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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

22RV1 bunécna linie karcinomu prostaty

A2780 bunécna linie karcinomu vajecniku

A549 bunécna linie adenokarcinomu plic

AA Amaryllidaceae alkaloidy

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AD Alzheimerova choroba

AMPA (S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-izoxazolepropionové receptory
ApoE4 apolipoprotein E4

APP amyloidovy prekurzorovy protein

ARIA abnormality v zobrazovani souvisejici s amyloidem
ATP adenosintrifosfat

AB B-amyloid

BuChE butyrylcholinesterasa

Caco-2 bunécna linie kolorektalniho karcinomu

CAT cholinacetyltransferasa

CDK cyklin-dependentni kinasa

CEM bunécéna linie T-lymfoblast(

CNS centralni nervova soustava

Cv. kultivar

DR4 receptor smrti 4

DU145 bunécna linie karcinomu prostaty

EMA Evropska |ékova agentura

eEF1A translacni elongaéni faktor

FDA Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv

GC-MS plynovd chromatografie s hmotnostnim detektorem
GIT gastrointestinalni trakt

GSK-3pB glykogen synthasa kinasa 3
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Hela
HepG2
HL-60
HT-29
JURKAT
K562
LNCaP
MCF7
MDA-MB-231
Molt 4
MRC-5
N4OMT
NMDA
PAL
PANC-1
PC-3
PPAR
POP
PP2A
ROS
SAOS-2
SH-SY5Y
SW1573
T47D
TLC

WHO

bunécna linie adenokarcinomu délozniho cipku
bunécna linie jaterniho hepatocelularniho karcinomu
bunécna linie akutni promyelocytarni leukemie
bunécéna linie kolorektalniho karcinomu
bunécna linie akutni leukémie T lymfocytu
bunécna linie myeloidni leukemie

bunécna linie karcinomu prostaty

bunécna linie adenokarcinomu prsu

bunéc¢na linie adenokarcinomu prsu

bunécna linie akutni lymfoblastické leukemie
bunécna linie zdravych plicnich fibroblastu
norbelladin-4'-O-methyltransferasa
N-methyl-D-aspartatové receptory
fenylalaninamoniaklyasa

bunécna linie epitelidlniho karcinomu slinivky
bunécna linie karcinomu prostaty

agonisté receptoru aktivovaného peroxizomovym proliferatorem
prolyloligopeptidasa

protein fosfatasa 2A

reaktivni formy kysliku

bunécna linie osteosarkomu

bunécéna linie neuroblastomu

bunécéna linie karcinomu plic

bunécna linie karcinomu prsu

tenkovrstva chromatografie

Svétova zdravotnicka organizace



1 UvoD

Rostliny a ptirodni produkty maji dlouhou historii v [éCbé rdznych onemocnéni
a predstavuji neocenitelny zdroj latek s rdznorodymi chemickymi strukturami a biologickymi
ucinky. Tyto vlastnosti z latek ptirodniho plvodu cini dllezity zdroj inspirace pro vyvoj novych

léciv [1].

Rostliny produkuji Siroké spektrum latek, které jsou zodpovédné za jejich farmakologické
vlastnosti. Rostlinné metabolity jsou organické slouceniny, které lze rozdélit na primarni
a sekundarni [2]. Sekundarni metabolity jsou latky, které nejsou pro Zivot organismu nezbytné,
ale hraji roli v jeho interakci s okolim a podileji se na ochrané rostlin pred biotickymi nebo

abiotickymi stresy [3].

Jednou z nejvétSich skupin sekundarnich metabolitd jsou alkaloidy [4]. Ackoliv lidé
vyuzivaji rostliny obsahuijici alkaloidy jiz tisice let, prvni samostatné slouceniny odpovédné za
jejich ucinky byly izolovany a popsany az v 19. stoleti, kdy Friedrich Sertirner poprvé izoloval
morfin [5], [6]. Alkaloidy jsou nesmirné rozmanité z hlediska struktury a biologickych ucinka
[4]. Nékteré celedi rostlin, jako jsou napfiklad Papaveraceae, Ranunculaceae, Solanaceae

a Amaryllidaceae, jsou na alkaloidy obzvlasté bohaté [7].

Rostliny z dceledi Amaryllidaceae jsou znamé obsahem sloucenin, nazyvanych
Amaryllidaceae ¢i amarylkovité alkaloidy, které jsou zajimavé diky svym rozmanitym
biologickym vlastnostem, mezi néZ patfi antivirové, antimalarické, protinddorové

a anticholinesterasové ucinky [8].

Rod Narcissus L. je nejrozsitené;jsi z celedi Amaryllidaceae a zahrnuje pfiblizné 100 druhd
[9]. LéCebné vyuziti rznych druhl rodu Narcissus L. sahd aZ do starovéku. Slavni |ékati tohoto
obdobi, jako naptiklad Hippokrates z Kdsu nebo Pedanius Dioskorides, doporucovali narcisovy
olej jako lék proti rakoviné, zejména proti nadordm délohy [10]. VétSinu zastupcl rodu
Narcissus L. je mozné snadno kfiZit a tento pfistup se stal velmi populdrnim, v disledku ¢ehoz
bylo vyslechténo velké mnozstvi kultivovanych odrid pro okrasné ucely [9]. Kultivary narcisd
jsou v hojné mire komercné dostupné, coz umoziuje jejich vyuzZiti k izolaci biologicky aktivnich

latek, zejména alkaloidl [11].
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Rod Narcissus L. rovnéz poskytl jako prvni zdroj homolykorinovych alkaloidu, jejichz
unikatni strukturni usporadani cini tyto slouceniny atraktivnimi pro vyzkum novych

protinadorovych léciv [12].

Od izolace lykorinu z N. pseudonarcissus L. v roce 1877 bylo z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae
izolovano vice nez 500 alkaloid(i. Mezi témito alkaloidy je nejvyznamnéjsi galanthamin, ktery

je schvalen pro farmakologickou lé¢bu Alzheimerovy choroby (AD) [8].

AD je celosvétové nejrozSifenéjsi neurodegenerativni onemocnéni s komplexni etiologii
a mnohostrannou patofyziologii [9]. V ramci této prace je diskutovano nékolik hypotéz, které
se podileji na vzniku tohoto onemocnéni. Stale rostouci pocet pacientll s AD zdUraznuje

nutnost hledani novych terapeutickych moznosti [9].

Tato diplomova préace se zabyva izolaci alkaloid( z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton
a posouzenim biologickych aktivit izolovanych slouéenin ve spojitosti s potencidlni 1é¢bou

neurodegenerativnich ¢i onkologickych onemocnéni.
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2 CiL DIPLOMOVE PRACE

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Vypracovani odborné reserse dle zadani Skolitele.

Zpracovani zadané frakce za ucelem izolace alespon dvou alkaloid( v ¢istém stavu.
Strukturni identifikace izolovanych a ptipravenych latek (MS, NMR apod. analyzy).
Zpracovani vsech ziskanych vysledkd, jejich analyza a vyhodnoceni.

Sepsani a odevzdani diplomové prace.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Sekundarni metabolity

V rostlinach se nachdzi fada obsahovych latek. Mimo primarni metabolity, které jsou
klicové pro zivot organismu a podileji se pfimo na rastu, vyzivé, fotosyntéze a dychani, mizeme
v rostlindch nalézt i sekundarni metabolity. Tyto metabolity nejsou nezbytné pro Zivot
organismu, ale zastavaji funkce, které v dlouhodobém hledisku pomahaji organismu v preziti.
Sekunddrni metabolity jsou strukturné i biologicky velmi rozmanita skupina latek, které mohou

byt produkovany nejen rostlinami, ale i bakteriemi, houbami ¢i Zivocichy [13].

Funkce sekundarnich metabolitll je riznoroda. Ochranuji organismus pred byloZzravymi
zivocCichy, hmyzem, bakteriemi ¢i Skodlivymi houbami. Zaroven ochranuji rostlinu pred
nepfiznivymi podminkami jako je teplota, vlhkost Ci svétlo. Pro mnoho organismu jsou
sekundarni metabolity, jako napftiklad alkaloidy ¢i kyanogenni glykosidy, toxické. Rostliny této

toxicity vyuzivaji ve svlj prospéch [3].

Sekundarni metabolity nemusi mit pouze ochrannou funkci. Mohou plnit signalni funkci,
kdy slouZi jako atraktanty pro opylovace a pfispivaji tim k opyleni ¢i roznaseni semen.
Prikladem mohou byt barevné anthokyany, karotenoidy ¢i vonné monoterpeny [14]. Je mozné
se setkat se sloué¢eninami, které zastavaji funkci jak obrannou, tak signdlni. Pfikladem mohou
byt anthokyanova barviva, ktera lakaji opylovace a zaroven plsobi jako antioxidanty, jez
zmirnuji fotooxidacni poskozeni listl tim, Ze vychytavaji volné radikaly a reaktivni formy kysliku

(ROS) [14], [15].

Metabolity mohou byt vrostlindch obsazeny vaktivni nebo neaktivni formé.
V druhém pfipadé prechazeji z neaktivni na aktivni formu az po vzniklém poranéni, nebo

dokonce mohou vznikat de novo — napft. fytoalexiny [16].

Nékteré sekundarni metabolity nejsou koneénymi produkty metabolismu a mohou byt
dale vyuzity v biogenetickych procesech. Prikladem mohou byt iridoidni monoterpeny, které
jednak mohou byt findini produkt metabolismu anebo mohou vstupovat do biosyntézy
alkaloidl a stat se soucasti alkaloidni struktury, jako je tomu tak napftiklad u ajmalinu ci

ibogainu [14].
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Sekundarni metabolity mohou byt kofenovym systémem ve formeé exudatu vylucovany do
rhizosféry. V exudatu byla popsana napftiklad pfitomnost fytoalexin(, jejichZ funkci je ochrana
rostlin pred stresem, nebo fytoanticipiny, které plisobi antimikrobidlné. Pomoci vylu¢ovaného
exudatu mohou rostliny ovliviiovat pldni okoli. Metabolity, které se vyskytuji v exudatu, maji
vliv na chemické reakce, jez probihaji vpladé, a na organismy Zijici v blizkosti korend.

Vylucované latky tak pomahaji rostliné v boji proti patogentim nebo napomadhaiji ke komunikaci

s okolim, ¢imz hraji dalezitou roli v mezidruhové kompetici [17].

Produkce sekundarnich metabolitli mlze byt ovlivnéna prostfedim, ve kterém se rostlina
vyskytuje. Mnoho stresovych podminek, jako je napfiklad poranéni, teplota, vlihkost nebo
intenzita zareni, indukuje produkci sekundarnich metabolitd [4]. UV zafeni je dalsim z faktord,
ktery mlze stimulovat produkci téchto metabolitl. Tento jev byl studovan u bunéénych kultur
rostliny Catharanthus roseus (L.) G. Don, jez byly ozatovany UV-B zarenim, pficemz reakci bylo

zvySeni produkce metabolitl, a to konkrétné catharanthinu a vindolinu [18].

U viceletych druhl rostlin nalezneme sekunddrni metabolity prevainé v cibulich,
kofenech, oddencich ¢i ve stoncich. Biosyntéza vétSinou probihd pouze v jednom orgéanu, ale

sekundarni metabolity Ize detekovat i v dalSich rostlinnych tkanich [3].

Vyznam sekundarnich metabolitl je komplexni a pfispivd k plnohodnotnému Zivotu

rostlin [14].

3.2 Alkaloidy

Alkaloidy predstavuji jednu z nejvétSich a nejrozmanitéjSich skupin sekundarnich
metabolitll [5]. Zahrnuji pres 12 000 prirodnich produktl [19]. | presto, Ze rostliny obsahujici
alkaloidy pouziva lidstvo nékolik tisic let, byly prvni z téchto biologicky aktivnich sloucenin

poprvé charakterizovany a izolovany az v 19. stoleti [5].

Navzdory své strukturni rozmanitosti maji alkaloidy nékolik spolecnych chemickych
a fyzikalnich vlastnosti. Jsou to nizkomolekularni latky, které se wvyznacuji bazickym
charakterem. Hlavnim spole¢nym znakem je pfitomnost jednoho ¢i vice atomU dusiku [4], [20].
Dusik se muzZe vyskytovat ve formé primarniho, sekundarniho ¢i terciarniho aminu [20].
Nékteré alkaloidy obsahuji kvarterni atom dusiku [21]. Casto byva dusik sou¢asti heterocyklu,

ovsem ne vzdy tomu tak je [20].
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Diky pritomnosti dusiku jsou alkaloidy bazické. Bazicitu ovliviiuje i umisténi dalSich
funkcnich skupin v molekule. Vétsina alkaloidd jsou pevné, krystalické Iatky. Existuji i alkaloidy
vyskytujici se v kapalné formé jako napfiklad koniin ¢i nikotin. Kapalné formy vétSinou
postradaji ve své strukture kyslik. Diky svému zasaditému charakteru mohou alkaloidy tvofit
soli s mineralnimi ¢i organickymi kyselinami. V rostlindch se mohou alkaloidy vyskytovat bud’
ve volném stavu, jako soli nebo jako N-oxidy. Alkaloidy jsou nerozpustné ve vodé a vice ¢i méné
rozpustné v organickych rozpoustédlech, kdezto jejich soli jsou naopak ve vodé rozpustné

a v organickych rozpoustédlech nerozpustné [5].

Hlavni funkce alkaloidi je pfipisovana ochrané pred byloZravci. Po poziti mohou alkaloidy
ovlivnit rizné metabolické drahy. Mechanismus toxicity se mizZe mezi jednotlivymi alkaloidy
lisSit. Mohou pUsobit ovlivnénim fyziologickych procesu, inhibici syntézy DNA ¢i mohou ovlivnit
nervovy systém. Toxickych vlastnosti, které Ize pozorovat pfi obranném mechanismu rostlin,
se da vyuzit i pfi vyzkumu novych léciv. Specifické toxicity muzZe byt vyuzivano v boji proti

uréitym typlm nadorovych bunék [4].

Alkaloidy maji atom dusiku, ktery pfijima proton, a jeden ¢i vice atomU aminového vodiku,
jez proton daruji. Diky tomu mohou vytvaret vodikové vazby s enzymy Ci se vazat na receptory.
To spolec¢né s ¢astou pritomnosti dalSich funkénich skupin, které maji rovnéz proton akceptujici
¢i proton donorujici vlastnosti, vysvétluje biologickou aktivitu alkaloidd [20]. Biologicka aktivita
alkaloidl je pestra. Vykazuji Siroké spektrum farmakologickych Gcinki — od analgetickych,
antioxidacnich, antihypertenznich, antiemetickych az po protinddorové, imunomodulaéni i
antivirové [5], [20].

Na druhou stranu, alkaloidy mohou byt pro lidi i vysoce toxické. Bylo zaznamenano nékolik
pfipad( otrav alkaloidy u lidi. Toxické ucinky vykazuji napfiklad tropanové alkaloidy jako
atropin, hyoscyamin ¢i skopolamin [22], [23]. Maji silné anticholinergni Gcinky a funguiji jako
kompetitivni antagonisté acetylcholinu (ACh) na muskarinovych receptorech [24]. Pti intoxikaci
tropanovymi alkaloidy dochazi k zvyseni dechové a srdecni frekvence, mydridze, suchosti
v Ustech, prdjmu, nastdva zmatenost, halucinace, kiece a v tézkych pripadech smrt v dlsledku

respiraéniho selhani [25].

Mezi dalsi skupinu alkaloidl, které vykazuji toxicitu, patfi piperidinové alkaloidy. Znama
rostlina Conium maculatum L. obsahuje nékolik piperidinovych alkaloidl jako je koniin,

y-konicein a N-methylkoniin. Tyto alkaloidy zpUsobuji paralyzu svalstva v dlsledku blokady

15



nervosvalovych spojl. Akutni intoxikace se projevuje svalovou slabosti, tachykardii az dmrtim

zplUsobenym respiracnim selhanim [24], [25].

Pyrrolizidinové alkaloidy byly identifikovany jako hepatotoxické a karcinogenni. Divodem
jsou jaterni oxidasy savcl. Tyto enzymy preménuji pyrrolizidinové alkaloidy na reaktivni
pyrrolové struktury, které alkyluji nukleové kyseliny a proteiny [20]. V neposledni rfadé lze
zminit skupinu namelovych alkaloid(, které stoji za otravou mnoha lidi ve stfedovéku [26].
Dalsimi priklady toxickych alkaloid( jsou napfiklad kardiotoxicky akonitin, enterotoxicky lykorin

¢i neurotoxicky strychnin [20].

Alkaloidy byvaji zneuZivany i jako rekreacni drogy. Typickymi zastupci jsou nikotin, kokain

¢i psilocybin [7].

Alkaloidy jsou rozmanité slouceniny, a to jak svym botanickym plvodem, strukturou,
farmakologickym ucéinkem tak i biochemickym plvodem [27]. Existuji rlzné klasifikacni
systémy. Mlzeme je klasifikovat dle jejich biosyntetické cesty, chemické struktury Cci
taxonomické skupiny [28]. Lze je rozdélit do tfi skupin podle jejich biosyntetického plvodu —

pravé alkaloidy, protoalkaloidy a pseudoalkaloidy [27].

