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AChE acetylcholinesterasa

AChEI inhibitor acetylcholinesterasy

APOE apolipoprotein E

APP amyloidni prekurzorovy protein

BuChE butyrylcholinesterasa

CaMK I kalmodulin kinasa Il

cAMP cyklicky adenosin monofosfat

DNA deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)
DTNB 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

ERK extracelularni signdlné regulovana proteinkinasa

GIT gastrointestinaini trakt

ChAT cholin acetyltransferasa

ICs0 koncentrace zpUsobujici 50% inhibici enzymu

MS (El) hmotnostni smektrometrie s elektronovou ionizaci

MS (ESI) hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
MT's konformace mikrotubuld (conformation of microtubules)
NFTs neurofibrilarni klubka

NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina

PKC proteinkinasa C

PPARy receptory aktivované proliferatory peroxizoml (peroxisome proliferator-

activated y)

TLC tenkovrstvd chromatografie (thin-layer chromatography)
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1. Uvod

Lidé pouZzivali rostliny k lé¢bé rlznych nemoci jiz odpradavna. Dfive vSak nebyla zndma
podstata Ucinku rostlin ani nemoci a tak bylo jejich vyuZiti zakladano pouze na empirickych
znalostech. S postupem ¢asu se rozvijely védomosti o podstaté chorob a jejich terapii. LéCitelé
tak zacali rostliny rGzné kombinovat, upravovat a zpracovavat do rozliSnych Iékovych forem.
Jiz Galén (163 pt.n.l.) ucil, Ze kdo pracuje s léCivy musi je znat, také musi ovladat zpisob jejich
izolace a jejich prevedeni do Iékové formy. DalSim velkym pfinosem byl v pribéhu 16. stoleti
Paracelsus, ktery zapocal chemizaci farmacie. Pfelom pro farmacii ale nastal s 19. stoletim, kdy
nové laboratorni metody umoznily izolovat Cisté latky, zacaly prvni pokusy s obménovanim

jejich chemické struktury a zacala se rozsifovat vyroba syntetickych organickych molekul. [1]

Pfes vesSkeré moznosti chemické syntézy molekul, jsou stale pfirodni [éciva
nejvyznamné;jsim zdrojem lécivych latek a novych molekul. | pfes intenzivni vyzkum zGstava
mnoho rostlin fytochemicky neprozkoumano, a proto lze predpokladat, Ze jesté Ize objevit

nové ucinné molekuly.[1]

Rostliny jsou vyuzivany ve farmacii jako zdroj primarnich a zejména sekundarnich
metabolitd. Nékteré ztéchto sekundarnich metabolitd nasly ve farmacii uplatnéni jako
kognitiva, kterd jsou vyuZivana pro |écbu Alzheimerovy choroby (Alzheimer’s disease, AD). U
tohoto onemocnéni hraji dualeZitou ulohu lidské cholinesterasy, které odbouravaji
neurotransmiter acetylcholin (ACh). V prabéhu AD totiz dochazi ke sniZzeni hladin ACh, a proto
se pro jeho terapii vyuziva latek, které dokazou inhibovat lidské cholinesterasy, jelikoz tim se
zvySuje hladina ACh v neuronalni stérbiné. [2] BohuZel zatim nebyla nalezena Iéciva latka,
ktera by dokdazala vylécit toto onemocnéni, ale pouze takové |écivé latky, které umozni postup
nemoci zpomalit a zlepsit kvalitu Zivota nemocného. Proto neustale probiha vyzkum novych
[éCivych latek. Jednim z hlavnich zdrojd novych IéCivych latek jsou rostliny. Rostliny obsahuiji
obrovské mnozstvi chemickych slouéenin s rlznou biologickou aktivitou a je zde tedy velka

pravdépodobnost, Ze by nékteré mohla zasahovat do patofyziologie AD.

Predbézné testy u alkaloidniho extraktu dreva Liriodendron tulipifera L. prokazaly aktivitu

vici cholinesterasdm (vuéi acetylcholinesterase, AChE, 1Cs0=342,91 + 31,95 pg:ml?; u



butyrylcholinesterasy, BUChE ICso= 65,01 * 5,94 pg-ml?), a proto byla tato rostlinna droga

vybrana k dalSimu zkoumani.



2. Cil diplomové prace

Cilem této prdce bylo:

e zpracovani literdrni reserSe o Liriodendron tulipifera L.

e vybér vhodnych metod pro izolaci alkaloidd

e vlastniizolaéni prace

e stanoveni fyzikdlné-chemickych vlastnosti Cistych alkaloid(

e vyhodnoceni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidd vUci lidskym cholineseterasam a

prolyloligopeptidase.



3. Teoreticka cast

3.1 Liriodendron tulipifera L.

OE)rézek 1. Liriodendron tulipifera L. [3]

Cesky nazev: liliovnik tulipanokvéty (Dostal 1989, Kubat 2002)

Synonyma: liliovnik ¢tyrlalo¢ny (Presl 1823), liliovnik obecny (Presl 1846)



3.1.1 Taxonomické zarazeni

Trida: Magnoliopsida

Rad: Magnoliales

Celed: Magnoliaceae

Rod: Liriodendron

Druh: Liriodendron tulipifera L.

3.1.2 Charakteristika rostliny

Liriodendron tulipifera L. je stfedné vysoky, rychle rostouci, mohutny strom. Patfi do celedi
Magnoliaceae (Sacholanovité), ktera se radi mezi opadavé dreviny. Primérné L. tulipifera
dosahuje vysky 7 az 13 m, v pudni oblasti svého vyskytu dorUsta az do vysky az 60 m. [4]

Liriodendron tulipifera L. ma pfimy kmen, nejprve s hladkou a Sedohnédou borkou, ktera
se pozdéji méni na Cernou a hluboce brdzditou borku. Strom ma zvoncovité kvéty, které
mohou byt az 6 cm dlouhé, kvétni obaly ma rozliSené a korunni listy zelenoZluté s oranzovymi
prouzky, kalisni listky jsou rovnovainé odstaté az nazpét ohnuté, korunni listky jsou
vzptimené. Kvéty kvetou jednotlivé na koncich vétvi v obdobi kvétna a ¢ervna. [4]

Listy jsou dlouhé 10 az 15 cm a pfiblizné stejné Siroké, po obou strandch jsou lysé a déli
se do dvou azZ ¢tyr zahyb s pfimym zakoncenim do Spicky nebo se Sirokymi zatezy. Na podzim
se listy barvi do syté Zluté barvy. Rapik listd je dlouhy pfiblizné 10 cm. [4]

Liliovnik ma SiSticovité souplodi kfidlatych nazek, které dorstaji délky 3 cm. Ktidla nazek
jsou zaSpicatéla a tuha. [4]

Koruna stromu je mohutna, vytvafri Siroky kuzelovity tvar. [4]

3.1.3 Vyskyt a rozsireni

Strom pochazi z vychodni a jihovychodni Severni Ameriky, z oblasti statli Massachussetts a
Wisconsin aZz po Floridu a Missouri. U nds je péstovan pouze jako okrasnd drevina v parcich a
zahradach. V Cechach byl poprvé vysazen roku 1865 v Hluboké nad Vltavou. [5]

Jeho padnimi oblastmi jsou listnaté lesy, bohaté kypré pudy v ficnim adoli, ale dobre

snasi i méstské prostredi. Nejvice se stromu dafi na slunnych mistech, ale snese i polostin. [5]



3.1.4 \Vyuziti

Liliovnik se vyuZiva zejména pro své dfevo na vyrobu ndbytku, papiru, preklizky atd. jelikoz se
dievo snadno lesti a mofi. V tradi¢nim lidovém léCitelstvi se pouZivala klira z mladych vétvi a
koren( proti horecce spojené s malarii misto chininové kiry. Plvodni Ameri¢ané pouZivali

klru stromu jako tonikum, stimulant a Iék proti horecce. [6]

3.1.5 Obsahové latky

Ve vSech ¢astech rostliny byly detekovany alkaloidy. Jejich mnozZstvi a obsah se liSi podle ¢asti
rostlinnych organt a i podle rocniho obdobi, napfiklad nejvétsi hladina alkaloidu v listech je
poranéni stromu, tak tomu je u latek (+)-lirioferinu, (+)-liriotulipiferinu, (+)-glaucinu a s nim

souvisejicich fenolovych alkaloidd, jako je napfiklad (+)-N-methyllaurotetanin. [7]

Ziskané latky z Liriodendron tulipifera maji rizné biologické vlastnosti. Nékteré alkaloidy
L. tulipifera naptiklad dokazi inhibovat hydroxylaci L-tyrosinu. [8] Mnoho dalSich latek
obsazenych v L. tulipifera ma potencial v kosmetickém primyslu, diky schopnosti bélit k{zi,
tim Ze snizi obsah melatoninu v burikach. Dalsi spole¢nou vlastnosti pro nékteré alkaloidy je

protinddorova aktivita, antioxida¢ni schopnosti i antibakteridlni funkce. [7]

Z téchto vlastnosti vyplyva, Ze latky obsazené v L. tulipifera by mohly mit velky potencidl

v mediciné. [7]

3.1.6 Obsahové latky v jednotlivych organech
Listy

Byla jiz izolovana rada alkaloid( z L. tulipifera, ze samotnych list(i rostliny bylo izolovano 17

latek. Jednou z nejvice obsaZzenych latek v listech je inositol: liriodendritol. [10]

Mezi jiz izolovanymi latkami bylo sedm alkaloid(: (-)-anonain, (-)-norstefalagin, (-)-
liridin, (+)-nornuciferin, (+)-kaaverin, (+)-lirinidin a lysikamin; jeden kumarin: skopoletin; jeden
seskviterpenovy lakton: epitulipinolid diepoxid; tfi benzenoidy: syringaldehyd, syringova
kyselina a vanilova kyselina; dvé latky steroidni struktury: B-sitosterol a stigmasterol.[9] Ze silic
izolovanych z listl lze ziskat dalsi, dvé latky typu seskviterpenovych laktonl, zejména

germakren D a B-elemen ¢i monoterpen (Z)-B-ocimen. [10]

Vétve



Z methanolového extraktu malych vétvi bylo izolovano celkem 18 sloucenin: 3
oxoapomorfinového typu: liriodenin, atherospermidin a oxoxylopin; ¢tyti aporfinového typu:
(-)-anonain, (-)-norglaucin, (+)-kaaverin a (+)-isolaurelin; tfi lignany: (-)-eudesmin, (+)-
medioresinol a (+)-syringaresinol; jeden kumarin: skopoletin; pét benzenoid(: koniferyl
aldehyd, 3,4,5-trimethoxybenzoovd  kyselina, p-hydroxybenzoova kyselina, 3,4-
dimethoxybenzoova kyselina a vanillovd kyselina; dvé steroidni slouceniny: B-sitosterol,

stigmasterol. [11]

Listy a vétve
Z methanolového extraktu listl a vétvi L. tulipifera frakcionaci do n-hexanu a chloroformu byly

izolovany 4 latky: (-)-sesamin, (-)-syringaresinol, tanegool, blumenol A.[11]

Kira

Z klry Liriodendron byl ziskan kumarin skoparon. [10]



Pfehled struktur obsahovych Iatek je znazornén v nasledujici tabulce.

