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1 UVOD



Jiz od pravéku pouzivali lidé k 1é€b€ a mirnéni riznych onemocnéni rostliny. Z pocatku
se jednalo spiSe o nahodna zjisténi ¢i pouziti metodou pokus — omyl, ale s postupem
Casu se pouziti celych rostlin ¢i rostlinnych drog stavalo vice a vice sofistikovanym.
S rozvojem spolecnosti, védy a technickych moznosti lidstva postupné doslo k poznani,
ze za lé¢ivym, ¢i naopak smrticim GcCinkem rostlin stoji konkrétni latka nebo jejich
komplex, coz vedlo k izolaci latek v ¢istém stavu, ur€ovani jejich biologickych aktivit a
nasledné 1 konkrétnich struktur.

Radu rozmanitych biologickych u&inkti nesou latky vznikajici jako sekundarni
metabolity rostlin. Jednotlivé skupiny sekundarnich metabolitd (tfisloviny,
kardioglykosidy, flavonoidy, ...) se li§i nejen U¢inkem a strukturou, ale vétSinou je
jejich vyskyt omezen na jednu Celed’, poptipad€é na skupinu ptibuznych celedi rostlin.
Mezi tyto latky se fadi i alkaloidy. Jedna se o heterogenni skupinu organickych latek
obsahujicich ve své molekule atom dusiku. Jednotlivé skupiny alkaloidi se 1iSi svou
strukturou a biosyntetickou cestou vzniku. Alkaloidy se zdaleka nevyskytuji ve vSech
Celedich a vyskyt jejich urcitého spektra byva pro jednotlivé Celedi charakteristicky.
Bylo zjisténo, ze alkaloidy biosynteticky vychazeji z aminokyselin (AMK) — hlavné
aromatickych (fenylalanin, tyrosin, histidin, tryptofan), ale i alifatickych (ornitin, lysin).
Na syntéze alkaloidid se mohou podilet i dalsi AMK, jako je glycin, cystein, prolin,
methionin a kyselina asparagova. Enzymatické a chemické pfemény, jimiz jednotlivé
AMK béhem biosyntézy alkaloidd projdou, jsou velmi rozliéné a podle toho se lisi i
vysledné molekulové skelety jednotlivych typt alkaloidii. Ty mohou byt terpenoidni
povahy, steroidni, cyklické, aromatické i alifatické™.

Jednou z vyznamnych celedi obsahujicich alkaloidy je praveé celed” Amaryllidaceae.
Rostliny této Celedi jsou vytrvalé byliny nalezici k piiblizné 85 rodim, jez zahrnuji vice
nez 1100 druhi’. Skupina latek, které se v ni vyskytuji (tzv. Amaryllidaceae alkaloidy,
AmA), je pro ni zcela charakteristicka. Do dne$ni doby bylo strukturné popsano na 500
t&chto latek? a spektrum jejich biologickych uéinki je velmi §iroké — zahrnuje aktivitu
protizandtlivou, protivirovou®, antineoplastickou, antiparazitickou, antimykotickou®,
antibakterialni, analgetickou a v neposledni fad¢ inhibuji erytrocytarni AChE a sérovou
BUChE®.

Posledni zminéné aktivity se jiz od padesatych let vyuziva v terapii Alzheimerovy
choroby (Alzheimer’s disease, AD). ZAmA je Kzpomaleni progrese tohoto
onemocnéni pouzivan galanthamin, ktery je selektivnim reverzibilnim inhibitorem
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AChE. Vzhledem knarGstu koncentrace BuChE u pacienti postizenych AD, je
perspektivni vyzkum zaméfeny na hledani dualnich inhibitoréi obou t&chto enzymi®.
Latky inhibujici AChE jsou znamy jiz del$i dobu, ale vyzkum pfirodnich latek
s inhibi¢ni aktivitou vi¢i BuChE je zatim relativné na zac¢atku. Nékteré ze sumarnich
extrakti ziskanych zrostlin celedi Amaryllidaceae vykazaly zajimavou inhibi¢ni
aktivitu vuc¢i BuChE, proto by mélo byt pfedmétem dalSiho vyzkumu izolovat
jednotlivé AmA ze sumarnich extrakti a testovat je v Cisté formé, abychom zjistili,

které z alkaloidui jsou za tuto aktivitu zodpovédné.
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Cile diplomové prace:

1.

Zpracovani reSerSe k problematice alkaloidnich rostlin ze zadanych
taxonomickych jednotek celedi Amaryllidaceae (vyskyt, struktura, biologicka
aktivita, vyuziti apod.).

Ptiprava alkaloidnich extrakti rostlin

GC/MS analyza alkaloidnich extraktd. Identifikace obsahovych latek.

Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extrakti vici erytrocytarni
acetylcholinesterase a sérové butyrylcholinesterase.

Vyhodnoceni vysledki a sepsani prace.
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3 TEORETICKA CAST
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3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni klinicky se
projevujici syndromem demence a kongici letaln&’. AD je nejéastéjsi piicinou demence
ve vice nez 50 % piipadi je zpiisobena pravé Alzheimerovou chorobou®. Dalgimi
pfi¢inami mohou byt na ptiklad vaskularni demence (s incidenci 10 — 20 %), s Lewyho

t&lisky (1-25 % dle typu studie) & vzacna frontotemporalni demence (1 %)°.

Etiopatogeneze AD neni bohuzel zatim zcela znama, coz vede k tomu, Ze ji zatim
neumime 1éCit kauzalné, ale pouze symptomatologicky. Ptesto je symptomaticka 1éCba
AD velmi dillezitd a je nezbytné ji nasadit co nejdiive, nebot’ vede k oddaleni nastupu
nemoci nebo alesponl k prodlouZzeni mirné fdze onemocnéni oproti pozd¢jSim
zavaznéjSim stadiim. Aby byla nasazena vcas odpovidajici 1éCba, je potieba také

. , ;o1 . v 7
spravna a rychla diagnostika onemocnéni'.

3.1.1 Stadia AD
Pribéh Alzheimerovy choroby muze byt rozdélen do sedmi stadii od bezptiznakového
obdobi az po velmi zdvazny kognitivni rozvrat a naslednou smrt?. Nejcastéji jsou vV

prubéhu onemocnéni rozliSovéna tii stadia:

3.1.1.1 Mirna forma AD

Skuteény zacatek AD je velmi téZké rozpoznat — piiznaky jsou Casto pripisovany
béznym projevim starnuti, nez se objevi potize, které zacnou byt napadné okoli
nemocného ¢lovéka. Prvnim pfiznakem jsou poruchy kratkodobé paméti, kdy si pacient
neni schopny vybavit objektivné nedavné udélosti. Mezi dal§i pfiznaky 1. stadia
onemocnéni patii prechodné zhorSend orientace pacienta v Case a posléze 1 v prostoru.
Pacientovi ¢ini ¢im dal vétsi obtize o néem rozhodnout, néco naplanovat ¢i dokonce
zorganizovat (jsou poruseny tzv. exekutivni funkce) a ztraci zajem o své zaliby a
zameéstnani. Také se mlze projevit afazie, kdy nemocny s AD obtizné vyjadiuje své
myslenky pomoci slov.

V tomto stadiu si pacient svou nemoc uvédomuje, coz mize vést mimo jiné k rozvoji

deprese, protoze pacient si je védom svého selhdvani, ale nemiize mu zabranit.
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3.1.1.2 Stiredné zavaZna forma AD

V této fazi onemocnéni dochdzi k vyraznému zhorSeni paméti — pacient si jiz
nepamatuje, kde bydli, jakou Skolu vystudoval, nebo dokonce jak se jmenuji jeho
piibuzni. Prostorova orientace je natolik zasazena, Ze se pacient ztrati 1 na dfive mu
velmi dobfe znamych mistech. Je naruseno i vnimani aktudlni situace — jsou poruseny
zakladni hygienické navyky, pacient potfebuje na piiklad pomoci s vybérem spravného
obleceni ve vztahu kro¢nimu obdobi, denni dobé, apod. Zaroven dochazi
k vyznamnému rozvinuti nekognitivnich poruch souhrnné oznacovanych jako BPSD
(behaviordlni a psychologické symptomy u demenci). Mezi tyto poruchy patii
kuptikladu toulani se po byté i mimo n¢j, apatie ¢i naopak agitace, poruchy vnimani a
mysleni jako halucinace a bludy, bezdiivodna fyzicka nebo verbalni agresivita vii¢i sobé

1 okoli. MiZe se objevit jiz diive zminénd deprese a anxieta stejné jako manie.

3.1.1.3 Zavazina forma AD

V tomto stadiu nemoci je pacient zcela zavisly na svém okoli — neni sam schopny se
najist, umyt a obléct. V tomto obdobi neni neobvyklé, ze je pacient inkontinentni.
Dochéazi k iplnému rozvratu osobnosti pacienta, ktery jiz nebyva schopny opustit byt a
posléze je upoutan na luzko, nebot’ ztraci kontrolu nad svym pohybem, a je zcela
odkazan na pomoc ostatnich. Nastdva prohloubeni poruch chovani zminénych vyse.

L g wr 1 st 6,81
Toto stadium kon&i letalng®®1°.

3.1.2 Diagnostika AD

Stanovit diagnézu Alzheimerovy choroby neni snadné a je potfeba vyloucit ostatni
mozné pfi¢iny demence (tumor ¢i zanétlivé 1éze v mozku, mozkovou ischémii,
roztrouSenou skler6zu, intrakranidlni hematomy, perniciézni anémii, neurosyfilis,

Lymeskou boreliozu, intoxikaci alkoholem ¢i tézkymi kovy, ...)9.

Existuji riznd diagnosticka kritéria a postupy, pomoci nichz Ize AD diferencidlné
stanovit. V roce 1984 byla formulovana kritéria NINCDS-ADRDA (National Institute
of Neurological and Communicative Disorders — Alzheimer’s Disease and Related
Dementias Association), kterd sleduji fe¢, pamét, pozornost, vnimani, orientaci,
schopnost feSeni problémli a normalniho fungovani pacienta a jeho konstrukéni

dovednosti. Podle téchto jednotlivych kognitivnich aspektii chovani, na néz je pacient
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testovan klinicky i psychologicky, dojde ke stanoveni pravdépodobnosti diagndzy
Alzheimerovy choroby na $kéle pravddpodobna — moZnéa — nepravdépodobna — jista’.
Dalsi moznosti je diagnostika pomoci sledovani strukturnich zmén v mozku - na
piiklad zména objemu hipokampii a temporalnich rohti postrannich mozkovych komor
pomoci magnetické rezonance (MRI)® nebo metabolickych zmén pomoci pozitronové
emisni tomografie (PET)’, ktera je ale zatim malo vyuzivana.

Z pomocnych testl jsou vyuzivany mimo jiné Mini-Mental State Examination (MMSE),
jez se zaméfuje na testovani kognitivnich funkci pacienta. Zdravy pacient by v tomto
testu mél ziskat plnych 30 bodi — vysledek <25 bodli mize znacit pocinajici demenci.
Je ale potfeba vzit ohled na momentalni stav testovaného pacienta, ktery by mohl
zkreslit vysledky testu (hospitalizace, Sokova situace,...). Tento test je spiSe
orienta¢niho charakteru. DalSimi z pouZivanych testli je tzv. Test hodin (Clock Drawing
Test, CDT) nebo test aktivit bézného denniho Zzivota (Disability Assessment for
Dementia, DAD). Komplexnéjsi je potom skala Alzheimer’s Disease Assessment Scale

(ASAD), ktera zahrnuje a zkouma kognitivni 1 nekognitivni ¢ast onemocnéni’.

3.1.3 Patofyziologie AD

Jak jiz bylo zminéno, vSechny pfi¢iny a rizikové faktory vzniku a rozvoje Alzheimerovy
choroby nejsou v dne$ni dobé zatim znamy. Hlavni patofyziologické projevy jsou
shrnuty pod tzv. amyloidni teorii a poruchy cholinergniho a glutamatového systému,
které vedou ke zhorSeni neurotransmise v mozku. Ani jeden z téchto faktori samostatné

nemuZe za vSechny projevy AD, proto musi jit o jejich kombinaci.

3.1.3.1 Amyloidni teorie

Tato teorie je zalozena na ukladani amyloidu B (AB) v mozku za vzniku extracelularnich
amyloidnich plakd — nékdy téz zvanych jako plaky Alzheimerovské ¢i senilni. AP
fyziologicky vznikd zamyloidniho prekurzorového proteinu (APP). Jednd se o
transmembranovy protein produkovany neurony, jehoz funkce jesté nebyla zcela
objasnéna, ale ma se za to, ze podporuje rist a zivotaschopnost neuroni a motilitu a
prodluZzovani neuriti*. Proteolytickym pusobenim a-sekretasy vznikaji z APP
oligopeptidy c¢itajici 40 AMK — AP1-40. Tyto fragmenty jsou rozpustné, netvori
depozita a pravdépodobné¢ maji fyziologickou funkci, kterd nebyla zatim zcela
objasnéna — pravdépodobné se podileji na tvorbé neuronil jiz pied narozenim™.
V piipadé vyskytnuvsi se patologie dochazi ke zvySenému Stépeni AP ptisobenim - a y-
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sekretas, které oditépuji z APP fragmenty dlouhé 42 AMK — AB1-42" které jsou
hydrofébnéjsi nez fyziologické AP1-40 oligopeptidy, a tudiz jsou hiie rozpustné a
hromadi se v mozku nemocného ¢lovéka ve formée plakﬁ”. V okoli lozisek AP dochazi
k aktivaci gliovych bun€k, coz vede ke spusténi produkce cytokint, cyklooxygenasy 2
(COX-2), volnych kyslikovych radikali a zvySené syntéze prostaglandini, coz
v kombinaci vede ke spusténi zanétlivé reakce, poskozeni nervovych vlaken a posléze
apoptoze neuront®.

Toxicita AP se neprojevuje pouze zanétlivou reakei a oxidativnim poSkozenim neurond,
ale 1 tvorbou intracelularnich neurofibrilarnich uzlikd (tangles), které vznikaji
hyperfosforylaci tau (t) proteinu. T protein je spjat s mikrotubuly axont a jeho
fosforylace je fyziologicky kontrolovana rozpustnou formou Ap. Hyperfosforylace t
proteinu vede k polymeraci nervovych vlaken za vzniku neurofibrilarnich uzliki, coz u
zasazenych neuront nasledné vede k apoptdze. Na vzniku uzlikii se pravdépodobné

podili i patologicky AP1-42, ale mechanismus jeho ptisobeni neni jesté zcela znam***,

3.1.3.2 Cholinergni teorie

Samotny vznik amyloidnich plakii v mozku nedokdze vysvétlit rozvoj kognitivnich
poruch u pacient s AD. Tyto poruchy jsou zptisobeny porusenim metabolismu a funkce
acetylcholinu™ (ACh, Obr. 1A), ktery pfenasi nervovy impuls na synapsi. Pfi AD je
patologicky zménéna syntéza ACh, nebot’ je tvofeno méné cholinacetyltransferasy
v bunkach mozkové kury a je zhorSen 1 wuptake cholinu, ktery se spolu
s acetylkoenzymem A (acetyl-CoA) podili na tvorb& molekuly ACh®. Je také zvyseno
Stépeni ACh v synaptické §térbiné plisobenim cholinesteras™.

