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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AChEI inhibitor acetylcholinesterasy

AD Alzheimer’s disease = Alzheimerova choroba
ADINACO Alzheimer’s Disease and NAtural COmpounds

AK aminokyselina

AMPK adenosinmonofostat-aktivovana proteinkinasa

ApoE apolipoprotein E

APP amyloidovy prekurzorovy protein

BA B-amyloid

BACE B-sekretasa

BChE butyrylcholinesterasa

CAA cerebralni amyloidni angiopatie

CAP 37 kationovy antimikrobialni protein

CNS centralni nervova soustava

DM2 diabetes mellitus 2

GIT gastrointestinalni trakt

HEB hematoencefalicka bariéra

IL interleukin

LPO peroxidace lipid(

MHC major histocompatibility complex = hlavni histokompatibilni komplex
NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina

(0N oxidativni stres

POP prolyloligopeptidasa

Rf retencni faktor

ROS reaktivni druhy kysliku

SNRI inhibitory zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu
SSRI selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
TLC chromatografie na tenké vrstvé
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1 UVOD

Alzheimerova choroba je progresivni degenerativni onemocnéni centralniho
nervového systému, které je chronické a zplsobuje u pacientli demenci. Projevem tohoto
onemocnéni je zapomindni spolecné se ztratou kognitivnich funkci. Pfi Alzheimerové
chorové dochazi k amrti neuronl a nedostatku acetylcholinu v mozku, coz je zplUsobeno
rdznymi mechanismy [1]. Dnesni terapie dokaze pouze zpomalit progresi choroby a oddalit
tézka stadia Alzheimerovy choroby, ale neumozriuje nam vyléceni této choroby. Kvali dosud
komplexné nepopsané etiologii, nejsme schopni léCit Alzheimerovu chorobu kauzalné. Zatim
existuji pouze 2 farmakoterapeutické pristupy, které jsou zaloZzeny na duikazech. Prvnim
pristupem je inhibice cholinesteras, coZ ma za nasledek zvyseni koncentrace acetylcholinu v
mozku. Druhou terapeutickou moznosti jsou inhibitory NMDA receptorl glutamatergniho
systému [2].

Spektrum pouzivanych sloucenin v terapii této choroby je omezené, proto se hledaji
dalsi potencialniléciva, véetné |éCiv pfirodniho plivodu. Jednou z novych perspektivnich latek
pfirodniho plivodu, kterd se nedavno zadala pouzivat v klinické praxi v Cing, je alkaloid
huperzin A izovolany z Huperzia serrata (Thunb.) Trevis., ktery se dlouhodobé pouZiva
v tradi¢ni cinské mediciné. Spole¢né s vétsSim mnoistvim informaci o patofyziologii
Alzheimerovy choroby se objevuji nové mozZnosti jak terapeuticky ovlivnit vznik a rozvoj této
choroby. Mezi latky, které jsou zkoumany, patfi latky zasahujici do aktivity
transmembranovych sekretas, inhibujici prolyloligopeptidasu, zabranujici fosforylaci t-
proteinu a dalsi [3].

Tato diplomova prace byla zpracovana na Katedife farmaceutické botaniky v ramci
vyzkumné skupiny ADINACO, ktera se zabyva studiem sekundarnich metabolitl rostlin, které
je zaméfeno na hledani l|atek potencialné vyuZitelnych v terapii AD a na latky
s protinadorovou aktivitou. Rostliny z rodu Centaurea jsou velice zajimavym zdrojem
sekundarnich metabolit(, u kterych jsou v mnoha védeckych studii popsané rizné biologické

aktivity. Pravé proto byl tento rod vybran ke studiu inhibice cholinesteras a cytotoxicity.



2 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace je:

pfiprava sumarnich a alkaloidnich extraktl z nazek vybranych druhd rodu Centaurea
analyza vzorkl hmotnostni spektrometrii (GC-MS, ESI), interpretace ziskanych dat
a porovnani udajl s daty v literature

priprava vzorkd na biologické testy (cytotoxicita, inhibice cholinesteras)

otestovani extraktl na cytotoxicitu a inhibici cholinesteras

vyhodnoceni vysledkd biologickych testl

zhodnoceni dosaZzenych vysledk( — vybér taxonu(() pro dalsi studiu



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Ve starsi populaci predstavuje demence jeden z nejvétSich zdravotnich problém
vlbec. Progresivné se zhorsuje kognice, nemoc také zasahuje do béznych dennich ukon(
a chovani pacienta, coZz ve vysledku muze vést az k nezpuUsobilosti pacienta. Celosvétové
priblizné 40 miliond lidi ve véku nad 65 let trpi demenci, z nichZ 70 % je postizeno pravé
Alzheimerovo chorobou (AD). Tato cisla ukazuji na to, Ze AD predstavuje nejrozsirené;si
formu demence. Vék hraje hlavni roli v incidenci AD, a proto s vysSim vékem vzrlsta
i nebezpedi AD [4]. Poprvé byla tato neurodegenerativni porucha popsana pred vice jak

jednim stoletim [5].
3.1.1 Epidemiologie

Mira prevalence AD se exponencialné zvySuje s vékem, vyrazné po 65 letech véku.
Uvadi se, Ze nardst demenci a predevsim AD mezi 65 — 80 lety véku je aZ patnactindasobny
[6]. Dle nejnovéjSich odhadu se predpoklada, Ze pocet novych pfipadi demence a AD se do
roku 2050 zdvojndsobi a tim se tak vyrazné zvysi socioekonomickd zatéz po celém svété.
Jednim z divodl zdvojndsobeni poctu demenci a AD je starnuti populace. Incidence AD je
obecné nizéi v ekonomicky méné rozvinutych statech nez Severni Americe a Evropé. Pro Cinu,
Latinskou Ameriku a Indii je vSak predpovidan vyrazny narUst prevalence AD. Pro kaZdou
zasazenou zemi ma tento efekt zvySovadni demenci a AD zietelné socioekonomické
dusledky, které se projevi zvySenim naklad( na nemocnicni péci a na zdravotnické pracovniky
[7]. Vyskyt AD v Ceské republice se miize pouze odhadovat, protoZe nemame dostupna
presna data a velké mnoZstvi lidi toto onemocnéni jesté nema diagnostikovano. Odhady vsak
ukazuji na to, ze v roce 2015 bylo v Ceské republice 155,9 tisic lidi s demenci. Vice toto

onemocnéni postihuje Zeny nez muze a to v poméru 2:1 [8].
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3.1.2 Etiopatogeneze

Presna etiopatogeneze AD neni doposud zndama, ale existuje nékolik teorii, které

se snazi popsat vznik a pficinu této nemoci.
3.1.2.1 Zmény v cholinergnim systému

Pro vSechny cholinergni neurony je acetylcholin (ACh) vyuzivdn jako neuromediator.
V centralnim i perifernim nervovém systému hraje velmi dilezitou roli. Cholinergni neurony
jsou Siroce distribuovany v celé centralni nervové soustavé a mlizeme fict, Ze témér vsechny
oblasti mozku jsou jimi inervovany. ACh je syntetizovan v cytoplazmé cholinergnich neuronl
z cholinu a acetylkoenzymu A za pomoci enzymu cholin acetyltransferasy. Po syntéze
nasleduje transport ACh z cytosolu do synpatickych vezikul, ktery je zprostifedkovany
acetylcholinovym transportérem. Na postsynaptické ¢asti  jsou acetylcholinové
receptory, které mohou byt ionotropni nikotinové a muskarinové, sprazené s G-proteinem.
Depolarizaci membrany cholinergnich neuronl se exocytozou uvoliuje ACh do synaptické
Stérbiny, mlzZe aktivovat muskarinové i nikotinové receptory [9].

Hydrolyza neurotransmiteru ACh je zprostifedkovana acetlycholinesterasou (AChE)
a buytyrylcholinesterasou (BChE). Zatimco AChE je vysoce selektivni pouze pro ACh, BChE
mUZe metabolizovat rizné substraty. U pacientl s AD je aktivita AChE niZsi a naopak u BChE
je vyssi. Z toho vyplyva, Ze inhibitory obou enzym( AChE i BChE, mohou poskytovat daleko

lepsi terapeutickou odpovéd nez selektivni inhibitory AChE [10].
3.1.2.2 Senilni plaky

U AD muZeme pozorovat vétsi mnozstvi senilnich plak(, neZ je tomu u béZného
fyziologického starnuti mozku. Senilni plaky mizeme v histologickych fezech popsat jako
nepravidelné okrouhlé, heterogenni utvary obsahujici amyloid. RGzné techniky nam
umoznuji je zndzornit v mozkové klre, podkorové Sedi a kife mozecku. Jedno z kritérii
definitivni diagndzy AD je pocet senilnich plakd vztazeny na plosnou jednotku mozkové kiry.
Neuritické plaky poskozuji kognitivni funkce, ale je zapotrebi je odlisit od fyziologickych

neuritickych plakd, které doprovazi starnuti [11] [12].
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3.1.2.3 B-Amyloid

B-Amyloid (BA) nebo také B-amyloidni protein se muZe chronicky ukladat
extraceluldrné i intracelularné. Sekundarni struktura BA je podobna B-sklddanému listu. Pfi
AD se tento protein, skladajici se z 39 — 43 aminokyselin (AK), uklada do jader senilnich plak(
a do stén tepének [11]. BA vznikd proteolytickym zpracovanim svého prekurzoru, kterym je
amyloidni prekurzorovy protein (APP). Na nékolika subcelularnich mistech je APP
proteolyticky zpracovan pomoci tfi proteazovych aktivit nazvanych a-, B- a y-sekretasa.
RozliSujeme dva druhy proteolytického zpracovani APP, neamyeloidogenni drdhu
a amyloidogenni drahu. Neamyeloidogenni draha zabranuje tvorbé BA a uplatriuje se zde
predevsim enzym a-sekretasa. Proto zvySeni aktivity o-sekretasy pro podporu
neamyeloidogenniho zpracovani APP ma potencialné urcitou terapeutickou hodnotu. U AD
se uplatiiuje amyloidogenni draha zpracovani APP enzymem B- a y-sekretasa [13]. Degradace
BA probihd pomoci neprilysinu. Rovnovazny stav mezi produkci a rychlosti degradace je
predevsim ve zdravém mozku. Akumulace BA tak vznika pfi nerovnovaze mezi produkci
a rychlosti degradace [14]. Amyloidové uloZeniny, které nachazime v senilnich placich, jsou
tvoreny 42 — 43 AK. Amyloid nachazejici se v cévnich sténach se sklada z 39 — 40 AK. Forma
BA 42 se ucastni ranych fazi vyvoje choroby a BA 40 pozdnich fazi. Ovlivnéni tvorby proteinu
BA 42 by se tak mohlo v budoucnu stat zdkladnim Ié¢ebnym cilem, protoZe tato forma je

povaZovana za zdkladni patogeneticky ¢lanek pfi degenerativnich procesech AD [11].
3.1.2.4 Neuronalni klubka

T-Protein je jednim z nejdllezitéjsich proteinl spojovanych s mikrotubuly v neuronech.
Pokud je fosforylace tohoto proteinu v rovnovaze, je t-protein vazan k mikrotubuliim, kde se
podili na sestavovani mikrotubull a udrzovani struktury a stability neuront. Pokud vsak je t-
protein hyperfosforylovan, tak dochazi k jeho agregaci a vznikaji parové helikalni vlaknité
utvary, které nazyvame neuronadlni klubka [15]. Za hyperfosforylaci t-proteinu je zodpovédny
enzym kinasa naopak defosforylaci zajistuje enzym fosfatasa. Z toho vyplyva, Ze nezadoucim
z této dvojice je enzym kinasa. Nejde vsak jen o jednu formu tohoto proteinu, ale je jich
daleko vice. Proto bylo vyvinuto vyznamné vyzkumné usili na identifikaci téchto kinas, jakoz
i na vyvoj farmakologickych 1éCiv k inhibici téchto molekul [16]. DalSimi posttranslaénimi

modifikacemi t-proteinu miZe byt zkraceni, ubikvitinizace, glykace, nitrace a sumoylace [17].
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3.1.2.5 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je protein o velikosti 34 kDa a je zodpovédny za transport
cholesterolu a dalSich lipidd v plazmé a centrdlnim nervovém systému. Nejvice je
koncentrovan v mozku a jatrech. Humanni ApoE je tvorfen 299 AK [18]. Umisténi genu pro
lidsky ApoE je na chromozomu 1913 a kdduje tfi hlavni izoformy ApoE: ApoE2, ApoE3
a ApoE4. Tyto tfi izoformy se od sebe odliSuji aminokyselinovymi zbytky 112 a 158, které maiji
zasadni vliv na strukturu a funkci ApoE. Predevsim jde o vliv na molekuldrni a bunééné urovni
a jsou spojeny neuropatologickymi stavy jako je AD. Genetickou analyzou v roce 1993 bylo
identifikovano, Ze ApoE4 je hlavnim rizikovym faktorem AD. Bezprostifedné po této analyze
byl ApoE2 oznacen jako ochrance pred AD [19]. U heterozygotnich nosici ApoE4 je zvySeni
rizika nastupu AD dvojnasobné aZ trojnasobné a u homozygotnich nosici ApoE4 dokonce
aZz dvanactinasobné. U obou nosi¢li dochazi ke snizeni véku nastupu o 8 let. Je tedy jasné, ze
ApoE4 ma hluboky dopad na patogenezi AD, avSak mechanismus této patogeneze zatim neni
zndm. Pochopeni molekuldrniho dopadu ApoE4 na AD by vSak mohlo vést k vyvoji novych

terapeutik pro lécbu AD [20].
3.1.2.6 Gliové bunky, zanétlivé mechanismy a oxidativni stres

V centralnim nervovém systému (CNS) jsou mikroglie rezidentnimi imunitnimi
burfikami. Také jsou primarnimi mediatory neurondlniho zanétu, ktery je jednim
z mechanismU neurodegenerace u AD [21]. Proliferace a aktivace mikroglii v mozku je
vyznamnym znakem AD. Mikroglie se koncentruji kolem amyloidnich plakd a diky dostupnym
informacim o lidské genetice je usuzovdno, Ze hraji klicovou ulohu v patogenezi AD. Mikroglie
jsou fagocyty v CNS, jez neustale zkoumaji prostredi a udrzuji tkan CNS. Jsou odpovédné za
imunitni odezvu a brani CNS proti patogentm. Pfi zvySené hladiné BA mikroglie fagocytuji
a Cisti BA agregaty. Nasledné mikroglie BA agreguji v hustych jadrovych placich a chrani tak
neurony. Nedostate¢nd funkce mikroglii miaze byt nasledkem starnuti nebo genetické
nachylnosti. Familidrni typ AD je spiSe vzacnosti a vétSina pripad( AD je sporadicka. Zda
se,ze AD s pozdnim nastupem je predevsim zapficinéna kombinaci genetickych
a environmentalnich faktord véetné starnuti, které ma nejvétsi podil [22].

