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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A VYSVETLIVEK

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AICD intracelularni doména amyloidniho prekurzorového proteinu
ApoE apolipoprotein E

APP amyloidni prekurzorovy protein

ATChI acetylthiocholinjodid

AB B-amyloidni peptid

BACE1 B-sekretasa

BFCN bazalni cholinergni neuron pfedniho mozku
BPSD behavioralni a psychologické symptomy demence
BTChI butyrylthiocholinjodid

BChE butyrylcholinesterasa

CNS centrdlni nervova soustava

DMSO dimethylsulfoxid

DTNB 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
GSK-3p glykogensynthasa-kinasa 33

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
Hup A huperzin A

IL-6 Interleukin 6

MAO monoaminooxidasa

MS hmotnostni spektrometrie

NGF nervovy rustovy faktor

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nukledrni magnetické rezonance

NO oxid dusnaty

NT netestovano

PAS periferni aniontové misto

POP prolyloligopeptidasa

RAGE receptor pro pokrocilé glykacni produkty
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ROS
TIC
TLC
TNF-a

retencni faktor

reaktivni formy kysliku
celkovy iontovy proud
tenkovrstva chromatografie
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1. UVOD

Mrw e

Alzheimerova chorova, je znama jako hlavni pfic¢ina demence u starnoucich lidi. Jde
o progresivni ireverzibilni formu demence s postupnou poruchou mozkovych funkci. Ne-
moc je charakterizovana celkovym kognitivnim poklesem, ktery zahrnuje zratu paméti, vi-
suospacialni orientace, poruchou tsudku, komunikace a uvazovani. Jedna se celosvétove
o hlavni a rostouci zdravotni vyzvu[1].

Etiologie tohoto onemocnéni neni zcela zndma a doposud neexistuje bezpecné a efek-
tivni 1é¢ivo proti Alzheimerové chorobé, které by predchéazelo, zastavilo nebo zvratilo pru-
beh toho onemocnéni. Soucasna farmakoterapie zalozena na inhibitorech cholinesteras po-
skytuje pouze ¢astenou stabilizaci kognitivnich funkci a pozitivni ti€inek téchto sloucenin
je kratkodoby a nemohou ovlivnit pritbéh onemocnéni[1]. Druhou skupinou je memantin,
ktery je nekompetitivnim blokatorem N-methyl-D-aspartatovych receptorti a zaroven do-
paminovym agonistou, ktery je schavelny pro tézkou formu Alzheimerovy choroby[2].

Pfi hledani novych uc¢innych latek proti Alzheimerové chorobé se vyzkum zaméiuje
1 na ptirodni latky. RGzné sekundarni metabolity hraji diilezitou roli v prevenci a I€¢b¢ rtiz-
nych onemecnénich zahrnujici 1 neuredegenerativni onemocnéni jako je Alzheimerova
choroba. Pfirozené se vyskytujici slouc¢eniny jako jsou flavonoidy, polyfenoly, alkaloidy
a glykosidy nachazejici se v riznych ¢astech rostlin nebo moiskych zdrojich mohou poten-
cialn€ chranit pfed neurodegeneraci a stejné tak zlepSovat pamét a kognitivni funkce. Velké
mnozstvi piirodnich slouc¢enin vykazuje aktivitu potencialn¢ vyuzitelnou v terapii Alzhei-
merovy choroby skrze specifické farmakologické vlastnosti, jako je cileni na acetylcholi-
nesterasu, 3-amyloid, B-sekretasu 1, apod.[3].

Vyzkumem ptirodnich latek potencidln€ ovliviiujicih Alzheimerovu chorobu se rovnéz
zabyva vyzkumna skupina ADINACO na katedie Farmaceutické botaniky na Farmaceu-
tické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. V ramei screeningu provedeného na
této katedie byla objevena zajimava inhibi¢ni aktivita vii¢i lidské butyrylcholinesterase
u alkaloidniho extraktu z nazek Centaurea cyanus L. Naplni této diplomové prace se stala
izolace alkaloidl pravé z C. cyanus L. a jejich testovani na inhibi¢ni aktivitu vii¢i vybranym

enzymum, hrajici kli¢ovou roli v patofyziologii Alzheimerovy choroby.
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2. CILPRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

e vypracovani literarni reSerSe na zadané téma,

e provedeni sloupcové chromatografie sumarniho alkaloidniho vyttepku pfiprave-
ného z nazek Centaurea cyanus L.,

e izolace alespon jednoho alkaloidu v ¢isté formé z vybrané frakce ziskané ze sloup-
cové kolony,

e podil na uréeni struktury izolovanych sloucenin — ptiprava vzorki pro NMR ana-
lyzu, zméteni optické otacivosti, hmotnostni spektrometrii,

e podil na ur€eni biologické aktivity izolovanych slou€enin — piiprava vzorkl pro
testovani na stanoveni inhibice cholinesteras, prolyloligopeptidasy a glykogen-
synthasy-kinasy 303

e vyhodnoceni ziskanych dat a sepsani diplomové prace
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

votnim problémem s obrovskymi disledky pro jednotlivce i spole¢nost. Svétova zdravot-
nickd organizace ji oznacuje jako prioritu v oblasti vefejn€¢ho zdravi. I ptes velké piinosy
v porozumeéni patogeneze AD a zplisobu, jakym je nemoc konceptualizovana, od doby kdy
Alois Alzheimer nemoc poprveé v roce 1907 popsal, stale neexistuje chorobu modifikujici

1é¢ba[4].

3.1.1 Epidemiologie

AD je jednou z hlavnich pfi¢in demence Citajici 50-75 % a je primarné podminkou
pozdégjSich zdravotnich komplikaci. Prevalence se kazdych 5 let po 65. roku Zivota zhruba
zdvojnasobuje[4]. AD a ostatnimi demencemi trpi Castéji zeny nez muzi[5].

Soucasné odhady naznacuji, Ze demenci trpi v soucastnosti 44 miliont lidi. Do roku
2050 se predpoklada, ze v disledku starnuti populace se toto ¢islo ztrojnasobi. Nejveétsi
nariist prevalence se o¢ekava v zemich s nizkym a stiednim ptijmem, které vykazuji vzorce
rostoucich kardiovaskularnich onemocnéni, hypertenze a diabetu[4].

Piedpoklada se, ze v Ceské republice Zije vice nez 150 tisic pacientii s demenci, a to ze

dvou tfetin Zeny, zejména ve vyssi vékoveé kategorii[6].

3.1.2 Rizikové faktory

Faktory, které zvySuji riziko AD jsou kardiovaskularni onemocnéni, hypertenze, dia-
betes 2. typu, obezita, zranéni hlavy. SniZujici faktory rizika jsou vzdélani, sttedomoiska
strava, fyzicka aktivita[7]. Ackoliv vétSina ptipadii AD neni pfimo dédi¢nd, byly identifi-
kovany genetické rizikové faktory, z nichZ nejsilnéjsi je izoforma €4 apolipoproteinu E
(APOE4)[8]. Vzacna je familidrni AD piedstavujici 1-2 % vSech ptipadl tohoto onemoc-

néni. Jednd se o mutace tiech samostatnych genti na chromozomu 21, 14 a 1[9].
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3.1.3 Etiopatogeneze

Doposud nebyla etiopatogeneze AD zcela vysvétlena. Presto je vSak rozliSovana spo-
radickd a familiarni forma a nemoc je nyni pfisuzovana jak genetickym, tak enviromental-
nim faktorim[10].

Patologické projevy AD zahrnuji difuzni a neuritické extracelularni amyloidni plaky
a intracelularni neurofibrilarni klubka doprovazené reaktivni mikroglidozou, dystrofickymi

neurity a zratou neurond a synapsi[7].

3.1.3.1 Zmény v cholinergnim systému pri AD

Acetylcholin (ACh) je neurotransmiter, ktery vyuZzivaji vSechny cholinergni neurony,
jez maji dalezitou roli v centrdlnim i perifernim nervovém systému[11]. ACh je syntetizo-
van ze dvou hlavnich prekurzorti cholinu a acetylkoenzymu A. Syntéza je katalyzovana
cholinacetyltransferasou a odehrava se v cytoplazmé cholinergnich neuronti[12]. Poté je
neurotransmiter transportovan vezikularnim acetylcholinovym transportérem z cytosolu do
synaptickych vezikul. Depolarizaci presynaptického neuronu dojde k uvolnéni ACh do sy-
naptické stérbiny, kde se mlize vazat na nikotinové nebo muskarinové receptory, coz vede
k stimula¢ni nebo inhibicni odpovedi[11].

ACh je odbouravan hlavné acetylcholinesterasou (AChE), ktera je vysoce selektivni pro
ACh, ale 1 butyrylcholinesterasou (BChE)[13].

Patologicky je pti AD cholinergni systém postizen progredujici ztratou cholinergnich
neurontl a jejich kortikalni projekci z nucleus basalis a oblasti prilehlych bazalnimu pred-
nimu mozku. Dochazi ke snizeni celkového mnozstvi ACh, deficitu cholinacetyltransfe-

rasy a AChE. Naopak progresivné stoupd hladina BChE[13].

3.1.3.2 Amyloidni plaky

Jednim z neuropatologickych znakt AD je ukladani extraceluldrnich plakii slozenych
z B-amyloidnich (AB) peptidi v mozkovém parenchymu. Hlavni soucasti amyloidnich
plakt jsou AB peptidy sloZzené z 40 nebo 42 aminokyselin, spole¢né s dalsimy proteiny jako
jsou ubikvitin a dalSimi proteoglykany. Tyto peptidy jsou tvofeny sekven¢nim proteolytic-
kym S$tépenim amyloidniho prekurzorového proteinu (APP). Pocatecni St€péni APP pro-
bih4 pomoci a- nebo B-sekretasy. Poté jsou zbylé membranové vazané B- nebo a-C-termi-

nalni fragmenty Stépeny v jejich transmembranovych doménach pomoci y-sekretasy[14].
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Podle sekretasy, zahajujici inicia¢ni Stépeni APP, rozliSujeme amyloidni a neamyloidni
cestu. Neamyloidni cesta je zah4jena a-sekretasou, ktera §tépi uvnitt domény AB a vytvari
rozpustnou ektodoménu sAPPa. Nasleduje stépeni y-sekretasou membranove vazaného C-
koncového fragmentu APP C83 a poté dochédzi k uvolnéni rozpustnych fragmenti p3 a APP
intracelularni domény (AICD). Amyloidni cestu zahajuje B-sekretasa (BACEL) za vzniku
rozpustného fragmentu sAPPB. Zbyvajici C-koncovy fragment C99 je Stépen y-sekretasou
za vzniku AB peptida a také AICD[14].

Na zéklad¢ analyzy byl prokadzan znacny vyskyt N-zkracenych ABx42 u piipadi AD,
na rozdil od normalnich délek ABi140 a AB142, coz je zajimavé z patologického hlediska,
protoze AB plné délky jsou metabolity produkované za fyziologickych podminek. Piesna
fyziologické funkce téchto amyloidnich peptidl zlistdva neobjasnéna, nicméné se piedpo-
klada, ze modulace endogenni produkce AB mtze hrat dulezitou roli v regulaci neuronalni
aktivity prostfednictvim mechanismu zpétné smycky. Zatimco peptidy plné smycky za-
¢inaji zbytkem kyseliny asparagové a jsou generovany BACE1, mnohem méné je znamo
o protease zodpoveédné za produkci N-zkracenych AB peptidii. Zména aminokyselin na
N-konci méni biofyzikalni vlastnosti AB peptidt a tim ovliviiuje jejich agregacni nachyl-
nost a toxicitu. V dasledku toho se v posledni dobé zvysilo Gsili o pochopeni vyznamu

N-zkracenych AB v patogenezi AD a jejich mechanismu vzniku[ 14].

3.1.3.3 Neuronalni klubka

1-Protein je hlavnim ¢lenem skupiny proteinti asociovanych s mikrotubuly. Vazbou
s tubulinovymi dimery piedstavuji mikrotubuly ucastnici se jejich asociace a disociace, coz
predstavuje zdkladni dynamiku v neurondlnim transportu[15].

Stupen fosforylace t-proteinu reguluji kinasy, které jsou zodpovédné za fosforylaci
a specifické fosfatasy, které jsou zodpovédné za defosforylaci. Na mikrotubuly se pted-
nostné vazi nefosforylované formy. V nativnim stavu je t-protein desorganizovany, velmi
flexibilni a rezistentni vii¢i agresivnim Upravam jako jsou vysoké teploty a kyselé prostiedi.
Zaroven je to jeden z nejvice rozpustnych proteint[15].

