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1 Uvod



Jiz od pradavna se vyuzival potencial rostlin pro 1écbu riznych zdravotnich stavi,
nebo k jejich predchazeni. Védci v starovéku se stylem ,,pokus-omyl* naudili, které rostliny
jsou pro 1écbu vhodné a které jsou naopak jedovaté. Piivodné nebylo zndmo, kterd latka nebo
skupina latek mé za nasledek uc¢inek dané rostliny, ale postupnym rozvojem védy a techniky,
je lidstvo schopné jednotlivé obsahové latky izolovat identifikovat a ndsledné 1 zkoumat jejich

biologickou aktivitu.

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae jsou zkoumany hlavné kvtli jejich vysokému obsahu
strukturné rdznorodych a zajimavych alkaloidi. Alkaloidy tvofi znamou a vyznamnou
skupinu ptirodnich latek. Jedna se latky heterocyklické povahy nesouci ve své molekule jednu
nebo vice atomu dusiku. Struktura alkaloidid je velice rozmanitd, mohou byt alifatické,
cyklické 1 aromatické, mohou mit i steroidni povahu. Pro svou vyznamnou biologickou
aktivitu je alkaloidim vénovana velka pozornost. Dosud byly alkaloidy nalezeny asi v 4000
rostlinnych druzich, pficemz se odhaduje, ze asi 10 az 20 % rostlinnych druh obsahuje
alkaloidy. Obsah alkaloidii kolisd v pribchu vegetacniho obdobi, ale téz b&hem dne.
Alkaloidy maji lipofilni charakter, vétSinou jsou to tuhé, bezbarvé, ve vodé malo rozpustné
latky. Vyznam alkaloidli pro rostlinu neni zatim jednozna¢né objasnén. Jejich toxicita mize
rostliné pisobit ochranu proti bylozraveim a parazitim. Sama rostlina na jejich syntézu
vynaklddd mnoho energie a musi vlastnit vysoce specializované enzymy, proto
ptfedpokladdme, ze alkaloidy maji pro rostlinu jest¢ jiny, dosud neobjasnény vyznam.
Alkaloidy mohou mit rizny u¢inek na rizné organismy. Biogeneticky jsou alkaloidy
odvozené vétSinou od aminokyselin, jmenovité od ornitinu, lysinu, fenylalaninu, tyrozinu,
tryptofanu a histidinu®’.

V celedi Amaryllidaceae se nachazi vytrvalé rostliny roz§ifené predevsim v tropickych
oblastech svéta, které jsou znamé hlavné jako rostliny okrasné. Dodnes bylo z rostlin ¢eledi
Amaryllidaceae izolovano vice nez 500 rGznych alkaloidii s rlznymi farmakologickymi
ucinky jako antivirotické, antitumorodzni, antiparazitické, antibakteridlni a jako inhibitory
acetylcholinesterazy (AChE). Dodnes je jednim z pouzivanych 1é¢iv Alzheimerovy choroby
(AD) galanthamin, jehoz mechanismus ucinku spociva V reversibilni selektivni inhibici
AChE*?, V pozdégjsich stadiich této nemoci, se vSak dostdva do poptedi dalSi enzym -
butyrylcholinesteraza (BuChE), ktery je patologicky tvofen gliovymi bunikami. Lécba
inhibitory AChE je momentaln¢ nejpouzivanéjsi formou terapie Alzheimerovy choroby, ale
vzhledem K naristajicimu vyznamu BuChE v patogenezi této choroby, je potiebné najit latky

schopné inhibovat nejenom AChE, ale 1 BuChE.



2 Cil prace



Cile diplomové prace:

Ptiprava alkaloidnich extraktli vybranych zastupcii celedi Amaryllidaceae.
GC/MS analyza alkaloidnich extrakti.

Ptiprava vzorkl na biologické testovani.

e

Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidniho extraktu vac¢i lidské erytrocytarni
acetylcholinesteraze a sérové butyrylcholinesteraze a dale stanoveni antioxidaéni

aktivity extrakt za vyuziti DPPH testu.



3 Teoreticka ¢ast
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3.1 Alzheimerova choroba

Jedna se o nejrozsitenéjsi formu demence, pocitajic 50-56% piipadii. Momentalné vice
nez 35 miliond lidi na svété trpi touto chorobou, ktera se projevuje zhorSenim paméti
a dal$ich kognitivnich funkci, které nakonec vedou, v prib&hu 3-9 let od diagnézy, ke smrti®.

Hlavnim rizikovym faktorem je v€k — incidence se zdvojnasobuje kazdych 5 let po 65.
roku Zivota'. Je dokézéno, e Alzheimerova choroba (Alzheimer's disease, AD) nesouvisi

nutné s vékem?, nicméné pravdépodobnost diagnozy po 85. roku Zivota je az 1:3°,

3.1.1 Klinicky obraz

Pro AD je typicky plizivy, pomaly zacatek, ktery lze velmi tézce diagnostikovat.
RozliSeni prvnich poruch paméti od ptiznakt, které mohou doprovazet normalni starnuti,
nemusi byt zpocatku jednoduché. Mezi prvni pfiznaky, které zprvu zaznamendva pacient
i jeho okoli, byva zapominani béznych kazdodennich udalosti. Pacient si nedokaze vybavit, co
mél k obédu, koho potkal, co m¢l nakoupit. Vyrazné¢ byva postizena kratkodobd pamét,
pacient ma problém si zapamatovat nova jména nebo udalosti. Obvykle v ¢asnych stadiich se
objevuji poruchy vizuospacidlnich funkci (prostorova orientace, orientace zrakem v prostoru),
pacienti nejsou schopni se orientovat v mistech, kterd znaji malo, pozd¢ji maji problém i na
mistech znamych. Dostavuji se poruchy soudnosti a logického uvazovani, fidne slovni zasoba.
Postupné se projevuji poruchy vykonnych funkci. V pribéhu choroby dochazi k postupnému
zhorSovani intelektovych schopnosti a k zaniku nahledu na chorobu (pacient si nemoc
pfestane uvédomovat). Velmi ¢asto se u nemocnych dostavuje afazie (porucha chéapani),
apraxie (pacienti nejsou schopni vykonavat naucené dovednosti), ¢i agrafie (porucha pisma)
a/nebo alexie (porucha ¢teni). V pozdéjsich stadiich dochézi k porucham chovani, bézné jsou
stavy neklidu, projevy agresivity, pacienti odchazeji z domova a diky porucham orientace se
pak ztraceji. Vyznamné jsou téZ emocni poruchy, které se projevuji hlavné egocentrismem,
pomérné Casty je I vyskyt depresivnich stavi, dale se mohou vyskytnout bludy ¢asto bizarniho
obsahu a halucinace (vidiny osob). V pokrocilejsich stadiich uz nejsou nemocni schopni
samostatné vykondvat kazdodenni aktivity, nejsou schopni se bez pomoci obléknout, najist,
natoz udrzovat hygienu. Pacienti se dostavaji do stavu uplné zavislosti, pti které jsou odkazani
na péci svého okoli. V termindlnich stadiich AD byvaji nemocni upoutani na lizko, dostavuje

se inkontinence moc¢i i stolice, maji obtiZe s piijmem potravy a dochdzi k rozvoji dekubitd.
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AD trva zpravidla né€kolik let, vyjime¢né vice nez 10 let od objeveni se prvnich klinickych
ptiznaku. Presenilni formy, objevujici se jesté pied 60. rokem zivota, jSOu spojeny predevsim
s familidrnim vyskytem a mivaji zpravidla rychlejsi priibéh. Pacienti umiraji na interkurentni

choroby, selhani zivotnich funkci, nékdy i na nasledky Girazt®.

3.1.2 Prifina onemocnéni

Etiologie této nemoci je pofad nezndmd, nicméné, existuje n¢kolik hypotéz, které se

snazi alespon z Casti vysvétlit, jaké patologické procesy tuto nemoc provazeji:

3.1.2.1 p-amyloid

B-amyloid (AB) byl ptvodné identifikovan pies purifikaci strukturalnich jader
patologickych amyloidnich plakii a cév zapojenych do mozkové amyloidni angiopatie”.
Identifikace AP jako metabolicky produkt prekurzoru proteinu B-amyloidu (ABPP), jeho
pozice na chromozomu 21 a identifikace dédi¢né AD nesouci patogenetické ABPP mutace
ptedurcuje AP jako hlavni molekulu v patogenezi AD. AP je tvofen z mnohem vétSiho ABPP,
integralni typ membranového glykoproteinu, upln€ exprimovan obsahuje kratky
cytoplasmaticky ,,ocas“, transmembanovou c¢ast a relativné velkou extracelularni doménu.
Existuje nékolik isoforem ABPP°. Enzymatické §t&peni APPP a-sekretizou nebo B-sekretizou
produkuje N-koncové fragmenty. Dalsi $té€peni pomoci y-sekretazy vede k vylouceni a sekreci
nepatogenniho p3 peptidu (pfedchozi Stépeni a-sekretazou) a AP (ptfedchozi Stépeni
B-sekretazou). Zavisi na piresném misté Stépeni y-sekretazou, produkce raznych délek AP
liSicich se poctem aminokyselin od 38 do 43. Forma APB42 (42 aminokyselin) ma vétsi
tendenci formovat fibrily v porovnani s ostatnimi formami. Stépeni kombinaci B- a
y-sekretazy ma za nasledek vznik AP peptidu®.

Mozkové plaky s p-amyloidnimi peptidy (AB) a dystrofickymi neurity
v neokortikdlnich termindlnich oblastech jako 1 neurofibrilarni pletené v medialnim
temporalnim laloku jsou dulezité patologické struktury u Alzheimerovy nemoci. Ztrata
neurontl a bilé hmoty, amyloidni angiopatie, zanét a oxidativni poSkozeni jsou téz pfitomnyG.

-amyloidni peptidy pochazeji z proteolyzy s amyloidnim proteinovym prekurzorem
(APP) sekvenci enzymatickych reakci BACE-1 (B-site amyloid precursor protein-cleaving

enzyme 1), B-sekretazy a y-sekretazy a komplexu proteinti s presenilinem 17,
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ato mize byt spoustécim faktorem Alzheimerovy nemoci - tzv. amyloidni hypotéza - je
zalozena na studiich genetické formy Alzheimerovy nemoci®.

AP spontanné¢ agreguje do né€kolika koexistujicich fyzickych forem. Jedna forma se
sklada z oligomerti (2-6 peptidi), které se slucuji do prechodnych shluki®. Rozpustné
oligomery a prechodné amyloidy jsou nejvic neurotoxické formy ApB°.

Vaznost kognitivniho defektu u Alzheimerovy nemoci koreluje s hladinou oligomert
v mozku, ale ne s celkovym mnozstvim AP. Fyziologické hladiny synaptickych AP muZzou
snizit excitacni transmisi a zabranit neuronalni hyperaktivitélo.

