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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA Amaryllidaceae alkaloidy

AchE Acetylcholinesterasa

BchE Butyrylcholinesterasa

Ach Acetylcholin

N4OMT Norbelladin 4’-O-methyltransferasa
AD Alzheimerova choroba

APP Amyloidovy prekurzorovy protein
SNP Jednonukleotidové polymorfismy
MCI Mirné kognitivni poruchy

CT Vypocetni tomografie

MRI Magneticka rezonance

MMSE Mini mental state examination
CNS Centralni nervova soustava

AchEI Inhibitory acetlycholinesterasy
BACE I Inhibitory B-sekretas

TLC Tenkovrstva chromatografie

MF Mobilni faze

GC-MS Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
NMR Nuklearni magneticka rezonance
POP Prolyl oligopeptidasa



2. UVOD

Jiz od davnych dob vyuzivali lidé rostliny nejen jako zdroj potravy, ale i v tradi¢ni
medicing, kdy pfirodni produkty hraly znacnou roli jak v prevenci, tak 1é€bé nemoci. Diive
léCeni probihalo piedevsim na zakladé empirie, kdy pomoci $tastnych ndhod a tragickych
pochybeni lidé postupné vypozorovali 1é€ebné ucinky jednotlivych rostlin. Rostliny byly
pouzivany v surovém stavu, ale i zpracované ve form¢ odvarti, vyluhti, masti a obkladt, avSak
prava podstata ti€inku byla lidem neznama. Teprve na pielomu 18. a 19. stoleti, diky rychlému
rozvoji chemickych, biologickych a l¢katskych véd, se védci zaméfili na to, pro¢ jednotlivé
rostliny pisobi tak, jak plsobi a zacali hledat jejich uc¢inné latky. Dnes jsme diky modernim
technologiim schopni rostlinny material zpracovat, izolovat obsahové latky v Cistém stavu,
zjistit jejich biologické aktivity a vhodné tyto latky vyuzit v terapii.

Vétsina biologicky aktivnich latek ptirodniho pivodu patii do skupiny sekundéarnich
metabolit, které tvofi velmi Sirokou Skalu rtznorodych struktur oplyvajicich unikatnim
spektrem uc¢inkl. Jednou z nejvyznamnéjsich skupin sekundarnich metabolitii jsou bezesporu
alkaloidy, latky bazické povahy, které ve své molekule obsahuji alespon jeden atom dusiku
vazany v heterocyklickém kruhu. Biosyntéza vétSiny alkaloidii vychazi ze sedmi aminokyselin
povazovanych za vychozi latky — argininu, histidinu, kyseliny anthranilové a nikotinové, lysinu,
ornithinu, tryptofanu a tyrosinu. Latky alkaloidni struktury se vyskytuji ptredevSim
ve vysSich rostlinach, ale byly detekovany také v houbach, pteslickach, plavunich a vzacné
Papaveraceae, Solanaceae a ¢eled” Amaryllidaceae, ktera obsahuje charakteristickou skupinu
alkaloid®i s ndzvem Amaryllidaceae alkaloidy (AA).!?

AA jsou ftazeny do skupiny isochinolinovych alkaloidl, jejichz syntéza vychazi
z aminokyseliny tyrosinu.® Jsou zndmé piedevi§im kv@li svym vyznamnym biologickym
ucinkim, mezi které patii cytotoxickd, antivirovd, antimalarickd, antibakteridlni,
antimykotick4, analgetickd a inhibicni aktivita v0¢i enzymidm acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase. NejzndméjSim a zaroven terapeuticky nejvyznamnéj$im zastupcem je
bezpochyby galantamin, ktery mé jako inhibitor mozkové acetylcholinesterasy nenahraditelné
misto v terapii Alzheimerovy choroby (AD).’

AD je zé&vazné neurodegenerativni onemocnéni, kdy bunécné poskozeni zplsobuje
dysfunkci komunikace mezi neurony v mozku. To vede ke zménam v mysleni, emocich, paméti

a dalSich v zavislosti na konkrétnim misté¢ poskozeni. NejcastéjSim projevem AD je syndrom



demence, pficemz v této dobé¢ se jedna o nejcastejsi pri¢inu demence viibec. Vzhledem k tomu,
ze doposud neni zcela odhalena etiopatogeneze AD, tak neexistuje ani U¢inna 1écba, ktera
by onemocnéni kompletné vylécila. Nyné&jsi postupy maji za cil pouze zpomalit progresi
a zlepsit kvalitu Zivota pacienta, a proto je dulezité hledat nové latky, které by v budoucnu byly
vyuzitelné v terapii.

Hlavnim cilem této diplomové prace je izolace alkaloidii z extraktu rostliny
Hippeastrum cv. Ferrari za G¢elem nasledné identifikace izolovanych latek a stanoveni jejich

biologickych aktivit.



3.

1)

2)
3)

4)

5)
6)

CiL PRACE

Izolace alkaloidti z podfrakce HF-14, ziskané ze sumarniho extraktu rostliny
Hippeastrum cv. Ferrari.

Ziskani alespon 3 latek alkaloidni povahy v Cistém stavu.

Strukturni identifikace ziskanych alkaloidi pomoci fyzikalné chemickych metod
(NMR, GC/MS analyzy, opticka otacivost, porovnavani vysledku s literaturou).
Podileni se na stanoveni biologickych aktivit alkaloidi ziskanych v dostate¢ném
mnozstvi.

Zpracovani reSerse na dané téma.

Zpracovani a vyhodnoceni ziskanych vysledkt a sepsani diplomové prace.
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4. TEORETICKA CAST

4.1. Charakteristika ¢eledi Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae, &esky amarylkovité, predstavuje skupinu jednodéloznych
viceletych rostlin, kterd zahrnuje pies 850 druht klasifikovanych do vice nez 65 rodi
roz§ifenych typicky v tropickych a subtropickych oblastech celého svéta.! Nékteii zastupci,
napiiklad v podobé snézenek (Galanthus), narcisi (Narcissus) a bleduli (Leucojum), se také
volné vyskytuji i na uzemi Ceské republiky.”

Celed’ zahrnuje vytrvalé, predeviim suchozemské byliny s podzemnimi cibulemi, méné
Cast€ji hlizami nebo cibulemi. Listy jsou podlouhlg, ¢arkovité az kopinaté, s celokrajnou Cepeli,
uspotadané sttidaveé podél stonku nebo pouze ptizemni. Kvéty jsou oboupohlavné se spodnim
semenikem, jednotlivé nebo ve Sroubelovitych a hroznovitych kvétenstvich. Okvéti je vyvinuto
a zpravidla se objevuje 6 okvétnich listkti (3+3) ve dvou pieslenech, okvétni listky mohou byt
jak volné, tak srostlé, které pak vytvareji korunni trubku. Kvéty vétSinou obsahuji 6 volnych
tyCinek ve dvou pieslenech, které mohou ale 1 sristat s korunni trubkou. Plodem je nejcastéji
bobule nebo tobolka.!*

Rostlinam z této cCeledi se v poslednich letech dostava velké pozornosti nejen kvli
nadhernym barevnym kvétiim, ale piedev§im kvili obsahu biologicky aktivnich alkaloida
unikatnich chemickych struktur, které mohou byt izolovany z vétSiny rodu této Celedi. Lécivé
ucinky Amaryllidaceae alkaloidl byly lidem znamy jiz ve starovéku, kdy je Hippokratés z Kou
vyuzival k 1é¢bé nadorii.* Od této doby, diky vysoké pozornosti védcii a 1ékatt, dosahl vyzkum
AA znacnych uspéchl. Do soucasnosti bylo izolovano téméi 600 strukturné odlisSnych
alkaloidii, které se vyznaCuji cytotoxickymi, antibakteridlnimi, antivirotickymi,
antiprotozoalnimi, antifungédlnimi, a pfedevSim inhibi¢nimi ucinky vaéi enzymim zvanym
cholinesterasy.™® Nejznamé&jsim a zaroven terapeuticky nejvyznamnéjsim alkaloidem
je bezpochyby galantamin, ktery byl poprvé izolovan z nékterych druhli snéZenek. V této dobé
se ziskava z narcisti, pfedevsim z kultivart Carlton, Fortune, Galilee, Ice Follies a Ziva’ a jako
inhibitor mozkové acetylcholinesterasy (AchE) md nenahraditelné misto v terapii

Alzheimerovy choroby.®

4.2. Charakteristika rodu Hippeastrum
Hippeastrum neboli hv€zdnik je rod zahrnujici zhruba kolem 90 jednodéloZnych

botanickych druhi rostlin, které se pfirozené vyskytuji hlavné na Gizemi tropické a subtropické
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Ameriky. Rod ptivodné pochéazi z Mexika a pozdéji se rozsitil na tzemi Argentiny, vétSiny

vychodni Brazilie, Peru a Bolivie.” Taxonomické zafazeni rodu uvadi Tabulka 1.

Tabulka 1: Taxonomické zatazeni rodu Hippeastrum'’

Latinsky nazev Cesky nazev
Trida Liliopsida Jednodélozné rostliny
Rad Asparagales Chfrestotvaré
Celed’ Amaryllidaceae Amarylkovité
Podceled’ Amaryllidoideae Amarylkové
Rod Hippeastrum Hvézdnik

Hvézdniky jsou vytrvalé cibulovité rostliny, charakteristické masivni cibuli o velikosti
v pruméru az 13 cm, ze které vyrista né€kolik az 80 centimetri dlouhych beziapikatych lista
mecovitého tvaru. Rostliny tohoto rodu jsou zndmé piedevsim pro jejich barevné kvéty, které
se ty¢i na jednom ¢i dvou dutych dlouhych stvolech. Kvétenstvi tvofi zpravidla 2—-10 kvéti
nalevkovit¢ zvonkovitého tvaru uspotadanych do okoliku. V kvétech se obvykle nachazi
6 tyCinek tvorenych nitkami a prasnikem, ktery obsahuje pylova zrna. U tyCinek se objevuje
pestik skladajici se z ¢né€lky, blizny a semeniku se sami¢imi pohlavnimi buiitkami. Plodem
je tobolka kulovitého nebo lalo¢natého tvaru, uvnitt které se nachdzi nékolik hnédych
az cernych semen. Semena jsou suchd, nejcastéji zplostéla, Sikmo kiidlatd nebo nepravidelné
diskovita. V nékterych ptipadech mohou byt nafoukl4 s kulovitym nebo subkulovitym tvarem.’
Pro kvéty je také typicka jejich vyrazna barva, rod zahrnuje druhy s ¢ervenymi, fialovymi,
Zlutymi, bilymi, modro-¢ervenymi i jinak zbarvenymi kvéty.>!! Pravé kvili vyuziti kvéth
ve floristice je velkd snaha o hybridizaci rostlin rodu Hippeastrum, v tuto dobu existuje vice
nez 2000 odrid.'? Jednou z nich je i Hippeastrum cv. Ferrari, kterd nepoutd pozornost pouze
kvili svym krasnym Cervenym kvétim (Obrazek 1), ale 1 z hlediska vyzkumu obsahovych
latek, a byla proto v této diplomové praci pouzita jako vychozi rostlina k izolaci AA.!?

Rostliny tohoto rodu maji vyuziti i v tradicni medicin€, kdy napiiklad kmen Toba,
domorodd komunita sidlici na Gzemi Jizni Ameriky, pouzival rostliny predevs§im k 1écbé
koznich defekti, jako jsou bradavice, pupinky nebo pigmentové poruchy, a dale k terapii
nadort, hemoroidii a riiznych zané&tlivych onemocnéni.!® V 50. letech 20. stoleti se védci zacali
zabyvat fytochemickymi studiemi rodu a zjistili, Ze rostliny obsahuji velké mnozstvi AA.

Prvnimi alkaloidy, izolovanymi z cibule Hippeastrum vittatum, byly tazettin, lykorin
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a hemanthamin. Pravé lykorin a hemanthamin vykazuji vyznamnou in vitro cytotoxickou

aktivitu proti n€kolika riznym typim rakovinnych bunécnych linii. Lykorin navic vykazuje

4.3. Biosyntéza alkaloidu Celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy jsou obsdhlou a rozmanitou skupinou sekundarnich rostlinnych metabolitt,
které se vyskytuji zhruba u 20 % vSech druhi rostlin. Celkem je zndmo pies 20 000 strukturné
odlisnych alkaloidd.'® AA patii do velké skupiny biologicky aktivnich dusikatych latek
isochinolinové struktury, které jsou v rostlinné ti$i spolu s indolovymi alkaloidy jedny
z nejrozsifendjsich.® Prvnim izolovanym AA byl vroce 1877 lykorin z cibule rostliny
Narcissus pseudonarcissus, od t& doby bylo identifikovano vice nez 600 riiznych AA a tento
pocet se s kazdym rokem zvysuje.'®

I kdyz se od sebe jednotlivé amarylkovité alkaloidy lisi strukturou, vznikaji z jediného
prekurzoru, a to z norbelladinu a jeho derivati. Diky tomu se popisuje syntéza AA cestou
oznacovanou jako tzv. norbelladinova cesta. Syntéza vychazi z aminokyseliny L-fenylalaninu,
ze kterého vznika 3,4-dihydroxybenzaldehyd a L-tyrosinu, jehoz dekarboxylaci vznika tyramin.
Kondenzaci 3,4-dihydroxybenzaldehydu a tyraminu vzniké meziprodukt typu Schiffovy baze.
Tato baze je nasledné redukovana na norbelladin, ktery je v dalSim kroku metylovan pomoci
norbelladin 4’-O-methyltransferasy (N4OMT) na kliCovy meziprodukt biosyntézy

4’-O-methylnorbelladin. Ten je cyklizovan pomoci tzv. ,,phenol oxidative coupling* za vzniku
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C—C kovalentni vazby, a to ve tfech rtznych postavenich — para-ortho', para-para’,
ortho-para’, ktera vedou ke vzniku zékladnich strukturnich typi AA: krininového,
galantaminového, homolykorinového, lykorinového, belladinového, haemantaminového,
tazetinového, pankrastinového a montaninového.®!7-!® Syntéza hlavnich strukturalnich typti AA
je uvedena na Obrazku 2. V Tabulce 2 jsou uvedeny nazvy a vzorce hlavnich zéstupci

strukturnich typt a ptiklady rodd, ze kterych byly alkaloidy izolovany.

Obrazek 2 — Syntéza zakladnich typti Amaryllidaceae alkaloidd '

L-fenylalanin L-tyrosin

i )

l tyramin

OH
—o \Qj homolykorinovy typ
:@\/HN
OH

4’-O-methylnorbelladin
l oH

HOy, ",

3,4-dihydroxybenzaldehyd

para-para’ o ortho-para’

galantaminovy typ

hemantaminovy typ krininovy typ

montaninovy typ

tazetinovy typ
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Tabulka 2: Piiklady rodi, ze kterych byly izolovany zakladni typy alkaloidt

8,14,19 20

Strukturni typ
Vzorec hlavniho zastupce Rod
(nazev hlavniho zastupce)
Crinum
Hippeastrum
Krininovy Leucojum
(krinin) Narcissus
Nerine
Zephyrantes
Crinum
Galanthus
Galantaminovy Hippeastrum
(galantamin) Leucojum
Narcissus
Zephyrantes
Galanthus
Hippeastrum
Homolykorinovy
Leucojum
(homolykorin)
Lycoris
Narcissus
Hippeastrum
Leucojum
Lykorinovy
Lycoris
(Iykorin)
Narcissus
Zephyrantes
CH,0
Belladinovy Crinum
(belladin) Galanthus

CH;0
D\/N
CH30 |
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Tabulka 2: Piiklady rodt, ze kterych byly izolovany zékladni typy alkaloid® 419 20
Strukturni typ
Vzorec hlavniho zastupce Rod
(nazev hlavniho zastupce)
Hippeastrum

Leucojum
Haemantaminovy

Narcissus
(haemantamin)

Nerine

Zephyrantes
Hymenocallis
Hippeastrum
Tazetinovy
Leucojum
(tazetin)
Nerine
Zephyrantes
Haemanthus
Pankrastinovy
Narcissus
(pankrastin)
Pancratium
\\\OCH3
Montaninovy o : o Hippeastrum
(montanin) < Ei, Lycoris
o 7,

Z vyse popsanych deviti zakladnich typt dale pomoci enzymatickych pfemén vznikaji dalsi

strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidi. Velka ¢éast ztéchto typl je v soucasnosti
reprezentovana pouze jedinou identifikovanou latkou, kterd je pfimo vazana na urc€ity rostlinny

druh.'” Takovymi latkami jsou napiiklad narcipavlin a narcikachnin, které byly izolovany
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z cibule rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol — jejich molekuly obsahuji kombinaci

galantaminového a galantindolového strukturniho typu.?!