Apomorfinové alkaloidy

(-)-Anonain: R1=H; R;=H; R3=H
(+)-Isolaurelin: R1=CHs; R;=0OCHs; R3=H
(-)-Norstefalagin: R1=H; R,= H; R3=OCH3

Aporfinové alkaloidy

(+)-Glaucin: R1=CH3s; Ry=H; R3=0CHj3; R4=0CH3s; Rs=0OCHj3; Re=OCH3
(+)-Kaaverin: R1=H; R,=H; R3=OCH3; R4OH; Rs=H; R¢=H

(-)-Norglaucin: Ri=H; Ry=H; R3=OCH3; R4=0CH3; Rs=OCH3; R6=0CH3
(+)-N-methyllaurotetanin: R1=CHs; R,=H; R3=0CHs; R4=0OCHj3; Rs=0OCH3s; Re=OH
(+)-Nornuciferin: R1=H; R2=H; R3=0CHj3; R4=0CH3; R5=H; Re=H




Oxoaporfinovy typ

(-)-Liridin: R1=0CHj3; R2=0CHs; R3=0CH3s; R4=H; Rs=H
Lysikamin: Ri=H; R,=OCHj3; R3=0OCHs; R4=H; Rs=H

Oxoaporfinové alkaloidy substituované methylendioxy- skupinou

Aterospermidin: R1= OCHs; Ro=H
Liriodenin: R1=H; R>=H
Oxoxylopin: R1=H; R;=0CH3;




Steroidni slouceniny

Stigmasterol

B-Sitosterol

Sitostenon

Kumariny
|

DO
R o "0
Skoparon: R=0CHjs
Skopoletin: R=OH

10



Seskviterpenovy lakton

Epituliponolid diepoxid

0~ R4
Syringova kyselina: R1=OH; R,=0CH3, R3=0OH
Syringaldehyd: Ri1=H; R,=OCHs; R3=0OH
Vanilova kyselina: R1=0H; R,=H; R3=0OH
3,4,5-Trimethoxybenzoova kyselina: R1=0OH; R,=0OCHs; R3=0CH3

3,4-Dimethoxybenzoova kyseliny: R1=OH; R,=H; R3=0CH3

HO.__O

OH  4-Hydroxybenzoova kyselina

11



Eudesmin: R1=H; R;=H; R3=OCH3
Medioresinol: R1=OCHs; R,=H; R3=0OH
Syringaresinol: R1=0OCHj3; R;=0CHs; R3=0OH

OH  Koniferyl aldehyd

O Blumenol A= (+)-Vomifoliol
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Tabulka 1. Chemické strukturni typy a vzorce latek izolovanych z L. tulipifera
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3.1.7 Biologicka aktivita obsahovych alkaloidt

Inhibiéni aktivita vaci cholinesterasam

Alkaloid 1Cso [kM] Literatura
AChE BuChE

Atherospermidin - 19,34 [12]
(+)-Glaucin 89,0+0,8 - [13]
Isolaurelin 8,4+1,2 >1000 [14]
Liriodenin 3,5+1,0 - [15]
Lysikamin 16,1+1,5 - [16]
(+)-N-methyllaurotetanin 898,0 £ 10,5 >1000 [17]
Oxoxylopin 42,5+2,5 - [18]

Tabulka 2. Inhibice AChE a BUChE

Antiplasmodialni aktivita

Latky ziskané zlistd a kary prokazaly antiplasmodialni aktivitu. Aktivita se projevila u
aporfinovych alkaloidl (-)-norglaucin, liriodenin a (-)-anonain, izolovanych z kury L. tupulifera.

(18]
Antioxidacni aktivita
Extrakty z list0 a kdry jsou bohaté na antioxidanty.

(-)-Anonain, (+)-norstefalagin, (-)-liridinin, (+)-glaucin, (-)-norglaucin, skopoletin,
syringaldehyd, vanilova kyselina a (-)-liriodendritol jsou latky, které maji antioxidacni

schopnosti, chelatuji kovy a mirné redukuji Zelezo. [8,20]
Inhibice proliferace melanomu

Latky liriodenin, (-)-norglaucin, (+)-glaucin a (-)-anonain znaéné inhibuji proliferaci bunék

melanomu.[8]

Seskviteprenovy lakton epitulipinolid diepoxid silné inhibuje bunky melanomu

s minimalni schopnosti redukovat Zelezo. [20]
Protinadorové vlastnosti

Silice zlistl a methanolovy extrakt zliliovniku prokazal protinadorovou aktivitu. [12]
Protinadorové ucinky se projevily zvlasté na schopnosti inhibovat migraci, tim prokazuji slibné

vlastnosti jako chemoprotektivni ¢inidla pro buriky melanomu lidské pokozky. [8]
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Inhibice proliferace jaternich hvézdicovitych bunék

Inhibice proliferace jaternich hvézdicovitych bunék (hepatic stellate cell, HSC) je povaZovana
za efektivni terapeuticky cil 1écby fibrézy. Methanolovy extrakt listll a vétvicek vykazuje
signifikantni inhibi¢ni aktivitu proti proliferaci HCS. (-)-Syringaresinol, salvinal vykazuji
selektivni antifibroticky uUcinek proti aktivovanému HSC a potlacuji produkci TNF-a

v makrofazich.[21]
Antibakteridlni aktivita

Silice ziskané z listd vykazuji in vitro antibakteridlni ucéinnost proti Bacillus cereus a

Staphylococcus aureus. [10]

Antimikrobialni ucinky jsou pozorovany i u latek dehydroglaucinu a liriodeninu. Latky
plUsobi proti Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis, Candida albicans a

Aspergillus nige. [21]

(+)-Norstefalagin

(+)-Norstefalagin ma relaxacni Ucinek u krys na délozni hladkou svalovinu. [19]

Lirinidin

Studie prokdzaly schopnost lirinidinu inhibovat kolagen, kyselinu arachidonovou a agregaci
trombocytl vyvolanou aktivaci desticek. [20]

Skoparon

Pfi koncentraci 200 uM zretelné podporuje kumarin skoparon rdst neuritd. Pri této
koncentraci také zvySuje rlst neuritl z bunék v pfitomnosti nervového ristového faktoru.
Také zvy3uje intraceluldrni koncentraci cAMP a Ca?*. Navic skoparon pfi koncentraci 200 pM
zvysil aktivitu extraceluldrni signalné regulované proteinkinasy (ERK), cyklické AMP-
dependentni proteinkinasy (PKA), protein kindsy C (PKC) a Ca?*/calmodulin kinasy Il (CaMK
11).[21]

BohuZel skoparonem indukovany rlst neuritll je blokovan mitogen-aktivovanym

inhibitorem proteinkinazy, PKA inhibitorem, PKC inhibitorem a CaMK Il inhibitorem.[21]

(+)-Glaucin
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(+)-Glaucin je alkaloid, ktery nejen pomaha pfi hojeni ran, ale také ucinkuje na pradusky. Je
antagonistou Ca?* kanilu, selektivné inhibuje fosfodiesterasu 4 a tim dochazi k relaxaci

hladkého svalstva pradusek. [22]

Kromé toho (+)-glaucin pusobi na dal$i receptory vtéle, je slabym antagonistou
dopaminovych receptor(, antagonistou perifernich serotoninovych receptoru, neselektivni
antagonista a-adrenoreceptori. Ma také antioxidacni vlastnosti a vykazuje protinadorové
vlastnosti. Diky svym ucink(im na mozkové receptory zplUsobuje (+)-glaucin slabost, ospalost,

nevolnost, mydridzu a vizudlni nebo disociativni halucinace. [23]
(+)-N-methyllaurotetanin

Tento alkaloid puUsobi na srazeni krve. Silné inhibuje agregaci trombocytli zplsobenou
arachidonovou kyselinou, také inhibuje agregaci krevnich desti¢ek vyvolanych kolagenem a

brani agregaci trombocytU inhibici faktoru aktivujiciho krevni desticky, PAF. [24]

Mimo tyto vlastnosti plsobi i antivirové.[18] SniZuje hyperpigmentaci kiiZze diky dobré
vazbé na tyrozinazu, vykazuje dobré vlastnosti pro prlnik kdizi a ma minimalni potencial pro

sensibilizaci a podrazdéni pokozky.[26]
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3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je nejcastéjsi formou demence, tvofi 50 az 75 % veskerych typU
demence v rlznych vékovych skupinach.[27] Alzheimerova choroba je neurodegenerativni
onemocnéni, které je spojené s kognitivni poruchou az demenci, velmi rychle se zhorsuje a
vidy je smrtelnd.[28] Jednd se o mnohondsobné kognitivni vady nebo poruchy vykonnych

funkci, které vedou k zhorseni pracovnich ¢i socidlnich schopnosti. [29]

Kompletni etiologie AD jesté neni zcela prozkoumana, ale je znamo nékolik faktord,
které souviseji srozvojem tohoto onemocnéni. Mezi tyto faktory patfi snizend hladina

acetylcholinu, agregace B-amyloidu, hyperfosforylace t-proteinu, oxidativni stres a zanét. [30]

AD ma dvé formy: ranou, ktera zacina ve véku do Sedesati let a ma rychlejsi prlibéh (trva
Sest az osm let), a pozdni, které se projevuje nad Sedesat let a jeji prabéh je obvykle delsi (i

pfes deset let).[31]

Incidence onemocnéni roste s vékem a ve vyssim véku jsou dvakrat vice ohrozeny Zeny
nez mutzi. Pfisuzuje se to ¢astecné i tomu, Ze se Zeny dozivaji vy$siho véku, ale presny dlivod

neni znam. [29]

Z vétsi ¢asti postihuje muze a Zeny starsi 65 let a vidy konci letdalné, muZzi umiraji dfive
nez Zzeny. V CR trpi Alzheimerovou chorobou na 70 000 lidi. Demence se obvykle projevi u 5%
az 8 % lidi nad 65 let, 15 % az 20 % nad 75 let a 25 % az 50 % nad 85 let. Jednd se o sedmou
nejCastéjsi pricinu umrti v USA. Délka Zivota pacientl pfi vyvinuti AD je velmi variabilni, mGze
se jednat o dva roky i o dvé desetileti. Primérnd délka je 8 az 11 let. Pacienti s AD ¢asto umiraji
diky polymorbidité. Pneumonie Ci sepse je ¢astou pri¢inou mortality, nebo také malnutrice.

[29]

V roce 2010 trpélo timto typem demence okolo 35 milionu lidi po celém svété, kazdy rok
pribyva 4,6 milioni novych pfipadd. Odhaduje se, Ze pocet pripadd se bude kazdych dvacet
let zdvojndsobovat, takZze do roku 2030 by na svété bylo pres 65 milionu lidi trpicich AC. 60 %
Pacientll s demenci se vyskytuje ve vyvojovych zemich, toto Cislo se do roku 2040 zvysi
pravdépodobné az na 71%. Rychlost vyskytu onemocnéni je v rozvojovych zemich 3 az 4 krat

vétsi nez ve vyspélych zemi. [31]
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3.2.1 Pfiznaky AD

Toto onemocnéni zplsobuje kognitivni dysfunkce, coZ zahrnuje nej¢astéji agnozii, poruchu
schopnosti zpracovavat smyslové (senzorické) informace, apraxii, neboli pacient ztraci
schopnost vykonavat koordinované, ucelné i naucené pohyby a dysfazii, neschopnost

usporadat slova smysluplnym zpUlsobem. [31]

Pfiznaky se objevuji pomalu, proto ze zacatku neni jednoduché je odlisSit od klinicky
normalnich pfiznak starnuti. Prvnim pfiznakem zpravidla byva porucha kratkodobé
epizodické paméti s charakteristickym zapominanim kazdodennich ¢innosti. Postupné pacient
ma problém s vybavenim pravé naucenych informaci a poruchu konfrontaéniho pojmenovani.
Dochazi k zméné mluvy, fec je sice plynuld, ale vyznam slovnich spojeni je nejasny a nemocni
sami Casto hledaji slova. Nemocni zacinaji bloudit, nemohou najit cestu dom(, zapominaji
cestu na mista, kam chodili dfive pravidelné bez obtizi. Nemoc zacne postupné postihovat
exekutivni funkce vazané na celni laloky, nemocni prestavaji byt schopni planovat a

organizovat jednotlivé ¢innosti. [31]

U 40 % pacientl se projevuji poruchy nekognitivnich funkci, jako je agresivita,

deprese.[31]

Castym znakem pfechodu z mirného do stfedniho stupné choroby je deprese, poruchy

spanku.[31]

V pokrocilé fazi onemocnéni klesa schopnost pacientll komunikovat s okolim. Pacienti
jsou apaticti, prestavaji poznavat své blizké. Ke konci Zivota uz nejsou schopni ani udrzovat

kontakt s lidmi, ktefi o né pecuji, jsou inkontinentni a ztraci schopnost reci. [31]

3.2.2 Rizikové vlivy

AD je dédicna choroba, i u takzvanych ojedinélych ptipadd. Geneticka dispozice pro AD je
nejlépe pochopena u ranych forem AD, které Citaji méné nez jedno procento pripadu. Typicky
vychazi z autosomalni dominantni dédi¢nosti, ktera souvisi s mutacemi v genech, které méni
produkci, agregaci, nebo clearence bilkoviny B-amyloidu (AB).[32] Zejména riziko genové

mutace na chromozomech 21, 14, 1.[31]

Pozdni forma ma genetickou dispozici sloZitéjsi, pficemz ndchylnost k projevu nemoci

vvvvvv
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(APOE), které interaguji s environmentalnimi a epigenetickymi vlivy.[32] Rizikovym faktorem
je alela n-4-genu pro APOE, lokus na 12. chromozomu a mozna i mutace mitochondridlni DNA.

