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1. Uvod

Pouzivanie rastlin na lieCebné ucely sprevadza cloveka uz od nepamiti. Od praddvna
udia Cerpali z prirody nielen potravu, ale aj prostriedky na lieCenie a zmiernenie zdravotnych
problémov. Ked’ze poznatky o pri¢inach ochoreni ¢i ucinnych latkach v rastlinach neexistovali,
ich vyuzivanie bolo zaloZzené najmi na pozorovani a skiisenostiach odovzdavanych z generacie
na generaciu. Existuje viacero archeologickych dokazov, ktoré potvrdzuju dlhu historiu lieCenia
pomocou rastlin. Najstar$i pisomny dokaz pochddza zo sumerskej hlinenej tabulky starej
priblizne 5000 rokov. Obsahuje dvanast’ receptov, ktoré uvadzaja viac nez 250 r6znych rastlin.
Dalsim dokazom je kniha z &inskej civilizacie z obdobia okolo 2500 pred n. 1., v ktorej sa
opisuje 365 drog a mnohé z nich st pouzivané dodnes, napriklad rebarbora, géafor, ¢ajovnik,
zenSen, Skoricova kora ¢i chvojnik. V starovekom Egypte vznikol Ebersov papyrus, datovany
priblizne do roku 1550 pred n. L., ktory obsahuje okolo 800 receptov a spomina viac ako 700
rastlin. St¢asna veda potvrdzuje u¢innost’ mnohych tychto tradicnych rastlin. Lieky rastlinného
povodu su dnes vyznamnou sucast'ou farmakoterapie a predstavuju alternativu alebo doplnok
k syntetickym lieckom (1).

Prirodné latky st zdrojom biologicky aktivnych zlucenin, ktoré vyznamne prispeli k
vyvoju novych lieciv. Medzi najvyznamnejSie sekundarne metabolity rastlin patria alkaloidy,
ktoré zohravaju klaicovi ulohu pri vyvoji liekov, predovsetkym vdaka svojej Strukturnej
rozmanitosti (2).

Alkaloidy su organické zlic¢eniny odvodené od aminokyselin, ktoré vo svojej Struktire
obsahuji dusik viazany v heterocyklickom kruhu. Ak dusik nie je sucastou heterocyklu,
hovorime o protoalkaloidoch. V pripade, ze dusik v molekule sice pritomny je, ale
vychodiskovou latkou nie je aminokyselina, ide o pseudoalkaloidy. Presny vyznam alkaloidov
v rastlindch zatial' nie je uplne objasneny, no predpoklada sa, ze vd’aka svojmu toxickému
ucinku mézu plnit’ ochrannt funkciu pred parazitmi a bylinozravcami. K ¢el'adiam, ktoré su
zname obsahom alkaloidov, patria napriklad Papaveraceae, Solanaceae, Rubiaceae,
Berberidaceae a Amaryllidaceae (3).

Rastliny z ¢el'ade Amaryllidaceae si zname nielen pre svoje liecivé uc€inky, ale vdaka
kvetom aj ako obl'ibené okrasné rastliny. Alkaloidy z tejto skupiny sa vyznacuju r6znorodou
biologickou aktivitou. Boli zaznamenané protirakovinové, antivirusové, antibakteridlne,
antimalarické, antimykotické a tieZ inhibi¢né ucinky na acetylcholinesterazu. Vyznamnym
predstavitelom z tejto skupiny je galantamin, ktory sa prirodzene vyskytuje v mnohych

zastupcoch &elade Amaryllidaceae. Tento alkaloid bol schvaleny americkym Uradom pre
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kontrolu potravin a lieciv (FDA) ako lie¢ivo na zmiernenie priznakov Alzheimerovej choroby,
prave vd’aka schopnosti inhibovat’ enzym AChE. Okrem galantaminu maji sl'ubny potencidl aj
iné Amaryllidaceae alkaloidy ako lykorin, haemanthamin ¢i narciklasin, ktoré sa skiimaji ako
mozné protinadorové latky. Tato skupina zluCenin preto predstavuje cenny zdroj pre vyvoj

novych liekov (4).
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2. Ciel’ prace

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo spracovat’ pridelené frakcie z Narcissus poeticus var.
recurvus za ucelom izolovat ¢Cisté alkaloidy, identifikovat' ich Strukturu a stanovit ich
biologicku aktivitu, najmi v stvislosti s terapiou Alzheimerovej choroby. Sucast'ou prace bolo

tiez vyhodnotenie ziskanych vysledkov a spisanie diplomovej prace.
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3. Teoreticka Cast’

3.1. Celad’ Amaryllidaceae

Celad” Amaryllidaceae zahfiia priblizne 80 rodov a 1600 druhov, ktoré sa vyskytuju po
Mexiko a d’alSie tropické ¢i subtropické oblasti (5). Do tejto celade patria trvacne rastliny s
cibul'ovymi hl'uzami, podzemkami alebo s podzemnymi cibul'ami. Listy st ¢iarkovité a typické
pre tato ¢elad’ je pritomnost” obojpohlavnych kvetov so spodnym semennikom. Plodom su
tobolky alebo bobule (6). Rastliny z tejto ¢el'ade sa pestovali nielen ako okrasné rastliny, ale aj
pre vyuzitie v ludovom lieCitel'stve proti rdznym chorobam (7). Ako priklad si m6zeme uviest’
olej extrahovany z Narcissus poeticus, ktory sa po staroCia pouzival na lieCbu naddorov
maternice (4). Hipokrates pouzival tento olej z narcisu uz v 4. storoci pred Kristom (7).

Tieto rastliny produkuji charakteristickt skupinu sekundarnych metabolitov zndmych
ako Amaryllidaceae alkaloidy (AA). Prvym izolovanym zastupcom bol v roku 1877 lykorin z
Narcissus pseudonarcissus a v sucasnosti je uz identifikovanych viac nez 600 rdoznych
alkaloidov tohto typu. (7). Vedecké vyskumy AA prebichajd uz takmer 200 rokov. V
poslednych desatrociach boli mnohé AA izolované a skiimané na ich biologickl aktivitu.
Problémom je dostupnost AA, pretoze v prirodnych zdrojoch sa nachddzaji v malom

mnozstve, preto sa vyskumni pracovnici zaoberaju ich syntézou (8).

3.1.1. Rod Narcissus

Najbeznejsi rod ¢elade Amaryllidaceae je rod Narcissus L., ktory zahiiia 80—100 vol'ne
zijucich druhov. N4jdeme ich najmé v juhozdpadnej Europe a v severnej Afrike (9). Ich vyskyt
je réznorody. Mdzeme ich najst’ v niZzinach, na brehoch riek, v lese, na likach ale aj v horskych
oblastiach (8). Z botanického hladiska st to trvacne jednokli¢nolistové rastliny, ktoré dosahuju
vySku 2040 cm a rozmnoZzuju sa zvyc€ajne cibulami. Listy st jednoduché, celistvookrajové v
prizemnej ruzici (10). Vacsina druhov kvitne koncom zimy a na jar. Vynimku tvori pat’ druhov,
ktoré kvitnl na jesenl (N. broussonetii; N. cavanillesii; N. elegans; N. serotinus, N. viridiflorus)
(11). Kvety st obojpohlavné, zvycajne nadpadné a niektoré st vel'mi vonavé (8, 10). Su zloZené
z dvoch vrstiev, pricom v strede sa nachddza pakoruna obklopena Siestimi okvetnymi listkami,
ktoré st v dolnej Casti zrastené. Vo vnuatornej Casti kvetu sa zvycajne nachadza Sest’ tyCiniek a
tri piestiky, ktoré tvoria gynéceum. Plod je tobolka (10, 11). Opelovacom kvetov je hmyz,

najmi vcely, motyle a muchy (8).
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3.1.1.1. TaxonOmia

Risa: Plantae — Rastliny

Oddelenie: Magnoliophyta — Krytosemenné rastliny

Trieda: Liliopsida — Jednokli¢nolistové rastliny

Rad: Asparagales — Asparagotvaré
Celad’: Amaryllidaceae — Amarylkovité
Rod: Narcissus L. — Narcis (12)

3.1.1.2.  Narcissus poeticus

Spolo¢nost’ Royal Horticultural Society (RHS) uznala 6 odrod N. poeticus (Tab. 1) (13).

Tab. 1: Odrody N. poeticus (13).

Odroda

Popis

var. poeticus

Diskovita pakoruna

var. hellenicus

Miskovita pakoruna, priemer kvetov 3,5-5 cm

var. majalis

Narcissus poeticus

Pakoruna s cervenym okrajom nad bielou

zonou, priemer kvetov 5-7 cm

var. physaloides

Zviacseny kvetinovy pucik

var. recurvus

Miskovita pakoruna s cervenym okrajom nad

zelenozltou zonou, priemer kvetov 5—7 cm

var. verbanensis

Priemer kvetov 3,5-5 cm

3.1.1.2.1. Narcissus poeticus var. recurvus

Cibul'ovita trvalka, ktord dorastd do vysky 35 cm. Pestuje sa v stredne vlhkych,

priepustnych pddach na slnku alebo v ¢iasto¢nom tieni. Na jar na stonke vyrasta jeden vonavy

kvet (Obr. 1). Okvetné listky su biele, s erveno lemovanou pakorunou a zelenym okom. Casto

sa vyuZziva pre jej vyzor ako okrasna rastlina do kvetinovych zdhonov (14).
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Obr. 1: Narcissus poeticus var. recurvus (15).

3.2. Alkaloidy z ¢el'ade Amaryllidaceae

Rastliny z ¢elade Amaryllidaceae produkuji skupinu alkaloidov, ktoré sa suhrnne
oznacuju ako AA (7). Nachadzaji sa najma v cibuliach rastlin, ale v menSej miere ich najdeme
aj v inych Castiach (16). Dodnes v ramci tejto cel’'ade bolo izolovanych a Struktirne popisanych
viac ako 650 alkaloidov, ktoré sa Strukttrne liSia, avSak sa povazuju za biogeneticky pribuzné
(8, 17). Dovod prec¢o AA upttali pozornost’ je ich Siroké spektrum farmakologickych tcinkov.
Ako inhibicia acetylcholinesterazy (AChE), inhibicia butyrylcholinesterazy (BuChE),
protinddorové, antivirusové, antibakteridlne, analgetické, antifungdlne a antimalarické
vlastnosti. Medzi najznamejsi AA patri galantamin, ktory pdsobi ako inhibitor AChE a pouZziva

sa pri lieCbe Alzheimerovej choroby (AD) (7).

3.2.1. Biosyntéza

AA z pohl'adu biosyntézy vznikaji norbelladinovou cestou (Obr. 2), ktora dostala nazov
podla kl'icového medziproduktu norbelladinu. Prvym stupfiom je premena aromatickych
aminokyselin L-tyrozinu a L-fenylalaninu (18). L-tyrozin sa dakarboxyluje pomocou
L-tyrozindekarboxylazy (TYDC) na tyramin a L-fenylalanin reaguje za pritomnosti fenylalanin
amoniovej lyazy (PAL) za vzniku 3,4-dihydroxybenzaldehydu (3,4-DHBA) (4, 19). Po
niekol’kych reakénych stupiioch z tyraminu a 3,4-DHBA vznikne norbelladin a nasledne 4'-O-
methylnorbelladin (16).
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Obr. 2: Norbelladinova biosynteticka cesta AA.
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4'-O-methylnorbelladin

3.2.2. Zakladné struktarne typy alkaloidov ¢el'ade Amaryllidaceae

Cyklizaciou v molekule 4’-O-methylnorbelladinu v polohe orto-para’, para-para’ a
para-orto’ dochadza k tvorbe zakladnych Strukturnych typov AA (Obr. 3) (20). Medzi tieto
zékladné typy patria: lykorinovy, homolykorinovy, haemanthaminovy, krininovy,
galantaminovy, tazettinovy, montaninovy, pankratistatinovy a mesembranovy typ (21). Okrem
tychto typov bolo popisanych d’alSich 13 Strukturnych typov AA, ktoré zvyc€ajne obsahuju len
jeden alkaloid. V rode Narcissus L. boli identifikované aj zliceniny, ktoré vznikli spojenim
dvoch odlisnych Strukturnych typov. Napriklad spojenim galantaminového a galantindolového

Strukturneho typu vznikol pallidiflorin (18).
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Obr. 3: Zékladné Struktirne typy alkaloidov ¢el'ade Amaryllidaceae.
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3.2.2.1.  Lykorinovy typ

Do tejto skupiny patria alkaloidy s pyrolo[de]fenantridinovym skeletom, ktory vznika
cyklizaciou v molekule 4’-O-metylnorbelladinu v polohe orto-para’. Z 4'-O-metylnorbelladinu
vznika medziprodukt noroxopluviin, ktory sa nasledne redukuje na norpluviin a z neho vznika
karanin, ktory sa hydroxyluje na lykorin (17).

Hlavnym zastupcom tejto skupiny je lykorin, ktory bol izolovany v roku 1877 z
Narcissus pseudonarcissus L. a jeho Strukturu v roku 1956 detailnejSie popisal Nagakawa a
spol. (22). Okrem lykorinu sem zarad’'ujeme aj latky ako pseudolykorin (Obr. 4), lykorin-2-6n,
1-O-acetyllykorin, 1,2-O-diacetyllykorin, amarbellizin, galantin, norpluviin, lykorén,
ungeremin, karanin, 1,2-epoxylykorin a d’alSie (16, 23).

Lykorin vykazuje viacero biologickych vlastnosti. U rastlin m& schopnost’ inhibovat
syntézu kyseliny askorbovej, je u€inny na niektoré druhy virusov ako napriklad poliovirus.
Taktiez vykazuje antimykotické pdsobenie na Saccharomyces cerevisiae a ma preukdzani
protinadorovu aktivitu (16).

Vo vSeobecnosti sa galantaminovy a lykorinovy typ vyznacuji inhibi¢nou aktivitou k
AChE. Latky lykorinového typu su voci glantaminovému typu menej ucinné a ich aktivita
stvisi so substiticiou v polohdch C-1 a C-2 (20). Aj ked’ lykorin nevykazuje ziadnu aktivitu k
AChE, niektoré jeho derivaty (¢i uz prirodzene vyskytujice sa v rastlinach alebo ziskané
syntetickou cestou) st inhibitormi AChE. Ako uz bolo spomenuté, podmienkou pre tento
ucinok je substitucia na C-1 a C-2. Jedna sa napriklad o 1-acetyllykorin, ktory je silny inhibitor
AChE. 2-Acetyllykorin a 1,2-diacetyllykorin maji len slabu inhibi¢nu aktivitu. Ungiminorin
ma inhibi¢nua aktivitu k AChE 6 az 10-krat silnejSiu ako galantamin (24).

OH

Lykorin Pseudolykorin

Obr. 4: Alkaloidy lykorinového Struktirneho typu.

18



3.2.2.2.  Homolykorinovy typ

Oxidac¢nou védzbou v molekule 4’-O-metylnorbelladinu v polohe orto-para’ dochadza k
tvorbe alkaloidov lykorinového typu, z ktorého restrukturalizaciou vznikd homolykorinovy
Strukturny typ. Zékladny skelet tvori tetracyklicky 2-benzopyrano[3,4-g]indol. Do tejto skupiny
patri celd rada alkaloidov napr. homolykorin, masonin, odulin, 8-O-demethylhomolykorin,
9-0O-demetylhomolykorin, lycorenin a d’alsie (17, 22).

Homolykorin, hippeastrin (Obr. 5) a 8-O-demetylhomolykorin vykazuji cytotoxicku
aktivitu, ktorad vsSak nie je selektivna a posobi aj na nenddorové bunky (16). Homolykorin ma
antiretrovirusovu aktivitu, inhibiént aktivitu k AChE a BuChE, a tieZ hypotenzny ucinok, ktory
bol skasany u potkanov (10, 25). U hippeastrinu bola zistend antimykoticka aktivita proti
Candida albicans a antivirova aktivita proti virusom Herpes simplex. Aj ked’ do tejto skupiny

patri velké mnozstvo aklaloidov, bioaktivita vac¢Siny z nich je nezndma (16, 25).

Homolykorin Hippeastrin

Obr. 5: Alkaloidy homolykorinového struktirneho typu.

