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1 UVOD

Latky ptirodniho ptiivodu se v péci o zdravi uplatiovaly od nepaméti a po velmi dlouhou dobu
predstavovaly jediny prostfedek pro 1écbu zdravotnich potizi. Prvni pisemna zminka o pouziti
rostlin k ptfipravé 1éCiv byla nalezena na sumerské hlinéné desticce staré asi 5000 let.
Dochované pisemnosti z obdobi starovékych civilizaci (Mezopotamie, Egypt, Cina, Indie)
svéd¢i o velmi rozvinutém pouzivani latek piirodniho pivodu v terapii, dokladaji to i dila
antickych autorti a bohata literatura sttedovéku a novovéku!?. Jednim z kli¢ovych momentii
byl pfelom 18. a 19. stoleti, kdy byly izolovany prvni pfirodni latky. Lékarnik F. W. A.
Sertiirner objevil morfin a mekonovou kyselinu, profesor chemie J. B. Caventou spolu
s Iékarnikem J. Pelletierem izolovali chinin, cinchonin, brucin a strychnin. Univerzitni lékarnik
v Heidelbergu P. L. Geiger a chemik O. Hesse spole¢n¢ ziskali atropin, hyoscyamin, kolchicin
a akonitin?. S nar@istem znalosti o sloZeni, ugincich a pouZiti pfirodnich 1é¢iv, souhrnné
oznacovanych jako ,,materia medica®, se zacal formovat samostatny védni obor, jehoZ nazev
,farmakognozie* se poprvé objevil v ucebnici ,,Lehrbuch der Materia Medica“ Johanna Adama
Schmidta, profesora obecné patologie, terapie a ,materia medica“ na Videiiské
medicinsko-chirurgické akademii®=.

V soucasnosti se lze setkat s nékterymi nazory, Ze farmakognozie, jakoZto nejstarsi profilovy
obor farmacie, je disciplinou pfekonanou a pro farmacii bezobsaznou, protoze tzv. léciva
rostlina uz nemé v dob& pokro¢ilé syntetické chemie novych 1é¢iv vyznam®. V této souvislosti
je vhodné uvést, Ze nezanedbatelné procento svétové populace je 1 v dneSni dobé odkazano na
rostlinna 1é¢iva tradiéni mediciny pro primarni formu zdravotni péce’®. Redlné uplatnéni 1é¢iv
sledované v letech 1981-2006 odhalilo, Zze 63 % léCiv charakteru malych molekul mé svijj
puvod v pfirodnich latkach. PficemZz 6 % téchto lé€iv ma plvod v piirodnich latkach
samotnych, 28 % ve formé slou€enin pfipravenych z ptirodnich ptedloh, 12 % syntetickych
1éciv vzniklo na zdklad€ screeningu nebo modifikaci jiz existujicich ptirodnich 1éCiv
s charakterem mimik pfirodnich latek a 12 % syntetickych latek, jejichz farmakofor vychazi
z ptirodni ptedlohy. Lze piredpokladat, Ze tento trend bude pokracovat i v budoucnu pii hledani
novych 1€Civ  pro terapii rozlicnych onemocnéni (napf. nadorovda onemocnéni,
neurodegenerativni choroby, infekéni onemocnéni)®. Daldim faktem je, Ze vice neZz 95%
svétové biodiverzity nebylo dosud posuzovano z hlediska jakékoli biologické aktivity, je tedy
vyzvou, jak co nejuéinnéji zhodnotit tento obrovsky pfirodni rezervoar potencidlnich 16¢iv’.
Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae byly jako soucast tradicni mediciny vyuzivany tisice let. Prvni

ditkaz o 1écebném vyuziti téchto rostlin je datovan do 4. stol. pf. n. 1., kdy Hippokratés z Kosu



doporucoval olejovou emulzi z Narcissus poeticus k 16¢b& nadora délohy®. Dlouhou historii ma
i rostlina Lycoris radiata, jez byla pouzivana jako soucast tradicni ¢inské mediciny k 1écbé
nadorovych onemocnéni. Obdobnym zplsobem vyuzivali Mayové riizné c¢asti rostliny
Hymenocallis littoralis. 7 celedi Amaryllidaceae byla izolovana celd fada sekundarnich
metaboliti (chalkony, flavonoidy, lektiny, lignany, terpenoidy), ale nejvyznamnéjsi
a intenzivn¢ studované jsou pravé Amaryllidaceae alkaloidy (AAs, také oznacované jako
amarylkovité alkaloidy), které zodpovidaji za vétsinu biologickych ucinké t&chto rostlin®.
Nejznaméjsim AAs je galanthamin. Tento inhibitor acetylcholinesterazy, multimiliardovy ¢k
na lécbu Alzheimerovy choroby, byl pivodné izolovan ze snéZenky Galanthus woronowii,
kterd se vyuzivala v lidovém IéCitelstvi v nékterych oblastech Kavkazu. Po tuspéchu
galanthaminu na poli neurodegenerativnich onemocnéni vyrazné vzrostl zajem o tuto skupinu
latek. Rada vyzkumnych skupin navic ptihlédla k pouzivani téchto rostlin v lidovém légitelstvi
a zacala tyto latky zkoumat jako moznd protinddorova 1é¢iva. Na zékladé studii poslednich let
jsou nejslibnéjSimi amarylkovitymi alkaloidy ve vztahu k malignim onemocnénim alkaloidy
narciklasinového, lykorinového, krininového a haemanthaminového strukturniho typu’. Kromé
inhibice acetylcholinesterazy a protinddorovych Uc¢inkt vykazuji amarylkovité alkaloidy celou
fadu dalSich biologickych aktivit: antibakterialni, antivirové, antifungalni, animalarické,
protizanétlivé a analgetické. Toto portfolio biologickych aktivit se v posledni dobé jesté
rozsitilo. Pomérné nedavno bylo zjisténo, Ze montanin izolovany z Rodophiala bifida, vykazuje
antirevmatické ucinky. D4 se tedy ocekavat, Ze do budoucna miZe byt t€émto latkdm vénovana
pozornost jako moznym 1é¢iviim v onemocnénich autoimunitniho systému!°.

Tato doktorska disertacni prace se zabyva izolaci, strukturni identifikaci a biologickou aktivitou
alkaloidii izolovanych z cibuli rostliny Zephyranthes citrina Baker. Rostlina byla pro
fytochemickou studii vybrana na zéklad¢ literarni reSerSe (dosud bylo z tohoto druhu izolovano
pouze 9 alkaloidli), GS/MS analyzy a nasledného screeningu biologickych aktivit alkaloidniho
extraktu. Cilem bylo vybrat takovou rostlinu, kterd bude zdrojem Sirokého spektra alkaloidil
a alkaloidli dosud nepopsanych, a to v takovych mnozZstvich, kterd umozni provedeni
biologickych testl, jez souvisi s Alzheimerovou chorobou a nadorovymi onemocnénimi.
DalSim zdmérem bylo vytipovat latky pro podrobnéjsi biologické studie a pro piipravu

polosyntetickych derivata téchto latek.
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2 CIL PRACE

Cilem disertacni prace byla izolace alkaloidli z Cerstvych cibuli druhu Zephyranthes citrina
Baker z c¢eledi Amaryllidaceae za ucelem jejich strukturni identifikace a testovani jejich

biologickych aktivit.

Dil¢i cile prace:
- zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se vyskytem alkaloidd v ramci rodu

Zephyranthes a jejich biologickou aktivitou,

- izolace co nejvétSiho poctu alkaloidi z extraktu piipraveného z cerstvych cibuli

Zephyranthes citrina,

- urceni struktury izolovanych latek na zaklad¢ jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti

(NMR, MS, X-ray, optickd otacivost),

- studium biologickych aktivit izolovanych alkaloidi v souvislosti s moznou terapii
Alzheimerovy choroby (inhibice lidskych cholinesterdz, inhibice prolyloligopeptidazy)

a nddorovych onemocnéni (studium na panelu nddorovych bunck),

- vybér latek pro pfipravu polosyntetickych derivati za uclelem rozsifeni portfolia

testovanych latek,
- vybér latek perspektivnich pro dalsi a podrobné&;jsi biologické studie,

- sbér, analyza a vyhodnoceni dosazenych vysledkt, sepsani a obhdjeni disertacni prace.

11



3 TEORETICKA CAST

3.1 Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae

3.1.1 Taxonomické iazeni a klasifikace!!

Rige: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed: amarylkovité (Amaryllidaceae)

Rostliny celedi Amaryllidaceae jsou taxonomicky fazeny do tifi podceledi (Agapantoideae,
Allioideae, Amaryllidoideae)'?, ¢eled zahrnuje piiblizné 1100 druhi rostlin klasifikovanych do
asi 75 roda'". Jedna se o vytrvalé, vétsinou suchozemské byliny s podzemni cibuli, Fidéeji
oddenkem. Rostliny jsou rozsifené po celé zemékouli, pfedevsim vSak v tropech a subtropech,
centrum jejich diverzity se nachazi v jizni Americe a Jizni Africe. Na nasem uzemi se miizeme
bézné setkat se zastupci rodu: snézenka (Galanthus), bledule (Leucojum) a narcis (Narcissus)'
(Obr. 1). Cela tada téchto rostlin je péstovana pro okrasné ucely (napt. Agapanthus, Amaryllis,

Brunsvigia, Clivia, Eucharis, Hippeastrum, Lycoris, Nerine, Scadoxus a dalsi)!>.

Obrizek 1: Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae, zleva Narcissus orientalis'’, Galanthus elwesii'®,
Leucojum aestivum"’
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Tyto rostliny poutaji pozornost védecké komunity predevsim diky obsahu biologicky aktivnich
a strukturné jedine¢nych alkaloidt, které byly izolovany zrostlin vSech rodd podceledi
Amaryllidoideae. Tyto slouceniny jsou oznacovany jako Amaryllidaceae alkaloidy (Cesky
amarylkovité alkaloidy) a pfedstavuji rozsahlou a stale rostouci skupinu izochinolinovych
alkaloidii, které vykazuji celou fadu biologickych ucCinkl. Literatura popisuje ucinky
cytotoxické, antifungélni, antibakteridlni, antivirotické, antiprotozoalni a inhibi¢ni uc¢inek vici

cholinesterazams®.

3.1.2 Charakteristika amarylkovitych alkaloidi a jejich biosyntéza

Fyzikalné-chemické charakteristiky AAs lze shrnout v n€kolika bodech. Zakladni cyklicka
struktura tvotend uskupenim C6—C1 a N-C2—-C6 je odvozena od aminokyselin L-fenylalaninu
a L-lysinu, které predstavuji vychozi latky celé biosyntézy. Alkaloidy maji charakter slabych
bazi, jejichz pKa se pohybuje v rozmezi hodnot 6-9. VétSina doposud izolovanych AAs

obsahuje jeden atom dusiku, ktery je sekundarni, terciarni nebo kvartérni'®,

Vyjimku
predstavuji alkaloidy izolované v poslednich letech, které jsou kombinaci dvou strukturnich
typti. V jejich struktufe je mozné nalézt dva atomy dusiku, pfikladem takové struktury je
pallidiflorin'®-%°,

Jak jiz bylo zminéno vySe, biosyntéza AAs (Obr. 2) vychdzi z aromatickych aminokyselin
L-fenylalaninu a L-lysinu?'. T kdyZ se jednd o aminokyseliny strukturng blizké, nejsou
v prubéhu biosyntézy zameénitelné. Na pocatku dochazi k enzymatické piipravé prekurzora.
Modifikace L-fenylalaninu je katalyzovan fenylalanin-lydzou (PAL) za vzniku trans-skoticové
kyseliny. Nasleduji dva hydroxyla¢ni kroky, béhem nichZ dochézi ke ztraté¢ dvou atomt uhliku
a vznikd 3,4-dihydroxybenzaldehyd (3,4-DHBA). Soucasné je dekarboxylovan L-tyrosin
tyrosin-dekarboxylazou (TYDC) na tyramin'® 2!, Z tyraminu a 3,4-DHBA vznik4 meziprodukt
norbelladin, po kterém byla tato biosyntetickd drdha pojmenovéana. Jakmile je kruh A
norbelladinu chranén methylaci (O-methylnorbelladin), miize dojit k intramolekularnimu
oxidativnimu spojeni, které umoznuje vznik AAs riznych strukturnich typa. Podle zptisobu

tohoto spojeni (ortho-para’, para-ortho’, para-para”) vznika devét zakladnich skeletd. Jedna

se o tyto strukturni typy: lykorinovy (hlavni zastupce lykorin), galanthaminovy (galanthamin),

tazettinovy (tazettin), pankratistatinovy (pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin),
krininovy (krinin), haemanthaminovy (haemanthamin) a belladinovy typ, ktery je soucasné
meziproduktem biosyntézy. Kroky vedouci k montaninovému strukturnimu typu (montanin)

nebyly dosud uspokojivé vysvétleny'> 2!,
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Typy:
Lykorinovy Typy: Tvpy:
Homolykorinovy Krininovy Galanthaminovy
Haemanthaminovy
Tazettinovy

Narciklasinovy
Montaninovy

Obrazek 2: Schéma biosyntézy deviti zakladnich strukturnich typti Amaryllidaceae alkaloidt
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3.1.3 Strukturni typy amarylkovitych alkaloidi

Od izolace prvniho alkaloidu lykorinu uplynulo téméf 150 let, za tu dobu bylo izolovéano vice
nez 600 amarylkovitych alkaloidt??, vétsinu z nich lze zatadit do deviti zakladnich strukturnich
typt, které jsou popsany vyse?!. Vedle t&chto deviti zdkladnich skeletil literatura popisuje fadu
dalSich strukturnich typi AAs, které¢ byly izolovany v nékterych rodech podceledi
Amaryllidoideae??. Vé&tsina téchto latek se ale v rostlinach vyskytuje pouze ve velmi nizkych
nebo stopovych koncentracich. Mezi takovéto strukturni typy patii napi. plikaminovy,

sekoplikaminovy nebo galasinovy strukurni typ (Obr. 3).

Fenanthridinovy typ; 1%
Mesembranovy typ; 2%/_
|

Galanthaminovy typ; 7%
g

Ve

Belladinovy typ; 2% __— @
~ Gracilinovy typ; 1%

\ Sekoplikaminovy typ; 1%
\Plikaminovj’ tvp; 4%
Lykorinovy typ; 19% / \ Tazettinovy typ; S%

\ \.Nal‘cildasinovj-' typ; 5%

\Kl'ipowellinon" typ; 1%

Ostatni strukturni typy; 8%/

/_
Montaninovy typ; 2%

Homolykorinovy typ:
13%

/
/
L./

Galasinovy typ; 1% _/ I/

Galanthindolovy typ; 2%

Haemanthaminovy typ; 15%

\_Krininuvj‘ tvp; 12%
Obrazek 3: Distribuce strukturnich typti Amaryllidaceae alkaloidi®?

3.1.3.1 Zakladni strukturni typy Amarvllidaceae alkaloidu

Norbelladin je meziproduktem a soucasné prvnim alkaloidem biosyntetické drahy vedouci
k AAs. Kostru téchto alkaloidd tvoii N-benzylfenethylamin. Alkaloidy belladinového

strukturniho typu byly izolovany napfi¢ rody Crinum, Nerine a Pancratium. Ptikladem téchto

latek je rystillin, belladin, latisodin nebo latisolin®* (Obr. 4). K tomuto strukturnimu typu lze
zafadit také kraugsodin a isokraugsodin, predstavitele konkrétnich Schiffovych bazi

izolovanych z n&kolika druht kiinu (Crinum)?:%*. Tato izolace dokazuje existenci Schiffovych
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bazi v piirodé a soucasné potvrzuje spravnost hypotézy, ze které je odvozena cel4 biosyntéza®.
V ramci studie z roku 2020 byly izolovany dimerni alkaloidy vychézejici z belladinového
strukturniho typu. Tyto alkaloidy, nazvané karltonin A, B a C, kombinuji ve své struktuie
belladinovy a galanthindolovy skelet. Tyto nové struktury jsou nékdy oznacovany jako

6

alkaloidy karltoninového strukturniho typu?®. Vsechny uvedené struktury jsou shrnuty

v nasledujicim obrdzku (Obr. 4).

OCHj
H,CO H,CO HO

H5CO H,CO H,CO

H,CO H,CO ‘CH,  HsCO
norbelladin rystillin belladin latisodin

HO HO
H3CO:©\/ HO
e
HO Z H,CO Z
kraugsodin iso-kraugsodin

Hac—N H,c-N Hsc—N
H3CO O H5CO O O 0 O O
H,CO E H5CO o
-N _N
HsC \/\©\ A \/\©\
OH

karltonin A

OH

karltonin B

karltonin C

Obrazek 4: Vybrané alkaloidy norbelladinového a karltoninového strukturniho typu

v

Alkaloidy lykorinového typu tvoiené pyrrolo[d,e]phenanthridinem pfedstavuji nejrozmanité;jsi

skupinu mezi AAs. Dosud bylo izolovédno kolem 120 alkaloidd tohoto strukturniho typu?.
Podle uspotadani kruhli B/C rozliSujeme ¢tyfi mozné stereoizomery (lykorany), u vétSiny
struktur nachdzime kruhy B/C v uspotadni trans (o- a B-lykorany). Existuji vSak i vyjimky
s uspofadanim kruht cis-B/C (y- a 8-lykorany), piikladem jsou kirkin, sikulinin nebo

amarbellisin®® %’

. Tento strukturni typ je mozné rozdélit na dva podtypy: i) alkaloidy
lykorinového strukturniho typu nesouci methylendioxalanovy kruh na uhlicich C8 a C9
a i1) alkaloidy lykorinového strukturniho typu bez methylendioxalanového kruhu na uhlicich
C8 a C9, v tomto piipadé jsou pozice obvykle substituovany hydroxy- popiipadé¢ methoxy-

skupinami (galanthin, pluviin). Bézna je také dvojna vazba mezi uhliky C3 a C4 v kruhu D
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(lykorin), na uhlicich C1 a C2 jsou pak piitomny réizné substituenty?’. Jedinym lykorinovym
alkaloidem se substituentem na uhliku C4a je moorein (methoxy- skupina)®®, lykoramin B
predstavuje jediny alkaloid lykorinového typu se substituci na C12 (methylova skupina)®.
Netypickou molekulou je dale 8-hydroxylykorin-7-on, ktery ma karbonylovou skupinu na
uhliku C6. V literatuie byly také popsany N-oxidy lykorinového typu (ungiminorin-N-oxid),
kvartérni alkaloidy s imino- skupinou (roserin, tortuosin) a latky, které¢ maji substituovany atom
dusiku methylovou skupinou (N-methylassoanium)?2. Z rostlin byly izolovany i alkaloidy,
u nichz jsou dvojné vazby mezi uhliky C3 a C4 nahrazeny epoxy- skupinami (inkartin) nebo
maji dvojnou vazbu mezi uhliky C4 a C11 (narcissidin). U nékterych zastupcli miizeme nalézt
aromaticky kruh C (pratorinin)??>. Diskutované struktury jsou shrnuty v nasledujicim obrazku

(Obr. 5).

OH OCHjy
HO,, HO,, HO
10
<O 9\\" H3CO S H3CO oY <o WY .
N I l N I j\ N I :L \
078 3 HsCO HCO 0
pluviin galanthin sikulinin
OCHg, OH OCHg,

HsCO

HO,, @ O
@) WIS, O o O O
<oj©v'i‘J <O N2 <o ‘ N4

0 CHj
lykoramin B

HsCO

amarbellisin moorein

OCH,

O OCHj
O H3CO N H5CO
: NP
N N
Z HsCO Z

tortuosin roserin N-methylassoanium

H;CO O
T
HO

inkartin narcissidin pratorinin

HsCO

Obrazek 5: Vybrané alkaloidy lykorinového strukturniho typu

Prozatim bylo izolovano a strukturné popsano asi 80 alkaloidi homolykorinového strukturniho

typu. Tyto alkaloidy, jez jsou odvozeny od benzopyrano-indolu, mizeme rozd¢lit do dvou
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podskupin na zakladé nasyceni vazby mezi uhliky C3 a C4. VétSina téchto latek, vcetné
homolykorinu, ma dvojnou vazbu mezi uhliky C3 a C4, cis uspotadani mezi kruhy B/C a vodiky
na C1 a C10b v a- orientaci??. Strukturni vyjimky pfedstavuji hippapilin a nobilisitin A, kde
vodiky na C1 a C10b zaujimaji B-orientaci’>3°. Vodiky na C4a a C2 se obvykle nachazi
v pozici a, existuji viak i latky, které se vymykaji tomuto pravidlu (2p-hydroxyalbomakulin)?®.
U alkaloidti s nasycenou vazbou mezi uhliky C3 a C4 rozliSujeme tfi mozné fady stereoizomert
podle prostorové orientace kruhti: trans-B/C a cis-C/D (klivonin), cis-B/C and cis-C/D
(kliviasin), trans-B/C a trans-C/D (nobilisin)*'. Slouceniny s nasycenou vazbou mezi uhliky
C3 a C4 se vyskytuji velmi vzacné, pievazné v rodu Clivia. Uhliky C2, C7 a C10 jsou b&zné
substituovany hydroxy- nebo methoxy- skupinou, poloha C6 je substituovana karbonylovou
skupinou, uhliky C8 a C9 jsou spojeny methylendioxalanovym kruhem nebo nesou hydroxy-
poptipadé methoxy- skupiny, dusik byva vétsinou methylovan??. U tohoto strukturniho typu
jsou znamy i dimerni struktury (klivimin, miniatin a kliviamartin) a latky typu N-oxidl

(hippeastrin-N-oxid)** *2. Uvedené struktury jsou shrnuty na nasledujicim obrazku (Obr. 6).

Hac—N
O NS
$ 5
OCH, o) OCH35 O
homolykorin hippapilin nobilisitin A 2-hydroxyalbomakulin
/= /=
Hsc-N.,_~ Hsc—N., -

0] ‘OH O
<O <O
0] (0]
klivonin kliviasin nobilisin hippeastrin-N-oxid
/= ar
Hyc N~ Hse N, -

) 0O

N-
"/O N o) “y, (@] O
LTS
(0] (@]

O '//O)JIYU\OCH2CH3
— 7
o HaC” "N” "CHs  Lo0c HsC”™ "N “CH,
0] niati )
miniatin .- :
— kliviamartin

ch/N//,

klivimin

Obrazek 6: Vybrané alkaloidy homolykorinového strukturniho typu
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Alkaloidy krininového a haemanthaminového strukturniho typu jsou odvozeny od

5,10b-ethanophenanthridinu. Hlavni charakteristikou téchto alkaloidii je pfitomnost
ethanového mistku, ktery pfemost'uje molekulu v polohach N-5 a C-10b. Ethanovy miustek se
vyskytuje bud’ v absolutni konfiguraci alfa (a-krinany), pak se jednd o haemanthaminovy typ
AAs (hlavnim pfedstavitelem je haemanthamin), nebo v konfiguraci beta (B-krinany), pak jde
o alkaloidy krininového strukturniho typu (hlavnim piedstavitelem je krinin)**. Dosud je zndmo
asi 85 alkaloidl krininového a témét 80 alkaloidi haemanthaminového strukturniho typu.
Strukturni rozmanitost téchto latek vychazi z rozli¢nych kombinaci substituentii na témét vSech
atomech uhliku, ze stupné aromatizace kruhu C a v neposledni fad¢ zriznych moznosti
prostorového uspotradani molekul, které je umoznéno pritomnosti chirdlnich atomti uhliku

(C1,C2,C3,C6aCl1)=.

U alkaloidt krininového strukturniho typu je molekula nej¢astéji substituovana v pozicich C1,

C2, C3 hydroxy-, methoxy- nebo acetoxy- skupinami®?>. V ramci fytochemickych studii byly
izolovény i latky se substituci na C4 (krinisin)**. Alkaloidy se substituci na uhliku C6 se nachazi
ve smési epimertl. Na rozdil od alkaloidi haemanthaminového typu mizeme téméf u poloviny
alkaloidli typu krininu nalézt substituent v pozici C7 (Obr. 7). DalSim typickym rysem je
pritomnost dioxalanového kruhu na uhlicich C8 a C9 (krinin), pfipadné¢ hydroxy- nebo
methoxy- skupin (makowin). Strukturni zvlasStnost ptedstavuje alkaloid izolovany z Crinum
powelii Hort. s methylendioxalanovym kruhem na uhlicich C9 a C10 (powellamin)** %,
V nékterych ptipadech byly popsany i struktury s epoxy- skupinou mezi uhliky C1 a C2

(augustin, zephyramin)*®3’, N-oxidy (buphanisin-N-oxid)*® a kvartérni alkaloidy (paukamin)*°.

OCHs
krinisin

makowin

augustin zephyramin buphanisin-N-oxid paukamin

Obrazek 7: Vybrané alkaloidy krininového strukturniho typu
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Alkaloidy haemanthaminového typu jsou substituovany nejcastéji na uhlicich C3, C6 a C11

hydroxy-, methoxy- a acetoxy- skupinami. Mezi izolovanymi latkami dosud nebyla nalezena
struktura haemanthaminového typu se substituentem na C2 a byl popsan pouze jeden alkaloid
se substituci na uhlicich C1 a C7 (phaedranamin). Substituce na C6, C8 a C9 je
u haemanthaminové fady podobna alkaloidiim krininového strukturniho typu. NejcastéjSim
substituentem na uhliku C11 je hydroxy- skupina, nicméné byly izolovany i latky s methoxy-,
acetoxy- a hydroxybutanoyl- substituentem v poloze C11. Otazkou je, zda se v pripade
hydroxybutanoylové substituce jedna o piirodni latku nebo izola¢ni artefakt?’. Z rostliny
Haemanthus albiflos (Jacq.)*® byla izolovana struktura s hydroxy- skupinou na C4
(albiflomanthin)**. Delagoenin a delagoensin jsou jediné dva alkaloidy tohoto typu se substituci

na uhliku C124! (Obr. 8).

haemanthamin haemanthidin

albiflomanthin delagoenin delagoensin 11-hydroxyvittatin- N-oxid

Obrazek 8: Vybrané alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu

Prvnim popsanym alkaloidem narciklasinového strukturniho typu byl narciklasin izolovany

znékolika druhit rodu Narcissus roku 1967. Tyto alkaloidy obsahuji ve své struktuie
fenanthridin a isokarbostyril (1-hydroxyisochinolin), dusik téchto alkaloidi je soucasti
amidové skupiny, proto maji slab& kysely charakter*?. Dosud bylo identifikovano kolem 30
alkaloidii narciklasinového typu. Alkaloidy typu narciklasinu jsou bézné substituovany
hydroxy-, methoxy-, hydroxybutanoyl- a glukosyl- skupinami na uhlicich C1, C2, C3, C4, C7
a C10b (Obr. 9). Prevaznad vétSina téchto alkaloidd byla izolovdna z riznych druht rodii
Lycoris, Sternbergia, Hymenocallis, Zephyranthes, Habranthus a Pancratium®. Alkaloidy
narciklasinového typu jsou intenzivné studované z pohledu mozné protinddorové aktivity.
Vzhledem k tomu, Ze se v rostlinném materiadlu nachazeji jen v nizkych koncentracich, byly

navrzeny i totdlni syntézy t&chto latek*°.
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Obrazek 9: Vybrané alkaloidy narciklasinového strukturniho typu

Zakladni struktura alkaloidt montaninového typu je tvofena

5,11-methanomorphanthridinovym skeletem. VétSina téchto latek ma 5,11-methanovy mustek
v a-konfiguraci a vodik na uhliku C4a v B-konfiguraci. Montabuphin a lykolongirin C jsou
jediné dva alkaloidy typu montaninu s popsanou f-orientaci 5,11-methanového mustku
(Obr. 10). V literatute se diskutuje, zda se opravdu jednd o piirodni latky. V nekterych pracich
je uvadéno, ze by se mohlo jednat o izola¢ni artefakty. Strukturni variabilita alkaloid( tohoto
typu je dana substituci na uhlicich C2, C3, C4 a C4b (hydroxy- a methoxy- skupiny). Alkaloidy
montaninového strukturniho typu byly popsany v rodech Lycoris, Pancratium, Narcissus,

Haemanthus a Hippeastrum??.

brunsvigin kokcinin
OH OCHs
OCH3 <O-IIOCH3 <O O OH
0 N H © N H
CH,CI

pankratinin B montabuphin lykolongirin C

Obrazek 10: Vybrané alkaloidy montaninového typu

Do dnesni doby bylo izolovéano pies 30 alkaloidi tazettinového strukturniho typu, u kterych je

zékladni kostra tvofena benzopyranovym kruhem. Dvojnd vazba mezi uhliky C1 a C2 je
pomérné bézna, existuji vSak i vyjimky (latifaliumin B). Uhliky C8 a C9 jsou obvykle spojeny
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dioxalanovym kruhem (jonquailin), byly popsany i alkaloidy s hydroxy- nebo methoxy-
skupinami na téchto uhlicich (ornamin, ornazidin)*>. Bylo publikovano, Ze tazettin vznikd
v bazickém prostiedi intramolekularnim pieskupenim pretazettinu, v ptipad¢ této latky by se
na zéklad¢ tohoto tvrzeni mélo jednat o izolacni artefakt. Z téchto divodu je pretazettin
v posledni dobé& upfednostiiovan jako reprezentativni zastupce této skupiny alkaloidi
(pretazettinovy strukturni typ)®>“6. V rostlinich je ale oproti tazettinu pfitomny pouze ve
stopovych koncentracich. U alkaloidli s pozménénou stereochemii tazettinové kostry by bylo
vhodné ovéfit, zda se skutecné vyskytuji ptirozené nebo se jedna o artefakty izola¢niho procesu
jako v ptipad¢ tazettinu (kriwellin, isotazettinol). Stejné tak je diskutabilni pfirozeny vyskyt
ethoxy- derivati AAs?? (Obr. 11). Alkaloidy tazettinového typu byly nalezeny v rodech

Narcissus, Galanthus, Crinum, Hippeastrum, Lapiedra, a Lycoris®.

OCHs
OH N-CHs3
H,CO
(0]
OH latifaliumin B* jonquailin©CHs
OCH;

ornamin ornazidin kriwellin isotazettinol

* absolutni konfigurace nebyla dosud objasnéna
Obrazek 11: Vybrané alkaloidy tazettinového typu

Dosud bylo popsano témét 50 alkaloidl galanthaminového strukturniho typu, jejichz kostra je

tvofena benzofurobenzazepinem*’. Strukturni rozmanitost téchto latek vychazi z kombinace
raznych substituentli na uhlicich C3, C9, C11 a dusiku. Prozatim byla popsana jediné struktura
se substituentem na uhliku C2 (2f,11B-dihydroxygalanthamin). Na uhliku C3 byly popsany
keto-, hydroxy-, methoxy-, acetoxy-, 3-hydroxybutanoyl-, 3-acetoxybutanoyl- a 2-butenoyl-
substituce, tyto substituenty zaujimaji u vétSiny latek B-pozici. V pfipadé¢ nékterych
substituentll je opét diskutovdno, zda se jedna o pfirozené se vyskytujici latky. S velkou
pravdépodobnosti jsou tyto latky izola¢nimi artefakty, kdy k izolacnim procesim byla pouzita
ruzna rozpoustédla. Pozice C9 byva substituovana methoxy- nebo hydroxy- skupinami, uhlik

C11 hydroxy- skupinou, na dusiku byly popsadny methyl-, acetyl-, formyl-, allyl- a methylallyl-
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skupiny. Od téchto latek byly popsany i odpovidajici N-oxidy?*’. Rozlisujeme dva podtypy
téchto alkaloidii: 1) galanthaminovy typ s dvojnou vazbou mezi uhliky C4 a C4a a ii)
lykoraminovy typ s nasycenou vazbou mezi uhliky C4 a C4a. Béhem izolace miize galanthamin
vlivem kyselin, svétla nebo vzduchu konvertovat na galanthamin N-oxid, epi-galanthamin,
narwedin, 3,4-anhydrogalanthamin a dal§i latky, opét se tedy miiZe jednat o izola¢ni artefakty*®

(Obr. 12).

galanthamin sanguinin chlidanthin 11,12-dihydroxygalanthamin
OH 0O OH
0] 0 (0]
H,CO HsCO HsCO
N ~
CHs NH
lykoraminon epinorlykoramin

epi-galanthamin galanthamin-N-oxid narwedin 3,4-anhydrogalanthamin

Obrazek 12: Vybrané alkaloidy galanthaminového strukturniho typu

Mesembranové alkaloidy (alkaloidy typu Sceletium) jsou aktivnimi slozkami rostlin rodu

Sceletium (Aizoaceae). Rod Sceletium je jedinym zndmym rodem, ktery obsahuje relativné
vysoké mnozstvi téchto alkaloidii. Ostatni pfibuzné rostliny nebo jiné rody obsahuji vyrazné
men$i mnoZstvi téchto alkaloidii, pokud viibec*’. Alkaloidy tohoto strukturniho typu byly
popsany i u n&kterych zastupct Amaryllidoideae, konkrétné u rostlin Hymenocalis arenicola®,

5

Crinum oliganthum®, Nerine sarniensis”'

a u nckterych druhti narcisi ze sekce

5233 Narcisy patfici do této skupiny biosyntetizuji bud’ jen alkaloidy

Ganymedes
mesembranového typu, nebo alkaloidy mesembranového typu v doprovodu alkaloida
tazettinového strukturniho typu, coz by mohlo naznacovat urity biosynteticky vztah?’.
Mesembranové alkaloidy lze rozdélit do tfi podskupin, které jsou reprezentovany

mesembrinem, joubertiaminem a skeletinem A4, jejichz kostra je tvofena
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3a-fenyl-cis-oktahydroindolem™® (Obr. 13). V soudasnosti je témto strukturdm vénovéana

pozornost z divodu jejich potencialniho vyuziti v terapii depresivnich poruch, protoze ptisobi

jako inhibitory zp&tného vychytavani serotoninu®>->,

OH OCHs
H,CO
NIV N
HsC S |
mesembrin joubertiamin skeletin A4 CHj
_N
OCHj; OH /0 H,C ~ "0
H3CO (@)
(J o. on
N I o N “OCH; N ocH OCHj , N, o
H,c H H H *H H ST HsC™ oy,
mesembrenon zephycandidin II sarniensin egonin amisin®

*absolutni konfigurace nebyla prozatim objasnéna

Obrazek 13: Vybrané alkaloidy mesembranového strukturniho typu

Zakladni struktura alkaloid(i isminového strukturniho typu je tvofena fenanthridinem, ktery je

vice ¢i méné€ modifikovan. Pokud je rozstépena vazba mezi N5 a C6 v molekule fenanthridinu,
ziskdme strukturu isminu nebo O-methylisminu. Za fenanthridinovy alkaloid by se dal
povazovat 1 asiatikumin B, ktery v molekule obsahuje dalsi atom kysliku, coz je v soucasnosti
jediny znamy piiklad®® (Obr. 14). Alkaloidy isminového strukturniho typu byly izolovany

z rodtt Galanthus, Hippeastrum, Pancratium a Zephyranthes*.

