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1 UVOD

Jiz od nepaméti vyuziva ¢lovék rostliny nejen jako zdroj obzivy, ale i pro jejich 1é¢ebné ucinky.
Empirickou formou stastnych ndhod a tragickych omyld se postupné vyselektovala celd rfada
[éCivych rostlin. Stafi Sumerové, Babylofiané a Asyrané znali mnoho téchto rostlin a pouzivali
je surové a nijak nezpracované. V otrokarské a feudalni spolec¢nosti byly zpracovavany
konkrétni ¢asti téchto rostlin na odvary a vyluhy, avSak podstata |éCivého Ucinku zUstala
neznama. S postupnym vyvojem spolecnosti rostla Uroven vzdélani a dostupnych technologii,
které umoznily izolovat obsahové latky, tedy zdroj |é¢ebnych nebo toxickych vlastnosti kazdé
rostliny. NejslavnéjSim obdobim pro déjiny farmakognosie byl prelom 18. a 19. stoleti. Mnoho
tehdejsich badatell pochazelo z fad lékarnikd, jako priklad Ize uvést Andrease Sigismunda
Marggrafa, ktery je zndmy jako objevitel sacharézy v cukrové rfepé. Tanin v dubénkdach objevil
a izoloval Nicolas Deyeux. Objevitel morfinu (1804) a mekonové kyseliny Friedrich Sertiirner
pochazel také zrad lékarnik(. Lékarnik a profesor chemie Joseph Bienaimé Caventou
a parizsky lékarnik Pierre Joseph Pelletier spole¢né objevili chinin (1820), cinchonin, brucin
a strychnin. Univerzitni |ékdrnik v Heidelbergu Philipp Lorenz Geiger a chemik O. Hesse
izolovali atropin (1833), hyoscyamin, kolchicin a akonitin.

Vétsinu uvedenych sloucenin fadime do skupiny latek, které se oznacuji jako alkaloidy. Jednd
se o sekundarni metabolity, jejichZ biosyntéza vychazi z aminokyselin. Alkaloidy se vyskytuji
prevazné ve vyssich rostlinach, ale byly prokazany také v plavunich (napt. Lycopodium spp.),
preslickach (Equisetum spp.) a houbach (Claviceps purpurea). U Zivocichl jsou alkaloidy
vzacné. Dosud byly alkaloidy nalezeny ve vice nez 4000 rostlinnych druhi, odhaduje se, Ze asi
10-20 % vsech rostlin obsahuje alkaloidy. Vyznam alkaloid( pro rostlinu neni jednoznacné
vysvétlen. Drive byly alkaloidy povaZiovany za odpadni produkty rostlinného organismu.
Dalsim nazorem je, Ze jejich prudky toxicky ucinek muize byt ochranou proti bylozravcliim
a parazitdm. Lze to vSak potvrdit jen na nékolika prikladech, nebot je mnohem vice rostlin,
kterym alkaloidy Zadnou ochranu neposkytuji. Domnénky o biologické Uloze alkaloid( vsak
nelze pfijmout jako obecné platné, vzhledem ke znaéné rozmanitosti mezi alkaloidy?.

Jednou z vyznamnych celedi z hlediska obsahu alkaloidd je celed” Amaryllidaceae. Tyto
slouceniny jsou oznacovany jako amarylkovité alkaloidy. Formalné jsou fazeny meazi
isochinolinové alkaloidy, protoZe jejich syntéza vychdzi z tyrosinu. Amarylkovité alkaloidy

vykazuji celou fadu biologickych ucinkd, mezi nejvyznamnéjsi muizeme zaradit aktivity
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antivirotické, antimalarické, cytotoxické a inhibicni uUc¢inek na acetylcholinesterazu
a butyrylcholinesterazu3. V soucasnosti je jedinym klinicky uzivanym
amarylkovitym alkaloidem galanthamin, uplatfiuje se jako inhibitor acetylcholinesterazy
a butyrylcholinesterazy v terapii Alzheimerovy choroby. Tento dualni zplsob inhibice
cholinesterdz se jevi slibné vlécbé tohoto neurodegenerativniho onemocnéni, nebot
z cholinergni hypotézy vyplyva, Ze mimo jiné dochazi i ke zvySeni koncentrace
butyrylcholinesterazy. Z tohoto dlivodu je vhodné hledat mezi amarylkovitymi alkaloidy dalsi
potencialné vyuzitelné inhibitory téchto enzymu.

V ramci své diplomové prace jsem nastinila dalSi perspektivni terapeutické moznosti IéCby
Alzheimerovy choroby, napft. inhibitory prolyl oligopeptidasy, latky cilici na beta-amyloid nebo
inhibitory enzymu GSK3p. Tato prace je zamérena na latky prirodniho plvodu a jejim cilem

byla izolace Amaryllidaceae alkaloid(i za ucelem jejich biologického testovani.



2 CILPRACE

Cile diplomové prace:

1.

Podil na pfipravé sumarniho alkaloidniho extraktu z rostliny Narcissus cv. Professor
Einstein a primarni sloupcova chromatografie alkaloidniho extraktu.

Zpracovani zadané frakce za ucelem izolace alespon dvou alkaloid( v Cistém stavu.
Strukturni identifikace izolovanych latek (MS, NMR, opticka otacivost apod.)

vsech ziskanych vysledkd, jejich analyza a vyhodnoceni.

Sepsani a odevzdani diplomové prace.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Celed Amaryllidaceae

Amarylkovité je &eled krytosemennych rostlin z fddu chfestotvaré (Asparagales). Celed’
zahrnuje asi 1100 viceletych druh( cibulovitych rostlin néleZicich do pfiblizné 85 rodu®.
V souvislosti s ¢innosti Angiosperm Phylogeny Group (APG) se tato celed v ramci nové
klasifikace  (APG Ill) vroce 2009 rozsifila o dfive samostatné celedi
kalokvétovité (Agapanthaceae) a Cesnekovité (Alliaceae), které byly vramci APG Il
preklasifikovany na podéeledi Agapanthoideae a Allioideae®.

Jednd se zpravidla o vytrvalé rostliny s podzemnimi cibulemi, oddenky nebo cibulovymi
hlizami. Stonek je bezlisty (stopka nebo stvol) s vyjimkou zdstupct rodu Ixiolirion®. Listy jsou
pfizemni, Gzké, vétsSinou carkovité (jen velmi omezené lodyzni). Kvéty byvaji jednotlivé, jsou
oboupohlavné, aktimorfni nebo ndznakové zygomorfni, se spodnim semenikem. Okvéti je ze
Sesti listk(l (3+3), které mohou byt srostlé, tyCinek 3+3, semenik je spodni ze tfi plodolista.
Kvétenstvi jsou zpravidla Sroubelovitd nebo hroznovitd. Plodem je tobolka nebo bobule®.

Na nasem uUzemi se muZeme setkat s rostlinami zrodl snézenek (Galanthus), narcist

(Narcissus) a bleduli (Leucojum), (Obr. 1). Z dlvodu estetického vzezreni je celad fada téchto

rostlin péstovana pro okrasné Ucely (napf. Clivia, Hippeastrum, Amaryllis atd.)> ®.

Obrazek 1.: Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae vyskytujici se na Uzemi CR, zleva Galanthus nivalis’,
Leucojum vernum?®, Narcissus poeticus®


https://cs.wikipedia.org/wiki/Kalokv%C4%9Btovit%C3%A9
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cesnekovit%C3%A9

3.1.1 Taxonomické fazeni a klasifikace™
Rige: rostliny (Plantae)

PodfiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: jednodélozné (Liliopsida)

Rad: chfestotvaré (Asparagales)

Celed: amarylkovité (Amarylidaceae)

3.1.2 Amarylkovité alkaloidy

Jednou z charakteristik této celedi je pfitomnost strukturné jedine¢né skupiny alkaloid(, které
byly izolovany z rostlin viech rod této Celedi'l. Tyto sloudeniny jsou oznalovény jako
amarylkovité alkaloidy (AAs) a reprezentuji rozsahlou, stdle rostouci skupinu isochinolinovych
alkaloidu, které vykazuji mnoho biologickych u¢ink(*2. Mezi nejvyznamnéjsi mizeme zaradit
aktivity antivirotické, antimalarické, cytotoxické a inhibi¢ni Géinek na acetylcholinesterazu’.
Rostliny celedi amarylkovitych jsou pouzivany v tradi¢ni rostlinné mediciné tisice let. Prvni
zaznam o jejich medicinském vyuziti je datovan jiz do 4. stoleti pred Kristem, kdy Hippokrates
z Késu vyuzil olejovy extrakt z narcisu (Narcissus poeticus) klécbé déloznich nadorda.
Od izolace prvniho alkaloidu lykorinu roku 1877 bylo izolovano a strukturné popsano vice nez
500 alkaloid(l vyskytujicich se jednotlivé, nebo ve skupindch napfi¢ celou ¢eledi'®. Alkaloidy
se vyskytuji v celé rostling, avak v nejvy$sim mnoZstvi je najdeme v cibuli'4.
Fyzikdlné-chemické charakteristiky téchto alkaloidl Ize shrnout do nékolika bodd. Zakladni
struktura je sloZzend ze stavebnich kamenl C6-C1 a N-C2-C6, které jsou odvozeny
od L-fenylalaninu a L-tyrosinu (v daném poradi). Alkaloidy maji charakter slabych bazi
(pKa dosahuje hodnot 6-9). Prevazina cast doposud izolovanych Amaryllidaceae alkaloid(i
obsahuje pouze jeden atom dusiku, ktery je sekundarni, terciarni nebo kvartérni. V poslednich
letech byly izolovany z rostlin rodu Narcissus i alkaloidy, které v sobé kombinuji dva srukturni
typy a v jejich molekule je mozné nalézt dva atomy dusiku. Pocet atomu uhliku kolisa v rozmezi

16-20%°.
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3.1.3 Biosyntéza

VétSina biosyntetického vyzkumu AAs byla provedena vSedesatych a na pocatku
sedmdesatych let. V dneSni dobé mdme rozsahlé informace o Ucincich AAs, ale informace
o jejich molekularni genetice a biochemickych procesech jsou nelplné. Prvni kroky biosyntézy
se podafilo objasnit ve studiich s radioaktivné zna¢enymi prekurzory'®. Stejné jako ve vétsiné
metabolickych drah vedoucich k syntéze alkaloid(, probihd i tato biosyntéza v nékolika
zakladnich krocich, které zahrnuji enzymatickou pfipravu prekurzord, primarni cyklizacni
mechanismy, enzymatickou pfipravu meziproduktll a sekunddarni cyklizaci a diferenciaci

strukturl?.

Enzymaticka priprava prekurzort

Substraty, ze kterych vychazeji prvni kroky biosyntézy, jsou odvozeny z primarniho
metabolismu aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu®. | kdyZ jsou si
L-fenylalanin a L-tyrosin strukturné velmi podobné, nejsou vrostlinach vzajemné
zaménitelné?®,

L-Fenylalanin je katalyzovan enzymem fenylalanin-lydzou (PAL), ¢imz dochazi ke vzniku
trans-skoticové kyseliny za soucasné ztraty amoniaku. Nasleduji dva hydroxyla¢ni kroky, na
kterych se podileji enzymy cinnamat-4-hydroxylaza (Ca4H) a kumarat-3-hydroxylaza (Ca3H),
doprovdzené ztrdtou dvou atomO uhliku. Tato kaskdda vede ke vzniku
3,4-dihydroxybenzaldehydu (3,4-DHBA). Na strané druhé je dekarboxylovan L-tyrosin
tyrosin-dekarboxyldzou (TYDC) na tyramin. TYDC je klicovym enzymem v mnoha rostlinach

produkujicich alkaloidy, pfikladem jsou velmi dobfe zndma analgetika morfin a kodein®> 18,

Primarni cyklizacni mechanismy

Tyramin a 3,4-DHBA nebo jeho derivaty predstavuji vychozi slozky pro biosyntézu zakladniho
prekurzoru norbelladinu. Spojenim tohoto aminu a aldehydu vznika Schiffova baze.
Kraugsodin a isokraugsodin predstavuji dvé konkrétni Schiffovy baze izolované z nékolika
druhl kfinu (Crinum). Tato izolace dokazuje existenci Schiffovych bazi v pfirodé a soucasné

potvrzuje spravnost hypotézy, ze které je odvozena celd biosyntéza'?.
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Enzymatickd priprava meziproduktd

Norbelladin miZe podléhat oxidativnimu spojeni, jakmile je kruh A chranén methylaci. Tento
krok je zcela zasadni pro vznik rlznych strukturnich typl alkaloidd v této Celedi. Klicovym

meziproduktem je ve vét$iné pfipadl O-methylnorbelladin'? (Obr. 2).

Sekundarni cyklizace a diferenciace struktur

Tento krok probiha na zakladé intramolekularniho oxidativniho spojeni O-methylnorbelladinu.
Podle zplisobu intramolekularniho oxidativniho spojeni (ortho-para’, para-ortho’, para-para’)
vznika sedm zdakladnich skelet(, které jsou pojmenovany podle svého hlavniho reprezentanta.
Jedna se o typy: lykorinovy (lykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy (tazettin),
pankratistatinovy (pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin), a a- a B- krinanovy (krinin,
haemanthamin). Biosynteticka cesta vedouci k montaninovému strukturnimu typu (montanin)
a dal$im méné &asto se vyskytujicim typlm nebyla doposud uspokojivé vysvétlenal’. Mezi
zakladni struktury téch to alkaloid( je fazen také typ belladinovy, ktery je odvozen od

zékladniho meziproduktu celé biosyntézy* (Obr. 3).

COOH COOH

L-Phe L-Tyr H.N
l PAL Tyr-decarboxylase
Ry COOH HO \%

trans-cinnamic acid, R1=Ry=H protocatechuic aldehyde
para-coumaric acid, R1=0H, Ry=H

caffeic acid, R{=Rp,=0OH
Schiff's base
(isomeric structures in solutlon)

tyramine

norbelladine

Obrazek 2: Biosyntéza norbelladinu®?



Pz | OH
Me0©\/\
NH
HO
O-methylnorbelladine

ortho-para’ / l para-para’ \ para-ortho'

Typy: (- Typy: N Typy:
lykorinovy krininovy galanthaminovy

homolykorinovy haemanthaminovy

tazettinovy
narciklasinovy

\montaninovv /

Obrazek 3: Oxidativni spojeni O-methylnorbelladinu®?

3.1.4 Rod Narcissus

Do rodu Narcissus fadime v zavislosti na autorovi 50—180 botanickych druhd s centrem
diverzity na Pyrenejském poloostrové a v severni Africe. Narcisy pfedstavuji rod taxonomicky
slozity, zahrnuje fadu divokych druht, kultivarl, mezidruhovych hybridG a polyploidnich
forem'®1°, Proto je The Daffodil Society rozdéluje do 13 divizi. Do posledni divize jsou fazeny
rostliny, které jsou oznaéeny vyhradné botanickym nazvem?°,

Tento rod pritahuje pozornost védecké obce ze stejného divodu jako celd Cceled
amarylkovitych rostlin. Jedovaté a |éCivé vlastnosti nékterych druh( vybizi k hledani biologicky
aktivnich latek. Jedna se o isochinolinové alkaloidy, jejichz obsah v cibulich kolisd mezi 1-2 %.
Od izolace alkaloidu lykorinu roku 1877 bylo z rliznych druh( kultivar( tohoto rodu izolovano
vice nez 100 sloucenin. Jednotlivé strukturni typy odpovidaji vySe popsanym strukturnim
typdm amarylkovitych alkaloid(?!. Jednotlivé strukturni typy jsou shrnuty v nasledujici tabulce
(Tab. 1).