3.2.2.3. Haemanthaminovy a krininovy typ

Tieto Strukturne typy alkaloidov st odvodené od 5,10b-ethanofenantridinového skeletu,
ktory vznika oxida¢nou védzbou v para-para’ polohdch. Hlavny rozdiel medzi jednotlivymi
typmi spociva v priestorovej orientacii etanového mostika na pozicii 5,10b. Zatial' co
haemanthaminovy typ charakterizuje B-orientacia, krininovy typ sa vyznacuje a-orientaciou
tohto mostika (Obr. 6) (8). V niektorych zdrojoch sa haemanthaminovy a krininovy typ
zarad’uju do spolo¢nej skupiny krininovych alkaloidov, kde haemanthaminovy typ nesie

oznacenie B-krininovy a krininovy typ sa oznacuje ako a-krininovy (26).
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Medzi vyznamnych predstavitelov tychto alkaloidovych typov patria latky ako
haemanthamin, haemanthidin, 8-O-demethylmaritidin, vittatin, seko-isopowellaminon,
maritidin, krinamin a papyramin (10, 16, 18).

Alkaloidy haemanthamin, haemanthidin, papyramin, krinamin a maritidin vykazuja
cytotoxicky u¢inok vo¢i nadorovym bunkam. Experimentalne Studie preukazali, Ze krinamin a
haemanthamin selektivne indukuju apoptézu v bunkéch pecenového karcindmu potkana,
pri¢om prirovnakej koncentracii nevykazovali cytotoxicky efekt na l'udské embryonalne bunky
obliciek HEK 293T. Mechanizmus tohto u€inku sa predpokladd na tUrovni inhibicie
proteosyntézy (16). V odbornych publikaciach sa uvadza, Ze protinadorovy efekt alkaloidov s
5,10b-etanovym mostikom je viazany na B-konfiguraciu. Pre ilustraciu mozno uviest’ ambellin,
ktory nesie konfiguraciu mostika v a-polohe. Z dostupnych dat vyplyva, Ze tato latka
nevykazuje protinadorovu aktivitu voc¢i skimanym nadorovym bunkovym liniam (10).
Haemanthamin patri medzi alkaloidy s viacerymi biologickymi aktivitami. Okrem
cytotoxického uc¢inku vykazuje aj antimalaricku aktivitu proti kmetiom Plasmodium
falciparum, d’alej hypotenzivny uc¢inok a antiretrovirusovi aktivitu. Maritidin a vittatin
preukézali cytotoxicku aktivitu voci bunkovym liniam adenokarcindmu hrubého ¢reva HT29,
karcinomu obli¢kovych buniek RXF393 a karcinomu pl'ic. Zaroven vykazovali antibakteridlny
ucinok proti gramnegativnej Escherichia coli a grampozitivnemu kmetu Staphylococcus
aureus (25).

Co sa tyka inhibicie cholinesteraz, samotny haemanthamin neprejavuje ziadnu inhibi¢nu
aktivitu, avsSak jeho derivaty (predovSetkym aromatické estery), tuto aktivitu prejavuji.
Najvyraznejsi inhibi¢ny ucinok bol zaznamenany u derivatov 11-O-benzoylhaemanthamine,
11-O-(2-metylbenzoyl)haemanthamine a 11-O-(4-nitrobenzoyl)haemanthamine (10).

Medzi druhy narcisov, ktoré produkuju alkaloidy haemanthaminového a krininového
typu sa zaraduju N. poeticus, N. tazetta, N. pseudonarcissus, N. papyraceus (10).

‘\\\\O H
"

Haemanthamin Krinin

Obr. 6: Alkaloidy haemanthaminového a krininového Struktirneho typu.
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3.2.2.4. Tazettinovy typ

Zakladnu $trukturu pretazettinovych alkaloidov, zndmych aj ako tazettinové, tvori skelet
2-benzopyrano|3,4-c]indol, ktory vznika oxida¢nou vdzbou medzi fenolickymi skupinami v
para—para’ polohach. V ramci ¢elade Amaryllidaceae bolo identifikovanych viac ako 30
pretazettinovych zli¢enin, medzi ktoré patria napriklad tazettin, pretazettin (Obr. 7),
6-deoxytazettin a 3-epimakronin (18, 27). Tieto alkaloidy boli identifikované v druhoch N.
tazetta, N. confusus, N. bulbocodium, N. obesus, N. pallidiflorus, N. panizzianus (10).

Tazettin z hladiska lie€Cby neurodegenerativnych ochoreni, ako je Alzheimerova
choroba, nevykazuje vyznamnu inhibi¢nt aktivitu vo¢i AChE a BuChE. V dostupnej literature
je vSak popisand jeho hypotenzivna a antimalarickd aktivita. Jeho cytotoxickd aktivita je
zanedbatel'na, ¢im sa 1iS1 od svojho biosyntetick€ho prekurzora pretazettinu, ktory méa vyrazné
protinadorové a antivirusové vlastnosti. Zmena biologickej aktivity medzi tazettinom a
pretazettinom je dand drobnym Strukturnym rozdielom, konkrétne polohou hydroxylove;j
skupiny na atomoch uhlika C-6a a C-8 (10).

Pretazettin patri medzi najaktivnejSie alkaloidy s ucinnostou proti T-lymfoidnym
bunkam MOLT-4 akutnej lymfoblastickej leukémie (16). Okrem toho inhibuje proliferaciu
HeLa buniek, ako aj rast nadorovych linii Rauscherovej leukémie, Lewisovho karcindému plic
a Ehrlichovho karcinomu (10). Zaroven zvySuje ucinok niektorych cytostatik, napriklad
doxorubicinu, najmi u rezistentnych foriem mysich leukémii. Popisana je tiez jeho antivirusova
aktivita, ktord bola preukdzana proti virusom Herpes simplex a flavivirusom (16). Jeho

praktické vyuzitie je vSak obmedzené vel'mi nizkou dostupnostou z rastlinnych zdrojov (10).
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Obr. 7: Alkaloidy tazettinového Strukturneho typu.
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3.2.2.5. Galantaminovy typ

Rastliny z rodu Narcissus patria medzi vyznamné zdroje alkaloidov galantaminového
typu, priCom najznamejsou zli¢eninou v tejto skupine je galantamin. Tieto alkaloidy st typické
pritomnostou dibenzofuranového skeletu, ktory vznikd v désledku para-orto’ fenolickej
oxida¢nej vizby. Na zaklade vyskumov tejto biosyntetickej cesty sa predpoklada, ze substratom
pre tvorbu para-orto’ vizby nie je O-metylnorbelladin, ale jeho N,O-dimetylovany derivat, z
ktorého naslednymi reakciami vznika galantamin (22).

Medzi alkaloidy galantaminového typu sa zarad’uju latky ako galantamin, lykoramin
(Obr. 8), norlykoramin, narwedin, epinorgalantamin a lykoraminon. Z tejto skupiny ma
najvacsi farmakologicky vyznam galantamin (10).

Galantamin bol po prvykrat izolovany v 50. rokoch 20. storoCia z cibil’ rastliny
Galanthus woronowii sovietskymi vedcami a neskor aj z cibal d’alSich druhov z celade
Amaryllidaceae (28). Obsah galantaminu v rastlindich rodu Narcissus sa meni medzi
jednotlivymi druhmi a odrodami, pricom koncentracia sa pohybuje od stopovych hodnét az po
2,5 % (8). Tato latka pdsobi na cholinergny systém dvojitym mechanizmom ucinku. Ide o
centralne ucinkujuci, selektivny, reverzibilny a kompetitivny inhibitor enzymu AChE, pricom
stucasne posobi ako alostericky moduldtor nikotinovych receptorov pre acetylcholin (28).
Tymto sposobom zvySuje koncentraciu acetylcholinu v synaptickej Strbine, ¢im podporuje
cholinergny prenos a zmieriuje prejavy kognitivneho deficitu u pacientov s Alzheimerovou
chorobou (25). Vo¢i AChE vykazuje priblizne 50-nasobne vyssiu selektivitu v porovnani s
plazmatickou BuChE (28). Alkaloid galantamin je latka, u ktorej neboli zistené ziadne znamky
cytotoxického ucinku (16). Uspech galantaminu podnietil vyskum novych inhibitorov AChE
(25).

Epi-galantamin, ktory mé hydroxylovt skupinu v a-polohe, a narwedin s keto skupinou
na uhliku C3, su tiez aktivnymi inhibitormi AChE, avSak ich ucinnost’ je priblizne 130-krat
nizsia ako u galantaminu. Odstranenie metylovej skupiny na dusikovom atome, ako je to u
N-demetylgalantaminu,  spdsobuje  pokles aktivity az desatnasobne.  Alkaloid
11B-hydroxygalantamin nesie hydroxylovy substituent na pozicii C11 a je taktiez priblizne
desatkrat menej Gi¢inny v porovnani s galantaminom. Uplnil stratu inhibiénej schopnosti voci
AChE sp6sobuje hydrogenacia dvojitej vizby medzi uhlikmi C4 a C4a, ¢o mozno pozorovat’
pri lykoramine. Naopak sanguinin, ktory nesie na uhliku C9 hydroxylovu skupinu namiesto

metoxylovej, vykazuje priblizne desatnasobne vySsiu uc¢innost’ nez galantamin (25).
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Medzi druhy narcisov, u ktorych boli zistené alkaloidy galantaminového Struktiirneho

typu, patria N. poeticus, N. pseudonarcissus, N. jonquila, N. cyclamineus (10).

Galantamin Lykoramin

Obr. 8: Alkaloidy galantaminového Struktarneho typu.

3.2.2.6.  Montaninovy typ

Alkaloidy tejto skupiny st odvodené od 5,11-methanomorfantridinového skeletu, ktory
sa vytvara oxidacnou védzbou typu para—para’ medzi fenolovymi kruhmi (8).

Montaninov¢ alkaloidy patria medzi Struktarne typy s malym poctom znamych
zlucenin, pricom doteraz bolo identifikovanych Strnast’ zastupcov tohto typu. Historicky prvymi
opisanymi alkaloidmi montaninového typu boli montanin (Obr. 9), kokcinin, mantidin a
mantin. O niekol’ko rokov neskor bola objavend a popisana d’alSia zluCenina tohto typu
oznacena ako pankracin. Pankracin (Obr. 9) sa od ostatnych montaninovych alkaloidov odlisuje
pritomnostou dvojitej vazby medzi atbmami uhlika C1 a Cl1a, ako aj dvomi hydroxylovymi
skupinami na stereocentrach C2 a C3 v E kruhu skeletu (29).

Pankracin preukdzal vyrazna antibakteridlnu aktivitu vo¢i Pseudomonas aeruginosa a
Staphylococcus aureus, pricom zaroven vykazal slaba u€innost’ proti protozodlnym patogénom,
ako su Trypanosoma brucei rhodesiense, Plasmodium falciparum a Trypanosoma cruzi (8).
Okrem antimikrobidlnych vlastnosti preukazal aj cytotoxicku aktivitu voci viacerym l'udskym
nadorovym bunkovym linidm in vitro. Mechanizmus jeho cytotoxického podsobenia vsak
doposial' nebol detailne preskimany a zostava predmetom dalSiecho farmakologického
vyskumu (29). V experimentalnych $tadiach montanin vykazoval antidepresivne, anxiolytické
a antikonvulzivne u¢inky u mysi. Okrem toho tieZ inhibuje aktivitu AChE a ma aj cytotoxicku

aktivitu (25).
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Pankracin Montanin

Obr. 9: Alkaloidy montaninového Strukturneho typu.

3.2.2.7.  Pankratistatinovy typ

Alkaloidy patriace do tejto skupiny vychadzaji zo Struktiry fenantridinu a medzi ich
najvyznamnejSich zastupcov patria pankratistatin a narciklasin (Obr. 10) (16).

Narciklasin bol prvykrat izolovany v roku 1967 z cibil’ narcisov v rdmci vyskumu
antirastovych faktorov, priCom jeho sprdvna chemicka $trukttra bola stanovend v roku 1970.
Zaujimavostou je, ze tato latka bola nezavisle objavena aj v rastline Lycoris radiata pod
nazvom lykoricidinol (30). Narciklasin ma cytotoxickt aktivitu, ktora spoc¢iva vo viazani na
60S ribozomalnu podjednotku, kde blokuje peptidyltransferazova aktivitu a tym brani tvorbe
peptidovych vézieb pocas syntézy proteinov. Vyskumy tiez preukazali, Ze narciklasin indukuje
apoptozu prostrednictvom aktivacie smrtiacich receptorov (death receptor 4 - DR4) v bunkéch
I'udského karcindomu prostaty a adenokarcindbmu prsnika. Narciklasin okrem svojich
protinadorovych uc¢inkov vykazuje aj antibakteridlne, antifungdlne a antivirusové ucinky.
Konkrétne pdsobi antifungalne proti Candida albicans, baktericidne proti baktérii
Corynebacterium fascians a antivirusovo proti RNA virusom spdsobujicim hemoragicka
horu¢ku, medzi ktoré patria flavivirusy a bunyavirusy (16). Dalsou oblastou moZného vyuZitia
narciklasinu s zapalové ochorenia, ked’ze tento alkaloid disponuje vyraznymi protizapalovymi
vlastnostami. Navyse in vitro vyskum ukézal, ze narciklasin znizuje hladiny prekurzorov
B-amyloidného proteinu, ¢im nasledne redukuje jeho produkciu v suvislosti s Alzheimerovou
chorobou (30).

Pankratistatin je alkaloid izolovany z Hymenocallis littoralis, ktory vykazuje
cytotoxicku aktivitu voci ludskym nadorovym bunkam. Novsie vyskumy potvrdili jeho
selektivnu toxicitu na rakovinové bunky, pricom zdravé bunky pri mikromolarnych
koncentraciach zostavaji nepoSkodené (31). Jeho mechanizmus G¢inku spoc¢iva v ovplyviiovani

priepustnosti mitochondridlnej steny a v iniciovani apoptdzy v bunkovych liniach (18).
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Obr. 10: Alkaloidy pankratistatinového Struktirneho typu.

3.2.2.8.  Mesembranovy typ

Mesembranovy typ alkaloidov predstavuje osobiti skupinu prirodnych zlucenin,
ktorych Strukturu tvori aryloktahydroindolové jadro. Okrem hlavného zastupcu, mesembrinu
(Obr. 11), su do tejto skupiny zaradené¢ aj pribuzné zluCeniny, ako st mesembranol,
mesembrenol a mesembrenon. Najvyznamnejsie biologické t¢inky ma prave mesembrin, ktory
sa prirodzene vyskytuje predovsetkym u rastlin rodu Sceletium, zatial' Co v rode Narcissus je
pritomny len v nizkych koncentracidch alebo vobec. Mesembrin a mesembrenon su
farmakologicky skiimané pre svoju schopnost’ inhibovat’ spdtné vychytavanie serotoninu,
pricom mesembrenon navyse vykazuje silny inhibi¢ny u¢inok na enzym fosfodiesterazu typu 4
(PDE4) (32, 33).

/ ’
Mesembrin

Obr. 11: Alkaloid mesembranového Struktirneho typu.
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3.3. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) patri medzi progresivne, ireverzibilné a
neurodegenerativne ochorenie (7). Spdsobuje poruchy pamite, myslenia az sa prejavi
neschopnost’ vykonavat’ kazdodenné aktivity (34).

Je to najCastejSia forma demencie a predstavuje 60—70 % vsetkych demencii (34).
Celosvetovo postihuje viac ako 36 milionov pacientov a v désledku starnutia populacie sa tento
pocet neustale zvySuje. Svetova zdravotnicka organizacia (WHO) predpoklada, ze v roku 2050
bude tymto ochorenim trpiet’ priblizne 131 milidnov l'udi (7).

DiZka Zivota u pacientov s AD je rdzna. Va¢sinou od prejavu prvych priznakov sa
dozivaju priblizne 7-10 rokov, avSak sa moézu dozit’ 1 viac ako 15 rokov. U geneticky
podmienenych foriem so skorym zaciatkom tmrtie pacientov méze prist 1 do 3 rokov od

prejavu prvych priznakov (35).

3.3.1. Klinicky obraz

Ochorenie AD vznikad postupne. VAacSinou sa prejavuje vo vysSom veku a preto sa
priznaky tohto ochorenia ¢asto prisudzuju k prirodzenému starnutiu organizmu. Z tohto dovodu
sa AD v pociato¢nych Stadiach tazko rozoznava (36).

V pociatocnom $tadiu sa ochorenie prejavuje zhorSenim funkcie pamiti a reci. V ramci
pamidte sa prejavuje najmd spomalenym myslenim a znizenou intelektovou kapacitou. V tomto
Stadiu sa u pacientov mdze vyskytovat’ aj cefalea, zavrate, depresia a nepokoj. Motorické
poruchy sa u pacientov objavuju ojedinele (36).

Druhé stadium trva jeden az tri roky a prejavuje sa najmd poruchami kratkodobej
pamiti. U pacientov je zhorSend schopnost’ pamétat’ a ucit’ sa nové informacie, avSak starSie
udaje si pamaitaji. Pacient zabtida a strdca predmety. Zabuda slova, ¢o sa prejavuje aj na
plynulosti reci. ZhorSuje sa orientdcia, priestorova aj ¢asova. Tieto priznaky si za¢ina vS§imat’
okolie, niekedy si to uvedomi aj sdm pacient (36).