Biosyntéza pravych alkaloidl vychazi zaminokyselin a dusik maji vazany v heterocyklu.
NejcastéjSi prekurzorové aminokyseliny jsou napftiklad L-tyrosin, L-fenylalanin, L-ornitin,

L-histidin ¢i L-lysin [27]. Pfikladem pravych alkaloidl je nikotin ¢i morfin [29].

Protoalkaloidy maji rovnéz ve své molekule dusik, ktery pochazi z aminokyselin, ale neni
soucasti heterocyklu. L-tryptofan a L-tyrosin patfi mezi hlavni prekurzory tohoto typu alkaloid(

[27]. Jako zastupce protoalkaloid(i Ize uvést napftiklad efedrin ¢i meskalin [19].

Pseudoalkaloidy obsahuji heterocyklicky kruh s dusikem, ale nejsou odvozeny od
aminokyselin [19]. Typickymi zastupci pseudoalkaloid(l jsou napfiklad purinové alkaloidy —

kofein, theobromin ¢i theofylin [19], [27].

Dale muzZeme alkaloidy klasifikovat na zakladé struktury kruhu, a to napfiklad na
tropanové, purinové, pyrrolizidinové, piperidinové, chinolinové, isochinolinové, indolové,
imidazolové [27]. Mezi Celedé bohaté na alkaloidy patfi zejména Amaryllidaceae, Annonaceae,

Apocynaceae, Berberidaceae, Boraginaceae, Fabaceae, Gnetaceae, Lauraceae, Liliaceae,
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Loganiaceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Papaveraceae, Piperaceae, Ranunculaceae,

Rubiaceae, Rutaceae a Solanaceae [27].

3.3 Celed Amaryllidaceae

Celed Amaryllidaceae zahrnuje pFiblizné 85 rod( a 1100 druh rostlin [30]. Do této Celedi
spadaji znamé rody jako napfiklad Narcissus L., Galanthus L., Leucojum L., Crinum L., Ci
Amaryllis L. [14]. Typicky vyskyt této celedi je zejména v tropickych a subtropickych oblastech
Jizni Afriky a Jizni Ameriky. V Ceské republice nalezneme nejéastéji zastupce narcist, snéZenek
Ci bleduli [31]. SnéZenka podsnéZnik (Galanthus nivalis L.) a bledule jarni (Leucojum vernum L.)

jsou v Ceské republice chranéné zakonem [14], [32].

Rostliny této Celedi jsou hojné péstovany jako okrasné rostliny pro své krasné kvéty [33].
Tvofi tak dllezitou ¢ast kvétinového pramyslu [34]. Kromé okrasného vyuZiti se rostliny z celedi

YT

nadoru délohy byl olej z Narcissus poeticus L. pouZivan jiz ve 4. stoleti pt.n.l. [31].

Spolecny znak, ktery doprovazi tuto celed,, je vyskyt typickych alkaloid(. Tyto alkaloidy jsou
oznacovany jako Amaryllidaceae alkaloidy (AA). AA jsou rozmanitou skupinou isochinolinovych
alkaloidll, produkovanych vyhradné rostlinami z ¢eledi Amaryllidaceae [35]. Doposud bylo
z rostlin Amaryllidaceae izolovano pres 600 strukturné rozlisnych alkaloidt [30]. Od roku 1877,
kdy byl izolovan z Narcissus pseudonarcissus L. alkaloid lykorin, doslo k vyznamnému rozvoji

ve vyzkumu obsahovych latek rostlin z této ¢eledi [36].

Pfitomnost AA je zodpovédna za rozmanitou biologickou aktivitu, kterou se rostliny z této
Celedi vyznaluji. Lze uvést aktivity, jako napfiklad protinadorovou, antibakterialni,
antioxidacni, antiparazitickou, antifungalni, protizanétlivou nebo i inhibi¢ni aktivitu vaci

cholinesterasam. [34].

Mezi nejznaméjsi alkaloid ziskdvany z této Celedi patfi galanthamin. PGvodné byl izolovan
z Galanthus woronowii Losinsk., ale Ize jej v majoritnim zastoupeni nalézt i v dalSich rostlinach
této Celedi. Jedna se o reverzibilni kompetitivni inhibitor acetylcholinesterasy (AChE), ktery se
zaroven vaze na alosterickd mista nikotinovych receptorl, ¢imZ zvySuje dostupnost ACh.
Galanthamin byl v roce 2001 schvéalen FDA pro l1é¢bu Alzheimerovy choroby [35]. V navaznosti

na uspésnost galanthaminu je ¢eled Amaryllidaceae dlouhodobé intenzivné zkoumana jako
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potencialni zdroj novych inhibitord AChE. Bylo jiz objeveno vice zastupcl AA s vyznamnou
inhibi¢ni aktivitou vici AChE, ale Zadny nebyl schvalen pro klinické studie. DalSim nadéjnym
alkaloidem této celedi je naptiklad lykorin, ktery se vyznacuje silnou protindadorovou aktivitou.

Jeho $patna rozpustnost ve vodé ovsem limituje klinické pouZiti [30].

Mimo alkaloidy je moZné v taxonech ¢eledi Amaryllidaceae nalézt i dalSi obsahové latky,
jako jsou chalkony, flavonoidy, lektiny, lignany, peptidy a terpenoidy. V této celedi oviem

nenalezneme steroidni saponiny [34].

Rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae stdle predstavuji zdroj zajimavych latek, zejména jiz
zmifiovanych alkaloiddl. Celed je i nadale na vzestupu, a to i kvili neustalému $lechténi novych
kultivart. Budouci vyzkum by mél byt vénovan minoritnim alkaloidnim slozkdm, mezi nimiz je
vySSi Sance na objeveni novych struktur. Také je do budoucna moznost pokrocit k vyuzivani
stale citlivéjsSich detekénich metod jako UPLC-MS/MS a UPLC-NMR. Existuji urcité obavy
ohledné udrzitelnosti zastupch celedi Amaryllidaceae, zejména kvali ztraté prirozeného

prostiedi v dasledku urbanizace a zmén v krajiné [30], [34].

3.3.1 Biosyntéza Amaryllidaceae alkaloidu

AA jsou odvozeny od aromatickych aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu, z kterych
nasledné vznika spolecny prekurzor 4'-O-methylnorbelladin [37]. Aromatické aminokyseliny
pochdzeji z primarniho metabolismu a jsou syntetizovany prostfednictvim Sikimatové drahy
[38]. Fenylalanin je pomoci fenylalaninamoniaklyasy (PAL) preménovdan na kyselinu skoficovou,
zatimco tyrosin je dekarboxylovan tyrosindekarboxylasou za vzniku tyraminu. Kyselina
skoticova se dale rozklada za vzniku protokatechového aldehydu (3,4-dihydroxybenzaldehyd)
a jeho kondenzaci s tyraminem vznika meziprodukt Schiffovy baze, ktery po redukci vede ke
vzniku norbelladinu. Norbelladin je methylovdn na 4'-O-methylnorbelladin. Reakce je
katalyzovdna pomoci norbelladin-4'-O-methyltransferasy (NAOMT). 4'-O-methylnorbelladin je

klicovy meziprodukt, ktery je vychozim bodem komplexni biosyntetické drahy [37], [38], [39].

Dalsim krokem je cyklizace C-C fenolové vazby 4'-O-methylnorbelladinu, kterd muze
probihat tfemi alternativnimi zplsoby. MUZe dochdzet ke spojeni para-ortho’ vedouci
k alkaloidim galanthaminového typu; ortho-para' fenolové spojeni, které vede k alkaloidim
lykorinového a lykoreninového typu; a para-para' spojeni vedouci k alkaloiddm krininového,

narciklasinového, tazettinového a montaninového typu [38]. Tyto struktury jsou dale chemicky
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modifikovany prostiednictvim hydroxyla¢nich, oxidacnich, redukénich, methylacnich

a demethylacénich reakci, ¢imZz vznika rozmanité spektrum alkaloidl rlznych strukturnich

typu [39].

Spojeni fenolovych kruh( k vytvoreni klicovych meziprodukt(i zahrnuje odstranéni vodiku
z fenolu, po némZ nasleduje delokalizace neparového elektronu pres rezonancni formy, kde je
volny elektron rozptylen v ortho a para pozicich vzhledem k plvodnimu kysliku. Fenolové
radikaly vzniklé timto zplUsobem jsou stabilizovany spojenim s dalSimi radikaly a spojenim dvou
téchto rezonancnich struktur v rdznych kombinacich vznika fada dimernich systéma [38].

Pribéh biosyntézy je zobrazen na obrazku 1.

NH; HO
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COOH H,N

L-fenylalanin L-tyrosin
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Obrézek 1: Zobrazeni biosyntézy AA [36], [37].
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Jak jiz bylo dokazano galanthaminem, ktery je komerc¢né vyuzivan pro lécbu Alzheimerovy
choroby, maji AA velky farmaceuticky potencial. Rostliny celedi Amaryllidaceae vykazuji
specifické sloZeni alkaloidd a obvykle se u nich vyskytuji majoritni a minoritni typy alkaloidd.
Specifické slozeni alkaloid( u rlznych druh( této celedi je pravdépodobné dano disledkem
rozdild na Urovni exprese a substratové specificnosti zicastnénych biosyntetickych enzyma.
Velkoprodukce téchto alkaloid( je nadkladna a ekologicky naro¢nd, proto existuji rostlinné
technologie in vitro, jako napriklad bunécné ¢i tkanové kultury nebo genetické inZzenyrstvi,
které jsou perspektivnimi alternativami. Pro rozvoj téchto metod je nezbytné dikladnéjsi
pochopeni biosyntetickych drah AA [38]. Biosyntézou dochazi ke vzniku nékolika zakladnich

strukturnich typ(. Priklad hlavnich strukturnich typu je uveden na obrazku 2.

HO
HO
T
HO

norbelladinovy

OMe

tazettinovy montaninovy galanthaminovy

Obrazek 2: Vybrané strukturni typy alkaloidd z ¢eledi Amaryllidaceae [36].

3.3.2 Narcissus L.

Rod Narcissus L., je vyznamny rod Celedi Amaryllidaceae. Zahrnuje zhruba 100 druhd. Jak
jiz bylo zminéno vyse, vétsina zastupcu Celedi Amaryllidaceae roste predevsim v tropech
a subtropech, nicméné vyskyt rodu Narcissus L. je soustfedény prevdiné v severni Africe,

sttedomoti a jihozdpadni Evropé [40].
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Zastupci tohoto rodu byli v historii pouzivani v tradi¢ni mediciné a lidovém |écCitelstvi. Olej
vyrabény z Narcissus L. byl pouzivan pfi lé¢bé nador( délohy. Arabové vyuzivali tento olej pfi
alopecii ¢i jako afrodiziakum. Dale byl Narcissus L. doporucovan pfi |écbé ran, ztuhlych

a bolestivych kloubl nebo namoZenych slach [36].

U tohoto rodu je ¢asto moZné se setkat s hybridizaci. Timto zplsobem bylo vyslechténo
velké mnozstvi kultivar(, pricemz Mezindrodni registr narcist skyta pres 27 000 jmen kultivard
rodu Narcissus L. [41]. Ve vétsiné pripadl jsou vznikajici kultivary vétsi a robustnéjsi nez jejich
rodicovské rostliny [36]. Mimo okrasné ucely jsou nékteré kultivary i bohatym zdrojem AA.
Vybrané kultivary jsou vyhodné pro komercni produkci alkaloid(, protoZe jsou dostupné ve
velkém méritku. Kultivar Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton je péstovan pro komercni
extrakci galanthaminu, a to kvali vysoké koncentraci tohoto alkaloidu v cibulich, velkym

rozmérim cibuli a snadné dostupnosti [40].

Z rostlin rodu Narcissus L. bylo izolovano pres 100 alkaloid( rGznych strukturnich typu.

Nejcastéji zastoupené jsou alkaloidy lykorinového ¢i homolykorinového typu [42].

Narcisy jsou na jafe kvetouci rostliny s podzemni cibuli. Jejich Zivotni cyklus zahrnuje
obdobi letniho klidu cibuli, které nastdva po opadu listll. Dormance umoziuje zachovani

vlhkosti, zasob sacharidli a sekundarnich metabolitl [43].

3.3.3 Narcissus pseudonarcissus L.

Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace Narcissus pseudonarcissus L. [44]

Rise Plantae (rostliny)

Kmen Magnoliophyta (krytosemenné)

Trida Liliopsida (jednodélozné)

Rad Asparagales (chrestotvaré)

Celed Amaryllidaceae (amarylkovité)

Podceled Amaryllidoideae (amarylkové)

Rod Narcissus L. (narcis)

Druh Narcissus pseudonarcissus L. (narcis Zluty)

Narcissus pseudonarcissus L., ¢asto nazyvany jako ,divoky narcis, je jednim ze znamych

Siroce rozsirenych volné rostoucich druhl rodu Narcissus L. Kromé okrasného vyznamu jsou
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rostliny N. pseudonarcissus L. zajimavé i kvlli pfitomnosti obsahovych latek, a to zejména
alkaloidu lykorinového, homolykorinového, galanthaminového, tazettinového
a haemanthaminového typu [45]. Zastoupeni strukturnich typG alkaloidl v Narcissus
pseudonarcissus L. je zobrazeno na obrazku 3. Alkaloidy izolované z N. pseudonarcissus L. se
nejcastéji vyskytuji ve formé terciarnich bazi. Existuji ale pfipady, kdy byly nalezeny ve formé
kvarternich bazi, dimer( ¢i N-oxid(. Kromé alkaloidd mUZeme v N. pseudonarcissus L. nalézt

i dalsi latky jako napftiklad flavonoidy, fenolické Iatky, terpenoidy ¢i tékavé slouceniny [45].

Zastoupeni strukturnich typa alkaloid( v
Narcissus pseudonarcissus L.
Lykorinovy typ

10,53% Homolykorinovy typ
22,38%

Galanthaminovy typ
Haemanthaminovy typ

5,26% Tazzetinovy typ

5,26% Narciklasinovy typ

18,42% m Belladinovy typ

11,84% H Kriniovy typ

17.11% Ostatni

Obrazek 3: Zastoupeni strukturnich typl alkaloid( v Narcissus pseudonarcissus L. [45].

Botanicky se rostliny druhu Narcissus pseudonarcissus L. (obrazek 4) skladaji z vejcitych
cibuli s vnéjSimi hnédymi blanitymi Supinami, které nesou paskovité, vzpfimené, uzké
a oboustranné soumérné listy. Maji mirné Sedozelenou barvu a tupou $picku. Cibule tohoto
druhu vykvétaji podle odridy obvykle na pocatku Ci uprostfed jara a vytvareji pohdrkovité,
oboupohlavné kvéty, které jsou neseny na vzpfimeném stvolu. Kvéty poharkovitého tvaru jsou
se svétle Zlutym okvétim a tmavsi stfedni trubkou, zatimco jejich pakorunka je sytéji zluta.

Plodem je obvejcita, kulaté trojhranna tobolka obsahujici mala ¢ernd semena [45], [46].
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Narcistus Pseudonarcisfus

Ll cdihte ¢ ‘f.z;;‘v'/ﬂ

Obrazek 4: Narcissus pseudonarcissus L. [47]

3.3.4 Alkaloidy homolykorinového strukturniho typu

Jeden z hlavnich strukturnich typl AA, ktery se v Narcissus pseudonarcissus L. vyskytuje,
je typ homolykorinovy. Tento typ alkaloidi nebyl zaznamenan u nékterych kmenl celedi
Amaryllidaceae jako naptiklad u Hemantheae nebo Amaryllideae, coz zdlraznuje jejich
pfitomnost jako charakteristicky chemotaxonomicky rys kmene Narcisseae [36]. Nékteré
alkaloidy homolykorinového typu, jako 6-0-ethyllykorenin nebo
8-0-demethyl-6-0O-methyllykorenin, byly dokonce poprvé zaznamenany v Narcissus

pseudonarcissus L. [45].

Homolykorinové alkaloidy se vyznacuiji tetracyklickym 2-benzopyrano-[3,4-g] indolovym
skeletem. Pres ortho-para’fenolovou oxidativni vazbu 4'-O-methylnorbelladinu vznika
lykorinovy typ, zkterého se nasledné restrukturalizaci tvofi typ homolykorinovy.
Tetrahydromasonin (14) je vyjimecny tim, Zze v jeho struktufe dochdzi k otevreni

tetrahydropyranového kruhu B [45].

Obecné mizeme homolykorinové alkaloidy rozdélit do dvou skupin, a to v zavislosti na
nasyceni vazby C3-C4. Vétsina ma pritomnou dvojnou vazbu C3-C4 a vykazuje cis-B/C kruhové

spojeni [48].
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Z N. pseudonarcissus L. bylo izolovano 14 strukturné rozmanitych alkaloid(
homolykorinového typu (obrdzek 5). Z chemického hlediska se tyto alkaloidy
s homolykorinovym skeletem vyskytuji bud’ jako laktony (napt. hippeastrin, homolykorin,
8-0-demethylhomolykorin, 9-O-demethylhomolykorin, masonin a normasonin), hemiacetaly
(napt. lykorenin, odulin) nebo cyklické etherové alkaloidy (napf. eugenin,
6-0-methyllykorenin, 6-O-ethyllykorenin, 6-O-ethylodulin). VSichni zastupci homolykorinovych
alkaloidt ziskanych z N. pseudonarcissus L. jsou terciarni baze, ovSem s vyjimkou normasoninu,

ktery obsahuje sekundarni aminoskupinu [45].

