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1 Uvod

Dnesni vyspéld medicina ptispivd k prodlouzeni primérné délky Zivota, to ma za
nasledek zvysSeni poctu obyvatel ve véku vyssSim neZ 65 let. Podle statistik se pohybuje pocet
senior v Ceské republice od 16,7 % do 19 % na celkovy pocet obyvatel a tato ¢isla se
kazdym rokem zvysuiji. [1]

S prodluzujici se délkou Zivota Uzce souvisi nejrliznéjsSi nemoci a to nejvice
kardiovaskularni, nervové a nddorové. Zejména nemoci nervového systému jsou stdle vice
zkoumany a to hlavné proto, Ze velké mnozstvi funkénich poruch ma koreny v neurologickém
deficitu, ktery zahrnuje poruchy kognitivnich funkci. [2]

Poruchami kognice jsou ve vétsiné pfipadd mysleny poruchy paméti, i kdyZ tento
pojem zahrnuje fadu dalSich funkci. Kognitivni poruchy muizeme rozdélit do tfi skupin na
benigni stafeckou zapomnétlivost, na mirnou kognitivni poruchu a demenci. [3]

Soucasna véda se stdle vice zabyva rlznymi formami demence, podle odhad( 150
tisic obyvatel Ceské republiky trpi touto nemoci. Demence se déli na dvé skupiny - na cévné
podminéné a neurodegenerativni demence, mezi které radime Alzheimerovu chorobu (AD).
Prdvé AD ma nejvyssi zastoupeni v populaci (az 70 %). V dnesni dobé stale neexistuje
kauzalni |é¢ba nemoci, vyuziva se pouze lé¢ba symptomaticka. [4]

Lécba AD zahrnuje dvé zakladni skupiny lék( a to inhibitory acetylcholinesterasy
(AChE) a blokatory NMDA receptor(l. Nékolik klinickych studii probiha v souvislosti s vyuzitim
antiamyloidové puUsobicich [atek. Kromé kognitivnich poruch je u pacientl trpicich AD
vyhodné pouziti 1éCiv ovliviujicich nekognitivni funkce, jako jsou antidepresiva
a antipsychotika. [4]

Vhodnym zdrojem lé¢iv pouzZivanym pfi terapii AD se ukdzaly rostlinné extrakty.
Velmi dllezitou a dosud vyuZivanou pfirodni latkou je galanthamin, ktery funguje jako
inhibitor AChE. Katedra farmaceutické botaniky a ekologie se zabyva studiem biologické
aktivity obsahovych latek rostlin. V nékolika grantech se zaméfila na studium rostlinnych
inhibitor( AChE a butyrylcholinesterasy (BChE). Moje diplomova préce se zabyva izolaci latek
z Narcissus 'Dutch Master' ¢eledi Amaryllidaceae a studuje jejich strukturu a inhibi¢ni Gcinek

vUci AChE a BChE.



2 Cil diplomové prace
Cile diplomové prace:

1. izolace alkaloidli z vybrané frakce ziskané ze sloupcové chromatografie sumarniho
alkaloidniho vytfepku z N. 'Dutch Master';

2. ziskani alespon jednoho Cistého alkaloidu izolovaného z alkaloidniho vytfepku z N.
'Dutch Master';

3. podil na urceni struktury alkaloidd pomoci spektralnich metod a urceni jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti;

4. podil na urceni biologické aktivity Cistych izolovanych alkaloidu.



3 Teoreticka cast

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je jednou z nejcastéjsich forem demence. Byla objevena
Aloisem Alzheimerem na zacatku 20. stoleti. Jednd se o neurodegenerativni onemocnéni
zasahujici hippokampus a temporoparietdlni lalok. Postihuje zejména starsi populaci, témér
polovina postizenych je ve véku vy$$im nei 80 let. Clovék trpici touto chorobou nejprve

ztraci pamét kratkodobou, nakonec ztrati ponéti o sobé samém. [5], [6]

3.1.1 Epidemiologie

Vyskyt AD Uzce souvisi s vékem pacienta. Nej¢astéji se nemoc objevuje po 65 roce véku
a snim roste i pocet postizenych. Odhaduje se, ze 5,4 % obyvatel trpi demenci, z toho
nejvétsi ¢ast zaujima pravé AD. [7], [8]

AD muZeme rozdélit na dvé faze. Prvni takzvana presenilni ¢asna faze se u pacienta
objevi uz pred 65. rokem, vétSinou ma genetickou predispozici. Jeji pribéh je rychlejsi
a agresivnéjsi nez faze senilni pozdni, kterd se nej¢astéji objevuje az ve stari tedy po 65 roce

véku. [7], [8]

3.1.2 Klinicky obraz

AD se rozviji velmi pomalu, z po¢atku se projevuje drobnymi ztratami paméti, které se
v pribéhu nemoci prohlubuji. Nejprve si nemocny nedokaZe zapamatovat nové Véci,
postupné dochazi ke ztraté vzpominek, dezorientaci i ve znamém prostredi. Pacienti velmi
rychle zapominaji na nemoc, nejsou schopni si ji uvédomit, s progresi nemoci ztraci
sobéstacnost. Pacienti ddle trpi zménami nalad a chovani, halucinacemi, zménami osobnosti
a zvySenymi projevy agresivity. Symptomy se postupné stupnuji, pacienti ztraci slovni
zasobu, schopnost rozpoznat rodinu a zndmé. Nemocni nedokdzZou ¢ist ani psat, stavaji se
negramotnymi. V posledni fazi AD neni vzacny ani vyskyt extrapyramidovych priznakd
hypertonicko-hypokinetického typu. AD je nelécitelnd nemoc koncici smrti nemocného,

ktera nastava v rozmezi 5-12 let od propuknuti nemoci. [6], [8]
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3.1.3 Rizikové faktory

Genetika je u presenilni formy AD jednim z hlavnich rizikovych faktorli nemoci.
Onemocnéni byva podminéno vyskytem mutace na 21. chromosomu, kde je kddovdan
amyloidovy prekurzorovy protein (APP). [8]

Mutace se mohou wvyskytovat i na 14. a 1. chromosomu, které kdduji
transmembranové proteiny preseniliny. Mutace u presenilini mohou ovlivnit y-sekretasu,
ktera je zodpovédna za tvorbu B-amyloidu (AB). [8]

Nejenom presenilni forma AD je ovlivnéna geneticky, ale i forma senilni. Mutace 12.
chromosomu, kodujiciho a,-makroglobulin, mlze zvysit tvorbu AB. Dalsim rizikem je vyskyt
izoformy E4 apolipoproteinu E. Tento geneticky polymorfizmus ale neni podminkou
propuknuti AD. Do rizikovych faktor(i se fadi geneticky polymorfismus v kdédovani
butyrylcholinestetrasy a interleukinu 1. [8]

Mezi dalsi rizikové faktory patti vysoky krevni tlak, nadvaha, zranéni zplsobujici
poskozeni mozku a v neposledni fadé diabetes mellitus 2. typu, ktery riziko vyskytu AD muze
az zdvojnasobit. [9]

Naopak zdrava strava, dostatecnd pohybova aktivita a vyssi duSevni aktivita pusobi

protektivné. [9]

3.1.4 Diagnostika

Diagnostika AD je jednim z nejhlavnéjsich krok( |é¢by, rozhoduje o kvalité Zivota
postizenych, protoze kdyZz je nemoc véas rozpoznana, mlze byt zbrzdén jeji rozvoj. [10]
Zakladnim zkusSebnim testem casnych stadii AD je Mini-Mental Examination test (MMSE).
V tomto testu jsou testovany dvé skupiny, jednu tvofi zdravi jedinci a druhou pacienti. Tyto
skupiny dostavaji tkoly na orientaci a pamét. [7]

Jednim z dalSich test( je analyza likvoru, kde je snizené mnoZzstvi B-amyloidu 42 (AB42)
a naopak zvySené mnozstvi t-proteinu a fosforylovaného t-proteinu. [7]

Velmi vyuzivanou neinvazivni diagnostickou metodou je molekularni diagndza zalozena
na pritomnosti nebo nepfitomnosti rlznych biomarkerd vtkanich. Tyto molekularni
substance mohou byt snimany pomoci pozitronové emisni tomografie (PET), magnetické

rezonance (MRI) a jaderné magnetické resonancni spektroskopie (NMRS). [10]
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3.1.5 Patofyziologie

AD je velmi casto oznaCovdna jako neurodegenerativni choroba, kterd ovliviuje
zejména cholinergni systém. Dochazi ke kortiko-subkortikalni atrofii mozku. Ta se nejcastéji
objevuje v oblasti hippokampu, dochazi ke ztenceni gyrd a k rozsifeni tempordlnich roh(
postranich komor. [8]

V mozku jsou patrné senilni plaky tvofené extracelularnimi lozZisky AP
a neurofibrildrnimi shluky (tangles-NFTs) slozenymi z intraceluldrniho hyperfosforylovaného
T-proteinu. Nasleduje porucha funkce neuron( a jejich nasledna ztrata. [11]

Tyto zmény v mozku, vedou ktvorbé zadnétu, ktery poskozuje synaptickou funkci.
Dochazi ke zhorSeni cholinergni transmise vdusledku ztrdty a4B2 nikotinovych
acetylcholinovych receptord. Pocet 5HT; serotoninovych receptord se snizuje, naopak 5HT,

serotoninovych receptoru zvysuje. [12]

