala za horka rozpuġtŊn²m dan® frakce v pŚ²sluġn®m rozpouġtŊdle 

(MeOH) a zahŚ²v§n²m na vodn² l§zni (ca 90 ÁC) pod zpŊtnĨm chladiļem. NasycenĨ roztok 

obsahuj²c² rozpuġtŊnou l§tku po ochlazen² vedl ke tvorbŊ krystalŢ, kter® byly pomoc² pipety 

pŚeneseny na sklenŊnou fritu a promyty ļistĨm MeOH. Vysuġen² krystalŢ prob²hal v exik§toru 

za sn²ģen®ho tlaku po dobu 24 hodin. 

4.2.5 GC-MS stanoven²  

Pro identifikaci alkaloidŢ v extraktu byla pouģita GC-MS analĨza. Tato analĨza prob²hala za 

pomoci plynov®ho chromatografu Agilent 7890A GC s hmotnostn²m detektorem Agilent 5975. 

Kolonou byla DP-5 MS (30 m Ĭ 0,25 mm Ĭ 0,25 ɛ) od vĨrobce Agilent Technologies Santa 

Clara, Kalifornie, USA. Teplotn² program byl n§sleduj²c²: nejprve se nastavila teplota 100 ÁC 

po dobu 1 minuty, kter§ se postupnŊ zvyġovala o 15 ÁC za minutu, dokud nebyla dosaģena 

teplota 180 ÁC, tato teplota se udrģovala 1 minutu. Pak se rychlost zvyġov§n² teploty zpomalila 

na 10 ÁC za minutu do dosaģen² teploty 300 ÁC, tato teplota se udrģovala 12 minut. Jako nosnĨ 

plyn bylo pouģito Helium 5.0 s rychlost² prŢtoku 1 ml za minutu. N§stŚik byl proveden pŚi 

teplotŊ injektoru 270 ÁC a splitu v pomŊru 1:10. Objem vzorku (MeOH roztoku alkaloidn²ho 

extraktu) byl 1 ɛl s koncentrac² 0,2 mg/ml. Detekļn² rozmez² bylo m/z 50-500 (hmotnost iontu 

lomeno jeho n§boj) pŚi teplotŊ detektoru 305 ÁC a elektronov® ionizaci 70 eV. AnalĨza struktur 

alkaloidŢ se porovnala s dostupnĨmi spektry v komerļn² knihovnŊ spekter NIST11 (National 

Institute of Standards and Technology Library, USA) a s daty v literatuŚe. Pomoc² GC-MS 

analĨzy byla zjiġŠov§na i molekulov§ hmotnost vzorkŢ, kter§ je dŢleģit§ pro dalġ² objasnŊn² 

struktury izolovanĨch l§tek. K analĨze byl pouģit plynovĨ 42 chromatograf s hmotnostn² 

detekc² (GC-MS) Agilent (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Syst®m obsahuje 



28 
 

chromatograf Agilent 7890 A s hmotnostn²m detektorem Agilent 5975 C MSD pracuj²c²m v 

reģimu elektronov® ionizace pŚi 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 

4.2.6 NMR stanoven² 

Pro verifikaci pŚipravenĨch deriv§tŢ harminu byla na KatedŚe organick® a bioorganick® chemie 

provedena NMR strukturn² analĨza jednotlivĨch vzorkŢ. NMR spektra byla mŊŚena v roztoc²ch 

deuterovan®ho chloroformu (CDCL3) pŚi teplotŊ 25 ÁC. MŊŚen² prob²halo na pŚ²stroji Varian 

Inova 500, kterĨ pro 1H j§dra pracuje pŚi frekvenci 499,87 MHz a pro 13C j§dra pŚi frekvenci 

125,70 MHz. K ozaŚov§n² a detekci sign§lu byla pouģita ġirokop§smov§ dvoukan§lov§ 

gradientov§ One NMR sonda s regulac² teploty. Chemick® posuny byly zmŊŚeny jako hodnoty 

ŭ pars per milion (ppm) a pomoc² zbytkov®ho sign§lu rozpouġtŊdla byly nepŚ²mo vztaģeny k 

TMS jako standardu. Hodnoty chemick®ho posunu pro CDCL3 jsou pro atomy 1H ŭ = 7,26 

ppm a pro atomy 13C ŭ = 77,0 ppm. Z²skan§ data jsou prezentov§na v n§sleduj²c²m poŚad²: 

chemickĨ posun (ŭ), integrovan§ intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, 

t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletŢ, m: multiplet, bs: ġirokĨ singlet) a integraļn² konstanta 

(Hz). 

