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1 UVOD

Lidé wvyuZivaji rostliny nejen jako zdroj zakladnich Zivin, produktl primdrniho
metabolismu, ale také pro obsah sekundarnich metabolitd, latek, které pini v rostlinach fadu
funkci a casto se jejich obsah taxon od taxonu liSi. Obecné pomadhaji sekundarni metabolity
rostlindm zvysit Sanci na preziti, jsou vyuZivané k ochrané proti Skldcim a nemocem nebo se
mohou uplatfiovat béhem rozmnozZovani a také pfi regulaci metabolismu.

Pro farmacii maji sekundarni metabolity zasadni vyznam. Jejich Gc¢inkd na lidské zdravi
ve smyslu lé¢by nebo prevence nemoci bylo hojné vyuzivdno jiz v tradi¢ni mediciné a své
uplatnéni nachézeji i nyni. Rada téchto latek ma ale i nezadouci a toxické ucinky, které jsou
impulsem k hlubSimu studiu. V potravinafstvi jsou hladiny téchto latek limitovany
a kontrolovany (napf. pyrrolizidinové alkaloidy), ve farmacii mohou slouzit jako Iéciva
(napf. paklitaxel — chemoterapeutikum).

Latky rostlinného plvodu nasly uplatnéni mimo jiné i jako kognitiva, 1éCiva zlepSujici
kognitivni funkce (pamét, uceni, vnimani), které se pouZivaji jako Iléciva ovliviujici
Alzheimerovu chorobu (AD). U tohoto chronického onemocnéni Ize zatim pouze zpomalovat
jeho prGbéh a zlepsSovat kvalitu Zivota pacientli. Spektrum pouZivanych léciv k ovlivnéni
prabéhu AD je pomérné uzké, proto se stale hledaji nova léciva. Jednim z jejich zdrojl jsou
i rostliny, které obsahuji nepfeberné mnozstvi latek s nejrliznéjsi biologickou aktivitou a mohly
by tak zasahnout do rtznych patofyziologickych pochodi uplatiiujicich se v pribéhu AD.

Lidské cholinesterasy (ChE) jsou enzymy, které odbouravaji neurotransmiter
acetylcholin (ACh). Inhibitorl téchto enzym( se vyuzivd u nemocnych s Alzheimerovou
chorobou, ale i u jinych typd demenci, nebot pravé u téchto nemoci je prokazany deficit ACh.
Zvysuje se tak jeho dostupnost v neuronalni stérbiné a upravuje se cholinergni transmise
na nervovych synapsich v centrdlni nervové soustavé (CNS). Inhibitory cholinesteras (ChEl)
téZ snizuji toxicitu i tvorbu P amyloidu (BA), ¢imz zasahuji do neurodegenerativnich
mechanismu (patogeneze) AD, jejich pudsobeni je tak komplexni [1].

Léciva patfici do skupiny ChEl jsou ptFirodni i synteticka. Zastupce galantamin, alkaloid
snézenky podsnéiniku (Galanthus nivalis L.) [2], patfi dovelmi vyznamné Cceledi
jednodéloznych Amaryllidaceae. U alkaloidd této celedi byla prokazdna vysoka uroven
inhibicni aktivity vaci ChE [3]. Vyznamny inhibi¢ni efekt byl vSak prokazan i u nékterych
dvoudéloznych rostlin, napt. u isochinolinovych alkaloidd z ¢eledi Lauraceae [4].
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Tato diplomova prace byla zpracovana na Katedie farmaceutické botaniky v rdmci
vyzkumné skupiny ADINACO, ktera se zabyva studiem sekundarnich metabolitl rostlin,
které je zaméreno na hledani latek potencidalné vyuzitelnych vterapii AD a na latky
s protinadorovou aktivitou.

Diky obsahu isochinolinovych alkaloid( [5] byly alkaloidni extrakty z liliovniku
tulipdnokvétého (Liriodendron tulipifera L.) z ¢eledi Magnoliaceae predbéiné testovany

na inhibi¢ni aktivitu v{ci lidskym ChE (viz Tabulka 1).

Tabulka 1 Namérené hodnoty inhibicni aktivity ICso alkaloidnich extrakti liliovniku
tulipdnokvétého

s EtOAc extrakty — alkaloidy
., Morfologicka «
Cislo Taxon East Datum sbéru (ICs0 pg/ml)
AChE BuChE
AL-013 | Liriodendron | b, CeTVENEC ~ 1 342,914£31,95 | 65,01+5,94
tulipifera srpen 2015
Liriodendron | vétvicka bez
AL-198 . . . . duben 2010 | 544,72 +51,08 | 105,83 +9,14
tulipifera listd
AL-5g2 | Liriodendron | oo vetvi | kvéten 2015|3003 +44,71 | 45,27 + 4,54
tulipifera

Inhibi¢ni potencial extraktd nebyl pfiliS vysoky, ale i presto byl alkaloidni extrakt
ze dreva liliovniku vybran pro izolaci aidentifikaci isochinolinovych alkaloidl, zejména
pro sledovani vztahu struktury a Ucinku, coz spada do konceptu dlouhodobé prace védecké

skupiny ADINACO.



2 CIL PRACE

Cilem této prace bylo izolovat alkaloidy ze dfeva liliovniku tulipanokvétého a stanovit

vliv téchto latek na lidské cholinesterasy pomoci:

e zpracovani literarni reserse

e vybéru vhodnych metod pro izolaci alkaloid(i

e vlastni izolacéni prace

e stanoveni fyzikdlné-chemickych vlastnosti izolovanych latek

e vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity vici lidskym cholinesterasam a v(ci propyl oligopeptidase.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je primdrni neurodegenerativni onemocnéni, u nékterych
pacientl zndmé etiologie (napf. porucha na nékterych genech), celkové ale etiologie této
nemoci zatim objasnéna neni. Toto onemocnéni je diagnostikovano v 50-60 % pfipadu viech
demenci, z ¢ehoZ plyne, Ze se jednd o nejcastéji se vyskytujici typ demence. Postihuje
parietotemporalni oblast kiiry mozku [1]. Nejcastéji je charakterizovano progresivni ztratou
kognitivnich funkci, mGzZe progredovat az do stadia, kdy pacient neni schopny postarat se sdm
o sebe. Néktefi pacienti také trpi depresemi, paranoiou ¢i halucinacemi. Tato choroba je

smrtelnd, v soucastnosti je mozné pouze zmirfovat jeji pfiznaky a zpomalovat jeji pribéh [6].

3.1.1 Epidemiologie

Celosvétové se prevalence (tj. pocet pfipadd v populaci) vSech typl demenci podle
u osob nad 65 let je 5-8 %, nad 75 let se pohybuje mezi 15-20 % a ve véku nad 85 let tvofri
az 50 %. Vyssi prevalence je u Zenského pohlavi, coz mize byt zplsobeno i tim, Ze se Zeny
dozivaji priimérné vyssiho véku, avsak presna pricina vyssi prevalence u Zen zatim zndma
neni [8].

V Ceské republice trpi riiznymi typy demence kolem 150 000 lidi, z toho vice neZ dvé
tfetiny tvofi Zeny. Odhady jsou takové, Ze vroce 2050 by prevalence mohla nar(st

az na 383 000 nemocnych, protoze se jejich pocet neustale exponencialné zvysuje [9].

3.1.2 Formy AD

AD je heterogenni onemocnéni. Fenotypicky se rozliSuji dvé rlizné podoby tohoto
onemocnéni: rand a pozdni forma. Rana forma zacina ve véku do Sedesati let a probiha Sest
az osm let a je podminéna genovymi poruchami na chromozomu 21 (gen pro amyloidovy
prekurzorovy protein (APP)), 14 (gen pro presenilin 1) a chromozomu 1 (gen pro presenilin 2).
Oproti tomu pozdni forma zacina déle (ve véku nad 60 let), ma vétsinou delsi pribéh (vice

nez 10 let) a souvisi s genem pro apolipoprotein E (ApoE) na 19. chromozomu [10]. V novéjsich
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genomovych studiich bylo nalezeno vice neZ deset oblasti v genech, které by mohly ovlivnit

riziko spojené s vyskytem AD [11].

3.1.3 Etiopatogeneze

Konkrétni pri¢ina této nemoci doposud zjisténa nebyla, existuje vice teorii, mezi hlavni
patfi cholinergni, amyloidni a teorie t-proteinu. Pfi AD jsou pozorovatelné makroskopické
a mikroskopické patogenetické zmény na ke mozku [9].
zmensuje se hmotnost i velikost mozku. Tyto jevy miZeme pozorovat i béhem fyziologického
starnuti mozku, rozdil je vSak v tom, Ze u AD byva postizeni vétsi, zejména u presenilniho typu
AD, kdy pozorujeme globdlni atrofii mozku. Pro pozdni formu je charakteristicka atrofie
temporalniho laloku [10].

Mezi mikroskopické zmény patfi Ubytek neuronl, ktery je charakteristicky
i pro fyziologické starnuti. Fyziologicky ale neni pocet atrofovanych neuronl v kife
i podkorovych oblastech, nékdy dochazi az k40-78% poklesu. S hloubkou postizeni
kognitivnich funkci a atrofii neurontd koreluje i mnoZstvi BA v hipokampu. Nejvice postizeny
jsou velké neurony a cholinergni neurony (bazalniho telencefala). Atrofie cholinergnich
neurond je retrogradni a umérna postizeni kary [10].

Mezi dalsi patfi zmény dendritické, mohou byt progresivni i regresivni. Dale numericky
atrofuji synapse (vice v celni klife). Poskozeni synapsi v kafe odpovida mife poskozeni

kognitivnich funkci, v hipokampu potom koreluje s poSkozenim paméti [10].

3.1.3.1 Zmény v cholinergnim systému

Cholinergni synapse se nachazeji jak v centralnim, tak i v perifernim nervovém
systému. V presynaptickém zakonceni neuronu se syntetizuje, skladuje a uvoliiuje ACh.
Na postsynaptické ¢asti se nachazeji acetylcholinové receptory, které jsou dvojiho druhu,
ionotropni  nikotinové a muskarinové, spraiené s G-proteinem. Tyto receptory
zprostiedkovavaji odpovéd na uvolnény ACh. ACh je syntetizovan v cytoplazmé cholinergnich
zakonéeni pomoci cholinacetyltransferasy z cholinu a acetylkoenzymu A. Je zde pfitomen
vackovy transportér, ktery prenasi vyménou za dva protony syntetizovany ACh

do synaptickych vackl, kde je skladovan. Po depolarizaci je ACh uvolnén zvezikul



do synaptické Stérbiny. Pro spravnou funkci synapsi je nezbytna pritomnost enzyml
acetylcholinesterasy (AChE) nebo butyrylcholinesterasy (BuChE), které hydrolyzuji ACh
na cholin a acetat, a ukoncuji tak plisobeni mediatoru. Majoritné se uplatriuje AChE. Cholin je
z extraceluldrni tekutiny vychytdvan zpét do cholinergnich zakonéeni pomoci cholinového
prenasece [12].

Béhem AD byva postizen cely cholinergni systém: ubyvd neuromediatoru ACh,
cholinacetyltransferasy i AChE. Hladina BuChE naopak progresivné a vyznamné stoup3,

proto je také cilem lécby AD [13].

3.1.3.2 Senilni plaky

Senilni plaky jsou okrouhlé Gtvary obsahujici BA. U AD je pozorovdn vyssi pocet plakd,
nez je tomu u fyziologického starnuti mozku. Stejné tak je nutné odliSovat vyskyt neuritickych
plakli v mozkové kire, ktery je prfimo Umérny poskozeni kognitivnich funkci

od non-neuritickych plak(, které doprovazeji starnuti [10].

3.1.3.3 B amyloid

Amyloid [ neboli B amyloidni protein ma sekundarni strukturu podobnou
[ sklddanému listu. Chronické ukladani tohoto vlaknitého proteinu mize byt extracelularni
i intraceluldrni. Tento protein tvori 39—43 aminokyselin (AK), ukladd se v jaddrech senilnich
plakli a ve sténach drobnych tepen. Vznika z podstatné vétsich prekurzor(, které se souhrnné
nazyvaji APP [10]. Fyziologicky se APP $tépi a-sekretasou na rozpustné fragmenty (do velikosti
39 AK), u AD dochazi ke Stépeni APP ve vétsi mife enzymy [-sekretasou a y-sekretasou,
coz vede k ukladdani nerozpustného BA. BA je degradovan neprilysinem, hlavnim enzymem
odbourdvajicim tento nerozpustny protein. U zdravych jedincl je mezi enzymy,
které produkuji a degraduji tento protein rovnovdha, nerovnovaha vede ke kumulaci BA [14].
Fyziologicky se BA podili na regulaci rGstu neuritl. fA 40 se Ucastni az pozdniho vyvoje nemoci,
ranych fazi se Ucastni BA 42, ktery je hlavni slozkou BA senilnich plak(, jeho mnoZstvi se

zvysuje u vSech forem AD [10].