Hlavnim fyziologicky ptsobicim enzymem odbouravajicim ACh na synapsi je
acetylcholinesterasa (AChE), ktera se v mozku vyskytuje ve dvou formach —
monomerni G1 a tetramerni G4. V mozku zdravého ¢lovéka vyrazné prevazuje forma
G4, ale u pacienta trpiciho AD se zac¢inaji mnozstvi obou forem vyrovnavat, az prevazi
G1 forma AChE). U pacienti s AD se navic za¢ina v mozku zvySovat koncentrace
butyrylcholinesterasy (BuUChE), jez se také ucastni $t€peni ACh. U zdravych jedincu je
vsak jeji podil na tomto d¢€ji zcela minoritni. VSechny tyto jevy (| syntéza ACh a uptake
cholinu, 1 rozklad ACh cholinesterasami) a skutecnost, Ze dochazi k redukci poctu
nikotinovych receptori pro ACh (mnozstvi muskarinovych receptorii se prakticky

neméni), vedou k celkovému zhorSeni neurotransmise zprostiedkované ACh. Toto
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zhorseni jde zpomalit pomoci inhibitort cholinesteras — zatim hlavné¢ AChE, o nichz

v v v 16
bude fe¢ nize ™.

o) o)
N S
H3C_/N+
HoC > 07 “CHs NH,
A B

Obr. 1 Struktura acetylcholinu (A) a glutamatu (B)

3.1.3.3 Glutamatergni systém

Jedna se o systém excitaénich AMK v mozku, znichz glutamat (Obr. 1B) je
nejrozsitenéjsi. Role tohoto systému neuromediatort je velmi dilezitd pro proces uceni
a vytvareni pamétovych stop, ktery je spojen s vazbou glutamatu na ionotropni N-
methyl-D-aspartatové receptory (NMDA receptory), (S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-
izoxazolepropionové (AMPA receptory) a kainitové receptory. Stimulace NMDA
receptorti glutamatem je spojena s influxem vapenatych Ca®* iontd do neuronii a
naslednou tzv. dlouhodobou potenciaci. Glutematergni neurony se vyskytuji hlavné
v kiife mozku, amygdaldch, bazalnich gangliich a hipokampu. Pravé korové oblasti a
hipokampus byvaji pti AD vyznamné zasazeny takze v pozd¢jSich stadiich onemocnéni
dochazi k postizeni funkce excitatnich AMK a jejich ptilisné produkci. Tato skute¢nost
vede ke vzniku velkého mnozstvi Sumi, coz zhorSuje pienos spravnych signali mezi
neurony®. Navic je pusobenim jednoho z fragmentii AP zhorSen 1 reuptake glutamatu,
coz v diisledku zvysené koncentrace Ca®* jonti v neuronu vede k excitotoxicitd (tvorba
volnych radikalt, poSkozeni mitochondrii, poSkozeni chromatinu) a apoptdze

bunky' "2,

3.1.4 Terapie AD

Vzhledem k tomu, Ze pfesna etiopatofyziologie AD neni jesté zcela znama, neni terapie
tohoto onemocnéni kauzalni, ale pouze symptomaticka. Tato terapie AD nevyléci ani
nezastavi, ale alespont zpomali progresi onemocnéni a prodlouzi mirngj$i stadia nemoci
oproti stadiim téz§im.

V soucasné dobé se pouzivaji dvé skupiny latek — inhibitory cholinesteras (donepezil,
rivastigmin, galanthamin) a inhibitory NMDA receptori (memantin). Tyto latky se
kombinuji také s nefarmakologickou 1é¢bou jako je trénink paméti, aktivizace pacienta,

rehabilitace, znovuucent aktivit bézného Zivota®.
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3.1.4.1 Inhibitory cholinesteras

Léciva patiici do této farmakologické skupiny se také oznacuji jako kognitiva — tj.
1éCiva zpomalujici prohlubovani kognitivniho deficitu (zhorSovani paméti, orientace,
schopnosti planovat, ...). Tyto latky inhibuji HUAChE a HuBuChE, které stépi ACh
Vv synaptické §térbing, ¢imz dochdzi ke zvySeni koncentrace ACh na synapsi a zlepSeni
nervového pienosu. Navic pii podavani téchto latek dochdzi i ke snizeni tvorby a
nasledné toxicity AP v mozku pacienta s AD, coz se také podili na zpomaleni postupu
onemocnéni®. Inhibitory cholinesteras se samotné pouzivaji v mirné a stfedn¢ tézké fazi
onemocnéni®, v t&8ich stadiich nemoci se kombinuji s memantinem. Terapie témito
inhibitory je volena na zadkladé® MMSE testu® — poji§tovny ji v CR hradi pacientim
s vysledkem 25 — 13 bodl z 30 moznych a tento test je opakovéan kazd¢ 3 mésice od
zapoceti 1é¢by inhibitory cholinesteras. Po prvnich 3 mésicich se v terapii pokracuje,
pokud se pacientovo skore v MMSE testu nezhorsilo vice nez o dva body. K ukonceni
terapie dochazi u pacientii, u nichz se po 6, 9, 12, ... mésicich nepodafilo zpomalit
progresi onemocnéni (pokles o vice nez 2 body v MMSE) nebo v tomto testu ziskali <

12 boda®®.

Donepezil (Adonep®, Altzer®, Alzil®, Apo-Donepezil®, Aricept®, ...)

Tento derivat piperidinu reverzibilné¢ a nekompetitivné inhibuje obé formy HuAChE
(Gl i G4), ale HuBUChE nikoliv. Toto 1é¢ivo (Obr. 2A) je pacienty dobfe snaseno a
nepusobi zadné nezddouci UCinky zavazného charakteru. Kromé AD je pouzivan i

K terapii u pacientii s demencemi s Lewyho t&lisky'*%.

Rivastigmin (Exelon®, Nimvastid®, Prometax®, Rivastigmin ACTAVIS®. ...)

Karbamatovy derivat rivastigmin (Obr. 2B) je centralnim inhibitorem lidskych
cholinesteras — dualisticky inhibuje aktivitu HUAChE (G1 i G4) i HuBuChE®, jejiz
koncentrace je pravé u pacienti s AD zvySena. Rivastigmin se také pouziva ke

zpomaleni progrese demenci s Lewyho ‘[élisky2 !

Galanthamin (Galantamin JENSON®, Galantamin MYLAN®, Galsya SR®, ...)

Toto 1é¢ivo patii do skupiny tzv. Amaryllidaceae alkaloidi, coz jsou latky s celou fadou

biologickych u¢inkl vyskytujici se hlavné v riznych rodech celedi Amaryllidaceae

17



(amarylkovité). Galanthamin (Obr. 2C) je jednim z alkaloidi silné€ zastoupenych v této
&eledi — vyskytuje se mimo jiné v rodech Galanthus, Leucojum a Narcissus>®,

Dtive byl galanthamin vyuzivam k terapii svalové paralyzy vyvolané tubokurarinem a
Vv zemich Vychodniho bloku se pouzival po anestezii, pii niz byla podana
nedepolarizujici myorelaxancia (pankuronium, vekuronium, mivakurium). V soucasné
dobé se pouziva kratkodoby inhibitor HUAChE neostigmin, ktery je v této indikaci
piiblizné 20x G¢inngjsi. Dal§im z G¢inku galanthaminu je jeho schopnost antagonizovat
analgetika morfinového typu — hlavné jimi navozenou depresi dychaciho centra, ale
zaroveti podpofit jejich analgeticky uginek vazbou na opioidni receptor”.

Hlavnim u¢inkem, pro ktery je v dneSni dobé galanthamin pouzivan, je jeho dlouho
plisobici, reverzibilni, kompetitivni, vyrazn& selektivni inhibice HUAChE®®%*% - jeho
inhibi¢ni aktivita vi¢i HuBuChE je mnohem niz$i (ICsg,puache = 1,71 + 0,06 uM,
1Cs0,HuBuChE = 42,3 £ 1,3 HM)ZA. Galanthamin je zaroven allosterickym modulatorem
presynaptickych i postsynaptickych nikotinovych receptori pro ACh® — v jeho
pfitomnosti se zvySuje afinita ACh k t€émto receptoriim, coZ vede k zlepSeni cholinergni
transmise.

Galanthamin byva pacienty relativné¢ dobie snaSen a vétSina jeho nezadoucich ucinku
souvisi pravé s jeho perifernimi cholinergnimi projevy, jako jsou nevolnost, zvraceni,
zavraté, priymy, bolesti hlavy, poruchy spanku, piipadné neklid®.  UZivani
galanthaminu se mlZe projevit 1 kolisanim krevniho tlaku, ale béhem ro¢niho sledovani
skupiny pacienti nebyly zadné vyrazné€j§i zmény v krevnim tlaku zaznamenény26.

Kromé AD je galanthamin pouzivan v terapii poliomyelitis a dalSich neurologickych

onemocnen15 23
0
H3CO
H3CO CH3
N
A Donepezil B Rivastigmin C Galanthamin

Obr. 2 Pouzivané inhibitory cholinesteras
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3.1.4.2 Antagonisté NMDA receptori
Z téchto latek se v soucasné dob¢ v praxi pouziva pouze memantin, ktery je indikovan
pii vysledku MMSE v rozmezi 19 — 6 bodl, coZ znamena, ze je pouzivan v stfedné

tézkych az tézkych stadiich AD?. Lze ho pouzit i k terapii vaskuldrni demence.

Memantin (Axura ®, Cognomem®, Ebixa®, Mantomed®)

Tento aminoderivat adamantanu (Obr. 3) je nekompetitivnim parcidlnim antagonistou
NMDA receptorii, ktery pusobi tim, ze blokuje iontovy kandl spifazeny s NMDA
receptorem®. Takto brani funkénim projeviim receptorti aktivovanych nadmémym
mnozstvim glutamatu a napomaha tak spravnému Sifeni nervovych vzruchti bez Sumi a

blokadou influxu Ca®* brani projeviim excitotoxicity a indukci apoptézy neuronu’.

NH,

"'CHj

Obr. 3 Struktura memantinu

3.1.4.3 Perspektivni terapie Alzheimerovy choroby v budoucnosti

Vzhledem k riznorodosti pficin a rizikovych faktort AD je potieba zaméfit jeji terapii
zpomalit vice, nez je to mozné v soucasnosti. V nasledujicich odstavcich je uvedeno
nékolik novych moZnosti, které¢ jsou v riznych fazich preklinického ¢i uz klinického

testovani.

Huperzin A
Huperzin A (Obr. 4A) je pyrolyzidinovy alkaloid izolovany z vrance pilovitového

(Huperzia serrata, Huperziaceae)”®. Tento alkaloid je mozné najit i v &eledi
Lycopodiaceae a rodu Selaginella (huperzin je nékdy oznadovan jako selagin)?.

Po rychlém piestupu pies hematoencefalickou bariéru (HEB) pusobi tato latka jako
reverzibilni selektivni inhibitor tetramerni G4 formy HuAChE (ostatni latky inhibuji i

G1 formu), coz vede zmirnéni projevli a zpomaleni progrese AD®, Diky rychlej$imu
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pfestupu pfes HEB ma Huperzin A méné perifernich nezadoucich Uc¢inkti nez
galanthamin® a navic diky svym antioxidaénim vlastnostem mirni i neurotoxické
pusobeni AP, ktery mimo jiné indukuje uvoliovani volnych kyslikovych radikala
v mozku. Mimo jiz zminéné u¢inky pusobi huperzin A i jako antagonista NMDA
receptor, coz vede ke snizeni excitotoxicity zplsobené nadmérnym plsobenim
glutamétuzg.

Tento alkaloid je prozatim v klinickém testovani — v Cing, kde se Huperzia serrata
pouziva jako soucast tradiéni mediciny, je jiz ve Ctvrté fazi — tzn. je jiz v klinickém

wr o . o vagi28,29
pouzivani, a v USA vstoupil do faze treti™ .

Rutaekarpin

Tento chinazolinokarbolinovy alkaloid (Obr. 4B) se izoluje z ploda stromu Evodia
rutaecarpa (Rutaceae), které jsou déle nez 2000 let vyuzivany v ramci tradi¢ni ¢inské
mediciny. Rutaekarpin je mj. silnym selektivnim inhibitorem HuAChE a ma i

k%30 Vzhledem K velkému mnoZstvi neZadoucich w&inkdl se

protizdnétlivy ucine
rutaekarpin v praxi nepouziva, ale slouzi jako pfedlohova struktura pro piipravu

semisyntetickych derivati®.

Protilatky proti amyloidu 3

Vzhledem Kk nepopiratelnému podilu neurotoxicity AP byla pouze otazka Casu, kdy se
vyzkum zabyvajici se hledanim zplsobu terapie AD stoci timto smérem. V klinickém
testovani je nyni n&kolik vakcin pro pasivni i aktivni imunizaci proti AB".

Principem pasivni imunizace je umélé udrzeni hladin protilatek proti AB13. V tieti fazi
klinického testovani je na piiklad monoklonalni protilatka gantenerumab. U jinych byly
klinické studie ve tieti fazi zastaveny pro nedostatek dukazli o G€innosti (solanezumab,
bapineuzumab)™. Nevyhodou monoklonalnich protilatek je, Ze nezadouci Gginky
mohou byt zpozdéné, takze mohou byt odhaleny az nékolik let po pfipadném uvedeni
téchto latek do klinické praxe. Dal§i moZnosti pasivni imunizace jsou tzv. intraven6zni
imunoglobuliny (IVIG) — smés pfirozenych imunoglobulinti, které po intravendéznim
podéani za¢nou tvofit protilatky proti AP ale 1 jinym patologickym proteiniim, nebot’
IVIG nedetekuji molekulu AP, ale skutecnost, Ze neni fyziologicka®.

Pro aktivni imunizaci proti AP byla vyvinuta latka oznaGovana jako AN1792'4

, jejiz
ucinek se projevil postupnym odstraiovanim amyloidovych plakl. Tato latka ale
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musela byt stazena v druhé fazi klinického testovani v disledku vyskytu aseptické

meningoencefalitidy u 6 % testovanych jedinci™.

Modulatory sekretas

Do patologie AP zasahuji jest¢ modulatory jednotlivych sekretas — stimulator o-
sekretasy (cerebrosterol — v klinickych studiich). Na stimulaci a-sekretasy se testuji
statiny — z APP se Spatné AP fragmenty snaz odstépuji, je-li vyssi hladina cholesterolu,
ale jejich ucinek je sporny. Cerebrosterol ptisobi téz jako blokator B-sekretasy, ¢imz
brani vzniku dalSich molekul A. I'-sekretasu lze blokovat pomoci semagacestatu, ktery
brani vzniku prekurzoru AP. Tato latka ma klinicky prokazanou tcinnost, ale také celou
fadu zéavaznych nezadoucich 1uc¢inkd, jako je zvySené riziko rakoviny kiiZe,
imunologické a hematologické poruchy, takze byla pozastavena tieti faze klinického
testovani. Podobnym ucinkem, jako ma semagacestat, pisobi modulator y-sekretasy
tarenflurbil, ov§em bez vyse zminénych zavaznych nezadoucich U¢inkd. Tato latka se

T R T SRR . ,14,16
zatim jevi slibné a je ve tieti fazi klinického testovani™ .

