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1. UVOD



Alzheimerova nemoc (AD) je neurodegenerativni onemocneni charakteristické
progresivnim zhorSovanim pameti akognitivnich funkci, coZz muZe vést az k Uplné
devastaci organismu se zachovanim pouze vegetativniho Zivota. Prevalence demenci se
pocingje 62,5 rokem veku kazdych pet let zdvojnasobuje, pricemz prevalence AD se
zdvojnésobuje kazdych 4,5 roku’. Je to nejcastgj§ pricina demence ve stéri, postihujici
vice nez 20 milionu lidi po celém svete a odhaduje se, Ze toto cislo vzroste na 114
milionu do roku 20407,

V soucasné dobe existuje nekolik teorii o puvodu a vyvoji AD: krome cholinergni
hypotézy a hypotézy amyloidni kaskédy existuje koncepce mirné kognitivni poruchy,
hypotéza oxidacniho stresu a oxidacni nerovnovéhy, teorie oxidu dusnatého, teorie
neurotoxicity glutamétu / hypotéza vapniku, hypotéza nestability mikrotubulu,
koncepce regulace a ovlivneni puvodnich molekul, teorie kovu, hypotéza replikacniho
stresu DNA, noradrenergni teorie a hypotéza bunecného cyklu®®.

Etiologie AD je stale nezndma, coz neumoznuje kauzalni terapii a z techto duvodu
je i portfolio Iéku velmi Uzké. V soucasnosti jsou lékem prvni volby kognitiva
(donepezil, rivastigmin, galathamin), ktera svym cholinomimetickym dcinkem zlep3uji
pozornost a pametové schopnosti a také inhibitory receptoru N-methyl-D-asparagové
kyseliny (NMDA) (memantin). Mezi nejvyznamnejSi inhibitory acetylcholinesterazy
(AChE) patri galanthamin a huperzin A (HupA). Gaanthamin je jiZ terapeuticky
uZivanou latkou (napr. Reminyl ®)° a hodnoceni jeho Gcinku se stédle zkouméa. HupA je
selektivni a dobre tolerovany inhibitor AChE, ktery je v soucasné dobe v Evrope ve
fazi 11 klinického testovani'®. Déle se k lécbe pouZivaji antioxidanty (D, L-tokoferol),
inhibitory monoaminooxidazy B (IMAOB) (selegilin), latky zlep3ujici metabolismus
mozku a krevni perfuzi (extrakty Ginkgo biloba, nicergolin) aestrogeny u post-
klimakterickych zen. Nootropické 1éky a cerebrolysin neprinesly pozadované acinky.
Velmi efektivni se ukézalo byt uzivani psychotropnich léku v Iécbe poruch chovani
adeliria, antipsychotik druhé generace (Risperidon a Quetiapin), antidepresiv treti
generace (citalopram, sertralin a fluoxetin) a ctvrté generace (mirtazapin a reboxetin)
nebo reverzibilnich inhibitoru monoaminooxidazy A (IMAOA) (moclobemid). Také
vyuziti monoklondnich latek (crenezumab, gantenerumab a solanezumab), které jsou
namireny proti toxickému Ucinku [-amyloidu, muze poskytovat velmi prospesné
vysledky v lécbe AD®.

Stale se hledaji nova léciva, ktera budou schopna ovlivnit neurodegenerativni

procesy na ruznych darovnich. Velka pozornost je venovana inhibitorum AChE



a butyrylcholinesterazy (BUuChE), inhibitorum receptoru NMDA, latkam zvySujici
aktivitu cholinacetyltransferdzy, antagonistum nikotinovych a dalSich receptoru,
elicitorum NGF (nervovy rustovy faktor) &°.

Inhibitory AChE a BUChE jsou nejSirSi skupinou sloucenin, u které se ocekéava, ze
poskytne slibny efekt v kognitivni lécbe AD. U latek, které jsou v soucasné dobe
sledovany se uvadi, Zze mohou také zasahovat do metabolismu APP (prekurzory
amyloidniho proteinu) a maji neuroprotektivni Gcinek''™. Pozornost je také venovéana
prirodnim latkam, které inhibuji AChE a BuChE.

Dulezitou roli pri hledani novych latek hraji alkaloidy, zejména z celedi
Amaryllidaceae (hlavne sanguinin a nekteré derivaty lykorinu ukazuji srovnatelny
tcinek jako galanthamin'®. Mezi potenciondlni kandidaty novych léciv muZzeme zaradit
nekteré  isochinolinové  alkaloidy inhibujici cholinesterazy, predevsim
acetylcholinesterazu. Tyto latky by se mohly priznive uplatnit v symptomatické lécbe
neurodegenerativnich onemocneni (zefména AD), neuromuskularnich onemocneni
(myastenia gravis), lécbe glaukomu a jako antidotum pri otrave anticholinergnimi
latkami*>*®. Vzhledem k rozséhlosti problematiky zde nelze uvést prirodni latky, které
jsou v centru zamu. Napriklad vice nez 700 publikaci bylo venovano alkaloidum rodu

Amaryllidaceae a pres 470 prispevku inhibitorum AChE prirodniho puvodu®.



2. CiL PRACE



Cilem experimentalni casti rigor6zni prace bylo:

1 dopracovani akaloidniho vytrepku chloridu rozpustnych v chloroformu,
nefenolickych z Eschscholtzia californica, ziskaného v rdmci diplomové prace Jakuba
Dolezala®,

2. izolace alespon dvou alkaloidu v cisté forme,

3. identifikace alkaloidu pomoci spektroskopickych metod (MS, NMR, IR),

4. podilet se na stanoveni biologickych aktivit izolovanych latek (antioxidacni
aktivita, inhibicni  aktivita wvuci  acetylcholinesterdze, butyrylcholinesteréze

a prolyloligopeptidaze) a vypocet hodnot 1Csy resp. ECsp.



3. TEORETICKA CAST



3.1. Alkaloidy

Alkaloidy jsou organické dusikaté béze, vyznacujici se zpravidla silnymi
farmakologickymi ucinky. Maji lipofilni charakter, vetSinou jsou to tuhé, bezbarve, ve
vode malo rozpustneé latky. Existuji vSak vyjimky — napr. nikotin, spartein a koniin jsou
tekutiny; berberin a chelidonin jsou barevné. Prirozené alkaloidy jsou casto opticky
aktivni. Pouze nekteré alkaloidy se rozpousteji snadno ve vode; jsou vSak zpravidla
dobre rozpustné v akoholu, chloroformu, etheru a ve smesi chloroformu s etherem.
Také nektera organicka rozpoustedla bazického charakteru jsou vhodnymi rozpoustedly
alkaloidu (anilin, pyridin, piperidin). Rozpousteji se ve zredenych roztocich minerénich
kyselin, pricemz vznika sul, dobre rozpustna ve vode, ale zato nerozpustna v polarnich
rozpoustedlech. Tato skutecnost umoznuje snadné oddeleni alkaloidu od ostatnich
obsahovych latek extrakci ruzne polarnimi rozpoustedly pri ruzném pH?.

Vyznam alkaloidu pro rostlinu neni zatim jednoznacne objasnen. Jgjich jedovatost
muze rostline pusobit ochranu proti bylozravcum a parazitum. Ne vSechny alkaloidy
jsou vsak v dostatecné mire jedovaté. Sama rostlina na jejich syntézu vynakldda mnoho
energie a musi vlastnit vysoce specializované enzymy. Proto predpoklédame, ze
alkaloidy maji pro rostlinu jeste jiny, dosud neobjasneny vyznam?®.

Biogeneticky jsou alkaloidy odvozené vetSinou od aminokyselin. Jde zejména
0 aminokyseliny ornitin, lysin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan a histidin. Nekteré
alkaloidy vznikaji z kyseliny antranilové nebo nikotinové a dalSi vznikaji
z meziproduktu biosyntézy terpenoidu a steroidu za pritomnosti amoniaku. Na syntéze
alkaloidu se mohou meéne casto podilet i dalSi aminokyseliny, jako je glycin, cystein,
methionin, kyselina asparagova a prolin. Pomerne mal4 skupina alkaloidu je tvorena
prijmem dusiku do polyketidového retezce (to je napr. pripad koniinu). Vzécna je téz
névaznost dusikatého heterocyklu naflavonoidni skelet (napr. lilalin)?°.

Z chemického hlediska rozliSujeme dve zakladni skupiny alkaloidu — akaloidy
heterocyklické a alkaloidy s exocyklickymi atomy dusiku. VyznamnejSi jsou pro nés
alkaloidy heterocyklické. Heterocyklické alkaloidy jsou prirodni dusikaté slouceniny,
obsahujici dusikovy heteroatom v cyklu. Na zéklade skeletu a biosyntetickych

prekurzoru lze heterocyklické alkaloidy rozdelit do nekolika skupin, ato:
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alkaloidy odvozené od ornitinu — pyrolidinové, tropanové a pyrolizidinové
akaloidy,

alkaloidy odvozené od lysinu — piperidinové a chinolizidinové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od kyseliny nikotinové — pyridinové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od fenylalaninu — tetrahydroisochinolinové a benzyltetre-
hydroisochinolinové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od tryptofanu — indolové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od kyseliny anthranilové — chinolinové a akridinové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od histidinu — imidazolové alkaloidy,

alkaloidy odvozené od kyseliny mevalonove — terpenoveé a steroidni alkaloidy,

derivéty xantinu — purinové alkaloidy .

3.1.1.  Alkaloidy odvozené od ornitinu
Pyrolidinové alkal oidy

Pyrolidinové alkaloidy jsou alkaloidy, obsahujici nasyceny peticlenny uhlikaty
cyklus s jednim dusikatym heteroatomem — tzv. pyrolidin. Vyskytuji se zejména
v rostlinach celedi vstavacovitych (Orchidaceae), rudodrevovitych (Erythroxylaceae)
alilkovitych (Solanaceae). Mezi zastupce pyrolidinovych alkaloidu patri napr. hygrin,

kuskohygrin, ruspolinon nebo tyloforin®°.

