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1. UVOD

Pred nastupom éry syntetickych lieCiv zaujimali rastliny a ich extrakty dolezitu
poziciu v liecbe roznych ochoreni. Rozvoj izola¢nych a identifikaénych metéd umoznil
vedcom odhalit’ jednotlivé obsahové latky, ktoré stili za prejavom daného ucinku
na organizmus. U mnohych sekundarnych metabolitov bola vo vicsej ¢i mensej miere
pozorovand biologickd aktivita a niektoré ztychto latok (¢iuz povodné, alebo ich
polosyntetické derivaty) nachadzaji vyznamné uplatnenie aj v sucasnej terapii.

Jednu zo zaujimavych skupin sekundarnych metabolitov predstavuju alkaloidy,
organické zliceniny obsahujlice atdém dusika v molekule, ktoré su biogeneticky odvodené
od aminokyselin (AK). Po podani do organizmu ¢asto vykazuju Siroka Skalu ucinkov,
napr. antiarytmicky (chinidin), antiastmaticky (efedrin), analgeticky (morfin), stimulacny
(kofein), atd’. Hlavnym zdrojom su rastliny, iked niekol'ko ich bolo izolovanych
zo zivoc¢isSnych druhov a hub. Z rastlinnych ¢eladi si na vyskyt alkaloidov bohaté napr.
Papaveraceae, Ranunculaceae, Solanaceae ¢i Amaryllidaceae [1].

U niektorych latok bola evidovand anticholinesterazova aktivita, potencialne
vyuzitelnd v terapii zatial nelieCitelnej Alzheimerovej choroby (AD), ktora
v civilizovanom svete predstavuje Coraz viacsi problém. Asi najpodstatnej$im rizikovym
faktorom podielajicim sa na jej vzniku je vek. Pre rozvinuté krajiny je charakteristické
zvySovanie priemernej dizky Zivota obyvatel'stva a z toho hl'adiska stapa i vyznam AD
kvoli rasticej prevalencii a incidencii. Stcasnd terapia nedokdze liecit’ pri¢inu AD
ani navratit kognitivne funkcie do poévodného stavu, v praxi sa uplatiuju pristupy
spomal'ujuce progres ochorenia. Jednou z pouzivanych skupin lieiv st inhibitory
cholinesteraz (IChE), kde prave rastlinné alkaloidy zaujimaji nenahraditel'né postavenie.

Rastlinna riSa z hl'adiska obsahovych latok nie je Uplne prebadanou oblast'ou
a stale ponuka nové moznosti — ¢i uz priamo uplatnitené v terapii, alebo sltiziace ako
predloha pre d’alsi vyvoj derivatov s lepSimi farmakologickymi vlastnost'ami. S bylinami
tradiénej ¢inskej mediciny (TCM) st v réznych oblastiach uzivania dlhodobé skiisenosti,
atak zostavaju bohatym zdrojom rozmanitych biologicky aktivnych latok. Niektoré
znich uz nasli uplatnenie v liecbe ochoreni (vratane diabetu ¢i AD) [2], ¢o dodava
motivéciu pre d’al§i vyskum v ramci pripravkov TCM.

Magnolia spp. st si¢astou mnohych pripravkov vychodnej mediciny, pozivanych
okrem iného aj v terapii rozlicnych neurologickych poruch, z ¢oho vyplyva schopnost’

obsahovych latok prestupovat’ cez hematoencefalicku bariéru (HEB) a dosahovat miesta



ucinku. Alkaloidny extrakt magnolie bol na Katedre farmaceutickej botaniky a ekologie
Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové podrobeny predbeznym testom
na anticholinesterazovli aktivitu so slubnymi vysledkami — konkrétne s hodnotami
inhibi¢nej aktivity ICso=7,54 £ 0,82 ng'ml™' a 7,30 £ 0,86 ng-ml’!, respektive vo¢i AChE
a BChE. Preto sme sa rozhodli izolovat’ a identifikovat’ jednotlivé latky zodpovedné

za tento uéinok.



2. CIEL, PRACE

Ciel'om tejto diplomovej prace bolo:

spracovanie literarnej reSerSe na alkaloidy daného taxonu aich biologicku
aktivitu,

prevedenie stlpcovej chromatografie alkaloidného extraktu Magnolia X
soulangeana Soul.-Bod.,

izoldcia  alkaloidov ~ zvybranych  frakcii  zapouzitia  Standardnych
chromatografickych metdd vratane ich precistenia,

podiel na identifikacii izolovanych latok (MS, NMR) a stanoveni niektorych
fyzikalne-chemickych vlastnosti (optické otacavost’),

podiel na stanoveni biologickej aktivity a jej vyhodnotenie.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je chronické progredujice neurodegenerativne ochorenie
nie uplne objasnenej etiologie spojené so zhorSovanim pamiti a kognitivnym deficitom.
Ide o najcCastejsi typ demencie (tvori asi 50-60 % vsetkych demencii [3]), priCom jej
vyskyt vyrazne stipa s vekom. Istd metaanalyza konkrétne uvadza 0,7% vyskyt ochorenia
vo veku 62,5 roka, ktory sa kazdych 5,1 roka zdvojnasobi a vo veku 81-90 rokov tvori az
25-30 % [4]. S predlzujucou sa dobou zivota a celkovo starnticou populaciou sa
predpokladd enormny narast poctu pripadov. Demencie zaujimajt v Statistike pric¢in smrti

4.-5. miesto [3].

3.1.1. Formy Alzheimerovej choroby

Na zaklade pociatku priznakov rozliSujeme dve formy AD. Forma s neskorym
zaCiatkom (senilnd) sa vyskytuje u 90-95 % pripadov a priznaky sa objavuji az po 65.
roku zivota. Je multifaktoridlnej etioldgie, pricom sa na jej vzniku ako hlavny rizikovy
faktor podiela vek, k d’alSim patri Zzenské pohlavie, nizka uroveil vzdelania [5]
a psychicka aktivita, irazy hlavy, vaskularne faktory, expozicia niektorym neurotoxinom,
infekcie centralneho nervového systému (CNS) i genetickd predispozicia (zndmy je napr.
polymorfizmus apolipoproteinu E — konkrétne izoforma &4) [6].

V ovela menSej miere sa objavuje forma so skorym zaciatkom (presenilnd),
vyskytujuca sa u 5-10 % pripadov. Za skorSim nastupom ochorenia (pred 65. rokom)
stoja hlavne genetické faktory. Mutacie byvaju nal. a 14. chromozéme, kde su
zakddované zlozky y-sekretdz — presenilin 2 a presenilin 1, alebo na 21. chromozéme,

kde je zakodovany amyloidovy prekurzorovy protein (APP) [4].

3.1.2. Etiopatogenéza

Aj ked pri¢iny amechanizmy vzniku AD stdle nie st Uplne objasnené,
v sti€asnosti je povaZzovana za multifaktoridlne ochorenie. Z makroskopickych zmien
mozgu mdzeme pozorovat zvidcSenie postrannych komor a atrofiu mozgovej kory
(temporalnej, frontalnej) a hipokampu. Mikroskopicky je charakteristickd pritomnost’
extracelularnych senilnych (amyloidnych) plakov tvorenych depozitami f-amyloidu (Ap)

a intracelularnych  neurofibrilarnych ~ klbiek  (,tangles®, NFTs) obsahujticich



hyperfosforylovany protein t. To nasledne vedie k zaniku synapsii a neurénov najma
v temporalnej a frontalnej kore a hipokampe. Ako prvy je postihnuty acetylcholinergicky
neurotransmiterovy systém, ktory je délezity pre kognitivne funkcie, neskor je zasiahnuty
aj glutamatergicky a katecholaminergicky systém.

Primérna pri¢ina ochorenia je sice nezndma, existuje vSak viacero

patogenetickych faktorov, medzi ktorymi sa vedci snazia ndjst’ stvislosti [7].

3.1.2.1. Amyloid p a senilné plaky

Pojem amyloid zahfna peptidy vznikajice z transmembranového APP, ktory je
prirodzenou sucastou nervovych buniek. Za fyziologickych podmienok je Stiepeny
a-sekretazou na solubilné fragmenty o velkosti do 39 AK [4], majuce v organizme
dolezitu tlohu (napr. v synaptickej plasticite ¢i ochrane neurénov voci excitotoxicite) [8].
V pripade AD dochadza k zvySenému Stiepeniu APP alebo vznikaju dlhé fragmenty
Stiepenia. Aktivita a-sekretdzy je potlacena a posobenim B- anésledne y-sekretazy
vznikaju dlhsie, primarne rozpustné fragmenty o dizke 40-42 AK. V senilnych plakoch
sa prednostne akumuluje AP o vel'kosti 42 AK (AB42). Jeho toxicita spociva v schopnosti
monomérov agregovat, coje podmienené preferenénym vytvorenim konformacie
B-skladaného listu [9]. Vysoko fibrilogénne fragmenty sa spdjaju do znaéne
neurotoxickych  oligomérov  aneskdér v extraceluldrnom priestore  koaguluju
a polymerizuju. Loziska takto vytvoreného nerozpustného AP su zdkladom senilnych
plakov [7]. Tieto utvary vedt k destrukcii okolit¢ého nervového tkaniva, aktivacii
gliovych buniek a expresii medidtorov zapalu v mikrogliach a astrocytoch. Vysledkom je
rozvoj chronického neurozapalu [10].

Mechanizmus neurotoxicity sa pokusa objasnit’ hypotéza amyloidnych kanalov.
Na jej zéklade sa oligomérne AP inkorporujii do neuronalnej membrany, kde vytvaraju
neregulované katidn-senzitivne i6nové kandly (tzv. amyloidné kandly), ¢im naruSia
homeostazu Ca®". Zvysenie intracelularnej hladiny Ca®" spusta rozne apoptotické cesty,
podporuje tvorbu reaktivnych foriem kysliku (ROS) ¢i fosforylaciu t proteinu a indukuje
zmeny poctu synapsii [11].

Oligoméry AP vSak poSkodzuji i1rdzne funkcie priamo v neuréonoch [4].
Do buniek sa dostavaju procesom adsorpénej pinocytdzy, pricom fragmenty o vel'kosti
40 amenej AK podliehaja rychlej degradacii. Oproti tomu je podstatnd vicSina
internalizovaného Afs2 voci proteolyze rezistentnd ahromadi sa v neskorych

endozomoch ¢i lyzozomoch. Tvorba tychto agregitov meni aj katabolizmus APP.
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V bunkdch st APP snormdlnou a patologickou konformaciou zhodnou s A
v rovnovahe. Obycajne rychlo degradujice sa potencialne amyloidogénne fragmenty sa
v pritomnosti agregatov AP stavaji vel'mi stabilnymi a dochddza k ich akumulécii.
Mechanizmus pravdepodobne spociva v adicii fragmentov na vlaknit mriezku AP42 a jej
rozSirovani. Nasledne dojde kstrate impermeability lyzozomalnej membrany
auvolneniu obsahu do cytoplazmy, ¢o méze vyustit' v Iyzu bunky. Takto uvolneny
intracelularny amyloid sa méze stat’ zakladom pre d’alsi rast plaku [12].

Nizkomolekuldrne oligoméry inhibuji dlhodobu potenciaciu synaptického
prenosu (kde sa uplatnuju glutamatové receptory — vid® d’alej) a spdsobuju stratu
dendritickych tffiov a synapsii [11]. Ubytok podtu synapsii koreluje so stupiiom
poskodenia pamati u AD [13].

3.1.2.2. Protein T a neurofibrilarne klbka

Protein t zohrdva vyznamnu ulohu v zostavovani a stabilizacii neuronalnych
mikrotubulov. Jeho fosforylacia je za normalnych okolnosti prisne regulovana kinazovou
a fosfatazovou aktivitou [14]. U AD dochadza k hyperfosforylacii t proteinu, ktort
spusta aktivovany enzym GSK-3p (glykogénsyntaza kindza 3f) za Gi€asti enzymu CDK
5 (cyklin-dependentna kindza 5). Predpokladéd sa, Ze k degenerdcii intraneuronalneho
T proteinu dochadza v dosledku toxického pdsobenia oligomérov B-peptidu [7], ktory
znaéne zvysuje aktivitu CDK 5 [15]. Hyperfosforylovany protein t strdca schopnost’
stabilizovat mikrotubuly, disociuje z vdzby aspdja sa do parovo heliakalnych
filamentov. Tieto dvojzavitnice patologickych proteinov su zakladom NFTs [16].
V postihnutych neuréonoch dochédza k destabilizacii mikrotubulov, rozpadu cytoskeletu

a apoptdze. Ako prvy je zasiahnuty acetylcholinergicky systém [4].