1) Eugenin

2) Hippeastrin

3) Homolykorin

4) 8-O-Demethylhomolykorin

5) 9-O-Demethylhomolykorin

6) Lykorenin

7) 6-O-Methyllykorenin

8) 6-0O-Ethyllykorenin

9) 8-0O-Demethyl-6-O-Methyllykorenin
10) Masonin

11) Normasonin

12) Odulin

13) 6-O-Methylodulin

—N
T
O |
L
o)

1) R1:R6:Me, R2:R3:R5:H, R4:OEt

2) R1+R2:CH2’ R3+R4:O, R5:OH, R6=Me
3) R1=R2=R6=M9=R3+R4=O, R5=H

4) R1=R6=Me, R2=R5=H, R3+R4=O

5) R1:R5:H, R2:R6:Me, R3+R4:O

6) R1=R2=R6=Me, R3=OH, R4=R5=H

7) R1=R2=R6=Me, R3=OMe, R4=R5=H

8) R1=R2=R6=Me, R3=0Et, R4=R5=H

9) R1=Rg=Me,R,=R,=Rs=H, R;=OMe

10) R1+R2=CH2’ R3+R4=O, R5=H, R6=Me
11) R1+R2=CH2’ R3+R4=O, R5=R6=H

12) R1+R2=CH2’ R3=OH, R4=R5=H, R6=Me
13) R1+R2:CH2’ R3=OMe, R4:R5:H, R6=Me

OH

14) Tetrahydromasonin

Obrazek 5: Homolykorinové alkaloidy vyskytujici se v Narcissus pseudonarcissus L. [45]
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Homolykorinové alkaloidy byly studovany i z hlediska jejich biologické aktivity. Nékteré
alkaloidy této skupiny maji inhibi¢ni vliv vici rznym liniim nadorovych bunék, jako je napftiklad
linie lymfomu Molt 4, lidského hepatomu HepG2, lidského karcinomu prostaty LNCaP ¢i
adenokarcinomu tlustého stfeva HT-29. BohuZel plsobi cytotoxicky ina nékteré linie
nenadorovych bunék [12], [36]. Dale Ize zminit antimykotickou aktivitu vici Candida albicans
¢i antivirovou aktivitu vici Herpes simplex, kterou vykazuje hippeastrin [31]. RovnéZ bylo
zjisténo, Ze hippeastrin je potencialni inhibitor cyklin-dependentni kinasy 1 (CDK1), ¢ehoz lze
vyuZit u protinddorové lécby [49]. CDK1 patii mezi serin/threonin specifické proteinkinasy;,
které se podili na regulaci bunééného cyklu a diferenciaci bunék. CDK1 hraje dUlezZitou roli

v procesu nadorového bujeni [50].

Mezi dalsi zajimavé ucinky, které byly objeveny u této skupiny alkaloidG je inhibi¢ni
potencial vici glykogen syntase kinase-3B (GSK-3pB). Ve studii bylo zjiSténo, Ze nejvyssi inhibicni
ucinek vuci  GSK-3B  vykazuje z homolykorinovych alkaloidd zejména masonin

a 9-0-demethylhomolykorin [51].

3.3.5 Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton

Rozliéné kultivary rostlin jsou vysledkem $lechténi. Slechténi je proces, jehoi cilem je
zlepSovat nebo upravovat vlastnosti dané rostliny. Jednd se zejména o uprednostriovani
vyhodnych vlastnosti, kam muzZe spadat napfiklad zvySovani odolnosti vi¢i nemocem,
zlepdovani vynost, tolerance va&i abiotickym stresim atd. Slechténi rostlin vychazi
z genetickych poznatk(, jejichz zaklady definoval Johann Gregor Mendel [52], [53]. Pri
Slechténi je uplatiovan umély vybér. Umély vybér je vybér Zadoucich vlastnosti a opatfeni,
které jsou podniknuty za ucelem zachovani vitanych vlastnosti v budoucich generacich. Vybér
je provadén lidmi primarné na zékladé fenotypovych znak( Slechténych jedincli. Funguje na
stejném principu jako pfirodni vybér s tim rozdilem, Ze nerozhoduje ptiroda, ale ¢lovék. Umély
vybér je pro ¢lovéka vyhodny, jelikoZz je rychlejsi nez pfirodni vybér a umoznuje ¢lovéku
formovat organismy podle svych potieb [54].

Kultivar Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton (obrazek 6) [55] se vyznacuje vysokym
obsahem galanthaminu, mimoradnou velikosti cibuli, kterd ¢ini 4-5 cm v prliméru, Sirokou
dostupnosti a vitalitou [43]. Stejné jako vétSina kultivard, patfi i tento mezi tetraploidy, coz
muze byt vysvétlenim jeho vitality [37]. Polyploidie je jev, pfi kterém dochazi k znasobeni
chromozomovych sad v bufikdch. Casto se vyskytuje zdvojndsobeni diploidni sady na
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tetraploidni. Bylo zjisténo, Ze u rostlin vede polyploidizace k jejich vétSimu ristu, rychlejSimu

vyvoji a vyssi produkci ve srovnani s diploidnimi variantami [56].

Obrazek 6: Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton [55].

Jak jiz bylo zminéno, z dlvodu téchto pfiznivych vlastnosti je Narcissus pseudonarcissus cv.
Carlton vyuzivan jako hlavni komerc¢ni zdroj galanthaminu. Organickd syntéza galanthaminu je
sice mozn3, avsak je spojena s nakladnosti a naro¢nosti [57]. Ve stfedni a zadpadni Evropé je
galanthamin ziskdvan predevsim z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton, zatimco ve vychodni
Evropé slouZi jako zdroj galanthaminu Leucojum aestivum L. [58]. Mnoho pfirozenych stanovist
L. aestivum L. se zmensilo nebo je ohroZzeno kvli rostouci poptavce farmaceutickych podniki
[59]. V Ciné je galanthamin ziskavan z Lycoris radiata L. V Uzbekistanu a Kazachstanu je zdrojem

Ungernia victoria L. [60].

Vysoké koncentrace galanthaminu byly zjistény i v ostatnich druzich ¢i kultivarech narcisu.
Prikladem muze byt Narcissus confusus Pugsley, ktery zdroven vykazuje i zajimavou inhibi¢ni

aktivitu vci AChE a butyrylcholinesterase (BuChE) [58].

U kultivaru Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton byly provedeny rdzné studie zkoumajici
vliv urcitych faktor( na obsah galanthaminu. Byla provedena studie, kterd zkoumala vliv stari

cibuli na obsah galanthaminu, pfiéemZz bylo zjisténo, Ze obsah alkaloidu je nejvyssi
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ve dvouletych cibulich. Zaroven byl zkouman vliv mista péstovani. Nejvétsimi producenty cibuli
narcisu jsou Nizozemsko a Velkd Britanie. Pfiblizné 70 % celosvétové produkce cibuli pochazi
z téchto dvou zemi [61]. Bylo dosaZeno zavéru, Ze obsahy alkaloidl v cibulich stejné odridy

péstované na rlznych mistech se sice mirné lisi, ale rozdily nejsou vyznamné [62].

Jiné studie se zabyvaly produkci alkaloidnich latek v zavislosti na pouZiti dusikatych hnojiv.
JelikoZ jsou alkaloidy vétSinou odvozeny z aminokyselin, existoval obecny predpoklad, Ze vyssi
dostupnost dusiku muze zvysit produkci alkaloidd. Bylo zjisténo, Ze pfi pouZziti dusikatého
hnojiva dochazi k vyssi produkci galanthaminu oproti rostlinam, u kterych hnojivo pouzito
nebylo. Také doslo ke zjisténi, Ze nejvysSiho mnoizstvi galanthaminu je dosaZzeno pfi pouziti
standardni davky hnojiva a Ze zvySeni mnozstvi hnojiva nevede k vyssi produkci alkaloidd.
Nadmérné pouZivani hnojiv neni obecné doporucovano kvili sSkodlivému vlivu na Zivotni

prostredi [63].

Mimo galanthamin m{zZeme nalézt v Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton i fadu dalSich
alkaloidU. Z tohoto kultivaru bylo izolovano pres 20 alkaloidd. Druhym nejvice zastoupenym

alkaloidem po galanthaminu je haemanthamin, nasledovany narciklasinem [64].

V Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton se vyskytuje i fada zajimavych minoritnich
alkaloidd, které jsou v poslednich letech predmétem zajmu vyzkumu. Postupné byly objeveny
nové alkaloidni latky s oznacenim karltonin A-E. Dfive byly nespravné klasifikované jako
belladinovy typ, nyni jsou fazeny do typu karltoninového [65]. Tento typ AA obsahuje ve své
struktufe belladinovou ¢ast v kombinaci s fragmentem lykosininu [35]. Latky vykazuji
zajimavou biologickou aktivitu, a to zejména karltonin A (obrazek 7) a karltonin B (obrdazek 8).
U téchto alkaloid(i byla prokdzana vyznamna inhibi¢ni aktivita vici BuChE, pricemz zédroven

dochazi k uprednostiovani BuChE pred AChE [66].
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Obrazek 7: Karltonin A Obrazek 8: Karltonin B

Tyto alkaloidy jsou bohuzel v rostlinném materidlu pfitomny pouze ve stopovém mnozstvi
a je velmi obtiZzné je izolovat pro podrobnéjsi biologicky vyzkum, ¢i pro komercni vyuziti [66].
Z tohoto ddvodu se dalsi vyzkum mimo jiné zabyva pripravou syntetickych derivat
odvozenych od  téchto alkaloidd. Bylzachovan  farmakofor —  konkrétné
4-[2-(benzylamino)ethyl]fenol, ktery je pravdépodobné zodpovédny za biologickou aktivitu.
Pomoci in silico simulace byl objasnén zplsob vazby téchto sloucenin na aktivni misto BuChE.
Pro nejslibnéjsi derivaty byly provedeny dalsi testy, které jsou esencidlni pro klinické uziti.
Pomoci BBB skdre byla stanovena schopnost latek pronikat pfes hematoencefalickou bariéru
ajejich dostupnost v CNS. Dale byla testovana rozpustnost ve vodé, mikrozomalni
a plazmaticka stabilita. Rovnéz bylo potvrzeno, Ze latky splfuji Lipinského i Veberova pravidla,
coz poukazuje na jejich potencidl pro absorpci v GIT amoznost perordlniho podani.
V neposledni fadé byla testovdna bezpecnost, a to prostfednictvim testovani cytotoxicity na
bunéénych liniich lidského neuroblastomu (SH-SY5Y) a hepatocelularniho karcinomu

(HepG2) [67].

Dalsi alkaloidy izolované z Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton patfi do skupiny

galanthaminu, narciklasinu, haemanthaminu, galanthindolu, lykorinu a homolykorinu [40].

3.4 Alzheimerova choroba
AD je multifaktoriadlni, neurodegenerativni onemocnéni, které je provazeno ubytkem
neurond, a to predevsim v mozkové klife a hipokampu [68], [69]. Choroba ma progresivni

charakter a u pacientd dochazi k postupnému rozvijeni kognitivniho deficitu, ktery se
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v pokrodilych stadiich onemocnéni stava invalidizujicim [70]. Nemoc negativné ovliviiuje

kvalitu Zivota nejen pacienta, ale také blizkych osob [71].

AD dostala nazev po némeckém psychiatrovi Aloisi Alzheimerovi, ktery popsal v roce 1906
pfipad pacientky Auguste Deterové. Tato Zena zemrela ve véku 55 let na duSevni onemocnéni,
které zahrnovalo ztrdtu paméti a nepredvidatelné chovani. Nasledné byla pfi pitvé

zaznamendna abnormalni mozkova tkan [72], [73].

V mozku pacientl s AD se objevuji abnormalni proteinova depozita jako jsou senilni plaky
tvorené beta amyloidem (AB) ¢i neurofibrildarni klubka vznikajici z hyperfosforylovaného
T-proteinu. Tyto abnormality vedou k aktivaci neurotoxickych kaskad, které vedou k naruseni

synaptické funkce a apoptdze neuront [68], [70].

Ztrata neuronalnich funkci a rozvijejici se atrofie je hlavni pri¢inou neurodegenerativnich
poruch a tento stav se souhrnné oznacuje jako demence. Demence fadime mezi organické
dusevni nemoci a je u nich charakteristicky pokles kognitivnich funkci [72], [74]. Nejcastéjsi
pri¢inou demence byva AD. Mezi dalsi pfi¢iny demence patfi napfiklad vaskuldarni demence,
smiSené demece, Parkinsonova nemoc (i vzacné pripady jako Huntingtonova nemoc,

Creutzfeld-Jacobova nemoc &i Pickova choroba [75].

Incidence této nemoci stoupad exponencidlné svékem [72]. Dle epidemiologickych
prazkum trpi AD 7-10 % osob starsich 65 let a 50-60 % osob starsich 85 let [70]. Celosvétové
se odhaduje, Ze pocet nemocnych s touto chorobou presahuje 55 milionl [76]. Vzhledem ke
skutec€nosti, Ze pramérna délka Zivota se stale prodluZuje, predpoklada se, Ze v roce 2050
vzroste pocet pacient na 139 milionl [35], [76]. V roce 2019 tvorili lidé ve véku 55 let a vice
priblizné jednu tfetinu (33,6 %) z celkové populace Evropské unie. Podil této vékové skupiny
v populaci Evropské unie by mél dle odhadi do roku 2050 dosahnout 40,6 % [77]. V souvislosti
s celosvétovym starnutim populace se stavd AD zavainym problémem, ktery je casto
oznacovan jako ticha epidemie [71]. Statistiky rovnéZ ukazuji, Ze poéet umrti na AD roste,
zatimco ostatni onemocnéni, kterd suzuji lidstvo, jako napfiklad kardiovaskuldrni choroby,

rakovina ¢i HIV maji diky lepSim moZnostem diagnostiky a 1é¢by klesajici umrtnost [74].

Mezi rizikové faktory rozvoje AD patfi zejména vysoky vék. Ddle sem miliZzeme zaradit
Zenské pohlavi ¢i prfitomnost apolipoproteinu E4 (apoE4). U lidi bez alel pro apoE4 je riziko

vzniku AD 9 %, u heterozygotli 29 % a u homozygotl 83 % [72]. Byly identifikovany i dalsi
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faktory, u kterych je podezieni Zze maji vliv na AD, a to napftiklad diabetes, dyslipidemie, nizka
mentalni aktivita, uZivani alkoholu, kardiovaskularni onemocnéni ¢i nizké dosazené

vzdélani [69], [78].

Pfedpoklada se, Ze typické zmény v mozku jsou pfitomny jiz 20 let pfed projevenim prvnich
pfiznakd [79]. Pro AD je typicky nendpadny a pliZzivy zacatek. Casté prvni pfiznaky jsou potize
se zapamatovanim neddvnych rozhovor(, jmen nebo uddlosti, apatie a deprese. Dale se
mohou objevit problémy s komunikaci, zmatenost, zmény chovdani, poruchy orientace
v prostoru a ¢ase [79], [80]. V drivéjsich stadiich je postizena pamét tykajici se spise nedavnych
udalosti. Pozdéji dochazi také k porucham sémantické paméti. Sémanticka pamét zahrnuje
ziskané védomosti a znalosti [71]. AD je progresivni onemocnéni a priibéh onemocnéni se stale
zhorsuje. V pozdéjsich stadiich se vyskytuji potize s chlzi, mluvenim a polykdnim. AD konci
smrti, kterd nastava od prvnich ptiznakd v priméru po 7-10 letech. U nékterych pacientt

dosahovala doba preZiti az 20 let [79], [80].

Ve vétsiné pripadl se AD vyskytuje u osob starsich 65 let. MenSinu pfipad( (5-10 %) tvofi
skupina vyrazné mladsich pacientli. Tento typ AD se oznacuje jako ¢asna Ci presenilni AD
am(Ze se vyskytnout jiz okolo 30. roku Zivota. Casna forma AD ma silnou genetickou

determinanci a je spojena predevsim se tfemi geny a to APP, PSEN1 a PSEN2 [69].

Patofyziologie zahrnuje mnoho vzajemné propojenych mechanisml, které jsou
charakterizovany slozZitou souhrou genetickych, enviromentdlnich a molekuldrnich faktor(, jez
vedou k neurodegeneraci. Pro objasnéni zakladnich procesu bylo vysloveno nékolik kli¢ovych
hypotéz, mezi nimiz vynika cholinergni hypotéza, hypotéza hyperfosforylovaného t-proteinu
a AB. Mezi dalsi hypotézy patti napriklad mitochondrialni teorie, teorie oxidativniho stresu ¢i

teorie neurozanétu [81].