Ostatni

Klinické testy s riznymi vysledky probihaji pro celou fadu dalsich latek, jako jsou na
priklad kurkumin  (Obr. 4C) z Curcuma longa (Zingiberaceae) (antioxida¢ni
pusobeni), tokoferoly (antioxidanty — vychytavaji volné radikaly), dimebon (Uprava
neuronalniho metabolismu), extrakt z Ginkgo biloba (Ginkgoaceae) (podpora inhibitort
HUAChE v pocatecnich stadiich AD) a lithium (zabraiuje degradaci t proteinu
blokadou GSK3B receptoru)*®.

Dal§i variantou, ktera je =zatim pouze pifedmétem vyzkumu, jsou inhibitory
prolyloligopeptidasy (POP) jako adjuvantni terapie demenci a dalSich psychickych
onemocnéni jako je schizofrenie ¢i bipolarni afektivni porucha. POP je cytozolova
serinova proteasa, ktera $t€pi mensi peptidy v misté aminokyseliny prolinu — jedna se na
ptiklad o substanci P, vazopresin a n¢které neuropeptidy, které slouzi jako modulétory
kognitivnich funkci, takze inhibice POP vede ke zvySeni jejich koncentrace a tim ke
zlepSeni (resp. k pomalejsi progresi) kognitivnich funkci®. Jednim z inhibitord POP je
fenolicky derivat bajkalin (Obr. 4D) izolovany z kofene Scutellaria baicalensis

Lamiaceae, 3isak bajkalsky)®. Inhibi¢ni aktivita bajkalinu slouZi jako standard pro
] y J
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testovani inhibi¢ni aktivity ostatnich latek — 1Csp = 0,610 = 0,021 mM. Jako POP
inhibitor az ctyfikrat siln€j$i nez bajkalin se v laboratornich podminkéch jevi 9-O-
demethylgalanthin s ICso = 0,146 + 0,016 mM?>!. Mezi latky s POP inhibi¢ni aktivitou

patii i derivaty propylizoxazolu33.

CHs o
H \ N
N W

/ o H N
HaC_~ _

H,oN

A Huperzin A B Rutaekarpin

OCH; OCH;

C Kurkumin D Bajkalin

Obr. 4 Latky perspektivni v terapii AD

3.2 Celed’ Amaryllidaceae

3.2.1 Taxonomické Fazeni a klasifikace®
Rige: rostliny (Plantae)

PodiiSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Oddg¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Rad: chiestotvaré (Asparagales)

Celed’: amarylkovité (Amaryllidaceae)
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Rostliny této &eledi naleZi k vice nez 1100 druhéim rozd&lenych do 85 rodi?, z nichz
mizeme zminit na piiklad rody Galanthus, Leucojum, Narcissus, Amaryllis, Clivia,
Hippeastrum, Haemanthus, Lycoris, Sternbergia a Zephyrantes®®. Na tzemi Ceské
republiky se mizeme setkat s voln¢ rostoucimi rostlinami prvnich tfi zminénych rodu,
stiedni®.

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou vytrvalé byliny s ¢arkovitymi listy, které byvaji
pfizemni a piisedlé a Casto je jeden z listh modifikovany na blanitou pochvu objimajici
baze ostatnich listt, ale mohou byt i lodyzni. Rostliny maji nejc¢astéji podzemni cibule,
ale mohou se objevit i hlizy ¢i oddenky. Kvéty jsou oboupohlavné jednotlivé nebo ve
Sroubelovitych kvétenstvich®.

Pro tuto Celed’ je charakteristicky obsah isochinolinovych alkaloidi zvanych jako
obsahujicich alkaloidy. Produkuji alkaloidy, kterych bylo do dnesni doby strukturné
popsano na 500% a jsou velmi riznorodé, co se Géinkd tyka — nalezneme latky
s puisobenim  proti cholinesterasam, u¢inky antimykotickymi, cytotoxickymi®,
antivirotickymig, antiparazitickymi, analgetickymi a jinymi dal§imi®>*"%, pro néz byla

fada téchto rostlin pouzivéna jiz v tradicni medicing.

3.2.2. Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidu

Latky 1sochinolinového typu patfici do skupiny AmA je mozné izolovat z rostlin vSech
rodu ¢eledi Amaryllidaceae. Jak jiz bylo zminéno, v soucasné dobé zname vice nez 500
téchto latek. Podle riznych zdroju je rozliSovano sedm az devét zakladnich skupin
téchto latek, které se liSi svym skeletem a znichZ se odvozuji dalsi strukturni
podskupiny. Tyto zékladni strukturni typy jsou: lykorinovy, homolykorinovy,
galanthaminovy, krininovy, haemanthaminovy, pankratistatinovy a tazettinovyz’4.

Jak muzete vidét na obrazku (Obr. 5) biosynteticka cesta vedouci k AmA zacina
oxidativnim fenolovym spojenim aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu a L-
tyrosinu®’. L-fenylalanin je enzymaticky pieménén na kyselinu skoficovou a déle na
3,4-dihydroxybenzaldehyd, ktery reaguje s tyraminem, jez vznikl z L-tyrosinu
plisobenim tyrosindekarboxylasy40. Tyto meziprodukty spolu kondenzuji za vzniku
intermediatu typu Schiffovy baze, z n¢hoz pies norbelladin postupné vznikne 4°-O-

methylnorbelladin a z né&j oxidativnim spojenim, na némz se mimo jiné podileji i

23



enzymy cytochromu P450, vznikaji AmA. Podle typu této oxidativni cyklizace
molekuly 4°-O-methylnorbelladinu vznikaji rozdilné strukturni typy, jejichz struktury a
zastupci jsou zobrazeny v nasledujici tabulce (Tab. 1) — spojenim para — ortho’
vznikaji alkaloidy galanthaminového typu, spojenim para — para‘ alkaloidy
haemanthaminového, krininového, pankratistatinového a tazettinového typu a spojenim
ortho — para‘ vznikaji alkaloidy typu lykorinového a homolykorinového4’38. Z téchto
struktur posléze tadou chemickych reakci, jako je na ptiklad oxidace, redukce,

hydroxylace, methylace ¢i naopak demethylace vznikaji dal3i strukturni typy AmA?

|/\\\ NH, HOOC\[/\[ N
L
A< Acoon NHz S Ao

L-fenylalanin l L-tyrosin

@
Z S COooH
kys. skoticova l

3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin
HO
| \Q{j norbelladin
N

HO™ 7
HO l
H
. N OH = j A0
/ AN\ J/
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Obr. 5 Norbelladinova cesta biosyntézy AmA*

V jednotlivych druzich této celedi se mohou objevovat rGznorodé smési alkaloida
jednotlivych strukturnich typl, jindy v rostliné ptevazuji alkaloidy pouze jednoho

strukturniho typu38
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Tabulka 1 Strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidi

Strukturni typ Zastupce Vyskyt v rodech

Haemanthaminovy Haemanthus, Narcissus

Haemanthamin

Pankratistatinovy Hymenocallis

OH O
Pankratistatin

Lykorinovy Galanthus, Leucojum,

Lycoris, Narcissus

Lykorin
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Homolykorinovy Clivia, Leucojum, Lycoris,

Narcissus

Homolykorin

3.2.3 Rod Galanthus

Rostliny rodu Galanthus, nebo-li ¢esky snézenek, se déli do piiblizn¢ 19 — 20 druht,
které se dale d€li na fadu poddruhti a variet. V soucasné¢ dob¢ je zndmo vice nez 500
riznych vyslechténych kultivara*. Tyto vytrvalé byliny s malou podzemni cibuli jsou
doméaci v Evropé a na Blizkém Vychodé (najdeme je od Pyreneji po iran) a kvetou
prevazné v odobi od tnora do dubna - ¢asto se jedna o prvni kvetouci rostliny viibec, ale
najdeme i druhy, které kvetou az v 1ét€ ¢i na podzim - na piiklad Galanthus cilicicus
nebo Galanthus reginae-olgae**.

SnéZenky maji 2 — 3 pfizemni Siroce carkované listy a bezlisty smackly stvol nese
jednotlivé kvéty tvorené dvéma kruhy po tfech okvétnich listcich, ptficemz vnéjsi
okvétni listky jsou oddalené az rozestalé a del§i nez ty vnitini klinovité, které jsou
zakonceny Zluto-zelenym az zelenym lemem a dosahuji maximalné tfetiny az poloviny
délky listki vnéjSich. Plodem je Siroce elipsoidni tobolka skryvajici 3 semena
s elaiosomem bohatym na proteiny a lipidy. Elaiosom je zkonzumovan hmyzem (napf.
mravenci), ktery posléze zajisti transport zbytku semena a tim rozSifeni druhu?%424
Vzhledem k nedostatku jednoznaéné charakterizovatelnych morfologickych znaki a
jejich vysoké variabilité neni snadné rozlisit jednotlivé druhy tohoto rodu. Nakonec

k jejich jasnému rozliseni doslo na zakladé morfologické, fytochemické a DNA

analyzy, diky nimz bylo rozpoznano 19 druht, 6 variet a 2 mezidruhoveé hybridy2:

1. Galanthus alpinus Sosn.
Galanthus alpinus var. alpinus.
Galanthus alpinus var. bortkewitschianus (Koss) A.P. Davis
2. Galanthus angustifolius Koss
3. Galanthus cilicicus Baker
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4. Galanthus elwesii Hook.

Galanthus elwesii var. elwesii

Galanthus elwesii var. monostictus P.D.Sell

5. Galanthus fosteri Baker

6. Galanthus gracilis Celak.

7. Galanthus ikariae Baker

8. Galanthus koenenianus Lobin

9. Galanthus krasnovii Khokhr.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.

Vsechny tyto druhy a variety jsou chranény v ramci Umluvy o mezinarodnim obchodu
s ohrozenymi druhy volné Zijicich zivocichi a rostlin (Convention on International
Trade in Endangered Species, CITES). Rostliny rodu Galanthus jsou zaneseny v Ptiloze
IT (v Evropé v Ptiloze B), coz v obou ptipadech odpovidd tomu, Ze obchodovani
s témito rostlinami je na mezinarodni Grovni omezeno a pod dozorem®. Jakykoliv
obchod s volné rostoucimi rostlinami rodu Galanthus, ¢i jejich ¢astmi je bez povoleni
CITES nelegélniz. V soucasné dobé¢ je povolen jen omezeny vyvoz cibuli sbiranych ve
volné piirodé Turecka a navic pouze u ti druhd, jimiz jsou Galanthus nivalis®,

Galanthus elwesii a Galanthus woronowii®®. Toto omezeni je na misté, nebot’ pravé
J p

Galanthus lagodechianus Kem.-Nath.

Galanthus nivalis L.

Galanthus peshmenii A.P.Davis & C.D.Brickell

Galanthus platyphyllus Traub & Moldenke

Galanthus plicatus M.Bieb.

Galanthus reginae-olgae Orph.
Galanthus reginae-olgae subsp. reginae-olgae.
Galanthus reginae-olgae subsp. vernalis Kamari

Galanthus rizehensis Stern

Galanthus transcaucasicus Fomin

Galanthus trojanus A.P.Davis & Ozhatay

Galanthus woronowii Losinsk.

Galanthus x allenii Baker, (G. alpinus x G. woronowii)

Galanthus x valentinei Beck, (G. plicatus x G. nivalis)

27



snézenky jsou jedny z nejobchodovanéjsich volné rostoucich okrasnych rostlin, coz je
déano faktem, Ze jsou oblibené pro svou zdobnost i kvili roli posli jara.

Nejznaméjsimi druhy jsou Galanthus nivalis a Galanthus elwesii, z nichzZ se také $lechti
nejvice kultivara*. Tyto kultivary (mj. G. nivalis cv. FLORE PLENO, G. nivalis cv.
IRISH GREEN, G. nivalis VIRIDI-APICE, G. elwesii cv. COMET, G. elwesii cv.
GODFREY OWEN, G. elwesii cv. WHITE PERFECTION, Obr. 6A -F) jsou Slechtény
hlavné pro dekorativni ucely, ale fytochemické studie prokazaly, ze nékteré z nich
mohou byt zajimavym zdrojem pro izolaci jiz znamych latek nebo jako zdroj latek jeste

neidentifikovanych®®. V nasledujicim textu bude zminéno n&kolik druhii rodu

Galanthus a nejvyznamnéjsich alkaloidu, které obsahuji.

A G. nivalis cv. FLORE PLENO®* B G. nivalis cv. IRISH GREEN*
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F G. elwesii cv. WHITE PERFECTION®

E G. elwesii cv. GODFREY OWEN
Obr. 6 Vybrané kultivary G. nivalis a G. elwesii

3.2.3.1 Galanthus nivalis L.

Tento druh, ¢esky nazyvany snézenka podsnéznik, je jedinym volné rostoucim druhem
snézenky, se kterym se mizeme setkat na Gizemi CR. G. nivalis byva prvni kvetouci
rostlinou, kterou je po zimé mozné spatiit, nebot” kvete od tinora do kvétna. Byva
vysoka piiblizné 10 — 30 cm a vzpiimeny stonek obvykle nese jeden nici kvét — tii
vnéj$i okvétni listky vyrazné ptesahuji 3 okvétni listky vnitini, které maji zeleny
lem*°2 (Obr. 7). Tento druh je dosti variabilni a je moZné narazit i na kvéty vicetetné.
Listy jsou dva Siroce ¢arkovité a ptizemni a tieti list je redukovan na blanitou pochvu,

ktera na bazi duznati v novou cibuli®.

Obr. 7 Galanthus nivalis®®
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Rostliny tohoto druhu byly prvni, z nichZ byl izolovan galanthamin pro vyrobu Ié¢ivého
ptipravku s ndzvem Nivalin®, i kdyz byl poprvé identifikovan a popsén roku 1955
v Galanthus woronowii. V soucasné dobé se galanthamin izoluje hlavné z Leucojum
aestivum® a nékterych druht narcisti, nebot’ jejich cibule jsou vétsi a rostlinny material
je tedy snaze dostupny.

Slozeni a mnozstvi jednotlivych alkaloidd v sumarnim alkaloidnim extraktu izolovaném
Z rostliny je zavislé na dobé sbéru, vegetatnim obdobi rostliny, povétrnostnich a
pedologickych podminkach i1 geografickém vyskytu. Proto se miize celkem markantné
lisit i mezi jednotlivymi rostlinami téhoz druhu — vznika vnitrodruhové variabilita®.
Byla provedena tfada fytochemickych studii zabyvajicich se obsahem AmA v riznych

populacich G. nivalis®**®

. Byly identifikovany alkaloidy riznych strukturnich typt —
tyraminového, narciklasinového, galanthaminového, haemanthaminového,
lykorinového i tazettinového (viz Tab. 2) vriznych pomérech, ale nikde nebyly

detekovany alkaloidy homolykorinového strukturniho typu.

