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Seznam pouzitych zkratek

ACh Acetylcholin
AChE Acetylcholinesterasa
AICD/AID Intracelularni doména amyloidového prekurzorového proteinu/amyloidova

intraceluldrni doména

APP Amyloidovy prokurzorovy protein

ATP Adenosintrifosfat

AB B-Amyloid

Bcl-2 Clen rodiny proteint regulujicich apoptézu
BDNF Mozkovy neurotrofni faktor

BuChE Butyrylcholinesterasa

CNS Centralni nervovy systém

CoA Koenzym A

COX-2 Cykloxygenasa-2

CTF Fragment s koncovym uhlikem

DNA Deoxyribonukleova kyselina

GABA Kyselina y-aminomaselna

HDL Lipoprotein s vysokou hustotou

HMGCR 3-Hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktasa
HSF1 Faktor tepelného Soku 1

ChAT Cholin acetyltransferasa

ICso Koncentrace zpusobujici 50% inhibici enzymu
IL Interleukin

LDL Lipoprotein s nizkou hustotou

MAPK Mitogenem aktivovana proteinkinasa

MS (EI) Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci
NFTs Neurofibrilarni klubka

NF-kB Jaderny faktor k-B

NMDA N-Methyl-pD-aspartatovy

NMR Nukledrni magnetické rezonance

PI13K/Akt Vnitrobunécna signalni draha pro apoptdzu



PPAR
RAGE
ROS
sAPPa/p

sp. (spp.)
TLC
TNF-a
VAChT
VEGFA

Receptory aktivované proliferatory peroxizom

Receptory pro konecné produkty glykace

Reaktivni kyslikové ¢astice

Extracelularni proteiny uvolnéné po Stépeni amyloidového prekurzorového
proteinu a/B-sekretdsou

Druh (druhy)

Tenkovrstva chromatografie

Tumor nekrotizujici faktor a

Vesikuldrni acetylcholinovy transportér

Vaskularni endotelidlni faktor



1. Uvod

Lécba bylinami je tak stara, jako lidstvo samo. V davnych dobdach, kdy lidé neznali podstatu
nemoci ani ucinkl rostlin, byl jejich vybér zaloZzen pouze na pokusech a omylech, pozdéji
na zkuSenostech starSich. Postupem casu pribyvaly znalosti o chorobach i moZnostech jejich
terapie, 1écitelé zacali rostliny kombinovat a upravovat do nejriznéjsich Iékovych forem.
Prvni velké zmény prinesl v 16. stoleti Paracelsus, ktery zadal pouZivat jednoduché
anorganické slouceniny, skutecny prelom lékarstvi vSak nastal az v 19. stoleti. Nové
laboratorni metody umoznily izolaci Cistych ucéinnych latkek, probéhly prvni pokusy
s obménovanim jejich struktury a ve stejné dobé se znacné rozsifila i vyroba zcela
syntetickych organickych molekul [1]. Navzdory obrovskym mozZnostem chemické syntézy
|éCiv zUstava priroda nejvyznamnéjsim zdrojem novych molekul, 61 % novych aktivnich latek,
uvedenych na trh v 90. letech 20. stoleti a na pocatku stoleti 21., pochazelo z rostlin, hub
nebo bakterii, nebo bylo alespon jejich metabolity inspirovdno. PfestoZze probiha intenzivni
vyzkum, vétSina druhi rostlin zlGstava fytochemicky neprozkoumana, Udaje o biologické
aktivité jejich metabolit(l taktéz chybi, da se tedy predpokladat, celd fada ucinnych molekul

na své objeveni teprve ¢eka [2].

Pfi hledani novych |éCiv se védci ¢asto zaméruji na rostliny, které jsou vyuzZivany v tradi¢nich
medicinach, coz svédci o obsahu aktivnich latek. Mezi takové rostliny patfi i rohatec zluty
(Glaucium flavum Crantz), jehoz praskovana semena se pouzivaji jako laxativum, odvar z nati
slouzi coby antitusikum, latex odstrafiuje bradavice, ma antiseptické ucinky a podporuje
hojeni drobnych ran [3]. U nékterych alkaloid(, které byly z rohatce dfive izolovany, jiz bylo
zjiSténo pusobeni proti Alzheimerové chorobé, napfriklad u koptisinu [4,5], chelerytrinu [6]
a chelidoninu [7]. Predbéiné testy ukazaly, Ze alkaloidni extrakt vykazuje aktivitu
vUci cholinesterasam (ICso = 6,81 + 0,51 pg/ml vaci AChE, ICso = 13,18 + 1,11 pg/ml

vUci BUChE), a proto byl tento druh vybran k dalsSimu zkoumani.



2. Cil prace
Cilem této prace bylo:

e |zolovat jednotlivé alkaloidy nati Glaucium flavum Crantz.
e Urcit strukturu alkaloid(.
e Stanovit optickou otacivost alkaloidu s chirdlnim centrem.

e Vyhodnotit biologickou aktivitu alkaloid(.



3. Teoreticka cast

3.1. Demence

Pojmem demence oznaCujeme soubor symptomu, které narusuji schopnost pacienta Zit
normalnim Zivotem, a které zahrnuji ¢astecnou az Uplnou ztratu paméti a schopnosti
uvazovani [8], poruchy osobnosti, zmény nalad, potize s vyjadifovdnim a porozuménim a také
neschopnost vykonavat bézné ukony [9]. Vyskyt demence Uzce souvisi s vékem, trpi ji 3-7 %
osob starsich 65 let, 15 % starSich 75 let a 20-40 % osob nad 80 let. Podle pfiCiny rozliSujeme
celkem 7 druht demence, a to Alzheimerovu chorobu, vaskularni demence, demence
smiSené, demence slewyho télisky, demence spojené s Parkinsonovou chorobou,

frontotemporalni demence a demence sekundarni [10].

3.1.1. Vaskularni demence

Vaskuldrni demence vznikd v dUsledku poskozeni cév, které ndsledné nejsou schopny
zasobovat mozkovou tkan dostate¢nym mnozstvim kysliku. Dochazi ke zvySenému odumirani
mozkovych bunék az kvelmi malym infarktim, které se samy o sobé nemusi projevit
zadnymi symptomy, maji ale kumulativni efekt. Pokles kognitivnich funkci ma velmi rychly
nastup a byvad doprovazen silnou depresi, zménami ndlady a epilepsii [9]. Vaskularni

demence se objevuje u 15-30 % pacientl postizenych demenci [10].

3.1.2. Demence s Lewyho télisky

Tento typ demence je spojen s vyskytem mikroskopickych lozisek proteinu a-synukleinu -
Lewyho télisek - v mozkové klife. Dale jsou patrné nizsi hladiny acetylcholinu a dopaminu,
ubytek spojeni mezi neurony a jejich odumirani. Souvislost téchto jevi s vyskytem Lewyho
télisek vSak nebyla dosud objasnéna. U pacientl jsou pozorovany symptomy Alzheimerovy
i Parkinsonovy choroby (kterd je také spojena s vyskytem Lewyho télisek, v tomto pripadé
jsou vsak koncentrovana do substantia nigra), objevuji se také zrakové a sluchové
halucinace, pohybové obtize, problémy se spankem, ztrata cCichu a dalsi. Tento druh

demence postihuje 10-15 % nemocnych [11].
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3.1.3. Frontotemporalni demence

Pficiny  frontotempordlni demence neboli Pickovy choroby jsou obdobné
jako u Alzheimerovy choroby, onemocnéni ale propuka dfive, obvykle mezi 40. a 60. rokem
Zivota, a postiZeni je vice lokalizované. Pacienti netrpi tak ¢astymi vypadky paméti, ale jen
obtizné pfizpUsobuji svou ndladu okolnostem, procez plsobi sobecky a necitlivé [9].

Vyskytuje se u 3-5 % pripadd [10].

3.1.4. Sekundarni demence

Tyto demence jsou zplsobeny napftiklad naduzivanim ethanolu, Iéky, hypofunkci Stitné Zlazy,
infekcemi centrdlniho nervového systému nebo poskozenim mozku pti Urazech. Pfi véasné
a spravné diagndze je v nékterych pripadech moiné onemocnéni zcela zvratit. Do této

kategorie spadd 5-10 % demenci [10].

3.1.5. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, spojené s postupnym
zhorSovanim kognitivnich funkci. Jednim z prvnich pfiznakl byva zhorsSeni kratkodobé
paméti, pozdéji se pridava také ztrata paméti dlouhodobé, zmatenost, poruchy feci a spanku
a zmény nalady [12]. Ackoliv prava pri¢ina onemocnéni dosud nebyla objasnéna, byla
popsdna celd fada patologickych procesd, které onemocnéni doprovazeji, napftiklad
nadmérnd tvorba AR, jeho agregace a vznik senilnich plakd, vytvoreni neurofibrilarnich
klubek z hyperfosforylovaného proteinu t, glykace proteind, tvorba volnych radikald,
mitochondridlni dysfunkce, zanét neuront, porucha metabolismu acetylcholinu, nedostatek
neurotropnich faktor a poruchy prenosu na NMDA receptorech [13]. Alzheimerova choroba

je pfi¢inou vice nez 50 % pfipadd demence [10].