Nasledujice Staddium sa prejavuje zadvaznymi poruchami paméte. Pacient mé t'azkosti
spomenut’ si na svoju adresu bydliska, datum narodenia, mena deti a rozprava nelogicky.
Nakoniec sa prestava orientovat’ vo vlastnom byte a je odkazany na pomoc druhych (36).

V poslednom Stadiu dochadza k Giplnej strate paméti, k neschopnosti sa postarat’ o seba,
objavujii sa bludy, agresivita, halucinacie a inkontinencia mocu a stolice. Toto S§tadium
prechaddza do termindlneho $tadia, v ktorom sa prejavuji extrapyramidové priznaky, zvyseny

tonus parkinsonského typu a myoklonie (36).
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3.3.2. Rizikové faktory

AD je multifaktoridlne ochorenie, ktorého mechanizmus vzniku nie je dodnes uplne
objasneny. Bolo vSak identifikovanych viacero rizikovych faktorov zvySujucich
pravdepodobnost’ jej vzniku a urychl'ujicich jej progresiu (37).

Najvyznamnej$im rizikovym faktorom je vek. Incidencia ochorenia rastie s vekom,
pri¢om po 85. roku trpi niektorou formou demencie priblizne tretina populacie. Je dolezité si
uvedomit, ze vyssi vek sice zvySuje riziko vzniku AD, avSak samotné starnutie nie je
postacujicim faktorom na jej rozvoj (38).

AD patri medzi ochorenia, pri ktorych zohrava genetickd predispozicia vyznamnu
ulohu. Jednym z najvyznamnejsich genetickych faktorov je gén pre apolipoprotein E, ktory sa
podiela na transporte lipidov v krvnom obehu. Osobitnou skupinou s vyrazne zvySenym
genetickym rizikom rozvoja AD su jedinci s Downovym syndromom. U tychto pacientov je
pritomna trizomia 21. chromozému, na ktorom sa nachadza gén pre amyloidovy prekurzorovy
protein (APP). Jeho nadmernd expresia vedie k zvySenej produkcii beta-amyloidovych
fragmentov, ktoré sa ukladaji v mozgovom tkanive vo forme amyloidovych plakov. Délezitym
faktorom rizika vzniku AD je aj rodinnad anamnéza. Osoby, ktoré maju rodi¢a alebo stirodenca
s touto diagn6zou, maju vyssie riziko jej rozvoja v porovnani s osobami bez rodinnej zat'aze,
pricom riziko stupa s poctom postihnutych pribuznych (38).

Stale viac dokazov naznacuje prepojenie medzi kardiovaskularnym zdravim a rizikom
rozvoja demencie. Medzi hlavné rizikové faktory, ktoré prispievaji k rozvoju
kardiovaskularnych ochoreni a zaroven zvySuju pravdepodobnost’ vzniku demencie, patria
vysoky krvny tlak, dyslipidémia, nadvdha a cukrovka (39). Vyskumy preukazali, zZe
hypertenzia, obezita a zvySené hladiny cholesterolu v obdobi stredného veku vyznamne zvysuja
riziko demencie v starobe. Zaujimavym zistenim je, Ze obezita vo vy$Som veku a hypertenzia,
ktoré sa objavia az po osemdesiatke mdzu toto riziko paradoxne znizovat (38). Medzi
kardiovaskuldrne ochorenia, ktoré maji vplyv na riziko vzniku AD, patri aj srdcové zlyhanie,
ktoré podl'a niektorych idajov zvysuje pravdepodobnost’ rozvoja AD priblizne 1,8-nasobne. Na
druhej strane, uZivanie antihypertenziv sa javi ako potencialne ochranny faktor, ktory moze
spomalit’ kognitivny pokles a znizit’ pravdepodobnost’ rozvoja demencie (39).

Spankové poruchy, ako je obStrukénd spankova apnoe alebo naruSend architektira
spanku, sa spajaju so zvySenym rizikom kognitivneho poklesu a vznikom AD (39).

Vyziva hra tiez kI'i¢ovu ulohu. Nadmernd konzumécia nasytenych tukov zvySuje riziko

AD, zatial ¢o mononenasytené a omega-6 polynenasytené tuky moézu mat ochranny vplyv.
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Strava s vysokym podielom sodika, prekracujuca 12 gramov denne, sa spdja s trojnadsobne
vySSou pravdepodobnostou vyskytu kognitivneho poskodenia. U mysi bola preukazana
suvislost medzi vysokym prijmom soli a poruchou funkcie mozgovych ciev, zniZzenym
cerebralnym prietokom a zhorSenim kognitivnych schopnosti. Naopak, niektoré zlozky potravy
moZu pdsobit’ preventivne. Vitaminy C a E ako antioxidanty mézu chranit’ neurény pred
oxida¢nym poskodenim, ¢im potencialne znizuju riziko vzniku AD (39). Napriek tomu $tadie
vyzivovych doplnkov zatial' nepreukazali presved¢ivy dokaz o ich ucinnosti pri prevencii
kognitivneho tipadku alebo demencie (38).

Zivotny $tyl celkovo vyrazne ovplyviiuje zdravie mozgu. Kym fajéenie riziko demencie
zvySuje, pravidelna fyzicka aktivita ho naopak znizuje. Nie je sice zatial’ jednoznacne urcené,
aky druh alebo objem pohybovej aktivity je najefektivnej$i, no vSeobecne plati, Ze aktivny
spdsob zivota ma pozitivny dopad na kognitivne funkcie (38).

Traumatické poranenie mozgu sposobené vonkajSou silou, je spojené so zvySenym
rizikom demencie vratane AD. Cudia nad 75 rokov su najviac postihnutou skupinou, pricom
pady st hlavnou pri¢inou traumatického poranenia mozgu v tejto vekovej kategorii (38).
Experimenty na mySiach naznacuju, ze aj mierne urazy mézu zvysit' tvorbu amyloidovych

plakov a spdsobit’ kognitivne poruchy (39).

3.3.3. Patogen¢za

Patogenéza AD nie je doposial’ Gplne objasnend a v priebehu rokov bolo navrhnutych
viacero hypotéz, ktoré sa snazia vysvetlit' vznik tohto ochorenia, vratane B-amyloidnej tedrie
(Obr. 12), hypotézy t-proteinu, cholinergnej hypotézy a teodrie glutamatovej neurotoxicity,
pricom zatial' sa nepodarilo vytvorit' jednotnu teoriu, ktora by plne objasnila komplexnt

patogenézu AD (37).
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Obr. 12: Struktira mozgu a neurénov a) zdravy mozog, b) mozog postihnuty AD (37).

3.3.3.1. P-amyloidna teodria

Tato teoria hovori o tom, ze vznik AD je spdsobeny extracelularnou akumulaciou a
agregaciou PB-amyloidu (AP) v niektorych cCastiach mozgu (mozgova kora, hipokampus,
amygdala). Nasledne tu dochadza k vysSSiemu ubytku neurénov, ako pri beznom starnuti.
Amyloid vznikd v dosledku Stiepenia transmembranového amyloidného prekurzorového
proteinu (APP) (18, 40). Za fyziologickych podmienok je APP Stiepeny enzymom a-sekretdzou
v non-amyloidogénnej ceste, ¢im vznikd rozpustny fragment sSAPPa a membranovy fragment
C83. Tento fragment (sAPPa) za normdlnych podmienok zohrdva tlohu pri tvorbe novych
neurondlnych synapsii. U AD sa pri Stiepeni APP uplatiiuji enzymy B-sekretaza a y-sekretaza,
ktoré Stiepia APP na dlhSie fragmenty o viac ako 42 aminokyselin, ktoré sa navzajom spajaju a
vedu k vzniku neurotoxickych oligomérov (18, 35). Nasledne sa zhlukuji v extracelularnych
priestoroch mozgovej kory, kde polymeraciou dochadza k vzniku patologického proteinu Af,
ktory vytvara zéklad pre amyloidné plaky. V tychto oblastiach dochaddza k
neurodegenerativnym zmenam, k tvorbe zapalu, k aktivacii zapalovych cyklooxygenaz, k
nadmernému uvol'neniu excitaénych aminokyselin a k degradacii t-proteinu. V ddsledku tychto

zmien dochadza k poskodeniu neurénov a nésledne k ich apoptoze (35).
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3.3.3.2.  Hypotéza t-proteinu

Bunky aj neurony st tvorené cytoskeletom, ktory je ¢iastocne zlozeny z mikrotubulov.
Na ich povrchu sa nachadzaju vysoko rozpustné t-proteiny, ktoré sa zucastiiuju na
polymerizacii a stabilizacii mikrotubulov, ¢im prispievaju k udrzaniu integrity cytoskeletu
(40, 41, 42). Ako bolo spomenuté pri amyloidnej hypotéze sa v dosledku poruchy metabolizmu
APP vytvara patologicky AP, ¢o prispieva k degeneracii a fosforylacii t-proteinu (43).
Hyperfosforylaciou dochadza k zmene konformacie t-proteinu, ¢o spdsobuje jeho znizenu
rozpustnost’ a afinitu k mikrotubulom (18). Fosforylované t-proteiny opustaji mikrotubuly,
nasledne sa medzi sebou zhlukuju a tvoria neurofibrilarne klbkéa (Obr. 13). Tymto procesom
dochadza k nedostatku t-proteinov v mikrotubulach, ¢im stracaji svoju funkciu a mozu
spdsobit’ aj bunkova smrt’ alebo apoptéozu (42). Fosforylacia a defosforylacia st regulované
pomocou kinaz a fosfataz, ako napriklad multifunkény glykogén syntaza kinaza 3P, ktory
ovplyviiuje regulaciu bunkového cyklu, diferenciaciu a proliferaciu buniek. Jeho zvySena
aktivita moze viest’ k rozvoju diabetu, AD alebo zhubného bujnenia (18). U pacientov s AD je

T-protein trojnasobne hyperfosforylovany ako u zdravého jedinca (40).

Tyrozin —
®

T-Protein
Neurofibrilarne

Obr. 13: Tvorba neurofibrilarnych klbiek (42).
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3.3.3.3.  Cholinergna hypotéza

V 70. rokoch minulého storocia bol u pacientov s AD zisteny cholinergny deficit v
mozgu, spdsobeny nedostatkom enzymu cholinacetyltransferazy (ChAT), ktory je dolezity pri
syntéze acetylcholinu (ACh). Tieto poznania viedli k navrhnutiu cholinergnej hypotézy
(37, 44).

ACh hra doleziti tulohu v centralnom nervovom systéme (CNS). Posobi ako
neurotransmiter, ktory ovplyviiuje ucenie, paméit’, pozornost’, spanok a iné kognitivne funkcie,
tiez zasahuje aj do produkcie a sekrécie inych neurotransmiterov (napr. dopamin, glycin) v
CNS. Jeho syntéza prebieha v cytoplazme neurénov pomocou enzymu ChAT z aminokyseliny
cholinu a acetyl-koenzymu A. Nasledne je transportovany z cytozolu pomocou vezikularneho
acetylcholinového transportéra do synaptickych vezikul. ACh posobi na r6zne receptory v tele.
V mozgu vyznamne ovplyviiuje pamit pomocou muskarinovych (M) a nikotinovych (N)
acetylcholinovych receptorov. Tieto receptory sa nachadzaju v celom CNS, ale najmid v
thalame, kortexe a hippokampe. ACh sa odbtrava pomocou enzymov AChE a BuChE na cholin
a kyselinu octovu. Funkcia enzymu BuChE je skor podporna. (18, 43, 45).

AD je spojena s poruchou metabolizmus ACh na réznych trovniach. Dochadza k
poklesu ChAT, k znizeniu spatného vychytavania cholinu a k znizenej tvorbe ACh. Hladiny
AChE a BuChE su naopak zvysSené a tym dochédza k rychlejSej degradacii ACh. Z tohto
vyplyva, Ze pacienti trpiaci AD maji zniZzenu hladinu ACh, ¢o vedie k poklesu kognitivnych
funkcii, pretoze dochadza k zhorSeniu nervového prenosu a nakoniec aj k strate cholinergnych
neuronov. Tato hypotéza tiez hovori, ze znizena hladina ACh nestvisi len s poruchou
mozgovych funkcii, ale podiela sa aj na chybnom spracovani APP, ktory sposobuje tvorbu A3
a senilnych plakov (10, 18).

3.3.3.4.  Tedria glutamatovej neurotoxicity

Glutamat je hlavny excitatny neurotransmiter centrdlneho nervového systému.
Receptory pre excitacné aminokyseliny sa delia na ionotropné a metabotropné. Ionotropné
receptory, medzi ktoré patria NMDA, AMPA a kainitové receptory, umoziuju rychly
synapticky prenos prostrednictvom iontovych kanalov. Metabotropné receptory st spojené s
G-proteinmi (46).

V suvislosti s AD sa povodne predpokladalo, ze v dosledku dystrofie neurénov a straty

synapsii v neskorych Stadiach ochorenia dochddza k poklesu neurondlnej aktivity. NeskorSie
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Studie na mysich modeloch vSak preukézali pritomnost’ neuronalnej hyperaktivity vo viacerych
oblastiach mozgu. Tento jav je spojeny s kumulaciou glutamatu v extracelularnom priestore,
ku ktorej dochadza v doésledku narusenej funkcie glutamatovych transportérov. Porucha
spatného vychytavania glutamatu vedie k jeho hromadeniu a naslednej nadmernej excitac¢nej
stimulacii neuréonov. K zvySenej koncentracii glutamatu mozu prispievat’ aj d’alSie faktory,
napriklad abnormalne uvolfiovanie glutamatu z presynaptickych zakonéeni. Vysledkom je
naruSenie rovnovahy medzi excitanymi a inhibi¢énymi signdlmi v mozgu, ¢o vedie k
pretrvavajucej hyperaktivite a urychleniu progresie neurodegeneracie (47).

Nadbytok glutamatu a pretrvavajica aktivacia glutamatovych receptorov mézu
sposobit’ excitotoxicitu, ¢o je proces veduci k poskodeniu a smrti neurénov. Excitotoxicita
stvisi predovSetkym s NMDA receptormi, ktorych nadmerna aktivacia vedie k zvySenému
prieniku vapnika (Ca?") do bunky. To spusta kaskadu degradacnych procesov, vratane aktivacie
katabolickych enzymov, depolarizicie mitochondridlnych membran a tvorby volnych
radikédlov. Tento mechanizmus je prepojeny s oxidaénym stresom, ktory vznikd pri nadmerne;j
produkcii reaktivnych foriem kyslika a dusika. Tieto radikaly poskodzuju lipidy, proteiny,
nukleové kyseliny a mitochondrie, ¢o moze d’alej zvySovat’ produkciu reaktivnych foriem
kyslika. NaruSenie rovnovahy medzi tvorbou volnych radikdlov a antioxidaénymi

mechanizmami prispieva k imrtiu neurénov pri neurodegenerativnych ochoreniach (48).

3.3.4. Diagnostika

Diagnostika AD si vyzaduje komplexny pristup s vyuzitim roznych typov vysSetreni. U
pacienta s podozrenim na toto ochorenie sa vykonava neurologické vysSetrenie, magneticka
rezonancia mozgu, biochemické krvné testy vratane stanovenia hladiny vitaminu B12 a
posudzuje sa osobna i rodinnd anamnéza. Deficit vitaminu B12 je spajany s vyskytom
neurologickych poruch a zvySenym rizikom rozvoja AD. ZvySené koncentracie homocysteinu
predstavuju rizikovy faktor, pretoze moézu viest k oxidacnému poskodeniu buniek,
nadmernému vstupu id6nov vapnika do neurénov a nasledne k ich apoptédze (37).

Zakladom laboratdrnej diagnostiky by mala byt’ predovsetkym detekcia patologickych
zmien typickych pre AD alebo identifikdcia markerov, ktorych expresia sa meni uz v
pociato¢nych Stadiach ochorenia. Idedlny marker by mal byt I'ahko dostupny, neinvazivny a
zaroven schopny detegovat’ ochorenie esSte pred objavenim sa prvych klinickych priznakov.
Okrem toho, by mal taktieZ poskytovat’ moZnost’ sledovat’ vyvoj ochorenia v €ase, posudzovat

efektivitu zvolenej liecby a pomahat’ prirozliseni AD od inych druhov demencii. Komplikéaciou
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v diagnostike vSak zostdva dlhé trvanie predklinického $tadia, ktoré moze prebiehat’ roky bez
akychkol'vek viditelnych priznakov. Z hladiska konkrétnych biomarkerov sa meranie
hyperfosforylované¢ho t-proteinu ukdzalo ako u¢inny néstroj na odliSenie AD od inych typov
demencii. V snahe dosiahnut’ v€asnejSiu a presnejsiu diagnostiku boli vyvinuté diagnostické
kritérid, ktoré kombinuji biochemické testy, zobrazovacie metédy a neuropsychologické
hodnotenie pacienta. Biochemicka a zobrazovacia diagnostika sa zameriava najmi na typické
znaky AD, ako su P-amyloidové plaky a neurofibrilairne spletence t-proteinu. Boli
identifikované molekuly schopné preniknit’ cez hematoencefalicku bariéru a naviazat sa na
tieto patologickeé Struktury, ¢o umoziuje ich zobrazenie v 'udskom mozgu (49).

