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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAs Amaryllidaceae alkaloidy

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

APP amyloidni prekurzorovy protein
AB 3-amyloid

BACE 1 3-sekretasa 1

BDNF mozkovy neurotroficky faktor
BuChE butyrylcholinesterasa

CREB transkrip¢ni faktor

DMT doplikova modifikujici terapie
EI elektronova ionizace

ESI ionizace elektrosprejem

GC plynové chromatografie

GFAP gliovy fibrilarni kysely protein
GSK-38 glykogen syntasa kinasa-303
HPA hypotalamus — hypofyza — kiira nadledvin
HPLC vysokouc€inna kapalinova chromatografie
1AChE inhibitory acetylcholinesterasy
iBuChE inhibitory butyrylcholinesterasy
MS hmotnostni spektrometrie
NFTs neurofibrilarni klubka



NMDA

NMR

POP

PSEN1

PSEN2

TLC

N-methyl-D-aspartatové receptory
nukledrni magnetické resonance
prolyloligopeptidasa

presenelin 1

presenelin 2

tenkovrstva chromatografie



1 CiL PRACE

Cilem prace bylo =ziskat alkaloidy zcibuli rostliny Zephyranthes citrina z Celedi
Amaryllidaceae za uCelem testovani jejich biologickych aktivit spojenych zejména s terapii
Alzheimerovy choroby. Dil¢im cilem bylo ur€eni pfesné struktury izolovanych alkaloidi na
podkladé jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti, které¢ byly nasledné porovnany s literaturou.

Po analyze a vyhodnoceni vysledkti bylo dalSim cilem sepsani a obhajeni diplomové prace.



2 UVOD

Uz v davnych dobdch mély rostliny dulezitou roli na poli mediciny a védy. V tradi¢ni
medicin€, kterou znaly civilizace uz dlouhou tadu staleti pfed narozenim JeziSe Krista, se
vyuzivaly rostlinné struktury, které jsou v moderni medicin¢ vyuzivané dodnes nebo alespon
vychazeji z jejich ptivodni struktury, napt. papaverin, morfium, kokain, taxan. V rozvojovych
zemich se tradi¢ni medicina vyuziva stdle a neodmysliteln¢ patii k Zivotu tamnich lidi.
Rostliny byly vzdy soucasti lidské evoluce, sbér a vyuziti 1éCivych rostlin je tradice, ktera nas
doprovazi fadu let. NejranéjSim piipadem, kdy mizeme najit prvni pokusy o samoléceni, je
pribéh ledové muze z italsko-rakouskych Alp. V jeho stfevech se nasly vajicka bicikovce,
pravdépodobné trpél silnymi gastrointestinalnimi kfeCemi a anémii. Proto se u n¢ho nasla
houba jménem biezovnik obecny, ktery byl diive vyuzivan jako silné projimadlo. Nejstarsi
dochovany dokument, kde se piSe o rostlindch, pochdzi z Mezopotdmie. Egyptané sepsali
svoje poznatky na papyrus, nejzndméjsi dilo je Ebersiv papyrus, ktery byl nalezen kolem
roku 1500 pfed nasim letopoctem. Najdeme v ném seznam nemoci, empirické a také
symbolické metody 1é¢by. V Evropé se Gerpalo z dila nazvaného De materia medica. V Recku
byl povaZovan za nejvyznamnéjsiho 1écitele a otce mediciny Dioscoridés, za svij Zivot popsal
vice nez 600 rostlin. DalS§im vyznamnym feckym védcem byl Hippokratés z Kosu, jako prvni
sepsal dilo o ¢eledi Amaryllidaceae, doba se datuje okolo 4. stoleti pfed naSim letopoctem.
Hippokratés vyuzival pifi svych lécebnych metodach olejovou emulzi z Narcissus poeticus,
kterd méla slouzit k 1é€bé nadorti d€lohy. Dilezitym milnikem na poli objevii novych
1é¢ivych rostlin bylo objeveni zemi tzv. nového svéta, odkud byly dovezeny nové druhy
rostlin 1 plodin. Obrovska Skala novych lé¢ivych rostlin a zavadéni novych lécebnych metod
dala vzniknout dal$i vyznamné postave na poli Iékaistvi. Dulezitost Theoprastuse Bombastuse
z Hoheinhaimu, zndméjsiho pod pseudonymem Paracelsus (1493—1541), nespocivala pouze
v psani dél, ale pfredevSim v jeho pfistupu k lé€ebnym metoddm a objevovani novych
1ékatskych postupii. Do praxe zavedl 1é€bu pomoci minerdlti a vyzyval k extrakci ucinnych
latek ze zvitat a rostlin. Ackoli jeho nazory a myslenky se v jeho dob¢ nesetkaly s tspéchem a
byly z velké €asti nepochopeny, v dneSni dob€ je vnimame jako samoziejmost, bez které by
se védecky vyzkum nerozvinul do takovych podob, jako ho zndme ted’. V 17. a 18. stoleti se
znalosti o 1é¢ivych rostlinach rozsitily, ale vSechny pokusy o ziskani latek z rostlin dopadly
Spatné. Az v 19. stoleti doSlo k rozvoji védy nazyvané fytochemie. V roce 1804 némecky
chemik Sertiirner izoloval alkaloid morfin z Papaver somniferum. Dulezitou rostlinou drogou,

kterd se pouziva dodnes, se stala kyselina acetylsalicylova, kdy jeji struktura byla ptivodné



odvozena ze struktury vyizolované z kiry vrby Johannesem Buchnerem. Ve 20. stoleti byl
milnikem ndhodny objev antibakterialnich 1é¢iv. Ve snaze napodobit Gi¢inky antibakteridlnich
1é¢iv, vznikl novy obor syntetickd chemie, kde se vyuziva rostlinnych struktur jako predloh
pro vyrobu léciv syntetickych. Doslo tak na poli vyzkumu i vyrobé 1é¢iv k velkym pokrokiim

a diky nim mtzeme 1é¢it obtizné nemoci, které se pred 70 lety zdaly nemozné.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae

Nejstarsi diikaz o celedi Amaryllidaceae pochazi ze 4. stoleti naseho letopoctu. Z této celedi
bylo izolovano nespocet sekundarnich metabolitti (flavonoidy, chalkony, lignany, terpenoidy).
Nejvyznamné;jsi slozkou celedi jsou alkaloidy, které tvoii pfevaznou cast biologické aktivity
rostliny. Nejznamé&jsim alkaloidem je galanthamin. Uginek alkaloidu galanthaminu je dan
jeho inhibi¢niho aktivitou k enzymu acetylcholinesterase (AChE), kterd hraje dilezitou roli
v Alzheimerové chorobé (AD). Na zakladé provedeni mnoha studii bylo zjiSténo, ze
nejucinnéjSimi typy alkaloidii v této Celedi jsou typy: narciklasinovy, lykorinovy a krininovy
(1). Tyto alkaloidy nemaji pouze inhibi¢ni aktivitu a nemusi byt vyuzity pouze v 1écbé AD,
ale diky tomu, ze jevi i ucinky antivirové, antifungalni, antimalarické, antibakteridlni,
Amaryllidaceae obsahuje piiblizné 1100 druhti rostlin a ty jsou rozdéleny do zhruba 75 rodu.
Jsou to vytrvalé suchozemské rostliny s podzemni cibuli, fid¢eji je najdeme i s oddenkem.
Vyskytuji se nejcastéji v tropech a subtropech, centrum diverzity se nachdzi v Jizni Americe
nebo vjizni Africe. V Ceské republice mizeme najit snéZenku (Galanthus), bleduli
(Leucojum) a narcis (Narcissus). Tyto rostliny z nejvétsi ¢asti jejich sekundarnich metabolitil

obsahuji amarylkovité alkaloidy, které maji isochinolinovou strukturu (1; 2).

3.1.1 Charakteristika amarylkovitych alkaloidii a jejich biosyntéza

Zakladni struktura amarylkovitych alkaloidii je odvozena od aminokyselin L-lysinu a
L-fenylalaninu, ze kterych zacina jejich biosyntéza. Alkaloidy jsou slabé baze, pKa se
pohybuje mezi hodnotami 6—9. Vétsina izolovanych alkaloidi obsahuje jeden atom dusiku,
ktery je sekundarni, terciarni i kvartérni. Vyjimku tvofi alkaloidy izolované v poslednich
letech, kdy jejich alkaloidy obsahovaly 2 atomy dusiku, ptfikladem muze byt pallidiflorin (3).
Na pocatku biosyntézy dochazi k enzymatické ptipravé prekurzori. Modifikace
L-fenylalaninu, ktery je katalyzovan L-fenylalaninlyasou (PAL), d4 vzniknout trans-skoficové
kyseling (3). Dalsi dva hydroxylacni kroky vedou ke ztrat€ 2 atoma uhliku za vzniku
3,4-dihydroxybenzyaldehydu (3,4-DHBA). Soucasné se dekarboxyluje L-tyrosin za pomoci
tyrosindekarboxylasy (TYDC) na tyramin. Z tyraminu a 3,4-DHBA vznika meziprodukt

norbelladin, po kterém je tato biosyntetickd cesta pojmenovana. Pokud je norbelladin chranén
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methylem (O-methylnorbelladin), mtize dojit k intramolekularnimu oxidativnimu spojeni za
vzniku nékolika typli amarylkovitych alkaloidii. Podle vzniku spojeni (ortho—para, para—
para, para—ortho) vznikd 9 zékladnich strukturnich typt amarylkovitych alkaloidi:
lykorinovy (lykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazzetinovy (tazzetin), pankratistatinovy
(pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin), krininovy (krinin), haemanthaminovy

(haemanthamin) a belladinovy (belladin) (1; 3).

3.1.2 Zakladni strukturni typy alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae

Uplynulo zhruba 150 let od izolace prvniho alkaloidu lykorinu, za tuto dobu bylo izolovano
na dalSich 600 amarylkovitych alkaloidi, které se fadi do vice nez 9 strukturné popsanych
typt této Celedi. Literatura popisuje fadu dalSich amarylkovitych alkaloidii, které byly

izolovany v riznych podc¢eledich, ale v rostliné jsou ve stopovém mnozstvi (plikaminovy,

galasinovy typ) (1).

e Belladinovy strukturni typ potvrzuje spravnost biosyntézy norbelladinového typu a
najdeme ho v mnoha rodech c¢eledi Amaryllidaceac (Crinum, Nerine). Do této
strukturni skupiny patii 1 kraugsodin, ktery je pfedstavitelem konkrétni Shiffovy baze,
nachazejici se v ptirodeé (1;4).

e Lykorinovy strukturni typ je tvofen pyrrolo[d,e]phenantridinem. Je to nejrozmanité;jsi
skupina amarylkovitych alkaloidii, dosud bylo izolovano 120 strukturné podobnych
typt (4).

e Homolykorinovy typ je odvozen od struktury benzopyrano-indolu. Prozatim bylo
odvozeno a izolovano na zhruba 80 alkaloidii, které mtizeme rozdélit na dvé skupiny
podle toho, jestli obsahuji nasyceny nebo nenasyceny kruh mezi uhliky C3 a CA4.
Slouceniny s nasycenou vazbou mezi uhliky C3 a C4 jsou velmi vzacné a vyskytuji se
ptevazné v rodu Clivia (1;4).

e Krininovy typ je odvozen od struktury 5,10b-ethanophenantridinu. Hlavni
charakteristikou je, Ze obsahuji ethanovy miustek, ktery pfemostuje molekulu
v polohach N5 a C10b. Krininovy typ ma ethanovy mustek v absolutni konfiguraci
beta a jeho dal§im typickym znakem je pfitomnost dioxalanového kruhu na uhlicich
C8 a C9, ptipadné mizeme nalézt na uhlicich methoxy- nebo hydroxy- skupinu. Patii

sem alkaloidy jako: krinisin, krinin, makowin, powellamin (1;4).
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Heamanthaminovy typ také vychazi ze struktury 5,10b-ethanophenantridinu, ale
substituovany jsou hlavné uhliky C3, C6 a CI11 hydroxy- , methoxy- a acetoxy-
skupinami. Dalsi dtlezitou charakteristikou je pfitomnost ethanového mustku, ktera se
nachdzi v absolutni konfiguraci alfa (1;4).

Narciklasinovy strukturni typ byl popsén uz v roce 1967. Ve své struktufe obsahuje
dvé¢ zékladni struktury fenanthridinu a isokarbostyrilu, dusik je soucasti amidové
skupiny a diky tomu maji tyto alkaloidy slabé kysely charakter. Dosud bylo
identifikovano na 30 alkaloidi narciklasinového typu riznych druhiti v rodech
Zephyrantes, Habrantus, Lycoris a Pancratium. Je bézna jejich substituce na uhlicich
Cl, C2, C3, C4, C7 a C10b hydroxy-, methoxy-, hydroxybutanoyl- a glukosyl-
skupinami. Alkaloidy jsou nadéale studovany pro svoji protinddorovou aktivitu.
V rostlinach se nachéazeji ve velmi malych mnozstvich, proto byla navrzena jejich
totalni chemicka syntéza (4).

Montaninovy strukturni typ tvofen 5,11-methanomorphanthridinovym skeletem. U
vétSiny latek je ptitomen 5,11-methanovy mustek v konfiguraci alfa a vodik na uhliku
C4a v konfiguraci beta. V literatufe se vede diskuze, jestli tyto latky jsou opravdu
pfirodniho plivodu nebo jestli se nejednd o izolacni artefakty. Strukturni variabilita je
dana substituci na uhlicich C2, C3 a C4b diky hydroxy- a methoxy- skuping.
Alkaloidy toho strukturniho typu byly popsdny v rodech Lycoris, Pancratinum,
Narcissus, Haemanthus a Hippeastrum (1;4).