3.1.5.1. Ethiopatogeneze
Cholinergni hypotéza

Neurotransmiterem cholinergnich bunék je ACh, a to na periferii i v CNS, kde se nachazi
zejména v prednim mozku, hippokampu, thalamu a mozkové kuare. Cholinergni systém

reguluje uvolfiovani celé rady neurotransmiterd, napfiklad glutamatu, GABA, dopaminu
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nebo serotoninu a diky tomu ovliviiuje pozornost, schopnost uéeni, pamét, spanek a védomi,

odpovéd na stres, smyslové vnimani a neurogenezi [12].

Syntéza ACh probiha v cytoplasmé cholinergnich neuronld. Enzym ChAT syntetizuje
ACh z cholinu (jehoz hlavnim zdrojem je potrava) a acetyl-CoA (vytvoreného
v mitochondriich). Nasledné je ACh transportovan VAChT z cytosolu do synaptickych vezikul.
Po depolarizaci cholinergniho neuronu dojde k uvolnéni ACh z vezikul do synaptické Stérbiny,
kde ACh aktivuje muskarinové nebo nikotinové receptory. Poté je inaktivovach AChE,
uvoliuje se cholin a acetat. Cholin je aktivnimi transportnimi systémy prenesen zpét
do presynaptického neuronu, kde je pouzit k syntéze nového ACh. Reuptake cholinu

je vétsinou limitujicim krokem syntézy ACh [12].

PosSkozeni cholinergni transmise je jednim zprvnich patologickych procesq,
ktery se u Alzheimerovy choroby objevuje. Dochazi k omezeni vstupu prekurzorl pro syntézu
Ach do neurond, snizeni syntézy i uvolfiovani ACh do synapsi, na periferii amyloidnich plaku
se zvySuje aktivita AChE, navic se do odbourdvani ACh zapojuje také BuChE [13]. Deficit
v cholinergnim systému zpUsobuje poruchy paméti, pozornosti, schopnosti rozhodovani
auceni a mohou byt pfi¢inou deprese aapatie, které Alzheimerovu chorobu béiné

doprovazeji [12].
Amyloidni hypotéza

B-Amyloid vznika Stépenim APP, transmembranového glykoproteinu, ktery se ve vysoké mire
vyskytuje v lidskych nervovych tkanich, kde se podili na jejich vyvoji a na odpovédi na stres

&i zranéni CNS. Stépeni APP mize probihat dvéma cestami, neamyloidni a amyloidni [8].

Pfi neamyloidni cesté enzym a-sekretasa Stépi APP na mimobunécény rozpustny fragment
sAPPa, dlleZity pro neurogenezi, plasticitu synapsi a pamét, a na CTF83, ktery je déle Stépen
y-sekretasou za vzniku nitrobunééného peptidu AICD/AID a malého peptidu p3. AICD/AID
se podili na transkripci nékterych gent, ovliviiuje intraceluldarni homeostazu Ca?* a ATP,
kontroluje neuronalni sité, stabilizaci mikrotubuld, bunéénou smrt a transkripci

AB-degradacniho enzymu neprilysinu [8].
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Béhem amyloidni cesty dochdzi k Stépeni APP B-sekretasou za tvorby rozpustného
extraceluldrniho fragmentu sAPPB, dllezitého pro adhezi bunék, rist axonl a diferenciaci

neuront, a CTF99, ktery je dale Stépen y-sekretasou na AICD/AID a AB [8].

B-Amyloid se vytvari v endoplasmatickém retikulu, Golgiho aparatu nebo endosomalné-
lysosomalnich systémech a ndsledné je exocytdzou transportovan do extraceluldrniho
prostoru. Obvykle se sklada z 39-43 aminokyselin, nejbéznéjsi je ABa4o, ktery ma jen malou
tendenci k agregaci, naopak méné zastoupeny A4, je velmi nachylny k tvorbé oligomerd,
protofibril, fibril a nasledné plakd. | u zdravych jedinci se AP vyskytuje v mozku
jiz od narozeni, a to jak ve formé rozpustnych monomeru, tak i v riznych stupnich agregace.
Jeho nizké koncentrace pfiznivé ovliviuji aktivitu synapsi a pamét, pficemz rizné formy jsou
schopné vazby na rGzné typy receptorli. Mnozstvi AB je fizeno aktivitou neuront a synapsi

[8].

Podle star$i amyloidni teorie zacind Alzheimerova choroba poruchou metabolismu APP.
Dochdzi ke zvySeni mnoizstvi AB, jeho agregaci na neurotoxické oligomery az polymery,
ze kterych se formuiji senilni plaky. Dasledkem je oxidaéni stres, poskozeni homeostazy Ca**
a hyperfosforylace proteinu 1, nezbytného pro spravnou funkci cytoskeletu. Takto poskozeny
protein T se uvniti bunék sklada do neurofibrilarnich klubek. Ddsledkem je zména struktury
tubulinu a naruseni cytoskeletu, které vede kapoptdze. Kromé toho v mikrogliovych
bunkach na okraji amyloidnich plakd probiha zanét, dochazi k uvolfiovani ROS, ubytku ATP
a nakonec také k apoptdze [13]. Narusena je i funkce synapsi. VSechny tyto zmény spoleéné
vedou ke vzniku demence. Objevuje se vSak rada dlkazl, Ze tato teorie neni zcela presn3,
napriklad vyskyt plakd i u osob snormdlnimi kognitivnimi funkcemi, ddle skutecnost,
Ze nebyla objevena souvislost mezi mnozstvim plakd AB a zavaZznosti onemocnéni, zatimco
ubytek synapsi, mnoZstvi NFTs a aktivace mikroglii s ubytkem kognitivnich funkci koreluji;
kromé toho se tyto znaky neurodegenerace objevuji nezavisle na vyskytu plak(. Podezreni
vyvolava i neuspésnost dosavadnich klinickych pokust s latkami, které snizuji hladinu AR

[14].

Podle novéjsi teorie je kumulace AB pouze vysledkem kompenzacnich mechanismu. Pokud

AB nemlzZe vykonavat své fyziologické funkce, napriklad kvali rezistenci receptord, pomoci
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negativni zpétné vazby dojde ke zvyseni jeho tvorby. Pokud vsak tento stav trva dlouhodobg,

dochazi k vyCerpani bunék. Nicméné k ovéreni této teorie je potfeba provést dalsi studie [8].

3.1.5.2. Farmakologicka lécba
Kognitiva

Lehké azZ stfedné tézké formy onemocnéni jsou lé€eny inhibitory AChE a BuChE. Tato léciva
jsou povaZovana za bezpecna a dobfe snasend, z nezadoucich ucinkl se jen vzacné objevuje
zvraceni, prdjem a nauzea. Kontraindikovany jsou u aktivni viedové choroby a tézsiho
postizeni prevodniho srdecniho systému, opatrnosti je tfeba téZ u sinusové bradykardie.
Pro Uspé&snou terapii je dlleZité zahajit poddvani téchto lé¢iv co nejdfive. V Ceské republice

se vyuziva donepezil, rivastigmin a galanthamin [9].

Donepezil je témér Ccisty inhibitor AChE sdlouhym biologickym polo¢asem. Podava
se obvykle jedenkrat denné v davce 5 mg prvni mésic, poté 10 mg. Donepezil je pacienty
dobfe tolerovan, mirné nezadouci Ucinky se objevuji zejména pfi podavani vyssich davek.

v vy

Jeho podavani je pfinosné také pro pacienty v tézsich stadiich nemoci[9].

Dalsi latkou z této skupiny je rivastigmin, inhibitor obou enzymu. Podava se ve dvou dennich
davkach, které je tfeba navySovat postupné, maximum ¢ini 12 mg denné [9]. Vysoké davky
[é¢iva sice vedou ke zlepSeni kognitivnich funkci, jsou vSak spojeny s vysSim vyskytem
nezadoucich ucinkl, zejména nauzeou, prajmem, zvracenim a zavratémi. ProtoZe jsou tyto
nezadouci Ucinky zplisobeny zejména vykyvy v hladiné ACh, byly vyvinuty transdermalni
naplasti, které rivastigmin uvolfuji postupné po dobu 24 hodin. Tato Iékova forma vykazuje
srovnatelnou efektivitu s peroralnim podavanim, vyskyt nezadoucich ucinkd poklesl az o dvé
tfetiny [15]. Pravé diky nizsSim nezddoucim ucinkim a jednoduché aplikaci ndplasti se zlepsila
kompliance pacientl, jejich oSetfovatelé i I|ékafi proto zacali tuto Iékovou formu

uprednostiovat [9].

