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1 UVOD



Pfirodni zdroje se pouZivaji k ziskani lécivych latek jiz cela staleti. Jejich vyznam
pretrvava od pocatkl tradic¢niho lidového lécitelstvi az do soucasné moderni mediciny. Mezi
jedny z takto béZné uzivanych zdroja patfi i rostliny z celedi Amaryllidaceae, které byly
prvotné k lé¢enym ucelim pouZivany predevsim v oblastech jejich plvodniho vyskytu, tedy
v Jizni Africe a Jizni Americe, ale i vjizni a stfedni Evropé. Prvni dokumentované |ékarské
vyuZiti rostlin z Celedi Amaryllidaceae pochazi ze 4. stoleti pred nasim letopoctem, kdy
Hippokrates [é¢il pomoci extraktu z narcisu Narcissus poeticus déloini tumory.’ V Ceské
republice mGZeme v soucasnosti jako volné rostouci zastupce Celedi Amaryllidaceae nalézt

rody narcis (Narcissus), bledule (Leucojum) a snézenka (Galanthus).

Dilezitou slozkou zapficinujici biologické plsobeni u této celedi jsou alkaloidy.
Alkaloidy jsou dusikaté, zpravidla heterocyklické organické latky zdsadité povahy, které
vznikaji pfi metabolismu aminokyselin u celé fady rostlin. V soucasnosti je znamo asi 3000
alkaloidd u 4 000 rostlinnych druhd. Vyskytuji se bud volné, nebo mnohem castéji vazané na
néjakou organickou kyselinu ve formé soli snadno rozpustnych ve vodé. Zpravidla v rostliné
neni jen jediny alkaloid, ale celd skupina pfibuznych sloucenin, které mohou byt v rliznych
¢astech rostliny zastoupeny nerovnomérné. Jsou to obvykle pevné krystalické latky,

, , v I v s . . . s wgve v. 4+ 2
bezbarvé, bez zapachu, Casto silné horké chuti. Opticky jsou aktivni, vétSinou levotocivé.

Alkaloidni extrakty rostlin celedi Amaryllidaceae jsou predmétem aktivniho
chemického zkoumani poslednich témér 200 let. Béhem poslednich tfi dekad byly mnohé
z nich izolovany, testovany na biologickou aktivitu i syntetizovany rdznymi vyzkumnymi
skupinami. Uginky téchto latek jsou rozmanité, vykazuji mimo jiné aktivitu k fyziologicky
vyznamnym enzymuam, antibakteridlni, antivirotickou, cytotoxickou a to nejen k burkam

zdravym, ale predeviim nadorové transformovanym.?

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni spojené se starim. Jde
o mnohostrannou  poruchu charakterizovanou akumulaci  B-amyloidovych  plakd,
intracelularni  patologii t-proteind. Toto progredujici onemocnéni se projevuje
mitochondridlnimi abnormalitami a neurozanétlivymi procesy. Dochazi k pomalé destrukci

neurond a snizuje se schopnost zapamatovat si a pfijimat nové informace.”

Klicovou roli v patologii AD ma acetylcholin. Acetylcholin je neurotransmiter

inhibovany acetylcholinesterazou a butyrylcholinesterazou. Butyrylcholinesteraza se nachazi



v podstatné vysSim mnoizstvi v placich u nemocnych AD ve srovnani s plaky vzniklymi béZznym

starnutim v mozku lidi, ktefi netrpi timto onemocnénim.’

Mezi inhibitory cholinesteraz fadime galanthamin, latku i vsoucasné dobé
pouzZivanou klécbé AD. Galanthamin je selektivni a reverzibilni inhibitor enzymu
acetylcholinesterdzy. V poslednich letech se wukazuje i nezanedbatelny vyznam
butyrylcholinesterazy v patofyziologii AD, proto ve vyzkumu biologickych inhibi¢nich aktivit

maji svllj vyznam oba tyto enzymy: acetylcholinesteraza i butyrylcholinesteraza.



2 CIL PRACE



Cile diplomové prace:

1. Pfiprava alkaloidnich extraktl vybranych zastupct rodu Narcissus.
2. Ptiprava vzork( pro biologické testovani
3. GC/MS analyza alkaloidnich extraktd.

4. Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidniho extraktu vGci lidské erytrocytarni

acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze.

Jednd se o pokracdovani vyzkumu katedry farmaceutické botaniky a ekologie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Prace vychdazi zcinnosti pracovni skupiny
ADINACO, kterd se zabyva izolaci obsahovych latek vybranych alkaloidnich rostlin

a sledovanim jejich biologické aktivity.
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3 TEORETICKA CAST
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3.1 Alzheimerova choroba

Ve vékové skupiné starSich 60 let se celosvétovy vyskyt demence pohybuje mezi 5 az

7 %. Odhaduje se, e v roce 2010 Zilo celkové v populaci 35,6 miliond lidi s demenci.®

Onemocnéni predstavuje 50 % vSech demenci. Do 45 let véku je to onemocnéni
vzacné. Mezi Sedesatiletymi onemocnéni postihuje 5 % populace, kazdych pét let se s vékem

poet nemocnych zdvojnasobuje.’

Variabilita klinického prabéhu i histopatologickych nalezd naznacuje, Ze AD je
heterogenni klinicko-patologickd entita, jejiz mechanismy nemusi byt zcela homogenni.
PUvodni déleni na presenilni a senilni onemocnéni vsak nemd klinicky vyznam a neni

podlozeno zadnymi konzistentnimi rozdily v patologii.®

3.1.1 Klinicky obraz
Mezi hlavni pfiznaky AD fadime postupné se rozvijejici a dale progredientni poruchy

paméti (vStipivosti i vybavnosti) a dalSich kognitivnich funkci (poruchy feci, porozuméni,
apraxie, akalkulie, poruchy prostorové orientace). Castym pFiznakem jsou vykyvy nalad a
poruchy chovani (deprese, apatie stfidand s podrazdénosti, agresivitou). Nejdfive se mohou
stfidat ,, dobré a Spatné dny“, pozdéji nemocni prestavaji pozndvat své okoli, ztraceji se i ve
znamém prostredi, nezvladaji i jednoduché uUkony béiné denni cCinnosti. Jiz zpocatku
pozorujeme ztratu ndhledu na vlastni onemocnéni a projevy chorobné obrazotvornosti. Mezi
typické zmeény osobnosti u AD tfadime sklon k pasivité a ztrdtu zajmu o dfive oblibené
¢innosti. S tim souvisi naruseni socidlniho chovani i citovych vazeb. Mohou se vyskytnout
psychotické projevy (halucinace, bludy), spankovd inverze, poruchy ptijmu potravy.
Neporusena zUstdvd pacientova hybnost. Terminalné dochdzi k uplné dezorientaci pro

poruchu paméti, primérna doba pfefiti je kolem 10 let.’
3.1.2 Etiologie onemocnéni

3.1.2.1 B-amyloid a formace plak

Mezi nejvyznamnéjsi mechanismy vzniku AD fadime tvorbu a ukladani patologického
proteinu B-amyloidu, ktery tvofi zaklad tzv. alzheimerovskych plakd. V neuronech je béiné
pritomna bilkovina amyloidovy prekurzorovy protein, ktery je za zdrojem B-amyloidu. APP je

za fyziologickych podminek stépen enzymem a-sekretdzou na solubilni fragmenty o délce do
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39-40 aminokyselin. Vzniklé fragmenty plsobi neuroprotektivné a Ucastni se pamétovych
mechanismul. Za patologickych podminek se ve zvySené mife uplatiuji pfi Stépeni
amyloidového prekurzorového proteinu i enzymy B- a y-sekretaza. které nasledné Stépi
amyloidovy prekurzorovy protein na jinych mistech nez a-sekretdzy. Vytvareji se nesolubilni
fragmenty o délce 42 nebo 43 aminokyselin. Nejprve vznikaji neurotoxické polymery. Poté
dochdzi kjejich dalSi koagulaci a polymeraci v extracelularnich prostorach a vzniku
alzheimerovych plakd. V okoli plakli dochazi k zaniku synapsi a neuron(, k degenerativnim
projevim, k aktivaci gliovych elementl a ke sterilni zanétlivé reakci zahrnujici aktivaci
cyklooxygenazy |, dale k uvolnéni rady latek, jako jsou volné kyslikové radikdly, excitacni
aminokyseliny, cytokiny a dalsi, které jsou v nadbytku skodlivé a plsobi dalsi

8,10

neurodegenerativni zmény.” " O téchto mechanismech je pojedndno dale.

3.1.2.2 t-protein a tvorba tangles

V neuronech dochazi v souvislosti s AD jesté k dalSi patologické preméné proteinu.
T-protein je za fyziologickych podminek defosforylovany a stabilizuje neurondini tubuly.
Proteinkinazami hyperfosforylovana forma t-proteinu se polymerizuje a dochazi k jeho
degeneraci a vzniku parovych helikalnich filament, z kterych vznikaji tzv. tangles neboli
neuronalni uzlicky. Postizené neurony pak zanikaji. Vyznamné misto mezi proteinkinazami

zaujima glykogensyntdzakinaza-3p. Tento enzym muZe byt aktivovan [3—amy|oidem.10

3.1.2.3 Oxidaéni stres a volné radikaly

Oxidacni stres se Siroce podili na patogenezi AD. Hypotéza o vztahu mezi oxidacnim
stresem a AD byla odvozena od hypotézy volnych radikal(i spojenych se starnutim a hovoti
otom, Ze svékem souvisejici akumulace kyslikovych radikall muazZe byt odpovédnd za

poskozeni vétiiny bunéénych soudasti.™

Pfestoze je stdle otazkou, jako je tomu i u jinych patogenetickych procest, zda jsou
v pfipadé AD volné radikdly pfiC¢inou nebo nasledkem poskozeni tkani, soucasti

patogenetického fetézu nemoci byt rozhodné mohou.*?