Tabulka 2 Alkaloidy Galanthus nivalis

Strukturni typ Vzorova struktura Zastupci
Tyraminovy Hornedin
HO/©I-:C] “CHj + derivaty
Hornedin
Pankratistatinovy Ismin
O Trisphaeridin

@)
<O/N

Trisphaeridin

Galanthaminovy Galanthamin
Lykoramin
Narwedin
3-Epigalanthamin

N-Demethylgalanthamin

Haemanthaminovy Haemanthamin,
derivaty

Hydroxybutanoylhamaynu




11,3-0-(3',3"-

Dihydroxybutanoyl)hamayn
Lykorinovy Anhydrolykorin
Inkartin

Galanthin

Lykorin
Inkartin Dihydrolykorin
11,12-
Didehydryanhydrolykorin
Tazettinovy OCHj5 6-O-Methylpretazettin
11-Deoxytazettin

_CH )
N 3 Tazettin
O e |

< Makronin
0 @)

@)

Epimakronin

Epimakronin

3.2.3.2 Galanthus trojanus A.P.Davis & Ozhatay

Rostliny tohoto druhu jsou domaci na severozapadé Turecka a jsou velmi podobné
druhim G. nivalis a G. rizehensis, ale jsou zde znaky, podle kterych je Ize od sebe
rozpoznat. Galanthus trojanus (Obr. 8) ma §irsi listy (0,8 — 1,6 cm) nez oba zminéné
druhy (0,4 — 1 cm) a jejich povrch je tmavsi a matny. Dal§im rozliSovacim znakem
mohou byt zelené znacky na kratSich vnitinich okvétnich listcich a jejich odlisny tvar. U
G. nivalis mivaji tvar ostrého V, u G. rizehensis spis§ tvar U a u G. trojanus je to tvar
Siroce rozevien¢ho V. Nepftili§ Casto se mohou vyskytovat na kazdém wvnitinim
okvétnim listku 2 samostatné zelené¢ skvrny. Poslednim rozdilem je skutec¢nost, ze
rostliny G. trojanus byvaji vyrazn€ vétsi nez bézné volné rostouci rostliny obou
zbyvajicich druha®’.

Stejné jako ostatni druhy rodu Galanthus obsahuji i rostliny tohoto druhu fadu AmA
s Sirokym spektrem biologickych ucinki. V jedné ze studif™ bylo identifikovano 6 jiz
znamych AmA (arolykoricidin, haemanthamin, O-methylnorbelladin, narcidin,
dihydrolykorin a 8-O-demethylmaritidin) a dva, do té doby nepopsané, N-oxidy
alkaloida — konkrétné 1-O-acetyldihydromethylpseudolykorin  N-oxid a 11-
hydroxyvittatin N-oxid. Krom& AmA byly izolovany dva dalsi isochinolinové alkaloidy
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(stylopin a protopin), kyselina nikotinova (poprvé izolovana z ¢eledi Amaryllidaceae) a

tyramin.

Obr. 8 Galanthus trojanus™®

Jednotlivé izolované latky byly podrobeny testim na jejich antiprotozoalni aktivitu
(Tab. 3), nebot’ hlavné v tropickych oblastech jsou paraziticka onemocnéni znacnym
problémem. Haemantamin navic vykazal cytotoxickou aktivitu proti linii bunék
lidského karcinomu (KB) (ICso = 0,97 pg/ml) a jeho aktivita proti linii savéich bunék
(L6) byla vyrazné nizsi (ICso = 7,41 pg/ml). Cytotoxicka aktivita vSech izolovanych

latek vii¢i obéma bundénym liniim byla testovéana proti standardu podophylotoxinu®,

Tabulka 3 Antiparaziticka aktivita vybranych alkaloidi Galanthus trojanus

Pivodce Onemocnéni Utinné latky 1Cso (ng/ml)

Trypanozoma brucei spavéa nemoc arolykoricidin 5,99

rhodesiense® haemanthamin 3,35
dihydrolykorin 3,10
protopin 8,71

Trypanozoma cruzi’ Chagasova choroba haemanthamin 1,80

Leishmania donovani® visceralni leishmanidza

Plasmodium falciparum®  malérie arolykoricidin 4,44
haemanthamin 2,75
stylopin 0,23
protopin 0,50
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Standardy: *Melarsoprol (ICs, = 0,004 pg/ml), "Benznidazol (ICs, = 0,36 pg/ml), “Miltefosin
(ICso = 0,20 pg/ml), “Chloroquin (ICso = 0,065 pg/ml)

3.2.3.3 Galanthus rizehensis Stern
Tento druh snéZzenky je domaci v ptirodé na severovychodé Turecka. Od vyse zminéné
G. trojanus jsou rostliny tohoto druhu mensiho vzrustu (10 -15 cm), maji uzs$i matné

tmavé listy a zelena znacka na vnitfnich okvétnich listcich ma tvar pismene U’

48,60

Obr. 9 Galanthus rizehensis

V ramei dvou fytochemickych studii®® bylo z rostlin G. rizehensis (Obr. 9) izolovano
a pomoci spektroskopickych metod identifikovano zatim 21 alkaloidd (viz Tab. 4) a
dva N-oxidy (inkartin N-oxid a lykorin N-oxid). Ne vSechny identifikované alkaloidy
pattily do skupiny Amarylidaceae alkaloidi. V obou studiich byl izolovan 1-acetyl-p-
karbolin (Obr. 10A), coz je alkaloid patfici do skupiny B-karbolinovych alkaloidi a
vyskytuje se na piiklad v housenici ¢inské (Cordyceps sinensis) nebo v aktinomyceté
Marinactinospora thermotolerans, ktera byla nalezena v sedimentu Jiho¢inského mofe.

U arolykoricidinu a narcipriminu izolovanych z G. rizehensis byla testovana jejich
aktivita viici DNA topoisomerasémGz. Oba zminéné alkaloidy vykézaly aktivitu vici
obéma témto enzymlim, coZ korespondovalo i sjejich cytostatickym ucinkem na
bunééné linie HeLa (adenokarcinom délozniho ¢ipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu) a

A431 (karcinom kuze) (Tab. 5). Jako standard pro porovnani cytostatické aktivity byla
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pouzita cisplatina (Obr. 10B). Vyzkum piesného mechanismu cytotoxického piisobeni

t&chto latek teprve probih4, ale zatim se jevi jako perspektivni pro dal3i v§zkum®.

Tabulka 4 Alkaloidy identifikované v Galanthus rizehensis

Strukturni typ Vzorova struktura Zastupci

Pankratistatinovy O Arolykoricidin
OH

o Ismin
<O O NH Narciprimin
O

Trisphaeridin

Arolykoricidin

Haemanthaminovy Vittatin

11-Hydroxyvittatin

Vittatin
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Tazettinovy Epimakronin

Tazettin

Epimakronin

Tabulka 5 Antineoplasticka aktivita vybranych alkaloidit Galanthus rizehensis

Latka 1Cs (M) Hela 1Cs0 (nM) MCF7 1Cs (uM) A431
Narciprimin 20,42 26,47 >30
Arolykoricidin >30 >30 >30
Cisplatina 12,43 9,63 2,84
| X
N~ N
H CI\Pt,NH3
Hs,C™ ~O CI” 'NH,
A B

Obr. 10 Struktura 1-acetyl-p-karbolinu (A) a cisplatiny (B)

3.2.3.4 Vybrané alkaloidy rodu Galanthus

V soucasné dobé je nejpouzivanéjsi latkou izolovanou z ¢eledi Amaryllidaceae
galanthamin, o némz je vice zminéno vySe v Casti o terapii AD. Rostliny druhu
Galanthus obsahuji Siroké spektrum AmA, jak je ostatné zminéno v piedchazejicim
textu, proto jsem vybrala pouze dva zastupce, kteti se projevuji rtiznymi odliSnymi

biologickymi aktivitami a u¢inky na lidsky organismus.

3.2.3.4.1 Lykorin

Tento pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid — systematickym nazvem

2,4,5,7,12b,12c-hexahydro-IH-(1,3)dioxolo(4,5-j)-pyrrolo(3,2,1-de)phenanthridine-1-

diol, (Obr. 11) byl jako prvni z AmA izolovan jiz v roce 1877 zrostlin druhu
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Narcissus pseudonarcissus a jeho struktura byla popsana roku 1956. Lykorin je
biosyntetizovan V rostlinach ¢eledi Amaryllidaceae norbelladinovou cestou (viz Obr. 5)
a fadime ho do skupiny alkaloidi lykorinového strukturniho typu. Jde o hlavni
obsahovou latku daldiho z druhii Geledi Amaryllidaceae — Lycoris radiata®. Tato
rostlina je soucasti tradiéni cinské mediciny, proto je paleta velmi rtznorodych
biologickych uc¢inkt lykorinu dobfe znama — u rostlin naptiklad blokuje tvorbu kys.
proti viru pravych nestovic, polioviru, HIV-1 viru, viru ptaci chiipky H5SN1 nebo proti
SARS-asociovanému koronaviru; antimykotické; antimalarické® a antiparazitické —
Géinkuje proti prvoku Trypanosoma brucei?, ktery v Africe zptsobuje spavou nemoc.

Proti tomuto prvoku je u&inny i derivat lykorinu — dihydrolykorin®.

OH

IIO/,'
<O O
O

Dalsi, velmi vyznamnou biologickou aktivitou lykorinu je aktivita antineoplasticka.
Vyhodou cytotoxicky ptsobicich AmA je fakt, ze jsou specifické viici zhoubné bujicim
nadorovym bunkam, ale ostatni buiiky organismu nijak vyznamné neovliviiuji. Lykorin,
stejn¢ jako fada jeho derivati a dalSich AmA, jsou pfedmétem intenzivniho vyzkumu,
jehoz cilem je mnalézt co nejSirSi spektrum latek ucinnych a pouZitelnych
v antineoplastické terapii, nebot’ v 16¢bé velkého mnozstvi nadorti zatim neni soucasna
medicina UCinnd, protoze jeSté nejsou zndmy vSechny efluxni, metabolické a jiné

. TPV 4
mechanismy, jimiZ miZe byt nador 'vybaven'®

. Velkym problémem je, Ze bunécny
cyklus mnozstvi nddort je rezistentni k pfechodu do apoptotické faze, proto je velky
zajem o to, najit co nejvice latek, které dovedou bun&enou smrt indukovat®, a pravé do
této skupiny spadaji latky ze skupiny AmA. DalSim problémem je vznik multilékové
rezistence Vv pribéhu terapie, takze je dobré mit k dispozici co nejSirSi Skalu téchto
16¢iv®. Mechanismus, jakym lykorin indukuje apoptézusg, je komplexni. Zahrnuje
inhibici proteosyntézy, interakci s dvousroubovici DNA, up-regulaci proapoptotickych

kaspas 3, 7 a 9 a souc¢asnou down-regulaci inhibitorti apoptdzy - proteinit Mcl-1 a Bcl-

x1*®*. Dalsi z faktord, které napoméhaji antineoplastickému u¢inku lykorinu, je i
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soucasnd inhibice angioneogeneze V nadoru, coz zpomali rist nadoru a jeho
metastazovani v organismu®. Bylo zjisténo, Ze pro antineoplastickou aktivitu AmA jsou
potfeba nésledujici strukturni znaky: kladn€ nabity atom dusiku (vzniké pii pireméné na
aktivni metabolit), planarni molekula (dulezita vzhledem k interakci s DNA) a
alkoxyskupina (zvysuje aktivitu v procesech zasahujicich do bunééného metabolismu) —
proto je 1-O-acetyllykorin v in vitro testech G&inngjsi nez lykorin®. Cytotoxicka aktivita
lykorinu byla poprvé popsana jiz v roce 1976 a od té doby byla jeho aktivita i aktivita
mnoha jeho derivatd, kterych je kolem tii Set, in vitro testovana na mnozstvi riznych
bun&énych liniich a i in vivo na mysich®. Vyhodou lykorinu a jeho derivatd je jiz
zminénd skutecnost, ze jejich ucinek na normalni builky organismu je vyrazné nizsi.
Jednim z nej€astéjSich nezadoucich ucinkli je nauzea a zvraceni®, pH zavazné

. . . o v o . s v s v 39
intoxikaci muze zpuisobit respiracni depresi az zastavu dechu™.

3.2.3.4.2 Inkartin

Inkartin patii mezi AmA lykorinového typu a jeho strukturu je mozno vidét na Obr. 12.
Poprvé byl izolovan a popsan v komplexu alkaloidi izolovanych z rostliny Lycoris
incarnata, ktera také nalezi do ¢eledi Amaryllidaceae, ale 1ze jej nalézt i v Galanthus
elwesii®. Aktivita inkartinu (ICsp = 102 pM) viiéi HuAChE je pfiblizng dvacetkrat nizsi
nez u galanthaminu (I1Cso = 5,14 uM), ktery byl pouzit jako pozitivni kontrola®’. Naproti
tomu vykazal inkartin vyznamnou inhibiéni aktivitu proti POP - ICso = 0,91 £ 0,09 mM
(standard bajkalin - 1Csp = 0,61 + 0,02 mM), coz z néj ¢ini latku zajimavou pro dalsi

V}'Izkumﬁs.

Obr. 12 Struktura inkartinu

3.2.4 Rod Leucojum

Rostliny tohoto rodu jsou podobné rostlinam rodu Galanthus, ale existuji znaky, podle
nichz jsou od sebe snadno odlisitelné. Rostliny rodu Leucojum (nebo ¢esky bleduli)
jsou, stejné jako snézenky, vytrvalé byliny s podzemni cibuli. Listy jsou ¢arkovité az

paskovité, sirsi a je jich 2 — 5. Hlavnim odliSnym znakem je kvét slozeny ze dvou kruhti
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po 3 stejnych okvétnich listcich nesoucich zelené ¢i zluté znacky, zatimco U snézenek se
okvétni listky v obou kruzich zna¢né lisi. Snézenky zpravidla na jednom stonku nesou 1
— 2 kvéty, ale u nékterych druht bleduli (Leucojum aestivum) muze jeden stonek nést

kvéth az 7. Plodem je kulovita az elipsoidni tobolka. Je zndmo celkem 10 — 11 druht

rodu Leucojum vyskytujicich se v Evropé, jihozapadni Asii a na severu Afriky>*®7°,

1. Leucojum aestivum L.
Leucojum aestivum subsp. aestivum
Leucojum aestivum subsp. pulchellum
. Leucojum autumnale L.
. Leucojum fabrei Quézel & Girerd
. Leucojum ionicum Kit Tan, Mullaj, Sfikas & Strid
. Leucojum longifolium (J.Gay ex M.Roem.) Gren.
. Leucojum nicaeense Ardoino

. Leucojum roseum F.Martin

co ~N o o B~ O w DN

. Leucojum tingitanum Baker

9. Leucojum trichophyllum Schousb.

10. Leucojum valentinum Pau

11. Leucojum vernum L.

Leucojum vernum subsp. carpathicum (Sims) K.Richt.