4.2.7 Stanoven² optick® ot§ļivosti 

Optick§ ot§ļivost rozpuġtŊn®ho alkaloidu v methanolu byla mŊŚena na polarimetru P3000, a 

specifick§ ot§ļivost jednotlivĨch l§tek byla vypoļ²t§na podle vzorce: []ςπ
Ὀ
ρππ  /ὧ ὰ,  

kde t ï teplota mŊŚen² [ÁC] (v naġem pŚ²padŊ 20 ÁC); D ï sod²kov§ ļ§ra ɚ = 589 nm; Ŭ ï 

namŊŚen§ ot§ļivost [Á]; c ï koncentrace zkouġen® l§tky [g/100 ml]; l ï d®lka kyvety [dm]. 

 

4.3 Stanoven² biologick® aktivity 

4.3.1 Chemik§lie pro stanoven² biologickĨch aktivit, enzymy 

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

¶ Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChI) 

¶ Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha)  

¶ Dihydrogenfosforeļnan draselnĨ bezvodĨ p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)  

¶ Dihydrogenfosforeļnan sodnĨ dihydr§t p. a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha) (NaH2PO4 * 

2H2O) 

¶ Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, NŊmecko) (C2H6OS)  

¶ 5,5Ë-Dithiobis-2-nitrobenzoov§ kyselina Ó 98% (Sigma Aldrich, Praha) (C14H8N2O8S2) 

¶ Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic of 

China)  

¶ Hydrogenfosforeļnan disodnĨ bezvodĨ p. a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha) (Na2HPO4)  
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¶ Huperzin A 98 % (TaiËan zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of 

China) 

¶ Chlorid draselnĨ p. a. (Ing. Ġvec ï Penta, Praha) (KCl)  

¶ Z-Gly-Pro-p-nitroanilid Ó 99 % (Sigma Aldrich, Praha) (C13H16N4O4)  

¶ Z-Pro-prolinal Ó 98 % (Sigma Aldrich, Praha) (C18H22N2O4)  

¶ Rekombinantn² lidsk§ acetylcholinesterasa (Sigma Aldrich, Praha) (AChE) 

¶ Rekombinantn² lidsk§ butyrylycholinesterasa (Sigma Aldrich, Praha) 

¶ Prolyloligopeptidasa (Sigma Aldrich, Praha) 

4.3.2 PŚ²stroje 

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

¶ Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc., 

Winooski, Vermont, USA) 

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

¶ StatistickĨ program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, 

USA, 2006)  

4.3.3 Stanoven² cholinesterasov® inhibiļn² aktivity 

Aktivita hAChE a hBuChE byla stanovena pomoc² modifikovan® Ellmanovy metody s 

acetylthiocholin jodidem (ATChI), resp. butyrylthiocholin jodidem (BuTChI) jako substr§ty. 

StruļnŊ Śeļeno, 8,3 ɛl buŅ lyz§tu krevn²ch bunŊk, nebo ŚedŊn² plazmy (nejm®nŊ ġest rŢznĨch 

koncentrac²), 283 ɛl 5 mM 5,5ǋ-dithiobis-2-nitrobenzoov® kyseliny (DTNB) a 8,3 ɛl 5,5ǋ-

dithiobis-2-nitrobenzoov® kyseliny (DTNB). 3 ɛl ŚedŊn² vzorku v dimethylsulfoxidu (DMSO) 

(40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM a 0 mM) byly pŚid§ny do semi mikrokivety. Reakce 

byla zah§jena pŚid§n²m 33,3 ɛl 10 mM substr§tu (ATChI nebo BuTChI). KoneļnĨ pomŊr 

