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1 Uvod

Rostliny patii mezi zdkladni formy Zzivota na Zemi, které provazeji clovéka jiz
od nejprimitivnéjSich forem lidské spole¢nosti. Jsou kli¢ovym zdrojem potravy, primyslového
materidlu i 1€Civych latek, nékteré ale mohou obsahovat i1 G¢inné jedy. Je vSeobecné znamo,
ze ucinky jedovatych a lIé¢ivych rostlin jsou na lidsky nebo Zivocisny organismus podminény
piitomnosti fyziologicky Gi¢innych latek, které jsou dodnes intenzivné studovéany'.

Nejstarsi stupen vyvoje farmacie nazyvame pravékym empirickym lé¢itelstvim. V tomto
obdobi se ¢lovek zivil vyhradné lovem a sbérem. Pfi téchto aktivitdich byl ¢loveék neustale
ohrozovan predatory, nepfizni pocasi 1 riznymi onemocnénimi. O piitomnosti nemoci mame
poznatky z paleopatologie, pomoci které je mozné zaznamenat onemocnéni, kterd se projevila
zménami na dochovanych kostech. V té dobé se lidé ucili 1é¢it zkusenosti, pomalu odhalovali
1écivé vlastnosti latek Zivocisného a piedevsim rostlinného pivodu. Néktefi jedinci, tzv.
Samani, se pfimo specializovali na 1é¢eni, znali byliny a dokdzali z nich pfipravovat 1é€ivé
obklady ¢i odvary?.

Rostliny ale byly vyuzivany nejen pro své 1éCivé, ale i toxické ucinky. Jed mize byt
v rostliné¢ zastoupen jedinou, ale i vice jedovatymi latkami. Mezi historicky nejzndméjsi
rostlinné jedy patii napiiklad sklerocium palickovice nachové (Claviceps purpurea), namel,
ktera parazituje na Zit€. Mouka z takto napadeného Zita obsahuje vysoce biologicky aktivni
alkaloidy, které ve sttedovéku zplisobovaly rozsahlé epidemie ergotismu. DalSimi ptiklady
mohou byt ricin obsaZeny v rostliné skofec obecny (Ricinus communis) nebo jeden
z nejprudsich jedd akonitin obsaZzeny v rostling omé&j $alamounek (Aconitum callybotryon)®.

Latky zodpoveédné za Gc€inky rostlin jsou vétSinou produkty sekundarniho metabolismu,
jejichz biosyntéza logicky navazuje na metabolismus primarni. Primarnimi metabolity
rozumime hlavné sacharidy, lipidy a bilkoviny. Ackoliv mnoho ze sekundarnich metaboliti
muze pusobit smrteln€, fada se pouziva v terapii nejriiznéjSich nemoci, nebo jsou predlohou
pro polosyntetickd a syntetickd 1é¢iva. Mezi piiklady vyznamnych rostlinnych latek
pouzivanych v dnes$ni dobé jako léCiva mlZeme uvést: alkaloidy (atropin), kardioaktivni
glykosidy (digoxin), fenolické glykosidy (arbutin), flavonoidni glykosidy (rutin), enzymy
(papain), silice (borneol) a dal$i. Asi nejvyznamnégjsi skupinou, jak z toxikologického, tak
i terapeutického hlediska, jsou pravé alkaloidy®.

Struktury alkaloidii jsou velice rozmanité, ale spojuji je nékteré spolecné vlastnosti: dusik
je v nich vazan prevazné v heterocyklu, n¢kdy i v postrannim fetézci a prevazna vétSina ma

aminovy charakter, ktery dava latkdm bazické vlastnosti. Z hlediska jejich biosyntézy je lze



zatadit do nékolika skupin. Jednou z moznych dé€leni je na protoalkaloidy, pseudoalkaloidy
a pravé (vlastni) alkaloidy. Do prvni ze skupin patti latky odvozené od aminokyselin, kde dusik
neni vazan heterocyklicky. Druhd skupina se vyznacuje tim, Zze ackoliv se nesyntetizuje
z aminokyselin, obsahuje v molekule heterocyklicky dusik. Pseudoalkaloidy se mohou dale
délit na steroidni alkaloidy a terpenické alkaloidy. Posledni skupina pravych alkaloidi je
odvozena od aminokyselin a obsahuje heterocyklicky dusik®.
Alkaloidy jsou obsazeny pievazné ve vyssich rostlinach, pticemz byly prokdzany také
v kaprad’orostech ¢i pfeslickach a houbach. Je odhadovano, Ze alkaloidy obsahuje asi 10-20 %
vSech rostlin. Pomémné velké mnozstvi alkaloidli obsahuji rostliny pattici do ¢eledi makovité,
pryskyinikovité, lilkovité, amarylkovité¢ a nékteré dalsi. U zivocicht se alkaloidy vyskytuji
vzacné a mohou to byt strukturni modifikace latek ptijatych rostlinnou potravou, anebo si je
zivociSny organismus sam syntetizuje z jednoduchych prekursorfi. Je tomu tak napiiklad
v exkretech zlaz mloka (Salamandra salamandra) ¢i exkretech stonozky (Glomeris marginata).
Kvalitativni a kvantitativni rozdily v obsahu alkaloidi mohou byt zplsobeny vnéjSimi
podminkami, za kterych je rostlina péstovana (prostiedi, klima, sloZeni ptidy). Zmény v obsahu
ucinnych latek lze také dosdhnout Slechténim 1écivych rostlin, ¢imz mohou vznikat tzv.
chemovarianty dané rostliny. Dosazeni vysokého obsahu ucinnych latek je také Casto cilem
Slechténi téchto rostlin. Alkaloidy se v terapii uplatituji naptiklad jako antitusika (kodein),
antineoplastika (paklitaxel, vinka alkaloidy), inhibitory acetylcholinesterasy (AChE)
(galanthamin), antiparazitika (arekolin), uterotonika (ergometrin), mydriatika (atropin)®.
Vyznamnou skupinu alkaloidnich latek obsahuje ¢eled” amarylkovité (dmaryllidaceae),
nalezejici mezi jednodélozné krytosemenné rostliny z fadu chiestotvaré (Asparagales). Do této
¢eledi patii rizné druhy rodu narcis (Narcissus), které jsou hlavnim pfedmétem této prace.
Dal8imi zéstupci jsou napiiklad rody snéZenka (Galanthus), bledule (Leucojum), femenatka
(Clivia) a dalsi. Latky izolované z ¢eledi Amaryllidaceae jsou dosud peclivé studované mimo
jiné 1 pro svou aktivitu vi¢i AChE ¢i butyrylcholinesterase (BuChE), ktera hraje dtlezitou roli

v lécbé Alzheimerovy choroby (AD).



2 Cil prace
Tato diplomova prace je soucasti rozsdhlejsi studie rostlin ¢eledi Amaryllidaceae

na katedfe farmakognosie a farmaceutické¢ botaniky na Farmaceutické fakult¢ v Hradci

Kralové.

Cile diplomové préce:

e Piiprava sumarnich alkaloidnich extrakti 7 vybranych kultivara rostlin rodu Narcissus
e GC/MS analyza extrakti a vyhodnoceni obsahu alkaloidnich latek na zéklad¢ ziskanych dat
¢ Stanoveni inhibi¢ni aktivity sumarnich alkaloidnich extraktd vii¢i lidskym cholinesterasam

e Zpracovani literarni reSerSe na zadané téma, vyhodnoceni vysledkii a vlastni sepsani

diplomové prace



3 Celed” Amaryllidaceae (Amarylkovité)

Rostliny celedi amarylkovité jsou rozsifeny téméf po celém svéte. V soucasné dobé je
rozliSovano 73 rodi a vice nez 6750 druhii. Nejvice jich roste v sussich oblastech Ameriky,
Afriky a Austréalie, zatimco v mirném pasu severni polokoule se objevuji mnohem méné.
Nauzemi chladného klimatu se v podstaté neobjevuji. Velmi mnoho druhti celedi
amarylkovitych mé zejména okrasny vyznam®.

Rostliny celedi amarylkovité jsou vytrvalé byliny s oddenky, hlizami nebo cibulemi.
Listy maji carkovité, bud’ jen pfizemni, nebo také lodyzni. Stonek ma nejcastéji podobu stvolu.
Kvéty jsou oboupohlavné se spodnim semenikem, jsou jednotlivé nebo ve Sroubelovitych
kvétenstvich. Nekdy se z okvétnich listkii vychlipuje ndpadna pakorunka (Narcissus). Plody
jsou obvykle pouzdrosecné tobolky, jen ziidka jsou to nazky nebo bobule. Hlavnimi
obsahovymi latkami této celedi, jsou specifické tzv. amarylkovité alkaloidy (AA) z nichz
nejvyznamnéjsi je inhibitor AChE galanthamin. Celed’ zahrnuje fadu rodti: Leucojum (bledule),
Galanthus (snézenka), Narcissus (narcis), Crinum (krinum), Amaryllis (amarylka), Clivia
(klivie), Allium (Cesnek) a dal3i®. Nejprve si piedstavime ngkteré vyznamné rody z Celedi

amarylkovité, pficemz hlavnim tématem této prace jsou prave narcisy, na které se vice zamétim.
m
w

8, * slabé), P 3+3 n. 3 + 3), A 3+3, G(3)

Obr. 1 - Kvétni diagram a vzorec ¢eledi amarylkovité



3.1 Bledule (Leucojum)

vvvvvv

je bledule jarni (Leucojum vernum), u niz z cibule vyrastaji 3—4 carkovité, Siroké listy a pfimy,
ze stran stlaceny stvol. Na jeho konci vyristd v pazdi listenu kvét (ztidka 2-3 kvéty) svétle
zlutavé barvy s nazelenalymi skvrnami. Plodem je duZznata tobolka. Roste ve stinnych a vlhkych

lesich i na mokrych loukach’.

8

Obr. 2 - Leucojum vernum

Rostlina obsahuje toxické alkaloidy jako galanthamin, lykorin, izotazenin a dalsi.
Nejvyssi koncentrace se nachdzi v cibuli. Otravy se projevuji slinénim, nevolnosti, zvracenim,
prijmem a celkovou slabosti. V zahradkach se bledule péstuje jako okrasna trvala rostlina, na
vlh¢ich a teplejSich stanovistich v polostinu vytvaii béhem nékolika let rozsahly porost. Na
Moravé roste obsahov€ méné vyznamna a zaroven kriticky ohroZena bledule letni (Leucojum

aestivum), jejiz stvol nese az pét kvétl. M4 pouze okrasny vyznam’.

3.2 Snézenka (Galanthus)

SnéZzenka podsnéznik (Galanthus nivalis) se zacind na zahradkach objevovat brzy
na jafe. Je to vytrvala, cibulovitd rostlina. Z cibule vyrustaji dva ¢arkovité syté zelené listy
a mezi nimi stvol, ktery nese bily kvét s vnitinimi listy na konci opatfenymi zelenym lemem.
Dosahuje velikosti 10-30 cm. N¢kdy vykvéta i na zasnéZené pide jiz koncem unora. Plodem
je tobolka. Roste ve vlh¢ich smiSenych lesich, v kfovinach 1 na loukach. Dfive se objevovala u
nas ve volné ptirod¢ snézenka hojnéji, ¢astecné vSak byla vyhubena prodejem na trzich
1 pfendSenim vyrypanych cibuli do zahradek. Nejvice alkaloidl jakoZto Uc¢innych latek je

obsazeno v cibuli. Bylo z ni izolovano kolem 20 alkaloidd napt. lykorin, nivalin, galanthamin,
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tazenin aj. Jejich obsah za&visi na podminkach stanovisté, ve kterém je snéZenka péstovana.
Pé&stuje se hlavné na zahradkach ¢asto jako symbol jara, pfi¢emz roste ¢asto plang’.

Existuji také plnokvété formy. Témto formam se dafi pod listnatymi stromy v pudé
obsahujici humus, kde je dostatek vlhkosti. Patfi k nim druh snézenka Elwésova (Galanthus
elwesii). Je péstovana méné, dosahuje velikosti okolo 30 cm a mé kvéty az dvakrat vétsi nez
ma Galanthus nivalis. Vnitini okvétni listky nesou dvé odd€lené zelené kresby. Uplatituje se

jako okrasna rostlina, ale v nékterych zemich nachazi své misto i v tradi¢ni medicing’.

http: //botanika.wendys.cz http://botanika. wendys.cz

Obr. 3 - Galanthus nivalis® a Galanthus elwesii'®

3.3 Remenatka (Clivia)

Remenatka oranzové nebo téz klivie (Clivia miniata) je vytrvala rostlina b&zné uzivana
v Jihoafrické oblasti v huménni alternativni mediciné na rizné druhy chorob, 1é¢eni zranéni
po hadim kousnuti nebo dokonce i k usnadnéni porodu. Remenatka nese na houzevnatém tmavé
zeleném stonku pestrobarevné zvonkovité ¢i nalevkovité kvéty, které mohou byt zbarveny
od oranzové az po Cisté Zlutou. Kvéty mohou nékdy i lehce a zdroven velmi sladce vonét. Klivie
roste v trsech aZ do vySky okolo 80 centimetrii. Je to rostlina s typicky uzkymi, dlouhymi (i ptl
metru), femenovitymi, tuhymi a temné¢ lesklymi listy sestavenymi ve dvou fadach. Listy se
vyvijeji z podzemni ¢asti stonku. Na rozdil od vétSiny ostatnich druhti maji klivie v podzemni
¢asti kompaktni masové koteny. Jejich plody jsou bobule obsahujici zhruba 10 seminek. Klivie
muZeme nalézt Siroce rozptylené napti¢ Jizni Afrikou. Déle se udajné vyskytuji na tizemi
Mexika, Nového Zélandu, Austrélie, Ciny, Japonska a USA ve stinnych oblastech. Jako plané
rostouci rostlina se stala klivie ohroZenym druhem diky ¢astym skliznim a kolonizaci jejich

pfirozeného prostredi’!?.
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Nékolik studii potvrdilo, Ze celé rostlina je zdrojem latek s toxickymi i terapeutickymi
vlastnostmi. Ke zpracovani se vyuzivaji listy, oddenky, kofeny, pfi¢emz nejvétsi mnozstvi
alkaloidii se nachazi v oddencich a kotfenech. Klivie obsahuji specifické alkaloidy jako lykorin,
klivonin, klivonidin, klivimin, klivatin, hippeastrin, haemanthamin a dalsi. Mezi biologické
aktivity téchto rostlin patii uterotonicky ucinek, ktery je zprostfedkovany stimulaci hladké
svaloviny uteru. Pfitomnosti lykorinu maji klivie zejména cytotoxickou aktivitu, ale byla
potvrzena také antivirotickd 1 antibakteridlni biologicka aktivita. Lykorin inhibuje
proteosyntézu a tim je aktivni vici détské obrné zplsobené poliovirem, Cocksackie viru,
spalnickam i viram Herpes simplex. Byly u néj zjistény také antidiabetické ucinky. Obsahova
latka lykorin umoznuje nejen terapeutické vyuziti, ale je 1 zdrojem toxicity rostliny.

Pfi intoxikaci se obvykle dostavuje slinéni, zvraceni a prijem, ve vétSich davkach mize

7,12

zpusobit az ochrnuti a kolaps

Obr. 4 - Clivia miniata'!

3.4 Narcis (Narcissus)

Narcisy jsou vyznamnou skupinou rostlin, kterd je studovana botaniky a ptirodovédci
po celém svété diky jejich krase, diverzité a schopnosti hybridizace. Objevuji se v obrovském

mnozstvi barevnych variant a kultivara.

3.4.1 Historie narcisu
Ve starovékém Egypté a zejména v fecké mytologii byl narcis povazovan za kvét patiici
bohim podsvéti. Byl oznacen kvétinou klamu a byl idajné vkladan do hrobi zemielych. Dilo
Ovidia Promény zminuje ptibéh o jeho stvofeni. Prvni narcis mél vykvést na mist€, kde zemfel
krasny mladik Narkissus (lat. Narcissus), ktery byl potrestan bohy za svou pychu a zamiloval

se do svého vlastniho obrazu na vodni hladiné. Tak dlouho se naklanél k hladiné ke svému
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odrazu, az do vody spadl a proménil se v narcis. M¢l budoucim veékiim pfipominat neptiznivy
vliv piilisné sebeldsky, nazyvané dnes také jako narcisismus''4,

VétSina druht narcisit je domaci v Evropé a ve Stfedomofi, proto se jedna o jednu
z nejdéle péstovanych okrasnych a 1écivych rostlin, jez se uzivaly také v tradi¢ni mediciné
k 1é¢eni riznych zdravotnich neduhti. Narcisy se v zahradach péstuji pravdépodobné jiz od roku
300 pt. n. 1. Ve stiedoevropském regionu je to ptedevsim druh N. pseudonarcissus. Naptiklad
Petr Ondfej Matthioli popisoval jiz ve tfetim svazku svého herbafe devét raznych narcist
anazyval je narcisky cili narcisové ruzicky. Popisoval zde vnitini pouziti, které se tehdy
praktikovalo jen zfidka za u¢elem navozeni daveni a vnéj$i uziti, kdy utlu¢ené cibule nebo listy
doporucoval piikladat na otoky, popaleniny, kozni problémy a rany!>14!3,

V druhé poloviné 16. stoleti se ve stfedni Evropé jiz péstovaly i1 dal$i druhy jako narcis
bily N. poeticus, N. tazzeta nebo narcis okolikaty N. jonquilla a dalsi. Velmi oblibenymi se staly
piedevsim druhy a odriidy s vice kvéty na stonku'>.