Protedzy neprilysin a insulin-degradujici enzym reguluji hladiny AP, pfi¢emz
neprilysin, membranu stabilizujici endopeptidasa, degraduje AP monomery i oligomery*?,
zatimco insulin degradujici enzym, thiol-metaloendopeptidasa, degraduje malé peptidy jako
insulin a monomery AP*3. Redukci neprilysinu dochazi k akumulaci Ap v mozku*?, naproti
tomu nadmérnd exprese neprilysinu nebo insulin degradujiciho enzymu formaci plakl

. . 14
Zabranuje™".

3.1.2.2 Fosforylovany t-protein

Tauopatie zptsobuji u AD a jinych neurodegenerativnich onemocnéni neurofibrilarni
pletend, coz jsou vlaknité inkluze v pyramidovych nervovych buikach'®. Poget
neurofibrilarnich pleteni je patologicky marker vaznosti AD. Dilezita soucast pleteni je
abnormalné hyperfosforylovana a agregovana forma t-proteinu, ktera je cytotoxicka
a zpusobuje poskozeni kognitivnich funkci. Hyperfosforylovany t-protein je nerozpustny
a spojen do parovych helixti. Enzymy, které pfidavaji a odstranuji fosfatové zbytky, reguluji
velikost fosforylace t-proteinu®?’.

Vice nez 30 mutaci t-proteinu na chromosomu 17 bylo detekovano u frontotemporalni
demence spojené s parkinsonismem®. Naopak u AD se mutace t-proteinu nevyskytuje
a ztrata neuronii je proporciondlni k po¢tu neurofibrilarnich pleteni®®. Nicmén& zvysené
hladiny fosforylovaného a celkového mnozstvi t-proteinu v mozkomisnim moku koreluje se
snizenim vysledkll kognitivnich Vy§etfeni20, pficemz jejich zvySené hladiny v mozkomisnim
moku vytvaii spolecné biomarker, ktery s vysokou pravdépodobnosti piedvida progresi AD
u pacientii s mirnou kognitivni poruchou®’. Experimentalni dikazy ukazuji, Ze Ap akumulace

ot :22
spousti tau agregaci™.
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3.1.2.3 Oxidacni stres

Oxidacni stres je vSeobecny termin pouzivany k popsani rovnovazného stavu hladin
oxida¢niho poskozeni v bunce, které je zpusobeno reaktivnimi kyslikovymi radikaly
a nerovnovahou mezi bunéénymi oxidanty a antioxida¢nimi procesy. Toto poskozeni muze
ovlivnit specifické molekuly nebo cely organismus. Aktivované mikroglie a astrocyty
uvoliuji volné radikaly a prozanétlivé faktory u AD. Volné radikaly a prozénétlivé faktory
prispivaji k patogenezi oxidacniho stresu. Oxida¢ni poskozeni a citlivost k oxida¢nimu stresu
se s vékem zvyéuj623'25. Cesta a mechanismus oxidacniho poskozeni u AD hlavné zahrnuje
peroxidaci lipidd, proteinovou a DNA oxidaci®.

Porucha funkce mitochondrii zplisobuje uvolnéni oxidativnich radikald a u AD
i normaln¢ starnouciho mozku zapfi¢ifiuje zavazny oxidacni stres?’.

AP, ucinny generator reaktivnich kyslikovych radikald®® a reaktivnich dusikatych
radikal®, je primarni pivodce tdchto poskozeni. Mitochondrialni peroxid vodiku difunduje

do cytosolu, kde se podili na vzniku, kovovym iontem katalyzované¢ho, hydroxylového

radikélu. Stimulované mikroglie jsou hlavnim zdrojem vysoce rozpustného NO radikalu®,

3.1.2.4 Metabolismus cholesterolu

Deficit v metabolismu cholesterolu je atraktivni hypotéza spojena s patogenezi AD,
protoze spojuje k sobé apolipoprotein E (APOE) — genetické riziko, produkci a agregaci AP
avaskulopatii.  Cholesterol je esencialni komponenta neuronalnich membran a je
koncentrovan ve sfingolipidech nazyvanych ,lipidové fady“. Tyto fady jsou uspotfaddany do
platforem pro shluk B-sekretazy a y-sekretdzy a spojeni amyloidniho prekurzorového proteinu
do AP. Produkce a agregace AP je podporovana a clearance v mozku je sniZena, kdyz
nadbytek esterifikovaného cholesterolu méni membranové lipidy. Glidlni APOE je hlavni
transportér cholesterolu v mozku. Existuje nékolik isoforem APOE: APOE2, APOES3,
APOE4™.

APOE4 neni jenom patologicky nosi¢ zptisobujici depozici AB* a tau fosforylaci®®,
ale je také nejmén¢ ucinna isoforma, co se tyce ,,uptake* lipoproteinovych ¢astic.

Vysokd sérova hladina cholesterolu ve stfednim véku zvySuje riziko AD. Pouziti
statinli ukazalo, Ze ma za nésledek sniZeni hladiny volného cholesterolu a s tim spojené
snizeni rizika AD. Jiné disledky podavani statinli zahrnuji sniZeni zanétlivosti a up-reguluji

a-sekretazu a cévni funkénost®.
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3.1.2.5 Zdnet

Aktivované mikroglie a reaktivni astrocyty urcuji polohu fibrilarnich plaki a jejich
biochemické markery jsou zvySeny v mozku u pacient s AD. Zpocatku fagocytarni mikroglie
pohlcuji a degraduji AB. Nicméné chronicky aktivované mikroglie vylucuji chemokiny
a kaskadu cytokini — interleukin-1, -6 a tumor nekrotizujici faktor (TNF-a). Spolecné
s vaskuldrnimi bunikami mikroglie exprimuji receptory pro koncové produkty glykosylace,
které vazi AP a tim zesiluji cytokiny, glutamat a oxidy dusiku.

Fibrilarni AP a glialni aktivace také stimuluje klasickou cestu komplementu. Pletené
a plaky obsahuji komplementové produkty Clq a C5b-9, které ukazuji, Ze opsonizace
a autolyza neprobihaji v dostatecné mife. Stimulované astroglie taktéz vylucuji reaktanty
akutni faze — al-chymotrypsin, a2-makroglobulin a C-reaktivni protein.

Bylo prokazano, ze nesteroidni antiflogistika (NSAID) snizuji riziko AD a zpomaluji
progresi nemoci. Jejich mechanismus uU¢inku zahrnuji selektivni redukci AB42, inhibici
cyklooxygendzy-2 nebo receptoru pro prostaglandin E2, stimulaci fagocyt6zy mikrogliemi

a aktivaci PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor y) °.

3.1.3 Vyznamné enzymy ovliviiujici patogenezi Alzheimerovy choroby

3.1.3.1 Cholinesterazy

Cholinesterazy jsou Siroce rozSifeny enzymy, které se nachéazeji v cholinergnich

h***. Délime je do

I non-cholinergnich tkanich, jak v plazmé, tak i jinych télnich tekutinac
dvou tfid, dle jejich substratové specifity, chovani k nadbytku substratu a citlivosti viici
inhibitorim, na  acetylcholinesterazu = (AChE) nebo ,pravou”“ cholinesterazu
a butyrylcholinesterazu (BuChE) nebo téz pseudocholinesterézuss. AChE a BuChE sdileji
65% homologni sekvence AMK, maji podobné molekularni formy a aktivni centralni
strukturu®®. Maji rozdilnou i specifickou tkanovou distribuci — AChE se hojné vyskytuje
vV mozku, svalu a erytrocytarni membrané, zatimco BuChE mé vys§i aktivitu v jatrech,
stfevech, srdci, ledvinach a plicich37.

V CNS jsou 2 hlavni typy cholinergnich neurontu. Jedna skupina sidli v oblasti

bazalniho ptedniho mozku mezi rostralni oblasti Nucleus caudatus a anteriorni perforovanou

substanci, kterd inervuje mozkovou kiiru, hipokampus a amygdala. Druhé skupina existuje ve
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Varolové mostu a posila své vybézky ascendentné k thalamu a jinym jadram v diencefalonu

do pons/prodlouZené michy, moze&kovych jader a jader lebe¢niho (kranialniho) nervu®,
Ackoli u pacientli s AD byly pozorovany deficity i jinych neurotransmiterti (Tab. 1)

nebo abnormality mimo cholinergni systém, cholinergni poskozeni ziskalo pevnou pozici ve

zkouméani AD,

Tab. 1 Zmé&ny v neurotransmiternim systému v mozku postizeném Alzheimerovou chorobou®

Neurotransmiterni systém |Zmény

cholinergni neurony bazalniho prfedniho mozku { {,

aktivity cholin-acetyltransferazy | 1

aktivita acetylcholinesterazy |

Cholinergni
inergnt M1 muskarinni receptory -

M2 muskarinni receptory {,

nikotinové receptory |

noradrenergni neurony locus coeruleus

noradrenalin {,

Noradrenergni MHPG |

dopamin B-hydroxylasa |,

al, a2, B receptory =

serotoninergni neurony nucleus raphe |,

Serotoninergni serotonin |,
5-HIAA
dopamin =

Dopaminergni HVA -

monoaminooxidaza B

y-aminomaselna kyselina >/J,

Gab i
abaergni glutamatdekarboxylasa -

Neuropepidy

Somatostatin imunoreaktivita J J
CRF imunoreaktivita { J
Neurotensin imunoreaktivita {,
opioidové peptidy imunoreaktivita -
substance P imunoreaktivita -
Cholecystokinin imunoreaktivita -
VIP imunoreaktivita -
TRH imunoreaktivita -

Vysvétlivky: — zadnad zména; | snizeni; 1 zvySeni; || markantni snizeni

Cholinacetyltransferaza je enzym, ktery biosyntetizuje ACh z cholinu a acetylCoA
(acetylkoenzym A) na nervovych zakoncenich. Na zaklad¢ studii bylo zjisténo, ze dochazi k
jejich vycerpani ve specifickych ¢astech mozku u pacienta trpicich AD. To znamena, ze AD
byla popsédna jako deinervujici poSkozeni centralnich cholinergnich nervovych vybézki do

mozkové kiry a limbického systému. Ne vSechny cholinergni neurony jsou postiZeny, ale
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mozkova kiira, konkrétné v temporalni ¢asti mozku a sousednich limbickych oblasti, je
postiZena t&Zce™.
Acetylcholin (ACh) byl prvnim identifikovanym neurotransmiterem, ktery stimuluje

nervus vagus a zpomaluje srdecni tepgo.

3.1.3.2 Molekuldrni formy cholinesterdz

AChE a BuChE piedstavuji podobn¢ amfifilni nebo rozpustné molekularni formy S riznou
distribuci v tkanich a télnich tekutindch. Jsou to homo- anebo heterogenni formy,
sumarizované takto:

1. U typu I, amfifilni dimery, se jedna o ukotvené glykofosfatidylinositol-dimery
Vv plasmatickych membrach savéich svald, erytrocytll a lymfocytii. Je to hojna forma
ACHhE, ktera je rozpustna jenom pomoci detergentl a v jejich nepfitomnosti agreguje.