3.1.3.4 Neuronalni klubka

Neuronalni klubka predstavuji u AD zmény na neurofibrilech (vlakna v neuronech).
Podstatnou soucasti téchto klubek je t-protein [6]. Za fyziologického stavu se tento protein
vaze na mikrotubuly, které tak zpeviiuje, a je defosforylovany nebo fosforylovany pouze z¢asti.
Za patologického stavu se zvySuje pocet nenavdzaného proteinu, jeho koncentrace v cytosolu
je tedy zvySena a zvySuje se pravdépodobnost, Ze dojde k jeho agregaci a fibrilizaci [9].

Dale jsou za patologickych podminek z konce t-proteinu odstépovany AK a dochazi tim
k hyperfosforylaci, coZ vede k jeho rozvldaknéni a ndslednému spojeni téchto vldken v parové
heliakdlni filamenta. Intraceluldrni depozice neurondlnich klubek narusuje stavbu buriky
a muze tim zplsobovat jeji smrt [9]. Hyperfosforylace mliZe nastat kvali hyperaktivité kinas,
které jsou odpovédné za fosforylaci, nebo diky nizké aktivité fosfatas (defosforylu;ji

T-protein) [6]. Na vzniku klubek se mlze podilet i glykosylace a ubikvitinizace [10].

3.1.3.5 Apolipoprotein E

ApoE je protein tvofeny 299 AK, je soucasti nékolika plazmatickych lipoprotein( a podili
se na redistribuci lipidd mezi burfikami. Gen pro ApoE je polymorfni, vyskytuje se ve tfech
alelach, které kdduji odpovidajici izoformy (ApoE 2, ApoE 3, ApoE 4). ApoE 4 se vyskytuje u lidi
trpicich AD s vétsi frekvenci oproti normalni populaci. Navic lidé, ktefi jsou homozygoti
valeldch ApoE 4, jsou mnohem vice ohroZeni rizikem rozvoje pozdni formy AD
nez heterozygoti nebo lidé, ktefi nositeli této alely nejsou. Nosiéstvi alely ApoE 4 je tedy
vyznamnym rizikovym faktorem vzniku této nemoci a tito lidé onemocni v mladsSim véku
nez heterozygoti nebo lidé, ktefi nosici alely nejsou [10]. Bylo vsak zjisténo, Ze u nékterych
nigerijskych populaci vyskyt alely ApoE 4 neni spojen s vyskytem AD, jako tomu je u jinych
lidskych populaci. MuzZe to byt zplsobeno genetickymi rozdily, environmentalnimi faktory
nebo jejich interakci [15].

Dale se v souvislosti s ApoE 4 napf. prokdazala vyssi rozvinutost senilnich plakd
nez u ostatnich izoforem [16]. Kromé ApoE 4 se u ostatnich izoforem projevuje schopnost

obnovy neuronu. ApoE 2 souvisi s nizsi prevalenci AD [17].



3.1.3.6 Gliové buriky, zanétlivé mechanismy a oxidativni stres

Proliferované a aktivované mikroglie jsou burniky imunitnich déja, které maji schopnost
fagocytace a jsou soucasti monocyto-makrofagového systému. Béhem poskozeni CNS
se zvétsuji a migruji k mistu poskozeni, pfi AD se v mozku koncentruji kolem senilnich plakd.
Objevuje se stdle vice dlkazl, Ze mikroglie chrani proti vyskytu AD. Na druhé strané je mnoho
dikazi o tom, Ze jsou aktivované mikroglie pro neurony Skodlivé. Mikroglie mohou
zplUsobovat ztrdtu synapsi jejich pohlcenim, pravdépodobné prostfednictvim mechanismu
zavislém na komplementu. Také mohou zhorSovat patologii t-proteinu a vylucovat zanétlivé
mediatory, které mohou poskodit neurony pfimo nebo prostfednictvim aktivace
neurotoxickych astrocyt(, které se podileji na zaniku synapse [18].

Aktivované mikroglie se vyznacuji vysokou mirou exprese HLA (Human Leucocyte
Antigen) molekul v blizkosti depozit BA, coZ svéd¢i o jejich aktivité. HLA jsou glykoproteiny
umisténé na vnéjsSim povrchu plazmatické membrany bunék, které maji roli antigen( a jsou
kédovany geny, které tyto povrchové molekuly determinuji. V mikrogliich mGzeme také najit
vysoky pocet C3 a Clq slozek komplementu nebo interleukinu 1 (IL 1). Jestlize se k mikrogliim
prida BA, za¢nou vylu€ovat TNFa a oxid dusnaty. Tuto aktivaci blokuje pouze ApoE 3, ApoE 4
nikoliv. Kolem plakd se tedy objevuji nahromadéné mikroglie, které jsou jinak v mozku
rozptylené. Cim vice se v mozku nachazi ApoE 4, tim vice se mikroglie okolo plakd hromadi
[10].

IL 1, jako jedna z kli¢ovych molekul imunitniho systému, stimuluje kromé sloZzek zanétu
(C3 slozky komplementu, astrocyty —ty stimuluji rdst neuritd) i syntézu APP a ApoE 3. Pfi AD se
také vyskytuje IL 6, mediator zanétu, ktery u zdravych jedincd nenachazime. Zde nachazi
vyznam lé¢ba NSAID, ktera tlumi jeho syntézu [10]. V posledni dobé se o ucéinku NSAID
polemizuje, nékteré studie potvrdily jejich protektivni a preventivni Ucinek, jiné zase pozitivni
ucinky neprokazaly. Ze studii vSak vyplynulo, Ze by se NSAID méla podavat spiSe dlouhodobé
[19]. Mediatorem zanétu je i CAP 37 (kationicky antimikrobidlni protein), ktery zpUsobuje
chemotaxi monocytl ke kapilarnimu endotelu. Na tyto medidtory zanétu reaguji burky
kapilarniho endotelu dalsi tvorbou BA, a tak se poSkozeni neurond jesté zvétsuje [10].

Oxidativni stres a volné radikaly (nositelé neparového elektronu) jsou vedlejsi produkty
oxidacnich a redukcénich reakci. Nékteré jsou velmi reaktivni, protoZze chybéjici elektron

ziskavaji od dalSich molekul, a tak je mohou poskodit. Kromé toho mohou zpUsobit i fetézovou



reakci, napf. peroxidaci lipidd [10]. Peroxidace lipidd je neenzymaticky proces a probihd
nekontrolované. Peroxidovy zbytek lipidu odStépuje vodik od sousednich nenasycenych
mastnych kyselin, které iniciuji fetézovou reakci. Ukonéeni nastane, spoji-li se radikal
s radikalem, ¢i radikal s antioxidantem (a-tokoferol, vitamin E). Studie prokazaly zvySené
biomarkery peroxidace lipidd i v tkdni mozku s mirnym kognitivnim poskozenim. Navic jsou
tyto biomarkery dobre detekovatelné v télnich tekutinach. Jejich stanoveni by mohlo zvySovat
presnost ¢asné diagnostiky béhem prodromalni faze a také by mély byt zvazeny jako klicové
pro cilenou terapii [20].

Za dalsi prispévek negativniho plsobeni oxidativniho stresu lze povazovat i vyssi
pfitomnost Zeleza, hliniku a rtuti v mozku, které se béhem tvorby radikal( ucastni jako
katalyzatory. Poskozeni v neuronalnich klubkach zplGsobené pokrodilou glykosylaci také vede

k uvolnovani volnych radikal( [10].

3.1.3.7 Amyloidni angiopatie

Cerebralni amyloidni angiopatie je popisny termin pro onemocnéni cév zplsobené
ukladanim BA [21]. Zplisobuje poSkozeni korovych kapilar i vétSich cév a projevuje se v 90 %
pfipadl AD. Asitretina nemocnych je postizena i viceCetnym mozkovym infarktem,
ischemickymi zménami v bilé hmoté mozkové nebo drobnymi loZisky krvaceni, pficemz
v poloviné téchto pripadld se vyskytuje alela pro ApoE 4 [10]. Existuje obecny problém
s odstranénim nerozpustného BA ze stén tepen, Iécba by tedy méla byt zamérena na eliminaci
proteinu. Prozatim ale takova IéCiva znama nejsou, a proto se pouziva kyselina acetylsalicylova
(ASA), kterd zlepsuje perfuzi mozku a je nejlepsi volbou u profylaxe. Pfi této indikaci se podava

100 mg ASA denné [21].

3.1.4 Pfiznaky

Béhem AD se objevuji priznaky rlizného typu: porucha kognitivnich funkci, zmény
v chovani a zmény kazidodenniho Zivota. Zpocéatku se objevuji zmény nalady a poruchy
kognitivnich funkci (hlavné porucha paméti). Posléze neuropsychiatrické zmény, zhorseni
hybnosti, postupné pacienti ztraci i zdkladni dovednosti (hygienické navyky, schopnost
prijimani potravy) a jsou inkontinentni, plné odkazani na pomoc okoli. Délka a priibéh nemoci

se |isi, vétSinou nemoc trva nékolik let, je vSak nevylécitelnd a konci umrtim pacienta [22].



MuZi umiraji dfive nez Zeny. Rozdil mezi ranou a pozdni formou je zejména v tom, Ze u rané

formy je znatelnéjsi poskozeni jazyka, apraxie a deprese s vyssim skére [10].

3.1.5 Diagndza

Definitivni diagndzou je pouze histologické vySetreni tkané (biopsie nebo diagndza
post mortem) [22], pravdépodobna diagndza se urcuje pomoci typickych klinickych ptiznakd —
mezindrodné doporucenych a uznavanych kritérii diagndzy: diagnéza demence, porucha dvou
nebo vice poznavacich funkci, progresivni zhorSovani paméti, pacient nema poruchu védomi,
onemocnéni zacind mezi 40. a 90. rokem — nejcastéji po 65. roce, u pacienta se vyloucilo jiné

onemocnéni mozku apod. [10].

3.1.6 Rizikoveé faktory

Nejvyznamnéjsim rizikovym faktorem (RF) je vék, dalSim v poradi je pfitomnost ApoE 4,
protoZe u lidi bez pfitomnosti alel pro ApoE 4 je pravdépodobnost vzniku nemoci asi 9 %,
u heterozygotli 29 % a u homozygotld 83 %. Dalsimi RF jsou vyskyt AD a vyskyt Downova
syndromu (DS) v rodiné. DS je trisomie 21. chromozomu, na tomto chromozomu se nachazi
i gen pro tvorbu ApoE, coZ zpUsobuje vétsi produkci BA, a tvofi se tak vice plakd. Diky tomu se
demence rozviji u 40-75 % osob s DS. Mezi dalSi vyznamné RF patfi Zenské pohlavi a nizka
uroven dosazeného vzdélani v mladi. DalSimi RF jsou metabolicky syndrom, koufeni, abuzus
alkoholu nebo ¢asté Urazy hlavy. Posledni studie jako RF uvadi napf. souvislost s perinatalnimi
faktory a faktory ovliviujicimi rlst a vyvoj mozku v raném détstvi (jedinci s vétsi lebkou
a delSimi nohami maji v pozdéjSim véku nizsi prevalenci, naopak smrt rodicl v détstvi

prevalenci zvysuje) [9].

3.1.7 Farmakoterapie

RozlisSujeme lécbu kognitivnich a ostatnich poruch. Lécba kognitivnich poruch ma

pozitivni vliv i na ostatni projevy nemoci, pouze vSak zpomaluje progresi nemoci [22].

