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Seznam zkratek

e A =pB-amyloid

e ABAD =17 B-hydroxysteroiddehydrogenasa typ 10
e AChE = acetylcholinesterasa

e AMK =aminokyselina

e AN = Alzheimerova nemoc

e ApoE4 = Apolipoprotein E4

e APP =amyloidovy prekurzorovy protein

e A549 = nemalobunécny plicni karcinom

e BACE = B-sekretasa

e  BuChE = butyrylcholinesterasa

e (DK = cyklin-dependetni kindza

e (DT = Clock Drawing test

e  CEM = buniky akutni lymfoblastické leukémie
e CNS = centralni nervovy systém

o  GSK3-B=glykogen syntaza kinaza

e GS/MS = plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem
e Hela = karcinom délozniho hrdla

o HepG2 =jaterni karcinom

e iAChE = inhibitor acetylcholinesterasy

e iBuChE = inhibitor butyrylcholinesterasy

e  ICs0=50% inhibi¢ni koncentrace

e K562 = buriky chronicka myeloidni leukémie
e MAPs = microtubule-associated proteins

e  MCF7 =bunky rakoviny prsu

e Mcl-1 = myeloidni bunécné leukémie-1

e MF =mobilnifaze

e  MMSE = mini mental status examination



MoCA = Montrealsky kognitivni test

MOLT-4 = bunky akutni lymfoblastické leukémie
NFTs = neurofibrildrni tangles

NMDA = N-methyl-D-aspartatova kyselina
SORL1 = sortilin-related receptor

TLC = tenkovrstva chromatografie



1 Uvod

Pfedmétem mnoha vyzkumnych skupin je snaha objevit nova kvalitni, bezpecnd a uc¢innd
[éCiva. Inspirace byva nalézana také mezi pfirodnimi zdroji. Az 80 % ucinnych latek, obsazenych
v registrovanych lécivech uplatnénych v protirakovinné terapii v letech 1981 az 2010,
pochdzelo z pfirodnich zdroju.! Pozornost je soustfedéna i na Celed’ Amaryllidaceae, ktera
predstavuje velmi bohaty zdroj chemickych molekul. Tato velkd celed’ jednodéloznych
cibulovitych kvetoucich bylin obsahuje pfiblizné tisic druhd rostlin, vyskytujicich se zejména
v teplejsich oblastech svéta. Nékteré ztéchto druhl jsou pouze okrasné, jiné mohou byt
kdy byl olej z narcisu aplikovan kléébé nadoru délohy Hippocratem z Cosu.> 3 % 5
Protinadorovych Ucinkd vyuzival také Plinius starsi v 1.stoleti naseho letopoctu a ve stfedovéku
extrakty z rostlin éeledi Amaryllidaceae nalezly uplatnéni v severni Africe, Ciné a Arabii.! Celed'
je vyznamna zejména pro obsah amarylkovitych alkaloidd, které mizeme podle hlavni
struktury délit do nékolika skupin: lykorinova, homolykorinova, krininova, haemanthaminova,
tazettinova, montaninova, narciklasinovd, galantaminova a norbelladinova. Alkaloidy disponuiji
spoustou zajimavych biologickych aktivit napr. cytotoxickou, antimalarickou, antivirovou,
antidepresivni, antikonvulzivni, antibakteridlni, antimykotickou, analgetickou a nékteré z nich
pusobi jako inhibitory acetylcholinesterasy (iAChE), kterym se tato diplomova prace vénuje
v nejvétsi mire.»26

Symptomaticky pusobici iIAChE fadime mezi zakladni farmakoterapii Alzheimerovy
nemoci. Alzheimerova nemoc je zavazné onemocnéni, pro které je charakteristicka postupna
degenerace neuronl a mozkové tkané. Alzheimerova nemoc (AN) je jednou z nejcastéjsich
pric¢in demence a umrti. Demence tvori jednu z nejobvyklejSich chorob ve stéti. Do budoucna
nelze predpokladat pfiznivy vyvoj situace ohledné mnozstvi nemocnych s touto diagndzou.
Davodem je demograficky vyvoj spojeny s postupnym starnutim obyvatelstva.” Je proto velmi
dulezité, pokusit se nalézt nova léciva praveé v této oblasti.

Experimentalni ¢ast této diplomové prace je zaméfena na pfipravé sumarnich
alkaloidnich extraktd z cibuli 7 kultivarG rodu Narcissus sp., nasledném vyhodnoceni téchto

ziskanych extraktli pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS),



stanoveni inhibi¢ni aktivity vUci acetylcholinesterase (AChE) a butyrylcholinesterase (BuChE),

izolaci alkaloid(i z vybraného kultivaru — konkrétné Narcissus cv. Mary G. Lirette.



2 Cil prace

e Pripravit sumarni alkaloidni extrakty z cibuli 7 kultivar(i rodu Narcissus sp. — Narcissus
cv. Banana Splash, Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv. Las Vegas, Narcissus cv.
Lemon Beauty, Narcissus cv. Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange Progress a Narcissus
cv. Pink Wonder

e Vlyhodnoatit alkaloidni sloZeni téchto extraktli pomoci GC-MS analyzy

e Stanovit inhibi¢ni aktivitu v(ci acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase

e Navrhnout vhodné kultivary narcist pro dalsi fytochemické studie a naslednou izolaci
potencialné ucinnych latek pro terapii Alzheimerovy choroby

e |zolovat alkaloidy zvoleného kultivaru za vyuZiti preparativni TLC a nasledné analyzovat
ziskané Cisté latky pomaoci fyzikalné-chemickych metod

e Provést literarni reSersi na téma Narcissus se zamérenim na Alzheimerovu chorobu

a sepsat teoretickou ¢ast diplomové prace ze ziskanych dat a informaci



3 Celed Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae (Amarylkovité) je odborné fazena do fadu Amaryllidales. Do této celedi
vytrvalych bylin dale spadaiji napt. rostliny rodu Leucojum, Galanthus, Crinum, Amaryllis, Clivia
a Narcissus.

Tab. €. 1 - Pfehled &eledi fazenych do fadu Amaryllidales®

Amaryllidales

Hyacinthaceae
Alliaceae
Agavaceae

Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae, ktera nese nazev podle rodu Amaryllis2, obsahuje pres 1100
druh( rostlin, které spadaji do vice neZ 85 rod(.* Rostliny této Celedi Ize zafadit mezi
jednodélozné byliny, jejichZ struktura je tvofena oddenky ¢i cibulemi, oboupohlavnymi kvéty
se spodnim semenikem a plody tobolkou ¢i bobuli. Pro ¢eled’ Amaryllidaceae plati uvedeny

kvétni vzorec:3

|8 * slab& & P3 +3n. (3+3) A3+3 G(3)

Rostlindm celedi Amaryllidaceae se dat’i rist zejména v teplejsich aZ tropickych ¢astech
svéta, hojné se nachazeji napfr. v severni Africe a Asii. S mnoha druhy se Ize potkat i na izemi
Evropy, prevazné ve Stfredomofrské oblasti.”

Celed’ Amaryllidaceae tvofi vyznamnou ¢ast rostlinstva, obsahujici bohaté mnozstvi
chemickych molekul a které jsou vénovany rozsahlé vyzkumy a studie. Snahou téchto vyzkum(
je objevit nova potencidlni Iéciva pomoci fytochemickych praci a zjistit funkce a mechanismy
Ucinkd na fytochemické bazi a zjistit jejich funkce a mechanismy. Celed je unikatni predeviim
pro obsah latek alkaloidni povahy tzv. amarylkovitych alkaloidd s velmi Sirokym spektrem
biologickych aktivit napt. cytotoxicka, antimalarickd, antivirova, antidepresivni, antikonvulzivni,
antibakterialni, antimykoticka, analgeticka a nékteré z nich plsobi jako iIAChE, kterym je tato

diplomova prace nejvice vénovana.’2 Mezi amarylkovité alkaloidy patfi napf. lykorin, ktery

4



je vyznamny prevazné pro své specifické selektivni protirakovinné vlastnosti nebo galantamin,
ktery je nedilnou soucdsti farmakoterapie vyuzivané pfilécbé AN. Alkaloid galantamin se dfive
ziskdval izolaci z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae, v dnesni dobé je i syntetizovan v chemickych

laboratofich.2>67
3.1 Rod Narcissus

Rostliny z rodu Narcissus patfi do ¢eledi Amaryllidaceae (Amarylkovité). Narcisy jsou bézné
péstovanymi vytrvalymi rostlinami, kterym se dafi témér po celém svété. Kolem 50-70 druht
puvodnich druh(l a mnoho vyslechténych kultivar( Ize najit na Uzemi Evropy, kde se nachazeji
predevsim v jejich jiznich ¢astech a pomérnou ¢ast také v severni Africe. Jednoznacny popis
narcist neni snadny, kvili lehkosti hybridizace, kultivace a Slechténi. Vlyskytuji se prevainé
na pastvinach, v kfovinach, lesich nebo ficnich brezich a ¢asto zplanuiji. VSechny druhy jsou
pro ¢lovéka jedovaté. Viiné byva jemnd a? intenzivni. V Ceské republice ve volné pfirodé Ize
najit Narcissus poeticus a Narcissus pseudonarcissus, v Evropé je nejrozsirenéjSim druhem
Narcissus tazetta.38 %1011

Rostliny tohoto rodu vyzaduji ke spravnému prosperovani chladnéjsi polohy
s dostatkem slunecniho zareni (minimalné polostin) a dostatecné mnozstvi srazek. Preferuji
suché léto. Narcisy jsou choulostivé na kolisaniteploty, proto je idedlni vysadit je alesporn 12-15
cm pod povrch zemé a zaroven na podzim s teplotou pldy pod 12 °C. Pida by méla mit vyssi
propustnost, neutralni pH a dostatek Zivin.® ° Kofeny narcisu jsou nevétvené a maji vyraznou
kofenovou ¢epicku.! Cibule, které jsou uzavfeny v Supinatém obalu okrové a7 hnédé barvy,
maji rozmanitou velikost mezi 6 mm a 10 cm. Jedna se o viceleté cibule, stafi Ize snadno
rozpoznat podle poctu suknic, kterymi je cibule tvofena. Carkovité & Feminkovité listy
se nedoporucuje odrezavat a svazovat, dokud UpIné neseschnou. Do této chvile totiz vytvareji
Ziviny, které jsou velmi duleZité pro rast rostliny v dalSich letech a rostlina tak muaze Iépe
prosperovat.®?

Vétsina narcist kvete na jare, kvéty jsou zdobné, nejcastéji bilé ¢i Zluté barvy a byvaji
previslé.® ° Mezi druhy kvetouci vyjimetné na podzim patfi Narcissus elegans, Narcissus
serotinus, Narcissus viridiflorus a Narcissus humilis, které se v zahradnictvi pfili§ nevyuzivaji kvali

svym drobnym a nevyraznym kvétam.!



Obr. €. 1 — Narcissus viridiflorus*? Obr. €. 2 — Narcissus serotinus®

Kvéty jsou trojcetné, tvofri je Sest okvétnich listkli rozdélenych do dvou preslend, které jsou
na bazi spojeny v Sirokou trubku, v jejimZ Usti roste do Siroka vyCnivajici pakorunka mnoha
riznych velikosti, tvar(i i barev. Charakter pakorunky je hlavnim faktorem pro rozliseni
jednotlivych druh( a kultivar(i narcisa.

Narcisy se v minulosti rozdélovaly do nékolika skupin a podskupin. Podskupiny byly
pozdéji zruseny, hlavnim kritériem pro zarazeni do skupiny se stal tvar pakorunky, dale pak jeji

zbarveni a prevladajici barva narcisu. Narcisy mizeme zaradit celkem do 12 zakladnich

skupin.®?
Tab. €. 2 — Rozdéleni narcisti do jednotlivych skupin®?
SKUPINA HLAVNI ZNAKY ZASTUPCE
o 1kvét
trubkovité e pakorunka/trubka Narcissus cv. King Alfred
stejné dlouha nebo
delSi nez okvétni platky
e 1 kvét
kratkokorunné * pakorunka kratsi nez Narcissus cv. Firetail
1/3 vnéjsich okvétnich
platka
o okvétni platky ve vysSim
pinokvété poctu Narcissus cv. Erlicheer
e trubku od pakorunky
nelze odlisit



SKUPINA

triandrus hybridy

s clenénou pakorunkou

tazetta

cyclamineus hybridy

s velkou pakorunkou

s malou pakorunkou

jonquilla

poeticus

pavodni druhy

HLAVNIi ZNAKY

1-6 kvéta

kratky stonek
okvétni listky maji
opacny charakter

1 kvét

rozdélend pakorunka
okvétni platky jsou v 1
kruhu po Sesti

drobné kvéty

velké mnozstvi kvétl (az
20)

pozdni kveteni

silnd vliné

stfedné vysoké
ohnuta trubka
casné kveteni

trubka/pakorunka delsi
nez 1/3 délky okvétnich
listkd

pakorunka kratsi nez
1/3 délky okvétnich
listkQ

vySsi pocet kvétl
hladka pakorunka
silnd vlné

mala pakorunka ve
tvaru misky
pfijemna viné

ZASTUPCE

Narcissus cv. Hawera

Narcissus cv. Dolly Mollinger

Narcissus cv. Avalanche

Narcissus cv. Garden princess

Narcissus cv. Carlton

Narcissus cv. Aflame

Narcissus cv. Baby Moon

Narcissus cv. Actaea

Narcissus bulbocodium conspicuus



Obr. €. 3—Narcis s ¢lenénou pakorunkou®, narcis ze skupiny jonquilla'®, narcis ze skupiny
poeticus*’
Uvnitf kvétu se nachazi 6 tycinek okolo pestiku s bliznou kulatého nebo trojklanného
tvaru8?

Termin kveteni narcisti se odviji od jarnich teplot, které musi byt dostate¢né vysoké.
Poupatko je uzaviené v ochranném toulci zelené barvy, ktery po rozkveteni rychle usycha.
Mezi nejdéle kvetouci narcisy patfi kultivary ze skupiny tazetta a bulbocodium.? Plodem je
vejcita trojpouzdra tobolka, kterd dorlsta plné velikosti ve 2 tydnech. Semena jsou ¢erna a maji

kulaty tvar.> 1
3.2 Kultivary rodu Narcissus pouzité v experimentalni casti

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity cibule jednotlivych kultivar( rodu
Narcissus sp., konkrétné Narcissus cv. Banana Splash, Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv.
Las Vegas, Narcissus cv. Lemon Beauty, Narcissus cv. Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange
Progress a Narcissus cv. Pink Wonder.

3.2.1 Narcissus cv. Banana Splash

Kultivar Narcissus Banana Splash je trvalkou vyznacujici se vyraznym Zlutobilym kvétem, ktery
je slozen z bilych okvétnich listkd a ozdobné zvinéného ¢lenitého Zlutého Salku. Narcis dosahuje
vysky az kolem 50 cm, pupeny a nasledné kvéty se objevuiji na jafe béhem dubna. Stonek zdobi
tmavé zelené, uzké, vzpfimené kopinaté listy. Cibule tohoto narcisu se doporucuje vysadit jako
obvykle koncem léta nebo zacatkem podzimu. Na pldu je nenarocny, nema zadné specialni
pozadavky. Preferuje vSak mirné kyselé nebo neutrdlni pH substratu a pfimé slunce.