Tazzetinovy strukturni typ je tvofen benzopyranovym kruhem, dvojnou vazbu
najdeme mezi uhliky C1 a C2. Mezi uhliky C8 a C9 je dioxalanovy kruh. Podle
nékolika publikaci tazzetin vznika v bazickém prostiedi intramolekuldrnim
pfeskupenim pretazzetinu, v pfipadé této latky by se mélo jednat o izolacni artefakt.
Z téchto diivodl je pretazzetin upiednostiiovan pred tazzetinem jako hlavni zastupce
této struktury alkaloidd. V rostlinich najdeme pretazzetin pouze ve stopovém
mnozstvi. Najdeme ho v rodech Narcissus, Galanthus, Crinum a Lycoris (1;4).
Galanthaminovy strukturni typ je tvofen benzofurobenzazepinem. Strukturni
rozmanitost je ddna riznymi substituenty na uhlicich C3, C9, C11 a dusiku. Od téchto
alkaloidi byly odvozeny 1 jim odpovidajici N-oxidy. RozliSujeme dva podtypy
alkaloidd: galanthaminovy typ s dvojnou vazbou mezi uhliky C4 a C4a a
lykoraminovy typ s nasycenou vazbou mezi uhliky C4 a C4a. Béhem izolace miize

galanthamin vlivem svétla, kyselin nebo vzduchu konvertovat na galanthamin N-oxid,
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epi-galanthamin, narwedin, 3,4-anhydrogalanthamin a dalsi latky, diky tomu se miize
jednat o dalsi izolacni artefakty (4).

e Isminovy strukturni typ vychazi z fenanthridinu, ktery je vice ¢i méné modifikovan.
Pokud dojde k rozstépeni vazby mezi N5 a C6 v molekule fenanthridinu, ziskdme
strukturu isminu nebo O-methylisminu. Za fenanthridinovy alkaloid by se dal
povazovat i1 alkaloid asiatikumin B, ktery ve své molekule obsahuje dal$i atom
kysliku. Alkaloidy tohoto typu byly izolovany zrodt Galanthus, Pancratium a
Zephyrantes (1;4).

3.1.3 Prehled fytochemicky studovanych druhii rodu Zephyranthes

Rod Zephyranthes se vyskytuje na zapadni polokouli a najdeme ho ve vyssich nadmotskych
vyskach jako je Mexiko a Argentina. Nékteré druhy se stale vyuzivaji jako okrasné kvétiny
v zemich Indie, Havaji a Indonésie. Pouzivaji se cibule, listy i celé rostliny riiznych druht
Zephyranthes (2). V tradi¢ni mediciné se pouzivaly pii 1é¢be rakoviny prsu (Z. parulla, Z.
rosea), odvar z listdl se pouzival k 1é¢bé cukrovky (Z. candida) a v Ciné se pouzival k 1é¢bé

kojenecké ktece, epilepsii a tetanu (44).

Nasledujici kapitola uvadi nejvyznamnégjsi studované druhy rodu Zephyranthes, ze kterych

byly izolovany amarylkovité alkaloidy.

3.1.3.1 Zephyranthes citrina

Zephyranthes citrina Baker (Obr. 1-3) je jednod€lozna rostlina z ¢eledi Amaryllidaceae, ktera
se sklada z 85 rodd, ve kterych nalezneme ptes 1100 druhl. Vyskytuje se v tropickych a
subtropickych oblastech, kde byla péstovana jako okrasnd rostlina pro barevné kvéty a vonné
oleje. Lécivé vlastnosti téchto rostlin byly definovany jiz ve 4. stoleti pfed nasim letopoctem
Hippokratem z Késu. Ten pouzival olej z narcisu k 1é¢bé nadort délohy. Prvni amarylkovity
alkaloid byl lykorin, izolovan v roce 1877 a dal$i zastupci amarylkovitych alkaloid vzbudily
zdjem diky své protinddorové, antibakteridlni, antimalarické, antivirové, analgetické,
antimykotické a anti-AChE aktivité. Zephranthes citrina, ktera byla popsana Bakerem v roce
1882, se péstuje v jihovychodnim Mexiku, Haiti a Kubé¢. 1zolaci alkaloidii z mnoha ziskanych
studii, se zjistila pfitomnost latek jako je lykorin, lykorenin, galanthin, haemanthamin,
oxomaritidin, maritidin, vittatin, narcissidin (5). Novy alkaloid z této rostliny narcieliin

vykazoval nejslibnéjsi inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE 1 butyrylcholinesterase (BuChE) a byl

Ctyfikrat ucinnéjsi v inhibici BuChE nez narcimatulin (2). Nedavno také doSlo k izolaci
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novych alkaloidi pojmenovanych jako carltonin A a carltonin B z Narcissus pseudonarcissus.
Jejich struktura je velmi podobnd molekulam s galantindolovym jadrem, jen se lisi
aromatickou substituci na kruhu A, kde pravé tato ¢ast molekuly je zodpovédna za vysokou
inhibi¢ni aktivitu (2). U struktury narcieliinu, ktery ma velice sloZitou strukturu molekuly
slozenou ze dvou zakladnich stavebnich pilifi galanthaminu a galantindolu, se potvrdilo
BuChE. Dals$im vyznamnym alkaloidem vyskytujicim se v Z. citrina je haemanthamin, jeZ je
zarovenn nejvice pievazujicim strukturnim typem alkaloidd vrodu Zephyranthes.
Haemanthamin je intenzivné studovan pro své protinadorové vlastnosti a pouziva se jako

vychozi materiél pro pfipravu dalsich derivata jako inhibitort BuChE a AChE (1;5).

Zephyranthes citrina

» Allen Bogtmian—sis ——

Obr. 1 Zephyranthes citrina — cela rostlina (6)
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Obr. 2 Zephyranthes citrina — kvéty (7)

Obr. 3 Zephyranthes citrina — koten, cibule, stonek, kvét (7)
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3.2 Biologicka aktivita alkaloidi rodu Zephyrantes
V této kapitole je zminéno nékolik vybranych strukturnich typt alkaloiddi zrodu
Zephyranthes, u kterych je dale popséna jejich biologicka aktivita souvisejici s moznou terapii

AD.

3.2.1 Lykorinovy strukturni typ

Hlavnim zastupcem toho strukturniho typu je lykorin, ktery se nachazi ve vSech rostlinnych
zastupctl rodu Zephyranthes (Z. citrina, Z. rosea, Z. carinata, Z. candida, Z. concolor, Z.
minuta, Z. texana, Z. robusta, Z. tubisphata, Z. flava) (1). Pomoci Ellmanovy metody, ktera se
vyuziva ke kvantifikaci inhibi¢ni aktivity AChE, bylo zjisténo, ze lykorin vykazuje
potencialni neuroprotektivni aktivitu a ma moznost chranit primarni kortikalni neurony proti
glutamatem indukované excitotoxicité (8). Ma velmi slibné i protinddorové ucinky, které
vyplyvaji z jeho struktury pyrrolofenanthridinu, kterd je zdsadni pro cytotoxickou aktivitu.
Narusenim této struktury dojde ke ztraté aktivity (9). Ty samé protinddorové ucinky vykazuje
i latka pseudolykorin, kterd se nachazi v rostlinach Z. carinata, Z. tubisphata a Z. flava (1).
Dal$im vyznamnym zéastupcem toho strukturniho typu je galanthin, ktery byl objeven
v rostlinach jako Z. carinata, Z. citrina, Z. minuta a Z. robusta (1). Bylo zji§téno, ze galanthin
ma velice slibnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE 1 BuChE v nizkomolekularnich koncentracich
(ICso = 6,10 uM) (1). Podle analyzy se rovnéz zjistilo, Ze galanthin ma oproti galanthaminu
odliSny zptsob prezentace na periférnim anionotovém vazebném misté¢ enzymu. Vaze oproti
galanthaminu jiné konce aminokyselin (AMK) a diky vazbé PAS (peripheral anionic site),
kterd pusobi na katalytickou uU¢innost enzymu tim, Ze muize zachycovat substraty nebo
inhibitory na cesté k aktivnimu mistu, a také usnadiiuje ukladani a agregaci amyloidniho
proteinu v mozku. V disledku toho miize galanthin navdazany na PAS inhibovat tvorbu a
ukladéani beta-amyloidu (AP), coZ z n¢j ¢inni potenciondlné Gcinnou latku pro farmakoterapii
AD. Také se zd4, Ze galanthinovy komplex ma 1 vyrazngj$i stabilitu nez komplex
galanthaminovy (10). Zephykarinatin I byl nalezen v rostliné Z. carinata a vykazoval
inhibi¢ni aktivitu vi€i AChE. Dalsi latkou je zephyranthin, nalezen v Z. candida, ktery jevil
inhibi¢ni aktivitu viici POP (prolyloligopeptidase). POP je zodpovédna za Stépeni molekul,
které obsahuji prolinové zbytky. Jeji vyznam doposud nebyl zcela objasnén a ptesné se nevi,
jaky vyznam sehrava v ukladani AP, ale ziejmé sehrava diileZitou roli v procesech uceni a

paméti (1).
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3.2.2 Homolykorinovy strukturni typ

Dulezitou latkou homolykorinového strukturniho typu je tazzetin, ktery byl nalezen
vrostlinach Z. candida, Z. carinata, Z. minuta, Z. robusta a Z. tubisphata. Vykazuje
podobnou i vyssi hodnotu inhibi¢ni aktivity k AChE jako ma galanthamin (11). Dale tazzetin
vykazoval inhibi¢ni aktivitu ke glykogen-synthase-kinase-38 (GSK-38), jednomu z proteind
zodpovédnych za hyperfosforylaci tau proteinu, ktera je zodpovédna za snizeni

prozanétlivych cytokinti v oblasti hipokampu a neuroprotektivni aktivitu (12).

3.2.3 Narciklasinovy strukturni typ

Narciklasin a pankratistatin jsou dvéma alkaloidy, které vykazuji potencialni protinddorovy
ucinek. Byly izolovany zrostlin Z. flava, Z. candida, Z. carinata, a Z. minuta. Za jejich
protinadorovu aktivitu zodpovidé ptitomnost tricyklického jadra a 8,9-methylendioxyskupina
na kruhu A. Pro aktivitu narciklasinu je potiebnd dvojnd vazba mezi uhliky C1 a CI10b,

protoze aktivita dihydro-derivatd narciklasini je vyrazné nizsi (9).

3.2.4 Galanthaminovy strukturni typ

Vyznamnym alkaloidem galanthaminového strukturniho typu je lykoramin, objeveny
v rostlinach Z. candida, Z. carinata, Z. minuta, a Z. robusta. Jedna se o latku, ktera vykazuje
podobnou hodnotu inhibi¢ni aktivity k AChE jako galanthamin (11). Jeho G¢inek nespociva
pouze v inhibici AChE, ale také inhibuje peroxidaci lipidi, ktera je jednim z primarnich
zdrojii zplsobujici poranéni mozku uc¢inkem volnych radikali, které pak piimo poSkozuji
neurondlni membrany. Nadale dokdze zachovat zdravé vlastnosti neurond, redukuje pocet
kondenzovanych jader a podporuje obnovu dendritické struktury (13). V patologickych
stavech AD je hlavnim odpovédnym faktorem AB pro indukci a podporu chronické aktivace
gliovych bunck. Reaktivni astrocyty se stavaji soucasti zanétlivého procesu, kdy zacnou
vyluovat fadu prozéanétlivych cytokinli a mediatori v reakci na depozita amyloidniho
proteinu. Tento zanét nazyvany jako astrogli6za je patologickym znakem AD a dochazi tak
k vysokému nartistu imunoreaktivity GFAP (gliovy fibrilarni kysely protein) v hipokampu.
Bylo zjisténo, Ze lykoramin by mohl mit protizanétlivy Gi¢inek na n&které zanétlivé proteiny
v oblasti hipokampu a zmirnit deficity v prostorové paméti pacientll (12). Nejvyznamnéjsi
zastupcem je galanthamin, ktery byl nalezen v rostlinach Z. candida, Z. carinata, Z. concolor,
Z. rosea, a Z. robusta (1). Vykazuje inhibicni aktivitu vici enzymu GSK-38 (12). Jeho
nejvyznamnéj$im u¢inkem je vysoka inhibi¢ni aktivita vi€éi AChE, diky které byl zaveden 1

do farmakoterapeutické praxe jako jeden z pfednich 1¢kit na AD (8). Galanthamin N-oxid,
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ktery byl izolovan z rostliny Z. concolor, vykazoval mensi inhibi¢ni aktivitu k AChE nez

samotny galanthamin (13).

3.2.5 Krininovy strukturni typ
Alkaloidem krininového typu je powellin, izolovany ze Z. tubisphata. Powellin byl testovan
jako jediny pro inhibi¢ni aktivitu k lidské AChE, ostatni alkaloidy se vétSinou testuji vici

ACHhE elektrického uhote. Vysledek jeho inhibice byl velice Gspésny (ICso = 29,1 uM) (1).