3.4.1 Amyloidni hypotéza

Jednou z teorii vzniku AD je amyloidni hypotéza. U pacientl dochazi k tvorbé tzv. senilnich
plakli, které jsou tvoreny AB [82]. AB vznikd z amyloidového prekurzorového proteinu
(APP) [83]. Tento protein je za normdlnich podminek Stépen enzymem alfa-sekretasou na
kratké a rozpustné retézce. Funkce téchto retézcli neni dostatecné objasnéna, ale predpoklada
se, ze se podili na tvorbé novych synapsi a maji neuroprotektivni funkci [71], [84]. Pfi AD je

APP z vétsi Casti Stépena beta a gama sekretasami a vznikaji tak delSi fetézce o 40-42
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aminokyselinach. Nasleduje spojeni takto dvou vzniklych fragmentl za tvorby vysoce
neurotoxickych oligomerl [84]. Dale dochazi ke koagulaci a polymeraci v extraceluldarnim
které maji fagocytujici schopnost. U starSich lidi je schopnost fagocytdzy sniZzena, coz se podili
na hromadéni AB [69]. V oblasti plak( vznika sterilni zanét a dochazi k uvolfiovani mediatoru
zanétu. Rovnéz dochazi k nadmérnému uvolfiovani excitacnich kyselin a aktivaci proteinkinas

jako napf. GSK-3B. Poskozené neurony nasledné podléhaji apoptoze [71].

Agregaty AB mimo jiné blokuji N-methyl-D-aspartdtové (NMDA) receptory
a (S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-izoxazolepropionové (AMPA) receptory, coZ se rovnéi

podili na poruchdch paméti a kognitivni dysfunkci [74].

Drive byla tato teorie povaZovana za hlavni pfi¢inu AD, ovSsem v poslednich letech se
mulzeme setkat se zpochybnujicimi nazory, které jsou zaloZzeny na neuspéchu klinickych studi
zamérenych na anti-AB monoklonalni protilatky. Néktefi védci se priklanéji k nazoru, Ze

primarni pricina rozvoje a progrese AD je spiSe hypotéza t-proteinu [69].

3.4.2 Tau hypotéza

V mozku pacientd s AD byly uvnitf neuronl nalezeny tzv. neurofibrilarni klubka. Tyto
utvary jsou tvoreny hyperfosforylovanym t-proteinem. Tau protein se fyziologicky podili na
stabilizaci mikrotubul(i v neuronech [85]. Pfi patologickych zménach dochazi k pozménéni jeho
chemické struktury. Krajni aminokyseliny jsou odstépovany a zbytek peptidového retézce je
hyperfosforylovan [78]. Hyperfosforylace je spousténa enzymem GSK-3B za ucasti
cyklin-dependentni kinasy 5 (CDK5) [86]. Tau protein s pozménénou chemickou strukturou je
uvolfovan z mikrotubull a tvofi parové heliakdlni filamenta, ktera se nasledné shlukuji do
neurofibrilarnich klubek (obrazek 9). Dochazi tak k rozpadu a naruseni funkce mikrotubuld,
které se podileji na bunééném transportu [87], [88]. Zaroven intracelularni hromadéni

neurofibrilarnich spleti narusuje strukturu neuronu a dochazi k apoptoéze [78].
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Obrazek 9: Zobrazeni T hypotézy [69].

3.4.3 Cholinergni hypotéza

Cholinergni hypotéza, ktera ziskala Siroké uznani, vychazi z pozorovani, ze zavaznost AD
souvisi s poklesem cholinergnich funkci v mozkové kilre, hipokampu a dalSich oblastech
mozku [81]. Uvadi se, Ze mezi hlavni zdroje cholinergni inervace mozku patfi nukleus basalis
Meynerti, které pti této chorobé ¢asto podléha degeneraci [89]. Bylo zjisténo, Ze pacienti s AD
maji narusenou cholinergni neurotransmisi, coZ se projevuje zménami v aktivité
cholinacetyltransferasy (CAT), snizenymi hladinami ACh a zménénymi hladinami nikotinovych

a muskarinovych receptort v mozku [81].

ACh je neurotransmiter, ktery ovliviiuje kognitivni funkce, jako napfiklad pamét ¢i uéeni.
Je syntetizovan v cytoplazmé cholinergnich neuront z cholinu a acetylkoenzymu A za soucasné
katalyzy CAT [90]. ACh je degradovan enzymem AChE. Na zakladé tohoto faktu, byly vyvinuty
inhibitory AChE s cilem zvysit hladiny ACh v mozku [82], [91].Cholinergni teorie byla rovnéz
podporena dokdzanymi negativnimi Ucinky anticholinergnich latek na kognitivni funkce,

a naopak pozitivnimi ucinky inhibitor( AChE [89]. Predpoklada se, Ze jiz zmifiovany AP rovnéz
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negativné ovliviiuje cholinergni aktivitu a zpGsobuje sniZeni vychytavani cholinu a uvolriovani

ACh [90].

3.4.4 Glutamatergni hypotéza

Glutamatergni neurotransmise je zprostfedkovana pomoci ionotropnich glutamatovych
receptor(, kam fadime AMPA, kaindtové a NMDA receptory. Aktivace synaptickych NMDA
receptorll se poji s neuroprotektivnimi funkcemi, iniciuje plasticitu a podporuje prezivani

neuronu. Naopak, aktivace extrasynaptickych NMDA receptor(i vede k excitotoxicité [92], [93].

Tato teorie predpokladd, Ze k ubytku neuronli dochazi vlivem nadmérného uvolfiovani
a snizeného zpétného vychytavani excitaCnich neurotransmitert, predevsim glutamatu. To
zpUsobuje nadmérnou stimulaci NMDA receptor( a ndsledny zvySeny influx vapniku do buriky.

Spousti se tak kaskada déju, kterd vede az k apoptdze neuronu [68], [86].

3.4.5 Mitochondrialni hypotéza

Mitochondrialni hypotéza AD vychazi z vyznamné ulohy mitochondrii v bunécnych
procesech, véetné procesl souvisejicich s neuroplasticitou a neurodegeneraci mozku. Tato
hypotéza je vyrazné podporena tim, Ze vék je hlavnim rizikovym faktorem AD a mitochondrialni
dysfunkce je typickym projevem starnuti [68]. PoSkozené mitochondrie maji snizenou produkci
ATP, a naopak vice produkuji ROS, coZ predstavuje vyznamny zdroj oxidacni nerovnovahy.
Dysfunkéni mitochondrie rovnéZ hraji roli vapoptickych drahach a pfispivaji k poruseni

homeostazy vapniku. [94].

3.4.6 Hypotéza oxidacniho stresu

Dle této teorie pfispiva k rozvoji AD oxidacni stres, pricemz dochazi k poskozeni neurond
pUsobenim ROS. Ty mohou byt prospésné v rliznych signaliza¢nich drahach, ale zaroven
mohou poskozovat bunécné struktury, a to napriklad bunécné membrany, lipidy, proteiny Ci
nukleové kyseliny [81]. Mozek je velmi ndachylny koxidacnimu stresu kvili vysokym
energetickym ndaroklim, vysoké spotfebé kysliku a velkému mnoZstvi snadno
peroxidovatelnych polynenasycenych mastnych kyselin [94]. ROS vyvolavaji zanétlivou reakci,
zatimco zdnét sam indukuje oxidac¢ni stres. Ke zvySené produkci oxidaéniho stresu pfispivaji
i AB a fosforylovany t-protein. Mimo jiné muzZe oxidacni stres pfispivat ik naruseni

mitochondridlnich funkci [68], [94].
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3.4.7 Hypotéza neurozanétu

Tato hypotéza naznacuje, Ze chronicky zanét v mozku pfispiva k Alzheimerové chorobé tim,
Ze poskozuje synapse a neurony a podili se tak na naruseni kognitivnich funkci. Dlouhodoby
zanét zplsobuje oxidacni stres a neurodegeneraci. Produkce zanétlivych plsobkd muze byt
mimo jiné aktivovana AB a fosforylovanym t-proteinem. Zanét je rovnéz spojen
s mitochondrialni dysfunkci nebo zvySenou fosforylaci t-proteinu enzymy, jako jsou CDK5

a GSK-3p [68].

3.4.8 Inzulinova teorie

Mnoho studii naznacuje, Ze dulezZitou roli v patogenezi AD hraje porucha inzulinové
signalizace [95]. Normalni metabolismus glukdzy v mozku je klicovy pro zachovani kognitivnich
funkci [96]. Inzulinové receptory a inzulinovd signalizace ovliviiuji homeostdzu glukdzy,
integritu neurond a kognici prostfednictvim ovlivnéni nékolika mechanismu, véetné influxu
vapniku, tvorby neurotransmiterd a synaptickych spojeni, apoptdzy a neurogeneze. Exprese
a fosforylace genu t jsou regulovany prostfednictvim signalnich kaskad inzulinu a inzulinu

podobného ristového faktoru [95].

Casto se mizeme setkat s pojmem diabetes 3. typu [96]. Tento typ predstavuje formu
diabetu, jez selektivné postihuje mozek a zahrnuje chronicky stav inzulinové rezistence
a nedostatku inzulinu. Mozkova inzulinova rezistence a nedostatek inzulinu pfispivaji ke
kognitivnim porucham [97]. Inzulinova rezistence pfispiva k aktivaci GSK-3B, coz zvysuje
fosforylaci t-proteinu [96]. Diabetes mellitus 2. typu a dyslipidemie mohou zaroven pusobit
jako rizikové faktory vzniku AD. ZvySené riziko vzniku demence u diabetu 2. typu muiZe souviset
s chronickou hyperglykémii, oxida¢nim stresem, zvySenou produkci zanétlivych plsobk( Ci
akumulaci konecnych produktd pokrocilé glykace. Na zdkladé studii bylo prokazano, Ze
antidiabetika jako jsou jsou agonisté receptoru aktivovaného peroxizomovym proliferatorem
(PPAR), které funguji na urovni jadra a aktivuji geny a signalni mechanismy reagujici na inzulin,

sniZuji neurodegeneraci [97].

3.4.9 Role GSK-3

Predpoklada se, ze vyznamnou roli v kaskadé déja podilejici se na patofyziologii AD ma
GSK-3. GSK-3 je prolinem Fizena serin/threoninova kinasa, jez se Ucastni fady bunécnych
procest véetné metabolismu glykogenu, genové transkripce, stabilizace mikrotubul(l Cci
apoptoézy [98]. Existuje ve dvou izoformach a to GSK-3a a GSK-3[3 [99]. Aktivita je modulovana
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inzulinem a Wnt signalizaci, pficemz obé drahy pUsobi negativné [98]. Plvodné byla GSK-3
popsdana jako klicovy reguldtor glykogensyntasy, ale dnes je zndmo, Ze fosforyluje Sirokou Skalu
substratll. Podili se na riznych signalnich drahach jako napfiklad Wnt ¢i Hedgehog signaini
draze [99]. Tyto signdlni drahy hraji roli pfi vzniku rakoviny. Signalni draha Wnt reguluje

produkci AB [100].

Spravna signalizace GSK-3 je dulezita pro vyvoj neuron( a fizeni mnoha procesu, jako je
neurogeneze, neurondlni diferenciace, synaptogeneze a preziti bunék. Deregulace signalnich
drah a aktivity GSK-3 souvisi s patogenezi neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD [70].
Soucasné ma znacny vliv na hyperfosforylaci t-proteinu, tvorbu AB, syntézu ACh a apoptdzu
neurond, coZ pfispiva k patofyziologii Alzheimerovy choroby. U AD byla prokazana zvysena

aktivita GSK-3 [98].

Diky své Siroké skdle funkci mlze aktivita GSK-3 pfispivat k rlznym onemocnénim, véetné
rakoviny, diabetu a kardiovaskularnich poruch. Pfredpoklada se, Zze GSK-3 hraje roli u solidnich
nadorl, jako je kolorektalni karcinom, glioblastom, karcinom pankreatu a vajecnikd Ci
u krevnich nadort [51]. Ukazalo se, Ze hyperaktivita GSK-3 podporuje bunéénou proliferaci, coz
vede ke vzniku nadoru. Bylo prokdzdno, Ze inhibice aktivity GSK-3 sniZzuje bunécnou proliferaci
a podporuje apoptdzu v nddorovych burkach [100]. Mnoho sloucenin s potencialem inhibice

GSK-3 je vyvijeno jako nové protinddorové latky a vykazuje slibné vysledky [99].

Bylo zjiSténo, Ze homolog genu GSK-3p je nezbytny enzym pro dokonéeni asexualniho cyklu
parazita Plasmodium falciparum, ktery je pivodcem malarie. Vzhledem k narustu pripadd
rezistence P. falciparum v(ci Siroce pouzivanym antimalarikim by mohla byt GSK-3 slibny cil
vyvoje novych antimalaricky plsobicich Ié€iv [99]. Pfi zkoumani obsahovych latek pfirodnich

produktd, byla zjisténa inhibi¢ni aktivita AA vci GSK-3B, jak jiz bylo naznaceno drive [51].

3.4.10 Terapie AD

Soucasné metody |écby AD jsou zaloZeny predevSsim na cholinergni a glutamatergni
teorii [101]. Mezi schvélené |écebné postupy, které jsou povazovany za standardni péci pro
mnoho pacientd stouto chorobou, patfi inhibitory cholinesteras a antagonisté NMDA
receptord [102]. Tyto skupiny Iék( poskytuji pouze symptomatickou lé¢bu a nezabranuji dalsi
progresi onemocnéni [82]. U mnoho pacientd se dafi zmirnit symptomy, jak uz kognitivni Ci

behaviordlni a prodlouzit mirna staddia onemocnéni na ukor pokrocilych [103].
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Prvnim predpokladem pro optimalni Ié¢bu AD je spravna a v€asna diagndza. Lécba se
doporucuje zacit co nejdfive. Pristup by mél byt komplexni a zahrnovat nejen pacienta, ale
i jeho rodinu, popfipadé oSetfujici osoby. Nezbytna je i racionalni Ié¢ba dalSich chorob [103].
3.4.10.1 Inhibitory cholinesteras

Jednim z terapeutickych pfistupl ke zvySeni cholinergni neurotransmise je zvyseni
dostupnosti ACh. Inhibitory AChE zvySuji dostupnost ACh tim, Ze brani jeho rozkladu

v synaptické sterbiné [101].

Podobné jako AChE mlze ACh inaktivovat i dalsi cholinesterasa a to BuChE [35] . Oba
enzymy patfi do rodiny a/B-hydrolas, maji spolec¢ny katalyticky mechanismus, ale lisi se
substratovou specifitou [67]. Za fyziologickych podminek dominuje v mozku AChE, pticemz
BuChE hraje v regulaci hladin ACh mensi roli [70]. V pokrocilych stadiich AD dochazi ke snizeni
hladin AChE vlivem vycerpani cholinergnich neuron(l. Hladina a aktivita BUChE se zvysuje

a BuChE tak prebira hlavni odpovédnost za ukonéeni cholinergni neurotransmise [67].

Pro l1é¢bu AD byly doposud schvaleny ctyfi inhibitory AChE. Jako prvni byl schvélen takrin,
ktery byl vSak vroce 2013 staZzen ztrhu z dlvodu hepatotoxicity. Soucasné pouzivané
inhibitory AChE jsou galanthamin, donepezil a rivastigmin [69]. Donepezil a galanthamin jsou
selektivni inhibitory AChE, zatimco rivastigmin inhibuje AChE i BuChE. Galanthamin zaroven
pUsobi jako pozitivni alostericky modulator nikotinovych receptor( a potencuje tak cholinergni

neurotransmisi [69], [101].

Obecné se jednd o bezpeéna léciva. Mezi nej¢astéjsi nezadouci ucinky patfi predevsim GIT
nezadouci Ucinky jako je nevolnost, zvraceni ¢i prijem. Vyskyt nezadoucich ucinkl Ize zmirnit
pomalou titraci davky [101]. Rivastigmin vykazuje vyrazné lepsi snasenlivost, pokud je
aplikovan ve formé transdermalnich naplasti namisto peroralni formy. Inhibitory AChE je tfeba
podavat s opatrnosti u pacientl s bradykardii ¢i pfi souc¢asném uzivani bradykardizujicich léciv.
kterou pacient toleruje. Pokud se po 3-6 mésicich nezaznamena zlepSeni pacientova stavu,
doporucuje se prehodnotit stavajici terapii [103].
3.4.10.2 NMDA antagonisté

Memantin je nekompetitivni antagonista NMDA receptor(, ktery ma za cil snizit excita¢ni

neurotoxicitu zprostfedkovanou glutamatem, aniz by bréanil fyziologické aktivaci NMDA
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receptorl potrebné pro kognitivni funkce [101], [104]. Bylo zjisténo, Ze ma jen slabou az
stfedni afinitu k NMDA receptordm, coZ znamend, Ze nedochdazi k dlouhodobé blokaci
receptord. Diky tomu se vyhyba nezddoucim ucinkim, jako je naruseni procest uéeni a paméti.
Na rozdil od toho, antagonisti NMDA receptor(l s vysokou afinitou, jako fencyklidin nebo
ketamin, vykazuji negativni ucinky, kvlli kterym je jejich pouziti u AD nevhodné [69], [82].
Kromé svého antagonistického pusobeni vi¢i NMDA receptoriim, aktivuje memantin protein

fosfatdzu 2A (PP2A), coz vede k inhibici fosforylace t-proteinu [82], [105].

