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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AR B-amyloid

acetyl-CoA  acetyl koenzym A

AD Alzheimerova choroba

ADINACO Alzheimer disease and natural compounds
ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesterasa

APP amyloidni prekurzorovy protein

ATP adenosintrifosfat

BACE1 enzym sekretasa Stépici APP v misté
BDNF mozkovy neurotrofni faktor

BuChE butyrylcholinesterasa

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

CDK5 cyklin-dependentnich kinasa 5

CITES umluva o mezinarodnim obchodu s ohrozenymi druhy volné Zijicich zivocich(

a plané rostoucich rostlin

CREB transkrip¢ni faktor aktivovany cAMP
DPPH difenypikrylhydrazyl radikal

DRP1 dynamin related protein 1

GABA y-aminomaselna kyselina

GC plynova chromatografie

GSK-3p glykogen synthasa kinasa 3

GTP guanosintrifosfat

HEB hematoencefalicka bariéra

ChAT cholin acetyltransferasa

iNOS indukovatelna NO synthasa

M-CSF faktor stimulujici kolonie makrofagt
MCP-1 monocyte chemotactic protein
MIP-1 makrofagovy zanétlivy protein 1

MS hmotnostni spektrometrie



nom. cons.

nAChR
NGF
NFTs
NMDA
NMR
NOS
PAF
PAS
PBS
PC12
PD
PGE
PPARs
POP
RNS
ROS
SoD
sp. (spp.)
TNF-a
%)

nomen conservandum — oznaceni védeckého jména taxonu, které by podle
pravidel botanické nomenklatury bylo neplatné, nicméné je v odborné
literature bézné pouzivano

nikotinovy typ acetylcholinového receptoru

nervovy rlstovy faktor

neurofibrilarni klubka

N-methyl-D-aspartat

nukledrni magneticka rezonance

NO synthasa

desticky aktivujici faktor

periferni anionické vazebné misto

pufrovany fyziologicky roztok

bunécéna linie odvozena od feochromocytomu diené nadledvin krys
Parkinsonova choroba

prostaglandin E

receptory aktivované proliferatory peroxizom(

prolyl oligopeptidasa = prolyl endopeptidasa

reaktivni dusikové ¢astice

reaktivni kyslikové ¢astice

superoxid dismutasa

druh (druhy)

tumor nekrotizujici faktor a

pramér chromatografického sloupce
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1. Uvod

Sledovani toxicity rostlin hraje v sou¢asné dobé velky vyznam a to zejména z hlediska Cistoty
a bezpecnosti potravniho (a tedy i krmivového) retézce, protoze znecisténi téchto retézcu
prinasi riziko poskozeni lidského organismu. Sekunddarni metabolity rostlin, které se vyskytuji
v krmivovém fetézci hospodarskych zvifat, mohou byt metabolizovany rliznou mirou a ukladat
se v tkanich téchto Zivocichd. Vzhledem k tomu, Ze doba vykrmu zvifat byva nékdy kratka
(slepici brojlefi 35-40 dnl), neprojevuje se zde akutni toxicita, ale mize se vyskytnout
chronicka toxicita v tiché formé, kterd mlze byt zakladem napt. genotoxicity. M(iZe se jednat
o reverzibilni toxicitu, kterd unika pozornosti diky regeneracni schopnosti (lidskych i zvifecich)
tkdni, ovSem v pripadé tak citlivych tkani, jako jsou tkdné zarodecné a CNS, se po delsi dobé
aplikace nezadoucich latek mlze objevit toxicita ireverzibilni.

V soucasné dobé se s takovym procesem prakticky nesetkdme. V Uvahu pfichazeji nové
se vyskytujici latky pochdzejici z krmnych surovin (obilniny, sendz) jako nezadouci pfisada [1]
nebo mohou vznikat v pribéhu uskladfiovani a zpracovdni. Mohou to byt metabolity
mikromycet patogennich hub (Aspergillus spp., Fusarium spp.) [2,3] poSkozujici pfedevsim
jatra a reprodukéni systém, ale i vysSich rostlin, které mohou byt pfi nadmérném vyskytu
spasany a kontaminovat napf. mléko a vyrazné sniZovat jeho kvalitu (Colchicum autumnale L.)
[4].

Sledovani obsahu téchto nezadoucich latek je vyznamnym a primarnim toxikologickym
zajmem. Nicméné je nutné uvazit, Ze tento toxikologicky zajem nemusi byt pouze vyhradni,
ale mGze byt zakladem pro dalsi zjiSténi, které zcela nesouvisi s pfipadnou toxicitou potravnich
(krmivovych) produkt(. V historii Evropy se pravidelné objevoval ergotismus, ktery v urcitych
obdobich masivné postihoval obyvatelstvo (napf. Athénsky mor v r. 430 pf. n. I. nebo masivni
epidemie kolem r. 1200 n. |.). Tato mykotoxikdza postihujici obyvatelstvo, které konzumovalo
mouku s obsahem sklerocii namele (Claviceps purpurea, popft. C. paspali) > 2 %, decimovala
tehdejsi populaci; podobné byla objevena toxicita nikotinovych a dalSich alkaloidl [5].
Z poznani této toxicity se vSak odvijelo pozndni mozného terapeutického vyuziti nékterych
nativnich namelovych alkaloidd, které se staly prvnimi vyuZitelnymi sympatolytiky. Jejich
semisyntetické derivaty byly po desitky let 20. stoleti pouzivany jako efektivni adrenolytika [6].

Podobné vedlo poznani ucinku nikotinu na vegetativni ganglia [7] k rozvoji poznani Ucinkd
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cholinergik jako ucinnych parasympatomimetik a poznani subtypl nikotinovych receptor(
a jejich souvislost s kognitivnimi funkcemi [8,9]. Poznani uUcinku toxickych chinolizidinovych
alkaloidG lupiny (Lupinus sp.) a jejich metabolismu vyznamné pfispélo k vyuziti semen tohoto
druhu ve vyzivé ¢lovéka a hospodarskych zvirat [10].

Je tedy bez pochyb, Ze pozndni toxikologie pfirodnich latek pfinasi nejen vyznamné
znalosti o negativnim Gcinku na organismus, ale je i jakymsi odrazovym mUstkem pro hledani
novych |écCiv. Tyto trendy v oblasti pfirodnich zdrojl se uplatiiuji ve vyznamné mire predevsim
pfi hledani potencidlnich Iéciv pro ovlivnéni chronickych onemocnéni, které jsou v 21. stoleti
na vyznamném vzestupu, zejména v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni typu AD.
Léciva typu malych molekul, naleZejicich do skupiny kognitiv, tvofi velmi uzké portfolio a je
pomérné prikladné, Zze se jednd o latky pfirodniho typu (galanthamin, huperzin A) nebo
struktury, které polosynteticky z pfirodnich latek de facto vzesly (memantin, rivastigmin).
Vyznamné se zde uplatiuji isochinolinové alkaloidy pfedevsim terciarniho typu a hlavné
alkaloidy  rostlin  celedi  Amaryllidaceae  [11]. Vyznamny inhibiéni  acinek
na acetylcholinesterasu (AChE) vsak byl nalezen i u nékterych isochinolinovych alkaloidi
dvoudéloznych rostlin [12], a proto je vénovana pozornost i dalSim dvoudéloZznym rostlinam,
v terapii Siroce pouzivanym a do jisté miry toxickym, jako jsou boldovnik vonny (Peumus boldus
Mol.), dfistal obecny (Berberis vulgaris L.) a vodilka kanadska (Hydrastis canadensis L.).
V pfipadé téchto rostlin existuji sice v neddvno publikované literature Udaje o mozném poutziti
v pfipadé AD [13,14,15], je vSak nutné pokladat je spiSe za spekulativni, protoze se pokazdé
zabyvaji jinymi obsahovymi latkami nez tercidrnimi isochinolinovymi alkaloidy, jejichZ studium
ma smysl z hlediska prestupu pres hematoencefalickou bariéru (HEB) a distribuci v bunécném
systému CNS. Témto alkaloiddm, u nichZ neni pochyb o tom, Ze svoji toxicitou pfrispivaji
k celkové toxicité mateénych rostlin, je vhodné vénovat pozornost nejen z hlediska
proklamovaného ucinku na AChE, ale také na BuChE, kterd tvofi novy terapeuticky cil
pfi ovliviiovani prlibéhu AD. Déle je potieba se zaméfit i na dalsi vyuzitelné Gcinky, které maji
pfi lé¢bé aditivni efekt, jako je napf. inhibice POP. Shromazdéni tercidrnich bazi, vytvoreni
knihovny latek a porovnani vztah mezi strukturou a U¢inkem z hlediska inhibice cholinesteras
mUzZe poskytnout nejen prispévek k toxicité téchto sloucenin, ale mize smérovat toto studium
do oblasti chemickych struktur, které se mohou stat zdkladem slouéenin, sméfujicim

k potencialnim lécivam.
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2. Cil

Cilem této studie bylo sledovani terciarnich alkaloid( nékterych morfologickych ¢asti taxonu
z radu Laurales a Ranunculales a to z téchto hledisek:
zpracovani literdrni reSerSe na alkaloidy obsazené v téchto taxonech a jejich biologickou
aktivitu,
izolace terciarnich alkaloid(i z extrakt(i oddenk( Hydrastis canadensis L., listi Peumus
boldus Mol. a kary kofenl Berberis vulgaris L.,
uréeni jejich fyzikadlné-chemickych vlastnosti (v€. optické otacivosti v pripadé
pfitomnosti chiralniho atomu),
zméreni a interpretace MS spekter izolovanych alkaloid(,
podil na reseni struktury (NMR spektra),
stanoveni biologické aktivity jednotlivych alkaloid(i a to inhibi¢ni aktivity vaci lidskym
cholinesterasam a prolyl oligopeptidase,
porovnani ucinnosti izolovanych alkaloidl se standardy a vyhodnoceni jejich potencidlni
neuroprotektivni aktivity,
doporuceni, kterym alkaloidlim je vhodné vénovat redlnou pozornost formou dalsich

izolaci a rozsitujicich biologickych studii.
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3. Teoreticka cast

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je nejéastéjSim onemocnénim spojenym se starnutim, které
celosvétové postihuje vice nez 35 miliond lidi [16]. Jde o neurodegenerativni onemocnéni se
specifickym neuropatologickym obrazem a je nej¢astéjsi pricinou demence. V dlsledku tohoto
onemocnéni dochazi k porudeni normalni funkce neurotransmise a remodelaci mozku
s nasledkem postupné ztraty paméti a smrti. Léc¢ba je doposud jen symptomatickd vzhledem
k tomu, Ze jde o multifaktoridlni onemocnéni s nejasnym plvodem. Ackoliv etiopatogeneze
AD neni plné vysvétlena, je diskutovana celd fada hypotéz o jejim vzniku. VSeobecné jsou vsak
uznavany pouze teorie dvé a to amyloidni a cholinergni [11], pfi¢emz v dnesni dobé pfedstavuji
souhrn déjli zasahujici dva vzajemné souvisejici patofyziologické celky.

Cholinergni teorie je zaloZena na snizené cholinergni transmisi a degeneraci
cholinergnich neuront predniho mozku, které pfimo koreluji se stupném demence [17].
Neurotransmiter ACh se podili na procesech uéeni a paméti prostorové a epizodické, zaroven
vsak ovliviiuje i produkci dalSich neuromediatord (glutamat, glycin, dopamin). U pacientt s AD
je prostfednictvim AChE modulovdan metabolismus APP a také je usnadnéna agregace AP
do fibril, se kterymi je AChE jako komplex toxictéjsi nez fibrily samotné.

Podle amyloidni teorie je ddvodem ukldadani AR porucha metabolismu APP, pficemz
v navaznosti dochdzi i k poruse metabolismu t-proteinu. Ten je ve vyssi mite fosforylovan
a misto vystavby mikrotubul(l dochdzi ke shlukovani do NFTs. Dalsi kaskadu patofyziologickych
pochod( vyvolavaji AB ve formé oligomerl ¢i plakd a NFTs.

Zména metabolismu APP a tvorba amyloidu je patrné jednim z nejzasadnéjSich
patofyziologickych celkl v etiopatogenezi AD [11].

Ve

3.1.1 Patofyziologie AD a mozny ucinek neuroprotektiv

3.1.1.1 AB a amyloidni plaky
Zména metabolismu transmembranového glykoproteinu APP vede k produkci AB. Fyziologicky
vSak APP prispivda k vyvoji CNS, napomaha pfi reakci na zranéni mozku nebo na stres.

U pacientl s AD podstupuje APP proteolyzu jak neamyloidogenni, tak amyloidogenni drahou
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[18,19]. V ramci neamyloidogenni drahy je APP Stépen a-sekretasou vdzanou na membranu,
kdy vznika rozpustny fragment s neuroprotektivni funkci a membranou vazany fragment
(C83), ktery je dale stépen, avsak nedovoluje vzniku AP.

Béhem amyloidogenni drahy je APP Stépen BACEL. | nyni vznika fragment ukotveny
v membrdané (C99), jeho dalsi stépeni y-sekretasou vede ke vzniku AB proteinu. Jednotlivé AB
proteiny jsou rozpustné a monomerni, ty nasledné agreguji do oligomer(i, které jsou
vede k aktivaci kaskady enzym( zodpovédnych za oxidacni (nitrizacni) stres a naruseni hladin
Ca?* v burice, dale dochazi k poruse funkci mitochondrii a k produkci ROS. Volné radikély
degraduji isoformy t-proteinu odliSnym zpUsobem a jeho zvySena fosforylace vede k naruseni
cytoskeletalni stability a zaniku neuronu. Vznikajici zanét na okrajich AB plakd aktivuje

mikroglie, které nasledné produkuji ROS, dochdzi k Ubytku ATP a nakonec i k apoptdze [11].

3.1.1.2 Neurofibrilarni klubka (NFTs)

t-Protein je fyziologicky pfitomny v neuronech, v nichz se podili na inkorporaci tubulinu
do mikrotubull, stabilizuje je a ovliviuje axondlni transport [20]. Pokud je t-protein
hyperfosforylovan, vytvari parova helikalni vldkna, jez jsou hlavni souédsti NFTs, rovnéz
destabilizuje cytoskelet neuronaini bunky [21]. Mezi vyznamné faktory hyperfosforylace
T-proteinu byva uvddén vliv CDK5 a GSK-3B [22], pficemzZ toxické formy, uplatiujici se
v patofyziologii AD, jsou oligomery t-proteinu [23].

Interakce mezi AB a T-proteinem je spojovdna s mitochondridlni dysfunkci [24].

3.1.1.3 Mitochondridlni dysfunkce a oxidacni stres
Byla predlozena hypotéza ,mitochondridlni kaskady”, ktera vysvétluje mnoho biochemickych,
genetickych a patologickych jevl u AD. Podle této teorie je dédi¢nosti dana kvalita funkce
a odolnost mitochondrii tak, jako jsou dany i jejich zmény v prabéhu starnuti. Pokud
mitochondridlni zmény dosahnou urcitého prahu, nasleduje vznik histopatologickych zmén
a symptom AD [25], nicméné stdle neni vysvétleno, zda AB zplsobuje dysfunkci mitochondrii
nebo naopak.

Mitochondrie jsou pocetné organely zajistujici mnoho zasadnich bunécnych pochodd,
mimo jiné kontroluji energeticky metabolismus bunky (produkuji ca 90 % ATP) a oxidativni

fosforylaci. Jejich biogeneze probihd nejvice v téle neuronu, odkud jsou transportovany
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do dendritll, axond a synapsi, kde je jejich koncentrace nejvyssi. Zde zajistuji funkci synapsi
produkci ATP a kontrolou hladin Ca%* [26]. Také jsou hlavnim zdrojem ROS a RNS, které vznikaji
béhem bunécéného dychani [27].

Béhem AD je porusena rovnovdaha mezi fuzi a délenim mitochondrii, které jsou
pfirozenymi pochody v Zivotnim cyklu mitochondrii [26]. Mitochondridlni Stépeni je
regulovano DRP1, cozZ je cytosolickd GTPasa vdazana na membranu mitochondrii. Hladina DRP1
je pfi AD sniZzena a bylo pozorovano, Ze interaguje s AB monomery a oligomery (vysvétlujici
miru fragmentace mitochondrii korelujici s fazi onemocnéni) a fosforylovanym
T-proteinem [28]. AP ve spolupraci s T-proteinem rovnéz narusuji axonalni transport a funkci
mitochondrii [29].

Porucha metabolismu mitochondrii zvySuje oxidacni stres (znasobuje produkci ROS
a RNS), ten vede k dalSimu poskozeni mitochondrii, uvolnéni cytochromu c, aktivaci

kaspasového systému a k apoptdze [11].

3.1.1.4 Neuronalni zanét
Vyviji se na zédkladé oxidacniho stresu a poskozeni mitochondrii. Je charakterizovan aktivaci
astrocytl a mikroglii a produkci cytokin a chemokinl. Mikroglie predstavuji prvni linii
v zanétlivé reakci proti patogenim v CNS a tvofi zde ca 10 % bunék. Aktivaci mikroglii rovnéz
zpUsobuji extraceluldrni depozita AP, neuronalni poskozeni vzniklé jeho vlivem
anebo neurotoxicitou t-proteinu a NFTs. Mezi dalsi buriky podilejici se na zanétlivé rekci v CNS
patfii pericyty, endotelové burnky a neurony [30].

Pti pocinajici AD dochazi k atrofii astrocyt(, coZ vede k oslabeni synaptickych spoju
a primarnimu kognitivnimu deficitu, v dalsi fazi dochazi k reaktivni astrogliéze zptisobenou Ap
plaky a poskozeni neuronalni sité, kterd vede k remodelaci mozku [31]. Mikroglie aktivované
pfitomnosti AR produkuji ROS, glutamat, prozanétlivé cytokiny (napf. TNF-a, IL-1B). Mezi dalsi
prozanétlivé plsobky produkované vlivem AP patfi IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1a a M-CSF [32].
Na zédnétlivych procesech se taktéz podili kationty tézkych kovi vazané k AB plaktm [33], které
pravdépodobné vznikaji inhibici mitochondridlniho dychaciho fetézce [34].

Do prozanétlivych procesl zasahuje i aktivita GSK-3B. Tato dlleZita serin/threoninova
protein kinasa se podili na rGznych bunéénych procesech jako napf. syntéze glykogenu,
regulaci genové transkripce, syntéze proteind, plasticité synapsi, regulaci bunéc¢ného cyklu

(neurogenezi) a apoptdze [35]. Na zakladé studii se predpoklada, Zze hraje dulezitou roli
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v patofyziologii poruch nalad, AD a schizofrenii. Nedavné studie prokazaly jeji roli v regulaci
pro- a protizanétlivych cytokint [36,37]. Také bylo prokazano, Ze procesy vedouci k tvorbé AB
vedou i k vyssi aktivité GSK-3B [38]. Inhibitory GSK-33 mohou snizit neurondlni zanét [39],
AB neurotoxicitu, dale ovlivnit plasticitu nervovych synapsi, pamét a Zivotaschopnost
neurondy, tudiz jsou studovany jako potencialni lIé¢iva AD [40].

DalSim systémem ovliviujici zanétlivé procesy jsou nitrobunécné receptory PPARs.
Hraji dulezitou roli v diferenciaci bunék, jejich vyvoji a metabolismu (peroxidace tuku) [41].
RovnéZ maji schopnost potlacit zanétlivou reakci perifernich makrofagl a u nékterych modelt
lidskych autoimunitnich onemocnéni, coz vedlo k idei pokusit se ovlivnénim tohoto systému
zmirnit neuronalni zanét probihajici pfi AD. PPARy agonisté sniZuji expresi prozanétlivych
gend, vykazuji neuroprotektivni vlastnosti [42], zmirfuji zanétlivé procesy v makrofazich
a mikrogliich [43] a indukuji apoptézu v gliovych burikdch [44]. PPARs agonisté jsou
potencialné slibnd |éciva pro lécbu AD, nicméné bude tfeba fesSit urcité genotoxické

a metabolické nezadouci ucinky [45].

3.1.1.5 Zmény v cholinergnim systému

Acetylcholin je vyznamnym neurotransmiterem, ktery se podili na mnoha pochodech v mozku
napf. zajistuje neurotransmisi, procesy pozornosti, vnimani stimuld, uceni a paméti,
ale i ovlivnéni tvorby dalSich mediator(i (dopamin, glutamat atd.). Je syntetizovan z acetyl-CoA
a cholinu prostfednictvim ChAT a v synaptické Stérbiné rozklddan AChE (a v pfipadé
patologickych podminek pfi AD a demenci s Lewyho télisky i pomoci BuChE). Pti AD je
postiZzena presynapticka ¢ast neuronu a to vstup prekurzor( do neuronu, syntéza i uvolfiovani
ACh.

