UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE

DIPLOMOVA PRACE

ALKALOIDY NARCISSUS 'DUTCH MASTER' (AMARYLLIDACEAE) A JEJICH
BIOLOGICKA AKTIVITA III.

ALKALOIDS OF NARCISSUS 'DUTCH MASTER' (AMARYLLIDACEAE) AND
THEIR BIOLOGICAL ACTIVITY IIl.

Vedouci katedry: doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Jakub Chlebek, Ph.D.

Hradec Kralové, 2017 Katefina Rydlova



Rada bych podékovala vedoucimu diplomové prace PharmDr. Jakubu
Chlebkovi, Ph.D. za odborné vedeni, vstticnost, trpélivost a poskytnuté rady. Velké
podékovani patfii Mgr. Daniele Hulcové za ¢as, ktery se mnou stravila v laboratofi
a pomoc pfi vypracovani mé diplomové prace. Také bych rada podékovala prof. RNDr.
Lubomiru Opletalovi za stanoveni biologickych aktivit izolovanych latek, doc. PharmDr.
Jifimu KunesSovi, Ph.D. za zméfeni a interpretaci NMR spekter. Na zdvér nesmim
opomenout podékovat vsem pracovnikim katedry farmaceutické botaniky a ekologie
za ochotu pomoci a poradit pfi feSeni jakychkoliv situaci a za pfijemné prostredi,

které vytvofili v laboratofi.



Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité
literatury a v praci radné citovany. Prace nebyla vyuZita k ziskani jiného nebo stejného

titulu.

V Hradci Kralové, 2017 s



3 I U Y/ 1 b J R 9
2. CILPRACE ...ttt ettt st sttt sttt s e snene 11
3. TEORETICKA CAST ..ottt et e st sss et s et s et s sesnssesessssesssnens 12
3.1 AlZNEIMEIOVA CROIODQ. .....cc..vveeeiieeeeeeeet ettt s e e sttt e s st e e s ssteeesnssessasses 12
00 000 A =3 T =T o o1 [ =4[ S 12
3.1.2  Problém socidlni i €KoNOMICKY ......c.ciiiiiiii i e 13
3.1.3  RIZIKOVE faKtOry ..ceeccuiiie e cee ettt e e st e e et a e e e e atte e e sabaaeesatseeeenneaeeennneas 13
I 0 S {10 11el YA o] o - PSS 15
I T B 1140 o L 41 1 0 2SS 16
3.1.6  ELiOPAOGENEZE ..o s 16
3.16.1 Cholinergni YPOTAZa ......c.eeeiuiiiiiieee e e e s 17
3.1.6.2 B-amyloid @ amyloidoVe Plaky ......c.cocuiviiriinieieeee e 17
3.1.6.3 Hyperfosforylovany T-protein ..........coeiiieriiiiiienee et 18
3.1.6.4  ApPOLIPOPIOTEIN E .oveeiiiieeieeeeee ettt sttt st st st 18
3.1.6.5 Mitochondrialni dysfunkce @ oxidagni stres........cocvveviiriiiinieniice e 19
3.1.7 Terapie Alzheimerovy ChOrobY ...t 19
3.1.7.1  Terapie kognitivnich fUNKCI ........c.cooiiiiiiiiiiiie e 20
3.1.7.1.1  INhibitory ChOlINESLEras .....cccuvviieiiee ettt aae e e saaee e 20
3.1.7.1.2  Inhibitory NMDA reCePLOrl .....ccccueeeeiiiieeeiiee e eiee e et e eeitee e e etvee e e ste e e e e aaee e sabeaeens 22
3.1.7.1.3 DalSi moznosti farmakoterapie.......cccccueeeeiiiiiiiiiee et 22
3.1.7.1.4 Potencialni farmakoterapie ......cccceeeiiiieieiiee et e 24

3.1.7.2  Terapie nekognitivnich FUNKCT .......ccuviiieiiiiicie e e 25

3.2 Narcissus 'Dutch Master' (AmMaryllidacag)........ccceevveeeeueeviieeiie et 27
2% R -V {e T [o o 41 Tol =T 2= 1 = F.2=] oL PRSP 27
3.2.2  Botanicka charakteristika........ccooeerieiiiiei e 27
3.2.2.1  Celed AMAryllidacea.........ceeveveueueeeeeeiieeeeeeeesee ettt ettt st ssssseea 27
3.2.2.2 RO NGICISSUS L.cneeieeiiiiieeeiet ettt ettt ettt st e e st e e st e e s s ataeesaneeas 28
3.2.2.3 NQrcissus PSEUAONGAICISSUS L...........uuveeieiiieiiiiiieiee e eeccciiee e e e e e secatre e e e e e s sbaaaee e e e e sessnenes 28
3.2.3  LIAOVE [ECHEISIVI et iuieiiiiiiiecitit ettt ettt ettt e saa e e b e saaeenbe e e saaeessaeesaseeeeas 29
3.2.4 Obsahové latky celedi Amaryllidaceae a rodu Narcissus L. ........ccoccvuveeeiiiieeecciieeeecieee e 29
3.2.5 Biosyntéza alkaloid( Celedi AMaryllidaceae ..........ceecuveeeiiiieeeciiee e e 30
3.2.6  LyKOriNOVY StrUKEUINT EYP c.veeeiiiiiieeec ettt et e 32
3.2.7  Homolykorinovy strukturni TYP ...eeeceeeeieeiiieieeet ettt 32
3.2.8 Haemantaminovy a krinanovy strukturni typ .......cccoceeviiinieiiiiinieee e 33
3.2.9  TazettinoVy StrUKEUINT TP .cee et e e e s e e e e nre e e ennneas 34
3.2.10 Pankratistatinovy StrUKEUINT tYP c...eee i et e e e e e te e e eeaees 34
3.2.11 GalanthaminoVvy StrUKEUINT TYP....eccciie e ettt e 35
3.2.12 Aktivita alkaloid(i ¢eledi Amaryllidaceae v inhibici AChE...........cccccoviiiiiiiii e 36
4. EXPERIMENTALNI CAST ....ccouetrenrrenrentenesteessesessestesesessesssssssessssessesessessesesseness 37
4.1 Material @ VyDAVENT Pro IZOIACH ..........cccueeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee et e e estea e eeteaaeesiseaeeans 37
4.1.1 RozpouStedla a cChemikAlie ........coouiieiiie e e 37
A o o g Vo Yol o 1= = 1 SRS 37
4.1.3  DetekCni CiNidIa.....coceeiiiiieieecieeeee ettt sane 37
4.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii.......cccccccveviieeiicciie e, 38
4.1.5 Adsorbenty pro chromatografii .......ccccccuiiiieiiiiiieeccee e e 38



4.1.6  PFISTrOJOVE VYDAVENI...cciiiiiieiiec ettt st e e et e e eatae e e sta e e e e ntaeeeennaeas 38

A o T 410 Y01V 4 F= Y =T o T | SRS 38
4.2 ODBECNE MELOY ..ottt ettt ettt ettt e st e e s e 38
4.2.1  Pfiprava a CiSténi rozpoUSTEAel.......c.cueiiiiiiiiieie e e 38
4.2.2  Odparovani rozpoustédel z extraktd a jejich skladovani .........cccceceriiiiiniiniiiinicniceeee 38
4.2.3  DeteKCe alKaloidU . ccueeieieeeieeiiie ettt et st e et e st e e e ae e e baeenaeeenes 39
4.2.3.1  Tenkovrstva chromatografie .......cccccuieeeeciiie e 39
4.2.4  SloupcoVva ChromMatografiE ....ccuiiiiciiee e e e e e erre e e s tr e e e e ate e e ennaeas 39
4.2.5 Priprava preparativnich litych TLC deSeK .....uvviiiiiiieeiiee et 39
4.3 I1zolace alkaloidli z frakce ND 3 — 5 (18 G) c..uveveeeeeeeeeeeeeeee ettt e estea e esvaaeessea e 40
4.3.1 Separace alkaloidl z frakce ND 3 — 5/3 pomoci preparativni TLC (638 Mg).....cceevvveereennns 42
4.4 Stanoveni inhibicni aktivity QIKQIOIAL .............c.coooeeiieeiieiieiieeeee et 45
4.4.1  Inhibice AChE @ BUCKE ......ooiiiiiecieeee ettt sttt e e saae e s st e s sate e e sanaeas 45
44.1.1 (01 1T 011 1 =P RTPPRR 45
44.1.2 P T Y ettt e a e s b e bt s b e e bt e s beeenaee e 45
4413 Y =Y T o - | PP 45
44.1.4 [ 1 A o TSP 45
4.4.1.5 [0 To [0 a1 1Y VA 1 =T (=] o PP 45
4.4.1.6  Ziskavani erytrocytarni AChE a BUChE Z plazmy.....c..ceeeeiiiiiiiiee e 46
4.4.1.7  Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (hodnoty ICso).......cceeeeeiiiieiencieeeiiieenn. 46
4.4.2  Stanoveni prolyloligopeptidasové inhibicni aktiVity .........ccoceeriiiniiiniiiieeee 47
44.2.1 (01 T=T 011 1 PP 47

4.4.2.2 P U Y ettt b e s b bt s b e e bt e s beeenaeenane

4.4.2.3 Pfistroje

4424 POAMINKY MEFENT ..ottt st st s s saee e 47
oy R ¥ [ [0 V=Y o | O OO OO PRSP 48
5. VYSLEDKY..cuviuiiiiueniesnentsnsaetssssetsssetsssetsasssstssssessssssssssssnssssssssassssssssssensanns 49
5.1 1dentifikace iZOIOVANYCH IGLEK ..........ccccueeeeeeieeeee ettt e e e e etaa e e staaaessisaaeens 49
5.1.1  Urceni struktury (+)-masonin (NDIM=1) .......cccceeeiiiiiiieiiee e e ecieee et erivee e e srae e e eeara e e e anaeas 49
5.1.1.1 Y LYo - 172 TS 49
5.1.1.2 (YRR Lo T 11V PSR 51
5.1.1.3 (0] 0] 401 1&: [ o] = Lol 1Y/ 1y PSR 51
5.1.2  Urceni struktury (+)-homolykorin (NDIM-=2 ) .....ccccuieiieeiiieieeeceeeesee et sae et e svaeesvae e svae e 52
5.1.2.1 NIVIR @NAIYZA....eiieeiiiee ettt ettt cte e e e te e e e etae e e s taeeeesabaeeeeasaseesasbaaaeastaeaeenssaeesanseeas 52
5.1.2.2 [V R TaT=1 1V R PRSPPI 54
5.1.2.3 (0] 0] A 101 & Je) r= Lol 1Y/ 1Y RPN 54
5.2 Inhibicni aktivity izolovanych alkaloid( vici AChE, BUCRE @ POP..........ccccueeeeeceeeecieeeecieeen, 54
6. DISKUSE .....cciitiiiuiiiniirniiiniiniinsiesirussrassrssisessssssssssrsssrsssrssssasssessssnsssssssssssasss 55
7o ZAVER ..ttt ettt ettt st st st a e st st st e e st n e ne 57
8. ABSTRAKT ...ttt circeres e cetnrecetrasesassassesassassesassassesassassssassassssassanns 58
9. ABST RACT ... icciictcirctctrecererecetnrecessassesassassesassassesassassssassassssassassssassanns 59
10.  POUZITA LETERATURA .....cocoueereretresesessessessessessessessessesssssesessessessessessassans 60



PREHLED TABULEK

Tabulka 1 Frakce ziskané ze sumarniho alkaloidniho extraktu .........ccccceveiieeiiniiiennnns 40
Tabulka 2 Parametry sloupcové chromatografie spojené frakce ND3 — 5 ..........c...... 41
Tabulka 3 Podminky preparativini TLC .......ccoiiiiiieiiiieeeeriiee et e e sree e s saee e 42
Tabulka 4 Vysledky inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidU...........cccceeeeeeiiiiiiiiiienenns 54



PREHLED OBRAZKU

Obrazek 1 Narcissus pseudonarcissus 'Dutch Master'.........coooevecviieeeeeeee e, 29
Obrdzek 2 Biosyntéza hlavnich strukturnich typu alkaloidd ¢eledi Amaryllidaceae ...... 31
(0] o] = 721 QS T Y o | o NP SRR PSR 32
Obrazek 4 HOMOIYKOFIN cooueiieeeciiee ettt e e s st e e e e e s s aaee s 33
Obrdzek 5 Haemanthamin ......coceeeiieeiiieesieeesee et e e 33
OBIAZEK 6 KIININ ...ttt e e ribe e st e e s ba e e sbaeesbaeesbaeesabeeenns 33
(0] o]V A=] QA - V2=1 4 1 o W PO P TP PP 34
Obrazek 8 Pretazettin .uou . et 34
Obrazek 9 Narciklasin .....occueee e e e s e e e s aae e e s snaaees 35
Obrazek 10 Pankratistatin .......cccueeeieiiiiee e e s 35
Obrazek 11 Galanthamin c.....cooiiiiiiccee e e e e s e 36
Obrazek 12 Kontrolni TLC spojenych frakci z alkaloidniho vytfepku.........cccccevvveeennnnen. 41
Obrazek 13 Souhrnny chromatogram separace frakce ND3 — 5......coooviiveeeviiieecennen, 42
Obrazek 14 Chromatogram na sklenéné lité TLC desti€ce .......ccevviireeiniiiieeeccciieeeeeee, 43
Obrazek 15 Srovndvaci Chromatogram .......c..eeeecciiie i e 44
(0] oY V4= [ o N I 1 - o 111 s RO 49
Obréazek 17 *H NMR spektrum (+)-masoninu ........cc.ceeeeeereiresreeeeecreeeeeeeeeeereeseeveenes 50
Obrézek 18 3C NMR spektrum (+)-mMasoninu .........ceeeeeererrerreereereereereeeeeeeeere e ereenes 51
Obrazek 19 EI-MS spektrum (+)-mMasoninU........ccccuuereieiireeeeiiiieeeesiieeesssreeeeesneee s ssaees 51
Obrazek 20 (+)-homMOIYKOFIN oo e 52
Obrazek 21 *H NMR spektrum (+)-homolyKorinU.........cceeeveeveeeeceecieieecece e 53
Obrazek 22 3C NMR spektrum (+)-homolyKorinU.........c.coeeeveeeeieecieieececceeeeeve e 53
Obrazek 23 EI-MS spektrum (+)-homolykorinu .........ccccuvveeeiiiiiicee e, 54