4.4. Biologicka aktivita Amaryllidaceae alkaloidi

Jak uz bylo zminéno v ptedchozi kapitole, alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae, nachdzejici
se 1 v rod¢ Hippeastrum, a jejich derivaty jsou jiz nékolik desitek let intenzivné zkoumany pro
siroké spektrum vyznamnych biologickych aktivit, kterymi se vyznaduji.'* Mezi hlavni u¢inky
patii cytotoxicka, antivirova, antimalarickda, antibakteridlni, antimykoticka, analgeticka
a inhibi¢ni aktivita vii¢i enzymtm acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase (BchE). Vycet
aktivit je velmi rozmanity, a proto je tato skupina alkaloidii zkoumana a testovana s cilem

objevit ucinné a bezpecné latky, které by v budoucnosti nasly své praktické vyuziti v terapii.

4.4.1. Cytotoxicka aktivita

Néadorovd onemocnéni momentalné patii k jedné z nejCastéjSich pfi¢in Gmrti
a predstavuji znacnou piekazku ve snaze prodlouzit primérnou délku zivota ve vSech zemich
svéta. Podle odhadi Svétové zdravotnické organizace v roce 2019 zaujala nddorova
onemocnéni prvni nebo druhou hlavni pricku v pfi¢inach timrti pted vékem 70 let ve 112 ze 183
zemi a na tietim nebo Ctvrtém misté v dalSich 23 zemich. K nejcastéji diagnostikovanym
novotvariim se fadi rakovina tlustého stfeva, plic, prsu, jater a Zzaludku.?? Terapeuticky
pouzivané latky Casto funguji na principu proapoptickych Cinidel, jejichz selektivita je zaloZzena
na zvySené inhibici proliferace rychle se délicich bunék. Selektivita Casto bohuzel neni
dostatecna, latky ptisobi toxicky i na zdravé buiiky, a tim vznikaji Cetné nezadouci Gcinky. Dalsi
castou komplikaci 1écby je rezistence nadori na podany pfipravek, ktera vede k selhani
ucinnosti terapie. Z téchto divodl je nutné hledat nové aktivni latky pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni, které budou plsobit selektivnéji k nadorovym bunkdm a zaroven budou obchazet
mechanismy rezistence.??

Cytotoxickd aktivita byla pozorovdna napi. u latek hemanthaminu, narciklasinu
apredevSim u alkaloidi lykorinového strukturniho typu lykorinu (Obrazek 3)
a pseudolykorinu, které patii zpohledu cytotoxicity pravdépodobné k nejucinnéjSim
molekulam.?° P¥i diikladngj$im zkoumani lykorinu byla prokazana suprese tumorovych bungk
zastavenim bunécéného cyklu a néslednou indukci apoptdzy, ¢ehoz by se v budoucnosti mohlo
vyuzivat v 1é¢b& zhoubnych nadorovych onemocnéni krvetvorby.!* Do této doby bylo
testovano kolem 150 pfirozenych a polosyntetickych analogt lykorinu pro jejich cytotoxickou

aktivitu pfiblizné na 100 bunéénych liniich.**
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Obrazek 3 — Struktura molekuly lykorinu

Antineoplastickym U¢inkem se vyznacuje také pankracin (Obrazek 4), ktery G¢inné
potlacuje zZivotaschopnost a proliferaci rakovinnych bunék. Byl u né& popsan silny inhibic¢ni
ucinek na rist rakovinnych bunécnych linii pochazejicich napt. z vaje¢nikti (A2780), plic

(SW1573), prsu (T47-D) a tlustého stteva (WiDr).?

Obrazek 4 — Struktura molekuly pankracinu

RIS

S
N
3

4.4.2. Antivirova aktivita

Nejen Ze je vySe zminény lykorin znamy pro svou cytotoxickou aktivitu, ale vykazuje
také antivirovou aktivitu spocivajici pfedevSim v inhibici virové replikace napt. u herpes
simplex virt, poliovirti a vaccinia virt.* Na podkladé schopnosti lykorinu inhibovat také lidské
koronaviry typu OC43, NL63, vir mySi hepatitidy kmene MHV-A59 a MERS-CoV
(The Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), byla védci zkouméana antivirova aktivita
vici koronavirim SARS-CoV-2 a SARS-CoV. Po zméteni biologické aktivity védci zjistili,
ze lykorin je dokonce u¢innéjsi proti infekcim SARS-CoV-2 a SARS-CoV nez proti
MERS-CoV, a Ze jeho inhibi¢ni aktivita je srovnatelnd s remdesivirem, ktery je v této dobé
indikovan k terapii onemocnéni COVID-19.%

Lidsky virus imunitni nedostatecnosti (HIV) je retrovirus, proti kterému se uz dlouha
léta védci snazi nalézt U€inné antivirotikum. Alkaloidy lykorin, trisferidin, hemanthamin
a homolykorin byly podrobeny studiim na lidskych T-lymfocytech MT4 pro in vitro
uc¢inky na inhibici replika¢ni aktivity lidskych virlh imunodeficience typu HIV-1.
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Bylo prokdzano, ze lykorin, trisferidin i hemanthamin vykazovaly zna¢nou antiretroviralni

aktivitu a cytotoxicky MTT test odhalil u homolykorinu inhibici replikace viru.?’

4.4.3. Antimalaricka aktivita

Malarie je zavazna transmisivni nakaza, kterd je pfenasena parazity rodu Plasmodium
a projevuje se horeckou, bolesti kloubi a hlavy, zimnici, nauzeou a v nejzavaznéjsich ptipadech
koématem s naslednou smrti. Jednd se o infekéni onemocnéni, jehoz incidence neustéle
celosvétove roste. Diivodem jsou nejen zmény v zemédélskych praktikach a rostouci turismus,
ale predev$im zvySujici se rezistence na terapeuticky uzivana antimalarika.’® Proto je velmi
dilezité neustale hledat nové efektivné;si latky.

Meéfieni biologické aktivity bylo provedeno i u alkaloidi izolovanych z hlizy rostliny
Crinum amabile — amabilinu, augustinu, bufanisinu, krinaminu a lykorinu. Testovala
se antimalarni ¢innost proti parazitovi Plasmodium falciparum, jak chlorochin senzitivnimu,
tak chlorochin rezistentnimu. Nejvyssi u¢innost vici obéma typtim P. falciparum vykazovaly
alkaloidy augustin (Obréazek 5) a lykorin. Krinamin projevoval pouze mirny antimalaricky
tcinek a zbylé alkaloidy byly neti¢inné.?

Antimalarickym ucinkem se vyznacuje i alkaloid 5,6-dehydrolykorin (Obrazek 5)
izolovany z cibule rostliny Lycoris radiata, u kterého byla prokazana uc¢innost proti dvéma

kmentm Plasmodium falciparum (D-6 a W-2).%

Obrazek 5 — Struktura molekuly augustinu a 5,6-dehydrolykorinu

W
o ‘

Augustin 5,6-dehydrolykorin
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4.4.4. Antibakterialni aktivita

Z divodu nadmérného ristu bakterialni rezistence, vznikajiciho piedev§im kvuli
naduzivani a nespravnému pouziti antibiotik, se védci po celém svété pokousi objevit nové
latky, které vykazuji antibakterialni u¢innost.

Jiz africké kmeny pouzivaly odvary a extrakty z rostliny Boophone disticha v tradi¢ni
mediciné k 1é¢bé feznych ran, popdlenin, zanétd, gynekologickych potizi a psychotickych
stavl. Proto se na alkaloidy této rostliny zaméfili i védci, kteti je izolovali a podrobili méfeni
biologické aktivity. Izolované alkaloidy bufanidrin a distichamin (Obrazek 6) byly testovany
proti jak gramnegativnim (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae), tak grampozitivnim
bakteriim (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus). Nevelkym piekvapenim byla
antibakterialni aktivita ethanolického extraktu alkaloidii s hodnotou 0,063 mg/ml proti vSem

typtim testovanych bakterii.*

Obrazek 6 — Struktura molekul bufanidrinu a distichaminu

/ Bufanidrin / Distichamin

4.4.5. Inhibice enzymu acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy

Acetylcholinesterasa, enzym patiici do skupiny serinovych proteas, je lokalizovana
na neuromuskularnich spojenich, v cholinergnich synapsich centralniho nervového systému
a v Cervenych krvinkdch. AchE ma vysokou katalytickou aktivitu a rychlou hydrolyzou
inaktivuje neurotransmiter acetylcholin (Ach), ktery rozklddd na acetat a cholin.
Ach je mediator nachéazejici se na nervovych zakoncenich parasympatiku, kde navdzanim
na muskarinové receptory vyvolavd parasympatomimetické projevy — zvySeni motility
hladkého svalstva, zpomaleni srde¢ni Cinnosti, relaxaci svéraci, zvySeni Zlazové sekrece,
bronchokonstrikci a dalsi. Pasobi také na nervosvalové ploténce a ve vegetativnich gangliich,

31

kde ovSem reaguje s nikotinovymi receptory.”’ Diky degradaci Ach se umoZzni navrat
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cholinergnich neuront do jejich klidového stavu. Nespravné fungovani tohoto systému vede
mimo jiné k progresivnimu zhorSovani paméti pozorované u Alzheimerovy choroby.
Butyrylcholinesterasa, oznacovana také jako pseudocholinesterasa, miize podobné jako AchE
degradovat acetylcholin. Oproti AchE je BchE produkovana jatry a detekovand v plazmé. BchE
je také exprimovana v neuronech CNS. Biologicka aktivita BchE je za normalnich podminek
v porovnani s AchE podstatné mensi, ale v pfipadé demence Alzheimerova typu jeji
koncentrace patologicky roste a v pokroCilych stadiich onemocnéni se stava
pievladajici esterasou.

Neékteré AA, napiiklad v praxi pouzivany galantamin (Obrazek 7), jsou dlouhodobé
pusobici, selektivni, reverzibilni a kompetitivni inhibitory AchE a BchE a zaroven alosterické
modulatory nikotinového receptoru pro acetylcholin. Pisobenim téchto alkaloidl se zvysuje
hladina Ach na synapsi, ¢imz se usnadiiuje cholinergni pienos. Diky tomu je dnes galantamin

pouzivan k symptomatické 1é¢bé mirné az stiedné t&7ké demence Alzheimerova typu.*?

Obrazek 7 — Struktura molekuly galantaminu

H,CO

Nové objeveny alkaloid narcipavlin, izolovany z cibule rostliny Narcissus poeticus
cv. Pink Parasol, byl podroben méteni biologické aktivity, kdy ukazal slibnou inhibici vici
lidské BchE s hodnotou ICso = 24.4 + 1.2 uM. Alkaloid narcikachnin, ktery se od narcipavlinu
1181 pouze v poloze dvojné vazby mezi uhliky C'13—C'14 (Obrazek 8), byl izolovan v tak malém
mnozstvi, Zze se méfeni biologické aktivity nemohlo uskutecnit. Proto nebylo dokazano, zda mé

pritomnost dvojné vazby klicovy vyznam pro inhibici enzymu BchE.?!
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Obrazek 8 — Struktura molekul narcipavlinu a narcikachninu

o——vo

OH
OH

Narcipavlin Narcikachnin

Pomoci béznych chromatografickych metod bylo z Cerstvych cibuli rostliny Narcissus
pseudonarcissus cv. Dutch Master izolovano celkem 21 jiz znamych alkaloidi a jeden alkaloid
nové struktury s ndzvem narcimatulin, ktery ve své molekule kombinuje dva zakladni typy
AA — galantamin a galantindol. VSechny izolované slouc¢eniny byly hodnoceny z hlediska jejich
in vitro aktivity vici AchE, BchE, prolyl oligopeptidase (POP) a glykogensyntase a inhibi¢ni
aktivity kinasy-3p. NejzajimavéjsSi biologicky profil prokézal pravé nové izolovany

narcimatulin, ktery vykazoval inhibi¢ni aktivitu vii¢i BchE s hodnotou ICso = 5,90 + 0,23 uM.3?

Obrazek 9 — Struktura molekuly narcimatulinu

4.5. Demence

Demence je zastteSujici termin pro fadu progresivnich organickych onemocnéni mozku,
charakterizovanych postizenim kratkodobé, pozdéji 1 dlouhodobé paméti, postupujicim
ubytkem kognitivnich schopnosti a poruchami osobnosti, které naruSuji nezavisly kazdodenni
zivot pacienta. Nemoc typicky zac¢ind pomalu progresivnim poklesem paméti, 1 kdyZ v méné
obvyklych typech demence dominuji ptiznaky behavioralni, vizuoprostorové, popft. jazykové.
V termindlnim stadiu znemoZiluje onemocnéni vykonavani i zakladnich ¢innosti nutnych

pro diistojny Zivot a pacient je odkazan na nepfetrzitou pomoc druhych. Dosud zjisténych pficin
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demence je nespocet a zahrnuji priméarni neurologické, neuropsychiatrické i zdravotni stavy.
Vétsina neurodegenerativnich onemocnéni vedoucich k demenci je charakterizovana procesy,
kdy dochézi k aberantni polymeraci proteinli v mozku. U nizkého procenta jedincti se demence

ale vyvine jako pfimy diisledek mutaci ¢i polymorfismil v genech ovliviiujici tyto procesy.*>>

4.5.1. Epidemiologie

Co se ty¢e poctu pacientl postizenych demenci, globalni odhady prevalence jsou az 7 %
jedinci starSich 65 let béZné populace. Riziko vzniku onemocnéni prudce roste s piibyvajicim
vékem — samotny syndrom byva proto n¢kdy oznacovan jako statecka demence. U senioril
starSich 75 let trpi nékterym typem demence piiblizné 15 procent a po 80. roce Zivota dokonce
2040 % osob. Ve vyspélych zemich je celkova incidence jesté o néco vyssi, a to z divodu
vysSi primérné délky Zivota lidi. V této dob€ zaujima demence ve svété az désivé vysokou

piicku v tabulce pfic¢in umrti, a to 4.—5. misto. 3+

4.5.2. Typy demenci

Demence lze dle pfi¢in klasifikovat na n€kolik druhti — Alzheimerova choroba, demence
vaskularni, smiSena, s Lewyho télisky, spojend s Parkinsonovou chorobou, frontotemporalni
a sekundarni demence, které jsou jako jediné potencionalné reverzibilni, pokud se v€as odhali
a odstrani jejich pficina. Nejcastéji zastoupenou formou je Alzheimerova choroba (50-60 %
vSech ptipadll) a demence s Lewyho télisky (10-20 %), které se projevuji primarn¢ u starsich
lidi. Na druhou stranu traumatické poranéni mozku, nadory hlavy, intoxikace, infekce, cévni
onemocnéni a dalsi poruchy zasahujici mozek jsou b&Znymi p¥i¢inami u mladsich pacientt.*

Obrazek 10: Procentualni podil zastoupeni jednotlivych typti demence *°

Podil zastoupeni jednotlivych typl demence
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B Demence u Parkinsonovy choroby B Frontotempordlni demence
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4.6. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je primarni neurodegenerativni onemocnéni, jez bylo poprvé
predmétem zkoumani na zacatku 20. stoleti, kdy némecky neuropatolog a psychiatr Alois
Alzheimer, po kterém byla choroba pozdéji pojmenovana, pozoroval u jedné ze svych pacientek
piiznaky kognitivni poruchy.’” Jak jiz bylo zminéno v ptechozi kapitole, nyni se jedna

o nejrozsitenéjsi typ demence vibec.