Memantin se rfadi mezi symptomatickou Ié¢bu a je schvalen pro terapii stfedné tézké az
tézké formy AD [104]. Casto se uziva v kombinaci s donepezilem, co? vede k lep$im vysledkim
pti zmirnéni symptom( neZ pfi pouziti samotného donepezilu. Mezi nejcastéjsi nezadouci

ucinky memantinu patfi prevaziné prdjem, zdcpa ¢i bolest hlavy [69]. Souhrn vlastnosti

jednotlivych Iéciv schvalenych pro [é¢bu AD je sumarizovan v tabulce 2.

Tabulka 2: Souhrn vlastnosti schvalenych |éCiv pouZivanych v terapii AD [101].

uvolfiovanim)

Galanthamin Doneperzil Rivastigmin Memantin
Indikace Mirnd az stfedné | Mirna aZ sttedné | Mirnd aZ stifedné | Stfedné tézkd az
tézka AD tézka AD tézka AD tézka AD
Mechanismus Selektivni Selektivni Inhibitor AChE a Nekompetitivni
ucinku inhibitor AChE a inhibitor AChE BuChE antagonista
alostericky NMDA receptort
modulator
nikotinovych
receptord
Metabolizace Ano, CYP2D6 a Ano, CYP2D6 a Ne Ne
pres CYP450 CYP3A4 CYP3A4
Polocas 7-8 h 70 h 1lh 60-100 h
Davkovani 2x denné / 1x 1x denné 2x denné 2x denné
denné (kapsle (1. tyden 1x
s prodlouzenym denné)

Uzivani ve vztahu

Doporuceno s

Nezavisle na jidle

S jidlem (kvali

Nezavisle na jidle

k jidlu jidlem zvyseni
biodostupnosti)
Pocatecni davka 8 mg/den 5 mg/den 3 mg/den 5 mg/den
Navyseni davky Kazdé 4 tydny az Po 4-6 tydnech Kazdé 2 tydny azZ Kazdy tyden az
do doporucené do doporucené do doporucené
nebo tolerované nebo tolerované | nebo tolerované
davky davky davky
Doporucenad 16-24 mg 10 mg 6-12 mg 20 mg
denni davka
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3.4.10.3 Terapie modifikujici AD
Od roku 2003 nebylo na trh uvedeno Zzadné nové lécivo na AD. To se zménilo v roce 2021,

kdy FDA schvdlila novy |ék na AD pod ndzvem Aduhelm, obsahujici d¢innou latku aducanumab.
Jedna se o lidskou monoklondini protilatku, ktera plsobi na AB plaky. Udéleni licence
spole¢nosti Biogen na aducanumab jako ,vlbec prvnimu léku modifikujicimu Alzheimerovu
chorobu” bylo mnohymi oznaceno za velky pokrok. Schvaleni se oviem pojilo s obsahlou
kontroverzi [106], [107]. FDA schvalila toto |é¢ivo pomoci cesty zrychleného schvdleni, v ramci
které FDA schvaluje léky na vaznou nebo Zivot ohroZujici nemoc, které mohou poskytnout
smysluplny terapeuticky pfinos oproti stavajici 1é¢bé [107]. Klinické studie ovSem ukazaly
pochybnosti o Ucinnosti |éCiva. Kvili absenci dikazi o ucinnosti |éku 3 poradci FDA po

schvaleni |éCiva rezignovali [35].

Na zacatku roku 2024 spolecnost Biogen oznamila prehodnoceni priorit zdroji v oblasti AD
a oznamila preruseni vyvoje aducanumabu. Bylo uvedeno, Ze preruseni nesouvisi s dlivody

jako je bezpecnost nebo Uc¢innost [108], [109].

FDA v roce 2023 schvdlila pripravek Legembi, ktery obsahuje ucinnou latkou lecanemab.
Legembi byl schvdlen zrychlenou cestou a pozdéji v roce 2023 byl po potvrzujicich studiich,
které dokladaji jeho klinicky prinos, preveden na schvéleni tradicnim zpldsobem [110], [111].
Lecanemab byl vyvinut k |é¢bé pacientld s mirnou kognitivni poruchou zplsobenou AD a pro
[é€bu AD v ranném stadiu [112]. Jednd se o monoklonalni protilatku, ktera se vaze na AB a tim
redukuje amyloidni plaky v mozku. Podava se formou infuze jednou za 2 tydny. Kandidati na
[é¢bu by méli mit amyloidovou patologii prokazanou pozitronovou emisni tomografii nebo

testy mozkomisniho moku [113].

U lecanemabu se mohou vyskytnout zadvazné nezadouci Ucinky, které zahrnuji abnormality
v zobrazovani souvisejici s amyloidem (ARIA), krvaceni do mozku ¢i otok mozku. Riziko krvaceni
zvysuje antikoagulacni Iécba. Rovnéz bylo zjisténo, Ze pacienti, ktefi jsou nositeli genu APOE4,
zejména homozygoti, jsou vystaveni vysSimu riziku ARIA. Pfed nasazenim lecanemabu se
doporucuje genetické vysetieni, aby bylo mozné pacienty Iépe informovat o riziku spojeném

s lécbou [113].

Evropska lékova agentura (EMA) doporucila dne 25. 7. 2024 zamitnout registraci ptipravku

Legembi. Vybor pro humanni |écCivé pripravky EMA, usoudil, Ze pozorovany ucinek tohoto
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pripravku na oddaleni poklesu kognitivnich funkci nevyvazuje riziko zavaznych nezadoucich
ucinkd spojenych s timto |écCivym pfipravkem. Spolecnost Eisai, ktera Zadala o povoleni, muize

pozadat o prezkoumadni stanoviska [112].

3.4.10.4 Dalsi terapeutické pristupy
Mezi dalsi slibné terapeutické pristupy, které jsou podrobnéji zkoumany patfi inhibitory

sekretas €i vakciny proti AB. Sekretasy hraji roli v produkci amyloidového peptidu a omezeni
tvorby amyloidu inhibici B-sekretasy se jevi jako slibna terapeuticka moznost pro l1é¢bu AD [70],

[102].

Vyzkum se také ubird na jiné cile kromé AP, a to napfiklad na t-protein. Kandidati na léciva
snizuji fosforylaci t-proteinu inhibici CDK5 a GSK-3pB. JelikoZ je vSak fosforylace t-proteinu
regulovana rovnovdhou mezi vice kinasami, inhibice jediné kinasy muze byt pro normalizaci

fosforylace t-proteinu nedostatecna [101].

Dalsim potencidlnim terapeutickym cilem u AD je prolyl oligopeptidasa (POP). Jedna se
0 enzym, jez Stépi peptidy s nizkou molekulovou hmotnosti na karboxylové strané prolinového
zbytku. POP se nachdzi v mnoha lidskych tkanich. Nejvyssi aktivita byla identifikovana
v kosternim svalstvu a v mozku. U pacientl s AD byly zjistény abnormalné zvysené hladiny POP.
Experimenty in vivo na zvifecich modelech prokazaly, Ze inhibice POP je spojena
s neuroprotektivni a kognici zlepsujici funkci. Pfesny mechanismus ucinku na kognitivni funkce

pomoci inhibitor(l POP zatim neni pIné vysvétlen [114].

AD je slozité onemocnéni z hlediska patofyziologie a neni zatim dostatek konkrétnich
proto klicové dosahnout hlubsiho porozuméni etiologie nemoci, aby mohla byt pozornost
zamérena na nejdllezitéjsi cile. DUlezitd je také vcCasna diagnostika onemocnéni pro
maximalizaci pfinosu lé¢by. Napfiklad amyloidni plaky a neurofibrilarni klubka Ize detekovat

desitky let pred vypuknutim priznakd onemocnéni [82].

Nefarmakologické postupy jako zdravd a vyvazena strava, cviceni, kognitivni trénink,
socialni aktivity a management cévnich a metabolickych rizik mohou mit pozitivni pfinos pro
kognitivni funkce. Toto potvrdila finska studie FINGER, kterd byla prvni rozsahlou
randomizovanou studii zkoumajici vliv Zivotniho stylu na zhorseni kognitivnich funkci. Studie

prokdzala pfinos i u osob s genetickou nachylnosti k AD [102].
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3.5 Protinadorova aktivita

WHO definuje rakovinu jako abnormdini, nekontrolovany rlst bunék, ktery muze
postihnout témér jakykoliv orgdn nebo tkan v téle. Odhaduje se, Zze v roce 2020 zpUsobila
rakovina smrt 10 milion( lidi na celém svété. Mezi nejcasté;jsi priiny umrti na rakovinu patfily

rakovina plic, prsu, tlustého stfeva a konecniku, prostaty, kiize a Zaludku [115].

Ptirodni latky hraji zasadni roli pfi objevovani a vyvoji novych Iéka pro [éCbu rlznych
onemocnéni [116]. V oblasti nddorovych onemocnéni pochazi ptiblizné polovina schvdlenych
protinadorovych léciv na bazi malych molekul bud’ pfimo, nebo nepfimo z pfirodnich zdroja
[115]. Mezi ¢asto pouZivand protinddorova léciva v klinické praxi patfi latky rostlinného plvodu

jako napfiklad kamptotecin, podofylotoxin, resp. jeho derivaty, paklitaxel a vinblastin [12].

Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae vykazuji zna¢nou strukturni rozmanitost a biologicky
potencial, v€etné vyrazné protinddorové aktivity vici riznym typlm rakoviny [115]. Lykorin byl
prvnim popsanym alkaloidem této celedi a zaroven byl prvnim alkaloidem z celedi
Amaryllidaceae u néjz byly prokazany antiproliferativni Gcinky. Selektivné indukuje apoptdézu
v rakovinnych burikdch, s vyznamnym potencidlem v chemoterapii leukémie, jak ukdzala jeho
ucinnost proti bunécné linii HL-60 akutni promyelocytarni leukémie [12]. Rovnéz bylo zjisténo,
Ze lykorin in vitro inhibuje proliferaci, migraci a prezivani rznych bunécnych linii karcinomu

prostaty, jako jsou DU145, LNCaP a 22RV1 [117].

Mezi dalsi alkaloidy této Celedi s protinddorovym potencialem patfi haemanthamin, ktery
vykazuje vyznamnou cytotoxicitu in vitro proti rznym typim nadorovych bunécénych linii jako
napfiklad MOLT-4, HepG2, Hela, MCF7, CEM, K562, A549, Caco-2, HT-29, A2780, SW1573
a T47-D. Haemanthamin pusobi indukci apoptdzy rakovinnych bunék, ktera je doprovazena

aktivaci kaspaz 3, 7, 8 a 9 a zastavou bunéc¢ného cyklu ve fazi G1 a G2/M [117].

Narciklasin byl intenzivné studovan jako protinddorova latka in vitro i in vivo diky svému
selektivnimu a velmi ucinnému cytotoxickému plsobeni na nadorové buriky. Bylo prokazano,
Ze narciklasin plsobi na 60 S podjednotce ribozom( a inhibuje tak rdst bunék blokovanim
biosyntézy bilkovin [10]. Mimo to bylo zjisténo, Ze dalsi cil narciklasinu je transla¢ni elongaéni
faktor eEF1A, ktery ovliviiuje nejen biosyntézu protein(, ale také regulaci aktinového
cytoskeletu. Aktinovy cytoskelet se podili na proliferaci a migraci bunék, véetné procesu

metastazovani. [10], [116]. Narciklasin vykazuje pfiznivé terapeutické ucinky predevsim
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u modelll mozkovych nadort [10]. Nedavné studie odhalily, Ze tento alkaloid indukuje
apoptdzu u bunék lidského adenokarcinomu prsu MCF-7 a MDA-MB-231 a karcinomu prostaty
PC-3 prostfednictvim receptord smrti DR4 [31], [117]. Kromé rakoviny se jako dalsi slibnd
oblast jevi zanétlivd onemocnéni, jelikoZ narciklasin prokdzal vyrazné antiflogistické vlastnosti

jak in vitro, tak in vivo [10].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Rostlinny material

Cerstvé cibule taxonu Narcissus cv. Carlton (30 kg) byly dodany firmou Lukon Glads
(Sadska, Ceska republika). Botanicka verifikace rostlinného materidlu byla provedena prof.
RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc a dokladny vzorek byl uloZen v herbariu Katedry
farmakognozie a farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Krdlové pod
oznacenim Narcissus cv. Carlton CUFPH-16130/AL-654. Zpracovani rostlinného materialu,
pfiprava sumdrniho alkaloidniho extraktu a jeho rozdéleni na frakce pomoci sloupcové
chromatografie bylo provedeno vramci disertacni prace MSc. Abdullaha Al Mamun,

Ph.D. [118].

4.2 Material a laboratorni vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla, chemikalie
e Acetonitril p. a. (Penta, Praha) — AcCN
e Amoniak p. a. (Penta, Praha) Praha — NH3
e Chloroform p. a. (Penta, Praha) — CHCls
e Cyklohexan p. a. (Penta, Praha) — CHx
e Diethylamin p. a. (Penta, Praha) — DEA
e Dichlormethan p. a. (Penta, Praha) — CH,Cl;
e Ethanol p. a. (Penta, Praha) — EtOH
e Ethylacetat p. a. (Penta, Praha) — EtOAc
e Isopropylalkohol p. a. (Penta, Praha) — IPA
e Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich) — FA
e Methanol p. a. (Penta, Praha) - MeOH
e Toluen p. a. (Penta, Praha) — To
e Trifluoroctova kyselina (Sigma-Aldrich) — TFA
e Voda destilovand (Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta, Katedra analytické

chemie, HK) — H,0
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4.2.2

Detekcni Cinidla

4.2.2.1 Dragendorffovo Cinidlo

4.2.3

4.2.4

4.2.5

Roztok A, ktery byl pfipraven z 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého, 20 g kyseliny
vinné, 80 ml vody a roztok B, ktery byl pfipraven z 32 g jodidu draselného a 80 ml vody se
smisi v objemovém poméru 1:1, ¢imZ vznikne zdsobni roztok. Detekéni roztok byl
pfipraven smisenim 5 ml zdsobniho roztoku, 10 g kyseliny vinné a 50 ml vody. Detekéni

i zasobni roztok byly uchovavany v lednici.

Pristrojové vybaveni

Analyticka vaha KERN ABJ (KERN & SOHN GmbH, Balingen, Germany)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10 P (Bandelin, Berlin, Germany)

UV lampa CAMAG (Camag, Muttenz, Switzerland)

Vakuova rotaéni odparka Buchi Rotavapor R-114 (Buchi Labortechnik AG, Switzerland)
GC-MS systém Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD (Agilent Technologies, Santa Clara,
California, USA)

Systém pro flash chromatografii puriFlash 535-XL (Interchim, Montlucon, France)
HPLC systém Waters Autopurification™ HPLC-MS (Waters Corporation, Milford, USA)

Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

Databaze pouzité k vyhodnoceni vysledku
Knihovna EI-MS spekter NIST Virtual Library 2011 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)

Chromatografické sorbenty

Komeréni analytické desky pro TLC Silica gel 60 GF2s4 (Merck, Praha) o velikosti 20 x 20
cm

Komercni desky pro TLC Silica gel 60 RP-18 F2s4-S (Merck, Praha) o velikosti 20 x 20 cm
Silica gel 60 GF2s4 (Merck, Praha) pro pfipravu litych desek; mnozZstvi pouzitého SiO;
bylo 29 mg/cm?.

Kfemelina Celite 535 (Sigma-Aldrich, Praha), velikost ¢astic 0,02-0,1 mm.

Silica gel 60 pro flash chromatografii, velikost ¢astic 15 um (Interchim, Chromservis,

Praha).
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4.2.6 Vyvijeci soustavy pro TLC

Tabulka 3 : Vyvijeci soustavy pouzité pro TLC

Soustava Slozeni Pomeér
S1 To:EtOAc:DEA 15:75:5
S2 CHx:EtOAc:DEA 7:2:1
S3 To:DEA 9:1
sS4 EtOAc:AcCN:NH3 80:80:0,2
S5 EtOAc:AcCN:NH; 80:80:0,2
S6 To:DEA 9:1
S7 CHx:EtOAC:DEA 7:2:1
S8 EtOAc:ACCN:NH; 40:40:0,1
S9 AcCN:MeOH:TFA 40:10:0,1
S10 EtOAC:DEA 9:1
S11 AcCN:MeOH:TFA 40:10:0,1
S12 CH2Cl>:MeOH 19:1
S13 CH2Cl2:MeOH 1:1
S14 CH2Cl2:MeOH 9:1
S15 EtOAC:AcCN:NHs 40:40:0,1
S16 CHx:EtOAc:DEA 30:70:5
S17 IPA:H,0:TFA 80:20:0,1
S18 CHCl3:MeOH:TFA 45:5:0,1

4.2.7 Pomocny material
e Kremelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich, Praha)

o C(Cisténd vata

e Susici perly silikagelu (Penta, Praha)

4.3 Obecné postupy

4.3.1 Rozpousténi vzorku

Vzorek byl pfed nanesenim na TLC desky rozpustén v malém mnozZstvi rozpoustédla. Jako
rozpoustédlo bylo pouzito CHCIs:EtOH v poméru 1:1, popfipadé CH;Cl:MeOH rovnéz

v poméru 1:1.
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4.3.2 Analytické TLC

Na komercni TLC desku byl narysovan start, ktery lezel 1 cm od spodni hrany desky a 1 cm
od boc¢nich hran desky. Na start byl pomoci kapilary nanesen roztok analyzované latky. TLC
deska byla vloZzena do predem nasycené komory. Sklenénd komora byla sycena parami
prisluseni mobilni faze, ktera byla nalita do komory v takovém mnozstvi, aby vloZzena deska
byla ponofena alespori 0,5 cm v mobilni fazi. Slozky analyzovaného vzorku byly unaseny
mobilni fazi a v zavislosti na odlisné afinité v{ci staciondrni a mobilni fazi byly jednotlivé slozky
smési separovany. TLC deska byla z komory vyjmuta v momenté, kdy mobilni faze dosahla cela,

které se nachazi cca 0,5 cm pod hornim okrajem desky.