Oxidacni stres je objektivné méritelny jako oxidacni produkty proteind, lipidQ
a nukleovych kyselin. Mnoho ze studii bylo provedeno u pozdniho stadia nemoci, nicméné

jiné prace ukazuji, Ze hodnoty isoprostand (biochemicky marker oxidace lipid() jsou zvySeny

13



i v pocatecnich stadiich AD. Vznik kyslikovych radikal( neni jeSté zcela objasnén, nicméné je
zndmo, 7e B-amyloidy jsou schopny vézat ionty médi (Cu") a redukovat je (Cu') a uvolfiovat
pfi tom peroxid vodiku. Obdobné mohou reagovat i jiné kovy (napft. hlinik a Zelezo). Navic se
uvadi, Ze se pfi ruptufe mitochondridlni membrany mohou uvolfiovat chemicky volné

kyslikové radikaly a podilet se na dalSim poskozeni.

rve

Je neustdle predmétem diskuse jakym zplsobem B-amyloid zapficini v souvislosti
s oxida¢nim stresem neurondlni dysfunkci a smrt. Pozornost je v sou¢asné dobé zamérena na
malé, rozpustné agregaty B-amyloidu jako patogenniho agens. Posledni vyzkumy naznaduji,
Ze proces agregace muze byt toxicky, mozind generovanim kyslikovych radikald. Lepsi
porozumeéni vyznamu intraceluldrniho B-amyloidu nam muzZe poskytnout nové moznosti

v lé¢bé AD.23

Nasledkem peroxidace lipidd bunécnych membrdn neuronl volnymi kyslikovymi
radikdly takto postizené neurony zanikaji. Pfi zdniku neuronl dochazi k nadmérnému
uvolfiovani excitacnich aminokyselin (glutamat, aspartat), které se vazi na své receptory
v centralni nervové soustavé. Pfi hyperexcitaci receptor( typu NMDA, spojenych s kalciovymi
kandly, dojde kvyraznému influxu vapnikovych iontli do neurond. Tento mechanismus
zpUsobi destabilizaci vnitfniho prostfedi neurond, a aktivuje proteinkinazy. Cely proces je
zakonéen neuronovou smrti. Znovu se uvolnuji excita¢ni aminokyseliny a vznika kaskadova
reakce. Navic v kortexu lidi postizenych AD je poruseno zpétné vychytavani glutamatu, ¢imz

se ddle zvysSuje excitotoxicita.

Druhym predpokladanym mechanismem spojenym s excitaci receptord s naslednym
negativnim plsobenim na pamét a dalsi kognitivni funkce probihd na NMDA receptorech,
kde fyziologicky dochazi k jednomu ze zakladnich mechanismi uceni, k tzv. dlouhodobé
potenciaci. Opakuje-li se stejny podnét, zvySuje se nasledny excitacni postsynapticky
potencidl. Spravna funkce glutamatergnich receptor( je tedy pro pamét a uceni nezbytna.
Hyperexcitace NMDA receptor(i viak zplsobi, Ze vznikaji jakési pfenosové Sumy, a podnéty,

které maji na receptor pdsobit, se nepfenaseji dostatecnd.™

3.1.2.4 Apolipoprotein E
Apolipoprotein E je latka télu vlastni, ktera ma své fyziologické funkce, napf.
transport cholesterolu. ApoE, tvoreny gliovymi elementy, tvofi komplexy s cholesterolem
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a fosfolipidy, které pak transportuje do neuronl pomoci vazebnych mist pro LDL. Jedna se
o protein, ktery je soucdsti nékolika plazmatickych lipoproteinl. Gen pro ApoE je polymorfni,
vyskytuje se ve tfech aleldch na chromozomu 19. U lidi jsou znamy rGzné izoformy
apolipoproteinu: E2, E3 a E4. Lidé vybaveni izoformou E4, zejména homozygotni alelickou
kombinaci E4/E4, inklinuji ke vzniku AD 3-5krat Castéji neZ srovnatelnd populace s jinymi
izoformami ApoE. Lidé, ktefi jsou homozygoti v aleldach ApoE4 jsou ohroZeni podstatné
vétSim rizikem vyvoje pozdni formy AD nez lidé, ktefi jsou heterozygoti, nebo nositeli alely
ApoE4 nejsou. Nosicstvi alely ApoE4 je vyznaénym rizikovym faktorem vzniku onemocnéni.
Lidé, ktefi jsou nosic¢i dvou alel ApoE4 onemocni mladsi nez ti, kdo jsou nosici jen jedné,
nebo Zadné alely ApoE4. Mezi lidmi, ktefi jsou nositelé jedné alely ApoE4 a lidmi, ktefi jejimi

nositeli nejsou, nebyl zjistén co do véku, v ném? se projevuje onemocnéni, rozdil.'% 2

3.1.2.5 Zanét

V oblasti plakd vznika sterilni zdnét a ndsledné se aktivuji rizné typy bunék. V ramci
akutni reakéni faze dochazi i k aktivaci cyklooxygendzy 2, k uvolnéni cytokind a volnych
kyslikovych radikalt a k expresi histokompatibilnich komplexnich antigen(. Tyto skupiny pak

pUsobi dalsi neurodegenerativni zmény.10

Peptidy spousti zanét a stimuluji COX-2 aktivitu v neuronech, gliich (mikrogliich
a astrocytech) a cerebrovaskuldrnich burikdach. Cyklooxygendza 2 je jednim z hlavnich

enzym{ zapojenych do zdnétu a ma kli¢ovou ulohu v syntéze prostaglandinﬁ.13

Aktivovana mikroglie v senilnich placich se tvarové odliSuje od klidové (resting)
mikroglie. Dukazem imunitni aktivity glie je vysokd mira exprese histokompatibilnich
antigent Il. tfidy (HLA-DR) v blizkosti amyloidovych depozit. V mikroglii se pfi AD rovnéz
prokazuje vysoky pocet receptoru I. tfidy MHC (major histocompatibility complex), C3 a Clq
slozek komplementu, interleukinu-1 a feritinu. Imunitné aktivované mononuklearni fagocyty

mohou vylucovat potencidlné neurotoxické cytokiny.12

Nékolik epidemiologickych studii ukazalo, Ze pouZiti neselektivnich COX inhibitoru je
spojeno se snizenim rozvoje AD. COX-2 inhibitory vykazuji vlastnost zménit patologii nemoci
a zlepsit nékteré slozky chovani u transgennich mysich modelll s AD. Nicméné u téchto

mysich model(l se prokdzalo, Ze COX-2 inhibitory mohou ovlivnit APP proces. Dalsi studie
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jsou potfebné k urceni, zda COX-2 inhibitory budou mit pozitivni nebo negativni pfinos

v 1é¢bé AD. B

3.1.2.6 Genetické predpoklady

RGzné formy AD jsou podminény genovymi poruchami na chromozomu 21(gen pro
amyloidovy prekurzorovy protein), chromozomu 14 a chromozomu 1 (geny pro presenilin 1
a 2). Nemoc ma souvislost s genem pro apolipoprotein E na chromozomu 19, jak jiz bylo
uvedeno u apolipoproteinu E. Dale onemocnéni ziejmé souvisi i s mutacemi mitochondrialni
DNA. Byla zjisténa i pravdépodobnd souvislost locusu na chromozomu 12. Rizikové faktory

tvori toxické latky, trauma a pomalé viry.*>’

3.1.2.7 Atrofie mozku

U AD zjistujeme mozkovou atrofii, tj. Ubytek mozkové tkané, ktery se mize projevit
tim, Ze je mozkova klra ztencend a dochazi k rozsifeni dutého systému mozku (mozkové
komory). Zanik mozkovych bunék probihd selektivné, postihuje nervové bunky tzv.
cholinergniho systému - tento systém je velmi dulezity mj. pro mechanismy pameéti.

Nejvyraznéji se zmény projevuji u medialni temporalni struktury.’”

3.1.2.8 Reparacni procesy
U nemocnych AD pozorujeme nedostatek tzv. nervovych rlstovych faktord,

, o , e v es , v s 14
mozkovych hormond, které ovliviiuji mozkové reparacni procesy.

Poskozeni neuronl v nucleus basalis se predpoklada jako dlsledek primarni kortikalni
patologie, ktera ma za vysledek sniZeni téch rlstovych faktord, které jsou nutné pro preziti

cholinergnich neurond.'®

3.1.2.9 Amyloidova angiopatie

Asi v 90 % pripadld AD se prokazuje mozkova amyloidova angiopatie, kdy se amyloid
uklada ve sténach mozkovych cév. Neni pro tuto nemoc specifickd, najde se i v pribéhu
klinicky normalniho starnuti, Downova syndromu a u fady dalSich chorob, ¢asto bez zavislosti

na vyskytu plak a klubek.*?
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3.1.3 Enzymy ovliviujici patogenezi choroby

3.1.3.1 Cholinacetyltransferaza

Acetylcholin vznikd v nervovych zakonéenich reakci cholinu a acetylkoenzymu A za
katalyzy enzymem cholinacetyltransferdza. Acetylcholin je specificky a nizkoafinni
neurotransmiter, ¢ast molekul acetylcholinu je ukldadana do synaptickych vackd a cast
zGstdava volnd v cytoplazmé. Pokud se acetylcholin uvolni do synaptické stérbiny, hydrolyzuje
jej enzym acetylcholinesterdza na acetyl a cholin. Obdobny dé& probiha také
v presynaptickych a mimosynaptickych oblastech neuront i glii, kde dochazi ke Stépeni latek
obsahujicich cholin. Velka ¢ast cholinu se vraci pres vysokoafinni pfenosovy systém zpét do

synaptické $térbiny, kde je pouZit pfi syntéze nového acetylcholinu.™

Z hlediska patofyziologie projevil AD je uznavana cholinergni hypotéza. Rika, 7e
hlavnim podkladem kognitivni poruchy je ztrata cholinergnich neurond, které jsou uzce
propojeny s intelektudlnimi funkcemi jako je pamét a poznavani, v urcitych oblastech

mozkové kiiry a podkofi a nasledné snizeni hladin acetylcholinu.’

3.1.3.2 Esterazy

Klicovymi enzymy u AD jsou cholinesterdzy — enzymy rozkladajici estery cholinu.
Specifickou cholinesterazou je acetylcholinesteraza, ktera Stépi pouze acetylcholin. Kromé ni
existuji dalSi cholinesterazy tzv. nespecifické (nepravé), které mohou Stépit i dalsi estery

cholinu.'®

Butyrylcholinesteraza (pseudocholinesteraza) Stépi jak acetylcholin, tak i dalsi estery,
napf. sukcinylcholin, jeji fyziologicka funkce stale jesté neni plné objasnéna. Vyskytuje se jiz
ve vyvijejicich se tkanich embryi, kde BUuChE muze docasné nahradit AChE a plnit jeji funkci.
U dospélych jedinch se vyskytuje prakticky v celém téle, predevsim v periferni nervové

v s . v s . 7 1
soustaveé, svalech, mozku, jatrech, srdci a télnich tekutinach. ’

V nervové tkani je vyskyt AChE asociovdn s cholinergnim systémem, ale je nejasna
jeho role tam, kde neni Zadny acetylcholin. BuChE se vyskytuje v oblastech mozku

nesouvisejicich s AChE, konkrétné v endotelidlnich burikach, gliich a neuronech.™®
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Obé AChE i BuChE existuji jako ve vodé rozpustné formy uvolfiované do télnich
tekutin.'” Konkrétné lidska plazma dospélého ¢lovéka dle méfeni pomoci imunosorbentu

obsahuje priimérné 8 ng/ml AChE a 3 300 ng/ml BuChE."*

3.1.4 Farmakologicka Iécba AD
Farmakologickou lé¢bu AD lze rozdélit na dvé zakladni skupiny: |éCiva ovliviujici

NMDA receptory a inhibitory cholinesteraz. Jedna se o |é¢iva s prokazanym ucinkem.?
Kauzalni lé¢iva nejsou k dispozici, jedna se pouze o symptomatickou lécbu.