3.2.6 Haemanthaminovy strukturni typ

Hlavnim zastpucem haemanthaminové struktury je haemanthamin samotny, ktery byl
izolovan zrostlin Z. citrina, Z. carinata, Z. rosea, Z. minuta, Z. texana, Z. robusta, Z.
candida, Z. concolor, a Z. tubisphata. Studie ukdzala, Ze ma velice vyznamné protinddorové
ucinky diky strukturnim zékladiim vychazejici z fenanthridinového jadra a ptitomnosti 5,10b-
ethanového mustku, ktery se naléza v konfiguraci a. Kdyby se ethanovy mustek nachazel
v konfiguraci B, jeho cytotoxicka aktivita by byla vyrazné€ nizsi (1). Déale se haemanthamin
vyuziva jako vychozi material pro ptipravu inhibitort BuChE/AChE (2). DalSimi zastupci
tohoto typu jsou alkaloidy maritidin a epimaritidin, které byly nalezeny v rostlinach Z. citrina,
Z .rosea, Z. robusta, Z. tubisphata a Z. flava (1). Maritidin nevykazoval zddné hodnoty
inhibice vli¢ci AChE nebo BuChE, ale zato vykazoval velice zajimavou cytotoxickou aktivitu
proti buikdm adenokarcinomu tlustého stfeva, karcinomu plic a karcinomu ledvinovych
buné¢k. Jeho strukturni analog 8-O-demethylmaritidin vykazoval inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE

(14).

3.2.7 Plikaminovy strukturni typ

Alkaloidem plikaminového strukturniho typu jsou zephykarinatin A, B a G, které byly
objeveny v rostlin€ Z. carinata. Alkaloidy byly testovany na pfitomnost inhibi¢nich aktivit
viuci AChE a testy byly uspésné. Zjistilo se, ze jejich inhibi¢ni aktivity viici AChE jsou nizsi
nez tfeba aktivita samotného galanthaminu, ale jejich struktura by se mohla potencialné

vyuZit k pfipravé G€innéjSich derivatl pro terapii AD (1).

3.2.8 Montaninovy strukturni typ
Zastupcem montaninového strukturniho typu je samotny montanin, ktery byl izolovan
zrostliny Z. tubisphata (1). Alkaloidy montaninového typu nesou unikatni pentacyklické

5,11-methanomorphanthridinové uskupeni, které nese Siroké farmakologické rozmezi pro
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cytotoxické, antimikrobidlni a antirevmatické ucinky, a dale mé vysokou inhibi¢ni aktivitu i

vuci AChE a BuChE (15).

3.2.9 Narcikachninovy strukturni typ

Narcieliin je zastupcem tohoto nové objeveného strukturniho typu, ktery byl izolovan
z Narcissus poeticus a Narcissus pseudonarcissus. Vykazuje dudlni inhibi¢ni ucinnost
k AChE i BuChE (2). Dalsi zastupce narcimatulin byl izolovany z Narcissus pseudonarcissus
a Zephyranthes citrina (1). Ten byl testovan pro svou aktivitu k POP, kdy bylo zjisténo, ze
jeho inhibi¢ni aktivita k POP byla Sestkrat vyssi nez inhibice standardu (ICso = 29,2 uM) (2).

3.2.10 DalSi strukturni typy alkaloidu z rodu Zephyranthes

Zephykandidin I a zephykandidin III byly izolovéany z rostliny Z. candida, strukturni zéklad je
sloZzen ze dvou strukturnich jader molekul typu 7-fenyl-hexahydroindolu a 5,2’-dimethyl-
bifenyl-2-ylaminu. Podle dvou zdkladnich strukturnich molekul tyto dvé latky spadaji do
mesenbrinového strukturniho typu alkaloidi rodu Zephyranthes. Alkaloidy vykazovaly
v testech silnou inhibi¢ni aktivitu k AChE s hodnotou ICso = 8,82 pM. Diky tomu mizeme
strukturni typ molekuly 5,2"-dimethyl-bifenyl-2-ylamin zafadit mezi dal$i potencialni adepty
v terapii AD (16).

3.3 Alzheimerova choroba

Pfiznaky tohoto zavazného neurodegenerativniho onemocnéni poprvé popsal némecky
psychiatr a neuropatolog Alois Alzheimer v roce 1906. Ve stejném roce jako Alois Alzheimer
publikoval rovnéz stejné vysledky psychiatr a neuropatolog Oskar Fischer, pisobici na
prazské psychiatrické klinice, kde se vénoval vyzkumim stejného onemocnéni. AD je
nejCastej$i ze vSech demenci a Ctvrtou az patou nejcastéjsi pfi¢inou smrti (17). Incidence
nemoci stoupd exponencidln¢ s vékem. V soucasnosti postihuje vice nez 36 miliontli pacientd,
v roce 2050 odhaduje svétova zdravotnicka organizace narist na 131 milidonu pacientii. Proto
je nutné naléhavé hledat novou a ucinnou terapii (2). Nejvyznamnéj$i a neovlivnitelny
problém je vzristajici vék. Dal§im neovlivnitelnymi riziky jsou Zenské pohlavi a nizky stupen
dosaZzené¢ho vzdélani v mladi. Rizikové faktory caste€né ovlivnitelné jsou metabolicky
syndrom ve stfednim a pozdnim veéku (obezita, hypertenze, diabetes, zvySend hladina
cholesterolu), koufeni, nadmérna konzumace alkoholu a opakované urazy hlavy v anamnéze.

Mezi mozné rizikové faktory, které zatim nebyly potvrzeny vyzkumy, zahrnujeme i
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perinatalni faktory: porodni véha, nitrod€lozni vyvoj fétu, pocet sourozencti, poradi narozeni a

faktory, které ovliviiuji rist i vyvoj mozku v détstvi (17).

3.3.1 Patofyziologie AD

Patogeneze AD je stile pfedmétem mnohych vyzkumdi, avSak stdle se nepodatilo zcela
objasnit vSechny jeji pfi¢iny a mechanismy. Nicmén¢ existuje nékolik hypotéz, se kterymi se
pracuje. Pravdépodobné se jedna o geneticky heterogenni a multifaktorialni onemocnéni (17).
AD je mnohostrannd porucha, kterd je charakterizovana kumulovanim extracelularnich
B-amyloidnich (AP) plaki, tau patologii, mitochondridlni abnormalitou, snizenim synaptické
plasticity a neurozanétlivymi procesy, které ni¢i neurony a brani tak schopnosti pamatovat si a

ukladat nové informace (8).

Nejsilné€jsim rizikovym faktorem je starnuti, prevalence u jednotlivych pacientli se odhaduje
na 10 % nad 65 let a 40 % u pacientt starSich 80 let (18). Dulezitou roli v onemocnéni hraji
reaktivni formy kysliku, zpiisobujici peroxidaci lipidi bunééné membrany, dale zvySené
hladiny vapniku uvnitt buniky a nadmérnd aktivace receptori po excitaci neurotransmitery

(17).

Aminokyselina L-glutamat je hlavni excita¢ni neurotransmiter a jeji kratkodobé uvoliovani je
dilezité pro procesy uceni a pamét. Jednou z pfi¢in AD je vysokéa koncentrace glutamatu
v buiikdch a v zévislosti na glutamatu se zvySuje i1 hladina vapniku v bufice a vznikne tak
nerovnovaha mezi draselnymi ionty s ionty sodiku oproti hladinam vapniku. Tyto vSechny
procesy prispivaji ke zvySené aktivité nukleas, fosfatas a proteas, coZ vede k apoptoze a smrti

bunkach v neuronech.

Cholinergni hypotéza naznacuje, Ze dochazi ke sniZeni hladiny acetylcholinu v mozku, kdy
také dochazi ke snizeni kognice (8). Makroskopicky nalézdme ztenceni mozkové kiry,
roz$itené sulky a roz$iteni mozkové kiry. Atrofie je i v oblasti hipokampu. U zemftelych
nemocnych nalézame v mozkové tkani dva vyznamné morfologické projevy: extracelularni
amyloidni plaky (nerozpustné AP plaky) a intraneurondlni neurofibrilarni klubicka
(nerozpustny tau-protein). T¢lu vlastni AP vznika z transmembranového amyloidového
prekurzorového proteinu (APP), ktery za normalnich podminek by byl §tépen alfa-sekretasou
na kratké fragmenty o 40 aminokyselindch. Vyzkumy se shoduji, ze pisobi v téle
neuroprotektivné a ziejme¢ ovliviluje neuroplasticitu mozkové tkan€. Nejveétsi zménou

v mozkové tkani u AD zlistavd akumulace tau-proteinu.
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Tau-protein byl poprvé objeven v poloving 70. let 20. stoleti. Jedna se o rozpustny a tepelné
stabilni fosfoprotein, ktery je asociovany s mikrotubuly. Zjistilo se, Ze v mozku pacientl
s Alzheimerovou demenci je tau-protein fosforylovan ctytikrat vice nez v mozku zdravych
lidi. Zmény ve struktuie nebo mnozstvi tau-proteinu ovliviuji jeho roli pfi interakci s tubuly.
Diky poruchdm mikrotubulové sité¢ v ovlivnénych neuronech se oslabuje axondlni transport,
ktery vede k retrogradni degeneraci jez zptisobuje demenci. Tau-konformace a tau-patologie
jsou mozné popsat diky vysokému stupni rozliSeni nukledrni magnetické resonance (17).
Apolipoprotein E (ApoE) je bilkovina, ktery je medidtorem metabolismu lipidii a zaroven se
podili na polymerizaci rozpustnych fragmentd APP. Takto polymerovany AP tvofi jadra,
okolo nich dochazi k neurodegeneraci, vznika gliovy lem a sterilni zanét. V oblasti plaku je
spusténa zanétlivd reakce, uvolnéni cytokinli, volnych radikédlii a dalSich neurotoxickych

produktii.

Z praktického hlediska délime AD podle dvou kritérii: podle zacatku onemocnéni (Casna
forma a pozdni forma) nebo podle dédi¢nosti (familidarni forma a sporadicka forma).
Familiarni formu bereme v Gvahu, jestlize se v rodin¢ vyskytuje AD minimalné ve dvou po
sobé¢ jdoucich generaci. Sporadickou formou rozumime formu bez rodinného vyskytu. Mén¢
nez 5 % pacientll trpi formou s casnym zac¢atkem a familiarnim vyskytem, 15-25 % mé formu
s pozdnim zacitkem a familidrnim vyskytem, 75 % trpi sporadickou formou s pozdnim
zaCatkem. Dosud byly popsany pouze 4 geny, kdy jejich mutace vede k familidrni AD
s Casnym zacCatkem: jedna se o amyloidovy prekurzorovy protein lokalizovany na
chromozomu 21, onemocnéni zafind kolem 49. roku véku; presenilin 1 (PSENI),
lokalizovany na chromozomu 14, onemocnéni za¢ind kolem 44-46 roku a postizeno je cca
315 rodin; presenilin 2 (PSEN2) na chromozomu 1, zaatek onemocnéni kolem 58-59 lety a
postizeno je kolem 18 rodin; poslednim genem je gen pro tau-protein lokalizovany na

chromozomu 17 (17).

Pro stanoveni diagn6zy AD musi byt splnéna obecnd kritéria pro demenci a zarovenn musime
vylouéit jinou moznou pfi¢inu demence, napi. infekéni onemocnéni, cerebrovaskularni
onemocnéni, normotenzni hydrocefalus, Parkinsonova nemoc, Huntingtonova nemoc,
nedostatek vitaminu B12 nebo nedostatek kyseliny listové. Proto by méli pacienti
s poruchami paméti podstoupit alespont vySetteni CT mozku (pro vylouceni jiné pficiny
demence — tumory, intrakranidlni hematomy nebo vaskularni poruchy), vySetfeni pomoci
metody SPECT/PET pro detekci hypometabolismu parietalnich a temporalnich lalokt. DalSim

dalezitym vysetienim je psychologické a klinické testovani k posouzeni kognitivnich
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kategorii jako je pamét, pozornost, vnimani, fe¢, konstrukéni dovednosti, prostorova
orientace, schopnost fesit problémy a schopnost normalniho fungovani. Je nutné dostatecné
vyuzit vSechny testovaci metody jako Addenbrooksky test, ktery ma v sobé zndmy test

MMSE (Mini-Mental State Examination).