DTNB a substr§tu byl 1:1. N§rŢst absorbance (ȹA) pŚi 436 nm pro AChE a 412 nm pro BuChE 

byl mŊŚen po dobu jedn® minuty pŚi 37 ÁC pomoc² spektrofotometru (SynergyTM HT Multi-

Detection Microplate Reader). Kaģd® mŊŚen² bylo opakov§no ġestkr§t pro kaģdou koncentraci 

enzymov®ho pŚ²pravku. Procento inhibice bylo vypoļteno podle n§sleduj²c²ho vzorce: 

% I=100-(100Ĭ(æA_Bl)/(æA_Sa)), kde ȹABl je zvĨġen² absorbance slep®ho vzorku a ȹASa je 

zvĨġen² absorbance mŊŚen®ho vzorku. Inhibiļn² ¼ļinnost testovanĨch slouļenin byla vyj§dŚena 

jako hodnota IC50 (koncentrace inhibitoru, kter§ zpŢsob² 50 % inhibici cholinesterasy). 

4.3.4 Stanoven² prolyloligopeptidasov® inhibiļn² aktivity 

POP (EC 3.4.21.26) byl rozpuġtŊn ve fosf§tov®m pufru (PBS; 0,01 M Na/K fosf§tovĨ pufr, pH 

7,4, obsahuj²c² 137 mM NaCl a 2,7 mM KCl); specifick§ aktivita enzymu byla 0,2 U/ml. Test 

se prov§dŊl ve standardn²ch polystyrenovĨch 96jamkovĨch mikrotitraļn²ch destiļk§ch s 

plochĨm a prŢhlednĨm dnem. Z§sobn² roztoky testovanĨch slouļenin byly pŚipraveny v DMSO 

(10 mM). Ze z§sobn²ho roztoku byly pŚipraveny roztoky (10-3 aģ 10-7 M) s deionizovanou 

H2O; kontrola byla provedena se stejnou koncentrac² DMSO. Substr§t POP, (Z)-Gly-Pro-p-

nitroanilid, byl rozpuġtŊn v 50 % 1,4-dioxanu (5 mM). Pro kaģdou reakci se PBS (170 ɛl), 
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testovan§ slouļenina (5 ɛl) a PEP (5 ɛl) inkubovaly pŊt minut pŚi 37 ÁC. Pot® byl pŚid§n substr§t 

(20 ɛl) a mikrodestiļka byla inkubov§na 30 min pŚi 37 ÁC. Tvorba p-nitroanilidu, pŚ²mo ¼mŊrn§ 

aktivitŊ POP, byla mŊŚena spektrofotometricky pŚi 405 nm pomoc² mikrotitraļn² ļteļky ELISA 

(Multimode microplate reader Synergy 2, BioTek Instruments, Winooski, VT). Inhibiļn² 

¼ļinnost testovanĨch slouļenin byla vypoļtena neline§rn² regresn² analĨzou a byla vyj§dŚena 

jako hodnota IC50 (koncentrace inhibitoru, kter§ zpŢsob² 50 % inhibici POP). Vġechny vĨpoļty 

byly provedeny pomoc² softwaru GraphPad Prism verze 6.07 pro Windows (GraphPad 

Software). 

4.4 Izolace alkaloidŢ 

Rostlina Zephyrantes candida byla na z§kladŊ liter§rn² reġerġe vybr§na pro fytochemickou pr§ci 

s ¼myslem zisku alespoŔ jednoho alkaloidu. C²lem t®to pr§ce se stala vybran§ frakce ZC EE 

39-45 (1,82 g), kter§ byla z²sk§na frakcionac² alkaloidn²ho EtOAc vĨtŚepku rostliny 

Zephyrantes candida, kterĨ byl pŚipraven a separov§n Flash chromatografi² na KatedŚe 

farmakognozie a farmaceutick® botaniky doc. PharmDr. Jakubem Chlebkem, PhD. Jednotliv® 

frakce z²skan® Flash chromatografickou separac² jsou zn§zornŊn® na chromatogramu na TLC 