3.1.7.1 Inhibitory acetylcholinesterasy (AChEIl)

AChEI jsou oproti primé terapii agonisty receptorl mnohem lépe snaseny, staly se tak

jednou z hlavnich skupin terapeutik této choroby. Zmirfuji symptomy AD, zlepSuji denni
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aktivity i neuropsychiatrické symptomy, coZz vede k prokdzanému oddaleni progrese AD.
PouZivaji se u mirnych a stfednich forem AD. Zastupci AChEI maji rzné struktury. Donepezil
a galantamin jsou relativné selektivni vic¢i AChE. Takrin a rivastigmin inhibuji AChE i BuChE.
Nevyhodou téchto |éCiv je hlavné vyskyt gastrointestinalnich nezadoucich Gcinkd (nauzea,
zvraceni, prijmy, nechut k jidlu), které se vSak daji omezit titrovanim davky nebo premedikaci

pomoci centralné pusobicich antiemetik [13].

3.1.7.1.1 Rivastigmin

Rivastigmin je kompetitivni a reverzibilni ChEl. Obsahuje terciarni aminoskupinu,
coz umoznuje jeho pranik pres hematoencefalickou bariéru (HEB) a usnadnuje se tak jeho
dostupnost v CNS [23]. Rivastigmin se kovalentné vaze na cilovy enzym (AChE nebo BuChE),
se kterym tvofi komplex, ¢imz tento enzym docasné inaktivuje [24]. Ma& vyrazné
gastrointestindini (GIT) vedlejsi acinky, ty lze minimalizovat castéjsim ddavkovanim
nebo pouzitim jiné I1ékové formy, transdermalni naplasti. Vy$si snasenlivost a snadné pouziti

této lékové formy vedou k vyssi adherenci pacienta [25].

| \N/

\/N\n/

0]

Obrdzek 1 Rivastigmin

3.1.7.1.2 Galantamin

Galantamin byl jako alkaloid izolovan jiz v padesatych letech 20. stoleti [23]. Jde
o selektivni, kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE. Kromé toho inhibuje i nikotinové
receptory (nejspiSe vazbou na alosterické vazebné misto receptoru) a zesiluje tak vlastni
ucinek acetylcholinu na nikotinové receptory. Lze tak dosdhnout zvySené aktivity
cholinergniho systému, coz vede ke zlepseni kognitivnich funkci. Velmi dobfe se vstrebava.

JelikoZ plsobi i na periferni nervovy systém, zplsobuje nezadouci ucinky v GIT soustaveé [26].

Obrdzek 2 Galantamin
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3.1.7.1.3 Doneperzil

Donepezil je specificky a reverzibilni inhibitor AChE. Donepezil inhibuje AChE 1000krat
vice nez BUChE, ktera se vyskytuje prevazné na periferii. Md dobrou biologickou dostupnost
a dlouhy polo¢as ucinku. Navic ma oproti ostatnim zastupclm minimalni neZadouci
ucinky [27]. Vykazuje téZ neuroprotektivni Ucinky napt. tim, Ze zpomaluje progresi atrofie
hipokampu [28]. Donepezil ma i protizanétlivé ucinky proti lipopolysacharidlim a patologii

T-proteinu a pfimo inhibuje aktivaci mikroglii, které jsou BA indukované [29].

H,CO
HsCO: i ; [ NQ
(0]
Obradzek 3 Donepezil
3.1.7.1.4 Huperzin A
Huperzin A je lykodinovy alkaloid, ktery byl izolovan z Huperzia serrata (Thunb.) Trevis.
Je soucasné inhibitorem AChE a antagonistou N-methyl-p-aspartatovych (NMDA) receptord.

Jako lé¢ivo je registrovan v Ciné, u nds je uvadén jako slozka nékterych doplik(i stravy.

V soucasnosti neni jako |é¢ivo AD schvalen v USA ani v Evropé [30].

HoN
Obrdzek 4 Huperzin A

3.1.7.1.5 Takrin
Takrin byl plavodné vyvijen jako antibakteridlni sloucenina, uplatnil se ale jako
antidotum kurare. Pozdéji byl schvalen i pro [é¢bu AD, ale diky pomérné vyznamné

hepatotoxicité a GIT nezddoucim ucinkiim byl brzy stazen [23].

NH,
AN

—

N
Obrdzek 5 Takrin
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3.1.7.2 Inhibitory NMDA receptoru

Druhou vyznamnou skupinou lécCiv jsou inhibitory NMDA receptord, které maji
neuroprotektivni ucinek. Hlavnim zastupcem této skupiny je memantin, ktery brani aktivaci
NMDA receptord, na které se vaze glutamova kyselina, jejiz hladina je v CNS pfi vyskytu AD
zvySena [9]. ZvySené mnoizstvi glutamové kyseliny vede k excitotoxickému posSkozeni
neurond [30]. Nadmérné uvolfiovani excitacnich AK a jejich vazba na receptory zvysuje influx
vapenatych kationtl do neuronu, coZ spusti signalizacni kaskadu, ktera vede aZ k apoptdze

burky [9]. Inhibici téchto receptort se tak snizuje glutamatem navozena neurotoxicita [30].

3.1.7.2.1 Memantin

Memantin jako nekompetititvni antagonista NMDA receptorl chrani neurony
pfed neurotoxickym (excitotoxickym) plsobenim glutamatu tim, Ze nahrazuje v iontovém
kandlu Mg?* ionty a blokuje tak vstup Ca?* iont( do bunék. Po impulzu z presynapse ale rychle
opousti iontovy kandl a umozZni tak glutamatu fyziologickou funkci v procesu uceni a paméti.
Z toho vyplyva, Ze memantin blokuje patologickou aktivitu NMDA receptord, ale fyziologicka
zGstava zachovana. Také blokuje serotoninové 5-HTs receptory, ¢imz dochdzi k usnadnéni
procesu uceni a paméti [31].

Poddvani memantinu zlepSuje kognitivni funkce. ZpUsobuje nezddouci ucinky
jako zavraté, bolest hlavy, Unavnost a halucinace, zavazné nezddouci Ucéinky pozorovany
nebyly. V kombinaci s donepezilem vyrazné zmirfiuje poruchy chovani, jeho kombinace
s AChEIl je tedy vhodnd [30]. Navic bylo zjisténo, Ze jako antagonista 5-HT3 receptor( také
potlacuje nauzeu a narusenou GIT motilitu. Proto po pfidani memantinu k donepezilu dochazi

ke snizeni vyskytu GIT nezadoucich ucinka [31].

NH,

Obrdzek 6 Memantin

13



3.1.7.3 Nové pfristupy v terapii

Vétsina novych léciv je zamérena na ovlivnéni amyloidni kaskady, a sice na chybné
Stépeni APP zplsobené patologickymi [B- a y-sekretasami, které vede ke vzniku
neurotoxického BA [30].

V centru pozornosti jsou skupiny latek, které zabranuji vzniku neuritickych plakt
pomoci aktivni nebo pasivni imunizace. Pasivni imunoterapie se snazi udrZovat umélé hladiny
protilatek 1gG (imunoglobulin G) proti BA, a tim zabranit jeho ukladani. Vyssi efektivita téchto
latek se predpoklada u casnych stadii AD. Klinicky testované jsou napf. gantenerumab
a solanezumab. Jsou zde vSak obavy z divodu nezddoucich ucink( této terapie. DalSim
pfistupem k pasivni imunizaci je podavani intravendznich imunoglobulinl (IVIG), coZ je smés
pfirozenych lidskych imunoglobulint a protildtek proti BA. Tyto Iatky se v pilotnich studiich
zatim jevi velmi slibné [30].

Daldim lé¢ebnym cilem jsou inhibitory B-sekretasy a y-sekretasy. Zadna léciva z této
skupiny se zatim klinicky neuplatnila [30]. U inhibitor( B-sekretasy byly zatim zkouSeny tfi
generace léciv. Prvni se neuplatnila kvlli nizké biologické dostupnosti a nizkému priniku
prfes HEB. Druhd generace selhala kvali zavainym nezddoucim ucinkGim, jaterni
hepatotoxicité. Treti generace méla slibné Ucinky na zvifecich modelech, avsak v inoru 2017
byl klinicky vyzkum zastaven z divodu nedostatecné ucinnosti u pacient s AD [32].

Byly testovany i modulatory y-sekretasy. LéCivo semagacestat selhalo ve treti fazi
klinického hodnoceni kvili zhorseni pfiznakl nékterych pacientl. Ve druhé fazi klinickych
studii bylo zastaveno zkousSeni avagacestatu, protoze zplsoboval zavaziné nezadouci ucinky,
a to konkrétné mikrokrvaceni do mozku a nemelanomovou rakovinu kize pacient(. Peroralné
dostupny selektivni y-sekretasovy moduldtor EVP-0962, ktery zplsoboval tvorbu kratSich
a méné toxickych peptidd a mél pozitivni ucinky na AD, byl ve druhé fazi klinickych studii
téz pozastaven. Nyni je ve druhé fazi klinickych studii modulator y-sekretasy pinitol, cyklicky
cukerny alkohol [32].

Zajimavou terapii je plazmaferéza, metoda, pfi které dochazi k vyméné plazmy, snizuje
se tim tak koncentrace BA v krvi a nepfimo i v likvoru, protoZe se koncentrace mezi nimi
neustale ustaluje. Pti této terapii byly zjistény pozitivni vysledky ve zlepSeni kognitivnich

funkci. RozSifeni této metody brani zatim jeji celkova narocnost [33].
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i genotypu ApoE, aby se tak dalo dostdhnout vétSiho efektu. Dalsi studie se zaméruji
na ovlivnéni zanétlivych ¢i neurodegenerativnich zmén. Testuji se antagonisté fosfodiesteras,
agonisté nikotinovych receptor(i, antagonisté receptorl pro konecné produkty pokrocilé
glykosylace, latky ovliviujici mitochondridlni funkce a modulujici zanétlivé reakce
nebo vakciny proti zménénému t-proteinu a dalsi [30].

Vyznamny pokrok v lé¢bé AD by také mohl znamenat objev, Ze molekula brichos,
kterd se bézné v téle vyskytuje, dokdze v mozku zpomalovat tvorbu amyloidnich plak{ tim,
Ze blokuje agregaci toxického BA 42 [34].

Jiny vyzkum zjistil, Ze verapamil, béziné pouZivany blokator vapnikovych kanald,
inhibuje fosforylaci tT-proteinu, mél by byt tedy zvazen pro terapii AD [35].

Jsou zkoumadny i nové lékové formy jiz pouZivanych |éCiv, které by mohly zvysit
prostupnost Iéciv pfes HEB. Novou perspektivni Iékovou formou by se napf. mohla stat

intranasalni mikroemulze, ktera byla zatim ex vivo zkous$ena u rivastigminu [36].

3.1.7.3.1 Alzheimerova choroba a diabetes

Podle nékterych studii je zvySené riziko rozvoje AD u diabetickych pacientld. Metformin
je nejcastéji pouzivané peroralni antidiabetikum. Kromé toho, Ze snizuje glykémii, toto lécivo
upravuje hodnoty krevnich lipid, ma pozitivni vliv na proces hemostazy a ma protizanétlivé
ucinky. Nékolik klinickych studii uvadi, Ze dlouhodobé uzivani metforminu pfispiva ke zlepSeni
kognitivnich funkci, u jinych antidiabetik tento Uc¢inek pozorovan nebyl. Pfesny mechanismus
ucinku metforminu v patologii AD zatim zndm neni. Védci tvrdi, Ze aktivace
AMPK-dependentni drahy (adenosin monofosfat-aktivovand protein kinasa (AMPK), enzym
zajistujici homeostazu bunécné energie) v lidskych nervovych kmenovych burikdch, mize byt
odpovédnad za neuroprotektivni G¢inek metforminu. Dale bylo zjisténo, Ze metformin vyrazné
sniZuje expresi B-sekretasy a tim sniZzuje produkci BA. Existuji také dikazy, Ze metformin
snizuje aktivitu AChE a ma v mozku protizdnétlivé a antioxidacni ucinky. Diky témto
vlastnostem a bezpecnému farmakokinetickému profilu by mél byt metformin zvazen
jako lé¢ivo v prevenci nejen AD, ale i dalSich neurodegenerativnich nemoci [37].

Podle vysledkl poslednich studii by se v terapii AD mély provést urcité zmény. AD by
méla byt povaZovana za onemocnéni vice hlavnich patologickych procest (vaskularni

hypoperfuze mozku s pfidruzenou mitochondrialni dysfunkci, destruktivni ukladani bilkovin,
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nekontrolovany oxidacni stres a prozanétlivé imunitni procesy mikroglii a astrocytt), nikoliv
pouze jednoho. Nova terapie by tedy méla cilit proti vice patologickym procesiim soucasné

[38].

