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1 UVOD

Uz od davnych dob jsou rostliny vyuzivané jak pro své kladné — 1é¢ebné ucinky, tak
pro ucinky toxické, kdy ne jedna rostlina dokazala otravit, ale dokonce i zabit. Rostliny byly
pouzivany celé nebo jejich ¢asti. Lidé neveédeli presné jaka latka ¢i latky jsou v nich obsazeny,
ale pomoci empirie a zkusenosti byli schopni postupné u¢inky nalézat. Dnes diky modernim
metodam, jakymi jsou metody analytické Ci separacni, jsme schopni rostlinny material
zpracovat, izolovat pozadovanou latku a urcit jeji biologicky u¢inek.

Vyznamné biologické ucéinky mizeme popisovat u sekundarnich metabolitd.
Sekundarni metabolity jsou latky, které wvznikaji pfimo v rostliné diky specidlnimu
metabolismu. Jejich pfesna uloha nebyla zcela objasnéna, ale vime, Ze tyto latky poskytuji
rostlin€ ochranu. Dale pak plni funkeci signalni latky — lakaji opylovace, ktefi jsou dileZiti
pro roznaSeni semen. Mezi sekundarni metabolity patii fada biologicky vyznamnych latek
jakymi jsou alkaloidy, glykosidy, tfisloviny a mnoho dalsich'.

Mezi nejvyznamnéj$i sekundarni metabolity rostlin patii bezesporu alkaloidy.
Alkaloidy jsou piirodni bazické latky vyznacujici se ptitomnosti atomu dusiku vazaného
uvnitt heterocyklického kruhu. Diky bazické povaze maji schopnost tvofit soli s kyselinami.
Jejich vznik je podminén specidlni biosyntetickou cestou, jejimz zakladem jsou obvykle
aminokyseliny. Na zdklad¢ struktury rozdélujeme alkaloidy na protoalkaloidy, vlastni
alkaloidy a pseudoalkaloidy. Protoalkaloidy jsou latky, jejichz dusikovy atom neni soucasti
heterocyklu (napft. efedrin, kolchicin), vlastni alkaloidy jsou struktury s dusikem vazanym
v heterocyklu a pseudoalkaloidy, které nevznikaji z aminokyselin, ale ve své struktuie maji
zabudovany dusik (steroidni a terpenické alkaloidy).

Alkaloidy se vyskytuji pfedevSim ve vysSich rostlinach. V niZSich rostlindch jsou
méné Casté a v zivoCisné 1iSi vzacné. Alkaloidy jednodussi struktury nalezneme ve vice
celedich jako je tomu u nikotinu, ktery je obsazen v celedich Equisetaceae, Lycopodiaceae,
Crassulaceae, Solanaceae a mnoha dalSich. Latky se sloZitéjsi strukturou maji vyskyt uzsi.
Jmenujme napiiklad strychnin, ktery nalezneme pouze v rodu Strychnos. U rostlin obecné
nachazime hlavni alkaloid a dalsi derivaty stejného strukturniho typu. Obsah a typ alkaloidu
je zavisly na prostiedi, ro¢nim obdobi, stafi rostliny, vyzivé a dal§ich faktorech?.

Vyznamnou skupinou obsahujici alkaloidy je ¢eled” Amaryllidaceae (Amarylkovité),
ktera obsahuje specifické Amaryllidaceae alkaloidy. Celed zahrnuje 75 rodd a asi

1100 druht®. U téchto alkaloidd jsou popisovany vyznamné biologické uginky, mezi které



fadime ucinky protinadorové, protivirové, antibakteridlni, antimykotické, antimalarickeé,
analgetické, a nakonec sem patii schopnost inhibovat enzym acetylcholinesterdazu (AChE)**.

Nositelem posledniho jmenovaného ucinku je jeden z nejvyznamnégjSich alkaloida
Celedi Amaryllidaceae, galantamin. Galantamin je reverzibilni, kompetitivni inhibitor AChE
s dlouhym piisobenim, ktery je prakticky vyuZivan v terapii Alzheimerovy choroby”.

AD je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, které se klinicky manifestuje
syndromem demence. Jedna se o nejcastéjsi pricinu demence vibec. Tato nemoc konci letalné
a patii mezi jednu z nejéetnéjsich primarnich pii¢in smrti. V. CR trpi Alzheimerovou
chorobou ptiblizng 70 000 lidi°. Podet pacientii s AD stile narlista, a proto je potieba déle
patrat a hledat nové latky, které by v budoucnu byly vyuZzitelné v terapii AD.

V rdmci moji diplomové prace byl zpracovavan rostlinny materidl Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN. Snahou prace byla izolace latek v Cistém stavu, za ucelem

nasledného stanoveni biologickych aktivit.
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Vypracovani odborné reserSe k problematice Amaryllidaceae alkaloid.

Piiprava sumarniho alkaloidniho extraktu z rostliny Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN. Provedeni sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu. Zpracovani
zadané frakce za ucelem izolace alesponl dvou alkaloidt v Cistém stavu.

Strukturni identifikace izolovanych latek (NMR, MS analyzy a dalsi).

Ptiprava izolovanych latek pro stanoveni biologickych aktivit.

Zpracovani vSech ziskanych vysledk, jejich analyza a vyhodnoceni.

Sepsani a odevzdani diplomové prace.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Celed’ Amaryllidaceae

3.1.1 Charakteristika rostlin ¢eledi Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae patii k poGetnym rostlinnym &eledim. Obsahuje vice neZ
75 rodd a asi 1100 botanickych druhi rostlin®. Mezi rozsahlé rody patii Leucojum (bledule),
Galanthus (snézenka), Narcissus (narcis), Crinum (kiin), Amaryllis (amarylka), Clivia (klivie),
Nerine (nerinka) a dalsi rody.

Rostliny maji sviij piivod v Africe, ze které se celed” postupné rozsitila do dal§ich mist
svéta. Vyskyt rostlin je vazan pievazné na tropickou a subtropickou oblast, ale 1 u nds
v mirném pasmu najdeme zastupce této rostlinné &eledi. V CR je jejich zastoupeni
prezentovano rody Narcissus (narcis), Galanthus (snézenka) a Leucojum (bledule)? (Obr.1).

Jedna se o kvetouci vytrvalé byliny majici oddenky, hlizy nebo nejcastéji cibule.
VétSina z nich se vyznacuje napadnymi kvéty s vyraznym zabarvenim a vini, diky témto
vlastnostem jsou péstovany jako okrasné>.

Uz v davnych dobéch se v lidovém lécCitelstvi vyuzivaly G¢inky téchto rostlin na rtizné
nemoci. Nejstar§i zaznamenané pouziti sahd az do 4. stoleti pt. n. 1., kdy Hippokrates z Kosu
pouzil olej ziskany z narcisu (Narcissus poeticus) na 1é¢bu rakoviny délohy*.

Celed Amaryllidaceac obsahuje vyznamnou skupinu sekundarnich metabolitt
tzv. alkaloidy Amaryllidaceae !. Strukturné se jedna o isochinolinové alkaloidy. Jako prvni
byl v roce 1877 izolovan lykorin. V navaznosti na izolaci lykorinu bylo izolovano a popsano
vice nez 500 latek patticich do rlznych strukturnich typl majici rozlicné biologické tc¢inky.
Mezi zmitované U€inky patfi protinadorové, protivirové, antibakteridlni, antimykotické,
antimalarické, analgetické a nakonec sem patfi schopnost inhibovat enzym
acetylcholinesterazu (AChE). Ze zminénych G¢inkll je nejvétsi pozornost vénovana inhibici
AChE, krerd je prakticky vyuZivana v terapii Alzheimerovy choroby a protinddorovému
pusobeni. Konkrétni biologicky U¢inek byvad vazany na urCity strukturni typ alkaloidi.
Schopnost inhibovat AChE je spjata predev§im s galantaminovym strukturnim typem a jeho
nejvyznamnéj$im alkaloidem galantaminem. Naopak protinddorovéa aktivita je popisovana

u lykorinu (lykorinovy typ) a naciklacinu (krininovy typ) **.
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Obrazek 1: Snézenka bila (Galanthus nivalis)°, bledule jarni (Leucojum vernum)’, narcis Zluty
(Narcissus pseudonarcissus)®

3.1.2 Charakteristika rodu Narcissus

Nejobsahlejsim rodem z Celedi Amaryllidaceae je rod Narcissus. Rod Narcissus
zahrnuje asi 50 botanickych druh@t a celou fadu botanickych kultivart®. Vét§ina druht
Narcissus podléhd hybridizaci, ktera se stala velmi populdrni za ucelem ziskat rtzné
vypadajici okrasné rostliny, pfiCemz je dnes registrovano vice nez 27000 kultivart
v The American Daffodil Society!°.

Slovo Narcissus ma ptivod v fectin€, ze které¢ bylo odvozeno od slova ,,narke®, jehoz
vyznam preklddame jako necitelny, otup€ly. Narcissus byl pojmenovan podle feckého
mladika, ktery byl krasny, ale velice namysSleny. Svou krasou se stal posedly natolik, ze
nepiestdval sledovat svlij obraz v jezefe, u kterého taky zemiel. Bohové pry ulozili jeho
ostatky do krasnych kvétin.

Rostliny tohoto rodu kvetou vétSinou na jafe, ale najdou se zde i1 druhy kvetouci
na podzim. Jsou to predevS§im vytrvalé byliny s cibuli, listy jsou pfisedl¢, ¢arkované se
soubéznou zilnatinou. Kvéty jsou oboupohlavné, vyskytuji se na stonku jednotlivé nebo je
na stonku kvétl vice a vytvareji zdanlivy okolik. Okvéti je tvofeno Sesti okvétnimi listky,
které v dolni ¢asti srlstaji v trubku, uprostfed se nachazi koruna, jejiz kvéty jsou obvykle bilé

nebo zluté. U kultivar nalezneme dal$i pestré barvy.
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Rod Narcissus obsahuje jedovaté alkaloidy nachazejici se nejcastéji v cibulich, ale i
v dalsich c¢astech rostliny. V Anglii byl zaznamenan ptipad, kdy doSlo k ndhodné otravé
nékolika zaki. Doglo k tomu pfi hoding vafeni na zdkladé zamény za kuchyiiskou cibuli'!.

The American Daffodil Society (ADS) rozd¢€luje rostliny rodu Narcissus do 13 skupin
(divizi) ¢aste¢né podle charakteristiky kvétu a také z genetického hlediska’. Nasledujici
obrazek (Obr. 2) znazoriuje typy kvétd narcisti!?, jednotlivé divize jsou charakteristikovany

v nasledujici tabulce (Tab. 1).

Obrazek 2: Typy kvétl narcist'?
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Tabulka 1: Rozdéleni rostlin rodu Narcissus podle ADS do divizi a jejich charakteristika

13,14

Cislo Nazev Pois
divize divize P
1 Trubkovité Jeden kvét na stonku, pakorunka stejné dlouha nebo delSi nez
narcisy okvétni listky.
Narci y v Y .
5 S 32?112; Jeden kvét na stonku, pakorunka tvofi vice nez tietinu délky
okvétnich listki, ale méné nez jejich polovinu.
pakorunkou
Narcisy y o wr s e .
3 s malou Jeden kvét na stonku, pakorunka neni vétsi nez jedna tfetina délky
okvétnich listki.
pakorunkou
4 Plnokvéteé Jeden nebo vice kvéth na stonku, maji zdvojené okvétni nebo
narcisy korunni listky nebo oboje.
5 Triandrus Obvykle dva nebo vice kvéti na stonku, okvétni listky jsou ohnuté
narcisy dozadu.
6 Cyclamineus Jeden kvét na stonku, okvétni listky jsou vyrazné ohnuté dozadu,
narcisy kvét svird pravy thel se stonkem, stopka (pedicel) je velmi kratka.
. Jeden az pét (vzacnéji osm) kvéti na stonku, okvétni listky
Jonquilla I B , . .
7 . rozvinuté nebo ohnuté, korunni ve tvaru misky, trychtyfe nebo
narcisy ot e 1 ter 1 ;
zvonku, obvykle $irsi nez delsi, kvéty obvykle voni.
3 Tazetta Obvykle tii az dvacet kvéti na silném stonku, okvétni listky
narcisy rozvinuté neohnuté, kvéty obvykle voni.
Okvétni listky jsou Cisté¢ bilé, korunni velmi kratké nebo
9 Poeticus diskovitého tvaru, netvoii vice nez jednu pétinu délky okvétnich
narcisy listkii, pakorunka obvykle se zelenym a/nebo Zlutym stfedem a
cervenym okrajem, n¢kdy zcela nebo ¢astené v jinych barvach.
10 Bulbocodium Obvykle jeden kvét na stonku, dominantni pakorunka ptevlada nad
narcisy zanedbatelnymi okvétnimi listky.
11a Délenda pakorunka, hluboce Clenéna a piiléhava nebo
. sttidavé prokladand okvétnimi listky, vytvaii zdéanlivé
Narcisy Collar dvoiité okveti (kola
1 < élendnou vojité okvéti (kolary).
Ploché, obvykle Sestihrannd nebo c¢lenéna pakorunka,
pakorunkou 11b . . y , . o
. cast s kontrastnim stfedem, vyrazni Zebra tvoii vzhled
Papillon - e
papilont (motylki).
Ostatni . . , it , .
. Obsahuje narcisy, které nespadaji do Zadné z piedchozich kategorii,
12 kultivary A Cs .
- mnohé z nich jsou inter-divizni hybridy.
narcisii
Botanické . . . . . , .
Zahrnuje druhy, divoké variace a divoké hybridy, které nevznikly
13 druhy Y e .
narcisi prostiednictvim lidské ¢innosti.

12



3.1.3 Taxonomické zarazeni a charakteristika rostliny Narcissus cv.

PROFESSOR EINSTEIN

Rise: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed”: amarylkovité (Amaryllidaceae)
Rod: narcis (Narcissus)

Vramci této diplomové prace byl ziskdn a  zpracovavan  kultivar
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN (Obr. 3). Tento kultivar byl vySlechtén pro okrasné
ucely. Diky své vini a krasnym kvétim patii k oblibenym rostlindm. Podle ADS patfi
do 2. skupiny — narcisy s velkou pakorunkou. Pakorunka tvofi vice nez tfetinu délky
okvétnich listki, ale méné¢ nez jejich polovinu. Okvétni listky jsou bilé a korunni

oranzovo-&ervené. Kazdy stonek nese pouze jeden vonici kvét’.