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD — Alzheimerova choroba

ACh — acetylcholin

AChE — acetylcholinesterasa

AK — aminokyselina

ApoE — apolipoprotein E

APP — amyloidni prekurzorovy protein
BA — B-amyloid

BuChE — butyrylcholinesterasa

CYP — cytochrom P

DMSO — dimethylsulfoxid

DNTB — 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
GC — plynova chromatografie

MF — mobilni faze

MS — hmotnostni spektrometrie
NMDA — N-methyl-D-aspartat

NMR — nuklearni magneticka rezonance
NU — nezadouci Uéinek

POP — prolyloligopeptidasa

RF — rizikovy faktor

ROS — reaktivni formy kysliku

TLC — tenkovrstva chromatografie

UV — ultrafialova oblast



1. UVOD

Dnes diky védé, vyvoiji |éCiv a oc¢kovacich latek je rada dfive smrtelnych nemoci
vymycena, nékteré jsou témér potlateny a mnoho jich umime Iécit. Nase populace
vsak trpi tzv. civilizaénimi chorobami. Jednd se o komplex chronickych neinfekénich
onemocnéni typickych pro rozvinuté zemé zplsobené hlavné Zivotnim stylem.
Spolecnost vyristd v blahobytu, lidé se dozZivaji vy$siho véku, ale své zdravi dobrovolné
poskozuji napf. nezdravym stravovanim a prejidanim, nadmirou alkoholu, koufenim,
stresem, sedavym zpUlsobem Zivota atd. Vysledkem nezdravého stylu Zivota je rozvoj
civilizacnich chorob, mezi které muazeme zaradit rakovinu, aterosklerézu, infarkt
myokardu, cévni mozkovou mrtvici, hypertenzi, diabetes mellitus Il.typu, obezitu,

depresi, Alzheimerovu chorobu, Unavovy syndrom a dalsi.?

Alzheimerova choroba patfi mezi nejcastéjsSi demence. V celkovém trendu
populace stdrne, prodluzuje se stredni délka Zivota a tim narlstda pocet nemoci
charakteristickych pravé pro starSi vék. Do této skupiny chorob muZeme zaradit
demenci, zatim stale nevylécitelnou chorobu.? Soudasné zdravotnictvi dokaze pouze
mirnit symptomy a oddalit ndstup tézkych stadii. Podstatou onemocnéni je pokles
hladiny acetylcholinu v mozku azaroven zvySeni hladiny glutamatu. StéZejni roli
v soucasné terapii hraji |éciva inhibujici enzymy cholinesterasy, ktera rozkladaji
acetylcholin. Z této kategorie jsou k dispozici donepezil, rivastigmin a galanthamin.
K1écbé téikych stadii Alzheimerovy choroby se vyuZiva antagonista N-methyl-D-
aspartatovych receptord memantin. Terapie této choroby velmi financéné zatézuje jak
stat, tak rodinu a blizké nemocného. Nezbytné je hledani novych léciv, které by
doplnily stdvajici symptomatickou terapii nebo jesté lépe dokazaly nemoci

pfedchazet.3

Vyvoj novych léCiv se ovSem stavd stale narocnéjsSim procesem. MUze trvat
i 15 let a stoji fadové stovky az tisice milion( dolar(. Lécivo, které se dostane na trh,
musi vykazovat vyhodnéjsi ucéinky napf. lepsi Ucinek, nizsi nezddouci ucinky, nizsi
toxicitu. Kazdorocné prichazi na trh nespocet |ék(, ale jen hrstka z nich je opravdovou
inovaci — latkou s novou strukturou a novym mechanismem ucinku. Jinou moznosti

vyvoje nového |éCiva je obména chemické struktury. K dalSim moZnostem hledani

potenciadlnich |éc¢iv patfi vyuziti latek rostlinného puvodu. Pravé ptirodni léciva,



jejichz uzivani vychazelo ze zkuSenosti z lidového IéCitelstvi, tvofi nejdelSi etapu
v historii vyvoje é¢iv.* Galanthamin je pfikladem |éciva rostlinného pavodu, které je
stdle povazovdno za stéZejni v terapii Alzheimerovy choroby. Dalsi ptirodni latkou,

ktera ma vyuZiti v Ié¢bé dané choroby je huperzin A.

Hledanim potencidlné vyuZitelnych prirodnich latek k terapii Alzheimerovy
choroby se zabyva také katedra farmaceutické botaniky a ekologie na Farmaceutické
fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Na této katedrfe se vénuji vyhledavani
vhodnych zdrojl biologicky aktivnich latek, nasledné izolaci obsahovych latek, popisem
jejich struktury a wurcenim jejich inhibi¢ni aktivity vac¢i vybranym enzymim,
které predstavuji terapeutické cile u této nemoci. Jednim z vytipovanych zdroju se stal
také Narcissus 'Dutch Master'. Naplni mé prace je izolace obsahovych latek z pridélené

rostliny, popis jejich struktury a biologické aktivity.

10



2. CILPRACE

1. lzolace alesponn jednoho alkaloidu v Cdisté formé z vybrané frakce ziskané
z chromatografické separace sumarniho alkaloidniho extraktu z Narcissus

pseudonarcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae).

2. Podil na urceni struktury izolované slouceniny (GC-MS, NMR analyza, stanoveni

optické otacivosti).

3. Podil na stanoveni biologické aktivity izolovanych latek vici lidskym cholinesterasam

a prolyloligopeptidase.

11



3. TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) byla pojmenovana podle |ékafe Aloise Alzheimera,
ktery jako prvni popsal toto onemocnéni. Na schuzi jihonémeckych psychiatrd
v Tlibingeru prednasel o pfipadu jednapadesdtileté pani Augusty D., kterd zemrela

na téZkou demenci.?

AD je nazyvdna také jako Alzheimerova demence a patfi mezi nejcastéjsi formy
demence.® Udava se, Ze tvofi zhruba 50 — 70 % vsech demenci.” AD spada konkrétné
do kategorie atroficko-degenerativni demence. DalSim typem je ischemicko-vaskularni
demence vzniklda na podkladé cévniho posSkozeni mozku. Tretim typem je
symptomatickd (sekundarni) demence. Jednd se o postizeni mozku vyvolané jinym
onemocnénim napf. Urazem, intoxikaci apod. Demence obecné se vyznacuje Ubytkem
kognitivnich (poznavacich) funkci jako jsou pamét, intelekt, pozornost a motivace. Jak
onemocnéni graduje, byva postizena i emotivni stranka a mohou se vyskytovat napfr.
deprese, bludy ¢i halucinace. Pacient je postupem ¢asu zcela odkdazan na pomoc druhé
osoby.?? Pfiznaky AD se vyviji pozvolna a klicovym okamZikem je v&asna diagnostika

a zachyt onemocnéni.’

3.1.1 Epidemiologie

AD je onemocnéni, které se vyskytuje prevaziné u starsich lidi, nejcastéji po 65.
roce, a proto vlivem starnouci populace pocet nemocnych touto chorobou rapidné
narustd.> AD miZeme rozdélit na formu s ¢asnym zacatkem, tzv. presenilni, projevujici
se jiz pred 65. rokem Zivota. FrekventovanéjSim typem je AD s pozdnim zacatkem,
u které se prvni pfiznaky objevuji po 65 roce. Presenilni forma se vétSinou velmi rychle
zhorsuje, zatimco pozdni demence progreduje podstatné pomaleji a typickym rysem je
vyrazné zhorseni paméti.’? Ve vy$sim véku se Zeny stdvaji ohroZenéjsi skupinou nez
muzi.> U lidi starSich 65 let je ¢etnost demence zhruba 5 — 8 %. Mezi lidmi star$imi
75 let se pocet nemocnych vySplhd na 15 — 20 %. V kategorii nad 85 let demence
postihuje az 25 — 50 % populace.!? Vyskyt AD Uzce souvisi také s Zivotnim stylem

a finanénim pfijmem jedincd. V soucasné dobé je na svété vice nez 35 milionl lidi
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trpicich demenci. Z nich vice nez polovina jsou obyvatelé ze zemi s nizSim az nizkym
pfijmem.1? Podle odhadd se v roce 2050 toto Cislo zvysi ze soucasnych 58 % az

na 68 %.13

Studie dokazuje, Ze u osob s nedokonfenou nebo prodlouzenou Skolni
dochdazkou, se AD objevovala ¢asté&ji.° V Ceské republice se odhaduje asi 135 tisic
pFipadd demenci, z nichZ 2/3 zaujima pravé AD.** Do budoucna se odhaduje, Ze se AD
bude vyskytovat v populaci stale Castéji. V roce 2050 se pocet pripadd z¢tyrnasobi az

na 106,8 mil.»»

3.1.2 Problém socialni i ekonomicky

AD znamend zatéZ pro zdravotnictvi, pacienta, rodinu a z hlediska financi
i pro spole¢nost. Péée o nemocného je velmi vyCerpavajici a také finanéné narocna.
Asociace Alzheimer Europe provedla vyzkum. V roce 2006 — 2008 zdravotnickd
zafizeni utratila vice nez 50 miliard eur rocné, aby poskytla kvalifikovanou péci
nemocnym s AD. K tomuto &islu je nutné jesté pripocitat vice nez 70 miliard eur. Tuto

sumu ro¢né vynaloZi rodina a blizci pfibuzni, ktefi se o nemocné staraji.'4

3.1.3 Rizikové faktory

Pri¢ina AD neni zcela objasnéna. Existuji ale rizikové faktory (RF), které mohou
prispét k rozvoji nemoci. AD Uzce souvisi s pohlavim a vékem, jak uz bylo zminéno vyse.
Mezi dalSi RF patfi také geneticka predispozice. Vyskyt nemoci v dfivéjsim véku okolo
30 aZ 40 let vétdinou souvisi srodinou zaté7i.> Jednd se o familiarni formu AD,
jejiz tetnost v populaci neni pFilis vysoka (5 — 10 %).1® U téchto pacientl se vyskytuji
zmény na 1., 14. a 21. chromosomu.® Poskozeni 21. chromosomu zpUsobuje zvysenou
produkci B-amyloidu (BA), ktery je pfitomen v mozku vsech pacientd s AD.3'7
U starSich pacientll s AD bez rodinné zatéZe hraje vyznamnou roli zména na 19.
chromosomu,’® ktery kéduje apolipoprotein E (ApoE), jehoZ kumulace v mozku se
zvySuje pfi onemocnénich nebo Urazech centrdlniho nervového systému.® Tento
druhy typ se nazyvd sporadicka forma AD a jeji vyskyt v populaci prevlada (90 —
95 %).16
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Urcitym RF pro vznik AD muZe byt dosaZeni nizSiho vzdélani. Naopak
za protektivni je povaZovano vyssi vzdélani a tedy vice trénovany a zatéZovany mozek.
Vysledky studii se vSak zcela neshoduji. Vyskyt AD u lidi se zakladnim vzdélanim muze

vvvvvv

demence.®

Kromé pohlavi a genetiky se na propuknuti AD podili také vnéjsi vlivy. Jednim
z nich je koureni. S koufenim cigaret je spojena celd rfada onemocnéni. Koufreni
zpUsobuje napf. kardiovaskularni choroby, nemoci dychacich cest jako jsou chronicka
obstrukéni plicni nemoc, astma nebo rakovina plic. MoZnd prekvapivé se ale muze
podilet i na vzniku AD. Ackoliv dfivéjsi studie prosazovaly, Ze koureni naopak chrani
pfed vznikem AD, dnesSni vyzkum tento fakt jednoznacné vyvraci a koureni je

povaZovano za vyznamné riziko AD.*°

Dalsim kontroverznim tématem je hlinik. Dlouhodobé vystaveni hliniku bylo
spojovano s jeho neurotoxickymi ucinky. Byl podezfivan, Ze zplsoboval tvorbu
zménéného t-proteinu, ktery nasledné vedl k produkci neuronalnich klubek. Nové

studie v3ak nevidi spojeni mezi hlinikem a AD.520

S vyskytem AD byl zkoumadn i zinek. V nizkych davkach je zinek pro télo dlleZity,
ve vysokych davkach mulze plsobit naopak neurotoxicky. Nékteré studie popisovaly,
Ze vysoké koncentrace zinku mohou zpUsobovat agregaci B-amyloidniho proteinu (BA)

a jeho kumulaci v poskozenych neuronech.®

Rada studii se zabyvala zjisténim, zda poranéni mozku, pfi kterém dojde
ke ztraté paméti nejméné na 15 min., maze prispét k rozvoji AD. Vysledky téchto studii
nebyly zcela jednotné. Nékteré studie dokazovaly, Ze v dasledku poranéni mozku
vznikaji patologické proteiny, které jsou podkladem pro vznik AD a nasledné se Sifi

burikami mozku.?° Jiné studie toto tvrzeni vyvracely.