Mnozstvi ACh je regulovano cholinesterasami (AChE, BUChE). Tyto serinové esterasy
jsou hydrolytické enzymy, zastoupené v rlznych tkanich téla. AChE stépi ACh na zakladni
komponenty (cholin a kyselinu octovou), toto Stépeni je mimochodem i dllezity faktor
pro regeneraci neuronu. Dale se AChE rovnéz podili na diferenciaci neuron( a funguje jako
adhezivni protein synapsi. Vyznam BuChE roste pravé pti AD, kdy je BUChE pfitomna v CNS
v jinych partiich nez AChE — v endotelovych burikdch, neuronech a gliich, neuritickém plaku
a NFTs [11]. Pti sniZzené aktivité AChE mUZe BuChE jeji funkci nahradit [46]. Tento pfipad

nastava napft. v aktivovanych neurogliich, které se stavaji zanétlivym lemem AR plaku [11].
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Cholinergni neurony jsou rovnéz ovliviiovany nikotinovymi ACh receptory (nAChR)
a nékteré AChE inhibitory (napf. galanthamin) se vazou na alosterické vazebné misto a tim
potencuji receptorovou odpovéd na pfitomny ACh [47].

Acetylcholinesterasa hraje svou roli i ve vytvareni AR depozit a pravdépodobné také
interaguje s AP a podporuje jeho agregaci do amyloidnich fibril prostfednictvim aminokyselin
v blizkosti hydrofobniho periferniho anionického vazebného mista enzymu PAS [48].
S amyloidnimi fibrilami je AChE jako komplex toxictéjsi nez fibrily samotné [11]. Je zde také
souvislost mezi cholinergni aktivaci a metabolismem APP — |éze cholinergnich jader vykazuje
rychlé zvySeni mnoZstvi APP. Snizeni cholinergni transmise u AD vede k amyloidogennimu
metabolismu a prispiva ke kognitivni dysfunkci [46]. Naopak zména exprese AChE u pacientu
s AD naznacuje jeji zvySenou aktivitu na okrajich AB plak( a schopnost AB ovlivnit hladiny AChE
na makrofagy, mikroglie a neurony zprostfedkovanym a-7 nAChR, rovnéz byla pozorovana

zvysena fagocytdza AP [50].

3.1.1.6 Porucha transmise na NMDA receptorech

N-Methyl-D-aspartatovy receptor je specificky typ ionotropniho glutamatového receptoru
pro selektivni vazbu NMDA. Tento systém se podili na kontrole plasticity synapsi a paméti [51].
Zasadnim déjem je pohyb Ca?* NMDA receptorem, ktery je vlastnim mechanismem udeni
a paméti na bunééné urovni.

Zvysena excitotoxicita u neurodegenerativnich poruch je ¢aste¢né zprostiredkovana
nadmérnou aktivaci NMDA receptori zvysenym vstupem Ca?* do bunék. Zvy$ené hladiny Ca®*
vedou k produkci ROS a aktivaci dalSich enzymatickych (iNOS) systém0 vedoucich k bunécné
smrti [52]. Oxidacni stres a zvy$ena hladina intracelularniho Ca?* produkovand AB zvysuji
glutamatem zprostfedkovanou toxicitu. Rovnéz muze AP také zvysit odezvu NMDA receptoru
a tim excitotoxicitu [53]. Nadmérna aktivita NMDA receptorl vede také ke zvySeni
hyperfosforylace t-proteinu a tvorbé NFTs [54]. Nadmérné mnozstvi Ca?* spousti procesy,
které vyznamné zatéZuji mitochondrie, coz nasledné iniciuje tvorbu ROS, aktivaci kaspas
a uvolnéni apoptézu-indukujiciho faktoru, aktivaci neurondlni NOS a dalsi faktory vedouci

k apoptdze, nekrdze ¢i poskozeni dendritl a synapsi [55].
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3.1.1.7 Nedostatek neurotropnich faktora

Neurotropni faktory tvofi malou skupinu univerzalnich bioaktivnich proteinl pouZivanych
pro dosazeni funkci a preziti specifickych populaci neurond. Kontroluji rdst axond, bunéénou
morfologii a maji klicovou ulohu béhem kognitivnich procesli a vytvareni paméti.
PFi neuronalnim poskozeni se zapojuji do regenerace.

V pribéhu neurodegenerativnich onemocnéni dochazi ¢asto k poruse axonalniho
transportu, ktery je zdsadni pro jejich funkci a regulaci, protoZze ne vsSechny byvaji
syntetizovany v misté ucinku [56].

Neurotropni faktor NGF je jednim z nejdilezitéjSich neurotropnich faktoru, fyziologicky
biosyntetizovany v hipokampu a neokortexu [57], odkud je aktivné transportovan
do bazdlniho predniho mozku, kde stimuluje funkéni neurony [58]. V dusledku jeho
nedostatku dochazi ke snizeni poctu cholinergnich neuron(, enzym0 ChAT a AChE a tim
cholinergni transmisi [59]. U pacientd s AD byla zjiSténa zména obsahu NGF proteinu, mRNA,
mnozstvi NGF receptor( a snizeni NGF signalnich komponent [60] a to hlavné v cholinergnim
bazalnim prednim mozku. To naznacuje deficit v retrogradnim transportu v duasledku
cytoskeletalni dysfunkce neuront, charakteristickém patofyziologickém znaku AD [61].

Transkripéni faktor CREB ovliviiuje dlouhodobou plasticitu synapsi, jez predstavuji
zakladni faktor pro uceni, pamét [62] a Zivotaschopnost neuron( [63]. Peptidy AR pozméniuji
synaptickou plasticitu a pamét pravé prostrednictvim CREB signalizacni drahy [64]. Rovnéz se
uvadi, ze nadmérnd exprese genu pro BACE1 snizuje CREB aktivaci (fosforylaci), aktivitu
protein kinasy A a hladiny cAMP, pficemz snizend exprese genu pro BACE1 ma opacny efekt
[65].

Neurotropni faktor BDNF je nepostradatelny pfti vyvoji mozku, pro neuroplasticitu
a vitalitu neuront, podili se na mnoha nitrobunéénych signalnich procesech. Snizené hladiny
BDNF a fosforylovaného CREB jsou spolehlivymi biomarkery depresivni poruchy, dale je
ubytek tohoto faktoru spojovan s mnoha neuropsychiatrickymi poruchami véetné afektivni
poruchy, schizofrenie a dalSimi [66]. V neposledni fadé je i biomarkerem poruch paméti

a kognitivni funkce u starsich zen [67].

3.1.1.8 POP
Cytosolickd serinova endopeptidasa POP se uplatiiuje pfi biosyntéze a degradaci peptidovych

hormonU a neuropeptidd pritomnych v mozku, zapojenych do procest uceni a paméti, jeji
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funkce vsak jesté neni plné objasnéna [68]. Byl potvrzen soucasny vyskyt POP s AB
a T-proteinem, dale se vyskytuje pfi agregaci a-synukleinu do Lewyho télisek u PD, pficemz
tuto agregaci pravdépodobné usnadnuje. Pfesné plsobeni POP v patofyziologii PD a AD
zGstava stdle nejasné, ackoliv se do ni zjevné zapojuje [69]. Existuje ndzor, Ze ,urychluje
starnuti“ vzhledem k jeji expresi v hipokampu jako dé&ji pozorovaném pfi poruchach
kognitivnich procest pred objevenim plakd. Inhibice POP proto mizZe vést ke zlepsSeni

kognitivnich funkci [70].
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3.2 Hydrastis canadensis L. — vodilka kanadska

Ranunculales Juss. ex Bercht. & J. Presl (1820) — Ranunculaceae Juss. (1789), nom. cons. [123]

Obr. 1 Hydrastis canadensis L. [71]

3.2.1 Botanicka charakteristika

Nazev ,Hydrastis“ pochazi z fectiny [72]. V rodu jsou popsany pouze dva druhy, jeden
se vyskytuje v Americe, druhy v Japonsku (Hydrastis jezoensis Siebold ex Miq.). Botanicky se
fadi mezi bazalni Ranunculaceae, dfive byla vodilka fazena téZz do samostatné celedi
nebo mezi Berberidaceae [73].

Tato vytrvald bylina dorlsta ca 15-50 cm vysky, ma jednoduchou ochlupacenou
lodyhu, obvykle nesouci bazalni list a dva lodyzZni listy u vrcholu. Listy jsou jednoduché se
dvojité zubatym okrajem, dlanité 3—9lalo¢naté, ovalné srdcité, na lodyze stfidavé. Lodyha nese
na vrcholu jeden kvét, ktery béhem prvnich fazi vyvoje hali vrchni list. Korunni listky nejsou

vyvinuté, kalisni listky jsou bilé, zahy opadaijici. TycCinek je velké mnozZstvi, obvykle pres 50,
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pestik( 5-15. Kvét ma prdmér kolem 1 cm. Kvete v kvétnu aZ c¢ervnu. Plodem je souplodi
bobuli oranZovo-Cervené barvy, bobule obsahuji dvé ¢erna semena v kazdém plodolistu.
Plazivy oddenek se nepravidelné vétvi a nese mnoho tenkych vldskovitych kofen(; ma svétle
Zlutou barvu a Stiplavou vlni [72,73].

Pfirozenym prostifedim jsou husté stinné lesy, vihké louky a okoli potokl. V horach
stoupa do nadmorské vysky ca 1200 m. Roste jednotlivé obvykle na jilovitém podlozi. Jeji
vyskyt je omezen na vychod Severni Ameriky — od kanadskych hranic po jih Apala¢ského
pohofi [73]. Populace vodilky ve volné pfirodé byla v poslednich letech znacné oslabena
kvlli jejimu masivnimu sbéru a ztraté prirozeného prostredi, coz ji zaradilo na seznam
ohroZenych rostlin. Druh podléhd ochrané mezinarodni Umluvy o mezinarodnim obchodu

s ohrozenymi druhy volné Zijicich Zivocichl a plané rostoucich rostlin CITES [74];

pro farmaceutické ucely je dnes proto péstovana [72].

3.2.2 Obsah alkaloidu

Dosud byly izolovany alkaloidy typu ftalidisochinolinového: hydrastin, hydrastidin
a isohydrastidin; protoberberinového: berberin, berberastin, kanadin, korypalmin
a isokorypalmin [72]; a sekoberberinového: kanadalin [75] a kyselina kanadinova [76].

V extraktech byly detekovany (UPLC-QTOF-MS) ve stopovém mnozstvi i dalsi alkaloidy [77].

Tab. 1 Strukturni typy alkaloid( izolovanych z Hydrastis canadensis L.

ftalidisochinolinovy typ

R? R?
hydrastin -CHs | -CH3
hydrastidin -H | -CHs
isohydrastidin | -CH3 | -H
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protoberberinovy typ

R! R? R3 R4
R korypalmin -CHs | -H | -CHs | -CH3
berberin -H isokorypalmin | -H | -CHs | -CHs | -CH3
berberastin | -OH kanadin “CHo “CHs | <CHs
R
R?0
0]
N
< N@ RO
0 X
| OR3
OCH,4
OR*
OCH,
sekoberberinovy typ
0 0 O
< | < N
0 “CH, © CH,
H,CO CHO H,CO | COOH
OCH; OCH,
kanadalin kyselina kanadinova

3.2.3 Biologicka aktivita

Hydrastin vykazuje prokonvulzivni [78], stimulacni a antinarkoticky efekt [79], kompetitivné
blokuje GABAa receptory v laterdlni hypothalamické oblasti, ¢imz zdroven snizuje podil

lymfocytl a jejich proliferaci [80], také sniZzuje produkci dopaminu inhibici tyrosin hydroxylasy

v PC12 bunkach [81].

Hydrastinin ve vysokych davkach blokuje nervova zakonceni autonomniho vegetativniho

systému v srdci [82], déloze [83] a stfevu [84].

(+)-Kanadalin inhibuje AChE i BuChE [85].
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(-)-Kanadin tlumi CNS [86], nicméné GABA inhibice ani pUsobeni na ACh receptory neni
mechanismem Ucinku [87]. Kanadin zvySuje barbiturdtem-indukovanou hypnézu, blokuje
aktivitu adenyladt cyklasy stimulovanou dopaminem. Tato slouéenina vykazuje témér
ekvipotentni afinitu k D1 a D; receptorlm bez vyznamné afinity k p-opioidnim,
muskarinovym a oz-adrenergnim receptoriim a benzodiazepinovym vazebnym mist{m.
Nevyvolava kataleptogenni chovani ani pfi vysSich davkach [88]. Inhibici bunécné adheze ma
také potencidl byt Gcinny protizanétlivé [89]. (+)-Kanadin inhibuje AChE a mirné i BuChk [85],
racemat s relativné nizkou toxicitou vUci bunécnym kulturdm ma nékteré strukturni aspekty
podobné s troloxem a tokoferolem, tudiz je potencidlnim antioxidantem [90], je uc¢innym
inhibitorem redukce nitrotetrazoliové modfi [91]. Také mUzZe zabranit apoptdze indukované
AB sniZzenim hladiny intraceluldrniho Ca?* v hipokampu [92].

(+)-Korypalmin a (-)-isokorypalmin byly rovnéz zkouseny na inhibici cholinesteras, pficemz
vykazovaly nizkou inhibi¢ni aktivitu [85], isokorypalmin moduluje vazebnost GABAA receptoru
[93] a D receptorl [94].

Pro hydrastidin, isohydrastidin a kyselinu kanadinovou nejsou dostupna data o jakychkoliv

biologickych ucincich.
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3.3 Peumus boldus Mol. — boldovnik vonny

Laurales Juss. ex Bercht. & J. Presl (1820) — Monimiaceae Juss. (1809), nom. cons. [123]

Obr. 2 Peumus boldus Mol. [95]

3.3.1 Botanicka charakteristika

Boldovnik je maly (do 6 m vysoky) neopadavy strom ¢i ke s kompaktnim vétvovim. Listy jsou
kratce rapikaté s Cepeli Sedé zelené barvy, kterd mlze byt ovalnad nebo podlouhld, 3-6 cm
dlouha, 2—4 cm Siroka, zaspicatéla ¢i zakulacend, je lehce podvinuta, tvrda a kifehkd, na svrchni
strané pokryta hrbolky, dodavajici zrnity vzhled, které jsou drsné na dotek. Kvéty jsou
v malych, koncovych vrcholicich, vonné, relativné velké: samci kvéty s bledé zlutymi kvétnimi
obaly, pocetnymi tyCinkami; samici kvéty se specifickym vajickem, které se vyviji v prasvitnou,

Zlutavou, aromatickou peckovici [96,97].
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Je endemitem Chile a typickym zastupcem Siroko-sklerofylnich (tvrdolistych)
subtropickych dfevin; jeho vyskyt je omezen mezi 30° (Provincie Limari) a 41° (Provincie
Osorno) j. S. Roste jednotlivé na slunnych suchych horskych stranich na pfimorské

i vnitrozemni strané [98].

3.3.2 Obsah alkaloidu

Dosud byly izolovany alkaloidy typu aporfinového: boldin, isokorydin, N-methyllaurotetanin
[99], norisokorydin [100], isoboldin [101], laurotetanin, laurolitsin [102] a 6a,7-dehydroboldin
[103]; benzylisochinolinového: retikulin [101] a koklaurin [104]; homomorfinanového:

sinoakutin [100]; a proaporfinového: pronuciferin.

Tab. 2 Strukturni typy alkaloid( izolovanych z Peumus boldus Mol.

aporfinovy typ
OR2 Rl RZ R3 R4 RS
1
RO boldin -CH3| -H | -CHs3 | -H | -CH3
R0 isoboldin -H | -CHs3 | -CH3 | -H | -CH3
laurolitsin -CH3 | -H -H | -H | -CHs
RO N laurotetanin CHs3 | -CH3 | -H |-H | -CHs
I
R3 N-methyllaurotetanin | -CHz | -CHs | -CHs | -H | -CH3
OH
H5CO
H,CO
HO ITI
CH,

dehydroboldin
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aporfinovy typ

OCH,
H,CO OCH,
OH 3CO
H,CO
H,CO
N ‘
|
CH,
isokorydin norisokorydin
benzylisochinolinovy typ
H,CO
H.CO
3 N
HO CH,
N\
HO H
OCH,
OH OH
koklaurin retikulin
homomorfinanovy typ
N/CHa
Saths
H;CO OH OCH,4
sinoakutin
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proaporfinovy typ

HaC. ' OCH,4

N

OCH,

pronuciferin

3.3.3 Biologicka aktivita

Vodny extrakt vykazoval inhibi¢ni aktivitu vi&i AChE (ICso infuse 1,24 + 0,03 mg-ml™? a odvar
0,93 + 0,2 mg-mlt) [105]. Aktivita jednotlivych alkaloid(i viak v tomto pfipadé méFena nebyla.
Boldin je velmi silny antioxidant; inhibuje lipoperoxidaci [106] vychytava radikaly (DPPH test)
[107], sniZzuje dopady oxidace dopaminu na mozkové mitochondrie (zmény v permeabilité
membran mitochondrii vyvolané Ca%* a sukcindtem, uvolnéni mitochondridlniho cytochromu ¢
a pokles aktivity thioredoxin reduktasy t. j. vy$si oxidace thioll, vznik melaninu a vychytavani
ROS) a tim i dopaminem podminénou bunécnou smrt PC12 bunék véetné apoptdzy [108].
Svym antioxida¢nim ucinkem pUsobi i protizanétlivé a cytoprotektivné [109]. Boldin je naopak
selektivné toxicky vUci lidskym a krysim gliomlm v porovnani s normalnimi mozkovymi
burikami [110]. Ma urcity antinociceptivni Uc¢inek [107] a rovnéz inhibuje AChE [111].
Isoboldin je inhibitorem AChE [111] a také inhibuje lipoperoxidaci [106].

Isokorydin velmi slabé inhibuje BUChE [112] neaktivni inhibitor AChE (ICso > 50 uM) [113],
ve vysSich davkach zpulsobuje ztratu koordinace, katalepsii a jiné nervové poruchy [114].
Jeho N-demethylovany analog norisokorydin vykazuje antinociceptivni a antioxidacni (DPPH
test) ucinky [107].

Koklaurin inhibuje lokomo¢ni aktivitu a zplsobuje ptozu a katalepsii [120], inhibuje uptake
dopaminu v nervovych burikdch sympatiku u mysi [115].

Kolumbamin inhibuje BuChE [112].

Laurolitsin (norboldin) ma urcity antinociceptivni a antioxidacni (DPPH test) ucinek [107].

Laurotetanin je inhibitorem AChE [111] a vykazuje antioxidacni aktivitu (DPPH test) [107].
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N-Methyllaurotetanin je bez cholinesterasové inhibi¢ni aktivity [116] a vykazuje antioxidacni
aktivitu (DPPH test) [107].

Pronuciferin zna¢né zvysuje aktivitu NOS a hladiny NO, nema vsak Zadny efekt na iNOS. MUize
chranit endotelové funkce [117].

Retikulin tlumi CNS [118], blokuje zde dopaminové receptory [119,120] a vykazuje slibnou
inhibi¢ni aktivitu vaci BUChE [116] a antioxidacni aktivitu (DPPH test) [107].

Sinoakutin (salutaridin) je parcidlni agonista GABA/benzodiazepinového receptorového
komplexu [121] a vykazuje protizanétlivou aktivitu [122].

Pro dehydroboldin nejsou dostupna data o Zzadnych biologickych Gcincich.
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3.4 Berberis vulgaris L. — dristal obecny

Ranunculales Juss. ex Bercht. & J. Presl (1820) — Berberidaceae Juss. (1789), nom. cons. [123]

Berberis leanis Bot.

Obr. 3 Berberis vulgaris L. [124]

3.4.1 Botanicka charakteristika

Opadavy, az 3 m vysoky, husty kef. Letorosty Sedozluté, hranaté nebo ryhované, starsi vétve
Sedocerné, matné, se zlutym dfevem. Brachyblasty, husté kryté Supinami, vyrastaji v Gzlabi
Zlutavych 1-7dilnych trnG listového plvodu. Listy byvaji kratce rapikaté, odclankované,
s ¢epeli + Siroce eliptickou, 2-=5 cm dlouhou a 1-2 cm Sirokou. Cepel je tenkd s okrajem
nepravidelné osténkaté zubatym. Kvéty stopkaté, odclankované. Vnéjsi kalisni listky Siroce
vejcité, 1,5-2 mm dlouhé, 2x delsi nez vnéjsi, vSechny citronové Zluté; korunni listky vejéité,
4-5 mm dlouhé, zlatozluté; tycinky s kratkymi tlustymi nitkami, na dotek drazdivé; semenik

1 valcovity, ¢nélka chybi, blizna knoflickovitd, pupkata [125]. Kvete v dubnu aZz v éervnu [126].
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Bobule je uzce elipsoidni, asi 1 cm dlouhd, karminové Cervena, leskla. Semena kapkovita,
mirné zplostéla, svétle hnéd3, leskla [125].

Roste na suchych vyslunnych svazich, okrajich listnatych lesd a kfovin, predevsim
na svazich udoli fek a chlum(. Roste jednotlivé nebo v nevelkych skupinach na sypkych
piscitych az piscitohlinitych padach, zejména na substratech bohatych vdpnikem [125]. Je
rozsiten ve stfedni Evropé, jizni Evropé kromé pobreZi a ostrovl, pres Ukrajinu, Kavkaz
a Malou Asii aZ po severozdpadni Irdn [126]. V Cesku je druh zafazen do kategorie ohroZenych
rostlin [127].