Ve snaze odhalit vztahy mezi biosyntézou alkaloidl a fylogenetickym vyvojem rostlin byly
zkoumadny alkaloidni profily 22 druhl narcist a tfi hybridd ze sedmi hlavnich sekcl rodu

Narcissus® (ve své praci zachovavam plvodni anglické oznaéeni téchto sekci).
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V sekci ,Nevadensis” byl zkouman alkaloidni obsah tfi zastupcd této sekce (Narcissus
segurensis, N. yepesii a N. alcaracensis). Analyza hlavnich komponent (Principal Component
Analysis, PCA) ukdzala, Ze alkaloidni obsah této sekce je pomérné podobny sekci
,Pseudonarcissus”. Sekce ,Nevadensis“ se vyznaCuje pritomnosti lykorinového
a homolykorinového strukturniho typu alkaloidli, jako pfiklad lze uvést lykorin, galanthin
a norpluviint8,

V ramci sekce ,,Pseudonarcissus” byly feseny alkaloidni profily sedmi druh( narcist (Narcissus
salmanticensis, N. genesii-lopezii, N. radinganorum, N. mufozii-garmendiae, N. confusus,
N. eugeniae (dvé populace) a N. perez-chiscanoi). Dle prevladajici strukturniho typu alkaloid(
lze tyto druhy rozdélit do nékolika chemotypl: haemanthamin-tazettinové
(N. salmanticensis), homolykorinové (> 74 % TIC, N. genesii-lopezii, N. radinganorum,
a N. mufozii-garmendiae), homolykorin-galanthaminové (N. confusus a N. eugeniae),
homolykorin-haemanthaminové (N. perez-chiscanoi). Tazettinovy typ alkaloidl byl kromé
N. confusus ddle nalezen jesté v N. salmaticensis a N. perez-chiscanoi, nicméné posledni dva
druhy byly PCA analyzou vyjmuty ze sekce Pseudonarcissus pro vysoky obsah alkaloidd typu
haemanthaminu. Velice podobny obsah alkaloidi byl nalezen i v N. genesii-lopezii,
N. radinganorum, N. mufozii-garmendiae, nicméné u nich prevazuje homolykorin
a 8-0-demethylhomomylkorin. Ackoliv je tato sekce prostoupena alkaloidy homolykorinového
typu, nebyl tento strukturni typ nalezen v N. salmanticensis ani v N. asturiensis. Dale byly
u téchto dvou narcist nalezeny alkaloidy haemanthaminového typu, proto byly PCA analyzou
postaveny mimo tuto sekci. U druhu N. eugeniae byly studovédny dvé populace, rostliny
vykazovaly obdobné alkaloidni profily suréitou mezipopulaéni variabilitou. Zatimco
u nékterych rostlin kondéi biosynteticka drdha syntézou pluviinu, tak u jinych se posunula
smérem k homolykorinovému strukturnimu typu?é.

Ve cCtyfech studovanych druzich narcisi sekce ,Jonquillae” (Narcissus fernandesii (dvé
populace), N. jonquilla (ttfi populace), N. viridiflorus a N. assoanus) nebyly nalezeny zadné
alkaloidy odpovidajici homolykorinovému strukturnimu typu. N. fernandesii a N. jonquilla
obsahuji alkaloidy galanthaminového a tazettinového strukturniho typu, ale pouze prvni z nich
syntetizuje i znaéné mnoistvi alkaloidl Iykorinového typu s prevahou galanthinu.
N. viridiflorus a N. assoanus vykazuji odlisny typ biosyntézy. Zatimco pro N. viridiflorus jsou
typické alkaloidy tazettinového strukturniho typu se stopami galanthaminu, v N. assoanus

nachazime alkaloidy typu lykorinu®2,
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Dvé studované populace N. tazetta v ramci sekce ,Tazettae” vykazovaly odlisné alkaloidni
profily. V populaci oznacované jako taz2 byly prevazné tazettinovy, narciklasinovy a v listech
lykorinovy typ alkaloidi. Populace tazl akumuluje slouceniny typu homolykorinu
a haemanthaminu?®,

V sekci ,Bulbocodium® byly sledovany alkaloidni profily péti druhl narcisd (Narcissus
cantabricus, N. hedraeanthus (dvé populace), N. conspicuus, N. subnivalis (dvé populace)
a N. bulbocodium subsp. bulbocodium (tti populace)) a dvou hybrid( (N. x neocarpetanus
(N. cantabricus x N. bulbocodium subsp. bulbocodium) and N. x litigiosus (N. cantabricus x
N. pallidulus). V cibulich narcisG nebyly detekovany zadné alkaloidy ani stopy alkaloidQ,
vyjimkou je N. cantabricus, jehoz cibule obsahuji pomérné vysoké mnozZstvi alkaloid(. V listech
a kvétech se nachazi velmi nizké mnozstvi alkaloid(i, opét s vyjimkou N. cantabricus
a N. hedraeanthus (populace Hedl). Nadzemni ¢&asti N. hedraenthus obsahuji alkaloidy
haemanthaminového a lykorinového strukturniho typu (populace hed1), zatimco druha
populace tohoto druhu (hed2) se vyznacuje pritomnosti alkaloidl typu tazettinu.
N. cantabricus je charakterizovdan vysokou hladinou alkaloidi tazettinového typu
a pfitomnosti galanthindolu (indolovy alkaloid). Mezidruhovy hybrid N. x neocarpetanus ma
podobny chemotyp jako N. cantabricus, zatimco v N. x litigiosus byly detekovany alkaloidy
tyraminového strukturniho typu. Je zajimavé, ze alkaloidni profil N. bulbocodium subsp.
bulbocodium, N. conspicuus a N. subnivalis se vyznacuje tyraminovym strukturnim typem
protoalkaloidl (vedlejsi produkty biosyntézy), zejména methyltyraminem a tyraminem. V této
sekci byly dale nalezeny stopy lykorinového a homolykorinového strukturniho typu
alkaloid(8,

V ramci sekce ,,Ganymedes” byl zkouman obsah alkaloid( v N. pallidulus. Mnozstvi alkaloid
je vyssi v listech nez v cibulich, v nichz je relativné nizky obsah alkaloidu. Jedna se o alkaloidy
mesembranového typu, zejména o mesembrenon a mesembrenol®8.

Alkaloidy mesembranového typu se bézné vyskytuji v rodu Sceletium, ktery nalezi do Celedi
kosmatcovitych (Aizoaceae). Mesembranové alkaloidy jsou strukturné blizké krinanovému
strukturnim typu AAs, proto védci predpokladali, Ze vznikaji stejnou biosyntetickou cestou.
Tato myslenka se vSak nepotvrdila. Mesembranové alkaloidy lze rozdélit do tfi podskupin,
které jsou reprezentovany mesembrinem, joubertinaminem a skeletinem A4 (Obr. 4). Tyto
latky plsobi jako inhibitory zpétného vychytavani serotoninu, do budoucna by se teda daly

vyuZit jako antidepresiva nebo anxiolytika®®.
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Obrazek 4: Alkaloidy mesembranového strukturniho typu

Tabulka 1: Vyskyt alkaloid(i v rodech celedi Amaryllidaceae a v rodu Narcissus

Strukturni typ Vzorec Vyskyt v rodu Vyskyt v dalSich
(Zastupce) Narcissus rodech
N. angustifolius® Crinum
Galanthaminovy N. ?onfus.u523 Galant.hus
(Galanthamin) N. jonquilla®* Leucojum
N. pseudonarcissus Lycoris
cv. Carlton® 26 Zephyranthes
N. pseudonarcissus Clivia
Homolykorinowy cv. Carlton®>?’ Qalanthus
(Homolykorin) N. tazetta var. Hippeastrum
chinensis® Leucojum
N. brussoneti®® Lycoris
Cyrtanthus
Galanthus
Lykorinovy N. poeticus®* Hippeastrum
(Lykorin) N. bujei*® Chlidanthus

Leucojum Lycoris

Zephyranthes
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Tabulka 1: Vyskyt alkaloidli v rodech celedi Amaryllidaceae a v rodu Narcissus (pokracovani)

Strukturni typ Vzorec Vyskyt v rodu Vyskyt v dalSich
(Zastupce) Narcissus rodech
Krininovy N. bujei*® Ammocharis
(Krinin)y O N. catanbricus® Brunsvigia
< N. tilifolia®? Clivia Crinum
0 Cyrtanthus
Eucharis
Galanthus
o ] N. confusus® H/pgeastrum .
Krininovy N. tazetta® Leucojum Lycoris
. Nerine
N. triandrus cv.
Zephyranthes

(Haemanthamin)
Thalia*

N. angustifolius
subsp.
transcarpaticus®?

Montaninovy 0
(Pankracin) < O
@]

Hippeastrum
Lycoris
Pancratium
Scadoxus

Pankratistatinovy N. cv. Ice Follies®

(Pankratistatin) <

Boophane
Haemanthus
Hymenocallis

Pancratium
Zephyranthes

N. bujei*®

N. tazetta var.

Tazettinovy
chinensis®

(Tazettin)

N. catanbricus®*

Clivia
Eucharis
Galanthus
Hippeastrum
Chlidanthus
Leucojum
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V rostlinach mGzeme nalézt i slouceniny nealkaloidni povahy jako napft. flavonoidy, chalkony,
lignany Ci triterpeny. O tom, Ze i nealkaloidni slou¢eniny tohoto rodu mohou byt zajimavé,
svéddi napriklad studie provedenad s latkami izolovanymi z Narcissus tazetta var. chinensis.
V ramci studie byly izolovany dva nové flavanové derivaty (tazettony C-D), beta-kumaranon
(tazetton E), novy flavan (tazetton F) a novy fenylpropanoid (tazetton G) a Sest zndmych
flavonoidd. Nékteré z nich vykazovaly zajimavou antioxidaéni aktivitu3e.

Dalsi slouceninou obsaZenou v listech a stoncich narcisii je Stavelan vapenaty. Dfive se
predpokladalo, Ze se rafidy vytvareji spontdnné. Je ale zfejmé, Ze tvorba tak sloZitych krystall
vyzaduje zna¢nou miru genetické a biochemické kontroly.

Stavelan vépenaty zastava dvé funkce. Reguluje hladinu vapniku v tkanich a zprostfedkovava
urcitou formu ochrany pred pasoucimi se zvifaty a hmyzem, ale i pred ¢lovékem. Ekzematdzni
vyrazka s boldky oznacovana v anglické literatufe jako daffodil picker’s rash, dobfe
dokumentuje nebezpecénost této slouceniny. Prfi fezu rostlin se rafidy dostanou do mizy, ktera
vytéka z poranénych rostlin, v ni se pak rozpusti a plsobi toxicky. Pfi spaseni interferuje

$tavelan vapenaty s metabolismem vapniku nékterych zvifat??.

3.1.5 Hlavni predstavitelé jednotlivych strukturnich typl amarylkovitych alkaloid(
rostlin rodu Narcissus a jejich biologicka aktivita

3.1.5.1 Lykorinovy strukturni typ

Hlavnim  predstavitelem lykorinového  strukturniho typu je Iykorin. Jedna
se o pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid, jehoZ strukturu poprvé detailné popsal
Nagakawa a spol. v roce 19564,

Mezi dalsi alkaloidy lykorinového strukturniho typu patfi napf. pseudolykorin, karanin nebo
pluviin®® (Tab. 2). Lykorin se vyznaluje Sirokym spektrem biologickych aktivit. Inhibuje syntézu
kyseliny askorbové, konkrétné inhibuje aktivitu L-galaktono-y-lakton-dehydrogenazy, coz je

terminalni enzym, ktery méni L-galaktono-y-lakton na askorbat3’.
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Tabulka 2: Amarylkovité alkaloidy lykorinového strukturniho typu?®

OR,
RO,
R;0O
N
R40
Struktura
Nazev alkaloidu
Rl Rz R3 R4
Lykorin H OH -CH»-
Pseudolykorin H OH H CH3
Galanthin H OCHs CHs CHs
Karanin H H -CH,-
Pluviin H H CHs CHs

Vykazuje selektivni antivirotické ucinky na HIV-1 virus, SARS-asociovany coronavirus
(SARS-CoV), na poliovirus, flavivirus, virus ptaci chfipky (H5N1) a vaccinia virus pravych
neStovic. Tato antiviroticka aktivita je vysvétlovana zablokovdanim DNA-polymerazy, ¢imz
dochdzi k naruseni celé proteosyntézy? 38,

Derivaty lykorinu vykazuji zajimavou aktivitu na Trichomonas vaginalis, nejbézné;jsi nevirovou
pohlavné prenosnou nemoc, kterd zpusobuje vaginitidy u Zen a uretritidy u muz(. Dalsi
derivaty jsou slibné z hlediska svych antimalarickych ucinkl, coz je vzhledem k narustajici
rezistenci rodu Plasmodium na béznd lé¢iva typu chlorochinu velmi vyznamné??.

Mnohé preklinické studie, které se zaméruji na vyzkum lidské rakoviny, se zaobiraji lykorinem,
protoZe vykazuje cytotoxicitu i na bunééné linie rezistentni k apoptdze®3.

Cytotoxicita byla prokazana in vivo u mysiho melanomu BL6 a Lewisova plicniho karcinomu
a také in vitro na Hela burikdch a mnoha dalSich typech nadorovych bunék jako jsou CEM,
K562, MCF-7, G-361 a BJ. Dalsi testy byly provedeny na p53-negativni linii lidskych
leukemickych promyelocyti HL-60 in vitro a na bunkach lidského mnohocetného myelomu

(KM-3). Soucasné poznatky o apoptickém pusobeni lykorinu lze shrnout takto. Lykorin

indukuje apoptdzu vnitini mitochondrialni cestou, kdy dochazi k ,,down“ regulaci proteinu
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Mcl-1 u nadorovych bunék K562, U937 a HL-60%. Cytotoxické plsobeni lykorinu shrnuje
tabulka (Tab. 3).

Tabulka 3: Cytotoxicka aktivita lykorinu**

Typ nadoru Bunééna linie ICso (uM)*°
Leukemie HL-60 1
K562 1,25
VEY) 2,42
Adenokarcinom prsu MCF-7 13,0+ 2,9
Melanom G-361 50+0,3

Lykorin nevykazuje vyraznou inhibi¢ni aktivitu na acetylcholinesterdzu (AChE). Mnohem
ucinnéjsi jsou nékteré jeho derivaty a dalsi zadstupci této skupiny. Aktivnim zdstupcem je
assoanin sinhibi¢ni aktivitou v0ic¢i AChE ICso= 3,87uM. 1-O-Acetyllykorin je literaturou
oznacovan jako jeden z nedéinnéjSich inhibitord AChE!3. Nicméné na nasem pracovisti byly
ziskdany rozporuplné wvysledky. Pfi dfivéjSich experimentech byly ziskany hodnoty
ICs0=0,96 £ 0,04 uM, zatimco pfi poslednim experimentu se alkaloid jevil jako inaktivni
(ICso>1000 pM). Vzhledem krozporuplnym vysledkim byly provedeny stejné
experimenty s komeréné dostupnym acetylcholinesterazami z Uhore je srovnani predeslych
hodnot ICsp s predeslymi daty. Pfi téchto experimentech vykazoval 1-O-acetyllykorin slabou
inhibi¢ni aktivitu vaci dhofi acetylcholinesterdze (ICso= 28,40 + 0,35 uM), ale ve srovnani
s plvodnimi publikovanymi daty je inhibi¢ni potencial této latky mnohem nizsi. Stejna situace
byla popsana u isochinolinového alkaloidu protopinu. U lidské AChE byl neaktivni
(ICsp=423 + 10 uM), kdezto u acetylcholinesterazy z uhore byla zjisténa inhibicni aktivita
(ICs0=16,1 uM). Zda se, Ze zdroj enzymu mUzZe v nékterych pfipadech zasadné ovlivnit aktivitu
testované slouceniny. Ze ziskanych Gdaj Ize usuzovat, ze 1-O-acetyllykorin plsobi smisenym
mechanismem U¢inku®®. Nékteré dalsi synteticky pfipravené derivaty lykorinu vykazuji
i aktivitu vci BUChE (butyrylcholinesteraza). Lykorin-2-on je dokonce aktinéjsi vi¢i BUChE nez

vU¢i AChE®3.
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3.1.5.2 Homolykorinovy strukturni typ

Homolykorin a dalsi alkaloidy homolykorinového strukturniho typu jsou odvozeny od
benzopyrano-indolu. Pfiklady slou¢enin homolykorinového strukturniho typu jsou shrnuty
v tabulce (Tab. 4). Homolykorin vykazuje silnou antiretrovirovou aktivitu, zatimco hippeastrin
je uginny na Herpes siplex virus typu 14°,

Strukturné zajimavou slouc¢eninou je narseronin. Jedna se o prvni pfipad dvojné vazby mezi
uhliky C1 a C10b ve strukture homolykorinového typu. Tato dvojna vazba udéluje cyklim A a B
jistou rigiditu, konjugovany systém dvojnych vazeb pak pfispiva ke stabilizaci molekuly. Mohlo
by se jednat o novou charakteristiku farmakoforu s antifungalni aktivitou. Této myslence
nasvédcuje skutecnost, Ze strukturné velmi blizky hippeastrin antifungalné ptsobi na kvasinku

Candida albicans*!.