V druhé poloving 19. stoleti se velkou mérou zaslouzil o zna¢nou oblibu narcist
zahradnik William Robinson (1838-1935). Ve své knize Divoka zahrada z roku 1870 zminuje
Casto vysadby Zlutych narcisii v travnatych plochach jako jeden ze svych nejoblibenéjSich
prvkil v zahradg!?.

Botanické druhy narcist se dnes péstuji jen velmi ziidka. V nabidce jsou tisice zahradnich
odrid od jednotlivych skupin. Nase klimatické podminky dovoluji péstovat nejspolehlivéjsi
odrtdy ze zahradnickych skupin: Trubkovité, Velkokorunné a Kratkokorunné narcisy. Vznikly
hybridizaci predev$im nejznaméjsich druht N. pseudonarcissus a N. poeticus'>.

vvvvvv

zahradniho uméni.

RiSe (Regnum) Rostliny Plantae
PodriSe (Phyllum) Cévnaté rostliny | Tracheophyta
Oddéleni (Divisio) Krytosemenné Magnoliophyta
Trida (Classis) Jednod¢€lozné Liliopsida

Rad (Ordo) Asparagotvaré Asparagales
Celed’ (Familia) Amarylkovité Amaryllidaceae
Rod (Genus) Narcissus Narcis

Tabulka €. 1 - Taxonomie Narcisu
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3.4.2 Narcissus poeticus a Narcissus pseudonarcissus

Rod Narcissus patii mezi vytrvalé jarni kvetouci rostliny. Carl Linné v roce 1753 ptivodné
definoval 6 druhli rodu Narcissus, pticemz N. poeticus byl prvnim popsanym druhem v jeho
knize Species Plantarum. Dnes je znamo, Ze rod zahrnuje pfiblizné 80 druhii a 27 000 kultivara.
V této kapitole je vénovana pozornost dvéma nejvyznamnéj$im a nejrozsifenéjsim druhtim rodu
Narcissus. Narcis bily (V. poeticus) je jednim z druhtt Narcissus rostouci mimo jiné i v Ceské
republice. Z cibule vyrtsta 4-6 uzkych sivozelenych listli a mezi nimi duty, ze stran zplostély
stvol s vrcholovym vonnym kvétem. DorGsta velikosti 2040 cm a vykvétd pozdéji na jare
(duben—kvéten). Okvéti je Cisté bilé, nizkd pakorunka zlutd s karminovée ¢ervenym kadefavym
okrajem. Plodem je tobolka. Listy a stonky obsahuji pfedev§im alkaloid scilain, v kvétech
a v cibulich se nachézeji ucinné alkaloidy tazenin, lykorin aj. Narcis bily je plivodni rostlinou
jizni Evropy. Dnes je rozsifen po celé Evropé, konkrétngji ve Francii, Spanélsku a jizni Italii.
U nas se s oblibou péstuje v zahradach, predzahradkach atp. jako nendro¢na trvalka, kterda nékdy
téz zplafiuje. Diky svym vonnym slozkdm obsazenym v kvétech je také pouzivan
v parfémovém primyslu’-'®.

Dal§im a nejvice znamym druhem rostoucim nejen v Ceské republice je narcis Zluty
(Narcissus pseudonarcissus). Z cibule tvofené z Supin vyrasta opét 4—6 uzkych, femenovitych,
bilateralné symetrickych, lehce Sedozelenych listli a mezi nimi ze stran stlaceny, vzpiimeny,
duty stvol s kvétem. Dortsta vysky 2040 cm. Vykvéta bé€zn€ na zacatku ¢i uprosted jara
(zalezi na kultivaru). Uprostied vonnych zafivé Zlutych okvétnich listkli napadné vycniva
poharkovita, na okraji vinita pakorunka. Plodem narcisu je tobolka. Podobné jako narcis bily
obsahuje tento druh (pfedevs§im cibule) terapeuticky dualezité alkaloidy a nescetné mnoho
dalSich aktivnich latek. V literatuie bylo popsano celkové asi 76 strukturné odliSnych alkaloida
obsaZzenych v cibulich N. pseudonarcissus. Mezi ostatni obsahové latky patii naptiklad
flavonoidy, terpenoidy, tfisloviny, aminokyseliny, alifatické karboxylové kyseliny, fytoalexiny
Zaznamenany byly otravy osob po poziti 4-6 cibuli. U vepit, skotu a jinych zvifat postacilo
k otravé pozieni n€kolika cibuli vyrytych z pady. Druh pochazi z jihozapadni Evropy a bézné
se pestuje, véetné plnokvétych forem, v zahradach a sklenicich. Obcas zplanuje a vyskytuje se
na okrajich lesti, na vlhkych loukéch a kyselych, nevapnitych a humoznich ptidach. Péstovan
je také terapeuticky méné¢ vyznamny narcis taceta (N. fazetta) s bilym okvétim a zlutou

az oranzovou pakorunkou, piivodem ze Stiedozemi’!”.
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Obr. 5 - Narcissus poeticus'® a Narcissus pseudonarcissus"’

3.5 Slechténi a péstovani narcist

Narcisy se déli podle tvaru a postaveni kvéti do 13 zakladnich skupin a nékolika
podskupin. Rozmanitost kvéti poskytuje bezpocet variaci a druhti, kterych jiz bylo vyslechténo
pres 27 000. Slechténim narcisii rozumime cilené zachovani uréitych charakteristik kultivaru
nebo cilené vytvareni novych kultivarii s lepSimi vlastnostmi za vyuziti pravidel dédi¢nosti.
Vlastnosti kultivaru ziskané Slechténim jsou stalé a dédi¢né. K okrasnym a zahradnickym
uceliim je hlavnim cilem vypéstovat novy vzhled, barvu atd. Cilem $lechténi miize byt také
zachovani urcité obsahové latky ¢i dokonce zvySeni jejiho obsahu a zajisténi vétsi odolnosti
viiéi nepiiznivym podminkam pii péstovani (mréz, sucho, choroby). Slechtitelské metody
mohou byt bud’ klasické (vybér, kiiZzeni ¢ili hybridizace, heterozni Slechténi, mutacni a
polyploidni S$lechténi), nebo netradicni (techniky in vitro, bunécné 1 genové manipulace).
Vyslechténi nového kultivaru je dlouhodoby a naro¢ny proces, ktery mize trvat i vice nez 10

let. Kultivary jsou oznaGovany zkratkou cv. z anglického cultivated variety>*?!,

Cibule narcisti jsou sazeny od konce zati do konce tijna do hloubky okolo 20 cm podle
velikosti cibuli, aby byly dostatecné ochranény pied mrazem. Narcisim vyhovuje chranéné i
lehce oslunéné stanovisté, kde netrpi tolik nepfizni poc€asi. SnaSeji rovnéz polostin 1 stin a
mohou se proto sdzet i pod stromy a kete. Kvéty vétSinou Spatné snaseji silné vétry a slunecni
upal. Dafi se jim dobie 1 v tézSich pudach. Béhem vegetace jim vyhovuje vlhko, které je
zajiStovano cCast€j$i zalivkou nebo tzv. mulcovanim, diky kterému se nastele povrch pidy
odumfelym organickym materidlem a vytvofi se urodny humus. Na jafe jsou zahony
provzdusnovany a piihnojovany. Zahony se nechavaji nékolik let na stejném misté. Jako
okrasné rostliny jsou narcisy vhodné v fezané podobé piedev§im do vSech druhl vazeb
1 kvétinovych tprav. RovnéZ mohou byt sazeny piimo do predzahradek ¢i zahont, do travniki

¢i skalek. Po odkvétu bézné napadaji cibule larvy velké narcisové mouchy ,,pestienky* podobné
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¢melaku, diky kterym mohou cibule hynout. Do hustych vysadeb nebo do porostii v trvalkdch
a travnikid tyto Skiidci nenalétavaji. Lze je oSettit tzv. HWT metodou, coz znamend moteni
vodou o teploté 43,5 °C proti larvam narcisové mouchy a had’atku zhoubnému s piidanim
fungicidu, ktery zamezuje infekci fuzariovou hnilobou cibuli. Dobu sklizné je dulezité vzdy
peclivé zvazit, aby nebyla c¢asnd nebo pozdni. Pocasi je zde hlavnim faktorem

rozhodovani??2>23,

3.5.1 Kultivary pouzité v experimentalni ¢asti
3.5.1.1 Narcissus cv. Apotheose
Kultivar Apotheose patii mezi plnokvété narcisy, které maji bud’ plnou trubku ¢i korunku
a nebo ve vétSiné pifipadi jde o kultivary se zmnoZenymi okvétnimi platky (petély)
a roz¢lenénou pakorunkou (petaloidy). Na stvolu je vétSinou jeden kvét, nékteré druhy i voni.
Narcis Apotheose m4 petaly jasné Zluté, petaloidy oranzové zluté. Doriista vysky 3045 cm?°,
Za autora hybridizace se povazuje Oregon Bulb Farms, Oregon, USA a registrovan byl

v roce 1975. Vznikl hybridizaci neznamého kultivaru s Narcissus cv. Double Fortune®*,

25,26

Obr. 6 - Narcissus cv. Apotheose

3.5.1.2 Narcissus cv. Chromacolor
Kultivar Chromacolor patii mezi velkokorunné narcisy. Je to nejrozsifenéjsi skupina
narcist. Zahrnuje druhy s korunkami ve tvaru trubek, kaliskd, poharkti apod., které jsou vsak
krat3i nez okvétni listek. Je jednim z nejtmavsich rizovych narcisti’.
Okvéti je snéhove bilé, tuhé a hezky prekryvané s dobrou stavbou. Korunka je valcova,
vInita, velmi tmavé a syté rizova s karminovym odstinem, uvniti s patrnym nadechem bronzu.

Dosahuje vysky 50 cm?,
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Za autora hybridizace se povazuje William G. Pannill, Virginia, USA a registrovany byl

v roce 1976. Vznikl hybridizaci kultivart Narcissus cv. Carita a Narcissus cv. Accent®®,

Obr. 7 - Narcissus cv. Chromacolor?’

3.5.1.3 Narcissus cv. Hungarian Rhapsody
Kultivar Hungarian Rhapsody patii mezi exotické orchideokvété narcisy neboli kolary.
Maji délenou pakorunku, hluboce ¢lenénou a ptiléhavou nebo stiidavé prokladanou okvétnimi
listky. Tento rozmanity pocet tkrojkii, vétSinou vSak Sest, vytvaii zdanlivé dvojité okvéti
(kolary). Maji cCisté¢ mlécné bilé okvéti, které je z vétsi Casti piekryto velmi zvinénym
a skladanym kolarem v temné lososové riizové barvé. Dosahuje vysky az 50 cm?°.
Za autora hybridizace se povazuje Grant E. Mitsch, Oregon, USA a registrovany byl

v roce 1997. K hybridizaci byl pouzit kultivar Narcissus cv. Phantom?°.

Obr. 8 - Narcissus cv. Hungarian Rhapsody?’
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3.5.1.4 Narcissus cv. Mon Cheri
Kultivar Mon Cheri patii mezi velkokorunné narcisy obdobné jako kultivar Chromacolor.
Vyznaéuje se Sirokym, ¢isté bilym okvétim s voskovitymi prvky. Siroce rozevieny kalich ma
jemné oranzové ruzové zbarveni a je hluboce déleny, patrn€ zvinény a na konci krepovany.
Dosahuje vysky 45 cm?,
Za autora hybridizace je povazovan P.Q.M. Pennings, the Netherlands a je registrovan

od roku 198331,

Obr. 9 - Narcissus cv. Mon Cheri?

3.5.1.5 Narcissus cv. Peach Cobbler
Kultivar Peach Cobbler se fadi mezi krasné plnokvété narcisy podobné jako kultivar
Apotheose. Je to velky jarni narcis s ¢etnymi vrstvami okvétnich maslové zlutych listkt
uspofadanych do jakychsi maslicek, vyplnénych broskvové oranZovymi petaloidy
vytvarejicimi perfektni dvojtonovy efekt. Pfijemné voni a Zadny jiny narcis se mu nepodoba.

Doriista vysky 40 cm?.

Obr. 10 - Narcissus cv. Peach Cobbler>3
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Za autora hybridizace se povazuje Karel J. van der Veek, the Netherlands a je registrovan

od roku 20143,

3.5.1.6 Narcissus cv. Pink Pride
Kultivar Pink Pride se fadi mezi velkokorunné narcisy podobné jako kultivary
Chromacolor a Mon Cheri. Vyznacuje se sné¢hové bilym okvétim a jemné nartizovélou
vélcovitou korunkou s bilou bazi. Dosahuje vysky 45 cm?’.
Za autora hybridizace je povaZzovan P.B. van Eeden, the Netherlands a je registrovan
od roku 1970. Vznikl hybridizaci kultivard Narcissus cv. Pink Rim a Narcissus cv. Lady

Kesteven®.

Obr. 11 - Narcissus cv. Pink Pride3®

3.5.1.7 Narcissus cv. Red Devon
Mezi velkokorunné narcisy patii i kultivar Red Devon. Vyznacuje se velkym, tmave
Zlutym okvétim zdobenym nacervenalou korunkou s jemné zdobenymi okraji, coz vytvari
dobry kontrast. Dorista vysky 4045 cm?2.
Za autora hybridizace je povazovan E.B. Champernowne, England, UK a byl registrovan
jesté pred rokem 1943. Vznikl hybridizaci kultivari Narcissus cv. Fortune a Narcissus cv.

Killigrew?’.
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Obr. 12 - Narcissus cv. Red Devon®

3.6 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

V posledni dobé se celed Amaryllidaceae a obzvlast¢ podceled Amaryllidoidae tési
pozornosti Siroké védecké komunity. To je dano jejich obsahem biologicky velmi cennych
alkaloidt. Tyto alkaloidy se vyznacuji obrovskou riznorodosti jejich chemickych struktur,
biologickych uc¢inkii a rovnéz terapeutického vyuziti. Prvni dochované ziznamy
o terapeutickém vyuziti této Celedi rostlin se datuje do klasického obdobi za pisobeni
Hippokrata z Kéu (4. stoleti pt.n.l.) a Dioscorida (1. stoleti n.l.), autora pétidilné encyklopedie
De materia medica. Ti jiz ve své dob¢ pouzivali extrakt z narcisu Narcissus poeticus na bazi
olejové emulze k terapii neduhi spojenych s oblasti d€lohy. O pouZzivani extrakti z rodu
Narcissus se objevuji zminky také v Bibli. Extrakty byly pravdépodobné pouzivany k 1é¢bé
chorob, dnes oznacovanych jako rakovina. Prvnim z izolovanych alkaloidt byl lycorin, ziskany
z druhu Narcissus pseudonarcissus v roce 1877 Alfredem W. Gerrardem. Od té doby bylo
identifikovano a strukturn€ popsdno na 600 alkaloidi vyskytujicich se jednotlivé ¢i
ve skupinach napiic¢ celou eledi Amaryllidaceae®*.