V terapii je dale vyuzivan galanthamin, inhibitor AChE a zdroven agonista nikotinovych
receptorl. UzZivda se nejvySe 24 mg denné, rozdélenych do dvou davek [9]. Vzhledem
ke stejnym nezadoucim ucinkim, jaké doprovazi terapii rivastigminem, je v soucasné dobé

vyvijena také transdermalni naplast s galanthaminem [15].
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Antagonisté NMDA receptori

Memantin, v soucasnosti jediny lék stimto mechanismem ucinku, se vyuziva pro terapii
stfedné tézkych az tézkych forem demence. Podava se jedenkrat denné, maximalné 10 mg
[10]. Memantin byva velmi dobfe snasen, vyskyt nezadoucich ucink(, zejména zavrati,

bolesti hlavy a zmatenosti, je srovnatelny s placebem [9].

3.1.5.3. Rostliny a jejich metabolity potencialné vyuzitelné v terapii Alzheimerovy

choroby

Rostliny, houby, fasy i morské organismy jsou v soucasné dobé velmi intenzivné zkoumany
ve snaze nalézt ucinné latky, které by mohly slouzit pfimo pro terapii Alzheimerovy choroby,
nebo jako vzorové struktury pro vyvoj ¢astecné Ci zcela syntetickych |éciv. Nejvétsi pozornost
je vénovana latkdm, které inhibuji AChE, opomijeni vSak nejsou ani antagonisté NMDA
receptor(l, ani metabolity s jinymi mechanismy ucinku. Mnohé studie poskytuji velmi slibné
vysledky, vétSina experimentl je vSak provddéna in vitro, pro zjisténi skutecné ucinnosti

je tedy tfeba provést dalsi pokusy [13].
Plavuné

Huperzia serrata je pUvodnim zdrojem (-)-huperzinu A, velmi dobfe tolerovaného
selektivniho inhibitoru AChE, ktery vyznamné zlepSuje kognitivni funkce. V Ciné
se jiz huperzin v terapii pouziva, v Evropé a v USA probiha 2. faze klinického testovani. Jeho
ziskavani z pfirodnich zdroji je komplikované, v soucasnosti se proto vyrabi méné ucinnd
synteticka racemickd smés, zdroven se studuje moznost biotechnologické vyroby pomoci

houby Shiraia sp. SIF14 [13].
Nahosemenné rostliny

Ginkgo biloba ovliviiuje prabéh Alzheimerovy choroby celou fadou mechanismu. Jeji extrakt
zlepSuje pamét diky inhibici NMDA receptort, zvySuje pocet ChAT-pozitivhich neurond,
plUsobi antioxidacné a podporuje cinnost a-sekretas. Terpen ginkgolid A inhibuje
hyperfosforylaci proteinu T, zatimco ginkgolid B chrani neurony pred apoptdzou zvysenim
produkce BDNF, ktery pUsobi proti tvorbé volnych radikal( [13]. Je prokazano, Ze pouzivani

standardizovaného extraktu EGb 761 ® vyznamné zlepsSuje kognitivni funkce pacientl i jejich
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schopnost vykonavat béziné cCinnosti, nezadouci Ucinky se pritom neliSi od placeba [16].

Podavani G. biloby je prospésné i pro pacienty, ktefi jsou lé¢eni inhibitory AChE [13].

Krytosemenné rostliny — jednodélozné

Allium sativum obsahuje diallyl disulfid a S-allylcystein, které zesilenim Cinnosti a-sekretas
snizuji tvorbu AP, dale snizuji jeho toxicitu a brani jeho agregaci; soucasti ucinku

je pravdépodobné také antioxidacni efekt [13].

Curcuma longa se pouziva zejména jako koreni, nicméné jeji neuroprotektivni ucinek je také
dobfe zndmy. Kurkuminoidy v zdvislosti na davce brani agregaci AR, snizuji toxicitu
jiz vytvoreného AP, puUsobi antioxidacné, zvySuji aktivitu ChAT a brdni zanétu pfriznivym

ovlivnénim hladin IL-1B, IL-6, TNF-a a NO a snizenim exprese COX-2 a NF-kB [13].

Nékteré isochinolinové alkaloidy z Hippeastrum spp., naptiklad montanin, silné inhibuji AChE

[17].

Krytosemenné rostliny — dvoudélozné

Angelica sinensis brani hyperfosforylaci proteinu t a plsobi protizanétlivé [13].

Camellia sinensis patfi mezi rostliny s nejvyznaméjsim ucinkem proti poskozeni mozku
starnutim a degenerativnimi procesy. ObsaZzené flavanoly a polyfenoly snizuji tvorbu AB,

chelatuji kationty, vykazuji protizanétlivy i antioxidacni efekt a brani glykaci proteint [13].

Cocculus pendulus obsahuje alkaloidy, které vyznamné inhibuji AChE a BuChE [13].

Coptis chinensis ma také pozitivni vliv na neurodegenerativni onemocnéni. Obsahuje

vvvvvv

je berberin, ktery inhibuje AChE, brani apoptdze nervovych bunék, zlepSuje mikrocirkulaci

v mozku, ma neuroprotektivni uc€inky [18] a vykazuje inhibi¢ni aktivitu vici B-sekretase [13].

Isochinolinové alkaloidy z hliz Corydalis cava, napfiklad (+)-kanadalin nebo (+)-kanadin,

inhibuji AChE i BUChE [19].

Rostliny rodu Cryptocarya obsahuji alkaloidy, které inhibuji zejména BuChE; nejvyznamnéjsi

z nich je 2-methoxyaterosperminin 8 [20].
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Glycine max pulsobi diky obsahu isoflavonoidi proti glykaci proteind, zatimco jeji

fytoestrogeny zvysuji aktivitu ChAT. Znamy je také jeji antioxidacni ucinek [13].

Glycyrrhiza glabra je zdrojem flavonoidu isolikviricigeninu, ktery chrani pred AP
neurotoxicitou, pUsobi proti apoptéze, brani tvorbé ROS, podporuje rist neuronu

a antagonizuje NMDA receptory [13].

Chelidonium majus tvofi isochinolinové alkaloidy, které inhibuji AChE i BuChE.

Nejvyznamnéjsi aktivita byla namérena u chelidoninu [7].

Olea europea obsahuje glykosid oleuropein, ktery brani agregaci AB, zejména na jejim

pocatku [13].

Fenolické slouceniny obsazené v Paeonia suffruticosa brani agregaci AB, zlepsuji pamét,

pUsobi protizanétlivé, vasodilatacné a neuroprotektivné [13].

Panax ginseng chrani neurony pred toxicitou AB a glutamatu, sniZuje peroxidaci lipidd,

/////

jako agonista PPARy transkripéniho faktoru, antagonizuje RAGE a tim ovliviuje

hyperpermeabilitu podocytl a snizuje také aktivaci mikroglii [13].

Salsola oppositifolia, S. soda a S. tragus obsahuji tetrahydroisochinolinové alkaloidy. Jejich

extrakty pUsobi antioxida¢né a inhibuji BUChE, S. oppositifolia ovliviiuje také AChE [21].

Rod Salvia také obsahuje latky se slibnou aktivitou. Salvia miltiorhizza ovliviiuje Cinnost
a-sekretas, coz vede ke snizeni tvorby AR a zlepSeni paméti a stejné jako S. officinalis chrani
neurony pred toxickym plsobenim AB. Dalsi zastupce, S. candelabrum, inhibuje

AChE a BuChE [13].

.....

proti agregaci AB [13].

Extrakt z kofene Stephania rotunda, ktery obsahuje 8 alkaloidl, vyznamné inhibuje AChE

[22].
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3.2.Celed Papaveraceae

3.2.1. Obecna charakteristika

Do celedi makovité radime celkem 44 rod( a 760 druh rostlin, z nichZ vétSina se vyskytuje
na severni polokouli. Obvykle jsou to jednoleté az vytrvalé byliny, ale patfi sem také
drevnaté kefe a nizké tropické stromy. Jejich oboupohlavni kvéty byvaji velké, pravidelné,
miskovitého tvaru, s jedinym vysSim pestikem a mnoha ty¢inkami. Skladaji se ze dvou azZ tfi
oddélenych listd kalisSnich a c¢tyf az dvandcti listkG okvétnich. Jejich plody, kulaté
az podlouhlé tobolky, obsahuji mnoho drobnych kulatych semen, kterd jsou pfi pohybu
rostliny ve vétru uvolfovana do okoli z otvorli na vrcholku tobolek. Listy mohou byt
jednoduché, délené i zperené. Nékteré rody maji také trny. Stonky s mléénicemi obsahuji
asto barevny latex s isochinolinovymi alkaloidy. Tyto rostliny jsou vyuzZivany
v potravinarstvi, ve farmacii i pro okrasné ucely [23]. Z hlediska obsahu biologicky aktivnich

latek jsou nejdulezitéjsi zastupci Papaver somniferum L., Papaver rhoeas, Chelidonium majus

L. a Sanguinaria canadensis L. [2].

3.2.2. Glaucium flavum Crantz

Obr. 1 Glaucium flavum Crantz [24]
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Ndzev tohoto rodu, Glaucium, je odvozen zrfeckého slova ,glaucos” — sivy, podle

Sedozeleného ojinéni listl [26].