CH,
|
_,N,\7/\.\W/CH3
WA
hygrin
Tropanové alkaloidy

Tropanové akaloidy jsou typickymi alkaloidy rostlin celedi lilkovitych
(Solanaceae). Jsou vyznacné pritomnosti bicyklického tropanového skeletu, ktery je
tvoren nasycenym sedmiclennym uhlikatym kruhem, premostenym v poloze
1,4 dusikem, ktery na sobe jeSte nese methylovou skupinu. Ruzni zastupci skupiny

tropanovych alkaloidu se mezi sebou liSi jednak pritomnosti dalSich substituentu,
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zejména hydroxyskupin, karboxylovych skupin nebo epoxyskupin, jednak esterifikaci
techto skupin. Mezi alkaloidy, odvozené od tropinu, patri (-)-hyoscyamin, atropin,

skopolamin. Mezi alkaloidy, odvozené od pseudotropinu, radime kokain?°2*.

atropin

Obr.1: Atropa belladonna — rulik zlomocny (faf.cuni.cz/daidalea ©)*
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Pyrolizidinové alkal oidy

Zakladni heterocyklicky skelet pyrolizidinovych akaloidu je taktéz odvozen od
ornitinu. Pyrolizidinové alkaloidy byvaji vetSinou estery dikarboxylovych kyselin,
prikladem je senecionin, nachézejici se v nekterych rostlinach celedi hvezdnicovitych
(Asteraceae), zejména v rode starcek (Senecio). VetSina techto, tzv. necinovych

alkaloidu, ma hepatotoxické tcinky?°.

H,C /—L/O
“

e

senecionin

3.1.2. Alkaloidy odvozené od lysinu
Piperidinové alkaloidy

Od lysinu se podobne jako od ornitinu odvozuji heterocyklické alkaloidy, jegjichz
kruh je vSak Sesticlenny, nasyceny s jednim dusikem (piperidin). Jednoduché
piperidinové alkaloidy mohou byt také odvozeny od polyketidu, timto prikladem je
vysoce toxicky koniin, 2-propylpiperidin. Jednoduché piperidinové alkaloidy se
vyskytuji v bolehlavu plamatém (Conium maculatum) nebo v marhaniku (Punica)®?*.

SloZené piperidinové alkaloidy obsahuji krome heterocyklické dusikaté casti,
vzniklé z lysinu, jeste druhou cast, vytvorenou z kyseliny Sikimové. NejvyznamnejSimi
druhy, obsahujicimi tento druh alkaloidu, jsou rozchodnik (Sedum), lobelka (Lobelia) ci

peprovnik (Piper). Jde zejména o piperin, lobelin, isolobelin a chavicin®.

PR

L

N~ ™~ "CH
H

3

koniin
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Obr.2: Conium maculatum — bolehlav plamaty (faf.cuni.cz/daidalea ©)?*

Chinolizidinové alkaloidy

Chinolizidinové alkaloidy jsou tvorené bicyklickym heterocyklem chinolizidinem,
ktery je tvoren dvema Sesticlennymi cykly se spolecnou stranou, pricemzZ jeden ze
spolecnych uhlikatych atomu je nahrazen dusikem. Tyto alkaloidy jsou taktéZ odvozeny
od lysinu. Mezi chinolizidinové alkaloidy patri lupinin, dale strukturne sloZitejSi
spartein, jehoz odbourdvdnim vznikd cytisin. Chinolizidinové alkaloidy se
vyskytuji v rostlinach celedi bobovitych (Fabaceae), napr. rody vici bob (Lupinus) nebo

janovec (Sarothamnus scoparius)®.

lupinin
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3.1.3. Alkaloidy odvozené od fenylalaninu a tyrosinu
Derivéty fenylalkylaminu

NejdulezitejSimi alkaloidy této skupiny jsou derivaty fenethylaminu. Patri sem
efedrin, ktery se vyskytuje ve chvojnicich (Ephedra sp.). Do této skupiny latek radime
téz meskalin. Krome derivatu fenethylaminu jsou hojne zastoupeny i derivéty ostatnich
fenylalkylaminu. K takovym latké&m patri napr. alkaloid kapsaicin, podstata palivé chuti

papriky, taxin, hlavni toxin tisu, ci antibiotikum chloramfenikol®.

Obr.3: Ephedra distachya — chvojnik dvouklasy (faf.cuni.cz/daidalea ©)??
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Tetr ahydr oisochinolinové alkal oidy

Tyto alkaloidy obsahuji tetrahydroisochinolinovy kruh. Jednd se o akaloidy
kaktusu, napr. gigantin, anhalamin, anhalidin, pelotin a anhalonidin, které vznikaji
z derivétu fenethylaminu. DalSim zéastupcem je téZ hydrastinin, ktery spolu s kyselinou
opianovou vznika oxidacnim Stepenim alkaloidu hydrastinu, coz je alkaloid rostliny

Hydrastis canadiensi s°.

gigantin

Benzyltetr aisochinolinové alkal oidy

Do této skupiny patri akaloidy strukturne odvozené od 1-benzyltetrahydro-
isochinolinu. Muzeme je rozdelit na nekolik strukturnich typu: morfinovy, aporfinovy,
protopinovy, ftalidotetrahydroisochinolinovy, benzofenantridinovy, berberinovy
a bisbenzylisochinolinovy. Prvni ctyri skupiny tvori strukturni zéklad opiovych
alkaloidu. Berberinovy strukturni typ muZeme nalézt v drist dlu (Berberis sp.) a vodniho
moru (Hydrastis sp.). Benzofenantridinové akaloidy se nachazi ve vlastovicniku

(Chelidonium majus)°.

0
H3C"-~N TN ‘ s .0
/O /\\. ' N \‘)/
T
. Oﬂ‘\f’. Tl OH

chelidonin
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Obr.4: Chelidonium majus — vlastovicnik vetsi (faf.cuni.cz/daidalea ©)*

Amaryllidaceae alkal oidy

Tzv. amarylkovité alkaloidy, strukturne patri mezi isochinolinové alkaloidy. Pro
svoji biologickou hodnotu jsou tyto alkaloidy predmetem intenzivniho vyzkumu,
predevdim v ramci vlastni izolace, stanoveni biologické aktivity a jejich chemie®®.
Alkaloidy celedi Amaryllidaceae jsou dle literarnich zdroju rozdeleny podle své
chemické struktury do 18 typu, z nichz nejvyznamnesi jsou: krininovy,
galanthaminovy, lykorinovy a pankratistatinovy. DalSi typy jsou belladinovy,
galanthindolovy, homolykorinovy, galasinovy, montaninovy, kripowellinovy,
cheryllinovy, buflavinovy, plikaminovy, tazzetinovy, gracilinovy, augustaminovy,
gracilaminovy, hostatininovy?. Rostliny z celedi Amaryllidaceae jsou vyznamné tim,
Ze produkuji strukturne unikétni alkaloidy se Sirokou Skélou zajimavych fyziologickych
acinku — antivirové, protirakovinné, inhibicni vuci AChE, imunostimulacni

425
€

a antimalarické”. Alkaloidy se vyskytuji ngpr. v rodech Amaryllis, Galanthus, Nerine,

Zephyranthes, Leucojum, Lycoris, Narcissus, Crinum g.
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MeO.

Obr.5: Galanthus nivalis — snezenka podsneznik (faf.cuni.cz/daidalea ©)*

3.14. Alkaloidy odvozené od tryptofanu

Od tryptofanu odvozujeme tzv. indolové akaloidy. Patri sem latky s rozlicnou
chemickou strukturou. Na jegjich biogenezi se krome aminokyseliny Ucastni také
terpenické jednotky. Podle toho rozliSujeme jednoduché, sloZzené a dimerni indolové
alkaloidy. SloZzené indolové akaloidy muzeme jeSte podle poctu obsazenych
isoprenovych jednotek rozdelit na hemiterpenické a monoterpenické?.
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Jednoduchéindolové alkaloidy

Psilocin a psilocybin jsou hlavnimi alkaloidy lysohlavek (Psilocybe sp.), mohou se
v3ak vyskytovat i v jinych pribuznych, halucinogenne pusobicich houbach®.

Mezi jednoduché indolové alkaloidy radime alkaloid fysostigmin, nachézejici se
v semenech puchyrnatce jedovatého (Physostigma esera) z celedi bobovitych.?°.

Kondenzaci tryptaminu s aldehydem nebo ketokyselinou muzeme odvodit dalSi dve

skupiny alkaloidu, ato akaloidy typu tetrahydroharmanu a alkaloidy typu indoleinu®.

O\ o
R H.C
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N CH
| 3
CH

3

fysostigmin

Slozené monoter penickéindolové alkaloidy

Na tvorbe techto alkaloidu se krome tryptofanu Gcastni také monoterpenicky
prekurzor, odvozeny od sekologaninu. Skelet tohoto prekurzoru je identicky se skeletem
iridoidnich sloucenin®.

Podle monoterpenické slozky se tyto indolové akaloidy deli na johimbanoidy
(nazyvané také alkaloidy loganinového typu), iboganoidy a aspidospermanoidy. Nazvy
jsou odvozeny od nézvu rostlinnych druhu, ve kterych se alkaloidy techto struktur
vyskytuji®.

Mezi johimbanoidy patri alkaloidy gmalicin, tetrahydroalstonin, reserpin
ajohimbin. Alkaloidy strychnin a brucin patri taktéz mezi johimbanoidy, tj. alkaloidy
loganinového typu. K loganinovému typu patri také chininové alkaloidy, které muzeme
nalézt v chinovniku (Cinchona sp.). Jde zefména o chinin a jemu pribuzné akaloidy.
Syntéza chininu zahrnuje rozstepeni indolového kruhu, pricemz chinin ve vysledku

neobsahuje indolovou strukturu, ale chinolinovou strukturu®®.
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Alkaloidy voakangin, katarantin a ibogain patri k ibogainovému typu. Mezi
alkaloidy aspidosperminového typu patri vinkamin, coz je alkaloid barvinku mensiho

(Vinca minor)®.

0" "ome CH,

Obr. 6: Vinca minor — barvinek mensi (brcdl) (faf .cuni.cz/daidalea ©)*

Dimerni indolové alkaloidy

Stavebnimi jednotkami dimernich indolovych alkaloidu jsou alkaloid ibogainového
typu katarantin a alkaloid aspidosperminového typu vindolin. Prikladem takového
dimeru je alkaloid vinkaleukoblastin ci leukokrystin. Oba dva alkaloidy se pouZivaji pri
lécbe nekterych neoplastickych nemoci®.

Dalsi skupina dimernich indolovych alkaloidu se nachézi v kurare, ziskdvaného

z druhu rodu Strychnos. Typickym predstavitelem je alkaloid C-toxiferin®.
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C-toxiferin
Namelové alkaloidy

Néamelové alkaloidy patri mezi hemiterpenické indolové alkaloidy. Vyskytuji se
zejména v risi hub, napr. v palickovici nachové (Claviceps purpurea). V rostlinné risi
jsou vzécné, byly nalezeny pouze u nekterych rodu celedi svlaccovité®.