3.1.5.1 Cholinergni hypotéza

Jednou z prvnich pti¢éin AD byl objeven deficit v cholinergni neurotransmisi.[20]
Acetylcholin (ACh) je neurotransmiter tvotici se v nervovych zakoncenich zcholinu
a acetylkonezymu A (acetyl-CoA) pomoci cholinacetyltransferasy. ACh se vaZze na
muskarinové a nikotinové receptory, které ovlivauji kognitivni funkce. Takto vazany
neurotransmiter je hydrolyzovan acetylcholinesterasou na cholin a acetat. [21]

U pacientd trpicich AD je snizend aktivita cholinacetyltransferasy, tvorba
acetylcholinu, jeho zpétné vychytavani a uvolfiovani. Dochazi k degeneraci cholinergnich
neuron(l a k poruse cholinergni neurotransmise v mozkové kire a ostatnich ¢astech mozku,
které ovliviuji jeho kognitivni funkce. [22]

V mozku pacientl bylo objeveno, Ze mnozstvi subtypu a-4 nikotinovych receptorl je
snizeno, dale je snizovan pocet rlstovych faktorl a jejich receptor(l. Tento fakt Uzce souvisi

se spravnou funkci tohoto systému. [23]
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3.1.5.2 B-Amyloid a vznik plakii

AB je peptid, ktery je tvofen transmembranovym amyloidovym prekurzorovym
proteinem (APP). [14] APP je pfitomen v mnoha rlznych burkach - i v neuronech a gliich,
ktery je Stépen a-, B- a y- sekretasou na kratsi peptidy. [15]

Za fyziologickych okolnosti a-sekretasa a nasledné vy-sekretasa Stépi APP
tzv. neamyloidni cestou. Touto cestou vznikd rozpustny sAPPa fragment, ktery je
zodpovédny za spravnou funkci neurond. Chrani je pred oxidativnim stresem, podporuje
uéeni a pamét. Naopak u pacientl postizenych AD je APP rozklddan zejména B- a y-
sekretasou, ta je zodpovédna za vznik AB(1-40) nebo AB(1-42) peptid. [15]

Vlivem nerovnovahy mezi tvorbou a odstrafiovanim téchto peptidl dochazi k jejich
ukladani v CNS, kde se nachazi dva druhy AR plak(: neuritické a difuzni plaky. Vyvoj plaku
zacinad tvorbou difuznich plakl, které vyzravaji do plakd neuritickych. Tyto nerozpustné

peptidy se dale spojuji do AB oligomer(, polymerizuji do fibril, které jsou soucasti plakd. [19]

3.1.5.3 Excitace NMDA receptorti

AP oligomery jsou podle studii pfi¢inou deregulace excitaéni synaptické transmise,
kvlli nadmérné excitaci AMPA receptorli a NMDA glutamatovych receptor( v mozku, které
jsou podstatné pro pamét a uceni. Hlavnim excitacnim neurotransmiterem je glutamat
uvolfiovan z presynaptické membrany, ktery se vadze na ionotropni AMPA receptor a nastava
depolarizace postsynaptické membrany. Dochdzi k aktivaci NMDA receptord, otevieni
kalciovych kandl( a influxu kalcia do bunék. [45], [46]

U AD dochazi knadmérnému uvoliovani glutamatu a poruse jeho zpétného
vychytavani. Zvysené mnozstvi tohoto transmiteru stupnuje aktivitu NMDA receptor(, ktera
vede k zvySenému vstupu kalcia do bunék. Tento mechanismus zpUsobi nadmérnou aktivitu
kalcium dependentnich enzymU ovliviujici tvorbu kyslikovych a dusikovych radikald koncici

smrti bunky. [41], [47]
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3.1.5.4 Neurofibrildrni klubka

NFTs vznikaji degeneraci bilkoviny zvané t-protein, ktery je u zdravého ¢lovéka vazan
v mikrotubulech nervovych bunék. U pacientd trpici AD dochazi kjeho uvolnéni
a naslednému pdrovani do spirdlnich vldken, ktera jsou zdkladem pro tvorbu NFTs. Neurony,
které jsou takto zmeénény, zanikaji. Pfi testovani mozkomiSniho moku pacientl s AD se

objevuji vysoké hodnoty praveé t-proteinu. [13]

3.1.5.5 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je protein, jehoz hlavni funkce spociva v metabolismu lipidd,
mUzZe se ale ucastnit vzniku neurodegenerativnich chorob. ApoE se podily na transportu
lipidd do bunék rlznych organd a tkani diky vazbé na lipoproteinové receptory a lipidové
komplexy, vyskytuje se v nékolika isoformdch: ApoE2, ApoE3 a ApoE4. [24]

Tento protein se tvofi v rlznych tkdnich a burikach téla a to i v CNS, kde jsou jeho
hlavnimi producenty astrocyty. V. mozku je tvoreno velké mnoZzstvi lipid(, které jsou pomoci
ApoE transportovany a rovnéz, ApoE napomahd obnové axonl a Schwanovych bunék.
Protein ApoE ma nejen fyziologickou funkci, ale ma i U¢ast na patologickych procesech. [24]

Osoby, které maji alelu ApoE4 maiji vétsi pravdépodobnost vyskytu AD. Je to pouze
rizikovy faktor, neni podminkou vyskytu onemocnéni. ApoE4 spolu s AR se ukladaji do

amyloidnich plak( a podporuiji jejich tvorbu. [25]

3.1.5.6 Riistové faktory

Pocet nervovych rastovych faktorl (NGF) je u pacientl trpicich AD snizen. NGF je
zodpovédny za tvorbu nervovych bunék, za jejich preiZiti a spojovani, dale se stard o utvareni
paméti a poznavani. [26]

NGF patfi do rodiny neurotrofin(i, které jsou rodinou trofickych faktord v nervovém
systému a jejich Ukolem je prendset signal mezi urcitou tkani a neuronem. NGF je protein,
ktery je syntetizovan ve formé prekurzoru pro-NGF. Funkce NGF zavisi na typu receptoru, na
ktery se vaze. Preziti bunék je stimulovano diky vazbé na receptor TrkA, naopak apoptdza
bunék diky receptordm p75NTR a sortilinu. Porucha NGF a jejich receptorl vede

k neurodegeneraci BFCN, které jsou jimi tvoreny. [27]
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3.1.5.7 Zdnét

Neuronalni podklad AD je pouze jednou z pficin, znaénou roli v patogenezi hraje
i imunitni systém mozku. Senilni plaky a neurondlni klubka aktivuji imunitu a dochazi
k odpovédi ve formé zvySené aktivity mikroglii, které jsou pfic¢inou zanétu. [33]

Mikroglie jsou bunky, které se aktivuji do podoby makrofagl. Tyto bunky se Gcastni
fagocytozy, produkuji cytokiny, chemokiny, oxid dusnaty, reaktivni formy kysliku, slozky
komplementu a eikosanoidy. [33]

Predpokladem vzniku zanétu je pfitomnost senilnich plakd a neurofibrilarnich klubek,
které vedou ke zvySené tvorbé a aktivité mikroglii. [33] Tyto bunky spusti produkci
prozanétlivych cytokind jako jsou TNFa, interleukin 6, interleukin 1B, interleukin 6 a C-
reaktivni protein (CRP). Jmenované cytokiny a CRP vedou ke zvysené tvorbé AP42,
hyperfosforylovaného t-proteinu a prozdnétlivych molekul. Cely tento proces vede
k neurodegeneraci. [28] NSAID jsou podle studii uc¢innou formou lé¢by v pocatecnich stadiich
nemoci, pomahaji blokovat pocatky zanétu vedouci k propuknuti demence. Randomizované

studie, ale tyto zavéry nepotvrdily. [29]

3.1.5.8 Oxidacni stres

Dalsi z pfi¢in vzniku a rozvoje AD je oxidacni stres. Ten je charakterizovan poruchou
redoxniho systému téla, s kterym souvisi nadbyte¢na tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS)
a porucha funkce antioxidaéniho systému. [30]

ROS jsou dllezité pro normdlni funkci bunék, ale pfi jejich nadbytku muize dojit
k vdznému poskozeni organismu. Volné radikdly mohou vyvolat fadu reakci, které nici lipidy,
proteiny a nukleové kyseliny. [31]

Jednim z nejvice citlivych organd na oxidacni stres je mozek a to zejména kvali velké
spotfebé energie a kysliku, pfitomnosti velkého mnoistvi snadno oxidovatelnych
polynenasycenych mastnych kyselin a kvali malému mnozstvi antioxidant(l. Hlavnim zdrojem
ROS jsou funkéné poskozené mitochondrie. Mitochondrie jsou producenty superoxidového
aniontu a i pres pritomnost antioxidacniho systému vyprodukuji az 90 % volnych radikald.
Funkéné poskozené mitochondrie vyprodukuji vice volnych radikdld nez ATP a maji velky

podil na patogenezi AD. [32]
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3.1.6 Terapie

Pfi¢ina AD neni dosud plné objasnéna, proto lé¢ba neni kauzdlni a pouze se snazi
ovlivnit probihajici patologické procesy. [17]
Lécba pacientl trpici AD vyZzaduje komplexni pristup k nemocnému spojujici v sobé

Ié¢bu farmakologickou, psychoterapeutickou a rehabilitacni. [13]

3.1.6.1 Farmakologickad lé¢ba

Farmakologickou Iécbu AD mizeme rozdélit na dvé skupiny a to na Iécbu kognitivnich

a nekognitivnich poruch.