4.6.1. Etiopatogeneze

Ackoli miizeme jasn¢ pozorovat, jaké jsou disledky AD, skute¢na pfi¢ina nemoci v tuto
chvili stdle neni zcela objasnéna. Bez ohledu na ptivod onemocnéni, bunétné poskozeni
zpusobuje dysfunkci komunikace mezi neurony v mozku. To vede ke zménam v mysleni,
emocich, paméti a dalSich v zavislosti na konkrétnim misté poskozeni. Existuje mnoho teorii
snazicich se vysvétlit pti¢inu poskozeni bunék v mozku, které ma za nasledek vznik nemoci.*®
Tyto teorie popisuji napiiklad amyloidni dysmetabolismus, charakterizovany patologickou
tvorbou amyloidniho plaku, tvorbu neurofibrilarnich klubek nebo zmény funkce a hladin
neuromediatorti a aminokyselin v mozku.*

Béhem let vyzkumu AD bylo prokdzano, Ze ukladani bilkovinného agregatu -amyloidu
je klicovou udalosti pfi zahdjeni neuronalni degenerace. Nerozpustny B-amyloid se shlukuje
do amyloidnich plakt, které se projevily jako neurotoxické pii zkouskach jak in vitro,*° tak
in vivo*! a v mozku vedou k neurodegenerativnim procesiim. Tento peptid je syntetizovan
z tzv. amyloidového prekurzorového proteinu (APP), glykoproteinu, zabudovaného
v membranach nervovych bunék, ktery je za béznych podminek nezbytny pro spravné
fungovani nervové soustavy. U zdravych lidi je APP §tépen biokatalyzatorem a-sekretasou
na mensi rozpustné fragmenty, které pomahaji udrzet plasticitu nervovych bunck a zabezpecuji
jejich ochranu.*? U pacientii s AD je ale APP rozkladan enzymy - a y-sekretasou, diky kterym
se tvofi delsi a skoro nerozpustné fragmenty, které se nasledné spojuji za vzniku bilkoviny
B-amyloidu, jejiz molekuly se shlukuji do extraceluldrnich plaki zptisobujicich sterilni zanét.?’

Kromé& amyloidnich plakil jsou vyznamnym patologickym znakem AD i neurofibrilarni
klubka. Jedna se o intracelularni shluky proteinu zndmého pod oznacenim t. Tento protein hraje
za fyziologickych podminek dileZitou roli v nervové soustavé, kdy ve své fosforylované
podobé stabilizuje mikrotubuly, které diky nému snadnéji polymeruji. Pokud je t protein
hyperfosforylovan, coZ znamena, Ze do proteinu je ptidano ptili§ mnoho molekul fosfatu, tvoti
nerozpustné zkroucené vlakno uvnitt neuronu. Tato splet’ naruSuje normalni transport zivin

a bun&éné fungovani, coz vede k bunééné smrti. >34
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Nejen tvorba patologickych bilkovin, ale i zména funkce a hladin neuromediatort byla
pozorovana u pacientd s AD. Acetylcholin je dilezity neurotransmiter, ktery zprostfedkovava
pfenos nervového vzruchu v periferni i centralni nervové soustavé. U AD miZeme
v cholinergnim systému pozorovat ubytek Ach, a to z diivodu snizeni koncentrace enzymu
cholinacetyltransferasy, ktery je zodpovédny za syntézu Ach z acetyl-CoA a cholinu. Zaroven
dochazi k odbouravani Ach enzymy AchE a BchE. Biologickd aktivita B¢chE je v ¢asnych
stadiich AD oproti AchE podstatné nizsi, ale jeji koncentrace se patologicky zvySuje
v pokrocCilych stadiich onemocnéni a stava se pievladajicim enzymem. Piedpoklada se, ze
deficit Ach piispivé ke kognitivnimu poskozeni, které u této nemoci pozorujeme.*>-®

Dalsi neurotransmiter, ktery se podili v mozku na aktivaci ¢i excitaci neurontl a je také
zapojen v procesu uceni a paméti, je aminokyselina nazyvajici se glutamat. Glutamat se vaze
na konkrétni protein znamy jako N-methyl-D-aspartatovy (NMDA) receptor a hraje dulezitou
roli v synaptické plasticité, normalni paméti a uceni se novym ukolim. Pii AD
se z poskozenych bunc¢k uvoliiuje prebytek glutamatu, coz mé za nasledek hyperexcitaci
NMDA receptort, které zplsobi zvySeny vstup vapniku do nervové buiky. Chronicka
nadmeérnd expozice vapniku miize vést k dalsimu poskozeni bunék a k nasledné apoptoze.*?

Jednim z nejsilngjSich rizikovych faktori AD je pozitivni rodinnd anamnéza,
predstavujici pfiblizné tiikrat vyssi riziko rozvoje choroby u prvostupiiovych piibuznych
pacientil s AD. Familiarni forma zaujima zhruba 5-10 % ptipadi z celkového poctu nemocnych
a je pro ni typicky Casny nastup jiz pied. 65. rokem zivota. Pfi genetickych testovanich
se ukazalo, ze napiiklad alela nachazejici se na chromozomu 19 s ndzvem APOE, ktera koduje
syntézu apolipoproteinu E, jenz se podili na tvorbé B-amyloidu, mize mit za nasledek
az Ctyfnasobné¢ zvysené riziko rozvoje AD, ato piedevSim u Zenského pohlavi. U muzi
nesoucich tuto alelu se riziko ale zvy$ovalo pouze minimalné.*** Dalsi geneticky faktor, ktery
muze hrat roli, je zndmy jako jednonukleotidové polymorfismy (SNP). SNP jsou izolované
zmény v jediném nukleotidu vyskytujicim se na urcitém misté¢ genomu. Tyto odchylky jsou
Casto spojovany s chorobnymi stavy, jako je napiiklad srpkovitd anémie nebo cysticka
fibroza.*? Celkové bylo objeveno vice nez 160 riznych mutaci, které jsou oznacovany jako
odpovédné za vétSinu piipadl familiarni autozomélné dominantni AD s ¢asnym ndstupem.
Jednd se jak o jiz vySe zminéné mutace, tak o zmény na chromozomu 1, 12, 14, 21, a dale

naptiklad o mutace genu pro transmembranovy protein presenilin 1 a 2.4
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4.6.2. Symptomy Alzheimerovy choroby

Nastup ptiznakli onemocnéni je u pacientl trpicich AD ze zacatku velmi nenapadny
a typicky se projevy zhor3uji v ase. Rana stadia jsou spojena predevsim s poruchami paméti.>®
S rostoucim vékem je zcela normalni, ze dochéazi k urcitym vypadkiim paméti, naptiklad
zapomenete, kam jste umistili kli¢e nebo si nezapamatujete jméno nového pritele. Ztraty paméti
u pacientd s AD jsou vSak mnohem dramatictéjsi, nejsou ptechodné a v prubéhu casu postupné
eskaluji. Pacienti Casto zapominaji pfedmét konverzace, kterd prave probéehla, nepamatuji
si jména clenti rodiny nebo blizkych pratel nebo Spatné umistuji denné pouzivané predméty.
Je to zptisobeno tim, ze u AD dochédzi ve vétSin¢ piipadi nejdiive k dysfunkci bunck
hipokampu, ktery je nedilnou soucasti formovani nové paméti. Pokud je tato oblast mozku
poskozena, narusi se i funkce vytvaieni a upevilovani novych vzpominek, a to zptisobi poruchy
kratkodobé paméti. Zajimavé je, Ze staré vzpominky jsou uSetfeny. Dlivodem je jejich ukladani
v prostoru celé mozkové kiry. Tvorba novych vzpominek spoléhé na hipokampus, ale jakmile
je pamét uloZena, role hipokampu se stdva zanedbatelnou.*

Problémy s paméti jsou vSak pouze malou ¢€asti klinickych ptiznaka, které tvoii AD.
K dalsim ¢asto pozorovanym symptomum patii zhorSeni prostorového vnimani, které se mize
projevit jako zmatenost i1 na dobfe znamém misté nebo jako nesprdvna interpretace
prostorovych vztahi, coz ztézuje pohyb pacienta jak chtizi, tak pomoci dopravnich prostiedk.
Dals§im ptfiznakem nemoci jsou verbalni poruchy, které lidem trpicim timto onemocnénim
velmi komplikuji komunikaci s ostatnimi lidmi. Mnoho pacientli zaziva tzv. fenomén
,»ha Spicce jazyka“, kdy nemohou najit spravné slovo, i kdyz piesn¢ védi, co se snazi fict. Velka
spousta lidi trpicich AD si v poc¢atecni a stfedni fazi nemoci bohuzel mize byt védoma svého
onemocnéni a omezeni, které se sebou AD piinési. To Casto vede k pocitu frustrace a rozruseni
a napomaha ke zhor$ovani psychického stavu.?34

Mezi dalsi procesy, které se fadi do skupiny dilezitych kognitivnich funkei, a jsou
postiZzeny u pacientll s AD, patii uvazovani, rozhodovani, planovani a provadéni pohybii. Tyto
kognitivni procesy jsou vSechny neptiznivé ovlivnény zakladnimi patologickymi zménami AD
a bohuzel nakonec vedou k vaZznym socidlnim problémim mezi pacientem, jeho nejbliz§imi
ptateli, rodinou a pozdéji oSetfujicimi jedinci. Hlavnim diivodem je, Ze €lovék s demenci
se stavd vice a vice odkdzany na pomoc ostatnich, ale zaroven vnima svou hrdost
a sebeuvédomeéni. Touzi zit autonomné a ¢innosti, které v zivoté bézné vykonaval sdm, nechce

prenechavat jinym.®
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Velké procento pacientii s AD (50-90 %) ve stfedni az pozdni fazi mize také vykazovat
neuropsychiatrické pfiznaky, mezi které patii deprese, uzkost, neklid, agrese, vybuchy vzteku,
apatie, bludy, halucinace a nevhodné sexudlni chovani. Nejen Ze jsou tyto piiznaky spojeny
s poklesem kognitivnich funkci, ktery mtize vést ke zvySeni umrtnosti pacientd, ale jejich
piitomnost a zavaznost jsou také pozitivné spojeny s pecovatelskou zatézi.*’

V pozdni fazi onemocnéni jsou pacienti neschopni vykonavat bézné denni aktivity jako
je oblékani, stravovani ¢i hygiena. Kvuli silnym vypadkiim paméti nepoznavaji své blizké,
pozdéji ani sami sebe. Komunikace a porozuméni se pro né stavaji ¢im dal slozitéjsi, fec
se omezuje postupné pouze na jednoduché véty az nakonec zlstane jen par zakladnich slov.
Pfestoze nemocny vétSinu dne spi, ma velmi malo energie, Spatné ji, ztraci na vaze a organismus
celkové fyzicky ochabuje. Ke konci Zivota jsou pacienti kompletné pfipoutani na lizko a jsou
zcela odkézani na pecovatelskou odbornou pomoc. AD se primérné manifestuje 7-10 let,
u Casnych forem 1 kratsi dobu. Z toho kone¢né stddium nemoci miiZe trvat nékolik tydnt, ale
bohuzel i nékolik let. Zivot nemocnych je ukonden smrti nejéastéji z divodu

ptidruzenych komplikaci.?¢-

Obrazek 11 — Obvyklé symptomy projevujici se u pacienta s AD v ¢ase *>3¢
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Stav pacientas AD
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Je potieba si také uvédomit, Ze AD je onemocnéni, které neovliviiuje pouze daného
pacienta, ale psychicky zasdhne celou jeho rodinu a blizké, na které je clovék s AD odkazan.
U pecuyjicich lidi je dulezité, aby i kvili svému psychickému a fyzickému zdravi dokazali

rozpoznat, kde jsou jejich limity a kdy se o pacienta jesté¢ dokézou postarat sami.

4.6.3. Epidemiologie

Prevalence AD, ktera predstavuje 50—60 % vSech pripadi demence, byla v roce 2015
podle Alzheimer’s Disease International celosvétové odhadovana na 46,8 miliond pacienti*®
a otekava se, ze do roku 2050 dosdhne az ¢&isla 115,4 miliont.*” Podle zahrani¢nich
prevalen¢nich studii se v roce 2015 odhadoval podet lidi s AD pouze v Ceské republice
na 155,9 tisic, coz odpovida zhruba kazdému 70. obyvateli nasi zemé&.*® AD je bézng
diagnostikovana u jedinci starSich 65 let véku a vyskyt onemocnéni se exponencidlné zvysuje
s rostoucim veékem (Obrazek 12). Pfestoze je choroba typicky povazovana za nemoc starSich
lidi, ne vzdy tomu tak je. Existuje vzacna forma, zndma také pod pojmem presenilni, kterd
postihuje zhruba 5 % jedinct z celkového poctu pacientit s AD, a projevuje se jiz ve tfetim
a ¢tvrtém desetileti jejich zivota. Ackoli nékteti z téchto mladSich pacientl jsou schopni Zit
plnohodnotny zivot i nékolik let po diagndze, relativné malo z nich se dozije 50. narozenin.
V priméru je stiedni délka doziti osoby trpici AD kolem 6 let od stanoveni diagnozy. Méné nez

3 % postizenych Zije 14 let.?®
Obrazek 12 — Procentudlni podil osob trpicich Alzheimerovou chorobou v jednotlivych

vékovych kategoriich*®
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Dobfe znamym epidemiologickym faktem je, ze AD postihuje vice Zeny nez muze.
V populaci nad 65 let je prevalence AD az dvakrat vyssi u zenského pohlavi nez u muzského.
Nadmérné zastoupeni zen je pozorovano nezavisle na kultute, rase a dalSich diagnostickych
kritériich. Tento fakt je zajimavy i z toho divodu, ze muzi maji prokazateln¢ vyssi riziko
rozvoje mirné kognitivni poruchy (MCI). MCI je stav, kdy ma pacient problémy s paméti
a poznavacimi funkcemi, ale stale nespliiuje kritéria pro diagndézu demence.*” Jednim
z raciondlnich divoda vyssiho procentualniho zastoupeni Zen postizenych AD je jejich vyssi
praméma délka Zivota. Na uzemi Ceské republiky v letech 2017-2018 se podle Ceského
statistického ufadu zeny dozivaly v praméru 82 let. Oproti tomu muzi skoro o 6 let

méné — pouze 76 let.”

Druhym jasné pozorovatelnym divodem je, ze zeny s AD obecné
piezivaji s onemocnénim del§i dobu nez muzi.* Za to je ¢astené zodpovédny neuroprotektivni
Gi¢inek estrogenu, Zivotni styl nebo rizikové kardiovaskularni faktory.’! Bylo prokazano, Ze
estrogen zlepsuje synapticky pienos, funkci hipokampu, krevni obéh a metabolismus glukozy
v mozku a zdrovenl zvySuje syntézu Ach a mize zabranit poskozeni mitochondrii. Kromeé
biologickych rozdil mezi Zenou a muZzem ovliviuji rozvoj AD 1 socidlni faktory, jako je
vzdélani, povolani, cviCeni, strava, koufeni, konzumace alkoholu a dalsi. V dnesni dob¢ na

tizemi Ceské republiky uz maji tyto faktory diky velkému tlaku na genderovou rovnost

zanedbatelny vliv na rozdil mezi pohlavimi v prevalenci AD.?®

4.6.4. Diagnostika

Na rozdil od jinych poruch, které se objevuji rychle a maji symptomy, které
se u pacientli snadno projevi, pfiznaky Alzheimerovy choroby zacinaji velmi mirné a postupu;i
pomalu. V dusledku toho je pro rodinné ptisluSniky a osoby v blizkosti pacienta extrémné
obtizné zaznamenat zhorSeni, dokud nemoc extrémné nepokroc¢i. Diagnostika AD je také
komplikovéna kvili nejednoznacnosti symptomt, které jsou typické i pro mnoho dalSich
onemocnéni, jedno z nich je napt. deprese. Lidé s depresi totiz Casto trpi poruchami paméti,
a dokonce i omezenim motorickych funkei. Depresivni pacienti tak mohou byt nespravné
diagnostikovéani kvili negativnim u€inkiim deprese na testy, které se provadi u podezieni
na AD. Navic jak uz bylo zminéno vyse, 30—50 % pacientli s AD trpi také zaroven depresemi.

Pii podezieni na AD je velmi dulezity odbér osobni a rodinné anamnézy pacienta.
Nasledné se provadi krevni testy, které specificky méfi hladiny vitamin B12 a D, funkce §titné
zlazy, jaterni enzymy, hladinu elektrolyti a glykémie a dalSi kritéria, kterd by mohla vést

k rozvoji demence. Zaroven se vylouci infekéni nemoci jako je syfilis, HIV a borelie, u kterych
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se miize demence projevit.*® U pacientil s pozitivni rodinnou anamnézou se provadi genetické
testovani, kdy se patra po znamych patogenetickych mutacich.