Hybridizdtorem je Carlos van der Veek a ptivodem je z Nizozemska.'®1% 20



Obr. &. 4 — Narcissus cv. Banana Splash?®
3.2.2 Narcissus cv. Gentle Giant
Tato odrlida narcisu je vyjimecna svymi dvoubarevnymi kvéty, které se skladaiji z velkych bilych
okvétnich listkdl a vyrazné cervenooranzové pakorunky ve tvaru trubky. Pupeny a nasledné
kvéty se zacinaji objevovat na jare v dubnu a kveteni muize trvat aZ do konce kvétna. Jedna
se o trvalku. Velikost rostliny byva mezi 32,5 a 67,5 cm. Narcis je vhodné umistit na slunné,
pripadné polostinné misto. Pro rostlinu neni vhodna pfili§ zavodnéna plda. Hybridizadtorem

je JW.A. Lefeber, plivodem je také z Nizozemska. Byl registrovan v roce 1995.2%22

Obr. €. 5— Narcissus cv. Gentle Giant?
3.2.3 Narcissus cv. Las Vegas
Narcissus Las Vegas je kultivarem pochdzejicim z Nizozemska, kde byl hybridizovan D. van
Buggenumem. V roce 1981 byl registrovan a vroce 2019 mu byla udélena americkou
spolecnosti narcisli cena Wister Award. Jeho mohutny kvét se sklada ze slonovinové bilych
okvétnich listk(l a vyrazné syté Zluté trubky se zvinénym okrajem. Pfi vhodnych podminkach
dosahuje rostlina nejcastéji vysky mezi 30 a 67 cm. Neni ndro¢na na péstovani, ocenuje vsak

pFimé slunce ¢ polostin.? 24 %



Obr. €. 6 — Narcissus cv. Las Vegas?
3.2.4 Narcissus cv. Lemon Beauty
Kultivar Narcissus Lemon Beauty je plivodem z Nizozemska a byl poprvé péstovan v roce 1948,
kdy byl hybridizovan J. W. A. Lefeberem. Registraci obdrzel v roce 1962 a ve stejném roce ziskal
také ocenéni AM Haarlem Award. Pro tento Narcis jsou typické slonovinové bilé kvéty
se Zlutym stfedem ve tvaru hvézdy. Rostlina obvykle dorlsta vysky mezi 32,5 a 67,5 cm. Cibule
je vhodné zasadit béhem podzimu na slunné misto, alespori 10 cm hluboko do Urodné, dobre

odvodnéné plidy. Pro viceleté péstovani se doporucuije cibule nechat pres zimu v zemi, nejlépe

pod stromy ¢i vtravé. Pokud bychom chtéli cibule premistit, mély by se ze zemé vyndat

(g’

aZ po odumfeni viech list(. 262728

Obr. €. 7 — Narcissus cv. Lemon Beauty?®
3.2.5 Narcissus cv. Mary G. Lirette
Narcissus Mary G. Lirette byl registrovan W. van Lierop and Sons v roce 2013. Tato sladce vonici
odrlda je ptivodem z Nizozemska a za hybridizéra je povazovan Jack Gerritsen. Standardné
vyrusta do vysky mezi 32,5 a 67,5 cm. Svij nazev zdédila po profesionalni pianistce. Kvéty
tohoto kultivaru jsou tvoreny bilymi okvétnimi listky a kolarem, ktery je pfi rozkvétani zluté

barvy, ktera rychle prechazi do lososovomerunkové. Pro spravné kveteni rostliny v dalSich
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sezdndch se také doporucuje odrezavat listy aZ po jejich zezloutnuti. Pro péstovani této rostliny
je idedlni dobre propustna, odvodnéna puida s dostatkem slunecniho svétla, které je dilezité
mimo jiné i pro tvorbu kvétl v dalSich letech Zivota rostliny. Cibule je nutné zasadit béhem
podzimnich mésicy, aby stihly jesté pfed zatatkem zimy zakofenit.? 3031
W —

Y

P
¥
/ * 3 = é:

Obr. €. 8 — Narcissus cv. Mary G. Lirette®

3.2.6 Narcissus cv. Orange Progress

Kultivar Narcissus Orange Progress standardné dorlsta vySky mezi 32,5 a 67,5 cm. Doba
kveteni je dlouhd. Kvéty se zacinaji objevovat béhem dubna a jsou tvoreny zlatozZlutymi
okvétnimi listky, které se prekryvaji z 1/3 az 1/2 a mohutnym narasenym oranzovym Salkem
s vyrazné drobné zvinénym nepravidelnym okrajem. Pro Uspésné péstovani je dllezity spravny
vybér mista pro zasazeni cibuli, které by mélo byt na pfimém slunci, pfipadné v polostinu.
Tento Narcis, ktery je plivodem z Nizozemska, je registrovan od roku 1968. Hybridizérem

je ). W. A. Lefeber, stejné jako u kultivaru N. Lemon Beauty.3%33

Obr. €.9 — Narcissus cv. Orange Progress®

3.2.7 Narcissus cv. Pink Wonder
Narcissus Pink Wonder je plivodem z Nizozemska a za hybridizéra je povazovan J. Gerritsen
and Son. Byl registrovan vroce 2006 v Nizozemsku W. van Lierop and Sons. Standardné

dorusta vysky mezi 32,5 a 67,5 cm. Pro tento kultivar jsou typické okvétni listky slonovinové
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bilé barvy, které se prekryvaji z poloviny i vice a jsou pfekryté lososovymi jemné narasenymi
listky. Uprostred kvétu se nachazeji Zluté prasniky. Rostlina zacina kvést béhem dubna. Listy
se doporucuje odstraniovat az po jejich zezloutnuti, aby bylo podporeno kveteni v dalSich
letech Zivota rostliny. Rostlina by méla byt péstovana v dobre propustné pldé a v oblastech
s dostatkem slunecniho zareni, které by ale mélo byt idedlné filtrovano, aby z kvét(i nevybledla

rGzova barva. Hnojeni je doporu¢ovano minimalné 3x do roka.3%3>3¢

Obr. €. 10— Narcissus cv. Pink Wonder 3
3.3 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Nejvyznamnéjsimi obsahovymi latkami rostlin celedi Amaryllidaceae jsou amarylkovité
alkaloidy, patfici do objemné skupiny isochinolinovych alkaloidd.?” Téchto sekundarnich
metabolity, liSicich se navzajem svou strukturou, je v soucasné dobé znamo vice nez 500. Jedna
se o polycyklické slouceniny sobsahem dusiku v molekule, které mizeme podle hlavni
struktury rozfazovat do nékolika typ, hlavnimi jsou lykorinovy, homolykorinovy, krininovy,
haemanthaminovy, tazettinovy, montaninovy, narciklasinovy, galantaminovy
a norbelladinovy.®3%3° Skupiny jsou pojmenovany vzdy podle hlavniho predstavitele. Pfestoze
jsou od sebe alkaloidy strukturné odliSné, pochazi kazdy z nich ze spolecného prekurzoru
norbelladinu. DalSim znakem, ktery spojuje alkaloidy z této ¢eledi, je kruhovy systém slozZen
z jednotky odvozené zfenylalaninu a jednotky odvozené od tyrosinu. V tradi¢ni mediciné
se uplatriuji jiz velmi dlouho. Jiz ve 4. stoleti pfed nasim letopoctem byl olej z Narcissus poeticus
pouZit Hippocratem z Cosu k lécbé nadorG délohy. Studie nékolikrat prokazaly nadéjnou
protinddorovou, antiproliferativni, apoptdzu indukujici aktivitu. Izolace prvniho alkaloidu,
kterym byl Iykorin, probéhla vroce 1877. Lykorin ajeho derivaty ukazuji potencidl v Iécbé
rakoviny, virovych onemocnéni a AN. Je prokazano, Ze lykorin zastavuje bunécny cyklus

a vyvolava apoptdzu v nadorové bunécéné linii lidské leukémie (HL-60). B-krinanové alkaloidy
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hemanthamin a hemanthidin pUsobi protirakovinnymi ucinky téz. Nejznaméjsi alkaloid celedi
je galantamin, ktery zaujima velmi silnou pozici na trhu léCiv pro terapii AN jako iAChE.% 23840

V nasledujicim prehledu jsou uvedeny jednotlivé strukturni typy alkaloid( celedi

Amaryllidaceae a vybrani zastupci.

3.3.1 Lykorinovy strukturni typ

Alkaloidy lykorinového  strukturniho typu maji ve své struktufe obsazen
pyrrolo[d,e]fenanthridin.? Do této Siroké skupiny alkaloid( Ize zafadit napf. nejvice znamy
lykorin, déle pseudolykorin, galanthin, amarbellisin, karanin nebo anhydrolykorin.** Lykorin byl
prvnim alkaloidem izolovanym z Celedi Amaryllidaceae. Cenén je zejména pro své selektivni
protinddorové, antiproliferaéni schopnosti proti velkému mnoZstvi multirezistentnich
a na apoptdzu rezistentnich bunék.*? Protinadorové Gcinky lykorinu jsou zkoumany jiz od roku
1920, kdy se tomuto alkaloidu intenzivné vénovali védci z National Cancer Institute. Lykorin
pravdépodobné plsobi také neuroprotektivné pfi negativnim excitotoxickém plisobeni
glutamatu, ktery se napf. pfi AN vyskytuje v mozkové tkani v nadbytku. Tento alkaloid ptsobi
také proti virdm a ma protizanétlivé Gcinky. V Rusku je lykorin klinicky uZivan pro své
protizanétlivé Ucinky jako expektorans a pro lé¢bu onemocnéni pridusek.® Lykorin vykazuje
priznivé ucinky proti RNA virim ze skupin Flaviviridae, Bunyaviridae a japonské encefalitidy.
Analogy lykorinu jsou sledovany z diivodu potenciondlni ucinnosti na virus zapadniho Nilu.
Mechanismem Ucinku lykorinu béhem inhibi¢niho plisobeni skupinu Flaviviridaea je potlaceni
syntézy RNA viru a soucasna inhibice translace proteinu. Lykorin potlacuje nezadouci Ucinky
koronaviru, konkrétné SARS-CoV, které se projevuji tézkym respiraCnim syndromem.
Nadéjnych vysledku lykorin dosahuje pfi schopnostech inhibovat poliovirus, lidsky enterovirus
71 arhabdomyosarkom.?

Protinddorovd aktivita se objevuje u mnoha alkaloidd z eledi Amaryllidaceae,?
vyjimkou neni ani lykorin. Snizuje mnoZstvi proteinu myeloidni bunééné leukémie-1 — Mcl-1,
jenz je pfitomny ve vysokych koncentracich u nejrGznéjSich druhd rakoviny a v lidskych
leukemickych bunkach. Vlastni Géinek na apoptdzu se sklada z regulace bunééného cyklu
v nadorové bunécné linii lidské leukémie —HL-60 a bunécné linii KM3, aktivace kaspasy
a uvolfiovani cytochromu-c. Nadéjna koncentrace, namérena pfi studiich na promyelocytarni

bunécéné linii leukémie HL-60, se pohybuje mezi 0,31-5 uM. Pfi koncentraci 5 pM lykorin
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zastavuje bunéény cyklus ve fazi G2/M.Y % Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae jsou vyjimeéné
zejména pro své specifické Ucinky proti rakovinotvornym burikdm rezistentnim na apoptézu
a dosavadni lé¢iva.?

Alkaloid lykorin plsobi z ¢eledi Amaryllidaceae nejsiinéjsi antimalarickou aktivitou.?
Malarie je zavazné infekéni onemocnéni roznasené komdrem a je prfenosna mezi zviraty i
lidskou populaci. Plvodcem této nemoci je organismus z rodu Plasmodium. Vyskyt malarie
jerozsiren po celém svété a stdle stoupd z nékolika dlivodd napt. vétsi odolnost komar,
snizovani ucdinnosti stavajicich 1é¢iv nebo nizka snaha vyvoje lé¢iv novych.>*® Zajimava
antimalaricka aktivita byla zjiSténa u derivat( odvozenych ze struktury lykorinu. Aktivni derivaty
obsahuiji volné hydroxylové skupiny na uhliku C1 a C2 nebo jsou esterifikovany jako acetéty
&iisobutyraty. Pro Ucinek je nezbytna pfitomnost dvojné vazby mezi uhliky C2 a C3.2 Lykorin
ucinkuje in vitro na antiplasmodialni aktivitu kmena, které jsou citlivé na chlorochin i rezistentni
na chlorochin.! Antiparazitarni aktivita lykorinu spoéiva v cytotoxickém plsobeni na prvoka
Trichomonas vaginalis, ktery infikuje urogenitalni trakt a zplsobuje vaginitidu u Zen a uretritidu
u muz(. Toto onemocnéni je nejcastéjsi sexualné prfenosna nemoc, kterd neni zplsobena viry.
Nejsiln&jsi antiparazitické aktivity bylo dosazeno s lykorinem, ktery byl esterifikovany v poloze
C2 lauroylovou skupinou.?

OH

HO,,,

I,'

Obr. €. 11— Lykorin
3.3.2 Haemanthaminovy a krinanovy strukturni typ
Alkaloidy téchto strukturnich typd obsahuiji ve své struktufe 5,10-B-ethanofenanthridin.?
Do této skupiny patfi napt. alkaloidy hemanthamin, hemanthidin, distichamin, bulbispermin,
krinamin nebo maritidin.* Hemanthamin je alkaloid B-krinanového typu?, ktery pulsobi

vysokou cytotoxickou aktivitou in vitro proti rozmanitému mnozstvi rakovinnych bunécénych
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linii, které zahrnuji napf. buriky karcinomu délozniho hrdla (Hela), akutni lymfoblastické
leukémie — MOLT-4, jaterniho karcinomu (HepG2), rakoviny prsu — MCF7, akutni
lymfoblastické leukémie (CEM), chronické myeloidni leukémie (K562), nemalobunécného
plicniho karcinomu (A549).%# Hemanthamin zaroven vlastni antioxida¢ni Gcinky proti volnym
radikallm, je spolu s jeho semisyntetickymi derivaty aktivni proti virim chfipky typu A
a vykazuje antimalarickou aktivitu proti Plasmodium falciparum senzitivnimu na chlorochin,
kterd je moind diky pfitomnosti methylendioxybenzenové ¢asti a tercidlniho dusiku

bez navazaného methylu ve struktufe hemanthaminu.!

Obr. €. 12 — Hemanthamin
Dalsim alkaloidem s cytotoxickymi vlastnostmi je B-krinanovy alkaloid haemanthidin,
ktery se odvozuje od 5,10-B-ethanofenantridinu. Haemanthidin vykazuje slibné Ucinky proti
A549, OE21 a rakovinotvornym burkam Hs683 a SKMEL. Antimalarickd aktivita
Haemanthidinu je aktivni vaci prvokovi Plasmodium falciparum senzitivnimu na chlorochin a
je zaroven ucinnd proti invazivnim parazitm ze skupiny bic¢ikovcl Trypanosoma brucei

rhodesiense a Trypanosoma cruzi.*

Obr. ¢. 13 — Hemanthidin

Distichamin je B-krinanovy alkaloid, ktery se v ¢eledi Amaryllidaceae vyskytuje pouze

vrostliné Boophone disticha. Distichamin pusobi silné na transportér serotoninu, plsobi
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cytotoxickou aktivitou na lidské bunécné linie napf. Hela (nejcitlivéjsi), CEM, K562, MCF-7
a G-361, narusuje bunéény cyklus a indukuje apoptézu vleukemickych burikdch aktivaci

kaspasy3a7.t
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Obr. €. 14 — Distichamin
Alkaloid bulbispermin byl poprvé izolovan zrostliny Crinum bulbispermum. Studie

uvadéji, Ze bulbispermin ma silnou cytotoxickou aktivitu proti burikdm lidské leukémie HL-60.1

WOH

N \\\\

Obr. €. 15 — Bulbispermin

Nékteré aromatické estery odvozené ze struktury hemanthaminového typu, vykazuji
podle studii pomérné silnou inhibicni aktivitu vici AChE nebo BuChE. Mezi alkaloidy s vy3si
inhibi¢ni aktivitou patfi napf. 11-O-(3-nitrobenzoyl)hemanthamin, ktery inhibuje lidskou AChE
s1Cs0 4,0+ 0,3 uM nebo 11-O-(2-nitrobenzoyl)hemanthamin sICsp 9,9 + 0,5 uM. Vysoka
inhibicni aktivita byla naméfena také u derivatu 11-O-(4-nitrobenzoyl)hemanthaminu
shodnotou ICsp 15 + 1,8 pM. Schopnost inhibice BuCht byla namérena napr.
u 1-0-(2-methoxybenzoyl)hemanthaminu s ICso 33 + 04 UM
a 11-0-(2-chlorbenzoyl)hemanthaminu s G 56 +* 06 pMW. Derivat
11-0-(2-chlorbenzoyl)hemanthaminu je tzv. dudlni neselektivni inhibitor cholinesteras, tedy
vykazuje inhibici vic¢i obéma enzymdm. AChE inhibuje s ICso 13 + 0,8 uM. Predpoklada se, Ze
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nejvyssi inhibi¢ni aktivitu v{ic¢i AChE vykazuji derivaty s navazanou nitroskupinou na benzoylové
Casti molekuly. Nejvyznamnéjsich hodnot inhibujicich BUChE dosahuji molekuly, které maji
na benzoylové ¢asti navazanou methoxyskupinu. Naopak substituce methylem v poloze 3
nebo 4 vyrazné snizuje nebo UpIné zbavuje derivaty inhibi¢niho Gcinku. Methyl navazany
v poloze 2 pravdépodobné umozriuje spravné prostorové umisténi molekuly do aktivniho
mista cholinesterasy (brani rotaci benzoylové skupiny).

