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1. UVOD



V poslednich letech je zfejmy zvySeny zdjem o ziskdvani biologicky aktivnich latek
Z ptirodnich zdroji. Z hlediska chemického ptedstavuji biologicky aktivni latky izolované
z piirodnich zdroji velice pestrou paletu struktur, napi. alkaloidy, isoprenoidy, steroidy,
glykosidy, peptidy, eikosanoidy, polysacharidy a mnohé dalsi. Stejn¢ pestry je i vycet jejich
biologickych uginka’.

K nejvyznamnéjSim skupinam latek obsazenych v rostlinach patii alkaloidy, sekundéarni
metabolity vznikajici z aminokyselin. Alkaloidy byvaji ¢asto siln€ u¢inné latky, které rostliny
nejcastéji produkuji jako ochranu pired Skudci (tzv. fytoalexiny). Tyto toxické latky mivaji
Vv subletdlnich davkach casto vyznamné farmakologické vlastnosti. V soucasné dobé bylo
identifikovano na 10 000 alkaloidd, které se podle své struktury déli do n€kolika skupin.

Tato rigordzni prace se zabyva predevsim benzofenanthridinovymi alkaloidy, které jsou
obsazeny v n€kolika rostlinnych celedich (Papaveraceae, Fumariaceae, Meliaceae,
Capriofilaceae, Meliaceae, Ranunculaceae a Rutaceae)”*. Biologickd aktivity t&chto
alkaloidii zahrnuje pfedevSim antimikrobialni, antifugalni, antivirovy nebo prozanétlivy
ginek”.

Velmi vyznamnd je také schopnost nckterych benzofenanthridinovych alkaloidi
inhibovat cholinesterdzy (acetylcholinesterdaza (AChE), a butyrylcholinesteraza (BuChE)).
Inhibice téchto enzymi se vyuziva v terapii Alzheimerovy choroby. Toto neurodegenerativni
onemocnéni v soucasné dobé zaujima az 50-60% vSech demenci a lidi s touto nemoci neustéle
pfibyva. Jednim z diivodi je celosvétové starnuti obyvatelstva, jelikoZ incidence a prevalence
tohoto onemocnéni se zvysuje s vékem™®. Studium G&inké benzofenanthridinovych alkaloid,
které v soucasnosti probiha, je velkym piislibem do budoucnosti v terapii tohoto, v souc¢asné
dobé¢, nevylécitelného onemocnéni’.

Nejucinngjsi 1é¢iva v terapii lehkych az stfedné téZkych alzheimerovskych demenci jsou
v soucasné dobé inhibitory acetylcholinesteraz, z kterych jsou dnes vyuZzivané: donepezil,
rivastigmin a galanthamin. Tyto latky toto onemocnéni nevyléci, ale mohou vyrazné zpomalit

prubéh nemoci. K dal§im vyznamnych 1é¢iviim, ktera se vyuzivaji k terapii tohoto



onemocnéni, patfi inhibitory N-metyl-D-aspartatovych receptort. Zde se ftadi v praxi
vyuzivany memantin®.

Benzofenanthridinové alkaloidy se vyskytuji v nékolika rostlinnych celedich, jejich
vyznamnym zdrojem je predevsim Celed’ Papaveraceae. Do této ¢eledi se fadi i Chelidonium
majus, rostlina, kterou se zabyva tato prace. Obsahuje Siroké spektrum biologicky aktivnich
latek a odedavna byla vyuzivana v tradiénim lidovém 1é&itelstvi. V soucasné dobé byla u této
rostliny studovana antivirova, antitumordzni, antibakteridlni, antimykotickd nebo
protizanétliva aktivita®.

Piedmétem této prace, ktera navazuje na diplomovou praci z roku 2010°, byla izolace
dalsich benzofenanthridinovych alkaloidi z této rostliny a ptiprava na studie jejich biologické

aktivity (inhibice cholinesteraz a antioxida¢ni ucinek).



2. CIL PRACE



Cilem rigordzni prace bylo:

1. dopracovani alkaloidniho vytiepku z Chelidonium majus (benzofenanthridinové
alkaloidy),

2. izolace minimaln¢ jednoho alkaloidu v ¢isté formé,

3. strukturni analyza izolované latky a jeji identifikace

4. a aktivni podileni se na stanoventi jejich biologickych aktivit (inhibice

cholinesteraz a antioxidac¢ni aktivita).



3. TEORETICKA CAST
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3.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je zavazné neurodegenerativni onemocnéni, které se klinicky
projevuje syndromem demence a konci letalné. Jeji etiologie neni dosud plné znama.

Tato nemoc patii mezi jednu znejcetnéjSich primarnich pfi¢in smrti vibec.
Diagnostikujeme ji u 50-60 % vsech demenci. Po 70. roku Zivota se vyskytuje dvakrat Castéji
u zen nez u muzd, v mlad$im véku je rozlozeni rovnomérné. Lidi s touto nemoci bohuzel
neustale pribyva. Jednim s hlavnich divodi je celosvétové starnuti obyvatelstva, jelikoz

incidence a prevalence tohoto onemocnéni se zvysuje s vékem™®,

3.1.1. Priznaky

Ptiznaky Alzheimerovy choroby se vyvijeji plizivé. RozliSeni od pfiznaki
doprovazejicich klinicky normdlni starnuti nemusi byt zpocatku jednoduché. Preklinické
stddium nemoci trva pravdépodobné nekolik let. V ranych stadiich nemoci byva ovlivnéna
predevsim kratkodoba pamét, prostorova orientace a dochazi k obtiznému hledani slov.
V pokrocilé fazi onemocnéni klesa schopnost pacienti komunikovat s okolim. Nemocni
byvaji apaticti, prestavaji poznavat pratelé 1 ptibuzné. Nakonec piijdou 1 o schopnost udrzet
o¢ni kontakt s lidmi, kteti o né pecuji. NeudrZi se v poloze vsed¢, jsou némi a inkontinentni®.

Jednotliva stadia nemoci muzeme d¢lit podle doby pocatku vzniku na onemocnéni
s Casnym zacatkem - presenilni (tj. do 65. roku véku) a na onemocnéni s pozdnim zacatkem —
senilni (tj. po 65. roku v€ku). Pro prvni typ je charakteristicky rychly nastup a progrese
onemocnéni u druhého je typicky pozvolngjsi, postupny nastup a pribéh. Jako jedno
z diagnostickych kritérii byva také udavana pievaha zhorSeni paméti nad zhorSenim
intelektovych schopnosti. Zatimco presenilni forma je pomérné vzacna, senilni formou
demence trpi 2-5% populace ve véku 65 let (z toho minimalné polovina trpi Alzheimerovou

chorobou)®.
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3.1.2. Genetika Alzheimerovy choroby

Familiarni agregace pfipadii Alzheimerovy choroby je spjatd s vysokym relativnim
rizikem. Podminéna je kombinaci vlivii genetickych s vlivy vnéjsiho prostiedi. Jedna se
0 heterogenni onemocnéni. Fenotypicky muizeme rozliSit jeho dvé zakladni podoby: rana
forma a forma pozdni.

Pro pozdni formu Alzheimerovy nemoci je rizikovym faktorem nosicstvi alely eta-4 genu
pro apolipoprotein E, locus na 12. chromozomu. Dale ma pozdni forma souvislost s genem
pro apolipoprotein E na 19. chomozomu a ziejmé i s mutacemi na mitochondridlni DNA.
Rizikem pro rané¢ formy této nemoci jsou genové mutace na chromozomech 21, 14 a 1.

Dal$imi moznymi rizikovymi faktory jsou: poranéni hlavy, niz§i vzdélani a koufeni cigaret™.

3.1.3. Charakteristické neurobiologické zmény pii Alzheimerové nemoci

Pti Alzheimerové nemoci probihaji podobné zmény jako pfi starnuti. Klesa hmotnost
podstatné napadnéjs$i u presenilnich onemocnéni. Mechanismus zaniku neuront v pribéhu
Alzheimerovy nemoci je nejasny. Mohou se na ném podilet odchylky ¢innosti genii skupiny
Bacl-2 i jejich bilkovinnych produktd spoustéjicich apoptdzu i tvorbu neuronalnich klubek

I 10,11
i oxidativni stres®!!,

Piedpokladana patogeneze familiarnich podob Alzheimerovy nemoci:

1) patologické mutace genu pro APP (amyloidovy prekurzorovy protein), PS1(gen
pro presenilin 1 umistény na 14q24), PS2 (gen pro presenilin 2 na 1g41) zptisobi

2) odchylnou proteolyzu APP, vysledkem je

3) vzrust tvorby A-betad42 (amyloidovy beta protein se 42 aminokyselinovymi ¢lanky),

4) A-betad2 se v mozku zacne extracelularn¢ hromadit,

5) poté se zacne ukladat v podobé difuznich plak ve vazbé s proteoglykany a dal$imi

latkami, které zvysuji tvorbu amyloidu,
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6) v difuznich plakach s A-betad2 zacne pribyvat A-beta40, soucasné v plakach roste
mnozstvi nékterych dalSich proteinti, naptiklad komplementu Clq,

7) nasleduje ,,zanétliva odpoveéd™, aktivuje se mikroglie, uvoliuji cytokiny, aktivuji se
astrocyty,

8) predeslé dvé patogenetické sekvence zpiisobi pokracujici poskozovani neuritii uvnitt
a v okoli plak, vysledkem je

9) poskozeni neuronalni metabolické homeostazy a oxidativni poskozenti,

10) soucasti zmeény metabolické homeostazy neuront je zména aktivity kindz a fosfataz,
vysledkem je wvznik hyperfosforylovaného proteinu tau (asociovaného s mikrotubuly
v neuronech), vznikaji neuronalni klubka (tangles),

11) nasleduje rozsahla dysfunkce a postupny zanik neuriti a neurontt v hipokampu
a neokortexu, vcetné poruchy ¢innosti nervovych pfenasecu, coz vyusti

12) do syndromu demence®?.