Kognitivni poruchy jsou lIé¢eny dvéma hlavnimi typy léciv [13]:
-inhibitory cholinesterasy: ty jsou povaZovany za zaklad lé¢by v lehké a stredni fazi
onemocnéni, patfi mezi né napfriklad:

= donepezil

= rivastigmin

= galanthamin

-blokatory tzv. NMDA receptort: vyuzivany hlavné ve stfedné tézké a tézké fazi nemoci:

e memantin
Ve vyzkumu je velké mnozZstvi dalSich IéCiv ovliviiujicich kognitivni funkce, tyto latky nemaji
v praxi prozatim velké uplatnéni.
Nekognitivni poruchy mezi, které patfi poruchy chovani a védomi, mohou byt ovliviiovany
pomoci antidepresiv typu SSRI a antipsychotik jako je tiaprid, melperon, quetiapin. V léc¢bé
nemoci se vyuZiva extraktl z rostliny Gingko biloba L., nootropik nebo zejména u Zen je

mozné vyuZiti hormonalni lécby. [43]

3.1.6.1.1 Inhibitory AChE a BChE

Hlavnim udkolem inhibitori cholinesteras je blokovat enzymy cholinesterasu
a butyrylcholinesterasu (BChE), které rozkladaji acetylcholin v synapsich. Timto zplsobem je
zvySovano jeho mnoiZstvi schopné vazat se na muskarinové a nikotinové receptory a zlepsuji

se tim kognitivni funkce a ovliviuji neuropsychické symptomy. [33]
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Jako prvni byl objeven takrin, ktery se dnes uz nevyuziva, diky jeho hepatotoxickym
ucinkdm. Mezi hlavni pouZivané zastupce patfi galanthamin, rivastigmin a donepeazil. Tyto
slouceniny se vyuZzivaji v lehké az stfedné tézké fazi AD. Podle studii je nutné lécivo uZivat

nejméné 6 mésicll, aby bylo znatelné zlepseni kognitivnim funkci pacienta. [16], [51]

3.1.6.1.1.1 Donepezil

Piperidinovy  derivat donepezil je selektivni nekompetitivni  inhibitor
acetylcholinesterasy (AChE), butyrylcholinesterasu témér neovliviuje. Tento Iék je
metabolizovan jatry pomoci enzymi CYP2D6 a CYP3A4 s terapeutickym poloc¢asem 70 hodin.
Pocdatecni davka léku je 5 mg denné, kterd se po nékolika tydnech zvySuje na 10 mg denné.
Donepezil ma dlouhy poloc¢as odbouravani, proto je podavan jen jednou denné. Pacienti
tento lék vétSinou dobte snasi, i kdyz se mohou vyskytnout nékteré nezddouci ucinky, jako je

nauzea, zvraceni, prijem, svalové kiece a nespavost. [33], [34]

3.1.6.1.1.2 Galanthamin

Terciarni fenanthrenovy alkaloid galanthamin je obsaZzen vrostlindch celedi
Amaryllidaceae, z nichz je mozné ho izolovat, ale kv(li vysokym nakladiim na tento proces je
vyrabén i syntézou. [35], [36]

Galanthamin inhibuje AChE a BChE, dale pozitivné moduluje nikotinové receptory.
Metabolizace probiha pomoci enzym( CYP2D6 a CYP3A4, polocas eliminace je kratsi jen 5 az
7 hodin, proto se podava ve dvou dennich davkach, popfipadé vjedné denni davce pfi
pouziti retardované formy lé¢iva. Davka galanthaminu se pohybuje vrozmezi 8 az 32
ucinkem vyuzivané v terapii lehéich az stfedné tézkych forem demence u Alzheimerovy
choroby. Efektivné ovliviiuje kognitivni funkce, priznivy Ucinek ma na behavioralni
i psychologické priznaky nemoci. [18] Vedlejsi u€inky lIéku jsou témér shodné s donepezilem

a rivastigminem. [35]

3.1.6.1.1.3 Rivastigmin

Rivastigmin je latka karbamatového typu, ktera pseudo-irreverzibilné blokuje AChE

i BChE. To znamend, Ze jeho ucinek je delSi neZz jeho pfitomnost v plazmé, protoze je
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odbourdvan cholinesterasami. Podava se ve dvou dennich davkach peroralné nebo pomoci
transdermdlnich naplasti, které jsou vyhodné pro pacienty, ktefi jsou ndachylni na
gastrointestinalni potize zplsobené peroralni formou Iéku. Metabolismus probihd pomoci

cytochromu P450. [37]

3.1.6.1.1.4 Huperzin A

Alkaloid Huperzin A (HupA) izolovany z rostliny Huperzia serrata Thunb. byl po dlouhd
léta vyuzivan k |écbé schizofrenie, pohmozdénin, otok( a zanétl. HupA puUsobi jako silny
kompetitivni inhibitor AChE a ma lepsi prostupnost pfes hematoencefalickou bariéru nez
galanthamin a tim vyssi biologickou dostupnost v mozku. [38]

Hlavnim ucelem pouZiti HupA je v terapii AD, zlepSuje pamét, HupA ma mnohé dalsi
funkce jako je inhibice NMDA receptord v mozku, plisobi neuroprotektivné, proti oxidacnimu
stresu, kife€im a snizuje bolestivé podméty. [39]

Jeho biologicky polocas je 12 hodin a je vylu¢ovan moci, metabolismus je ovliviiovan
cytochromem P450 1A2 a 3A1/2. [40]

Uginnost HupA byla potvrzena nékolika studiemi. Zlep3eni kognitivnich funkci bylo
prokazdno v druhé fazi klinického vyvoje, kdy bylo pacientim podavano 400 pg dvakrat
denné. Dalsi studie byly zaméfeny na kombinace HupA s memantinem, které prokazaly

vyhodnéjsi ucinky neZ monoterapie. [38]

3.1.6.1.2 Inhibitory NMDA receptorti

Jedinym vyuzivanym inhibitorem NMDA receptord je adamantanovy derivat
memantin. Jedna se o nekompetitivni blokator NMDA receptorl po oralnim podani se velmi
dobre stfebavd a jeho biologicky polocas je 60 — 80 hodin. Téméf polovina léciva se
metabolizuje v ledvinach v nezménéné formé, zbytek je glukuronidovan a vylucuje se modi.
[42]

Prvotni davky léku zacinaji na 5 mg a zvysuji se do maximalni denni davky na 20 mg.
Podle soucasnych doporuceni je vhodny pro lécbu stfedné tézkého az téikého stadia
nemoci, kdy zlepsuje pamét a mluveni. [44]

Jeho funkce spocivda v blokadé NMDA receptorovych kanall a ochrané pred

excitotoxicitou zplsobenou glutamatem interakci s Mg2+ ionty. [48]
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3.1.6.2 Dalsi farmakologickd lé¢ba

Existuje mnoho dalSich Iéciv vyuZivanych u pacientl s AD, tyto léky vSak nemaji zcela

prokdzanou ucinnost a vétsSinou jsou vyuZivana jako podplrnd lécba. [51]

3.1.6.2.1 Testosteron

Nékolik studii prokazalo ucinnost testosteronu u muz(i s mirnou az stfedné tézkou
formou AD, kterym se sniZuje hladina tohoto hormonu. Testosteron zlepSuje prostorovou
orientaci a zlepsuje kvalitu Zivota, diky svym nezddoucim ucinkim na kardiovaskularni

systém se jeho pouziti nedoporucuje. [51]

3.1.6.2.2 Extrakt z Ginkgo biloba L.

Standardizovany extrakt EGb761 z listli rostliny Ginkgo biloba L. je podle preklinickych
testd ucinny v prevenci i |éCbé neurodegenerativnich chorob, zejména AD. Hlavni
farmakologické ucinky vykazuji flavonoidy a terpenoidy pUsobici jako antioxidanty, chrani
mitochondridlni funkce a bunky pred apoptdzou, brani amyloidogenezi a agregaci AB, maji

protizanétlivé ucinky. V ramci klinickych testl tyto vlastnosti nebyly doposud prokazany. [53]

3.1.6.2.3 Antioxidanty

Oxidacni stres je jednim z hlavnich Ciniteld vedoucim k AD, proto je doporucovano
uzivat nizké ddvky antioxidant( nicicich produkty tohoto procesu. Mnoho studii prokazalo
prinosny antioxidac¢ni ucinek vitaminu E v davce 2000 IU/den. Déle je vyhodné uZivat jako

prevenci rozvoje AD kombinace vitaminu E a C, koenzym Q10, glutationu a melatoninu. [52]

3.1.6.2.4 Nootropika

Nootropika jsou skupinou léciv vyuzivanych klécbé nemoci CNS jako jsou:
neurodegenerativni nemoci, poruchy mysleni a paméti, ischemie mozku a poskozeni mozku
traumatem. [54]

Tato |éciva zlepsSuji mozkové funkce, podporuji metabolické procesy v mozku, plsobi

na schopnost uceni a koncentrace. Jednim ze zastupcl je piracetam, ktery zvysSuje
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dostupnost kysliku v mozku a zlepsuje jeho metabolismus. [54] DalSimi zastupci jsou

pyritinol, acetylkarnitin a idebenon. [55]

