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1 Uvod



V poslednich n¢kolika desetiletich se stale castéji v populaci vyskytuji
nazyvaji civilizatni choroby. Jejich zvySeny vyskyt ma mnoha odivodnéni: lidé se
dozivaji vyssiho véku, zménil se zivotni styl, zhorsilo se zivotni prostiedi.

Na pficiné téchto nemoci se podileji mnohé faktory, z nichz nékteré se fadi mezi
ovlivnitelné a jiné mezi neovlivnitelné.

Jako dilezity rizikovy faktor bezpochyby vystupuje vék nemocného, protoze
mnoho nemoci se vyskytuje az ve vy$§im véku. A vzhledem Kktomu, Ze doslo
K vyznamnému prodlouzeni délky zivota, mohou se tyto nemoci naplno rozvinout. Tyka
se to snad vSech tzv. civilizanich chorob. Za prodlouzeni délky zivota vdécime
pfedev§im pokrokiim v mediciné, na néz bylo 20. stoleti bouflivé. Jako dalsi
neovlivnitelny rizikovy faktor vystupuje pohlavi nemocného, ktery se vyznamné
projevuje u nemoci kardiovaskularniho systému. U muzl je mnohem vyssi
pravdépodobnost vzniku aterosklerotickych zmén na tepnéch jiz ve stfednim véku a
s nimi souvisi dalsi kardiovaskularni komplikace jako akutni infarkt myokardu nebo
nahla cévni mozkova piihoda.

Mezi dulezité ovlivnitelné rizikové faktory patii bezpochyby zivotni prostiedi. To
je prevazné¢ odpovédné za vznik mnohych plicnich onemocnéni, jako je astma
bronchiale, chronicka obstrukéni nemoc, nebo nadory plic. Tyto choroby se vétSinou
vyskytuji v oblastech s rozvinutym tézkym hutnickym primyslem. Mezi hlavni
provokujici latky patii polyaromatické uhlovodiky a jejich derivaty, prevazné
prokézany kancerogen benzo[a]pyren.

Za dal8i vyznamny rizikovy faktor je povazovan Zivotni styl, ktery mnohdy
souvisi s rozvojem civilizace. Lid¢é se stavaji pohodInéjsi a vSemu napomahaji vynalezy,
které usnadnuji kazdodenni zaleZitosti, jako je shanéni potravy, doprava.

Veskeré tyto faktory jsou pfi¢inou onemocnéni, jako jsou nemoci
kardiovaskularni, plicni, nadorova a v neposledni fad¢ také neurologickd. VSechna tato
onemocnéni Splhaji vysoko v febficku nejnékladnéjSich chorob, co se tthrad zdravotnich
pojistoven tyce.

Mezi vyznamna neurologickd onemocnéni patfi demence. Vyznamné se objevuje
u populace star$i 60 let. U lidi starSich 65 let je riziko onemocnéni 5 %, v 75 letech
riziko stoupa na 10 %, v 80 na 20 % a nad 90 let se demence vyskytuje u 30 — 50 %

seniort’.



NarGst poctu nemocnych demenci do jist¢é miry kopiruje vySe zminéné
demografické zmény. Procentudlni narast populace nad 60 let prevySuje celkovy narast
populace. Populace tedy starne.

Odhaduje se, ze Ceské republice je v soucasnosti 80 tis. az 100 tis. nemocnych a
70 % z nich je starSich 70 let, a dokonce 10 % nemocnych je mladsich 65 let, tento typ
demence se oznaduje jako presenilni demence?.

Velmi Casto se demence vyskytuje u pacientt, ktefi trpi Alzheimerovou chorobou
(AD). AD je neurodegenerativni onemocnéni, které i pies pokroky v medicing, je stale
nevylécitelné, pouze do jist¢ miry jsme schopni progresi zpomalit. Za zpomaleni
rozvoje onemocnéni vdécime predevsim 1é¢iviim, ktera zasahuji do metabolismu
acetylcholinu nebo ovliviiuji vapnikové receptory neurond.

Na trhu se sice vyskytuje spousta dalSich latek, ale zatim bez prokazaného
prospéchu pro nemocného. Patii sem prevazné antioxida¢né pusobici latky, slouc¢eniny
ovliviiyjici prokrveni, metabolismus nervovych bun¢k nebo latky slouzici jako
prekurzory mozkovych neuromediatord. Pro tyto latky dosud nebyly vedeny velké
placebem kontrolované klinické studie nebo jiz provedené studie plné¢ neprokazaly
jejich ptiznivy ucinek. Na druhou stranu existuje spousta latek nasi medicinou
neuzivanych, ale uzivanych po staleti ethnofarmakologicky, napfiklad tradi¢ni ¢inskou
medicinou nebo tradi¢ni indidnskou medicinou.

Mezi uZivané taxony patii pfedevSim rostliny bohaté na alkaloidy a pfedevSim
isochinolinové alkaloidy. Z toho diivodu je potieba témto taxonlim vénovat zvySenou
pozornost a snazit se dikladné analyzovat jejich metabolity, které pravdépodobné jsou
za jejich uCinek odpovédné. Je potieba dikladné prozkoumat vztah mezi jejich
strukturou a ucinkem, aby bylo moZno zjistit jejich pfesny mechanismus U¢inku a
pfipadné synteticky pfipravit latky ucinnéjs$i nebo s niz$i toxicitou pro organismus.

Studiem ucinku na nékteré enzymové systémy lidského CNS se zabyva skupina
ADINACO, vznikld na katedie farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové a tato prace je prispévkem K uvedenému tématu.
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2 Cil prace
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Cilem moji rigordzni prace bylo:

1.

2.
3.

Zpracovani alkaloidniho vytiepku z rostliny Eschscholtzia californica CHAM. a
izolace alespon jednoho alkaloidu v Cistém stavu pomoci chromatografickych
metod.

Identifikace ziskanych alkaloidii za vyuziti fyzikalné-chemickych metod.

Podil na stanoveni jejich biologické aktivity: inhibice humanni
acetylcholinesterasy, bytyrylcholinesterasy a stanoveni jejich antioxida¢ni
aktivity metodou DPPH.
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3 Teoreticka ¢ast
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3.1 Neurodegenerativni choroby

Neurodegenerativni onemocnéni (NDO) jsou charakteristické poSkozenim
neurontl, tedy nervovych bun¢k. Buiiky se mohou poskodit a ztratit svou fyziologickou
ulohu nebo muze dojit ptimo k jejich zaniku. K poskozeni neuroni vedou nejcastéji
patologické procesy: excitotoxicita, oxidacni stres a apoptdza. Zanik ¢i poskozeni
buniky vede k zastaveni vedeni nervového signalu nebo ke vzniku rtznych Sumd.
V centralnim nervovém systému (CNS) miize mit toto poskozeni v zavislosti na oblasti
mozku a nedostatku reparac¢nich prosttedki dalekosahlé disledky pro nemocného. Mezi
nejdilezitéjsi NDO patii Parkinsonova, Huntingtonova a Alzheimerova choroba. Pro
Parkinsonovu a Huntingtonovu chorobu je neurodegenerativni proces charakteristicky
pro oblast bazalnich ganglii. U Alzheimerovy choroby je ubytek neuronli a poskozeni

lokalizovano piedev§im v pfednim mozku a hipokampu?®.

3.1.1 Alzheimerova choroba

Je neurodegenerativni onemocnéni z atroficko-degeneretivni pficiny. Stava se
jednim z nejvétSich medicinskych problému 21. stoleti. Tato skutecnost souvisi se
starnutim populace a nartistem poctu obyvatel starSich 65 let.

Charakteristické je poSkozeni neurotransmise jiz v po€atecnich fazich nemoci.
Nemoc ma postupny plizivy néstup a postupné se zhorSuji kognitivni funkce pacienta.
Choroba je i pies velké pokroky v medicing stale nevyléCitelna a za tGspéch v 16¢bé je

povazovano 1 zpomaleni progrese.

3.1.1.1 Klinicky obraz

Charakteristicky je nejdiive poSkozena pamét’ nemocného, postupné dle stupné
onemocnéni se pfidavaji poruchy feci, orientace, prostorové funkce a apraxie. Dle
stupné postizeni rozezndvame demenci lehkou, pfi niz jsou mirné poSkozeny prevazné
funkce tzv. novopaméti, ptipadné mirné poruchy feci ve smyslu omezeni slovni zasoby
nebo dysnomie. Pro farmakoterapii je dulezity vznik pacientovi ,,non-compliance* (tedy
ochoty a schopnosti spolupracovat). U stiedné t¢zké demence je pacient dezorientovan,
zvyraznuji se poruchy paméti, fe€i, CoZ pacienta omezuje v socialnich kontaktech.
Dochazi k potizim se zvladanim rutinnich tkolt. U téZké demence je pacient odkazan
na pomoc okoli i1 v zcela béznych zalezitostech, nedokaze se saim najist, ztraci schopnost

chlize, komunikace s pacientem je omezena na jednoslovné véty nebo nékolik slov.
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Celkova délka onemocnéni od diagndzy po smrt trva v pruméru 6 - 12 let v zavislosti na
pivodu demence. I kdyz samotné onemocnéni v disledku mtize zplsobit smrt
nemocného, pacienti nejcastéji umiraji na Urazy, infekéni onemocnéni a dalsi

komplikace®.