S postupem choroby se vyviji ptiznaky jako poruchy chovani, emocni labilita a agitace
a dochazi k nutnosti podani antipsychotické ¢i antidepresivni 1écby. Volime preparaty
s minimem anticholinergnich Gcinkd, aby se neprohluboval zakladni chorobny deficit

acetylcholinu.

Mimo dvé zakladni skupiny |éciv pouZivanych jako evidence-based, byly pacientim
podavany i dalsSi latky, ale bez uspokojivch vysledkd. Poddvani prekurzord tvorby
acetylcholinu (napf. lecitinu) neni vSeobecné rozsifeno pro vysoké davkovani a velmi slaby
efekt.’* Standardizovany extrakt z Ginkgo biloba EGb 761 vykazuje pozitivni efekt u pacientd

s AD. Chrani buniky pred toxickymi fragmenty B—amyloidu.22

3.1.4.1 Léciva ovlivaujici NMDA receptor

Z této skupiny je vsoucasné dobé& v CR registrovana jedind Gcinna latka: alkaloid
memantin. Jednd se o antagonistu NMDA receptorl, které predevSim tlumi influx
vapenatych iontd do neuronl a tim ovliviiuji odumirani neurond. Jeho ucinnost a efekt je

srovnatelny s inhibitory cholinesteraz.?

Céste¢na blokdda NMDA receptor( vykazuje jesté daldi mechanismus Géinku: snizuje
(hypoteticky) prenosové sumy, a tim zlepSuje mechanismus dlouhodobé potenciace — jeden
ze zakladnich mechanism( uceni. Memantin navic ¢astecné inhibuje enzym GSK-38, a zamezi

takto degradaci t-proteinu. UZivani této latky je zaloZeno na dikazech a je indikovana

vvvs

Memantin je obecné vyborné tolerovan. Nezadouci ucinky jsou vzacné bolesti hlavy, zavraté,

Unava, obstipace, vyjimecné halucinace. Opatrnost je doporucovana u pacientl s epilepsil'.20
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3.1.4.2 Inhibitory cholinesteraz

Tize projevu onemocnéni  skutec¢né koreluje s poklesem mnoZstvi
cholinacetyltransferazy, enzymu tvoficiho acetylcholin, a se snizenim hustoty nikotinovych
receptorli v mozcich pacientl. Pfi poddani anticholinergnich latek zdravym dobrovolnikim
klesaji kognitivni funkce (a specificky pamét) a pfi cholinergni stimulaci se projevi jejich

zlepseni.?

Cholinesterazové inhibitory inhibuji enzym AChE, ktery za normadlnich podminek
udrzuje hladinu ACh v mozku. Funk¢ni bunky produkujici AChE mohou obnovit cholinergni

deficit v mistech synapsi.

Zablokovdanim AChE se zvysi nabidka acetylcholinu kvazbé na muskarinové
i nikotinové receptory. U AD se navic odbourdvdni acetylcholinu ucastni
butyrylcholinesteraza, jejiz molekuly jsou patologicky tvoreny aktivovanymi gliovymi

elementy v oblasti plakU. | na tento enzym inhibitory pUsobi.

Pouziti AChEl muizZe byt tedy nejvhodnéjsi paliativni lé¢bou, predtim neZ dojde
k zavazné degeneraci neuron( a predstavuji 1éCiva volby u lehkych aZ stfedné tézkych forem
AD. VSeobecnym efektem je zlepSeni cholinergni transmise v CNS se zlepSenim pftiznakl
a zpomaleni nervové progrese onemocnéni pfi dlouhotrvajici 1écbé druhou a treti generaci

AChEL.Y> %

Mezi prvni pouzité latky z této skupiny byl do praxe zaveden fysostigmin. Nyni jsou
pouzivany peroralni inhibitory acetylcholinesterdz s dlouhym biologickym polocasem

s 1
a dobrou toleranci.*®

IChE jsou vdeobecné dobfe tolerovany. Castéjsimi nezddoucimi Uéinky jsou
gastrointestinalni potiZze (nechutenstvi, nevolnost aZ zvraceni, prljem). Méné casto se
vyskytuje nespavost, bolesti hlavy, kfe¢e nebo mocova inkontinence. Nezddouci ucinky se

objevuji pfedevéim na potatku lé&by a pfi zvy$ovani davky.?

Hlavnimi kontraindikacemi podavani inhibitord cholinesteraz jsou gastroduodenalni

v vy

viedova choroba a téz&i poruchy srde¢niho rytmu (arytmie).?
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Nové lékové formy IChE

Alternativou k perordlni formé IChE pfi jejich intoleranci je rivastigmin ve formé
transdermdlni naplasti vykazujici vyrazné lepsi snasenlivost nez jeho tabletovd forma.
Aplikuje se na zada, horni ¢ast paZe i hrudi. Uvodni davka (4,6 mg/den) se zvy3uje po 4 a?

8 tydnech na 9,5 mg/den. Naplasti se méni jednou denné.

Na trhu jsou i rozpustné tablety donepezilu, které nabizi vhodnou alternativu pro

pacienty s poruchou polykani.*
Uginné latky s registrovanymi p¥ipravky v CR:
Rivastigmin

Jedné se o karbamatovy derivat, u kterého bylo prokdzano vyrazné zpomaleni
progrese AD a pozitivni vliv na kognici. Mezi jeho nejcastéjsi nezadouci Ucinky patfi potize
s gastrointestinalnim traktem. Z hlediska Iékovych interakci neni vhodné ho kombinovat se

. v o VR v , v . . oy o . , 2
stejné pusobicimi 1égivy, co? plati obecné pro celou skupinu inhibitord cholinesteraz.” %
Donepezil

Tuto latku fadime mezi piperidinové derivaty a ucCinek spociva ve zlepSeni
neurotransmise. Donepezil je vétSinou velmi dobre tolerovan. | pres dlouhy vyluéovaci
polo¢as ma minimum l|ékovych interakci. In vivo studie prokazaly, Ze do metabolismu
donepezilu jsou zapojeny izoenzymy 3A4 a méné i 2D6 cytochromu P-450. Proto se
nedoporucuje kombinace s antimykotikem ketokonazolem, erythromycinovymi antibiotiky
a fluoxetinem (kombinace vede kinhibici metabolismu a zvysSeni hladiny donepezilu).

Kombinace s jinymi SSRI jsou bezpe&né.> *°
Galanthamin

Z chemického hlediska se jedna o alkaloid s prokazanym vyraznym zpomalenim

9, 20

progrese AD a pozitivnim vlivem na kognici. Galanthamin je selektivni, reverzibilni

a kompetitivni inhibitor enzymu acetylcholinesteré\zy.23
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Poprvé byl komeréné vyuzit k |écbé poliomyelitidy ve vychodni Evropé v 50. letech
20. stoleti. Schopnost galanthaminu proniknout krevni bariérou v mozku a zlepsit centralni
cholinergni transmisi vede k vyuziti v paliativni 1é¢bé AD, béhem které klesaji hladiny

mozkovych neurotransmiterd.?

V lé¢ivych piipravcich se galanthamin pouZivd ve formé hydrobromidu. VCR je
v souCasné dobé registrovan a obchodovan jako pfipravek Galantamin Mylan s obsahem

ucinné latky 8, 16 a 24 mg.”

Vyhoda galanthaminu proti ostatnim inhibitorm AChE pouZivanym v terapii
Alzheimerovy choroby spociva v jeho schopnosti alostericky modulovat nikotinové
receptory, co? zvysuje produkci ACh.?® P¥iznivé Ucinky galanthaminu pokraduji i po ukonéeni

lécby. 2

Galanthamin je terciarni alkaloid rezistentni vUci hydrolyze. Pro biologicky ucinek
galanthaminu jsou klicové nasledujici 4 casti  molekuly: hydroxylova skupina
cyklohexenového kruhu, cyklohexenovy kruh, terciarni aminoskupina a methoxyskupina.
Misty uUc¢inku galanthaminu jsou nervosvalové spoje, centralni cholinergni synapse i periferni

organy inervované parasympatickymi vegetativnimi viakny.?’
Na cholinergni synapsi ma galanthamin dvoji roli:

a) inhibici AChE zvysi hladinu acetylcholinu dostupného pro aktivitu postsynaptickych

muskarinovych receptord,

b) jako modulator na nikotinovych receptorech, protoze v jeho pfitomnosti dojde ke zvyseni
vazebné afinity ACh na acetylcholinovy nikotinovy receptor nebo i zvySené propustnosti
kandlld odpovidajici obsazenym receptorim. Modulaci nikotinovych receptorl je tak
podporovan proces uvolfiovani ACh cestou nikotinového mechanismu, zvlast za podminek

poskozené cholinergni funkce.
Tyto procesy mohou také probihat soutasné.?®

Galanthamin je selektivni inhibitor erytrocytarni AChE vzhledem k inhibici

plazmatické butyrylcholinesterazy (ECso pro BuChE 19,1 umol/l, pro AChE 0,36 umol/l). Tato
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selektivita galanthaminu k AChE pfindsi pozitivni efekt ve snizeni rizika nezadoucich ucinku

ve srovnani s neselektivnimi inhibitory cholinesteraz (typu fysostigminu nebo takrinu).?

U kompetitivniho inhibitoru nezavisi stupen inhibice ani tak na absolutni koncentraci
inhibitoru, jako spiSe na poméru koncentrace inhibitoru a substratu. Nejucinnéjsi je inhibitor
pfi nizké koncentraci substratu, jaka je na postsynaptické membrané ve srovnani s mnohem
vySSi koncentraci ACh na presynaptické membrané, pokud je ACh uvolfiovan do Stérbiny ze

zasobnich vezikul.*°

22



3.2 Celed Amaryllidaceae

Rostliny této Celedi jsou vytrvalé byliny s oddenky, hlizami nebo cibulemi. Listy maji
Carkovité, bud jen pfizemni, nebo také lodyZni. Kvéty jsou oboupohlavni se spodnim
semenikem, jednotlivé nebo ve Sroubelovitych kvétenstvich. Plodem je tobolka nebo bobule.
Celed zahrnuje Fadu rodd, mezi nejvyznamnéjsi patfi: Leucojum, Galanthus, Narcissus,
Crinum, Amaryllis a Clivia. Rostliny téchto rodd patfi mezi obecné znamé trvalky, rostou

volné v p¥irodé stfedni a jizni Evropy nebo se péstuji pro okrasu.*

3.2.1 Charakteristika alkaloidti ¢eledi Amaryllidaceae
Doposud bylo z této Celedi izolovano vice nez 500 strukturalné odlisnych alkaloid(,

tzv. Amaryllidaceae alkaloidd. O téchto alkaloidech bylo pomoci modernich

farmakologickych studii zjisténo, Ze vykazuji riznou farmakologickou aktivitu.*?