Dulezitym krokem v diagnostice jsou radiografickd zobrazeni mozku. Nejcastéji
se vyuziva zobrazovaci metody vypocetni tomografie (CT) pro odliSeni onemocnéni, ktera
by mohla byt teoreticky chirurgicky feSitelnd — vaskularni choroby, tumory, 1éze, krvaceni
a jiné. Magneticka rezonance (MRI) mozku ma oproti vySetieni CT vyssi citlivost a specifitu,
nevyhodou je vsak jeji cena. Ob¢ zobrazovaci metody podrobné zobrazuji anatomii mozku
adokazi odhalit morfologické zmény, jako je cerebralni atrofie, coZz je jeden
z charakteristickych znak AD. Metody spadajici do nukledrni mediciny, jednofotonova emisni
vypocetni tomografie a pozitronovd emisni tomografie, se pouzivaji predevsim k hodnoceni
mozkového metabolismu, prittoku krve a zasobeni kyslikem.>?

Nedilnou soucasti diagnostiky AD jsou i fyzikélni vySetieni, kdy se podrobné hodnoti
stav kognitivnich funkci. Celosvétové doporucovanym testem je tzv. Kratké Skala mentalniho
stavu (Mini mental state examination — MMSE), ktera se sklada ze 30 otazek a jednoduchych
ukold, zaméfenych na kratkodobou pamét’, prostorové a Casové vnimani, logické mysleni,
psani, ¢teni a dalsi. Zdravy Clov€k bez poruchy kognitivnich funkci by mél dosahnout plného

poétu bodf.>®

Tabulka 3: Orienta¢ni hodnoceni MMSE??
Pocet ziskanych bodu Hodnoceni

30-27 Pacient bez poruchy kognitivnich funkci.

26-25 Hrani¢ni nalez, podezieni na néktery typ demence.

24-18 Patologicky nélez, pacient trpi lehkou az stiedné tézkou

demenci.

17-6 Pacient trpi stfedné té¢Zkou az t¢Zkou demenci.
5-0 Pacient trpi tézkou demenci.

Dalsi vhodnou orientaéni zkouskou je test kresleni hodin, kdy maji pacienti za kol nakreslit
cifernik, na kterém jsou spravné umisténa vSechna cisla. Poté musi pomoci malé a velké
hodinové rucicky spravné zaznamenat ureny cas. Podle tvaru hodin, umisténi ¢isel a zaneseni
casu se hodnoti stupent demence. Vyhodou testu je jeho rychlé provedeni. Nevyhodou je vSak

nerozpoznani ¢asnych kognitivnich poruch.*®
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4.6.5. Lécba Alzheimerovy choroby

Vzhledem k tomu, Ze doposud neni zcela odhalena etiopatogeneze AD, tak neexistuje
ani u¢inna terapie, ktera by onemocnéni kompletné vylécila. Nyné&jsi postupy maji za cil pouze
zpomalit progresi a zlepsit kvalitu Zzivota pacienta. V praxi se vyuzivda kombinace
farmakologickych a nefarmakologickych metod.

Pacient postizeny AD by mél ptizptisobit sviij zivotni styl onemocnéni a dodrzovat
co nejvice pravidelny rezim bez vétSich zmén. Vhodné je podporovat jak fyzicke, tak psychické
zdravi, napft. zafazenim pro pacienta akceptovatelné sportovni aktivity — prochazky, tance, jizdy
na rotopedu a dalSich jednodussSich ukonti. Dulezitou c¢asti nefarmakologické terapie
je bezpochyby dlouhodoba stimulace mozku, kdy dochazi k rozvijeni kognitivnich funkci
feSenim jednoduchych pamétovych cviceni, ¢tenim, lusténim kiizovek, procvic¢ovdnim drobné
motoriky atd. V pokrocilej$i fazi onemocnéni by se nemocnému méla prizplsobit celd
domadcnost, at’ uz se jedna o edukaci Clent rodiny nebo zafizeni bytu, ktery by mél byt
maximalné bezpeny a jednoduchy. V termindlni f4zi onemocnéni je pacient zavisly
na kvalifikované oSetfovatelské péci.>

Farmakologicka terapie by méla byt nasazena co nejdiive, ale zaroven az po potvrzeni
spravné diagndzy. To je komplikovano piedevsim postupnym a vEtSinou mirnym néstupem
nemoci a slozitou diagnostikou. Soucasné moznosti 1€cby kognitivnich deficitii pozorovanych
u AD nabizeji terapii dvéma hlavnimi skupinami latek — inhibitory cholinesteras, které zvysuji
mnozstvi dostupného Ach v mozku a antagonisty NMDA receptoru, ktery modifikuje

glutamatergni neurotransmisi.>*

4.6.5.1. Inhibitory cholinesteras

Mechanismus ucinku latek, vykazujicich inhibic¢ni aktivitu vici AchE, popiipadé BchE,
spoc¢iva v potlaceni funkce enzymdi, které za normalni situace degraduji v synaptickych
Stérbinach neuromedidtor Ach. Diky tomu je Ach pfitomen v dostate¢n¢ velké koncentraci
pro spravny pienos nervového signalu v centrdlni nervové soustavé (CNS) a zarovent dochazi
ke snizeni tvorby a toxicity B-amyloidu. Latky z této skupiny mizeme rozdé€lit podle typu
kompetice s aktivnim tGsekem cholinesteras na kompetetitivni inhibitory, které pfimo reaguji
s aktivnim mistem enzymu a na nekompetitivni, inhibujici v jiné ¢asti aktivniho pdisobiste.**
Inhibitory cholinesterasy jsou momentalng Iékem volby pro 1é€bu mirné az stiedné tézké AD
a jsou vétsinou pacientli dobte snaSeny. Ackoli jejich hlavni pouZiti bylo za tikolem stabilizace
poklesu kognitivnich funkei, existuji diikazy, které je spojuji se zlepSenim behavioralnich

a psychologickych ptiznakli demence. Viibec prvnim schvalenou 1é¢ivou latkou s inhibi¢ni
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aktivitou vici esterasam byl v roce 1993 takrin (Obrazek 13), ktery byl ale o n€kolik let pozdéji
stazen z trhu pro vysokou gastrointestinalni a hepatalni toxicitu. V soucasné dobé¢ se v klinické
praxi vyuziva pouze tii zastupcli — galantaminu, rivastigminu a donepezilu, kteti jsou znami

jako tzv. kognitiva.>

Obrazek 13 — Struktura molekuly takrinu

\

Dalsi latkou zavedenou do terapie AD po takrinu byl rivastigmin, ktery se pouziva
ve formé rozpustné tartatové soli. V praxi je v Ceské republice znam nap¥. pod firemnimi nazvy
EXELON®, NIMVASTID®, PROMETAX®, RIVASTIGMIN ACTAVIS®
nebo RIVASTIGMINE SANDOZ®. Jeho terapeutickou indikaci neni pouze demence
Alzheimerovského typu, ale také symptomatickd 1écba mirné az stredné tézké demence
u pacientii s idiopatickou Parkinsonovou chorobou.>® Molekula byla inspirovana strukturou
parasympatomimetického alkaloidu fysostigminu (Obrazek 14), od kterého se lisi pfitomnosti
terciarni aminoskupiny, diky které je umoznén prinik pies hematoencefalickou bariéru, a tudiz

je zvyraznény ucinek na CNS.>

Obrazek 14 — Struktura molekuly fysostigminu

Rivastigmin (Obrazek 15) se fadi diky svému mechanismu ucinku do skupiny
pseudoreverzibilnich kompetitivnich inhibitord cholinesteras, protoZe karbamyluje piimo
aktivni misto jak AchE, tak 1 BchE. Tento dé€j probiha selektivné ptimo v hipokampu a mozkové

kife, které jsou u pacientti s AD nejvice zasazeny neurodegenerativnimi zménami.>’
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Obrazek 15 — Struktura molekuly rivastigminu

s

Pravdépodobné nejznamé;jsi latkou je terciarni alkaloid galantamin (Obrazek 16), ktery
byl do klinické praxe zaveden vroce 2001 a jeho terapeutickou indikaci je pouze
symptomaticka lécba mirné az sttedné t€zké AD. Momentalng je na naSem izemi pouzivany ve
form& hydrobromidu pod firemnim ndzvem GALANTAMIN MYLAN®. Jedn4 se o selektivni
reverzibilni opét kompetetivni inhibitor predev§im AchE, inhibi¢ni aktivita BchE je velmi
mal4.’® Vyhodou galantaminu je i jeho ptisobeni na nikotinové receptory, kdy se navdzanim
na alosterické vazebni misto zvySuje aktivita cholinergniho systému, diky ¢emuz dochazi
ke zlepseni kognitivnich funkci u pacienta.’® Dle studii doch4zi ke zpomaleni rozvoje
onemocnéni az o 1 rok a jeho efekt miize pretrvavat az po dobu 4 let.*® Stejné jako rivastigmin,
1 galantamin ptisobi pfedevsim v ¢astech mozku, které jsou postizené¢ AD. Pii¢inou je to,
ze kompetitivni inhibitory AchE jsou zéavislé na koncentraci Ach. To znamena, Ze je méné
pravdépodobné, ze dojde k vazbé na enzymatické misto v oblastech, kde se nachdzi vysoké
hladiny Ach. Zatimco v oblastech mozku, kde je Ach malo, coz se tyka i ¢asti posSkozenych

AD, dochazi k vétsi vazbé inhibitorti na AchE.>®

Obrazek 16 — Struktura molekuly galantaminu

H,CO

Donepezil (Obrazek 17), ktery byl uveden na trh v roce 1996, momentalné patii mezi
nejucinngjsi latky ze skupiny centrdlnich inhibitorti cholinesteras. Jednd se o specificky
reverzibilni nekompetitivni inhibitor AchE, kterou inhibuje in vitro az 1000x G¢innéji nez
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enzym BchE, a zaroven zabranuje uklddani B-amyloidovych plaki v mozku, neutralizuje
$kodlivé volné radikaly a celkové vykazuje neuroprotektivni vlastnosti.>* V praxi se pouziva ve
formé monohydratu donepezil-hydrochloridu a je zndm napf. pod nazvy ADONEP®, ALZIL®,
ARICEPT®, DONEPEZIL ACCORD®, DONEPEZIL SANDOZ®, DONEPEZIL MYLAN®,
DONPETHON®, DAREZIL®, DOSPELIN®, KOGNEZIL®, LANDEX®, NEPLA®,
PROMEMORE®, YASNALP. Stejné jako u galantaminu je jeho terapeuticka indikace pouze
lécba mirné az stfedné zdvazné AD. Jeho velkou vyhodou je snadny ptestup pies HEB, a tim
vysoka biologicka dostupnost a dlouhy polocas t¢inku, coz umoziuje podavani pouze jednou

denn€.

Obrazek 17 — Struktura molekuly donepezilu

\\\\\\\\\

Jak uz bylo zminéno vyse, inhibitory cholinesteras jsou pacienty vétSinou velmi dobie
snaSeny a maji minimum nezddoucich ucinkii. Mezi nejCastéji objevujici se, piedevsim
u rivastigminu, patii zazivaci potize — zvraceni, nevolnost, bolesti v oblasti bficha, prajem.
Tyto problémy pak mohou vést k ubytku hmotnosti, v nékterych piipadech k anorexii. Proto
je dulezité u pacientti v prubéhu terapie sledovat jejich hmotnost. Mezi dalsi nezddouci ucinky

patii bolesti hlavy, srde¢ni arytmie, poruchy spanku, zmatenost a psychické poruchy.>¢

4.6.5.2. Antagonisté NMDA receptori

V terapii tézSich stavii demenci se vyuZziva blokace NMDA receptorii, které jsou
u pacient trpicich AD excesivné aktivovany pfemirou excitatniho neuromediatoru glutamatu.
Tim se ulehéi prenos vzruchu v synapsi a obnovi se spravna funkce neuronu.

Momentaln€¢ jedinou v praxi pouzZivanou latkou ztéto skupiny je memantin
(Obrazek 18). Jedna se o nekompetetivné blokujici inhibitor NMDA receptort, ktery zaroven
pusobi proti tvorbé B-amyloidovych plaki a neurofibrilarnich klubek tvofenych t proteinem.

Chemicky se jedna o derivat amantadinu, ktery se pouziva ve form€ memantin-hydrochloridu
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a je zndmy pod ndzvy AXURA®, COGNOMEM®, EBIXA®, MANTOMED®, MARIXINO®,
MEMABIX®, MEMANTINE ACCORD®, MEMANTIN ZENTIVA®, MEMIXA,
POLMATINE® a dalsi. V Ceské republice je jeho oficialni terapeuticka indikace vyhradng
lécba stredné tézké az t€zké demence Alzheimerova typu. Podle klinickych studii existuji
dilezité rozdily v u¢innosti memantinu u mirné AD ve srovnani s u¢innosti u stiedné tézké
az tézké formy. U pacientd v pozdéjSich stadiich nemoci byl prokazan klinicky pfinos
mematinu, ke kterému dochazi bez ohledu na to, zda pacienti zarovenn uzivaji inhibitory
cholinesteras, ale skoro zadny ptinos u lidi, ktefi trpi mirnou formou AD. K prokazani ti¢innosti
a bezpeCnosti 1é€by memantinem u pacienti v mirnych stadiich je potteba definitivni

dlouhodobé studie. V soucasné dobé dikazy hovofi proti tomuto postupu v terapii, i kdyz

vvvvvv

Obrazek 18 — Struktura molekuly memantinu
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4.6.5.3. Novinky v terapii Alzheimerovy nemoci

Vzhledem k tomu, Ze v soucasnosti stale neexistuje ucinny lék, ktery by kompletné
vylécil AD, tak védci po celém svéte vyviji a zkoumaji nejriiznéjsi substance jako potencionalni
1é¢iva proti tomuto onemocnéni. Momentalné kolem 20 z téchto latek podstupuje jiz treti fazi
klinického zkousSeni. Vétsina novych molekul cili na zabranéni syntézy a snizeni neurotoxicity
jiz vzniklych B-amyloidovych plakl. Jedna se napf. o monoklondlni latky proti tomuto
bilkovinnému agregatu, inhibitory enzymu P a y-sekretas, cholinesteras a monoamidooxidas,
imunoterapie vic¢i t proteinu a latky ovliviiujici jak serotoninové, tak nikotinové receptory.

Mezi molekuly fadici se do skupiny inhibitorti enzymii B-sekretas (BACE 1) patii
1 verubecestat (Obrazek 19), ktery vynika pfedevs§im svymi dobrymi fyzikalnimi a chemickymi
vlastnostmi. Velmi nadéjné plsobil i1 kvili vybornému piechodu pies HEB, jednoduchému
podavani ve formé per os tablet a slibné inhibici B-amyloidu. BohuZel klinicka studie ve treti

fazi byla pozastavena z divodu nepriikazné u¢innosti.®
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Obrazek 19 — Struktura molekuly verubecestatu
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Dalsi klinické testovani latek ze skupiny inhibitori enzymu y-sekretasy bylo
pozastaveno kvili mnoha zadvaznym nezddoucim ucinkiim, z nichZ nejvyznamnéjsi byly
hematotoxicita, gastrointestinalni obtize, zmény v barvé vlasti pacienti a kozni reakce.
Momentalné ale vznika tzv. II. generace inhibitort y-sekretasy, kterd zatim vykazuje mnohem
begacestat (Obrazek 20), diky kterému nedochazi ke S§tépeni amyloidového prekurzorového

proteinu, a ktery se prozatim jevi jako slibny potencionalni 1ék na AD.!