4.3.3 Detekce alkaloidu

TLC deska byla po vyjmuti z komory vysusena. Po vysuseni byla deska pozorovana pod UV
lampou s vinovou délkou 254 nm, popfipadé 366 nm. TLC deska pod UV lampou fluoreskovala
a stanovované latky byly viditelné jako tmavé skvrny, které fluorescenci zhaseji. Skvrny byly
oznaceny tuzkou. Ddle byla detekce provadéna pomoci Dragendorffova Cinidla. Desky se
zakrouzkovanymi skvrnami byly postfikany Cinidlem, které reagovalo s pfitomnymi alkaloidy za

vzniku oranzového zbarveni.

4.3.4 Priprava preparativnich litych desek

Sklenéna deska o rozméru 15x15 cm byla ocisténa pomoci ethanolu. V kadince bylo
smiseno 6,5 g silikagelu s 22 ml H,0. Vznikla suspenze byla nalita doprostfed sklenéné desky
a pomoci tyCinky byla rovhomérné rozprostiena po celé plose desky. Po naliti se desky nechaly

nejméné 24 hodin zaschnout pfi pokojové teploteé.

4.3.5 Preparativni TLC

Na desce byl vyznaden start vzdaleny 1,5 cm od spodni hrany desky a 1 cm od boénich hran
desky. Pocet pouzitych desek vychazel z mnoizstvi latky, které bylo na desku nandseno. Pomoci
preparativniho pera byl na start nanesen roztok vzorku ve formé jednolité ¢ary. Deska byla
vloZzena do predem nasycenych komor. Komory byly syceny vhodné zvolenou mobilni fazi, kterd
byla zvolena na zdkladé predem provedeného analytického TLC. Poté co mobilni faze dosahla
Cela, které je cca 0,5 cm pod hornim okrajem desky, byla deska vyjmuta z komory. Po vysuseni
desky nasledovala detekce jednotlivych oddélenych zén pod UV lampou. Jednotlivé zony byly

na zakladé stejného retencniho faktoru vysSkrabdny a ndsledné eluovany.
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4.3.6 Eluce

Vyskrabany sorbent byl smichan s kfemelinou v poméru 1:1 a vsypan do sklenéné kolony,
ktera byla naplnéna kouskem precisténé vaty a Izici kfemeliny. Nasledovala eluce smési MeOH
s EtOAc v poméru 1:1. Eludt byl jiman do barnky a po ukonéeni eluce odparen na vakuové
odparce a vysusen v exsikatoru. Nasledné byl odpareny vzorek skladovdan v lednici pfi teploté

2-8°C.

4.3.7 GC-MS analyza

Separované alkaloidy byly analyzovdny pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A
GC 5975 s hmotnostnim detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV. Byla pouzita kolona
Hp-5MS s rozméry 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. (Agilent Technologies, USA). Teplotni program
byl zvolen nésledujici: 100 °C—180 °C (25 min), 180 °C (1 min), 180-300 °C (15 min). Jako nosny
plyn bylo pouZito helium s pritokovou rychlosti 0,8 ml/min. Nasttik 1 pl methanolického
roztoku vzorku s koncentraci 1 mg/ml byl proveden pfi splitu 1:10 a pfi teploté 280 °C.
Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany porovnanim ziskanych spekter se spektry dostupnymi
v komercni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and Technology Library,

USA), s daty publikovanymi v literatuie a se standardy latek dfive izolovanymi na pracovisti.

4.3.8 LC-MS analyza

Vzorky o hmotnosti 0,2-0,3 mg byly rozpustény v 1 ml MeOH ¢istoty LC-MS a analyzovany
pomoci systému Waters Autopurification™ HPLC-MS (Milford, USA). Pfistroj zahrnuje moduly
Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, binarni gradientovou pumpu Waters
2545, detektor s diodovym polem Waters 2998 a hmotnostni spektrometr Waters Acquity qDa.
Analyza probihala pfi laboratorni teploté. Pro separaci byla pouzita kolona s reverzni fazi
XSelect® CSH™ C18 OBD™ (100 mm x 4,6 mm, 5 um) (Milford, USA). Mobilni faze tvotily voda
s 0,1 % kyseliny mravenci (rozpoustédlo A) a MeOH s 0,1 % kyseliny mravenci (rozpoustédlo B)
s pratokem 0,8 ml/min. Gradientovy elucni program byl nastaven nasledovné (v/v): 0 min 5 %
B, 5 min 100 % B, 8,5 min 5 % B, s naslednou 2,5minutovou ekvilibraci na po¢ate¢ni podminky.
Optimalni parametry ESI-MS byly: kapilarni napéti 0,8 kV, teplota sondy 600 °C a kuzelové
napéti 15 V. Hmotnostni spektra LC/MS byla ziskavana v rozmezi 200—800 m/z. Pro detekci
pomoci PDA byl detektor nastaven na rozsah 190-700 nm. LC ESI-MS analyzy probihaly

v pozitivnim iontovém rezimu. Eluce slouéenin probihala v poradi od vice polarnich k méné
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polarnim slozkam, s rostouci elu¢ni silou mobilni faze, pricemz koncentrace kyseliny mravenci

zUstavala konstantni.

4.3.9 Preparativni LC-MS analyza

Vzorky o objemu 1000 ul (6-8 mg) byly rozpustény v 1,5 ml MeOH Cdistoty LC-MS
a separovany pomoci systému Waters Autopurification™ HPLC-MS (Milford, USA). Tento
systém zahrnuje moduly Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, binarni
gradientovou pumpu Waters 2545, detektor s diodovym polem Waters 2998 a hmotnostni
spektrometr Waters Acquity gDa. Vzorky byly analyzovany pti laboratorni teploté. Pro separaci
byla pouZita kolona s reverzni fazi XSelect® CSH™ C18 OBD™ (100 mm x 19 mm, 5 um) (Milford,
USA). Jako mobilni faze byla pouzita voda s 0,1 % kyseliny mravenci (rozpoustédlo A) a MeOH
s 0,1 % kyselinou mravenci (rozpoustédlo B) s pritokem 20 ml/min. Gradientovy elucni
program byl nastaven nasledovné (v/v): 0 min 5 % B, 9 min 100 % B, 11,5 min 5 % B, nasledné
0,5 minuty ekvilibrace v pocatecnich podminkach. Optimalni parametry ESI-MS byly: kapilarni
napéti 0,8 kV, teplota sondy 600 °C, kuZelové napéti 15 V. Hmotnostni spektra LC/MS byla
zaznamendna v rozmezi 200-800 m/z. Pro detekci pomoci PDA byl rozsah detektoru nastaven
na 190-700 nm. LC ESI-MS analyzy byly provadény v pozitivnim iontovém reZimu. Eluce
sloucenin probihala postupné od vice polarnich k méné poldrnim slozkdm s rostouci elu¢ni

silou mobilni faze, pficemz koncentrace kyseliny mravenci zistavala po celou dobu konstantni.

4.3.10 Opticka otacivost
Opticka otacivost izolovanych alkaloid( byla stanovena pomoci polarimetru P3000. Vzorky
byly rozpustény v CHClz a nasledné zméreny pfi laboratorni teploté. Specificka otacivost byla

vypocitana dle nasledujiciho vzorce:

t 100X a
= cxl
o — namérena optickd otacivost [°]
t —teplota méreni [°C]
D — spektralni linie sodikového svétla (A = 589,3 nm)

¢ — koncentrace latky [g/100 ml]

| - délka kyvety [dm]
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4.4 Stanoveni biologické aktivity izolovanych alkaloidt

4.4.1 Stanoveni inhibicni aktivity vici cholinesterasam

Pro stanoveni aktivity byly pouZity rekombinantni enzymy pripravené na Katedre chemie,
Prirodovédecké fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Je pouzivdno médium obsahujici enzymy,
které je v Cas potieby naredéno 100mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak aby hodnota
absorbance byla pro AChE v rozmezi 0,08 — 0,15 a pro BuChE 0,15 — 0,20. Toto médium je

zamraZzeno a uchovavano v pfi teploté pfi-22 °C do doby pouZiti.

Stanoveni inhibicni aktivity izolovanych alkaloidt:

Pro stanoveni hodnoty ICso byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda,
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) [A = 436 nm pro AChE nebo A =412
nm pro BuChE]. Pfi méreni byl sledovan narlist absorbance béhem jedné minuty. Hodnoty ICso
byly vypocitdny z dat o poklesu aktivity AChE nebo BuChE pomoci nelinedrni regrese
v programu GraphPaD Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPaD Software, San Diego, CA,
USA). Vysledky byly srovnany s hodnotami ICso zndmych inhibitor(i cholinesteras, jako jsou

galanthamin a huperzin A. Procenta inhibice (% 1) byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

AAy,
%I=100—<100 XAA )
Sa

% I — procento inhibice
AAp; — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min

AAs, = absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

Stanoveni aktivity enzymi:

Do Sesti jamek mikrotitracni desticky bylo napipetovano 8,3 pl plazmy nebo hemolyzatu,
nasledné pfidano 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl DMSO. Smés byla promichavana na
mikrotfepacce po dobu 1 minuty a poté inkubovana v readeru pfi 37 °C po dobu 5 minut. Po
inkubaci bylo pfidano 33,3 pl roztoku substratu (10 mM ATChl nebo 10 mM BuTChl)
a absorbance byla mérena pfi prislusné vinové délce (436 nm pro AChE-hemolyzat a 412 nm
pro BuChE-plazmu). Poté byl vypocitan rozdil a stanovena prlimérna hodnota inhibice se

smérodatnou odchylkou podle vyse popsané metody.
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Stanoveni aktivity latek:

Stanoveni aktivity latek se provadi na mikrotitracni desticce, kde se pouZivaji stejné objemy
¢inidel a substratového roztoku a stejny postup méreni jako u stanoveni enzymové aktivity.
Rozdil je v tom, Ze misto 8,3 pl DMSO se pipetuje roztok testované latky v pfislusné
koncentraci. Pro kazdou latku se pouZzije 6 jamek (1 fada), pficemz do posledni fady se pridava
DMSO jako slepy vzorek. Nejprve se provadi screeningové méreni, kdy se vSechny latky méri
pfi koncentraci 4 mM (jedna se o koncentraci, na kterou se redi vzorek pred pipetovanim do
jamky) respektive 100 uM (koncentrace vzorku pfi méreni, ktera se snizila po nafedéni Cinidly
pro méreni aktivity). U latek, které pfi této koncentraci vykazuji inhibi¢ni potencial vyssi nez 50
%, je nasledné stanovena hodnota ICso. Ziskané hodnoty ICso pro inhibici AChE a BuChE

u jednotlivych latek byly porovndny s inhibi¢nimi aktivitami referencnich latek.

4.4.2 Stanoveni inhibicni aktivity vaci POP

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS, pficemz specificka aktivita
enzymu byla 0,2 U/ml. Inhibi¢ni aktivita byla testovana v polystyrenové mikrotitracni desti¢ce
s plochym prihlednym dnem. Testované latky byly rozpustény v DMSO, ¢imz byly pfipraveny
zasobni roztoky s koncentraci 10 mM. Roztoky pro testovani (v rozmezi 1073-10"7 M) byly
pfipraveny fedénim téchto zdsobnich roztok( supercistou vodou, pricemz slepé vzorky
obsahovaly DMSO ve stejné koncentraci jako testované vzorky. Jako substrat pro méreni
inhibi¢ni aktivity byl pouZzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid rozpustény v 40 % 1,4-dioxanu s koncentraci

10 mM.

V kazdé jamce mikrotitracni desticky bylo smichano 170 ul PBS, 5 pl roztoku testované
latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP. Smés byla inkubovana po dobu 5 minut pti 37 °C.
Po inkubaci bylo do kazdé jamky pfidano 20 ul substratu, a smés byla dale inkubovana 30 minut
pfi 37 °C. Vznik p-nitroanilinu, ktery je pfimo umérny aktivité POP, byl ndsledné sledovan
a méren spektrofotometricky pfi 405 nm pomoci ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita
testovanych latek byla vyjadiena jako ICso. Vysledné inhibi¢ni aktivity byly porovnany
s hodnotami [Csp referencnich latek, konkrétné berberinu (ICso = 142,3 + 21,1 mM)

a Z-Pro-prolinalu (ICso = 3,269 + 0,021 mM).

4.4.3 Stanoveni inhibicni aktivity viici GSK-38

Inhibice GSK-3B byla studovdna luminiscenéni metodou dle Bakiho et al. s vyuZitim
Kinase-Glo Kitu (Promega Biotech Iberica, S.L., Madrid, Spanélsko). MéFeni probihalo v bilych
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96-jamkovych destickdch s plochym dnem. Do kazdé jamky bylo pridano 10 pl roztoku
testované latky v DMSO o koncentraci 1 mM, nafedéného pufrem (50 mM HEPES, 1 mM EDTA,
1 mM EGTA a 15 mM octanu hoteénatého) na poZzadovanou koncentraci. Poté bylo pfidano 10
pl ATP (konec¢na koncentrace 1 uM), 10 ul 100 uM GSM a 10 pl GSK-3B (20 ng). Negativni
kontrola obsahovala dalSich 10 pl pufru, zatimco do pozitivni kontroly bylo pfidano 10 pl
standardu SB-415286. Celkovd koncentrace DMSO nepirekrocila 5 %. Reak¢ni smés byla
inkubovana 30 minut pfi 37 °C, poté byla enzymatickd reakce zastavena pfidanim 40 pl
Kinase-Glo ¢inidla a po dalSich 10 minutdch byla méfena luminiscence. Podrobnéjsi popis

metody lze najit v publikaci Hulcova et al. (2018) [51].

4.4.4 Stanoveni cytotoxicity

Ve spolupréci s Lékarskou fakultou v Hradci Kralové byla provedena analyza bunécéné
viability a cytotoxického ucinku testovanych latek pomoci kolorimetrické metody WST-1. Tato
metoda je upravenou verzi MTT metody, avsak misto pouZziti
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu, jak je tomu u MTT, vyuZiva
4-[3-(4-jodofenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat. Obé cinidla jsou

a citlivéjsim.

Z testovanych latek byly podle jejich rozpustnosti pfipraveny zasobni roztoky
v koncentracich 10 az 50 mM, které byly nasledné naredény tak, aby koncentrace DMSO byla
nizsi nez 0,1 %, ¢imz se eliminoval jeho potencialni toxicky vliv. Buriky byly nasazeny do
96-jamkové desticky s plochym dnem v koncentraci 1000 bunék na jamku. Po 24hodinové
inkubaci pfi 37 °C a 5 % koncentraci CO2 byly do jamek ptidany testované latky v koncentraci
10 uM, pripadné doxorubicin v koncentraci 1 uM jako pozitivni kontrola. Po 48 hodinach
inkubace za stejnych podminek bylo do jamek pfiddno cinidlo WST-1, které bylo v Zivych
bunikdch redukovano mitochondridlnimi dehydrogenasami na purpurovy formazan. Tento
formazan byl rozpustén pridanim DMSO. Absorbance byla mérena na pfistroji Infinite M200

(Tecan, Mannedorf, Svycarsko).

Absorbance byla mérena pfi vinové délce 440 nm, pfiemz intenzita zabarveni roztoku byla
primo Umérna mnozstvi Zivych bunék. Aktivita kazdé testované latky byla stanovena na zakladé
tfi nezavislych experiment(, pricemz byla vypocitadna bunécnad viabilita ve srovnani s negativni
kontrolou, kde k burikdm nebyla pfidana zadna ucinna latka, pouze 0,1 % DMSO, coz odpovida
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jeho koncentraci v ostatnich jamkach. U aktivnich latek je stanovena hodnota ICso, a to pomoci
softwaru GraphPad Prism (verze pro Windows; vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA,

USA).

4.5 lzolace alkaloidu

4.5.1 Frakce Ft

Experimentdlni ¢ast zapocala zpracovanim frakce Ft se snahou izolovat alkaloidni Iatky
v Cistém stavu. Pocatecni frakce Ft vazila 173 mg. Frakce byla rozpusténa ve smési CHCl;: EtOH
1:1 a byla podrobena prvnimu déleni na 6 preparativnich TLC deskach za pouziti S1. Desky byly
vyvijeny celkem tfikrat. Vysledkem prvniho déleni bylo 5 oddélenych zén. Jednotlivé zony byly
vyskrabany, spojeny dle retencniho faktoru, zeluovany pomoci elu¢ni smési CHCls: EtOH 1:1 do
vytarovanych banék a odpareny pomoci vakuové odparky. Nadale byly dosuseny v exsikdtoru

a skladovény v lednici. Vznikly tak nové podfrakce s nasledujicim oznacenim a navazkou.