AA se vyskytuji v celé rostling, avsak jejich nejvétsi mnozstvi se nachazi v cibuli. Rada
z izolovanych alkaloidli mé4 vyrazné biologické uc€inky a ovliviluji i katalytickou aktivitu
enzymu. Byla prokdzana aktivita antifungdlni, antivirovd a antibakteridlni, v€etn€ inhibicni
aktivity vii¢i cholinesterasam. Prokdzany byly ucinky i analgetické a antimalarické. Nékteré
alkaloidy vykazuji cytotoxické ucinky na eukaryotické bunky zaloZené na indukci apoptozy.
Tyto ucinky se projevuji hlavné vici builkkdm nadorové transformovanym, zatimco vici
buitkdm zdravym jsou jen minimalni. Diky narocnosti izolace téchto alkaloidil je stale vétsi
zdjem o piipravu syntetickych analogi s terapeuticky podobnymi, nebo dokonce lepSimi

vlastnostmi*®*!,
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Obr. 13 - Biosynteticka cesta hlavnich alkaloidt rodu Narcissus**
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Z chemického hlediska je specifickou biosyntetickou cestou AA tzv. norbelladinova cesta
(obr. 13), vychazejici z aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Po n¢kolika
reak¢nich stupnich vznika kliCovy intermediat O-methylnorbelladin, od kterého jsou odvozeny
hlavni strukturni typy AA. Tyto alkaloidy jsou klasifikovany do deviti hlavnich strukturnich
typt dle zptisobu intramolekularniho oxidativniho spojeni. Jsou pojmenovavany zpravidla
podle svého hlavniho zéstupce. Nalezi sem belladinovy (O-methylbelladin), lykorinovy
(Iykorin), galanthaminovy (galanthamin), tazettinovy (tazettin), pankratistatinovy
(pankratistatin), homolykorinovy (homolykorin), haemanthaminovy (haemanthamin),
montaninovy (montanin) a krinanovy (krinin) strukturni typ. V neddvné dobé byly
identifikovany také dal§i méné dulezité strukturni typy jako cheryllin, ismin, plicamin,

mesembrin atp. Napiiklad plicaminovy typ alkaloidii byl ziskany z Narcissus broussonetii*®*!,

3.6.1 Lykorinovy typ

Prvnim izolovanym alkaloidem c¢eledi Amaryllidaceae byl v roce 1877 lykorin ziskany
z cibuli a listl Narcissus pseudonarcissus. Jeho struktura byla objasnéna vyzkumnou skupinou
Nagakawy a kol. v roce 1956. Alkaloidy spadajici do lykorinového strukturniho typu patii mezi
nejzndméjsi, nejrozmanitéjsi a nejhojnéji se vyskytujici strukturni typy. Z pohledu toxicity patti
pravdépodobné k nejucinnéjs§im. Hlavni zastupce lykorin je pyrollofenanthridinovy cyklicky
alkaloid. Pfi zjiStovani biologické aktivity lykorinu bylo objeveno hned nékolik zajimavych
ucinkil na zviteci ¢i lidsky organismus jak in vitro, tak in vivo. Byly prokazany antiangiogenni,
antioxidac¢ni a dalsi u€inky. Lykorin je rovnéZ Gi€inny proti celé fad¢ viril z Celedi Flaviviridae,
poliovirus, vaccinia virus pravych nestovic a SARS-asociovany coronavirus*®#!,
pusobi selektivné na nadorové buiiky tak, Ze indukuje jejich programovanou bunécnou smrt
neboli apoptoézu. Tato aktivita byla ve vyznamné mife pozorovana u leukemické bunééné linie
HL-60. Lycorin byl rovnéZ prvni studovanou latkou z ¢eledi Amaryllidacae, u niz byla objevena
protinddorova aktivita*®*!. Do skupiny alkaloidd lykorinového typu spadaji i dalsi latky se
zajimavou aktivitou. Z biologicky nejzajimavéjSich jsou to karanin, pseudolykorin,
anhydrolykorin, 1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin, lykorin-2-on, amarbellisin a galanthin.
Vsechny uvedené latky maji prokézany protinddorovy uc¢inek a z nich nejvétsi vykazuje

amarbellisin a pseudolykorin®®*!,
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Obr. 14 - Pseudolykorin a lykorin

3.6.2 Homolykorinovy typ

Tato strukturni skupina obsahuje celou fadu alkaloidl, ale jen né€ktefi zastupci maji
vyraznou biologickou aktivitu. Homolykorinovy typ alkaloidi je odvozen
od 2-benzopyrano-[3,4-g]indolu vzniklého restrukturalizaci lykorinového typu alkaloidi. Tyto
alkaloidy se piekvapiv€ neobjevuji u vSech rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Objeveny byly
zejména u druhti N. pseudonarcissus a N. poeticus***®.

Hlavnimi zastupci jsou homolykorin, 8-O-dimethylhomolykorin, lykorenin, hippeastrin
a jejich dalsi derivaty. Zeyména alkaloidy lykorenin a hippeastrin vykazuji slibnou inhibi¢ni

aktivitu rstu vii¢i mnoha nadorovym bunikam in-vivo/in-vitro, naptiklad u lidského jaterniho

Obr. 15 - Homolykorin a lykorenin

karcinomu, karcinomu prostaty, a leukemickych bunék. Homolykorinovy typ alkaloida
naneStésti vykazuje také cytotoxicky efekt k nenddorové linii primarnich bunék mySich
fibroblastii (LMTK). Mezi dalsi zajimavé biologické Gc€inky patii aktivita hippeastrinu proti

Herpes simplex a antimykoticky ¢inek zejména proti Candida albicans***.
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3.6.3 Haemanthaminovy a krininovy typ

Haemanthaminové a krininové strukturni typy se v nékteré literatuie oznacuji také jako
a- nebo f- krininovy typ, nebot’ jsou si velmi podobné. Lisi se pouze v prostorové konfiguraci
ethanového mustku. Jednd se tedy o enantiomery a jsou odvozeny od struktury
ethanofenanthridinu. Zastupci patfici do skupiny haemanthaminového typu jsou haemathidin,
krinamin, maritidin a papyramin. Maji rozdilnou schopnost inhibovat rast odlisnych typua
nadorovych bunék. NejucinnéjSimi zéastupci této skupiny jsou pravé haemanthamin,
haemathidin a krinamin, které pisobi cytotoxicky na nadorové bunky. Specialné

u haemanthaminu bylo prokdzano, ze zptisobuje apoptdzu rakovinnych bunék, které jsou jinak

H

|
0

Obr. 16 - Haemanthamin a krinin

proti apoptdze resistentni. Haemanthamin pravdépodobné cili na struktury ribozomu a inhibuje
proteosyntézu. Alkaloidy haemanthamin a haemathidin jsou velmi zajimavé i z hlediska dalSich
biologickych ucinki, nebot’ u hydroxyderivatu haemanthaminu haemathidinu byly prokazany
acetylsalicylové. Neddvné studie rovnéz prokazaly, Ze haemanthamin, hameanthidin a zejména
krinamin vykazuji selektivni inhibi¢ni G¢inky vi¢i monoaminooxidase B (MAO-B), ktera je
dilezita v 1écbé Parkinsonovy choroby. Mezi zastupce krininového typu patii naptiklad krinin

a epimaritidin.***4,
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3.6.4 Tazettinovy typ

Do této strukturni skupiny patii derivaty odvozené od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu.
Hlavnim zéstupcem této skupiny je tazettin, ktery mé jen mirné cytotoxické uc€inky vuci
nez tazettin se ukazal jeho biosynteticky prekurzor pretazettin. Kromé slibné aktivity proti
leukemickym bunkéam, buitkam adenokarcinomu a lymfomu vykazuje pretazettin u¢inky proti
viru Herpes simplex a flavivirim. Ty jsou zprostiedkovany inhibici RNA-dependentni DNA
polymerazy. Pretazettin nanestésti rovnéz jako tazettin vykazuje aktivitu vi¢i nenddorové

buné&eéné linii LMTK*%47,

Obr. 17 - Pretazettin a tazettin

3.6.5 Pankratistatinovy typ

Do této skupiny patii alkaloidy odvozené¢ od molekuly fenanthridinu. Z pohledu
cytotoxické aktivity se jevi nejvice slibnymi zéastupci narciklasin a pankratistatin.

Alkaloid narciklasin, znamy také jako lykoricidinol, byl poprvé objeven v roce 1967
v cibulich rodu Narcissus. Jeho silné cytotoxické Uc€inky byly zjiStény zejména in vitro vici
Siroké Skale nadorovych bunék, zatimco in vivo byla potvrzena jeho efektivita zejména vici
nadorim mozku. Cytotoxicita je zpusobena hned nékolika mechanismy. Napftiklad
antimitotickymi 0€inky podobnymi kolchicinu, indukci apoptézy a navazanim se
na podjednotku ribozomu, ¢imZ dochazi k inhibici proteosyntézy. Jeho aktivita byla vice nez
250krat vetsi vici nadorovym buitkdm nez vi¢i normalnim bunkam lidskych fibroblastii
(NHF). Déle je dilezité zminit 1 dalsi biologicky vyznamné ucinky narciklasinu. Patfi sem
baktericidni aktivita proti Corynebacterium fascians napadajicim rostliny, antigunfalni aktivita
proti Candida albicans, antivirotické aktivita proti RNA virim hemoragické horecky, ktera je

zpusobena flaviviry nebo bunyaviry a dale jeste¢ protizanétliva aktivita zprostiedkovana
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napiiklad potla¢enim produkce tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a) i prozanétlivych
cytokinti. V roce 2015 byly objeveny vyzkumnou skupinou Kima a kol. také inhibi¢ni G¢inky
na tvorbu patologického amyloidu B pti onemocnéni Alzheimerovou chorobou (AD)*43,

Alkaloid pankratistatin byl poprvé izolovan v roce 1984 z cibule havajské lilie
Pancratium littorale. Roku 1993 byly Pettitem a kol. zdokumentovéany prvni poznatky o jeho
cytotoxické aktivité. Experimentalné bylo zjiSténo, ze pankratistatin je cytotoxicky vuci
leukemickym buiikam a vic¢i rGznym solidnim nddorim se Spatnou progndzou. Studie
potvrdily, Ze pankratistatin je cytotoxicky selektivné vici buiikdm nadorové transformovanym
a pusobi mechanismem indukce apoptoézy. Apoptoza je pravdépodobné indukovéana zvySenou
tvorbou reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS) v nadorovych builkach, coz vyustuje
v mitochondridlni dysfunkci téchto bunck a jejich zanik. Pti plisobeni pankratistatinu bunky
NHF dle studii nevykazuji zndmky poskozeni*®*.

Dalsimi zastupci tohoto strukturniho typu alkaloidd objevujicimi se v rostlinach celedi
Amaryllidaceae v minoritnim mnozstvi  jsou napfiklad cis-dihydronarciklasin,

trans-dihydronarciklasin, trisferidin a ismin.

Obr. 18 - Narciklasin a pankratistatin

3.6.6 Galanthaminovy typ

vvvvvv

vvvvvv

ze zakladnich 1é¢iv Alzheimerovy choroby®’. Pro terapeutické ucely je galanthamin ziskavan
zejména z raznych druht a kultivarG rodu Narcissus, napt. Narcissus cv. Carlton. Synteticky je

vyrabén v menSim mnozZstvi. Od ptfedchozich alkaloidi se 1i8i zejména svym biologickym
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ucinkem. Proskurina a Yakovleva jej poprvé izolovaly v roce 1952 z cibule snézenky Galanthus
woronowii a pozdé&ji i z jinych rostlin ¢eledi Amaryllidaceae®. Na pocatku 50. let minulého
stoleti byla nahodné objevena bulharskymi farmakology jeho vyznamna biologicka aktivita.
Diky tomu byl od té doby galanthamin experimentalné vyuZzivan k terapii neurologickych
poruch jako je myasthenia gravis, détskd obrna, riizné typy demence nebo paralytické
poliomyelitidy. Jeho nejvyznamnéjS$i schopnosti je reverzibilni kompetitivni inhibice
acetylcholinesterasy, ¢ehoz se vyuziva zejména v terapii AD*’. Kromé toho allostericky
moduluje presynaptické i1 postsynaptické nikotinové receptory, ¢imz je zaroven zvySovana
nabidka acetylcholinu (ACh). Ma rovnéz neuroprotektivni plisobeni proti poruse membranové
fluidity, mitochondridlniho membranového potencidlu a nedostatku glutathionu®!>2. Déle bylo
prokdzano, Ze galanthamin sniZuje tvorbu ROS jednak pravé inhibici mozkovych AChE, jednak
alosterickou modulaci a-7 podjednotek nikotinovych acetylcholinergnich receptort, ¢imz
dochazi ke stimulaci fosfoinozitin-3-kinasy a tim ke zvyseni exprese antiapoptického faktoru
uvoliovani prozanétlivych cytokini. Snizuje téZ tvorbu inducibilni syntasy oxidu dusnatého
a tim i samotnou produkei oxidu dusnatého?. Ukazalo se, Ze terapie AD galanthaminem vede
k celkovému zlepsSeni kognitivnich, funkénich i behaviordlnich symptomt. Galanthamin ma
velkou vyhodu, Ze vykazuje 53x vétsi selektivitu k AChE nez k BuChE a zcela postrada
cytotoxickou aktivitu. Dnes je klinicky vyuZivan k terapii lehké azZ stfedné té¢Zké AD ve forme
hydrobromidu*®!,

Dalsi zéastupci nélezejici do této skupiny jsou naptiklad O-demethyllykoramin, memogain
(proléCivo galanthaminu), acetylleukovernin a lykoramin. U téchto alkaloidii byla rovnéz

prokézana slibnd inhibi¢ni aktivita vii¢i AChE™.

Obr. 19 - Galanthamin a lykoramin
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3.7 Demence

Demence je nazev pro klinicky syndrom, jehoz soucasti je nejméné 50 riznych
onemocnéni. Pfiblizné 80 % dementnich pacientli trpi Alzheimerovou nemoci (AD). Dalsi
mozné pfi¢iny demence jsou zastoupeny primarnim degenerativnim onemocnénim centralni
nervové soustavy (CNS) jako je Huntingtonova nemoc, Parkinsonova nemoc a dalsi, velkou
skupinou riznorodych poskozeni mozku. K nim patii naptiklad metabolickd onemocnéni,
zmény nacévach, hypoxie, nadory, posttraumatické stavy, hydrocefalus, stavy po
encefalitidach, poskozeni mozku toxiny a 1éky a dalsi onemocnéni®*.

Pti AD dochazi k poSkozeni vysSich korovych funkci, véetné paméti, mysleni, orientace,
schopnosti feci, uceni usudku, pfitom védomi neni zastiené. PoSkozeni uvedenych funkci je
provazeno zhorSenim kontroly emoci, socialniho chovani nebo motivace. Diagnézu demence
lze wurcit na zakladé¢ klinického obrazu a to psychiatrického (neuropsychiatrického)
a psychologického vySetfeni. K urceni diagndzy nedostacuje pouze patologicky nalez pomoci
zobrazovacich technik, nebot rozsah atrofie ¢i funk¢cniho postizeni se nemusi v kazdém ptipadée
shodovat se stupném demence®.

Celosvétove trpi demenci 47,5 miliont lidi. Je o¢ekévano, ze vysledny pocet lidi trpicich

demenci doséhne v roce 2030 poctu 75,5 milionti a v roce 2050 dosahne poétu 135,5 miliond>®.

3.7.1 Alzheimerova choroba

AD je progresivni neurodegenerativni proces spojeny s charakteristickymi
neuropatologickymi zménami. Postihuje velké procento populace zejména ve véku nad 65 let.
AD je spojena s deficity a poruchami fady neurotransmiterovych systémi, zejména systému
cholinergniho. Jako terapeuticky nejslibnéjsi latky se v souc¢asné dobé& jevi pravé inhibitory
AChE a BuChE, nebot’ zejména AChE je aktivni azZ pfili§, coz vyust'uje v nizkou hladinu ACh
v mozku®’.

V roce 1907 popsal némecky psychiatr Alois Alzheimer charakteristické symptomy
provazejici degenerativni onemocnéni mozku, dnes vSeobecné znamého pod jménem AD.
ZjednoduSené¢ se jedna o postupné odumirani a rozpad nervovych bunek, které se na samotném
pocatku projevuje jako porucha kratkodobé paméti, ztrata iniciativy, ztrata zajmu o okoli, horsi
orientace a neschopnost rozhodovani. Dale se s postupnou degeneraci struktur v mozku
objevuje porucha fec¢i, zmeéna osobnosti a chovani, porucha i dlouhodobé paméti, neschopnost
vykonéavat bézné rutinni ukony atp. V pokrocilejsi fazi onemocnéni mize dojit 1 k ¢astecné

nebo Uplné ztrat¢ pohybovych schopnosti, neovladani vylucovani moci a stolice, nastava
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porucha pfijmu potravy, Uplna zmatenost, nerozpoznavani osob (prozopagnozie — pacienti
nejsou schopni rozpoznat obliceje), zapominani jmen svych nejblizSich a nechépani okolniho
déni®’.