Obrazek 20 — Struktura molekuly begacestatu
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5.EXPERIMENTALNI CAST

5.1.Potfebny material a pomucky

5.1.1. Rozpoustédla

« Amoniak (NH3), p. a. (Penta)

« Cyklohexan (cHx), p. a. (Penta)

« Dietylamin (DEA), p. a. (Penta)

. Ethanol (EtOH), p. a. (Penta)

« Ether (Et20), p. a. (Penta)

. Etylacetat (EtOAc), p. a. (Penta)
« Chloroform (CHCI), p. a. (Penta)
« Methanol (MeOH), p. a. (Penta)

« Toluen (To), p. a. (Penta)

5.1.2. Detekéni ¢inidla

« DI: Dragendorffovo ¢inidlo

Tabulka 4: Piiprava Dragendorffova ¢inidla®

Dragendorffovo ¢inidlo
Roztok A Roztok B
pro postrik

1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého
16 g jodidu draselné¢ho
20 g kyseliny vinné
40 ml vody 5 ml kyseliny vinné
80 ml vody

50 ml vody

Zasobni roztok 5 ml zasobniho roztoku

smisené roztoky A a B vpomérul: 1

5.1.3. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

Izolace jednotlivych alkaloidli byla provedena pomoci preparativni tenkovrstvé
chromatografie (TLC). Nejprve byla frakce HF-14 rozdélena pomoci smési chloroformu,
methanolu a amoniaku do Sesti podfrakci. Izolace z téchto podfrakci probihala pomoci dalSich

mobilnich fazi (MF) slozenych z amoniaku, chloroformu, methanolu, dietylaminu, etylacetatu,
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toluenu a cyklohexanu. Piesné slozeni jednotlivych MF pro preparativni TLC je uvedeno
v tabulce 5.

Pti identifikaci izolovanych alkaloidi porovnavanim se standardy pomoci TLC byly
vyuzity MF slozené z toluenu a dietyalminu; toluenu, methanolu a dietylaminu a v neposledni

fade¢ z etylacetatu a dietylaminu. Pfesné slozeni MF je uvedeno taktéz v tabulce 5.

Tabulka 5: Slozeni mobilnich fazi pro TLC

Mobilni faze Pomér

MF-1 CHCI; : MeOH : NH;3; 85:15:0,25
MEF-2 CHCI; : MeOH : NH;3 60:40:0,25
MF-3 CHCI; : MeOH : NH; 70 :30:0,25
MF-4 CHCI; : EtOAc : DEA 85:5:10
MEF-5 CHCI; : EtOAc : DEA 60:30:10
MF-6 cHx : EtOAc : DEA 70:25:5
MEF-7 To : EtOAc : DEA 70:25:5
MF-8 CHCI; : EtOAc : NH; 70:30:0,25
MF-9 EtOAc : DEA 9:1
MF-10 To : DEA 9:1
MF-11 To : MeOH : DEA 70:25:5

5.1.4. Chromatografické absorbenty

« Al —Sloupcova chromatografie — oxid hlinity (Al>Os3) deaktivovany 6 % vody
« A2 — Komercné vyrabéné desky Silica gel 60 F2s4 s UV indikatorem (Merck)
« A3 —Lité desky se silikagelem LS 5/40 UCas4

5.1.5. Pristroje

« Poloprovozni vakuova rotacni odparka Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Schwabach,
Némecko)
. Vakuova rotaéni odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi Labortechnik AG, Svycarsko)

« Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)
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5.2. VSeobecné postupy

5.2.1. Destilace rozpoustédel

Veskera rozpoustédla pouzitd v této praci byla z divodu cistoty predem destilovana.
Pti destilaci byl nejdiive jiman destila¢ni predek — cca 5 % a nasledné bylo destilovano zbylych

90 % rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v uzavienych lahvich za neptistupu svétla.

5.2.2. Extrakce

Pro izolaci alkaloidi z vychoziho biologického materialu byla vyuZzita metoda extrakce.
Pro snazsi uvolnéni latek a lepsi vynosnost byl rostlinny material rozdrcen na jemnéjsi ¢asti,
apoté doSlo za varu kextrakci EtOH (96% v/v) snaslednou filtraci pro odstranéni
mechanickych necistot.

Primarni ethanolicky extrakt byl dale ¢istén od nealkaloidnich struktur a latek tukové
povahy pomoci extrakce kapaliny kapalinou, kdy byl pouzit Et,0O a CHCls jako organicka faze.
K rozdé€leni mezi organickou a vodnou fazi dochazelo dle acidobazickych vlastnosti latek

a ustalenim lipofilné-hydrofilni rovnovahy.

5.2.3. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provedena stupniovitou eluci na staciondrni fazi
tvofenou oxidem hlinitym (AlO3). Smés adsorbentu s rozpouStédlem byla nalita
na chromatografickou kolonu obvyklym zptsobem. Testovany vzorek byl rozpustén v malém

mnozstvi rozpoustédla a nanesen na kolonu.

5.2.4. Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie (TLC) byla uskute¢néna vzestupné v pfedem nasycenych
sklenénych komorach. Doba syceni komor mobilni faze ¢inila 15-20 minut pro analytickou
TLC a 3040 minut pro preparativni TLC. Po vyvinuti byl vznikly chromatogram vysuSen
teplym, pozdé¢ji studenym vzduchem a byla provedena detekce UV lampou, v druhé fazi reakci

s detekénim ¢inidlem.

5.1.5. Odparovani rozpoustédel

K odpatovani rozpoustédel z jednotlivych frakci byly vyuZity 2 typy vakuovych rotac¢nich
odparek — vakuova rota¢ni odparka Biichi Rotavapor R-114 a poloprovozni vakuova rotacni

odparka Laborota 20 Heidolph. K odpatovani dochazelo za sniZeného tlaku a teploté 40°C.
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5.1.6. Detekce alkaloidu

Detekce latek alkaloidni struktury na chromatogramech byla v prvni fazi provadéna
expozici chromatogramu paprskim UVzs4 a nésledné byl pouzit roztok tetrajodbismutitanu
znamy pod nazvem Dragendorffovo Ccinidlo, ktery tvoifi oranzové cervenou srazeninu

komplexni soli rozpoustédla a alkaloidu.®?
5.3.1zolace

5.3.1. Biologicky material pro izolaci

Pro izolaci alkaloidl byly pouzity Cerstvé cibule rostliny Hippeastrum cv. Ferrari, které
byly zakoupeny u firmy Lukon Glads (Sadska, Ceska republika). Botanickou identifikaci
a ovéfeni pravosti provedl prof. RNDr. Lubomir Opletal CSc. na Katedfe farmaceutické
botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. V herbariu fakulty byl dokladovy vzorek
uloZen pod oznacenim CUFPH-16130/AL-562.

5.3.2. Extrakce drogy a zpracovani ziskaného extraktu

Cerstvé nasekané cibule (25 kg) rostliny Hippeastrum cv. Ferrari byly nasypany
do Erlenmeyerovy banky a 3x extrahovany ethanolem (EtOH 96% v/v) za varu na vodni 14zni
pod zpétnym chladicem. Extrakce probihala vzdy po dobu 30 minut za ob¢asného protiepani.
Primérni ethanolicky extrakt byl zfiltrovan a za sniZzeného tlaku odpafen do sucha pomoci
rotacni vakuové odparky. Tento odparek (425 g) byl rozpustén v 2% kyseliné chlorovodikoveé
na pH 1,5-2, ptefiltrovan a nasledn¢ byl piecistén pomoci acidobazické extrakce kapaliny
kapalinou za pouziti etheru a chloroformu. Po odstranéni vodné faze a odpareni organického
rozpoustédla bylo ziskano 29,46 g tmavé hnédého extraktu, ktery pozitivné€ reagoval tvorbou

srazeniny s Dragendorffovym ¢inidlem.5!3

5.3.3. Sloupcova chromatografie extraktu

Ziskany alkaloidni extrakt byl déale rozdélen na jednotlivé podfrakce pomoci
gradientové eluéni sloupcové chromatografie, kdy jako mobilni faze byla pouzita smés benzinu
a CHCIl; v rznych pomeérech a nasledné smés CHCI3 a EtOH v riiznych pomérech. Jednotlivé
frakce byly jimany v objemech 500 ml. Kolona byla nakonec proplachnuta MeOH obohacenym
0 2% kyselinu octovou v poméeru 99:1. Podminky sloupcové chromatografie jsou uvedeny

v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Podminky sloupcové chromatografie alkaloidniho extraktu'?
Hmotnost alkaloidniho extraktu 29,46 g
Adsorbent 1200 g ALOs3
Mrtvy objem 1200 ml
Objem jimané frakce 500 ml

Béhem sloupcové chromatografie bylo ziskano celkem 360 frakci (500 ml kazda
frakce), pozdéji na podkladu analytické TLC byly latky spojeny do 21 ¢asti, které byly nasledné
analyzovany pomoci plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). Frakce
s podobnymi profily byly spojeny za vzniku findlnich 15 frakci — viz Tabulka 7. K izolaci

alkaloidil v této praci byla pouzita frakce ¢islo 14 s nazvem HF-14.

Tabulka 7: Sloupcova chromatografie, ptehled frakci, pouZitych mobilnich fazi a vytézka

Frakce Spojeni frakei MF Hmotnost v g
1 4-17 CHCI; (100) 1,93
2 18-29 CHCI; (100) 2,91
3 30-56 CHCI; (100) 3,16
4 57-60 CHCIs: EtOH (99 : 1) 0,2
5 61-64 CHCIs: EtOH (99 : 1) 0,16
6 65-72 CHCIs: EtOH (99 : 1) 0,32
7 73-76 CHCIs: EtOH (99 : 1) 1,0
8 77-87 CHCIs: EtOH (99 : 1) 3,91
9 88-101 CHCIs: EtOH (99 : 1) 1,65
CHCIs: EtOH (99 : 1)

10 102-136 1,41
CHCIs: EtOH (98 : 2)
CHCIs: EtOH (98 : 2)

11 137-194 1,32
CHCIs: EtOH (95 : 5)
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Tabulka 7: Sloupcova chromatografie, pehled frakei, pouzitych mobilnich fazi a vytézka

Frakce Spojeni frakei MF Hmotnost v g

CHCls : EtOH (95 : 5)
CHCls : EtOH (90 : 10)
CHCls : EtOH (85 : 15)
CHCls : EtOH (80 : 20)
\ 105310 CHCls : EtOH (75 : 25) s
CHCls : EtOH (70 : 30)

CHCls : EtOH (65 : 35)
CHCls : EtOH (60 : 40)
CHCls : EtOH (55 : 45)
CHCls : EtOH (50 : 50)
CHCls : EtOH (50 : 50)

13 320-332 0,26
CHCI; : EtOH (45 : 55

CHCLs : EtOH (35 : 65)

14 333-355 CHCIs: EtOH (25 : 75) 0,67
EtOH (100)

15 356-363 2% kys. octova v MeOH 2,55

Celkem vytéznost v g 22,7

Vzhledem k tomu, ze v ramci této diplomové prace byla zpracovdvana pouze frakce
HF-14, uvadi podrobng&jsi informace o extrakci a izolaci MSc. Latifah Ajaj Al Shammari, ktera
je zodpovédna za celou extrakei latek z drogy, v rdmci své disertacni prace s ndzvem ,,Alkaloids

of the genus Hippeastrum (Amaryllidaceae): isolation, identification, biological activity*!3.

5.3.4. lzolace alkaloidu z frakce HF-14

Za tucelem izolace alkaloidi v istém stavu byla v této diplomové préci pouZita frakce

HF-14, ktera je zvyraznéna na Obrazku 21.
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Obrazek 21 — Kontrolni analytické TLC vSech 15 frakci, které byly ziskany sloupcovou

chromatografii. Zvyraznéna je frakce 14, kterd byla déle zpracovavana v této diplomové praci.

Sm¢és latek o celkové hmotnosti 670 mg byla dokonale rozpusténa v malém mnozstvi
smési EtOH a CHCI; (1 : 1) a za pomoci chromatografického pera byla kvantitativné prenesena
na 19 litych desek (pfiblizné 0,035 g mnozstvi vzorku na desku). Tyto desky byly postupné
2x vyvijeny v MF-1. Mobilni faze byla zvolena na ziklad¢ ptedchozi analytické TLC,
kdy MF-1 nejlépe délila latky obsazené¢ v dané frakci. Po vyvinuti byly desky dukladné
vysuseny a byla provedena detekce UV lampou, v druhé fazi reakci s Dragendorffovym
¢inidlem. Na podkladu vzdélenosti stfedi jednotlivych skvrn od startu byly latky rozdéleny
do 6 zon 14/1-6. Kazda zona alkaloidii byla spolecné se silikagelem separovana a stejné zony
z jednotlivych desek byly spojeny. Latky byly vymyty z adsorbentu smichanim s kiemelinou
a néslednou filtraci na kolonce pomoci roztoku EtOH a CHCl;s (1 : 1), ktery byl posléze odpaten
pomoci vakuové odparky. Extrakty byly kvantitativné¢ pievedeny do jednotlivych banék,

vysuSeny do sucha a zvazeny. Hmotnosti jednotlivych frakci jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Podfrakce ziskané rozdélenim ptvodni frakce HF-14 a jejich hmotnosti
Oznaceni podfrakce Hmotnost v mg

14/1 188.,4
14/2 150,5
14/3 95,6
14/4 94,0
14/5 45,2
14/6 47,3

Celkova vytéZnost 621,0

Obrazek 22 — Kontrolni chromatogram Sesti podfrakci, které byly vytvofeny délenim
frakce HF-14.
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5.3.4.1.1zolace alkaloidii z frakce HF-14/1

Vzorek HF-14/1 o hmotnosti 188,4 mg byl rozpustén v malém mnozstvi smési EtOH
a CHCI; (1 : 1), postupné nanesen na 5 litych chromatografickych desek a néasledné podroben
preparativni TLC za pouziti MF-2. Na zakladé detekce pomoci UV svétla a Dragendorffova
¢inidla byla frakce rozdélena na 2 zony (14/1/1, 14/1/2), (Obrazek 23).
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Obrazek 23 — Chromatogram frakce 14/1 se zvyraznénim dvou hlavnich zén

Frakce 14/1/2 byla opakované délena preparativni TLC pomoci MF-2 za vzniku
nékolika menSich podfrakci, z nichz nejdulezitéjsi byla 14/1/2/1, ktera se dle TLC jevila jako
Cista alkaloidni latka. Tento extrakt byl nésledné krystalizovan ze smési CHCIl3 : EtOH
vpoméru 1:1, ¢im bylo ziskano 49,4 mg svétle hnédych krystalti, které byly podrobeny
GC/MS analyze. Ostatni latky frakce 14/1/2 se nepodaftilo izolovat v Cistém stavu.

Déle byla zpracovavana dolni zona s oznac¢enim 14/1/1, ktera ptivodné jevila pfitomnost
dvou latek alkaloidni struktury. Po provedeni analytické TLC za pomoci MF-3 bylo zjisténo,
ze se jedna o smés velkého mnozstvi latek, které se nepodafilo izolovat v Cistém stavu
v dostate¢né velkém mnozstvi k identifikaci.

Vzhledem k tomu, Ze latka 14/1/2/1 je jedinou latkou izolovanou z frakce 14/1, bude dale

v diplomové praci zminovana pod oznacenim HF-14/1.

5.3.4.2.1zolace alkaloidi z frakce HF-14/2

Frakce HF-14/2 o celkové hmotnosti 150,5 mg byla rozpusténa v malém mnoZstvi
rozpoustédla slozeného z EtOH a CHCl3(1:1) a kvantitativné nanesena pomoci
chromatografického pera na 4 lité desky. Vyvijeni desek probihalo 2x v MF-3, ktera byla
doptedu stanovena na zdklad¢ analytické TLC. Podle detekce pod UV lampou
a Dragendorffovym c¢inidlem byla vySkrdbana jedna hlavni zona (Obrazek 24), kterd byla
precisténa nasledujicim zplisobem. VySkrab byl smichan s malym mnozstvim kiemeliny,
eluovan smési EtOH a CHCIls (1 : 1), ktera byla poté odpafena na vakuové odparce do sucha.
Bylo ziskdno celkem 73,8 mg alkaloidni latky s oznacenim HF-14/2, kterd byla pozdéji
podrobena GC/MS analyze.
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Obrazek 24 — Chromatogram frakce 14/2 se zvyraznénim hlavni zony

5.3.4.3.1zolace alkaloidu z frakce HF-14/3

Frakce HF-14/3 o celkové hmotnosti 95,6 mg byla rozpuSténa v malém mnoZzstvi
rozpoustédla slozeného z EtOH a CHClz (1:1) a kvantitativné nanesena pomoci
chromatografického pera na 4 desky s adsorbentem A2 (piiblizné 25 mg mnozstvi vzorku
na desku). Desky byly 2x vyvijeny v MF, ktera byla predem urcena analytickou TLC, kdy
nejvhodnéjsi vyvijeci soustavou se jevila smés MF-4. Na podkladé¢ detekce UV lampou

a Dragendorffovym ¢inidlem byly izolovany 3 z6ny (14/3/1-3), které byly dale zpracovavany.