Kognitivne testovanie predstavuje d’alSiu dolezitu stcast’ diagnostiky pri podozreni na
AD. Jednym z najcastejSie pouzivanych nastrojov je Mini-Mental State Examination (MMSE),
no jeho spol'ahlivost’ nemusi byt’ v kazdom pripade dostato¢na. Ako doplnkovy nastroj sa ¢asto
vyuziva test kreslenia hodin (Clock-Drawing Test), ktory vykazuje vyssSiu Specificitu, no takisto
nedosahuje uplnu diagnostickt presnost’. Na podrobnejsie zhodnotenie kognitivnych funkcii sa
vyuZzivaju komplexnejSie neuropsychologické nastroje ako ADAS-Cog (Alzheimer’s Disease
Assessment Scale — Cognitive Subscale), ktory umoziuje detailne posudit’ viaceré oblasti
kognitivneho fungovania vratane pamati a re¢i. Vdaka tomu poskytuje presnej$i obraz o miere
a rozsahu kognitivneho postihnutia. Daliim doleZitym diagnostickym kritériom je aj typicky

klinicky priebeh ochorenia (35, 50).

3.3.5. Liecba

Aj napriek intenzivnemu vyskumu a snahdm o vyvoj novych lieCiv je sucasna liecba
AD zamerana predovSetkym na zmiernenie priznakov ochorenia. Jej cielom je spomalit

zhorSovanie kognitivnych funkcii a zlepsit’ kvalitu Zivota pacientov (51).

3.3.5.1.  Farmakologicka liecba

Farmakoterapia AD v sti¢asnosti zahfiia najmi dve hlavné skupiny liekov, inhibitory
cholinesterazy a antagonisty NMDA receptorov (37). Hoci lie¢iva z tychto skupin mozu
docasne zlepsit’ alebo asponi stabilizovat’ kognitivne funkcie, ich i€innost’ zostdva obmedzena.
Jednym z faktorov, ktoré znizujii ich G¢innost, je zniZena priepustnost’ hematoencefalicke;j
bariéry, ktord stazuje prienik ucinnej latky do mozgu. Tento problém Casto vedie k potrebe
podavania vyssich davok, ¢o zaroven zvySuje riziko vyskytu neziaducich u¢inkov. Dal§im

limitujacim faktorom je neskoré nasadenie lieCby, velakrat az v pokrocilych S$tadiach
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ochorenia, kedy uz je pritomné rozsiahle neurodegenerativne poskodenie. Z tohto dovodu sa
Coraz vicsi doraz kladie na skory terapeuticky zésah, idedlne este pred nastupom klinickych

priznakov, v asymptomatickom Stadiu AD (51).

Inhibitory cholinesterdz

Cielom tejto skupiny lie¢iv je zvysit koncentraciu neurotransmiteru ACh v centralnom
nervovom systéme, ked’ze u pacientov s AD je jeho hladina vyrazne zniZend. Mechanizmus
ucinku spociva v inhibicii enzymu AChE, pripadne aj BuChE, ¢im sa spomal’uje degradacia
ACh a zvySuje sa jeho dostupnost’ na cholinergnych synapsiach. Tento pristup vychadza z
cholinergnej hypotézy AD, ktord predpokladd, Ze pokles aktivity cholinergného systému
vyznamne prispieva k rozvoju kognitivneho deficitu (37).

Prvym predstavitelom tejto skupiny bol takrin (tetrahydroaminoakridin), ktory sice
ziskal schvalenie od FDA (Food and Drug Administration), no pre vysoky vyskyt neziaducich
uc¢inkov, najméd hepatotoxicitu, bol stiahnuty z klinickej praxe. Nasledne boli zavedené
ucinnejsie a bezpec¢nejsie inhibitory cholinesterazy ako donepezil, rivastigmin a galantamin.

Donepezil (Obr. 14) je povazovany za kl'uicovy liek v lieCbe AD. Vo vSeobecnosti je
dobre tolerovany, pricom neziaduce uCinky sa najCastejSie tykaji gastrointestinalneho a

nervového systému (37).

Obr. 14: Struktira donepezilu.

Rivastigmin (Obr. 15) v terapii AD sa vyuziva predovSetkym pri miernych az stredne
zavaznych formach ochorenia, kde napomaha k zlepSeniu kognitivnych funkcii a schopnosti
zvladat’ bezné denné Cinnosti. Perordlne uzivanie rivastigminu méze byt spojené s vyskytom
neziaducich ucinkov, ako si nevolnost’, slabost’, vracanie, traviace t'azkosti, nechutenstvo
alebo ubytok hmotnosti. Tieto priznaky mozu viest’ k preruSeniu liecby, avsak pri dlhodobom
podavani ¢asto ustupuju a tolerancia k lieku sa zlepSuje. Ako vhodna alternativa k peroralnemu

podaniu st transdermalne naplasti, ktoré¢ zabezpecujii rovnomerné a kontinualne vstrebavanie

34



ucinnej latky cez koznu bariéru. Tento spdsob podania je spojeny s niz§im vyskytom
neziaducich Uc¢inkov a lepSou znasanlivostou, ¢o vedie k vysSej adherencii pacientov a

spokojnosti ich opatrovatel'ov (37).
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Obr. 15: Struktira rivastigminu.

Galantamin je izochinolinovy alkaloid, ktory sa vyznacuje dvojitym mechanizmom
ucinku. Posobi ako kompetitivny inhibitor AChE a zaroven sa alostericky viaZze na
a-podjednotku nikotinovych acetylcholinovych receptorov, ¢im podporuje ich aktivaciu.
Galantamin ma schopnost’ priaznivo ovplyvnit’ kognitivne schopnosti a kazdodenné funkcie,
pricom vykazuje porovnatel'n u¢innost’ a zndsanlivost’ ako ostatné inhibitory AChE. V snahe
zlepsit’ transport lie¢iva do mozgu sa v poslednych rokoch vyvijaji r6zne systémy cielene;j
distribacie (napr. nanocastice tuhych lipidov alebo nanoemulgacné systémy) (37).

V Ceskej republike st v su¢asnosti registrované lie&ivé pripravky obsahujice donepezil

a rivastigmin, zatial’ o lieky s obsahom galantaminu nie su aktualne registrované (52).

Antagonisti NMDA receptorov

Okrem inhibitorov cholinesterazy sa v lieCbe AD pouzivaju aj cholinergné liecCiva, ktoré
moduluji aktivitu cholinergnych receptorov. Tieto lieky priamo ovplyviiujii muskarinové a
nikotinové acetylcholinové receptory (53).

Patri sem memantin (Obr. 16), ktory posobi ako nekompetitivny antagonista NMDA
receptorov, ¢im zabrafiuje nadmernej a patologickej aktivacii glutamatového systému. NMDA
receptory hraju klI'icovu tlohu v patofyziologii AD. Ich nadmernd aktivacia sposobuje zvyseny
prisun intracelularneho vapnika, ¢o vedie k excitotoxicite, poskodeniu a smrti nervovych
buniek, a nasledne k zhorSeniu kognitivnych funkeii (37). Memantin je ureny na lieCbu stredne
tazkej az tazkej AD, pricom sa moze podavat’ samostatne alebo v kombinécii s inhibitormi

cholinesterazy (53).
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Obr. 16: Struktira memantinu.

Monoklonalne protilatky

Tradi€né terapeutické pristupy sa zameriavaji najméd na inhibiciu enzymu AChE a
blokadu receptorov NMDA, pricom ich G¢inok na spomalenie progresie alebo zvratenie
priebehu ochorenia je obmedzeny. Z tohto dovodu je nevyhnutné vyvijat’ liecby, ktoré cielene
ovplyviiuja patogenetické mechanizmy AD, predovsetkym akumulaciu A plakov. Ako vhodna
terapia sa ukdzala lieCcba pomocou monoklondlnych protildtok. Pociato¢né pokusy s
protilatkami bapineuzumab a solanezumab, ktoré boli vyvinuté ako potencidlne lieCiva AD,
nepriniesli v klinickych fiazach ocakavané vysledky. Naproti tomu donanemab dosiahol
priaznivé klinické ucinky, no bol spojeny aj s vy$sim vyskytom neziaducich reakcii (54).

V poslednych rokoch si osobitni pozornost’ ziskal lekanemab. Ide o humanizovanu
monoklonalnu protilatku triedy IgG1, ktora sa s vysokou afinitou viaze na protofibrily AP
peptidu. Lekanemab je humanizovanou verziou mysej protilatky mAb158, ktora preukazala
uc¢innost’ v predklinickych modeloch (54). Zaroven ide o prvy monoklonalny pripravok urceny
na lie¢bu AD, ktory ziskal schvalenie FDA, a v si¢asnosti je registrovany aj v Ceskej republike
(52, 54). Predklinické stadie potvrdili schopnost’ lekanemabu prechadzat’ hematoencefalickou
bariérou a cielene sa viazat’ na AP plaky, ¢im podporuje ich odstraiiovanie prostrednictvom
imunitného systému. Klinické skuSania fazy I a II priniesli vysledky v podobe zniZenia
mnozstva AP plakov a zlepSenia kognitivnych funkcii u pacientov v skorych stadiach AD. Tieto
pozitivne nalezy sa stali zdkladom pre rozsiahlejSie Studie fazy III, ktoré hodnotia dlhodobt

ucinnost’ a bezpecnostny profil liecby (54).

Potencialne terapeutické pristupy

Potencidlna lie€ba AD zahfna farmakologické pristupy zamerané na AP s cielom znizit’
jeho produkciu alebo podporit’ jeho odstranenie. Inhibitory B- a y-sekretdzy, ktoré znizuju
tvorbu AP, Casto spdsobili zdvazné neziadliice ucinky alebo nezlepSili kognitivne funkcie

pacientov. Ako sl'ubné alternativy sa skiimaju zosililovace a-sekretazy, pretoZe aktivacia tohto
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enzymu znizuje tvorbu AP a zaroven zvysuje produkciu neuroprotektivnej rozpustnej formy
APP. Ich klinicky vyvoj je vSak stale v pociatocnej faze (53).

Lieciva zamerané na t-protein predstavuji d’al$iu potencialnu lieCbu AD. Tento protein
totiz zabezpecuje stabilitu mikrotubulov v neurénoch, no jeho hyperfosforylacia a akumulacia
vedu k neurodegenericii a tvorbe neurofibrilarnych spleti. Sicasny vyskum sa zameriava na
rdzne pristupy, ako je inhibicia T agregacie i pouzitie protilatok proti t-proteinu, ktoré by
mohli znizit’ expresiu jeho patologickych foriem. Niekol’ko liekov a monoklonalnych protilatok

je vo faze klinickych skusok, avSak doteraz chybaju dokazy o ich u¢innosti (53).

3.3.5.2. Nefarmakologicka lie¢ba

Nefarmakologickd terapia zahfila zmeny zivotného Stylu, kognitivne cvicenia a r6zne
typy neurostimulacie. Vyskumy preukézali, Ze pravidelna fyzicka aktivita priaznivo ovplyviuje
mozgoveé zdravie a mdze spomalit’ progresiu AD tym, ze zlepSuje mozgové prekrvenie,
podporuje vznik novych neurénov a zmieriiuje zapalové procesy, ktoré vedu k znizeniu hladiny
AB. Okrem pohybovej aktivity zohrava ddleziti ulohu aj strava a intelektudlna stimulacia.
Kombinované pristupy, ktoré zahfiiaji zdravy Zzivotny S$tyl, kognitivne tréningy a kontrolu
kardiovaskularnych rizik, maji potencial nielen udrzat, ale aj zlepSit’ kognitivne schopnosti a
pomoct’ predchadzat rozvoju AD u starSich pacientov (37). V poslednych rokoch sa stimulacia
mozgu povazuje za slubnu nefarmakologicku liecebnii metodu pri AD. Medzi najvyznamnejSie
metody patria hlbokd mozgova stimulacia, stimuldcia vagového nervu, transkranidlna

magneticka stimuldcia a transkranialna elektricka stimulacia (55).
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4. Experimentalna cast’

4.1. Pouzity material
4.1.1. Chemikalie pouzité pri izolacii a identifikacii alkaloidov

e Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice)

e Acetonitril p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (ACN)

e Amoniak 25 % vodny roztok p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (NH3)

e Cyklohexan p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (CHx)

e Destilovana voda (Katedra analytickej chémie Farmaceutickej fakulty v Hradci
Kralové Univerzity Karlovy) (H>O)

e Dicthylamin p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (DeA)

e Dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno)

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

e Ethyl-acetét p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (EtOAc)

e Chloroform ¢&isty (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (CHCl3)

e Chloroform deuterizovany pre NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D
(Sigma-Aldrich, Praha) (CDCl)

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

e Kyselina mravcia LC/MS gradient (VWR International, Franctzsko)

e Kyselina trifludroctova, ReagentPlus®, 99 % (Sigma-Aldrich, Nemecko) (TFA)

e Kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

e Methanol LC/MS gradient (VWR International, Francuzsko) (MeOH)

e Methanol p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (MeOH)

e Toluén p. a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (To)

4.1.2. Chemikélie a enzymy pouzité pri merani inhibicie cholinesteraz

e 5,5°-Dithio-bis-(2-nitrobenzoovd) kyselina (Sigma-Aldrich, Praha) (DTNB,
Ellmanovo ¢inidlo)
e Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha)
e Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich, Praha)
e Dihydrogénfosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (Penta a.s., Ing. Petr Svec) (NaH,POs .
2H,0)
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Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (DMSO)

Eserin (Sigma-Aldrich, Praha)

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

Galantamin (Sigma-Aldrich, Praha)

Hydrogénfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaH,PO4)
Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

Ludska rekombinantna acetylcholinesteraza (Katedra chémie Prirodovedeckej
fakulty Univerzity Hradec Kralové) (hAChE)

Ludska rekombinantnd butyrylcholinesterdza (Katedra chémie Prirodovedecke;

fakulty Univerzity Hradec Kralové) (hBuChE)

. Mobilné fizy

MF 1: CHx : EtOAc : DeA (30 : 60 : 10)

MF 2: CHx : To : DeA (50 : 45 :5)

MF 3: CHx : EtOAc : DeA (30 : 65 :5)

MF 4: EtOAc : MeOH : NH3 (100 : 3 : 3)

MF S: CHx : EtOAc : DeA (25: 65 :10)

MF 6: To : DeA (90 : 10)

MF 7: EtOAc : To: ACN (11:7:2)

MF 8: ACN : MeOH : TFA (10 :40:0,1)

MF 9: MeOH : EtOAc : TFA (15 :35:0,1)

MF 10: EtOH : To: ACN : NH3 (11:7:2:0,1)
MF 11: EtOAc : MeOH : TFA (20 : 20 : 0,1)
MF 12: EtOH : To : ACN : NH3 (25:10:5:0,1)

4.1.4. Pristroje a software

GraphPad Prism v. 6.07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
Polarimeter P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Nemecko)

Rotacéna vakuova odparka (Laborota 20 Heidolph, Nemecko)

Spektrometer HRMS-ESI, Waters Synapt G2Si s hybridnym analyzatorom
quadrupoletime-of-flight (Q-TOF) pripojeny na Waters Acquity [-Class UHPLC
System (Waters Corporation, Milford, Massachusetts, USA)
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e Spektrometer MS-EI na GC/MS systému Agilent 7890A GC 5975 inertny MSD; EI
mod 70 eV; koléna HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA)

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

e Ultrazvukovy kupel’ Sonorex Super 10P (Bandelin, Nemecko)

e UV reader Synergy HT (Biotek, USA)

4.1.5. Pomocny material

e Analytické TLC dosky Silica gel 60 F254 20 x 20 cm (Merck, Nemecko)

e Analytické TLC dosky Aluminium oxide 60 F254 20 x 20 cm (Merck, Nemecko)
e BezZné laboratorne sklo

e Kremelina Celite C 535 John‘s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)

o Silikagél (63—200 um) (Fluka, USA)

o Silikagél Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, Nemecko)

e Susiace perly silikagélu (Penta a.s., Ing. Petr Svec)

e Vata

4.2. VSeobecné postupy

4.2.1. Priprava liatych dosiek

Komerc¢ny silikagél Kieselgel 60 GF2s4 sa zmiesa s destilovanou vodou vo vhodnom
pomere za vzniku suspenzie. Na sklenené dosky s rozmermi 15 x 15 cm sa nanaSa suspenzia
pripravena zmieSanim 6,5 g silikagélu a 18,5 ml destilovanej vody. Pre menSie dosky s
rozmermi 4 x 15 cm sa pouziva suspenzia obsahujuca 1,7 g silikagélu a 7 ml destilovanej vody.
Suspenzia sa rovnomerne nanesie a rozotrie na vopred ocCistené sklenené dosky pomocou
ethanolu. Takto pripravené TLC dosticky sa ndsledne susia pri izbovej teplote (Obr. 17). Pocas
pripravy je potrebné dodrZiavat bezpecnostné opatrenia, medzi ktoré patri aj pouZitie

respiratora.
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Obr. 17: Susenie liatych dosiek.