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae jsou k IéCenym ucelim pouZivany jiz tisice let. Jejich
alkaloidni extrakty jsou predmétem aktivniho chemického zkoumdani poslednich témér 200
let. Jako prvni byl izolovan lykorin z rostliny Narcissus pseudonarcissus v roce 1877. Béhem
poslednich tfi dekdd byly mnohé znich izolovany, testovdny na biologickou aktivitu

i syntetizovany rlznymi vyzkumnymi sku pinami.33

3.2.2 Klasifikace alkaloidi ¢eledi Amaryllidaceae
Amaryllidaceae alkaloidy jsou dle plvodniho Ghoshalova modelu rozdéleny do

9 hlavnich skupin, mezi hlavni zastupce patfi: norbelladin, lykorin, homolykorin, krinin,
hemanthamin, narciklasin, tazettin, montanin a galanthamin.®** Dle novéjéich zdroju je

mozno je rozdélit do 18 strukturnich skupin, uvedenych v tabulce I.

Tabulka I: Struktrurni typy alkaloida z ¢eledi Amaryllidaceae 35

Strukturni typ Nazev alkaloidu Vzorec alkaloidu Zastupci

Augustaminovy Augustamin Crinum

\\\\\\H
B
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Belladinovy Belladin Qcta Crinum, Nerine
HsCO.
:O\/N
HsCO |
CH,
Buflavinovy Buflavin Q Boophane
H,CO.
H3CO N
Galanthaminovy  Galanthamin Crinum, Hymenocallis,
Leucojum, Lycoris,
Narcisssus
Galanthindolovy  Galanthindol Galanthus, Lycoris
Hac/N
o]
< .
o]
Galasinovy Galasin Galanthus,
Hosta plantaginea
HsCO
HsCO
Gracilaminovy Gracilamin % Galanthus
3
CHg
Gracilinovy Gracilin Galanthus
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Homolykorinovy ~ Homolykorin

Clivia, Galanthus,
Haemanthus, Lycoris,
Narcissus

Hostasininovy Hostasinin Hosta plantaginea
Cheryllinovy Cheryllin on Crinum
o
HsCO \
N
HO \CH3
Krininovy Krinin Ammocharis, Brunsvigia,

Crinum, Eucharis, Nerine,
Narcissus, Hymenocallis
(drive Pancratium)

Kripowellinovy Kripowellin A

(Rl, RZ ='CH20CH2')

Kripowellin B

OR,

OCH;

OH

Crinum

Amaryllis, Ammocharis,
Brunsvigia, Crinum,
Eucharis, Hisppeastrum,
Hymenocallis, Leucojum,
Narcissus, Zephyranthes

(Rl =R,= CHs)
Lykorinovy Lykorin
Montaninovy Montanin

Boophane, Haemanthus,
Hymenocallis, Narcissus

Pankratistatinovy  Pankratistatin

OH

Zllne

Crinum, Hippeastrum
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Plikaminovy Plikamin Cyrtanthus, Galanthus,
Hymenocallis,

Zephyranthes

Tazettinovy Tazettin Crinum, Eucharis,
Galanthus, Hippeastrum,

Hymenocallis

3.2.3 Biosyntéza alkaloid( celedi Amaryllidaceae
Aromatickd aminokyselina L-tyrozin je prekurzorem velkého poctu alkaloid( s riznou

velikosti molekuly. Pochazi ze Sikimatové cesty a proto lze fenylpropanovy skelet najit
v tisicich alkaloidG. Navzdory rozdilnosti jejich struktur vznikaji pouze péti zakladnimi
biochemickymi cestami: emetinovd, autumnalinovd, benzyltetrahydroisochinolinova,

meskalin/isochinolinova a norbelladinova.®
Norbeladinova cesta

Norbelladinova cesta je specificka biosynteticka cesta pro vznik vice nez 400 alkaloid(i
z Celedi Amaryllidaceae, zejména roda Crinum, Galanthus, Leucojum, Lycoris a Narcissus.

Jejich biosyntéza vychazi z L-tyrosinu a L—fenylalaninu.36

Amaryllidaceae alkaloidy vznikaji jako produkt intramolekularniho oxidativniho
sprazeni s prekurzorem CgC,-N-C,Cg typu. Jak je vidét na obrazku Cg¢Ci:- jednotka pochazi
z molekuly fenylalaninu, zatimco tyrozin dodd -N-C,C¢ jednotku. Fenylalanin je pfeménovan
na kyselinu kavovou pres kyseliny skoficovou a p-kumarovou. Ztrata 2 atom@ uhliku ma za
nasledek vznik 3,4-dihydroxybenzaldehydu, ktery reaguje styrozinem vreakci, ktera

zahrnuje i methylaci, vznika jako produkt 4'—O—methylnorbelIadin.a"7
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o) o o)

OH X OH X OH
NH; —> —
HO

fenylalanin kyselina skoricova kyselina p-kumarova
OH
(0]
kyselina kavova
OH OH

NH,

tyrozin
HO < / jij\/

-CHj 3,4-dihydroxybenzaldehyd

HsCO

4'-O-methylnorbelladin

Obr. 1: Vznik 4’-0-methylnorbelladinu®’

Podle  zpUsobu intramolekularniho  oxidativniho  spojeni  vznika

4’-0-methylnorbelladinu osm zakladnich struktur alkaloid(:

OH
OH

H3;CO )

NH
ortho-para” para’ ara-ortho”
para-para p
OH
HO OH
/
HsCO HsCO H3CO
N N
HO HO
lykorinovy krininovy galanthaminovy
homolykorinovy haemanthaminovy

tazettinovy
narciklasinovy
montaninovy

Obr. 2: intramolekularni oxidativni spojeni 33
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3.2.4 Rod Narcissus

3.2.4.1 Taxonomické zafazeni Narcissus jonquilla

Tabulka Il: Taxonomické zafazeni rodu Narcissus>®

Taxon Latinsky nazev Cesky nazev
Rise Plantae rostliny
Oddéleni Magnoliophyta krytosemenné
Ttida Liliopsida jednodélozné
Rad Asparagales chrestotvaré
Celed Amaryllidaceae amarylkovité
Rod Narcissus L. narcis

Druh Narcissus jonquilla L. narcis jonquilla
3.2.4.2 Popis

Narcis je jednou z nejznaméjsich cibulovin. Do tohoto rodu je fazeno 50 az 70 druh(
pUvodem z Evropy, ze severni Afriky a Blizkého vychodu, které v nékterych castech Evropy

i zplafiuji. V CR se pavodni divoce rostouci narcisy nevyskytuiji.

Narcisové cibule o velikosti mezi 0,6 az 10 cm; maji rlizné vyrazny krk. Duznaté
suknice jsou uzaviené v hnédé slupce, ktera zabranuje vyschnuti. Kolem cibule se tvofi malé

cibulky, které jsou zprvu spojeny s materskou cibuli.

Stvoly se nevétvi, jsou vice ¢i méné zplostélé a bezlisté. List narcisu je uzky, ¢arkovity

a vétsinou trochu stoceny kolem své podélné osy, ¢imz si drzi vzptimeny vzrist.

Kvéty vyrustaji jednotlivé nebo ve zdanlivém okoliku, nékdy dvoubarevné, obvykle
previslé, ale mohou byt i vzpfimené az zcela previslé. Charakteristicky vzhled narcisového
kvétu spocivd ve dvou vyraznych tvarech. Sest okvétnich platk(l je rozdéleno do dvou
preslent — tfi platky vnéjsiho preslenu jsou o néco vétsi nez tfi vnitini a dohromady jsou na
bazi spojené v trubku, kterd se dale opét rozdéluje, rozsifuje a tvori Sirokou, plochou ¢ast
kvétu. V Usti trubky vyrlstd prevaziné srostld cast, ktera vyéniva nad okvétni platky a tvori
velkou trubkovitou nebo talifovitou pakorunku. Listky okvéti mohou mit stejnou barvu jako
pakorunka, mohou se liSit jen odstinem nebo mit zfetelné odliShou barvu. Vyskytuji se

odstiny od bilé aZz k temné Zluté nebo od ostfe oranZové az po merunkové rizovou. Vedle
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botanickych druhl a kultivarQ existuji narcisy kratko- a dlouhokorunné, trubkovité, pino-

i vicekvété a dalgiP® %,

Narcissus jonquilla L.

Narcisy druhu jonquilla maji plvod v zadpadni ¢asti Stfredomofi. Z ovalnych cibuli
vyrastaji 20-30 cm vysoké kvétni stonky, listy maji stejnou délku. Kvetou v dubnu. Kvéty
rostou po 2 aZz 6 a méfi 3-5 cm. Charakteristickym znakem hybrid( jonquilla je, ze prijemné

voni. Narcisim jonquilla vyhovuje vy'/sluni.40
Narcissus jonquilla L. cv. Sundial

Byl zaveden roku 1955. Na stoncich vysokych 15 cm se tvori 1 az 3 kvéty. Okvéti je

svétle Zluté, pakorunka tmavé Zluta.
Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc

Maly narcis o vySce 15-20 cm. Na stonku se tvofi pouze jeden kvét témér kulatého

tvaru. Je Zluty, pfi odkvétu bledne do svétle zluta.
Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness

Byl zaveden roku 1939. Narcis vysoky 40 cm ma zlatoZluté okvétni listky vybihajici do

Siroké $picky a zlutou pakorunku. Kvéty jsou vonici, pevné stonky méfi 35 cm.*

Obr. 3: Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness *!
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Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry

Péstuje se od roku 1953. Okvétni listky tohoto 40 cm vysokého narcisu maji barvu
slonoviny, na okrajich prechazeji do jemné Zluté. Dlouha Uzkd pakorunka je zlatoZluta, pfi

odkvétu riizova. Na stonku vysokém 40 cm se tvofi 2 a7 3 kvéty.*

|

Obr. 4: Narcissus jonquilla L. cv. Watterpery a2

Obsahové ldtky a jejich biologicky ucinek

Obsah galanthaminu se mezi jednotlivymi kultivary vyznamné lisi. Nékteré tedy
mohou byt vyuzity jako vhodny zdroj galanthaminu ve farmaceutickém primyslu, jina

naopak nevykazuji ani stopy této latky.

