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1 UVOD



Ty

Jiz na pocatku své historie poznali lidé, Zijici v tésném styku s prirodou a v pfimé
zavislosti na ni, Ze nékteré rostliny pomahaji navracet zdravi, jiné Ze je naopak mohou
ohroZovat. O |éCivych rostlinach se piSe jiz v nejstarSich pramenech ze 4. tisicileti pf. n. .
Béhem doby se samoziejmé ménil jak vybér léCivych rostlin, tak i zplGsob jejich uziti. V dnesni
dobé vyuZivdme latek obsaZzenych v rostlindch a schopnych ovliviiovat Zivotni pochody

v lidském téle.

Mezi jedny z uc€innych latek obsazenych v rostlinach patfi tzv., sekundarni metabolity,
konkrétné alkaloidy. Jednd se o heterocyklické dusikaté baze produkované zpravidla
rostlinami. Alkaloidy jsou vétSinou tuhé, bezbarvé, ve vodé malo rozpustné latky lipofilniho
charakteru a maji schopnost vytvaret s kyselinami ve vodé rozpustné soli, protoze maji
alkalicky charakter. Atom dusiku obsazeny v heterocyklickém kruhu je odvozen od

aminokyselin L-ornitinu, L-lysinu, L-tyrosinu, L-histidinu, L-fenylalaninu a L- tryptofanu?.

Celed rostlin Amaryllidaceae je zajimava nejenom pro okrasné Gcely, ale i pro vysoky
obsah biologicky aktivnich alkaloid(. Strukturné rdznorodych alkaloidd s rliznou biologickou
aktivitou bylo z této celedi izolovano pres 500. Domovinou rostlin této celedi jsou tropické
a subtropické oblasti Jizni Afriky a Jizni Ameriky. V Ceské Republice je moiné nalézt zastupce
této celedi napfiklad v podobé narcis (Narcissus), Snéienek (Galanthus) a bleduli
(Leucojum). Prvni |ékarské vyuZiti rostlin ¢eledi Amaryllidaceae je datovano do dob 4. stoleti
pred nasim letopocétem, kdy Hippokrat z Kou pouzil extrakt z narcisu Narcissus poeticus na

bazi olejové emulze k 1é¢bé nadorl v oblasti délohy?.

Jednou z nejcastéjSich forem zplsobujicich demenci je Alzheimerova choroba (AD).
Jednd se o postupny a zavainy neurodegenerativni proces, pfi kterém dochazi k ubytku
neuronl a acetylcholinu (Ach) v mozku. V pribéhu AD dochdzi k produkci a ukladani
patologického proteinu beta-amyloidu (AB). V sou¢asné dobé nezndme pficinu AD, a proto ji
neumime [é¢it kauzalné. Jedind dostupna I[éEba souvisi s ovlivnénim jednotlivych
patogenetickych ¢lankd nemoci. Tento typ terapie sice AD nevyléci, ale zpomali prabéh
demence a zkvalitni Zivot postizenych. Terapie zaloZzend na dlkazech spociva v lécbé
inhibitory mozkovych cholinesterdz a léc¢bé inhibitorem glutamatergnich receptor( typu

NMDA memantinem3.

Zasadni roli v patologii AD hraje neurotransmitér acetylcholin (Ach). Acetylcholinergni
systém je prvnim neurotransmiterovym systémem, ktery je u AD postizen. Ach je v mozku

odbouravan acetylcholinesterazou a butyrylcholinesterazou. V beta-amyloidnich placich
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postizenych jedincl je vyrazné zvySené mnoizstvi butyrylcholinesterdzy oproti plakim
zdravych jedincl, které postupné vznikaji stafim. RUznymi mechanizmy tedy dochazi

k nedostatku Ach v mozku a Umrti neurond®.

Jednim z nejvyznamnéjsich alkaloidU rostlin ¢eledi Amaryllidaceae uzivanych v terapii
AD je galanthamin. Galanthamin patfi mezi selektivni a reverzibilni inhibitor enzymu
acetylcholinesterazy. V Celedi Amaryllidaceae se ale také nachdzeji dalsi vyznamné alkaloidy
srliznou inhibi¢ni aktivitou vuci acetyl a butyrylcholinestere, které si zajisté zaslouzi
dlikladnéjsi prozkoumani. Navic nékteré alkaloidy vykazuji i u€inky cytotoxické, analgetické,

antiflogistické, antibakteridlni, antivirotické a antifungalni°.



2 CIL PRACE



Diplomova prace ma za hlavni cil zkoumani biologické aktivity sekundarnich

metabolitd rostliny Narcissus Jonquilla. Mezi hlavni cile patfi:

1. Prfiprava zakladniho etanolového a alkaloidniho extraktu z rostlinného materialu
vybranych zastupcl rodu Narcissus.

2. Priprava vzork( pro biologické testovani

3. GC/MS analyza alkaloidnich extraktl a identifikace alkaloid(

4. Stanoveni biologické aktivity (inhibice lidské acetyl a sérové butyrylcholinesterazy )

alkaloidnich extraktd

Tato diplomova prace navazuje na vyzkum katedry farmaceutické botaniky a ekologie
Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy. Prace vychazi z cinnosti pracovni skupiny
ADINACO, kterd se zabyva izolaci obsahovych l|atek vybranych alkaloidnich rostlin

a sledovanim jejich biologické aktivity.
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3 TEORETICKA CAST
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3.1 Alzheimerova choroba

NejcastéjSim a nejcharakteristi¢téjSim onemocnénim vedoucim k demenci je AD.
Objev AD se datuje kroku 1907, kdy némecky psychiatr Alois Alzheimer popsal na své

pacientce charakteristické symptomy onemocnéni mozku®.

AD je charakterizovdna ubytkem poctu neuron( v oblasti bazalniho telencephala
a v oblasti bazalni kiry. Zména poctu neuron( v dusledku atrofie se do jisté miry prekryva
s normalnim obrazem procesu starnuti, ale u AD jsou tyto zmény vyrazné rozsahlejsi nez

u normalniho procesu starnuti’.

V Ceské Republice AD trpi pfiblizné 70 000 jedinctl, oviem pFesné statistiky neexistuiji.
AD zahrnuje pres 50 % vSech demenci. Jeji vyskyt se rapidné zvySuje se stoupajicim vékem
populace. Incidence se zdvojndsobuje kazdych 5 let po 65. roce Zivota. Do 45. roku Zivota je
AD pomérné vzacné onemocnéni. S postupnym prodluzovanim lidského Zivota zacina byt AD

vyznamnym zdravotnickym, ale i socioekonomickym problémem?.
3.1.1 Klinicky obraz

AD je onemocnéni, které se vyviji nendpadné, pomalu a plizivé a zpocatku je velice
téZce rozpoznatelné. AD lze rozdélit do tti stadii dle tize ztraty paméti a sobéstacnosti.
V ¢asnych stadiich onemocnéni predchazi manifestnimu rozvoji demence bezpfiznakové
obdobi, kdy aktivaci latentni mozkové rezervy jsou jesté zajisStény normalni kognitivni funkce.
Ovsem postupné dochazi k vyCerpani rezerv a objevuji se kognitivni poruchy a snizeni funkéni

vykonnosti, které si jiz uvédomuje sdm nemocny i jeho okoli®.

AD lze rozdélit do tfi stadii dle tize ztraty paméti a sobéstacnosti. V pocatecnim stadiu
dochazi k poruse u€eni se novym informacim, pacient si obtizné vybavuje aktudlni informace,
hledd odloZené predméty a zapomina délat bézné ukony. Pacient zUstava sobéstacny. Ve
stfednim stadiu se prohlubuje deficit paméti, kdy si pacient vybavi jen hluboce vstipené
informace. Pacient je dezorientovany, nevybavuje si, kde je, kde bydli, jména blizkych apod.
Sobéstacnost je vaziné naruSena. V tézkém stadiu (7-14 let od pocatku onemocnéni) je
témér Uplna ztrata paméti, pacient si vybavi jen kusé utrzky informaci a novému se nedokaze

naudit ani na chvili. Pacient nepoznava ani blizké osoby a je nesobéstacny®.
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Kromé paméti jsou postizeny i jiné kognitivni funkce, jako napftiklad poruchy
prostorové orientace. Na konec se objevi kombinace symptom afdzie-apraxie-agnozie.
Méni se osobnost, chovani (agitovanost, Uzkost, agresivita), poruchy emotivity. Mohou se
objevit psychotické projevy (halucinace, bludy), Parkinsonsky syndrom, poruchy chize, ci
epileptické zachvaty. AD ma plynule progredujici charakter. Onemocnéni kondi letalné.

Pacient pfeZiva v priméru 5-8 let®.
3.1.2 Etiopatogeneze

Pfesnd pficina a mechanizmy AD prozatim nejsou objasnény. Velkou roli

v onemocnéni hraji i genetické faktory. V soucasné dobé objasriuje vznik AD nékolik teorii.

3.1.2.1 B-amyloidni teorie

Jednou z nejvyznamnéjsich roli vzniku AD hraje ukladani depozit B — amyloidu (AB)
v mozkové tkani. Toxicky protein AB vznikd z amyloidového prekurzorového proteinu (APP),
ktery je za normalnich podminek Stépen enzymem a-sekretdzou na fragmenty o 39-40
aminokyselinach. Tyto fragmenty maji pravdépodobné neuroprotektivni funkci a zaroven se
podileji na neuroplasticité a pamétovych mechanizmech. Za patologickych podminek je vsak
APP Stépen B a y-sekretazou na delsi fragmenty o 42, popfipadé 43 aminokyselindch. Tyto
fragmenty nejsou solubilni, koaguluji a polymeruji v extracelularnich prostorech na
B-amyloid. AB se uklada v neuropilu kde vytvari tzv. Alzheimerovské plaky (neuritické plaky).
V oblasti plakli dochazi k neurodegeneraci s odumirdnim neurond, tvorbé gliového lemu

a sterilnimu zanétul2,

3.1.2.2 Teorie t-proteinu

Za normalniho fyziologického stavu se t-protein v defosforylovaném nebo ¢astecné
fosforylovaném stavu vaze na mikrotubuly, které zpeviuje a zaroven ma dullezitou funkci
v axonalnim transportu. Za patologickych okolnosti jsou z t-proteinu odstépovany krajni
aminokyseliny a je hyperfosforylovan. Hyperfosforylovany t-protein se postupné zkracuje, je

nerozpustny a je spojen do parovych helix(i. Takto pozménény t-protein vytvari v neuronech
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tzv. neurofibrilarni tangles (uzlicky, kosicky). Intracelullarni depozice neurofibrilarnich plakd

mUZe narusit cytoarchitektoniku buriky a tim zpUsobit jeji smrt!?.

3.1.2.3 Apolipoprotein E

protein tvofeny 299 aminokyselinami o molekulové hmotnosti 33Kda. Je soucasti nékolika
plazmatickych lipoprotein(i. ApoE se podili na tvorbé B-amyloidu, ukldada se v neuritickych
placich, neurofibrilarnich uzli¢cich i vaskularnim amyloidu. Gen pro ApoE je polymorfni,
vyskytuje se ve tfech alelach, které koduji vznik tfi rozdilnych izoforem ApoE2, ApoE3
a ApoE40. ApoE zvysuje riziko vzniku sporadické formy AN a dédi¢né formy s pozdnim
zacatkem. U lidi bez alel pro ApoE4 je riziko vzniku AN béhem Zivota asi 9 %, u heterozygot(

29 %, u homozygotl je to uz ale 83 %'3.

3.1.2.3 Oxidacni stres a volné radikaly

Na neurondlni degeneraci se podili i reaktivni kyslikové formy (ROS), kyslikové
radikdly, které vedou k peroxidaci lipidd bunécné membrany a k poskozeni
mitochondridlnich funkci. Produkce ROS je za normadlnich fyziologickych funkci fizena
antioxidanty. OvSem nasledkem vyssiho véku, chorobnym procesem nebo jinym faktorem
muze dojit k tomu, Ze hladina ROS prekroci antioxida¢ni aktivitu a dojde ke vzniku oxidacniho

stresu®®.