Dalezitou roli hraje také vyZiva. V détstvi jsou nezbytné vitaminy (B12, C),
mineraly, aminokyseliny a omega-3-mastné kyseliny, které jsou zodpovédné za spravny
vyvoj mozku. PodvyZiva mulze zapfricinit vyssi nachylnost k acetylcholinu. VyZivu
nesmime podcenit ani v dospélosti, nebot jeji nedostatek mlze akcelerovat nastup

AD.%
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3.1.4 Klinicky obraz

Nemoc se vyviji velmi nendpadné a pozvolna. Cely tento proces mize trvat 8 az
20 let podle zdravotniho stavu pacienta. Manifestaci onemocnéni navic predchazi
latentni obdobi.?>?> U demenci dochdzi k postiZeni t¥i zdkladnich sloZek osobnosti.
Zaprvé kognitivni funkce, zadruhé aktivity denniho Zivota a zatfeti chovani, emotivita,
a dalsi pro které se souhrnné pouzivd pojem behavioralni a psychologické symptomy

demence.?* Nejéastéji se AD déli do tfi stadii.

V pocatecnim stadiu AD byva jako prvni vyrazné postizena kratkodoba pamét
v dlsledku odumirani mozkovych bunék. Pacient neni schopen si zapamatovat nové
véci. Hledd nedavno uloZené véci, zatimco dlouhodobé vstipené zazitky ma relativné
zachovalé. V tomto stadiu se mohou objevovat problémy s orientaci. Pacient se ztraci
nejprve ve vétsich prostorech (napf. hromadnda doprava), pozdéji bloudi i ve vlastnim
byté. Upada zajem o zdliby a pratele. DalSim rysem v této fazi je porucha feci. Dotycny

muzZe mit problém s vybavenim si béZnych slov nebo jmen.

Pro stfedni stddium (mirnou formu) AD je typickd vyrazna porucha paméti.
Pacient si nevybavuje, co neddvno délal, jména pribuznych ani svou adresu. Nové
informace si zafixuje jen velmi téZice a pouze na kratkou dobu. Je dezorientovany

a jeho sobéstacnost velmi upada.

V tézkém stadiu onemocnéni pacienti nepozndvaji své blizké, zaménuji je
za jiné. Nejsou schopni bez pomoci vykonavat bézné denni aktivity napf. oblékani,
hygienu, stravovani. Casto trpi inkontinenci mo¢i i stolice. Slovni zasoba upadd. Mohou
se objevit palildlie a logoklonie (stalé opakovani c¢asti slov nebo koncovek). V rizném
stadiu nemoci dochazi k poruchdm chovani a emocni labilité. Mohou se objevit
deprese, Uzkost, agresivita, halucinace ¢i bludy. U nékterych zastupcli se rozvinou
extrapyramidové syndromy — poruchy chize, rigidita, pady, dokonce i epileptické

zachvaty. Toto stadium vyusti ke smrti nemocného.?32526.27
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3.1.5 Diagnostika AD

AD patfi mezi nevylécitelné choroby, presto je spravna a rychla diagndza
onemocnéni nesmirné dulezitd. UmozZni véas zahajit spravnou lécbu, a tak oddalit

ndstup onemocnéni.?®

V praxi se diagndza AD provadi pokud pacient trpi progresivni ztratou paméti
déle nez 6 mésicl. Sou¢asné mu toto zhorSeni znemoZiiuje postarat se sdm o sebe,
zhorsuje kontakt s lidmi a pracovni vykon. Jako rychly test k objektivnimu zhodnoceni
kognitivnich funkci je moiné wvyuZit napf. Mini-Mental State Examination.?®
K diagnostice se stale nejvice vyuzivaji kritéria sestavena v roce 1984 NINCDS-ADRDA
(National Institute of Neurological and Communicative Disorders — Alzheimer’s
Disease and Related Dementias Association), ktera hodnoti pamét, re¢, vnimani,
pozornost, konstrukéni dovednosti, orientaci, feSeni problém( a schopnost normalniho
fungovani. Podle vysledki sledovanych parametriG se diagndza déli
na pravdépodobnou, moZnou, nepravdépodobnou nebo jistou.’® Pro zpFesnéni
diagndézy se provadi jesté hodnoceni aktivity denniho Zivota, poruchy nalad
a chovani.3® Aby byla diagndza AD definitivni, musi byt vysledek testu podloZen biopsii
¢i pitvou.3! K odliSeni Ié¢itelnych pfi¢in demence se vyuZivaji pomocné vySetfovaci
metody, mezi které patti vySetreni Stitné zlazy, EKG, rtg plic, pocitacovd tomografie
nebo magneticka rezonance mozku. Pocitacova tomografie dokaze odhalit strukturdlni
pfi¢iny demence jako jsou napf. tumor, subdurdlni hematom, ischemickd léze atd.
Novéjsi metody jako pozitronovd emisni tomografie a jednofotonova emisni
tomografie informuji o metabolismu mozku a napomohou ke véasné diagndze jesté

nez dojde k zaniku neuron.3223

3.1.6 Etiopatogeneze

U AD probihaji zmény podobné starnuti. Dochdazi ke zmenSovani hmotnosti
a objemu mozku, sniZuje se tloustka mozkové kary, rozsifuji se mozkové komory. Tyto
projevy jsou ale u AD mnohem rychlejsi a markantnéjsi. Vice ndpadné se tyto zmény
jevi u presenilni formy do 60 — 65 let nez u pozdni formy AD. Béhem starnuti se

neurony postupné zmensuji, zatimco u AD ubyvaji. Nejpostizenéjsi oblasti u AD je
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spankovy lalok.3® Divod zaniku neurond neni pfesné znam, jedna se pravdépodobné

o kombinaci vice vlivd. Vznik AD popisuje nékolik hypotéz.

3.1.6.1 Cholinergni hypotéza

Acetylcholin (ACh) hraje vyznamnou roli v centralnim i perifernim nervovém
systému. Ovliviiuje fadu fyziologickych funkci jako jsou pozornost, uc¢eni, pamét, bdéni
a spanek, smyslové informace nebo stresové reakce.3* Syntéza ACh probihd
v neuronech z cholinu a acetylkoenzymu A enzymem acetylcholintransferasou.3> U AD
je koncentrace tohoto enzymu snizena.?® Nasledné muze ACh ovliviiovat muskarinové
a nikotinové receptory jako neurotransmiter nebo mulzZe vystupovat jako
neuromodulator a zpUsobit excitaci nebo inhibici vzddlenéjsich neurotransmiterovych
systém(. Rozklad ACh v centrdlnim nervovém systému zajiStuje enzym
acetylcholinesterasa (AChE),3® zatimco na periferii katalyzuje rozklad enzym
butyrylcholinesterasa (BuChE), ktery je strukturné a funkéné podobny AChE.?’
Cholinergni hypotéza predpoklddd narusSeni vstupu acetylcholinu do neuronu,
poskozeni jeho syntézy i uvolfiovdni.?® Kvili nedostatku ACh a sniZzené aktivaci
cholinergnich receptorl pravdépodobné dochazi k fosforylaci amyloidnich
prekurzorovych proteind (APP), které podporuji vznik BA a nasledné vznik amyloidnich
plak(.%® Stuperi postizeni kognitivnich poruch odpovidd snizené hladiné
acetylcholintransferasy a snizenému mnozstvi nikotinovych receptorli. Muskarinové
receptory zUstdvaji relativné zachovalé.®> Postupné dochdzi i k naruSeni dalsich
systémU neurotransmiter(l, pfedevsim glutamergniho, coz snizi schopnost si zafixovat

nové pamétové stopy.3®

3.1.6.2 B-amyloid a amyloidové plaky

Kromé cholinergni teorie se vznik AD ¢&asto popisuje pomoci amyloidové
kaskady.'® BA je protein, ktery se skladd z 38 — 43 aminokyselin (AK).3° Vytvafi se
z APP, ktery je hojné zastoupeny kolem synapsi. Jeho funkce neni zcela objasnéna,
pravdépodobné ale hraje vyznamnou roli v plasticité neuronli a ma neuroprotektivni
efekt.*° Za fyziologickych podminek je BA $tépen tzv. neamyloidni cestou enzymem

o-sekretasou. Vznikaji kratké fragmenty s délkou do 39 AK, které jsou dobre
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rozpustné.*! Za patologickych podminek je APP $tépen B- a y-sekretasou tzv. amyloidni
cestou na del3i fragmenty BA1-40 a PA1-42.%° Tyto fragmenty nejsou rozpustné, srazeji se
v extraceluldrnim prostoru, polymeruji a vznika BA.3® Agregace a kumulace BA v CNS
vede k tvorbé senilnich amyloidnich plak(. V blizkosti plakd dochazi k zaniku synapsi,
degenerativnim procesiim az odumfeni neuron(. Dale dochazi kaktivaci sterilni
zanétlivé reakce, véetné aktivace cyklooxygenasy Il, k uvolnéni volnych kyslikovych
radikall, excitacnich AK, cytokin( atd., které vedou k dalSimu neurodegenerativnimu
poskozeni.?*>*? Koneénym vysledkem je zanik neuron( dusledkem programované

bunééné smrti (apoptdzy).1®

3.1.6.3 Hyperfosforylovany tprotein

Dalsim mechanismem, ktery popisuje vznik a rozvoj AD, je hyperfosforylace
T-proteinu.'® T-protein je s mikrotubuly asociovany protein. Nachdzi se p¥fimo
v neuronech, vadie se na povrch mikrotubuld a stabilizuje je.** U AD a dalsich
tautopatiich je 7t-protein patologicky zménén. Dochazi k jeho hyperfosforylaci
a shlukovani do parovych helikalnich vldken nebo do rovnych filament. Vysledkem jsou
neurofibrilarni klubka tzv. tangles, kterd jsou toxickd pro neurony.** Neurony

obsahujici neurofibrilarni klubka nedokaZou plnit svou funkci a zanikaji.3®

3.1.6.4 Apolipoprotein E

ApoE je protein, ktery se podili na metabolismu lipidQ. Jeho funkci je
zprostredkovat prenos lipidd mezi buikami a tkanémi. ApoE se vyskytuje
ve 3 izoformach: ApoE2, ApoE3, ApoE4, které se objevuji v populaci s rliznou frekvenci
— ApoE3 77,9 %, ApoE2 8,4 % a ApoE4 13,7 %.* Zatimco ApoE3 je bézné se nachazejici
forma, alela ApoE2 je spojena s hyperlipoproteinémii typu Ill, kterd mulze vést
ke kardiovaskularnim onemocnénim. Pacienti, u nichZ je detekovana alela ApoE4, maji
vy$3i riziko neurodegenerativnich onemocnéni.*® V CNS je ApoE syntetizovan prevainé
astrocyty. V perifernim nervovém systému zastavaji tuto funkci gliové burky
v nemyelizovanych Schwannovych bunkach. Studie ukdzaly, Ze ApoE se spolu s BA
ukladd v senilnich placich. Podporuje rychlejsi a vyssi ukladani BA v senilnich placich.

Kumulace BA v arteriich, arterioldch i kapildrach muaze vést k cerebrdini amyloidni
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angiopatii.*® Nejvice byva postihnuta tylni kdra. Vyskyt angiopatie roste s vékem
a zaroven odpovida mnozstvi senilnich plakd. U pacientl s AD se nachazi az u 80 % —

90 % pFipadu.3?

3.1.6.5 Mitochondrialni dysfunkce a oxidacni stres

Vyse zminéné senilni plaky a neuronadlni klubka jsou spojeny se zvySenym
oxidaénim stresem.*’ Oxidalni stres nastava pokud je narudena rovnovdha mezi
tvorbou a eliminaci reaktivnich forem kysliku (ROS). ROS jsou reaktivni molekuly
obsahujici kyslik a jsou produkovdny ve vsech aerobnich burnkach. Organismy si
ale vyvinuly obranné mechanismy. Nadmérnd produkce ROS zplsobuje oxidaci

makromolekul — DNA, proteind, sacharidd, lipidd, které nasledné ztraci svou funkci.*®

AD jako vétSina neurodegenerativnich onemocnéni je spojena s poruchami
mitochondrii. Ty hraji klicovou roli v regulaci apoptézy, ktera se podili na procesu
starnuti.*” Samotné starnuti je spojovano se zvysenou produkci ROS mitochondriemi.*®
PoSkozené mitochondrie se stdvaji vétSimi producenty ROS, ale méné ucinnymi
producenty adenosintrifosfatu, coZ vyusti ke zhor3eni energetického metabolismu.>%>!
Snizeny energeticky metabolismus mozku je jednim z nejlépe dokumentovanych

abnormalit u AD.”?