[31]

Mezi dalsi faktory patfi poranéni hlavy, mozkova mrtvice, hypercholesterémie [28], vék,

nizsi vzdélani a kouteni cigaret. [31]

Rizikové faktory pro vaskuldarni onemocnéni, véetné hypertenze, obezity a diabetu,

mohou také zvysit riziko vzniku AD, zvlasté pokud jsou pfitomny v obdobi stfedniho véku.

Takeé socialni, dusevni a fyzickd aktivita jsou nepfimo spojena s rizikem vzniku AD a jinych

forem demenci.[33]

3.2.3 Diagnéza AD

Klinickd diagnéza nemoci se zaklddd na mezinarodné doporucenych kritériich skupiny
NINCDS/ADRDA z roku 1984. Tyto kritéria rozliSuji diagnézu na pravdépodobnou, ktera se
uvadi u pripad( s typickymi klinickymi priznaky, moznou, které se uvadi v pfipadech
s atypickymi pfiznaky nebo pokud pacient trpi soucasné dalSimi systémovymi chorobami a

jistou, ktera je dana histologicky. Soucasti je i neuropsychologické testovani. [31]

Klinickd kritéria pro AD jsou zaloZena na historii pocatku projeveni nemoci a sméru
onemocnéni, vylouceni dalsSich etiologii a dokumentace kognitivnich vad v jedné nebo ve vice

oblastech. [34]

Dalsim diagnostickym vyhodnocujicim prostfedkem je The Montreal Cognitive

Assessment, je velmi citlivy na fidici a jazykové dysfunkce. [34]

Neuropsychologické testovani je napomocné pfi individudlnim vyhodnocovanim
kognitivnich vad a demence. Je dllezité pro vytvoreni vychoziho bodu ke sledovani pacienta
v ¢asovém prubéhu. K rozliSeni mezi rlznymi neurodegenerativhimi demencemi nebo mezi
nonneurodegenerativnimi demencemi a dalSimi etiologiemi kognitivnich vad. K posouzeni
kompetenci a fidit doporuceni tykajici se fizeni dopravnich prostiedkd, financnich rozhodnuti

a potfeby pro dohled nad pacientem s AD. [34]
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3.2.4 Patofyziologie AD

Neurobiologické zmény u Alzheimerovy choroby se projevuji riznymi formami. Jednou z nich
je lokalizovana ztrata neuron( zejména v hippokampu a mozkové kire, a také globalni atrofie
mozku. Cim vét$i objem mozku ma dotyény premorbidni, tim vétsi zistava rezerva pro
uchovani kognitivnich funkci v pribéhu nemoci. BEhem nemoci také dochazi ke zménam
dendritickych systémU vcéetné synapsi. PfiCemzZ neuronové synapse atrofuji v mozkové kure

nerovhomeérné. Projevy patofyziologickych zmén jsou jak regresivni tak progresivni. [31]

Histologické a morfologické zmény mozku u pacientl s AD se projevuji B-amyloidnimi
extraceluldrnimi loZisky, hyperfosforylaci t-proteinu, tvorbou neurofibrilarnich klubek uvnitf
neuron(l, poskozeni cholinergniho systému, oxidaénim stresem a zanétu vcetné vysoké

hladiny cytokin( a resistint. [30]

BohuZel neni zndma presna pfi¢ina onemocnéni, byla tedy vytvorena rfada hypotéz,

které vychdzeji ze znamych patofyziologickych faktord souvisejici s onemocnénim. [31]

Amyloidni hypotéza

Charakteristickym neuropatologickym znakem AD jsou senilni plaky, coZ jsou nepravidelné
okrouhlé, heterogenni utvary velké asi 100-200 um, které se skladaji z AB. Déle jsou pro tuto
chorobu typické neurofibrilarni klubka (NFTs) vytvorena hyperfosforylovanymi formami t-

proteinu, degenerace nebo atrofie bazalnich cholinergnich neuron( v predni ¢asti mozku. [35]

U AD dochazi k nadmérné produkci amyloidového prekurzorového proteinu (APP). Jde
o transmembrdanovy glykoprotein typ-1 tvofeny z 365-770 aminokyselin. Nejvice se v lidskych
neuronalnich tkanich vyskytuje isoforma APP695. APP se ve velké mife vyskytuje v lidskych

nervovych tkanich, kde se podili na jejich vyvoji a na odpovédi na stres ¢i poranéni CNS. [35]

Pti AD je APP hydrolyzovan predevsim dvéma proteasamy, B-sekretasou (BACE1) a y-
sekretasou, a postupnymi reakcemi se agreguje do toxického proteinu AB. Dva hlavni podtypy
jsou ABi-40 @ ABi1-22. KratSi podtyp se vytvari hydrolyzou APP v endoplazmatickém retikulu,
zatimco delsi subtyp je formovan v Golgiho apardtu. ABi-a0 je v téle béZiny a ma jen malou

molekulu, ale snadnéji tvori agregdaty a ndsledné i plaky. [35]
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Neurofibrilarni klubka

Zmény neurofibril se nazyvaji neurofibrindlni klubka (NFTs). Jedna se o parova spirdlni viakna
s typickou periodicitou, podstatnou ¢&asti klubek je t-protein. T-protein je komponentou
mikrotubuld, stabilizuje rlist axond a je dllezity pro neurity. Je to protein s nizkou molekularni
hmotnosti, vaze se na tubulin mikrotubuld a iniciuje jejich polymerizaci. Jakmile dojde k jeho

defosforylaci, podili se na jejich stabilizaci. [31]

Pfi AD je t-protein abnormdlné hyperfosforylovdn a tvofi nerozpustné fibrily, ¢imz
pfispiva k cytoskeletalnim zménam tvaru NFTs. Tato abnormalni spiralni struktura interferuje
s hormalni funkci neurond, coz vede ke smrti neuronalnich bunék. Na vzniku neuralnich klubek

se nejspis mlze také podilet ubikvitinizace a glykolyzu. [31]
Ubytek acetylcholinu

Acetylcholin je neurotransmiter, ktery vznikd z cholinu a acetylkoenzymu A diku enzymu
cholinacetyltransferasa, proces probihd v retikularni formaci. V pribéhu neurotrasmise je
acetylcholin uvolfiovan do synaptické Stérbiny a zde se vadze na postsynaptické membrané na
cholinergni receptory. Timto procesem se vede vzruch, ktery mimo jiné ovliviiuje i kognitivni
funkce. Pfi AD dochazi k uplatnéni zejména M1 muskarinovych receptord. V synaptické
Stérbiné dochazi rychle k rozkladu acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou, diky specifickym

esterasam acetylcholinesterase a butyrylcholinesterase. [36]

Abnormality centrdIni nervové neurotransmise je nejvice sledovany znak u AD. Pokles
acetylcholinu v synaptické stérbiné je dan nizkou aktivitou cholin acetyltransferasy (ChAT), coz
je specificky enzym, ktery je zodpovédny za syntézu ACh z cholinu a acetatu. Kromé ChAT maji
vliv na cholinergni rovnovahu dva enzymy hydrolyzujici ACh, acetylcholinesterasa a
butylcholinesterasa [30]. Tyto dva enzymy degraduji ACh v synaptické stérbiné a tim ukoncuji

praci neurotrasmiteru na postsynaptické membrané. [31]

Pro AD je typicky nedostatek centralnich cholinergnich neurotransmiterd, coz zpGsobuje

ztratu pameéti, zmény v chovani a osobnosti. [31]
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3.2.5 Lécba AD

Prozatim neexistuje Zadnd |écba tohoto onemocnéni, pouze véasnou diagnézou mlzeme

progres nemoci zpomalit a zlepSit kvalitu Zivota nemocného. [37]

Lécba demence zahrnuje multidisciplindrni pristup, ktery zalezi na stddiu onemocnéni a
specifickych symptomech. Kromé Ié¢by nemocného je tfeba také adekvatné vzdélat rodinu a
pecovatele o pfistupu k nemocnému, pozornost se upira predevsim na bezpecnost pacienta,
na vybér vhodného l|écebného zafizeni a vytvofeni vhodného denniho programu pro
nemocného. Péce o pacienta by méla byt takova, aby se zachovala jeho dlstojnost, pacient

byl minimalné limitovan a jeho schopnosti maximalné zachovany. [31]

Pfi volbé farmakologické terapie se vidy musi zvazit prfinosy vzhledem k rizikim.
PouZivaji se léciva zvysSujici koncentraci acetylcholinu v centralnim nervovém systému
(kognitiva), inhibuji enzym acetylcholinesterasu, ktery je zodpovédny za degeneraci
acetylcholinu. Tyto latky se uZivaji pouze u mirné nebo stfedné tézké formy AD. Dalsi skupina
léCiv ovliviiuje glutamatové receptory, jsou to Ilatky antagonizujici na receptorech

N-methyl-D-asparagové kyseliny (NMDA). [38]
Inhibitory acetylcholinesterasy (AChEI)

Léciva prvni volby pro zlepSeni a zpomaleni degenerace kognitivnich funkci jsou inhibitory
cholinesterasy — donepezil, galantamin, rivastigmin. Maji vyssi afinitu k centralni AChE nez
k periferni. AChEl zpomaluji vytvareni APP fragmentl. Zvysuji hladinu acetylcholinu

v synaptické stérbiné tim, Ze redukuji jeji degradaci a tim zlepsuji centralni aktivitu cholinu. [2]

Donepezil je vysoce selektivni AChEl. Zpomaluje atrofii hippokampu a ochranuje

nervové bunky. [38]

Obrazek 2. Doneperzil
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Rivastigmin je I|éCivo karbamatového typu, dokdaze selektivné urychlit efekt
acetylcholinu v mozkové kire a hippokampu. Inhibuje AChE a BuChE a tim usnadnuje
cholinergni pfenos tim, Ze zpomaluje odbourdni Ach. Rivastigmin se kovalentné vaze na svUj
cilovy enzym, se kterym vytvofi komplex a tim tento enzym docasné inaktivuje. [39]
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Obrazek 3. Rivastigmin

Galantamin, plvodné izolovany zrostliny Galanthus worrovii Losinsk., je navic
modulatorem centralnich nikotinovych receptor(i. Dokaze zvysit uvolnéni ACh tim, Ze reguluje

externi receptory pro nikotinovou kyselinu. [2]

Obrazek 4. Galanthamin

Huperzin A je alkaloid ziskany z ¢inské rostliny Huperzia serrata (Thunb.) Trevis, ktery se
chova jako ucinny, reverzibilni a selektivni inhibitor AChE. Mechanismus U¢inku je podobny
donepezilu, galanthaminu a rivastigminu. Klinické testy prokdazaly, Ze huperzin dokaze zlepsit
kognitivni funkce a schopnost kazdodennich ¢innosti. [32] V Ciné je huperzin A registrovan
jako lé¢ivo pro AD, v USA je uZivan jako dopinék Ié¢by pro AD, ale bohuzel v Ceské republice

chybi jeho registrace pro l1écbu AD. [35] [40]
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Obrazek 5. Huperzin A