Obrazek 3: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN'

Kromé své okrasné funkce, poutd tento kultivar pozornost i z hlediska vyzkumu.
V ramci predchozi prace'® byl alkaloidni extrakt podroben GC-MS analyze, diky které byla
prokdzana piitomnost fady alkaloidi (Obr. 4). Identifikované alkaloidy nalezi
do nasledujicich strukturnich typl — galantaminovy (lykoramin), lykorinovy (norpluviin,
pluviin, 11, 12-didehydroanhydrolykorin, lykorin, 9-O-methylpseudolykorin),
haemanthaminovy (haemanthamin), montaninovy (pankracin) a homolykorinovy

(homolykorin, hippeastrin).
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Obrazek 4: Struktury alkaloidd identifikovanych v Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN -
lykoramin (1), norpluviin (2), pluviin (3), 11, 12-didehydroanhydrolykorin (4), haemanthamin (5),
pankracin (6), lykorin (7), 9-O-methylpseudolykorin (8), homolykorin (9), hippeastrin (10)
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3.1.4 Biosyntéza alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae

Amaryllidaceae alkaloidy jsou velmi pocetnou skupinou sekundérnich metabolitd.
Vznikaji z jediného prekurzoru, z n¢hoz se enzymatickymi reakcemi vytvaii znacné mnozstvi
ruznych alkaloidt. Alkaloidy se 1isi u jednotlivych druhti i kultivard. Jejich obsah se rizni i
vramci jedné rostliny, ve které se vétSinou nachdzi jeden (n€kdy vice) hlavni alkaloid
zastoupeny ve vét§im mnozstvi a alkaloidy vedlejsi, kterych byva obsahové méng!”.

Amaryllidaceae alkaloidy vznikaji specidlni cestou, kterd se oznacCuje jako
tzv. norbelladinova cesta (Obr. 5). Nazev ziskala podle prekurzoru Amaryllidaceae alkaloidi
norbelladinu.

RozliSujeme devét zakladnich skupin, jejichZ ndzev je odvozen od hlavniho zéastupce
skupiny (uveden v zdvorce) a patii sem lykorinovy (lykorin), galantaminovy (galantamin),
tazettinovy (tazettin), pankratistatinovy (pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin),
haemanthaminovy  (haemanthamin), krininovy (krinin), montaninovy (montanin)
a belladinovy (belladin) typ'® (Tab. 2).

Jak jiz bylo fecCeno, alkaloidy této rostlinné celedi vznikaji specialni norbelladinovou
cestou. Syntéza vychazi ze dvou aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu,
dekarboxylaci L-tyrosinu vznik4a tyramin, L-fenylalanin je nejprve pfeménén na kyselinu
skoficovou andsledné¢ na 3,4-hydroxybenzaldehyd. Tyto dva meziprodukty podIéhaji
kondenzac¢ni reakci a vznika meziprodukt typu Schiffovy baze. Dale syntéza pokracuje
pies norbelladin az kone¢né vznikne hlavni prekurzor 4'-O-methylnorbelladin. Néasleduje
klicovy krok biosyntézy alkaloidi Amaryllidaceae a tim je cyklizace 4'-O-methylnorbelladinu,
ktera mtze probihat tfemi riznymi zpiisoby. A pravé z divodu rozdilné cyklizace vznikaji
ruzné alkaloidni skelety. Prvnim moZznym spojem je para — ortho', kterym vznika
galantaminovy typ alkaloid. Druhd moznost je para — para’ spojeni, charakteristické pro typ
haemanthaminovy, krininovy, pankratistatinovy a tazettinovy. Posledni moznosti je spojeni

ortho — para’, kdy vznika lykorinovy nebo homolykorinovy typ alkaloidd!”-%.
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Obrazek 5: Biosyntéza zékladnich typt Amaryllidaceae alkaloidti dle Dalecka et al. (2013)",
pievzato a upraveno.
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Tabulka 2: Piehled zakladnich strukturnich typt alkaloidd celedi Amaryllidaceae, hlavni zastupci

a rody, ze kterych byly izolovany

Strukturni typ

Hlavni zastupce

Rod

Lykorinovy

Lykorin

Ammocharis
Brunsvigia
Crinum
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Pancratium
Zephyranthes

Galantaminovy

Galantamin

Crinum
Galanthus
Habranthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Pancratium
Zephyranthes

Tazettinovy

Tazettin

Clivia
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Lapiedra
Leucojum
Lycoris
Zephyranthes

Pankratistatinovy

Pankratistatin

Boophane
Haemanthus
Narcissus
Pacratium
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Homolykorinovy

Homolykorin

Galanthus
Habranthus
Hippeastrum
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Zephyranthes

Haemanthaminovy

Haemanthamin

Krininovy

Krinin

Ammocharis
Boophane
Clivia
Crinum
Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
Lycoris
Narcissus
Nerine
Zephyranthes

Montaninovy

Montanin

Haemanthus
Hippeastrum
Lycoris
Pancratium
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Crinum

H,CO
Belladinovy ° Belladin Ga.lanthus
N Chlidanthus
H3CO I Nerine

Z téchto zakladnich skeleti vznikaji pomoci specifickych enzymii dals§i struktury
Amaryllidaceae alkaloid!”!'®. Tyto strukturni typy jsou &asto prezentovany pouze jednou
popsanou latkou, nebo je jejich vyskyt vazan na jediny rostlinny rod ¢i druh. Mezi dalsi typy
fadime napiiklad typ kripowellinovy, gracilaminovy, galantindolovy, hostasininovy.
Na nasledujicim obrazku (Obr. 6) jsou zobrazeny struktury novych alkaloidnich zastupct

zminénych typu.

2)

Obrazek 6: Vybrani zastupci — kripowellin A (1), gracilamin (2), galantindol (3), hostasinin (4)
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3.2 Biologicka aktivita alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae

Jak jiz bylo zminéno diive, alkaloidy této rostlinné celedi maji fadu vyznamnych
biologickych aktivit. Jmenovité¢ se jednd o protinddorovou, protivirovou, antibakteridlni,
antimykotickou, antimalarickou, analgetickou, cholinergni a antioxida¢ni aktivitu®*. Vycet
aktivit neni maly, a proto je tato skupina alkaloidi zkouména a testovana s cilem nalézt

ucinné a bezpecné latky, které by v budoucnosti nasly své praktické vyuziti.

3.2.1 Inhibice cholinesteraz v souvislosti s Alzheimerovou chorobou

Nejvyznamnéjsi aktivitou této rostlinné €eledi je inhibice acetylcholinesterazy (AChE),
kterd se v dneSni dob¢& prakticky vyuziva v lécbé Alzheimerovy choroby (AD). AChE je
klicovy enzym rozkladajici acetylcholin (ACh), ktery je soucasti cholinerniho systému.
Nespravné fungovani tohoto systému vede k progresivnimu zhorSovani paméti pozorované
u AD.

Dal§im studovanym cilem v terapii AD je inhibice enzymu butyrylcholinesterazy
(BuChE) oznacované také jako pseudocholinesterdza, jejiz aktivita je za normalnich
podminek v porovnani s AChE podstatné mensi, ale v piipadé AD se jeji koncentrace
patologicky zvysuje a v pozdnich stadii choroby se stavé prevladajici esterazou?.

Existuje velka spousta pfirodnich zdroji, ze kterych byly inhibitory AChE a BuChE
izolovany. Velky pocet takovychto sloucenin bohuzel vykazuje pouze aktivitu vin vitro
testech. Proto je dilezité podrobit latky také testim in vivo, za ucelem zjistit schopnost
piechazet pres HEM (hematoencefalickou bariéru) a tak se dostat se na misto plisobeni

do mozku?°.

3.2.1.1 Demence
Demence je onemocnéni mozku s obvykle chronickym a progresivnim prib&hem.

Dochdzi ke ztrat¢ intelektovych schopnosti, mySleni, orientace, ke zméndm chovani
a poruchdm osobnosti. Tyto poruchy vyznamné ovliviuji pacientiv spolecensky a pracovni
zivot. Jednad se o onemocnéni s vysokou mirou invalidity. Demence je velikou zatézi jak
pro pacienty tak pro jejich rodinné pftislusniky. V pokrocilé fazi je pacientiv Zivot natolik

ovlivnén, Ze je potieba nepietrzitého dohledu a péce*!-*2.

3.2.1.1.1 Epidemiologie
Populace v Ceské republice starne, coz je dano klesajici porodnosti a snizujici se

umrtnosti obyvatel. Dochézi k prodluzovani stfedni délky zivota a pocet seniorli ndm stoupa.
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Vzhledem k tomu, Ze vyskyt demence stoupa s vékem tak i pocet pacientll s demenci ptibyva.
Ve veéku nad 65 let trpi demenci 3 — 7 % bézné populace. V populaci seniorii nad 75 let trpi

demenci piiblizné 15 % a po 80. roce véku uz 20 — 40 % osob?'.

3.2.1.1.2 Rozdéleni demenci
Vznik demence mé mnoho pficin, podle kterych je mizeme rozdélovat na:

1. Atroficko-degenerativni demence, které vedou ke snizeni pocétu nervovych spoju,
nervovych bunék a poruSe jejich funkce. Charakteristické je i1 ukladani patologickych
bilkovin, u kterych probihaji dals$i patologické procesy. Mezi atroficko-degenerativni
demence patii naptiklad Alzheimerova choroba, demence s Lewyho télisky, Parkinsonova
choroba.

2. Sekundarni (symptomatické) demence maji za podklad celkové onemocnéni — infekce,
intoxikace, nador, cévni poruchy a dalSi poruchy zasahujici mozek. Tyto demence jsou
reverzibilni, pomoci v€asné a spravné diagndzy jsme schopni pacienta zcela uzdravit.
Sekundarni demence se dale dé€li na:

a. demence vaskularni, které vznikaji na podkladé poruchy mozkovych cév
a mozkového zdsobeni. Nejcastéji se jedna o mozkové infarkty, kdy dojde
k odumi'eni ¢asti mozkové tkané v disledku jejiho nedostatecného prokrveni,

b. demence ostatni, které jsou zptisobeny celkovym onemocnénim postihujici mimo
jiné 1 mozek. Zpusobuji je intoxikace, infekce, zanéty, urazy hlavy, nddory mozku
a dalsi. Radime sem infekéni, prionové, metabolické a jiné demence 2.

3. Jako dalsi skupinu uvedu demenci vyvolanou Iéky. Mezi 1é¢iva schopna vyvolat poruchy
kognitivnich  funkci patfi naptfiklad indometacin, tramadol, benzodiazepiny,
anticholinergni latky?>.

Podle lokalizace postizeni centralni nervové soustavy délime demence na kortikélni,

subkortikalni a smisené demence?'.

3.2.1.2 Alzheimerova choroba

3.2.1.2.1 Definice

Alzheimerova choroba (AD) je atroficko degenerativni onemocnéni Sedé kury
mozkové?® zatim neobjasnéné etiologie, jejimz hlavnim znakem je postupné se rozvijejici
demence. V soucasné dob¢ se fadi mezi nejcastéjsi typ demence. Uvadi se, ze tvoii 65 — 75 %

vSech demenci®*. Z toho AD samotna piedstavuje 50 — 60 % a minimalné 10 % tvoii demence
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smiSené”. AD zac¢ina s objevenim prvnich ptiznakli a kon¢i smrti. Doba trvani je 7 — 10 let.

V dnesni dobé se AD fadi v pfi€inach amrti na 4. — 5. misto?2.

3.2.1.2.2 Historie

AD nese jméno podle némeckého neuropatologa a psychiatra Aloise Alzheimera
(1864 — 1915). Onemocnéni popsal béhem let prace na klinice v Mnichové. Alzheimer
na jedné konferenci vystoupit s kazuistikou zeny Auguste D., u které popsal ,,zvlastni
onemocnéni mozkového kortexu®, na které zena zemiela ve véku 51 let. Uz 5 let pfed smrti se
u Zeny objevovaly priznaky kognitivni  disfunkce, které se  zhorSovaly.
Po patologicko-anatomickém prozkoumdni mozku byla pfitomna atrofie kortexu a pfitomny
byly tzv. senilni plaky a neurofibrilarni klubka. Vzhledem k véku, kdy nemoc u Zeny zacala
se dlouho myslelo, Ze se jedna o presenilni demence. Nazory na AD byly sporné a jejich

objasnéni se podafilo az o par let pozd&ji*.

3.2.1.2.3 Etiopatogeneze

Makroskopicky dochazi ke kortiko-subkortikalni atrofii mozku, ktera je doprovazena
roz§ifenim temporalnich rohti postrannich mozkovych komor, pfiCemz stupen atrofie obvykle
odpovida mife poSkozeni kognitivnich funkci. Extracelularné dochazi k ukladani chorobné
vznikl¢é bilkoviny B-amyloidu a néaslednému vzniku neuritickych plakti, kolem kterych
dochazi k neurodegenerativnim procesim. Tato bilkovina vznikd z tzv. amyloidového
prekurzorového proteinu (APP), ktery je za normdalnich podminek pro funkci neuronti
nezbytny. APP je Stépen enzymem a-sekretdzou na kratSi rozpustné fragmenty, které se
podileji na plasticité nervovych bunék a zajistuji jejich ochranu. Pti AD je APP patologicky
Stépen enzymy [- a y-sekretazou, které tvoii delSi nerozpustné fragmenty. Tyto fragmenty
nasledné koaguluji za vzniku B-amyloidu, ze které¢ho se formuji senilni plaky podporujici
rozvoj sterilniho z&nétu. Intraceluldrné dochazi k degeneraci bilkoviny tzv. tau-proteinu, ktery
je fyziologicky ptfitomen v mikrotubulech nervovych bunék. U AD se vldkna tau-proteinu
uvoliuji a vytvari dvousroubovici, ktera ndsledné tvoii neurofibrilarni klubka (tangles). Takto
postizené neurony nemiizou vykondvat svou funkci a podléhaji apoptoze*.