.
o NH< o, <o O NH..

OCHj OH
O-methylismin zephykandidin I1I asiatikumin B

Obrazek 14: Vybrané alkaloidy fenanthridinového a isminového strukturniho typu

V ramci fytochemické studie Galanthus plicatus subsp. byzantinus byl izolovan a strukturné
popsan alkaloid galanthindol®. Jedna se o prvni alkaloid izolovany z ¢eledi Amaryllidaceae,
ktery ve své struktuie obsahuje nekondenzovany indolovy kruh. Dobife zndmé alkaloidy

homolykorinového (2-benzopyrano|3,4-g]indol) nebo tazettinového typu
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(2-benzopyrano[3,4-c]indol) ve své kostfe sice nesou indolovy kruh, ale ten je vzdy
kondenzovan na zbytek molekuly. Alkaloidy typu galanthindolu maji otevieny kruh B, kruh C
se u jednotlivych alkaloidd 1if stupném nasyceni vazeb®’. K tomuto strukturnimu typu fadime
lykosinin A, lykolongirin B nebo klivialin, které maji ve své molekule zaclenén

nekondenzovany dihydroindolovy kruh?? (Obr. 15).

galanthindol papilin galanthusin lykosinin A
H3CQ
HN
HsCO
HsCO
OCHj
lykolongirin B klivialin zephykandidin I

Obrazek 15: Vybrané alkaloidy galanthindolového strukturniho typu

Alkaloidy galasinového strukturniho typu jsou charakterizovany ptitomnosti y-laktonového

kruhu B. Galasin byl prvnim amarylkovitym alkaloidem, u které¢ho bylo popséano spirocyklické
uspofadani a epoxyskupina mezi uhliky C3 a C4 (Obr. 16). Alkaloidy tohoto strukturniho typu
byly izolovany z Galanthus elwesii (Amaryllidaceae) a Lycoris (Amaryllidaceae)??. Obecné lze
fict, ze alkaloidy s péticlennym laktonovym kruhem B jsou v pfirod€ velmi vzacné, existuje jen
nékolik zastupct. Mezi tyto slouCeniny fadime galasin a slouceniny, které misto toho mayji
v molekule misto epoxy- skupiny dvojnou vazbu mezi C3 a C4, ptikladem je hostasin a jeho
derivaty. Hostasin byl poprvé izolovan z Hosta plantaginea (Lilliaceae), az pozdé€ji byl

izolovén i z nékterych rostlin ¢eledi Amaryllidaceae napt. z Lycoris albiflora® .

OCH3 0
galasin hostasin 9-O-demethylhostasin

Obrazek 16: Vybrané alkaloidy galasinového strukturniho typu
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Alkaloidy gracilinového typu byly poprvé izolovany z rostlin rodu Galanthus®, za vyuziti
GC/MS analyzy byly tyto latky identifikovany i v Pancratium maritinum®. Alkaloidy tohoto
strukturniho typu obsahuji ve své struktufe 10b,4a-ethanoiminodibenzo[b,d]pyranovy skelet.
Tento strukturni typ byl pojmenovan po prvnim zastupci (+)-gracilinu izolovaném z Galanthus
gracilis® (Obr. 17). Do tohoto typu dale patii dimerni alkaloid (—)-digracin, ktery byl spolu

s 11-acetoxygracilinem a (+)-3,4-dihydro-3-hydroxygracilinem izolovéan

OH
—\ _CH;,
N

58, 60

ze snézenky Galanthus plicatus subsp. byzantinus

Obrazek 17: Vybrané alkaloidy gracilinového strukturniho typu

Izolace (+)-plikaminu a (—)-sekoplikaminu z turecké snézenky Galanthus plicatus subsp.
byzantinus neznamenal jen objev dalsiho strukturniho typu A As, ale také prvni vyskyt alkaloidt
se dvéma atomy dusiku v molekule v ramci ¢eledi Amaryllidaceae®!. V obou piipadech se jedna

o modifikovanou strukturu tazettinu. U plikaminového strukturniho typu je kyslik v poloze 7

molekuly tazettinu nahrazen atomem dusiku, ktery je substituovany 4-hydroxyfenylethylovou

skupinou. U sekoplikaminového typu je molekula tazettinu jest¢ vice modifikovana. Opét je

nahrazen kyslik vpoloze 7 za atom dusiku, na uhliku C4a je navazana
N-methyl-N-formylaminova skupina, kruh D tedy v molekule sekoplikaminu chybi®! (Obr. 18).
Alkaloidy plikaminového a sekoplikaminového typu byly izolovany i z nékterych druhd rodu

Zephyranthes®> ®.
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¢ |
H 0
obliquin-N-oxid OH
OCHjz

;
0o

o L

sekoplikamin OH zephygranditin F zephykarinatin B

Obrazek 18: Vybrané alkaloidy plikaminového a sekoplikaminového typu

Buflavin a 8-O-demethylbuflavin byly izolovany z Boophane flava. V ptipadé této rostliny se

jedna o endemicky druh rostouci v jizni Africe®*. Zakladni struktura buflavinu je tvorena
5,6,7,8-tetrahydrobenzo[c,e]azocinem, coz odpovida struktufe apogalathaminu, degrada¢niho
produktu galanthaminu??. Struktura vzbudila zijem kvili svému adrenolytickému

a antiserotoninovému u¢inku, rovnéz je popsana i totalni syntéza tohoto alkaloidu®.

Cheryllin a latifin fadime do cheryllinového strukturniho typu AAs, cheryllin byl izolovan
z cibuli Crinum latifolium a Crinum bulbispermum, jeho biogeneticky ptibuzny izomer latifin
byl  nalezen pouze v Crinum  bulbispermum.  Alkaloidy,  noraugustamin

a 4a, N-didehydronoraugustamin, izolované¢ z Crinum kirkii ptedstavuji modifikované

struktury augustaminu, ktery byl izolovan pouze jednou z druhu Crinum augustum®®. Osm

alkaloiddl kripowellinového strukturniho typu bylo nalezeno v nékolika druzich rodu Crinum®”

68, Kostru téchto alkaloidii tvoti bicyklicky laktamovy kruh, ktery ziejmé vznika oxidativnim

$tépenim vazby C4a—C10b haemanthaminu®’* (Obr. 19). (+)-Gracilamin, ktery byl poprvé

izolovéan z Galanthus gracilis v roce 2005, je prvnim piipadem amarylkovitého alkaloidu s péti
kruhy a dvéma atomy dusiku®’. Mezi amarylkovitymi alkaloidy se miZeme setkat jak
s homodimery jako v ptipad¢ jiz zmifiovaného (—)-digracinu, tak i s heterodimery. Pallidiflorin,
izolovany z Narcissus pallidiflorus, je tvofen spojenim galanthaminového a tazettinového

kruhu®3. Dal§im ptikladem jsou dimery narcipavlin a narcikachnin izolované z Narcissus

poeticus cv. Pink Parasol, jejichz struktury pifedstavuji kombinaci galanthaminového
a galanthindolového strukturniho typu® (Obr. 20). V souvislosti s neobvyklymi alkaloidnimi

strukturami izolovanymi v rdmci Celedi Amaryllidaceae stoji dale za zminku pankrimatin C
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(Pancratium maritimum), zephykandidin A (Zephyranthes candida) a oliganin (Crinum

oliganthum)*.
OH OH
on () (Y
HO HaCO <
g g HEOL
C H3 CH3 HO
apogalanthamin buflavin cheryllin

HsC,

noraugustamin 4a,N-didehydronoraugustamin

OCHj, OCHjs
“__CH,OH 7O A\ CHs
o <o
0 o)
kripowellin A kripowellin B kripowellin C gracilamin
OCH,
(0] X
HN OCH,
OH
OH o]
H,N gg N
pankrimatin C* oliganin
H . OCHjs
ECEY
(¢] ) H O
HO <
(0]
photokrinamin tazettamid

*absolutni konfigurace nebyla dosud objasnéna

Obrazek 19: Amarylkovité alkaloidy riznych strukturnich typt
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H,CO

0 H3CO 0

Santt

o)
0

pallidiflorin narcikachnin*® narcipavlin*®

*absolutni konfigurace latek nebyla objasnéna

Obrazek 20: Vybrané dimerni alkaloidy

3.2 Botanicka charakteristika rodu Zephyranthes

Nézev rodu Zephyranthes pochdzi ze staré tectiny, kde slovo ,.Zephyrus* oznacuje tfeckého
boha zapadniho vétru a ,anthos* v ptekladu znamena kvétina. Rostliny tohoto rodu jsou znamé
pod lidovymi nazvy fairy lily (¢arovna lilie), rain flower (kvét dest€), zephyr lily (lilie vanku),
magic lily (kouzelna lilie) a rain lily (dest'ova lilie). Latinsky ndzev rodu i fada lidovych nazva
odkazuji na fakt, ze fada rostlin tohoto rodu nakvéta bezprostiedné¢ po destich, které piinasi
pravé zapadni vitr’’. Rod Zephyranthes ma vyznaéné postaveni v lidovém Ié&itelstvi celé fady
zemi. Z. parulla byl vyuzivan k 1é€be nddorovych onemocnéni (Peru) a Z. rosea k terapii
rakoviny prsu (Cina)”'. Afri¢ti domorodci 1é¢ili pomoci listii Z. candida diabetes mellitus,
extrakty z cibuli Z. rosea a Z. flava nasly vyuziti v Indii pii 16¢bé diabetu a virovych infekci’®.
Rostliny rodu Zephyranthes se ptivodné vyskytovaly ve vysSich nadmotiskych vyskach na
zapadni polokouli v zemich jako je Mexiko a Argentina. Mezi zastupci rodu miZeme nalézt
endemické druhy, ale 1 rostliny které zdomacnély v Indii, Indonésii, Thajsku a na Havaji, kde
se pestuji pro okrasné ucely. V soucasnosti jsou zastupci rodu Zephyranthes rozsiteny od
subtropickych az po tropické oblasti svéta’®’2. Tento rod zahrnuje téméf 88 botanicky
akceptovanych zastupcti’® (Tab. 1). Jedna se o cibulovité trvalky, které se 1isi ve vzhledu cibuli,
kvéta a lista (velikost, barva). Cibule maji na povrchu obvykle hnédou nebo ¢ernou barvu a jsou
opatfeny stahovacimi (kontraktilnimi) kofeny, velikost cibuli se pohybuje od 2,5 do 5 cm
v prameéru. Listy jsou opadavé, pochvaté s carkovitou Cepeli, jejich velikost se v zavislosti na
druhu rizni. Néalevkovité kvéty vyristaji jednotliveé, jsou vzpiimené a oteviené smétuji vzhiiru,
maji 6 stejn¢ dlouhych ty¢inek. Barva kvéth je obvykle bila, rizova nebo Zlutd, u hybrida se
miZeme setkat i s ¢ervenymi, oranzovymi a mnohobarevnymi kvéty’® ™ (Obr. 21). Né&které
rostliny v dobé kvétu sladce voni. Semena maji tvar klinu nebo pismena D. Rostliny mohou

kvést nékolikrat za sezonu, kvéty vydrzi 1-2 dny’.
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Tabulka 1: Piehled botanicky akceptovanych rostlinnych druhi rodu Zephyranthes™

Uznavany nazev druhu

Fytochemické prace

Zephyranthes albiella Traub

Zephyranthes albolilacinus Cardenas

Zephyranthes americana (Hoffmanns.) Ravenna

Zephyranthes amoena Ravenna

Zephyranthes andina (R.E.Fr.) Traub

Zephyranthes atamasco (L.) Herb.

Zephyranthes bella T.M.Howard & S.Ogden

Zephyranthes bifolia (Aubl.) M.Roem.

Zephyranthes brevipes Standl.

Zephyranthes breviscapa Ravenna

Zephyranthes briquetii J.F Macbr.

Zephyranthes candida (Lindl.) Herb.

Zephyranthes capivarina Ravenna

Zephyranthes cardinalis C.H.Wright

Zephyranthes carinata Herb. 81-84
Zephyranthes cearensis (Herb.) Baker -
Zephyranthes chlorosolen (Herb.) D.Dietr. -
Zephyranthes chrysantha Greenm. & C.H.Thomps. -
Zephyranthes ciceroana M.M.Mejia & R.Garcia -
85, 86

Zephyranthes citrina Baker

Zephyranthes clintiae Traub

Zephyranthes concolor (Lindl.) Benth. & Hook.f.

Zephyranthes crociflora T.M.Howard & S.Ogden

Zephyranthes cubensis Urb.

Zephyranthes depauperata Herb.

Zephyranthes dichromantha T.M.Howard

Zephyranthes diluta Ravenna

Zephyranthes drummondii D.Don

Zephyranthes elegans Ravenna

Zephyranthes erubescens S.Watson

Zephyranthes filifolia Herb. ex Kraenzl.

Zephyranthes flavissima Ravenna

Zephyranthes fluvialis Ravenna

Zephyranthes fosteri Traub

Zephyranthes fragrans Ravenna

Zephyranthes gracilis Herb.

Zephyranthes gratissima Ravenna

Zephyranthes guatemalensis L.B.Spencer

Zephyranthes hondurensis Ravenna

Zephyranthes howardii Traub

Zephyranthes insularum H.H.Hume ex Moldenke

Zephyranthes jonesii (Cory) Traub

Zephyranthes katheriniae L.B.Spencer

Zephyranthes lagesiana Ravenna

Zephyranthes latissimifolia L.B.Spencer
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Tabulka 1 (pokracovani)

Uznavany nazev druhu Fytochemické prace

Zephyranthes leucantha T.M.Howard -
Zephyranthes lindleyana Herb. -
Zephyranthes longistyla Pax -
Zephyranthes longituba Flory ex Flagg & G.Lom.Sm. -
Zephyranthes macrosiphon Baker -
Zephyranthes mesochloa Herb. ex Lindl. -
Zephyranthes microstigma Ravenna -
Zephyranthes minima Herb. -
Zephyranthes minuta (Kunth) D.Dietr. 62, 89-93
Zephyranthes miradorensis (Kraenzl.) Espejo & Lopez-Ferr. -
Zephyranthes moctezumae T.M.Howard -
Zephyranthes modesta Ravenna -
Zephyranthes morrisclintii Traub & T.M.Howard -
Zephyranthes nelsonii Greenm. -

Zephyranthes nervosa Herb. -
Zephyranthes nymphaea T.M.Howard & S.Ogden -
Zephyranthes orellanae Carnevali, Duno & J.L.Tapia -
Zephyranthes paranaensis Ravenna -
Zephyranthes plumieri H.H.Hume ex Moldenke -
Zephyranthes primulina T.M.Howard & S.Ogden -
Zephyranthes proctorii Acev.-Rodr. & M.T.Strong -
Zephyranthes pseudocolchicum Kraenzl. -

Zephyranthes puertoricensis Traub -
Zephyranthes pulchella J.G.Sm. -
Zephyranthes purpurella Ravenna -
Zephyranthes refugiensis F.B.Jones -
Zephyranthes reginae T.M.Howard & S.Ogden -
Zephyranthes rosalensis Ravenna -
Zephyranthes rosea Lindl.
Zephyranthes sessilis Herb. -
Zephyranthes simpsonii Chapm. -
Zephyranthes smallii (Alexander) Traub -
Zephyranthes stellaris Ravenna -
Zephyranthes subflava L.B.Spencer -
Zephyranthes susatana Fern.Alonso & Groenend. -
Zephyranthes texana Hook*
Zephyranthes traubii (W.Hayw.) Moldenke -
Zephyranthes treatiae S.Watson -

Zephyranthes tucumanensis Hunz. -

Zephyranthes uruguaianica Ravenna -
Zephyranthes versicolor (Herb.) G.Nicholson -

Zephyranthes wrightii Baker -

Zephyranthes yaviensis Ravenna -

*Z uvedené publikace neni ziejmé, zda se jedna o Zephyranthes texana Hook nebo o Z. texana (Herb.) Baker.
V piipadé druhé moznosti by se dnes jednalo o druh, ktery byl pieklasifikovan do jiného rodu, a to o Habranthus
tubispathus (L'Hér.) Traub.
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3.2.1 Prehled fytochemicky studovanych druhii rodu Zephyranthes

Nasledujici text se zabyvéa zakladnimi charakteristikami fytochemicky studovanych rostlin
zrodu Zephyranthes. Ptehled doposud izolovanych alkaloidii v rdmci rodu Zephyranthes

shrnuje nasledujici tabulka (Tab. 2) a obrazky (Obr. 22-26).

3.2.1.1 Zephyranthes candida (Lindl.) Herb.

Synonyma: Amaryllis candida Lindl., Amaryllis nivea Schult. & Schult.f., Argyropsis candida
(Lindl.) M.Roem., Atamosco candida (Lindl.) Sasaki, Plectronema candida (Lindl.) Raf.,
Zephyranthes nivea (Schult. & Schult.f.) D.Dietr.”’

V ptipad€ Zephyranthes candida se jedna o jihoamericky druh, ktery se plivodné vyskytoval
v severni Argentin¢, Uruguayi, Paraguayi a jizni Brazilii. Péstuje se jako okrasna rostlina
v zahradach, odkud byl zavle¢en do dalsich oblasti (jihovychod USA, jizni Cina, Japonsko,
jihovychodni Australie, Novy Zéland, jizni Afriky). V soucasnosti patfi k nejrozsifenéj$im
druhim tohoto rodu®®. Z. candida je vytrvala bylina s vejcovitou cibulkou dosahujici priméru
okolo 2,5 cm. Listy jsou svétle zelené, carkovité, zkroucené, 20-35 cm dlouhé a 0,2-0,4 cm
siroké, duznaté, lysé. Stvol je 10-25 cm dlouhy, na jeho vrcholu vyrista jediny vzptimeny kvét;
toulec je blanity, asi 2,5 cm dlouhy ¢ervenohnédy; okvéti je ndlevkovité, trubka je az 1,4 cm
dlouh4, zelena, kratsi nez toulec, okvétni cipy jsou vej€ité, bilé, nékdy vné narizovélé. Plodem
je tobolka dosahujici az 12 mm v praméru®” *°. V Ciné je tradi¢né pouZivana cela rostlina
k 16&bé& kiedi, epilepsie a tetanu, v Africe k 16¢b& diabetu’’. Z fytochemického hlediska jde
onejvice prostudovanou rostlinu rodu Zephyranthes, ze které bylo izolovano témét
50 alkaloidii. V letech 2016 a 2017 popsali G. Zhan et al. 20 novych alkaloidl ze Z. candida
(6 alkaloidl galanthaminového typu, 8 alkaloidii plikaminového strukturniho typu, 2 alkaloidy
sekoplikaminového typu). Dale byl izolovan zephykandidin A, prvni alkaloid s kostrou
imidazo[1,2-f]phenanthridinu (Tab. 2). Zephykandidin I a IIl ptedstavuji prvni 7-fenyl-
hexahydroindolovy a 5,2'-dimethyl-bifenyl-2-ylaminovy alkaloid. Zephykandidin II je prvnim
C3a-fenyl-hexahydroindolovym alkaloidem izolovanym z rodu Zephyranthes®* "7 (Obr. 26).

3.2.1.2 Zephyranthes carinata Herb.

Synonyma: Amaryllis carinata (Herb.) Spreng., Amaryllis concinna R.Morris, Amaryllis
lindleyana Schult. & Schult.f., Atamosco carinata (Herb.) P.Wilson, Pogonema carinata

(Herb.) Raf., Zephyranthes tsouii H. H. Hu'®
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V tomto piipad¢ se také jedna o jihoamericky druh, ktery byl ptivodné¢ domaci v Mexiku,
Kolumbii a Stfedni Americe. Péstuje se jako okrasné rostlina v celé fad¢ dalSich zemi (Indie,
Argentina, Brazilie, Peru, jihovychodni USA, jizni Afrika, Cina atd.)'°'. Rostlina doriista vysky
14-30 cm, ma kulovité cibule s primérem 2-3 cm. Listy jsou carkovité, na bazi nacervenalé,
poté jasné zelené, poléhavé, 15-30 cm dlouhé a 6-8 mm Siroké. Na vrcholu stvolu vyruasta jediny
vzpiimeny kvét. Okvéti je nalevkovité, trubka 1-2,5 cm dlouhd, okvétni platky jsou obvejéité,
3-6 cm dlouhé, rizové!'®. Celé rostliny (v ¢insting Sai-Fan-Hong-Hua) vyuziva tradi¢ni ¢inska
medicina k 1é¢bé otoktl, krvaceni Zaludku a hadich ustknuti®'. Dosud bylo z rostliny izolovano
35 alkaloid@, 11 znich bylo izolovdno v neddvné dobé skupinou G. Zhana, jednalo se

o alkaloidy nalezici k plikaminovému, sekoplikaminovému a lykorinovému strukturnimu typu

(Tab. 2)8!.

3.2.1.3 Zephyranthes citrina Baker

Synonyma: Atamosco eggersiana (Urb.) Britton, Zephyranthes eggersiana Urb.!*

Domovinou tohoto druhu je Mexiko, Kuba a ptilehlé oblasti. Tento druh je také péstovan jako
okrasna rostlina v celé tadé¢ svétovych oblasti (jih USA, Bahamy, Seychely, Jamajka,
Thajsko)!®. Rostlina doriistd do vysky 10-15 cm, cibule jsou kulovité. Listy jsou ¢arkovité az
35 cm dlouhé, poléhavé, 4 mm Siroké, listova Cepel je matné zelend. Na vrcholu stvolu vyrista
jediny vzpiimeny kvét. Okvéti je nalevkovité, trubka je zelena, vné zvétSuje svilj prumér
(0,7-1 cm) a tvofi asi 1/3 délky okvéti. Okvétni listky jsou petrkli¢ové zluté az zlaté zluté!'®%,
Druh Z. citrina byl prozatim pomé&mé malo fytochemicky studovan, dosud bylo ze Z. citrina

izolovano pouze 9 alkaloid® (Tab. 2)85- 86,95 104,

3.2.1.4 Zephyranthes concolor (Lindl.) Benth. & Hook.f.

Synonyma: Habranthus concolor Lindl., Hippeastrum concolor (Lindl.) Baker!%

Z. concolor je endemickym druhem Mexika'%

. Rostlina doristd vysky 15-30 cm, cibule maji
3-4 cm v praméru, jsou pokryté tmave hnédou tunikou. Listy jsou ¢arkovité, matné zelené, Sirsi
nez stvol. Stvol dosahuje 24-30 cm a vyrustd na ném jediny kvét. Kvét je nalevkovity, okvéti
ma 3,6-7,7 cm v primeéru, trubka je zelend, okvétni listky jsou na bazi zluté-zelené na vrcholu
7luté az 7luts-bilé'"’. Existuje jedina fytochemicka prace z roku 2011, v rdmci které bylo ze
3 kg cibuli izolovano pét alkaloidd galanthaminového strukturniho typu a galwesin®’ (Tab. 2,

Obr. 23).
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3.2.1.5 Zephyranthes minuta (Kunth) D.Dietr.

Synonyma: Zephyranthes grandiflora Lindl., Amaryllis minima Ker Gawl., Amaryllis minuta
Kunth, Zephyranthes nervosa D.Dietr., Zephyranthes pallida M.Roem'%

Tento druh je doméci v Mexiku a na Guatemale, péstovanim se vSak rozsitil do dalSich oblasti
(Banglades, Hawai, Karibik)!”. Z. minuta dortista vysky 22-30 cm, kulovité cibule jsou na
povrchu hnédé a maji 2,5 cm v priméru. Listy jsou ¢arkovité, jejich Cepel je leskle zelena, asi
7 mm Sirokd. Stvol ma 3-4 cm, vyrtsta na ném jediny nalevkovity kvét. Okvéti je rizové, velké

az 9 cm, trubka je zelena'®®

. Z rostliny bylo izolovano témét 20 alkaloidi, vétSina z nich ptislusi
k lykorinovému  strukturnimu typu. Vramci dvou praci byly pomoci GC/MS
a UPLC-DAD/ESI-MS/MS identifikovany nékteré alkaloidy, které se vSak zatim z rostliny
nepodafilo izolovat’" ®2. Nedavno byl zrostliny izolovan novy narciklasinovy glykosid,

narciklasin-4-O-B-D-xylopyranosid® (Tab. 2, Obr. 23).

3.2.1.6 Zephyranthes rosea Lindl.

Synonyma: Amaryllis carnea Schult. & Schult.f., Amaryllis rosea (Lindl.) Spreng., Atamasco
rosea (Lindl.) Greene, Zephyranthes carnea (Schult. & Schult.f.) D.Dietr.!!

Z. rosea je puvodni v Peru a Kolumbii, ale tento druh byl zavlecen i do fady dalSich zemi
(Florida, Kuba, Velké Antily, Indie atd.)!!!. Rostlina dor@sta vysky 15-20 cm. Listy jsou
carkovité, Cepele matné€ zelené, asi 5 mm Siroké. Na stvolu vyrtstd jediny pifimy kvét, okvéti je
nalevkovité, asi 3 cm velké, trubka je zelena. Okvétni listky jsou vej¢ité, jasné rizové!!?. Tento
druh byl fytochemicky studovan pouze dvakrat, naposledy roku 1985, kdy byl izolovan
(+)-epimaritidin’® (Tab. 2, Obr. 25).

3.2.2 Fytochemicky studované druhy d¥ive Fazené do rodu Zephyranthes

Vzhledem k neddvnym botanickym studiim byly nékteré druhy pivodné zatfazené do rodu
Zephyranthes reklasifikovany a ptefazeny do jinych rodd. Konkrétné se jedna
o druhy Z. robusta Baker, Z. flava a Z. tubispatha, které byly reklasifikovany na Habranthus
robustus Herb. Ex Sweet, H. tubispathus (L'Hér.) Traub a Pyrolirion flavum Herb. V literatute
1ze nalézt nékolik fytochemickych praci zabyvajicich se Z. sulfurea a Z. lancesteri, neni vSak
jasné, o které druhy se podle soucasného systému jednda, proto nejsou v ramci této prace
uvedeny’?. Piehled viech izolovanych alkaloidd z rostlin diive fazenych do rodu Zephyranthes

shrnuje nasledujici tabulka (Tab. 2) a obrazek (Obr. 22-26).
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3.2.2.1 Habranthus robustus Herb. ex Sweet, diive Z. robusta (Herb. Ex Sweet).

Synonyma: Zephyranthes robusta (Herb. ex Sweet) Baker, Amaryllis berteroi Spreng.,
Atamasco taubertiana (Harms) Greene, Zephyranthes taubertii Harms

H. robustus se prirozen¢ vyskytuje v Jizni Americe (Argentina, Brazilie a Uruguay). Rostlina
dortstéd az 30 cm, cibule jsou kulovité, v priméru maji asi 3 cm. Z cibule vyrustaji uzké, lesklé,
tmave zelené, travovité az ¢arkovité listy, dlouhé do 20 cm. Na stvolu (az 30 cm) vyrista jediny
nalevkovity razovy kvét, na bazi bily, velky asi 7-8 cm. Z rostliny bylo izolovano 15 alkaloidd,
vétSina z izolovanych latek nélezi ke krininovému a haemanthaminovému strukturnimu typu

(Tab. 2)™.

3.2.2.2 Habranthus tubispathus (L'Hér.) Traub, diive Zephyranthes tubispatha (L'Hér.)

Synonyma: Zephyranthes tubispatha (L'Hér.) Herb., Zephyranthes texana (Herb.) Baker,
Zephyranthes andersonii (Herb. ex Lindl.) Baker, Hippeastrum tubispathum (L'Hér.) Baker''?
Rostlina je domdci v Jizni Americe (Argentina, Bolivie, Brazilie, Paraguay, Uruguay), ale
rozsifila se i do dalsich oblasti Jizni Ameriky, USA a Indie''®. H. tubispathus dortista 20-30 cm,
cibulka je vejcovita. Cepel listu je ¢arkovita, do 4 mm $iroka, zelena, p¥imy stvol je 20-30 cm
vysoky, toulec 1,9-3,1 cm dlouhy. Kvét je nélevkovity, 2,1-3,1 cm v priméru, okvétni listky
jsou svétle zluté nebo oranzovozluté, n€kdy vné Cervené nabéhlé, ty¢inky maji nestejné dlouhé
nitky. Plodem je tobolka''*. Z tohoto druhu byly zatim izolovany pouze lykorin, powellin,
tubispacin a nerispin. U posledniho zminéného alkaloidu se s pomoci dostupné literatury
nepodatilo dohledat vzorec, proto neni latka uvedena v tabulce. DalSich 8 alkaloidii bylo sice

identifikovano pomoci GC/MS, ale nebyly z rostliny vyizolovany (Tab. 2)''°.