3.2.2.1. Synonyma
Latinskd jména: Chelidonium glaucium L., Glaucium luteum Scop., Glaucium fulvum Sm.

Ceska jména: rohatec Zluty, mak rdzkovaty, riizkovatec 7luty [25]

3.2.2.2. Rozsireni

Glaucium flavum Crantz se pfirozené vyskytuje na slunnych susSich mistech, jako jsou
kamenité strané a meze v jizni a zdpadni Evropé a stfedni Asii. Tento druh se rozsifil také

do Severni Ameriky a dalSich mist. Vzacné se péstuje jako okrasna rostlina [25].

3.2.2.3. Botanicky popis

Glaucium flavum Crantz je dvouletd aZz vytrvala bylina stuhou, rozvétvenou lodyhou,
dorUstajici az 50 cm. Ma dva druhy listl; bazalni, podlouhle obracené vejcité, lyrovité
lalo¢naté az lyrovité sttizené, s nepravidelnymi ostrymi zoubky, a proximalni, prisedl|é,
objimavé, lalo¢naté az strizené. Kvéty jsou obvykle Zluté, korunni listky jsou Siroce obracené
vejcité, koruna muze v priméru dosahnout az 3,5 cm [25]. Kvete od cervna do srpna [26].
Jeho plody jsou pfimé nebo mirné obloukovité zakfivené, Uzce valcovité, bradavicnaté, lysé

tobolky [25].

3.2.2.4. Obsahové latky

Dosud bylo zrohatce Zlutého izolovano 31 alkaloid( isochinolinového typu. Jedna
se o aporfinové alkaloidy dehydroglaucin [27], dihydropontevedrin [28], glaucin [27], glauvin
[29], isokorydin [27], isoboldin [27], katalin [28], korydin [30], korytuberin [30], magnoflorin
[3], N-methyllaurotetanin [31], N-methyl-sekoglaucin [27], norglaucin [27], oxoglaucin [32],
talikmidin [31], benzofenantridinové alkaloidy bocconolin [3], dihydrochelerythrin [28],
dihydrochelirubin  [28], dihydrosangvinarin [28], chelerytrin [3], chelirubin [30],
norsangvinarin [28], sangvinarin [3], benzylisochinolinovy alkaloid retikulin [31],

fenantridinové alkaloidy chelidonin [3] a norchelidonin [30], ftalidisochinolinovy alkaloid
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adlumidin [31], morfinanovy alkaloid salutaridin [27], protoberberinovy alkaloid koptisin [30]

a protopinové alkaloidy allokryptopin [27] a protopin [3].

Tab. 1 Strukturni typy alkaloid( izolovanych z rohatce Zlutého

Aporfinovy typ
R" | R”*» | R®| R*
H3C\ X
R1 o] Glaucin -CH; | -H, |-CH3| -CH;
© Isoboldin ‘H | -H, |-CHs| -H
,0 R’ . -OH
H,C Katalin -CH3 -CH3| -CH3
N "
~o NG N-Methyllaurotetanin | -CHs | -Hp |-CHs| -H
Norglaucin -CH3 | -H, | -H | -CH3
Talikmidin -H -H, -CH3 -CH3
R R
Isokorydin -CH; | -OH
Korydin -H -CH3
Korytuberin -H -H
Dehydroglaucin Dihydropontevedrin
H,C
(0]
@] @]
HsC” s
H,C
~
© N OH
CHs;
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Aporfinovy typ

Glauvin

O CHg

N-Methyl-sekoglaucin

H5C
gHs 9

O ‘
0
Hyc” O
H.C
3 \O N

Magnoflorin

HO
CH, OH

I
0

Oxoglaucin

H3C_
G g

R

Bocconolin -CH,0H
Dihydrochelerytrin -H
R

Dihydrochelirubin -OCH3
Dihydrosangvinarin -H
R

Chelirubin -OCHs

Sangvinarin -H




Benzofenantridinovy typ

Chelerytrin Norsangvinarin
CH o)
~0 3 /\
o) CH
J - °
HSC\NV N
O
° <
< o
O
Benzylisochinolinovy typ
Retikulin
HO
0]
SCH,
HO CHs
N~
HsC
~o
Fenantridinovy typ
P\
R\ © R
N
Chelidonin -CH3
o)
< Norchelidonin -H
o OH

Ftalidisochinolinovy typ

Adlumidin

0 9™\




Morfinanovy typ

Salutaridin
CH4
N/
o) OH 0
\ ~
CH, CHs

Protoberberinovy typ

Koptisin

Protopinovy typ

Allokryptopin Protopin
O o
0 SCH, 0 >
I Y O
0 T o ITI
CH, CH,
3.2.2.5. Biologicka aktivita

Inhibice AChE a BUChE

U vétsiny alkaloidl, které jiz byly zrohatce Zlutého izolovany, nebyla dosud inhibice
cholinesteras zkoumdna, mezi témi, které byly vyzkumu podrobeny, byla znaéna ¢ast latek

zcela neaktivni, nékteré vsak vykazuji velmi zajimavou aktivitu (viz Tab. 2.).
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Tab. 2 Aktivita alkaloidi rohatce zlutého vic¢i AChE a BuChE

Alkaloid Coo LUV Literatura
AChE BuChE

Allokryptopin* 250+ 2,5 530 + 28,2 [33]
Dihydrosangvinarin* 1000 1000 [34]
Glaucin** 89,0+0,8 - [38]
Chelerytrin* 1,54 +0,007 10,34+ 0,24 [6]
Chelidonin* 26,84+1,2 31,86+1,4 [7]
Isoboldin 8,4-10,0 - [35]
Isokorydin* > 1000 657,1 [36]
Koptisin 0,44 0,80 [35]
Korydin* >100 52+4 [37]
Magnoflorin** 48,6 +2,1 - [38]
Oxoglaucin** 24,5+ 0,6 - [38]
Protopin** 10,2+0,3 26,8+ 3,2 [38]
Retikulin* 509,05 + 44,25 33,61+3,04 [108]
Salutaridin* >1000 >1000 [33]

* humanni AChE a BuChE

** AChE z elektrického uhore, BUChE z koniského séra

Dalsi biologicka aktivita

Allokryptopin ma antiarytmitické Gc&inky, hlavnim mechanismem je blok K' kanalG
v myokardu [39]. Diky vlivu na a-adrenergni receptory zpuUsobuje také kontrakci svalstva
mocového méchyre, relaxacni ucinek na hladké svaly tenkého stfeva je dlsledkem inhibice

fosfodiesteras [40].
U bocconolinu byly prokazany antiproliferativni Gcinky [3].

Dehydroglaucin pisobi antimikrobné [41].
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Dihydrochelerytrin je cytotoxicky — narusuje membranovy potencial mitochondrii a aktivuje
kaspasu 3 a 9, coZ vede k apoptdze [42]. Prokdzana je téZ jeho antifungalni [43], antimikrobni

[44] a antiparasiticka aktivita [45].
Dihydrosangvinarin ma antifungdlni [43] a leishmanicidni Ucinky [46].

Bronchodilataéni plsobeni glaucinu je zpUsobeno selektivni inhibici fosfodiesterasy 4,
snizenim spontanniho i histaminem vyvolaného napéti bronch( a inhibici Ca® kanal [47].
Diky snizeni exprese NF-kB a inhibici exprese matrixové metalloproteinasy 9 vykazuje
protirakovinné ucinky [48]. Blokadou a;-adrenergnich receptor( zplsobuje vasorelaxaci [49].
Zaznamendny jsou také protizdnétlivé [32] a sedativni Ucinky [50]. Mlze téZ vyvoldvat

halucinace [50].

Chelerytrin ovliviiuje patologické procesy spojené s Alzheimerovou chorobou — kromé
jiz zminéné inhibice AChE i BUChE brdni agregaci AP a rozruSuje jiz vytvorené agregaty [6].
U¢inkuje také proti rakoving, a to vazbou na VEGFA, protiapoptoticky gen BCL2
a protonkogen KRAS a snizenim jejich transkripce [51], aktivaci tumor supresorového genu
pro protein p53 [52], snizenim exprese cytoprotektivniho genu HSF1 [53] a vyvoldnim
apoptézy  prostfednictvim  zvydeni tvorby ROS [54] a inhibice Ca**-ATPasy
v sarkoendoplasmatickém retikulu, coz vede ke ztraté ca® homeostdzy bunky [55]. Plsobi
také anthelminticky [56], antifungdlné [57], antimikrobné [44], antimykobakterialné [58].
[60]. Diky selektivni modulaci PPARy receptorli ma antidiabetické ucinky [61], zaroven
poskytuje ochranu proti diabetické kardiomyopatii [62]. Inhibuje proteinkindzu C, coz vede

k imunosupresi [63]. Dale chrani ledviny pred toxickym plsobenim gentamycinu [64].