Na zakladé novéjsich fylogenetickych studii bylo devét druhti rodu Leucojum vyclenéno
do rodu Acis, neboli bledulek, a v pivodnim rodu ztistaly pouze Leucojum aestivum a

Leucojum vernum®®:".

3.2.4.1 Leucojum aestivum L.

Tato rostlina — ¢esky bledule letni - za¢ina kvést na konci dubna/zacatkem kvétna, coz
je rozdil oproti Leucojum vernum (bleduli jarni), ktera kvete na pifelomu tnora/biezna.
Jeden stonek obvykle nese 2 — 5 zvonkovitych kvéta, ale nékdy jich muze byt az 8
najednou. Spicky okvétnich listkii nesou Zlutozelenou znacku®’ (viz Obr. 13). Oproti

snézenkam je Leucojum aestivum vyrazné vétsi — stonek mize méfit az kolem 50 cm a i
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listy jsou Sir$i a je jich vice (zpravidla 3 — 6). Plodem je kulovita tobolka nesouci

semena bez elaiosomu®®":,

Jiz od Sedesatych let minulého stoleti se rostliny a posléze tkanové kultury Leucojum
aestivum pouzivaji k primyslové izolaci galanthaminu. Krom¢ n&j byla ovSem
v alkaloidnich extraktech identifikovdna cela fada dalSich AmA rtznych strukturnich
typi'>", které jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 6). N-alkylované derivaty byly
testovany na inhibici HuAChE a jejich aktivita vici tomuto enzymu byla vyssi nez u
galanthaminu (ICso. Huache = 1,82 uM), ktery byl testovan spole¢né s témito latkami.
Aktivita  N-allylnorgalanthaminu ~ (ICsp,  puache = 0,18 uM) i N-(14-

methylallyl)norgalanthaminu (ICsp nuache = 0,16 pM) byla ptiblizn¢ desetkrat vétsi, coz

z t&chto derivati galanthaminu ¢ini latky perspektivni pro dalsi vyzkum ',

Obr. 13 Leucojum aestivum*’

Tabulka 6 Alkaloidy izolované z Leucojum aestivum

Strukturni typ Vzorova struktura Zastupci

Galanthaminovy Galanthamin
N-Allylnorgalanthamin

N-(14-
methylallyl)Norgalanthamin

N-Demethylgalanthamin
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Pankratistatinovy Pankratinin

Haemanthaminovy Haemanthamin

Hamayn

Vittatin
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Homolykorinovy 8-O-Demethylhomolykorin

8-O-Demethylhomolykorin

3.2.4.2 Leucojum autumnale L.

Tento druh je ¢esky nazyvan podzimni bleduli, ale zpravidla kvete jiz od srpna do fijna.
Tato rostlina hojné roste na jihu Evropy a v Severni Africe. Jde o vytrvalou cibulovinu,
jez kvete na holych stoncich — listy se objevi az po odkvétu a piezimuji. Stonek je
nacervenalé barvy, 10 — 20 cm dlouhy a nese maximalné 3 kvéty. Okvétni listky jsou

bez zelené znacky na okraji, ale na bazi jsou nartzovélé” (Obr. 14).

75,76

Obr. 14 Leucojum autumnale

Tento druh nebyl prozatim podroben Sir§im fytochemickym studiim. S ohledem na
obsah AmA byl zatim publikovan pouze jeden Glanek’’. Dal§i analyza sumarniho
alkaloidniho extraktu izolovaného z cibuli Leucojum autumnale, byla provedena v nasi
laboratofi a referen¢ni vzorek byl ulozen v herbafi na Katedie farmaceutické botaniky a
ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod ozna¢enim CUFPH-16130/AL-
513. Testovan byl 1 kultivar Leucojum autumnale cv. SEPTEMBER SNOW -
referenéni vzorek uloZen tamté? pod oznacenim CUFPH-16130/AL-514"8. V obou
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studiich byly identifikovany hlavné alkaloidy lykorinového a pankratistatinového
strukturniho typu’’ - viz Tab 7.

Tabulka 7 Alkaloidy izolované z Leucojum autumnale

Strukturni typ Vzorova struktura Zastupci

Pankratistatinovy Narcissidin
3-O-Narcissidin

3-O-Narcissidin N-oxid

11,12-
Didehydroanhydrolykorin

Lykorinovy

Dehydroassoanin

H3;CO Galanthin
Lykorin

Homolykorinovy Lykorenin

Lykorenin

3.2.4.3 Vybrané alkaloidy rodu Leucojum
Stejné¢ jako snézenky 1 bledule obsahuji celou fadu biologicky aktivnich latek.

V nasledujicim textu budou zminény dva zastupci AmA, ktefi se jevi jako perspektivni.

3.2.4.3.1 Homolykorin

Homolykorin (Obr. 15) je jednim z AmA homolykorinového strukturniho typu, ktery se
odvozuje od 2-benzopyrano-[3,4-g]indolu. V riznych studiich byla testovana
cytotoxicka aktivita homolykorinu vii¢i rozli€énym liniim bunék — napt. Molt 4, HepG 2,
LMTK"®, z nichz proti prvnim dvéma zhoubné bujicim liniim byl prakticky neucinny,
jak je vidét v Tab. 8. Linie LMTK je ale bohuzel linii nenadorovych bunék mysich
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fibroblasti a cytotoxicita vici nim neni Zzadouci, le¢ ji vykazuji i dalsi AmA
homolykorinového strukturniho typu®. Jako standard pro méfeni byl pouzit vinkristin
sulfat”®. Dal3i testované linie byly mj. buitky HeLa, MCF7, A431, L5178 MDR a L5178
PAR. Zde byly jako standardy pouzity doxorubicin a cisplatina®, jak je uvedeno
v Tab. 9.

Tabulka 8 Antineoplastick4 aktivita homolykorinu™

Molt 4 HepG2 LMTK
HomOkaorin ED50 >50 ug/mL ED50 > 50 p,g/mL ED50= 0,5 p,g/mL
Vinkristin sulfat EDso= 0,04pg/mL EDs, =0,01pg/mL EDso = 0,01 pg/mL

Tabulka 9 Antineoplastick4 aktivita homolykorinu®

HelLa MCF7 A431 L5178 MDR L5178 PAR
Homolykorin 1C5 > 30 uM  nedef. nedef. ICsp = 69,13 1IC5 = 28,51
uM uM
Doxorubicin  I1Csy = 0,154 1Csy = 0,279 ICsy = 0,149 1Csy = 1,097 nedef.
uM uM uM uM
Cisplatina ICso = 12,43 1Cs5p = 9,630 1C5 = 2,835 nedef. nedef.
uM M M

Obr. 15 Struktura homolykorinu

V nasi laboratofi byl homolykorin izolovan pomoci preparativni TLC (To : Et;NH, 95 :
5) ze sumarniho extraktu Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN a byly zméfeny jeho
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aktivity vi0¢i cholinesterasam a POP. Inhibice cholinesteras byly porovnavany
s galanthaminem a hodnoty vysly nasledujici: HUAChE (ICsp = 63,7 = 4,3 uM) a
HuBUChE (ICso = 151,0 & 15,2 uM). Inhibice POP byla méfena vuci standardu Z-Pro-
prolinalu (ICsgpop = 3,27 - 107 + 0,02 - 10° nM) a inhibi¢ni aktivita homolykorinu byla
ICsopop = 173 + 40,6 uM"®.

3.2.4.3.2 Tazettin

Tento alkaloid (Obr. 16A) patii mezi AmA tazettinového strukturniho typu, coz jsou
derivaty 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu. Stejné jako u homolykorinu byla v rtiznych
studiich jeho biologickd aktivita testovana na néckolika bunécnych liniich zhoubné
bujicich bungk, jako jsou Molt 4 a HepG2. Jako standard byl pouzit vinkristin sulfat a
aktivita obou latek proti zminénym liniim je zanesena v Tab. 10. V této tabulce je vidét,
ze ucinek tazettinu vici témto liniim je velmi slaby, ale na rozdil od homolykorinu ma
alespoil mensi vliv na zdravé builkky mysSich fibroblastdl (LMTK), pficemz aktivita

vinkristin sulfatu proti témto buiikam je velmi nizka’.

Tabulka 10 Antineoplasticka aktivita tazettinu’®

Molt 4 HepG2 LMTK
Tazettin EDsg, > 50 ug/mL EDs, > 50 ug/mL EDgy= 3,2 ug/mL
VinKkristin sulfat EDso= 0,04pg/mL EDs, =0,01pg/mL EDs, = 0,01 pg/mL

Obr. 16 Struktura tazettinu (A) a pretazettinu (B)

Mnohem u¢innéjS§im proti naddorovym bunkdm se ukéizal byt prekurzor Vv syntéze

tazettinu — pretazzetin (Obr. 16B). Ten vykazal zajimavou aktivitu vic¢i bunikam linii
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HeLa, MCF7, A431, L5178 MDR a L5178 PAR. Zde byly jako standardy pouzity
doxorubicin a cisplatina. Aktivity vSech tii latek jsou uvedeny v Tab. 11. Tato studie
prokazala, Ze pretazettin je proti HeLa, MCF7 a L5178 PAR liniim G¢innéj$i nez
cisplatina, coz zn¢j Cini latku perspektivni pro dalsi V}'IZkumes. Také patii mezi

nej(sinngjsi z alkaloidd testovanych na linii Molt 4%,

Tabulka 11 Antineoplasticka aktivita pretazettinu®

Hela MCF7 A431 L5178 MDR L5178 PAR
Pretazettin ICsp = 8,853 ICsp = 7,869 IC5y = 5,373 ICsy = 4,12 1Cs, = 0,7989

uM uM uM uM uM
Doxorubicin  1Csy = 0,154 1Cs = 0,279 ICsy = 0,149 1Csp = 1,097 nedef.

M uM uM uM
Cisplatina ICsp = 12,43 1C5p = 9,630 ICsp = 2,835 nedef. nedef.

uM uM uM

Byla také zméfena aktivita tazettinu viuci acetylcholiesterase - 1Csp, puache = 705 £ 63
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VVSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani
Vsechna pouzita rozpoustédla byla pfedem piedestilovana. Destila¢ni piedek (cca 5 %)
byl zachycen — vétsinou s vodnym azeotropem a poté bylo destilovano zbylych cca

90 % rozpoustédla. VSechna rozpoustédla byla uchovavana v hnédych lahvich.

Odpatfovani rozpoustédel =z extraktdl bylo provadéno pomoci vakuové odparky
LABOROTA 4001-efficient, Heidolph, Germany vybavené vodni lazni pii 40 °C za

snizeného tlaku.
4.1.2 Material a vybaveni

4.1.2.1 Rozpoustédla
Diethylether, p. a. PentaEthanol 95 %, denaturovany methanolem, p. a. Penta

Ethylacetat, p. a. Penta
Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.1.2.2 Chemikalie
HCI (Lachema)

Na,CO; (Lachema)

Na,SO,4 (Lachema)
4.2 Priprava sumarnich extraktia a GC/MS stanoveni

4.2.1 Biologicky material

Cerstvé cibule rostlin Galanthus elwesii, Galanthus woronowii, Leucojum aestivum cv
GRAVETYE GIANT, Leucojum vernum, Narcissus cv PROFESSOR EINSTEIN,
Narcissus cv QUIRINUS a Narcissus cv VIRGINIA SUNRISE byly ziskany od
prodejce Lukon Glads (Sadskd, Ceska republika). Botanickd verifikace rostlinného
materialu byla provedena Prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. a kontrolni vzorky
jsou ulozeny v herbafi na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické
fakulty v Hradci Kralové pod nasledujicim oznacenim: Galanthus elwesii CUFPH-

16130/AL-468; Galanthus woronowii CUFPH-16130/AL-516; Leucojum aestivum cv.
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GRAVETYE GIANT CUFPH-16130/AL-441; Leucojum vernum CUFPH-16130/AL-
472; Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN CUFPH-16130/AL-447; Narcissus cv.
QUIRINUS CUFPH-16130/AL-448; Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE CUFPH-
16130/AL-449.

4.2.2 Priprava ethanolického a alkaloidniho extraktu

Cibule rostlin vybranych rodt ¢eledi Amaryllidaceae byly rozdrobnény a zmrazeny, aby
nedoslo ke kvantitativni a kvalitativni zméné obsahovych latek. V Cas potieby byl
rostlinny materidl pfenesen do destilacni baniky a prevrstven odpovidajicim mnozstvim
95 % ethanolu (EtOH) tak, aby hladina byla pfiblizn¢ 1 — 2 cm nad hmotu rostlinného
materialu. Smés v bance byla na vodni 1azni pod zpétnym chladi¢em ptivedena k varu a
vafena po dobu 20 minut. Po této dob¢ byl obsah banky zchlazen a ethanolicky extrakt
byl zfiltrovan pies vrstvu kiemeliny, ktera byla pfedem promyta destilovanou vodou od
prachovych ¢astic. Rostlinny materidl byl v baiice opét prevrstven dal$im mnoZstvim
95% EtOH, pfiveden k varu, vafen po dobu 20 minut a zfiltrovan ptes kiemelinu. Tento
postup byl u kazdého vzorku proveden celkem ttikrat. VSechny zfiltrované ethanolické
extrakty byly spojeny do jedné destilaéni baniky a odpatfeny na vakuové odparce do

sucha.

Odparek byl rozpustén v potfebném mnozstvi 2 % kyseliny chlorovodikové (HCIl) a
preveden do délici nalevky. Barika byla vyplachnuta diethytetherem (Et,0), ktery byl
také ptreveden do délici néalevky. Po protiepani smési a ustdleni rovnovahy byla
oddélena spodni vodnd vrstva od vrstvy Et;O s vyextrahovanymi lipofilnimi
necistotami. Tato extrakce necistot z vodné vrstvy vzdy do Cistého Et,O byla provedena
celkem tfikrat a pouZzity Et,O byl jiman do odpadni banky. Poté byla délici nalevka
promyta destilovanou vodou a byla do ni navracena vodné vrstva, ke které byl piidan
ethylacetait (EtOAc) a 10 % uhli¢itan sodny (Nap,CO3) VvV mnozstvi potiebném
k alkalizaci kyselé vodné vrstvy na pH ~ 9 — 10. Celd smés byla protiepana a po
ustanoveni rovnovahy byla odpusténa spodni vodna vrstva, aby mohla byt ziskana horni
EtOAc vrstva. Tato byla jimana do banky s bezvodym siranem sodnym (Na;SOy), ktery
slouzil jako suSidlo. Vodna vrstva byla protfepana cerstvym EtOAc celkem tfikrat, aby
doslo k prevedeni vSech alkaloidii do organické vrstvy. Spojené EtOAc vytiepky byly
zfiltrovany pies filtraéni papir, zdivodu odstranéni susidla. Cisty extrakt byl

zakoncentrovan na vakuové odparce. Zakoncentrovany extrakt byl Pasteurovou pipetou
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pfeveden do 2 zvéazenych ampuli a rozpoustédlo bylo odpafeno do sucha tak, aby
v kazdé ampuli bylo pfiblizné 10 mg suchého alkaloidniho extraktu. Zbytek extraktu byl
pfipadné¢ odpafen do sucha v penicilince. VSechny ampule i penicilinky byly ve

vakuovém exsikatoru zbaveny zbyvajici vlhkosti a znovu zvazeny.