3.2.2.3 Pyrolirion flavum Herb., diive Zephyranthes flava (Herb.)

Synonyma: Zephyranthes flava (Herb.), Amaryllis flava (Herb.) Pav. ex Schult. & Schult.!'¢

P. flavum je endemicky druh vyskytujici se v Peru. Rostlina byla z hlediska alkaloidniho obsahu
studovana dvakrat, béhem té€chto studii bylo ziskdno asi 20 alkaloidli, z nichZ vétSina spada

do lykorinového strukturniho typu (Tab. 2)!17 118,
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Obriazek 21: a) Z. citrina'’, b) Z. candida'®, ¢) Z. rosea'®, d) Z. carinata'®, €) H. tubispathus'?',
f) Z. grandiflora'®
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Tabulka 2: Alkaloidy popsané v ramci rodu Zephyranthes

=S R D T S - B
Nazev g N S N 2 3 S 3 & S
3 3 © N g = X N '§ =
N N N N N N N N = N
N
Lykorinovy strukturni typ
9-0O-Demethylgalanthine 89 123
5,6-Dihydrolykorin 70, 124
4,5-Ethano-2,8-dimethoxy-9-hydroxyphaenantridin 70,83
Fosfatidyllykorin 70, 118
Fosfatidyllykorinium methokation 70, 118
Fosfatidylpseudolykorin 70, 118
Galanthin 70,125 70,95 70,93 70, 126
Galanthin N-B-oxid 81
2-0O-Glycerofosforyllykorin 70, 118
Karinatin 70,125
Karinatin N-o-oxid 81
Kriasbetain 70, 117
Lykorin 70,127 70,125 70,95 70,87 70,93 70,95 70,96 70,126 70 70,117
Lykorin 1-O-B-D-glukosid 70, 117
Methylpseudolykorin 70, 117
Narcissidin 70,85
Pratorimin 70, 117
Pseudolykorin 81 15 70,117
Pseudolykorin 1-O-B-D-glukosid 70,117
Tortuosin 70,83 70,93
Ungeremin 70,93 70, 117
Zaidein o1
Zetbetain 70, 117
Zeflabetain o1 70, 117
Zephgrabetain 70,93
Zephykarinatin [ 81
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Tabulka 2 (pokracovani)

S 2 S 3 S S 3 S
I A
Nazev S g 8 N S 3 = S 2 S
5§ 5§ S5 ¥ 2 5 05
N N N N N N N N ‘N“ N
Zephyranthin 70,128
Homolykorinovy strukturni typ
Galwesin 70,87
Hippeastrin
2-Hydroxyalbomakulin 70,124
Lykorenin 70,95
O-Methylnerinin 70,76
Nerinin 70,127
Tazettinovy strukturni typ
3-Epimakronin 70,76 70,126
Tazettin 70, 127 70 92+ 70,126 115*
Pretazettin 70 70, 117
Narciklasinovy strukturni typ
5,6-Dihydrobikolorin 76
trans-Dihydronarciklasin 70,75
N-Ethoxykarbonylethylkrinasiadin 70,76
N-Ethoxycarbonylpropylcrinasiadine 76
N-Fenethylkrinasiadine 76
1-O-(3-0-B-D-Glukopyranosylbutyryl)pankratistatin 70,82
1-O-(3-Hydroxybutyryl)pankratistatin 70,82 8
N-Isopentylkrinasiadin 70,76
Kalbreklasin 70,117
N-Methylkrinasiadin 70,76
Narciklasin 70,117
Narciklasin-4-O-B-D-xylopyranosid 89
Pankratistatin 70,124 70,83 70,90
Trisphaeridin 70,76 70,83

38



Tabulka 2 (pokracovani)

Nazev

Z. candida

Z. carinata

Z. citrina

Z. concolor

Z. minuta
Z. rosea
Z. texana
Z. robusta
Z. tubispatha

Z. flava

Galanthaminovy strukturni typ

9-0-Demethyl-11f3-hydroxygalanthamin

9-0O-Demethyl-11f3-hydroxylykoramin

O-Demethyllykoramin

2B,11B-Dihydroxygalanthamin

3-Epilykoramin

81

Epinorgalanthamin

70, 87

Galanthamin

63

81

70, 87

70, 95 70, 126

Galanthamin-N-oxid

70, 87

11B-Hydroxygalanthamin

63

81

11B-Hydroxygalanthamin N-oxid

63

81

11B-Hydroxylykoramin

63

11B-Hydroxylykoramin-N-oxid

63

Chlidanthin

70, 87

Lykoramin

63

81

70, 93 70, 126

Lykoramin N-oxid

81

91*

Sanguinin

63

Krininovy strukturni typ

Ambellin

91*

3-0O-Demethylhippeastidin

115%

10-Deoxy-6a-hydroxyhippeastidin

70, 80

Hippeastidin

70, 126 115*

60-Hydroxyhippeastidin

70, 80

6B-Hydroxyhippeastidin

70, 80

Krinamidin

91*

Nerbowdin

92%

Powellin

70
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Tabulka 2 (pokracovani)

< S 3 3 S 3 3 S
I § § % & ¢ § & 3§ @
Nazev S N 3 N S S 5 S 2 S
S S S S S ~ 2 N S E
N N N N N N N N ‘[\“]
Tubispacin 70
Zephyramin 37
Haemanthaminovy strukturni typ
8-0O-Demethylmaritidin 70,126
Dihydrovittatin o
Epimaritidin 70,94
Hamayn 70, 83 70,93 70,126
Haemanthamin 70,127 70,125 70,85 70,93 70,9 70,126 115* 70,117
Haemanthidin 70, 124 70, 85 70,126 115*
11-Hydroxyvittatin 70,126
Krinamin 70,94 70, 117
Maritidin 70, 85 70,94 129 5% 70,117
N-Methylhaemanthidin chlorid 70,76
Oxomaritidin 70,85
Vittatin 70, 85 89 70,126
Plikaminovy strukturni typ
Bliquin N-oxid 63 81
N-Fenethyl-5,6-dihydroplikan 81
N-Hexyl-5,6-dihydroplikan
N-Hydroxykarbonylpropyl-5,6-dihydroplikan
N-3-Indolylethyl-5,6-dihydroplikan
N-Isopentyl-5,6-dihydroplikan 63 81
N-Isopentyl-5,6-dihydroplikan N-oxid
N-Methyl-5,6-dihydroplikan 63,76 81
Obliquin 63 81
Obliquin N-oxid

N-s-Pentyl-5,6-dihydroplikan
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Tabulka 2 (pokracovani)

Nazev

Z. candida

Z. carinata

Z. citrina

Z. concolor
Z. minuta
Z. rosea
Z. texana
Z. robusta

Z. tubispatha

Z. flava

(+)-Plikan

N
@

Zephygranditin A

Zephygranditin B

Zephygranditin C

Zephykarinatin A

81

Zephykarinatin C

81

Zephykarinatin D

81

Zephykarinatin E

81

Zephykarinatin F

81

Zephykarinatin G

81

Sekoplikaminovy strukturni typ

N-Isopentyl-11,12-seko-5,6-dihydroplikan

63

N-Methyl-11,12-seko-5,6-dihydroplikan

63

Zephygranditin D

62

Zephygranditin E

62

Zephygranditin F

62

Zephykarinatin B

81

Montaninovych strukturni typ

Montanin

115*

Alkaloidy dalSich strukturnich typu

Nigragillin

70, 76

Zephykandidin A

79

Zephykandidin |

77

Zephykandidin II

77

Zephykandidin 111

71

*Tyto alkaloidy byly pouze identifikovany na zakladé GC/MS nebo HPLC/MS, ale nebyly izolovany z rostlinného materialu.
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Alkaloidy lykorinového strukturniho typu

OCH,
HO,,

Rz
‘\\OH R1
HaCO v
N
HCO R4O o ) N
narcissidin . O:©\/N R,=aOH, R,=BOH  5,6-dihydrolykorin
. .

R;=R,=0OH zephyranthin
Ri=H, R,=OCHj; R;=H, R4=CH; 9-O-demethylgalanthin
R;=H, R,=OCH; R;=R,=CH; galanthin
R1:H, RZZOCH:;’ R}ZCHl R4:H karinatin
R;=H, R,=0OH, R3;=R,=CHj; methylpseudolykorin

R,=H, R,=0OH, R;=CH;3 R4=H pseudolykorin
R=Glc, R,=OH, R3=CH; R4=H  pseudolykorin-1-O-B-D-glukosid

Q
0 HO O_Z;Q\—%€f1
O_P_O OR1 . OR

|
HO,,, \OH \—& 0
~ Ok
0] W (0] N\
{ CHj
o N R,=stearoyl/oleoyl, R,=palmitoyl fosfatidylmethyllykorinium

R =stearoyl/oleoyl, R,=palmitoyl fosfatidyllykorin OCH,3
R;=R,=H 2-0O-glycerofosforyllykorin HO,,
i R,
0-P-0  ORy 2 :[::Ii/
HO,,. OH\¥—<__ N
OR, H;CO R ]
HO o

:©\/N R;=B0O7, R,=CH;  galanthin-N-B-oxid
H3CO R,;=a0", R=H karinatin-N-o-oxid

R,

R,=stearoyl/oleoyl, R,=palmitoyl  fosfatidylpseudolykorin
R10/,'

O o
<Oj©\/N

R;=H, R,=OH lykorin
R;=Glc, R,=OH lykorin-1-O-B-glukosid

R;=R,=0CH; R;=H 4,5-ethano-2,8-dimethoxy-9-hydroxyfenanthridin
R;=0-, R,=OCHj3; R;=CHj kriasbetain

RIZOCH3, RZZOCHl R3:CH3 tortuosin

R;=0-, R,=OCHj3 R;=H zefbetain

R=OCHj; R,=0-, R;=CH; zephgrabetain

co N
Hs HsCO
3CO OCHj
pratorimin
H3CO
)

zaidin
(absolutni konfigurace N
Ri=R,=H ungeremin nebyla objasnéna) H3CO
R;=H, R,=OCHj zeflabetain zephykarinatin

Obrazek 22: Alkaloidy lykorinového strukturniho typu izolované v ramci rodu Zephyranthes
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Alkaloidy homolykorinového strukturniho typu

alwesin hi tri - i
galw ippeastrin 2-hydroxyalbomakulin R,=OH, R,=H lykorenin

R;=R,=0OCHj; O-methylnerinin
R;=0OH, R,=0OCHj; nerinin

Alkaloidy tazettinového strukturniho typu

tazettin )
3-epimakronin pretazettin

Alkaloidy narciklasinového strukturniho typu

OH
' OH
.0 Y O
N NH
(0] CH,3 o
5,6-dihydrobikolorin oH o
OH O trans-dihydronarciklasin

R=0C(0)CH,CH(OH)CH,4 1-O-(3-hydroxybutyryl)pankratistatin
R=0C(0)CH,CH(OGIc)CH; 1-O-(3-O-B-D-glukopyranosylbutyryl)pankratistatin
R=0OH pankratistatin

¢ g
o)
° ¢
o) =N
H . . .
R=(CH,),COOEt  N-ethoxykarbonylethylkrinasiadin OH O . trisphaeridin
R=(CH,);COOEt  N-ethoxykarbonylpropylkrinasiadin R=0Glc kalbreklasin
R=(CH,),Ph N-fenethylkrinasiadin R=0OH naqulasm .
R=(CH,),CH(CHj3), N-isopentylkrinasiadin R=0Xyl narciklasin-4-O-B-D-xylopyranosid
R=CHj4 N-methylkrinasiadin

Obrazek 23: Alkaloidy homolykorinového, tazettinového a narciklasinového strukturniho typu
izolované v ramci rodu Zephyranthes
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Alkaloidy galanthaminového strukturniho typu

’}l‘ C H3

09
R,=BOH, R,=CH; 11p-hydroxygalanthamin-N-oxid
R;=H, R,=CHj; galanthamin-N-oxid

R;=H, R,=BOH, R3=BOH, R4=CH3 Rs=H 9-O-demethyl-11B-hydroxygalanthamin

R,=OH, R,=R;=BOH, R,=Rs=CH,
R,=H, R,=aOH, R;=R,=H, Rs=CHj
R,=H, R,=BOH, Ry=H, R,=Rs=CH,
R,=H, R,=R;=BOH, R,=Rs=CH,

R,=H, R,=BOCH; Rs=H, R,=CH; Rs=H
R,=H, R,=BOH, R;=H, R;=CH; Rs=H

R1

R4O

R,=BOH, R,=BOH, R;=CH; R,~H
R,=pOH, R,=H, R;=CH; R,~H
R,=aOH, R;=R,=CHj

R,=BOH, R,=BOH, Ry=R,=CH,
R,=BOH, R,=H, R;=R,=CHj

2B,11B-hydroxygalanthamin
epi-norgalanthamin
galanthamin
11B-hydroxygalanthamin
chlidanthine

sanguinin

HsCO

BOH

R= 11B-hydroxylykoramin-N-oxid
R=H

lykoramin N-oxid

9-0-demethyl-11p-hydroxylykoramin
O-demethyllykoramin

3-epilykoramin
11B-hydroxylykoramin

lykoramin

Alkaloidy krininového strukturniho typu

OCHj,
R;=0OCH; R,=OH  ambellin
R,=0OH, R,=H powellin

OCH;

krinamidin

Ry

R,=OH, R,=H, R;=OH
R,;=OCH3, R,=aOH,R;=H
R,;=OCH; R,=H, R;=OH
R;=OCH; R,=aOH, R;=OH
R,;=OCH3, R,=BOH, R;=OH

3-0-demethylhippeastidin
10-deoxy-6a-hydroxyhippeastidin
hippeastidin
60-hydroxyhippeastidin
6B-hydroxyhippeastidin

HO,, \OH

OCH;
zephyramin

nerbowdin

Obrazek 24: Alkaloidy galanthaminového a krininového strukturniho typu izolované v ramci rodu

Zephyranthes
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Alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu

HsCO

R,0

R;=BOH, R,=H 8-0-demethylmaritidin dihydrovittatin R=H hamayn

R,=0OH, R,)=CH;  epi-maritidin
R,=pOH, R,=CH;  maritidin

R=CH; krinamin

N-methylhaemanthidin chlorid

oxomaritidin

R;=CHj; R,=H, R;=OH haemanthamin

R;=CHj; R,=aOH, R;=OH  haemanthidin

R,=H, R,=H, R;=0OH 11-hydroxyvittatin

R1=R2:R3:H vittatin
Alkaloidy plikaminového strukturniho typu
R;=pOCH; R,=fenethyl N-fenethyl-5,6-dihydroplikan
R;=BOCH; R,=hexyl N-hexyl-5,6-dihydroplikan
R;=BOCHj; R,=hydroxykarbonylpropyl N-hydroxykarbonylpropyl-5,6-dihydroplikan
R;=BOCHj; R,=indolylethyl N-3-indolylethyl-5,6-dihydroplikan
R;=BOCH; R,=isopentyl N-isopentyl-5,6-dihydroplikan
R;=aOCHj; R,=methyl N-methyl-5,6-dihydroplikan
R;=BOCH;, Ry=p-hydroxyfenethyl obliquin
R;=BOCH; R,=(S)-s-pentyl N-s-penthyl-5,6-dihydroplikan

R1

R;=BOCHj; R,=(S)-s-pentyl zephygranditin A
R;=BOCHj; R,=fenethyl zephygranditin B
R;=BOCHj; R,=isopentyl zephykarinatin C
R=BOCH;, Ry=methyl zephykarinatin D

R;=H, R,=hydroxykarbonylpropyl zephygranditin C

R;=H, R,=isopentyl zephykarinatin G
R;=CHO, R,= isopentyl zephykarinatin A
R=isopentyl N-isopentyl-5,6-dihydroplikan-N-oxid
R=p-hydroxyfenethyl obliquin-N-oxid
R=fenethyl zephykarinatin E

R=2-hydroxyethyl zephykarinatin F

Obrazek 25: Alkaloidy haemanthaminového a plikaminového strukturniho typu izolované v ramci

rodu Zephyranthes
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Alkaloidy sekoplikaminového strukturniho typu

OCH,

R;=0, R,=isopentyl N-isopentyl-11,12-seco-5,6-dihydroplikamin

R;=0, R,=methyl N-methyl-11,12-seco-5,6-dihydroplikamin R=fenethyl zephygranditin D
R;=H, Ry=p-hydroxyfenethyl zephygranditin E R=isopentyl zephykarinatin
R;=H, R,=methyl zephygranditin F

Montanin a alkaloidy dalSich strukturnich typu

N l0) | \
montanin |
zephykandidin A

nigragillin CHs

OH
OHa
o L HN
' .4 =
~ g O.
0 N o CH,3
30

In

OH

zephykandidin 1 zephykandidin IT zephykandidin III

Obrazek 26: Alkaloidy sekoplikaminového strukturniho typu a dalsi alkaloidy izolované v rdmci rodu
Zephyranthes
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3.3 Biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidu

3.3.1 Amaryllidaceae alkaloidy v terapii Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které se klinicky prezentuje
syndromem demence!*’. Onemocnéni byva nejéastéjsi piic¢inou demence u starsi populace
a celosvétové patii mezi 10 nejéastéjsich piicin imrti'®. Etiologie AD nebyla dosud plné
objasnéna, jsou znamy pouze jednotlivé patogenetické ¢asti a nékteré jejich souvislosti!*'. Mezi
patogenetické faktory, které se podileji na procesu neurodegenerace, patii ztrata centralnich
cholinergnich funkci, tvorba amyloidnich plakii a vznik neurofibrilarnich klubek'*’. Dosavadni
farmakoterapeutické pristupy jsou pouze symptomatické, na trhu jsou dostupna tfi 1é¢iva ze
skupiny inhibitor acetylcholinesterdz (donepezil, rivastigmin a galanthamin) a antagonista

NMDA receptorti (memantin)'3'.

Cholinergni hypotéza je nejstarsi teorie, pomoci které je vysvétlovan vznik AD. Pfi AD je

poruSen metabolismus acetylcholinu (ACh) hned na né€kolika trovnich: dochézi ke sniZeni
hladiny cholinacetyltransferazy (ChAT)? je sniZeno zpétné vychytdvani cholinu a tvorba
ACh'*2, ACh je v organismu primarné odbourdvan enzymem acetylcholinesterdzou (AChE;
E.C. 3.1.1.7), funkce butyrylcholinesterazy (BuChE; E.C. 3.1.1.8) je za fyziologickych
podminek spiSe podplirna a nabyvé na vyznamu v pozd&jsich stadiich AD, kdy klesd mnoZstvi
a aktivita AChE a jeji roli pak prebird pravé BuChE'®. V tomto ohledu by bylo Zadouci najit

latku, ktera by byla dudlnim inhibitorem obou téchto enzymi'3*.

Se zavedenim galanthaminu do klinické praxe vzrostl zdjem o amarylkovité alkaloidy, jakoZto
o potencidlni zdroj novych inhibitori acetylcholinesterazy. Galanthamin, se svoji hodnotou
ICs0=1,5 uM, je nékolikanasobné silngjSim inhibitorem AChE neZ vétSina AAs s popsanou
anticholinesterazovou aktivitou. Existuji vak i vyjimky®. Sanguinin je 9-hydroxyderivat
galanthaminu, ktery vykazuje 10krat vyssi inhibi¢ni u¢inek nez galanthamin. Na druhou stranu

epinorgalanthamin, ktery se 1i§i od galanthaminu chybé&jici methylovou skupinou na atomu

cvwr

cvwr

galanthaminového typu ze Z. candida ptispéla k objasnéni vztahu struktura-aktivita u tohoto
strukturniho typu AAs. Pfitomnost dvojné vazby mezi uhliky C4 aC4a vkruhu A

a hydroxy- skupina v poloze 3 jsou pro inhibicni u¢inek vici AChE zcela zésadni. Inhibi¢ni

2 ChAT (enzym zodpovédny za syntézu ACh)
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ucinek zvysuje hydroxy- skupina v poloze 9, hydroxy- skupina v poloze 11 vede naopak

k poklesu aktivity!'3® (Obr. 27, Tab. 3).

galanthamin sanguinin chlidanthin 11B-hydroxygalanthamin
ICsoacne = 171 kM ICspache = 0,48 pM ICsoachE = 24,10 uM ICsoache = 1,61 pM

Obrazek 27: Alkaloidy galanthaminového typu s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vii¢i AChE

G. Zhan et al. sledovali inhibicni G¢inek u 11 alkaloidi plikaminového a 2 alkaloidl
sekoplikaminového typu vici AChE. Vysledky naznacuji, Ze tyto strukturni typy alkaloidd
nejsou optimalnimi inhibitory AChE®. U zephykandidinu A a zephykandidinu I-III byly také
zjiStovany ihibicni ucinky vuci AChE, ale pouze zephykandidin III vykdzal zajimavou
inhibi¢ni aktivitu va¢i studovanému enzymu’’” (Obr. 26). Pokud hovoiime o AAs
s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vii€i AChE nelze opomenout n€které alkaloidy lykorinového
strukturniho typu, které vSak byly izolovany mimo rod Zephyranthes. I pro tento strukturni typ
alkaloidii byly definovany nékteré parametry vztahu struktura-aktivita. Pfitomnost acetyl
skupiny a hydroxylové skupiny v polohdch 1 a 2 pfispiva ke spravné vazbé na AChE
andslednému  inhibicnimu G¢inku, jak mlUzeme sledovat u 1-O-acetyllykorinu
a 1-O-acetylkaraninu. Aromatizaci kruhu C, jez umoZznuje molekuldm assoaninu
a oxoassoaninu planarni uspofadani, lze vysvétlit vyssi aktivitu téchto latek v porovnani
s ostatnimi alkaloidy typu lykorinu!*® (Obr. 28, Tab. 3). Je nutné zminit, Ze¢ ve vétsing
diskutovanych studii byla pouZzita komeréné dostupna AChE z elektrického thote. Otazkou je,
zda by bylo dosazeno stejnych nebo alesponi srovnatelnych vysledkt, v piipadé pouziti modelt
blizsich lidské AChE (erytrocytarni, rekombinantni). Tento vliv plivodu enzymu je podrobné;ji

popsan v ramci diskuse (str. 122).

OH H3C\|40
1 1 H3CO
IO >
<Oj©\/N <oj©\/N HyCO

R=H lykorin R=Ac acetyllykorin acetylkaranin assoanin oxoassoanin
ICsoache > S0 MM ICs00cpe=0.96 UM ICspacpg = 11,70 pM ICs0achE = 3,87 UM ICsoachE = 47,21 uM

Obrazek 28: Alkaloidy lykorinového typu s vyznamnou inhibi¢ni aktivitou viici AChE
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Tabulka 3: Inhibi¢ni aktivita vybranych Amaryllidaceae alkaloidt viici AChE

Alkaloidy izolované v rodu Zephyranthes

Ostatni Amaryllidaceae alkaloidy

Sloucenina ICsp (uM) Ref. Sloucenina ICso (uM)  Ref.
Ungeremin 0,35 137 1-O-Acetyllykorin 0,96 136
Sanguinin 0,48 6 11B-Hydroxygalanthamin 1,61 138
N-Methylkrinasiadin 4,23 139 N-Norgalanthamin 2,76 139
9-O-Demethyllykoramin 4,79 63 9-O-Methylpseudolykorin 2,84 140
. 110-Hydroxy-O-
81 141
Galanthin 6,10 methylleukotamin 33
Zephykandidin I11 8,82 7 Assoanin 3,87 138
epi-Norgalanthamin 9,60 122 Leukotamin 5,3 14
Chlidanthin 24,1 87 O-Methylleukotamin 6,0 141
Galanthamin N-oxid 26,2 5 11-0-Acetyl-9-0- 6,04 140
demethylmaritidin
8-O-Demethylmaritidin®* 28,0 126 8-Hydroxy-9- 6,92 142
methoxykrinin
Powellin* 29,1 143 6-Hydroxymaritidine 10,53 14
(smes a a f izomeru)
Zephykarinatin [ 35,61 81 1-O-Acetylkaranin 11,7 145
Lykoramin 40,12 03 Undulatin 33,9 145
Galanthamin? 1,07 138 Augustin 45,26 38
Eserin® 0,063 126 Oxo0assoanin 47,21 138
3standardy

*k méfeni téchto latek byla pouzita lidskdA AChE (AAChE), ostatni alkaloidy byly méfeny na AChE

z Electrophorus electricus

Schopnost inhibovat butyrylcholinesterazu byla testovana jen u malého po¢tu AAs, neni tedy

mozné odvodit vztah mezi strukturou AAs a jejich inhibi¢ni aktivitou vii¢i BuChE. Témét

vSechny studie zabyvajici se touto inhibici byly provedeny na$i vyzkumnou skupinou.

v

Z dosavadnich dat 1ze usuzovat, Ze nejslibnéjsi inhibi¢ni ti¢inky viici BuChE vykazuji alkaloidy

belladinového, karltoninového a narcikachninového strukturniho typu?% 2% 6% 143(Tab. 4).

Tabulka 4: Inhibi¢ni aktivita vybranych Amaryllidaceae alkaloidd viici BuChE

Sloucenina 1Csp (uM) Ref.
Karltonin B 0,031 £ 0,001 26
Karltonin A 0,91 £ 0,02 26
Narcimatulin 59+02 20
Karltonin C 14,8+ 1,1 26
Narcipavlin 244+1,.2 69
4'-O-Demethylbelladine 30,7+4,0 143
6-0O-Demethylbelladin 115,7 + 10,1 143
Galanthamin® 42 +1 26
Eserin® 0,13 + 0,01 26

astandard



Jednou z neuropatologickych charakteristik AD je ptfitomnost neurofibrilarnich klubek (NFTs),

ktera jsou tvorena sparovanymi helikélnimi vlakny hyperfosforylovaného t-proteinu. t-Protein
je fyziologicky rozpustny a zodpovida za zesitovani mikrotubulii a stabilizaci cytoskeletu
neurond. Funkce t-proteinu je regulovana jeho fosforylaci a defosforylaci prostfednictvim
kinaz, z nichz zasadni postaveni ma glykogen syntaza kindza-3 (GSK-3). Hyperfosforylovany
T-protein tvoii vlakna, kterda agreguji v NFTs. NFTs narusuji axondlni transport a blokuji
normalni metabolismus neuronil, coz vede k jejich odumirdni. t-Protein ziskany z mozku
pacientll trpicich AD ma 40 fosforylacnich mist, vétSina z nich mize byt ovlivnéna praveé
enzymem GSK-3. Tato skutecnost z tohoto enzymu déla dalsi potencidlni cil pfi hledani 1é¢iv
na AD!6 147 U ngkterych AAs byla studovana jejich schopnost inhibovat tento enzym. Bylo
otestovano 28 latek patficich do sedmi strukturnich typi, v nasledujici tabulce jsou shrnuty
AAs, u kterych inhibice pfi testované koncentraci 50 uM piesahla 50 procent a bylo mozné

stanovit hodnotu ICso'*® (Tab. 5).

Tabulka 5: Inhibi¢ni aktivita vybranych Amaryllidaceae alkaloidd viici GSK-33

Mira inhibice (%) pri

Sloucenina koncentraci 1 mM 1Cs0 (uM)
Karanin 61,8+9,2 30,75+ 0,04
9-O-Demethylhomolykorin 63,6 +1,3 30,00 £ 0,71
Masonin 66,0+4,0 27,81 + 0,05
SB-415286* - 70 nM

alatka SB-415286 (synteticky derivat arylindomaleinamidu) byla pouzita jako standard

K vysvétleni podstaty AD piispiva dale hypotéza amyloidni kaskady, podle niz je ukladéani

beta-amyloidu (A) jednim z klicovych patogenetickych faktorii vzniku AD. AP je produktem
proteolytického Stépeni transmembranového vysokomolekuldrniho proteinu APP (amyloidni
prekurzorovy protein). Za toto Sté€peni jsou zodpovédné enzymy a-, B- nebo y-sekretdza. Za
fyziologickych podminek je APP §tépen a-sekretazou, dochazi k uvolnéni sAPPa (solubilnich
fragmentt APP po Stépeni a-sekretdzou), proto je tato cesta oznacovana jako
neamyloidogenni'* '%°, Amyloidogenni drdha je katalyzovana PB-sekretdzou (BACEI1). Po
Stépeni BACE jsou generovany fragmenty s terminalni aminokyselinovou doménou sAPPf
(solubilni APP po Stépeni B-sekretasou) a fragment B-CTF (C-terminélni fragment po Stépeni
B-sekretasou). Nasleduje jesté jedno Sté€peni prostfednictvim y-sekretasy a vznika amyloid-40
(AB40) nebo amyloid-B42 (AB42)15% 151 (Obr. 29). Problémem je toxicka, vysoce agregabilni
forma AP42. Vznikly AP se uklada extracelularné v neuronalni tkani a vede ke vzniku tzv.

senilnich plaka. Sekundarné dochazi k zanétlivym a oxidativnim procestim a ireverzibilnimu
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poskozeni tkané. AP se neuklada jen v extracelularnich prostorech Sedé hmoty mozkové, ale
postihuje i mozkové cévy'¥® 130 Z uvedeného vyplyva, ze B- a y-sekretdza predstavuji
potencialni cile pro vyvoj novych 1éCiv, které by se uplatnily v terapii AD. Nicméné y-sekretdza
se v organismu ucastni celé fady pochodl a jeji inhibici dochazi k celé fad¢ zavaznych
152

nezadoucich uc¢inka' -, je tedy logickym krokem hledat pfedevsim inhibitory BACEI.

- Neamyloidogenni Almrloi'dogenni

sAPPp

p3 draha draha AB
D I B-sekretaza I H
a-sekretaza e
‘—
L B L 0 L 0 o
O O B e

v-sekretaza v-sekretdza
1 "

AICD CTEa APP CTFB AICD

Obrazek 29: Schéma vzniku amyloidu-B!*?

Prolyloligopeptiddza (POP) je proteaza, ktera $tépi molekuly obsahujici ve své struktute prolin.

Tento enzym se hojné vyskytuje v mozku 1 na periferii, ale jeho fyziologicky vyznam nebyl
dosud zcela objasnén, zfejme sehrava roli v procesech uceni a paméti. Posledni dobou je POP
spojovana se zanétlivymi a neurodegenerativnimi procesy (AD, Parkinsonova choroba,
Huntingtonova choroba a roztrousena sklerdza), nebot’ u pacientd s t€émito onemocnénimi byla
post-mortem pozorovana zména v aktivité POP'>*. Bylo zji§téno, Ze u pacientd s AD se tento
enzym nachazi spolu s amyloidnimi plaky a fosforylovanym t-proteinem. Jakou roli sehrava
POP pii tvorbé AP se nepodaftilo objasnit. V jedné studii byl proveden screening protedz, které
jsou schopné generovat AP z APP, ve studii byla zahrnuta 1 POP. Vzhledem k tomu, ze POP
Stépi pouze molekuly do urcité velikosti, je nepravdépodobné ze by POP mohla $tépit APP
in vivo. Nicméné po podani inhibitoru POP Y-29794 doslo k vyznamnému poklesu fragmentt
AP (1-16). Ackoliv byly vysledky slibné, nebyly provedeny dalsi studie a tento mechanismus
se tedy nepodafilo objasnit. Je zajimavé, ze 1 kdyz byla POP Siroce studovana jako mozny
terapeuticky cil v 1écbé AD, tak souvislosti mezi POP a t-proteinem prozatim nebylo vénovano
mnoho pozornosti. Podle nedavnych ko-lokaliza¢nich studii provedenych na vzorcich mozkové
tkané pacientd s AD post-mortem, existuje moznost, ze by se POP mohla podilet na agregaci
t-proteinu!>. U fady AAs byla zjistovana schopnost inhibovat POP. Alkaloidy s hodnotou ICso
do 500 uM jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 6).
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Tabulka 6: Inhibic¢ni aktivita vybranych Amaryllidaceae alkaloida viici POP

Sloucenina ICso (uM) Ref.
Buphanidrin 370 + 40 143
4-O-Demethylbelladin 370 + 30 143
Karltonin A 143 +12 26
1-O-Acetyllykorin 450 + 50 143
Zephyranthin 142 £10 156
Homolykorin 173 +34 69
Odulin 252 £ 17 69
Masonin 314+ 34 20
Norlykoramin 209 +14 69
Narcimatulin 29,2+ 10 20
Lykosinin B 258+ 14 26
Berberin® 142 +£21 26

standard

3.3.2 Amaryllidaceae alkaloidy a nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou celosveétoveé druhou nejéastéjsi pricinou umrti, v roce 2018 podlehlo
tomuto onemocnéni odhadem 9,6 milionu lidi. U muzi je nejcastéji diagnostikovana rakovina
plic, prostaty, tlustého stfeva, zaludku a jater, zatimco u Zen je nej€astéjsi formou rakovina prsu,
tlustého stfeva, plic, d&lozniho &ipku a $titné zlazy'>’. Pojem rakovina je oznadeni pro cely
soubor onemocnéni, kterd vznikaji na zdkladné nekontrolovatelného déleni buné¢k. Molekularni
podstatou tohoto naruseni regulace bunécné proliferace je mutace DNA a epigenetické zmény.
Mutace mohou byt vyvolany ridznymi biologickymi (infekce), chemickymi (mutageny,
kancerogeny), fyzikalnimi (rentgenové zafeni, gama zareni) a hormonalnimi vlivy. Obvykle
jsou zasazeny geny, jez jsou kli¢ové vregulaci bunécné proliferace: protoonkogeny,
tumor-supresoroveé geny nebo mutatorové geny. Existuje vice nez 100 typil tohoto onemocnéni,
které je obvykle pojmenovano podle zasazené¢ho organu (rakovina prsu, rakovina plic apod.)
nebo tkan¢ (karcinomy, sarkomy, lymfomy, leukémie a dalsi). Pti 1écbé rakoviny se 1ze setkat
s n€kolika terapeutickymi pfistupy. Nejcastéji se jedna o chirurgické odstranéni nadoru,
radioterapii, chemoterapii nebo jejich vzijemné kombinace'*®. V soudasnosti jsou na trhu
k dispozici zastupci ze Ctyt skupin protinddorovych 1é¢iv rostlinného ptivodu: vinka alkaloidy
(vikristin, vinblastin a polysynteticky pfipravené vinorelbin a vinflumin), derivaty
podofylotoxinu (etoposid), derivaty kamptotecinu (topotekan, irinotekan) a taxany (paklitaxel
a polysynteticky upraveny docetaxel)!®. Rozvoj rezistence nadorovych bunék vidi
pouzivanym lé¢iviim, €asto s riznym mechanismem u¢inku, pfedstavuje zdvazny problém.