Chelidonin ma analgetické, antimikrobialni, protivirové, hepatoprotektivni, choleretické,
imunomodulacni [65], antiparazitické [66] a antispasmodické a relaxacni ucinky [67], chrani
jatra [68] i ledviny pred toxickym plsobenim kadmia [69] a sniZuje koncentraci dopaminu
vCNS [70]. Kromé toho zpuUsobuje apoptézu — inhibuje polymerizaci mikrotubuld,
coz zastavuje bunéény cyklus ve fazi mitézy — mohl by byt vyuZivan v terapii rakoviny [71].
Bohuzel také blokuje K* kandly, co? mlZe vést ke zpoidéni repolarizace srdeéni tkané

az k fatalni ventrikularni arytmii [72].
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Isoboldin vykazuje antifungalni [73] a antivirové ucinky [74].

Isokorydin plsobi antiarytmiticky [75], antioxidacné (chelatuje kovy) [76] a antiplasmodialné
[76]. Zastavuje bunécény cyklus ve fazi G2/M, ¢imz indukuje apoptdzu, mohl by tedy ovlivnit

také nadorova onemocnéni [77].

Koptisin by diky svym neuroprotektivnim [5] a antioxidacnim Gcinkim a inhibici
indoleamin-2,3-dioxygenasy mohl pfiznivé ovliviiovat priibéh Alzheimerovy choroby [4]. Déle
pUsobi protizanétlivé — sniZuje produkci NO a prozanétlivych cytokin(, brani aktivaci NF-kB,
MAPK a PI3K/Akt [78]. SniZuje expresi HMGCOAR a zvysSuje expresi LDL-receptortl, coZ vede
ke snizeni hladiny cholesterolu [79], navic chrani myokard pfed posSkozenim ischémii [80].
M3 antiproliferativni Ucinky — zastavuje bunécny cyklus ve fazi GO/G1, sniZzuje migraci bunék
a brani novotvorbé kapildr [81]. Byly zjistény také ucinky antifungalni [82] a gastroprotektivni

[83].
Korytuberin je cytotoxicky [84] a ma analgetické ucinky [84].

Magnoflorin pUsobi antifungdlné [85]. Diky aktivaci GABA, receptorli ma anxiolytické [86]
a sedativni ucinky [86]. Je cytotoxicky [87]. Chrani HDL a LDL pred oxidaci diky inhibici
oxidace Cu®, prevenci tvorby kyseliny thiobarbituratové a ochrané apolipoproteinu B
pred strukturnimi modifikacemi [88]. Ochranuje také erytrocyty pred posSkozenim
lysofosfatidylcholinem [89]. Stimuluje sekreci inzulinu, ¢imZ snizuje hladinu glukdzy nala¢no

i po podani glukézového roztoku [90].

N-Methyllaurotetanin plsobi antiagregacné, vasodilatacné [91], antivirové [74], inhibuje

prolyl oligopeptidasu [92] a snizuje hyperpigmentaci kize [93].
Norglaucin je cytotoxicky [94].
Norsangvinarin vykazuje antifungdlni aktivitu [95].

Oxoglaucin pUsobi vasorelaxacné [91], protisrazlivé [96] a antivirové [97]. V nizkych davkach

stimuluje imunitni systém, ve vysokych ho tlumi [98].

Nizké ddvky protopinu plsobi na nadorové burky cytotoxicky, zatimco vysoké ddavky

vrve

(zastaveni  mitézy a  spusSténi  mitochondriemi  zprostfedkované  apoptdzy)
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a protiapoptotickych (ochrana pfed oxidativnim stresem, snizeni intracelularnich hladin Ca**,
inhibice kaspasy-3) mechanismd [99]. Diky antimigra¢nim [100] a antiinvaznim [101]
ucinkim a schopnosti snizit heterotypickou adhesivitu bunék by mohl najit uplatnéni
v prevenci tvorby metastdz [3]. Vykazuje také protizanétlivé ucinky diky sniZeni tvorby NO,
inhibici exprese COX-2 a snizeni tvorby prozanétlivych cytokind [101]. Prokdzana u néj byla
také mirna antikonvulzivni aktivita [101]. Diky jeho vasodilata¢nim [102], protisrazlivym,
antioxida¢nim, antiapoptotickym Gcinkim a schopnosti snizit hladiny glutamatu
a intraceluldrniho Ca?* mQZe protopin chranit mozkovou tkari pred poskozenim ischémi
[100]. Plsobi také antibakteridlné [3], antifungdlné [100], hepatoprotektivné [3],

antihistaminové [100], antidepresivné [101] a analgeticky [100].
Retikulin moduluje GABA, receptory [103].
Salutaridin inhibuje diferenciaci osteoklastt [104] a pGsobi mirnou vasorelaxaci [105].

Sangvinarin je zkouman zejména pro své ucinky proti rakoviné, které jsou zprostfedkovany
celou fadou mechanisml — vyvolanim apoptdzy, plsobenim proti proliferaci, angiogenezi
i proti tvorbé metastdz, interkalaci do DNA, inhibici syntézy ATP v mitochondriich
a zastavenim aktivity SH-enzyma [106]. Sangvinarin pUsobi také antifungalné, antiparaziticky,
pozitivné ionotropné, snizuje krevni tlak a brani srazeni krve [107]. V minulosti byl pro své
protizanétlivé a antimikrobni ucéinky a pro schopnost snizovat tvorbu zubniho plaku,
ale nenarusit pfirozenou Ustni mikrofléru, priddvan do pripravkd na dentdlni hygienu; jeho
uzivani vSak muselo byt ukonceno kvuli vyskytu leukoplakii. O jeho bezpecnosti panuji i dalsi
pochybnosti, pti in vitro testech byla zjiSténa hepatotoxicita, kardiotoxicita, genotoxicita,
kancerogenita a mutagenita, topické uZivani oleje ze semene Argemone mexacina,

ktery sangvinarin obsahuje, zvySuje vyskyt nadort a glaukomu [107].

Pro adlumidin, dihydrochelirubin, dihydropontevedrin, glauvin, chelirubin, katalin, korydin,
N-methylsekoglaucin, norchelidonin a talikmidin nejsou v literatufe dostupné Uudaje

o biologické aktivité.
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4. Experimentalni cast

4.1.Pouzity material

4.1.1.

Chemikalie

Acetylthiocholin jodid p. a. 10mM roztok (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl)
Butyrylthiocholin jodid p. a. 10 mM roztok (Sigma Aldrich, Praha) (BTChl)
Diethylamin €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Et,NH)
5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoova > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
Dusi¢nan bismutity zdsadity ¢. (Lachema, Brno) (Bi(NO3)s)

Eserin > 98% (N) (Sigma Aldrich, Praha) (Fysostigmin)

Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl,)

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

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCl)
Kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

5mM fosfatovy pufr pH 7,4

Tetramethylsilan ACS reagent, NMR grade, 2 99.9% (Sigma Aldrich, Praha) (TMS)

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

. Rozpoustédla

Cyklohexan €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CgH12)

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

Ethanol 95 % (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)

Ethylacetét p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

Chloroform €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl5)

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

Methanol deuterovany pro NMR analyzu ¢ methanol-d, 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CDs0OD)

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

Toluen p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢HsCHs)
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e Trifluoroctova kyselina (Sigma Aldrich, Praha) (TFAA)

4.1.3. Vyvijeci soustavy

S1: CgHsCH; + Et,NH (96:4)

S2: C5H5CH3 + C6H12 + EtzNH (454510)

S3: C5H12 + EtzNH (91)

S4: CH3CN + MeOH + TFAA (40:10:0,1)

S5: CeHz + EtOAC + Et,NH (5:4:1)

S6: CeHqz + EtOAC + Et,NH (8:1:1)

4.1.4. Chromatografické adsorbenty

Al: TLC desky Silufol® UV 254 (Kavalier, Votice) 20x20 cm

A2: Silikagel pro ptipravu litych vrstev: Silica gel 60 GF,s4 (Merck Millipore, Praha)

A3: TLC desky Silikagel Merc UV 254 (Merck Millipore, Praha) 20x20 cm

4.1.5. Pomocny material

Kfemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)

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

Siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,S0.)

4.1.6. Detekcni ¢inidla

D1: Pro detekci alkaloidli na chromatografickych deskach bylo pouZivano Dragendorffovo
¢inidlo podle Muniera. Zasobni roztok toho ¢inidla byl pfipraven smisenim roztoku 1,7 g
zasaditého Bi(NOs)3 a 20,0 g kyseliny vinné v 80,0 ml vody s roztokem 16,0 g Kl ve 40 ml vody
v poméru 1:1. Zasobni roztok byl uchovavan v chladu vtmavé sklenéné nadobé. Cinidlo
pro analyzu bylo pfipravovano smisenim 5,0 ml zdsobniho roztoku s roztokem 10,0 g kyseliny

vinné v 50,0 ml vody [108].
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D2: Mayerovo Cinidlo bylo pouZito pro ovéreni pritomnosti alkaloidd béhem pfipravy
extraktu vytfepavanim. Do roztoku 5 g Kl ve 30 ml vody bylo pfidano 1,35 g praskového
HgCl,. Suspenze byla michana az do rozpusténi srazeniny a vzniku cirého, bezbarvého

a7 svétle #lutého roztoku. Cinidlo bylo skladovéno v chladu [108].