2. Typ II, amfifilni monomery a dimery, je odliSny od typu I diky tomu, Ze postrada
glykolipidové konce a neagreguje v nepfitomnosti detergentt. Je rozpustny Vv roztocich
soli a ve velkém poctu se nachazi v sav¢ich mozcich, svalech a stievé ve formé¢ obou
cholinesteraz (AChE i BuChE).

3. Tetramery s hydrofobnimi konci jsou ukotvené v plazmatickych membranach pomoci
hydrofobni, 20 kDalton dlouhé, polypeptidové podjednotky. Tato forma se hojné¢
vyskytuje u AChE v savéim CNS.

4. Formy s kolagenu podobnym koncem nebo asymetrické formy jsou charakterizovany
pfitomnosti ukotveného kolagenu podobnému konci k bazalni laminé. Je formovana
pomoci trojité helikalni struktury sloZzené z 3 kolagenovych podjednotek Q, z nichz
kazdd je spojena sjednim (A4), dvémi (AS8), nebo tfemi (Al2) tetramery
cholinesteraz. Je hojnéjsi pro AChE neZ BuChE v nervosvalové ploténce.

5. Rozpustné tetramerni formy (G4) jsou slozené ze 4 identickych monomert
a stabilizované hydrofobni interakci pomoci hydrofobni aminokyseliny na C-konci
monomeru. Tato forma se hojn€ vyskytuje u BuChE v sav¢ich télnich tekutinach

a rozpustné frakci tkdnovych homo genétﬁ40‘41.
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Acetylcholinesteraza (AChE)

Acetylcholinesterazu (EC 3.1.1.7) tvofi komplex proteinti typu o/f hydrolazy.
Strukturalni znalost je zaloZena na praci provedené na enzymu TCAChe ziskané z elektrického
uhote Torpedo californica. Struktura savéi AChE je velice podobna TCAChE a vétSina
in vitro praci zabivajicich se studiem inhibi¢nich vlastnosti, jak pfirodnich, tak i syntetickych
latek viici AChE byla provedena na komeréné dostupné AChE ziskané z elektrického tthoie
(TCAChE)*.

Hlavni funkce AChE je rychld hydrolyza neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) na
cholinergnich synapsich35. Dochazi k hydrolyze esterické vazby v molekule, coz ma za
nasledek ztratu stimulacni aktivity. Inhibice AChE ma za nésledek prodlouzeni existence
atim i aktivity ACh. Tento koncept se ujal v medicin€, kde se vyuzivad k 1é¢bé nemoci
spojenych s nedostate¢nymi hladinami ACh. V nékolika poslednich letech bylo zjisténo, ze
AChE je zapojena do n¢kolika dalSich funkei, mimo nervovou transmisi. Funguje jako
adhesivni protein, protein kostni matrix, uplatituje se pti ristu neuritl a produkci amyloidnich

fibril, které jsou charakteristické pro mozkové buiiky pacientti s AD%.

Butyrylcholinesterdza (BuChE)

Butyrylcholinesteraza (EC 3.1.1.8) je diky své struktufe zapojena ve 3 rtznych
enzymatickych aktivitdich — esterdza, aryl acylamidéza a peptiddza (nebo protedza) tak jako
jeji sestersky enzym — acetylcholinesterdza. Jeji skute¢na fyziologicka funkce je vSak stale
neznama. Esterdzova aktivita BuChE se stava dilezit&jsi v regulovani cholinergni transmise
pii neptitomnosti AChE a v inaktivaci nékterych 1éki jako kokain, aspirin, amitriptylin nebo
v aktivaci jinych jako bambuterol, heroin. Peptiddzova aktivita BuChE ma funkci ve vyvoji
roz§ifovani v B-amyloidni plaky. Pfedpoklada se, Ze aryl acylamidazova aktivita hraje roli pfi
serotoninergni a cholinergni neurotransmisi>.

BuChE mé farmakologickou a toxikologickou dulezitost a roste i jeji dalezitost jako
detoxika¢niho enzymu, protoze hydrolyzuje 1éky obsahujici ester a vychytdva inhibitory
cholinesterazy zahrnujici G€inné organofosfatové nervové zastupce piedtim nez dosédhnou
jejich synapticky cil*.

Navzdory tomu, Ze skute¢ny substrat je stdle neznamy, BuChE mize hydrolyzovat
hydrofobni 1 hydrofilni karboxylové nebo fosfore¢né estery kyselin. Jeho toxikologicka

a farmakologicka dulezitost se stava jasnéjsi, kdyz jednotliva expozice k jedovatym slozkam
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je zaméfena na misto, kam se vaze ACh. Ztrata funkce AChE vede Kk paralyze svalu, kie¢im
a muze zpusobit smrt udusenim. BuChE miize byt povazovéana za endogenniho vychytavace
anticholinesterazovych slozek. BuChE je detoxikuje pifedtim, nez dosdhnou AChE na
fyziologicky diilezitych cilovych mistech®.

BuChE je distribuovana v perifernich tkanich, séru a glidlnich bunkach v CNS a jeji
koncentrace roste s progresi AD®.

3.1.4 Lécba Alzeimerovy choroby

Lécba Alzheimerovy choroby i dalSich demenci neurodegenerativniho ptivodu vychézi
ze znalosti jednotlivych patogenetickych ¢lankt, nikoli ze znalosti zdkladni pfi¢iny. Soucasna
terapic nam tedy umozfiuje chorobu modulovat, pfedev§im prodluzovat lehka stadia
a oddalovat tézka stadia demence, kterd jsou spojena s nesobéstacnosti a silnou zatézi jak
pacienti, tak jejich pecovateltl.

U Alzheimerovy choroby jsou 2 farmakoterapeutické postupy, které jsou zalozeny na
dikazech (evidence — based) — tj. vysledcich vice rozsahlych, multicentrickych,
multietnickych randomizovanych dvojité slepych studii®.

Jedna se o:
1. Inhibitory AChE pfi lehkych a stfednich formach AD (takrin, donepezil, galantamin,
rivastigmin)

2. Inhibitory NMDA receptorii pii pokrocilych stadiich AD (memantin)

Tato léciva jsou doporucovana pro symptomatickou léCbu. Nicméné jsou tu stéle
nevyieSené problémy s pouzitim téchto dostupnych 1€¢iv, napt. terapie inhibitory
acetylcholinesterazy byla povazovana za uéinnou pouze v kratkém casovém useku trvajicim
6-12 mésict, a Ze plisobi jenom u nékterych pacientl. Diky komplexnosti onemocnéni miZze

byt kombinovana terapie jedna z nejlepSich strategii, ktera zlepsi a€innost lééby44.

3.1.4.1 [nhibitory acetvicholinesterdazy

Cholinergni hypotéza u AD je zaloZena na skuteCnosti, Ze degenerace cholinergnich

vvvvv
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cholinergnich neuronech v hippokampu a neokortexu, coz vede k poruchdm paméti a dalSim
kognitivnim symptomam.

Jedna terapeutickd moznost zlepSeni cholinergni neurotransmise spocivd v zlepSeni
dostupnosti ACh pomoci inhibice cholinesterazy (enzym, ktery degraduje ACh v synaptické
stérbing)™,

Cholinomimetika aktivuji mozkovy cholinergni systém a tim intervenuji se symptomy
AD, proto se jevi jako dal$i moznost na zmirnéni t€chto symptomi. Klinické testy provedené
s cholinomimetiky vedly ke zjisténi, ze v mnoha aspektech jsou centralni cholinergni 1éze
spojeny se symptomy AD*,

Inhibitory acetylcholinesterazy — takrin, donepezil, rivastigmin a galanthamin jsou
registrovany pro symptomatickou lé¢bu pacientli s mirnou az stiedni formou AD, z nichz jako
prvni byl, v USA a Evropé, registrovan takrin, nasledovan donepezilem, rivastigminem
a galanthaminem. Druha generace inhibitorii acetylcholinesterdzy mlze vyvinout dopliikkovy
farmakologicky ucinek. In vitro modely ukazaly, ze inhibitory acetylcholinesterazy muizou
zvysit sekreci rozpustného prekurzoru amyloidniho proteinu (APP). APP je integralni
membranovy protein s komplexnim proteolytickym mechanismem regulovanym nékolika
protézami. Postupné kroky dvou enzymu, B- a y-sekretazy, vedou k tvorbé AP, zatimco
a-sekretaza uvoliiuje rozpustny N-koncovy fragment, nazyvany sAPPa*.

Jako prvni inhibitory cholinesterazy se pouzivali fysostigmin a takriny. Fysostigmin je
ucinny a kompetitivni inhibitor cholinesterasy, ktery ptednostné inhibuje AChE v porovnani
s BuChE. Bylo zjisténo, Zze fysostigmin zlepSuje dlouhodobou pamét. Kombinace
fysostigminu s lecitinem ukazala zlepSeni kognitivnich funkci u AD. Tato skutecnost je ale
zavisla na davce, jelikoZ ma extrémné kratky polocas (15-30 minut) a relativné silné periferni
vedlejsi Gcinky.

Takrin byl prvnim lékem schvéalenym na 1é€bu AD. Jednd se o centrdlné pisobici
reversibilni inhibitor cholinesterazy, ktery zlepsuje kognitivni funkce a chovani AD pacientd
pti davkach 80-160 mg/den, nicméné zpusobuje zavazné nezadouci Ulinky. Tyto vedlejsi
ucinky a pfistupnost méné toxickych molekul dnes limituje jeho uZzitecnost v 1écbe AD.

Nyni se predepisuji pouze 3 inhibitory choliesterazy — donepezil, rivastigmin

a galanthamin®".
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Donepezil

Donepezil (Aricept®) (Obr. 1) byl vyvinut, aby pfedesel nevyhodam takrinu
(hepatotoxicita apod.). Jeho zakladem je piperidin a je vysoce selektivni pro AChE s viditelng
nizsi afinitou pro BuChE. 5-10 mg/den viditeln¢ zlepSuje kognitivni funkce, ve vSeobecnosti
je dobfie tolerovan, s typicky cholinergnimi vedlej$imi G¢inky jako nauzea, zvraceni, prijem,

zéacpa, bolest hlavy, zavrat’ a poruchy spanku, jsou vSak mirné a pfechodné“.

— potencial modifikace nemoci
Zajem o inhibitory cholinesterasy v 1¢cbé AD byl obnoven diky objevu dodatecnych
cholinergnich a non-cholinergnich uc¢inki, které maximalizuji G¢inek téchto 1é¢iv nejenom

roo w1 o r v ’ 44
pro zmirnéni symptomi, ale také pro zlepSeni procesu choroby ™.

— modulace NMDA receptorti
Je znamo, ze nikotinové acetylcholinové receptory a N-methyl-D-aspartatové
(NMDA) receptory pusobi jako down-regulatory v mozku AD pacientd. Donepezil potencuje
aktivitu NMDA receptori a tento krok by spolu s inhibici cholinesterasy mohl piispét

v vy e . A4
k zlepSeni uceni, paméti a kognici™ .