AD ma sviij individuélni prabéh, nicméné v priméru toto onemocnéni trva 9 let (uvadi
se rozmezi 2 — 12 let). M4 tfi stadia: ¢asné (mirné), stiedni a t€zké (hluboké). Preklinické
(asymptomatické) stddium muze trvat az 20 let pfed objevenim se prvnich pfiznaka. NejCastéji
se AD vyviji pomalu a pliZivé, trvale progreduje a kon¢i smrti pacienta®®. Pacienti s AD umiraji
diky neurodegeneraci na bronchopneumonie, urazy a dalsi bezprostiedni pfiCiny, na které by
stejné¢ stary zdravy Cclovék bézné nezemftel. Pravdépodobné dochazi k selhdni
neurohumorélniho ¥izeni homeostazy a k selhani adaptace organismu a imunitni odpovédi®®.

Diagnozu AD nelze stanovit pouze jedinym klinickym vySetfenim, ale je nutné ji potvrdit
rovnéZ i amnestickymi 0idaji a testovym vySetfenim. Jako screeningovy test je u nas pouzivan
nejcasteji MMSE neboli tzv. ,,Mini Mental State Exam®, avsak tento test neni vzdy spolehlivy.
Test kresleni hodin (Clock — drawing test) je pro AD specifictéjsi. Uzitecné jsou téz slozitéjsi
testy kognitivnich funkci, pfedev§sim ADAS — cog (AD assessing test — kognitivni slozka),
ale existuji 1 dal$i. Diagnéza AD je nasledné potvrzena pomoci tzv. biomarkerti choroby.
Hlavnimi biomarkery AD jsou pfitomné atrofie medidlnich temporalnich struktur mozku
(hippokampu, amygdaly) s rozs§ifenim komorového systému, piedev§im temporalnich rohi
postrannich komor. Tyto zmény jsou diagnostikovany zobrazovacimi metodami pocitacové
tomografie (CT) a magnetické rezonance (MRI). DalSim dulezitym biomarkerem je zména
pomérl nékterych proteinll v cerebrospinalni tekutiné (CSF) charakteristickych pro AD jako
napiiklad zvy$end hladina proteinu tau a snizen hladina B-peptidu;. 42>,

AD je primarné onemocnénim Sedé kiiry mozkové>. Dochazi k nasledujicim zménam
struktury mozku: redukci po€tu neurond, zméné neurofibril, objevuji se senilni plaky,
granulovakuolarni téliska v cytoplasmé neuront (vakuoly o velikosti 3—-5 um s centralnim
jemné granulovanym utvarem) a Hiraniho téliska. Dale byva potvrzena amyloidéza drobnych
cév pia mater a kliry mozkové. Tyto uvedené zmény nejsou pro AD charakteristické, vyskytuji
se 1vmozku starSich osob bez klinické odezvy a jsou soucésti i jinych degenerativnich
onemocnéni. Pro diagnézu AD je charakteristické, Ze vyse uvedené zmeny jsou velmi pocetné
a charakteristicky rozlozené>*.

Ve spojeni s AD byla dokumentovana autozomalné recesivni dédi¢nost s genetickym
defektem na 21. chromozomu, kdy je pfitomny geneticky defekt bilkovinného prekurzoru
B-amyloidu. Je to jeden z rizikovych faktort, kdy dochazi k tomu, Ze fragment amyloidového

prekurzorového proteinu (APP), nazyvany monomer B-amyloidu, vznikd patologicky
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zménénym Stépenim APP a néslednym shlukovanim az do vzniku proteinovych vlaken
vytvatejicich ddle nerozpustné tzv. senilni plaky®. Tyto molekuly jsou velmi neurotoxické.
Samotny APP je pfirozen¢ se vyskytujici dlouhy neurondlni transmembranove ulozeny protein
s extracelularnimi doménami, normalné fyziologicky produkovany metabolismem. Napomaha
pfi ristu a obnové neuronu pii jeho piipadném poskozeni. Za normdlnich podminek je St€pen
enzymem o-sekretasou na kratké, plné rozpustné fragmenty nazyvané B-peptidiso o délce
26 aminokyselin, prochazejici fyziologicky skrz bunééné membrany. Pti patofyziologii AD se
vsak uplatiuji enzymy - a y-sekretasa, Stépici APP na delsi fragmenty B-peptidu o 42 a vice
aminokyselinach, tedy monomery amyloidu B (AB)>®. Ke koagulaci monomerti Ap dochazi
v extracelularnim prostoru mozkové kiry. Poté dochazi k jejich polymeraci, a tak dochazi
ke vzniku extracelularniho patologického proteinu f-amyloidu. Spole¢né s apolipoproteinem
E4 (ApoE4), proteoglykany a a-antichymotrypsinem tato amyloidové vlakna mohou agregovat
v senilni plaky o priiméru desitky az stovky pm. Tyto utvary jsou detekovatelné pomoci metody
pozitronové emisni tomografie (PET) pfi pouziti latek vazicich se na B-amyloid, naptiklad
Bfluorodeoxyglukozy. V diisledku toxicity AP pak dochézi k aktivaci nékterych proteinkinas,
napiiklad glykogensyntasy kinasy 3 (GSK-3)%-8,

Vyse zminéné procesy zapricini, ze peptidy B-amyloidu reaguji s receptory na povrchu
bunék, jako je receptor for advanced glycation and products (RAGE) a scavenger receptor
(RA). Nasledné vznikaji ROS, které mohou prostfednictvim depolarizace bun&éné membrany
a aktivace receptori NMDA (N-methyl-D-aspartate receptor) zvySovat neuronalni
intracelularni koncentraci Ca”*. Kyslikové radikily a vysok4 koncentrace Ca®" podporuji
bunécnou smrt neuronii. V mikrogliovych bunkéch stimuluje aktivace RAGE a RA tvorbu,
popf. postupné uvoliiovani: NO, prostaglandintl, excitotoxint, cytokind, TNF-a a dal§ich. Tim
se indukuje zanétliva odpovéd, diky které rovnéz dochazi k odumirdni neuronti a dalsi
neurotoxicité. ZvySena koncentrace osmolytu inozitolu pak svéd¢i o poruse celkové regulace
bunécného objemu. Zanik neurond muze byt akcelerovan deficitem nervového rtstového
faktoru (NGF) nebo NGF-receptorti, a tak miize byt dodanim NGF tento proces zpomalen®%®!,

Fyziologicka funkce proteinu tau spociva ve formovani a stabilizaci mikrotubuld, které
jsou soucasti cytoskeletu neuronu a zprosttedkovavaji transport dilezitych latek. Fosforylace
cytoskeletalniho proteinu tau (katalyzovana GSK-3) zpiisobuje vznik hyperfosforylovaného
rozpustného proteinu tau, coz dale vede k tvorbé intracelularnich neurofibrilarnich uzlicka
(NFT). K aktivaci GSK-3 dochazi vyse zminénou kaskddou spojenou s toxicitou ApP.
V disledku toho dochazi k destrukci mikrotubulll a takto postizené neurony pak podléhaji

apoptoze. U AD se celkové apoptoza znacné zvySuje a dochazi tak ke kortikosubkortikalni
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atrofii mozku. SniZuje se téz synapticka plasticita, nastavd sniZzena produkce nékterych
ristovych faktor mozku a dochazi k dalsim degenerativnim zménam>%-6!,

Dal$im onemocnénim, pii kterém se objevuji depozity amyloidu, je Downiiv syndrom
(trizomie 21. chromozomu), ktery je rovnéz spojen s vyssim rizikem demenci a u kterého je
u osob nad 40 let véku Alzheimerova choroba pravidlem. Stejn¢ tak fada dalSich genetickych
defekt (napt. ApoE, presenilin 1 a 2) spolecné s vlivem zevnich faktortu (faktory zivotniho
prostiedi, toxiny) mohou vyustit pravé v tvorbu a depozity amyloidu. V postizenych oblastech
mozku byla biochemicky prokazana kromé deficience ACh i deficience cholin-acetyl-
transferasy (az o 90 %), coz je enzym dulezity pro tvorbu acetylcholinu. Klesaji také
koncentrace dalSich neurotransmiteri, jako noradrenalinu, serotoninu, neuropeptidu Y,
substance P a kortikotropin releasing hormonu (CRH)®.

Na obrazku ¢. 20 mizeme vidét schéma patofyziologie AD. K zdniku neurond, atrofii
mozku a vzniku AD vede poskozeni mitochondrii oxidativnim stresem, porusend homeostaza
vapniku, lysosomalni dysfunkce, produkce amyloidnich plakd, tvorba neurofibrilarnich uzlicka
zahrnujici poruchu pfenosu vzruchii a poskozeni neuronti volnymi radikaly.

Poskozena Lysosomalni

PoSkozena homeostaza dysfunkce

mitochondrie,
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Obr. 20 — Schéma patofyziologie AD%
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Je znamo, ze existuji dvé formy Alzheimerovy choroby, které se 1isi dle skutecnosti,
v jakém véku choroba zapoc¢ne a také dle jejiho genetického zakladu. V ptipadé ¢asného
zachytu choroby se symptomy objevuji do 65 let. Forma s ¢asnym zacatkem (presenilni forma)
je pomérné vzacna. Mezi ni se Casto vyskytuji familidrni formy (s hereditarnim podminénim,
fAD). V piipad€ pozdniho zachytu, zndamém také jako senilni nebo sporadicka forma (sAD), je
zde vétsi genetickd predispozice, ale individualné je zde mensi dopad. Tato forma se vzacné
objevuje ve véku niz§im nez 65 let a je vyrazné Castéj$i. Ackoliv je rozsah a komplexnost
faktorh u sAD vétsi nez u fAD, choroba progreduje obdobné pro ob¢ formy a ma velmi
podobnou symptomatologii a neuropatologii*®-%.

Mozek zasazeny AD je celkové zmenSeny, vaha muze byt redukovéana az pod 900 g.
Pro predstavu mozek zdravého cloveka primérné vazi 1 300 g u zen a 1 400 g u muzii; vdha
dosahuje maxima mezi 30—40 lety, v dalSim obdobi se pfirozené sniZuje. Jak je patrné z obrazku
¢. 21, zavity na mozku jsou zizené, ryhy rozsifené a maximum zmén byva v okcipitalnich a ve
frontalnich lalocich. Atrofie postihuje také bilou hmotu, hippocampus a bazalni ganglia.

Mozecek a mozkovy kmen zlistdvaji vétSinou nezménény. Atrofii provazi rozsifeni postrannich

komor (hydrocefalus e vacuo)**.

Zdravy mozek Mozek pii AD

Mozkova kura se zmensuje, coZ
zpusobuje poskozeni oblasti zahrnujicich
my$leni, planovani a vepominani

Mozkové komory se rozsifuji

Vaimd strukturdlni redukcee je obzvlasie

Hippokampus

patrnd v hippokampu, coZ je oblast
mozku, kterd hraje dileZitou roli

v utvafeni novych vzpominek

Obr. 21 — Rozdil mezi mozkem zdravého ¢lovéka a mozkem zasaZzenym

Alzheimerovou chorobou®

Do 85 let je incidence AD pro Zeny 1 muze srovnatelnd. Nad 85 let je incidence u muzl

nizs8i, ackoliv incidence vaskularniho typu demence roste. Ve vysledku jsou Zeny ve vyS$im
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véku postizeny AD castéji nez muzi. Komplexni etiopatogeneze AD zatim zndma neni, a proto

nejsme schopni tuto nemoc kauzalng 16¢it>*°,

3.7.2 Terapie Alzheimerovy choroby

Terapie AD pouzivana v soucasné dob¢ je limitovana na podavani 1écivych piipravka
ovliviiyjicich symptomatologii. Je tedy schopna progresi choroby pouze modulovat ci
zpomalovat. Jejim hlavnim cilem je oddéaleni tézkého stddia choroby, kterd zahrnuje
nesobéstacnost a institucionalizaci pacientii. V prubéhu terapie je téz snaha zlepsit kvalitu
zivota téchto pacient®®%4,

Farmakoterapie je rozdélovana na terapii kognitivni, kterou je mozné ovlivnit postizené
kognitivni funkce, a na farmakoterapii nekognitivni, kterd zahrnuje ovlivnéni pfedevSim
postizenych behaviordlnich a psychologickych ptiznaki demence. U poruch chovani nebo
u pridruzenych psychotickych ptiznaki se pouzivaji 1é€ivé ptipravky ze skupiny antipsychotik.
U ptidruzenych depresi jsou v terapii pouzivana moderni antidepresiva®®.

Farmakoterapie zlepSujici kognitivni funkce je rovnéZz oznaCovana jako terapie
modulujici klinicky obraz choroby. Zatim existuji pouze dva terapeutické pfistupy, které jsou

Siroce doporucovany a které jsou také podloZeny experimentalnimi dikazy (tzv. ,.evidence-

¢)58,59
based approach®)>*>,
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Obr. 22 — Cholinergni synapse v CNS>?
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Pouziti inhibitori mozkovych cholinesteras (AChE, BuChE) je zdkladem prvniho
terapeutického piistupu. Jejich wuziti v1écbeé demence vychazi z prokdzaného deficitu
neurotransmiteru ACh v mozku u nemocnych s Alzheimerovou chorobou, ale i u jinych
demenci, coz naznacuje abnormalni aktivitu AChE. AChE se vyskytuji v neuromuskularnich
spojich, synapsich cholinergnich neuronit CNS a také v Cervenych krvinkach, kde zptsobuji
rychlou hydrolyzu ACh na acetat a cholin. Diky tomu je puisobeni ACh na postsynaptickych
receptorech zastaveno a cholinergni neurony se vrati do inaktivovaného stavu. U Alzheimerovy
choroby se navic uplatnuje dal§i enzym BuChE, ktery je za normdalnich podminek v mozku
naprosto minoritni, ale v pribéhu AD se jeho aktivita zvySuje. Enzym BuChE je rovnéz schopen
stejnym zptisobem inaktivovat acetylcholin na acetyl a cholin. Je produkovan jatry, detekovan
v plasmé a také exprimovan v neuronech CNS®>3,

Inhibici AChE, eventuelné 1 BuChE, se zvySuje nabidka ACh v cholinergnich synapsich
a uc¢inek ACh na postsynaptickém receptoru je tak prodlouzen. Bylo téz prokézano, ze inhibice
cholinesteras snizuje toxicitu i tvorbu B-amyloidu a zasahuje tak do neurodegenerativnich
mechanismii AD®®. Inhibitory AChE predstavuji 1éky prvni volby pfedevdim u lehkych a
sttedné tézkych forem AD, u nichz jesté existuje nad€je na zpomaleni rozvoje demence. Tyto
latky musi dobfe prochdzet hematoencefalickou bariérou, nesméji vyrazngji ovliviiovat
periferni cholinesterasy. Je vhodné zahdjit 1écbu co nejdiive po stanoveni diagnozy zvolna
zvySujicimi se davkami léCivé latky. Jsou vSeobecné dobie tolerovany. NejcastéjSimi
nezaddoucimi Uc¢inky, zvlasté pii zahajeni 1écby a pii zvySovani davky, jsou zaZivaci potize
(nauzea, zvraceni, bolesti bficha, priijjem), anorexie a ubytek hmotnosti. Tyto nezadouci uinky
1é¢bu limituji. Inhibitory AChE prokazatelné pomahaji prodlouZzit obdobi leh¢iho stadia
demence, v jehoZ prib¢hu je pacient relativné sobéstacny nebo alespoil méné zavisly na péci
okoli. Oddaluji vznik téZkého stadia poSkozeni kognitivnich funkei, kdy je naopak postiZzeny
plné vazan na péci okoli a ¢asto institucionalizovan®’.

V soucasnosti jsou klinicky schvalené 3 1éCivé pripravky, které se 1isi svou afinitou
k cholinesterasam, farmakokinetikou i farmakodynamikou”*®,

Donepezil (Aricept, Yasnal, Alzil) ptisobi jako velmi €isty nekompetitivni a reverzibilni
inhibitor AChE. Z téchto 3 1é¢ivych latek mé nejdelsi biologicky polocas, vice nez 70 hod., coz
umoziuje podavani 1x denné. PocateCni davka je 5 mg/den, pii dobré toleranci se miize
po mésici zvysit na 10 mg/den. Je dobie tolerovan, ma maly vyskyt nezadoucich G¢inkG>%64>7,
Galanthamin (Galantamin Mpylan) je Cisty inhibitor AChE a mimo jiné vykazuje

1 allosterickou modulaci nikotinovych receptord, jak jiz bylo uvedeno. M4 kratsi biologicky

polocas, je poddavan 1x denné (retardovand forma) nebo 2x denné (neretardovana forma).
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Davkovani je 1x 8 mg/den (2x 4 mg/den) 4 tydny, poté zvySeni na 1x 16 (2x 8) mg/den dalsi
4 tydny a nejvyssi davkou je 2x 12 (1x 24) mg/den. Galanthamin je zpravidla dobfe snéasen,
jeho nezadouci u¢inky jsou minimalni>®%.