Faktory podporujici diagnézu pravdépodobné AD jsou pozitivni rodinnd anamnéza, snizeni
specifickych kognitivnich funkci a motorickych dovednosti, prikkaz mozkové atrofie
zobrazovacimi metodami (CT, MRI), postupné zhorSovani schopnosti aktivit denniho Zivota,
poruchy nalady — deprese, poruchy spanku — nespavost a obraceny spankovy rezim, poruchy
vnimani a mysleni, sexudlni poruchy, neurologické ptiznaky, poruchy chiize, svalova rigidita,
myoklonus, epileptické zachvaty, inkontinence a kachektizace. Nesmime také opomenout
nova diagnosticka kritéria jako poruchy epizodické paméti, likvorovy triplet proteinti (vzestup
tau a fosfo-tau-proteinu a pokles AP), na MRI scanu sniZzeny objem hipokampu, rozsifeni
temporalnich rohti postrannich komor, metoda PET — zjisténi depozit AP v kortexu a
prokazani hypometabolismu frontoparietdln€. Pozornost také musime vénovat biomarkerim
AD a mechanismiim vedoucim k poSkozeni neuroplasticity a neurogeneze.
Imunoneuroendokrinni a neurochemické cesty vedouci k neurodegeneraci jsou propojeny pies
vzajemné ovliviiovani funkci neurotransmitérovych systémi a osy hypotalamus — hypofyza —
kira nadledvin (HPA). Patofyziologické mechanismy AD zvySuji aktivitu osy HPA,
chronické zanétlivé procesy, zvySeny oxidacni a nitrosacni stres, naruSenou neuroplasticitu a
neurogenezi. Biologicky aktivnimi molekulami studovanymi pifi patogenezi AD jsou
glukokortikoidy, prozanétlivé cytokiny, transkripéni faktor (CREB) aktivovany diky odezvé
na zvySeni cAMP (cyklicky adenosin monofosfat), mozkovy neurotrofni faktor (BDNF) a
GSK-3B. Biochemické markery jsou odebirany z periferni krve a fadime k nim: uptake
serotoninu do krevnich desticek, aktivitu monoaminooxidasy, plazmatickou koncentraci
homocysteinu a kortizolu. Dilezitym markerem aktivity osy HPA je zvySeny plazmaticky
kortizol. Kortizol je syntetizovan z cholesterolu v kiife nadledvin (17). Hlavnimi stimuly pro
jeho uvolnéni jsou stres, adrenalin, vasopresin, pyrogeny, bolest a hypoglykémie. Denni
produkce kortizolu ma diurdlni rytmus, kdy maxima dosahuje mezi 7. a 9. hodinou rano a
minimum ma mezi 16. a 18. hodinou. Vyssi hladina kortizolu je tedy asociovdna s porusenou
deklarativni pamétovou funkci i u osob bez znamek demence a vysokd koncentrace slinného

kortizolu predikuje pokles pamét'ovych schopnosti pro nejblizsi 2—3 roky.

Pro regulaci mozkovych funkci je urCujici degradace a zpétné vychytdvani monoaminovych

neurotransmitert, coz je zajisténo monoaminooxiddsou (MAQO) a membranovymi pienaSeci.
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Vedlejsim produktem reakci katalyzovanych MAO jsou latky s neurotoxickym potencidlem
jako je peroxid vodiku, aldehydy a amoniak. Proto jsou inhibitory MAO u¢inné v terapii
ruznych neuropsychiatrickych poruch, zeslabuji oxidacni stres a maji dobry antidepresivni a

neuroprotektivni ucinek.

Druhym dulezitym markerem, ktery se podili na aktivit¢ osy HPA, je jiz zminény
homocystein, ktery se vyskytuje v zivych buiikdch vSech vysSSich organismi a ucastni se
zakladnich zZivotnich procesi (hospodateni s kyslikem, fizeni tvorby energie, syntéza a
recyklace klicovych metaboliti a rozmnozovani bun¢k). Normalni hodnoty homocysteinu
jsou az do 40 let veéku stabilni, pak razem za¢nou prudce stoupat, pfedev§im po 70. roce veku.
Metabolismus homocysteinu zavisi na piitomnosti vitamini B, nedostatek téchto vitamina

vede ke zvySujici se koncentraci homocysteinu samotného.

U pacientii s AD byla zjisténa atrofie mediotemporalniho laloku a zmenseni $itky hipokampu,
coz je povazovano za hlavni pfi¢inu poruch paméti. Vliv hyperhomocysteinémie na mozkové
cévy a neurony je obrovsky, pficemz bylo potvrzeno, ze hlavni roli v téchto zménéch hraje
oxidativni stres (17). Nevhodnym faktorem pro rozvoj AD je i polyfarmakoterapie u starSich
pacienti, kterou je potieba kontrolovat, jak pti vydeji 1éCiv bézné v 1ékarné, tak i v ordinacich
pediatrickych 1ékarti. Potencidlné nevhodné léky u AD jsou difenhydramin uZivany
v kombinaci s acetaminofenem pro 1écbu bolesti a nespavosti, benzodiazepiny proti Gzkosti a

anticholinergika (oxybutinin, tamsulosin) na terapii mocové inkontinence (19).

3.3.2 Farmakoterapie

Léky dnesni doby zahrnuji pouze symptomatickou 1é¢bu a jsou urceny k 1é¢be kognitivnich
symptomu (poruchy paméti, poruchy vnimani). Pouzivaji se léky, které se déli na 2 hlavni
skupiny. NMDA antagonist¢ a inhibitory AChE, které jsou odvozeny od struktury
amarylkovitych alkaloidi a jejich hlavnim zastupcem je galanthamin. DalSimi zastupci téchto

1é¢iv jsou rivastigmin, donepezil a takrin (8).

Nejcast¢jSimi nezadoucimi G€inky inhibitortd acetylcholinesteras (1IAChE), které jsou pravé
spojeny s cholinomimetickymi ucinky jsou prijem, nevolnost a zvraceni. Podavani 1¢ki po
jidle muze tyto nezadouci U€inky zmirnit nebo Upln€¢ vymazat. Nezddouci G¢inky postihuji
pfiblizné 5 az 20 % pacienttl, ale vétSinou jsou pfechodné a mirné. Proto terapeuticka davka
1AChE by meéla byt pomalu titrovana v pribéhu mésicti az let na maximalni tolerovanou

davku. TAChE jsou kontraindikovany u pacientl se stavy tézké srde¢ni arytmie, bradykardie,
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synkopy a dale u pacientd s aktivnim peptidickym viedem nebo s krvacenim do GIT.
Galanthamin, rivastigmin a donepezil mohou byt podavany peroralné, ale mizeme se setkat i
s jinymi lékovymi formami, napiiklad rivastigmin se mize podavat ve form¢ transdermalni
naplasti. Farmakokinetika iAChE se liSi primarni cestou eliminace. Dopenezil a galanthamin
jsou metabolizovany ptes jatra, zatimco u rivastigminu je pfitomen jaterni i stfevni
metabolismus. Donepezil a galanthamin inhibuji selektivné i1 reverzibiln¢ AChE, zatimco
rivastigmin je pseudoreverzibilni inhibitor AChE a BuChE. Donepezil ma dlouhy eliminac¢ni
poloc¢as 70 hodin oproti galanthaminu, ktery mé poloc¢as eliminace 6 az 8 hodin. Eliminac¢ni
polocas rivastigminu je velice kratky a zalezi i na zpiisobu podani, jestli se jedna o peroralni

podani 1-2 hodiny nebo transderméalni podani 3—4 hodiny (19).

Takrin, ktery inhiboval pseudocholinesterasu, se mohl podavat jak peroralné tak intraven6zné.
Bohuzel takrin mél obrovské mnozstvi nezadoucich ucinkli jako naptiklad: nevolnost,
zvraceni, prijjem, nemotornost a jaterni cytotoxicitu, takze jeho uzivani bylo nakonec v roce

2013 zcela ukonceno.

Jedinym zastupcem antagonistt NMDA-receptoru je memantin, ktery blokuje zvySené
hladiny patologického glutamatu. M4 nékolik 1ékovych forem jako jsou tobolky s postupnym
uvoliiovanim, roztok anebo tablety, u kterych se musi postupné zvySovat davka, nez se
dosdhne davky udrZzovaci. Memantin se podava pacientlim, ktefi trpi sttedné t€zkou az t€Zkou
AD. M4 spoustu nezddoucich ucinkii: zavraté, bolesti hlavy, zmatenost, prijem, zdcpa; méne
Castymi nezadoucimi ucinky jsou: hypertenze, piibyvani na véze, halucinace, zmatenost,

agresivni chovani, bolesti bficha a inkontinence moci (20).

Léciva necili pouze na enzym AChE, ale i na dalS$i enzym BuchE, ktery je také schopen
hydrolizovat acetylcholin. Hladiny BuChE jsou zvySeny hlavné v pozd&$im stadiu
onemocnéni, proto se BuChE jevi nejen jako dalsi vhodny cil pro obnovu hladin acetylcholinu
v mozku, ale také jako latka modifikujici onemocnéni pouZitelné v prodromalnich stadiich

AD (20).

Dalsi schvalenou 1écbou AD je fixni kombinace donepezilu a memantinu pro pacienty se
sttedn¢ téZkou az té€zkou demenci AD, ktefi jsou stabilizovani terapii donepezilem.
V soucasné dobé na poli klinické farmacie probihd tzv. doplikova modifikujici terapie
(DMT), ktera cili na odliSnd mista v mozkové tkani jako napftiklad tau-protein, AP protein,
tyrosin-kinasové receptory nebo prozanétlivé cytokiny a dale se kombinuje se zékladni 1écbou

AD. Doplitkovou lécbou muzeme chapat latky ze skupiny humanizovanych nebo plné

25



lidskych monoklondlnich protilatek proti AP proteinu, ktery vede ke zvySeni hladiny

amyloidu (gantenerumab, crenezumab) (21).

Cromolyn je 1€k na astma schvéleny americkou FDA a je strukturné podobny anti-
amyloidnim latkdm a pronika krvi pies mozkovou bariéru. Cromolyn je schopen v mozku

snizovat koncentraci a fibrilaci patologickych variant A4 a AB4; (21).

Prolyloligopeptidasa (POP) je cytosolickd serin proteasa, ktera katalyzuje St€peni bioaktivnich
latek obsahujici prolin peptidy na C-konci vnitinich prolinovych zbytkli. Nalezneme ji skoro
ve vSech organech téla véetné mozku. POP souvisi s uenim a pameéti a muze tak predstavovat

zajimavou alternativu v 1écbé AD (2).

Novymi léky na poli farmakoterapie AD jsou lipozomy, které jsou modifikovany sojovym
fosfatidylcholinem, cholesterolem, tetradecyltrifenylfosfonium bromidem s dudlnim plnénim
tokoferolu v lipidové dvojvrstvé a donepezil hydrochloridem v hydrofilnim jadte, ktery se
aplikuje intranazalné. Nanocastice modifikované kationtovym surfaktantem 1épe pronikaji do
mitochondrii motoneuroni a zlepSuji schopnosti uceni a snizeni rychlosti tvorby plaki
v hipokampu. Studie od Eli Lilly se zaméfila na vyzkum bezpe€nosti a ucinnosti pasivni
imunizaci amyloidem, bud’to samostatné nebo v kombinaci s inhibitorem receptori BACE 1.
Oba I¢ky prosly klinickymi studiemi samostatné jako monoterapie, nicméné se bude testovat
jejich synergicky ucinek. Diivodem tohoto vyzkumu je vyvolani imunitni odpovédi na AB a
zpomaleni dalSi produkce apolipoproteinu v mozku. Inhibici BACE 1 se predpoklada, Ze bude
mit v&tsi vliv na amyloidni kaskadu, neZ na zacileni kteréhokoliv jiného samostatného

mechanismu (21).

Novym lékem schvélenym v ¢ervnu roku 2021 americkou FDA je aducanumab. Aducanumab
(Aduhelm®) je monoklondlni protilatka, kterd je selektivni pro agregaty AB. Jedna se o prvni
1¢k, ktery se zaméfuje na zaklad patofyziologie AD. Uéinek aducanumabu je zaloZen na
schopnosti odstranit AB plaky. Rozhodnuti o schvaleni toho I€ku vyvolalo znacnou
kontroverzi, protoze dvé provedené studie vykazovaly odlisné vysledky a byly pochyby i o
jeho bezpecnostnim profilu. Bohuzel tento 1€k neschvalila ani Evropsk4 agentura pro 1é€ivé
piipravky. Navzdory témto kontroverzim se ukdzalo, Ze aducanumab ovliviiuje patologii tau-
proteinu, coz by mohlo oteviit dvefe k novému vnimani 1é€by AD. Ukazalo se, ze
aducanumab se specificky zamé&fuje na agregaty A a méa pravdépodobné neuroprotektivni
aktivitu. Tyto agregaty, zejména rozpustné oligomery, jsou nejvice neurotoxické formy AB,

zatimco monomerni A ma pravdépodobné neuroprotektivni aktivitu a podporuje clearance
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agregatl A spuSténim mikroglidlni fagocytozy. Lék se podava jako intravendzni infuze po

dobu 45—-60 minut kazdy mésic (22).

Dalsi novinkou na poli 1écby AD je lecanemab (LEQEMBI™). Je to humanizovany
imunoglobulin gama 1 (IgG1) proti agregovanym rozpustnym i nerozpustnym formam AB
proteinu. Lécba lecanemabem by méla byt zahdjena u pacientli s mirnou kognitivni poruchou
nebo mirnym staddiem demence a potvrzenou piitomnosti patologie AB. Eliminacni polocas
lecanemabu je 5—7 dni. Podava se v davce 10 mg/kg kazdé 2 tydny. Nezadouci ucinky jsou
hlaSeny u 88,9 % — jedna se o bolest hlavy, cerebralni makrohemoragii, superficidlni siderozu,
sinové fibrilace, synkopa a angina pectoris. Lék byl schvélen 6. ledna 2023 pro 1é€bu AD

v USA v ramci zrychlené cesty schvalovani (23).

Donanemab se ukazuje jako slibny kandidat pro vyznamné snizeni cerebralnich amyloidnich
depozit. Je to humanizovana protilatka ptisobici proti N-zkracenému pyroglutamatovému AR
peptidu v pozici 3. Byly provedeny celkem ctyfi velké studie a do nich bylo zatazeno 396
pacientli ve véku od 69,7 do 75,2 let. Davkovaci rezimy byly poddvany na zdkladé hmotnosti
nebo jako fixni davka a vSe bylo podano intravendzné. Béhem obdobi ptedbézného testovani
byly u Sesti pacientli ze 37-¢lenné skupiny pozorovany nezadouci ucinky na podani infuze
(zimnice, zavraté, horeCka, vyrazka a protilatky v plazmé). Pacienti, kteti byli zahrnuti do
studie, méli prodromalni, mirnou nebo sttedni AD a dosSlo k pfiznivému snizeni hladin AR
plakt, které zaviselo na vychozich hladindch amyloidu, takZe u pacientli s niz§imi hladinami
amyloidnich plaki doSlo k Uplnému vymizeni. DalSimi pfiznivymi G€inky jsou snizena
akumulace celkovych hladin tau a nizsi funkéni/kognitivni pokles. Dalsi studie faze III musi
prozkoumat souhru mezi hladinami amyloidu a tau a stejné tak shrnout vysledky klinickych

studii, aby se ziskaly smysluplné vysledky pro pacienty s AD (24).