(TLC deska se silikagelem, vyv²jej²c² smŊs S1, poļet vyvinut² 1x, dr§ha 8,5 cm, detekce UV a 

Dragendorffovo ļinidlo). Podle pozitivn² reakce s DragendorffovĨm ļinidlem (oranģov® 

skvrny na chromatogramu), kterĨ selektivnŊ reaguje s alkaloidy, je zŚejm®. ģe vybran§ frakce 

39-45 obsahuje alespoŔ 2 alkaloidy (obr. 16) 

 

Obr§zek 14 Frakce z²skan® Flash chromatografickou separac² alkaloidn²ho extraktu 

Zephyrantes candida 
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Obr§zek 15 Frakce ZC EE 39-45 pŚipraven§ k separaci 

4.4.1 Flash chromatografie frakce ZC EE 39-45 

Pro separaci alkaloidŢ frakce byla pouģit§ flash chromatografie, konkr®tnŊ syst®m SepacoreÈ. 

Jako adsorbent byl pouģita kartridģ se sf®rickĨm silikagelem (15 ɛm), kterĨ byl pouģit i pro 

pŚ²pravu pevn®ho vzorku. Mobiln² f§ze se skl§dala z rozpouġtŊdla EtOAc (pumpa A) a MeOH 

obsahuj²c² 0,1 % NH4OH (pumpa B). Eluce alkaloidŢ prob²hala stupŔovitou eluc² po ļasovĨch 

intervalech. Zaļ²nalo se ļistĨch EtOAc a postupnŊ se pŚid§val MeOH aģ do 50 %. PrŢtok 

mobiln² f§ze byl nastaven na 15 ml/minutu, sb²ran² frakc² na 5 ml a 15 ml (objem sb²ranĨch 

frakc² v minimu a maximu p²ku). UV detekce l§tek byla nastavena na vlnov® d®lky 254, 270, 

280 a 290 nm. Celkov§ separace trvala 48 min. Kolona byla eluov§na ļistĨm MeOH, aby se 

pŚ²padn® zachycen® alkaloidy z adsorbentu vymyly (oznaļen² CC ï column cleaning) CelkovŊ 

bylo j²m§no 101 frakc². Ty podle pravdŊpodobn®ho vĨskytu samostatnĨch l§tek byly slity do 

11 podfrakc², kter® byly naneseny kapil§rou na TLC desku a pot® vyv²jeny pomoc² S1 smŊsi na 

TLC desce se silikagelem. VĨsledek TLC testu je zobrazen n²ģe na (obr. 18). PrŢbŊh separace, 

vļetnŊ stupŔovit®ho gradientu, detekce pŚi 4 vlnovĨch d®lk§ch je zaznamen§na na 

chromatogramu (obr. 19). 
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Obr§zek 16 TLC analĨza 11 podfrakc² vyv²jenĨch pomoc² smŊsi S1 

 

Obr§zek 17 PrŢbŊh separace frakce ZC EE 39-45 na chromatogramu 
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Obr§zek 18 Parametry gradientu flash chromatografick® separace frakce 

N§slednŊ byly podfrakce znovu slity do spojenĨch vŊtġ²ch frakc², aby se doc²lilo nejvyġġ² 

moģn® koncentrace alkaloidŢ v danĨch vzorc²ch. Jednotliv® j²man® frakce byly opŊt 

monitorov§ny pomoc² TLC, kdy se z jednotlivĨch frakc² kapil§rou odeb²ralo mal® mnoģstv², 

kter® se naneslo na start TLC desky se silikagelem a po n§sledn®m vyvinut² ve vyv²jec² smŊsi 

S1, detekci UV a DragendorffovĨm ļ. bylo z²sk§no 7 spojenĨch frakc² (obr. 21), kter® byly 

odpaŚeny na vakuov® odparce dosucha, jejich hmotnost je uvedena n²ģe (tabulka 1). 