3.1.3.1. Tvorba beta-amyloidu

Mikroskopické zmény muizeme rozdé€lit na extracelularni a intracelularni. Extracelularni
jsou spojeny piedevS§im s ukladanim beta-amyloidu. Tato patologicka bilkovina vznika
Z transmembranové ulozeného APP, ktery se za fyziologickych podminek s$tépi alfa-
sekretazou na kratké solubilni fragmenty 1-39 aminokyselin. Pouze mala ¢ast je St€pena
nasledné enzymy beta- a gamma-sekretdzami, které odsStépuji delSi fragmenty — 40-42
aminokyselin. Odstépené fragmenty z APP (beta-peptidy) jsou solubilni a maji své
fyziologické role, dosud nedostatecné objasnéné, mj. pti tvorbé novych dendritickych trnd,
a tudiz novych synapsi. V piipadé¢ Alzheimerovy choroby vSak §tépi vétSinu APP beta-
a gamma-sekretazy, vznikd nadbytek delSich fragmentl, které nejprve oligomeruji. Tyto
oligomery jsou vyrazné neurotoxické, toxi¢téjsi nez vlastni beta-amyloid. Koaguluji
vV mezibunéénych prostorach mozkové kiry, polymeruji, a tim vznika vlastni beta-amyloid.
Drazy Dbeta-amyloidu se stavaji centry neurodegenerativnich utvari nazyvanych

alzheimerovské (senilni) plaky. V mistech plakti dochazi k projevim zanétu, uvolnuji se
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reaktanty akutni faze zénétu (interleukiny aj.), volné kyslikové radikaly, dochézi k aktivaci

zanétlivych enzymu cyklooxygenézlo‘l3.

3.1.3.2. Degradace tau-proteinu

Intracelularni zmény jsou spojeny s degeneraci tau-proteinu. Ten je za normalnich
okolnosti vazan v mikrotubulech neuront, ale patologicky je tau-protein hyperfosforylovan,
postizena neuronova vldkna polymeruji a tvoii parové heliakdlni filamenta. U postizenych
neurontt dochazi k apoptéze. Tento hyperfosforylovany protein je podstatnou soucasti

neuronélnich klubek typickych pro Alzheimerovu chorobu'®*®,

3.1.3.3. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je protein tvofeny 299 aminokyselinami. Je soucasti nékolika
plazmatickych lipoproteinti. Gen pro ApoE je polymorfni, vyskytuje se ve tfech alelach, které
kéduji vznik tii riznych izoforem, ApoE2, ApoE3, ApoE4. ApoE4 se vyskytuje u 16-17%
lidi. V populaci lidi postizenych Alzheimerovou chorobou se vyskytuje alela s vyssi frekvenci
nez v populaci kontrolni. Lidé, ktefi jsou homozygoti v alelach ApoE4, jsou ohrozeni
podstatné vysSim rizikem vyvoje pozdni formy Alzheimerovy nemoci nez lid¢, kteti jsou
heterozygoti, nebo nositeli alely ApoE4 nejsou. Nosi¢stvi alely ApoE4 je vyznamnym

rizikovym faktorem vzniku onemocnéni***>*°,

3.1.3.4. Acetylcholinergni systém

Nejvice postizenym neurotransmiterovym systémem je systém acetylcholinergni, ktery je
vyznamny pro pamét a kvalitativni védomi. AChE odbourava acetylcholin na cholin
a kyselinu octovou. Dochazi k nedostatku enzymu cholinacetyltransferazy. Ten syntetizuje
acetylcholin z cholinu a z acetylkoenzymu A. Omezeno je také zpétné vychytavani cholinu ze
synaptické Sté€rbiny.

Dal$im mechanismem, ktery pfispiva k acetylcholinergnimu deficitu, je zvySena tvorba

BuChE, ktera také odbourava acetylcholin. BUChE je tvorena v mobilizovanych gliovych
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elementech tvoticich lem akumulaci beta-amyloidu - plak. Tvorba BuChE a jeji podil

na odbouravani acetylcholinu roste s délkou a zavaznosti demence. BUChE je kodovana tietim
chromozomem a vyznacuje se genetickym polymorfismem. N¢které formy pak vykazuji vEtsi

katalytickou aktivitu k odbouravani acetylcholinu ne jing"®*".

3.1.3.4. Glutamatergni systém

U glutamatergniho systému dochazi k nadmémému uvolnéni glutamatu a dalSich
excitacnich aminokyselin a v nejpostizenéjSich korovych oblastech dochédzi ke snizenému
zpétnému vychytavani glutamatu. Glutamat se tak nadmérné vaze na ionotropni receptor
NMDA (N-methyl-D-aspartatovy receptor). Nasledné dochazi k nadmérnému otevieni
kalciovych kanald, ke zvySenému vstupu kalcia do neuront, k aktivaci proteinkindz a fosfataz
a k nasledné kaskadé d&ji, mezi néz patii zvySeni exprese nékterych nezadoucich geni,

a v kone¢ném dtsledku k neuronalni apopt(')zelo’l3.
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Obr. 1: Charakteristické neurobiologické zmény pii Alzheimerové nemoci

(pharmaceutical-networking.com ©) '8
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3.1.4. Diagnostika

K stanoveni diagnézy Alzheimerovy choroby se pouzivaji riiznd klinicka vySetfeni
i anamnestické udaje. Nejprve je nutné stanovit diagnézu samotné demence. Jako
screeningovy test se nejcastéji pouziva MMSE (Mini Mental State Exam), avsak tento test
neni vzdy spolehlivy. Samotny MMSE je velmi orientacni metodou neuropsychologické
diagnostiky. Ovlivnén je fadou faktorti napt. trovni verbalniho intelektu pacienta, vzdélanim,
pozornosti a dalSimi faktory, které se obvykle pfi rutinnim vysetieni nezohlednuji. MMSE se
zamétuje na kognitivni funkce, které jsou zprostiedkovany ve velké mite feCovymi funkcemi,
mozkové kiry. Mezi dal$i pouzivané testy patii Test kresleni hodin (Clock drawing test),
ktery je pro diagnézu Alzheimerovy choroby vice vypovidajici. Nékteti pacienti mohou mit
zcela normalni ¢i plny pocet bodového ohodnoceni MMSE a v Testu hodin vyrazné selhavaji.
Vizuospacidlni dysfunkce mize byt prvnim kognitivim deficitem u pocinajici Alzheimerovy
choroby. Dalsim testem vyuzivanym v této diagnostice je napt. Rey-Osterriethova komplexni
figura®®.

Diagnosticky velmi dalezity je také prabéh a klinicky obraz demence (pomala progrese,
linearni progrese deteriorace, poruchy epizodické paméti a postupné i dal3ich slozek paméti,
¢asny upadek osobnosti aj.)

Pro potvrzeni diagndzy Alzheimerovy choroby jsou vyuzivany tzv. markery.

Hlavnimi markery jsou:

a) zobrazovacimi metodami (CT, MRI) zjisténa atrofie medidlnich temporalnich struktur
(hippokampy, amygdaly) s rozsifenim komorového systému, piedevsim temporalnich roht
postrannich komor,

b) v likvoru zménény pomér nékterych proteinti oproti kontrolnim non-alzheimerovskym
osobam.

¢) zvySena hladina tau- a fosforylovaného tau proteinu, snizena hladina beta-peptidul-42,

d) poruchy epizodické paméti jako inicidlni poruchy poznavacich funkei®.
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3.1.5. Terapie

Vzhledem k tomu, ze neni znama pfesna pii¢ina vzniku Alzheimerovy choroby, je
V soucasné dobé mozné 1éCit pouze jeji symptomy. Hlavni skupinou lé¢iv jsou inhibitory
cholinesteraz a inhibitory NMDA receptort. Dale se v terapii vyuzivaji také latky uvoliujici
prekurzory acetylcholinu jako je sojovy lecithin a nootropika, coz jsou latky zlepsujici

metabolismus mozku.

3.1.5.1. Latky ovliviiujici acetylcholinergni systém

Centralni acetylcholinergni systém, vyznamny pro mechanismy paméti i pro zachovani
spravného kvalitativniho védomi, je postizen jiz v pocinajicich stadiich demence.
U Alzheimerovy choroby je nejvice postizen piedevs§im mozkovy acetylcholinergni systém
Vv presynaptickém oddilu neuronu.

Latky, které ovliviiuji acetylcholinergni systém, muizeme rozdélit na dvé zékladni

skupiny: inhibitory acetylcholinesteraz a prekurzory acetylcholinu™*%.

Inhibitory cholinesteraz

Tyto inhibitory zablokovanim AChE, enzymu odbouravajiciho acetylcholin v centralni
nervove soustave, zvysi mnozstvi acetylcholinu schopného vazby na receptory.

Nekteré inhibitory inhibuji prakticky jen AChE, jiné odbouravaji vyznamné kromé AChE
také BUChE.

Inhibitory AChE vsak maji jesté dal$i mechanismus pasobeni. AChE a BuChE jsou
u Alzheimerovy choroby distribuovany v CNS i mimo oblast rozsifeni acetylcholinergnich
neuront. Podileji se na formaci a toxicité patologického proteinu beta-amyloidu. Podani
inhibitord tak ovlivni i tyto molekuly cholinesteraz, které nejsou piimo na acetylcholinergni
vlakna, a tak ma vyznam i v ovlivnéni zakladnich patogenetickych mechanismi demence.

Tyto latky musi mit nékolik zakladnich vlastnosti: musi predevsim dobfe prochazet
hematoencefalickou bariérou, specificky inhibovat mozkové formy AChE, a musi byt dobte

tolerovany.
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Existuji tfi typy inhibice acetylcholinesteraz: reverzibilni, ireverzibilni a pseudoireverzibilni:

Reverzibilni inhibitory nebo jejich aktivni metabolity po dobu své pritomnosti v plazmé
a v likvoru zablokuji molekuly cholinesteraz. Restauruji se tehdy, kdyz jsou inhibitory a jeho
aktivni metabolity odbourany v jatrech.

Béhem ireverzibilni inhibice vznika komplex inhibitor - cholinesteraza. Tento komplex

je nevratny a je nasledné eliminovan.

Pseudoireverzibilni inhibici dojde v molekule cholinesterazy ke kompetitivnimu
vytésnéni acetylcholinu inhibitorem, ktery je pak sam odbouravan cholinesterazami. Jeho
pusobeni je pak delsi, nez je pritomnost farmaka ¢i jeho aktivniho metabolitu v likvoru

a plazmg't14#,

Inhibitory AChE ptedstavuji chemicky nejednotnou skupinu, jednotlivé preparaty se také

lisi v typu inhibice a v tom, zda podstatné odbouravaji ¢i neodbouravaji molekuly BUChE.

V Ceské republice jsou v terapii Alzheimerovy choroby pouzivany 3 inhibitory AChE:
rivastigmin (Exelon ®), donepezil (Aricept ®) a galanthamin (Reminyl ®). V minulosti se
Vv terapii vyuzival také dnes jiz nepouzivany hepatotoxicky takrin (Cognex ®). Velmi

perspektivni molekulou je huperzin A, ktery v soucasnosti prochazi klinickymi testy21.