Kromé tvorby patologickych bilkovin dochdzi ke zméné funkce neuromediatort.
Nejvice je postizen cholinergni systém, ve kterém dochazi k degeneraci cholinergnich
neurontl. Enzymu cholinacetyltransferdzy zodpovédné za syntézu ACh zcholinu
a acetylkoenzymu A ubyva, pficemz AChE odbouravajici acetylcholin ziistava aktivni. AChE

se vyskytuje ve dvou formach jako pfevladajici tetramer G4 a monomer Gl, jehoz
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koncentrace je u AD zvySena. Déle se u AD zacind v mozku palotogicky zvySovat mnoZzstvi
BuChE, ktera se v pozdnich stadiich choroby stavé ptevladajicim enzymem.

Dalsi naruSeny systém je systém excitacnich aminokyselin, ve kterém postupné
dochazi k jejich nadmérnému uvolnovani (glutamat, aspartat). Glutamat je dutlezita
aminokyselina fungujici v mozku jako neuromediator. Pfi zvyseni hladin téchto aminokyselin
nastdva hyperexcitace N-methyl-D-aspartatovych receptori (NMDA receptortl), coz je
spojeno se zvySenym vstupem vapniku do nervovych bunék. Toxicky vliv vapniku vede
k nespravné funkci nervovych bunék a k jejich néasledné apoptdze. Nespravné fungovani
tohoto systému se nejvice projevi ve schopnosti u¢it se novym informacim.

Dal§im problémem je nadmérny vznik volnych radikalli. Za normalniho stavu je
tvorba a odbouravani kyslikovych radikall v rovnovaze, ale pti AD je schopnost odbouravani
sniZzena. Z tohoto dlivodu vznika oxidativni stres, dochazi k inaktivaci enzymil a poSkozovani
bundk222425

Vyznamnou roli v AD hraje genetika. Familidrni forma se vyskytuje v5—10 %
z celkového poctu ptipadii AD. Familiarni forma je prokazana u pacienttl, u kterych propukne
nemoc difive. Tato forma je spojovany s mutaci genu pro APP a déale s mutaci genu
pro transmembranovy protein presenilin. DalSim genetickym rizikem je mutace genu APOE,
ktery koduje vznik apolipoproteinu E (apoE). Predpoklada se, ze APOE ovlivituje vnimavost
k pozdni formé AD?*.

3.2.1.2.4 Klinicky obraz

AD pomalu, nenapadné a plizivé zacina postihovat kognitivni funkce pacienta. Kviili
nenapadnému ndstupu je slozité nemoc vcas odhalit a z pocatku je AD diagnostikovana jako
mirna porucha poznavacich funkci??. Prvni ptiznaky se mohou projevit jako malé zmény
v chovani, nemocny piestava byt aktivni, spiSe se snazi izolovat a jeho pamétové funkce se
zhorSuji. Poruchy kognitivnich funkei jsou né€kdy patrné uz od zacéatku, jindy se vyviji
v pribéhu nemoci. Jako prvni je naruSena kratkodobd pamét’ a vstipivost — nemocny si
nedokdze zapamatovat nové véci, na druhou stranu dlouhodoba pamét byva zachovédna
relativn€ dlouho. S postupem onemocnéni dochazi ke ztraté emoci, pacient byva depresivni,
jindy mize byt pfitomna euforie, ani vyskyt halucinaci nebyvéa vyjimkou. Postupné dochézi
ke zmén€ osobnosti, k otupéni, ztrat¢ zajml, nemocny se o sebe nedokaze postarat, ztraci

hygienické navyky a je odkazan na pomoc druhych?.
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3.2.1.2.5 Stadia Alzheimerovy choroby

Lehké staddium demence se vyznacuje mirnymi poruchami, a to hlavné poruchami
kratkodobé a sttednédobé paméti. Problémem je zapamatovani si novych informaci, mize se
objevit 1 porucha orientace. Vzhledem k faktu, ze pacient vi, Ze ma problém se ¢asto objevuji
deprese a poruchy nalady?’. V tomto stadiu je pacient schopen Zit relativné samostatnym
Zivotem a je schopen se o sebe postarat?®,

U stfedniho stddia demence dochdzi k dal§imu zhorSovani paméti. Pacient je
dezorientovan jak v Case tak v prostoru, ¢asto se neorientuje ani na znamych mistech. Poruchy
feci a paméti nemocného omezuji pi1 provadéni béZnych dennich €innosti. Pacient se o sebe
nedokaZe zcela postarat, a proto je nutny neustaly dohled.

Tézké stadium demence je charakteristické ztratou sobéstaCnosti, pacient je
dezorientovan, nepoznava piibuzné, predméty a pozdéji ani sdm sebe. Porucha feci je natolik
pokroc€ila, Ze se vyjadiuje jednim slovem nebo n€kolika malo slovy. Pozdéji dochézi

k inkontinenci a tniku stolice, trvala oSetfovatelska péce je nutnosti’!.

3.2.1.2.6 Diagnostika

Vcasné a spravné odhaleni nemoci je zaklad pro zahdjeni 1écby, pfi¢emz stanovani
diagnézy neni zcela jednoduché. Ptiznaky onemocnéni jsou Casto mylné piipisovany stari
pacienta a oznacované jako stafeckd demence, kdy pfiznakim neni vénovana dostatecna
pozornost. Naznaky piipominajici demenci by se nemély podcenovat a stav pacienta by mél
byt podlozen Iékaiskou diagndzou, kterd se sklada z peclivé osobni anamnézy a anamnézy
dalsiho Clovéka. Pacient trpici demenci si svlij stav ¢asto nemusi uvédomovat, a proto pohled
dalsi osoby, nejcastéji nékoho z rodiny, je velice dilezity. Provadi se fyzikdlni vySetieni,
pii kterém se hodnoti kognitivni funkce — nejCastéji pouzivanym testem je MMSE
(Mini-Mental State Examination) cesky kratkd Skdla mentdlniho stavu, kterd hodnoti
kognitivni funkce pacienta. V testu lze ziskat maximalné 30 bodu, pfi¢emz za kazdou Uspésné
zodpovézenou otazku se pficitd jeden bod. Vysledek 25 a méné bodii mize poukazovat
na pocinajici demenci. Dal§im uzite¢nym ukazatelem je test hodin. Zobrazovaci metody jako
je pocitacova tomografie (CT) a magnetickd rezonance (MR) odhaluji morfologické odchylky,
tj. ubytek mozkové tkané a zmény prokrveni. Zobrazovaci metody zaloZené na radioaktivné
znaené latce tomografickd scintigrafie (SPECT) a pozitronova emisni tomografie (PET)

hodnoti mozkovy metabolismus, krevni priitok mozku a aktivitu neurotransmiteri*!.
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3.2.1.2.7 Terapie Alzheimerovy choroby

Presna pficina AD neni zatim zcela objasnéna a kauzalni 1é¢ba neni z tohoto diivodu
moznd. Lécba ma pouze symptomaticky charakter s cilem co nejvice zpomalit progresi
onemocnéni.

V soucasnosti jsou v terapii AD pouzivany dvé skupiny latek — inhibitory mozkovych
cholinesteraz (galantamin, rivastigmin, donepezil) a inhibitory glutamatergnich receptori
(memantin)’. Pouziti zminénych latek je zaloZeno na ditkazech (EBM).

Evidence based medicine (medicina zaloZzend na diikazech) je ,,védomé, zretelné
a soudné pouzivani nejlepsich soucasnych dikazii pri rozhodovani o péci o jednotlivé

pacienty*?’.

3.2.1.2.7.1 Inhibitory cholinesteraz
Inhibitory cholinesteraz jsou léky prvni volby v terapii lehkych a stfednich forem AD.

Uplatnéni nachazi u demence s Lewyho télisky a dalSich druhti demenci. Je prokazano, ze
zlepsSuji kognitivni 1 nekognitivni funkce (hlavné poruchy chovani) a oddaluji nastup tézkého
stadia AD primérné o dva roky?®. Oznacuji se jako kognitiva®, jejichz mechanismus G¢inku
zahrnuje inhibici AChE event. BuChE, ¢imz snizuji degradaci acetylcholinu v CNS a tim
upravuji cholinergni transmisi. Dale pak dochéazi ke snizeni tvorby a toxicity B-amyloidu,
¢imz je ovlivnén i samotny neurodegenerativni proces nemoci>?!.

Dnes jsou pouzivany jako inhibitory cholinesterdz tti latky — galantamin, rivastigmin
a donepezil, které jsou ureny pro terapii lehkého a stfedné téZkého stddia nemoci®.
Zdravotni pojistovny hradi 1écCiva, pokud se vysledek MMSE testu pohybuje v rozmezi
20 - 13 body. V mnoha zemich je terapie hrazena jiz pifi vysledku testu 24 bodi, coz je
vyhodné z diivodu véasné zahéjeni 16&by?.

Prvnim povolenym inhibitorem AChE pro 1é€bu AD s akridinovym skeletem byl
takrin (Obr. 7). BohuZel byl brzy stazen z trhu z divodu hepatotoxicity a gastrotoxicity.
Derivaty takrinu jsou nadale zkoumany se snahou najit méné toxickou latku, kterd by se

mohla v budoucnu uplatnit v 1é¢bé AD.

NH,

X

=
N

Obrazek 7: Struktura takrinu
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Donepezil (ADONEP®, ALZIL®, ARICEPT®, DONEPEZIL ACTAVIS®)

Donepezil (Obr. 8) je selektivni reverzni nekompetitivni  inhibitor ~AChE
bez vyznamné schopnosti ovlivnit BuChE. Mimo inhibi¢ni schopnosti brani ukladani
beta-amyloidnich plaki v CNS, mé antioxida¢ni uinky a neuroprotektivni efekt. Ma
vybornou biologickou dostupnost, snadno ptechdzi ptes mozkovou bariéru a diky dlouhému
biologickému polo¢asu (pies 70 hodin) se podava jednou denné. Lécivo je dostupné
v 5 a 10 mg davkach, kdy s davkou 5 mg se zac¢ina a béhem nékolika tydni se dostdvame na
davku 10 mg jednou denné. Lécivo je vétSinou dobie sndSeno a ma minimalni mnoZstvi
nezadoucich UCinkd, mezi které patfi gastrointestindlni obtize jako je nevolnost, priijem,

bolesti biicha®3!32,

H,CO /

H,CO
N i :

Rivastigmin (EXELON®, NIMVASTID®, RIVASTIGMIN ACTAVIS®)

Obrazek 8: Struktura donepezilu

Rivastigmin je synteticka latka, kterd vznikla na zéklad¢ struktury fysostigminu
(eserinu) (Obr.9). Fysostigmin je alkaloid izolovany ze semen Physostigma venenosum
(Fabaceae), ktery se pouziva v Africe jako ritualni jed. Pisobi jako reverzibilni inhibitor obou
cholinesteraz s vyssi selektivitou pro AChE. Bohuzel jeho vlastnosti jako je kratkodobé

plsobeni a izké terapeutické okno brani tomu, aby se dal pouzit v 1é¢bé AD*,

H
N__o
H3C/ \|/

0]

Obriazek 9: Struktura fysostigminu

Rivastigmin (Obr. 10) je reverzibilni kompetitivni inhibitor cholinesteraz, jehoz
struktura je odvozena od kyseliny karbamové. Vaze se pfimo na aktivni misto esterazy.

Na rozdil od donepezilu inhibuje oba typy esterdz — AChE a BuChE. Pfi perordlnim podéni se
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uziva 2x denné s poc¢atecni davkou 2x denné 1,5 mg, kterd se kazdy méesic postupné navysuje
az do davky 2x denn¢ 6 mg. Nezadouci Ginky se odviji od cholinergniho ptisobeni — patii
sem nevolnost, prijem, nechutenstvi. Pro zmirnéni nezadoucich G¢inkli je mozné pouzit
naplast s rivastigminem. Rivastigmin se krom¢ terapie AD vyuziva v terapii Parkinsonovy

demence’?!2,

Obrazek 10: Struktura rivastigminu

Galantamin (REMINYL®, GALANTAMIN MYLAN®)

Galantamin (Obr. 11) je vyznamnou latkou celedi Amaryllidaceae, patfici
do galantaminového strukturniho typu. Jednd se o tercidrni alkaloid plGvodné izolovany
z cibule snézenky Galanthus woronowii*>*. S postupem ¢asu se izolace provadéla i z dalsich
roda z Celedi Amaryllidaceae (Tab. 2). Galantamin ma fadu dualezitych ucinki. Po poloviné
20. stoleti se zacal vyuzivat v terapii myasthenia gravis a paralytické poliomyelitidy. Je to
latka schopna antagonizovat nervosvalovou blokadu zplisobenou kurarovymi latkami. Dale
pusobi proti dechovému utlumu navozeného opiaty. Antagonizuje anticholinerni syndrom
navozeny skopolaminem a také méa nékteré z centralnich ugink@ droperidolu a diazepamu*%.

Dnes je jeho nejvyznamnéjsi role v terapii AD. Plsobi dudlnim mechanismem.
Na jedné strané kompetitivné a reverzibiln¢ inhibuje enzym AChE, ¢imz zvySuje hladinu
ACh, druha role je schopnost piisobit jako alostericky modulator nikotinovych receptorti a tim
zesilovat vlastni Gc¢inek ACh®*. Je pouZivin ve formé soli (galantamin hydrobromid)
vyznadujici se dobrym vstiebavanim a vysokou biologickou dostupnosti®®. Podava se

peroralné 1x nebo 2x denné s pocatecni denni ddvkou 8§ mg (event. 2 X 4 mg), ktera je

postupné titrovana do davky 24 mg (event. 2 x 12 mg) denn&”.