Volné radikdly jsou atomy nebo molekuly, které nesou neparovy elektron. Vznikaji
jako vedlejsi produkt oxidacnich a redukénich reakci. Jedna se vysoce reaktivni molekuly,
které potrebuji ke své stabilizaci elektron, ktery ziskavaji ze sousednich molekul. Nasledkem
téchto reakci dochazi k vyznamnému poskozeni molekul DNA, proteinu, lipidd bunéénych
membran a ke spusténi fetézové peroxidace lipidQ. Redukci molekularniho kysliku na vodu
v pribéhu oxidativni fosforylace dojde k tvorbé peroxidového radikalu, peroxidu vodiku
a obzvlasté reaktivniho hydroxylového radikdlu. Tvorbu volnych radikdld potlacuje fada

antioxidantd, jako napfiklad a-tokoferol nebo kyselina askorbova?'®.
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3.1.2.4 Cholinergni teorie

PFi AD byva jako prvni neurotransmiterovy systém postizen acetylcholinergni. Mozek
pacientd s AD trpi velkym deficitem acetylcholinu (Ach). Ach je jednim z hlavnich
neuromedidtorl v celém centrdlnim nervovém systému. Ach prenasi vzruchy na
nervosvalové ploténce, v parasympatiku a v cholinergnich drahach CNS a zaroven hraje
vyznamnou roli v procesu uceni. Acetylcholinergni systém je nezbytny pro pamétové
mechanismy, zejména pro kratkodobou pamét a konsolidaci. PoSkozeni pfenosu vzruchi
pres cholinergni synapse vede k poruse kognitivnich a behavioralnich funkci a k celkovému

rozpadu osobnosti‘®.

Enzymy, které katalyzuji hydrolyzu neurotransmiteru acetylcholinu na cholin
a kyselinu octovou se nazyvaji cholinesterazy. Tato reakce je nezbytnd k tomu, aby se
cholinergni neuron wvrdtil do plvodniho stavu. Existuji dva typy cholinesteraz:
1) Acetylcholinesterdza (AchE) znama také jako erytrocytovd cholinesteraza
2) Pseudocholinesterdza, téz zndma jako plazmovd cholinesterdaza nebo

butyrylcholinesteraza (BuChE).

AChE je enzym vyskytujici se v mozku, svalech a v malém mnoZstvi i v erytrocytech.
Jeho hlavni funkci je ukonéeni nervového vzruchu na cholinergnich synapsich tim, Ze rychle
hydrolyzuje vyplaveny acetylcholin na cholin a acetdt. Plsobeni acetylcholinu na
postsynaptickych receptorech je takto zastaveno. Béhem AD je snizeno uvolnéni
acetylcholinu z presynaptickych zakonéeni. Dale byva pfi AD pfitomen deficit enzymu
cholinacetyltransferazy, ktery syntetizuje Ach z cholinu a z acetylkoenzymu A. Je omezeno

také zpétné vychytavani cholinu ze synaptické stérbiny?’.

Dalsim mechanismem, ktery pfispivda k acetylcholinergnimu deficitu, je zvySena
tvorba BuChE, rovnéz odbourdvajici acetylcholin, na jejiz tvorbé se podileji aktivované gliové
elementy v oblasti plak(i. BUChE je obsazena primarné v jatrech a ve stopovém mnozZstvi

v mozku. V mozku osob postizenych AD je ve zvySeném mnoistvi v oblastech AB plaki*8.

Oba typy cholinesteraz existuji, jako globularni monomery G1, dimery G2 nebo
tetramery G4 vrldznych molekularnich formach. Fyziologickd funkce cholinesteraz je
pravdépodobné zprostfedkovana tetramerni formou G4. AchE se v lidském mozku vyskytuje

prevdiné, jako tetramer G4 a minoritni monomer G1. G1 isoforma BuChE vykazuje
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v prabéhu AD 30-60% zvyseni, zatimco hladina G4 formy klesa, nebo zUstava stejna jako ve

zdravém mozku??.

3.1.2.5 Nadmérna excitace NMDA receptort

DalS$im postizenym neurotransmiterovym systémem pfi AD je glutamatergni systém.
Dochdzi k nadmérnému uvolnovani excitatnich aminokyselin glutamatu, aspartatu
a v nejpostizenéjSich korovych oblastech dochazi ke snizenému zpétnému vychytavani
glutamdtu. Glutamat se tak nadmérné vaze na ionotropni receptory NMDA (N-methyl-D-
aspartatovy receptor). Dochdzi pak k nadmérnému otevirdni kalciovych kanald, ke
zvySenému vstupu kalcia do neurond, k aktivaci proteinkindz a fosfatdz a k nasledné kaskadé
déja, mezi néz patfi zvySeni exprese nékterych nezadoucich gen(, a v kone¢ném disledku
k neurondlni apoptéze. Navic NMDA-receptory realizuji jeden ze zdkladnich déja uceni —

dlouhodobou potenciaci, tento mechanismus je hyperexcitaci NMDA-receptor( ru$en?°.

3.1.2.6 Zanét

VysSe zminéné procesy spolecné s oxidativnim stresem spoustéji dalsi mechanismy,
které vedou ke vzniku sterilniho zdnétu v oblastech. V ramci akutni faze zanétu dochazi
k transformaci mikroglii a astrocytd vokoli neuronu na makrofagy, aktivuje se
cyklooxigenaza 2 a je spusténa syntéza prostaglandinu, uvolnéni prozanétlivych cytokinl -
interleukin 1, interleukin 6, TNFa a volnych kyslikovych radikald. Tyto mechanismy vyvolavaiji

nasledné dalsi neurodegenerativni zmény??.

V blizkosti amyloidnich depozit je vysokd mira exprese histokompatibilnich antigent
druhé tridy (HLA-DR). V mikroglii se pfi AD vykazuje vysoky pocet receptord prvni tfidy MHC
(Major histocompatibility complex), C3 a Clq slozek kompartmentu, interleukinu-1 a feritinu.
Imunitné aktivované mononuklearni fagocyty mohou vyluéovat potencidlné neurotoxické

cytokiny. Aktivace mikroglie se podili na tvorbé senilnich plakt a tim i na patogenezi AD?2.

Adheze mikroglii a monocytl na AB plaky je zprostfedkovana tzv. scavenger
(,,vychytdvace”) receptory typu A a kromé produkce prozanétlivych TNFa zvySuje mnozZstvi
volnych kyslikovych i dusikatych radikald (ROS, RNS). K zadnétu, oxidativnimu stresu
a neuronalni dysfunkci vede i vazba AB na receptory produktl pokrocilé glykace (receptors
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for Advanced Glycation End-products). AGEs je skupinou rdznorodych latek a jejich produkce
je zvySena napfiklad duasledkem hyperglykémie pfi diabetu. Neurofibrilarni klubka

i extracelularni AB plaky jsou pro takovou glykaci substraty.

3.1.2.7 Amyloidova angiopatie

Vyskytuje se pfiblizné v 90 % pfipadd AD. Pro AD neni specificka. MZeme ji nalézt
i v prlbéhu klinicky normdlniho starnuti, pfi Downové syndromu a v fadé dalSich chorob,

¢asto bez zavislosti na vyskytu plak( a klubek?3.

3.1.2.8 Tvorba tagles

Neuronalni klubka (tagles) jsou spiralni vldkna s charakteristickou periodicitou. Hlavni
soucasti tagles je t-protein, ktery je v asociaci s neuronalnimi mikrotubuly. V tagles se
vyskytuje v jednodussi izoformé a s vysSi molekuldrni hmotnosti zpUsobenou
hyperfosforylaci. Na vzniku tagles se podili i glykozylace a ubikvitinizace prostrfednictvim

proteinkinasy glykogensyntazakinaza-3p24.

3.1.2.9 Nedostatek neurotropnich faktoru

U AD byl zjistén nedostatek nékterych antiapoprotickych faktorli a naopak nadbytek
faktor( puUsobicich proapoptoticky. Byla napfiklad prokazana nizsi produkce faktoru CREB
(cAMP response element binding protein — protein vazajici se v genomu na element
zodpovédny za odezvu na cAMP), a vdUsledku toho nizsi tvorba nervového rlstového
faktoru BDNF (brain-derived neurotrophic factor). Nervovy rlstovy faktor patfi do skupiny
neurotropnich faktord. Jedna se o malou skupinu aktivnich protein(, které maji na starost
udrzeni funkce a preziti nervovych populaci. Jejich funkce spociva v kontrole rdstu axonu,
regeneraci poSkozeného neuronu a hraji i klicovou roli pfi tvorbé paméti. Obdobné dochazi
ke snizené tvorbé dalSich nervovych rlstovych faktorl. Vyskytuje se vsak také ubytek
receptorll pro nervové rustové faktory (TrK-receptory — receptory aktivujici tyrozinkindzu),
coz dale vede ke sniZzeni neuronalni plasticity — ke sniZzené tvorbé dendritickych trnd, novych

synapsi, novych neuronovych okruht. Pravdépodobné také dochazi ke snizeni neurogeneze.
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Nervovy rlstovy faktor je dulezity pro prezZiti cholinergnich neuron(. Jeho nedostatek tedy
vede ke snizeni poctu cholinergnich neuronl, ale také i ke sniZzeni tvorby

cholinacetyltransferazy, coz ve vysledku zpUsobi sniZeni cholinergni transmise?®.

3.1.2.10 Mitochondrialni dysfunkce

Porucha mitochondrialni funkce je zplsobena oxidac¢nim stresem, pfi kterém vznika
nadmeérné mnozstvi ROS a RNS. Za fyziologicky normalnich podminek pfi mitochondridlnim
bunéném dychani vznikaji také ROS a RNS, oviem télu vlastni antioxidacni mechanismy je
dokdzi udrzet na pfijatelné Urovni. Oxidacni stres tedy zpusobuje poskozeni mitochondridlni
DNA, mitochondridlni funkce a poskozeni bunéénych membran. V blizkosti mitochondrii se
nachazi endoplazmatické retikulum, kde amyloidni cestou vznikd AB a spoluprace téchto
dvou organel je tedy narusena. DalSi zmény byvaji zjiStovany v mitochondriich, na Urovni
enzymU dychacich fetézcl, coz ma za nasledek snizenou tvorbu makroergnich vazeb, mensi

energetickou suplementaci mozku?®.

3.1.3.11 Genetika

AD je heterogenni onemocnéni. Fenotypicky se rozlisuji dvé zdkladni podoby: ranni
forma (presenilni forma) a pozdni forma. U presenilnich forem se objevuji mutace na
druhém raménku 21. chromozomu, ktery obsahuje gen pro APP. Byly zjiStény mutace na 1.
a 14. chromozomu, v oblastech kdédujicich preseniliny - geny pro transmembranovy protein
presenilin 1, respektive presenilin 2 - soucdst enzymU y sekretdz. Presiniliny jsou
transmembranové proteiny, které za patologickych okolnosti interaguji s APP a podili se na
tvorbé B-amyloidu?®. Dale je zkouman gen pro ApoE4 a tzv. SORL1 gen, ktery je asociovan
s formou s pozdnim zacatkem. Defekt v SORL1 genu a nasledné deficit funkéniho produktu
ma za nasledek chybny intraceluldrni transport APP a formaci B-amyloidu. Genetickych
polymorfismU jako rizikovych faktor( choroby je vsak vice. V soucasné dobé je sledovana

fada genetickych faktor( a je snaha nalézt genetické podminéni AD?’.
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3.1.3 Farmakologicka lécba AD v dnesni dobé

V soucasné dobé prozatim neni zcela objasnéna etiologie AD, coZ neumoZnuje
optimalni |éCebny postup — kauzdlni terapii. Je ovSem zndmo vice etiopatogenetickych
mechanismld onemocnéni, které spolu vzajemné souviseji. Pravé na tyto mechanismy je

zacilena soucasna terapie, ktera dokdze AD zpomalit, pfedevsim kdyzZ se s Ié¢bou zacne vcas.