Pobliz amyloidovych depozit je zvySena exprese histokompatibilnich antigenl II.

tfidy, coZ maji za nasledek mikroglie a jejich imunitni aktivita. Pfi AD se daji v mikrogliich
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prokazat vysoké pocty receptor( I. tfidy MHC (major histocompatibility complex), C3 a Clq
slozek komplementu, interleukinu-1 (IL-1) a ferritinu. Neurotoxické cytokiny mohou byt
potencialné vylucovany imunitné aktivovanymi mononuklearnimi fagocyty. Je tedy
patrné, Ze svlij podil na tvorbé senilnich plak a patogenezi AD ma aktivace mikroglii. Dalsi
zajimavosti je, Zze ApoE3 blokuje aktivaci mikroglii, kterd je zplsobena BA a ApoE4 tuto
aktivaci neblokuje.

Mikroglie v prlibéhu své akutni aktivace vytvari cytokin IL-1, ktery déle zvySuje miru
syntézy tromboplastinu, C3 slozky komplementu, ApoE3, a 1-antichymotrypsinu a APP BA. V
mozcich lidi, ktefi trpi AD, se prokazuje pfitomnost interleukinu-6 , jenz je jednim z hlavnich
mediatord zanétlivé odpovédi. Mohla by zde tedy byt teoretickd mozZnost terapeutického
ovlivnéni vyvoje AD nesteroidnimi antiflogistiky. DalSim medidtorem zdnétu je CAP 37
(kationovy antimikrobidlni protein), ktery zplsobuje pfilnuti monocytl ke kapilarnim
endotelu. Bunky kapilarniho endotelu na tyto mediatory zanétu reaguji dalsi tvorbou BA. Je
tedy zfejmé, Ze poskozeni neuron( se jesté zvétSuje [11].

Jednou ze spole¢nych charakteristik neurodegenerativnich onemocnéni je vztah mezi
oxidativnim stresem (OS) a neuronalni apoptdzou. OS je stav, ve kterém je celkem vyznamné
narusena rovnovaha mezi produkci reaktivnich druht kysliku (ROS) a antioxidanty, coZz ma za
nasledek poskozeni bunék. ROS dokaZi chemicky interagovat s biologickymi molekulami, jako
jsou nukleové kyseliny, proteiny a lipidy. V patogenezi AD hraje OS vyznamnou roli, ale
pfesné mechanismy vzniku redoxni nerovnovahy a volnych radikall nejsou znamy. lJe
prokdzano, Ze abnormalni akumulace BA podporuje tvorbu ROS. Déle je zndmo, Ze OS zvysuje
produkci a agregaci BA a také usnadnuje fosforylaci a polymeraci t-proteinu [23].

Neenzymaticky proces, jez probiha nekontrolovanym zplsobem se jmenuje
peroxidace lipidd (LPO), kterou mlzeme popsat jako proces, pfi kterém volné radikaly
napadaiji lipidy obsahujici dvojnou vazbu uhlik — uhlik [24]. U jedinct s AD se v nemocnych
oblastech mozku vyskytuji markery LPO, které Ize detekovat také v perifernich tekutinach

a muZe se tak zvysit v€asnd detekce subjektll béhem prodromalni faze [25].
3.1.2.7 Amyloidni angiopatie

Hlavni pfi¢inou u mnoha neurodegenerativnich onemocnéni je selhani eliminace
proteint, které se poté hromadi ve sténdch mozkovych kapiladr a tepen. Pro amyloid uloZzeny
v cévni sténé se pouZiva termin cerebralni amyloidni angiopatie (CAA) [26]. U 85 — 95 %
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pacientd s AD je identifikovdna akumulace vaskuldrniho amyloidu. Nejsou vsak zcela
objasnény mechanismy, které jsou zodpovédné za patogenezi CAA a za ndsledné ucinky
na mozek [27]. Castym nalezem hrajicim pomérné duleZitou roli ve vyvoji kognitivniho
poklesu jsou ischemické léze. PokrocCila CAA muze zpUsobit jak ischemické poranéni
mozku, tak hemoragické poranéni mozku. Diky Skodlivym Gcinkiim na stavbu cév a jejich

funkci, zvySuje CAA ndachylnost k mozkovému infarktu [28].
3.1.3 Priznaky

Velmi mirnd nebo mirnd AD se mizZe projevovat proménlivymi, ale vyznamnymi
zménami a mirnymi az stfedné tézkymi poruchami v kognitivnich, funkénich a behaviordlnich
doménach. U starnuti normaélniho jedince obvykle pozorujeme dlouhodobé udrzeni
osobnosti, zajm, iniciativy, motivace, empatie, ovlivnéni a chovani. Roky pred tim nez, je AD
diagnostikovana jsou typickymi pfiznaky zmény nalady, spanku a uzkosti. V ¢asnych nebo
predklinickych stadiich prevazuje nadmérna uzkost, depresivni symptomy apatie.
Pro pozdéjsi stadia AD je typickym priznakem zhorSeny Usudek, dezorientace, zmatenost,
velké zmény chovani jako je agresivita a agitace. Dale také neuropsychiatrické symptomy,
mezi néZz mOZeme zaradit bludy a halucinace. Prvnim krokem ucinné péce je rozpoznani

a odpovidajici hodnoceni téchto pfiznakl [29].
3.1.4 Diagnodza

Sporadické neurodegenerativni stavy mulze byt velmi obtizné vcasné
diagnostikovat, zejména pokud pacienti vykazuji nespecifické symptomy, které Ize pficitat
jakékoli formé demence nebo neurodegenerativni choroby [30]. V soucasné dobé je
diagnostika a klasifikace AD zalozena na klinickych a neuropsychologickych
vySetrenich, které jsou dopInény o neurografické studie. Nicméné presvédciva diagndza je
stale opfena o patologické vysetfeni mozkové tkané, kterd probihda post mortem. Pro
diagnostiku AD bylo navrzeno mnoho experimentalnich biomarker(. Nejrozsifenéjsimi vsak
jsou hladiny t- proteinu a BA, které jsou doplnény o zobrazovaci metody, jako je uhlikova
pozitronova emisni tomografie. Nedostatek adekvatnich zdravotnickych zafizeni a zvySené
naklady zapfi¢inuji, Ze tato diagnostika neni dostupna vsem pacientim s demenci [31]. Za

pomoci typickych klinickych pfiznak( urc¢ujeme takzvanou pravdépodobnou diagnézu. Mezi
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tyto typické klinické pfiznaky rfadime orientaci, rozsah pozornosti, pozornost a pocitani,

pamét a rec [11].
3.1.5 Rizikové faktory

Rizikové faktory AD jsou dobre zndmy. MlZeme je rozdélit na modifikovatelné, mezi
néz radime Spatnou Zivotospravu, nizkou Uroven vzdélani, fyzickou a dusevni necinnost,
obezitu, koureni, znecisténi ovzdusi, hypertenzi, cukrovku, vyssi hladinu cholesterolu v krvi
a kardiovaskularni onemocnéni. Mezi nemodifikovatelné rizikové faktory radime vék, Zzenské

pohlavi, etnicky pavod (¢ernosi) a genetické faktory [32].
3.1.6 Farmakoterapie

V poslednim desetileti byla velkd ¢ast vyzkumu zamérena na |écbu, kterd by byla
schopna zménit pribéh AD. Vyzkum této lécby tedy prevazoval nad vyzkumem
léCby, kterd by byla cilend proti symptomdm AD [33]. V soucasné dobé zahrnuje
farmakoterapie AD hlavné inhibitory acetylcholinesterasy (AChEIl) a antagonisty N -methyl-
D-aspartatového receptoru (NMDA). Tyto dvé moznosti farmakoterapie vSak nabizi pouze

symptomatickou léCbu a neresi pficinu nemoci [34].
3.1.6.1 Inhibitory acetylcholinesterasy

Inhibitory acetylcholinesterasy (AChEI) snizuji fyziologicky rozklad ACh tim, Ze blokuji
enzym AChE v synaptické Stérbiné, kterd je zodpovédna za fyziologicky rozklad ACh [29].
Zjistilo se, Ze AChEl maiji i dalS$i neuroprotektivni Ucinky jako ovlivnéni metabolismu
amyloidniho prekurzorového proteinu, neuroprotekce zprostfedkovand skrze nikotinové
ACh receptory, modulace muskarinovych ACh receptori a inhibice N-methyl-D-
aspartatovych receptord [35]. Nezadouci ucinky AChEI se vyskytuji v gastrointestindlnim
traktu (GIT) a také se mGzZe objevit nespavost. Minimalizovat tyto nezadouci u¢inky mizeme

podanim v dopolednich hodinach a po jidle [29].
3.1.6.1.1 Rivastigmin

Rivastigmin dokdaZe inhibovat AChE i BChE a je mozkové selektivni [36]. Rivastigmin je
silny, pomalu reverzibilni karbamatovy inhibitor. V zemich EU byl schvalen k |1é¢bé mirné az

stfedni AD. ZpUsob podani je ordlné a kapalné za pfitomnosti GIT nezadoucich ucinkd.
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Ke snizeni muZe byt rivastigmin podan transdermalné. Pti dennich ddvkach 6 az 12 mg
rivastigminu byly pozorovany pfiznivé ucinky na rychlost poklesu kognitivnich funkci, aktivit
denniho Zivota a zavaZnosti demence. Pii |é¢bé Lewyho télisek a demence Parkinsonovy

choroby se rivastigmin také uplatni [37].
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Obrazek 1 rivastigmin

3.1.6.1.2 Donepezil

Donepezil je rychle reverzibilni selektivni inhibitor AChE vdzajici se na periferni
aniontové misto. Pti |éCbé AD vykazuje symptomatické uUcinky a navic oddaluje ukladani
amyloidniho plaku. Terapeutickym pouzitim donepezilu je paliativni |é¢ba mirné az stredni
AD, ale také zlepsuje symptomy u pacientd s tézkou formou AD. Bylo zjiSténo, Ze donepezil
ma mensi GIT nezadouci Ucinky nez rivastigmin a galantamin. Jeho biologicka dostupnost je
velmi dobra a diky svému dlouhému polocasu Ucinku je podavan jednou denné. Na zacatku

terapie se zacina s davkou 5 mg a po par tydnech se zvySuje na 10 mg denné [37].

Obrazek 2 donepezil

3.1.6.1.3 Galantamin

Galantamin je alkaloid izolovany z rostlinnych zdroji celedi Amaryllidaceae a nyni je
i syntetizovan. Je vyuZivan k 1é¢bé mirné aZ stfedni AD [37]. Stejné jako donepezil je
galantamin rychle reverzibilni inhibitor AChE a ma dalsi alostericky zvySujici ucinky
na nikotinové receptory. Tato funkce pfispiva nejen k ochrané neuron( proti neurotoxickym

podnétim, ale zaroven zvysuje uvolfiovani neurotransmiterd, jako je dopamin, noradrenalin

17



a glutamat [38]. Tyto ucinky mohou zlepsit kognitivni dysfunkci a psychiatrické onemocnéni
u schizofrenie, velké deprese, bipolarni poruchy alkoholismu. Lé¢ba se zahajuje davkou 4 mg
2x denné a postupné je zvySovadna na 12 mg 2x denné. Nezadouci ucinky jsou podobné jako
u donepezilu a rivastigminu. Pecliva a postupna titrace davek, kterd mlze trvat i vice nez 3

mésice, mlze zlepsit dlouhodobou snasenlivost [37].

Obrazek 3 galantamin

3.1.6.1.4 Huperzin A

Huperzin A je pfirodnim alkaloidem pochazejicim z rostliny Huperzia serrata (Thunb.)
Trevis nebo je také moZno ho syntetizovat. Huperzin A prokazal lepsi prostupnost
hematoencefalickou bariérou neZ ostatni AChEI. Jeho inhibice AChE je delsi a ma také vyssi
peroralni biologickou dostupnost nezZ ostatni inhibitory [37]. Ma pfiznivé ucinky na zlepseni

kognitivnich funkci, kazdodenni aktivity a klinické hodnoceni pacientd s AD [39].

Obrazek 4 huperzin A
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3.1.6.1.5 Takrin

Takrin byl v roce 1993 jako prvni z inhibitord AChE schvalen pro lécbu AD. Od jeho
pouziti vSak bylo upusténo kvili vyznamné hepatotoxicité [37]. V roce 1998 byl proto stazen

z trhu. Stale vsak jsou aktivni snahy o syntézu derivat( takrinu s mensi hepatotoxicitou [40].
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Obrazek 5 takrin

3.1.6.2 Antagonisté NMDA receptorti

NMDA receptor je ligand glutamatu, ktery je primarnim excita¢nim neurotransmiterem
v lidském mozku. Pokud je aktivita NMDA receptoru abnormalni, pak je spojena s kiecemi,
ischemickou mrtvici a neurodegenerativnimi chorobami, mezi néZ radime AD,
Huntigtonovou a Parkinsonovu chorobu. Pro preZiti neuroni a synaptickou plasticitu je
kritickd excitacni neurotransmise glutamatu. Pokud je vSak aktivita NMDA receptoru
nadmérnd, tak dochazi k excitotoxicité a podpore bunécné smrti, coz maze byt zakladem
mechanismu neurodegenerace, k niz dochazi pfi AD. Z toho vyplyva, Ze inhibici NMDA

receptoru se sniZuje neurotoxicita zplisobena glutamatem [41].
3.1.6.2.1 Memantin

Excitotoxicitu zprostfedkovanou NMDA receptory inhibuje uUcinek memantinu. Je
nekompetitivhim antagonistou NMDA receptoru se silnou zavislosti na napéti a rychlou
kinetikou odblokovani. Memantin zabrafiuje patologickému pfitoku Ca?* iontl do buriky
a oxidativnimu stresu. Je schopen selektivné blokovat patologickou aktivaci NMDA receptoru
a zaroven zachovavat fyziologickou synpatickou aktivaci téchto receptor( [42].

