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Jiz od nepaméti je mnoho rostlin uzivano Vv terapii riznych onemocnéni. Mezi
rostliny s 1é¢ivymi ucinky patii i ¢eled” Amaryllidaceae. Kromé okrasného vyuziti jsou
rostliny této Celedi péstovany po celém svéteé pro vysoky obsah alkaloidi. V celedi

Amaryllidaceae bylo t&chto strukturné riiznorodych slouenin izolovéno pres 500,

Alkaloidy jsou skupinou latek s velkym rozsifenim V pfirodé. Vyznacuji se tim, ze
obsahuji atom dusiku V heterocyklickém kruhu, ktery je odvozen od aminokyselin
L-tyrosinu, L- ornitinu, L- lysinu, L- tryptofanu, L- histidinu a L- fenylalaninu. Jsou to
velice reaktivni substance s biologickou aktivitou i ve velice nizkych koncentracich.
Vsechny alkaloidy maji hofkou chut’ ajsou to tuhé, krystalické abezbarvé latky.
Vyjimkou je nikotin, ktery je tekuty a ma hnédou barvu. Jejich charakter je bazicky

a proto tvoii soli s kyselinami®.

Galantamin je v dnes$ni dob¢ zatim jediny alkaloid ¢eledi Amaryllidaceae, ktery je
registrovany jako 1é¢ivo. Tento inhibitor acetylcholinesterazy je soucasti 1écby
Alzheimerovy nemoci, pii niZz zpomaluje proces neurologické degenerace. Ptestoze
galantamin muze byt produkovan synteticky, rostliny stale zdstavaji hlavnim zdrojem
pro farmaceuticky prﬁmysl3. Byly izolovany i dalsi alkaloidy této ¢eledi, u kterych byly
a cytotoxické. Pro své ucinky si proto zaslouzi, aby byly dale zkoumany a byla jim

v ’ v 4
vénovana hlubsi pozornost™.
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3.1 Alzheimerova choroba

Poprvé byla Alzheimerova nemoc (AD) popsana profesorem Aloisem
Alzheimerem, ktery v roce 1906 ptedstavil piipad pacientky s pfiznaky této nemoci’.

Na AD prtipadaji ptiblizn€ 2/3 vSech piipadii demenci. Je tedy nejcastéjsi pricinou
demence a jeji vyskyt roste s vékem. V 62,5 letech postihuje piiblizné 1,5 % populace,
zatimco V 85. roce je postizen jiz kazdy 3. ¢lovek®. Doba trvani nemoci se lisi.
V priméru je to vSak 9 let°. Jelikoz dochazi ke starnuti populace po celém svété, zacina

byt AD, kterd zatim neni bohuzel vylécitelnd, znaCnym problémem7.

3.1.1 Klinicky obraz

AD ovlivituje lidi rtizné. Jednim z prvnich pfiznakd jsou jen malé zmény
Vv chovéani, osobnosti a ndvycich ¢lovéka. Pro pomaly a nenapadny néstup se ¢asto stava,
7¢ nemoc neni odhalena véas®. Nejb&Zn&j$im symptomem je postupné se zhorsujici
schopnost zapamatovani novych informaci. Narusen je kazdodenni zivot. Pacient neni
schopen pldnovani, feSeni a dokonceni znamych ukolt, at’ uz doma nebo V praci. Nové
se zaCinaji objevovat problémy s mluvenim a psanim. Nésledkem toho nemocny ¢asto
ptichazi o préci a neni schopen vést spolecensky zivot. V pokrocilé fazi nemoci pacient
potiebuje pomoc i1 se zakladnimi ¢innostmi kazdodenniho Zivota, jako je koupani,
stravovani, oblékani. Pacient je zmateny, dezorientovany anedokaZe rozpoznat ani

milovat své blizké. AD je v kone&né fazi fatalni®.

3.1.2 Pric¢ina nemoci

Piesnd pficina AD je neznamad. Existuje ale n¢kolik teorii, které se snazi popsat

vznik a pfi¢inu této nemoci.
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3.1.2.1 Cholinergni hypotéza

Vroce 1970 bylo zjisténo, ze mozek pacienti s AD trpi nedostatkem
acetylcholinu (ACh). Ten je jednim z hlavnich neurotransmiterd v centralnim nervovém
systétmu. ACh zvySuje pozornost ausnadiiuje proces uceni. Tento objev vedl
k cholinergni hypotéze. Ta tvrdi, ze kognitivni, funkéni a behavionarni dysfunkce
spojena s AD miize byt zplisobena neschopnosti pfenosu neurologickych impulza pres
cholinergni synapse. Studie ukazuji, Ze pacienti maji snizenou aktivitu cholin
acetyltransferazy (ChAT), enzymu syntetizujiciho ACh z cholinu
a acetyl koenzymu A (acetylCoA)°. Hladina ACh je regulovana cholinesterazami, které
se vlidském téle vyskytuji ve 2 formach - jako acetylcholinesteraza (AChE)
a butyrylcholinesteraza (BUChE). Ob¢ formy se li§i geneticky, strukturalné a také
kineticky.

BuChE, také nazyvana jako nespecificka cholinesterdza, sérova cholinestreraza ¢i
pseudocholinesteraza,  neni  fyziologickym  substritem v mozku  savcul.
BUuChE se nachazi pfevazné v gliovych buiikach nebo je soucasti neuritickych plaku ¢i
tangles u pacientii s AD?*. AChE je pfevazné exprimovéna v tkanich jako je mozek,
svaly a v erytrocytech, zatimco BuChE je pfednostné pfitomna v plazmé, protoze je

L . . . 25
syntetizovana v jatrech a sekretovéna do cirkulace®.

Role BuChE neni zatim pln¢ objasnéna. Je znamo, Ze se podili na metabolizaci
nékterych sloucenin jako je kokain, heroin nebo svalového myorelaxans suxamethonia.
Oba enzymy patii do rodiny serinovych hydroxylézze. Ptestoze jsou produktem dvou
riznych geni (gen pro AChE je uloZzen na 7. chromozomu, pro BuChE

na 3. chromozomu), sdili 65 % aminokyselinové sekvencni homologiez7.

AChE 1 BuChE existuji v riznych molekularnich formach, jako globularni
monomery G1, dimery G2 a tetrametry G4. Stejn¢ jako asymetrické molekuly s jednim
(A1), dvéma (A2) nebo tfemi (A3) tetramery. Fyziologicka funkce je zprostfedkovana

pravdépodobné G4 formou.

U AD je hladina AChE snizena az o 90 % (ve srovnani s fyziologickym stavem),
zatimco hladina BUChE se zvysuje™. Existuje nékolik faktord, které podporuji fakt,
ze BuChE je lepsim potencialnim cilem v 1écbé AD. BuChE je totiz také méné ucinné
hydrolyzovana nez AChE. Tudiz je AChE inhibovdana ACh, zatimco BuChE zlstava
nedotCena. To znamena ze latky, které inhibuji jak AChE, tak BuChE, mohou mit
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vyhody oproti tém, které inhibuji pouze AChE. Nicméné nebylo prokazano, ze by byly
inhibitory BuChE u&inn&jsi nez inhibitory AChE ve sniZeni AD p¥iznaka®®,

Na cholinergni hypotéze je zalozena vétSina v souc¢asné dobé dostupnych 1é¢iv —
inhibitoréi cholinesteraz'’. Idealni kombinaci by bylo vyvinout léky, které inhibuji

cholinesterazy a zarovei puisobi na p- amyloid™®.

3.1.2.2 Amyloidova hypotéza

Dalsi hypotéza navrhuje, ze neurodegenerace u AD mohou zptisobovat depozita
B-amyloid peptidu, ktera tvoii plaky v mozkové tkani. Akumulace tohoto peptidu ma

pak priméarni vliv na vznik AD*2.

B-amyloid je peptid skladajici se z 36-43 aminokyselin'®. Vznika z amyloidniho
prekurzorového proteinu (APP). Neurony ho prirozené obsahuji a je dilezity pro jejich
fungovani. Pti AD dochazi kjeho zvySenému S$tépeni nebo je $tépeni pozménéno.
Nasledkem této nerovnovahy dochazi ke koagulaci a tvorbé shluku B-amyloidu. Tyto
nepravidelné okrouhlé utvary se nazyvaji neuritické plaky a zptsobuji destrukci

s w14
nervoveé tkané™".

Zajimavosti je, Ze P-amyloid byl izolovan takéu pacienti s Downovym
syndromem. Analyza sekvence aminokyselin ukézala, Ze se jedna o stejny P protein
jako u AD™. Bylo zjiténo, Ze vysoky vyskyt AD u téchto pacientii je dan geneticky.
Gen kodujici APP se totiz nachazi na 21. chromozomu, jehoz trizomie vede k Downovu

syndromu, a tudiz i k abnormalng velké produkci B-amyloidu®®.