Néamelové akaloidy se rozdeluji do dvou skupin — prvni skupinu tvori kyselina
lysergova a jgji derivéty, druhou skupinou jsou tzv. klavinoveé alkaloidy. DulezitejSimi
jsou derivaty kyseliny lysergove. Stereocizomerem kyseliny lysergové je kyselina
isolysergova, jgjiz derivaty jsou nedcinné. Farmakologicky acinné derivaty kyseliny
lysergoveé jsou jednak jednoduché amidy kyseliny lysergove, napr. ergometrin, patri
sem vSak také synteticky diethylamid kyseliny lysergové, LSD. DalSimi dcinnymi
derivéty kyseliny lysergové jsou alkaloidy peptidového typu, kde je kyselina lysergova
vézana s tripeptidem. Do této skupiny patri napr. ergotamin®.

OH/F\

N

ergotamin
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3.15. Alkaloidy odvozené od histidinu

NejdulezitejSim alkaloidem, odvozenym od aminokyseliny histidinu je
imidazolovy alkaloid pilokarpin, vyskytujici se v listech mrstnoplodu malolistého

: /CH3
N
O//\\O/' \N/)

pilocarpin

(Pilocarpus mi crophyllos)®.

3.16. Alkaloidy odvozené od kyseliny asparagové, resp. kyseliny

nikotinové

Kyselina nikotinova byva casto v ucebnicich uvedena jako prekurzor pyridinovych
alkaloidu. Sama kys. nikotinova neni aminokyselina (AMK), ale vznikad kondenzaci
glycerol-3-fosfatu a AMK Kkys. asparagové.

Hlavnim zastupcem této skupiny je alkaloid nikotin, vyskytujici se v tabaku
(Nicotiana tabacum). Ricinin, alkaloid ze skocce (Ricinus communis), vznik& oxidaci
nikotinamidu. Alkaloidy arekolin, arekaidin, guvakolin aguvacin je mozné nalézt v
semenech palem (Arecaceae) a jsou odvozeny také od kyseliny nikotinové céstecnou

hydrogenaci, N-methylaci, pripadne esterifikaci®®.

S
- CH

N

3
nikotin
3.1.7.  Alkaloidy odvozené od kyseliny antranilove
Alkaloidy patrici do této skupiny obsahuji ve své strukture nejcasteji chinolinovy
nebo akridinovy skelet. Tyto latky jsou syntetizovany z antranilylkoenzymu A, ktery

kondenzuje s malonylkoenzymem A. Vznikla ketokyselina podléh& cyklizaci a vznika
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2,4-dihydroxychinolin, ktery reaguje s dimethylalyIdifosfatem (isoprenoidni sloucenina)
za vzniku 3-dimethylalyl-2,4-dihydroxychinolinu. Jeho hydroxylaci, methylaci

a cyklizaci vznikaji alkaloidy jako diktamin ci skimianin®®.
OMe

P
(L T

N~ O

diktamin
3.18. Terpenovéalkaloidy

Do skupiny terpenickych alkaloidu radime dusikaté béze, jejichz struktura je
odvozena od kyseliny mevalonové. Tyto alkaloidy rozdelujeme na hemiterpenové,
monoterpenoveé, seskviterpenové a diterpenové. Mezi hemiterpenové akaloidy patri
3-methylpyrolidin. Jeho derivat jatrofam muzeme nalézt napr. v lilii belavé (Lilia
candida). Monoterpenické alkaloidy s iridoidnim prekurzorem se nachazi v kozliku
lékarském (Valeriana officinalis) a jde napr. o aktinidin. Seskviterpenickou strukturu
maji alkaloidy lekninu (Nymphaea alba) a stuliku (Nuphar lutea), tedy nufaridin a jeho
derivaty®.

Diterpenické alkaloidy se vyskytuji v celedi pryskyrnikovitych a jsou strukturne
pribuzné diterpenu kaurenu. Jde napr. o alkaloidy akonitin, atisin, veatchin

H3va/\_ CH,
L
N

aktinidin

a lykoktonin®.
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Obr. 7: Valeriana officinalis — kozlik 1ékarsky (faf.cuni.cz/daidalea ©)*

3.1.9. Steroidni alkaloidy

Steroidni  alkaloidy jsou slouceniny, které obsahuji ve steroidnim skeletu
navazanou exocyklickou aminoskupinu nebo vlastni dusikaty heterocyklus. Podle
skeletu rozliSujeme alkaloidy typu pregnanu, cholestanu a C-nor-D-homocholestanu.
Alkaloidy pregnanového typu muzeme nalézt napr. v zimostrazu (Buxus) - cyklobuxin,
cyklobuxoviridin, buxtauin. Alkaloidy cholestanového typu se tvori zejména
v lilkovitych rostlinach. Jako priklad |ze uvést solanidin nebo tomatidin®4.

Alkaloidy C-nor-D-homocholestanového typu jsou charakteristické tim, ze C kruh
je peticlenny a D kruh je Sesticlenny, tedy opacne, nez je to u steroidu obvyklé.
MuZeme se s nimi setkat u nekterych zéstupcu celedi liliovitych. Jako priklad ndm

poslouzi alkaloid imperialin®.
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imperialin

3.1.10. Alkaloidy vznikajici transaminacnimi reakcemi

Jedné se o pseudoalkaloidy odvozené od acetdtoveho prekurzoru, kdy dusik je do
zakladni struktury zabudovan transaminacni reakci karbonylové slouceniny a zdroje
atomu dusiku (AMK).

Do této zvlastni skupiny patri alkaloidy bolehlavu plamatého (Conium maculatum).
Tyto alkaloidy nejsou odvozeny od aminokyselin, ale lze je zaradit spiSe
k acetogeninum. Pri syntéze se vychazi ze ctyr molekul kyseliny octové, ze kterych
vznika tetraketidicky retezec. Ten je redukovan, pricemz zaniknou dve ze ctyr
ketoskupin (druha a ctvrtd) a karboxylovéa skupina se redukuje na aldehydickou. Takto
vznika 5-oxooktanal. Ten podstupuje transaminaci s L-alaninem, jejiz vysledkem je
5-oxooktylamin, jehoz cyklizaci vznika 7-konicein (z dusiku vychazi nenasycena
vazba), jeho redukci vznikad koniin, hlavni alkaloid bolehlavu plamatého (Conium

maculatum), ktery ma ochrnujici tcinky a pachne mysinou?.



T
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koniin
3.1.11. Purinovéderivaty

Purinové derivaty jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin.
Patri sem totiz baze nukleovych kyselin, adenin a guanin. Nés zajimaji predevsim
methylované puriny, zejména kofein, teofylin a teobromin. Ty maji sice ve své
molekule ctyri dusikové atomy, ale nemaji zasadity charakter — netvori s kyselinami
soli. Proto se casto ani neradi mezi alkaloidy, pripadne se oznacuji jako
pseudoalkaloidy. V rostlinné risi se tyto latky vyskytuji velice casto, jegjich rozptyl je
tedy v tomto smyslu znacny®.

Kofein a ostatni purinové derivaty maji vyrazné stimulacni Ucinky a jsou

principem pusobeni kéavy ci caje®°.
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3.2. Charakteristika rodu Eschscholtzia

Rod Eschscholtza Cham. (Papaveraceae) zahrnuje velky pocet taxonu nejasné
systematické hodnoty. Fedde® uvadi 123 druhu, pricemZ prevéZna cést je v soucasné
dobe povaZzovéna za ,, microspecies”, nizsi systematické jednotky nebo jako synonyma.
Duke®” uvédi 13 platnych druhu. Taxonomicky je rod Eschscholtzia mimorédne obtizna
skupina, protoze druhy predstavuji velmi plastické a polytypické skupiny s velkym
poctem ekotypu a cytotypu (lisici se v jejich poctu chromozomu)?.

Fedde?® klasifikoval druhy do dvou césti, Eurycraspedonteae a Senocraspedontae.
Navzdory maému poctu druhu, alkaloidy, které byly v minulosti studovany, mohou byt
v rémci rodu Eschscholtz a rozdeleny do tri biochemicky ruznych skupin®.

Do prvni skupiny patri tri pribuzné druhy E. californica, E. glauca a E. douglasi,
vSe ze sekce Eurycraspedontae. Jsou charakteristické vyskytem alkaloidu pavinového
typu avysokym obsahem kvartérni alkaloidu®3*.

Do druhé skupiny radime druhy E. cf. oregana ze sekce Senocraspedontae, ktery
se vyznacuje vysokym obsahem kvartérnich benzylisochinolinovych alkaloidu, soucasti
je hlavni alkaloid papaverinového typu escholamin®>®,

Druhy E. lobii patri do treti skupiny, také z casti Stenocraspedontae, obsahujici
predevS§im protopinovy typ akaloidu a jsou charakteristické vyskytem protopinu,
skulerinu a korytuberinu. Na rozdil od predchozich dvou skupin druh E. lobii prakticky
neobsahuje kvartérni alkaloidy nebo alkaloidy pavinanového typu®.
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3.2.1.

Systematické zar azeni

Tab.|: Systematické zarazeni®

Rise Plantae Rostliny

Podrise Tracheobionta Cévnaté rostliny
Nadoddeleni Sper matophyta Semenné rostliny
Odddeni Magnoliophyta Krytosemenné

Trida Magnoliops da/Rosopsida Pravé dvoudelozné rostliny
R&d Ranunculales Pryskyrnikotvaré

Celed Papaveraceae Makovité

Rod Eschscholtzia Sluncovka

druh Eschscholz a androuxii Still

druh Eschscholz a caespitosa Benth.

druh Eschscholz a californica Cham.

druh Eschscholz a glyptosperma Greene

druh Eschscholz a hypecoides Benth.

druh Eschscholz a lemmonii Greene

druh Eschscholz a lobbii Greene

druh Eschscholzia minutiflora S. Wats.

druh Eschscholz a palmeri Rose

druh Eschscholz a papadtillii Still

druh Eschscholz a parishii Greene

druh Eschscholz a ramosa Greene

druh Eschscholz a rhombipetala Greene®’

E. californica Cham., E. douglasi (Hook. et Arn.) Walp. a E. glauca Greene jsou
Gzce souvisgjici
Eurycraspedontae Fedde. V posledni dobe jsou povazovany za ,microspecies® nebo
jako synonyma a jsou zarazeny do E. californica Cham. druhu sensu lato (diverzita
druhu). Nicmeéne, tyto tri zkoumané taxony zobrazuji urcité chemické rozdily pri

vzgemném porovnani, ato zeiména s ohledem na odlisné kvartérni alkaloidy, které lze

taxony, které Fedde zaradil

na uroven druhu do sekce

povaZovat za charakteristicky rys vdech uvedenych taxonu®.
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3.2.2. Botanicky popis

Rostliny rodu Eschscholtzia jsou jednoleté az vytrvalé byliny, 10-60 cm vysoké.
Lodyha je prima nebo vystoupava Listy jsou modrave-zelené, jemne rozptylené,
perenodilné, Ukrojky céarkovité. Kvety jsou jednotlivé, stopkaté, s asi 5-7 cm saténove
mekkymi plétky, které jsou ve tvaru malych koSicku a jsou dlouhotrvajici. Korunni
listky jsou ruznobarevné, nejcasteji oranZove Zluté, na bazi tmavsi. Semenajsou drobna,
cerna nebo tmave hnedé ukryta v 3-9cm tobolce, ktera je rozdelena do dvou césti®.
U nés kvete od cervna do rijna, v subtropickych oblastech uz od Unora. Druh je velmi
variabilni, rozliduji se dva poddruhy: subsp. californica a subsp. mexicana. U nas se

v poslednich letech zacina stéle casteji objevovat v zahradéach, kde se pestuje jako

39,40

dekorativni letnicka, vzécnei zplanuje

Obr. 8: Kresba Eschscholtz a californica®
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3.3. Obsahové latky taxonu Eschscholtzia

Hlavnimi sekundarnimi metabolity rodu Eschscholtza jsou isochinolinovée
alkaloidy**. Rozdeleni jednotlivych akaloidu v organech rostlin se znacne ligi*e.
Biogeneze alkaloidu se muZe liSit v zavislosti na ekologickych podminkach
a klimatologickych oblastech®**°.