Rivastigmin (Exelon, Nimvastid) inhibuje mozkovou AChE, ale i BuChE. Z tohoto
divodu se u n¢ho objevuje vice nezaddoucich gastrointestindlnich Uc¢inkd, které ale byvaji
ptechodné. Tento piipravek plsobi rovnéz velmi dobie na psychotické priznaky. Je jedinym
inhibitorem mozkovych cholinesteras, ktery ma také schvalenou indikaci demence pfi
Parkinsonové chorobé. Rivastigmin je uzivan peroraln¢ prvni 2 tydny 2x 1,5 mg/den, pti dobré
toleranci mize byt davka zvysena na 2x 3 mg/den, minimaln¢ po 2 tydnech s dobrou toleranci
je mozno zvySeni na 2x 4,5 mg/den a po dalSich minimaln¢ 2 tydnech pii dobré toleranci lze
davku zvysit az na maximalni davku 2x 6 mg/den. Existuje také rivastigmin v naplastové formé
(Exelon Patch), ktera se aplikuje 1x za 24 hodin a nezpiisobuje nezadouci u¢inky GIT>*-8,

Druhy terapeuticky piistup pii AD je zalozen na pouziti blokatorti receptori NMDA
glutamanergniho systému. U nas jsou schvaleny 1é¢ivé ptipravky obsahujici jedinou
pouzivanou lé€ivou latku s timto mechanismem u¢inku, coz je memantin (Ebixa, Cognomem,
Mantomed). Utinkuje jako napéfové zavisly, stfedné afinitni antagonista glutaméatovych
receptord NMDA a zaroven blokuje i pfemiru aktivity téchto receptorti. Umoznuje ale pfi tom
jejich fyziologickou funkci, nezbytnou pro tvorbu pamétovych stop. Memantin ma silné
ochranné plsobeni proti excitotoxickému plisobeni glutamdtu na neurony a inhibuje
proteinkinasu GSK-3 B, ktera spousti degeneraci neuronalniho proteinu tau>®:64+68,

Memantin je podavan peroralné v neretardované forme 2x denné 10 mg (zaciné se 1x 5
mg/den a kazdy tyden se ptidava 5 mg). Je to latka s pfiznivym bezpecnostnim profilem
a obecné je dobfe snasen. Pokud se vyskytnou nezadouci u¢inky, projevuji se nejcastéji jako
zmatenost, zavraté, zacpa, bolest hlavy a somnolence. MliZe byt uZivan jak v monoterapii, tak
rovnéz v kombinaci s inhibitory AChE. Kombinace memantinu a inhibitort AChE vykazuje
vys$$i tcinnost a bezpecnost v porovnani s monoterapii. Pozitivn€ ovlivituje pfedevsim stfedni
a t&zkou formu AD>%-68,

Lécba AD se nesklddd pouze =z farmakoterapie. Jsou rovnéz vyzadovany
psychoterapeutické a socioterapeutické piistupy. Diilezitou roli zde hraji reedukacni terapie,
kdy je nutno procvicovat s postizenymi ty funkce, které stale zistaly zachovany, nikoli se snazit
ucit je funkce, které jiz zapomnéli. Vyznamnou slozkou 1é€by pacientii s AD je prace s jejich
pecovateli a nejbliz§imi piibuznymi. Tyto osoby jsou pravidelné vystavovany silné zatézi jak
psychické, tak fyzické i ekonomické. Vyznamné misto v edukaci pedovatelt ma Ceska

alzheimerovska spole¢nost™.
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Nékteré studie poukazuji na terapeuticky ucinek a vybornou toleranci purifikované formy
extractum ginkgo biloba EGb 761. Standardizovany extrakt z Ginkgo biloba EGb 761 je
povazovan za mén¢ ucinny nez inhibitory cholinesteras a memantin. Je vSak v soucasné dobé
uvadén v doporuCenich neuropsychiatrickych spolecnosti pro 1ébu AD jako alternativa

pfi nesndsenlivosti inhibitort cholinesteras nebo k adjuvantni 16b&®*+¢°.

3.7.3 Priklady nové testovanych latek v klinickych studiich

V disledku nedostatecné efektivity soucasné schvalenych Iékt existuje velka snaha
o objeveni novych molekul s potencidlem vyrazné zménit pritbé¢h nemoci. V bieznu roku 2020
probihalo az 226 klinickych zkousek ve fazi 1. az III. intervenénich studii’®. Vyvoj novych 1é¢iv
se strategicky méni, pfi¢emz se vychazi ze soucasnych aktualnich poznatkii patofyziologie AD.
Utinné latky s potencidlnim vyuzitim ovlivituji cholinergni deficit, tvorbu a eliminaci
patologickych proteinii PB-amyloidu (AP) a proteinu tau, zanétlivé procesy, nedostatek
neurotrofnich  faktori, mitochondrialni dysfunkce, inzulinovou rezistenci a dalsi

patofyziologické procesy AD®,

3.7.3.1 Inhibitory AChE
Mezi prvnimi pouzivanymi latkami se v klinickych studiich objevil inhibitor
cholinesteras takrin. Pouziti takrinu v klinické praxi bylo komplikovano jeho toxicitou
(hepatotoxicita, GIT dyskomfort), proto byl z trhu staZzen. V soucasnosti probiha intenzivni
vyzkum a vyvoj jeho novych derivatd a derivatl 7-methoxytakrinu se zachovanou u¢innosti,

ale mensi toxicitou®*.

3.7.3.2 Latky sniZujici tvorbu p-amyloidu

Nejvétsi skupina v soucasnosti vyvijenych latek cili na patologicky AP. Hypotéza
amyloidni kaskady byla formulovéna jiZ v roce 1992 Hardym a Higginsem, ackoliv potencidlné
slibné latky v pozdnich klinickych studiich neukazaly dostate¢nou ¢innost®*7°.

Novymi latkami redukujicimi tvorbu patologického AP jsou inhibitory PB-sekretas,
inhibitory a modulatory y-sekretas a také aktivatory (enhancery) a-sekretas. Vyvijené inhibitory
B- a y-sekretas jsou omezeny nutnosti pfestupu pies hematoencefalickou bariéru a rovnéz
faktem, Ze sekretasy Stépi 1 jiné fyziologicky dulezité substraty nez AB. Jednim z téchto

substratli je Notch protein regulujici bunécnou proliferaci, diferenciaci a riist bunék. NaruSena

vrwe
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y-sekretas vykazujicich mnoho nezadoucich ucinkii véetné hematotoxicity, GIT potizi, koznich
reakci a zmén barvy vlasi®.

Ackoliv byla vyvinuta druhd generace selektivnich inhibitord y-sekretas s lepSim
bezpecnostnim profilem, tzv. ,,Notch Setfici* inhibitory (napt. begacestat), vysledky klinickych
studii t&chto inhibitorti/modulatorii nejsou pfili§ nad&jné®*.

Inhibitory B-sekretas se prokazaly jako zajimav¢jsi latky. Prvnimi latkami ze skupiny
inhibitorti B-sekretas byla peroralné podévana antidiabetika pioglitazon a rosiglitazon. Jejich
mechanismem Uc¢inku je stimulace jaderného receptoru PPARYy, ktery vykazuje urcité
protizanétlivé u¢inky, snizuje toxicitu AP a zvysuje tvorbu antiapoptického faktoru Bcl-2%4,

III. faze klinického zkouSeni dosdhlo pét inhibitorti B-sekretasy 1 (BACEL) jako je
verubecestat, lanabecestat, atabecestat, umibecestat a elenbecestat. VSechny tyto latky ptsobily
na efektivni snizeni hladin AP v cerebrospindlni tekutin€ u pacientii s AD. Nicméné vSechny
tyto latky byly z klinického zkouSeni vyfazeny z divodu nedostate¢ného kognitivniho a
funk¢niho zlepSeni. Bylo dokonce zpozorovano i zhorSeni kognitivnich funkci a vyssi incidence
nezadoucich u&ink’’.

V klinickych studiich jsou zkouSeny 1 latky, které brani agregaci AP peptida v oligomery,
které jsou povazovany za nejvice neurotoxické. Tyto latky se navazi na rozpustné peptidy Ap
a inhibuji jejich agregaci v oligomery a predchazeji tak neurotoxicit¢ a odumteni neuront. Byly
studovany dvé latky: scyllo-inositol a tramiprosat (3-amino-1-propanesulfonic acid; 3-APS)"°.

Scyllo-inositol byl velice slibny u pacienti s lehkou azZ sttedné zdvaznou AD, ackoliv
jeho efektivita nebyla dostacujici. V nejvysSich davkach pak mél zdvazné nezddouci ucinky
zplsobujici infekce i smrt. Scyllo-inositol je z hlediska efektivity dale prozkoumavéan’,

Tramiprosat ve III. fazi klinického hodnoceni u pacientt s lehkou az stfedné zadvaZznou
AD neukézal vyznamné rozdily ve zlepSeni kognice. Nicméné jeho prolé¢ivo, ALZ — 801, je
v souc¢asnosti intenzivné studovéno’®.

S védomim, Ze akumulace AP a jeho agregace je hlavni pfi¢inou neurodegenerace pii AD,
je predstava o zvySeni jeho odstranovani pomoci specifickych anti-Ap protildlek velmi
rozumnou a nadé&jnou strategii’’.

Aktivni imunizace neboli stimulace imunitniho systému pacienta k produkci protilatek
pomoci intramuskularni vakciny s AP nebo jeho fragmenty proti AP, vedla k nedostatecné
imunologické odpovédi a fadé nezaddoucich ucinki. Proto klinickd studie zahrnujici aktivni
imunizaci byla zastavena z divodu vyskytu aseptické meningoencefalitidy zplisobené aktivaci
T-lymfocytd. Je dale zkouSena u pacientd s prodromalnimi symptomy AD. V soucasnosti je

ve IL/III. fazi klinického hodnoceni latka s dobrym bezpecnostnim profilem bez schopnosti
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aktivace T-lymfocytl, amilomotid. Dalsi nad&jnou latkou se jevi vakcina ABvac40, ktera jako
jedna z prvnich cili na ABso peptid. Sklada se z nékolika opakujicich sekvenci kratké verze
syntetického peptidu APso. Pii aplikaci této vakciny dochazi ke vzniku imunitni odpovédi
a produkci specifickych protilatek proti peptidu APao’!. V 1. fazi byla zkousena u pacienti
s lehkou az stiedné tézkou formou AD. Je dobfe tolerovana s dobrou odpovédi imunitniho
systému. Ve II. fazi je zkouSena i na pacientech s prodromélni AD. Tato studie by méla byt
dokoncena pravdépodobné v prosinci roku 2022. ZkouSeny jsou jesté dalsi vakciny obsahujici
syntetické peptidy specifickych sekvenci AP jako AD02, V950 a UB-3117°.

Oproti tomu pasivni imunizace je zaloZzena na administraci monoklonalnich ¢i
polyklondlnich protilatek namifenych proti AP ¢i jeho agregovanym formam. III. faze
klinického hodnoceni dosidhlo 6 monoklondlnich protilatek (bapineuzumab, solanezumab,
crenezumab, gantenerumab, aducanumab a BAN2401). Ackoliv je zde vyhodou mensi vyskyt
nezadoucich ucinki, tato terapie vyzaduje opakované podavani protilatek v infuzich, ptesny
vybér cilii pro antigeny, vyvolani imunitni reakce po aplikaci protilatky a piestup ptes HEB.
Ackoliv byl patrny pokles AP plaki a CSF biomarkerti, u téchto monoklonalnich protilatek
nebyla zatim prokdzana dostate¢nd efektivita®®’?,

Jedind monoklonalni protilatka aducanumab (Aduhelm®) byla schvalena americkym
Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) po 3. fazi klinického hodnoceni 7. Gervna 2021
zrychlenym procesem jako prvni terapie AD od roku 2003. Je to plné humanni IgGl
monoklonélni protilatka, kterd se vaZze selektivné na agregované fibrily AP a snizuje vyskyt
AP senilnich plakli v mozku pacientti s AD. U této velmi nadéjné protilatky probé¢hla i 3. faze
klinického hodnoceni, a to pod vedenim firmy Biogen® (2015-2019), kde byla hodnocena
zejména jeji efektivita a bezpe€nost. Béhem této faze se projevila vyrazna redukce AP plaki
v mozku, a prestoZe méla trvat dalsi tfi roky, nakonec splnila 3. fazi klinického hodnoceni dfive.
Nicméné, Aduhelm® je registrovanym lékem pouze v USA a jeho uzZivani je FDA dale
monitorovano. Evropskd agentura pro 1€¢ivé ptipravky (EMA) poukazala na to, Ze dalsi studie
po schvéleni klinického hodnoceni nepotvrdily dostate€nou prospé$nost v porovnani s rizikem
vedlejSich ucinkid jako otok a krvaceni, které se objevily u nékterych pacientid. Proto EMA
odmita 1éku Aduhelm® udélit povoleni k uvedeni na evropsky trh2.

Dalsi slibnou protilatkou je lecanemab (BAN2401), humanizovana monoklondlni
protilatka, jez se vaze selektivné na rozpustné AP protofibrily. Ukézala dobrou toleranci
a vyznamnou redukci kognitivni dysfunkce i redukci akumulace AR v mozku. Planované

dokondéeni studie je v ervenci roku 2024472,
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3.7.3.3 Terapie zaméFena na protein tau

Latky zaméfujici se na patologicky protein tau se snazi zabranit jeho hyperfosforylaci,
agregaci a zlepSovat jeho degradaci. Role proteinu tau vsak ziistava stale neobjasnénd, nicméné
studie ukazuji jeho dilezitou funkci pfi shromazdovani a stabilizaci cytoskeletalnich
mikrotubult. V poslednich letech je témto latkdm vénovéana vétSi pozornost nez latkam
ovlivitujicim AB*+7°.

Prvni z pfistupti je zalozen na nevyvazené aktivité proteinkinas a fosforylas, pficemz se
v patologii proteinu tau jevi jako nejdulezitéjsi kinasa GSK-3 . Mezi inhibitory GSK-3 naleZzi
latky pouzivané v psychiatrii jako stabilizatory nalady, lithium ¢i valproat. Tyto latky snizuji
fosforylaci proteinu tau a ptisobi neuroprotektivné. Lithium bylo zkouseno v malé studii a bylo
podavéano pacientim s mirnou progresi AD, u nichZ se projevil ndznak zpomaleni progrese
kognitivni dysfunkce. K dostatenému prokazani klinického prospéchu lithia je nezbytné
provést dalsi studie®*7°,

Derivat methylenové modri leukomethylenthyonium bis hydromethanesulfonat (LMTM)
se také jevi jako slibna sloucenina, kterd se dostala do II. fdze klinickych studii. LMTM
ucinkuje jako inhibitor hyperfosforylace proteinu tau a jeho agregace. Byla u ni prokdzana
dobra biologickd dostupnost a snasenlivost. Byla testovana u pacientli s AD i u pacienti
s frontotemporalni demenci. Ve III. fazi klinického hodnoceni latka zpocatku neukézala
zpomaleni progrese kognitivni a funkéni dysfunkce, ale dalsi analyza zaznamenala potenciélni
benefity dle velikosti ddvky a studie by méla byt dokon&ena v prosinci roku 2022470,

V poslednich letech se vénuje vEtsi pozornost pravé imunoterapii spojené s proteinem
tau. Obé strategie, aktivni 1 pasivni imunizace, cili na produkei protilatek, které se specificky
navazi na patologické konformery proteinu tau bez toho, aniz by se navazaly na nepatologicky
protein tau. Timto dochazi k odstrafiovani abnormélniho proteinu tau a tim také k redukci ztraty
neurond a dalsich klinickych symptomd s tim spojenych’.

Je znamo, Ze agregaty proteinu tau se akumuluji nejcastéji uvnitf neuronu, proto zde
nastaly obavy, aby protilatky byly schopné penetrace do neuronti. Nicmén¢ studie ukézaly,
ze protilatky pfestupuji ptes HEB i penetruji do neuronil. To je zajiSténo zejména receptory
zprostfedkovanou endocytézou, ale mulze se objevovat rovnéZ penetrace celkovou
endocytdzou, tzn. hromadnou tvorbou synaptickych va¢kd na nervovych zakonéenich’,

V aktivni imunoterapii jsou pouzivany syntetické peptidy imitujici patologické proteiny
tau jako antigeny. Tim se v imunitnim systému indukuje tvorba potiebnych protilatek proti
témto antigeniim. Prvni anti-tau vakcinou byla AADvacl obsahujici synteticky peptid

specifické sekvence proteinu tau. Tato vakcina ukéazala dostateCnou bezpecnost v 1. a II. fazi
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klinického hodnoceni u lehkych forem AD. Byl potvrzen signifikantni pokles biomarkerta CSF
v krvi, coz ukazuje potencidlni zpomaleni patologie proteinu tau. Latka se ukazuje jako dobie
tolerovana a pravdépodobné dosahne I11. faze klinického hodnoceni’.