3.1.1.2 Acetylcholin

V CNS hraje velice dulezitou roli neuromediator acetylcholin (ACh). Vznika
v téle nervové buniky zacetylkoenzymu A a cholinu za pfitomnosti enzymu
cholinacetyltransferasy (CAT). Dale je koncetrovan do vezikul v poétu asi 10* molekul
a axonalnim transportem jsou vzniklé vezikuly dopravovany do presynaptické oblasti
neuronu. Takto pfipravené vacky jsou pfipravené po piijeti signalu ve formé& Ca?*
splynout s plazmatickou membranou neuronu a vypustit cely sviij obsah do synaptické
$térbiny, v niz mize ACh reagovat se specifickymi receptory®.

Koncetrace ACh v synaptické $térbiné je piisné kontrolovana pomoci enzymu
acetycholinesterasy (AChE). AChE enzymaticky Stépi ACh zpét na vychozi slozky.
AChE se u ¢loveka vyskytuje ve dvou formam G1 a G4. U zdravych jedinci prevazuje
tetramerni forma G4, zatimco u nemocnych AD pfevladda monomerni forma G1 a navic
je nadmérné tvotena butyrylcholinesterasa (BuChE), kterd se rovnéz podili na rozkladu
ACh. Ke zvysené syntéze BuChE dochazi pfedevsim v mistech s vyssi akumulaci tzv.

B-amyloidnich plakii o nichz bude pojednano dale®.

3.1.1.3 Ethiopatogeneze AD

Ethiopatogeneze onemocnéni neni dosud pln€ objasnéna. Piedpokladaji se urcité
genetické predispozice piedevsim diky nalezeni mutaci na chromozomech u nemocnych
AD. Mutace se tykaji predevs§im genu kontolujiciho tvorbu nerozpustného -amyloidu,
jinak bézné soucdsti bunééné membrany neurond. B-amyloid vznikd pfeménou
amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), pfirozeného transmembranové ulozeného
proteinu. Za fyziologickych podminek jsou z APP pomoci enzymu a-sekretasy
odstépovany déale neSkodné a rozpustné peptidy o délce 39 aminokyselin. Zbyly peptid
Vv plazmatické membrané je Stépen pomoci [-sekretasy a y-sekretasy na neskodné
rozpustné fragmenty, jejichz fyziologicka uloha dosud nebyla plné objasnéna. U AD
pfevazuje aktivita B-sekretasy, ktera pied a-sekretasou rozstépi APP na dva fetézce:

SAPPPB a C99. Retézec C99, ktery je stile vazany na plazmatickou membranu, je déle
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pomoci y-sekretasy §tépen na jednotlivé amyloidni beta (AB) peptidy. Produktem jsou
proteiny o rizném poctu aminokyselin, 40 nebo 42 a podle jejich poctu se déli na fadu
AB40 a tadu AP42. Ve vétsi mite vznika APR40, ktery se casto chybné svinuje, uklada se
do cévni stény a podili se na vzniku amyloidni angiopatie a mize vést az k mozkovému
krvaceni. Minoritni AB42 naopak velmi ochotné polymerizuje za vzniku oligomert,
polymerti a nakonec Sse agreguje do tzv. senilnich plaki, které jsou histologicky
prokazatelné v mozku nemocnych. Tyto AP42 proteiny maji schopnost aktivovat
kaskadu oxida¢niho poskozeni bunék a je prokazano, ¢im delsi polymer proteiny
vytvori, tim je poSkozeni rychlej§i a vyssi. Oxidacni poskozeni vede k poskozeni
cytoskeletu, jenz hraje dulezitou roli v axonalnim transportu u neuroni. Tento
mechanismus se v koneéném dusledku jednak podili na snizovani hladiny ACh v
synapsich, jednak na poSkozeni a zdniku neuront®®.

ZvySenou excitotoxicitu  zastupuje zvySené uvoliovani  excitacnich
aminokyselin, které se podileji na tvorbé dlouhodobé paméti, pomoci tzv. dlouhodobé
potenciace - ,,long term potentiation* (LTP). Pti LTP dochazi k dlouhodobému drazdéni
vzdy stejné skupiny neuronii a kazdé nové podrazdéni vyvold siln€jsi odezvu na
postsynaptickém potencialu. Toto drazdéni je zprostiedkovano pomoci ionotropnich N-
methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptori za souéinnosti receptorii 2-amino-3-(3-
hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-yl)propanové kyseliny (AMPA). U AD dochazi
pfiliSnému drazdéni NMDA 1 AMPA receptorit vlivem zvySeného uvoliiovani
excitacnich aminokyselin. Toto zvySené drazdéni zplisobuje v pfenosu signdlu Sumy,
které brani vzniku ucinného postsynaptického potencidlu a v konecném disledku
dochazi k poruchdm pii LTP. Navic NMDA receptory jsou spojeny s kalciovymi kanaly
a jejich zvySené drdzdéni vede k vysSimu influxu vapenatych iontl do nitra buiky.
Zvyseni hladiny Ca®* vede mimo jiné k aktivaci signalni kaskady, ktera vede k odkryti
genu pro apoptdzu a buiika hyne7.

V neposledni fad€ se na zaniku nervovych bunék podili také sterilni zanét, ktery

probiha pfevazné v oblasti senilnich plaki, tvofenych amyloidnimi f3 peptidyg.

3.1.1.4 Lécba AD
V soucasné dobé se pro 1é¢bu AD uplatituje nékolik skupin 1é¢iv: kognitiva,

latky zlepSujici naruSenou glutamatergni transmisi, nootropika a 1éCiva ostatni.
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3.1.1.41 Kognitiva

Kongnitiva jsou latky, které maji schopnost zvySit pozornost a pamétové
schopnosti pfedev§im diky jejich cholinomimetickému ucinku, piipadné i1 jinym
mechanismem u¢inku. Z latek se nejvice osvédcily slouceniny, které nepfimo zvysuji
mnozstvi ACh v synapsich, inhibici enzymii odpovédnych za jeho rozklad (AChE a
BUChE). V soudasnosti jsou u nds pouzivany pouze ti latky: donepezil (Aricept®),
galanthamin (Reminyl®) a rivastigmin (Exelon®). Pro u¢inek je nezbytné, aby lé¢iva
inhibovaly alespon AChE, i kdyZz vzhledem k tomu, Ze BuChE postupné piebira
katabolické funkce AChE, je vyhodna inhibice i BuChE. VSechny uvedené 1é¢ivé latky
pusobi reverzibilni inhibici, pouze rivastigmin vykazuje pseudoreverzibilni ucinek, diky
tomu, Ze po navazani na enzym dojde ke zmetabolizovani enzymu a déle je tento enzym
jiz netcinny. Diive zavedené inhibitory jako physostigmin ¢i takriny se V soucasnosti
predevsim kvili nezadoucim G&inkéim neuZivaji'>.
Donepezil, je nejdéle uzivany inhibitor, jehoz aktivita je omezena pouze na ovlivnéni
AChE, ale dosahuje vyznamné CNS selektivity, diky niz dosahuje minimalnich

perifernich nezadoucich ucinkti. Po chemické strance je donepezil derivatem

piperidinu®.
)
N
HaC,
0

Obr. 1: Struktura donepezilu

Rivastigmin, jedina dostupna latka s dualistickym G¢inkem na AChE i BuChE. Navic
inhibuje pseudoreversibilné, tedy i1 po uvolnéni inhibitoru z vazby na ChE, zistavd ChE
neuginna, nebot’ doglo k jeji metabolizaci. Chemicky se jedna o karbamat'.

U této latky bylo navic zjiSténo ovlivnéni sekretas, ve smyslu zvySeného

odbouravani APP pomoci a-sekretasy na sAPPa a sniZeni tvorby Ap peptidi®.
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Obr. 2: Struktura rivastigminu

Galanthamin, nejmladsi ze tii uvedenych inhibitord AChE. Mimo inhibice AChE se
vyznacCuje alosterickym modulujicim U¢inkem na pre- i postsynaptické nikotinové
receptory. Tento ucinek posiluje cholinergni pfenos informaci. Latka pfirodniho piivodu

izolovana z nékterych druhli snézenek a narcisti. Chemicky se jedna o fenantrenovy
alkaloid".

Obr. 3: Struktura galanthaminu

Z ostatnich kognitiv jsou n¢kdy pouzivany latky, které piimo uvoliuji
prekurzory acetylcholinu. Patii zde pfevazné séjové lecitiny, u nichz jejich ucinek
dosud nebyl kontrolovanymi studiemi pIn¢ dokazan. Nedostatecny tuc¢inek je
vysvétlovan nizkou prostupnosti latek pies hematoencefalickou bariéru. Proto patii
spise do kategorie potravnich doplikii nebo jako podptrna 1écba pfi uzivani inhibitort
AChE a BuChE®.