3.1.2.3. Zmeny v cholinergickom systéme

Cholinergicky systém zohrava dolezitu tilohu pri procesoch zapamétania a ucenia.
Existuje spojenie medzi pamidtovym deficitom u pacientov s AD a zhorSenim
cholinergickej neurotransmisie v CNS. Podl'a cholinergickej hypotézy obnova
neurotransmisie prave v tomto systéme zvysuje dostupnost’ synaptického acetylcholinu
(ACh) a zlepSuje narusenu paméit’ u AD [17].

Acetylcholin je syntetizovany v cholinergickych neurénoch z acetylkoenzymu A
a cholinu za katalyzy enzymu cholin-O-acetyltransferdzy. Po uvolneni do synapticke;j

Strbiny je rychlo degradovany cholinesterdzami, majoritne acetylcholinesterazou
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(AChE), v ovel'a mensej miere sa uplatituje butyrylcholinesteraza (BChE) [18]. Cholin,
ako produkt enzymatickej degradacie, je mechanizmom spdtného vychytavania
preneseny spat’ do presynaptického zakoncenia.

U pacientov s AD bol zisteny deficit cholin-O-acetyltransferazy, obmedzené
spatné vychytavanie cholinu a zvysena tvorba BChE [7]. Tiez bolo pozorované znizenie
aktivity AChE a naopak, zvysenie aktivity BChE. V neskorych §tadidch AD predstavuje
BChE predominantnu cholinesterazu v mozgu, a preto sa takisto stava cielom v liecbe
AD [18].

Avsak cholinergicky systém nie je jedinym neurotransmiterovym systémom,
ktory je postihnuty. Zmeny boli zaznamenané aj v katecholaminergickom,

glutamatergickom, ¢i sérotonergickom systéme [19].

3.1.2.4. Zmeny v glutamatergickom systéme

Aminokyselina  glutamat je hlavaym a vSadepritomnym excitaénym
neurotransmiterom v CNS. Uplatiiuje sa v kontrole synaptickej plasticity, t. j. zmien v sile
synapsie (zahffia vznik novych synapsii, posilnenie funkénych ¢i zdnik nevyuzivanych
synapsii), ktoré predstavuji kI'i¢ovy mechanizmus paméti a ucenia [20]. Na druhe;j strane
vSak moZe byt pre neurony toxicky. Viazbou prevazne naionotropny NMDA
(N-metyl-D-aspartatovy) receptor, ktory obsahuje kanél pre Ca**, dochadza k zvyseniu
intraceluldrnej koncentracie Ca®*, o je Zivotu nevyhnutny proces. Aviak u AD dochadza
k nadmernému uvolfovaniu excitatnych AK avnajviac zasiahnutych oblastiach
aj k znizenému spitnému vychytavaniu glutamatu. Pri jeho nadmernom pdsobeni (tzv.
excitotoxicita) dochadza k nadmernému vstupu Ca?* do neurénov vediiceho k aktivécii
proteinkindz a fosfatdz a v konecnom doésledku k apoptoze [7]. Odumreté neurdny su
zdrojom dalSich excitatnych AK, nazaklade c¢oho vznik4d kaskadovitd reakcia
poskodzujiica mozgové tkanivo [16].

Hyperexcitacia NMDA receptorov naviac negativne ovplyviiuje tzv. dlhodobt
potencidciu [7], ktord predstavuje jednu z najpreskiimanejSich zmien v synaptickej
plasticite. V procese ucenia a vytvarania paméti totiz hra tlohu opakovana stimulécia
synapsii, ¢o vedie k zvySeniu sily (4€innosti) synapsie, ktoré¢ moze pretrvavat’ eSte hodiny

alebo dokonca dni [21].
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3.1.2.5. Mitochondriialna dysfunkcia a oxida¢ny stres

Mitochondrie st dolezitym c¢lankom energetického metabolizmu buniek,
a zaroven kliCovym reguldtorom bunkovej smrti. Istd hypotéza tvrdi, Ze mutacie
v mitochondridlnej DNA (mtDNA) nadobudané pocas starnutia prispievaju
k fyziologickému upadku, ktory sa objavuje v suvislosti so starnutim a s nim spojenou
neurodegeneraciou [22]. Vekom podmienenou akumuldciou mutacii mtDNA méze dojst’
k zniZzeniu aktivity enzymov dychacieho retazca, znizeniu tvorby ATP a narastu
produkcie ROS [23]. Toto nahromadenie koreluje s poklesom mitochondridlnej funkcie
[22].

Dysfunkcia mitochondrii prispieva k poskodeniu tzv. ,zranitelnych® génov
v starnicom mozgu (ide o vekom downregulované gény zohrdvajuce ulohu napr.
v synaptickej plasticite ¢i mitochondridlnych funkciach). Pre ich promoétory je typicka
citlivost’ k oxidaénému stresu a nachylnost’ k chybnej alebo nedostato¢nej oprave,
pricom mitochondridlna dysfunkcia méze oba rizikové faktory este zhorsit — zvySenim
produkcie ROS a znizenim dostupnosti ATP potrebnej na reparaciu DNA [22].

Oxidativne poskodenie sa v mozgu pacientov s AD objavuje pomerne skoro, este
predchddza ukladaniu AP. Mitochondrie obsahuji rozmanité elektrénové prenaSace
schopné¢ tvorby ROS, ako ajsiet antioxidacnych mechanizmov. PoSkodenie
mitochondrie (vratane poSkodenia plyniceho z hromadenia muticii mtDNA) modze
sposobit’ nerovnovahu medzi produkciou a odstraiiovanim ROS v prospech produkcie.
V nadbytku vznikajice ROS nad’alej poskodzuju mitochondrie, ¢o vyvolad eSte vysSiu
produkciu ROS a stratu antioxidacnej kapacity [22]. U AD je dolezity fakt, ze sa tieto
vysoko reaktivne latky viazu nalipidy neuronalnej membrany a spdsobuju ich
peroxidéciu, ¢o vedie k smrti buniek [16].

Oxidac¢ny stres spolu s mitochondridlnou dysfunkciou méze aktivovat’ signalne
dréhy, ktoré pozmenuju spracovanie APP alebo proteinu t — konkrétne v zmysle zvySenia
expresie B-sekretdzy a zvySenia abnormalnej fosforylacie t proteinu [22]. Naviac existuje
urcity vzt'ah medzi mitochondriami a proteinmi, ktoré zohravaju ulohu v patogenéze AD.
Zistilo sa, ze APP obsahuje sekvenciu, ktorou je cieleny do tychto organel a sposobuje
ich dysfunkciu a zhorSenie energetického metabolizmu u transgénnych mysi [24]. Iné
Studie potvrdili, Zze AP interaguje s mitochondriami, inhibuje aktivitu cytochrémoxidazy
azvySuje tvorbu ROS [25,26]. Predpoklada sa, ze viac poskodené st synaptické
mitochondrie. Tie nasledne nedokazu uspokojit’ vysoké energetické naroky vyzadované

v oblasti synapsii, ¢o vedie k zhorSeniu neurotransmisie a kognitivnemu zlyhdvaniu [23].
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3.1.2.6. Neuronalny zapal

Zapal fyziologicky zastdva obrannt funkciu organizmu, avsak v pripade prechodu
do chronicity sposobuje poskodenie tkaniva. V krvi, mozgu a mozgovomiechovom moku
pacientov s AD bola zaznamenana zvySena hladina prozéapalovych cytokinov (IL-1a,
IL-1B, IL-6, TNF-a, INF-a). Podl'a hypotézy nerieSitel'na povaha amyloidnych plakov
a NFTs stimuluje chronicku zapalovu reakciu, ktord ma odstranit’ tieto fragmenty [27].

U AD je typicka glioza — aktivované astrocyty a mikroglie st hojne nachédzané
v blizkosti neurénov a plakov. Produkuji mediatory zapalu (cytokiny, zlozky
komplementu, chemokiny, adhezivne molekuly, eikosanoidy, ROS a iné radikaly, NO
ai.) a hlavne nadmerna expresia IL-1 mo6ze ovplyvnit' normalne spravanie nervovych
buniek a sposobit’ ich dysfunkciu a smrt. Chronicky aktivované glie moZu taktiez
spdsobit’ smrt” susednych neurénov uvol'nenim vysoko toxickych produktov (reaktivne
kyslikové intermediaty, NO, proteolytické enzymy ¢i excitatné AK). Mediatory zapalu
a stres vzapati zvysuju produkciu APP a amyloidogénne spracovanie APP v prospech A,
¢omd zandasledok opédt expresiu cytokinov, aktivaciu komplementovej kaskady
a indukciu iNOS a COX-2 [27]. Abnormalne uvolfiovanie IL-1 a IL-6 naviac ovplyviiuje
fosforylaciu t proteinu [15].

Astrocyty st dolezité pre clearance a degradaciu AP, avSak v dosledku
chronického stresu nadmerne exprimuju B-sekretazu, ¢im sa takisto stavaji zdrojom A
[28].

Pretoze zapalové komponenty akceleruju amyloidogenézu, ako perspektivne

lieCiva by sa mohli javit’ nesteroidné antiflogistika (NSAIDs).

Z dalsich znakov bol uAD zaznamenany nedostatok antiapoptotickych
a nadbytok proapoptotickych faktorov. Vyskytuje sa tiezZ zniZend tvorba nervovych
rastovych faktorov aich receptorov, o vedie k znizeniu synaptickej plasticity
a pravdepodobne dochadza aj k zniZzeniu neurogenézy [7]. Medzi vSetkymi tymito
patogenetickymi faktormi sa hl'ada spojitost’ a podmienenost’, ¢o by umoznilo v€asni

diagnostiku 1 efektivnu terapiu.
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3.1.3. Klinicky obraz

Neuropatoldgia aj klinicky obraz st zhodné u oboch foriem AD s tym rozdielom,
ze u presenilnej formy postupuje demencia casto rychlejSie. Pre demenciu je typicky
postupny a nendpadny rozvoj. Priebeh je linedrne progredientny, bez vacsich vykyvov
¢i stupniovitého zhorSovania stavu [4]. Podl'a tazkosti demencie rozliSujeme tri §tadiad AD
[3].

V l'ahkom S§tadiu sa objavuji mierne poruchy c¢asopriestorovej orientacie
1 kognitivnych funkecii, pritomna je porucha pamati pre nedavne udalosti aj porucha reci.
Zacinaju sa vyskytovat’ poruchy zlozitejSich aktivit denného zivota, vyzadujice zvysent
pozornost’ [3,4].

Pre stredne tazké Stadium je typickd progresia porich kognitivnych funkcii,
dezorientdcia priestorom a ¢asom a problémy so zvlddanim beznych dennych aktivit.
Komunikécia je jednoduchd, objavujii sa zavaznejSie behavioralne a psychiatrické
priznaky demencie (podozrievavost’, vybuchy hnevu, nepokoj, halucinécie atd’.) [3,4].

V tazkom §tadiu je pacient silne dezorientovany, nespoznava okolie ani svojich
najblizsich a neskor ani sam seba. Nie je schopny samostatne jest’, obliekat’ sa, dodrziavat’
osobnu hygienu. Komunikacia je vyrazne obmedzena a stav pacienta vyzaduje trvalu
oSetrovatel'sku starostlivost’ [3,4].

Priemerné trvanie ochorenia od vyskytu prvych priznakov je 7-10 rokov,
ale vdaka liecbe a praci opatrovatelov sa doba preZitia predlZzuje. V kone¢nej faze
sposobi demencia smrt’, ale pacienti ¢asto umieraji skor v dosledku inych komplikécii

(infekcie, Urazy a poranenia pri padoch, a 1.) [4].