Terapie AD ma byt komplexni sestavajici z biologické (predevsim farmakoterapie)
a nebiologické |écby — kognitivni trénink a dalSi behaviordlni postupy. Kauzalni léciva

soucasné nejsou dostupna, jedna se pouze o Ié¢bu symptomatickou.

V klinickém uzivani jsou pouze dvé skupiny latek, jejichz pouziti je zaloZzeno na
dlikazech (evidence-based medicine). Jedna se o inhibitory cholinesteraz a inhibitory NMDA
receptorl. Od podani farmak z téchto dvou skupin o¢ekdvame zpomaleni progrese demence,
oddaleni tézkych stadii demence, oddaleni doby, kdy jsou postiZzeni pacienti umistovani do

|éCebnych zafizeni nebo do zafizeni socialni péce.

Léciva ovliviujici AD mlzZeme rozdélit i na léciva ovliviujici kognitivni funkce -
kognitiva a léciva ovliviujici nekognitivni funkce. Prvni skupinu reprezentuji tzv. kognitiva
- inhibitory mozkovych acetyl- i butyrylcholinesterdz. Tyto latky zlepsuji acetylcholinergni
transmisi tim, Ze blokuji enzymy, které acetylcholin odbouravaji. Tyto latky jsou uréeny pro
lehké az stfedni demence na podkladé AD, ale studie prokdzaly ucinky i u tézkych
alzheimerovskych demenci. Mezi kognitiva patfi i 1éCiva ovliviujici i jiné neuromediatorové
systémy, mozkovy metabolismus - nootropika, antioxidanty, standardizovany extrakt
z Ginkgo biloba a dalsi. Léciva ovliviiujici nekognitivni funkce maji za ukol zlepSovat
symptomatické a behaviordlni ptiznaky, které doprovazeji AD - poruchy chovéni, poruchy
spanku, emocni labilita a agitace. Jedna se o antidepresiva (hlavné SSRI), hypnotika,

neuroleptika, anxiolytika a dal3i%2.

3.1.3.1 Léciva ovliviujici NMDA receptor

Hlavnim zastupcem této skupiny je alkaloid memantin. Jedna se o jedinou lécivou
latku, kterd je ztéto skupiny vsoucasné dobé v CR registrovana. Je to nekompetitivni
antagonista glutamatovych N-Metyl-D-Aspartatovych (NMDA) receptor(. Blokuje jejich

chronickou hyperaktivaci a tim i zvySeny apoptdzu-indukujici vtok vapniku do neurond, coz je
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povaZovano za jeden z patogenetickych mechanizm u AD. DalSim vyznamnym
mechanizmem je pfima kompetitivni inhibice nadmérné stimulovanych hipokampalnich
NMDA receptort, ¢imZ preparat snizuje miru ,nespecifického Sumu“ stiniciho zpracovavané

informace?.

Jeho uUcinnost byla prokazana randomizovanymi placebem kontrolovanymi studiemi
u stredné tézké az tézké AD. Efekt ma Iék jak v mono terapii, tak v kombinaci s donepezilem.
Podava se peroralné v denni davce 20 mg (jednorazové nebo rozdéleny do dvou dennich
davek), titruje se tak, Ze se podava prvni tyden 5 mg a kazdy dalsi tyden se 5 mg pridava.
Memantin je obecné dobre tolerovanou latkou. Vyjime¢né muze obvykle na pocatku

podavani plsobit poruchy vnimani — halucinace, iluze3°.

NH-

“GH,

H,C

Obr. 1: vzorec Memantinu

3.1.3.2 Inhibitory cholinesteras

U AD je nejvice postizen acetylcholinergni systém. Postizen je predevsim
presynapticky oddil neuronu, zatimco postsynapticky oddil zUstdvd pomérné zachovaly.
Presto zlstava schopnost syntézy a uvolnovani Ach do jisté miry zachovana. Z tohoto faktu

vychazi zakladni farmakoterapeutické strategie.

Substitucni terapie samotnym Ach neni mozind, protoze ma velmi kratky polocas.
Podavani cholinu se neosvéddilo pro jeho depresogenni efekt. Nejuzivanéjsi v substituéni
terapii jsou lecitiny - derivaty glycerolu se substituovanym fosfatidylcholinem a mastnymi
kyselinami. Z lecitinu se postupné uvoliiuje cholin pro syntézu Ach. Pouziva se predevsim
sojovy lecitin, ktery se nejcastéji pouziva v kombinaéni farmakoterapii s inhibitory

acetylcholinesteraz3?.
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AchE je enzym odbouravajici Ach v CNS, naopak BuChE prevlada na periférii.
Zablokovanim tohoto odbouravajiciho enzymu zvySime mnozstvi Ach schopného vazby na
své receptory. U AD se navic odbourdvani Ach ucastni butyrylcholinesteraza, jejiz molekuly
jsou patologicky tvoreny aktivovanymi gliovymi elementy v oblasti plak(. | na tento enzym

inhibitory plsobi.

Mechanismus inhibitor( cholinesterdz schvdlenych pro terapii AD vychazi z tzv.
cholinergni teorie. U Alzheimerovy nemoci, ale i u jinych demenci dochazi k progredujici
ztraté cholinergnich neuronl v nucleus basalis Meynerti. Dochazi zde k postizeni vSech ¢asti
cholinergniho systému snizenim hladin ACh, cholinacetyl transferdzy, pomoci které je ACh
syntetizovan, a také k ubytku acetylcholinesterdzy, pomoci které je ACh odbouravadn po
vylouc€eni do synaptické stérbiny. Pravé na inhibici AChE je cilena sou¢asna moderni terapie,
jelikoZ je lépe sndSena nei prima terapie agonisty ACh, navic podporuje pfirozené fazické

uvolfiovani Ach32.

U¢innost iAChE byla prokdzana mnoha randomizovanymi placebem kontrolovanymi
studiemi. Prokazalo se, Ze jsou nejucinnéjsi v terapii lehké a stfedné tézké demence
a zplsobuji zpomaleni progrese symptomU AD aZz o 5 let po nasazeni. iAchE zlepsuji nejen
kognitivni funkce a funkéni stav pacientll, ale také pfiznivé ovliviiuji poruchy chovani

a psychické pfiznaky a to ve véech stadiich demence33.

Prvni latkou zavedenou do praxe byl fyzostigmin s kratkym biologickym polo¢asem.
V soucasnosti jsou v CR dostupné 3 inhibitory AchE — donepezil, rivastigmin a galantamin.

Jednad se o latky s dlouhym biologickym polo¢asem a dobrou toleranci®*.

e Donepezil (Aricept®) je piperidinovy derivat a pomérné velmi Cisty inhibitor
acetylcholinesteraz bez podstatného ovlivnéni butyrylcholinesteraz. Je obecné velmi dobre
tolerovan, ma dlouhy polocas odbouravani (vice nez 70 hodin), coZz umoznuje podani 1krat
denné. Obvyklé davkovaci schéma je prvni mésic 1krat denné 5 mg peroralné, pfi dobré
toleranci od druhého mésice 1krat 10 mg/den. Rada klinickych studii zjistila G&innost
donepezilu také u nékterych non-alzheimerovskych demenci (vaskuldrni, parkinsonské

demence), kde viak neni hrazen zdravotnimi pojistovnami CR3°.
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Obr. 2: vzorec Donepezilu

e Rivastigmin (Exelon®) je karbamatovy derivat, ktery reverzibilné inhibuje jak acetyl-
tak i butyrylcholinesterdzu. Pti perordinim podani je nutné ddvkovani 2krat denné. Davka se
titruje tak, Zze prvni mésic se podava 2krat denné 1,5 mg, druhy mésic 2krat denné 3,0 mg,
tfeti mésic 2krat 4,5 mg a dale 2krat 6,0 mg/den. Rivastigmin je aplikovat formou
transdermadlni naplasti. Vyhodou této lékové formy je jednorazové denni poddani a rychld
titrace davky, kterd probiha tak, Ze prvni mésic odpovidd denni davka ziskana z ndplasti
priblizné 5 mg, druhy mésic pfiblizné 10 mg. Tim, Ze je obchazen gastrointestinalni trakt, jsou
minimalizovany gastrointestinalni nezadouci ucinky. Navic je hladina léc¢iva v krvi udrzovéna
plynuleji, bez vétsich vykyvl. Rivastigmin je kromé Alzheimerovy choroby (véetné varianty
s Lewyho télisky, kde dobfe ovliviiuje psychotické priznaky) uréen také k terapii demence

u Parkinsonovy choroby?3®.

o
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h,

Obr. 3: vzorec Rivastigminu
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e Galantamin (Reminyl®) je fenantrenovy terciarni alkaloid izolovany ze snéZenky
Galanthus woronowii, vyskytujici se i v ostatnich druzich rodu Galanthus (v CR snéZenka

podsnéznik — Galanthus nivalis), ale i v mnoha dalSich rodech ¢eledi Amaryllidaceae.

Galantamin byl jednou z prvnich latek pouzivanych k terapii myasthenia gravis
a paralytické poliomyelitidy. Dalsi schopnosti galantaminu je odstrarfiovat svalovou paralyzu

navozenou tubokurarinem a antagonizovat dechovy utlum navozeny opioidy. Rovnéz
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antagonizuje centrdlni anticholinergni syndrom zplsobeny hyoscinem a potlacuje nékteré

centralni Géinky droperidolu a diazepamu®’.

Galanthamin je selektivni, reverzibilni, kompetitivni inhibitor acetylcholinesterazy
a allostericky moduldator nikotinovych receptorl. Podava se 1krat nebo 2krat denné, titrace
probiha tak, Ze prvni mésic je podavano per os 8 mg (2kradt denné 4 mg), druhy mésic 16 mg
(2krat denné 8 mg) a od tretiho mésice 24 mg (2krat denné 12 mg). Tolerance galantaminu

je obecné dobra3s.

Vyhoda galantaminu oproti ostatnim iAChE pouzivanym v terapii AD spociva v jeho
schopnosti alostericky modulovat nikotinové receptory, coz zaroven zvysuje produkci Ach.
Jeho nevyhodou je velmi mald ucinnost proti BUuChE3®. Galantamin je jiz del$i dobu uZivan
v terapii AD a je dostatecné prozkouman. V soucasné dobé je ve védeckych studiich pouzivan

jako standard AChE inhibi¢ni aktivity a ostatni potencialni [éCiva jsou s nim srovnavana.
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Obr. 4: vzorec Galantaminu

e Takrin (THA neboli tetrahydroaminoakridin) je centralné puasobicim
nekompetitivnim reverzibilnim inhibitorem AChE a BuChE , ¢imZ zabranuje degradaci
a metabolismu Ach, co? zapficifiuje jeho zvy3enou hladinu v synaptické $térbiné*°. Biologicka
dostupnost takrinu je 17 %, soucasna konzumace takrinu s jidlem snizuje jeho dostupnost
o 30-40%. Biologicky polocas je okolo 2-4 hodin. Vzhledem k moZnému reverzibilnimu
naruseni jaternich funkci béhem uzivani takrinu, je doporucovdna soubéinad konzumace
vitaminu C. Ten sniZuje vznik substanci poSkozujicich buriky pfi metabolismu takrinu
v lidském téle. Také vyssi davky lecitinu, dosahujici az 35g denné, napomdhaji sniZzovat
nezadouci ucinky takrinu.
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Nevyhodou je, Ze pouze Cctvrtina pacientl toleruje terapeutické davky takrinu.
Objevuji se nezadouci ucinky jako je nauzea, prljmy a elevované jaterni enzymy. Pro své

nezadouci ucinky (zejména hepatotoxicité) se u nds takrin jiz nepouziva*.