— neuroprotektivni efekt
Donepezil ma 1 neuroprotektivni vlastnosti, ktery spociva v ochrané kortikalnich
neuronti proti glutamatové neurotoxicité skrz o4- a a7-nikotinové receptory a zaroven
vyvolavd up-regulaci nikotinovych receptorti v kortikdlnich neuronech a tim zlepSuje

neuroprotektivni vlastnosti**.

Rivastigmin

Rivastigmin (Exelon®) (Obr. 1) je pseudoreversibilni inhibitor AChE. V davce 6-12
mg/den produkuje klinicky signifikantni benefity v oblastech spojenych s kognici, dennimi
aktivitami a chovadnim u pacientd s AD. Vedlejsi ucinky ovliviuji hlavné gastrointestinalni

trakt (GIT)*.
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Obr. 1 Strukturdlni vzorce 1é¢iv donepezilu a rivastigminu
Galanthamin

Posledni latkou registrovanou pro 1écbu AD je galanthamin (Reminyl®)44. V mediciné
se pouziva od 60. let 20. stoleti, pfevazné ve vychodni Evropé, pro sviij antikurarovy efekt
k antagonizovani neuromuskularni blokady a pro terapii neurologickych poruch. Cilovymi
misty uclinku galanthaminu v organismu jsou nervosvalové spoje, centralni cholinergni
synapse 1 periferni organy inervované parasympatickymi vegetativnimi vlakny. Na
cholinergni synapsi ma dvoji roli, a to takovou, ze muze zvysit hladinu acetylcholinu
dostupného pro aktivitu postsynaptickych muskarinovych receptort tim, ze inhibuje AChE,
nebo muze pusobit jako alostericky moduldtor na nikotinovych receptorech, protoze
V pfitomnosti galanthaminu je zvySena vazebna afinita ACh na acetylcholinovy nikotinovy
receptor nebo 1 zvySend propustnost kanalli odpovidajici obsazenym receptorim. Modulaci
nikotinovych receptorii je tak podporovan proces uvoliovani ACh cestou nikotinového
mechanismu, zvlast za podminek poskozeni cholinergni funkce. Pisobi jako reversibilni
kompetitivni inhibitor AChE a také alostericky moduluje nikotinové receptory, ¢imz
potencuje cholinergni nikotinovou neurotransmisi. Galanthamin se po p.o. (per os, podani
usty) podani snadno absorbuje, prakticky nezavisle na 1ékové formé (tableta, obalend tableta,
roztok). Pfi studiu vlivu jidla na absorpci bylo zjiSténo, Ze jidlo sice neovlivituje celkovou
dostupnost galanthaminu, nicméné absorpci zpomalujess. Davka 16-24 mg/den pulsobi
prospésné na kognitivni 1 non-kognitivni symptomy AD a jevi pfiznivé farmakokinetické
vlastnosti s vysokou biodostupnosti**. Hlavni nezadouci i¢inky galanthaminu souvisi s jeho
cholinergnimi vlastnostmi a mezi nejcastéjsi patii nevolnost, zvraceni, zavrat’, bolesti bficha,
prijem, neklid, poruchy spanku a lehkd bolest hlavy. Vyznamnym nezZadoucim efektem
uzivani galanthaminu je ztrata hmotnosti a chuti k jidlu. Nezadouci G¢inky vSak mohou byt
tlumeny pomoci profylaktického podani periferniho antidota N-methylskopolamin

hydrobromidu®.
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Ne¢kolik studii ukazalo, ze galanthamin chrani proti glutamatem zptusobené
neurotoxicité. Jeho neuroprotektivni Gcinek je zprostfedkovan skrze nikotinové receptory,
konkrétng a7-nikotinové recetory™.

Dalsi informace tykajici se zdroji této latky a jeji vzorec, izolace z ptirodniho
materidlu a jeji dostupnost budou podrobné¢ zminény v kapitole pojednavajici o alkaloidech

celedi Amaryllidaeae.

3.1.4.2 [nhibitory NMDA receptorii

Skupina inhibitori NMDA receptorti je zastoupena jedinym dnes pouZzivanym
1éCivem, memantinem®®,

Glutamat je hlavni excita¢ni neurotransmiter v mozku. Za normélnich podminek hraje
dilezitou roli v procesu uceni a paméti. Nicménég, za abnormélnich podminek, jako u AD,
excitotoxicita zapfi¢inéna nadmérnou stimulaci NMDA receptord, diky zvySené koncentraci
glutamatu, miZe vést k bundéné smrti spojené s nadmémym pijmem Ca?*. Nadmérna
stimulace NMDA receptorti vede k poskozeni synapse a potazmo k poskozeni neurondlni

funkce*,

Memantin

Memantin plsobi jako nekompetitivni antagonista napétové zavislych NMDA
receptord. Vyznacuje se neuroprotektivnimi ucinky, zabranuje NMDA indukované smrti
bunék v hippokampu a soucasné nekompetitivné blokuje a inhibuje a7 nikotinové receptory.

V literatuie se uvadi, Ze tato inhibice je dokonce u¢inn&ji nez NMDA receptory™.

3.2 Celed Amaryllidaceae

Celed’ Amaryllidaceae predstavuje skupinu jednodéloznych rostlin zahrnujici pfiblizné
85 rodti a 1100 druha, které jsou rozsifeny zejména v tropickych a teplych oblastech svéta.
Predstavuji velmi vyznamny a bohaty zdroj novych latek pro terapeutické ucely.
NejvyznamnéjSimi sekundarnimi metabolity téchto rostlin jsou tzv. amarylkovité alkaloidy,

strukturné patiici mezi isochinolinové alkaloidy. Pro svoji biologickou hodnotu jsou tyto
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alkaloidy predmétem intenzivniho vyzkumu, zejména v ramci vlastni izolace, stanoveni
biologické aktivity a jejich chemie®.

Jedna se o vytrvalé byliny s cibulemi. Listy maji ¢arkovité, bud’ jen ptizemni, nebo
také lodyzni. Kvéty jsou oboupohlavné se spodnim semenikem, jednotlivé nebo ve
Sroubelovitych kvétenstvich. Plodem je tobolka nebo bobule®.

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae jsou vyznamné tim, ze produkuji strukturné unikatni
alkaloidy se sirokou s$kalou zajimavych fyziologickych u¢inkii — antivirové, protirakovinné,

inhibi¢ni viiéi AChE, imunostimuladni a antimalarické’™.

3.2.1 Klasifikace alkaloida c¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou dle literarnich zdroji rozdéleny podle své
chemické struktury do 18 typl, z nichZ nejvyznamnégjsi jsou: krininovy, galanthaminovy,
lykorinovy a montaninovy. Zbytek je shrnut v Tab. 4, spolu se zakladni strukturou a rody,

ve kterych se nejcastji nachazi™.

Krininovy typ

Zakladnim alkaloidem tohoto typu je krinine (Obr. 2) a nachézi se hlavné u rodu
Ammocharis, Brunsvigia, Crinum, Eucharis, Narcissus, Nerine a Hymenocalis®’. Alkaloidy
této strukturni skupiny byly testovany na cytotoxickou aktivitu vic¢i gliovym bunikam
resistentnim k apoptoze a projevil téz silnou antiproliferativni aktivitu, jmenovité alkaloidy

bulbispermin, haemanthamin (Obr. 2) a haemantidin®.

Crinin Bulbispermin
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Haemnathamin

Obr. 2 Struktury krininu, heamanthaminu a haemanthidinu

Galanthaminovy typ

Tento typ alkaloidd se nachazi predevsim v rodech Amaryllis, Chlidanthus, Crinum,
Galanthus, Haemanthus, Hymenocalis, Leucojum, Lycoris, Narcissus, Nerine, Pancratium,
Sternbergia a Zephyranthes, pii¢emz obsah alkaloidt byl ovlivnén podminkami péstovani. Pii
zemédElském péstovani (na poli, pfi umélém zavlazovani) vykazovali primérné nizkou
koncentraci alkaloidl, na rozdil od rostlin péstovanych za optimalnich podminek (v lese,
Vv misté jejich pfirozeného vyskytu), kde byl obsah alkaloidii mnohem vyssi. Nejznaméj$im
zastupcem je galanthamin. Jedna se o terciarni alkaloid ptivodné izolovany z cibuli snézenky
Galanthus woronowi, ktery je rezistentni vici hydrolyze. Pro jeho vazebné schopnosti a tedy
i biologicky ucinek jsou v molekule dulezita 4 mista: hydroxylova skupina cyklohexenového

kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni aminoskupina a methoxyskupina (Obr. 3).

Obr. 3 Struktura galanthaminu a sanguininu

Obménou methoxyskupiny a terciarni aminoskupiny (napf. za kvarterni amoniovou sl
nebo hydrofilni slou¢eniny) byly pfipraveny derivaty galanthaminu, které byly polarné;si nez
puvodni molekula a vykazovaly vétsi inhibici vi¢i AChE, nicméné jejich polarita brani
priuniku do CNS, coz vyrazné limituje jejich pouiitiss. Dal§im zéastupcem je sanguinin
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(Obr. 3), O-demethylovany derivat galanthaminu, ktery je mnohonasobné biologicky

aktivngjsi, ale zastoupeni v alkaloidnim profilu rostlin je nékolikandsobné nizsi.

Lykorinovy typ

1-Acetyllykorine byl prokazdn jako silny inhibitor AChE, naproti tomu
lykorin(Obr. 4), jakozto hlavni zastupce a jeho derivaty 1,2-diacetyllykorin a 2-acetyllykorin
maji inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE minimalni. Zaroven se zkouseli uCinky téchto alkaloidi
proti rakovinnym bunkam a interakce s cytochromem P450 3A4 (CYP450 3A4) a zatimco
lykorin pusobil cytotoxicky, substituce jedné nebo obou jeho hydroxylovych skupin tuto
aktivitu snizuje. Lykorin pfi testovani jeho interakce s CYP450 3A4 prokazal jako neaktivni,
ale pii substituci se aktivita viéi tomuto cytochromu rapidng zvysila®. Tento typ alkaloidd lze
nalézt ve vétsim mnozstvi piedevsim v rodech Amaryllis, Ammocharis, Brunsvigia, Crinum,

Eucharis, Hippeastrum, Hymenocallis, Leucojum, Narcissus a Zephyranthes®?.