4.2.3 GC/MS analyza

Analyza alkaloidnich extraktG vybranych druhti rostlin byla provedena pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 inert pracujici s hmotnostnim
detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Separace byla provadéna na koloné¢ HP-5 MS (30m x 0.25 mm x 0.25um,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Byl pouzit nasledujici teplotni program:
100 °C — 180 °C(15 °C/min), 180 °C (1 min), 180 — 300 °C (5 °C/min), 300 °C (15
min). Jako nosny plyn bylo pouzito helium o priitokové rychlosti 0,8 ml/min. Néastiik
vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C. Byl nastiiknut 1 pl methanolického roztoku

sumarniho extraktu (koncentrace 1 mg/ul) pfi splitu 1:10.

Alkaloidy byly identifikovany porovnavanim jejich spekter se spektry dostupnymi v
komer¢ni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology
Library, USA), s daty publikovanymi v literatufe a se standardy latek, které byly v nasi

laboratofi jiz izolovany.

4.3 Méfeni inhibi¢ni aktivity sumarnich extrakti viac¢i HUAChE a

HuBuUuChE

4.3.1 Chemikalie a material

4.3.1.1 Chemikalie
Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (10mM roztok)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (10mM roztok)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich)

5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98 % (Sigma-Aldrich) (5mM roztok)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
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4.3.1.2 Pufry
SmM Fostatovy pufr pH 7,4

SmM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4

4.3.1.3 Material

Zdrojem  acetylcholinesterasy byl hemolyzat lidskych erytrocytti, zdrojem
butyrylcholinesterasy lidska plazma. M¢feni bylo provedeno na mikrotitraénich
destickach.

4.3.2 Pristroj pouzity ke stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.3.3 Podminky méfeni
Teplota 37 °C

Prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)
Vlnova délka spektrofotometru 436 nm (HuAChE) a 412 nm (HuBuChE)
Mikrotitracni desticky

4.3.4 Priprava hemolyzatu

Erytrocyty byly ziskany z Cerstvé odebrané lidské krve s ptfidavkem citratu sodného
jako protisrazlivého ¢inidla (18 ml krve + 2 ml 3,4 % roztoku citratu). Citratovana krev
byla rozdélena do zkumavek po 5 ml a byla provedena centrifugace pfi rychlosti 4000
ot./min, teploté¢ 4 °C a déce trvani 10 minut za pouziti centrifugy Boeco U-32R s
rotorem Hettich 1611. Po centrifugaci byla odebrana ze zkumavek plazma, ktera byla
uchovéana pifi 4 °C pro stanoveni aktivity HuBuChE (nejdéle 6 hodin). Pomoci
bezpopelného filtracniho papiru byl odsat zbytek plazmy. Po zméfeni objemu
erytrocytarni masy byl pfiddn SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM
chloridu sodného a erytrocyty jim byly celkem tfikrat promyty pomoci centrifugace (12
000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly Smichany s SmM
fosfatovym pufrem (pH 7,4) v poméru 1 : 9 (pufr : erytrocyty) a nechaly se spontanné
hemolyzovat. Po ukonceni této fizené hemolyzy se okamzit¢ zméii aktivita vzniklého

hemolyzatu a pfipadné¢ je SmM fosfatovym pufrem upravena jeho absorbance na
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hodnotu 0,08-0,15 a nafedény hemolyzat je uchovavan do doby pouziti pii teploté -22
°C. Cholinesetrasova aktivita plazmy je stanovena stejnym zpusobem (hodnota
absorbance musi byt v rozmezi 0,15-0,20) a ziskana plazma je uchovavana stejnym

zpusobem jako hemolyzat.

4.3.5 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (hodnoty ICsp)

Pro stanoveni hodnoty ICsg byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substraty slouzi estery
thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin a pfisluSnou kyselinu.
Byla stanovena koncentrace SH- skupin thiocholinu, které se vazou na DTNB za vzniku
zluté zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce 436
nm (HUAChE) nebo 412 nm (HuBuChE). Byl sledovan nartst absorbance za 1 minutu.
Hodnoty 1Csyp byly vypoéitiny z naméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterasy nebo butyrylcholinesterasy nelinearni regresi v programu
GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego,
CA, USA). Vysledky cholinesterasové aktivity stanovovanych sumarnich alkaloidnich
extrakti byly porovnadny s hodnotami ICsy zndmych inhibitori cholinesteras:
galanthaminem (ICso,nuache = 1,71 £ 0,07 uM, 1Cso,HuBuche = 42,30 = 1,30 puM),
huperzinem A (ICsp,nuache = 0,033 £ 0,001 puM, ICso,Husuche >1000 uM) a eserinem
(ICs0,Huache = 0,063 £ 0,001 uM, ICsg,Husuche = 0,130 £ 0,004 uM). % | (inhibice) byla

pocitana dle vzorce:

%I =100 — (AAgL/ AAsga) - 100

kde AApg_L znaci nartist absorbance slepé¢ho vzorku za 1 minutu a AAga je narlst

absorbance méfeného vzorku.

4.3.5.1 Stanoveni aktivity enzymii

Do jamek mikrotitracnich desti¢ek se v pripadé méfeni aktivity enzymt napipetuje 8,3
ul plazmy nebo hemolyzatu, ptida se 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO (6 jamek vedle
sebe), po promichani na mikrotfepatce po dobu jedné minuty se smés inkubuje v
komofte readeru pii 37 °C po dobu 5 minut, potom se pfidd 33,3 ul roztoku substratu
(10 mM acetylthiocholinjodidu nebo 10mM butyrylthiocholinjodidu) a zjisti se pfi
ptislusné vinové délce absorbance (AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm)
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absorbance. Zpusobem popsanym vySe se vypocte rozdil a stanovi primér se

smérodatnou odchylkou.

4.3.5.2 Stanoveni aktivity extraktii
Pii méfeni extraktl se postupuje stejné, fedéni extrakta je vSak: 20 mg/ml, 2, 0,2, 0,02,

0,002 a DMSO.

4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Stanoveni antioxidacni aktivity alkaloidnich extrakti vzhledem k pfedchozim
vysledkiim nebylo provedeno.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli

Galanthus elwesii

V sumarnim alkaloidnim extraktu, ktery byl ziskan z cibuli druhu Galanthus elwesii
(Obr. 17), bylo pomoci GC/MS analyzy detekovano a nasledné¢ identifikovano celkem
5 alkaloidu, jez jsou spolu s relativnim procentualnim zastoupenim shrnuty v nasledujici
tabulce (Tab. 12). Identifikované alkaloidy patfi do nasledujicich strukturnich typt:
lykorinovy (4), tazettinovy (3) a galanthaminovy (1, 2, 5). Struktury alkaloidi jsou
zobrazeny na Obr. 18. Jako hlavni latka byl identifikovan alkaloid tazettinového typu —
tazettin. Druhou nejvice zastoupenou latkou byl galanthamin a v minoritnim mnozstvi
byly identifikovany alkaloidy inkartin, lykorin a narwedin. Inhibi¢ni aktivita tohoto
extraktu vici HuAChE byla zajimava — 1Csp = 10,29 + 1,00 pg/mL a velmi
pravdépodobné je spojena s pfitomnosti galanthaminovych alkaloidl. Inhibi¢ni aktivita
vici HuBuChE byla ICso = 51,60 + 6,16 pg/mL. Studie zabyvajici se vyzkumem
inhibice HuBuChE zatim neposkytly dostatek informaci pro to, aby bylo mozné
formulovat zavéry, které alkaloidy jsou za tuto aktivitu zodpovédné. V nasi laboratofi
bylo zatim izolovano a testovdno cca 20 alkaloidl a zatim pouze galanthamin vykazal
jistou inhibiéni aktivitu vi¢i HuBuChE (ICsp = 42,30 + 1,30 |,LM)68. Izolace a testovani
dalsich alkaloidii nadale probiha.

Slozeni alkaloidniho extraktu jednoho konkrétniho rostlinného druhu se miiZze znacné
liSit v zavislosti na lokalité sbéru, charakteristice podnebi, typu rostlinné¢ drogy a dobé¢
uplynulé od jejiho sbéru. Z alkaloidniho extraktu ziskaného z celych rostlin Galanthus
elwesii byly jiz dfive ziskany i jiné alkaloidy, nez jsou ty uvedené v tabulce (Tab. 12).
Mezi n¢ patii naptiklad sanguinin, N-demethylgalanthamin, leukotamin (alkaloidy
galanthaminového typu), 11-O-(3'-hydroxybutanoyl)hamayn, hamayn (alkaloidy
haemanthaminového typu), 2-O-(3'-acetoxybutanoyl)lykorin, anhydrolykorin, 11, 12-
dehydroanhydrolykorin, 2-O-(3'-hydroxybutanoyl)lykorin (alkaloidy lykorinového
typu), 1l-deoxytazettin, 6-O-methylpretazettin (alkaloidy tazettinového typu),
homolykorin, hippeastrin, galwesin, O-demethylgalwesin, 16-hydroxygalwesin, 16-
hydroxy-9-O-demethylgalwesin, galasin, 2-hydroxyhomolykorin (alkaloidy

homolykorinového typu) a 8-O-demethylvaskonin (neurdeny strukturni typ)>*®08%,
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Pravé zminény 2-O-(3'-hydroxybutanoyl)lykorin byl v Galanthus elwesii identifikovan

a jeho struktura byla uréena pomoci NMR a dalsich technik®.

Obr. 17 Galanthus elwesii™

Tabulka 12 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Galanthus elwesii a

popis jejich hmotnostnich spekter

Slouéenina RT?
(min)

[M+] a charakterisktické ionty, m/z
(% relativni intenzita)

%

Reference pro
MS

1. Galanthamin 19,164

2. Narwedin 20,330
3. Tazettin 22,839
4. Lykorin 24,137
5. Inkartin 24,352

287(89), 286(100), 270(13), 244(26),
230(13), 216(32), 174(26), 128(9),
115(13)

285(85), 284(100), 242(20), 228(11),
216(20), 199(18), 174(29)

331(20), 316(20), 298
(25), 247(100), 230(10)

287(30), 268(24), 250(32), 227(68),
226(100), 211(5), 147(9)

333(45), 332(100), 296(30), 259(70),
258(85), 250(30)

30

<1

63

NIST 11

NIST 11

NIST 11

NIST 11

68
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Tazettin (3)

Lykorin (4) Inkartin (5)

Obr. 18 Struktury alkaloidt identifikovanych v Galanthus elwesii
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Obr. 19 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Galanthus elwesii
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5.2 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli

Galanthus woronowii

V sumarnim alkaloidnim extraktu izolovaného z cibuli druhu Galanthus woronowii
bylo pomoci GC/MS analyzy detekovano 5 alkaloidl, z nichz 4 byly identifikovany.
Jeden z detekovanych alkaloida (5) se nam nepodafilo urcit. Bohuzel tento alkaloid byl
V sumarnim extraktu pfitomen pouze ve stopovém mnozstvi (<1% TIC). Pro identifikaci
této latky je nutna jeji izolace a strukturni studie za vyuziti MS a NMR technik.
Vzhledem Kk minimalnimu mnozstvi této latky v alkaloidnim extraktu, se jeji ziskani
v dostate¢ném mnozstvi jevi jako nesnadné. V na$i laboratofi byl tentyz alkaloid
detekovan v sumdarnich alkaloidnich extraktech v né€kolika druzich a kultivarech rodu
Narcissus. Ve vétsim relativnim procentualnim zastoupeni byl vsak identifikovan pouze
v druhu Narcissus nanus, ale i v tomto druhu to bylo pouze malé mnozstvi (2% TIC)?.
Ziskana inhibi¢ni aktivita vi¢i HUAChE byla velmi dobra — 1Cso = 8,65 £ 1,20 pg/mL,
coz bylo velmi pravdépodobné zapfi€inéno vysokym zastoupenim alkaloidl
galanthaminového (1) a lykorinového (3, 4) typu, S nimiz je inhibi¢ni aktivita vici
HuAChE hlavné spojovéna a jejichz celkové relativni procentualni zastoupeni bylo 98%
TIC. Inhibi¢ni aktivita viici HuBuChE byla ICso = 75,44 + 7,73 pg/mL. Rozdil ICsy pro
HuBuChE u tohoto druhu a dfive zminéného druhu Galanthus elwesii mize byt mimo
jiné dan i relativnim procentualnim zastoupenim galanthaminu, jez u Galanthus elwesii
bylo 30% a u Galanthus woronowii bylo pouze 19%. Pfesto pravé cibule rostliny
Galanthus woronowii slouzily jako zdroj pro izolaci galanthaminu pro terapeutické
ucely, nez byly objeveny lepsi zdroje pro jeho izolaci. Primyslové se v soucasné dobé
galanthamin izoluje z Leucojum aestivum®, riiznych kultivaréi Narcissus a v Japonsku a

Cing z Lycoris radiata®.