U derivatd hemanthaminu bylo zkoumano, zda dokazi projit pfes hematoencefalickou
bariéru. Tato schopnost je zcela nezbytna pro ucinek potencidlniho léciva.* Prichod
ochrannou bariérou mozku byl testovan na umélé membrané PAMPA, pri¢emz byl vyuzit jako
ukazatel prichodnosti logBB. Molekula snadno pronikd do centralniho nervového systému
nizky nebo Zadny.*® Bylo zjisténo, Ze napf. 11-O-(2-methylbenzoyl)hemanthamin
a 11-0-(4-nitrobenzoyl)hemanthamin tuto schopnost maji a dokazi pres tuto membranu projit
pomoci pasivni diflze. Z vySe uvedeného lze aromatické estery odvozené od hemanthaminu
povaZovat za zajimavé vychozi latky pro dal$i vyvoj lé¢iv pouZitelnych v terapii AN.#

()

Obr. €. 16 — Struktura derivatd hemanthaminu

Urcité derivaty vittatinu, které patfi mezi alkaloidy hemanthaminového strukturniho
typu, vykazuiji inhibicni aktivitu vici AChE nebo BuChE. Vittatin lze od hemanthaminu odlisit
substituci na C3, kdy se u vittatinu nachazi hydroxylova skupina a u hemanthaminu methoxy
skupina. Druhy rozdil je na C11 — u vittatinu se na tomto misté nachazi vodik, zatimco
u hemanthaminu hydroxylova skupina. Pro inhibi¢ni ucinek vic¢i AChE ¢i BUChE je nezbytna
pritomnost aromatického acylového zbytku. Vysoka hodnota inhibi¢ni aktivity vici BuChE byla
namérena napf. u 11-O-(3-nitrobenzoyl)vittatinu s 1Csxp 1,4 + 0,1 pM nebo
3-0O-(2-chlorobenzoyl)vittatinu sICsp 5,4 + 0,1 uM. Nejvyssi inhibicni aktivity dosahovaly

derivaty substituované v ortho poloze aromatického kruhu. Derivaty s nitroskupinou v ortho
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poloze vykazovaly nejvyssi inhibici BUChE, zatimco substituce v polohach meta ¢i para vyrazné
snizila inhibi¢ni schopnost viCi tomuto enzymu. Neékteré derivaty vittatinu, vcetné
11-O-(3-nitrobenzoyl)vittatinu ~a  3-O-(2-chlorobenzoyl)vittatinu, = dokazi  prekonat
hematoencefalickou bariéru a dostat se do cilovych struktur v CNS. Vyzkumné skupiny planuji
zkoumat plsobeni derivat(l vittatinu i na dalSi mozné cile napt. glykogen syntasu kinasu
(GSK3-B) nebo B-sekretasu 1(BACE).*
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Obr. €. 17 — Struktura derivatd vittatinu

Semisyntetické derivaty, vytvorené strukturdlnimi ooménami alkaloidu -krininového
typu ambellinu, maji potencidl vléébé AN.* Vyzkum byl na ambellin zaméfen poté,
co esterifikované analogy strukturné blizkého hemanthaminu vykazovaly pomérné silnou
inhibici proti AChE a BUChE. Ambellin Ize od hemantaminu odlisit rozdilnou orientaci
5,10b-ethanového mistku(B-orientace), kterd pravdépodobné podporuje Ucinnost vci
BuChE* avyskytem methoxy skupiny na uhliku €.7.# Pfedpokladd se, Ze a-orientace
podporuje inhibiéni Ucinek proti obéma cholinesterasam.* Struktura ambellinu obsahuje
volnou hydroxy skupinu na uhliku C11, kterd umozriuje tvorbu pfislusnych derivata. V ramci
vyzkumu byly vytvoreny alifatické i aromatické estery ambellinu, z dlivodu zjisténi inhibicni
aktivity vGci cholinesterasam.®® Testovani ambellinu  bohuZel znepfijemtiovala jeho
komplikovand struktura, kterd obsahuje obtiZzné syntetizovatelny kvarterni uhlik.*” Béhem
studii se prokazalo, Ze pfitomnost aromatické acylové skupiny je pro Gcinek inhibice viici AChE
a BUChE nezbytna. Zaroven se zjistilo, ze urcité aromatické derivaty napf. bez substituce nebo
s navazanym naftylem i se substituovanym fenylem na aromatu silné inhibuji BuChE.
Nejsiln&jsi inhibice vi¢i BUChE byla zméFena u 11-O-(1-naftoyl)ambellinu.®

Urcité derivaty, odvozené ze struktury ambellinu, vykazuji téZ velmi slibné biologické

ucinky v oblasti antimalarické aktivity.*®
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Obr. €. 18 — Ambellin
3.3.3 Pankratistatinovy strukturni typ

Alkaloidy tohoto strukturniho typu obsahuiji ve své struktufe molekulu fenantridinu. Do této
skupiny Ize zafadit napf. alkaloid pankratistatin nebo narciklasin.** Fenantridinovy alkaloid
pankratistatin byl poprvé izolovan roku 1984 z rostliny Hymenocallis littoralis. Tento alkaloid
je vyznamny pro svou cytostatickou a antineoplastickou aktivitu. Mechanismus presného
protinddorového pusobeni neni bohuzel zatim znamy, je vSak prokdzano, Ze souvisi
se zvySenim propustnosti mitochondridlni membrany a ndslednym uvolnénim aktivator(
kaspas a jejich aktivaci.» *° Pfi koncentraci 0,5 uM, pankratistatin vykazuje synergické pusobeni
v kombinaci s antiestrogennim lékem Tamoxifenem, ktery je uplatfiovan predevsim v terapii
karcinomu prsu. Schopnost indukovat apoptdzu je pozorovana také u kozniho karcinomu.
Pankratistatin vlastni i antivirové Gcinky, konkrétné silnou inhibicni aktivitu proti RNA virlim

ze skupiny flavivird a bunyavird a antiparazitarni U¢inky vaci mikrosporidiim.t

OH

OH @)

Obr. €. 19 — Pankratistatin
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Narciklasin, patfici do skupiny pankratistatinovych alkaloid(, byl poprvé izolovan
zcibuli narcisu roku 1967.! Tento alkaloid inhibuje rist rostlin, sazenic i kli¢eni semen.
Narciklasin potlacuje rlst eukaryotickych bunék. Inhibicni aktivita proti rakovinotvornym
burikdm je podloZena nazakladé schopnosti inhibice syntézy ribozomalnich protein(.
Ke vzajemné interakci dochazi na 60S podjednotce ribozomu, kde narciklasin branivazbé tRNA
na centrum této transferasy.” % Narciklasin, stejné tak jako lykorin, haemantamin,
dihydrolykorin, pseudolykorin a pretazettin, inhibuje rdst bunék Hela, které jsou pficinou
zhoubného karcinomu délozniho hrdla.® Narciklasin vykazuje inhibiéni pasobeni proti RNA
virm ze skupiny flavivird a bunyavirl a také proti grampozitivnim bakteriim rodu
Corynebacterium  fascians ¢ kvasinkdm  rodu  Cryptococcus  neoformans.
2,3,4,7-tetra-O-acetylnarciklasin je U¢inny proti gramnegativni bakterii Neisseria gonorrhoeae,
kterd zpUsobuje sexudlné pfenosnou nemoc kapavku.! Strukturdini modifikace ¢ obména
narciklasinu vede témér ve viech pripadech ke snizeni stability, Ucinku ¢&i dokonce k jeho

ztraté.!
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Obr. €. 20— Narciklasin
3.3.4 Homolykorinovy strukturni typ

Alkaloidy homolykorinového typu jsou odvozeny ze struktury 2-benzopyrano-[3,4-glindolu.?
Do této rozmanité skupiny patfi napf. alkaloidy homolykorin, 8-O-dimethylhomolykorin,
lykorenin a hippeastrin, které se vyznacuji inhibi¢ni schopnosti na urcité typy nadorovych
bunék jako napr. HepG2 nebo MOLT-4. Alkaloid hippeastrin se vyznacuje Sirsi Skalou plsobeni,

ma antimykotické ucinky proti Candida albicans, silné antivirotické Ucinky ucinky proti virdm
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chiipky a dimerni derivdty odvozené od jeho struktury vykazuji pomérné znacnou

antimalarickou aktivitu.Z 4

0]
Obr. ¢. 21 — Hippeastrin
3.3.5 Tazettinovy strukturni typ
Mezi alkaloidy tazettinového strukturniho typu, které jsou odvozeny ze struktury
2-benzopyrano-[3,4-clindolu, Ize zaFadit alkaloid tazettin, pretazettin a 6a-epipretazettin.% >
NejrozsitenéjSim alkaloidem této skupiny je tazettin, ktery ptsobi mirnymi protinadorovymi

ucinky a antimalarickou aktivitou vii&i prvokovi Plasmodium falciparum.®*>%>3

Obr. ¢. 22 — Tazettin

Alkaloid pretazettin, ktery je biosyntetickym prekurzorem tazettinu, se od tazettinu lisi
rozdilnou substituci na C-6a a C8. Mezi vyznamné biologické aktivity, které pretazettin vlastni,
patfi silnad inhibicni aktivita vaci rdstu Hela bunék a MOLT-4 a antiviroticka aktivita proti

flavivirdm a viru Herpes simplex.*>3
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3.3.6 Galantaminovy strukturni typ

Alkaloidy  galantaminového  strukturniho typu jsou odvozeny ze  struktury
6H-benzofuro[3a,3,2-ef]-2-benzazepinu.? Galantamin je dlouhodobé plisobicim, selektivnim,
reverzibilnim a kompetitivnim inhibitorem acetylcholinesterasy, ktery dokaze prekrocit
hematoencefalickou bariéru a plnit svou funkci v centralnim nervovém systému.! Galantamin
zaujima velmi duleZitou roli na trhu Ié¢iv neurodegenerativnich onemocnéni.2 Pfi velmi nizkych
koncentracich dokaze alostericky modulovat nikotinové receptory.! Studie U¢innosti
galantaminu probihaly jiz v 50 letech v Sovétském svazu a Bulharsku, poté co byl izolovan
z nékolika druht této celedi. V klinické praxi nasel galantamin uplatnéni v tlumeni bolesti nerv
a jako preventivni opatreni trvalé paralyzy zPoliomyelitidy zvySenim neurotransmise
v mozkové tkani. V soucasné dobé je galantamin vyuzivan v symptomatické farmakoterapii
AN. S uzZivanim galantaminu zacal stoupat zajem o vyzkum, hledani novych molekul a vyuziti
alkaloidd z ¢eledi Amaryllidaceae ve farmacii.** Galanthamin nevykazuije cytotoxickou aktivitu,

na rozdil od nékterych jinych alkaloidd ze skupiny Amaryllidaceae.*

Obr. €. 23 — Galantamin

3.3.7 Montaninovy strukturni typ

Alkaloidy  montaninového  strukturniho typu jsou odvozeny ze  struktury
5,11-metanomorfanthridinu. Alkaloid montanin, ktery je tvorfen isochinolinovou strukturou,
sevaze na serotoninovy transportni protein a plsobi antikonvulzivnimi, sedativnimi,
anxiolytickymi a antidepresivnimi ucinky. lzolace montaninu probéhla poprvé zrostliny

Hippeastrum vittatum.?
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Obr. €. 24— Montanin

3.4 Alzheimerova nemoc

AN je zavainé, celosvétové rozsifené neurodegenerativni onemocnéni, které predstavuje
nejcastéjsi pricinu demence a umrti. Prvni pfipad nemoci byl ohlaSen roku 1907 Aloisem
Alzheimerem.>*>°> Pfesné mechanismy etiopatogeneze nejsou zatim zcela zndmy. Tuto nemoc
charakterizuje Ubytek nervovych bunék amozkové tkdné a mezi typické znaky, které
se vyskytuji u tohoto onemocnéni, patfi tvorba a ukladani B-amyloidu (AB), deficit
acetylcholinu a neurofibrilarni shluky skladajici se z Tau proteinu.*> AN se miZe vyskytovat
samostatné nebo v kombinacich s jinymi demencemi napf. s vaskularnim typem demence
nebo demenci s Lewyho télisky. Pro pacienty s AN jsou typické vypadky paméti, na zacatku
nemoci se objevuji stavy Uzkosti, deprese. Onemocnéni je velmi zrddné, protoze prvni pfiznaky
mohou byt pfisuzovany obycejnému starnuti. Lék na AN zatim neni zndm, ale vcasnou
symptomatickou lé¢bou se da zpomalit jeji priabéh — prodlouzenim mirnych ¢asnych stadii
nemoci. AN ma obrovské dusledky pro jednotlivce, ale i pro celou spole¢nost. Predmétem
mnoha vyzkumnych skupin je intenzivni snaha najit Iék na toto onemocnéni. Velké mnozstvi
nemocnych je zatim bez terapie, protoZe jim nemoc nebyla zatim viibec diagnostikovana.>* >
57,58, 59, 60

3.4.1 Epidemiologie

Demence jsou jedny z nejcastéjSich chorob ve stafi. Kvali demografickému vyvoji spojenym
se starnutim obyvatelstva nelze predpokladat pfiznivy vyvoj situace ohledné mnoZstvi
nemocnych trpicich demencemi.” Pfedpoklada se, Ze do roku 2050 se vyskyt aZ ztrojnasobi.
V soucasné dobé se nejvice lidi trpicich demencemi nachazi v zemich s nizsim nebo stfednim
pfijmem.>® Demencemi Castéji trpi Zeny, maji 1,9x vyssi pravdépodobnost vyskytu choroby.
U Alzheimerovy demence je to dokonce 3,1x.6! Alzheimerovou chorobou trpi pFiblizné 1 % celé

populace.* V Evropé se vyskytuje zhruba u 2 % lidi. Ceskd republika se nachazi pod priimérem
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Evropské unie s 1,36 %, je v ni asi 150 000 lidi s AN. Nejvyssi vyskyt AN v Evropské unii je v Itali,
celosvétové je nejhorsi situace v Asii. Nartst nemocnych je 7,7 milionu ro¢né, kazdé 4 vtefiny
pribyva dalsi pacient s AN. AN &asto vede k invalidité a ndsledné zavislosti na péci blizkych.>®
Casto je nutné zaplatit praci osetfovatelek, socialni pé¢i nebo napf. pobyt v komunité.” Tato
nemoc je proto finanéné ndrocnd nejen pro rodinu nemocného, ale i pro cely stat.
Na samotnou lékaFskou péci je pfitom vyuzito jen 16 % ze vSech naklad(. Nepfijemné situace
spojené s demenci a péce rodinnych pfisludnikd o své blizké stoji Ceskou republiku 40 miliard
rocné. Miliony rodin po celém svété se kviili AN nachdzi na hranici chudoby. V Ceské republice

snizuje kvalitu Zivota 250 000 lidem.>®
3.4.2 Etiopatogeneze

Jasna pficina vzniku Alzheimerovy demence neni dosud pIné zndma.” V nasledujicim prehledu
jsou uvedeny typické znaky, vyskytujici se pfi diagndze AN.