3.1.4. Farmakoterapia

V stcasnosti neexistuje kauzéalna liecba AD, ciel'om sa preto stadva v€asnd a presna
diagnostika, spomalenie progresie ochorenia, prevencia behavioralnych symptémov a ¢o
najdlhsie udrzanie sebestacnosti pacienta. Farmakoterapia je v podstate symptomaticka
a snazi sa vyvazit zmeny v hladindch neurotransmiterov. Zahtiia dve skupiny latok, tzv.
kognitiv — ato IChE a antagonistov NMDA receptorov. Ich pouzitie je zaloZené

na dokazoch a vol'ba lieCiv sa riadi Stadiom demencie [3].
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3.1.4.1. Inhibitory cholinesteraz

Ide o chemicky heterogénnu skupinu latok, ktoré blokuji hlavné enzymy
zucastiujuce sa degradacie ACh — AChE, prip. BChE. Vo vysledku sa zvysi dostupnost’
deficientného ACh v synaptickej Strbine a dojde k uprave cholinergickej transmisie
v CNS. Inhibicia cholinesteraz naviac znizuje toxicitu aj tvorbu AP, ucinok je teda
komplexny (Gprava deficitu neurotransmiterov, ale aj zasah do patogenézy AD). V praxi
sa v Ceskej republike pouzivaja tri lieGiva, ato donepezil, rivastigmin a galantamin,
primarne urcené na terapiu l'ahkej az stredne tazkej formy. Liecba spomaluje pokles
kognitivnych funkcii, predlzuje obdobie sebestacnosti a zmiernuje aj poruchy spravania.
IChE je vhodné podéavat’ ¢o najskor od stanovenia diagnozy, davku je vSak nutné titrovat’
kvoli lepSej znaSanlivosti aniz§iemu vyskytu neziaducich Gginkov (NU)
na gastrointestinalny trakt (GIT). Efektivita je preukdzana azu 60-70 % pacientov
a v pripade intolerancie ¢i neucinnosti podavanej latky je mozné ju zamenit za iny
inhibitor [3].

Donepezil (Obr. 1) je pomerne selektivny reverzibilny inhibitor AChE, ktory
naviac zvysuje hustotu nikotinovych receptorov v mozgu [8]. Uginok reverzibilnych
inhibitorov je podmieneny pritomnostou lieiva alebo jeho aktivnheho metabolitu
v plazme a likvore, kedy dochadza k blokovaniu cholinesteraz. Efekt pretrvava len

do doby pritomnosti latky v mieste t¢inku [29].

HyCO

H5CO

O

Obr. 1 Donepezil

Rivastigmin (Obr. 2) bol vyvinuty ako synteticky derivat fyzostigminu a posobi
na AChE aj BChE mechanizmom pseudoireverzibilnej inhibicie. Inhibitor sa viaze
do aktivneho miesta enzymu, kde dochadza k jeho Stiepeniu. Vzniknuty produkt je
z organizmu rychlo eliminovany, aktivne miesto enzymu je vSak nad’alej blokované
karbamatovym zbytkom rivastigminu po dobu asi 10 hod. PGsobenie preto trva aj v Case,

ked’ uz bol inhibitor z organizmu eliminovany [30].
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Obr. 2 Rivastigmin

Galantamin (Obr. 3) je alkaloid izolovany zro6znych druhov celade
Amaryllidaceae, prvykrat z cibul’ snezienky Galanthus woronowii. Reverzibilne inhibuje
ACHhE, a navyse pdsobi ako alostericky modulétor nikotinovych receptorov, ¢im zlepSuje

cholinergicku transmisiu [7].

Obr. 3 Galantamin

Dal3ou zaujimavou latkou zo skupiny alkaloidov je huperzin A (Hup A; Obr. 4),
ktorého pouzitie v terapii AD je schvalené v Cine [31]. Tento alkaloid bol izolovany
zdruhu Huperzia serrata, pouzivaného v TCM na lie¢bu opuchov, schizofrénie,
myastenia gravis, otravy organofosfatmi [8], reumatizmu ¢i hortacky [31].

Huperzin A je reverzibilny a selektivny inhibitor AChE, ktory ma v porovnani
s donepezilom a galantaminom lepSie farmakokinetické vlastnosti [32]. K vyhodam patri
aj jeho dudlny ucinok — na jednej strane symptomaticky zvysuje hladinu ACh a zlepSuje
kognitivne funkcie, na strane druhej ma potencial chorobu-modifikujtucej latky. Zistené
,hon-cholinergické” ucinky zahffiaju neuroprotekciu pred oxidanym poskodenim
a apoptdézou vyvolanou AP, zlepSenie mitochondridlnej dysfunkcie, antagonisticky
uc¢inok na NMDA receptory, reguldciu neurondlnych rastovych faktorov, podporu
neamyloidogénneho spracovania APP a zniZenie hladin Zeleza v mozgu [31]. Na zaklade
metaanalyzy z roku 2014 Hup A mdze zlepSit kognitivne funkcie aj aktivitu denného
zivota u pacientov s AD vzhladom na relativne mierne a prechodné cholinergické

vedlajsie ucinky [33].
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Obr. 4 Huperzin A

3.1.4.2. Antagonisty NMDA receptorov

Druhu skupinu reprezentuje jediny pouzivany zastupca — memantin (Obr. 5). Ide
o nekompetitivneho, stredne afinitného antagonistu NMDA receptorov. Blokovanim
nadmerne aktivovanych NMDA receptorov dochadza k zniZeniu influxu Ca?" do buniek,
atym ktlmeniu excitotoxického pdsobenia glutamatu. Terapia vedie k udrzaniu
kognitivnych funkcii, spomaleniu progresie AD a prediZzeniu obdobia sebestaénosti,
moéze vsSak ajredukovat behaviordlne a psychiatrické priznaky demencie [3,34].
Indikéciou st tazké demencie, prip. aj stredne tazké, pokial’ st IChE kontraindikované,
netolerované ¢i neucinné [3].

Liecba sa méze s vyhodou kombinovat’ [7].
NH,

HsC CH,

Obr. 5 Memantin

3.1.4.3. Iné farmakologické moZnosti

Dalsie moznosti zahfiiaju podavanie latok, pre ktoré nie st evidované dostatoéné
ddokazy o ich tcinnosti alebo tieto uplne chybaju.

Standardizovany extrakt z listov Ginkgo biloba je tvoreny zmesou latok, ktoré
pOsobia antioxidacne, antiagregacne a okrem iného zlepSuju neuronalny metabolizmus
[7]. Vysledky viacerych s§tadii st protichodné, avSak metaanalyza z roku 2015 preukazala
mozZnost’ stabilizacie ¢i spomalenia poklesu kognitivnych funkcii po podavani extraktu
v davke 240 mg/deni [35]. R6zne odborné spolocnosti jeho uzivanie odporacaju v ramcei
adjuvantne;j terapie €i pri intolerancii IChE [36].

Napriek tomu, Ze d’alSie antioxida¢ne posobiace latky (B-karotén, vitamin E, ®-3
mastné kyseliny) v stadiach nepreukazali prospesny efekt [6], vo forme vol'ne predajnych
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pripravkov slizia ako pridavna terapia ku kognitivam [7]. Klinické skuSky su potrebné
pre postdenie UCinnosti kurkuminu, koenzymu Q10, resveratrolu ¢i polyfenolov
zeleného Caju [6].

Nootropika (piracetam, pyritinol) a vazodilatacné latky nie st raciondlnou
terapiou; v liecbe AD nevykazuji dostatoc¢nu ucinnost’ [7]. Efektivitu nepreukdzalo ani
podavanie statinov, uktorych sa predpokladali neuroprotektivne aj antioxidacné
vlastnosti [37,38].

Objavili sa tiez informéacie, ze dlhodobé uzivanie NSAIDs chrani pred rozvojom
AD, atento protektivny efekt zavisi od trvania protizapalovej lieCby [39]. Neddvna
metaanalyza preukazala, Ze ich uzivanie moze byt spojené so zniZzenim rizika poklesu
kognitivnych funkcii [40].

Pozoruhodnt skupinu latok predstavuju inhibitory prolyl oligopeptidazy (POP),
cytosolovej serinovej protedzy, ktord hydolyzuje peptidy obsahujuce AK prolin. Tento
enzym sa zucastnuje Stiepenia mnohych fyziologickych substratov (napr. substancia P,
vazopresin) a jeho aktivita pravdepodobne zohrava dolezitt rolu pri deleni a diferenciacii
buniek, v procese pamdti a ucenia, ako aj uniektorych psychiatrickych portach [41].
Prostrednictvom degradéacie neuropeptidov moéze POP urychlovat’ proces starnutia
a podiel’at’ sa na vekom podmienenych neurodegenerativnych ochoreniach [42]. Inhibicia

POP sa v poslednom ¢ase stava jednym z d’alSich terapeutickych cielov AD.

3.1.4.4. Nové terapeutické pristupy

Vo vyvoji st nové lieciva, ktoré sa pokiSaju ovplyvnit’ zakladné patogenetické
mechanizmy v snahe zastavit’ priebeh choroby uz v pociatocnych §tadiach. Ide o tzv.
chorobu modifikujuce latky (disease-modifying drugs), ktoré sa nachadzaji v roznych
fazach klinického skuSania, a vi¢Sina z nich sa zameriava na mozZnosti ovplyvnenia Ap.

Tvorbu AP by teoreticky mali znizovat’ inhibitory - a y-sekretazovej aktivity
a stimulatory a-sekretazovej aktivity. ty-Sekretdza sprostredkovava (mimo APP)
aj Stiepenie inych esencidlnych substratov podiel'ajiicich sa na diferencidcii a proliferacii
buniek, ¢o limituje pouZitie inhibitorov v klinickych skuskach. Preto sa vyvoj zameriava
na modulatory, ktoré neinteraguju s katalytickym miestom enzymu. Nadejny tarenflurbil
(R-enantiomér flurbiprofénu) v Stadiach nepreukazal Ziadne benefity, dalSie latky su
sktiSané. B-Sekretdza ma okrem fyziologickych funkcii i nevyhodu velkosti katalytického
miesta. Inhibitory by mali byt velké a hydrofilné molekuly, ¢im je znacne staZena

penetracia cez HEB [6]. Snahy vedi k vyvoju nepeptidickych molekul s lepSou
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penetraciou a biologickou dostupnostou po perordlnom podani [34]. Z aktivatorov
a-sekretaz je v procese skusania etazolat [37].

Dalej st skamané latky blokujice agregiciu AP, ktoré by zabranili tvorbe
neurotoxickych oligomérov. Slubne javiaci sa tramiprosat nepriniesol signifikantné
zmeny, pre ucinnost’ inych zlicenin (kolostrinin, scyllo-inozitol) je nedostatok dokazov.
Ked'Ze sa zistilo, Ze med’ a zinok sa zGcastnuju agregacie AP a tiez bola preukézand ich
vysoké koncentracia v amyloidnych plakoch, Studované su i latky interferujuce s kovmi
(napr. PBT2) [6,34].

Odlisnu  stratégiu  predstavuje imunoterapia, ktora vedie k priamemu
odstranovaniu uz uloZzenych depozit AP nazéklade imunologickej odpovede.
Predpokladd sa, Zenaclearance amyloidu sa podiel'a viacero mechanizmov,
ako rozrusenie plakov protilatkami, neutralizacia toxickych oligomérov, aktivacia
mikroglii a fagocytoza patologickych depozit a i. [34].

Skumané su amyloidné vakciny (aktivna imunizécia) aj monoklonalne protilatky
(pasivna imunizacia) [6,34], avSak podla najnovSich udajov ani bapineuzumab,
ani solanezumab nepreukazali u¢innost’ u pacientov s l'ahkou az stredne t'azkou formou
AD. Moznym vysvetlenim nedostatocnej efektivity je nutnost’ skorSej intervencie;
k akumulacii AP pravdepodobne dochddza ovel’a skor pred nastupom symptomov [43].
Iné protilatky st vo faze skuSania (napr. aducanumab) [44].

Prirodzené protilatky proti AP obsahuje aj l'udsky intravendzny imunoglobulin
[34], ktory rok po aplikacii redukoval atrofiu mozgu, branil poklesu kognitivnych funkcii
a oddialil nastup AD u pacientov s miernou kognitivnou poruchou. Tento efekt sa vSak
v intervale asi dvoch rokov vytratil [45].

Iné stratégie si zamerané na t protein azahffiaji inhibiciu jeho agregacie
a hyperfosforylacie a imunoterapiu. Studovani je aj modulacia zapalového procesu

a oxida¢ného poskodenia, zatial’ ale Ziadne latky nevykazuju dostato¢nt u€innost’ [34].

Ked'Ze nové pristupy zatial nepriniesli vysledky v podobe signifikantného
zlepSenia Ci aspoil zastavenia zhorSovania stavu, a ked’Ze pouZzivanych ucinnych latok
v terapii AD je zalostne malo, vyskum sa zameriava aj na hl'adanie d’alSich potencialnych
IChE s lepSimi vlastnostami — s vysSou biodostupnostou, dlh§im trvanim ucinku
aniz§im vyskytom NU. U mnohych latok bola zistend inhibi¢na aktivita

voci cholinesterdzam, védcSinou len in vitro. Iba par znich sa testovalo na zvieracich
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modeloch, ¢o je vSak nevyhnutné pre postdenie ich schopnosti prekonat’ HEB a plne
rozvinat’ svoj u¢inok v mozgu [8].