NH

X

g
N

Obr. 5: vzorec Takrinu

V ptipadech, kdy pacient netoleruje jeden z inhibitorl cholinesterdz nebo je lécba
malo ucinna, je mozné prevedeni na jiny typ inhibitoru, ale u¢innost by méla byt hodnocena
nejdfive po 3 mésicich podavani. Ke kontraindikacim uzivani inhibitort acetylcholinesteraz
patfi aktivni viedova choroba gastroduodenadlni a tézsi prevodni poruchy srdce, opatrnosti je
zapotrebi i u sinusové bradykardie. Hlavni neZadouci ucinky jsou gastrointestindlni —
nechutenstvi, dyspepsie, nauzea, vyjimecné zvraceni, obvykle na pocdtku poddavani

a v prlibéhu titrace davky.

Spektrum latek pouzivanych v klinické terapii AD je pomérné uzké, proto se hledaji
dalsi potenciondlni IéCiva a to i mezi latkami pfirodniho plvodu. Napfiklad Huperzin A ma
silnéjsi ucinky a vykazuje vyhodnéjsi farmakokinetické vlastnosti nez soucasné pouZivana

léciva.

e Huperzin A (HupA) je seskviterpenovy alkaloid izolovany z plavuné Huperzia serrata
z Celedi Lycopodiaceae a v malych koncentracich se vyskytuje i ve Vranci jedlovém (Huperzia
selago), ktery se vzacné vyskytuje i na naSem uUzemi. Tento alkaloid pusobi jako silny
selektivni reverzibilni iAChE a soucasné jako antagonista receptord NMDA. V Ciné je
pouzivan pfi terapii AD jako |éCivo a je deklarovan jako slozka nékterych doplikd stravy

i unas. V soucasnosti neni v USA a Evropé schvalen jako Iécivo pro AD.

Huperzie serrata byla po staleti uzivana v tradi¢ni ¢inské mediciné jako antipyretikum
a antiflogistikum. Za tyto Ucinky jsou odpovédné znacné toxické chinolizidinové alkaloidy.
U izolovaného HupA vsak antipyretické a antiflogistické ucinky chybi. HupA diky silné inhibici

AChE vykazuje neuroprotektivni vlastnosti, zlepSuje pamét a proces uceni, snizuje uzkost.
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Vedlejsimi ucinky jsou nauzea, poceni, rozmazané vidéni, ale intenzita téchto ucinkd je slabsi

nez u galantaminu®?,

Vyhodou HupA je i to, Ze ma delsi plisobeni nez donepezil ¢i rivastigmin a v nékterych
studiich se ukazuje byt i Ucéinnéjsi nez zminéna l|éciva. Oproti galantaminu a ostatnim
pouzivanym |é¢ivim rychleji prostupuje pres hematoencefalickou bariéru a ma lepsi
biologickou dostupnost pti ordlnim podani. Jeho periferni cholinergni ucinky jsou naopak

nizsi. Zajimava je i velmi nizka terapeuticka davka — v fadech setin miligramu na den.

HupA je nyni klinicky testovan. V USA byla Uspésné dokoncéena 2. faze klinického
testovani a v Ciné probiha jiz 4. faze, co? znamend vstup do bézné klinické praxe
a shromazdovani dat o vedlejSich ucincich a Ucincich pfi dlouhodobém podavani.
V poslednich letech je vyzkum zaméren zejména na syntetické a semisyntetické analogy
HupA v nadéji, Ze drobné zmény struktury by mohly pfinést jesté vyssi ucinnost a vyhodnéjsi
farmakokinetické vlastnosti. Totéz se tyka i huperzinu B — alkaloidu izolovanému ze stejné
rostliny. S&m o sobé ma slabsi inhibi¢ni ucinek nez galantamin, ale jeho derivaty maji

aéinnost az o 2 fady vyssi*2.

Obr. 6: vzorec Huperzinu A
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3.2 Celed' Amaryllidaceae

Celed rostlin Amaryllidaceae je zajimava nejenom pro své okrasné ucely, ale i pro
vysoky obsah biologicky aktivnich alkaloidd s rlznym efektem na lidsky organismus. Byly
popsany efekty cytotoxické, analgetické, antiflogistické, antibakteridlni, antivirové,
antifungalni a schopnost ovliviiovat imunitni a centralni nervovy systém. Tato Celed zahrnuje
okolo 130 rodu a vice nez 1300 odrld rozsifenych hlavné v tropech, subtropech a méné pak
i v mirném pdsu. Mezi nejvyznamnéjsi rody patfi: Leucojum, Galanthus, Narcissus, Crinum,

Amaryllis a Clivia*.

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Rise: Rostliny (Plantae)
Podrise: Cévnaté rostliny (Tracheobionta)

Oddéleni: Krytosemenné (Magnoliophyta)

Ttida: Jednodélozné (Liliopsida)

Rad: Chtestotvaré (Asparagales)
Celed: Amarylkovité (Amaryllidaceae)
Rod: Narcissus L.

Druh: Narcissus jonquilla L.

Obr. 7: Narcissus jonquilla L.*3

3.2.2 Morfologicka charakteristika

Rostliny této cCeledi jsou vytrvalé pozemni suchomilné byliny s oddenkem, hlizou,
vzacné s oddenky. Listy jsou jednoduché, pfisedlé nebo rapikaté, stfidavé, usporadané
nejc¢astéji dvouradé, vzacnéji spirdlné, s listovymi pochvami. Kvéty jsou oboupohlavné,
jednotlivé nebo v kvétenstvich, zpravidla vrcholicich, okolicich nebo hlavkach. Kvéty jsou
pravidelné nebo nepravidelné, soumérné slozené ze tfi okvétnich a tfi kaliSnich listk.

Plodem je tobolka nebo bobule®*.
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3.2.3 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Rostliny z celedi Amaryllidaceae jsou k Iékarskym ucellm vyuZivany jiz tisice let,
ovsem posledni dobou jim je vénovana pozornost pro vysoky obsah biologicky aktivnich
alkaloidG. Prvni izolovany alkaloid rostlin ¢eledi Amaryllidaceae byl lykorin ziskany z rostliny
Narcissus pseudonarcissus v roce 1877. Do dnesni doby bylo strukturné rliznorodych
alkaloidl s rdznou farmakologickou aktivitou z této cCeledi popsano pres 500. Alkaloidy se

vyskytuji v celé rostling, avsak v nejvy$sim mnozstvi je nalezneme v cibuli®.

Spole¢nym znakem alkaloid(i této Celedi je typicky tetracyklické usporaddani s péti-
nebo SestiCetnym kruhem obsahujicim atom dusiku. Nékteré maji jeSté dalsi kruh tvoreny
(-O-CH2-0-) mustkem. Spole¢nym prekurzorem téchto alkaloid(i je 15-ti uhlikatd struktura
norbelladinu, ktery je odvozen od aminokyseliny tyrosinu a fenylalaninu. Alkaloidy jsou
klasifikovany podle svych strukturnich vlastnosti do 9 hlavnich skupin, které jsou
pojmenovany dle svého hlavniho zdstupce. Jednd se o lykorin, krinin, haemanthamin,

pankratistatin, galanthamin, tazettin, homolykorin, montanin a norbelladin?®.
3.2.4 Biosyntéza alkaloidti celeledi Amaryllidaceae

Specifickou biosyntetickou cestou amarylkovitych alkaloidid je tzv. norbelladinova
cesta, kterd vychazi z L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Tato cesta je specifickd biosynteticka cesta
pro vznik vice nez 400 alkaloid(i z ¢eledi Amaryllidaceae, zejména rod( Crinum, Galanthus,

Leucojum, Lycoris a Narcissus®’.

L-Tyrosin je dekarboxylovan tyrosin dekarboxylasou na tyramin a L-fenylalanin je
fenylalaninamoniaklyasou (PAL) pfeménén na kyselinu skoficovou a amoniak. Kyselina
skoficovd je degradovana pres kyselinu p-kumarovou a kyselinu kavovou na
3,4-dihydroxybenzaldehyd. Z tyraminu a 3,4-hydroxybenzaldehydu po nékolika reakénich

stupnich vznika Schiffova baze, jejiz redukci vznika 4'-O-methylnorbelladin®.

V alkaloidech celedi Amaryllidaceae slouzi L-fenylalanin jako primarni prekurzor
fragmentu C6-C1, odpovidajici kruhu A a benzylové skupiné na C-6 uhliku. L-tyrosin je

prekurzorem kruhu C, dvou uhlikatého fetézce C11-C12 a dusiku na C6-C2.
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Podle zplsobu intramolekularniho oxidativniho spojeni vznikd sedm zakladnich
skeletll, které jsou pojmenovany dle svého hlavniho reprezentanta. Jmenovité se jedna
o lykorinovy, homolykorinovy, haemanthaminovy, pankratistatinovy, tazettinovy
a galantaminovy typ. Biosynteticka cesta vedouci k montaninovému strukturnimu typu
nebyla doposud spolehlivé objasnéna. K hlavnim typlm je také fazen belladinovy typ, ze

kterého vychazi vlastni biosyntéza amarylkovitych alkaloidd*°.
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3.2.5 Klasifikace alkaloidi celedi Amaryllidaceae

Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou podle Ghoshalova modelu rozdéleny podle
strukturnich odliSnosti do deviti zdkladnich skupin. Na zakladé této klasifikace ma kazida
skupina svého zastupce, kterymi jsou: lykorin, krinin, haemanthamin, pankratistatin,
galanthamin, tazettin, homolykorin, montanin a norbelladin. Podle téchto zdakladnich

struktur je pojmenovana vzdy celd skupina alkaloid(>°

3.2.5.1 Lykorinovy typ

Hlavnim zastupce této skupiny je Lykorin, ktery byl v roce 1877 prvnim izolovanym
alkaloidem celedi Amaryllidaceae ziskanym z Narcissus pseudonarcissus®'. MizZeme jej nalézt

v rodech Lycoris, Leucojum, Hymenocallis, Ammocharis, Brunsvigia a Crinum.

Lykorin je pyrollofenanthridinovy cyklicky alkaloid pfi jehoz vzniku se uplatiuje ortho-
para intramolekuldrni oxidativni spojeni. Lykorin vykazuje mnohé farmakologické ucinky,

napriklad antivirovy, protizanétlivy, antibakteridlni, antiprotozoalni, antimalaricky,
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antimykoticky a hlavné protinadorovy ucinek. Alkaloidy lykorinového strukturniho typu patfi
mezi nejznaméjsi a z pohledu cytotoxicity pravdépodobné k nejucinnéjsim v celé celedi.
Lykorin indukuje apoptdézu u nddorovych bunék, ¢imZz inhibuje jejich proliferaci, ma
vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i DNA topoizomerdaze, kterd je nutna pro rlst rakovinnych
bunék. Lykorin vykazuje relativné slabou inhibi¢ni aktivitu vici AchE. Jeho velkou vyhodou je
pomérné nizka toxicita a vyskyt nezadoucich ucink°2. Nékteré derivaty alkaloidu Lykorinu by
také mohly byt potencidlnimi Iéky na AD. Nejucinnéjsi z nich, 1-O-acetyllycorin, ktery se
uéinkem vyrovna galantaminu byl izolovan z Ammocharis coranica3.

Do skupiny alkaloidi lykorinového typu spadaji i dalsi latky podobné struktury, jako
naptiklad, karanin, pseudolykorin, anhydrolykorin, 1,2-epoxylykorin, 1-O-acetyllykorin,

lykorin-2-on, pluvin, amarbellisin a galanthin.

OH

Obr. 8: vzorec Lykorinu

3.2.5.2 Galantaminovy typ

Strukturnim zakladem této skupiny alkaloidd je dibenzofuran, déle je charakteristicka
pfitomnost dvou hydroxy skupin na aromatickém kruhu. Alkaloidy této skupiny vznikaji

intramolekularnim oxidativnim spojenim para-ortho.

Nejvyznamnéjsim zastupcem z medicinského hlediska je Galantamin, poprvé
izolovany vroce 1952 z cibule snéZenky Galanthus woronowiiP*. Jeho nejvyuzivanéjsi
schopnosti je reverzibilni, kompetititvni inhibice AchE, ¢ehoZz se vyuZiva v terapii AD.