3.1.2.3 Tau hypotéza

r . v I v . " e v 17
Tau hypotéza je zaloZena na nazoru, Ze tau protein spousti kaskadu onemocnéni™’,

pfi niz dochdzi knadmémé nebo abnormalni fosforylaci tau proteinu

do tzv. PHF (sparovanych helikalnich vlaken)™.

Hlavni biologickou funkci tau proteinu je shromazd’ovat mikrotubuly
a stabilizovat jejich strukturu. Tato biologicka aktivita tau proteinu je regulovana jeho
stupném fosforylace. Hyperfosforylace pak snizuje jeho schopnost shromazdovat

mikrotubuly®®.

12



Tau protein se u lidi nachazi v neuronech. V lidském mozku existuje 6 izoforem®

s rozmezim od 352 do 441 aminokyselin. Viech 6 izoforem je fosforylovano™.

Podle této teorie se tedy jevi tau patologie (aztoho plynouci neurofibrilarni
degenerace) jako centralni mechanismus vedouci k demenci u AD'®. Objevenim mutace
tau genu, ktery zpusobuje fronto-temporalni demenci a parkinsonismus se ukazuje, ze
dysfunkce v nepfitomnosti amyloid patologie byla dostate¢na ke ztrat¢ neuront

a klinické demenci.

Tato hypotéza polozila zaklad k hledani inhibitord kindzy jako potencidlnich
lé¢iv. Navzdory toxicité kinaz ajejich specifik bylo vyvinuto nékolik kinazovych

inhibitort a nékteré z nich budou testovany v klinickém hodnoceni®.

3.1.2.4 Vaskularni hypotéza

Mnoho dikazti naznacuje, ze AD je hlavné cévni onemocnéni. Tomu napovida
fakt, ze AD a vaskularni demence maji mnoho podobnych rizikovych faktort. Podle
této teorie se AD rozviji ve vyS$im véku a disledkem vaskularnich rizikovych faktori.
Poté dochazi ke kritické mozkové hypoperfuzi, ¢imz je poskozena produkce
endotelialniho oxidu dusnatého a vede ke kapilarni degeneraci. Zasoby energie se sniZzi.
Tato krize pak vyvold patologie, které ovlivni syntézu proteinli, rozvoj plakd,

protizanétlivou odpovéd’ a synaptické zmény vedouci k AD?,

3.1.2.5 DalSi hypotézy

Srostoucim v€kem dochazi ke zvySenému rozpadu myelinu v mozku.
Demyelinizaci je naruSen axonalni transport a funkce neuronli je poskozena. Dalsi
teorie tvrdi, ze zelezo uvolnéné pii rozpadu myelinu miZze zpusobovat dalsi Skody.
Homeostaticky proces opravy myelinu pfispiva K rozvoji depozit 3 - amyloidu a tau
proteinu®.

Podle oxidacni stresové hypotézy je praveé oxidacni stres jedna z prvnich udalosti
v patogenezi AD ahraje tak vyznamnou roli pii tvorbé AD patologie. Oxida¢nim

stresem se rozumi nerovnovaha mezi biochemickym procesem vedoucim ke vzniku

reaktivnich forem kysliku (ROS) a sloucenin zodpovédnych za odstranovani téchto
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forem. Za fyziologickych podminek je produkce ROS normalni nasledkem bunéénych
procest, které jsou fizeny antioxidanty. AvSak jakmile hladina ROS piekroci
antioxida¢ni kapacitu (nasledkem chorobného stavu, vyssiho véku nebo jiného diivodu),
dochézi k oxidaénimu stresu?”. Oxida&ni poskozeni se projevi v lipidech, proteinech,
nukleovych kyselinach i cukrech. VSechny tyto slouceniny jsou esencidlni pro spravné

fungujici neuronyzg.

3.1.3 Lécba AD

V soucasné¢ dobé je dostupnd 1éCba pouze symptomaticka, mezi 1éCiva

prokazatelné zpomalujici prabeh choroby patfi:

1) Inhibitory cholinesteraz

2) Inhibitory NMDA receptoru

3.1.3.1 Inhibitory cholinesteraz

V soucasné dob¢ jsou dostupné 3 inhibitory cholinesteraz (IChE) - rivastigmin,
donepezil a galantamin. Prvnim schvalenym IChE byl takrin. Ten byl ale z 1é&cby AD
vyfazen, protoZze zvySoval hodnoty jaternich enzymi u 40 - 50 % pacientli. Néasledoval

donepezil, rivastigmin a poslednim byl galantamin®.

IChE muizeme klasifikovat podle selektivity pro AChE nebo BuChE. Takrin
a rivastigmin inhibuji oba enzymy, zatimco donepezil a galantamin specificky inhibuji
pouze AChE. Nebo také podle toho, jsou-li reverzibilnimi inhibitory (takrin, donepezil,

galantamin) nebo pseudo-ireverzibilnimi inhibitory (rivastigmin)®.

Légba IChE vychazi z cholinergni hypotézy. U¢innost téchto 1éki je potvrzena
fadou randomizovanych studii. Indikaci pro IChE je lehké aZ sttedné téZké stadium AD.
Jejich uzivanim se vyrazné prodlouZi obdobi, kdy se o sebe pacient dokaZe postarat

sam. Zlepsuji tak kvalitu pacientova Zivota®.

Inhibi¢ni aktivita IChE zvySuje mnozstvi synaptického ACh. Ten je poté dostupny
pro muskarinové anikotinové cholinergni receptory stimulované jak centralné,

tak periferné. Centralni inhibice je nezbytna pro zvySeni kognitivnich funkci,
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zatimco periferni blokdda zapficiniuje jejich nezadouci Gcinky. Tyto nezddouci ucinky
jsou pak zavislé hlavné na davee®.

Lécba IChE je rozdélena do dvou fazi. V prvni fazi se postupné zvySuje davka
azdoté doby, nez je dosazen Kklinicky ucinek nebo do maximalné tolerované
terapeutické davky (tzv. eskalacni 1éc¢ba). Ve druhé fazi se 1é¢ba udrzuje do dosazeni
maximalni a¢inné davky (tzv. udrzovaci 1écba). S 1écbou je spojen i vyskyt nezddoucich
0&inka®. Pokud je 1ék podan oralné, je absorbovan pies gastrointestinalni sténu a 1é¢ivo
V plazmé dosahne maximalni koncentrace (cmax). Hladina 1é¢iva poté postupné klesa,
az je nejnizsi (cmin). VEtSI a Castéjsi vykyvy 1éCiva v plazmé jsou pak spojeny s vysSim
vyskytem nezadoucich u¢inkd*. Mezi n& patfi gastrointestinilni obtize, jako je
nevolnost, zvraceni, prijem, bolest bficha anechutenstvi. Témto problémim lze
ptedejit nebo je zmirnit tim, Ze se davka bude titrovat postupné. Opatrnosti je tieba
U pacientti s poruchou srde¢niho rytmu, uzivajicich beta blokatory a digoxin. Dale
U pacientl sanamnézou astmatu, chronické obstrukéni plicni nemoci a viedové
choroby. Disledkem nezddoucich U¢inkd miize byt naruSena compliance pacienta
vedouci az k ukonéeni 1é¢by. V praxi je proto dulezitd bezpecnost a dobra tolerance
pacientem. Je tedy potieba zvazit mozné lékové interakce a pomér piinosu a rizika

pro konkrétniho pacienta®.

Takrin

Tetrahydroaminakridin neboli takrin (Obr. 1) byl v roce 1993 schvalen jako prvni

specificky 1ék v I1écbé AD. Je centrdln€é aktivnim nekompetitivnim reverzibilnim

inhibitorem AChE a BuChEe*.

Takrin je metabolizovan Vv jatrech cytochromem P450 isoformou 1A2,
jeho 5 hlavnich metaboliti bylo analyzovano v mo¢i aséru. Takrin interaguje
s cimetindinem, pfi souasném podavani se koncentrace takrinu zvyéovalags. Reaktivni
metabolity podléhaji konjugaci. Pfitomnost genetické poruchy glutation S -transferazy

zvysuje riziko hepatotoxicity®.

Pravé casté abnormality funkce jater a hepatotoxita vyzadovaly tydenni
monitorovani funkce jater. To spolu S nutnosti uzivat 1€k 4 krat denné limitovalo jeho

klinické uziti a vedlo k méné toxickym, selektivn&j§im a t&inn&jsim IChE*,
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NH,

takrin

Obr. 1 - Vzorec takrinu

Donepezil

Donepezil (Obr. 2) byl schvalen pro 1écbu AD vroce 1997. Jedna

se o piperidinovou bazi s vysokou selektivitou pro AChE®.