3.1.7.3.2 Propyl oligopeptidasa

Propyl oligopeptidasa (POP) je cytosolicka serinova endopeptidasa, ktera hydrolyzuje
peptidy obsahujici prolin (AK). Fyziologicky Stépi napf. malé peptidové hormony
a neuropeptidy v mozku, které jsou zapojeny do procest jako je uceni nebo pamét [39].
POP urychluje agregaci a-synukleinu a POP inhibitory mohou tuto agregaci blokovat [40].

Normalné je POP spojena s vyskytem a-synukleinu v Lewyho téliscich u Parkinsonovy
choroby. POP se u AD vyskytuje v souvislosti s A, t-proteinem a astrocyty. Mize byt tedy
spojena i s patogenezi AD [40]. Dlikazy o fyziologické funkci tohoto enzymu vsak stdle chybi,
i pfes to, Ze inhibitory peptidas jsou vyuzivany k vyvoji léCiv, z nichz nékteré jsou nyni
v klinickych studiich jako latky zlepSujici pamét u starSich pacientd, nebo jako latky pouZivané

u neurologickych poruch [39].

3.1.7.4 Doplrikova terapie

Lécba AD by neméla spocivat pouze ve farmakoterapii, dllezitd je jeji komplexnost.
Za vhodnou doplrikovou terapii se povaZzuje pfimérend fyzickd aktivita, kognitivni trénink
(Cteni a interpretace textU, hra se slovy, kfizovky) nebo muzikoterapie [30].

Vyznamné misto ve farmakoterapii zaujimd i symptomatickd |écba jinych
nez kognitivnich poruch, spojenych se syndromem demence. Pfi depresi a Uzkosti se podavaji
antidepresiva typu SSRI ¢i SNRI, pfi psychotickych projevech atypicka antipsychotika. Téchto
psychofarmak se vyuziva az po selhani nefarmakologickych postup [30].

Dale se pouZivaji nootropika, latky zvysujici mozkovy metabolismus tim, Ze ho chrani
pred nepfiznivymi vlivy: hypoxie, oxidativni metabolismus glukdzy, neuronalni proteosyntéza
nebo oxidativni stres. Obecné jsou tyto latky velmi dobre tolerované a zplsobuji minimum
nezadoucich ucinkl. NejpouZivanéjsim nootropikem je piracetam, cCasto se pouZivaji
i pyrinitol, extrakt z Ginkgo biloba L.; dalsi latky pouzivané v doplikové |écbé jsou lecitin

nebo antioxidanty (vitamin C, E, koenzym Qjo) [10].
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3.2 Liriodendron tulipifera L. - liliovnik tulipanokvéty

Obrazek 7 Liriodendron tulipifera L. [41]

3.2.1 Taxonomické zarazeni [42]

Trida: Magnoliopsida
Rad: Magnoliales
Celed: Magnoliaceae
Rod: Liriodendron

Druh: Liriodendron tulipifera L. — liliovnik tulipanokvéty

3.2.2 Botanicka charakteristika

Liliovnik je mohutny strom, vysoky 30 a7 40 m, v Ceské republice je péstovan
jako okrasny strom prevazné v parcich. Do Evropy byl introdukovan v roce 1661, plivodné

pochazi ze Severni Ameriky [45], kde je vtamnich smiSenych lesich hojné rozsifen. Muze
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dorUst vysky az 50 metrU a doZiva se nezfidka stari az 400 let. Liliovniky jsou vyvojové velmi
staré dreviny, které se jiz v druhohorach daly nalézt nejen v Severni Americe, ale i v Ciné (zde
hlavné Liriodendron chinense (Hemsl.) Sarg.) nebo v Evropé. Poskytuji velmi kvalitni jadrové
drevo, které s pribyvajicim stafim stromu tmavne a hojné se vyuZiva v nabytkarstvi. U mladych
strom( je drevo bilé, postupné Zloutne a u velmi starych strom( se zbarvuje do modra. Jako
rychle rostouci dfevina se vyuziva i v lesnictvi. Mezi ostatnimi stromy vynikd velkymi,
intenzivné vonicimi zvoncovitymi kvéty a zvlastnimi lyrovitymi listy, které se na podzim barvi

do Zluta [43].

3.2.3 Morfologicky popis

Koruna stromu je rozloZitda nebo kuZelovitd, vétve vzpfimené, fapikaté listy maji
charakteristicky lyrovity tvar [44], jsou 10—15 cm dlouhé, jsou stfidavé, na obou strandch lysé,
se 4-6 laloky, fapiky dlouhé asi 10 cm. Jednotlivé kvéty jsou Zlutozelené s oranZzovymi prouzky,
tfi kalisni listky jsou rovnovazné odstalé, Sest korunnich listkd je vzpfimenych [45], tvarem
podobné tulipdnu a jsou 5-7 cm dlouhé [44]. Plodem jsou dvousemenné nazky (kfidlaté,
asi 3 cm dlouhé, kfidlo zaSpicatélé a tuhé) [45], které tvofi plodenstvi pfipominajici Sistici,
po dozrani se na stromé rozpadaji. Klira je v mladi Sedohnéda, pozdéji rozpukd, je hluboce

brazditd a barvi se do ¢ervena. Liliovnik ma dlouhy a silny kllovity kofenovy systém [44].

3.2.4 Naroky na prostredi

Liliovnik je svétlomilny, vyZzaduje nejlépe vysluni, zastinéni nesnasi. Neroste na pfilis
suchych nebo mokrych padach. Vyhovuji mu hluboké, tézsi plidy, bohaté na Ziviny, ale vyhyba
se puddm svysokym obsahem vapniku. Je mrazuvzdorny, snese exhalace iméstské
ovzdusi [44]. Nejlépe se uplatniuje jako solitér, na nasem Uzemi byl poprvé vysazen v Hluboké

[45].

3.2.5 Vyuiiti liliovniku v etnomediciné

Druhy, patfici do ¢eledi Magnoliaceae, byly a dodnes jsou v léCitelstvi v Asii a Severni
Americe hojné vyuzivany. Tyto druhy produkuji lignany a seskviterpenové laktony,
z nichz nékteré jsou znacné bioaktivni. Informace o ucincich vychazejici z IéCitelstvi vétSinou

koreluji s informacemi ziskanymi z farmakologickych studii [46].
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Liliovnik tulipanokvéty byl vyuzivan Indiany v Severni Americe. Klira tohoto stromu byla
pouzivana jako tonikum a stimulans proti anorexii, nevolnosti nebo Uplavici, i kdyZz je méné
aromatickd nez klGra magnolii ze stejné Celedi. Praskovana klra z korfenli se vyuzivala
jako antipyretikum. Cherokeové liliovnik pouzivali jako anthelmintikum, antirevmatikum
a proti prGjmim a dalSim nemocem. Tento strom byl také vyuZivan pro lécbu dyspepsie
a uplavice. Je uveden v U.S. Pharmacopoeia (americkém |ékopise). Pribuzny Liriodendron

chinense (Hemsl.) Sarg. je zndmy svymi antipyretickymi ucinky [46].

3.2.6 Obsahové latky

U lignan(, steroidl a dalSich latek izolovanych z liliovniku byl prokdzan potencialni
antioxidacni ucinek. Navic nékteré z téchto latek mély schopnost inhibovat aktivitu tyrosinasy
a snizit obsah melaninu v Zivoc¢iSnych burikach. Proto by mohly byt pouzivany
v potravinarském primyslu, kosmetickém pramyslu k béleni kiize nebo k terapeutické aplikaci
[471].

Lignany, polyfenoly nachazejici se v rostlinach, byly z liliovniku izolovdny a zkoumany
jiz v50. letech. Byl izolovan liriodendrin, bezbarva krystalickd latka bez chuti a zapachu.
Ztedénymi kyselinami se hydrolyzuje na b-glukosu a lirioresinol [48].

Ucinky liriodendrinu byly zkoumany na gastritidu a pepticky vied. Bylo objeveno,
Ze liriodendrin zvySuje hladinu ochranného faktoru prostaglandinu E2, sniZuje objem
Zaludecni stavy v Zaludku a mirné zvysuje pH Zaludku. Také inhibuje kolonizaci Zaludecni
sliznice bakterii Helicobacter pylori a je U¢inny proti gastritidé i peptickému viedu. Z téchto
vysledk( vyplyvd, Ze by mél byt liriodendrin zvdzen pro lé¢bu a protekci pred gastritidou

a peptickym viedem [49].

3.2.7 Obsah alkaloidt

Pritomnost alkaloid( v liliovniku byla poprvé zjisténa v listech v roce 1935. Pozdéji
vroce 1960 byly ze dreva tohoto druhu izolovany prvni alkaloidy: glaucin, liriodenin
a O-methylaterolin (zastupci skupiny 7-oxoaporfinu). V 70. letech byly alkaloidy detekovany

jiz ve vSech rostlinnych orgdnech [50].
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Zatim byly izolovany isochinolinové alkaloidy oxoaporfinového typu: liriodenin,
aterospermidin, oxoxylopin = lanuginosin [51], liriodendronin, glauvin = korunnin [52] liridin,
lysikamin, O-methylaterolin = oxoglaucin [50],
aporfinového typu: anonain, norglaucin, kaaverin, isolaurelin, norstefalagin [51], remerin,
remerin-N-oxid, lirinidin, N-methyllaurotetanin, nornuciferin, O-methyllirinin, lirinin-N-oxid,
glaucin, predicentrin, asimilobin [50], taliporfin [52], apoglaziovin = N-methylapokrotsparin
[53], liriotulipiferin a lirioferin [52],
dehydroaporfinového typu: dehydroremerin, dehydroisolaurelin [50], dehydroglaucin [54],
proaporfinového typu: N-methylkrotsparin = glaziovin [50],
tetrahydroprotoberinového typu: isokorypalmin [50], stefolidin [53].

Ostatni alkaloidy: kadaverin [53].

Strukturni typy alkaloidU izolovanych z liliovniku tulipanokvétého.
Aporfinovy typ

apoglaziovin: R;=CH;; R,=H; R3= OCH3; R,= OH; R;= OH; R,= H
asimilobin: R;= H; R,= H; R;= OH; R,= OCH3; Rg= H; Rg=H

glaucin: R;= CH3; R,= H; R3= OCHj3; R,= OCH3; Ro= OCH3; Rg= OCH,
kaaverin: R;= H; R,=H; R3= OCH3; Ry= OH; Rg=H; Rg=H

lirinidin: R;= CH;; R,= H; R3= OCH3; R;= OH; Rg=H; R;=H
lirinin-N-oxid: R;= O, CH;; R,= OH; R;= OCHj3; R,= OCHj; Rg=H;
Rg=H

lirioferin: R;= CH3; R,= H; R3= OCHj; R,= OCH3; Rg= OH; Rg= OCH;,
liriotulipiferin: R;= CH;; R,= H; Ry= OH; R,= OCHj3; R;= OH;

Rg= OCH,

N-methyllaurotetanin: R;= CH;; R,= H; R;= OCH;; R,= OCH;

Rs= OCHj; Rg= OH

O-methyllirinin: R;= CH;; R,= OCH3; R;= OCH3; R,= OCHj3; Re= H;
Rg=H

norglaucin: R;= H; R,= H; R3= OCH3; R,= OCH;; Rc= OCH3; R,= OCH,
nornuciferin: R;= H; R,= H; R;= OCH3; R;= OCH3; Rc= H; Rg=H
predicentrin: R;= CH;; R,= H; R;= OH; R;= OCHj; Rg= OCHj;

Rg= OCH,

taliporfin: R;= CH3; R,= H; R3= OCHj3; R;= OH; R;= OCH3; Rg= OCHj,

Obrazek 8 Aporfinové alkaloidy
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anoain: R;=H; R,=H; Ry=H

isolaurelin: R;= CH;; R,= OCH3; R;=H
norstefalagin: R;= H; R,= H; R;= OCH,
remerin: R;= CH3; R,=H; R;=H
remerin-N-oxid: R;= O, CH;; R,=H; R;=H

Obrdzek 9 Aporfinové alkaloidy substituované methylendioxy- skupinou

Oxoaporfinovy typ

liridin: R;= OCH3; R,= OCHj; R3= OCH3; R,= H; Rg=H
liriodendronin: R;= H; R,= OH; R;= OH; R,= H; Rg=H
lysikamin: R;= H; R,= OCH3; R3= OCH5; R,=H; Re=H
O-methylaterolin: R;= H; R,= OCH3; R3= OCH3; R,= OCH3; Rg= OCH,4

aterospermidin: R;= OCH3; R,=H
lanuginosin: R;= H; R,= OCH,
liriodenin: R;=H; R,= H

glauvin = korunnin

Obrazek 12 Kvarterni oxoaporfinové alkaloidy
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Dehydroaporfinovy typ

dehydroisolaurelin: R= OCH,
dehydroremerin: R=H

dehydroglaucin

OCHj,

Obrdzek 14 Dehydroglaucin

Proaporfinovy typ

H3CO glaziovin
L
H CHj
O

Obradzek 15 Glaziovin

Tetrahydroprotoberinovy typ

HCO O isokorypalmin: R= OCH,
N ol
HO stefolidin: R= OH
O OCHj
R

Obrazek 16 Tetrahydroprotoberinovy typ
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Ostatni alkaloidy
HZN/\/\/\NHZ kadaverin

Obrdzek 17 Kadaverin

Bylo zjisténo, Ze liriotulipiferin a lirioferin jsou alkaloidy, které jsou ve drevé
produkovdny pouze pfi posSkozeni stromu [55].
Maximalni mnozZstvi alkaloidd v listech bylo pozorovdno na jare a v obdobi ¢asné

vegetace rostliny, minimdlni mnoZstvi na podzim [56].