Obrazek 11: Struktura galantaminu
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Huperzin A

Huperzin A (Obr. 12) je alkaloid poprvé izolovany zrostliny Huperzia serrata
(Lycopodiaceae). Rostlina je dlouhd 1éta pouzivana v ramci tradi¢ni ¢inské mediciny pro své
antipyretické a protizanétlivé ucinky, uplatnéni ma 1 v terapii schizofrenie. Tyto ucinky jsou
vazany nacelou rostlinu a obsahové alkaloidy. Huperzin A samotny témito ucinky
nedisponuje, ale vykazuje G¢inky neuroprotektivni. Huperzin A piisobi jako silny inhibitor
AChE, ktery selektivné inhibuje jeji G4 formu, ¢imz se li$i od ostatnich inhibitord AChE,
ktefi inhibuji spiSe formu Gl. Vykazuje schopnost zvysit hladinu ACh 2 — 8krat oproti
ostatnim inhibitorim a ma dlouhodobégjsi efekt nez donepezil a rivastigmin. Vyhodou je
dobry piestup pfes HEM, dobra biologickd dostupnost a také nizké terapeutické davkovani.
Kromé huperzinu A existuje i huperzin B, ktery ma S$irSi terapeuticky index, ale mensi
selektivitu a mensi afinitu k AChE nez huperzin A. Huperzin A se jevi jako velice nadéjna
latka, a proto se 1 vyzkum zaméfuje na hledani jeho derivati se snahou ziskat jeSté vice
aktivni latky>>8,

CHj

Obrazek 12: Struktura huperzinu A

3.2.1.2.7.2 Inhibitory NMDA receptori
Zatim jedina klinicky pouzivana latka této skupiny je memantin (AXURA®, EBIXA®).

Memantin (Obr. 13) je antagonista NMDA receptor. Timto mechanismem brani
neurotoxickému plsobeni glutamatu, piisobi proti tvorbé beta-amyloidu a tau-proteinu. Je
prokdzana Uc¢innost memantinu v terapii stfedni a tézké demence. SnaSenlivost memantinu
byvéa dobra. Nezadouci Gi¢inky zahrnuji nespavost, zavraté a unavu®®. Pojistovny v CR hradi
1é¢ivo pokud je vysledek MMSE 17 — 6 bod@’. Memantin miize byt poddvany v monoterapii

nebo v kombinaci s inhibitory AChE?’.
NH,

"CH,
HyC

Obrazek 13: Struktura memantinu
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3.2.1.2.7.3 Dalsi mozZnosti soucasné terapie
Uginnost dale uvedenych latek je podpofena malym mnoZstvim diikazi nebo dikazy

chybi pln&®. Extractum ginko biloba vykazuje kombinovany efekt — zlepSuje metabolické
pochody mozku, ma antioxida¢ni plsobeni, inhibuje destickovy agregaéni faktor. Je vhodna
jako podplrnd terapie k inhibitortim cholinesteraz a memantinu. Nicergolin slabé inhibuje
cholinesterazy a zlepSuje uvoliiovani ACh, rovnéZz je vhodny jako podplirnd terapie
ke schvalenym [é¢iviim. Antioxidanty (vitamin E) pomahaji odstraniovat volné kyslikové
radikaly, které¢ se u AD tvoii ve vEt§i mife. Nootropika jsou latky zvySujici mozkovy
metabolismus a tim podporuji mozkovou cinnost (piracetam, pyritinol). Hydrolyzat
veprovych mozkil cerebrolysin patii mezi prekurzory nervovych ristovych faktorti, u kterého
se predpokladd moznost nahrady ptirozenych nervovych rastovych faktord, jejichz pocet je
pifi AD snizen, ale jednoznacny dilkaz o jeho Uc€innosti neméame. Déle se setkdvame
s inhibitory monoaminooxiddzy typu B (selegilin), u kterych se piedpokladd schopnost
vychytavani volnych radikali a podpora procesu uceni. Pozornost je vénovana i estrogeniim

jako latkam zlepSujici prokrveni mozku®->.

3.2.1.2.7.4 Moznosti budouci terapie
V soucasné dobé¢ probihaji klinické studie latek, které maji nadéji byt v budoucnosti

vhodnymi léCivy v terapii AD. Studuji se latky, které se vyznacuji protiamyloidnim
pusobenim. Latky miizeme oznacit jako potencidlné chorobu modifikujici latky a fadime sem
imunoterapii, latky inhibujici sekretazy, latky snizujici agregaci PA a dale latky pusobici

proti ukladani BA%°.

Imunizace

Jednou z moZnosti je imunizace. Bylo zjisténo, Ze aktivni a pasivni imunizaci dochazi
k snizeni jiz vzniklého BA, na zdkladé tohoto poznani byla provedena studie na pacientech,
kdy byla testovana latka soznacenim AN1792. Latka prokazatelné¢ snizuje ukladani
amyloidnich plakti a zlepSuje kognitivni funkce*’. BohuZel u 6 % testovanych se vyvinula
autoimunitni meningoencefalitida, kterd vedla k zastaveni studie®”. 1 pies zastaveni studie
s AN1792 ziistava imunizace stale perspektivni cestou k nalezeni novych potencialnich 1é¢iv
v terapii AD.

V soucasnosti se ve fazi vyvoje nachazi vice neZ deset latek pro aktivni a pasivni
imunizaci*’. Pasivni imunizace udrzuje hladinu protilatek plisobici proti BA (zabratiuji jeho

ukladani). Latky jsou podévany infuzné€. Pfi tomto typu 1écby je potifeba opatrnosti tykajici se
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moznych nezadoucich ucinkt, které mizou byt opozdéné. Monoklondlni protilatky
v klinickém testovani jsou napiiklad gantenerumab*!, crenezumab*? a solanezumab™’.

Dal$i moznosti imunizace jsou injekce intraven6zniho imunoglobulinu (Ivlg). Jedna se
o smés ptirozenych lidskych imunoglobulini vcetné protilatek proti BA. Studie dokazuji, ze

tato metoda piisobi proti ukladdni BA a neuroprotektivng**.

Inhibitory sekretaz

Inhibitory vy-sekretdz a [-sekretdz mlZeme oznaCit jako potencidlné chorobu
modifikujici latky. Latky by mély mit schopnost branit vzniku BA a ndsledné neuropatologii.
Bylo identifikovano mnoho sloucenin, které jsou schopné inhibovat y-sekretdzy v mozku.
OvSem y-sekretdzy, mimo patologické Stépeni APP, plni mnoho fyziologickych funkei.
Vyznamna fyziologicka funkce je vazba na Notch receptor, ktery je dileZity pti proliferaci
a diferenciaci bunék. V jedné studii provadéné na mySich byla prokézana ucinnost snizovat
mnozstvi BA, ale pouzitd davka vykazovala neZddouci Uc€inky — naruSeni diferenciace
lymfocyti, zména stfevnich bunék a zhorSeni paméti. Tyto nezddouci ucinky se odviji
z neselektivniho plisobeni, tj. z neschopnosti y-sekretdzy navazat se na Notch receptor’.
Takto plisobici latky vykazuji G¢innost, ale bohuZel jsou toxické®.

Modulétory a-sekretaz (SALAs — selective BA lowering agents) jsou velice nadéjné
latky s nizkou toxicitou. Pusobi selektivné, cili pouze na tu cast y-sekretdzy, ktera je
zodpovédna za Stépeni APP. Je zkouSena latka tarenflurbil (R-flurbiprofen), ktery na rozdil
od S-flurbiprofenu a dalSich NSAIDs neinhibuje COX I ani COX II, a proto nevykazuje
gastrotoxicitu®®.

Inhibitory B-sekretaz (BACE — B-site APP cleaving enzym) jsou také zkouseny. Latky

z této skupiny se zdaji byt bezpeéné, ale bohuzel vykazuji malou G¢innost>.

Antiagregaéni BA latky

Tramiprosad je  glykosaminoglykanové  mimetikum s malou  molekulou.
Glykosaminoglykan se vaZe na rozpustny PBA a tim podporuje vznik fibril a tvorbu
amyloidnich plakd. Tramiprosad s nim kompetuje o misto a ma tedy opa¢né Gcinky™®.
Do této skupiny dale patii colostrinin, ktery je stale studovan a clioquinol, ktery byl

stazen z diivodu myelosprese®.

Inhibitory GSK-3
Dalsi zkoumané latky jsou inhibitory enzymu glykogensynthasy kinasy-33 (GSK-3p).
Pti AD je zvySend aktivita enzymu GSK-3p, ktery je zodpovédny za patologickou
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hyperfosforylaci tau-proteinu a nasledného vzniklu neurondlnich klubek (tangles).
Predpoklada se, ze pokud dojde k zablokovéani tohoto enzymu mélo by dojit ke snizeni
fosforylace tau-proteinu a poklesu vzniku tangles*. Na tuto aktivitu je zkouSeno napiiklad
lithium. Lithium pouzivané v terapii bipolarni poruchy by mohlo byt pfinosem i v terapii

neurodegenerativniho onemocnéni®’.

Ostatni

Nesteroidni antiflogistika, statiny a agonisté gonadotropin-uvoliujictho hormonu se
studuji pro mozny piinos v terapii AD*’. Existuji dikazy o tom, Ze dlouhodobé uZivani
NSAID piisobi protektivné proti AD. U indometacinu bylo zjisténo, Ze zlepSuje kognitivni
funkce, ale z diivodu gastrotoxicity se neda v dlouhodobé terapii vyuzit. Dalsi nezadouci
u¢inek NSAID je kardiotoxicita a ztohoto divodu musela byt pozastavena dalsi studie
(naproxen, celekoxib). Omezit nezddouci gastrotoxicitu se podafilo u nitroflurbiprofenu, ktery
ma potencidl dobfe pronikat pfes hematoencefalickou bariéru a zlepSovat kognici.
Nitroflurbiprofen je naddle zkouman. Pacienti 1é€eni statiny maji pravdépodobné nizsi riziko
vzniku AD. Statiny zvySuji aktivitu a-sekretdz, ¢imz podporuji fyziologické Stépeni APP
na rozpustné produkty. Na zpomaleni AD se dale navic uplatituje jejich protizanétlivy efekt

a chopnost snizovat hladinu cholesterolu™*.

3.2.2 Zavislost cholinergni aktivity na strukturnim typu Amaryllidaceae

alkaloidu

Schopnost inhibovat AChE je spjatd pouze snékterymi strukturnimi typy
diskutovanych alkaloidii, pievazné stypem galantaminovym a lykorinovym, ale ne
s haemanthaminovym, homolykorinovym a tazzetinovym. U krininového typu je uvadéna
slaba inhibi¢ni schopnost®,

Nejveétsi acetylcholinesterazovd inhibicni aktivita je spojovéna s galantaminovym
strukturnim typem a jeho nejvyznamnéjSim zastupcem galantaminem, ktery je uz n¢jakou
dobu pouZzivan v terapii AD. Galantamin je dikladné prozkouman, a proto je dnes pouZivan
jako standard, s kterym se srovnadvaji ostatni latky testované na biologickou inhibi¢ni aktivitu
vii¢i cholinesterazam®3(Tab. 3).

Kromé jiz zminé€ného galantaminu do galantaminového strukturniho typu patii dalsi
vyznamné latky (Obr. 14), kterymi jsou sanguinin a 11-hydroxygalantamin.
Sanguinin (9-O-demethylgalantamin) vykazoval 10krat vétsi potencial inhibovat AChE

nez galantamin. Aktivita sanguininu je pfipisovana hydroxylové skuping, kterd se nachézi
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na mist¢ methoxyskupiny ve struktuie galantaminu a diky ni se molekula miize Iépe navéazat
na AChE. Alkaloid 11-hydroxygalantamin vykazuje pfiblizn€ stejny inhibi¢ni potencial jako
galantamin. U epinorgalantaminu je popisovan u¢inek nizsi. Polohovy izomer galantaminu
chlidathin je 100krat méné ucinny. Rozdilny Gc¢inek je pfipisovan tvorbé intramolekularnich
vodikovych vazeb mezi hydroxylem na uhliku C3 a kyslikem v dihydrofuranovém kruhu?®-¢.
Pfitomnost allylové ¢asti na atomu dusiku také vyrazné zvysuje ucinek. To bylo dokéazano
ulatek  N-allylnorgalanthaminu a  N-(14-methylallyl)norgalanthaminu  izolovanych
z Leucojum aestivum. Obé latky vykazovaly vy$si inhibi¢ni u¢inek oproti galantaminu®’.

Ne vSechny alkaloidy patfici do galantaminového strukturniho typu vykazuji
vyznamnou inbibici AChE. Latky jako je lykoramin nebo epinorlykoramin inhibi¢ni ucinek
bud’ nevykazovaly nebo byl pouze slaby. Ztrata inhibi¢niho potencidlu je vysvétlovana

odlinym prostorovym uspoiadanim molekul v diisledku ptitomné dvojné vazby v C kruhu?’.

CH, (6)

Obriazek 14: Alkaloidy galantaminového typu s acetylcholinesterdzovou inhibi¢ni¢ni aktivitou,
galantamin (1), sanguinin (2), 11-hydroxygalantamin (3), epinorgalantamin (4),
N-allylnorgalanthamin (5), N-(14-methylallyl)norgalanthamin (6)
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Lykorinovy typ je obecné mén¢ inhibi¢né aktivni nez typ galantaminovy, ovSem i tyto
latky vykazuji zajimavé aktivity. Zde je inhibi¢ni aktivita spjata se substituci na uhliku CI
a C2%. Mezi alkaloidy lykorinového typu je vyznamny 1-O-acetyllykorin, ktery byl 2krat vice
aktivni neZ galantamin. Dale aktivitu vykazovaly assoanin a oxoassonin. U¢innost je
ptipisovana aromatickému C kruhu ve strukturdch assoaninu a oxoassoninu a v piipadé

1-O-acetyllykorinu pfitomnosti hydroxy a acetoxy skupiny na C1 a C2 uhlicich®® (Obr. 15).