Odhalenim priaznivych efektov poddvania fyzostigminu, neskor jeho derivatu
rivastigminu a galantaminu je prave na skupinu alkaloidov upriamend pozornost
z hl'adiska eventudlne vyuziteI'nej anticholinesterazovej aktivity. Komplexna Struktara
a atdbm dusiku pritomny v molekule su dodlezité kvoli interakcii s vizbovym miestom
enzymu [46]. Acetylcholinesterazu dokazu inhibovat’ aj nealkaloidné latky,

ale vo vicsine pripadov u nich nebola preukazana silnejsia inhibicia [47].
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3.2. Magnolia x soulangeana Soul.-Bod.

3.2.1. Taxonomicka klasifikacia

Risa:
Podrisa:
Oddelenie:
Trieda:
Rad:
Celad:
Rod:
Druh:

3.2.2. Ch

Plantae (rastliny)

Tracheobionta (cievnaté rastliny)
Magnoliophyta (krytosemenné)
Magnoliopsida (dvojkli¢nolistové)
Magnoliales (magnoliotvaré)
Magnoliaceae (magnoliovite)
Magnolia (magnolia)

Magnolia x soulangeana (magnolia Soulangova)

arakteristika ¢el’ade, rodu a druhu

Je starobylou ¢el'ad’ou, ktora predchadzala vzniku dvojkli¢nolistovych rastlin [48]

a tvoria ju dreviny tropov a subtrépov Azie a Ameriky, zvacsa pestované ako okrasné kry

alebo stromy. Prevazne vzdyzelené okrem niektorych druhov rasticich v oblasti

mierneho padsma. Vyznacuju sa napadne velkymi obojpohlavnymi kvetmi, plodom je

SiSticovité

suplodie mechurikov alebo naziek. Hlavnymi obsahovymi latkami su

alkaloidy, glykozidy, silice a triesloviny [49].

Do

celade Magnoliaceae patria dva rody — Magnolia spp. a Liriodendron spp.,

aj ked mnoho tropickych druhov magnolii bolo povodne klasifikovanych ako samostatné

rody (napr. Michelia, Talauma, Manglietia) [48]. KvOli r6znorodosti je rod dalej

roz¢leneny na tri podrody a sekcie a podsekcie:

podrod Magnolia obsahujici 8 sekcii (Magnolia, Gwillimia, Talauma,
Manglietia, Kmeria, Rytidospermum, Auriculata, Macrophylla) a 7 podsekcii
(Gwillimia,  Blumiana, Talauma, Dugandiodendron, Splendentes,
Rytidospermum, Oyama),

podrod Yulania s dvomi sekciami (Yulania, Michelia) a 6 podsekciami
(Yulania, Tulipastrum, Michelia, Elmerrillia, Maingola, Aromadendron),

podrod Gynopodium s dvomi sekciami (Gynopodium, Manglietiastrum) [50].

Rod Magnolia dostal meno po francizskom profesorovi botaniky Pierrovi

Magnolovi (1638 — 1715) [51] a zahfna celkovo asi 220 druhov (podrod Magnolia tvori
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okolo 130 druhov) [50] vyskytujicich sa v tropoch a subtropoch Azie a Ameriky.

Vicsina druhov je rozmiestnena v oblasti severnej pologule, niektoré druhy sa rozsirili

aj na juznu pologul’u a dnes s vysadzané v r6znych regiénoch po celom svete [52].
Vyzaduju slnecné stanoviska, dostatocne vlhka pddu, st mrazuvzdorné.

Rozmnozuju sa tazko — semenami alebo pomocou odrezkov [53].

Magnolia x soulangeana je krizencom M. denudata a M. liliiflora. Ker dosahuje
vysky az 5 metrov, je 5-7 metrov Siroky, stromovity, koSaty s korunou rozlozenou
do Sirky. Listy st vajcovité, dlhé¢ 10-20 cm, na vrchole zaSpicatené, st opadavé a klicia
po odkvitnuti. Vrcholovy kvetny puk je dlhy 3-4 cm a husto zeleno plstnaty. Kalichovité
kvety rastl jednotlivo na konci konérov, st obojpohlavné, mézu byt’ purpurové, ruzové
¢i takmer biele s tmav§im pruhom na vonkajSej strane a maju 6-9 okvetnych listkov.
Kvitne v aprili az maji. Sisticovité suplodie mechurikov je ervenkasté so semenami
oranzovej farby, ktoré po otvoreni visia na dlhych putkach a dozrievaji v oktobri

a novembri. Je naj€astejSie pestovanou magnoliou v parkoch a zadhradach [53].

Obr. 6 Magnolia x soulangeana

Magnolia spp. nachadzajii uplatnenie hlavne ako okrasné dreviny, niektoré
tropické druhy sa tazia kvoli drevu. Magnolia officinalis a M. obovata si stastou
materia medica tradi¢nej aj oficidlnej ¢inskej a japonskej mediciny [49], kde sa pouzivaja

v terapii cievnej mozgovej prihody, bolesti hlavy, zkosti, nespavosti, alergie, kaslu,
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astmy, horucky, hnacky, vysokého krvného tlaku, GIT dyskomfortu, svalovych kfcov
1 zvracania [54]. Ako droga sluzi kora a nerozvinuty kvet.

Cortex Magnoliae je prirodny material ziskavany z M. officinalis a inych druhov
magnolii, priCom v tradi¢nej ¢inskej a japonskej medicine hraju vyznamnejSiu rolu
M. officinalis a M. obovata. Droga je zakomponovand vo viacerych tradicnych
rastlinnych predpisoch pouzivanych na terapiu tazkosti asociovanych s GIT, zvracania,
hnacky, kasl'a a hlienu, astmy, bolesti hrudniku i uzkosti [54].

Zdroje drogy Flos Magnoliae zahfiaju tri druhy uvadzané v Cinskom lickopise —
M. biondii, M. denudata a M. sprengeri, ale okrem nich sa pouziva viac nez 20 inych
druhov ako nédhrada ¢i primesi. Preto bolo navrhnuté, aby sa ako zdroj drogy mohli
v TCM pouzivat M. liliiflora, M. cylindrica, M. campbelli, M. pilocarpa, M. wilsonii
a M. kobus. Kvet ma dlhi histériu klinického uzivania v lie€be rinitidy, sinusitidy

a bolesti hlavy [52].

3.2.3. Obsahové latky Magnolia x soulangeana Soul.-Bod.

Rastlina je zdrojom mnohych biologicky aktivnych zlucenin, ako st alkaloidy,
fenylpropanové zluceniny — lignany a neolignany, terpény, flavonoidy, chromanoly
a a-tokoferol [54].

Zaujimava skupinu sekundarnych metabolitov tvoria alkaloidy — prirodzene sa
vyskytujice dusikaté zluceniny, ktoré casto vykazuji biologické ucinky po podani
do organizmu. Charakteristickd je pritomnost’ izochinolinovych alkaloidov [55],
biosynteticky odvodenych od aminokyseliny tyrozinu. Kvalitativny a kvantitativny obsah
alkaloidov sa 1i$i v zavislosti na druhu magnolie, rastlinnom organe, obdobi a mieste
zberu, vol'be extrakéného €inidla aj pouzitej analytickej metode. Za chemotaxonomicky
znak rodu Magnolia by mohla byt povaZovana pritomnost’ liriodeninu, ktory bol
najdeny vo vSetkych analyzovanych vegetativnych organoch (list, kvet, kora) odlisnych
druhov [56]. Z r6znych orgénov druhu M. x soulangeana boli i1zolované alkaloidy
aporfinového (asimilobin [57], anonain, remerin [58], magnoflorin [59], izolaurelin,
kaaverin [56]) a oxoaporfinového (liriodenin, oxolaurenin [60], lanuginozin [56]) typu

a protoalkaloid taspin [57].
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Pocetnou skupinou izochinolinovych alkaloidov st alkaloidy aporfinového typu
(Obr. 7), ktoré su biosyntetizované pomocou benzylizochinolinovych prekurzorov [61].
Ich pritomnost’ bola zistena v nasledujucich rastlinnych organoch:
o kora kmenu/konarov — izolaurelin, kaaverin [56], remerin [58] a kvartérny
alkaloid magnoflorin [59],

e listy — anonain, remerin [58], asimilobin [57].

O v | &
R; NH OH | OCH:

‘ asimilobin
OCHs OH kaaverin

HsCO
(I R
\_ 3
HO ch,
HO O
HsCO

magnoflorin
o R R
<O O N. R, H H anonain
‘ CH3 OCH; izolaurelin
O CH3 H remerin
Ro

Obr. 7 Alkaloidy aporfinového typu

Oxoaporfinové alkaloidy (Obr. 8) v rastlinach vznikaju pravdepodobne oxidaciou
prisluSnych aporfinovych alkaloidov. VolIné bazy su svetloZltej alebo oranzovej farby
s vysokou teplotou topenia. Prvym plne charakterizovanym aporfinovym alkaloidom bol
liriodenin [61].

e kora kmenu/konarov — liriodenin [56,58,60], oxolaurelin [60],
e listy — lanuginozin [56], liriodenin [56,58],
e kvety — liriodenin [56].
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Obr. 8 Alkaloidy oxoaporfinového typu

Z listov bol izolovany taspin [57] (Obr. 9), jediny zastupca protoalkaloidov,
pre ktoré¢ je charakteristickd pritomnost’ atdbmu dusiku v postrannom retazci cyklu. Ide
o opticky neaktivnu terciarnu bazu, ktord je pravdepodobne biogeneticky odvodena

od kvartérneho aporfinového alkaloidu magnoflorinu [61].

CHj

H,CO O N\CH3
o o)
o) O ©
OCH,

Obr. 9 Taspin

3.2.4. Biologicka aktivita alkaloidov

3.2.4.1. Antimikrobna aktivita

Rozne stadie preukazali G€inok liriodeninu voci Sirokej Skale mikroorganizmov —
je aktivny proti G* (Staphylococcus aureus i MRSA [62]) aj G baktériam, ma
antifungalny (Candida albicans, Aspergillus niger) [63], antiplazmodidlny [64]
a antiprotozoalny efekt (na chlorochin-senzitivny a rezistentny kmen Plasmodium
falciparum [65], na Trypanosoma cruzi [66] a inhibuje replikaciu Toxoplasma gondii
[67]).

Antiplazmodialny G¢inok bol zisteny aj u anonainu, asimilobinu [65] a remerinu
azo Stadii vztahov Struktiry aGcinku vyplyva, Ze pre dany efekt je rozhodujuci
substituent na uhlikoch C1 a C2 aporfinovych alkaloidov [68]. Zaujimava aktivita

proti Leishmania a Trypanosoma cruzi bola evidovana u kaaverinu [69].
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Antibakteridlny ucinok vykazovali remerin, anonain [70], asimilobin [71],
lanuginozin [72] a taspin [73]. Antifungalna aktivita bola pozorovana u anonainu [70],
lanuginozinu [72], remerinu [68] a magnoflorinu [74] a antivirusovo pdsobi taspin [73],

magnoflorin a lanuginozin [75].

3.2.4.2. Cytotoxicka aktivita

Vicsina testovanych alkaloidov preukdzala rézne silny cytotoxicky efekt
voci viacerym liniam l'udskych nadorovych buniek. U izolaurelinu a oxolaurelinu zatial
nebola skimané biologicka aktivita. Remerin sam o sebe nie je cytotoxicky, avsak
podany v kombindcii s vinblastinom moéze zvysit' jeho aktivitu, a to pravdepodobne
inhibiciou efluxného transportéru P-glykoproteinu (P-gp) [76].

Liriodenin vykazoval silne cytotoxicky efekt na bunkové linie karcinomu
epidermis KB a rakoviny prsniku BC [77], d’al$ie Studie potvrdili ii€¢inok na bunkové linie
karcinomu plic A-549, naddoru hrubého ¢reva HCT-8, mysie leukemické bunkové linie
P-388 a L-1210 [78] a i. Planarna molekula liriodeninu je schopna interkalacie do DNA,
¢im dochadza k inhibicii topoizomerazy II [79], a to mdéze mat’ za nasledok inhibiciu
syntézy DNA a zastavenie bunkového cyklu [80]. Prave inhibicia topoizomerdzy moze
byt zodpovedna 1iza mutagénne a klastogénne vlastnosti, ktoré boli pozorované
u nizkych davok liriodeninu [81]. ZvySenie protinadorového u¢inku je mozné dosiahnut’
pouzitim kovovych komplexov — maji pevnejSiu vizbu na DNA a inhibuju
topoizomerazu [; dosahuji dokonca vyssiu aktivitu ako cisplatina [82].