3.1.1.4.2 Inhibitory NMDA receptoru

Mezi latky ovliviiyjici glutamatergni transmisi patii jediné u nas registrované
lécivo memantin. Latka je uzivana u stiedné tézkych az tézkych fazi onemocnéni.
Memantin inhibuje glutamatové receptory, jejichz aktivace vede ke vstupu Ca®" ionti

do buriky®.
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Obr. 4: Struktura memantinu

3.1.1.4.3 Nootropika

Nootropika, jsou chemicky nesourodou skupinou 1é¢iv, které piizniveé plisobi pii
poruchéch védomi, pozornosti, ¢i paméti, a to predevsim pii akutnich stavech, pii
urazech, mozkovych traumatech, intoxikacich. Dalsi indikaci jsou napf. mentdlni
vyvojové poruchy, dyslexie, Raynaudiv syndrom, delirium tremens. Pro tyto latky je
spolecné, Ze dobie prostupuji pfes hematoencefalickou bariéru (HEB) a zvysuji
v mozkovych bunkach obrat kysliku a glukézy, ptipadné upravuji reologické vlastnosti
krve. Mezi tyto latky patfi meklofenolat, pyritinol, piracetam. Nékdy jsou mezi
skupinu nootropik, fazeny i vasodilatancia mozkovych cév, jako pentoxifylin,
naftydrofuryl, dihydroergotoxin nebo nicergolin. Vsechny tyto latky je potieba
uzivat dlouhodob¢ a i ptesto, dosud nebyl u Alzheimerovy choroby jejich t¢inek plné
potvrzen. Navic pro vSechny latky s vasodilataénim plsobenim je nebezpeci vzniku tzv.
steal fenoménu, kde krev misto do ischemizované c¢asti, proudi do oblasti bez

v 3
poskozeni®.

3.1.1.4.4 Ostatni lé¢iva a latky prirodniho pivodu

Mezi ostatni 1éCiva patii latky, které urcitym mechanismem mohou pfizniveé
ovliviiovat onemocnéni. Patfi sem napf. nesteroidni antiflogistika nebo statiny, které
mohou sniZit nebo zastavit probihajici zanét, ni¢ici nervové buﬁky3.

Zajimavou skupinou latek jsou latky, které vychytavaji volné kyslikové radikaly,
protoze volné radikaly hraji dtlezitou roli v patofyziologii AD. Slibné vypada plisobeni
vitaminu E, jehoz ucinek pii davkovani 2000 IU denné byl potvrzen studii. Z dalSich
antioxidantli, zatim bez potvrzené¢ho efektu je mozno povazovat vitamin C, beta-

karoten, selen®.
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V neposledni fad¢ se k 1écbé uzivaji latky pifirodniho ptivodu, k nimz patfi jiz
uzivany alkaloid galanthamin. Velice slibné se zda byt pouziti alkaloidu huperzinu A
izolovaného z ¢inské rostliny Huperzia serrata. Jedna se o reverzibilni inhibitor AChE,
ktery je v Cing jiz nékolik let pouzivan k 16¢b& AD a jinych demenci'®. Mimo inhibice
AChE se alkaloid podili na odstranovani volnych radikali a zlepSuje mozkové

11
prokrveni.

H,C

Obr. 5: Struktura Huperzinu A

Mezi latky ptirodniho ptivodu a zaroven pusobici jako kognitiva patii dvé latky
izolované z ¢ekanky Cichorium intibus 8-deoxylaktucin a laktukopikrin. Ob¢ latky
nejsou alkaloidy, ale jedna se o sekviterpenické laktony inhibujici AChE',

Dalsim slibnym inhibitorem AChE i BuChE je alkaloid hookerianamid-H
izolovany z kefiku Sacococca hookeriana®®. Vyznamngjsim inhibitorem AChE je dale
leptomerin, derivat 4-chinolinonu izolovany z rostliny Esenbeckia leicarpa™.

Jako zastupce pfirodnich alkaloidi s jinym uc¢inkem neZ inhibici ChE uvedu
alkaloidy evodiamin izolovany z Evodia rutaecarpa a vinkamin z rostliny
Catharanthus roseus. Evodiamin je latka pusobici jako inhibitor cox-2 a uvolfiovani
prozanétlivych cytokinli. Tedy mechanismem se podoba U€inku nesteroidnich
antiflogistik a statini®®. Vinkamin zlepsuje reologické vlastnosti, pisobi vasodilatatné
a byly u néj objeveny také antioxidacni ﬁéinkyls.

Zajimavou rostlinou diky svym obsahovym latkam je urcité také Eschscholtzia

californica, o niz bude pojednano dale.
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3.2 Eschscholtzia californica CHAM.

Jedna se o rostlinu, kterd je zajimava svym obsahem isochinolinovych alkaloid

z ¢eledi Papaveraceae.

3.2.1 Botanicky popis

Jednoletd az vytrvald bylina patfici do Celedi Papaveraceae vyrusta do vysky az
60 cm. Lodyha je vzpiimena a nese Sedozelené hluboce ¢lenéné listy. Na konci stonku
jeden kvét Zluté az oranzové barvy se Ctyfmi okvétnimi listky 2 - 6 cm dlouhymi a
Sirokymi. V domovské krajiné vykvéta od unora do zafi. Kvéty se na noc, v chladu a ve
vétrném pocasi zaviraji. Po odkvétu kvéty prechazeji v stihlé 3 - 9 cm dlouhé tobolky,
které se podélné §tépi na dvé poloviny, aby z nich mohla vypadat spousta malych tmavé
hnédych az cernych semen. Domovinou rostliny je vychodni uzemi Spojenych Stéti
Americkych od statu Oregon az po Mexiko. V zavislosti na klimatickych podminkach je
rostlina jednoleta, pfipadné vytrvald. U nas péstovana piedevSim jako dekorativni
letni¢ka, kterd u nas ob&as zplafiuje'’.

Rostlina je producentem sekundarnich metabolitli, pfedevs§im isochinolinovych

alkaloidu. O nich bude pojednano dale.

COMMON CALIFORNTA-POPPY
Eschscholtzia californica Cham.
Porpry FamiLy

Obr. 6: Kresha rostliny Eschscholtzia californica®’
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3.2.2 Droga - Eschscholziae herba — nat’ sluncovky kalifornské

Jako droga jsou pouzivany susené nadzemni Casti rostliny E. californica CHAM.
sbirané v obdobi kvétu. Slozku drogy tvoii pifevazné duté stonky bélavé nebo nazloutlé
barvy s 8 az 12 kolenchymovymi Zebry. Soucasti drogy jsou taktéz lehce opadavé silné

r v 1 v rv v r v, 18
ochlupené Sedozelené listy a zluté az oranzové kvéty .

3.2.3 Pouziti v lidovém lécitelstvi

E. californica je tradi¢ni 1é¢ivou rostlinou severoamerickych indiany a prvnich
evropskych osadnikd. Pouzivana je pfedev§im pro své hypnotické a analgetické
vlastnosti. Nicméné¢ jsou i doklady o jejim uzivani proti noénimu pomocovani u déti a
ve form¢ obkladii byla pouzivana zevné na hojeni ran, viedi a rtiznych popalenin.
V souéasnosti je V Americe a Evropé uzivana jako mirné sedativum. V nékolika
poslednich desetiletich probihd intenzivni vyzkum této rostliny a mnohé ji pfipisované

ucinky jiz byly potvrzeny in vitro piipadné na zvitecich modelech™.

3.2.4 Obsahove latky

Hlavni obsahové latky E. californica jsou izochinolinové alkaloidy, které se ve
vetsi mife vyskytuji v podzemnich i1nadzemnich castech kvetoucich rostlin. Vyssi
obsah alkaloidli dosahuji podzemni ¢asti rostliny, ale pro farmaceutické a terapeutické
ucely se pouzivaji Casti nadzemni. V rostlindich se vyskytuje smés tercidrnich a

kvartérnich alkaloidd rizného typu®

. Podrobnéji jim bude vénovana nasledujici
kapitola.

Mimo alkaloidi byly zrostliny izolovany také flavonoidy, predevsim jako
glykosidy kvercetinu a isorhamnetinu. V ethanolickém extraktu nadzemnich c¢asti
rostliny bylo nalezeno nékolik flavonol 3-O glykosida. Zajimavosti je, ze z rostliny
nebyly ziskany samotné aglykony®'. NiZe je zobrazena zakladni struktura flavonolovych

glykosidu izolovanych z E. californica.
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OH O R,

R:= H nebo CH3; R,= sacharidova slozka

Obr. 7: Struktura flavonolovych glykosidi z rostliny E. californica

Samotny aglykon kvercetin snizuje permeabilitu kapilar, ptisobi vasodilatacné a
ve vys$ich davkach snizuje tonus hladného svalstva a vykazuje celkové spasmolytickou
aktivitu?.

Z korunnich listka E. californica bylo izolovano nékolik karotenoidt jako: f-
karoten (1 %), eschscholtzxanton (0,5 %), eschscholtzxantin (35 %), lutein (1 %),
zeaxantin (2 %), antheraxantin (10 %), mutatoxantin (6 %), violoxantin (10 %),

luteoxantin (5 %), auroxantin (5 %) a neoxantin (2 %)%.