 

Obr§zek 19 TLC analĨza 7 spojenĨch frakc² pomoc² smŊsi S1 
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Tabulka 1 Hmotnost jednotlivĨch frakc² 

Frakce  Spojen® 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 

 

Vġech 7 spojenĨch frakc² bylo podrobeno analĨze plynovou chromatografi² (GC) s hmotnostn² 

detektorem (MS), aby se zjistilo, jak® je sloģen² alkaloidŢ v jednotlivĨch frakc²ch. Pro 

n§slednou izolaci alkaloidŢ byly vybran® frakce 19-26, 43-53 a 54-101. VĨbŊr byl stanoven na 

z§kladŊ TLC a GC-MS analĨzy, neboŠ obsahovaly t®mŊŚ ļist® alkaloidy. Chromatogramy 

tŊchto 3 frakc², spolu s detekc² l§tek, jsou uvedeny n²ģe (obr. 20,21,22). 

 

Obr§zek 20 GC-MS analĨza frakce 19-26 

 

Obr§zek 21 GC-MS analĨza frakce 43-53 
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Obr§zek 22 GC-MS analĨza frakce 54-101 

4.4.2 Izolace alkaloidŢ z frakce 19-26, 43-53 a 54-101 

Pro izolaci ļistĨch alkaloidŢ byla zvolena metoda krystalizace z MeOH. PŚed krystalizac² byly 

jednotliv® frakce pŚeļiġtŊn® vytŚep§v§n²m kapalina-kapalina (Ăliquid-liquid extractionñ, LLE). 

Alkaloidn² frakce se rozpustili v 10-15 ml 2 % HCl a rozpuġtŊn® frakce se pŚenesly do dŊl²c² 

n§levky, ke kter® se pŚidalo stejn® mnoģstv² EtOAc a kr§tce se s dŊlic² n§levkou zatŚepalo 

(vodn§ f§ze se s EtOAc nem²s², alkaloidy zŢst§vaj² ve formŊ sol² ve vodn® f§zi ï spodn² vrstva, 

EtOAc m§ niģġ² hustotu neģ voda ï vrchn² vrstva; obr. 23). CelkovŊ se vodn§ f§ze protŚepala 

jeġtŊ 2x (odstranŊn² nealkaloidn²ch l§tek). N§slednŊ se upravilo pH vodn® f§ze 10 % Na2CO3 

na 9-10 (vytŊsnŊn² alkaloidŢ ve vodn® f§zi ze sol² na voln® b§ze ï alkaloidy jsou pot® rozpustn® 

v lipofiln²ch rozpouġtŊdlech) a pŚidal se EtOAc (15 ml) a probŊhlo postupn® vytŚep§v§n² 

(celkem 3x). Jednotliv® spojen® EtOAc vĨtŚepky, j²man® do 250 ml Erlenmeyerovy baŔky byly 

vysuġen® pŚ²davkem bezvod®ho s²ranu Na2SO4 (cca 3 g) po dobu 15 minut, kterĨ byl pak 

odstranŊn filtrac² pŚes ļiġtŊnou vatu. Jednotliv® frakce byly odpaŚeny do sucha a dosuġen® v 

exsik§toru po dobu nŊkolika hodin.  
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Obr§zek 23 Extrakce kapalina-kapalina vodn® okyselen® f§ze s EtOAc (vrchn² vrstva). 

 

Obr§zek 24 Filtrace pŚeļiġtŊn® frakce se s²ranem sodnĨm zachycenĨ na vatŊ. 
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Po zv§ģen² jednotlivĨch vysuġenĨch frakc² byla zmŊŚena hmotnost jednotlivĨch frakc² uveden§ 

v tabulce 2 n²ģe: 

Tabulka 2 vyj§dŚen² hmotnost² jednotlivĨch frakc² 

Frakce  Spojen® frakce Hmotnost (mg) 

1 19-26 15,9 

2 43-53 116 

3 54-101 236 

 

4.4.3 Krystalizace pŚeļiġtŊnĨch frakc² 

Pro pŚeļiġtŊn² a izolaci alkaloidŢ byl pouģit princip krystalizace l§tky. Frakce se rozpustily za 

horka v MeOH pod zpŊtnĨm chladiļem na vodn² l§zni ï pŚ²prava nasycen®ho roztoku.  