Pfi monoterapii memantinem dochazi ke zlepSeni kognice, chovani, aktivity
kazdodenniho Zivota a stadium demence. Navic je |é¢ba dobfe tolerovana u pacientli s AD.
Terapie memantinem m{iZe byt také doplnéna o AChEI [43]. NeZadouci U¢inky monoterapie

memantinem jsou zavraté, deprese, zvyseni hmotnosti, zacpa a bolesti zad. Pro snizeni rizika
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nezadoucich ucinkd je dobré ddavku titrovat. Zacina se davkou 5 mg denné a kazdy tyden

se davka zvedne o 5 mg denné do udrzovaci davky 20 mg [44].

NH»

Obrazek 6 memantin

3.1.6.3 Nové pristupy v terapii

Soucasnad lécba AChEl a memantinem je v podstaté pouze symptomaticka. Tato terapie
nedokaZe zastavit progresi demence, ale spiSe vede k docasnému zpomaleni ztraty
kognitivnich  funkci. VétSina klinickych studii pfi vyvoji novych terapeutickych
alternativ, skoncila v disledku neZadoucich uc¢inkl nebo nedostatku terapeutické
ucinnosti [45].

Predpoklada se, Ze cholinergni neurotransmisi mdzZzou zvySovat antagonisté receptoru
5 -HTs (serotoninovy receptor). Jednou z takovych latek je idalopirdin, ktery mél velice slibné
udaje z klinickych testu. Ve fazi lll klinického testovani vsak nespliioval svoji icinnost. Ve fazi
testovani vsak zUstava dalsi latka ze skupiny téchto antagonistll receptoru 5-HTs a to
intepirdin. Hodnoceni lé¢by zatim ukazuje, Ze ptidani této latky pacientim uZivajicim
donepezil mize zlepsit kognitivni funkce u mirné az stfedné zavainé AD [45].

Dalsi moZnou terapii je inhibice B-sekretasy (BACE). Je to enzym, ktery hraje klicovou
roli pfi tvorbé BA a je tedy moznym IéCivym cilem pro modulaci produkce BA. Prvni generace
téchto inhibitord vsak selhala diky nizké perordini biologické dostupnosti a nizkému
prichodu pres hematoencefalickou bariéru (HEB). BohuZel ani druhd generace BACE
inhibitor( neprosla klinickym testovanim a to kv(li jaterni toxicité. Treti generace prokazala
uspokojivou farmakokinetiku a to predevsim latky E2609, AZD3293, CNP520 a JNJ-54861911.
Latka verubecestat redukuje BA v CNS, ale v roce 2017 spolecnost Merck kvili nedostatku
ucinnosti ukoncila klinickou studii u pacient(i s mirnou az stfedné zdvaznou AD [45].

Dalsi terapie, ktera by se v budoucnu mohla uplatnit je inhibice y-sekretasy. Tento
enzym je komplexem majicim 4 podjednotky, z nichz kazda z podjednotek je potencidlnim
cilem terapeutik pro modulaci produkce BA nebo zvyseni jeho odbouravani. Jednou

z testovanych latek byl semagacestat, ktery vSak vykazoval zhorSujici se symptomy
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u nékterych pacientll a proto bylo testovani ukonceno. Avagacestat byl dalSim inhibitorem
y-sekretasy, jenze zpusoboval cerebrdlni mikrokrvaceni, glykosurii zavislou na davce
a nemelanomovou rakovinu klze. EVP-0962 je peroralnim selektivnim
moduldtorem y- sekretasy, ktery ma za nasledek Stépeni kratSich a méné toxickych BA
bilkovin. Jeho klinické studie byly také preruseny. Nyni se v testovani objevuje cyklicky
cukerny alkohol pinitol, ktery je moduldtorem y-sekretasy a snizuje tak produkci A [45].

DalSim terapeutickym pfistupem k AD je imunoterapie prostiednictvim aktivni
a pasivni imunizace proti BA. Prvni publikovand zprava o imunoterapii se objevila jiZz v roce
1999. Z divodu meningoencefalitidy u 6 % pacientll s mirnou az stfedné tézkou AD byla
prerusena klinicka studie latky AN-1792. Dalsi latkou, u které studie stale probihaji je latka
CAD106. Jednou z nejpokrocilejsich strategii |éCby AD je pasivni imunizace proti BA. Riznych
fazich klinického testovani se nyni nachazi nékolik latek, z nichz mezi nejvyznamnéjsi radime
crenezumab, solanezumab, gantenerumab a aducanumab. V klinickém testovani jsou také
latky, které zvysuji odbouravani fosforylovaného t-proteinu. MGzZeme sem zaradit AADvacl
nebo ACI-35. Intravendzni podavani imunoglobulin( je dalSim pfistupem pasivni imunizace.
Je to prirozené se vyskytujici protilatka z krevni plazmy zdravych darct a mize smérovat proti
tvorbé BA. Prozatimni vysledky klinickych testl jsou pfislibem imunizacni [éCby AD [45].

Chronicky vysoky krevni tlak zvySuje riziko demence. Nilvadipin je blokatorem
kalciovych kanall pro l1é¢bu hypertenze a na mySich modelech s AD snizuje hladiny a zlepSuje
odbouravani BA pres HEB. Byla jiz dokoncena treti faze studie a vysledky nyni cekaji
na prezentaci [45].

Plazmaferéza je dalS$i moZnosti terapie AD. Je to metoda, pfi které je vyménovana
plazma s navazanym BA za plazmu bez BA. Snizenim hladiny BA v krvi tak dochazi i ke snizeni
v likvoru, protoze koncentrace mezi nimi se neustale ustaluje [46].

Vyzkum vsak probiha také na poli novych lékovym forem u jiz pouZivanych [éciv.
U nékterych |éCiv je totiz problém s prechodem pfes HEB a nebo nezadoucimi ucinky.
Napfiklad rivastigmin se mlze podavat intranasani mikroemulzi pro zvySeni prestupu pres
HEB nebo transdermalni naplasti pro snizeni GIT nezadoucich ucinka [36].

Prolyloligopeptidasa (POP) je enzym vysoce exprimovany v mozku, ktery selektivné
hydrolyzuje oligopeptidy S$tépenim peptidovych vazeb prolinového zbytku. POP je
Ucastnikem nékolika procest v mozku, jako je uceni, pamét, a nalada. POP je také spojovana

s neurodegenerativnimi procesy, které se vyskytuji u AD. V soucasné dobé jiz bylo v
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predklinickych studiich hodnoceno nékolik inhibitord POP jako potencidlnich |éciv pro lécbu
deficitu pfirozené paméti, ke kterému dochazi pfi starnuti nebo pfi patologické ztraté paméti

charakteristické pro Alzheimerovu chorobu [47].
3.1.6.3.1 Alzheimerova choroba a diabetes mellitus

Existuje také urcitd spojitost mezi AD a diabetes mellitus typu 2 (DM2). U nékterych
pacientl s DM2 totiz byla hlasena zména v kognici a to i pfesto, Ze u nich nebyla demence
ani AD diagnostikovana. Je tedy pravdépodobné, Ze DM2 zvysSuje konverzi z amnestického
mirného kognitivniho poskozeni na AD. Podle klinickych dat je tedy jasné, Ze zvySenou
pravdépodobnost vzniku demence a AD maji pravé pacienti s DM2. Vzdjemny vztah téchto
dvou nemoci utvrzuje fakt, Ze pacienti trpici AD jsou ve vyssim riziku rozvoje DM2 nebo
zhorseni tolerance glukosy [48].

Metformin je biguanid, ktery snizuje kardiovaskularni riziko, jaterni lipogenezi
a oxidacni stres. Mechanismy plUsobeni metforminu nejsou dosud zcela objasnény, je vsak
jisté, Ze metformin inhibuje produkci glukdzy v jatrech a zvysuje prijem glukdzy v perifernich
tkanich. To ma za nasledek sniZzovani hladiny glukézy v krvi. DilezZitou drahou pro ucinek
metforminu ptfi AD je AMPK-dependentni draha (adenosinmonofosfat aktivovana
proteinkinasa). Bylo prokazano, ze AMPK reguluje fosforylaci t-proteinu a tvorbu BA. Aktivaci
AMPK se inhibuje produkce BA a fosforylace t-proteinu. Aktivacni ucinek metforminu na
AMPK je tedy nepfimy a to diky inhibici komplexu | elektronového transportniho fetézce
potfebného pro mitochondridlni dychdni, coZ ma za ndsledek energeticky deficit a aktivaci
AMPK. Toto je jedna z cest jak mize byt metformin prospésny pacientim s AD. Celkové
metformin zvySuje defosforylaci t-proteinu, sniZuje produkci PBA, md antioxidacni
a protizanétlivé ucinky. Existuje tedy spousta dikazl o tom, Ze metformin je vhodny,

bezpecny a levny Iék, ktery je moZnou budouci alternativou v terapii AD [48].
3.1.6.3.2 Alzheimerova choroba a rakovina

AD a rakovina jsou hlavnimi rizikovymi faktory, které ohroZuji lidské zdravi a Zivot
zejména u stardich osob. Incidence obou onemocnéni se zvy$uje s vékem. Rada studii
v nedavné dobé odhalila inverzni vztah mezi témito onemocnénimi. Vétsina druh(i rakoviny
totiz snizuje riziko vyskytu AD. Lidé s rakovinou maji o 35 % nizsi riziko vyskytu AD a naopak

lidé trpici AD maji o 43 % nizsi riziko vyskytu rakoviny. Takovy jev poukazuje na urcitou
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interakci mezi obéma chorobnymi stavy, pravdépodobné se jednd o typ kompetitivniho
bunécéného procesu. Je vSak zapotrebi udélat jesté dalsi epidemiologické studie, které by
tento vztah déle potvrdily a zda tento jev souvisi s rliznymi typy rakoviny a s uZivanim |ék{
proti rakoviné [49]. Vyznamny je neuroprotektivni uc¢inek chemoterapie. MizZe totiz byt
dalS$im mozinym zdsahem u AD a to zejména paklitaxel, docetaxel a dalSi mikrotubuly

stabilizujici 1atky [50].
3.1.6.4 Dopliikova terapie u pacientu s AD

Terapie AD by se neméla soustredit pouze na farmakologickou IéCbu, ale velice dlilezita
je také nefarmakologickd |écba spocivajici v psychoterapeutickych a socioterapeutickych
pristupech. Mezi hlavni nefarmakologické pfistupy patti cviceni a motoricka rehabilitace,
kognitivni rehabilitace, nefarmakologickd terapie pro behaviordlni a psychologické
symptomy demence, psychologicka terapie, doplikova a alternativni medicina [4].

K AD je pfidruzena deprese a Uzkost. Lécba téchto dvou onemocnéni je pouze
dobu, co je to nutné. Vhodnéjsi je pouZiti venlafaxinu, ktery patfi do SNRI (inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu a noradrenalinu) antidepresiv nebo citalopramu patficiho
do SSRI (inhibitory zpétného vychytavani serotoninu) antidepresiv. Dale se pouZivaji také
antipsychotika risperidon a quetiapin. Antipsychotika by se méla pouZivat pouze za velmi
zvlastnich okolnosti a to pfi tézké, nezvladnutelné Gzkosti [51].

Pfi AD dochazi ke sniZzeni neuronalniho metabolismu, proto jsou pouZivany nootropni
farmaka, jez zvysuji mozkovy metabolismus. Mezi nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi mizeme
zaradit piracetam a standardizovany extrakt z rostliny Ginkgo biloba L., ktery je komplexnim
rostlinnym nootropnim farmakem. Volné kyslikové radikaly maji také uplatnéni v patogenezi
AD. K jejich likvidaci jsou vyuZivany zhdSece (zametace), mezi néz patfi vitamin E, vitamin C,
retinol a dalsi. Mezi zhasece jsou poditany i pfirodni antioxidanty a proto je vhodné zvysit

prijem ovoce a zeleniny, kde se pfirodni antioxidanty vyskytuji [11].
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3.2 Cytotoxicita

Cytotoxicita je jednou z biologickych aktivit. Je to schopnost bunék nebo chemickych

latek nicit buriky. Méfi se in vitro na rliznych bunécénych liniich.
3.2.1 Cytotoxické latky prirodniho plvodu

3.2.1.1 Vinkristin

Vinkristin je pfirozené se vyskytujici alkaloid izolovany z listl rostliny Catharanthus
roseus (L.) G. Don., ktery ma Siroké spektrum klinickych aplikaci. Extrakty rostliny nalézaji
uplatnéni pfi hojeni ran, diabetickych viedech, DM2 a pfi rakovinné terapii. Vinkristin je znam
jako ucinnad latka pro chemoterapii neoplastickych onemocnéni. Jeho farmakologicka aktivita
souvisi s inhibici dynamiky mikrotubull, coZ vede k mitotickému zastaveni a smrti bunky.
Vinkristin destabilizuje mikrotubuly indukci depolymerizace mikrotubull a destrukci

mitotického vieténka [52].
3.2.1.2 Vinblastin

Vinblastin je dalsi alkaloid izolovany z rostliny Catharanthus roseus (L.) G.
Don., ktery plisobi interakci s mikrotubuly. Spolecné s Vinkristinem jsou terapeuticky
nejvyznamnéjsSimi Vinka alkaloidy. Mechanismus uGc¢inku spociva v inhibici polymerizace

tubulinu [53].