Vstiebavani donepezilu neni ovlivnéno potravou. Je vysoce vazan na plazmatické
bilkoviny a to az z 96 %. Jeho polocas je 70 hodin, u starSich pacienti mtze byt i delsi.

oy s . +38
To umoznuje podavani Iéku pouze jednou denné™.

K dispozici jsou tablety sokamzitym uvolfovanim (5mg nebo 10 mg),
s prodlouZzenym uvoliiovanim (23 mg) a tablety dispergovatelné v tstech (5 mg nebo
10 mg). Doporucena denni davka pro tablety sokamzitym uvoliiovanim je prvni
4 tydny 5 mg denné. Nasledné se zvySuje na 10 mg denné. Tablety s prodlouzenym
uvolnovanim poskytuji vys$si jednodenni davku, aniz by dochéazelo k prudkému nartstu
koncentrace. Oraln¢ dispergovatelné tablety jsou vyhodné pro pacienty, ktefi maji

problémy s polykanim tablet®.

Donepezil podléha po peroralnim podani intenzivnimu first-pass metabolismu.
V jatrech je metabolizovan cytochromem P450 isoformou 2D6 a 3A4%. Légivo ajeho
metabolity jsou vyluCovany primarné moci. Rendlni exkrece zahrnuje nezménéné
1éCivo, glukuronidované metabolity a produkty hydrolyzy. Fekélni eliminace

hydroxylovanych metabolitii a produkti N-oxidace hraji jen minoritni roli®.

Donepezil je pomérné dobie snasen, jeho gastrointestindlni neZadouci u€inky jsou
veétSinou mirné a vyskytuji se prevazné jen ve fazi eskalacni. Obvykle s pokracujici

terapii pomiji a zfidka vedou k pierugeni 16¢by™.

16



o N
/
HsC
donepezil

Obr. 2 - Vzorec donepezilu

Rivastigmin

Rivastigmin (Obr. 3) je karbamatovy derivat, ktery reverzibilné inhibuje
jak AChE, tak BuChE preferen¢né v CNS. K dispozici je ve form¢ tobolek, peroralniho

roztoku** a od roku 2007 i ve formé transdermalnich naplasti*.

Ptes jeho kratky plazmaticky poloc¢as (1,5 hodiny) se vaze na enzym a inaktivuje
ho na 10 hodin. To proto, Ze se rozpada mnohem pomaleji nez ACh. Tato pseudo-
ireverzibilni inhibice pak vysvétluje, pro¢ inhibice ChE v mozku trvd mnohem déle,
nez je kratky plazmaticky polocas 1éCiva.

Rivastigmin je metabolizovan svymi cilovymi enzymy. AChE i BuChE
ho hydrolyzou pfeméiuji na neaktivni metabolity, které jsou vyloudeny mog&i*'.
Rivastigmin je tedy jen minimdlné¢ metabolizovan jaternim cytochromem P450,

coz vylucuje interakce s 1é¢ivy metabolizovanymi timto enzymem.

Lécba peroralné podavanym léCivem je zahajena davkou 1,5 mg 2 krat denné
minimalné¢ po dobu 2 tydnli. Pokud je dobfe tolerovéna, titruje se az na davku
6 mg 2 krat denné¢. Maximalni davka pro pacienta je 12 mg denng, ktera se podava
po jidle (rdno a vecer). Tim se minimalizuji nezadouci L'léinky43. Vyskyt nezddoucich
ucinkll se z klinickych studii jevi méné ptiznivé pro rivastigmin nez pro donepezil
a galantamin. Komplikaci je také ztrata vahy, coz je velkym problémem u slabych

pacientl, kde neni dalsi ubytek na vaze 7adouci®®.

Prav€ pro cast¢ nezddouci UCinky byl rivastigmin schvalen ve formé
transdermalnich naplasti. Lécba se zahajuje davkou 4,6 mg za 24 hodin. Je titrovana
az na 9,5 mg za 24 hodin, coz je doporucend denni udrzovaci davka*. Naplasti jsou
tvofeny matricovym systémem, ktery obsahuje lé¢ivo, polymerni smés a adhezivni

vrstvu. Tim je umoZnéno fizené uvolilovani lé¢iva diftzi z matrice. Naplasti maji
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podobnou ucinnost jako nejvyssi denni davka perordlné podaného rivastigminu
s vyrazn¢ lepsi snasenlivosti (ato az o dvé tfetiny). Denni aplikace naplasti umoznuje
snadn&j$i 1é¢ebny rezim, lepsi manipulaci a dodrzovani 1é¢by. To pfispiva K vEtsi

klinické uc¢innosti. Jen vzacné se projevuje podrazdéni kiize*.

I N
N
H3C/\ITI/\O \CH3
CH,4 CH,
rivastigmin

Obr. 3 - Vzorec rivastigminu

Galantamin

Galantamin (Obr. 4) je jedine¢ny v tom, Ze zvySuje cholinergni funkce dvojim
mechanismem Uc¢inku. Kromé toho, Ze inhibuje AChE, pilisobi také jako alostericky
modulator nikotinovych receptori. Alostericky se vaze na jiné misto nez ACh. To
zpusobi konformac¢ni zménu na receptoru, vedouci K zesileni aktivity nikotinového
receptoru vreakci na ACh. Tento dualni farmakologicky mechanismus zvySuje
funkci ACh®.

Experimentalni studie galantaminu zacaly v Bulharsku a Sovétském svazu jiz
béhem studené valky. Poprvé byl izolovan vroce 1952 z Galanthus woronowii. Tim
odstartovalo jeho farmakologické zkoumani vedouci ke zjisténi Cetnych biologickych
aktivit. Jeho hlavni indikaci ve vychodnim bloku byla polymyelitida. Prvni sul
galantaminu — Nivalin byla od roku 1958 dostupna Vv injekéni formé a od roku 1984
ve formé tablet. V roce 1980 byla v zapadni Evropé objevena schopnost galantaminu
pronikat hematoencefalickou bariérou azvySovat cholinergni funkce. To vedlo
ke klinickému vyvoji v 1é¢bé AD a v roce 2000 byl schvalen pro 1é¢bu AD V prvnich

zemich®,

Galantamin je po peroralnim podani 100 % biologicky dostupny. Soucasné
podavani jidla ma jen maly vliv na absorpci. Oddali pouze rychlost, neovlivni rozsah
absorpce®. Jeho vazba na plazmatické bilkoviny je nizka a hlavni cestou metabolismu
jsou jatra, vnichz dochazi k metabolizaci enzymy CYP2D6 a CYP3A4™.

Pfi sou¢asném podavani inhibitori tohoto enzymu dochazi ke zvySovani koncentrace
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galantaminu v plazmé. Doporucend pocatecni davka je 4 mg dvakrat denné. Davka je

v v . v v r o1z v v . 45
postupné zvySovana az na udrzovaci davku 16 — 24 mg denn¢ rozdélenou do 2 davek™.

galantamin

Obr. 4 - Vzorec galantaminu

Huperzin A

Seskviterpenovy alkaloid Huperzin A (HupA) (Obr. 5) je hlavni bioaktivni
slouc¢eninou izolovanou z Huperzia serrata z ¢eledi Lycopodiaceae. V tradi¢ni ¢inské
mediciné je vyuZzivana jiz dlouhou dobu ke zmirnéni probléml se ztratou paméti,

k 16¢bé horecky a zanétu a také na podporu krevniho ob&hu”.

HupA je reverzibilni selektivni inhibitor AChE s mnohostrannymi
farmakologickymi ucinky. Ukazuje se, Ze krom¢ inhibice AChE, ma i noncholinergni
ucinky. K tém patii protektivni efekt HupA na neurony, u kterych p - amyloid zptsobil
oxidativni poSkozeni a mitochondridlni dysfunkci. Dale up-regulace nervového
ristového faktoru a antagonizujici efekt N-methyl-D-aspartatového receptoru. Dalsi

studie ukazuji, ze také redukuje akumulaci zeleza v mozku.

Vyznamné zpomalujici proces neurdlni smrti podporuje vyuziti HupA jako lIéku
u AD a jinych neurodegenerativnich onemocnéni’”.

HupA je v Ciné schvalen pro indikaci AD a v USA je ve 3. fazi klinické studie,
piicemz vysledky 2. faze klinické studie wukazuji, ze je dobfe tolerovan
az do davky 0,4 mg dvakrat denné. Mohl by byt vyznamnym piinosem pro pacienty,
ktefi netoleruji nyn&jsi IChE",
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huperzin

Obr. 5 - Vzorec huperzinu

3.1.3.2 Inhibitory NMDA receptoru

Memantin

Memantin (Obr. 6) je nekompetitivni antagonista se stfedné silnou afinitou
Kk NMDA receptorim. Ma tedy odlisny zptsob ucinku nez IChE a je indikovan K 1é¢bé
stedng t&7ké a tézké AD™.