Tabulka 4: Amarylkovité alkaloidy homolykorinového strukturniho typu®®

Lykorenin
Struktura
Nazev alkaloidu
R1 R2 R3
Homolykorin CH3 CH3 H
Masonin -CH»- H
Hippeastrin -CH»- OH

3.1.5.3 Krininovy a haemanthaminovy strukturni typ

Tento typ alkaloid( je strukturné odvozen od 5,10b-ethanophenanthridinu. Jako pfiklad Ize
uvést haemanthamin, haemanthidine a krinamin®3, jejich struktury jsou uvedeny

v nasledujici tabulce (Tab. 5).
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Tabulka 5: Amarylkovité alkaloidy haemanthaminového strukturniho typu?'®

Bulbispermin

Struktura

Nazev alkaloidu
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7
Krinamin H OCHs3 -CH»- H H OH
Haemanthamin OCH3 H -CH»- H H OH
Haemanthidin OCHs H -CH»- H OH OH
Papyramin OCH3 H CHs CHs H OH H
Vittatin OH H -CH,- H H H

Slouceniny nesouci tyto strukturni znaky ucinné inhibuji proliferaci naddorovych bunék, které
jsou rezistentni vici proapoptickym stimulim. Hovofime o nadorech refrakternich k soucasné
chemoterapii, konktrétné jde o bunécéné linie gliomu, melanomu a dale o nékteré nadory jicnu,
hlavy a krku®2.

Ve studii vykazoval bulbispermin cytotoxickou ucinnost na bunky gliomu rezistentniho
k apoptdze. Za cytotoxické plisobeni musi byt tedy zodpovédny jiny mechanismus ucinku nez
indukce programované bunécné smrti. Zjistilo se, Ze bulbispermin a derivaty tohoto
strukturniho typu zvysuiji rigiditu aktinu v cytoskeletu nadorovych bunék®3.

Na zakladé tohoto objevu byla synteticky pfipravena cela fada derivatd, odvozenych od
5,10b-ethanophenanthridinu, jejichZ U¢innost byla testovana na vybranych bunécnych liniich.
Dalsim pozitivnim poznatkem je, Ze u zdravych linii bunék je nutna 5-10x vyssi davka, aby byla
indukovédna apoptdza®?.

Studie provedena u nas na fakulté se zabyvala cytotoxickym potencidlem izolovanych AAs na

dvé linie bunék kolorektalniho adenokarcinomu s mutaci p53. Nejlepsi vysledky byly ziskany

pro alkaloidy haemanthamin, haemanthidin a lykorin* (Tab. 6).
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Tabulka 6: Cytotoxicita testovanych struktur vici 2 liniim nadorovych bunék v porovnani s linii
zdravych bunék**

Rakovinné buriky Normalni burniky
Sloucenina
Caco-2 ICsp (M) HT-29 ICso (UM) FHs 74 Int 1Cs0 (UM)
Haemanthamin 0,99+0,14 0,59+0,01 19,5+8,9
Haemanthidin 3,3+0,9 1,7+0,1 11,6 £0,9
Lykorin 0,99 +0,08 1,2+0,0 22,7+0,1
Vinorelbin 0,03 +£0,00 NT 4,0+£0,3

NT- netestovano

3.1.5.4 Pankratistatinovy strukturni typ

Strukturni zdklad tohoto typu alkaloid( pfedstavuje fenantridin®?. K alkaloidim tohoto
strukturniho typu fadime déle napfiklad pankratistatinu, narciklasin a trisphaeridin?! (Obr. 5).

OH
0 ” OH O O
<O | NH <O C ‘ _~N

HO o

Pankratistatin Narciklasin Trispheridin
Obrazek 5: Priklady alkaloidU pankratistatinového strukturniho typu

Hlavnim zdstupcem tohoto strukturniho typu je pankratistatin. Pankratistatin vyznamné
snizuje zZivotaschopnost bunécnych linii karcinomu prostaty LNCaP a DU145, dopad na lidské
fibroblasty NHF pfi acinnych koncentracich je zanedbatelny. Za zminku stoji také potlaéeni
migrac¢ni kapacity téchto nadorovych bunék®.

Soucasna chemoterapeutika indukuji apoptézu nadorovych bunék prostfednictvim p53.
Vétsina karcinom(l ma ale tento protein mutantni ¢i inaktivovany. Cytotoxicita pankratistatinu
byla studovana na liniich kolorektalniho karcinomu p53-mutovanych HT-29 a p53-wilde type

HCT116 a porovndna se zdravymi fibroblasty stfeva CCD-18Co. Tyto testy potvrzuji
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predpoklad, Ze pankratistatin neplsobi apopticky pres p53, vyvolava apoptdozu poklesem
mitochondrialniho membranového potencialu®®,

Dalsim zdstupcem tohoto strukturniho typu je narciklasin. Narciklasin se stal predmétem
mnoha vyzkuma kvali své protinddorové aktivité. Inhibuje rlst bunék zablokovanim
proteosyntézy, vazebné misto se nachdzi na ribosomalni podjednotce 60S. Tyto Ucinky

vykazuje i fada jeho synteticky pfipravenych derivat(*’ (Tab. 7).

Tabulka 7: Protinadorova aktivita narciklasinu a jeho derivata®’

Sloucenina Glso (UM) Srovnavaci korelacni koeficient
Narciklasin 0,016 0,90
Trans-dihydronarciklasin 0,013 0,92
Pankratistatin 0091 1
Cis-dihydronarciklasin 3,8 <0,6

Narcistatin (cyklicky fosfat, prolécivo narciklasinu) sniZuje zanét (cca o 50 %) a s nim spojenou
destrukci kloubu (cca o 70 %) v krysim artritickém modelu. SniZzuje produkci prozanétlivych
cytokin( v rznych typech leukocytl. Tyto Ucinky byly pozorovdny i u extraktu izolovaného
z Haemanthus coccineus. Extrakt blokoval aktivaci leukocytll a endotelovych bunék. Je
pozoruhodné, Ze nebyl zjistén inhibicni efekt na prozanétlivy transkripéni faktor NFkB, ale byla
pozorovana silna inhibice genové transkripce, kterd je zavisla pravé na tomto faktoru. Pfesny

mechanismus U¢inku neni doposud popsane,

3.1.5.5 Tazettinovy strukturni typ

Tento typ zahrnuje alkaloidy odvozené od 2-benzopyrano[3,4-clindolu'?. Hlavnim
predstavitelem skupiny je tazettin, jeden z nejbéznéjSich alkaloid(i celedi Amaryllidaceae.
Prakticky vzato neni prirozené se vyskytujicim alkaloidem, ale pozlstatkem chemicky labilniho
prekurzoru pretazettinu. Biologicka aktivita tohoto prekurzoru je mnohem zajimavéjsi nez
aktivita tazettinu®® (Obr. 6).

Tazettin vykazuje slabou aktivitu proti nékterym liniim nadorovych bunék, byl také popsan

slaby hypotenzni a antimalaricky efekt*.
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Pretazettin pUsobi cytotoxicky na fibroblastické linie LMTK, bunécné linie Raucherovy
leukémie a Lewislv plicni karcinom. Inhibuje rlst Hela bunék. Patfi mezi nejaktivné;jsi
alkaloidy u¢inné na T-lymfoidni buriky MOLT-4°C, Pretazettin inhibuje aktivitu P-glykoproteinu,
zvySuje aktivitu doxorubicinu u rezistentnich forem mysich leukemii. Vaze se na enzym
reverzni transkriptazu u rozdilnych typ( onkogennich vird, ddle je Ucinny proti Herpes simplex
viru a flavivirm. DFivéjsi prace rovnéz popisuji inhibici proteosyntézy eukaryotickych bunék

potlaéenim tvorby peptidové vazby'4.

~0
H cH
N
0
<H
0
OH

Obrazek 6: Vzorec tazettinu a pretazettinu

3.1.5.6 Montaninovy strukturni typ

Hlavnim predstavitelem této skupiny latek je montanin (Obr. 7). Montanin byl v rdmci celé
fady studii testovdan na Siroké spektrum biologickych aktivit. Jedna ze studii vychazi
z poznatku, Ze vétSina AAs inhibuje AChE, coZ bylo inspiraci ke studiim dalSich

neurofarmakologickych aktivit>™.

OCHj

Obrazek 7: Vzorce montaninu a kokcininu

Byly zjistény ucinky sedativni, anxiolytické, antikonvulzivni, snizeni pohybové aktivity a urcity
antidepresivni potencidl latky. Sedativni Ucinky popsané jako zkraceni doby pro usnuti
a prodlouZeni doby spanku vyvolaného pentobarbitalem Ize vysvétlit dvéma zpUsoby. Bud'

montanin zasahuje do regulace spanku, nebo inhibuje metabolismus pentobarbitalu. Dle
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studie lze anxiolyticky efekt vysvétlit vazbou na vazebna mista benzodiazepinl na GABAa
receptorul.

Studie provedend na extraktech rostlin Haemanthus coccineus, Haemanthus montanus
a Haemanthus sanguineus se zabyvala afinitou extraktu a nasledné jednotlivych alkaloidu
(montaninu a kokcininu) k SERT (serotonin transporter). Sumdarni extrakty téchto rostlin
vykazovaly zajimavou afinitu vici proteinu, ale jednotlivé alkaloidy mély afinitu nizsi. Mozny
synergicky efekt montaninu a kokcininu byl v ramci studie vyvracen. Pfedpoklada se, Ze za
ucinek jsou zodpovédné jiné minoritni slozky extraktu®2.

Montanin pusobi cytotoxicky na nékteré linie nddorovych bunék (Tab. 8). Mechanismus
Ucéinku doposud nebyl studovan®3.

Tabulka 8: Cytotoxicka aktivita dvou typl extraktt (CH2Clz, n-butanolu) a alkaloidu montaninu
izolovaného z Hippeastrum vittatum?>3

Vzorek Bunécna linie

HT29 H460 RXF393 MCF7 OVCARS3

CHxCI: 0,68+0,21 0,62+0,06 0,79%0,52 1,60 +0,34 0,84 +0,29

n-Butanol 4,08+0,61 3,34+0,30 2,93+0,6 3,74+0,29 3,56+0,25

Montanin 0,71+0,10 0,57+0,57 0,65 0,01 0,74+0,02 0,84+0,11

Dalsim zastupcem tohoto strukturniho typu je pankracin. Byly u néj popsany antiprotozoalni
a antibakteridlni ucinky. Byla zjiSténa slaba aktivita proti prvokim Trypanosoma brucei
rhodesiense, Trypanosoma cruzi a proti dvéma kmenim Plasmodium falciparum??. Jina studie
popsala antibakterialni Uc¢inky na bakterie Staphylococcus aureus a Pseudomonas

aeruginosa®.

3.1.5.7 Galanthaminovy strukturni typ

Jednd se o alkaloidy, jejichZ strukturnim zdkladem je dibenzofuranové jadro!?. Vzhledem
k povaze diplomové prace bude galanthamin, hlavni zastupce skupiny, podrobnéji probran
v nasledujici kapitole. Jako dalsi zastupce tohoto strukturniho typu lze uvést norgalanthamin,
epigalanthamin, narcisin, narwedin a lykoramin®® (Tab. 9). Nejvyrazné;jsi biologickou aktivitou

galanthaminu a celé skupiny je inhibice AChE a BuChE*?.
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Tabulka 9: Amarylkovité alkaloidy galanthaminového strukturniho typu®®

Struktura
Nazev alkaloidu

R1 R2 R3
Galanthamin OH H CHs
Epigalanthamin H OH CH3
Norgalanthamin OH H H
Narcisin OH H Ac
Narwedin -O- CHs
Lykoramin OH H CH3

Obecné lze Fici, Ze nejvyssi inhibiéni aktivitu na AChE vykazuje galanthaminovy a lykorinovy
strukturni typ. Aktivita téchto alkaloidd je porovnavana s aktivitou galanthaminu.
Galanthamin svoji aktivitou (ICso= 1,5 + 0,2 pM) na AChE pfevy3uje vétsinu AAs'3,

Mezi alkaloidy galanthaminového typu vykazujici vyssi inhibiéni efekt na AChE patfi sanguinin
(ICso= 0,1 + 0,01 puM), tento 9-hydroxy derivat je asi 10x aktivné&j$i neZ galanthamin®3. Je
obsazen v cibulich rostlin Eucharis grandiflora (libenka velkokvétd) a Galanthus nivalis
(snézenka podsnéznik). Vzhledem k tomu, Ze se vyskytuje jen ve stopovych mnozstvich, byl
izolovan mnohem pozdéji nez galanthamin a jeho vlastnosti jsou intenzivné zkoumany az
v poslednich letech®. Zd4 se, Zze pro Ucinnost je zdsadni hydroxylova skupina v poloze R1
a zplsob jeji substituce. Tento inhibi¢ni efekt sanguininu pfinesl hypotézu o vazebném
mechanismu mezi galanthaminem a AChE, mlzZe byt odrazovym mustkem pro pfipravu
derivatl galanthaminu®3.

Narwedin je biosyntetickym prekurzorem galanthaminu. Byl studovan jako stimuldtor
dechu®?. Zvy$uje amplitudu a frekvenci dychacich pohyb(. Dale ma negativné chronotropni

efekt na srdecni sval, vykazuje hypotenzni Ucinek. Bylo popsano, Ze snizuje sedativni ucinky
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alkoholu a barbiturat(, naopak zvysuje analgeticky ucinek morfinu a stejné tak zvysuje efekt

kofeinu, arekolinu ¢&i nikotinu®>.

3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni, které se klinicky prezentuje
syndromem demence’®. Demence je syndrom, ktery vznikd nasledkem chronického nebo
progresivniho onemocnéni mozku, u néhoz dochazi k naruseni mnoha vyssich korovych funkci
jako paméti, mysleni, orientace, chapani, uvazovani, schopnosti uceni, fe¢i a isudku®’. Podle
odhadd Ceské alzheimerovské spoleénosti Zije v Ceské republice 150000 lidi s demenci. Jen
¢ast znich je spravné diagnostikovdna aléfena. Asi 60 % vSech demenci je zplisobeno
Alzheimerovou chorobou (AD)%8. Pfi¢ina zatim neni pfesné znama a stejné tak neni znam
acéinny lék. Lécba se zaméfuje zejména na zlepseni kognitivnich schopnosti mozku®>.