Takrin patfi mezi prvni AChEl. Mechanismus ucinku je komplikovany, zahrnuje nékolik
drah: cholinergni, gabaergni a glutaminergni. [30] VaZe se na aktivni misto cholinesteras a tim
je inhibuje. BohuZel byl stazen kvlli znaénym nezadoucim ucinklim, hepatotoxicité a

nezadoucim Uc¢inkdm na GIT. [38]

\

Obrazek 6. Takrin

Antagonisté na NMDA receptorech

Memantin je stfedné afinitni antagonista NMDA receptor(, plsobici také na glutaminergni
neurotrasmisy, nadbytek glutamatu v synapsich totiz plsobi cytotoxicky a podili se na
patologickém mechanismu AD. [28] Memantin se pouZiva u pacientl se stfedni aZ zavaznou

formou AD. [2]

Obrazek 7. Memantin

Potencialni nova lécba
Anti-amyloidni terapie

Podle amyloidové hypotézy, jsou pravé AP oligomery pro pacienty s AD pfi¢inou Umrti.
Soucasny vyzkum se proto soustfedi na potlaceni funkce B-sekretasy a y-sekretasy.
Rosiglitazon a pioglitazon, peroralni I1é¢iva pro l1é¢bu diabetes mellitus 2. typu, se chovaji jako

inhibitory B-sekretasy, stimulovanim receptor( aktivovanych peroxizomovymi proliferatory
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(peroxisome proliferator-activated y, PPARy). Terapeuticky efekt agonistli PPARy u AD je
nejspis dan jejich ucinkem na inzulin, zvyseni citlivosti tkani pro inzulin a sniZzeni koncentrace

inzulinu ve tkdnich.[35]

Diky témto poznatkim jsou ted stfedem vyzkumu AP protilatky. Aktivni a pasivni
imunizace by mohla pomoc pfedchazet vzniku AD. Terapie by spocivala v aktivni imunizaci,
injekéné poddvaného syntetického AR peptidu, AR fragmentu navazaného na nosny protein,
coz by stimulovalo hostitelskou buriku v produkci protilatek proti AB. Popfipadé pasivni
imunizaci, pfimym ockovanim specifickych AB protilatek, tak aby doslo k aktivaci imunitniho

systému hostitele.[35]

Pfedmétem vyzkumu jsou i monoklonalni protilatky, jako napfiklad bapineuzumab
(AAB-001) a solanezumab (LY2062430), nebo také genova imunoterapie, AB-DNA vakcina

kédovana adenovirem nebo adeno-spojenym virovym vektorem. [35]
Lécba zaméfend na t-protein

Enzymy zapojené do etiopatogeneze t-proteinu, Ize vyuzit u terapie AD, jednad se o inhibitory
kinasy fosforylasy t-proteinu a slouceniny, které zabranuji agregaci t-proteinu nebo podporuji

rozpad agregat(.[35]

Lécba zamérena na t-protein je zatim pouze na Urovni vyzkumu, ale zda se slibna. Studie
na zviratech potvrdily, Ze v pocatecnich patologickych zménach t-proteinu, lithna sal, coz je
druh nespecifického GSK3 inhibitoru, dokaze zabranit nadmérné fosforylaci t-proteinu a
zabranit dalSimu progresu nemoci. Bohuzel ma lithna sll jen velmi maly efekt u pozdni faze

onemocnéni.[35]

Uvazuje se, Ze dalSim slibnym Ié¢ivem by mohla byt methylenova modft, protoze u test(
na zviratech prokazala, Ze dokaze nejen zabranit polymerizaci t-proteinu v oligomery, ale také
redukuje hladinu AB v mozku. K tomu ma i antioxida¢ni vlastnosti a samostatné nebo

v kombinaci s rivastigminem pomaha pfi deficitech s u¢enim. [35]

Primdrni funkci t-proteinu je stabilizace konformace mikrotubuld (conformation of
microtubules, MT’s). Jednou z latek stabilizujici MT je antineoplastikum, paklitaxel. Paklitaxel
se vaze do lumen MT na B-tubulinové podjednotce a podporuje stabilizaci MT, namisto t-
proteinu. Podobnou funkci ma i epothilon. In vitro, plsobi paklitaxel i epothilon proti

neurotoxicité, zpldsobené Tt-proteinem nebo AB. BohuzZel paklitaxel neprochazi
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hematoencefalickou membranou, zatimco epothilon ano. Tato latka je zatim, ale pouze ve fazi

1b klinického vyvoje. [35]

Doplrikova terapie

Pro maximalni dosaZeni cilli, zkvalitnéni a prodlouZeni Zivota nemocného s AD je dullezité
zamérit se na komplexni péci. Je nutné IécCit faktory, které nemoc zhorsuji: pfidruzené
metabolické poruchy, infekce, hypertenze, senzorické poruchy, malnutrice, jelikoz demence
zvySuje nutriéni potfebu, doporuduje se tedy denni pfijem 35 kcal-kg?, doplnény o vitaminy

skupiny B, kyselinu listovou a selen.[2]

Musi se dat pozor, aby pacienti neuzivali léky s anticholinergnim ucinkem a omezit

uzivani psychofarmak.[2]

Pro |écbu deprese u pacientl s AD se pouzivaji léCiva ze skupiny selektivnich inhibitor(
zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). Antipsychotika jsou efektivni v 1é¢bé symptom jako
je psychdza, agrese a agitace, pouZivaji se, ale pouze pfrilezitostné a v malych davkach, kvuli

jejich nezaddoucim ucinkiim.[2, 41]

Mezi nefarmakologické opatieni je dllezité zaradit pravidelnost denniho rezimu,
omezit, co nejvice zmény (stejné prostredi, stejny pecovatel). Denni rutina totiz napomaha
udrzet funkéni schopnosti pacienta. Udriovat pacienta v pravidelné fyzicky aktivniho,
prochdazky, tanec atd. DodrZovat zdsady pro bezpecné vybaveni bytu, vyuzit i signalizani

pomtcky ¢i kompenzacni pomcky. [2]
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4,

Experimentalni cast

4.1 Pouzity material a vybaveni

4.1.1 Chemikalie

e Acetylcholin jodid p.a. (Sigma Aldrich, Praha) (ETChl)

e Amoniak vodny roztok 25 — 29% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)

e Butyrylcholinesterasa z koriského séra — lyofilizat, > 900 jednotek-mg™ proteinu (Sigma
Aldrich, Praha)

e Diethylamin p.a. (ing. Svec — Penta, Praha) (EtoNH)

e 5,5“dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina 298% (sigma Aldrich, Praha) (DNTB)

e Dusi¢nan bismutity zasadity ¢. (Lachema, Brno) (Bi(NO3)3)

e Chlorid rtutnaty p.a. (Fisher scientific, Pardubice) (HgCl,)

e Jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

e Kyselina chlorovodikovda 35% p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

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

e Kyselina vinna p.a. (Balex, Pardubice)

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

4.1.2 Rozpoustédla

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

e Acetonitril (Ing. Kroupa — Balex, Pardubice — Rosice) (CH3CN)

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

e Chloroform (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCls)

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

e Cyklohexan ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH12)

e Diethylamin p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et2NH)

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

e Dichlormethan p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl)

e Ethanol 95% (Lihohrudim, Chrudim) (EtOH)
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e Ethylester kyseliny octové — ethyl acetat p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

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

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

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

e Toluen &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCHs)

e Voda supercista

4.1.3 Pufry

e 100mM Fosfatovy pufr pH 7,4. Pufr byl pfipraven smichanim roztok( NaH;PO4 -2 H,0
31,2 g-I'* a NaHPO4 28,4 g-I* s vodou, objemové v poméru 9,5 : 40,5 : 50.

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4. Pufr byl pfipraven smichanim roztoki NaH,POs - 2 H,0
1,56 g-I't a Na;HPO4 1,42 g-I'* s vodou, objemové v poméru 9,5 : 10,5 : 50.

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150mM NacCl. P¥i pfipravé bylo rozpusténo 8,766
g NaCl v 5mM fosfatovém pufru 7,4 do objemu 1000 ml.

e PBS: 100mM Na/K fosfatovy pufr 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCl. Pufr byl
pfipraveny smichanim 20 ml roztoku A se 100 ml roztoku B. Roztok A: 0,68 g KH.PO4 a
1,5 g NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody. Roztok B: 0,89 g Na;HPOa - 2

H>0 a 1,5 g NaCl bylo rozpusténo ve 100 ml destilované vody.

4.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

e S1 CgHsCHs : EtaNH ( 95:5)

e S2 CgHsCHs:EtoNH (90:10)

e S3 CeH1z :EtOAC:Et,NH (50:40:10)

e 5S4 CsHsCH3: EtOAC:EtoNH (15:75:10)
e S5 CsHsCH3:EtOAc:Et,NH (50:40:10)
e S6 CsHsCH3:EtOAc:Et;NH (5:4:1)

e S7 CgH12:C3Hs0O:NH3(30:60:10)

e S8 EtOAc:MeOH:TFAA (40:10:0,1)

e S9 CeH12:EtOAC:EtoNH (50:45:5)
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4.1.5 Chromatografické adsorbenty
Adsorbent pro sloupcovou chromatografii
e Na sloupcovou chromatografii byl pouzit oxid hlinity (Al.Os), deaktivovany 6 % vody.
Adsorbent pro tenkovrstvou chromatografii

e Komercni desky TLC Silica gel 60 F2sa Merck, 20 cm x 10 cm, hlinikova deska, tloustka
vrstvy silikagelu 0,2 mm.

o Lité sklenéné desky pro preparativni chromatografii 15 x 15 cm (Kiesegel 60 GF2sa).

4.1.6 Pomocny material

e Kremelina Celite C535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)
e Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)

e Siran sodny bezvody (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na»SOa)

e Vata

e Vliselin
4.1.7 Detekéni Cinidla

Mayerovo Cinidlo

Cinidlo se pfipraveno rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a do vzniklého roztoku bylo pfidano
1,35 g HgCl, v prasku, ¢imz vznikla srazenina, ktera byla michana, dokud roztok nebyl Ciry a

bezbarvy nebo svétle 7luté barvy. Cinidlo bylo skladovano v chladu pfi 4 °C.
Dragendorffovo Cinidlo

Byl pouzit zasobni roztok ¢inidla, ktery byl pfipraven smisenim 1,7 g zasaditého Bi(NOs)3z a 20,0
g kyseliny vinné v 80,0 ml vody s roztokem 16,0 g Kl ve 40,0 ml vody v poméru 1:1. Zasobni
roztok byl skladovan v chladu ve tmavé sklenéné nadobé. Vlastni detekéni roztok pro analyzu
vzorku se pripravil smisenim 5,0 ml zasobniho roztoku s roztokem 10,0 g kyseliny vinné v 50,0

ml vody. 29
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4.1.8 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BuChE

e Pfiprava roztoku 5mM 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) probihala
rozpusténim latky v 100mM fosfatovém pufru pH 7,4. Pfipraveny roztok byl slabé Zluté
zbarveny. Roztok byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C maximalné 1. tyden.

e Roztok ATChI (10mM) byl pfipraven tak, Ze latka byla rozpusténa ve vodé a vznikl ¢iry
roztok, ktery byl uchovavan v lednici pfi 4 °C, maximalné 1 tyden.

e Roztok BTChl (10mM) byl pfipraven obdobnym zplsobem a stejnym zpUlsobem i

uchovavan jako roztok ATChl.

4.1.9 Cinidla pro stanoveni inhibiéni aktivity viiéi POP

e Byl pouzit roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu, ktery byl pfipraven rozpusténim latky

v 40% 4,4-dioxanu a ndasledné byl uchovavan v lednici pfi teploté 4 °C.