O H3CO O
H3CO O GO N
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N
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Obrazek 15: Alkaloidy Iykorinového typu s acetylcholinesterazovou inhibi¢ni¢ni aktivitou,
1-O-acetyllykorin (7), assoanin (8), oxoassonin (9)

Tvrzeni, Ze krininovy typ alkaloidii disponuje jen slabou aktivitou, popiraji
latky (Obr. 16) izolované zrostlin Zephyranthes robusta BAKER a Chlidanthus
fragnant Herb. 8-O-Demethylmaritidin (57,4 + 0,1 uM) a undulatin (7,4 = 0,003 uM) patfici
do krininového typu ukazuji zajimavou inhibi¢ni aktivitu viici AChE elektrického tihote. Dale
byla testovana schopnost téchto dvou latek piechazet pted HEM a tim dosahnout mista ucinku.
Bylo zji§téno, Ze undulatin je schopny pasivné piechazet pies HEM>°.

7 ~OCH3
OCHj :

o

< N
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Obrazek 16: Alkaloidy krininového typu s acetylcholinesterazovou inhibi¢ni¢ni aktivitou,
8-0O-demethylmaritidin (10), undulatin (11)

Inhibice enzymu butyrylcholinesterazy je dal$im cilem v terapii AD. BuChE hraje
vyznamnou roli v procesu AD a to hlavné v pozdé¢jSich stadiich, kdy mnoZstvi enzymu roste.
Pocet testovanych latek na inhibi¢ni aktivitu proti BuChE neni tak velky jako v ptipadé
inhibice AChE, proto jsou informace omezené. V¢tSina studii zaméfujici se na inhibi¢ni
aktivitu alkaloidii celedi Amaryllidaceae je spojend s nasi laboratoii, ale doposud se

nepodatilo izolovat latky se zajimavou BuChE inhibi¢ni aktivitou.
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Tabulka 3: AChE inhibi¢ni aktivita vybranych alkaloidl vyjadiena jako ICso

Alkaloid Strukturni typ ICso [uM]
Sanguinin®® Galantaminovy 0,10+ 0,01
Galantamin’® Galantaminovy 1,07 +£0,18
11-Hydroxygalantamin®® Galantaminovy 1,61 +0,21
Epinorgalantamin®¢ Galantaminovy 9,60 + 0,65
Lykoramin®® Galantaminovy 456 + 57
1-O-Acetyllykorin®¢ Lykorinovy 0,96 + 0,4
Assoanin®® Lykorinovy 3,87 £0,24
Oxoassoanin’® Lykorinovy 47,21+ 1,13
Undulatin® Krininovy 7.4+ 0,03
8-O-Demethylmaritidin® Krininovy 57,4+0,1

3.2.3 Inhibice prolyl oligopeptidasy

Prolyl oligopeptiddsa (POP), také znama také jako prolyl endopeptiddza je serinova
cytosolova peptidaza, ktera Stépi nékteré neuropeptidy obsahujici aminokyselinu prolin
(vasopresin, oxytocin, substanci P a dalsi)’!.

Inhibice POP je cilem v terapii schizofrenie, bipolarni nemoci a pii kognitivnich
poruchich provazejici AD.

U AD dochazi k poklesu hladin neuropeptidii v kortikalni oblasti a v hippokampu,
které se podileji na spravné kognitivni funkci. Zda se, ze zvySeni hladiny neuropeptidi by
mohlo zlepsit progresi neurodegenerativnich nemoci jako je AD.

Provedené studie naznacuji, ze inhibici POP by se zabrénilo Stépeni neuropeptidi,
¢imz by doSlo ke =zvySeni jejich hladin a zlepSeni kognitivnich funkci. Léatky
jsou  vsoucasné dobé piredmétem zkoumani. Prvni G€inny inhibitor POP byl
Z-pro-prolinal - ICso, por = 3,27 + 0,02 mM>'. Inhibici POP vykazuje také flavonoid bajkalin
izolovany zkofene rostliny Scutellaria baicalensis (Lamieceae, §iSdk bajkalsky). Jeho
inhibi¢ni aktivita je ICso, por = 0,610 + 0,02 mM. Ob¢ latky (Obr. 17) se pouzivaji jako

standardy pii testovani dalsich latek>>.
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Obrazek 17: Struktury Z-pro-prolinalu (12) a bajkalinu (13)

3.2.4 Protinadorova aktivita

Nadorova onemocnéni patii mezi civiliza¢ni choroby, které se fadi na druhé misto
nejcastéjSich pricin umrti hned po kardiovaskularnich onemocnénich. Jejich spole€nym rysem
je abnormalni regulace bunééného bujeni a rozmnozovani>’. Mezi nejcast&j$i nadory fadime
nadory plic, tlustého stieva, prsu, prostaty a Zaludku. I kdyZ byly u¢inény zna¢né pokroky jak
v pochopeni rakoviny tak v samotné 1écbé, pocet nemocnych pacientli stale nariista. Nartst
rakoviny neni spojen pouze se zvySujicim se vékem populace, ale také v disledku Spatného
zivotniho stylu. Mezi rizikové faktory patii obezita, koufeni, nadmérny piijem alkoholu
a samoziejmé také stres®*.

Terapie nadorovych onemocnéni zahrnuje kombinaci chirurgie, chemoterapie,
radioterapie, transplantaci kostni dfen&, hormondlni terapii a psychologické piistupy>’.
Problémem terapie nadora je rezistence nadorovych bunék k 1écbé. Rezistentni buiiky fidi riist
nadoru a piispivaji k $ifeni malignich bunék do dalsich organt®.

Alkaloidy rostlin této celedi maji kromé dalSich G¢inkl, ucinky protinadorové se
schopnosti indukovat apoptoézu. Bylo zjisténo, Zze vykazuji selektivitu k nadorovym buiikdm,
pficemz jejich toxicita k buiikim nenddorovym a klidovym je relativné nizka'®>®
Protinddorova aktivita, stejn¢ jako tomu bylo u inhibitori AChE, je vazdna na urcité
strukturni typy, vyznamné Uc€inky jsou spojovany s nasledujicimi strukturnimi typy —
lykorinovy, pankratistatinovy, krininovy a haemanthaminovy (Obr. 18).

Lykorinovy typ alkaloidd se svym hlavnim zastupcem lykorinem piedstavuje
cytotoxicky nejvyznamnéjsi skupinu latek. Lykorin byl prvni latkou celedi Amaryllidaceae
izolovanou v roce 18778, Detailni popis struktury lykorinu u¢inil o fadu let déle v roce 1956

Nagakawa a kol*®

. Byla provedena tada in vitro 1 in vivo studii zkoumajici protinddorové
G¢inky lykorinu a jeho derivatii!, pfi¢emz lykorin vyrazn& zhorSuje proliferaci i migraci

rakovinnych bunék a jeho cytotoxicka aktivita je pfitomna bez ohledu na to, zda burniky jsou
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citlivé ¢&i rezistentni k apoptdze®®. Pii testovani cytotoxické aktivity lykorinu a jeho derivati
bylo pouzito 6 bunéfnych nadorovych linii, z toho Ctyfi apoptdza-rezistentni, tj. U373
(astrocytalni glioblastom), A549 (karcinom plic), OE21 (nddor jicnu), SKMEL-28
(melom-model) a dvé vykazovaly citlivost k apoptoze, tj. Hs683 (lidsky anaplasticky
oligodendrogliom) a B16F10 (mysi melanom). Déle byla hodnocena toxicita na normalni
a klidové bunky. Ziskané vysledky shrnuje nasledujici tabulka (Tab. 4). Z vysledkd je mozné
vycCist, ze lykorin ma az 15x% vétsi selektivitu k nddorovym bunkdm nez k buitkdm

normalnim>®.

Tabulka 4: /n vitro inhibice rdstu vybranych latek proti nasledujicim nadorovym liniim A549, OE21,
Hs683, U373, SKMEL, B16F 10, vyjadiena ICso [uM]

Alkaloid A549 OE21 Hs683 U373 SKMEL | B16F10
Lykorin® 43+03 | 51+04 | 6,703 | 7,6+0,2 | 85+04 | 63+04
Pseudolykorin®® | 7,5+0,4 | 7,7+0,3 | 7,9+0,2 | 7,8+03 | 155+1,1 | 7,5+0,3
Amarbellisin®® | 72+03 | 6,7+02 | 83+03 | 73+0,2 | 83+02 | 6,7 £0,3
Haemanthamin®’ | 4,5+0,6 | 6,8+0,7 | 7,0+03 | 7,7+0,5 | 85+02 | 6,8+0,2
Haemanthidin®” | 4,0+0,4 | 3,7+0,2 | 43+0,2 | 38+£0,2 | 42+02 | 3,1+0,2

Dalsi studie dokazuje schopnost inhibice ristu bunék a metastaz u rakoviny prsu
in vitro 1 in vivo, lykorin inhiboval rist, migraci a stejné tak i indukoval apoptézu. Jeho
toxicita byla mensi nez toxicita pactitaxelu pfi stejné davce. Kromée indukce apoptozy se zde
uplatnil mechanismus blokovani komplexu Src/FAK®. Jedna se o komplex intracelularnich
nereceptorovych tyrosinkinaz, které maji antiapoptické vlastnosti a jsou spojeny s nadorovou
angiogenezi’’. Ddle byly prokazany protinddorové aktivity in vivo u Lewisova plicniho
karcinomu, , CEM

(lymfoblastickd leukémie), K562 (myeloidni leukémie), MCF-7 (karcinom prsu), KM-3

in vitro na HelLa buiikkdch (adenokarcinom délozniho Ccipku)

(lidsky mnohocetny myelom) a mnoha dal$ich nddorovych liniich®.

Pankratistatinovy strukturni typ obsahuje cytotoxicky vyznamné latky a to hlavné
pankratistatin a narciklasin. Pankratistatin je schopny selektivné navodit apoptézu v riiznych
lidskych nddorovych burikach s tim, Ze vykazuje nevyznamnou toxicitu na buiiky zdravés!.
Cytotoxicita pankratistatinu byla prokézana na panelu asi 60 bunécnych liniich, které zahrnuji
rakovinné bunécné linie plic, tlustého stieva, vajecnikill, ledvin, mozku, myeloidni leukémie
adalki'®. Jiné in vivo studie dokazuji cytotoxicky efekt pankratistatinu na modelu
metastazujici rakoviny prostaty za pouziti dvou nddorovych bunécnych linii LNCaP
(androgen-citlivd) a DU14 (androgen necitlivd). Latka byla schopna navodit apoptézu u obou

linii s tim, ze toxicky efekt na neniddorové fibroblasty NHF byl nevyznamny. Dale bylo
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dokazano, Zze pankratistatin selektivné a efektivné indukuje apoptézu spojenou
s mitochondridlni destabilizaci a zvySenim reaktivnich kyslikovych radikali produkovanych
v butikich leukémie, melanomu a hormonaIné refraktelnim karcinomu prsu®’.

Narciklasin ptisobi protinadorové a antimitoticky — ovliviiuje déleni buiiky v metafazi.
Inhibuje tvorbu proteini eukaryotickych bun¢k interakei s 60S podjednotkou ribozomu, tim
snizuje funkci peptidyltransferazy, kterd umoziuje tvorbu nové peptidové vazby®®. Plsobi
proti mozkovym nadortim zahrnujici gliomy a mozkové metastdzy. Narciklasin méa schopnost
naru$it riist a migraci bunék v mikromolarnich koncentracich a je az 250krat méné citlivy
k normélni nenadorovym fibroblastim®. Dale vykazuje antileukemické ucinky a je aktivni
proti fadé nadorovych bunck zahrnujici naptiklad lymfocytarni leukémie, karcinom hrtanu
nebo karcinom délozniho &¢ipku®’.

Dalsi vyznamné latky z cytotoxického pohledu jsou latky nélezici do krininového
a haemanthaminového typu (né€kdy jsou v literatufe uvadény jako a- a B-krininovy typ).
Strukturni typy se li§i pouze prostorovou orientaci 5,10b-ethanového mitstku. Slibné
protiniddorové i¢inky ma haemanthamin, haemanthidin, krinamin (haemanthaminovy typ)®.
U krininového typu se slibné ukazuje alkaloid distichamin®?.

Stejn¢ jako predtim lykorin byly latky haemanthamin a haemanthidin podrobeny
testim na cytotoxickou aktivitu proti nasledujicim liniim A549, OE21, Hs683, U373,
SKMEL a B16F10 (Tab. 4)>’. V dalsi studii byla testovana antiproliferativni aktivita proti
lidskym bunéénym liniim solidnich nador A2780 (vaje¢niku), SW1573 (plic), T-47D (prsu)
a WiDr (stfeva). Testované latky patfily do rtiznych strukturnich typi a jako nejlepsi
cytotoxicky piisobici latky s ICso < 10 uM se jevily haemanthamin a haemanthidin (Tab. 5)%.

Tabulka 5: Cytotoxicita haemanthaminu a haemanthidinu na nirodové linie A2780, SW1573, T-47D
a WiDr, vyjadiena ICso [uM]

Alkaloid A2780 SW1573 T-47D WiDr
Haemanthamin® 0,68 £0,2 2,1+£20 0,87 £4,0 1,2+ 6,0
Haemanthidin®? 1,5+0,1 2,0+1,0 1,8 £1,0 2,7+2,0

V nasledujici studii byla hodnocena cytotoxickd schopnost tfindcti Amaryllidaceae
alkaloidl. PouZity byly dvé gastrointestindlni p53-mutované rakovinné bunécné linie Caco-2
a HT-29 (kolorektalni adenokarcinom). Vysledky byly srovnany s ptisobenim na nenddorové
bunky stfevniho epitelu FHs-74Int. Jako pozitivni kontrola byl pouZit vinorelbin. Mezi
testovanymi latkami byly ziskdny vysledky pro haemanthamin, haemanthidin a lykorin

(Tab. 6)>°.
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Tabulka 6: Cytotoxicita testovanych latek proti nadorovym (Caco-2, HT-29) a zdravym (FHs-74Int)
gastrointestinalnim bunénym liniim, vyjadiena ICso [uM]

Alkaloid Caco-2 HT-29 FHs-74 Int
Haemanthamin® 0,99 + 0,14 0,59 £ 0,01 19,5+ 8,9
Haemanthidin® 3,3+0,9 1,7+0,1 11,9+0,9

Lykorin® 0,99 + 0,08 1,2 £0,0 22,7+0,1

Alkaloid distichamin nalezici do krininového typu byl izolovan z rostliny Boophone
disticha. Jeho vyskyt je vzacny a zatim nebyl nalezen v jiné rostliné ¢eledi Amaryllidaceae.
Cytotoxicky efekt této latky byl prokézéan u nésledujicich rakovinnych bunéénych linii K562
(chronickd myeloidni leukémie), MCF7 (adenokarcinom prsu), HelLa (adenokarcinom
délozniho ¢ipku), G-361 (maligni melanom). Bohuzel distichamin nema potiebnou selektivitu

a paisobi cytotoxicky také na buiiky zdravé BJ (lidské fibroblasty)%2.