4.2.2. Nanasanie a vyvijanie vzorky

Zmes alkaloidov sa najskor rozpustila v malom mnozstve chloroformu a ethanolu v
pomere 1 : 1, aby koncentracia zmesi urenej na nandsanie bola v rozmedzi 5-8 %. Takto
pripravena vzorka sa nanaSala na chromatograficki dosku pomocou pera v podobe tuzkej
vodorovnej linie (Obr. 18). Linia nanesenia bola umiestnena 1,5 cm od spodnej hrany a 1 cm
od boc¢nych okrajov dosky. Pocet pouzitych TLC dosiek sa stanovil podl'a mnozstva vzorky.
Pri liatych doskach by nemala koncentracia vzorky presiahnut 3 mg/cm, zatial ¢o pri
komercnych doskach je limit stanoveny na 1 mg/cm. Po naneseni vzorky sa dosky nechali vol'ne
vyschnut’ na vzduchu, aby sa zabezpecilo odparenie pouzitych rozpustadiel. Nasledne sa
chromatografické dosky vyvijali v komorach, ktoré sa vopred nasytili parami mobilnej fazy po
dobu 25 minut. Po ukonceni chromatografie sa dosky vybrali z chromatografickych komor a

nechali sa vol'ne vyschnut’ na vzduchu, pripadne sa susili pod pradom teplého vzduchu.

Obr. 18: NanaSanie vzorky na chromatografickt dosku.
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4.2.3. Detekcia alkaloidov

Po vysuseni TLC dosticky sa identifikovali jednotlivé zony pomocou UV detekcie a
pomocou Dragendorffovho ¢inidla (Obr. 19).

Najskor sa chromatogramy analyzovali pod UV svetlom pri vinovych dizkach 254 nm
a 366 nm. Pri 254 nm dosky fluoreskovali v dosledku pritomnosti fluorescencnej zlozky v
silikagéli, zatial’ ¢o oblasti, kde sa nachadzali alkaloidy bolo UV ziarenie pohlcované, a preto
sa na doske javili ako tmavé $kvrny. Pri vinovej diZke 366 nm bolo pozadie dosky tmavé a
zli¢eniny sa zobrazovali ako svetlé alebo farebné Skvrny. Vsetky viditeI'né zony boli ozna¢ené
ceruzkou a nasledne sa zony s rovnakym retenénym faktorom zoskriabali a spojili.

Nasledne sa uskutoc¢nila detekcia pomocou Dragendorffovho ¢inidla, ktoré s alkaloidmi
vytvara charakteristické oranzovocervené az hnedé Skvrny. Toto ¢inidlo sa pripravilo zo
zasobného roztoku, ktory vznikol zmieSanim dvoch roztokov v pomere 1:1. Prvy roztok
obsahoval 1,7 g dusi¢nanu bizmutitého a 20 g kyseliny vinnej, ktoré boli rozpustené v 80 ml
destilovanej vody. Druhy roztok bol zlozeny zo 16 g jodidu draselného rozpustené¢ho v 40 ml
destilovanej vody. Zo zasobného roztoku sa ndsledne pripravil detekény roztok urceny na
postrek chromatografickej dosky. Tento detekény roztok sa pripravil zmieSanim 5 ml
zasobného roztoku, 10 g kyseliny vinnej a 50 ml destilovanej vody. V pritomnosti alkaloidov
sa na doskach objavili intenzivne farebné¢ Skvrny, o umoznilo identifikaciu a lokalizaciu
jednotlivych zon. Pripravené roztoky sa uchovavali v chladnicke, aby sa zabezpecila ich

stabilita.

Obr. 19: Detekcia alkaloidov pomocou UV svetla (254 nm, 366 nm) a Dragendorffovho
¢inidla.
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4.2.4. Elucia

Po vykonani TLC chromatografie boli zény s rovnakym retenénym faktorom zo
vsetkych dosiek mechanicky zoSkrabané, spojené a nasledne zmieSané s kremelinou v pomere
1:1. Takto pripravena zmes bola eluovand v sklenenej elucnej trubici za znizeného tlaku
(Obr. 20). Na eluciu sa pouzila zmes ethanolu a chloroformu v pomere 1:1. Objem rozpustadiel
predstavoval priblizne 15-ndsobok objemu eluovaného adsorbenta. Po ukonceni eltcie sa
koldna este premyla 5-nasobnym objemom cistého ethanolu, aby sa zabezpecilo uplné vymytie

vsetkych naviazanych latok.

Obr. 20: Elucia.

4.2.5. Odparovanie

Na odparenie rozpustadiel bola pouzita véakuova rotacnd odparka (Obr. 21).
Odparovanie prebiehalo na vodnom kupeli za zniZeného tlaku pri teplote 40—45 °C. ZvySok sa
nasledne pomocou malého mnoZstva chloroformu a ethanolu kvantitativne preniesol do
sklenenych vialiek a odparovanie pokracovalo na vodnom kupeli. Tento proces bol

urychl'ovany praddom vzduchu.
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Obr. 21: Vakuova odparka.

4.2.6. SusSenie a skladovanie

Po odpareni rozpustadiel boli ziskané Cisté latky a ich zmesi suSené vo vakuovom
exikatore za znizeného tlaku po dobu minimalne 24 hodin (Obr. 22). Nasledne boli vzorky

uzatvorené do sklenenych nadob a skladované pri teplote 2—8 °C.

L :
Obr. 22: Susenie v exikatore.

44



4.3. Ziskanie alkaloidnych frakcii

V tejto diplomovej praci boli spracované frakcie NPR-3, NPR-4 a NPR-11, ktoré boli
ziskané z alkaloidného extraktu cibal’ Narcissus poeticus var. recurvus. Jeho spracovanie
nebolo vsak predmetom tejto diplomovej prace, ale bolo stcastou vyskumu Mgr. Simony
HaSanovej, ktora dané frakcie z alkaloidného extraktu pripravila v rdmci svojej diplomove;j

prace (56). Pre uplnost’ publikacie je niz§ie uvedeny stru¢ny opis postupu.

Cerstvé cibule (29 kg) boli rozdrvené a trikrat extrahované 96% ethanolom pocas 30
minat pod spatnym chladi¢om. Ziskany extrakt bol precisteny od balastnych a nealkaloidnych
latok pomocou LLE (liquid-liquid extraction). Extrakt sa okyslil 2% HCl na pH 1-2 a objem
suspenzie sa doplnil vodou na 7 1. Po prefiltrovani sa filtrat odtucnil dietyléterom (3 x 2,8 1),
alkalizoval 10 % NaCOs na pH 9-10 a extrahoval ethylacetdtom (3 x 2,5 1). Organicka vrstva
sa odparila, ¢im sa ziskalo 90 g tmavohnedého zvysku. Vodna faza sa d’alej extrahovala
chloroformom (3 x 1,5 1), ¢im sa izolovali alkaloidy nerozpustné v ethylacetate. Po odpareni
organickej vrstvy sa ziskalo 15 g alkaloidového extraktu. Ked’Ze extrakty obsahovali necistoty,
cely LLE proces sa zopakoval. Po druhej extrakcii sa ziskalo 24,96 g alkaloidov z EtOAc a
11,39 g alkaloidov z CHCls. Po vysuSeni bezvodym Na.SOs, filtracii a odpareni boli oba
extrakty porovnané analytickou TLC a GC/MS analyzou. Ked’ze ich zlozenie bolo identické,
zIucili sa do jedného extraktu (36,35 g), na ktorom sa uskutoc¢nili predbezné HPLC/MS a
GC/MS analyzy. Alkaloidny extrakt bol nasledne frakcionovany pomocou flash
chromatografie, ktorou sa ziskalo 168 frakcii, ktoré¢ sa nasledne zlucili do 19 frakcii (Obr. 23).
Vsetky frakcie boli odparené, odvazené a analyzované pomocou HPLC/MS a GC/MS (56).
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Obr. 23: Frakcie ziskané z rastliny Narcissus poeticus var. recurvus s vyzna¢enymi frakciami
pouzitymi v tejto praci (56).

4.4. 1Izolacia alkaloidov
4.4.1. Frakcia NPR-3

Frakcia NPR-3 s hmotnost'ou 440 mg bola rozpustena v zmesi chloroformu a ethanolu
(1:1) a nanesena pomocou pera na 18 liatych dosiek. Po vyvijani v MF 1, vysuSeni a néaslednej

detekcii sa na doskach objavilo Sest’ zon, oznacenych ako NPR-3-1 az NPR 3-6 (Obr. 24).

NPR-3-1
NPR-3-2

NPR-3-3

NPR-3-4
NPR-3-5

NPR-3-6

Obr. 24: TLC dosticka frakcie NPR-3 s detekciou Dragendorffovym ¢inidlom.
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Jednotlivé zony boli zoskriabané, eluované, vysusené a analyzované pomocou kontrolnej
TLC s pouzitim MF 2 (Obr. 25).

Obr. 25: Kontrolné TLC frakcie NPR-3.

Podfrakcie NPR-3-1 (18,8 mg) , NPR-3-2 (16,7 mg) a NPR-3-3 (8,8 mg) boli skisané
v roznych mobilnych fazach, priCom sa zistilo, ze ide o zmesi s vy$§im poc¢tom zloziek a

zaroven nizkym mnoZstvom materialu, preto sa v ich d’alSom spracovani nepokracovalo.

Podfrakcia NPR-3-4 (97,3 mg) bola opiatovne precistena pomocou mobilnej fazy MF 1
na desiatich analytickych TLC dostickach. Po vyvijani a vysuSeni boli po nastriekani dosticky
Dragendorffovym ¢inidlom viditeI'né dve zony, ozna¢ené ako NPR-3-4a a NPR-3-4b (Obr. 26).

Obe zony boli zoskrabané, eluované a vysusené.

NPR-3-4a

NPR-3-4b

Obr. 26: Cistenie frakcie NPR-3-4 pomocou MF 1.
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Zbéna NPR-3-4a s vytazkom 3,9 mg bola analyzovand pomocou HPLC, pricom sa
ukdzala pritomnost’ viacerych latok. Pri kontrolnej TLC sa u zony NPR-3-4b zistilo, ze latka
pravdepodobne podlieha rozkladu. Rovnaké spravanie bolo pozorované aj pri analyze na TLC
dostickéach s oxidom hlinitym. Nasledne bola latka precistena pomocou mobilnej fazy MF 3 a
ulozend do mrazniCky za pritomnosti argénu pod oznacenim NPR-3-4b-1 (21,8 mg). Vysledky

analyzy NMR udavaju, ze ide o doteraz nepopisant zluceninu.

Podfrakcia NPR-3-5 s hmotnost'ou 28,4 mg bola precistena pomocou MF 2, pricom sa
ziskalo 2 mg latky oznacenej ako NPR-3-5-1. Tato vzorka bola d’alej analyzovand pomocou
GC/MS, ktora ukazala, ze ide o zmes viacerych latok, preto vzhl'adom na malé mnoZstvo nebola

d’alej spracovana.

Z podfrakcie NPR-3-6 (42,2 mg) boli pomocou MF 4 ziskané zony NPR-3-6a (1,5 mg)
a NPR-3-6b (4,3 mg). Analyza GC/MS ukézala, Ze obe obsahuji niekol'ko dalsich latok a
vzhl'adom na ich nizke mnoZstvo sa d’alej neprecistovali.

V nasledujicej schéme sa nachddza prehladny postup separacie frakcie NPR-3
(Obr. 27)

NPR-3
(440,0 mg)
NPR-3-1 NPR-3-2 NPR-3-3 NPR-3-4 NPR-3-5 NPR-3-6
(18,8 mg) (16,7 mg) (8,8 mg) (97.3 mg) (28,4 mg) (42,2 mg)
NPR-3-5-1
(2 mg)
NPR-3-4a NPR-3-4b NPR-3-6a NPR-3-6b
(3,9 mg) (55,7 mg) (1.5 mg) (4.3 mg)

NPR-3-4b-1
(21,8 mg)

Nova
Struktura

Obr. 27: Schéma separacie NPR-3.
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4.4.2. Frakcia NPR-4

Frakcia NPR-4 (110 mg) bola rozdelend pomocou mobilnej faze MF 5 na dve zony, ¢im
vznikli podfrakcie NPR-4a (7 mg) a NPR-4b (11,7 mg). Kontrolnd TLC analyza u NPR-4a
ukazala pritomnost’ viacerych latok, a preto sa v jej dalSom precistovani vzhl'adom na
mnozstvo nepokracovalo. Podfrakcia NPR-4b bola d’alej precistend pomocou mobilnej fazy
MF 2, pri¢om sa ziskalo 0,6 mg latky oznacenej ako NPR-4b-1. Ani v tomto pripade sa vSak
nepodarilo ziskat’ ¢istu latku. Na nasledovnom obrazku je uvedeny prehl’ad separacie frakcie

NPR-4 (Obr. 28).

NPR-4
(110,0 mg)

NPR-4a NPR-4b
(7.0 mg) (11,7 mg)

NPR-4b-1
(0,6 mg)

Obr. 28: Schéma separacie NPR-4.

4.4.3. Frakcia NPR-11

Z povodnej hmotnosti frakcie (1,82 g) bolo odobratych 0,9 g, ktoré sa precistili na
tridsiatich liatych dosti¢kach za pouzitia MF 6. Po vyvijani a vysuSeni boli zony identifikované
pomocou UV svetla (254 nm a 366 nm) a Dragendorffovym ¢inidlom. Na d’alSie spracovanie

bolo vybranych Sest’ zon, oznacenych ako NPR-11-1 az NPR-11-6 (Obr. 29).
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-~ —  » NPR-11-1
———————

NPR-11-2
NPR-11-3

[ _''''—_‘'__‘-----._._,_____._‘__.q
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2 —— NPR-11-5
B i ]
NPR-11-6

Obr. 29: Liata dosticka s frakciou NPR-11 vyvinutd v mobilnej faze MF 6.

Podfrakcia NPR-11-1 s vytazkom 10,5 mg bola d’alej precistena pomocou MF 2, pricom
sa ziskali dve zony: NPR-11-1a (4,25 mg) a NPR-11-1b (4,58 mg). Obe boli analyzované
pomocou kontrolnej TLC, ktord preukazala pritomnost’ neCistot. Zona NPR-11-1b bola
nasledne este precistena pomocou MF 7, ¢im sa ziskala NPR-11-1b-1 (3,43 mg). Ani tato zona

vSak neobsahovala ¢isty alkaloid.

Podfrakcia NPR-11-2 s hmotnostou 283,7 mg bola opdtovne preistena pomocou
mobilnej fazy MF 6, pricom sa ziskalo 163,7 mg latky oznacenej ako NPR-11-2a. Po vykonani
kontrolnych TLC sa zistila pritomnost’ necistoty (Obr. 30). Z tohto dovodu bola frakcia d’alej
precistend pomocou MF 8, pricom sa ziskalo 91,83 mg NPR-11-2a-1. Tato vzorka bola
nasledne analyzovand pomocou GC/MS, pricom vysledky ukazali zhodu so Struktirou

galantaminu.

Alkaloid

Obr. 30: NPR-11-2a —kontrolné TLC.
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Vytazok podfrakcie NPR-11-3 bol nizky (1,3 mg) a zaroveii tu boli pritomné necistoty,

preto sa d’alej spracovaval.