NMDA receptory zprostiedkovavaji rychly excitaéni synapticky pienos v CNS.
Jejich ligandem fizeny kanal je propustny pro monovalentni a bivalentni ionty®’.
Béhem AD se nadmérné uvoliuje glutamat a tim dochazi K vétsi aktivité NMDA

receptort. Vapenaté ionty pronikaji ve vét§si mife do bunék a zplsobuji toxicitu

a neuralni smrt. Memantin poskytuje dostate¢nou blokadu zmirnujici tento proces48.

Memantin je dobie snaSen. NejcastéjSimi nezadoucimi UG¢inky jsou prijem,

nevolnost, bolesti hlavy a halucinace®’.

NH,

"""CH3
H,C

memantin

Obr. 6 - Vzorec memantinu
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3.2 Celed® Amaryllidaceae

Rige: Rostliny (Plantae)

Podfise: Cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Odd¢leni: Krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: Jednodélozné (Liliopsida)

Rad: Chrestotvaré (Asparagales)
Celed”: Amarylkovité (Amaryllidaceae)

Amarylkovité rostliny ptitahuji pozornost a pfi jejich studiu byly objeveny rizné
ucinky. Popsan je efekt protinddorovy, protizanétlivy, antibioticky, antivirovy
a antimalariticky. Plsobi také naimunitni systém, centrdlni nervovy systém
a inhibuji ChE.

V celedi Amarylkovitych se vyskytuje kolem 130 rodi a vice nez 1300 odrid

rozptylenych v tropickém, subtropickém i mirném pésu49.

Jsou to vytrvalé, v&tsinou suchomilné rostliny s oddenkem, hlizou nebo cibuli*®.
Jejich listy jsou ¢arkovité a mohou byt bud’ pifizemni, nebo rozmisténé po celé délce
stonku®. Vétsinou je viak stvol holy anese oboupohlavny kvét. Pro svij napadny

a asto zaFivé barevny a vofiavy kvét jsou hojné okrasné péstovany™".

3.2.1 Biosyntéza amarylkovitych alkaloidi

Amarylkovité alkaloidy jsou derivaty aromatickych aminokyselin fenylalaninu

a tyrosinu, které produkuji spole¢ny prekurzor O-methylnorbelladin.

Fenylalanin je fenylalaninamoniaklyasou (PAL) pfeménén na kyselinu skoficovou
a amoniak. Tyrosin je dekarboxylovan tyrosin dekarboxylasou na tyramin. Kyselina
skoficova je degradovana na aldehyd a jeho kondenzaci s tyraminem vznika Schiffova

baze, jejiz redukci vznika norbelladin.

Raznymi zpusoby oxidace fenolu jsou produkovany hlavni strukturni typy
alkaloidi. Enzymatickymi reakcemi, kdy jeden alkaloid slouzi jako prekurzor pro jiny
typ alkaloidu, vznikd spektrum sloucenin. To, jaky alkaloid bude vznikat a v jaké

koncentraci, se lisi. Zavisi na druhu, kultivaru, rozdilném mnozstvi biosyntetickych
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enzymu a také tkanich, kde dany alkaloid vznika. Proto amarylkovité rostliny vytvari
smés alkaloidii s dominantnimi slouc¢eninami ataké s velkym mnozstvim sloucenin

V nizsich koncentracich®.

Mezi hlavni amarylkovityté alkaloidy patii typ lykorinovy, galantaminovy,
haemanthaminovy,  krininovy, = homolykorinovy, narciklasinovy, tazettinovy

a montaninovy®°.

22



0 0
I
OH N OH
NH, i o NH,

norbelladin

¢ OH
HO
NH
H30\Oj©A
o - methylnorbelladin
o-p p-o° p-p
OH
(0]
Y
/O T,
HaC >
N
AN
CH,
lykorinovy typ galantaminovy typ haemantaminovy typ

narciklasinovy typ tazettinovy typ

Obrazek 7 - Syntéza Amaryllidaceae alkaloidii norbelladinovou cestou®

23



3.2.2 Typy amarylkovitych alkaloidu

3.2.2.1 Lykorinovy typ

Hlavnim zastupcem je lykorin (Obr. 7), nejcastéji se vyskytujici alkaloid
amarylkovitych®. Byl prvnim izolovanym alkaloidem této Geledi. Nachazi se v rodech

Lycoris, Leucojum, Hymenocallis, Ammocharis, Brunsvigia a Crinum.

Jedna se o pyrollofenanthridinovy alkaloid vykazujici mnohé farmakologické
Mnoho studii naznacuje, ze lykorin bude vhodnym potencidlnim protinadorovym
lécivem. Indukuje apoptézu u nddorovych buné€k, inhibuje jejich proliferaci a ma
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vi¢éi DNA topoizomerdze, kterd je nutnd pro rust

rakovinnych bungk®”,

Lykorin ma také antiprotozoalni uc¢inky na Trichomonas vaginalis. Pasobi tak, ze
zastavuje bun&ény cyklus tohoto parazita®. Také je u¢inny na Plasmodium falciparum
zptisobujici malarii. Jeho vyhodou je nizké toxicita a mirné nezadouci t&inky™.

Lykorin ma relativné slabou inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE. Nejsilngjsi ucinek
vici AChE ma z lykorinovych alkaloidii assoanin, ktery itak vykazuje 4 krat nizsi

hodnotu nez je referenéni hodnota galantaminu®’.

Dal8imi lycorinovymi alkaloidy jsou napfiklad caranin, galantin, ungeremin,

anhydrolykorin a dihydrolykorin®®,

lykorin

Obr. 8 - Vzorec lykorinu
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3.2.2.2 Galantaminovy typ

Galantamin, ktery byl poprvé izolovan z Galanthus woronowii, je nyni ziskavan
zrostin  Narcissus (kultivaru  Carlthon), Leucojum aestivum, Lycoris radiata

a Ungernia victoris®.

Galantamin najdeme v mnoha dalSich rodech jako Amaryllis, Hippeastrum,
Lycoris, Ungernia, Leucojum, Narcissus, Galanthus, Zephyranthes, Hymenocallis

a Haemanthus®®,

Mezi dalsi alkaloidy patii epigalantamin, narwedin, N-demethylgalantamin,

lycoramin a sanguinin®.

Pfi méfeni inhibi¢ni aktivity AChE byla u sanguininu zaznamenéana az 10 krat
silngj8i aktivita nez u galantaminu. Vétsi inhibi¢ni aktivita je dana pfitomnosti
hydroxyskupiny, ktera vytvari vodikovou vazbu a pfispiva tak K efektivnéjsi vazbé
na molekulu AChE. Dvojna vazba u dalSich galantaminovych alkaloidii je nejspiSe
divodem jejich nedostate¢né inhibi¢ni aktivity. Znemoziuje totiz Stejnou prostorovou

konformaci, jakou maji aktivngjsi alkaloidy®".

AN
CH,
sanguinin narwedin
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lycoramin

Obr. 9 - Vzorce derivatu galantaminu

3.2.2.3 Haemanthaminovy a Krininovy typ

Haemanthamin (obr. 9), haemanthidin, crinamin, papyramin a maritidin jsou
ethanofenanthridinovymi derivaty se silnym inhibi¢nim G¢inkem proti ristu riznych
rakovinnych bun¢k. Haemanthamin a haemanthidin také piasobi proti Plasmodium

falciparum®.

haemanthamin

Obr. 10 - Vzorec haemanthaminu

3.2.2.4 Homolykorinovy typ

Preménou alkaloidli lykorinového typu vznikaji homolykorinové derivaty. Jsou
odvozeny od 2-benzopyran[3,4-g]indolu® abyla unich prokazana cytotoxicka
a antiretrovirova aktivita. Jejich zastupcem je homolykorin, 8-O-demethylhomolykorin,

hippeastrin®® a lykorenin®,
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homolykorin hippeastrin

Obr. 11 Vzorec homolykorinu a hippeastrinu

3.2.2.5 Narciklasinovy typ

Do této skupiny alkaloidii patii narciklasin, pancratistatin a lycoridin®.

Narciklasin byl poprvé izolovan z cibuli narcisi. U ostatnich druht je jeho obsah
pomérné nizky, proto narcisy stile zistavaji jeho hlavnim zdrojem®. Pozdgji byl
izolovan pancratistatin z cibuli Hymenocallis littoralis. Brzy na to byla zjisténa
cytotoxicka aktivita téchto alkaloidi a jejich schopnost inhibovat proliferaci mnoha
lidskych rakovinnych bunék. Selektivné indukuji apoptdzu spojenou s mitochondrialni
destabilizaci anasledn& zvySenym mnozstvim kyslikatych reaktivnich sloucenin®.
Jejich velkou vyhodou je selektivita k nadorovym buiikam ajen minimalni dopad
najiné nez rakovinné buiky. Jsou tak potencidlnim zdrojem pro budouci generaci

protinadorovych 16&iv®,

|
OH O OH O
narciklasin pankratistatin

Obr. 12 - Vzorec narciklasinu a pankratistatinu
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3.2.2.6 Tazettinovy typ

Mezi tazettinovy typ alkaloidd patii tazettin, pretazettin, nortazettin (Obr. 12)

a macronin®®.