3.1.6.2.5 Latka ovlivnujici nervové riistové faktory

Cerebrolysin je latka tvorend z volnych aminokyselin a nizkomolekularnich peptidd,
jako celek se jednd o neuropeptid s vlastnostmi rlstovych faktor(. Tato latka podporuje
kognitivni funkce a tvorbu rlistovych faktor( u pacientl se stfedné tézkou formou AD. Studie

vSak neprokazaly vyznamnou ucinnost. [56], [57]

3.1.6.3 Nové pristupy v potencidlni 1é¢bé AD

3.1.6.3.1 Inhibitory B-sekretasy

B-Sekretasa je jednou z pti€in patologického procesu tvorby a ukladani AB, jejim
Ukolem je stépit extracelularni APP. B-Sekretasa existuje ve dvou homolozich— BACE1
a BACE2, pravé BACE1 je povaZovana za hlavni pfi¢inu vzniku patologické tvorby a ukladani
AB. Inhibice BACE1 se ukazala vhodnou alternativou lIécby AD, nékolik latek v souéasné dobé

prochazi klinickymi testy. [58], [59]

3.1.6.3.2 Inhibitory y-sekretasy

Stejné jako BACE1 tak i y-sekretasa ovliviuje tvorbu AB, proto se slibnou alternativou
[é¢by AD zda inhibice pravé y-sekretasy. y-Sekretasa neovliviiuje pouze APP, ale méa podil na
Stépeni proteinového Notch receptoru. Ten zasahuje do procesu proliferace, modulace
a diferenciace bunék. Neselektivni inhibice enzymu y-sekretasy vedla k blokddé Notch
receptoru, které vedly k nezddoucim ucinkim. A proto se zacaly hledat vhodné selektivni
blokatory enzymu nazyvané jako modulatory. [58]

Semagacestat je latka ucinkujici jako neselektivni inhibitor y-sekretasy, ktery snizuje
hladinu AB v plasmé a CSF. V klinickych studiich byla prokazdna dobra tolerance latky
s vyskytem gastrointestinalnich a koZnich nezadoucich ucinkd. V pribéhu uzZivani tohoto léku
bylo objeveno zhorSovani kognitivnich funkci, které souvisi se dvé skuteénostmi jako je
zvysovani hladiny y-sekretasy diky rebound efektu a neselektivni inhibici tohoto enzymu.

(58]
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Tarenflurbil patfi do skupiny NSAIDs, jednd se o R-enantiomer flurbiprofenu
oznacovany jako prvni selektivni modulator y-sekretasy. Jeho ucinek spociva ve schopnosti
zkracovat APB42 na kratsi peptidy, které nemaiji takovou schopnost tvofit plaky. Nékolik studii
prokdzalo zlepSeni dennich aktivit a fungovani pacienta celkové, zména kognitivnich funkci

nebyla prokazana. [58]

3.1.6.3.3 Stimulatory a-sekretasy

Proteolyticky enzym a-sekretasa Stépi APP, a tim zabranuje ukladani AB. Tato
skutecnost vedla k rozvoji dalsiho zplUsobu |écby AD—k vyvoji latek stimulujicich enzym a-
sektetasu. GABA, selektivni moduldtor a stimuldtor o-sekretasy etazoldt je jednou

z testovanych latek. [60]

3.1.6.3.4 Blokada agregace A3

Dalsi zkoumanou alternativou lé¢by AD je inhibice agregace AB, protoze pravé tento
déj je jednim z hlavnich patologickych zmén vyskytujicich se v mozku pacientd. Mezi
testované latky patii tramiprosat, ktery se vaze na monomer AR a brani jeho oligomerizaci
a nasledné agregaci. Studie této latky prokazaly vliv na zlepSeni paméti, reci a praktickych
dovednosti. [58], [60]

Nékolik studii prokazalo, Ze peptid kolostrinin dokaze potlacovat agregaci AR
a rozpousti jiz vzniklé fibrily. Kolostrinin zlepSuje denni aktivity pacientl s AD a podporuje
jejich mysleni. [59]

Dalsi testované latky jsou napfiklad melatonin, stemazol a scyllo-inositol. [59], [60]

3.1.6.3.5 Imunoterapie zasahujici proti Af

Imunizace je jednou z velmi daleZitych strategii I1é¢by AD, kterd pomaha odstranovat
amyloidni plaky. Prvni faze studia aktivnich vakcin proti AB prokazala jejich Gcinnost u zvirat,
béhem testovani na lidech byly objeveny u 6 % |éCenych pacientl vazné nezadouci ucinky
(meningoencefalitida), které vedlo k ukonceni vyzkumu. Pozdéjsi testy u vice nez poloviny
pacientd lé¢enych vakcinou prokazaly pfitomnost protilatek. [58], [59]

Jako vyhodnégjsi pFistup k 1é¢bé se ukazala pasivni imunizace. Monoklonalni protilatka

bapinezumab disponuje vysokou afinitou k N-konci AB a to zejména k AB vazanych v placich.
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Zavainym nezadoucim ucéinkem je vasogenni edém, ktery byl objeven ve 3. fazi klinickych
studii u 17 % pfipadu. [58], [59]

Soucasné studovanou latkou ve treti fazi klinickych test je solanezumab, jedna se
o monoklondlni protilatku, kterd se vaze do centra AB, zejména na volny AB. Pacienty je

dobre snasen a jevi se jako vhodna alternativa k bapinezumabu. [58], [59]

3.1.6.3.6 Glykogensynthasa kinasa 3f inhibitory

Hlavnim cinitelem hyperfosforylace t-proteinu je GSK3B, jejiz zvySena hladina byla
objevena ve frontalni kiife mozku u pacientl postizenych AD. Jednou z vhodnych alternativ
[é¢by byla prokazana inhibice tohoto enzymu pomoci lithia, které podle nékolika studii
vykazuje vyhodné ucinky na uceni a chovani, dalsi studie tyto vysledky nepotvrdily. DalSim
studovanym inhibitorem je tideglusib s potencidlnim ucéinkem na AD a progresivni

supranuklearni paralyzu. [58], [60]

3.1.6.4 Nefarmakologickd lécba

AD je prozatim nevylécitelnd nemoc. Soucasna |écba pouze mirni pfiznaky nemoci a je
velmi narocnda pro nemocného i pecujici osoby. V poslednich letech se spolecné
s farmakologickou léébou AD uplatiuje i |é¢ba nefarmakologicka, mezi kterou patfi:
kognitivni stimulace, kognitivni trénink a rehabilitace. [49]

Kognitivni stimulace zahrnuje zapojeni pacienta do skupinovych aktivit a jeho
socializaci. Procvi¢ovanim a opakovanim stale stejnych aktivit zaméfenych na potfeby
jednotlivce se zabyva kognitivni trénink. Kognitivni rehabilitace zohledriuje postup nemoci
v oblastech biologickych i psychologickych a napomahd spolupraci rodiny postizeného
s odborniky v co nejvétsi podpofe dosahovani zasadnich strategiich a cilech dulezitych

socialnich aktivit pacienta. [50]
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3.2 Narcissus 'Dutch Master'

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Oddéleni: Magnoliophyta

Ttida: Liliopsida

Podtrida: Lilidae

Rad: Asparagales

Celed: Amaryllidaceae

Rod: Narcissus L.

Druh: Narcissus 'Dutch Master' [61]

Obrazek 1: Narcissus 'Dutch Master' [71]

3.2.2 Charakteristika Celedi Amaryllidaceae

Byliny celedi Amaryllidaceae jsou jednodélozné rostliny, vyznacuji se cibulemi nebo
oddenky. Jedna se o rostliny vytrvalé, jejich plody jsou bobule nebo tobolky, vyznacuji se
krasnymi kvéty a silicemi. [62], [69] Rostliny této celedi se nejcastéji vyskytuji v severni
Africe, jizni Americe a ve Stfedozemi, obsahuji velké mnozstvi alkaloidl pouzivanych

zejména v tradi¢ni mediciné k Ié¢bé mentdlnich chorob. [63]

3.2.3 Charakteristika rodu Narcissus L.

Rod Narcissus L. zahrnuje okolo 60 samostatnych druht rostlin, s typickym vyskytem
ve Stredozemi, Asii a severni Africe. Jedna se o vytrvalé byliny s cibuli, které dorudstaji malé az
stfedni velikosti. Tyto byliny tvofi jednoduché listy, kvéty jsou tvofeny na stonku jednim
zfidka nékolika kvéty v kvétenstvi. Kvét je tvoren 6 okvétnimi listky, které ve spodni ¢asti
srustaji v trubku. Uprostifed tohoto seskupeni se nachdazi koruna. Okvétni listy u rostlin rodu
Narcissus maji od bilé po Zlutou barvu, koruna byvd od bilé, svétle Zluté az po
oranzovocervenou. Vétsina druhll téchto bylin kvete na jare, par vyjimek na podzim. Plodem

je tobolka. [63], [67], [70]
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3.2.4 Morfologicky popis Narcissus 'Dutch Master"

Kultivar Narcissus 'Dutch Master' je vysSlechtény z N. pseudonarcissus L.. Jedna se
o jednodéloznou vytrvalou rostlinou s cibuli, dorlstajici vySky 45cm. Jeji kvét je Zluty
s trumpetovitou korunkou, kterd ma zubaty okraj. Listy jsou jednoduché, celokrajné. Tato

rostlina rozkvétd uprostred jara a je rozSifena v jizni Evropé, Asii a severni Africe. [71], [73]

3.2.5 Obsahové latky celedi Amaryllidaceae a rodu Narcissus L.

Byliny z celedi Amaryllidaceae jsou vyznamné pro obsah strukturnich typl alkaloida:
lykorinovy, homolykorinovy, kininovy, haemanthaminovy, narciklasinovy, tazettinovy,
montaninovy a galanthaminovy typ. [65] Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae obsahuji alkaloidy
hlavné v cibuli, i kdyzZ je Ize nalézt v celé rostliné. [72]

Rostliny rodu Narcissus v kvétu obsahuji sekundarni metabolity, jako jsou karotenoidy,

betainy a flavonoidy. [72]

3.2.6 Obsahové latky rodu Narcissus L. a Narcissus 'Dutch Master"

Celed Amaryllidaceae obsahuje velké mnoZstvi isochinolinovych alkaloid@, ty jsou

razné zastoupeny v rodé Narcissus.