Podfrakcia NPR-11-4 s vytazkom 99,3 mg obsahovala necistoty, preto bola precistena
na jedenastich analytickych dostickach za pouzitia MF 9 (Obr. 31). Vysledkom bola frakcia
NPR-11-4-1 (57,68 mg), ktora bola testovana kontrolnym TLC, pri ktorych neboli pozorované
ziadne necistoty. Nasledne bola vzorka analyzovand pomocou GC/MS, avSak latka nebola
dostato¢ne prchava pre GC/MS. Vysledky z NMR nasledne ukazali, Zze sa jedna o zatial

nepopisanu zluc¢eninu.

Alkaloid

Obr. 31: TLC dosti¢ka podfrakcie NPR-11-4 vyvinuta v MF 9.

Podfrakcia NPR-11-5 (42,8 mg) bola precistend na Styroch analytickych doskach
pomocou MF 10 (Obr. 32). Tymto postupom sa ziskali dve zony: NPR-11-5a (7,34 mg), ktore;j
Struktura po GC/MS analyze zodpovedala lykorinu, a NPR-11-5b (3,48 mg), ktord obsahovala

pritomnost’ necistot a nebola d’alej spracovana.
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NPR-11-5a

NPR-11-5b

Obr. 32: TLC analyza podfrakcie NPR-11-5 v MF 10.

Podfrakcia NPR-11-6 (81,7 mg) bola precistena pomocou MF 11, pricom sa ziskali
zony: NPR-11-6a (38 mg) a NPR-11-6b (31 mg).

Nasledne bola NPR-11-6a precistena pomocou MF 8, priCom sa ziskali tri zony s
nasledovnymi vytazkami: NPR-11-6a-1 (11,26 mg), NPR-11-6a-2 (3,75 mg) a NPR-11-6a-3
(3,65 mg). Na zéklade kontrolnych TLC sa zistilo, Ze ide pravdepodobne o rovnaku latku vo
vSetkych troch vzorkach, a preto boli tieto zony opatovne spojené a precistené pomocou MF 12.
Tymto sposobom sa ziskala frakcia NPR-11-6a-S s vytazkom 4,45 mg. ESte predtym vsak bola
vo frakcii NPR-11-6a-1 identifikovana d’alSia zona s odliSnym reten¢nym faktorom, ktoré bola
pred spojenim izolovana rovnakou mobilnou fAzou (MF 12), ¢im vznikla frakcia NPR-11-6a-1a
s vytazkom 10,18 mg. Obe vzorky (NPR-11-6a-S a NPR-11-6a-1a) boli nasledne analyzované
pomocou GC/MS, ktora ale ukazala pritomnost’ necistot a vzhladom k malému mnoZstvu sa
vzorky d’alej nespracovavali.

U NPR-11-6b sa pri kontrolnych TLC objavili dve zony, ktoré boli nasledne precistené
pomocou MF 10. Oznacili sa ako NPR-11-6b-1 s vytazkom 11,14 mg, ktora podla vysledkov
GC/MS obsahovala necistoty, a NPR-11-6b-2 s vytazkom 1,95 mg, ktora nebola dostatocne
prchava pre GC/MS analyzu.

52



Pre lepsiu ilustraciu izolacie alkaloidov z frakcie NPR-11 je na Obr. 33 uvedend detailna

schéma.
NPR-11 NPR-11
(1,82 g) (0,90 g)
NPR-11-1 NPR-11-2 NPR-11-3 NPR-11-4 NPR-11-5 NPR-11-6
(10,50 mg) (283,70 mg) (1,30 mg) (99,30 mg) (42,80 mg) (81,70 mg)
NPR-11-2a NPR-11-4-1
(163,70 mg) (57,68 mg)
NPR-11-1a NPR-11-1b NPR-11-5a || NPR-11-5b NPR-11-6a || NPR-11-6b
(4,25 mg) (4,58 mg) (7,34 mg) (3,48 mg) (38,00 mg) (31,00 mg)
NPR-11-2a-1 Nova
(91,83 mg) Struktiara
NPR-11-1b-1 Lykorih
(3,43 mg)
3 NPR-11-6b-1 || NPR-11-6b-2
Galantamin (11,14 mg) (1,95 mg)
NPR-11-6a-1 NPR-11-6a-2 NPR-11-6a-3
(11,26 mg) (3,75 mg) (3,65 mg)
NPR-11-6a-1a
(10,18 mg)
NPR-11-6a-S
(4,45 mg)
Obr. 33: Schéma separacie NPR-11.
4.5. Metody pouzité na identifikaciu izolovanych alkaloidov

4.5.1.

Analyza GC/MS-EI

Malé mnoZstvo vzorky (0,2—0,3 mg) bolo rozpustené v 1 ml methanolu ¢istoty LC/MS

a analyzované pomocou plynového chromatografu Agilent Technologies 7890A spojeného s

hmotnostnym detektorom Agilent Technologies 5975C. Na separaciu bola pouzita koléna HP-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, USA). Na kolonu sa aplikoval 1 pl

skimanej vzorky so splitom 1:10 pri teplote 280 °C. Ako nosny plyn bolo pouzité He s

prietokovou rychlostou 0,8 ml/min. Teplotny program bol nastaveny nasledovne: 0 min 100
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°C, 1 min 180 °C, 15 min 300 °C. Na detekciu sa pouzil hmotnostny spektrometer s
elektrénovou ionizaciou (EI) pri 70 eV. Ziskané spektra jednotlivych zlucenin boli porovnané
s udajmi z kniznice spektier NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library,
USA).

4.5.2. Analyza NMR

Vzorky o hmotnosti 5-10 mg boli rozpustené¢ v deuterovanom chloroforme (CDCls) a
ich NMR spektra sa merali na spektrometri VNMR S500 pri laboratdrnej teplote 25 °C. Pristroj
pracoval s frekvenciou magnetického pol'a 499,87 MHz pre jadrd 'H a 125,70 MHz pre jadra
BBC. Na ozarovanie a detekciu signalu sa pouzila sonda OneNMR, ktora je Sirokopasmovou
dvojkandlovou gradientnou sondou s moznostou reguldcie teploty. Chemické posuny boli
merané¢ v jednotkach ppm (pars per million) a nepriamo vztahované k Standardu TMS
(tetrametylsildn) pomocou zvySkového signalu rozpustadla. Pre rozpustadlo CDCls boli ako
referenéné hodnoty pouzité & = 7,26 ppm pre 'H a 8 = 77,0 ppm pre *C. Udaje ziskané z merania
st uvadzané v poradi: chemicky posun (), integrovana intenzita signalu, typ multiplicity (s:
singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletu, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a

hodnota spojovacej konstanty J (v Hz).

4.5.3. HRMS analyza

Vzorky (0,2-0,5 mg) boli pred meranim rozpustené¢ v acetonitrile a analyzované
metodou hmotnostnej spektrometrie s vysokym rozliSenim a ionizaciou elektrosprejom
(HRMS-ESI). Merania boli vykonané na systéme Waters Acquity I-Class UHPLC (Waters
Corporation, Milford, USA) pripojenom k hybridnému hmotnostnému spektrometru Waters
Synapt G2Si Q-TOF (Waters, Manchester, UK), ktory kombinuje kvadrupolovy analyzator s
analyzatorom doby letu (TOF). Chromatografia prebiehala na kolone Acquity UPLC BEH C18
(2,1 x 50 mm, 1,7 pm) pomocou gradientovej elucie acetonitrilom a 0,1 % kyselinou mravéou
s prietokom 0,4 ml/min. Ionizécia elektrosprejom bola vykonand v pozitivhom moéde a spektra
sa zaznamenavali v rozsahu 200-1200 m/z. Ako hmotnostny Standard bol pouzity
leucin-enkefalin a ako kalibrator sodna sol’ kyseliny mravcéej. Namerané pomery hmotnosti a
naboja (m/z) i6nov boli porovnané s teoretickymi hodnotami. V idedlnom pripade sa tieto
hodnoty zhodovali asponl do druhého desatinného miesta. Tato metdda bola vyuZivana najma
na uréenie presnej molekulovej hmotnosti a Struktirnu identifikéciu zlu¢enin, ktoré doposial

neboli v literattire popisané.
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4.5.4. Opticka otacavost’

Optickéd otacavost’ je fyzikdlna vlastnost’ typickd pre chirdlne zluceniny, ktoré sa
vyskytuju vo forme enantiomérov. Prejavuje sa schopnostou stacat’ rovinu polarizovaného
svetla, priCom pravotocivé zluceniny sa oznacuju symbolom (+) a 'avotoc¢ivé symbolom (-).
Analyticka metoda, ktord sa zameriava na meranie tejto vlastnosti, sa nazyva polarimetria.
Opticka otacavost’ izolovanych alkaloidov sa merala pomocou polarimetra P3000 v roztokoch
pripravenych v methanole alebo chloroforme. Specificka otadavost’ jednotlivych litok bola

nasledne vypocitand podla vzorca:

100 .«
c.l

[alb =

e t—teplota pri merani (°C)

e D — vlnova dizka D-linie sodikového polarizovaného svetla (A = 589,3 nm)
e o —namerana opticka otacavost’ (°)

e ¢ —koncentracia latky (g/100 ml)

e |- dizka kyvety (dm)

4.6. Testovanie biologickej aktivity

4.6.1. Roztoky ¢inidiel na stanovenie inhibicnej aktivity vo¢i hAChE a hBuChE

Roztok 5 mM DTNB: Tento roztok bol pripraveny rozpustenim navazené¢ho mnozstva

DTNB v takom objeme 100 mM fosfatového pufra s pH 7,4 tak, aby sa dosiahla kone¢na

koncentracia 5 mM. Vysledny roztok mal Ciru az mierne nazltla farbu. Uchovéval sa v

chladnicke pri 4 °C a jeho pouzitelnost’ bola maximalne 1 tyzden.

Roztok 10 mM ATChI: Potrebné mnoZstvo ATChI sa rozpustilo v destilovanej vode

tak, aby vyslednd koncentricia Cinidla dosiahla 10 mM. Pripraveny roztok bol &iry a

uskladiioval sa v chladnicke pri 4 °C po dobu maximalne 1 tyzdna.

Roztok 10 mM BuTChl: Tento roztok sa pripravil rovnakym spdsobom ako ATChI, t. j.

rozpustenim zodpovedajuceho mnoZzstva latky vo vode na kone¢nt koncentraciu 10 mM.

Roztok bol ¢iry a rovnako sa uchovaval pri 4 °C v chladni¢ke najviac 1 tyzden.
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4.6.2. Priprava fosfatového pufru

Fosfatovy pufer s koncentraciou 100 mM a pH 7,4 bol pripraveny zmieSanim troch
zloziek: 57 ml roztoku A, 243 ml roztoku B a 300 ml vody. Zasobny roztok A predstavoval
200 mM roztok dihydrogénfosfore¢nanu sodného (NaH:PO.), kde 1 liter tohto roztoku
obsahoval 24,0 g NaH2PO.. Zasobny roztok B bol 200 mM roztok Na:HPO., pricom sa v 1 litri
nachadzalo 28,4 g Na:HPO..

4.6.3. Priprava enzymov

Enzymy boli ziskané rekombinantnou technolégiou na Katedre chémie Prirodovedecke;j
fakulty Univerzity Hradec Kralové. Pracovalo sa s médiom obsahujicim enzymy, ktoré sa v
case potreby riedilo 100 mM fosfatovym pufrom s pH 7,4. Riedenie sa uskutocnilo tak, aby
kone¢na hodnota absorbancie zodpovedala rozpitiu 0,08-0,15 pre AChE a 0,15-0,20 pre
BuChE. Médium sa nasledne podl'a potreby rozdelilo, zamrazilo a skladovalo pri teplote -22 °C

az do jeho d’alSieho pouZitia.

4.6.4. Stanovenie aktivity enzymov

Do Siestich jamiek mikrotitracnej dosky sa pipetovalo 8,3 ul fosfatového roztoku
rekombinantnej cholinesterazy (hAChE alebo hBuChE). Nasledne sa pridalo 283 ul roztoku
DTNB s koncentraciou 5 mM a 8,3 ul DMSO. Po dokladnom premieSani sa zmes inkubovala
v inkubacnej komore pristroja pri teplote 37 °C pocas 5 mintt. Potom sa pridalo 33,3 ul roztoku
substratu (10 mM ATChI alebo BuTChl) a zaznamenala sa absorbancia pri vlnovej dizke 412
nm pocas jednej minuty. Na zéklade zaznamenanych hodnét sa vypocitala aktivita enzymov a

urcil sa priemer spolu so smerodajnou odchylkou.

4.6.5. Stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i cholinesterdzam

Na meranie inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov vo¢i rekombinantnej hAChE a
hBuChE bola pouzitd Ellmanova spektrofotometrickd metéda. Meranie prebiehalo na
polystyrénovych mikrodostickdch so 96 jamkami (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Reakéné médium pozostavalo z 10 pl roztoku cholinesterdzy so stanovenou aktivitou,
20 pl roztoku DTNB (0,01 M) a 40 pl fosfatového pufra (0,1 M). Roztoky skiimanych
alkaloidov v objeme 10 pl, pripravené v réznych koncentracidch potrebnych na zostavenie

inhibi¢nej krivky pre vypocet ICso, boli v médiu preinkubované pocas 5 minit. Nésledne sa
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pridalo 20 pl substratu (0,01 M acetylthiolcholinu alebo butyrylthiolcholinu), ¢im sa iniciovala
reakcia. Absorbancia sa merala po dobu jednej minity pri vlnovej dizke 412 nm pomocou
pristroja Multimode Microplate Reader Synergy 2 (BioTek Inc., Winooski, VT, USA). Na

vypocet aktivity enzymu bola pouzitd prislusna rovnica:

[ = (1 AAi) 100
B AA,)

e AA; = zmena absorbancie priamo imernd inhibicii enzymu

e AA, = zmena absorbancie slepého vzorku

Inhibi¢na aktivita skimanych zliCenin bola vyjadrend percentom inhibicie enzymov
AChE a BuChE pri koncentracii 100 uM testovanej latky a pripadne hodnotou ICso, ktoré bola
nasledne porovnand s referenénymi Standardmi znamych inhibitorov (galantamin, eserin).
Merania prebiehali v jamkéch po trojiciach (n = 3) a vysledky st uvadzané ako priemer + SD z
troch merani. Na spracovanie udajov a urenie hodnot ICso bol pouzity program GraphPad

Prism 6.07 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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5. Vysledky

5.1.  Strukturna analyza izolovanych latok

5.1.1. NPR-3-4b-1

Na zaklade experimentalnych dat sa pri urovani Struktury zistilo, ze ide o doteraz neopisanu
latku (Obr. 34). Pomocou NMR sa podarilo urcit’ konstitiiciu, avSak na stanovenie absoliitne;]

konfiguracie by bolo potrebné vykonat’ viac experimentov.

S0y
\O

HO OH

Struktira:

O

N

Obr. 34: Struktirny vzorec NPR-3-4b-1.

Molekularny vzorec:
CisH21NOs
Molekulova hmotnost’:
331,368

GC/MS analyza:

m/z (%) =89,1 (3,17); 139 (3,58); 140 (4,72); 147,5 (10,6); 165 (4,45); 166 (5,02); 176,9 (3,28);

178 (8,04); 179 (3,35); 190 (3,3); 191 (4,57); 194 (6,71); 207 (11,3); 208 (6,86); 221,1 (6,21); 2
22 (4,03);236,1 (3,14); 237 (5,45); 250 (7,88); 251 (3,64); 252 (4,28); 256 (3,61); 264 (3,05); 2
78,1 (10,43); 279 (6,45); 280,1 (7,93); 281 (4,59); 294,1 (100); 295,1 (87,71); 296,1 (16,24)
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HRMS analyza:

teoreticka m/z [M+H]" = 332,1493
experimentalna m/z [M+H]" = 332,1481

NMR analyza:
'H NMR (500 MHz, CDsOD) &:

7.07 (s, 1H, H-1), 6.91 (s, 1H, H-4), 6.78 (d, J = 2.8 Hz, 1H, H-7), 6.21 (d, ] = 2.8 Hz, 1H, H-
8), 5.08-5.02 (m, 1H, H-52), 4.98-4.93 (m, 1H, H-5b), 4.98-4.93 (m, 1H, H-12), 4.75-4.73 (m,
1H, H-10), 4.00-3.96 (m, 1H, H-13), 3.91-3.88 (m, 1H, H-11), 3.89 (s, 3H, OCHs-2, prekryté),
3.85 (s, 3H, OCHs-3), 3.57 (s, 3H, OCHs-11)

13C NMR (126 MHz, CD-OD) &:

110.6 (C-1), 149.7 (C-2), 149.0 (C-3), 111.4 (C-4), 127.4 (C-4a), 47.7 (C-5), 126.2 (C-6a),
119.9 (C-7), 108.1 (C-8), 114.7 (C-9), 66.7 (C-10), 84.8 (C-11), 68.2 (C-12), 35.4 (C-13), 126.8
(C-13a), 56.6 (OCH:-2), 56.6 (OCH:-3), 58.6 (OCHs-11)

Opticka otacavost’:

[]2°= +693,1° (¢ = 0,05 g/100 ml, CHCL;)
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5.1.2. NPR-11-2a-1: Galantamin

Na zéklade zhody s kniznicou spektier NIST z GC/MS analyzy a porovnanim optickej

otacavosti bola latka identifikovana ako alkaloid galantamin (Obr. 35).