3.2.1.3 Alkaloidy celedi Amaryllidaceae

Bylo prokazano, Ze celed Amaryllidaceae je dobrym zdrojem unikatnich alkaloidd
s velkym biologicky aktivnim spektrem. Zajem o tuto skupinu pfirozené se vyskytujicich
sloucenin vzristal diky Siroké skale bioaktivit, mezi néz fadime protinadorovou, antivirovou,
antibakteridlni, antifungalni, antimalarickou, analgetickou a cytotoxickou aktivitu. Hlavni
|éCebné poutziti alkaloid(l z této Celedi reprezentuje galantamin, ktery je komercéné dostupny
jako lék proti AD. Prvni z izolovanych alkaloidl s protinddorovu aktivitou byl v roce 1877
lykorin a to z rostliny Narcissus pseudonarcissus L . a dalsi nasledovaly. DalSimi izolovanymi
alkaloidy s protinadroovu aktivitou z této Eeledi jsou narciclasin, narciclasin-4 -O -3 -D -
glukopyranosid, hemanthamin, hemanthidin, bulbispermin, pretazettin a jonquailin [54].
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3.2.1.4 Paklitaxel

Paklitaxel je rostlinny alkaloid izolovany z Taxus brevifolia Nutt., jehoz obchodni nazev
je taxol. Ma antimikrotubularni ucéinek tim, Ze podporuje stavbu mikrotubull z tubulinovych
dimérl. Takto vytvorené mikrotubuly jesté stabilizuje tim, Ze dokaze inhibovat jejich
depolymerizaci. Mikrotubularni sit, ktera je nezbytnd pro interfazi a mitotickou funkci
bunék, tak diky této stabilizaci neni schopna se normalné dynamicky reorganizovat.
Paklitaxel je schvalen k 1écbé rakoviny vajecnikl, prsu, plic a Kaposiho sarkomu. Jeho pouZziti
mimo schvalené indikace je napfriklad k |écbé gastroezofagealniho, endometridlniho

a cervikalniho karcinomu [55].
3.2.1.5 Podofylotoxin

Podofylotoxin je pfirozené se vyskytujici lignan. Tato sloucenina je pivodné a béiné
izolovana z kofent a oddenkd rodu Podophyllum. Podofylotoxin a jeho pribuzné lignany patfi
do skupiny vyznamnych produktt, které vykazuji rizné biologické aktivity, mezi néz radime
cytotoxickou, insekticidni, antifungalni, antivirovou, protizanétlivou, neurotoxickou,
imunosupresivni, antirevmatickou, antioxidacni a hypolipidemickou aktivitu[56].
Mechanismus ucinku podofylotoxinu je inhibice polymerizace mikrotubuld, ale jeho derivaty
etoposid a teniposid maji mechanismus ucinku odlisny, a to inhibice DNA topoisomerasy

I, ktera je zodpovédna za rozplétani a opétovné splétani dvojsSroubovice DNA [53].
3.2.1.6 Cytotoxickeé latky z rodu Centaurea L.

Také v rostlindch z rodu Centaurea L. bylo nalezeno nékolik cytotoxickych latek.
Napfiklad exktrakt z Centaurea cyanus L. vykazoval nizkou cytotoxicitu bez bunécného
poskozeni nebo bunécné smrti. Vyznamny cytoxicky ucinek naopak vykazoval 80%
methanolovy extrakt z Centaurea alexanderina (Delile) a to proti bunécné linii plic A-495.
Z dalsi studie se ukazalo, ze druhy Centaurea jacea L., Centaurea spinulosa Rochel ex Spreng.
a Centaurea bieberstenii DC. maji silnou cytotoxickou aktivitu proti cervikdlnim Hela
a epidermalnim A431 bunéénym liniim. Tyto druhy také vykazuiji cytotoxickou Ucinnost proti
bunéénym liniim MCF-7 ukarcinomu prsu. Centaurea musimomum Maire vykazuje
cytotoxickou aktivitu proti buikam ziskanym z ¢lovéka trpiciho karcinomem nosohltanu.
Algerianin izolovany z rostliny Centaurea africana Lam. md vyznamny cytotoxicky ucinek na

lidskych myeloidnich bunkach leukemickych bunkach HL-60. Také seskviterpenovy lakton
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knicin ma cytotoxickou aktivitu proti nékolika bunécnym liniim. Silice z Centaurea behen L.

vykazovala také cytotoxickou aktivitu [57].
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3.3 . Rod Centaurea L.

3.3.1 Systematické zarazeni [58]

Tabulka 1 Systematické zarazeni

Podfise Tracheobionta Cévnaté rostliny
Oddéleni Magnoliophyta Krytosemenné
T¥ida Rosopsida Vyssi dvoudélozné
Rad Asterales Hvé&zdnicotvaré
Celed Asteraceae Hvézdnicovité
Rod Centaurea L. Chrpa

3.3.2 Popis druhu

V rodu Centaurea L. bylo nalezeno pres 500 druhd chrp [59]. V experimentalni cCasti

byly zkoumany pouze jednotlivé vybrané druhy tohoto rodu, a proto jsou detailnéji popsany

nize.

3.3.2.1 Centaurea cyanus L . — chrpa modra

Obrazek 7 Centaurea cyanus L. [60]
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Jednoletd rostlina s lodyhou pfimou, az 80 cm vysokou, ¢asto vétvenou. Lodyzni listy
jsou ¢arkovité kopinaté, do 6 mm Siroké. Ubory jsou jednotlivé, v priméru maji do 3 cm.
Kvéty jsou modrofialové uprostied a vyrazné modré pfi okrajich, nékdy s rGZzovym
nadechem, obdas i bilé. Plodem je podlouhle vejcovitd nazka. Rostlina pochazi z jihovychodni
Evropy a roztrousila se spole¢né s obilim po celé Evropé. Pozdéji se rozsitila také do Severni
a Jizni Ameriky a Australie. Nejcastéji se vyskytuje predevSsim na UGhorech

a na polich, nej¢astéji obilnych. Kvete od ¢ervna do srpna [61].

3.3.2.2 Centaurea jacea L . — chrpa lucni

Obrazek 8 Centaurea jacea L. [62]

Vytrvald, 50—-120 cm vysoka rostlina. Lodyha vystoupava az pfima, jednoducha nebo
v horni poloviné fidce vétvend, hranatd. Pfizemni listy dlouze fapikaté, celistvé
az pefenodilné, lodyini stfidavé, fapikaté az prisedlé, celistvé, vejcité az kopinaté, zubaté
nebo pilovité. Ubory vyristaji jednotlivé nebo po dvou na koncich vétvi, skladaji se
z trubkovitych kvétd, jazykovité kvéty chybi. Primér Uboru je pfiblizné 4 cm. Jednotlivé kvéty
péticipé, razové ai riizovofialové. Plodem je nazka. Roziitena je pres Spanélsko, Francii,
stfedni Skandinavii, sever Ruska, sever Itdlie, stfedni Balkan, Ukrajinu aZ po Ural. Zavlecena
také do Severni Ameriky, Argentiny a Chile. Roste na loukdch, pastvinach, okrajich lesu,

v prikopech a na mezich. Kvete od ¢ervence do zafi [62].
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3.3.2.3 Centaurea scabiosa L . — chrpa cekanek

Obrazek 9 Centaurea scabiosa L. [63]

Vytrvald, 30-150 cm vysoka bylina. Lodyha pfima, v horni ¢asti vétvend, hranats,
olysala az fidce chlupatd. Listy stfidavé, pefenosecné, pfizemni a dolni lodyzni listy dlouze
fapikaté, stfedni a horni kratce rapikaté az prisedlé, 4 —15 cm dlouhé, lysé aZ roztrousené
drsné chlupaté. Ubory vyristaji jednotlivé na koncich vétvi, skladaji se z trubkovitych kvéta,
jazykovité kvéty chybi. Primér Uboru je priblizné 4 cm. Jednotlivé kvéty péticipé, purpurové
cervené. Plodem je nazka. Rozsifena od Britskych ostrovli, Francii, Némecko, sever Itdlie,
stfedni a vychodni Evropu, stfedni Skandinavii, sever Balkanu, jizni ¢ast Ruska k Bajkalu.
Druhotny vyskyt je také v Severni Americe. U nds je jeji vyskyt rozsifen témér na celé Uzemi
od niZin po vrchoviny. Typicky roste na loukach, mezich, v lesnich lemech, na kfovinatych

stranich a v pfikopech. Kvete od ¢ervence do zafi [63].

29



3.3.2.4 Centaurea pseudophrygia C. A. Meyer — chrpa parukarka

Obrazek 10 Centaurea pseudophrygia C. A. Meyer [64]

Vytrvald rostlina. Kofen je pomérné kratky, ale tlusty a vietenovity. Lodyhy jsou
prfimé, az 130 cm dlouhé, v horni tretiné az poloviné vétvené, fidce chlupaté kratkymi
pokroucenymi mnohobunécnymi chlupy a s fidkymi pfisedlymi Zlazkami. Listy jsou
celistvé, na okrajich oddalené ostfe zubaté, v mladi kratce chlupaté. Pfizemni rlzZice listd je
za kvétl odumfeld. Dolni listy fapikaté, od stfedni ¢asti lodyhy jsou listy prisedlé, vejcité az
podlouhlé, smérem k vrcholu se jen malo zmensuji. Horni listy jsou na bazi vétSinou
poloobjimavé nebo zaokrouhlené. Kvétenstvim je ubor, veliky 4 — 5 cm v priiméru, barvy
razové az rQzové fialové, jednotlivé. Zakrov je kulovity az valcovity. Privésky strfednich
avnéjsSich zakrovnich listend nabdzi cerné nebo cernohnédé, v horni (asti
¢ernohnédé, vétsinou zcela zakryvaji zakrovni listeny, na konci hiebenité ¢lenénd vrcholova
¢ast (véetné koncové tfasné). Nejdelsi privésky i s tfdsnémi jsou velmi vyrazné ven vyhnuté
a vytvareji okolo zakrovu hustou ,paruku”. Koruna je rlzova az rizové fialova, u okrajovych
kvétl paprskujici. Plodem je nazka valcovitd, svétle hnéda s chmyrem az 1,7 mm dlouhym.
Rozsifena je ve stfedni Evropé, Dénsko, jizni Norsko, druhotné také Svédsko. Izolované se
vyskytuje také Bosné a Hercegoviné a Srbsku. U nas se vyskytuje roztrousené a to zejména

Sumava, PFed$umavi, Krudné hory, Podkrkonosi, Ceské stfedohofi, Zelezné hory, vzacné v
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Ceském lese, Orlickych horach a na Ceskomoravské vrchoviné Roste na mezofilnich loukach,

svétlych lesnich lemech, v pfikopech komunikaci. Vysazuje se také jako okrasna rostlina [64].

3.3.2.5 Centaurea stoebe L . — chrpa latnata

Obrazek 11 Centaurea stoebe L. [65]

Dvouleté nebo kratce vytrvalé, monokarpické byliny (rostlina vykvete jen jednou,
potom hyne). Lodyha nejéastéji jedna pfima (fidceji aZ pét), vystoupava, do 0,5 m vysoka,
hranata, tuh3, fidce pavucinaté chlupata, Sedozelend, ¢asto fialové nabéhla. Listy pfizemni
rizice za kvétu odumrelé, rapikaté, 6 — 15 cm dlouhé, s cepeli dvakrat perenosecnou
v Carkovité kopinaté aZz Uzce kopistovité uUkrojky. Lodyzni listy Cetné, prisedlé, mensi,
$edozelené, drsné velmi kratkymi chlupy. Ubory pomérné malé, 1,5 — 2,5 cm v priméru,
svétle rlzové, riZzové nebo bélavé, skladajici latovité nebo hroznovité kvétenstvi, zakrov
vejcovity, zakrovni listeny svétle zelené, podélné svétleji zilkované, v horni ¢asti s tmavé
hnédym privéskem. Okrajové kvéty s korunou zretelné paprskujici. Plodem je nazka.
Rozsifena je ve stfedni a vychodni Evropé, na vychod po Ukrajinu a stfedni ¢ast evropského
Ruska, druhotné v Severni Americe, Australii a na Havajskych ostrovech. V Ceské republice
roste roztrousené a7z hojné v teplych oblastech Cech i Moravy. MGZeme ji najit na skaléch,
kamenitych svazich, sutich, vétSinou na vyslunnych a suchych stanovistich. Kvete od ¢ervna

do zari [65].
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3.3.2.6 Centaurea benedicta L . — benedikt Iékarsky

Obrazek 12 Centaurea benedicta L. [66]

Jednoletd, pavucinaté vinata bylina vysoka 10 — 60 cm, s pfimou, obcas rozvétvenou,
hranatou lodyhou. Listy jsou stfidavé, kracovité pefenoklané, 20 —30 cm dlouhé a8 —10 cm
Siroké, na okraji drobné ostnité, na spodni strané s bilou Zilnatinou. Ubor je koncovy,
vejcovity az kulovity, asi 4 cm dlouhy a 2 cm Siroky, obaleny nejvy$simi vejcitymi
az kopinatymi listeny; zakrov je vicerady, stfechovity, vnitfni zakrovni listeny s dlouhym,
hfebenitym ¢ervenohnédym ostnem; kvéty jsou Zluté, okrajové jalové, s 2 — 3cipou nitovitou
korunou, stfedové oboupohlavné, s 5cipou trubkovitou korunou. Nazky jsou valcovité, 7—-8
mm dlouhé; chmyr je jednoduchy, dvourady. Rozsifen je ve Stfedozemi od Portugalska
po Recko, v Asii v Turecku, Syrii, Libanonu a lzraeli, dale zasahuje do Zakavkazi, Iranu
a Afghanistanu. Velmivzacné a prechodné i v Ceské republice, Severni a Jizni Americe a v jizni
Africe. Najdeme ji v kfovinach, stepnich travnicich, dhorech a okrajich cest. V lidovém
|éCitelstvi se pouZivala na Zaludecni obtize. Nyni se z ni ziskavaiji ligniny, které maji virostaticky

ucinek [66].
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3.3.2.7 Centaurea solstitialis L . — chrpa Zluta

Obrazek 13 Centaurea solstitialis L. [67]

Jedno- aZ dvouleta bylina, 40 — 80 cm vysoka, lodyha je pfima, vétvena, kfidlata,
pavucinaté chlupatd. Pfizemni listy v rliZici, lyrovité perenodilné, az 15 cm dlouhé a 4 cm
Siroké, lodyini listy celistvé, kopinaté, plstnaté pavucdinaté, horni sbihavé. Ubory
jednotlivé, zakrov vyrazné ostnity, zdkrovni listeny usporadany stfechovité, pavucinaté
chlupaté, olysavajici. Kvéty jsou Zluté. Plodem je nazka. Rozsifeni je okolo Stfedozemniho
mofe, na sever zasahuje do Madarska a na Slovensko. Dale také irdn, Zakavkazsko, Ukrajina,
Dagestan, Turkestan, Tadzikistan. Druh byl zavleCen také do Britanie, jizni Afriky, Severni
Ameriky, jih jizni Ameriky, Australie a Novy Zéland. Zavlékdn byva obcdas i k nam
a to predevsim do teplejSich oblasti. Roste na okrajich poli, Uhorech, skladkach, podél cest,

na pudach kamenitych a suchych. Kvete od kvétna do zati [67].
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3.3.3 Prehled sekundarnich metaboliti a jejich biologicka
aktivita

Rod Centaurea L. je co do poctu druht velky, ale pouze mala ¢ast tohoto rodu byla
zkoumdna na sekunddarni metabolity. Z tohoto rodu jsou nejvice zkoumanymi sekundarnimi

metabolity seskviterpenové laktony, naopak nejméné zkoumdny jsou alkaloidy [59].
3.3.3.1 Seskviterpeny

Latky zajistujici preZiti a konkurenceschopnost rostlin, fadime je pod skupinu
izoprenoidl. Nejvice se hromadi v listech v obdobi kvétu a v reprodukcnich organech (kvéty,
plod). Jsou patndctiuhlikaté, protoze se skladaji ze tfi izoprenovych jednotek, kde jedna
izoprenova jednotka ma vzorec CsHs. Seskviterpeny jsou bezbarvé, lipofilni slouceniny,
jejichz syntéza probiha v endoplazmatickém retikulu. Bylo zjiSténo, Ze seskviterpeny by
mohly byt vyznamné pfi lécbé rakoviny a kardiovaskularnich onemocnéni [68].