Pro AD je typicky plizivy, pomaly zacatek. RozliSeni prvnich poruch paméti od pfiznakd, které
mohou doprovazet normalni starnuti, nemusi byt zpocatku jednoduché. Pfiznaky AD
se v pribéhu ¢asu zhoriuji. Clovék trpici AD Zije primérné 4-8 let od stanoveni diagnézy. M(ze
Zit i déle, vidy zalezi na okolnostech. Pacienti umiraji na interkurentni choroby, selhani
zivotnich funkci, nékdy i na nasledky urazd. Chorobu lze rozdélit do tfi stadii, kterd
koresponduji se zhorSovanim pfiznakd. Jednotlivd stddia se mohou prekryvat®® 61, Soucasné
sdemenci se postupné rozvijeji nekognitivni poruchy behavioralni a psychologické
(BPSD-Behavioral and Psychological Symptoms in Dementia). Mezi tyto poruchy radime stavy
apatie, agitace, poruchy stravovani (zmény v chutich, anorexie, bulimie), agresivitu (verbalni,
fyzicka), toulani (po byté/domé ale i mimo néj), vokalizaci, sexudlni desinhibici, afektivni
poruchy (anxieta, deprese, manie), poruchy vnimani (halucinace, iluze) a poruchy mysleni
(bludy)>2. Obvyklym pfiznakem jsou iporuchy cyklu spanku a bdéni. S postupujicim

onemocnénim vyZaduji nemocni stale vy3$i miru péce®% 61,

3.2.1 Patofyziologie Alzheimerovy nemoci

V pripadé AD hovorime o onemocnéni s velmi komplexni patofyziologii, ktera nebyla doposud
zcela objasnéna. Vyzkumy minulych let poskytly dllezité stavebni kameny pro formulaci teorie

tohoto procesu, kterd slouZi k rozvoji novych inovativnich konceptt [é¢by®2.
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3.2.1.1 Amyloidni hypotéza

Za klicovy patogeneticky faktor pfi vzniku AD je povaiovan beta-amyloid (AB). AB je
produktem proteolytického Stépeni transmembranového vysokomolekuldrniho proteinu APP
(amyloid precursor protein). Za toto $tépeni jsou zodpovédné enzymy a-, B-, y-sekretasa®.
Za fyziologickych podminek je APP Stépen a-sekretasou, dochazi k uvolnéni solubilnich
fragmentl s koncovou aminokyselinovou doménou sAPPa (solubilni APP po Stépeni
a-sekretasou) a fragmentu CTF (C-terminalni fragment). Tento enzym brani produkci AB, proto
se draha oznacuje jako neamyloidogenni®4 .

Amyloidogenni drdha je katalyzovana B-sekretasou (beta site APP cleaving enzyme, BACE). Po
Stépeni BACE jsou opét generovany fragmenty s termindlni aminokyselinovou doménou
sAPPb (solubilni APP po Stépeni B-sekretasou) a fragment b-CTF (C-termindlni fragment po
Stépeni B-sekretasou). Nasleduje jesté jedno Stépeni prostiednictvim y-sekretasy, kterd stépi
b-CTF v pozici 40. nebo 42. aminokyseliny a vznikd amyloid-B40 nebo amyloid-B42. Pfiblizné
90 % rezidui tvori AB40. Problémem vsak je mnohem toxictéjsi, vysoce agregabilni forma Ap42
a soucasné nejcastéjsi izoforma nalézana v senilnich placich®* 6>,

Alois Alzheimer popsal AB jako protein, ktery se uklada extraceluldrné v neurondlni tkani
avede ke vzniku tzv. senilnich plak(. Sekundarné dochazi k zanétlivym a oxidativnim
proceslim a ireverzibilnimu poskozeni tkané. AB se neukladd jen v extracelularnich prostorech
Sedé hmoty mozkové, ale postihuje i mozkové cévy. Ukladani AB v cévach se oznacuje jako
cerebralni amyloidni angiopatie (CAA). Proces zpUsobuje endotelidlni dysfunkci a produkci
volnych radikdald. V konec¢ném duasledku by mohlo dojit k chronické hypoperfuzi nékterych
&asti mozku rezultujici v cerebrovaskularni dysfunkci, ztrdtu neurond a degeneraci® .

V soucasnosti je vénovana zvySend pozornost rozpustnym formam AB (tzv. AB-derived
diffusible ligands, ADDL). Pfredpoklada se, Ze jsou zodpovédné za zhorSeni pfenosu informaci
a synaptické plasticity. Tyto formy AR se objevuji v ¢asnych stadiich AD, kdy jesté nedochazi
k tvorbé senilnich plak(. Opakované byly nalezeny v mozkovych strukturdch zodpovédnych za
tvorbu paméti, napriklad v hippokampu. Timto zplsobem by se daly vysvétlit poruchy paméti

na molekuldrni Grovni®3.
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3.2.1.2 Tau hypotéza

| kdyz hraje AB vyznamnou roli v patofyziologii AD, amyloidni hypotéza nevysvétluje
uspokojivé vSechny skutecnosti. To, Ze zatiZeni senilnimi plaky dost dobfe nekoreluje
s kognitivnimi funkcemi ani s postupem onemocnéni, je nejvétsi trhlinou celé teorie. Poruse
kognitivnich funkci mnohem |épe odpovida ptitomnost intraceluldrnich neurofibrilarnich
uzlikG (neurofibrillary tangles, NFT). Jednd se o struktury tvofené sparovanymi helikalnimi
vldkny fosforylovaného tau-proteinu. Tau-protein ma i fyziologickou funkci, zodpovida za
zesitovani mikrotubull a stabilizaci cytoskeletu neuront. Fosforylace tau-proteinu vede

k disociaci mikrotubuldrniho systému a destabilizaci cytoskeletu®? 64,

3.2.1.3 Cholinergni hypotéza

Kromé amyloidovych plakd a neurofibrildrnich klubek je jednim z hlavnich patofyziologickych
znak( AD progredujici ztrata cholinergnich neuron( a jejich kortikalnich projekci z nucleus
basalis a oblasti pfilehlych bazalnimu pfednimu mozku®. U Alzheimerovy nemoci, ale i u jinych
demenci dochazi k progredujici ztraté cholinergnich neuronli v nucleus basalis Meynerti.
Dochazi zde k postizeni vSech ¢asti cholinergniho systému. To zahrnuje sniZeni hladin
acetylcholinu (ACh) a cholinacetyl transferazy, pomoci které je ACh syntetizovan. Také klesa
hladina AChE, pomoci které je ACh odbourdvan po vylouéeni do synaptické Stérbiny®®.
Zajimavé je, ze hladina dalSiho enzymu odbouravajiciho ACh, BuChE pfi AD progresivné
a vyznamné stoupd. Tyto déje pfispivaji ke zhordeni cholinergni neurotransmise®°.

Cholinesterazy predstavuji rodinu enzyml, ktera katalyzuje hydrolyzu ACh na cholin a acetat,

¢imz umoznuji navrat cholinergniho neuronu do klidového stavu. Acetylcholinesterdaza (AChE)

byla nalezena ve svalech, motorickych a senzorickych nervovych vldknech, ale i v membrané
Cervenych krvinek®’. AChE existuje ve tfech globuldrnich forméch obsahujici jednu, dvé nebo
Ctyri katalytické podjednotky (monomerni G1, dimerni G2 a tetramerni G4). G1 AChE existuje
vyhradné jako rozpustna entita, zatimco G4 AChE existuje jak v rozpustné, tak v membranové
vazané formé. V lidském mozku se AChE vyskytuje v G1 a G4 formé, pricemz se jejich pomér

v riznych oblastech mozku li3i®>. Butyrylcholinesterdza (pseudocholinesterdza, BuChE) se

nachazi predevsim v jatrech®’. BuChE se také vyskytuje ve vice molekuldrnich forméch, ale ve
zralém mozku je prevladajici izoformou G4. V prabéhu AD vykazuje izoforma G1 30-60 %
zvyseni, zatimco hladina G4 formy klesd nebo z(stdva stejnd jako v normdélnim mozku®>.
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Strukturni vlastnosti téchto dvou cholinesteraz urcuji rozdily v jejich substratové specifité.
AChE je vysoce selektivni pro hydrolyzu ACh, zatimco BuChE je schopna metabolizovat nékolik
raznych molekul. Soucasné poznatky naznacuji, Ze v normdalnim mozku je AChE hlavnim

enzymem zodpovédnym za hydrolyzu ACh, zatimco BuChE ma funkci podpurnou®.

3.2.1.4 Glutamatergni hypotéza

Glutamat predstavuje hlavni excitacni neurotransmitter. Pfenos signalu pres glutamatové
receptory je slozity, glutamat plsobi na ionotropni i metabotropni receptory. Stimulace
metabotropnich receptorl vede ke zméndm intraceluldrnich signdlnich drah, zatimco aktivace
ionotropnich receptor( otevira iontové kanaly a nasledné depolarizuje neuronalni membranu.
RGzna afinita ligandd k ionotropnim receptorim vedla k jejich rozdéleni na tti hlavni subtypy:
N-methyl-D-aspartatovy (NMDA), kainatovy
a a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionatovy (AMPA) receptor. AMPA a kainatovy
receptor umoziuji influx sodnych kationtd do bunky. Pro patofyziologii AD jsou
nejvyznamnéjsi receptory NMDA, jejichz aktivace vede ke vstupu vapenatych kationtl do
buriky®®. Stimulace NMDA receptord je pro dlouhodobou potenciaci (long-term potentiation)
esencialni, jde o jakousi bunéénou analogii u¢eni®.

Glutamatergni systém je postizen v tézsSich stadiich Alzheimerovy choroby. Dochazi
k excitotoxicité, tzn. k nadmérnému uvolfiovadni glutamatu a také ke snizeni zpétného
vychytavani glutamatu v nékterych oblastech mozku vyznamnych pro pamét. Nadmérny vstup
kalcia do neurond ma za nasledek aktivaci nékterych proteinkindz, zvySenou expresi nékterych

proapoptoticky pusobicich latek a neurondlni apoptézu’® 72,

3.2.1.5 Oxidacni stresova hypotéza

Oxidacnim stresem se popisuje stav, kdy je porusena fyziologickd rovnovaha mezi oxidanty
a antioxidanty ve prospéch oxidant(. Je do urcité miry fyziologickym duisledkem ftady
biochemickych a bioenergetickych pochodl a doprovazi aerobni organizmy po cely jejich Zivot,
podili se na pfirozeném starnuti organizmu. Volné radikaly, které jsou v pripadé oxidacniho
stresu produkovany ve zvySené mire, jsou schopny napadat vSechny typy makromolekul, coz

ve svém dusledku muze vést k poskozeni funkce bunék a tkani. VSechny vysSe popsané

31



hypotézy vysvétlujici mechanismus vzniku AD jsou spojené s oxidativnim stresem a rozvojem
sterilniho zanétu. Roli oxidaéniho stresu v patogenezi AD podporuje fakt, Ze neurony jsou
postmitotické buriky, ve kterych se oxidacni poskozeni kumuluje v priibéhu celého Zivota. To
by vysvétlovalo pozvolné se rozvijejici charakter onemocnéni i propuknuti az v pokrocilém

véku jedinct®” 72,

3.2.1.6 Alzheimerova choroba jako diabetes mellitus 3. typu

Mozek dlouhou dobu nebyl pocitdn mezi organy citlivé na pasobeni inzulinu. Pozdéji vsak bylo
zjiSténo, Ze v radé oblasti centralni nervové soustavy (CNS) Ize prokazat inzulin iinzulinové
receptory. Existuji dva typy inzulinovych receptoru: periferni typ, nachazejici se na glialnich
burikach, a centralni neuron-specificky mozkovy typ, ktery ma ziejmé hlavni vyznam pro rlizné
funkce mozku, jako je synapticka aktivita, potfebna pro uceni a pamét. Podle rfady autorli ma
klicovou roli v patogenezi pozdni formy AD hyperinzulinémie, spojend s porusenou signalni
funkci inzulinu v centralnim nervovém systému’> 74,

V neuronech inzulin zvySuje degradaci AB. Zvysuje se také exprese inzulin-degradujiciho
enzymu (IDE), ktery vedle Stépeni molekuly inzulinu Stépi také AB a intracelularni doménu
fragmentu APP (intracellular domain fragment APP). Kompetice inzulinu a AB o IDE pfi zvySené
hladiné inzulinémie muZe prispivat ke zvySené zatézi AP. Hyperinzulinémie vede také
ke zvySeni aktivity enzymu glykogensyntazy-kindzy 3 beta (GSK3B), tim zvySuje fosforylaci
proteinu tau a tvorbu patologickych neurofibrilarnich klubek. Porusena inzulinova signalizace
je také spojena se zvysenim aktivity cdk5 (cyklin dependentni kindzy), enzymu, ktery se rovnéz
podili na hyperfosforylaci tau. Naopak inhibice GSK3B snizuje amyloidogenni Stépeni APP
a hyperfosforylaci tau. DalSim faktorem, pUsobicim v patogenezi AD, je dysregulace
metabolizmu glukdézy v mozku. Porucha glukdézového metabolizmu v mozku souvisi
se zvySenymi hladinami AGEs (advanced glycation endproducts). Vazba AGEs na RAGE
(receptor for advanced glycation endproducts) vede mimo jiné k aktivaci signaliza¢ni kaskady
jaderného transkripéniho faktoru NFkB. Dochazi pak ke zvysené transkripci genli pro radu
prozanétlivé plsobicich enzymU a cytokinG, napriklad inducibilni syntaza oxidu dusnatého
(iNOS), cyklooxygenaza 2 (COX-2) ¢i tumor nekrotizacni faktor alfa (TNFa). Bylo zjisténo, ze

mezi ligandy RAGE patti i AB. Vysledkem téchto molekularnich déjl je zvySeny oxidacni stres
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a zanétlivy proces’® 73, Vztah mezi AD a hyperinzulinémii, inzulinovou rezistenci a diabetem

mellitem 2. typu byl prokazan v klinickych studiich’>7®,

3.2.2 Terapie Alzheimerovy hemoci

3.2.2.1 Soucasna terapie AD

V soucCasné dobé nejsme schopni onemocnéni |éCit kauzdlné, protoze nezname presnou
etiologii onemocnéni. Existuje |écba symptomaticka, kterd cili na znamé patogenetické
mechanismy. Tento zpUsob |écby nemoc nevylédi, ale oddali tézka stadia choroby. VyuZivaji
se dva terapeutické postupy, respektive dvé skupiny IéCiv, jejichZ pouziti vychazi z mediciny
zaloZzené na dlikazech (evidence based medicine): inhibitory cholinesteraz a inhibitory NMDA

receptor®’ 7,

1. Inhibitory cholinesteraz

Mechanismus ucinku a pouZiti téchto léciv vychazi zcholinergni hypotézy. Inhibitory
cholinesterdz jsou indikovany u lehkych a stfedné tézkych stadii AD. U nas, i ve vétSiné zemi
svéta, jsou pouzivany v soucasné dobé t¥i latky: donepezil, galanthamin a rivastigmin®’- 7.

Od inhibitord cholinesteraz se ocekavda, Ze budou dobfe prochazet hematoencefalickou
bariérou a ovliviiovat obé formy mozkovych AChE. Léciva by neméla plsobit na periferni formy
AChE, aby nedochazelo k nezadoucim ucinklim. Nékteré z inhibitor( inhibuji i mozkové BuChE
(takrin, rivastigmin). Zplsob inhibice cholinesteraz je reverzibilni nebo pseudoireverzibilni.
Reverzibilni inhibice trva tak dlouho, jak dlouho je pfitomna latka nebo jeji aktivni metabolit
v plazmé. Pseudoireverzibilni inhibice trva déle, nezZ je pfitomnost ucinné latky v plazmé”’’.