Po ochlazen² vypadly z roztokŢ b²l® drobn® krystaly, kter® byly pŚeneseny upravenou sklenŊnou 

Pasteurovou pipetou na sklenŊnou fritu, mateļnĨ louh byl ods§v§n sn²ģenĨm tlakem (vodn² 

vĨvŊvou) a n§slednŊ byly krystaly promyty malĨm mnoģstv²m ļist®ho MeOH (opl§chnut² 

krystalŢ). Po ods§t² MeOH z frity byly krystaly pŚeneseny do porcel§nov® lodiļky a dosuġeny 

v exsik§toru po dobu 24 hodin za sn²ģen®ho tlaku nad suġic²mi perlami silikagelu. Po zv§ģen² 

bylo z²sk§no 7 mg ļist®ho b²l®ho alkaloidu SB-1 (frakce 19-26), 71 mg b²lĨch krystalŢ 

alkaloidu SB-2 (frakce 43-53) a 206 mg b²lĨch drobnĨch krystalŢ alkaloidu SB-3 (frakce 54-

101). 

 

Obr§zek 25 B²l® krystaly alkaloidu z²skan®ho z frakce 43-53 

Vġechny tyto 3 alkaloidy byly podrobeny GC-MS, NMR analĨze a n§slednŊ u nich byla 

stanovena optick§ ot§ļivost. 
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5 VħSLEDKY 

5.1 Strukturn² analĨza studovanĨch molekul 

5.1.1 Alkaloid SB-1 (tazettin) 

Sum§rn² vzorec: C18H21NO5 

 

Obr§zek 26 Izolovan§ molekula tazettinu 

Molekulov§ hmotnost: Mr = 331,36 

MS analĨza 

EI-MS M+Ŀm/z (%) = 247(100), 70(31), 71(25), 331(24), 115(20), 201(18), 298(18), 181(16), 

199(16), 248(15). 

 

Obr§zek 27 EI-MS spektrum tazettin z²skan® z GC-MS analĨzy 

NMR analĨza  

NamŊŚen§ NMR spektra izolovan®ho alkaloidu se shodovala s ¼daji v literatuŚe.27  

Optick§ ot§ļivost  

[]Ὀ
ςπ

 = -76Á (c = 0,1; MeOH) 
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5.1.2 Alkaloid SB-2 (nortazettin) 

Sum§rn² vzorec: C17H19NO5 

 

Obr§zek 28 Izolovan§ molekula nortazettinu 

Molekulov§ hmotnost: Mr = 317,34 

MS analĨza 

EI-MS M+Ŀm/z (%) = 115(100), 201(100), 199(95), 317(90), 181(86), 284(84), 233(80), 

211(62), 227(62). 

 

Obr§zek 29 EI-MS spektrum nortazettinu z²skan® z GC-MS analĨzy 

NMR analĨza  

NamŊŚen§ NMR spektra izolovan®ho alkaloidu se shodovala s ¼daji v literatuŚe.28 

Optick§ ot§ļivost  

[]Ὀ
ςπ

 = -66Á (c = 0,15; MeOH) 
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5.1.3 Alkaloid SB-3 (lykorin)  

Sum§rn² vzorec: C16H17NO4 

 

Obr§zek 30 Izolovan§ molekula lykorinu 

Molekulov§ hmotnost Mr = 287,32 

MS analĨza 

EI-MS M+Ŀm/z (%) = 226(100), 227(64), 287(25), 268((20), 286(17), 250(13), 147(10), 

228(10), 119(7), 111(6).  

 

Obr§zek 31 EI-MS spektrum lykorinu z²skan® z GC-MS analĨzy 

NMR analĨza  

NamŊŚen§ NMR spektra izolovan®ho alkaloidu se shodovala s ¼daji v literatuŚe.7,8 

Optick§ ot§ļivost  

[]Ὀ
ςπ

 = -66Á (c = 0,15; MeOH) 
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5.2 VĨsledky biologick® aktivity studovanĨch molekul 

Tabulkov® vĨsledky aktivity AChE, BChE, POP 

Vzhledem k tomu, ģe alkaloidy lykorin a tazettin byly jiģ na biologickou alkaloidy testov§ny, 

byla zmŊŚena biologick§ aktivita pouze u tazettinu. 