3.4.2.1 Amyloidni plaky

Ukladani AB v extraceluldrnim prostoru je hlavnim znakem AN. Tato bilkovina, ukladana
v tzv. senilni plak, vznika nespravnym patologickym stépenim amyloidového prekurzorového
proteinu (APP) BACE a y-sekretasou, a to vnadmérném mnoiZstvi. APP je pfirozené
se vyskytujici dlouhy transmembranovy protein, ktery je béhem fyziologického stavu stépen
o-sekretasou na kratké rozpustné fragmenty (beta-peptidia), které se podileji
na neuroplasticité mozku a maiji protektivni funkci viéi neuronim, chrani synapse. Patologicky
beta-peptid je tvoren nejéastéji delSimi fragmenty o 40, pripadné 42 aminokyselinach, které se
spojuji do dvojic, poté koaguluji a polymeruji v neurotoxicky AB. K ukladani AP nedochazi jen
v mozku, ale také v cévach, kde jsou pficinou tzv. amyloidové angiopatie. Alzheimerovské plaky
AB vmozku zpUsobuji degeneraci a Ubytek nervovych bunék, sterilni zanét s aktivaci
prozanétlivych medidtor( (interleukin(, cytokind), uvolnéni vysokého mnozstvi excitacnich

aminokyselin a gliovy lem.”->% 61,62
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Obr. &. 25 — Amyloidni plaky®?

3.4.2.2 Tau protein

Tau protein patfi do skupiny proteinl, které se vazou na mikrotubuly tzv.
mikrotubule-associated proteins (MAPs). Funkcemi MAPs je shlukovat a stabilizovat
mikrotubuldrni cytoskelet.®* Tyto proteiny se vyskytuiji v kazdém zdravém mozku, ale pfi AN je
patologickd forma Tau proteinu hyperfosforylovana a uspofadand do parovych helikalnich
vldken. Nasledné se spole¢né s AB intracelularné uklada do tzv. neurofibrildrnich tangles
(NFTs). NFTs narusuji strukturu bunék, zplsobuji apoptézu neuronll a vedou az k mozkové
atrofii a demenci. Dle hypotézy amyloidni kaskady je za toxické usporadani a hromadéni Tau
proteinu zodpovédna zvysend tvorba a agregace AB.” >4

3.4.2.3 Apolipoprotein E4

Apolipoprotein E4 (ApoE4) je bilkovina tvorena z 299 aminokyselin (AMK). Pfirozené se nachazi
v plazmatickych lipoproteinech a podili se na metabolismu a transportu lipid(. ApoE4
je tzv. chaperonem —ma schopnost se vazat na AB, podporovat jeho strukturni oomeény a tim
zvysovat jeho toxicitu, vznik Alzheimerovskych plakd, uzlickG a mnoZstvi AB uloZeného
v cévach. Alela Apoe4, kterou je gen ApoE4 kddovan, je proto povaZovana za jeden z vyraznych
rizikovych faktor( pro kognitivni dysfunkce a vznik AN.” 6

3.4.2.4 Cholinergni hypotéza

Degenerace cholinergnich neuron( je jednim ze zasadnich problém( doprovazejici AN.%
Neurotransmiter acetylcholin, jehoz struktura se sklada z cholinu a kyseliny octové, se dokaze
vazat na dva typy acetylcholinovych receptorti — nikotinové a muskarinové.®® Muskarinové
receptory, které se dale délina 5 typli—M1, M2, M3, M4, M5, patfi do skupiny metabotropnich
receptorl a vyuZivaji acetylcholin jako sekundarniho posla. Muskarinové receptory jsou

soucasti G- receptorového komplexu a nachazeji se v bunéénych membrandch neuron(i v CNS.
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Muskarinové receptory se podileji procesu uéeni, motoriky a paméti. Receptory typu M1, které
se nachazeji v hippokampu a mozkové ke, jsou pfi AN vyrazné snizeny. Tyto receptory maji
svUj vyznam také v kognitivnim zpracovani. Mnozstvi receptort M2 je béhem AN také zietelné
snizeno. Pfedpoklada se, Ze nedostatek téchto receptorl ma za nasledek neuropsychiatrické
chovani pacient(. Nikotinové receptory, které jsou sloZeny z péti podjednotek, jsou ligandem
fizené iontové kandly. Jedna se ionotropni receptory, které nevyuzivaji sekundarni posli jako
muskarinové receptory, ale oteviraji cestu prochazejicim iontdim.> P¥i AN dochdzi k nedostatku
acetylcholinu zejména v presynaptické ¢asti nervovych bunék, nejvice v jadru basalis Meynerti
a drahach z néj vystupuijicich.” AN postihuje také deficit serotoninu, noradrenalinu, GABA,
somatostatinu &i substance P.

3.4.2.5 Volné radikaly

Mozkova tkan je pfi AN vystavena zvySenému oxidaénimu stresu, ktery je zplsoben
nerovnovahou mezi volnymi reaktivnimi kyslikovymi a dusikovymi radikaly a antioxidacni
aktivitou organismu.” ®” CNS je na oxidacni stres velmi citlivy, protoZze obsahuje pomérné
vysoké mnozstvi lipid( a naopak nizké mnoZstvi antioxidacnich latek.®” Peroxid vodiku a dalsi
volné radikdly patfi mezi hlavni rizikové faktory neurodegenerace mozkovych bunék.
V nemocném mozku se nachazi vétsi mnozstvi oxidovanych protein a pokrocilé koncové
produkty glykace.®” Jednim z dGvod( je sniZzend ¢innost enzymu superoxid dysmutasy 2, ktery
za fyziologického stavu volné radikaly eliminuje vice.” 2 AB zpUsobuije lipoperoxidaci membran
vedouci ke tvorbé produktl, které tvori kovalentni vazby s proteiny a tim je modifikuji.
Lipoperoxidaci vznikd napf. aldehydovy produkt 4-hydroxynonenal, ktery se vaze
na Tau protein a brani jeho defosforylaci. DalSim zavaznym problémem je snizend cetnost
oprav oxidacnich poskozeni, ktera vedou k hromadéni chyb vDNA a nasledné ke ztraté
nervovych bunék.®” Poskozovani zdravych bunék a tkané vede ke vzniku zanétu, ktery mlze
Ustit k fadé dalSich onemocnéni.” %

3.4.2.6 Genetické faktory

Mutace v genech maji vliv prevazné na presenilni formy nemoci. Jednotlivé mutace se zacinaji
rozvijet vzdy v urcitém véku. Rizikovymi misty na chromozomech pro vznik mutaci jsou geny
kodujici  Preseniliny, APP, ApoE4 a Tau protein. Preseniliny jsou proteiny, které

za fyziologického stavu zprostfedkovavaji transmembranovy prenos. Za patologického stavu,
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vzniklého mutaci na 1. nebo 14. chromozomu, se podileji na vzniku AB po interakci s APP.
Na degradaci APP je v soucasné dobé zaméren vyzkum. Mutace genu kddujici Presenilin 1
se vyskytuje s prevalenci 20—70 % nejvice a je hlavni pricinou vzniku AN s ¢asnym zacatkem.
DalSim genetickym faktorem jsou geny kddujici ApoE4 a sortilin-related receptor (SORL1).
Chybny SORL1 zpusobuije tvorbu AB vlivem Spatného intracelularniho transportu APP. Mutace
na 17. chromozomu, kde se nachdzi gen kdéduijici Tau protein a na 21. chromozomu s genem
pro APP patfi také mezi potencionalni rizikové faktory AN. Pfedpoklada se, Ze k rozvoji AN

je potfeba porugeni genli na vice mistech.” %58
3.4.3 Klinicky obraz

AN se za&ina projevovat pozvolna a nendpadné. Casto byva nespravné povazovana za priznaky
starnuti. Pacient s AN si bohuZel ¢asto neuvédomuje, Ze je nemocny, a tak vétsina pfichazi
naprvni vysetfeni az ve stfedné tézkém stadiu demence.>® AN miZeme rozdélit podle
nastoupeni prvnich pfiznak( do dvou skupin. Pokud se objevi dfive nez v 65 letech, je nemoc
oznacena jako presenilni. V ptipadé ptiznakd po 65 letech pacienta jako senilni forma nemoci.
AN ma témér linearné progresivni priibéh, bez vétsich vykyvll. Pokud se néjaké vétsi vykyvy
nevhodnou lécbu, somatickd onemocnéni ¢i dehydrataci. Jednim z prvnich projevli nemoci
je zapomnétlivost, a to nejvice v oblasti blizké minulosti. Nemocny si ¢im dal vice nemUze
vzpomenout na jména nebo na to, co chtél praveé udélat. Délaji mu problém slozité;jsi aktivity
jako napf. ovladani telefonu nebo Fizeni auta. S postupnym zhorSenim stavu se prestava
i prostorové orientovat, napr. nem(ze najit cestu domi nebo ztraci osobni véci. U tézsich stadii
nemoci ma nemocny s AN potize i s nejzakladnéjSimi cinnostmi, déla mu obtize se sam najist
nebo se obléct a Easto ho trapi inkontinence. Nakonec nepozndva ani své blizké pribuzné.> >’
S AN se poji vyskyt dusevnich obtizi, velmi ¢asto trapi pacienty deprese, Uzkosti a s nimi spojeny
nedostatek spanku.” Ubyva rdznych ndvykd, objevuje se tvrdohlavost, porucha soudnosti,
neprimérené emoce, labilita nebo dokonce dochazi ke zméné osobnosti. V poslednich stadiich
se stdvd pIné odkazanym na pomoci rodiny ablizkych. Hlavni pfi¢inou exitu byva
bronchopneumonie vznikla na podkladé Ubytku neuroni v mozkové tkani a vainé urazy
nasledkem padu. Primérnd délka onemocnéni je mezi 7-10 lety, nez dojde ke smrti. Vyskytuiji

se ale i vyjimky, kdy ke smrti doslo jiZ napf. po 3 letech nebo naopak az po 15.>*>7
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3.4.4 Diagnostika

K uréeni diagnézy AN se vyuzivaji Udaje zanamnézy pacienta, testova i klinickd vySetreni.
Nejcastéji vyuzivanym a Casové nendronym testem je Mini-mental state examination
(MMSE), ktery je postaven na méreni kognitivnich funkci pomoci nékolika mensich test(
zamérenych na pamétové a jazykové schopnosti jedince, pozornost a orientaci. Pokud
testovany dosahne poctu bodU nizsiho nez 24, je povaZovan za pacienta s demenci. V pfipadé
zisku méné neZ 6 bodu se pacient potyka s téZkou formou demence.” Specifi¢téjsim testem
jetzv. Clock Drawing test (CDT), ktery spociva v ukolu nakresleni ciferniku hodin. Test je
vyhodny svou rychlosti provedeni, |ze provést napt. i vIékarné pri dispenzaci. Je schopen
odhalit ¢asnou a pozdni fazi kognitivni poruchy, kdy nemocny trpici AN nezvlada cifernik

spravné nakreslit. CDT upozorriuje na Spatnou schopnost prostorové orientace.
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Obr. €. 26 — Clock drawing test®

Dalsi z ¢asto uzivanych test( je Alzheimer‘s Disease Assesment Scale, ktery je testem
k provéreni kognitivnich funkci pacienta ve vétsi mife a rozsahu nez MMSE test. Test zahrnuje
nékolik sekci, kdy kazdd provéfuje jiné schopnosti pacienta. Cim vétsiho poctu bodd je
pacientem dosazeno, tim jsou kognitivni funkce zhorSeny. Kvelmi rychlym, kratkym
a uznavanym testim patfi i Montrealsky kognitivni test (MoCA), ktery je tvoren Sesti ¢astmi
na jedné A4 papiru. MoCA test se vyznacuje vyssi citlivosti nez test MMSE a odhaluje mozkové
abnormality s vySsi presnosti. Diagndza Alzheimerovy choroby mize byt v neposledni radé
potvrzena screeningem mozku, ktery vykazuje zmény v oblasti hippokampu a amygdaly se
soucasnym rozsifenim komorovych prostor. Jednim z hlavnich ukazatel(i na AN je vyssi hladina

Tau proteinu v mozkomi$nim moku.”>®
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3.4.5 Terapie

Pri onemocnéni AN je zasadni vcasna diagnostika a zahdjeni spravné a individualizované
terapie, co nejdrive je to mozné. Lécba musi byt komplexni. Je tfeba dbat na celkovou kondici
nemocného, na spravnou wyzivu a hydrataci, vhodné zvolenou télesnou aktivitu. Je nutna
spoluprace s praktickym |ékafem a dalSimi odbornymi Iékafi v zajisténi 1é¢by pridruzenych
stavll a kompenzace chronickych onemocnéni. Je potfeba o onemocnéni kvalitné informovat

pacienta i jeho nejblizsi.>*

3.4.6 Farmakologicka lécba

Terapie AN je zaméfena na prodlouzeni mirnych stadii nemoci a tim ke zpomaleni jejiho
prabéhu. Snahou je co nejvétsi oddalenitézkych stadii choroby, kterd jsou spojena se spoustou
komplikaci a jiz se nedaji nijak zvratit.5° Mezi zakladni farmakoterapii AN Fadime symptomaticky
plsobici IAChE a memantin.”

3.4.6.1 Inhibitory acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy

Enzymy AChE a BuChE jsou zodpovédné za hydrolyticky rozklad neurotransmiteru
acetylcholinu v synaptické stérbiné nervové bunky. IAChE a inhibitory butyrylcholinesterasy
(iBUChE) €innost téchto enzym(i potlacuiji, zvysuji hladinu acetylcholinu v mozkové tkani, mirni
proces horseni kognitivnich funkci a zpomaluji progresi AN.* 4> Jelikoz se AChE vyskytuje
vmozku ve wyssi koncentraci nez BuChk, nebyl ji do nedavna pfi hledani vhodné
farmakoterapie prikladan vétsi vyznam. Pohled na BuChE se zménil, kdyZ bylo zjisténo,
Ze aktivita BUChE s progresem onemocnéni roste az o 40-90 %. Aktivita AChE naopak priblizné
0 33-45 % klesa. Studie se nyni na inhibici tohoto enzymu, ktery se pfirozené vyskytuje v gliich
a nervovych burikach, vice zaméfuji a snazi se nalézt nova ucinnéjsi léciva.*

Mezi evidence-based medicine léciva fadime iAChE a iBuChE, které jsou uzivany pfi
lehkych a stifedné tézkych stadiich AN. Tato Iéciva jsou uréena k potlacovani symptom( AN,
zlepduji pamétové schopnosti a bdélost, ale nebrani samotné progresi onemocnéni.”” V Ceské
republice jsou iAChE hrazeny zdravotni pojistovnou vsem pacientim, kterym byla AN
diagnostikovana a v testu MIMSE dosahli hodnoceni mezi 13—20 body. Inhibitory cholinesteras
jsou nejcastéji spojeny s vyskytem nezadoucich Ucinkl plsobicich na gastrointestinalni systém.
Terapii mohou doprovazet nevolnosti, nechutenstvi, kfece, bolesti hlavy ale i zvraceni. Z téchto

davodli je terapie kontraindikovana u pacientl s aktivni viedovou chorobou nebo

29



sonemocnénim srdce prevodniho charakteru. Opatrnost je nezbytna také u pacientd
s diagnostikovanou chronickou obstrukéni plicni nemoci, astmatem ¢ mocovych obstrukcich.
Nezadouci Ucinky se objevuji pfevainé na pocatku 1é¢by a také pfi rychlém zvySovani davky
na maximalni davku, ktera je jesté pacientem tolerovana.> IAChE i iBUChE vyjimeéné snizuji
srdecni frekvenci, jsou proto kontraindikovany u pacient lé¢enych betablokatory. Inhibitory
muzeme rozdélit do dvou skupin, inhibujici pouze AChE nebo na latky inhibujici i BuChE. Mezi
inhibitory pouzivané v klinické praxi fadime donepezil, rivastigmin a galantamin.>® Kognitiva
mohou byt predepisovana lékafi z oboru neurologie, psychiatrie a geriatrie. Pokud neni
shledén pfinos lé¢by béhem prvniho pul roku terapie, zvaZuje se nasazeni jiného légiva.>*
3.4.6.2 Donepezil