Lykorin

Obr. 4 Struktura lykorinu
Montaninovy typ

Hlavnimi zdroji alkaloidii tohoto typu jsou piedev§im rody Boophane, Brunsvigia,
Haemanthus, Hymenocalis a Narcissus>? a hlavnim zéastupcem je montanin (Obr. 5). Dalsimi
zastupci, ktefi se vyznaCuji vyznamnou biologickou aktivitu jsou brunsvigin a manthin
(Obr. 4), které maji dulezitou biologickou aktivitu, zahrnujici anxiolyticky, antidepresivni

a antikonvulzivni efekt®.
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Montanin

(—)-Brunsvigin (-)-Manthin
Obr. 5 Struktura montaninu a jeho derivata

Tab. 2 Dalsi zndmé strukturni typy alkaloidii celedi Amaryllidaceae, jejich ptiklady

a rostlinné rody je obsahujici52

Strukturni typ Priklad alkaloidu Rostlinné rody
OH
. HsC—© CH . .
Belladinovy Dyl : Crinum, Nerine
HaC~ N
Belladin

Galanthindolovy Galanthus, Lycoris
Clivia, Galanthus,
Homolykorinovy Heamanthus, Lycoris,
Narcissus
., Galanthus, Hosta
Galasinovy

plantaginea (Liliaceae)

Galasin
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Kripowellinovy Crinum
Kripowellin A (R1, R2 = -CH20CH2-)
Kripowellin B (R1, R2 = -CH3)
Cheryllinovy Crinum
Cheryllin
e
Buflavinovy e O Boophane
3 \O N
\CH3
Buflavin
H3C.
g
Plikaminovy Cyrtanthus, Galanthus
Crinum, Eucharis,
., Galanthus,
Tazzetinovy Hippeastrum
Hymenocallis

Tazzetin
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Gracilinovy Galanthus
Augustaminovy Crinum
C:)H
HO 2 OH
o Crinum, Hippeastrum,
Pankratistatinovy < oH Hymenocallis,
o i Zephyranthes
OH O
Pankratistatin
2 CH
L
CHj3
O
< CHs
. . , OH
Gracilaminovy © Galanthus
N
\
CH3
Gracilamin
Hostatininovy Hosta plantaginea

Hostamin
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3.2.2 Biosyntéza alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae

Specifickou biosyntetickou cestou vice nez 400 alkaloidi celedé Amaryllidaceae je
tzv. norbelladinova cesta (Obr. 6). Biosyntéza téchto sloucenin vychazi z L-tyrosinu
a L-fenylalaninu. L-tyrosin se méni na tyramin a L-fenylalanin na 3,4-dihydroxybenzaldehyd.
Ztyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu po nékolika reakénich stupnich vznikne
4'-O-methylnorbelladin. Podle zpiisobu intramolekularniho oxidativniho spektra vznik4d osm
zékladnich skelett: lykorin, galanthamin, tazettin, narciklasin, montanin, lykoreniin,

haemantamin a krinin®.

NH,
H,N
=
HO ~

L-fenylalanin L-tyrosin

0
HO = OH

3,4-dihydroxybenzaldehyd tyramin

CH3

NH
HO

OH
4'-O-methylnorbelladin
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para-para’ para-ortho’

ortho-para’

Haemanthaminovy typ Galanthaminovy typ

Tazettinovytyp 11,12-Dehydrodroanhydrolykorin Homolykorinnovy typ

Obr. 6 Norbelladinova cesta >*°
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3.2.3 Taxonomické zarazeni vybranych rodi ¢eledi Amaryllidaceae, jejich alkaloidy a
biologicka aktivita

Rige: Plantae (rostliny)
Podiise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)

Odd¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné)

Ttida: Liliopsida (jednod¢lozné)
Rad: Asparagales (chiestotvaré)
Celed: Amaryllidaceae (amarylkovité)>
Rod: Nerine

Scadoxus

Sprekelia

Sternbergia

3.2.3.1 Rod Nerine

Rod Nerine je jeden z nejvétsich rodu ¢eledi Amaryllidaceae a zahrnuje cca 30 druhd,
z nichz 20 je endemickych pro geografickou oblast Jizni Afriky, Lesotha a Swazijska. Dalsi 4
druhy je mozné nalézt v oblastech jizni Afriky, pficemz pouze 4 druhy rostou v zimnim
obdobi, zbyvajici rostou v 1ét&. V priibdhu let byla Nerine §iroce hybridizovana®. Rostliny
tohoto rodu se vyuzivaji v tradiéni mediciné domorodych kmend Jizni Afriky, konkrétné
kmeny Sotho a Zulu vyrabé€li odvary z cibuli na 1écbu kasle a nachlazeni, k 1é¢bé ledvinnych

a jaternich potiZzi, k ulevé bolesti zad a jako 1¢k na neplodnostss.

Nerine bowdenii

Nejvyznamnéj$im druhem tohoto rodu je Nerine bowdenii (Obr. 7), ktera je zaroven
nejvice prozkoumanym druhem z fytochemického hlediska. Jedna se o endemicky druh rodu
Amaryllidaceae, ktery pochazi z KwaZulu-Natal Drakensberg a vychodni Cape provincie
v Jizni Africe a je Siroce pouZivan jako okrasna rostlina®®. Kvete na podzim a kvéty maji
piedevsim rtizné odstiny rizové®.

Béhem tohoto a minulého stoleti bylo provedeno nékolik studii na N. bowdenii.
V pribehu téchto studii, zabivajicich se fytochemickou strankou této rostliny, byla izolovana

cela fada alkaloidt, patficich do n€kolika strukturnich typi (Obr. 8). Jako hlavni byly

identifikovany ambellin, 11-O-acetylambellin, undulatin, buphanisin®, belladin, v mensim
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mnozstvi bowdesin, buphanidrin, krinamin, nerbowdin®®, powellin a ve stopovych mnozstvich
6-hydroxybuphanidrin, 6-hydroxypowellin®® a ungeremin®. Nutno ¥ici, Z¢ viechny studie se

doposud zabyvaly izolaci alkaloidii z cibuli, kde je koncentrace téchto latek nejvyssi.

Obr. 7 Nerine bowdenii®

Ambellin 11-O-acetylambellin

O<

"CHj T CHy

Filifolin Bunpharidin Undulatin
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Powellin

Obr. 8 Struktury nékterych alkaloidt izolovanych z cibuli N. bowdenii **°®

Mezi cibulemi rostlin ¢eledi Amaryllidaceae, kterych sumarni alkaloidni extrakty byly
testovany pro inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE, Nerine bowdenii prokazala velmi silnou inhibi¢ni
aktivitu®.

Nekteré z izolovanych alkaloidi byly podrobeny testim v Cisté formé za ucelem
stanoveni hodnoty ICsp na zjisténi jejich inhibi¢ni aktivity vac¢i AChE (Tab. 3).
Nejzajimavéjsi inhibicni aktivita byla prokézéna u undulatinu (ICsp = 37 uM) a ungereminu
(ICs = 0,35 uM)56’60. V ptipad€ ungreminu se jednd o latku kvarterniho charakteru, kde je

ptestup ptes hematoencefalickou bariéru velice nevyhodny.

Tab. 3 Hodnoty ICsp inhibi¢ni aktivity va¢éi AChE nékterych alkaloidii v porovnani se

standardem galanthaminem®®°

Alkaloid ICs0 (M)
Ambelline 1270
11-O-acetylambelline 1160
Buphanasine 290
Undulatine 37
Ungeremine 0,35
Galanthamine 4

Nerine filifolia

Tato vzdyzelena rostlina, s malymi cibulemi a uzkymi listy (Obr. 9), kvete v priubéhu
zati az listopadu a roste ve vychodni provincii Cape, Transkei, Swazijsku a Mpumalangu.
Doposud bylo izolovano 8§ alkaloidd: belladin, 11-O-acetylambellin, undulatin jako hlavni
slozky a jako minoritni slozky ambellin, 6a-hydroxybuphanidrin, N-demethylbelladin,
60-methoxybuphanadrin a filifolin.

U posledniho z alkaloidu, filifolinu, byla métena in vitro jeho biologicka aktivita,

konkrétné antiprotozodlni aktivita proti 4 rGznym parazitickym protozoim — Trypanosoma
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cruzi, Leishmania donovani, Plasmodium falciparum a Trypanosoma brucei rhodesiense
a cytotoxicka aktivita vi¢i potkanim myoblastim. Vysledky obou testi byli vzhledem

4 4 r 4 755
k ziskanym hodnotam nezajimavé™.

Obr. 9 Nerine filifolia® Obr. 10 Nerine undulata®’

Nerine undulata

Dalsi zajimavou rostlinou tohoto rodu je N. undulata, druh ptivodem z vychodni Cape
provincie v Jizni Africe (Obr. 10). Roste na upatich, castecné ve stinu a kvéty jemné rizové
barvy rostou hojné na stopkach®®. V prib&hu dosavadnich fytochemickych studii byli

v rostling identifikovany alkaloidy — ambellin, undulatin, nerispin, crispin® a nerudine®.

Nerine filamenthosa
Tato rostlina nebyla doposud z fytochemického hlediska prostudovana a neni tedy nic

znamo o jejim alkaloidnim profilu.

3.2.3.2 Rod Scadoxus

Tento rod byl pivodné fazen do rodu Haemanthus, ale vroce 1976 se vyclenil
a samostatnil. Jeho zastupce najdeme hlavné v tropické oblasti Afriky, ale rozSifuje se i do
Jizni Afriky. Jednotlivé druhy jsou bohaté na obsah alkaloidi, které jsou silné toxické. Dva

druhy jsou pouZivané k piipravé jedi: S.multiflorus a S.cinnabarinus®.
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Scadoxus multiflorus

Jedna se o trvalku s vejcovitou cibuli, listy na bazi srostlé k sobé, eliptického tvaru
(Obr. 11). Kvéty jsou v okoliku, ¢ervené, Sarlatové nebo rizové barvy a plodem jsou malé
bobule. Tato rostlina je Siroce rozsifena v tropické Africe, mimo nejsussich oblasti.

Rostlina se pouziva nejenom jako lovecky jed, ale i v tradicni medicin€é. V Kongu,
Gabonu a Nigerii se praskovana cibule dava na Spatné se hojici rany a v Tanzanii se $tava
vytlacena z cibuli pouziva k vyvolani porodu u krav. V Indii se extraktem z cibuli, kofent
a kvéta 1€¢i nachlazeni a astma a v Zaire se cibule vyuziva na 1écbu svrabu.

Béhem fytochemickych studii bylo z cerstvych cibuli izolovdno n¢kolik alkaloidt
(Obr. 12) — lykorin, haemanthidin, chlidanthin, hippeastrin, haemultin, montanin, hippadin,

galanthamin a 2-O-acetylchlidantin®.

Obr. 11 Scadoxus multiflorus®

OH

Galanthamin Lykorin
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Montanin

Hippeastrin Chlidantin

Obr. 12 Struktury n€kterych alkaloidl izolovanych z cibuli S. multiflorus

3.2.3.3 Rod Sprekelia

Tento rod zastivaji pouze dva druhy rostlin celedi Amaryllidaceae, plivodem

Z Mexika. Nejznaméj$im druhem je S. formosissima®.