Vyhodou galathaminu je to, Ze vykazuje aZ 53X vétsi selektivitu k AChE neZ k BuChE®>>.
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Mezi zastupce této skupiny patii epigalanthamin, O-acetylgalanthamin,
norgalanthamin, epinorgalanthamin, sanguinin, narcisin a narwedin. Z dalSich pak napfiklad
lykoramin, norlykoramin a epinorlykoramin, které se liSi absenci dvojné vazby na C-9.
Pomérné silnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AchE vykazuje i sanguinin. Jeho inhibi¢ni aktivita
spocivd v pfitomnosti dvou hydroxyskupin, které wvytvareji vodikovou vazbu a jejim
prostiednictvi dochazi k efektivnéjsi vazbé na molekulu AchE. Dvojna vazba na C-9
pravdépodobné sniZuje inhibi¢ni aktivitu, protoZe znemoinuje stejnou prostorovou

konformaci charakteristickou pro aktivné;jsi alkaloidy®®.
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Obr. 9: vzorec Galantaminu Obr. 10: vzorec Sanguininu
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Obr. 11: vzorec Lykoraminu Obr. 12: vzorec Narwedinu
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3.2.5.3 Krininovy a haemanthaminovy typ

Alkaloidy tohoto typu jsou odvozeny od 5,10b-ethanofenanthridinu a vznikaji
intramolekularnim oxidativnim spojenim para-para. Do této skupiny fadime kromé krininu
také krinamin, haemanthamin, haemanthidin, ambellin a dalSi. Mezi vibec nejucinné;si
alkaloidy této skupiny patfi haemanthamin , haemathidin a krinamin, které puUsobi

cytotoxicky na nadorové buriky>’.

Haemanthamin je po lykorinu druhym nejhojnéjsim alkaloidem vyskytujicim se
v rostlindch celedi Amaryllidaceae. Vyskytuje se prevdiné v cibulich rodu Haemanthus

a Narcissus. Jeho hydroxyderivat haemathidin md antiparazitické, protizanétlivé

a analgetické ucinky®8.

Alkaloid Krynin se vyskytujice hlavné v rodech Ammocharis, Brunsvigia, Crinum,
Eucharis, Narcissus, Nerine a Hymenocalis. Je vyznamny pro svou antimalarickou aktivitu vaci
Plasmodium falciparum, kterd je pravdépodobné prisuzovana pfritomnosti methylendioxylové

skupiny vdzané na aromatickém jadre>”.

Obr. 13: vzorec Heamanthaminu Obr. 14: vzorec Krininu

3.2.5.4 Homolykorinovy typ

Tyto typ alkaloidd je odvozen od 2-benzopyrano-[3,4-glindolu. Pfi vzniku téchto
struktur se uplatiiuje ortho-para intramolekularni oxidativni spojeni. Vétsina alkaloid(
homolykorinového typu obsahuje laktonovy kruh, ktery vznikd diky oxidaci hydroxylaminové
skupiny na C-6. Homolykorinové alkaloidy vznikaji preménou lykorinovych alkaloidd. Do

této skupiny patti cela rada alkaloid(, ale jen nékteré maji vyznamnou biologickou aktivitu.
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Hlavni zastupce lykorein a dalsi alkaloidy homolykorein, 8-O-demethylhomolykorin
a hippeastrin vykazuji cytotoxicky efekt, bohuzel i k nenddorovym bufikdm®®. Za zminku stoji

i antivirova aktivita hippeastrinu vaéi Herpes simplex viru®?,

OH

Obr. 15: vzorec Lykorinu Obr. 16: vzorec Hippeastrinu

3.2.5.5 Narciklasinovy typ

Narciklasinové alkaloidy jsou odvozeny od fenanthridinu a vznikaji intramolekuldrnim
oxidativnim spojenim para-para. Hlavni zastupci této skupiny jsou narciklasin, pancratistatin
a lycoridin. Pro tento typ alkaloidi je charakteristicka vysoka cytotoxicka aktivita a selektivita
vUci nadorovym bunkdm. Nejslibnéjsi latky z pohledu cytotoxické aktivity jsou narciklasin

a pankratistatin.

Narciklasin je alkaloid, ktery byl poprvé izolovan v roce 1967 z cibuli zastupct rodu
Narcissus. Mechanismus jeho cytotoxického pusobeni spociva ve vazbé na ribozomalni
podjednotku 60S, kde inhibuje peptidyltransferasu, ¢imz brani vzniku peptidové vazby
v nové vznikajicim proteinu. Pravdépodobné také interaguje nebo tvofi komplexy

s molekulou DNA Zivoéisnych bunék®?.

Pancratistatin indukuje selektivni apoptézu a bunécnou autofagii doprovazenou
kolapsem mitochondridlniho membranového potencialu bunék a ndsledné zvySenou tvorbou

kyslikatych reaktivnich slouc¢enin®3,
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Obr. 17: vzorec Narciklasinu

Obr. 18: vzorec Pankratistatinu

3.2.5.6 Tazettinovy typ

Jednd se

o derivaty odvozené

od 2-benzopyrano-[3,4-c]indolu vznikajici
intramolekuldrnim oxidativnim spojenim para-para. Hlavni zdstupci této skupiny jsou

tazettin, pretazettin, nortazettin, macronin a 3-epimacronin. Pretazettin vznika biosyntézou

z haemanthidinu. Pfesmykem chemicky nestabilniho pretazettinu vznika tazettin.

Tazettin je jeden z nejéastéji se vyskytujicich alkaloid( celedi Amaryllidaceae. Poprvé

byl izolovan z rostliny Narcissus tazetta v roce 1934. Tazettin vykazuje antimalarickou

aktivitu, ovSsem jeho cytotoxicka aktivita pomérné nizkd. Naopak mnohem ucinnéjsi nez
tazettin je jeho prekurzor pretazettin®*.

Pretazettin inhibuje vazbou enzymu aktivitu RNA-dependentni DNA polymerasy

u rozdilnych typ onkogennich vird a je ucinny proti Herpes simplex a flavivirdm®,

Obr. 19: vzorec Tazettinu

Obr. 20: vzorec Pretazettinu
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3.2.5.7 Montaninovy typ

Tato skupina alkaloidd ma skelet odvozeny od 5,11-methanomorphanthridinu a lisi se
pouze konfiguraci na C-2 a C-3. Alkaloidy vznikaji intramolekuldarnim oxidativnim spojenim
para-para. Hlavni reprezentanti této skupiny jsou montanin, o-acetylmontanin, pankracin,
koccinin, manthin a brunsvigin. Tento typ alkaloidl je obtizné dostupny z ptirodnich zdrojq,
protoZe je obsazen pouze ve velmi malém mnoiZstvi v nékolika druzich Pancratinum
a Narcissus®®. Oproti ostatnim typtm alkaloid( maji montaniové alkaloidy pomérné rozdilné
biologické ucinky. Jedna se napfiklad o efekt antidepresivni, antikonvulzivni, anxiolyticky

a slaby hypotenzni Géinek®’.

Obr. 21: vzorec Montaninu Obr. 22: vzorec Pankracinu

3.2.6 Rod Narcissus

Narcisy jsou vytrvalé pozemni byliny. Jejich rod obsahuje pfiblizné 50-80 druhu
v zavislosti na tom, jak jsou klasifikovany v dlsledku hybridizace a podobnosti mezi druhy.
Mistem jejich vyskytu je jihozapadni Evropa zejména Pyrenejsky poloostrov, sever Afriky

a nékteré oblasti na Blizkém vychodé&. V CR neni plvodni zadny druh z rodu Narcissus.

Pro rod Narcissus je charakteristicka velkd morfologicka variabilita. Jednotlivé odr(idy
se mezi sebou lisi velikosti, tvarem, barvou, vini, orientaci kvétd a mnozstvim alkaloidd
populaci divoce rostoucich narcist a snadnosti pfirozené hybridizace mezi narcisy. Stejné tak
dlouha historie péstovani a Slechténi narcisi vedla ke vzniku stovek odridd. Pocet
vyslechténych odrid evidovanych Kralovskou zahradnickou spole¢nosti v Anglii presahuje
10 000. Narcisy jsou podle mezinarodniho systému ¢lenény do 13 hlavnich skupin podle

charakteristiky kvétu.
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Zastupci z rodu Narcissus jsou vytrvalé pozemni suchomilné byliny o velikosti 5-80 cm
v zavislosti na druhu. Jsou to rostliny jednodomé s oboupohlavnymi kvéty. Kvéty jsou
jednotlivé na vrcholu stonku nebo ve zdanlivych okolicich obsahujici zpravidla 2-20 kvéta.
Pod kvétem popripadé kvétenstvim je toulcovity listen, ktery je ¢asto membranovity. Okvéti
se skladd z 6 okvétnich listkd ve 2 preslenech (3+3), které jsou v dolni ¢dasti srostlé v okvétni
trubku. V usti trubky je limcovitd nebo trubkovitd pakorunka. Tyéinek je 6. Gyneceum je
sloZzeno ze 3 plodolistd, je synkarpni, semenik je spodni. Plodem je tfipouzdrd tobolka. Listy
jsou usporadany po nékolika v prizemni razici, jsou jednoduché, prisedlé, s listovymi
pochvami. Cepele listél jsou celokrajné, vétsinou &arkovité, €asto ztlustlé a nékdy a? polo
oblé, Zilnatina je soubézna. Podzemni cibule nej¢astéji vejcovitého tvaru o velikosti od 0,6 do
10 cm; maji rlzné vyrazny krk. DuZznatou suknici obklopuje hnéda slupka, ktera zabranuje
vyschnuti. Kolem hlavni materské cibule se tvori malé cibulky, které jsou zprvu spojeny

s matefskou cibuli®8.

Narcisy produkuji fadu raznych alkaloidu, které poskytuji uritou ochranu rostling, ale
zaroven mohou byt jedovaté, pokud dojde k jejich ndhodnému poziti. Po pozfeni cibuli se
dostavuje bolest Zaludku, nevolnost, nauzea, zvraceni a prujem. Pfi silnéjsi otravé nastava
tfesavka, kieée a paralyza®. Prvnim izolovanym alkaloidem z narcis( byl Lykorin v roce 1877
z Narcissus pseudonarcissus®'. (Obr. 21) Do dnedni doby bylo izolovéno a identifikovéno vice
nez 100 jednotlivych alkaloid(i. Mezi nejvyznamnéjsi zdstupce patfi galanthamin a lykorin.
Tyto alkaloidy, jejichz obsah v cibulich se pohybuje mezi 1 az 2 % hmotnosti jsou pfi¢inou

toxickych projev( pfi poziti téchto rostlin.

Alkaloidy tohoto rodu nejsou zajimavé pouze z toxikologického hlediska, ale také
z hlediska lékarského. Prvni dokumentované lékarské vyuziti narcisi se datuje do doby
plUsobeni Hippokrata z Kéu, ktery jiz ve 4. stoleti pfed Kristem poufZil extrakt z Narcissus

poeticus (Obr. 22) k |éEbé nador( v oblasti délohy’®.

Nejvyznamnéjsim alkaloidem z rodu Narcissus je alkaloid galanthamin uZivany pfi
[é¢bé AD. Galanthamin je v souéasné dobé stale ziskavan hlavné izolaci a extrakci
z pfirodnich zdrojd, nebot pfima syntéza je velmi naroénd a nakladnd. Rostliny z rodu
Narcissus obsahuji samoziejmé i dalsi farmakologicky zajimavé alkaloidy, o jejichZ biologické

aktivité bylo pojedndno vyse.
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Obr. 23: Narcissus pseudonarcissus’®

Obr. 24: Narcissus poeticus’?
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3.2.6.1 Narcissus jonquilla L.

Narcisy tohoto druhu pochdzeji ze Spanélska a Portugalska. Z vej¢itych cibuli vyrastaji
20-30 cm vysoké kvétni stonky. Listy jsou tmavé zelené, Uzké a maji stejnou délku. Stvol nese
az 6 Zlutych kvéta, které maji v praméru 3-5 cm. Kvéty kvetou od dubna do kvétna.
Charakteristickym znakem tohoto druhu je pfijemna viné. Narcisim jonquilla vyhovuje

vysluni’3,

V soucasné dobé existuje 16 kultivarll tohoto narcisu. Obsah alkaloid(i, hlavné
Galantaminu mezi jednotlivymi kultivary pomérné kolisa. Nékteré kultivary by se daly
potenciondlné vyuZit pro izolaci Galantaminu, jiné ovSem nevykazuji ani stopy tohoto

alkaloidu.