Donepezil je centralné pUsobicim, specifickym a reverzibilnim iAChE uzivanym pro snizovani
symptomU mirného az stfedné tézkého stadia AN. Enzym BuChE inhibuje témér zanedbatelné.
Po chemickeé strance se jednd o piperidinovy derivat, v IéCivych pfipravcich je obsazen ve formé
hydrochloridu. Na trhu se vyskytuje od roku 1996 jako léCivy pripravek Aricept. Lécba
donepezilem zacind vdavce 5 mg denné. Pokud je dobre tolerovan alespori po dobu 4—6
tydn(, je davka zvySena na 10 mg denné. Lécivo je poddvano pouze 1x denné, protoZze ma
pomeérné dlouhy polocas rozpadu, vice nez 70 hodin. Maximalni koncentrace v krevnim obéhu
dosahuije jiz za 3—4 hodiny. Vy3$si davky nebo pfilis prudké zvySovani mnozstvi podaného Iéc¢iva
se nedoporucuje zddvodu narUstajicich cholinergnich nezadoucich ucinkd. Donepezil
je uzivan vecer, tésné pred spanim a nezavisle na jidle, které na jeho vstfebavani nema vliv.
Metabolizace probihd na cytochromu P450, isoenzymu 3A4 a 2D6. Donepezil doprovazi
pomérné malo nezadoucich ucinkd, byva dobre snasen. Presto se mohou v zacatcich |écby
objevit mirné obtiZze zplsobené nadbytkem acetylcholinu jako je napf. nevolnost, priijem,

zvraceni, bolesti hlavy.”>®
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Obr. €. 27 — Donepezil

3.4.6.3 Rivastigmin

Rivastigmin, ktery byl registrovan v EU roku 1998 a ifadem pro kontrolu potravin a léCiv v USA
— FDA vroce 20007, je neselektivnim iAChE a iBUChE s minimem lékovych interakci. Jedna
o pseudoireverzibilni inhibitor, ktery se vyznacuje velmi pomalou disociaci komplexu
enzym-rivastigmin. Chemickou strukturou se podoba fysostigminu, alkaloidu z Puchyrnatce
jedovatého. UZiva se pfi terapii AN pro snizovani symptom( mirného az stredné tézkého stadia
a je vhodny pfi l1é¢bé AN s Lewyho télisky, protoZe dobre pusobi na psychotické priznaky.
Rivastigmin byva uzivan i pfi terapii demence u Parkinsonovy nemoci. Pocatek terapie zacina
pozvolnou titraci po dobu 4 mésicl. Snahou je mirnéni gastrointestindlnich obtizi, které
se i pfesto mohou béhem titracniho obdobi projevit. Prvni mésic pacient uziva 1,5 mg 2x
denné, 2. mésic 3 mg 2x dennég, 3. mésic 4,5 mg 2x denné a 4. mésic 6 mg 2x denné. Maximalni
koncentrace v krvi dosahuije jiz za 1 hodinu od podani.”>*> Transdermalni Iékova forma, ktera
je pIné hrazena zdravotni pojistovnou v pfipadé radného zdokumentovani, napomaha resit
otdzku gastrointestindlniho diskomfortu. Nevyhodou transdermdlniho zplsobu podani je
pomale;jsi absorpce ucinné latky, klinicky ucinek je podle poslednich studii zachovan. Dale
v soucasné dobé probiha testovani intranazalniho lékového podani. Rivastigmin by se mél
podavat spolec¢né s jidlem, jehoz pfitomnost zvysuje vstiebavani. Zvétseni plochy pod kfivkou

— AUC pfi podani s jidlem je az 0 40 %.”>4
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Obr. €. 28 — Rivastigmin

3.4.6.4 Galantamin

Alkaloid galantamin je svou strukturou podobny kodeinu. Prvni registrace probéhla v USA
vroce 2001. Galantamin je selektivnim, reverzibilnim iAChE, podporuje Ucinek acetylcholinu
na jim ovladanych nikotinovych receptorech jako allostericky modulator s kratSim polo¢asem
rozpadu, a tim podporuje Ucinnost cholinergniho systému. Galantamin se uZiva v terapii
mirnych a stfedné tézkych pfiznak( AN.” U galantaminu se vyskytuje nizké mnoZstvi
nezadoucich ucinkd, pacienty byva dobre snasen. Mezi vedlejsi Ucinky patfi prevazné Zaludecni
obtize jako jsou nevolnost, nechutenstvi, zavaznéjsi komplikaci je viedova choroba kvdli
zvysené produkci kyseliny chlorovodikové v Zaludku. Galantamin pusobi svymi cholinergnimi
ucinky na zornici, kdy ji zuzuje, zvySuje Cinnost Zlaz se sekreci a napéti kosternich svalG.
Galantamin se uziva na zakladé lékové formy bud 2x denné nebo pouze 1x ve formé tobolek
s postupnym uvolnovanim. Podani je doporuéeno po jidle, kdy se navySuje hodnota maximalni
koncentrace v krevnim obéhu. Lécbu je doporucovano zacinat postupnou titraci, kterd zacing
na 8 mg denné. Po mésici je terapie navysena na 16 mg denné. Od tretiho mésice je mozné
uzivat az 24 mg galantaminu za den, pokud je po dikladném zvazeni shledan prinos
pro pacienta a léky jsou jim dobre snaseny.® > > Galantamin je na svétovém trhu dostupny
vetfech lékovych formach, vCeské republice zatim pouze ve formé tvrdych tobolek
s retardovanym ucinkem. Pacienty je dlleZité upozornit na interakce s nékterymi léky napf.
s erythromycinem ze skupiny makrocyklickych antibiotik nebo s nékterymi antidepresivy napf.
amitriptylinem ¢ paroxetinem, které mohou diky inhibici cytochromu 2D6 zvySovat

koncentraci galantaminu v krvi a tim i zvy3it vyskyt neZzadoucich Géinkd.”
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Obr. €. 29 — Galantamin

3.4.6.5 Inhibitory NMDA receptori

Receptory N-methyl-D-aspartatové kyseliny (NMDA) jsou zodpovédné za neurodegenerativni
zmény vlivem otevirani iontovych vapenatych a sodnych kandl(i.>° NMDA receptory, tvofeny
Ctyfmi podjednotkami, vyzaduji ke své aktivaci navazani excitatnich AMK glutamatu nebo
aspartatu a soucasné pfipojeni glycinu ¢ D-serinu.” Pfi AN jsou NMDA receptory hadmérné
aktivovany vlivem stimulace glutamatu a aspartatu a zdroven je Ucinek glutamatu potencovan
vlivem snizeného zpétného vychytdvani v hipokampu. Nadmérné navazovani excitacnich
aminokyselin ma za nasledek hyperexcitaci NMDA receptor, pfi které dochazi ke vstupu iontd
do nervovych bunék a tim k aktivaci nékolika drah, enzymd, proteinkinas a zvySené expresi
gen(, ktera je zodpovédna za degeneraci bunécné struktury, programovanou apoptdzu
neuron( a napf. za naruseni procesu uceni tzv. long-term potentiation.

Memantin je Gcinnou latkou aplikovanou v terapii stfedné tézké az tézké formy AN,’
které lze uZivat samostatné nebo kombinovat sinhibitory cholinesteras.> Vykazuje
nekompetitivni inhibici se stfedni afinitou na NMDA receptorech.” Déle také inhibici receptoru
zastavuje prenos signalu a biochemickou kaskddu, ktera by za normalnich okolnosti
nasledovala a zarovern snizuje mnoZstvi neZadoucich excitatnich AMK.” Memantin
je ze zacatku 1é¢by postupné titrovan o 5 mg kazdy tyden a poté je pacienty uzivan 2x denné
v davce 10 mg ve stejnou denni dobu, nezavisle na jidle. Maximalni denni davka je 20 mg.
Béhem lécby se nezadouci Ucinky vyskytuji jen umalého mnozstvi pacientd, ale i presto
by méla byt snaenlivost pravidelné sledovana.” > Pfi [é¢bé se mohou vyjimeéné objevovat

excitaéni nebo psychotické stavy, bolest hlavy, zavraté, zmatenost, pfipadné utlum
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&i halucinace.>* V Ceské republice je uZivani memantinu hrazeno pojistovnami, pokud je AN

diagnostikovana a v testu MMSE je dosaZzeno mezi 17—6 body.>

NH,

H3C

Obr. €. 30— Memantin
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Tabulka €. 3 - U¢inné latky uZivané v terapii AN

UCINNA . ) .| vuv . MECHANISMUS
) LEKOVA FORMA DAVKOVANI i HLAVNI INDIKACE .
LATKA JIDLA UCINKU
e potahovand
tableta mirna a stfednd t&3ka centralné plsobici
DONEPEZIL e dispergovatelna/ 5-10 mg nezdvisle specificky
) demence e
rozpustna tableta reverzibilni iAChE
e suspenze
o tableta mirnd a stfednd t&2ka neselektivni
RIVASTIGMIN (olast 3-12 mg s jidlem demence inhibitor AChE a
[ ]
naplas BuChE
selektivni,
reverzibilni iACHE a
o el mirna a stfedné tézka allostericky
GALANTAMIN s prodlouZzenym 8-24 mg po jidle no
. L, demence modulator
uvolfovanim o .
nikotinovych
receptorl
nekompetitivni
inhibitor NMDA
MEMANTIN e tableta 5-20 mg nezavisle stfedni a tézka receptovru a N%
e p.o.roztok demence mnozstvi
excitacnich

aminokyselin

3.4.7 Doplnkova lécba

K doplrikové lé¢bé AN lze fadit nootropika a latky, které urychluji metabolismus mozku, ginkgo

biloba extrakt, latky vychytavajici volné radikaly, latky zvysSujici tvorbu ristovych faktor(
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nervovych bunék, hormonalni estrogenni substituci u Zen v postklimakteriu, latky pozitivné
ovliviujici spankovy cyklus nebo napomahajici vyrovnavat wykyvy nalad u pacientd.”
Od uzivani nootropik se v posledni dobé ustupuje z diivodu prevazujicich nezadoucich ucinka
nad pfinosem léciva, u pacienttl se nadmérné vyskytovaly Uzkostné stavy a agitovanost.>*
3.4.7.1 Ginkgo biloba

Vterapii AN jsou vyuZivany Ucinky rostlinného purifikovaného extraktu ze stromu Ginkgo
biloba (Jinanu dvoulaloéného), jeho? terapeuticky Ucinek je potvrzen mnoha studiemi.> Lé¢ba
po dobu 3 az 6 mésicl spoddvanim 120240 mg extraktu ma vyznamny pozitivni efekt
na kognitivni funkce.”* Pipravky s obsahem extraktu navic byvaji pacienty dobfe tolerovany,
takZe mohou byt uZivany samostatné nebo v kombinaci s kognitivy.>* Pfed samotnym uZzitim
extraktu je nutna zvySena pozornost u pacientli lééenych pripravky na redéni krve nebo
pripravky, které antiagregacni ¢i antikoagulacni efekt maji, nebot Ginkgo biloba zvySuje

krvacivost.

Obr. €. 31— Ginkgo biloba’

3.4.7.2 Antipsychotika, antidepresiva

Pokud pacient proziva halucinace nebo trpi bludy, jsou podavana antipsychotika 2. generace
v mensich davkach napf. risperidon nebo quetiapin. Pokud je u pacienta indikace k uzivani
antidepresiv, nejsou predepisovana antidepresiva s anticholinergnim plsobenim 1. a 2.
generace, ktera by mohla vést k lékovému antagonismu a zvraceni U¢inku inhibitord AChE.”
Preferovanymi antidepresivy jsou citalopram, escitalopram nebo sertralin ze skupiny inhibitor(
zpétného vychytavani serotoninu, ze skupiny serotoninovych antagonistd a inhibitorQ

zpétného vychytdvani je lékem volby trazodon, ze skupiny inhibitort zpétného vychytavani
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serotoninu a noradrenalinu venlafaxin a antidepresivum mirtazapin sdudlnim Géinkem
ze skupiny noradrenergnich specificky serotoninergnich antidepresiv.>

3.4.8 Nefarmakologicka lécba

Pro doplnéni komplexnosti 1é¢by je doporuéeno dodrzovat konkrétni nefarmakologické
postupy. Zahrnuji rGzna cviceni, ktera mohou probihat bud' s odbornym zdravotnickym
personalem, ktery je skoleny Ceskou Alzheimerovskou spoleénosti, nebo pouze s blizkymi
nemocnych.> Zvysend fyzicka aktivita, pohyb a cviceni jsou doporuceny viem pacientim
s AN.”® DuleZité je zaméfeni i na procvi¢ovani aktivit, které pacient zatim nezapomnél jako
prevence jejich ztraty.>® Pacient se béhem cviéeni nesmi citit nekomfortné a kognitivni
rehabilitace musi podstupovat dobrovolné. U urditych pacientd mdze byt vhodnym resenim
navstévovani rliznych stacionard ¢i klub(, ve kterych se konaji skupinové aktivity a vznikaji
vztahy s ostatnimi pacienty s AN. V tézSich stadiich onemocnéni jsou doporucovany spise
individudlni aktivity. V zavérecném stadiu nemoci je nutné pacientlim zajistit pohodli, tlevu
od bolesti a Uzkostnych stavi, kterymi by mohli trpét kvili strachu z neznamého prostredi.*
3.4.9 Vyzkum a hledani novych molekul vhodnych k terapii AN

JelikoZ 1é¢ba IAChE ¢i memantinem je pouze symptomatického charakteru, neléci pricinu
onemocnéni a Ucinkuji docasné a v nizké intenzité, je vyzkum soustfedén na objeveni novych
molekul pasobicich i jinymi mechanismy a na jiné cile.”

3.4.9.1 Terapie na bazi amyloidu

Z patofyziologie AN se predpokladd, Ze za spousténim procesu neurodegenerace stoji
primdrné hromadéni AB v intraceluldrnim a extraceluldrnim prostoru, kde tento protein
zpUsobuje zanét a v jeho dlsledku nasledné Ubytek neurond. Patologicky AB vznika Stépicimi
reakcemi z APP pusobenim BACE a y-sekretasy. Hlavnim cilem vyzkumu je proto snizeni
pusobeni tohoto patologického AR poklesem produkce, odstranénim nebo zmensenim
toxicity.”® V soucasné dobé je vyzkum zaméfen na plsobeni rozpustnych AB uvnitf buriky,
nebot se ¢asové vyskytuji u onemocnéni dfive nez amyloidni extracelularni plaky.’

3.4.9.1.1 Eliminace B-amyloidu
Monoklonalni protildtky apineuzumab (Pfizer) a solanezumab (Eli Lilly) prosly rozsahlym

vyzkumem az do lll. faze klinického hodnoceni. Solanezumab mél byt potencionalnim lécivem

v terapii lehké az stfedné tézké demence. Podporuje odstrariovani monomerd AB z mozkové
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tkané vazbou na rozpustnou formu amyloidu. UzZivani léciva u nemocnych nevedlo ke zlepseni
stavu. Béhem klinického testovani se navic prokdazalo odlisné plsobeni nez ve fazi preklinické.
Uspésné farmakoterapie nebylo dosaZeno ani s latkou bapineuzumab, kterd znesnadriuje
uskupovani amyloidu do plaki apodporuje jeho wyluéovani zmozku.” 2 Adacanumab
je monoklonalni protildtka, ktera dokaze odstrafiovat senilni plaky slozené z AB a pUlsobi
zejména na fibrily. Tato latka byla téZ pozastavena ve lll. fazi klinického testovani, kdy byla
nazakladé analyzy dat povazovana za molekulu s nizsSi nez 20% pravdépodobnosti
na Uspéch.®>74

3.4.9.1.2 Inhibice B a y-sekretasy
Molekuly inhibujici BACE maji schopnost snizovat tvorbu AB zablokovanim této cesty vzniku.