Proto je dulezité soustfedit se na hledani novych protinadorovych latek. V tomto ohledu jsou
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latky piirodniho piivodu nezastupitelné, nebot’ se ¢asto jedna o strukturné jedinecné molekuly,

které poskytuji novy mechanismus Géinku'®.

Mezi jeden z nejvyznamnéjSich ucinkti AAs patii jejich protinddorova aktivita. Vyraznou
vyhodou je selektivita nékterych latek pro nadorové buiky a relativné nizka toxicita
k zastupciim zdravych bunék'®'. Mnoho rostlin rodu Zephyranthes se v lidovém 1égitelstvi
vyuzivalo k 16¢bé nadorovych onemocnéni. Rada z nich byla fytochemicky studovana s cilem
objasnit, které latky jsou za tyto protinadorové u¢inky zodpovédné® (Tab. 7). Do dnesni doby
bylo podrobeno screeningu vice nez 50 alkaloidl izolovanych z rodu Zephyranthes. Jiz od roku
1964 je znamo, ze extrakt Z. candida inhibuje rust nadorovych bunék, ale az o 30 let pozd¢ji
bylo popséno, Ze za Gi¢inek zodpovida trans-dihydronarciklasin’. Dodnes bylo v souvislosti
s moznymi protinadorovymi ucinky testovano 16 alkaloidl ze Z. candida na péti nadorovych
liniich, nejaktivnéj$imi latkami byly frans-dihydronarciklasin, N-methylhaemanthidin chlorid,
haemanthamin, N-fenylkrinasiadin a zephykandidin A’®7. Obdobnym zplisobem bylo
hodnoceno 15 alkaloidii izolovanych ze Z. carinata. Ze studie vysly jako nejaktivngjsi
alkaloidy narciklasinového typu pankratistatin, 1-O-(3-hydroxybutyryl)pankratistatin

8283 Vramci druhu Z minuta bylo

a 1-O-(3-0-B-D-glukopyranosylbutyryl)pankratistatin
hodnoceno témef 20 alkaloidi na Ctyfech bunéénych liniich, zde se projevily jako
nejzajimavéjsi lykorin, haemanthamin, pankratistatin a 1-O-(3-hydroxybutyryl)pankratistatin.
Za zminku stoji rovnéZz aktivita nékterych alkaloidii plikaminového strukturniho typu,

nejaktivnéjsi jsou alkaloidy s keto skupinou na C6 zephygranditin A a zephygranditin B
s hodnotami ICso v rozmezich 9,2 a7 10,6 pM a 12,4 a7 13,9 uM®>°,

V kontextu protinddorové aktivity AAs si ziskaly nejvice pozornosti latky lykorinového,
haemanthaminového a narciklasinového typu, nebot’ vykézaly velmi slibné G¢inky na celé fadé¢
nadorovych linii’. Vzhledem k velkému mnoZstvi testovanych alkaloidéi bylo mozné u t&chto

strukturnich typt odvodit nékteré vztahy mezi strukturou a aktivitou.
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Alkaloidy lykorinového strukturniho typu

Doposud bylo hodnoceno pies 100 raznych alkaloidi lykorinového typu na Sirokém spektru
nadorovych linii, z dostupnych udajt je tedy mozné odvodit n€které vztahy mezi strukturou
a biologickou aktivitou. S jistotu lze tvrdit, Ze pyrrolofenanthridinova kostra je pro
cytotoxickou aktivitu zcela zasadni, nebot’ narusenim této struktury dojde ke ztraté aktivity®.
Zaméiime-li se na kruh A, tak zporovnani lykorinu a pseudolykorinu (screening na
17 bunécnych liniich) vyplyva, ze dioxalanovy kruh pfispiva k cytotoxické aktivité. Zavedeni
oxo- skupiny do polohy C6 (6-oxolykorin) a kvarternizace atomu dusiku v kruhu B
(N-methyllykorin) ptedstavuji zmény, které naopak vedou k poklesu aktivity. Ze sledovani
strukturnich zmén v kruhu C lze také udélat n€kolik zavért. Pro ucinek je nezbytnd dvojna
vazba mezi uhliky C3 a C4, substituenty s obsazenym kyslikem v polohach C1 a C2 jsou pro
ucinek rovnéz vyhodné. Aromatizace kruhu C vede k cytotoxicky aktivn&j$im latkdm
(ungeremin, tortuosin). Vyznam pyrrolového kruhu D pro vyslednou aktivitu je obtizné

posoudit, nebot neji¢innéj$im latkam, které spadaji do narciklasinového typu, tento kruh chybi’

(Obr. 30, Obr. 32).
OH OH
HO,, % HO,,, %
o) o 0 o
<Oj©\H/N <Oj©\/ N\ED o
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Obrazek 30: Alkaloidy lykorinového typu s vyznamnym cytotoxickym u¢inkem

Alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu

V ramci celé fady praci bylo do dnes$ni doby studovano 60 alkaloidii haemanthaminového
a krininového typu na 54 nadorovych liniich®. Z téchto studii vze$lo né&kolik poznatki
o strukturnich detailech protinadorového farmakoforu téchto alkaloidt (Obr. 31). Pro ucinek je
nezbytné intaktni fenanthridinové jadro, jeho naruSenim ziskame molekuly s vyrazné nizsi

aktivitou, a pfitomnost 5,10b-ethanového mustku, ktery je v konfiguraci a (alkaloidy
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haemanthaminového typu). Alkaloidy s B konfiguraci tohoto mistku (alkaloidy krininového
typu) disponuji vyrazné niz8§i cytotoxickou aktivitou, jedinou vyjimku ptedstavuje
distichamin!®> 19 Pro cytotoxickou aktivitu je dle vyhodna methylendioxy skupina v kruhu
A, nebot’ jiné substituenty vedou k latkdm s nizsi aktivitou (8-O-demethylmaritidin). Ukézalo
se, ze modifikace kruhu B, jako kvarternizace atomu dusiku, vedou k poklesu aktivity. Maly
substituent se schopnosti tvofit vodikové vazby v poloze C11 vede naopak ke zvyseni aktivity
(krinamin). Stereochemie substituentli na C3 vyrazné neovlivni vyslednou aktivitu téchto latek

(haemanthamin, krinamin)°.

OCHs
distichamin 8-O-demethylmaritidin krinamin haemanthamin

Obrazek 31: Alkaloidy krininového a haemanthaminového typu pfispivajici k objasnéni vztahu
struktura-aktivita ve vztahu k nadorovym onemocnénim

Alkaloidy narciklasinového strukturniho typu

I kdyz se tyto alkaloidy vykytuji v rostlinném materidlu vzacné, podafilo se izolovat
pankratistatin a narciklasin v mnoZstvi potiebném pro zdkladni screening cytotoxicity.
Omezené mnozstvi téchto latek v ptirodnich zdrojich bylo kompenzovano jejich syntézou,
ktera umoznila ziskat tyto latky v mnozstvi pottebném pro podrobnéjsi studie. Dosud bylo

publikovéno pres 40 praci zaméfujicich se na syntézu pankratistatinu a narciklasinu’.

OH OH
OH HO - OH - OH
o OH <0];:E’\E;EOH <oj$(’E>EOH
0 NH o NH
OH O OH O (0]
narciklasin pankratistatin trans-dihydrolykoricidin

Obrazek 32: Alkaloidy narciklasinového typu s vyznamnym cytotoxickym u¢inkem

Pro uc¢innost téchto molekul je nutné netknuté tricyklické jadro a 8,9-methylendioxy skupina
na kruhu A, jiné substituenty v téchto polohdch vedou k poklesu aktivity. Oxo- skupina na
uhliku C6 také zvysSuje cytotoxickou aktivitu téchto latek. Ve snaze pfipravit aktivni
polosyntetické derivaty byly pfipraveny derivaty s riiznymi substituenty na kruhu C. Na zéklad¢

dosavadnich vysledki lze tvrdit, Ze pro aktivitu jsou dale dalezité malé polarni substituenty se
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schopnosti tvofit vodikové vazby. Pro aktivitu je nezbytné, aby byla zachovana dihydroxylova
substituce na uhlicich C2/C3 nebo na C3/C4. U derivati je dale nezbytné zachovat stereochemii
kruhu C ptivodnich alkaloidti. Pro aktivitu narciklasinu je potfebna dvojna vazba mezi uhliky
Cl1 aC10b, nebot’ aktivita dihydro-derivati narciklasinu (¢rans-dihydrolykoricidin) byla
vyrazné niz§i’ (Obr. 32).
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Tabulka 7: Hodnoty ICso vybranych Amaryllidacea alkaloidd izolovanych v rdmci rodu Zephyranthes

Nidorovi linie (ICso, pM)

Sloucenina
HL-60 K562 A-549 HepG2 HT-29 Hela KB SiHa A375 SK-MEL WM2278 MeWO Ref.
N-Methylhaemanthidine chlorid 0,91 1,0 1,1 1,5 1,2 76
Haemanthamin 1,4 2,5 2,5 4.8 2,1 21,1 22.4 76,89
N-Ethoxykrinasiadin 20 10 39 14 28 76
N-Ethoxykarbonylkrinasiadin 11 5,8 26 21 21 76
N-Fenylkrinasiadin 0,8 0,7 13 1,4 2,3 76
Lykorin 1,6 2,3 1,9 3,7 3,2 4277 22,8 76,89
Zephykandidin A 1,98 8,9 I
Pankratistatin 12 52 82
HBP 4,5 1,8 82
GBP 41 11 82
Zephygranditin A 9,5 9.3 9,2 9.9 62
Zephygranditin B 12,4 14,8 12,6 12,9 62
Zephygranditin C 15,8 14,8 12,6 12,9 62

HL-60 (promyelocytarni leukémie), K562 (myelogenni leukémie), A549 (adenokarcinom plic), HepG2 (hepatocelularni karcinom), HT-29 (adenokarcinom stieva), HeLa
(adenokarcinom délozniho ¢ipku), KB (epidermalni karcinom), SiHa (karcinom délozniho ¢ipku), A375 (melanom), SK-MEL (melanom), VM278 (melanom), MeWO
(melanom), HBP (1-O-(3-hydroxybutyryl)pankratistatin, GBP (1-O-(3-O-B-D-glukopyranosylbutyryl)pankratistatin)
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie, material a instrumentalni vybaveni pro izolaci alkaloidu

4.1.1 Chemikalie a rozpoustédla

Vodny roztok amoniaku 22-25% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)
Diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (DEA)

Dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno) (BiNO3(OH), . BiO(OH))
Hydroxid sodny &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl)

Jodid draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

Kyselina hexachloroplatic¢ita hydrat (Sigma Aldrich, Praha) (H2PtCle - x H20)
Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

Kyselina mravenéi 98% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH202)

Kyselina sirova 96% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2SO4)

Kyselina vinnd p. a. (Balex, Pardubice) (C4HsOs)

Kyselina trifluoroctova pro HPLC (Sigma Aldrich, Praha) (C2HF30,)

Uhli¢itan sodny bezvody ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaxCOs)

Aceton p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C2HsCO)

Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (CH3CN)

Benzin lékaisky RN vyhovujici CL a CSN 656544 (Ing. Svec — Penta, Praha) (Bz)
Cyklohexan &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH)2)

Dichlormethan (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH2Cl,)

Diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C4H;00)

Dioxan p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C4HgO2)

Ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (CoHsOH)

Ethylester kyseliny octové &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C4HsO2)

Chloroform ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl5)

Chloroform deuterizovany pro NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDCls)

Methanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH;OH)

Methanol deuterizovany pro NMR analyzu — Methanol-d4 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CD30OD)

Methanol HPLC (J. T. Baker, Denver, Netherlands) (CH3OH)
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= n-Hexan (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH14)
= Tetrahydrofuran p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C4HsO)
= Toluen p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢HsCH3)

= Voda supercista

4.1.2 Vyvijeci soustavy pouzité pri tenkovrstvé chromatografii

V nésledujici tabulce jsou uvedeny mobilni faze, které byly pouzity pii analytické a preparativni

tenkovrstvé chromatografii v prubéhu izolace (Tab.8).

Tabulka 8: Pfehled mobilnich fazi pouzitych pii TLC

Mobilni faze SloZeni
S1 Benzin : CHCl5*: DEA® (90 : 30 : 5)
S2 cHx®: DEA (90: 10)
S3 cHx : EtOAc!: DEA (8:1:1)
S4 cHx : MexCO®: NH5'(10: 90 : 2)
S5 cHx : CHCIs: EtOH®: DEA (75:20:10:5)
S6 cHx : EtOAc : IPA": DEA (85:15:2:2)
S7 cHx : EtOAc: IPA: DEA (45:45:5:5)
S8 cHx : EtOAc: IPA: DEA (20:70:10:5)
S9 cHx : EtOAc : MeOH!: DEA (60 :30:5:5)
S10 cHx : EtOAc : MeOH : DEA (30:60:10:5)
S11 cHx : Me,CO : EtOH : DEA (40:40:6:2)
S12 To*: DEA (98 : 2)
S13 To : DEA (90: 10)
S14 To : CHCl3: DEA (70 :25:5)
S15 To : EtOAc : DEA (60 :30:10)
S16 To : EtOH : DEA (85:10:5)
S17 To : EtOH : DEA (70:30:5)
S18 To : CHCI3: EtOH : DEA (80:50:30:5)
S19 To : Me,CO : EtOH : NH3 (40:80:4:2)
S20 To : MexCO : EtOH : NH; (20:70:10:2)
S21 CH,CL,': MeOH : NH; (60 : 30: 0,2)
S22 EtOAc : AcN™: TFAA (40:10:0,1)
S23 EtOAc : MeOH : DEA (90:10:5)
S24 EtOAc : MeOH : DEA (70:30:5)
S25 EtOAc : MeOH : NH; (100 : 8 : 3)
S26 EtOAc : MeOH : H 0" (90:10:5)
S27 EtOAc : MeOH : H,O (100: 13:10)
S28 EtOAc : MeOH : H,O (85 :15:10)
S29 Me,CO : MeOH : NH;3 (90 : 7 : 3)
S30 THEF° : MeOH : H,O (100 : 13 : 10)
S31 IPA:DEA(9:1)
S32 IPA : H,O : TFAAP (90 :10:0,2)
S33 MeOH : H,O : TFAA (60 : 40 : 0,2)

achloroform *diethylamin °cyklohexan Yethylacetat ®aceton famoniak #ethanol "isopropanol
imethanol ¥toulen 'dichlormethan ™acetonitril “voda °tetrahydrofuran Pkyselina trifluoroctova
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4.1.3 Adsorbenty pro chromatografii

Adsorbenty pro tenkovrstvou chromatografii

Komer¢ni analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha)
o rozmérech 20 X 20 cm. Pro analytické ucely byly pouzity desky o vysce 10 cm
a variabilni Sifce podle poctu analyzovanych vzorkli a pro preparativni TLC byly
pouzity desky o rozméru 10 x 20 cm.

Komeréni analytické desky sreverzni fazi Silica gel C18 on TLC Plates (Merck
Milipore, Praha) o rozmérech 20 x 20 cm. Pro analytické tcely byly pouzity desky
o vysce 10 cm a variabilni Sifce podle poctu analyzovanych vzorki a pro preparativni
TLC byly pouzity desky o rozméru 10 x 20 cm.

Komer¢ni analytické desky Aluminum oxide on TLC-plates (Merck Milipore, Praha)
o rozmérech 20 x 20 cm. Desky o rozméru 10 x 2,5 cm byly pouzity pro predikci
mobilnich fazi na sloupcovou chromatografii a na flash chromatografii.

Pro ptipravu litych vrstev byl pouzit silikagel: Silica gel 60 GF254 (Merck Millipore,
Praha). Na piipravu desky o rozmérech 15 x 15 cm bylo pouzito 6,5 g adsorbentu

a 22,4 ml vody (28,89 mg/cm?).

Adsorbenty pro sloupcovou chromatografii a flash chromatografii

Oxid hlinity (Al2O3) neutrdlni, pro chromatografii, 63—200 um; Across (Lach-Ner,
Neratovice) byl pred pouzitim promyt smési CHCI3:EtOH (1:1) a vysuSen pfi
laboratorni teploté. Posléze byl aktivovan pii teploté 200 °C po dobu 12 hodin. Zchladly
aktivovany oxid hlinity byl nasledn& deaktivovan ptidavkem 6 % vody a ekvilibrovan
v uzaviené nadobé po dobu 1 hodiny.

Silica gel pro flash chromatografii, 40-63 um, porozita 60 A (Sigma Aldrich, Praha).
Adsorbent byl pouzit jako stacionarni fdze do kolon pro flash chromatografii a na
pfipravu trituraci vzork.

Reverzni faze pro flash chromatografii (octadecyl-functionalized silica gel 200-400
mesh), 37-74 um (Sigma Aldrich, Praha). Adsorbent byl pouzit na pfipravu trituraci
vzorkl pfi separaci na reverzni fazi béhem flash chromatografie.

Oxid hlinity (Al203) neutralni, pro flash chromatografii, 32-63 um; Across (Lach-Ner,
Neratovice) byl pied pouzitim promyt smési CHCIl:EtOH (1:1) a vysuSen pfi
laboratorni teploté. Posléze byl aktivovan pfi teploté 200 °C po dobu 12 hodin.

60



4.1.4 Detekéni Cinidla

Dragendorffovo ¢inidlo (podle Muniera) bylo ptipraveno jako zasobni roztok smisenim roztoku

A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutité¢ho a 20 g kyseliny vinné rozpusténé v 80 ml vody)
aroztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v objemovém poméru 1:1. Detekéni roztok byl
piipraven smisenim 10 g kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml vody s 5 ml zésobniho roztoku.
Zasobni roztok 1 postiikové Cinidlo byly uchovavany v chladnicce pii teploté 4 °C.

Hexachloroplati¢ité c¢inidlo bylo pfipraveno smisenim roztoku A (100 mg hydratu

hexachloroplaticité kyseliny bylo rozpusténo v 1 ml vody) a roztoku B (6 g jodidu draselné¢ho
bylo rozpustétno ve 100 ml vody). Postfikové cinidlo bylo uchovavéno pii teploté

4 °C v chladnicce.

Mayerovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 g KI ve 30 ml vody a do vzniklého roztoku
bylo pfidano 1,35 g praskovaného chloridu rtutnatého. Vznikla srazenina byla michana do
rozpusténi, vznikly roztok je bezbarvy nebo svétle zluty. Cinidlo bylo uchovavéano v chladniéce

pii 4 °C.

4.1.5 Pomocny material

= Kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha), pro preparativni praci
byla extrahovana vodou a vysusSena.

= Susici perly silikagelu (Ing. Svec — Penta, Praha)

= Siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,SOx)

4.1.6 Pristroje

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

= Detektor diodového pole (Waters 2998 Photodiode array detector) a hmotnostni
detektor (Waters Acquity qDa detector) na autopurifikacnim HPLC systému (Waters
Autopurification™ HPLC-MS systém; Milford, USA)

* Flash chromatograficky systém BUCHI Sepacore flash system X10 opatieny kontrolni
jednotkou BUCHI C-620, sbé&ratem frakci BUCHI C-660, detektorem UV C-640
a pumpou BUCHI C-605
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Spektrometr ES/HRMS, Waters Synapt G2Si s hybridnim analyzatorem quadrupole
time-of-flight (Q-TOF) ptipojeny na Waters Acquity [-Class UHPLC Systém (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA)

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

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

Vakuovd odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,
Schwabach, Germany)

Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland).
Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

4.1.7 Databaze pouzité pro vyhodnocovani vysledki

Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2017 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA).

4.2

Chemikalie, material a instrumentalni vybaveni pro stanoveni biologickvch
aktivit

4.2.1 Chemikalie pro stanoveni biologickych aktivit

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

Berberin hydrochlorid (Sigma Aldrich, Praha) (C20H1sNO4CI)

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

Diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et20)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4 * 2H20)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (C2HsOS)
5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (C14HgN2O3S>)
Ethylester kyseliny octové p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (C4HsOz)

Galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., People Republic of
China) (C17H21NOs3)

Glukosa-6-fosfat (Sigma Aldrich, Némecko) (CsH1309P)
Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa (Roche, Némecko)

Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,HPOx)
Huperzin A 98% (Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., People Republic of
China) (C15H1sN20)

Chlorid draselny p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (KCI)
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= Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

= NADPH (Sigma Aldrich, Némecko)

=  Oracin (Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii, Ceské republika) (C20H1sN203)
= Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 99% (Sigma Aldrich, Praha) (C13H16sN4O4)

= Z-Pro-prolinal > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (CisH22N204)

4.2.2 Pufry

SmM Fosfatovy pufr o pH 7.4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B

a 300 ml vody. Zasobni roztok A je 10 mM roztok NaH2PO4 (v 1 litru roztoku je obsaZeno
1,20 g NaH2POy4). Zéasobni roztok B je 10 mM roztok NaoHPOg4 (v 1 litru roztoku je obsazeno
1,42 g NaHo2POy).

SmM Fosfatovy pufr o pH 7.4 obsahujici 150 mM chloridu sodného (8,766 g chloridu sodného

p. a. se rozpusti v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 a doplni se jim do 1000 ml).
100mM Fosfatovy pufr o pH 7.4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B

a 300 ml vody. Zéasobni roztok A je 200 mM roztok NaH2POg (v 1 litru roztoku je obsazeno
24,0 g NaH2POg). Zasobni roztok B je 200 mM roztok Na;HPOg4 (v 1 litru roztoku je obsazeno
28,4 g Na2HPOy).

PBS: 100mM Na/K fosfatového pufru pH 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI — roztok
A byl pfipraven smisenim 0,68 g KHoPO4 a 1,5 g NaCl a rozpustén ve 100 ml destilované vody.
Roztok B byl piipraven rozpusténim 0,89 g NaH>PO4 * 2 H,O a 1,5 g NaCl ve 100 ml
destilované vody. Nasledné bylo smichdno 20 ml roztoku A a 100 ml roztoku B. Hodnoty pH
byly kontrolovany u vSech pufrii na kalibrovaném pH metru PHM 220.

4.2.3 Pristroje

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

= Mikrotitra¢ni desti¢ky 96 jamek (Fisher Scientific, Pardubice)

= (Qdstfedivka AVANTI J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, USA)

= (Qdstiedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

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

= Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

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

= (D spektropolarimetr Jasco J-815 (Jasco, Némecko)
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= Statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2006)

4.2.4 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE a BuChE

Roztok SmM DTNB byl pfipraven pfimym rozpousténim piislusného mnozstvi DTNB v 100
mM fosfatovém pufru pH 7,4. Roztok smi byt jen slab& naZloutly. Cinidlo bylo uchovavano
v chladnicce pti 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM ATChI byl ptipraven rozpusténim ptislusného mnozstvi latky ve vodé. Roztok

musel byt &iry. Cinidlo bylo uchovavano v chladniéce pii 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM BuTChl byl pfipraven stejnym postupem jako roztok ATChI.

4.2.5 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i POP

Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl pfipraven rozpusténim piisluSného mnozstvi latky

v 40% 1,4-dioxanu. Cinidlo bylo uchovavano v chladniéce pii 4 °C.

4.3 Metody
4.3.1 Obecné postupy

Ptiprava rozpoustédel

VSechna komeréni rozpoustédla (kromé rozpoustédel deklarovanych cistotou pro HPLC,
LC/MS a NMR) byla pfed pouzitim standardné destilovana. Destilat byl jiman podle

piislusnych tabelarnich teplot varu jednotlivych rozpoustédel.

Odparovani extraktu a frakci

Pro odpafteni spojenych sumarnich ethanolickych extraktl pro izolaci alkaloidi byla pouZita
poloprovozni vakuova odparka Laborota 20 Heidolph s teplotou vodni 14zné 40-50 °C, podle
pouzitého rozpoustédla, a tlakem 1,33 kPa. Eluaty ziskané béhem sloupcové chromatografie
sumarniho alkaloidniho extraktu a posléze béhem déleni jednotlivych frakci pomoci metod
preparativni TLC byly odpafeny do sucha na vakuové odparce Biichi Rotavapor R-114 na vodni

lazni s teplotou nastavenou v zavislosti na odpafovaném rozpoustedle.

Detekce alkaloidu v roztoku

Béhem vyttepavani alkaloidniho extraktu z vodné faze byla ptitomnost alkaloidi ve vodné fazi

oveéfovana pomoci Mayerova c¢inidla. Roztok zkoumaného vzorku byl okyselen pomoci

64



2% HCI (na pH 3 az 4). Tento roztok byl ve zkumavce smichdn s nékolika kapkami cinidla,

obsahoval-li zkoumany roztok alkaloidy, objevil se vyrazny bily zakal.

SuSeni extraktd a frakci, izolovanvch latek a jejich skladovani

Alkaloidni extrakt, jeho frakce i izolované chemicky cisté latky byly vysouseny ve vakuovém
exsikatoru (vakuum piiblizné 1,33 kPa) nad suSicimi perlami silikagelu po dobu minimalné
24 hodin. Po vysuSeni byly uzaviené banky skladovany v chladnicce pii teploté 2—8 °C,

v ptipadé¢ extraktl v atmosféfe argonu.

Extrakce kapalina-kapalina

Alkaloidni extrakt nebo jeho frakce byly rozpustény v ptislusném mnozstvi 2% HCI a nafedény
destilovanou vodou tak, aby byl ziskan roztok o pH ~ 2. Kysely roztok byl zfiltrovan pies vrstvu
kiemeliny Celite 535. Vrstva kiemeliny byla pted filtraci promyta destilovanou vodou.
Zfiltrovany kysely roztok byl vytfepan 4 x Et;O, a timto zpiisobem byl zbaven lipofilnich
necistot a nékterych pigmentd. Nasledné byl kysely vodny roztok alkalizovan 10% vodnym
roztokem Na>CO3 na pH 9-10 a vytifepan 4 x Et,0, EtOAc, CHCl3z nebo CHCI3:EtOH (9:1).
Organickd slozka byla zvolena podle polarity obsazenych latek. Kvantitativni extrakce
alkaloidd byla pribézné¢ kontrolovana pomoci Mayerova ¢inidla. Ziskany vytfepek byl vysusen

pomoci bezvodého NaxSOs,.

Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven nalitim suspenze Al,O3; ve smési rozpoustédel, ktera
byla pouZita pro zahajeni eluce. Sumarni alkaloidni extrakt ur€eny k déleni byl nanesen na
sloupec ve formé triturace, extrakt byl v poméru s adsorbentem 1:4 (w/w). Triturace byla
pfipravena rozpusSténim extraktu v malém mnoZzstvi CH2Cl> a MeOH, jeho adsorbovanim na
ADOs3 a naslednym vysouSenim na vodni lazni do odpateni rozpoustédla. Vznikla triturace byla
nasledné susena v exsikatoru po dobu 24 hodin. Sloupcova chromatografie probihala formou
stupnovité eluce. Alkaloidy jednotlivych najimanych frakci byly detekovany pomoci analytické

TLC UV svétlem pii 254 nm a postiikem Dragendorffovym ¢inidlem.

Priprava litych desek pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

Preparativni TLC desky s litou vrstvou byly pfipravovany nalitim suspenze pfipravené
rozmichanim 6,5 g komer¢niho silikagelu (Silikagel 60 GF2s4) v 20,5 ml destilované vody na
sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm (29 mg SiO2/cm?). Pied pouzitim byly takto pfipravené

desky suSeny pii pokojové teploté po dobu nejméné 24 hodin.
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Preparativni tenkovrstva chromatografie

Smés alkaloidii ur¢ena k separaci byla rozpusténa ve smeési CHCl3:EtOH (1:1), EtOAc:MeOH
(1:1) nebo CH2CL:MeOH (1:1) a nanesena na chromatografickou desku pomoci
chromatografického pera na linii startu (1,5 cm od spodni hrany desky) a 1 cm od okrajii desky.
Mnozstvi desek pro preparativni TLC bylo pocitano pro kazdou preparativni tenkovrstvou
chromatografii tak, aby mnozstvi délené smési nepfesahovalo 3 mg/cm u litych vrstev, 1 mg/cm
u komer¢nich desek Merck (s vrstvou SiOz) nebo 0,5 mg/cm u reverznich komerénich desek
Merck. Desky byly ponechany volné na vzduchu do odpateni rozpoustédel z nanesené délené
smési a poté byly vyvijeny v chromatografickych komorach. Komory se pted pouZzitim sytily
zvolenou vyvijeci smési rozpoustédel po dobu 25 min. Desky byly po vyvinuti a vyjmuti
z komory suseny voln¢ v digestofi, po vysuseni analyzovany za vyuziti UV detekce (A = 254
a A =366 nm). Po UV detekci mohly byt desky vyvijeny znovu za pouziti stejné nebo odliSné
mobilni faze. Poté byly separované zony oznaceny preparativni jehlou (vyuziti UV detekce)
aizolovany mechanickou separaci z jednotlivych zon z chromatografické desky. Zony
s totoznym Rf ze vSech vyvijenych desek byly spojeny. Spojeny separovany adsorbent
z jednotlivych zon byl smichéan s kfemelinou Celite 535 a eluovan v chromatografické trubici
alespont 15nasobnym mnoZzstvim smési CHCIl3:EtOH (1:1), EtOAc:MeOH (1:1) nebo

CHxCl2:MeOH (1:1) podle toho, ktera ze smési byla pouzita pro rozpusSténi separované frakce.

Detekce alkaloidu po analytické tenkovrstvé chromatografii

Chromatogramy po vSech TLC (frakce ze sloupcové chromatografie, kontrola Ccistoty
izolovanych latek, hledani vhodnych vyvijecich smési pro separaci) byly vzdy nejprve
detekovany vizualné pomoci UV svétla za pouziti dvou vilnovych délek (A = 254 nm
aAl=366nm) a vSechny viditelné zony byly oznafeny tuzkou. Chromatogramy s takto
oznaCenymi zonami byly nasledné detekovany postiikem Dragendorffovym nebo
tetrachloroplati¢itym &inidlem. Cinidla byla pouzita k postiiku suchych desek a v p¥itomnosti
alkaloidii se na chromatografické desce objevily intenzivné oranzové skvrny v piipadé
Dragendorffova cinidla, skvrny fialové nebo hnédé barvy v ptipadé¢ hexachloroplati¢itého

¢inidla.

4.3.2 Metody pouzité pro strukturni identifikaci izolovanych alkaloidi

GC/MS analyza

Analyza slozeni jednotlivych frakei a posléze 1 izolovanych alkaloidii byla provedena pomoci

plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 pracujiciho s hmotnostnim detektorem pfi
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elektronové ionizaci 70 eV. Separace byla provadéna na koloné HP-5. Byl pouzit nasledujici
teplotni program: 100 °C—180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (5 °C/min), 300 °C
(15 min). Jako nosny plyn bylo pouzito helium, jehoz prutokova rychlost byla 0,8 ml/min.
Nastiik vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C. Byl nastfiknut 1 pl methanolového roztoku
analyzovaného vzorku (koncentrace 1 mg/ml) pfi splitu 1:10. Alkaloidy byly identifikovany
porovnavanim jejich spekter se spektry dostupnymi v komercni knihovné spekter NIST 17
(National Institute of Standards and Technology Library, USA), daty publikovanymi

v literatufe a se standardy latek, které byly v nasi laboratofi jiz izolovany.

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

MS (ESI) spektra byla méfena pro latky neionizujici pomoci elektronové ionizace. Spektra byla
ziskana pomoci systému Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA). Vzorky (0,2—
0,3 mg) byly rozpuStény v 1 ml metanolu &istoty LC-MS, vzorky byly analyzovany pfi
laboratorni teploté. Na separaci byla pouZzita kolona s reverzni fazi XSelect® CSH ™ C18 OBD
™ (100 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Milford, USA). Jako mobilni faze byly pouzity voda
s 0,1% kyselinou mraven¢i (rozpoustédlo A) a methanol s 0,1% kyselinou mravenci
(rozpoustédlo B). Prltok mobilni faze byl 1 ml/min. Elu¢ni program s gradientem byl
naprogramovan nasledovné (v/v): 0 min 5% B, 5 min 100% B, 8,5 min 5% B, poté 1,5 minuty
v pocatecnich podminkach pro ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametri ESI-MS byly:
kapilarni napéti (0,8 kV), teplota proby (600 °C); kuzelové napéti (15 V). LC/MS hmotnostni
spektra byla zaznamenana v rozmezi od 200-800 m/z. Pro detekci PDA byl rozsah detektoru
nastaven od 190 do 700 nm. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim iontovém
rezimu. Eluce sloucenin nastava v poradi od vice polarnich k méné polarnim, s nartstajici
eluéni silou mobilni faze. V pribéhu chromatografické analyzy zlstava koncentrace kyseliny

mravend¢i konstantni.

Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS-Q-TOF MS (ESI))

Tato metoda hmotnostni spektrometrie byla vyuzivana v ptipadé izolace novych latek, které
nebyly dosud v literatufe popsany. Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru s vysokym
hmotnostnim rozliSenim Waters Synapt G2Si s ionizaci elektrosprejem v kladném modu
a kombinovanym analyzatorem kvadrupol s analyzitorem doby letu (TOF). Vzorky byly
meéfeny v roztoku acetonitrilu a bylo porovnavano teoretické m/z s m/z experimentalné

zjisténym.
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Nuklearni magneticka rezonance

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCI3 pfi teploté 25 °C na spektrometru VNMR S500
pracujicim pti 499,87 MHz pro jadra 1H a 125,70 pro jadra 13C. K ozafovani a detekci signalu
byla pouzita Sirokopasmova dvoukanalova gradientova sonda s regulaci teploty (OneNMR).
Chemické posuny byly méfeny jako hodnoty 6 pars per milion (ppm) a byly nepiimo vztazeny
k TMS jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu
pro CDCl3 jsou u atomid 1H 6 = 7,26 ppm a u atoma 13C 6 = 77,0 ppm. Ziskana data jsou
uvadéna v nasledujicim potadi: chemicky posun (), integrovana intenzita spekter 1H NMR,
multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet)
a interak¢ni konstanta J (Hz). Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty (gCOSY, gHSQC,
gHMBC, NOESY) byly métfeny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry
méteni byly stanoveny podle mnozstvi vzorku, jeho ¢istoty a molekulové hmotnosti.

gCOSY (gradient corelation spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony, které maji
pfimé spojeni proton-proton ptes tfi vazby, 3JHH.

gHSQC (gradient heteronuclear single quantum coherence): jedna osa predstavuje 1H a druha
13C. Tato spektra predstavuji korelace mezi H a C pies jednu vazbu.

gHMBC (gradient heteronuclear multiple bond coherence): technika, kterda poméha urcit
korelace C s H pfes 3 vazby (pfipadné 1 2 nebo 4 vazby).

NOESY (nuclear overhauser effect spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony od sebe

vzdalenymi do 6 A a jeho intenzita klesa se zvy3ujici se vzdalenosti protonii v prostoru.

Cirkularni dichroismus

Existuje nékolik jednotek méfeni cirkularniho dichroismu. V literatufe jsou uvadény molarni
elipticita, stfedni zbytkova elipticita a delta epsilon. Elipticita alkaloida byla méfena v jejich
methanolovych roztocich na CD spektropolarimetru Jasco J-815 a molarni elipticita

jednotlivych latek byla vypocitana podle vzorce:

_exM
T ex1x10

[6]

©® — elipticita odectend z ptistroje; M — molekulovd hmotnost zkousené latky; ¢ — koncentrace

zkousSeného roztoku (g/ml), 1 — tloust’ka kyvety
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Vzijemny vztah mezi molarni elipticitou a molarnim cirkularnim dichroismem udava

nasledujici vzorec:

4500
[0] = 2,303 x de x ——

[®] — molarni elipticita; Ae — moléarni cirkularni dichroismus

Meéfeni optické otacivosti

Optickd otacivost alkaloidii byla méfena v jejich methanolovych nebo chloroformovych
roztocich na polarimetru P3000 a specificka otacivost jednotlivych latek byla vypocitana podle

VZOrce:

100 X «

t _
[alp = c %1

t — teplota méfeni [°C]; D — sodikova ¢ara A = 589,3 nm; a — naméfend otacivost [°];

¢ — koncentrace zkousené latky [g/100 ml]; 1 — délka kyvety [dm].

4.4 Studium biologické aktivity izolovanych alkaloida

4.4.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i humannim cholinesterazam

Piiprava hemolyzatu a plazmy

Jako zdroj acetylcholinesterazy (#AChE) byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytd. Zdrojem
butyrylcholinesterazy (ABuChE) byla lidskd plazma. Erytrocyty byly ziskany z cCerstvé
odebrané citratované krve zdravych dobrovolnikii (18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu).
Bezprostfedné po odbéru byla krev stejnomérné rozdélena po 5 ml do Sroubovacich zkumavek
a poté byla provedena centrifugace po dobu 10 minut pii rychlosti 4000 rpm pti 4 °C. Po prvni
centrifugaci byla plazma odsata tak, aby v ni nebyly erytrocyty, a byla uchovéana do stanoveni
aktivity ABuChE v chladnicce pti 4 °C (nejdéle vSak 6 hodin).

Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu byl opatrné odsat bezpopelnym filtracnim papirem
s hlazenym povrchem, jehoz Spicka byla sestfizena. Byl odecten objem erytrocytarni masy
a tento sediment byl zfedén takovym mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim
150 mM NaCl, aby byl objem suspenze 13 ml. Takto pfipravend suspenze byla dobie
promichana a poté byla provedena centrifugace stejnym zptsobem jako pii odd¢lovani plazmy
(uvedeno vyse). Promyti timto zptisobem bylo provedeno celkem 3x, promyvaci kapalina byla
dokonale odstranéna. Po tomto promyti bylo pfidano takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru

pH 7,4 bez obsahu chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty : pufr 1 + 8 — 9, smés
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se byla opét homogenizovana, ptelita do Erlenmeyerovy baiiky a erytrocyty se byly ponechany
spontann¢ hemolyzovat za michani teflonovym michadlem pti 300 rpm. Ihned po skonceni této
fizené hemolyzy byla u suspenze stanovena acetylcholinesterazova aktivita, piipadn¢ byla
SmM fosfatovym pufrem upravena absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08-0,15)
a nafedény hemolyzat byl uchovavan do doby pouziti pti -22 °C. Butyrylcholinesterazova
aktivita plazmy byla stanovena stejnym zptisobem (pficemz hodnota absorbance byla v rozmezi

0,15-0,20), byla uchovavana stejnym zptsobem jako hemolyzat.

Vlastni stanoveni inhibiéni aktivity izolovanvych alkaloidu

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)!”® [A = 436 nm (AChE), nebo A = 412 nm
(BuChE)]. Byl sledovan nariist absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso byly vypocitany
z namétfenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy

nelinedrni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPaD
Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICso zndmych
inhibitorti cholinesteraz: galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% I) byla pocitana

podle vzorce:

% I = 100 (100 A AB’)
= — X
0 A Ag,

% 1 — procento inhibice; AAgp — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

AAs.— absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymi: do 6 jamek mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 8,3 ul plazmy

nebo hemolyzatu, pfiddno 283 pul 5 mM DTNB a 8,3 ul DMSO, vSe bylo po dobu 1 min

promichavano na mikrotfepacce a poté byla smés inkubovana v komote readeru pii 37 °C po
dobu 5 minut. Po inkubaci bylo ptidano 33,3 pl roztoku substratu (10 mM ATChI nebo 10 mM
BuTChl) a pfi ptislusné vinové délce (AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm)
byla prométfena absorbance. Zplsobem popsanym vySe byl vypocten rozdil a stanovena

pramérnd hodnota inhibice se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: do mikrotitracni desticky byly pouZity stejné objemy cCinidel a roztoku

substratu (6 fad po 3 jamkéch), shodny byl téZ postup méteni. Pro méfeni inhibi¢ni aktivity
latky byly pouzity koncentrace: 40; 10; 4; 1 a 0,4 mM, piipadné dalsi série koncentraci v tomto
pocetnim modu, pokud byla aktivita vysokd. Do posledni 6. fady byl pipetovan DMSO jako
slepy vzorek. Ziskané inhibicni aktivity ICso AAChE a ICso ABuChE pro jednotlivé latky byly
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porovnavany s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek galanthaminem (ICso, rache = 1,710 +
0,065 uM, ICso, rBuche = 42,301 + 0,065 uM), Huperzinem A (ICso, rache = 0,033 = 0,001 pM,
ICso0, #Buche > 1000 uM) a berberinem (ICso, rache = 0,705 £ 0,104 uM, ICso, rBuche = 30,721 +
3,492 uM).

Kineticka studie inhibice AAChE a ABuChE

Kinetické studie byly provedeny ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie na
Fakulté vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany. Podrobny popis postupil je mozno nalézt
v nasledujici publikaci Hostalkova et al. (2019)'®*. Postup pro stanoveni inhibi¢niho
mechanismu byl podobny jako pro stanoveni hodnoty ICs¢ s tim rozdilem, ze byly pouzity Ctyfi

razné koncentrace ATChl a BuTChl.

4.4.2 In silico studie

Abychom urcili kritické strukturdlni aspekty zodpovédné za vysokou inhibi¢ni aktivitu
izolovanych latek vi¢i AAChE a hBuChE byla provedena dockingova studie ve spolupraci
s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie na Fakulté¢ vojenského zdravotnictvi Univerzity
Obrany. Podrobny popis studie je mozno nalézt v nésledujici publikaci Hostalkova et al.

(2019)164,

4.4.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vuci prolyloligopeptidase

Studie tykajici se inhibi¢ni aktivity vic¢i POP byly provedeny ve spolupraci s Katedrou
toxikologie a vojenské farmacie na Fakulté¢ vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany.
Podrobny soupis studii a postupil je mozno nalézt v nasledujici publikaci Host’alkova et al.

(2019)!64.

4.4.4 Predikce pruchodu litek pies hematoencefalickou bariéru

Predikce prichodu latek ptes hematoencefalickou bariéru (HEB) byla provedena
prostiednictvim PAMPA-BBB testu (in vitro parallel artificial membrane permeability assay-
blood brain barrier) ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské farmacie na Fakulté
vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany. Podrobny soupis studii a postupii je mozno nalézt

v néasledujici publikaci Hostalkova et al. (2019)'%4,
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4.4.5 Stanoveni cytotoxické aktivity in vitro

Studie tykajici se cytotoxicity izolovanych latek byly provedeny ve spolupraci s Ustavem
l¢katské biochemie na Lékatské fakulté v Hradci Kralové. Podrobny soupis studii a vysvétleni
postupti je mozno nalézt v nasledujici publikaci Havelek et al. (2014)!6% 165 Ve spolupréci s LF
HK bylo provedeno stanoveni bunécné viability/cytotoxického pusobeni testovanych latek
pomoci kolorimetrické metody WST-1. Tato metoda je variaci na metodu MTT, ale pouziva
4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen  disulfondt misto roztoku
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu, ktery je pouzivan pii MTT testu.
Obg¢ tato cinidla jsou tetrazoliové soli, ale u WST-1 odpada krok rozpousténi a stanoveni je
rychlejsi a citlivejsi!®® 7. 7 testovanych latek byly v zavislosti na jejich rozpustnosti
pripraveny zasobni roztoky o koncentraci 10-50 mM a dale byly fedény v ¢as potieby tak, aby
koncentrace DMSO byla < 0,1%, aby byl vyloucen jeho toxicky efekt.

4.5 Rostlinny material

Cerstvé cibule Zephyranthes citrina (Z. citrina) byly dodany firmou Lukon Glads (Sadska,
Ceska republika). Botanickd verifikace rostlinného materidlu byla provedena
prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. Dokladny vzorek byl uloZzen v herbariu Katedry
farmaceutick¢ botaniky Farmaceutick¢ fakulty v Hradci Kréalové pod oznacenim:

CUFPH-16130/AL-212.

4.6 Izolace alkaloidu

Cerstvé cibule (35 kg) Z. citrina byly pokrajeny a rozemlety v mlynku. Takto rozdrobnény
rostlinny material byl 2 x extrahovan dvojndsobnym mnozstvim 95% EtOH za varu pod
zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut. Spojené extrakty byly zfiltrovany a odpatfeny za vzniku
odparku ve form¢ hnédého sirupu. Takto pfipraveny sumdrniho ethanolicky extrakt byl
postupné rozpustén v 7 litrech 5% HCI a nafedén destilovanou vodou na 10 1 roztoku o pH ~ 2.
Kysely roztok byl zfiltrovan pies vliselin a posléze ptes vrstvu kiemeliny Celite 535. Vrstva
kfemeliny byla pted filtraci promyta destilovanou vodou. Kysely vodny roztok byl alkalizovan
10% vodnym roztokem Na>COj3 na pH 9—-10 a vytiepan 4 x 12 litry CHCI3 za priibézné kontroly
vodné faze Mayerovym cinidlem. Organickd faze byla odpatfena za zisku 312 g sumarniho
alkaloidniho extraktu konzistence hnédého sirupu. Tento primarni alkaloidni extrakt byl dale
pieciStovan vytrepavanim. Odparek byl rozpustén v 5 litrech 2% HCI a vysledny roztok

zfiltrovan pres vrstvu kiemeliny Celite 535, jez byla nasledné promyta 1 litru destilované vody.
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Vodna faze byla odtu¢néna 2 x 3 1 Et2O, alkalizovana Na;CO3 na pH 9-10 a vytfepana 4 x 5
litry CHCls. Kvantitativni extrakce alkaloidi byla prubézné kontrolovana pomoci Mayerova
¢inidla. Chloroformovy vyttepek byl vysusen pomoci bezvodého Na>SOs, bylo ziskédno 210 g
alkaloidniho vytiepku, ktery byl dale precistén. Alkaloidni vytiepek byl rozpustén ve 4 litrech
2% HCIl a vysledny roztok zfiltrovéan ptes vrstvu kiemeliny Celite 535, ktera byla poté promyta
0,5 litry destilované vody. Vodna faze byla opét odtuc¢néna 2 x 2 litry Et,O, nasledné
alkalizovana pomoci Na;CO; na pH 9-10 a vytfepana 4 x 4 litry EtOAc a 2 x 4 litry CHCl;.
Kvantitativni extrakce alkaloidli byla opét pritbézné kontrolovana pomoci Mayerova ¢inidla.
Oba vytiepky byly vysuSeny pomoci bezvodého Na;SO4 a na zdklad€ kontrolniho TLC spojeny
dohromady za zisku 151 g koncentrovaného alkaloidniho extraktu, ktery byl dale podroben
sloupcové chromatografii na neutralnim AlO; deaktivovanym 6 % destilované vody.
V nésledujicich tabulkdch jsou uvedeny parametry a pribéh sloupcové chromatografie

(Tab. 9-11, Obr. 33-36).

Tabulka 9: Parametry sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu Z. citrina

Hmotnost odparku 151g
Adsorbent na trituraci 600 g
Adsorbent na napln kolony 6000 g
Vrstva alkaloidni triturace 15 cm
Objem frakce 500 ml

Tabulka 10: Mobilni faze na TLC pro monitorovani pribéhu sloupcové chromatografie

Oznaceni mobilni faze SloZeni mobilni faze Frakce
S12 To : DEA (98 :2) 32-58
S13 To : DEA (90 : 10) 59-278
S16 To : EtOH : DEA (85:10:5) 279-490
S17 To : EtOH : DEA (70 :30:5) 491-685
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Tabulka 11: Prib¢h sloupcové chromatografie

Spojené

Oznaceni Mobilni faze MnoZstvi Popis Poznamka
frakce
1 32-34 Bz:CHCl (34:66)  001g  0czobsahu i
) ' ’ alkaloida
. . viskozni,
2 35-42 Bz : CHCl; (34 : 66) 0,11¢g hnedy Erakee 2 a3
3 43-58 Bz : CHCl; (34 : 66) 0,22 g viskézni, spojeny
hnédy
) ) krystalizujici,
4 59-82 Bz : CHCl; (34 : 66) 1237 g hnéd§ -
. . krystalizujici,
5 83-97 Bz : CHCl; (34 : 66) 4,84 g Y azloutly Frakee S a6
6 98-103 Bz : CHCI; (34 : 66) 439g  Krystalizwjici, spojeny
nazloutly
Bz : CHCI; (34 : 66) krystalizujici,
7 104-187 Bz : CHCl; (25 : 75) 843 ¢ nazloutly Frakce 7 a 8
Bz : CHCI; (25 : 75) krystalizujici, spojeny
8 188-224 Bz:CHCl (15:85) 938 nazloutly
B . . krystalizujici,
9 225-261 Bz : CHCl; (15 : 85) 1,79 g Y azloutly Frakee 9 a 10
krystalizujici, spojeny
10 262-278 CHCl; (100) 0,32¢g hahnediy
11 279-294 CHCI, (100) 360g  <ystalizuiic, ]
nahnédly
12 295-328 CHCI, (100) 7,05 ¢ kry“gig“]‘c"
CHCL. (100) N
13 329-365 o ' 1040g  Krystalizujicl,  pragee 12,13
CHCL: EtOH (99 : 1) nazloutly a 14 spojeny
CHCL: EtOH (99 : 1) krystalizujici
3 stalizujici,
14 366-393 CHCI,: EtOH (98 : 2) 2,68 g nazloutly
CHCL.: EtOH (98 : 2) Ko
3 viskozni,
15 W40 cnogEon 95:5) 208 hnédy ]
16 431-443 CHCI: EtOH (95 : 5) 130 g krysﬁalfczi‘?ﬂ“’
CHCL EOH (95 3) nedy Frakce 17 a 18
: Et : sy .
~ 3 krystalizujici, spojeny
17 B0 o Ron90:10) 7718 nazloutly
18 491-516 ~ CHCI:EtOH(90:10) 454 viskézni, ]
hnédy
CHCL.: EtOH (90 : 10) krystalizujici
3 stalizujici,
1 SI58 cHer:Bon 800200 2078 hnédy '
CHCI.: EtOH (80 : 20) Krvstalizaiic]
_ 3 rystalizujici, i
20 24006 cper:BoH (50:50) 018 nahn&dly
MeOH (100) viskozni,
2 607685 \teOH: HCI(99.8:02) 78 hnédy )
Celkem 96,02 g -

V poslednim sloupci jsou okomentovany frakce, které byly vzhledem k velmi podobnému alkaloidnimu profilu
spojeny a dale zpracovavany spole¢né
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Obrazek 33: Chromatogram spojenych frakci 1-11 (S13, vyvinuto Obriazek 34: Chromatogram spojenych frakci 11-21 (S16, vyvinuto
1x, detekce pod UV svétlem pti A =254 nm) 1x, detekce pod UV svétlem pti A =254 nm)

Obrazek 35: Chromatogram spojenych frakci 1-11 (S13, vyvinuto Obrizek 36: Chromatogram spojenych frakci 11-21 (S16, vyvinuto
1x, detekce Dragendorffovym ¢inidlem) 1x, detekce Dragendorffovym ¢inidlem)
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4.6.1 Izolace latek ze spojenych alkaloidnich frakci

Frakce 2-3 (330 mg) byla pomoci TLC na komerénich deskach (S3, 2x) rozdélena na
5 podfrakci. Z podfrakce ZC-F3/1 bylo ziskano 110 mg latky ZC-1, jez byla pomoci GC-MS
a standardu identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu galanthin. Z podfrakce
Z.C-F3/2 bylo po docisténi (S12, 2x) ziskano 5 mg latky ZC-2, kterda byla pomoci GC/MS
identifikovana jako alkaloid krininového strukturniho typu buphanisin. Z podfrakce ZC-F3/3
bylo po docisténi (S1, 2x) ziskdno 11 mg alkaloidni latky ZC-3, kterd byla pomoci NMR
identifikovana jako alkaloid krininového strukturniho typu 9-demethyl-6-ethoxyhippeastidin.
Z podfrakce ZC-F3/4 bylo po docisténi (S1, 1x) ziskano 9,5 mg alkaloidni latky ZC-4, kterd
byla pomoci NMR wurena jako alkaloid krininového  strukturnitho  typu
10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin. Podfrakce ZC-F3/5 byla nealkaloidni povahy.

Z frakce 4 (12,37 g) bylo krystalizaci ze smési CHCI3:EtOH (1:1) ziskano 3,41 g naZloutlych
krystalii a 8,96 g mate¢ného louhu frakce 4 (ML-4). Krystaly byly analyzovany pomoci TLC
(S2, 2x) a GC/MS, jednalo alkaloid lykorinového strukturniho typu ZC-1, minoritni slozkou
byl alkaloid homolykorinového strukturniho typu ZC-5, ktery byl identifikovan jako nerinin.
Krystaly byly rekrystalizovany ze smési CHCIl3:EtOH (1:1), byl ziskan &isty alkaloid ZC-1
(3,12 g). Mate¢ny louh (ML-4/Kk) byl odsat a do€istén na litych deskach (S1, 2x), bylo ziskano
40 mg ZC-5. ML-4 (8,96 g) byl podroben extrakci kapalina-kapalina. Bylo ziskano 5,02 g
precisteného ML-4, ktery byl podroben flash chromatografii.

Parametry flash chromatografie ML-4

Vzorek (ML-4) o hmotnosti 5,02 g byl naadsorbovéan na oxid hlinity, byla pfipravena triturace
o hmotnosti 20,08 g. Pro separaci byla pouzita kolona (36,1 x 211 mm) naplnéna oxidem
hlinitym (hmotnost adsorbentu 120 g, velikost ¢astic 32—63 pum). Pfed vlastni separaci byla
kolona kondicionovana 20 min pfi pritoku 60 ml/min a sloZeni mobilni faze DCM + DEA
(100 + 0,1). Jako mobilni faze byly pouzity DCM + DEA (100 + 0,1 %) jako MF A,
EtOAc : DEA (100 + 0,1 % jako MF B a MeOH + DEA (100 + 0,1 %) jako MF C. Priitok
mobilni faze (MF) byl po celou dobu analyzy 60 ml/min, celkové doba analyzy byla 90 min.
V prvni €asti separace dochazelo k miseni MF A a MF B. Elu¢ni program s gradientem byl
naprogramovan nasledovné (v/v): 0—10 min (0 % MF B), 10-20 min (0-100 % MF B), 20-30
min (100 % MF B). Ve druhé fazi separace dochazelo k miseni MF B a MF C. Elu¢ni program
s gradientem byl nastaven takto: 30—80 min (0—100 % MF C), 80—90 min (100 % MF C). Objem

frakce Cinil 30 ml. Pribéh chromatografie byl detekovan UV zéafenim pfti Ctyfech vinovych
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délkach (A1 = 220 nm, A2 = 254 nm, A3 = 280 nm, A4 = 350 nm) a pomoci kontrolni TLC (S9,
2x)a(S11, 2x%).

Tabulka 12: Vysledek flash chromatografie ML-4

Oznaceni Spojené Mnozstvi Popis
frakce
ML-4/1 1-67 102 mg krystalizujici, nazloutly
ML-4/2 68-80 1,56 g krystalizujici, bily
ML-4/3 81-83-24b 961 mg krystalizujici, nazloutly
ML-4/4 25b-120b 238 mg viskozni, hnédy

Na zéklad¢ kontrolni TLC byly eluaty z flash chromatografie spojeny do 4 podfrakci (Tab. 12).
Podfrakce ML-4/1 byla docisténa na komerc¢nich deskach (S9, 2x), bylo ziskdno 50 mg
alkaloidu ve smési 2 izomerd, ktery byl identifikovén jako dimerni alkaloid narcikachninového
strukturniho typu ZC-6 (narcieliin). Podfrakce ML-4/2 obsahovala 1,56 g cist¢tho ZC-1.
Podfrakce ML-4/4 byla podrobena extrakci kapalina-kapalina. Na zékladé kontrolniho TLC
bylo 123 mg ptecisténé podfrakce ML-4/4 pfipojeno k podfrakci ML-4/3. Z podfrakce ML-4/3
bylo vykrystalizovano 800 mg ZC-1 ze smési CHCl3:EtOH (1:1). Mate¢ny louh (261 mg)
ML-4/3mw byl piecistén na komercnich deskdch s RP-C18 a bylo ziskdno 5 mg kvartérniho
alkaloidu lykorinového typu ZC-27, tortuosinu. Pro snadnéjsi orientaci v izolaci alkaloidd

z frakce 4 je uveden nasledujici obrazek (Obr. 37).

Krystalizace
CHCl;: EtOH (1 : 1)
1

Smésné krystaly Mateény louh (ML-4)

Rekrystalizace Flash chromatoerafie
CHCl - EXOH (1 : 1) ash chromatografie

/—‘ﬁ I Id N
ZC-1: Galanthin GImcén_\'- louh (ML—-II&D( ML-4/1 ) ( MIA"JE) ( ML-43 ) M4
| | 1 \

Preparativni TLC Preparativni TLC i E\'Q'st.ulizaue LLE a spojeni
(S1.2%) (81, 2%) CHCL:EOH(1: 1) ¢ M1-4/30

| l | ./
CZL'_:?: Nﬂ:rm:n) (L[ £ NEI[".‘IElI!II]) (ZC- I Galanlh[n)( ML/ 300 )
1

Preparativni RP-TLC
(S1.2x)

ZC-27: Tortuosin

Obrazek 37: Schéma izolace alkaloidu z frakce 4
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Z frakce 5-6 (9,23 g) bylo krystalizaci ze smési CHCI3:EtOH (1:1) ziskano 5,25 g alkaloidu
haemanthaminového strukturniho typu ZC-7 (haemanthamin). Mate¢ny louh (3,98 g) byl
zbaven nealkaloidnich necistot extrakci kapalina-kapalina. Bylo ziskdno 3,23 g
ethylacetatového (ZC-F5-6r) a 300mg chloroformového vytfepku (ZC-F5-6¢).
Chloroformovy vytifepek ZC-F5—-6c¢ byl separovan na litych deskach (S19, 1x). Byly ziskany
2 podfrakce ZC-F5-6¢/1 a ZC-F5-6¢/3, které byly docistény na komerénich deskéch (S29, 1x)
a (S28,1). Byly izolovany 2 dosud nepopsané alkaloidy, které na zdkladé NMR nalezi ke
krininovému nebo k haemanthaminovému strukturnimu typu. Z podfrakce ZC-F5-6c¢/1 bylo
izolovano 40 mg alkaloidu ZC-8 (zephyjanin) a z frakce ZC-F5-6¢/3 30 mg alkaloidu ZC-9
(zephycitrin I). Z ethylacetatového vytiepku ZC-F5-6k bylo ze smési CHCIz:EtOH (1:1)
vykrystalizovano 1,72 g alkaloidu ZC-7. Mate¢ny louh ZC-F5-6k (1,57 g) byl rozdélen na
litych deskach (S19, 1x), separaci byl mate¢ny louh frakcionovan na 4 alkaloidni podfrakce.
Podfrakce ZC-F5-6r/A (63 mg) byla dociSténa pomoci TLC (S8, 1x), bylo izolovéano dalSich
20 mg latky ZC-8. Podfrakce ZC-F5-6k/B (346 mg) byla dale separovana pomoci TLC na
litych deskach (S26, 2x), bylo ziskano dodatecnych 233 mg ZC-7 a 20 mg ZC-9. Podfrakce
Z.C-F5-6x/D (172 mg) byla docisténa na litych deskach (S15, 2x), byl izolovan alkaloid ZC-1.
Podfrakce ZC-F5-6k/E (115 mg) byla ptecisténa na litych deskach (S26, 1x) za zisku 58 mg
alkaloidu tazettinového strukturniho typu ZC-10 (tazettin).

Z frakce 7-8 (13,08 g) bylo ze smési CHCI3:EtOH (1:1) vykrystalizovano dalSich 12,19 g
alkaloidu ZC-7. Mate¢ny louh ML-7-8 (894 g) byl docistén na litych deskach (S27, 2x). Bylo
1zolovéano 503mg Z.C-7 a podfrakce ML-7-8/2 (60 mg). Podfrakce ML-7-8/2 byla do¢isténa na
komer¢nich deskach (S22, 1x), bylo ziskdno dodatecnych 23 mg latky ZC-9.

Frakce 9-10 (4,52 g) byla kvili velkému mnozstvi nealkaloidnich necistot podrobena
preCisténi extrakci kapalina-kapalina a bylo ziskdno 1,5 g ethylacetatového vytiepku
Z.C-F9-10. Ten byl dale rozdélen pomoci preparativni TLC (S28, 1%) na tfi podfrakce, majoritu
opét tvofil alkaloid ZC-7. Podfrakce ZC-F9-10/2 (48 mg) byla pfecist€éna pomoci TLC na
komercénich deskach (S20, 1x), bylo ziskdno 14 mg ZC-9. Podfrakci ZC-F9-10/3 (1,32 g)
nebylo nutné dale ptecistovat, jednalo se o Cisty ZC-7. Podfrakce ZC-F9-10/4 (57 mg) byla
ptecisténa pomoci preparativni TLC na komerc¢nich deskéach (S18, 1x), bylo izolovano dalSich

23 mg alkaloidu ZC-10.

Frakce 11 (3,60 g) na zaklad¢ analytické TLC (S20, 2x) a GC/MS zjiSté€no, Ze se jedna o smes
dvou alkaloidii, které¢ byly separovany na litych deskach (S28, 3x). Bylo izolovano 1,95 g
podfrakce ZC-F11/1, ktera byla docisténa na litych deskach (S20, 2x). Bylo ziskano 1,4 g
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alkaloidu haemanthaminového strukturniho typu ZC-11 (maritidin). Podfrakce ZC-F11/2
(955 mg) byla docisténa za pouziti preparativni TLC na litych deskach (S8, 2x), bylo izolovano
658 mg alkaloidu haemanthaminového typu ZC-12 (vittatin).

Frakce 12-13-14 (20,13 g) byly na zaklad¢ shodného alkaloidniho profilu spojeny. Frakce
byly analyzovany pomoci TLC (S20, 3% a S28, 3x), GC/MS a HPLC/MS. Analyza prokéazala
pritomnost alkaloidi ZC-11 a ZC-12. Na zéklad¢ téchto analyz byly frakce ulozeny jako zdroj

alkaloidii pro pfipravu polosyntetickych derivati.

Frakce 15 (2,98 g) byla vzhledem k pfitomnosti znacného mnozstvi nealkaloidnich necistot
ptecisténa pretiepavanim, bylo ziskano 1,32 g ethylacetatového vytiepku ZC-F15ga 516 mg
chloroformového vytfepku ZC-F15c. Chloroformovy vytiepek ZC-F15c¢ byl podroben
preparativni TLC na litych deskach (S27, 3x) a bylo ziskano 114 mg ZC-F15¢/1. Tato latka
byla identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu ZC-13 (narcissidin). Dale
bylo izolovano 16 mg ZC-F15¢/2, jednalo se o alkaloid lykorinového strukturniho typu ZC-14
(methylpseudolykorin). Ethylacetatovy vytfepek ZC-F15g byl frakcionovan pomoci
preparativni TLC na litych deskach (S28, 2x), separaci byly izolovany ctyti podfrakce.
Podfrakce ZC-F15e/1 (39 mg) byla docisténa TLC na komer¢nich deskach (S29, 2x), bylo
izolovano 10 mg alkaloidu haemanthaminového typu ZC-15 (dihydromaritidin). Podfrakce
Z.C-F15£/2 (119 mg) byla ptecisténa za pouziti TLC na litych deskach (S28, 2x), bylo ziskano
59 mg alkaloidu ZC-11. Podfrakce ZC-F15&/3 (540 mg) byla dale separovana TLC na litych
vrstvach (S4, 2x), byly izolovany dvé latky. Podfrakce ZC-F158/3A (279 mg) byla
rekrystalizovana z EtOAc, byly ziskany bilé krystaly alkaloidu ZC-13 (210 mg). Latka
Z.C-F15£/3B (32 mg) byla docisténa za pouziti TLC na komer¢nich deskach, bylo izolovano
15 mg alkaloidu homolykorinového strukturniho typu ZC-16 (7-ethoxy-10-methoxy-1-
methyllykorenan-9-ol). Podfrakce ZC-F15e/4 (30 mg) byla dociSténa za pouziti TLC na
komer¢nich deskach (S29, 2x), bylo izolovano 18 mg alkaloidu lykorinového typu, ktery byl
identifikovan jako ZC-17 (1-O-acetylkaranin).