Ciel'om viacerych $tadii sa stala aj cytotoxicita taspinu. Aktivita bola pozorovana
voc¢i bunkovym liniam KB a V-79 (fibroblasty Skrecka c¢inskeho) [83], melanomu
SK-23, kolorektalneho karcinomu HT-29 [84], epitelidlneho karcindbmu A-431 [85],
nadoru hrubého ¢reva HCT-116 [86] a prsniku ZR-75-30 [87], A-549 [88] ¢i mySieho
sarkomu S-180 [89]. Mechanizmy zahfnali inhibiciu proliferacie buniek, indukciu
apoptdzy, inhibiciu topoizomerdaz I all ajinhibiciu nddorovej angiogenézy
[84,85,86,87,88]. Naviac sa v studii z roku 2009 zistila efektivita u buniek nadmerne
exprimujucich efluxné transportéry (P-gp, MRP) [86].

U magnoflorinu a lanuginozinu bola zistena aktivita voc¢i bunkovym liniam
hepatocelularneho karcindomu HEPG-2 a nadoru mozgu U-251 [75]. Anonain bol u¢inny

na bunkové linie rakoviny pltic H-1299 [90] a krcka maternice HeLa [91].
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3.2.4.3. Aktivita na CNS

Na bunkovej linii potkana PC12 (feochromocytom nadobli¢iek) sa sktimali
nasledky poOsobenia liriodeninu, anonainu a asimilobinu na biosyntézu dopaminu.
Vo vsetkych pripadoch doslo k signifikantnému znizeniu intracelularnej koncentracie
dopaminu, na jednej strane inhibiciou jeho biosyntézy (znizuji aktivitu a expresiu
tyrozinhydroxyldzy a dekarboxylazy AK) ana strane druhej indukciou uvoliovania.
Tym posobia protektivne proti levodopou indukovanej cytotoxicite, kedze L-DOPA
moze unervovych buniek vyvolat oxida¢ny stres a naslednti apoptéozu [92,93,94].
Anonain in vitro vykazoval inhibi¢ny efekt na reuptake dopaminu [95].

Skumany bol aj vplyv alkaloidov na sérotoninové receptory, kde asimilobin
a anonain pdsobili ako neselektivni agonisti 5-HTia receptoru, z coho vyplyva
potencialny antidepresivny efekt [96]. Remerin sa javi ako vysoko selektivny blokétor
5-HT2a receptorov, eventudlne vyuzitelny v lie€be insomnie ¢i schizofrénie [97].

Niektoré z latok boli testované na anti-AChE aktivitu, zaujimavu z hl'adiska
terapie AD. V §tadii z roku 2006 bol zisteny signifikantny G¢inok taspinu voc¢i AChE,
konkrétne s hodnotou ICsp = 0,33 + 0,07 uM, €o predstavovalo az 10x vysSiu aéinnost’
v porovnani s pouZzitou kontrolou — galantaminom (ICsp = 3,20 + 1,02 uM). Selektivna
inhibicia enzymu zédvisela na davke a pretrvavala dlhsi ¢as [57].

Ina Stadia poukazala na signifikantni anti-AChE aktivitu oxoaporfinového
alkaloidu liriodeninu s hodnotou ICso = 3,5 = 1,0 uM, ktord bola porovnatel'na
s inhibiénym t¢inkom pozitivnej kontroly — Hup A (ICso = 1,8 + 0,3 uM) [98].

Mierny efekt vo¢i AChE bol evidovany aj u remerinu (ICso = 20,7 £ 1,3 uM), ako
kontrola bol pouzity takrin (ICso = 0,17 = 0,02 uM) [99]. Magnoflorin ani asimilobin
nepreukdazali inhibi¢nu aktivitu na cholinesterazy [57,100].

U magnoflorinu boli zistené potencidlne anxiolytické a sedativne vlastnosti

sprostredkované pravdepodobne ovplyvnenim GABA 4 receptorov [101].

3.2.4.4. Antioxidacna aktivita

Ako scavengery peroxylovych radikalov boli identifikované asimilobin, anonain,
liriodenin, remerin a kaaverin [102]. Magnoflorin naviac dokéze inhibovat’ oxidaciu
lipidov HDL, ako i r6znych foriem LDL (nativneho, glykovaného a glykoxylovaného).

Aktivita je dand dvomi vol'nymi fenolickymi skupinami [103,104].

28



3.2.4.5. Iné aktivity

Na vybranych organoch psa (priedusnica) a morcata domdaceho (bedrovnik,
priedusnica) posobil liriodenin ako selektivny antagonista muskarinovych M3 receptorov
[105,106]. Zaznamenany bol uitho aj antiarytmicky a pozitivne inotropny efekt [107].
Naviac ma spolu s anonainom a remerinom vazodilataéné ucinky (Studované na aorte
potkana), sprostredkované interakciou s ai-adrenergickymi receptormi a blokovanim
vstupu Ca" cez napitovo riadené kanaly [108,109,110].

U magnoflorinu bol pozorovany zaujimavy antidiabeticky efekt, ktory zahfnal
inhibiciu a-glukozidazy [111], zvySenie sekrécie inzulinu v pankreatickych B-bunkach
potkana RINmSF [112] ¢i inhibiciu ald6zoreduktizy (enzym zucastiujuci sa polyolovej
cesty metabolizmu glukdzy, ale v pripade hyperglykémie moze prispievat’ k diabetickym
komplikécidm, napr. retinopatii) [113]. Urcity inhibicny efekt voci a-glukoziddze
preukézal aj anonain, liriodenin a remerin [114].

Oxoaporfinové alkaloidy boli Studované z hl'adiska antiagregacnej aktivity —
konkrétne liriodenin bol u¢inny v pripade kolagénom a ADP-indukovanej agregacie
Cistenych kréli¢ich krvnych dosticiek [115], zatial ¢o lanuginozin bol testovany
na dostickach potkana [116].

U niektorych latok sa zistil imunomodulaény efekt — magnoflorin signifikantne
zvySoval fagocytarnu aktivitu neutrofilov a produkciu ROS [117]; imunostimula¢né
pdsobenie bolo zaznamenané aj u lanuginozinu [118]. Protizapalovy G¢inok taspinu moze
spocivat’ v inhibicii klasickej cesty aktivacie komplementového systému [119].

Anthelminticka aktivita bola evidovana u liriodeninu, asimilobinu, anonainu,

kaaverinu 1 remerinu [102].

Alkaloidy magnolie so svojou anticholinesterazovou aktivitou vSak nie st
jedinymi latkami, ktoré by mohli priaznivo ovplyviovat’ pacientov s AD. Komplexnejsi
ucinok by sa mohol javit' u hlavnych zloZiek kory — neolignanov (honokiol, magnolol
ai.), naktoré je v Stidiach upriamend ovela védc¢Sia pozornost. Efekt voci AD moze
spocivat’ vo zvySeni uvolfiovania ACh, zniZeni uvolniovania AChE, dodlezité st
aj antioxidaéné a protizapalové uéinky. Dal§im pozoruhodnym zistenim bolo zvysenie
hladin neurotropnych faktorov anasledny rast neuritov. 4-O-Metylhonokiol naviac
dokazal zabranit Ap-indukovanej apoptéze buniek potlaCenim vzniku ROS,

ako aj potlacenim expresie B-sekretazy a vzniku A [120].
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. Material a pristrojové vybavenie

4.1.1. Rozpustadla

aceton p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Me,CO)

benzin lekarsky vyhovujtici CL 2009 a CSN 65 6544 (Ing. Svec — Penta, Praha)
(benzin)

cyklohexan &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢Hi2)

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

dichléormetan ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH2Cl»)

dimetylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (DMSO)

1,4-dioxén ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha)

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

etylester kyseliny octovej (etylacetat) &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)
chloroform ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCI5)

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

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

metanol deuterovany pre NMR analyzu metanol-ds 99,8 atom % D (Sigma
Aldrich, Praha) (CD3OD)

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

toluén p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C¢HsCH3)

voda supercista

. Chemikalie

acetyltiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChI)

amoniak 25-29% vodny roztok p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NHsOH)
baikalin 95% (Sigma Aldrich, Praha)

butyryltiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BTChI)

dietylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Eto2NH)

dihydrogénfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)
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4.1.3.

dihydrogénfosforeénan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4-2-H>0)

5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoova kyselina) > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
fyzostigmin 99% (Sigma Aldrich, Praha)

dusi¢nan bizmutity zasadity ¢. (Lachema, Brno)

hydrogénfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaHPO4)
chlorid draselny p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (KCI)

hydroxid sodny &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

chlorid ortutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl)

chlorid sodny p. a. (Lachema, Pardubice) (NaCl)

jodid draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

kyselina L-vinna p. a. (Balex, Pardubice)

tetrametylsilan ACS reagent, NMR grade, > 99,9% (Sigma Aldrich, Praha) (TMS)
uhligitan sodny bezvody ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na>xCOs)
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid > 98% (Sigma Aldrich, Praha)

Z-Pro-prolinal > 98% (Sigma Aldrich, Praha)

Pufre

100mM fosfatovy pufer pH 7,4 (vznikd zmieSanim roztokov NaH2POs-2-H,0O
31,2 g-1" a NapHPO4 28,4 g-1'' s vodou v objemovom pomere 9,5 : 40,5 : 50)
SmM fosfatovy pufer pH 7,4 (vznikd zmieSanim roztokov NaH;POs:2-H>O
1,56 g-1"" a Na;HPO4 1,42 g-1"' s vodou v objemovom pomere 9,5 : 40,5 : 50)
SmM fosfatovy pufer pH 7,4 obsahujuci 150 mM NacCl (8,766 g NaCl bolo
rozpustenych v SmM fosfatovom pufri pH 7,4 do objemu 1000 ml)

PBS — 100mM Na/K fosfatovy pufer pH 7,4 obsahujuci 137 mM NaCl a 2,7 mM
KCI; vznika zmiesanim 20 ml roztoku A (0,68 g KH>PO4 a 1,5 g NaCl sa rozpusti
v 100 ml destilovanej vody) so 100 ml roztoku B (0,89 g Na,HPO4 a 1,5 g NaCl

sa rozpusti v 100 ml destilovanej vody)
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4.1.4.

4.1.5.

Adsorbenty pre chromatografiu

pre stipcovt chromatografiu bol pouZity neutralny oxid hlinity (AL2O3), o velkosti
Castic 63-200 um, deaktivovany pridavkom 6 % vody (Across, Lach-Ner,
Neratovice)

pre kontrolné tcely boli analytické TLC dosky Silica gel 60 GFas4 for TLC
o rozmeroch 20 x 20 c¢m strihané na vysku 7,5 alebo 10 cm; v pripade pouzitia
pre preparativnu TLC 20 x 10 cm (Merck Millipore, Praha)

na pripravu liatych dosiek pre preparativnu TLC bol pouzity silikagél Silica gel
60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha)

Pomocny material

kremelina Diatomaceous earth (Sigma Aldrich, Praha)
netkana textilia

vata

. Pristroje

kniZnica spektier NIST Virtual Library (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)
microplate ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,
USA)

odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorom Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

polarimeter P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

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

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

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

spektrometer Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)
Statisticky program GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, SanDiego,
California, USA)
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e ultrazvukovy ktupel’ Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

e vakuova odparka Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Schwabach, Germany)

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

4.1.7. Vyvijacie sustavy pre chromatografiu

Sl1:
S2:
S3:
S4:
S5:
S6:
S7:
S8:

Ce¢HsCH;s + CHCls + EtNH (50 : 45 : 5)

EtOAc + MeOH + ENH (90 : 5 : 5)

CeHsCH; + EGNH (90 : 10)

CeHsCH; + CsHia + EtNH (20 : 70 : 10)

CeH2 + Me2CO + NH4OH (30 : 60 : 2)

CeH)2 + EtOAc + EtNH (50 : 40 : 10)

CeHsCH; + MexCO + EtOH + NH4OH (40 : 40 : 6 : 2)
CeH 2 + EGNH (95 : 5)

4.1.8. Detekéné Cinidla

e Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podl'a Muniera — zasobny roztok vznika
zmieSanim roztoku A a B v pomere 1:1, pricom roztok A vznikd rozpustenim
1,7 g dusi¢nanu bizmutitého zédsaditého a 20 g kyseliny vinnej v 80 ml vody,
roztok B rozpustenim 32 g KI v 80 ml vody; vlastny detekény roztok bol

pripraveny pridanim vodného roztoku kyseliny vinnej (10 g v 50 ml) k 5 ml

zasobného roztoku.

e Mayerovo ¢inidlo vznika rozpustenim 5 g KI v 30 ml vody a pridanim 1,35 g

HgClz — mieSa sa do rozpustenia.