3.3 Alkaloidy E. californica

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity rostlin. O jejich vyznamu pro rostlinu
zatim mnoho nevime, ale ptedpoklddame, Ze mohou byt odpadni formou nepotiebnych
toxickych latek pro rostlinu, nebo to mohou byt i latky tvofené kvuli ochrané rostliny
pred pozienim zivoCichy. Po chemické strance se jedna o bazické latky, pro néz je
Charakteristicka pfitomnost alespol jednoho atomu dusiku, ktery miize mit povahu
aminu nebo i amidu. Atom dusiku je nejcastéji soucasti heterocyklického utvaru, ale
muize byt umistén 1 mimo cyklus. Je zndmo mnoho typi alkaloidd, které se od sebe
vzéajemné odlisuji predevs$im typem heterocyklického utvaru. E. californica je bohata na
alkoloidy isochinolinového typu, pro které je charakteristicka pfitomnost isochinolinu
v molekule. T tato skupina se dale déli na jednotlivé typy alkaloidi. Proto budou
Vv nasledujicich odstavcich probrany pouze ty typy, jenz byly izolovany z taxonu E.

californica.
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3.3.1 Pavinanové alkaloidy

Nejvice zastoupenou alkaloidni

pavinanového typu. Nositelem bazicity alkaloidu tohoto typu je atom dusiku ve stiedu
molekuly a dle substituce se d¢li na alkaloidy terciarni a kvarterni. Z nich nejvice
zastoupené je siln¢ polarni kvarterni baze kalifornidin, ktery je rozsifeny ve vsech
castech rostliny a kalifornin (escholtzin), ktery se vyskytuje pouze v nadzemnich

¢astech rostlinyls. Tyto dva alkaloidy jsou pravdépodobné odpovédné za anxiolyticky a

slozkou E.

californica jsou alkaloidy

sedativni efekt alkoholického i vodného extraktu, ovlivnénim GABAergniho systému

V men$i mife jsou zastoupeny terciarni alkaloidy karyachin, o-methylkaryachin,

piipadn& neocharyachin, ktery byl poprvé z rostliny izolovan v roce 2010%.

Tab. 1: Piehled struktur pavinanovych alkaloidi izolovanych z E. californica

Ry

Rs

O "
Rs3

R2
Argemonin Ry =OCH;3; | R,=0OCH3 | R3=0OCH3 | R4=0OCH3; | Rs=H
Bisnorargemonin | R; = OCH3; | R, = OH R; = OH R;=0OCH; | Rs=H
Escholtzin R; =R, =0OCH,0 Rs; = R4 = OCH,0 Rs=H
Isonorargemonin | R; = OH R, =0OCH3 | R3=0OCH3; | R4=0CH;3; | Rs=H
Karyachin R; = OH R, =OCH3 | R3 =R4 = OCH,0 Rs=H
Neokaryachin R1=0CH;z | R, =H R3 = R4 = 0OCH,0 Rs = OH
Norargemonin R, =0CH; | R, =0OH R;=0OCH3; | R4,=0CH; | Rs=H
Earr;:;?ﬁ’r'] R; = OCHs | R;= OCH; | Rg = Ry = OCH,0 Rs = H
EechscholtzinN-1 g, = R, = 0cH,0 Rs = Ry = OCH,0 Rs= O
Kalifornidin R; =R, =0CH,0 R; = R4 =0OCH,0 Rs = CH3
N-methyl- Ry=OCHs | Rs = OCHs | Rs = Ry = OCH,0 Rs = CH;

eschscholtzidin
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3.3.2 Protopinové alkaloidy

Protopinové alkaloidy jsou terciarni nebo kvartérni alkaloidy obsazené
v mnohych rostlinnych ¢eledich, pfevazn¢: Berberidaceae, Fumariaceae a Papaveraceae.
Nejvice je tato skupina zastoupena v kofeni E. californica, ale v mensi mife se vyskytuji
I v nadzemnich ¢astech rostliny. Nejvice z nich je zastoupen allokryptopin, ktery tvoii
nejdominantngjii alkaloidni slozku kofene. Jeho obsah v kofenu dosahuje az 1,8 %', U
alkaloidu byla objevena vyznamna anti‘fungailniz6 a spasmolytickd aktivita a ve vyssich
davkach muze zptisobovat centralni ochrnuti?’. V mensi mife je zastoupen alkaloid
protopin, ktery je vyznamny pievazné z hlediska své ucinnosti. Podobné jako
allokryptopin pisobi antifungalng a také spasmolyticky?®. Navic u n&ho byly objeveny
inhibi¢ni u€inky na agregaci krevnich desticek?®®.

Dalsi alkaloid protopinového typu izolovany z E. californica je hunnemanin, u

kterého byla objevena vyznamna antifungalni aktivita®.

Tab. 2: Struktura protopinovych alkaloidl izolovanych z E. californica

0 Re
|
Ry

Allokryptopin R1 = OCHs R, = OCH3

Hunnemanin R, =0OH R, = OCH3

Protopin R; =R, = OCH,0

3.3.3 Benzofenantridinové alkaloidy

Benzofenantridinové alkaloidy jsou vyznamné sekundarni metabolity pfevazné u
celedi Papaveraceae. Hojné¢ se s nimi setkame u rostliny Chelidonium majus. U E.
californica najdeme kvartérni alkaloidy jako sanguinarin nebo chelerytrin. Nositelem
naboje u téchto alkaloidi je methylsubstituovany atom dusiku v molekule.
Sanguinarin podle nékterych praci vypada jako slibna ptirodni latka pro dalsi
vyvoj voblasti nadorové 16¢by>, dokaze indukovat apoptozu a pisobi také

é32

antimikrobialné®. A podobné jako protopinovy alkaloid protopin pisobi inhibici
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agregace krevnich desti¢ek®. Chelerytrin je rovn&z potencialni protinadorové 1é&ivo,
pfedevSim diky jeho schopnosti selektivné inhibovat protenkindzu C, kterd ma vliv
v signalni kaskads buiiky™*.

Z dalsich izolovanych alkaloidd zminim chelilutin, chelirubin, makarpin a
terciarni norsanguinarin, u nghoz byla objevena antifungalni aktivita®®. U chelilutinu

byla rovnéz objevena siln4 antiproliferativni a pro-apoptické aktivita®.

Tab. 3: Struktura norsanguinarinu

Tab. 4: Struktura kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidl izolovanych

z E. californica

Chelerythrin R;=H R,=H Rz = OCH3 R4 = OCH3
Chelilutin Ri=H R, = OCH3s Rz = OCH3 R4 = OCH3
Chelirubin Ry=H R, = OCHjs R; = R4 =OCH;0
Makarpin R; = OCHs R, = OCH3 R3 = R4 =0OCH;0
Sanguinarin Ri=H R,=H R; =R, =0OCH,0

3.3.4 Aporfinové alkaloidy

Tento typ isochinolinovych alkaloidii se v taxonu E. californica vyskytuje
pfevazné v kofenovém systému. V menSim mnozstvi se najdou také v nadzemnich
castech rostliny. Jako ostatni isochinolinové alkaloidy se i1 aporfinové vyskytuji

prevazné v Celedi Papaveraceae. Nejdominantnéji je zastoupen jediny kvartérni alkaloid
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magnoflorin, u néhoz byly objeveny uCinky snizujici krevni tlak, dokaze navodit
hypotermii, dokaze vyvolat kontrakce izolované té¢hotné délohy a stimuluje peristaltiku
izolovaného ilea®.

Z terciarnich alkaloidu byl izolovan alkaloid glaucin, ktery je jiz terapeuticky

vroor r . . Lo 37 ’ o [ R SR L 38
pouzivan pro své antitusické ucinky”’. Navic pisobi protizanétlivé

a vykazuje
antifungélni u¢inky?.

V nadzemnich ¢astech se nachazi lauroscholtzin, diive nazyvan jako N-
methyllaurotetanin a izolovany dale z rostliny byly alkaloidy Kkorytuberin,

isokorydin a korydin.

Tab. 6: Struktura terciarnich aporfinovych alkaloidi izolovanych z E.californica

Glaucin R; = OCHj3 R, = OCHj3 R;=H R, = OCHj3 Rs = OCHj
Isokorydin R, = OCH3 R, = OCH3 Rs = OH Ry = OCH3 Rs=H
Korydin R; = OCHj3; R, =OH R3; = OCHj3 R; = OCHj3 Rs=H
Korytuberin R;=0CH3 | R,=0H R; = OH Rs4=0OCH;3 |Rs=H
Lauroscholtzin | R1=0CH; |R,=0CH3; |R3=H R;,=0CH; | Rs=0H
Tab. 5: Struktura magnoflorinu

Ry
Magnoflorin R; = OCHgs R, = OH R3; = OH R4 = OCH3

27




3.3.5 Benzylisochinolinové alkaloidy

Tyto alkaloidy tvofi v pfirodé pocetnou skupinu alkaloidf, které dosahuji

velkého farmaceutického vyznamu. Jejich bohaté zastoupeni ma predevsim celed

Papaveraceae.

Z E. californica byl izolovan terciarni alkaloid retikulin, jehoz S-izomer slouzi
jako meziclanek pii syntéze dalSich alkaloidi aporfinového, protoberberinového a
benzofenantridinového typugg. Pti studiu farmakologikého ucinku byly u latky objeveny
ucinky centralni stimulace, hypertermie a ptsobeni kie¢i na urovni michy40. Z dané
rostliny byl poprvé izolovan roku 2010 a vysledky ukazuji na slibny inhibi¢ni potencial
vii¢i HuBuChE?®.