Alkaloidy celedi amarylkovité vznikaji tzv. norbelladinovou cestou pomoci nékolika

reakci L-fenylalaninu a L-tyrosinu, kdy vznika 4’-O-methylnorbelladin. [64]
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DalSimi reakcemi vznika sedm struktur:

e lykorinovy typ

e homolykorinovy typ

e haemanthaminovy a krinanovy typ
e tazettinovy typ

e pankratistatinovy typ

e galanthaminovy typ [64]

Rozdéleni alkaloidd do jednotlivych strukturnich typl neni jednoznacné dané,
v rlznych zdrojich se muze lisit a to i proto, Ze nové strukturni typy alkaloidU jsou stale nové
izolovany a identifikovany. [68]

Napf. u rostliny Narcissus cv. 'Dutch Master' byl izolovan alkaloid struktury 7-(6'-
(hydroxymethyl)benzo[d][1’,3']dioxol-5"-yl)-1-methyl-1H-indol-6-ol, tvofici novou strukturu
benzodioxoindolového alkaloidu. Tento alkaloid je chirdlni slouceninou s nazvem 6-hydroxy-
galathindol. Dale byly izolovany tti glykosidy tohoto alkaloidu:

e 6-hydroxygalanthindolyl-6-B-D-glukopyranosid,

e 6-hydroxygalanthindolyl-6-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1->6)-B-D-glukopyranosid

e 6-hydroxygalanthindolyl-6-O-[B-D-xylopyranosyl(1->2)]-[a-L-rhamnopyranosyl
(1->6)]-B-D-glukopyranosid. [73]

3.2.6.1 Lykorinovy typ

Lykorin je prvni izolovany alkaloid z ¢eledi Amaryllidaceae a to z rostliny Narcissus
pseudonarcisus Haw, dale je ziskdvan z Urginea altissima (L. f.) Baker z Celedi Hyacynthaceae.
Zakladem lykorinovych alkaloidli je pyrolofenanthridinova struktura. Lykorin v rostlinach
funguje jako inhibitor kyseliny askorbové, ¢imz vede k zastaveni rlstu a déleni bunék
a organogenezi. U zvifat vykazuje protinddorovou aktivitu. Tento alkaloid ma Siroké
spektrum ucinkd jako analgetikum, antiarytmikum, antimalaritikum a protizanétlivd latka.
Dalsi rozvijenou vlastnosti lykorinu je jeho aktivita proti parazitim a houbam. [65], [68]

Dalsimi alkaloidy této skupiny jsou karanin, galanthin, pseudolykorin, 2-O-
acetylpseudolykorin, tyto latky vykazuji stejné jako lykorin protinddorovou aktivitu. Lykorin

a pseudolykorin uc¢inné funguiji i proti virdm. [65]
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Alkaloidy assoanin, oxoassoanin a lykorin disponuji vyraznou inhibi¢ni schopnosti v{ci

AChE. Galanthin nachazi vétsi uplatnéni v oblasti Ié¢by myopatie a myasthenia gravis. [65]
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3.2.6.2 Homolykorinovy typ

Alkaloidy homolykorinového typu jsou tvoreny derivaty 2-benzopirano-[3,4-g]-indolu,
mezi které patfi homolykorin, 8-O-demethylhomolykorin, dubiusin, 9-O-demethyl-2a-
hydroyyhomolykorin, hippeastrin, lykorenin a O-methyllykorenin. Tyto alkaloidy inhibuji rist
rGznych typl nadorovych bunék, bohuZel cytotoxicky plsobi i na nenddorové bunky
fibroblasti LMTK. Vyznamnym alkaloidem tohoto typu je hippeastrin, ktery vykazuje
antiviroticky ucinek vuci Herpes simplex a antimykoticky efekt v(ci Candida albicans. [65]

Alkaloid homolykorin je izolovan z rostliny Narcissus tazzetta Linnaeus. [69]

MeO

MeO

Obrazek 7: homolykorin
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3.2.6.3 Haemanthaminovy a krinanovy typ

Struktura haemanthaminovych a krinanovych alkaloidd je odvozena od 5, 10b-
ethanofenanthridinu. Krinamin, pyramin a haemanthamin disponuji cytotoxickym ucinkem
vaci nenadorovym fibroblastovym LMTK burnkdm, které spolu s haemanthidinem
a maritidinem inhibuji rlst nadorovych bunék. Antioxidacni ucinek a ucinek proti Bacillus
subtilis a Staphylococcus aureus prokazuje krinamin, ktery se vyskytuje v Celedi
Dioscoreaceae a Amaryllidaceae. Alkaloidy haemathamin a haemanthidin vykazuji

antimaldricky ucinek proti chlorochin sensitivnim Plasmodium falciparum. [65], [68]

OMe

N

Obrazek 9: haemanthamin

Obrazek 10: krinin

3.2.6.4 Tazettinovy typ

Tazettinovy typ alkaloidd je odvozen od struktury 2-bezopyrano(3,4-c]-indolu,
hlavnimi predstaviteli jsou dva alkaloidy tazettin a pretazettin. Slabou cytotoxickou aktivitou
vUci nddorovym burkam, ale i vici fibroblastovym bunkam LMTK vykazuje alkaloid tazettin.

Jeho prekurzor pretazettin je vSak mnohem vice biologicky aktivni. Jeho vyuziti je v [éCbé
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Rauscher leukémie, Ehrlichova karcinomu, Lewisova karcinomu a spontanni AKR
lymfocytdrni leukémie. DalSim vyznamnou schopnosti je inhibice proteinové syntézy pfi

replikaci viru. [65]
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Obrazek 12: pretazzettin

3.2.6.5 Pankratistatinovy typ

Alkaloidy odvozené od struktury fenanthridinu patfi do pankratistatinové skupiny.
Tento typ alkaloidl reprezentuji dva hlavni zastupci narciklasin a pankratistatin. Narciklasin
je inhibitor proteinové syntézy eukaryotickych organisml, ma protinadorovou aktivitu se

schopnosti indukce apoptdzy bunék lidského karcinomu prostaty PC-3 a adenokarcinomu
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prsu MCF-7. Dile ma ucinek antifungalni, antiviroticky proti RNA- virdm hemoragické
horecky a baktericidni proti Corynebacterium fascians. Poprvé byl izolovan z cibuli rodu
Narcissus a to z Narcissus pseudonarcissus cv. King Alfred. [69]

Nékolik studii prokdzalo, velmi vyhodné ucinky alkaloidu pankratistatinu proti riznym
druhlm ndadorovych bunék. Pankratistatin je ucinny proti leukemickym burikdm, burikdm

kolorektalniho karcinomu a karcinomu prostaty. [64]

Obrazek 13: narciklasin

Obrazek 14: pankratistatin
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3.2.6.6 Galanthaminovy typ

Galanthaminovy typ alkaloid je tvoren strukturou dibenzofuranu. Nejzndmé;jsim
zastupcem této skupiny je galanthamin, ktery funguje jako selektivni, reverzibilni
a kompetitivni inhibitor AChE. Ddale ma schopnost stimulovat pre- ipostsynaptické
nikotinové receptory, ¢imZ zvySuje uvolfiovani neurotransmiterll a zlepSuje neuronalni
funkce. Diky témto vlastnostem je galanthamin vhodny k Iécbé AD, schizofrenie a dalSich
neuronalnich poruch, vyuZziti vSak nachazi i jako insekticid. [65], [68]

Hydrobromidova stl galanthaminu zndma pod ndzvem Reminyl® je vyuZivana pfi
Ié¢bé AD. [66] Galanthus nivalis L., Narcissus pseudonarcissus Haw cv. 'Carlton' a N. confusus
Pugsley jsou zndmé zdroje tohoto alkaloidu. [66], [68]

Dalsi selektivni inhibitor AChE je alkaloid sangunin, u alkaloidu narweidinu byla

objevena respiracni stimulace. [65]

Obrazek 15: galanthamin

3.2.7 Aktivita inhibice AChE testovanych alkaloidii z celedi Amaryllidaceae

Testy aktivity inhibice AChE u ¢eledi Amaryllidacea bylo zjisténo, Ze pouze lykorinovy
a galanthaminovy typ vykazuje tuto aktivitu ze vsech dfive jmenovanych strukturnich typ(

alkaloidt. [66]
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4 Experimentalni

v 7

cast

4.1 Material a vybaveni

4.1.1

4.1.2

4.1.3
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Rozpoustédla a chemikalie

e ethanol 95%, denaturovany metanolem, p. a. (EtOH) (Penta a.s.),
e cyklohexan p. a. (cHx) (Penta a.s.),

e chloroform p. a. (CHCI5) (Penta a.s.),

e |ékarsky benzin Iékopisné kvality CL 2009 (LB) (Penta a.s.),
e diethylamin p. a. (DEA) (LachNer),

e diethylether (Et,0) (Penta a.s.),

e ethyl-acetat (EtOAc) (Penta a.s.),

e toulen p.a. (To) (Penta a.s.),

e destilovana voda (H,0),

e n-hexan p. a. (nHx) (Penta a.s.),

e kyselina chlorovodikova 35%, p. a. (HCI) (LachNer),

e uhli¢itan sodny bezvody p. a. (Na,CO3) (Penta a.s.),

e kyselina vinna p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.),

e jodid draselny p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.0.),

e dusi¢nan bismutity zasadity p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.0.).