3.2.8 Biologicka aktivita alkaloidu

3.2.8.1 Inhibice lidskych cholinesteras

Inhibiéni ucinky alkaloid(, které byly doposud z liliovniku izolované, na lidské ChE jsou
shrnuty v tabulce. U vétSiny alkaloidl doposud tato aktivita zkoumana nebyla, u nékterych
schopnost inhibice neni vysokd, u jinych alkaloidd jsou vSak hodnoty zajimavé. Vyssi inhibicni
aktivitu vykazuje napf. liriodenin, isolaurelin nebo asimilobin. Hodnoty inhibi¢nich aktivit se

vsak v raznych studiich vyznamné lisi (viz Tabulka 2).
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Tabulka 2 Inhibicni aktivita alkaloid( izolovanych z liliovniku vici AChE a BuChE

IC M j
Alkaloid s0 [kM] Literatura .Zdroj
AChE BuChE cholinesteras
321+1,1 - [57] nespecifikovano
asimilobin 123,4+2,0 - [58] nespecifikovano
8,7%+1,5 - [59] nespecifikovano
aterospermidin - 19,34 (4] koriské sérum
glaucin 89,0+0,8 - [60] elektricky ahot
isokorypalmin 196,0+4,2 |>1000 [61] lidska —krev 2
plazma
isolaurelin 8,36+1,19 - [62] elektricky uhor
Ianugmos.,m = 425+25 i 63] kr;y5| mozkova
oxoxylopin kdra
. i 3,5+1,0 - [59] nespecifikovano
liriodenin — -
>150,0 - [58] nespecifikovano
lysikamin 16,1+1,5 - [58] nespecifikovano
| 898,0+10,5 |>1000 [61] lidska —krev  a
N-methyllaurotetanin plazma
- 218,81 [4] korské sérum
oxoglaucin 24,5+0,6 - [60] elektricky uhor
remerin 20,7+1,3 - [63] kEySI mozkova
klra
stefolidin > 100 - [64] elektricky uhot

3.2.8.2 Utinky liriodeninu

Liriodenin, nejvyznamnéjsi alkaloid liliovniku, se vyznaéuje velkym mnoZstvim
nejriznéjsich biologickych aktivit. Jiz zminéna inhibi¢ni aktivita liriodeninu na lidské ChE se
podle nékterych studii da pfirovnat k huperzinu A [59], je tedy velmi vyznamna. Jiné studie
vSak toto tvrzeni nepotvrdily [58]. Liriodenin muze cholinergni systém ovliviiovat i jinym
zplUsobem, a to tak, Ze plsobi jako selektivni antagonista muskarinovych acetylcholinovych
M3 receptort [65].

Cytotoxicky liriodenin je silny inhibitor savéich topoizomeras Il (navic bylo zjiSténo,
Ze neni substratem pro efluxni transportéry, které jsou citlivé na verapamil, coz usnadiuje
jeho vstup do organismu). Inhibice mikrobidlnich topoizomeras zkoumana nebyla,
avsak inhibitory savéi topoizomerasy Il maji ¢asto aktivitu i proti fungalni a bakteridlni
topoizomerase |l, z ¢ehoz vyplyva, Ze by liriodenin mohl byt aktivni i vicéi nim [66]. Silny

cytotoxicky (antiproliferativni) ucinek je pficitdn 7-oxo skupiné a methylendioxy funkénim
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skupindm, mezi jejichZ nositele liriodenin patfi [67]. Tento alkaloid inhibuje proliferaci bunék
melanomu, dale ma protimigracni potencial, aniz by vyvolaval vyznamnou cytotoxicitu.
Liriodenin ma tedy protinddorové ucinky ajevi se jako slibna chemopreventivni latka
melanomu lidské pokozky [68].

Tento alkaloid disponuje téz antimikrobidlnimi Ucinky napf. vici grampozitivnim
bakteriim a antimykotickymi Ucinky proti nékolika druhim plisni, zejména vUuci Trichophyton
mentagrophytes a Syncephalestrum racernosum. Tyto ucinky jsou srovnatelné
s griseofulvinem a kandicidinem. Také plsobi proti fadé plisni rostlin, které napadaji
napf. je€Cmen, fazole nebo ryzi. Navic jevi relativné nizkou toxicitu v testech na akutni toxicitu
[69]. Byly prokazany i antiprotozodlni ucinky, nejsilnéjsi aktivitu vykazoval alkaloid
proti Leishmania major a Leishmania donovani [70].

Liriodenin muZe ovliviiovat i kardiovaskularni systém. Jeho -elektrofyziologické
plUsobeni, zvlasté blokace Na* a K* kandld, ma za nasledek antiarytmické Ucinky. Béhem
testovani uméle vyvolaného infarktu u krys liriodenin zvysil korondarni pratok diky zvySenému
uvolfiovani NO a snizil rozsah infarktu myokardu. Je tedy ziejmé, Ze liriodenin sniZuje rozsah
kardiovaskuldrniho poranéni béhem ischemicky-reperfuznich podminek [71].

Liriodenin plsobi proti monoaminooxidase A (MAQO-A) [72], coz muZe byt pfi¢ina toho,
Ze vykazoval podobné ucinky jako antidepresiva a zlepSoval ucinnost jinych antidepresiv
(imipraminu a klomipraminu) [73].

Liriodenin také reguluje syntézu dopaminu pomoci ¢asteéného snizeni aktivity
tyrosinhydroxylasy (jeden z enzyml v kaskadé syntézy dopaminu). Vyzkum naznacuje,
Ze by tato regulace syntézy mohla byt do budoucna vyznamnou alternativou Iécby
Parkinsonovy choroby. Primérend lipofilita/rozpustnost a primérna doba Gcéinku tohoto
alkaloidu umoznuji vysoky a selektivni terapeuticky ucinek [74].

Byly objeveny téZ mirné hepatoprotektivni Ucinky liriodeninu vici indukovanému
poskozeni jaternich bunék [75].

Je zndma i antioxidacni aktivita liriodeninu, kterd byla zjistovana pomoci hledani
antiradikalovych aéink(, chelatace kovud a redukénich Géink( na Fe3* [76].

Liriodenin ma zfejmé ucinky i proti dlouhodobym komplikacim diabetu, které souviseji
se zvySenou aktivitou aldosareduktasy. Pfi dlouhodobé zvySené glykémii se totiz kumuluji

polyoly (sorbitol, vznikd pomoci aldosareduktasy), které mohou plsobit osmoticky
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v Ve

napf. vocni ¢occe. Inhibi¢ni Gcinky vici aldosareduktase jsou pripisované isochinolinové

strukture, ktera je v liriodeninu obsaZzena [77].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pristrojové vybaveni
4.1.1 Chemikalie

e amoniak vodny roztok 25-29% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)
e diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtNH)

e kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

e kyselina trifluoroctova >99,5% (Fluka — Bukurest, Rumunsko) (TFAA)

e uhli¢itan sodny bezvody €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,CO3)

4.1.2 Rozpoustédla

e aceton p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Me,CO)

e acetonitril (Ing. Kroupa — Balex, Pardubice — Rosice) (CH3zCN)

e benzin Iékafsky RN vyhovujici CL 2009 a CSN 65 6544 (Ing. Svec — Penta, Praha) (benzin)

e chloroform deuterovany pro NMR analyzu chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma Aldrich,
Praha) (CDCls)

e cyklohexan €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH12)

e diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtoNH)

e diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et,0)

e dichlormethan ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH,Cly)

e ethanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)

e ethylester kyseliny octové = ethyl acetat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

e chloroform (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl3)

e methanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)

e methanol deuterovany pro NMR analyzu methanol-d4 99,8 atom % D (Sigma Aldrich, Praha)
(CDs0D)

e methanol HPLC gradient (J. T. Baker, Deventer, Netherlands) (MeOH)

e toluen ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢HsCHs)

e voda supercista
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4.1.3 Pufry

e 100mM fosfatovy pufr pH 7,4 (byl pfipraveny smichdnim roztok( NaH2PO4 - 2 H,0 31,2 g-I*
a Na;HPO4 28,4 g-I't s vodou, objemové v poméru 9,5 : 40,5 : 50)

e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 (byl pfipraveny smichanim roztokd NaH;POs - 2 H.0
1,56 g-I"* a Na;HPO4 1,42 g-I't s vodou, objemové v poméru 9,5 : 40,5 : 50)

e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM NacCl (8,766 g NaCl bylo rozpusténo v 5mM

fosfatovém pufru pH 7,4, do objemu 1000 ml)

e PBS: 100mM Na/K fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI (Byl
pfipraveny smichanim 20 ml roztoku A se 100 ml roztoku B. Roztok A: 0,68 g KH,POsa1,5¢
NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Roztok B: 0,89 g Na;HPO4-2-H,0al1,5¢g

NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.)

4.1.4 Absorbenty pro chromatografii

e Na sloupcovou chromatografii byl pouzit neutralni oxid hlinity (Al.Os) o velikosti ¢astic

63—200 um; Across (Lach-Ner, Neratovice)

e Analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha). Desky 20 x 20 cm
byly pouzivany pro kontrolni ucely a stfihany na vysku 7,5 nebo 10 cm (Sitka byla vidy zvolena

dle potreby). Pro preparativni TLC byly pouzivany desky o rozmérech 20 x 10 cm.

e Na pripravu preparativnich desek byl pouzit pro TLC: Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore,
Praha).

4.1.5 Pomocny material

e kiemelina (Sigma Aldrich, Praha)

e silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)

e siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2504)
e vata
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e vliselin

4.1.6 Pristroje

e knihovna spekter NIST Virtual Library (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)

e microplate ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

e odstredivka Avanti J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California, USA)

e odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611 (Hettich,
Tuttlingen, Germany)

e pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

e polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

e reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

e spektrometr EI/MS na GC-MS system using an Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; El mdd
70 eV; kolona DP-5 MS (30 x 025 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, California,
USA)

e spektrometr ESI/MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Arcade, New York, USA)
e spektrometr VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

e statisticky program GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, SanDiego, California,
USA)

e ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

e vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Schwabach,
Germany)

e vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Germany)

4.1.7 Vyvijeci soustavy pro TLC

S1: CeHsCHs + EtaNH (95 : 5)
S2: CeHsCHs + EtaNH (90 : 10)
S3: CH1 + EtOAC + Et:NH (50 : 40 : 10)
S4: CeHsCHs : EtOAC : EtaNH (15 : 75 : 10)
S5: CeHsCHs : EtOAC : Et,NH (50 : 40 : 10)
S6: CH3CN + MeOH + TFAA (40 : 10 : 0,1)
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S7: CeH1z2 + Me2CO + NH40OH (30 : 60 : 1)

S8: CoHsCHs + EtOAC + EtaNH (70 : 25 : 5)

S9: CeHsCH3 + Me,CO + EtOH + NH4OH (40 : 40 : 6 : 2)
$10: CeHsCH3 + CeHaz + EtaNH (45 : 50 : 5)

S11: CeHsCHs + EtOAC + Et,NH (25 : 70 : 5)

4.1.8 Detekcni Cinidla

e Dragendorffovo cinidlo bylo pfipraveno ze dvou roztok( (A, B), které byly smichany
v poméru 1:1 (roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné v 80 ml
vody; roztok B: 32 g KI v 80 ml vody). Takto vznikl zasobni roztok, 5 ml tohoto roztoku bylo
ddle smichdno s roztokem 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody, a tak vznikl vlastni detekéni roztok.
Oba roztoky byly uchovavany v lednici pfi 4 °C.

e Mayerovo Cinidlo vzniklo rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a ptidanim 1,35 g HgCl, v prasku.
Bylo michano do rozpus$téni vzniklé srazeniny. Cinidlo bylo uchovavano v lednici

pri 4 °C.