Z kvartérnich alkaloidii byly z nadzemnich ¢&asti rostliny izolovany podobné

alkaloidy escholamin a escholamidin®.

Tab. 7: Struktura retikulinu

Ry
98
H3C\N l R,
Rl
Retikulin R = OCHj3; R, =OH R3; = OCHj3 R, =0OH

Tab. 8: Sturktura benzylisochinolinovych alkaloidt izolovanych z E. californica

R,

RO
X 0

Ry

Eschscholamin

Rj_ = R2 = OCHzo

Eschscholaminid

Rj_:OH

Rz = OCH3
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3.3.6 Protoberberinové alkaloidy

V piirodé hojnad skupina alkaloidli pievazné v Celedich Berberidaceac a
Fumariaceae. U taxonu E. californica tvoii tato skupina minoritnéji zastoupené
alkaloidy, pfedevsim kvartérni berberin, koptisin a korysamin. Z terciarnich byl
izolovan skulerin, u néhoz byly objeveny antiemetické ucinky*'. Alkaloidy nedosahuji
velkého vyznamu svym obsahem v rostlin€, ale predev§im svymi farmakologickymi
G&inky. Berberin i koptisin jsou vyznamnymi inhibitory AChE i BuChE®, puisobi

rovn&Z antibakterialng® a byly u nich prokazany také cytotoxické44 a dalsi ucinky.

Tab. 9: Sturktura kvartérnich protoberberinovych alkaloidt izolovanych z E.californica

Berberin R:=H R, = OCH3 R3; = OCHj3
Koptisin R, =H R, = R3 = 0OCH,0
Korysamin R; = CHs R, = R3 = OCH,0

Tab. 10: Struktura skulerinu

Skulerin R; = OCHj3; R, =OH R3; = OCHj3 R, =0OH
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3.3.7 Morfinanové alkaloidy
Tuto skupinu tvoifi jediny zastupce z rostliny poprvé izolovany roku 2010

alkaloid salutaridin®.

Tab. 11: Struktura salutaridinu

CHjy

R;
]
o

salutaridin R; = OCHj3; R, = OH R; = OCHj3
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pted pouzitim destilovana; nejprve byl zachycen predek (asi
5 %; vétSinou s vodnim azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 %
rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovévana v hnédych nadobach. Odpatovani

chromatografickych frakci bylo na vakuové odparce pii 40 °C za snizené¢ho tlaku.

4.1.2 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla pouzita v systtmu N (normalnich komor).
Komory byly pouzity nasycené mobilni fazi. V ptipadé wuziti malych komor
(valcovych), primér 10 cm trvalo syceni asi 30 minut. U klasickych komor (18 % 18)

pak asi hodinu. Chromatografie byla provadéna vzestupné.

4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla a chemikalie

4.2.1.1 Rozpoustédla

Cyklohexan, ¢., PENTA

Diethylamin, ¢., PENTA

Diethylether, €. bez stabilizatoru, PENTA

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, ¢., PENTA
Chloroform, ¢., PENTA

Methanol, ¢., PENTA

Toluen, €., PENTA

4.2.1.2 Chemikalie
Dusi¢nan bismutity zésadity, ¢., PENTA
Hydroxid sodny, ¢., PENTA
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Jodid draselny, ¢., PENTA

Kyanid draselny, ¢., PENTA

Kyselina octova 99%, p. a., PENTA

Kyselina sirova 96%, p. a., PENTA

Kyselina vinna, ¢., PENTA

Uhli¢itan sodny bezvody, ¢., PENTA

Vodny roztok chlorovodiku 36%, p. a., PENTA

4.2.2 Chemikalie a material ke stanoveni u¢inku erytrocytarni AChE a BUChE

4.2.2.1 Chemikalie

10 mM acetylcholinjodid, Sigma-Aldrich

10 mM butyrylcholinjodid, Sigma-Aldrich

0,1 M fostatovy pufr pH 7,4
5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina), Sigma-Aldrich
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p. a., Lachema
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p. a., Lachema
Eserin, Sigma-Aldrich

Huperzin A, Tazhonghui Co., Ltd., China
Dimethylsulfoxid p. a., Sigma-Aldrich

Galanthamin hydrobromid, Changsha Organic Herb Inc., China

4.2.2.2 Material

Jako zdroj acetylcholinesterasy byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocyta z krve

zdravych dobrovolnikd. Plnd krev byla odstfed’ovana 15 minut pfi 10000 ot./min.,

ziskana erytrocytarni masa byla promyta 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,4, aby byly

odstranény zbytky plasmy. 10% (v/v) hemolyzat byl piipraven ve vodé.
Jako zdroj butyrylcholinesterasy byla pouzita lidska plazma.
Plastové kyvety DISPOLABKARTELL 1937 PS MICROCUVETTES.

4.2.3 Chemikalie a material pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

2,2 -difenyl-1-pikrylhydrazil radikal, Sigma - Aldrich
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Kvercetim, Sigma - Aldrich
Trolox, Sigma - Aldrich

4.2.4 Pristroje pouZité pro stanoveni biologické aktivity latek
Centrifuga type MPW-340 (Mechanika precyzyjna, VarSava, Polsko)
pH metr ® 72 METER (Beckmann, USA)

UV-spekrofotometr UVICON 942 (Kontron instruments, Svycarsko)
Mikrovyhtevny stolek Boetius

Ptistroj pro méteni optické otacivosti ADP 220 POLARIMETER B+S

4.2.5 Detekéni Cinidla

D 1: Dragendorffovo &inidlo modifikované podle Muniera™®:

- roztok A: se pfipravi rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g
kyseliny vinné v 80 ml vody.

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

- zasobni roztok: se ptipravi smisenim roztokit A a B v poméru 1:1. Ten muze byt
ulozen nékolik mésicu v lednici.

- Cinidlo pro analyzu: se ptipravi tak, Ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé

v 50 ml vody ptida 5 ml zasobniho roztoku.

D 2: Mayerovo ¢&inidlo*:
- 1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného se rozpusti ve vodé a doplni se ji do

100 ml.

4.2.6 Chromatografické absorbenty

A 1: Kieselgel 60 F254, Merck, 5 x 10 cm 32

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60
F254, tloustka vrstvy 0,2 mm

A 2: Oxid hlinity neutralni, 0,1 - 0,25 mm (stanoveni aktivity 1)

A 3: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20 x 10 cm

Chromatografické desky Silufol UV254.
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Komeréni chromatografické desky byly pfed pouzitim vyvinuty v t¢ chromatografické
soustaveé, kterd byla posléze pouzita k separaci, vysouseny pod proudem teplého

vzduchu a bezprostfedné zpracovany.

4.2.7 Chromatografické nalévané desky

150 x 150 mm; pouzito 6,50 g silikagelu a 21,90 ml vody

4.2.8 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1: CgHip + CeHsCH3 + Et,NH 75:20:5 (v/v)

S2: CeHyp + CeHsCH3 + Et,NH 10:10:1 (v/v)

S3: C¢HsCH3 + EtoNH 95:5 (v/v)

4.3 Postup extrakce alkaloidi z Eschscholtzia californica CHAM.

4.3.1 Pivod drogy
Droga (36,54 kg, susena nat’ s kofeny) byla ziskana sbérem z introdukované kultury

(komeréni osivo) firmou Planta Naturalis (Markvantice u sobotky).

4.3.2 Priprava extraktu a jeho CiSténi

Priprava extraktu a jeho CiSténi nebylo soucasti této rigordézni prace. Extrakce a
Cisténi bylo provedeno vroce 2007 Jakubem Dolezalem a Doc. RNDr. Lubomirem
Opletalem CSc. na katedie farmaceutické botaniky a ekologie. Postup prace je detailné

uveden v diplomové praci Jakuba Dolezala®’.
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4.3.3 Zpracovani spojenych frakci 53 - 54:

Vzorek byl délen pomoci preparativni TLC za nasledujicich podminek:

Tab. 12: Podminky preparativniho déleni spojené frakce 53 - 54:

Hmotnost frakce 460 mg

Adsorbent Kieselgel GFs4
Desky/pocet 150 x 150 mm, 16 desek
Soustava S1

Komora Nasycena, 2 hod. po naliti
Vyvijeni 2x

460 mg vzorku bylo rozpusténo v 2,5 ml smési EtOH + CHCl; (7:3, v/v), roztok
byl zfiltrovan v Pasteurové pipeté pies maly smotek skelné vaty a nanesen na
chromatografické desky (na kazdou desku vzdy v linii ~ 13 c¢cm, tj. ~ 2,25 mg/1 cm
nanasSeci zony desky). Po vyvinuti byly vSechny tii Zluté zony separovany, odparek z
kazdé zoény smichan s 1/5 objemu kiemeliny Celite 535, promichdn a v malé
chromatografické kolon¢ eluovan 50 ml EtOH. Eluat ze zoény 1 byl nasledné odpaien a
nasledné délen za nasledujicich podminek. Eluat ze zony 2 byl odpafen a néasledné

procistén. Eluat ze zony 3 nebyl dale zpracovavan pro malé mnoZzstvi.