Obe cinidla boli uchovavané v chladnicke pri 4 °C.

4.1.9. Cinidla pre stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i AChE a BChE

Roztok 5SmM DTNB bol pripraveny rozpustenim latky v 100mM fosfatovom pufri pH

7,4. Vzniknuty roztok ma byt maximalne slabo Zltasty.

Roztok ATChI (10mM) bol pripraveny rozpustenim latky vo vode za vzniku €ireho

roztoku.

Roztok BTChI (10mM) bol pripraveny rovnakym sposobom ako roztok ATChI.

Cinidla boli uchovavané v chladni¢ke po dobu maximaélne 1 tyzdia.
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4.1.10. Cinidla pre stanovenie inhibi¢nej aktivity vo¢i POP

Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu bol pripraveny rozpustenim nalezit¢ho

mnozstva latky v 40% 1,4-dioxéne, nésledne bolo ¢inidlo uchovavané v chladnicke.
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4.2. Metody

4.2.1. VSeobecné postupy

4.2.1.1. Priprava rozpustadiel
Rozpustadla boli pred pouzitim precistené destilaciou a uchovavané v nadobach

z tmavého skla, chranené pred svetlom.

4.2.1.2. Odparovanie

Frakcie, ktoré boli ziskané elaciou za pouzitia zmesi CHClz + benzin, boli
odparované na vakuovej odparke Laborota 4000 Heidolph vo vodnom kupeli pri teplote
30°C zaznizeného tlaku. V pripade elucnej zmesi CHCIl3 + EtOH prebiehalo
odparovanie pri teplote 40 °C.

4.2.1.3. SuSenie a skladovanie
Jednotlivé frakcie iziskané &isté latky boli suSené vo vakuovom exsikatore
nad perlami silikagélu po dobu min. 24 hod, po vysuseni boli uchovéavané v chladnicke

pri teplote 2-8 °C.

4.2.1.4. Stipcova chromatografia

Do chromatografickej kolony bola vpravend suspenzia adsorbentu — neutralny
ADlO3 deaktivovany 6 % vody, so zmesou rozpustadiel, ktoré sluzili ako pociato¢na
vyvijacia zmes. Alkaloidny extrakt bol na stipec naneseny vo forme triturcie

s adsorbentom. Stipcova chromatografia bola prevedena formou stupiiovitej elucie.

4.2.1.5. Priprava liatych dosiek pre preparativnhu TLC
Na ¢isté a odmastené sklenené dosky s hladkym alebo zdrsnenym povrchom
o rozmeroch 15 x 15 cm bola rovnomerne naliata suspenzia 6,5 g silikagélu Silica gel 60

GF2s4 v 20 ml vody. Takto pripravené dosky sa susili pri izbovej teplote aspoii 24 hod.

4.2.1.6. Preparativna TLC
Jednotlivé frakcie boli na liate sklenené, prip. komeréné hlinikové dosky nanasané
po rozpusteni v menSom objeme CHCIz a EtOH (1:1), vo vzdialenosti od okrajov min.

1 cm. Hlinikové dosky boli pouzité pre delenie mensich mnoZstiev latok. Pocet pouZitych
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dosiek zavisel na mnoZstve delenej frakcie tak, aby nebola prekrofend ich nosnost
(3-4 mg-cm™).

Preparativne 1 analytické dosky sa vyvijali v sklenenych komorach, ktoré boli
predtym sytené prislusnou elu¢nou zmesou asponn 20 min. Po odvetrani rozpustadiel sa
v pripade potreby vyvijanie zopakovalo v rovnakej alebo odlisnej mobilnej faze.

Chromatogramy boli nasledne detegované pod UV lampou pri vinovej dizke 254
a 366 nm. Jednotlivé zény boli oznacené preparativnou ihlou a vysSkrabané, pricom
pri pouziti viacerych dosiek boli zoény s rovnakym retenénym faktorom spojené. Ziskané
z6ny boli zmieSané priblizne s rovnakym dielom kremeliny a v koldne eluované zmesou

CHCI; a EtOH.

4.2.1.7. Detekcia alkaloidov

Kontrolné chromatogramy zo stipcovej chromatografie aj preparativnej TLC
a kontroly ¢istoty izolovanych latok pomocou TLC boli detegované pod UV lampou
(A =254 a 366 nm) a jednotlivé zony boli oznacené. Nasledoval postrek chromatogramov
Dragendorffovym ¢inidlom, ktoré reaguje s alkaloidmi za vzniku oranzového az
oranzovocerveného sfarbenia.

Pocas pripravy alkaloidného extraktu bola pritomnost” alkaloidov v kyslej vodne;j
faze overovana reakciou s Mayerovym ¢inidlom. Po okysleni na pH 3-4 a pridani 1-2 ml
vody bolo k roztoku pridanych par kvapiek ¢inidla a v pripade vyskytu alkaloidov doslo

k vyluceniu bielej zrazeniny.

4.2.2. Struktirna analyza a stanovenie fyzikalne-chemickych vlastnosti

4.2.2.1. Hmotnostna spektrometria s elektronovou ionizaciou (EI)

Na hmotnostn analyzu izolovanych latok bol pouZity spektrometer Agilent
7890A GC 5975 v rezime EI 70 eV s GC kolénou DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum).
Analyzované latky boli rozpustené v MeOH (koncentracia 1 mg-ml™') a nastrek prebiehal
v split méde v pomere 1:10. Namerané spektra boli porovnavané s kniznicou NIST
a s referenénymi spektrami latok uz izolovanych na katedre farmaceutickej botaniky

a ekologie [121].
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4.2.2.2. Hmotnostna spektrometria s ionizaciou elektrosprejom (ESI)

Hmotnostné spektrd boli merané na spektrometri LC/MS Thermo Finnigan
LCQDuo s ionizéaciou elektrosprejom v kladnom modde. Ako analyzator sluzila idonova
pasca a MS" spektra boli merané pri koliznej energii 40 eV. Analyzované latky boli

rozpustené v MeOH (1 mg-ml™).

4.2.2.3. NMR analyza

NMR spektrd boli merané na spektrometri VNMR S500 pri teplote 25 °C.
Pre jadra 'H bola pouzita pracovna frekvencia 499,87 MHz a pre jadra '*C 125,70 MHz.
Chemické posuny boli zaznamenané ako hodnoty & vyjadrené v pars per milion (ppm)
a boli vztiahnuté na vnutorny Standard (TMS). Spektra boli merané v prostredi CDCl3
alebo CD30D — pri pouziti CDCl3 boli hodnoty posunu pre atémy 'H & = 7,26 ppm
apre °C 8 = 77,0 ppm a v pripade CD;0D pre 'H § = 3,30 ppm a pre '3C § = 49,0 ppm.

Namerané¢ data su vo vysledkoch uvéadzané v poradi: chemicky posun 9,
integralna intenzita signalu, multiplicita signalu (s — singlet, d — dublet, t — triplet,
q — kvartet, dd — dublet dubletov, m — multiplet, bs — Siroky singlet) a interak¢éna konsStanta
J (v Hz).

4.2.2.4. Opticka otacavost’
Opticka otaCavost izolovanych latok bola merand v MeOH, resp. CHCI;
roztokoch alkaloidov na polarimetri P3000. Specificka opticka ota¢avost’ bola spocitana

podl’a vzorca:

100X«

t _
[alp = oxl

o — namerana otaCavost [°]; t — teplota merania; D — linia sodikového svetla

(A = 589,3 nm); ¢ — koncentracia meraného alkaloidu [g-100 m1']; 1 — dizka kyvety [dm].
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4.2.3. Stanovenie biologickej aktivity

4.2.3.1. Priprava enzymovych preparatov (hemolyzat a plazma)

Ludské cholinesterazy boli ziskané z krvi zdravého dobrovolnika, ktora bola
po odobrati zmieSana s antikoagula¢nou prisadou (2 ml 3,4% citratu sodného na 18 ml
krvi). Ako zdroj AChE sluzili erytrocyty, zdrojom BChE bola krvné plazma. Krv bola
nasledne centrifugovand rychlostou 4000 otacok/min pri4 °C na centrifige Boeco
U-32R a odsatéd plazma bez erytrocytov sa pouzila ako zdroj BChE.

Erytrocytarny sediment bol zriedeny pridanim 5SmM fosfatového pufru pH 7,4
obsahujiiceho 150 mM NaCl a opédt’ centrifugovany, pricom toto premyvanie prebehlo
celkom 3%. K premytym erytrocytom bol pridany 5SmM fosfatovy pufer pH 7,4
(bez NaCl) v takom objeme, aby bol pomer erytrocytov k pufru 1 : 9. Po homogenizécii
sa erytrocyty nechali spontinne hemolyzovat v Erlenmeyerovej banke za stileho
mieSania po dobu 10 min.

Po odobrati plazmy a priprave hemolyzatu bola stanovena absorbancia BChE,
resp. AChE a v pripade potreby bola hodnota absorbancie upravena pridavkom 5SmM
fostatového pufra pH 7,4. Preparéty sa az do doby pouzitia uchovavali pri teplote -22 °C
[121].

4.2.3.2. Stanovenie absorbancie enzymovych preparatov a stanovenie inhibi¢nej
aktivity testovanych alkaloidov voci cholinesterazam

Hodnota inhibi¢nej aktivity (ICso) bola stanovend pomocou modifikovanej
Ellmanovej spektrofotometrickej metédy s vyuzitim DTNB. Podstatou metody je
enzymaticky rozklad acetyl-, resp. butyryltiocholinu prislusnou cholinesterazou
na tiocholin, ktory reakciou s DTNB poskytuje zlto sfarbeny produkt, nésledne
stanovovany spektrofotometricky.

Reakcia prebieha v jamkéach mikrotitraénej dosticky, kam sa vpravi 8,3 pl roztoku
hemolyzatu, resp. plazmy v SmM fosfatovom pufri pH 7,4 o urcitej koncentrécii (a to
v objemovych pomeroch 1:0,3:1,1:1,1:2,1:3,1:4a1:5 vpripade hemolyzatu
al:0,1:1,1:2,1:3al:4 vpripade plazmy), pridd sa 283 ul 5SmM DTNB
vo fostatovom pufri pH 7,4 a 8,3 ul testovaného alkaloidu v DMSO (v koncentraciach
40 mM, 10 mM, 4 mM, 1 mM, 0,4 mM a 0 mM). Zmes je trepand na mikrotrepacke
po dobu 1 min a vlozena do readeru SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader,
kde je 5 min inkubovand pri 37 °C. Po inkubdcii sa k zmesi pridava 33,3 pl substratu

(ATChlI, resp. BTChI) alebo DMSO (v pripade slepej vzorky pri stanoveni absorbancie
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enzymovych preparatov). Absorbancia sa meria po 2 min pri A = 436 nm pre stanovenie
inhibi¢nej aktivity AChE, resp. pri A = 412 nm pre BChE. Nasledne bola ICso spocitana

pomocou programu GraphPad Prism podla vzorca:

%I = 100 — (100>< AAB’)
0 Mg,

%I — percento inhibicie; AAp; — zmena absorbancie slepej vzorky pocas 1 min;
AAg, — zmena absorbancie testovanej vzorky pocas 1 min [121].
Zisten¢ hodnoty ICso testovanych latok boli porovndvané s ICso pouzitej

referencnej latky — fyzostigminu.

4.2.3.3. Stanovenie inhibi¢nej aktivity testovanych alkaloidov voci prolyl
oligopeptidaze

V pufrovanom fyziologickom roztoku PBS bol rozpusteny enzym POP, ktorého
Specificka aktivita bola 0,2 U-ml!. Priprava zasobnych roztokov testovanych latok
spocivala v rozpusteni v DMSO (10mM); z tychto zdsobnych roztokov boli riedenim
superdistou vodou pripravené roztoky pre testovanie (10> — 107 M). Slepé vzorky
obsahovali obdobntl koncentraciu DMSO. Substrat POP, Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, bol
rozpusteny v 40% 1,4-dioxane (10mM). Test prebiehal na polystyrénovej 96-jamkove;j
mikrotitracnej dosticke s rovnym a priehladnym dnom, kde bola do jamky vpravena
zmes 170 pl PBS, 5 pl roztoku testovanej latky o danej koncentrécii a 5 pl roztoku POP.
Po 5 min inkubécii pri 37 °C bolo pridanych 20 pl substratu a zmes bola inkubovana
d’al$ich 30 min pri rovnakej teplote. Vznikajuci produkt reakcie (p-nitroanilin) je priamo
umerny aktivite POP a merany spektrofotometricky pri A =405 nm na microplate ELISA
readeri EL800 [121]. Namerana inhibi¢nd aktivita bola vyjadrend ako hodnota ICso

a porovnana s ICso referencnej latky — baikalinu alebo Z-pro-prolinalu.