Cholinester§zov§ aktivita nortazettinu byla namŊŚena PharmDr. Danielou Such§nkovou, Ph.D. 

na katedŚe farmakognozie a farmaceutick® botaniky. Prolyloligopeptid§zov§ aktivita tohoto 

alkaloidu byla zmŊŚena RNDr. Martinou Hrabovou, Ph.D. na centru biomedic²nsk®ho vĨzkumu 

v Hradci Kr§lov® 

Tabulka 3 Cholinester§zov§ a prolyloligopeptid§zov§ inhibiļn² aktivita nortazettinu 

L§tka AChE (IC50 ɛM) BChE (IC50 ɛM) POP (IC50 ɛM) 

nortazettin >100 >100 >500 

huperzin A 0,033 Ñ 0,001 >500 - 

galanthamin 1,70 Ñ 0,10 42,3 Ñ 1,3 - 

berberin - - 142 Ñ 21 

Z-pro-prolinal - - 2,75 Ĭ 10ī3 

 

VĨsledky jsou uveden® jako prŢmŊr se smŊrodatnou odchylkou vypoļtenou ze 3 nez§vislĨch 

mŊŚen². 

V tabulce jsou uvedeny referenļn² l§tky, kter® vykazuj² vhodn® biologick® aktivity. Huperzin 

A a galanthamin jakoģto referenļn² l§tka pro inhibici cholinester§z. Berberin a Z-pro-prolinal 

jakoģto referenļn² l§tka pro inhibici prolyloligopeptid§zy 

Z vĨsledkŢ je zŚejm®, ģe nortazettin je vŢļi vġem tŚem enzymŢm neaktivn² a neodpov²d§ 

referenļn²m l§tk§m.  
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6 DISKUSE 

V t®to pr§ci byly studov§ny amarylkovit® alkaloidy rostliny Zephyrantes candida (Lindl.) Herb. 

Z vybran® frakce ZC EE 39-45 byly pomoc² flash chromatografie a n§slednou krystalizaci 

z MeOH z²sk§ny 3 chemicky ļist® alkaloidy. Na z§kladŊ bŊģnĨch spektrometrickĨch (GC-MS) 

a spektroskopickĨch metod (NMR, optick§ ot§ļivost) byla alkaloidy identifikov§ny jako 

tazetzin, nortazettin a lykorin. Lykorin a tazettin se hojnŊ vyskytuj² v rostlin§ch ļeledi 

Amaryllidaceae a byly izolov§ny a identifikov§ny i u Zephyrantes candida.29 Nortazettin nebyl 

dosud ze Zephyrantes candida izolov§n. PŚ²tomnost tohoto alkaloidu byla napŚ. potvrzena 

z Ungernia victoris podle jin® studie28. Zvolen® separaļn² metody se jevily jako velice 

efektivn². Flash chromatografie pŚedstavuje automatickou metodu separace slouļenin, vhodnou 

i pro dŊlen² pŚ²rodn²ho pŢvodu.30 Purifikace l§tek krystalizac² je jednoduch§ metoda zaloģen§ 

na rozd²ln® rozpustnosti l§tek za horka a chladu a pokud frakce nebo extrakt obsahuje jednu 

l§tku, kter§ krystalizuje a je v dan® smŊsi v nadbytku, tak je vhodn® se o krystalizaci pokusit. 

Na biologickou neuroprotektivn² aktivitu byl testov§n pouze nortazettin, protoģe zbyl® dva 

alkaloidy jiģ byly otestov§ny na cholinester§zovou a prolyloligopeptid§zovou inhibiļn² aktivitu 

zkoum§ny a jedn§ se o neaktivn² l§tky (IC50 AChE BChE >100 ɛM),( (IC50 POP  >500 ɛM)
14,27. 