Pokud se proces fosforylace stane patologickym, t-protein prochazi odliSnou post-
translacni upravou — glykosylaci, Stépenim, nitraci, ubikvitinizaci, glykaci nebo a to hlavné
hyperfosforylaci. Hyperfosforylace je zplisobena porusenim regulace kinas a fosfatas pl-

sobici na t-proteinu. Mezi kinasy, ucastnici se fosforylace t-proteinu, patii glykogen-
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synthasa-kinasa 3 (GSK-3), cyklin-dependentni kinasa 5, mitogenem aktivovana protein-
kinasa p38, extracelularni signal-regulujici kinasa 1 nebo 2, c-Jun N-terminalni kinasa. Pfi-
c¢emz kli¢ovym enzymem fosforylace za fyziologickych i patologickych podminek je GSK-
3B[15].

Pravé GSK-3p je soucasti hypotézi o vzniku AD. Pokud by tato hypotéza byla potvr-
zena a GSK-3p by byla skute¢né jednou z pri¢in AD, poté by inhibitory GSK-3f poskyto-

valy novou cestu terapeutcké intervence[16].

3.1.3.4 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je glykoprotein sloZzeny z 299 aminokyselin. Vyskytuje se ve
3 isoforméch a to ApoE2, ApoE3 a ApoE4. ApoE transportuje a dodava cholesterol a dalsi
lipidy do plasmy a centralniho nervového systému (CNS) prostifednictvim vazby na ApoE
receptory na bunééném povrchu. Primarné je produkovan hepatocyty, makrofagy a adipo-
cyty v perifernich tkanich[17].

Apo E je kddovany genem APOE. Ten se nachdzi ve 3 béznych polymorfismech a to
€2, €3, e4. Alely APOE €2, €3 a €4 siln¢ a v zdvislosti na ddvce méni pravdépodobnost
rozvoje AD a mozkové amyloidni angiopatie. Zejména APOE &4 je spojen se zvySenym
rizikem rozvoje AD. Zatimco APOE €2 je spojen se snizenim rizika[18].

Nové poznatky o ApoE v souvislosti s patofyziologii AD ptfedstavuji nové moznosti

v terapii[ 17].

3.1.3.5 Oxidacni stres

Oxidaéni stres hraje vyznamou roli v patogenzi AD. Vysokd energetickd spotieba
mozku vede k jeho vét§i nachylnosti k oxidacnimu stresu. Neuron jakoZto zékladni jed-
notka mozku je mnohem nachylnéjsi k tomuto plisobeni nez ostatni buiiky a jeho slozky
jako lipidy, proteiny a nukleové kyseliny mohou byt oxidovany v disledku mitochodrialni
dysfunkce, zvysené hladiny kovii, zanétu a AB. Oxidacni stres se podili na rozvoji AD pod-
porou depozice A3, hyperfosforylaci t-proteinu a ndslednou ztratou synapsi a neuronti. Mi-
tochondrie jsou velmi citlivé na oxidac¢ni stres jako misto elektrontransportového fetézce
pro tvorbu adenosintrifosfatu a reaktivnich forem kysliku (ROS). Klicovym enzymem je
cytochromoxidasa, jejiz nedostatek je spojen se zvySenim ROS u AD [19].

Vztah mezi oxida¢nim stresem a AD ukazuje, Ze je zékladni soucasti patologického

procesu a antioxidanty mohou byt uzitecné v terapii AD[19].
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3.1.3.6 Nervovy riistovy faktor

Nervovy rastovy faktor (NGF) je glykoprotein slozeny ze 3 podjenotek: neaktivni
a-NGF, biologicky aktivni B-NGF a y-NGF, ktery pretvaii NGF prekurzor ve zralou formu.
NGF je syntetizovan jako prekurzor z pro-NGF, ktery je bud’ sekretovan mimo buiiky nebo
Stépen intracelularné na zraly NGF. Sekrece mize byt smési pro-NGF a NGF. Vazbou na
receptory TrkA a p75 je zprostiedkovan troficky efekt, zatimco vazbou na p75 ve spojeni
se sortilinem je zprostfedkovan neurotoxicky efekt[20].

Degenerace bazalniho cholinergniho neuronu pfedniho mozku (BFCN) je charakteris-
tickym znakem AD. Pteziti a spravna funkce BFCN zavisi na NGF. Ve zdravém mozku
BFCN exprimuje TrkA a p75N™® proNGF je neurotroficky aktivujici TrkA-dependentni
signalni drahy. Pokud dojde ke ztraté TrkA nebo zvyseni p75N™® proNGF aktivuje p75N TR
dependentni apoptickou drahu. Tato receptorova sensitivita slouzi jako neutroficko/apop-
ticky piepinac, ktery eliminuje BFCN, jeZ nejsou schopné udrzet rovnovahu TrkA/p75NTR,
TrkA je ztraci pti sttednim kognitivni poskozeni a AD. Kromé toho se proNGF hromadi na
koncovych BFCN v kiife a hippokampu, ¢imz se snizuje mnozstvi trofick€ho faktoru, ktery
dosahuje BFCN bunécnych struktur. Zvysené hladiny proNGF a znizeni TrkA vede neuro-

degeneraci BFCN a moZné apoptdze zavislé na p75NTR[21].

3.1.3.7 Gliové buriky

Gliové buiiky se nachazeji ve vysokém poctu v celém nervovém systému a plni v ném
mnoho funkci, jako je regulace synapsi, tcast na tvorb¢ struktury, podpory a vyZivy a rov-
néz prispivajici k imunitni reakci a okysliCcovani tkané[22].

Vyraznym znakem AD jsou proliferujici a aktivované mikroglie, koncentrované kolem
AP plaktt v mozku. Vétsina rizikovych genti u AD jsou vysoce exprimovany a mnoho
z nich je selektivné vyjadieno mikrogliemi v mozku. Existuji protichidné dikazy, Ze mi-
kroglie chrani pfed vyskytem AD, ale i ze poskozené mikroglidlni aktivity a pozménéné
mikroglie jsou odpovédné za zvySeni rizika vzniku AD. RovnéZ jsou diikazy o tom, ze
aktivované mikroglie mohou byt Skodlivé pro neurony. Mikroglie mohou zprostfedkovat
ztratu synapsi jejich pohlcenim a to pravdépodobné cestou komplement dependentnim me-
chanismem. Mikroglie také mohou zhorSovat t-patologii a vyplavovat zanétlivé faktory,

které poSkozuji pfimo neurony nebo prostfednictvim aktivace neurotoxickych astrocyti.
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Exprese genovych profilll oznacuji vice stavii mikroglidlni aktivace u neurodegenerativ-
nich onemocnénich, které mohou vysvétlovat odlisné role mikroglii pfi vyvoji progrese

patologie AD[23].

3.1.3.8 Zanétlivé mechanismy

V poslednich letech mnoho studii naznacuje zapojeni zanétlivych mechanismti u AD.
Proteiny akutni faze jako je al-antichymotrypsin a C-reaktivni protein, elementy komple-
mentu a aktivované mikroglidlni a astroglialni bunky se trvale nachazi v mozku pacienti
u pacientt s AD, coz ukazuje na lokélni aktivaci slozek nespecifického zanétlivého sys-
tému. Az doposud nebylo jasné, zda zanétlivé mechanismy ptedstavuji primarni ptipad
nebo pouze nespecifickou reakci na poskozeni mozkové tkané€. U pacientti s AD byl IL-6
nalezen v diftznich placich ve vét§im poméru, nez by se ocekavalo ve srovnani s dal§imi
typy plaki. Toto zjisténi naznacuje, Zze IL-6 miize piredchazet neuritickym zménam a ze
imunologicky mechanismus mize byt zapojen, jak do transfermace z difiznich do neuri-

tickych plaka v AD, tak do vyvoje demence[24].

3.1.4 Klinicky obraz

AD je neurodegenerativni onemocnéni charakterizované progresivni kognitivni poru-
chou, ktera na zacatku obvykle ovliviiuje episodickou pamét. S postupujici nemoci dochéazi
ke ztraté nezavislosti. Behavioralni a psychologické symptomy u demence (BPSD) jsou
skupinou poruch chovani, nalady, vnimani nebo poruchou mysleni projevujici se tzkosti,
agitaci, bludy a halucinacemi. Pfitomnost ptiznaki BPSD vede k Ustavni hospitalizaci, vét-
Simu kognitivnimu poSkozeni, hors$i kvalité Zivota, zvySené mortalité, prodlouzené hospi-
talizace, obtizn¢jSimu propousténi. Znaky psychiatrickych symptomii u AD se obvykle 1isi
od pfiznakil jinych psychiatrickych poruch. Ve srovnani se schizofrenii jsou bludy u AD
jednodussi, Casto charakterizované nedlvérou, a to i1 k rodinnym ptisluSnikiim, kradezemi
a pocitem opusténosti. Halucinace u AD jsou obvykle vizudlni, vzadcngji somatické a ¢i-
chové. Agitovanost byva spojena se strukturdlnim a funkénim poskozenim emocnich ob-

vodl vedoucich naptiklad ke zvySenému vnimani ohroZeni[25].
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3.1.5 Farmakoterapie

V soucasné dobé¢ jsou pro pacienty trpici AD dostupné pouze dvé farmakologické sku-
piny léciv. Inhibitory cholinesteras jsou doporucené pro pacienty s mirnym, sttednim az
tézkym stadiem. Memantin, jakozto antagonista NMDA receptorti a dopaminovy agonista,

je schvalen pro pacienty se stiedn¢ tézkym az tézkym stadiem|[2].

3.1.5.1 Inhibitory cholinesterasy

Inhibitory cholinesteras zvysSuji mnozstvi ACh v synaptické Stérbiné hipocampu a moz-
kové kiiry s cilem zlepSit kognitivni funkce. Déle bylo zjiSténo, Ze cholinergni transmise se
ucastni regulace nalady a mohou inhibitory cholinesteras zlepSit psychiatrické symptomy
u pacientt s AD[26]. Tyto slouc¢eniny vSak maji kratkodob¢ pozitivni u€inky, obvykle po

1-3 roky a nejsou schopné ovlivnit rozvoj nemoci[1].

3.1.5.1.1 Donepezil

Donepezil, jako jediny ze tfidy inhibitortt AChE, je schvaleny pro celé spektrum mirné,
sttedni a tézké faze AD. Je predepisovan v doporucenych davkach 5—10 mg za den po dobu
delsi nez deset let. V roce 2010 byla schvalena vysoka davka 23 mg jednou denné pro pa-
cienty se stfedn¢ tézkou az tézkou AD. Divodem schvaleni vyssi davky byl vztah davky

a ucinku, kdy pii vyssi ddvce dochazi ke zvyseni inhibice AChE v pozdé¢jsich stadiich[27].

H3CO
m\g\l\/@
H;CO o
Obrazek 1 Donepezil

3.1.5.1.2 Rivastigmin

Rivastigmin je pseudo-ireverzibilni, mozkové selektivni dudlni inhibitor AChE a BChE
karbamatového typu. Farmakokineticky profil ukazuje, Ze ve srovnani s peroralni piiprav-
kem poskytuje transdermalni naplast hladsi, nepietrzité a stejné¢ tak kontrolované dodani
lé¢iva po 24 h, coZ vede k mensim vedlejSim i€¢inkiim. Studie téz ukazuji, Ze inhibice BChE
rivastigminem koreluji se zlepSenim kognice u pacientli s AD. Zpocatku byly lécebné

snahy zaméteny na inhibici AChE, n€kolik studii vSak prokazalo dulezitost AChE a BChE
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v patofyziologii a farmakologické 1é¢bé AD. Na zaklad¢ dikazl o zapojeni BChE v choli-
nergni regulaci a predpokladané roli v progresi AD, mtize dudlni inhibice nabidnout dalsi
vyhody, zejména dlouhodobg[28].
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Obrazek 2 Rivastigmin

3.1.5.1.3 Galantamin

Galantamin byl piivodné izolovan z nékolika rotlin, v€etné cibulek narcisu, ale v sou-
Castnosti je 1 uméle syntetizovan. Galantamin je specificky, kompetitivni a reversibilni
ACHhE inhibitor. Je to také alostericky moduléator nikotinovych receptorti, potencujici cho-
linergni nikotinovou transmisi[29].