Tabulka 2 Prehled seskviterpent ve vybranych druzich rodu Centaurea

Druh Seskviterpeny Literatura
Centaurea solstitialis cyanopikrin, aguerin B, centaurepensin, [59], [69],
chlorojanerin, 13-acetylsolstitialin A, [70]

germakren D, bicyklogermakren, 8 -

karyofylen
Centaurea stoebe knicin, salonitenolid, stoebenolid [71]
Centaurea benedicta knicin, melitensin 15-0 -B -D -glukosid, [72]

11B,13-dihydrosalonitenolid 15-O0 -B -D -

glukosid

Centaurea jacea amarin, hydroamarin, melitensin, [73]

dihydromelitensin, knicin, 4’-acetylknicin

Centaurea scabiosa cyanopikrin, grosshemin, renin [74]

Seskviterpenovy lakton knicin je znam svoji protizanétlivou, antifungalni,

antibakteridlni a cytotoxickou aktivitu. Je to hlavni slou¢enina nékolika druht rodu Centaurea
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a je velice pravdépodobné, Ze za farmakologickymi vlastnostmi téchto druhl je pravé

knicin [75].

OH

Obrazek 14 knicin

3.3.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velkou skupinou prirodnich produktd. Jsou rozsifeny ve vyssich
a nizSich rostlinach vcetné ras. Flavonoidy jsou slouceniny skladajici se ze dvou aromatickych
kruhli a jednoho heterocyklického kruhu obsahujici kyslik. V zavislosti na centralnim
heterocyklickém kruhu mohou byt flavonoidy nenasycené, napftiklad flavony a flavonoly,
a nasycené, mezi néz radime flavanony a flavany [59]. VétSinou se v rostlindch nachazeji
glykosidné vazané flavonoidy, ale ucinné jsou jak glykosidy, tak aglykony. Jejich biosyntéza
probiha dvéma cestami a to Sikmatovou a acetatovou. Velmi Siroké je jejich terapeutické
vyuziti a to zejména schopnost normalizovat permeabilitu kapildr, odstrarfiovat jejich
plUsobi antiagregacné, maji antioxidaéni aktivitu, plsobi protizanétlivé a brani oxidaci

lipid[76]. Bylo popsano nékolik flavonoid(, které maji AChE inhibi¢ni aktivitu [77].
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Tabulka 3 Prehled flavonoid( ve vybranych druzich rodu Centaurea

Druh Flavonoidy Literatura
Centaurea stoebe kempferol, dihydrokvercetin, katechin [78]
Centaurea benedicta genistin, genisten, daidzein, apigenin, luteolin, [79]

rutin, kempferol, isokvercetin

Centaurea jacea jaceidin, jacein, centaurein, jaceosid, 6 - [73]
methoxykaempferol-3 -methylether-7 -0 -
glukosid, hispidulin, apigenin, isokempferid,

eupatorin

Centaurea scabiosa baikalein, apiin, rutin, skutellarein, [80]

dihydrokvercetin, apigenin

Centaurea cyanus apigenin, apigenin 4'-0 -B -D -glukosid, [59]
hispidulin, isorhamnetin, isorhamnetin 7 -0 -
B -D -glukosid, kempferol 7 -O -B -D -glukosid,

kempferol, luteolin, kvercetin

Centaurea pseudophrygia apigenin, kempferol-3,6 -dimethylether, [59]
kempferol-3 -methylether, jaceidin,

centaureidin, hispidulin, jaceosidin

Kvercetin a jeho glykosidy maji fadu biologickych aktivit pro boj s neurodegeneraci. Ma
antioxidacni potencial, ktery ma pfimou ulohu na potlaceni AD. Mechanismy plsobeni

kvercetinu proti AD jsou jak pfimé, tak nepfimé na bunécné a molekuldrni urovni [81].

Obrazek 15 kvercetin
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Rutin, ktery dostal nazev podle routy vonné (Ruta graveolens L.), z niz byl poprvé
izolovan, je terapeuticky vyznamny flavonolovy glykosid. PredevSim je vyuzivan jako
venofarmakum klécbé 7Zilni nedostatecnosti, zvySuje pevnost cévni stény a sniZuje
permeabilitu kapildr [76]. Pfi studiich na mysich dokdzal rutin zmirfiovat kognitivni poruchy,
snizovat hladiny BA, redukovat oxidacni stres a produkci cytokind a vykazoval

neuroprotektivni Gcinek [82].
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Obrazek 16 rutin

3.3.3.3 Lignany

Lignany jsou sekundarni metabolity rostlin, které jsou spojovany s fadou biologickych
aktivit. Nachdazeji se v kofenech, listech, semenech, ovoci a dfevénych ¢astech rostlin.
Zajistuji ochranu rostliny proti chorobam a skidciim, jakou jsou houbové hniloby. Mezi dva
nejvice studované lignany patti sekoisolariciresinol a matairesinol. V pfirodé se obvykle
vyskytuji jako glykosidy a pfirodni lignany jsou opticky aktivni [59]. Jsou odvozeny
od koniferylalkoholu a dalSich fenylpropand. Spojenim dvou fenylpropanovych derivata
vznikaji lignany [76]. Maji cetné farmakologické ucinky jako protinadorové,
hepatoprotektivni, antagonistické ucinky na faktor aktivujici desti¢ky, insekticidni,
estrogenni, antifungalni, antihypertenzni, sedativni antioxidacéni ucinky. Vice nez tisic let jsou

vyuzivany v lidové mediciné v Ciné a Japonsku [83].
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Tabulka 4 Prehled lignant ve vybranych druzich rodu Centaurea

Druh Lignany Literatura
Centaurea benedicta arktiin, arktigenin, matairesinol [84]
Centaurea scabiosa arktigenin, matairesinol, matairesinosid, [59]

7 -(S )-hydroxyarktigenin

Centaurea pseudophrygia arktigenin [59]

Centaurea solstitialis arktiin, matairesinol [59]

Matairesinol je rostlinny lignan, ktery se vyskytuje v Siroké Skale potravin. Ma

antiangiogenni, antioxidacni, protirakovinné, antifungalni a protizanétlivé ucinky [85].

ey

o)

OH

Obrazek 17 matairesinol

Arktigenin je aglykonem arktiinu. Bylo prokdazano mnoha studiemi, Ze arktigenin ma

.....

a protinadorovych. Studie in vivo ukazaly vicendsobné mechanismy ucinku, které mohou

inhibovat tyto onkogenni signaini drahy [86].

OH

Obrazek 18 arktigenin

38



3.3.3.4 Alkaloidy

V rodu Centaurea L. se prevaziné vyskytuji indolové alkaloidy odvozené od tryptaminu,
ktery je odvozeny od tryptofanu. V druhu Centaurea viachorum Hartvig N-(p-kumaroyl)
serotonin a moschamin [87]. DalSim indolovym alkaloidem izolovanym ze semen druhu
Centaurea schischkinii Tzvelev je schischkiniin, jenz vykazoval stfeni miru protinadorové
aktivity [88]. Z druhu Centaurea montana L. bylo izolovano 8 alkaloid(i, mezi néz patfi
tryptamin, N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-hydroxytryptamin, cis-N-(4-hydroxycinnamoyl)-5-
hydroxytryptamin, centcyamin, cis-centcyamin, moschamin, cis-moschamin a montamin,
ktery je dimerem odvozenym od moschaminu [89]. Vsemenech druhu
Centaurea moschata L. se nachazi alkaloid moschamid [90]. Ddle ztohoto druhu byly
izolovany také moschamin, cis-moschamin, moschamindol a moschamindolol [91].
Zajimavou slouceninou, kterd byla izolovana z Centaure diffusa Lam. je také jednoduchy
chinolovy alkaloid 8-hydroxychinolin [92].

Tabulka 5 Prehled alkaloidd ve vybranych druzich rodu Centaurea

Druh Alkaloidy Literatura
Centaurea cyanus centcyamin, cis-centcyamin, moschamin, cis- [59]
moschamin

Moschamin muUZeme povaZzovat za amid fenylpropanovych kyseliny typu safflomidu,
ktery je strukturné odvozeny od serotoninu, a proto se jako synonymum vyuZiva také N-
feruloylserotonin. Nékolik studii ukazuje, Ze tyto amidy mohou potencialné mit antioxdiacni,
jsou zdnét a kardiovaskularni onemocnéni. Moschamin je schopen inhibovat
cyklooxygenasu | a ll. Pfi perordlnim podani mysim byl v nezménéné podobé nalezen v plazmé
s inhibiénimi ucinky na cyklooxygenasu a se serotoninergnimi aktivitami [93].
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3.3.3.5 Ostatni sekundarni metabolity

Kromé vysSe popsanych hlavnich tfid sekundarnich metabolitli, byly také z rodu
Centaurea popsany dals$i sekunddrni metabolity jako kumariny, steroidy, terpeny
a jednoduché derivaty fenolu. V rostliné Cenaturea cyanus se vyskytuji kumariny umbeliferon
se skopoletinem a ddale také kyselina kavova, chlorogenova, neochlorogenova

a isochlorogenova [59]
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie

e kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
e kyselina sirovd 96% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2S04)

e uhli¢itan sodny bezvody €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2COs)

e amoniak 25% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)

e hexachloroplaticita kyselina (Sigma Aldrich, Praha)

e dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

e (2)-GlyPro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich, Praha)

e bajkalin (Sigma-Aldrich, Praha)

e fysostigmin (Sigma-Aldrich, Praha)

e galantamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e huperzin A (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
e rivastigmin (Sigma-Aldrich, Praha)

e doxorubicin (Sigma-Aldrich, Praha)

e vinkamin (izolovan na katedie farmaceutické botaniky FAF UK)

4.1.2 Rozpoustédla

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

e ethyl-acetat p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

e chloroform p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCls)

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

e methanol LC-MS Chromasolv (Fisher Scientific, Pardubice)
e n-hexan p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha)

e voda superdista
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4.1.3 Absorbenty pro chromatografii

e komercni Kieselgel SiO, GF254 (firma Merck), velikost 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou

silikagelu pro TLC s hloubkou vrstvy 0,2 mm

4.1.4 Pomocny material

kfemelina (Sigma Aldrich, Praha)

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

siran sodny bezvody p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na»SO)
vata

vliselin

4.1.5 Pristroje

ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)

vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

spektrometr ESI-MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Arcade, New York,
USA)

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

polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Némecko)

laboratorni mlynek IKA A11 basic (IKA - WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, Némecko)
reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

microplate ELISA reader AL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

kultivaéni mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, 96-jamkové

4.1.6 Vyvijeci soustavy pro TLC

e S1:CHCl3 + MeOH + NH4OH 80:20:1,5
e S2: CHClz + MeOH + NH4OH 85:15:0,75
e S3: CHCl3 + MeOH 95:5
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4.1.7 Detekcni Cinidla

e Dragendorffovo Cinidlo je sloZzeno z roztoku 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého
a 20 g kyseliny vinné v 80 ml destilované vody a roztoku 16 g jodidu draselného v 40 ml
destilované vody. Tyto dva roztoky jsou smiseny v poméru 1 :1

e Mayerovo cinidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a k tomu bylo
prfidano 1,35 g HgCl, v pradsku. Poté se michalo do rozpusténi vzniklé srazeniny.
Uchovavano bylo v lednici pfi teploté 4 °C.

e jodoplaticité Cinidlo bylo pfipraveno smichdnim roztoku A s roztokem B. Roztok A byl
pripraven rozpusténim 100 mg hexachlorplaticité kyseliny (H2ClgPt . xH20) v 1 ml vody.

Roztok B byl ptfipraven rozpusténim jodidu draselného (KI) ve 100 ml vody.
4.1.8 Rostlinny material

Nazky vybranych druhG rodu Centaurea (Centaurea cyanus, Centaurea jacea,
Centaurea scabiosa, Centaurea pseudophrygia a Centaurea stoebe) byly zakoupeny po 25 g
z Planta Naturalis v Markvarticich. Ze Zahrady léCivych rostlin Farmaceutické fakulty v Hradci
Kralové, Univerzity Karlovy pochazi nazky Centaurea cyanus. Nazky Centaurea solstitialis byly
ziskana z Botanické zahrady lécivych rostlin v némeckém Braunschweigu a nazky Centaurea
benedicta z botanické zahrady l|éCivych rostlin v polském Lublinu. Rostlinny material

verifikoval prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc..
4.1.9 Chemikalie a cinidla pro stanoveni inhibicni aktivity

vici AChE a BChE

acetylthiocholin jodid 299.0% (Sigma-Adrich, Praha)(ATChl)

butyrylthiocholin jodid >98.0% (Sigma-Adrich, Praha) (BTChl)

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

e 5mM roztok 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny byl pfipraven 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 10mM roztok acetylthiocholin jodidu byl pripraven rozpusténim latky ve vodé, vznikl

¢iry roztok. Byl uchovavan v lednici pfi 4 °C, max. 1 tyden.

43



e 10mM roztok butyrylthiocholin jodidu byl pfipraven stejnym zplisobem a uchovéavan

stejné jako roztok ATChl.