Struktira:

Obr. 35: Struktirny vzorec galantaminu.

Molekularny vzorec:
Ci17H21NO3
Molekulova hmotnost’:
287,359

GC/MS analyza:

m/z (%) =55 (5,38); 77,1 (8,79); 91,1 (7,06); 115,1 (16,91); 127,1 (6,29); 128,1 (10,65); 131,1 (
5,34); 141,1 (6,75); 150,1 (7,9); 152,1 (6,49); 153,1 (6,18); 159,1 (7,99); 165,1 (10,49); 166,1 (
7,22); 169,1 (5,46); 174,1 (31,42); 175,1 (7,4); 185,1 (6,22); 187,1 (6,57); 195,1 (5,51); 201,1 (
5,6);211,1 (7,37); 216,1 (35,25); 226,1 (5,53); 230,1 (12,34); 244,2 (23,01); 270,2 (13,62); 286
2 (100); 287,2 (82,99); 288,2 (14,05)

Opticka otacavost’:

[]2°=-90,2 ° (¢ = 0,1 g/100 ml, CHCl3)

60



5.1.3. NPR-11-4-1

Na zaklade experimentalnych dat sa pri urCovani Struktury zistilo, ze ide o doteraz neopisanu
latku (Obr. 36). Pomocou NMR sa podarilo urcit’ konstiticiu, avSak na stanovenie absolutnej

konfiguracie by bolo potrebné vykonat’ viac experimentov.

Struktira:

o N

A ,

(o]

0

—~
Obr. 36: Struktirny vzorec NPR-11-4-1.

Molekularny vzorec:

C22HasNO;

Molekulova hmotnost’:

415,44

GC/MS analyza:

Latka nebola dostato¢ne prchava pre GC/MS.

HRMS analyza:

teoreticka m/z [M+H]" = 416,1704
experimentalna m/z [M+H]" = 416,1706

NMR analyza:

'H NMR (500 MHz, CD:OD) 5:

6.62 (s, 1H, H-1), 6.57 (s, 1H, H-4), 5.96 (d, J = 9.5 Hz, 2H, ~OCH-0-), 5.60 (s, 1H, H-11),
5.33-5.21 (m, 1H, H-3'), 5.02-4.99 (m, 1H, H-10), 4.69 (d, J = 16.1 Hz, 1H, H-5a), 4.28 (d, J
=16.1 Hz, 1H, H-5b), 4.16-4.08 (m, 1H, H-9), 4.04-3.94 (m, 1H, H-7), 3.70-3.60 (m, 1H, H-
13), 3.54-3.45 (m, 1H, H-14a), 3.43-3.36 (m, 1H, H-14b), 2.75-2.66 (m, 1H, H-8a), 2.66—
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2.59 (m, 1H, H-2'a), 2.55-2.49 (m, 1H, H-2b), 2.04 (s, 3H, H-2"), 1.87-1.72 (m, 1H, H-8b),
1.31 (d, J = 6.4 Hz, 3H, H-4")

13C NMR (126 MHz, CD;OD) §:

107.6 (C-1), 147.4 (C-2), 147.8 (C-3), 107.1 (C-4), 119.5 (C-4a), 58.4 (C-5), 60.4 (C-7), 29.5
(C-8), 67.7 (C-9), 71.2 (C-10), 114.1 (C-11), 148.4 (C-12), 44.4 (C-13), 128.9 (C-13a), 54.8
(C-14), 101.4 (-OCH,0-), 169.7 (C-1'), 40.9 (C-2'), 67.2 (C-3"), 20.1 (C-4'), 170.3 (C-1"),
21.2 (C-2")

Opticka otacavost’:

[@]2°=-10,9° (¢ = 0,1 g/100 ml, CHCls)

62



5.1.4. NPR-11-5a: Lykorin

Na zéklade presnej zhody s kniznicou spektier NIST z GC/MS analyzy a porovnanim optickej
otacavosti bola latka identifikovana ako alkaloid lykorin (Obr. 37).

Struktira:

Obr. 37: Struktirny vzorec lykorinu

Molekularny vzorec:
Ci6H17NO4
Molekulova hmotnost’:
287,32

GC/MS analyza:

m/z (%)= 63,1 (3,14); 65,1 (4,72); 77,1 (5,71); 82,1 (3,78); 89,1 (4,97); 91,1 (6,08); 96,5 (3,18);
111,1(5,12); 119,1 (6,73); 135 (4,12); 147,1 (9,97); 154,1 (3,14); 211,1 (4,37); 212,1 (4,09); 2

26,1 (100); 227,1 (59,46); 228,1 (9,17); 238,1 (3,61); 240,1 (4,47); 250,1 (17,01); 251,1 (5,81);
252,1(5,93); 256,2 (4,44); 266,1 (3,94); 268,1 (20,12); 269,2 (4,76); 270,2 (5,51); 286,1 (14,95
); 287,2 (23); 288,1 (3,67)

Opticka otacavost’:

[a]4’=-77,6 ° (¢ = 0,1 g/100 ml, MeOH)
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5.2. Biologicka aktivita izolovanych alkaloidov

Izolované alkaloidy boli testované na inhibi¢na aktivitu vo¢i hAChE a hBuChE pomocou

upravenej metddy podl'a Ellmana (Tab. 2). Inhibi¢na aktivita galantaminu a lykorinu nebola

merana, pretoze k tymto dvom latkam je dostupné mnozstvo §tadii. Pre tplnost’ st ich hodnoty

uvedené v tabul’ke na zdklade dostupnych referencii. Ako Standard bol pouzity eserin. Vzorky

boli testované pri koncentracii 100 uM. Ak inhibi¢na aktivita nedosiahla aspon 50 %, latka bola

povazovana za neaktivnu s ICso > 100 pM. Merania prebiehali v triplikate a vysledky su

uvadzané ako priemer = SD z troch stanoveni.

Tab. 2: Vysledky inhibi¢nej aktivity ziskanych alkaloidov vo¢i 'udskym cholinesterazam.

% inhibicia % inhibicia
ICso AChE
AChE BuChE 1Cso BuChE (uM)
(uM)
(100 uM) (100 uM)
NPR-3-4b-1 0 > 100 10,39 £ 1,81 > 100
NPR-11-4-1 0 > 100 0 > 100
NPR-11-5a - >100? - > 100*
(Lykorin)
NPR-11-2a-1 - 1,72 +0,12° - 423+ 1,3°
(Galantamin)
Eserin - 0,063 + 0,005° - 0,13 +0,01°

4idaj prevzaty z inej publikacie (7), ®adaj prevzaty z inej publikacie (57)

64



6. Diskusia a zaver

Rastliny ¢el'ade Amaryllidaceae su bohatym zdrojom biologicky aktivnych alkaloidov,
ktoré sa skumaji pre svoje rozmanité farmakologické ucinky. Medzi tieto ucinky patri
napriklad inhibicia  cholinesteraz, antivirusovd, protizdpalova, protinddorova a
neuroprotektivna aktivita. Schopnost’ niektorych alkaloidov inhibovat’ aktivitu AChE a BuChE
prispieva k zlepSeniu kognitivnych funkcii u 'udi s AD. AD postihuje miliony l'udi vo svete a
jej vyskyt stale rastie s narastajicim vekom populacie, preto je dolezité hl'adat’ nové ucinné
sposoby liecby (7). Vyskum alkaloidov je preto dolezity a moZe priniest’ cenné informacie pre
objavovanie novych moznosti liecby AD.

Predmetom tejto diplomovej prace bola izolacia Cistych alkaloidov z alkaloidného
extraktu cibul’ Narcissus poeticus var. recurvus a nasledné vyhodnotenie ich inhibicnej aktivity
voci 'udskym cholinesterazam. Alkaloidny extrakt bol pripraveny a frakcionovany pomocou
flash chromatografie v rdmci inej diplomovej prace, pri ktorej bolo ziskanych 168 frakcii, ktoré
sa nasledne zlucili do 19 hlavnych frakcii (56). Pre Ucely tejto prace boli vybrané frakcie
oznacené¢ ako NPR-3, NPR-4 a NPR-11, z ktorych sa pomocou preparativnej TLC podarilo
izolovat’ Styri alkaloidy. Pomocou analytickych metod boli tieto latky identifikované ako
galantamin (NPR-11-2a-1), lykorin (NPR-11-5a) a dve doteraz neopisané¢ zluceniny (NPR-3-
4b-1 a NPR-11-4-1).

Izolované latky galantamin (91,83 mg) a lykorin (7,34 mg) boli identifikované, avsak
ich inhibi¢na aktivita voci cholinesterazam nebola experimentalne testovana, ked’ze tieto idaje
st uz dostato¢ne zdokumentované v literature. Galantamin je klinicky schvaleny inhibitor
AChE, pricom literarne zdroje uvadzaji hodnoty ICso pre AChE 1,72 + 0,12 uM a pre BuChE
42,3 = 1,3 uM (57). Tieto vysledky potvrdzuju jeho u¢innost’ voc¢i AChE, o zodpoveda jeho
terapeutickému vyuzitiu pri lieCbe Alzheimerovej choroby. Naopak, lykorin nevykazuje
inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE (7). Zistena pritomnost’ galantaminu a lykorinu potvrdzuje vyskyt
tychto alkaloidov v rode Narcissus, €o je v stilade s literarnymi udajmi (8).

[zolovana latka oznacend ako NPR-3-4b-1 (21,8 mg) predstavuje doteraz neopisanu
zliceninu lykorinového typu alkaloidov. Bola urcena konStiticia tohto alkaloidu, avSak
absolutna konfigurdcia zatial' nebola pre ¢asové obmedzenia d’alej stanovend a moze byt
predmetom buduceho vyskumu, napr. pomocou rontgenovej krystalografie (X-ray) alebo
cirkuldrneho dichroizmu. Limitujacim faktorom pre jej buduce skimanie moZe byt potencialna
nestabilita, pretoze pocas izolacie a niekol’kondsobnému precistovaniu bolo ndroc¢né ziskat

Cistu latku, ktora by bola merate'nd NMR; vzorka bola preto nasledne uchovavana v mraznicke
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pod inertnym plynom. Naprieck moznej nestabilite bola inhibi¢nd aktivita tejto latky voci
cholinesterazam vyhodnotend pomocou Ellmanovej metddy. Ziskané vysledky ukézali, zZe
NPR-3-4b-1 nevykazuje inhibi¢ny G¢inok na AChE, zatial’ ¢o pri BuChE dosiahla inhibiciu
priblizne 10 % pri koncentracii 100 uM, pricom hodnota ICso bola vyssia nez 100 uM (Tab. 2).
Tieto tidaje naznacuju, ze alkaloid NPR-3-4b-1 sa nejavi ako vhodny inhibitor tychto enzymov.
Napriek tomu jej identifikacia ako novej zli¢eniny moze sluzit’ ako zaklad pre d’alSie chemické
a biologické studie, ktoré vSak moédzu byt vzhladom na mozmi nestabilitu zluCeniny
komplikovane.

Alkaloid oznaceny ako NPR-11-4-1 (57,68 mg) predstavuje prirodni zlaceninu
montaninového typu amarylkovitych alkaloidov, ktor4 doteraz nebola popisana. Jej konstitucia
bola ur¢ena pomocou NMR spektroskopie, zatial’ o absolutna konfiguracia nebola stanovena.
Na jej stanovenie by bolo potrebné pouzit’ napr. jednokrystalovi rontgenova difrakciu (X-ray)
a pripadne cirkuldrny dichroizmus; ich vyuzitie v§ak uZz presahovalo ¢asové moZnosti tejto
diplomovej prace. Skiimanie inhibi¢ného U¢inku na cholinesterazy ukazalo, ze NPR-11-4-1
nevykazuje inhibiciu ani na AChE, ani na BuChE (Tab. 2). Napriek absencii inhibi¢ného t¢inku
predstavuje tato zlicenina krok v objave novych alkaloidov a poskytuje moznost’ pre d’alSie
Studie, najmd z hladiska stanovenia stereochémie a skiimanie jej d’alSich biologickych
vlastnosti.

Z hladiska Struktara-aktivita vztahov mozno nizku aktivitu novych zlicenin voci
AChE/BuChE pripisat absencii kl'icovych substituentov (napr. v polohach C-1/C-2 pri
lykorinovom type) a odliSnej topoldgii vazbovych interakcii v aktivnych miestach enzymov.
To je v sulade s literaturou, kde sa aktivita Casto vyrazne meni aj pri drobnych modifikaciach
skeletu. Negativny vysledok tak usmeriiuje d’alSie smerovanie testov k alternativnym cielom.

Z vyssSie uvedeného vyplyva, ze hoci novo izolované zliceniny NPR-3-4b-1 a
NPR-11-4-1 nevykazali vyznamnu inhibiciu cholinesteraz, ich identifikécia rozsiruje poznatky
o chemickej diverzite rodu Narcissus a vytvara vychodisko pre d’alsi vyskum. Do buducna je
mozné vykonat’ stanovenie absolitnej konfiguracie (napr. jednokrystalova X-ray difrakcia a
cirkularny dichroismus) a rozsirené biologické profilovanie mimo AChE/BuChE (napr. MAO,
BACEI, moduladcia AP agregicie, anti-inflamac¢né, antivirusové ¢i cytotoxické ucinky).
Negativny vysledok v jednej farmakologickej triede tak ma hodnotu: usmeriiuje smerovanie

d’alSich testov a podopiera chemotaxonomickl anotaciu druhu N. poeticus var. recurvus.
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7. Abstrakt

Spracovatel’: Erika Sramkova

Nazov diplomovej prace: Izolacia alkaloidov z Narcissus poeticus recurvus a ich biologicka

aktivita II

Univerzita: Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmakognozie a farmaceutickej botaniky

Skolitel’: PharmDr. Rudolf Vrabec, Ph.D.

V tejto praci boli spracované tri predom pripravené frakcie alkaloidné¢ho extraktu z cibual
rastliny Narcissus poeticus var. recurvus. Pomocou preparativne] TLC chromatografie sa
podarilo izolovat’ Styri alkaloidné zlu¢eniny, medzi ktoré patrili zndme zli€eniny galantamin a
lykorin a dve doteraz nepopisané alkaloidy lykorinového a montaninového typu. Ich Struktira
bola overena analytickymi metodami, ako st NMR, GC-MS, HRMS a stanovenie optickej
otacavosti. Testovanie inhibi¢nej aktivity novych alkaloidov vo¢i l'udskej AChE a BuChE bolo
vykonané pomocou Ellmanovej metody, pricom ziadna z latok nevykazala vyznamny inhibi¢ny
uc¢inok (ICso > 100 uM). Obe nové zliceniny boli charakterizované na trovni konstiticie;
absolutna konfiguracia nebola stanovend. Napriek absencii inhibicie voci cholinesterazam ich
identifikdcia rozSiruje diverzitu amarylkovitych alkaloidov a poskytuje vychodisko pre

nasledné studie stereochémie a d’alSich biologickych aktivit mimo AChE/BuChE.
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8. Abstract
Author: Erika Sramkova

Title of the Thesis: [solation of alkaloids from Narcissus poeticus recurvus and their biological

activity II

University: Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of

Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany
Supervisor: PharmDr. Rudolf Vrabec, Ph.D.

In this study, three pre-prepared fractions of the alkaloid extract from the bulbs of Narcissus
poeticus var. recurvus were processed. Using preparative TLC chromatography, four alkaloid
compounds were successfully isolated, including the known alkaloids galantamine and
lycorine, as well as two previously undescribed alkaloids of the lycorine and montanine type.
Their structures were confirmed by analytical methods such as NMR, GC-MS, HRMS, and
optical rotation determination. The inhibitory activity of the new alkaloids against human AChE
and BuChE was evaluated using Ellman’s method, and none of the compounds exhibited
significant inhibitory effects (ICso > 100 pM). Both new compounds were characterized at the
level of constitution; their absolute configurations were not determined. Despite the absence of
cholinesterase inhibition, their identification broadens the diversity of Amaryllidaceae alkaloids
and provides a basis for subsequent studies of stereochemistry and other biological activities

beyond AChE/BuChE.