Casto se péstuje pro dekorativni vzhled v parcich i zahradach, zejména ¢ervenolisté
kultivary. Nékdy se pouzivaji do Zivych plotl ¢i ve volném terénu do remizkd a baZantnic
pro ukryt zvéfi a potravu ptactvu. Tvrdé Zluté dfevo se pouzivalo v fezbarstvi a k vykladani
drevénych mozaik, barvivo slouzilo k barveni kizi a viny. Kyselé bobule s velkym obsahem

kyseliny askorbové, zvané dristalky, se pouzivaly do kompot( [125].

3.4.2 Obsah alkaloidu

Dosud byly izolovany protoberberinové alkaloidy: berberin, jatrorrhizin [128], berlambin,
palmatin, lambertin [129], kolumbamin [130] a berberrubin [131]; benzylisochinolinové
alkaloidy: juzifin [129]; bisbenzylisochinolinové alkaloidy s jednim etherovym mustkem:
berbamunin [128]; s dvéma etherovymi mustky: berbamin a oxyakanthin [128]; aporfinové
alkaloidy: talikmidin, isokorydin [128] a magnoflorin [130]; bervulcin a vulracin s nevyjasnénou

strukturou [132].

Tab. 3 Strukturni typy alkaloidli izolovanych z Berberis vulgaris L.

protoberberinovy typ R | R2 | R® | R4

R20

berberin -CH»- -CHs | -CH3
NS, jatrorrhizin | -CHs | -CHs | -CHs | -CHa
R1O X

| kolumbamin | -H | -CHs3 | -CH3 | -CH3

OR3
palmatin -CH3 | -CH3 | -CHz | -CH3
berberrubin -CH;- -H | -CH3

OR4
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protoberberinovy typ

0 0
<o ‘ N2 <

0 N
OCH, OCH,4
OCH; OCH,
lambertin berlambin
benzylisochinolinovy typ
N
~
H,CO CH,
OH
OH
juzifin

bisbenzylisochinolinovy typ s jednim etherovym mustkem

Hacom chom
N N
HO <~ cH, HO <" cH

O

3

<

OH

berbamunin
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bisbenzylisochinolinovy typ s dvéma etherovymi mustky

H
N
CH,

oxyakanthin

aporfinovy typ

OCH,

HO
H4CO I
H,CO N

talikmidin
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aporfinovy typ

OCH, OCH,
H,CO HO
OH OH
H5CO H,CO
@
N N
| H,co” “ocH
CH, 3 3
isokorydin magnoflorin

Z B. vulgaris subsp. australis Boiss. bylo izolovano kvalitativné odlisné spektrum

alkaloidtd [133], coZ naznacuje kvalitativni variabilitu obsazenych alkaloid( v rdémci rodu [134].

3.4.3 Biologicka aktivita

Berbamin vyrazné zmirfiuje dopady navozené ischemie mozkové tkané; jeho antioxidacni
aktivita je zprostfedkovana zvySenim aktivity SOD [135], inhibici vzniku malonyldialdehydu
a vychytavanim O% [136]. Zaroveri ma i protizanétlivy Uéinek zprostfedkovany snizenim
infiltrace PMN indukovanych prostiednictvim PAF, IL-1 nebo TNF [137]. Ee-Derivat berbaminu
(p-nitro-benzoat berbaminu) antagonizuje a3*nAChR a c¢dstec¢né i a7-nAChR v krysich
neurokulturach [138] a uc¢inné inhibuje BUChE v radu mikromol@ [139].

Berberin u mysi znaéné snizuje deficity v uceni a dlouhodobé prostorové paméti stejné jako
zatéZz amyloidnimi plaky oproti kontrolni skupiné. Navic byla prokazana redukce celkového
mnozZstvi jak rozpustného, tak nerozpustného AR [140]. Dale inhibuje BACE1, sniZuje
zanétlivou reakci a snizuje vyvoj zmén chovani kralikl pfi AD navozeném pomoci maltolatu
hlinitého [141]. GSK-3P je berberinem znaéné inhibovana a byla pozorovana snizena hladina
C-termindlnich fragmentl APP, hyperfosforylovaného APP a t-proteinu na liniich nervovych
bunék transgennich mysi [140]. Také sniZuje produkci neurotoxickych mediator( aktivovanymi
mikrogliemi (TNF-a, IL-1B, PGE2, intracelularni ROS). Mimoto berberin redukuje produkci NO
mikrogliovimi burikami, jez byly aktivovany stimulaci interferonem-y a AB [142]. Byly
pozorovany antiapoptické vlastnosti alkaloidu a zmirnéni synaptickych dysfunkci [143].
U modelové navozené Parkinsonové chorobé u mysi brani bunécné smrti dopaminergnich

neuronl v substantia nigra a neuronl v hipokampu (zlepSeni kratkodobé paméti) [144].

35



Berberin je také vyrazny inhibitor AChE [145,146] a slabsi inhibitor BuChE [112,147], rovnéz
pfimo inhibuje POP s ICsp 145 uM zpUsobem zavislym na davce [148]. Dale podporuje
NGF-indukovanou diferenciaci nervovych bunék [149], také ma antioxidac¢ni Ucinky (nizsi nez
kys. askorbovd) — vychytava radikaly véetné ONOO™ [147], NO-a 0%, brani peroxidaci lipid(
a chelatuje Fe3* [150].

Berberrubin ma antioxida¢ni aktivitu — je zhdSe¢em OH- radikélu a chelatuje Fe?* ionty [151].
Berlambin (8-oxoberberin) inhibuje cholinesterasy [152].

Jatrorrhizin chrani kortikalni neurony krys pred ptisobenim H;0; a pted toxicitou indukovanou
AB2s-35, zaroven snizuje aktivaci kaspasy-3 a brani transportu cytochromu c do cytosolu [153].
Rovnéz inhibuje AChE [147] a BUChE [112,152] a vychytdva volné radikdly (DPPH test) [154].
Palmatin mirné podporuje NGF-indukovanou diferenciaci nervovych bunék, inhibuje AChE
aktivitu [149] a mirné i MAO [155].

Talikmidin vykazuje al antagonismus a antioxidacni aktivitu, ktera mlze byt vysvétlena
potlaéenim produkce TNF-a, NO- a 0% [156] a zvy3enim hladiny NO [157]. Zaroveri viak slabé
tlumi CNS [158], ve vysSich davkach zplsobuje ztratu koordinace, katalepsii a jiné nervové
poruchy [114].

Magnoflorin inhibuje cholinesterasy [152] a ma i antioxidacni ucinky [154].

Biologické ucinky isokorydinu byly popsany v kapitole o biologickych ucincich alkaloidd
izolovanych z Peumus boldus. Pro berbamunin, juzifin, lambertin a oxyakanthin nejsou

dostupnd data o jakychkoliv biologickych tGcincich ve smyslu potencialni neuroprotektivity.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Materidlni a instrumentalni vybaveni

4.1.1 Chemikalie

acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChl)

amoniak vodny roztok 25 — 29% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)
berberin chlorid > 95 % (Sigma Aldrich, Praha)

butyrylcholinesterasa z koriského séra — lyofilizat, 2900 jednotek-mg™ proteinu (Sigma
Aldrich, Praha)

butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BTChl)

diethylamin p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtzNH)

dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2PO4)
dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaH,PO4 - 2 -
H,0)

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
dusi¢nan bismutity zasadity ¢. (Lachema, Brno)

galanthamin hydrobromid > 98% (Changsha Organic Herb Inc., China)
hydrogenfosforeérian disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NazHPO4)
hydroxid sodny ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

huperzin A 98% (Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice)

chlorid draselny p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (KCl)

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

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

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

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

kyselina sirova 96% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2S0.)

tetramethylsilan ACS reagent, NMR grade, > 99.9% (Sigma Aldrich, Praha) (TMS)
triethylamin p. a. (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Germany) (EtsN)

uhli¢itan sodny bezvody €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2CO3)
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Z-Gly-Pro-p-nitroanilid 299% (Sigma Aldrich, Praha)
Z-Pro-prolinal 298% (Sigma Aldrich, Praha)

4.1.2 Rozpoustédla

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

acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (MeCN)

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

benzin lékafsky RN vyhovujici CL 2009 a CSN 65 6544 Ing. Svec — Penta, Praha) (benzin)
cyklohexan €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CeH12)

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

dichlormethan ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl,)

1,4-dioxan €. (Ing. Svec — Penta, Praha)

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

ethylester kyseliny octové (ethyl-acetat) €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)
chloroform €. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCl3)

chloroform deuterizovany pro NMR analyzu chloroform-d 99,8 atom % D (Sigma Aldrich,
Praha) (CDCl5)

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

methanol deuterizovany pro NMR analyzu ¢ methanol-ds 99,8 atom % D (Sigma Aldrich,
Praha) (CDs0OD)

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

toluen p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCHs)

voda superdistd

4.1.3 Pufry

100mM fosfatovy pufr pH 7,4 (pFipraveny smichanim roztokd NaH,PO4 - 2 H,0 31,2 g1t
a Na;HPO4 28,4 g-I'' s vodou v objemovém poméru 9,5 : 40,5 : 50)
5mM fosfatovy pufr pH 7,4 (pfipraveny smichanim roztokd NaH,PO4 - 2 H,0 1,56 g1t
a Na;HPO4 1,42 g-I'' s vodou v objemovém poméru 9,5 : 40,5 : 50)
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5mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM NaCl (8,766 g NaCl bylo rozpusténo
v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4, kterym byl objem doplnén na 1000 ml)
PBS: 100mM Na/K fosfatovy pufr pH 7,4 osahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI (Roztok A:
0,68 g KH2PO4 a 1,5 g NaCl bylo rozpusténo v 100 ml destilované vody. Roztok B: 0,89 g
Naz;HPO4 - 2 - H,0 a 1,5 g NaCl bylo rozpusténo v 100 ml destilované vody. 20 ml roztoku
A bylo smichano s 100 ml roztoku B.)

Hodnoty pH vsech pripravenych pufrii byly kontrolovdny na bezprostfedné kalibrovaném

pH metru PHM 220.

4.1.4 Adsorbenty pro chromatografii

oxid hlinity, pro chromatografii, neutralni, 63—200 um; Across (Lach-Ner, Neratovice)
(Al203) byl pred pouZitim promyt smési CHCls + EtOH a vysuSen odvétranim. Aktivace
probihala v susarné po dobu 8 hodin pfi teploté 200 °C. Vychladly aktivni Al,O3 byl
nasledné deaktivovan pridavkem 6 % vody a ekvilibrovan po dobu 1 hodiny [159]
analytické TLC desky Silica gel 60 GFsa for TLC (Merck Millipore, Praha) desky
20 x 20 cm byly pro kontrolni ucely stfihany na vysku 7,5 a 10 cm (Sifka dle potieby);
pro preparativni TLC 20 x 10 cm

silikagel pro pripravu litych vrstev pro TLC: Silica gel 60 GF2s4 (Merck Millipore, Praha)

4.1.5 Pomocny material

kfemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)
silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)
siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na»SOa)

skelnd vata (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany)

4.1.6 Pristroje

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

odstredivka Avanti J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California, USA)
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odstredivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611 (Hettich,
Tuttlingen, Germany)

pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

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

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

spektrometr EI/MS na GC-MS system using an Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD;
El mdéd 70 eV; kolona DP-5 MS (30 x 025 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa
Clara, California, USA)

spektrometr ESI/HRMS, Waters Synapt G2Si s hybridnim analyzatorem quadrupole-
time-of-flight (Q-TOF) pfipojeny na Waters Acquity [-Class UHPLC System (Waters
Corporation, Milford, Massachusetts, USA)

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

spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

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

ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Schwabach,
Germany)

vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Germany)

4.1.7 Vyvijeci soustavy pro preparativni a analytickou TLC

S1

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

: CeHsCH3 + CHCl3 + EtOH + EtoNH (70: 20 : 10 : 3)
CeH1z2+ Et2NH (95 : 5)

CsH12 + Et2NH (90 : 10)

CeHsCH3 + CHCl3 + EtoNH (75 : 25 : 5)

CeHsCHs + CHCl3 + Et:NH (45 : 45 : 10)

CeH12 + EtOAC + Et;NH (50 : 40 : 10)

CoHaz + CoHsCHs + EtaNH (48 : 48 : 4)

CeHsCHs + Et2NH (90 : 10)
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$9: CeH12 + Me2CO + NH4OH (30 : 60 : 2)
$10: CHsCHs + EtaNH (95 : 5)
S11: CeHsCHs + Me,CO + EtOH + NH4OH (40 : 40 : 6 : 2)

4.1.8 Cinidla pro detekci alkaloidd

Dragendorffovo ¢inidlo (podle Muniera) bylo pfipraveno nejprve jako zdsobni roztok,
smisenim roztoku A (1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné rozpusténé
v 80 ml vody) a roztoku B (roztok 32 g KI v 80 ml vody) v objemovém poméru 1 : 1. Detekéni
roztok byl pfipraven pfidanim roztoku 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody k 5 ml zdsobniho
roztoku. Cinidlo k postfiku i zasobni roztok byly uchovavany v chladniéce pfi 4 °C.

Mayerovo cinidlo bylo ptipraveno rozpusténim 5 g Kl ve 30 ml vody a do vzniklého roztoku
bylo pfidano 1,35 g chloridu rtutnatého v prasku. Vznikla srazenina byla michana, dokud nebyl

roztok &iry a bezbarvy nebo svétle 7luté barvy. Cinidlo bylo uchovavéno v chladniéce pfi 4 °C.

4.1.9 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i AChE a BuChE

Roztok 5mM DTNB byl pfipraven pfimym rozpusténim prislusSného mnoizstvi latky v 100mM
fosfatového pufru pH 7,4. Roztok musel byt jen slab& naZloutly. Cinidlo bylo uchovavano
v chladnicce pfi 4 °C po dobu maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM (20, 40, 60mM) ATChl byl pripraven rozpusténim prislusSného mnozstvi latky
ve vod&. Roztok musel byt €iry. Cinidlo bylo uchovavéno v chladniéce pfi 4 °C po dobu
maximalné 1 tydne.

Roztok 10mM (20, 40, 60mM) BuTChl dtto.

4.1.10 Cinidla pro stanoveni inhibi¢ni aktivity vii¢i POP

Roztok 10mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu byl pfipraven rozpusténim prislusného mnozstvi latky

v 40% 1,4-dioxanu. Cinidlo bylo uchovéavano v chladniéce pfi 4 °C.
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4.2 Metody

4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1 Ptiprava rozpoustédel
Komeréni rozpoustédla (vSechna kromé rozpoustédel deklarovanych pro HPLC a NMR) byla
pro precisténi destilovana dle standardniho postupu [160] a destilat jiman podle tabularni

teploty varu pfisluSsného rozpoustédla [161].

4.2.1.2 Odparovani (zahustovani) extrakta a frakci
Sumarni ethanolové extrakty pro izolaci alkaloidl byly odpareny na poloprovozni odparce
Laborota 20 Heidolph na vodni |azni pfi teploté 50 °C a snizeném tlaku ca 1,33 kPa.

Frakce ziskané ze sloupcové chromatografie eluci smési benzin + CHCl3 byly odpareny
na vakuové odparce Laborota 4000 Heidolph na vodni |azni pti 30 °C. Frakce ze sloupcové
chromatografie eluci smési CHClz + EtOH a eludty ziskané pfi preparativni TLC byly odpafovany

stejnym zplsobem pfi teploté vodni |azné 40 °C.

4.2.1.3 Suseni extraktl a frakci, izolovanych latek a jejich skladovani
Alkaloidni extrakty, frakce v rliznych fazich zpracovani i chemicky cisté latky byly vysuseny
ve vakuovém exsikatoru (vakuum ca 1,33 kPa) nad susicimi perlami silikagelu min 24 h.

Po vysuseni byly skladovany v chladnicce pfi teploté 2-8 °C.

4.2.1.4 Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven obvyklym zplsobem - nalitim suspenze Al,O3
ve smési rozpoustédel, ktera byla nasledné pouzita jako zahajovaci eluéni soustava. Délend
smés alkaloidl byla nanesena do sloupce ve formé roztéru s adsorbentem v poméru 1 : 4

(w/w), chromatografie probihala formou stupriovité eluce.

4.2.1.5 Priprava litych vrstev pro preparativni TLC
Preparativni TLC desky s litou vrstvou byly pfipraveny rozprostfenim suspenze komercéniho
silikagelu Silica gel 60 GF2s4 a vody na sklenéné desky (29 mg silikagelu a 89 pl na 1 cm? desky)

s/bez zdrsnénym povrchem, pred pouzitim byly suSeny za pokojové teploty min. 24 h.
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4.2.1.6 Preparativni TLC

Délend smés alkaloidd byla rozpusténa ve smési CHCls + EtOH (1 : 1; v/v) a nanesena
na chromatografickou desku v linii startu 1 cm od obou okrajl, tak aby mnoZstvi délené smési
nepfesahovalo 3 mg-cm™ (u litych vrstev) anebo 1 mg-cm™ desky (u komerénich Merck desek).
Po odpareni rozpoustédel z nanasené smési alkaloid( byly desky vyvijeny v nasycenych
(min. 20 min) vyvijecich komorach pfisluSnymi vyvijecimi smésmi. Po odstranéni rozpoustédel
z vyvijecich smési mohly byt chromatogramy vyvijeny opakované stejnou nebo odliSnou
vyvijeci smési. Po déleni byly chromatogramy detekovdny UV svétlem (A =254 a 266 nm), zény
oznaceny preparativni jehlou a jednotlivé vyskrabany a zény o stejném Rf ze vSech pouzitych
desek byly spojeny. Separovany adsorbent se zénou byl smichan se stejnym objemovym
mnozstvim kifemeliny Celite 535 a eluovdn v chromatografické trubici ca 20nasobnym

mnozstvim smési CHCls + EtOH (1 : 1; v/v).

4.2.1.7 Detekce alkaloidu
Detekce alkaloid( v roztoku
Béhem pripravy alkaloidniho extraktu vytfepdvanim z vodné faze byla pritomnost alkaloidd
kontrolovana reakci s Mayerovym Cinidlem.

Roztok zkoumaného vzorku byl po odstranéni organickych rozpoustédel a pridani
1-2 ml vody smichan s nékolika kapkami 2% HCI (pH 2-3), bylo ptiddano 1-2 ml vody a roztok
smichdn s nékolika kapkami cinidla. V pfipadné pfitomnosti bazickych latek (alkaloid()

dochazelo k vylouceni hutné bélavé srazeniny [162].

Detekce alkaloidti po TLC
Po TLC frakci ze sloupcové chromatografie pfipadné pti kontrole Cistoty izolovanych alkaloidu
byly chromatogramy detekovany vizudlné UV svétlem pfi vinové délce A = 254
a A = 366 nm. Chromatogramy s oznacenymi zénami (viditelnymi s pouzitim UV zareni) byly
nasledné detekovany postfikem Dragendorffovym Cinidlem.

Cinidlo bylo pouzivdno k postiiku odvétranych desek. PFi pozitivni pfitomnosti

alkaloidd vznikly intenzivni oranzové skvrny na svétle rizovém ¢i zlutém podkladé [163].
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4.2.1.8 Priprava chloridt alkaloida

Roztok suchého HCl v Et,0 (1M) byl pfipraven v pfislusné aparatufe: do vyvijeci banky bylo
vsypano 3,1 g NaCl a do promyvaciho a pfipoustéciho tubusu vlito 15-20 ml 96% H,S04. Naplni
plynového filtru byla tvofena promytou skelnou vatou; do absorbéru (promyvacky),
umisténého za filtrem bylo vlito 50 ml Et,O. Po sestaveni aparatury se velmi pomalu
pfikapdvala H,SO4 na NaCl. Kyseliny sirové bylo pfidano do reakéni smési mirny nadbytek
(ca 5 %). Po ukonceni reakce byl roztok HCl v Et,0 skladovan v uzaviené barice.

Navazka alkaloidu byla rozpusténa v suchém Et,0 (pfipadné kratka sonikace). Pokud
nebyl alkaloid rozpustén ani v nadbytku Et,0, bylo po ¢aste€ném odpareni pfidano nejmensi
nutné mnozstvi CH,Cl,. Po rozpusténi bylo po ¢astech pridano ekvimolarni mnozstvi 1M HCI
v Et20 a kratce sonikovano. Srazenina chloridu se ponechala min. 1 h sedimentovat (Uplnost
reakce byla kontrolovdna pfenesenim malého mnoizstvi ¢irého etherového supernatantu,
na univerzalni indikatorovy papirek, po rychlém vysuSeni byla sledovdna kyseld reakce
vhorenim papirku do vodnich par).