BohuZel neexistuje ani pfima uméra mezi obsahem galantaminu a cholinesterazovou
inhibicni aktivitou, kterd mulzZe byt zpUsobend obsahem sanguininu, ktery ma az

desetinasobné vyssi inhibi¢ni aktivitu neZ galantamin’4.

Mezi nejvice zastoupené alkaloidy stanovené pomoci GC/MS patii galantamin,

lykoramin, tazettin, haemanthamin a homolykorein.

Obr. 25: Narcissus jonquilla L. 7>
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Vseobecné postupy

4.1.1 Destilace

VSechna rozpoustédla byla pfed pouzitim precisténa destilaci komercnich
rozpoustédel. Nejdrive byl vydestilovan destilac¢ni pfedek a poté zbytek rozpoustédla, tedy
maximalné 90 % rozpoustédla. Jednotlivé frakce byly jimany podle tabeldrné uvedenych

teplot var(.
4.1.2 Odparovani

Ethanovové a ethyl - acetdtové extrakty z analytickych vzork( drog byli odparovany
pfi teploté maximalné 40°C na vakuové odparce Rotavapor R 114 s vodni lazni Blichi
Waterbath B-480 za snizeného tlaku. Ethanolové odparky sumarnich extraktli a ethyl -
acetatové odparky alkaloidnich bazi uréené pro zjisténi biologické aktivity byly rychle
odparovany v injekénich ampulkdch objemu 5 ml v proudu filtrovaného vzduchu na vodni
[azni pfi teploté maximalné 60 °C. Po odpareni rozpoustédel byly ampulky preneseny do
exsikatoru a suSeny ve vakuu pfi tlaku vzduchu 10mmHg po dobu 24 hodin nad perlami
silikagelu. Poté byl do ampulek napustén argon, nasledné byly zataveny a uchovavany do

doby analyzy pfi-22 °C.

4.2 Material a vybaveni pro pfipravu extraktu

4.2.1 Rozpoustédla

e Diethylether, Cisty destilovany bez stabilizatoru (Penta)
e Ethanol 95%, denaturovany methanolem (Lihovar Kolin)
e Ethylacetat, p. a. (Penta)

e Methanol 1 mg/ml LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Chemikalie

e Siran sodny bezvody ¢. (Penta)

e Uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w) (Lachema)
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e Kyselina sirova 2%, p. a. (Penta)

4.3 Priprava sumarnich extraktti a GC/MS analyza

4.3.1 Rostlinny material

Cibule rostlin Narcissus jonquilla L. kultivarG Fruit Cup, Dicksickel, Hillstar, Bella

Estrella, Chit Chat, Bell Song, Martinette byly zakoupeny od firmy LUKON BULBS (CR).

Tabulka 1: Hmotnosti vzorkd pouZitych pfi extrakci

CiSLO VZORKU" TAXON HMOTOST"
AL - 486 Narcissus jonquilla L. cv. Bella Estrella 207 g
AL - 487 Narcissus jonquilla L. cv. Bell Song 123 g
AL - 488 Narcissus jonquilla L. cv. Dicksickel 130¢g
AL - 489 Narcissus jonquilla L. cv. Fruit Cup 142 ¢g
AL - 490 Narcissus jonquilla L. cv. Hillstar 140 g
AL - 491 Narcissus jonquilla L. cv. Chit Chat 17g
AL - 492 Narcissus jonquilla L. cv. Martinette 313¢g

* &islo vzorku z katalogizace pracovni skupiny ADINACO Group

“ hmotnost vzorku pouZita k extrakci
4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Suché cibule byly rozemlety na ¢astice o velikosti pfiblizné 1-2 mm. Takto upravend
droga byla za varu, na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em extrahovana 95% ethanolem po
dobu 15 minut od zacatku varu. Nasledné se smés nechala 15 minut vychladnout a zfiltrovala
se pres filtr z vliselinu a poté pres vrstvicku kifemeliny ve filtracnim tubusu. Tento extrakéni
postup byl proveden u kaidého vzorku celkem t¥ikrat. Ciry filtrat byl zahustén asi na 1/10
svého objemu a nasledné bylo pfidano pfiblizné 10-20 ml destilované vody. Dale bylo
provedeno odparovani filtratu ve vakuové odparce (max. 50°C) do vzniku malého

suspenzniho zbytku, ktery byl smichan s 20 ml 2% kyseliny sirové. Suspenzni zbytek byl
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sonifikovan v ultrazvukové 1azni SONOREX pti normalni teploté a stupni 10 po dobu 5 minut.
Vznikla tekutina byla zfiltrovana pres tenkou vrstvu kifemeliny a zfedéna vodou na cca 40-50
ml a vytfepana trikrat predestilovanym a nestabilizovanym diethyletherem. Etherova vrstva
byla ostfe oddélena. Potfebny kysely vodny extrakt z(stal dole a vrchni nepotfebnd etherova
vrstva zUstala nahore. Oddélend vodnad kyseld vrstva se alkalizovala 10% uhli¢itanem sodnym
na pH 10 a vytfepanim alkaloidnich bazi predestilovanym ethylacetdtem (tfikrat) byl
zhotoven alkaloidni extrakt. Bezvodym siranem sodnym a naslednou filtraci byli odstranény
stopy zbytkové vody. Z kazdého alkaloidniho extraktu byly odebrany 2 vzorky, které po
odpareni do sucha mély hmotnost cca 10 mg pro testovani biologické aktivity a cca 1 mg pro
analyzu GC/MS. Zbytek extraktu byl uchovavan v zatavené ampulce. Vzorky byly umistény do

exsikatoru se susicimi perlami ze silikagelu.
4.3.3 GC/MS analyza a identifikace alkaloidi

K identifikaci alkaloidU z rostlin Narcissus jonquilla L. byl vyuZit plynovy chromatograf
Agilent Technologies 7890A s Triple-Axis hmotnostnim detektorem Agilent Technologies
5975C. Nastrik byl pfi 280°C v objemu 1 ul a split v poméru 15:1. Déleni smési probéhlo na
koloné Agilent Technologies HP-5MS, 30m x 0,250 mm pfi teplotnim programu 15°C/min ze
100°C na 180°C, 1 min na 180 °C, 5°C/min ze 180°C na 300°C, 40 min na 300°C. Nosny plyn
byl He 5.0 (Linde) pfi pritoku 0,8 ml/min. lonizace probéhla pfi 230°C elektrony 70 eV
a detekovany byly fragmenty v rozmezi 40-600 m/z.

Alkaloidy byly identifikovany pomoci porovnavani jejich spekter se spektry
dostupnymi v komercni knihovné spekter NIST 11 (National Institute of Standards and

Technology Library, USA), s daty v literatufe a se standardy izolovanych v nasi laboratofi.

O Ve

4.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidnich extraktl vaci
erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.4.3 Chemikalie, pufry, material, pristrojové vybaveni a podminky
stanoveni cholinestrerazové inhibicni aktivity

4.4.3.1 Chemikalie
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e 10mM Acetylthiocholin-jodid (Sigma-Adrich)

e 10mM Butyrylthiocholin-jodid (Sigma-Adrich)

e Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

e 5mM 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich)
e Galanthamin-hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e Huperzin A (TAZHONGHUI - Tai"an zhonghui Plant Biochemical Company, Ltd., China)

4.4.3.2 Pufry

e 5mM Fosfatovy pufr (pH 7,4)
e 5mM Fosfatovy pufr obsahujici 150 mM chloridu sodného (pH 7,4)

e 100mM Fosfatovy pufr (pH 7,4)

4.4.3.3 Material

e hemolyzat lidskych erytrocytl — zdroj AchE

e lidskd plazma — zdroj BuChE

4.4.3.4 Pristrojové vybaveni

Pro stanoveni cholinesterdzové inhibi¢ni aktivity byl pouzit pfistroj Reader SynergyTM

HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA).

4.4.3.5 Podminky méreni

e Teplota37°C
e Prostredi fosfatového pufru pH 7,4

e VInova délka spektrofotometru 436 nm

43



4.4.4 Priprava biologického materialu

Erytrocyty byly ziskdny z ¢erstvé odebrané krve zdravych dobrovolnik(. Krev se naredi
s citronanem sodnym v poméru citran sodny:krev 1:9. Bezprostfedné po odbéru se krev
stejnomérné rozdéli po 5 ml do 4 Sroubovacich zkumavek objemu 15 ml a provede se
centrifugace pfi rychlosti 4000 rpm za poutZiti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich
1611 pfi 4 °C po dobu 10 minut. Po této prvni centrifugaci se plazma odsaje tak, aby v ni
nezlstaly Zadné erytrocyty. Plazma se uchovava do doby stanoveni aktivity BUuChE pfi 4 °C,

ovsem nejdéle 6 hodin.

500 pl plazmy se odebere zvlast a se uchovava déle pfi normalni teploté za
nepfistupu svétla do doby stanoveni aktivity. Po stanoveni absorbance u plazmy se pred

rozplnénim do mikrozkumavek provede filtrace pres slabou vrstvu bunicité vaty.

Zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu se opatrné odsal a odecetl se objem
erytrocytll ve vSech 4 zkumavkach. Tento sediment se nasledné ziedil 5 mM fosfatového
pufru pH 7,4 obsahujicim 150 mM chloridu sodného a byl rozdélen do 8 zkumavek po 13 ml.
Suspenze se promicha a provede se centrifugace stejnym zpUlsobem, jak je uvedeno vyse pfi
oddélovani plazmy. Promyti timto zplsobem (dojde k odstranéni zbytk( plazmy s BuChE) se
provede celkem 3x. Po tomto promyti se pfida 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu
chloridu sodného, aby do poméru erytrocyty:pufr 1:9. Nasledné se smés opét homogenizuje
a erytrocyty se ponechaji spontanné hemolyzovat po dobu 10 minut za michani na
magnetické michacce pti 300 rpm. lhned po skonceni této fizené hemolyzy se u suspenze

stanovila inhibi¢ni aktivita vici AchE.
4.4.5 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (1C50)

Pro stanoveni hodnoty IC50 byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substraty byly pouzity estery
thiocholinu, které jsou cholinesterazami Stépeny na thiocholin a pfisluSnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navaze na DTNB za vzniku Zluté zbarveného
produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pti vinové délce 436 nm. Sleduje se narUst
absorbance za 1 minutu. Hodnoty IC50 byly vypoditany z namérenych hodnot poklesu

aktivity AchE nebo BUChE nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism. Vysledky byly
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porovnany s hodnotami IC50 galanthaminu a huperzinu A. Procenta inhibice (% 1) byla

pocitana dle vzorce:
% | = 100-(AABL/AASA)*100
AABL je narGst absorbance slepého vzorku za 1 minutu
AASA je narlst absorbance méreného vzorku

Do jamek mikrotitraénich desti¢ek se v pripadé slepého vzorku napipetuje 8,3 ul
plazmy nebo pouzder lidskych erytrocytl, pfida se 67 ul DTNB, 8.3 pl rozpoustédla pouZzitého
pro fedéni vzorku (DMSQ), 215 pl 100mM fosfatového pufru a 33.5 pl roztoku substratu.