Jsou to benzopyranohydroindolové derivaty s protinadorovou aktivitou®.
U hlavniho zastupce tazettinu byla nalezena pouze mirna cytotoxicka aktivita®®, Zajem
je nyni pfedevS§im o pretazettin, ktery je prekurzorem tazettinu. Tazettin z néj vznika

presmykem. Pravé u ngho byla pozorovana aktivita proti celé fadé nadorovych bungk®.

tazettin nortazettin

OH
pretazzetin

Obrazek 13 - Vzorec tazettinu a jeho derivati

3.2.2.7 Montaninovy typ

Tato mala skupina alkaloidii nesouci pentacyklicky 5,11- methanomorfanthri-
dinovy skelet ma Cetné aktivity. Jako napiiklad efekt antikonvulzivni, antidepresivni

a anxiolyticky. Maji také slaby hypotenzni cinek®®.
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Mezi tyto alkaloidy patifi montanin, o0-acetylmontanin brunsvigin, manthin,

coccinin, a pankracin lisici se pouze polohou substituentd C2 a C3 na kruhu E®’. Tento

typ se izoluje pouze v malé mife z nékolika druhéi Pancratinum a Narcissus®.

montanin pancracin

brunsvigin

Obr. 14 — Vzorce montaninu a jeho derivata

3.2.3 Rod Narcissus

Narcisy jsou vytrvalé rostliny a jejich rod obsahuje asi 80 - 100 druhii. Vyskytuji
se hlavné v jihozapadni Evropé ana severu Afriky. Ne¢kolik druhi se rozsifilo
i do Francie, Italie a vychodniho Stfedomofi. Rostou Vv oblasti nizin, ale i v horskych
lokalitdich. MtZeme je nalézt na pastvinach, biezich ek, v lesich, kifovinach a skalnich
stérbinach®.

Narcisy maji velkou morfologickou variabilitu. Lisi se barvou, velikosti, orientaci
ataké vini kvstu. Kvetou bile, Zluté a oranzové®® vétsinou na zacatku jara. Kratce
po odkvétu listy starnou a rostlina prechazi do letni podzemni periody, kdy si cibule
narcisi zachovavaji vlhkost aalkaloidy vnich obsazené je pomahaji chranit
pted predatory. Neékteré druhy, jako naptiklad N.elegans (Obr. 14), N. serotinus,

N. viridiflorus a N. humilis, kvetou na podzim. Jejich kvét je ale maly a méné vyrazny®.
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Obr. 15- Narcissus elegans®

Slozitost a nestalost taxonomie tohoto rodu je dand velmi pestrou divokou
populaci narcisti, snadnosti, Sjakou se vyskytuje piirozena hybridizace, a také jejich
péstovanim a Slechténim. Hybridizace, kdy vznikaji kultivary ve vét§iné ptipadd vétsi
a robustnéj$i nez piirozené se vyskytujici rostliny, jsou velmi popularni. Tyto kultivary
mohou byt i potencialnim zdrojem galantaminu. Jejich vyhodou oproti divoce rostoucim
rostlinam je to, Zze produkce galantaminu neni ovlivnéna ristovymi podminkami

a chemickym slozenim pudy’".

Narcisy byly pro sviij bohaty zdroj alkaloidli vyuZivany jiZ V tradi¢ni Cinské
mediciné. Narcissus poeticus (Obr. 15) je napiiklad popsan i v bibli pro 1é¢bu piiznaka,
které¢ bychom Vv dnes$ni dobé popsali jako rakovinu. Hippocrates doporudil narcissus
k 1é¢bé deélozniho nadoru aPlinius pak v 1. st. n. 1. pouzil Narcissus poeticus
a Narcissus pseudonarcissus pro ten samy ucel. Nyni je znamo, Ze Narcissus poeticus
obsahuje 0,012% antineoplastického narciklasu®. Je hlaSeno i mnoho pripadi otrav,
kdy byly cibule narcisu snédeny v domnéni, ze jde o cibuli. Lykorin plisobi emeticky,
eventuelné zpisobuje kolaps nebo smrt paralyzou CNS. Po pozieni cibuli se objevuje
nevolnost, bolest Zaludku, nauzea, zvraceni a prijem. Pii silnéjsi otravé pak tfesavka,

kiece a paralyzam.
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Obréazek 16 - Narcissus pseudonarcissus®

3.2.3.1 Narcissus tazetta (L.)

Jedné se o vytrvalou rostlinu kvetouci od prosince do bfezna s podzemni cibuli
hnédé barvy. Listy jsou carkovité, 1 —2 cm Siroké, Sedozelené barvy. Kvét tvoii bilé

korunni listky a Zluta pakorunka. Plodem je tobolka, v priméru 1 - 1,5 cm dlouha’.

Piirozené se vyskytuje v oblasti Stiedozemniho mote a zasahuje az do franu. Je
oblibenou zahradni rostlinou, ktera je péstovana v fadé kultivarli po celém svété. Roste

na okrajich lesti, loukach ale i na skalach a tesech do nadmotské vysky 890 m n. m.”.

Nejvice zastoupené alkaloidy stanovené pomoci GC/MS shrnuje nasledujici

tabulka:

Strukturni typ Alkaloidy
Tazettinovy Tazettin
Homolykorinovy Homolykorin
Haemanthaminovy Haemanthamin
Lykorinovy Lykorin
Galantaminovy Galantamin

Tabulka 1 - izolované alkaloidy Narcissus tazetta (L.)"
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Obrazek 17 - Narcissus tazetta®

3.2.3.2 Narcissus jonquilla (L.)

Narcissus jonquilla pochézejici zjizniho Spanélska je nyni velmi rozsifenou
rostlinou. M4 uzké, tmavé zelené listy>. Stvol nese az 5 Zlutych kvétd, které maji
v priméru 3 — 3,5 cm’. Maji kratkou pakorunku a intenzivng voni. Kvete od dubna

do kvétna’®.

Nejvice zastoupené alkaloidy stanovené pomoci GC/MS shrnuje nasledujici

tabulka:

Strukturni typ Alkaloidy
Galantamin
Galantaminovy
Lykoramin
Tazettinovy Tazettin
Haemanthaminovy Haemanthamin
Homolykorinovy Homolykorin
808100

Tabulka 2 - izolované alkaloidy Narcissus jonquilla (L.)
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Obréazek 18 - Narcissus jonquilla®
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4 Experimentalni ¢ast
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odpaiovani

Rozpoustédla byla pied pouzitim cisténa. Byla provedena destilace komercnich
rozpoustédel. Vzdy bylo pfedestilovano maximaln€¢ 90 % objemu rozpoustédla

a jednotlivé frakce byly jimany podle uvedené teploty varu.

Ethanolové a ethylacetatové extrakty byly odpafovany na vakuové odparce Bii chi

Rotavapor R 114 s vodni lazni Biichi Waterpath B-480 pfi teploté do 40 °C.

Vzorky pro zjisténi biologickych aktivit byly rychle odpafovany na vodni lazni
(pti teploté do 60 °C) Vv injekénich ampulkach (o objemu 5 ml) a v proudu filtrovaného
vzduchu. Po odpateni rozpoustédel byly ampulky suSeny ve vakuu (10 mmHg, po dobu
24 hodin) v exsikatoru nad perlami silikagelu. Do ampulek byl napustén argon
a nasledné byly zataveny. Do doby nez bylo provedeno méfeni, byly ampulky uchovany

pii teploté — 22° C.

4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla
Diethylether, ¢isty destilovany bez stabilizatoru (Penta)
Ethanol 95%, denaturovany metanolem (Lihovar Kolin)
Ethylacetat, p.a. (Penta)
Methanol, LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Chemikalie

Kyselina sirova 20%, p.a. (Penta)
Siran sodny bezvody, €isty (Penta)

Uhli¢itan sodny 10%, bezvody, ¢isty (Lachema a.s)
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4.3 Priprava sumarnich extrakti a GC/MS analyza

4.3.1 GC/MS analyza a identifikace alkaloidi

Identifikace alkaloida Narcisusus tazetta (L.) a Narcissus jonquilla (L.) byla
provedena za pouziti plynového chromatografu Agilent Technologies 7890A s Triple-
Axis hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 5975C. Nastfik byl proveden pii
teploté 280 °C (v objemu 1 pul a split v poméru 15:1). K déleni smési byla pouzita
kolona Agilent Technologies HP-5MS, 30 m x 0,250 mm. Mg¢éfeni probihalo za
teplotniho programu 15 °C za minutu ze 100 °C na 180 °C, 1 minutu na 180 °C, 5°C za
minutu ze 180 °C na 300 °C a poté 40 minut na 300 °C. Jako nosny plyn bylo pouzito
helium (Linde), jehoz prutokova rychlost byla 0,8 ml za minutu. Fragmenty, které byly
detekovany pfi ionizaci 70 eV a teploté 230 °C, byly v rozmezi 40 — 600 m/z.