Isochinolinové alkaloidy izolované z ruznych césti rostlin Ize rozdelit do nekolika
z&ladnich typu.

a) Pavinovy typ

Escholtzin je typickym prvkem nadzemnich céasti, v korenech se témer

nevyskytuje
Kalifornidin (také zvany N-methyleschscholtzinium hydroxid®!), je hlavnim

31,33

alkaloidem z nadzemnich casti. Jeho obsah v nadzemnich castech se znacne |isi (od
0,19 % do 0,23 % ze suchého rostlinného materidlu)®?. V korenech se vyskytuje pouze
jako sekundarni slozka®*“¢4’.

Karyachin byl izolovan z E. californica a také z Cryptocary chinenss Hemsl.

(Lauraceae)®®*°.

| sonorargemonin by! také popsan u dvou druhu rodu Argemone (Papaver aceae)>'>?

av Thalictrum revolutum (Ranunculaceae)®®.

Bisnorargemonin — E. californica, E. glauca, E. douglasii®*™.

Norargemonin®*° byl prokézan v rodu Eschscholtzia a také v nekterych druzich
Argemone® 8. Spolu s bisnorargemoninem by! izolovéan i v jiné rodine neZ makovité,

tj.v Thallictrum dasycarpum Fisch. et Lall (Ranunculaceae™).

Norargemonin
a bisnorargemonin jsou pritomny v nadzemnich castech jen v malém mnoZzstvi, zatimco
v korenech tvori hlavni slozku fenolové frakce®®.

O-Methylkaryachin také zvany eschscholtzidin.

O-Methylneokaryachin byl v nedavné dobe izolovan z E. douglasii a E. glauca.

Tento alkaloid neby! doposud z prirodniho zdroje ziskan®.
Neokaryachin byl izolovéan z E.glauca®.
N-Demethylkrychin — E. douglasii, E. glauca®.

Argemonin — E. glauca, E. californica®.
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Tab. I1: Prehled struktur pavinovych terciarnich alkaloidu

R5
R1-- ./k ~ R4
R2 L/L xfERs
H,C
Alkaloid R1 R2 R3 R4 RS
Escholtzin -OCH,0 -OCH,0 -OCH,0 -OCH,0 -H
Karyachin -OH -OCHs -OCH,0 -OCH,0 -H
Isonorargemonin | -OH -OCHjs -OCHjs -OCHjs -H
Norargemonin -OCHjs -OH -OCHjs -OCHjs -H
Bisnorargemonin | -OCHj -OH -OH -OCHjs -H

SR

Kvarterni alkaloid kalifornidin

b) Protopinovy typ

Alkaloidy allokryptopin a protopin jsou dominantni slozkou terciarnich

nefenolickych bézi (pritomné v priblizne stejné vysi, tj. kazdy asi 0,02 az 0,03 %). Oba
alkaloidy se vyskytuji jak v nadzemni, tak v korenové césti®’.
Dasim protopinovym akaloidem je hunnemanin, ktery vykazuje vyznamnou

antimykotickou aktivitu®®.
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Tab.l11: Struktura protopinovych alkaloidu

~ I “._-R1

~ & TTR2
Alkaloid R1 R2
Allokryptopin -OCHjs -OCHjs
Hunnemanin -OH -OCH;
Protopin -OCH,0

c) Aporphinovy typ

Mezi aporphinové alkaloidy radime N-methylaurotetanin (=lauroscholtzin®®),

korydin, isokorydin®® a korytuberin, Daldim izolovanym alkaloidem byl esholin

(magnoflorin chloristan

34).

Tab. 1V Strukturaterciarnich aporfinovych alkaloidu

47

Alkaloid R1 R2 R3 R4 RS
Lauroscholtzin -OCHj; -OCHj; -H -OCHj; -OH
Korydin -OCHjs -OH -OCHj3 -OCHjs -H
Isokorydin -OCHjs -OCHjs -OH -OCHjs -H
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Kvarterni alkaloid esholin

d) Benzofenanthridinovy typ:

Izolovanéd smes kvarternich benzofenantridinu se skladala ze sanguinarinu

achelerytrinu, doprovézena chelirubinem, chelilutinem a macarpinem. VSechny tyto

30,31,63

alkaloidy byly jiz drive z uvedenych druhu izolovany

Benzofenantridinové alkaloidy, zejména sanguinarin a chelerythrin, jsou zajimavé
pro své lécebné ucinky. Mimo jiné se diky antibakterialnimu tcinku pouzivaji v zubnim
|ékarstvi®*®°. Nedévno bylo u sanguinarinu prokazéno, Ze by mohl byt slibnym Iékem

6669 vyplyva to z jeho schopnosti inhibovat proteinkindzu C, takté?

rakoviny
chelerytrin nabizi potencidl jako protinadorovy alkaloid”®™.
Déle mezi benzofenantridinové alkaloidy izolované z rodu Eschscholtzia, muzeme

zaradit norsanguinarin, ktery se vyznacuje vyznamnou antifungélni aktivitou’?,

Tab.V: Struktura benzofenantridinovych alkaloidu

Alkaloid R1 R2 R3 R4
Sanguinarin -H -H -OCH,0O

Chelerytrin -H -H -OCH; -OCH;
Chelirubin -H -OCHjs -OCH,0

Chelilutin -H -OCHjs -OCHjs -OCHj;
Macarpin -OCHjs -OCHjs -OCH,0O
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Norsanguinarin

€) Protoberberinovy typ

Alkaloid escholidin byl krome rodu Eschscholtza izolovan také z nadzemni casti

Hunnemannia fumariaefolia®?.

a-Canadin methohydroxid byl izolovany jako prirozene se vyskytujici alkaloid

zdruhu Zanthoxylum brachyacanthum F. Muell. (Rutaceae)”® a pozdeji byl nalezen
i v nekolika jinych rostlinach, ale jeho vyskyt v celedi Papaveraceae dosud nebyl
znam*?.

Déle ve frakci kvartérnich protoberberinu ze tri druhu Escholtzia (E. californica,

E. glauca, E. douglasi) bylo pritomno zanedbatelné mnoZstvi koptisinu, berberinu,
42 .61

skulerinu arovnez byly prokézany stopy korysaminu

Tab.VI: Struktura protoberberinovych alkaloidu

R3
Alkaloid R1 R2 R3
Koptisin -H -OCH,0O
Berberin -H -OCHjs -OCHjs
Korysamin -CH; -OCH,0O
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Alkaloid R1 R2
Escholidin -CH; -H
a -Canadin methohydroxid | -CH; -CH;
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f) Benzylisochinolinové alkaloidy

Escholamin se v rodu Escholtzia vyskytuje pouze v zanedbatelném mnoZstvi®®™,

Déle byly izolovany kvarterni alkaloidy escholamidin jodid a escholinin a tercialni

alkaloidy retikulin a norretikulin®®®*,

Tab. VII: Struktura benzylisochinolinovych alkaloidu
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Alkaloid R1 R2

Escholamin -CH,

Escholamidin jodid -CH3 -H

Eschscholtzia californica Cham.

Eschscholtza californica roste v zapadnich statech USA (od kalifornského pobrezi
po z&padni Texas) a v severozépadnim Mexiku. Do Evropy byla privezena zacatkem
19. stoleti jako okrasna rostlina. Roste na suchych stranich a skalach, casto také
v poustnich oblastech, v pasmu od pobreZi aZ do vysky 2 000 m n. m*®”. Je zndma pro
své hypnotické a analgetické tcinky”®"”". V lidovém lécitelstvi se pouZivala nadzemni
cast rostliny jako anodynum, diaforetikum,  diuretikum,  afrodiziakum
a spasmolytikum’®. Dodnes se v Americe i v Evrope pouZivajako mirné sedativum”.

E. californica je negvyznamnegSim a nejvice prostudovanym druhem zrodu
Eschscholtza. Mezi dominantni akaloidy v nadzemni césti patri escholtzin
akalifornidin. Dominantni slozkou terciarnich nefenolickych bazi jsou alkaloidy
allokryptopin a protopin. Dale byly izolovany pavinanové alkaloidy isonorargemonin,
karyachin, norargemonin, bisnorargemonin a aporfinové alkaloidy
N-methyllaurotetanin, korydin, isokorydin, korytuberin a esholin®’®*. Esholin byl ziskéan
z korene, kde je jednim z hlavnich alkaloidu kvartérni frakce. Na rozdil od tohoto
zjisteni se esholin vyskytuje v nadzemnich castech E. californica pouze ve stopach.
Z korenu byla izolovéna také kvarterni baze a to alkaloid escholidin®’. Ve smesi byly
pritomny kvarterni benzophenanthridiny: sanguinarin, chelerytrin, chelirubin, chelilutin
a makarpin. Ve stopovém mnozstvi byly identifikovany alkaloidy O-methylkaryachin,
a-canadin methohydroxid, escholinin, escholamin, escholamidin jodid, koptisin,
berberin a korysamin?®-36174,