BohuZel ¢asto mohou vést k zdvaznym nezadoucim Ucink(im, protoze enzym BACE ma Sirsi
spektrum ucinku napf. $tépi neuregulin 1, ktery se stara o myelinizaci neurond.%?Verubecestat
je peroradlné poddvany inhibitor BACE-1, ktery touto cestou dokdze snizovat tvorbu AR
v mozkomisnim moku. Na zakladé studii tento lék bohuzel nedokdZze zabranit progresi
onemocnéni u pacientll s mirnou az stfedné tézkou AN a dokonce na zakladé nékterych
méfeni vykazuje zhorseni kognice.®? 7>

Inhibitory ¢ modulatory y-sekretas, jak jiz vyplyva z jejich nazvu, blokuji nebo moduluji
gamasekretasovy komplex. V inhibitor y-sekretasy semagacestat, ktery byl vytvoren firmou Eli
Lilly, se vkladaly velké nadéje, protoze se probojoval az do lll.faze klinického vyzkumu. Tato
latka dokaze svym mechanismem Ucinku snizovat mnozstvi AR v mozkomiSnim moku i plazmé,
ale kvlli neprokazané ucinnosti na zlepSeni kognitivnich funkci a zdvaznym nezadoucim
Ucinkam které zpUsobovala — zvySené riziko rakoviny klze, snizovani hmotnosti a systémové
infekce, nemohla byt potenciondlnim léCivem v terapii AN. Mezi dalsi zkousené latky se zaradil
i flurbiprofen ze skupiny nesteroidnich antirevmatik, ale nebyl u néj nalezen témér zadny
ucinek.” 2

3.4.9.1.3 Inhibice interakce ABAD-APB
Pozornost vyzkumu je v soucasné dobé zamérena i na inhibici velmi toxickych rozpustnych

forem AB nachazejicich se v intraceluldarnim prostoru. Nezadouci formy AB toxicky plsobi
uvnitf mitochondrii, kam prostupuji pravdépodobné pres transportni kanaly nebo membranu
endoplazmatického retikula. V mitochondriich maji vliv na funkci mnoha enzym( napf.

na amyloid vazajici alkoholdehydrogenasu (ABAD), cyklofilin D nebo Htr proteasu A2 — HtrA2.
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Vazba AB na ABAD, kterd pravdépodobné méni vlastnosti tohoto enzymu, se z divodu
zasadniho toxického plisobeni na neurony jevila jako potenciondlni cil mozné terapie v lécbé
AN a zapocal kolem ni rozsahly a detailni vyzkum.

ABAD, oznacovany také jako HADH I, SCHAD, 173-HSD10 nebo MBHD je intracelularni
enzymovy komplex®?, ktery pfi interakci s AR poskozuje mitochondrie, ve kterych se vyskytuje.
Plsobi jako NAD-dependentni oxidoreduktasa redukujici aldehydy a ketony na pfislusné
alkoholy a naopak. Zaroven pusobi pfi B-oxidaci mastnych kyselin a metabolickych déjich
isoleucinu, pfi kterych pomaha isoleucin rozlozit. Pokud je enzym ABAD v organismu nevratné
poskozen (navazanim AP), dochazi ke Skodlivému hromadéni isoleucinu a zplisobeni rady
nepriznivych stavl jako napf. mentdini retardace, epilepsie, vymizeni mentalnich
a motorickych schopnosti. ABAD pravdépodobné plsobi také oxidacné a inaktivacné
na estradiol. Tato skutecnost by mohla vysvétlovat, pro¢ je Castéjsi vyskyt AN u Zenského
pohlavi. Pfedpoklada se také vliv enzymu ABAD na tvorbu tRNA a naslednou syntézu bilkovin.
JelikoZ jevazba AB na ABAD jednoznacné potvrzena, jevi se toto misto jak idedini cil
farmakoterapie.

ABAD-navnadovy peptid dokazal branit vazbé AR na ABAD a zlepsit kognitivni
schopnosti u zvifectho modelu. JelikozZ jsou ale peptidy malo stabilni a Spatné vstrebatelné
po p.o. podani, hleda se nizkomolekularni latka podobného UGcinku. Derivaty Frentizolu jsou
schopné blokovat interakci proteinu ABAD a AB, ale pro dalsi postup ve vyvoiji je nutné zjistit

presny toxicky mechanismus plsobeni vazby AB-ABAD a jeji podstatu.”¢?
0 s
/>— NH
N 7— NH
0]

Obr. ¢. 32 —Frentizol
3.4.9.2 Terapie zamérena na Tau protein
DalSim moznym mistem pro zacileni farmakoterapie jsou hyperfosforylované toxické skodlivé

fragmenty, které se spojuiji, tvofi NFTs a nasledné zpusobujici bunécnou smrt neurond.
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Za hyperfosforylaci Tau-proteinu jsou zodpovédné predevsim enzymy cyklin-dependetni
kindza 5 (CDK) a GSK3-B. Mezi neuroprotektivni latky, inhibujici CDK5 na zvifecich a tkanovych
modelech, patfi flavopiridol a roscovitin. Mezi latky ireverzibilné inhibujici GSK3- radime napr.
tideglusib. Tato latka se bohuZel nedostala pres II. fazi klinického testovani.

Dalsim mechanismem pUsobeni je inhibice shlukovani Tau proteinu. Mezi latky stimto
pusobenim patti napf. metylenovd modrf, kterd zaroven zlepSuje cinnost mitochondrii.
Methylenovda modi neprosla pres Ill. fazi klinického testovani, ale jeji derivat, ktery

ma schopnost rozpoustét agretaty Tau proteinu, je stale podrobovan dalsimu vyzkumu.®?
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4 Experimentalni cast
4.1 Vseobecné postupy

4.1.1 Destilace

Vsechna rozpoustédla, pouzita v pribéhu experimentalni prace, byla predem adekvatné

predestilovana. Prvnim krokem destilacniho procesu bylo zachyceni destilacniho predku, ktery

odpovidal priblizné 5 % celkového objemu. Druhym krokem bylo zachyceni hlavni frakce,

pfi kterém bylo predestilovano maximalné 90 % plvodniho objemu rozpoustédla.
Rozpoustédla byla ndsledné uchovavana vtmavych, Sirokohrdlych a patficné

oznacenych lahvich, chranénych pred svétlem.

4.2 Chemikalie, rozpoustédla, Cinidla, pristrojové vybaveni,
rostlinny material

4.2.1 Chemikalie, rozpoustédla, cCinidla
e Destilovana voda
e Etanol 95 %, denaturovany methanolem, (EtOH), (Penta a.s.)
e Kyselina chlorovodikova 2% roztok (w/w), (HCI)
e Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru, (Et20), (Penta a.s.)
e Chloroform p.a., (CHCls), (Penta a.s.)
e Uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w), (NaCOs)
e Siran sodny bezvody Cisty, (Na2SOa), (Penta a.s.)
e Toluen, (To), (Pentaa.s.)
e Diethylamin, (DIE), (Penta a.s.)
e Cinidlo Dragendorffovo
Postup pfipravy Dragendorffova ¢inidla
Roztok A: 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti v 80 ml vody.
Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti v 40 ml vody.
Z4asobni roztok: roztoky A a B se smichaji v objemovém poméru 1 : 1. Vznikly roztok musi byt

uchovavan v chladnicce pfi 4 °C po dobu az nékolika mésic(.
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Detekéni roztok: 5 ml zasobniho roztoku se pfida k roztoku 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody.
Uchovava se v chladnicce pfi 4 °C po dobu nékolika mésic(.
e Mayerovo ¢inidlo (Cu2 [Hgl4])
Postup pfipravy Mayerova Cinidla
5 g jodidu draselného se rozpusti ve 30 ml vody a do vzniklého roztoku se pfida 1,35 g chloridu
rtutnatého (ve formé prasku). Nejprve vznikne srazenina jodidu rtutnatého, ktera se po chvili
za michani rozpusti na komplexni tetrajodortutnatan draselny. Objem cinidla se dopIni do 100
ml. Viysledny roztok musi byt Ciry, naZloutlé, nanejvys svétle Zluté barvy. Roztok se uchovava
v chladnicce pti 4 °C, je staly nékolik mésica.
4.2.2 Pristrojové vybaveni
e Vakuova odparka Heidolph-Hei-VAP Advantage G1
e Ultrazvukova vodni lazen Sonorex super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
e Vafi¢ Hyundai
e Plynovy chromatograf Agilent Technologies 790 A s hmotnostnim detektorem 5975C
inert MSD. El méd 70eV, kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 um), (Agilent Technologies,
Santa Clara, California, USA)
e UVlampa
e Spektrometr VNMR S500, sonda OneNMR (Sirokopasmova dvoukandlova gradientni
sonda se schopnosti regulace teploty)
e Polarimetr ADP 220 BS
4.2.3 Databaze
Knihovna EI-MS spekter NIST VIRTUAL LIBRARY 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)
4.2.4 Rostlinny material
Zmrazené cibule jednotlivych kultivar( rodu Narcissus sp., konkrétné Narcissus cv. Banana
Splash, Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv. Las Vegas, Narcissus cv. Lemon Beauty,
Narcissus cv. Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange Progress a Narcissus cv. Pink Wonder. Cibule
byly zakoupeny od firmy Lukon Glands se sidlem vLysé nad Labem. Po zakoupeni byla
provedena botanicka identifikace prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. a nasledné byly

cibule zvazeny, zmraZzeny a uchovavany v mrazicim boxu.
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4.3 Popis provedenych experimentt

4.3.1 Priprava alkaloidnich extraktu

Rozmrazené cibule jednotlivych kultivard rodu Narcissus byly rozkrdjeny a rozmixovany
na mensi kousky. Poté byly vioZeny do vétsi Erlenmayerovy bariky a zality pfiblizné 1,2 | EtOH
95% tak, aby byly zcela ponoreny. Barika s drogou se poloZzila do vodni Iazné na vafri¢ a byla
privedena k varu pod zpétnym chladi¢em. Po 30minutovém varu se nechala barika ochladit
a obsah byl prefiltrovan pres vlizelin. Tento proces byl zopakovan celkem 3x. Jednotlivé filtraty
byly spojeny a odpareny dosucha na vakuové odparce a nasledné zvazeny viz. tabulka €. 4. Poté
byl EtOH extrakt rozpustén v 500 ml 2% HCl a ponoren do ultrazvukové vodni ldzné pro lepsi
rozpusténi latek. Okyseleni bylo provedeno z divodu prevedeni alkaloidnich bazi na ve vodé
rozpustné soli, cehozZ se vyuziva pro precisténi od balastnich latek. Okyseleny extrakt byl
prefiltrovan a barika vyplachnuta destilovanou vodou, aby doslo ke kvantitativnimu prevedeni
extraktu. Filtrat byl preveden do 2000ml délici nalevky a 3x vytfepan Et,0 o objemu 150 ml,
aby doslo k prestupu nepolarnich latek do organického rozpoustédla. Spodni vodnd, kysela
vrstva byla shirdna a nasledné, po alkalizaci 10% NaxCOs na pH 9-10, 3x vytfepdna s 200
ml CHCls. Alkalizaci se ze soli opét staly baze, které pti tfepani presly do dolni CHCls vrstvy, kterd
byla nasledné sbirana. Do kadinky se spojenymi CHClz vrstvami byl pfidan NaSOa z dlivodu
zbaveni se zbytkové vody. Poté nasledovala filtrace pres filtracni papir a odpareni do sucha
na vakuové odparce. Aby se potvrdila nepfitomnost alkaloid(i ve zbylé vodné vrstvé v délici
nalevce, byl proveden test s Mayerovym cinidlem. Toto cinidlo po pfidani k okyselenému
vzorku vytvari v pfitomnosti alkaloid( bilou sraZzeninu. Ve vodné fazi se srazenina nevytvorila,
coz signalizovalo, Ze veskeré alkaloidy presly do CHCls.

Alkaloidni extrakt byl rozpustén v malém mnozstvi CHClz a EtOH a kvantitativné
preveden domalé vialky, uréené pro uchovavani vzorkd. Prebytecné rozpoustédlio bylo
odpareno za pomoci vodni lazné. Po kompletnim dosuseni alkaloidniho extraktu, za snizeného
tlaku v exikatoru nad silikagelovymi perlami, byly navazeny jednotlivé vzorky k analyze pomoci

GC-MS a ke stanoveni inhibicni aktivity vici cholinesterasam.
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Obr. €. 33 — Navazené vzorky pro testovani inhibicni aktivity

Tabulka €. 4 — Hmotnost cibuli jednotlivych kultivard narcis(i a ziskanych extrakt(

Cislo vzorku
AL-720
AL-726
AL-731
AL-732
AL-735
AL-737

AL-741

Nazev kultivaru

BANANA SPLASH

GENTLE GIANT

LAS VEGAS

LEMON BEAUTY

MARY G. LIRETTE

ORANGE PROGRESS

PINK WONDER

Hmotnost cibuli (g)
322,8
308,7
342,3
183,9
427,1
375,7

368,2

EtOH extrakt (g)
19,1
18,4
27,7
15,4
26,7
22,9

25,0

Alkaloidni extrakt
(mg)

942,8
1074,4
650,7
318,7
691,6
474,0

420,3

g |

Ko
]
8
b
P
%
'

Obr. €. 34— Proces ziskavani alkaloidniho extraktu
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4.3.2 Identifikace alkaloidli pomoci GC-MS analyzy

Analyza alkaloidnich extraktt byla provedena za pomoci plynového chromatografu, kde jako

mobilni faze bylo vyuZito helium s rychlosti pritoku 0,8 ml/min. Nastfik vzorku byl proveden

pfi teploté 280 °C, za vyuziti 1 pul metanolického roztoku analyzovaného vzorku o koncentraci

1 mg/ml, split 1:10. Hodnoty béhem méreni byly vrozsahu od 40 do 600 m/z. Kuréeni

jednotlivych alkaloid(l bylo vyuZito porovnavani spekter za pomoci knihovny EI-MS spekter

NIST 11 a souboru spekter latek, které jiz byly v minulosti v laboratofi izolovany. GS-MS analyza

je pouze orientacni, pro presné urceni latek je nezbytna izolace a podrobeni dalSim analyzam.

4.3.3 Stanoveni inhibicni aktivity vici lidskym AChE a BuChE

4.3.3.1 Chemikalie

Acetylthiocholin jodid p.a., (ATChl), (Sigma Aldrich, Praha)

Butyrylthiocholin jodid p.a., (BuTChl), (Sigma Aldrich, Praha)

Dimethylsulfoxid p.a., (DMSO), (Sigma Aldrich, Praha)

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

Eserin (Sigma Aldrich, Praha)

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

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

4.3.3.2 Cinidla

Roztok 5mM DTNB
Roztok 10mM ATChl
Roztok 10mM BuTChl

4.3.3.3 Tlumivé roztoky (pufry)

100mM fosfatovy pufr - pH 7,4

4.3.3.4 Pristrojové vybaveni

Trepacka VWR standard analog shaker 1000, (VWR, Radnor, Pensylvania, USA)
Reader Synergy™ HT Multi. Detection Microplate Reader, (Biotek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

Program pro vyhodnoceni statistickych dat GraphPad Prism, (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, 2006)
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4.3.3.5 Rekombinantni enzymy

Enzymy pro tento test byly pfipraveny rekombinantni technologii na Katedre chemie
prirodovédeckeé fakulty Univerzity Hradec Kralové. Pro méreni se vyuZilo médium s obsahem
enzymu bud’ AChE nebo BuChE. Médium bylo rozpipetovano dle vypocitaného potiebného
mnozstvi k odpovidajicimu fedéni do Eppendorfovych zkumavek, zmraZeno a uchovavano pfi
teploté —22 °C. V ase potreby bylo médium obsahujici enzymy nafedéno 100mM fosfatovym
pufrem o pH 7,4.

4.3.3.6 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita enzym(, a tedy mnoZstvi potiebné k jejich fedéni bylo zjisténo experimentalnim
mérenim nasledujicim zplsobem. Do 6 jamek mikrotitracni desticky bylo postupné
napipetovano 8,3 ul nafedéného média prislusného enzymu v urcitém poméru s pufrem,
283 ul 5mM DTNB a 8,3 pl DMSO. Smés byla 1 minutu tfepana, inkubovana 5 minut v komore
readeru Synergy™ pfi teploté 37 °C a poté k ni bylo pfidano 33,3 pl roztoku substratu (10mMm
ATChl nebo 10mM BuTChl) v zavislosti na tom, jaky typ enzymu byl méren. Po 2 minutach byla
zmérena absorbance jejiz rozdil za 1 minutu slouzil pro dalsi ptipadnou Upravu poméru roztoka
médii a pufru, tak aby vysledny rozdil absorbance za 1 minutu byl pro AChE v rozmezi 0,08-0,15
a pro BuChE 0,18-0,20.