4.1.7. Pristroje

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

e Vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,

Schwabach, Germany)

4.2. VSseobecné postupy

4.2.1. Priprava rozpoustédel

Veskera rozpoustédla byla pred pouZitim precisténa destilaci. Nasledné byla uchovdndna

v nddobach z hnédého skla ¢i v plechovych kanystrech.
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4.2.2. Priprava litych desek

Desky s litou vrstvou byly pfipraveny rozprostfenim suspenze adsorbentu A2 a vody

na sklenéné desky. Pfed pouzitim byly desky suseny za pokojové teploty minimalné 24 hodin.

4.2.3. Preparativni TLC

Délenda smés alkaloidl byla rozpusténa ve smési CHCl; + EtOH (1:1) a nanesena
na chromatografické desky v linii startu 1 cm od obou okraji. Po odpareni rozpoustédel
znanasené smési alkaloidi byla provedena chromatografie ve sklenénych komorach,
které byly alespori 20 minut syceny mobilni fazi. Po odpafeni rozpoustédel byly nékteré
chromatogramy opakované vyvijeny. Pro detekci alkaloidi po déleni bylo pouZivano
Dragendorffovo Cinidlo, pfipadné UV zareni. Zény byly oznaeny preparativni jehlou
a jednotlivé vyskrabany, zony se stejnym retencnim faktorem ze vSech desek byly spojeny

[108].

4.2.4. Eluce alkaloidt

Kazdd zéna alkaloidl, ziskand z TLC, byla smichdana se stejnym objemovym mnozZstvim
kfremeliny Celite 535 a ze silikagelu byla uvolnéna promytim smési chloroform — ethanol 1:1

pres vrstvu vaty. Uplnost eluce byla ovéfena Dragendorffovym ¢inidlem.

4.2.5. Odparovani

Odparovani bylo provadéno na vakuovych odparkach pfi teploté vodni lazné prizplsobené

typu rozpoustédla.

4.2.6. Suseni

Suseni alkaloidniho extraktu a frakci vrlznych fazich zpracovani bylo provadéno
ve vakuovém exsikatoru nad susSicimi perlami silikagelu. UsuSeny extrakt a frakce byly

uchovéanany v chladnicce.

4.2.7. Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci

Pro stanoveni MS (El) spekter byl pouzit spektrometr Agilent 7890A GC 5975 v reZzimu 70 eV.
Méreni bylo uskute¢néno na GC koloné DP-5 MS. Ziskané hodnoty byly porovnany se spektry
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z NIST knihovny a sreferenénimi spektry alkaloidld dfive ziskanych pracovni skupinou

ADINACO [108].

4.2.8. NMR analyza

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCl; pfipadné CD3OD pfi teploté 25°C
na spektrometru Varian VNMR S500. Byly pouzity frekvence 499,87 MHz pro jadra
'H a 125,70 MHz pro jadra *3C. K ozafovani a detekci signalu byla pouzita Sirokopasmova
dvoukandlova gradientni sonda OneNMR. Chemické posuny byly zméreny jako hodnoty
6 pars per milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového
signdlu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro atomy 'H byly & = 3,30 ppm,
pro atomy °C & = 49,0 ppm. Data ziskand méfenim byla prezentovéna v tomto pofadi:
chemicky posun (8), integrovand intenzita *H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet,
t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dubletl, m: multiplet, bs: Siroky singlet), interakéni konstanta
(Hz) [108].

Dvoudimenzionalni (2D) NMR experimenty (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY) byly zméfeny
pomoci standardnich sekvenci, dodanych firmou Varian. Parametry kazidého méreni byly
nastaveny dle mnoiZstvi vzorku, jeho Ccistoty a molekulové hmotnosti. Pro gHSQC
experimenty byl smésSovaci ¢as optimalizovan na YJew = 146 Hz, pro gHMBC pak na *Jew = 8 Hz

a pro NOESY na 400-600 ms [108].

gCOSY (gradiant Correlation Spectroscopy) je 2D NMR technika, pfi které se crosspeak

objevuje mezi protony, které maji pfimé spojeni proton-proton pfes tfi vazby, 3 [108].

NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) je 2D NMR technika, pfi které se crosspeak
objevuje mezi protony, které jsou od sebe vzdaleny maximalné 6 A, intenzita crosspeak

se se zvysujici se vzdalenosti protont v prostoru sniZzuje [108].

gHSQC (gradient Heteronuclear Single Quantum Coherence) je 2D technika, pti které jedna
osa predstavuje 'H a druha *C. Crosspeaks predstavuji koleraci H s C vzdalenych jednu

vazbu, diagondla se pfi tomto experimentu nevytvari [108].
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gHMBC (gradient Heteronuclear Multiple Bond Coherence) je 2D NMR technika, pfi které
je mozné urcit korelaci C ¢i jiného heteroatomu s H vzdalenym 2-4 vazby. Pouze takto vazané

atomy poskytuji crosspeak [108].

4.2.9. Stanoveni optické otacivosti

Pro méreni optické otacivost byl pouzit polarimetr P3000. Méreni probéhlo v roztocich
alkaloid@. Specifické otécivost byla vypoétena dle vzorce [a]}, = (100 x a)/(c x 1), kde t zna&i
teplotu méreni [°C], D sodikovou D ¢aru (589,3 nm), a namérenou otacivost [°], ¢ koncentaci

alkaloidu [-100 g/ml], | délku kyvety [dm] [108].

4.2.10. Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidt vici lidské AChE a BuChE

Pro méreni byla pouzZita modifikovand Ellmannova metoda. V jamce mikrotitracni desticky
bylo smichano 8,3 pl roztoku enzymového preparatu o urcité koncentraci, 283 pl 5 mM
roztoku DTNB ve fosfatovém pufru pH 7,4 a 8,3 ul sledovaného alkaloidu o urcité
koncentraci v DMSO. Po protiepani mikrotifepackou byla smés vloZzena do readru SynergyTM
HT Multi-Detection Microplate Reader. Nasledovala 5 minut dlouhd inkubace pfi teploté
37 °C. Poté bylo kslepému vzorku pfidano 33,3 pl DMSO, k ostatnim vzorkim 33,3 ul
enzymového substratu AChE ¢i BuChE. Absorbance byla méfena po dobu 2 minut
pfiA =436 nm pro AChE a A =412 nm pro BuChE. Kazda koncentrace enzymového preparatu

byla méfena Sestkrat. Hodnota ICsg byla vypoétena v programu GraphPad Prism [108].

4.3. lzolace alkaloidd

4.3.1. Extrakce drogy

Pfiprava extraktu nebyla predmétem této diplomové prace, byla provedena
prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. 800 g suché rezané kvetouci nati AL-536 bylo
dvakrat extrahovano Sestinasobnym mnozstvim 95% EtOH 15 minut za varu. Po filtraci byly
extrakty spojeny a odpareny. K ohfatému odparku bylo pfidano 80 ml 2% HCl a 420 ml vody,
smés byla sonikovana a po filtraci pres vliselin doplnéna vodou do 550 ml. Tento kysely

roztok byl trikrat extrahovan 180 ml Et,0, organickd faze nebyla dale zpracovavana. Vodny
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roztok alkaloidll byl alkalizovan 10% Na,COsz a nasledné ctyrikrat vytfepavan 200 ml Et,0.

Organicka vrsva byla oddélena, vysusena Na,SO4 a odparena.

Bylo ziskano 2,23 g tmavé hnédého, velmi viskdzniho odparku, ze kterého se vyloucilo malé

mnozstvi krystald.

4.3.2. lzolace alkaloidu

Krystalizace

Cely
extrakt

Obr. 2 Schéma izolace alkaloidu

Cely alkaloidni odparek (2,23 g) byl nanesen na 199 desek Al a 2x vyvinut v soustavé S1
(TLC1). Byly separovany 3 zény (viz Tab. 3.).

Tab. 3 Vysledky preparativni TLC celého alkaloidniho extraktu

Frakce | Hmotnost [mg] | Vzhled

1 434,1 Tmaveé hnédy, hrubé krystalicky
2 1 086,5 Tmaveé hnédy, viskdzni

3 233,9 Cervenohnédy, pevny
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Frakce 1

Odparek frakce 1 (434,1 mg) byl rozpustén ve 3 ml 2% HCl a 15 ml vody. Po filtraci
pres kfemelinu byl tfikrat vytfepavan 15 ml Et,0. Vodnd faze byla alkalizovana 10% Na,CO;
a trikrat vytfepdvdna 20 ml Et,0. Organicka faze byla vysusena Na,SO,4, odparena a zvazena
(291 mg). Po rozpusténi byla nanesena na 8 sklenénych desek A2 a 1x vyvinuta v soustavé S2
(TLC2). Byly separovany 4 zény. Odparek zény B byl krystalizovan z EtOH, bylo ziskdno
128 mg bilych krystal(, latka byla oznacena 1-B.