Kromé své inhibi¢ni aktivity je schopny modulovat nikotinové receptory a zvysit A3
fagocytozu. Molekula galantaminu perfektné sedi do vazebného mista AChE, ale neni do-
statecné velka, aby zablokovala periferni aniontové misto (PAS). Bylo pfipraveno n¢kolik
sérii derivatli galantaminu s protdhlymi N-postrannimi fetézci kon¢icimi objemnym substi-
tuentem interagujicim s PAS. VSechny vykazovaly lepsi inhibi¢ni vlastnosti nez samotny

galantamin[30].

Obrazek 3 Galanthamin

3.1.5.1.4 Huperzin A

Huperzin A (Hup A), alkaloid izolovany z ¢inské rostliny Huperzia serrata (Thunb.)
Trevis, je silny, vysoce specificky a reverzibilni inhibitor AChE. Ve srovnani s takrinem,
donepezilem a rivastigminem ma Hup A leps$i prostup pfes hematoencefalitickou bariéru,

vys$si peroralni biologickou dostupnost a delsi inhibi¢ni ucinek vi¢i AChE. Hup A ma

23



schopnost chranit buiiky proti peroxidu vodiku, AP, glutamatem, ischémii a staurosporinem
indukované toxicitou a apoptdzou. Tyto ochranné u€inky souviseji se schopnosti zmirfiovat
oxidativni stres, regulovat expresi apoptickych proteini Bcl-2, Bax, P53 a kaspasy-3, chra-
nit mitochondrie, upregulovat nervovy rustovy faktor a jeho receptory. Zkousky bezpec-
nosti prokazaly, ze Hup A nema neocekavanou toxicitu, zejména hepatotoxicitu. Klinické
faze IV s HuP A v Ciné prokazaly vyznamné zlepseni paméti u lidi s AD a vaskularni de-
menci, s minimalnimi perifernimi cholinergnimi vedlejSimi uc¢inky bez neocekavané toxi-

city. Hup A mize byt téZ pouzit pti otravé organofosfaty[31].

NH,

Obrazek 4 Huperzin A

3.1.5.1.5 Takrin

Takrin byl v roce 1993 prvnim schvalenym AChE inhibitorem pro 1é¢bu AD. V roce
1998 byl vsak ztazen z ditvodu hepatotoxicity. Nicmén¢, takrin se stal znovu pfedmétem

vyzkumu ve snaze syntetizovat jeho derivaty[32].
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Obrazek 5 Takrin

3.1.5.2 Antagonisté NMDA receptorti

Pti chronickych a patologickych stavech dochazi pti perzistenti depolarizaci membran
nervovych bunék k uvolnéni bloku Mg*" iontli z NMDA receptord, coz vede ke zvysenému
mnozstvi intracelularnich Ca®" iontii. Tato excesivni aktivace mlize vést k excitoxické ne-
kréze kortikdlnich a subkortikalnich neuronii. Neuropatologické a neurochemické studie
mozku s AD ukazaly, Ze degenerace L-glutamatovych (L-Glu) zprostiedkovanych drah na-

stava pii zacatcich nemoci a ve vzorci odpovidajicimu distribuci plakt a klubek[33].
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Rostouci mnozstvi diikazli naznacuje, ze poruchy v systémech vyuzivajicich excitacni
aminokyselinu L-Glu mohou byt zékladem patogenetickych mechanismti naptiklad ische-
mické hypoxie, epilepsie a chronickych neurodegenerativnich onemocneni jako je Hun-
tingtonova choroba a AD. Témét v§echny neurony v CNS nesou NMDA subtyp inotrop-

nich L-Glu receptori, které zprostiedkovavaji postsynapticky influx Ca** iontt[33].

3.1.5.2.1 Memantin

Memantin nekompetitivné blokuje NMDA receptory a miize plisobit neuroprotektivné
tim, Ze brani ztrat¢ neurond, stejné tak zlepsSuje symptomy pomoci obnoveni funkce posko-
zenych neurond. Zpocatku je predepisovan v denni davce Smg, zvySuje se tydné o Smg az
na maximalni ddvku 20mg. Obecné je dobie tolerovan s méné vedlejSimi G€inky neZ inhi-
bitory cholinesteras. Piidani k donepezilu miize byt prospésné u stfednich stadii AD nebo

u téch, ktefi se kognitivné zhorsuji[34].

NH,

Obrazek 6 Memantin

3.1.5.3 Nové pristupy v terapii

Inhibitory AChE a memantin poskytuji pouze symptomatickou lécbu, ale nedokazi
zvratit pribéh nemoci. Proto jsou v soucasnosti na vzestupu terapeutické ptistupy, které

cili na modifikaci nemoci[35].

3.1.5.3.1 Ovlivnéni f3-sekretas a y-sekretas

AB vznikéd z transmembrdanového proteinu APP po plisobeni sekretas. a-Sekretasa je
hlavnim enzymem plsobicim na APP za fyziologickych podminek nasledovana y-sekreta-
sou. APP podléhd amyloidnimu procesu, pokud na n¢ho pisobi -sekretasa misto a-sekre-
tasy. Zdivodnéni ovlivnéni sekretas vychazi z myslenky, Ze zvySeni a-sekretasy vede k ne-
toxickym vedlejSim produktiim a inhibice B- a y-sekretas snizuje amyloidogenni cestu
APP[35].

Mezi inhibitory B-sekretas, které dosahly povzbudivych klinickych dat v probihajicich
studiich patii E2609, AZD3293, CNP520, JNJ-54861911[36].
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Z latek ovliviiujich y-sekretasu je v klinickych studiich NIC5-15, coz je ptfirozen¢ se

vyskytujici cukr pinitol[36].

Obrazek 7 Pinitol

3.1.5.3.2 Ovlivéni Af3 transportu

RAGE (receptor pro pokrocilé glykacni produkty) je multiligandovy receptor vazajici
Al s vysokou afinitou a usnadiiuje jeho prestup do CNS. Pii AD se exprese RAGE zvysuje
[35].

PF-04494700 byl prvni RAGE inhibitor zkouSeny u lidi, mél piijatelny bezpecnostni
profil v 1. fazi studii, ale ve 2. fazi byl netispéSny. Dal§i moZnosti je tvorba rozpustného

analoga RAGE, ktery by slouzil jako navnadovy receptor[35].

]
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Obrazek 8 PF-04494700
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3.1.5.3.3 Blok agregace Af3

Tramiprosat inhibuje tvorbu AB oligomeru mechanismem plsobeni vice ligandl, coz
stabilizuje AB42 monomery, ¢imz zabrafuje tvorbé oligomeri a nasledné agregaci. Trami-
prosat vSak vykazoval dva limitujici nedostatky: variabilni farmakokinetiku a vyskyt ne-
volnosti a zvraceni. K vyfeseni téchto nedostatkd bylo vytvoteno jeho prolé¢ivo ALZ-801,

které jevi slibné vysledky ve fazi III[37].

H,N O\\S/OH
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Obrazek 9 Tramiprosat

3.1.5.3.4 ZvySeni clearance Af3

Mezi proteasy degradujici plaky AB patii napfiklad plazmin, neprylisin, insulin degra-
dujici enzym, endotelin konvertujici enzym, angiotensin konvertujici enzym a metalopro-
teasa 9. Roli hraje 1 somatostatin, ktery reguluje clearence AB ptes aktivaci neprilysinu.
Hladina somatostatinu vSak s vékem klesa, zajimavou moznosti by v§ak mohlo byt cileni

na neprilysin se somatostatinem nebo jeho analoga[35].

3.1.5.3.5 Aktivni a pasivni imunizace proti Af3

Prvni publikace o imunoterapii vysla v roce 1999. Latka AN-1792 byla stazena z kli-
nického testovani v disledku vyskytu meningoencefalopatie. Dalsi generace vakcin se
snazi cilit na vice specifi¢téjsi epitopy k vyvolani Iépe fizené imunitni odpovédi. V klinic-
kych studiich je latka CAD106[36].

Nejpokrocilej$im ptistupem v 1é€bé AD je pasivni imunizace proti AB. Ve fazi klini-
kého testovani se nachazi crenezumab, solanezumab, gantenerumab, BAN2401, adu-

canumab[36].

3.1.5.3.6 Inhibice GSK-3£2

Doposud se do faze II klinického testovani dostal pouze tideglusib. V II. fazi testovani
u pacientll s mirnou az sttedni AD vykdzal dobrou snaSenlivost, ale ne vyznamné klinické

zlepseni[38].
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Obrazek 10 Tideglusib

Chlorid lithny, 1€k schvaleny FDA pro 1é€bu bipolarni poruchy, je slaby a nespecificky
inhibitor GSK-38. V terapeutickych davkach je schopny redukovat jeji aktivitu ptiblizne
0 25 % bez vedlejsich ucinkli. Malé klinicke studie prokazaly pozitivni vysledky zahrnujici
zlepSeni kognitivniho chovani a redukci t-fosforylace, coZ naznacuje, Ze by lithium mohlo
mit potencidl jako nemoc modifikujici terapie[38].

Aktualni klinicky vyzkum selhal pti hledani efektivnich a bezpe¢nych inhibitort GSK-
3B. Skutecnost, ze GSK-38 je exprimovana vSudypiitomné a je zapojena do nékolika kli-
c¢ovych bunécnych procesti, vzneslo mnoho obav a vyznamnych toxikologickych pochyb-
nosti pi1 dlouhodobém podani béhem pre-klinickych a klinickych studiich. Budouci mozné
strategie zaméiené na obchazeni vedlejSich ucink by mély konkrétné inhibovat GSK-313

v CNS a bunikach zajmu[38].

3.1.5.3.7 Stabilizace mikrotubulu

Schopnost stabilizovat mikrotubuly ma protinadorova latka paklitaxel. Jeho podani pii
nemalignich stavech vSak vzbuzuje bezpecnostni obavy. Epothilon D je dalsi latkou ze
skupiny stabilizatort, jehoz nizka chronickd davka prokazala vyznamné zlepSeni v patolo-

gii mikrotubulii[35].
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Obrazek 11 Paklitaxel

V klinickych studiich pro pacienty s mirnou az sttedni AD se nachazi TPI 287, ktery se

vaze na tubulin[36].

3.1.5.3.8 Prevence t-agregace

Barvivo methylenova modft vykazuje riizné farmakologické vlastnosti, jednou z nich je
zébrana interakce t-proteinu. Kromé toho methylenova modf hraje roli v agregaci amy-
loidni agregace, zlepSeni elektronového transportu, snizeni oxidacniho stresu, prevenci mi-
tochondrialni destrukce a inhibici AChE[35]. Rember byl prvni generaci derivatu methy-
lenové modii testovany u AD, ale selhal ve II. fazi klinického testovani kviili vedlejsim
uc¢inktim[35,36]. Ve III. fazi klinického testovani se nachazi druha genereace inhibitort

agregace T-proteinli napi. TRx0237[36].

Obrazek 12 Methylenova mod¥r

3.1.5.3.9 Imunoterapie proti T-proteinu

DalSim ptistupem v terapii se jevi aktivni imunizace vysoce afinitnimi protilatkami
proti fosforylovanému t-proteinu. Ve II. fazi klinického testovani se nachazi latka AA-

Dvac-1 a ve fazi I klinického testovani se nachazi ACI-35[36].
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3.1.5.3.10 Antagonisté 5-HTs receptorti

S progresi AD je poSkozena i serotonergni neurotransmise a ovlivnéni této cesty by
mohlo mit terapeuticky vyznam. Serotonin aktivuje specifické 5-HT receptory. Receptor
5-HTs je exprimovan primarné v kiife a hippokampu, tedy v oblastech zapojenych do pro-
cesu uceni a paméti. Myslenkou tedy je, Ze antagonisté téchto receptorii by mohly zvysit
cholinergni transmisi[36].

Ve III. fazi klinického testovani se nachazi intepirdin a analyza z I1. faze studii nazna-
cuje, ze ptidani tohoto 1é¢iva k donepezilu mize zlepsit kognitivni fuknce u pacientti s mir-

nou az stiredni AD[36].
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Obrazek 13 Interdipin

3.1.5.3.11 Inhibitory prolyloligopeptidasy

Prolyloligopeptidasa (POP) je serinova peptidasa, kera st€pi malé peptidové hormony,
neuroaktivni peptidy a rizné bunécné faktory[39]. POP je vSudypfitomny enzym, vysoce
exprimovany v mozku. Souc€asné znalosti o jeho biologickych vlastnostech a farmakolo-
gickych vlastnostech jeho inhibitori naznacuji, Ze POP se Gcastni nékolika aspekt v CNS,
zahrnujicich uceni, pamét a naladu. Pfedpoklada se zapojeni POP v patologickych proceses
jako je porucha pfijmu potravy a nalady, hypertenze a neurodegenerativnich onemocnéni
jako AD, Huntingtonova a Parkinsonova choroba[40].