Sprekelia formosissima

Tato rostlina je roz§ifena napfi¢ stitem Mexiko a v Guatemale. Ve své domoving roste
na skalnatych svazich a stranich, loukach a pastvinach, az do nadmotské vySky 2800m. Jedna
se o vytrvalou bylinu, jeji cibule je kulovita s prodlouZenym krc¢kem. Listy jsou femenovité,
kvétni stvoly nacervenalé, kvéty jednotlivé, karminové ¢ervené (Obr. 13). Kvete od dubna do
kvétna a plodem je tobolka'.

Uz vroce 1932 byla tato rostlina studovana po fytochemické strance, ale vzhledem
k moznostem té doby, nebyly objeveny Zadné alkaloidy ani jiné obsahové latky, navzdory
tomu, ze ji byla pfipisovana lé¢ebna hodnota.
jmenovité: ismin, heamanthamin, hemanthidin, pretazettin a 3-epimakronin72, tazzetin, 8-O-

demethylmaritidin’.
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Obr. 13 Sprekelia formosissima’

3.2.3.4 Rod Sternbergia

Sternbergia je rod ¢eledi Amaryllidaceae, ktery lze nalézt podél Stfedozemniho mote
a Blizkého vychodu. Casto roste na kamennych mistech. Vétsina z nich kvete na podzim
7lutd”. Vyskytuje se asi ve 12 druzich. Ma nevelké kulovité cibulky, obalené hnédymi az
cernymi ochrannymi Supinkami. Kvéty jsou nejcastéji jednotlivé, ndlevkovité, se zaoblenymi
okvétnimi listky, Zluté™.

Nejveétsi pozornost se zatim upirala na druhy S. fisheriana, S. clusiana a S. lutea,
predev§im pro jejich alkaloidni obsahové latky. Nicméné u S. fisheriana byly studovany
testovali analgetické’®, antioxidaéni a antimikrobni uginky, spolu s celkovym obsahem

fenolické slozky'.

Sternbergia lutea

Tato rostlina je domaci ve Stiedomoii (Obr. 14), v zapadni Asii od Iranu aZ po
Pamir’®. V 70. letech se z této rostliny podafilo izolovat 6 alkaloidéi — lykorin, tazzetin,
haemanthamin, galanthamin a galanthin a o 10 let pozdé&ji identifikovali védci dalsi tii
alkaloidy — hippamin a nové alkaloidy - sternbergin, ktery je strukturné podobny
pseudolykorinu®, a lutessin® (Obr. 15). Za pouziti extrakce a frakcionace jednotlivych frakci
prostfednictvim chromatografie byl izolovan dalsi alkaloid, a to 11-hydroxyvittatin, ktery jiz
byl ptfedtim izolovan ze dvou druhti Celedi Amaryllidaceac — Pancratium maritimum
a Rhodophiala bifida®.
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Sternbergin Lutessin

Obr. 15 Struktury nékterych alkaloida z rostliny S. lutea
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pted pouzitim destilovana; nejprve byl zachycen predek (asi 5%;
vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovéavana v hnédych nadobach.

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce Biichi
Rotavapor R 114 vybavené vodni lazni Biichi Waterpath B-480 pti 40 °C za snizeného
tlaku.

4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla

Diethylether, p.a. (Penta)

Ethanol 95%, denaturovany metanolem, p.a. (Penta)
Ethylacetat, p.a. (Penta)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Chemikalie

Amoniak, 25% vodny roztok, p.a. (Lachema)
Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lachema)

4.3 Priprava sumarnich extrakti a GC/MS analyza

4.3.1 Biologicky material

Cerstvé cibule rostlin Nerine undulata, N. filifolia, N. filamenthosa, Scadoxus

multiflorus, Sprekelia formosissima a Sternbergia lutea byly zakoupeny od komerénich

prodejcti Lukon glads s.r.o. (Sadska, CR) a Rare Plants (UK). Verifikace byla provedena
doc. RNDr. L. Opletalem, CSc. a dokladové rostliny jsou ulozeny v herbaii na FaF UK HK.
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4.3.2 Priprava ethanolového a alkaloidniho extraktu

Rozmleté cerstvé cibule (3 x 15 g) byly 3x extrahovany ethanolem (50 ml) pii
pokojové teploté 48 hodin. Smés se poté zfiltrovala a rozpoustédlo se pod snizenym tlakem
odpatilo. Vznikly odparek se rozpustil v 10 ml 2% HCI. Po odstranéni neutralnich slozek
za pomoci vytfepavani s diethyletherem (3 x 15 ml), byl k extraktu ptfidan 25% vodny roztok
amoniaku na docileni pH kolem 10. V dalsi fazi byl extrakt vytiepavan ethylacetatem (3 x 15
ml). Z kazdého alkaloidniho extraktu byl odebran vzorek o hmotnosti cca 10 mg, ktery byl
odpafen do sucha, vysuSen v exsikdtoru a nasledné pouzit na biologické testy. Zbytek
alkaloidniho extraktu byl odpafen a pro piipravu roztoku k GC/MS analyze byla c¢ast

rozpus$téna v metanolu k ziskani potfebné koncentrace 10 mg/m183’84.

4.3.3 GC/MS analyza a identifikace alkaloidi

K identifikaci alkaloidii z rostlin Nerine undulata, Scadoxus multiflorus a Sprekelia

formosissima bylo pouzito plynového chromatografu (Focus Thermo Scientific, USA)
se split/splitless néstikem (s pomérem 1:10; 280° C) a hmotnostniho spektrometru (200°C,
GC-MS MD 800 Fisons, Manchester, UK). K separaci jednotlivych slozek se pouzila kolona
DB-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 um, Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotni
program byl: 100 - 180°C s nartistem 15°C/min, 1 min na 180°C, 180 — 300°C pii 5°C/min
apo dobu 5 min na 300°C, skala detekce m/z 40-600. Pratok nosného plynu (helium)
Iml/min.
Alkaloidy byly identifikovany pomoci porovnavani jejich spekter se spektry dostupnami v
komeréni knihovné spekter NIST 08 (National Institute of Standards and Technology Library,
USA), sdaty v literatufe a se standardy izolovanych v nasi laboratofi (galanthamin,
haemanthamin, tazzetin)®,

Alkaloidni extrakty rostlin Nerine filifolia, Nerine filamenthosa a Sternbergia lutea
byly analyzovany pomoci GCMS-QP2010 Plus system (Shimadzu, Japan) se split néstfikem
(1:5; 270° C). Separace probehla v kolon¢ HP-5MS UI (30 m % 0.25 mm % 0.25 pm; Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotni program od 150° C, nartst o 3° C/min na 300°
C, po dobu 15 min. Detek¢ni $kala byla m/z 40-600 a teplota detektoru 200° C. Pratok
nosného plynu (helium) byl 3 ml/min. Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany stejnym

zpusobem jako v pfedchozim pfipadé84.
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4.4

Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidii a alkaloidnich extrakti vici

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

441 Chemikalie a material pouZité pro stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity

Chemikalie:

10mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

10mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

0,1M fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikalie pro pfipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosforecnanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfrecnanu
disodného, p.a. (Lachema)

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

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich)

Materiél:

Jako zdroj acetylcholinesterazy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytii. Zdrojem

butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

442

443

Me¢fteni bylo provadéno v mikrotitracnich destickéch.

Piistroj pouZity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

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

Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- piiteplote 37 °C
- v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)
- pfi vlnové délce spektrofotometru 436 nm

- Vv mikrotitra¢nich destickach
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444 Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla ptipravena z Cerstvé odebrané krve, ke které byl piidan
1 ml citratu sodného na 10 ml krve podle lehce upravené metody Stecka a Kanta®™. Plazma
(HuBuChE) byla odd¢lena z krve pomoci centrifugace pfti rychlosti 4000 ot./min za pouziti
centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do 50ml
zkumavek a tiikrat promyty SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM chloridu
sodného (12 000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly michany s
SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imz doslo k jejich lyze. Nasledné byly
centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min a vznikld pouzdra (HuAChE) byla tfikrat promyta

fosfatovym pufrem.

445 Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity (hodnoty 1Csp)

Pro stanoveni hodnoty ICsg byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®. Jako substraty se pouZivaj
estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami S§tépeny na thiocholin a ptislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB za vzniku zluté zbarveného
produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm. Sleduje se nartst
absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsy byly vypocitany z namétenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy nelinearni regresi v programu GraphPaD
Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA).
Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsy znamych inhibitort cholinesterdz: galataminem
(ICsp HUACHE = 1,710 + 0,065uM, HuBuChE = 42,30 + 1,30 uM), huperzinem A (ICsg
HuAChE = 0,033 = 0,001uM, HuBuChE >1000 uM). % I (inhibice) byla pocitana dle vzorce,

%I = 100-(AAgL/AAsa)*100

kde AAgL je nartst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narist absorbance

méieného vzorku.
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4.5 Stanoveni antioxida¢ni aktivity alkaloidnich extrakta a ¢istych

alkaloidu

451 Chemikalie a material pouzité pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, (Sigma-Adrich)
Kvercetin, (Sigma-Adrich)

Kyselina askorbova, (Sigma-Aldrich)

Trolox, (Sigma-Adrich)

4.5.2 4.6.1 Pristroje pouzité pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

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

45.3 4.6.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity (ECsp)

Antioxida¢ni aktivita byla testovana invitro DPPH testem. Metoda je zaloZena
na reakci stabilniho 2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) se vzorkem. Snizeni absorbance
DPPH méfené pfi 525 nm je zavislé na koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku.
Antiradikalova aktivita vzorkl byla vyjadfena jako 50% uc¢innd koncentrace (ECsp), ktera
byla vypocitdna pomoci programu GraphPad Prism 3.02, a byla porovnina se znamymi
antioxidanty: kvercetinem ECso = 11,11 + 0,25 uM, kys. askorbovou ECsp = 51,61 + 3,21 uM
a troloxem ECsp = 20,45 + 1,31 uM.
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5 Vysledky a diskuze
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5.1 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny Nerine
filifolia Baker a jeho GC/MS analyza

Rod Nerine je druhy nejvétsi v ¢eledi Amaryllidaceae a zahrnuje pfiblizné 30 druhd.
Jedna se o cibulovitou, na podzim kvetouci skupinu rostlin, jejiz druhy rostou piedevsim
v subtropickych az tropickych oblastech.

Piedchozi fytochemicka studie provedena na druhu N.filifolia, vedla kizolaci 8
alkaloidti, kde jako hlavni slozky byly identifikovany belladin, 11-O-acetylambellin
a undulatin®. Na zakladg retenéniho &asu jednotlivych slozek, hmotnostnich spekter a jejich
porovnavanim s udaji uvedenymi V literatuie a se standardy se v nasem alkaloidnim extraktu
podaftilo identifikovat 7 sloucenin (Tab. 4). Jako hlavni slozka byl identifikovan alkaloid
homolykorinového typu masonin a dal$i komponenty byly uréeny jako N-demethylmasonin,
coz je N-demethylovany alkaloid lykoreninového typu a alkaloid krininového typu karanin®.