Z frakce 16-17 (10,81 g) bylo ze smési CHCl3:EtOH (9:1) vykrystalizovano 2,1 g alkaloidu
haemanthaminového strukturniho typu ZC-18, haemanthidinu. Mate¢ny louh (8,71 g) byl dale
predrozdélen vyttepavanim, bylo ziskano 6,1 g ethylacetitového a 1,43 g chloroformového
vytiepku. Chloroformovy vytiepek byl za horka rozpustén v EtOAc, ochlazenim roztoku bylo
vykrystalizovano 940 mg alkaloidu ZC-13, narcissidin. Mate¢ny louh byl pfipojen
k ethylacetatovému vyttepku (6,59 g). Ethylacetatovy vytiepek oznaceny jako ZC-F17 byl
podroben flash chromatografii na reverzni fazi (Tab. 13). Chromatografickd kolona RP
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C18/120 g byla pii prvni flash chromatografii zamérné pietizena, cilem bylo oddéleni alkaloidu

7.C-13, ktery v ZC-F17 ptevazoval.
Parametry flash chromatografie ZC-F17

Vzorek (ZC-F17) o hmotnosti 6,59 g byl naadsorbovan na reverzni fazi
(octadecyl-functionalized silica gel), bylo pfipraveno 33 g triturace. Pro separaci byla pouzita
kolona FlashPure EcoFlex C18 120 g (sférické castice o velikosti 40—60 pum). Pied vlastni
separaci byla kolona kondicionovana 20 min pii pritoku 40 ml/min a sloZzeni mobilni faze (MF)
5 % MF B. Jako mobilni faze byly pouzity HO + HCOOH (100 + 0,1 %) jako MF A,
MeOH + HCOOH (100 + 0,1 %) jako MF B. Pritok mobilni fdze byl po celou dobu analyzy
40 ml/min, celkova doba analyzy byla 90 min. Elu¢ni program s gradientem byl naprogramovan
nasledovné (v/ v): 0—10 min (5 % MF B), 10-80 min (5-100 % MF B), 80-90 min (100 % MF
B). Objem jimanych frakci ¢inil 25 ml. Priibéh chromatografie byl detekovan UV zatenim pii
ctyfech vlnovych délkach (A = 220 nm, A2 = 254 nm, A3 = 280 nm, A4 = 366 nm) a pomoci
kontrolni TLC (S10, 2x) a (S28, 1x).

Tabulka 13: Vysledek flash chromatografie ZC-F17

Oznaceni  Spojené frakce = MnoZstvi Popis
ZC-F17/1 5-30 253 ¢ krystalizujici, bila
ZC-F17/2 31-70 2,1g krystalizujici, nazloutla

Podfrakce ZC-F17/1 byla za horka rozpusténa v EtOAc, nasledné prudce ochlazena, bylo
vykrystalizovano 1,2 g ZC-13. Mate¢ny louh byl pfipojen k podfrakci ZC-F17/2 a bylo ziskano
3,43 g smési, kterd byla podrobena druhé flash chromatografii za shodnych podminek jako
ZC-F17 (Tab. 14).

Tabulka 14: Vysledek flash chromatografie ZC-F17/2

Oznaceni Spojené frakce MnoZstvi Popis
ZC-F17/2A 34-36 562 mg krystalizujici, bila
ZC-F17/2B 37-43 224 mg krystalizujici, bila
ZC-F17/2C 44-50 310 mg krystalizujici, bila
ZC-F17/2D 51-60 1,3¢g krystalizujici, bila

Podfrakce ZC-F17/2A nebyla dale zpracovana, byla uloZena jako zdroj ZC-13. Podfrakce
ZC-F17/2B byla rozdélena pomoci preparativni TLC na litych deskach (S28, 2x). Bylo
izolovano 102 mg ZC-F17/2B1, jednalo se o alkaloid ZC-13. Déle bylo ziskano 19 mg
Z.C-F17/2Bz, podfrakci bylo nutno ptecistit za pouziti TLC na komerénich deskach (S10, 2x),
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bylo izolovano 9 mg alkaloidu lykorinového strukturniho typu, ktery byl pomoci GC/MS
identifikovan jako ZC-19 (lykorin). V podfrakci ZC-F17/2B3 byl identifikovan alkaloid
krininového typu ve smési 2 izomeri (v poméru 7:3 a- a [- izomer) ZC-20
(10-deoxy-6-hydroxyhippeastidin). Smés alkaloidii v podfrakci ZC-F17/2C byla dale
rozdélena za pouziti TLC na litych deskach (S28, 2x). Byly izolovany tii alkaloidy,
Z.C-F17/2C1 byl identifikovan jako alkaloid ZC-13 (98 mg), z podfrakce ZC-F17/2Cz byl
ziskan alkaloid ZC-20 (75 mg). Podfrakce ZC-F17/2C3 (83 mg) byla docisténa pomoci TLC
na komerc¢nich deskach (S21, 2x), bylo izolovano 59 mg alkaloidu krininového strukturniho
typu ve smési dvou izomerl (v poméru 7:3 a- a - izomer) ZC-21 (6-hydroxyhippeastidinu).
Podfrakce ZC-F17/2D byla rekrystalizovana ze smési CHCI3:EtOH (9:1), bylo ziskano 980 mg

7.C-18. Zpracovani této frakce je prehledné shrnuto na nasledujicim obrazku (Obr. 38).

Frakce 16-17

Krystalizace
CHCI: : EtOH (9 : 1)

|
£ Y
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!

Extrakee kapalina-kapalina
|

CHClsvytiepek EtOAc witfepek

Krystalizace  Spojeno s EtOAc  Flash chromatografie
EtOAc vytfepkem

ZC-F17/1 ) ( ZC-F17/2
Matecny louh
E i J

Krystalizace

ZC-13: Narcissidin EtOAc S ;E“_']lf'r;z Flash chromatografie

(?.('- 13: N:m:issidin) (Maluﬁn_\" quh)
ZC-F17/24 ZCF17/2, ZC-F17/2¢ ZCFI17/2p

Preparativni TLC Preparativni TLC Rekrystalizace
(528, 2x) (528, 2x) CHCI; : EtOH (9 : 1)

£C-13: Narcissidin ZC-20:10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin
ZC-19: Lvkorin ZC-21: 6-Hvdroxyhippeastidin ZC-18: Haemathidin
ZC-20: 10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin ZC-13: Narcissidin

Obrazek 38: Schéma izolace alkaloidu z frakce 16-17

Z frakce 18 (4,54 g) bylo ze smé&si CHCI3:EtOH (7:3) vykrystalizovéano 2,30 g ZC-18. Mate¢ny
louh (2,24 g) ML-F18 byl nésledné podroben preparativni TLC na litych deskach (527, 2x).
Byly ziskany ctyfi podfrakce. Podfrakce ML-F18/1 (118 mg) byla docisténa TLC na
komer¢nich deskach (S23, 2x), bylo izolovano 79 mg alkaloidu ZC-13. Z podfrakce ML-F18/2
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(122 mg) bylo pomoci TLC na litych deskach (S19, 2x) izolovano 50 mg ZC-20. Docisténim
podfrakce ZC-F18/3 (163 mg) na litych deskach (S20, 1x) bylo ziskano 71 mg ZC-21.
Podfrakce ZC-F18/4 byla tvofena Cistym ZC-18 (737 mg).

Frakce 19 (5,97 g), kteréd byla tvofena prevazné alkaloidem ZC-18. Vzhledem ke zna¢nému
mnozstvi nealkaloidnich necistot byla frakce pfecisténa vytfepavanim. Bylo ziskano 4,41 g
ethylacetatového odparku. Ze smési CHCI3:EtOH (7:3) bylo vykrystalizovano 3,4 g alkaloidu
7C-18.

Frakce 20 (7,31 g) byla podrobena extrakci kapalina-kapalina. Extrakci bylo ziskano 5,49 g
alkaloidniho vytiepku, ze kterého bylo ze smési CHCl3:EtOH (9:1) vykrystalizovano 1,78 g
alkaloidu ZC-18. Mate¢ny louh frakce ZC-F20 (3,71 g) byl podroben preparativni TLC na
litych deskach (S28, 2x) a byly ziskany Ctyfi podfrakce. Z podfrakce ZC-F20/1 (1,27 g) bylo
docisténim pomoci TLC na litych deskach (S30, 1x) izolovano 902 mg alkaloidu
haemanthaminového typu ZC-22 (8-O-demethylmaritidin). Podfrakce ZC-F20/2 (61 mg) byla
docisténa preparativni TLC na komercnich deskdch (S25, 1x), pomoci GC/MS byla latka
identifikovana jako alkaloid galanthaminového typu ZC-23 (lykoramin). Z podfrakce
Z.C-F20/3 (940 mg) bylo rekrystalizaci z EtOAc ziskdno 730 mg alkaloidu lykorinového
strukturniho typu ZC-24 (9-O-demethylgalanthin). Podfrakce ZC-F20/4 (285 mg) byla tvofena
Cistym ZC-18.

Frakce 21 (3,57 g) byla separovana pomoci preparativni TLC na litych deskach (S17, 2x)
a byly izolovany ¢tyfi podfrakce. Z podfrakce ZC-F21/1 (270 mg) bylo rekrystalizaci z EtOAc
ziskano 234 mg alkaloidu ZC-22. Podfrakce ZC-F21/2 (1,4 g) pak byla rozdélena za pouziti
preparativni TLC (S15, 2x%), bylo izolovano 860 mg podfrakce ZC-F21/2A, ktera byla
prostiednictvim NMR identifikovana jako novy alkaloid haemanthaminového typu ve smési
dvou izomert (v poméru 1:1 a- a B- izomer) ZC-25 (zephycitrin II). Dale bylo ziskdno 8 mg
ZC-F21/2B, latka byla identifikovana jako alkaloid homolykorinového strukturniho typu
7.C-26 (9-O-demethylhomolykorin). Podfrakce ZC-F21/3 (150 mg) byla separovana pomoci
TLC na komer¢nich deskach (S33, 1x), byly izolovany dvé alkaloidni zony ZC-F21/3A (20
mg) a ZC-F21/3B (15 mg). Zéna ZC-F21/3B byla tvofena alkaloidem ZC-20 a zonu
Z.C-F21/3A bylo nutno piecistit pomoci TLC na komercnich deskach (S31, 1x), bylo izolovano
10 mg ZC-21. Podfrakce ZC-F21/4 (1,2 g) byla separovana preparativni TLC na litych
deskach (S28, 2x), bylo ziskano 215 mg ZC-F21/4A, identifikovan jako alkaloid ZC-24, a 529
mg ZC-F21/4B, ktery byl identifikovan jako alkaloid ZC-18.
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5 VYSLEDKY

5.1 GC/MS analvza alkaloidniho extraktu Zephyranthes citrina

Cibule rostliny Z. citrina byly pro detailni fytochemickou studii vybrany na zéklad¢ podrobné
literarni reSerSe a screeningové studie biologickych aktivit, jez byla provedena za vyuziti
alkaloidniho extraktu, ktery byl ziskan z 200 g Cerstvych cibuli Z. citrina. Pfipraveny alkaloidni
extrakt byl analyzovan za vyuziti GC/MS (Obr. 39). Byly predikovany tfi alkaloidy
lykorinového strukturniho typu a tii alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu.
Vzhledem k tomu, ze se nepodaftilo identifikovat pomérné Siroké spektrum alkaloidi, byl zde

predpoklad, ze by se mohlo jednat o nové, doposud nepopsané latky.

&3



x10 ° |+ TIC Scan 3630LC.D

1.8
1.6

1.4

1.2

galanthin

0.8

0.6
8-O-demethylmaritidin

0.4

lykorin

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Obrazek 39: Chromatogram z GC/MS analyzy
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5.2 Alkaloidy izolované ze Zephyranthes citrina a jejich strukturni analyza

5.2.1 ZC-1: Galanthin

Sumarni vzorec: CisH23NO4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
168-170

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového typu galanthin

OCHj

Molekulova hmotnost

Mr =317,39

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 289 (M", 64), 288 (100), 274 (19), 232 (19), 202 (22), 115 (38).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.57 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 4.8 (1H, m, H-1), 3.98 (1H, m,
H3),3.92 (1H, d, J= 15 Hz, H-6a), 3.76 (3H, s, OCH3), 3.54 (1H, d, /= 15 Hz, H-6), 3.12 (1H,
t, H-12), 2.96 (1H, t, H-12), 2.4 (1H, d, J = 16 Hz, H-2), 2.29 (3H, s, NCH3), 1.4 - 1.9 (1H, m,
H-2),1.4-19 (2H, m, H-4), 1.4 - 1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

147.8 (C9), 147.7 (C8), 144.0 (C4), 129.5 (Cé6a), 126.1 (C10), 115.2 (C3), 110.8 (C7), 107.4
(C10), 80.8 (C2), 68.7 (Cl1), 61.1 (C4a), 57.6 (2 OCH3), 56.7 (C6), 56.0 (9 OCH3), 55.9 (8
OCHs), 53.9 (C12), 41.7 (C10b), 28.6 (C11)

Opticka otacivost

[a]3® =+ 67° (c = 0,269; CHCl5)
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5.2.2 ZC-2: Buphanisin

Sumarni vzorec: C17Hi9NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid krininového typu buphanisin'”!.

Molekulova hmotnost

Mr = 285,34

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =285(100), 270(23), 253(25), 230(28), 215(80), 201(22), 187(20), 157(15)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.86 (1H, s, H-10), 6.57 (1H, d, J=10.0 Hz, H-1), 6.51 (1H, s, H-7), 6.03 (1H, dd, J = 10.0,
5.2 Hz, H-2), 5.92-5.90 (2H, m, OCH:0), 4.52 (1H, d, /= 16.8 Hz, H-6), 3.90 (1H, d, /= 16.8
Hz, H-6), 3.86-3.83 (1H, m, H-3), 3.56 (1H, brd, J = 13.0 Hz, H-12), 3.50 (1H, dd, J = 13.5,
3.6 Hz, H-4a), 3.37 (3H, s, C3-OCH3), 3.02 (1H, ddd, J = 13.0, 9.0, 6.0 Hz, H-12), 2.33 (1H,
brd, J = 13.5 Hz, H-4), 2.23 (1H, ddd, J = 12.3, 9.0, 4.0 Hz, H-11), 2.01 (1H, ddd, J = 12.3,
10.8, 6.0 Hz, H-11), 1.64 (1H, ddd, J=13.5, 12.5, 3.9 Hz, H-4)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.5 (C9), 146.1 (C8), 137.5 (C10a), 131.9 (C1), 125.8 (C2), 124.3 (Céa), 107.0 (C7), 103.1
(C10), 101.0 (OCH20), 72.2 (C3), 63.4 (C4a), 61.6 (C6), 56.7 (3 OCH3), 53.2 (C12), 44.6
(C10b), 43.4 (C11),29.0 (C4)

Opticka otacivost

[a]33 =-31° (c=1; CHCl5)
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5.2.3 ZC-3: 60-Ethoxyhippeastidin

Sumarni vzorec: Ci9H27NOs

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana
jako alkaloid krininového typu 6a-ethoxyhippeastidin. V ptfipadé této latky se jedna o novou
strukturu, konkrétn€ o ethoxy- derivat jiz diive popsaného alkaloidu 6a-hydroxyhippeastidinu.
Absolutni konfigurace tohoto alkaloidu byla zjiSt€éna na zakladé NMR experimentt,

podrobnosti Ize nalézt v disertaéni praci Mgr. Jany Matikové, Ph.D'7,

OCH,

Molekulova hmotnost

Mr = 349,42

MS analyza
HRMS  (TOF-ESI): m/z  vypoéteno pro  CioHyyNOs™  [M+H]"  350,2045,
nalezeno 350,2067 [M+H]"

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.38 (1H, s, H7), 6.06 (1H, bs, Ar-OH), 4.54 (1H, s, H6), 4.08 (1H, dq, /= 9.5 Hz, J=7.1 Hz,
C6-OCHz-), 3.86 (3H, s, 9-OCH3), 3.85 (3H, s, 8-OCH3), 3.68 (1H, dq, J=9.5 Hz, J="7.1 Hz,
6-OCH:-), 3.39 (3H, s, 3-OCH3), 3.33 (1H, ddd, J=13.2 Hz, J=9.9 Hz, J= 3.4 Hz, H12), 3.24—
3.10 (2H, m, H3, H4a), 2.71-2.56 (1H, m, H12), 2.24-2.15 (1H, m, H11), 2.08-1.98 (2H, m,
H2, H4), 1.80-1.68 (2H, m, HI, H11), 1.55-1.38 (1H, m, H2), 1.30 (3H, t, J = 7.1 Hz, 6
OCH2CH3), 1.29-1.17 (1H, m, H4)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

150.3 (C8), 146.3 (C10), 135.2 (C9), 129.9 (Cé6a), 126.3 (C10a), 103.9 (C7), 95.0 (C6), 77.7
(C3), 63.7 (6 OCH»), 61.1 (C4a), 60.9 (9 OCHs), 55.6 (3 OCHs, 8 OCH3), 47.4 (C12), 43.0
(C10b), 33.4 (C4), 33.1 (C11), 27.7 (C2), 26.4 (C1), 15.6 (6 OCH2CH3).

Opticka otacivost
[a]33 =+ 31,2° (¢c=0,45; CHCl;)
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5.2.4 7ZC-4: 10-Deoxy-60-ethoxyhippeastidin

Sumarni vzorec: Co0H29oNOg4

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana
jako novy alkaloid krininového typu 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin. Konkrétné¢ se jedna
o ethoxy- derivat jiz difive popsaného alkaloidu 10-deoxy-6a-hydroxyhippeastidinu.
Podrobnosti o urceni absolutni konfigurace tohoto alkaloidu Ize nalézt v disertac¢ni praci Mgr.

Jany Maiikové, Ph.D!"2.
OCHj

Molekulova hmotnost

Mr = 347,45

MS analyza
HRMS  (TOF-ESI'): m/z  vypofteno pro  CyH3NOs" [M+H]" 3482170,
nalezeno 348,2177 [M+H]"

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.74 (1H, s, H7), 6.66 (1H, s, H10), 4.61 (1H, s, H6), 4.07 (1H, dq, J = 9.7 Hz, J = 7.1 Hz,
6 OCH»-), 3.87 (3H, s, 8-OCH3), 3.86 (3H, s, 9-OCHs), 3.70 (1H, dq, /= 9.7 Hz, J= 7.1 Hz,
6 OCH»-), 3.40 (3H, s, 3 OCH3), 3.32 (1H, ddd, J = 13.6 Hz, J = 10.1 Hz, J = 3.9 Hz, H12),
3.22-3.12 (2H, m, H3, H4a), 2.66 (1H, ddd, J = 13.6 Hz, /= 9.1 Hz, J = 6.0 Hz, H12), 2.46
(1H, dt,J=13.6 Hz,J=3.6 Hz, H1), 2.17 (1H, ddd, /= 12.2 Hz, J=10.1 Hz, J= 6.0 Hz, H11),
2.13-2.06 (1H, m, H2), 1.71 (1H, td, J = 13.7 Hz, J = 4.4 Hz, H1), 1.66—1.54 (1H, m, H11),
1.54-1.44 (2H, m, H2, H4), 1.29 (3H, t, /= 7.1 Hz, C6 OCH:CH3), 1.29-1.17 (1H, m, H4)
13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C): 148.9 (C9), 147.6 (C8), 140.9 (C10a), 125.2 (C6a),
111.5 (C7), 105.5 (C10), 94.9 (C6), 77.9 (C3), 63.7 (6 OCH2>), 60.1 (C4a), 56.0 (9 OCH3), 55.9
(8 OCH3), 55.8 (3 OCH3),47.1 (C12),42.0 (C10b), 34.6 (C11), 32.9 (C4),27.4 (C2),26.2 (Cl),
15.6 (6 OCH2CH3s)

Opticka otacivost
[a]33 =+ 49,2 (0,415; CHCI5)
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5.2.5 ZC-5: Nerinine

Sumarni vzorec: Ci9H25NOs

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu nerinine!”>.

Molekulova hmotnost

Mr = 347,41

MS analyza
MS (ED): m/z (%) = 347(M", <1) 222(1), 207(2), 179(1), 164(1), 110(8), 109(100), 108(18),
94(2)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

6.77 (1H, s, H-11), 6.14 (1H, s, H-7B), 5.47 (1H, br m, H-4), 4.52 (1H, ddd, J = 5.6, 2.0, 1.0
Hz, H-5a), 3.99 (3H, s, 8-OCH3), 3.87 (3H, s, 9-OCH3), 3.86 (3H, s, 10-OCH3), 3.14 (1H, m,
H-2a), 2.73 (1H, d, J=9.6 Hz, H-11¢), 2.65 (1H, ddt, J = 19.2, 6.0, 2.8 Hz, H-50), 2.44-2.51
(1H, br m, H-3), 2.41 (1H, dd, J=9.6, 1.5 Hz, H-11b), 2.34 (1H, dt, J = 19.2, 2.5 Hz, H-5B),
2.24 (1H, q,J=9.2 Hz, H-2P)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

153.1 (C10), 151.3 (C8), 141.2 (C9), 141.1 (C3a), 133.6 (C11a), 121.2 (C7a), 115.8 (C4), 109.1
(C11), 89.8 (C7), 67.5 (Cllc), 66.3 (C5a), 61.4 (C8), 61.0 (9 OCHs), 57.1 (C2), 56.3
(10 OCHs), 44.6 (NCH3), 44.5 (C11b), 31.9 (C5), 28.4 (C3)

Opticka otacivost

[]33 =+ 171,4 (c=0,175; CHCl)
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5.2.6 ZC-6: Narcieliin

Sumarni vzorec: C3;sH4oN2Og

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana

jako dimerni alkaloid narcikachninového typu ve smési atropoizomerti (v poméru 1:1,1).

Podrobny popis identifikace této nové latky je popsan v nasledujici publikaci Kohelova et al.!”,

Molekulova hmotnost

Mr = 584,70

MS analyza
HRMS (TOF-ESI"): m/z vypoéteno pro C3sH41N2Os " [M+H]" 585,2959, nalezeno 585,2968

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

7.10 (1H, d, J = 7.5 Hz, H11"), 7.04 (1H, d, J = 7.5 Hz, H11"), 6.91 (1H, d, J = 7.5 Hz, HY"),
6.89 (1H, d, J= 7.5 Hz, HY"), 6.72 (1H, t, J = 7.5 Hz, H10"), 6.67 (1H, t, ptekryv, J = 7.5 Hz,
H10"), 6.65 (1H, s, ptekryv, H6'), 6.63 (1H, d, ptekryv, J = 8.0 Hz, H7), 6.63 (1H, s, ptekryv,
He6'), 6.56 (1H, d, J = 8.0 Hz, HS), 6.55 (1H, d, /= 8.2 Hz, H7), 6.25 (1H, d, J = 8.2 Hz, H8),
5.99 (1H, d, piekryv, J=10.3 Hz, H1), 5.99 (1H, d, pfekryv, J=10.3 Hz, H1), 5.96-5.89 (2H,
m, H2), 4.53 (1H, bs, H4a), 4.36 (1H,bs, H4a), 4.14-4.06 (2H, m, H3), 3.99-3.93 (1H, m, H9),
3.94 (3H, s, ptekryv, 4'-OCH3), 3.93 (3H, s, 4 OCH3), 3.90 (3H, s, 3'-OCH3), 3.86 (3H, s, 3’
OCHj3) 3.84-3.81 (13H, m, H9, 6 -OCH3, 5'-OCH3), 3.70-3.64 (2H, m, H9, H1"), 3.51 (1H, d,
J=13.4Hz,H1"),3.41 (1H, d,J=13.4 Hz, H1"), 3.34-3.26 (3H, m, H13’, H1"), 3.24 (1H, d, J
= 15.4 Hz, H9), 3.16-3.05 (2H, m, H13"), 3.04-2.80 (7H, m, H11, H12"), 2.68-2.60 (3H, m,
H11, H4), 2.19 (3H, s, N14'-CHz3), 2.15 (3H, s, N14'-CH3), 2.01-1.85 (3H, m, H4, H12), 1.46
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(1H, td, J = 13.4 Hz, J = 2.7 Hz, H12), 1.40 (1H, d, J = 13.7 Hz, H12), 1.10 (1H, d, J = 13.7
Hz, H12)

13C NMR (125 MHz, 5, CDCl3, 25 °C):

152.6 (C3'), 152.4 (C3'), 151.8 (C5"), 151.6 (C5'), 150.2 (C14'a), 149.8 (C14'a), 145.6 (C5a),
145.5 (C5a), 143.7 (C6), 143.7 (C6), 141.4 (C4"), 141.1 (C4"), 136.8 (C7'), 136.7 (C7"), 133.4
(C8b), 133.4 (C8b), 131.2 (C8a), 131.1 (C8a), 131.1 (C11'a), 131.0 (C11'a), 130.7 (C9'), 130.6
(C9'), 127.4 (C1), 127.3 (C1), 127.1 (C2), 127.1 (C2), 126.0 (C2’), 126.0 (C2'), 123.4 (C8),
123.3 (C8), 123.3 (C11"), 123.2 (C11’), 122.0 (C8), 122.0 (C8), 117.7 (C10"), 117.7 (C10"),
110.8 (C7), 110.8 (C7), 110.3 (C6"), 109.8 (C6'), 88.8 (C4a), 88.8 (C4a), 62.2 (C3), 62.2 (C3),
61.4 (3' OCHs), 61.3 (3' OCH3), 60.9 (4' OCHs), 60.9 (4’ OCHs), 58.8 (C9), 58.8 (C9), 57.0
(C13"), 56.9 (C13"), 56.0 (5' OCHs), 55.9 (6 OCHz), 55.9 (6 OCHs), 55.9 (5' OCHz), 50.1 (C11),
49.5 (C11),48.3 (C12a), 48.3 (C12a),47.0 (C1'), 46.3 (C1"), 38.5 (N14’ CHs), 38.2 (N14' CH3),
33.8 (C12), 32.8 (C12), 30.0 (C4), 29.9 (C4), 28.7 (C12'), 28.6 (C12')

Opticka otacivost

[a]33 =-55,8 (c=0,170; CHCI5)

Cirkularni dichroismus
ECD (c=0,10 mg/ml, MeOH): Amax (Ag) 240 (-5,89), 255 (+0,14), 260 (-0,43), 284 (+9,79),
317 (-3,03)
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5.2.7 ZC-7: Haemanthamin

Sumarni vzorec: Ci7Hi9NO4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového typu

haemanthamin'”> 176,

Molekulova hmotnost

Mr = 301,34

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 301(M", 15), 272(100), 240(18), 257(20), 211(16), 181(23)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.74 (1H, s, H-10), 6.41 (1H, s, H-7), 6.36 (1H, d, J=10.2 Hz, H-1), 6.25 (1H, dd, J=10.2,
4.7 Hz, H-2), 5.81 (1H, s, OCH20), 5.76 (1H, s, OCH:0), 4.25 (1H, d, J=17.1 Hz, H-6), 3.96
(1H, dd, J=6.7,3.3 Hz, H-11), 3.82 (1H, m, H3), 3.72 (1H, d, /= 17.1 Hz, H-6), 3.36 (3H, s,
C3-OCHa), 3.25-3.30 (2H, m, H12, H-4a), 3.19 (1H, dd, J=14.1, 3.3 Hz, H-12),2.11 (1H, ddd,
J=13.8,5.4,1.8 Hz, H-4), 1.96 (1H, m, H-4)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.5 (C9), 146.2 (C8), 135.4 (C10a), 132.0 (Cé6a), 127.4 (C1), 126.9 (C2), 106.9 (C7), 103.3
(C10),100.8 (OCH20), 80.2 (C11), 72.8 (C3), 63.6 (C6), 62.7 (C5), 61.4 (C12), 56.7 (3 OCH3),
50.1 (C10b), 28.3 (C4).

Opticka otacivost

[a]% = +37° (c=0,29 CHCL)
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5.2.8 ZC-8: Zephyjanin
Sumarni vzorec: CicH21NOs

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana
jako novy alkaloid zephyjanin. Dosud byla na zidkladé NMR experimentll uréena pouze
relativni konfigurace chiralnich center vii¢i sobg. Z posunt je patrné, ze vodik 4a sméfuje na
stejnou stranu jako ethylenovy mustek. Napojeni kruhti je potom pokrouceno do konformace
cis-dekalinu. Pro alkaloidy krininového/haemanthaminového typu je charakteristické
usporddani opacné, tzn. usporadani kruhl typu trans-dekalinu. Podrobnéjsi popis feSeni
relativni konfigurace latky lze najit v disertaéni praci kolegyné Jany Maiikové, Ph.D!72,
Absolutni konfigurace alkaloidu zephyjaninu je v soucasné dob¢ v feseni. Pro iplnost jsou zde

uvedeny oba mozné enantiomery.

\OH

Molekulova hmotnost

Mr = 275,34

MS analyza
HRMS (TOF-ESI"): m/z vypoéteno pro CicH2oNOs* [M+H]" 276,1594, nalezeno 276,1604;
m/z vypoéteno pro CisH22NO3Na* [M+Na]"298,1419, nalezeno 298,1413

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.64 (1H, d, J=8.2 Hz, H8), 6.60 (1H, d, /= 8.2 Hz, H7), 4.37 (1H, t, /= 3.4 Hz, H4a), 4.12—
4.07 (1H, m, H3), 3.94 (1H, d, J = 15.5 Hz, H6), 3.89 (1H, d, /= 15.5 Hz, H6), 3.86 (3H, s, 9-
OCHs), 3.35 (1H, td, J = 14.6 Hz, J = 3.5 Hz, H12), 3.20-3.12 (1H, m, H12), 2.56-2.48 (1H,
m, H4), 1.99-1.93 (1H, m, H11), 1.90 (1H, ddd, J=16.0 Hz, J= 4.5 Hz, J = 3.3 Hz, H4), 1.86—
1.76 (2H, m, H1), 1.74-1.57 (1H, m, H2), 1.66—-1.55 (2H, m, H11, H2)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.4 (C10), 144.0 (C9), 136.6 (C10a), 133.2 (C6a), 120.3 (C7), 110.5 (C8), 89.9 (C4a), 65.5
(C3),55.9 (9 OCH3), 54.0 (C6),47.5 (C12),47.3 (C10b), 37.8 (C11),31.5 (C4), 27.7 (C2), 24.0
(C)
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Opticka otacivost

[a]2 = -14,0 (¢=0,200; CHCL)
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5.2.9 ZC-9: Zephycitrin I
Sumarni vzorec: CisH23NO4

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, optické otacivost) identifikovana
jako latka haemanthaminového typu a pojmenovéana jako zephycitrin I. Na zaklad¢ chemickych
posun, které jsou témét identické chemickym posuniim alkaloidu haemanthaminu, a optické
otacivosti byla odvozena relativni konfigurace zephycitrinu I. Podrobné;jsi popis feSeni relativni
konfigurace latky lze najit v disertaéni praci kolegyné Jany Maiikové, Ph.D!"2. Potvrzeni

absolutni konfigurace latky je v soucasné dob¢ v feseni.

Molekulova hmotnost

Mr =317,38

MS analyza
HRMS (TOF-ESI): m/z vypoéteno pro CisH24NO4" [M+H]"318,1700, nalezeno 318,1710

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

6.84 (1H, s, H10), 6.52 (1H, d, ptekryv, J = 10.0 Hz, H1), 6.52 (1H, s, ptekryv, H7), 6.41 (1H,
dd, J=10.0 Hz, J=4.9 Hz, H2), 4.42 (1H, d, J=16.5 Hz, H6), 4.06-4.01 (2H, m, H11), 3.91-
3.86 (1H, m, prekryv, H3), 3.88 (3H, s, ptekryv, 9-OCH3), 3.83 (3H, s, 8-OCH3), 3.79 (1H, d,
J=16.5 Hz, H6), 3.48-3.41 (2H, m, H4a, H12), 3.38 (3H, s, ptekryv, 3-OCH3), 3.35 (1H, d,
piekryv, J = 15.0 Hz, H12), 2.22-2.03 (2H, m, H4)

13C NMR (125 MHz, 5, CDCl, 25 °C):

148.0 (C8), 147.9 (C9), 133.8 (C10a), 132.4 (C2), 126.9 (C1), 125.2 (C6a), 109.7 (C7), 106.3
(C10),80.0 (C11),72.7 (C3), 63.3 (C12), 62.9 (C4a), 60.9 (C6), 56.7 (3 OCH3), 56.1 (9 OCH3),
55.9 (8 OCH3), 49.9 (C10b), 28.1 (C4)

Opticka otacivost

[a]2® = +46,0 (c=0,200; CHCls)
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5.2.10 ZC-10: Tazettin

Sumarni vzorec: CisH>1NOs

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid tazettinového typu tazettin'”’.

OCH,

Molekulova hmotnost

Mr = 331,37

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =331 (M", 20), 316 (18), 298 (27), 247 (100), 230 (15).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.86 (1H, s, H-12), 6.50 (1H, s, H-9), 6.14 (1H, dt, /J=10.4, 1.4 Hz, H-2), 5.90 (2H,s, OCH20),
5.61 (1H, dt,J=10.4, 1.8 Hz, H-1), 4.96 (1H, dd, /= 14.7, 0.5 Hz, H-8), 4.63 (1H, d, J=14.7
Hz, H-8),4.11-4.17 (1H, m, H-3), 3.46 (3H, s, OCH3), 3.30 (1H, d, /= 10.6 Hz, H-6), 2.852.89
(1H, m, H-6a), 2.68 (1H, d, J=10.6 Hz, H-6), 2.40 (3H, s, NCH3), 2.19-2.27 (1H, m, H4), 1.63
(1H, ddd, J=13.7, 10.1, 2.4 Hz, H-4).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.3 (C8), 146.3 (C9), 130.5 (C1), 128.4 (C2), 127.8 (C6a), 125.4 (C10a), 109.1 (C10), 103.7
(C7), 101.7 (C11), 100.2 (OCH>»), 72.4 (C3), 69.9 (C4a), 65.0 (C6), 61.7 (C12), 55.6 (OCH3),
50.1 (C10b), 41.9 (NCHs), 26.6 (C4).