39



4.2.4. Izolacia alkaloidov z kvetov Magnolia x soulangeana Soul.-Bod.

4.2.4.1. Priprava alkaloidného extraktu

Stcast'ou tejto diplomovej prace nebola priprava alkaloidného extraktu magnolie;
tato pracu zrealizovala PharmDr. A. Host’alkova, Ph.D.

Na ziskanie alkaloidného extraktu bolo pouzitych 30,8 kg suchych kvetov
magnolie s obdobim zberu v mdji 2015. Dokladova vzorka je ulozend na Katedre
farmaceutickej botaniky a ekoldgie Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové.

Rastlinny material bol za varu pod spitnym chladiCom 2x extrahovany 4501
EtOH a po odpareni rozpustadla okysleny 51 5% HCI s pridanim rovnakého mnoZzstva
destilovanej vody (pH ~ 1-2). Zmes bola prefiltrovana cez netkanu textiliu a doriedena
destilovanou vodou na 25 1. Nasledovala alkalizéacia roztoku pomocou 10 1 10% Na>COs
na pH ~ 9-10. Po trojndsobnom vytrepani 12,51 CHCl; bolo ziskanych 61 g surového
alkaloidného chloroformového vytrepku, ktory bol d’alej ¢isteny pretrepanim. Najprv bol
vytrepok po okysleni 150ml 5% HCl apridani 1000 ml vody prefiltrovany
cez kremelinu, priCom na premytie filtracnej vrstvy bolo pouzitych d’al§ich 100 ml vody.
Vytrepavanie prebehlo 2% — vzdy za pouzitia 400 ml Et20O a vysledkom bol zisk riedkeho
odparku L pachnuceho po silici (d’alej nebol spracovavany). Kysld vodna faza bola
alkalizovand pomocou 400 ml 10% Na>CO3 na pH ~ 9-10 a opat’ vytrepavana 200 ml
Et20 (celkom 4x). Vzhl'adom na pozitivnu reakciu vodnej fazy s Mayerovym ¢inidlom
bolo vytrepavanie 2x zopakované za pouzitia 300 ml CHCls. Cely postup vytrepavania
bol zopakovany este 2x (pri pH ~ 9-10 bol pouzity iba CHCI3), ¢o viedlo k zisku 2,7611 g

precisteného alkaloidného odparku.

4.2.4.2. Stipcova chromatografia alkaloidného extraktu
Odparok bol separovany metddou stipcovej chromatografie, ktora prebiehala
formou stupnovitej elucie. Ziskané frakcie s podobnym zloZenim alkaloidov boli spajané

na zaklade TLC. Podmienky a vysledky chromatografie znazoriiuji Tab. 1 a Tab. 2.

Tab. 1 Podmienky stipcovej chromatografie.

Hmotnost” odparku 2,7611 g
Adsorbent na trituraciu 10g

Hmotnost’ adsorbentu AlO3; 200 g
Deliaca vrstva v stlpci D:v=3,5:19cm
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Vrstva s frakciou

@:v=3,5:09cm

Mitvy objem 180 ml
Objem frakcie 50 ml
Kontrolné¢ TLC TLC Silica gel 60 GF2s4, sustava S1 (prip. S2),

draha 8,5 cm, vyvijanie 1x

Tab. 2 Vysledky stipcovej chromatografie.

Oznacenie Spojené frakcie Zlozenie elu¢nej zmesi Hmotnost’ [mg]
1-16 CHCI; : benzin (20 : 80)

] 17-29 CHCl; : benzin (25 : 75) )
A 30-54 CHCIs : benzin (25 : 75) 12,5
55-73 CHCI3 : benzin (30 : 70)

74-84 CHCI; : benzin (35 : 65)
B 85-94 CHCIs : benzin (40 : 60) 127.9
95-109 CHCI3 : benzin (50 : 50)
o 110-123 CHCIs : benzin (50 : 50) 187
124-126 CHCI3 : benzin (60 : 40)
127-155 CHCI3 : benzin (60 : 40)
D 156-165 CHCIs : benzin (70 : 30) 270,4
166-172 CHCIs : benzin (80 : 20)
173-174 CHCl; : benzin (80 : 20)
E 175-192 CHCI; : benzin (100 : 0) 318,8
193-206 CHCIs : EtOH (99 : 1)
207-215 CHCIs : EtOH (99 : 1)
F 216-233 CHCIs : EtOH (98 : 2) 183,0
234-236 CHCI; : EtOH (95 : 5)
237-250 CHCIs : EtOH (95 : 5)
G 3242
251-260 CHCI; : EtOH (90 : 10)
261-279 CHCI3 : EtOH (90 : 10)
H 280-291 CHCIs : EtOH (80 : 20) 578,1
292-312 CHCIs : EtOH (50 : 50)
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4.2.4.3. Izolacia alkaloidov z Magnolia % soulangeana Soul.-Bod.

Frakcia B (127,9 mg) bola chromatografovana na 8 analytickych doskach
20 x 10 cm v sustave S3 (2x). Vyskrabana zona bola po eltcii a odpareni ¢istend na liatej
doske 20 x 12,5 cm CHCl> (5%). Zoéna bola separovana a eluovana a na liatej doske
20 x 12,5 cm bolo realizované d’alSie vyvijanie v sustavach S4 (1x) a S5 (1x). Docistenie
prebehlo na 2 analytickych doskach 20 x 10 cm v sustave S6 (2%), so ziskom 23,1 mg
Cistej latky MSO1.

Frakcia C (38,7 mg) bola nanesend na 2 liate dosky s rozmermi 15 x 15 cm
a separovana pomocou preparativnej TLC v ststave S3 (2x). Na zéklade UV detekcie
bola vyskrabana a zeluovana jedna zona. Nasledovalo Cistenie na liatej doske 15 X 15 cm
CHCI; (5%), zona bola opdt separovana. Po naneseni naliatu dosku 15 % 15cm
pokraCovala separacia v sustave S5 (1x) Vyskraband zona bola eluovana a dosusena

v exsikatore, ¢im bolo ziskanych 25,2 mg latky MS02.

Frakcia E (318,8 mg) bola najskor rozpustena v 5 ml 5% HCI a po pridani 5 ml
vody sfiltrovana cez kremelinu (premyté vodou). Kysly roztok bol vytrepavany 2x 10 ml
Et2O (Et2O extrakt nebol d’alej spracovavany). Vodna faza bola alkalizovana 10%
NaxCOs na pH ~ 9-10 a extrahovana 6x 20 ml Et;0, ziskanych bolo 132,5 mg.

Ziskané mnoZstvo bolo nanesené na 5 liatych dosiek 15 x 15 cm a po vyvinuti
vsustave S7 (1x) bolo vySkrabanych 7 zén. Zona E3 bola chromatografovana
na 1 analytickej doske 20 x 10 cm ststavami S3 (2x) a S8 (1x), ¢o viedlo k zisku 5,7 mg
latky MS03.

Frakcia H (578,1 mg) bola pred samotnym delenim precistend rozpustenim
v 10 ml 2% HCl s pridavkom 10 ml vody a sfiltrovana cez kremelinu, ktora bola premyta
rovnakym mnozstvom vody. Po dvojnasobnom vytrepani EtO (dalej nebol
spracovavany) bol roztok alkalizovany 5 ml vodného roztoku NH3 na pH ~ 9. Extrakciou
5% 15 ml Et20 bolo ziskanych 286,2 mg.

Preparativna TLC bola prevedena na 8 liatych doskach 15 x 15 cm v ststave S2

(2x). Z vyskrabavanej 3. zony H3 bolo izolovanych 38,6 mg latky MS04.
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5. VYSLEDKY

5.1. Struktiirna analyza a stanovenie fyzikalne-chemickych vlastnosti
izolovanych alkaloidov

5.1.1. MSO01: (+)-N-Metyllaurotetanin

Na zéklade vysledkov NMR a MS analyzy, ktoré boli porovnané s literatirou,
bola latka MSO1 identifikovana ako (+)-N-metyllaurotetanin.

sumarny vzorec: C20H23NO4

Obr. 10 (+)-N-Metyllaurotetanin

5.1.1.1. MS analyza
MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 340(100), 341(M", 72), 326(21), 310(17), 294(12), 281(11),
266(6).

5.1.1.2. NMR analyza

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 8.06 (1H, s); 6.81 (1H, s); 6.58 (1H, s); 3.89 (3H, s); 3.88
(3H, s); 3.65 (3H, s); 3.16 (1H, m); 3.03 (1H, m); 2.99 (1H, s); 2.96 (1H, d, J = 4.22 Hz);
2.67 (1H, dd, J=16.3 Hz, J=3.4Hz); 2.56 d (1H, d, /= 12.7 Hz); 2.53 (3H, s); 2.50 (1H,
dd,J=11.7 Hz, J=3.9Hz).

13C NMR (125 MHz, CHCI3): 6 152.2, 145.5, 145.1, 144.4, 130.4, 129.1, 127.4, 127.3,
124.2,114.1, 111.4, 110.5, 62.8, 60.4, 56.3, 56.0, 53.5, 44.2, 34.5, 29.4.

5.1.1.3. Opticka otacavost’
[]%%° =+ 76,8 ° (c = 0,093; CHCL)
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5.1.2. MS02: Liriodenin

Na zéklade vysledkov NMR a MS analyzy, ktoré boli porovnané s literaturou,
bola latka MS02 identifikovana ako liriodenin.

sumarny vzorec: C17HoNO3

Obr. 11 Liriodenin

5.1.2.1. MS analyza
MS (EL 70 eV): m/z (%) = 275(M", 100), 246(18), 219(8), 188(25), 162(15), 123(4),
94(10).

5.1.2.2. NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCI3) : 6 8.90 (1H, d, J= 5.5 Hz, H-5), 8.67 (1H, d, J= 8.0 Hz,
H-11), 8.60 (1H, d,J = 8.0 Hz, H-8), 7.76 (1H, d, J= 7.5 Hz, H-10), 7.59 (1H, t,J=15.5
Hz, H-9), 7.20 (1H, s, H-3) 6.38 (2H, s, -O-CH»-0O-).

13C NMR (125 MHz, CHCl3): 6 180.0 (C-7), 152.5 (C-2), 147.3 (C-1), 146.4 (C-3a),
145.3 (C-5), 135.1 (C-6a), 134.0 (C-10), 132.8 (C-11a), 131.1 (C-7a), 129.1(C-9), 128.4
(C-8), 127.4 (C-11), 124.1 (C-4), 123.3 (C-1b), 103.3 (C-3), 102.0 (-O-CH2-O-).

5.1.2.3. Opticka otacavost’

Optické otacavost’ nebola merané z dovodu absencie chirdlneho atému.
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5.1.3. MSO03: Alokryptopin

Na zéklade vysledkov NMR a MS analyzy, ktoré boli porovnané s literaturou,
bola latka MS03 identifikovana ako alokryptopin.

sumarny vzorec: C21H23NOs

Obr. 12 Alokryptopin

5.1.3.1. MS analyza
MS (EL 70 eV): m/z (%) = 369(M", <1), 351(9), 283(11), 267(8), 252(8), 206(20),
164(100), 149(28), 134(17),121(9), 104(9).

5.1.3.2. NMR analyza

TH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 6.95 (1H, s); 6.91 (1H, d); 6.80 (1H, d, J = 8.24 Hz); 6.63
(1H, s); 5.94 (2H, s); 3.86 (3H, s); 3.78 (3H, s); 3.72 (2H, bs); 2.2-3.5 (3H, m); 1.86 (3H,
s).

13C NMR (125 MHz, CHCl3): 6 193.6, 151.8, 148.3, 147.9, 146.6, 136.3, 133.1, 129.8,
128.8, 128.0, 110.8, 110.7, 109.5, 101.4, 61.0, 57.8, 55.9, 50.4, 46.5, 41.4, 32.6.