4.1.10 Pristroje

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

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

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

e Odstfedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) srotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

e pH metr PhM 220 (Radiometr, Copenhagen, Denmark)

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

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

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

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

e spektrometr VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

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

e ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
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e vakuovd odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,

Schwabach, Germany)

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

4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava rozpoustédel

Veskera pouzita rozpoustédla byla precisténa destilaci a uchovavana v tmavych lahvich pro

ochranu pred svétlem.

4.2.2 Odparovani, suseni a skladovani extraktt

Rozpoustédla, zjednotlivych alkaloidnich frakci a extraktl ziskanych ze sloupcové a
tenkovrstvé chromatografie, byla odparovana na vakuové odparce na vodni lazni pti teploté

40 °C a snizeném tlaku cca 1,33 kPa.

Ziskané extrakty, jednotlivé alkaloidni frakce i chemicky Cisté latky byly suSeny nejméné
24 hodin ve vakuovém exsikatoru nad silikagelovymi perlami. Vysusené latky byly skladovany

v lednici pfi teploté 2—-8 °C.
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4.2.3 Chromatografické metody

Izolace jednotlivych frakci a nasledné izolace jednotlivych alkaloidl probihalo na sloupcové a

tenkovrstvé chromatografii.
4.2.3.1 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie probihala zplisobem stuprovité eluce za podtlaku s pouzitim vodni
vyvévy. Jako suspenze absorbentu byl pouZit neutrdlni Al,O3 deaktivovany 6 % vody. Suspenze
absorbentu byla nalita do sklenéné kolony spolu s rozpoustédly, které byly pouzity zaroven
jako zahajovaci eluéni soustava, tim byl benzin s EtOAc, ddle pouze EtOAc, ndsledovala smés
EtOAc s MeOH a nakonec pouze MeOH. Na sloupec ¢istého adsorbentu byl nanesen Al;Os s

adsorbovanym triturovanym alkaloidnim extraktem. Jednotlivé frakce byly jimany po 250 ml.
4.2.3.2 Priprava litych desek pro tenkovrstvou chromatografii

Pro TLC byly pouZity sklenéné desky o rozméru 15 x 15 cm. Desky byly nejdfive ocistény
chloroformem od pfipadnych organickych nedistot. Po ocisténi byla na desky rovhomérné
rozprostiena suspenze silikagelu ve vodé. Suspenze potiebna na jednu desku obsahovala 6,5
g silikagelu a 22,4 ml vody. Zhotovené desky se suspenzi silikagelu byly nasledné suseny pfi

pokojové teploté po dobu minimalné 24 hodin.
4.2.3.3 Tenkovrstva chromatografie

TLC chromatografie byla provadéna ve sklenénych komorach predem nasycenych parami
mobilni faze. Doba syceni komor byla minimalné 20 minut. Vzorek alkaloidniho extraktu byl
rozpustén v malém mnozstvi CHClz a nanesen na sklenéné nebo komeréné vyrabéné hlinikové
desky v jedné linii, ktera koncila 1 cm od kraja desky. Naneseni smési probihalo tak, aby
mnoZstvi nepfesahovalo 3 mg-cm™(laboratorné pfipravovanych desek) nebo 1 mg-cm™ (u
komeréné vyrdbénych desek). Naneseny vzorek byl susen az do odpareni rozpoustédla a
nasledné byly desky vloZzeny do komor s mobilni fazi, kde byly vyvijeny, jednou, popfipadé
opakované, ve stejné mobilni fazi nebo také i jiné mobilni fazi. Po vyvinuti byly desky ususeny
a nasledné byla provddéna detekce alkaloid( pod UV lampou pfi vinové délce 254 a 366 nm.
Pro potvrzeni pfitomnosti alkaloidl bylo pouzito Dragendorffovo Ccinidlo a v pfipadé
pritomnosti alkaloid(i vzniklo hnédo-oranzové zbarveni. Pfi preparativni TLC byly jednotlivé
zony obsahuijici alkaloidy vyznadeny preparativni jehlou a jednotlivé vySkrabdny z desky.

K silikagelu jednotlivych zdn bylo pridano pfiblizné stejné objemové mnozstvi kiemeliny, smés
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byla nasledné vloZzena do chromatografické trubice, kde byla eluovana cca 20 nasobnym
mnozstvim smési EtOAc a MeOH v poméru 1:1, do doby neZ sloupec neobsahoval Zadny

alkaloid.
4.2.3.4 Detekce alkaloid

Pfi pfipravé alkaloidniho extraktu vytfepavanim z vodné faze bylo vyuzito Mayerovo cinidlo

pro kontrolu pfitomnosti alkaloid.

K roztoku vzorku bylo pfidano 1-2 ml vody, byl okyselen se nékolika kapkami 2 % HCl na
pH 2-3 a pfidano par kapek ¢inidla. V pfitomnosti alkaloidd doslo k vylouceni bélavé srazeniny

z roztoku.

Pfi detekci alkaloid(i u chromatogramu probihala detekce nejprve vizudlné UV zarenim
pfi vinové délce A= 254 a A= 366 nm. Oznacené zény na chromatogramech byly ndsledné
detekovany postfikem Dragendorffovym cinidlem. V pfitomnosti alkaloid( vznikly oranzovo-

hnédé skvrny.
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4.3 Strukturni analyza

4.3.1 Hmotnosti analyza
Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI)

Méreni MS (ESI) spektra probihalo na spektrometru LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo s ionizaci
elektrosprejem v kladném mdédu a iontovou pasti jako analyzatorem. MS" bylo provadéno pfi
kolizni energii 40 eV., pficemz alkaloidy byly rozpustény v MeOH (1 mg-ml?) a zavedeny byly

pfimou sondou.
Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci (El)

MS (El) spektra byla namérena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975 v médu 70 eV na GC
koloné DP-5 MS. Alkaloidy byly rozpustény v MeOH (1 mg-ml?) a nést¥ik roztoku byl proveden
ve split médu. Detekce alkaloidli byla provedena na zakladé porovndni spekter s NIST
knihovnou a referenénimi spektry alkaloidu, které jiz byly izolovany a identifikovany v ramci

skupiny ADINACO (Azheimer’s DIsease and NAtural COmpounds).

4.3.2 NMR analyza

NMR analyza probihala pfi teploté 25 °C na spektrometru VNMR S5 pfi frekvenci 499,87 MHz
pro jddra H a 125,70 MHz pro jadra 3C. Na ozafovéani a detekci signalu byla pouZita
Sirokopasmova dvoukanalova gradientni sonda OneNMR s regulaci teploty. Chemické posuny
byly zaznamendavény jako hodnoty chemického posunu (8) pars per milion (ppm) a byly
nepfimo vztazeny na hodnoty vnitiniho standardu (TMS). Spektra byla méfena ve dvou
rGznych prostredi, vroztocich CDCls, pripadné CDsOD. V prostifedi CDCls byly hodnoty
chemického posunu pro atomy 'H 8 = 7,26 ppm a pro atomy *3C § = 49,0 ppm. U CD30D u
atom0 H & = 3,30 ppm a u atom( 3C 6 = 49,0 ppm. Data, kterd byla méFenim ziskdna, jsou
prezentovdna v nasledujicim poradi: chemicky posun (8), integrovana intenzita *H NMR
spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, g: kvartet, dd: dublet dubletd, m: multiplet,

bs: Siroky singlet) a interakéni konstanta (v Hz).
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4.3.3 Opticka otacivost

Opticka otdcivost se namérovala v roztocich alkaloid( v CHCls nebo v MeOH na polarimetru

P3000 a specifickd otacivost byla dopoctena dle vzorce:

t_100xa

[a] D~

cxl
t —teplota méreni

D — sodikova D ¢4ra = 589,3 nm

o — namérena otdacivost [°]

¢ — koncentrace naméreného alkaloidu [g. 100 ml]

| — délka kyvety [dm]

4.4 Stanoveni biologické aktivity

Stanoveni biologické aktivity izolovanych latek nebylo soucasti této diplomové prace. Méreni
inhibicni aktivity vaci lidskym cholinesterasam proved| prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.
Inhibiéni aktivitu vici prolyloligopeptidase stanovily Mgr. Martina Hrabinova a doc. PharmDr.

Daniel Juna, Ph.D.

4.4.1 Priprava hemolyzatu a plazmy

Jako zdroj lidskych cholinesteras byla pouzita krev zdravého dobrovolnika. Zdrojem BuChE
byla plazma zbavena erytrocytl a hemolyzat erytrocytd byl pouZit jako zdroj AChE. K Cerstvé
odebrané krvi bylo pfidano 2 ml 3,4 % citratu sodného (w/v) na 18 ml krve. Centrifugaci pfi 4
°C a rychlosti 4000 ot-mint byla z krve oddélena plazma, pouZita byla centrifuga Boeco U-32R,

a nasledné byla odsata, tak aby v ni nebyly pfitomny erytrocyty, a uchovana jako zdroj BuChE.

Erytrocyty byly promyty celkem tfikrat 5mM fosfatovym pufrem o pH 7,4 obsahujicim
150mM NaCl (ca 100 ml) a opét byly stejnym zplsobem centrifugovany. K promytym
erytrocytlm byl pridan 5mM fosfatovy pufr o pH 7,4 (1:9; v/v) a za stdlého michani po dobu

deseti minut doslo k jejich lyze.

Ihned po pripravé byla stanovena absorbance BuChE v plazmé a AChE v hemolyzatu,
popripadé byly dale fedény pfislusSnym mnozstvim 5mM fosfatového pufru pH 7,4. Veskeré

enzymové preparaty se uchovavaly pfi teploté -22 °C.
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4.4.2 Stanoveni absorbance enzymovych preparati a stanoveni inhibicni aktivity

testovanych latek vici lidskym cholinesterasam

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICsp) v0ci cholinesterasam byla pouzita modifikovana

Ellmannova metoda.

Naneseno bylo 8,3 ul roztoku enzymového preparatu do jamky mikrotitracni desticky
vzdy o urcité koncentraci (objemovy pomér 1:0, 3:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 a 1:5 hemolyzatu v 5 mM
fosfatovém pufru pH 7,4; 1:0, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 plazmy v 5 mM fosfatovém pufru pH 7,4), 283
pul 5 mM roztoku DTNB ve fosfatovém pufru pH 7,4 a 8,3 ul testovaného alkaloidu o urcité
koncentraci v DMSO (40mM, 10mM, 4mM, 1mM, 0,4AmM a OmM). Smés byla 1 min tfepana
na mikrotfepacce, po protiepani byla vlozena do readru SynergyTM HT Multi-Detection
Microplate Reader, kde byla inkubovdna 5 min pfi teploté 37 °C. Po inkubaci bylo k vzorkiim
pridano 33,3 ul DMSO, coz je slepy vzorek pri stanoveni absorbance enzymovych preparatt
nebo 33,3 ul enzymového preparatu a po 2 min byla zmérena absorbance. Pokud 0,4mM
koncentrace alkaloidu prokazuje vice neZz 3% inhibici, znamend to, Ze je latka silnym
inhibitorem cholinesterasy a je nutné zméfit dalsi koncentracni fadu (0,1mM, 0,04mM,
0,01mM, 0,004mM, 0,001mM a Cisty DMSO). Pro kazdou koncentraci enzymového vzorku byla
absorbance stanovena Sestkrat pfi 37 °C, pficemz absorbance stanoveni inhibi¢ni aktivity AChE
byla naméfena pfi A = 436 nm, BuUChE pfi A = 412 nm. 50% Inhibi¢ni aktivita byla dopocitana

s pomoci programu GraphPad Prism dle vzorce:

%I = 100 (100 AABI)
= — X

’ Msq
% | — procento inhibice

AAg — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min

AAs; — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min

Zjisténa ICso pro AChE a BuChE pro kazdou latku byla porovnavana s ICso referencnich

latek.
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4.4.3 Stanoveni inhibicni aktivity testovanych latek vici prolyloligopeptidase

Enzym prolyloligopeptidasa (POP), jehoZ specificka aktivita ¢ini 0,2 U.ml?, byla rozpusténa
v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS. Test byl provadén na standartni polystyrenové
mikrotitracni desti€ce s96 jamkami a srovnym prihlednym dnem. Zasobni roztoky
testovanych latek byly pfipraveny rozpusténim v DMSO (10mM). Testovaci roztoky (103 — 10
7'M) byly pfipraveny nafedénim supercistou vodou. Slepé vzorky byly pfipraveny se stejnou
koncentraci DMSO. Z-Gly-Pro-p-nitroanilid byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu (10mM) a byl
pouzit jako substrat pro POP. Bylo smichano 170 ul PBS, 5 ul roztoku testované latky o urcité
koncentraci a 5 pl roztoku POP do jamky mikrotitracni desticky a nasledné byly inkubovany 5
minut pfi teploté 37 °C. Sledovan byl vznik p-nitroanilidu, ktery je pfimo iumérny POP aktivité
a byl méren spektrofotometricky pfi A = 405 nm na microplate ELISA readeru EL800. ICso

Jednotlivych testovanych latek byla porovnavana s ICso referencnich latek.