4.1.9 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity va&i AChE a BuChE

e Roztok 5mM 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) byl pripraven rozpusténim
latky v 100mM fosfatovém pufru pH 7,4. Vznikly roztok by mél byt jen slabé Zluty. Byl
uchovavan v lednici pfi 4 °C, max. 1 tyden.
e Roztok ATChl (10mM) byl pfipraven rozpusténim latky ve vodé, vznikl Ciry roztok. Byl
uchovavan v lednici pfi 4 °C, max. 1 tyden.

e Roztok BTChl (10mM) byl pripraven stejnym zplUsobem a uchovavan stejné jako roztok

ATChl.

4.1.10 Cinidla pro stanoveni inhibiéni aktivity vi&i POP

e Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl ptipraven rozpusténim latky v 40% 1,4-dioxanu.

Byl uchovavan v lednici pfi 4 °C.
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4.2 Metody
4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1 Priprava rozpoustédel

Rozpoustédla byla prfed pouzitim precisténa pomoci destilace a byla uchovdvana

v nddobach z tmavého skla (chrdnéna pred svétlem).

4.2.1.2 Odparovani

Sumarni ethanolové extrakty pro izolaci alkaloid(i byly odpareny na poloprovozni
odparce Laborota 20 Heidolph na vodni [azni pti teploté 50 °C a snizeném tlaku ca 1,33 kPa.

Frakce ziskané sloupcovou chromatografii eluci smési byly odpareny na vakuové
odparce Laborota 4000 Heidolph na vodni lazni pfi 45 °C.

Eludty ziskané pti preparativni TLC byly odparovany také pfi 45 °C.

4.2.1.3 Suseni a skladovani

Alkaloidni extrakty, frakce v rGznych fazich zpracovani i chemicky cisté latky byly
vysuSeny ve vakuovém exsikatoru (vakuum cca 1,33 kPa) nad suSicimi perlami silikagelu

min. 24 h. Po vysu$eni byly skladovany v lednici pfi teploté 2—8 °C.

4.2.1.4 Sloupcova chromatografie

Do chromatografického sloupce byla nalita suspenze adsorbentu (neutrdlni Al,Os
deaktivovany 6 % vody) s rozpoustédly, ktera byla pouzita jako prvni eluéni soustava (benzin
+ EtOAc). Na tuto suspenzi byl nanesen alkaloidni extrakt ve formé triturace s adsorbentem.

Sloupcova chromatografie probihala formou stupnovité eluce.

4.2.1.5 Priprava desek pro preparativni TLC

Na sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm, které byly predem vycistény a odmastény,
byla nalita predem pfipravena suspenze. Na jednu desku bylo pouzito 6,5 g silikagelu (Silica

gel 60 GFys4), ktery se smichal s 22,4 ml vody. Suspenze byla nanasena rovnomérné a takovym
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zplUsobem, aby byl povrch hladky a jednotny. Desky se nasledné nechaly susit za pokojové

teploty po dobu alespon 24 hod.

4.2.1.6 Preparativni TLC

Smés alkaloidl byla nandSena na pfipravené sklenéné nebo komercni hlinikové desky
po rozpusténi v mensim objemu CHCls a EtOH (1:1 objemové), tak, aby byl start nejméné 1 cm
od okraju a takovym zplGsobem, aby mnoiZstvi délené smési nepfesahovalo 3 mg-cm™
u sklenénych laboratorné pfipravovanych preparativnich desek a 1 mg-cm™ u komerénich
desek. Podle toho byl vidy zvolen vyhovujici pocet desek. Ponaneseni a odpareni
rozpoustédel byly desky vyvijeny v nasycenych komorach (doba nasyceni min. 20 min) budto
opakované stejnou mobilni fazi nebo i jinou, znovu vidy ale az po odpafeni rozpoustédel.
Po oddéleni latek byly chromatogramy detekovdny pod UV (A= 254 a 366 nm) a zény byly
oznaceny preparativni jehlou. Zény o stejném Rf ze vSech pouzitych desek byly vyskrabany
a spojeny. Ziskané zény byly smichany se stejnym objemovym mnozstvim kfemeliny a v koloné

vymyvany smeési CHClz a EtOH.

4.2.1.7 Detekce alkaloidt

Pfi pripravé alkaloidniho extraktu byla pritomnost alkaloidd ve vodné fazi zjistovana
pomoci Mayerova Cinidla. Po okyseleni pomoci HCl na pH 2-3 a pfidani 1-2 ml vody bylo
k roztoku pridano nékolik kapek ¢inidla a v pfipadé pritomnosti alkaloidl vznikla v roztoku bila
sraZzenina.

Kontrolni chromatogramy frakci ze sloupcové chromatografie, preparativni TLC
i kontrolni TLC u zjistovani Cistoty izolovanych alkaloidd byly detekovany nejdfive pod UV
lampou (A = 254 a 366 nm), po oznaceni viditelnych zén pod UV byly chromatogramy
detekovany postfikem Dragendorffovym cinidlem. Po odvétrani Cinidla vzniklo v pfipadé

pritomnosti alkaloid( intenzivni oranZové zbarveni.
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4.2.2 Strukturni analyza a stanoveni fyzikdlné-chemickych

vlastnosti

4.2.2.1 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI)

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo
s ionizaci elektrosprejem v kladném modu. Jako analyzator slouZila iontova past. MS" spektra
byla méfena pfi kolizni energii 40 eV. Alkaloidy byly rozpustény v MeOH (1 mg-ml?) a zavadény

pfimo pomoci sondy.

4.2.2.2 Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci (El)

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975 v mddu
70 eV s GC kolonou DP-5 MS. Alkaloidy byly rozpustény v MeOH (1 mg-ml?) a nastfik byl
proveden v split médu v poméru 1:10. Detekce byla provedena pomoci srovnani spekter
s NIST knihovnou a referencnimi spektry alkaloid(, které byly jiz dfive vramci skupiny

ADINACO izolované a identifikované.

4.2.2.3 NMR analyza

Pro méreni NMR spekter byl pouzit spektrometr VNMR S500, méreni probihalo
za teploty 25 °C. P¥istroj pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz pro jadra 'H a 125,70 MHz
projadra 3C. Chemické posuny byly zaznamendvény jako hodnoty & vyjadfené
v pars per milion (ppm) a byly vztazeny na hodnoty vnitfniho standardu (TMS). Spektra byla
mérena vrlznych prostfedich. V CDCls byly hodnoty chemického posunu pro atomy
'H & = 7,26 ppm a pro 3C &= 77,0 ppm. VCD3OD byly pro *H & = 3,30 ppm
a pro 13C & = 49,0 ppm. Naméfena data jsou ve vysledcich uvddéna v pofadi: chemicky posun
(6), integrovana intenzita 'H NMR spekter, multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet,
g = kvartet, dd = dublet dubletd, m = multiplet, bs = Siroky singlet) ainterakéni

konstanta J (v Hz).

4.2.2.4 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla mérena v roztocich alkaloidd v CHCls na polarimetru P 3000.

Specificka otacivost byla potom dopoctena podle vzorce:
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100 x &

t
a =
Ledb c xl
t = teplota méreni; D = sodikova D ¢ara (589,3 nm); a = namérena otacivost [°]; c = koncentrace

méfeného alkaloidu [g-100 m™]; | = délka kyvety [dm].
4.2.3 Stanoveni biologické aktivity

4.2.3.1 Priprava hemolyzatu a plazmy

Lidské cholinesterasy byly ziskané z krve zdravého dobrovolnika, ke které byla ihned
po odbéru pfidana antikoagulacni pfisada (2 ml 3,4% citratu sodného na 18 ml krve). Z krve
byla oddélena plazma centrifugaci pfi 4 °C a rychlosti 4000 ot.-min? na centrifuze
Boeco U-32R, ktera nasledné slouZila jako zdroj BuChE. Oddélené erytrocyty byly pouZzity
jako zdroj AChE.

Erytrocyty byly tfikrat promyty pomoci 5mM fosfatového pufru pH 7,4, ktery obsahoval
150mM NaCl a byly opét stejnym zplsobem centrifugovany. K promytym erytrocytim byl
pfidan 5mM fosfatovy pufr pH 7,4, (tentokrat bez NaCl) v poméru 1:9 erytrocyty k pufru.
Erytrocyty se nechaly spontanné hemolyzovat za stdlého michani po dobu 10 min.

Nasledné byla stanovena absorbance BuChE v plazmé a AChE v hemolyzatu.
Dle potfeby byla hodnota absorbance upravena pfislusSnym mnozstvim 5mM fosfatového

pufru pH 7,4. Enzymové preparaty byly uchovavény az do doby pouziti pfi-22 °C.

4.2.3.2 Stanoveni absorbance enzymovych preparatl a stanoveni inhibi¢ni

aktivity testovanych latek vici lidskym ChE

Stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICso) bylo provedeno pomoci modifikované Ellmanovy
metody s vyuzitim Ellmanova c¢inidla (DTNB). Princip této metody je zaloZzen na hydrolyze
thiocholinu (acetylthiocholinu pro AChE, butyrylthiocholinu pro BuChE) pfislusnou
cholinesterasou. Po enzymové hydrolyze je uvolnéna prislusna kyselina a thiocholin.
Thiocholin obsahuijici ve své molekule skupinu SH je detegovdn pomoci DTNB tim, Ze po reakci
s thiocholinem dochazi ke vzniku aniontu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB~ ). Tento
anion je pak detekovan spektrofotometricky pfi vinové délce 412 nm [78].

Do jamek mikrotitracni desticky bylo naneseno 8,3 ul roztoku hemolyzatu/plazmy

v5mM fosfatovém pufru pH 7,4 o urcité koncentraci (objemovy pomér pro hemolyzat
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1:0;3:1;1:12;1:2;1:3;1:4,1:5aproplazmul:0;1:1;1:2;1:3;1:4).Poté bylo
pfidano 283 ul 5 mM roztoku DTNB ve fosfatovém pufru pH 7,4 a 8,3 ul zkouSeného alkaloidu
o urcité koncentraci v DMSO (40mM, 10mM, 4mM, 1mM, 0,4mM a OmM). Smés byla tfepana
1 minutu v mikrotfepacce a vloZzena do readeru SynergyTM HT Multi-Detection Microplate
Reader, kde byla inkubovéana pfti 37 °C po dobu 5 min. Po inkubaci bylo k vzorkiim pfidano
33,3 ul DMSO (slepy vzorek) nebo 33,3 ul enzymového preparatu a po 2 minutach byla mérena
absorbance. Pokud latka silné inhibuje cholinesterasy (0,4mM koncentrace alkaloidu vykazuje
vice nez 3% inhibici), je nutné zméfit dalsi koncentra¢ni fadu (0,21mM, 0,04mM, 0,01mM,
0,004mM, 0,001mM a ¢isty DMSQO). Kazda koncentrace alkaloidu byla pfipravena 6x a méfena
pfi 37 °C. Absorbance u stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE byla mérena pfi A = 436 nm a BUChE

pfi A = 412 nm. 50% inhibi¢ni aktivita byla dopocitdna pomoci programu GraphPad Prism

dle vzorce:
%1 =100 — (100 X AA’”)
AAg,
% | = procento inhibice; AAs = pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;

AAs, = absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.
Zjisténa inhibicni aktivita ICso AChE a BUChE pro jednotlivé latky byla porovnana s ICso

referencnich latek.