Spektra identifikovanych alkaloidi byla porovnéna se spektry dostupnymi
v komer¢ni knihovné spekter NIST 11(National Institute of Standards and Technology

Library, USA), se standardy izolovanymi Vv nasi laboratofi a s daty Vv literatufe.
4.3.2 Priprava ethanolickych a alkaloidnich extrakti

Cibule narcist byly rozemlety a extrahovany ethanolem. Droga byla 15 minut
povaiena pod zpétnym chladi¢em a zfiltrovana (vyvateni bylo provedeno dvakrat). Poté
byl pfidan ethanol abyla provedena sonikace naultrazvukové lazni. Filtraty byly
zfiltrovany pres kiemelinu a poté bylo odpafeno rozpoustédlo. Po odpateni dosucha byl
zbytek rozpustén ve 100 ml 2% H,SO, avytiepan diethyletherem (pro odstranéni
nezadoucich nealkoloidnich latek). Kyseld vrstva byla zalkalizovdna 10% Na,COj3
na pH cca 10 a vytiepana 3krat ethylacetatem. Ethylalacetatové vytiepky byly spojeny,
byl ptidan bezvody siran sodny (2-5 g). Poté byly odpaieny dosucha na vakuové
odparce anasledné umistény do exsikatoru. Z kazdého alkaloidniho extraktu byl
odebran vzorek 0 hmotnosti cca 10 mg na biologické testy. Zbytek byl rozpustén

v metanolu a byl pfipraven roztok o koncentraci 1 mg/ml pro GC/MS analyzu.
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4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extrakti

vuci erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.4.1 Chemikalie, pufry a material pro stanoveni
cholinestrerazové inhibi¢ni aktivity
Chemikalie
e 10mM roztok Acetylthiocholin jodidu (Sigma-Adrich)
e 10mM roztok Butyrylcholinjodidu (Sigma-Adrich)
e Dimethylsulfoxid p.a. (Sigma-Adrich)
e 5mM roztok 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny > 98% (Sigma-Aldrich)
e Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

Pufry
e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4
Zasobni roztok A - 10mM roztok NaH,PO4

(obsahujici 1,20 g NaH,POy, nebo 1,38 g NaH,PO4.H,0, nebo 1,56 g NaH,PO,.2H,0

v 1 litru roztoku)
Zasobni roztok B - 10mM roztok Na,HPO4

(obsahujici 1,42 g Na;HPO,, nebo 1,78 g Na;HPO,4.2 H,0, nebo 3,58 g Na,HPO,.12
H.O v 1 litru roztoku)

— Smichalo se 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku B a 300 ml vody

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150mM chloridu sodného

(8,766 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a bylo jim
doplnéno do 1000 ml)
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e 100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4
Z4asobni roztok A - 200mM roztok NaH,PO,

(obsahujici 24,0 g NaH,POy4, nebo 27,6 g NaH,P0O,4.H,0, nebo 31,2 g NaH,PO, . 2 H,O
v 1 litru roztoku)

Z4asobni roztok B - 200mM roztok Na,HPO4

(obsahujici 28,4 g Na;HPOy,, nebo 35,6 g Na;HPO,.2 H,0, nebo 71,63 g Na;HPO,4.12
H,0 v 1 litru roztoku)

— Smichalo se 57 ml roztoku A, 243 ml roztoku B a 300 ml vody
Material
e Pouzdra lidskych erytrocytt — zdroj AChE

e Lidska plazma — zdroj BUuChE
4.4.2 Podminky méreni

e Teplota 37 °C
e Prostiedi fosfatového pufru pH 7,4

e VInova délka spektrofotometru 436 nm
4.4.3 Pristroj pro stanoveni cholinesterazové inhibic¢ni
aktivity

e Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.4.4 Priprava materialu

Byla provedena centrifugace 2 ml citranu sodného a 18 ml krve (ziskané
od zdravych dobrovolnikil) po dobu 10 minut, pfi rychlosti 4000 rpm a teploté 4 °C.
Pouzita byla centrifuga Boeco U-32R srotorem Hettich 1611. Po centrifugaci byla
odebrana plazma (ke stanoveni BuChE). Po stanoveni jeji absorbance byla pied

rozplnénim do mikrozkumavek provedena filtrace pies vrstvu bunicité vaty.

Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu byl odsan abyl odecten objem
erytrocytt ve 4 zkumavkach. Sediment byl poté zfedén 5SmM fosfatovym pufrem pH 7,4
obsahujicim 150mM chloridu sodného a rozdélen do 8 zkumavek o objemu 13 ml. Byl
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proveden stejny zplisob centrifugace jako pii odd€lovani plazmy. Odstranéni zbytkl
plazmy bylo provedeno 3 krat. Poté byl ptidan SmM fosfatovy pufr pH 7,4 bez obsahu
chloridu sodného do objemového poméru 1:9. Smés byla nasledné hemolyzovana po
dobu 10 minut za michani na magnetické michacce pii 300 rpm. Thned po skonceni

hemolyzy byla u suspenze stanovena aktivita AChE.

4.4.5 Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity (ICx)

Hodnota ICso byla stanovena pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody
S pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové  kyseliny (DTNB). Jako substraty byly
pouzity estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami Stépeny na thiocholin
a ptislusnou kyselinu. Spektrofotometrické stanoveni bylo provedeno pii vinové délce
436 nm. Po navazani SH skupiny thiocholinu vzniklo Zluté zbarveni a byl zaznamenan
narlst absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsy byly vypoéitany z naméfenych hodnot
poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinearni regresi VvV programu programu
GraphPaD Prism.  Vysledky byly porovnany s hodnotami  1Cso galantaminu

a huperzinu A.

Procenta inhibice (% I) byla pocitana dle vzorce:

%1 = 100'(AABL/AASA)*1OO

AAgL narust absorbance slepého vzorku za 1 minutu
AAsp narust absorbance méfeného vzorku

Do jamek mikrotitra¢nich desti¢ek bylo nepipetovano:
e Slepy vzorek

(8,3 ul plazmy nebo pouzder lidskych erytrocytt, pridalo se 67 ul DTNB, 8,3 ul
rozpoustédla pouzitého pro fedéni vzorku, 215 ul 100mM fosfatového pufru a 33,5 ul

roztoku substratu)
e Mciené extrakty

(pouzily se stejné objemy c¢inidel a roztoku substratu, ale misto samotného rozpoustédla
se pridavaly roztoky extrakti o ruzné koncentraci - 20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml,
piipadné niZsi)
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Abba

100 —

50—

1 2

u T 7 T T T T T T T T T T T T
22.00 23.00 24.00

gas (min) -->

Obrazek 19 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta
cv. Abba

V tomto kultivaru byly identifikovany 3 alkaloidy. Dominovaly alkaloidy
tazettinového typu — tazettin (3) a nortazettin (4). Zastoupen byl také lykorin (5). Dalsi
alkaloid (1), ktery mél nejmensi procentudlnim zastoupenim, se nepodafilo

identifikovat. Slozky 2 a 6 nebyly alkaloidniho charakteru.

Alkaloidni extrakt tohoto kultivaru pro nas nevykazoval Zadnou zajimavou

inhibi¢ni aktivitu.
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5.2 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Bridal crown

100 —
1

1 2 3 a 5 6 9 10

T T T T T T
15.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00

£as (min) -->

Obrazek 20 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta
cv. Bridal Crown

U tohoto kultivaru se podafilo identifikovat 8 alkaloid. Nejvétsi zastoupeni mél
homolykorin (11). Ve vysokém procentu byl zastoupen i haemanthamin (7)
atazettin (8). V mensim zastoupeni byl pfitomen pankracin (9), lykorin (11),
cherylin (5), krinin (2) a galantamin (1). Zbyvajici alkaloidy se nepodafilo identifikovat,
ale dva ze tfi neidentifikovanych alkaloidd (3 a 4) patii ziejm& mezi krininovy typ

alkaloidu.