W I e /ey
#inckp WY )m/ { /

Obr. 8: Vzorek 53/54 v soustavé S3 v porovnani s allokryptopinem, protopinem a stylopinem
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Tab. 13: Podminky preparativniho déleni zony 1:

Hmotnost odparku 310 mg

Adsorbent Kieselgel GFys4

Desky/pocet Analytické, 200 x 100 mm, 16 desek
Soustava S2

Komora Nasycenad, 2 hod. po naliti

Vyvijeni 2x

310 mg odparku bylo rozpusténo v 2,0 ml smési EtOH + CHCl3 (7:3, Vv/v),
roztok byl zfiltrovan v Pasteurové pipeté pres maly smotek skelné vaty a nanesen na
chromatografické desky (na kazdou desku vzdy v linii ~ 18 cm, tj. ~ 1 mg/l cm
nandSeci zony desky). Po vyvinuti byly obé zluté zony separovany, odparek z kazdé
z6ny smichan s 1/5 objemu kiemeliny Celite 535, promichan a v malé chromatografické
kolon¢ eluovan 50 ml EtOH. Eluaty byly nasledné¢ odpafeny a procistény za

nasledujicich podminek:

4 Tos DEA 9,
G40 fo. A

Obr. 9: déleni zony 1 v soustavé rozpoustédel S2
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Tab. 14: Podminky c¢isténi odparku A ze zony 1:

Hmotnost odparku

163 mg

Adsorbent Kieselgel GFys4

Desky/pocet Analytické, 200 x 100 mm, 9 desek
Soustava S3

Komora Nasycena, 2 hod. po naliti

Vyvijeni 2x

Tab. 15: Podminky c¢isténi odparku B ze zony 1:

Hmotnost odparku 118 mg

Adsorbent Kieselgel GFs4

Desky/pocet Analytické, 200 x 100 mm, 7 desek
Soustava S3

Komora Nasycena, 2 hod. po naliti

Vyvijeni 2x

Tab. 16: Podminky ¢isténi odparku ze zony 2:

Hmotnost odparku 89 mg

Adsorbent Kieselgel GFys4

Desky/pocet Analytické, 200 x 100 mm, 5 desek
Soustava S3

Komora Nasycena, 2 hod. po naliti

Vyvijeni 2x

Zbény adsorbentu s latkami byly separovany, kazdy adsorbent smichan s malym

mnozstvim kfemeliny (max. 1/5 objemu) a v Pasteurovych pipetach provedena eluce

ethanolem. Po odpareni roztokli byly ziskany tyto vysledky:

Tab. 17: Vysledky separace frakce 53/54:

Oznaceni latky Hmotnost
1A 113,3 mg
1B 91,8 mg

2 55,2 mg
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Obr. 10: TLC vzorku 1B a jeho porovnani se standardem escholtzinem v soustavé S3
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Obr. 11: Kontrolni TLC na ¢istotu zony 2 v soustavé S3
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4.4 Urceni struktury izolovanych latek

441 Meéreni hmotnostniho spektra

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

40 e¢V. Latka byla rozpus$téna v methanolu.

4.4.2 Meéreni NMR spekter

Spektra jsou méfena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci 499,9
MHz pro *H a 125,7 MHz pro **C jadra. *C NMR spektra byla mé&fena v'5 mm SW
sirokopasmové sonds, 'H a viechna 2D spektra vinverzni 5 mm ID PFG sond&
svyuzitim  standardnich  pulznich  sekvenci.  Experimenty byly méfeny
Vv deuterochloroformu pfi 25 °C.

Hodnoty chemickych posunt jsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppm, v °C
spektrech). (Doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc., Katedra anorganické a organické chemie,

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, UK v Praze).

4.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidi vaci erytrocytarni AChE a

sérové BuChE

4.5.1 Podminky méreni
Experimenty byly provadény za nasledujicich podminek:
e pfi teplote 25°C
e Vv prostiedi PB
e piipH 74
e pii vlnové délce spektrofotometru 436 nm

e Vjednordzovych kyvetach o tloust’ce 1 cm
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45.2 Priprava erytrocytalnich pouzder

Pouzdra byla ptipravena z Cerstvé odebrané krve, ke které byl ptidan 1 ml citratu
sodného na 10 ml krve podle mirn¢ modifikované metody Stecka a Kanta®. Plazma
(HuBuChE) byla odstranéna z plné krve pomoci centrifugy pii 4000 otdCkach za
minutu. Byla pouzita centrifuga Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly
pfemistény do 50 ml zkumavky a 3x promyty SmM fosfaitovym pufrem (pH 7,4)
obsahujici 150 ml chloridu sodného (12000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50).
Promyté erytrocyty byly smichané¢ s 5 mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) na dobu 10
minut, aby byl =zajistén jejich rozpad. Desintegrované builky byly 10 minut
centrifugované rychlosti 20000 ot./min. a nasledné byla pouzdra (HuBuChE) ttikrat
promyta fosfatovym pufrem (pH 7,4)25.

453 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidi vi¢i AChE a BuChE

Pro stanoveni aktivity latek byla pouZita Ellmanova spektrofotometick4d metoda,
vyuzivajici 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB). Jako substraty byly
zvoleny estery thiocholinu (acetylthiocholin, butyrylthiocholin), které jsou esterasami
Stépeny na thiocholin a pfislusnou kyseninu. Principem reakce je vazba thiolové
skupiny thiocholinu s DTNB za vzniku zluté zbarveného produktu o Amax = 436 nm,
ktery je stanoven spektrofotometricky. Pfi tomto stanoveni je sledovan narGst
absorbance za 1 minutu.

Slepy vzorek - do kyvety je postupné pifidavano 10-25 pl hemolyzatu nebo
plazmy, 200 pl DTNB, 25 pl rozpoustédla, ve kterém jsou rozpustény vzorky a doplni
se na objem 900 pl pufrem. Nasledné je ptfidano 100 pl substratu (acetylcholin jodid
nebo butyrylcholin jodid). Nartst absorbance je méfen pti vinové délce 436 nm. Méfeni
je provadéno ve tfech opakovénich. Pro vypocet poklesu naristu absorbance byla
pouzita primérnd hodnota.

Me¢éteni vzorku - do kyvety je postupné ptfidavano 10-25 pl hemolyzatu nebo
plazmy, 200 pul DTNB, 25 pl méteného vzorku v riznych koncentracich a doplni se na
objem 900 pl pufrem. Nasledné je ptidano 100 pl substratu (acetylcholin jodid nebo
butyrylcholin jodid). Narist absorbance je métfen pii vinové délce 436 nm. Méteni

probihala ve tfech opakovanich®.
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4.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity ziskanych alkaloidi

Antioxidac¢ni aktivita byla testovana in vitro DPPH testem. Metoda je zaloZena
na reakci stabilniho 2,2’ -difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalu (DPPH) se vzorkem. Snizeni
absorbance métfené pti 525 nm je zavislé na koncetrantraci antioxidantu ve sledovaném
vzorku. Pro méfeni byly pouzity FIAlab pro Windows, FIAlab 3000 analyser (FIAlab
Instruments Inc., Bellevue, WA, USA), 2,5-ml syringe pump, USB2000-UV/VIS
spektrofotometr se zdrojem svétla LS-1 (Ocean Optics, USA) a SMA-Z pritokova cela
(1-cm délka)®®.

4.7 Matematické zpracovani experimentalnich dat

Hodnoty 1Csp byly vypocitany znaméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterasy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro
Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Pro vypocet poklesu
AA se pouZije vzorec:

% poklesu AA =100 - (AASA/ AABL % 100)

AASA - narust absorbance za 1 minutu u métené¢ho vzorku

AABL - narust absorbance za 1 minutu u slepého vzorku
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5 Vysledky
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Na zakladé namétenych MS a NMR dat byly izolované latky 1A, 1B a 2

identifikované jako protopin, escholtzin a O-methylkaryachin.

5.1 Strukturni analyza protopinu

5.1.1 MS studie protopinu

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

Hi\Lucie\Llc 46 07/30/07 09:02:37 AM Escholtzine

LLC46 #1 RT:0.00 AV: 1 NL: 7.53E7
T: + ¢ Full ms [ 85.00-600.00]
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Obr. 12: ESI-MS spektrum protopinu
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H:\Lucie\LLC 46 MS2 324 07/30/07 09:03:09 AM Escholtzine MS2

LLC 46 MS2324 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 4.16E7
T: + ¢ Full ms2 324.00@40.00 [ 85.00-600.00]
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Obr. 13: ESI-MS/MS spektrum protopinu

5.1.2 NMR studie protopinu
Struktura izolované latky byla uréena na zakladé méfeni 'H- a BC-NMR spekter

a porovnani naméfenych dat s literaturou.

10a

2a

7a

Obr. 14: Struktura protopinu
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5.1.2.1 H-NMR studie protopinu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

2.51's, 3H, H-14; 2.53 d (3J4=16.3 Hz), 2H, H-6; 3.39 dd (3J=16.3 Hz, *J4=5.7 Hz),
2H, H-6"; 3.95 d (*J4=5.7 Hz), 2H, H-5; 5.81 d (*Ju=1.5 Hz), 2H, H-2a; 5.86 d (3J4=1.5
Hz), 2H, H-2a’; 6.42 s, 2H, H-1; 6.58 s, 2H, H-4.