Pomocné latky

kyselina chlorovodikova 2% (w/w)

kfemelina Celite C 535 John’s Manwville (Sigma-Aldrich)

Detekeni cinidla

Dragendorffovo cinidlo — je tvoreno roztoky A a Bv poméru 1:1,
roztok A vznikd z 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zdsaditého a 20 g kyseliny vinné
rozpusténych v 80 ml destilované vody

roztok B vznika z 16 g jodidu draselného rozpusténého ve 40 ml destilované vody



4.1.4

4.1.5
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Mayerovo cinidlo — vznika z 1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného

rozpusténim v destilované vodé a doplnénim do objemu 100 ml

Chromatografické absorbenty

Kieselgel SiO, 60 F254, 20x20 cm, hlinikovd deska s vrstvou silikagelu pro TLC
s hloubkou vrstvy 0,2 mm (Merck)
oxid hlinity (Al,03) deaktivovany 6 % H,O, velikost zrn 40-200 um (ACROSS)

Pristrojové vybaveni

vakuova odparka Blichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Switzerland)

polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany)

NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)

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

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



4.2 Obecny postup prace

4.2.1 Priprava a ¢iSténi rozpoustédel

Pfed pouzitim rozpoustédel byla provedena jejich destilace, kdy prvnich 5 % bylo
odstranéno z ddvodu mozného obsahu vody. DalSich asi 90 % destildtu bylo uchovano

v hnédych lahvich, které chranily rozpoustédla pred svétlem.

4.2.2 Odparovani extrakti a frakci

Frakce a podfrakce ziskané pfi preparativni chromatografii, byly odpareny na vodni

lazni pomoci vakuové odparky pfi teploté do 40 °C za snizeného tlaku.

4.2.3 SuSeni a skladovani frakci a vyizolovanych cistych latek

Ziskané frakce a jednotlivé Cisté latky byly po odpareni nejprve umistény do
exsikatoru, kde byly ponechany nejméné 24 hodin. Po vysuseni vzorkd byly uchovany

v chladnicéce pfi 2-8 °C.

4.2.4 Chromatografie
4.2.4.1 Sloupcova chromatografie

Kolona pro sloupcovou chromatografii byla naplnéna absorbentem, ktery tvofil oxid
hlinity neutralni - Al,03, fa ACROSS, velikost zrn 40-200 um, deaktivovany 6 % H,0. Vzorek

byl nanesen na absorbent pomoci roztoku ve smési s absorbentem.

4.2.4.2 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvda chromatografie (TLC) je separacni metoda vhodna kidentifikaci
a ovéreni Cistoty alkaloid( jednotlivych frakci. Pri TLC byly vyuzivany komercné vyrabéné
desky Kieselgel nebo sklenéné desky o rozmérech 15x15 cm, na které byla nalita vodna
suspenze silikagelu. Pfipravované desky musely vysychat minimalné 24 hodin pfed pouzitim.
Oba druhy desek byly vyvijeny v uzavienych a mobilni fazi nasycenych komorach rtznych
velikosti.

Detekce alkaloidl byla provedena pod UV lampou o vinové délce 254 nm a 366 nm,
kdy se alkaloidy projevily jako tmavé skvrny. K rozliSeni a zddraznéni jednotlivych alkaloid(
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bylo vyuzito Dragendorffovo Cinidlo, které reaguje s molekulami obsahujicimi dusik za vzniku

oranzového zbarveni.

4.2.5 Strukturni analyza

4.2.5.1 GC-MS analyza

Jednotlivé izolované alkaloidy se promérovaly pomoci plynového chromatografu
Agilent 7890 A GC 5975 inert MSD vyuZivajicim hmotnostni detektor v rezimu El pfi 70 eV.
K separaci byla pouZita kolona DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 p, vyrobce Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotni program zacinal na 100 °C s narGstem 15 °C za
minutu az do 180 °C, tato teplota byla udrZovéna po dobu 1 minuty. Poté byl teplotni narust
snizen na 5 °C za minutu az do 300 °C, tato teplota byla udrZovana 40 minut. Teplota
injektoru byla nastavena na 280 °C, detektor na 200°C s detekénim rozmezim m/z 35-600,
rychlost pritoku helia (nosny plyn) 0,8 ml/min. Nastfik 1 ul alkaloidu o koncentraci 1 mg/ml
probihal ve ,split modu” pfi poméru 1:10. Pfi identifikaci jednotlivych alkaloidl byla vyuzita
spektra z knihovny NIST, literatura a spektra dfive izolovanych referencnich latek v laboratofi

katedry farmaceutické botaniky a ekologie.

4.2.5.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena pomoci pfistroje Varian Iniova 500 pfi pracovni frekvenci
pro jadra *H 499,9 MHz a pro *C jadra 125,7 MHz. Spektra *C byla promé¥ena pomoci 5mm
SW Sirokopasmé sondy. H spektra byla promérena v inverzni 5 mm ID PGF sondé za poutziti
standardnich  pulznich  frekvenci. Tato méfeni byla provadéna v prostredi

deuterochloroformu pfi 25 °C.

4.2.5.3 Opticka otacivost

Pomoci pfristroje polarimetr P3000 (A. Kriss Optronic, Germany) byla v prostredi

chloroformu pfi teploté 25 °C méfena opticka otacivost izolovanych latek.
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4.3 Stanoveni inhibic¢nich aktivit alkaloidi a alkaloidnich extrakta

4.3.1 Chemikalie

38

e acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouzit 10mM roztok),

e butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) (pouZzit 10mM roztok),

e dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich),

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina 298% (Sigma-Aldrich) (pouZit 5mM roztok),
e galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Herb Inc., China),

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

e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4,

Zdsobni roztok A

10mM roztok NaH,PO4 (v 1 litru roztoku je 1,20 g NaH,PO,4, nebo 1,38 g NaH,P04.H,0,
nebo 1,56 g NaH,P04.2 H,0).

Zdsobni roztok B

10mM roztok Na,HPO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,42 g Na,HPO,4 nebo 1,78 g
Na,HPO,.2 H,0, nebo 3,58 g Na;HP0,4.12 H,0).

5mM fosfatovy pufr pH 7,4 se pfipravi smichanim 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku B, 300

ml vody

e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
8,766 g chloridu sodného p. a. se rozpusti v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a dofedi se jim

do 1000 ml

e 100mM fosfatovy pufr, pH 7,4

Zdsobni roztok A

200mM roztok NaH,PO, (v 1 litru roztoku je 24,0 g NaH,PO,4, nebo 27,6 g NaH,P04.H,0,
nebo 31,2 g NaH,PO,. 2 H,0).

Zdsobni roztok B

200mM roztok Na,HPO, (v 1 litru roztoku je 28,4 g Na,HPO,4, nebo 35,6 g Na,HPO4.2 H,0,
nebo 71,63 g Na,HPO,4.12 H,0).



100mM fosfatovy pufr pH 7,4 se pripravi smichanim 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a
300 ml vody.

4.3.2 Material

e AChE: zdrojem hemolyzat lidskych erytrocytu

e BChE: zdrojem lidska plazma

4.3.3 Pristroje

e ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)

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

4.3.4 Podminky méreni

Experimenty byly provadény pti téchto podminkach:

e v mikrotitracnich destickach

pti teploté 37 °C

e pfivinové délce spektrofotometru 436 nm (AChE) a 412 nm (BChE)

v prostredi fosfatového pufru (pH 7,4)

4.3.5 Priprava erytrocytarni AChE a BChE z plazmy

Krev odebrand zdravym dobrovolniklim slouzi k ziskani erytrocyt(, je odebirana do
zkumavek s protisrazeci prisadou (18 ml krve + 2 ml 3,4% citratu). Zkoumavky byly hned po
odbéru centrifugovany pfi teploté 4 °C rychlosti 400 rpm po dobu 10 minut. Z odstfedéné
krve se odebere plazma, ktera byla vyuZita pro stanoveni BChE pfed stanovenim se uchovava
v lednici pfi teploté 4 °C (nejdéle 6 hodin) a zbyla ¢ast se z povrchu sedimentu odsaje pomoci
bezpopelového papirku s hlazenym povrchem a sestfizenou Spickou.