Rivastigmin

Rivastigmin je centralnim inhibitorem cholinesteraz (AChE i BUChE). Strukturné se fadi
mezi karbamaty. Vznikl prodluzovanim postranniho fetézce fysostigminu, ktery ma velmi
kratky biologicky polocas a ¢asté vedlejsi nezadouci ucinky.

Je pseudoireverzibilnim inhibitorem cholinesterdz v hippocampu a neocortexu, coz jsou
oblasti mozku nejvice postizené pii Alzheimerové chorobé. Inhibuje obé formy AChE
pritomnych v mozku — G4 (tetramer, ktery u zdravého ¢loveéka prevazuje, ale u Alzheimerovy

choroby je minoritni) a G1 (monomer, ktery je minoritni v mozku zdravého c¢loveka, ale
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v mozku ¢lovéka s Alzheimerovou chorobou jeho podil vyznamné roste). Inhibice formy G1
spojené s alzheimerovskou patologii je jeSté vyraznéjsi neZ inhibice G4 formy.

Peroralné se podava dvakrat denné. Davka se titruje tak, ze prvni mésic se podava
dvakrat denn¢ 1,5 mg, druhy mésic dvakrat denné 3,0 mg, tfeti mésic dvakrat 4,5 mg a dale
dvakrat 6,0 mg/den.

Rivastigmin je také mozné podavat ve form¢ naplasti. Naplasti se aplikuji jedenkrat
za 24 hodin. Naplastova forma rivastigminu oproti peroralni formé podstatné omezuje
kolisani koncentrace latky v plazmé asnizuje vyskyt nezddoucich gastrointestinalnich
ginkd 2,

Primarni cilovou skupinou jsou pacienti Slehkou az stfedné tézkou formou

Alzheimerovy choroby a s demenci s Lewyho t&lisky™*"%.

Obr. 2: Rivastigmin

Donepezil

Donepezil se strukturné fadi mezi piperidinové derivaty. AChE blokuje reverzibilné
a nekompetitivné. UGinek na BUChE je vpoméru k AChE velmi slaby (v pomérech
inhibi¢nich koncentraci ICsp jsou tyto hodnoty 405:1). Preferencné a znaéné selektivné
ovliviiuje obé formy mozkové AChE — tetramer i monomer.

Kontrolované klinické studie prokazaly jeho G¢innost u pacientt trpicich Alzheimerovou
chorobou, demenci s Lewyho télisky a u vaskularnich demenci. Donepezil je urcen pro 1é¢bu

Alzheimerovy choroby lehkého aZ stfedniho stupné.
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M4 minimum nezédoucich U¢inkti a dlouhy polocas, diky némuz se podava jedenkrat

denn¢ v davce 5 — 10 mgl3‘21‘22.

MeO //

MeO

L

Obr. 3: Donepezil

Galantamin

Galantamin je prirodni alkaloid, ktery byl poprvé izolovan z cibuli snézenky Galanthus
woronowi. Pozdé¢ji byl ziskan také z nékterych dalSich rostlin ¢eledi Amarillidaceae.
V medicin€ se vyuziva jiz od 60. let 20. stoleti k antagonizaci neuromuskularni blokady
a pro terapii neurologickych poruch. V soucasné dobé se ale pouziva predevsim K terapii
Alzheimerovy choroby lehkého aZ stiedniho stupn&®.

Galantamin je selektivni inhibitor AChE vzhledem k BUChE. Na acetylcholinergni
systém pusobi dvéma zpusoby: krom¢ toho, ze reverzibilné inhibuje AChE, moduluje také
alostericky pre- i postsynaptické nikotinové receptory. Touto modulaci se zlepsuje jednak
vydej acetylcholinu z presynaptickych zakonc¢eni a jednak se do urcité miry brani
desenzitizaci postsynaptickych muskarinovych receptori. Puasobi tedy jako reverzibilni
selektivni ~ kompetitivni  inhibitor AChE a alostericky modulator nikotinovych
acetylcholinovych receptorti, ¢imZ potencuje cholinergni nikotinovou neurotransmisi.

Pti podavani je nutno davku galantaminu pacientim titrovat. Zacina se denni davkou
2 X 4 mg, po ¢tyfech tydnech se prechazi na 2 X 8 mg, po dalsich ¢tyfech tydnech na 2 X

12 mg a na této davce se obvykle zistava. Je vsak mozno jit az na 2 X 16 mg, ale tato davka

obvykle nema zadné vyhody. Jeho hlavni nezaddouci u¢inky souvisi s jeho cholinergnimi
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vlastnostmi. Patii k nim pfedevS§im nauzea, zvraceni, zavrat, bolest bficha, prijem, neklid

a nespavost™*%*,

OH

O I

Obr. 4: Galantamin

Takrin
Takrin byl prvnim inhibitorem cholinesteraz klinicky vyuzivanym K terapii
Alzheimerovy choroby. Pouzival se v prvni poloviné 90. let minulého stoleti. Ale az u jedné

tietiny pacienti zpiisoboval zavazné hepatopatie, proto se od jeho podavani ustoupilo”.

Obr. 5: Takrin

Huperzin A

V soucasné dobé je perspektivni molekulou huperzin A. Tento alkaloid byl poprvé
izolovan v roce 1986 z plavun¢ Huperzia serrata (Lycopodiaceae). V malych koncentracich
je obsazen i ve vranci jedlovém (Huperzia selago), ktery se vzacné vyskytuje i na nasem

uzemi. Tento alkaloid je silnym reverzibilnim inhibitorem AChE, jez se v soucasné dobé
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vyuziva pfi 1é¢bé Alzheimerovy choroby v Cing. Jeho vyhodou je delsi biologické ptisobeni
nez donepezil ¢i rivastigmin. V nékterych studiich se dokonce ukazuje byt i G¢inngjsi nez
zmingna 1é¢iva. Oproti galantaminu a ostatnim pouzivanym lécivam rychleji prostupuje pres
hematoencefalickou bariéru a ma lepsi biologickou dostupnost pii oralnim podani. Jeho
periferni cholinergni u¢inky jsou naopak nizsi. Zajimava je i velmi nizka terapeuticka davka
(v fadech setin miligramu na den).

V soucasné dob¢ je klinicky testovan. V USA byla aspésné dokoncena 2. faze klinického

zkouseni a v Ciné probiha jiz 4. faze, coz znamena vstup do bé&zné klinické praxe

a shromazd’ovani dat o vedlejsich tgincich a Ggincich p¥i dlouhodobém podavani®”.

Obr. 6: Huperzin

Substituce prekurzory acetylcholinu

Jelikoz substituce acetylcholinem neni moZzna (acetylcholin ma velmi kratky polocas)
a cholin se neosvédcil pro své depresogenni Gcinky, jsou stale v této skupiné nejvyuzivanéjsi
lecitiny (derivaty glycerolu se substituovanym fosfatidylcholinem a mastnymi kyselinami).
Lecitin v téle postupné uvoliuje cholin pro syntézu acetylcholinu. Analyzy klinickych studii
s lecitinem u Alzheimerovy choroby ale ukazuji pouze nevyznamné nebo malo vyznamné
zlepSeni klinického stavu. Lepsi vysledky jsou u terapie kombinované s inhibitory

acetylcholinesterézlo’l7.

Pouziti agonistii muskarinovych a nikotinovych acetylcholinergnich agonisti
Stimulace muskarinovych receptort M1 se ukdzala jako U¢inny postup ke zlepSeni

kognitivnich funkei. Klinicky zkousen je v soucasné dobé xanomelin a milamelin®®.
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Dalsi zpiisoby ovlivnéni acetylcholinergniho systému
Indeloxazin — zvySuje uvolnéni acetylcholinu z presynaptického zakonceni.

Acetyl-L-karnitin — zlepSuje p¥ijem prekurzort acetylcholinu do neuronu®.

3.1.5.2. Inhibitory NMDA receptorii

Pro spravnou ¢innost mozku je také nezbytna ¢innost glutamatergniho systému. Ten byva
v tézsich stadiich Alzheimerovy choroby narusen. Dochazi k nadmérnému uvolhovani
glutamatu a dalSich excitacnich kyselin. Na trovni receptori pak dochazi k tvorbé
ptenosovych Sumd.

V této skupiné€ se zatim pouzivd pouze memantin. Ten Gc¢inkuje jako antagonista NMDA
receptorl a brani neurotoxicit¢ glutamatu. V klinickych zkouSkach byl memantin u¢innym
v 1é¢bé Alzheimerovy a vaskularni demence a zpomaloval jejich progresi. Upravoval
kognitivni funkce, vigilitu, denni aktivity nemocnych a zvySenim jejich autonomie snizoval
spotiebu pomoci pecovateli. Memantin je velmi dobfe snaSen. Z nezadoucich Uc¢inka se
nejéastéji vyskytly insomnie, zavraté, cefalgie a u méné nez 5%lécenych halucinace.

v Vv

vV denni davce 20 mg (jednorazové nebo rozdélen¢ do dvou dennich davek), titruje se tak, ze

se podava prvni tyden 5 mg a kazdy dalsi tyden se 5 mg pridava'>?*?,

NH,

Obr. 7: Memantin
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3.1.5.3. Nootropika
U Alzheimerovy choroby dochazi k snizeni oxidativniho metabolismu glukdzy a bunééné

proteosyntézy. Nootropika zvySuji odolnost nervové tkané vici hypoxii, zlepsuji
metabolismus gluk6zy a neuronalni proteosyntézu. Jsou velmi dobie tolerovana a maji
minimum vedlej$ich u¢inkd.
Mezi vyuzivana nootropika se radi:

Piracetam — nejpouzivanéjsi nootropikum. Pouziva se nejcastéji v kombinované terapii.

kyslikovych radikalt.

Naftidrofuryl — ptisobi také relaxa¢né na hladkou svalovinu cév.

Etyl apovinkamin

Dihydroergotoxin — neptimo zlepsuje centralni dopaminergni pienos.

Nicergolin — ptisobi proti hypoxii a snizuje agregaci krevnich desticek.

Extractum Ginkgo biloba — rostlinné nootropikum. Likviduje volné kyslikové radikaly,

/ . S 10,24
ma neuroprotektivni t€¢inek 024

3.1.5.4 Nekognitivni terapie

Nekognitivni terapie se pouziva k 1é¢bé ptidruzenych symptomit Alzheimerovy choroby
(neklidu, poruch spanku, depresivnich nebo tizkostnych stavii).