Vylouceny, zpravidla jemné krystalicky az amorfni hydrochlorid byl filtrovdn na frité

a promyt dostate¢nym mnozstvim Cistého Et,0 a susSen viz 4.2.1.3.

4.2.2 Strukturni analyza vcéetné stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti

4.2.2.1 Hmotnostni analyza

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI)

MS (ESI) spektra byla mérena na spektrometru LC/MS Thermo Finnigan LCQDuo s ionizaci
elektrosprejem v kladném modu a iontovou pasti jako analyzatorem. MS" bylo provadéno
pfi kolizni energii 40 eV. Alkaloidy byly rozpu$tény v MeOH (1 mg-ml?) a zavddény pfimou

sondou.

Hmotnostni spektrometrie s elektronovou ionizaci (El)

MS (EI) spektra byla mérena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975 v médu 70 eV na GC
koloné DP-5 MS. InjektaZ alkaloidniho roztoku v MeOH (1 mg-ml?) byla provedena v split médu
v poméru 1:10. Detekce byla provedena na zakladé porovndni spekter s NIST knihovnou
a referencnimi spektry alkaloid( jiz izolovanych a identifikovanych alkaloid(i v ramci skupiny

ADINACO.
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Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (HRMS-Q-TOF MS (ESI))

Hmotnostni spektra byla mérena na spektrometru s vysokym hmotnostnim rozliSenim Waters
Synapt G2Si s ionizaci elektrosprejem v kladném modu a kombinovanym analyzdtorem —
kvadrupdl s analyzatorem doby letu. Vzorky byly méfeny v roztoku MeCN a bylo porovnavano

teoretické m/z s experimentalné zjisténym.

4.2.2.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCls pfipadné CD30OD pfi teploté 25° C na spektrometru
VNMR S500 pracujicim p¥i 499,87 MHz pro jadra *H a 125,70 MHz pro jadra 3C. K ozafovani
a detekci signalu byla pouzita sonda OneNMR, Sirokopasmova dvoukandlova gradientni sonda
s regulaci teploty. Chemické posuny byly zméreny jako hodnoty & pars per milion (ppm) a byly
neptrimo vztazeny k TMS jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty
chemického posunu pro CDCl; jsou u atom@ H 6 = 7,26 ppm a u atom( 3C & = 77,0 ppm,
pro CD30D jsou u atomd *H 6 = 3,30 ppm a u atom0 3C 6 = 49,0 ppm. Mé&Fenimi ziskand data
jsou prezentovana v nasledujicim pofadi: chemicky posun (6), integrovana intenzita *H NMR
spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, dd: dublet dublet(i, m: multiplet,
bs: Siroky singlet) a interakéni konstanta (Hz).

Dvoudimenziondlni (2D) NMR experimenty (gCOSY, gHSQC, gHMBC, NOESY) byly
méreny standardnimi sekvencemi dodanymi firmou Varian. Parametry jednotlivych
experimentll byly nastavovany zejména podle mnoiZstvi vzorku, Cistoty a molekulové
hmotnosti. Pro gHSQC experimenty byl optimalizovdn sméSovaci ¢as na YJcn = 146 Hz,

pro gHMBC pak na 3Jcy = 8 Hz a pro NOESY na 400 — 600 ms.

gCOSY (gradient COrrelation SpectroscopY): 2D NMR technika, kde crosspeak se objevuje

mezi protony, které maji proton-proton pfimé spojeni pfes tfi vazby, 3/un.
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectropY): 2D NMR technika, kde se crosspeak objevuje

mezi protony od sebe vzdalenymi do 6 A; intenzita crosspeak klesa se zvysuijici se vzdalenosti

proton( v prostoru.
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gHSQC (gradient Heteronuclear Single Quantum Coherence): 2D NMR technika, kde jedna osa
pfedstavuje 'H a druha 3C. Tento experiment nevytvafi diagonalu a crosspeaks predstavuji

korelaci H s C pres jednu vazbu.

gHMBC (gradient Heteronuclear Multiple Bond Coherence): 2D NMR technika, ktera
umoznuje urcit korelaci C (¢i jiny heteroatom) s H pres 2-4 vazby, pouze takto vazané Ha C

poskytuji crosspeak.

4.2.2.3 Opticka otacivost
Opticka otacivost byla mérena v roztocich alkaloid(i (CHCI3) na polarimetru P3000 a specificka

otdacivost dopoctena dle vzorce:

100 X «

t _

t — teplota méreni; D — sodikovd D ¢ara = 589,3 nm; a — namérena otdcivost [°];

¢ — koncentrace mé¥feného alkaloidu [g-100 ml]; | — délka kyvety [dm].
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4.2.3 Stanoveni biologické aktivity

4.2.3.1 Priprava hemolyzatu a plazmy
Zdrojem lidskych cholinesteras byla krev zdravého dobrovolnika, pficemz plazma
bez erytrocytl byla pouZzita jako zdroj BUChE a hemolyzat erytrocytl zdrojem AChE. K Cerstvé
odebrané krvi bylo pfidano 2 ml 3,4% citratu sodného (w/v) na 18 ml krve [164]. Plazma byla
oddélena z krve centrifugaci pfi 4 °C a rychlosti 4000 ot.-min na centrifuze Boeco U-32R
a odsata, tak aby v ni nybyly pfitomné erytrocyty, a uchovana jako zdroj BuChE.

Erytrocyty byly 3x promyty 5mM fosfatovym pufrem pH 7,4 obsahujici 150mM NaCl
(ca 100 ml) a opét centrifugovany stejnym zplisobem. Promyté erytrocyty byly podrobeny lyze
pomoci 5mM fosfatového pufru pH 7,4 (1:9; v/v) po dobu 10 min za stalého michani. Po lyze
se suspenze dispendovala pro dal$i méreni.

Absorbance BuChE v plazmé a AChE v hemolyzatu byly stanoveny bezprostfedné
po pfiprave (viz 4.2.3.2), pfipadné dale fedény pfisluSnym mnozstvim 5mM fosfatového pufru

pH 7,4. Enzymové preparaty byly do doby pouziti uchovavany pfi-22 °C.

4.2.3.2 Stanoveni absorbance enzymovych preparati a stanoveni inhibicni aktivity
testovanych latek vici lidskym cholinesterasam
Inhibi¢ni aktivita vici cholinesterasam byla stanovena modifikovanou Ellmannovou metodou.
Do jamky mikrotitracni desticky bylo vneseno 8,3 ul roztoku enzymového preparatu
o urcité koncentraci (objemovy pomér1:0,3:1,1:1,1:2,1:3,1:4a1:5hemolyzatu
v 5mM fosfatovém pufrupH 7,4;1:0,1:1,1:2,1:3,1:4 plazmy v 5mM fosfatovém pufru
pH 7,4), 283 ul 5 mM roztoku DTNB ve fosfatovém pufru pH 7,4 a 8,3 pl sledovaného alkaloidu
o urcité koncentraci v DMSO (40mM, 10mM, 4mM, 1mM, 0,4mM a OmM). Smés byla 1 min
trepdna na mikrotrfepacce. Po vloZeni do readru SynergyTM HT Multi-Detection Microplate
Reader a 5 min inkubaci pfi teploté 37 °C bylo k vzorkiim pfidano 33,3 pl DMSO (pfi stanoveni
absorbance enzymovych preparatl — slepy vzorek) nebo 33,3 pl enzymového preparatu
a po 2 min mérena absorbance. Pokud je latka silny inhibitor cholinesterasy (0,4mM
koncentrace alkaloidu vykazuje vice nez 3% inhibici), je nutné zméfit dalsi koncentracni fadu
(0,2mM, 0,04mM, 0,01mM, 0,004mM, 0,001mM a cisty DMSO). Pro kazdou koncentraci

enzymového prepardtu je absorbance stanovena 6x pfi 37 °C, pficemz absorbance u stanoveni
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inhibi¢ni aktivity AChE byla mérena pfi A = 436 nm a BuChE pii A = 412 nm. 50% Inhibi¢ni

aktivita byla dopocitana pomoci programu GraphPad Prism dle vzorce:

%1 =100 — (100 x AA’”)
0 AA

Sa

% | — procento inhibice; AAg; — pokles absorbance slepého vzorku béhem 1 min;
AAg, — absorbance testovaného vzorku béhem 1 min.
Zjisténa inhibicni aktivita ICso AChE a BUChE pro jednotlivé latky byla porovnana s ICso

referencnich latek napf. galanthaminu a huperzinu A.

4.2.3.3 Stanoveni stanoveni inhibi¢ni aktivity testovanych latek vuc¢i komercnim
cholinesterasam a kinetiky inhibice

Stanoveni ICso — reakéni smés obsahovala PBS (100mM pH 7,4), DTNB (100mM), ATCh (40mM)
a inhibitor (0—-35 mM). Reakce byla iniciovdana pfidavkem cholinesterasy (0,2 U-ml?). Byla
sledovana zavislost zmény absorbance (rovnéz pfi A = 412 nm) na casu. Rychlost reakce
(v = AA/At) byla sledovana u vsech reakci (neinhibovanych a inhibovanych) a uréena zavislost
vo/Vi na koncentraci inhibitoru (vo — rychlost neinhibované reakce; vi — rychlost inhibované
reakce). Pro toto stanoveni byla spoditan i regresni faktor R? = k-x + g. ICso hodnota
(x hodnota v regresni rovnici) byla spoctena pro y = 2 (polovi¢ni rychlost reakce). Stanoveni
bylo provedeno dvakrat.

Urceni kinetiky inhibice — dtto, inhibované a neinhibované reakce byly vSak sledovany
pfi tfech rdznych koncentracich thiocholinu (20 mM, 40 mM, 60 mM). Pro vyhodnoceni dat
byl pouzit graficky vynos podle Lineweaver-Burk a zjiStény hodnoty Kmn a Vm (Michaelisova

kostanta a mezni rychlost). Stanoveni bylo provedeno dvakrat.

4.2.3.4 Stanoveni inhibicni aktivity testovanych latek vici prolyl oligopeptidase

POP byla rozpusténa v pufrovaném fyziologickém roztoku PBS; specifickd aktivita
enzymu: 0,2 U-ml. Test byl proveden na standardni polystyrenové 96-jamkové mikrotitraéni
desticce s rovnym a priihlednym dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pripraveny
rozpu$ténim v DMSO (10 mM). Roztoky pro testovani (103 — 107 M) byly pfipraveny fedénim
supercistou vodou; slepé vzorky byly pouzity o stejné koncentraci DMSO. Jako POP substrat

byl pouzit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, ktery byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). Do jamky
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mikrotitracni destisky bylo smichano 170 pl PBS, 5 pl roztoku testované latky o urcité
koncentraci a 5 pl roztoku POP a inkubovany 5 min pfi teploté 37° C. Nasledné byl pfidan
substrat (20 pl) a smés byla inkubovana 30 min pfi 37° C. Sledovan byl vznik p-nitroanilinu,
pfimo umérny POP aktivité, a méren spektrofotometricky pfi A = 405 nm na microplate ELISA
readeru EL800. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek byla vyjadiena jako ICso. Zjisténa inhibi¢ni
aktivita 1Cso pro jednotlivé latky byla porovnana s ICso referencénich latek napf. Z-pro-prolinal

a berberin.
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4.3 lzolace alkaloidu

4.3.1 Izolace alkaloidl z Hydrastis canadensis L.

1033 g suchého extraktu vodilky (Naturex, Wien) bylo 2x extrahovdno 5ndsobnym mnozstvim
95% EtOH za varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 min. Spojené extrakty byly zahustény
za snizené teploty na viskdzni Zlutohnédy odparek (ca 300 g, susina ca 80 %), ktery byl zahfat
na 60° C a za stdlého michani k nému bylo po ¢astech pfidano 5,8 litru 2% HCI (pH ~ 1,5).
Suspenze byla kratce sonikovana a zfiltrovana pres vrstvu kiemeliny Celite 535, filtracni vrstva
byla promyta 1 litrem vody a filtrat zfredén vodou na celkovy objem ~ 12 litr(. Vodny kysely
extrakt byl vytfepan 3x 2 litry Eto0 (hnédy viskdzni vytiepek L, 3 g), vodna faze byla nasledné
alkalizovdna 10% Na»COs (pH ~9,5) a suspenze po Castech vytfepana celkem 4x 8,6 litry CHCl3
a chloroformovy vytiepek zahustén za snizené teploty (Zlutohnédy odparek, 33,9 g). Takto
ziskany alkaloidni extrakt byl ndsledné precistén pretfepanim. K odparku bylo ptiddno 165 ml
2% HCI, a smés kratce zahrata na vodni Iazni (ca 80° C) a roztok byl zfedén vodou na objem
1 litru a po zchladnuti vytfepdn 3x 400 ml Et,0. Vodna faze byla poté alkalizovana 10% Na>CO3
(pH ~ 9,5) a vytrepdna 4x 400 ml CHCls. Chloroformovy vytiepek byl vysuSen Na;SOa
a po odpareni rozpoustédla a vysusSeni v exsikdtoru vznikl Zlutohnédy viskézni odparek
(vytfepek A, 25,04 g).

Vytiepek A byl dale separovan pomoci sloupcové chromatografie (viz Tab. 4 a Tab. 5).

Tab. 4 Podminky sloupcové chromatografie frakce A

Hmotnost odparku 25,04 g

Adsorbent na roztér 100 g

Adsorbent Al;03; 1,2 kg

Délici vrstva ve sloupci J:v=4,5:61cm

Vrstva s frakci A-1 J:v=4,5:7,5cm

Mrtvy objem 1140 ml

Frakce 250 ml

Doba toku 1 frakce ca 25 min

Kontrolni TLC TLC Silica gel 60 F2s4, soustava S1, draha 8,5 cm, vyvijeni 1x
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Tab. 5 Vysledek chromatografie vytfepku A

Oznaceni Spojene Slozeni eluéni smési Hmotnost Popis
frakce [g]
1-16 benzin : CHCIs (80 : 20)
- 17-32 benzin : CHCl3 (75 : 25) - bez obsahu alkaloid(
33-38 benzin : CHCI3 (70 : 30)
A 39-47 benzin : CHCI5 (70 : 30) 0,976 Zluty, viskdzni
48-66 benzin : CHCI3 (70 : 30)
67-85 benzin : CHCIs (60 : 40)
B 20,734 rGzovy krystalizujici
86-104 benzin : CHCIs (40 : 60)
105-116 CHCl3 : EtOH (99 : 1)
C 117-124 CHCIs : EtOH (80 : 20) 0,771 hnédy, velmi viskézni
D 125-129 CHCI3 : EtOH (80 : 20) 0,313 hnédy, viskdzni

Frakce A (0,976 g) byla chromatografovana preparativni TLC na litych deskdch soustavou S1
(draha 13,5 cm, vyvijeni 1x) a separovany dvé zény (Rf 0,89 a 0,65). Z prvni zény byla
opakovanou preparativni TLC na analytickych deskach soustavou S2 (drdha 8,5 cm, vyvijeni 1x)
ziskdna latka HC1, ktera byla nasledné krystalizovana ze smési CHClz + EtOH (bilé krystaly,
9,3 mg). Zdruhé zény byla preparativni TLC na litych deskach separovdna soustavou S2 (draha
13,5 cm, vyvijeni 2x) latka HC2, ndsledné opakované krystalizovdna z EtOH (nazloutlé krystaly,
424,1 mg).

Z frakce B (20,734 g) byla opakovanou krystalizaci v EtOH ziskana latka HC3 (bilé krystaly,
16,871 g).

Frakce C (0,771 g) byla zpracovana preparativni TLC na litych deskach soustavou S3 (draha
13,5 cm, vyvijeni 2x), pficemz byla separovana pouze druhd zéna (Rf 0,38), ze které byla
po eluci a zahusténi opakovanou preparativni TLC na analytickych deskach soustavou S4
(draha 8,5 cm, vyvijeni 1x) izolovana latka HC4, poté krystalizovdna z MeOH (drobné Zlutavé
krystaly, 40,2 mg).

Frakce D (0,313 g) nebyla zpracovana.
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4.3.2 lzolace alkaloidi z Peumus boldus Mol.

20 kg suchych listl boldovniku (fa Berill-Exim s.r.o., Vysokov, pol. ¢. 026545)) bylo rozemleto
(do 3 mm) a 2x extrahovano 5nasobnym mnozstvim 95% EtOH 30 minut za varu. Spojené
extrakty byly zahustény za sniZzené teploty na fidky zelenohnédy sirupovity odparek (ca 1,5 kg,
susina ca 50 %), silné pachl po silici. Tento odparek byl zfedén po kratkém zahrati 3 litry horké
vody, pridano 5 litrd 2% HCl (pH ~ 1,5) a roztok byl ponechan za obcasného promichani
do nasledujiciho dne. Suspenze byla zfiltrovdna pres vliselin, zbytek v barce rozehirat
na ca 80° C a znova promyt nejprve 2 litry 0,5% HCl a poté 4 litry horké vody. Takto ziskany
spojeny filtrat byl zfredén vodou do objemu 20 litr(.

Vodny roztok soli alkaloid byl zneutralizovan 10% Na,COs na pH ~ 9,5 (ca 5,5 litru)
a suspenze byla vytiepdna po c¢astech 3x 9 litry chloroformu. Chloroformova faze byla
vysusena bezvodym Na;SOs a organicka faze odparena pfi 40 °C. Bylo ziskano 108,7 g fidkého,
tmavé hnédého primarniho alkaloidniho extraktu.

Tento extrakt byl rozpustén pfi ca 60° C v 700 ml 1% HCI, pfidano 200 ml vody
a suspenze byla po zchladnuti vytfepana 3x 250 ml Et,0 (zeleny Fidky silné pachnouci po silici,
60,8 g). Témér Ciry kysely vodny roztok alkaloid( byl zalkalizovan 10% Na,COsz na pH ~ 9,5
a vytrepan 3x 250 ml CHCls. Chloroformové vytrepky byly spojeny, odpareny do sucha
a precisténi provedeno stejnym zplsobem jesté jednou. Po vysuSeni chloroformové faze
bezvodym NaSO. a odpareni organické faze pri 40° C vzniklo 27,3 g tmavé hnédého, velmi
viskdézniho, prakticky nepachnouciho odparku.

Byla provedena sloupcova chromatografie zplisobem pro tento typ separaci obvyklym

(viz Tab. 6 aTab. 7)

Tab. 6 Podminky sloupcové chromatografie alkaloidniho vytfepku

Hmotnost odparku 27¢g

Adsorbent Al,03; 0,81 kg

Délici vrstva ve sloupci J:v=4,5x7,5cm

Vrstva s roztérem O :v=4,5x65cm

Frakce 250 ml

Doba toku 1 frakce ca 25 min.

Kontrolni TLC TLC Silica gel 60 F2s4, soustava S5, draha 8,5 cm, vyvijeni 1x
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Tab. 7 Vysledek chromatografie alkaloidniho vytfepku

Oznaceni Spojene Slozeni eluéni smési Hmotnost Popis
frakce [g]
1-14 benzin : CHCI; (70 : 30)
- - bez obsahu alkaloid(
15-33 benzin : CHCI3 (60 : 40)
A 34-39 benzin : CHCl3 (60 : 40) 3,984 svétle hnédy, krystalicky
B 40-42 benzin : CHCl3 (60 : 40) 0,664 cervenohnédy s krystaly
43-50 benzin : CHCls (60 : 40) cervenohnédy, hlavné
C 1,073
51-53 benzin : CHCl3 (50 : 50) krystaly
54-63 benzin : CHCIl3 (50 : 50)
D 0,598 ¢ervenohnédy s krystaly
64-68 benzin : CHCIl3 (50 : 50)
69-74 benzin : CHCls (50 : 50)
75-84 benzin : CHCIs (40 : 60) ¢ervenohnédy s ndznakem
E 0,856
85-90 benzin : CHClz (40 : 60) krystall
91-92 benzin : CHCls (30 : 70)
93-114 | benzin : CHCls (30 : 70)
115-130 benzin : CHCl3 (15 : 85) tmavé hnédy, velmi
F 4,331
131-136 CHCl3 : EtOH (99 : 1) viskozni
137-138 CHCIs : EtOH (98 : 2)
139-147 CHCls : EtOH (98 : 2)
148-160 CHCIs : EtOH (98 : 2)
tmavé hnédy, velmi
G 161-181 CHCI3 : EtOH (95 : 5) 8,031
viskdzni
182-192 CHCls : EtOH (95 : 5)
193-202 CHCI3 : EtOH (90 : 10)

Frakce A (3,984 g) byla chromatografovana preparativni TLC na litych deskdch soustavou S6

(drdha 13,5 cm, vyvijeni 1x) a S7 (vyvijeni 2x). Ziskany odparek byl opakované krystalizovan

z EtOH, ¢imz byla ziskana latka PB1 (nazelenalé krystaly, 497 mg).