Z Galanthus woronowii (Obr. 20) byly jiz dfive v jinych studiich izolovany i dalsi
alkaloidy. Slo mimo jiné o alkaloidy galanthaminového typu (narwedin, sanguinin),
alkaloidy lykorinového typu 2-O-(3"-hydroxybutanoyl)lykorin® a sternbergine, ktery
byl prvné identifikovan v rodu Galanthus a diive byl izolovan hlavn¢ z rodt Sterbergia
a Brunsvigia®, tetrahydroisochinolinovy alkaloid salsolin®, ktery byl viibec poprvé

identifikovan v ¢eledi Amaryllidaceae.
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84,85

Obr. 20 Galanthus woronowii

Tabulka 13 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Galanthus woronowii

a popis jejich hmotnostnich spekter

Slou¢enina RT® [M+] a charakterisktické ionty, m/z %  Reference pro
(min) (% relativni intenzita) MS

1. Galanthamin 19,203 287(89), 286(100), 270(13), 244(26), 19  NIST 11
230(13), 216(32), 174(26), 128(9),

115(13)

2. Tazettin 22,852  331(20), 316(20), 298(25), 247(100), 1  NIST 11
230(10)

3. Galanthin 23,768  317(26), 316(18), 298(11), 284(14), 57  NIST 11

268(19), 266(15), 244(15), 243(93),
242(100), 228(9)

4. Lykorin 24,242 287(30), 268(24), 250(32), 227(68), 22  NIST 11
226(100), 211(5), 147(9)

5. A 24,750  303(31), 302(22), 284(18), 266(17), <1
243(76), 242(100), 228(12), 162(12)
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Galanthamin (1) Galanthin (3)

Lykorin (4)

Obr. 21 Struktury alkaloidt identifikovanych v Galanthus woronowii
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Obr. 22 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Galanthus woronowii
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5.3 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli
Leucojum aestivum cv. GRAVETYE GIANT

V sumarnim alkaloidnim extraktu rostliny Leucojum aestivum cv. GRAVETYE GIANT
bylo pomoci GC/MS detekovano celkem 14 alkaloidi, ale pouze 7 se podafilo
identifikovat na zakladé¢ jejich MS spekter pomoci komercéni knihovny spekter, ¢i
dostupné literatury. Z osmi alkaloidu, které se nepodatilo identifikovat, se tii (6, 11, 14)
vyskytovaly v extraktu v relativnim procentudlnim zastoupeni < 1% a jejich izolace
v Cistém stavu a nasledna identifikace bude naro¢na. Dalsi z téchto alkaloidu (9, 10, 12,
13) se vyskytuji ve vy$§im mnozstvi (3 — 7% TIC). Inhibi¢ni aktivita alkaloidniho
extraktu tohoto kultivaru vi¢i HuAChE byla — 1C5o = 38,37 + 5,51 pg/mL, ale
V porovnani s predchazejicimi rostlinnymi druhy az 8x nizsi. Opét je pravdépodobné, ze
tato aktivita je spojena s pfitomnosti galanthaminu (1). Inhibi¢ni aktivita tohoto
alkaloidniho extraktu vi¢i HuBuChE nizk4 (ICsq = 152,93 + 15,49 pg/mL). Vzhledem
k mnozstvi alkaloidi, které se nepodatilo identifikovat, se tato rostlina jevi jako vhodna
pro podrobnou fytochemickou studii za ucelem izolace novych, doposud nepopsanych

struktur.

Obr. 23 Leucojum aestivum cv. GRAVETYE GIANT#
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Leucojum aestivum cv. GRAVETYE GIANT byla vyslechténa z Leucojum aestivum
(tzv. letni bledule), ktera na rozdil od Leucojum vernum kvete az v obdobi dubna a

kvétna. Kultivar byl vyslechtén piedevs§im z dekorativnich divodu (Obr. 23).

Z Leucojum aestivum bylo doposud izolovano zatim asi 20 Amaryllidaceae alkaloidu.
Mimo jiné byly izolovany 2 N-alkylované detivaty galanthaminu — N-
allylnorgalanthamin (ICsp, puache = 0,18 uM) a N-(14-methylallyl)norgalanthamin
(ICs0 Huache = 0,16 uM), jejichz inhibi¢ni aktivita vi¢éi HUAChE je lepsi nez aktivita
samotného galanthaminu (ICsp wyache = 1,82 uM), coz je velmi pravdépodobné
zpiisobeno substituci N-methylu za allylovou & 14-methylallylovou skupinu®™.
Limitujicim faktorem téchto latek je ale jejich nizkd dostupnost z biologického

materidlu. V rostlinach se vyskytuji pouze v minoritnich mnozstvich.

Tabulka 14 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Leucojum aestivum cv.
GRAVETYE GIANT a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloucenina RT? [M+] a charakterisktické ionty, m/z %  Reference
(min) (% relativni intenzita) pro M3

1. Galanthamin 19,018  287(89), 286(100), 270(13), 244(26), 8 NIST 11
230(13), 216(32), 174(26), 128(9),
115(13)

2. Krinin 20,006  271(100), 270(14), 254(8), 242(8), <1 NIST 11
228(25), 216(14), 199(65), 187(57),
173(18), 115(22)

3. O-Acetylgalanthamin 21,223  329(28), 328(35), 286(6), 270(100), <1 NIST 11
226(11), 216(31), 174(13), 115(17),
43(20)

4.11, 12— 22,031  249(59), 248(100), 190(25), 163(7), <1

Didehydroanhydrolykorin 95(15)

5. Tazettin 22,679  331(20), 316(20), 298(25), 247(100), 13 NIST 11
230(10)

6. Al 23,365  371(82), 338(26), 257(86), 240(39), <1
225(73), 131(100), 116(35)

7. 1-O-Acetyldihydrolykorin 23,613  331(32), 270(27), 252(14), 242(11), 5 NIST 11
229(64), 228(100), 210(5), 43(15)

8. Lykorin 24,034  287(30), 268(24), 250(32), 227(68), 54 NIST 11
226(100), 211(5), 147(9)

9. A2 24,161  299(21), 266(6), 250(36), 225(65), 3
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224(100), 212(11)

10. A3 250930  279(72), 278(100), 263(9), 235(13), 4
178(10)
11. A4 26,114  2317(13), 316(26), 299(57), 1

268(100), 250(40), 242(55), 225(26),
214(65), 212(68)

12. A5 26,220  373(19), 372(19), 271(21), 270(100), 7
216(20), 165(10)

13. A6 26,379  299(45), 278(14), 268(100), 264(99), 3
250(51), 212(29), 178(13), 147(17)

14. A7 28,170  ?295(95), 294(100), 279(61), <1
250(10), 222(7), 194(7), 164(8),
140(21), 96(25)

Galanthamin (1) Krinin (2) O-Acetylgalanthamin (3)
OCHj, o #CHg oH
o)
e .
0 N o) N
11, 12-Didehydroanhydrolykorin (4) Tazettin (5) 1-O-Acetyldihydrolykorin (7)

Lykorin (8)

Obr. 24 Struktury alkaloidt identifikovanych v Leucojum aestivum cv. GRAVETYE

GIANT
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Obr. 25 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Leucojum aestivum

cv. GRAVETYE GIANT
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5.4 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli
Leucojum vernum

V sumarnim alkaloidnim extraktu ziskaného z cibuli druhu Leucojum vernum byly
detekovany a nasledn¢ identifikovany 3 alkaloidy. I kdyz v tomto sumarnim extraktu
nebyl identifikovan galanthamin a zastoupeni alkaloidi galanthaminového typu (1) bylo
<1%, byla ICsy = 36,30 + 4,80 ug/mL. Tato hodnota inhibi¢ni aktivity vi¢i HuAChE je
relativné dobra i piesto, ze lykorin a homolykorin (2, 3) HuAChE nijak neinhibuji.
Inhibice HuBuChE méla hodnotu ICsy = 49,93 + 7,14 pg/mL, coz by pfiblizné
odpovidalo inhibi¢ni aktivitd galanthaminu (ICsq = 42,30 + 1,30 uM)?. Tento sumarni
extrakt ale galanthamin neobsahuje, proto by bylo potfeba izolovat identifikované
alkaloidy v ¢isté form¢ a zméfit jejich HuBuChE inhibi¢ni aktivitu, abychom zjistili,

ktery z nich je za tuto inhibici zodpovédny a potencidln¢ dale vyuzitelny.

Obr. 26 Leucojum vernum®’

Vyskyt a mnozstvi jednotlivych alkaloidii se u stejné rostliny mize lisit v zavislosti na
lokalit¢ vyskytu, povétrnostnich podminkdch a dostupnosti jednotlivych nutrientt.
V diivéjsich pracich byl zcibuli Leucojum vernum izolovan napiiklad 2-O-
acetyllykorin (lykorinovy typ)®, 9-O-demethylhomolykorin, 5a-hydroxyhomolykorin,

hippeastrin (alkaloidy homolykorinového typu), 11-hydroxyvittatin (haemanthaminovy
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typ) a také leukovernin a acetylleukovernin — alkaloidy galanthaminového typu, které
byly poprvé izolovany z Leucojum vernum (Obr. 26) a nasledné strukturné popsany
pomoci NMR a dalSich metod®.

Leucojum vernum je mensi nez diive zminéna Leucojum aestivum — dorusta se zhruba
10 - 40 cm. Kvéty byvaji jednotlivé, vyjimecné stvol nese kvéty 2 — 3. Plodem je Siroce

elipsoidni tobolka obsahujici semena s elaiosomem®.

Tabulka 15 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Leucojum vernum a

popis jejich hmotnostnich spekter

Sloucenina RT® [M+] a charakterisktické % Reference
(min) ionty, m/z (% relativni pro M3
intenzita)

1. N-Demethylgalanthamin 19,725 273(95), 272(100), 230(32),
202(27), 174(15), 128(11),
115(13), 77(10)

N

1 NIST 11

2. Lykorin 24,212 287(30), 268(24), 250(32), 61  NIST11
227(68), 226(100), 211(5),
147(9)

3. Homolykorin 24, 458 301(-), 207(1), 178(3), 110(8), 38 24
109(100), 108(20), 94(3),
82(3)

N-Demethylgalanthamin (1) Lykorin (2) Homolykorin (3)

Obr. 27 Struktury alkaloidt identifikovanych v Leucojum vernum
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Obr. 28 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Leucojum vernum
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5.5 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN

Za vyuziti GC/MS bylo v alkaloidnim extraktu Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN
detekovano 12 alkaloidt, z nichZ 2 se nepodatilo identifikovat. Identifikované alkaloidy
patii do nékolika strukturnich typt — galanthaminového (1), lykorinového (3, 4, 5, 8, 9),
haemanthaminového (6), krininového (7) a homolykorinového (10, 12). Inhibi¢ni
aktivita tohoto extraktu viici HuAChE byla velmi nizka (ICsp = 476,48 + 60,20 pg/mL).
Tato vysoka hodnota ICsy souvisi se skuteCnosti, Ze pfi GC/MS analyze nebyly
identifikovany latky, které disponuji aktivitou viac¢i HuAChE. Naproti tomu byla
inhibi¢ni aktivita vi¢i HuBuChE relativné dobra - 1Csp = 49,99 + 5,38 ug/mL.
V alkaloidnim profilu byly uréeny alkaloidy, které doposud nebyly sledovany z hlediska
inhibice HUBUChE (3, 4, 5, 7, 9, 10). Z tohoto diivodu se tato rostlina jevi jako zajimava

za ucelem izolace té€chto latek a jejich biologického testovani.

Obr. 29 Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN®

Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN je botanicky kultivar vyslechtény primarné pro
okrasné ucely. Patii do skupiny narcisu s velkou pakorunkou — narcisy v této skupiné
nesou na stonku pouze jeden kvét, v némz pakorunka piesahuje tfetinu délky okvétnich
listki (Obr. 29) a patii do podskupiny sbilymi okvétnimi listky a barevnou
pakorunkou®"%.
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Tabulka 16 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Narcissus cv.
PROFESSOR EINSTEIN a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloucenina RT? [M+] a charakterisktické % Reference pro
(min)  jonty, m/z (% relativni MS

intenzita)

1. Lykoramin 19,314  289(65), 288(100), 274(10), tr  NIST 11
232(10), 202(30)

2. A8 20,625 ?177(7), 109(100) 1

3. Norpluviin 21,299  273(75), 273(33), 254(42), 3 NIST 11
242(6), 229(50), 228(100),
241(5)

4. Pluviin 21,569 287(81), 286(48), 268(52), 1 NIST11
254(15), 243(66), 242(100),
228(23)

5.11, 12— 22,076  249(59), 248(100), 190(25), 1

Didehydroanhydrolykorin 163(7), 95(15)

6. Haemanthamin 22,486  301(15), 272(100), 240(15), 16 NIST 11
225(5), 211(15)

7. Pankracin 23,216  287(100), 286(20), 270(17), 11 NIST 11
243(17), 223(15), 214(16),
199(18), 185(26)

8. Lykorin 24,046  287(30), 268(24), 250(32), 10 NIST 11
227(68), 226(100), 211(5),
147(9)

9. 9-O-Methylpseudolykorin 24,604  303(35), 284(24), 243(86), <l NIST11
242(100)

10. Homolykorin 25,086  301(-), 207(1), 178(3), 39 #
110(8), 109(100), 108(20),
94(3), 82(3)

11. A9 25,450 329(31), 269(76), 268(100), 2
250(93), 240(16), 226(81),
211(12), 147(15)

12. Hippeastrin 26,033 315(-), 162(4), 134(4), 15

125(100), 96(36), 82(3)
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Obr. 30 Struktury alkaloidt identifikovanych v Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN
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Obr. 31 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus cv.

PROFESSOR EINSTEIN
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5.6 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli
Narcissus cv. QUIRINUS

V sumarnim alkaloidnim extraktu Narcissus cv. QUIRINUS bylo detekovano
dohromady 10 alkaloidd, z nichz se 8 podafilo identifikovat. Oba neur¢ené alkaloidy (6,
11) se v extraktu vyskytovaly v relativnim procentualnim zastoupeni < 1%, takze jejich
izolace v Cisté formé se jevi jako obtizna. Hodnota ICsq byla 17,72 + 2,41 ug/mL, coz
znaci relativn€ dobrou inhibic¢ni aktivitu vic¢i HuAChE. Tato aktivita je pravdépodobné
zpusobena zastoupenim inhibujicich alkaloidi galanthaminového typu (2, 4) a
ptitomnosti 11, 12-didehydroanhydrolykorinu (7). Aktivita inhibice HUBUChE (ICso =
46,61 £ 4,20 pg/mL) je o néco lepsi nez u Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, coz

mohlo byt zptsobeno pritomnosti galanthaminu v tomto alkaloidnim extraktu.

Narcissus cv. QUIRINUS byl vyslechtén primarné k okrasnym ucelim. Stejné jako

Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN patii do skupiny narcist s velkou pakorunkou -

ovsem do podskupiny, ktera ma barevnou nejen pakorunku, ale i okvétni listky88’90 —

Obr. 32.

Viz

Obr. 32 Narcissus cv. QUIRINUS™
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Tabulka 17 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Narcissus cv.