4.2.3.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity testovanych latek vici propyl oligopeptidase

Enzym POP, jeho?Z specificka aktivita byla 0,2 U-ml?, byl rozpu$tén v pufrovaném
fyziologickém roztoku (PBS). K testovani byla pouzita standardni polystyrenova 96 jamkova
mikrotitracni desti¢ka s rovnym prihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly
pfipraveny rozpusténim v DMSO (10 mM), z téchto roztokl byly nafedénim supercistou vodou
pfipraveny roztoky pro testovdni (103-107 M). Slepé vzorky mély pfiblizné stejnou
koncentraci DMSO. Jako POP substrat byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery byl rozpustén
v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). V jamce mikrotitracni desticky bylo smichano 170 ul PBS, 5 ul
roztoku testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP. Desticka byla inkubovana
po dobu 5 min pfi teploté 37 °C, do jamky bylo déle ptridano 20 ul substratu a smés byla znovu
inkubovéna (30 min pfi 37 °C). Mnozstvi vytvofeného produktu p-nitroanilinu bylo pfimo

umérné POP aktivité. Méreni probihalo spektrofotometricky pfi A = 405 nm na microplate
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ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla vyjadfena jako ICso. Zjisténd

inhibi¢ni aktivita ICso pro jednotlivé latky byla porovnana s ICso referencnich latek.

4.3 Izolace alkaloidi ze dreva Liriodendron
tulipifera L.

4.3.1 Priprava alkaloidniho extraktu

Pfiprava alkaloidniho extraktu nebyla soucasti této diplomové prace, alkaloidni extrakt
pfipravil prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Na pripravu alkaloidniho extraktu bylo pouzito 44 kg rozemletych vétvicek
z Liriodendron tulipifera L. (Lindava 2010-2015, velikost do 5 mm). Toto mnoZstvi bylo dvakrat
extrahovdno za varu 95% ethanolem vidy s pétindsobnym mnozZstvim rozpoustédla
(objemové). Tyto extrakty byly spojeny, zfiltrovdny a odpareny za sniZzené teploty a tlaku
do fidkého roztoku. Poté byla teplota zvySena na 70 °C, byl pfidan 1 | vody a oddestilovan
zbytek EtOH. Suspenze byla za tepla zfedéna 7 | 2% HCI, 2 | vody (pH bylo cca 1-2).
Po zchladnuti byl extrakt zfiltrovan pres vliselin.

Vzniklych 12 | hnédého kalného filtratu bylo zfiltrovdno pres vrstvu kifemeliny, Ciry
hnédy filtrat byl zalkalizovan 10% NA>COs na pH 9-10 a Sedozeleny kalny roztok byl ¢tyrikrat
vytfepan 3 | CHCls. CHCI3 faze byla odparena a vzniklo tak 32,9 g velmi viskézniho tmavé
hnédocéerveného odparku.

Bylo provedeno TLC sumdrniho chloroformového vytifepku v nasycené komore smési
S1, vyvijeno dvakrat, byl pouzit silikagel, detekce UV pfi 254 a 366 nm a Dragendorffovym

Cinidlem.
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Obrdzek 18 Sumdarni alkaloidni chloroformovy vytrepek Liriodendron tulipifera L.
4.3.1.1 Cisténi chloroformového vyttepku (LT-d/CHCls-A)

101,6 g velmi viskézniho hnédocerveného odparku bylo rozehifato na 70 °C a bylo
pridano 250 ml 2% HCI, smés se dukladné protfepala a byla sonikovdna pfi 60 °C, stupen
sonikace 10 po dobu 10 min. Nacervenaly roztok byl poté zfiltrovan pres vliselin, zbytek
v barice se promyl horkou vodou a roztok byl doplnén na 1350 ml (pH cca 1). Po zchladnuti byl
zalkalizovan 10% Na»COs3 na pH 9-10 (vyloucila se intenzivné Sedava sraZzenina) a ndsledné
trikrat vytfepan 450 ml CHCls. Chloroformovy roztok byl odpafen. Hmotnost tmavé hnédého

velmi viskézniho odparku byla 18,2 g.

4.3.1.2 Citéni predcidt&ného chloroformového vyttepku (LT-d/Et.0-A)

18,2 g tmavé hnédého a velmi viskézniho odparku bylo rozpusténo ve 200 ml 2% HCI
(sonikace 10 min pfi stupni 10), roztok byl slit, zbytek v barice byl po pfidani 25 ml horké vody
zahrat na 70 °C. Poté bylo pfidano 25 ml 2% HCI, sonikovdano 10 min pfi 60 °C. Po 30 min
chladnuti byl roztok pfidan k prvnimu podilu roztoku chlorid(i alkaloid(i. Spojeny roztok byl
doplnén vodou na 900 ml a zfiltrovan pres slabou vrstvu kifemeliny. Vznikly roztok (kysely) byl
trikrat vytfepan 250 ml Et,0 z divodu odstranéni necistot. Vzniklo 2,53 g velmi viskézniho
Zlutého olejovitého odparku, ktery byl z dalsi prace vyloucen.

Kysely predcistény roztok byl alkalizovan 10% Na;COs na pH 9-10, intenzivné
se vyloucila praskovitd hmota ve formé bélavého sedimentu. Tato suspenze byla Ctyrikrat

vytfepana 300 ml Et,0. Po odpareni rozpoustédla vzniklo 3,60 g velmi viskdzniho Zlutého
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pevného odparku. Po detekci Mayerovym cinidlem bylo zfejmé, Ze roztok obsahuje jesté
pomérné velké mnozstvi alkaloidd. Proto bylo provedeno dalsi vytiepani, a sice tfikrat pomoci
250 ml CHCls. Odparek mél hmotnost 3,65 g a byl velmi viskdzni, pevny a mél hnédozelenou
barvu.

Na TLC byla pouzita komora nasycena vyvijeci smési S2, vyvijeni 1x, silikagel, detekce
UV 254 a 366 nm, postfik Dragendorffovym Cinidlem.
D1 — Et,0 vytrepek z kyselého roztoku (pH 1)
D9 — Et,0 vytrepek z bazického roztoku (pH 9-10)
D9 (posledni v fadé) — CHClz vytiepek z bazického roztoku (pH 9-10)
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Obrdzek 19 Precisténé alkaloidni etherové a chloroformové vytrepky Liriodendron tulipifera L.

Oba alkaloidni vytfepky ze drfeva (Et;O a CHCI3) byly spojeny, jejich hmotnost
byla 7,25 g.

4.3.2 Sloupcova chromatografie alkaloidniho extraktu

Tento alkaloidni extrakt byl podroben sloupcové chromatografii za pouziti podtlaku
(pomoci vodni vyvévy), pficemZ bylo pouZito 225 g AlbOs (deaktivovany 6 % vody)
jako adsorbentu, pramér kolony 4,3 cm, vyska adsorbentu byla 16 cm.

Na pfipravu triturace alkaloidniho extraktu bylo pouzito 28 g téhoz adsorbentu. Extrakt
byl rozpustén v CH,Cly, do roztoku byl pfimichan adsorbent a suspenze byla na vodni [azni
odparena dosucha, triturace byla nasledné dosusena v exsikatoru (alespon 24 hod). Vyska

triturace v sloupci byla 2,1 cm.
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Eluce byla stupriovita, a to smési benzinu s EtOAc (80:20, 70:30, 50:50), ddle pouze
EtOAc, dale smési EtOAc s MeOH (98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 50:50) a nakonec pouze MeOH.
Jednotlivé frakce byly jimany po 250 ml. Na zdkladé monitorovani pomoci TLC (vyvijeci smési
S3, S4, S5) s naslednym postfikem Dragendorffovym Cinidlem byly jednotlivé frakce spojeny

do deviti souhrnnych frakci Al (viz Tabulka 3).

Tabulka 3 Vysledné souhrnné frakce sloupcové chromatogradfie

Oznaceni spojené frakce slozeni elu¢ni smési hmotnost [mg]
A 1-3 benzin:EtOAc 80:20 80,2
B 4-7 benzin:EtOAc 80:20 448,6
C 8-14 benzin:EtOAc 80:20 294,8
15-18 benzin:EtOAc 80:20

D 19-25 benzin:EtOAc 70:30 304,8
26-36 benzin:EtOAc 50:50
37-46 EtOAc 312,2
47-58 EtOAc 378,1
59-76 EtOAc

G 578,6
77-78 EtOAc:MeOH 98:2
79-86 EtOAc:MeOH 98:2

H 87-92 EtOAc:MeOH 95:5 931,8
93-94 EtOAc:MeOH 90:10
95-98 EtOAc:MeOH 80:20

| 99-104 EtOAc:MeOH 50:50 1,9454

105-110 MeOH

Cilem této prace bylo dale zpracovat frakci H.

4.3.3 Izolace alkaloidt z frakce ¢. 79-94

931,8 mg odparku z frakce H bylo za pomoci sonikace a zvySené teploty rozpusténo
v 10 ml 5% HCI (alkaloidy presly do formy rozpustnych chlorid() a zfiltrovano pres jehlu.
Poté byla provedena extrakce pomoci Et,0. Kysely roztok byl ndsledné neutralizovan
25 ml 10% Na»COs. Po neutralizaci byly alkaloidy 10x vytfepany 50 ml do diethyletheru
H (Et20) =411,2 mg, 5x 50 ml do ethyl acetatu H (EtOAc) = 180,0 mg a 3x 50 ml do chloroformu
H(CHCls) = 190,0 mg. Tyto roztoky alkaloidd v nepolarnich rozpoustédlech byly

pred odparenim suseny bezvodym Na>SOa. Suspenze byla zfiltrovana a filtrat byl odparen.
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4.3.3.1 H (Et20)

Byla zpracovdna podfrakce H (Et20), mnoZstvi (m = 411,2 mg) bylo naneseno na 10
preparativnich desek o velikosti 15 x 15 cm. Desky byly vyvijeny nejdfive ve vyvijeci soustaveé
S6 a poté vS7. Byly ziskdny 4 zény: H; (Et.0) = 261,7 mg, H;(Et.0)= 31,3 mg,
Hs (Et20) = 116,9 mg a Ha (Et,0) = 126,1 mg.

H> (Et20) = 31,3 mg. Byla izolovana 1 latka LTO1 (m = 31,3 mg).

Has (Et20) = 126,1 mg bylo naneseno na 7 komercénich desek o velikosti 20 x 10 cm
a dvakrat vyvijeno ve vyvijeci smési S7, nasledné dvakrat ve vyvijeci smési S8. Byly separovany
tfi zény: Hs A (Et20) = 15,4 mg, Hs B (Et20) = 33,6 mg a H4 C (Et20) = 34,8 mg. Dale byly
zpracovany pouze Hs B (Et20) a Ha C (Et20).

Hs B (Et20) = 33,6 mg bylo naneseno na 2 komeréni desky 20 x 10 cm,
které byly vyvijeny nejdfive ve vyvijeci smési S7 a poté dvakrat ve smési S3 a ddle byla
separovana jedna zdéna: Has B (Et,0) = 16,6 mg. Toto mnoiZstvi bylo naneseno na jednu
komercni desku 20 x 10 cm a vyvijeno nejdfive 4x ve vyvijeci smési S9 a poté 10x ve smési
S10. Byla izolovana latka LT02 (m = 14,1 mg).

Has C (Et20) = 34,8 mg bylo také naneseno na 2 komercéni desky 20 x 10 cm a ty byly

vyvijeny ve vyvijeci smési S7. Byla izolovana latka LTO3 (m = 19,1 mg).

4.3.3.2 H (EtOAc)

Jako posledni byla zpracovand podfrakce H (EtOAc) = 180,0 mg. Toto mnozstvi bylo
naneseno na 4 desky o velikosti 15 x 15 cm. Desky byly vyvijeny nejdfive ve vyvijeci soustavé
S6 a poté vS7. Byla ziskdna pouze jedna zéna H (EtOAc) = 37,4 mg. Toto mnozstvi bylo
naneseno na 2 komeréni desky 20 x 10 cm a ty byly vyvijeny nejdfive dvakrat ve vyvijeci smési

S11 a poté dvakrat ve vyvijeci smési S7. Byla izolovana latka LTO4 (m = 23,3 mg).
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza a stanoveni fyzikalné-
chemickych vlastnosti izolovanych alkaloid

5.1.1 LTO1: Liriodenin

sumarni vzorec: C17 Ho N O3

Obrdzek 20 Liriodenin

5.1.1.1 MS analyza

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 275(M*, 100), 246(17), 217(7), 188(24), 162(13).