Tabulka 4: Oznaceni a navazka vzniklych podfrakci po prvnim déleni

Oznaceni Navazka
podfrakce
Ft-1 5,5mg
Ft-2 20,5 mg
Ft-3 19,5 mg
Ft-4 18,9 mg
Ft-5 30,5 mg

Podfrakce Ft-2, Ft-3, Ft-4 a Ft-5 byly dale precistovany pomoci preparativni TLC. Jednotlivé
pouzité MF a vzniklé podfrakce po déleni jsou zobrazeny v tabulce 5. Po nalezeni vhodné
mobilni faze, kdy se latky pfi analytickém TLC od sebe idedlné oddélily, bylo provedeno
preparativni TLC. Vzniklé zény byly vzidy vyskrabany a na zakladé stejného retencniho faktoru
spojeny. Nasledovala eluce jednotlivych spojenych zén pomoci eluéni smési CHCl3: EtOH 1:1
a nasledné odpareni pomoci vakuové odparky. Jednotlivé podfrakce byly dale analyzovany

pomoci GC-MS chromatografie.
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Tabulka 5: Vzniklé podfrakce po dalSim preparativnim TLC

Plvodni podfrakce Vzniklé podfrakce Pouzitd mobilni faze
Ft-2 Ft-2-1, Ft-2-2 S2
Ft-3 Ft-3-1, Ft-3-2, Ft-3-3 S3
Ft-4 Ft-4-1, Ft-4-2, Ft-4-3, Ft-4-4 s4
Ft-5 Ft-5-1, Ft-5-2, Ft-5-3, Ft-5-4 S5

Nasledovalo porovnavani podfrakei Ft-3-1, Ft-3-2, Ft-3-3 a Ft-5-2, Ft-5-3, Ft-5-4 se standardy
vybranych alkaloidl, pficemz jako standardy byly pouZity AA homolykorinového strukturniho

typu, které byly na Katedie farmakognozie a farmaceutické botaniky izolovany drive a byly

dostupné v dostatecném mnoistvi. Soupis pouZzitych AA je uveden v tabulce 6.

Tabulka 6: Pfehled pouZitych standard

Porovndvani podfrakci se standardy probihalo na 2 TLC deskdch. Na prvni desku
(obrazek 10) byla nanesena spolecné se standardy podfrakce Ft-3-1, Ft-3-2, Ft-3-3 a jako
mobilni faze byla pouZita nejprve S6 a poté S7. Na druhou desku (obrazek 11) byly naneseny
spolu se standardy podfrakce Ft-5-2, Ft-5-3, Ft-5-4 za pouziti mobilni faze S8 a poté S9.

V nasledujicich tabulkach je zndzornéno poradi, v kterém byly standardy a vzorky naneseny na

TLC desky.

9-0-demethylhomolykorin

Lykorenin

Odulin

Tetrahydromasonin

Masonin

Homolykorin

Demethylmasonin

Eugenin

Hippeastrin
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Obrazek 10: Porovnavaci TLC deska ¢. 1 — porovnani podfrakce Ft-3-1, Ft-3-2, Ft-3-3 se standardy

Tabulka 7: Poradi nanesenych latek na porovnavaci TLC desku ¢.1

Latka
9-0-Demethylhomolykorin

e
o
=<
Q
=23

Lycorenin
Ft-3-1
Odulin
Tetrahydromasonin
Ft-3-2
Masonin

Homolykorin
Ft-3-3
Demethylmasonin

O|IXI NN AW e

[
e

=
=

Eugenin

[
N

Hippeastrin
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Obrdazek 11: Porovnavaci TLC deska €. 2 - porovnani podfrakce Ft-5-2, Ft-5-3, Ft-5-4 se standardy

Tabulka 8: Poradi nanesenych latek na porovnavaci TLC desku ¢. 2

Latka
9-0-Demethylhomolykorin
Lycorenin
Ft-5-2
Odulin
Tetrahydromasonin
Ft-5-3
Masonin

o
o
-<
Q
=23

Homolykorin
Ft-5-4
Demethylmasonin

L IO NV R WIN =

=
©

=
=

Eugenin

[
N

Hippeastrin

Nasledovalo hledani mobilni faze pro dalsi precisténi podfrakce Ft-5-3 a Ft-5-4. Bylo
provedeno preparativni TLC za pouziti S10 a vzniku podfrakci Ft-5-3-1, Ft-5-3-2 a Ft-5-4-1,

Ft-5-4-2.

Na zakladé kontrolniho analytického TLC byly podfrakce spojeny dohromady. Spojeny byly
podfrakce Ft-5-3-1 + Ft-5-4-1 za vzniku frakce, jez byla oznacena jako Ft-6 a podfrakce Ft-5-3-2
+ Ft-5-4-2 za vzniku frakce s oznac¢enim Ft-7. Z divodu pritomnosti necistot (pravdépodobné
silikagelu) byly frakce prefiltrovany pres vatu. Pfi zpracovavani frakci bylo mozné pozorovat

krystalizaci a pfi GC-MS analyze byl pozorovan vidy pouze jeden pik s nezndmou molekulovou
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hmotnosti. Frakce byly proto podrobeny NMR analyze, kterd ovSem ukazala, Ze se i pres

vysledky TLC a GC-MS analyzy jednd o smés vice latek.

Ddle byla vénovdna pozornost podfrakci Ft-5-2, jelikoz dle vysledkd TLC se latka zddla byt
témér Cistd. Podfrakce byla jesté precisténa pomoci preparativni TLC za pouZiti S11. Z dlivodu
velmi malého mnoistvi latky (2,4 mg) a neuspokojivych vysledk NMR analyzy, bylo uc¢inéno

rozhodnuti nevénovat nadale pozornost frakci Ft a zaméfit se na zcela novou frakci.

4.5.2 Frakce Fi, Fj3, Narc/2

Experimentalni ¢ast dale vychazela ze 3 alkaloidnich frakci oznacenych jako Fi, Fj3 a Narc/2.
Na zakladé jejich velmi vyrazné podobnosti zjisténé pomoci GC-MS a HPLC-MS analyzy byly
tyto 3 frakce spojeny dohromady. Kazda jednotliva frakce byla rozpusténa v dostate¢ném
mnozstvi rozpoustédla (CH2Cl, a MeOH v poméru 1:1) a byla kvantitativné prevedena do jedné

bariky. Po odpareni a dosuseni v exsikatoru vznikla spojena frakce vazila 1,265 g.

4.5.2.1 Flash chromatografie spojenych frakci
Bylo rozhodnuto, Ze vzhledem k velikosti nové ziskané spojené frakce, bude tato frakce

rozdélena pomoci flash chromatografie na pfistroji puriFlash 535-XL. Ndsledovalo hledani
vhodné mobilni faze pomoci analytického TLC pro idedIni separaci alkaloidnich latek. Jako

nejvhodnéjsi mobilni faze se jevila S12.

Byl pfipraven roztér, kdy doslo k prevrstveni 3 g kiemeliny roztokem 1,265 g alkaloidniho
extraktu v dostate€ném mnozstvi CH2Cl, s malym mnozstvim MeOH. Vznikla suspenze byla
zahtivana na vodni lazni, dokud nedoslo k Uplnému odpareni rozpoustédla a naadsorbovani
extraktu na castice kfemeliny. Takto pfipraveny roztér byl ponechdn pres noc v exsikatoru
a poté byl preveden do predkolony. Do kolony bylo naplnéno 25 g sférického silikagelu

o velikosti ¢astic 15 um (obrazek 12).

Na eluci latek byl pouzit CH2Cl; a MeOH s 0,1 % pridaného NHs, ktery napomaha lepsi
separaci alkaloidnich bazickych latek. Byla pouzita gradientova eluce, jejiz pribéh je uveden

v tabulce 9. Na zavér byla kolona promyta MeOH s 1 % kyseliny mravenci.
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Tabulka 9: Eluéni gradient pouzity pfi flash chromatografii

CHCl; (%) MeOH+0,1 % NHs Elu¢ni ¢as (min)
(%)

100 0 6
99 1 12
98 2 18
97 3 24
95 5 30
90 10 36
85 15 42
80 20 48
70 30 54
60 40 60
50 50 66
25 75 72

0 100 78

S

Obrazek 12: Prabéh flash chromatografie

Vysledkem flash chromatografie bylo 178 podfrakci. Po provedeni analytického TLC doslo
na zakladé retencnich faktord ke spojeni podfrakci a vzniku celkové 11 frakci.
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Tabulka 10: Podfrakce a nové vzniklé frakce po flash chromatografii

Spojené Vznikla frakce Navdazka vzniklé
podfrakce frakce
16-21 F1 11 mg
22-40 F2 20 mg
41-50 F3 17,2 mg
51-64 F4 33,5mg
65-75 F5 16,3 mg
76-90 F6 120,5 mg
91-103 F7 80,7 mg
104-126 F8 237,4 mg
127-151 F9 467,1 mg
151-178 F10 90,4 mg
konec — MeOH a F11 54,2 mg
FA1%

Nasledné bylo provedeno souhrnné TLC spojenych frakci (obrdzek 13) a kazda frakce byla
odparena na vakuové odparce.

C’fﬂ;‘fﬂ(OH {4

W44 .8 6 F&d 4 A
”&Ml ooy 94

JENENRETERESLS S b

Obrazek 13: Souhrnné TLC vzniklych frakcich
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PFi spojovani jednotlivych podfrakci si bylo mozné povSimnout, Ze se na sténdch zkumavek
tvofily krystaly (obrazek 14). Tento jev byl nejvice pozorovatelny u nasledné vzniklych frakci F8

a F9. Tyto dvé frakce byly rozpustény v CHCls: EtOH 1:1 a byly ponechany krystalizovat.

Obrazek 14: Krystalizace pfi zpracovavani podfrakci.

4.5.2.2 Zpracovani frakce 5
Z kazdé frakce bylo odebrano 0,5 mg na GC-MS a dle vysledku analyzy spekter byla

pozornost vénovana frakci ¢islo 5. Tato frakce byla rozpusténa v malém mnozstvi CH,Cl,: MeOH
1:1 a pomoci preparativniho pera byla nanesena na komeréni TLC desku. Bylo provedeno
preparativni TLC, kdy jako mobilni faze byla pouzita S13. Vysledkem bylo oddéleni 2 zén.
Jednotlivé zény byly vySkrabany a zeluovany a vznikla tak podfrakce F5-1 a F5-2. Podfrakce F5-2
byla pfevedena do vialky a odevzddna na NMR analyzu. Navazka cCinila 6,8 mg. Na zadkladé NMR

analyzy byla latka identifikovana jako homolykorin a oznacena jako 1Z-1.

4.5.2.3 Zpracovani frakce 7
Frakce 7 byla rozpusSténa v dostatecném mnozstvi CH;Cl: MeOH 1:1 a pomoci

preparativniho pera byla nanesena na 5 komerc¢ni TLC desek a vyvinuta ve smési S14. Na
zakladé analyzy pod UV svétlem a pomoci Dragendorffova Cinidla byly separovany 3 zény a byly
tudiz ziskany podfrakce F7-1, F7-2 a F7-3 (tabulka 11), kterd byla ddle zpracovavdna. 20,5 mg
podfrakce F7-3 bylo precisténo na 2 komerénich TLC deskach v mobilni soustavé S15. Desky

byly vyvinuty celkem 2x a byla extrahovana pouze majoritni zéna (14,8 mg), ktera byla pomoci
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GC-MS a NMR analyzy urcena jako alkaloid lykorinového strukturniho typu galanthin. Ziskana

latka ziskala oznaceni 1Z-2.

Tabulka 11: Vzniklé podfrakce F7-1, F7- 2, F7-3 a jejich navazky

Podfrakce Navazka
F7-1 26,4,5 mg
F7-2 8,2 mg
F7-3 20,5 mg

4.5.2.4 Zpracovani frakce 8
Frakce F8 byla plvodné krystalizovana, ale jelikoz dosazeny vysledek nebyl idedlni, byla

zvolena jind metoda pro precisténi frakce. Tato frakce byla precistovana pomoci preparativni
TLC na 6 litych deskach. Tomuto procesu predchdzelo hledani vhodné mobilni faze pomoci
analytického TLC. Jako nejvice idealni mobilni faze se jevila S16. Pomoci preparativniho TLC
doslo ke vzniku 3 oddélenych zén, které byly vyskrabdny a ndsledné zeluovany za vzniku
podfrakci F8-1, F8-2 a F8-3. VSechny podfrakce byly odpareny pomoci vakuové odparky

a dosuseny v exsikatoru.

Tabulka 12: Vzniklé podfrakce F8-1, F8- 2, F8-3 a jejich navazky

Podfrakce Navazka
F8-1 31,5mg
F8-2 13,7 mg
F8-3 186,9 mg

Pti provedeni kontrolniho analytického TLC (obrazek 15), bylo zjisténo Ze podfrakce F8-3,
ktera byla majoritni, a tudiz upoutala nasi pozornost nejvice, neni zcela Cistd a je zapotrebi

dalsi precisténi.

'VFg—1 fea fea

Obrazek 15: Kontrolni analytické TLC podfrakce F8-1, F8-2, F8-3. MF: S16
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Precisténi bylo provedeno opét pomoci preparativniho TLC. Podfrakce F8-3 byla rozpusténa
a pomoci pera nanesena na 10 komercnich desek a vyvijena v pfedem nasycenych komorach.
Jako mobilni faze byla pouZita S17. Doslo ke vzniku 2 oddélenych zén, které byly vyskrabany
a zeluovany za vzniku podfrakci F8-3-1 a F8-3-2. Podfrakce byly odpareny pomoci vakuové

odparky a dosuseny v exsikatoru.

Tabulka 13: Vzniklé podfrakce F8-3-1, F-8-3-2 a jejich navazky

Frakce Navazka
F8-3-1 10 mg
F8-3-2 139,9 mg

Pfi provedeni kontrolniho analytického TLC bylo opét zjisténo, Ze se nejedna o samostatnou

Cistou latku a podfrakce obsahuje smés vice latek. (obrazek 16)

:
|
|
!

N

.

l e R

Obrdazek 16: Kontrolni analytické TLC podfrakce F8-3-1, F8-3-2, MF: S17

Nastalo hleddni vhodné mobilni faze k idealnimu oddéleni skvrn a pfipadnému opakovani
procesu precistovani pomoci preparativniho TLC. | pres pouZiti reverzni nepolarni Cis

stacionarni faze, nebyla nalezena vhodna mobilni faze pro idedlni oddéleni.

4.5.2.5 Zpracovani frakce 9
Frakce byla rozpusténa v EtOH a CHCls v poméru 1:1 a byla ponechana krystalizaci. Poté

doslo k prefiltrovani krystalt pres fritu, ¢imz doslo k oddéleni krystalli od mate¢ného louhu.
Nasledné byly krystaly promyty malym mnoZstvim rozpoustédla. Ziskané krystaly byly viozeny

do exikatoru k dosuseni. Celkové mnozstvi ziskanych krystald Cinilo 90,9 mg. Po GC-MS analyze
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bylo zjisténo, Ze krystaly nejsou zcela Cisté a obsahuji smés 4 latek, tudiz frakce byla znovu
podrobena krystalizaci, tentokrat z Cistého EtOH, ve snaze dokonalejSiho precisténi. | pres
zddanlivou cistotu krystalQ pfi kontrole na TLC, jejich HPLC i NMR analyza ukazala pritomnost
nékolika latek (obrazek 17). 35 mg krystall bylo rozpusténo a vyvinuto 2x na 3 komerénich TLC
deskach v S18. Bylo ziskdno celkem 5 zén (tabulka 14), ale HPLC analyza ukazala, Ze sloZeni

vSech zdn je viceméné totozné a lisi se pouze procentualnim zastoupenim jednotlivych latek.
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Obrazek 17: HPLC-MS analyza krystala ziskanych z frakce NC F9

Tabulka 14: Vzniklé podfrakce F9 a jejich navazky

Frakce Navazka
Fo-1 3,5mg
F9-2 9,8 mg
F9-3 5,6 mg
F9-4 6,2 mg
F9-5 2,3 mg

Nejvétsi podfrakce (F9-2) byla podrobena preparativni HPLC pomoci metody popsané
v kapitole 4.3.9. Bylo ziskano celkem 16 frakci, jez byly nasledné spojeny do 9. Frakce 1-7 byly
ponechdany jednotlivé za vzniku frakci F9-2-1 az F9-2-7. Frakce 8-10 byly spojeny do frakce
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F9-2-8 a frakce 11-16 byly spojeny do frakce F9-2-9. Po ovéreni Cistoty pomoci HPLC-MS bylo
2,12 mg F9-2-1 podrobeno NMR analyze a bylo zjisténo, Ze se jednd o smés stereoizomer(

alkaloidu homolykorinového strukturniho typu lykoreninu. Latka byla oznacena jako 12-3.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza izolovanych alkaloidi

5.1.1 1Z-1: Homolykorin

Na zakladé provedenych experimentl (GC-MS, NMR) a porovnanim ziskanych vysledku
s dostupnou literaturou byla latka identifikovana jako alkaloid homolykorinového strukturniho

typu homolykorin [119].
Sumarni vzorec: Ci1gH21NO4

Molekulova hmotnost: 315,369

Strukturni vzorec:

MS analyza:

MS (EI): m/z (%) = 206 (<1), 178 (1), 150 (1), 109 (100), 108 (20), 94 (3), 82 (3).
NMR analyza:

Alkaloid byl identifikovan na zakladé spekter uvedenych v literature [119].
Opticka otacivost:

[a]3°= 80° (c = 0,02; CHCl5)
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5.1.2 1Z-2: Galanthin

Na zdkladé provedenych experimentd (GC-MS, NMR) a porovnanim ziskanych vysledku
s dostupnou literaturou byla latka identifikovana jako alkaloid lykorinového strukturniho typu

galanthin [120].