Dal§im hracem na poli monoklondlnich protilatek je gantenerumab, plné lidska anti-
amyloidni monoklonalni protilatka. Je to imunoglubulin ze skupiny G1, ktery je navrzZen tak,
aby podporoval clearence amyloidnich plaki v mozku prostiednictvim disociace peptidovych
agregati a fibrilarni clearance AB. Diky kostfe imunoglobulinu dochdzi k aktivaci
mikroglialni fagocytdzy agregované s 3-amyloidem prostiednictvim Fc receptoru gama. Ma
také vliv na sniZeni cerebrospinalni tekutiny v zavislosti na davce a Case, sniZzeni hladiny
tau-proteinu a fosforylovaného tau-proteinu, snizeni synaptického biomarkeru neurograninu a
sniZzeni neurofilamentniho lehkého fetézce (NfL). V klinickych studiich se uvazuje o podavani

gantenerumabu subkutalné, protoZe infuze z hlediska zdravotniho systému je vysoce nékladna

27



a pacient je neustale zavisly na 1ékafi nebo oSetrovateli. Zatim je 1ék ve fazi klinickych studii,
ale jeho potencial a potencial monoklonalnich latek obecné pii farmakoterapii AD je

obrovsky (25).

Nefarmakologicka 1écba AD zahrnuje dietni opatieni, které sehrava dilezitou roli na poli
prevence proti rozvoji demence v pokroc¢ilém stadiu véku. Dietnimi opatienimi se mysli:
omega-3,6 nenasycené mastné kyseliny zajist'ujici spravné ukladani energie a majici klicovou
roli v integrité, vyvoji, udrzovani neuroni a funkci, vcetné¢ synaptickych procesii a
neuronového ristu; rybi olej je vynikajicim zdrojem DHA (dokosahexaenova kyselina), ktera
ma neuroprotektivni G€inky, podporuje synaptickou plasticitu a ma klicovou roli pfi starnuti,

paméti, zraku a regeneraci rohovkového nervu (26).

Dal$imi nefarmakologickymi postupy pfi 1écbé AD je aerobni cviceni, které ma ochranny
ucinek na kognitivni funkce u starSich pacientl. Spanek ovliviiuje fadu biologickych procesii
v organismu, proto je velice dulezitym faktorem pro prevenci AD. V poslednich letech se
vyzkum zaméfil 1 na neuroprotektivni aktivitu spankového hormonu melatoninu. Melatonin
totiz moduluje expresi a funkci sekretasy, zlepSuje neurotoxicitu indukovanou AR a podporuje
clearence Al prostiednictvim lymfatické drendze. Diky melatoninu se zkoumaji 1 alternativni
postupy pii lécbé AD jako je terapie jasnym svétlem anebo agonisté metaloninu: ramelteon,
agomelatin a tasimelteon. Alternativou pro 1é¢bu doprovazejicich symptomid AD jako je

uzkost a deprese, se vyuziva aromaterapie, terapie hudbou anebo ergoterapie (20).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1

4.1.1

Chemikalie, material a instrumentalni vybaveni

Chemikalie pro izolaci a stanoveni struktury alkaloida

Aceton ACS cistota (VWR International, Francie), (Me2CO)

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

Amoniak 25% vodny roztok p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (NHs)

Benzin 1ékaisky RN (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha)

Cyklohexan p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (CsHg)

Diethylamin p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (Et:2NH)

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

Dichlormethan (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (CH:Cl.)

Dusic¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno)

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

Ethanol absolutni ACS ¢istota (VWR International, Francie)

Ethylacetat HPLC gradient (VWR International, Francie) (EtOAc)

n-Hexan (Lach-Ner, Neratovice) (CsHia)

Chloroform ¢&isty (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (CHCls)

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

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

Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (HCI)
Kyselina mravenc¢i LC/MS gradient (VWR International, Francie) (HCCOH)
Kyselina trifluoroctové, ReagentPlus®, 99% (Sigma-Aldrich, Némecko) (TFA)
Kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

Methanol HPLC gradient (VWR International, Francie) (MeOH)

Methanol LC/MS (VWR Intetnational, Francie)

Methanol p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha)

Toluen p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (CsHsCHs)

Uhli¢itan sodny bezvody p. a. (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha) (Na.CO:)
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4.1.2

4.1.4

Chemikalie a enzymy pro méreni inhibice cholinesteras
5,5¢-Dithio-bis-(2-nitrobenzoovd)  kyselina  (Sigma-Aldrich, Praha) (DTNB)
(Ellmanovo ¢inidlo)

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha) (ATCh)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha) (BuTCh)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaH:PO. . 2
H-0)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (DMSO)

Eserin (Sigma-Aldrich, Praha)

Fosfatovy pufr (pH = 7,4), (Sigma-Aldrich, Praha)

Galanthamin (Sigma-Aldrich, Praha)

Hydrogenfoforeénan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na.PHO4)
Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

Lidské rekombinantni acetylcholinesterasa (Sigma-Aldrich, Praha) (#AChE)

Lidska rekombinantni butyrylcholinesterasa (Sigma-Aldrich, Praha) (ABuChE)

Pomocny material pro izolaci a urceni struktury alkaloidi
Analytické TLC desky Silica gel 60 F2s4 20 x 20 (Merck, Némecko)
Bézné laboratorni sklo

Ktemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)
Neutrélni oxid hlinity (63—200 m) (Lach-Ner, Neratovice)

Silikagel Kieselgel 60 GFasa (Merck, Némecko)

Silikagel (63—200 m) (Fluka, USA)

Silikagel susici perly (Ing. Petr Svec — PENTA, Praha)

Rostlinny material

Cerstvé cibule Zephyranthes citrina dodala firma Lukon Glads (Sadsk4, Ceska republika).

Botanick4 verifikace byla provedena prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. Zalozni

vzorek je wuchovan v herbariu Katedry farmakognosie a farmaceutické botaniky

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod kodem: CUFPH-16130/AL-212.
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4.1.5 Pristroje a software

e Spektrometr MS-EI na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; EI
moéd 70 eV; kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA)

e Spektrometr MS-ESI Waters Acquity qDa a detektor s diodovym polem Waters 2998
na HPLC systému Waters Autopurification™ (Milford, USA)

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

e Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

e Rotacéni vakuova odparka (RVO 004, INGOS, Praha)

e Rotacni vakuova odparka pro poloprovozni pouziti (Laborota 20 Heidolph, Némecko)

e Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Némecko)

e UV reader Synergy HT (Biotec, USA)

e GraphPad Prism v. 6,07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava Dragendorffova ¢inidla pro detekci alkaloidu

Zasobni roztok se pripravi smisenim roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné rozpusténé v 80 ml vody) a roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v poméru
1:1. Detekéni roztok pro postfik TLC desek je pfipraven smisenim 10 g kyseliny vinné
rozpusténé v 50 ml vody s 5 ml zasobniho roztoku. Zasobni roztok i detekéni roztok je
skladovan pii teploté 4 °C, nejlépe v lednici a neni zbyte¢né vystavovan slune¢nim paprskiim.
Detekéni roztok s TLC deskami tvoii pfi ndlezu alkaloidii tmavé Cervené az hnédé skvrny na

svétle Zlutém pozadi.

4.2.2 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Preparativni TLC desky byly pfipraveny nalitim a rozprostfenim suspenze komer¢niho
silikagelu Kieselgel 60 GF2ss v destilované vodé na sklenénou desku. Na sklenéné desky
otfeny ethanolem s rozmérem 15 X 15 cm byla nalita suspenze v poméru 6,5 g silikagelu a
18,5 ml vody. Desky byly pied pouzitim vysuSeny volnym ponechanim pfi laboratorni teploté

po dobu miniméln¢ 24 hodin.
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4.2.3 Preparativni TLC

Preparovana smes alkaloidll byla rozpusténa v chloroformu a ethanolu v objemovém poméru
1:1 s jeji vyslednou koncentraci 5-8 % a v tenkém pruhu (1,5 cm od spodni hrany a 1 cm od
okrajii desky) nanesena nandsecim perem na chromatografickou desku. TLC desky byly
vyvijeny v chromatografickych komordch nasycenych parami pouzité vyvijeci soustavy.
Mnozstvi desek pro preparativni TLC bylo pocitano pro kazdou preparativni tenkovrstvou
chromatografii tak, aby mnozstvi délené smési neptesdhlo 3 mg/cm u litych desek a 1 mg/cm
u komer¢nich desek. Po vyvijeni byly desky suSeny voln¢ v digestofi nebo fénem. Detekce
zon byla provedena pod UV svétlem (A = 254 nm, A = 366 nm). Zdéna s alkaloidy byla
detekovana posttikem krajni ¢asti desky pomoci Dragendorffova ¢inidla. Separované zony se
stejnym retencnim faktorem byly vyskrabany a byla provedena eluce separovanych zon.
K separovanym zondm se pfidala kiemelina v poméru 1:1 a doSlo k promyti smési
rozpous$tédly chloroformu a ethanolu (1:1) v chromatografické koloné¢ za snizeného tlaku.
Objem smési elucnich rozpoustédel tvoril 15-ti ndsobek objemu eluovaného adsorbentu. Na
konci byla jesté¢ smés promyta S-ndsobnym objemem cistého ethanolu, aby doslo k uplnému

vymyti latek ze smési.

4.2.4 Analyticka metoda TLC

PribéZna analytickd/kontrolni TLC byla provedena v pribéhu experimentdlni prace za
laboratornich podminek v chromatografickych komorach, které byly nasyceny parami
pfipravovanych mobilnich fazi. PouZzity byly komer¢ni analytické desky TLC Silica gel 60
F254 20 x 20 cm. Desky byly stiithany na vysku 10 cm se Sitkou dle potieby.

4.2.5 Analyticka metoda HPLC/MS-ESI

Vzorky (0,2-0,3 mg) byly rozpustény v 1 ml MeOH Cc¢istoty LC/MS a méfeny pomoci
systému Waters Autopurification™ HPLC/MS (Milford, USA). Piistroj je slozen z modulii
Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, binarni gradientové pumpy Waters
2545, Waters 2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity qDa hmotnostniho
spektrometru. Vzorky byly analyzovany pii laboratorni teploté. Pro separaci byla pouzita
kolona s reverzni fazi XSelect® CSH™ C18 OBD™ (100 mm x 4,6 mm, 5 pm) (Milford,
USA). Jako mobilni faze byly vyuzity voda s 0,1 % kyselinou mravenci (rozpoustédlo A) a
methanol s 0,1 % kyselinou mravenci (rozpoustédlo B) s pratokem mobilni faze 1 ml/min.
Eluc¢ni program s gradientem byl naprogramovan (v/v): 0 min 5 % B, 5 min 100 % B, 8,5 min

5 % B, poté 1,5 min v pocatenich podminkach pro ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametri
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byly MS/ESI byly: kapilarni napéti 0,8 kV; teplota proby byla 600 °C; kuzelové napéti 15 V.
HPLC/MS hmotnostni spektra byla zaznamenana v rozmezi od 200 do 800 m/z. Pro detekci
byl rozsah PDA detektoru nastaven od A= 190 do A= 700 nm. HPLC/MS-ESI analyzy byly

provedeny v pozitivnim iontovém rezimu.

4.2.6 Preparativni HPLC

Mnozstvi vzorku bylo rozpusténo v MeOH Cistoty LC/MS v koncentraci cca 10 mg/ml.
Separace byla provedena na stejném systému jako analytickd HPLC. S podminkami
pfizpisobenymi pro preparacni proces. Byla pouzita kolona s vét§im primérem XSelect®
CSH™ Prep C18 OBD™ (100 mm x 19 mm, 5 um) (Milford, USA). Mobilni faze byly opét
pouzity voda s 0,1 % kyselinou mravenci (rozpoustédlo A) a methanol s 0,1 % kyselinou
mraven¢i (rozpoustédlo B). Pratok mobilni faze byl 25 ml/min s nastfiknutym objemem
vzorku 900 ul a elu¢ni program s gradientem pro prepara¢ni podminky byl nastaven (v/v): 0

min 0 % B, 8 min 26,7 % B, 9 min 0 % B.

4.2.7 Analyza GC/MS-EI

Vzorky pro analyzu (0,2—0,5 mg) byly rozpustény v 1 ml MeOH ¢istoty LC/MS a zmé&feny na
plynovém chromatografu Agilent 7890A GC 5975 s kolonou HP-5. Na kolonu byl aplikovan
objem 1 pl analyzovaného vzorku se splitem 1:10 pfi teploté 280 °C. Pro analyzu byl pouzit
tento teplotni gradient: 0 min 100 °C, 1 min 180 °C, 15 min 300 °C. Nosnym plynem bylo
helium s pritokovou rychlosti 0,8 ml/min. K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr
s elektronovou ionizaci pii 70 eV. Vysledky analyz izolovanych alkaloidi byly porovnany

s knthovnou spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library, USA).