Frakce B (0,664 g) byla spojena s frakci C (1,073 g) a chromatografovdna preparativni TLC

na litych deskach soustavou S4 (draha 13,5 cm, vyvijeni 2x), prvni zona obsahovala latku PB1,
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z druhé zény byl izolovan alkaloid PB2, ktery byl nasledné preveden na chlorid baze
a prekrystalizovan ze smési Et,0 + MeOH (135 mg, nasedlé drobné krystaly).
Frakce D (0,598 g) byla opakované chromatografovdna preparativni TLC na litych deskach
soustavou S4 (drdha 13,5 cm, vyvijeni 4x), separovana byla pouze prvni zéna (63,7 mg).
Po eluci z adsorbentu a zahusténi byla ddle chromatografovana na analytickych deskach
soustavou S6 (draha 4 cm, vyvijeni 1x) a S7 (draha 8,5 cm, vyvijeni 2x) a byla ziskana latka PB3
(fialovéjici, viskozni, 35,2 mg).
Z frakce E (0,856 g) byla preparativni TLC na litych deskdch soustavou S4 (draha 13,5 cm,
vyvijeni 2x) separovana patd zona (164,8 mg). Po eluci z adsorbentu a zahusténi byla dale
chromatografovana na analytickych deskdch soustavou S8 (draha 8,5 cm, vyvijeni 2x), pficemz
byly separovany dvé zény (Rf 0,41 a 0,28). Z prvni zény (62,5 mg) byl izolovan alkaloid PB4,
ktery byl nasledné krystalizovan z EtOH (prdhledné krystaly, 30 mg). Z druhé zény (28,9 mg)
byl izolovan alkaloid PB5, ktery byl ddle precistén preparativni TLC na analytickych deskach
soustavou S4 (draha 8,5 cm, vyvijeni 1x) a S5 (vyvijeni 1x) (vinovy viskdzni, 2,3 mg).
Frakce F (4,331 g) nebyla zpracovdna.
Frakce G (8,031 g) byla chromatografovano preparativni TLC na litych deskach soustavou S9
(drdha 13,5 cm, vyvijeni 2x).

Z prvni zény (Rf 0,68, 971,6 mg) byl izolovan alkaloid PB6, ktery byl krystalizovan z EtOH
(nazloutlé krystaly, 560,1 mg).

Z druhé zény (Rf 0,57) byl izolovan alkaloid PB7 (svétle hnédy krystalicky, 1236,1 mg).

Treti zona (Rf 0,35, 184,5 mg) byla po eluci a zahusténi ddle chromatografovana
preparativni chromatografii na analytickych deskach soustavou S6 (draha 8,5 cm, vyvijeni 3x)
a S8 (vyvijeni 2x), separovany byly tfi zény (Rf 0,61, 0,54 a 0,41). Z prvni zény (12,3 mg) byl
izolovan alkaloid PB8 (hnédnouci viskézni 2,7 mg), z druhé zény (25,8 mg) byl izolovan alkaloid
PB9, (hnédnouci viskdzni, 8,2mg) a z tfeti zény (114,7 mg) byla izolovana latka PB10 (75,7 mg),
ktera byla nasledné pretfepana pridanim 2% HClI (pH ~ 1,5), roztok byl zfiltrovan
pres kiemelinu Celite 535, po promyti filtracni vrstvy vodou alkalizovdan 10% Na>COs (pH ~9,5)
a vytrepan 4x 30 ml Et;0. Precistény alkaloid PB10 byl nasledné preveden na chlorid baze
a rekrystalizovan ze smési Et,0 + MeOH (drobné okrové krystaly, 43,8 mg).

Ze Ctvrté zény byl izolovan alkaloid PB11 (1069,3 mg), k odparku byla pfidana 2% HCI
(pH ~ 1,5), roztok byl zfiltrovan pres kfemelinu Celite 535, po promyti filtracni vrstvy vodou

alkalizovdn 10% Na»COs (pH ~ 9,5) a vytfepan 4x 100 ml Et,0. Precistény alkaloid PB11 byl

54



nasledné preveden na chlorid baze a rekrystalizovan ze smési Et,0 + MeOH (drobné okrové

krystaly, 148,6 mg).

4.3.3 lzolace alkaloid( z Berberis vulgaris L.

10 kg fezané kary korent dristalu obecného (fa Magister Kottas, Wien, pol. ¢. A717201-001)
bylo rozemleto v tfiStivém mlynku na velikost ¢astic do 3 mm. Droga byla 3x extrahovana
S5nasobnym mnoZstvim 95% EtOH za varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 min. Spojené
extrakty byly zahustény za snizené teploty na viskdzni hnédy odparek (ca 2 kg, susina ca 70 %),
ktery byl zahtfat na 60° C a za stdlého michdni k nému bylo po ¢astech pfidano 6 litri 2% HCI
(pH ~ 1,5). Suspenze byla kratce sonikovana a zfiltrovdna pres vrstvu kifemeliny Celite 535,
filtra¢ni vrstva byla promyta 1 litrem vody. Po zfedéni 5 litry vody (celkovy objem byl
~ 12,5 litrQl) byl vodny kysely extrakt vytfepan 3x 2 litry Et,0 (svétle hnédy viskézni vytfepek L,
12 g), vodna faze byla ndsledné alkalizovana 10% Na,COs (pH ~ 9,5) a suspenze po ¢astech
vytfepdna celkem 4x 4,6 litry CHCls. Chloroformovy vytfepek byl vysusen bezvodym Na;SO4
a odparen (Zlutohnédy vytiepek A, 128 g).

Vodna faze byla alkalizovdna 50% NaOH (pH ~ 12) a vytfepana 4x 3 litry Et,O.

Diethyletherovy vytiepek byl vysusen bezvodym Na,SO4 a odparen (vytfepek B, 34 g).

Tab. 8 Hmotnost a charakter vytfepk( z kiry kofen( dFistalu

Vytrepek Hmotnost [g] | Popis*
L 12,1 svétle hnédy, velmi viskdzni, nealkaloidni
A 128,4 tmavé hnédy, velmi viskdzni, alkaloidni
B 34,1 Zlutohnédy, pevny, alkaloidni

* pritomnost alkaloidd byla zjistovana reakci s Mayerovym cinidlem.
Zpracovani vytiepku A

Vytiepek A (128 g) byl rozpustén v 2,5 litrech CHCls, roztok byl vlit na sloupec Al,03 (1,925 kg;

@ :v=10:24,5cm) a provedeno predcisténi (viz Tab. 9)
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Tab. 9 Cisténim vytfepku A za pouziti Al,O3

Oznaceni Eluce Hmotnost
ziskanych " Vu . suchého Popis odparku Obsah latek*
, rozpoustédlo/objem
frakci odparku [g]
hnédy, velmi
A-1 CHCls; 18,6 | 59,50 terciarni baze
viskozni
berberin + palmatin +
hnédy, velmi
A-2 EtOH; 11 7,78 3 dalsi terciarni
viskozni
alkaloidy
vinovy, velmi
berberin + stopy
viskozni
A-3 EtOH; 11 6,32 palmatinu + ¢ervena
s vylu€ujicimi se
nealkaloidni latka
Zlutymi krystaly

* pritomnost alkaloid( byla zjistovana detekci na TLC deskach (soustava S5, draha 8,5 cm,

vyvijeni 1x) a MS (ESI).

Zpracovani frakce A-1

Byla provedena sloupcova chromatografie zplsobem pro tento typ separaci obvyklym

(viz Tab. 10 a Tab. 11).

Tab. 10 Podminky sloupcové chromatografie frakce A-1

Hmotnost odparku

59,5 g

Adsorbent na roztér

200 g

Adsorbent

Al>0Os3; 2,38 kg

Délici vrstva ve sloupci

J:v=7:65cm

Vrstva s frakci A-1

J:v=7:7,5cm

Frakce

500 ml

Doba toku 1 frakce

ca 25 min

Kontrolni TLC

TLC Silica gel 60 F2s4, soustava S5, draha 8,5 cm, vyvijeni 1x,
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Tab. 11 Vysledek chromatografie frakce Al

Oznaceni Spojene Slozeni eluéni smési Hmotnost Popis
frakce [g]
- 1-14 benzin : CHCI5 (85 : 15) - bez obsahu alkaloid(
A 15-19 benzin : CHCI3 (85 : 15) 0,254 Zlutohnédy krystalicky
B 20-29 benzin : CHCI3 (85 : 15) 0,329 Zlutozeleny pevny
C 30-36 benzin : CHCI3 (85 : 15) 1,591 Zlutohnédy krystalicky
D 37-42 benzin : CHCl3 (85 : 15) 0,083 oranzovy, viskozni
E 43-54 benzin : CHCIs (80 : 20) 0,208 oranzovy, viskdzni
F 55-61 benzin : CHCI; (70 : 30) 0,385 zelenohnédy, viskdzni
62-70 benzin : CHCl3 (70 : 30)
G 0,368 svétle zeleny, viskdzni
71-76 benzin : CHCls (60 : 40)
77-110 benzin : CHCIs (60 : 40)
111-122 benzin : CHCIs (50 : 50)
H 25,684 oranzovohnédy, viskozni
123-135 benzin : CHCIs (40 : 60)
136-138 benzin : CHCI3 (20 : 80)
139-171 | benzin: CHCIs (20 : 80)
CH 11,330 oranzovy, viskdzni
172-179 CHCI3: EtOH (99 : 1)
180-194 CHCl3 : EtOH (99 : 1)
I 1,037 okrovy, pevny (péna)
195-196 CHCIs : EtOH (80 : 20)
oranzovohnédy, pevny
J 197-204 CHCIs3 : EtOH (80 : 20) 8,439

(péna)

Frakce A (0,254 g) nebyla zpracovéana.

Frakce B (0,329 g) nebyla zpracovana.

Z frakce C (1,591 g) byla opakovanymi krystalizacemi ze smési CHCIs + EtOH ziskdna latka BV1

(drobné zluté krystaly, 415 mg).

Z matecného louhu této frakce (1,080 g) byla pomoci preparativni TLC na litych deskach

soustavou S5 (draha 13,5 cm, vyvijeni 1x) ziskana latka BV2 (svétle Zlutd péna, 9,7 mg).

Frakce D (0,083 g) nebyla zpracovana.

Frakce E (0,208 g) byla chromatografovana preparativni TLC na analytickych deskach

v soustavé S8 (draha 13,5 cm, vyvijeni 2x), ¢imz byly ziskany dvé zény (Rf 0,62 a 0,34). Z prvni
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zony byla opakovanou preparativni TLC na analytickych deskach soustavou S10 (draha 8,5 cm,

vyvijeni 2x) ziskana latka BV3 (Zluty viskdzni odparek, 4 mg) a z druhé zény byla preparativni

TLC na analytickych deskach soustavou S11 (draha 8,5 cm, vyvijeni 1x) ziskana BV4 (zluty

viskdzni odparek, 12 mg).

Frakce F (0,385 g) nebyla zpracovéna.

Frakce G (0,368 g) nebyla zpracovana.

Frakce H (25,7 g) byla podrobena dalsi sloupcové chromatografii (viz Tab. 12 a Tab. 13).

Tab. 12 Podminky sloupcové chromatografie frakce H

Hmotnost odparku

25,7 g

Adsorbent na roztér

120g

Adsorbent

A|203; 1,05 kg

Délici vrstva ve sloupci

J:v=51:52cm

Vrstva s frakci H

J:v=5,1:6cm
Frakce 250 ml
Doba toku 1 frakce ca 25 min

Kontrolni TLC

TLC Silica gel 60 F2s4, soustava S5, draha 6,5 cm, vyvijeni 2x,

Tab. 13 Vysledek chromatografie frakce H

Oznaceni Spojene Slozeni eluéni smési Hmotnost Popis
frakce [g]
1-35 benzin : CHCls (50 : 50)
- 36-40 benzin : CHCIs (45 : 55) - bez obsahu alkaloid(
41-45 benzin : CHCls (40 : 60)
H-1 46-56 benzin : CHCIs (40 : 60) 1,028 Zluty pevny
57-74 benzin : CHCI; (35 : 65)
75-84 benzin : CHCls (30 : 70)
H-2 12,6 oranzovy, viskézni
85-100 benzin : CHCI; (20 : 80)
101-103 CHCls: EtOH (99 : 1)
104-115 CHCl3: EtOH (99 : 1)
H-3 6,8 oranzovohnédy, viskdzni
116-132 CHCls: EtOH (90 : 10)
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Podfrakce H-1 (1,028 g) byla podrobena opakované preparativni TLC na litych deskach
soustavou S5 (draha 13,5 cm, vyvijeni 2x), ¢imz byly ziskany 2 zény (Rf ~ 0,7 a 0,3), opakovana
preparativni TLC prvni zény na litych deskach vedla k izolaci BV5 a z druhé zény BV6. Obé latky
byly pfevedeny na chloridy bazi (BV5 nazloutlé velmi drobné krystaly, 470 mg; BV6 nazelenald
péna, 24 mg).

Z podfrakce H-2 (12,6 g) bylo zpracovano pouze mnozstvi 1 g a to preparativni TLC
na litych deskach soustava S6 (draha 13,5 cm, vyvijeni 3x), odkud byla izolovédna latka BV7
z hlavni zény. Tato latka byla opakované rekrystalizovdna ze smési CHClz + EtOH (bilé drobné
krystaly, 230 mg).

Podfrakce H-3 (6,8 g) obsahovala prevazné jiz izolovany alkaloid BV7. Minoritni alkaloid
BVS, ktery byl separovan chromatografii 3 g podfrakce H-3 pouzitim preparativni TLC na litych
deskach soustavou S6 (draha 13,5 cm, vyvijeni 3x). Alkaloid BV8 byl ddle opakované
krystalizovan ze smési CHCls + EtOH (drobné bilé krystaly, 139 mg).

Frakce CH (11,3 g) rovnézZ obsahovala jiz izolované alkaloidy BV7 a BV8. Pro ziskani minoritné

zastoupenych latek byla zvolena sloupcova chromatografie (viz Tab. 14 a Tab. 15).

Tab. 14 Podminky sloupcové chromatografie frakce CH

Hmotnost odparku 113g

Adsorbent na roztér 45¢g

Adsorbent Al,O3; 0,45 kg

Délici vrstva ve sloupci J:v=3,5:48cm

Vrstva s frakci CH J:v=3,5:58cm

Frakce 100 ml

Doba toku 1 frakce ca 20 min

Kontrolni TLC TLC Silica gel 60 F2s4, soustava S5, draha 6,5 cm, vyvijeni 2x,
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Tab. 15 Vysledek chromatografie frakce CH

Oznaceni Spojene Slozeni eluéni smési Hmotnost Popis
frakce (g)
- 1-32 benzin : CHCIs (40 : 60) - bez obsahu alkaloid(

33-40 benzin : CHCI3 (40 : 60)
CH-1 4,7 Zlutooranzovy, viskdzni
41-77 benzin : CHCI3 (30 : 70)

78-121 benzin : CHCI5 (20 : 80)
CH-2 3,8 oranzovy, viskézni
122-128 CHCls : EtOH (99 : 1)

129-139 CHCl3 : EtOH (99 : 1)
CH-3 1,3 okrovy, pevny (péna)
140-148 CHCIs : EtOH (80 : 20)

Podfrakce CH-1 a CH-2 nebyly zpracovany.

Podfrakce CH-3 (1,3 g) byla podrobena preparativni TLC na litych deskach za pouziti
vyvijeci soustavy S9 (draha 13,5 cm, vyvijeni 2x) a ze tfeti zony (Rf 0,35) byla ziskana latka BV9
(nazloutla péna 27 mg) a ze ¢tvrté zény (Rf 0,24) BV10 (zlutd péna, 53 mg).

Z frakce 1 (1,0 g) byla pomoci preparativni TLC na litych deskach soustavou S6 (draha 13,5 cm,
vyvijeni 3x) ze tfeti zony separovana latka BV11, kterd byla opakované krystalizovana v EtOH

(drobné bilé krystaly, 25 mg).

Frakce J (8,5 g) byla zahfata na 60° C a bylo pfidano 50 ml 2% HCI (pH ~ 1,5), po kratké sonikaci
filtrovana pres kiemelinu Celite 535 s ndslednym promytim filtracni vrstvy vodou. Roztok byl
doplnén na objem 300 ml, alkalizovan 10% Na;COs (pH ~ 9,5) a suspenze vytifepana celkem
12x 100 ml Et;0. Diethyletherovy vytiepek byl vysusen bezvodym Na,SOa4 a odparen.
Precisténa frakce J (4,5 g) obsahovala rovnéz alkaloidy BV7, BV8, BV11, minoritni alkaloidy
byly separovany preparativni TLC na litych deskach soustavou S9 (draha 13,5 cm, vyvijeni 1x)
a S5 (vyvijeni 2x), pricemz byla separovana ctvrta zéna (Rf 0,38), ze které byl izolovan alkaloid
BV12 (Zluta péna, 8 mg). Z paté zony (Rf 0,19) byl izolovan alkaloid BV13 (Zluty viskdzni, 13

mg).

60



5. Vysledky

5.1 Alkaloidy izolované z Hydrastis canadensis L. a jejich fyzikalné-

chemicka charakteristika

5.1.1 HCO1: 1-(6’-Allyl-1’,3’-methylenedioxybenzoyl)-3-chloro-5,6-dimethoxy-

isochinolin

sumarni vzorec: Ci19H21NOg4

OCH,

Obr. 4 1-(6’-Allyl-1’,3’-methylenedioxybenzoyl)-3-chloro-5,6-dimethoxyisochinolin
5.1.1.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 398 (100), 380 (11), 340 (5).

5.1.1.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 68,06 (1H, s, H4), 8,01 (1H, d, J=9,4 Hz, H9), 7,37 (1H, d, J= 9,4 Hz,
H8), 7,20 (1H, dd, J=17,3 Hz, J = 11,0 Hz, H18), 7,08 (1H, s, H14), 6,83 (1H, s, H17), 6,02 (2H, s,
H20), 5,57 (1H, d, J=17,3 Hz, H19), 5,22 (1H, d, J= 11,0 Hz, H19), 4,03 (3H, s H22), 4,02 (3H, s,
H21).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 193,8 (C11), 157,2 (C1), 152,1 (C7), 151,5 (C15), 146,7 (C16),
144,4 (C3), 140,8 (C6), 137,5 (C13), 135,8 (C18), 135,1 (C5), 129,2 (C12), 123,4 (C9), 121,0
(C10), 116,8 (C8), 116,2 (C19), 115,7 (C4), 111,8 (C17), 107,5 (C14), 102,0 (20), 61,4 (C21), 56,6
(C22).
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5.1.1.3 Opticka otacivost

absence chiralniho atomu (opticka otacivost nebyla mérena).

5.1.2 HCO02: (+)-Kanadalin

sumarni vzorec: C21H23NOs

Obr. 5 (+)-Kanadalin

5.1.2.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 370 (100), 328 (12), 311 (21).

5.1.2.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCls): & 10,41 (1H, bs); 6,98 (1H, d, J = 8,4 Hz); 6,79 (1H, d, J = 8,4 Hz);
6,51 (1H, s); 6,50 (1H, s); 5,86 (2H, d, J = 7,9 Hz); 3,93 (3H, s); 3,88 (3H, s); 3,62- 3,69 (1H, m);
3,18-3,31 (2H, m); 3,05-3,12 (1H, m); 2,70-2,86 (2H, m); 2,42-2,51 (1H, m); 2,37 (3H, s).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 192,2, 152,7, 151,1, 145,8, 145,4, 133,2, 130,5, 129,1, 127,8,
127,3, 116,5, 108,2, 100,5, 64,1, 62,1, 55,9, 45,9, 42,5, 38,3, 24,8.

5.1.2.3 Opticka otacivost
[0]25 = +30,0° (c = 0,1499; CHCl3).
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5.1.3 HCO3: (t)-Hydrastin

sumarni vzorec: C21H21NOg

H,CO

OCH,

Obr. 6 (*)-Hydrastin
5.1.3.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 384 (100), 323 (8).

5.1.3.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,07 (1H, d, J = 8,2 Hz), 6,58 (1H, s), 6,52 (1H, d, J = 8,2 Hz), 6,37
(1H,s), 5,91 (1H, d, J =1,5 Hz), 5,90 (1H, J = 1,5 Hz), 5,50 (1H, d, J = 3,9 Hz), 4,06 (3H, s), 3,99
(1H, d, J = 3,9 Hz), 3,89 (3H, s), 2,94-2,87 (1H, m), 2,65-2,56 (2H, m), 2,55 (3H, s), 2,32-2,25
(1H, m).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 167,7, 152,5, 148,0, 146,7, 145,8, 140,6, 130,2, 124,4, 119,6,
118,6, 117,6, 108,5, 107,7, 100,9, 82,8, 66,1, 62,3, 56,8, 49,0, 44,8, 26,5.

5.1.3.3 Opticka otacivost
[a]38 = 0° (c = 0,2268; EtOH).
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5.1.4 HCO04: (-)-Kanadin

sumarni vzorec: CyoH21NOg4

Obr. 7 (-)-Kanadin

5.1.4.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 340 (100), 176 (4).