3.1.7 Terapie Alzheimerovy choroby

Jelikoz patogeneze AD neni jesté zcela objasnéna, neni dosud mozina kauzalni
[ééba. Soucasna terapie zahrnuje kombinaci farmakoterapie s dalSimi
nefarmakologickymi pFistupy.?® Cilem je vytvofit vidy IéEbu vyhovujici pfesné danému
pacientovi. Nefarmakologické metody by mély peéovat o celkovy stav nemocného.
Dilezitd je nutrice, hydratace, pohybovd aktivita a spravna l|écba pfidruzenych
onemocnéni. Pro zachovani paméti hraje velkou roli kognitivni trénink. Kromé péce
o nemocné je také dllezité se vénovat vzdélavani a psychologické podpofe osob,

které se o pacienty s AD staraji.16°223

Farmakoterapie lze obecné délit na dvé zakladni skupiny: na terapii kognitivnich

a nekognitivnich funkci.?®
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3.1.7.1 Terapie kognitivnich funkci

V kognitivni terapii se uplathuji hlavné dvé skupiny IéCiv ovliviujici
acetylcholinergni a glutaminergni systém. Jejich ucinnost je doloZena dle studii
zalozenych na dakazech. Jedna se o inhibitory acetylcholinesteras a parcialni inhibitory
NMDA (N-methyl-D-aspartatovych) receptort.®>? UzZivani kognitiv mulze vést
ke zlepSeni kognitivnich funkci obvykle nadobu 6 — 12 meésicl. Prodlouzi se tak
obdobi aktivniho Zivota pacienta, oddali se progrese onemocnéni a propuknuti
nejtézsiho stadia nemoci.”?
3.1.7.1.1 Inhibitory cholinesteras

Inhibici AChE docilime nizSiho odbouravani acetylcholinu, ktery je schopen se
ve vy$3i mife navazat na muskarinové a nikotinové receptory.?? Inhibitory cholinesteras
patfi vsoucasné dobé k nejucinngjsi terapii. Kromé kognitivnich funkci ovliviuji
i nekognitivni funkce nejcastéji apatii, bludy, podrazdénost ¢i Uzkost, které se
v pribé&hu progrese nemoci objevuji.3®¢ Tato skupina lé&iv je efektivni u viech druh(
demence s vyjimkou frontotemporalni. Nejvétsi benefit je shledavan u lehkych

az stredné tézkych forem.

Inhibitory AChE jsou vétSinou pacienty dobfe snasSeny. Mezi nejcastéjsi
nezadouci Gcinky (NU) patfi gastrointestinalni obtize napF. nechutenstvi, nevolnost,
ubytek vahy, zvraceni ¢i prajem. Méné se pak vyskytuje nespavost, bolest hlavy, kiece
nebo mocova inkontinence. Zpravidla se tyto NU projevuji na pocatku lééby nebo se
zvy$enim davky. NU Ize alespori ¢asteéné snizovat podavanim lékd s jidlem, postupnou

titraci ddvek nebo uZitim jiné neZ peroralni formy.>>>3

Prvnim objevenym léCivem z této skupiny byl takrin. Jednalo se o reverzibilniho
inhibitora AChE, ktery patfi mezi akridinové derivaty. Vysokou ucinnost vsak prevysila

znaénd hepatotoxicita. Proto byl takrin stazen a déle se jiZ v praxi neuziva.32°

Donepezil je piperidinovy reverzibilni inhibitor AChE. V soucasnosti nejvice
predepisovany a obecné velmi dobte snaseny. Diky dlouhému biologickému polocasu
eliminace (az 70 hod) ho mizZeme podavat jen v jedné denni ddvce. Obvykla denni
davka Cini 5 mg, kterou Ize po 1 — 2 mésicich zvysit az na 10 mg denné. Dostupny je

ve formé potahovanych a nové i dispergovanych tablet, které jsou vhodné u pacientl
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s poruchou polykani.>*>> Hlavni cesta metabolismu donepezilu vede pfes cytochrom P
(CYP) izoformy 3A4 a 2D6 v jatrech. Proto mlze dojit k interakci pfi sou¢asném podani
silnych inhibitor( jako jsou cimetidin, ketokonazol, paroxetin, fluoxetin a fluvoxamin.

Vysledkem této inhibice je zvy$eni koncentrace donepezilu.>®

Rivastigmin patfi mezi karbamdatové derivaty stejné jako fysostigmin.
Fysostigmin ma ale velmi kratky polo¢as, mnoho NU a jeho uZivani je omezeno jen
na experimentalni Ucely. Mechanismus ucinku rivastigminu spociva
v pseudoireverzibilni inhibici, coz znamend, Ze je odbourdvdn pfimo molekulou
choliesteras. Jako jediny zastupce plsobi i na inhibici BUChE. Na rozdil od donepezilu,
vykazuje nizsi vazbu na plazmatické bilkoviny (cca 40 %) i kratsi biologicky polocas (1 —
2 hod). Metabolismu se neucastni enzymaticky systém CYP 450, proto nedochdzi
na této urovni k interakcim. Vylu¢ovan je ledvinami. Obvykld davka ¢ini 6 — 12 mg,
kterd je rozloZzena do dvou dennich ddvek.?>2>°355 Pacienti uZivajici rivastigmin trpi
¢astéji gastrointestindlnimi NU. Lep$i snasenlivost ne? tablety umoZfiuje novd lékovd

forma transdermalni naplasti.>>>¢

Galanthamin je tercidlni fenanthrenovy alkaloid. Poprvé byl izolovan z cibuli
snézenky Galanthus woronowi Losinsk. Obsah galanthaminu byl ale detekovan
i v jinych rodech celedi Amaryllidaceae napf. Narcissus L., Nerine Herb., Lycoris Herb.,
Leucojum L. atd. Kv(li moznosti nizkého vytézku z rostlinnych zdroj(, Ize galanthamin
pFipravit téZ umélou syntézou.’’”® Galanthamin plsobi dualististickym G¢inkem.
Reverzibilni selektivni kompetetivni inhibici AChE doplfuje alosterickd modulace
presynaptickych i postsynaptickych nikotinovych receptorli, coz vede ke zvyseni
cholinergni transmise.?>® Po perordlnim poddani se velmi rychle vstfebava. Studie
dokazaly, Ze pfisoucasném podani sjidlem neni ovlivnéna celkovda dostupnost,
ale zpomaluje se absorbce.®” Na plazmatické bilkoviny se vaie z cca 20 %.
Metabolizovan je prostfednictvim jaternich enzymU CYP 34A a 2D6. Soucasné podani
s inhibitory téchto izoforem se stejné jako u donepezilu nedoporucuje. Podava se
jednou az dvakrat denné v davce 16 — 24 mg/den.>®%8 Vy3§i davky jiz nemaji vliv

na zlep3eni kognitivnich funkci.®’

Huperzin A je lykodinovy alkaloid poprvé izolovan z Cinské rostliny Huperzia

serrata Thunb (Huperziaceae). V terapii AD se uplatiiuje jako selektivni reverzibilni

21



inhibitor AChE. Zarover pusobi i jako antagonista NMDA receptord.>® Tento efekt
sniZzuje excitotoxicitu a bunécnou smrt, kterd je zplsobena nadmérnym drazdénim
téchto receptor( glutamatem.®® Huperzia serrata Thunb je v tradini ¢inské mediciné
hojné pouzivana jako antipyretikum a antiflogistikum napf. k 1é¢bé otokd, schizofrenie,
myastenia gravis nebo otravé organofosfaty.®® Huperzin A tyto Uéinky postrada.
Vykazuje vSak neuroprotektivni vlastnosti. ZlepSuje pamét a uceni.®> Mezi dalsi ucinky
patfi i ochrana pred volnymi radikdly. Pfi ordlnim podani prostupuje diky své vysoké
lipofilité rychle a snadno pres hematoencefalickou bariéru. Navic oproti jinym
zastupcum je efektivnéjsi. Po podani huperzinu A se hladina acetylcholinu zvysi 2x —

8x vice a tento efekt je déletrvajici.®®

3.1.7.1.2 Inhibitory NMDA receptori

NMDA receptory patti do rodiny ionotropnich glutamatovych receptoru. Jedna
se o ligandem Fizené iontové kanaly. Ligandem pro NMDA receptor je glutamat, hlavni
excitacni neurotransmiter, a glycin. Za fyziologickych podminek je NMDA receptor
blokovdn Mg?* nebo Zn?* ionty. Po uvolnéni glutaméatu dojde k depolarizaci, vstupu Na*
a v mensi mife i Ca?* iontd dovnitf a vystupu K* ven z buriky.® Vstup Ca?* je nezbytny
pro uéeni a vytvareni dlouhodobé paméti a zajisténi plasticity synapsi.®>%> Oproti tomu
u AD dochéazi k nadmérnému uvolnéni glutamatu. To vede ke zvy$ené kumulaci Ca%*

uvnitf neurond, rozvratu vnitiniho prostiedi, hyperexcitaci a poskozeni neuron(.>3

Memantin je nekompetetivni antagonista NMDA receptor(, ktery je uZivan
v monoterapii nebo v kombinaci s donepezilem k terapii stfedni aZ tézké formy AD.%3
Po oralnim podani je biologickd dostupnost témér 100 %. Maximalni denni davka
dosahuje 20 mg. DuleZitd je postupnd titrace béhem prvnich 3 tydn(.°® Mezi mozné
NU, které se oviem vyskytuji jen velmi vzacné, patfi zavraté, Unava, bolest hlavy

nebo obstipace.>?

3.1.7.1.3 Dalsi moZnosti farmakoterapie

Pouzivani téchto |éCiv neni zaloZzeno na dukazech. VétSinou se uZivaji
v kombinaci a jejich ucinek je spiSe podpurny.
3.1.7.1.3.1 Prekurzory acetylcholinu

ACh v |écbé AD nema kvili svému kratkému polocasu zadny vyznam. Stejné tak

cholin jako prekurzor ACh nema dostateény efekt. Navic vykazuje depresogenni
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vevys

jsou sojové boby a z nich lisovany sojovy olej, jelikoz kromé lecitinu obsahuje
i nenasycené mastné kyseliny — linolovou, olejovou a linolenovou. Pro dostateény
efekt je nutné podavat vysoké denni davky lecitinu — aZ desitky gram. | pfesto nejsou

vysledky pfili$ uspokojivé a v praxi se lecitiny nejéastéji kombinuji s inhibitory AChE.?>®

3.1.7.1.3.2 Extrakt Ginkgo biloba EGb 761

Standardizovany extrakt z listd jinanu dvoulaloéného EGb 761 obsahuje
flavonové glykosidy, které inaktivuji volné kyslikové radikaly.>® Dalsi slozku tvofi
terpenové laktony (gingkolidy a bilobalidy) aorganické kyseliny. Ginkgolidy maji
predevsim hemodynamicky efekt. Inhibuji faktor aktivujici krevni desticky, zatimco
bilobalidy jsou nositelem neuroprotektivniho acinku. Predpokladd se, ze dalsi
vyznamné ucinky extraktu jsou protizdnétlivé a antiapoptotické. Extrakt
pravdépodobné také zabraruje tvorbé BA azvySuje mnoZstvi nékterych transmiterd

v mozku.®* EGb 761 lze nasadit jako prevenci, pfi kontraindikaci nebo nesnasenlivosti

inhibitord AChE. DUleZité je dodriet denni davku, kterd by méla dosahovat 240 mg.>?

3.1.7.1.3.3 Zhasece volnych kyslikovych radikald

ROS, které jsou pfi AD v nadbytku, zplsobuji peroxidaci lipid(i, poskozeni
membrdany neuronl a vedou az k jejich zaniku. K likvidaci ROS se vyuZivaji antioxidanty,
mezi které patfi napf. vitamin C, vitamin E, retinol, nootropikum pyritinol

nebo meklofenoxat.?

3.1.7.1.3.4 Nootropika

Takto se nazyvaji latky, které zlepsuji kognitivni funkce a to predevsim pamét
a uéeni.?> Podporuji oxidativni metabolismus glukosy, neurondlni proteosyntézu
a chrani nervovou tkar proti hypoxii.® Do této skupiny fadime piracetam a jeho
derivaty, pyritinol, dihydrované ndmelové alkaloidy a od nich odvozeny derivat
nicergolin, dale vySe zminény meklofenoxat a extrakt z Gingo biloba L. Vyhodou

piracetamu je zvy$ovani plasticity erytrocyt(.2®

3.1.7.1.3.5 Nervové ristové faktory
Studie prokazaly, Ze nervova tkan si dokaze sama produkovat nervové ristové
faktory, které se uplatnuji napf. v tvorbé synapsi. Prekurzorem nervovych rlistovych

faktor( je cerebrolysin. Jedna se o smés AK a kratkych peptidd. DalsSim potencidlné
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vyuZzitelnym léCivem je selegilin — inhibitor monoaminooxydasy B, ktery plsobi in vitro

jako nervovy rlistovy hormon.