(8)

Obrazek 18: Latky s cytotoxickou aktivitou, lykorin (1), pseudolykorin (2), amarbellisin (3),
pankratistatin (4), narciklasin (5), haemanthamin (6), haemanthidin (7), distichamin (8)
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3.2.5 Antimalaricka a dalsi antiprotozoalni aktivita

Malarie je zavazné protozodlni onemocnénim vyskytuji se predevsim v chudych
tropickych a subtropickych oblastech svéta. Do Evropy je maldrie obvykle zanesena
z endemickych oblasti hlavné z Afriky a jihovychodni Asie. Existuji ¢tyfi piivodci malarie —
P. falciparum zptisobujici tropickou malarii. PfenaseCem je samicka komara rodu Anopheles,
kterd vpravi do klize infekéni stadia. Tato stadia jsou krevni cestou zaneseny do jater, kde
napadaji jaterni buniky a vyvijeji se (jaterni faze — bezptiznakova). Po prasknuti hepatocytu se
plazmodia uvoliuji do krve a napadaji erytrocyty (erytrocytalni faze — malarie), v nichz se
mnozi, po znieni erytrocytu namnozend stadia napadaji dalsi bunky. Vyvoj paraziti je
ukoncen pfeménou na stadium gametocytu, infek¢niho stadia pro komara. Ptiznaky malarie
zahrnuji stiidani hore¢ky a zimnice, poceni, bolesti hlavy a kiece®.

Utinnost starsich 1éka se snizuje a proto je potieba hledat nova antimalarika®”.
Zajimavymi alkaloidy této rostlinné celedi z hlediska antimalarické aktivity jsou lykorin,
haemanthamin, haemanthidin a krinamin®. Antimalarickd aktivita u dvou kmend —
chlorochin-senzitivni T9.96 a chlorochin-rezistentni K; byla testovana a stanovené hodnoty
dokézaly potencial proti obéma kmentim u latek haemanthaminu, 6-hydroxyhaemanthaminu
a lykorinu®. Lykorin, augustin a krinamin izolované z cibuli Crinum amabile vykazaly také
dobrou antimalarickou aktivitu. Ungeremin izolovany z rostliny Phaedranassa dubia kromé
aktivity na P. falciparum byl aktivni proti prvokim Trypanosoma brucei rhodesiense
a Trypanosoma cruzi®, ptvodciim spavé nemoci (7. brucei, T. rhodesience) a Chagasovy

choroby (7. crusi) ®. Haemanthamin byl také aktivni proti T. brucei rhodesiense®’.

3.2.6 Antivirova aktivita

Dalsi ze zminénych aktivit je aktivita antivirova, kterd byla popsdna u n¢kolika RNA
a DNA virtt®. Lykorin a haemanthamin v in vitro studii prokazali antivirové Gi¢inky proti viru
ptac¢i chiipky HS5NI. Mohli by se stit vhodnymi kandidity pfi vyvoji novych
proti-chfipkovych 16kG®. Lykorin prokdzal antivirové ucinky proti viru hepatitidy
typu C (HCV) — RNA vir z €eledi Flaviviridae — z divodu jeho cytotoxickych vlastnosti
nemuize byt v této indikaci pouzivan. Jsou zkoumdany lykorinové derivaty, od kterych se
otekdvd zachovana antivirova schopnost, ale snizena cytotoxicita’. Vin vitro studii
trisphaeridin, lykorin, homolykorin a haemanthamin vykazovali vysokou antiretrovirovou

aktivitu proti HIV-1 vrozmezi ICso = 0,4—7,3 pg/mL spolu s nizkym terapeutickym
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indexem’!. Déle lykorin plisobi proti koronaviru SARS-CoV, ktery zplsobuje tézky akutni
respira¢ni syndrom, proti polioviru a herpesviru typu 1. Antivirové u¢inky byly dale nalezeny

u hippeatrinu (proti herpesviru) nebo narciklasinu (proti flaviviru a bunyaviru)®’.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Veskera pouzivana rozpoustédla byla pfedem piedestilovana. Nejprve byl zachycen
destila¢ni pfedek (cca 5 %) s vodnym azeotropem. Nasledné bylo destilovano zbyvajici 90 %
rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v tmavych lahvich.

Odpatovani se provadélo pomoci vakuové odparky LABOROTA 4001-efficient,

Heidolph, Germany vybavené vodni lazni pi1 40 °C za sniZeného tlaku.
4.1.2 Chromatografie

4.1.2.1 Sloupcova chromatografie
Sloupcova chromatografie byla provedena postupem stupnovité¢ eluce na neutralni

AL O3. Smés adsorbentu s rozpoustédlem byla nalita na chromatografickou kolonu obvyklym
zpusobem. Vzorek byl rozpuStén v malém mnoZzstvi rozpoustédla a nanesen na povrch

sloupce.

4.1.2.2 Tenkovrstva chromatografie
Tenkovrstvda chromatografie byla provedena vzestupné v predem vysycenych

sklenénych komorach. Doba syceni komor mobilni fazi ¢inila 15 — 20 minut pro analytickou

TLC a 50 — 60 minut pro preparativni TLC.

4.2 Potreby

4.2.1 Rozpoustédla
Cyklohexan, p. a. (Penta), cHx
Diethylamin, p. a. (Penta), DEA
Diethylenoxid, p. a. (Penta), Et2O
Ethanol, p. a. (Penta), EtOH
Ethylacetat, p. a. (Penta), EtOAc
Chloroform, p. a. (Penta), CHCL;
Methanol, p. a. (Penta), MeOH
Toluen, p. a. (Penta), To
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4.2.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova 5% (LaChema), HCI
Siran sodny (LaChema), Na>SO4
Uhli¢itan sodny 10% (LaChema), Na,CO3

4.2.3 Detekeni ¢inidla

D 1: Dragerdorffovo ¢inidlo
D 2: Mayerovo ¢inidlo

4.2.4 Vyvijeci soustavy pro TLC

S1: To:DEA95:5
S2: To:cHx:DEAS50:50:5
S3: EtOAc: MeOH :H,O100:13:10

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

A 1: Oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii suseny 12 hod pii 200 °C a posléze
deaktivovany 6% vody

A 2: Kieselgel 60 F254, Merk; 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC;
tloustka vrstvy 0,2 mm

A 3: Silikagel LS 5/40 UC254; pro preparativni TLC

4.3 Izolace

4.3.1 Biologicky material

Zpracovavanym materidlem byly cibule Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN
ziskané od prodejce Lukon Glads (Sadska, Ceskd republika). Botanicka identifikace
rostlinného materidlu byla provedena prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. a kontrolni

vzorky jsou uloZeny v herbéfi na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové pod nésledujicim oznacenim: CUFPH-16130/AL-447.

4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Celkem byl pfipraven sumarni ethanolicky extrakt zcca 34 kg cerstvych cibuli

Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN. 34 kg cibuli bylo nakrajeno, rozemleto a 3x
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extrahovano ethanolem (EtOH 96% v/v). Kazda ¢ast (1,2 kg) se varila 2x po dobu 30 minut
v ethanolu pod zpétnym chladicem. Extrakt byl zfiltrovan a odpafen za snizené¢ho tlaku
pomoci rotac¢ni vakuové odparky. Zbytek ethanolu byl odpafen v azeotropni smési pomoci
horké vody. Odparek byl rozpustén v 1,5 1 5% kyseliné chlorovodikové. Roztok byl 2x
zfiltrovan ptes vliselin a nasledn¢ ziedén vodouna 4,5 10 pH 1.

Nasledné se v délici nalevce vytiepalo priblizné 200 ml vodné faze s diethyletherem,
tim doslo k odstranéni lipofilnich necistot (2%). Poté byla provedena alkalizace za vyuziti
uhli¢itanu sodného a vytfepani ethylacetditem (3x). Stejnym zplisobem se vytiepavalo i
chloroformem. Ethylacetdtové a chloroformové extrakty byly porovnadny na TLC a GC/MS,
kde vykazovaly shodné spektrum latek. Z tohoto divodu byl k dalSimu vytfepavani pouzit
chloroform.

V dalsim kroku byla vodn4 faze prevedena do délici nalevky, kde probéhlo 2x
odtu¢néni diethyletherem. Byly pouzity 2 x 4 1 diethyletheru (lipofilni necistoty — horni
diethyletherova vrstva). Po odstranéni horni vrstvy byla kysela vodna fize zalkalizovana 10%
uhli¢itanem sodnym na pH 10 a byl pfidan chloroform (4 x 4 1). Po protfepani a ustanoveni
rovnovahy byla ziskdna horni organickd vrstva (chloroformova vrstva), spodni vodna vrstva
byla odpusténa. Extrakce chloroformem byla provedena 4x, protoze i1 po tfetim vytfepani byla
reakce s Mayerovym c¢inidlem pozitivni. Po cCtvrtém vytfepani extrakt jiz s Mayerovym
¢inidlem nereagoval. Po odstranéni vodné (spodni) faze a nasledného odpareni organického
rozpoustédla z organické faze jsme ziskali 51,5 g primarniho alkaloidniho extraktu ve formé
tmaveé hnédého sirupu.

Primarni alkaloidni extrakt se znovu podrobil Cisticimu procesu. Celkové mnozstvi
51,5 g primarniho extraktu bylo ziedéno na 5% koncentraci rozpuSténim ve 2% kyseliné
chlorovodikové na 1 litr. Takto pfipraveny roztok byl zfiltrovan ptes kiemelinu. Kiemelina
byla nasledné promyta destilovanou vodou (0,5 1). Timto bylo ziskdno 1,5 1 vodné faze.
Vodnd faze byla odtuénéna diethyletherem (2 x 0,5 1) a alkalizovdna 10% uhli¢itanem
sodnym (460 ml) na pH 10. Déle byla vodna faze 5x extrahovéana diethyletherem (5 x 0,5 1)
a 8% chloroformem (8 x 0,5 1). Takto ziskané organické extrakty byly spojeny a vysuSeny
bezvodym siranem sodnym.

Opakovanym Ccisticim postupem bylo ziskdno celkem 31,73 g koncetrovaného
alkaloidniho extraktu (tmaveé hnédy sirup), ktery byl dale zpracovavan pomoci sloupcoveé

chromatografie za ucelem izolace alkaloidii v Cistém stavu.
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4.3.3 Sloupcova chromatografie

Adsorbent: 2000 g ALO3 suseny 12 hodin pfi 200 °C a nasledn¢ deaktivovany 6% vody
(2000 g ALO3 + 120 ml vody, voda byla postupné piidana po tiech ¢astech
v priabéhu patnacti minut miseni)

Frakce: 250 ml

Mrtvy objem: 1570 ml

Z koncentrovan¢ho alkaloidniho extraktu (31,73 g) byl pfipraven roztér
vpomeéru 1 :4 (124 g ALLO3). Extrakt byl rozpustén v potiebném mnozstvi CH,Cl, a CHCl;3
a postupné adsorbovan na stacionarni fazi, rozpoustédla byla nasledn¢ odpatena. Ptipraveny
roztér byl rozdélen pomoci sloupcové chromatografie, pti které byla pouzita mobilni faze se
zvysujici se polaritou (tj. gradientova eluce). Zacalo se vyvijet smési benzin : chloroform
v poméru 70 : 30, polarita se postupné zvySovala az do poméru 20 : 80 (benzin : chloroform),
dale bylo chromatografovano Ccistym chloroformem, poté chloroformem postupné
obohacovanym o ethanol (od 1 : 99 do poméru 50 : 50) a nakonec ¢istym ethanolem (Tab.7).

Béhem sloupcové chromatografie bylo ziskano 494 frakci (250 ml kazda frakce),
na zaklad¢ analytické TLC byly spojeny do 27 frakci, které byly nasledn¢ analyzovany
pomoci GC-MS.
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Tabulka 7: Sloupcova chromatografie, piehled frakci, pouzitych mobilnich fazi a vytézka

Frakce Spojené frakce Mobilni faze MnoZstvi
Benzin : CHCls (70 : 30)
Benzin : CHCls (65 : 35) .
1-110 Benzin : CHCIs (60 : 40) N;’H‘izfjﬁi“ﬁ
Benzin : CHCls (55 : 45) y
Benzin : CHCl; (50 : 50)
B Benzin : CHCl; (45 : 55)
! H1-145 Benzin : CHCl; (40 : 60) 10 mg
2 146 — 150 Benzin : CHCl; (40 : 60) 20 mg
3 151 — 158 Benzin : CHCl; (40 : 60) 30 mg
4 159 - 173 Benzin : CHCl; (40 : 60) 70 mg
5 174 — 177 Benzin : CHCl; (40 : 60) 50 mg
6 178 — 187 Benzin : CHCL; (35 : 65) 1,59 ¢
7 188 — 191 Benzin : CHCL; (35 : 65) 1,69 ¢
8 192 — 195 Benzin : CHCI; (35 : 65) 300 mg
9 196 — 199 Benzin : CHCI; (35 : 65) 80 mg
Benzin : CHCIs (35 : 65)
10 200215 Benzin : CHCl; (30 : 70) 370 mg
11 216 — 221 Benzin : CHCls (30 : 70) 170 mg
Benzin : CHCl; (30 : 70)
12 222 - 297 Benzin : CHCl; (25 : 75) 3,16 ¢
Benzin : CHCl; (20 : 80)
Benzin : CHCls (20 : 80)
13 298 — 324 CHCls (100) 310 mg
CHCl; : EtOH (99 : 1)
14 325 - 329 CHCl; : EtOH (99 : 1) 183 mg
15 330 332 CHCl; : EtOH (99 : 1) 828 mg
16 333 - 336 CHCl; : EtOH (99 : 1) 616 mg
17 337 357 CHCl; : EtOH (99 : 1) 120 ¢
18 358 — 373 CHCl; : EtOH (98 : 2) 143 ¢
19 374 — 381 CHCIs : EtOH (98 : 2) 1,39 g
20 382 — 386 CHCI; : EtOH (98 : 2) 1,13g
21 387 — 397 CHCl; : EtOH (98 : 2) 585 mg
CHCl; : EtOH (98 : 2)
22 398 —402 CHCL; : EtOH (95 : 5) 127 mg
23 403 — 408 CHCI; : EtOH (95 : 5) 182 mg
CHCl; : EtOH (95 : 5)
24 409 -429 CHCl; : EtOH (90 : 10) 936 mg
CHCl; : EtOH (90 : 10)
25 430 - 466 CHCl; : EtOH (80 : 20) 6,54 ¢
CHC; : EtOH (80 : 20)
26 467478 CHCl; : EtOH (50 : 50) 672 mg
} CHCL; : EtOH (50 : 50)
27 479 — 493 BtOH (100) 941 mg
Celkem 24,52 ¢
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4.3.4 Kontrolni tenkovrstva chromatografie

Pti vyvijeni kontrolnich TLC bylo pouzito 6 riznych vyvijecich soustav s rostouci
polaritou (Tab. 8). Po odpateni rozpoustédel a vysuseni byla provedena souhrnna tenkovrstva
chromatografie, nasledné byla pro frakce 1 — 15 zvolena vyvijeci soustava To : EtOAc : DEA
7 :2:1(0Obr. 19) a pro frakce 16 — 27 vyvijeci soustava EtOAc : MeOH : DEA 5 : 4 : 1
(Obr. 20).