Opticka otacivost

[a]3° =+ 67,6° (c = 0,86; CHCl)
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5.2.11 ZC-11: Maritidin

Sumarni vzorec: C;7H21NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu

maritidin'’®.

Molekulova hmotnost

Mr = 287,36

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 287 (M",92), 270(15), 268(17), 258(10), 244(33), 215(100), 203(56),
196(12), 167(8), 128(25), 115(29), 91(11), 77(13)

NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 8, CD30D, 25 °C):

6.97 (1H, s, H-10), 6.71 (1H, d, H-1), 6.66 (1H, s, H-7), 5.93 (1H, dd, H-2), 4.39 (1H, d, H-6B),
4.27 (1H, ddd, H-3), 3.84 (1H, d, H-6a), 3.81 (1H, s, OCH3), 3.77 (1H, s, OCH3), 3.48 (1H, dd,
H-4a), 3.34 (1H, m, H-12 exo), 2.93 (1H, ddd, H-12 endo), 2.17 (1H, m, H-11 exo), 1.95 (1H,
m, H-4B), 1.95 (1H, m, H-11 endo), 1.81 (1H, ddd, H-4a)

13C NMR (125 MHz, 6, CD30D, 25 °C):

149.2 (C8), 149.1 (C9), 138.7 (C10a), 132.3 (C1), 128.6 (C2), 125.8 (C6ba), 111.9 (C7), 107.8
(C10), 64.5 (C3), 64.1 (C4a), 62.6 (C6), 56.8 (OCHs), 56.5 (OCH3), 54.0 (C12), 45.4 (C10b),
45.0 (C11), 33.5(C4)

Opticka otacivost

[a]33 =+ 37,3 (c=0,150; CHCI;5)
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5.2.12 ZC-12: Vittatin

Sumarni vzorec: CicHi7NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu

vittatin'”®.

Molekulova hmotnost

Mr=271,32

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 271(M*,100), 270(20), 252(35), 199(70), 187(61), 173(22), 115(28)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

6.87 (1H, s, H-10), 6.53 (1H, s, H-7), 6.44 (1H, d, H-1), 6.06 (1H, dd, H-2), 5.95 (1H, s,
OCH;0), 4.46 (1H, m, H-3), 4.71 (1H, d, H-6B), 4.07 (1H, d, H-60), 3.87 (1H, m, H-4a), 3.87
(1H, m, H-12 exo), 3.17 (1H, m, H-12 endo), 2.58 (1H, ddd, H-4P), 2.32 (1H, m, H-11 exo),
2.15 (1H, m, H-11 endo), 1.85 (1H, ddd, H-4a)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.0 (C9), 145.6 (C8), 138.3 (C10a), 132.1 (C1), 127.4 (C2), 126.3 (C6a), 106.9 (C7), 102.7
(C10), 100.6 (OCH20), 64.0 (C3), 62.8 (C6), 62.3 (C4a), 53.5 (C12),44.2 (C10b), 44.2 (C11),
32.7 (C4)

Opticka otacivost

[a]2® = + 38 (c=0,165; CHCls)
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5.2.13 ZC-13: Narcissidin

Sumarni vzorec: CigsH23NOs

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu

narcissidin!’®.

Molekulova hmotnost

Mr = 333,38

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 333 (M', 28), 332(25), 315(61), 284(100), 266(42), 258(71), 242(26),
230(87), 228(76), 151(30)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.88 (1H, s, H-10), 6.68 (1H, s, H-7), 5.56 (1H, br s, H-11a), 4.66 (1H, m, H-1P), 4.66 (1H, m,
H-3p), 4.09 (1H, d, H-6B), 3.86 (1H, s, OCH3), 3.82 (1H, s, OCHj3), 3.54 (1H, d, H-6a), 3.44
(1H, s, OCH3), 3.4-4.2 (1H, m, H-2a), 3.4-4.2 (1H, m, H-4a), 3.4-4.2 (2H, m, H-12a), 2.70 (1H,
d, H-10b).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

149.8 (C10), 148.8 (C9), 141.5 (C3a), 131.8 (Cl1a), 129.8 (C7a), 122.8 (C4), 112.5 (C8), 109.8
(C11), 82.8 (C2), 69.2 (C1), 69.1 (C3), 64.1 (C3a’), 63.0 (C5), 58.3 (2 OCH3), 56.8 (10 OCH3,
9 OCH3), 55.5 (C7),42.1 (C11b)

Opticka otacivost

[a]33 =-19,4 (c=0,165; CHCI5)
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5.2.14 ZC-14: Methylpseudolykorin

Sumarni vzorec: C;7H21NO4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu

methylpseudolykorin!®.

Molekulova hmotnost

Mr = 303,35

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 303(M+, 35), 284(24), 243(86), 242(100)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.96 (1H, s, H-10), 6.75 (1H, s, H-7), 5.55 (1H, m, H-3), 4.53 (1H, dd, H-1), 4.18 (1H, m, H-
20), 4.16 (1H, d, H-6P), 3.85 (1H, s, OCHs), 3.80 (1H, s, OCH3), 3.55 (1H, dd, H-6a), 3.35
(1H, ddd, H-128), 2.87 (1H, dd, H-4a), 2.76 (1H, ddd, H-10b), 2.64 (2H, m, H-11), 2.42 (1H,
br q, H-12a)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

149.4 (C10), 149.2 (C9), 143.8 (C3a), 129.7 (C7a), 128.7 (Cl1a), 119.1 (C3), 112.1 (C8), 109.8
(C11), 73.2 (C2), 71.9 (C1), 62.6 (C3a"), 57.5 (C7), 56.6 (9 OCHs), 54.8 (10 OCH3), 41.3
(C11b), 29.2 (C4)

Opticka otacivost

[]23 = -21,2 (¢=0,532; CHCls)
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5.2.15 ZC-15: Dihydromaritidin

Sumarni vzorec: Ci7H23NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu

dihydromaritidin'°.

Molekulova hmotnost

Mr = 289,37

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =289 (M+, 100), 272 (22), 217 (21)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C): 8

6.69 (1H, s), 6.41,4.30 (1H, J=17 Hz, N-CHz-Ar) (1H, s), 4.05-4.30 (1H), 3.79 (s, 3H, OCH3),
3.75 (3H, s, OCH3), 3.70 (1H, J = 17 Hz, N-CH»-Ar), 3.10-3.43 (2H), 2.58-2.94 (1H, m), 2.43
(1H, s), 1.10-2.30 (8H)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

147.7 (C9), 147.5 (C8), 139.8 (C10a), 123.7 (C6a), 109.1 (C7), 106.2 (C10), 66.1 (C3), 63.0
(C4a), 61.3 (C6), 56.1 (9 OCHz), 55.9 (8 OCHz3), 51.9 (C12), 42.2 (C10b), 37.1 (C11), 33.2
(C4),27.8 (C2),22.3 (Cl)

Opticka otacivost

[a]33 =+ 43,1 (c=0,165; CHCI5)
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5.2.16 ZC-16: 7-Ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol

Sumarni vzorec: Ci9HsNOg4

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana
jako novy alkaloid homolykorinového strukturniho typu 7-ethoxy-10-methoxy-1-
methyllykorenan-9-ol.

Molekulova hmotnost

Mr =331,41

MS analyza
MS (TOF-ESI"): m/z vypoéteno pro CioHsNO4" [M+H]" 332,1857, nalezeno 332,1968 pro
jeden izomer, pro druhy izomer 332,1857, nalezeno 332,1864

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.95 (1H, s, H11), 6.75 (1H, s, H8), 5.57 (1H, s, H7), 5.55-5.50 (1H, m, H4), 4.28 (1H, dd, J =
5.7 Hz, J = 1.8 Hz, H5a), 3.93-3.83 (1H, m, 7-OCH>-), 3.88 (3H, s, piekryv, 10-OCH3), 3.70
(1H, dq, J=9.7 Hz, J= 7.1 Hz, 7-OCH>-), 3.21 (1H, ddd, /=103 Hz, J= 7.7 Hz, J = 2.8 Hz,
H2),2.86 (1H, d,J=9.7 Hz, Hl1c), 2.69-2.60 (1H, m, H5), 2.58-2.48 (2H, m, H3), 2.45 (1H,
dd, J=9.7Hz, J=1.8 Hz, H11b), 2.42-2.32 (1H, m, H2), 2.32-2.25 (1H, m, HS), 2.14 (3H, s,
N1 CH3), 1.26 (3H, t,J= 7.1 Hz, 7-OCH2CH3)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

148.7 (C10), 147.1 (C9), 140.4 (C3a), 130.0 (C11a), 127.7 (C7a), 117.9 (C4), 115.5 (C8), 113.6
(C11), 98.4 (C7), 69.1 (Cllc), 68.0 (C5a), 64.6 (7 OCH»), 57.7 (C2), 56.5 (10 OCHs), 44.4
(Cl1b), 44.1 (N1-CH3), 32.6 (C5), 28.7 (C3), 15.7 (7 OCH2CH3)

Opticka otacivost

[@]2® =+ 113,3 (c=0,180; CHCl3)
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5.2.17 ZC-17: 1-O-Acetylkaranin

Sumarni vzorec: CisHioNO4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu

1-O-acetylkaranin®"- 180,

H3C\f0

2
O//,‘l

Molekulova hmotnost

Mr =313,35

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 313(80), 270(5), 253(20), 252(95), 250(15), 240(10), 225(40), 226(100).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.75 (1H, s, H-11), 6.73 (1H, s, H-8), 5.95-5.94 (1H, m, H-1), 5.94 (1H, d, J = 1.2 Hz, piekryv,
OCH20), 5.93 (1H, d, J = 1.2 Hz, pfekryv, OCH-0), 5.59 (1H, d, J = 2.3 Hz, H-3), 4.20 (1H,
d,J=14.0 Hz, H-7), 3.99 (1H, d, /= 14.0 Hz, H-7), 3.43 (1H, ddd, /= 10.2, 7.3, 4.9 Hz, H-5),
3.39 (1H, d, J = 11.3 62 Hz, H-13), 3.06-3.00 (1H, m, H-5), 2.89 (1H, d, J=11.3 Hz, H-12),
2.78-2.71 (2H, m, H-11), 2.70 (1H, bd, /= 19.9 Hz, H-2), 2.41 (1H, bd, J=19.9 Hz, H-2), 1.92
(3H, s, OCOCH3)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

171.0 (OCOCH3), 146.5 (C9), 146.2 (C8), 139.6 (C4), 129.5 (Cé6a), 127.8 (C10a), 114.4 (C3),
107.3 (C7), 105.3 (C10), 101.2 (OCH20), 66.6 (C1), 61.5 (C4a), 57.1 (C6), 53.8 (C12), 43.6
(C10b), 33.6 (C2), 27.7 (C11), 21.5 (OCOCH3)

Opticka otacivost

[a]33 =-177.5° (¢ = 0,8; CHCI5)
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5.2.18 ZC-18: Haemanthidin

Sumarni vzorec: Ci7Hi9NOs

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového typu ve smési

dvou izomert (v poméru 7:3 o- a p- izomer) haemanthidin!’¢.

Molekulova hmotnost

Mr =317,34

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.94 (1H, s, H-7), 6.70 (1H, s, H-10), 6.33 (1H, d, H-1), 6.27 (1H, dd, H-2), 5.83 (1H, 2d,
OCH:0), 5.69 (1H, s, H-68), 4.20 (1H, dd, H-12 endo), 3.92 (1H, m, H-11 endo), 3.85 (1H, m,
H-3), 3.56 (1H, dd, H-4a), 3.32 (1H, s, OCH3), 2.96 (1H, dd, H-12 exo), 2.36 (1H, ddd, H-4a),
2.12 (1H, ddd, H-4B)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

147.4 (C9), 146.5 (C8), 134.7 (C10a), 132.3 (C2), 129.2 (C6a), 126.7 (C1), 108.2 (C7), 102.7
(C10), 101.0 (OCH20), 85.8 (C6), 79.2 (C11), 72.5 (C3), 61.6 (C4a), 56.8 (OCH3), 52.0 (C12),
50.7 (C10b), 27.8 (C4)

Opticka otacivost

[]23 = -22,3 (¢=0,215; CHCls)
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5.2.19 ZC-19: Lykorin

Sumarni vzorec: CisH17NOg4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
181, 182

ziskanych dat s literaturou identifikovéana jako alkaloid lykorinového typu lykorin

OCHj

Molekulova hmotnost

Mr = 287,32

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =287 (M", 21), 286 (14), 268 (17), 227 (78), 226 (100), 147 (19), 119 (16),
44 (36).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.98 (1H, s, H-11), 6.80 (1H, s, H-8), 5.95 (1H, s, H2-12), 5.77 (1H, br s, H-3), 4.58 (1H, br s,
H-1),4.48 a4.19 (1H each, d, J= 14.0 Hz, H2-7), 4.26 (1H, m, H-2), 3.95 (1H, d, J=11.8 Hz,
H-11c), 3.75 a 3.49 (1H each, m, H2-5), 2.99 (1H, d, J = 11.8 Hz, H-11b), 2.88 (1H, m, H2-4).
13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

149.6 (C9), 148.1 (C10), 137.9 (C3a), 130.7 (C7a), 125.7 (Cl1a), 122.9 (C3), 108.8 (C8), 106.4
(C11), 102.8 (C12), 71.9 (C2), 70.1 (C1), 61.8 (Cl1c), 55.1 (C5), 54.2 (C7), 38.2 (C11b), 30.3
(C4).

Opticka otacivost

[a]3® =-104° (c = 0,1; MeOH)
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5.2.20 ZC-20: 10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin

Sumarni vzorec: CisHsNOg4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid krininového typu ve smési dvou

izomer( (v poméru 7:3 o- a B- izomer) 10-deoxy-6-hydroxyhippeastidin®’.

OCH,

Molekulova hmotnost

Mr = 319,40

MS analyza
MS (ESIY): m/z =320 [M+H]"

NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 8, CDCl3, 25 °C): 6.93 (1H, s, H-7), 6.89 (1H, s, H-10), 5.73 (1H, s, H-
6), 3.89 (1H, m, H-4a), 3.86 (3H, s, 9-OCHs), 3.84 (3H, s, 8-OCH3), 3.81 (1H, m, H-12a), 3.41
(3H, s, 3-OCH3), 3.33 (1H, m, H-3), 3.28 (1H, m, H-12), 2.63 (1H, m, H-1p), 2.61 (1H, m, H-
11a), 2.30 (1H, m, H-4a), 2.23 (1H, brd, 13.6, H-2a), 1.85 (1H, ddd, 13.8, 13.8, 4.6, H-1a),
1.75 (1H, ddd, 12.6, 9.5, 3.7, H-11B), 1.59 (1H, m, H-2p), 1.48 (1H, ddd, 12.0, 12.0, 12.0, H-
4B),

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C): 151.7 (C9), 150.2 (C8), 137.3 (C10a), 121.9 (C6a),
112.6 (C7), 107.2 (C10), 88.7 (C6), 77.3 (C3), 61.5 (C4a), 56.3 (8 OCH3), 56.3 (9 OCH3), 56.1
(3 OCH;3), 47.9 (C 12),44.3 (C 10b), 32.5(C 11),31.3(C4),27.3(C2),26.0 (C 1)

Opticka otacivost

[a]% =+ 67,4 (c=0,190; CHCls)
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5.2.21 ZC-21: 6-Hydroxyhippeastidin

Sumarni vzorec: CigsH2sNOs

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid krininového typu ve smési dvou

izomer( (v poméru 7:3 o- a B- izomer) 6-hydroxyhippeastidin®’.

Molekulova hmotnost

Mr = 335,39

MS analyza
MS (ESI"): m/z =336 [M+H]"

NMR analyza

'TH NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C): 6.53 (1H, s, H-7), 5.63 (1H, s, H-6), 3.91 (1H, dd, 12.1,
5.2, H-4a), 3.85 (3H, s, 8-OCH3), 3.81 (1H, m, H-12a), 3.78 (3H, s, 9-OCH3), 3.38 (3H, s, 3-
OCHs), 3.37 (1H, m, H-1pB), 3.30 (1H, m, H-3), 3.21 (1H, ddd, 12.8, 8.4, 8.4, H-12p), 2.58 (1H,
ddd, 11.8, 11.8, 7.4, H-11a), 2.28 (1H, m, C-4a), 2.11 (1H, brd, 13.2, H-2a), 1.89 (1H, m, H-
11B), 1.85 (1H, ddd, 14.8, 14.8, 4.4, H-1a), 1.49 (1H, m, H-2P), 1.43 (1H, ddd, 12.1, 12.1, 12.1,
H-4p),

13C NMR (125 MHz, 8, CDCls, 25 °C): 153.7 (C8), 149.5 (C10), 138.7 (C9), 126.4 (C6a),
123.7 (C10a), 104.7 (C7), 88.7 (C6), 77.4 (C3), 62.6 (C4a), 61.1 (9 OCH3), 56.4 (8 OCH3),
56.2 (3 OCHs), 48.4 (C12), 46.0 (C10b), 31.9 (C4), 31.6 (C11), 27.8 (C2), 26.9 (C1)

Opticka otacivost

[a]% =+ 64,0 (c=0,175; CHCls)
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5.2.22 ZC-22: 8-O-Demethylmaritidin

Sumarni vzorec: CicHi9NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu

8-O-demethylmaritidin'’6 183,

Molekulova hmotnost

Mr = 273,33

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 273 (M", 60), 230(23), 201(68), 189(47), 175(21), 157(18), 129(20),
115(26), 91(19), 56(100)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.79 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, d, /= 10.0 Hz, H-1), 6.54 (1H, s, H-7), 5.96 (1H, ddd, J=10.0,
5.0, <1 Hz, H-3), 437 (1H, d, J = 16.5 Hz, H-6a), 4.33 (1H, ddd, J = 5.0, 4.0, 1.5, <1 Hz,
H-3),3.86 (1H, s, 9-OCH3), 3.76 (1H, d, J=16.5 Hz, H-6p), 3.41 (1H, dd, J=13.5, 4.0 Hz, H-
4a), 3.37 (1H, ddd, J = 13.0, 10.5, 4.5 Hz, H-12 exo0), 2.89 (1H, ddd, J = 13.0, 9.0, 6.0 Hz, H-
12 endo), 2.17 (1H, ddd, J = 12.5, 9.0, 4.5 Hz, H-11 endo), 2.01 (1H, dddd, J = 13.5, 4.0, 1.5,
<1Hz, H-4a), 1.92 (1H, ddd, J=12.5, 10.5, 6.0 Hz, H-11 exo0), 1.72 (1H, ddd, J=13.5, 13.5,
4.0 Hz, H-4p)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl3, 25 °C):

146.0 (C9), 144.8 (C8), 136.5 (C10a), 130.3 (C1), 127.6 (C2), 121.1 (Cé6a), 109.8 (C7), 109.2
(C10), 63.3 (C3), 62.8 (C4a), 60.9 (C6), 55.8 (-CH3), 52.8 (C12), 44.0 (C10b), 42.8 (C11),31.6
(C4)

Opticka otacivost

[a]2 =+ 41,3 (c=0,155; CHCl5)
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5.2.23 ZC-23: Lykoramin

Sumarni vzorec: C;7H7NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid galanthaminového typu lykoramin!7®

184

Molekulova hmotnost

Mr = Mr = 289,37

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =289 (M", 64), 288 (100), 274 (19), 232 (19), 202 (22), 115 (38).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

6.57 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 4.8 (1H, m, H-1), 3.98 (1H, m,
H3),3.92 (1H, d, /=15 Hz, H-6a), 3.76 (3H, s, OCH3), 3.54 (1H, d, /= 15 Hz, H-6), 3.12 (1H,
t, H-12), 2.96 (1H, t, H-12), 2.4 (1H, d, J = 16 Hz, H-2), 2.29 (3H, s, NCH3), 1.4 - 1.9 (1H, m,
H-2),14-19 (2H, m, H4), 1.4 - 1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 - 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

146.2 (C9), 144.0 (C10), 136.3 (C10a), 129.1 (C6a), 121.6 (C7), 111.3 (C8), 89.8 (Cl1), 65.2
(C3), 60.4 (C6), 55.9 (OCHs), 54.1 (C12), 46.7 (C10b), 41.9 (-NCH3), 31.7 (C4a), 31.5 (C2),
27.6 (C4),23.9 (C11).

Opticka otacivost

[a]3° =+ 67° (c = 0,269; CHCl5)
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5.2.24 Z.C-24: 9-O-Demethylgalanthin

Sumarni vzorec: C;7H21NO4

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu

9-O-demethylgalanthin'?3,

Molekulova hmotnost

Mr = 303,36

MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 303 (M", 23), 284 (10), 270 (12), 254 (17), 238 (5), 322 (8), 229 (90), 228
(100), 214 (8), 147 (9).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.93 (1H, s, H-10), 6.61 (1H, s, H-7), 5.60-5.58 (1H, m, H-3), 4.61 (1H, br s, H-1), 4.11 (1H,
d, J = 13.7 Hz, H-60), 3.84 (3H, s, C8-OCH3), 3.83-3.81 (1H, m, H-2), 3.55 (1H, d, J = 13.7
Hz, H-60), 3.49 (3H, s, C2-OCH3), 3.34-3.30 (1H, m, H-12pB), 2.79 (1H, br d, J = 10.6, H-4a),
2.68 (1H, brd, J=10.6 Hz, H-10b), 2.65-2.60 (2H, m, H-11), 2.48-2.40 (1H, m, H-12a)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

145.4 (C8), 144.5 (C9), 143.8 (C4), 128.4 (C6a), 127.1 (C10a), 115.6 (C3), 110.5 (C10), 110.2
(C7), 80.8 (C2), 68.1 (C1), 60.9 (C4a), 57.6 (2 OCH3), 56.6 (C6), 56.0 (8 OCH3), 53.9 (C12),
41.4 (C10b), 28.7 (C11)

Opticka otacivost

[a]% = -68,0 (c=0,200; CHCls)
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5.2.25 ZC-25: Zephycitrin 1T

Sumarni vzorec: Ci7H23NO3

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimentii (MS, NMR, opticka otacivost) identifikovana
jako alkaloid krinanového typu ve smési izomerti dvou izomera (v poméru 1:1 a- a B- izomer)
a pojmenovana jako zephycitrin II. Absolutni konfigurace tohoto alkaloidu byla zjiSt€na na
zakladé NMR experiment, podrobnosti 1ze nalézt v disertacni praci Mgr. Jany Mariikové,

Ph.D'",

Molekulova hmotnost

Mr = 305,37

MS analyza
HRMS (TOF-ESI"): m/z vypo&teno pro C17H24NO4" [M+H]" 306,1700, nalezeno 306,1716

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, &, CDCl3, 25 °C):

6.84 (1H, s, H7), 6.67 (1H, s, H10), 5.14 (1H, s, H6), 3.89 (3H, s, 9 OCH3), 3.86 (3H, s, 8-
OCHs), 3.66-3.59 (1H, m, H3), 3.46 (1H, dd, J=12.5 Hz, J=4.9 Hz, H4a), 3.42-3.33 (1H, m,
H12), 2.83-2.72 (1H, m, H12), 2.48-2.40 (1H, m, H1), 2.29-2.20 (1H, m, H11), 2.06-1.96
(2H, m, C4, C2), 1.75 (1H, td, J=13.4 Hz, J= 4.0 Hz, H1), 1.68-1.53 (2H, m, C11, C2), 1.36
(1H, dt, J=24.0 Hz, J= 12.2 Hz, H4);

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

148.9 (C9), 147.8 (C8), 139.9 (C10a), 125.4 (C6a), 111.4 (C7), 105.6 (C10), 88.4 (C6), 68.9
(C3), 59.7 (C4a), 56.0 (8 OCH3), 55.9 (9 OCHa), 46.5 (C12), 41.9 (C10b), 36.2 (C4), 34.1
(C11),30.5 (C2),26.2 (C1)

Opticka otacivost

[a]33® =+ 61,2 (c=0,170; CHCI;)
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5.2.26 ZC-26: 9-O-Demethylhomolykorin

Sumarni vzorec: CicH21NO3

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otafivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového typu

9-0O-demethylhomolykorin!76 185,

Molekulova hmotnost

Mr =301,34

MS analyza
MS (E): m/z (%) =192 (M"; 0,5), 164 (2), 110 (8), 109 (100), 108 (23), 94 (3), 82 (3).
MS (ESI"): m/z (%) = 302 (100) [M+H]", 252 (5), 181 (3).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

7.59 (1H, s, H-8), 6.98 (1H, s, H-11), 5.52 - 5.48 (1H, m, H-4), 4.79 - 4.76 (1H, m, H-5a), 3.94
(3H, s, OCH3), 3.17 - 3.12 (1H, m, H-2), 2.76 - 2.70 (1H, m, H-11¢), 2.66 (1H, dd, J=9.7, 2.1
Hz, H-11b), 2.62 - 2.58 (2H, m, H-5), 2.53 - 2.47 (2H, m, H-3), 2.26 (1H, q, J=9.5 Hz, H-2),
2.00 (3H, s, NCH3).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

165.6 (C7), 150.8 (C10), 145.6 (C9), 140.6 (C3a), 136.7 (Cl1a), 117.6 (C7a), 116.0 (C8), 115.4
(C4),110.3 (C11), 77.5 (C5a), 66.5 (Cll1c), 56.5 (C2), 56.3 (OCH3), 44.0 (C11b), 43.7 (NCH3),
31.2 (C5), 27.9 (C3).

Opticka otacivost

[a]3® =+215,7° (c = 0,102; MeOH)
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5.2.27 ZC-27: Tortuosin

Sumarni vzorec: CisHisNO3"

Latka byla na zéklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otacivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid lykorinového typu tortuosin!’® 186,

Molekulova hmotnost

Mr = 296,35

MS analyza
MS (EI): m/z (%) =296 (M", 4), 294 (8), 280 (35), 267 (18), 239 (12), 180 (22), 167 (23), 58
(21), 44 (34), 43 (100).

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, 6, CDCl3, 25 °C):

9.55 (1H, s, H-6), 8.34 (1H, s, H-10), 8.13 (1H, d, J= 1.4, H-1), 7.92 (1H, s, H-7), 7.59 (1H, br
s, H-3), 5.35 (1H, t, J= 7.2 Hz, H-12), 4.33 (1H, s, H-9), 4.20 (1H, s, H-2), 4.17 (1H, s, H-8),
3.88 (1H, t,J=7.2 Hz, H-11)

13C NMR (125 MHz, 8, CDCI3, 25 °C):

164.5 (C2), 159.1 (C9), 153.1 (C8), 142.6 (C6), 139.7 (C4), 133.0 (C4a), 131.4 (C10a), 126.1
(C10b), 122.9 (C6a), 118.0 (C3), 111.0 (C7), 102.2 (C1), 104.6 (C10), 57.8 (OCH3), 57.4
(OCH3), 57.0 (C12), 57.0 (OCH3), 27.8 (C11)

Opticka otacivost

[a]33 =+ 85,7 (c=0,07; CHCI5)
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Tabulka 15: Piehled a mnozZstvi izolovanych latek

Oznaceni Nazev Izolované mnoZstvi Frakce
7C-1 Galanthin 5,59 ¢ Fr. 2-6
7C-2 Buphanisin 5 mg Fr.2-3
7C-3 9-Demethyl-6-ehoxyhippeastidin 11 mg Fr.2-3
7C-4 10-Deoxy-6a-ethoxyhippeastidin 9,5 mg Fr.2-3
7C-5 Nerinin 40 mg Fr. 4
7C-6 Narcieliin 50 mg Fr. 4
7C-7 Haemanthamin 2122 g Fr. 5-10
7C-8 Zephyjanin 60 mg Fr. 5-6
7C-9 Zephycitrin | 87 mg Fr. 5-10
ZC-10 Tazettin 81 mg Fr. 5-6,9-10
ZC-11 Maritidin 1,46 g Fr. 11-15
ZC-12 Vittatin 658 mg Fr.11-14
7C-13 Narcissidin 2,74 ¢ Fr. 15-17
7C-14 Methylpseudolykorin 16 mg Fr. 15
7C-15 Dihydromaritidin 10 mg Fr. 15
ZC-16 7-Ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol 15 mg Fr. 15
ZC-17 1-O-Acetylkaranin 18 mg Fr. 15
Z7C-18 Haemanthidin 12,11 g Fr. 16-21
7C-19 Lykorin 9 mg Fr. 17
7C-20 10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin 140 mg Fr. 17,18, 21
ZC-21 6-Hydroxyhippeastidin 69 mg Fr. 17,21
7C-22 8-0O-Demethylmaritidin 1,14 ¢ Fr. 17,21
7C-23 Lykoramin 61 mg Fr. 20, 21
7C-24 9-0O-Demethylgalanthin 945 mg Fr. 20, 21
7C-25 Zephycitrin 11 860 mg Fr. 21
7C-26 9-0O-Demethylhomolykorin 8§ mg Fr. 21
7C-27 Tortuosin 5mg Fr. 4
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5.3 Vvsledky biologickvch testu izolovanvch alkaloida

5.3.1 Inhibi¢ni aktivita alkaloidi vii¢i enzymiim ve vztahu k Alzheimerové
chorobé
Témert vSechny alkaloidy se podafilo izolovat v mnozstvi, které umoznilo screeningové studie
vici enzymovym systémim zapojenym do patofyziologickych procesit Alzheimerovy choroby.
Konkrétné se jednda o cholinesterazy (AAChE, hABuChE) a prolyloligopeptidazu (POP)
(Tab. 16). Alkaloid narcieliin vykazal zajimavou inhibi¢ni aktivitu vii¢i cholinesterazam i POP

a byl tedy vybran pro detailnéjsi studie.

Tabulka 16: Biologicka aktivita izolovanych alkaloidt viici ZAChE a ABuChE a POP

Latka hAChE hBuChE POP
IC50 (HM IC50 (HM ICso (MM)
Galanthin 606,92 + 60,45 > 1000 > 500
Buphanisin 99,21 £4,33 > 1000 > 500
Nerinin > 1000 > 1000 190 + 10
9-Demethyl-6-ethoxyhippeastidine > 1000 > 1000 n. t.
10-Deoxy-6a-ethoxyhippeastidin > 1000 > 1000 n. t.
Narcieliin 18,66 + 2,28 1,34 £ 0,31 163 +13
Haemanthamin > 1000 > 1000 > 500
Zephyjanin 154,53 + 2,57 > 1000 160 £ 10
Zephycitrin 11 > 1000 > 1000 n. t.
Tazettin > 1000 > 1000 > 500
Maritidin > 1000 > 1000 > 500
Vittatin 643,82 + 65,41 > 1000 n. t.
Narcissidin > 1000 > 1000 430 £20
Methylpseudolykorin > 1000 > 1000 280+ 10
Dihydromaritidin > 1000 > 1000 n. t.
7-Ethoxy-10-methoxy-1-methyllycorenan-9-ol > 1000 > 1000 > 500
1-O-Acetylkaranin 443,68 £62,35 141,15+ 12 > 500
Haemanthidin > 1000 > 1000 > 500
Lykorin > 1000 > 1000 > 500
10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin > 1000 > 1000 220+20
6-Hydroxyhippeastidin > 1000 > 1000 357+21
8-O-demethylmaritidin > 1000 > 1000 300+ 10
Lykoramin 55,79 £ 5,12 > 1000 150 +10
9-0-Demethylgalanthin 551,1 £76,20 > 1000 146 + 16
Zephycitrin | > 1000 > 1000 280+ 10
Tortuosin > 1000 > 1000 n. t.
Huperzin A* 0,033 + 0,001 > 1000 n. t.
Galanthamin® 1,7+0,1 423+13 n. t.
Berberin® n. t. 142 £21
Z-Pro-prolinal® n. t. 2,75 x 107

3standard, n. t.-neméfeno
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5.3.2 Kineticka studie inhibice AAChE a ABuChE narcieliinu

Vzhledem k vyznamné cholinesterazové inhibi¢ni aktivit€¢ narcieliinu byl podrobné
studovan i jeho mechanismus inhibice ZAChE a ABuChE. Analyza interakce narcieliinu
s cholinesterazami odhalila kompetitivni typ inhibice pro ZAChE a smiSeny typ inhibice
pro ABuChE (p <0,05). Vysledky jsou prezentovany grafem podle Liweavera-Burka
(Obr. 40). V ptipadé hAChE se narcieliin reverzibiln¢ vaze do aktivniho mista enzymu
a ovlivilyje tak navazani substratu. Prisec¢ik ¢ar prochéazi osou y nad hodnotou 0. Hodnota
Kn se zvySovala srostouci koncentraci narcieliinu, zatimco hodnota Vimax zlstdvala
s rostouci koncentraci konstantni. V ptipad¢ ZBuChE se prusecik ¢ar nachazi nad osou x,
coz znaci reverzibilni typ vazby jak k volnému enzymu, tak ke komplexu enzym-substrat.
Afinita byla vys8i k volnému enzymu (K; > Ki-). Hodnota K, byla pfi vyssi koncentraci

inhibitoru mirn¢ zvySena, zatimco hodnota Vuax byla pifi vy$si koncentraci inhibitoru

rv
sSnizena.
hAChE hBuChE
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Obrazek 40: Lineweaver-Burkovy grafy

Ustalena inhibice hydrolyzy substratu ZAChE a ABuChE alkaloidem narcieliinem v riznych koncentracich.
Lineweaver-Burkovy grafy jsou prezentovany pocatecni rychlosti pfi zvySovani koncentrace substratu
(hAChE: 0,1563 - 1 250 mM; ABuChE: 2,5 - 20,0 mM). Kfivky byly odvozeny z linearni regrese datovych
bodu.