Odstredéna erytrocytarni masa byla podle objemu rozdélena do 8 zkumavek a zfedéna
stejnym mnozstvim 5mM fosfatového pufru pH 7,4 s obsahem 150 mM chloridu sodného.
Erytrocyty s pufrem ve zkumavkach zaujimaly objem 12 ml. Opét se provede centrifugace za
stejnych podminek, které byly zminovany vyse. Erytrocyty se takto promyly 3x a odstranil se

veskery pufr pouzity k proplachovani. Nasledné byl pfidan 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 bez
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chloridu sodného do takového objemu, aby pomér mezi erytrocyty a pufrem byl 1:9. Takto
upravené smés se homogenizovala a poté se prelila do Erlenmayerovy banky, kde se
erytrocyty nechaly pfi michani teflonovym michadlem pfi 300 rpm samovolné hemolyzovat.
Po tomto procesu se zméfila aktivita, v pfipadé potfeby se upravila pomoci 5mM
fosfatového pufru absorbance (hodnoty 0,08-0,15) a hemolyzat byl uchovan pfi teploté -22
°C do dalsiho poufziti.

Plazma byla promérena a uchovavana stejnym zplisobem hodnota absorpce musi byt

v rozmezi 0,15-0,20.

4.3.6 Stanoveni inhibi¢ni cholinesterasové aktivity (hodnoty ICso)

Inhibi¢ni aktivita (hodnota ICsg) byla zméfena pomoci Ellmanovy spektrofotometrické
metody za vyuziti 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTBN). Pouzivanymi substraty jsou
estery thiocholinu, které reakci s cholinesterasamy tvofi Zluté produkty. Tyto produkty jsou
spektrofotometricky proméreny pfi vinové délce 436 nm po dobu 1 minuty. Hodnoty ICsg
byly vypocitany z namérenych hodnot absorbance pomoci nelinedrni regrese v programu
GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; Graph PaD Software, San Diego, California, USA).
Vypocitand hodnota ICso v ug/ml byla porovnana s referenénimi latkami galanthaminem,
fysostigminem a HupA. Procentualni vyjadreni ICso bylo vypoditano podle vzorce: | = 100 —
(AABL/AASA) x 100; AABL je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu, AASA je narlst
absorbance méreného vzorku.

Aktivita enzymU se méfi na mikrotitracnich destickach, kam se do jamek napipetuje
8,3 ul hemolyzatu nebo plazmy, dale se pfida 283 ul 5mM DTNB a 8,3 pul DMSO. Tato smés se
promicha pomoci mikrotfepacky a inkubuje se pfi 37 °C po dobu 5 minut v komofe readeru.
Po inkubaci nasleduje pridavek 33,3 ul substratu (acetylthiocholinjodidu nebo
butyrylthiocholinjodidu) a proméfti se absorbance pti urcené vinové délce (AChE-hemolyzat:
436 nm; BChE-plazma: 412 nm). Aktivita latek a extraktl se stanovuje stejnym postupem, lisi
se pouze v koncentracich.

Koncentrace pro latky: 40, 10, 4, 1, 0,4 mM
Koncentrace pro extrakty: 20, 2, 0,2, 0,02, 0,002 mg/ml
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4.4 Izolace alkaloida

4.4.1 Rostlinny material

Rostlinny material byl objednan u firmy Lukon Glands (Sadska, Ceskd republika).
Droga byla doddna v mnoistvi 27,247 kg cibuli Narcissus 'Ducht Master'. Verifikace byla

provedena prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.

4.4.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Alkaloidni extrakt byl pfipraven a dale zpracovan pomoci sloupcové chromatografie
Mgr. Danielou Hulcovou v rdmci jeji disertacni prace.

27,247 kg cibuli drogy bylo extrahovano vyvarenim v 96% lihu po dobu 30 minut. Tato
extrakce probihala po ¢astech, kdy bylo zpracovano 500 g cibuli vyvatenych ve 2x2I lihu.
Poté byly tyto spojené extrakty odpafeny na vakuové odparce. Ziskany extrakt (450 g) byl
rozpustén ve 2% HCI (1 1) a doplnén na objem 5 I. Vzniklda smés byla zfiltrovdna pres
kfemelinu. Tento filtrat byl 3x extrahovan pomoci etheru (3x 1,5l) a poté alkalizovdn na pH=
9-10 za vyuziti 10% uhli¢itanu vapenatého. Suspenze byla extrahovdna do ethylacetatu (3x
1,51) a to 3x. Ethylacetatovy extrakt byl odparen na 95 g a poté znovu rozpustén v 500ml 2%
HCl a znovu 3x extrahovdn etherem (3x 300ml). Kysely roztok alkaloid( byl zalkalizovdn 10%
uhli¢itanem vdpenatym na pH=10 a vodny extrakt pretfepan 4x etherem (4x 350 ml). Vodna
¢ast roztoku byla jesté pretfepdna 4x chloroformem (4x 350 ml). Oba vyttepky byly spojeny

a odpareny. Bylo ziskano 58,25 g produktu.

4.4.3 Sloupcova chromatografie

Pomoci sloupcové chromatografie byl vytifepek separovan do nékolika frakci. Pouzita
kolona naplnéna stacionarni fazi neutralniho oxidu hlinitého (Al,0s, fa ACROSS, velikost zrn
40-200 um) deaktivovaného 6% H,0, v mnozZstvi 2500 g, byla 62 cm vysokd, 7,1 cm Siroka,
mrtvy objem ¢inil 2,3 I. Ziskany extrakt o hmotnosti 58,25 g byl smichdn s Al,03 v poméru 5:1
a navrstven na staciondrni fazi kolony. Smés CHCl; + benzinu (3:7, 2:3, 1:1, 3:1), poté Cisty
chloroform a nakonec smés EtOH + CHCl; (1:1) byly pouzity jako mobilni faze eluce. Z eluce

bylo odebrano 301 frakci, které byly podle shodnosti jejich TLC spojeny do 16 frakci.
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Tabulka 1: Vysledky sloupcové chromatografie

nazev frakce spojené frakce hmotnost (g)
ND1 46-51 0,4
ND2 51-57 1,11
ND3 58-82 9,3801
ND4 83-94 2,4861
ND5 95-138 7,8462
ND6 139-165 3,2142

ND7-8 166-194 4,8267
ND9-10 195-206 1,1092
ND11-14 207-289 14,9347
ND15 290-292 7,24
ND16 293-301 1,68

Celkem 54,2272
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Obrazek 16: Kontrolni TLC spojenych frakci z alkaloidniho vytfepku (Adsorbent Si02, MF: To

+ DEA 9:1, vyvijeno 1x, CHX + DEA 9:1, vyvijeno 2x, detekce pod UV + Dragendorffovo

Cinidlo)

4.4.4 Separace a C¢iSténi alkaloidu z frakce ND6 (3,214 g)

GC-MS analyza (Obrazek 17) ukazala pfitomnost 13 alkaloidld z velké ¢asti
homolykorinového typu (alkaloidy 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10 a 13). Pro tento typ alkaloidu je
typicky molekularni ion m/z 109. Porovnanim ziskanych dat z databazi NIST, alkaloid cislo 11
vykazoval 96,4% strukturni shodu s galanthinem, dale byla prokazana 77,7% shoda alkaloidu

¢islo 10 s masoninem. Ostatni alkaloidy se podle této databaze nepodafilo urcit.
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Obrazek 17: GC chromatogram frakce ND6
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Frakce ND6 o hmotnosti 3,214 g byla rozpusténa ve 45 ml CHCl3 Poté byla provedena
preparativni TLC na 60 deskach (absorbent SiO, 60 F254, fa Merck, 10x20 cm, draha 18 cm
vyvijeno 4x), byla pouzita mobilni faze To + DEA v poméru 9:1. Vyskrabany byly Ctyfi
alkaloidy ze z6n Rf;= 0,78, Rf,= 0,52, Rf;= 0,38 a Rf4= 0,28, které byly eluovany smési CHCl; +
EtOH (1:1). Bylo ziskdano ND6/1= 0,39 g, ND6/2= 0,45 g, ND6/3=1,8 g, ND6/4=0,4 g.

Tabulka 2: Podfrakce ND6

Frakce Hmotnost (g) Rf

ND6/1 0,39 0,78
ND6/2 0,45 0,52
ND6/3 1,8 0,38
ND6/4 0,4 0,28

4.4.5 Separace a CiSténi alkaloidii z frakce ND6/2 (450 mg)

Frakce byla separovdna pomoci TLC na 30 deskach (absorbent SiO, 60 F254, fa
Merck, 10x20 cm, draha 18 cm vyvijeno 3x). Pouzitda mobilni faze CHX + DEA (9:1) vzorek
rozdélila na 4 hlavni zény Rf; 0,68, Rf, 0,42, Rf; 0,22 a Rfs; 0,13. Zény byly vyskrabany
a eluovany CHCl; + EtOH (1:1). Dale byla zkontrolovana jejich Cistota opétovnym TLC
v soustavé CHX + DEA (9:1).