4.5 Ilzolace alkaloidu

4.5.1 Priprava alkaloidniho extraktu

Ptiprava alkaloidniho extraktu z drogy nebyla soucasti této diplomové prace. Na pfipravé

extraktu pracoval prof. RNDr. Lubomir Opletal.

Alkaloidni extrakt byl pfipraven z 44 kg rozemletych vétvi Liriodendron tulipifera L., které
byly doddny z Lindava 2010-2013, sbér drogy probihal v letech 2007-2008 a velikost natezané
drogy byla do 5 mm. Droga byla 2x extrahovana za varu 95 % etanolem vzdy s pétindsobnym
objemovym mnozstvim rozpoustédla. Jednotlivé extrakty byly spojeny, zfiltrovany a odpareny
za nizkého tlaku az do fidkého roztoku. Nasledné byla teplota zvySena na 70 °C, byl pridan 1|
vody a oddestilovan zbytek EtOH. Suspenze byla za tepla zfedéna 712 % HCl a 2 | vody (pH cca

1-2). Po zchladnuti extraktu byl zfiltrovan pres vliselin.

Po zfiltrovani zbylo 12 | hnédého zkaleného filtratu, ktery byl nasledné prefiltrovan pres
vrstvu kiemeliny. Vznikly Ciry hnédy filtrat byl zalkalizovdan 10% Na;COs na pH 9-10 a
Sedozeleny kalny roztok byl vytfepdn ctyrikrat 3 | CHCls. Chloroformova faze byla nasledné

odparena, az vzniklo 32,9 g velmi viskézniho tmavé hnédocerveného odparku.
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Nakonec bylo provedeno TLC sumarniho chloroformového vytfepku v nasycené komore
s mobilni fazi S1. Vyvijeni desky probihalo dvakrat, detekce alkaloidi byla stanovena pfi UV

254 nm a nasledné i Dragendorffovym cinidlem.

Obrazek 8. Sumarni alkaloidni chloroformovy vytrepek Liriodendron tulipifera L.

4.5.1.1 Cidténi chloroformového vytrepku (LT-d/ChCl3-A)

101,6 g velmi viskdzniho hnédocerveného odparku bylo rozehfano na 70 °C a pfidalo se 250
ml 2 % HCI. Smés byla ddkladné protifepana a sonikovana pti 60 °C, pfi stupni sonikace 10 za
dobu 10 minut. Nasledné byl nacervenaly roztok prefiltrovan pres vliselin, zbytek roztoku byl
v barice promyt horkou vodou a roztok byl doplnén na 1350 ml (pH 1). Po zchladnuti byl roztok
zalkalizovan 10 % Na;COs na pH 9-10, ¢imz byla vyloucena intenzivné Sedava srazenina, a
nasledné byl trikrat vytfepan 450 ml CHCls. Nakonec byla chloroformova faze odparena.

Vyslednd hmotnost tmavé hnédého velmi viskézniho odparku byla 18,2 g.
4.5.1.2 Cisténi predcisténého etherového vytiepku (LT-d/Et,0-A)

Tmavé hnédy velmi viskézni odparek o hmotnosti 18,2 g byl rozpustén ve 200 ml 2 % HCl a
poté sonikovan 10 minut pfi stupni sonikace 10. Roztok byl prefiltrovan pres vliselin a zbytek
v barice byl zahtat na 70 °C s 25 ml vody, poté bylo pfiddno 25 ml 2 % HCl a roztok byl
sonikovan 10 minut pfi 60 °C. Roztok byl zfedén a prefiltrovan k prvnimu podilu roztoku
chloridt alkaloid(i. Spojeny roztok byl zfedén vodou a doplnén do 900 ml a poté zfiltrovan pres
tenkou vrstvu kiemeliny. Vznikly kysely roztok byl zbaven nedistot, tim Ze byl trikrat vytrepan
250 ml Et;0. Tim vzniklo 2,53 g velmi viskdzniho Zlutého olejovitého odparku, ktery byl z dalsi

prace vyloucen.
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Kysely roztok byl alkalizovan 10 % Na>COs az na pH 9-10, ¢imz byla vyloucena praskovita
hmota ve formé bélavého sedimentu. Tato suspenze byla vytfepana Ctyrikrat 300 ml Et,0. Po
odpareni vzniklo 3,60 g velmi viskdzniho Zlutého pevného odparku. Nasledovala detekce
Mayerovym Cinidlem, ktera prokazala, Ze se v roztoku vyskytuje stale velké mnozstvi alkaloidd
a proto bylo provedeno dalsi vytfepani a to ttikrat s pouzitim 250 ml CHCls. Byl odparen CHCls

a vznikly odparek mél hmotnost 3,65 g, byl velmi viskdzni, pevny, s hnédo-zelenym zbarvenim.

Pro TLC byla pouzita nasycend komora s vyvijeci smési S2. Deska byla vyvijena pouze

jednou. Detekce probihala pod UV lampou pfi 254 nm a nasledné i Dragendorffovym Cinidlem.
D1 — Et,0 vytifepek z kyselého roztoku (pH 1)
D9 — Et,0 vytiepek z bazického roztoku (pH 9)

D9 (posledni v fadé) — CHCls vytfepek z bazického roztoku (pH 9-10)

L
C‘J

™ 9 00
.-

v o vev, v

Obrazek 9. Precisténé alkaloidni chloroformové a etherové vytrepky

Oba alkaloidni vytfepky ze dfeva Liriodendron tulipifera L. byly spojeny, hmotnost byla 7.25g.

4.5.2 Sloupcova chromatografie extraktu

Spojené alkaloidni vytfepky byly podrobeny sloupcové chromatografii za podtlaku pouZitim

vodni vyvévy. Jako adsorbent byl pouzit 225 g Al,Os deaktivovany 6 % vody. Primér kolony byl
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4,3 cm a vyska absorbentu 16 cm. Na pfipravu triturace alkaloidniho extraktu bylo pouZito 28
g téhoZ adsorbentu. Alkaloidni extrakt byl rozpustén v CH,Cl,, poté byl do roztoku pfidan
adsorbent a vznikla suspenze byla pfi michani odpafena na vodni lazni do sucha. Dosuseni

triturace probéhlo v exsikatoru (24 hodin). Vyska triturace ve sloupci dosahovala 2,1 cm.

Eluce probihala stupriovité a to smési benzinu s EtOAc (80:20, 70:30, 50:50), ddle EtOAc
s MeOH (98:2, 95:5, 90:10, 80:20, 50:50) a nakonec pouze MeOH. Jednotlivé frakce byly
jimany po 250 ml. Pomoci TLC (vyvijeci smési S3, S4, S5) s naslednym postfikem

Dragendorffovym Cinidlem byly jednotlivé frakce pospojovany do 9 souhrnnych frakci A—I (viz

tabulka 3).
Oznaceni Spojené frakce SlozZeni elu¢ni smési Hmotnost [mg]
A 1-3 Benzin:EtOAc 80:20 | 80,2
B 4-7 Benzin:EtOAc 80:20 | 448,6
C 8-14 Benzin:EtOAc 80:20 | 294,8
D 15-18 Benzin:EtOAc 80:20 304,8
19-25 Benzin:EtOAc 70:30
26-36 Benzin:EtOAc 50:50
E 37-46 EtOAc 312,2
F 47-58 EtOAc 378,1
G 59-76 EtOAC 578,6
77-78 EtOAc:MeOH 98:2
H 79-86 EtOAc:MeOH 98:2 931,8
87-92 EtOAc:MeOH 95:5
93-94 EtOAc:MeOH 90:10
I 95-98 EtOAc:MeOH 80:20 | 1,9454
99-104 EtOAc:MeOH 50:50
105-110 MeOH

Tabulka 3. Frakce ziskané sloupcovou chromatografii
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Obrazek 10. TLC chromatogramy frakci

4.5.3 Zpracovani frakce

Pro tuto diplomovou praci byla zpracovdna frakce oznacena | (95-110). Odparek z frakce | o
hmotnosti 1,9454 g byl rozpustén v 10 ml 5% HCl za pomoci sonifikace a zvySené teploty. Tim
presly alkaloidy do formy rozpustnych chloridd a nasledné byl rozpustény vzorek ziedén,
prefiltrovan pres kifemelinu, kfiemelina promyta vodou. Nasledné bylo provedeno odtu¢néni
pomoci Et20 (dvakrat 50 ml). Kysely roztok byl neutralizovan 25 ml 10% Na,COs. Alkaloidy byly
po neutralizaci 10x vytfepany 100 ml do ethylacetdtu. Nasledné byl spojeny alkaloidni roztok

suSen bezvodym Na,SOas. Suspenze s alkaloidy byla zfiltrovana a filtrat byl odparen (736,1 mg).

Obrazek 11. TLC chromatogram frakce | po vytfepdvani

Vzorek o hmotnosti 736,1 mg byl rozpustén ve smési EtOAc s MeOH (1:1). Rozpustény

vzorek byl nanesen na 20 sklenénych desek o velikosti 15 x 15 cm. Pro preparativni TLC byla
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vybrana vyvijeci soustava S6. Desky byly v predem nasycenych komorach vyvijeny jednou. Bylo

separovano osm podfrakci (11-18).

Podfrakce 13 o hmotnosti 21,6mg byla nanesena na dvé komeréni desky o rozméru 20 x
15 cm a byla vyvijena ve vyvijeci smési S6 jednou. Byla separovana jedna zéna, ¢imz byla

ziskdna latka LTDO1, ktera vazila 6,5 mg.

Podfrakce I7 o hmotnosti 112,8 mg byla nanesena na Sest komercnich vyvijecich desek
o velikosti 20 x 10 cm. Jako vyvijeci faze byla pouZita S7 a desky byly vyvijeny dvakrat. Byly
separovany ctyfi zény 17a, I7b, 17¢, 17d.

Dale byla zpracovdna zéna 17a; m=2,8 mg. Rozpusténa zéna byla nanesena na jednu
komeréni desku o velikosti 20 x 10 cm a byla vyvijena ve smési S6 jednou. Vyslednd hmotnost

ziskané latky LTDO2 byla 2,8 mg.

Zoéna I7b o hmotnosti 31,2 mg byla nanesena na dvé komercni desky (20 x 10 cm) a byla
vyvijena v komore nasycené vyvijeci soustavou S8. Desky byly vysuseny a znovu vyvijeny,

tentokrat dvakrat ve smési S9. Vysledna hmotnost ziskané latky LTDO3 byla 31,2 mg.
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5. Vysledky

5.1 Strukturni analyza alkaloid( ziskanych z Liriodendron tulipifera L. a

jejich fyzikalné-chemicka charakteristika

5.1.1 LTDO1: (+)-Glaucin

Sumarni vzorec: C21H25sNO4

Obrazek 12. (+)-Glaucin

5.1.1.1 MS analyza

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 355 (M*", 78), 354 (100), 340 (53), 324 (27), 308 (15), 297 (15), 281
(24), 266 (6).