Lécba demence ma dvé faze — titracni (akutni, eskalacni) a dlouhodobou (terapeutickou,
udrzovaci). Obé faze se lisi vyskytem a charakterem vedlejsich ucink(, ¢imz dochazi k rozliseni
inhibitor AChE z hlediska sndasenlivosti i bezpecnosti. Cilem prvni faze je dosazeni
predpokladané zakladni terapeutické davky. Zakladni titracni interval je 4 tydny. Rychlejsi
titrace davky je spojena s akutnimi gastrointestindlnimi nezddouci Ucinky, které jsou
charakteristické pro celou skupinu inhibitori AChE (,class-effects”). Objevuji se v dlisledku
rychlého vzestupu hladiny ACh, po kterém ndsleduje kompenzaéni zvySeni hladiny dopaminu

v area postrema. Vyskyt nezadoucich ucinkd v akutni fazi IéCby Ize snizZit jednak pozvolnou
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titraci davky nebo naptiklad podani s jidlem nebo kratce po jidle. Jakmile je dosazeno
maximalni uc¢inné davky, pokracuje se s udrzovaci fazi lécby. Nezadouci Ucinky v dlouhodobé
fazi jsou odlisSné pro jednotlivé inhibitory cholinesteraz (,non-class related”). Odliseni je
zplUsobeno tim, Ze se na jejich vyskytu uplatiuje kromé centrdlni i periferni cholinergni

aktivita, vyznamny vliv ma i blokdda jednotlivych izoforem cholinesterdz>® 72 78,
Obsoletni slou¢eniny

Takrin

Takrin je derivatem tetrahydroakridinu (Obr. 8). Takrin zvySuje hladinu ACh, vede k down
regulaci a aktivaci M1 muskarinovych receptor(, blokuje M2 muskarinové receptory, zvysuje
pocet nikotinovych receptor(l v mozku a zesiluje nervosvalovy pfenos’®. Takrin je centralni
nekompetitivni reverzibilni inhibitor AChE a BuChE, silné&ji inhibuje BuChE®°. Jeho klinické
ucinky na AD jsou slabé, zlepSeni kognice se projevuje u 20-30 % |éCenych pacientl po 3-6
mésicich [éCby. Navic dle studie z roku 1994 dokoncilo 30-tydenni IéCbu takrinem 279 z 663
subjektd (42 %). Ostatni ze studie odstoupili bud kvuli gastrointestindlnim nezadoucim
ucinkim nebo kvali zvySenym hladindm jaternich transaminaz. Potfeba tydenniho
monitorovani jaternich funkci spolu s nutnosti uzZivat Iék ¢tyrikrat denné Cini z takrinu IéCivo,

které je v klinické praxi nepouZitelnés?,
Klinicky uzivané slouceniny

Donepezil (Alzil®, Apo-donepezil®, Aricept®, Donepezil Mylan®, Donpethon®, Yasnal®)

Donepezil byl schvalen FDA roku 1996 pod obchodnim nazvem Aricept na lé¢bu AD, roku 2006
byl schvélen i na lé¢bu ostatnich demenci®. Chemickou strukturou se fadi mezi piperidiny
(Obr. 8). Je reverzibilnim inhibitorem AChE, inhibuje formu G1 i G4, obé izoformy inhibuje
priblizné stejné. BUChE neovliviiuje. Kromé inhibice AChE brani formovani AB ptsobenim na
a-sekretazy®. U¢innost donepezilu byla prokdzéna také u non-alzheimerovskych demenci,
indikovan je i pro léébu demenci s Lewyho télisky. Klinické studie potvrdily zlepseni

kognitivnich funkci u Parkinsonovy choroby, vaskuldrni demence a sclerosis multiplex® 84,

Rivastigmin (Exelon®, Nimvastid®)
Rivastigmin je centrdlni pseudoireverzibilni inhibitor cholinesterdz, jehoz struktura byla
odvozena od kyseliny karbamové (Obr. 8). Vyznacuje se dualni inhibici AChE i BUChE. Inhibuje

G1 i G4 formu AChE, pricemz je preferencni k formé G1. Stejné jako donepezil zasahuje do
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metabolismu a-sekretdz, usnadriuje $tépeni APP, a tim sniZuje tvorbu AB3% 81, V soulasnosti je
rivastigmin indikovan k |é¢bé AD a demence s Lewyho télisky. Je zkousen i u dalSich forem
demence napfiklad u vaskuldrni demence a u mirné poruchy kognitivnich funkci®®. Klinické
studie potvrdily zlepSeni kognitivnich funkci u Parkinsonovy choroby. Mira efektu [écby

Parkinsonovy nemoci byla srovnatelnd s efektem rivastigminu v |é¢bé AD®®.

Galanthamin (Galantamin Mylan®)

Galanthamin je tercidlni alkaloid odvozeny od fenanthrenu, svou strukturou se podoba
kodeinu (Obr. 8). Pivodné byl izolovan z rostlin, dnes je mozind i jeho chemicka syntéza.
V nejvétSim mnoistvi se nachazi v Celedi Amaryllidaceae, coi jej fadi mezi amarylkovité
alkaloidy. Galanthamin byl izolovdan z mnoha rostlin rodd celedi Amaryllidaceae: Amaryllis,
Hippeastrum, Lycoris, Ungernia, Leucojum, Narcissus, Galanthus, Zephyranthes, Hymenocallis,
a Haemanthus®’ 88,

Galanthamin pUsobi dudlnim mechanizmem Uucéinku — inhibuje enzymy AChE a BuChE
a alostericky moduluje nikotinové receptory. Galanthamin je kompetitivnim a reverzibilnim
inhibitorem cholinesteraz, AChE inhibuje selektivnéji nez BuChk (13-50krat). Korelace mezi
inhibici AChE a zlepSenim kognitivnich funkci u pacienti s AD byla prokdzdna u donepezilu
i rivastigminu. U¢innost galanthaminu jakoZto inhibitory AChE nebyla dostate¢né ovéfena,
nebot se vétsina studii zaméruje na jeho alosterickou modulaci nikotinovych receptord. Tento
mechanismus ovlivnéni AD je zvlasté slibny proto, Ze pfi AD dochazi v mozku k redukci
nikotinovych receptor(, které jsou zvlasté dilezité pro pamét a uceni. Mezi dalsi popsané
ucinky patfi antiapoptické plsobeni chranici bunky pred APB, dale zvysSuje expresi

antiapoptického proteinu Bcl-287.

N
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Rivastigmin Galanthamin

Obrazek 8: Inhibitory cholinesteraz

2. Inhibitory NMDA receptort

Uzivani inhibitor(l vychazi z glutamdtergni hypotézy. Klinicky je zatim pouzivdn jediny
antagonista NMDA receptord memantin®. Memantin je indikovan k 1é¢bé stiedné tézké az

té7ké formy AD bud samostatné nebo v kombinaci s inhibitory AChE®.

Memantin (Ebixa®, Mantomed®, Marixino®, Memantin Apotex®, Memixa®, Memolan®)

Memantin jako nekompetitivni antagonista NMDA receptorli plsobi tim, Ze nahrazuje
v iontovém kanalu magnesium a blokuje vstup vapenatych iontd do bunék. Memantin je jen
nizce az stredné afinitni a vysoce napétoveé zavisly, takZe po prislusSném impulzu z presynapse
rychle opousti iontovy kandl. Koncentrace memantinu potiebnda pro zablokovani
excitotoxického pusobeni glutamatu je 7-10x nizsi, nez koncentrace potfebnd k zablokovani
vSsech impulzli. Proto blokuje memantin pouze patologickou, ale umoznuje fyziologickou
aktivitu NMDA receptorll. Memantin dale blokuje serotoninové 5-HT3 receptory, ¢imz

usnadriuje proces uéeni (dlouhodobd potenciace) a paméti®.

3.2.2.2 Perspektivni terapeutické moznosti AD

Nové inhibitory cholinesteraz

Huperzin A

Huperzin A byl poprvé izolovan v roce 1986 z plavuné Huperzia serrata (Lycopodiaceae)”.
Tento alkaloid se nachazi v rostlinach celedi Huperzinacea, Lycopodiaceae a rodu Selaginella.
Nejvétsi zastoupeni huperzinu A je ve vrancich Huperzia serrata, H. herteriana
a H. ovatifolia®>°*. Huperzin A pUsobi jako reverzibilni inhibitor AChE, na rozdil od sou¢asnych

[é¢iv selektivné inhibuje G4 formu tohoto enzymu. Huperzin A zmirfiuje apoptické procesy
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vyvolané AB, ma antioxidacni vlastnosti, plisobi jako antagonista na NMDA receptorech.
Podporuje regeneraci a rist mozkovych bunék, které byly zasazeny hypoxii ¢i ischémii> 9, Ve
srovnani s klinicky pouzivanymi inhibitory AChE ma lepsi farmakokineticky profil a nizsi
periferni cholinergni G¢inky. Psobi déle ne? donepezil a rivastigmin®. V Ciné je huperzin A ve
4. fazi klinického testovani, jsou shromazdovdna data o nezadoucich Ucincich a Ucincich pfi

dlouhodobém podévani v bézné klinické praxi>® (Obr. 9).
CHs
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Obrazek 9: Huperzin A

Amarylkovité alkaloidy jakozto inhibitory cholinesteraz

Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu na AChE vykazuje galanthaminovy a lykorinovy strukturni typ.

Jednotlivi strukturni zdstupci jsou podrobnéji rozebrani v predchozi kapitole.

Inhibitory enzymu prolyloligopeptidasy (POP)

Prolyloligopeptidasa (POP) je cytozolova serinova protedza, ktera Stépi malé peptidy
obsahujici prolin. Jejimi substraty jsou napfiklad substance P, thyreoliberin, B-endorfin nebo
arginin-vazopresin. Nékteré z téchto plsobku jsou pfimo spojeny s kognici®2. POP ma vyznam
ve fyziologickych procesech jako je uceni a pamét, bunécné déleni a diferenciace a signalni
transdukce. Predpoklada se, Ze hraje roli v patofyziologii nékterych psychiatrickych
onemocnéni, a to v disledku zapojeni POP do metabolismu inositoltrifosfatu (IP3), klicové
molekuly bunécné signalizace. Neuropeptidy zvySuji hladinu IP3 vazbou na jeho receptory,
které se nachazeji v membrané endoplazmatického retikula, a tim zvysuji hladinu vapenatych
iontl. Pfedpoklada se, Ze kalcium ma zcela zasadni vyznam pro pamét a uceni. V souéasnosti
se hledaji inhibitory POP jakoZto potencidlni |éCiva schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy
a nékterych kognitivnich poruch jako je AD%% %3,

Jednim z inhibitord POP je berberin (Obr. 10). Jednd se o isochinolinovy alkaloid izolovany
z oddenku koptisu ¢inského (Coptis chinensis, Ranunculaceae), dale se vyskytuje vrodu

Berberis (dristal, Berberidaceae). Kromé inhibice POP vykazuje berberin jesté nékolik dalSich
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biologickych aktivit, které jsou relevantni pro |écbu AD. Inhibuje AChE a BUChE, snizuje hladinu
AB, inhibuje monoaminooxidasu a vykazuje antioxidaéni Géinky®* 9>,

Jako standard inhibi¢ni aktivity se v soucasnosti pouziva fenolicky flavonoid bajkalin.
Slouc€enina byla izolovana z Sisdku bajkalského (Scutellaria baicalensis, Lamiaceae). Bajkalin
predstavuje pfirozené prolécivo, které ve své glykované formé neni schopné prekonat
hematoencefalickou bariéru. Pfi farmakokinetické studii na krysach se zjistilo, Ze se bajkalin
pred absorpci Stépi stfevni B-glukuronidasou na aglykon bajkalein. Bajkalein je lipofilnéjsi, pres
GIT (gastrointestinalni trakt) vstupuje do krevniho fecisté a pfechazi HEB (hematoencefaliska
bariéra). Bajkalein v zavislosti na davce inhibuje POP?2,

Na nasem pracovisti se hledaly potencialni inhibitory POP mezi isochinolinovymi alkaloidy.
Jako nejucinnéjsi latky byly vyhodnoceny kalifornidin, dihydrosanquinarin, corylpalmin
a methyllaurotetanin. Zda se, Ze kvartérni atom dusiku je podstatny pfti inhibici POP. Také je

znamo, Ze slouceniny obsahujici kvartérni dusik jsou aktivnimi inhibitory AChE®3.

OCH3 OH 0

Ha,CO N HO

HO o

Obrazek 10: Vzorce alkaloidu berberinu a vzorec bajkaleinu

Latky cilici na AB

Vyvoj téchto lécCiv vychazi z poznatk( amyloidni hypotézy, podle niZ jsou za vznik toxického AB
zodpovédné 2 enzymy: y-sekretaza a B-sekretaza. Podle mista, na které tato Iéciva zasahuiji, je

Ize rozdélit do nékolika skupin.

Modulatory y-sekretazy

v-Sekretaza je enzymovy komplex podilejici se na mnoha signdlnich drahach prostfednictvim
svych substratl. Nejznaméjsi je diky své roli v AD, kde Stépi APP, coz vede ke vzniku AB.
Vzhledem ke skuteénosti, Ze je tento enzym vyznamny i pro mnoho dalSich fyziologickych
funkci, vede jeho zablokovani nejen k potlaceni tvorby AB, ale i k zdvainym nezadoucim

ucinkdm (poruchy imunity, krvetvorby). Tyto nezadouci Ucinky vychazeji predevsim z ovlivnéni
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informacniho bunééného systému Notch’? %6, V soudasnosti se hledaji latky, které by &innost
tohoto enzymu pouze modulovaly, tyto latky ovliviujici pouze ¢ast y-sekretdzy odpovédnou
za Stépeni APPY’. Tyto slouéeniny by mély poskytovat krat$i peptidy AB, o velikosti 37-38
aminokyselin, které maji nizsi agregabilitu. Soucasné by nemély plsobit na Notch, anglicka
literatura je oznaluje jako Notch-sparing®. Byl zkou3en predev§im R-enantiomer
antirevmatika flurbiprofenu (R-flurbiprofen, flurizan, tarenflurbil). Pfes dobrou toleranci

nebylo kontrolovanymi studiemi zjisténo podstatné zlep$eni projevl Alzheimerovy choroby?’.

Inhibitory B-sekretazy

B-Sekretdza je ve studiich také oznacovdna jako BACE nebo BACE1l (B-site APP cleaving
enzyme), Asp2 ¢ memapsin-2%°. BACE1 je Siroce exprimovany enzym, v nejvétsim mnozstvi jej
najdeme v pankreatu a mozku, zejména v neuronech. BACE1 nejlépe funguje pfi kyselém pH.
Ma charakter transmembranové aspartatové proteazy, ve strukture se nachazi dvé aktivni
mista lokalizovana na lumindlni strané membrdny. Takové umisténi umoZfiuje enzymu
pristupovat k substratlim v rdmci uvedenych organel, kde soucasné kompetuje s a-sekretazou
o APP. BACE1 vykazuje vysokou substratovou specifitu. Zptsob $tépeni APP je popsan vy$el®,
Vzhledem k jeho vlastnostem a roli v AD se jednd o jeden z molekularnich cil( v [é€bé tohoto
onemocnéni. Prvni generace téchto latek méla povahu peptidickych inhibitor(. Tyto latky sice
maji vysokou inhibiéni aktivitu a jsou vysoce selektivni, ale neprekonaji HEB. Toto zjisténi vedlo
k hledani nepeptidovych inhibitor( 2. generace, které by HEB prestoupily®.

Slouceniny nové generace maji lepsi farmakologické vlastnosti, mensi molekulovou hmotnost
a lepsi farmakokineticky profil. VétSina z nich je ale substratem effluxniho transportéru
P-glykoproteinu, coZ znamena, Zze se do mozku dostanou jen v nizké koncentraci. V reakci na
to byla pfipravena jesté 3. generace téchto nizkomolekularnich latek. Tyto slouceniny pronikaji
pres HEB v dostatecné koncentraci a vyznamné redukuji mnozstvi AB. Ve treti fazi klinického
vyzkumu se v soucasnosti nachazeji lanabecestat, elenbecestat a verubecestat!0, 192,

V rostlinach Ize také najit prirozené fenolické inhibitory BACE1. Ve studii publikované roku
2004 se zjistilo, Zze extrakt zeleného c¢aje inhibuje aktivitu BACE1l. Hlavnim obsazenym
polyfenolem byl epigalokatechin-gallat (EGCG), (Obr. 11). Studie dosla k zavéru, ze EGCG
inhibuje lipopolysacharidy indukované zvyseni hladin BACE1 a y-sekretdzy, ¢imzZ sniZuje
hladinu AB. Dalsi flavonoidni inhibitory BACE1 shrnuje nasledujici tabulka (Tab. 10).

Predpoklada se, Ze hydroxylové skupiny v polohach C3’ a C4' stabilizuji vazbu flavonoidu

39



k aktivnimu centru BACE1 prostiednictvim vodikovych vazeb. Specifické nekompetitivni
inhibitory byly izolovany také z l1ékofice lysé (Glycyrrhiza glabra, Fabaceae). Jedna se o derivaty
2,2',4'-trihydroxychalkonu. Nékteré alkaloidy vykazuji aktivitu také vci BACEL. Jako pfiklad
Ize uvést alkaloidy izolované z koptisu ¢inského (Coptis chinensis, Ranunculaceae) epiberberin

a groenlandicin (hodnoty ICs 8.55 a 19.68 uM)03,

Tabulka 10: Flavonoidni inhibitory BACE103

Latka ICs0 (UM)
Myricetin 2,8+0,3
Morin 21,7+1,1
Quercetin 54+0,5
Bajkalein cca 10
2,3-Dihydroamentoflavon 0,75
2,3-Dihydro-6-methylginkgetin 0,35

Aktivatory a-sekretazy

APP muze byt v prvnim kroku Stépen a-sekretdzou nikoli BACE1, ¢imzZ lze obejit tvorbu
patologického AB. Stimulaci tohoto enzymu snizime tvorbu AP ve prospéch rozpustnych
produkt(t04,

Zastupcem této skupiny je etazoldt, u néhoz byla dokoncena Il. faze klinického testovani.
Slou¢enina ma kombinovany mechanismus ucinku, selektivné moduluje GABAx receptor, je
aktivatorem a-sekretazy a inhibitorem PDE4. Byla prokazana dobra biologickda dostupnost
a zvysSeni hladiny sAPPa.