Obrazek 25 — Chromatogram frakce 14/3 se zvyraznénim hlavnich tii zoén

14/3/3

14/3/2

14/3/1

Podfrakce 14/3/1, o hmotnosti 49,7 mg, ktera byla sloZena z vé&tsiho mnozZstvi riznych
druhti alkaloidnich latek, byla podrobena dalsi preparativni TLC s adsorbentem A2 za pouziti
MF-4. Dale byla zpracovavana pouze jedna hlavni zona (Obrazek 26), ktera byla vyskrabana
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a vymyta z adsorbentu pomoci smési EtOH a CHCI; (1 : 1), jez byla nasledné odpatena. Bylo
ziskano celkem 7,2 mg latky 14/3/A, které byla pozdéji podrobena GC/MS analyze.

Obrazek 26 — Chromatogram frakce 14/3/1 se zvyraznénim hlavni zéony

Podfrakce 14/3/2, o hmotnosti 24,4 mg, byla podrobena dalsi preparativni TLC
s predpokladem, Ze se jedna o jedinou latku alkaloidni struktury. Podfrakce byla rozpusténa
v malém mnozstvi rozpoustédla slozeného z EtOH a CHCls (1 : 1) a kvantitativné nanesena
pomoci chromatografického pera na 2 desky s adsorbentem A2. Desky byly 2x vyvijeny
v MF-5 a poté dokonale vysuseny. Po detekci UV lampou a Dragendorffovym ¢inidlem bylo
zjisténo, ze se jedna o smes nékolika latek alkaloidni struktury, které byly rozdéleny do hlavnich
dvou z6n s nazvem 14/3/2/1-2 (Obrazek 27) a nasledné vyskrabany, zbaveny adsorbentu a dale

zpracovavany.

Obrazek 27 — Chromatogram frakce 14/3/2 se zvyraznénim hlavnich dvou z6n

14/3/2/2
14/3/2/1
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Podfrakce 14/3/2/1 byla podrobena analytické TLC za pouziti adsorbentu A2 a MF-5,
kdy po detekci Dragendorffovym ¢inidlem bylo zjisténo, ze se jedna o Cistou latku alkaloidni
struktury. Bylo ziskano celkem 7,9 mg latky s oznacenim 14/3/B, ktera byla pozd¢ji poslana
na GC/MS analyzu.

Podfrakce 14/3/2/2 byla rozpusténa v malém mnozstvi rozpoustédla slozeného z EtOH
aCHCI3 (1 :1) a kvantitativné nanesena pomoci chromatografického pera na 1 desku
s adsorbentem A2. Desky byly 2% vyvijeny v MF, ktera byla pfedem urcena analytickou TLC,
kdy nejvhodnéjsi vyvijeci soustavou se jevila smés MF-6. Na podklad¢ detekce UV lampou
a Dragendorffovym ¢inidlem byly izolovany 3 zény s nazvem 14/3/2/2/1-3 (Obrazek 28), které
byly dale podrobeny analytické TLC, aby bylo prokazano, ze se jedna o Cisté latky. Mobilni

faze pouzité pii analytické TLC pro jednotlivé zony jsou uvedeny v Tabulce 9.

Obrazek 28 — Chromatogram frakce 14/3/2/2 se zvyraznénim hlavnich tfi zon

14/3/2/2/3
14/3/2/2/2

14/3/2/2/1

Tabulka 9: Mobilni faze pouzité k analytické TLC zon 14/3/2/2/1-3

Zo6na Nazev MF SloZeni mobilni faze Pomeér
14/3/2/2/1 MF-7 To : EtOAc : DEA 70:25:5
14/3/2/2/2 MF-7 To : EtOAc : DEA 70:25:5
14/3/2/2/3 MF-6 cHx : EtOAc : DEA 70:25:5

Na zaklad¢ analytické TLC a nasledné detekce pomoci Dragendorffova ¢inidla bylo
zjisténo, Ze se jednd o Cisté latky alkaloidni struktury, které byly pozd¢ji poslany na GC/MS

analyzu. Oznaceni a hmotnosti jednotlivych latek jsou uvedeny v Tabulce 10.
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Tabulka 10: Latky izolované z podfrakce 14/3/2/2
Zo6na Oznaceni latky Hmotnost (mg)
14/3/2/2/1 14/3/C 8,2
14/3/2/2/2 14/3/D 2,0
14/3/2/2/3 14/3/E 1,7
Podfrakce 14/3/3, o hmotnosti 5,2 mg, byla podrobena preparativni TLC

s predpokladem, Ze se jednd o jedinou latku alkaloidni struktury. Extrakt byl rozpustén v malém

mnozstvi rozpoustédla slozen¢ho z EtOH a CHCI; (1: 1) a kvantitativné nanesen pomoci

chromatografického pera na ’% desky s adsorbentem A2. Deska byla 2% vyvijena v MF, ktera

byla pfedem urcena analytickou TLC, kdy nejvhodné&j$i vyvijeci soustavou se jevila smés

MF-6. Na podkladé detekce UV lampou byla zjisténa ptitomnost minimaln¢ Ctyt latek, z nichz

pouze jedna pozitivné reagovala s Dragendorffovym ¢inidlem za vzniku oranzové srazeniny.

Tato latka byla vyskrdbana, zbavena adsorbentu, dokonale vysuSena a zvazena. Celkem bylo

ziskéno 2,2 mg latky oznacenim 14/3/F. V Tabulce 11 jsou uvedeny vSechny latky izolované

z frakce HF-14/3.

Tabulka 11: Prehled podfrakci, které vznikly délenim frakce HF-14/3 a z nich izolované
alkaloidni latky
Izolovana Hmotnost latky
Frakce Podfrakce
latka (mg)
14/3/1 14/3/A 7,2
14/3/2/1 14/3/B 7,9
HF-14/3 14/3/2/2/1 14/3/C 8,2
14/3/2
14/3/2/2 14/3/2/2/2 14/3/D 2,0
14/3/2/2/3 14/3/E 1,7
14/3/3 14/3/F 2,2

49



5.3.4.4. 1zolace alkaloidt z frakce HF-14/4

Vzorek HF-14/4 o hmotnosti 94,0 mg byl dokonale rozpustén v malém mnozstvi smési
EtOH a CHCIl;(1:1) a postupné¢ nanesen na 4 chromatografické desky za pouziti
adsorbentu A2. Desky byly 2x vyvijeny v MF, ktera byla pfedem urcena analytickou TLC, kdy
nejvhodnéjsi vyvijeci soustavou se jevila smés MF-8. Na zaklad¢ detekce pomoci UV svétla
a Dragendorffova ¢inidla byla frakce rozdélena na 3 zony s ozna¢enim 14/4/1-3 (Obrazek 29),

které byly nasledn¢ vyskrabany a dle postupu uvedeného vyse zbaveny silikagelu.

Obrazek 29: Chromatogram frakce 14/4 se zvyraznénim hlavnich tfi zon

14/4/3
14/4/2

14/4/1

Pro kontrolu ¢istoty izolovanych latek byla provedena analytickd TLC na adsorbentu
A2 za pouziti MF-8. Latky 14/4/1 a 14/4/3 se po detekci UV zéafenim a Dragendorffovym
¢inidlem jevily jako Cisté latky alkaloidni struktury. Zéna 14/4/2 obsahovala smés vice latek,
proto byla znovu provedena preparativni TLC za stejnych podminek jako u pfedchozi TLC.
Ze zony 14/4/2 se bohuZel nepodatilo izolovat alkaloidni latky v €istém stavu v dostatecné
velkém mnozstvi k identifikaci. Tabulka 12 uvadi latky izolované z frakce HF-14/4 a jejich

mnozstvi.

Tabulka 12: Latky izolované z frakce HF-14/4

Zo6na Oznaceni latky Hmotnost (mg)
14/4/1 14/4/1 33,1
14/4/3 14/4/3 11,1
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5.3.4.5. 1zolace alkaloidi z frakce HF-14/5

Vzorek HF-14/5 o hmotnosti 45,2 mg byl dokonale rozpu$tén v malém mnozstvi
rozpoustédla slozeného z EtOH a CHCI3 (1 : 1) a postupné nanesen na 2 chromatografické
desky za pouziti adsorbentu A2. Desky byly vyvijeny v MF, kterd byla pfedem urcena
analytickou TLC, kdy nejvhodnéjsi vyvijeci soustavou byla MF-1. Na zaklad¢ detekce pomoci
UV svétla a Dragendorffova ¢inidla bylo zjisténo, ze frakce obsahuje smés velkého mnozstvi
latek alkaloidni struktury. Dvé nejvyraznéjsi zény 14/5/1 a 14/5/2 byly vyskrdbany
a dle postupu uvedeného vyse zbaveny adsorbentu. Po provedeni analytické TLC na adsorbentu
A2 za pouziti MF-4 se oba alkaloidy jevily jako Cisté latky. Tabulka 13 uvadi latky izolované
z frakce HF-14/5 a jejich mnozstvi.

Tabulka 13: Latky izolované z frakce HF-14/5

Zobna Oznaceni latky Hmotnost (mg)
14/5/1 14/5/1 1,6
14/5/2 14/5/2 1,4

5.3.4.6. Izolace alkaloidi z frakce HF-14/6

Vzorek HF-14/6 o hmotnosti 47,3 mg byl dokonale rozpusStén v malém mnoZstvi
rozpoustédla slozeného z EtOH a CHCI; (1 : 1) a postupné nanesen na 2 chromatografické
desky za pouziti adsorbentu A2. Desky byly 3% vyvijeny v MF, ktera byla pfedem urcena
analytickou TLC, kdy nejvhodnéjsi vyvijeci soustavou byla smés MF-9. Po detekci UV zafenim
a Dragendorffovym c¢inidlem bylo zjisténo, Ze se jedna o smes velkého mnozstvi latek, a nebylo

proto mozné izolovat alkaloidy v Cistém stavu v dostatecném mnozstvi potiebného

k identifikaci.

Tabulka 14: Piehled vSech latek izolovanych z frakce HF-14
Oznaceni latky Hmotnost (mg)
1 14/1 49,4
2 14/2 73,8
3 14/3/A 7,2
4 14/3/B 7,9
5 14/3/C 8,2
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Tabulka 14: Prehled vSech latek izolovanych z frakce HF-14
Oznaceni latky Hmotnost (mg)
6 14/3/D 2,0
7 14/3/E 1,7
8 14/3/F 2,2
9 14/4/1 33,1
10 14/4/3 11,1
11 14/5/1 1,6
12 14/5/2 1,4

5.4.1dentifikace ziskanych latek

5.4.1. GC/MS analyza

Pro zékladni predikci chemickych struktur vSech izolovanych alkaloidii byla provedena
GC/MS analyza pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A GC 5975 pracujiciho
s hmotnostnim detektorem pii elektronové ionizaci 70 eV. K separaci byla pouzita kolona
HP-5 MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 um, Agilent Technologies, USA) a teplotni program
100 °C — 180 °C (25 min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (15 min). Jako nosny plyn bylo pouzito
helium o prutokové rychlosti 0,8 ml/min. Nastfik vzorku byl proveden pfi teploté¢ 280 °C,
kdy byl nastfiknut 1 pl methanolického roztoku sumarniho extraktu s koncentraci 1 pug/ul pfti
splitu 1 : 10.

Alkaloidy byly nésledné identifikovany porovnanim jejich spekter se spektry dostupnymi
v komer¢ni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library,

USA), s daty publikovanymi v literatufe a se standardy latek jiz izolovanych nasi laboratofi.

5.4.2. Porovnavani alkaloidii za vyuZziti analytické TLC

Pro potvrzeni ptedpokladané struktury izolovanych alkaloidi byla vyuzita analyticka
TLC, kdy doslo k vyvijeni izolované¢ho alkaloidu a standardu ptedpoklddané struktury
ve vhodnych MF za pouziti adsorbentu A2. Po dokonalém vysuSeni teplym, pozdé&ji studenym
vzduchem byla provedena detekce UV lampou, v druhé fazi reakci s Dragendorffovym
¢inidlem a doSlo k porovnani alkaloidii na podkladu vzdalenosti stfedd jednotlivych skvrn

od startu.
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5.4.3. Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Struktura izolovanych alkaloidii byla uréena také pomoci spektrometru VNMR S500
pracujiciho o frekvenci 499,87 MHz pro 'H a 125,70 MHz pro '*C. Vzorek izolované latky byl
rozpustén v deuterochloroformu (CDCI3) a méteni probihalo pii teploté 25 °C. Spektrum
udavaly chemické posuny zaznamenavané jako 6 hodnoty v pars per milion (ppm), které jsou
nepiimo vztazeny k vnitinimu standardu, jez byl tetrametylsilan (TMS; 7,26 ppm) v 'H spektru,
nebo k signalu solventu (77,0 ppm) v *C spektrech. Méfenim ziskana data jsou uvadéna v
nasledujicim potadi: chemicky posun (), integrovana intenzita spekter '"H NMR, multiplicita
(s: singlet, d: dublet, dd: dublet dubletu, t: triplet, q: kvartet, m: multiplet) a interak¢ni
konstanta J (Hz).

5.4.4. Opticka otacivost

Stanoveni optické otaivosti bylo provedeno na polarimetru P3000 pfi teploté 25 °C.
K méfeni byly pouzity chloroformové roztoky danych alkaloidi. Specifické otacivost byla poté

vypoctena dle nasledujiciho vzorce:
100 «a
c -l

[alb =

t = teplota méteni [°C],

D = D-linie sodikového svétla (A = 589,3 nm),

o = naméteny uhel otoCeni [°],

¢ = koncentrace méfeného alkaloidu [g - 100 ml!],

[ = délka kyvety [dm].
5.5. Testovani biologické aktivity

5.5.1. Pufry

« P1-100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4

5.5.2. Chemikalie

« 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (SmM roztok) v P1, (DTNB), (Sigma-Aldrich,
Praha)

« Acetylthiocholin jodid (10mM roztok) v H>O, (Sigma-Aldrich, Praha)

« Butyrylthiocholin jodid (10mM roztok) v H>O, (Sigma-Aldrich, Praha)

. Dimetylsulfoxid (DMSO), p. a. (Sigma-Aldrich, Praha)
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5.5.3. Material

« AchE — ptipravena rekombinantni technologii

« BchE — ptipravena rekombinantni technologii

5.5.4. Pristroje

« Reader Synergy™ HT MultiDetection Microplate Reader (BioTek Instruments, USA)

5.5.5. Stanoveni in vitro inhibi¢ni aktivity viidi lidskym cholinesterasam

5.5.5.1. Priprava rekombinantnich enzymi

Enzymy byly pfipraveny rekombinantni technologii na Katedie chemie, Pfirodovédné
fakulty Univerzity Hradec Kralové. V Cas potieby se médium obsahujici enzymy natedi pufrem
P1 takovym zplisobem, aby hodnota absorbance byla vrozmezi 0,08-0,15 pro AchE
a0,15-0,20 pro BchE. Nasledné¢ je médium pomoci pipety rozdéleno do jednotlivych

mikrozkumavek a uchovéano do doby pouziti v mrazu pfi teploté -22 °C.