U mérenych latek (extraktl) se poufZiji stejné objemy cCinidel a roztoku substratu.
Misto samotného rozpoustédla se pridavaji roztoky mérené latky o rizné koncentraci (40,0;

10,0; 4,0; 1,0; 0,4, v DMSO, pfipadné nizsi) ¢i roztoky extraktll o rdzné koncentraci (20,0;
10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml, pfipadné nizsi).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
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Identifikace struktur v alkaloidnich extraktech probéhla na zdkladé shody retencnich
Casu jednotlivych slozek, hmotnostnich spekter a jejich porovnanim s udaji v literature se
standardy. Hodnoty inhibi¢ni aktivity jednotlivych alkaloidnich extrakt(i vic¢i AChE a BuChE
byly srovnavany s hodnotami inhibice galanthaminnu a huperzinu A. Hodnota inhibi¢ni
aktivity galanthaminu vici AChE ICso je 1,710 £ 0,065 puM a vUc¢i BuChE 1Cs0 42,30 + 1,30 UM.
Hodnota inhibi¢ni aktivity Huperzinu A v(ic¢i AChE ICsp je 0,033 + 0,001 uM a vici BuChE ICso
>1000 puM.

5.1 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Bella Estrella a jeho biologicka
aktivita
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Obr. 26: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.

Bella Estrella

Na zakladé retencnich cast jednotlivych sloZzek, hmotnostnich spekter a jejich
porovnanim s udaji v literatufe se standardy se v tomto alkaloidni extraktu podaftilo

identifikovat 4 alkaloidy. Jedna se o galantaminovy typ — Galantamin (1) a Lycoramin (2),
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tazettinovy typ — Tazettin (6) a lykorinovy typ — Galanthin (7). Alkaloid (8) s nizkym
procentudlnim zastoupenim se nepodafilo presné identifikovat, ale pravdépodobné se jednd
o lykorinovy typ alkaloidu - methylpseudolycorin nebo pseudolycorin. Zbylé slouceniny (3),

(4), (5), (9) a (10) byly alkaloidniho charakteru, ale nebylo mozné je identifikovat.

evvs

evvs

ktery alkaloid je spojeny stouto aktivitou, protoZe prozatim bylo jen velmi madlo latek

zkoumano s ohledem na tuto inhibi¢ni aktivitu.

Tabulka 2: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Bella Estrella a popis jejich hmotnostnich spekter

[M+] a charakteristické ionty, % Reference pro
(1)

Sloucenina | RT (min.) m/z (% relativni intenzita) MmS

Galantamin 19,05 287(80), 286(100), 270(13), 244(23), 230(11), 216(32) | 39 NIST 11

Lycoramin | 19,31 289(57), 288(100), 274(23), 232(79), 202(10) 5 NIST 11
Al 19,63 286(100), 270(15), 202(28) 1 -
285(75), 284(100), 242(21), 228(12), 216(21), 199(24),

A2 20,21 174(50), 128(26), 115(34) 1 )
A3 20,60 134(11), 115(20), 109(100) 1 -
Tazettin 22,70 331(27), 310(54), 298(20), 247(100), 230(13) 8 NIST 11

Galantin 23,58 | 317(22),298(92), 284(11), 268(15), 243(92), 242(100) | 41 NIST 11

Ad 24,58 | 303(20), 284(91), 266(19), 242(100), 228(100), 193(79) | 1 -
A5 25,03 115(20), 109(100) 1 -
A6 26,78 294(100), 252(34) 2 -
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5.2 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Bell Song a jeho biologicka aktivita
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Obr. 27: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.

Bell Song

V alkaloidnim extraktu z kultivaru Bell Song se podafilo identifikovat celkem
8 sloucenin. V hojném poctu se vyskytoval galantaminovy typ sloucenin — Galantamin (1),
ktery mél i nejvétsi procentudlni zastoupeni, Lycoramin (2) a Narwedin (4). DalSim typem byl
tazettinovy —Tazettin (5), také ve velkém procentualnim zastoupeni a 3 — Epimacronin (9).
V hojném poctu se vyskytoval i lykorinovy typ sloucenin — Galantin (6), Lycorin (7) a Inkartin
(8). Zbyvaijici jedna alkaloidni struktura v nizkém procentudlnim zastoupeni se nepodafila

identifikovat, ale existuje pravdépodobnost, Ze se jedna krininovy typ alkaloid(.

Nejzajimavéjsi vysledek z analyzovanych extraktl ohledné inhibi¢ni aktivity viaci AChE

byl stanoven pravé v tomto vzorku. Naméfena hodnota viéi AChE ICso 6,19 + 0,85 pg.ml je

evvs

BUuChE ICso 38,99 + 5,69 pg.ml* neni pomérné zajimava. Za slibnou inhibiéni aktivitou vagéi
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AChE stoji zfejmé relativné velké mnoZstvi galantaminu a dalSich sloucenin galantaminového

typu.

Tabulka3: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Bell Song a popis jejich hmotnostnich spekter

Soutenna | Wrin) | Olameiatdgin, | s
Galantamin 19,17 | 287(79), 286(100), 270(12), 244(23), 230(12), 216(32) | 42 NIST 11
Lycoramin 19,42 289(45), 288(100), 274(17), 232(13), 202(10) 2 NIST 11

A7 19,73 273(91), 256(69), 244(45), 229(31), 226(10), 214(80) 1 -

oedn | 053 | S 2000 20 e, e
Tazettin 22,58 331(27), 316(13), 298(20), 247(100), 230(13) 38 NIST11
Galanthin 23,70 317(16), 298(100), 284(73), 268(14), 243(90), 242(100) | 2 NIST 11
Lycorin 24,15 287(26), 286(17), 268(21), 250(20), 227(64), 226(100) | 11 NIST 11
Inkartin 24,35 332(100), 296(;8())'(515;?(:?:;'(52;;“14)’ 214(62), 2 NIST 11
3 - Epimacronin 25,20 329(23), 314(21), 245(100), 225(14), 201(79), 139(15) | =1 NIST 11
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5.3 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Dick Sickel a jeho biologicka
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Obr. 28: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L.

cv. Dick Sickel

V alkaloidnim extraktu z kultivaru Dick Sickel se podafilo identifikovat celkem
6 sloucenin. Vcelku malym procentualnim obsahem byl zastoupen galantaminovy typ
alkaloidi — Galantamin (1) a Lycoramin (2). Tazettinovy typ alakloidd byl zastoupen
Tazettinem (6) s nejvétSim procentualnim zastoupenim v celém alkalodnim extraktu a
Nortazettinem (7). Z lykorinového typu byl pfitomen Lycorin (9) a z homolykorinového typu
Hippeastrin (12). Slouceninu (3) s relativné velkym procentudlnim zastoupenim se bohuzel
nepodafrilo identifikovat. Sloucenina (4) je pravdépodobné Norpluvin z lykorinového typu a
sloucenina (5) by mohla byt pravdépodobné Heamanthamin z heamanthaminového typu

alkaloidu. Slouceniny (7), (10) a (11) se také bohuzZel nepodafilo identifikovat.

Hodnota inhibiéni aktivity vi¢i AChE ICso 44,81 + 6,14 pug.ml?! neni nijak zvlast

zajimava. Je to pravdépodobné zplsobeno nizkym obsahem Galantaminu. Hodnota inhibi¢ni

evvs

alkaloidnich extrakt( a tim padem i dosti zajimava.
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Tabulka 4: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Dick Sickel a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloutenina | RT (min. /e K vetationt inorin] % | e
Galantamin | 19,13 287(100), 286(100), 270(13), 244(22), 230(11), 216(32) 4 NIST 11
Lycoramin 19,40 289(56), 288(100), 274(27), 232(87), 202(98) 2 NIST 11
A8 20,66 314(68), 254(100), 228(27), 115(32) 15 -
A9 21,22 | 273(68), 273(68), 254(75), 242(13), 229(16), 228(37), 241(27) | 2 -
A10 22,56 301(12), 272(100), 240(17), 225(80), 211(14) 3 -
Tazettin 22,81 331(27), 316(13), 298(20), 247(100), 230(12) 30 NIST 11
Al1 23,48 287(3), 270(16), 243(35), 214(46), 199(32), 185(13) 2 -
Nortazettin | 23,72 317(15), 260(70), 233(12), 201(13), 181(10) 6 NIST 11
Lycorin 24,14 287(26), 286(17), 268(21), 250(23), 227(64), 226(100) 18 NIST 11
A12 24,44 299(100), 181(42) 3 -
A13 24,67 315(1), 162(1), 134(3), 125(100), 96(30), 82(25) 12 -
Hippeastrine | 26,11 315(42), 162(27), 134(20), 125(100), 96(37), 82(26) 3 NIST 11
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5.4 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Fruit Cup a jeho biologicka aktivita
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Obr. 29: Chromatograficky zdznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L.
cv. Fruit Cup

V tomto alkaloidnim extraktu bylo identifikovano celkem 6 alkaloidid. Nejméné
zastoupenym alkaloidem byl Galantamin (1). DalSim identifikovanym alkaloidem byl Tazettin
(6), ktery byl ovsem pouze v malém procentudlnim zastoupeni. Nejhojnéji byly zastoupeny
alkaloidy lykorinového typu — velké procentudlni zastoupeni mél Galantin (7) a dale byl
identifikovdan Pluvin (4) a Inkartin (8). Poslednim identifikovanym alkaloidem byl
Homolykorin (9) z homolykorinového typu alkaloid(i. Vibec nejvétsi procentudlni zastoupeni
mély dvé slouceniny (3), (5), které se bohuzel nepodafilo identifikovat, stejné tak se
nepodafilo identifikovat slouceninu (2). Sloucenina (3) je pravdépodobné lykorinovy
Acetylpluvin a sloucenina (10) by mohla byt lykorinovy Methylpseudolykorin. Také se
bohuZel nepodarilo presné identifikovat slouc¢eniny (11) a (12). Ale (11) je pravdépodobné

homolykorinovy Hippeastrin a (12) pravdépodobné Mecambrolin.

Hodnota inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE ICsp 144,60 *+ 25,31 pug.ml? je nezajimava.
Hodnota inhibi¢ni aktivity vic¢i BUChE 1Cso 24,74 * 3,42 pg.ml! je sice zajimavéjsi, ale stale to

neni nic pralomového. Alkaloidy lykorinového typu, které v tomto kultivaru prevazuji, jsou
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slabsi inhibitory cholinesteraz nez alkaloidy galanthaminového typu, které zde zastupuje

malé mnozstvi Galantaminu.

Tabulka 5: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Fruit Cup a popis jejich hmotnostnich spekter

Slougenina RT [M+] a charakteristické ionty, % Reference pro
(min.) m/z (% relativni intenzita) Mms

Galantamin 19,03 287(60), 286(100), 270(17), 244(24), 230(16), 216(39) 1 NIST 11
Al4 20,50 109(100), 108(15), 191(89) 3 -
A15 21,04 328(70), 286(64) 20 -

Pluvin 21,44 | 287(68), 286(100), 268(69), 254(25), 243(15), 242(38), 228(96) | 3 NIST 11
Al6 21,72 266(100), 250(22), 180(74) 25 -

Tazettin 22,69 331(30), 316(15), 298(14), 247(100), 230(13) 2 NIST 11

Galanthin 23,55 317(21), 298(92), 284(11), 268(16), 243(90), 242(100) 18 NIST 11

Inkartin 24,23 333(45), 332(100), 296(12), 259(70), 258(85), 250(30) 6 NIST 11

Homolykorin | 24,31 301(1), 207(4), 178;:25()2,51)’122(:3311)3 109(100), 108(22), 6 NIST 11
Al7 24,59 303(28), 284(19), 268(100), 242(83) 3 -
Al8 25,99 315(6), 162(22), 134(37), 125(100), 96(37), 82(11) 1 -
Al19 26,78 294(100), 194(54), 252(11) 12 -
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5.5 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Hill Star a jeho biologicka aktivita
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Obr. 30: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Hill Star

V alkaloidnim extraktu z tohoto kultivaru bylo identifikovano 6 sloucenin. Hojné byly
zastoupeny alkaloidy galantaminového typu — Galantamin (1) v nejvétSim procentudlnim
zastoupeni, Lycoramin (2) a Narwedin (4). Dale byl identifikovan tazettinovy typ alkaloidd,
hlavné Tazzetin (8) ve vysokém procentualnim zastoupeni a 3 — Epimacronin (10). Lykorinovy
typ zastupoval pouze Galanthin (9). Zbylé struktury (3), (5), (6) a (7) se nepodafilo urcit.
Nicméné struktura (3) by mohla byt Haemanthamin a (5) Nerinin.