Neexistuje pfima korelace mezi obsahem galanthaminu a cholinesterazové inhibi¢ni

vrve

Sanguinin vykazuje vyssSi inhibi¢ni aktivitu nez galanthamin (aZz desetindasobnou).

11-hydroxygalanthamin vykazuje obdobnou aktivitu jako galanthamin.*
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Obr. 5: Sanguinin
U nékterych kultivarQ Narcissus jonquilla L., studovanych v této praci, byla jiz dfive

biologicka aktivita a obsah alkaloidli stanoveny. Zjisténé hodnoty sou uvedeny v tabulce Ill.

Tabulka lIl: Obsah galanthaminu a alkaloidd a jejich inhibi¢ni cholinesterazova aktivita

ve vybranych kultivarech Narcissus jonquilla L. 43

kultivar  Obsah galanthaminu Celkovy obsah Inhibi¢ni AChE aktivita ICsg
(g na g susiny + SD) alkaloidt (mg susiny/ml £ SD)
(g na g susiny £ SD)
Sundial 20,31+0,77 1685,74 £ 32,14 -
Sundisc 227,64 +1,53 227,64 £1,53 3,757 £ 0,080
Simplex 889,69 + 4,02 2797,65 £ 26,75 2,340+0,22

Z obdobné prace, kde byly zkoumdny rGzné druhy a variety pravé rodu Narcissus se
zamérenim na esterazovou inhibi¢ni aktivitu a identifikaci alkaloidd, vykazoval velmi slibnou

aktivitu napt. Narcissus poeticus cv. Pink Parasol (I1Cs0 3,3 £ 0,5 ug/ml).45
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3.3 Biologické aktivity alkaloidt rodu Narcissus

Tato ¢ast se vénuje prehledu biologickych vlastnosti vybranych alkaloid(i rodu
Narcissus, respektive Amaryllidaceae alkaloidl. V soucasné dobé je registrovan pouze
galanthamin. Ale biologické plsobeni miZeme pozorovat u mnoha alkaloid(l z této celedi
a proto mohou byt perspektivni z hlediska jejich dalSiho terapeutického vyuziti. Latky jsou

rozrazeny dle strukturnich typ( alkaloid(i Amaryllidaceae popsanych drive.

3.3.1 Galanthaminovy typ
Alkaloidy spadajici do této skupiny maji jako strukturni zaklad dibenzofuran a vznikaji

intramolekularnim oxidativnim spojeni para-ortho’. NejdllezZitéjSim zastupcem této skupiny
z pohledu medicinského vyznamu je galanthamin.*® P¥ehled biologickych aktivit alkaloidd

galanthaminového typu je uveden v tabulce IV.

Tabulka IV: Biologické aktivity vybranych alkaloid(

Nazev Biologicka aktivita Literatura
Galanthamin  Hypotenzivni 46
Galanthamin Inhibice cholinesteraz (AChE) 23
Galanthamin  Neuroprotektivni 47
Galanthamin  Ovlivnéni membrdanovych iontovych procesl 48
Galanthamin Reverzni Cinidlo v anestezii 49
Galanthamin  Uginny proti tnavovému syndromu 48
Sanguinin Inhibice cholinesterdz (inhibice AChE vyssi nez u galanthaminu) 44

3.3.2 Homolykorinovy typ
Do této strukturni skupiny se radi cela rada alkaloid(, ale jen nékteré maiji vyraznou

biologickou aktivitu. Tyto alkaloidy jsou odvozeny od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu. Pti vzniku
téchto struktur se uplatiiuje ortho-para’ intramolekularni oxidativni spojeni.
K homolykorinovému typu fadime sloucéeniny homolykorin, 8-O-dimethylhomolykorin,
lykorenin a hippeastrin.®® Piehled biologickych aktivit alkaloidti homolykorinového typu je

uveden v tabulce V.
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Tabulka V: Biologické aktivity vybranych alkaloidt

Nazev Biologicka aktivita Literatura
8-0-demethylhomolykorin  Hypotenzivni efekt u normotenznich krys 50
8-0-demethylhomolykorin ~ Vazba na DNA 51
Dubiusin Vazba na DNA 51
Hippeastrin Antifungalni 52
Hippeastrin Antimykoticky v(c¢i Candida albicans 33
Hippeastrin Antiviroticky vici Herpes simplex 53
Hippeastrin Cytotoxicka, protinadorova 33
Homolykorin Cytotoxicka, protinadorova 33
Homolykorin Hypotenzivni efekt u normotenznich krys 46
Homolykorin Inhibice cholinesteraz (AChE) 54
Lykorenin Analgeticka 34
Lykorenin Cytotoxicka, protinddorova 33
Lykorenin Hypotenzivni efekt u normotenznich krys 46
Lykorenin Vazba na DNA 51

3.3.3 Krininovy typ

Latky razené ke krininovému typu struktury, odpovidaji podle jinych rozdéleni

haemanthaminovému a krinanovému typu.

haemathidin,

Do této skupiny patfi

haemanthamin,

krinamin, maritidin a papyramin. Zminéné latky jsou odvozené od

5,10b-ethanofenanthridinu® a vznikaji intramolekuldrnim oxidativnim spojenim para-

para’.>® Ptehled biologickych aktivit alkaloid krininového typu je uveden v tabulce VI.

Tabulka VI: Biologické aktivity vybranych alkaloidt

Nazev

Biologicka aktivita

Literatura

Haemanthamin

Antimalaricka

56, 57

Haemanthamin

Inhibitor bunécného rlistu a induktor apoptézy
u nadorovych bunék

1, 58, 59, 60, 61

Haemathidin Analgeticka 62
Haemathidin Antimalaricka vaci Plasmodium falciparum 57
Haemathidin Induktor apoptdzy u nddorovych bunék 58
Haemathidin Protinadorova 1,63, 61
Haemathidin Protizanétliva 64
Krinamin Antibakterialni vaci Bacillus subtilis a Staphylococcus 65
aureus
Krinamin Induktor apoptdzy u ndadorovych bunék 59
Krinamin Protinadorova 60
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3.3.4 Lykorinovy typ
Alkaloidy spadajici do lykorinového strukturniho typu patfi mezi nejznaméjsi

a z pohledu cytotoxicity pravdépodobné k nejucinnéjsim. Hlavnim zastupcem této skupiny je
lykorin, dale sem patfi také galanthin a pseudolykorin. Zakladni strukturu tvofi
pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid. Pfi vzniku téchto struktur se uplatiuje ortho-para’

intramolekularni oxidativni spojeni.

Do skupiny alkaloid(i lykorinového typu spadaji i dalsi latky podobné struktury.
Z biologicky  nejzajimavéjsSich  uvedme  karanin, pseudolykorin,  anhydrolykorin,
1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin, lykorin-2-on, amarbellisin a galanthin. VSechny vyse
uvedené vykazuji protinddorovou aktivitu, avsak podle pilotnich experimentu je nejucinnéjsi
amarbellisin a pseudolykorin.>® Piehled biologickych aktivit alkaloid® lykorinového typu je

uveden v tabulce VII.

Tabulka VII: Biologické aktivity vybranych alkaloidt

Nazev Biologicka aktivita Literatura
Galanthin Inhibice cholinesteraz (AChE) 66
Lykorin Analgeticka 62
Lykorin Antimalaricka 56
Lykorin Antimykoticka v(ci Candida albicans 52
Lykorin Antimykoticka vici Saccharomyces cerevisiae 67
Lykorin Antiparaziticka 56
Lykorin Antiparazitickd vlci Trypanosoma brucei 68
Lykorin Antivirova 69, 70,71, 72
Lykorin Cytotoxicka vUci Trichomonas vaginalis 73
Lykorin Cytotoxicka a antiproliferac¢ni 3

Lykorin Hepatoprotektivni v davce 2,0 mg.kg'1 74
Lykorin Inhibice cholinesteraz (AChE) 75
Lykorin Inhibitor rostlinného rlistu 76
Lykorin Protinadorova 77,72
Lykorin Protizanétliva 74,78, 64
Pseudolykorin Antivirova 69
Pseudolykorin Protinadorova 1

3.3.5 Pankratistatinovy typ
Alkaloidy této skupiny jsou derivity odvozené od molekuly fenanthridinu.®

Nejvyznamnéjsimi zastupci tohoto typu jsou narciklasin a pankratistatin. Narciklasin je
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jednim z nejvyznamnéjiich antineoplastickych alkaloidt z ¢eledi Amaryllidaceae.”® P¥ehled

biologickych aktivit alkaloidl pankratistatinového typu je uveden v tabulce VIII.

Tabulka VIII: Biologické aktivity vybranych alkaloid(

Nazev Biologicka aktivita Literatura
Narciklasin Antifungalni 80
Narciklasin Antiviroticka 80
Narciklasin Protinadorova 81
Narciklasin Cytotoxicky se specifitou k nddorovym burnkam 82
Pankratistatin Cytotoxicky se specifitou k nddorovym burnkam 82,83
Pancratistatin Protinadorova 81

3.3.6 Tazettinovy typ
V  této  strukturni  skupiné se nachdzeji  derivdty odvozené od

2-benzopyrano-[3,4-clindolu a vznika intramolekularnim oxidativnim spojenim para-para’.

Pretazettin vznika bisyntézou z haemanthidinu. Chemicky nestabilni prekurzor
pretazzetin md mnohem vyraznéjsi biologické aktivity (antivirovou a protirakovinnou). Pokud
se zméni na tazettin dochazi kvyraznému sniZeni této biologické aktivity.33 Prehled

biologickych aktivit alkaloid(l tazettinového typu je uveden v tabulce IX.

Tabulka IX: Biologické aktivity vybranych alkaloid(

Nazev Biologicka aktivita Literatura
Tazettin Antimalaricka 56
Tazettin Cytotoxicka 84
Tazettin Hypotenzivni 46
Tazettin Inhibice cholinesteraz (AChE) 75
Tazettin Vazba na DNA 51
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Vseobecné postupy

4.1.1 Destilace
Rozpoustédla byla pred pouzitim destilovana, nejprve byl zachycen destila¢ni predek

(asi 5 % vétSinou svodnim azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 %

rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavéna v hnédych nadobdch.

4.1.2 Odparovani
Odparovani analytickych vzork( drog pro ptipravu extraktl bylo provddéno na

vakuové odparce Rotavapor R 114 s vodni lazni Blichi Waterbath B-480 za snizeného tlaku

a pfi teploté neprevysujici 40°C.