Ddle se podarilo ziskat alkaloidy (+) a(-) cheilantifolin, hunnemanin
a norsanguinarin. Cheilanthifolin byl izolovan ve forme amorfniho prasku, hunnemanin
jako bezbarvé jehly a norsanguinarin jako Zluty krystalicky préSek’®. Ziskané latky byly
plne charakterizovany komplexni spektralni analyzou a primym srovnanim
sautentickymi  vzorky®®.  Protopinovy  alkaloid  hunnemanin byl  spolu

s norsanguinarinem (benzofenantridinovy alkaloid), testovan na antimykotickou aktivitu
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proti houbam Alternaria melongenae, A. brassicola, A. brassicae, Curvularia lunata,
C. maculans, Helminthosporium pennisetti, H. oryzae, H. turcicum, Fusarium undum
a F. lini. Hunnemanin 100% inhiboval sporulaci A. brassicae, H. pennisetti a F. lini
v koncentraci 1000 ppm, zatimco norsanguinarin vystavoval 100% inhibici
k A. brassicicola a C. maculans, také v koncentraci 1000 ppm’2. Syntetické fungicidy
jsou aspesne pouzivany pro kontrolu ruznych plisnovych onemocneni rostlin.
Bezohledné a opakujici se pouzivani techto syntetickych latek muze vyvolat
u nekterych hub rezistenci. Zbytkova toxicita techto latek ma za nasledek ohrozZeni
lidského zdravi a vyzaduje opatrnost pri jejich pouzivani. Diky temto nebezpecnym
Gcinkum se hledgji ekologicky bezpecnejSi aternativni metody pro kontrolu nemoci
rostlin. Vyuzivani biodegradabilnich fytochemikalii, zefména z lécivych rostlin, které
nemgji tolik rezidudlni Gcinek a nevedou k navozeni rezistence mikroorganismu, je dalsi
aspekt, ktery nabyva na duleitosti’>%#,

Pro velky zdem o alkaloidy z rodu Eschscholtzia byla provedena izolace ze semen
E. californica. Po extrakci methanolem byly z nefenolické frakce izolovany protopin
aalokryptopin a zfenolické frakce lauroscholtzin  (N-methyllaurotetanin).
Z chloroformové frakce v roztoku kyseliny chlorovodikové se izolaci éterem ziskal
alkaloid escholtzin. Z matecného louhu predchazejici frakce se podarilo vykrystalizovat
O-methylkaryachin®”®,

Dalsi potencidne aktivni latky pritomné v E. californica jsou flavonoidy®.
Flavonoidni glykosidy rutin, kvercitrin a isoflavony 2-methoxyformononetin,
7-methoxy-2",4"-dihydroxyisoflavon byly z tohoto druhu izolovany jiz drive®*®’.
Podrobnej& prehled je moZné nalézt v mé diplomové préci z roku 2011°8,

Alkaloidy escholtzin, protopin, allokryptopin, skulerin, N-methyllaurotetanin byly
podrobeny studii inhibicni aktivity vuci humanni erytrocytarni AChE a sérové BuChE.
Namerené hodnoty byly vyrazne vysSi, nezli hodnoty 1Cs, standardu (galanthaminu,
eserinu). Na zaklade ziskanych hodnot ICs; nelze povazovat izolované latky za
potencidlne vyuZitelné v terapii Alzheimerovy nemoci®®®.

Escholtzin, neokaryachin, karyachin, O-methylkaryachin, skulerin, salutaridin,
retikulin, N-methyllaurotetanin, protopin, allokryptopin byly také podrobeny
antioxidacni studii, za vyuziti DPPH testu. Vysledky mereni jsou shrnuty v tabulce V1I1.
Stanovené hodnoty ECs byly porovnany se standardy kvercetinem (ECso = 25,3uM)
atroloxem (ECso = 27,8uM). Zajimava antioxidacni aktivita byla namerena u skulerinu,

salutaridinu a neokaryachinu. Ostatni alkaloidy se jevi spie jako neaktivni®.
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Tab. VIII: Antioxidacni aktivita alkaloidu (hodnoty ECs)

Neokaryachin 252 uM
Karyachin 951 uM
Escholtzin neaktivni
O-Methylkaryachin neaktivni
Skulerin 102 uM
Salutaridin 228 uM
Retikulin 946 uM
N-Methyllaurotetanin 1827 uM
Protopin neaktivni
Allokryptopin neaktivni

Eschscholzia lobbii Greene

Alkaloidy E. lobii, ze sekce Senocraspedontae byly zkoumany pred nekolika
lety®°. Protopin byl ziskéan jako hlavni alkaloid spolu s malym mnoZstvim sanguinarinu,
koptisinu a berberinu®®. Pro dal&i studii bylo pouZito vet§iho mnoZstvi rostlinného
materialu, aby mohly byt izolovany a identifikovany alkaloidy vyskytujici se
v minoritnich koncentracich. Po protopinu bylo z matecného louhu izolovano malé
mnozstvi allokryptopinu a ve frakci kvarterni benzofenanthridiny byla dokazana
pritomnost chelirubinu, chelerythinu, macarpinu a sanguinarinu. Ve frakci
hydrochloridu, které jsou extrahovatelné chloroformem bylo nalezeno malé mnozstvi
korydinu. Hlavni slozkou fenolickych frakci byl skulerin, vedle dalSich
neidentifikovanych bazi. Z frakce kvartérni protoberberiny byl izolovan koptisin
av matecném louhu bylo zaznamenano malé mnozstvi berberinu a korysaminu. Déle
byl ziskan korytuberin a to extrakci v chloroformu z jeho hydriodidu®. Kvartérni

akaloidy byly zjigteny ve stopovych mnoZstvich®.
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Eschscholtzia glauca Greene

Doposud byly z E. glauca izolovany nasledujici alkaloidy: kalifornidin, escholtzin,
allokryptopin, protopin, escholinin, escholidin, isonorargemonin, karyachin,
norargemonin, bisnorargemonin, korydin, isokorydin, korytuberin,
N-methyllaurotetanin, a-canadin methohydroxid, sanguinarin, chelerytrin, chelirubin,
chelilutin, makarpin, koptisin, berberin, korysamin, magnoflorin jodid, escholamidin

jodid, escholamin®:324261.74.

Dalsim izolovanym alkaloidem z nadzemni césti E. glauca byl esholin®%.
Zajimavé je, ze jeho pritomnost nebyla zjistena v korenech této rostliny, i kdyz
v korenech E. californica a E. douglasi je esholin jednim z dominantnich alkaloidu
kvartérni frakce. Ultrafialové spektrum esholinu je ponekud podobné hydrochloridu
papaverinu azejména methiodidu papaverinu a escholamin jodidu®. Navzdory této
podobnosti neni esholin papaverinového typu (jak navrhuje Gertig'’), ale diky jeho
optické aktivite a neschopnosti byt redukovan, esholin predstavuje aporfinovy derivat®.

Z E. glauca byl izolovdnh novy pavinovy alkaloid, pojmenovany

O-methylneokaryachin®.

Eschscholtzia douglasii (Hook. et Arn.)

Dalsi zajimavou rostlinou tohoto rodu je E. douglasi u niz byly identifikovany tyto
alkaloidy: kalifornidin, escholtzin, allokryptopin, protopin, isonorargemonin, karyachin,
norargemonin, bisnorargemonin, N-methyllaurotetanin, a-canadin methohydroxid,

esholin®’, escholinin®, escholidin, escholamin®®"

, sanguinarin, chelerytrin, chelirubin,
chelilutin, makarpin, korytuberin, koptisin, berberin*?, korysamin®*, escholamidin jodid.
Korydin a isokorydin byly izolovany z nadzemni césti druhu E. douglasii poprvé.
Z E.douglasi byl také izolovan kvarterni akaloid N-methylkaryachininium jodid.

Tento alkaloid byl nalezen zatim jen v Cryptocarya chinensis Hems!. (Lauraceae)®*.

Eschscholtzia oregana Greene

ZE. oregana byly doposud izolovany akaloidy escholamin, kalifornidin,
escholamidin, korydin, skulerin, (-)-a-stylopin methohydroxid. U stylopin

methohydroxidu byly popsany dve diasterecizomerni formy a- a [-stylopin
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methohydroxid. a- forma byla také nalezena v E. californica Cham., Argemone
ochroleuca Sweet, a A. Platyceras Link et Otto. Ve stopovém mnoZstvi byly ziskany

dva zatim neznamé alkaloidy*.

Enzym (S)-norlaudanosolin syntdza z Eschscholtzia tenuifolia

Z Eschscholtzia tenuifolia byl izolovan enzym (S)-norlaudanosolin syntaza, ktera
katalyzuje syntézu (S)-norlaudanosolinu z dopaminu a 3,4-dihydroxyphenyl-
acetaldehydu. Tento enzym je zodpovedny za syntézu (S)-norlaudanosolinu, coz je
klicovy intermediét v tvorbe isochinolinovych alkaloidu v rostlinném kréalovstvi®*.

(S)-norlaudanosolin syntaza byla izolovana z extraktu Eschscholtzia tenuifolia
Z bunecné suspenze extrakci zmrazeného bunecného préasku s fosfatovym pufrem. Byla
cistena priblizne 40-krat. Zdanliva molekulova hmotnost enzymu je 15 500 Daltonu.
Ph optimum je 7,8, teplotni optimum 40°C, zjevné Km hodnoty pro dopamin
adihydroxyfenylacetaldehyd jsou 1,5 mm a 0,7 mm, respektive syntdza vykazuje
vysokou substratovou specifitu v tom, Ze jsou transformovany pouze fenylacetaldehydy,
ae ne fenylpyruvéty. Cisteny enzym neprokdzal zadnou zjevnou zavislost na
kofaktorech. Prostrednictvim izoelektrické fokusace a gelové elektroforézy byl ziskan
dukaz o existenci ctyr izoenzymu norlaudanosolin syntézy, z nichz Zzadny nekatalyzuje
reakci s 3,4-dopamin dihydroxyfenylpyruvatem®.

Tyto 4 formy norlaudanosolin syntazy lze jasne rozliSit behem chromatografie na
sloupcich hydroxyapatitu®.

Syntéza se vyskytuje v mnoha bunecnych kulturéach Papaveraceae, Berberidaceae,
a Ranunculaceae®™. Déle byla také zjistena v rade ruznych rostlin stejnych rodin, které
byly testovany na vyskyt tohoto enzymu, mezi nimi Papaver somniferum. Avsak
i vpripade P. somniferum byla nalezena pouze aktivita s fenylacetaldehydy a ne
fenylpyruvaty. Jak jiz bylo uvedeno, enzymova aktivita zcela chybi v druzich, které
neobsahuji isochinolinové alkaloidy, jako je Nicotiana, Catharanthus, nebo Daucus. Je
prokézano, Ze tento enzym je pritomen a pracuje pouze v urcitych rostlinidch

obsahujicich benzylisochinolinové jadro®.
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3.4. Alzheimerova choroba

Podrobny popis této nemoci, spolecne s moznostmi terapie a hledanim novych
potencionalnich latek vyuzitelnych v terapii je mozné nalézt v mé diplomové préci
zroku 2011 vypracované na stejném pracovidti pod vedenim stejného Skolitele®.
Z tohoto duvodu se na tomto miste zminim pouze o vyznamu a potencionanim vyuziti
prolyloligopeptidazy v terapii Alzheimerovy nemoci vzhledem ke skutecnosti, Zze mnou

izolované latky byly také testovany na inhibici tohoto enzymu.