TestovanĨ alkaloid nortazettin byl shled§n vŢļi AChE, BChE a POP neaktivn² (tab. 2). Na 

inhibici POP byl nortazettin testov§n vŢbec poprv®. Neaktivita tŊchto alkaloidŢ ovġem 

neznamen§, ģe by se nemŊly hledat st§le nov®, ¼ļinnŊjġ² l§tky. Aļkoliv lykorin nevykazuje 

neuroprotektivn² aktivitu, podle jinĨch studi²8 byla nalezena jeho siln§ cytotoxick§ aktivita. 

V publikaci15 bylo zjiġtŊno, ģe tazettin vykazoval perspektivn² inhibiļn² aktivitu pŚi inhibici 

GSK-3ɓ, kterou inhiboval pŚi 10ɛM koncentraci t®mŊŚ z 50 % (49 %). Tud²ģ se zd§, ģe 

nortazettin a jeho deriv§ty mohou bĨt zaj²mavou vĨchoz² molekulou pro inhibici GSK-3ɓ, kter§ 

hraje kl²ļovou roli v patogenezi AD. V prŢbŊhu Śeġen² tohoto projektu bylo potvrzeno, ģe 

rostlina Zephyrantes candida obsahuje jeġtŊ dosud neobjeven® l§tky, kter® mohou 

v budoucnosti ovlivnit vĨvoj farmakoterapie AD. Jak bylo jiģ zm²nŊno vĨġe, alkaloid 

nortazettin nevykazoval neuroprotektivn² aktivitu vŢļi lidskĨm cholinester§z§m ani 

prolyloligopeptid§ze, nicm®nŊ bude v budoucnosti jeġtŊ testov§n na inhibici GSK-3ɓ ve 

spolupr§ci s BoloŔskou univerzitou pod veden²m prof. Vincenza Andrisano. 

Vzhledem k tomu, ģe je izolace alkaloidŢ z rostlin pomŊrnŊ ļasovŊ n§roļn§, nebylo izolov§no 

ġirġ² spektrum alkaloidŢ z kaģd® jednotliv® frakce. PŚi pokraļov§n² ve vĨzkumu bychom mohli 

izolovat v²ce l§tek, kter® jsou strukturou odliġn® a mohly by potenci§lnŊ vykazovat uģiteļnou 

biologickou aktivitu, pr§vŊ d²ky sv® strukturn² rozmanitosti. St§le s jistotou existuj² l§tky, kter® 

dosud nebyly chemicky pops§ny a mohou vykazovat lepġ² biologickou aktivitu neģ l§tky, kter® 

se pouģ²vaj² v dneġn² dobŊ.  
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7 ZĆVŉR 

C²lem t®to pr§ce byla izolace alkaloidŢ z extraktu druhu Zephyrantes candida pomoc² 

chromatografickĨch metod a krystalizace za ¼ļelem jejich strukturn² analĨzy a testov§n² na 

neuroprotektivn² aktivitu. CelkovŊ z vybran® frakce ZC EE 39-45 byly izolov§ny 3 ļist® 

alkaloidy pomoc² flash chromatografie, kdy bylo nejdŚ²ve j²m§no 101 frakc², kter® byly 

postupnŊ sl®v§ny a oddŊlov§ny. Na z§kladŊ TLC a GC-MS analĨzy byly stanoveny 3 frakce, 

kter® byly pot® identifikov§ny jako t®mŊŚ ļist® alkaloidy. IzolovanĨmi alkaloidy byl lykorin, 

tazetzin a nortazetzin. Obzvl§ġtŊ u nortazetzinu byla novŊ objevena jeho pŚ²tomnost 

v Zephyrantes candida a vzhledem k jeho neprozkouman® biologick® aktivitŊ byl otestov§n na 

neuroprotektivn² aktivitu. Nortazetzin se jev² jako neaktivn² vŢļi lidskĨm cholinester§z§m a 

prolyloligopeptid§ze stejnŊ jako lykorin a tazettin, kter® byly otestov§ny jiģ dŚ²ve. Vġechny tyto 

poznatky mohou m²t v budoucnu vyuģit² pŚi hled§n² novĨch potenci§ln²ch l§tek z jinĨch rostlin 

s vĨznamnou biologickou aktivitou. 
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