Pasivni imunoterapie vyuziva injekci monoklonalnich protilaitek namifenych proti
patologickému proteinu tau. Celkem Ctyfi anti-tau protilatky dosdhly II. faze klinického
hodnoceni: Gosuranemab, Tilavonemab, Semorinemab a Zagotenemab. VSechny tyto latky se
zdaji byt nadéjné, bezpecné a dobie tolerované. Vysledky dosavadnich studii zatim nebyly

publikovany a studie dale pokracuji’’.

3.7.3.4 Léciva interagujici s mitochondridlnimi enzymy

Dal$im moZnym cilem terapie jsou mitochondridlni enzymy. Diky nadmérné tvorbé AP
dochazi k poruSe mitochondridlniho metabolismu. Rozpustny AP je zodpoveédny za zvySenou
tvorbu ROS (pfedevsim peroxidu vodiku), které snizuji vykonnost mitochondridlnich enzymi,
predevsim cytochrom oxidasy. AD je jest¢ k tomu cCasto doprovazena snizenou expresi
mitochondrialni superoxid dismutasy 2, neboli enzymu, ktery tyto volné kyslikové radikaly
odstrafiuje. Mimo jiné dochazi 1 knadmémné tvorbé enzymového komplexu
alkoholdehydrogenasy vazajici amyloid B (ABAD). Na n&j se vazou oligomery AP a tim
dochdzi k dalsimu zhorSovani bunééného dychéani. Pro tyto ucely jsou hledany potencialni
blokatory tohoto komplexu’.

Frentizol, znamy také jako imunosupresivum a antivirotikum pouZivané naptiklad k 1é¢bé
revmatické artritidy, byl identifikovan jako blokator Ap — ABAD interakce. Jeho dalsi derivaty
a analoga jsou dale vyvijeny a testovany. Prvni syntetizované ABAD modulatory (ABAD-4a,
ABAD-4b) vykazovaly ochranné ¢inky na mitochondrialni funkce®*”.

Ackoliv bylo znacnou snahou farmaceutického vyzkumu nalézt nové potencialni latky
k 1é€bé AD, od roku 2002 (registrace memantinu v Evrop¢€) byl registrovan zatim pouze v USA
jediny novy lécivy piipravek urceny k lécbé AD, ktery UspéSné prosel 3. fazi klinického
hodnoceni (Aduhelm®). Vice nez 200 potencidlnich 1é¢iv skonéilo v II. fazi klinickych studii®.

Pro dal§i moZzné farmaceutické vyzkumy je nutna pokrocilej$i a podrobnéjsi znalost
patofyziologie AD, jelikoZ nam stale nejsou zndmy piesné mechanismy neurodegenerace AD.
Nadé¢ji do budoucna se zda byt komplexni ptistup, kdy cilem terapie piestava byt pouze jeden
protein. Nové¢ latky by mély ovliviiovat vice patofyziologickych mechanismti, organely a dalsi
bunécné cile. Nejvice slibnymi se zdaji praveé kombinace 1é€iv s riznym mechanismem ucinku.

Prozatim je mozné kombinovat pouze inhibitor AChE a memantin®. Novou potencilni
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strategii by také mohlo byt zacileni na gliové builky, zejména astrocyty a mikroglie, jejichz

funkce v patologii AD musi byt jesté objasnéna’.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 VSeobecné postupy
4.1.1 Destilace

Veskera rozpoustédla vyuzivana béhem experimentalni Casti, byla pied pouzitim patficné
ptredestilovana. Nejprve byl zachycen destilacni pfedek, coz €ini asi 5 % pivodniho objemu.
Déle nasledovalo zachyceni hlavni frakce, pfi¢emz bylo ptedestilovano maximalné 90 %
puvodniho objemu rozpoustédla. Dana rozpoustédla byla poté uchovavana v souladu s piedpisy

ve spravné oznacenych Sirokohrdlych lahvich, chranénych pred svétlem.

4.1.2 Priprava Mayerova Cinidla
Mayerovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 g jodidu draselného ve 30 ml vody
a do vzniklého roztoku bylo ptfiddno 1,35 g chloridu rtutnatého (ve formé praSku). Nejprve se
vytvorila srazenina jodidu rtutnatého, kterd se po chvili béhem michani rozpustila
na komplexni tetrajodortutnatan draselny. Objem c¢inidla byl doplnén do 100 ml. Vysledny
roztok byl ¢iry, nazloutlé barvy. Byl uchovavan v chladnicce pii 4 °C. Zustava staly nékolik

mésicu.

4.2 Chemikalie, rozpoustédla a pristrojové vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla, chemikalie a pomocny material

Ethanol 96%, denaturovany metanolem, (EtOH), (Penta a.s.)

e Destilovana voda, (H>O)

e Chloroform p.a., (CHCI3), (Penta a.s.)

e Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru, (Et2O), (Penta a.s.)
e Uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w), (Na2CO3), (Lachema)

e 2% kyselina chlorovodikova, (HCI)

¢ Siran sodny bezvody cisty, (Na>SOs), (Penta a.s.)

e Mayerovo ¢inidlo

4.2.2 Pristrojové vybaveni

e Vakuovéa odparka Heidolph — Hei-VAP Advantage G1

e Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
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e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 790 A s hmotnostnim detektorem
5975C inert MSD, EI mod 70 eV, kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
um), (Agilent Technologies, Santa Clara, California, USA)

4.2.3 Databaze pouzité k vyhodnocovani vysledki

e Knihovna EI — MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg,
Maryland, USA)

4.3 Rostlinny material

Jako rostlinny material byly pouzity Cerstvé cibule riznych kultivarQi rostlin rodu
Narcissus, které byly dodany firmou Lukon Glads. Cibule kazdého kultivaru byly po pfijmuti

zmrazeny a uchovavany v mrazicim boxu do doby zpracovani.

4.4 Priprava sumarnich extrakti

4.4.1 Extrakce cibuli narcisti pomoci ethanolu

Prvnim krokem experimentalni ¢asti bylo ziskdni ethanolového extraktu z Cerstvych
cibuli sedmi kultivarG rodu Narcissus. Zmrazené cibule byly po vyjmuti z mraziciho boxu
ponechany pii laboratorni teploté a po rozmrazeni ihned zvaZeny a dale zpracovany. Nejprve
byly cibule rozkrajeny nozem a poté rozmélnény mixérem na mensi Casti, aby byly latky
z cibuli 1épe extrahovatelné. Rozsekané cibule byly v Erlenmeyerové baiice pielity ethanolem
96% (asi 1 1). Nasledné byl obsah banky pfiveden k varu pod zpétnym chladicem na vaftici
s vodni lazni. Tato extrakce probihala tficet minut a po filtraci se cibule vatily jesté dvakrat. Po
vychladnuti se filtrat odpatil na vakuové odparce Heidolph — Hei-VAP Advantage G1, pii tlaku
1,33 kPa, s otackami mezi 80 a 90 za minutu a teploté neptevysujici 40-50 °C. Finalni sumarni
extrakt byl odpaten do sucha, uchovan v destila¢ni bance se zakrytym hrdlem pomoci hlinikové
folie. V ptipadné potieby byl extrakt jesté dale dosusen v exsikatoru po dobu minimalné 24
hodin za vakua nad perlami silikagelu. Nakonec byly sumarni extrakty zvazeny a uchovany

v lednici za teploty 2-8 °C, chranény pied svétlem az do dalSiho zpracovani.
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Obr. 23 - Zleva: Cerstvé cibule, ethanolovy extrakt pred filtraci, preciSténi extraktu

extrakci kapalina — kapalina

4.5 Priprava sumarniho alkaloidniho extraktu

Jednotlivé ethanolové extrakty byly rozpustény za pomoci ultrazvuku v 2% kyseliné
chlorovodikové v mnozstvi dle potieby k rozpusténi a piefiltrovany ptes vlizelin do varné
banky. V této fazi vznikaji ve vod¢ rozpustné soli alkaloidt. Kysely filtrat (o pH 2-3) byl
preveden z varné banky do délici nalevky. Nasledovalo vytfepavani pomoci etheru (150 ml),
kdy se extrakt zbavil neutrdlnich, lipofilnich necistot. Vytfepavani bylo provedeno celkem
tiikrat. Spojené vodné vytrepky byly vraceny do délici banky a zalkalizovany pomoci 10%
roztoku uhlic¢itanu sodného na pH cca 10. V této fazi ptesly alkaloidy zpét na bazické latky,
které je mozno vytfepat do organického rozpoustédla. Pro extrakci byl pouzit chloroform
(200 ml). Extrakce opét byla provedena ttikrat. Spojené chloroformové frakce byly nasledné
vysuseny bezvodym siranem sodnym, piefiltrovany a odpafeny na vakuové odparce. Vodna
faze byla pro kontrolu pfechodu alkaloidi monitorovana pomoci Mayerova cinidla,
kdy v ptitomnosti alkaloidli vznika bily zékal. Po odpateni rozpoustédla byl alkaloidni extrakt
pfeveden do vialky a dosuSen v exsikatoru za sniZzené¢ho tlaku. Nésledné byl uzavien zatkou
a uchovavan v lednici. Z kazdého alkaloidniho sumérniho extraktu byly pfipraveny vzorky
pro analyzu pomoci plynového chromatografu s hmotnostnim detektorem a rovnéz

pro stanoveni inhibiéni aktivity vi¢i huméanni AChE a humanni BuChE.
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VytéZnost

. Nazev Mnozstvi EtOH Alkaloidni . 10
HEORT cibuli (2)  extrakt(g) extrakt (g) ALl
g & & 7 cibuli (%)
AL-718 | Narcissuscv. 319.4 22,7 0,3736 0,117
Apotheose
AL-722 | Narcissus cv. 3432 23,2 1,0726 0,313
Chromacolor
Narcissus cv.
AL - 729 Hungarian 287.4 23,3 0,5099 0,177
Rhapsody
Narcissus cv.
AL -1736 Mon Chor: 258 222 0,3954 0,153
Narcissus cv.
AL-738 L obbler 330,4 19.5 0,6681 0,202
Narcissus cv.
AL - 740 Pik Pride 335.7 273 0.5166 0,154
AL-742 | Narcissus cv. 365,8 18,8 0,5341 0,146

Red Devon

Tabulka €. 2 — Piehled mnozstvi cibuli jednotlivych kultivart pouzitych pro

extrakci a pfehled hmotnosti ziskanych extrakti véetné vytéznosti

4.6 GC/MS analyza a identifikace jednotlivych alkaloidi

Odebrané vzorky z jednotlivych sumarnich extrakti ziskanych z cibuli zastupci rodu
Narcissus byly podrobeny analyze pomoci plynového chromatografu (Agilent Technologies
7890A) s ioniza¢nim hmotnostnim detektorem (Agilent Technologies 5975C), pracujicim pii
ioniza¢ni energii 70 eV. Separace probihala za vyuZiti kolony HP-5MS, 30 m x 0,250 mm, pfi
programu s teplotami: 100—180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (5°C/min), 300 °C
(5 min). Helium bylo pouZito jako mobilni faze s rychlosti pritoku 0,8 ml/min. Néstiik vzorku
byl proveden pfi teploté 280 °C, pti€¢emz byl pouzit 1 ul metanolického roztoku analyzovaného
vzorku o koncentraci 1 mg/ml, split 1:10. Rozsah méfeni hodnot byl od 40 do 600 m/z.

Ziskané jednotlivé chromatogramy byly porovnany s dostupnymi spektry v komeréni
knihovné NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library, USA) a také se
spektry latek, které jiz byly dfive izolovany v laboratofi na katedie farmakognozie
a farmaceutické botaniky. Jednotliva spektra byla porovnana a diky tomu byly identifikovany

jednotlivé alkaloidy. Pro pfesnou identifikaci by ale bylo nutno latky izolovat.
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4.7 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extrakti vici AChE
a BuChE

4.7.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni
4.7.1.1 Chemikalie

e Acetylthiocholin jodid p.a., (ATChI), (Sigma Aldrich s.r.0.)

e Butyrylthiocholin jodid p.a., (BuTChl), (Sigma Aldrich s.r.0.)

e Dihydrogenfosforecnan draselny bezvody p.a., (KH2POs), (Lach-Ner,
Neratovice)

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p.a., (NaH2POs), (ing. Svec —
Penta, Praha)

¢ Dimethylsulfoxid p.a., (DMSO), (Sigma Aldrich, Némecko)

e 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98%, (DTNB), (Sigma
Aldrich, Praha)

e Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p.a., (NaH,PO4), (ing. Svec —
Penta. Praha)

¢ Galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

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

e Eserin (Sigma Aldrich s.r.0.)

4.7.1.2 Cinidla
e Roztok 5 mM DTNB
e Roztok 10 mM ATChI
¢ Roztok 10 mM BuTChl

4.7.1.3 Tlumivé roztoky (pufry)
e 100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4)

4.7.1.4 Pristrojové vybaveni a pouZité programy
e Reader Synergy™ HT Multi. Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)
o Tiepacka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor,
Pensylvania, USA)
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e  Program pro vyhodnocenti statistickych dat GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, California, USA, 2006)

4.7.2 Rekombinantni enzymy
Enzymy pouzité¢ pro zméteni biologické aktivity jednotlivych sumarnich extrakti byly
pfipravovany rekombinantni technologii na katedie chemie, pfirodovédné fakulty, Univerzity
Hradec Kralové. Pouziva se médium obsahujici enzymy, které se v €as potieby natedi 100 mM
fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak, aby hodnota absorbance byla pro AChE 0,08-0,15 a pro
BuChE 0,15-0,20. Médium je rozpipetovano dle potieby (dle vypocitaného mnozstvi
potifebného pro nasledné tfedéni k méfeni) do Eppendorf zkumavek. Nasledné je médium

zamrazeno a uchovavano v mrazicim boxu pfi teploté -22 °C do doby pouziti.

4.7.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity
4.7.3.1 Stanoveni inhibi¢ni aktivity enzymu

Ke stanoveni vlastni inhibicni aktivity jednotlivych enzymti Ellmanovou
spektrofotometrickou metodou bylo do 6 jamek mikrotitracni desticky napipetovano 8,3 ul
média a pfidano 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pul DMSO. VSe bylo po dobu jedné minuty
promichavano na mikrotfepacce a poté byla smés inkubovdna v komote readeru Reader
Synergy ™ pfi teploté 37 °C po dobu péti minut. Po této inkubaci bylo pfiddno 33,3 pl roztoku
substratu. Jako substrat se vyuZzivaji estery thiocholinu, konkrétné byl pouzit 10 mM ATChI
nebo 10 mM BuTChI. Tyto substraty jsou $t€peny cholinesterasami na thiocholin a pfislusnou
kyselinu. Po uplynuti dvou minut byla pfi vlnové délce 412 nm proméiena absorbance
vysledného produktu. Ke vzniku tohoto produktu dochazi navazanim SH-skupiny z thiocholinu
na DTNB. V prib¢hu analyzy byl sledovan nartist absorbance za jednu minutu. Vypoctem se

spocita rozdil a stanovi se primérnd hodnota inhibice se smérodatnou odchylkou.

4.7.3.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity extrakti
Stanoveni inhibicni aktivity extraktl bylo provedeno téméf stejnym zpiisobem jen misto
¢isttho DMSO se ptidava roztok vzorku v DMSO. Nejprve se provadi screeningové méteni,
kdy se vSechny extrakty méfi pii koncentraci 50 pg/ml. U latek, které vykazovaly pii této
koncentraci inhibi¢ni potencial vyssi nez 60 %, byla dale stanovena hodnota ICso. Pro méfeni
ICso jsou vhodné koncentrace vybrané dle zjisténého screeningu. Ziskané hodnoty byly

porovnany s hodnotami referen¢nich latek galanthaminem, huperzinem A a eserinem.
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Do mikrotitra¢ni desticky byly napipetovany stejné objemy cinidel a roztoku substratu
jako u stanoveni aktivity enzymu. Shodny je rovnéz zplisob méfeni. Jedinym rozdilem je, ze
misto 8,3 ul DMSO se pipetuje roztok extraktu o ptisluSné koncentraci. Pro kazdou koncentraci
bylo pouzito 6 jamek (1 fada) a do posledni fady byl pipetovdan DMSO (misto méfené latky),

ktery slouzi jako slepy vzorek.