Odparky sumarnich extraktd (ethanolovy) a alkaloidnich bazi (ethyl-acetatovy) uréené
pro zjisténi biologické aktivity byly nasledné rychle odpafrovany v injekénich ampulkach
(objem 5 ml) v proudu filtrovaného vzduchu na vodni |azni pfi teploté max. 60 °C. Po
odpareni rozpoustédel byly ampulky pfeneseny do exsikatoru a suseny ve vakuu (10mmHg)
po dobu 24 hodin nad perlami silikagelu. Poté byl do ampulek napustén argon, zataveny

a uchovavany do doby analyzy pfi snizené teploté (-22 °C).

4.2 Material a vybaveni pro pfipravu extrakta

4.2.1 Rozpoustédla
Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru (Penta)

Ethanol 95%, denaturovany methanolem (Lihovar Kolin)
Ethylacetat, p. a. (Penta)
Methanol 1mg/ml LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Chemikalie
Kfemelina Celite C 535 Jonh’s Manville (Sigma-Aldrich)

Siran sodny bezvody €. (Penta)
Uhlic¢itan sodny 10% roztok (w/w) (Lachema)

Kyselina sirova 2%, p. a. (Penta)
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4.3 Priprava sumarnich extrakti a GC/MS analyza

4.3.1 Biologicky material
Cerstvé cibule rostlin Narcissus jonquilla L. réiznych kultivar@ (Sundial, Sundisc,

Sweetness, Waterperry, Simplex, Twinkling Yellow, Yazz) byly zakoupeny od firmy LUKON

BULBS (CR) doba sbéru cibuli byla v &ervnu aZ Eervenci.

Tabulka X: Hmotnosti vzorkd pouZzitych pfi extrakci

Cislo vzorku* Taxon Hmotnost**
AL-493 Narcissus jonquilla L. cv. Sundial 42 g
AL-494 Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc 162 g
AL-496 Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness 187 g
AL-497 Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry 187 g
AL-510 Narcissus jonquilla L. cv. Simplex 48 g
AL-511 Narcissus jonquilla L. cv. Twinkling Yellow 52¢g
AL-518 Narcissus jonquilla L. cv. Yazz 251g

* Cislo vzorku z katalogizace pracovni skupiny ADINACO Group
** hmotnost vzorku pouzitd k extrakci

4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu
Suché casti rostlin (cibule) byly rozemlety na ¢éastice o velikosti ca 2 mm. Takto

upravena droga byla po dobu 15 minut extrahovédna 95% ethanolem (za varu, na vodni lazni,
se zpétnym chladicem). Nasledné se smés nechala zchladnout a zfiltrovala se pres filtr
z vliselinu a poté pres vrstvicku kfemeliny ve filtraénim tubusu, tento extrakéni postup byl
proveden u kazdého vzorku celkem tfikrat. Dale bylo provedeno odparovani filtratu ve
vakuové odparce do malého suspenzniho zbytku, ktery byl smichdn s 20 ml 2% kyseliny
sirové a umistén do ultrazvukové lazné SONOREX pFi normalni teploté a stupni 10 po dobu
5 minut. Tekutina byla zfiltrovana pres tenkou vrstvu kiemeliny a zfedéna vodou na ca 50 ml
a vytfepdna trikrat predestilovanym a nestabilizovanym diethyletherem. Oddélena vodna
kyseld vrstva se alkalizovala 10% uhli¢itanem sodnym na pH 10 a vytfepanim alkaloidnich
bazi predestilovanym ethylacetatem (tfikrat) byl zhotoven alkaloidni extrakt. Stopy vody byly
odstranény bezvodym siranem sodnym a naslednou filtraci. Z kazdého alkaloidniho extraktu
byly odebrany 2 vzorky, které po odpareni do sucha mély hmotnost cca 10 mg pro testovani
biologické aktivity a cca 1 mg pro analyzu GC/MS. Zbytek extraktu je uchovavan v zatavené

ampulce. Vzorky byly umistény do exsikatoru se silikagelem (susicimi perlami).

38



4.3.3 GC/MS analyza a identifikace alkaloidt
Alkaloidy zrostlin Narcissus jonquilla L. byly identifikovany s vyuZitim plynového

chromatografu (Agilent Technologies 7890A) s Triple-Axis hmotnostnim detektorem (Agilent
Technologies 5975C). Nastrik byl proveden pfi 280°C v objemu 1 pl a split s pomérem 15:1.
Déleni smési probéhlo na koloné Agilent Technologies HP-5MS, 30m x 0,250 mm pfi
teplotnim programu 15°C/min ze 100°C na 180°C, 1 min na 180 °C, 5°C/min ze 180°C na
300°C, 40 min na 300°C. Prlitok nosného plynu He 5.0 (Linde) 0,8 ml/min. lonizace probéhla

pti 230°C elektrony 70 eV a detekovany byly fragmenty v rozmezi 40-600 m/z.

Alkaloidy byly identifikovdny pomoci porovnavani jejich spekter se spektry
dostupnymi v komeréni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and

Technology Library, USA), s daty v literature a se standardy izolovanych v nasi laboratofi.

4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidl a alkaloidnich extrakti vici erytrocytarni
AChE a sérové BuchE

4.4.1 Material a vybaveni pro pfipravu cholinesterasové aktivity (véetné pfipravy
erythrocytarnich pouzder)

4.4.1.1 Chemikalie:

10mM Acetylthiocholin-jodid (Sigma-Adrich)

10mM Butyrylthiocholin-jodid (Sigma-Adrich)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

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

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

Pufry:

5mM Fosfatovy pufr (pH 7,4)

5mM Fosfatovy pufr obsahujici 150 mM chloridu sodného (pH 7,4)
100mM Fosfatovy pufr (pH 7,4)
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4.4.1.2 Biologicky material:
Jako zdroj acetylcholinesterazy (HUAChE) byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytd.
Zdrojem butyrylcholinesterdzy (HuBuChE) byla lidskd plazma.

4.4.2. Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

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

4.4.1.3 Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocyty se ziskaji z Cerstvé lidské krve (v poméru citran sodny:krev 1:9). Po odbéru
se provede centrifugace krve (centrifuga Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611, rychlost 4000
otacek/min, 4 °C, 10 minut). Po této prvni centrifugaci se plazma odsaje tak, aby v ni nebyly

erytrocyty, a uchovava se do doby stanoveni aktivity BuChkE pfti 4 °C.

500 pl plazmy se odebere zvlast, dale se uchovava pri normalini teploté za nepfistupu
svétla do doby stanoveni aktivity (ne déle nez 1 hodinu). Po stanoveni absorbance u plazmy

se pred rozplnénim do mikrozkumavek provede filtrace pres slabou vrstvu bunicité vaty.

Zbytek plazmy z erytrocytdrniho sedimentu se opatrné odsal a odecetl se objem
erytrocytll. Nasledné byl sediment zfedén 5mM fosfatovym pufrem pH 7,4 obsahujicim
150 mM chloridu sodného. Suspenze byla promichana a byla provedena centrifugace
(viz oddélovani plazmy). Promyti timto zplsobem (odstranéni zbytkd plazmy s BuChE) bylo
provedeno celkem 3x a poté byla promyvaci kapalina dokonale odstranéna. Po tomto
promyti bylo pfiddno takové mnoistvi 5mM fosfatového pufru pH 7,4 (bez chloridu
sodného), aby byl objemovy pomér erytrocyty:pufr 1:9, smés se opét homogenizovala
preklapénim zkumavek, byla prelita do Erlenmayerovy barnky a erytrocyty se ponechaly
spontanné hemolyzovat po dobu 10 minut za michani pfi 300 otackach/min. lhned po
skonéeni této fizené hemolyzy se u suspenze stanovila aktivita, eventuelné se pfipadné
nafedéna suspenze dispendovala do mikrozkumavek PP (2 ml, Eppendorff PCR) v pfislusném

objemu a do doby pouziti se uchovavala pfi-22 °C.

4.4.2 Podminky méreni
Experiment byl uskutec¢nén za téchto podminek:

- teplota: 37°C

40



- prostredi: 67 ul DTNB, 8.3 ul rozpoustédla pouZitého pro fedéni vzorku (DMSO),
215 pl 100mM fosfatového pufru a 33.5 ul roztoku substratu.

- vinova délka spektra: 436 nm

- vyuziti mikrotitracnich desticek

4.4.3 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (I1Cso)
Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda

s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB).

Do jamek mikrotitracnich desticek bylo u slepého vzorku napipetovano 8,3 ul plazmy
nebo pouzder lidskych erytrocytd, pfidalo se DTNB, rozpoustédlo pro redéni vzorku (DMSO),

100mM fosfatovy pufr a roztok substratu.

Jako substraty se pouzivaji estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami Stépeny na
thiocholin a pfislusnou kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navaze na

DTNB za vzniku zZluté zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky.

U mérenych latek (extraktl) se pouzily stejné objemy cinidel a roztoku substratu.
Misto samotného rozpoustédla se pridavaly roztoky mérené latky o rlizné koncentraci (40,0;

10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml, ptipadné nizsi).

Sleduje se narlst absorbance za 1 minutu (kineticky méd, 7 méreni). Hodnoty ICsg
byly ziskdny znaméfenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo
butyrylcholinesterazy nelinedrni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro
Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledné hodnoty byly
porovndny s ICsg znamych inhibitord cholinesterdaz (galanthaminem a huperzinem A,
eserinem). Procenta inhibice byla pocitana dle vzorce % | = 100-(AABL/AASA)*100, kde AABL
je ndrlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AASA je narUst absorbance méreného

vzorku.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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Jiz dfive bylo provedeno nékolik studii s rlznymi kultivary Narcissus jonquilla L., které
se zamérovaly na obsahové latky. Mezi prvnimi pracemi vénované druhu Narcissus
jonquilla L. byl analyzovan kultivar cv. Golden sceptre obsahujici predevsim galanthamin,
lykorenin, haemanthamin, hippeastrin a tazettin. Minoritné tento vzorek obsahoval také

homolykorin, masonin a poetaricin.86

Obdobné slozeni bylo zjisténo i u 4 variet Narcissus jonquilla L. v dalSi analyze.
Konkrétné se jednalo o nasledujici alkaloidy: galanthamin, tazettin, lykorin, hippeastrin,

odulin, haemanthamin, homolykorin a lykorenin.?’

A jedna z nejnoveéjsich studii Narcissus jonquilla L. cv. Quail udava obsah predevsim

haemanthaminu, lykorinu a narciklasinu.®®

VysSe uvedené slouceniny se hojné vyskytovaly i v extraktech analyzovanych v této

praci.