QUIRINUS a popis jejich hmotnostnich spekter

Slouéenina RT® [M+] a charakterisktické %  Reference
(min) ionty, m/z (% relativni pro MS

intenzita)

1. Galanthamin 19,071 287(89), 286(100), 270(13), 9 NIST 11
244(26), 230(13), 216(32),
174(26), 128(9), 115(13)

2. Lykoramin 19,336 289(65), 288(100), 274(10), 2 NIST 11
232(10), 202(30)

3. necistota 19,600 <1

4. Lykoraminon 19,666  287(70), 286(100), 272(5), 1
258(8), 244(8), 230(12),
218(20), 202(25)

5. Krinin 20,061  271(100), 270(14), 254(8), <1  NIST 11
242(8), 228(25), 216(14),
199(65), 187(57), 173(18),
115(22)

6. A10 20,580  ?315(48), 314(65), 272(7), 1
254(100), 242(22), 228(29)

7.11, 12- 22,076  249(59), 248(100), 190(25), <1

Didehydroanhydrolykorin 163(7), 95(15)

8. Haemanthamin 22,485  301(15), 272(100), 240(15), <1 NIST 11
225(5), 211(15)

9. Tazettin 22,732 331(20), 316(20), 298(25), 10  NIST 11
247(100), 230(10)

10. Lykorin 24,133  287(30), 268(24), 250(32), 74  NIST 11
227(68), 226(100), 211(5),
147(9)

11. Al1 30,218  341(100), 324(8), 297(5), <1

266(10), 236(17), 208(44),
162(10)
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Obr. 33 Struktury alkaloidu identifikovanych v Narcissus cv. QUIRINUS

75



100

50

Galanthamin

19.00

Lykoramin

H4CO

20.00

<

OH

,v Lykoraminon

Haemanthamin

11,12-Didehydroanhydrolykorin

L | o

O
Keinin  ¢Z O Ao O N/ | Tezettin
0 . 4

21.00 22.00 23.00

Obr. 34 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus cv.
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5.7 GC/MS analyza a biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli
Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE

V sumarnim alkaloidnim extraktu izolovaného z kultivaru Narcissus cv. VIRGINIA
SUNRISE bylo pomoci GC/MS analyzy detekovéano a nasledné i identifikovano celkem
12 rGznych alkaloidii. Za pomoci vySe zminéné Ellmanovy metody byly zméteny
inhibi¢ni aktivity vi¢i HuAChE a HuBuChE. Obé tyto hodnoty jsou zajimavé -
HUAChE ICsy = 10,72 £ 0,83 pg/mL, coz je velmi pravdépodobné dano vysokym
zastoupenim inhibujicich alkaloidt galanthaminového (1, 3, 4) a lykorinového (7, 10,
11) strukturniho typu. I HuBuChE inhibi¢ni aktivita byla velmi dobra — 1Csp = 29,62 +
3,47 pg/mL. Tato hodnota je mnohem nizsi nez u ¢istého galanthaminu (1Csp = 42,30 +
1,30 uM)*. Tato skutecnost &ini Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE zajimavym pro
izolaci ¢istych latek a jejich biologické testovani, coz je pfedmétem dal$iho vyzkumu na

nasi katedre.

Kultivar Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE byl vyslechtén hlavné za dekorativnim
ucelem. Patii do stejné skupiny narcisii jako oba predchozi kultivary, a tedy do skupiny
s velkou pakorunkou, a do stejné podskupiny jako Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN —tj. s bilymi okvétnimi listky a barevnou korunkou (Obr. 35).

Obr. 35 Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE®>%

77



Tabulka 18 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich Narcissus cv.
VIRGINIA SUNRISE a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloucenina

RT?
(min)

[M+] a charakterisktické
ionty, m/z (% relativni
intenzita)

%

Reference
pro MS

1. Galanthamin

2. Lykoramin

3. Epinorgalanthamin

4. N-Demethyllykoramin

5. Narwedin

6. Karanin

7.11, 12-
Didehydroanhydrolykorin

8. Haemanthamin

9. Lykorin

10. 9-O-Methylpseudolykorin

11. Pseudolykorin

12. Hippeastrin

19,065

19,330

19,640

19,878

20,231

20,850

22,076

22,482

24,083

24,614

25,121

26,021

287(89), 286(100), 270(13),
244(26), 230(13), 216(32),
174(26), 128(9), 115(13)

289(65), 288(100), 274(10),
232(10), 202(30)

273(95), 272(100), 230(32),
202(27), 174(15), 128(11),
115(13), 77(10)

275(75), 274(100), 202(11),
188(18), 175(15), 159(12),
115(20)

285(85), 284(100), 242(20),
228(11), 216(20), 199(18),
174(29)

271(86), 270(46), 252(52),
250(10), 240(12), 227(48),
226(100), 215(5)

249(59), 248(100), 190(25),
163(7), 95(15)

301(15), 272(100), 240(15),
225(5), 211(15)

287(30), 268(24), 250(32),
227(68), 226(100), 211(5),
147(9)

303(35), 284(24), 243(86),
242(100)

289(32), 288(21), 270(21),
252(14), 229(73), 228(100),
214(7), 147(7), 119(12),
44(11)

315(-), 162(4), 134(4),
125(100), 96(36), 82(3)

19

tr

N

1

N

NIST 11

NIST 11

NIST 11

68

NIST 11

68

68

NIST 11

NIST 11

NIST 11

NIST 11

68
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Obr. 36 Struktury alkaloidu identifikovanych v Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE
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V ramci této diplomové prace bylo pfipraveno sedm sumdrnich alkaloidnich extraktt
z ruznych druhii a kultivar rodd Galanthus, Leucojum a Narcissus nalezicich do ¢eledi
Amaryllidaceae. Tyto sumarni extrakty byly podrobeny GC/MS analyze a
spektrofotometrickému stanoveni inhibi¢ni aktivity viuc¢i HUAChE a HuBuChE pomoci
Ellmanovy metody. Antioxida¢ni aktivita jednotlivych sumarnich extraktii pomoci
DPPH testu nakonec nebyla stanovovana, nebot se tento test u sumdarnich extraktl

projevil jako neprikazny.

Za vyuziti GC/MS techniky byly identifikovany jednotlivé alkaloidy. Byly ur¢eny latky
ruznych strukturnich typa. Bohuzel, ne u vsech latek se nam podafilo urcit jejich
strukturu. Mize se jednat o latky, jejichz hmotnostni spektra nejsou dostupna
Vv literatufe, komerénich knihovnach spekter (v nasem ptipadé NIST 11), nebo o latky,
které jeSté nebyly identifikovany a strukturné urceny. Nejvice neidentifikovanych latek
se nachazelo v sumarnim alkaloidnim extraktu Leucojum aestivum cv. GRAVETYE
GIANT. Tento kultivar by tedy mohl byt zajimavy z hlediska vyzkumu zaméteného na
izolaci dosud neidentifikovanych latek v ¢istém stavu, urceni jejich struktury a testovani

biologickych aktivit téchto latek.

Z testovanych rostlin vykézal nejleps$i inhibi¢ni aktivitu vac¢i HuAChE alkaloidni
extrakt Galanthus woronowii (ICsp = 8,65 + 1,20 pg/mL). Tato aktivita byla
pravdépodobné zpisobena relaticné vysokym obsahem galanthaminu. Zajimavou
aktivitu v ihibici HUAChE vedle Galanthus woronowii, vykazaly jest¢ sumarni
alkaloidni extrakty ziskané z cibuli Galanthus elwesii (ICs = 10,29 + 1,00 ug/Ml) a
Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE (ICso = 10,72 + 0,83 ug/Ml). Posledni zminény
sumarni extrakt ziskany zcibuli Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE byl také
nejaktivnéj§im vuci HUBUChE (ICsp = 29,62 + 3,47 ug/MI). Tento sumarni extrakt
obsahuje celou fadu latek, jejichz schopnost inhibovat HuBuChE zatim nebyla v Cistém
stavu testovana. Z tohoto hediska by bylo zajimavé jednotlivé alkaloidy z tohoto
extraktu izolovat a testovat, aby bylo zjiSté€no, ktera ¢i které z latek jsou za tuto inhibi¢ni
aktivitu zodpovédné. Vzhledem Kk inhibici HUAChE i HuBuChE by bylo zajimavé
zjistit, zda by néktery z alkaloidl nebyl dudlnim inhibitorem obou téchto enzymi, nebot’

tato spojena aktivita by byla v terapii AD velmi Zadana.
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Antioxidacni aktivita alkaloidnich extrakti nebyla nakonec testovédna, a to z diivodu

neaktivity extraktl s velmi podobnych alkaloidnim profilem.
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AP amyloid beta

acetyl-CoA acetylkoenzym A

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AmA Amaryllidaceae alkaloidy

AMK aminokyselina

AMPA receptory amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-izoxazolepropionové receptory
APP amyloidni prekurzorovy protein

ASAD Alzheimer’s Disease Assessment Scale

BuChE butyrylcholinesterasa

BPSD behavioralni a psychologické symptomy u demenci
CDT Clock Drawing Test

CITES Convention on International Trade in Endangered Species
COX-2 cyklooxygenasa 2

cv. kultivar

DAD Disability Assessment for Dementia

DTNB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

Et,O diethylether

EtOAC ethylacetat

EtOH ethanol

GC plynova chromatografie
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HSN1 virus ptaci chiipky

HEB hematoencefalicka bariéra

HIV Human Immunodeficiency Virus
HUAChE humanni acetylcholinesterasa
HuBuChE humanni butyrylcholinesterasa
IVIG intravendzni imunoglobuliny
MMSE Mini-Mental State Examination
MRI magneticka rezonance

MS hmotnostni spektrometrie

NINCDS-ADRDA National Institute of Neurological and Communicative Disorders —

Alzheimer’s Disease and Related Dementias Association
NIST National Institute of Standards and Technology Library
NMDA receptory N-methyl-D-aspartatové receptory

NMR nukledrni magnetické rezonance

PET pozitronova emisni tomografie

POP prolyloligopeptidasa

RT retencni Cas

SARS Severe Acute Respiratory Syndrome

TIC totélni iontovy proud

97



Abstrakt

Vice nez 50 % vSech ptipadi demence je zpisobeno Alzheimerovou chorobou (AD).
Jednd se o progresivni neurodegenerativni onemocnéni pusobici postupnou ztratu
paméti, poruchy orientace i chovani, jez zasahuji do pacientova socialniho i pracovniho
zivota. AD je charaktericticka ztratou neuronti v urcitych oblastech mozku — na ptiklad
V hipokampu ¢i kiie. Etiopatogeneze vzniku AD neni jesté zcela zndma, proto je 1écba
pouze symptomatickd. Dulezitou roli hraje vznik extracelularnich plak proteinu f
amyloidu (ApB) okolo neuritii, coz vede k jejich degeneraci a nasledné bunééné smrti. AP
se podporuje vznik volnych kyslikovych radikald, coz vede ke smrti neuront, stejné
jako intracelularné vznikajici uzliky t proteinu. Dal$im z problému je nerovnovaha
glutamatergniho systému, jehoz fyziologicka funkce je nezbytna pro spravnou tvorbu
paméti. U pacientli s AD dochazi k ptilisné aktivaci tohoto systému, coz vede ke vzniku
Suml mezi neurony a ztizeni pfenosu nervového vzruchu, excitotoxicité a apoptoze
neuronll. U pacientl trpicich AD je také snizena koncentrace neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) v mozku, coz ptispiva k rozvoji onemocnéni. ACh je fyziologicky
na synapsi rozkladan enzymem acetylcholinesterasou (AChE). Druhym enzymem, ktery
se podili na rozkladu ACh, je butyrylcholinesterasa (BuChE). V pokrocilych stadiich
AD muze byt hladina ACh a cholinacetyltransferasy snizena az o 90 % oproti

normalnim fyziologickym koncentracim, zatimco koncentrace BuChE se zvySuje a
nabyva na vyznamu. Proto je perspektivni vyzkum za ucelem najit dudlni inhibitory

AChE i BuChE.

Rody Galanthus, Leucojum a Narcissus nalezi do ¢eledi Amaryllidaceae. Rostliny této
Celedi obsahuji Siroké spektrum sekundarnich metabolith nazyvanych jako
Amaryllidaceae alkaloidy. Tyto alkaloidy vykazuji celou $kalu biologickych wéinkd,
jako je ucinek protizanétlivy, protivirovy, antineoplasticky, antimykoticky,
antibakterialni, antiparaziticky a v neposledni fad€ inhibuji erytrocytarni AChE a

sérovou BuChE.

Byly ziskany sumérni alkaloidni extrakty z cibuli sedmi vybranych druht a kultivar
(Galanthus elwesii, Galanthus woronowii, Leucojum vernum, Leucojum aestivum cv.
GRAVETYE GIANT, Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Narcissus cv.

QUIRINUS and Narcissus cv. VIRGINIA SUNRISE) a ty byly podrobeny GC/MS
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analyze. Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany pomoci svych hmotnostnich spekter,
retenénich Casi a indexd. Sumarni extrakty byly pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody testovany in vitro na schopnost inhibovat humanni AChE
(HuAChE) a BuChE (HuBuChE). Inhibi¢ni aktivity sumarnich alkaloidnich extrakt
vuci cholinesterasim byly porovnavany s pozitivnim standardem galanthaminem

(ICSO,HUAChE =1.710 £ 0.007 uM; ICsp Huguche = 42.30 £ 1.30 uM).

Kli¢ova slova

Amaryllidaceae, alkaloidy, GC/MS, Alzheimerova choroba, acetylcholinesterasa,

butyrylcholinesterasa, Galanthus, Leucojum, Narcissus.
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Abstract

More than 50 % cases of dementia are nowadays caused byAlzheimer’s disease (AD).
AD is a progressive neurodegenerative disease and it causes gradual memory loss,
disorientation and behavioral disorders which affect patient’s social and occupational
life. AD is characteristic by loss of neurons in some regions of brain — for example
hippocampus and cortex. Ethiopathogenesis of this disease is not completely known —
that is why the treatment is still just symptomatic. Formation of B-amyloid deposits in
brain tissue plays an important role - it is a protein which creates extracellular plagues
around neurites and causes their degeneration and death. Intracellular tangles are made
up of the changed t-protein. These tangles also cause death of the neuronal cell. The
degeneration of neurons is supported by reactive oxygen radicals too. The another
problem is a glutamatergic system disorder. This set of excitatory amino acids is
important for correct long-term memory formation. Patients with AD suffer from
glutamatergic system overactivation which leads to the formation of neuronal
perturbation, excitotoxicity and apoptosis of neuronal cells. In patients with AD the
acetylcholine (ACh) production is damaged. ACh is a neurotransmitter and its lack
participates in the development of AD. ACh is physiologically decomposed by enzyme
acetylcholinesterase (AChE). The second enzyme taking part in ACh degradation is a
butyrylcholinesterase (BuChE). In severe forms of AD, levels of AChE and cholineace-
tyltransferase are decreased by as much as 90 % compared with normal condition, while
the concentration of BuChE increases. That’s why the new inhibitors with dual enzy-

matic activity against AChE and also BuChE are sought.

Galanthus, Leucojum and Narcissus species belong to Amaryllidaceae family. Plants of
this family produce wide range of specific chemical substances called Amaryllidaceae
alkaloids. These alkaloids have various biological effects like anti-inflammatory,
antivirotic, antineoplastic, antiparasitic, antimycotic and they are also able to inhibit
erythrocytic AChE (HUAChE) and serum BuChE (HuBuChE).

Alkaloidal extracts of seven selected species and cultivars (Galanthus elwesii,
Galanthus woronowii, Leucojum vernum, Leucojum aestivum cv. GRAVETYE GIANT,
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Narcissus cv. QUIRINUS and Narcissus cv.
VIRGINIA SUNRISE) were analysed by GC/MS and alkaloids were identified from

100



their mass spectra, retention times and retention indexes. Summary extracts were tested
in vitro for their ability to inhibit HUAChE and HuBuChE using Ellman’s method.
Inhibitory activity of summary alkaloidal extracts were compared with positive standard
galanthamine (ICsg quache = 1.710 = 0.007 uM; ICs0 pusuche = 42.30 + 1.30 uM).

Keywords

Amaryllidaceae, alkaloids, GC/MS, Alzheimer’s disease, acetylcholinesterase,

butyrylcholinesterase, Galanthus, Leucojum, Narcissus.
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