V soucasné dobé¢ bylo jiz v ptedklinickych studiich hodnoceno nékolik inhibitord POP
jako potencialni lé¢iva pro pfirozeny deficit paméti, pii které dochdzi béhem starnuti nebo

pfi AD[40].
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3.1.5.4 Uplatnéni prirodnich latek pri AD

Ptirodni latky jako alkaloidy, flavonoidy, resveratrol a kurkumin maji multifunkéni
vlastnosti a bylo zjisténo, Ze tyto latky jsou schopné interagovat s vice cili souvisejicis AD.
Proto by ptirodni latky a jejich derivaty s prokazanou ucinnosti mohly byt pouzity pii lécbé

AD[41].

3.1.5.4.1 Alkaloidy

Berberin je kvarterni isochinolinovy alkaloid vyskytujici se v kofenech, oddéncich,
stonkéch a ktife rostlin jako je Berberis spp., Coptis chinensis Franch., Hydrastis canaden-
rové a antimikrobidlni u€inky spole¢né s kardioprotektivnimi a neuroprotektivnimi vlast-
nostmi. Inhibuje AChE 1 BChE, ale je selektivnéj$i pro AChE, navic plisobi jako antago-
nista NMDA receptort a rovnéz blokuje napétove tfizeny draselny kanal, coz vede k neu-
roprotekci. Tudiz, berberin zvySuje cholinergni stimulaci a zlepSuje kognitivni poskozeni

u AD. Bylo jiz ptipraveno nékolik derivati berberinu[41].
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Obrizek 14 Berberin
Harmin, izolovany napt. z Banisteriopsis caapi Spruce ex Griseb., patii do skupiny
B-karbolinovych alkaloidi, strukturdlng sloZzené z indolového a pyridinového jadra. M4 an-
timykotické, antibakteridlni, antiplasmodidlni, antioxidacni vlastnosti a je inhibitor
DYRKI1A. Inhibuje téZ fosforylaci t-proteinu. RovnéZ bylo ptipraveno nekolik jeho deri-
vati[41].
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Aporfinové alkaloidy maji tetrahydroischochinolovou strukturu a patti mezi isochino-
lové alkaloidy. Aporfinové strukturni typy oxoisoaporfiny a oxoaporfiny, izolované z ko-
fene ¢inské 1é¢ivé byliny Menispermum dauricum DC., vykazuji rozdilnou biologickou ak-
tivitu napft. inhibuji telomerasové cholinesterasy a BA agregaci, spolecné s antioxida¢ni ka-
pacitou, imunoregula¢ni a protinadorovou aktivitou. Byly pfipraveny rovnéz i jejich deri-

vaty[41].

3.1.5.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou polyfenolovych metabolitd, které se vyskytuji témét ve vSech
rostlinach, ovoci, semenech a zelenin€. Jsou hojné zastoupeny u vyssi rostlin v Poly-
gonaceae, Rutaceae, Fabaceae, Apiaceae a Asteraceae. Kvili své polyfenolové povaze maji
schopnost zhéaset volné radikaly, peroxid a superoxidové radikaly — maji neuprotektivni
aktivitu. Vlastnosti polyfenold zhaset volné radikaly se 1iSi podle poctu a polohy hydroxy-
lovych skupin. Pro jejich G€inky na faktory AD byly vyvinuty nové série flavonoidii[41].

Flavony se vyskytuji hlavné v listech, kvétech, ovoci, rostlinach a vykazuji inhibicni
efekt na konecné produkty pokrocilé glykace a také maji protizanétlivy, antioxidac¢ni a neu-
roprotektivni aktivitu. Série analogti flavoni ptisobi jako slibné ¢inidla proti AD[41].

Isoflavonoidy se hojné vyskytuji v lusténindch a jsou také izolovany z mikrobt. Plsobi
jako prekurzory pro syntézu fytoalexinii béhem interakce roslina-mikrob. Série isoflavono-
vych analogti byla zkoumana pro jejich inhibi¢ni aktivitu proti AChE a MAO-B[41].

Flavanony jsou dalsi diilezitou podskupinou flavonoidii, nachdzeji se ve vSech citruso-
vych plodech (pomerance, citrony a grepy). Maji schopnost zhaSet volné radikaly, maji
protizadnétlivy ucinek, snizuji krevni lipidy a cholesterol. Proto je uziti flavanontii pro syn-
tézu multitargetovych fidicich ligandii na vzestupu[41].

Chalkony jsou rovnéZ podskupinou flavonoidl. Jsou hojn€ obsaZeny v raj¢atech, hrus-
kach, jahodéach a nékterych psSenic¢nych produktech. Chalkony vzbudily zajem jako poten-
cialni 1é¢iva u AD pro svoje rozsahlé biologické vyhody, které poskytuji[41].

Neoflavonoidy jsou charakterizované ketoskupinou v poloze 2 a fenylovou skupinou
v poloze 4 kruhu C. Jejich derivaty by mohly piisobit jako inhibitory AChE a téZ jako inhi-
bitory agregace AB3[41].
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3.1.5.4.3 Resveratrol

Resveratrol je druh pfirodniho polyfenolu (stylben), hojné se nachdzejici v potravinach
jako jsou arasidy, grepy, cervené vino, bobulové ovoce. Ma rizné biologické vlastnosti
jako jsou protinddorovy ucinek, protizanétlivy a neuroprotektivni vlastnosti. Pro svoje an-
tioxida¢ni schopnoti, inhibi¢ni schopnost vii¢i A agregaci a schopnosti zhaset radikaly je
potencialnim lé¢ivem u AD. Jeho stylbenova struktura je zodpovédna za inhibi¢ni aktivitu

monoaminooxidas (MAQ). Diky jeho aktivité jsou syntetizovany dal$i derivaty[41].
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Obrazek 16 Resveratrol

3.1.5.4.4 Kurkumin

Kurkumin je izolovan z rostliny Curcuma longa L. z ¢eledi Zingiberaceae. Strukturalné
je kurkumin a, B-nenasycena karbonylova sloucenina s pfipojenymi planarnimi aromatic-
antimikrobialni, antioxida¢ni vlastnosti, rovnéz ma hojivy ucinek na rany a schopnost inhi-
bovat A} agregaci. Kurkumin rovnéz vykazuje aktivitu vii¢i neurologickym onemocnénim
zahrnujici AD, Parkinsonovu chorobu, epilepsii, schizofrenii a deprese. Diky svému Siro-
kému farmakologickému rozsahu byly syntetizovany a hodnoceny jeho rtiznd analoga.
Kurkuminova analoga vykazuji inhibi¢ni aktivitu viici AChE, hyperfosforylaci t-proteinu,
AB142 agregaci, BACE1 a také nckteré derivaty zhasi volné radikaly a chelatuji ionty
kovi[41].
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Obrazek 17 Kurkumin

3.1.5.5 Doplrikova terapie

Soubézné psychiatrické poruchy jako deprese a anxieta jsou u AD bézné a obtizné lé-

¢itelné. Existuji pouze omezené dikazy o prospeéSnosti antidepresivni 1écby u AD. V této
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souvislosti je vSak tfeba se vyhnout tricyklickym antidepresiviim, ktera mohou zhorSovat
zmatenost. Existuji vSak dikazy o prospéchu psychologické 1écby snizujici deprese
a v mensi mife i anxietu. V pozdé&jsi fazi onemocnéni se miize rozvinout agitovanost, ag-
rese, psychoza. V téchto ptipadech jsou upiednostiiovana atypicka antipsychotika, ale i je-
jich uziti by mélo byt omezeno pouze pti tézkych psychdzach. Pokud je to nezbytné, nej-
lepsi ditkazy jsou pro nizkou davku risperidonu[4].

Roli v terapii AD hraje 1 nefarmakologicka 1écba, ktera zahrnuje cviceni, motorickou
rehabilitaci, kognitivni rehabilitace, nefarmakologickou lécbu pro behavioralni a psycho-
logické symptomy, psychologicka terapie, komplementarni a alternativni medicina[42].

Mezi dalsi doplikové latky se fadi standardizovany extrakt EGb 761 z Ginkgo bi-
loba L., ktery piisobi jako ,,scavenger* (vychytavac) volnych kyslikovych radikald, inhibi-
tor NMDA receptori a ma také vazoaktivni vlastnosti — inhibuje faktor aktivujici krevni
desticky[43].

Piracetam neprokézal dostateCnou uc¢innost, je nyni zkouSen ve velkych davkach pte-
devsim u pacientt se stfednim kognitivnim poskozenim a v poc¢atcich AD[43].

Jako doplngk terapie k inhibitoriim cholinesterasy se pouziva jako zhase¢ volnych kys-
likovych radikalti vitamin E v denni davce 2000 UI po dlouhou dobu, coz ma urcity pre-

ventivni efekt proti rozvoji demence[43].

Obrazek 18 Piracetam
U AD je nedostatek riistovych nervovych faktorl, proto je dale pouZzivan i ptipravek

cerebrolysin, obsahujici aminokyseliny a velmi kratké peptidy k syntéze rastovych fak-

tort[43].
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3.2 Centaurea cyanus L. (Asteraceae)

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Tabulka 1 Systematické zarazeni [44]

Oddéleni Magnoliophyta Krytosemenné
Trida Magnoliopsida Dvoudélozné
Rad Asterales Hvézdnicotvaré
Celed Asteraceae Hvéznicovité
Rod Centaurea Chrpa
Druh Centaurea cyanus L. Chrpa modra

Obrazek 19 Centaurea cyanus L. [45]

3.2.2 Charakteristika celedi Asteraceae

Celed’ Asteraceae predstavuji predeviim vytrvalé nebo jednoleté byliny a polokefe,
¢asto s riznym typem Zzldznatych nebo jinych trichomil. Casto se systémem &lankovanych
mlécnic v Iyku, které obsahuji latex bohaty na triterpeny, nebo s vice ¢i méné vyvinutym
systémem schizogennich pryskyti¢nych kanalkl, které jsou casto vystlané epitelem. Oba
sekrecni systémy se obvykle spole¢né v jednom druhu nevyskytuji. Listy jsou stiidavé,
mén¢ Casto protistojné, jednoduché nebo slozené, nékdy redukované v Supiny. Kvéty jsou
obojaké nebo jednopohlavné i jalové, drobné, s obaly rozliSenymi, pokud kalich nechybi
(kalich byva ¢asto pfeménén v chmyr nebo zldznaty val). Koruna srostlolupennd, obvykle

péti¢etnd, aktinomorfni nebo zoomorfni. Kvéty tvoii husté racemézni kvétenstvi — tbor se
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zakrovem z listenti. Kvétenstvi je tvoieno bud’ jednim typem kvétl jazykovitych, nebo ja-
zykovitymi kvéty vytvarejicimi ter¢ iboru. Tycinek je pét, jejich prasniky se slepuji v tru-
bicku; nitkami ptirtstaji ke koruné. Gyneceum je tvofeno dvéma plodolisty, je zakoncené
dvouramennou bliznou. Semenik je spodni, jednopouzdrovy, s jednim vajickem. Plodem
je nazka s vytrvavajicim chmyrem kalichového piivodu[46].

Vyznamnym chemotaxonomickymi znaky jsou vyskyt inulinu jako zasobniho polysa-
charidu, biosyntéza polyynt (polyacetylenil) a seskviterpenickych laktont, vyskyt pen-
tacyklickych triterpenti v latexu, silice, kavové kyseliny a jejich derivati, lokalizované se
vyskytujici alkaloidy. Vyznaénym znakem je absence iridoidi[46].

Podceled’ Asteroidae je typicka tvorbou jazykovitych i trubkovitych kvéti obojakych
1 jednopohlavnich i jalovych, uspofddanych na iborovém lizku jako paprsek a ter¢. Mléc-

nice se obvykle nevyskytuji[46].