4.2.8 Analyza NMR

Vzorky (5-10 mg) byly rozpustény v CDCls a jejich NMR spektra zméfena na pfistroji
VNMR S500 s frekvenci magnetického pole 499,87 MHz pro jadra 'H a frekvenci 125,70
MHz pro jadra *C. Pro ozafovani a detekci signalu byla pouzita Sirokopasmova dvoukanéalova
gradientni sonda s regulaci teploty OneNMR a hodnota chemickych posunli byla naméfena
jako o ppm (pars per milion) nepfimo vztazena ke standardu TMS (tetramethylsilan) pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla. Pro rozpoustédlo CDCls jsou chemické hodnoty posunu pro
atom 'H 6 = 7,26 ppm a pro atom *C & = 77,0 ppm. Zisk dat z méfeni je uveden v potradi:

chemicky posun 9§, integrovana intenzita svétel 'H, multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet
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dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet) a integracni konstanta J [Hz]. Mé&feni bylo

provedeno za laboratorni teploty 25 °C.

Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty gCOSY, gHSQC, gHMBC a NOESY byly
méieny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry méfeni byly stanoveny

podle mnozstvi vzorku, jeho Cistoty a molekulové hmotnosti.

gCOSY (gradient corelation spectroscopy): crosspeak se objevuje mezi protony, které maji

piimé spojeni proton-proton pies 3 vazby, 3JHH.

gHSQC (gradient heteronuclear single quantum coherence): jedna osa pfedstavuje 1H a druha

13C. Tato spektra predstavuji korelace mezi H a C pies jednu vazbu.

gHMBC (gradient heteronuclear multiple bond coherence): technika, kterd poméha urcit

korelace H s C pies 3 vazby (ptipadné i pies 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 zvysujici se vzdalenosti protond v prostoru.

4.2.9 Meéreni optické otacivosti
Opticka otacivost i1zolovanych alkaloidd rozpuSténych v MeOH byla zméfena pomoci

polarimetru P3000 jako specificka otacivost podle nésledujiciho vzorce:

100. a
) c.l

[al5

kde t je teplota pfi méfeni [°C]; D je vlnova délka D-linie sodikového polarizovaného svétla
(A =589, 3 nm); a je namé&iena opticka otacivost [°]; ¢ je koncentrace dané latky [g/100 ml]; 1

je délka méftici kyvety [dm]. Vysledek byl vypocitan jako primér z péti méfeni.
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4.2.10 Méreni inhibi¢ni aktivity viidi lidskym cholinesterasam

4.2.10.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i cholinesterasam

Ke stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vic¢i rekombinantni ZAChE a
rekombinantni 4#BuChE byla pouzita modifikovand Ellmanova metoda. Mgéfeni bylo
provedeno na 96-jamkovych mikrodestickdch z polystyrenu (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Medium bylo slozeno z 10 pl roztoku cholinesterasy o pottebné
aktivite. 20 ul DTNB (0,1 M) a 40 ul fosfatového pufru (0,1 M). Roztoky testovanych
alkaloidi (10 pl v nékolika koncentracich potiebnych k sestrojeni inhibicni kiivky ICso) byly
5 min v testovacim mediu preinkubovany a poté bylo pfidano 20 ul substratu (0,01 M ATCh,
nebo BuTCh), které zah4jilo reakci. Méfeni probihalo 1 min pfi vlnové délce svétla A =
412 nm na pfistroji Multimode microplate reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski, VT,

USA). Pro vypocet namétfené aktivity byl pouzit nasledujici vzorec:

221% % 100

I:(I-AAO

kde AA; vyjadiuje zménu absorbance pfimo umérné inhibici enzymu a AAo znazoriuje zménu
absorbance slepého vzorku, kdy misto roztoku inhibitor byl pfidan stejny objem fosfatoveého
pufru. Cim vétsi je inhibice enzymu, tim mensi je narGist absorbance. Inhibi¢ni aktivita
testovanych latek byla vyjadiena jako ICso a porovnana s referencnimi standardy znamych
inhibitoril (galanthamin, eserin). K vypoctim byl pouzit program GraphPad Prism v. 6.07 for

Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.2.10.2 Roztoky cinidel pro méreni inhibi¢ni aktivity hAChE a hBuChE
Roztok 5 mM DTNB byl pfipraven rozpusténim navazeného mnoZzstvi DTNB ve 100 mM
fosfatovém pufru o pH 7,4. Roztok byl ¢iry a az mirn€¢ nazloutly. Roztok uchovan pfi teploté

4 °C v lednici maximalné po dobu jednoho tydne.

Roztok 10 mM ATChI byl ptipraven rozpusténim odpovidajiciho mnoZstvi dané latky ve
vodé, aby byla vysledna koncentrace 10 mM. Pfipraveny ¢iry roztok byl uchovén v lednici pfi

teploté 4°C po dobu jednoho tydne.

Roztok 10 mM BuTChI byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi dané latky ve
vodé, aby se dosdhlo vysledni koncentrace 10 mM. Ptipravené Ciré ¢inidlo bylo uchovano pfi

4 °C v lednici maximalné po dobu jednoho tydne.
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4.2.10.3 Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufr o koncentraci 100 mM s pH 7,4 byl pfipraven smisenim 57 ml roztoku A, 243
ml roztoku B a 300 ml vody. Zasobni roztok A byl 200 mM roztokem NaH>POa (1 1 roztoku
obsahoval 24,0 g NaH2PO4). Zasobni roztok B byl 200 mM roztokem Na:HPO. (1 1 roztoku
obsahoval 28,4 g Na;HPOs).

4.2.10.4 Priprava enzymii

Enzymy byly pfipraveny rekombinantni technologii na Katedfe chemie Ptirodovédecké
fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Bylo pouZito médium obsahujici enzymy, které byly
v ¢as potieby nafedény 100 mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak, aby bylo dosazeno hodnoty
absorbance pro AChE 0,08-0,15 a pro BuChE 0,15-0,20. Médium bylo podle potieby

rozdéleno, zamrazeno a uchovéavano pii teploté -22 °C do doby pouziti.

4.2.10.5 Stanoveni vlastni aktivity enzymii

Do Sesti jamek mikrotitracnich desti¢ek bylo napipetovano 8,3 pl fosfatového roztoku lidské
rekombinantni cholinesterasy (#AChE nebo #BuChE), bylo ptfiddno 283 pl 5 mM DTNB a
8,3 ul DMSO. Po promichéani byla smés inkubovéana v komote readeru pfi teploté 37 °C po
dobu 5 minut. Nésledné¢ bylo pfidano 33,3 pul roztoku substratu (10 mM ATCh nebo BuTCh)
a byla zméfena absorbance pii vinové délce svétla A = 412 nm v Casovém rozmezi 1 minuty.

Byla stanovena aktivita a vypocten primér se smérodatnou odchylkou.

4.3 1Izolace alkaloidi ze Zephyranthes citrina

4.3.1 Vyvijeci soustavy pro preparativni a analytickou metodu TLC
e SI:To:EtOAc: DEA (60 :30:10)
e S2:EtOAc: MeOH : DEA (45:5:2.,5)
e S3:cHx:EtOAc:IPA:DEA (45:45:5:5)
e S4:cHx:EtOAc:IPA:DEA (25:65:5:5)
e S5: AcN:MeOH : TFAA (10:40:0,1)
e S6: EtOH : MeOH : DEA (180 :20: 6)
e S7:EtOH : MeOH : DEA (45:5:1.5)
e S&: EtOAc: MeOH : NH3 (100:8:3)
e S9: CHCI3 : MeOH : TFAA (40:5:0,2)
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e S10: EtOAc: MeOH : H20 (17 :3:2)

e SlI1: EtOAc: MeOH : H20 (50:6,5:5)

e SI12:To:CHCI3:DEA (14:5:1)

e S13: CHCI3 : MeOH : TFAA (20:25: 1)

e S14: CHCI3 : MeOH : TFAA (200:25: 1)

e S15: AcN:MeOH : TFAA (40:10:0,1)

e S16: cHx : EtOAc : DEA (30: 60 : 10)

e S17:cHx:EtOAc:IPA:DEA(5:85:5:5)
e S18: EtOAc: MeOH : H20 (30:26,5:5)

e S19:cHx: EtOAc: To:DEA (35:20:35:10)
e S20: EtOAc: MeOH : H20 (10:35:5)

4.3.2 Postup ziskani ¢istych alkaloidi

4.3.2.1 Zpracovani rostlinného materialu a priprava alkaloidniho extraktu

Zpracovani rostlinného materidlu 1 pfiprava extraktu nebyla pfedmétem této diplomové prace
a byla provedena PharmDr. EliSkou Kohelovou Ph.D., kterda se zpracovanim i pfipravou
zabyvala ve své disertacni praci (1). Pro Uplnost publikace je na nasledujicich fadcich uveden
postup ve zkracen& podobé. Cerstvé cibule (35 kg) Z. citrina byly pokrijeny a rozemlety
v mlynku. Rozdrobnény rostlinny material byl 2 x extrahovan dvojnasobnym mnoZstvim 95%
EtOH za varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 minut. Spojené extrakty byly zfiltrovany a
odpatfeny za vzniku odparku ve formé hn&dého sirupu. Takto pfipraveny 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 ptes vliselin a posléze ptes vrstvu kiemeliny Celite 535.
Kysely vodny roztok byl alkalizovan 10% vodnym roztokem NaCOs na pH 9-10 a vytifepan
4 x 12 litry CHCls. Organickd faze byla odpafena za zisku 312 g sumarniho alkaloidniho
extraktu konzistence hnédého sirupu. Tento primarni alkaloidni extrakt byl pfeciStén
vytfepavanim. Odparek byl rozpustén v 5 litrech 2% HCI a vysledny roztok byl zfiltrovan
pies vrstvu kiemeliny Celite 535 a nasledn€ promyt 1 litrem destilované vody. Vodna faze
byla odtu¢néna 2 x 3 | Et-0, alkalizovana Na.COs na pH 9-10 a vytepana 4 x 5 litry CHCl.
Chloroformovy vytiepek byl vysuSen pomoci bezvodého Na.SOs a bylo ziskano 210 g
alkaloidniho vytiepku, ktery byl dale precistén. Alkaloidni vytfepek byl rozpustén ve 4 litrech
2% HCI a vysledny roztok zfiltrovan pies vrstvu kiemeliny Celite 535, kterd byla poté
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promyta 0,5 litry destilované vody. Vodna faze byla opét odtu¢néna 2 x 2 litry Et-O, nasledné
alkalizovana pomoci Na.COs na pH 9-10 a vytfepana 4 x 4 litry EtOAc a 2 x 4 litry CHCls.
Oba vytiepky byly vysuseny pomoci bezvodého Na.SOs a na zékladé kontrolniho TLC
spojeny dohromady za zisku 151 g koncentrovan¢ho alkaloidniho extraktu, ktery byl dale
podroben sloupcové chromatografii na neutrdlnim Al.Os deaktivovanym 6 % destilované
vody. Bylo ziskano 21 frakci pomoci TLC a sloupcové chromatografie (1). Z téchto frakci byl
do této diplomové prace jako vychozi materidl pro izolaci alkaloidii vybran nezpracovany
zbytek matecného louhu spojenych frakci €. 16 a 17 (1,18 g) a matecny louh ethylacetatového
vyttepku frakce ¢. 19 (2,57 g). Dle predbézné TLC a GC/MS analyzy bylo zjisténo, Ze tyto
nezpracované zbytky jsou bohaté na alkaloidy a poslouzi jako vhodny zdroj pro zisk ¢istych

latek.

4.3.2.2 Vlastni izolace alkaloidii

Ze zbytku matecného louhu spojenych frakci ¢. 16 a 17 (F16) bylo navdzeno 0,4 mg na
GS/MS analyzu. Na GS/MS analyze se objevily 2 hlavni piky, které vykazovaly pfedb&éznou
strukturu lykorinu a narcissidinu. Krystalizaci z roztoku EtOH bylo z této frakce vylouceno
486,3 mg bilé praSkovité latky alkaloidni povahy (X-1). Nasledn¢ byla provedena kontrolni
analytickd TLC v mobilni fazi S1 zbylého filtratu, kde doslo k objeveni 3 alkaloidnich z6n
bez obsahu latky X-1. Nasledn€ byla provedena preparativni TLC v mobilni soustavé S2 a
byly vySkrabany 3 alkaloidni zony (F16/1: 64,0 mg, F16/2+3: 288,8 mg a F16/4: 339,4 mg).
Nasledné bylo provedeno kontrolni TLC v mobilni soustavé S3 (Obr. 4).

Obr. 4 Preparativni TLC po postiiku Dragendorffovym ¢inidlem (zény F16/B-1, -2+3 a -4)
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Alkaloidni zoéna F16/1 byla 2 x ptecisténa na komercnich TLC deskéch v soustavach S4 a S5
za zisku 8,3 mg potencidlni latky F16/1/A, avSak vzhledem k malému mnozstvi vzorku a

mnozstvi téZce oddelitelnych necistot nebylo bohuzel mozné urcit jeji strukturu.