Polyfenolova slozka zeleného ¢aje EGCG také stimuluje a-sekretazu. Klinicky pfinos EGCG je
studovan (lI/11l faze klinickych test(l). Studovan je i cyklicky lakton bryostatin, ktery snizuje

hladinu AB40/42, nyni se nachazi v Il. fazi klinickych test(0°,
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Obrazek 11: Epigalokatechin-gallat a 2,2',4'-trihydroxychalkon

Inhibitory enzymu GSK38

Tento enzym je klicovym reguldatorem metabolismu glukdzy a syntézy glykogenu. GSK3p ma
afinitu k mnoha substratlm, pro ilustraci lze zminit APP, tau, transkripéni faktory NF-kB, Notch
a p53. Sohledem na afinitu k témto substratim neni prekvapenim, Ze je tento enzym
potencidlnim terapeutickym cilem nejen pro |é¢bu AD, ale i pro IéCbu rakoviny, diabetu Ci
zanéty10> 106,

Mezi inhibitory GSK3B se fadi strukturné rlznorodé latky jako derivaty thiazolidindionu,
paullony, maleimidy, indirubiny a alkaloidy izolované z morskych hub (Porifera sp). Tuto
aktivitu vykazuje i monovalentni kation lithia%. Lithium (Li*) a tideglusib pUsobi jako inhibitory
pUsobi jako inhibitory GSK3B. Byly provedeny i klinické studie, ve kterych ani jedna z latek
nepotvrdila svoji t¢innost1%®,

Paullony, maleimidy a indirubiny byly objeveny ve screeningovém programu, ktery byl
zaméfen na hledani inhibitord GSK3B% obr. 12. Derivity benzazepinu, paullony, jsou
ATP-kompetitivnimi inhibitory GSK3f, které jsou Ucinné pfi nanomoldrnich hodnotach ICso.
Stejnym zpusobem inhibice enzymu se vyznacuji i maleimidy. Indirubin lzeze izolovat z rostlin
rodu indigovnik (Indigofera)'®®. Strukturné se jednd o bisindolovy derivat, ktery je
ATP-kompetitivnim inhibitorem GSK3B. Nékteré jeho derivaty vykazuji vyssi inhibi¢ni aktivitu
nez indirubin sam, prikladem je 6-bromoindirubin-3-oxim. DalSimi v pfirodé se vyskytujicimi
inhibitory GSK3B jsou alkaloidy izolované z morskych hub. Jako pftiklad lze uvést

bromopyrrolovy alkaloid hymenialdisin a B-karbolinovy polycyklicky alkaloid manzamin A%,
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Obrdzek 12: Ptiklady inhibitor(i GSK3
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Vseobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Veskera pouzitd rozpoustédla byla predem predestilovana. Destilacni predek Cinici cca 5 % byl
zachycen vétSinou s vodnym azeotropem, nasledné bylo destilovano zbylych cca 90 %
rozpoustédla. VSechna rozpoustédla byla uchovdvana v hnédych lahvich.

Odparovani rozpoustédel z extrakt( bylo provddéno pomoci vakuové odparky LABOROTA

4001- efficient, Heidolph, Germany vybavené vodni |azni pfi 40 °C za snizeného tlaku.

Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provedena zplisobem gradientové eluce na neutralnim Al,Os.
Suspenze adsorbentu v rozpoustédle byla nalita do chromatografické kolony obvyklym

zpusobem. Na povrch sloupce byl nanesen vzorek rozpustény v malém mnozstvi rozpoustédla.

Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna vzestupné. Pouzity byly klasické komory

nasycené pfislusnou mobilni fazi. Doba syceni komor byla 25 minut.

4.1.2 Material a vybaveni
4.1.2.1 Rozpoustédla

Chloroform, p. a. (Penta)
Cyklohexan, p. a. (Penta)
Dichlormethan, p. a. (Penta)
Diethylamin, p. a. (Penta)
Diethylether, p. a. (Penta)
Ethanol, p. a. (Penta)
Ethylacetat, p. a. (Penta)
Methanol, p. a. (Penta)

Toulen, p. a. (Penta)
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4.1.2.2 Chemikalie

Kyselina chlorovodikova (Lachema)
Uhli¢itan sodny (Lachema)

Siran sodny (Lachema)

4.1.2.3 Detekeni Cinidla

Mayerovo Cinidlo

Dragendorfovo Cinidlo

4.1.2.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: To-DEA 95:5 (toulen, diethylamin)

S2: To-cHx-DEA 50: 50: 5 (toulen, cyklohexan, diethylamin)

S3: EtOH-CHClIs 1:9 (ethanol, chloroform)

S4: EtOAc-MeOH-H,0 100: 13: 10 (ethylacetat, methanol, voda)
S5: To-EtOAc-DEA 70: 20: 10 (toulen, ethylacetat, diethylamin)

4.1.2.5 Chromatografické adsorbenty

Al: Oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii neutralni, Acros Organics, Brockmann | 50-200
um, desaktivovany 6 % vody.

A2: Kieselgel 60 F254, Merck; 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou
chromatografii; tloustka vrstvy 0,2 mm.

A3: Silikagel LS 5/40 UV3sa; pro preparativni TLC

4.2 Priprava sumarniho extraktu

4.2.1 Biologicky material

Cerstvé cibule rostlin Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN byly ziskany od komeréniho prodejce
Lukon Glads (Sadskd, Ceska republika). Botanickd verifikace rostlinného materidlu byla

provedena Prof. L. Opletalem a dokladové vzorky jsou uloZeny v herbafi na Katedre
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farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod nasledujicim

oznacenim: CUFPH-16130/AL-447.

4.2.2 Priprava ethanolického a alkaloidniho extraktu

Sumarni ethanolicky extrakt byl pfipraven z 34 kg Cerstvych cibuli Narcissus cv. PROFESSOR
EINSTEIN.

Cibule byly nakrajeny a rozemlety. Pak byla provedena extrakce ethanolem (EtOH 96% v/v).
Jednotlivd mnoZstvi takto pfipravenych cibuli (1,2 kg) se vafila dvakrat po tficeti minutach
v destilaéni barnice pod zpétnym chladicem. Vrstva cibuli byla prevrstvena odpovidajicim
mnozstvim EtOH tak, aby hladina byla pfiblizné 1-2 cm nad hmotu rostlinného materidlu.
Extrakt byl zfiltrovan a odparen za sniZzeného tlaku.

Odparek byl rozpustén v 1,5 | 5% HCI, dvakrat zfiltrovan pfes vliselin a nasledné zfedén
destilovanou vodou na 4,5 o pH 1.

Vodny roztok byl odtu¢nén EtOAc, vytifepdn 2x etherem a vodnd faze byla alkalizovana 10%
NazCOs na pH 10. Nasledné byla provedena extrakce CHCIs (pouzity 4x 4l CHCI3), pfi které
alkaloidy presly do vrstvy chloroformu (horni vrstva). Po Ctyfech vytfepanich jiz extrakt
nereagoval s Mayerovym Cinidlem.

Bylo pfipraveno 51,5 g alkaloidniho extraktu ve formé tmavé hnédého sirupu. Extrakt byl
opétovné rozpustén v1 | 2% HCl. Tento primarni alkaloidni extrakt byl podroben
opakovanému Cisticimu procesu za podobnych podminek.

Vodna faze byla 2x odtu¢néna EtOAc (pouZito 2x 0,5l), alkalizovana 10% Na2CO3 (pouZito
460ml) na pH 10. Dale byla vodna faze 5x extrahovana EtOAc (uzito 5x 0,51) a 8x CHCI3 (uzito
8x 0,5l). Takto ziskané organické extrakty byly spojeny a vysuSeny bezvodym Na2SO4. Celkem
bylo ziskano 31,73 g koncentrovaného alkaloidniho extraktu ve formé tmavé hnédého sirupu.
Vzhledem k ndrocénosti této ¢asti prace se na pripravé alkaloidniho extraktu a jeho dalSim

zpracovani podileli dalsi diplomanti a doktorandi katedry.

4.2.3 Sloupcova chromatografie a izolace jednotlivych alkaloidu

Adsorbent: 2000 g Al,O3 suseny 12 hodin pfi 200 °C a posléze deaktivovany 6 % vody (2000 g
Al,03+ 120ml H20, voda byla pfidana po trech ¢astech béhem patnacti minut z celkovych 60

minut miseni).
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Frakce: 250ml

Mrtvy objem: 1570ml

Z koncentrovaného alkaloidniho extraktu byl pfipraven roztér v poméru 1:4 (124 g Al203).
Extrakt byl rozpustén v potfebné mnozZstvi CH,Cl; a CHCl3 a postupné nanensen na kolonu
a rozdélen sloupcovou chromatografii za vyuZiti mobilni faze se smési benzinu a CHCI; (od
poméru 30:70 do poméru 80:20), potom Cistym CHCls, nasledné byl eluovan CHCIs postupné
obohacenym o EtOH (od poméru 1:99 do poméru 50:50) a nakonec byla provedena eluce
Cistym EtOH. Pfi sloupcové chromatografii bylo ziskano 494 frakci (250 ml kazdé jednotlivé
frakce). Tyto frakce byly kontrolovany pomoci TLC. Na zakladé této analyzy byly spojeny do 27
frakci, které byly analyzovany pomoci GC-MS (Tab. 11).

Tabulka 11: Mobilni faze pouzité pti vyvijeni souhrnné TLC

Frakce Spojené frakce Mobilni faze Mnoistvi

Benzin: CHCI3 (70:30)
Benzin: CHCIs (65:35)

1-110 Benzin: CHCIs (60:40) Neobsahuje

Benzin: CHCls (55:45) alkaloidy

Benzin: CHCI3 (50:50)
TS v
2 146-150 Benzin: CHCIs (40:60) 20 mg
3 151-158 Benzin: CHCIs (40:60) 30 mg
4 159-173 Benzin: CHCls (40:60) 70 mg
5 174-177 Benzin: CHCIs (40:60) 50 mg
6 178-187 Benzin: CHCIs (35:65) 1,59¢
7 188-191 Benzin: CHCIs (35:65) 1,69g
8 192-195 Benzin: CHCIs (35:65) 300 mg
9 196-199 Benzin: CHCI3 (35:65) 80 mg
10 00215 o G0 YoM
11 216-221 Benzin: CHCI3 (30:70) 170 mg

Benzin: CHCI3 (30:70)
12 222-297 Benzin: CHCl3 (25:75) 3,16 g

Benzin: CHCI3 (20:80)
Benzin: CHCI3 (20:80)
13 298-324 CHCls (100) 310 mg
CHCls: EtOH (99:1)
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Tabulka 11: Mobilni faze pouzité pfi vyvijeni souhrnné TLC (pokracovani)

Frakce Spojené frakce Mobilni faze Mnoistvi
14 325-329 CHCl3: EtOH (99:1) 183 mg
15 330-332 CHCl3: EtOH (99:1) 828 mg
16 333-336 CHCl3: EtOH (99:1) 616 mg
17 337-357 CHCl3: EtOH (99:1) 1,2006 g
18 358-373 CHCl3: EtOH (98:2) 1,426 g
19 374-381 CHCl3: EtOH (98:2) 1,388 ¢
20 382-386 CHCl3: EtOH (98:2) 1,134¢
21 387-397 CHCl3: EtOH (98:2) 585 mg
CHCl3: EtOH (98:2)

22 398-402 CHCl3: EtOH (95:5) 127mg

23 403-408 CHCl3: EtOH (95:5) 182 mg
CHCl3: EtOH (95:5)

24 409-429 CHCl3: EtOH (90:10) 936 mg
CHCl3: EtOH (90:10)

25 430466 CHCls: EtOH (80:20) 6,543 ¢
CHCl3: EtOH (80:20)

26 467-478 CHCl3: EtOH (50:50) 672 mg
CHCl3: EtOH (50:50)

27 479-493 1o (100) 941 mg

Celkem 24,517 g

Po odpareni rozpoustédel byla provedena souhrnna TLC (Tab. 12).

Tabulka 12: TLC jednotlivych frakci a vyvijeci soustavy

Frakce Vyvijeci soustava
137-204 To: EtOAc: DEA 7:2:1
205-272 To: EtOAc: DEA 45:45:10
273-372 To: EtOAc: DEA 15:75:10
373-376 EtOAc: DEA 9:1
377-416 EtOAc: MeOH: DEA 8:1:1

417-konec EtOAc: MeOH: DEA 5:4:1
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Béhem vyvijeni jednotlivych frakci bylo pouzito 6 rdznych mobilnich fazi se zvysujici se

polaritou (Obr. 13, Obr. 14).

Obrazek 13: Souhrnnd TLC (frakce 1-15), mobilni faze To: EtOAc: DEA, nosi¢ A2

Obrazek 14: Souhrnnd TLC (13-27 frakce), mobilni faze EtOAc: MeOH: DEA 5:4:1, nosi¢ A2

4.2.4 Zpracovani frakce F6

Pro ucely izolace alkaloid(i v ¢istém stavu byla pouzita frakce 6. Frakce (1,59 g) byla rozpusténa
v CHCI3 a ndasledné nanesena na 31 sklenénych a podrobena preparativni TLC na vrstvé SiO;
(adsorbent A3). Vyvijeni jednotlivych desek probihalo v soustavé S1, kterd byla vybrana na
zakladé analytické TLC. V této soustavé byly jednotlivé desky vyvijeny vidy 3x. Na zakladé
detekce pod UV-lampou byly z desek vypreparovany 4 zény (Obr. 15, Tab. 13).

Vsechny 4 zény byly jednotlivé precistény ndsledujicim zplsobem. Vyskrab byl smisen s SiO;
(z desky), tato smés byla nanesena na kolonu a promyta smési EtOH: CHCl5 (1:1). Po odpareni

rozpoustédla a krystalizaci byly vzorky jednotlivych zén frakce 6 podrobeny GC-MS analyze.
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Obrazek 15: Chromatogram frakce. Mobilni faze S1, nosi¢ A3, vyvijeno 3x. Vizualizovano
Dragendorfovym cinidlem.

Tabulka 13: Obsahové latky jednotlivych podfrakci frakce 6

Frakce  Hmotnost (g) Obsahové latky
6/1 0, 5086 galanthamin, lykoraminon, narwedin
6/2 0, 3683 Galanthamin
6/3 0, 0465 karanin, galanthamin, pluviin
6/4 0, 0713 dle vysledkd GC/MS nealkaloidni

Po odpareni rozpoustédla a krystalizaci byly vzorky F6/1, F6/2, F6/3 a F6/4 podrobeny
analytické TLC (Obr. 16, Obr. 17 a Tab. 14). Jednotlivé podfrakce byly také analyzovany za

vyuziti GC/MS analyzy.
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Obrézek 16: Chromatogram F6/1, F6/2, Obrézek 17: Chromatogram F6/1, F6/2,
F6/3, F6/4 a F6. Mobilni faze S1, nosi¢ F6/3. Mobilni faze S2, nosic A2.
A2. Vizualizovano Dragendorfovym Vizualizovano Dragendorfovym Cinidlem.

4.2.4.1 Zpracovani podfrakce 1 (F6/1)

Tuto podfrakci vramci své diplomové priace samostatné zpracovavala kolegyné Petra

Hanusova.