4.7.3.3 Stanoveni aktivity ICso u vybranych kultivara

Pro stanoveni hodnoty ICso byla rovnéz pouzita Ellmanova spektrofotometricka metoda
s pouzitim DTNB. Pro méfeni ICso latky jsou dle zjisténého screeningu vybrany koncentrace,
500 - 50 —5-0,5 - 0,05 pg/ml. Hodnoty ICso [png/ml] jsou vypocitany ze ziskanych hodnot
poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelinearni regresi v programu GraphPad Prism. Ziskané
hodnoty inhibi¢ni aktivity ICso humanni AChE a ICso humanni BuChE v uM byly porovnany
s hodnotami ICso zndmych inhibitorti cholinesteras galanthaminu, huperzinu A a eserinu jako
referen¢nich latek.

Procenta inhibice (% I) jsou pocitana dle uvedeného vzorce:

%1=100—(100x%§1§)

AABL — nartist absorbance slepého vzorku béhem 1 minuty

AASA — nartst absorbance méteného vzorku béhem 1 minuty
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5 Vysledky

5.1 Piehled chromatogrami jednotlivych sumarnich extrakti

V nasledujici kapitole jsou uvedeny formou obrazkl s popisky chromatogramy

jednotlivych sumarnich extraktti. Chromatogramy jsou fazené dle ¢isla sumarniho extraktu.

10 5 |*EITIC Scan 5055LC.D
1.25 1
124
115
1.1+

AL-718

1.05 -

0.95 -
0.9 -
0.85 -
0.8
0.75 4
0.7
0.65 4
0.6 -
0.55 -
0.5 4
0.45 4
04
0.35 1
0.3
0.25 -
0.2 1

Epi-norgalanthamin

Demethyllykoramin

__ Haemanthamin

. Epi-galanthamin

e

|
o ‘“L ! |
; ] ,\__Jl I| ‘\‘* — | \\.._._,—...,_._.../‘n.._.-_..j Uw

-0.05 4

9-0-methylpseudolykorin

|
[

itatin

1-O-acetyl-10-norpluvin

Galanthin

\Y

154 156 158 16 162 164 166 168 17 172 174 176 178 18 182 184 186 188 19 19.2 194
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
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Cisla u nékterych pikii ozna¢uji m/z pfitomnych §tépi.
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5.2 Piehled obsaZenych alkaloidii v jednotlivych extraktech

V nasledujici tabulce mizeme vidét v levém sloupci souhrn jednotlivych alkaloida
v sumarnich extraktech kultivard oznacenych v jednotlivych sloupcich. Znaménko plus
oznacuje pritomnost alkaloidu v suméarnim extraktu kultivaru a znaménko minus naopak

nepfitomnost alkaloidu.

Jednotlivé kultivary
ObsaZené alkaloidy | AL - AL - AL - AL - AL - AL - AL -
718 722 729 736 738 740 742
Acetylpluvin - - + - + - -
1-0-Acetyl-10-
Norpluvin
Assoanin -

+
_|._
_|._
1
1

Demethyllykoramin

+ |+
_|._
_|._
+
_|._

+
Epi-galanthamin +
_l’_

Epi-norgalanthamin

Galanthamin - -
Galanthin +

Haemanthamin + +

+

+ |+ |+
1
+
+ |+

_|_

1

+

+ |+

Hippeastrin - - -
Inkartin - - - - + - -

Krinin + - +

+ |+

++ |+

+
Lykoramin - + - + -
Lykorin + + - +

Narcissidin + - - -

Narwedin - - - +

Norpluvin - + - - - - +

Pluvin - + + + + - -

8,9-

desmethylenbis(oxy)- - - - - - + -

7,9-dimethoxykrinan
9-0-

methylpseudolykorin

109 - + -

125 - - -

271 - - -

295 - - - - + - -

+
N
N
N
N
:

:

+ |+ [+
1
1
1

Tabulka €. 3 — Piehled ptitomnosti jednotlivych alkaloidi v sumarnich

extraktech kultivaru rodu Narcissus
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5.3 Inhibi¢ni aktivita viaci humanni AChE a humanni BuChE

Cislo vzorku AChE (% inhibice) | ICso AChE | BuChE (% inhibice) | ICso BuChE
pri 50 pM [ng/ml] pri 50 pM [ng/ml]

AL-718 84,24+ 1,15 3,15+0,29 42,81 +1,32 >20
AL-722 77,95+ 0,71 7,57 +0,19 35,92 +£1,38 >20
AL-729 79,62 £ 1,11 7.41 +£ 0,45 36,87 £0,91 >20
AL-736 52,05+ 1,42 >20 43,56 + 0,80 >20
AL-738 0 >20 11,04 £ 1,64 >20
AL-740 0 >20 59,63 + 0,98 >20
AL-742 81,46 + 0,88 5,39 £ 0,36 49,43 £ 1,39 >20

Galanthamin 100 0,74 + 0,05 100 12,41 £ 0,98

HBr
Eserin 100 0,06 = 0,00 100 0,08 = 0,03
Huperzin A 100 0,01 +0,00 - -

Tabulka €. 4 — Pfehled hodnot namétené inhibi¢ni aktivity viic¢i cholinesterasam sumarnich

extraktd jednotlivych kultivarti rodu Narcissus véetné hodnot referen¢nich latek
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6 Diskuze a zavér

V soucasné dob¢ predstavuje demence jednu z nejfrekventovanéjsich a nejobavanéjsich
nemoci vyssiho veéku. Progresivni neurodegenerativni AD je jeji nejcastéjsi pfi¢inou. Touto
chorobou trpi velmi vyznamna c¢ast starSi populace a postizenych stale ptibyva. To je dano
mimo jiné i1 zlepSujici se medicinskou péci, piicemz lidé nad 65 let s nejvyssim rizikem vzniku
AD tvoti stale vyssi procento obyvatelstva. Ackoliv je tato choroba neustile intenzivné
studovana védeckou komunitou po celém svéte, stdle nezname jeji presné pfiCiny a
patofyziologii. Navic ani neexistuje 1€k, ktery by chorobu dokézal kauzaln¢ 1é¢it, existujici 1€ky
dokazi pouze zpomalovat progresi a tim prodlouzit zivot nemocnym a oddalit tak tézky stupen
demence. Z tohoto diivodu je obrovska snaha nalézt zdroje novych potencidlnich 1é¢ivych latek,
ptipadné nalézt novy ekonomicky vyznamny ptirodni zdroj souc¢asnych lé¢ivych latek. K témto
potencidlné nadéjnym latkam patii alkaloidy obsazené v Celedi Amaryllidaceae, které jsou
neustale pfedmétem aktivniho vyzkumu. Bylo identifikovano a strukturné popsano az 600
alkaloidi obsazenych v rostlinach této celedi s velmi cennou a rozmanitou biologickou
aktivitou. Byly prokazany jejich antimikrobialni, antivirové, antifungalni, analgetické,
antimalarické a cytotoxické uc€inky a navic z pohledu potencialni 1é¢by AD nejvyznamné;jsi
inhibi¢ni u¢inky viici humanni AChE a BuChE.

Cilem této prace bylo ziskat sumarni extrakty z Cerstvych cibuli ze sedmi riznych
kultivard rodu Narcissus. Témito kultivary jsou Apotheose (AL-718), Chromacolor (AL-722),
Hungarian Rhapsody (AL-729), Mon Cheri (AL-736), Peach Cobbler (AL-738), Pink Pride
(AL-740) a Red Devon (AL-742). Obsah alkaloidii v cibulich jednotlivych kultivarg, jak je
vidét v tabulce €. 2, se pohybuje v priméru 0,15-0,2 %. Ze sumarnich extraktd byly nasledné
piipraveny vzorky, které byly podrobeny analyze pomoci plynového chromatografu
s hmotnostnim detektorem. Ziskana spektra jednotlivych latek byla porovnana s literdrnimi
zdroji, coZ umoznilo identifikaci jednotlivych alkaloidl obsaZenych v jednotlivych kultivarech.
Dale byly pfipraveny vzorky pro stanoveni biologické aktivity téchto extraktdi vi¢i huménni
AChE a BuChE.

Alkaloidy byly identifikovany na zéklad€ porovnani hmotnostnich spekter dostupnych
v komer¢ni knihovné NIST a rovnéz spekter dostupnych v laboratofi na katedie farmakognozie
a farmaceutické botaniky. Bylo identifikovano celkem 24 alkaloidl. Piehled jednotlivych
alkaloidi mizeme nalézt v tabulce ¢. 4. Zde je uvedeno, které alkaloidy obsahuji jednotlivé
sumarni extrakty. Byly identifikovany zejména alkaloidy lykorinového strukturniho typu jako

assoanin, galanthin, inkartin, lykorin, narcissidin, norpluvin, pluvin, acetylpluvin,
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1-O-acetyl-10-norpluvin a 9-O-methylpseudolykorin. Dale byly identifikovany alkaloidy
galanthaminového  strukturniho  typu jako  demethyllykoramin, epi-galanthamin,
epi-norgalanthamin, galanthamin, lykoramin a narwedin. Mezi dalsi identifikované alkaloidy
patii hippeastrin (homolykorinovy strukturni typ), heamanthamin (haemanthaminovy
strukturni typ) a krinin (krininovy strukturni typ). Témeét vSechny extrakty obsahovaly assoanin,
demethyllykoramin, epi-norgalanthamin, galanthamin, galanthin, haemanthamin, krinin,
lykorin a 9-O-methylpseudolykorin. Ne¢které struktury jsou uvedeny v jednotlivych
chromatogramech (obr. 24-30). Nalezeny byly rovnéz latky, které¢ obsahuji stépy s m/z 109 a
125 (homolykorinovy strukturni typ) a latky se Stépem 271 a 295, coz jsou blize
nespecifikované alkaloidy nebo mozné necistoty nealkaloidni povahy. Na zakladé¢ GC/MS
analyzy nebylo mozné je bliZe identifikovat.

Jednotlivé vzorky sumarnich extrakti byly poté podrobeny screeningu pomoci
Ellmanovy spektrofotometrické metody pro stanoveni inhibi¢niho ucinku jednotlivych
alkaloidnich suméarnich extrakt vi¢i humanni AChE a BuChE pii koncentraci 50 pg/ml.
Jednotlivé hodnoty mizeme vidét v tabulce ¢. 5. Nejvyssi biologickou aktivitu vykazovaly
kultivary AL-718, AL-722, AL-729 a AL-742. U téchto kultivard byla inhibi¢ni aktivita vys$si
néz 60% (Cervené oznacené hodnoty, tabulka €. 4), a proto byla u nich déle stanovena hodnota
ICso. Jednotlivé inhibi¢ni aktivity byly porovnany s referencnimi latkami galanthaminem HBr,
eserinem a huperzinem A (v pg/ml), pficemZz na zdkladé porovnédni kultivary AL-718
(obr. €. 24) a AL-742 (obr. €. 30) vykazovaly nejslibnéjsi inhibi¢ni aktivitu vii¢i humanni AChE
a jejich hodnoty ICso se nejvice blizily referenénim hodnotdm galanthaminu HBr. Tato
vyznamna aktivita pravdépodobné souvisi s vyznamnym zastoupenim epi-norgalanthaminu,
epi-galanthaminu a galanthaminu. Kultivary AL-738 a AL-740 oproti tomu nevykazovaly
Zadnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i huméanni AChE, coZ zfejmé souvisi s nizkym nebo téméf Zadnym
zastoupenim obsahu galanthaminu a z néj odvozenych latek v piisluSnych extraktech.
V sumérnim extraktu kultivaru AL-740 (obr. €. 29) byl identifikovan zejména haemantamin a
u kultivaru AL-738 (obr. ¢ 28) byl zastoupen zejména galanthin. Pro své cytotoxické ucinky
oba tyto alkaloidy nachazeji uplatnéni spiSe v terapii nadorti. Diky své struktufe jsou tyto latky
také vhodnymi kandidaty na pfipravu polosyntetickych derivatii, a proto by vySe zminéné
kultivary mohly slouzit jako zdroj téchto latek. Zadny ze sedmi kultivari nevykazoval
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i BuChE.

Na zavér je mozné fici, ze na zékladé vysledki ziskanych v ramci této diplomové prace

se kultivary rodu Narcissus celkové jevi jako zajimavy zdroj AA vzhledem k obsahu celého
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spektra téchto latek s rozmanitymi chemickymi strukturami i biologickymi t¢inky. Mohou byt

vyuzity k dal$im studiim i jako zdroj alkaloidd.
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7 Abstrakt
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Kandidat: Karolina Komendova

Skolitel: PharmDr. Daniela Hulcova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Screening biologické aktivity riznych druhti rodu Narcissus sp. 1

Kli¢ova slova: Amaryllidaceae, Narcissus, alkaloidy, AChE, BuChE, Alzheimerova choroba

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou dodnes jedny 2z nejvyznamnéjSich
a nejstudovangjsich alkaloidi vibec. Je tomu tak diky jejich strukturni rozmanitosti a Sirokému
spektru biologickych ucinkt. Hlavnim cilem této prace bylo ziskat sumarni extrakty alkaloidt
z Cerstvych cibuli sedmi riznych kultivari rodu Narcissus a najit kultivary s nejvetSim
potencidlem inhibovat acetylcholinesterasu (AChE) ¢i butyrylcholinesterasu (BuChE). Téchto
ucinki se hojné vyuziva prave v 1écbé Alzheimerovy choroby. Sumdrni extrakty byly ziskany
z nasledujicich kultivarG: N. cv, Apotheose (AL — 718), N. cv. Chromacolor (AL — 722),
N. cv. Hungarian Rhapsody (AL — 729), N. cv. Mon Cheri (AL — 736), N. cv. Peach Cobbler
(AL —738), N. cv. Pink Pride (AL — 740) a NV. cv. Red Devon (AL — 742).

Ziskané sumarni extrakty byly dale podrobeny GC/MS analyze. Analyza ukdzala
ve vétSiné extraktil pritomnost nasledujicich alkaloidd: galanthamin, galantin, haemanthamin,
lykorin, lykoramin, krinin, narcissidin, hippeastrin a dalSich. U kazdého extraktu byla
stanovena také inhibi¢ni aktivita viici AChE a BuChE Ellmanovou metodou za pouziti
rekombinantnich enzymi. Vysledné hodnoty byly porovnany s referenénimi latkami
galanthaminem, huperzinem A a eserinem.

Nejvyssi inhibiéni aktivitu vi¢i AChE vykazovaly tyto kultivary: Apotheose (84,24 %),
Chromacolor (77,95 %), Red Devon (81,46 %) a Hungarian Rhapsody (79,62 %). Vysoka
aktivita kultivarG byla pravdépodobné dana vys$Sim obsahem galanthaminu, ktery je svou
vyznamnou inhibi¢ni aktivitou vli¢i AChE znam, a proto je také uZivan pii 1écbé Alzheimerovy
choroby. U téchto kultivarti byly dale méfeny hodnoty ICso. Nejvyznamnéjsi aktivitu pro
potencialni dal$i vyuziti vykazovaly kultivary Apotheose (ICso =3,15 £+ 0,29 ng/ml) a Red
Devon (ICso = 5,39 + 0,36 pg/ml). Namétena inhibi¢ni aktivita vSech sumarnich extraktd vici
BuChE byla zanedbatelna. Na zéklad¢ ziskanych vysledki je mozno kultivary rodu Narcissus

povaZovat 1 do budoucna za zajimavy zdroj AA.
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8 Abstract
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Title of thesis: Screening of biological activity of various species of the genus Narcissus sp. 1
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Alkaloids from family Amaryllidaceae (AA) nowadays belong to the most important and
also the most examined alkaloids. This is because of their structural diversity and a broad
spectrum of biological effects. The main aim of my diploma was to prepare whole bulb extracts
from seven different cultivated varieties of genus Narcissus and to select those with the highest
potential to inhibit enzyme acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE).
Inhibition of these enzymes is very important in the treatment of Alzheimer’s disease (AD).
Summary extracts were obtained from these cultivars: N. cv, Apotheose (AL — 718), N. cv.
Chromacolor (AL — 722), N. cv. Hungarian Rhapsody (AL — 729), N. cv. Mon Cheri (AL —
736), N. cv. Peach Cobbler (AL — 738), N. cv. Pink Pride (AL — 740) a N. cv. Red Devon (AL
—742).

The isolated extracts were subsequently analyzed by GC-MS. The following alkaloids
were found in the majority of extracts: galanthamine, galanthine, haemanthamine, lycorine,
lycoramine, crinine, narcissidine and hippeastrine. Each extract was also examined for its
inhibitory activity towards AChE and BuChE by using recombinant enzymes. The results were
compared with activity of purified reference substances galanthamine, huperzine A and eserine.