3.2.3 Charakteristika rodu Centaurea

Jednoleté az vytrvalé byliny. Lodyhy zpravidla dobfe vyvinuté, vétvené nebo jednodu-
ché (mimo tzemi CR téZ znaéné zkracené), olisténé, zpravidla kiidlaté, pavudinaté chlu-
paté. Listy pfizemni (v nebohatych riizicich, za kvétu ¢asto odumielé) a lodyzni stiidave,
piisedlé nebo nevyrazné tfapikaté, celistvé nebo pefené ¢lenéné, zpravida sbihavé, méné
Zasto nesbihavé, nejéastéji + husté pavudinaté az hedvabité chlupaté. Ubory malé az stiedné
velké, na konci lodyhy a vétvi, jasn¢ modré, riizove, purpurové nebo zlutave; zdkrov vej-
covity, vicetady, zakrovni listeny trojihelnikovité, vej¢ité az podlouhle kopinaté, stiecho-
vit€ usporadané, privésky zakrovnich listenti dl. sbihajici, ¢asto témet po celé délce okraje
zakrovniho listenu, s okrajem zubatym nebo tfasnitym, v osten nikdy nepieménéné; lizko
uboru Stétinaté chlupaté, bez plevek. Kvéty pouze trubkovité, okrajové obvykle jalové,
asto s korunou zvelicelou, mirné soumérnou a paprskujici, sttedové kvéty oboupohlavné,
s korunou pravidelnou; prasniky podéln¢ spojené v trubic¢ku, pylova zrna elipsoidni az val-
covitd, na povrchu hladk4; bliznova ramena téméf po celé délce spojend, na bazi s vénec-
kem vymetacich chlupi. Nazky nejcastéji 3,5— mm dl., na bazi s bocné umisténou oddélo-
vaci ploskou obklopenou dlouhymi tuhymi odstalymi chlupy; paprsky vicetadé; paprsky
chmyru vicetradé, rizné dlouhé (vnéjsi nejkratsi), drsné, s rizné dlouhymi, nepravidelné
usporaddanymi krakymi $tétinkami (mezi buiikami tvoticimi dlouhé ,,zoubky* na paprscich
chmyru jsou butiky vy€nivajici jen jako kratké papily), paprsky chmyru nékdy velmi kratké
nebo chmyr + chybé&jici[47].
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Ptiblizn¢ 40 druhti rozsitenych v Evropé, jz. Asii a s. Africe, nejvétsi druhova rozma-

nitost je v horskych oblastech Sttedomoti [47].

3.2.4 Charakteristika Centaurea cyanus L.

Rostliny jednoleté; lodyzni listy nesbihavé, 3—6 mm Siroké. Lodyhy jednoduché nebo
vétvené; listy vlockovité vlnaté, dolni az lyrovité pefenosecné, za kvétu zaschlé, lodyzni
carkovité kopinaté, ibory na koncich vétvi jednotlivé, cca 3 cm v priméru, zadkrovni listeny
s ptivéskem velmi izce sbihavym, tmaveé hnédym az Cernym s cca 1 mm dl., stiibfité bilymi
brvami; okrajové kvéty obvykle jasné modré, sttedové modrofialové, nazky 3,54 mm dl,,
chmyr 3—4 mm dl Pole, Cerstvé tthory; diive hojné, dnes roztr.; v posledni dob¢ téz pést.

v riznobarevnych formach jako ozdobna letni¢ka[48].

3.2.5 Uc¢inky obsahovych latek Centaurea cyanus L.

Kvétenstvi rostliny Centaurea cyanus L. je dobfe zndmou rostlinnou drogou pouziva-
nou v Evropé¢ v tradi¢ni medicin€ pro 1é¢bu méné zdvazného ocniho zanétu, jako diureti-

-----

Gginky[49].

3.2.6 Obsahové latky Centaurea cyanus L.

Mezi sekundarni metabolity objevené v Centaurea cyanus L. pii pfedchozich fytoche-
mickych studiich patii naptiklad anthocyany, flavonoidy a jejich glykosidy, fenolkarboxy-
lové kyseliny, seskviterpeny, kumariny a alkoloidy[49].

Pfi nasem vyzkumu jsme se zaméfili na izolaci alkaloidd, kterych bylo doposud z rost-
liny rodu Centaurea ziskano jen né€kolik a mohly by poskytnout zajimavou inhibi¢ni akti-
vitu. Konkrétné z Centaurea cyanus L. byly doposud vyizolovany a popsany ¢tyti alkaloidy

s indolovou strukturou.

3.2.6.1 Indolové alkaloidy

Z Centaurea cyanus L. byly doposud izolované ¢tyii indolové alkaloidy a to konkrétné
moschamin, cis-moschamin, centcyamin a cis-centcyamin. Moschamin a cis-moschamin
byly jiz dfive izolované z jiného druhu, konkrétn€¢ z Centaurea moschata L. V ptipadé

centcyaminu a cis-centcyaminu se jednd, pokud je zndmo o nové slouceniny[49].
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Dalsim indolovym alkaloidem, izolovany z rostlin rodu Centaurea, je schischkiniin,

ktery byl vyizolovany ze semen Centaurea schischkinii Tzvelev a vykazuje antikancero-

genni a antioxidac¢ni vlastnosti[50].

V semenech Centaurea moschata L. byly prokédzané moschamindol, moschamindolol,

moschamin a cis-moschamin[51].

Izolaci ze semen Centaurea vlachorum Hartvig byly ziskany 2 alkaloidy moschamin

a N-(p-kumaroyl)serotonin[52].

Dimericky indolovy alkaloid montamin byl vyizolovan ze semen Centaurea montana

L.[53].
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Obrazek 20 Indolové alkaloidy identifikované v rostlinach rodu Centaurea L.
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Obrizek 20 Indolové alkaloidy identifikované v rostlinach rodu Centaurea L. (pokracovani)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Izolace alkaloidu

4.1.1 Material a chemikalie

4.1.1.1 Chemikdlie

e kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Ing. Svec — Penta) (HCI)
e kyselina octova 99% p.a. (Ing. Svec — Penta)

e uhli¢itan sodny bezvody &. (Ing. Svec — Penta) (Na2CO3)

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

e trifluoroctova kyselina 99% p.a. (Fluka) (TFAA)

4.1.1.2 Rozpoustédla

chloroform p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (CHCI;)

e cthyl-acetat p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (EtOAc)

e deuterizovany chloroform pro NMR (Sigma-Adrich) (CDCl)
e diethylether ¢. (Lach-Ner) (Et,O)

e cthanol 95% (lihovar Chrudim) (EtOH)

e methanol p.a. (Sigma-Adrich) (MeOH)

e dichlormethan p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (CH2Cl)

e n-hexan p. a. (Penta a.s., ing. Svec) (CHi4)

e cyklohexan p. a. (Penta a.s., ing. Svec) (CsHi2)

e supercista voda (Millipore, Milford, MA, USA) (H20)

4.1.1.3 Pomocny materidl

e kiemelina (Sigma Aldrich)

o silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta)

e siran sodny bezvody p.a. (Ing. Svec — Penta) (Na;SOs4)
e vata

e vliselin
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4.1.1.4 Adsorbenty a materidl pro chromatografii

Oxid hlinity (Al2O3) deaktivovany 6% H>O, stupen deaktivace Brockmann III, velikost
zrn 50-200 pm (ACROSS)

TLC SiO; 60 F254, (firma Merck), hlinikové komer¢ni desky s vrstvou silikagelu 0,2
mm

TLC SiO2 60 RP-18 F254S (firma Merck)

Silikagel 60 PF 254 pro preparativni TLC (firma Merck)

polypropylenové (PP) kartridZ EcoFlex C18 50um spherical 40 g (Biichi, Donaulab)
PP ptedkolona 12x75 mm (Biichi, Donaulab)

C18 silikagel 200-400 mesh (Sigma Aldrich)

4.1.1.5 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstevnou chromatografii

CHCI; +MeOH + NH4OH (92,5:7,5:0,25)
CeHi2t+ EtOAc+ IPA + DEA (45:45:5:5)
MeOH + H.O+TFAA (40:60:0,1)

CHCI; + MeOH + NH4OH (90:10: 0,75)
CHCI; + MeOH + NH4OH (80:20:1,5)
CH>CL> + MeOH + NH4OH (80:20:0,2)

4.1.2 Pristrojové vybaveni

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

vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Némecko)

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

laboratorni mlynek IKA Al1 basic (IKA - WERKE GMBH & CO. KG, Staufen, N¢-
mecko)

spektrometr VNMR S500 (Varian, USA)

Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA), pfistroj sestavd z modula
Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, bindrni gradientové pumpy
Waters 2545, Waters 2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity gDa hmot-
nostniho spektrometru, kolona s reverzni fazi XSelect® CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm
x 4,6 mm i.d., 5 um) (Milford, USA)
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e UHPLC systém Acquity UPLC, nejvyssi tiida (Waters, Millford, USA), spojeny s vy-
sokorozliSovacim spektrometrem (HRMS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK) vy-
uzivajici kvadrupol Time-of-Flight (TOF), kolona Acquity UPLC BEH CI18 (2,1 x
50mm, 1,7 um)

e Sepacore Flash X10 systém skladajici se z UV detektoru C-640, ze dvou bindrnich
pump C-605, frakéniho kolektoru C-660 a tidici jednotky C-60. Pro ovladani systému

se pouziva PC s programem SepacoreControl 1.2. (Biichi, Svycarsko)

4.2 Metody

4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1 Priprava detekcnich ¢inidel

e Dragendorffovo ¢inidlo — sklada se z roztoku A a roztoku B v poméru 1:1,
roztok A vznika rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody
roztok B vznika rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

e Meyerovo ¢inidlo — vzniké rozpusténim 1,36 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu drasel-

né¢ho ve 100 ml vody.

4.2.1.2 Priprava a ¢isténi rozpoustédel

Vsechna komer¢né pouzivana rozpoustédla pouzita pro chromatografii byla pied pou-
zitim ptecisténa destilaci dle standartnich postupi a uchovana v tmavych ldhvich z divodu

ochrany pted svétlem.

4.2.1.3 Odparovani extraktii a frakci

Odpatovani rozpoustédel z extrakti a frakci ziskanych pii sloupcové chromatografii

bylo provadéno na vakuové odparce pii 40°C za sniZeného tlaku.

4.2.1.4 Suseni extraktu, frakci, izolovanych cistych latek a jejich skladovani

Ziskany extrakt, frakce a izolované Cisté latky byly suSeny v exsikatoru za sniZzené¢ho

tlaku. Poté byly skladovany v lednici pfi teploté 2 — 8 °C.

42



4.2.1.5 Priprava litych desek

Na sklenénou desku o rozmérech 15%15cm byla nalita suspenze tvoiena 6,5 g silikagelu
pro preparativni TLC a 20 ml destilované vody. Tato homogenni suspenze byla na desky
rovnomerné rozprostiena a nechala se pied pouzitim schnout minimalné 24 h pti pokojové

teplote.

4.2.1.6 Pripravaroztéru

Roztér pro sloupcovou chromatografii a flash chromatografii byl pfipraven rozpusténim
alkaloidniho extraktu nebo frakce v CH2Cl, + MeOH (1:1) a pfidanim adsorbentu v 4—-5na-
sobném mnozstvi k poméru hmotnosti vzorku. Odstranéni rozpoustédel ze vzniklé su-
spenze probihalo za stalého michéni na vodni lazni pii 40 °C. Roztér byl nasledné dosusen

za snizeného tlaku v exsikatoru nad aktivnimi perlami silikagelu po dobu 24 hodin.

4.2.1.7 Priprava kolony pro sloupcovou chromatografii

Do sklenéného sloupce o vhodné velikosti se adsorbent (neutralni oxid hlinity 50-200
pm deaktivovany pridavkem 6 % H>O) nandsi ve formée suspenze s mobilni fazi o poca-
te¢ni koncentraci pro stupiiovitou eluci. Nejprve se do sklenéné kolony umisti na dno kou-
sek vaty, ktery se zatizi sklenénou ty¢i a opatrné se naléva do kolony ptipravena suspenze.
Po ustaleni sedimentace adsorbentu se stahne mobilni faze tésné nad sloupec adsorbentu,
prida se roztér, na ktery se umisti filtracni papirovy kruh o vhodné velikosti, poté vata, ktera

se zatizi sklenénymi kulickami.

4.2.1.8  Flash chromatografie

Purifikace alkaloidl byla provedena na Sepacore Flash X10 systému. Samotny proces
seperace probihal tak, Ze nejprve byla PP kartridZz EcoFlex C18 50pum kondiciovdna mo-
bilni f4zi po dobu 30 min (doslo k 10ndsobnému promyti kolonového objemu) a poté byla
zapojena do systému PP pfedkolona s roztérem, z které se pak gradientovou eluci vymy-
valy alkaloidy zvySujicim se podilem MeOH v mobilni fazi MeOH+H,O obsahujici 0,1%
kyseliny mravenci.