4.2.4.2 Zpracovani podfrakce (F6/2)

Z divodu vysokého mnoizstvi galanthaminu byla tato podfrakce podrobena krystalizaci ze
soustavy EtOH:CHCls (3:1), byly ziskany bilé krystaly (220 mg). Latka byla podrobena GC/MS
analyze a identifikovana jako galanthamin. Vzhledem k tomu, Ze tento alkaloid jiz byl na
katedre izolovan drive byla pozornost zamérena na dalsi frakci, ve které se nachazely latky,

které doposud nebyly na pracovisti izolovany.
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4.2.4.3 Zpracovani podfrakce 3 (F6/3)

Vzorek o hmotnosti 247 mg byl rozpustén v CHCls, po rozpusténi byla ziskana Zlutooranzova
kapalina. Vzorek byl nanesen na 10 analytickych desek a ndsledné podroben preparativni TLC
na vrstveé SiO; (adsorbent A2).

Vyvijeni jednotlivych desek probihalo v soustavé S2, kterda byla stanovena na zdakladé
analytické TLC. V této soustave byly jednotlivé desky vyvinuty vidy 3x. Na zakladé detekce pod
UV-lampou byly z desek vypreparovany 3 zény (Obr. 18, Tab. 14).

Vsechny 3 zény byly jednotlivé precistény nasledujicim zplisobem. Vyskrab byl smisen s SiO»
(z desky), tato smés byla nanesena na kolonu a promyta smési EtOH: CHCIs (1:1). Po odpareni

rozpoustédla a krystalizaci byly vzorky jednotlivych zén podrobeny GC/MS analyze.

F6/3/3

F6/3/2 F6/3/1

Obrazek 18: Chromatogram podfrakce 3. Mobilni faze S2, nosi¢ A2. Vizualizovano
Dragendorffovym Cinidlem.

Tabulka 14: Obsahové latky podfrakce 3

Frakce Hmotnost (mg) Obsahové latky
6/3/1 17,2 Galanthamin
6/3/2 7,2 Karanin
6/3/3 3,2 Pluviin
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4.2.5 Metody pouzité pro strukturni identifikaci izolovanych alkaloid(

GC/MS analyza

Analyza izolovanych alkaloid(i byla provedena pomoci plynového chromatografu Agilent
7890A GC 5975 pracujici s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV.

Separace byla provadéna na koloné HP-5. Byl pouZit nasledujici teplotni program: 100 °C—
180 °C (15 °C:min-1), 180 °C (1 min), 180—-300 °C (5 °C-min-1), 300 °C (15 min). Jako nosny plyn
bylo pouZzito helium o pritokové rychlosti 0,8 ml/min. Nastfik vzorku byl proveden pfi teploté
280 °C. Byl nastfiknut 1 pl methanolického roztoku sumarniho extraktu (koncentrace 1 mg-pl?)
pfi splitu 1:10. Alkaloidy byly identifikovany porovnavdnim jejich spekter se spektry
dostupnymi v komercni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and
Technology Library, USA), s daty publikovanymi v literature a se standardy latek, které byly v

nasi laboratofi jiz izolovany.

Analyza pomoci nukledrni magnetické rezonance

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls pfi teploté 25 °C na spektrometru VNMR S500
pracujicim pf¥i 499,87 MHz pro jadra H a 125,70 pro jadra '3C. K ozafovani a detekci signélu
byla pouZita sonda OneNMR, Sirokopasmova dvoukandlova gradientova sonda s regulaci
teploty. Chemické posuny byly méreny jako hodnoty & pars per milion (ppm) a byly neptfimo
vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty
chemického posunu pro CDCls jsou u atomi H 6 = 7,26 ppm a u atom0 *3C & = 77,0 ppm.
Mérenim ziskand data jsou uvadéna v nasledujicim poradi: chemicky posun (8), integrovana
intenzita spekter 'H NMR, multiplicita (s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet,
g: kvartet, m: multiplet) a interakéni konstanta J (Hz).

Méreni optické otacivosti

Opticka otacivost alkaloid( byla mérena v jejich chloroformovych roztocich na polarimetru

P3000 a specifickd otacivost byla dopocitana podle vzorce:

100 * «

t _
[a]D_ C*l

t — teplota méreni; D — sodikova ¢ara D c¢ara = 589,3 nm; a — namérend otacivost [°]; ¢ —

koncentrace méreného alkaloidu [g-100 ml-1]; délka kyvety [dm].
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4.2.6 Testovani biologické aktivity izolovanych alkaloid(

4.2.6.1 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)

4262 Pufry

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4
5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4

4.2.6.3 Material

Zdrojem  acetylcholinesterasy byl hemolyzat  lidskych  erytrocytli,  zdrojem
butyrylcholinesterasy lidska plazma. Méreni bylo provedeno na mikrotitracnich destickach.
Pristroj pouzity ke stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity Reader SynergyTM HT Multi-

Detection Microplate Reader (BioTek, USA).

4.2.6.4 Podminky méreni

Teplota 37 °C a prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)
VInova délka spektrofotometru 436 nm (HUAChE) a 412 nm (HuBuChE)

Mikrotitraéni destic¢ky

4.2.6.5 Priprava hemolyzatu a plazmy

Jako zdroj acetylcholinesterazy (AChE) byl pouZit hemolyzat lidskych erytrocytl. Zdrojem
butyrylcholinesterazy (BuChE) byla lidska plazma.

Erytrocyty byly ziskany z Cerstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolnikd (18 ml krve
+ 2 ml 3,4% roztoku citratu). Bezprostfedné po odbéru byla krev rozdélena stejnomérné po
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5 ml do Sroubovacich zkumavek a provedena centrifugace pfi rychlosti 4000 rpm pfi 4 °C po
dobu 10 minut. Po prvni centrifugaci byla plazma odsata tak, aby v ni nebyly erytrocyty, a byla
uchovdna do doby stanoveni aktivity BUChE v chladnicce pfi 4 °C (nejdéle viak 6 hodin). Zbytek
plazmy z erytrocytdrniho sedimentu byl opatrné odsat bezpopelovym filtraénim papirem
s hlazenym povrchem, jehoz Spi¢ka byla sestfizena, byl ode¢ten objem erytrocytarni masy
a tento sediment byl zfedén takovym mnozstvim 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim
150 mM NaCl, aby byl objem suspenze 13 ml. Obsah byl dobfe promichan, byla provedena
centrifugace stejnym zplsobem, jak je uvedeno vySe pfi oddélovani plazmy. Promyti timto
zpUsobem bylo provedeno celkem 3x a promyvaci kapalina byla dokonale odstranéna. Po
tomto promyti bylo pfidano takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu
chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocyty: pufr 1 + 8-9, smés byla opét
homogenizovana, prelita do Erlenmayerovy barnky a erytrocyty byly ponechany spontanni
hemolyze za michdani teflonovym michadlem pti 300 rpm. lhned po skonceni této fizené
hemolyzy byla u suspenze stanovena acetylcholinesterazova aktivita, pfipadné byla 5mM
fosfatovym pufrem upravena absorbance (hodnota absorbance musi byt 0,08 — 0,15)
a naredény hemolyzat byl uchovan do doby pouziti pfi -22 °C.

Butyrylcholinesetrazova aktivita plazmy byla stanovena stejnym zpuUsobem (hodnota

absorbance musi byt 0,15 — 0,20), byla uchovavana stejnym zplsobem jako hemolyzat.

4.2.6.6 Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid(i

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)* [A= 436 nm (AChE), nebo A= 412 nm (BuChE)].
Byl sledovdn narlist absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso byly vypocitany z namérenych
hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterdzy nebo butyrylcholinesterdzy nelinedrni regresi
v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San
Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICso znamych inhibitor( cholinesteraz:

galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice (% 1) jsou pocitana podle vzorce:

AABI)
AAS

% | — procento inhibice; AABI — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

%I=100—(100X

AAS — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.
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Stanoveni aktivity enzymi: do 6 jamek mikrotitracnich desticek bylo napipetovano 8,3 pl
plazmy nebo hemolyzatu, bylo pfidano se 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO, po 1minutovém
promichani na mikrotfepacce byla smés inkubovdna v komofe readeru pfi 37 °C po dobu
5 minut, potom bylo pfidano 33,3 ul roztoku substratu (10 mM acetylthiocholinjodidu nebo
10 mM butyrylthiocholinjodidu) a byla zjiSténa absorbance pfi prislusné vinové délce
(AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm). Obvyklym zplsobem byl vypocten rozdil

a stanoven pramér se smérodatnou odchylkou.

Stanoveni aktivity latek: byly pouzity stejné objemy Cinidel a roztoku substratu (6 fad po
3 jamkach), stejny postup méreni, a byly pouzity koncentrace latky: 40 mM, 10, 4, 1, 0,4,
pripadné dalsi série koncentraci v tomto pocetnim modu, je-li aktivita vysoka. Do posledni
6. fady bylo napipetovdano DMSO jako slepy vzorek. Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso AChE a ICso
BuChE pro jednotlivé latky byly porovnavany s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek —
galanthaminem (ICso, ache = 1,710 + 0,065 UM, 1Cso, suche = 42,301 £ 0,065 uM), huperzinem A
(ICs0, Buche = 0,033 + 0,001 uM, ICsp, Buche > 1000 uM) a berberinem (ICso, ache = 0,705 + 0,104
UM, 1Cso suche = 30,721 + 3,492 uM).

4.2.6.7 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid( vici prolyl oligopeptidase

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, specificka aktivita enzymu byla
0,2 U-ml-1. testovani aktivit bylo provedeno na polystyrenové mikrotitraéni desti¢ce s rovnym
a prahlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pripraveny jejich rozpusténim
v DMSO (10 mM). Roztoky pro testovani (103-107 M) byly pfipraveny fedénim zdsobnich
roztokd supercistou vodou, slepé vzorky byly pouZity o stejné koncentraci DMSO. Jako
substrat pro testovani inhibiéni aktivity byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery byl rozpustén
v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). V jamce mikrotitracni desti¢ky bylo smichdno 170 ul PBS, 5 ul
roztoku testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP, nasledné doslo k inkubaci po
dobu 5 min pfi teploté 37°C. Po uplynuti inkubacni doby bylo pfiddno do kazdé jamky 20 pl
substratu a smés byla znovu inkubovana po dobu 30 minut pfi teploté 37°C. Sleduje se vznik
p-nitroanilinu, ktery je pfimo umérny aktivité POP, a je méfen spektrofotometricky pfi A = 405
nm na microplate ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla vyjadrena jako
ICs0. Ziskané inhibic¢ni aktivity testovanych latek byly porovnany s hodnotami ICsg referenénich
latek berberinu (ICsp = 142,3 + 21,1 mM) a Z-Pro-prolinalu (ICso= 3,269 + 0,021 nM).

55



4.2.6.8 Stanoveni cytotoxicity, antimikrobialni, antifungalni a antimalarické aktivity

Vsechny studie tykajici se cytotoxicity izolovanych latek byly provedeny ve spolupraci
s katedrou mikrobiologie, vyZivy a dietetiky na Ceské zemé&délské univerzité v Praze,
s katedrou biologickych a biochemickych véd Univerzity Pardubice a uUstavem |ékarské
biochemie na Lékarské fakulté v Hradci Kralové. Podrobny soupis pouzitych chemikalii
a vysvétleni postupl je mozné nalézt v nasledujicich publikacich Doskocil et al. (2015)%
Havelek et al. (2014)%12,

Antimikrobidlni a antifungdlni aktivita vybranych alkaloidi byla testovdna ve spolupréci
s katedrou kvality zemédélskych produkt(i na Ceské zemédélské univerzité v Praze. Podrobny
popis experiment( je mozné nalézt v nasledujici literatufe Opletal et al. (2014)1° a Lo¢érek et
al. (2015)11,

Antimalarickd aktivita byla testovdna ve spolupraci s Faculdade de Medicina da Universidade
de Lisboa Portugal. Podrobny popis experimentl lze nalézt v nasledujici literatute Safratova

et all13,
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5 VYSLEDKY

5.1 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus cv.

PROFESSOR EINSTEIN

V rdmci screeningové studie 80 péstovanych odrld rostlin rodu Narcissus L. byly provedeny
GC/MS analyzy pripravenych alkaloidnich extrakt(. Tato rozsahla studie vedla k vybéru rostliny
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEN pro podrobnou fytochemickou praci za ucelem izolace

alkaloidt v Cistém stavu pro dalsi biologické studie.

5.2 Strukturni analyza izolovanych alkaloid

5.2.1 Strukturni analyza galanthaminu

Struktura izolované latky byla uréena na zékladé interpretace H- a 3C-NMR spekter a jejich

porovnani s daty v literatufe!?4,

Sumarni vzorec: C17H21NO3

Obazek. 19: Struktura galanthaminu

MS analyza
EIMS m/z (%): 287(83), 286(100), 270(15), 256(2), 244(30), 230(15), 216(39), 174(37),
128(9), 115(15)

NMR analyza

1H NMR (500 MHz, §, CDCI3, 25 °C)
6,65 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-8), 6,60 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-7), 6,05 (1H, dd, J = 10,4, 1,6 Hz,
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H-4a), 5,98 (1H, ddd, J = 10,4, 5,0, 1,3 Hz, H-4), 4,59 (1H, m, H-1), 4,12 (1H, m, H-3), 4,07 (1H,
d, ] = 15 Hz, H-6), 3,81 (3H, s, OMe), 3,66 (1H, dd, J = 15, 1,2 Hz, H-6), 3,25 (1H, ddd, J = 14,4,
12,8, 1,9 Hz, H-12), 3,03 (1H, ddd, J = 14,4, 4,0, 3,2 Hz, H-12), 2,6 — 2,8 (1H, m, H-2), 2,39 (3H,
s, NMe), 2,07 (1H, ddd, J = 13,7, 12,8,0, 3,2 Hz, H-11), 1,99 (1H, ddd, ) = 15,7, 5,0, 2,5 Hz,H-2),
1,56 (1H, ddd, J = 13,7, 4,0, 1,9 Hz, H-11).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCI3, 25 °C)
145,7 (C-10), 143,8 (C-9), 132,8 (C-10a), 129,2 (C-6a), 127,3 (C-4), 126,6 (C-4a), 121,7
(C-7), 111,1 (C-8), 88,4 (C-1), 61,7 (C-3), 60,3 (C-6), 55,7 (OMe), 53,6 (C-12), 47,9 (C-10b), 41,9
(NMe), 33,6 (C-11), 29,8 (C-2).

Opticka otacivost

[a]%® = -98° (c = 0,15; CHCl3)

5.2.2 Strukturni analyza karaninu

Struktura izolované latky byla uréena na zékladé interpretace H- a 3C-NMR spekter a jejich

porovnani s daty v literaturel?> 116,

Sumarni vzorec: CigH17NO3

Obréazek 20: Struktura karaninu
MS analyza karaninu

EIMS m/z (%): 271(86), 270(46), 252(52), 250(10), 240(12), 227(48), 226(100), 215(5)
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H17NO3&sort=mw&sort_dir=asc

NMR analyza karaninu

14 NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C):

6,82 (s, H-12), 6,58 (s, H-8), 5,92 (d, J=1.5 Hz, H-11A), 5,90 (d, J=1.5 Hz, H-11B), 5,41 (m, H-3),
4,70 (m, H-1), 4,13 (d, J=14.0 Hz, H-7A), 3,52 (dd, J=14,0 a 2,2 Hz, H-7B), 3,32 a 2,33
(m, H2-5), 2,59 (m, H-2), 2,78 (dd, J=10,7 and 2,6 Hz, H-12c), 2,41 (ddd, J=10,7, 2,2, a 2,0 Hz,
H-12b), 2,59 (m, H2-4).

13C NMR (125 MHz, & ,CDCls, 25 °C):
44,9; 44,9; 48,8; 63,3; 65,8; 77,7; 81,6; 84,3; 111,6; 124,3; 131,8; 135,6; 136,2; 136,6; 136,8;
139,0; 151,2; 164,2.