5.5.5.2. Vlastni stanoveni inhibi¢ni aktivity

Pfi stanoveni inhibi¢ni aktivity AchE a BchE byla pouzita Ellmanova
spektrofotometrickd metoda s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)
[/~=412 nm (pro AchE i1 BchE)]. Enzymova aktivita byla stanovena méfenim zvySeni
absorbance pii 37 °C v minutovych intervalech pomoci piistroje Reader Synergy™ HT
MultiDetection Microplate Reader (BioTek, USA). Méteni vzorku dané koncentrace prob¢hlo

vzdy 3x. Namétena data byla pouzita k vypoctu procent inhibice (% I) podle vzorce:

[ = (1 AAi) x 100 [%]
- A4, 0

AAi oznaCuje zménu absorbance zplsobenou cholinesterasou vystavenou AChEI
a A4o oznacuje zménu absorbance zplsobenou cholinesterasou, kdy byl pouzit fosfatovy pufr
misto roztoku AChEI Inhibi¢ni G¢innost testovanych latek byla vyjadrena jako hodnota ICso,
kterd vyjadiuje koncentraci inhibitoru zpusobujici 50% inhibici cholinesterasy. Hodnoty
ICso jsou vypocitany z naméefenych hodnot poklesu aktivity AchE nebo BchE nelinedrni regresi
v programu GraphPaD Prism (verze 5.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software,
San Diego, CA, USA). Vysledky jsou porovnany s hodnotami ICsp zndmych inhibitort

cholinesteras (galantaminem, eserinem a huperzinem A).
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Prvnim krokem stanovovani inhibi¢ni aktivity je stanoveni aktivity enzymi, kdy
se do mikrotitra¢nich desticek napipetuje 8,3 ul média enzymu, 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul
DMSO, dikladn¢ se promichd na mikrotfepacce po dobu 1 minuty a necha se inkubovat
v komofte readeru po dobu 5 minut pfi teploté 37 °C. Nasledné¢ se ptida 33,3 ul roztoku substratu
— acetylthiocholinjodidu nebo butyrylthiocholinjodidu a zméfi se vyslednd absorbance
pti prislusné vinové délce. Obvyklym zpisobem byl poté vypocten rozdil a stanoven prameér
se smérodatnou odchylkou.

V dalsim kroku se stanovuje aktivita izolovanych latek, kdy se pouZiji stejné objemy
¢inidel a substratu (6 fad po 3 jamkach) a méfeni probihd za stejnych podminek. Posledni,
6. fada, se pouziva jako slepy vzorek, kdy obsahuje pouze DMSO. Ziskané inhibi¢ni aktivity
ICso AchE a ICso BchE pro jednotliveé latky se porovnaji s inhibi¢nimi aktivitami referencnich

latek, které jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15: ICso AchE a ICso BchE referenénich latek
Latka ICs0 AchE (uM) ICso BchE (uM)
Galantamin 2,01 £0,14 33,69 + 2,66
Eserin 0,20415 £ 0,009294 0,30015 +£0,012185
Huperzin A 0,04487 + 0,0067 -

5.5.6. Stanoveni inhibi¢ni aktivity viici prolyl oligopeptidase (POP) in vitro

Inhibi¢ni aktivita POP byla méfena ve spolupraci s Katedrou toxikologie a Fakultou
vojenského zdravotnictvi pro oblast farmacie, Univerzity obrany. Podrobnosti jsou uvedeny
v praci s nazvem ,,Isoquinoline Alkaloids from Berberis vulgaris as Potential Lead Compounds

for the Treatment of Alzheimer’s Disease od autortt Hostalkova A. et al.*

5.5.7. Stanoveni cytotoxicity in vitro

Stanoveni cytotoxického plisobeni izolovanych alkaloidl bylo provedeno ve spolupréci
s Katedrou mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zem&dé&lské univerzity v Praze a Ustavu
I¢katské biochemie Lékarské fakulty v Hradci Krélové. Podrobnosti jsou uvedeny

v publikacich Dosko¢il et al. (2015)% a Havelek et al. (2017)%°.
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5.5.8. Stanoveni aktivity vii¢i plazmodiim in vitro

In vitro inhibicni aktivita vi¢i jaternimu stddiu Plasmodium berghei byla métena
PharmDr. Katefinou Breiterovou Ph.D. ve spolupraci s vyzkumniky z Instituto de Medicina
Molecular Jodo Lobo Antunes v Lisabonu v ramci Erasmus+ staze. Uplny popis postupu

stanoveni aktivity a zach4zeni s komary je uveden v publikaci Ploemen et al. (2009).%
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6.VYSLEDKY

6.1. Strukturni analyza izolovanych latek

Vsechny izolované latky byly poslany na GC/MS analyzu pro zakladni predikci
chemickych struktur. U latek s oznaCenim 14/3/B, 14/3/D, 14/3/E, 14/3/F, 14/5/1, 14/5/2 bylo
zjisténo, ze se nejednd o Cisté latky a kvili malému mnozstvi uz dale nebyly zpracovavany.
Alkaloidy 14/1, 14/2, 14/3/A, 14/3/C, 14/4/1, 14/4/3 se jevily jako ¢isté latky, proto byly dale

identifikovany srovnavaci analytickou TLC, pomoci NMR a méteni optické otacivosti.

6.1.1. HF/14/1: Tazetin

Latka byla na zakladé¢ provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR) a porovnani

ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid tazetinového strukturniho typu tazetin.

Obrazek 30: Struktura molekuly tazetinu
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Sumarni vzorec: CisH21NOs
Molekulova hmotnost: 331,37
Opticka otadivost: [a]3° =+164.0°

MS analyza m/z (%): 331 (25), 298 (23), 247 (100), 230 (15), 207 (20), 201 (20), 181 (20),
115 (20)



Obrazek 31: MS analyza tazetinu
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NMR analyza:

1H NMR (500 MHz, CDCls) 6: 6.86 (1H, s, H-12), 6.50 (1H, s, H-9), 6.14 (1H, dt, J=10.4,
1.4 Hz, H-2), 5.90 (2H, s, OCH20), 5.61 (1H, dt, /= 10.4, 1.8 Hz, H-1), 4.96 (1H, dd, J=14.7,
0.5 Hz, H-8),4.63 (1H, d, /= 14.7 Hz, H-8), 4.11-4.17 (1H, m, H-3), 3.46 (3H, s, OCH3), 3.30
(1H, d, J=10.6 Hz, H-6), 2.85-2.89 (1H, m, H-6a), 2.68 (1H, d, J=10.6 Hz, H-6), 2.40 (3H, s,
NCH3), 2.19-2.27 (1H, m, H-4), 1.63 (1H, ddd, J=13.7, 10.1, 2.4 Hz, H-4).

13C NMR (125 MHz, CDCl;) 6: 146.6, 146.4, 130.6, 128.7, 128.0, 125.5, 109.3, 104.0, 102.0,
100.9, 72.9, 70.0, 65.5, 62.0, 56.1, 49.9, 42.0, 26.7

6.1.2. HF/14/2: 11-hydroxyvitatin

Latka byla na zakladé provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR) a porovnani
ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid hemanthaminového strukturniho typu

11-hydroxyvitatin.

Obrazek 32: Struktura molekuly 11-hydroxyvitatinu
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Sumarni vzorec: CisH7NO4
Molekulova hmotnost: 287,31
Opticka otadivost: [a]2® =+20.0 °

MS analyza m/z (%): 287(5), 259 (20), 258 (100), 242 (10), 214 (10), 212 (10), 211 (13),
186 (16), 181 (16), 128 (13), 115 (13)

Obrazek 33: MS analyza 11-hydroxyvitatinu
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NMR analyza:

1H NMR (500 MHz, CDCIs) &: 6.85 (1H, s), 6.48 (1H, s), 6.41 (1H, d, /= 10.3 Hz), 6.36 (1H,
dd, /J=10.3 Hz, J= 4.9 Hz), 5.92-5.90 (2H, m), 4.42-4.38 (1H, m), 4.32 (1H, d, /= 17.1 Hz),
4.01-3.98(1H, m), 3.69 (1H, d, J = 17.1 Hz), 3.43-3.36 (2H, m), 3.26 (1H, dd, J = 14.0 Hz,
J=2.9Hz),2.26 (1H, td, J = 14.0 Hz, /= 4.4 Hz), 1.95-1.90 (1H, m)

13C NMR (126 MHz, CDCl;) 6: 146.5, 146.3, 135.1, 134.2, 126.9, 126.7, 106.9, 103.2, 100.9,
80.1, 64.2, 63.5, 62.3, 61.4, 50.1, 32.3

6.1.3. HF/14/3/A: Hamayn

Latka byla na zakladé provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR, TLC identifikace)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid hemanthaminového

strukturniho typu hamayn.
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Obrazek 34: Struktura molekuly hamaynu

Sumarni vzorec: CisHi7NO4
Molekulova hmotnost: 287,32
Opticka otadivost: [a]3° =+43.0 °

MS analyza m/z (%): 311 (32), 270 (18), 269 (100), 268 (29), 267 (28), 266 (34), 253 (23),
252 (59), 209 (12)

Obrazek 35: MS analyza hamaynu
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NMR analyza:

1H NMR (200 MHz, CDCl3) &: 2.10 (2H, m, H-4), 3.25 (1H, dd, J= 13.5,4.5 Hz, H-4a), 3.35
(2H, m, H-12), 3.65 (1H, d, J= 16 Hz, H-6a, 4.00 (1H, m, H-11), 4.30(1H, d, J=16 Hz, H-6p),
4.35 (1H, m, H-3), 5,90(2H, s, OCH,0), 6.19 (2H, s, H-1a H-2), 6.47 (1H, s, H-7). 6.81 (1H, s,
H-10)

13C NMR (50 MHz, CDCI) 6: 33.2, 49.8, 60.5, 63.0, 65.6, 67.0, 79.5, 101.0, 103.3. 106.8,
122.9,125.2, 135.4, 137.4, 146.3, 146.8%®
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6.1.4. HF/14/3/C: 9-O-demetyl-7-O-etyllykorenin

Latka byla na zaklad¢ provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR) a porovnani
ziskanych ~ dat s literaturou identifikovana  jako smés  diastereomert
9-O-demetyl-7-O-etyllykoreninu  (homolykorinovy  strukturni typ) vpoméru 5:6

(pravdépodobné¢ C7 epimery). Vzhledem k malému mnozstvi frakce dale nebyla zpracovavana.

Obrazek 36: Struktura molekul C7 epimert 9-O-demetyl-7-O-etyllykoreninu

)

\/

Sumarni vzorec: Cy0H27NO4
Molekulova hmotnost: 345,44

NMR analyza:

Smés stereoizomeru:

'"H NMR (500 MHz, CDCl3) § 7.12 (s, 1H, B), 7.00 (s, 1H, A), 6.87 (s, 1H, B), 6.86 (s, 1H, A),
5.76 (s, 1H, B), 5.61 (s, 1H, A), 5.55 - 5.49 (m, 1H, =CH, A+B), 4.34 (d, J=5.6 Hz, 1H, OCH,
A),4.15-4.10 (m, 1H, OCH, B), 3.96 —3.83 (m, 1H, OCH>, A+B) 3.91 (s, 3H, OCH3, B), 3.88
(s, 3H, OCH3, A), 3.75 - 3.65 (m, 1H, OCH», A+B), 3.42 —3.32 (m, 1H, NCH>, B), 3.32 - 3.21
(m, 1H, NCH», A, 1H, NCH, B), 2.90-2.81 (m, 1H, NCH, A), 2.69-2.50 (1H, CH, A+B, 3H,
CHz, A+B), 2.45-2.29 (1H, NCHz, A+B, 1H, CH>, A+B), 2.23 (s, 3H, NCH3, B), 2.17 (s, 3H,
NCH3s, A), 1.28 (t, /=7.1 Hz, CH3, A+B).

Stereoizomer A:
3c NMR (125 MHz, CDCls) 6 146.2, 145.2, 139.7, 129.5, 126.7, 116.3, 113.4, 112.0, 97.1,
67.8, 66.6, 63.5, 56.7, 56.2,44.2, 43.5, 31.6, 28.0, 15.4
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Stereoizomer B
3C NMR (125 MHz, CDCl3) § 146.17, 145.2, 138.9, 130.0, 127.1, 116.3, 112.5, 112.1, 100.2,
72.5, 68.4, 63.0, 56.6, 56.2, 44.0, 43.5, 32.2, 28.0, 15.4

6.1.5. HF/14/4/1: 9-O-demetylhomolykorin

Latka byla na zéklad¢ provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR, TLC identifikace)
a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid homolykorinového

strukturniho typu 9-O-demetylhomolykorin.

Obrazek 37: Struktura molekuly 9-O-demetylhomolykorinu

HO

Sumarni vzorec: C;7Hi9NO4

Molekulova hmotnost: 301,34

Opticka otadivost: [a]2® =+ 215.7°

MS analyza m/z (%): 164 (2), 110 (8), 109 (100), 108 (24), 94 (3), 93 (2), 82 (3), 77 (1)

NMR analyza:

'TH NMR (500MHz, CDCI3,25 °C) § 7.59 (1H, s, H8), 6.98 (1H, s, H11), 5.52-5.48 (1H, m,
H4), 4.79- 4.76 (1H, m, H5a), 3.94 (3H, s, OCH3), 3.17-3.12 (1H, m, H2), 2.76-2.70 (1H, m,
Hllc), 2.66 (1H, dd, J=9.7 Hz, J=2.1 Hz, H11b), 2.62-2.58 (2H, m, HS), 2.53-2.47 (2H, m,
H3), 2.26 (1H, q, J= 9.5 Hz, H2), 2.00 (3H, s, NCH3).

13C NMR (125MHz, CDCI3, 25 °C) § 165.6 (C7), 150.8 (C10), 145.6 (C9), 140.6 (C3a), 136.7
(Clla), 117.6 (C7a), 116.0 (C8), 115.4 (C4), 110.3 (C11), 77.5 (C5a), 66.5 (C11c), 56.5 (C2),
56.3 (OCH3), 44.0 (C11b), 43.7 (NCH3), 31.2 (C5), 27.9 (C3)
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Obrazek 38: MS analyza 9-O-demetylhomolykorinu
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6.1.6. HF/14/4/3: Eugenin

Latka byla na zaklad€ provedenych testovani (GC/MS analyza, NMR, TLC identifikace)
a porovnani ziskanych dat s literaturou® identifikovéna jako alkaloid homolykorinového

strukturniho typu eugenin.

Obrazek 39: Struktura molekuly eugeninu

J

HO

Sumarni vzorec: CioH2sNOgy
Molekulova hmotnost: 331,41
Opticka otadivost: [a]3> =+ 148,2°

GC/MS analyza: m/z: 286 (3), 177 (7), 165 (1), 110 (8), 109 (100), 108 (15), 94 (3), 82 (2),
81 (1)
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Obrazek 40: MS analyza eugeninu
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NMR analyza:

"H NMR (500 MHz, §, CDCI3, 25 °C): 6.93 (1H, s, H-11), 6.86 (1H, s, H-8), 5.61 (1H, s, H-7),
5.53-5.49 (1H, m, H-4), 4.35-4.31 (1H, m, H-5a), 3.91 (1H, dq, J = 9.9, 7.1 Hz, CH2), 3.87
(3H, s, C-10-OCH3), 3.70 (1H, dq, J=9.9, 7.1 Hz, CH2), 3.22 (1H, dt, J = 9.6, 5.5 Hz, H-2),
2.83 (1H, d, J = 7.9 Hz, H-11¢), 2.68 — 2.59 (1H, m, H-5), 2.55 — 2.46 (3H, m, H-11b, H-3),
2.38 = 2.31 (1H, m, H-5), 2.27 (1H, dt, J = 18.8, 9.6 Hz, H-2), 2.14 (3H, s, NCH3), 1.28 (3H,
t,J=7.1 Hz, -CH3).

13C NMR (125 MHz, §, CDCI3, 25 °C): 146.2 (C-10), 145.0 (C-9), 140.1 (C-3a), 129.7 (C-
11a), 126.7 (C-7a), 116.1 (C-4), 113.4 (C8), 112.0 (C-11), 97.1 (C-7), 67.7 (C-11c), 66.6 (C-
5a), 63.5 (CH2), 56.7 (C-2), 56.1 (C-10 - OCH3), 44.2 (NCH3), 43.7 (C-11b), 31.7 (C-5), 28.0
(C-3), 15.4 (CH3)

6.2. Biologicka aktivita izolovanych latek

Vsechny strukturné identifikované slouceniny, kromé 9-O-demetyl-7-O-etyllykoreninu,
byly izolovany v mnozstvi, které umoziovalo méteni jejich biologickych aktivit. Latky byly
testovany na inhibi¢ni aktivitu va¢i lidskym cholinesterasdm, inhibi¢ni aktivitu vaci
POP avramci spoluprace s dalSimi pracovisti byla testovana aktivita protinadorova

a antimalarickd (jaterni stddium Plasmodium berghei).