I nhibice propyloligopeptidazy

Zajimavym terapeutickym cilem a pomocnou lécbou u pacientu s AD by mohla
byt inhibice propyloligopeptidazy (POP). POP je cytosolova serinova peptidaza, ktera
Stepi malé peptidy obsahujici aminokyselinu prolin. Stepeni probiha na karboxy-konci
prolinovych zbytku. Substraty tohoto enzymu jsou napriklad substance P, vazopresin
athyrotropin uvolnujici hormony, které jsou zapojeny do procesu uceni a pameti®®®’.
Tyto neuropeptidy jsou znamy jako dulezité modulétory kognitivnich funkci a jejich
degradace prostrednictvim POP muze urychlovat proces starnuti a pripadne hrat roli pri
neurodegenerativnich onemocnenich®. V poslednich letech inhibice POP pritahuje
pozornost pri lécbe schizofrenie, bipolarni afektivni poruchy, ci kognitivnich poruch.
Prave ty se vyskytuji u pacientu trpicich AD. Nekteré inhibitory POP se ukézaly

£99,100

efektivnimi lécivy demenci , a tudiz by inhibice POP mohla byt vyuZita jako

podpurnalécbayv terapii AD.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. VSeobecné postupy

4.11. Destilacea odparovani

Rozpou&edla byla pred pouzitim destilovana; nejprve byl zachycen predek (asi
5%; vetSinou svodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 %
rozpoustedla. Rozpoustedla byla uchovavana v hnedych nadobéach.

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadeno na vakuové odparce Buchi
Rotavapor R 114 vybavené vodni 1&zni Buchi Waterpath B-480 pri 40 °C za snizeného
tlaku.

4.1.2. Chromatografie

4.1.2.1. Tenkovrstvachromatografie
Chromatografie na tenké vrstve byla pouZita v systému N (normdnich) komor.
Komory byly pouzZity nasycené mobilni fézi. V pripade uZiti malych komor
(valcovych), prumer 10 cm, trvalo syceni asi 30 minut. U klasickych komor (18x18 cm)
pak asi hodinu. Chromatografie byla provadena vzestupne.
4.1.2.2.  Sloupcova chromatografie
Sloupcova chromatografie byla provadena systémem stupnovité eluce na silikagelu
FLUKA, 0,063 - 0,2 mm, desaktivovaném 10 % vody. Sloupec byl plnen obvyklym

zpusobem - nalitim suspenze adsorbentu do rozpoustedla. Vzorek byl po vysuSeni

v exsikdtoru nanesen narozteru s malym mnozstvim silikagelu.

4.2. M ateriél a vybaveni

421. Rozpoustedlaachemikélieproizolaci alkaloidu v cisté forme

Rozpoustedla:
Benzin, p.a., PENTA
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Cyklohexan, p.a.,, PENTA, (cHx)

Diethylamin p.a., Lachner, (Et,NH)

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a., (EtOH)
n-hexan, p.a.,, PENTA (nHXx)

Chloroform, p.a.,, PENTA, (CHCIy)

Methanol, p.a.,, PENTA (MeOH)

Toluen, p.a.,, PENTA, (To)

Chemikalie:
Dusicnan bismutity zasadity, p.a., (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)
Jodid draselny, p.a., PENTA

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

V8echna vodna rozpoustedla a roztoky kyselin a bazi jsou uvadeny v hmotnostnich

procentech (m/m).

42.2. Detekcni cinidla

D 1: Dragendorffovo cinidlo modifikované podle Muniera*®*

- pro akaloidy adalSi slouceniny obsahujici dusik.

- roztok A: se pripravi rozpustenim 1,7 g zésaditého dusicnanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody.

- roztok B: se pripravi rozpustenim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody

- zasobni roztok: se pripravi smisenim roztoku A a B v pomeru 1:1. Muze byt uloZzen
nekolik mesicu v lednici.

- cinidlo pro analyzu: se pripravi tak, ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpustené

v 50 ml vody prida 5 ml zasobniho roztoku.

4.2.3. Chromatografické adsor benty

A 1:Kieselgel 60 Fzs4, (Merck), 5x10 cm.

Hlinikovéa deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel
60 Fs4, tloust kavrstvy 0,2 mm
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A 2: Oxid hlinity neutralni, 0,1 - 0,2 mm (40/250 - hrubsi) desaktivovany 5 % H,O

A 3: Silikagel FLUKA, 0,063 - 0,2 mm

Komercni adsorbent, zrnitosti 0,063 - 0,2 mm, se na suchém sloupci promyje
nejprve chloroformem poté destilovanym ethanolem. Po vyjmuti ze sloupce se
vycisteny adsorbent susi nekolik dni na bezpraSném miste. Po vytekani rozpoustedel se
aktivuje natenké vrstve (do 2 cm vy3ky) 4 hodiny pri 160 °C. Po zchladnuti na80 °C se
adjustuje do dobre uzaviratelnych lahvi.

Tento plne aktivni adsorbent se desaktivuje pridavkem 10 % vody (ekvilibrace

1 hodinu pri rotaci).

4.24. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatogr afii

S1:cHx+Et;NH 95:5

S2:cHx+Et;NH 9:1

S3: To+CHCI3+EtOH+Et,NH 77:20:3:3
S4: To+CHCI;+EtOH+Et,NH 75:20:5:3
S5: To+CHCI3+EtOH+Et,NH 70:20:10:3

425. Chemikalie a materidl pro stanoveni inhibicni aktivity

alkaloidu vuci erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Chemikalie:

10 mM acetyIthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

10 mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

Dihydrat dihydrogenfosforecnanu sodného, p.a. (Lachema)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich)

5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoovéa kyselina, = 98% (Sigma-Aldrich)

Dodekahydrét hydrogenfosfrecnanu disodného, p.a. (Lachema)

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4

Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai“an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
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Material:

Jako zdroj acetylcholinesterdzy byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytu:

- plna krev byla odstredena po dobu 15 minut pri 10000 otédcek za minutu, ziskana
erytrocytarni masa byla 3 x promyta 0,1 M fosfdovym pufrem, pH 7,4 aby byly
odstraneny zbytky plazmy; 10% (v/v) hemolyzét byl pripraven ve vode.

Zdrojem butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Jednorézové semimikro-polystyrenové kyvety 1,5 ml PLASTIBRAND®-

426. Chemikdliea materidl ke stanoveni antioxidacni aktivity

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

Trolox

42.7. Chemikalie a materidl pro stanoveni inhibicni aktivity
alkaloidu vuci POP

Solny fosfétovy pufr (SEP):
- pri priprave pufru bylo navazeno toto mnozstvi bezvodych soli: 8 g NaCl, 0,2 g KClI,
1,44 g Na;HPO,, 0,24 g KHPO, do 1 | k&dinky. Poté bylo pridano 950 ml H,O

azmereno pH roztoku, které bylo 7,4. Roztok byl preveden do 1 | odmerné banky

a doplnen vodou po rysku.

Roztok propyloligopeptidéza (POP)

- obsah lahvicky komercne dostupného preparatu enzymu ma vyrobcem deklarovanou
aktivitu =200 U (1 U enzymu dle specifikace premeni 1,0 pM/min. substratu
Ala-Pro-aminomethylkumarinu pri pH 7,4 a teplote 25 °C). Enzym byl v lahvicce
nareden 100 pl SFP sobsahem 0,1 % albuminu. Albumin se pridal kvuli stabilizaci
enzymu. Objem byl postupne doplnen za promichavani az do celkového objemu 1 ml.
Nespotrebovany enzym se z duvodu nizké stability uchovéval pri -70 °C. Pri pouziti
zamrazeného enzymu se vzdy provedla kontrola aktivity a pred vlastnim merenim se

upravil objem s pomoci vySe uvedeného pufru pro dosazeni poZzadované aktivity.

46



Substrat 5 mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilid

- roztok substratu se pripravil navazenim 0,952 mg Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu
arozpustenim v2 ml l4-dioxanu. Vzdy bylo nutné zmerit absorbanci roztoku
(1,4-dioxan zvysSuje absorbanci) a porovnat ji skontrolnim vzorkem. Roztok se vzdy

pripravil cerstvy.

428. Pristroje pouzité pri stanovovani biologickych vlastnosti

izolovanych latek

Centrifugatyp MPW-340 (M echanika precyzyjna, VarSava, Polsko)

pH metr ? 72 METER (Beckmann, USA)

Spektrofotometr UV-1601 CE SHIMADZU

FIA lab 3000 analyser (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)

USB 2000-UV/V IS spektrofotometr se zdrojem svetla LS-1 (Ocean Optics, USA)
CMA-Z prutokova cela (1- cm délka)

Vahy Mettler Toledo AB204-S (Mettler Toledo)

Ultrazvukova lazen Sonorexdigital 10P (BandelinElectronic)

Trepacka mikrodesticek BIOSAN OS-10 (Biotech a.s.)

SuSarnaVenticell 55 (BMT a.s.)

Vertex LABdancer IP 40 (IKA as.)

Analyzator automaticky mikrodestickovy reader EL800 (Biotek Instruments, INC.)

4.3. Postup extrakce alkaloidu z Eschscholtzia californica
Cham.

43.1. Priprava extraktu ajeho cisteni

Priprava extraktu a jeho cisteni nebylo soucasti této rigorézni préce. Byla
provedena Jakubem Dolezalem a jeji podrobny popis je uveden v jeho diplomové
préci'®.

V ramci mé diplomové a rigorézni prace byl zpracovan vytrepek nefenolickych

alkaloidu z chloridu rozpustnych v chloroformu.
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Obr. 9: E. californica nat , vytrepek A (popisviz Tab. IX)
(Pozn.: Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (drdha 8,5 cm),

CsHsCH3+CHCI3+EtOH+Et,NH = 70:20:10:3; komora nasycend, vyvijeni 1x,

detekce D1)™.