K 1é¢bé poruch chovani i pfidruzenych delirii jsou uzivany latky ze skupiny
antipsychotik (neuroleptik). Pokud pievladaji psychotické piiznaky (bludy, halucinace), jsou
pouzivana antipsychotika 2. generace, jako je risperidon, quetiapin a dalsi. V piipadée, ze
pievladaji pfidruzena deliria, stavy neklidu nebo poruchy spanku, jsou pouzivana
antipsychotika s malym antipsychotickym efektem, ktera vsak dobie ptsobi na uvedené
piiznaky a maji maly vyskyt nezadoucich efektt (melperon, tiaprid).

Z antidepresiv nejsou pouzivana antidepresiva 1. a 2. generace (maji anticholinergni
efekty a ovliviuji i jiné neuromediatorové systémy, nez je systém serotonergni

a noradrenergni). Pouzivaji se predevsim antidepresiva 3. generace - selektivni inhibitory
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zpétného vychytavani serotoninu (citalopram, S-citalopram, sertralin, fluvoxamin, fluoxetin,
paroxetin), a dale antidepresiva 4. generace, ovliviiujici zpétné vychytavani serotoninu
i noradrenalinu (venlafaxin, milnacipran) i dalsi antidepresiva 4. generace (mirtazapin,
reboxetin aj.). Vhodny je také tianeptin, zvysujici zpétné vychytavani serotoninu. Pouziva se

také reverzibilni inhibitor monoaminooxidazy A moklobemid®.

3.1.5.5. Nebiologické terapeutické pristupy

Nezbytnou soucasti 1é¢by Alzheimerovy choroby byvaji psychoterapie a socioterapie.
Aktivita ma byt zaméfena na uchovani béznych dennich aktivit a navyka. Dulezité je snazit se
procvicovat s postizenymi ty funkce, které zastaly jesté zachovany, nikoli se snazit ucit je
funkce, které jiz zapomnéli (reedukacni terapie) dilezita spoluprace s rodinnymi ptislusniky
pacientli. Nutna je edukace pecovatelii a jejich konzultace s odborniky. V Ceské republice

toto provadi predevsim Ceska alzheimerovska spolecnost. 1%
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3.2. Benzofenanthridinové alkaloidy

Alkaloidy jsou nizkomolekularni sekundarni rostlinné metabolity, které je mozné je

rozdélit do tii zakladnich skupin:

1) pseudoalkaloidy (nejsou tvofeny aminokyselinami, pouze
dusikaty atom heterocyklu je tvofen aminokyselinou)

2) protoalakoidy (jednoduché aminy, jejichZz dusik neni soucasti
heterocyklického kruhu)

3) alkaloidy

Jejich biosyntéza vychdzi z aminokyselin, popt. mohou také vznikat z meziprodukti
biosyntézy terpenoidd, steroidli, n¢kterych kyselin nebo purinti, i¢inkem amint a amoniaku.
V uréité rostliné byva vétSinou obsazena smés vice alkaloidi. Mnozstvi a typ alkaloidd byva
v riznych ¢astech jednotlivych rostlin zavislé na tom, z které Casti rostliny se ziskavaji, zda

. o o we .. 7 oW . ~_ 7 ’2
ze semen, listy, kiry ¢i z jiné ¢asti, a na vegetacnim obdobi °

Benzofenanthridinové alkaloidy jsou biogeneticky odvozené od aminokyseliny
fenylalaninu a fadi se do skupiny isochinolinovych alkaloidi. Vyskytuji se v celé fad¢ celedi
napi. Papaveraceae (makovité), Fumariaceae (zem&dymovité), Rutaceae (routovité) 2/,
Meliaceae (zederchovité), Caprifoliaceae (zimolezovité) a Ranunculaceae (pryskyinikovité)
23 Mezi nejbohatsi zdroje t&chto alkaloidii patii Chelidonium majus L. (vlastovicnik v&tsi),
Sanguinaria canadensis L. (krevnice kanadska), Escholtzia californica (sluncovka

kalifornsk4), Dicranostigma lactucoides, nebo Macleaya cordata 2’.
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3.2.1. Struktura benzofenanthridinovych alkaloidi
Zakladem struktury benzofenanthridinovych alkaloidu je tetracyklicky skelet obsahujici

Vv poloze 5 dusik.

Obr. 8: Zakladni struktura benzofenanthridinovych alkaloidd

Jednou z vyznamnych skupin benzofenanthridinovych alkaloidi jsou kvartérni
benzofenanthridinové alkaloidy, které maji schopnost ménit svou strukturu v zavislosti na pH.
Pfi niz8ich hodnotach pH se nachdzeji v kladn€ nabit¢ formé s kvartérnim dusikovym

kationtem. Alkalizaci prechazi do tercialni formy tzv. pseudobaze (Obr. 9)%.

@) )

> OH- >
_NT H* N

0 S CH, o ™ CH,

-0 \-0 OH

kvartérni forma tercialni forma
Obr. 9: Strukturni formy kvartérnich benzofenanthridinovych alkaloida?

Vlastnosti kvartérni a tercialni formy se vyrazné li§i. Kvartérni forma je polarni, relativné
dobte rozpustna ve vod€ a vyrazn& zbarvena. Tercialni forma je nepolarni, méalo rozpustna

ve vodé a nebarevna.
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Na =zakladnim skeletu kvartérnich benzofenanthridinovych alkaloidi se mohou
vyskytovat riizné kombinace methoxylové, methylendioxidové nebo hydroxylové skupiny25.

Jejich trojrozmérnd kvartérni struktura byla zkoumana pomoci metod kvantové chemie.
Vysledky téchto studii pomohly objasnit rozdily v jejich biologickych efektech (napf.
schopnost interkalace do DNA). Bylo dokdziano, ze molekuly kvartérnich
benzofenanthridinovych alkaloidii nejsou zcela planarni, coz je zplsobeno vzijemnymi
interakcemi jednotlivych substituentd molekuly. Jde naptiklad o interakci mezi vodikem
na CH3- skupiné dusiku a vodikem na uhliku C4. Substituenty v polohach 2, 3, 7, a 8
molekuly alkaloidu obvykle lezi ve stejné roviné s aromatickym kruhem. Vyjimka se tyka
situace, kdy je na uhliku C7 umisténa methoxyskupina. Ta je orientovana prakticky kolmo
k rovin¢ aromatického kruhu a tento stav je vysvétlovan interakci této skupiny s vodikem
naC6 a substituentem na uhliku C8. Z toho lze usuzovat, ze alkaloidy obsahujici
methoxyskupinu na C7 maji snizenou schopnost interkalace do DNA (napf.

chelerythrin)?303!,

3.2.2. Biologické ucinky benzofenanthridinovych alkaloidi

Vyuziti rostlin obsahujicich benzofenanthridinové alkaloidy mélo v tradiéni lidové
medicing své postaveni jiz od pradavna. Napiiklad extrakt z Chelidonium majus se pouzival
jiz ve starovéku k 1é¢bé bradavic, hemoroidd nebo artritidy a americti indiani pouzivali
extrakt obsahujici sanguinarin a chelerythrin jako expektorans. Tato bylina je v kombinaci
s dalsimi predepisovana ve formé tinktury nebo vodného extraktu jako gastrointestinalni
spasmolytikum. Zevni aplikace na kizi ve formé pasty nebo mazani poméaha zmirnit obtiZe po
kousnuti hmyzem. Extrakt z Chelidonium majus je dale soucasti volné prodejnych cholagog
a choleretik®®.

V soucasné dob¢ jsou mnohé benzofenanthridinové alkaloidy zkoumdny pro svou

nescetnou biologickou aktivitu. Jedné se predevSim o Uc€inky antimikrobidlni, antimykotické,

/////
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Biologicka aktivita benzofenanthridinovych alkaloidi je shrnuta vmé predchozi

diplomové praicig.

3.2.3. Rostliny s vyznamnym obsahem benzofenanthridinovych alkaloida

Nejhojngjsi zastoupeni maji benzofenanthridinové alkaloidy v ¢eledich Papaveraceae
(makovité¢) a Rutaceae (routovité). V dalSich celedich se tyto alkaloidy vyskytuji spise
minoritn¢, jednd se o cCeledi: Meliaceae (zederchovité¢), Fumariaceae (zemé&dymovité),
Caprifoliaceae (zimolezovité) a Ranunculaceae (pryskyinikovité). Obecné plati, Ze obsah
benzofenanthridinovych alkaloidi v kotfenech je az o nékolik fadt vyssi nez v nadzemnich

astech rostlin®>%2,

3.2.3.1. Chelidonium majus
Velmi bohatym zdrojem benzofenanthridinovych alkaloidi je rostlina z Celedi
Papaveraceae Chelidonium majus. Ta byla jiz v davnych dobach vyuZzivana v lidovém

lécitelstvi a svilj vyznam mezi 1é¢ivymi rostlinami si zachovala dodnes.

Rige: Plantae (rostliny)

Odd¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)

Ttida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny)
Rad: Papaverales (Makotvaré)

Celed”: Papaveraceae (Makovité)

Rod: Chelidonium (Vlastovi¢nik)

Vlastovi¢nik véEtsi je vytrvald bylina, ktera dortsta vysky aZz 1 m. Lodyha je dutd, vétvena
a roztrousené chlupata. Dolni listy jsou dlouze, horni kratce fapikaté stejného tvaru. Cepel je
jednoduse az pretrhované lichozpetend. Rub je sivé zeleny, lic syté zeleny. Kvétenstvi tvori
2-6kvéty okolik, kvéty maji v priméru 1-2 cm. Kalich je zluty, prchavy, kalisni listky 2 volné.

Korunni listky jsou 4 celokrajné se zlutymi ty€inkami a kyjovité ztlustlymi nitkami. Blizna je
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dvoulalo¢néd a ¢nélka velmi kratkd. Plodem jsou tobolky pfipominajici SeSuli otevirajici se

odspodu dvéma chlopnémi. Semena jsou ¢erné az 1,5 mm dlouha.

Vyskyt
Chelidonium majus je rozsifeny v jizni a stfedni Evropé, jizni Skandinavii, mirném az
subarktickém pasmu Asie véetnd Japonska a stiedni Ciny. Zavle¢en byl i do Severni Ameriky.