Tabulka 8: Piehled pouZzitych mobilnich fazi

Frakce Vyvijeci soustava

137 -204 To:EtOAc:DEA7:2:1

205 —-272 To : EtOAc : DEA 45:45:10

273 -372 To : EtOAc : DEA 15:75:10

373 -376 EtOAc: DEA9: 1

377 - 416 EtOAc: MeOH : DEA8:1:1
417 — konec EtOAc: MeOH : DEAS5:4:1

Obrizek 19: Souhrnnd TLC spojenych frakci 1 — 15 ziskanych =z alkaloidniho extraktu
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN (adsorbent A2, To : EtOAc : DEA 7 : 2 : 1, komora nasycena,
vyvijeno 2x, detekce Dragendorfovo ¢inidlo)
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Obrazek 20: Souhrnnda TLC spojenych frakci 13 — 27 ziskanych z alkaloidniho extraktu
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN (adsorbent A2, EtOAc:MeOH:DEA 5:4:1, komora
nasycena, vyvijeno 2x, detekce Dragendorfovo ¢inidlo)

4.3.5 Zpracovani frakce 6

V réamci této diplomové prace byla vybrana a déle zpracovavana frakce Cislo 6, kterd
je zvyraznéna v souhrnné TLC frakci 1 — 15 (Obr. 19).

Vzorek o hmotnosti 1,59 g byl rozpustén v chloroformu a nasledn¢ byl ziskan
zlutooranzovy roztok. Preparativni TLC byla provedena na 31 sklenénych deskach za pouziti
adsorbentu A3. Chromatografické desky byly vyvijeny vzdy 3% v soustavé S1, ktera byla
piedem stanovena analytickou TLC za pouziti adsobentu A2. Na zdklad¢ detekce pod UV
lampou a postiikem detekénim €inidlem byly na deskach pozorované 4 zony oznaceny jako

podfrakce 6/1, 6/2, 6/3, 6/4, zOony jsou zobrazeny na nésledujicim obrazku (Obr. 21).
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Obrazek 21: Preparativni TLC znazornujici jednotlivé podfrakce frakce 6 s vyzna¢enou podfrakei 6/1,
vybrana pro vlastni identifikaci alkaloidii

Vsechny zony byly postupné pteciStény nasledujicim postupem. Zény byly spolecné
s Si0; vyskrabnuty, naneseny na kolonu a nasledné byla smés promyla smési EtOH a CHCl3
v poméru 1 : 1. Koncetrované vzorky jednotlivych zén frakce 6, tj. podfrakce 6/1, 6/2, 6/3
a6/4 byly nasledné podrobeny strukturni analyze GC-MS, na jejimz zaklad¢ byly
identifikovany (Obr. 22, Tab. 9).
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Obriazek 22: GC-MS analyza podfrakce 6/1, galantamin (RT = 20.066), lykoraminon (RT = 20.743),
narwedin (RT = 21.270)
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Tabulka 9: Piehled obsahovych latek ve frakci 6 zjisténych na zdkladé GC-MS analyzy

Podfrakce Hmotnost (g) Obsahové latky
6/1 0,5086 galantamin, lykoraminon, narwedin
6/2 0,3683 galantamin
6/3 0,2465 karanin, galantamin, lykoraminon, narwedin, pluviin
6/4 0,0713 nealkaloidni

4.3.6 Zpracovani podfrakce 6/1

V ramci mé diplomové prace byla dale zpracovavana podfrakce 6/1 obsahujici smés
galantaminu, lykoraminonu a narwedinu.

Vzorek o hmotnosti 0,5086 g byl rozpuStén v chloroformu, postupné¢ nanesen
na 12 chromatografickych desek a nasledné¢ podroben TLC za pouziti adsorbentu A3.
Vyvijeni se provadélo vzdy 5x v soustavé S1. Na zdklad¢ detekce pod UV lampou byly
rozliSeny 2 zony, horni zona oznacena jako 6/1/1 s obsahem cistého galantaminu a dolni zéna
oznaCena jako 6/1/2 obsahujici smés narwedinu a lykoraminonu (Obr. 23). Nejprve byla
vyskrabnuta a zpracovavana, podle vySe popsaného postupu, horni zéna (6/1/1), kterd byla
nasledn¢ krystalizovana ze smési CHCI3 : EtOH v poméru 1 : 1. Timto zplsobem bylo
ziskano 20 mg bilych krystalki oznacenych jako 6/1-1. Latka byla na zakladé NMR a MS
analyzy identifikovana jako galantamin, ktery byl jiz dfive izolovan na naSem pracovisti.

Déle byla zpracovavana dolni zona (6/1/2) obsahujici smés dvou latek, jejichz
struktury se 1ii pouze v jedné dvojné vazbé. Z tohoto diivodu bylo zkouSeno vice vyvijecich
soustav, ze kterych se nejvyhodnéji jevila soustava S3. V horni ¢asti této vrstvy oznacené
6/1/2a byl ptedpokladdn narwedin, ktery pod UV lampou tvofil nejtmavsi ¢ast a ve spodni
casti oznacené 6/1/2b lykoraminon tvofici svétlejSi cast. Po UspéSném separovani smési
soustavou S3 byly latky pfecistény (vySe popsanym zplUsobem) a krystalizovany ze smési
CHCI; : EtOH v poméru 1 : 1. Timto zplsobem byly v obou piipadech ziskany oranzové
krystalky oznacené jako 6/1-2a (15 mg) a 6/1-2b (30 mg), které byly na zdkladé NMR a MS
analyz identifikovany jako narwedin (6/1-2a) a lykoraminon (6/1-2b).
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6/1/2a
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6/1/2b

Obrazek 23: TLC podfrakce 6/1 s vyznaCenymi zoénami (nalevo), TLC rozdélujici zonu 6/1/2
na 6/2/1a - horni a 6/2/1b - dolni z6nu, vyvijeci soustava ethylacetat, methanol, voda 100 : 13 : 10

4.4 Urdeni struktury izolovanych latek

4.4.1 GC/MS analyza

GC/MS analyza izolovanych alkaloidd byla provedena pomoci plynového
chromatografu Agilent 7890A GC 5975 pracujici s hmotnostnim detektorem pii elektronové
ionizaci 70 eV za pouZiti kolony Hp-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Agilent
Technologies, USA) a teplotniho programu 100 °C — 180 °C (25 min), 180 °C (1 min),
180 — 300 °C (15 min). Jako nosny plyn bylo pouzito helium o pritokové rychlosti 0,8 ml/min.
Nastiik vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C. Byl nasttiknut 1 pl methanolického roztoku
sumarniho extraktu (1 mg/pl) pfisplitu 1 : 10.

Alkaloidy byly identifikovany porovnanim jejich spekter se spektry dostupné
v komer¢ni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology
Library, USA) sdaty publikovanymi v literatufe a se standardy latek jiz izolovanych

na nasSem pracovisti.

4.4.2 NMR analyzy

NMR spektra byla méfena pomoci spektrofotometru VNMR S500 NMR pracujici
o frekvenci 500 MHz pro 'H a 125 MHz pro '*C. Chemické posuny byly zaznamenany jako
0 hodnoty v pars per milion (ppm) a jsou vztazeny k vnitinimu standardu, kterym byl

tetramethylsilan; 7,26 ppm, v 1H spektru nebo k signdlu solventu 77,0 ppm v 13C spektrech.
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4.5 Testovani biologické aktivity izolovanych alkaloidi

Priprava hemolyzatu a plazmy

Jako zdroj acetylcholinesterasy (HUAChE) je pouzit hemolyzat lidskych erytrocyti.
Zdrojem butyrylcholinesterasy (HuBuChE) je lidska plazma.

Erytrocyty se ziskaji z Cerstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolniki
(18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostfedné po odbéru se krev rozdéli
stejnomérné po 5 ml do Sroubovacich zkumavek a provede se centrifugace pii rychlosti
4000 rpm pii 4 °C po dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci se plazma odsaje tak, aby v ni
nebyly erytrocyty, a uchovava se do doby stanoveni aktivity BuChE v chladnicce pii 4 °C
(nejdéle vsak 6 hodin).

Zbytek plazmy z erytrocytdrniho sedimentu se opatrné odsaje bezpopelovym
filtraénim papirem s hlazenym povrchem, jehoz Spicka je sestfiZzena, odeCte se objem
erytrocytarni masy a tento sediment se zfedi takovym mnoZstvim 5 mM fosfatového pufru
pH 7,4 obsahujicim 150 mM NacCl, aby byl objem suspenze 13 ml. Obsah se dobie promicha
a provede se centrifugace stejnym zptisobem, jak je uvedeno vyse pii oddélovani plazmy.
Promyti timto zptsobem se provede celkem 3% a promyvaci kapalina se dokonale odstrani.
Po tomto promyti se pfida takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu
chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty : pufr 1 + 8§—-9, smés se opct
homogenizuje, pfelije do Erlenmayerovy banky a erytrocyty se ponechaji spontanné
hemolyzovat za michani teflonovym michadlem pii 300 rpm. Thned po skonceni této fizené
hemolyzy se u suspenze stanovi acetylcholinesterasova aktivita, ptipadné se SmM fosfatovym
pufrem upravi absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08 — 0,15) a nafedény hemolyzat
se uchovava do doby pouziti pii -22 °C.

Butyrylcholinesetrasovd aktivita plazmy se stanovi stejnym zptisobem (hodnota

absorbance musi byt 0,15 — 0,20), uchovava se stejnym zptisobem jako hemolyzat.

Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloida

Pro stanoveni hodnoty ICso se pouzije Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)' [A = 436 nm (AChE), nebo
A=412nm (BuChE)]. Sleduje se nariist absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso jsou
vypocitany ~ z naméfenych  hodnot  poklesu  aktivity acetylcholinesterasy  nebo
butyrylcholinesterasy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02

pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky jsou
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porovnany s hodnotami ICso zndmych inhibitorti cholinesteras: galantaminem a huperzinem A.

Procenta inhibice (% I) jsou pocitana podle vzorce:

% 1=100- (100 x AAsI/ AAsa)

% I — procento inhibice; AAg| — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min; AAs, —

absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.

Stanoveni aktivity enzymi
Do 6 jamek mikrotitranich desticek se napipetuje 8,3 ul plazmy nebo hemolyzatu, piida se
283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO, po Iminutovém promichani na mikrotfepacce se smés
inkubuje v komote readeru pii 37 °C po dobu 5 minut, potom se ptida 33,3 ul roztoku
substratu (10 mM acetylthiocholinjodidu nebo 10 mM butyrylthio-cholinjodidu) a zjisti se
pii ptislusné vinové délce absorbance (AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm).

Obvyklym zptisobem se vypocte rozdil a stanovi primér se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek

Pouziji se stejné objemy cCinidel a roztoku substratu (6 fad po 3 jamkach), stejny postup
méfeni, a pouziji se koncentrace latky: 40 mM, 10, 4, 1, 0,4, ptipadné dalsi série koncentraci
v tomto pocetnim modu, je-li aktivita vysokd. Do posledni 6. fady se pipetuje DMSO jako
slepy vzorek.

Ziskana inhibicni aktivita ICso nuache @ ICso nuBuche pro jednotlivé latky byla porovnavana
s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek — galantaminem (ICsonuache = 1,710 £ 0,065 uM,
ICsonuBuche = 42,301 + 0,065 uM), huperzinem A (ICsopuache= 0,033 £ 0,001 uM,
1Cs0,HuBuchE > 1000 uM) a berberinem (ICso,nuacne = 0,705 + 0,104 uM, ICso,nuBuche = 30,721
+ 3,492 uM).

Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloida vii¢i prolyl oligopeptidase

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, specifickd aktivita
enzymu byla 0,2 U-ml'. Testovani aktivit bylo provedeno na polystyrenové mikrotitraéni
desti¢ce s rovnym a prihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny
jejich rozpusténim v DMSO (10 mM). Roztoky pro testovani (10 — 107 M) byly pipraveny
fedénim zéasobnich roztokd supercistou vodou, slepé vzorky byly pouZity o stejné koncentraci
DMSO. Jako substrat pro testovani inhibi¢ni aktivity byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery
byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). V jamce mikrotitraéni desti¢ky bylo smichano
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170 ul PBS, 5 ul roztoku testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP, nésledné
doslo k inkubaci po dobu 5 min pii teploté¢ 37°C. Po uplynuti inkubaéni doby bylo ptidano
do kazdé jamky 20 pl substratu a smés byla znovu inkubovana po dobu 30 minut pii teploté
37°C. Sleduje se vznik p-nitroanilinu, ktery je pfimo umérny aktivit¢ POP, a je méfen
spektrofotometricky pfi A = 405 nm na microplate ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita
testovanych latek byla vyjadiena jako ICso. Ziskané inhibic¢ni aktivity testovanych latek byly
porovnany s hodnotami ICso referen¢nich latek berberinu (ICso =142,3 + 21,1 uM)
a Z-Pro-prolinalu (ICso = 3,269 = 0,021 mM).