Frakce 2

Odparek frakce 2 (1086,5 mg) byl rozpustén v 6 ml 2% HCl a 35 ml vody. Po filtraci
pres kfemelinu byl tfikrat vytfepavan 20 ml Et,0. Vodnd faze byla alkalizovdna 10% Na,CO;
a Ctyrikrat vytfrepdvdna 25 ml Et,0. Organickd faze byla vysuSena Na,SO,; odparena
a zvazena (978,5 mg). Po rozpusténi byla nanesena na 42 desek Al a 2x vyvijena v soustavé

S1 (TLC3). Byly separovany 3 zény (viz Tab. 4.).

Tab. 4 Vysledky preparativni TLC frakce 2

Zéna | Hmotnost [mg] | Vzhled

2-1 25,1 Zelenohnédy, velmi viskdzni
2-2 125,4 Svétle hnédd péna

2-3 796 Svétle fialovy, velmi viskdzni

Odparek frakce 2-2 (125,4 mg) byl nanesen na 2 desky A3 a 3x vyvinut v soustavé S3 (TLC4).

Byly separovany 4 zény.

Odparek frakce 2-2-D (52 mg) byl nanesen na 2 desky A3 a 1x vyvinut v soustavé S4 (TLC5).
Byla separovana 1 zéna. Odparek byl krystalizovan z EtOH, bylo ziskdano 31 mg bilych

krystalQ, latka byla oznacena 2-2-D.

Frakce 3

Odparek frakce 3 (233,9 mg) byl rozpustén ve 2 ml 2% HCl a 10 ml vody. Po filtraci
pres kiemelinu byl a tfikrat vytfepavan 15 ml Et,0. Vodna faze byla alkalizovana 10% Na,CO;

a trikrat vytrepavana 20 ml Et,0. Organicka faze byla vysusena Na,SO4 a odparena. Odparek
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(168,5 mg) byl nanesen na 10 desek A3 a 1x vyvinut v soustavé S5 (TLC 6). Byly separovany
2 z6ny (viz Tab. 5).

Tab. 5 Vysledky preparativni TLC frakce 3

Zéna | Hmotnost [mg] | Vzhled

3-1 96,4 Zlutohnédy, krystalicky

3-2 26,2 Rudy, velmi viskdzni

Odparek frakce 3-1 (96,4 mg) byl nanesen na 5 desek A3 a 3x vyvinut v soustavé S2 (TLC7).

Byly separovany 2 zény. Bylo ziskdano 58 mg hnédé amorfni latky, ktera byla oznacena 3-1-A.

Odparek frakce 3-2 (26,2 mg) byl nanesen na 2 desky A3 a 1x vyvinut v soustavé S6 (TLCS8).
Byla separovdna 1 zéna. Odparek (23,7 mg) byl nanesen na 1 desku A3 a 1x vyvinut
v soustavé S5 (TLC9). Byla separovana 1 zéna. Bylo ziskdano 19 mg béZzové amorfni latky,

ktera byla oznacena 3-2-A.
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5. Vysledky

5.1. Strukturni analyza alkaloidt

5.1.1. Strukturni analyza (+)-katalinu

Porovnanim dat ziskanych ze strukturni analyzy (NMR, EI-MS) s literaturou byla latka ziskana

z frakce 3-1-A identifikovana jako (+)-katalin.

Sumarni vzorec: C;1H,5sNOs

.0 OH

0] N

~

CHj
Obr. 3 Strukturni vzorec katalinu
GC-MS analyza
MS (EI): m/z (%) = 371(M*, 37), 356(16), 351(34), 336(73), 328(100), 269(14), 175(9)
NMR analyza

'H NMR (500MHz, CD2CI2) 6: 8.02 (1H, s, H11), 6.86 (1H, s, H3), 6.79 (1H, s, H8), 4.45-4.43
(1H, m, H4), 3.89 (3H, s, OCH3), 3.87 (3H, s, OCH3), 3.85 (3H, s, OCH3), 3.65 (3H, s, OCH3),
3.06-3.00 (2H, m, H5, H7), 2.95 (1H, dd, J=13.5Hz, J=4.5Hz, H6a), 2.64 (1H, dd, J=12.0Hz,
J=2.0Hz, H5), 2.54 (3H, s, NCH3), 2.49 (1H, dd, J=13.9Hz, J=1.0Hz, H7).

13C NMR (125MHz, CD2CI2) 6: 153.1 (C2), 149.0 (C9), 148.2 (C10), 146.4 (C1), 132.1 (C3a),
129.9 (C7a), 128.0 (Clic), 127.2 (C11b), 124.9 (Clla), 112.6 (C11), 111.9 (C3), 111.8 (C8),
67.3 (C4), 63.3 (C6a), 61.1 (C5), 60.4 (OCH3), 56.5 (OCH3), 56.32 (OCH3), 56.27 (OCH3), 44.1
(NCH3), 34.7 (C7).
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Stanoveni optické otacivosti

Opticka otacivost [a]3® = +196° (c = 0,106; EtOH)

5.1.2. Strukturni analyza (+)-N-methyllaurotetaninu

Porovnanim dat ziskanych ze strukturni analyzy (NMR, EI-MS) s literaturou byla latka ziskana

z frakce 3-2-A identifikovdna jako alkaloid (+)-N-methyllaurotetanin.

Sumarni vzorec: CyoH3NO4

HO N

~

CHj3
Obr. 4 Strukturni vzorec N-methyllaurotetaninu
GC-MS analyza
MS (El): m/z (%) = 341(M", 70), 340(100), 326 (21), 310(17), 294(13), 281(12), 266(10)
NMR analyza

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

“C NMR (125 MHz, CDCl;): 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.

Stanoveni optické otacivosti

Optickd otacivost [a]3® = +103° (c = 0,108; EtOH)
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5.1.3. Strukturni analyza (-)-norchelidoninu

Porovnanim dat ziskanych ze strukturni analyzy (NMR, EI-MS) s literaturou byla latka ziskana

z frakce 2-2-D identifikovana jako alkaloid (-)-norchelidonin.

Sumarni vzorec: C1o9H17NOs

O
,,_\O
HN

4 O‘
0 OH

Obr. 5 Strukturni vzorec norchelidoninu

GC-MS analyza

MS (EI): m/z (%) = 339(M*, <1), 317(100), 259(7), 201(14), 174(7), 158(11), 87(10)
NMR analyza

'H NMR (500MHz, CD30D) &: 6.88-6.85 (2H, m, H1, H8), 6.78 (1H, d, J=8.3Hz, H2), 6.65 (1H,
s, H11), 5.96 (2H, dd, J=14.9Hz, J=1.1Hz, OCH20), 5.93-5.92 (2H, m, OCH20), 4.34-4.31 (1H,
m, H13), 4.08 (1H, d, J=15.9Hz, H5), 4.02 (1H, d, J=15.9Hz, H5), 3.95 (1H, d, J=3.9Hz, H7), 3.12
(1H, dd, J=17.1Hz, J=3.3Hz, H12), 3.02 (1H, dd, J=17.1Hz, J=2.2Hz, H12), 2.97-2.94 (1H, m,
H14).

13C NMR (125MHz, CD30D) &: 149.1 (C10), 147.8 (C9), 146.8 (C3), 144.6 (C4), 132.2 (Cl4a),
130.5 (C7a), 128.1 (C11a), 122.6 (C1), 119.0 (C4a), 110.4 (C8), 110.0 (C11), 108.2 (C2), 102.5
(OCH20), 102.3 (OCH20), 73.9 (C13), 56.8 (C7), 44.4 (C5), 40.8 (C14), 39.6 (C12).

Stanoveni optické otacivosti

Optickd otacivost [a]3® = -85° (c = 0,136; EtOH)
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5.1.4. Strukturni analyza protopinu

Porovnanim dat ziskanych ze strukturni analyzy (NMR, EI-MS) s literaturou byla latka ziskana

z frakce 1-B identifikovana jako protopin.

Sumarni vzorec: CyH19NOs

Obr. 6 Strukturni vzorec protopinu

GC-MS analyza

MS (El): m/z (%) = 353(M", 3), 334(11), 267(6), 190(10), 163 (21), 148(100), 134(11)
NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl,): 6 1.92 (3H, s, H-7a), 2.40-2.85 (H-5, overlapped, H-6), 3.50-3.65
(H-13, overlapped), 3.75-3.90 (H-8, overlapped), 3.72 (2H, s, H-8), 5.93 (2H, s,H-10a), 5.95
(2H, s,H-2a), 6.65 (1H, s, H-4), 6.66 d (3JH=7.8 Hz, 1H, H-12), 6.69 (1H, d,H-11), 6.90 (1H,
s,H-1).