Sumarni vzorec: C1gH23NO4
Molekulova hmotnost: 317,39

Strukturni vzorec:

MS analyza:

MS (El): m/z (%) = 317 (20), 316 (15), 298 (9), 268 (16), 243 (89), 242 (100), 228 (8).
NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan na zakladé spekter uvedenych v literatufe [120].

Opticka otacivost:

[a]3°= - 56° (c = 0,010; MeOH)
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5.1.3 1Z-3: Lykorenin
Na zakladé provedenych experimentl (GC-MS, HLPC-MS a NMR) a porovnanim ziskanych

vysledk( s dostupnou literaturou byla latka identifikovana jako alkaloid homolykorinového

strukturniho typu lykorenin. Jednd se o smés dvou stereoizomerd.

Sumarni vzorec: C1gH23NOg4
Molekulova hmotnost: 317,38

Strukturni vzorec:

MS analyza:

MS (El): m/z (%) = 317(-), 110(9), 109(100), 108(18), 94(3), 82(2)

MS (ESI): m/z (%) = 318 (M+1)

NMR analyza:

Alkaloid byl identifkovan na zakladé spekter uvedenych v literatufe [119].
Opticka otacivost:

Jedna se o smés stereoizomerd, tudiz z tohoto dlivodu nebyla opticka otacivost stanovena.
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5.2 Biologicka aktivita izolovanych latek

5.2.1 Biologicka aktivita izolovanych latek vuci AChE, BuChE, POP a GSK-3p.

Izolované alkaloidy byly podrobeny testim biologickych aktivit, se zamérenim na inhibici

enzym( spojenych s AD. Konkrétné se jednalo o enzymy AChE, BuChE, POP a GSK-3B. Souhrn

vysledk( testovanych aktivit je zobrazen v tabulce 15.

Tabulka 15: Souhrn testovanych aktivit vi¢i enzymU0m spojenym s AD

Latka AChE BuChE POP GSK-3B
I1Cs0 (ULM) 1Cs0 (1M) ICs0 (UM) (% inhibice)

Homolykorin 64+4 151+ 20 173+ 41 54+1

Galanthin 606,92 * 60,45 > 1000 > 500 268
Huperzin A2 0,033 +0,001 > 500 - -
Galanthamin?® 1,7+0,1 42,3+1,3 - -
Berberin® - - 142 + 21 -
Z-Pro-prolinal® - - 2,75 x 103 -

2standard pro AChE a BuChE, bstandard pro POP

5.2.2 Cytotoxicka aktivita izolovanych latek

U izolovanych latek byla testovdna cytotoxickd aktivita vuci rdznym liniim nadorovych
a nenadorovych bunék. Konkrétné byly pouzity bunécéné linie Jurkat (akutni leukémie
T lymfocyt(i), MOLT-4 (akutni lymfoblastickd leukémie), A549 (adenokarcinom plic), HT-29
(kolorektalni adenokarcinom), PANC-1 (epitelidlni karcinom slinivky), A2780 (karcinom
vajecniku), Hela (adenokarcinom délozniho cipku), MCF-7 (adenokarcinom prsu), SAOS-2

(osteosarkom), MRC-5 (zdravé plicni fibroblasty). Pfehled vysledk( je uveden v tabulce 16.

Tabulka 16: Biologicka aktivita izolovanych alkaloidd vici burikdm nadorovych linii (viabilita bunék 48
hodin po ovlivnéni alkaloidem pti koncentraci 10 uM).

Latka Jurkat MOLT-4 A549 HT-29 PANC1 A2780 Hela MCF-7 SAOS-2 MRC-5"
Homolykorin 78 110 114 199 100 96 108 102 97 97
Galanthin 98 103 93 64 97 163 93 114 97 -
Doxorubicin? 0 0 66 77 59 5 7 41 73 40
DMSO (0,1 %) © 113 115 106 87 95 98 89 99 102 -

astandard, ¢ = 1 umol/L; ® kontrola-zdravé buriky; ¢kontrola — DMSO
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6 DISKUSE A ZAVER

AD je hlavni pficinou demence a rychle se stava jednim z nejzavaznéjSich onemocnéni
tohoto stoleti [102]. Vzhledem k prodluzovani primeérné délky Zivota a k demografickému
starnuti populace, bude celosvétovy vyskyt AD naddle stoupat [121]. Do roku 2050 je
predpokldadano az trojnasobné zvyseni pripadd pacientd s AD [102]. Rostouci pocet pfipadu
zdUraziiuje nutnost naléhavého hleddni novych terapeutickych moZznosti. Stanoveni
nejefektivnéjsi [écby AD zUstava naro¢nym ukolem, ktery dosud nebyl zcela vyresen [69]. Podili
se na tom multifaktoridlni povaha onemocnéni, ktera ztéZuje vyvoj presné a zejména vcasné
diagndzy a |écby modifikujici onemocnéni [74]. Patogeneze AD stdle neni zcela objasnéna.
Ackoliv bylo navrzeno nékolik hypotéz zabyvajicich se problematikou patofyziologie AD, je
pravdépodobné, Ze jde o kombinaci vice spoustécich faktor(i. Kromé véasného rozpoznani
a snizeni modifikovatelnych rizikovych faktord, je tedy nezbytné studovat nové terapeutické

cile a léciva na né cilici [69].

V ramci této diplomové prace byla v ndvaznosti na disertacni praci MSc. Abdullaha Al
Mamun, Ph.D. [118] vénovdna pozornost alkaloidnim frakcim z Narcissus pseudonarcissus cv.
Carlton za ucelem izolace alesponn 2 alkaloidnich latek v Cistém stavu. Narcissus
pseudonarcissus cv. Carlton je vyuZivan jako komercni zdroj galanthaminu, ktery je schvadlen
pro l1é¢bu AD. Lze na néj ovSsem pohlizet ijako na zdroj dosud neobjevenych minoritnich
sloucenin. To bylo prokdzdno objevem novych, unikatnich struktur, konkrétné nazvanych jako
karltonin A-E, které predstavuji karltoninovy strukturni typ. Nékteré z téchto slouéenin vykazuji
zajimavé aktivity vici cholinesterasam, zejména vici BUChE [65]. Zaroven byly tyto latky
pouzity jako tzv. lead structures pro pfipravu syntetickych derivatd, které rovnéz vykazovaly
slibné aktivity v oblasti potencialni terapie AD [66], [67]. Toto poukazuje na fakt, Ze rostliny
jsou stale zdrojem novych a doposud neobjevenych sloucenin, které mohou mit perspektivni
vlastnosti, a i pres minoritni zastoupeni v rostlinném materialu mohou byt dllezitym zdrojem
inspirace, kudy se ve vyvoji novych léciv ubirat. Vyzkum by mohl byt do budoucna zaméren na

zkoumani téchto minoritnich typu alkaloid(, popfipadé syntézu derivatl od nich odvozenych.

Tato diplomova prace se nejprve zabyvala frakci NC-Ft, ze které se bohuZel nepodaftilo
izolovat zadny alkaloid v ¢istém stavu. Hlavnim limitem bylo malé mnozstvi jak uz vychoziho
extraktu, tak nasledné zpracované podfrakce. Podfrakce Ft-5-2, ktera se jevila jako

nejnadéjnéjsi, vazila pouhych 2,4 mg. Malé mnoistvi latky branilo dikladnému precisténi
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a separaci smési alkaloidnich latek. Z tohoto divodu se déle prace zabyvala frakci, ktera byla
po dikladné HPLC-MS analyze vysledkem spojeni pavodnich frakci Fi, Fj3 a Narc/2. Bohuzel se
izolace alkaloidld i ztéchto spojenych frakci ukdzala byt velmi problematickd, zejména
v dUsledku rychlého rozkladu latek béhem izolace nebo v prlbéhu analytickych metod.
Regenim tohoto problému pro izolaci zbyvajicich alkaloidd z t&chto frakci by mohla byt jejich
stabilizace prevedenim na chloridy. Pomoci preparativnich TLC a HPLC metod byly nakonec
izolovany 3 alkaloidni latky. Na zadkladé vysledk( GC-MS, NMR a porovnani s literaturou byly
alkaloidy identifikovany jako alkaloidy homolykorinového typu — konkrétné homolykorin (1Z-1)
a lykorenin (1Z-3) a lykorinového strukturniho typu — galanthin (12-2). VSechny alkaloidy byly jiz
v minulosti izolovany a nalezeny i v ostatnich zastupcich ¢eledi Amaryllidaceae. Homolykorin
byl izolovan napftiklad z Narcissus poeticus L., Narcissus confusus Pugsley, Narcissus tazetta L.,
Narcissus tortifolius Fern.Casas [36], Narcissus L. cv. Professor Einstein [122], Narcissus
primigenius [123] &i Lycoris radiata L. [119]. Galanthin lze nalézt napfiklad v Narcissus
serotinus L. [124], Narcissus poeticus L., Narcissus tazetta L. [36], Narcissus L. cv. Professor
Einstein [122] Ci v Zephyranthes carinata [125]. Lykorenin se nachazi naptiklad v Narcissus

poeticus L., Narcissus tazetta L. var. chinensis Roem i Lycoris radiata L. [36], [119].

U izolované latky 1Z-3, kterd byla ndasledné identifikovana jako lykorenin, se v ramci této
diplomové prace nezabyvame biologickou aktivitou, jelikoZ se jednalo o smés stereoizomer(

a mnozstvi izolované latky bylo pfilis malé.

U ostatnich izolovanych alkaloidd byla zkoumana inhibi¢ni aktivita ve vztahu k AChE,
BuChE, POP a GSK-3B. Pro srovnani inhibi¢ni aktivity vic¢i AChE a BUChE byly pouzity standardy
galanthamin (ICso 1,7 £ 0,1 uM) a huperzin A (ICso 0,033 + 0,001 uM). Jako standard pro
srovnani inhibiéni aktivity vaéi POP slouZil Z-Pro-prolinal (ICso 2,75 x 1073 uM) a berberin (I1Cso
142 + 21 pM).

Vysledné hodnoty homolykorinu vykazuji stfedni inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE s hodnotou
ICs0 64 + 4 uM. Inhibi¢ni aktivita homolykorinu vic¢i BUChE je ve srovnani se standardy pomérné
nizka a nabyva hodnot ICso 151 + 20 uM. Homolykorin vykazuje zajimavou inhibi¢ni aktivitu
vUci POP s hodnotou ICso 173 + 41 uM. Ziskand inhibi¢ni aktivita je témér srovnatelna s inhibi¢ni
aktivitou POP alkaloidu berberinu (ICsp = 142 + 21 uM), ktery je pouzivan jako standard pro
porovnani aktivity latek pfirodniho plvodu. Hodnoty inhibi¢nich aktivit galanthinu vici AChE

(ICs0 606,92 + 60,45), BUChE (IC50>1000) a POP (ICso >500) se jevi jako nevyznamné.

68



Izolované alkaloidy byly rovnéz testovany z hlediska inhibicni aktivity vicéi GSK-3pB.
Homolykorin vykazuje relativné dobré vysledky s 54 + 1 % inhibice GSK-3B. Nicméné byly
identifikovany alkaloidy homolykorinového typu, zejména masonin
a 9-O-demethylhomolykorin, které vykazuji slibnéjsi vysledky v0ci inhibici GSK-3B [51].
Galanthin vykazuje slabou inhibi¢ni aktivitu s hodnotou 26 + 8 %, takze ani u jedné z latek

nebyla stanovena hodnota ICso v(i¢i tomuto enzymu.

Alkaloidy byly podrobeny také screeningu cytotoxického puUsobeni na deseti rlznych
bunécnych liniich. Konkrétné se jednalo o bunééné linie Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1,
A2780, Hela, MCF-7 a SAOS. Linie zdravych plicnich fibroblastd MRC-5 byla pouzita jako
kontrolni. Jako standard byl pouZit doxorubicin o koncentraci 1 pmol/L. V tomto pfipadé
galanthin vykdzal pouze mirnou aktivitu vici bufkdm linie HT-29, jejiz viabilitu snizil na 64 %.
V ostatnich pripadech homolykorin ani galanthin nevykazaly aktivitu vici Zadné z testovanych
linii.

Zavérem lze konstatovat, Ze izolované alkaloidy nevykazuji dostate¢nou inhibi¢ni aktivitu,
ktera by je Cinila perspektivnimi pro Ié¢bu AD ani nadorovych onemocnéni. Vzhledem k Sifi
biologickych ucinkd studovanych u fady jinych reprezentantd AA by stdlo za to podrobit tyto

alkaloidy dalSim screeningovym testlim jejich potencialni aktivity.
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Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové
Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky

Resitel: Ivana Zelingerova

Skolitel: PharmDr. Katefina Hradiska Breiterovd, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Alkaloidy Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton (Amaryllidaceae).

Izolace, strukturni identifikace, biologicka aktivita.

Klicova slova: Narcissus, Amaryllidaceae, alkaloidy, izolace, biologicka aktivita

V ramci této diplomové prace byl zpracovavan alkaloidni extrakt z Narcissus pseudonarcissus
cv. Carlton za ucelem izolace alespon 2 alkaloid( v ¢istém stavu. Pomoci metod preparativni
TLC a HPLC byly izolovany 3 alkaloidni latky. Nasledné byly tyto latky identifikovany pomoci
GC-MS, HPLC-MS a NMR analyzy jako alkaloidy homolykorinového strukturniho typu —

homolykorin a lykorenin a lykorinového strukturniho typu — galanthin.

V ramci test biologické aktivity byly izolované alkaloidy homolykorin a galanthin testovany
pro jejich inhibiéni aktivitu vic¢i enzymam, které se poji s AD, konkrétné AChE, BuChE, POP
a GSK-3B. Pro srovnani inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE a BUChE byly pouzity standardy galanthamin
(ICs0 1,7 £ 0,1 uM) a huperzin A (1Cs0 0,033 £ 0,001 uM). Jako standard pro srovndni inhibi¢ni
aktivity vaéi POP slouZil Z-Pro-prolinal (ICso 2,75 x 1073 uM) a berberin (ICsp 142 + 21 pM)

Z izolovanych alkaloidl, které byly testovany vramci biologické aktivity, vykazoval

nejzajimavé;jsi vysledky homolykorin a to predevsim vici POP, s hodnotami ICsp 173 + 41 uM.

Cytotoxicka aktivita izolovanych alkaloid(i byla testovdna na deviti nadorovych bunécénych
liniich, konkrétné Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-7 a SAQS-2, pficemz
jako kontrolni byla pouZita zdravé linie MRC-5. Zadny z izolovanych alkaloidi nevykdzal

vyznamnou cytotoxickou aktivitu.
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Title of diploma thesis: Alkaloids of Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton (Amaryllidaceae):
isolation, structural identification, biological activity.
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In this thesis, an alkaloid extract from Narcissus pseudonarcissus cv. Carlton was processed
with the aim of isolating at least two alkaloids in pure form. Using methods of preparative TLC
and HPLC, three alkaloid compounds were isolated. These compounds were subsequently
identified by GC-MS, HPLC-MS and NMR analyses as alkaloids of the homolycorine structural

type — homolycorine and lycorenine and of the lycorine structural type — galanthine.

In biological activity assays, the isolated alkaloids homolycorine and galanthine were tested
for their inhibitory activity against enzymes associated with AD, specifically AChE, BuChE, POP,
and GSK-3B. For comparison of inhibitory activity against AChE and BuChE, galanthamine (ICso
1.7 £ 0.1 uM) and huperzine A (ICs0 0.033 + 0.001 uM) were used as standards. Z-Pro-prolinal
(1Cs0 2.75 x 103 uM) and berberine (ICso 142 + 21 uM) were used as standards for comparison
of inhibitory activity against POP.

Among the isolated alkaloids tested for biological activity, homolycorine showed the most

interesting results, particularly against POP, with I1Csg values of 173 + 41 uM.

The cytotoxic activity of the isolated alkaloids was tested on nine cancer cell lines, specifically
Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HeLa, MCF-7, and SAOS-2, with the healthy cell
line MRC-5 used as a control. None of the isolated alkaloids exhibited significant cytotoxic

activity.
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