Nejcast&ji ho nalezneme na zahradach, rumistich, okrajich cest nebo v humoéznich hajich®,

Vyuziti

Extrakt z Chelidonium majus se vyuzival jiz ve starovéku, kde nasel uplatnéni v 1é¢bé
artritidy, hemeroidii nebo bradavic 2. V minulosti byla droga doporutovéna pii vodnatelnosti
jako diureticky prosttedek, na regulaci menstruace, pti syfilid€, malarii, pfi kozni tuberkuloze,
b¥isnim tyfu, rakoving kiiZe, psoriaze nebo dn&®.

V lidovém Iécitelstvi se Stava v souCasné dobé se pouziva k odstraniovani bradavic.
Herba Chelidonii byva soucasti cholagog, ptipravkti pouzivanych pifi cholecystopatiich,
spasmolytik, vyuziva se na doléCeni posthepatickych stavi,, pti dyspepsii a Zlucovych
kamenech. Jeji pouzivani ale byva stale vice spojovano s poskozenim jater.

Biologické ucinky Chelidonium majus jsou Siroké. Zahrnuji antivirovou, antitumoro6zni,

antibakterialni, antimykoticka nebo naptiklad protizanétliva aktivita®®.

Obsahové latky

Chelidonium  majus  obsahuje  pfedev§im  Siroké  spektrum  alkaloidi
(benzofenanthridinové, protopinoveé, protoberberinové, aporfinové), dale také flavonoidy,
silice a biogenni aminy jako cholin, methylamin, tyramin a histamin.

Nejvyssi obsah alkaloidil je v kofeni této rostliny. Ten jich maze obsahovat az 2,5%.
Mnozstvi alkaloidi se méni i1 v zavislosti na vegetacnim obdobi. Zastoupeny jsou predevsim

alkaloidy isochinolinového typu*.
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Doposud izolované benzofenanthridinové alkaloidy:

Kofen: 8-hydroxydihydrosanguinarine, 8-hydroxydihydrochelerythrine,
dihydrochelerythrine, dihydrosanguinarine®, chelirubine®, homochelidonin,
chelamin, chelamidin, hydroxychelidonin, oxysanguinarin, dihydrochelirubin,
dihydrochelilutin, makarpin®.

Kofen i nat: sanguinarin, chelidonin, chelerythrin®’3%4,

Cast rostliny nebyla specifikovana: chelilutine?’.

Vzorce téchto alkaloidll a jejich studovanou biologickou aktivitu je mozné nalézt v mé

predchozi diplomové praci®.

Obr. 11: Chelidonium majus (Sharkan ©) *?
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3.2.3.1. Zanthoxylum

Dals§im zajimavym zdrojem benzofenanthridinovych alkaloidt je rod Zanthoxylum.

Rige: Plantae (rostliny)

Odd¢leni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)

Ttida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny)
Rad: Sapindales (mydelnikotvaré)

Celed: Rutaceae (routovité)

Rod: Zanthoxylum (zlutodtev)

2TV

Photo by: Li Shijin

Obr. 10: Zanthoxylum nitidum (efloras.org ©)*

Jedna se o poloopadavé ¢i stalezelené stromky nebo kefe, nékdy liany. Casto byvaji
trnité. Kminky jsou obvykle s napadnymi dievnatymi nebo korkovitymi vyrastky, listy
sttidavé, lichozpetené ¢i pouze s 1-3 listky, aromatické. Listky byvaji stfidavé nebo vstiicné,
obvykle pilovité nebo zubaté, nékdy celokrajné. Kvéty jsou jednopohlavné, malé,
Vv terminalnich nebo UZlabnich latadch ¢i chocholikatych vrcholicich (4-8¢etné, tyCinek 4-8,

samcCi kveéty maji 3—10 tyC€inek, ¢nélky zakrnélé, 2—4lalocné), sami¢i kvéty maji Supinovité
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nebo chybéjici patyCinky (gyneceum se 2-5 Kkarpely, kazdy se 2 vajicky). Souplodi se sklada

Z jednosemennych plidki, semena jsou téméi kulovita, cerna a leskla*.

Vyskyt
Rod Zanthoxylum zahrnuje asi 250 druhd stromt a kefl prevazné v subtropickém

a tropickém pasmu obou polokouli.

Vyuziti v tradi¢ni mediciné

V Cing¢ a v Indii se vyuzivaji 1é¢ebné uginky Zanthoxylum piperitum. Mirni travici
i sttevni obtize, &isti pokozku, ulehCuje vyluCovani toxickych latek z téla ven. Ma
a vypuzuji se jim stfevni paraziti. Vyuziva se i na uklidnéni a zmirnéni nervozity.

Zanthoxylum rhetsa se vyuziva v ajurvédské mediciné pii 1é¢bé zanétu dasni. Snizuje
bolest a projevy zanétu.

Extrakt ze Zanthoxylum nitidum se vyuziva jako soucast zubnich past. Zklidiuje bolava
a citliva mista, snizuji krvacivost a zanéty dasni. V Indii se tradi¢né vyuziva k riznym
1écebnym ucelim. Kofen se pouziva pii bolestech zubd, bolesti bficha, horecce, revmatismu,
viedech i jako insekticid a pesticid. Ovoce se pouziva pii 1é¢bé bolesti bficha, kasli, kolice

zvraceni a prujmu. Semena a kiira JSOu uzivany pii horec¢kach, prijem a cholefe®.
Obsahové latky
Alkaloidy  (benzophenanthridinové, aporfinové, 1-benzyltetrahydroisochinolinové,

furochinolinové, fenyletylaminy), amidy, lignany, kumariny, flavonoidy a triterpeny.

Zanthoxylum nitidum

Jedna se o Splhavy ¢i vzpiimeny kef, jehoZ vyhony jsou lysé nebo plstnaté a roztrousené

ostnité. Listy jsou zpetené naspodu lysé nebo drobn¢ srstnaté.
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Zanthoxylum nitidum je druh rozsiteny piedevsim v Asii (Cina, Taiwan, Indie, Indonésie,
Japonsko, Malajsie, Myanmar, Nepal, Filipiny, Thajsko, Vietnam), dale také v Australii a

na Nové Guinei **.

Doposud izolované benzofenanthridinové alkaloidy:

chelerythrin — izolovan z kiry*®

47,48

Qe

dihydrochelerythrin — izolovan kiry a kotene

MeO l

OMe
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8-methoxychelerythrin — izolovén z kofene™

O

UL

® |
MeO

OMe OMe

8-hydroxydihydrochelerythrin - izolovan z kofene*®

MeO l

OMe OH

(R)-8-[(R)-1-hydroxyethyl]dihydrochelerythrin - izolovan z kofene*®

8

8-methoxynorchelerythrin — izolovéan z kofene®

O

UL

® |
MeO

OMe
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6-acetonyldihydrochelerythrin — izolovan z kéiry*’

O
(UL
@ |
MeO

OMe CH,COCHs

6-norchelerythrin - izolovéan z kary*’

MeO

OMe

decarin - izolovén z kary*’

OMe

nitidin — izolovan z kiiry i z kotene*®*’

37



oxynitidin - izolovan z kiiry nadzemni &asti rostliny i z kofene*®*’

MeO 0
MeO I

5,6-dihydro-6-methoxynitidin — izolovén z kofene®

O
wo_ MLy
MeO O

OMe

isofagaridin - izolovéan z kiry*®

OMe

oxyavicine — izolovan z kiry i kofene*"*




8-methoxysanguinarine — izolovan z oddenku®

Zanthoxylum bungeanum

Tyto opadavé stromy jsou 3—7 m vysoké. Jejich kminky a vétve byvaji ostnité. Listy maji
5-13 listkd, listky jsou vstiicné, prisedlé a jejich Cepel je vejcita, elipticka nebo vyjimecné

kopinata. Zanthoxylum bungeanum se vyskytuje v Cin& a Bhiitanu™.

Doposud izolované benzofenanthridinové alkaloidy:

avicin — izolovan z kiiry kofene*°
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bocconolin — izolovan z kiiry kotene™

O
(UL
@ |
MeO

OMe CH,OH

6-methyldihydrochelerythrin - izolovén z kiiry kofene*

.\/.

6

Z kury kotene:

6-acetonyldihydrochelerythrin, chelerythrin, decarin, dihydrochelerythrin,
norchelerythrin, oxychelerythrin.
Z dteva kotene:

norchelerythrin, dihydrochelerythrin, bocconolin.
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Zanthoxylum chalybeum

Jedna se o stalezelené kefe nebo stromy 1.5-10 m vysoké, jejichz kmen ryhovany,
s korkovitymi bulkami nebo brazdami s trny. Vétve maji jednoduché, ¢erné nebo Cervenaveé,
zahnuté az 2 cm dlouhé trny. Listy jsou podlouhlé az eliptické nebo kopinaté. Zanthoxylum
chalybeum se vyskytuje predevsim v Africe (Somalsko, Etiopie a jizn& az Zimbabwe)*.
Doposud izolované benzofenanthridinové alkaloidy:

9-methoxychelerythrin — izolovan i z kiiry kotene*®**

OMe

Z kiry kofene: chelerythrin, dihydrochelerythrin, nitidin*®>".

Zanthoxylum fraxineum

Zanthoxylum fraxineum je ket nebo strom rozsiteny na vychods USA*.

Z jeho kiry byly izolovany dva benzofenanthridinové akaloidy: chelerythrin, nitidin®’.

Biologicka aktivita benzofenanthridinovych alkaloidi izolovanych z rodu Zanthoxylum
Benzofenanthridinové alkaloidy Zanthoxylum nitidum byly studovany pro jejich mozné
Vysledkem této studie bylo zjisténi, Zze nitidin, dihydrochelerythrin, oxyavicin,
8-methoxychelerythrin, a 8-hydroxydihydrochelerythrin vykazuji srovnatelné analgetické
a protizanétlivé Gi¢inky jako hydrokortizon™.
5,6-dihydro-6-methoxynitidin izolovany ze Zanthoxylum nitidum byl podroben studii
antivirové aktivity. Testovani in vitro ukazalo jeho vyznamné antivirotické ucinky proti viru

hepatitidy B*.
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Antimikrobidlni a antimykotickd aktivita byla testovana u nigerijské rostliny
Zanthoxylum xanthoxyloides. Byly sledovany kmeny bakterii Streptococcus mutans
a Staphylococcus aureus a kvasinek Candida albicans, Candida tropicalis a Candida krusei.
Methanolovy extrakt Zanthoxylum xanthoxyloides byl aktivni vic¢i vSem témto testovanym
kmentim. Jeho schopnost inhibovat rist bakterii a plisni v této studii je znamkou toho, ze
rostlina miZe byt zdrojem mnohych antimikrobialnich latek®.