Jednotlivé frakce byly jimany do 50 ml valct podle nastaveného objemu sbéru (10 ml
v minimu pikii, 20 ml mezi piky). Pritok ¢inil 20 ml/min. Vlnové délky UV detektoru byly
nastaveny na 255, 280, 290 a 322 nm (vlnové délky byly nastaveny podle ptedchoziho
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pfeméteni absorpCnich spekter alkaloidi PDA detektorem, ktery je soucdsti LC-MS

Waters systému).

4.3 Separace alkaloidu

4.3.1 Rostlinny material

Rostlinny mateial tvotily nazky Centaurea cyanus L. Mnozstvi 2,4 kg bylo zakoupeno
z Planta Naturalis v Markvarticich a 0,7 kg bylo vypéstovano v Botanické zahrad¢ Farma-
ceutickeé fakulty Univerzity Karlovy. Rostlinny material verifikoval prof. RNDr. Lubomir

Opletal, CSc.

4.3.2 Priprava alkaloidniho extraktu

Pro ptipravu alkaloidniho extraktu bylo pouzito 3,1 kg nazek Centaurea cyanus L. Na-
zky byly rozdrobeny pomoci laboratorniho mlynku. Rozdrobnéné nazky byly extrahovany
2x 95% EtOH po dobu 30 minut. Poté byl pfebyte¢ny EtOH odpaten za redukovaného
tlaku na vakuové odparce, ¢imz byl ziskdn sumarni EtOH extrakt. Ten byl poté podroben
»odtuénéni‘ (odstranéni triglyceridii) rozpusténim extraktu v MeOH (800 ml), natfedén pfi-
danim H>O (200 ml) a néasledné vyttepan CsHi4 (3% 300 ml). MeOH z roztoku byl odstra-
nén odpafenim na vakuové odparce za snizeného tlaku pfi teploté 40 °C. Uplné odstranéni
MeOH z extraktu v destilacni bance se projevilo ,,orosenim* chladi¢e vakuové odparky
H>O.

Vodna faze extraktu byla okyselena na pH 1 pfidanim 100 ml 2% HCI, nasledné ptefil-
trovana pies kiemelinu, kterd byla po filtraci promyta 50 ml 2% HCI. Okyseleny vodny
roztok byl doplnén destilovanou H>O na 500 ml a vytfepan 3x 150 ml Et;O (odstranéni
neutralnich lipofilnich slou¢enin). K vodné fazi byl ptidan EtOAc (200 ml) a provedla se
alkalizace roztoku 10% Na,COs3 na pH 9-10, ktery byl vytfepan EtOAc (4% 200 ml). Od-
parenim organické faze na vakuové odparce za snizeného tlaku bylo ziskano 4,64 g EtOAc
vytiepku.

Jelikoz ve vodné fazi stale zlstavaly alkaloidy (detekce byla provedena Meyerovym
¢inidlem), byla vodna faze nasledné vytfepana CHClz (4% 200 ml). Odpafenim CHCl; za
redukovaného tlaku na vakuové odparce bylo ziskano 380 mg CHCl3 vytiepku. Alkaloidni
profil sumarnich EtOAc a CHCI; vytiepkt byl analyzovan na komeréni TLC SiO2 60 Fas4
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, jako vyvijejici soustava byla pouzita smés CHCl; + MeOH+ NH4+OH (80:20:1,5), pocet

vyvijeni 1x, detekce alkaloidli provedena Dragendorffovym ¢inidlem (Obrazek 21).

Obrazek 21 TLC alkaloidnich sumarniho EtOAc a CHCI; extraktu

4.3.3 Sloupcova chromatografie

EtOAc vyttepek (4,67 g) byl podroben sloupcové chromatografii. Pro separaci byla po-
uzita kolona o délce 63 cm a priméru 3,7 cm. Kolona byla napInéna stacionarni fazi, kterou
tvotil A,O3 deaktivovany 6% H>O, stupeii deaktivace Brockmann III, velikost zrn 40-200
pum (ACROSS) o hmotnosti 567g. Eluce probihala skokové s mobilni fazi obsahujici
CHCI;, CHCI3 + EtOH, EtOH + 1% CH3;COOH. Mrtvy objem kolony €inil 410 ml. Jed-
notlivé frakce byly jimany po 100 ml, celkové bylo ziskdno 102 frakci, které byly na za-
kladé TLC spojeny do 9 spojenych frakci ozna¢enych A — I (Tabulka 2). Separace jednot-
livych frakci byla monitorovana pomoci kontrolnich TLC s mobilni fazi CHCl; + MeOH +
NH4OH (90:10:0,75 a 80:20:1,5).
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Tabulka 2 Frakce ziskané sloupcovou chromatografii alkaloidniho EtOAc extraktu

Nazev frakce Cislo spojené frakce Eluéni systém Hmostnost frakce
(mg)
A 5-22 CHCIs, 697,5
CHCI; + EtOH (99:1)
22-33 CHCI; + EtOH (99:1) 74,6
34-38 CHCI; + EtOH (99:1) 31,6
39-50 CHCI; + EtOH (99:1), 76,9
CHCI; + EtOH (98:2)
E 51-54 CHCI; + EtOH (95:5) 13,1
55-64 CHCI; + EtOH (95:5) 64,7
G 65-98 CHCI; + EtOH (95:5) 315,1
CHCI; + EtOH (9:1)
CHCI; + EtOH (8:2)
CHCI; + EtOH (1:1)
H 99 EtOH 516,4
| 100-102 EtOH + CH;COOH 361
(100:1)

4.3.4 Preparativni TLC frakce A

Frakce A (698 mg) byla podrobena preparativni TLC na 27 litych SiO> deskach 15%x15
cm. Jako vyvijejici soustava byla pouzita smés CHCl; + MeOH + NH4OH (92,5:7,5:0,25),

pocet vyvijeni 2x. Timto bylo ziskano 7 podfrakci A1 — A7 (Tabulka 3).

Tabulka 3 Podfrakce ziskané preparativni TLC frakce A

Nazev frakce

Retenéni faktor

Hmotnost (mg)

Al 0,83 14,6
A2 0,75 36,6
A3 0,67 44,7
Ad 0,50 373
AS 0,33 26,5
A6 0,25 16,4
A7 0,17 26,6
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4.3.4.1 Separace alkaloidu z podfrakce A4

Podfrakce A4 (373 mg) byla purifikovana dalsi preparativni na 8 litych SiO> deskach
15%15 cm. Mobilni fazi byla smes C¢Hi> + EtOAc + IPA + DEA (45:45:5:5), pocet vyvijeni
2x, Timto byly ziskany 3 podfrakce A4/1 — 3 (Tabulka 4).

Tabulka 4 Prehled podfrakei ziskanych z podfrakce A4

Nazev podfrakce Reten¢ni ¢as Hmotnost (mg)
A4/1 0,66 18,8
A4/2 0,55 134,7
A4/3 0,32 15,8

4.3.4.2 Separace a cisténi alkaloidu z podfrakce A4/2

Podfrakce A4/2 byla ptecisténa preparativni TLC na silikagelu 60 RP-18r254S. Celkovée
bylo pouzito 17 TLC desek 20x10 cm, mobilni fazi byla smés MeOH + H,O + TFAA
(40:60:0,1), pocet vyvijeni 2x vyvijeni. Timto bylo ziskano 63 mg Cisté latky, kterd tvoftila
stul s TFAA. TFAA byla odstranéna nasledujicim zptisobem. Z piivodniho mnozstvi 63 mg
latky bylo 50 mg (13 mg bylo ddno na NMR analyzu) rozpusténo v nékolika ml 2% HCl
a vytfepano 3x Et;0. Vodni fize byla alkalizovdna 10% Na>COs a volna béaze alkaloidu
byla ziskana vytfepanim do Et;O (4x), ke kterému se ptidalo malé mnozstvi bezvodého
NaxSOs4 (navazani stopového mnozstvi vodné faze v Et>O vrstve). Filtraci Et,O vrstvy pies
vatu, odpafenim solventu a vysuSenim vzorku v exsikatoru bylo ziskdno 39 mg amorfni,

bélavé prisvitné slouc¢eniny AD-1.

4.3.5 Flash chromatografie

JelikoZ sloupcova chromatografie alkaloidnicho EtOAc extraktu na oxidu hlinitém ne-

vedla k dostatec¢né uspokojivé separaci u jednotlivych spojenych frakci (Obrazek 22),

Obrazek 22 Souhrnné TLC ostatnich frakci
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byly ostatni dosud nezpracované frakce spojeny dohromady a separovany pomoci flash
chromatografie na PP kartridzi EcoFlex C18 50um spherical 40g. Alkaloidy byly eluovany
z roztéru umistény v predkoloné¢ 12x75 mm smési mobilnich fazi A: (H2O + 0,1%
HCOOH) a B: (MeOH + HCOOH 0,1 %) nastavenym gradientem (Tabulka 5). Pritok

smési mobilnich fazi A + B byl nastaven na 20 ml/min.

Tabulka 5 Nastaveny gradient mobilnich fazi A a B

Start % B

Konec %B min
5 5 10
5 70 70
70 100 Is
100 100 10
Celkovy ¢as separace 1 hod 30 min 1 s

Izolace alkaloidi byla monitorovana UV detektorem podle nastaveni pfislusnych 4 vl-
novych délek. Jednotlivé frakce byly jimany frak¢nim kolektorem do 50 ml zkumavek,
celkove bylo jimano 154 frakci (Obrazek 23),

nnnnnnnn
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Obrazek 23 Zaznam separce spojené frakce na C18 40 g
které byly spojeny do 9 finalnich frakci i na zdkladé TLC analyzy jednotlivych frakci

na komerc¢nich deskach silikagelu 60 F254. Jako vyvijejici smés byla pouzita soustava

CH>Cl> + MeOH obsahujici 0,2 % NH4OH, pocet vyvijeni byl 1x (Obrazek 24).
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Obrazek 24 TLC analyza spojenych frakei ziskanych flash chromatografii

Mobilni faze z 9 spojenych frakci byla odparena na vakuové odparce za snizeného tlaku

IR

pti teploté 60 °C. Jednotlivé hmotnostni vytéZky jsou uveden nize (Tabulka 6).

Tabulka 6 Hmotnosti jednotlivych frakei ziskanych flash chromatografii

Nazev frakce

Cislo spojené frakce

Hmostnost frakce (mg)

1 17-22 14,7
2 23-27 18,4
3 28-29 9,5

4 30-38 40,7
5 39-50 47,0
6 51-77 138,6
7 78-99 132,8
8 100-141 138,4
9 142-154 38,2

4.3.6 LC-MS analyza frakci ziskanych flash chromatografii na C18 kartridzi

Izolace alkaloidl z podfrakci ziskanych flash chromatografii nebyla dale provadéna
diky restrikcim zptisobené onemocnéni COVID-19 v Ceské republice (peruseni moznosti
finalizovat diplomovou praci v 5. ro¢niku po dobu nékolika tydnil). U jednotlivych ziska-

nych frakci byla alespont provedena LC-MS analyza k identifikaci pfitomnych alkaloidi,

zhodnoceni ti¢innosti separace a navrzeni zptsobu dalsi purifikace.
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4.4 Strukturni analyza

4.4.1 MS analyza

4.4.1.1 LC-MS

Vzorky (0,2 — 0,3 mg) byly rozpustény v 1 ml metanolu ¢istoty LC-MS a métfeny po-
moci systému Waters Autopurification ™ HPLC-MS (Milford, USA). Pfistroj sestava
z moduli Waters Sample Manager 2767, System Fluidics Organizer, binarni gradientoveé
pumpy Waters 2545, Waters 2998 detektoru s diodovym polem a Waters Acquity qDa
hmotnostniho spektrometru. Vzorky byly analyzovany pii laboratorni teploté. Na separaci
byla pouzita kolona s reverzni fazi XSelect® CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm x 4,6 mm i.d.,
5 um) (Milford, USA). Jako mobilni faze byly pouzity voda s 0,1% kyselinou mravenci
(rozpoustédlo A) a methanol s 0,1% kyselinou mravenci (rozpoustédlo B). Pritok mobilni
faze byl 1 ml / min. Elu¢ni program s gradientem byl naprogramovan nasledovné (v / v):
0 min 5% B, 5 min 100% B, 8,5 min 5% B, poté 1,5 minuty v po¢ate¢nich podminkach pro
ekvilibraci. Optimalni hodnoty parametri ESI-MS byly: kapilarni napéti - 0,8 kV; Teplota
proby - 600 ° C; Kuzelové napéti — 15V. LC-MS hmotnostni spektra byla zaznamenéana
v rozmezi od 200 — 800 m/z. Pro detekci PDA byl rozsah detektoru nastaven od 190 do 700
nm. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim iontovém rezimu. Eluce slou¢enin
nastava v poradi od vice polarnich k mén¢ polarnim, s narastajici eluc¢ni silou mobilni faze.