The highest inhibitory activity towards AChE showed the extracts from these cultivars:
Apotheose (84,24 %), Chromacolor (77,95 %), Red Devon (81,46 %) a Hungarian Rhapsody
(79,62 %). Their high activity was probably related to the content of galanthamin that is known
due to its significant inhibitory activity towards AChE and it is therefore used in treatments of
AD. To better characterize the activity of promising extracts, their ICso was further determined.
The most promising extracts for future use were cultivars Apotheose (ICs0=3,15 + 0,29 pg/ml)
and Red Devon (ICso = 5,39 + 0,36 pg/ml). Measured inhibitory activity of all whole bulb
extracts towards BuChE was insignificant. Based on the obtained results, cultivars of genus

Narcissus remain an interesting source of Amaryllidaceae alkaloids for future.

63



9 Pouzita literatura

1.

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Baloun, J., Jahodat L., Leifertova, L, Stipek, S.: Rostliny zpiisobujici otravy a alergie.
Praha: Avicenum, 1989. ISBN 08-083-89.

Dohnal, F.: Studijni texty k déjinam farmacie. Univerzita Karlova v Praze: Karolinum,
2014. ISBN 978-80-246-2618-5.

Horék, J., Linhart 1., Kluson P.: Uvod do toxikologie a ekologie pro chemiky. Praha:
Vysoka skola chemicko-technologické v Praze, 2004. ISBN 80-7080-548-x.

Spilkova, J.: Farmakognozie. Praha: Univerzita Karlova v Praze, nakladatelstvi
Karolinum, 2016. ISBN 978-80-246-3264-3.

https://botany.cz/cs/amaryllidaceae/ (staZzeno 14. 11.2021)

Jahodat, L.: Farmakobotanika: semenné rostliny. Praha: Karolinum, 2006. ISBN 80-
246-1225-9.

Novik, J.: Jedovaté rostliny kolem nds. Praha: Grada, 2007. Svét rostlin. ISBN 978-
80-247-1549-0.

https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/10-leucojum-vernum-bledule-

jarni (stazeno 14. 11. 2021)

https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/287-galanthus-nivalis-

snezenka-podsneznik (stazeno 17. 11. 2021)

https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/403-galanthus-elwesii-

snezenka-elwesova (stazeno 17. 11. 2021)

https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/379-clivia-miniata-klivie
(staZzeno 17. 11. 2021)
Collen, M., Elizabeth Bosede, A., Adebowale Emmanuel, A.: Clivia miniata (Lindl.)

Bosse, (Amaryllidaceae): Botany, medicinal uses, phytochemistry and
pharmacological properties. Journal of Applied Pharmaceutical Science.2021, 11, 12-
18

Ktesadlova, L., Hudec, P., Pokova, H.: Pouziti cibulnatych a hliznatych rostlin v
pamdtkach zahradniho uméni. Praha: Narodni pamatkovy ustav, 2019. Odborné a
metodické publikace (Narodni pamatkovy ustav). ISBN 978-80-7480-143-3.
https://www.sarahraven.com/articles/a-brief-history-of-daffodils (stazeno 5. 3. 2022)
Mathioli, P. O.: Herbdr neboli bylinar I11. 1590. repr. Olomouc: Dobra Fontana, 2000.
ISBN 80 86179-49-4.

64


https://botany.cz/cs/amaryllidaceae/
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/10-leucojum-vernum-bledule-jarni
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/10-leucojum-vernum-bledule-jarni
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/287-galanthus-nivalis-snezenka-podsneznik
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/287-galanthus-nivalis-snezenka-podsneznik
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/403-galanthus-elwesii-snezenka-elwesova
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/403-galanthus-elwesii-snezenka-elwesova
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/379-clivia-miniata-klivie
https://www.sarahraven.com/articles/a-brief-history-of-daffodils

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Baranauskiené, R., Venskutonis, P. R: Supercritical CO2 Extraction of Narcissus
poeticus L. Flowers for the Isolation of Volatile Fragrance Compounds. Molecules.
2022, 27, 353

Boshra, Y. R., Fahim, J.R., Hamed, A. N. E., Desoukey, S.Y.: Phytochemical and
biological attributes of Narcissus pseudonarcissus L. (Amaryllidaceae): A review.
South African Journal of Botany. 2022, 146, 437 - 458

https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/308-narcissus-poeticus-

narcis-bily (stazeno 17. 11. 2021)
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/307-narcissus-

pseudonarcissus-narcis-zluty (stazeno 17. 11. 2021)

https://lukon-bulbs.eu/soubory/stranky soubory/file-51-48.pdf (stazeno 21. 11. 2021)

Graman, J., Curn, V.: Slechténi rostlin: (obecnd cdst). Ceské Bud&jovice: Jihodeska
univerzita, 1997. ISBN 80-7040-255-5
http://www.lukon-glads.cz/uploads/pdf/katalog-lukon-glads-podzim-2021.pdf
(staZzeno 21. 11. 2021)

http://kgardens.org/N2.htm (staZzeno 31.1.2022)
https://daffseek.org/detail-age/?cultivar=Apotheose%23 &pagenum1=1&which=hist1
(staZzeno 21. 11. 2021)

https://www.dutchbulbs.co.uk/csp/parkers/products/large/0004137.jpg (stazeno 21.
11.2021)

https://www.gardenersdream.co.uk/images/daffodil-apotheose-p2932-
17028 medium.jpg (stazeno 21. 11. 2021)
https://www.whiteflowerfarm.com/129121-product.html (stazeno 21. 11. 2021)

https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Chromacolor (stazeno 21. 11. 2021)

https://www.hollandbulbfarms.com/Shared/Images/Product/Hungarian-Rhapsody-
Daffodil/82210-hungarian-rapsody-daffodil-2.jpg (staZzeno 21. 11. 2021)

https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Hungarian%20Rhapsody&auto=1 (stazeno
21.11.2021)

https://daffseek.org/detail-

age/?cultivar=Mon%?20Cheri&pagenum 1=1&which=hist1# (staZzeno 21. 11. 2021)

https://www.gardenexpress.com.au/wp-content/uploads/2019/12/daffodil-mon-

cherie-pkdafmch.jpg (stazeno 21. 11. 2021)

https://www.farmergracy.co.uk/products/narcissus-peach-cobbler-bulbs-uk (stazeno

21. 11.2021)

65


https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/308-narcissus-poeticus-narcis-bily
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/308-narcissus-poeticus-narcis-bily
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/307-narcissus-pseudonarcissus-narcis-zluty
https://botanika.wendys.cz/index.php/14-herbar-rostlin/307-narcissus-pseudonarcissus-narcis-zluty
https://lukon-bulbs.eu/soubory/stranky_soubory/file-51-48.pdf
http://www.lukon-glads.cz/uploads/pdf/katalog-lukon-glads-podzim-2021.pdf
http://kgardens.org/N2.htm
https://daffseek.org/detail-age/?cultivar=Apotheose%23&pagenum1=1&which=hist1
https://www.dutchbulbs.co.uk/csp/parkers/products/large/0004137.jpg
https://www.gardenersdream.co.uk/images/daffodil-apotheose-p2932-17028_medium.jpg
https://www.gardenersdream.co.uk/images/daffodil-apotheose-p2932-17028_medium.jpg
https://www.whiteflowerfarm.com/129121-product.html
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Chromacolor
https://www.hollandbulbfarms.com/Shared/Images/Product/Hungarian-Rhapsody-Daffodil/82210-hungarian-rapsody-daffodil-2.jpg
https://www.hollandbulbfarms.com/Shared/Images/Product/Hungarian-Rhapsody-Daffodil/82210-hungarian-rapsody-daffodil-2.jpg
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Hungarian%20Rhapsody&auto=1
https://daffseek.org/detail-age/?cultivar=Mon%20Cheri&pagenum1=1&which=hist1
https://daffseek.org/detail-age/?cultivar=Mon%20Cheri&pagenum1=1&which=hist1
https://www.gardenexpress.com.au/wp-content/uploads/2019/12/daffodil-mon-cherie-pkdafmch.jpg
https://www.gardenexpress.com.au/wp-content/uploads/2019/12/daffodil-mon-cherie-pkdafmch.jpg
https://www.farmergracy.co.uk/products/narcissus-peach-cobbler-bulbs-uk

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Peach%20Cobbler&auto=1 (stazeno 21. 11.
2021)

https://daffseek.org/detail-
page/?cultivar=Pink%20Pride&pagenum1=1&which=hist1 (stazeno 21. 11. 2021)

https://www.longfield-gardens.com/plantname/Narcissus-Pink-Pride (stazeno 21. 11.
2021)

https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Red%20Devon&auto=1 (stazeno 21. 11.
2021)

https://www.jparkers.co.uk/15-daffodil-red-devon (staZeno 21. 11. 2021)

Torras Claveria, L., Tallini, L. R., Viladomat Meya, F., Bastida Armengol, J.: Research
in natural products: Amaryllidaceae ornamental plants as sources of bioactive
compounds. Recent Advances in Pharmaceutical Sciences VII. 2017, 5, 69-82
Dalecka, M., Havelek, R., Kralovec, K., Bruc¢kova, L. a Cahlikova, L.: Alkaloidy
rostlin cCeledi Amaryllidaceae jako potencidlni 1éCiva v terapii nadorovych
onemocnéni. Chemické listy, 2013, 107, 701-708

Khalifa, M., Attia, E., Fahim, J., Kamel M.: An overview on the chemical and
biological aspects of lycorine alkaloid. Journal of advanced Biomedical and
Pharmaceutical Sciences. 2018, 1, 41-49

Berkov, S., Martinez-Francés, V., Bastida, J., Codina, C., Rios, S.: Evolution of
alkaloid biosynthesis in the genus Narcissus. Phytochemistry. 2014, 99, 95-106
Boshra, Y. R., Fahim, J. R., Hamed, A. N. E., Desoukey, S. Y.: Phytochemical and
biological attributes of Narcissus pseudonarcissus L. (Amaryllidaceae): A review.
South African Journal of Botany. 2022, 146, 437-458

Nair, J. J., Van Staden, J.: The plant family Amaryllidaceae as a source of cytotoxic
homolycorine alkaloid principles. South African Journal of Botany. 2021, 136, 157-
174

Pellegrino, S., Meyer, M., Zorbas, Ch., et al.. The Amaryllidaceac Alkaloid
Haemanthamine Binds the Eukaryotic Ribosome to Repress Cancer Cell Growth.
Structure. 2018, 26, 416-425.e4

Naidoo, D., Roy, A., PoStova Slavétinskd, L., Chukwujekwu, J.C., Gupta, S., Van
Staden, J.: New role for crinamine as a potent, safe and selective inhibitor of human
monoamine oxidase B: In vitro and in silico pharmacology and modeling. Journal of

Ethnopharmacology. 2020, 248

66


https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Peach%20Cobbler&auto=1
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Pink%20Pride&pagenum1=1&which=hist1
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Pink%20Pride&pagenum1=1&which=hist1
https://www.longfield-gardens.com/plantname/Narcissus-Pink-Pride
https://daffseek.org/detail-page/?cultivar=Red%20Devon&auto=1
https://www.jparkers.co.uk/15-daffodil-red-devon

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Nair, J. J., Van Staden, J.: Cytotoxic tazettine alkaloids of the plant family
Amaryllidaceae. South African Journal of Botany. 2021, 136, 147-156

Fiirst, R.: Narciclasine — an Amaryllidaceae Alkaloid with Potent Antitumor and Anti-
Inflammatory Properties. Planta Medica. 2016, 82, 1389-1394

Mclachlan, A., Kekre, N., Mcnulty, J., Pandey, S.: Pancratistatin: A natural anti-cancer
compound that targets mitochondria specifically in cancer cells to induce apoptosis.
Apoptosis. 2005, 10, 619-630

Akram, M. N., Verpoorte, R., Pomahacova, B.: Effect of bulb age on alkaloid contents
of narcissus pseudonarcissus bulbs. South African Journal of Botany. 2021, 136, 182-
189

Kausar, S., Mustafa, H. G., Altaf, A. A, Mustafa, G., Badshah, A.: Galantamine.
Reference Module in Biomedical Sciences. Elsevier, 2019, ISBN 9780128012383
Jirak, R.: Galantamin a jeho tiloha v 16¢b& kognitivnich funkci. Ceskd a slovenska
Psychiatrie, 2015, 111, 127-132

Lopez, A. F. F., Martinez, O. M. M., Hernandez, H. F. C.: Evaluation of
Amaryllidaceae alkaloids as inhibitors of human acetylcholinesterase by QSAR
analysis and molecular docking. Journal of Molecular Structure. 2021, 1225

https://atlases.muni.cz/atlases/stud/atl_cz/main+cnspatol+degenecns.html  (staZzeno

21.12.2021)

Pidrman, V. (2007). Demence - 1. &ast: diagnostika a diferencidlni diagnostika.
Medicina pro praxi, 2007, 2, 83-88

Geddes, J. R., Andreasen, N. C., Goodwin G. M., Koychev I., Gallacher J.:
Alzheimer’s disease. Koychev 1., Gallacher J, Geddes, J. R, Andreasen, N. C.,
Goodwin G. M, ed.: New Oxford Textbook of Psychiatry. Oxford University Press,
2020, s. 395-404. ISBN 9780198713005.

Martin J., Krskova Z., DuSek J.: Huperzin A a jiné ptirodni latky v 1é€beé Alzheimerovy
choroby. Praktické lékarenstvi, 2011, 1, 39-41

Jirdk R.: Diagnostika a terapie Alzheimerovy choroby. Neurologie pro praxi, 2008, 4,
240-244

Atri, A.: The Alzheimer’s Disease Clinical Spectrum. Medical Clinics of North
America. 2019, 103, 263-293

Silbernagl, S., Lang, F.: Atlas patofyziologie. 2. Ceské vyd. Praha: Grada, 2012. ISBN
978-80-247-3555-9.

67


https://atlases.muni.cz/atlases/stud/atl_cz/main+cnspatol+degenecns.html

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

Tiwari, S., Atluri V., Kaushik, A., Yndart, A., Nair, M.: Alzheimer’s disease:
pathogenesis, diagnostics, and therapeutics. International Journal of Nanomedicine.
2019, 14, 5541-5554

Marei, E. H., Althani, H. A., Suhonen, J., El Zowalaty, M. E., Albanna, M. A.,
Cenciarelli, C., Wang, T., Caceci, T.: Recent Perspective About the Amyloid Cascade
Hypothesis and Stem Cell-Based Therapy in the Treatment of Alzheimer's Disease.
Atta-Ur-Rahman, ed.: Frontiers in Clinical Drug Research — Alzheimer Disorders.
Bentham Science Publishers, 2016, s. 144-174. ISBN 9781681082318.
https://www.physio-pedia.com/images/c/cc/Alzheimers_brain.jpg (stazeno 28. 12.

2021)

Hroudova, J.: Vyzkum novych 1é¢iv u Alzheimerovy choroby. Psychiatrie pro praxi.
2017,1,7-10

Ka, S., Koirala, M., Mérindol, N., Desgagné-Penix, I.: Biosynthesis and Biological
Activities of Newly Discovered Amaryllidaceae Alkaloids. Molecules, 2020, 25,4901.
Vicek, J., Fialova D., Vyttisalovd M.: Klinicka farmacie. Praha: Grada, 2014. ISBN
978-80-247-3169-8.

Suchopar, J., Valentova, S., ed.: Compendium: léciva pouzivand v podminkdich CR.
Paté vydani. Praha: Panax, 2018. ISBN 978-80-902806-7-0.

Petrovi¢, M., Sedlacek, M., Hordk M., Vyklicky, L.: Neurofarmakologickd podstata
plisobeni memantinu v 1écbé Alzheimerovy demence. Klinicka farmakologie a
farmacie. 2004, 2, 81-89

Frankova, V.: Demence u Alzheimerovy choroby. Psychiatrie pro praxi. 2017, 1, 30-
33

Vaz, M., Silvestre, S.: Alzheimer's disease: Recent treatment strategies. European
Journal of Pharmacology. 2020, 887

https://alzheimersnewstoday.com/abvac40/ (stazeno 14. 4. 2022)

Athar, T., Al Balushi, K., Khan, S. A.: Recent advances on drug development and
emerging therapeutic agents for Alzheimer’s disease. Molecular Biology Reports.
2021, 48, 5629-5645

Jirak, R., Manukyan A.: Hledani farmakoterapie Alzheimerovy choroby. Ceskd a
slovenska psychiatrie. 2017, 3, 79-83

68


https://www.physio-pedia.com/images/c/cc/Alzheimers_brain.jpg
https://alzheimersnewstoday.com/abvac40/