U ethanolického extraktu z kiry kmene Zanthoxylum armatum byla studovana jeho

----------

......
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana, nejprve byl zachycen ptedek (asi 5%;
vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobach.

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce Biichi

Rotavapor R 114 vybaven¢ vodni lazni Blichi Waterpath B-480 pii 40 °C za snizen¢ho tlaku.

4.1.2. Chromatografie

Tenkovrstva chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna v systému normalnich komor, které byly
nasyceny mobilni fazi. Byla provadénd vzestupné. Syceni komor trvalo 30 minut. V ptipadé

komor pro preparativni tenkovrstvou chromatografii 60 minut.

Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provadéna systémem gradientové eluce na silikagelu L,
0,1 - 0,2 mm, desaktivovaném 10 % vody. Suspenze adsorbentu v rozpoustédle byla nalita
do chromatografické kolony. Vzorek rozpustény v malém mnozstvi rozpoustédla byl nanesen

na pfipraveny sloupec.
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4.2. Material a vybaveni

4.2.1. Chemikalie

Dusi¢nan bismutity zasadity, p. a., (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)
Hydroxid sodny, p. a. (PENTA)

Kyselina chlorovodikova 35%, p. a. (Lachema)

Kyselina vinna, p. a., (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

Uhli¢itan sodny bezvody, p. a., (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

4.2.2. Rozpoustédla

Chloroform, p.a., PENTA

Cyklohexan, p.a., PENTA

Diethylamin, p.a., Lachner

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a.
n-hexan, p.a., PENTA

Toluen, p.a., PENTA

4.2.3. Chemikalie a material ke stanoveni ucinku erytrocytarni AChE a

BuChE

Chemikalie:

10 mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

10 mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikalie pro ptipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfre¢nanu
disodného, p.a. (Lachema))

5mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98% (Sigma-Aldrich)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
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Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich)

Material:

Jako zdroj acetylcholinesterazy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytt. Zdrojem
butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Me¢éteni bylo provadéno v jednorazovych semimikro-polystyrénovych kyvetach 1,5 ml

PLASTIBRAND®.

4.2.4. Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

Spektrofotometr UV-1601 CE SHIMADZU

4.2.5. Chemikalie a material ke stanoveni antioxidacni aktivity

2,2’-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, (Sigma-Adrich)
Kvercetin, (Sigma-Adrich)

Trolox, (Sigma-Adrich)

4.2.6. Pristroje pouzité pri stanovovani antioxidac¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxidacni aktivity byl pouzit pocitacové fizeny (pomoci programu Fialab

for Windows 5.0) FIAlab 3000 analyzator (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)

opatieny pistovym ¢erpadlem o objemu 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, USB 2000-

UV/VIS spektrofotometrem s halogenovou lampou LS-1 (Ocean Optics, USA) a pratokovou

detekéni celou SMA-Z s optickou délkou 1 cm; objem misici civky je 0,6 ml a spojovaci

teflonové hadicky maji primér 0,72 mm.

4.2.7. Detekéni ¢inidla

D 1: Dragendorffovo &nidlo modifikované podle Muniera®

- pro alkaloidy a dalsi slouceniny obsahujici dusik.
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- roztok A: pripraven rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody.

- roztok B: pripraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

- zasobni roztok: ziskame smisenim roztokti A a B v poméru 1:1.

- ¢inidlo pro analyzu: bylo ptipraveno rozpusténim 5 ml kyseliny vinné v 50 ml vody a 5ml

zasobniho roztoku

4.2.8. Chromatografické adsorbenty

A 1: Kieselgel 60 Fys4, Merck, 5 x 10 cm 32

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60 Fysa,
tloustka vrstvy 0,2 mm.

A 2: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20 x 10 cm, hlinikova deska s tloustkou vrstvy 0,1 mm
pro tenkovrstvou chromatografii

A 3: Silikagel, 0,063-0,20 mm desaktivovany 10 % vody, komer¢ni adsorbent
4.2.9. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)
S1: Toluen + CHCI3+ Eto,NH 100:100:5

S2: Toluen + CHCI3 + EtOH + EtoNH 77:20:3:3

4.2.10. Vyvijeci soustavy pro preparativni TLC

S1: Toluen + CHCI; + Et:NH 100:100:5
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4.3. Extrakce alkaloidi z nati Chelidonium majus a zpracovani

vytiepku A

Ptiprava sumarniho extraktu a jednotlivych vytfepk nebyla soucésti této diplomové
prace. Tato prace byla provedena Doc. RNDr. L. Opletalem na katedie farmaceutické
botaniky v roce 2008. Postup piipravy pseudokyanidi benzofenanthridinovych alkaloidt je

uveden v nasledujicim textu.

4.3.1. Piivod drogy

Susenou nat’ s kofeny dodala firma JUGODRVO AD. Sbér byl proveden v Chorvatsku
V obdobi od cervence do zaii. Droga byla ociSténa a usuSena za normalnich podminek a jeji
makroskopickou, mikroskopickou a chemickou identifikaci provedl Doc. RNDr. L. Opletal,

CSc.

4.3.2. Priprava sumarniho extraktu

Ptiprava extraktu byla provedena perkolaci 41,8 kg drogy 95% etanolem a bylo ziskano
480 1 extraktu, ktery byl zahustén na vakuové odparce pii 60°C. Pfidanim asi 2 1 vody vznikl
temné hnédy, dehtovity, sirupovity roztok. Po zahtati asi na 40°C bylo pfidano 8 1 1,5%
kyseliny sirové. Poté byl oranZovy roztok slit a nerozpustnyseskraban a rozpusStén v bezvodé
kyseliné octové. Po pfidani 7,5 1 vody byl kalny roztok slit a pryskyfiény roztok opét
rozpustén v kyselin€ octové a opét vysrazen vodou. Spojené dekantaty byly zfiltrovany pies
polyamidovy filtr, na némz se po promyti vyloucil hnédo-oranZovy sediment. Filtraty
z kyseliny sirové 1 kyseliny octové byly spojeny. Vyloucila se bélava sraZenina, ktera na sebe
adsorbovala soli alkaloidi. Tato suspenze byla zfitrovana pies polyamidovou plachetku
a promyta vodou. Oba filtry byly suspendovany v 1,5% kyselin¢ sirové a suspenze byla
nasledné zfiltrovana. Vznikly filtrat byl spojen S kyselym extraktem roztoku. Z takto

pfipraveného extraktu byly déle ziskany vytfepky A, B, J a E.
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4.3.3. Priprava vytirepeku A z primarniho extraktu

Po pfidani praskového, bezvodého uhlicitanu sodného se kysely roztok sirant zakalil
(doglo k neutralizaci na pH piiblizné 9). Poté byl roztok vytiepan 5x15 litry étheru. Etherové
vrstvy byly spojeny a oddéleny od zbytku vodné faze. Rozpoustédlo bylo nasledné
oddestilovano. Po prvnim vyttepani se oddé¢lil praSkovity, Sedocerny podil, ktery byl oddélen
a vytiepan 2x400 ml étheru a pfidan k étherovym vytrepkiim. Po odpateni rozpoustédla vznikl

odparek A.

4.3.4. Priprava pseudokyanidii benzofenanthridinovych alkaloidu

Z vytiepku A Gadamerovou metodou”

Odparek A byl rozpustén v 0,05 M H,SO4, byl ptidan KCN do alkalické reakce a roztok
byl opét okyselen 0,05 M H,SO,, Z roztoku se vyloucily nerozpustné pseudokyanidy, které
odsaty, promyty vodou a vysuSeny za sniZzeného tlaku.

Ziskané pseudokyanidy byly pro dalsi praci rozlozeny hodinovym varem ve smési
chloroform:ethanol:konc. HCI1 (1:2:1), chloroform a ethanol byly nasledné oddestilovany,
vodny roztok zalkalizovan amoniakem a uvolnéné baze byly vytiepany etherem (5 x 2000
ml). Timto byly oddé€leny od fialovych rozkladnych produkti. Spojené etherové faze byly
spojeny, oddestilovany a vysuSeny. Bylo ziskano 6 g tmavé hnédého, pénového odparku,

ktery byl nésledné zpracovavan v ramci této diplomové prace.
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Vytiepek zpracovany
v této rigir6zni praci

Obr. 12: Detekce vytiepkt z Chelidonium majus, vytiepek A vycistény
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (dréha 8,5 cm), To+Chf+EtOH+Et,NH = 70:20:10:3,
komora nasycena, vyvijeni 1x, detekce Dragendorffovym ¢inidlem podle Muniera).

— A2 fenolické

— benzofenanthridiny (chelerythrin ad.)

— baze z chloridl nerozpustnych ve vodé
— AC: chloridy rozpustné v chloroformu

— AD: chloridy nerozpustné v chloroformu

OO WN
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4.4. Sloupcova chromatografie vytirepku benzofenanthridinovych

alkaloida z Chelidonium majus

6,0 g vytiepku benzofenanthridinovych alkaloid bylo rozpusténo v 50 ml chloroformu,
naneseno na kolonu a chromatografovano za ucelem ziskani Cistych alkaloidi. Frakce
obsahujici shodné alkaloidy byly na zakladé tenkovrstvé chromatografie spojeny. Vysledky

chromatografie jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach (Tab. III, IV).

Tab. I: Sloupcova chromatografie

Benzofenanthridinové alkaloidy, Chelidonium

Oznaceni vzorku majus

Hmotnost vzorku 6g, hnéda péna

Druh a mnozstvi adsorbentu Silikagel 0,063-0,2mm, desaktivovany 10% vody
Vrstva s extraktem 40x40 mm

Délici vrstva 40%510 mm

Frakce (ml)/doba toku (min.) 100 ml/ 20 minut

Mrtvy objem 0,51
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Tab. 1I: Vysledky sloupcové chromatografie

C. frakce Elucni systém Popis (Poznamka)
1-5 CHCI; neobsahuje alkaloidy
6-7 CHCI; 1,1 g oranzové krystaly
8 CHCl; 0,448 g oranzové krystalky
9 CHCI; 0,081 g zlutohnéda olejovita hmota

10 CHCI; neobsahuje alkaloidy

11 CHCl; 0,057 g Cervenohnédé krystalky
12-13 CHCl; 0,185 g oranzové krystaly

14 CHCl; 0,211 g oranzovohnédé krystalky
15-17 CHCl; 0,856 g oranzovohnéda péna
18-19 CHCI; 0,727 g hnéda olejovita hmota
20-21 CHCl; 0,492 g nazloutla péna
22-23 CHCI; 0,409 g zlutohnéda péna
24-27 CHCl; 0,320 g hnéda péna

28 CHClI; 0,116 g hnéda olejovita hmota
29-30 CHCI; 0,207 g hnéda olejovita hmota

31 CHCl; 0,510 g oranZovohnéda olejovitd hmota
32-34 CHCI; 32-42 spole¢né odpaieno
35-37 CHClIs+ 3%EtOH 32-42 spolecné odpaieno
38-42 CHCI; + 5%EtOH 32-42 0,530g Zlutooranzova péna

43 CHCI; + 10%EtOH 0,758 g svétle hnéda péna

44 CHCI3 + 10%EtOH neobsahuje alkaloidy

45 EtOH neobsahuje alkaloidy
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4.5. Zpracovani frakci 22-28

0,403g zlutohnédé pény frakce 22-23 bylo rozpusténo v chloroformu a precisténo
pres kolonu o praméru lem s2,5 cm Al,O3 neutralizovaného 6% vody. Kolona byla
promyvana chloroformem. Ziskany roztok alkaloidl byl odpaten.