V pribehu chromatografické analyzy ziistava koncentrace kyseliny mravenc¢i konstantni.

4.4.1.2 HRMS

sokorozliSovacim spektrometrem (HRMS) Synapt G2Si (Waters, Manchester, UK) vyuzi-
vajici kvadrupdl Time-of-Flight (TOF). Chromatografie byla provedena na koloné Acquity
UPLC BEH CI18 (2,1 x 50 mm, 1,7 um) vyuzivajici gradientovou eluci s acetonitrilem
a 0,1% kyselinou mravenci s prutokem 0,4 ml/min. Elektrosprejova ionizace byla prove-
dena v pozitivnim modu. ESI spektra byla zaznamenana v rozmezi 200 — 1200 m/z. Jako
referencni latka pro hmotnostni detekci byl pouZit leucine-enkefalin a pro kalibraci byl po-

uzit mravencan sodny.
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4.4.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena na spektrometrech Varian VNMRSS500 s pracovni frekvenci
500 MHz pro 'H a 125 MHz pro '*C jadra. '*C NMR spektra byla méfena v 5 mm SW
Sirokopasmové sondg, 'H v inverzni 5 mm ID PFG sondé s vyuzitim standardnich pulsnich
sekvenci. Experimenty byly méfeny v CDCl; pti 25°C. Hodnoty chemickych posuni jsou
v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu (hexamethyldisilan nebo TMS, 0,04 ppm,

v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76.99 ppm, v '3C spektrech).

4.4.3 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla méfena v methanolu na polarimetru Automatic P 3000 v MeOH

pfi laboratorni teploté 25 °C.
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4.5 Stanoveni biologické aktivity izolovanych alkaloidu

4.5.1 Stanoveni inhibic¢ni aktivity vii¢i lidské AChE a BChE

4.5.1.1 Materidl a chemikadlie

acetylthiocholin jodid >99.0% (Sigma-Adrich)(ATChI)

e butyrylthiocholin jodid >98.0% (Sigma-Adrich) (BTChI)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich) (DTNB)
e fysostigmin 99% (Sigma-Aldrich)

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

e dimethylsulfoxid pro biologické testy (Sigma-Adrich) (DMSO)

e polystyrenové 96 jamkové mikrotitracni desticky s plochym a ¢irym dnem

4.5.1.2 Roztoky a pufry

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 pti 4 °C, max. 1 tyden.

e 10mM roztok acetylthiocholin jodidu byl ptipraven rozpusténim latky ve vod¢, vznikl
¢iry roztok. Byl uchovavan v lednici pti 4 °C, max. 1 tyden.

e 10mM roztok butyrylthiocholin jodidu byl pfipraven stejnym zptisobem a uchovavan
stejn€ jako roztok ATCAhI.

e 5SmM fosfatovy pufr pH 7,4 (obsahujicim 150 mM chloridu sodného)

e 5SmM fostatovy pufr pH 7,4 (bez NaCl)

4.5.1.3 Pristroje

e centrifuga Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611

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

4.5.1.4 Uprava plazmy a ziskdni AChE a BChE

Enzymy byly ziskany z krve zdravého dobrovolnika. Okamzité po odebrani vzorku byla

ptidana antikoagulaéni pfisada (2ml 3,4% citratu sodného na 18 ml krve). Plazma byla poté
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oddélena centrifguaci pti 4 °C a rychlosti 4000 ot.-min! a nasledn& slouzila jako zdroj
BChE. Jako zdroj AChE se pouzily separované erytrocyty.

Plazma se odebrala a zbytek se odsal bezpopelovym filtracnim papirem s hlazenym
povrchem. Odecteny objem erytrocytarni masy se zfedil SmM fosfatovym pufrem pH 7,4,
tak aby v kazdé z 8 zkumavek bylo 10 — 12 ml vzorku a poté nasledovala opét centrifugace.
Promyti se provedlo 3x. Nasledné byl znovu ptidan SmM fosfatovy pufr pH 7,4 (tentokrat
bez NaCl) a to v poméru 1:9 erytrocyty k pufru. Smés byla homogenizovéna, pielita do
Erlenmayerovy batiky a erytrocyty se ponechaly spontanné¢ hemolyzovat za stalého mi-
chani po dobu 10 minut.

Nasledné se stanovila aktivita pomoci absorbance AChE v hemolyzatu a BChE
v plazmé. Dle potieby byla hodnota absorbance upravena pfislusSnym mnoZstvim SmM fos-

fatového pufru pH 7,4. Enzymové preparaty byly uchovavany do doby pouziti pti —22 °C.

4.5.1.5 Metoda stanoveni

Stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICso ) bylo provedeno dle Ellmanovy metody za pouziti
Ellmanova ¢inidla 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)[54].

Do jamek polystyrenové 96 jamkové mikrotitracni desticky s plochym a Cirym dnem
bylo naneseno 8,3ul hemolyzatu nebo plazmovych fedéni (nejméné v 6 rozdilnych koncen-
tracich), dale 283 pl 5SmM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB) a 8,3 ul vzorku zie-
déného v dimethylsulfoxidu (DMSO) (40nM, 10nM, 4nM, 1nM, 0,4nM, OnM) nebo slepy
vzorek (DMSO). Reakce byla iniciovana ptidanim 33,3 pl 10 nM substratu (10 mM ace-
tylthiocholinjodidu nebo 10mM butyrylthiocholinjodidu). Kone¢ny pomér DTNB a sub-
stratu byl 1:1. ZvySeni absorbance (AA) na 436 nm pro AChE a 412 nm pro BChE bylo
méfeno 1 minutu pii 37 °C za pouziti readru. Kazdé méfeni bylo opakovano 6x pro kazdou
koncentraci enzymové preparatu. Procentudlni inhibi¢ni koncentrace byla spocitana na za-
kladé vzorce:

=100 — (AABL/AAsA)x100,

kde AAg je nartst absorbance slepého vzorku a AAsa je nariist absorbance méteného
vzorku[54].

Inhibi¢ni potencidl testované slouceniny byl vyjadien jako hodnota ICs (koncentrace
inhibitoru, kterd zplisobi 50% cholinestrasovou inhibici) v uM a porovnavana s referenc-

nimi latkami galanthaminem a fysostigminem([54].
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4.5.2 Stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i POP

4.5.2.1 Materidl a chemikalie

e dimethylsulfoxid >99.7% (Sigma-Adrich)(DMSO)

¢ (Z)-Gly-Pro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich)

¢ bajkalin (Sigma-Aldrich)

e berberin (Sigma-Aldrich)

e prolyloligopeptidasa (Sigma Aldrich)

e polystyrenoveé 96 jamkové mikrotitracni desticce s plochym a ¢irym dnem (Sigma Al-

drich)

4.5.2.2 Roztoky a pufry

e 10mM roztok Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl pfipraven rozpusténim latky v 40% 1,4-di-
oxanu. Byl uchovavan v lednici pti 4 °C.

e fosfatovy solny pufr pH 7,4 (obsahujici 137mM NaCl a 2,7 mM KCI)

4.5.2.3 Pristroje

e reader ELISA (Multi-mode microplate reader Synergy 2, BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT, USA)

4.5.2.4 Metoda stanoveni inhibice POP

POP byla rozpusténa ve fosfatovém solném pufru pH 7,4 (obsahujici 137mM NaCl
a 2,7 mM KCl), specificka aktivita enzymu byla 0,2 U/ml. Test byl proveden ve standardni
polystyrenové 96 jamkové mikrotitracni desticce s plochym a ¢irym dnem. Zasobni roztoky
testovanych sloucenin byly pfipraveny rozpusténim v DMSO (10mM). Zied’ovaci roztoky
(102 — 107 byly piipraveny ze zasobnich roztoki s neionizovanou vodou, kontrola byla
provedena se stejnou koncentraci DMSO. Substrat pro POP je (Z2)-Gly-Pro-p-nitroanilid,
ktery byl rozpustén v 50% 1,4-dioxanu (5SmM). Pro kazdou reakci byly fosfatovy pufr (170
ul), testovana sloucenina (Sul) a POP (5ul) inkubovany na 5 minut pti 37 °C. Poté byl
pridan substrat (20 pl) a smés se inkubovala 30 minut pti 37 °C. Tvorba p-nitroanilidu,
pfimo umérna aktivit¢ POP byla méfena spektrofotometricky pti 405 nm za pouziti ELISA

readru. Inhibi¢ni aktivita byla vyjadfena hodnoutou ICso[54].
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4.5.3 Stanoveni inhibic¢ni aktivity viici GSK-313

4.5.3.1 Materidl a chemikalie

e dimethylsulfoxid pro biologické testy (Sigma-Adrich)(DMSO)

e lidska rekombinantni GSK-3f (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko)

e GSM substrat (Merck Millipore, Darmstadt, Némecko)

e HEPES (Sigma Aldrich)

e EDTA (Sigma Aldrich)

e EGTA (Sigma Aldrich)

e octan hofe¢naty (Sigma Aldrich)

e ATP (Sigma Aldrich)

¢ Kinase Glo Kit (Promega Biotech Iberica, S.L., Madrid, Spain),

e (GSK-3p selektivni inhibitor SB-415286 (Selleck Chemicals, Houston, TX, USA)

4.5.3.2 Roztoky a pufry

e pufr (pH 7.5) obsahujici 50 mM HEPES, 1| mM EDTA, 1 mM EGTA a 15 mM octanu

hoteénatého

4.5.3.3 Pristroje

e Victor X3 multimode plate reader (Perkin Elmer, MA, USA)

e kultivadni mikrotitraéni desti¢ky (TPP, Svycarsko) — plastové, sterilni, 96jamkové

4.5.3.4 Metoda stanoveni

Aktivita a inhibice GSK-3 byly stanoveny podle luminiscen¢ni metody dle Baki et al.
za pouziti ¢inidla Kinase-Glo[55]. Reakce byla provadéna v 96 jamkové desticce. Kazda
jamka obsahovala 10pl testované slouc¢eniny (rozpusténé v 1mM DMSO) ziedéné pufrem
pH 7,5 obsahujicim 50mM HEPES, ImM EDTA, 1 mM EGTA, 15mM octanu hofecnatého
acetatu o pozadované koncentraci, 10ul 1uM ATP, 10ul 100uM GSM a 10ul GSK-38.
Misto roztoku testované slouceniny bylo pouzito 10ul pufru nebo SB-415286 o koncetraci
5uM za Gcelem zjiSténi pozitivni (maximalni aktivity) a negativni kontroly (celkové inhi-
bice). Celkova koncentrace DMSO v reakéni smési nepiesahla 5%. Smés se nechala rea-

govat po dobu 30minut pti 37 °C. Poté byly enzymatické reakce zastaveny ptidanim 40ul
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¢inidla Kinase-Glo. Luminiscencni aktivita byla zaznamenana po 10 minutach. Aktivita je
pfimo timérna rozdilu celkovému a spotfebovanému ATP. Inhibi¢ni aktivita byla spocitana
na zékladé maximalni aktivity méfené bez pfitomnosti inhibitoru a maximalni inhibice me-
fené za pritomnosti referencni slouceniny.

Hodnoty ICso byly vypocitany za pouziti programu GraphPad Prism 4.0 program
(GraphPad Software Inc., CA, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza izolovanych alkaloidi

AD-1 (Adrabbin)

Sumaérni vzorec: C23HosN2O4

Obrazek 25 Struktura alkaloidu AD-1 (Adrabbinu)

5.1.1 MS analyza

5.1.1.1 LC-MS analyza

MS-ESI: m/z (%) [M+H]+ 395,169(100), 396,236(33).