Tab. IX: Popis k obrézku c. 9*°

Sloupec| Typ soli alkaloidu

1 chloridy nerozpustné v chloroformu, nefenolické

2 krystaly (0/005) z chloridu nerozpustnych v chloroformu, nefenolickych
3 chloridy nerozpustné v chloroformu, fenolické

4 chloridy rozpustné v chloroformu, nefenolické

5 chloridy rozpustné v chloroformu, fenolické

V mé diplomové préaci byla zpracovana spojena frakce 30-34 a z ni byl izolovan
alkaloid escholtzin®®,

Pro rigordézni préci byla vybréana frakce 36 a spojeneé frakce 39 - 45. Ostatni frakce

byly uloZeny pod inertni atmosférou k pripadnému dalSimu zpracovani.
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Obr. 10: E. californica nat, Nefenolické alkaloidy z chloridu rozpustnych
v chloroformu (popisviz Tab. X)
(Pozn.: Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm),
CeHsCH3+CHCI3+EtOH+Et,NH = 77:20:3:3; komora nasycena, vyvijeni 3x,
detekce D1).
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Tab. X: Vysledky sloupcové chromatografie matecného louhu

Spoj. fr. | Frakce | Elucni systém Popis Hmotnost

1-24 CHCl;
1-28 Nepouzito 0,00 g
25-28 | CHCI; + 2% EtOH

29 29 CHCIl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskdzni 0,149
30-34 30-34 | CHCI; +3%EtOH | Zluty, velmi viskozni | 5,829

35 35 CHCl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskozni | 2,729
36 36 CHCl5 + 3 % EtOH it’gs't‘;smi viskozni, | 4 574
37 37 CHCl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskdzni 0,299
38 38 CHCl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskozni | 0,17 g
39 39 CHCIl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskdzni 0,109
40 40 CHCl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskdzni 0,03 ¢

41-45 41-45 CHCl; + 3% EtOH | Zluty, velmi viskozni 0,079

4.3.2. Zpracovani frakce 36

1,37 g zluté viskozni smesi bylo rozpusteno v chloroformu. Po pridani hexanu se
vysrazely krystaly, které ale nereagovaly s Dragendorfovym cinidlem. S nejvetSi
pravdepodobnosti se nejednalo o alkaloidy. Krystaly byly odfiltrovany a zbytek frakce
byl zahuSten za vzniku peny o hmotnosti 0,77 g. Pro rozdeleni alkaloidu byla vybrana
sloupcova chromatografie. Frakce byla rozpustena v chloroformu a chromatografovana
na sloupci s adsorbentem A2. Frakce, které obsahovaly shodné alkaloidy byly na
z&klade tenkovrstvé chromatografie spojeny. Vysledky chromatografie jsou shrnuty
v nésledujici tabulce (Tab. XI1).

Izolované léatky byly podrobeny spektroskopickym studiim (IR, MS, NMR) za
Gcelem stanoveni jejich struktury. Déle byl proveden screening biologickych vlastnosti

a stanovena specificka opticka otacivost [a]*%p.
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Tab. X1: Vysledky sloupcové chromatografie frakce 36

Hmotnost | Hmotnost , ; )

vzorku (g) | adsorbentu (g) Elucni system Odparek Oznacen

0,77 254 Benzin + Chloroform | 0,1566 g ZH?2
0,450 ¢ Fr.36

(pozn. ZH2 je cisty O-methylkaryachin, Fr.36 smes escholtzin + O-methylkaryachin)

4.3.3. Zpracovani spojenych frakci 39-45

K ziskani cistych alkaloidu byla vyuzita preparativni tenkovrstva chromatografie za
pouZziti mobilni faze S1.

Frakce byla rozpustena v 10 ml chloroformu a po 1 ml nanesena na desky Silufol,
které byly precistené ethanolem. Desky byly vyvinuty celkem petkrat. Na zaklade UV
detekce byly oznaceny tri zony, které obsahovaly akaloidy. Jednotlivé zony byly
izolovany spolecne s adsorbentem z chromatografickych desek. Adsorbent byl promyt
chloroformem a zahusteny filtrd byl poté filtrovan pres 2cm vrstvu Al,Os
neutralizovanym 6 % vody. Byly ziskany tri podfrakce oznacené jako ZH3 (78,8 mg),
ZH34 (2,1 mg), ZH3p (19,8 mg).

Izolované latky byly podrobeny spektroskopickym studiim za Ucelem jgjich

identifikace.
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ZH 3+

ZH3

ZH 3o

Obr. 11: Preparativni TLC frakci 39-45 (Pozn.: Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm
(dréha 8,5 cm), cHx+Et;NH = 95:5; komora nasycena, vyvijeni 5x, detekce D1).

4.4. Urceni struktury izolované latky

44.1. Mereni hmotnostniho spektra

Identifikace alkaloidu zrostliny Eschscholtzia californica byla provedena na
pristroji Agilent 7890 GC/MSD 5975 v rezimu ElI 70 eV. Byla pouZzita kolona typu
DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies, USA). Teplotni rezim byl
100-180°C s narustem 15°C/min, 1 min na 180°C, 180-300°C pri 5°C/min a po dobu
5min na 300°C, Skéla detekce m/z 40-600. Teplota pri naneseni byla 280°C. Prutok
nosného plynu (helium) byl 0,8 mi/min.

4.42. Mereni NMR spektra

Spektra byla merena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci

499,9 MHz pro *H a 125,7 MHz pro *C jadra. **C NMR spektra byla merenav 5 mm
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SW &irokopasmové sonde, *H a vdechna 2D spektra v inverzni 5mm ID PFG sonde
svyuzitim  standardnich  pulznich  sekvenci.  Experimenty  byly  mereny
v deuterochloroformu pri 25 °C.

Hodnoty chemickych posunu jsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v *H spektrech) nebo signélu solventu (76,99 ppm, v **C
spektrech). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickych procesu, AV CR, Praha).

4.5. Stanoveni cholinesterazoveé inhibicni aktivity izolovanych

alkaloidu vuci erytrocytarni AChE a sérové BUChE

45.1. Podminky mereni

Experimenty byly provadeny zatechto podminek:
- pri teplote 25 °C

- v prostredi fosféového pufru

-pripH 7,4

- pri vinové délce spektrofotometru 436 nm

- v jednorézovych plastovych kyvetach o tloustce 1 cm

45.2. Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla pripravena z cerstvé odebrané krve, ke které byl pridan
1 ml citrdtu sodného na 10 ml krve podle lehce upravené metody Stecka a Kanta'®?.
Plazma (HuBuUChE) byla odstranena z pIné krve centrifugaci pri rychlosti 4000 ot./min.
za pouZiti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly premisteny
do 50 ml zkumavek a trikrédt promyty 5 mM 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 s5 mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, cimz
dosSlo k jejich lyze. Nésledne byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min. a vznikla
pouzdra (HUAChE) bylatrikré promytafosféovym pufrem.
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453. Stanoveni inhibicni aktivity alkaloidu vuci AChE a BuChE

Pro stanoveni hodnoty 1Cs, byla pouzita Ellmanova spektrofotometricka metoda
s pouZzitim 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substréaty se pouZivaji
estery thiocholinu, které jsou cholinesterazami Stepeny na thiocholin a prislusnou
kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navaze na DTNB za vzniku
Zlute zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pri vinové délce
436 nm. Sleduje se narust absorbance zal minutu. Hodnoty ICsy byly vypocitany
z namerenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy
nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce
Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami
ICso znadmych inhibitoru cholinesteraz: galathaminem (1Cso puacre = 1,71 £ 0,07 uM,
|Cs0 husuche = 42,30 + 1,30 pM), huprezinem A (ICso wHuacre = 0,3 = 0,1 pM,
1Cs0 Husuche > 1000 pM), eserinem ICso puache = 0,063 + 0,001 UM, ICsp Hupuche =
0,130 £ 0,004 uM. % | (inhibice) byla vypocitana dle vzorce

% | = 100-(?Ag/? Asa)* 100,

kde ? Ag_ je néarust absorbance slepého vzorku za 1 minutu a ? Asa je nérust absorbance

mereného vzorku.

454. Stanoveni antioxidacni aktivity ziskanych alkaloidu

Antioxidacni aktivita byla testovana in vitro DPPH testem. Metoda je zalozena
nareakci stabilniho 2,2"-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) se vzorkem. Snizeni
absorbance DPPH merené pri 525 nm je z&vislé na koncentraci antioxidantu
ve sledovaném vzorku. Byly pouzity FlAlab pro Windows software, FlIAlab
3000 analyser (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA), 2,5-ml syringe pump,
USB2000-UV/VIS spektrofotometr se zdrojem svetla LS-1 (Ocean Optics, USA)
a SMA-Z prutokové cela (1-cm délka). Antiradikalova aktivita vzorku byla vyjadrena
jako 50% ucinnakoncentrace (ECso), ktera byla vypocitana pomoci programu GraphPad
Prism 3,02, a byla porovnana se znamymi antioxidanty: kvercetinem ECso = 25,3 uM
atroloxem ECso = 27,8 pM*°,
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455. Stanoveni inhibicni  aktivity izolovanych latek vuci

prolyloligopeptidaze

Pred samotnym merenim vzorku byla u kazdého z nich pripravena, ze zasobniho
roztoku redenim s pomoci DM SO nebo H.,O, koncentracni rada 10" az 10° M.

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky se napipetovalo 170 pul 0, 01 M SFP a 5 pl
testované latky dané koncentrace (koncentracni Skdla). Obsah jamky byl promichan
trepackou vertex LABdancer IP40. Dale se pridalo 5 pl enzymu (3U/ml), opet se
promichalo pomoci vertex LABdancer a 5 minut se inhibovalo na trepacce
mikrodesticek BIOSAN OS-10. Nasledne se pridalo 20 pl 5 mM substrétu Z-Gly-Pro-
p-nitroanilidu. Objem reakcni smesi byl 200 pl.

Mikrotitracni desticka byla vloZena s reakcni smesi na 30 min. pri teplote 37 °C do
inkubétoru (susarny).

Po 30 min. byla mikrotitracni desticka vytazena a zmerila se zmena aktivity POP
s pomoci ELISA readeru pri vinové délce 405 nm.

Namerené hodnoty se zaznamenaly v programu Microsoft Excel a pomoci
programu GraphPadPrism se vypocitaly hodnoty |Csp.

Stejnym zpusobem byla merena aktivita cistého enzymu. Pridany objem inhibitoru
se nahradil pufrem. D&l se promeril kontrolni vzorek testované latky bez enzymu
a slepy pokus pufru se substratem. Jako referencni standardni inhibitor se pouZzil Z-pro-

prolinal.
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5. VYSLEDKY
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5.1. Strukturni analyza O-methylkaryachinu

Na zéklade MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou byly izolované latky

identifikovany jako O-methylkaryachin'*** a argemonin®®*%,

5.11. MSstudie O-methylkaryachinu

O-methylkaryachin
E
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Obr. 12: EI-MS spektrum O-methylkaryachinu

ESI-MS m/z 324,2 [M+H]+ (100). MS2 m/z 293,1 (100), 263,1 (8), 235,1 (7),
188,2 (27) (viz. Obr. 13 a14).
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5.1.2. NMR studie O-methylkaryachinu

Struktura izolované latky byla urcena na zéklade interpretace 'H- a **C-NMR

spekter ajejich porovnani s daty v literature.