5.1.4.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz,CDCls): 6 6,86 (1H, d, J = 8,3 Hz); 6,79 (1H, d, J = 8,3 Hz); 6,72 (1H, s); 6,59
(1H, s); 5,91 (2H, s); 4,25 (1H, d, J = 15,8 Hz); 3,85 (3H, s); 3,84 (3H, s); 3,56 (2H, d, J = 14,1 Hz);
3,10-3,26 (3H, m); 2,80-2,89 (1H, m); 2,61-2,71 (2H, m).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 150,3, 146,2, 146,0, 145,0, 130,5, 128,3, 127,6, 127,5, 123,9,
111,0, 108,4, 105,5, 100,8, 60,2, 59,6, 55,9, 53,8, 51,3, 36,2, 29,4.

5.1.4.3 Opticka otacivost

[o]2° = -286,1° (c = 0,1328; CHCl3).
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5.2 Alkaloidy izolované z Peumus boldus Mol. a jejich fyzikalné-

chemicka charakteristika

5.2.1 PBO1: (+)-Isokorydin

sumarni vzorec: CaoH23NO4

OCH,

H,CO

Tl

N
|
C

Hj

Obr. 8 (+)-Isokorydin
5.2.1.1MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 342 (100), 311 (9), 279 (4).

5.2.1.2NMR analyza

IH NMR (500 MHz,CDCls): 6 2,94 (1H, dd, J = 7,0 Hz, H-4a); 3,09-3,13, (3H, br s, N-CH3); 3,17
(1H, dd, J = 13,0 Hz,H-7a); 3,54-3,61 (1H, m, H-7B); 3,59-3,66 (1H, m, H-4B); 3,70-3,77 (1H, m,
H-6aa); 3,73 (3H, s, OCHs-1); 3,77-3,84 (1H, m, H-5a); 3,92 (3H, s, OCHs-10); 3,92 (3H, s,
OCHs-2); 4,03-4,10 (1H, m, H-5B); 6,74 (1H, s, H-3); 6,86 (1H, dd, J = 8,3 Hz, H-8); 6,89 (1H, d,
J=8,3, H-9 Hz); 8,67 (br s, OH-11).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): § 26,2 (C-4), 33,2 (C-7), 42,4 (N-CH3), 52,8 (C-5), 56,0 (OCH3-2), 56,2
(OCHs-10), 62,3 (OCHs-1), 63,3 (C-6a), 111,0 (C-3), 111,7 (C-9), 119,3 (C-11a), 119,7 (C-8), 122,1
(C-1b), 126,2 (C-1a), 126,2 (C-3a), 143,2 (C-1), 144,3 (C-11), 150,3 (C-10), 153,1 (C-2).

5.2.1.3 Opticka otacivost

[a]26 = +198,5° (c = 0,1048; CHCl3).
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5.2.2 PB02: (+)-Norisokorydin

sumarni vzorec: C19H21NOg4

Obr. 9 (+)-Norisokorydin

5.2.2.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 328 (100), 311 (9).

5.2.2.2NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 8,89 (1H, bs, OH), 6,84 (1H, d J = 8,0 Hz, H9), 6,81 (1H,d J = 8,0
Hz, H8), 6,71 (1H, s, H3), 3,91 (6H, s, OCHs), 3,71 (3H, s, OCHzs), 3,74-3,66 (1H, m, H6a), 3,38
(1H, dd, J = 12,1 Hz, J=6,1 Hz, H5), 3,13-3,08 (1H, m, H4), 3,02-2,94 (1H, m, H5), 2,83 (1H, dd,
J=13,0 Hz, J= 3,9 Hz, H7), 2,74 (1H, dd, J=16,5 Hz, J=3,5 Hz, H4), 2,62 (1H, t, J = 13,2 Hz, H7).
13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 151,5, 149,5, 144,1, 142,1, 130,0, 129,7, 129,5, 125,7, 120,0,
119,0, 111,7, 110,9, 62,1, 56,1, 56,0, 54,0, 42,6, 38,0, 29,0.

5.2.2.3 Opticka otacivost
[0]26 = +134,9° (c = 0,1008; CHCl3).
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5.2.3 PBO03: (-)-Pronuciferin

sumarni vzorec: C19H21NO3

Obr. 10 (-)-Pronuciferin

5.2.3.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 312 (100), 269 (5).

5.2.3.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6§ 7,02 (1H, dd, J = 10,2 a 2,7 Hz, H8), 6,86 (1H, dd, J=9,9 a 2,7 Hz,
H12), 6,61 (1H, s, H3), 6,38 (1H, dd, J = 9,9 a 2,0 Hz, H11), 6,27 (1H, dd, J = 10,2 a 2,1 Hz, H9),
3,78 (3H, s, OMe2), 3,57 (3H, s, OMe1l), 2,34 (3H, s, NMe).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 186,1 (€C10), 153,5 (C12), 153,3 (C1), 150,0 (C8), 134,3 (C3a),
132,7 (C7c), 128,2 (C9), 127,7 (C7b), 127,4 (C11), 111,7 (C3), 65,7 (C6a), 61,1 (OMe), 56,3
(OMe), 54,9 (C5), 51,2 (C7a), 47,5 (C7), 43,6 (N-Me), 27,5 (C4).

5.2.3.3 Opticka otacivost
[o]° = -52,2° (c = 0,0983; CHCl3).
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5.2.4 PBO04: (-)-Sinoakutin

sumarni vzorec: C19H21NOg4

H;CO OH OCH,4
Obr. 11 (-)-Sinoakutin
5.2.4.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+Na]* 350 (15), [M+H]* 328 (100), 297 (7), 265 (4).

5.2.4.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,53 (1H, s), 6,75 (1H, d, J = 8,3 Hz), 6,67 (1H, d, J = 8,3 Hz), 6,33
(1H,s), 6,22 (1H, s), 3,89 (3H, s), 3,75 (3H, s), 3,71 (1H, d, /= 5,6 Hz), 3,36 (1H, d, J = 17,7 Hz),
3,01 (1H, dd, J = 17,7, 5,7 Hz), 2,63 (1H, dd, J = 12,8, 4,4 Hz), 2,52 (1H, bd, J = 12,8 Hz), 2,47
(3H, s), 2,37 (1H, ddd, J = 12,5, 3,0, 2,1 Hz), 1,78 (1H, td, J = 12,5, 4,7 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 181,3, 161,0, 151,0, 145,4, 143,3, 129,6, 123,9, 122,5, 120,3,
118,9, 109,5, 61,1, 56,3, 54,8, 47,0, 43,6, 41,6, 37,5, 32,7.

5.2.4.3 Opticka otacivost
[«]3° = -65,2° (c = 0,1288; CHCl3).
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5.2.5 PBO5: (-)-Glaziovin

sumarni vzorec: C1gH19NO3

- : OCH,
Obr. 12 (-)-Glaziovin

5.2.5.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 298 (100), 255 (4).

5.2.5.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 6,93 (1H, d, J = 9,7 Hz, H8), 6,88 (1H, d, J = 9,7 Hz, H12), 6,59 (1H,
s, H3) 6,38 (1H, d, J = 9,7 Hz, H9), 6,29 (1H, d, J = 9,7 Hz, H11), 3,83 (3H, s, OCHs), 3,51-3,39
(1H, m, H6a), 3,19-2,96 (2H, m, H5), 2,89-2,32 (4H, m,H4, H7), 2,40 (3H, s overlapped NCH3).
13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 186,0, 152,3, 148,6, 146,7, 141,4, 134,9, 129,0, 128,1, 124,0,
121,8, 109,7, 65,5, 56,5, 54,8, 50,3, 47,5, 43,5, 26,8.

5.2.5.3 Opticka otacivost

[«]3° = -30,2° (c = 0,1013; CHCls).
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5.2.6 PBO06: (+)-N-Methyllaurotetanin

sumarni vzorec: CaoH23NO4

Tl

N
I
C

Hs

Obr. 13 (+)-N-Methyllaurotetanin
5.2.6.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 342 (100), 328 (12), 311 (21).

5.2.6.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 8,05 (1H, s, H11), 6,81 (1H, s, H8), 6,58 (1H, s, H3), 3,89 (3H, s,
OCHs), 3,88 (3H, s, OCHs), 3,65 (3H, s, OCHs), 3,27-2,90 (4H, m, H4, H5, H6a, H7), 2,73-2,46
(3H, m, H4, H5, H7), 2,54 (3H, s overlapped, NCH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 151,9, 145,3, 144,8, 144,2, 130,0, 128,8, 127,0, 127,0, 123,9,
113,9, 111,2, 110,2, 62,5, 60,1, 56,0, 55,8, 53,3, 43,9, 34,2, 29,1.

5.2.6.3 Opticka otacivost

[0]26 = +104,1° (c = 0,1076; CHCl3).
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5.2.7 PBO07: (+)-Boldin

sumarni vzorec C19H21NO4

H5CO

HO

Obr. 14 (+)-Boldin

5.2.7.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 328 (100), 297 (16), 265 (7).

5.2.7.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,89 (1H, s), 6,83 (1H, s), 6,63 (1H, s), 3,91 (3H, s), 3,59 (3H, s),
3,10 (1H, ddd, J = 15,8, 12,6, 6,1 Hz), 3,05-2,94 (3H, m), 2,63 (1H, dd, J = 15,9, 3,5 Hz), 2,56
(1H, dd, J = 15,6, 13,9 Hz), 2,53 (3H, s), 2,49 (1H, ddd, J = 12,1, 11,9, 3,9 Hz).

13C NMR (125 MHz, CDCls3): 6 148,0, 145,6, 145,0, 142,0, 130,2, 129,9, 126,8, 125,9, 123,6,
114,2, 113,2, 110,1, 62,5, 60,3, 56,1, 53,3, 43,9, 34,1, 28,9.

5.2.7.3 Opticka otacivost

[o]® = +119,0° (c = 0,1076; CHCl3).
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5.2.8 PBO08: (+)-Retikulin

sumarni vzorec: C19H23NO4

H,CO
S

8

HO S 71 CHy

11

% TOCH,
OH
Obr. 15 (+)-Retikulin
5.2.8.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 330 (100), 300 (5), 192 (6).

5.2.8.2 NMR analyza

14 (500 MHz, CDCl3): 6 3,66-3,69 (1H, t, H1), 2,99-3,04 (2H, m, Ha), 2,74-2,79 (2H, m, H3), 2,55-
2,60 (2H, m, H4), 6,51 (1H, s, H5), 6,32 (1H, s, H8), 6,73 (1H, d, J = 1,72, H2’), 6,69 (1H, d,
J=8,32, H5'), 6,54 (1H, dd, J1 = 8,28, J2 = 1,96, HE’), 3,81 (3H, s, OMe6), 3,81 (3H, s, OMe4’),
2,44 (3H, s, N-Me).

13C NMR (125 MHz, CDCls): & 64,45 (C1), 40,85 (Ca), 46,48 (C3), 24,65 (C4), 128,75 (C4a),
110,54 (C5), 145,31 (C6), 143,31 (C7), 113,70 (C8), 124,71 (C8a), 132,72 (C1’), 115,61 (C2’),
145,05 (C3'), 145,26 (C4’), 110,43 (C5’), 120,90 (C6’), 55,84 (OMe6), 55,79 (OMed’), 42,12
(N-Me).

5.2.8.3 Opticka otacivost
[o]2° = +47,8° (c = 0,0974; CHCls).
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5.2.9 PBO09: (+)-N-Methylkoklaurin

sumarni vzorec: C1gH21NO3

H4CO
7

8

HO > -7 CH,

1
-
5

11

X OH
Obr. 16 (+)-N-Methylkoklaurin
5.2.9.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 300 (100), 269 (7).

5.2.9.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls3): 6 6,94-6,90 (2H, m, AA’, BB’, H13, H17), 6,56-6,52 (2H, m AA’, BB/,
H14, H16), 6,54 (1H, s, H6), 6,40 (1H, s, H9), 3,84 (3H, s, OCHs), 3,72 (1H, t, J = 6,3 Hz, H1), 3,29-
3,19 (1H, m, H3), 3,01 (1H, dd, J = 14,6 Hz, J = 7,1 Hz, H11), 2,88-2,77 (3H, m, H3, H4, H11),
2,64-2,55 (1H, m, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 154,6, 145,3, 143,4, 130,5, 130,2, 129,6, 124,8, 115,5, 113,8,
110,6, 64,8, 55,8, 46,1, 41,9, 40,7, 24,2.

5.2.9.3 Opticka otacivost

[0]25 = + 62,8 (c = 0,9745; CHCl3).
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5.2.10 PB10: (-)-Pallidin

sumarni vzorec: C19H21NOg4

H,CO OCH,

Obr. 17 (-)-Pallidin
5.2.10.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+Na]* 350 (15), [M+H]* 328 (100), 320 (5), 297 (6).

5.2.10.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 6,78 (1H, s, H4), 6,71 (1H, s, H1), 6,37 (1H, s, H8) 6,35 (1H, s, H5),
3,90 (3H, s, OCH3), 3,80 (3H, s, OCH3), 3,93-3,77 (1H, m, H9), 3,54-3,36 (1H, m, H10), 3,18-3,05
(1H, m, H10), 2,85-2,66 (2H, m, H16), 2,56 (3H, s, NCH3), 2,09-1,96 (1H, m, H15), 1,94-1,84 (1H,
m, H15).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 180,5, 159,4, 151,5, 145,9, 145,1, 129,1, 128,4, 123,2, 118,5,
113,6, 107,5, 60,9, 56,1, 55,2, 45,7, 42,0, 41,3, 40,2, 32,5.

5.2.10.3 Opticka otacivost
[a]Z® = -18,8° (c = 0,1492; CHCl3).
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5.2.11 PB11: (+)-Laurotetanin

sumarni vzorec: C19H21NOg4

Obr. 18 (+)-Laurotetanin

5.2.11.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 328 (100), 311 (54), 296 (7), 280 (9).

5.2.11.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCls): & 8,07 (1H, s), 6,79 (1H, s), 6,59 (1H, s), 3,88 (6H, s), 3,85 (1H, dd,
J=14,1,4,9 Hz), 3,66 (3H, s), 3,44-3,39 (1H, m), 3,11-2,96 (2H, m), 2,82-2,68 (3H, m).

13C NMR (125MHz, CDCl3): 6 152,3, 145,4, 145,0, 144,3, 129,4, 128,6, 127,0, 126,8, 123,8,
114,0, 111,3, 110,7, 60,1, 56,0, 55,8, 53,6, 42,8, 36,1, 28,6.

5.2.11.3 Opticka otacivost
[0]25 = +52,5° (c = 0,1752; CHCl3).
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5.3 Alkaloidy izolované z Berberis vulgaris L. a jejich fyzikalné-

chemicka charakteristika

5.3.1 BVO01: Berlambin

sumarni vzorec: Coo0H17NOs

Obr. 19 Berlambin

5.3.1.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [2M+Na]* 725 (6), [M+Na]* 374 (100), 359 (10), 565 (6), 320 (31).

5.3.1.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,31 (1H, d, J = 8,8 Hz, H11), 7,27 (1H, d, J = 8,8 Hz, H12), 7,21 (1H,
s, H1), 6,71 (1H, s, H13), 6,70 (1H, s, H4), 6,00 (2H, s, OCH0), 4,29 (2H, dd, J = 7,0, 5,5 Hz, H6),
4,01 (3H, s, C9 - OCHs), 3,94 (3H, s, C10 - OCHs), 2,89 (2H, dd, J = 7,0, 5,5 Hz, H5).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 160,1 (C8), 151,4 (C10), 149,5 (C9), 148,4 (C3), 147,3 (C2), 135,6
(C13a), 132,3 (C12a), 130,0 (C4a), 123,7 (C13b), 122,3 (C12), 119,4 (C8a), 119,0 (C11), 107,9
(C4),104,7 (C1),101,4 (OCH20), 101,3 (13), 61,6 (C9 - OCH3s), 56,9 (C10 - OCH3), 39,3 (C6), 28,7
(C5).

5.3.1.3 Opticka otacivost

absence chiralniho atomu (opticka otacivost nebyla mérena).
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5.3.2 BVO02: (1)-1-[[4-[2-Methoxy-5-[(1,2,3/,4'-tetrahydro-6,7‘-dimethoxy-2-
methylisochinolin-1‘-yl)methyl]phenoxy]phenyllmethyl]-2-methyl-
1,2,3,4-tetrahydro-6,7-dimethoxyisochinolin

sumarni vzorec CagHasN20¢

H,CO

OCH, N

Obr. 20 (*)-1-[[4-[2-Methoxy-5-[(1/,2/,3/,4'-tetrahydro-6°,7'-dimethoxy-2-methyl-
isochinolin-1‘-yl)methyl]phenoxy]phenyllmethyl]-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-6,7-
dimethoxyisochinolin
5.3.2.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 639 (100), 596 (7), 565 (6), 320 (31).

5.3.2.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,00 (2H, d, J = 8,4 Hz, H10°), 6,87 (1H, d, J = 8,4 Hz, H14), 6,83
(1H, dd, J = 8,4, 1,9 Hz, H15), 6,78 (2H, d, J = 8,4 Hz, H11"), 6,72 (1H, d, J = 1,9 Hz, H11), 6,56
(1H, s), 6,53 (1H, s), 6,04 (1H, s), 5,97 (1H, s), 3,83 (3H, s), 3,82 (3H, s), 3,81-3,75 (1H, m), 3,79
(3H, s), 3,73-3,68 (1H, m), 3,59 (3H, s), 3,55 (3H, s), 3,30-3,10 (4H, m), 2,91-2,71 (6H, m), 2,68-
2,59 (2H, m), 2,57 (3H, s), 2,52 (3H, s).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 156,5, 149,8, 147,5 (2C), 146,5 (2C), 144,5, 133,1, 132,4, 130,8
(2C), 127,9(2C), 126,1, 125,3, 125,0,122,5, 116,7 (2C), 112,5,111,2,111,1, 111,0, 110,9, 64,8,
64,7, 56,1, 55,7 (2C), 55,6, 55,5, 46,5, 46,3, 42,2, 42,1, 40,4, 40,3, 24,8, 24,9.

5.3.2.3 Opticka otacivost

[a]3°= 0° (c = 0,1238; CHCl3).
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5.3.3 BVO03: Berbidin

sumarni vzorec: Ca3H2sN20s

Obr. 21 Berbidin

5.3.3.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+Na]* 435 (21), [M+H]* 413 (76), 384 (14), 370 (100), 338 (13), 313 (50).

5.3.3.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,19 (1H, s, H8), 6,72 (1H, s, H5), 6,59 (1H, s, H5), 4,41 (1H, dd,
J=16,0, 3,9 Hz, H1"), 3,96 (3H, s, C6 - OCH3), 3,85 (3H, s, C6" - OCH3), 3,83 (1H, dd, /= 16,0, 5,0
Hz, H1'), 3,68 (3H, s, C7" - OCH3s), 3,60-3,46 (3H, m, H3, H3, H3"), 3,45-3,36 (1H, m, H4"), 3,29-
3,20 (1H, m, H3’), 3,07 (3H, s, N2 - CH3s), 3,05-2,88 (3H, m, H4, H4, H4"), 2,83 (3H, d, J = 5,0 Hz,
N2’- CHs),

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 164,2 (C1), 154,0 (C6°), 151,7 (C6), 145,8 (C7), 145,4 (C8’), 141,2
(C7°), 133,8 (C4a), 125,6 (C4a’), 122,0 (C8a), 113,0 (C8a’), 113,6 (C8), 110,5 (C5), 108,9 (C5'),
61,0 (C7" - OCHBs), 56,2 (C6 - OCHs), 56,1 (C6” - OCHs), 50,0 (C37), 49,4 (C1°), 48,2 (C3), 40,9
(N2" - CH3), 35,0 (N2 - CHs), 27,6 (C4), 23,7 (C4").

5.3.3.3 Opticka otacivost

absence chiralniho atomu (opticka otacivost nebyla mérena).
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5.3.4 BV04: Berbanin

sumarni vzorec Cz2H22N205

Obr. 22 Berbanin

5.3.4.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 395 (100), 349 (26).

MS (El, 70 eV): m/z (%) = 394 [M] +-(100), 393 (35), 379 (7), 363 (9), 351 (8), 322 (8), 308 (8),
205 (33), 204 (25), 188 (53), 176 (10).

HRMS-TOF MS El: m/z [M]+ teoreticky pro C22H22N20s: 394,1529; experimentalné: 394,1533.

5.3.4.2 NMR analyza

IH NMR (500 Hz, CDCl3): 6 9,23 (1H, d, J = 5,64 Hz, H1°), 8,35 — 8,31 (1H, m, H3’), 7,96 (1H d,
J=6,5Hz, H4’), 7,20 (1H, s, H5'), 7,19 (1H, s, H8), 6,81 (1H, s, H5), 4,14 (3H, s, C6” - OCH3), 4,01
(3H, s, C6 - OCH3), 3,93 (3H, s, C7° - OCHs), 3,54 (2H, t, J = 6,8 Hz, H3), 3,04 (3H, s, N - CH3), 2,99
(2H, t, J = 6,8 Hz, H4).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 163,9 (C1), 162,0 (C6°), 151,6 (C6), 146,2 (C7), 144,8 (C7’), 143,5
(C8),139,1(C17),137,0(C4a’), 135,0 (C4a), 130,8 (C3"), 122,5 (C4’), 122,1 (C8a), 119,3 (C8a’),
114,8 (C8), 110,7 (C5), 102,9 (C5°), 61,4 (C7° - OCH3), 57,1 (C6” - OCH3), 56,4 (C6 - OCH3), 48,1
(C3), 35,0 (N2 - CH3), 27,6 (C4).