4.1.10 Chemikalie a Cinidla pro stanoveni inhibic¢ni aktivity

vuci POP

e Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl pripraven rozpusténim latky v 40% 1,4-
dioxanu. Byl uchovavan v lednici pfi 4 °C.

e (2)-GlyPro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich, Praha)

e dimethylsulfoxid 299.7% (Sigma-Adrich)(DMSO)

e bajkalin (Sigma-Aldrich, Praha)

e fysostigmin (Sigma-Aldrich, Praha)

4.2 Metody

4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1 Priprava rozpoustédel

Pfed pouZitim byla rozpoustédla preciSténa pomoci destilace a poté byla uchovavana

v nddobach z tmavého skla, kvlli ochrané pred svétlem.
4.2.1.2 Odparovani rozpoustédel z extrakti a Cistych izolovanych sloucenin

Odparovani extraktl a izolovanych slouc¢enin probihalo na vakuové odparce Laborota

4000 Heidolph na vodni lazni pfi 45 °C.
4.2.1.3 SusSeni a skladovani

Extrakty i chemicky Cisté latky byly vysuseny ve vakuovém exsikatoru (vakuum cca 1,33
kPa) nad susSicimi perlami silikagelu min. 24 h. Po vysuSeni byly skladovany v lednici pfi

teploté 2 -8 °C.
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4.2.1.4 Preparativni TLC

Slouceniny byly separovany pomoci preparativni TLC na komerénich hlinikovych

deskach, kde byly zony o stejném Rf seSkrabany a spojeny.
4.2.1.5 Detekce alkaloidi

Potencidlni pfitomnost alkaloid(i ve vodné fazi byla pfi pfipravé alkaloidniho extraktu
zjiStovana pomoci Mayerova ¢inidla. Vodna faze se okyselila pomoci HCl na pH 2 — 3 a pridalo
se 1 — 2 ml vody. Kroztoku bylo priddno nékolik kapek cinidla. V ptipadé pfitomnosti
alkaloidl vznikla v roztoku bila srazenina.

Pred detekci Dragendorffovym cinidlem byla kontrolni TLC detekovéna pod UV lampou
(A=254 a 366 nm) a byly oznaceny viditelné zony. Poté byly posttikany Dragendorffovym
¢inidlem. Po odvétrani cinidla vzniklo v pfipadé pritomnosti alkaloid(l intenzivni oranzové
zbarveni.

Detekce jodoplati¢itym Ccinidlem probihala stejné jako pomoci Dragendorffovym

¢inidlem. V pfipadé pritomnosti alkaloidd vzniklo hnédé az modré zbarveni.
4.2.2 Strukturni analyza a stanoveni fyzikalné-chemickych

vlastnosti

4.2.2.1 Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI)

Hmotnostni spektra byla mérena na spektrometru LC-MS Thermo Finnigan LCQDuo
s ionizaci elektrosprejem v kladném modu. Jako analyzator slouZila iontova past. MS" spektra
byla mérena pfi kolizni energii 40 eV. Vzorky byly rozpustény v MeOH pro LC-MS (0,5 mg.ml

1) a zavadény pfimo pomoci sondy.
4.2.2.2 Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci (El)

Hmotnostni spektra byla mérena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975 v mddu 70
eV s GC kolonou DP-5 MS. Vzorky byly rozpustény v MeOH (0,5 mg.ml?) a nastfik byl
proveden v split moédu v poméru 1:10. Detekce byla provedena pomoci srovnani spekter s

NIST knihovnou.
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4.2.2.3 NMR analyza

Pro méreni NMR spekter byl pouzit spektrometr VNMR S500, méfeni probihalo za
teploty 25 °C. Pfistroj pracoval pfi frekvenci 499,87 MHz pro jadra *H a 125,70 MHz pro jadra
13C. Chemické posuny byly zaznamendvény jako hodnoty 6 vyjad¥ené v pars per milion (ppm)
a byly vztaZzeny na hodnoty vnitiniho standardu (TMS). Spektra byla mérena v riznych
prostfedich. V CDCls byly hodnoty chemického posunu pro atomy *H &= 7,26 ppm a pro 3C
&= 77,0 ppm. V CD30D byly pro *H &= 3,30 ppm a pro *3C 6= 49,0 ppm. Naméfend data jsou
ve vysledcich uvddéna v pofadi: chemicky posun (8), integrovana intenzita *H NMR spekter,
multiplicita (s = singlet, d = dublet, t = triplet, g = kvartet, dd = dublet dubletl, m = multiplet,

bs = Siroky singlet) a interakéni konstanta J (v Hz).
4.2.2.4 Opticka otacivost

Opticka otacivost izolovanych sloucenin byla méfena v MeOH na polarimetru P 3000 pfi
laboratorni teploté 25° C. Specificka otacivost byla vypoctena podle vzorce:

[ ]25 100 x a
a =—
D cxl
, kde D =sodikova D ¢ara (589,3 nm); a = namérena otacivost [°]; ¢ = koncentrace méreného

alkaloidu [g/100 ml]; | = 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 pfidan antikoagulacni pfisada (2 ml 3,4% citratu sodného na 18 ml krve). Z krve
byla oddélena plazma centrifguaci pfi 4 °C a rychlosti 4000 ot.-min! na centrifuze Boeco U-
32R, ktera nasledné slouzila jako zdroj BChE. Oddélené erytrocyty byly pouZity jako zdroj
AChE.

Erytrocyty byly 3x promyty pomoci 5mM fosfatového pufru pH 7,4, ktery obsahoval
150 mM NaCl, a byly opét stejnym zpUisobem centrifugovany. K promytym erytrocytlim byl
priddn 5mM fosfatovy pufr pH 7,4, (tentokrat bez NaCl) v poméru 1 : 9 erytrocyty k pufru.

Erytrocyty se nechaly spontanné hemolyzovat za stalého michdani po dobu 10 min.
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Ndasledné byla stanovena absorbance BChE v plazmé a AChE v hemolyzatu. Dle potfeby
byla hodnota absorbance upravena pfislusnym mnozstvim 5mM fosfatového pufru pH 7,4.

Enzymové preparaty byly uchovavany az do doby poufziti pfi -22 °C.

4.2.3.2 Stanoveni absorbance enzymovych preparatd a stanoveni inhibicni

aktivity testovanych latek vici lidskym cholinesterasam

Stanoveni inhibiéni aktivity (ICso) bylo provedeno pomoci modifikované Ellmanovy
metody s vyuzitim Ellmanova cinidla (DTNB). Princip této metody je zaloZen na hydrolyze
thiocholinu (acetylthiocholinu pro AChE, butyrylthiocholinu pro BChE) pfislusnou
cholinesterasou. Po enzymové hydrolyze je uvolnéna pfislusna kyselina a thiocholin.
Thiocholin obsahujici ve své molekule skupinu SH je detegovan pomoci DTNB tim, Ze po
reakci s thiocholinem dochazi ke vzniku aniontu 5-sulfanyl-2-nitrobenzoové kyseliny (TNB).
Tento anion je pak detekovan spektrofotometricky pti vinovych délkach 436 nm (AChE) 412
nm (BChE) [94].

Do jamek mikrotitracni desticky bylo naneseno 8,3 pl roztoku hemolyzatu/plazmy v
5mM fosfatovém pufru pH 7,4 o urcité koncentraci (objemovy pomér pro hemolyzat 1:0;
3:1;1:2;1:2;1:3;1:4;1:5aproplazmul:0;1:1;1:2;1:3;1:4).Poté bylo pfidano
283 pl 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 vloZena do readeru SynergyTM HT Multi-Detection Microplate
Reader, kde byla inkubovana pfi 37 °C po dobu 5 min. Po inkubaci bylo k vzorkiim pfiddano
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 koncentracni fadu (0,1mM,

0,04mM, 0,01mM, 0,004mM, 0,001mM a cisty DMSO). Kazdd koncentrace alkaloidu byla

pfipravena 6x a mérena pri 37 °C.
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Absorbance u stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE byla mérena pfi A =436 nm a BChE pfi
A =412 nm. 50% inhibi¢ni aktivita byla dopocitana pomoci programu GraphPad Prism dle
vzorce:

AAp

% 1=100— (100 x )

AASa
% | = procento inhibice; AAg = pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min; AAs, =
absorbance testovaného vzorku béhem 1 min. Zjisténa inhibicni aktivita ICso AChE a BChE pro

jednotlivé latky byla porovnéna s ICso referencnich latek.
4.2.3.3 Stanoveni inhibic¢ni aktivity testovanych latek vaci POP

Enzym POP, jeho? specifickd aktivita byla 0,2 U.ml?, byl rozpustén v pufrovaném
fyziologickém roztoku (PBS). K testovani byla pouZita standardni polystyrenova 96-jamkova
mikrotitracni desticka s rovnym prihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly
pfipraveny rozpusténim v DMSO (10 mM), z téchto roztokl byly narfedénim supercistou
vodou pfipraveny roztoky pro testovdni (10— 107 M). Slepé vzorky obsahovaly stejny objem
DMSO, ale bez testované slouceniny. 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 pl PBS, 5 ul roztoku testované latky o urcité koncentraci a 5 pl roztoku POP.
Destic¢ka byla inkubovana po dobu 5 min pfi teploté 37 °C, do jamky bylo dale pfidano 20 pl
substratu a smés byla znovu inkubovana (30 min pfi 37 °C). MnoZstvi vytvoreného produktu
p-nitroanilinu bylo pfimo umérné POP aktivité. Méreni probihalo spektrofotometricky pti A
= 405 nm na microplate ELISA readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla
vyjadrena jako ICso. Zjisténd inhibicni aktivita ICso pro jednotlivé latky byla porovnana s ICso

referencnich latek.
4.2.3.4 Stanoveni cytotoxicity extraktl a izolovanych sloucenin

Stanoveni cytotoxicity proti vybranym bunécnym liniim stanovoval RNDr. Radim
Havelek, Ph.D. z Ustavu |ékafské biochemie Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové.

Stanoveni probihalo na bunécnych linich Jurkat (acute T cell leukemia), MOLT-4 (acute
lymphoblastic leukemia), A549 (lung carcinoma), HT-29 (colorectal adenocarcinoma), PANC-

1 (pancreas epithelioid carcinoma), A2780 (ovarian carcinoma), Hela (cervix
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adenocarcinoma), MCF-7 (breast adenocarcinoma), SAOS-2 (osteosarcoma) a na jedné
kontrolni linii nenddorovych bunék MRC-5 (primary human lung fibroblasts).

U extraktl se méfila bunécna viabilita po jejich 48hodinovém plsobeni a je vyjadiena
v procentech (kolik procent bunék prezilo), jako referencni sloucenina byl pouZivan
doxorubicin. Buriky byly vystavovany extraktim o koncentraci 50 pg/ml a 1 pmol/L
doxorubicinu. Vysledky jsou zndzornény jako aritmeticky priimér ze tti nezavislych méreni, +
smérodatnd odchylka.

Metoda se stanovovala pomoci MTT testu, jez je zaloZzen na bunééném vychytavani
Zlutého barviva MTT (3-(4,5- dimethyllthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) a jeho
nasledné redukci v mitochondriich prezivSich bunék na tmavé modry krystalicky formazan.
Princip metody je zaloZzen na spektrofotometrické detekci redukce tetrazoliové soli na

barevny produkt formazan. Absorbance formazanu je mérena pfi 440 nm [95].

4.3. lzolace sloucenin z nazek vybranych druht

rodu Centaurea

4.3.1 Priprava alkaloidniho extraktu

Na pfipravu alkaloidniho extraktu bylo pouZito 25 g naZzek vybranych taxonU rodu
Centaurea, které byly rozdrobnény laboratornim mlynkem. Rozemleté nazky byly 2x
extrahovany 95% EtOH po dobu 30 minut. Vznikla matolina, kterd byla prelita ethanolem
a sonikovdna na ultrazvukové lazni 10 minut, se prefiltrovala pfes vliselin (zachyceni hrubych
mechanickych a nerozpustnych kousk( naZzek a necistot). Spojeny ethanolovy extrakt se poté
filtroval na filtraénim tubusu pfes vrstvu kiemeliny. Zbytek ethanolového extraktu byl
odparen do sucha a poté k nému bylo pfiddno 30 ml 2% H,SOa. Pro rozpusténi alkaloidl byla
banka zahrata na vodni 1azni o teploté 100 °C, extrakt se ztekutil a ponofil do ultrazvukové
[azné. Ziskana suspenze se prefiltrovala pres kfemelinu a po zasaknuti extraktu byla
kfemelina promyta 10 ml 2% H,SO4 a malym mnozstvim destilované vody. Ziskany vodny
extrakt byl odtuénén 3ndsobnym vytfepanim 30 ml n-hexanu. Tato n-hexanova vrstva se ddle
nezpracovavala. K vodné okyselené fazi bylo priddno 30 ml predestilovaného ethyl-acetatu

a 10% Na>COs bylo pH vodné faze upraveno na 9 — 10, kterd byla nasledné 3x vytfepavana
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EtOAc. Ethyl-acetatové extrakty byly testovany na TLC na prfitomnost alkaloid(

Dragendorffovym a jodoplaticitiym Ccinidlem. V pfipadé pritomnosti alkaloidl vznika

s Dragendorffovym cinidlem oranzové zbraveni a s jodoplati¢itym hnédé az modré zbarveni.

Obrazek 20 Detekce alkaloidl v ethyl-acetatovém extraktu (nalevo Dragendorffovo Cinidlo,
napravo jodoplaticité ¢inidlo)

Spojené ethyl-acetatové alkaloidni extrakty byly predsuseny bezvodym siranem
sodnym p.a. a nechaly se 30 minut odstat. VysuSené ethyl-acetatové extrakty poté byly
odpareny za snizeného vakua. Na biologické testy se poté vzorky rozpustily a prefiltrovaly

pres vrstvicku vaty.
4.3.2 I1zolace sloucenin

Na zakladé TLC analyzy a MS detekce byly spojeny extrakty Centaurea jacea (AL-622),
Centaurea pseudophrygia (AL-624), Centaurea stoebe (AL-625), Centaurea solstitialis (AL-
627), Centaurea benedicta (AL-628), extrakt Centaurea scabiosa (AL-623) byl zpracovavan
samostatné. Provedla se TLC v soustavé S1 (spojeny extrakt AL-622, 624, 625, 627, 628
vykazoval jednu hlavni majoritni slou¢eninu o Rf=0,3, ktera po dvojndsobném vyvinuti méla
Rf=0,3; samotny extrakt AL-623 vykazoval jednu majoritni slouceninu s Rf=0,2 a po
dvojnasobném vyvinuti mél Rf=0,2) a nasledné v soustavé S2 (spojené extrakty AL-622, 624,
625,627,628 mély Rf=0,5 a vyvijeny byly 2x; samotny extrakt AL-623 mél Rf=0,4 a byl vyvijen
2x). Z téchto dvou krok byly ziskany amorfni, Ciré slouc¢eniny JF-1 (50 mg) a JF-2 (27 mg). Pro
objasnéni vztahu struktury-biologické aktivity byly naslednou kyselou hydrolyzou (2% HCI, 1
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hodina, 100 °C) izolovanych sloucenin (JF-1, 11,2 mg) a (JF-2, 7,5 mg) ziskany jejich aglykony,
které byly vytrepany zvodné faze do EtOAc a ndsledné byly precistény separaci na
komercnich TLC 20x10 cm (mobilni faze: S3, pocet vyvijeni: 1x, draha 8,5 cm, Rf aglykon( =
0,7 a 0,5). Byly ziskany slouceniny JF-3 (6,5 mg) a JF-4 (3,6 mg). Struktura aglykonl byla
uréena pomoci optické otacivosti a EI-MS, ziskand spektra se shodovala se spektry v databazi
NIST (>93% shoda).