. 2a
2a

5.0 4.8
f1 (ppm)

Obr. 15: *H-NMR spektrum protopinu

5.1.2.2 C-NMR studie protopinu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

34.28, C-6; 41.07, C-14; 56.92, C-5; 100.08, C-2a; 107.25, C-4, 108.87, C-1; 125.21, C-
6a; 131.24, C-4a; 146.19, C-X; 146.53, C-Y; Signaly oznac¢ené¢ X, Y nalezeji uhlikiim
C-2 a C-3, nelze je spolehlive pritadit.
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Obr. 16: **C-NMR spektrum protopinu
5.2 Strukturni analyza escholtzinu

5.2.1 MS studie escholtzinu

ESI-MS m/z 354,2 [M+H]+ (100). MS/MS m/z 336,2 (100), 323,1 (40), 275,1 (49),
188,2 (73), 149,1 (34).

F:\Cahlikova\LC 370a 06/15/07 01:18:02 AM LC 370

LC 370a #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 9.44E7
T: + ¢ Full ms [ 90.00-600.00]
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Obr. 17: ESI-MS studie escholtzinu
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F:\Lucie\Llc 48 ms2

07/30/07 09:44:55 AM

Ptotopine MS2

LLC 48 MS2#1 RT:0.01 AV: 1 _NL: 2.94E7
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Obr. 18: ESI-MS/MS studie escholtzinu

5.2.2 NMR studie escholtzinu
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Struktura izolované latky byla urena na zakladé méfeni *H- a **C-NMR spekter

a porovnani naméfenych dat s literaturou.

1 12

Obr. 19: Struktura escholtzinu

5221

'H NMR (CDCI3, 25°C):

'H-NMR studie escholtzinu

8a

1.92 s, 3H, H-7a; 2.40 — 2.85 br, H-5 a H-6, velmi Siroké signaly, nelze spolehlivé

piifadit; 3.50 — 3.65 br, H-13, velmi Siroké signaly, nelze spolehlivé pfifadit; 3.75 — 3.90
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br, H-8, velmi siroké signaly, nelze spolehlivé ptifadit; 3.72 br s 2H, H-8; 5.93 s, 2H, H-
10a; 5.95 s, 2H, H-23a; 6.65 s, 1H, H-4; 6.66 d (3JH:7.8 Hz), 1H, H-12; 6.69 d, 1H, H-
11;6.90 s, 1H, H-1.

T T T T T r T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.0 35 30 25 2.0

4.5
f1 {ppm)

Obr. 20: *H-NMR spektrum escholtzinu

5.2.2.2 BC-NMR studie escholtzinu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

32.04, C-5; 41.69, C-7a; 46.74, C-13; 51.06, C-8; 58.06, C-6; 101.08, C-10a; 101.42, C-
2a; 106.96, C-11; 108.38, C-1; 110.71, C-4; 118.16, C-8a; 125.32, C-12; 129.23, C-12a;
133.03, C-4a; 136.42, C-14a; 146.11, C-3; 146.23, C-10; 146.57, C-9; 148.24, C-2;
195.21, C-14.
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Obr. 21: ®*C-NMR spektrum escholtzinu

5.3 Strukturni analyza O-methylkaryachinu

5.3.1 MS studie O-methylkaryachinu

ESI-MS m/z 340,24 [M+H]" (100). MS2 m/z 309,14 (100), 278,16 (8), 204,24 (7),
188,24 (17).
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F:\CahlikovalLc 371 06/15/07 01:33:22 AM LC 37

LC371#1 RT:0.00 AV: 1 NL: 3.83E7
T: + ¢ Full ms [ 90.00-600.00]
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Obr. 22: ESI-MS studie O-methylkarychinu
Fi\CahlikovalLc 371 ms2 06/15/07 01:33:48 AM LC 371 MS2
LC371 MS2#1_RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.37E7
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Obr. 23: ESI-MS/MS studie O-methylkaryachinu
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5.3.2 NMR studie O-methylkaryachinu

Struktura izolované latky byla urCena na zaklad¢ méieni 'H- a BC-NMR spekter

a porovnani naméfenych dat s literaturou.

Obr. 24: Struktura O-methylkaryachinu

53.2.1 'H-NMR studie O-methylkaryachinu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

2.52's, N-CHg; 2.55 d, H-54, (}J4=15.8 Hz); 2.6 d, H-118, (*J4=16.2 Hz); 3.35 d, H-11q;
3.4d, (3Jy=15.8 Hz); 3.78 5, 9-OCHs; 3.85 s, 8-OCH3; 3.98 d, H-6, (3Jy=12.5 Hz); 8.82-
8.88 d, 2,3-OCH,-O-; 6.42 s, H-4; 6.6 5, H-1.
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Obr. 25: "H-NMR spektrum O-methylkaryachinu

53.2.2 C-NMR studie 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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Obr. 26: *C-NMR spektrum O-methylkaryachinu
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5.4 Inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE a BuChE

Ziskané alkaloidy byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vi¢i erytrocytarni
acetylcholinesterase a sérové butyrylcholiesterase. Vysledky jsou shrnuty v nésledujici

tabulce (Tab. 18):

Tab. 18: In vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidu vi¢i AChE a BuChE

Latky ICs0 (uM)"*

AChE BuChE
Protopin 1A 423 £10,5 333+33
Eschscholtzin 1B 519 +5,8 >1000
O-methylkaryachin 2 498 +£7,1 >1000
Galanthamin® 6,9 +0,3 156 6,9
Huperzin® 0,25+ 0,01 >1000

# Kazdé méfeni bylo opakovéno tiikrat
® Referenéni latka

5.5 Antioxidacni aktivita

Izolované alkaloidy byly podrobeny testovani jejich antioxidacni aktivity.

Vysledky této studie jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tab. 19):

Tab. 19: Antioxidac¢ni aktivita izolovanych alkaloidu

Latky ECso (M)
Protopin 1A > 1000
Eschscholtzin 1B > 1000
O-methylkaryachin 2 > 1000
Kvercetin® 253412
Trolox® 33,0 +0,8

% Kazdé méfeni bylo opakovéno tiikrat
® Referencni latka
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6 Diskuze
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V soucasnosti jsou za nejucinnéjsi 1é¢iva Alzheimerovy choroby povazovéana
tzv. kognitiva. Jejich ucinek je zalozen na inhibici enzymu acetylcholinesterasy a
butyrylcholiesterasy, které jsou odpovédné za rozklad kli¢ového neurotransmiteru
acetylcholinu. Dosud uzivané latky rivastigmin, galanthamin, donepezil a v nékterych
zemich 1 huperzin A nejsou dokonalé po vSech strankach. Pro idealni 1éCivo plati, Ze
bude pulsobit hlavné v misté potieby, tedy bude velmi ochotné prochazet pies
hematoencefalickou bariéru (HEB) a bude mit minimalni periferni nezadouci ucinky.
Z nezadoucich ucinka se daji klasicky vypozorovat bolesti hlavy, nauzea a obvyklé
zazivaci potize, ale také ucinky zalozené na mechanismu ptsobeni. Latky zesiluji
ucinek acetylcholinu, ptisobi cholinergné a v koneéném dusledku mohou zesilit G¢inky
parasympatiku. Mlze se objevit benigni zvySené poceni, rizné sinoatridlni nebo
atrioventrikularni blokddy, ba dokonce i extrapyramidové ptiznaky.

Tato experimentalni prace se proto zamétila na hledani dalSich latek pirodniho
puvodu, které by se mohly vbudoucnu stit ptedlohou pro pouzitelné 1éc¢ivo
s dostateénym G¢inkem. Ukolem této prace bylo ze smési alkaloidii za pomoci
chromatografickych metod ziskat alesponn jeden alkaloid v ¢istém stavu. Povedlo se
ziskat tfi alkaloidy, které byly podrobeny strukturalni analyze a naslednému testovani
jejich biologické aktivity.

Prvni izolovany alkaloid oznaceni jako 1A byl na zaklad¢ strukturni analyzy
identifikovan jako protopin. Jedna se o terciarni alkaloid protopinového typu, ktery se
v piirodé vyskytuje b&Zn& v Celedich Papaveraceae (napf. Eschscholtzia spp®.,
Macleaya spp>’., Chelidonium spp®’.) nebo Fumariaceae (Corydalis spp®., Fumaria
spp>2.).

Protopin byl jiz podrobn¢ in vitro i na animalnich modelech studovan a bylo u
n¢ho objeveno mnoho farmakologickych tc¢inkd. Mezi dulezité bezesporu patii jiz vyse
ucinky. Byl jiz dokonce dfive testovan na inhibici AChE po izolaci z rostliny Corydalis
turtschaninovii. Vysledky této studie vypadaji oproti vysledkim této prace na prvni
pohled slibn¢ji IC50= 14,5 £ 0,5 uMSA' oproti 1Csp= 423 £ 10,5 uM v této praci. Tento
rozdil spoc¢iva pravdépodobné v rozdilnosti pouZzit¢é AChE, kde ve zmiflovaném pokuse
byla pouzita AChE izolovand z mySich mozki, kdezto v této praci byla AChE ptivodu
lidského. Vzhledem k tomu, Ze prace se zabyva vlivem alkaloidi na humanni AChE,

jsou nase vysledky v tomto sméru presnéjsi.
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Po farmakokinetické strance se jedna o latku, ktera by diky své nepolarizované
molekule mohla snadno pronikat pfes hematoencefalickou bariéru i se dobte vstiebavat
po peroralnim podani. Z hlediska toxicity alkaloid inhibuje pfenos signali v
parasympatickych i v sympatickych gangliich. LDsg protopinu byla u mysi stanovena na
35,1 mg/kg™.