vV

Hodnota inhibiéni aktivity vaéi AChE ICso 11,04 + 1,49 pg.ml?! je druhd nejnizsi
namérend hodnota ze vSech zkoumanych vzorkl a tim padem hodné zajimava. Za slibnou
inhibi¢ni aktivitou vici AChE stoji zfejmé relativné velké mnozstvi galantaminu a dalSich
sloucenin galantaminového typu. Hodnota inhibi¢ni aktivity vic¢i BuChEk 1Cso 48,33 + 5,37

pg.ml? neni pfilis zajimava.
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Tabulka 6: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Hill Star a popis jejich hmotnostnich spekter

Slougenina R'T [M+] a charaki':eri’s.tické if)nty, % Ref:’::e)nce
(min.) m/z (% relativni intenzita) MS
Galantamin | 19,07 287(79), 286(100), 270(13), 244(23), 230(12), 216(33) 49 NIST 11
Lycoramin 19,31 289(56), 288(100), 274(27), 232(71), 202(10) 5 NIST 11
A20 19,34 287(100), 128(24) 1 -
Narwedin 20,22 285(74), 284(100), 242(;;);,(f;f(ilfé,(fg)G(Zl), 199(22), 174(43), 51 NIST 11
A21 20,60 109(100), 94(30), 108(15) >1 -
A22 22,46 301(10), 272(100), 240(15), 225(14), 211(13) 1 -
A23 22,58 258(28), 225(31), 199(26) 2 -
Tazettin 22,72 331(26), 316(15), 298(20), 247(100), 230(12) 34 NIST 11
Galanthin 23,56 317(21), 298(97), 284(11), 268(16), 243(91), 242(100) 7 NIST 11
Epimjc-ronin 25,02 329(91), 314(69), 245(31), 225(55), 201(22), 139(45) 1 NIST 11
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5.6 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin
Narcissus jonquilla L. cv. Chit Chat a jeho biologicka aktivita
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Obr. 31: Chromatograficky zdznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv. Chit
Chat

V tomto alkaloidnim extraktu bylo identifikovano 6 sloucenin. V kultivaru Chit Chat
dominuje tazettinovy typ alkaloid( — ve vysokém procentudlnim zastoupeni Tazettin (6), ddle
Nortazettin (8) a 3 — Epimacronin (10). Galantaminovy typ alkaloidd byl zastoupen
Galantaminem (1) a Lycoraminem (2). Dalsi identifikovanou strukturou byl Haemanthamin
(5) zHaemanthaminového typu alkaloidd. Zbylé ctyri struktury (3), (4), (7) a (9) byly

alkaloidniho charakteru, ale nepodafilo se je urcit.

Hodnota inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE 1Cso 37,83 + 5,01 pug.ml! a hodnota inhibiéni
aktivity vaéi BUChE ICso 63,01 + 6,60 pg.ml* nejsou pfFili§ zajimavé. Pomérné mala inhibiéni
aktivita je ddna vysokym zastoupenim Tazzetinu, ktery ma slabou inhibiéni aktivitu’®. Naopak

obsah Galantaminu v tomto kultivaru je maly.
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Tabulka 7: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Chit Chat a popis jejich hmotnostnich spekter

Sloutenina | RT (min. /s U relatont inoritnl % | e
Galantamin 19,13 | 287(80), 286(100), 270(14), 244(24), 230(12), 216(34) | 5 NIST11
Lycoramin 19,40 289(54), 288(100), 274(22), 232(76), 202(100) 3 NIST 11
A24 19,74 286(100), 287(82), 115(14) 1 -
A25 21,82 266(100), 250(21) 7 -
Haemanthamin | 22,56 301(13), 272(100), 240(18), 225(41), 211(80) 3 NIST 11
Tazettin 22,82 331(28), 316(13), 298(21), 247(100), 230(12) 66 NIST 11
A26 23,56 317(100), 258(83), 204(42) 2 -
Nortazettin 23,71 317(100), 260(39), 233(59), 201(76), 181(77) 5 NIST 11
A27 24,02 268(100), 252(70) 4 -
3—Epimacronin | 25,11 | 329(25), 314(19), 245(100), 225(14), 201(73), 139(12) | 4 NIST 11
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5.7 GC/MS analyza alkaloidniho extraktu z cibuli rostlin

Narcissus jonquilla L. cv. Martinette a jeho biologicka
aktivita
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Obr. 32: Chromatograficky zaznam alkaloidniho extraktu z cibuli Narcissus jonquilla L. cv.
Marttinete

V poslednim alkaloidnim extraktu bylo identifikovano 5 slouéenin. Objevil se zde
tazettinovy typ alkaloid(i — Tazettin (2) ve velkém procentualnim zastoupeni a Nortazettin
(3). Dalsi identifikované struktury byly Lykorin (4), Homolykorin (5) a Haemanthamin (1).

Zbyvaijici struktura byla alkaloidniho charakteru, ale bohuZel se nepodafila identifikovat.

Tento alkaloidni extrakt z kultivaru Marttinete vykazoval viibec nejnizsi inhibi¢ni
aktivity vici AchE i BuChE. Hodnota inhibic¢ni aktivity vic¢i AChE ICsp 536,0469,77 + 69,77
pug.ml? a hodnota inhibiéni aktivity vi¢i BUuChE ICso 374,28 + 47,19 pg.ml?! jsou naprosto
nezajimavé. Tyto zanedbatelné inhibi¢ni aktivity jsou zplUsobeny nepfitomnosti Galantaminu,

vysokym zastoupenim Tazettinu se slabou aktivitou’®.
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Tabulka 8: Alkaloidy identifikované pomoci GC/MS v cibulich rostliny Narcissus

jonquilla L. cv. Marttinete a popis jejich hmotnostnich spekter

[M+] a charakteristické ionty, Reference pro

Sloucenina RT (min.) m/z (% relativni intenzita) % MS
Haemanthamin | 22,56 301(12), 272(100), 240(16), 225(64), 211(15) 15 NIST 11
Tazettine 22,82 331(28), 310(36), 298(20), 247(100), 230(12) 53 NIST 11
Nortazettin 23,70 317(100), 260(56), 233(89), 201(99), 181(97) 4 NIST 11
Lycorin 24,13 287(27), 286(17), 268(22), 250(24), 227(65), 226(100) | 21 NIST 11

301(48), 207(15), 178(15), 110(79), 109(100), 108(20),

94(32), 82(23) 3 NIST 11

Homolycorin 24,42

A28 25,10 302(100), 245(33), 109(51) 4 -
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5.8 Strukturni vzorce identifikovanych alkaloidti
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5.9 Piehled biologické aktivity alkaloidnich extraktu

Narcissus jonquilla

Tabulka 9: Pfehled inhibice AChE a BUChE extrakt(i z morfologickych ¢asti vybranych

taxon( (extrakty EtOAc)

ICso extraktt

ICs0 extraktd

fo:rlzu Taxon Morfé)a,I:tgické (ug.mi) (1g.ml)
AChE BuChE
AL- 486 Ngg:fffgg?g‘g'&g"' cibule 15,43+2,52 | 18,39+ 151
AL- 487 Nami;’éﬁjggqﬁga cv. cibule 6,19+0,85 | 38,99 +5,69
AL- 489 Nami;sl’?“jleor(‘:qL‘jg'a cv. cibule 144,60 + 25,31 | 24,74 + 3,42
AL- 490 Nardsjﬁig’?ﬂ‘;{i"a cv. cibule 11,04 1,49 | 48,33+5,37
AL- 491 Na“’iéﬂﬁj‘é”Hqﬂ'a v cibule 37,83+501 | 63,01+6,60
AL- 492 Narf\i/lsjgifﬁr‘g}'? cv. cibule 536,04 + 69,77 | 374,28 + 47,19
AL-4gg| Narcissus jonquilla cv. cibule 4481+6,14 | 21,07+ 2,84

DICK SICKEL
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6 ZAVER
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V ramci této diplomové prace bylo podrobeno GC/MS analyze a testovani na inhibi¢ni
aktivitu vaci lidskym cholinesterdzam (erytrocytarni HUAChE, HuBuChE) 7 rGznych kultivar(

Narcissus jonquilla L. z ¢eledi Amaryllidaceae, ze kterych byli pfipraveny alkaloidni extrakty.

Béhem jednotlivych GC/MS analyz se podafila identifikovat celd fada alkaloidd
produkovanych celedi Amaryllidaceae, které patfi do rlznych strukturnich skupin. Nékteré
latky nebyly identifikovany a to hlavné z dlvodu nedostupnosti jejich standardl a MS
spekter v literatufe €i v knihovndch spekter. Moziné je i to, Ze tyto latky prozatim nebyly
izolovany a tudiz ani strukturné popsany. Zde je tedy nutné nejprve tyto latky izolovat

v dostatecné Cistém stavu a v dostateCném mnozstvi pro jejich dalsi strukturni analyzu.

Na zdkladé vySe uvedeného déleni alkaloidl celedi Amaryllidaceae byly
v analyzovanych extraktech pfitomny vSechny typy alkaloidd kromé narcikasinového
a montaninového typu. Dominantni zastoupeni mély alkaloidy galantaminového,

lykorinového a tazettinového typu.

Ze ziskanych vysledku aktivit jednotlivych extraktl vychazi nejvyssi inhibice HUAChE
pro extrakt z rostliny Narcissus jonquilla cv. Bell Song s hodnotou ICs0 6,19 + 0,85 pg.ml™.
Vysoka biologicka aktivita je pravdépodobné zplsobena vysokym obsahem alkaloidd s jiz
prokdzanou inhibi¢ni uc¢innosti, prfedevSim galanthaminu. Zajimavou inhibi¢ni aktivitu
s hodnotami ICso vii¢&i HUAChE pod 20 ug.ml™ vykazovali i alkaloidni extrakty z kultivard Bella
Estrella a Hill Star. Mezi nejvyraznéjsi inhibitory lidské sérové BuChE v ramci této prace patfil

alkaloidni extrakt z Narcissus jonquilla L. cv. Bella Estrella s hodnotou ICso 18, 39 + 1,51
pg.ml?,

Z poznatkl o AD z poslednich let roste vyznam BuChE v pokrocilejsich stadiich AD
a proto je vhodné hledat latky s dudlni aktivitou vi¢i HUAChE a HuBuChE. Z pohledu mé

prace se jevi jako nejzajimavéjsi alkaloidni extrakt z Narcissus jonquilla L. cv. Bella Estrella.

Zavérem je potfeba pfipomenout, Ze hlavnim cilem této diplomové prace bylo
vytipovat rostlinu nejvhodnéjsi pro fytochemickou studii na zakladé GC/MS analyzy
a biologickych test(. Z tohoto pohledu se jevi jako zajimavé pravé rostliny Narcissus jonquilla
L. cv. Bella Estrella a Narcissus jonquilla cv. Bell Song. Pravé u téchto dvou kultivara
nachazime vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterazam a zaroven i urcité mnozstvi

dosud nepfesné identifikovanych struktur, které by za tuto aktivitu mohly byt zodpovédné.
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7 SEZNAM ZKRATEK
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AD Alzheimerova demence

AB B —amyloid

Ach acetylcholin

AchE acetylcholinesteraza

BuchE butyrylcholinesteraza

iAchE inhibitory acetylchoinesterazy

iChE Inhibitor cholinesterazy

APP amyloidovy prekurzorovy protein

ApoE Apolipoprotein E

ROS reaktivni kyslikové radikaly

RNS reaktivni dusikové radikaly

THA Takrin

HupA Huperzin A

NMDA N-methyl-D-aspartat

TNFa faktor nadorové nekrozy a

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

PAL Fenylalaninamoniaklyasa

DMSO Dimethylsulfoxid

DTNB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
EtOAcC Ethylacetat

GC/MS Plynova chromatografie a hmotnostni spektrometrie
NIST MS Knihovna hmotnostnich referencnich spekter
RT Retencni ¢as
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