5.1.1.2 HRMS analyza

m/z exp: 395,1970
m/z teoret: 395,1965
ppm: 1,27
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2019 04 02 CC 5-22A 981 (1.686) Cm (974:987-(892:929+1024:1077)) 1: TOF MS ES+
100+ 395.1970 2.31e6

1396.2001

335.1758
364.1542 [397.2022

! 278.1180304.1334
141.9695 N

Obrazek 26 HRMS spektru slouceniny AD-1 (Adrabbin)

5.1.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, THF) &: 7.19 (1H, dd, ] = 7.8 Hz, J = 1.8 Hz), 6.89 (1H, bs), 6.69
(1H, d, J = 7.8 Hz), 6.48 (1H, d, J = 1.8 Hz), 6.22 (1H, s), 6.09 (1H, d, J = 6.6 Hz), 5.76
(1H, s), 5.29 (1H, s), 4.05 (1H, d, J = 11.6 Hz), 3.70 — 3.64 (1H, m), 2.83 —2.72 (2H, m),
2.67 (3H, s), 2.63 — 2.51 (1H, m), 2.55 (1H, d, J=12.8 Hz) 2.48 — 2.41 (2H, m), 1.93 (1H,
d, overlap, J = 12.8 Hz), 1.92 (3H, s, overlap), 1.79 (s, 3H)

I13C NMR (125.7 MHz, THF) &: 172.8, 172.4, 169.9, 150.7, 133.5, 130.8, 130.3, 127.5,
127.3,122.7, 116.9, 108.5, 87.5, 85.0, 71.3, 60.4, 55.7, 49.0, 35.3, 35.0, 33.9, 20.2, 17.5

5.1.3 Opticka otacivost

[a]?>= - 106° (c 0,13; MeOH)

58



5.2

5.2.1 Frakce 17-22

LC-MS analyza frakci ziskanych flash chromatografii
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Obrazek 27 Sken ES+ a TIC frakce 17-22
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Obrazek 29 Sken ES+ slou¢eniny s Mr 353 [M+H]|*
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CC 17-22 2167 (3.610) 1: Scan ES+
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Obrazek 30 Sken ES+ slou¢eniny o Mr 353 [M+H]*
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5.2.2 Frakce 23-27
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Obrazek 31 Sken ES+ TIC frakce 23-27 a jednotlivych piitomnych sloucenin
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5.2.3 Frakce 28-29
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5.2.4 Frakce 30-38
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Obrazek 34 Sken

ES+TIC frakce 30-38 a jednotlivych pritomnych sloucenin
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5.2.5 Frakce 39-50

11-May-2020 14:14:32
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Obrazek 35 Sken ES+ TIC frakce 39-50 a jednotlivych jejich slou¢enin
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5.2.6 Frakce 51-77
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5.2.7 Frakce 78-99 (100-141)
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5.2.8 Frakce 142-154

11-May-2020 14:35:54
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5.3 Inhibi¢ni aktivita vii¢i AChE, BChE, POP a GSK-3f3

Tabulka 7 Biologické aktivity izolované slou¢eniny

Alkaloid AChE (ICso; pM) | BChE (ICso; pM) | POP (ICs0; pM) GO0
(50 uM; %inhibice)

Adrabbin >100 >100 143,0 £ 6,0 MEii se
Galanthamin 1,71+ 0,1 423+1,3 - -
Fysostigmin 63,0+ 1,0 x 107 130,0 + 4,0 x 107 - -
Bajkalin - - 194,0 + 14,0 -
Berberin - - 142,0 £ 21,0 -
Z-pro-prolinal - - 3,27+0,02x 107 -
SB-415286 - - - 70,0 nM (ICso)
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6. DISKUSE

Alkaloidni EtOAc vytiepek z nazek Centautra cyanus L. (Asteraceae) byl separovan
béznymi chromatografickymi metodami, které vedly k izolaci alkaloidu AD-1 (Adrabbinu)
s Mr 394. Struktura slouceniny byla uréena na zakladé hmotnostni detekce (LC-MS,
LC-HRMS), NMR analyzy a zméfenim optické otacivosti. Na zaklad¢ ziskanych dat bylo
zjiSténo, Ze se jednd o dosud neizolovanou slouc¢eninu indolového charakteru, obsahujici
dva dusiky (hexahydropyrroloindol) a nenasyceny 5cetny lakton. Nenasyceny lakton a in-
dolo-pyrrolidinové strukturni jednotka jsou navzajem spojené Suhlikatym fetézcem, obsa-
hujici dvojnou vazbu, acetatovy ester a tvoti dohromady cyklickou strukturu (Obrazek 25).
Zajimavosti je, ze hexahydropyrroloindolovy skelet vzniké z tryptofanu indukci y-zafenim
a pusobenim kyslikatych radikali[56]. Tudiz, alkaloid AD-1 (Adrabbin) pravdépodobné
vznikl radikélovou reakci tryptofanu se seskviterpenovym laktonem. Seskviterpenové lak-
tony jsou sekundarni metabolity rostlin, které se vyskytuji v rodu Centaurea L., (v€etné
Centaurea cyanus L.) a obecné€ jsou chemotaxonomickym znakem rostlin v ¢eledi Astera-
ceae[49,57].

Jak jiz bylo v teoretické Casti této diplomové prace zminéno, indolové alkaloidy byly
z nazek Centaurea cyanus L. jiz diive izolovany (moschamin, cis-moschamin, centcyamin
a cis-centcyamin)[49]. Podobn¢ byly indolové alkaloidy nalezené i v nazkéach dalSich druhti
rodu Centaurea 1.[50,52,53,53].

V této praci se dalsi alkaloidy nepodafilo izolovat, nicméné LC-MS analyzou frakci
ziskanych flash chromatografii byly ve frakcich detekovany slouc¢eniny pozitivné reagujici
s Dragendorffovym ¢inidlem (Obrazek 22). Ve frakci 17-22 byly detekovany slouceniny
s Mr 353 [M+H]", odpovidajici Mr 352 (Obrazek 27, Obrazek 29), coz by odpovidalo al-
kaloidiim moschamin/cis-moschamin (cis/trans enantiomertim), které byly z C. cyanus L.
izolovany jako racemicka smés 45:55[49]. Podobné se tyto alkaloidy chovaly i pfi LC-MS
analyze, kdy se slouc¢eniny eluovaly od Rt = 1,39 aZ 3,64 min (Obrazek 27). Separace téchto
alkaloidl by se mohla vylepsit napt. pouZzitim aprotického rozpoustédla (acetonitrilu) nebo
pfidanim chiralniho selektoru do mobilni faze[58]. Centcyamin, Mr 337 [M+H]", odpovi-
dajici Mr 336, dalsi izolovany alkaloid z C. cyanus L.[49], nebyl ve frakcich vibec dete-
kovan (Obrazek 27-38). Ve frakci 23-27 byla detekovana slouc¢enina s Mr 351 [M+H]",
odpovidajici Mr 350, coZ by mohla odpovidat alkaloidu moschamindolu izolovaného z C.

moschata L.[51]. Ve stejné frakci byla rovnéZ detekovana sloucenina s Mr 369, [M+H]",

70



odpovidajici Mr 368, kterd naznacuje pfitomnosti alkaloidu moschamindololu, ktery byl
izolovan opét z C. moschata L.[51]. Nicméng, potvrzeni ptitomnosti obou alkaloidi musi
byt ovéteno izolaci a NMR analyzou. Bohuzel, frakce 23-27 vazi pouze 18,6 mg, coz zna-
mend, ze nebude jednoduché ziskat slouc¢eniny v dostate¢ném mnozstvi a ¢istoté pro pro-
vedeni této analyzy.

Alkaloid AD-1 (Adrabbin) byl testovan na inhibici vybranych enzymu hrajicich dule-
zitou roli v patofyziologii AD: na inhibici lidskych cholinesteras (AChE a BChE), prolylo-
ligopeptidasy (POP) a glykogensynthasy-kinasy 33 (GSK-3p). Vii¢i obéma lidskym choli-
nesterasam byla nova slouc¢enina neaktivni (ICso > 100 uM), prolyloligopeptidasu alkaloid
inhiboval Iépe nez standard bajkalin a srovnatelné jako alkaloid berberin, ktery je povaZzo-
van jako inhibitor tohoto enzymu (ICso ap-1 = 143,0 £ 6,0 uM; IC50 berverin = 142,0 % 21,0; IC50 pajkalin
= 194,0 + 14,0 uM; Tabulka 7)[59]. Vysledek inhibice GSK-3p latkou AD-1 (Adrabbin)
v dob¢ odevzdani této diplomové prace nebyl znam, latka byla odesland zacatkem roku do
Italie na zméteni této aktvity, nicméné kvtili pandemii COVID-19 nebyla nova sloucenina
dosud zmétena. Nicménég, podle dosud nepublikovanych vysledki ze skupiny ADINACO,
indolové¢ alkaloidy signifikantn¢ inhibuji GSK-3p, tudiz nelze vyloucit, ze by tato slouce-
nina mohla byt vii¢i tomuto enzymu aktivni. Pravé u alkaloidt indolového typu byla prvné
objevena inhibice GSK-3[3, mezi potentni inhibitory pfirodniho ptivodu patti napft. alkaloid
manzamin A izolovany z moiské houby[60].

Zaverem, izolovany AD-1 (Adrabbin) je alkaloid s unikétni strukturou, ktery doposud
nebyl izolovan a zda se, Ze by mohl byt zajimavou ptfedlohou v hledani novych sloucenin
ovliviiujici POP, ktera hraje roli nejen v patofyziologii neurodegenerativnich onemocne¢-

nich ale 1 u dal$ich nemoci.
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7. ABSTRAKT

Drabbova, A.: Alkaloidy Centaurea cyanus L. (Asteraceae) a jejich biologicka aktivita
vztazend k Alzheimerové chorobé. Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka

fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2020

Z nazek Centaurea cyanus L. byly ptipraveny ethyl-acetatové a chloroformové alkaloidni
extrakty. Z ethyl-acetatového alkaloidniho vytfepku byl béZnymi chromatografickymi me-
todami (sloupcovou chromatogarfii a preparativni TLC) izolovéan tpln€ novy alkaloid AD-
1 (Adrabbin). Identifikace alkaloidu byla provedena hmotnostni spektrometrii, NMR ana-
lyzou a optickou otacivosti. Slou¢enina AD-1 (Adrabbin) ma unikéatni indolovou cyklickou
strukturu. V rdmci diplomové prace byla provedena i LC-MS analyza frakei ziskanych
flash chromatografii. V téchto frakcich, pozitivné reagujicich s Dragendorffovym ¢ini-
dlem, byly detekovany latky odpovidajici molekulovym hmotnostem alkaloidt diive izo-
lovanych z nazek nekterych druhii rodu Centaurea L.

Alkaloid AD-1 (Adrabbin) byl testovan na inhibici lidskych cholinesteras a prolyloligopep-
tidasy. Vuci lidskym cholinesterasam je latka povazovana za neaktivni (ICso > 100 uM),
prolyloligopeptidasu alkaloid AD-1 (Adrabbin) inhiboval srovnatelnym zptisobem jako
znamy inhibitor berberin (AD-1: ICso 143,0 £ 6,0 uM; berberin: 1Cso 142,0 + 21,0 uM).
Vysledek inhibice glykogensythasy-kinasy 3 neni zatim znam, méieni bylo v Italii pferu-

Sené diky pandemii COVID-19.

Klicova slova: Centaurea cyanus, nazky, indolové alkaloidy, AD-1 (Adrabbin), acetylcho-

linesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa, glykogensynthasa-kinasa 3.
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8. ABSTRACT

Drabbova, A.: Title of Diploma Thesis: Centaurea cyanus L. (Asteraceae) alkaloids
and their biological activity related to Alzheimer's disease. Charles University, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové

2020.

Ethyl acetate and chloroform alkaloids extracts were prepared from Centaurea cyanus L.
seeds. A novel alkaloid AD-1 (Adrabbin) was isolated from the ethyl acetate extract by
common chromatografic methods (column chromatography, preparative TLC). Its structure
was elucidated by mass spektrometry, NMR analysis and determination of optical rotation.
The alkaloid AD-1 (Adrabbin) possesses a unique structure which consists of a cyclic in-
dole moiety.

Also LC-MS analysis of fractions obtained by flash chromatography was performed. In
those fractions were detected molecular ions related to compounds previously isolated from
other Centaurea species.

Alkaloid AD-1 (Adrabbin) was tested on ability to inhibit human cholinesterases, prolyl
oligopeptidase and gylcogen synthase kinase 3. The compound was considered against
human cholinesterases inactive (ICso values > 100 uM). Interestibgly, the alkaloid inhibited
prolyl oligopeptidase the same intensity as a standard berberine (AD-1: ICso 143,0 = 6,0
uM; berberin: ICso 142,0 £21,0 uM). The novel compound has not been tested yet on inhi-
bition of glycogen synthase-kinase 38 due to the current COVID-19 pandemic.

Key words: Centaurea cyanus L., seeds, indole alkaloids, AD-1 (Adrabbin), acetylcholi-
nesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase, glycogen synthase-kinase 3.
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