Alkaloidni zéna F16/2+3 byla pomoci preparativni TLC v mobilni fazi S6 rozd€lena na 2
alkaloidni podzony (F16/2+3/A: 197,9 mg a F16/2+3/B: 25 mg). Jejich néaslednou kontrolni
TLC v mobilnich soustavach S6 a S7 zobrazuje Obr. 5. Podzona F16/2+3/A pfi kontrolnim
TLC jevila pouze jednu alkaloidni skvrnu, kterou vSak bylo potfeba precistit. Precisténi
probéhlo nanesenim na 8 litych desek pii preparativni TLC v mobilni soustavé S8. Vysledny
produkt bylo potieba dale precistit v mobilni soustavé S9. Timto preciSténim se nakonec
podarilo ziskat 3 dalsi alkaloidni zény — F16/2+3/A/1: 99,8 mg; F16/2+3/A/2: 18,4 mg a
F16/2+3/A/3: 51,6 mg.

Obr. €. 5 Kontrolni TLC frakce F16/2+3/A a /B (zprava do leva)

Frakce F16/2+3/A/1 byla separovdna na komercénich analytickych TLC deskach ve vyvijeci
soustavé S10. Byly objeveny 2 alkaloidni zény (F16/2+3/A/1/A: 18,7 mg a F16/2+3/A/1/B:
55,8 mg), které byly vySkrabany a zeluovany. Ob¢ zony vykazovaly podobné spektrum latek,
ale bylo potfeba je piecistit.

Frakce F16/2+3/A/1/A byla pomoci preparativni TLC na analytickych deskach

s vyvijeci soustavou S11 precisténa za vzniku 15,2 mg ¢isté latky X-2.

39



Frakce F16/2+3/A/1/B byla preparovana na TLC s vyvijeci soustavou S12. Ve frakci
byly nalezeny a ziskdny dalSi 2 alkaloidni zény (F16/2+3/A/1/B/1: 30,5 mg a
F16/2+3/A/1/B/2: 2,7 mg). Ze zony F16/2+3/A/1/B/1 se po piecisténi na analytickych TLC
deskach povedlo ziskat 10,5 mg cCisté alkaloidni latky, ktera vykazovala dle analyzy stejnou

strukturu jako latka X-2. Ze zony F16/2+3/A/1/B/2 se ale ziskat ¢istou latku nepodafilo.

Z podfrakce F16/2+3/A/2 se po ptecistovani v nékolika TLC soustavach rovnéz nepodafiilo

ziskat zadnou ¢istou latku.

Krystalizaci zony F16/2+3/A/3 v MeOH se po ptidani kapky Et;O vyloucily 4 mg bilych
krystalki. NMR analyza vSak kvili velkému mnozstvi tuku nedokazala urcit piesnou
strukturu, a tak byly krystalky spolu s mate¢nym louhem pfecisStény na n¢kolika analytickych
TLC deskach ve vyvijeci soustavé S13. Ziskanych 14,3 mg muselo byt znovu piecisténo
kvili vysokému obsahu diethylamint, diky kterym opét neslo urcit piesnou strukturu latky.
Po provedeni dalsiho ptecisténi na analytickych TLC deskach v mobilni fazi S14 bylo uz vSak
ziskano pouze 7,5 mg dale neanalyzovatelné smési minimalnég tii latek, které¢ pravdépodobné

vznikly v disledku degradace opakovanym piecistovanim a ptisobenim rozpoustédel.

Zbéna F16/2+3/B (Obr. 5) pii kontrolnim TLC obsahovala vice skvrn, ale jen jedna z nich
obsahovala alkaloidni latku. Proto bylo provedeno analytické TLC v jiné mobilni soustave
S15. Mobilni soustava S15 byla optimalni, takZze v ni byla provedena i preparativni TLC za
zisku latky F16/2+3/B-1 s hmotnosti 3,8 mg. Vzhledem k obsahu dalSich necistot a malému
mnozstvi vzorku, byla latka pfeciSténa pomoci preparativni HPLC metody za zisku 2,1 mg

bilych krystalki (latka X-3).

Frakce F16/4 byla nejprve preciSténa na nékolika litych preparativnich TLC deskach za
pouzitd mobilni fize S16. Hmotnost takto pfecisténé frakce F16/4-1 byla 278,4 mg. Po
kontrolnim TLC v mobilni fazi S16 byla nalezena pouze jedna alkaloidni zona. Naslednou
krystalizaci z roztoku EtOH vypadly velké bezbarvé krystaly, které byly promyty na frité. Po

vysuSeni Cistych krystalii bylo jejich mnoZstvi zvazeno na 68,3 mg (latka X-4).

Pro ptehlednou ilustraci izolace alkaloidl ze zbytku mate¢ného louhu spojenych frakci €. 16 a

17 (F16) je na Obr. 6 uveden detailni diagram.
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krystalizace

F16
.18

Fl6/1 Fl6/243 F16/4
(64,0 mg) (288.8 mg) {3394 mg)
P /-/\ ‘\‘-—-‘\.
Fl16/4-1
(8.3 mg) F16/2+3/A F16/2+3/B (784 mg)
(1979 mg) (25,0 mg)
\. krystalizace
bez zisku /\
Fl6/2+3/B-1
F16/2+3/A/1 FI16/2+3/A/2 Fle/2+3/A3 (3.8 mg)
(99,8 mg) {18.4 mg) (51,6 mg)
/\ \ ~N prep. HPLC
(14,3 mg)
F16/243/A/1/A F16/2+3/A/1/B bez zisku \ -
(18,7 mg) (55.8 mg) -
= = (2,1 mg)
/\ ﬁj mg]
X-1 F16/2+3/A/1/B/1 F16/243/A/1/B/2 \
(15,2 mg) (30,5 mg) (2.7 mg)
\ bez zisku
X-2 .
(105 me) bez zisku

Obr. 6 Diagram izolace alkaloidl z frakce F16



Cast mateného louhu ethylacetatového vytiepku frakce ¢. 19 (F19) (1,0 g) byla rozdélena
pomoci preparativni TLC na 35 litych silikagelovych deskach ve vyvijeci soustavé S17. Byly
objeveny a ziskany 2 alkaloidni zony (F19/A: 85,7 mg a F19/B: 300,0 mg).

Alkaloidni zona F19/A podle kontrolniho TLC 1 GC/MS obsahovala pouze jednu latku. Po
netspeésném pokusu o precisténi krystalizaci v nékolika rozpoustédlech byla zona piecisténa
na analytickych TLC deskdch v mobilni fazi S18. Timto bylo ziskdno 37,4 mg bilych
krystalkt latky X-5.

Druha alkaloidni zona F17/B byla nanesena na 10 litych preparativnich TLC desek a vyvinuta
v mobilni soustavé S19. Po vysuSeni preparativnich desek byly nalezeny a ziskany 2 dalsi

alkaloidni zony (F19/B/1: 59,4 mg a F19/B/2: 116,9 mg).

Alkaloidni zona F19/B/1 byla piecisténa na 6 deskdch pomoci analytickych TLC desek
v mobilni f4zi S20. Po vysuSeni desek se objevily 3 alkaloidni podzény (F19/B/1/A: 4,9 mg;
F19/B/1/B: 14,3 mg; F19/B/1/C: 9,8 mg). Po kontrolni TLC a GC/MS vsak bylo zjisténo, ze
podzony F19/B/1/B a /C vykazovaly prakticky stejny profil latek, a proto byly opét slouceny
dohromady (F19/B/1/B+C). U podzony F19/B/1/A se po GC/MS analyze zjistilo, Ze obsahuje
nékolik dalSich latek, a proto vzhledem k malému mnoZstvi nebyla naddle zpracovéna.
Spojend frakce F19/B/1/B+C byla rozdélena na nékolika analytickych TLC deskach ve
vyvijeci soustavé S21. Po vySkrabani a vysuSeni hlavni alkaloidni zony byly ziskdny pouhé
2 mg latky F19/B/1/B+C/1. NMR analyza vSak vzhledem k vysokému obsahu tuku nebyla

bohuZzel schopna ur€it strukturu latky.

Zbéna F19/B/2 obsahovala dle kontrolni TLC pouze jednu alkaloidni latku, kterou bylo
potieba jesté precistit. Pie€isténi probéhlo na nékolika komerénich analytickych deskach za

pouziti mobilni faze S20. Vysledkem bylo ziskani 56,9 mg bilé praskovité latky X-6.

Pro ptehlednou ilustraci izolace alkaloidl z ¢asti mate¢ného louhu ethylacetatového vytiepku

frakce €. 19 (F19) je na Obr. 7 uveden detailni diagram.
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F19

(1.0g)
F19/A F19/B
(85,7 mg) ( 300.0 mg)
u?x;i ) Fl19/B/1 F19/B/2
e (59.4 mg) (116,9 mg)
FI19/B/1/A F19/B/1/B F19/B/1/C
(4.9 mg) (14,3 mg) (9,8 mg)
\ \/ X-6
(56,9 mg)
F19/B/1/B+C

bez zisku

(24,1 mg)

/,/

F19/B/1/B+C/1
(2.0 mg)

—

bez zisku

Obr. 7 Diagram izolace alkaloid z frakce F19

43



5 VYSLEDKY
5.1 Alkaloidy izolované ze Zephyranthes citrina

5.1.1 X-1: Lykorin

OMe

Sumarni vzorec: CisH17NO4

Latka byla na zakladé¢ provedenych meéteni (MS, NMR, optickd otaCivost) a porovnani

s literaturou charakterizovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu lykorin.
Molekulova hmotnost:

Mr = 287,32

GC/MS analyza:

[IM+H]+ m/z (%) = 288(4), 287(22), 286(15), 270(4), 268(20), 266(5), 252(8), 251(5),
250(23), 249(4), 248(5), 240(4), 228(10), 227(61), 226(100), 212(4), 211(4), 147(11), 135(4),
119(7), 111(6), 91(6), 89(4), 77(4), 65(5)
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NMR analyza:

'H NMR (500 MHz, 5, CDCI3, 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 a 4.19 (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, 3, CDCI3, 25 °C):

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

Opticka otacivost

[a]5; = - 36° (c=0,1; MeOH)
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5.1.2 X-2: Zephyranin E

“OMe

MeO

MeO

Sumarni vzorec: CisH2sNOa4

Latka byla na zdkladé provedenych méfeni (MS, NMR) a porovnani s literaturou

charakterizovéana jako smés dvou stereoizomert alkaloidu zephyraninu E.
Molekulova hmotnost:

Mr = 320,19

GC/MS analyza:

[M+H]+ m/z (%) = 319(30), 300(17), 276(26), 275(100), 270(14), 260(32), 258(13), 246(27),
244(32), 243(41), 232(15), 218(16), 203(12), 190(12), 115(19), 91(12)

NMR analyza:

Uhlikové 1 vodikova spektra byla v naprosté shodé s praci publikovanou v roce 2023, v rdmci

které byl tento alkaloid izolovan a detailn¢ popsan viibec poprvé (45).
Opticka otacivost:

Nebyla métena kviili smési stereoizomert.
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5.1.3 X-3: 6-Oxonarcissidin

OMe
HO OH

MeO

MeO

Sumarni vzorec: CisH21NOs

Struktura latky byla na zdkladé provedenych méfeni (MS, NMR, optickd otacivost) a
porovnani dat s literaturou urcena na konstituci alkaloidu 6-oxonarcissidinu, ktery vSak

v literatufe nebyl dosud popsan.
Molekulova hmotnost:

Mr = 347,37

GC/MS analyza:

Latka nezplyiuje.

NMR analyza:

'H NMR (500 MHz, CDCl;) 5:

7.61 (s, 1H), 6.81 (s, 1H), 5.96-5.92 (m, 1H), 4.85 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 4.78 (s, 1H), 4.72 (s,
1H), 4.67 (ddd, J = 16.2 Hz, J= 4.4 Hz, J = 2.2 Hz, 1H), 4.42-4.35 (m, 1H), 3.96 (d, J= 10.5
Hz, 6H), 3.90-3.86 (m, 1H), 3.49 (s, 3H), 3.20 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 2.85 (s, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) 5:

162.5, 151.9, 147.8, 138.5, 131.3, 124.9, 122.9, 111.6, 105.6, 80.6, 67.9, 67.6, 59.4, 58.4,
56.2,56.2, 52.5,43.2.

Opticka otaciovst:

[a]5; = - 84° (c=0,1; MeOH)
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5.1.4 X-4: Narcissidin

OMe

Sumarni vzorec: CisH2:NOs

Latka byla na zakladé¢ provedenych meéteni (MS, NMR, optickd otacivost) a porovnani

s literaturou charakterizovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu narcissidin.
Molekulova hmotnost:

Mr = 333,38

GC/MS analyza:

[M+H]+ m/z (%) = 332(23), 315(48), 295(34), 294(28), 285(20), 284(100), 266(42), 264(20),
258(47), 241(27), 240(30), 230(53), 228(50)

NMR analyza:

'H NMR (500 MHz, CD;0D) ¢:

7.01 (1H, s), 6.89 (1H, s), 5.78-5.73 (1H, m), 4.78-4.73 (1H, m), 4.62 (1H, bs), 4.10 (1H, d,
prekryv, J = 12.8 Hz), 4.07-3.96 (2H, m), 3.87 (3H, s), 3.82 (3H, s), 3.72 (1H, t, J = 2.9 Hz),
3.67-3.57 (1H, m, ptekryv), 3.65 (1H, d, ptekryv, J=12.8 Hz), 3.47 (3H, s), 2.85 (1H, dd, J =
11.1 Hz, J = 1.9 Hz),

13C NMR (126 MHz, CD;0D) 6:

149.7, 148.7, 141.6, 131.8, 130.0, 122.9, 112.5, 109.8, 82.8, 69.2, 69.1, 63.9, 63.0, 58.3, 56.7
(2x), 55.6,42.1.