5.1.1.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): & 8,90 (1H, d, J = 5,5 Hz, H-5), 8,67 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-11),
8,60 (1H, d, J = 8,0 Hz, H-8), 7,76 (1H, d, J = 7,5 Hz, H-10), 7,59 (1H, t, J = 15,5 Hz, H-9),
7,20 (1H, s, H-3), 6,38 (2H, s, -O-CH2-0-).

13C NMR (125 MHz, CHCl3): & 180,0 (C-7), 152,5 (C-2), 147,3 (C-1), 146,4 (C-3a), 145,3 (C-5),
135,1 (C-6a), 134,0 (C-10), 132,8 (C-11a), 131,1 (C-7a), 129,1(C- 9), 128,4 (C-8), 127,4 (C-11),
124,1 (C-4), 123,3 (C-1b), 103,3 (C-3), 102,0 (-O-CH2-0-).

5.1.1.3 Opticka otacivost

Opticka otacivost nebyla mérena z dlivodu absence chiralniho centra.
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5.1.2 LTO2: (+)-Norglaucin

sumarni vzorec: Cyo H23 N O4

Obrdzek 21 (+)-Norglaucin

5.1.2.1 MS analyza

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 339(M*, <1), 324 (62), 293 (12), 281 (8), 266 (23), 250 (4), 238 (5),
195 (6), 169 (11).

MS (ESI): m/z (%) = 342 ([M+H]*100).

MS? 342 (ESI): = 325 (100), 294 (3), 310 (3).

5.1.2.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDsOD) &: 8,02 (1H, s, H11), 6,87 (1H, s, H8), 6,72 (1H, s, H3), 3,87
(3H, s, OCH3), 3,86 (3H, s, OCH3), 3,85 (3H, s, OCHs), 3,78 (1H, dd, J= 13,8 Hz, J= 4,1 Hz, H6a),
3,64 (3H, s, OCHs), 3,37-3,33 (1H, m, H5), 3,10-2,94 (2H, m, H5, H4), 2,81 (1H, dd, J= 13,8 Hz,
J= 4,1 Hz, H7), 2,74 (1H, d, J= 14,1 Hz, H4), 2,65 (1H, t, J= 13,8 Hz, H7).

13¢ NMR (125 MHz, CDsOD) &: 153,9 (C2), 149,9 (C9), 149,0 (C10), 145,9 (C1), 130,3 (C7a),
129,9 (C3a), 127,7 (Cl1c), 127,6 (C11b), 125,8 (C1la), 113,6 (C11), 112,6 (C8), 112,4 (C3),
60,5 (OCHs), 56,7 (OCHs), 56,4 (OCHs), 56,4 (OCHs), 54,7 (C6a), 43,6 (C5), 36,8 (C7), 29,0 (C4).

5.1.2.3 Opticka otacivost

[]2® = 86,1° (c = 0,144; MeOH).
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5.1.3 LTO3 + LTO4: (-)-Pallidin

sumarni vzorec: Cig H21 N O4

H,CO OCHj,
Obrazek 22 (-)-Pallidin

5.1.3.1 MS analyza

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 327(M*, 100), 312(53), 296(4), 283(10), 270(16), 258(14), 239(7),

227(13), 152(6).

5.1.3.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 6,78 (1H, s, H4), 6,71 (1H, s, H1), 6,37 (1H, s, H8) 6,35 (1H, s, H5),
3,90 (3H, s, OCH3), 3,80 (3H, s, OCH3), 3,93-3,77 (1H, m, H9), 3,54-3,36 (1H, m, H10), 3,18-3,05
(1H, m, H10), 2,85-2,66 (2H, m, H16), 2,56 (3H, s, NCH3), 2,09-1,96 (1H, m, H15), 1,94-1,84 (1H,
m, H15).

13C NMR (125 MHz, CHCls): 6 180,5, 159,4, 151,5, 145,9, 145,1, 129,1, 128,4, 123,2, 118,5,
113,6, 107,5, 60,9, 56,1, 55,2, 45,7, 42,0, 41,3, 40,2, 32,5.

5.1.3.3 Opticka otacivost

[a]3° =-18,8° (c = 0,1492; CHCl3).
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5.2 Inhibi¢ni aktivita alkaloidi vici AChE, BuChE a
POP

Tabulka 4 Biologickd aktivita izolovanych alkaloidd

. 1Cs0 [uM]

Alkaloid AChE BuChE POP
liriodenin 3744,33 + 387,43 1531,0 + 356,79 > 790*
norglaucin 3771+ 1230 8032 £ 1671 n. a.
pallidin 717,90 + 79,33 220,14 + 15,78 589,7 £+ 54,1

Standardy

fyzostigmin 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004 -
bajkalin - - 194,1 + 14,3
Z-pro-prolinal - - 2,8x103+2,2x103

* roztok se kalil
n. a. — latka nebyla analyzovana z divodu izolace nedostate¢ného mnozstvi
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6 DISKUZE

Extrakt ze dfeva druhu Liriodendron tulipifera L. byl pomoci sloupcové chromatografie
separovan do deviti frakci A-Il. Vramci této diplomové prace byla zpracovana frakce H,
ze které byly izolovany tfi alkaloidy. Alkaloidy liriodenin (LTO1) oxoaporfinového typu
a (+)-norglaucin (LT02) aporfinového typu byly jiz dfive z liliovniku izolovany [51]. (-)-Pallidin
(LTO3 + LT04) homomorfinanového typu byl z liliovniku izolovan poprvé.

Alkaloid liriodenin se da povaZovat za taxonomicky znak celé ¢eledi Magnoliaceae, byl
popsan jak u liliovniku, tak i u S$acholant [79]. Tento alkaloid byl také izolovan z Beilschmiedia
alloiophylla (Rusby) Kosterm. a Beilschmiedia kunstleri Gamble (Lauraceae) [59], Cissampelos
sympodialis Eichler (Menispermaceae) [72] a Houttuynia cordata Thunb. (Saururaceae) [75].
Také se vyskytuje pomérné hojné v ¢eledi Annonaceae: Fissistigma glaucescens (Hance) Merr.
[71], Cananga odorata (Lam.) Hook.f. & Thomson [66], Unonopsis buchtienii R.E. Fr. [70],
Annona cherimola Mill. [73]. Byl izolovdn i z Xanthorhiza simplicissima Marshall
(Ranunculaceae), z této celedi byl liriodenin izolovan jiz vicekrat [80].

(+)-Norglaucin byl kromé celedi Magnoliaceae izolovan z Pseuduvaria (Annonaceae)
[81]. Pallidin byl poprvé izolovan z Corydalis pallida (Thunb.) Pers. (Papaveraceae) [82].

Ziskané alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym cholinesterasam
AChE a BuChE a na inhibi¢ni aktivitu vici POP.

Inhibi¢ni aktivita vSech alkaloidd vic¢i AChE byla nevyznamnd, coZ je vrozporu
s vysledky vyzkumu z roku 2012, kdy bylo zjiSténo, Ze liriodenin ma srovnatelnou inhibi¢ni
aktivitu s huperzinem A, I1Cso = 3,5 £ 1,0 uM [59]. Ve srovnani se ziskanymi vysledky,
ICso = 3744,33 + 387,43 uM, se jedna o rozdil tfi radi. Tento markantni rozdil mlze byt
zpUsobeny napft. jinym zdrojem AChE, av$ak data o plivodu AChE bohuZel nejsou dostupna.
JelikozZ byl v této praci jako zdroj AChE pouzit lidsky hemolyzat, bylo by pro porovnani vhodné
stanovit také aktivitu vic¢i AChE ziskanou z elektrického Uhore, protoze byva ¢asto pouzivana
ve studiich AChEI ucink( pfirodnich latek nékterymi pracovnimi skupinami. Tento rozdil by
mohl byt pfedmétem dalSiho prozkoumani. U (+)-norglaucinu a (-)-pallidinu neni mozné
namérené hodnoty porovnat s literaturou, oba alkaloidy jsou ale nelcinné. Stejné tak se
nedaji s literaturou porovnat namérené hodnoty inhibi¢ni aktivity vici BuChE. Vici tomuto
enzymu nevykazuje ani jeden z alkaloid( vyznamné inhibi¢ni ucinky, i pres to, Ze u pallidinu
byla aktivita radoveé vyssi.
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Izolované alkaloidy nevykazovaly aktivitu ani viéi POP, (+)-norglaucin nebyl méren,
z divodu jeho nedostatec¢ného izolovaného mnozstvi. U liriodeninu nebylo moZné hodnotu
ICs0 presné vypocitat, protoze se pfi vyssich koncentracich roztok kalil.

Zavérem lze konstatovat, Ze ani jedna z izolovanych latek nema vlastnosti, které by se

potencialné daly vyuzit v 1é¢bé AD.

46



7 ABSTRAKT

Hruskova M.: Alkaloidy dfeva druhu Liriodendron tulipifera L. a jejich aktivita v(ci lidskym
cholinesterasam. Diplomovda prdce, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci

Kralové, Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Krdlové 2018.
Klicova slova: Liriodendron tulipifera, alkaloidy, biologicka aktivita.

Ze dfeva druhu Liriodendron tulipifera L. byly izolovany alkaloidy a byla zkoumana jejich
inhibi¢ni aktivita vici acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase a propyl oligopeptidase,
coZ jsou enzymy zapojujici se do patofyziologie Alzheimerovy choroby (AD). Hledani
a testovani novych latek, které by se uplatnily v 1é¢bé AD, je velmi aktualni, nebot tuto nemoc
zatim nelze kauzalné Iécit.

Alkaloidni extrakt ze dfeva Liriodendron tulipifera L. byl predbéiné testovan
na inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym cholinesterasam. JelikoZ vykazoval inhibi¢ni aktivitu, byl
vybran k izolaci alkaloid( a k jejich dalSimu zkoumani.

Separace extraktu byla provedena pomoci sloupcové chromatografie se stupnovitou
eluci. Pro izolaci alkaloid( byla pouzivana preparativni TLC. Identifikace alkaloidd probihala
pomoci strukturnich analyz (NMR a MS), u opticky aktivnich latek byla mérena jejich opticka
otacivost. K testovani latek na jejich inhibi¢ni aktivitu vacéi acetylcholinesterase
a butyrylcholinesterase byla vybrana modifikovand Ellmanova metoda. Inhibi¢ni aktivita
propyl oligopeptidasy byla mérena spektrofotometricky. Vysledky byly porovnané
s literaturou.

Byly izolovany 3 alkaloidy: liriodenin oxoaporfinového typu, (+)-norglaucin
aporfinového typu a (-)-pallidin homomorfinanového typu, posledni zminény byl z liliovniku
izolovan poprvé. Zadny zalkaloid@i nevykazoval vyznamnou aktivitu via&i lidskym

cholinesterasam ani vici propyl oligopeptidase.
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8 ABSTRACT

Hruskova M.: Alkaloids from the wood of the species Liriodendron tulipifera L. and their
activity against human cholinesterase. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy

in Hradec Krdlové, Department of Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové, 2018.
Key words: Liriodendron tulipifera, alkaloids, biological activity.

The alkaloids from the wood of the species Liriodendron tulipifera L. were isolated and
their inhibitory activity against acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and propyl
oligopeptidase, which are enzymes involved in the pathophysiology of Alzheimer's disease
(AD), was investigated. The search and testing of new substances, which are used in AD
treatment, is very relevant, as this disease cannot be casually treated yet.

An alkaloid extract of Liriodendron tulipifera L. wood was tested in a preliminary testing
for inhibitory activity against human cholinesterase. Because of the promising results, it was
chosen for an isolation and identification of possible effective alkaloids.

The extract was carried out by column chromatography with a step gradient elution.
A preparative TLC was used to isolate alkaloids. The identification of alkaloids was done
by structural analyses (NMR and MS). Optically active substances were measured for their
optical rotation. A modified Ellman's method was used for testing of compounds for their
inhibitory activity against acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase. The inhibitory
activity of propyl oligopeptidase was measured spectrophotometrically. The results were
compared with the literature.

Three alkaloids were isolated: the oxoaporphine type liriodenine, the aporphine type
(+)-norglaucine and the homomorphinane type (-)-pallidine. The last mentioned was isolated
from the Tulip tree for the first time. None of the alkaloids showed significant activity

against human cholinesterase or propyl oligopeptidase.
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