6.2.1. Biologicka aktivita izolovanych alkaloidi ve vztahu k AD

U vybranych alkaloidli byla testovana schopnost inhibice nékolika enzymi spojenych
s moznou terapii AD, napf. inhibice lidské cholinesterasy (AchE, BchE) a prolyloligopeptidasy
(POP). Hodnoty inhibi¢nich aktivit jsou shrnuty v Tabulce 16. Vyznamné aktivity

jsou zvyraznény.
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Tabulka 16: Biologicka aktivita alkaloidl vyjadiena jako ICso — inhibice AChE, BChE,
POP
Latka AchE ICso (nM) BchE ICsp (uM) POP ICso (uM)
Tazetin >1000 >1000 >1000
11-hydroxyvitatin >1000 >1000 /
Hamayn 829,11 £ 852,47 >1000 >1000
9-O- demetylhomolykorin 636,23 + 39,37 >1000 >1000
Eugenin >1000 310,18 £ 18,24 130£8
Standardy AchE ICs¢ (uM) BchE ICsp (uM) POP ICso (uM)
Galantamin 2,01 £0,14 33,69 + 2,66
Eserin 0,20415 + 0,009294 020015 = /
0,012185
Huperzin A 0,04487 + 0,0067 >1000 /
Z-Pro-prolinal / / 3,269 £ 0,02 x 107
Baikalin / / 194 + 14

6.2.2. Cytotoxicka aktivita vybranych izolovanych alkaloidi

Stanoveni cytotoxického ptisobeni alkaloidi bylo provedeno ve spolupraci s Ustavem
1ékarské biochemie Lékarské fakulty v Hradci Kralové. Screeningovéa studie byla provedena
na 10 bunécnych liniich. Alkaloidy 9-O-demetylhomolykorin, hamayn a tazetin interagovaly
s nadorovymi liniemi: Jurkat (akutni leukémie T lymfocytt), MOLT-4 (linie bun¢k akutni
lymfoblastické leukémie), A549 (linie bunék adenokarcinomu plic), HT-29 (kolorektalni
karcinom), PANC 1 (linie bun¢k epitelidlniho karcinomu slinivky), A2780 (linie bunck
karcinomu vajec¢niku), HeLa (linie bun¢k adenokarcinomu d€lozniho ¢ipku), MCF 7 (linie
bun¢k adenokarcinomu prsu), SAOS 2 (linie bun¢k osteosarkomu), a kontrolni linie MRC-5
(linie buné€k zdravych plicnich fibroblastll). Koncentrace testovanych latek odpovidala 10 pM
a na bunécné linie pasobila celkem 48 hodin. Po uplynuti daného ¢asu byla urc¢ena viabilita
bunék jednotlivych linii, kterd byla nasledné porovnana s viabilitou bun¢k po plsobeni

doxorubicinu, ktery byl pouzit jako standard v koncentraci 1 uM.
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Tabulka 17: Cytotoxicka aktivita testovanych alkaloidii o koncentraci 10 pM a standardu
doxorubicinu o koncentraci 1 uM vyjadfena viabilitou bungk (%)%!?
Bli:l:iiné Tazetin | 9-O-demetylhomolykorin Hamayn Doxorubicin
Jurkat 93 100 20
MOLT-4 95 100 20
A549 83 109 7
HT-29 57 106 2
PANC 1 76 9 65
A2780 101 04 93
HelLa 84 96 63
MCF 7 94 102 76
SAOS 2 92 103 ]7
MRC-5 / 93 ]

_ 26-50 % 51-75 % 76-100 %

6.2.3. Antimalaricka aktivita izolovanych alkaloidi

In vitro inhibi¢ni aktivita viic¢i jaternimu stddiu Plasmodium berghei byla métena
PharmDr. Katetinou Breiterovou Ph.D. ve spolupraci s vyzkumniky z Instituto de Medicina
Molecular Jodo Lobo Antunes v Lisabonu v ramci Erasmus+ stdze. Zakladni screening byl
proveden pii koncentracich 10 uM a 1 uM. BohuZel Zadny z testovanych alkaloida (eugenin,
9-O-demetylhomolykorin, tazetin, hamayn) nevykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici

sporozoitiim Plasmodium berghei.’
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7. DISKUZE A ZAVER

Alkaloidy jsou velmi obsdhlou a rozmanitou skupinou sekundéarnich rostlinnych
metabolitli, které se vyskytuji zhruba az u 20 % vSech druhii rostlin. Alkaloidy obsazené
v rostlindch celedi Amaryllidaceae se vyznacuji Sirokym spektrem unikétnich biologickych
aktivit, jmenovité antimalarickou, antibakterialni, antivirovou, antimykotickou, analgetickou,
protinadorovou a inhibi¢ni aktivitou vici enzymim nazyvanych cholinesterasy. Soucasny
vyzkum téchto alkaloidii se zaméfuje na hledani novych potencionalnich 1é¢iv uzitecnych
naptiklad v protinddorové terapii, a to predevSim diky jejich vysoce selektivnimu U¢inku
na nadorové bunky. Inhibice lidskych cholinesteras se dnes prakticky vyuziva pii 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba. Nejznadmé&j$im a zaroven
terapeuticky nejvyznamnéjSim AA je bezpochyby galantamin, ktery v souCasnosti figuruje
mezi zdkladnimi 1é¢ivy v terapii kognitivniho poklesu u mirné a stfedné tézké AD.!

V prubéhu fytochemické studie bylo zpracovano zhruba 25 kg Cerstvych cibuli rostliny
Hippeastrum cv. Ferrari do podoby precisténého alkaloidniho extraktu o celkové
hmotnosti 22,7 g. Pfipraveny extrakt byl rozdélen pomoci sloupcové chromatografie za vzniku
15 frakci. Cilem pfedlozené diplomové prace bylo izolovat alespon tfi alkaloidni latky v Cistém
stavu z podfrakce s oznacenim HF-14 a nasledn¢ zméfit jejich biologické aktivity. Podfrakce
HF-14 o hmotnosti 0,67 g byla podrobena opakované preparativni TLC, pomoci niz bylo
ziskéano celkem 6 Cistych latek, které byly na zakladé GC/MS, NMR analyzy, optické otacivosti
a porovnavaci analytické TLC identifikovany. Latky byly urCeny jako zéstupci tii odliSnych
strukturnich typi alkaloidli — tazetinovy typ zastupoval hlavni pfedstavitel skupiny tazetin,
z alkaloidii hemanthaminového typu byly izolovany 11-hydroxyvitatin a hamayn a z alkaloida
hemanthaminového typu byly identifikovany tfi latky, ato 9-O-demetyl-7-O-etyllykorein,
9-O-demetylhomolykorin a eugenin.

Alkaloidy tazetin, 11-hydroxyvitatin, hamayn, 9-O-demetylhomolykorin a eugenin byly
izolovany v dostatecném mnozstvi, které umoznilo méfeni biologickych aktivit ve vztahu
s moznou terapii AD, nddorovych onemocnéni a infekéni nemoci malarie.

V souvislosti s potencidlni terapii AD byly izolované alkaloidy studovany z pohledu jejich
inhibi¢niho potencidlu vii¢i enzymlm, které se v tuto dobu jiz uplatiuji jako cile zasahu
v terapii AD — lidskym cholinesterasam AchE a BchE. Ziskané inhibi¢ni aktivity ICso, ache
a ICso, Bene pro jednotlivé latky byly porovnavany s hodnotou inhibi¢ni aktivity vybranych
referen¢nich latek — galantaminem, eserinem a huperzinem A. Zadny z testovanych alkaloidd

ale bohuzel nevykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i lidskym cholinesterasam.
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V souvislosti s AD byla také méfena inhibi¢ni aktivita viici POP, kdy jako referen¢ni latky byly
pouzity Z-Pro-prolinal (ICsp = 3,269 + 0,02 x 10?) a baikalin (ICso = 194 + 14). Provedené
studie naznacuji, ze inhibice enzymu POP by mohla zabranit §t€peni neuropeptidl, ¢imz by
doslo ke zvysSeni jejich hladin, a tim zlepSeni kognitivnich funkci u pacientti s AD. Jako jediny
projevil vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici POP alkaloid eugenin (ICso, pop, cugenin = 130 £ 8),
tato aktivita dosahovala dokonce lepsich hodnot nez standard baikalin. Ostatni latky neprojevily
inhibi¢ni aktivitu vii¢i tomuto enzymu.

Stanoveni cytotoxického plisobeni izolovanych latek bylo provedeno na celkem
10 bunéénych liniich, kdy alkaloidy 9-O-demetylhomolykorin, hamayn a tazetin interagovaly
s nddorovymi liniemi: Jurkat (akutni leukémie T lymfocytil), MOLT-4 (linie bun€k akutni
lymfoblastické leukémie), A549 (linie bunék adenokarcinomu plic), HT-29 (kolorektalni
karcinom), PANC 1 (linie bunck epitelidlniho karcinomu slinivky), A2780 (linie bunék
karcinomu vajec¢niku), HeLa (linie bunék adenokarcinomu dé€lozniho ¢ipku), MCF 7 (linie
bun¢k adenokarcinomu prsu), SAOS 2 (linie bun€k osteosarkomu), a za ufelem stanoveni
toxicity studovanych latek viici zdravym buitkam byla zatazena kontrolni linie MRC-5 (linie
bun€k zdravych plicnich fibroblastil). Viabilita bun€k jednotlivych linii byla porovnana
s viabilitou bunék po plsobeni doxorubicinu, ktery byl pouzit jako referencni latka. Mirné
cytotoxické ptisobeni projevil alkaloid hamayn viici bunéénym liniim HT-29, A549, PANC 1
a HeLa. Slabou inhibi¢ni aktivitu vaci bunkam HT-29 projevil také tazetin. Alkaloid
9-O-demetylhomolykorin se nevyznacoval cytotoxickym plisobenim proti nadorovym liniim,
ale ani neposkozoval zdravé burky.

Ve spolupraci s vyzkumniky z Instituto de Medicina Molecular Jodo Lobo Antunes
v Lisabonu byla méfena také antimalaricka aktivita na jaterni stadium prvoka Plasmodium
berghei. Bohuzel zadny z testovanych alkaloidii (eugenin, 9-O-demetylhomolykorin, tazetin,
hamayn) neprojevil vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i tomuto parazitovi.

Na zdklad¢ wvysledkii této diplomové prace Ilze konstatovat, Ze rostlina
Hippeastrum cv. Ferrari je vyznamnym zdrojem AA, které disponuji spektrem dulezitych

biologickych aktivit a jsou perspektivni naplni pro budouci fytochemicky vyzkum.
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Nazev diplomové prace: Izolace alkaloidi z Hippeastrum cv. Ferrari a jejich

biologicka aktivita

Mnoho riznych druhd, odrid a kultivarti rodu Hippeastrum patii mezi oblibené okrasné
rostliny, zaroven ale ptredstavuji bohaty zdroj dilezitych sekundarnich metabolitd nazyvanych
Amaryllidaceae alkaloidy. Tyto strukturné unikatni slouceniny jsou zndmé pro své Siroké
spektrum biologickych aktivit, jako jsou protinddorova, antivirova a inhibicni aktivita proti
acetylcholinesterase (AchE) a butyrylcholinesterase (BchE), které predstavuji diilezitou soucast
1é€by Alzheimerovy choroby (AD).

AD je neurodegenerativni onemocnéni, které je oznacovano za jednu z nej€astéjSich pficin
demence na svété. Deficit neurotransmiteru acetylcholinu (ACh) v mozku se podili na rozvoji
AD, ma totiz za nésledek poskozeni cholinergnich funkci, a to je zodpoveédné za ztratu pameti
a zmény chovani. AchE a BchE jsou enzymy podilejici se na ukon¢eni impulsniho pienosu
cilem v 1écbé AD.

Etanolicky extrakt byl ziskan z 25 kg Cerstvych cibuli Hippeastrum cv. Ferrari. Tento
extrakt byl c¢iStén kapalinovou extrakci a pomoci gradientové elucni chromatografie
frakcionovan na 15 jednotlivych frakci, které byly pouzity k izolaci Cistych alkaloidt. Frakce
HF-14 byla zpracovana preparativni tenkovrstvou chromatografii a bylo izolovano celkem
6 Cistych latek alkaloidni povahy, které byly identifikovany pomoci analytické TLC, GC/MS,
NMR analyzy a méfeni optické otacivosti. Byly identifikovdny tyto latky: tazettin,
11-hydroxyvittatin, hamayn, 9-O-demetyl-7-O etyllykorin, 9-O-demetylhomolykorin
a eugenin.

Izolované alkaloidy byly testovany na biologické aktivity spojené s AD, cytotoxickou
a antimalarickou aktivitu. Inhibi¢ni aktivita proti lidskym cholinesterasam byla stanovena
in vitro Ellmanovou spektrofotometrickou metodou, vSechny testované latky ale byly
determinovany za neaktivni vici testovanym enzymtm (ICso > 100 pM). Pfi méteni inhibi¢ni

aktivity va¢i prolyl oligopeptidase se jevil nejaktivn€jSim alkaloidem eugenin
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(ICs0 = 130 £ 8 uM). U vétsiny izolovanych alkaloidii byla testovana cytotoxicka aktivita, kdy
screeningova studie byla provedena na celkem 10 bunéénych liniich (Jurkat, MOLT-4, A549,
HT-29, PANC 1, A2780, HeLa, MCF 7 a SAOS 2, MRC-5). Nejvyssi cytotoxickou aktivitu
vykazoval hamayn, a to vici bukkdm HT-29, A549, PANC 1 a HeLa. Mirnou cytotoxickou
aktivitu vi¢i bunééné linii HT-29 projevoval i tazetin. Stanovena byla také in vitro aktivita viici
jaternimu stadiu Plasmodium berghei, avsak zadny z testovanych alkaloidi nevykazoval

vyznamnou inhibi¢ni aktivitu.
Kli¢ova slova: Hippeastrum cv. Ferrari, Amaryllidaceae, alkaloidy, Alzheimerova

choroba, biologicka aktivita, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyl oligopeptidasa,

cytotoxicita, antimalaricka aktivita.
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Title of Thesis: Isolation of alkaloids from Hippeastrum cv. Ferrari and their

biological activity

Many different species, varieties, and cultivars of the genus Hippeastrum are popular
indoor ornamental plants, but they also represent a rich source of important secondary
metabolites called Amaryllidaceae alkaloids. These structurally unique compounds are known
for their wide spectrum of biological activities such as anticancer, antiviral, and inhibitory
activity against acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE) which represent
important part in therapy of Alzheimer’s disease (AD).

AD is a neurodegenerative disease that is identified as one of the most frequent causes
of dementia in the world. Deficit of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) in the cortex
participates on the development of the AD, which results in the damage of cholinergic
functions, and this is responsible for the memory loss and behavioural changes. AChE
and BChE are enzymes involved in the termination of impulse transmission by rapid hydrolysis
of ACh. Therefore, AChE and BChE inhibitors are nowadays the most important goal
in the treatment of AD.

Ethanolic extract was obtained from 25 kg fresh bulbs of Hippeastrum cv. Ferrari. This
extract was purified by liquid-liquid extraction and fractionated by column chromatography
to 15 individual fractions, which were used to isolate pure alkaloids. The fraction HF-14 was
processed by preparative thin layer chromatography and 6 pure compounds were isolated from
fraction HF-14: tazettine, 11-hydroxyvittatine, hamayne, 9-O-demethyl-7-O-ethyllycorenine,
9-0O-demethylhomolycorine and eugenine.

Isolated alkaloids were tested for their biological activities associated with AD, cytotoxic
and antimalarial activity. The inhibitory activity against human cholinesterases was measured
in vitro by the Ellman’s spectrophotometric method, but all tested substances were determined
to be inactive against the enzymes (ICso > 100 pM). The most active alkaloid against
prolyl oligopeptidase appeared to be eugenine (ICso = 130 = 8§ uM). The majority of isolated

alkaloids were screened for cytotoxic activity. The screening study was performed on a total
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of 10 cell lines (Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC 1, A2780, HeLa, MCF 7 and SAOS 2,
MRC-5). Among tested alkaloids, hamayne showed promising cytotoxic activity against
HT-29, A549, PANC 1 and HeLa cells, tazettine also showed moderate cytotoxic activity
against HT-29 cell line. In vitro activity against the hepatic stage of Plasmodium berghei was

also determined, but none of the tested alkaloids showed significant inhibitory activity.
Keywords: Hippeastrum cv. Ferrari, Amaryllidaceae, alkaloids, Alzheimer’s disease,

biological activity, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase,

cytotoxicity, antimalarial activity.
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