13C NMR (125 MHz, CDCl,): 6 32.04, C-5; 41.69, C-7a; 46.74, C-13; 51.06, C-8; 58.06, C-6;
101.08, C-10a; 101.42, C-2a; 106.96, C-11; 108.38, C-1; 110.71, C-4; 118.16, C-8a; 125.32,
C-12; 129.23, C-12a; 133.03, C-4a; 136.42, C-14a; 146.11, C-3; 146.23, C-10; 146.57, C-9;
148.24, C-2; 195.21, C-14

Stanoveni optické otacivosti

Opticka otécivost [a]3® = 0° (c=0,113; CHCls)
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5.2. Vysledky stanoveni biologické aktivity

Tab. 6 Vysledky stanoveni biologické aktivity

ICso [UM]

Alkaloid

AChE BuChE
Katalin >1000 > 1000
N-Methyllaurotetanin 898,0 £ 100,5 > 1000
Norchelidonin 35,1+3,9 132,4+10,8
Protopin 230,0+21,0 208,9+17,7
Fysostigmin 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004
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6. Diskuse

Glaucium flavum Crantz bylo pro tuto praci vybrano na zakladé cholinesterasové inhibi¢ni
aktivity celého extraktu 1Cs5o=6,81 + 0,51 pg/ml vici AChE, ICso = 13,18 + 1,11 pg/ml vadi
BuChE.

Vramci této prace byly izolovany 4 isochinolinové alkaloidy rlznych podtypd,
a to aporfinové alkaloidy katalin a N-methyllaurotetanin, fenantridinovy alkaloid
norchelidonin a protopinovy alkaloid protopin. VSechny tyto latky jiz byly z rohatce Zlutého

drive izolovany.

Aporfinové alkaloidy, mezi které patfi katalin a N-methyllaurotetanin, jsou jednim
z nejbéznéjSich podtypl isochinolinovych alkaloidi — zahrnuji vice nez 500 rulznych
sloucenin. Vyskytuji se v rostlinach z fadd Annonales, Laurales, Berberidales, Papaverales

a Ranunculales, ojedinéle téz v fddech Rhamnales a Capparales [109].

Aporfinové alkaloidy se substituci v poloze 4, jako je katalin, jsou vzacné a velmi malo
prozkoumané. Dosud zndmymi zdroji katalinu jsou pouze Glaucium flavum Crantz
(Papaveraceae) [28] a Alseodaphne semicarpifolia (Lauraceae) [110]. Jeho biologicka aktivita
dosud nebyla testovdna. Méreni inhibi¢ni aktivity katalinu vici lidskym cholinesterasam

ukazalo, Ze v tomto ohledu je neaktivni.

U N-methyllaurotetaninu jiz byla prokazana celd rada biologickych ucinkd, puUsobi
antiagregacné, vasodilatacné [91], antivirové [74], inhibuje prolyl oligopeptidasu [92]
a snhizuje hyperpigmentaci kGize [93]. Strukturné blizké alkaloidy glaucin a isoboldin inhibuji
AChE i BuChE [38,35]. Méfeni inhibi¢ni aktivity N-methyllaurotetaninu vuci lidskym

cholinesterasam vsak ukdzalo, Ze v tomto ohledu je neaktivni.

Fenantridinovy alkaloid norchelidonin byl v minulosti izolovdn nejen z nati, ale také z kofene
rohatce Zlutého [30]. Jeho vlastni biologicka aktivita nebyla dosud zkoumana, ale strukturni
podobnost k chelidoninu, u kterého jiz byla prokazana cela rada biologickych ucinkd, véetné
schopnosti inhibovat AChE a BuChE [7], poskytovala nadéji, Ze téZ norchelidonin bude
aktivni. Ze vsech izolovanych alkaloid(i je norchelidonin skute¢né nejsilnéjSim inhibitorem
AChE i BuChE, bohuzel ani jeho aktivita neni dostatecnd pro primé vyuziti - mohl by vsak

slouzit jako predlohova struktura pro pfipravu ucinnéjsich analog.
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Protopinové alkaloidy se cCasto wvyskytuji v cCeledich Berberidaceae, Papaveraceae
a Ranunculaceae [111]. Protopin jiz byl detekovan jak v nati, tak v kofeni rohatce [30]. Jedna
se o vysoce aktivni latku, kterd ma vyznamné protirakovinné [3], protizanétlivé [101],
antibakteridlni [3], antifungalni, antihistaminové, antioxidacni [100], vasodilatacni [102]
adalsi ucinky. Ackoliv protopin v drfivéjSich testech wvykazoval vyznamnou inhibici
AChE (ICso = 10,2 + 0,3) i BUChE (ICso = 26,8 * 3,2) [38], v ramci této prace nebyla aktivita
prokdzana. Pficinou rozdild je pravdépodobné pouziti rlznych typl cholinesteras —

v dfivéjSich studiich byla vyuZita AChE z elektrického uUhotfe a BuChE z kornského séra,

zatimco v této préci byly pouzity lidské enzymy.

Zarvérem lze fict, Ze inhibi¢ni aktivitu sumarniho alkaloidniho extraktu nelze vysvétlit
zjiSténou aktivitou Zadného z izolovanych alkaloidl. Aktivni latky tedy bud nebyly izolovany,
nebo alkaloidy vykazuji synergicky ucinek. PrestoZe u ziskanych latek nebyla zjisténa
vyznamna inhibice ani jednoho enzymu, zUstava Glaucium flavum Crantz zdrojem celé fady

alkaloidu se zajimavou biologickou aktivitou.
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Alzheimerova choroba, nejrozsifenéjsi neurodegenerativni onemocnéni, zplsobuje pokles
kognitivnich funkci a demenci. NejefektivnéjsSi moznosti IéCby je poddvani centralnich
inhibitorl cholinesteras, které zmiriuji cholinergni deficit a tim zlepSuji pamét. V soucasné

dobé probiha intenzivni vyzkum novych aktivnich latek, véetné ptirodnich substanci.

Béhem predbéiného testovani vykazal alkaloidni extrakt z nati Glaucium flavum Crantz

slibnou inhibici lidskych cholinesteras, a proto byl vybran k dalSimu zkoumani.

Primarni extrakt byl pfipraven ze suSené fezané kvetouci nati extrakci ethanolem
a naslednou extrakci organickou fazi pfi rizném pH. Tento extrakt byl dale zpracovan pomoci
tenkovrstvé chromatografie. Struktura alkaloidd byla uréena spektrometrickymi metodami
(MS, NMR) a byla zmétena jejich optickd otacivost. Nasledné byla testovana in vitro inhibi¢ni
aktivita vici lidské acetylcholinesterase (AChE) a butyrylcholinesterase (BuChE) kazdého

alkaloidu za pouZiti modifikované Ellmanovy metody.

Byly ziskany 4 alkaloidy, aporfinové alkaloidy (+)-katalin a (+)-N-methyllaurotetanin,
fenantridinovy alkaloid (-)-norchelidonin a protopinovy alkaloid protopin. Jako nejsilnéjsi
inhibitor AChE byl vyhodnocen (-)-norchelidonin (ICso = 35,1 + 3,9 uM), nicméné ani jeho
aktivita neni natolik vyznamna, aby byl podroben dalSimu testovani. Ostatni izolované

alkaloidy nebyly vic¢i AChE ani BUChE aktivni (ICsq> 100 uM).
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Alzheimer’s disease, the most widespread neurodegenerative disease, causes decrease
of cognitive functions and dementia. The most effective therapeutic approach
is the application of central cholinesterase inhibitors, which alleviate cholinergic deficit
in brain and thus improve memory. Currently, intensive investigation of new active

compounds including natural substances is carried on.

Within the preliminary testing, alkaloid extract from Glaucium flavum Crantz herb showed

promising inhibition of human cholinesterases, so it was selected for further examination.

The primary alkaloid extract was acquired from dried flowering herb by extraction
with ethanol and subsequent liquid extraction at different pH. This extract was treated
by preparative thin layer chromatography. The structure of alkaloids was determined
by spectrometric methods (MS, NMR) and their optical rotation was ascertained.
Subsequently, each alkaloid was tested in vitro for their inhibition of human
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE) by modified Ellman’s

method.

Four alkaloids were obtained, aporphine alkaloids (+)-cataline
and (+)-N-methyllaurotetatine, phenanthridine alkaloid (-)-norchelidonine and protopine
alkaloid protopine. (-)-Norchelidonine was evaluated as the most potent inhibitor of AChE
(ICso=35.1 + 3.9 uM), however, its activity is not significant enough for further investigation.
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Other isolated alkaloids were considered inactive against both AChE and BuChE

(|C50 > 100 HM)
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