Opticka otacivost
[a]5; = - 56° (¢c=0,1; MeOH)
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5.1.5 X-5: Maritidin

MeO

MeO

Sumarni vzorec: Ci17H21NO3

Latka byla na zakladé¢ provedenych meéteni (MS, NMR, optickd otaCivost) a porovnéni

s literaturou charakterizovéna jako alkaloid haemanthaminového strukturniho typu maritidin.
Molekulova hmotnost:

Mr = 287,36

GC/MS analyza:

[M+H]+ m/z (%) = 288(18), 287(95), 268(22), 244(31), 217(18), 216(25), 215(100), 203(54),
189(20), 128(22), 115(25)

NMR analyza:

"H NMR (500 MHz, CDCl5) &:

6.87 (s, 1H), 6.58 (d, J = 10.0 Hz, 1H), 6.52 (s, 1H), 6.06 (ddd, J = 10.0 Hz, J= 5.4 Hz, J =
1.1 Hz, 1H), 4.62 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 4.45-4.39 (m, 1H), 4.02 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 3.90 (s,
3H), 3.82 (s, 3H), 3.78-3.70 (m, 2H), 3.10 (ddd, J = 13.3 Hz, J = 9.0 Hz, J = 6.3 Hz, 1H),
2.35-2.26 (m, 2H), 2.14-2.05 (m, 1H), 1.83 (td, J= 13.3 Hz, J= 4.1 Hz, 1H).

13C NMR (126 MHz, CDCl;) §:

148.1, 135.0, 129.7, 128.4, 121.0, 109.8, 106.0, 63.7, 62.9, 60.4, 56.1, 55.9, 52.9, 44.4, 42 4,
31.3.

Opticka otacivost

[a]z5 =+ 96° (c=0,1; MeOH)
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5.1.6 X-6: Galanthin

Sumarni vzorec: CisH2:NO4

Latka byla na zakladé¢ provedenych meéteni (MS, NMR, optickd otacivost) a porovnani

s literaturou charakterizovéna jako alkaloid lykorinového typu galanthin.
Molekulova hmotnost:

Mr=317,39

GC/MS analyza:

[M+H]+ m/z (%) = 317(20), 316(14), 298(8), 286(8), 284(10), 268(15), 266(10), 252(7),
244(14), 243(90), 242(100), 236(5), 228(8), 162(10), 125(10)

NMR analyza:

'H NMR (500 MHz, 5, CDCI3, 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, J = 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 — 1.9 (2H, m, H-4), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-4a), 1.4 — 1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 3, CDCI3, 25 °C):

147.8 (C9), 147.7 (C8), 144.0 (C4), 129.5 (C6a), 126.1 (C10), 115.2 (C3), 110.8 (C7), 107.4
(C10), 80.8 (C2), 68.7 (C1), 61.1 (C4a), 57.6 (2 OCH3), 56.7 (C6), 56.0 (9 OCH3), 55.9 (8
OCH3), 53.9 (C12), 41.7 (C10b), 28.6 (C11)

Opticka otacivost

[a]5; = - 68° (¢c=0,1; MeOH)
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5.2 Vysledky biologické aktivity izolovanych alkaloidi

Izolované alkaloidy byly zméteny na inhibi¢ni aktivitu viéi lidskym cholinesterasam 2ZAChE
a hBuChE, které souvisi s kliCovymi patofyziologickymi procesy pii AD. Ne¢kolik ze
ziskanych alkaloidd bylo uz v ramci piedchozich praci na tuto inhibi¢ni aktivitu zméfeno,

avsak pro uplnost jsou uvedeny v tabulce vysledka s ptislusnou referenci (Tab. 1).

Tab. 1 Vysledky inhibi¢ni aktivity ziskanych alkaloidii viici cholinesterasam

Latka ICso hAChE [pM] | ICso nBuChE [pM]

Lykorin > 100" > 100"
Zephyranin E > 100 > 100
6-Oxonarcissidin > 100 > 100
Narcissidin > 100" > 100"
Maritidin > 100" > 100"
Galanthin > 100" > 100"
Galanthamin* 1,72 +0,12° 423+1,3°
Eserine* 0,063 + 0,005 0,13+0,01"

*pozitivni standard; *hodnota prevzata z jiné publikace (1); "hodnota pievzata z jiné publikace (2)
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6 DISKUSE

Rostliny Celedi Amaryllidaceae jsou studovany pro sviij obsah sekundarnich metabolitl jiz
mnoho let. Prvnim izolovanym alkaloidem z této ¢eledi byl lykorin v roce 1877 z Narcissus
pseudonarcissus (2). Jedinym schvalenym alkaloidem pro terapii AD z ¢eledi Amaryllidaceae
(AA) je galanthamin, ktery se pouziva jiz fadu let. Z toho diivodu je galanthamin vyuZzivén i
jako standard pfi méteni inhibicnich aktivit alkaloidt vii¢i lidskym cholinesterasam (27). AA

byly studovany zpohledu jejich rtznych biologickych aktivit a byly u nich popsany

vvvvvv

ey w1

Zajem védecké komunity neni jen o pfirodni alkaloidy, ale 1 o polosyntetické derivaty,
protoze celd fada biologicky aktivnich AA byla pouzita jako ,lead structure* pro piipravu
novych biologicky aktivnéjSich latek — hovofime o narciklasinu, pankratistatinu a lykorinu
(1). Ptedlozena diplomova prace cili na izolaci alkaloidnich latek z rodu Zephyranthes,
konkrétné druhu Zephyranthes citrina, kterou jako prvni popsal Baker. Rod Zephyranthes
patii spolu srody Crinum, Narcissus, Galanthus, Hippeastrum, Lycoris a Pancratium

k nejvice studovanym rodiim ¢eledi Amaryllidaceae (4).

Jako zdroj pro izolaci latek byly vybrany zbytky mate¢nych louhta a vytepki frakei ¢. 16, 17
a 19, které byly ziskany sloupcovou chromatografii alkaloidniho extraktu z cibuli Z. citrina
v ramci predchozi studie a nebyly jesté¢ zpracovany (1). V pribchu izolaéni fytochemické
prace bylo z téchto frakci pomoci chromatografickych metod (TLC, HPLC) a krystalizace
ziskdno 6 alkaloidt, jejichz strukturni analyza byla provedena pomoci béznych
instrumentéalnich metod jako GC/MS, HPLC/MS, 1D a 2D-NMR a optickd otacivost. U jedné

struktury, konkrétné 6-oxonarcissidinu, se jednalo o dosud nepopsanou latku.

Ziskané latky lykorin, maritidin, narcissidin a galanthin byly ze stejné rostliny ziskany uz
v piedchozi studii, kde se stanovila 1 jejich inhibi¢ni aktivita vii¢i lidskym cholinesterasam.
Zadny znich viak nevykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu proti studovanym enzymiim
hAChE 1 hBuChE (viz Tab. 1) (1). V ptipad¢ izolované latky zephyraninu E se jednalo o smés
dvou stereoizomernich latek, ktera v literatufe jiz byla popsana diive. Tato latka jiz byla
vyizolovana z ptibuzné rostliny Zephyranthes candida (44), kde byla studovana 1 jeji
inhibi¢ni schopnost vii¢i AChE. Latka v této studii nevykézala vyznamnou aktivitu (ICsy >

200 uM), avsak studie neuvadi zdroj enzymu, coz je zasadni informace, protoze vysledky
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méfeni se v této zavislosti mohou lisit (napf. enzym lidsky rekombinantni vs. z elektrického
uhote). Z tohoto diivodu byla latka zméfena na inhibici lidské AChE 1 v této diplomové praci.
Bohuzel ani vtéto praci nebyla zjiSt€éna vyznamna aktivita ani proti jedné z lidskych
cholinesteras — hodnota obou inhibi¢nich aktivit byla velice nizka (ICso > 100 uM). Nov¢
popsana latka, 6-oxonarcissidin, byla rovnéz podrobena testu inhibice vic¢i AAChE a #/BuChE,
avSak ani tato nové popsana latka nevykazovala vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vuéi lidskym
cholinesterasam (ICso > 100 uM). V ramci screeningu pii koncentraci 100 uM vsak bylo
zjisténo, Ze zephyranin E m¢l vyssi potencidl k inhibici lidské AChE (13,69 %) 1 vici lidské
BuChE (25,42 %) nez 6-oxonarcissidin (viici AChE 1,93 % a vii¢i BuChE 15,86 %). I pies
tyto negativni vysledky je stale velice pfinosné izolovat alkaloidy i jiné rostlinné metabolity,
které mohou pfispét jako potencidlni vychozi struktury pro nové syntetizovana 1éciva pro
1écbu AD. Nové nalezené struktury mohou vyznamné piispét jak v €asnych tak i pozd¢jSich
stadiich 1éCby. Uvadi se, ze v roce 2050 bude postizeno AD zhruba 131 miliénu lidi (2). Proto
je dulezité neustale hledat nové latky, at’ uz rostlinného nebo syntetického ptivodu. Izolované
alkaloidy mohou slouZit jako nové inhibitory AChE nebo mohou cilit i na BuChE. Potencial
AA neni stile vyCerpan a je jasné, Ze i vbudoucnu bude zdroj alkaloidi celedi
Amaryllidaceae neustalym pfinosem pro nové zkoumané latky, které mohou hrat zasadni roli

pii lécbé demence a obzvlast’ AD.
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7 ZAVER

V ramci experimentalni casti diplomové prace za vyuziti analytické 1 preparativni TLC,
HPLC a nasledné krystalizace se podafilo izolovat 6 alkaloidl z ptivodnich frakci Cislo 16, 17
a 19 z cibuli rostliny Zephyranthes citrina. 1zolované alkaloidy byly identifikovany pomoci
béznych analytickych metod a porovndnim s literaturou. Jednalo se o Amaryllidaceae
alkaloidy lykorinového strukturniho typu (lykorin, 6-oxonarcissidin, narcissidin, galanthin) a
haemanthaminového strukturniho typu (maritidin, zephyranin E). U alkaloidu zephyraninu E
Slo o smés dvou stereoizomerti; 6-oxonarcissidin byl dosud nepopsanou latkou. U ziskanych
alkaloidt byla zmétena schopnost inhibice vuci lidskym cholinesterasam. Izolované alkaloidy
lykorin, narcissidin, galanthin a maritidin uz byly z hlediska inhibi¢ni aktivity vic¢i témto
enzymim studovany a popsany v mnoha jinych studiich, proto se tato prace zaméfila na
studium dvou doposud méné znamych alkaloidd. Slo o alkaloidy 6-oxonarcissidin a
zephyranin E, které pfi zméfeni inhibi¢ni aktivity vici lidskych cholinesterdsam v ramci této
prace vSak vyznamnou aktivitu v porovnani se standardy (galanthamin, eserein) rovnéz

neprokazaly (ICso > 100 uM).
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8 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky

Resitel: Aneta Cejdova

Skolitel: PharmDr. Rudolf Vrabec, Ph.D.

Nézev diplomové prace: Alkaloidy Zephyranthes citrina (Amaryllidaceae): izolace, strukturni

identifikace, biologicka aktivita
Kli¢ova slova: Amaryllidaceae, alkaloidy, Zephyranthes citrina, biologicka aktivita, izolace

Z vybranych alkaloidnich frakci ziskanych zcibuli Zephyranthes citrina bylo
chromatografickymi metodami izolovano 6 ruznych alkaloidi, které byly identifikovany
pomoci analytickych metod (NMR, MS, HRMS, optické otacivost). Ziskané latky patiily do
lykorinového strukturniho typu (lykorin, galanthin, 6-oxonarcissidin, narcissidin) a
haemanthaminového strukturniho typu (maritidin, zephyranin E). Latka 6-oxonarcissidin byla
dosud v literatufe nepopsand. U izolovanych alkaloidi byla zméfena inhibi¢ni aktivita vici
lidské AChE a BuChE. Lykorin, galanthin, narcissidin a maritidin byly zméfeny uz v mnoha
studiich a pracech, proto byla pozornost zaméfena na dvé dosud méné znamé alkaloidy
zephyranin E a 6-oxonarcissidin. Vysledky ICso jak zephyraninu E tak i 6-oxonarcissidinu
vici lidské AChE a BuChE vSak byly nad hranici 100 pM, coz poukazuje na jejich

nevyznamny inhibi¢ni potencial.
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9 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany
Candidate: Aneta Cejdova

Title of diploma thesis: Alkaloids of Zephyranthes citrina (Amaryllidaceae): isolation,

determination of structure, biological activity

Key words: Amaryllidaceae, alkaloids, Zephyranthes citrina, biological activity, isolation

From the selected alkaloidal fractions obtained from the bulbs of Zephyranthes citrina, six
different alkaloids were isolated by chromatographic methods. They were identified using
standard analytical methods (NMR, MS, HRMS, and optical rotation). The obtained
compounds belong to the lycorine structural type (lycorine, galanthine, 6-oxonarcissidine,
narcissidine) and haemanthamine structural type (maritidine, zephyranine E). The alkaloid
6-oxonarcissidine has not been described in the literature yet. The inhibitory activity against
human AChE and BuChE was measured for the isolated alkaloids. Lycorine, galanthine,
narcissidine, and maritidine have already been measured in many studies before; therefore,
the attention was focused on the two less-known alkaloids: zephyranine E and
6-oxonarcissidine. However, the resulting ICso values of both alkaloids against human AChE

and BuChE were above 100 uM, which indicates their insignificant inhibitory potential.
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