Inhibi¢ni aktivita tohoto kultivaru byla podstatné vysSi nez u predchoziho
kultivaru. Pro nas ale byla hodnota (188,30 =+ 23,05 ug/ml vuci HUAChE, 280,22
+ 25,89 pg/ml viaci HUBUChE) stale nezajimavou.
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5.3 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Cragford

100 —
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cas (min) -->

Obrazek 21 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta
cv. Cragford

V tomto kultivaru bylo identifikovano 9 alkaloidii. Dominantni byl opét
homolykorin (10). Ve vétsim zastoupeni byl pfitomen také haemanthamin (6),
lykorin (9) a tazettin (7). Podafilo se identifikovat dal§i galantaminovy alkaloid —
chlidanthine, 1,2-dihydro- (11). Galantamin (1) byl také zastoupen. Z krininovych
alkaloidi byl pfitomen krinin (2), maritidin (4) a stejné jako u piedchoziho kultivaru
byly pritomny alkaloidy (3 a5), které se nepodafilo identifikovat, ale jsou ziejmé

krininového typu. Dal§im alkaloidem byl pankracin (8).

| pfes vyssi inhibi¢ni aktivitu nez u ptedchozich kultivarQ, se pro nas hodnota

stale nejevila zajimavou.
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5.4 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Falkonet

100 —

30—

; i W
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19.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00
¢as (min) -->

Obrazek 22 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta
cv. Falkonet

Tomuto kultivaru dominoval lykorin (7). Dalsimi alkaloidy byly stejné¢ jako
U pfedchozich  kultivari  tazettin (4), homolykorin (8) a  pankracin (5).
Galantamin (1) byl v nepatrné vy$$im zastoupeni. V nejmensi procentualni zastoupeni
byl pfitomen nortazettin (6) a haemanthamin (2). Slozka 3 nebyla alkaloidniho

charakteru.

Inhibi¢ni aktivita tohoto kultivaru byla opét vyssi neZ u ptedchozich, coz bylo

wrwe

+ 9,28 ug/ml vii¢i HuAChE pro nas stale nebyla dosti vyznamnou.
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5.5 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Golden down

100—
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10

6
7

1

Jz 3 4 5 8 1112

T T T T T
15.00 20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00
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Obrazek 23 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta

cv. Golden down

9 alkaloidu se podatilo identifikovat v tomto kultivaru. Alkaloidem s nejvyssim
procentualnim zastoupenim byl lykorin (9). Pfitomen byl opét také homolykorin (10),
tazettin (6), pankracin (7) a galantamin (1). Stejn¢ jako v kultivaru Cragford byl
V niz§im procentu zastoupen i maritidin (4) a chlidanthine, 1,2-dihydro- (11). V tomto
alkaloidnim extraktu byl také identifikovan dalsi galantaminovy alkaloid —
lykoramin (2). Dalsi alkaloid (3) se nepodafilo identifikovat. Slozky 8 a 11 nebyly

alkaloidniho charakteru.

Inhibi¢ni aktivita tohoto alkaloidniho extraktu vii¢ci HuAChE byla druhou

nejvyssi. Ale stejné jako u piedchozich kultivarti pro nas nebyla zajimavou.
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5.6 GC/MS analyza Narcissus tazetta cv. Hoopol

100 —
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Obrazek 24 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus tazetta
cv. Hoopol

V tomto kultivaru se podafilo identifikovat 9 alkaloidl, znichz nejvyssi
procentudlni zastoupeni mél homolykorin (11), dale tazettin (6) a lykorin (10).
V minoritnéj$im zastoupeni byl piitomen pakracin (7), galantamin (1), maritidin (3),
haemanthamin (4) a lykoramin (2). V tomto alkaloidnim extraktu byl identifikovan jesté
dalsi alkaloid lykorinového typu — galantin (9).

Inhibi¢ni aktivita vii¢i HUAChE a HuBuChE nebyla ani v tomto kultivaru nijak

vysoka.
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5.7 GC/MS analyza Narcissus jonquilla cv. New baby

100 —
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Obrazek 25 - Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu Narcissus jonquilla
cv. New baby

V tomto kultivaru se podafilo identifikovat 6 alkaloidii. NejvySe zastoupenym byl
lykorin (5). V nejvys$im procentu ze vSech kultivard (23 %) Dbyl ptitomen
galantamin (1). Byly identifikovany jesté dalsi galantaminové alkaloidy — lykoramin (2)

a narwedin (3). V malém procentu byl identifikovan také homolykorin (6).

Inhibi¢ni aktivity vu¢i HuUAChE a HUBUChE byly u tohoto kultivaru nejvyssi
ze vSech. Nameéfend hodnota vici HuAChE byla 13,78 + 1,48 pg/ml  a vuci
HuBuUChE 96,12 + 9,55 pg/ml. Jak jiz bylo uvedeno, tento kultivar obsahoval nejvyssi
procentudlni zastoupeni galantaminu ze vSech a neni tedy prekvapenim, Ze inhibi¢ni

aktivity dosahovaly nejvyssich hodnot.

Vsechny alkaloidni extrakty byly identifikovany na zakladé hmotnostnich spekter,
jejich porovnanim s udaji uvedenymi v literatuie ataké na zaklad¢é retencnich casii

jednotlivych slozek.

Vsechny identifikované alkaloidy shrnuje Tabulka 3. Inhibi¢ni aktivity
jednotlivych alkaloidnich extraktii jsou vice popsany v kapitole 5.8 a hodnoty vici
HUAChE a HuBUChE shnuty v Tabulce 4.
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Slouc¢enina

Retenéni
cas

(min)

[M+] a charakteristické
ionty
(%)

Narcissus tazetta

cv. Abba (%)

Narcissus tazetta
cv. Bridal crown (%)

Narcissus tazetta
cv. Cragford (%)
Narcissus tazetta

cv. Falkonet (%)

Narcissus tazetta
cv. Golden down(%)

Narcissus tazetta

cv. Hoopol (%)

Narcissus jonquilla
cv. New Baby (%)

1 Galantamin

2 Lykoramin

3 Krinin

4 Narwedin

5Al

6 Maritidin

7A2

8 Cherylin

19,04

19,31

20,04

20,22

20,59

20,77

21,16

21,54

287(78), 286(100),

244(24), 230(12),

216(35), 174(30),
115(15)

289(63), 288(100),
274(4), 232(9), 202(11)

271(100), 254(13),
242(5), 228(25), 216(8),
199(60), 187(54),
173(20)

285(75), 284(100),
242(25), 228(10),
216(25), 199(24),
174(30), 115(20)

325(5), 273(100),

230(25), 201(97),

189(56), 174(25),
128(16), 115(25), 56(28)

287(100), 244(30),
215(80), 203(52),
189(23), 115(28)

327(4), 273(100),
254(11), 230(19),
201(85), 189(52),
175(31), 157(47),
128(18), 77(18), 44(28)

285(35), 242(100),
241(87), 225(78),
211(60), 210(35), 197(8),
181(23)

A
=

<1

<1

<1

<1

-

<1

<1

ol

SN

SN

N
w

<1
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Slouc¢enina

Retenéni
cas

(min)

[M+] a charakteristické
ionty
(%)

cv. Abba (%)

Narcissus tazetta
cv. Bridal crown (%)

cv. Cragford (%)
Narcissus tazetta
cv. Falkonet (%)

Narcissus tazetta
cv. Golden down(%)

Narcissus tazetta
Narcissus tazetta
Narcissus tazetta

cv. Hoopol (%)

Narcissus jonquilla

cv. New Baby (%)

9 Haemanthamin

10 Tazettin

11 Pankracin

12 Galanthin

13 Nortazettin

14 Lykorin

15 Homolykorin

16 Chlidanthine
1,2-dihydro-

22,48

22,71

23,20

23,57

23,61

24,06

24,34

25,12

w
(2]
N
N
[EEN
N
[EEN
N
[EEN

301(15), 272(100),
240(15), 257(13),
211(15), 181(23)

331(33), 316(20), 62 14 5 28 17 28 14
298(21), 247(100),
225(23)115(20)

287(100), 270(20), 3 <1 5 10 5
243(23), 223(18),
214(22), 199(30),

185(31)

317(19), 298(10), 3
284(11), 268(23),
243(95), 242(100)

317(70), 284(60), 6 1
233(50), 201(64),
199(58), 181(59),

115(60), 56(30), 44(100)

287(30), 286(22), 31 1 11 52 48 18 60
268(28), 250(20),
227(65), 226(100)

207(4), 178(1), 110(8), 4 55 7 15 35 1
109(100), 108(22), 94(2),
82(3)

289(30), 229(64), 3 2
228(100), 147(8), 111(9),
41(4)

Tabulka 3 - Identifikované alkaloidy jednotlivych kultivard Narcissus tazetta a
kultivaru Narcissus jonquilla
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galantamin lykoramin

krinin narwedin

OH

HiC

maritidin

haemanthamin tazettin
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HaC—

galantin

nortazettin

N
CHj3

homolykorin chlidanthine, 1,2-dihydro-

Obrazek 26 - Vzorce identifikovanych alkaloidd
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5.8 Biologicka aktivita alkaloidnich extrakti Narcissus

tazetta a Narcissus jonquilla

Jak jiz bylo zminéno, inhibiéni aktivity jednotlivych kultivard Narcissus tazetta
HuAChE m¢l kultivar Abba, jehoz hodnota byla 2152,17 + 425,84 pug/ml. Diivodem
takto slabé aktivity je nejspise to, ze u tohoto kultivaru jako jediného nebyl piitomen
galantamin.