V tabulce Xl je uveden prehled biologické aktivity, respektive inhibi¢nich koncentraci

vSech analyzovanych extraktl. Podrobnéji jsou okomentovany v dalSim textu.

Tabulka XI: Inhibice AChE a BUChE extrakt(i z morfologickych ¢asti vybranych taxon (extrakty

EtOAc)

Cislo Taxon Morfologicka ICso extraktt (pg.mi™)

vzorku cast AChE BuChe

AL-493  Narcissus jonquilla L. cv. Sundial cibule 29,31+ 4,87 130,20 +9,97

AL-494  Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc cibule 12,03 +1,72 5,09 + 0,64

AL-496  Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness cibule 13,42 + 3,32 89,39 + 10,35

AL-497  Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry cibule 6,53 +0,88 53,45+ 7,33

AL-510 Narcissus jonquilla L. cv. Simplex cibule 17,60+ 2,43 128,38 + 15,67

AL-511 Narcissus jonquilla L. cv. Twinkling cibule 19,52 + 2,69 131,76 + 15,71
Yellow

AL-518 Narcissus jonquilla L. cv. Yazz cibule 13,35+1,99 95,05 + 13,58
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5.1 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Sundial a jeho GC/MS analyza

Analyza kultivaru Sundial jiz byla dfive provedena,® byl zde stanoven obsah

galanthaminu a alkaloid(i obecné, biologickd aktivita nebyla stanovena (viz Tabulka IlI).

Na zakladé retencniho casu jednotlivych slozek, hmotnostnich spekter a jejich
porovnanim s udaji v literatufe se standardy se vtomto alkaloidni extraktu podafilo
identifikovat 5 sloucenin (Tabulka XIl). Nejhojnéji byly zastoupeny latky lykorinového typu:
galanthin, lykorin a inkartin. Dale i alkaloid galanthaminového typu galanthamin a tazettin
pattici do typu tazettinového. Nepodafilo se identifikovat 2 latky, u prvni z nich Al se da dle
hmotnostniho spektra prfedpokladat, Ze se bude jednat o derivat krinanu. Chromatograficky
zaznam alkaloidniho profilu a strukturni vzorce identifikovanych alkaloid(i jsou zobrazeny na

nasledujicich obrazcich (6 a 7).

Hodnota inhibi¢ni aktivity va&i AChE ICso byla 29,31 + 4,87 ug.ml™, tedy nejslabsi
biologicka aktivita ze zkoumanych extraktd. | inhibi¢ni aktivitu vic¢i BUChE s hodnotou ICs
130,20 + 9,97 pg.ml™* Fadime kméné zajimavym. Slouceniny lykorinového typu, které
vtomto extraktu prevazuji, jsou slabsi inhibitory cholinesteraz nez alkaloidy

galanthaminového typu.
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Tabulka X!l Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.
cv. Sundial a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,31 287(80), 286(100), 244(25), 13 NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)

2 A1° 20,10 287(100), 272(45), 256(45), 1 -
217(80), 203(25)

3 Tazettin 23,01 331(25), 298(20), 247 (100), 29 NIST 11
201(20), 115(20), 70(25)

4 Galanthin 23,86 317(23), 316(15), 284(13), 14  NIST 11
268(15), 243(80), 242(100)

5 Lykorin 24,31 287(25), 286(15), 268(20), 2 NIST11
250(30), 227(65), 226(100)

6 Inkartin 24,54 333(45), 332(100), 296(20), 40 NIST 11
259(70), 258(90), 244(20)

7A2°¢ 27,07 296(15), 295(85), 294(100), 1 -

278(10), 147(12)

® podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast ¢ nebylo identifikovano

100 —

50 —]

¢as (min)

Obr. 6. Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Sundial
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5 Lykorin 6 Inkartin

Obr. 7 Vybrané strukturni vzorce identifikovanych alkaloid( v extraktu z cibule Narcissus

jonquilla L. cv. Sundial

5.2 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Sundisc a jeho GC/MS analyza

Alkaloidnimu profilu dominuje galanthamin. Extrakt kultivaru Sundisc obsahoval jesté
lykorin a dva blize neuréené homolykorinové derivaty obsahujici ve spektru charakteristicky
iont s hodnotou 109. Dalsi latky neuvedené v tabulce identifikovanych alkaloid (Tabulka
XIll), ale zfetelné na chromatografickém zaznamu (Obr. 8) nepatti mezi alkaloidy, proto
nebyly vyhodnocovany. Jedna se o kontaminaci slouceninami kfemiku, vzniklou v prabéhu

extrakce.

Velmi slibné jsou hodnoty biologickych aktivit. Hodnota inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE
ICso 12,03 + 1,72 pug.ml™ je pomérné zajimava. Vyrazna inhibi¢ni aktivita je pravdépodobné

ovlivnéna dominantnim obsahem galanthaminu v mnozstvi 69 % TIC, nelze ovSem vyloucit,
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Ze svlj podil na nizké hodnoté biologické aktivity maji neidentifikované homolykorinové

derivaty.

Pfedchozi fytochemicka studie s Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc popsala také
vyraznou inhibi¢ni aktivitu (ICso kolem 3,8 mgsusiny/ml) a velmi vyznamny podil

galanthaminu z celkového obsahu alkaloidd.*

evvzs

Navic vykazuje vyrazné nejnizsi hodnotu ICsqg ze vSech vzork( v0ic¢i BuChE:
ICso 5,09 + 0,64 pg.ml™. Zatim bylo prozkouméano pouze malo litek sohledem na jejich
inhibi¢ni aktivitu vic¢i BUChE, proto nelze urcit s jakymi obsahovymi latkami je aktivita presné

spojena.89

Tabulka XllI: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.
cv. Sundisc a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,19 287(80), 286(100), 244(25), 69 NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)

2A3°¢ 20,65 191 (20), 110 (20), 109 (100), 11 -
108 (25)

3 lykorin 24,18 287(25), 286(15), 268(20), 14 NIST 11
250(30), 227(65), 226(100)

4pa°€ 24,48 108 (30), 109 (100), 110 (20), 6 -
82 (15), 42 (15)

® podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast ¢ nebylo identifikovano
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Obr. 8: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Sundisc

5.3 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Sweetness a jeho GC/MS analyza

O obsahovych latkach a biologické aktivité Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness

doposud nebyla publikovana zddna fytochemicka studie.

V alkaloidnim extraktu bylo identifikovano 6 alkaloid(i. Nejvyraznéji byl zastoupen
tazettin, predstavitel tazettinového strukturniho typu, dale galanthamin s galanthaminovou
strukturou a z lykorinového typu alkaloid karanin. Kultivar Sundisc obsahoval také lykoramin
(galanthaminovy typ). Lykoramin vykazuje nizsi cholinesterdzovou inhibi¢ni aktivitu, coz
muzZe souviset s chybéjici dvojnou vazbou v cyklohexanovém kruhu. V dlsledku toho se lisi
prostorovou konfiguraci od sloucenin, které maji vtomto kruhu dvojnou vazbu a jsou silngjsi

cholinesterazové inhibitory.**

Dal$imi zjiSténymi alkaloidy byly lykorin (lykorinovy typ) a Iykoraminon
(galanthaminovy typ). Zaznam GC/MS analyzy je shrnut v tabulce XIV, jeji chromatograficky

zaznam a struktury nékterych alkaloid(i jsou uvedeny na obrazcich 9 a 10.
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Alkaloidni extrakt této rostliny vykazoval inhibicni aktivitu vici AChE 1Csq 13,42 +

3,32 pug.ml™ a vii&i BuChE 89,39 + 10,35 pg.ml™.

Tabulka XIV: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.
cv. Sweetness a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,19 287(80), 286(100), 244(25), 27  NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)

2 Lykoramin 19,46 289 (60), 288 (100), 232 (10), 2 NIST 11
202 (15), 115 (15)

3 Lykoraminon 19,80 287 (65), 286 (100), 218 (15), 1 NIST11
202 (25), 187 (15), 115 (15)

4 Karanin 20,99 271 (65), 270 (45), 252 (60), 14  NIST 11
250 (15), 227 (45), 226 (100)

5 Tazettin 22,88 331(35), 298(25), 247 (100), 54  NIST 11
115(20), 70(25), 44 (50)

6 Lykorin 24,18 287(25), 286(15), 268(20), 2 NIST11

250(30), 227(65), 226(100)

®podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast

100 — 5

50—

[ | [ [ | [ [
19 20 21 22 23 24 25

cas (min)

Obr. 9: Chromatograficky zdznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.

Sweetness
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2 Lykoramin 3 Lykoraminon 4 Karanin

Obr. 10: Vybrané strukturni vzorce identifikovanych alkaloidd v extraktu z cibule

Narcissus jonquilla L. cv. Sweetness

5.4 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Waterperry a jeho GC/MS analyza

O této varieté rostliny Narcissus jonquilla L. zatim nebyla publikovand Zadna
fytochemicka préce. V extraktu bylo identifikovdno nékolik sloucenin s prokdzanym
inhibi¢nim Uc¢inkem vUcéi cholinesterdazam: galanthaminB, tazettin’> a lykorin’. Obsazeny
jsou i alkaloidy z tohoto hlediska méné G&inné: lykoramin®** a galanthaminon (Obr. 12). Z péti
identifikovanych byly 3 galanthaminového typu, 1 tazettinového a 1 lykorinového. Alkaloidy,
které se opét nepodafrilo presné identifikovat, jsou velmi pravdépodobné homolykorinové
derivaty. Prehled téchto alkaloid( je uveden vtabulce XV, chromatograficky zdznam na

obrazku 11.

Nejzajimavéjsi vysledek z analyzovanych vzork( ohledné inhibiéni aktivity vic¢i AChE
byl stanoven zde: 6,53 + 0,88 ug.ml™ a jako pomérné zajimavou mazeme ohodnotit i ICso vOCi
BuChE 53,45 + 7,33 pg.ml™. Perspektivni biologickou aktivitu Ize pikladat velkému mnoZstvi

galanthaminu a dalSich latek s dobrou inhibi¢ni aktivitou, které zde tvofi 73 % TIC.
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Tabulka XV: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.

cv. Waterperry a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,26 287(80), 286(100), 244(25), 67 NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)

2 Lykoramin 19,48 289 (60), 288 (100), 232 (10), 4 NIST 11
202 (15), 115 (15)

3A5€ 19,82 287 (60), 286 (80), 202 (20), 2 -
175 (15), 109 (100), 108 (20)

4 Galanthaminon 20,38 285 (80), 284 (100), 242 (20), 3 NIST 11
199 (25), 174 (35), 115 (20)

5A6°¢ 21,48 283 (5),110(10), 109 (100), 18 -
108 (20), 44 (5)

6 Tazettin 22,86 331(35), 298(25), 247 (100), 3 NIST 11
115(20), 70(25), 44 (50)

7 Lykorin 24,20 287(25), 286(15), 268(25), 3 NIST 11

250(25), 227(65), 226(100)

® podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast ¢ nebylo identifikovano

100

50 —

¢as (min)

Obr. 11: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.