4.3.4 Stanoveni inhibicni aktivity

Ke stanoveni hodnoty inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam byla vyuZita Ellmanova
spektrofotometricka metoda za vyuziti 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) a ester
thiocholinu jako substratu. Acetylthiocholin jodid a butyrylthiocholin jodid byly zvoleny
z dGivodu stépeni prislusnymi cholinesterasami na odpovidajici kyselinu a thiocholin, ze kterého
se nasledné thiolova skupina vaze na DTNB za vzniku Zlutého produktu. Probéhlo méreni
narlstu absorbance za 1 minutu, ze kterého se pomoci vzorce stanovuje inhibicni aktivita.
Méreni bylo provedeno pfivinové délce 412 nm.

4.3.4.1 Stanoveni inhibicni aktivity alkaloidnich extraktt

Pro zjisténi inhibicni aktivity jednotlivych alkaloidnich extrakt( bylo provedeno screeningové
méreni, pfi kterém byly extrakty proméreny v koncentraci 50 pg/mlv DMSO. Do mikrotitraéni
desticky bylo postupné napipetovano 8,3 ul nafedéného enzymu, 283 pl 5mM DTNB a 8,3 pl

roztoku alkaloidniho extraktu (c = 50 pg/ml). Do slepého vzorku se misto extraktu pipetovalo
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stejné mnozZstvi DMSO. Smés byla poté 1 minutu tfepana a inkubovana 5 minut v komore
readeru pfi teploté 37 °C. Na zavér bylo pfidano 33,3 pl roztoku pfislusného substratu. Po 2
minutach byla zmérena absorbance jejiz rozdil za 1 minutu byl pouZit pro vypocet procenta
inhibi¢niho potencidlu daného extraktu. Celé méreni bylo provedeno v triplikatu 3x.

Vzorec pro vypocitani procent inhibice:

%I=100-(100x%)

% | — procento inhibice
AABL — narust absorbance slepého vzorku béhem 1 minuty
AASA — narGst absorbance méreného vzorku béhem 1 minuty

U alkaloidnich extraktt s inhibici vétsi nez 60 % byla nasledné stanovena hodnota ICso.
Extrakty byly méreny v koncentracich 500 — 50 — 5 — 0,5 — 0,05 pg/ml. Hodnota ICso byla
vypocitana za pomoci nelinedrni regrese v programu GraphPaD Prism porovnanim poklesu
inhibi¢nich aktivit vi¢i AChE, BUChE v zavislosti na koncentraci. Zjisténé hodnoty byly nasledné
porovnany s hodnotami referencnich latek galantaminu, eserinu a huperzinu A, zndmych

inhibitord cholinesteras.
4.3.5 Separace alkaloidti kultivaru Al-735 (MARY G. LIRETTE)
4.3.5.1 Mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii

e Jako nejvhodné;jsi mobilni faze byla vybrana smés To a DIE v poméru 90:10

4.3.5.2 Stacionarni faze pro tenkovrstvou chromatografii
e Nalévané sklenéné desky se silikagelem o rozmérech 15 x 15 cm
e Hlinikové desky TLC Silica gel 60r2s4 (Merck, Némecko)
4.3.5.3 Rostlinny material
o Alkaloidni extrakt ziskany z cibuli Narcissus cv. Mary G. Lirette
4.3.5.4 Izolace alkaloidii
Na zakladé predchozi GC/MS byl pro dalsi fytochemickou praci vybran extrakt AL-735. Tento

extrakt podle spektra obsahoval nejméné 7 alkaloidnich latek z nichZ byl nejvice zastoupen
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galanthin, ktery je vhodny pro pfipravu polosyntetickych derivat(. Izolace galanthinu byla
hlavnim dGvodem pro dalsi zpracovani tohoto extraktu.

K separaci jednotlivych alkaloid(i ze vzorku bylo nejprve nutné najit mobilni fazi (MF),
ve které dochazi k idealnimu rozdéleni alkaloidl. Jako nejvhodnéjsi se pomoci provedenych
analytickych tenkovrstvych chromatografii (TLC) jevila MF To:DIE v poméru 90:10. Poté
nasledovala samotna izolace pomoci preparativni TLC. Alkaloidni extrakt byl nejprve rozpustén
ve smési ethanolu a chloroformu a poté opatrné nanasen v mnozstvi priblizné 35 mg/deska
do vodorovné ¢ary ve vysce 1,5 cm na kazdou z 20 sklenénych desek se silikagelem. Tyto desky
byly nasledné umistény do komor nasycenych parami MF a nechaly se 2x vyvijet. Mezi
jednotlivymi vyvijenimi byly desky vzdy vysuseny. Po druhém vyvinuti byly chromatogramy
vysuseny a alkaloidy separovany na zdkladé viditelnosti pod UV lampou a postfikem
Dragendorffovym cinidlem. Jednotlivé zony se stejnym retencnim indexem byly vyskrabany
a poté byl vzorek ze silikagelu ziskan vymytim smési ethanolu a chloroformu filtraci pres vatu.
Filtrat byl odparen do sucha na vakuové odparce. Nékteré alkaloidy byly prekrystalizované
z roztoku chloroformu s pfidavkem ethanolu. Celkem z tohoto extraktu bylo separovano 7 zén
u nichZ se nasledné proved|la kontrolni analyticka tenkovrstva chromatografie (TLC) za detekce

pomoci Dragendorffova Cinidla pro zjisténi Gcinnosti separace alkaloidnich latek.

Obr. €. 35 — Kontrolni TLC, alkaloidy zvyraznény Dragendorfovym ¢inidlem
Cistota a identifikace jednotlivych alkaloid{i byla dale ovéfena pomoci GS-MS analyzy.
Cisté izolované latky byly nasledné podrobeny NMR analyze pro potvrzeni predpokladané

struktury. NMR spektra byla zméfena na Katedre organické a bioorganické chemie,
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Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy. Méfeni i naslednou interpretaci
provedl doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc. za vyuZiti spektrometru VNMR S500, ktery pracuje
pfi frekvenci 500 MHz pro 1H jadra a pfi frekvenci 125 MHz pro 13C jadra. Méreni probéhlo
pfi teploté 25 °C v roztocich CDCls. K ozarfovani i detekci signalu byla pouZita sonda OneNMR,
ktera je Sirokopasmovou dvoukanalovou gradientni sondou se schopnosti regulace teploty.
Chemické posuny & byly zméreny jako hodnoty pars per milion /ppm) a nepiimo vztazeny
k TMS (tetramethylsilanu) jako standardu pomoci zbytkového signdlu rozpoustédla. Pro CDCls
jsou hodnoty chemického posunu u atom( 1H & = 7,26 ppm, u atomt 13C & = 77,0 ppm. Data
ziskana mérenim jsou uvedena v nasledujicim poradi: chemicky posun & (ppm), integrovana
intenzita 1H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, dd = dublet dubletu,
ddd = dublet dubletu dubletu, td = triplet dubletu, m = multiplet, bs = Siroky singlet), integracni
konstanta J (Hz). Separované alkaloidy byly zvazeny a vahy byly zaznamendany do tabulky €. 5.

Tabulka €. 5 — hmotnosti jednotlivych separovanych alkaloid( vysledky GC/MS analyzy

. Hmotnost Predpokladana
Cislo podfrakce
alkaloidu [g] struktura dle GC/MS

1 0,1032 9-O-methylpseudolykorin
2 0,1037 Demethyllykoramin
N-demethylgalanthamin/
3 0,0468
Epi-nor-galanthamin
4 0,1499 Galanthin
5 0,0556 Pluvin
6 0,0687 Acetylpluvin
7 0,0637 ?

Opticka otacivost derivatl byla mérena v roztocich derivatd pomoci automatického
polarimetru. Méreni bylo provedeno v prostiredi methanolu pfi teploté 24 °C, pti koncentraci
méreného vzorku 0,1 g/100 ml a s délkou kyvety 0,5 dm. Pro kazdy vzorek bylo provedeno
celkem 5 méreni a z jejich prdmérné hodnoty byla nasledné vypocitana specificka otacivost

pomoci nize uvedeného vzorce:
100 - «
c -1

[adb
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o = namérena optickd otacivost [°]
t = teplota méreni [°C]

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

¢ = koncentrace méreného alkaloidu v roztoku [g/100 ml]

1= délka kyvety [dm]

Obr. €. 37 — Vykrystalizované alkaloidy vzorku AL-735
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5 Vysledky

5.1 Chromatogramy jednotlivych sumarnich extraktt

V této kapitole jsou uvedeny chromatogramy jednotlivych alkaloidnich sumarnich extrakt(
s uvedenim predpokladané identifikace alkaloid.
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Obr. €. 38 — Chromatogram vzorku AL-720
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Obr. €. 41 — Chromatogram vzorku AL-732
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Obr. €. 44 — Chromatogram vzorku AL-741
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5.2 Zastoupeni alkaloidd v jednotlivych kultivarech

V nésleduijici tabulce jsou uvedeny predpokladané alkaloidy dle GC/MS analyzy v jednotlivych

extraktech kultivarQ rodu Narcissus.

Tabulka €. 6 — Alkaloidy zjisténé v jednotlivych kultivarech

Zjistény alkaloid

Galanthamin
Norpluvin
Galanthin

Lykorin
9-0-methylpseudolykorin
Hyppeastrin
N-demethylgalanthamin
Narcissidin
Demethyllykoramin
Pluvin
Haemanthamin
Lykoramin
1-O-acetyl-10-norpluvin

Acetylpluvin
Assoanin

Narvedin

Nazev kultivaru + cislo vzorku

BANANA | GENTLE LAS LEMON | MARY G. | ORANGE PINK
SPLASH GIANT VEGAS BEAUTY | LIRETTE | PROGRESS | WONDER
AL-720 | AL-726 | AL-731 | AL-732 | AL-735 | AL-737 | AL-741

- + + + - + -

- + - + - - i,

+ + - + + + +

- + - + - + +

+ + + + + + +

- + - + - + +

+ - + + + - -

- + - + - - i,

+ + + - + + -

+ + + - + + +

+ + + - - + +

- + + - - + -

- + - - - - -

- + + - + + +

- + + - + + +

- - + - - + i,

5.3 Inhibicni aktivita jednotlivych alkaloidnich extraktd vaci

AChE, BuChE

V nasledujici  tabulce jsou uvedeny vysledky méreni inhibicnich aktivit vaci lidské

acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase sledovanych kultivarti rodu Narcissus. Zjisténé

hodnoty byly porovnany s referen¢nimi latkami.
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Tabulka €. 7 — Inhibi¢ni aktivity namérené u jednotlivych kultivar(

Cislo vzorku

AL-720
Al-726
AL-731
AL-732
AL-735
AL-737
AL-741
Referencni
latka
Galanthamin
HBr
Eserin
Huperzin A

Nazev kultivaru

BANANA SPLASH
GENTLE GIANT
LAS VEGAS
LEMON BEAUTY
MARY G. LIRETTE
ORANGE PROGRESS
PINK WONDER

AChE (%
inhibice) pri
[50 pg/ml]
78,08 + 1,04
76,62 £ 1,21
89,03+1,45
90,63 + 0,85
32,91+0,84
50,45+ 1,01
7,84 +£1,51

100

100
100

ICso AChE
ng/ml

8,50+ 0,50
11,76 £ 0,75
4,13 £ 0,28
4,19 £ 0,25
>25
>25
>25

0,74 £ 0,05

0,06 + 0,00
0,01 + 0,00

BuChE (%
inhibice) pri
[50 pg/ml]
39,35+0,51
21,20+ 1,05
43,73 £ 1,17
68,30+ 0,60
21,60+ 1,70
45,99 + 1,81
70,12 £ 1,35

100
100

ICso BuChE
pg/ml

>25
>25
>25
21,24 + 1,38
>25
>25
6,88 £ 0,40

12,41 £0,98
0,08 +0,03

5.4 Alkaloidy izolované z kultivaru AL-735 - Narcissus cv.

Mary G. Lirette

Na zakladé NMR analyzy byly ve vzorku Al-735 uréeny nasleduijici alkaloidy.
Podfrakce €. 2

Latka byla urcena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu demethyllykoramin

Sumarni vzorec: Ci6H21NO3

Molekulova hmotnost

Mr=275,348

MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 275 (M+, 75), 274 (100), 202 (10), 188 (19), 115 (14).
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NMR analyza

1"NMR (500 MHz, §, CDCls, 25 °C):

6.61 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-8), 6.51 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-7), 4.32 (1H, m, H-1), 4.04 (1H, m, H-3),
3.90 (1H, d, J = 15 Hz, H-6a), 3.80 (3H, s, OCH3), 3.54 (1H, d, J = 15 Hz, H-6), 3.12 (1H, t, H-12),
2.96 (1H,t, H-12), 2.4 (1H, d, J = 16 Hz, H-2), 1.4— 1.9 (1H, m, H-2), 1.4— 1.9 (2H, m, H-4), 1.4 —
1.9 (2H, m, H-4a), 1.4—1.9 (2H, m, H-11).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCl;, 25°C):

146.2 (C-9), 144.0 (C-10), 136.3 (C-10a), 129.1 (C-6a), 121.6 (C-7), 111.3 (C-8), 89.8 (C-1), 65.2
(C-3), 60.4 (C-6), 55.9 (OCH3), 54.1 (C-12), 46.7 (C-10b), 31.7 (C-4a), 31.5 (C-2), 27.6 (C-4), 23.9
(C-11).

Opticka otacivost

[a] =-40° (c =0,5; CHCls)

Podfrakce €. 3

Latka byla urcena jako alkaloid galanthaminového strukturniho typu N-demethylgalanthamin
= Epi-nor-galanthamin
Sumarni vzorec: C1gH,3NO4

OH

NH

Molekulova hmotnost

Mr =273,332

MS analyza

MS (El): m/z (%) = 273 (M+, 97), 272 (100), 230 (36), 202 (29), 174 (16), 115 (16).
NMR analyza

1" NMR (500 MHz, &, CDCls, 25 °C):
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6.68 (1H, d, J = 8 Hz, H-8), 6.62 (1H, d, J = 8 Hz, H-7), 6.05 (1H, d, J = 10.4 Hz, H-4), 5.98 (1H, d, J
= 10.4 Hz, H-4), 4.62 (1H, s, H-1), 4.15 (1H, m, H-3), 4.04 (1H, d, J = 15.6 Hz, H- 6B), 3.93 (1H, d, J
=15.6 Hz, H-6a), 3.84 (3H, s, OCH3), 3.38 (1H, dt, /= 14.7, 3.6 Hz, H- 123), 3.22 ( 1H, m, H-120)),
2.68 (1H, dd, J = 15.7, 3.5 Hz, H-2B), 2.04 (1H, ddd, J = 15.7, 5, 2.4 Hz, H-2a), 1.88 (1H, dt, J =
13.5,3.2 Hz, H-11a), 1.80 (1H, td, /= 13.5, 13.5, 3.6 Hz, H- 11B).

13C NMR (125 MHz, 8, CDCls, 25°C):

146.2 (C-9), 144.1 (C-10), 133.1 (C-10a), 132.1 (C-6a), 127.6 (C-4), 127.1 (C-4a), 120.9 (C- 7),
111.3(C-8), 88.4 (C-1), 61.9 (C-3), 55.9 (OCH3), 53.5 (C-6), 48.5 (C-10b), 46.8 (C-12), 39.7 (C-11),
29.9 (C-2).