68



9. Zoznam pouZzitej literatury

1. Petrovska B. B. Historical review of medicinal plants' usage. Pharmacognosy Reviews.

2012, Zv. 6, 11, s. 1-5. doi: 10.4103/0973-7847.95849

2. Moreno R., Tallini L. R., Salazar C., Osorio E. H., Montero E., Bastida J., Oleas N. H.,
Acosta Leon K. Chemical Profiling and Cholinesterase Inhibitory Activity of Five

Phaedranassa Herb. (Amaryllidaceae) Species from Ecuador. Molecules. 2020, Zv. 25, 9, s.
2092. doi: 10.3390/molecules25092092

3. Spilkova J., Martin J., Siatka T., Tdmova L., KaSparova M. Farmakognozie. Praha:
Nakladatelstvi Karolinum, 2016.

4. Ka S., Koirala M., Mérindol N., Desgagné-Penix I. Biosynthesis and Biological Activities
of Newly Discovered Amaryllidaceae Alkaloids. Molecules. 2020, Zv. 25, 21, s. 4901. doi:
10.3390/molecules25214901

5. Paiva M. J. M., Nascimento G. N. L., Damasceno 1. A. M., Santos T. T., Silveira D.
Pharmacological and toxicological effects of Amaryllidaceae. Brazilian Journal of Biology.

2023, Zv. 83, s. €277092. doi: 10.1590/1519-6984.277092
6. Jahodar L. Farmakobotanika: semenné rostliny. Praha: Karolinum, 2009.

7. Kohelova E., Marikova J., Korabec¢ny J., Hulcova D., Kucera T., Jun D., Chlebek J.,
Jen&o J., Safratova M., Hrabinova M., Ritomska A., Malanik M., Pefinova R., Breiterova
K., Kunes J., Novakova L., Opletal L., Cahlikova L. Alkaloids of Zephyranthes citrina
(Amaryllidaceae) and their implication to Alzheimer's disease: Isolation, structural elucidation
and biological activity. Bioorganic Chemistry. 2021, Zv. 107, s. 104567. doi:
10.1016/j.bioorg.2020.104567

8. Bastida J., Lavilla R., Viladomat F. Chemical and biological aspects of Narcissus alkaloids.
Alkaloids: Chemistry and Biology. 2006, Zv. 63, s. 87-179. doi: 10.1016/s1099-
4831(06)63003-4

9. Al Mamun A., Maiikova J., Hulcova D., JanouSek J., Safratova M., Novakova L.,
Kucéera T., Hrabinova M., Kunes J., Korabeény J., Cahlikova L. Amaryllidaceae Alkaloids

of Belladine-Type from Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton as New Selective Inhibitors of

Butyrylcholinesterase. Biomolecules. 2020, Zv. 10, 5, s. 800. doi: 10.3390/biom10050800

69



10. Hulcova D. Biologicka aktivita alkaloidG Narcissus pseudonarcissus L. cv. Dutch Master
(Amaryllidaceae). Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, 2018.

Doktorska disertacni prace.

11. Graham S. W., Barrett S. C. H. Phylogenetic reconstruction of the evolution of stylar
polymorphisms in Narcissus (Amaryllidaceae). American Journal of Botany. 2004, Zv. 91, 7,
s. 1007-1021. doi: 10.3732/ajb.91.7.1007

12. BioLib.cz. Narcissus L. [online] [Cit.: 5. 3. 2025.]
https://www.biolib.cz/cz/taxon/id42016/.

13. Compton J. Narcissus recurvus Haw. A crisis of identity. Curtis’s Botanical Magazine.

2023, Zv. 40, 2, s. 249-261. doi: 10.1111/curt.12511

14. GARDENIA.NET. Narcissus poeticus var. recurvus (Poeticus Daffodil). [online]
[Cit.: 5. 3. 2025.]

https://www.gardenia.net/plant/narcissus-poeticus-var-recurvus-poeticus-daffodil.

15. The Royal Horticultural Society. Narcissus poeticus var. recurvus Haw. (13). [online]
[Cit.: 5. 3. 2025.] https://www.rhs.org.uk/plants/529914/narcissus-poeticus-var-recurvus-haw-
(13)/details.

16. Dalecka M., Havelek R., Kralovec K., Briuc¢kova L., Cahlikova L. Alkaloidy rostlin
celedi Amaryllidaceae jako potencidlni 1éCiva v terapii nadorovych onemocnéni. Chemicke

Listy. 2013, Zv. 107, s. 701-708.

17. Jayawardena T. U., Merindol N., Liyanage N.S., Desgagné-Penix I. Unveiling
Amaryllidaceae alkaloids: from biosynthesis to antiviral potential — a review. Natural Product

Reports. 2024, 7Zv. 41, 5, s. 721-747. doi: 10.1039/d3np00044c

18. Breiterova K. Alkaloidy rostlin celedi Amaryllidaceae jako potencidlni 1éCiva v terapii

civiliza¢nich onemocnéni. Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, 2019.

19. Aleya F., Xianmin C., Anthony H., Meriel J. Relative expression of putative genes
involved in galanthamine and other Amaryllidaceae alkaloids biosynthesis in Narcissus field

and in vitro tissues. Gene. 2021, Zv. 774., s. 145424. doi: 10.1016/j.gene.2021.145424

20. Cahlikova L., Vanéfkova N., Safratova M., Breiterova K., Blunden G., Hulcova D.,
Opletal L. The Genus Nerine Herb. (Amaryllidaceae): Ethnobotany, Phytochemistry, and
Biological Activity. Molecules. 2019, Zv. 24, 23, s. 4238. doi: 10.3390/molecules24234238

70



21. Takos A. M., Rook F. Towards a molecular understanding of the biosynthesis of
Amaryllidaceae alkaloids in support of their expanding medical use. International Journal of

Molecular Sciences. 2013, Zv. 14, 6, s. 11713—-11741. doi: 10.3390/ijms140611713

22.Boshra Y. R., Fahim J. R., Hamed A. N. E., Desoukey S. Y. Phytochemical and biological
attributes of Narcissus pseudonarcissus L. (Amaryllidaceae): A review. South African Journal

of Botany. 2022, Zv. 146, s. 437-458. doi: 10.1016/j.sajb.2021.11.028

23. Evidente A., Kireev A. S., Jenkins A. R., Romero A. E., Steelant W. F., Van
Slambrouck S., Kornienko A. Biological evaluation of structurally diverse amaryllidaceae

alkaloids and their synthetic derivatives: discovery of novel leads for anticancer drug design.

Planta Medica. 2009, Zv. 75, 5, s. 501-507. do1: 10.1055/5-0029-1185340

24. He M., Qu Ch., Gao O., Hu X., Hong X. Biological and pharmacological activities of
Amaryllidaceae alkaloids. RSC Advances. 2015, Zv. 5, s. 16562-16574. dot:
10.1039/C4RA14666B

25. De Andrade J. P., Pigni N. B., Torras-Claveria L., Guo Y., Berkov S., Reyes-Chilpa
R., El Amrani A., Zuanazzi J. A. S., Codina C., Viladomat F., Bastida J. Alkaloids from
the Hippeastrum genus: Chemistry and biological activity. Revista Latinoamericana de

Quimica. 2012, Zv. 40, 2, s. 85-98.

26. Hu N., White L. V., Lan P., Banwell M. G. The Chemical Synthesis of the Crinine and
Haemanthamine Alkaloids: Biologically Active and Enantiomerically-Related Systems that
Serve as Vehicles for Showcasing New Methodologies for Molecular Assembly. Molecules.

2021, Zv. 26, 3, s. 765. doi: 10.3390/molecules26030765

27. Tallini L. R., Giordani R. B., de Andrade J. P., Bastida J., Zuanazzi J. A. S. Structural
Diversity and Biological Potential of Alkaloids from the Genus Hippeastrum, Amaryllidaceae:
an Update. Revista Brasileira de Farmacognosia. 2021, Zv. 31, 5, s. 648-657. doi:
10.1007/s43450-021-00211-z

28. Cheng B., Wang Q., An Y., Chen F. Recent advances in the total synthesis of galantamine,
a natural medicine for Alzheimer's disease. Natural Product Reports. 2024, Zv. 41, 7, s. 1060—
1090. doi: 10.1039/d4np00001c

71


http://dx.doi.org/10.1016/j.sajb.2021.11.028

29. Koutova D., Havelek R., Peterova E., Muthna D., Kralovec K., Breiterova K.,
Cahlikova L., Rezaéova M. Pancracine, a Montanine-Type Amaryllidaceae Alkaloid, Inhibits
Proliferation of A549 Lung Adenocarcinoma Cells and Induces Apoptotic Cell Death in
MOLT-4 Leukemic Cells. International Journal of Molecular Sciences. 2021, Zv. 22, 13, s.
7014. doi: 10.3390/ijms22137014

30. Fiirst R. Narciclasine — an Amaryllidaceaec Alkaloid with Potent Antitumor and Anti-
Inflammatory Properties. Planta Medica. 2016, Zv. 82, 16, s. 1389-1394. doi: 10.1055/s-0042-
115034

31. Griffin C., Sharda N., Sood D., Nair J., McNulty J., Pandey S. Selective cytotoxicity of
pancratistatin-related natural Amaryllidaceae alkaloids: evaluation of the activity of two new

compounds. Cancer Cell International. 2007, Zv. 7, s. 10. doi: 10.1186/1475-2867-7-10

32. Makolo F., Viljoen A., Veale C. G. L. Mesembrine: The archetypal psycho-active
Sceletium  alkaloid.  Phytochemistry. 2019,  Zv. 166, . 112061.  doi:
10.1016/j.phytochem.2019.112061

33. Krstenansky J. L. Mesembrine alkaloids: Review of their occurrence, chemistry, and
pharmacology. Journal of Ethnopharmacology. 2017, Zv. 195, s. 10-19. doi:
10.1016/.jep.2016.12.004

34. Oleksak P., Novotny M., Patocka J., Nepovimova E., Hort J., Pavlik J., Klimova B.,
Valis M., Kuca K. Neuropharmacology of Cevimeline and Muscarinic Drugs — Focus on
Cognition and Neurodegeneration. International Journal of Molecular Sciences. 2021, Zv. 22,

16, s. 8908. doi: 10.3390/1jms22168908

35. Jirak R. Diagnostika a terapie Alzheimerovy choroby. Neurologie pro praxi. 2008, Zv. 9,
4,s.240-244.

36. Bartko D., Combor I., Madarasz S., Luliak M. Demencia Alzheimerovho typu. Via
practica. 2008, Zv. 5, 10, s. 398-402.

37. Breijyeh Z., Karaman R. Comprehensive Review on Alzheimer's Disease: Causes and

Treatment. Molecules. 2020, Zv. 25, 24, s. 5789. doi: 10.3390/molecules25245789

38. 2023 Alzheimer's disease facts and figures. Alzheimers Dement. 2023, Zv. 19, 4, s. 1598—
1695. doi: 10.1002/alz.13016

72



39. Zheng Q., Wang X. Alzheimer's disease: insights into pathology, molecular mechanisms,
and therapy. Protein Cell. 2025, Zv. 16, 2, s. 83—120. doi: 10.1093/procel/pwae026

40. Wong K. H., Riaz M. K., Xie Y., Zhang X., Liu Q., Chen H., Bian Z., Chen X., Lu A.,
Yang Z. Review of Current Strategies for Delivering Alzheimer's Disease Drugs across the
Blood-Brain Barrier. International Journal of Molecular Sciences. 2019, Zv. 20, 2, s. 381. doi:
10.3390/ijms20020381

41. Khan S., Barve K. H., Kumar M. S. Recent Advancements in Pathogenesis, Diagnostics
and Treatment of Alzheimer's Disease. Current Neuropharmacology. 2020, Zv. 18, 11,s. 1106—
1125. doi: 10.2174/1570159X18666200528142429

42. Ashrafian H., Zadeh E. H., Khan R. H. Review on Alzheimer's disease: Inhibition of
amyloid beta and tau tangle formation. International Journal of Biological Macromolecules.

2021, Zv. 167, s. 382-394. do1: 10.1016/j.1jbiomac.2020.11.192

43. Cahlikova L., Macakova K., BeneSova N., Chlebek J., HoSt’alkova A., Opletal L.
Chapter 6. Natural Compounds (Small Molecules) as Potential and Real Drugs of Alzheimer's
Disease. [ed.] Atta-ur-Rahman. Studies in Natural Products Chemistry. Elsevier, 2014, Zv. 42,
s. 153-194. doi: 10.1016/B978-0-444-63281-4.00006-9

44. Briggs R., Kennelly S. P., O'Neill D. Drug treatments in Alzheimer's disease. Clinical
Medicine (London). 2016, Zv. 16, 3, s. 247-253. doi: 10.7861/clinmedicine.16-3-247

45. Ferreira-Vieira T. H., Guimaraes I. M., Silva F. R., Ribeiro F. M. Alzheimer's disease:
Targeting the Cholinergic System. Current Neuropharmacology. 2016, Zv. 14, 1, s. 101-
115. doi: 10.2174/1570159x13666150716165726

46. Hynd M. R., Scott H. L., Dodd P. R. Glutamate-mediated excitotoxicity and
neurodegeneration in Alzheimer's disease. Neurochemistry International. 2004, Zv. 45, 5, s.

583-595. doi: 10.1016/j.neuint.2004.03.007

47. Zott B., Konnerth A. Impairments of glutamatergic synaptic transmission in Alzheimer's
disease. Seminars in Cell and Developmental Biology. 2023, Zv. 139, s. 24-34. doi:
10.1016/j.semcdb.2022.03.013

48. Dong X. X., Wang Y., Qin Z. H. Molecular mechanisms of excitotoxicity and their
relevance to pathogenesis of neurodegenerative diseases. Acta Pharmacologica Sinica. 2009,

Zv. 30, 4, s. 379-387. doi: 10.1038/aps.2009.24

73



49. Bocwinska-Kiluk B., Jelski W., Kornhuber J., Lewczuk P., Mroczko B. Alzheimer's
Disease-Biochemical and Psychological Background for Diagnosis and Treatment.
International Journal of Molecular Sciences. 2023, Zv. 24, 2, s. 1059. doi:
10.3390/ijms24021059

50. Kueper J. K., Speechley M., Montero-Odasso M. The Alzheimer's Disease Assessment
Scale-Cognitive Subscale (ADAS-Cog): Modifications and Responsiveness in Pre-Dementia
Populations. A Narrative Review. Journal of Alzheimer’s Disease. 2018, Zv. 63, 2, s. 423-444.
doi: 10.3233/JAD-170991

51. Passeri E., Elkhoury K., Morsink M., Broersen K., Linder M., Tamayol A., Malaplate
C., Yen F. T., Arab-Tehrany E. Alzheimer's Disease: Treatment Strategies and Their
Limitations. International Journal of Molecular Sciences. 2022, Zv. 23, 22, s. 13954. doi:
10.3390/1jms232213954

52. SUKL. Ptehled 1é¢iv. [online] [Cit.: 17. 7 2025.]
https://prehledy.sukl.cz/prehled leciv.html.

53. Stoiljkovic M., Horvath T. L., Hajos M. Therapy for Alzheimer's disease: Missing targets
and functional markers? Ageing Research Reviews. 2021, Zv. 68, s. 101318. doi:
10.1016/j.arr.2021.101318

54. Arroyo-Pacheco N., Sarmiento-Blanco S., Vergara-Cadavid G., Castro-Leones M.,
Contreras-Puentes N. Monoclonal therapy with lecanemab in the treatment of mild
Alzheimer's disease: A systematic review and meta-analysis. Ageing Research Reviews. 2025,

Zv. 104, s. 102620. doi: 10.1016/j.arr.2024.102620

55.YuT. W,, Lane H. Y., Lin C. H. Novel Therapeutic Approaches for Alzheimer's Disease:
An Updated Review. International Journal of Molecular Sciences. 2021, Zv. 22, 15, s. 8208.
doi: 10.3390/ijms22158208

56. HaSanova S. Amaryllidaceae alkaloids of Narcissus poeticus var. recurvus and their
implication to Alzheimer's disease and anticancer activity. Univerzita Karlova, Farmaceuticka

fakulta v Hradci Kralové, 2024.

57. Vrabec R., Marikova J., Lo¢arek M., Korabeény J., Hulcova D., Host’alkova A., Kune$
J., Chlebek J., Kucera T., Hrabinova M., Jun D., Soukup O., Andrisano V., Jenco J.,
Safratova M., Novakova L., Opletal L., Cahlikova L. Monoterpene indole alkaloids from

Vinca minor L. (Apocynaceae): Identification of new structural scaffold for treatment of

74



Alzheimer's  disease.  Phytochemistry. 2022, Zv. 194, s. 113017. doti:
10.1016/j.phytochem.2021.113017

75