OMe

OMle

Obr. 15: Struktura O-methylkaryachinu

51.2.1. 'H-NMR spektrum O-methylkaryachinu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

2,52 s, N-CH3; 2,55d, H-5R, (3J4=15,8 Hz); 2,6 d, H-11R, (*J4=16,2 Hz); 3,35 d, H-11a;
34d, (Jy=15,8 Hz); 3,78 s, 9-OCHg: 3,85 s, 8-OCHjs; 3,98 d, H-6, (*Jy=12,5 Hz); 8,82-
8,88d, 2,3-OCH,-0O-; 6,42 s, H-4; 6,6 S, H-1.

60



(2 T SLTET BZCH LE=B
g9° g mﬂ.md 58'H =2 T
| | L AR ) — = =
wdd m_.m __ﬂm mﬂm _”_Hw m._.w n-e8 §°§ 0°3 58
s . N " L . | | X | i | i
T W W W o ___‘II._WI
‘_\ ‘ t ‘\. - f “_-
|
_ \.___ _
/ ‘ | ( |
|
___ ___. | _ |
- \ \._ I__ o
A \_

rEE0 3au

14

LM
SHM

thaioa

JAEM

TS
ol
2 1i3m

ONISSEIOY

aoeg
a2

FET:]
_uu”u.n
urp
4ap
Amylp
uR
Wigp

fi kA

" S mn
pap ooy Ul

AV IdELI

EOUAH
pasn 3EUH [ENE 1]
u

TH
beh-pos Hips
EOTLTETNbOY
S ag
100 JuaaLOs
aneE F oS80 wgpup
ITdKYS

HLegs iz

“—HZ

nu

'H-NMR spektrum O-methylkaryach

Obr. 16

61



51.2.2. BC-NMR spektrum O-methylkaryachinu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

33,42; 34,14, 40,85; 55,67; 55,91; 56,26; 56,77; 76,58; 77,00; 77,42; 100,53; 106,98;
108,66; 109,93; 111,38; 123,78; 125,03; 129,77; 131,14; 145,89; 146,45; 147,45,
147,80.
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13C-NMR spektrum O-methylkaryach

Obr. 17
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5.2. Strukturni analyza argemoninu

5.21. MSstudieargemoninu

Argemonin
i
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Obr. 18: EI-M S spektrum argemoninu

ESI-MS m/z 324,2 [M+H]+ (100); MS2 m/z 293,1 (100), 263,1 (8), 235,1 (7), 188,2

(27) (viz. Obr. 19 a 20).
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5.22. NMR studieargemoninu

Struktura izolované latky byla urcena na zéklade interpretace 'H- a **C-NMR

spekter ajejich porovnani s daty v literature.

MeO
OMe

MeO
OMle

Obr. 21: Strukturaargemoninu

522.1. 'H-NMR spektrum argemoninu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

6,65 (2H, s, Ar-H); 6,54 a 6,50 (kazdy 1H, s, Ar-H); 4,65 — 2,58 (6H, m, Al-H); 3,88 a
3,82 (kazdy 3H, s, 2xOCHj3); 3,78 (6H, s, 2XOCHgs) a 3,35 (3H, s, NCHj3); (D20); d:
7,36 (2H, s, Ar-H); 6,79 a 6,68 (kazdy 1H, s, Ar-H); 5,10 — 3,00 (6H, m, Al-H); 4,28;
4,22; 3,85 a 3,80 (kazdy 3H, s, 4xOCHj3) a 3,62 (3H, s, NCH5).
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5222. "C-NMR spektrum argemoninu
13C NMR (CDCI3, 25°C):

147,7 (C-9); 147,3 (C-8); 129,7 (C-6a); 123,7 (C-11a); 111,4 (C-1); 109,9 (C-4); 66,2
(C-6); 55,8 (OCH3-2); 55,4 (OCH3-3); 40,6 (NCH3) a 33,3 (C-11).
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5.3. Antioxidacni aktivita

Izolované alkaloidy byly podrobeny testovani jejich antioxidacni aktivity.
Vysledky této studie jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab.XI1)..

Tab. XII: Antioxidacni aktivita alkaloidu

Léatky ECso (M)
O-methylkaryachin > 1000
Argemonin > 1000
Kvercetrin® 25,30 + 1,20
Trolox” 27,80 + 0,80

&K azdé mereni bylo opakovano dvakrat
® Referencni | tka

5.4. Vysledky testu vlivu latky na aktivitu AChE a BuChE

Ziskané akaloidy byly testovany na jejich inhibicni aktivitu vuci erytrocytarni
acetylcholinesterdze a sérové butyrylcholinesterdze. Vysledky jsou uvedeny
Vv nésledujici tabulce (Tab.X1I1).

Tab. X1I1: In vitro inhibicni aktivita izolovanych alkaloidu vuci AChE aBuChE

Latky HACHE HuBuCne.
O-methylkaryachin 498,00+ 7,10 >1000
Argemonin >1000 >1000
Galanthamin® 6,90 + 0,30 156,00 + 6,90
Huperzin A® 0,25+ 0,01 >1000

&K azdé mereni bylo opakovéno trikrét

b Referencni | &tka
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5.5. Opticka otéacivost

O-methylkaryachin  [a]p®® *© = +225,35° (c = 0,213, MeOH)
Argemonin [a]p®® © = + 215,00° (c = 2,110, EtOH)

5.6. Vysledky testu inhibicni aktivity izolovanych latek vuci
prolyloligopeptidaze

Tab. X1V Inhibicni aktivita isochinolinovych alkaloidu vuci POP

Léatky POP ICs (UM)
O-methylkaryachin >1000
Argemonin 337,20+ 23,40
Z-prolyl-prolinal® 2,75x 10°

@Referencni |4tka
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6. DISKUZE
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Tato experimentalni rigordzni prace navazuje na vlastni diplomovou praci z roku
2011%®, vramci které byl z rostliny Eschscholtza californica z frakce alkaloidu
nefenolickych z chloridu rozpustnych v chloroformu izolovan alkaloid escholtzin.
U escholtzinu byly provedeny studie inhibicni aktivity vuci huméanni erytrocytérni
AChE a sérové BUChE. Hodnoty ICsy escholtzinu byly vyrazne vysSi, nezli hodnoty
ICso pouzitych standardu. Na zaklade ziskanych hodnot ICsy nebylo mozné povazovat
escholtzin za latku potencidlne vyuzitelnou v terapii Alzheimerovy nemaoci. Tato latka
bylataké podrobena antioxidacni studii, za vyuziti DPPH testu, ale vysledky ukézaly, ze
tato latka nevykazuje Zadnou antioxidacni aktivitu.

Ukolem predlozené préace bylo pokracovat ve zpracovani frakce alkaloidu
nefenolickych z chloridu rozpustnych v chloroformu. Byly vybrany frakce 36 a 39-45.
Z frakce 36 bylo za vyuziti sloupcoveé chromatografie ziskano 157 mg cistého alkaloidu
oznaceného ZH2, ktery byl podroben spektroskopickym studiim za Ucelem stanoveni
jeho struktury. lIzolovana latka byla na zaklade MS a NMR studii identifikovana jako
O-methylkaryachin. O-methylkaryachin je pavinovy alkaloid radici se mezi
isochinolinové alkaloidy.

Z frakce 39-45 byly za vyuziti preparativni tenkovrstvé chromatografie ziskany tri
podfrakce alkaloidu oznacené jako ZH3 (78,8 mg), ZH34 (2,1 mg), ZH3p (19,8 mg).
Izolovana latka oznacena jako ZH3 byla identifikovana jako argemonin. Zbylé dva
alkaloidy byly uschovény pro pripadné dalsSi zpracovani. Argemonin patri také do
skupiny pavinovych isochinolinovych alkaloidu.

Oba izolované alkaloidy byly podrobeny studii na inhibicni aktivitu vuci humanni
erytrocytarni AChE a sérové BuChE. Pouzita byla Ellmanova spektrofotometricka
metoda s pouzitim 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Ziskané hodnoty
ICs0 O-methylkaryachinu byly pro AChE 498,00 + 7,10 uM a pro BuChE byla hodnota
vysSi nez 1000 uM. Hodnoty 1Cs, argemoninu byly pro AChE i pro BUChE vyssi nez
1000 uM. Ziskané hodnoty byly vyrazne vysSi, neZli hodnoty ICsy standardu
(galanthaminu, eserinu). Na z&klade ziskanych hodnot 1Csy nelze izolované latky
povazovat za potencionalni AChE ci BUChE inhibitory.

V zhledem k tomu, Ze vyznamnou roli v etiologii této choroby hraje i oxidacni stres,
byly tyto latky podrobeny také antioxidacni studii, za vyuziti DPPH testu. Stanovena
hodnota ECs, byla u obou akaloidu vetsi nez 1000 uM, z toho plyne, Ze tyto latky

nevykazuji Zzadnou antioxidacni aktivitu.
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V ramci této rigorozni prace byla také testovana inhibicni aktivita izolovanych
latek vuci prolyloligopeptidaze. Hodnota POP ICsy O-methylkaryachinu byla vySSi nez
1000 puM ahodnota POP ICso argemoninu byla 337,20 £ 23,40 uM. V porovnani se
standardy, zejména se standardem baikalinu, vykézal argemonin zajimavou aktivitu

vuci POP. U O-methylkaryachinu nebyla aktivita vuci POP prokazéana.
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7. SEZNAM ZK RATEK

AChE acetylcholinesteraza

AD Alzheimerova nemoc

AlLO; oxid hlinity

AMK aminokyselina

APP prekurzory amyloidniho proteinu
BuChE butyrylcholinesteréza

cf. confer = porovnat

DMSO dimethylsulfoxid

DPPH 2,2’ -difenyl-1-pikrylhydrazyl
DTNB 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
ECso stredni Ucinné (efektivni) koncentrace
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HUAChE lidska acety Icholinesteraza
HuBuChE lidsk& butyrylcholinesteréza

Hup A huprezin A

1Cso inhibicni koncentrace

IR infracervené zareni

KCI chlorid draselny

KHPO, hydrogenfosforecnan draselny
Km Michaelisova konstanta

LSD diethylamid kyseliny lysergové
MAOA monoaminooxidéza A

MAOB monoaminooxidéza B

MS hmotnostni spektrometrie

NaCl chlorid sodny

Na,HPO, hydrogenfosforecnan sodny

napr. napriklad

NGF nervovy rustovy faktor

NMDA N-methyl-D-asparagova kyselina
NMR nuklearni magneticka rezonance
obr. obrazek

POP prolyloligopeptidaza
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ppm
SFP

sp.

subsp.

tab.
g,
TLC
tzv.

uv

parts per million

solny fosfétovy pufr
species

subspecies

tabulka

toje

tenkovrstva chromatografie
takzvany

ultrafialové zéreni
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