Masonin a N-demethylmasonin jiz byly identifikovany prostfednictvim GC/MS
v rostling Galanthus elwesii®? a izolovany z n&kterych druhii rodu Narcissus™ %,

Chromatograficky zdznam alkaloidniho profilu a strukturni vzorce identifikovanych alkaloidl

jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich (Obr. 16 a 17).

Tab. 4 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

RT® [M] a charakterisktické ionty, Reference pro

Sloucenina (min)  m/z (% relativni intenzita) v MS
1 0-Methylodulin 22,85 f%ggé)) fgg((f%’csw(l)’ 1 [18]
271(100), 254(8), 242(8),
2 Krinin 23,38 228(25), 216(14), 199(48), 2 NIST 08
187(43)
271(86), 270(46), 252(52),
3 Karanin 24,5 250(10), 240(12), 227(48), 9 NIST 08

226(100), 215(5)

313(80), 270(5), 253(20),
4 Acetylkaranin 24,88 252(95), 250(15), 240(10), 1 NIST 08
225(40), 226(100)

299(1), 190(2), 162(4), 134(1),

5 Masonin 28,79 109(100), 108(23), 94(4), 82(2) 71 NIST 08

. 287(35), 286(30), 268(20), NIST 08,
6 Lykorin 29.19 950(15). 227(70). 226(100) 4 standardy
7 N-demethylmasonin 30,98 285(<1), 162(2), 134(1), 115(1), 11 [18]

95 (100)

 podminky pro GC/MS analyzu jsou popsany v experimentélni ¢asti
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Rostlina N. filifolia vykazala zajimavou inhibi¢ni aktivitu via¢i HUAChE (humanni
acetylcholinesteraze) s hodnotou 1Csy 18,54 + 0,79 ug/ml. Inhibi¢ni aktivita nejspiSe nebude
spojena s alkaloidy homolykorinového typu, nebot” doposud testované alkaloidy tohoto typu
byly zcela neaktivni. Z tohoto pohledu jsou nase vysledky zajimavé a da se fici, ze jsou
v rozporu s piedchozimi studiemi. Za ucelem identifikace latky, kterd je zodpovédnd za
inhibi¢ni aktivitu alkaloidniho extraktu, je potieba rostlinu podrobit fytochemické studii
a latky izolovat v Cistém stavu. Ty poté testovat na jejich inhibi¢ni aktivitu. Dal§im
problémem v rozdilnych vysledcich maze byt pouziti jiného zdroje AChE, kdy v pfedchozich
pracich byla pouzita komer¢né dostupna AChE z elektrického uhote, zatimco v naSich
studiich se vyuzivala huméanni AChE®%,

Hodnota inhibi¢ni aktivity viici HuBuChE (humanni butyrylcholinesteraza) ICso byla

58,55 + 1,25 pg/ mI®. Tato aktivita byla srovnatelné s pouzitym standardem galanthaminem.

50 -
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Obr. 16 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Nerine filifolia
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Obr. 17 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidi v extraktu z cibuli Nerine filifolia

5.2 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny Nerine
undulata (L.) Herb. a jeho GC/MS analyza

Pfedchozi fytochemické studie provedené na N. undulata vedly k izolaci a identifikaci
pouze 3 alkaloidi lykorinu, ambellinu a undulatinu®. Jako hlavni slozky alkaloidniho
extraktu z cibuli N. undulata byly identifikovany alkaloidy krininového typu: undulatin
a buphanamin a dva alkaloidy, které se nam prozatim nepodafilo identifikovat, protoZe jejich
spektra nebyla obsazena v komer¢nich knihovnach spekter ani popsana V literatute (Tab. 5,
Obr. 18 a 19). Tyto latky se nam nepodaiilo identifikovat ani na zakladé¢ porovnavani
podobnych spekter. Nejspise se bude jednat o latky doposud nepopsané. Alkaloidni extrakt
vykazoval slibnou aktivitu vici lidské acetylcholinesteraze (HuAChE), kde ziskana hodnota
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ICso byla 14,30 + 1,20 pg/ml. Udaje v literatufe fikaji, Ze u rostlin eledi Amaryllidaceae je
inhibi¢ni aktivita spojena hlavng s galanthaminovym a lykorinovym typem alkaloida®.
Slouceniny lykorinového typu jsou slabsi inhibitory nez alkaloidy galanthaminového typu a
jejich aktivita je spojena se substituci v poloze C-1 a c-2%. Krininovy typ alkaloida vykazuje
pouze slabou inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE. Na zakladé téchto tidaju a naSich vysledki je
mozné, Z7e zajimava inhibi¢ni aktivita va¢i HuAChE N. undulata je spojena
s neidentifikovanymi slouceninami (A9 a A12), ale abychom toto mohli potvrdit je nutné tyto
slouCeniny izolovat. Extrakt z N. undulata vykazoval i zajimavou inhibi¢ni aktivitu vaci
HuBuChE, jejiz hodnota ICso je 33,9 + 1,9 pg/ml. Jak jiz bylo zminéno, BuChE hraje
dilezitou roli v pozd¢jsich stadiich AD, a proto je nutné se zaméfit na hledani latek s dudlni
inhibi¢ni aktivitou. Doposud bylo testovano velmi uzké portfolio latek na inhibi¢ni aktivitu
va¢i HuBuChE a tudiZz nemohou byt vysloveny zadné strukturni zakonitosti hrajici

vyznamnou roli v této aktivits®,

Tab. 5 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

[M*] a charakterisktické ionty, m/z (% o, Reference pro

W . a -
Slougenina  RT" (min) relativni intenzita) MS

315(100), 300(26), 287(30), 272(10), 5 NIST 08, [22]

1 Buphanidin 2405 260(45), 245(60), 231(30), 282(22)

301(100), 286(12), 284(14), 272(14),

256(18), 231(25), 218(18), 204(18) 11 NIST 08

2 Buphanamin 24,2

287(55), 258(100), 229(15). 228(20),
3 Flexinin 24,95  215(30), 215(25), 187(45), 186(15), 1 NIST 08, [23]
175(55), 173(30), 143(70), 115(85)

331(100), 316(6), 302(9), 300(6),

4 Undulatin 2632 985(20). 272(5), 260(18), 258(40) 56 [22]
331(100), 316(5), 299(30), 287(55),

5 Ambellin 26,54  270(25), 260(50), 257(35), 255(23), 3 NIST 08
241(27)
373(90), 314(72), 299(38), 284(20),

6 AQ° 26,65  270(20), 254(54), 242(50), 226(38), 10

216(20), 115(25), 43(100)

317(75), 288(100), 274(5), 259(22),
7 Krinamidin 27,67  258(25), 243(28), 244(30), 230(25), 2 NIST 08
217(40), 205(40)

329(100), 314(18), 300(8), 286(12),

8 A12° 28,85  270(6), 231(28), 218(15), 204(20), 9
190(10)
403(82), 344(80), 288(75), 284(50),
9 Bowdesin 28,99  272(40), 258(20), 244(28), 230(40), 3 NIST 08

217(42), 189(28), 173(50), 43(100)

# podminky pro GC/MS analyzu jsou popsany v experimentalni ¢asti; © nebylo identifikovano
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Obr. 18 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidii v extraktu z cibuli rostliny Nerine
undulata
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Obr. 19 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Nerine undulata

5.3 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rosliny Nerine
filamentosa W. F. Barker a jeho GC/MS analyza

Alkaloidnimu extraktu N. filamentosa dominovaly 3 alkaloidy krininového
typu: undulatin, buphanamin a ambellin a 1 alkaloid lykorinového typu, ktery byl predbézné
identifikovan jako acetylparkamin (Tab. 6, Obr. 20 a 21). Parkamin a acetylparkamin byly
identifikovany porovnavanim jejich MS s jiz zndmymi slouceninami stejné¢ho strukturniho
typu (karaninu, acetylkaraninu, falkatinu a acetylfalkatinu), které jsou dostupné v knihovné
NIST a popsany v literatufe. Parkamin mé spektrum typické pro alkaloidy lykorinového typu
substituované na C-1 i C-2°" a v hmotnostnim spektru byl zaznamenan stejny fragmenta&ni
mechanismus jako u karaninu a falkatinu. Struktura parkaminu byla stanovena jiz v 60. letech
minulého stoleti pomoci chemickych metod®™*, ale nikde v literatufe nebylo mozné nalézt
NMR, MS ani jiné strukturni udaje, které by jednoznacné vedly K identifikaci latky. Za
ucelem potvrzeni této struktury je potieba latku izolovat a podrobit strukturnim studiim

[NMR (nuklearni magnetické rezonance), MS]**,
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Alkaloidni extrakt z této rostliny vykazoval slibnou inhibi¢ni aktivitu via¢i HuAChE
s hodnotou 1Csp 21,57 + 1,05 ug/ml. Vzhledem k tomu, ze v extraktu dominuji alkaloidy
kininového typu, které jsou dle literarnich tidaja slabé inhibitory, je ziskana aktivita pomérné
zajimava a nejspise bude potieba izolovat a testovat mnohem vétsi skalu latek. Dalsi moznosti

je, ze v inhibici muze hrat roli i kooperace dvou nebo vice latek.

Tab. 6 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

[M™] a charakterisktické

RT® Reference pro

T . o . o
Sloucenina (min) ionty, m/z (/? relativni Yo MS
intenzita)
343(40), 315(100), 300(30),
1A% 27,17 284(60), 260(27), 245(65), 2

231(32), 215(24)
301(100), 286(12), 284(14),

2 Buphanamin 27,31 272(14), 256(18), 231(25), 20 NIST 08
218(18), 204(18)

. 287(35), 286(30), 268(20), NIST 08,
3 Lykorin 29,79 550(15). 227(70), 226(100) 2 standardy
331(100), 316(6), 302(9), NIST 08
4 Undulatin 30,48 300(6), 286(20), 272(5), 45 standard
260(18), 258(40) y
331(100), 316(5), 299(30), NIST 08
5 Ambellamin 30,96 287(55), 270(25), 260(50), 13 standard
257(35), 255(23), 241(27) y
373(80), 313(18), 312(60), identifikace
6 Acetylparkamin 31,79 287(77), 286(100), 282(20), 11~ porovhavamims
256(10) MS znamé
struktury
331(76), 312(60), 287(70), Identifikace
7 Parkamin 32,32 286(100), 282(17), 256(17), 3~ porovhavanims
44(54) MS znamé
struktury
331(110), 317(65), 288(100),
8 A22° 32,47 25820), 245(32), 217(40), 3

205(35), 189(20), 173(36)

# podminky pro GC/MS analyzu jsou popsany V experimentalni ¢asti; “ nebylo identifikovano

V porovnani s ptedchozimi studiemi vSak extrakt z N. filamentosa mél jednu
z nejlepSich inhibi¢nich aktivit vici HuBuChE, jejiz hodnota ICsy se pohybovala kolem
13,00 + 0,71 pg/ml. Podobné hodnoty vykazoval i alkaloidni extrakt z rostliny N. bowdenii'®,
jejiz alkaloidni profil se hodné podoba profilu N. filamentosa. Nicmén¢, abychom ur¢ili, ktera
latka, nebo skupina latek je zodpoveédna za tuto velmi slibnou aktivitu viici HuBuChE, musi

byt provedeno testovani izolovanych a identifikovanych jednotlivych alkaloida®.