Opticka otacivost

[a]? =-76° (c=0,1; MeOH)

Podfrakce €. 4

Latka byla urcena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu galanthin

Sumarni vzorec: C1sH23NO4

N

o)

Molekulova hmotnost

Mr=317,385

MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 317 (M+, 45), 268 (16), 243 (100), 242 (99), 162 (9), 125 (13), 110 (7).
NMR analyza

1"NMR (300 MHz, 6, CDCls, 25 °C)'°%:
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4.66 (br, H-1), 3.76 (m, H-2), 5.61 (br, H-3), 2.64 (m, 2H-4), 2.35 (g, J = 8.7 Hz, H-5a), 3.37 (M, H-
5B), 8.50 (d, J = 14 Hz, H-7a), 4.17 (d, J = 14 Hz, H-7B), 6.85 (s, H-8), 6.63 (s, H-11), 2.63 (m, H-
11b), 2.74 (d, /= 11,6, H-11c), 3.90 (s, C-10-OCH3), 3.85 (s, C-9 -OCH3), 3.52 (s, C-2 -OCH3).
13C NMR (125 MHz, 8, CDCl, 25°C)'*°:

147.8 (C-9), 147.6 (C-10), 143.9 (C-3a), 129.3 (C-7a), 126.6 (C-11a), 115.1 (C-3), 110.8 (C- 8),
108.0 (C-11), 81.0 (C-2), 68.3 (C-1), 60.9 (C-11c), 57.3 (OCH3), 56.6 (C-7), 56.0 (OCH3), 55.9
(OCH3), 53.8 (C-5), 41.5 (C-11b), 28.5 (C-4).

Opticka otacivost

[a]? =-56° (c =0,01; MeOH)

Podfrakce €. 6

Latka byla uréena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu acetylpluvin

Sumarni vzorec: C19H23NO4

Molekulova hmotnost

Mr=329,4

MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 329 (85), 328 (11), 270 (17), 269 (21), 268 (86), 254 (16), 252 (12), 243 (41),
242 (100).

NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls):

66.78 (1H, s, H13), 6.61 (1H, s, H10), 6.02 (1H, d, J=4.0 Hz, H1), 5.44-5.40 (1H, m, H3), 4.19 (1H,
d, J=13.6 Hz, H8), 3.86 (3H, s, OCH3), 3.85 (3H, s, OCH3), 3.58 (1H, d, J/=13.6 Hz, H8), 3.40-3.34
(1H, m, H6), 2.86-2.79 (1H, m, H16), 2.76-2.60 (4H, m, H2, H5, H15), 2.46-2.40 (1H, m, H6), 2.40-
2.33(1H, m, H2),1.91 (3H, s, CH3)
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13C NMR (125 MHz, CDCls):

§ 170.9 (CO), 147.5 (C11), 147-3 (C12), 139.4 (C4), 128.1 (C9), 126.4 (C14), 114.2 (C3), 110.1
(C10), 107.9 (C13), 66.1 (C1), 61.2 (C16), 56.4 (C8), 55.9 (OCH3), 5.8 (OCH3), 53.8 (C6), 43.4
(C15),33.4 (C2), 28.6 (C5), 21.3 (CH3)

Opticka otacivost

[a]? =-82,7° (c=0,08; CHCl:)
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6 Diskuze a zaveér

Alzheimerova choroba je zavazné celosvétové rozsirené neurodegenerativni onemocnéni,
které predstavuje nejéastéjsi pficinu demence a Umrti>*® Pfesné mechanismy
etiopatogeneze nejsou zatim zcela zndmy. Tuto nemoc charakterizuje Ubytek nervovych bunék
a mozkové tkané a mezi typické znaky, které se vyskytuji u tohoto onemocnéni, patfi tvorba
a ukladani AB, deficit acetylcholinu a neurofibrilarni shluky skladajici se z Tau proteinu.*
Onemocnéni je velmi zradné, protoZe se prvni pfiznaky mohou pfisuzovat obycejnému
starnuti. Pro pacienty s AN jsou typické vypadky paméti, na zacatku nemoci se objevuiji stavy
Uzkosti, deprese. Spousta nemocnych je bez jakékoli terapie, protoZe jim nemoc zatim nebyla
diagnostikovana. Na tuto nemoc bohuzel zatim neexistuje lék, AN se da pouze mirnit véasnym
prodlouzenim pocatecnich stadii. Symptomaticka Iécba je prevaziné smérovana na iAChE
aiBuChE. Intenzivni snahou mnoha vyzkumnych skupin je najit vhodné, ucinné, kvalitni
a bezpecné lécivé latky. Tato prace je zamérena na hledani potencidlnich inhibitord AChE
a BUChE mezi alkaloidy obsazenymi v rodu Narcissus z ¢eledi Amaryllidaceae.

Naplni této diplomové prace bylo pfipravit sumarni alkaloidni extrakty z cibuli 7
kultivar(i rodu Narcissus sp., konkrétné byly vyuzity kultivary Narcissus cv. Banana Splash,
Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv. Las Vegas, Narcissus cv. Lemon Beauty, Narcissus cv.
Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange Progress a Narcissus cv. Pink Wonder. Vyhodnoceni
predpokladaného sloZeni extrakt(i bylo provedeno pomoci GC-MS analyzy a porovnavani
spekter za vyuziti knihovny EI-MS spekter NIST 11 (National Institute of Standards and
Technology Library, USA) a souboru spekter latek, které jiz byly v minulosti v laboratofi
izolovany. V extraktech byl nalezen pravdépodobny vyskyt téchto 16 alkaloid( viz. tabulka €. 6:
galanthamin, narvedin, = N-demethylgalanthamin, lykoramin,  demethyllykoramin
(galanthaminovy strukturni typ), pluvin, acetylpluvin, norpluvin, 1-O-acetyl-10-norpluvin,
galanthin, lykorin, 9-O-methylpseudolykorin, narcissidin, assoanin (lykorinovy strukturni typ),
hippeastrin (homolykorinovy strukturni typ), haemanthamin (haemanthaminovy strukturni
typ). Ve vSech extraktech byla zjiSténa pritomnost alkaloidu 9-O-methylpseudolykorinu a
alkaloidy galanthin a pluvin se nachazely v 6 ze 7 mérenych extrakt(.

Inhibi¢ni aktivita vic¢i humanni acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase byla

zjistovana prostrednictvim Ellmanovy spektrofotometrické metody, DTNB a ester(
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thiocholinu. Namérené inhibicni aktivity kultivar(, které byly porovnany s referencnimi latkami
galanthaminem, eserinem a huperzinem A, jsou uvedeny vtabulce ¢.7. Pomérné vysoké
inhibi¢ni aktivity vici AChE byly naméreny u kultivart AL-720, AL-726 AL-731, AL-732, pficemz
nejvyssi procentudlni schopnost inhibovat AChE pri koncentraci 50 pug/ml byla namérena
u kultivar(i Lemon Beauty (AL-732) s 1C504,19 £ 0,25 a Las vegas (AL- 731) s ICs04,13 £ 0,28. Tyto
kultivary se pfiblizily hodnoté referencni latky galanthaminu HBr nejvice. Divodem byl
pravdépodobné obsah galanthaminu a N-demethylgalanthaminu. Tyto kultivary mohou
slouzit jako vhodny zdroj izolace galantaminu. U extraktd AL-735, AL-737, AL-741 byly
naméreny nizké inhibi¢ni aktivity v0c¢i AChE. Predpokladanym dlvodem je nepatrny
nebo zadny obsah latek alkaloidni povahy galantaminového typu. Nejvyssi procentudlni
schopnost inhibovat BuChE pfi koncentraci 50 pg/ml byla namérena u kultivaru Pink Wonder
(AL-741) slCsp 6,88 + 0,40, ve kterém byl zastoupen zejména galanthin. V mensi mire
se vtomto extraktu nachazel také B-krinanovy alkaloid haemanthamin, ktery je vyuZitelny
prosvé cytotoxické vlastnosti proti rozmanitému mnoizstvi rakovinnych bunécnych linii.
Kultivary AL-720, AL-726, AL-731 a AL-741 obsahovaly haemanthamin ve vy$Sim mnoZstvi a
mohly by tak slouzit jako zdroj tohoto alkaloidu, zatimco extrakty AL-720, AL-735 a AL-737 by
se mohly vyuZivat k izolaci alkaloidu galanthinu.

Pro dalsi fytochemickou praci byl na zakladé GC/MS analyzy vybran extrakt AL-735. Dle
spektra tento extrakt obsahoval nejméné 7 alkaloidnich latek, z nichZ byl nejvice zastoupen
pravé galanthin. Galanthin je diky své strukture s jednou volnou OH skupinou velmi vhodny
pro pripravu polosyntetickych derivatd. Potencidlni vyuziti tohoto kultivaru k izolaci galanthinu
byl hlavni diivod pro dalSi zpracovavani.

Inspiraci byly nize uvedené prace, ve kterych se tvorbou a ucinky derivat(i vytvorenych
ze struktury alkaloid( z celedi Amaryllidaceae zabyvala napf. R. Pefinovd, N. Maafi, J.
Kordbecny et. al.: Functionalized aromatic esters of the amaryllidaceae alkaloid
haemanthamine and their in vitro and in silico biological activity connected to Alzheimer’s
disease, ve které se ukdzalo, Ze nékteré aromatické estery odvozené ze struktury
hemanthaminového typu, vykazuji podle studii pomérné silnou inhibicni aktivitu vaci AChE
nebo BuChE. Zaroven bylo zkoumano, zda dokazi projit pres hematoencefalickou bariéru. Tato

schopnost je zcela nezbytna pro ucinek potencidlniho Ié¢iva. Aromatické estery odvozené
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od hemanthaminu lze povazZovat za zajimavé vychozi latky pro dalsi vyvoj IéCiv pouZzitelnych v
terapii AN.

Derivaty alkaloidu vittatinu se zabyvala prace Al Shammari L., D. Hulcové, J. Marikové
et. al.: Amaryllidaceae alkaloids from Hippeastrum X Hybridum cv. Ferrari, and preparation of
vittatine derivatives as potential ligands for Alzheimer’s disease. Urcité derivaty odvozené
od vittatinu, alkaloidu haemanthaminového typu, vykazuiji aktivitu v(i¢i AChE a BUChE. Napt.
11-O-(3-nitrobenzoyl)vittatin a 3-0-(2-chlorobenzoyl)vittatin dokazi prekonat
hematoencefalickou bariéru a dostat se do cilovych struktur v CNS. Ambellinem, alkaloidem
krininového strukturniho typu se zabyvala prace D. Liu, Z. Zhou, H. Liu: The theoretical total
synthesis of an aromatic esters of the crinane amaryllidaceae alkaloid ambelline, ve které
se ambellin ukazuje s velmi slibnymi biologickymi vlastnostmi a potencidlem v Ié¢bé AN.
Izolace alkaloid( z extraktu AL-735 probéhla za vyuZiti preparativni TLC. Analyza ziskanych
Cistych latek, k ovéreni jejich pfitomnosti, probéhla pomoci fyzikdlné-chemickych metod,
konkrétné byly alkaloidy podrobeny NMR analyze a méreni optické otacivosti polarimetrem.
Separované alkaloidy byly zvaZeny a vahy byly zaznamenany do tabulky ¢. 5. Z extraktu
se podarilo izolovat 4 Cisté alkaloidy, které byly identifikované jako alkaloid galanthaminového
strukturniho typu demethyllykoramin, alkaloid galanthaminového strukturniho typu
N-demethylgalanthamin = Epi-nor-galanthamin, alkaloid lykorinového strukturniho typu
galanthin, alkaloid lykorinového strukturniho typu acetylpluvin.

Zavér diplomové prace je takovy, Ze kultivary rodu Narcissus lze brat jako velmi bohaty
zdroj amarylkovitych alkaloidd, které se mohou vyuZit napr. k pripravé polosyntetickych
derivatl z nich odvozenych. Alkaloidy jsou cenné diky schopnosti plsobit riiznymi biologickymi
aktivitami napf. maji specifické ucinky proti rakovinotvornym burikdm, antimalarickou aktivitu,
antivirotickou aktivitu a nékteré plsobi jako iIAChE a BuChE. Kultivarlm rodu Narcissus

je vhodné se podrobnéji vénovat i v dalSich fytochemickych studiich.
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7 Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Ustav: Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky

Resitel: Zuzana R{Zi¢kova

Skolitel: PharmDr. Daniela Suchankova, Ph.D.

Nazev prace: Screening biologické aktivity rliznych druht rodu Narcissus sp. llI

Klicova slova: Narcissus sp., cibule, alkaloidni extrakty, GC/MS analyza, biologicka aktivita,
acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa

Alzheimerova nemoc je zdvaznym onemocnénim, které je hlavni pfi¢inou demence i smrti.
Onemocnéni je charakterizovano poklesem nervovych bunék a mozkové tkané. Pro pacienty
sAN je typickd ztrata paméti, v pocatcich i uzkostné stavy a deprese. Hlavni pric¢inu tvori
formace a ukladani B-amyloidu a deficit neurotransmiteru acetylcholinu. Na AN bohuZel zatim
neexistuje Zadny lék, da se pouze zmirnit prodlouzenim mirnych stadii nemoci. Lécba
je prevazné smérovana na inhibitory acetylcholinesterasy, aby byl eliminovdn nedostatek
acetylcholinu.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo ziskat sumarni alkaloidni extrakty z cibuli 7 kultivard
rodu Narcissus sp., které by mohly slouzit jako potencidlni zdroj latek pro 1é¢bu AN. Konkrétné
se jednalo o Narcissus cv. Banana Splash, Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv. Las Vegas,
Narcissus cv. Lemon Beauty, Narcissus cv. Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange Progress
a Narcissus cv. Pink Wonder. Vyskyt alkaloid v pripravenych extraktech byl nasledné
vyhodnocen pomoci GS/MS analyzy. U vSech extrakt(i byl dale stanoven inhibi¢ni potencial vici
lidskym cholinesterasam, kde nejzajimavé;jsi vysledky byly zaznamenany u kultivar( AL-731
a AL-732 pro inhibici AChE a u AL-741 pro inhibici BUChE. Na zakladé GC/MS analyzy byl dale
vybran kultivar AL-735 pro izolaci Cistych latek a zejména alkaloidu galanthinu, ktery ma
potencial pro pripravu polosyntetickych derivatd. Z tohoto extraktu se podafilo izolovat 4 Cisté
alkaloidy, které na zakladé NMR analyzy byly identifikované jako demethyllykoramin, epi-nor-

galanthamin, galanthin, acetylpluvin.
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8 Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department: Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical botany

Author: Zuzana Rizitkova

Supervisor: PharmDr. Daniela Suchankova, Ph.D.

Title of thesis: Screening of biological activity of various species of the genus Narcissus sp. |l

Key words: Narcissus sp., bulbs, alkaloidal extracts, GC/MS analysis, biological activity,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase

Alzheimer's disease is a severe disease that represents the most common cause of dementia
and death. The disease is characterized by a decrease off nerve cells and brain tissue.
For patients with Alzheimer’s disease, memory lapses are typical, at the beginning of the
disease states of anxiety and depression occur. The main cause is the formation and deposition
of B-amyloid and deficit of the neurotransmitter acetylcholine. Unfortunately, we do not know
how to cure the Alzheimer's disease, but we can significantly slow it down by prolonging
the mild stages of the disease. Treatment is mainly directed to AChE inhibitors to eliminate ACH
deficiency.

The main goal of this diploma thesis was to obtain summary alkaloid extracts from bulbs
of seven cultivars of the genus Narcissus sp., which could have been a potential source of
substances for the treatment of Alzheimer’s disease. Cultivars were specifically Narcissus cv.
Banana Splash, Narcissus cv. Gentle Giant, Narcissus cv. Las Vegas, Narcissus cv. Lemon Beauty,
Narcissus cv. Mary G. Lirette, Narcissus cv. Orange Progress a Narcissus cv. Pink Wonder. The
occurance of alkaloids in prepared extracts was subsequently evaluated by usinig GC-MS
analysis. Then the inhibitory activity against human cholinesterases was determined for all
extracts and the most interesting results were observed in cultivars AL-731 and AL-732 against
AChE and in cultivar AL-741 against BUChE. Based on GS/MS analysis, the cultivar AL-735 was
selected for the isolation of pure substances and especially alkaloid galanthamine, which has
the potential for the preparation of semi-synthetic derivates. From this extract managed to
isolate 4 pure alkaloids, which were identified as demethyllykoramine, epi-nor-galanthamine,

galanthine and acetylpluvine based on NMR analysis.
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