U postmenopauzalnich Zen je nezbytna substituce estrogeny. Estrogeny vedou
také k uvolnéni nervovych rlstovych hormon( a zajistuji lepsi pritok krve mozkovou

tkdni.232°

3.1.7.1.3.6 Ostatni moZnosti

Mezi dalsi moZiné pfistupy k terapii kognitivnich poruch patfi nesteroidni
antiflogistika. Zabranuji uklddani BA v mozku a pusobi protizanétlivé. JelikoZ mozek
pacientd s AD byva postizen sterilnim zdnétem, jsou antiflogistika povaZovdna

za protektivni.®3¢

Pro zlepseni krevniho zasobeni mozkové tkané se pouzivaji vazodilatancia —
naftidrofuryl, pentoxyfilin a apovinkamin, alkaloid izolovany z Vinca minor L. Jelikoz
u AD je porusena homeostaza vapniku pouZivaji se blokatory kalciovych kanal. Kromé
memantinu, ktery patfi do skupiny inhibitord zavislych na receptorech, se pouzivaji
jesté inhibitory zavislé na potencidlu neuronové membrany. Do této skupiny patfi

nimodipin, cinnarizin a flunarizin.?®

3.1.7.1.4 Potencidlni farmakoterapie

Pacientl trpicich AD pribyva a terapie se zda stale znacné omezena. Neexistu;ji
totiz latky, které by dokazaly chorobu vylééit nebo ji predchazet. Proto je prikladan
velky vyznam soucasnému vyvoji novych [éCiv. Kromé sloucenin zasahujicich
do cholinergni hypotézy se intenzivné studuji napf. latky ovliviujici tvorbu a agregaci
BA. Jak jiz bylo zminéno, za tvorbu BA jsou zodpovédné [3- a y-sekretasy, které chybné
Stépi APP. Jejich modulaci nebo inhibici by mohlo dojit ke snizeni tvorby BA, nasledné
k redukci amyloidnich plakd a odumirani neuron(. Perspektivni se zdalo uziti vakcinace
proti BA. Testovani vSak muselo byt v 2. fazi klinického vyvoje l|écCiv zastaveno
pro detekci zdvazného NU postvakcinaéni encefalitidy. Nadéjna se zdaji |é¢iva inhibujici
B-sekretasu. Vyznacuji se relativné dobrou toleranci a aplikaci per os. DalSi mozny
pfistup k terapii znamenaly inhibitory APP fenserin a deferoxamin. Bohuzel v klinické
praxi nepfinesly zadny ucinek. Zkoumany jsou také aktivatory o-sekretas, latky
ovliviiujici mitochondridlni funkce, modulujici ukladani t-proteinu, zabranujici
hyperfosforylaci a mnohé dalsi.3
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Dalsi moZnou strategii v |é¢bé AD je imunizace proti BA. Pasivni imunizaci by
mélo dojit k vytvoreni protilatek proti BA. V klinickém testovdni se nachazi napfiklad
gantenerumab a solanezumab. U téchto |éCiv se predpoklada vyssi ucinek u ¢asného

stadia nemoci.?

V poslednich letech se vyznamnym cilem v 1é¢bé AD stala prolyloligopeptidasa
(POP). Jedna se o cytosolovou serin peptidasu, ktera Stépi peptidy na karboxylovém
konci serinu. Bylo prokazano, ze POP se hojné vyskytuje v mozku. Podili se na procesu
uceni, paméti, diferenciaci a déleni bunék. Mimo jiné je spojovana také
s psychiatrickymi poruchami jako je schizofrenie, bipolarni afektivni porucha
a neurodegenerativnimi poruchami véetné AD. Vyzkum je proto zaméren na inhibitory
POP. V experimentech na zvifatech byly dokonce prokazany neuroprotektivni Gcinky

a pozitivni vliv na zvyseni kognitivnich funkci.®®

3.1.7.2 Terapie nekognitivnich funkci

Pro komplexni péci o pacienta je dllezité zamérit se také na doprovodné

pfiznaky, které se v prabéhu AD projevi, zhorsuji stav nemocného a komplikuji 1é¢bu.

Pfi terapii deprese jsou prvni volbou inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu — fluvoxamin, fluoxetin, citalopram, sertralin. Vhodné jsou také inhibitory
monoaminooxidasy A. V praxi se viak uplatriuje jen jediny zastupce moklobemid.?> Obé
skupiny mohou mit pozitivni vliv i na agitovanost pacient(l.3® Naprosto nevhodnad jsou
u AD tricyklicka antidepresiva napf. imipramin, amitryptilin. Vzhledem k jejich silnému
anticholinergnimu ucinku mohou zpUsobit zacpu, sucho v ustech, tachykardii a hlavné

zhorseni paméti. 82>

Pacienti s AD casto trpi agitovanosti, neklidem, poruchou vnimani az paranoiou.
K potlacdeni téchto priznakli se pouZivaji antipsychotika (neuroleptika). Klasicka
antipsychotika ovliviiuji kromé dopaminergniho také anticholinergni a serotoninergni
systém. Vykazuji tedy Sirsi $kdlu NU. Vyjimecné se k terapii tézko zvladnutelného
neklidu pouzivd pacienty pomérné dobre tolerovany haloperidol. Z této skupiny je
mozné vyuzit i melperon. Dnes se dava prednost spiSe novéjsim latkam tzv. atypickym
antipsychotikim. Zejména se vyuziva tiaprid, risperidon a olanzapin. Tyto latky se

mohou pouZit i k 1é¢bé nespavosti.®2>26
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Pfi nespavosti jsou preferovana nebenzodiazepinova hypnotika zolpidem
a zopiklon. Mezi jejich vyhody patfi nizky potencidl zdvislosti pfi dlouhodobém

a pravidelném uZivani. Pfi rychlém vysazeni nevyvolédvaji rebound fenomén %2>
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3.2 Narcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae)

Cesky nazev: Narcis Zluty

3.2.1 Taxonomické zafazeni®
Oddéleni: Magnoliophyta

Trida: Liliopsida

Podtrida: Lilidae

Rad: Asparagales

Celed: Amaryllidaceae

Rod: Narcissus L.

Druh: Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master

3.2.2 Botanicka charakteristika

3.2.2.1 Celed’ Amaryllidaceae

Do celedi Amaryllidaceae (Amarylkovitych) patfi asi 60 rod( (850 druh()

rozsifenych po celé planeté. Nejvice se vyskytuji v tropickém a subtropickém pasu.®’

Jednd se o wvytrvalé byliny s podzemni cibuli méné casto oddenky
nebo cibulovymi hlizami. Stonek je prevainé bezlisty (vyjimecné se jedna o lodyhu).
Listy tvofi prizemni rQzici, jejich tvar je uzky, ¢arkovity. Kvéty jsou oboupohlavné.
Vyskytujici se vétSinou jednotlivé, mohou byt usporddané i do hroznovitych

nebo vrcholiénatych kvétenstvi. Plod tvofi tobolka nebo bobule.7.686°

Tyto trvalky se vyskytuji béziné v prirodé nebo jsou péstovany jako okrasné
rostliny.®® DuleZitou roli hraji i v 1éCitelstvi. V Jizni Africe se rostliny této éeledi tradiéné
pouzivaji k lécbé duSevnich poruch. Efektivita v této indikaci souvisi s obsahem
alkaloidt, kterych bylo popsano pres 500. Izolované alkaloidy nebo jejich extrakty
prokazaly in vitro aktivitu v [éébé poruch CNS, Uzkosti a deprese. K terapii AD se vyuZiva
inhibitor AChE galanthamin. Dle provedené studie alkaloid sanguinin vykazuje in vitro

10x vyssi ucinnost nez galanthamin.”® Cytotoxické uc¢inky byly popsany u lykorinu.%°
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3.2.2.2 Rod Narcissus L.

Do tohoto rodu patti zhruba 50 az 70 druh, které jsou rozsifeny v Evropé,
Severni Africe i Blizkém vychodu.”* JelikoZz se tyto druhy v pfirodé velmi snadno
samovolné kfiZi, je zndmo dalSich zhruba 60 hybridd.%° Narcisy najdeme na loukdch,

horach s vyssi nadmoftskou vyskou, v lesich, skalnich Gtvarech i v bazinach.”?

Jednd se o vytrvalé byliny s podzemni kulovitou az vejcitou cibuli o velikosti
6 mm az 10 cm. Listy jsou pfizemni, uzké, ¢arkovité, mohou pfipominat listy travin.
Stvol duty, pfimy a hranaty na svém konci nese kvét nebo soubor kvétl usporadanych
v kvétenstvi. Kvét tvofi 3 okvétni listky ve dvou kruzich u baze srostlé v okvétni trubku.
Uvnitf se nachazi pakorunka. Dalsi ¢asti kvétu je 6 rizné dlouhych tycinek a spodni
semenik. Kvéty narcisli se mohou pysnit rozlicnymi barvami od bilé, Zluté, oranzové az
po razovou ¢i ¢ervenou. Mohou byt jednobarevné nebo s rlizné zbarvenou pakorunkou

a okvétnimi listky. Plod tvofi trojboka tobolka.t”72

Pro lepsi orientaci se narcisy déli do 12 skupin podle tvaru a poctu kvét(.
RozliSujeme narcisy trubkovité, dlouhokorunné, kratkokorunné, plnokvété, Tazzeta,
Poeticus, plané druhy, orchidejovité, motylovité a smisené. Ddle potom Triandrus-

hybridy, Cyclamineus-hybridy a Lonquilla-hybridy.”?

3.2.2.3 Narcissus pseudonarcissus L.

Narcis Zluty je povazovan za plvodce trubkovitych narcisi. Vyskytuje se
na Pyrenejském poloostrové, v zapadni Evropé i ve Velké Britanii.” Jednd se 0 15 cm —
50 cm vysokou bylinu, kterd vykvéta na jare. Vyskytuje se prevainé na slunnych
mistech s piscitohlinitou plidou bohatou na Ziviny a vlahu. Nasli bychom ho tedy spiSe
na okrajich lesU, brezich rybnik( a loukach. Oblibeny je také v parcich a zahradach jako
okrasnd rostlina vhodnd k osazovani zdhond.®’” Odridy tohoto narcisu maji kvéty
vétsinou jednotlivé, Zluté nebo bilé. Pakorunka byva syté Zluté zbarvena, okraj ma
zubaty nebo lalo¢naty a presahuje okvétni listky. Do této skupiny patfi také Narcissus

'Dutch Master' s charakteristickymi Zlutymi kvéty.6”.74
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Obrdzek 1 Narcissus pseudonarcissus 'Dutch Master'’®

3.2.3 Lidové lécitelstvi

Narcisy patfi mezi rostliny hojné vyuZzivané v lidovém I|écitelstvi. Silné
protirakovinné ucinky Narcissus poeticus L. byly znamy jiz ve 4. stoleti pf. n. I
Hippokratovi z Késu. Extrakt z Narcissus pseudonarcissus L. a Narcissus poeticus L. byl
doporucovan k lé¢bé koznich nadorl. Protirakovinné ucinky Narcissus tazzeta L. jsou
dokumentovany i v bibli. V ¢inské a arabské mediciné byly hojné vyuZivany olejové
emulze z narcisu k |é¢bé rakoviny. Tyto poznatky byly uplatfiovany i ve Stfedni Americe

a Severni Africe.”®

3.2.4 Obsahové latky celedi Amaryllidaceae a rodu Narcissus L.

Pro zastupce této Celedi je typicky obsah alkaloid(i. Tyto slouéeniny se nachazi
v celé rostling, ale v nejvyssi koncentraci jsou kumulovany v podzemnich organech.
MuUzeme je rozdélit na 7 hlavnich strukturnich typ(l, které jsou pojmenovany podle
svého zastupce: lykorinovy (lykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy
(tazzetin), pankratistatinovy  (pankratistatin), homolykorinovy  (homolykorin),
haemanthaminovy (haemanthanin) a krinanovy (krinin). K zdkladnim strukturnim

typlm bychom mohli také pftiradit belladinovy (O-methylbelladin), ze kterého vychazi
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vlastni biosyntetickd draha amarylkovitych alkaloid(i. Vznik montaninového

strukturniho typu (montamin) nebyl zatim zcela objasnén.”’

Biologicka aktivita alkaloidd zastoupenych v celedi Amaryllidaceae je velmi
Sirokd. Prokdzany byly AChE inhibi¢ni acinky, dale protinadorové, antimalarické,

antivirové, antimykotické, antibakteridlni, protizanétlivé, analgetické a cytotoxické.”®””

U zastupch rodu Narcissus L. jsou kromé alkaloidl obsaZeny také dalsi
sekunddarni metabolity. Jedna se o karotenoidy, flavonoidy a betalainy, které jsou
obsazeny v kvétech a jsou zodpovédné za jejich zbarveni. Flavonoidy maji navic dalsi
prospésné vlastnosti. Patfi mezi né antioxidacni, protizanétlivé a protirakovinné

acinky.”?