K ziskani Cistého alkaloidu byla vyuZzita preparativni tenkovrstva chromatografie, kde
byla jako vyvijeci soustava pouzita smés chloroformu, toluenu a diethylaminu v poméru
100:100:5. Chromatografie byla provedena na 16 deskach a na kazdou z nich bylo naneseno
cca 20 mg odparku rozpusténého v chloroformu. Vyvijeni kazdé z desek trvalo 20-25 minut.
Z desek byla na zdkladé¢ UV detekce izolovana horni zona. Staciondrni fdze byla promyta
chloroformem a ziskany filtrat byl promyt na koloné o priméru 1 cm s2,5 cm Al,O3
neutralizované¢ho 6% vody. Nasledné bylo k filtratu pfidano malé mnoZstvi hexanu a doSlo

k vylouceni oranzovych krystalk.

Izolované z6na

Obr.13: Preparativni tenkovrstva chromatografie frakei 22-23
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0,320 g hnédé pény frakce 24-27 bylo rozpusténo v chloroformu a precisténo pies kolonu
o pruméru lem s 2,5 cm Al,O3 neutralizovaného 6% vody. Filtrat byl odpaten a rozpustén
zahfatim v malém mnoZzstvi chloroformu. Po nasledném ulozeni v lednici doslo ke vzniku
drobnych krystalt, které byly zdekantovany a piecistény ethanolem.

0,116 g hnédé¢ olejovité hmoty frakce 28, bylo rozpusténo v chloroformu a ptecisténo
ptes kolonu o praméru lecm s2,5 cm Al,O; neutralizovaného 6% vody. Kolona byla
promyvana chloroformem. Filtrat byl odpafen a vzniklé krystalky zdekantovany a piecistény
ethanolem.

Krystalky ziskané z frakci 22-23, 24-27 a 28 byly podrobeny TLC, ktera potvrdila, ze
vSechny obsahuji shodny alkaloid. Proto byly tyto krystaly spojeny a nasledné rozpustény
chloroformu, ze kterého po pfidani hexanu vykrystalizovaly. Tyto krystalky byly omyty
ethanolem a vysuseny v exikatoru. Bylo ziskdno 0,116 g &istého alkaloidu. Cistota tohoto
alkaloidu byla potvrzena pomoci hmotnostni spektrofotometrie. Ziskané krystaly byly

oznaceny jako LS3

4.6. Zpracovani frakce 43

0,758 g svétle hnédé pény frakce 43 bylo rozpuSténo v chloroformu. Naslednym
piidanim ehanolu se vyloucily oranZovohnédé krystalky, které byly zfiltrovany ptes fritu.
Filtrst byl uloZen jako mateény louh LS4 ML. Ziskané krystaly byly rozpustény
v chloroformu a vznikly roztok byl odpafenim zahu$tén. Ochlazenim tohoto roztoku se
vyloucily krystaly, které byly precistény hexanem a ethanolem a vysuSeny v exsikatoru.

Vyslednd hmotnost ziskanych krystald byla 0,255 g. Krystaly byly podrobeny
hmotnostni spektrofotometrii, studii NMR a byly ulozeny pod oznaéenim LS4. Dale byl

u izolovanych alkaloidt stanoven bod tani 170°C.
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4.7. Urceni struktury izolovany latek

4.7.1. Méreni hmotnostniho spektra (MS)

Spektra byla méfena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova past, ionizace
elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/MS spektra byla méfena pfi kolizni energii

40 eV. Latka byla rozpusténa v metanolu.

4.7.2. Méreni NMR spektra

Spektra byla métena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci 499.9 MHz
pro *H a 125.7 MHz pro Bc jédra. BC NMR spektra byla métena v 5 mm SW Sirokopasmoveé
sonds, 'H a viechna °D spektra v inverzni 5mm ID PFG sondé& s vyutitim standardnich
pulznich sekvenci. Experimenty byly méfeny v deuterochloroformu pii 25 °C.

Hodnoty chemickych posuni jsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppm, v *C

spektrech). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickych procesti, AV CR, Praha).

4.7.3. Méreni bodu tani

Teploty tani byly méfeny na Koflerové bloku a nejsou korigovany.

4.8. Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidu vii¢i AChE a BuChe

4.8.1. Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:

- v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

- pti laboratorni teploté

- v jednordzovych polystyrénovych kyvetach (opticka délka 10 mm)

- pfi vlnové délce spektrofotometru 436 nm
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4.8.2. Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla ptipravena z cerstvé odebrané krve, ke které byl ptidan 1 ml
citratu sodného na 10 ml krve podle lehce modifikované metody Stecka a Kanta®®. Plazma
(HuBuChE) byla odstranéna z plné krve centrifugaci pti rychlosti 4000 ot./min za pouziti
centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly ptfemistény do 50ml
zkumavek a trikrat promyté SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM chloridu
sodného (12 000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly michany
s SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imz dos$lo k jejich lyze. Nasledné
byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min a vznikld pouzdra (HuAChE) byla tiikrat

promyta fostatovym pufrem.

4.8.3. Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity (hodnoty I1Cs)

Pro stanoveni hodnoty ICsy byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®’. Jako substraty se pouZivaji
estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami S§tépeny na thiocholin a ptislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze na DTNB za vzniku zluté zbarveného
produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm. Sleduje se narist
absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICs byly vypoéitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy nelinedrni regresi v programu GraphPaD
Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA).
Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsp zndmych inhibitord cholinesteraz: galanthaminem
(ICsp HUAChE = 6,9 £ 0,3 uM, HuBuChE = 156,0 + 6,9 uM), huperzinem A (ICso HUAChE =

0,3+ 0,1 uM, HuBuChE >1000 uM).

4.9. Stanoveni antioxidacni aktivity ziskanych alkaloidi

Antioxidacni aktivita byla testovana in vitro DPPH testem. Metoda je zaloZena na reakci

stabilniho 2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) se vzorkem. Snizeni absorbance DPPH
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méfené pii 525 nm je zdvislé na koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku.
Antiradikalova aktivita vzorkii byla vyjadfena jako 50% uc¢inna koncentrace (ECsp), kterd
byla vypocitana pomoci programu GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph
PaD Software, San Diego, CA, USA) a byla porovnana se znamymi antioxidanty kvercetinem

EC50=25,3+ 1,2 u M) a troloxem (EC50=27,8 0,8 u M).
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5. VYSLEDKY
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Na zékladé MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou byly izolované latky

identifikovany jako 6-ethoxydihydrosanguinarin a 6-ethoxy-5,6-dihydrochelerytrin.

5.1. Strukturni analyza 6-ethoxydihydrosanguinarinu

5.1.1. MS studie 6-ethoxydihydrosanguinarinu
EI-MS m/z [M]" 377 (4), 332 (21), 166 (4); MS/MS (377, pozitivni mod) 332 (100);
MS/MS (332, pozitivni mod) 332 (100), 304 (46), 274 (65), 246 (33), 218 (13).

5.1.2. NMR studie 6-ethoxydihydrosanguinarinu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladé interpretace ‘H- a BC-NMR spekter
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a jejich porovnani s daty v literatute

Obr. 14: 6-ethoxy-5,6-dihydrosanguinarin

5.1.2.1. *H-NMR spektrum

'H NMR (CDCls, 25°C, 500.13 MHz):

1.1 (3H,1,J = 7.1 Hz, C-Me), 2.76 (3H, s, NMe), 3.56-4.04 (2H, m, CH,), 5.48 (1H, s, H-6),
6.04-6.12 (4H, m, 2 x OCH,0), 6.91 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-9), 7.12 (1H, s, H-1), 7.40 (1H, d,
J =8.3 Hz, H-10), 7.66 (1H, s, H-4), 7.77 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-11).
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5.1.2.2. **C-NMR spektrum

3C NMR (CDCI3, 25°C, 125.76 MHz):

15.06, -CH3; 40.87, NMe; 61.68 OCH,; 84.26, C-6; 100.68, C-4; 101.04, 2,3-OCH,0;
101.69, 7,8-OCH,0; 104.63, C-1; 108.72, C-9; 113.40, C-6a; 116.39, C-10; 120.31, C-11;
122.97, C-10b; 123.60, C-10; 125.90, C-10a; 126.92, C-4a; 131.04, C-12a; 138.53, C-4b;
145.24, C-7; 147.31, C-8; 147.40, C-2; 148.02, C-3.

5.2. Strukturni analyza 6-ethoxydihydrochelerytrinu

5.2.1. MS studie 6-ethoxydihydrochelerytrinu

ESI-MS m/z [M+H]" 394 (4), 348 (100); MS/MS (394) 348 (100); MS/MS (348) 317
(25), 286 (40).

5.2.2. NMR studie 6-ethoxydihydrochelerytrinu

Struktura izolované latky byla uréena na zakladg interpretace *H- a **C-NMR.