Tabulka 6 Hmotnosti EtOAc extraktl a izolovanych majoritnich slouéenin z vybranych druh(
rodu Centaurea

Rostliny Alkaloidni extrakty | 1zolace majoritnich alkaloidt

Centaurea jacea (AL-622) 110,5 mg 11 mg
Centaurea scabiosa (AL-623) 162,8 27 mg
Centaurea pseudophrygia (AL-624) 153,6 mg 14 mg
Centaurea stoebe (AL-625) 79,1 mg 5,8 mg
Centaurea solstitialis (AL-627) 150 mg 30 mg
Centaurea benedicta (AL-628) * *

Centaure cyanus (AL-621,626) ol ok

Vysvétlivky: * = Nezpracovano pro malé mnozstvi zbylého alkaloidniho extraktu (5,1 mg)
** = Velky pocet alkaloid( v extraktu, je predmétem vyzkumu navazujiciho

projektu ohledné izolace alkaloid( z rodu Centaurea
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5 Vysledky

5.1 MS analyza extraktt

5.1.1 GC-MS analyza extraktl

Pomoci GS-MS byla v sumdrnich EtOH extraktech AL-622 (C. jacea), AL-624 (C.
pseudophyrgia), AL-625 (C. stoebe), AL-627 (C. solsitialis), AL-628 (C. benedicta) a EtOAc
extraktech AL-621 (C. cyanus), AL-622 (C. jacea), AL-624 (C. pseudophyrgia), AL-625 (C.
stoebe), AL-626 (C. cyanus BZLR), AL-627 (C. solsitialis), AL-628 (C. benedicta) detekovana

sloucenina arktigenin (obr. 21).

<0 4|t Scan {rt: 29.519-30.042 min, 11 =cans) 3981LC.D

8. 137.1

177.1

Fo J o R |
o W ‘l‘j i R il . . . :
a0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 21 GC-MS analyza EtOH a EtOAc extraktl chrp.

V EtOAc a EtOH extraktu AL-623 (C. scabiosa) byl identifikovan matairesinol (obr. 22).

w10 ¢ |+ Scan (it 23.895-29.363 min, 7 scans) 3382LC.0 Subtract
137.1

5
4
3.
21 3682
14 5 |

4.0 164.1
U a b II.I.i ..l Ly d__J _J

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Obrazek 22 GC-MS analyza EtOH a EtOAc extraktu AL-623 (C. scabiosa).
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5.1.2 LC-MS analyza EtOAc extraktl chrp

e ESI-MS m/z [M+H]* 557 (100). MS/MS m/z 395 (100) = AL-622 (C. jacea), AL-624 (C.
pseudophyrgia), AL-625 (C. stoebe), AL-627 (C. solstitialis), AL-628 (C. benedicta)

e ESI-MS m/z [M+H]* 543 (100). MS/MS m/z 381 (100) = AL-623 (C. scabiosa)

e ESI-MS m/z [M+H]* 395 (100), 381 (40), 365 (48), 353 (20), 335 (16) = AL-626 (C.

cyanus)

5.2 Strukturni analyza a stanoveni fyzikalné-

chemickych vlastnosti izolovanych latek

5.2.1 Arktiin

sumarni vzorec: C27H34011

Obrazek 23 arktiin

5.2.1.1 MS analyza
ESI-MS m/z [M+H]* 557 (100) [C27H34011 + Na]*. MS/MS m/z 395 (100)
5.2.1.2 NMR analyza

'H NMR (500MHz, CDs0D) &: 7.05 (1H, d, J = 8.0 Hz), 6.82 (1H, d, J = 8.5 Hz), 6.74 (1H, d,
J=2.0Hz), 6.65 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.0 Hz), 6.62-6.63 (1H, m), 6.59 (1H, s), 4.82 (1H, s),
4.15 (1H, dd, J = 9.0 Hz, J = 7.5 Hz), 3.89 (1H, dd, J = 9.0 Hz, J = 8.0 Hz), 3.89-3.84 (1H, m),
3.80 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.76 (3H, s), 3.72-3.67 (1H, m), 3.51-3.44 (2H, m), 3.42-3.39 (2H,
m), 2.93 (1H, dd, J = 13.6 Hz, J = 5.1 Hz), 2.84 (1H, dd, J = 13.6 Hz, J = 7.2 Hz), 2.70 (1H, td,
J=7.2 Hz,J=5.1Hz), 2.60-2.48 (3H, m)
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13C NMR (125MHz, CD30D) 8: 181.47, 150.60, 150.42, 149.13, 146.81 134.24, 132.72,123.02,
122.13, 117.81, 114.80, 113.61, 113.07, 102.88, 78.14, 77.78, 74.89, 72.96, 71.33, 62.50,
56.74, 56.55, 56.50, 47.65, 42.48, 38.90, 35.41

5.2.1.3 Opticka otacivost
[a] = -19,5° (c = 0,205; MeOH)

5.2.2 Matairesinosid

Sumarni vzorec: CoeH32011

S k!

Obrazek 24 matairesinosid

5.2.2.1 MS analyza
ESI-MS m/z [M+H]* 543 (100) [C26H32011 + Na]*. MS/MS m/z 381 (100)
5.2.2.2 NMR analyza

14 NMR (500MHz, CDsOD) &: 7.04 (1H, d, J= 8.1 Hz), 6.71 (1H, d, J = 8.1 Hz), 6.69 (1H, d,
J=1.7 Hz), 6.65 (1H, d, J = 1.7 Hz), 6.59 (1H, dd, J = 8.1 Hz, J = 1.7 Hz, overlapped), 6.58 (1H,
dd, J=8.1Hz, J= 1.7 Hz, overlapped), 4.86 (1H, s), 4.17 (1H, dd, /=8.9 Hz, J = 7.4 Hz), 3.94
(1H, dd, J = 8.9 Hz, J = 7.4 Hz), 3.90-3.86 (1H. m), 3.80 (3H, s), 3.79 (3H, s), 3.72-3.67 (1H, m),
3.51-3.46 (2H, m), 3.42-3.39 (2H, m), 2.90 (1H, dd, J = 13.7 Hz, J = 5.1 Hz), 2.80 (1H, dd,
J=13.7Hz,J=7.2 Hz), 2.66 (1H, td, J = 7.2 Hz, J = 5.1 Hz), 2.58-2.47 (3H, m)

13C NMR (125MHz, CDs0D) &: 181.5, 150.7, 149.0, 146.7, 146.4, 134.9, 130.7, 123.0, 122.2,
118.0, 116.1, 114.2, 113.9, 102.9, 78.2, 77.8, 74.9, 72.9, 71.4, 62.5, 56.7, 56.4, 47.7, 42.4,
38.9,35.5
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5.2.2.3 Opticka otacivost

[a] =-29,6° (c =0,135; MeOH)
5.2.3 Arktigenin

Sumarni vzorec: C21H240¢

OH

Obrazek 25 arktigenin
5.2.3.1 MS analyza

EI-MS m/z 372(50), 207(10), 177(20), 151(70), 137(100), 122(10), 107(10).

151
B4 372
- 107 L
77 207 o
" ® i.; .25, B 3

80 120 160 200 240 280 330 360

Obrazek 26 EI-MS analyza arktigeninu

5.2.3.2 Opticka otacivost

[a] = -28,2° (c = 0,284; MeOH)
5.2.4 Matairesinol

Sumarni vzorec: Cyo0H220¢6

OH

‘i,
g
'

Obrazek 27 matairesinol
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5.2.4.1 MS analyza

EI-MS m/z 358(25), 207(10), 137(100).

100 137

50-

358

ar il ge 2ov 281 325 |37 ags

60 120 130 240 300 360 420

Obrazek 23 EI-MS analyza matairesinolu

5.2.4.2 Opticka otacivost

[a] =-14,4° (c = 0,139; MeOH)
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5.3 Inhibicni aktivita v

O Ve

UcCI

AChE, BChE a POP

Tabulka 7 Biologicka aktivita ethanolovych extrakt vybranych druh( rodu Centaurea

Vzorek Rostlina AChE (pg/ml) BChE (pg/ml)
AL-621A | Centaurea cyanus (Markvartice) > 1000 763,7 + 87,6
AL-622A | Centaurea jacea > 1000 220,55+ 22,3
AL-623A | Centaurea scabiosa > 1000 480,25 + 87,2
AL-624A | Centaurea pseudophrygia > 1000 336,25 + 33,18
AL-625A | Centaurea stoebe > 1000 187,85 + 13,02
AL-626A | Centaurea cyanus (BZLR) 650,85 + 189,84 145,43 + 8,73
AL-627A | Centaurea solstitialis > 1000 > 1000
AL-628A | Centaurea benedicta > 1000 > 1000

Standardy AChE (pg/ml) BChE (pg/ml)
galantamin 0,51 £ 0,019 12,16 + 0,37
huperzin A 0,008 £ 0,0 > 242

rivastigmin 0,009 +0,0 0,0008 + 0,0
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Tabulka 8 Biologicka aktivita ethyl-acetatovych extrakt( vybranych druhl rodu Centaurea

Vzorek Rostlina AChE (pg/ml) BChE (ug/ml)
AL-621E | Centaurea cyanus (Markvartice) 221,50 + 44,56 22,62 + 3,62
AL-622E | Centaurea jacea > 1000 326,95+ 17,60
AL-623E | Centaurea scabiosa > 1000 858,2 + 58,6
AL-624E | Centaurea pseudophrygia > 1000 364,37 £+ 92,81
AL-625E | Centaurea stoebe > 1000 149,23 £ 27,92
AL-626E | Centaurea cyanus (BZLR) 650,85 + 189,84 25,26 +4,42
AL-627E | Centaurea solstitialis > 1000 > 1000
AL-628E | Centaurea benedicta > 1000 > 1000
Standardy AChE (pg/ml) BChE (pg/ml)
galantamin 0,51 £ 0,019 12,16 + 0,37
huperzin A 0,008 £ 0,0 > 242
rivastigmin 0,009 +0,0 0,0008 + 0,0
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Tabulka 9 Biologicka aktivita izolovanych sloucenin vici AChE, BChE a POP.

ICs0 [uM]
Sloucenina
AChE BChE POP

arktiin > 1000 > 1000 0,801 + 0,055
matairesinosid > 1000 > 1000 0,733 £ 0,043
arktigenin m* m* -
matairesinosid m* m* -

Standardy
fysostigmin 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004 -
bajkalin - - 194,1 + 14,3
Z-pro-prolinal - - 2,8x103+2,2x103
galantamin 1,710 + 0,065 42,30+1,30 -
huperzin A 0,033 £ 0,001 >1000 -
eserin 0,063 + 0,001 0,130 £ 0,004 -

* m = jejich aktivita se vsoucasné dobé stanovuje, zdlvodu nastdlych problém( s aktivitou AChE u

pfipravenych hemolyzatl nebylo mozZné dfive aktivity pfipravenych aglykon( stanovit.
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5.2 Cytotoxicka aktivita

Tabulka 10 Cytotoxicka aktivita EtOAc extrakt(i vybranych druhl rodu Centaurea

Bunécna EtOAc extrakty Stand*
linie AL- AL- AL- AL- | AL-625E | AL- AL- | Dox*
621E | 622E | 623E 624E 627E | 628E
Jurkat | 34+2 |75+1 [52+5 [69+2 |57+1 |77+2 [72+2 |2%1
MOLT-4 [16+7 |56+18 |46+6 |55418 |24+8 |71+5 |45+9 |0+2
A549 93+5 |76+7 |80%6 |98+21 |[73+6 |8l+6 |59+8 |96+1
HT-29 [59+7 |[97+10 [81#10 [98+6 |91#10 |85+4 |81+4 |109+7
PANC-1 |[57+6 |[91+5 [80+3 [94+8 |80+4 [89%5 |[95+4 |81%2
A2780 |62+3 [81+4 |74+3 |87+7 |70+6 |84+6 [90+4 |14+7
Hela 61+5 | 77+11 |75+8 |78+4 |[67#10 |73+6 |69+2 [13+1
MCF-7 [73+3 [95+7 |[83+7 [93+8 |83+3 |104+7 |101#6 |33%1
SAOS-2 |36+2 |91+9 |75#12 |88+8 |[77+5 [98+8 |102+12 |26+4
MRC-5 [85+7 [89+2 |86+2 |89+3 |84+5 |[112+6 |11446 |34+4

Dox* = Doxorubicin; Stand* = Standard
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6 Diskuze

Pomoci GS-MS byla v sumarnich EtOH extraktech AL-622 (C. jacea), AL-624 (C.
pseudophyrgia), AL-625 (C. stoebe), AL-627 (C. solsitialis), AL-628 (C. benedicta) a EtOAc
extraktech AL-621 (C. cyanus), AL-622 (C. jacea), AL-624 (C. pseudophyrgia), AL-625 (C.
stoebe), AL-626 (C. cyanus BZLR), AL-627 (C. solsitialis), AL-628 (C. benedicta) detekovana
stejnd sloucenina — arktigenin. V EtOAc a EtOH extraktu AL-623 (C. scabiosa) byl detekovan
matairesinol. Obé tyto slouceniny byly jiz dfive detekovany v extraktu naziek u druhu
Centaurea scabiosa [96]. Dale byly tyto dva gylykosidy nalezeny v dalSich druzich rodu
Centaurea a to v Centaurea affinis Friv., Centaurea calcitrapa L., Centaurea nigra L. a
Centaurea tweediei Hook. [59].