5.3.4.3 Opticka otacivost

absence chiralniho atomu (opticka otacivost nebyla mérena).
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5.3.5 BVO05: (+)-Bersavin

sumarni vzorec Cs2Hs1N30g

Obr. 23 (+)-Bersavin

5.3.5.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 694 (58), 621 (100), 578 (12), 348 (25), 311 (6).

HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro CazHs:N3Oe: 694,3856; experimentalné:
694,3858.

5.3.5.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CD30D): 6 7,35 (1H, dd, J = 8,2, 1,9 Hz, H10°), 7,08 (1H, dd, J = 8,2, 2,2 Hz,
H11’), 6,66 (1H, s, H5"), 6,56 (1H, d, J = 1,3 Hz, H14), 6,51(1H, dd, J = 8,4, 2,2 Hz, H13’), 6,40-
6,37 (3H, m, H14’, H10, H5), 5,98 (1H, brs, H8"), 4,00-3,92 (1H, m, H1"), 3,90 (1H, d, J =9,2 Hz,
H1), 3,83 (2H, d, J = 8,7 Hz, H15), 3,72 (3H, s, C6 - OCH3), 3,56 (3H, s, C6" - OCH3), 3,49-3,40
(1H, m, H3"), 3,28-3,22 (2H, m, H3, H9’), 3,09 (3H, s, C7 - OCH3s), 3,01-2,84 (2H, m, H9, H4'),
2,94-2,81 (4H, m, H4, H3’, H4", H9’), 2,75-2,70 (1H, m, H3), 2,71 (4H, q, /= 7,3 Hz, H17), 2,62-
2,56 (1H, m, H9), 2,55 (3H, s, N2" - CH3s), 2,54-2,45 (1H, m, H4), 2,18 (3H, s, N2 - CHs), 1,16 (6H,
t,J=7,3 Hz, H18).

13C NMR (125 MHz, CDs0D): 6 156,3 (C12°), 153,5 (C6), 151,3 (C6°), 149,6 (C11), 149,3 (C8),
146,8 (C12), 145,0(C77), 138,4 (C7), 136,2 (C9a"), 134,0 (C9a), 133,4 (C14"), 131,4 (C107), 130,5
(C4a), 129,9 (C4a’), 128,8 (C8a"), 124,5 (C14), 123,2 (C13), 122,5 (C13), 122,3 (C11'), 121,6
(C8a), 121,1 (C8’), 116,5 (C10), 112,5 (C57), 107,0 (C5), 64,4 (C1'), 63,4 (C1), 61,0 (C7 - OCH3),
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57,2 (C15), 56,3 (C6 - OCHs), 55,9 (C6" - OCHs), 47,6 (2C17), 46,1 (C3'), 45,5 (C3), 42,6 (N2” -
CHs), 43,1 (N2 - CHs), 38,8 (C9), 37,3 (C9’), 26,1 (C4’), 24,9 (C4), 11,5 (2C18).

5.3.5.3 Opticka otacivost
[a]3° = +101,2° (c = 0, 1344; CHCl3).

5.3.6 BVO07: (+)-Berbamin

sumarni vzorec C37HaoN20s¢

Obr. 24 (+)-Berbamin

5.3.6.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 609 (100), 578 (15), 566 (14), 381 (7), 305 (38).

5.3.6.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,29 (1H, dd, J = 8,1, 2,2 Hz, H10'), 7,10 (1H, dd, J = 8,1, 2,5 Hz,
H11'), 6,82 (1H, d, J = 8,1 Hz, H13), 6,76 (1H, dd, J = 8,1, 1,3 Hz, H14), 6,61(1H, dd, J = 8,1, 2,5
Hz, H13'), 6,51 (1H, s, H5’), 6,44 (1H, brd, J = 8,1 Hz, H14"), 6,40 (1H, brs, H10), 6,27 (1H, s, H5),
5,98 (1H, brs, H8’), 3,91-3,83 (2H, m, H1, H1"), 3,75 (3H, s, C6 - OCH3), 3,58 (3H, s, C6” - OCHB3),
3,50-3,39 (1H, m, H3’), 3,30-3,24 (2H, m, H3, HY’), 3,11 (3H, s, C7 - OCHs), 3,02 (1H, d, J = 13,8
Hz, H9), 2,96-2,88 (2H, m, H9", H4’), 2,88-2,76 (4H, m, H3, H4, H3", H4’), 2,63-2,58 (1H, m, H9),
2,58 (3H, s, N2’ - CHs), 2,46-2,38 (1H, m, H4), 2,26 (3H, s, N2 - CH3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 153,6 (C12°), 151,8 (C6), 149,8 (C6'), 148,1 (C8), 147,4 (C11),
143,6 (C12), 143,5 (C7’), 136,9 (C7), 135,7 (C9a’), 134,0 (C9a), 132,2 (C14'), 130,3 (C10'), 129,4
(C4a), 128,8 (C4a’), 127,4 (C8a’), 123,5 (C14), 121,7 (C13°), 121,4 (C11°), 120,6 (C8a), 119,8
(C8), 115,1 (C10), 114,5 (C13), 111,2 (C5°), 105,4 (C5), 63,7 (C1°), 62,2 (C1), 60,5 (C7 - OCHs),
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55,7 (C6 - OCH3), 55,5 (C6” - OCH3), 46,0 (C3°), 45,1 (C3), 42,8 (N2" - CHs), 42,8 (N2 - CHs), 38,5
(C9), 37,8 (C9’), 25,5 (C4'), 23,8 (C4).

5.3.6.3 Opticka otacivost
[a]3° = +43,6 ° (c = 0,101; CHCl3).

5.3.7 BVO08: (+)-Aromolin

sumarni vzorec CagH3gN20g

Obr. 25 (+)-Aromolin

5.3.7.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 595 (100), 564 (16), 552 (21), 521 (9), 298 (41).

5.3.7.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,39 (1H, dd, J = 8,3, 1,4 Hz, H10’), 6,92-6,88 (2H, m, H11’, H14"),
6,78 (1H, d, J = 8,2 Hz, H13), 6,73 (1H, dd, J = 8,1, 1,1 Hz, H14), 6,66 (1H, s, H8), 6,41 (1H, dd,
J=17,1,1,6 Hz, H13"), 6,35 (1H, s, H5), 6,30 (1H, s, H5'), 5,62 (1H, bs, H10), 4,18 (1H, d, J = 6,2
Hz, H1’), 3,80 (3H, s, C6" - OCHBs), 3,58 (3H, s, C6 - OCHa), 3,58-3,55 (1H, m, H1), 3,28 (1H, d,
J=12,8 Hz, HY'), 3,25-3,17 (1H, m, H3’), 3,07-3,02 (1H, m, H4"), 3,02-2,96 (1H, m, H9), 2,89
(1H, dd, J = 12,5, 7,3 Hz, H3'), 2,82-2,74 (3H, m, H4, H9, HY’), 2,67 (1H, dd, J = 16,8, 5,6 Hz,
H4), 2,53 (3H, s, N2 - CHs), 2,52 (3H, s, N2’ - CHs), 2,46-2,40 (3H, m, H4, H4, H3).

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 152,9 (C12°), 148,5 (C6), 146,8 (C11), 146,5 (C6°), 144,0 (C7),
143,6 (C12), 141,7 (C8'), 138,4 (C9a’), 133,6 (C7’), 131,5 (C14°), 130,6 (C9a), 130,5 (C4a), 128,8
(C107), 128,7 (C8a), 124,5 (C14), 122,9 (C4a’), 122,6 (C8a"), 121,6 (C11°), 120,7 (C13'), 117,4
(C8), 116,9 (C10), 114,5 (C13), 111,3 (C5), 104,7 (C5°), 64,4 (C1), 60,7 (C1’), 56,1 (C6” - OCH3),
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55,3 (C6 - OCHs), 50,8 (C3), 45,0 (C3'), 43,5 (N2 - CHs), 41,7 (N2’ - CH3), 39,7 (C9’), 38,4 (C9),
28,2 (C4), 24,4 (C4).

5.3.7.3 Opticka otacivost
[o]25 = +258,5° (c = 0,0944; CHCl5).

5.3.8 BVO06: (-)-Muraricin

sumarni vzorec CzgH3sN205

Obr. 26 (-)-Muraricin

5.3.8.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 505 (49), 413 (12), 253 (100).

HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro CsoH37N20s: 505,2702; experimentalné:
505,2707.

5.3.8.2 NMR analyza

'H NMR (500 Hz, CDCls): 6 6,66 (1H, s, H5), 6,61 (2H, d, J = 8,2 Hz, H11), 6,54 (2H, d, J = 8,2 Hz,
H12), 6,47 (1H, s, H5), 4,86 (1H, s, H8), 3,89 (3H, s, C6 - OCH3), 3,80 (3H, s, C6" - OCH3), 3,78
(1H, d, J=15,0 Hz, H1"), 3,61 (1H, dd, J = 11,4, 3,1 Hz, H1), 3,42-3,39 (1H, m, H3), 3,39 (3H, s,
C7" - OCHs), 3,37-3,29 (2H, m, H4’, H9), 3,30 (1H, d, J = 15,0 Hz, H1"), 3,17-3,12 (1H, m, H3’),
3,05-2,99 (2H, m, H3, H4), 2,80 (1H, ddd, J = 14,8, 5,7, 0,7 Hz, H4), 2,72 (1H, ddd, J = 16,1, 3,5,
1,3 Hz, H4"), 2,61 (3H, s, N2" - CH3), 2,60 (3H, s, N2 - CH3), 2,52 (1H, dd, J = 2,5, 11,4 Hz, H9),
2,47 (1H, ddd, J =15,3, 11,7, 4,2 Hz, H3').

13C NMR (125 MHz, CDCl3): 6 156,2 (C13), 152,1 (C6"), 147,5 (C6), 144,2 (C7), 144,1 (C8'), 138,8
(C7°),130,8(C11), 128,9(C10), 128,7 (C4a"), 125,6 (C8a), 125,3 (C4a), 118,2 (C8a’), 117,9 (C12),
115,1 (C8), 111,8 (C5), 108,1 (C57), 64,7 (C1), 60,0 (C7" - OCH3), 56,1 (C6 - OCH3), 55,9 (C6™ -
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OCHs), 52,5 (C1), 52,0 (C3’), 45,0 (N2’ - CHs), 44,9 (C3), 41,2 (N2 - CHs), 39,3 (C9), 27,7 (C4),
24,1 (C4).

5.3.8.3 Opticka otacivost
[«]3° = -17,4° (c = 0,115; CHCl3).

5.3.9 BVO09: (-)-Berkristin

sumarni vzorec CazHa9N30g

Obr. 27 (-)-Berkristin

5.3.9.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+Na]* 758 (7), [M+H]* 736 (100), 679 (20), 637 (22), 369 (23).
HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro Ca3sHsoN3Os: 736,3598; experimentalné:
736,3605.

5.3.9.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,25 (1H, s, H8), 7,09 (2H, d, J = 8,6 Hz, H10"), 7,06-7,00 (1H, m,
H14), 6,97-6,95 (1H, m, H13), 6,95-6,92 (1H, m, H10), 6,80 (2H, d, J = 8,6 Hz, H11"), 6,69 (1H,
s, H5), 6,52 (1H, s, H5"), 4,05 (1H, dd, J = 11,2, 3,0 Hz, H2""), 3,91 (3H, s, C6 - OCHs), 3,87 (1H,
dd,J=8,7,4,1Hz, H1"), 3,83 (3H, s, C6" - OCH3s), 3,60 (3H, s, C7" - OCH3), 3,52-3,47 (2H, m, H3),
3,42-3,34 (1H, m, H3’), 3,04 (3H, s, N2 - CH3s), 3,00-2,83 (6H, m, H4, H4, H3", H4’, H9", HY),
2,54-2,48 (1H, m, H4'), 2,42-2,43 (3H, m, H3"", H3"", H5""), 2,32 (3H, s, N2" - CHs), 2,41 (1H, d,
J=13,5Hz, H5"), 1,26 (3H, s, H7""), 1,14 (3H, s, H7"").
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13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 209,5 (C4”"), 164,4 (C1), 155,1 (C12°), 152,2 (C6°), 151,6 (C6),
147,4 (C12), 146,5 (C7), 145,7 (C8’), 143,7 (C11), 139,8 (C7°), 135,5 (C9a’), 135,1 (C9a), 132,9
(C4a), 130,6 (2C10°), 129,4 (C4a’), 122,8 (C8a’), 122,6 (C14), 122,0 (C8a), 117,6 (C10), 117,1
(2C11°), 116,4 (C13), 114,2 (C8), 110,2 (C5), 109,1 (C5’), 60,7 (C7° - OCHs), 60,2 (C1’), 56,1
(C6 - OCH3), 55,9 (C6" - OCH3), 55,4 (C2”"), 54,0 (C5”'), 53,9 (C6”), 49,8 (C3), 48,2 (C3), 44,0
(C3), 41,9 (N2’ - CH3), 40,1 (C9°), 35,0 (N2 - CHs), 32,0 (C7""), 27,6 (C4), 25,3 (C8""), 22,5 (C4").

5.3.9.3 Opticka otacivost
[a]3° = -18,7° (c = 0,235; CHCl3).

5.3.10 BV10: (-)-Verfillin

sumarni vzorec Ca2Ha7N30g

H,CO

4 5

Obr. 28 (-)-Verfillin

5.3.10.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+Na]* 754 (16), [M+H]* 722 (100), 665 (19), 623 (14), 361 (49).
HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro CaHasN3Os: 722,3441; experimentalné:
722,3432.

5.3.10.2 NMR analyza

IH NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,26 (1H, s, H8), 7,11 (2H, d, J = 8,4 Hz, H10°), 7,07-7,03 (1H, m,
H14), 7,01-6,97 (1H, m, H13), 6,96-6,94 (1H, m, H10), 6,82 (2H, d, J = 8,4 Hz, H11'), 6,72 (1H,
s, H5), 6,51 (1H, s, H5), 4,06 (1H, dd, J = 11,3, 3,3 Hz, H2"), 3,97 (3H, s, C6 - OCH), 3,87 (3H,
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s, C6" - OCHs), 3,80 (1H, dd, J = 9,6, 2,5 Hz, H1'), 3,52-3,47 (2H, m, H3), 3,41-3,34 (1H, m, H3"),
3,04 (3H, s, N2 - CHs), 2,99-2,83 (6H, m, H4, H4, H3", H4’, H9", HY"), 2,49-2,31 (4H, m, H4’, H3"",
H3"", H5""), 2,29 (3H, s, N2" - CHs), 2,21 (1H, brd, J = 13,3 Hz, H5""), 1,26 (3H, s, H7"), 1,13 (3H,
s, H8").

13C NMR (125 MHz, CDCls): § 209,5 (C4°), 164,4 (C1), 154,8 (C12’), 151,3 (C6), 147,2 (C12),
146,6 (C6’), 145,7 (C7), 143,7 (C11), 138,5 (C8), 136,5 (C7’), 136,0 (C9a’), 135,3 (C9a), 132,9
(C4a), 130,6 (2C10°), 125,2 (C4a’), 123,5 (C8a’), 122,6 (C14), 122,1 (C8a), 117,4 (C10), 117,2
(2€11°), 116,3 (C13), 113,2 (C8), 110,2 (C5), 108,1 (C5°), 60,2 (C1°), 56,1 (C6 - OCH), 56,1
(C6” - OCHs), 55,5 (C2), 54,1 (C5”"), 53,9 (C6), 49,9 (C3"), 48,2 (C3), 44,0 (C3'), 42,0
(N2" - CHs), 40,3 (C9°), 35,0 (N2 - CHs), 32,0 (C7"), 27,6 (C4), 25,4 (C8"), 22,2 (C4’).

5.3.10.3 Opticka otacivost
[a]3® = -31,6° (c = 0,1267; CHCl3).

5.3.11 BV11: (+)-Obamegin

sumarni vzorec CssH3gN20sg

Obr. 29 (+)-Obamegin

5.3.11.1 MS analyza
MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 595 (100), 564 (14), 552 (15), 532 (7), 367 (16), 298 (5).

5.3.11.2 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3): 6 7,32 (1H, dd, J = 8,3, 2,2 Hz, H10), 7,07 (1H, dd, J = 8,3, 2,5 Hz,
H11’), 6,79 (1H, dd, J = 8,3, 2,5 Hz, H13"), 6,78 (1H, d, J = 8,1 Hz, H13), 6,73 (1H, s, H5'), 6,67
(1H, dd, /= 8,1, 1,3 Hz, H14), 6,44 (1H, dd, J = 8,1, 2,2 Hz, H14"), 6,35 (1H, s, H5), 6,22 (1H, d,
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J=1,3 Hz, H10), 6,05 (1H, s, H8), 4,05 (1H, d, J = 10,5 Hz, H1), 3,89 (3H, s, C6" - OCHs), 3,78
(3H, s, C6 - OCHs), 3,70 (1H, dd, J = 10,5, 4,4 Hz, H1'), 3,48-3,41 (1H, m, H3"), 3,34-3,29 (1H, m,
H9'), 3,29-3,24 (1H, m, H3), 2,97-2,92 (3H, m, H9, H4’, H4'), 2,88-2,77 (4H, m, H3, H4, H3’,
H9'), 2,68 (1H, dd, J = 15,2, 10,8 Hz, H9), 2,52 (3H, s, N2’ - CHs), 2,46-2,41 (1H, m, H4), 2,31
(3H, s, N2 - CHa).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 154,3 (C12°), 149,4 (C6'), 148,3 (C11), 147,0 (C6), 143,8 (C8),
143,5 (C7'), 143,4 (C12), 136,1 (C7), 135,3 (C9a’), 132,6 (C9a), 132,1 (C14°), 130,5 (C4a’), 130,3
(C10°), 129,7 (C8a’), 124,2 (C4a), 122,8 (C14), 122,7 (C13'), 122,5 (C11°), 121,8 (C8a), 121,4
(c8), 115,1 (C13), 114,5 (C10), 112,3 (C5’), 107,3 (C5), 65,0 (C1°), 60,7 (C1), 56,1 (C6” - OCHs),
56,0 (C6 - OCHs), 45,9 (C3°), 44,3 (C3), 42,9 (N2’ - CHs), 42,5 (N2 - CHs), 38,9 (C9), 38,3 (C9),
25,2 (C4°), 23,0 (C4).

5.3.11.3 Opticka otacivost
[0]25 = +221,1° (c = 0,0814; CHCl3).

5.3.12 BV12: (+)-Chenabinol

sumarni vzorec C37H42N207

Obr. 30 (+)-Chenabinol

5.3.12.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 627 (100), 314 (9).

HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro CssHa3sN,07: 627,307; experimentalné:
627,3068.
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5.3.12.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6 7,00 (1H, d, J = 7,8 Hz, H14), 6,95 (1H, d, J = 7,8 Hz, H13), 6,87 (1H,
s, H10), 6,77 (2H, d, J = 8,4 Hz, H10°), 6,70(2H, d, J = 8,4 Hz, H11), 6,66 (1H, s, H5"), 6,45 (1H,
s, H5), 5,47 (1H, s, H8"), 4,49 (2H, s, CH20H), 3,89 (3H, s, C6" - OCH3), 3,76 (3H, s, C6 - OCH3),
3,55 (1H, d, J = 15,6 Hz, H1), 3,49 (1H, dd, J = 9,2, 2,5 Hz, H1), 3,38 (1H, d, J = 15,6 Hz, H1),
3,34 (3H, s, C7 - OCH3s), 3,28-3,20 (1H, m, H3"), 3,10 (1H, dd, J = 12,7, 2,5 Hz, H9'), 3,05-2,96
(1H, m, H4), 2,95-2,78 (3H, m, H3, H3’, H4’), 2,78-2,66 (2H, m, H4, H4’), 2,61-2,51 (2H, m, H3,
H9'), 2,47 (3H, s, N2" - CH3), 2,45 (3H, s, N2 - CHs).

13C NMR (125 MHz, CDCls): & 156,2 (C12°), 152,1 (C6), 149,1 (C12), 148,3 (C6°), 146,4 (C8),
145,3 (C7°), 143,8 (C9a), 138,8 (C7), 133,1 (C11), 132,9 (C9a’), 131,0 (2C10°), 129,0 (C4a), 128,0
(C8a’), 127,1 (C4a’), 124,0 (C14), 119,7 (C10), 119,6 (C8a), 118,0 (C13), 116,5 (2C11), 116,2
(C8’),112,1(C5%), 108,2 (C5), 64,6 (CH,0H), 64,5 (C17), 60,1 (C7 - OCH3), 56,0 (C6” - OCH3), 55,9
(C6 - OCHs), 51,8 (C1), 51,7 (C3), 45,8 (C3°), 44,9 (N2 - CHs), 41,9 (N2’ - CHs), 39,7 (C9’), 27,4
(C4), 25,0 (C4").