MeO

OMe OEt

Obr. 15: 6-ethoxydihydrochelerytrin
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5.2.2.1. *H-NMR spektrum

'H NMR (CDCls, 25°C, 500.13 MHz):

1.1 (3H,t,J = 7.1 Hz, C-Me), 2.76 (3H, s, NMe), 3.50-4.10 (2H, m, CH,), 3.78 (3H, s, -
OCHs), 3.78 (3H, s, -OCH3) 5.56 (1H, s, H-6), 6.91 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-9), 7.08 (1H, s, H-
1), 7.38 (1H, d, J = 8.3 Hz, H-10), 7.55 (1H, s, H-4), 7.79 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-11),

5.2.2.2. *C-NMR spektrum

13C NMR (CDCI3, 25°C, 125.76 MHz):

15.12, -CH3; 40.95, NMe; 55.88 -OCH3a, 61.00 -OCH3a, 61.68 OCH,; 84.26, C-6; 100.68,
C-4; 101.69, 7,8-OCH,0; 104.53, C-1; 108.72, C-9; 112.40, C-6a; 116.19, C-10; 120.31, C-
11; 122.97, C-10b; 123.60, C-10; 125.88, C-10a; 126.72, C-4a; 131.04, C-12a; 138.53, C-4b;
145.24, C-7; 147.31, C-8; 147.40, C-2; 148.02, C-3.

5.3. Inhibic¢ni aktivita via¢i AChE a BuChE

Ziskané alkaloidy byly testovdny na jejich inhibi¢ni aktivitu v0¢i erytrocytarni
acetylcholinesteraze a sérové butyrylcholinesteraze. Vysledky jsou uvedeny Vv nasledujici

tabulce (Tab.11I).

Tab. llI: In vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidii vii¢i AChE a BuChE

Latky ICs0 (LM)°

AChE BuChE
6-ethoxydihydrosanguinarin 3,25+0,24 451+0,31
6-ethoxydihydrochelerythrin 0,83 + 0,04 4,20+ 0,19
Galanthamin® 6,9 +0,3 156 + 6,9
Huperzin® 0,25+ 0,01 >1000

#Kazdé méfeni bylo opakovéano dvakrat
® Referencni latka
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5.3. Antioxidac¢ni aktivita

Izolované¢ alkaloidy byly podrobeny testovani jejich antioxida¢ni aktivity. Vysledky této

studie a hodnoty ECsg jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab.IV).

Tab. IV: Antioxidaéni aktivita alkaloida

Latky ECso (LM)
6-ethoxydihydrosanguinarin > 1000
6-ethoxydihydrochelerythrin > 1000
Kvercetrin® 253+12
Trolox " 27,8+0,8

# Kazdé méfeni bylo opakovéano dvakrat
® Referencni latka
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6. DISKUZE

63



Cilem rigorézni prace bylo findlni zpracovani vytfepku benzofenanthridinovych
alkaloidi z Chelidonium majus za ucelem izolace alkaloidu, které nebyly izolovany béhem
diplomové prace. Pomoci chromatografickych metod (sloupcovd chromatografie
a preparativni TLC) byly ziskany dva alkaloidy v &isté formé. Byly oznadeny jako LS3 a LS4
a podrobeny NMR, MS analyzam za uc¢elem jejich identifikace a biologickym testtim.

Latka LS3 byla na zakladé spektroskopickych dat a jejich porovnanim s literaturou
identifikovana jako 6-ethoxydihydrosanguinarin®®>®. NMR spektra (*H a *3C) druhého
alkaloidu (LS4) nebyly v literatufe nalezeny, ale na zékladé konzultaci s Ing. Milanem
Kurfiirstem, Ph.D., ktery NMR spektra méfil a interpretoval, byla latka identifikovana jako
6-ethoxydihydrochelerythrin.

Tyto struktury byly z Chelidonium majus izolovany viibec poprvé, jedna se o strukturni
analoga benzofenanthridinovych alkaloidl, bézné se vyskytujicich v ¢eledi Papaveraceae,
sanguinarinu a chelerytrinu. Na zaklad¢ literarni reSerSe bylo zjisténo, ze volné baze téchto
latek v ptitomnosti rozpoustédel jako CHCl3;, MeOH, EtOH apod. snadno vytvari adukty6o’61.
To také vysvétluje pfitomnost téchto latek ve zpracovavané frakci. Tyto adukty vznikly
s velkou pravdépodobnosti béhem ptipravy pseudokyanidi Gadamerovou metodou v rdmeci
mé diplomové préceg'ss.

Inhibiéni aktivita izolovanych latek byla stanovena in vitro Ellmanovou metodou®’. Jako
zdroj HUACHE slouzila erytrocytarni pouzdra, zdrojem HuBuChE byla lidskd plasma.
Ziskané hodnoty ICso (6-ethoxydihydrosanguinarin: 1Cso (HUAChE) = 3,25 £+ 0,24 uM,
ICso (HUBUChE) =4,51 + 0,31 uM, 6-ethoxydihydrochelerythrin: ICso (HUAChE) = 0,83 +
0,04 uM , ICsp (HuBUChE) = 4,20 + 0,19 uM) byly porovnany s hodnotami 1Cs, standartii
(galantamin: ICsp (HUAChE) = 6,9 = 0,3 uM, ICsy (HUBUChE) = 156 + 6,9 uM, huperzin A:
ICs0 (HUAChE) = 0,25 £ 0,01 pM, 1Cso (HuBUChE) >1000 uM).

Izolované latky vykazaly vysS$i inhibi¢ni aktivitu vi¢i obéma cholinesterdzdm, nezli
terapeuticky vyuzivany standart galanthamin. Obecné je znamo, ze latky s kvartérnim

dusikem jsou dobré inhibitory acetylcholineterézysz. Problémem téchto latek, ale byva jejich

prostupnost pies hematoencefalickou membranu®. V nagi studii byly testovany ethoxy-
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analoga sanguinarinu a chelerytrinu, jejich inhibi¢ni aktivita viici cholinesteraze byla popsana
Jiz diftve® . Agkoliv izolované latky nesly ve své struktufe terciarni dusik, ze své inhibi¢ni
aktivity mnoho neztratily. Obé¢ latky také vykazaly velice dobrou inhibici HuBuUChE.

Vzhledem ke skutecnosti, Ze v pribéhu Alzheimerovy choroby hraje vyznamnou roli
I oxidacni stres, byly izolované latky testovany také na jejich antioxidacni aktivitu DPPH
testem. Tato aktivita byla ale nezajimava (> 1 mM).

Na zékladé nasi studie mizeme konstatovat, ze ob¢ latky lze povazovat za perspektivni
struktury pifi hledani novych potencidlnich latek pfirodniho pivodu. Dané struktury sice
nejsou piimé sekundarni metabolity, ale jejich ptipadnd piiprava neni slozitd a je popsana

v literatuie®®®,
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AChE
APP
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BuChE
DPPH
DTNB
HuAChE
HuBuChE
MIC
MMSE
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NMDA
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PS1

PS2
TLC

amyloidovy beta protein se 42 aminokyselinovymi ¢lanky
acetylcholinesteraza

amyloidovy prekurzorovy protein
apolipoprotein E

butyrylcholinesteraza
2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
lidska erytrocytarni acetylcholinesteraza
lidska sérova butyrylcholinesteraza
minimalni inhibi¢ni koncentrace
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meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
hmotnostni spektrometrie
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Mgr. Lenka Sebestova

Konzultant:  Ing. Lucie Cahlikova, PhD.

Nazev rigorozni prace: Biologicky aktivni metabolity rostlin. 111. Alkaloidy Chelidonium

majus L. a jejich neurotropni a antioxida¢ni aktivita.

Cilem této prace bylo dopracovani vytiepku benzofenanthridinovych alkaloid
z Chelidonium majus, izolace minimaln¢ jednoho alkaloidu v ¢isté formé a stanoveni jeho
anticholinesterdzové a antioxida¢ni aktivity.

Z vytiepku byly v ramci této prace pomoci sloupcové chromatografie izolovany dva
alkaloidy. Prvni litka LS3 byla na zakladé¢ MS a NMR studii identifikovana jako
6-ethoxydihydrosanguinarin a druha latka LS4 byla stejnym zptisobem identifikovana jako
6-ethoxydihydrochelerythrin.

Ob¢ izolované latky byly podrobeny studiim na jejich inhibi¢ni aktivitu vici lidské
erytrocytarni acetylcholinesteraze a lidské sérové butyrylcholinesteraze. Byly stanoveny
hodnoty 1Csy (6-ethoxydihydrosanguinarin: 1Csy (HUAChE) = 3,25 + 0,24 uM,
ICs0 (HUBUChE) =4,51 + 0,31 uM, 6-ethoxydihydrochelerythrin: ICs; (HUAChE) = 0,83 +
0,04 uM, I1Cso (HUBuChE) = 4,20 + 0,19 uM). Izolované alkaloidy vykazaly vyssi inhibi¢ni
aktivitu vii¢i obéma cholinesterazam, nezli terapeuticky vyuzivany standart galantamin.

Tyto dva alkaloidy byly také testovany na jejich antioxidac¢ni aktivitu. Ziskané hodnoty
ECso byly u obou latek vyssi nez 1000 uM, proto lze fici, ze nevykazuji zadnou terapeuticky

vyuZzitelnou antioxidacni aktivitu.

Klicovda slova: acetylcholinesteraza, Alzheimerova choroba, benzofenanthridinové

alkaloidy, butyrylcholinesteraza, Chelidonium majus.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Departement: Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: ~ Mgr. Lenka Sebestova

Adviser: Ing. Lucie Cahlikova, PhD.

Thesis title: Biologically active metabolites of plants. 11l. Alkaloids from Chelidonium majus

L. and their neurotropic and antioxidant activity.

The aim of this thesis, which followed the diploma thesis, was final treatment
of alkaloid fraction of benzophenanthridine alkaloids from Chelidonium majus, the isolation
of minimum one alkaloid in pure form and to determine of its cholinesterase and antioxidative
activity.

Using column chromatography, prep. TLC and crystallization were isolated two
benzophanathridine alkaloids marked as LS3 and LS4. First compound LS3 has been
identified by comparation of their spectral data with those reported in the literature. LS4 has
been identified on the basis of thein MS, NMR spectra and consultations.

The activity of both alkaloids again erythrocyte acetylcholinesterase (HUAChE) and
plasma butyrylcholinesterase (HuBuChg) were determined. Values of 1Cso were calculated
for both alkaloids (ICso (HUAChE) = 3,25 + 0,24 uM, ICsp (HUBUChE) =4,51 £+ 0,31 uM,
6-ethoxydihydrochelerythrin: ICso (HUAChE) = 0,83 + 0,04 uM, ICsop Hu(BuChE) = 4,20 +
0,19 uM). Both alkaloids showed higher inhibition activity than terapeutically used
galanthamine.

Both alkaloid were also tested for their antioxidative activity, but they were considered

inactive (> 1 mM).

Keywords: acetylcholinesterase, Alzheimer's disease, benzophenanthridine alkaloids,

butyrylcholinesterase, Chelidonium majus.