Na zéklad¢ namétenych hodnot 1Csp protopinu pro AChE a pro BuChE (ICso=
423 + 10,5 uM resp. 1Cs50= 333 £ 3,3 uM), které vyrazné pievysuji hodnoty ICsy pro
AChE a BUChE naméfené u standardu galanthaminu (ICsp= 6,9 + 0,3 uM resp. 1Cs=
156 £ 6,9 uM) a pro AChE u huperzinu A (ICs = 0,25 = 0,01 uM), se neda
predpokladat, ze by latka byla pouzitelnd pro 1é¢bu AD. Také hodnoty ECs
antioxidacni aktivity protopinu (ECso > 1000 puM) vyrazné prevysily ECsy standardi
kvercetinu (ECso= 25,3 = 1,2 uM) a troloxu (ECsp= 33,0 £+ 0,8 uM).

Druhym izolovanym alkaloidem byl terciarni pavinanovy alkaloid escholtzin.
Tento alkaloid se bézné vyskytuje v nadzemnich ¢astech rostliny a je pro E. californica
charakteristicky. Nalézt se d4 také v Celedi Lauraceae (izolovan byl napt. z rostliny
Cryptocaria chinensis)®. U escholtzinu byl objeven vliv na GABA receptory, coZ je
pravdépodobné odpoveédné za anxiolytické a sedativni G¢inky rostlinného extraktu®,

Naméfené hodnoty ICsg inhibice escholtzinu pro AChE i BUChE (ICso= 519 +
5,8 uM resp. 1C50>1000 uM) vyrazné pievysuji ICsp hodnoty pro AChE i BuChE
standardu galanthaminu (ICsp= 6,9 £+ 0,3 uM resp. ICsp= 156 = 6,9 uM) i pro AChE u
huperzinu A (ICso = 0,25 + 0,01 uM). Proto latka neni povazovana ani za potencialné
aktivni v 1écbé Alzheimerovy choroby. Podobné dopadly i testy na antioxidacni
aktivitu, v nichz ECsg escholtzinu (ECsp > 1000 uM) vyrazné pievysily ECsg standardt
kvercetinu (ECso= 25,3 £ 1,2 uM) a troloxu (ECso= 33,0 + 0,8 uM).

Poslednim izolovanym alkaloidem byl terciarni pavinanovy alkaloid O-
methylkaryachin. Alkaloid se objevuje v ¢eledi Papaveraceae (izolovan byl napf.
z Eschcholtzia spp? nebo Papaver spp°’.)

Vysoké hodnoty ICsp inhibi¢ni aktivity O-methylkaryachinu viéi AChE i
BUChE (ICso= 498 + 7,1uM resp. ICsp > 1000 uM) vypovidaji o netcinnosti alkaloidu
Vtomto sméru v porovnani s naméfenymi hodnotami ICsy standarda pro AChE a
BuChE galanthaminu (ICsp= 6,9 = 0,3 uM resp. ICso= 156 + 6,9 uM) a pro AChE u
huperzinu A (ICsp = 0,25 £ 0,01 uM). Taktéz hodnota ECsy antioxidaéni aktivity O-
methylkaryachinu (ECsp > 1000 uM) vysoce pievySuje ECsp hodnotu standardd
kvercetinu (ECso= 25,3 + 1,2 uM) a troloxu (ECso= 33,0 + 0,8 uM).
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Ani jedna z izolovanych latek se nepfiblizila k u¢inku jiz pouzivanych latek pro
inhibici AChE a jejich dalsi pouziti v tomto sméru se zda byt neperspektivni. Vzhledem
k tomu, Ze v patofyziologii AD hraje dulezitou tlohu oxidaé¢ni stres, méfila se u vSech
latek také jejich antioxidacni aktivita. Ani tady se zadna ze tii latek nepfiblizila ucinku

standardt a proto jejich pouziti i v tomto sméru neni rovnéz perspektivni.
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7 Seznam zkratek
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AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

AMPA 2-amino-3-(3-hydroxy-5-methyl-isoxazol-4-yl)propanova kys.
APP amyloidni prekurzorovy protein
BuChE butyrylcholinesesterasa

CAT cholinacetyltransferasa

CNS centralni nervovy systém

COX-2 cyklooxigenasa 2

DPPH 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal
DTNB 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
EC ucinnd koncentrace

GABA y-aminomaselna kyselina

HEB hematoencefalicka bariéra

HUAChE lidska acetylcholinesterasa
HuBuChE lidska butyrylcholinesterasa

ChE cholinesterasa

IC inhibi¢ni koncentrace

LD letalni davka

LTP dlouhodobé potenciace

min. minuta

MS hmotnostni spektrometrie

NDO neurodegenerativni onemocnéni
NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nukledrni magnetické rezonance

ot. otacky

TLC tenkovrstva chromatografie
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Nazev rigor6zni prace: Biologicky aktivni metabolity rostlin V. Alkaloidy

Eschscholtzia californica CHAM. a jejich biologicka

aktivita

Cilem této rigordzni prace bylo zpracovat vytiepek terciarnich isochinolinovych
alkaloidt z rostliny Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Za pomoci
béznych chromatografickych metod byly izolovany tfi alkaloidy v Cisté formé, které
byly nasledné identifikovany pomoci MS a NMR metod. Prvni izolovanou latkou byl
terciarni alkaloid protopin, druhou izolovanou latkou byl také terciarni alkaloid
escholtzin a tieti izolovana latka byla identifikovana jako O-methylkaryachin.

Vsechny izolované alkaloidy byly podrobeny testu na jejich inhibi¢ni aktivitu
vaéi lidské erytrocytarni acetylcholinesterase (HuAChE) a lidské sérové
butyrylcholinesterase (HuBuChE). Naméfené inhibi¢ni koncentrace pro HuAChE a
HuBuUChE pro protopin byly ICs;= 423 + 10,5 uM resp. ICso= 333 + 3,3 uM. Pro
escholtzin byly ziskany pro HUAChE a HuBuChE hodnoty ICso= 519 + 5,8 uM resp.
IC50>1 mM. A u O-methylkaryachinu byly naméteny hodnoty pro HUAChE a
HUBUChE ICsp= 498 + 7,1uM resp. IC5p>1 mM. Hodnoty ICs, standardt vi¢i HuAChE
a HuBuChE byly naméfeny ICso= 6,9 £ 0,3 uM resp. ICsp= 156 = 6,9 uM pro
galanthamin a 1Csp =0,25 + 0,01 uM resp. ICs0>1 mM pro huperzine A. Vzhledem
k naméfenym hodnotam ICsg, izolované alkaloidy vykazuji v porovnani se standardy
pouze slaby inhibi¢ni potencidl.

Je znamo, ze oxidacni stres hraje v patofyziologii AD dilezitou roli. Z tohoto
diivodu byla antioxidacni aktivita zkouména u izolovanych latek pomoci DPPH testu;

bohuzel vSechny izolované latky jsou v tomto sméru inaktivni EC50>1 mM.

Klicova slova: Eschscholtzia californica CHAM., isochinolinové alkaloidy,
acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, Alzheimerova choroba.
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Eschscholtzia californica CHAM. and their Biological Activity

The aim of this thesis was to treat the mixture of tertiary isochinoline alkaloids
from the species Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Three pure
alkaloids were isolated by using common chromatografic methods. The alkaloids were
identified by MS and 1-D and 2-D NMR methods. The first isolated alkaloid was
identified as tertiary alkaloid protopine, the second as tertiary alkaloid eschscholtzine
and the last one as O-methylcaryachine.

All of the alkaloids were tested on ability to inhibit human erythrocytic
acetylcholinesterase (HUAChE) and serum butyrylcholinesterase (HuBUChE). The
inhibition activities for protopine were determined 1Cs= 423 + 10,5 uM (HuAChE) and
ICs0= 333 + 3,3 uM (HuBuChE). The values of inhibition for alkaloid eschscholtzine
were determined 1Cso= 519 + 5,8 uM (HuAChE) and 1C50>1 mM (HuBuChE). And for
O-methylcaryachine the values of inhibition were determined 1Cso= 498 + 7,1uM
(HUAChE) and ICs50>1 mM (HuBuChE). The values of ICs, for standards were
determined ICs= 6,9 £ 0,3 uM (HuAChE) and ICsp= 156 £+ 6,9 uM (HuBuChE) for
galanthamine and ICsp =0,25 £+ 0,01 uM (HuAChE) and IC50>1 mM (HuBuChE) for
huperzine A. According to their 1Cso values isolated alkaloids showed only weak
inhibition capacity in comparison with the used standards.

It is known, that oxidative stress plays a very important role in the pathogenesis
of AD. For this reason we also investigated the antioxidant activity of the isolated
compounds using the DPPH test; unfortunately all tested alkaloids were inactive
ECs0>1 mM.

Key words: Eschscholtzia californica  CHAM., isochinoline alkaloids,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer*s disease.
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