TLC analyzy extraktd selektivnimi Cinidly Dragendorffovym a jodoplati¢itym cinidlem
na pritomnost alkaloidd vykazovaly u vétsiny ethyl-acetatovych extraktd chrp falesné
pozitivni reakci, kromé extrakt(i z Centaurea cyanus (Markvartice, Botanicka zahrada lécivych
rostlin FAF UK), které davaly pozitivni reakci na prfitomnost alkaloidli i s Mayerovym
¢inidlem, ktera se projevila vznikem bilé srazeniny, ostatni extrakty z nazek chrp reagovaly
s Mayerovym cinidlem negativné. Pozitivné faleSnou reakci s Dragendorffovym cinidlem
mohou ddvat i slou€eniny bez pfitomnosti dusiku vmolekule a to za
predpokladu, Ze kyslikova funkce a B-uhlik vazany na kyslik maji vysokou elektronovou
hustotu [97]. Na zdkladé této zkuSenosti se zda jako nezbytné pfi detekci alkaloidd
v extraktech vidy kombinovat vice selektivnich Cinidel, aby se vyhnulo falesné pozitivni
reakci. Napfiklad jako vhodné se jevi kombinovat pro detekci alkaloidd ve vzorcich
Dragendorffovo Cinidlo (TLC detekce) s Mayerovym (Cinidlem (analyza v roztoku). Pro
jodoplaticité ¢inidlo nejsou v literatufe zndmy pripady falesné pozitivnich reakci.

Ethyl-acetatové extrakty byly testovdny na inhibiéni aktivitu AChE, BChE a na
cytotoxickou aktivitu, kterd byla méfena in vitro na rlznych nddorovych liniich. U
ethanolovych sumarnich extraktd byla také zjistovana inhibic¢ni aktivita AChE a BChE, tyto
extrakty vSak byly neaktivni na inhibici cholinesteras (ICso ache @ 1Cso sche byla vy3$si nez 100
ug/ml). Referenénimi latkami pro méreni inhibi¢ni aktivity AChE a BChE byl galantamin,
huperzin A, rivastigmin a fysostigmin. Zajimavou inhibi¢ni aktivitu na BChE vykazoval EtOAc

extrakt z Centaurea cyanus, ktery selektivné inhiboval BChE (ICso sche = 22,62 % 3,62 pg/ml,
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ICso ache = 221,50 * 44,56 pg/ml). Cytotoxicka aktivita byla méfrena jen u ethyl-acetatovych
extraktd, a to pfi koncentraci 50 ug/ml a byla vyjadrena jako procentualni viabilita bunék po
48 hodinach pomoci MTT testu. Jako referencni sloucenina se pouzil doxorubicin.
Nejvyraznéjsi cytotoxickou aktivitu vykazoval extrakt z Centaurea cyanus , ktery byl nejvice
cytotoxicky u nadorové linii MOLT-4 (16 + 7 %). Ostatni vybrané extrakty vykazovaly
nevyraznou cytotoxicitu. V literature bylo testovano nékolik druhl chrp na cytotoxicitu.
V Centaurea tweediei Hook. a Centaurea diffusa L. byla objevena cytotoxicita pikrinu a
onopordopikrinu. Arktigenin izolovany z Centaurea schischkinii Tzvelev, montamin a
moschamin izolovany z Centaurea motana L. vykazovaly cytotoxickou aktivitu. Cytotoxicka
aktivita byla potvrzena u arktigeninu a matairesinolu, sloucenin izolované z Centaurea
arenaria Willd. [99].

Vramci této diplomové price byly extrakty Centaurea jacea (AL-622), Centaurea
pseudophrygia (AL-624), Centaurea stoebe (AL-625), Centaurea solstitialis (AL-627)
a Centaurea benedicta (AL-628) spojeny dohromady na zakladé jejich shodného retencniho
faktoru a MS analyzy (identifikovany stejné molekulové hmotnosti a jejich fragmenty), aby
z nich mohla byt izolovana preparativni TLC majoritni sloucenina. Extrakt Centaurea scabiosa
(AL-623) byl zpracovan samostatné, protoze se od ostatnich liSil ve vySe uvedenych
vysledcich. Ze samostatného vzorku Centaurea scabiosa (AL-623) byla izolovana amorfni,
prahlednd sloucenina matairesinosid a ze spojenych extraktl Centaurea jacea (AL-622),
Centaurea pseudophrygia (AL-624), Centaurea stoebe (AL-625), Centaurea solstitialis (AL-
627) a Centaurea benedicta (AL-628) byla izolovana amorfni, prihledna sloucenina arktiin.

Maitairesinosid byl jiZ dfive izolovan z nazek Centaurea scabiosa L., Arctium lappa L..
V rodu Centaurea existuje jesté dalSich nékolik druhd, ze kterych byl matairesinosid izolovan,
jeho struktura byla potvrzena ESI-MS a NMR analyzami [96] [98] [59]. Hodnota specifické
optické otdcivost této slouceniny, kterd byla zmérena v rdmci této diplomové prace, se lisila
s hodnotou nalezenou v literature. V literatufe je uvadéna [a] = -48,8° (c = 0,002; MeOH) a
v této diplomové praci byla namérena hodnota [a] =-29,6° (c = 0,135; MeOH) [59].

Co se tycCe arktiinu, v literature je uvadéno, Ze byl jiz dfive izolovan a nalezen v nékolika
druzich rodu Arctium L., ze kterého byl také poprvé izolovan. Ddle arktiin byl nalezen
v nékolika druzich Centaurea a také ve dvou druzich rodu Cirsium [98] [59]. Vysledky NMR a
ESI-MS analyzy koreluji s vysledky uvedené v této diplomové praci, avsak specifickd opticka

otdcdivost je v porovnani s literaturou ponékud odlisna [96] [59]. Vysledky specifické optické
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otacivosti arktiinu z literatury byly [a] = -55,3° (¢ = 0,003; MeOH) a arktiin izolovany v této
diplomové praci mél optickou otacivost [a] =-19,5° (c = 0,205; MeOH) [59]

Matairesinosid a arktiin byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE, BChE a POP.
Sloucenina akrtiinu nebyla doposud na tyto aktivity testovana. Inhibi¢ni aktivita arktiinu
namérena pri biologickych testech je vsak velice nizka, a proto se vici témto enzymm jevi
jako neaktivni. Velice podobnych vysledk( dosahnul izolovany matairesinosid. Jeho inhibiéni
aktivita také nebyla doposud mérena. Arktigenin a matairesinol jsou aglykony arktiinu
a matairesinosidu a byly v ramci této diplomové prace také pfipraveny za ucelem studia
vztah( biologické aktivity izolovanych glykosidl a jejich aglykon(. Bohuzel, aglykony byly
pfipraveny tésné pred odevzdanim prace, a tudiz ziskané hodnoty cholinesterasové inhibicni
aktivity nemohly byt zahrnuty do odevzdané diplomové prace, protoze se na pracovisti
katedry farmaceutické botaniky v dané chvili objevil problém s aktivitou AChE v hemolyzatu
krve. Ostatni aktivity u aglykont nemohly byt stanoveny, nebot slou¢eniny nebyly dostupné
v dostateCném mnozstvi.

Matairesinol a arktigenin byly jiz dfive izolovany z nazek rostlin rodu Centaurea L.,
konkrétné také z druhu studovaném v této diplomové praci (Centaurea scabiosa L.) [96].
Dale byly slouceniny matairesinol a arktigenin izolovany z Centaurea schischkinii L.,
Centaurea nigra L. nebo Centaurea calcitrapa L., z ¢ehoZ vyplyva, Ze povétsinou se tyto
slouceniny vyskytuji v rostlinach soucasné [59] [88].

Pro dalsi studium se jevi jako perspektivni sekundarni metabolity v nazkach Centaurea
cyanus, které vykazovaly zajimavou inhibi¢ni aktivitu vic¢i BChE a proti nddorové linii MOLT-
4 (nadorova linie akutni lymfoblastické leukémie). Latky matairesinosid a arktiin maji jen
velmi nizkou cytotoxicitu, ale jejich aglykony matairesinol a arktigenin jsou podle literatury
zajimavymi cytotoxickymi latkami. Arktigenin mél dokonce srovnatelnou cytotoxickou
aktivitu proti Zabronozkdm solnym jako podofylotoxin a matairesinol zase mulze byt
povazovan za ucinnou slouéeninu proti bunkdam rakoviny tlustého stfeva diky své aktivité
proti nadorovym liniim tlustého stfeva (CaCo-2) [88]. Z tohoto pohledu se jevi aglykony

matairesinol a arktigenin zajimavé pro dalsi studium cytotoxické aktivity.
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7 Abstrakt

Faschingbauer J.: Cytotoxickd a cholinesterasova inhibic¢ni aktivita extraktll z vybranych
druhl rodu Centaurea L.. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta

v Hradci Krdlové, Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2019.

V rdmci screeningu biologicky aktivnich sekundarnich metabolitl rostlin, provddéné na
katedre farmaceutické botaniky FAF UK, byly zkoumany vybrané taxony rodu Centaurea
(Asteraceae). Tato studie se zabyva zakladnim fytochemickym vyzkumem extraktd
pripravenych z nazek druhl Centaurea cyanus, Centaurea jacea, Centaurea scabiosa,
Centaurea pseudophrygia, Centuarea stoebe, Centaurea solstitialis a Centaurea benedicta.
Pro objasnéni jednotlivych skupin sekundarnich metabolitd byly pripravené extrakty
podrobené dlikazovym reakcim na TLC a MS analyze (El, ESI). Ethyl-acetatové i sumarni
ethanolové extrakty byly zkoumany na potencialni inhibi¢ni aktivitu vici lidské erytrocytarni
acetylcholinesterase (AChE) a plazmové butyrylcholinesterase (BChE) a cytotoxicté vici
vybranym 9 nadorovym liniim. Zajimavou cholinesterasovou aktivitu vykazoval ethyl-
acetatovy extrakt C. cyanus, ktery selektivné inhiboval BChE (ICspsche = 22,62 * 3,62 pg/ml;
ICso ache = 221,50 £ 44,56 pg/ml). Ostatni ethyl-acetatové a ethanolové extrakty dalSich
vybranych druhl rodu Centaurea byly vici cholinesterasam nekativni (ICso > 100 pg/ml). Na
zakladé vysledk(, se jako perspektivni pro dalsi studium jevi sekundarni metabolity
Centaurea cyanus.

U izolovanych latek arktiinu a matairesinosidu byla méfena inhibicni aktivita proti POP,
kde byly pouzity jako standary fyzostigmin, bajkalin a Z-pro-prolinal. Ani jedna z latek vSak
nevykazovala aktivitu proti POP.

V ramci této diplomové prace byly izolovany latky arktiin a matairesinosid, které se
v této diplomové praci jevily jako neaktivni viéi vybranym biologickym testiim (inhibice
AChE, BChE, POP a cytotoxicité). Byly vsak také pfipraveny jejich aglykony arktigenin a
matairesinol, které podle literatury vykazuji velice zajimavé cytotoxické ucinky.

Cytotoxicka aktivita ethyl-acetatovych extraktl byla zkoumana v koncentracich 50

ug/ml vici nadorovym liniim Jurkat, MOLT-4 , A549, HT-29, PANC-1, A2780, Hela, MCF-7,
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SAOS-2 a jako kontrolni linie byly pouZity nenddorové buriky MRC-5. Doxorubicin (1 uM) byl
pouzit jako pozitivni standard. Cytotoxicka aktivita extraktl byla vyjadiena jako bunécna
viabilita po jejich 48 hodinovém plsobenim a hodnoty byly vyjadieny v procentech
vztazenych ke kontrole (100%). Alkaloidni extrakt C. cyanus vykazoval nejlepsi cytotoxickou
aktivitu, byl Gcinny vaci MOLT-4 (16 * 7% viabilita). Nicméné, v porovnani se standardem
doxorubicinem, cytotoxicka aktivita ethyl-acetatovych extrakt(i vici vybranym nadorovym

liniim je nizka.
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8 Abstract

Faschingbauer J.: Cytotoxic and cholinesterase inhibitory activity of extracts from selected
species of the Centaurea L. genus. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in

Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové, 2019.

During the screening of biologically active secondary metabolites of plants carried out
at the Department of Pharmaceutical Botany FAF UK, selected taxa of the genus Centaurea
(Asteraceae) were investigated. This study is focused on a basic phytohemical research of
extracts prepared from Centaurea cyanus, Centaurea jacea, Centaurea scabiosa, Centaurea
pseudophrygia, Centuarea stoebe, Centaurea solstitialis a Centaurea benedicta. Extracts
were prepared for evidence of the proof reactions of TLC and MS analysis (El, ESI) to clarify
a potential presence of alkaloids. EtOAc and ethanol extracts were evaluated for potential
inhibitory activity against human erythrocyte acetylcholinesterase (AChE) and plasma
butyrylcholinesterase (BChE) and cytotoxicity against selected 9 tumor lines. C. cyanus
alkaloid extract had interesting cholinesterase activity which selectively inhibited BChE (ICso
sche = 22.62 £ 3.62 pg / ml, ICso ache = 221.50 + 44.56 g / ml). Other EtOAc extracts of selected
Centaurea species were considered inactive (ICsp > 100 pg/ml). Summary ethanol extracts
were inactive against ChE inhibition aktivity. Based on obtained results, alkaloidal extract of
Centaurea cyanus seems to be interesting for further investigation.

Isolated arctiin and matairesinosid were measured for inhibition activity against POP.
Standars were fyzostigmin, bajkalin and Z-pro-prolinal. However, none of the substances
showed activity against POP.

Within this diploma thesis, pure compounds arctiin and matairesinoside were isolated,
both compounds in biological tests focused on inhibition AChE, BChE, and POP were
considered inactive. However, their aglycons arctigenin and matairesinol were also
prepared, which according to the literature possess very interesting cytotoxic effects.

The cytotoxic activity of EtOAc extracts was evaluated at screening concentrations of
50 pg / ml against the tumor lines Jurkat, MOLT-4, A549, HT-29, PANC-1, A2780, HelLa, MCF-

7, SAOS-2 and MRC-5 non-tumor lines wasused as a control lines. Doxorubicin (1 uM) was
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used as a positive standard. The cytotoxic activity of the extracts was expressed as cell
viability after 48 hours and the values were expressed as percentages relative to the control
(100%). The C. cyanus alkaloid extract had the best cytotoxic activity and was slightly
effective against MOLT-4 (16 + 7% viability). However, the cytotoxic activity of EtOAc extracts
were low against the selected tumor lines in comparison compared to the standard

doxorubicin.
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