Stanoveni cytotoxicity, antimikrobiilni a antifungalni aktivity

Vsechny studie tykajici se cytotoxicity izolovanych latek byly provedeny
ve spolupraci s katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky na Ceské zemédélské univerzité
v Praze, s katedrou biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice a tstavem
I¢katské biochemie na Lékarské fakult€¢ v Hradci Kralové. Podrobny soupis pouzitych
chemikalii a vysvétleni postupll je moZné nalézt v nasledujicich publikacich
Dosko¢il et al. (2015)% Havelek et al. (2014)7.

Antimikrobidlni a antifungalni aktivita vybranych alkaloidi byla testovana ve
spolupraci s katedrou kvality zemé&dglskych produktti na Ceské zemédglské univerzité v Praze.
Podrobny popis experimentti je mozné nalézt v nasledujici literatufe Opletal et al. (2014)7

a Locarek et al. (2015) 74,
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza izolovanych latek

5.1.1 Narwedin

Latka byla na zékladé¢ provedenych experimentti (MS, NMR, opticka otacivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid galantaminového typu narwedin’.

Sumarni vzorec: C17H19NO3

Obrazek 24: Narwedin

MS analyza
EIMS m/z (%): 285(M", 84), 284(100), 242(18), 216(20), 199(18), 174(31)

NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, §, CDCl;, 25 °C)
6,9 (1H, d, J= 10,4 Hz6,H-4a), 6,7 (1H, d, J= 8,1 Hz, H-8), 6,6 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-7), 6,0
(1H, d, J= 10,4 Hz, H-4), 4,7 (1H, M, H-1), 4,1 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-6a), 3,8 (3H, s, OMe),
3,8 (1H, d, J= 14,9 Hz, H-6), 3,3 (1H, t, H-12), 3,1 (2H, m, H-2, H-12), 2,7 (1H, dd, /=139
Hz, J=2,5 Hz, H-2), 2,5 (3H, s, NMe), 2,3 (1H, dt, H-11), 1,9 (1H, d, J=13,8 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, 6 ,CDCl3, 25 °C)
194.,4; 147,0; 144,3; 144,0; 130,5; 129.4; 127,1; 122,0; 111,8; 88,0; 60,7; 56,0; 54,1; 49,0;
42.4;37,3; 33,2.
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Opticka otacivost
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Obrazek 25: EI-MS spektrum narwedinu

5.1.2 Lykoraminon

Latka byla na zakladé provedenych experimentii (MS, NMR, optickéd otacivost) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid galantaminového typu lykoraminon’®.

Sumarni vzorec: C17H21NO3

Obriazek 26: Lykoraminon
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MS analyza
EIMS m/z (%): 287(M", 85), 286 (100), 272 (2), 258 (3), 244 (5), 230 (8), 218 (19), 202 (34),
187 (17)

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, 3, CDCL, 25 °C)
6,69 (1H, d, J = 10,4 Hz,H-4a), 6,66 (1H, d, J = 8,1 Hz, H-8), 4,78 (1H, d, J= 7,3 Hz, H-7),
4,16 (1H, d, J= 10,4 Hz, H-4), 3,85 (1H, M, H-1), 3,70 (1H, d, J = 10,3 Hz, H-6a), 3,28 (3H,
s, OMe), 3,15 (1H, d, J= 14,9 Hz, H-6), 3,02 (1H, t, H-12), 2,98 (2H, m, H-2, H-12), 2,75
(1H, dd, J=13,9 Hz, J = 2,5 Hz, H-2), 2,32 (3H, s, NMe), 2,09 (1H, dt, H-11), 1,66 (1H, d, J
=13,8 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz,  ,CDCL, 25 °C)
208,8; 146,7; 143,7; 131,7; 129,0; 122,3; 111,0; 88,3; 59,8; 55.9; 54,0; 47,5; 41,9; 40,1; 36,2;
35,6.
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Obriazek 27: EI-MS spektrum lykoraminonu
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5.2 Biologicka aktivita izolovanych latek

Ob¢ slouceniny byly izolovany v mnozstvi, které umoznovalo strukturni analyzu latek
a provedeni nékolika biologickych testll. Latky byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vuci
lidskym cholinesterazdm, na inhibi¢ni aktivitu vici POP a vramci spoluprace s dal$imi
pracovisti byla testovana aktivita protinddorova a antimalaricka (jaterni stadium Plasmodium

berghei). V nasledujicich tabulkach jsou shrnuty vysledky provedenych studii.

Tabulka 10: Biologicka aktivita izolovanych alkaloidii vyjadfena jako ICso — inhibice HuAChE,

HuBuChE, POP

Latka HuAChE [pM] HuBuChE [uM] POP [mM]
Lykoraminon 143,8 £ 8 > 1000 bude méfeno
Narwedin 281 +33 911 £68 945 £ 115
Galantamin® 1,71 £ 0,07 42,3 £0,07 > 1000
Huperzin A* 0,033 + 0,001 > 1000 > 1000

Berberin®® 0,71 0,10 30,7 £ 3,50 0,14 +0,02
Z-Pro-prolinal® NT NT 3,27 £0,02

NT — netestovano, a — standard pro méfeni HuAChE, HuBuChE, b — standad pro méfeni POP

Tabulka 11: Vysledky protinadorové aktivity izolovanych latek proti buiikdm kolorektalniho

karcinomu, vyjadiené jako ICso

Létka Nadorové bunky Zdravé bunky
HT-29 [uM] Caco-2 [uM] FHs-74 Int [uM]
Lykoraminon > 1000 > 1000 bude méfeno
Narwedin > 1000 > 1000 bude méfeno
Vinorelbin® 0,03 +£0,01 NT 4,00 + 0,30
a — standard
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6 DISKUZE A ZAVER

U alkaloidii rostlin ¢eledi Amaryllidaceae bylo popsano velké mnozstvi zajimavych
biologickych aktivit. Jmenovité se jedna o inhibici acetylcholinesterazy, kterd je prakticky
vyuzivana v terapii Azheimerovy choroby, protinadorovou, antimalarickou, antibakterialni,
antivirovou, antimykotickou a analgetickou aktivitu*.

Na zakladé rozsdhlého screeningu asi 80 kultivarG rostlin rodu Narcissus byla
pro fytochemickou studii vybrdna rostlina Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN. Cilem této
diplomové prace byla pfiprava sumarniho alkaloidniho extraktu, ktery byl nasledné podroben
sloupcové chromatografii se snahou prokézat a izolovat alkaloidy v €istém stavu a nasledné
zjistit jejich biologické aktivity. Pro vlastni izolaci alkaloidli byla vybrana frakce
¢islo 6 (1,56 g), ktera byla zpracovana spolecné s kolegyni E. Kohelovou. Pfed samotnym
zpracovanim byl vzorek podroben GC/MS analyze, ktera ukazala ptitomnost alkaloidii
ruznych strukturnich typl, pfi¢emz vétSina alkaloidl této frakce nebyla v dobé zpracovani
na nasem pracovisti izolovana. Za vyuziti opakované preparativni TLC byla frakce ¢islo 6
separovana na 4 podfrakce a v ramci moji diplomové prace byla dale vybrana podfrakce 6/1.
Opakovana preparativni TLC a krystalizace vedla k izolaci dvou alkaloidii v ¢istém stavu.
Izolované latky byly na zakladé MS, NMR analyzy a optické otacivosti identifikovany jako
narwedin a lykoraminon.

Na zakladé GS-MS analyzy byl diive narwedin prokazan v alkaloidnich extraktech
rostlin rodu Narcissus (N. poeticus cv. Pink Parasol’”’, N.cv. Virginia Sunrise'®,
N. pseudonarcissus cv. Cardila, N. cv. Katie Heath, N. cv. Jack Snipe’®), Galanthus
(G. nivalis, G. elwesii, G. woronowii'®),  Leucojum (L. aestivum'®),  Zephyranthes
(Z. concolor™), Lycoris (L. aurea, L. radiata, L. quangxiensis®®) a daldich. Narwedin je
relativné Casty alkaloid, ktery se v Amaryllidaceae rostlinach nachazi v nizsich koncentracich.
Izolace probéhla z riiznych druhti rostlin rodu Hippeastrum (H. aulicum, H. calyptratum®"),
dale z cibuli Galanthus woronowii®? a Crinum asiaticum®?.

Lykoraminon byl prozatim identifikovan pouze prostfednictvim GC/MS analyzy
vrodé Narcissus v jediném druhu N. joquilla L.3*. V literatuie je dostupny popis NMR
spektra a to z diivodu snahy o polosyntetickou piipravu této latky z galanthaminu®’. V ramci
této diplomové prace byl lykoraminon izolovan z ptirodniho materidlu poprvé.

Izolované latky ndlezi do galantaminového strukturniho typu a li§i se od sebe pouze

pfitomnosti dvojné vazby vpoloze C4, C4a. Ob¢ slouceniny jsou strukturné blizké

58



galantaminu, Amaryllidaceae alkaloidu, ktery je vyuzivan v terapii AD. Rozdil je vazan
na polohu C3, kde ve struktufe galantaminu nalezneme hydroxylovou skupinu a u latek
izolovanych skupinu karbonylovou. Obecné galantaminovy strukturni typ vykazuje
nejvyznamngj$i inhibi¢ni aktivitu viici AChE, proto se ptedpokladalo, ze by i zde mohla byt
nalezena zajimava aktivita. Bohuzel po podrobeni izolovanych alkaloidii na test inhibi¢ni
aktivity vici erytrocytarni AChE a sérové BuChE latky zajimavou aktivitu neukdzaly. Stejné
tomu bylo u testu na inhibici vii¢i POP u narwedinu, vysledky lykoraminonu na inhibici vici
POP jsou ve fizi méfeni. Dale byly latky testovany ve spolupraci s Ceskou zemédélskou
univerzitou v Praze na protinddorovou aktivitu proti dvéma p-53 negativnim naddorovym
bunéénym liniim kolorektalniho karcinomu Caco-2, HT-29, ani zde nebyla nalezena zajimava
aktivita. V ramci testl na protinadorovou aktivitu bude v nejbliz§Si dobé studovéna 1
cytotoxicita k bunkam zdravym, ktera zatim nemohla byt uskutecnéna v dasledku problému
s kultivaci bun€k. Ve spolupraci s univerzitou v Lisabonu byla studovana antimalaricka
aktivita na jaterni stddium prvoka Plasmodium berghei. Vysledky byly opét negativni.
V blizké dobé se ve spolupraci s Ceskou zemédélskou univerzitou v Praze uskuteéni studie
tykajici se antimikrobialni a antifungalni aktivity izolovanych latek.

V soucasné dob¢ Ize konstatovat, ze izolované latky narwedin a lykoraminon jsou

z pohledu biologické aktivity relativné nezajimavé.
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ABSTRAKT

Hanusova P.: Alkaloidy celedi Amaryllidaceae: isolace, strukturni identifikace, biologicka
aktivita. III. Diplomova préace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2017.

Pro fytochemickou  studii  byla  vybrana  rostlina  Narcissus  cv.
PROFESSOR EINSTEIN za tucelem izolace alkaloidi z celedi Amaryllidaceae a zjiSténi
jejich biologicke aktivity. Z 34 kg Cerstvych cibuli byl ptipraven alkaloidni extrakt, ktery byl
nasledn¢ zpracovavan pomoci sloupcové chromatografie. Preparativni tenkovrstva
chromatografie a krystalizace byla pouZita k izolaci latek z podfrakce 6/1. Podaftilo se izolovat
dvé latky v Cistém stavu a na zékladé jejich MS, NMR analyz a optické otaivosti byly
oznaceny jako narwedin a lykoraminon, patfici do galantaminového strukturniho typu.
Lykoraminon byl z ptfirodniho materialu izolovan vibec poprvé. Latky byly testovany
na inhibic¢ni aktivitu vii¢i AChE, BuChE a POP. Déle byly provedeny testy na protinadorovou
aktivitu proti dvéma gastrointestinalnim rakovinnym bunéénym liniim Caco-2, HT-29
(kolorektalni karcinom) a antimalarickou aktivitu. Bohuzel u alkaloidi narwedinu

a lykoraminonu nebyla nalezena zddna zajimava aktivita.

Klicova slova: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Amaryllidaceae, narwedin,

lykoraminon, biologickéa aktivita.



ABSTRACT

Hanusova P.: Alkaloids of Amaryllidaceae family: isolation, structural identification,
biological activity. III. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec
Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Kralové, 2017.

For phytochemical study was selected plant cultivar Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN. The aim of the work was to isolate Amaryllidaceae alkaloids in pure form
and screening of their biological activities. Summary alkaloidal extract was prepared
from 34 kg of fresh bulbs and separated by column chromatography. Preparative TLC
and crystallization were used for the isolation of substances from subfraction 6/1. Two pure
alkaloids of galanthamine structural type were obtained. The alkaloids were identified based
on their MS, NMR analysis and optical rotation as narwedine and lycoraminone.
Lycoraminone has been isolated for the first time from natural source. Both substances were
tested for their acetylcholinesterase, butyrylcholinestease and prolyl oligopeptidase inhibition
activity. Anticancer activity against two gastrointestinal cancer cell lines Caco-2 and HT-29
(colorectal adenocarcinoma) and antimalarial activity has been also measured. Unfortunately,

none of isolated alkaloids showed some significant activity in biological assays.

Keywords:  Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Amaryllidaceae, narwedine,

lycoraminone, biological activity.