5.1.1.2 NMR analyza

1H NMR (500MHz, CDs0D) &: 7.97 (1H, s), 6.88 (1H, s), 6.68 (1H, s), 3.85 (3H, s), 3.83 (6H, s),
3.60 (3H, s), 3.14-2.93 (4H, m), 2.67 (1H, dd, J= 16.1, 3.4 Hz), 2.52 (3H, s), 2.50-2.42 (2H, m).

13C NMR (500MHz, CDs0OD) é: 153.7, 149.8, 149.0, 145.7, 130.7, 129.9, 127.9, 127.7, 125.7,
113.5,112.6, 112.0, 63.8, 60.5, 56.5, 56.4, 56.0, 54.2, 43.9, 34.9, 29.6.

5.1.1.3 Opticka otacivost

[a]37= + 127,4 °(c=0,13; MeOH)

43



5.1.2 LTDO2: (+)-N-methyllaurotetanin

Sumarni vzorec: Cao0H23NO4

Obrazek 13. (+)-N-methyllaurotetanin

5.1.2.1 MS analyza

MS (EI, 70 eV): m/z (%)= 340(M*, 100), 326 (42), 310 (21), 298 (15), 283 (17), 267 (22),
252 (6), 238(5), 154 (9).

5.1.2.2 NMR analyza

1H NMR (500MHz, CDCls): 6 8,05 (1H, s, H11), 6,81 (1H, s, H8), 6,58 (1H, s, H3), 3,89 (3H,
s, OCHs), 3,88 (3H, s, OCHs), 3,65 (3H, s, OCH3)3,27-2,90 (4H, m, H4, H5, H6a, H7), 2,73-
2,46 (3H, m, H4, H5, H7), 2,54 (3H, s overlapped, NCH3s).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 151,9, 145,3, 144,8, 144,2, 130,0, 128,8, 127,0, 127,
0,123,9, 113,9, 111,2, 110,2, 62,5, 60,1, 56,0, 55,8, 53,3, 43,9, 34,2, 29,1.

5.1.2.3 Opticka otacivost

[a]2D5= +104,1 °(c=0,1076; CHCIs).
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5.1.3 LTDO3: (+)-Retikulin

Sumarni vzorec: C19H23NOg4

Obrazek 14. (+)-Retikulin

5.1.3.1 MS analyza

MS (El, 70 eV): m/z (%)= 192 (M*", 100), 177 (20), 148 (6).
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]*330 (100), 300 (5), 192 (6).
5.1.3.2 NMR analyza

'H NMR (500MHz, CDCls): & 3,66-3,69 (1H, t, H1), 2,99-3,04 (2H, m, Ha), 2,74-2,79 (2H,
m, H3), 2,55-2,60 (2H, m, H4), 6,51 (1H, s, H5), 6,32 (1H, s, H8), 6,73 (1H, d, J= 1,72, H2),
6,69 (1H, d, J= 8,32, H5), 6,54 (1H, dd, J1 = 8,28, J2 = 1,96, H6'), 3,81 (3H, s, OMe6b), 3,81
(3H, s, OMe4‘), 2,44 (3H, s, N-Me).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 64,45 (C1), 40,85 (Ca), 46,48 (C3), 24,65 (C4), 128,75 (C4a),
110,54 (C5), 145,31 (C6), 143,31 (C7), 113,70 (C8), 124,71 (C8a), 132,72 (C1‘), 115,61
(C29), 145,05 (C3‘), 145,26 (C4‘), 110,43 (C5‘), 120,90 (C6‘), 55,84 (OMe6), 55,79
(OMe4’), 42,12 (N-Me).

5.1.3.3 Opticka otacivost

[a]Z7 = +127,4 °(c=0,0113; MeOH).
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5.2 Inhibicni aktivita alkaloidl vaci AChE, BUuChE a POP

Alkaloid 1Cs0 [UM]
alol
AChE BuChE POP
(+)-N-
. 898,03 + 10,52 >1000 135,4 + 23,2
methyllaurotetanin
(+)-Retikulin 509,05 44,25 33,61 3,04 392,3+184,3
(+)-Glaucin >1000 >1000 1783 + 50
Standardy
Berberin 0,705 +£0,104 30,72 £ 3,49 142,31+ 21,1
(-)-Galanthamin 1,710 £ 0,065 42,30+£1,30 >1000
(-)-Huperzin A 0,033 +0,001 >1000 >1000
Z-Pro-prolinal - - 3,269 +0,02-103

Tabulka 4. Biologicka aktivita izolovanych alkaloidG
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6. Diskuze

Pro tuto diplomovou praci bylo zpracovdno dfevo rostliny Liriodendron tulipifera L.
Sloupcovou chromatografii bylo z rostlinného extraktu ziskano devét frakci (A az 1), pricemz
dale byla v praci zpracovavana pouze s frakci I. Cisténim frakce pomoci TLC byly ziskany celkem
tfi alkaloidy, z toho dva aporfinové alkaloidy (+)-N-methyllaurotetain a (+)-glaucin, které byly
jiz drive z L. tulipifera izolovany. Benzylisochinolinovy alkaloid (+)-retikulin byl izolovan z L.

tulipifera poprvé.

Aporfinové alkaloidy, kam jsou tazeny (+)-N-methyllaurotetanin a (+)-glaucin, jsou
jednim z velmi ¢astych podtyp( isochinolinovych alkaloid(. Lze je najit u nékolika rostlinnych

radu, jako je Annonales, Laurales, Berberidales, Papaverales a Ranunculales.[42]

(+)-Retikulin je meziproduktem pfi biosyntéze fady isochinolinovych alkaloidd
(protoberberinového, aporfinového, benzofenantridinového a morfinanového typu) tudiz
jeho vyskyt je velmi pravdépodobny v fadé alkaloidnich drog alespori v malém stopovém
mnozstvi.[43] Jednd se o prekurzor morfinu a také parcidlni agonista p-opiodniho receptoru
aktivovaného G-proteinem.[44] Tento alkaloid md prokazany inhibi¢ni Ucinek na centrdlni
nervovy systém,[44] vykazuje také antimikrobni a antifungalni vlastnosti.[30, [30, 32] In vitro
testy ukazuiji, Zze (+)-retikulin kompetitivné antagonizuje svalové kontrakce délohy indukované
acetylcholinem a vapnikem.[33] Pfi testech na potkanech vyvoldva vasorelaxaci blokaci Ca®*
kandalG v bunkach L-typu v aorté.[46] Tim padem by mohl byt (+)-retikulin vyuZivan pro svuj

kardioprotektivni Uc¢inek.[34]

Ziskané alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterazam
pomoci modifikované spektrofotometrické Ellmanové metodé. Zdrojem AChE byl lyzat
lidskych erytrocytl a pro BuChE byla zdrojem lidskd plazma. Pro vyjadreni vysledk( byly
pouzity hodnoty ICso (LM) a jako porovnavaci standardy byly pouzity huperzin A, berberin a

galanthamin.

U (+)-glaucinu byla namérena nevyznamna inhibice AChE i BUChE, coz je rozdil oproti
namérenym hodnotam z roku 2010, kdy inhibi¢ni aktivita vi¢i BUChE nebyla mérena a inhibice
vUci AChE byla mnohem vyssi. Rozdil mize byt zpisobem napftiklad jinym zdrojem AChE, ¢imz
byla vroce 2010 AChE ziskand z elektrického uhore. Alkaloid (+)-retikulin vyrazné inhibuje
BuChE, ale inhibice AChE nebyla nijak vyznamna, zatimco namérené inhibi¢ni aktivity vici
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lidskym cholinesterasdam u (+)-N-methyllaurotetaninu prokazaly, Ze je tento alkaloid zcela

neaktivni.

U izolovanych alkaloid( byla také inhibi¢ni aktivita vici POP, kterd byla testovana
spektrofotometrickou metodou. Pro méreni byla pouZita komeréni lidska rekombinantni POP.
Méreni inhibi¢ni aktivity vaci POP se provadi, jelikoZ je POP pfisuzovana dulezita role pfi
regulaci peptidovych hormont, které se podileji na procesech uceni a paméti. Ani u jednoho
z izolovanych alkaloidd nebyla naméfena vyznamnd inhibi¢ni aktivita. Méfenim (+)-N-
methyllaurotetaninu byla zjisténa inhibi¢ni aktivita srovnatelna s inhibi¢ni aktivitou standardu

berberinu.[42]

Zavérem lze podotknout, Ze pro dalsi studie ucinkd na AD jsou (+)-N-methyllaurotetanin,
(+)-glaucin neperspektivni, zatimco by se dala vénovat pozornost (+)-retikulinu pro sv(j

potencial v inhibici lidskych cholinesteras.
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7. Abstrakt

Klicova A.: Alkaloidy dfeva druhu Liriodendron tulipifera L. a jejich biologickd aktivita.
Diplomova prdace, Univerzita Karlova, Farmaceutickda fakulta v Hradci Krdlové, Katedra

farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2018.
Skolitel: PharmDr. Anna Hostalkovd, Ph.D.
Klicova slova: Liriodendron tulipifera, sekundarni metabolity, alkaloidy, biologicka aktivita

Alzheimerova choroba (Alzheimer’s disease, AD) je nejcastéjsi formou demence. Jedna se o
neurodegenerativni onemocnéni, které doprovazi kognitivni poruchy v kombinaci s afazii,
apraxii nebo poruchami vykonnych funkci, které pozdéji vedou ke zhorseni pracovnich ci
socidlnich schopnosti. Prozatim neexistuje kauzalni Ié¢ba tohoto onemocnéni a tak probihd
intenzivni vyzkum novych latek. Momentalné jsou dostupnd léciva zpomalujici postup tohoto

onemocnéni, mezi né se fadi i latky pfirodniho plvodu.

Pti predbéZném testovani vykazal alkaloidni extrakt ze dieva Liriodendron tulipifera L.
inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym cholinesterasam, a proto byl vybran pro izolaci alkaloidl a jejich

dalsimu zkoumani.

Izolace probihala nejdfive pomoci sloupcové chromatografie se stupriovitou eluci. Pro
izolaci jednotlivych alkaloid( byla pouzita preparativni TLC. Nasledna identifikace alkaloidt
probihala za pomoci strukturnich analyz s vyuzitim NMR a MS. Byla namérena i jejich opticka
otacivost. Pri méreni inhibi¢ni aktivity izolovanych latek v(ci acetylcholinesterase (AChE) a
butyrylcholinesterase (BuChE) byla pouzita modifikovana Ellmanova metoda. Inhibi¢ni aktivita
vuci prolyloligopeptidase (POP) byla mérena spektrofotometricky. Ziskané vysledky byly

srovnavany s literaturou.

Izolaci byly ziskany tfi Cisté alkaloidy: (+)-N-methyllaurotetanin, (+)-retikulin a (+)-
glaucin. (+)-Retikulin byl ziskan z L. tulipifera poprvé a vykazoval vyznamnou inhibici BuChkE,
ale nevyznamnou vUci AChE. Inhibic¢ni aktivita (+)-glaucinu a (+)-N-methylalurotetaninu nebyla
vyznamna. Inhibi¢ni aktivita viéi POP u (+)-N-methyllaurotetaninu byla srovnatelna se

standardem berberinem.
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activity. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
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Supervisor: PharmDr. Anna Hostalkova, Ph.D.
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common type of dementia. It is
neurodegenerative disorder. Patients suffer from cognitive disorder in combination with
aphasia, apraxia or disorders of executive functions, which leads to exacerbation of working
or social skills. Nowadays, there exist no casual treatment for AD, and that is why the intense
research is still waging. Currently there are available remedies, which can slow down progress

of AD. These drugs includes also natural substances.