3.2.5 Biosyntéza alkaloidi celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy celedi amarylkovitych vznikaji specifickou biosyntetickou cestou,
kterd se nazyva norbelladinovd cesta.”” Vychozi strukturu tvofi 2 AK L-fenylalanin
a L-tyrosin. Tyto AK jsou svou chemickou strukturou velmi ptibuzné, presto je nelze
vrostlindach zaménit. Z tyrosinu vznika tyramin a L-fenylalanin je preménén
na 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Pres nékolik mezistupiii z téchto sloucenin vznika
klicovy meziprodukt O-methylnorbelladin. Podle polohy oxidativniho spojeni
aromatickych kruhd O-methylnorbelladinu vznika vyse zminénych 7 zakladnich struktur
alkaloidl. Pokud dojde ke spojeni kruhl v poloze ortho-para vznikd lykorinovy typ,
od kterého je nasledné odvozen typ homolykorinovy. Galanthaminovy strukturni typ
pochazi pfimo z O-methylnorbelladinu spojenim kruh( para-ortho. Syntéza
krinanového a haemanthaminového strukturniho typu probihd pres meziprodukt
vytvoreny oxidativnim spojenim kruh( O-methylnorbelladinu v polohach para-para.
Posledni dva zminéné strukturni typy pankratistatinovy a tazzetinovy jsou odvozeny

od haemantaminového typu.’8#0
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Obrdzek 2 Biosyntéza hlavnich strukturnich typa alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae’”
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3.2.6 Lykorinovy strukturni typ

Alkaloidy patfici do této skupiny, jsou derivaty pyrolo[de]fenanthridinu. Prvnim
izolovanym alkaloidem celedi Amarylkovitych byl Iykorin z rostliny Narcissus
pseudonarcissus L8 Lykorin je soucasné i jeden z nejvice se vyskytujicich alkaloid(
vtéto Cceledi. Jednd se osilného inhibitora biosyntézy kyseliny askorbové,
kterd potlacuje rust a proliferaci bunék véetné nadorovych.®? Lykorin puUsobi téz
protivirové  (napf.  poliovirus), antimykoticky  (Saccharomyces cerevisiae)
a antimalaricky (Trypanosoma brucei).”” Nedavné studie tohoto alkaloidu prokazaly
a hypotenzni.”® Z hlediska terapie je velmi duleZita jeho protinadorova aktivita. Pisobi
cytotoxicky na rakovinové bunky a ndsledné dokaze indukovat apoptdzu. Tyto ucinky

by mohly byt vyuZity v terapii leukémie.?3

Mezi dal$i alkaloidy této skupiny patfi napf. karanin, pseudolykorin,
1-O-acetyllykorin, anhydrolykorin, amarbellisin, galanthin a dalsi. VSechny jmenované
slouceniny vykazuji protinddorovou aktivitu. Jako nejucinnéjsi se prokazal amarbellisin
a pseudolykorin.”” Druhy jmenovany navic plsobi také proti nékterym RNA a DNA

virdm.®2 Karaninu a galanthinu jsou pfipisovany analgetické ucinky.®*

Obrazek 3 Lykorin

3.2.7 Homolykorinovy strukturni typ

Zakladni skelet alkaloidli tohoto strukturniho typu tvofi 2-benzopyrano-
[3,4]indol. Kromé hlavniho zastupce homolykorinu patfi do této skupiny napf.
8-0O-dimethylhomolykorin, lykorenin, hippeastrin, masonin, odulin, dobiusin,

poetinatin a dal3i.®!

Homolykorin, 8-O-dimethylhomolykorin, lykorenin a hippeastrin puUsobi
cytotoxicky na lidské jaterni HepG-2 a leukemické MOLT-4 nadorové bunky. BohuzZel

jejich ucinek neni zcela selektivni a zasahuji i nendadorové buriky mysich fibroblastt
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LMTK. Hippeastrin plsobi také proti DNA-viru Herpes simplex a antimykoticky zejména

vUéi Candida albicans.”’

Obrazek 4 Homolykorin

3.2.8 Haemantaminovy a krinanovy strukturni typ

Jedna se o alkaloidy strukturné odvozené od 5,10b-ethanofenthridinu. Do této
skupiny se radi haemantamin, haemantidin, krinamin, vittatin, maritidin, papyramin,

narcidin, bujein a dal3i.®!

Vyrazné antiproliferativni Ucinky v0i¢i nadorovym bunkdm vykazuje
haemantamin a jeho hydroxy derivat haemantidin. K jejich ucinku jsou citlivé buriky
A2780 vajecnik, SW1573 plic, T-47D prsu a WiDr stfev.®2> Haemantamin plsobi navic
cytotoxicky vUci jaternimu karcinomu, vyrazné antiparaziticky vaci Plasmodium
falciparum, analgeticky a protizanétlivé.””#58 Mezi Gcinky haemantidinu muZeme

.....

cytotoxicky vUc¢i nddorovym bunkdm a antibakteridlné vac&i  Bacillus  subtilis

vrve

tlaku.®

Obrazek 5 Haemanthamin

Obrdzek 6 Krinin
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3.2.9 Tazettinovy strukturni typ

Tazettin a jeho biologicky uc¢innnéjsi prekurzor pretazettin jsou odvozené
od 2-benzopyrano([3,4-clindolu.8%’’ Tazettin vykazuje jen velmi mirny antimalaricky
uéinek v&i Plasmodium falciparum .8 TaktéZ protindadorovy efekt viéi leukemickym
bunkam a cytotoxickad aktivita proti fibroblastickym LMTK burikdm je slaba. Naopak
pretazettin je fazen mezi nejucinnéjsi alkaloidy proti T-lymfoidnim MOLT-4 bunkam.
Tato latka pUsobi na buriky Lewisova karcinomu, spontanni AKR lymfocytdrni leukémie
a Rauscher leukémie. Jeho spektrum uGcinku je ale mnohem SirSi. Inhibici RNA-
dependentni DNA polymerasy pusobi také proti viru Herpes simplex. Dokaze zvysit

aktivitu doxorubicinu, potladit funkci P-glykoproteinu a rist nddorovych Hela bunék.”’

Obrazek 7 Tazettin

Obrazek 8 Pretazettin

3.2.10 Pankratistatinovy strukturni typ

Zakladni skelet pankratistatinového strukturniho typu, ktery reprezentuji dva

hlavni zastupci pankratistatin a narciklasin, tvofi fenanthridin.”’

Narciklasin prokazal Gcinnost proti tropickym RNA virlm, hlavné flavivirm
a bunyavirlim, ktefi zpUsobuji horec¢naté, hemoragické nebo encefalické onemocnéni
vriznych koutech svéta.®” Potladuje také rust bunék inhibici syntézy bilkovin.
Konkrétné se vaze na ribozomalni podjednotku 60S. Citlivé jsou rakovinové bunky

sarkomu 180 a Hela buriky.®® Vyznamna je schopnost indukovat apoptézu u bunék
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lidského karcinomu prostaty PC-3 a adenokarcinomu prsu MCF-7.”7 Mezi dalsi
vyznamné Uucinky patfi baktericidni vuc¢i Corinebacterium fascians a antifungdlni
proti Candida albicans a Cryptococus neoformans.””#” V nedavné studii in vitro bylo
zjisténo, ze narciklasin sniZuje produkci BA potlacenim tvorby APP. Tyto poznatky byly
ovéreny na modelu s vyuzitim mysi. Navic byl prokazan pozitivni vliv narciklasinu

na kognitivni funkce.®

Druhy jmenovany alkaloid pankratistatin vykazuje kromé antiparazitické aktivity
vyraznou cytotoxicitu. Dokaze inhibovat ridst HelLa bunék a indukovat apoptézu bunék
promyelocytarni leukemie HL-60. Provedené studie navic dokazaly zvySenou selektivitu
k nddorovym bunkam. Potencidlni vyuziti nachazi v terapii Zluté zimnice, horecky
dengue ajaponské encefalitidy, nebot plsobi proti flavivirdm. TaktéZz bunyaviry,

které zpusobuji hore¢ku udoli Rift, jsou k pankratistatinu citlivé.®”

Obrdazek 9 Narciklasin

Obrdzek 10 Pankratistatin

3.2.11 Galanthaminovy strukturni typ

Zéklad tohoto strukturniho typu tvofi dibenzofuran.®' Nejvyznamnéj$im
zastupcem je galanthamin. Vzhledem k jeho chemické struktufe dokaze snadno prejit
pres hematoencefalickou bariéru a vyvolat centralni ucinky. Lze ho pouzit k terapii
nervovych chorob jako je demence, manie, schizofrenie, paralyza nebo neurologické

poranéni.®* Galanthamin vykazuje pouze slabé antimalarické Gc¢inky proti Plasmodium
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falciparum, dokdaze vyvolat bradykardii, silnou analgezii a zvratit respira¢ni Utlum
vyvolany opioidy.2®84 V pfipadé otravy organickymi slouc¢eninami fosforu, jako jsou
pesticidy a bojové chemické latky napf. Soman, Ize pouzit galanthamin jako ucinné
antidotum.®? Mezi jeho vyhody patfi Siroky terapeuticky index, bezpecnost, dobra

snasenlivost, rlizné cesty poddni a jen mirna toxicita.®?

Dalsi zastupci galanthaminového strukturniho typu jsou norgalanthamin,
epigalanthamin, epinorgalanthamin, narcisin, narwedin a sanguinin.®%’® Mezi G¢inky
narwedinu patfi hypotenze, snizeni srdecni frekvence a zrychleni dechu. Navic dokaze

zesilit analgetické plsobeni morfinu a potencovat farmakologické Géinku kofeinu.3

Obrazek 11 Galanthamin
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3.2.12 Aktivita alkaloidti ¢eledi Amaryllidaceae v inhibici AChE

Testy prokazaly, Ze pouze galanthaminovy a lykorinovy strukturni typ vykazuji
aktivitu v inhibici AChE. Jako pozitivni kontrola byl pouzit galanthamin. Nejvice
ucinnym alkaloidem byl uréen sanguinin. Srovnatelnou aktivitu s galanthaminem

projevoval 11-hydroxygalanthamin.*
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Materidl a vybaveni pro izolaci

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie
e aceton p. a. (Penta a. s.) ((CHs3),CO)
e amoniak Cisty, vodny roztok 25 — 27 % (Penta a.s.) (NH3)
e cyklohexan p. a. (Penta a. s.) (CsH12)
e destilovana voda (H;0)
e diethylamin p. a. (LachNer) (Et2NH)
e ethanol 95 %, denaturovany methanolem, p. a. (Penta a.s.) (EtOH)
e chloroform p. a. (Penta a.s.) (CHCI5)

e toluen p. a. (Penta a. s.) (CsHsCH3)

4.1.2 Pomocné latky

e kifemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich, CZ)

4.1.3 Detekcni Cinidla

Dragendorffovo Cinidlo

Zasobni roztok Dragendorffova Cinidla se pfipravi smisenim roztoku A a roztoku B

v poméru 1:1 (v/v).

Detekéni roztok se pripravi smisenim 5 ml zasobniho roztoku s roztokem 10 g kyseliny

vinné v 50 ml vody.

roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti

v 80 ml vody.

roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml vody.
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4.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1: toluen + diethylamin (9:1)

S2: cyklohexan + aceton + amoniak (20:70:2)

4.1.5 Adsorbenty pro chromatografii
Komercni desky se silikagelem Merck: TLC Silicagel 60 F2sa (Merck, CZ)
Nalévané desky se silikagelem: Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, CZ)

Silikagel (velikost zrn 0,063 — 0,2 mm FLUKA) desaktivovany 10 % vody

4.1.6 Pristrojové vybaveni
Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Switzerland)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890 A GC
5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA)

Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany)

4.1.7 Rostinny material

Cerstvé cibule Narcissus pseudonarcissus cv. Dutch Master, fa Lukon Glads,
Sadskd, Ceskd republika. Verifikace provedena Prof. RNDr. L. Opletalem, CSc.

Dokladové vzorky rostliny jsou uloZzeny v herbafi na FaF UK HK.

4.2 Obecné metody

4.2.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Vsechna komeréné uzivand rozpoustédla byla pred pouzitim precisténa podle
béZnych laboratornich zvyklosti. Nasledné byla precisténd rozpoustédla uchovavana

v tmavych lahvich chranénych pred svétlem.

4.2.2 Odparovani rozpoustédel z extraktt a jejich skladovani

Alkaloidni extrakty ziskané béhem sloupcové nebo preparativni chromatografie

byly odpafeny na vakuové rotacni odparce Blichi Rotavapor R-114 na vodni lazni

38



pfi 40 °C zasnizeného tlaku. K odpareni alkaloidnich roztokd mensiho mnoZstvi
v ampulkach bylo pouZito vodni lazné zahraté na teplotu 60 °C a proudu vzduchu.
Ziskané frakce acisté Ilatky byly dosouseny pomoci vakuového exsikatoru
nad silikagelem minimalné 24 hodin. Nasledné byly skladovany v chladniéce pfi teploté

2—8°C

4.2.3 Detekce alkaloidu

4.2.3.1 Tenkovrstvd chromatografie

Pritomnost alkaloidl nebo jejich Cistota byla zjistovana pomoci vzestupné
tenkovrstvé chromatografie (TLC). Desky byly vyvijeny v komordch nasycenych mobilni
fazi. Syceni komor se odvijelo dle velikosti komor 15 — 30 min. Vzorky byly na start
chromatogramu naneseny pomoci kapilary v ¢arce. Po vyvinuti byl chromatogram
suSen proudem vzduchu. K detekci bylo pouzito ultrafialové (UV) zatreni o vinové délce
254 a 366 nm. Chromatogram pod UV lampou zelené fluoreskoval a pritomnost
alkaloidU se projevila jako tmavé skvrny, které fluorescenci zhasely. Nasledny postrik
detekénim Dragendorffovym cinidlem zpUsobil zviditelnéni alkaloid(. Pozitivni reakce

se projevila oranZzovym zbarvenim.

4.2.4 Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl ptipraven nalévanim suspenze silikagelu
v mobilni fazi. Na povrch adsorbentu byla nanesena chromatografovana smés
v podobé roztéru. Roztér byl pfipraven rozpusténim vzorku v malém mnoZstvi

rozpoustédla, prfidanim adsorbentu a odparenim rozpoustédla na vodni lazni.