Waterperry
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Obr. 12: Vybrany strukturni vzorec alkaloidu identifikovaného v extraktu z cibule Narcissus

jonquilla L. cv. Waterperry

5.5 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Simplex a jeho GC/MS analyza

Z alkaloidniho extraktu bylo zji§téno 6 slougenin (Tabulka XVI). Slo ptedeviim
o alkaloidy lykorinového typu: lykorin, inkartin, galanthin a narcissidin, ale i dalSich

strukturalnich typU jako je galanthamin a tazettin.

Pfedchozi fytochemicka studie s Narcissus jonquilla L. cv. Simplex doklada inhibi¢ni

aktivitu 1Cso kolem 2,3 mg susiny/ml. a3

Chromatograficky zaznam a struktury identifikovanych latek jsou zobrazeny na
obrdzcich 13 a 14. Inhibi¢ni aktivita dosahuje hodnot ICso vac¢i AChE 17,60 * 2,43 ug.ml’1
a ICso vici BuChE 128,38 + 15,67 ug.ml'l.
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Tabulka XVI: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.
cv. Simplex a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,20 287(80), 286(100), 244(25), 15 NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)

2 Tazettin 22,89 331(35), 298(25), 247 (100), 33 NIST11
115(20), 70(25), 44 (50)

3 Galanthin 23,73 317(23), 316(15), 284(10), 13 NIST11
268(15), 243(85), 242(100)

4 Lykorin 24,20 287(25), 286(15), 268(25), 2 NIST11
250(25), 227(65), 226(100)

5 Inkartin 24,43 333(45), 332(100), 296(25), 36 NIST 11
259(70), 258(90), 244(20)

6 Narcissidin 26,61 315 (55), 284 (100), 266 (40), 1 [

258 (45), 230 (55), 229 (45)

®podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast
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Obr. 13: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Simplex
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Obr. 14 Vybrany strukturni vzorec identifikovaného alkaloidu v extraktu z cibule Narcissus
jonquilla L. cv. Simplex

5.6 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Twinkling Yellow a jeho GC/MS analyza

O této varieté rostliny Narcissus jonquilla L. zatim nebyla publikovand Zadna
fytochemicka prace. Vramci nasi studie bylo identifikovano 5 alkaloidld. Nejvice byl
zastoupen inkartin (44 % TIC), poté galanthin, galanthamin a tazettin a minoritné i lykorin.
Jedna ze sloucenin nebyla uréena. Pfehled je uveden vtabulce XVII a chromatograficky

zaznam extraktu je zobrazen na obrazku 15.

Inhibi¢ni aktivita tohoto vzorku byla uréena ICso vici AChE 19,52 + 2,69 ug.mf1 a ICsg

vuci BuChE 131,76 + 15,71 ug.ml'l. Hodnotime ji jako spiSe méné zajimavou.
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Tabulka XVII: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus jonquilla L.
cv. Twinkling Yellow a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloucenina RT? [M] a charakteristické ionty, % Reference pro MS
(min)  m/z (% relativni intenzita)
1 Galanthamin 19,20 287(80), 286(100), 244(25), 19 NIST 11
216(35), 174(35), 115(20)
2A7°¢ 20,00 287 (100), 272 (45), 256 (40), 1 -
217 (90), 203 (30), 116 (25)
3 Tazettin 22,87 331(35), 298(25), 247 (100), 17 NIST 11
115(20), 70(25), 44 (50)
4 Galanthin 23,73 317(23), 316(15), 284(10), 17 NIST 11
268(15), 243(85), 242(100)
5 Lykorin 24,18 287(25), 286(15), 268(25), 2 NIST11
250(25), 227(65), 226(100)
6 Inkartin 24,41 333(45), 332(100), 296(40), 44 NIST 11
259(70), 258(90), 244(20)
®podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast “nebylo identifikovano
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Obr. 15: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Twinkling Yellow
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5.7 Biologicka aktivita alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin Narcissus jonquilla L.
cv. Yazz a jeho GC/MS analyza

O této varieté rostliny Narcissus jonquilla L. zatim nebyla publikovana Zzadna
fytochemicka prace. Vzorek obsahoval Siroké spektrum alkaloidd (Obr. 16), presné
identifikovat se podafilo pouze tfi z nich. Dva jsou fazené mezi galanthaminové strukturdlni
typy: galanthamin a lykoramin a jeden mezi tazettinovy typ: tazetin. V tomto alkaloidnim
extraktu nebylo identifikovano velké mnozstvi latek s velmi obdobnym spektrem MS, da se
pfedpokladat, Ze se jedna o homolykorinové derivaty (viz Tabulka XVIII). Pro jejich presné

urceni by bylo nutné vyuzit jiné metody jako je napf. nuklearni magnetické rezonance.

Alkaloidni extrakt vykazoval slibnou aktivitu vuci lidské acetylcholinesteraze, kde
ziskana hodnota ICso byla 13,35 + 1,99 pg.ml™ a vadi BUChE 95,05 + 13,58 pug.ml™. Vzhledem
k nadéjné biologické aktivité by bylo vhodné provést presné;jsi identifikaci, eventuelné izolaci

jednotlivych alkaloid(i a zkousky biologické aktivity samotnych sloucenin.

Tabulka XVIII: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Yazz a popis jejich hmotnostnich spekter

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

1 Galanthamin 19,14 287(80), 286(100), 244(25), 34  NIST11
216(35), 174(35), 115(20)

2 Lykoramin 19,41 289 (60), 288 (100), 232 (10), 2 NIST 11
202 (15), 115 (15)

3A8€ 19,79 283 (10), 222 (5), 175 (15), 110 4 -
(10), 109 (100), 108 (15)

4A9°€ 20,33 342 (20), 285 (80), 284 (100), 1 -
199 (25), 174 (30), 109 (65)

5A10°¢ 20,60 341 (10), 191 (10), 109 (100), 1 -
108 (20)

6A11°C 21,38 163 (5), 110 (10), 109 (100), 108 7 -
(50), 94 (5), 42 (5)

7 Tazettin 22,79 331(25), 298(20), 247 (100), 42 NIST 11
201(20), 115(20), 70(25)

8A12°C 23,43 162 (5), 134 (5), 110 (10), 109 5 -
(100), 108 (25), 82 (10)

9A13°¢ 24,43 178 (5), 110 (10), 109 (100), 108 4 -

(20), 94 (5)

®podminky GC analyzy viz experimentdlni ¢ast “nebylo identifikovano
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Obr. 16: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla cv. L.
Yazz
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6 ZAVER
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V ramci této diplomové prace byla provedena GC/MS analyza a testovani na inhibi¢ni
aktivitu vaci lidskym cholinesterdzdm (HUAChE, HuBuChE) 7 rlznych kultivarl Narcissus

jonquilla L. z ¢eledi Amaryllidaceae. Byly vytvoreny alkaloidni extrakty z cibuli téchto rostlin.

Béhem jednotlivych analyz byla identifikovana celd rfada alkaloidl produkovanych
Celedi Amaryllidaceae zrlznych strukturnich typl. Nékteré zIlatek se nepodafilo
identifikovat, nebyly nalezeny v knihovnach spekter, ani se je nepodafilo dohledat
v dostupné literaturfe a standardech. Tyto alkaloidy by mély byt pro kone¢nou identifikaci

izolovany v Cisté formé a podrobeny dalsi strukturni analyze.

Z provedené studie byla nejvyssi inhibice vici lidské acetylcholinesterdze namérena
u Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry s hodnotou ICso 6,53 + 0,88 pg.ml™. Specificka
prokdzanou inhibi¢ni ucinnosti, predevsim alkaloidu galanthaminu. | ostatni extrakty
vykazovaly velmi zajimavou inhibi¢ni aktivitu, kterd byla s vyjimkou vzorku Narcissus
jonquilla L. cv. Sundial, vidy s hodnotou ICso vGi&i HUAChE do 20 pg.ml™. Mezi nejvyrazng;si
inhibitory lidské butyrylcholinesterazy v rdmci této studie patfil extrakt z Narcissus jonquilla

L. cv. Sundisc s hodnotou IC50 5,09 + 0,64 ug.ml'l.

Na zakladé literarnich udaji z poslednich let o vyznamu BuChE v pokrocilejSich
stadiich AD je vhodné hledat latky s dualni aktivitou. Z hlediska dudlni aktivity, tzn. biologické
aktivity vac¢i HUAChE i HuBuChE, vychazi nejlépe extrakty Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc

a Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry, které maji obé hodnoty ICsq relativné nizké.

Ze studovanych druhl se pro dalsi fytochemické prace nejlépe hodi extrakty
Narcissus jonquilla L. cv. Sundisc a Narcissus jonquilla L. cv. Waterperry, nebot u téchto
rostlin nachazime vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterdzam a zdroven i urcité
mnozZstvi dosud presné neidentifikovanych latek, které by za tuto aktivitu mohly byt

odpovédné.
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AD

ABL

ACh

AChE

AChEI

ApoE

APP

ASA

BuChE

CNS

COX

DMSO

DTNB

EtOAc

GC/MS

GSK-3-B

HLA-DR

IChE

7 SEZNAM ZKRATEK

Alzheimerova choroba

Absorbance slepého vzorku

Acetylcholin

Acetylcholinesterdza

Inhibitor acetylcholinesterdzy

Apolipoprotein E

Amyloidovy prekurzorovy protein

Absorbance méreného vzorku
Butyrylcholinesteraza

Centralni nervova soustava

Cyklooxygenaza

Dimethylsulfoxid

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

Ethylacetat

Plynovd chromatografie a hmotnostni spektometrie
Glykogensynthazakinaza

Human leukocyte antigen (lidsky leukocytarni antigen)
Inhibi¢ni koncentrace

Inhibitor cholinesterazy
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LDL Low-density lipoprotein (nizkodenzitni lipoprotein)

LC-MS Liguid chromatography—mass spectrometry (Plynova chromatografie

a hmotnostni spektrometrie)

NIST MS Knihovna hmotnostnich referenénich spekter
NMDA N-methyl-D-aspartat

RT Retencni ¢as

TIC Totalni iontovy proud

% | Procenta inhibice
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