An alkaloid extract of Liriodendron tulipifera L. wood showed promising inhibition of
human cholinesterases in a preliminary testing. These results were the reason why this extract
has been chosen for further isolation of single alkaloids and identification of their biological

activity.

Isolation was made by column chromatography with step gradient elution. Then was
used preparative TLC to isolate single alkaloids. Identification of alkaloids was accomplished
by using structural analyses (NMR and MS). Single alkaloids were measured for their optical
rotation. Isolated alkaloids were tested for their inhibition against human acetylcholinesterase
and butyrylcholinesterase, and for inhibition activity against prolyloligopeptidase (POP), which

was measured spectrophotometrically. Results were compared with literature data.

Three alkaloids were isolated: (+)-N-methylalurotetanine, (+)-reticuline and (+)-
glaucine. (+)-Reticuline was isolated from L. tulipifera for the first time and it showed
significant inhibition of butyrylcholinesterase, but none of acetylcholinesterase. Neither (+)-

glaucine nor (+)-N-methyllaurotetanin had inhibition activity.

50



9. Literatura

[1] Petrovska B.B.: Historical review of medicinal plants usage. Pharmacognosy Reviews, 6/11,

1-5 (2012).

[2] VICek J., Fialova D. a kolektiv: Klinickd farmacie I, Grada Publishing, Praha (2010).
[3] www.botani.cz/cs/liriodendron-tulipifera/

[4] Hejny S., Slavik B.: Kvétena Ceské republiky, dil 1. ACADEMIA, Praha (1997).

[5] Gutierrez Ozuna R.: Population Genetic Differentiation, Mating Systém, and Effective
Population Size of the Tuliptree (Liriodendron tulipifera L.) in the Mid-Atlantic United States.

Georgetown University, ProQuest Dissertations Publishing (2017).

[6] Schihly W., Khan I., Fisher N. H.: The Ethnomedicinal Uses of Magnoliaceae from the

Southeastern United States as Leads in Drug Discovery. Pharmaceutical Biology 39, 63 (2001).

[7] Chen-Loung, Chen Hou-Min Chang, Ellis B. Cowling, Chi-Yin Huang Hsu, Gates R. P.:
Aporphine alkaloids and lignans formed in response to injury of sapwood in Liriodendron

tulipifera. Phytochemistry, Volume: 15, Issue: 7, Pages: 1161-1167 (1976).

[8] Chien-Chin Chiu, Han-Lin Chou, Pei-Fang Wu, Hsin-Liang Chen, Hui-Min Wang, Chung-Yi
Chen: Bio-functional constituens from the stems of Liriodendron tulipifera. Molecules, 17(4),

4357-4372 (2012).

[9] Chien-Hsing Lee, Hsin-Liang Chen, Zi-Ling Hong, Chiao-Wei Hsieh, Sun-Wen Juan, Jin-
Cherng Huang, Hui-Min Wang, Chung-Yi Chen: Chemical constituens of Liriodendron

tulipifera. Chemistry of natural compounds, Volume 49, No. 2 (2013).

[10] Miller Sarah L., Villanueva Heather E., Palazzo Maria C., Wright brenda S., Setzer William
N.: Seasonal variation and bioaktivity in the leaf oil of Liriodendron tulipifera growing in

Huntsville, Alabama. Natural product communication, 4/6, 839-843 (2009).

[11] Eun ju Jeong, Na-Hyun Kim, Jeong-Doo Heo, ki Yong Lee, Jung-Rae Rho, Young Choong
Kim, Sang Hyun Sung: Antifibrotic compounds from Liriodendron tulipifera attenuating HSC-
T6 proliferation and TNF-a production in RAW264.7 cells. BIOLOGICAL&PHARMACEUTICAL
BULLETI, 38/2, 228-234 (2015).

51


http://www.botani.cz/cs/liriodendron-tulipifera/

[12] Othman W. N. N. W.,, Liew S. Y., Khaw K. Y., Murugaiyah V., Litaudon M., Awang K.:
Cholimesterase inhibitory aktivity of isoquinoline alkaloids from three Cryptocarya species

(Lauraceae). Bioorg. Med. Chem. 24, 4464 (2016).

[13] Hung T. M., Thuong P. T., Nhan N. T., Mai N. T.T., Quan T.L., Choi J.S., Woo M.H., Min B.
S., Bae K.: Cholinesterase Inhibitory Activities of Alkaloids from Corydalis Tuber. Nat. Prod. Sci
17, 108 (2011).

[14] Sriprang S., Khorana N., Ingkaninan K.: Acetylcholinesterase Inhibitor from Stephania

suberosa Forman. NU Science Journal 3, 1 (2006).

[15] Mollataghi A., Coudiere E., Hadi A. H. A., Mukhtar M.R., Awang K., Litaudon M., Ata A.:
Anti-acetylcholinesterase, anti-a-glucosidase, anti-leishmanial and anti-fungal activities of

chemical constituens of Beilschmiedia species. Fitoterapia 83, 298 (2012).

[16] Tsai S. F., Lee S. S.: Characterization of Acetylcholinesterase Inhibitory Constituens from

Annona glabra Assisted by HPLC Microfractionation. J. Nat. Prod. 73, 1632 (2010).

[17] Chlebek J., Macdkovd K., Cdahlikovd K., Kurflirst M., Kune$S J., Opletal L.
Acetylcholinesterase and Bytyrylcholinesterase Inhibitory Compounds from Corydalis cava

(Fumariacae). Nat. Prod. Commun. 6, 607 (2011).

[18] Hung T. M., Dang N. H., Kim J. Ch., Jang H. S., Ryoo S. W., Lee J. H., Choi J.S., Bae K., Min
B. S.: Alkaloids from Roots of Stephania rotunda and their Cholinesterase Inhibitory Activity.

Planta Med. 7, 1762 (2010).

[19] Rocky Graziosea, Thirumurugan Rathinasabapathya, Carmen Lateganb, Alexandr Pouleva,
Peter J. Smith, Mary Gracec, Mary Ann Lilac, llya Raskina: Antiplasmodial aktivity of aporphine
alkaloids and seskviterpene lactones from Liriodendron tulipifera L. Biotech Center, Rutgers,

The State university of New Jersey, USA (2011).

[20] Ya-Fei Kang, Chi-Ming Liu, Chiu-Li Kao, Chung-Yi Chen: Antioxidant and Anticancer
Constituens from the leaves of Liriodendron tulipifera. Molecules, 19(4), 4234-4245 (2014).

[21] Yang Yoo Jung, Lee Hak Ju, Choi Don Ha, Huang Hai Shan, Lim Sung Cil, Lee Myung Koo:
Effect of scoparone on neurite outgrowth in PC12 cells. Neuroscience letters, Volume: 440,

Issue: 1, Pages: 14-18 (2008).

52



[22] Cortijo J., Villagrasa V., Pons R., Berto L., Marti-Cabrera M., Martinez-Losa M.,
Domenech T., Beleta J., Morcillo R. J.: Bronchodilatator and anti-inflammatory activities of
glaucine: In vitro studies in human airway smooth muscle and polymorphonuclear

luekocytes. BJP, Volume: 127, Issue: 7, 1641-1651 (1999).

[23] Ujvary L.: Psychoactive natural products: overview of recent developments. Annali dell

Istituto Superiore Di Sanita, 50(1, 12-27 (2014).

[24] Keh-Shaw Chen, Feng-Nien Ko, Che-ming Teng, Yang-Chang Wu: Antiplatelet and
vasorelaxing action of some aporphinoids. Planta Med, 62(2), 133-136 (1996).

[25] Boustie J., Stigliani J. L., Montahnha J., Amoros M., Payard M., Girre L.: Antipoliovirus
structure-activity relationships of some aporphine alkaloids. Journal of Natural Products,

61/4, 480-484 (1998).

[26]Fong P., Tong H. H.: In silico prediction of the cosmetic whitening effects of naturally

occurring lead compounds. Natural Product Communications, 7/10, 1287-1294 (2012).
[27] www.alzheimercentrum.cz

[28] Feldman R. S., Meyer J. S., Quenzer L. F.: Principles of Neuropsychopharmacology.
SINAUER ASSOCIATES, INC., PUBLISHERS, Surdenland (1997).

[29] Masoumi J., Mortenza A., Reza P., Daryoush M., Graciela P., Abolfazi B., Jalal A.: Apelin,
a promising target for Alzheimer disease prevention and treatment. Clinical features and

diagnosis of Alzheimer disease (2017).

[30] Czarneckaa K., Gireka M., Maciejewskaa K., Skibinski R., Jonczyk J., Bajdac M., Kabzinski
J., Solowiejd P., Majsterek I., Szymanski P.: New cyclopentaquinoline hybrids with
multifunctional capaties for the treatment of Alzheimer’s disease. Journal of enzyme

inhibition and medical chemistry, 33/1, 158-170 (2017).

[31] Koukolik Frantisek, Jirdk Roman: Alzheimerova nemoc a dalSi demence. Grada

Publishing, Vydani 1 (1998).
[32] Sherva R., Kowall N. W.: Genetics of Alzheimer disease. (2017).

[33] Keene D., Montine T., Kuller L.: Epidemiology, pathology, and pathogenesis of
Alzheimer disease. (2018).

53


http://www.alzheimercentrum.cz/

[34] Wolk D. A., Dickerson B.: Clinical features and diagnosis of Alzheimer disease. (2017).

[35] Xiaogian Lin, Qingzhu Zhang: The drug development based on pathogenetic research
in Alzheimer’s disease. Pharmaceutical Institute of New drugs, School of Pharmacy,

shandong University, China (2014).
[36] Lincova D., Farghali H.: Zakladni a aplikovana farmakologie. Vydani 2, Galén, (2005).

[37] Zec R. F., Burkett N. R.: Non-pharmacological and pharmacological treatmet of the
cognitive and behavioral symptoms of Alzheimer disease. NeuroRehabilitation, 23/5, 425-

438 (2008).

[38] Dolezal M. a kol.: Farmaceuticka chemie IéCiv plsobicih na centrdini nervovy systém.

Univerzita Karlova v Praze, Praha (2013).

[39] http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php, SPC rivastigmin, stazeno

6.9.2018.

[40] Guoyan Yang, Yuyi Wang, Jinzhou Tian, Jian-Ping Liu: Huperzine A for Alzheimer’s
disease: A systematic review and meta-analyses of Randomized clinical trials. Centre for

Evidence-based Chinense Medicine, Beijing, China, 8, 9, 1-8 (2013).

[41] Vali§ M., Caisberger F., Simdnek L., Linkova H.: Farmakoterapie demenci — pokroky

v |éCbé a aktualni doporuceni. Remedia 6, 396 (2013).

[42] Hostalkova A., Siatka T., Chlebek J., Opletal L., Drasar P., Cahlikova L.: Boldinové
alkaloidy a perspektivy jejich vyuziti. Chemické listy, 109, 846-855 (2015).

[43] Bruneton J.: Pharmacognosy, phytochemistry, medicinal plants. Vydani 2, 915 (1993).

[44] Hostalkova A.: Studium obsahovych latek vybranych taxon( z fadd Laurales a

Ranunculales s potencidlné neuroprotektivni aktivitou. Univerzita Karlova, Praha (2015).

[45] Morais J., Barbosa-Filho R.:Central depressant effects of reticuline extracted from

Ocotea duckei in rats and mice. Journal of Ethnopharmacology, 62/1, 57-61 (1998).

[46] Marcos Antonio A. Medeiros, Xirley P. Nunes, José M. Barbosa-Filho, Virginia S. Lemos,
José F. Pinho, Danilo Roman-Campos, Isac A. de Medeiros, Demetrius Antonio M. Araujo,
Jader S. Cruz: (S)-reticuline induces vasorelaxation through the blockade of L-type Ca?*

channels. Naunyn-Schmiedeberg’s archives of Pharmacology, 376/2, 115-125 (2009).

54


http://www.sukl.cz/modules/medication/search.php