4.2.5 Priprava preparativnich litych TLC desek

K pfipravé desek pro preparativni TLC byly pouzZity sklenéné desky o velikosti
15x15 cm se zdrsnénym povrchem. Na jejich povrch byla rovhomérné nalita suspenze
obsahujici 6,5 g silikagelu GF 254 a pfiblizné 20 ml destilované vody. Naliti suspenze
predchdzelo ocisténi desky CHCls. Nalité desky se poté nechaly schnout nejméné

24 hodin.
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4.3 Izolace alkaloidi z frakce ND 3 — 5 (18 g)

Cilem mé diplomové prace byla izolace alespon jednoho alkaloidu v ¢isté formé
ze spojené frakce ND 3 — 5, ktera byla ziskdna ze sloupcové chromatografie
alkaloidniho sumarniho vytfepku, kterou provedla v ramci doktorského studia Mgr.
Daniela Hulcova. Separaci jednotlivych podfrakci alkaloidniho vytfepku popisuje
z kvantitativniho a kvalitativniho hlediska tabulka 1, resp. obrdzek 12. Detailni postup

pripravy a separace je uveden v diplomové praci Zdenky Dvorakové.

Kvalitativni sloZeni jednotlivych frakci bylo kontrolovano pomoci TLC. Frakce,

které obsahovaly stejné alkaloidy, byly spojeny a vzniklo 12 frakci.

Tabulka 1 Frakce ziskané ze sumdrniho alkaloidniho extraktu®*

Spojené frakce Nazev frakce Mobilni faze Hmotnost frakci (g)
46-51 ND 1 Benzin + chloroform (60:40) 0,40
52-57 ND 2 Benzin + chloroform (50:50) 1,11
58-82 ND 3 Benzin + chloroform (50:50) 9,38
83-94 ND 4 Benzin + chloroform (50:50) 2,49
95-138 ND 5 Benzin + chloroform (45:55) 7,85

139-165 ND 6 Benzin + chloroform (45:55) 3,21
166-194 ND 7 Benzin + chloroform (45:55) 4,83
Benzin + chloroform (60:40)
195-206 ND8 Benzin + chloroform (65:35) 111
Benzin + chloroform (75:25),
207-298 ND 9 (80:20), (85:15), (90:10), 14,93
chloroform (100)
290-292 ND 10 Chloroform + ethanol (1:1) 7,24
293-301 ND 12 Chloroform + ethanol (1:1) 1,68
celkova hmotnost 54,23
extraktu
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Obrdzek 12 Kontrolni TLC spojenych frakci z alkaloidniho vytrepku

L pa MERE = i

Adsorbent SiO2 F 254, MF Si1, pocet vyvijeni 1x, draha 8,5 cm, detekce UV 254 a nasledné postfik

Dragendorffovym Cinidlem

Dle kontrolniho TLC byly frakce ND 3 az ND 5 velice podobné, a proto byly

spojeny (cca 18 g) a byla provedena dalsi sloupcova chromatografie.

Tabulka 2 Parametry sloupcové chromatografie spojené frakce ND 3 — 5

Adsorbent 1 420 g desaktivovaného silikagelu
Vyska kolony 100 cm
Pramér kolony 5,8cm
Mrtvy objem 2,181
Extrakt 18¢
Mobilni faze smés chloroformu a ethanolu v pomérech (99:1, 49:1, 97:3, 12:1, 1:1)
Vysledek 14 frakci po 500 ml
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Obrdzek 13 Souhrnny chromatogram separace frakce ND 3 — 5

ND 3-5/7-12

Adsorbent: Komeréni desky se silikagelem Merck: TLC Silica gel 60 F254 (Merck, CZ), MF — CeHsCH3

+ Et2NH (9:11), pocet vyvijeni 1x, detekce UV 254 a nasledné posttik Dragendorffovym cinidlem

4.3.1 Separace alkaloidl z frakce ND 3 — 5/3 pomoci preparativni TLC

(638 mg)

V ramci této diplomové prace byla zpracovana frakce ND 3 — 5/3. Hmotnost

frakce cinila 638 mg. Vzorek byl rozpustén v CHCl; a nanesen v pruhu na sklenéné

preparativni desky. Desky byly vyvinuty v MF S; 2x. Nandska na jednu desku cinila

zhruba 35 mg.

Tabulka 3 Podminky preparativni TLC

Frakce 3 — 5/3

638 mg

Adsorbent

Kieselgel 60 GF254 (Merck, CZ)

Chromatografické desky

15x15 cm, nandaska v pruhu

Pocet desek 18
Chromatograficka soustava CeHsCHs + EtoNH (9:1)
Vyvijeni 2x

Detekce UV 254 nm
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Obrazek 14 Chromatogram na sklenéné lité TLC desticce

Adsorbent Kieselgel 60 GF254 (Merck, CZ), komora nasycena MF S3, poCet vyvijeni 2x, detekce UV 254

Po vyvinuti a vysuSeni chromatografickych desek byl adsorbent s jednotlivymi
zénami separovan, smichan s kiemelinou Celite 535 (1:1) a eluovan smési CHCls + EtOH

(1:1). Jednotlivé eluaty byly odpareny.

Zoéna Cislo 1 (69,1 mg) byla zpracovana jako prvni. Po odpareni eludtu se
v barice zacaly tvofit krystalky, které byly rekrystalizovany z roztoku CHCI3 + EtOH (1:1).
Bylo ziskano 22,4 mg bilé krystalické latky (NDM-1). Nasledné byl vzorek identifikovan
pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a nuklearni

magnetické rezonance (NMR) jako masonin.

Vzorek zpracovavany v ramci 2. zény byl predbéiné pomoci GC-MS
identifikovan jako homolykorin. Pro ovéreni byla provedena srovnavaci TLC v(ci
standardu. K ovéreni byly pouzity 2 rlzné vyvijeci smési S1 a S,. Skvrna vzorku

vykazovala shodny Rf jako skvrna standardu.
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Obrazek 15 Srovndvaci chromatogram

Adsorbent komeréni desky se silikagelem Merck: TLC Silica gel 60 F254 (Merck, CZ), komora nasycena
(zleva) MF S1a Sz, pocet vyvijeni 1x, detekce UV 254 a Dragendorffovo cCinidlo

30,2 mg vzorku ze zoény Cislo 2 bylo dale precisténo na dvou komercnich
hlinikovych deskach SiO, 60 F254 (20x10 cm, drdha 8,5 cm). Vzorek byl rozpustén
v CHCl3 a nanesen v pruhu. Jako vyvijeci soustava byla zvolena soustava Si. Vyvijeno
bylo 2x. Na zakladé UV detekce byly vypreparovany 2 zény. Precisténi probihalo
stejnym zpUsobem, jak bylo popsano vyse. Bylo ziskano 20 mg bilé krystalické latky

(NDM-2).
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4.4 Stanoveni inhibicni aktivity alkaloidii

4.4.1 Inhibice AChE a BuChE

4.4.1.1 Chemikalie
e acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (ATChl) (pouZzit 10mM roztok)
e butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (BuTChl) (pouzit 10mM roztok)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98 % (Sigma-Aldrich) (DNTB)

(pouzit 5mM roztok)
e dimethylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)
e galanthamin hydrobromid 95 % (Changsha Organic Herb Inc., China)

e huperzin A 95 % (TAZHONGHUI — Tai"an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

4.4.1.2 Pufry
e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4
e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného

e 100mM fosfatovy pufr pH 7,4

4.4.1.3 Materidl
e zdroj AChE — hemolyzat lidskych erytrocytl

e zdroj BuChk — lidska plazma

4.4.1.4 Pristroje

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

4.4.1.5 Podminky méreni
Experimenty byly provadény za téchto podminek:

e teplota37°C
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e prostredi fosfatového pufru (pH 7,4)

o spektrofotometrické méreni barevnych produktl — vinova délka 436 nm

pro BuChE a 412 nm pro AChE

e 96 jamkové mikrotitracni desticky

4.4.1.6 Ziskdvani erytrocytdrni AChE a BuChE z plazmy

Erytrocyty byly ziskdny z Cerstvé odebrané lidské krve, ke které byl pridan citrat
sodny jako protisrazlivé ¢inidlo (18 ml krve + 2 ml 3,4 % roztoku citratu). Postupovalo
se podle mirné upravené metody Stecka a Kanta. lhned po odbéru byla krev
centrifugovédna za pouziti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611 rychlosti
4000 ot./min., pfi teploté 4 °C, po dobu 10 min. Po centrifugaci byla plazma odebrana
a uchovavana pfi 4 °C pro stanoveni lidské BuChE (nejdéle 6hod). Erytrocyty byly
prevedeny do 50 ml zkumavek a tfikrat promyty 5mM fosfatovym pufrem o pH 7,4
obsahujicim 150 mM chloridu sodného metodou centrifugace (12 000 ot./min. Avanti
J-301, rotor JA-30.50). K promytym erytrocytim byl poté pfidan na 10 min. 5mM
fosfatovy pufr o pH 7,4 v takovém mnozstvi, aby vysledny pomér erytrocyty : pufr Cinil
1:9. Po 10 min. doslo ke spontanni lyze erytrocytll. Nasledné byla okamzité zmérena
aktivita vzniklého hemolyzatu — AChE a hemolyzat byl uchovavan az do doby dalsiho

pouziti pfi teploté — 22°C.

4.4.1.7 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity (hodnoty ICso)

Pro stanoveni hodnoty ICso byla vyuZita Ellmanova spektrofotometricka metoda
s pouzitim DTNB. Jako substraty slouzi estery thiocholinu, které jsou Stépeny

na thiocholin a pfislusnou kyselinu cholinesterasami.

Pri méreni aktivity latek se postupovalo naslednym zplsobem. Nejprve bylo
napipetovano 8,3 ul plazmy nebo lyzatu erytrocytd do jamek v mikrotitracnich
desti¢kach. Poté bylo pfidano 283 ul DTNB a 8,3 ul roztoku latek v DMSO o klesajici
koncentraci (40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM pripadné i nizsi). Jako slepy roztok byl pouzit
DMSO (8,3 ul). Po promichani byla smés inkubovana v pfistroji reader Bio Tek 2
pfi 37 °C po dobu 5 minut. Poté bylo pridano do kazdé jamky 33,3 ul roztoku substratu

(5mM ATChl nebo 5mM BuTChl) a po 2 minutach byla zméfena absorbance Zlutého
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produktu pti pfislusné vinové délce (AChE — hemolyzat: 436 nm; BuChtE — plazma:
412 nm). Barevny produkt vznikl navazanim SH-skupiny z thiocholinu na DTNB. Inhibice

v % byla vypocitana podle vzorce:
| = 100 — (AABL/AASA)x100,

kde AABL je narUst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AASA je narst

absorbance méreného vzorku.

Hodnota ICso byla vypocitdna z naméfenych hodnot nelinedrni regresi v programu
GraphPad Prism. Vysledky byly porovnany s referenénimi latkami galanthaminem,

huperzinem A a rivastigminem.

4.4.2 Stanoveni prolyloligopeptidasové inhibicni aktivity

4.4.2.1 Chemikadlie
e Z-Gly-Pro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich)
e prolyloligopeptidasa (Sigma-Aldrich) (POP)
e bajkalin (Sigma-Aldrich)
e Z-Pro-prolinal (Sigma-Aldrich)
e dimethylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich) (DMSO)

e 1,4-dioxan (Lachema)

4.4.2.2 Pufry

e 0,01M fosfatovy pufr, pH 7,4 (slozeni: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl)

4.4.2.3 Pristroje

e ELISA reader EL80O (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)

4.4.2.4 Podminky méreni

Experimenty se provadi pfi 37 °C a vysledny barevny produkt se stanovuje

pfi 405 nm.
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4.4.2.5 Stanoveni

POP byla rozpusténa v 0,01M fosfatovém pufru, jeji specifickd aktivita cCinila
0,2 U/ml. Zasobni roztoky byly pfipraveny rozpusténim v DMSO (10mM). Jednotliva
fedéni byla ziskana zredénim zdasobnich roztokd deionizovanou vodou. Kontrolni
vzorek obsahoval stejnou koncentraci DMSO. Substratem POP byl Z-Gly-Pro-p-
nitroanilid, ktery byl rozpustén v50% 1,4-dioxanu (5mM). ZkuSebni roztoky byly
pfipraveny smisenim 170 pl pufru, 5 pl testované latky a 5 ul roztoku POP. Po dobu
5 minut pti 37 °C byla smés inkubovdna a poté bylo pfidano 20 pl substratu a smés
v miktotitrac¢nich desti¢kdch byla inkubovdna po dobu dalSich 30 minut pfi 37 °C.
Vznikly barevny produkt p-nitroanilin byl spektrofotometricky proméren pfi vinové

délce 405 nm.

Ucinnost testovanych latek byla vyjadiena jako hodnota ICso. Ziskané hodnoty
ICso byly zpracovany v programu GraphPad Prism a porovnany s referen¢nimi latkami
bajkalinem a Z-Pro-prolinalinem. Pomoci Microsoft Excel byly ziskany smérodatné

odchylky.
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5. VYSLEDKY

5.1 Identifikace izolovanych latek

Na zdkladé vysledk(i z MS a NMR analyzy a porovnanim dat s literaturou, byly

izolované latky identifikované jako homolykorin a masonin.