Podfrakce o Rf, 0,42 a hmotnosti 33 mg byla vyvinuta na 3 deskach (absorbent SiO,
60 F254, fa Merck, 10x20 cm, draha 18 cm vyvijeno 2x) v mobilni fazi CHX + DEA (9:1), byla

ziskdna jedna hlavni zona o Rf 0,56. Tato zéna byla vySkrabana a eluovana smési CHCl; +
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EtOH (1:1). Ziskano bylo 14,7 mg smési s oznacenim ND6/2/2/2, ktera byla znovu precisténa
na 2 deskach (absorbent SiO, 60 F254, fa Merck, 10x20 cm, draha 18 cm vyvijeno 2x)
s mobilni fazi EtOAc + CHX (1:1) a byl ziskdn amorfni alkaloid (LV-1) naZloutlé barvy s

hmotnosti 8 mg a Rf 0,7.
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5 Vysledky

5.1 Strukturni analyza LV-1 (0O-acetylpluviin)

Obrazek 18: O-acetylpluviin
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5.1.1 NMR

'H NMR (500 MHz, CDCI3) B 6.78 (1H, s, H13), 6.61 (1H, s, H10), 6.02 (1H, d, J=4.0 Hz, H1),
5.44-5.40 (1H, m, H3), 4.19 (1H, d, J=13.6 Hz, H8), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.85 (3H, s, OCH3),
3.58 (1H, d, J=13.6 Hz, H8), 3.40-3.34 (1H, m, H6), 2.86-2.79 (1H, m, H16), 2.76-2.60 (4H, m,
H2, H5, H15), 2.46-2.40 (1H, m, H6), 2.40-2.33 (1H, m, H2), 1.91 (3H, s, CH3)

Obrazek 19:
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T T T T
4.29 6.45 20.75 13.43
24.78 4,52 9.35

'H NMR spektrum O-acetylpluviinu



3¢ NMR (125 MHz, CDCI3i) B 170.9 (CO), 147.5 (C11), 147-3 (C12), 139.4 (C4), 128.1 (C9),

126.4 (C14), 114.2 (C3), 110.1 (C10), 107.9 (C13), 66.1 (C1), 61.2 (C16), 56.4 (C8), 55.9

(OCH3), 55.8 (OCH3), 53.8 (C6), 43.4 (C15), 33.4 (C2), 28.6 (C5), 21.3 (CH3)

o ~N
n -
~N ™
8 b
~ 0o~
o
(’\2
~
o o @
Ao @ = a
S o 2 e 0 0
CS soxv‘n ~ ‘QQ
- U ~ m ©
- © @ n m &
§ © ¥ n LRSI
™ ™
- 4 ds
o . O - ®
< & o N n
@© <« -« n
“ = o~ o~ e o~
o = e - © ©
~ <« o . ~ " a3
- i~ ™ ® - ) o
b o s i
o -
™
b
]
|
‘ |
\ [
) [
TR \ mji | _— | -
S o b i b e o " had Aahiba | e shaartigls
T T T T 5T T I S B T o T T T | o e T
160 140 120 100 80 60 40 Ppm

48

Obrazek 20: > NMR spektrum O-acetylpluviinu



5.1.2 GC-MS
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Obrazek 21: GC chromatogram O-acetylpluviinu
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Obrazek 22: MS-El spektrum O-acetylpluviinu

5.1.3 Opticka otacivost

[a]D,s= — 83°(c 0,08, CHCl3)
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5.2 Cholinesterasova inhibic¢ni aktivita

Tabulka 3: Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita izolovaného alkaloidu LV-1 (O-acetylpluviin)

Sloucenina AChE (ICs, pM) BuChE (ICso, pM)
O-acetylpluviin 648,03 + 53,95 602,50 + 48,50
Galanthamin* 1,710 £ 0,065 42,30+1,30
Huperzin A* 0,033 £ 0,001 >1000
Fysostigmin* 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

*standardni inhibitory cholinesteras
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6 Diskuze

U rostlin celedi Amaryllidaceae rodu Narcissus L. bylo objeveno velké mnozstvi
biologickych  ucinkd  jednim  z nejvyznamnéjSich je schopnost inhibovat cinnost
acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy, ¢ehoz se vyuziva v terapii AD.

Pro hledani novych perspektivnich inhibitorl cholinesteras byl pouZit alkaloidni
extrakt Narcissus 'Dutch Master' pfipraveny a zpracovany sloupcovou chromatografii Mgr.
Danielou Hulcovou. Tento extrakt byl podroben analyze, kde byla objevena vyhodna
inhibi¢ni aktivita vac¢i BChE (ICso gche = 25,5 = 0,8 g/ml). Tato prace se zabyva alkaloidem
izolovanym zfrakce ND6, zkteré byla pouZita podfrakce 2 ziskand tenkovrstvou
chromatografii.

Z podfrakce 2 se v dostatecném mnozstvi podafilo izolovat lykorinovy typ alkaloidu O-
acetylpluviin, jehoZ struktura byla ur¢ena na zdkladé MS, NMR analyzy a optické otacivosti.
Tento alkaloid byl dfive izolovan z N. cv. Ice Follies a Galanthus rhizenensis Stern. U rostliny
G. rhizenensis byla jiz dfive testovana inhibi¢ni acetylcholinesterasova aktivita lykorinovych
alkaloidd. [74], [75]

Izolovany alkaloid byl testovan in vitro na jeho inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu v{ci
lidskym cholinesterasam — lidské erytrocytarni AChE a sérové BChE. Jeho vyslednd aktivita
byla porovnana se standardy galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem. O-
acetyllykorin vykazoval slabou inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasam (ICso ache = 648,03 *
53,95, 1Cs0 guche = 602,50 £ 48,50) v porovnani s galanthaminem (ICsg ache = 1,710 + 0,065 uM,
ICso Bche = 42,30 £ 1,30 uM), huperzinem A (ICso ache = 0,033 + 0,001 uM, ICsg gche >1000 M)
a fysostigminem (ICso ache = 0,063 + 0,001 pM, ICsg gene = 0,130 = 0,004 uM). Z hlediska
zjisténé cholinesterasové aktivity tato latka nevykazuje zajimavou cholinesterasovou
inhibi¢ni aktivitu, a tudiz se nejevi jako potencialni inhibitor cholinesteras vyuzitelny v terapii
AD.

PfestoZze O-acetylpluviin nevykazoval vyraznou cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu,
mUlzeme mezi lykorinovymi alkaloidy najit zastupce s vyraznou inhibi¢ni aktivitou: lykorin
(ICs0 ache = 29,3 * 3,15 uM) a 2-O-tert-butyldimethylsilyl-1-O-(methylthio)methyllykorin (ICsq
ache = 11.40 £ 0.66 UM, ICsgpcne = 4.17 £ 0.29 uM). [76], [77]
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7 Zaveér

Z vybrané frakce alkaloidniho vytfepku z Narcissus 'Dutch Master' byl izolovan alkaloid
O-acetylpluviin, jehoz struktura byla uréena na zakladé MS, NMR a optické otacivosti.
Ziskana data byla porovndna s literaturou. Alkaloid byl izolovdn v dostate€ném mnoZstvi (8
mg) na strukturni analyzu a cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu, tudiz dalsi biologicka aktivita
nemohla byt zmérena (inhibice prolyloligopeptidasy a cytotoxicita). Alkaloid vykazoval
slabou inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu (ICso ache = 648,03 + 53,95 UM, 1Cs0 guche = 602,50 +

48,50 uM), z tohoto hlediska se jevi jako nevyuZitelny v terapii AD.
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8 Abstrakt

Vackova, L.: Alkaloidy Narcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae) a jejich biologicka
aktivita. I. Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2016.

Z vybrané frakce ND-6, ktera byla ziskdna ze sloupcové chromatografie alkaloidniho
vyttepku z Narcissus 'Dutch Master' (pfiprava alkaloidniho extraktu a sloupcova
chromatografie byla provedena Mgr. Danielou Hulcovou v ramci jeji doktorské prace), za
pouziti preparativi TLC byl z vybrané frakce ND-6 izolovan lykorinovy alkaloid O-acetylpluviin.
Jehoz struktura byla uréena na zdkladé MS, NMR analyzy a optické otdcivosti, ziskand data
byla porovndna s literaturou.

U ziskaného alkaloidu byla zmérena jeho inhibi¢ni cholinesterasova aktivita vici lidské
acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase. Aktivita alkaloidu byla vyjadifena hodnotami
ICso (ICs0 ache = 648,03 + 53,95 uM, ICsg gcne = 602,50 + 48,50 uM) a porovnana s hodnotami
ICso galanthaminu, huperzinu A a fysostigminu. Ze ziskanych hodnot jsme zjistili, Ze ziskany
alkaloid ma velmi nizkou inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu a neni vhodny z hlediska

inhibice cholinesteras k potencialnimu vyuziti v terapii AD.

Klicovd slova: Narcissus 'Dutch Master', Amaryllidaceae, lykorinové alkaloidy,

Alzheimerova choroba, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa
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9 Abstract

Vackova, L .: Alkaloids Narcissus 'Dutch Master' (Amaryllidaceae) and their biological
activity. I. Diploma thesis, Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Krdlové 2016.

From a selected fraction ND-6, which was obtained by column chromatography of an
alkaloid extract of Narcissus 'Dutch Master' (preparation of the alkaloid extract and column
chromatography was performed by Mgr. Daniela Hulcovd within her doctoral thesis),
lycorine alakloid O-acetylpluviin was isolated using preparative TLC. Its structure was
determined on the basis of MS, NMR analysis, and optical rotation, the obtained data were
compared with the literature.

The isolated alkaloid was tested on its possibility to inhibit human acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase. The activity was expressed as IC 5o values (ICsg ache = 648.03 +
53.95 UM, ICsg gche = 602.50 + 48.50 uM) and compared with 1Csq values of galanthamine,
huperzine A and physostigmine. O-acetylpluviine showed a very low inhibitory
cholinesterase activity, and so, the alkaloid does not seem to be a suitable cholinesterase

inhibitor for potential use in the treatment of Alzheimer's disease.

Keywords: Narcissus 'Dutch Master', Amaryllidaceae, lycorine alkaloids, Alzheimer's disease,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase
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