53



100

2
50 |
5
27 2 %

T
30 3 32 33 34
Time (min)

Obr. 20 Chromatigraficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Nerine filamentosa
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Obr. 21 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidti v extraktu z cibuli Nerine filamantosa
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5.4 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Scadoxus multiflorus (Martyn) Raf. a jeho GC/MS analyza

Tato rostlina, domaci v Africe, byla jiz v minulosti podrobena fytochemické studii, pfi
niz se podafilo izolovat alkaloidy — lykorin, haemanthidin, chlidanthin, hippeastrin,
haemultin, montanin, hippadin, galanthamin a 2-O-acetylchlidantin®.

V naSem alkaloidnim extraktu S. multiflorus se podatilo identifikovat pouze dva
alkaloidy a to montanin a undulatin (Tab. 7), jejichz chromatograficky zaznam a strukturni
vzorce jsou zobrazeny na Obr. 22 a 23.

Alkaloidni extrakt této rostliny vykazoval pouze slabou inhibi¢ni aktivitu vuci
HUAChE, s hodnotou 1Csp313,5 + 10,5 pg/ml, hodnota inhibi¢ni aktivity viici HuBuChE byla
prakticky stejna s pouzitym standardem galanthaminu a ¢inila ICsp 54,3 + 3,1 ug/mlsg.

Na zdkladé téchto vysledku je tato rostlina pro nas spiSe nezajimava z ohledu fytochemické

-----

Tab. 7 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

[M™] a charakterisktické

Slouéenina RT? (min) ionty, m/z (% relativni %  Reference pro MS
intenzita)
1 Montanin 24,39 301(100), 270(75), 257(30), 92 NIST 08, [16]

252(20), 223(15)

331(100), 316(6), 302(9),
2 Undulatin 26,32 300(6), 286(20), 272(5), 8 [22]
260(18), 258(40)

# podminky pro GC/MS analyzu jSou popsany Vv experimentalni ¢4sti
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Obr. 22 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Scadoxus multiflorus
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Obr. 23 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidi v extraktu z cibuli Scadoxus multiflorus

5.5 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Sprekelia formossisima (L.) Herb. a jeho GC/MS analyza

Alkaloidnimu profilu (Tab. 8) této rostliny dominoval tazettin a haemanthamin,
V minoritnim mnozstvi byli identifikovany undulatin a 3- epimakronin (Obr. 24 a 25).

Inhibi¢ni aktivita va¢i HuAChE s hodnotou 1Csp 209,70 + 5,60 pg/ml nebyla nijak
zajimava, navic extrakt nevykéazal Zadnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i HuBuChE a na zakladé
té&chto vysledkil je pro nas tato rostlina z hlediska fytochemické prace opét nezajimava®™.

Navic 3 latky identifikované v alkaloidnim profilu jiz byly izolovany a testovany v nasi
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laboratofi. Jejich aktivity kopiruji vysledky ziskané v této analyze, tudiz jsou neaktivni

a nepouzitelné v terapii AD (nepublikované vysledky).

Tab. 8 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

[M*] a charakterisktické

Slouéenina RT® (min) ionty, m/z (% relativni % Referlt\e/rllé:e pro
intenzita)
. 301(15), 272(100), 240(15), d
1 Haemanthamin 24,55 225(5), 211(15) 54 NIST 08, [16]
. 331 (20), 316 (20), 298 (25), d
2 Tazettin 24,72 247 (100), 230 (10) 45 NIST 08, [16]
331(100), 316(6), 302(9),
3 Undulatin 26,32  300(6), 286(20), 272(5), <1 [22]
260(18), 258(40)
i . 329 (30), 314 (25), 245 (100),
4 3-Epimakronin 27 225 (15), 201 (80), 139 (10) <1 NIST 08, [16]
# podminky pro GC/MS analyzu jSou popsany Vv experimentalni ¢4sti
100 _
2
1
50
3 4
0
24.0 Time (min) 26.0 27.0

Obr. 24 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Sprekelia formossisima
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Obr. 25 Srukturni vzorce identifikovanych alkaloidii v extraktu z cibuli Sprekelia
formossisima

5.6 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny
Sternbergia lutea (L.) Ker Gawl. Ex Spreng a jeho GS/MS analyza

Posledni rostlinou, kterd byla podrobena GC/MS analyze a biologickym testim byla
S. lutea. V jejim alkaloidnim profilu se podafilo identifikovat pouze dva alkaloidy a to lykorin
(95%) a haemanthamin (5%) (Tab. 9). Chromatograficky zaznam a struktury identifikovanych
latek jsou zobrazeny na nasledujicich obrazcich (Obr. 26 a Obr. 27).

U extraktd a Cistych alkaloidd rostlin ¢eledi Amaryllidaceae je zatim malo informaci
0 inhibi¢ni aktivit¢ viici BuChE, nicméné v porovnani s pfedchozimi studiemi®®, S. lutea
vykazuje zatim nejlepsi aktivitu vii¢i HuBuChE (humanni butyrylcholinesterasa) s hodnotami
ICso 3,07 £ 0,05 upg/ml. Navzdory tomu, ze jsme identifikovali pouze lykorin
a haemanthamin, které jiz byly v naSi laboratofi izolovany a jevily se jako neaktivni
(nepublikované data), jsme ziskali velice slibnou inhibi¢ni aktivitu. Otazkou je, zda je tato
aktivita zplisobena piitomnosti téchto latek, ¢i se v extraktu vyskytuje latka ve velmi nizké

koncentraci, kterou se ndm nepodatfilo identifikovat.
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Inhibi¢ni aktivita va¢i HuAChE s hodnotou 1C50469,8 + 5.2 pg/ml je pro nas

P .84
nezajimava” .

Tab. 9 Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS a popis jejich hmotnostnich spekter

RT? [M'] a charakterisktické

Sloudenina . ionty, m/z (% relativni % Reference pro MS
(min) . )
intenzita)
. 301(15), 272(100), 240(15),
1 Haemanthamin 27,34 225(5), 211(15) 5 NIST 08, standardy
2 Lykorin 29,79 287(35), 286(30), 268(20), 95 NIST 08, standardy

250(15), 227(70), 226(100)

 podminky pro GC/MS analyzu jsou popsany v experimentalni ¢4sti

¢ N CTL T

1 Haemanthamin 2 Lykorin

Obr. 26 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidii v extraktu z cibuli Sternbergia lutea
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Obr. 27 Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Sternbergia lutea

5.7 Antioxidacni aktivita extrakti Celedi Amaryllidaceae

Oxida¢ni stres hraje nezanedbatelnou roli v progresi AD. Ztohoto duvodu byly
jednotlivé alkaloidni extrakty podrobeny testiim na jejich antioxida¢ni aktivitu za pouziti

DPPH testu. BohuzZel ani jeden z extrakti nevykézal Zaddnou antioxidacni aktivitu.
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6 Zavér
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V réamci této diplomové praci byla provedena GC/MS analyza a testovani na antioxidacni
(DPPH test) a inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym cholinesterasam (HuAChE, HUBUChE) 6 rostlin
celedi Amaryllidaceae.

Béhem jednotlivych analyz se nam podafila identifikovat celd ftada alkaloida
produkovanych ¢eledi Amaryllidaceae, které patii do riznych strukturnich typh. Nékteré latky
zustaly neurCeny a to hlavné z divodu nedostupnosti jejich MS spekter v literatufe ¢i v
komercnich knihovnach. Dal§i moznosti je, Ze tyto latky nebyly doposud izolovéany a tudiz ani
strukturné popsany. Zde je tedy nutné nejprve latky izolovat v dostateCném mmnozstvi pro
strukturni analyzu.

Vsechny alkaloidni extrakty byly podrobeny testim na jejich inhibi¢ni aktivitu vuci
HuAChE a HuBuChE. Nejlepsi HUAChE inhibi¢ni aktivita byla zaznamenana u alkaloidniho
extraktu z cibuli rostliny Nerine undulata (ICsp 14,3 + 1,2 pg/ml). V tomto extraktu
dominovaly alkaloidy krinanového typu [80% TIC (totalni iontovy proud)], coz je velice
zajimavé v porovnani s udaji v literatute, které oznacuji alkaloidy krinanového typu pouze za
slabé inhibitory. Vzhledem ke skute¢nosti, ze byla doposud izolovana a testovana pomérné
uzké Skala alkaloidl téchto struktur, je mozné, Ze 1 mezi témito latkami se budou vyskytovat
skale a podrobit je testim.

Na zéklad¢ literarnich daji z poslednich let, ze v pokrocilejsich stadiich AD roste
vyznam BuChE, se vyzkum v oblasti inhibice cholinesteraz nejnovéji zaméfuje na hledani
latek schopnych inhibovat jak AChE, tak i BUChE. V nas$i studii byla nejlepsi inhibi¢ni
aktivita vi¢i HuBuChE ziskana u alkaloidniho extraktu z cibuli rostliny Sternbergia lutea
(I1Cs0 3,07 £ 0,05 ng/ml). Zajimavosti je, Ze v alkaloidnim profilu byly identifikovany pouze 2
latky, které jiz byly izolovany v nasi laboratofi a jsou neaktivni (nepublikované vysledky). Jak
jiz bylo diskutovano, v ramci vysledkd a diskuze, zistava otazkou, co (kooperace dvou
latek?) nebo jaka latka je zodpovédna za tuto inhibici.

Zaveérem je potieba fict, ze hlavnim tkolem této diplomové prace bylo vytipovat rostlinu
nejvhodnéjsi pro fytochemickou studii na zakladé GC/MS analyzy a biologickych testu.
Zajimavou rostlinou se jevi N. undulata a N. filamentosa. Veskeré vysledky této diplomové
prace jsou shrnuty a zvetejnény v ramci dvou piivodnich pracich v ¢asopise Natural Product
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AD

ACh
AChE
APP
BuChE
CNS
DPPH
DTNB
EC

GC

GIT
HUAChE
HuBuChE
IC

MS
NIST 08
NMDA
NMR
NSAID
TIC

Alzheimerova choroba

acetylcholin

acetylcholinesteraza

amyloidni prekurzorovy protein
butyrylcholinesteraza

centralni nervova soustava
2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazyl

kyselina 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova
ucinnd koncentrace

plynové chromatografie
gastrointestinalni trakt

humanni acetylcholinesteraza

humanni butyrylcholinesteraza
inhibi¢ni koncentrace

hmotnostni spektrometrie

knihovna hmotnostnich referencnich spekter
N-methyl-D-aspartat

nukledrni magnetické rezonance
nesteroidni antiflogistika

totalni iontovy proud
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