5.1.1 Urceni struktury (+)-masonin (NDM-1)

Obrazek 16 (+)-masonin

5.1.1.1 NMR analyza

1H NMR (500MHz, CDsOD) & 7.89 (1H, s, OH), 7.44 (1H, s, H8), 7.07 (1H, s, H11), 6.12
(2H, s, OCH0), 5.78-5.73 (1H, m, H4), 4.90-4.87 (1H, m, H5a), 3.52-3.44 (2H, m, H2,
H11c), 3.04 (1H, d, J = 9.1 Hz, H11b), 2.93-2.80 (1H, m, H2), 2.77-2.67 (3H, m, H3, H5),
2.59-2.51 (1H, m, H5), 2.38 (3H, s, NCH).
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Obrdzek 17 *H NMR spektrum (+)-masoninu

38.98 15.78 11.39
4.39 4.69 5.03

13¢ NMR (125MHz, CDs0OD) & 166.8 (C7), 154.0 (C10), 150.0 (C9), 139.5 (C11a), 137.2

(C3a), 120.0 (C4), 119.5 (C7a), 110.5 (C8), 109.3 (C11), 104.1 (OCH-0), 78.3 (C5a), 68.9

(Cllc), 57.0 (C2), 42.1 (NCHs), 42.0 (C11b), 31.8 (C5), 27.8 (C3).
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Obrdzek 18 13C NMR spektrum (+)-masoninu
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5.1.1.2 MS analyza
EI-MS (m/z) 299(<1), 109(100), 108(22), 110(77), 82(3), 42(3), 94(3)
Obrazek 19 EI-MS spektrum (+)-masoninu
1004 L'
50+
gl EsosrE L‘ 134 147 162173183 194 211 224 240 252 264 297

40 60 80 100 120 140 160 180 200 20 240 260 280 300

5.1.1.3 Opticka otacivost

[a]3° = +196°, (c 0,09; CHCl3).
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5.1.2 Urceni struktury (+)-homolykorin (NDM-2 )

Obrazek 20 (+)-homolykorin

5.1.2.1 NMR analyza

1H NMR (500HMz, CDCls) 6 7.54 (1H, s, H8), 6.94 (1H, s, H11), 5.50-5.45 (1H, m, H4),
4.79-4.76 (1H, m, H5a), 3.93 (3H, s, OCHs), 3.92 (3H, s, OCHs), 3.14-3.08 (1H, m, H2),
2.72-2.67 (1H, m, H11c), 2.63-2.61 (1H, m, H11b), 2.61-2.57 (1H, m, H5), 2.51-2.43 (2H,
m, H3), 2.21 (1H, q, J = 9.3 Hz, H2), 1.97 (3H, s, NCH).
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Obrdzek 21 *H NMR spektrum (+)-homolykorinu
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13¢ NMR (125HMz, CDCl3) & 165.8 (C7), 153.0 (C10), 148.8 (C9), 140.9 (C3a), 137.7
(C11a), 116.8 (C7a), 115.1 (C4), 111.8 (C8), 110.7 (C11), 77.6 (C5a), 66.5(C1l1c), 56.5
(OCHs), 56.3 (OCHs), 56.1 (C2), 44.2 (C11b), 43.7 (NCHs), 31.2 (C5), 28.0 (C3).

Obrdzek 22 13C NMR spektrum (+)-homolykorinu
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5.1.2.2 MS analyza

Obrdzek 23 EI-MS spektrum (+)-homolykorinu

EI-MS (m/z) 315(<1), 109(100), 108(27), 110(8), 42(4), 82(4), 94(3)
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5.1.2.3 Opticka otdcivost

[a]Z® = +104°, (c 0,09, CHCl3).

20 240
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5.2 Inhibicni aktivity izolovanych alkaloidii viici AChE, BuChE

a POP

Tabulka 4 Vysledky inhibicnich aktivit izolovanych alkaloidii

Oznaéeni Latka AChE (ICso, uM) | BUChE (ICso, pM) | POP (ICso, tM)
NDM-1 masonin 30534 229124 314+ 34
NDM-2 homolykorin 63,71+4,3 151+ 20 173 +41

Standardy galanthamin 1,710+0,1 42,3+1,3 -

pro AChE, BuChE huperzin A 0,033 >1000 -
rivastigmin 0,037 0,003 -
Standardy pro POP bajkalin - - 194 + 14
Z-Pro-prolinal - - 3,27 (nM)
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6. DISKUSE

NaplIni mé diplomové prace byla izolace obsahovych latek z frakce ND 3 — 5,
ziskané ze sumarniho alkaloidniho extraktu Narcissus pseudonarcissus 'Dutch Master'.
Tato rostlina byla vybrana jako zdroj sekundarnich metabolitd rostlin pro dalsi studium
biologické aktivity na zakladé vysledkud inhibicni aktivity vici BUChE (ICso suche = 25,5 +
2,3 pg/ml). Za pouiZiti sloupcové chromatografie a nasledné preparativni TLC byly
z dané frakce ziskany dvé latky, které byly dle vysledki MS, NMR analyzy a optické
otacivosti identifikovany jako (+)-masonin a (+)-homolykorin. Izolované latky byly dale
testovany na inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE, BUChE a POP. Naméfené hodnoty byly
porovnavany se standardy galanthaminem (ICsp ache = 1,710 £ 0,1 UM, ICs0 Buche = 42,3
1,3 uM), huperzinem A (ICso ache = 0,033 puM, 1Cso Buche > 1000 puM), rivastigminem
(ICs0 ache = 0,037 UM, 1Cs0 Buche = 0,003 uM) a Z-Pro-prolinalinem (1Cso pop = 3,27 nM).

Homolykorin byl dfive nalezen v mnoha zastupcich rodu Narcissus L. —
Narcissus bujei Fdez. Casas, N. Confusus Pugsley, N. cyclamineus DC. cv. February Gold,
N. eugeniae Fdez. Casas, N. incomparabilis Mill. cv. Helios, N. jonquilla L. cv. Golden
Sceptre, N. mufozzi-Garmendiae Fdez. Casas, N. odorus L. var. rugulosus, N.
pallidiflorus Pugsley, N. panizzianus Parl., N. papyraceus Ker. Gawl., N. poeticus L., N.
poeticus L. var. ornatus Hort., N. poeticus L. cv. Daphne, N. primigenius Fdez. Casas
a Lainz, N. pseudonarcissus L., N. radinganorum Fdez. Casas, N. tazzeta L., N. tortifolius
Fdez. Casas, N. triandrus L. cv Thalia, N. vasconicus. Dle dostupné literatury nebyl
homolykorin dosud izolovan z Narcissus pseudonarcissus var. 'Dutch Master'.8! Podle
ziskanych hodnot byl (+)-homolykorin uréen jako mirny inhibitor BuChE a POP
a stredné silny inhibitor AChE (ICso ache = 63,7 + 4,3 uM, 1Cs0 suche = 151 + 20 uM,
ICsopop= 173 £ 41 uM). Homolykorin byl jiz na cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu
v minulosti testovan, pfiéemZ bylo dosaZzeno shodnych vysledkd.®?> Na inhibici POP

nebyl (+)-homolykorinu dosud testovan.

Pfitomnost masoninu byla prokdzana v Narcissus. bujei Fdez. Casas, N. jonquilla
L. cv. Golden Sceptre a N. pseudonarcissus L. Taktéz jesté nebyl izolovan z Narcissus
pseudonarcissus var. 'Dutch Master'.8! (+)-masonin byl na aktivitu vici témto enzymdm
testovan vibec poprvé (ICso ache = 305 + 34 UM, ICso suche = 229 + 24 uM, ICsopop = 314 +

34 uM) a vykazoval pouze mirnou aktivitu vici AChE, BUChE a POP. Zjisténé hodnoty
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koreluji s literaturou, kterd udava, Ze alkaloidy homolykorinového strukturniho typu,
do kterého fadime oba izolované alkaloidy, nevykazuji vyraznou cholinesterasovou
aktivitu.®® Vyznamnd inhibice AChE je spojena se zdastupci galanthaminového
a lykorinového strukturniho typu s vyjimkou samotného lykorinu.3> Naméfené hodnoty
mlzZeme porovnat s dalSim zastupcem homolykorinového strukturniho typu
hippeastrinem, ktery ma obdobnou strukturu jako masonin. Lisi se pouze navazanou

OH skupinou na Cs.%

Zatim neni dostupnd literatura, kterd by popisovala inhibi¢ni aktivitu POP
alkaloidd homolykorinového typu. Mirnd inhibi¢ni aktivita Amaryllidaceae alkaloidu
vUci POP byla nalezena u alkaloid(i beladinového (3'-O-demethylbelladin ICso = 369 +
33 uM), krininového (bufanidrin ICso = 366 + 39 uM) a lykorinového (1-O-acetyllykorin
ICso = 448 + 50 pM) strukturniho typu.*®
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7. ZAVER

V rdmci mé diplomové prace byly z vybrané spojené frakce ND 3 — 5, ziskané
z chromatografické  separace  sumarniho  alkaloidniho  extraktu  Narcissus
pseudonarcissus 'Dutch Master', izolovany 2 latky. Nasledné byly identifikovany
pomoci NMR, MS analyzy a optické otacivosti. Ziskané udaje byly porovnany
s odbornou literaturou a alkaloidy byly uréeny jako (+)-masonin a (+)-homolykorin. Obé
l[atky byly testovany na vybrané enzymy AChE, BUChE a POP. Vysledna inhibi¢ni aktivita
alkaloidl byla mirna az stfedni a tyto slouceniny se z hlediska inhibice vySe uvedenych

enzym( nejevi jako perspektivni pro potencialni vyuziti v terapii AD.
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8. ABSTRAKT

Rydlova Katefina: Alkaloidy Narcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae) a jejich
biologicka aktivita Ill. Diplomova prace 2017. Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka

fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie.

Cilem této prace byla izolace obsahovych latek z pridélené frakce ND 3 — 5,
ktera byla pfipravena sloupcovou chromatografii alkaloidniho extraktu z Narcissus
'Dutch Master'. Priprava alkaloidniho extraktu a sloupcova chromatografie byla
provedena Mgr. Danielou Hulcovou v rdmci jeji doktorské prace. Pomoci sloupcové
a preparativni TLC chromatografie byly z frakce ND 3 — 5 ziskany 2 latky v Cistém stavu
NDM-1 a NDM-2. Pomoci NMR, GC-MS analyzy, optické otdcivosti a porovnanim
ziskanych Udaju s literaturou byly tyto struktury wuréeny jako (+)-masonin

a (+)-homolykorin.

Izolované alkaloidy byly ndsledné testovdny na inhibi¢ni aktivitu vaci lidské
erytrocytarni acetylcholinesterase, plazmatické butyrylcholinesterase
a prolyloligopeptidase. Aktivita alkaloidd byla vyjadfena jako ICso: (+)-masonin
(ICsoache= 305 + 34 uM, ICso suche = 229 + 24 pM, ICso pop = 314 * 34 pM),
(+)-homolykorin (ICso ache = 63,7 + 4,3 UM, I1Cso suche = 151 + 20 uM, ICso pop = 173 +
41 uM). V porovnani se standardy galanthaminem (ICsoache = 1,710 + 0,1 UM, 1Cs0 Buche =
42,3 = 1,3 pM), huperzinem A (ICso ache = 0,033 pM, ICso Buche > 1000 pM)
a rivastigminem (ICsoache = 0,037 UM, 1ICso suche = 0,003 uM) vykazoval (+)-masonin
mirnou inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasam, zatimco (+)-homolykorin se jevil jako
stfedné silny inhibitor AChE. Oba alkaloidy vykazovaly mirnou inhibici POP v porovnani

se standardem Z-Pro-prolinalinem (ICso por = 3,27 nM).

Klicovd slova: Narcissus 'Dutch Master', Amaryllidaceae, acetylcholinesterasa,
butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa, homolykorinové alkaloidy, Alzheimerova

choroba
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9. ABSTRACT

Rydlova Katefina: Alkaloids Narcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae) and their
biological activity Ill. Diploma thesis 2017. Charles university in Prague, Faculty

of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology.

The aim of this work was isolation of compounds from the selected fraction ND
3 — 5 obtained by column chromatography of a Narcissus 'Dutch Master' alkaloid
extract. Preparation of the extract and its column chromatography was performed
by Mgr. Daniela Hulcovd as a part of her doctoral study. Two substances NDM-1
and NDM-2 were isolated from fraction ND 3 — 5 by column chromatography
and preparative TLC. The structures were determined as (+)-masonine
and (+)-homolycorine on the basis of NMR, GC-MS analysis, optical rotation and their

comparison with literature data.

Isolated alkaloids were tested on inhibitory activity against human erythrocyte
acetylcholinesterase, plasma butyrylcholinesterase and prolyloligopeptidase. Activity
of alkaloids was expressed as ICso values: (+)-masonine (ICso ache = 305 *+ 34 uM,
ICsoBuche = 229 + 24 uM, ICsp pop = 314 + 34 uM), (+)-homolycorine (ICsp ache = 63.7 *
4.3 uM, ICso guche = 151 £ 20 puM, ICsg pop = 173 £ 41 uM). In comparison with standards
of galanthamine (ICso ache = 1.710 £ 0.1 uM, ICsp suche = 42.3 £ 1.3 uM), huperzine A
(ICso ache = 0.033 UM, ICsp suche > 1000 uM) and rivastigmine (ICso ache = 0.037 uM,
ICsoguche = 0.003 pM) showed (+)-masonine mild inhibitory activity against
cholinesterase, meanwhile (+)-homolycorine appeared as a moderate AChE inhibitor.
Both alkaloids showed mild POP inhibition in comparison with standard

Z-Pro-prolinaline (ICsopop = 3.27 nM).

Key words: Narcissus 'Dutch Master', Amaryllidaceae, acetylcholinesterase,
butyrylcholinesterase, prolyloligopeptidase, homolycorine alkaloids, Alzheimer's

disease
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