Opticka otacivost

[a]%® = -57,8° (c = 0,3; EtOH)

5.2.3 Strukturni analyza pluviinu

Struktura izolované latky byla uréena na zékladé interpretace H- a 3C-NMR spekter a jejich

porovnani s daty v literaturel?> 116,

Sumarni vzorec: C17H21NO3

Obrazek 21: Struktura pluviinu

MS analyza pluviinu

EIMS m/z (%): 287(81), 286(48), 268(52), 254(15), 243(66), 242(100), 228(23)
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NMR analyza pluviinu

H NMR (400MHz, CDCls, 25 °C)
6,74 (s, H-11), 6,64 (s H-8), 5,97 (dd, J=5,9, 1,0, Hz, H-1), 5,39 (d, J=2,2 Hz, H-3), 4,26 (dd, J=5,9,
1,0, Hz, H-1), 4,13 a 3,50 (1H each, d, J=14,5 Hz, H2-7), 3,34 a 2,37 (1H, m, H2-5), 2,76 (d, J=9,9
Hz, H-11c), 2,66 (d, J=9.9 Hz, H-11b), 2,62 a 2,33 (m, H2-2), 2,59 (m, Hz-4), 114,5-2,0 (10H).

13C NMR (125 MHz, § ,CDCI3, 25 °C)
46,6; 46,6; 63,3; 66,3; 79,1; 85,6; 87,7; 91,9; 122,0; 123,4; 131,9; 136,1; 139,4; 152,4; 164,2.

Opticka otacivost

[a]3® = -160° (c = 0,15; MeOH)

5.3 Vysledky provedenych biologickych testl ve vztahu k Alzheimerové

chorobé

Alkaloidy byly testované na in inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterdzam a POP, inhibi¢ni

aktivity jsou shrnuty v tabulce (Tab. 15).

Tabulka 15: Biologicka aktivita izolovanych alkaloidd vic¢i AChE, BuChE a POP

Alkaloid ICso AChE (uM) ICso BUChE (uM) ICso POP (mM)

Karanin 320+42 486 * 56 > 1000

Pluviin BT BT BT

Galanthamin 1,71 +0,07 42,3+1,3 > 1000

Berberin 0,71+0,01 30,7+3,5 0,14 £ 0,02
Z-Pro-prolinal NT NT 3,27 * 10°+ 0,02 * 10°®

NT-netestovano, BT- bude testovan

5.4 Cytotoxicka aktivita izolovanych alkaloidG

Alkaloidy byly testovany na 2 liniich bunék kolorektdlniho adenokarcinomu s mutaci p53

(Caco-2 a HT-29), tyto linie bunék jsou rezistentni k apoptdze (Tab. 16).
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Tabulka 16: Cytotoxickd aktivita izolovanych alkaloidl vac¢i bunkam kolorektalniho
adenokarcinomu

Nadorové buriky Normalni bunky
Sloucenina

Caco-2 ICso(UM)  HT-29 ICso (uM) FHs-74 Int 1Cso (LM)
Galanthamin 61,43 + 1,56 49,27 + 2,38 67,63+7,70
Karanin 64,43 +4,48 46,56 + 1,81 > 100
Pluviin BT BT BT
Vinorelbin 0,03 +0,00 NT 4,0+0,3

NT-netestovano, BT- bude testovan

5.5 Antimikrobialni a antifungalni aktivita izolovanych alkaloidd

Antimikrobidlni a antifungdlni aktivita izolovanych alkaloidd byla studovana ve spolupraci
s Katedrou kvality zemédélskych produktl na Ceské zemédélské univerzité v Praze. Vysledky

jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 17).

Tabulka 17: Antibakteridlni a antifungalni aktivita izolovanych alkaloid

MICso/MFC (ug/mL) MICso (ng/mL)
Alkaloid
Candida dubliniensis Lodderomyces elengiosporus Escherichia coli
Galanthamin 512 - 512 512 2048
Karanin 128 512 256 512 2048
Pluviin BT BT BT BT BT

MIC- minimalni inhibi¢ni koncentrace, MFC- minimalni fungicidni koncentrace, BT- bude
testovan

5.6 Antimalaricka aktivita izolovanych alkaloid(l

Ve spolupriaci s Faculdade de Medicina da Universidade de Lisboa Portugal byla testovana
antimalaricka aktivita karaninu na jaternich stadiich Plasmodium falciparum. Karanin ani
galanthamin nevykazovali antimalarickou aktivitu (ICso > 100 uM). Alkaloid pluviin bude

testovan v dohledné dobé.
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6 DISKUSE A ZAVER

Cilem predloZzené diplomové prace byl podil na pfipravé alkaloidniho extraktu z rostliny
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN a kompletni zpracovani zpracovani jedné frakce za ucelem
izolace alespon dvou alkaloidd v ¢istém stavu a pfiprava jejich vzork( na testy biologickych
aktivit. Metodou sloupcové chromatografie byl rozdélen pfipraveny sumarni alkaloidni
extrakt. Pfidélena frakce (frakce €. 6) byla zpracovavana za vyuziti preparativni TLC, ktera byla
pouZita opakované. Podafilo se izolovat tfi alkaloidy v Cisté formé. Prvnim alkaloidem byl
galanthamin (17,2 mg), alkaloid patfici do galanthaminového strukturniho typu, zbyvajici dva
alkaloidy byly lykorinového strukturniho typu, karanin (7,2 mg) a pluviin (3,2 mg), které
se od sebe liSi pouze otevienim dioxanového kruhu u pluviinu. VSechny tfi alkaloidy byly jiz
zrostlin rodu Narcissus v minulosti izolovany a nékteré z nich byly studovany na rhGzné
biologické aktivity.

Pluviin byl v minulosti izolovan vicekrat, ale o jeho biologickych aktivitach je v literature
uvedeno pouze malo informaci. Alkaloid pluviin je soucasti biosyntetické drahy, kterd
prostfednictvim intramolekularniho spojeni ortho-para’ vede ke vzniku homolykorinu nebo
lykorinu®2. U vétSiny rostlin se biosyntéza zfejmé posune od pluviinu, meziproduktu této
drahy, smérem k homolykorinu. Prikladem je Narcissus eugeniae, u néhoz byly studovany dvé
populace tohoto druhu. Rostliny vykazovaly obdobné alkaloidni profily s urcitou
mezipopulacéni variabilitou. Zatimco u nékterych rostlin konci biosyntetickd draha syntézou
pluviinu, tak u jinych se posunula pravé smérem k homolykorinovému strukturnimu typu?,
U vétsSiny rostlin, ze kterych byl pluviin dodnes izolovén, byl tento alkaloid nalezen v tak
malych mnozstvich, Ze nebylo moZné provést biologické testy.

Alkaloid karanin byl v minulosti izolovan z celé fady rostlin rodu Narcissus, napftiklad lze uvést
Narcissus cv. Ice Follies?, Narcissus cv. Livia® a dalsi. Karanin byl izolovén i z dal3ich zastupcd
rostlin celedi Amaryllidaceae, napfiklad zrostliny Brunsvigia rosea'r, Ammocharis
coranica''’, Nerine bowdenii*® nebo z Galanthus transcaucasicus''®. V literatufe je popsana
celd fada biologickych aktivit karaninu. Nejzajimavéjsi je asi pasobeni karaninu na fadu linii
nadorovych bunék (A549-bunécna linie alveolarniho adenokarcinomu, SK-MEL-bunécéna linie
melanomu), které jsou rezistentni k apoptdze'!®, déle vykazuje inhibiéni aktivitu vici AChE,

slaby analgeticky a hypotenzni G&inek3.
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Galanthamin byl poprvé identifikovan a popsan roku 1955 v Galanthus woronowii. Tento
alkaloid byl izolovdn z mnoha rostlin rod( celedi Amaryllidaceae: Amaryllis, Hippeastrum,
Lycoris, Ungernia, Leucojum, Narcissus, Galanthus, Zephyranthes, Hymenocallis®” 88 a dalsi.
Vzorky izolovanych alkaloid(i byly podrobeny testu inhibiéni aktivity vici erytrocytarni AChE
a sérové BuChE Ellmanovou spektrofotometrickou metodou, ddle pak testu na stanoveni
cytotoxické aktivity a ve spolupraci sdalSimi pracovisti byla studovdna antifungalni,
antimikrobialni a antimalaricka aktivita.

V testu na stanoveni inhibi¢ni aktivity v(ci lidské erytrocytarni AChE a sérové BuChE byl
testovan karanin. Galanthamin, v soucasnosti jediny klinicky uzZivany alkaloid celedi
Amaryllidaceae, byl pouZit jako standard. Karanin vykazoval mirnou inhibi¢ni aktivitu vici
obéma cholinesterdzam (ICso, Huache = 320 * 42 UM a ICso, Huuche = 486 + 56 uM). V souvislosti
s AD byla dale zjistovana inhibi¢ni aktivita vici POP, jako referencni latky byly pouzity
Z-Pro-prolinal a berberin. Karanin a galanthamin nevykdzali zajimavou POP inhibi¢ni aktivitu.
Cytotoxicita izolovanych alkaloid( byla testovdana na na 2 liniich bunék kolorektalniho
adenokarcinomu s mutaci p53 (Caco-2 a HT-29), jako standard byl pouZit vinorelbin.
Galanthamin vykazuje mirné cytotoxické pusobeni na obé linie nadorovych bunék
(ICs0, caco-2= 61,43 + 1,56 UM, ICso, n1-20= 49,27 *+ 2,38), rovnéz plsobi na burky zdravé. Karanin
dosahuje obdobnych hodnot jako galanthamin (ICso, caco-2= 64,43 + 4,48 UM, 1Cso, HT-29=46,56 +
1,81 uM), ale na rozdil od galanthaminu nezasahuje zdravé buriky.

V ramci antimikrobialni studie galanthamin a karanin vykazovaly mirnou antimikrobidlni
a antifungdlni aktivitu vici C. dubliniensis, L. elengiosporus a E. coli. Oba alkaloidy byly
otestovany jesté vuci Candida albicans a Staphylococcus aureus. Karanin disponoval slabou
inhibi¢ni aktivitou vaéi C. albicans (MICg=512 pg/mL), galanthamin mirné inhiboval rust
S. aureus (MICgo=2048 pg/mL). Pfi hodnotach vyssich nez 512 ug/mL (pro kvasinky a houby)
a pfi hodnotéach vyssich nez 2048 ug/mL (pro bakterie) jsou alkaloidy povazovany za neaktivni.
Zavérem lze shrnout, Ze karanin je zajimava struktura, i kdyZ latka nedisponuje vyznamnou
biologickou aktivitou ve srovnani s jinymi alkaloidy lykorinového strukturniho typu. Svoiji
strukturou ale pfrispivd do studii vztahu struktura vs. aktivita Amaryllidacea alkaloidud
lykorinového strukturniho typu. Jak jiz bylo zminéno, alkaloid pluviin byl izolovan pouze
v mnozstvi, které umoznilo pouze strukturni identifikaci a pro screening biologickych aktivit
musi byt izolovan ve vétSim mnoiZstvi. Problémem obou alkaloid( je jejich nizkd pritomnost

v rostlinném materidlu, druhou moznosti by byla jejich semisyntetickd priprava z alkaloidu
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lykorinu. Posledni izolovany alkaloid galanthamin je jedinym predstavitelem Amaryllidaceae
alkaloidu, ktery je pouZzivan v klinické praxi, v terapii Alzheimerovy choroby, do dnesni doby
byl intenzivné studovan ze Sirokého spektra pohled( a byl podrobnéji pfiblizen v teoretické

¢asti diplomové prace.
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ABSTRAKT

Kohelovd E: Alkaloidy celedi Amaryllidaceae: isolace, strukturni identifikace, biologicka

aktivita. Il

Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2017, 77s.

Pfredmétem diplomové prace byla pfiprava alkaloidniho extraktu z rostliny Narcissus cv.
PROFFESOR EINSTEIN, za ucelem izolace 2 alkaloidl v Cistém stavu metodou sloupcové
chromatografie a nasledné metodou preparativni tenkovrstvé chromatografie. Vzorky byly
podrobeny strukturni MS a NMR analyze a testovdny na inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym
cholinesterdazdm (AChE a BuChE), na cytotoxickou aktivitu. Ve spoluprdci s Fakultou
agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji na Ceské zemédélské univerzité v Praze, byly
méreny aktivity antifungdlni, antimikrobidlni a ve spolupraci s Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa Portugal byla stanovena aktivita antimalarickd. Izolované latky byly
identifikovany jako galanthamin, karanin a pluviin. Pluvin byl izolovan v mnoZstvi umoZiujici
pouze strukturni analyzu.

Pfi testu na stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity kraninu byly ziskany nasledujici
hodnoty: ICso, Huache = 320 + 42 UM a ICso, Husuche = 486 + 56 pUM. Jako standard byl pouzit
galanthamin (ICso, Huache = 1,71 £ 0,07 UM, ICsp, Husuche = 42,30 £ 1,30 uM).

Pti testu na stanoveni inhibi¢ni aktivity vici POP byly pro karanin naméreny tyto hodnoty:
ICs0 > 1000 mM, pro galanthamin: ICso > 1000 mM. Jako standardy byly pouzity Z-Pro-prolinal
(ICs0= 3,27 * 10°mM) a berberin (IC50=0,14 + 0,02 mM).

Pfi testu na stanoveni cytotoxické aktivity vic¢i dvéma liniim bunék kolorektalniho
adenokarcinomu s mutaci p53 (Caco-2 a HT-29) byly ziskdny hodnoty pro karanin:
ICs0, caco-2= 64,43 * 4,48 uM, 1Cso, H1-20=46,56 + 1,81 pM; galanthamin: ICsg caco-2= 61,43 *
1,56 uM. Jako standard byl pouzit vinorelbin (ICso, caco-2= 0,03 £ 0,00 UM, 1Cs0, Ht-20= NT).
Karanin ani galanthamin nevykazovaly zajimavou antifungalni, antibakteridlni ani

antimalarickou aktivitu.

Klicova slova: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Amaryllidaceae, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, karanin, galanthamin pluviin



ABSTRACT

Kohelova E: Alkaloids of Amaryllidaceae family: isolation, structural identification, biological

activity. Il

Diploma thesis, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové,

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Kralové, 2017, 77p.

The aim of the diploma thesis was a preparation of alkaloidal extract from fresh bulbs of
Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN to izolate two Amaryllidaceae alkaloids by column and thin
layer chromatography. Subsequently these alkaloids were subjected to structural MS and
NMR analysis and tested for biological activity against human cholinesterases (HUAChE and
HuBuChE) and for cytotoxic activity. In cooperation with the Faculty of Agrobiology, Food and
Natural Resources, Czech University of Life Sciences Prague, antifungal and antimicrobial
activities of alkaloids were tested, and in cooperation with Faculdade de Medicina da
Universidade de Lisboa Portugal antimalarial activity of alkaloids was studied. Isolated
substances were identified as galanthamine, caranine and pluviine. Pluviine was isolated in an
amount allowing only structural analysis.

In the test for determining cholinesterase inhibitory activity of caranine the following values
were obtained: ICso, Huache = 320 + 42 UM a ICso, HuBuche = 486 + 56 uM. Galanthamine (ICso, Huache
=1,71 10,07 uM, ICsq, Husuche = 42,30+ 1,30 uM), was used as a positive control.

In the test for determining of prolyl oligopeptidase inhibitory activity of galanthamine and
caranine the following values were measured; galanthamine: 1Csp > 1000 mM, caranine:
ICso > 1000 mM. Z-Pro-prolinal (ICso= 3,27 * 10® mM) and berberine (ICs0=0,14 + 0,02 mM)
were used as positive control.

In the test for determining cytotoxic activity of galanthamine and caranine the following
values were obtained; galanthamine: ICsq, caco-2= 61,43 £ 1,56 UM, ICs0, HT-20= 49,27 + 2,38 uM),
caranine: ICso, caco-2= 64,43 * 4,48 UM, ICsg, nt-20=46,56 * 1,81 uM. Vinorelbine (ICsp, caco-2= 0,03
+ 0,00 uM, ICso, v1-20= NT) was used as positive control. For cytotoxicity assays were used colon
epithelial cell lines, Caco-2 and HT-29.

In the test for determining antifungal, antimicrobial and antimalarial activity of galanthamine

and caranine, no interesting values were measured.



Keywords: Narcissus cv. PROFESSOR EINSTEIN, Amaryllidaceae, Alzheimer disease,

acetylcholinesterase, caranine, galanthamine, pluviine