5.1.3.3. Opticka otacavost’

Optické otacavost’ nebola merand z dovodu absencie chirdlneho atému.
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5.1.4. MS04: (+)-Koklaurin

Na zéklade vysledkov NMR a MS analyzy, ktoré boli porovnané s literaturou,
bola latka MS04 identifikovana ako (+)-koklaurin.

sumarny vzorec: C17H19NO3

HyCO
HO O NH

2
HO ‘

Obr. 13 (+)-Koklaurin

5.1.4.1. MS analyza
MS (EI, 70 eV): m/z (%) =285(M", <1), 178(100), 163(21), 134(6).
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]" 286 (100), 269 (4).

5.1.4.2. NMR analyza

'"H NMR (500 MHz, CD30D): § 7.11-7.08 (2H, m, AA‘BB*, H2‘*, H6“), 6.79-6.76 (2H,
m, AA‘BB‘, H3*‘, H5""), 6.69 (1H, s, HS), 6.68 (1H, s, HS), 4.18 (1H, dd, J=9.2 Hz,
J=4.6 Hz, H1), 3.83 (3H, s, OCH3), 3.29-3.23 (1H, m, H3) 3.19 (1H, dd, /= 14.2 Hz,
J=4.6Hz, H1), 3.03-2.92 (1H, m, H3), 2.88-2.75 (3H,m, H1*, H4).

I3C NMR (125MHz, CD30D): § 157.5 (C4°¢), 148.2 (C6), 146.0 (C7), 131.5 (C1*¢, C2*,
C6°“), 129.5 (C8a), 126.0 (C4a), 116.6 (C3°*, C5°), 114.1 (C8), 112.9 (CS5), 57.9 (C1),
56.4 (OCHa;), 41.7 (C1°), 41.3 (C3), 28.6 (C4).

5.1.4.3. Opticka otacavost’
[a]38 =+236,1 ° (c =0,122; MeOH)
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5.2. Inhibi¢na aktivita alkaloidov vo¢i AChE, BChE a POP

Tab. 3 Biologické aktivita izolovanych alkaloidov

Alkaloid 10s [kM]

AChE BChE POP
(+)-N-Metyllaurotetanin 898,0 + 100,5 > 1000 135,4 £ 23,2
Liriodenin > 1000 > 1000 n. d.
Alokryptopin 114,4+ 10,9 655,8 £ 69,4 > 1000
(+)-Koklaurin 507,4 +£27,8 62,9 + 6,1 665,2 + 15,4
§tandardy
Fyzostigmin 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004 -
Baikalin - - 194,1 + 14,3

Z-Pro-prolinal

2,8 x10°+2,2x 107

n. d. — nebolo stanovené
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6. DISKUSIA

V ramci tejto diplomovej prace bol alkaloidny extrakt ziskany z kvetov Magnolia
x soulangeana podrobeny deleniu stipcovou chromatografiou, ktoré viedlo k zisku
8 frakcii (A-H). Z vybranych frakcii boli v Cistej forme izolované 4 izochinolinové
alkaloidy roéznych Struktarnych typov (MS01, MS02, MS03, MS04), identifikované ako
(+)-N-metyllaurotetanin, liriodenin, alokryptopin a (+)-koklaurin.

Pritomnost’ oxoaporfinového alkaloidu liriodeninu uz bola popisand v inych
Stidiach a jedna z nich sa dokonca zmienuje o tom, Ze by mohlo ist’ o chemotaxonomicky
znak celého rodu Magnolia [56,58,60]. Alkaloidy (+)-N-metyllaurotetanin (aporfinového
typu), alokryptopin (protopinového typu) a (+)-koklaurin (benzylizochinolinového typu)
boli z tohto druhu izolované po prvy raz. (+)-N-Metyllaurotetanin bol predtym izolovany
napr. zdruhov Liriodendron tulipifera (Magnoliaceae) [122], Peumus boldus
(Monimiaceae) [121] aAnnona purpurea (Annonaceae) [123]. Alokryptopin bol
popisany u viacerych zastupcov celade Papaveraceae (napr. Glaucium spp. [124])
¢i Fumariaceae (Fumaria officinalis [125]). (+)-Koklaurin bol izolovany napr.
z M. salicifolia (Magnoliaceae) [54] a z rdznych d’alSich ¢el’adi.

Izolované alkaloidy boli podrobené testom na inhibi¢nu aktivitu voc¢i l'udskym
cholinesterazam a POP.

Inhibi¢na aktivita (+)-N-metyllaurotetaninu voci obidvom cholinesterdzam bola
v porovnani s pouzitym Standardom nevyznamna. Vysledky sa zhoduji suz
publikovanou Studiou [126], a teda latka sa nejavi ako perspektivna v terapii AD.

Anticholinesterdzova aktivita liriodeninu bola nevyznamna (ICso> 1000 uM),
¢o je v rozpore s udajmi Studie z roku 2010, ktord pre AChE uvédza ICso = 3,5 + 1,0 uM
porovnatel'nit s Hup A [98]. V literatare sa vSak nepodarilo dohl'adat,, z akého zdroja
pochéddzal pouzity enzym, tento vyrazny rozdiel v aktivite by vSak bolo vhodné
preskimat’. Vzhladom nato, Ze vtejto praci invitro bol zdrojom AChE [ludsky
hemolyzat, vypovednd hodnota tohto modelu je vysSia nez v pripade AChE
z elektrického tthora pouzivanu v réznych Studiach. Liriodenin nepredstavuje potencidlne
vyuzitelnu latku v liecbe AD.

Slaba inhibi¢na aktivita alokryptopinu vo¢i AChE (ICso = 114,4 = 10,9 uM)
a ovela niz8ia vo¢i BChE (ICso = 655,8 + 69,4 uM) nie s perspektivne z hl'adiska

mozného uplatnenia v terapii AD.
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(+)-Koklaurin nevykazoval zaujimavt inhibi¢nu aktivitu vo¢i AChE, zo vSetkych
testovanych latok bol vsak najviac ucinny vo¢i BChE (ICso = 62,9 £+ 6,1 uM). ZvySené
hladiny BChE u pacientov s AD predstavuju d’alsi terapeuticky ciel, preto je mozné
(+)-koklaurin pokladat’ za latku potencidlne vyuziteIni v liecbe AD, prip. ako
predlohovu Struktiru pre vyvoj ucinnejSich derivatov. Podobné vysledky uz boli
publikované u d’al§ich benzylizochinolinovych alkaloidov, pricom N-metylované
alkaloidy tohto Struktiirneho typu maju aktivitu priblizne 2x vyssiu [127].

U alokryptopinu a (+)-koklaurinu nebola pozorovand dostatocna inhibi¢na
aktivita voCi POP. VysSia aktivita v porovnani s baikalinom bola zaznamenana
u N-metyllaurotetaninu (ICso = 135,4 £+ 23,2 uM), stale vS8ak bola omnoho slabsia oproti
Z-pro-prolinalu. Hodnotu ICso liriodeninu nebolo mozné vypocitat’ z dovodu kalenia
roztoku pri vyssich koncentraciach.

Na zaver sa dé konStatovat’, ze z hl'adiska terapie AD sa ako perspektivna javi
jediné z izolovanych latok, a to (+)-koklaurin. Tento alkaloid vykazoval stredne silntl
inhibi¢nu aktivitu vo¢i BChE, vo¢i AChE v8ak uc¢inny nebol. (+)-N-Metyllaurotetanin,
liriodenin a alokryptopin neboli dostato¢ne ucinné voci cholinesterazam, a preto
nepredstavujii potencidlne vyuzitelné latky v tejto indikacii. (+)-N-Metyllaurotetanin
vykazoval vySSie inhibi€né ucinky voc¢i POP v porovnani s baikalinom, synteticky

inhibitor ma v§ak mnohondsobne vyssiu aktivitu.
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7. ABSTRAKT

Bakova 1.: Izolace alkaloidti druhu Magnolia soulangeana Soul.-Bod. a studium jejich
biologické aktivity. Diplomova praca, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kréalové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2017.

Kracové slova: Magnolia soulangeana, sekundarne metabolity, alkaloidy, biologicka

aktivita.

Sekundéarne metabolity st zodpovedné za rézne U€inky rastlin na organizmus.
U alkaloidov bola popisana inhibicnd aktivita voci cholinesterdzam, potencidlne
vyuzitel'na v terapii Alzheimerovej choroby (AD). Tieto latky su v sucasnosti dolezitymi
lie¢ivami AD, screening rastlinnych drog preto zostava aktualnou témou.

Alkaloidny extrakt z kvetov Magnolia x soulangeana bol podrobeny predbeznym
testom na anticholinesterazovu aktivitu. Na zéklade sl'ubnych vysledkov bol vybrany
na izolaciu a identifikaciu potencialne u€innych alkaloidov.

Extrakt bol separovany stipcovou chromatografiou na oxide hlinitom s vyuZitim
stupniovite] elucie. Alkaloidy boli izolované opakovanym pouZitim preparativnej
tenkovrstevne] chromatografie. Jednotlivé alkaloidy boli identifikované na zéklade
Struktarnej analyzy (NMR, MS) abola zmerana ich opticka otacavost. Latky boli
testované na inhibi¢nu aktivitu voci I'udskym cholinesterazam (AChE, BChE) s vyuZzitim
modifikovanej Ellmanove;  metéody  avociprolyl  oligopeptidize  (POP)
spektrofotometrickou metddou. Zistené inhibicné konsStanty ICso boli porovnané
s literatirou.

Vo vysledku boli izolované a identifikované Styri alkaloidy roznych Struktirnych
typov: liriodenin, (+)-N-metyllaurotetanin  (aporfinového typu), alokryptopin
(protopinového typu) a (+)-koklaurin (benzylizochinolinového typu). Posledné tri
spominané latky boli z tohto druhu izolované po prvy raz.

Alkaloidy neprejavili voci AChE vyraznejSiu inhibi¢nt aktivitu; slaba inhibicia
bola zaznamenana u alokryptopinu (ICso = 114,4 = 10,9 uM). Stredne silna inhibi¢na
aktivitu vo¢i BChE vykazoval (+)-koklaurin (ICso = 62,9 £ 6,1 uM). VysSia inhibi¢na
aktivita voci POP oproti baikalinu bola zaznamenand u (+)-N-metyllaurotetaninu
(ICso=135,4 + 23,2 uM), avSak nedosahovala urovne inhibicie Z-pro-prolinalu.

S vynimkou (+)-koklaurinu nemaju izolované latky z hl'adiska d’alSieho Studia potencial.
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8. ABSTRACT

Bakova I.: Isolation of alkaloids of the species Magnolia soulangeana Soul.-Bod.
and study of their biological activity. Diploma thesis, Charles University, Faculty
of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology,

Hradec Kralové, 2017.

Key words: Magnolia solulangeana, secondary metabolites, alkaloids, biological

activity.

Secondary metabolites of plants are responsible for various biological activities.
Alkaloids were described as a potentially suitable for Alzheimer's disease therapy (AD)
through their inhibition activities against cholinesterases. Nowadays, these substances are
important medicine for AD, therefore a screening of herbal drugs is still a current topic.

An alkaloid extract of Magnolia % soulangeana flowers was tested
in a preliminary testing on anticholinesterase activity. Because of the promising results,
it was chosen for an isolation and identification of possible effective alkaloids.

The extract was separated by a column chromatography using aluminium oxide
and a step gradient elution. Alkaloids were isolated by a repeated preparative thin-layer
chromatography. Individual alkaloids were identified by a structural analysis (NMR, MS)
and then their optical activity was measured. Substances were tested for an inhibition
activity against human cholinesterases (AChE, BChE) using a modified Ellman's method
and against prolyl oligopeptidase (POP) using a spectrophotometric method. Measured
inhibition concentration values ICso were compared with literature.

Four alkaloids with different structural types were isolated and identified:
liriodenine, (+)-N-methyllaurotetanine (aporphine type), allocryptopine (protopine type)
and (+)-coclaurine (benzylisoquinoline type). The last three mentioned alkaloids were
isolated from this species for the first time.

Alkaloids did not show any significant inhibition activity against AChE; weak
inhibition was recorded for allocryptopine (ICso = 114.4 =+ 10.9 uM). (+)-Coclaurine
showed moderate inhibition activity against BChE (ICso = 62.9 + 6.1 uM).
(+)-N-Methyllaurotetanine's inhibition activity against POP (ICso = 135.4 £ 23.2 uM)
was higher than that of baicalin, but it did not reach the inhibition level of Z-pro-prolinal.

Isolated substances apart from (+)-coclaurine do not have any potential for future studies.
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