Studie ukazuji, ze nejvetsi inhibicni aktivitu va¢i HuAChE mé pravé
galantaminovy a lykorinovy typ alkaloidi™.

Z galantaminového typu je oproti galantaminu aZ 10 krat aktivn&j§i sanguinin’’,

ktery vsak nebyl stanoven. Identifikovanym galantaminovym alkaloidem byl lykoramin.

Jeho inhibiéni aktivita je vak velmi nizka’.

Mezi silné inhibitory lykorinové typu patii 1-O-acetyllycorine, ktery ma
podobnou inhibi¢ni aktivitu jako sanguinine. Samotny lykorin ma jen velmi nizkou
nebo Zadnou aktivitu’’, stejné jako dali identifikovany lykorinovy alkaloid — galantin®,

Dalsi alkaloidy — krinin, tazettin a cheryllin maji také slabou inhibi&ni aktivitu””.

Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu z Narcissus tazetta m¢l kultivar Golden down
s hodnotou 38,06 + 4,69 pug/ml, ktera ale neni nijak vysokou.

Nejslibnéjsi inhibi¢ni aktivitu ze vSech naméfenych vzorki mél Narcissus
jonquilla kultivar New baby a to ziejmé proto, ze u néj byl stanoven nejvyssi obsah

galantaminu ze vSech.

Ostatni naméfené inhibi¢ni aktivity viiéi HuAChE a HuBuChE shrnuje nasledujici

tabulka:

52



Taxon AChE BuChE

Narcissus tazetta cv. Abba  2152,17 + 425,84 ug/ml 590,98 + 71,22 ug/ml
Narcissus tazetta 188,30 =+ 23,05 pg/ml 280,22 + 25,89 pg/ml
cv. Bridal Crown
Narcissus tazetta 93,18 +9,24 pg/ml 209,28 + 23,33 pg/ml
cv. Cragford

Narcissus tazetta 76,80 +9,28 pg/ml 296,53 + 37,65 pg/ml
cv. Falkonet

Narcissus tazetta 38,06 +4,69 pg/ml 111,40 +12,40 pg/ml

cv. Golden down

Narcissus tazetta 66,94 + 7,27 pg/ml 141,37 +16,92 ug/ml

cv. Hoopol
Narcissus jonquilla 13,78 +1,48 pug/ml 96,12 + 9,55 pug/ml

cv. New baby

Tabulka 4 - Inhibi¢ni aktivity vi¢i HuAChE a HuBuChE jednotlivych kultivart
Narcissus tazetta a kultivaru Narcissus jonquilla
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6 Zavér
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Materialem pro tuto diplomovou praci byly cibule 6 kultivard Narcissus tazetta
a cibule 1 kultivaru Narcissus jonquilla, ze kterych byly pfipraveny alkaloidni extrakty.
V ramci této diplomové prace byla u pfipravenych alkaloidnich extrakti provedena
GC/MS analyza a byly zméfeny inhibi¢ni aktivity viici erytrocytarni HuAChE a sérové
HuBuChE.

Na zaklad¢ GC/MS analyzy byly identifikovany rizné strukturni typy alkaloida
charakterické pro ¢eled” Amaryllidaceae. Podle vySe uvedeného dé¢leni byly piitomny
vSechny typy amarylkovitych alkaloidd, s vyjimkou alkaloidi narciklasinového typu.

Dominantni postaveni mély alkaloidy lykorinového, homolykorinového a tazettinového
typu.

Jednotlivé alkaloidni extrakty kultivaru Narcissus tazetta se od sebe v nejvyssim
procentudlnim zastoupeni alkaloidii ptili§ neli$ily. Dominantnimi alkaloidy byly vzdy
lykorin, homolykorin nebo tazettin. Alkaloidni extrakty se li§ily pfitomnosti minoritnich
alkaloidii galantaminového typu (chlidanthine, 1,2-dihydro-, lykoramin a narwedin),
krinového typu (krinin, maritidin), lykorinového typu (galantin), montaninového
typu (pankracin) a haemanthaminového typu (haemanthamin). N¢které alkaloidy
zustaly neidentifikovany. Duvodem byl nedostatek udaju Vv literatufe a nedostupnost
MS spekter.

V kultivaru Narcissus jonquilla byl nejvyse zastoupenym opét lykorin,

dominovaly ale alkaloidy galantaminového typu (galantamin, narwedin a lykoramin).
Shrneme-li namétené inhibi¢ni aktivity vi¢i HuAChE a HuBuChE, nejvyssi
aktivitu m¢l Narcissus jonquilla cv. New baby. Z divodu rostouciho vyznamu dualni

inhibice jak HUAChE tak HuBUChE, se proto z pohledu mé prace jevi jako nejvhodnéjsi

rostlina prave tato.
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Acetyl CoA
Ach
AChE
APP
BuChE
CNS
DTBN
HupA
ChAT
ChE
IChE
PAL
PHF
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acetyl koenzym A
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acetylcholinesteraza

amyloidni prekurzorovy protein
butyrylcholinesteraza

centralni nervova soustava
5,5’- dithiobis — 2 nitrobenzoova kyselina
huperzin A
cholinacetyltranserdza
cholinesterazy

inhibitory cholinesterazy
fenylalaninamoniaklyasa
sparovana helikalni vldkna

reaktivni formy kysliku
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Abstrakt

Rostliny éeledi Amaryllidaceae obsahuji alkaloidy, které maji rozmanité biologické u¢inky. Je popsan
efekt antivirovy, protinddorovy, antibakteridlni, antimalariticky a antifungdlni. Vyznamna je také inhibicni

aktivita lidskych ChE.

Cilem této diplomové prace byla pfiprava sedmi alkaloidnich extraktd jednotlivych kultivart rodu
Narcissus ajejich GC/MS analyza, diky které byly identifikovany ruzné strukturni typy alkaloidd celedi
Amaryllidaceae. Nejcast&ji identifikované alkaloidy byly homolykorinového, lykorinového, tazettinového

a galantaminového typu.

Déale Dbyla zméfena  biologickd  aktivita  vici  lidské  acetylcholinesteraze (HUAChE)
a butyrylcholinesteraze (HuBUChE). Nejvyssi inhibibi¢ni aktivitu 1Csy mél alkaloidni extrakt Narcissus jonquilla
cv. New baby s hodnotami vii¢éi HuAChE 13,78 = 1,48 pg/ml a viai¢i HuBuChE 96,12 + 9,55 pg/ml. Diivodem
byl nejspise nejvyssi obsah galantaminu ze vSech kultivarQ, ktery jak je zndmo, vykazuje vysoké inhibi¢ni

aktivity.

Inhibi¢ni aktivity ostatnich kultivart byly velmi nizké. Bylo u nich identifikovano pouze nizké

procentualni zastoupeni galantaminu a nebyl ptitomen ani zadny jiny alkaloid, ktery je silnym inhibitorem ChE.
Kli¢ova slova: Amaryllidaceae, alkaloidy, extrakce, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, screening

Plants from the Amaryllidaceae family contain alkaloids that have multiple biological effects. There is
described antiviral, antitumor, antibacterial, antimalarial and anti-fungal effect. Activity against human

cholinesterases is important too.

The aim of this thesis was to prepare seven alkaloid extracts of individual cultivars of the plants Narcissus
and then to realize their GC/MS analysis. Thanks to this analysis, several different structural types of alkaloids
from the Amaryllidaceae family were identified. The most frequently identified alkaloids were homolycorine,
lycorine, tazettine and galanthamine type.

This was followed by the measuring of biological activity against human acetylcholinesterase (HUAChE)
and butyrylcholinesterase (HuBuUChE). The highest inhibitory activity 1Cs, identified the alkaloidal extract of the
Narcissus jonquilla cv. New baby with the values in relation to HUAChE 13,78 + 1,48 pg/ml and in relation to
HuBuChE 96,12 + 9,55 pug/ml. The main reason was probably the highest content of galanthamine of all

cultivars, which it is well known that shows high inhibitory activity.

There were other cultivars that showed very low inhibitory activity. There was identified only a low

percentage of galanthamine without presence of any other alkaloid, which is a potent inhibitor of ChE.

Keywords: Amaryllidaceae, alkaloids, extraction, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, screening