5.3.3 PAMPA-BBB (Parallel artificial membrane permeation assay)

K predikci pasivni difuze narcieliinu pfes HEB byla pouzita in vitro screeningova metoda

PAMPA-BBB. Na zakladé ziskanych dat in vitro permeability (Pe = 14,1 + 1,0 * 10 cm/s) Ize

odvodit, ze by mél byt narcieliin schopny ptrechazet HEB pasivni difuzi (Tab. 17).

Tabulka 17: In vitro permeabilita alkaloidu narcieliinu

Sloucenina PAMPA-BBB permeabilita (Pe; 10 cm/s)
Narcieliin 14,1+ 1,0 (CNS +)
Chlorothiazid 1,2+£0,5 (CNS -)
Promazin 8,6 £0,5 (CNS +)

CNS (+): vysokd prostupnost HEB Pe > 4,0 * 10-6 cm/s; CNS (-): nizkd propustnost HEB
Pe < 2.0 ¥10°° cm/s, CNS(+/-): nejista prostupnost HEB Pe v rozmezi 4,0-2,0 * 10-6 cm/s
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5.3.4 Dockingova studie narcieliinu

hAChE

Narcieliin rozsifuje katalytické anionické misto (CAS) enzymu n¢kolika interakcemi (Obr. 41).
Centralné ulozené galanthaminové jadro: i) piisobi n-m interakcemi s Y337 (5.5 A), ii) vytvafi
vodikové miistky mezi atomem kysliku 2,3-dihydrofuranu narcieliinu a jednou molekulou vody
(2.1 A) a hydroxy- skupinou Y337 (2.0 A) enzymu, iii) vytvéii sit vodikovych vazeb mezi
hydroxy- skupinou narcieliinu a karboxylovou skupinou E202 (1.6 A) a amidovou kostrou
G120 (2.3 A) a G121 (2.6 A) enzymu. Galanthindolovd &ast molekuly je obklopena
aminokyselinami enzymu (napt. W86, A127, G126, F338).

hBuChE

V ptipad¢ ABuChE galanthindolovy kruh narcieliinu je zakotven v blizkosti katalytické triady,
ale neni v pfimém kontaktu s touto ¢asti enzymu. 1-Methyl-2,3-dihydro-1H-indolova ¢&ast
narcieliinu je stabilizovana n-w interakcemi s W82 (3.9 A) a hydrofobnimi interakcemi s E79 a
W430 enzymu. 1,2,3-trimethoxybenzenova ¢ast narcieliinu pasobi i) n-n interakcemi s F329
(5.5 A) a ii) tvorbou vodikovych interakei prostiednictvim methoxy- skupin a jedné molekuly
vody s primarnim aminem G116 (2.7 A). Galanthaminové &ast narcieliinu je umisténa mimo
hrdlo kavity enzymu a vytvafi i) fadu hydrofobnich interakci s Y332 (n-m interakce), N68,
P285, S287 a Q71, dale tvoti vodikové vazby se ttemi molekulami vody (Obr. 41).

Obrazek 41: Pravdépodobna interakce narcieliinu s aktivnimi misty ZAChE (A) a ABuChE (B)

Narcieliin je oznacen riZovou barvou, dilezité aminokyselinové zbytky zapojené do interakce enzym-
narcieliin jsou zbarveny svétle modrou barvou (2AChE) a tmavé modrou barvou (ABuChE). Katalyticka
triddy enzymu je znizornéna zluté. Vzdalenosti jsou zobrazeny &arkovanymi arami. Udaje byly
generovany prostiednictvim prohlizece PyMOL 2.0.6
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5.3.5 Vysledky stanoveni cytotoxického piisobeni izolovanych alkaloidi

Nejprve byla provedena screeningova single dose studie (pii koncentraci 10 uM) na
10 bunéénych linii. V rdmci tohoto screeningu byly studovany pouze latky, které byly
izolovany na naSem pracovisti. Dfive izolované latky opétovné studovany nebyly. Vysledky
téchto latek jsou pro prehlednost uvedeny v souhrnné tabulce spole¢né s odkazy na literaturu,
kde byla tato data jiz publikovéna (Tab. 18). Toto stanoveni bylo provedeno ve spolupraci
s Ustavem 1ékaiské biochemie Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Pro
screening byly pouzity ndsledujici nddorové a nenddorové bunécné linie: Jurkat (akutni
leukémie T lymfocytll), MOLT-4 (akutni lymfoblasticka leukémie), A549 (adenokarcinom
plic), HT-29 (kolorektalni adenokarcinom), PANC-1 (epitelialni karcinom slinivky), A2780
(karcinom vaje¢niku), HeLa (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu),

SAOS-2 (osteosarkom) a MRC-5 (zdravé plicni fibroblasty).

118



Tabulka 18: Biologicka aktivita alkaloidi vii¢i bunkam nadorovych linii (viabilita bunék 48 hodin po ovlivnéni alkaloidem pii koncentraci 10 uM)

Latka! Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC1 A2780 HeLa MCF-7 SAQOS-2 MRC-5° Ref.
Galanthin 98 103 93 64 97 163 93 114 97 n. t. 163
Buphanisin 52 32 60 71 77 55 75 49 76 82
Nerinin 91 93 101 83 90 95 112 92 105 101
9-Demethyl-6-ethoxyhippeastidin n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t.
10-Deoxy-6a-ethoxyhippeastidin 90 101 100 91 88 85 109 96 98 99
Narcieliin 103 95 110 106 111 88 90 115 106 111
Haemanthamin 18 6 33 5 37 38 16 17 34 32 163
Zephyjanin 103 99 103 100 103 97 98 97 97 98
Zephycitrin [ 111 99 100 101 102 98 97 106 101 107
Tazettin 93 95 83 57 76 101 84 94 92 n. t. 163
Maritidin 104 100 95 93 91 94 101 98 94 104
Vittatin 91 92 80 84 84 98 100 79 79 83
Narcissidin 111 101 113 108 102 101 123 103 101 101
Methylpseudolykorin 109 103 104 114 109 99 116 104 98 96
Dihydromaritidin 99 95 88 97 100 107 98 104 97 104
7-Ethoxy-10-methoxy-1-methyllycorenan-9-ol 98 87 91 91 98 104 92 102 89 110
1-O-Acetylkaranin 132 119 113 107 119 141 98 131 95 n. t. 163
Haemanthidin 23 11 38 7 38 52 25 24 35 n. t. 163
Lykorin 5 9 27 5 36 39 15 27 27 25 163
10-Deoxy-6-hydroxyhippeastidin 96 79 95 95 98 111 106 108 77 100
6-Hydroxyhippeastidin 89 78 81 88 77 113 82 99 73 97
8-0-Demethylmaritidin 102 110 106 103 101 101 114 105 98 97
Lykoramin 102 105 96 83 102 92 82 101 97 n. t. 163
9-O-Demethylgalanthin 91 88 83 94 83 125 110 102 71 92 163
Zephycitrin 11 109 98 117 121 110 105 117 112 111 100
Tortuosin n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n. t. n.t n.t n. t. n.t
Doxorubicin? 0 0 66 77 59 5 7 41 73 40
DMSO (0,1%)* 113 115 106 87 95 98 89 99 102 n. t.

'c = 10 pmol/l; 2standard, ¢ = 1 umol/l; *kontrola — zdravé buiiky; *kontrola — DMSO, n. t. — nestudovano
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6 DISKUSE

Predlozend diserta¢ni prace méla za cil predstavit Amaryllidaceae alkaloidy jako latky
s potencialem pifi hledani novych 1éCiv vyuzitelnych v terapii nckterych chronickych
onemocnéni. V dnesni dob¢ se vyzkum AAs zaméfuje na hledani latek vyuzitelnych v terapii
onkologickych onemocnéni, pfedevsim z diivodu jejich selektivniho ti¢inku na nadorové bunky
a relativné nizké toxicité k zastupctim zdravych bungk® ! 16!, Nadale je studovana inhibi¢ni
aktivita vii¢i cholinesterazam a moznost uplatnéni téchto latek v terapii Alzheimerovy choroby.
U celé tfady extrakti rostlin Celedi Amaryllidaceac a AAs byly déale studovany ucinky

antimikrobialni, antifungalni, antimalarické, protizanétlivé a antioxidagni'® 1337,

Zajem
védecké komunity poutaji nejen pfirozené se vyskytujici AAs, ale i jejich polosyntetické
derivaty. Cela tada biologicky aktivnich AAs byla pouzita jako ,,lead structure pro ptipravu
novych biologicky aktivngjdich latek. Jako piiklad lze uvést alkaloidy narciklasin'®’,
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pankratistatin'® a lykorin'®®. Derivaty téchto alkaloidi jsou také intenzivné studovéany

v kontextu nadorovych onemocnéni’.

Rostlinam ¢eledi Amaryllidaceae je po fytochemické strdnce vénovana zna¢na pozornost. Od
izolace prvniho AAs bylo izolovano pies 600 alkaloidd riznych strukturnich typi z vice nez
350 druhti rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae. Rod Zephyranthes patti spolu s rody Crinum,
Narcissus, Galanthus, Hippeastrum, Lycoris a Pancratium k nejvice studovanym rodiim této
teledi’’. Do dnesni doby bylo fytochemicky studovdano 8 druhti rodu Zephyranthes
(publikovano asi 30 fytochemickych praci). Po dikladné literarni reSersi bylo zjisténo, ze
Z. citrina byla pomérné malo fytochemicky studovana (izolovéano 9 alkaloid)> 8. Na zakladé
GC/MS a vysledkl screeningovych studii byl tento druh vybran jako vhodny zdroj AAs
raznych strukturnich typt a pfipadné dosud nepopsanych alkaloidd, které by mohly disponovat
zajimavymi biologickymi aktivitami.

V pribehu fytochemické prace bylo zpracovano 35 kg Cerstvych cibuli Z. citrina, ze kterych
bylo ziskdno 151 g ptrecisténého alkaloidniho extraktu. Pomoci sloupcové chromatografie, flash
chromatografie, preparativni TLC a krystalizace bylo z extraktu izolovano celkem 27 alkaloida
nalezicich do sedmi strukturnich typti. V ptipad¢ sedmi izolovanych alkaloidi se jednalo o nové
dosud nepopsané latky. Pro strukturni analyzu izolovanych latek byly vyuzity béZné
spektroskopické metody jako MS (EI, ESI), HRMS, 1D- a 2D- NMR analyza, opticka ota¢ivost
a cirkuldrni dichroismus. Izolované alkaloidy, krom¢ nové izolovanych latek, patii do
nasledujicich strukturnich typua: lykorinovy (galanthin, narcissidin, 9-O-methylpseudolykorin,

1-O-acetylkaranin, lykorin, 9-O-demethylgalanthin, tortuosin), homolykorinovy (nerinin,
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9-O-demethylhomolykorin),  krininovy  (buphanisin, 10-deoxy-6-hydroxyhippeastidin,
6-hydroxyhippeastidin), haemanthaminovy (haemanthamin, maritidin, vittatin,
dihydromaritidin, haemanthidin, 8-O-demethylmaritidin), tazettinovy (tazettin)
a galanthaminovy (lykoramin). V piipadé nové izolovanych alkaloidi krininového
(9-O-demethyl-6-ethoxyhippeastidin, 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidin) a homolykorinového
strukturniho typu (7-ethoxy-10-methoxy-1-methyllykorenan-9-ol) se pravdépodobné jedna
o izola¢ni artefakty. Tyto latky totiz obsahuji ve své struktufe ethoxy- skupinu, kterad je
u ptirodnich latek vzacna a obvykle vznikd aZ v prib&hu izolaéniho procesu'®’. Déle byly
izolovany tfi nové alkaloidy haemanthaminového/krininového strukturniho typu, tyto latky
byly pojmenovany zephycitrin I, zephycitrin II (izolovan ve smési izomera) a zephyjanin. Na
zakladé provedenych experimenti (NMR, CD) nelze s jistotou tvrdit, zda zephycitrin I
a zephyjanin patii ke krininovému nebo haemanthaminovému strukturnimu typu, absolutni
konfigurace téchto latek je vifeSeni. Strukturné nejzajimavéjsi nové izolovanou latku
predstavuje alkaloid narcikachninového strukturniho typu, ktery byl pojmenovan narcieliin.
Struktura alkaloidii narcikachninového typu je tvofena kombinaci galanthaminové
a galanthidolové Casti molekuly. VSechny dosud izolované alkaloidy tohoto strukturniho typu
byly izolovany zrostlin rodu Narcissus na naSem pracovisti: narcikachnin a narcipavlin
(N. poeticus cv. Pink Parasol)®, narcimatulin (N. pseudonarcissus cv. Dutch Master)?
a narciabduliin (N. pseudonarcissus cv. Carlton)'”!. Narcieliin tak pfedstavuje prvni alkaloid
narcikachninového typu izolovany zrostliny rodu Zephyranthes a také prvni alkaloid
narcikachninového typu, u kterého byla urcena absolutni konfigurace na zédklad€ provedenych
1D- a 2D- NMR experiment(i a CD analyzy'’*. Témto alkaloidiim je strukturné blizky alkaloid
pallidiflorinového strukturniho typu pallidiflorin (Narcissus pallidiflorus), jehoz struktura je
kombinaci galanthaminové a tazettinové ¢asti'’.

Latky izolované v dostate¢ném mnozZstvi byly podrobeny biologickym studiim v souvislosti
s moznou terapii Alzheimerovy choroby a nadorovych onemocnéni. V kontextu AD byly
izolované alkaloidy studovany z pohledu jejich inhibi¢niho potencidlu vici cholinesterazam
(hAChE, hBuChE) a dalS§im enzymtm, které by mohly pfedstavovat mozné cile zasahu pfi
1€¢bé této neurodegenerativni choroby (POP, GSK-3p). I kdyz se inhibicni aktivita alkaloidniho
extraktu vi¢i cholinesterazam jevila slibn¢ (ICsopache = 6,02 £ 0,55 uM, 1Csonache = 22,97 +
2,48 uM), tak vyznamny inhibicni efekt vici t€émto enzymim mél pouze nové izolovany
alkaloid narcikachninového typu narcieliin (ICsorache = 18,7 £ 2,3 pM, ICsopache = 1,34 £ 0,31
uM). Narcieliin je dosud jedinym alkaloidem narcikachninového typu, u kterého byla

provedena studie enzymové kinetiky. Prostfednictvim této studie se podafilo objasnit, Ze
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narcieliin vykazuje reverzibilni kompetitivni typ inhibice viici ZAChE a smiSeny typ inhibice
vici ABuChE.
I ptesto, ze bylo dosud izolovano omezené mnozstvi alkaloidl tohoto strukturniho typu, lze

odvodit n€kolik vztahi mezi strukturou a biologickou aktivitou (Obr. 42).

galanthindolova cast

galanthaminové ¢ast
(galanthamin)

narcieliin narciabduliin
ICs0 pache = 18,6 +£2,3 uM ICs0 4achE = 3,29 £ 0,73 uM
ICSO,hBuChE =1,3+£0,3uM ICSO,hBuChE =3,44+ 0,02 pM
ICSO,POP =163+13 !J,M ICSO,POP = neméfeno

pd

narcipavlin® narcikachnin* narcimatulin®
ICs0 sache = 208 £ 37 uM ICs0 sachE = neméteno ICs0 sache = 489 + 60 uM
ICs0 nBuchE = 24,4+ 1,2 uM ICs50 hBuche = nemeieno ICs0 sBuche = 5,9 £ 0,2 uM
ICs9,pop = neméieno ICs0 pop = neméieno ICs0pop =29,2 + 1,0 uM

* Absolutni konfigurace nebyla doposud urcena
Obrazek 42: Piehled alkaloidti narcikachninového typu a jejich biologickych aktivit

Na zakladé vysledktl screeningovych studii viici cholinesterdzdm lze usuzovat, Ze za inhibi¢ni
ucinek vici AAChE bude zodpovédna galanthaminova ¢ast molekuly téchto alkaloidt. Zda se,
Ze pro inhibi¢ni aktivitu je vyhodna dvojna vazba mezi uhliky C1 a C2 a hydroxy- skupina na
uhliku C3 (narcieliin, narciabduliin). Absence téchto strukturnich detaild vede k vyznamnému

poklesu aktivity (narcipavlin, narcimatulin)!74 !

. Na druhou stranu #BuChE je inhibovana
galanthindolovou ¢asti molekuly. Tento pfedpoklad vychézi ze skute¢nosti, Ze galanthindolovy
kruh 1ze najit 1 ve struktufe alkaloida karltoninového typu. Tyto alkaloidy, které byly izolovany
na naSem pracovisti z N. pseudonarcissus cv. Carlton, inhibuji ABuChE jiZ v nanomolarni
koncentraci’® (Obr. 43). Kondenzace galanthindolové ¢asti molekuly s methylfenethylaminem
vede k dramatickému zvySeni inhibi¢niho uc¢inku na ZBuChE, jak je tomu pravé u alkaloidi

karltoninového strukturniho typu?® 174,
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methylfenethylamir; h

karltonin A karltonin C ICsopache > 100 pM

ICsopache > 100 uM ICsonachE > 100 uM ICsonuche = 0,031 % 0,001 uM
ICsoppuche = 0,91 £ 0,02 uM ICsonBuche = 14,8 + 1,1 uM ICsopop = neméfeno

ICsopop = 143 £ 12 uM IC50pop = nemefeno

Obrazek 43: Piehled alkaloidt karltoninového strukturniho typu a jejich biologickych aktivit

Tyto zavéry lze podloZit i dockingovou studii narcieliinu (Obr. 41). Z in silico studie vyplyva,
ze galanthaminova ¢ast narciellinu se dostava do anionického mista ZAChE. V katalytickém
misté pasobi interakcemi, které se mirné 1i$i od interakci samotného galanthaminu. Pro
interakci galanthaminové ¢asti narciellinu s anionickym mistem enzymu je dilezita pfitomnost
kysliku dihydrofuranu, hydroxylové skupiny na cyklohexenovém kruhu a aromaticky kruh.
Galanthindolova ¢ast molekuly je zakotvena mimo hrdlo kavity enzymu. Narcieliin, limitovan
svou vysokou molekulovou hmotnosti (Mr = 584), neni schopen ovlivnit periferni anionické
misto enzymu. Toto strukturni omezeni pravdépodobné vede k Castecné ztrat¢ aktivity
v porovnani se samotnym alkaloidem galanthaminem. Chceme-li vysvétlit vliv narcieliinu na
hBuChE, musime se zaméfit na galanthindolovou ¢ast molekuly. Tato ¢ast se vaze do blizkosti
katalytické triaddy #BuChE, ale neni v pfimém kontaktu s touto ¢asti enzymu'’*,

V literatufe je moZné nalézt celou fadu latek, u nichz se ziskané inhibi¢ni hodnoty ICso na AChE
znacn¢ rozchazeji. Velmi Casto jedna hodnota piislusi méteni, které bylo provedeno na AChE
z elektrického thote (Electrophorus electricus) a dal§i hodnota pochézi z méfeni provedeném
na lidské AAChE. I piesto, ze existuje cela fada praci, které se zabyvaji mezidruhovou
variabilitou tohoto enzymu, jsou stale publikovany nové studie, ve kterych byla k méteni
pouzita dostupné&jsi AChE z elektrického thote (EeAChE)!*2. Jako ptiklady AAs s rozdilnymi
hodnotami Ize uvést: 1-O-acetyllykorin (ICsosache > 100 uM, ICsogeache = 11,7 uM)'**
145 9-0-methylpseudolykorin (ICsorache > 100 pM, ICsoreache = 2,84 uM)!% 174 galanthin
(ICsonache > 100 pM, ICsogeache = 6,10 uM)?% 81 chlidanthin  (ICsosache > 100 pM,
ICsozeache = 24,1 uM)?” 193 a lykoramin (ICsonache > 100 pM, ICsogeache = 40,12 pM)>% 3,
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POP je cytozolicky enzym, ktery je jako mozny terapeuticky cil zkoumén od 80. let 20. stoleti.
Substratem tohoto enzymu jsou pfedev§im neuropeptidy a hormony jako substance P,
vasopresin, oxytocin a dalsi. Tyto latky hraji dilezitou roli v modulaci funkci centralniho
nervového systému!®*. Zapojeni POP bylo popsano u neurodegenerativnich onemocnéni jako
je AD, Parkinsonova choroba a Huntingtonova choroba, ale také u anorexie, mentalni bulimie
a roztrousené sklerozy'** !>, Dle nékterych studii zasahuje POP do tvorby AP a ziejmé se podili
i na agregaci t-proteinu'*>>. POP tak piedstavuje dalsi mozny cil v terapii AD. Jako piiklady
piirodnich latek inhibujicich POP Ize uvést protoberberinovy alkaloid berberin
(ICsopop = 145 uM), flavonoid baikalein (ICsopop = 36 uM) nebo pavinanovy alkaloid
kalifornidin (ICsopop = 55,6 uM)'>. Byla pfipravena i celd fada syntetickych inhibitord tohoto
enzymu (Z-pro-prolinal, ICsopop = 0,74 nM), jejichz spoleCnym strukturnim rysem je
ptitomnost acyl-L-prolyl-pyrrolidinového uskupeni nebo alespoit pyrrolidinového kruhu

v molekule!®’.

Nékteré izolované alkaloidy vykazaly inhibi¢ni aktivitu srovnatelnou
s berberinem, ktery byl pouzit jako standard. Nejzajimavéjsi aktivitu vykazaly narcieliin
(ICsopop = 163 £ 13 uM), zephyjanin (ICsopor=160+ 10 pM), lykoramin
(ICsopop = 150 £ 10 uM) a 9-O-demethylgalanthin (ICsopop = 146 + 16 pM)!™,

Dal$im moZznym cilem v terapii AD je enzym GSK-3B. GSK-3B ovliviiuje metabolismus
glykogenu regulaci glykogen-syntazy, dale se uplatiiuje v procesech jako embryogeneze,
mitotickd regulace, zanét a neuroplasticita. Tento enzym hraje dilezitou roli v rozvoji AD,
diabetu mellitu II. typu a v nadorovych onemocnénich!*¢'*¥ Nejzajimavéjsimi inhibitory
GSK-3p ptirodniho ptivodu jsou manzaminové a indolové alkaloidy izolované z rliznych druht
motskych fas. Hodnoty ICso téchto latek se pohybovaly v rozmezi 2,5 — 10 pM!%. Z AAs
vykdzaly  nejzajimavéjs$i  aktivitu  alkaloidy  homolykorinového typu  masonin
(ICs0 = 27,81 £ 0,05 pM, 9-O-demethylhomolykorin (ICsp = 30,00 + 0,71 pM) a lykorinovy
alkaloid karanin (ICso = 30,75 + 0,04 uM)!48,

Ukinnost 1é¢iv vyvijenych k terapii neurodegenerativnich onemocnéni je mimo jiné podminéna
schopnosti vyvijené latky ptfekonat HEB. Schopnost narcieliinu piekonat HEB byla
predikovana prostfednictvim PAMPA testu, ktery umoziiuje posoudit schopnost 1éciva
prekonat HEB pasivni diflizi. Ze ziskané hodnoty permeability in vitro Pe = 14,1 £ 1,0 * 10
cm/s lze usuzovat, Ze molekula narcieliinu by méla piechazet pfes HEB pasivni difuzi.

V teoretické Casti byl také podrobné popsan potencial téchto sloucenin pii hledani novych latek
vyuzitelnych v terapii nddorovych onemocnéni. V ramci spoluprace s Lékatskou fakultou
v Hradci Kralové byly izolované alkaloidy testovany in vitro na souboru vybranych

leukemickych a nadorovych linii (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa,
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MCF-7 a SAOS-2). I kdyz je vétSina izolovanych alkaloidi fazena k lykorinovému,
haemanthaminovému a krininovému strukturnimu typu, které Casto disponuji cytotoxickou
aktivitou, tak jedinymi cytotoxicky aktivnimi latkami byly haemanthamin, haemanthidin,
lykorin a buphanisin. Cytotoxickd aktivita prvnich tfech latek je v literatufe dobfe znadma,
existuje i cela fada studii, které objasiiuji mechanismus u¢inku uvedenych alkaloidd’.
Buphanisin, alkaloid krininového strukturniho typu, vykazal zajimavou inhibi¢ni aktivitu vici
bunécné linii akutni lymfoblastické leukémie (MOLT-4) a vic¢i bunééné linii adenokarcinomu
prsu (MCF-7). Buphanisin byl na nasem odd¢€leni izolovan jiz v ramci fytochemické studie
provedené na cibulich Nerina bowdenii. V ramci této prace bylo zjiSténo, Ze latka vykazuje
cytotoxické ucinky vici nadorovym liniim kolorektalniho adenokarcinomu (Caco-2 a HT-29),
byly ziskany hodnoty ICso = 8,6 = 0,2 uM pro bunécnou linii Caco-2 a ICso=5,3 £ 1,7 uM pro
linii HT-29'*. Vzhledem k tomu, Ze se podafilo ziskat jen malé mnoZstvi této latky, nebylo
mozné provést podrobnéjsi studie.

Zavérem lze konstatovat, ze z 35 kg Cerstvych cibuli Z. citrina bylo izolovano 27 AAs, ve
Ctyfech pripadech se jednalo o latky dosud nepopsané (narcieliin, zephyjanin, zephycitrin I,
zephycitrin II). VétSina alkaloidniho extraktu byla tvofena alkaloidy haemanthaminového
strukturniho typu. Rada z nich se podafila ziskat fadové v mnozstvi gramti (haemanthamin,
maritidin, vittatin). Tyto latky byly pouzity jako vychozi material pro ptipravu polosyntetickych
derivati za ucelem rozsiteni portfolia studovanych latek. Z hlediska biologické aktivity
predstavoval nejzajimavéjsi strukturu novée izolovany heterodimerni alkaloid narcieliin, ktery
vykazal inhibi¢ni G€inek vici hAChE, ABuChE a POP. Narcieliin byl izolovan v mnoZstvi,
které¢ umoznilo pouze né€kolik zékladnich testli, proto bude vyuzit jako strukturni pfedloha pro

vyvoj latek s kombinovanym inhibi¢nim G¢inkem vici AAChE, ABuChE a POP.
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Rostlina Zephyranthes citrina Baker byla na zaklad¢ screeningové studie a literarni reSerSe
Amaryllidaceae alkaloidii. Z 35 kg cerstvych cibuli bylo ziskano 151 g ptecisténého
alkaloidniho extraktu, ktery byl rozdélen pomoci sloupcové chromatografie na témét 700
frakei. Tyto frakce byly na zakladé¢ kontrolni TLC spojeny do 21 podfrakei, z nichZ bylo pomoci
extrakce kapalina-kapalina, flash chromatografie, preparativni TLC a krystalizace izolovano
27 alkaloidi. VSechny latky byly identifikovany pomoci MS (EI, ESI), HRMS,
1D- a 2D-NMR, CD, optické otacivosti a porovnanim dat s literaturou. U sedmi z nich se
jednalo o nové dosud nepopsané struktury (6a-ethoxyhippeastidin, 10-deoxy-6a-
ethoxyhippeastidin, narcieliin, zephyjanin, zephycitrin [, 7-ethoxy-10-methoxy-1-
methyllykorenan-9-ol a zephycitrin II). VSechny alkaloidy izolované v dostatecném mnoZstvi
byly podrobeny testiim jejich biologické aktivity spojené s Alzheimerovou chorobou (inhibice
hAChE, hBuChE, POP) a nddorovymi onemocnénimi.

Inhibice erytrocytarni #AChE a sérové hBuChE byla stanovena pomoci modifikované
Ellmanovy metody. Nejzajimavé€jsi aktivitu vici cholinesterazdm vykazal nové€ izolovany
alkaloid narcikachninového strukturniho typu narcieliin (ICsonache = 18,7 = 2,3 uM, ICsonache
= 1,34 £ 0,31 uM). Prostiednictvim studie enzymové kinetiky byla objasnéna interakce mezi
narcieliinem a #ZAChE a ABuChE. Dale byla provedena predikce prichodu narcieliinu pfes HEB
za vyuziti PAMPA-BBB studie. In vitro data byla podpoiena in silico studiemi narcieliinu
v aktivnim misté ~ZAChE/ABuChE.

Stanoveni inhibice viici POP bylo provedeno spektrofotometricky. Nékteré latky vykazaly

aktivitu srovnatelnou s pouzitym standardem berberinem (ICsp = 142 + 21 pM) a to narcieliin
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(ICso = 163 £ 13 uM), zephyjanin (ICso = 160 £ 10 uM), lykoramin (ICso = 150 = 10 uM)
a 9-O-demethylgalanthin (ICso = 146 + 16 uM).

Izolované alkaloidy byly podrobeny screeningu viability po dobu 48 hodin na deviti
nadorovych liniich (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7
a SAOS-2) a jedné zdravé (MRC-5) bunécné linii. Jedinymi cytotoxicky aktivnimi latkami byly
haemanthamin, haemanthidin, lykorin a buphanisin.

Na zakladé ziskanych vysledkli je mozné konstatovat, ze rostlina Z. citrina piedstavuje

zajimavy zdroj celé fady biologicky aktivnich latek s potencidlem pro dalsi studium.
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Zephyranthes citrina Baker was chosen, based on result of previous screening study and
literatury research, for detailed phytochemical work for the purpose of isolation of the widest
range of AAs. From 35 kg of fresh bulbs was obtained 151 g of purified alkaloidal extract,
which was processed using column chromatography to almost 700 fractions. These fractions
were connected into 27 subfractions, which were processed by liquid-liquid extraction, flash
chromatography, preparative TLC and crystallization. Finally, 27 pure alkaloids were isolated.
All compounds were identified by MS (EI, ESI), HRMS, 1D- and 2D-NMR, CD, optical
rotation and by comparison with literature data. Seven compounds were identified as new
undescribed alkaloids (6a-ethoxyhippeastidine, 10-deoxy-6a-ethoxyhippeastidine, narcieliine,
zephyjanine, zephycitrine I, 7-ethoxy-10-methoxy-1-methyllycorenane-9-ol a zephycitrin II).
All alkaloids isolated in sufficient amount were tested for their biological activities associated
with Alzheimer‘s disease (inhibition of ZAChE, #BuChE, POP) and oncological diseases.
Inhibition of erytrocytic ZAChE and serum #BuChE was determined by modified Ellman‘s
method. Significant ZAChE and #BuChE inhibitory activity was demonstrated by the newly
described alkaloid narcieliine, with ICso values of 18.7 +£ 2.3 uM and 1.34 + 0.31 uM,
respectively. To evaluate the interactions of narcieliine with ZAChE and ABuChE a kinetic
study was conducted. This compound was also predicted to cross the blood-brain barrier
through passive diffusion (PAMPA-BBB assay). The in vitro data were further supported by in
silico studies of narcieliine in the active site of ZAChE/ABuChE.

Determination of POP inhibition was performed by spectrophotometric method. Four
compounds showed activity comparable to used standard berberine (ICso = 142 £ 21 uM):
narcieliine (ICso = 163 £ 13 uM), zephyjanine (ICso = 160 = 10 uM), lycoramine (ICso = 150 £
10 uM) and 9-O-demethylgalanthine (ICso = 146 = 16 uM).
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All isolated alkaloids went through the screening of cytotoxic activity on nine cancer cell lines
(Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7 a SAOS-2) and one healthy
cell line (MRC-5). Only haemanthamine, haemanthidine, lycorine and buphanisine showed
cytotoxic activity.

Based on obtained results, Z. citrina can be recognized as a rich source of biologically active

alkaloids with potential for further study.
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