5.3.12.3 Opticka otacivost

[0]25 = +57,3° (c = 0,1186; CHCl3).

5.3.13 BV13: (+)-Berbostrejdin

sumarni vzorec Cs7Ha2N,05

, OCH; H;CO
N
He”
0]
~ OCH; HO
Obr. 31 (+)-Berbostrejdin
5.3.13.1 MS analyza

MS (ESI): m/z (%) = [M+H]* 627 (100), 314 (96).
HRMS-Q-TOF MS (ESI): m/z [M+H]* teoreticky pro Cs7H43N,07: 627,307; experimentalné:
627,3065.
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5.3.13.2 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): & 6,83-6,80 (3H, m, H13, H14, H13’), 6,74 (1H, brs, H10), 6,70 (1H,
brs, H10°), 6,65 (1H, dd, J = 8,2, 1,8 Hz, H14"), 6,50 (1H, s, H5), 6,48 (1H, s, H5'), 6,28 (1H, s,
H8), 6,26 (1H, s, H8'), 3,80 (6H, s, C6 - OCHs, C6” - OCHs), 3,78 (3H, s, C12 - OCHs), 3,74-3,68
(2H, m, H1, H1"), 3,17-3,05 (4H, m, H3, H9, H3’, H9"), 2,82-2,73 (6H, m, H3, H4, H9, H3’, H4’,
H9’), 2,60-2,53 (2H, m, H4, H4"), 2,47 (3H, s, N2 - CHs), 2,45 (3H, s, N2” - CHs).

13C NMR (125 MHz, CDCls): 6 148,8 (C12), 145,9 (C12°), 145,8 (C6), 145,7 (C6°), 145,0 (C11),
144,2 (C11°), 143,8 (C7), 143,7 (C7’), 132,3 (C9a), 131,1 (C9a’), 128,6 (C8a’), 128,5 (C8a), 125,4
(C14), 125,3 (C14°), 124,3 (C4a), 124,3 (C4a’), 121,2 (C10), 119,8 (C10°), 116,0 (C13°), 114,4
(C8), 114,2 (C8'), 112,4 (C13), 110,8 (C5), 110,7 (C5°), 64,4 (C1), 64,4 (C1°), 55,9 (C12 - OCHs),
55,7 (C6 - OCHs), 55,7 (C6” - OCHs), 46,7 (C3), 46,7 (C3°), 42,0 (N2’ - CHs), 41,9 (N2 - CHs), 40,7
(C9), 40,3 (C9), 24,6 (C4), 24,5 (C4).

5.3.13.3 Opticka otacivost
[]3° = +25,2° (c = 0,127; CHCl3).
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5.4 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidu

5.4.1 Inhibicni aktivita izolovanych alkaloidti vici lidskym cholinesterasam

a POP

Tab. 16 Biologicka aktivita izolovanych alkaloid(

AChE BuChE POP
Latka (oznaceni)
ICs0 [UM]

(+)-Aromolin (BV0S8) 103,11 + 11,48 0,82+0,10 189,1+31,7
(+)-Berbamin (BV07) 581,82 +90,95 245,22 + 47,59 > 1000
Berbanin (BV04) n. a. n. a. n. a.
Berbidin (BV03) n. a. n. a. n.a
(+)-Berbostrejdin (BV13) 65,94 + 7,49 6,91 + 1,02 n.a
(-)-Berkristin (BV09) 175,70 + 18,08 208,60 + 25,13 n.a
Berlambin (BV01) 62,44+ 11,47 286,07 £ 35,60 157.4£ 10,0
(+)-Bersavin (BV05) 68,23+10,54 139,46 13,21 673162
(+)-Boldin (PB07) 192,33 £25,89 458,13 + 16,68 602,8 + 87,2
(£)-BV02 55,29 + 6,64 169,24 + 23,39 n.a
(-)-Glaziovin (PBO5) > 1000 517,35+71,62 n.a
HCO1 637,22 £ 83,32 560,23 + 76,90 n.a
(£)-Hydrastin (HC03) 604,00 + 18,01 381,62 + 34,97 > 1000
(+)-Chenabinol (BV12) 246,88 £26,93 44,83 %5,39 340,8 + 45 4
(+)-Isokorydin (PBO1)* > 1000 657,1 > 1000
(+)-Kanadalin (HC02)* 32,86 +4,94 105,42 + 15,64 > 1000
(-)-Kanadin (HCO04) 637,22 +83,32 560,23 £ 76,90 > 1000
(+)-Laurotetanin (PB11) 438,67 + 28,22 444,64 + 63,93 522,4 + 38,3
(-)-Muraricin (BVO6) 357,30£30,95  67,51%5,90 682,1+ 1105
(+)-Norisokorydin (PB02) 625,96 £+ 61,07 421,93 +51,87 320,4+25,9
(+)-N-Methylkoklaurin (PB09) 220,21 +22,30 15,02 +1,35 n. a.
(+)-N-Methyllaurotetanin

898,03 + 10,52 > 1000 135,4 + 23,2
(PBO6)*
(+)-Obamegin (BV11) 97,42 + 3,37 140,9 + 3,05 > 1000
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AChE BuChE POP

Latka (oznaceni)
ICs0 [UM]

(-)-Pallidin (PB10) 717,90+78,33 220,14 + 15,78 589,7+54,1
(-)-Pronuciferin (PB03) > 1000 850,10 + 150,67 n. a.
(+)-Retikulin (PB0O8)* 509,05 + 44,25 33,61 +3,04 392,3+184,3
(-)-Sinoakutin (PBO4)* > 1000 > 1000 143,1 + 25,4
(-)-Verfillin (BV10) 289,30+£30,01 180,55+12,01 n. a.
Standardy
(-)-Galanthamin 1,710 + 0,065 42,30+1,30 > 1000
(-)-Huperzin A 0,033 £ 0,001 >1000 > 1000
Berberin 0,705 0,104 30,72 +3,49 142,3+21,1

Z-Pro-prolinal

2,8x103+£2,2x103

n. a. — latka nebyla analyzovana z diivodu izolace nedostatecného mnozstvi

100

80

60

40

% inhibice

20

log koncentrace [mM]

Obr. 32 Zavislost inhibice lidské BUChE na koncentraci (+)-aromolinu
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5.4.2 Inhibicni aktivita (+)-aromolinu s pouzitim BuChE z koriského séra

8
6 y=122143x + 0,9342
R?=0,9981
4
.
~
s 2

fa)
-5E-06  9E-20 5E-06 1E-05 1,5E-05 2E-05 2,5E-05 3E-05
(M)

Obr. 33 Zavislost vo/vi na koncentraci (+)-aromolinu
vo — rychlost neinhibované reakce; vi — rychlost inhibované reakce rliznym mnoZstvim
(+)-aromolinu

ICs0=8,73 £ 0,05 uM

5.4.3 Typu inhibice (+)-aromolinu BUChE z koriského séra

1200
c(l) =25 mMm
c(l) =15 mMm
2
- c(l)=5mM
c()=0mM
-5,00E+03 | 5,00E+03  1,50E+04 2,50E+04  3,50E+04  4,50E+04  5,50E+04

-200 1/[ATCh] (M)
Obr. 34 Zavislost rychlosti enzymové reakce na koncentraci (+)-aromolinu — linearizace podle

Lineweaver-Burke
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6. Diskuse

6.1 Vybér rostlinného druhu pro izolaci sekundarnich metabolit(

Pro blizsi studium cholinesterasové inhibi¢ni aktivity sekundarnich metabolitl rostlin
alkaloidniho typu byla vybrana vodilka kanadska (Hydrastis canadensis L.), boldovnik vonny
(Peumus boldus Mol.) a dristal obecny (Berberis vulgaris L.).

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita alkaloidnich extrakt( z hliz vodilky kanadské, listQ
boldovniku vonného a kary korenl dfistdlu obecného byla stanovena ve screeningu
alkaloidnich drog mimo rdmec této prace. Pro screening cholinesterasové inhibicni aktivity
byla pouzita upravena spektrofotometricka Ellmanova metoda, pficemz byly stanoveny ICso
vUci lidské AChE i BuChE. Alkaloidni extrakty z vybranného rostlinného materidlu inhibovaly

cholinesterasy viz Tab. 17.

Tab. 17 Aktivita alkaloidnich extrakt(i vybranych drog

AChE BuChE
Oznaceni rostlinné drogy
pg-ml?t
Hydrastis canadensis L. 67,1+11,3 78,9+ 11,3
Peumus boldus Mol. 69,7+ 11.2 46,9+7,1
Berberis vulgaris L. 50+4,2 0,7+0,1

6.2 lzolace alkaloidu

Je znamo, Ze berberin, kvarterni isochinolinovy alkaloid a agens zasahujici do patogeneze AD
na raznych urovnich [140-150], mdZe mit vzhledem k pfitomnosti kvarterniho dusiku problém
prochazet pres biologické bariéry, ¢imz mUlze byt jeho biologickd dostupnost omezena;
u berberinu je prokazana nizkd dostupnost z gastrointestinalniho traktu [165,166], coz vede
k nutnosti aplikaci jinym neZ per os. Pfestup prfes HEB byl v posledni dobé diskutovan, protoze
u pacientll s AD probihd chronicky zanét negativné ovliviiujici funkce HEB a ovliviujici
transport latek (v pozitivnim i negativnim smyslu) [167]. Z tohoto divodu byla tato prace

zamérena na izolaci terciarnich alkaloidd — u vysoce aktivnich latek lze ocekavat jejich
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terapeutickou/toxickou aktivitu, nicméné diky nutnosti pouziti nizsich ucinnych davek i nizsi

periferni cholinomimetickou toxicitu.

6.2.1 Alkaloidy izolované z Hydrastis canadensis L.

Z extraktu vodilky byl izolovan jen omezeny pocet terciarnich alkaloid(, vétSina byla izolovana
z vodilky jiz v minulosti (ftalidisochinolinovy typ: hydrastin — smés enantiomerd,
protoberberinovy typ: (-)-kanadin a (+)-kanadalin) [72,75].

Alkaloidni latka 1-(6’-allyl-1’,3’-methylenedioxybenzoyl)-3-chloro-5,6-dimethoxy-
isochinolin (HCO1) byla z vodilky izolovdna poprvé. Tento benzylisochinolinovy alkaloid byl
izolovan jiz v minulosti z Thalictrum foliolosum DC. (Ranunculaceae) [168], trividlni nazev
v tomto patentu nebo jinde uveden nebyl. Neni zcela jisté, zda vznikl fotooxidaci v roztoku
chloroformu ¢i je nativniho pavodu.

Extrakt obsahoval prevainé berberin a hydrastin, jak deklaroval vyrobce — suchy
extrakt ziskany extrakci korend vodilky (EtOH 70%; 4—6:1) s obsahem 50-7 % hydrastinu,
14-18 % sumdrné hydrastinu a berberinu. Proto neni izolace minoritnich alkaloid( z tohoto

typu komercnich extraktl optimalni a je samoziejmé vhodnéjsi ziskat kvalitni drogu.

6.2.2 Alkaloidy izolované z Peumus boldus Mol.

Z Peumus boldus Mol. bylo izolovano celkem 11 alkaloidli 4 strukturnich typ0.

Alkaloidy (+)-boldin (PB07), (+)-isokorydin (PBO1), (+)-N-methyllaurotetanin (PB06)
[99], (+)-laurotetanin (PB11) [102] a (+)-norisokorydin (PB02) aporfinového typu,
(-)-pronuciferin (PB03) proaporfinového typu, (-)-sinoakutin (PB04) morfinanového typu [100]
a (+)-retikulin (PB08) [101] benzylisochinolinového typu byly jiz z boldovniku izolovany.

Alkaloidy (-)-pallidin (PB10) (homomorfinanového typu), (-)-glaziovin (PBO5)
(proaporfinového typu) a (+)-N-methylkoklaurin (PB09) (benzylisochinolinového typu), zndmé
z jinych rostlinnych taxon, byly z Peumus boldus Mol. izolovany poprvé. (-)-Pallidin byl poprvé
izolovan z Corydalis pallida (Thunb.) Pers. (Papaveraceae) [169,170]. (-)-Glaziovin byl izolovan
z rostlinného materidlu jiz dfive, poprvé z Ocotea glaziovii Mez. (Lauraceae) [171],
ale také z druhu Berberis sibirica Pall. [172]. (+)-N-Methylkoklaurin  spolu

s (+)-retikulinem jsou intermediaty pfi biosyntéze mnohych isochinolinovych alkaloid(
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(protoberberinového, aporfinového, benzofenantridinového a morfinananového typu), tudiz
je jejich vyskyt pravdépodobny alespon ve stopovém mnoZstvi v mnoha alkaloidnich drogach
[96].

Byl rovnéZ pozorovan spolecny vyskyt (+)-N-methyllaurotetaninu, (+)-laurotetaninu,
(+)-boldinu, (-)-glaziovinu, (+)-retikulinu a (-)-pallidinu v Neolitsea konishii (Hayata) Kaneh.
& Sasaki (Lauraceae) [173].

Béhem izolacnich praci mély témér vsSechny alkaloidy (kromé (-)-sinoakutinu,
(+)-isokorydinu a (+)-N-methyllaurotetaninu) tendeci se rozkladat (hnédnout ¢i fialovét
i pti uchovavani v chladnicce a pod argonem). Frakce s alkaloidnim obsahem byly opakované
pretfepavany pfi rizném pH a chromatografovany pomoci preparativni TLC, nicméné nadale
dochdzelo k rozkladu latek a vyraznému poklesu mnozZstvi jednotlivych frakci. Frakce
pravdépodobné obsahovaly latky urychlujici rozklad, které nebylo mozné oddélit béznymi
fytochemickymi metodami. Alkaloidné Cisté entity, které byly zachovany v mnozZstvi > 50 mg
byly prevedeny na chloridy ((-)-pallidin, (-)-laurotetanin, (+)-norisokorydin), ¢imz se rozklad
volnych bazi zastavil. U dalSich latek, izolovanych v malém mnoZstvi, byla bezprostfedné
po identifikaci pomoci NMR a MS technik a jejich précisténim (opakovanim posledniho kroku

separace) urychlené mérena cholinesterasova inhibic¢ni aktivita.

6.2.3 Alkaloidy izolované z Berberis vulgaris L.

Z Berberis vulgaris L. bylo izolovano celkem 13 alkaloidld, pricemz 6 alkaloid(
bisbenzylisochinolinového, 3 sekobenzylisochinolinového, 1 protoberberinového typu
a 2 dimery isochinolinovych monomerd a 1 dimer jednotek isochinolinového
a benzylisochinolinového typu.

Alkaloidy berlambin (BV01) a (+)-berbamin (BVO07) byly jiz z tohoto taxonu izolovany
[128,129], (+)-aromolin (BV08), (+)-obamegin (BV11), berbidin a (+)-chenabinol jsou zndmé
pro rod Berberis [134, 174].

Alkaloid BV02  (#)-1-[[4-[2-methoxy-5-[(1/,2¢,3/,4'-tetrahydro-6‘,7‘-dimethoxy-2‘-
methylisochinolin-1‘-yl)methyl]phenoxy]phenyl]methyl]-2-methyl-1,2,3,4-tetrahydro-6,7-di-
methoxyisochinolin je bisbenzylisochinolinového typu s jednim etherovym mustkem (typ 1),
teoreticky je u néj mozna existence Ctyf enantiomerl (pfitomnost dvou chirdlnich center),

pficemZz znamé jsou 3: ((+)-(1S,1°S)-O-methylthalibrin, (-)-(1S,1°R)-O,0’-dimethylgrisabin
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a (-)-(1R,1'R)-O-methyldauricin); jeden enantiomer je nepopsany a nepojmenovany (1R,1°S).
Vzhledem k zjisténé optické aktivité (alkaloidni roztok nestacel rovinu polarizovaného svétla)
a izolaci malého mnozstvi, které bylo pouzito na stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity,
nebylo moZné zjistit presné sloZeni racemické smési. O-Methylthalibrin byl jiz dfive byl
izolovan z Thalictrum minus L. [175], ale také syntetizovan [176], O-methyldauricin
a 0,0’ -dimethylgrisabin byl izolovan poprvé z B. amurensis Rupr. pod ndazvem
0,0' 0"-trimethylmagnolin [177].

Berbanin (BV04), (+)-bersavin (BVO05), (-)-muraricin (BV06), (-)-berkristin (BV09),
(-)-verfillin (BV10) a (+)-berbostrejdin (BV13) jsou nové latky, které dosud nebyly syntetizovany
ani izolovany z jinych pfirodnich zdroju.

Bisbenzylisochinolinovy alkaloid s dvéma etherovymi mustky (typ VIII), (+)-berbamin,
byl z Berberis vulgaris L. jiz izolovan, zatimco (+)-obamegin (alkaloid stejného typu) byl jako
minoritni alkaloid izolovan z B. boliviana Lechl. Bisbenzylisochinolinovy alkaloid s dvéma
etherovymi mustky (typ VI) (+)-aromolin byl jako minoritni alkaloid izolovan z B. boliviana
Lechl., B. laurina Billbg. a B. bumeliaefolia Schneid. Oba tyto minoritni alkaloidy byly izolovany
rovnéz z poddruhu B. vulgaris subsp. australis Boiss. [133].

(+)-Bersavin pravdépodobné vychazi z (+)-berbaminu. Pro potvrzeni, Ze se nejednd
o artefakt vznikajici interakci (+)-berbaminu s EtuNH byl béhem preparativni TLC proveden
experiment: 100 mg podfrakce H-1 (vytfepku A-1) bylo chromatografovano alternativni
vyvijeci smési, kde byl nahrazen Et;NH stejnym mnozstvim EtsN, kdy je jisté, Zze neni mozné,
aby vznikl stejny artefakt. Takto izolovany alkaloidni koncentrat byl porovnan s alkaloidem, jiz
drive izolovanym, pomoci MS (ESI) a TLC, kdy byly pouzity rozdilné vyvijeci soustavy (S6 a S7)
a potvrzena totoznost izolovanych alkaloidl. (+)-Bersavin je proto nativnim alkaloidem
dristalu.

(+)-Berbostrejdin predstavuje novy typ bisbenzylisochinolinového alkaloidu s jednim
etherovym mustkem a spojenim tail-to-tail. Velmi podobny je typ XXVII alkaloid( z Popowia
pisocarpa (Blume) Endl. (Annonaceae) [178], nicméné mistek je etherovy a nikoliv difenylovy
a na C-7 a C-7" nejsou pritomny methoxyskupiny, ale hydroxyskupiny.

Sekobisbenzylisochinolinovy alkaloid (+)-chenabinol (BV12) byl v minulosti ziskan
redukci chenabinu tetrahydridoboritanem sodnym. (+)-Chenabin byl izolovdn z Berberis

brandisiana Ahrendt a mlze byt chapdn jako metabolicky produkt (+)-berbaminu vznikajici
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v rostlinné [174]. Je diskutabilni, zda se jedna o ptirozeny sekundarni metabolit nebo artefakt
vznikly pfi zpracovani extraktu.

Sekobisbenzylisochinolinové alkaloidy (-)-berkristin (BV09) a (-)-verfillin (BV10)
vykazuji strukturni podobnost: hydroxyl C-7° verfillinu je nahrazen u berkristinu
methoxyskupinou. U téchto dvou latek neni jisté, jda se jednd o nativni latky ¢i artefakty
vzniklé zpracovanim extraktu a jednotlivych frakci, ackoliv neni jasné, jakym zpUsobem by
vznikaly. Pokud se jednd o nativni latky, pravdépodobné biosynteticky vychazi verfillin
z aromolinu a berkristin z oxyakanthinu (rovnéz typu VI, ktery byl jiz z B. vulgaris L. izolovan
[128]).

Protoberberinovy alkaloid berlambin (BV01) mGze byt také artefakt vznikly pfi procesu
izolace a zlistava otazkou, zda nevznika jiz v droze [179].

Isochinolinovy dimer berbanin (BV04) izolovany jako nova sloucenina je vlastné
N-demethylovany a dehydrogenovany derivat berbidinu (BV03) (rovnéz isochinolinovy dimer),
ktery byl jiz izolovan z Berberis brandisiana Ahrendt [174]. Je diskutabilni, zda jsou oba
produktem katabolismu berbaminu ¢i vznikaji pouze fotooxidaci a Birchovou redukci [180].

(-)-Muraricin (BV06) pravdépodobné rovnéz vznikd bud katabolismem berbaminu
(BVO7) ¢i jeho oxidaci. Skeletem je podobny (+)-chenabinolu (BV12) se ztratou
4-hydroxyfenylmethanolu (= p-hydroxybenzylalkoholu) a jedna se o dimer isochinolinového

a benzylisochinolinového monomeru.

6.3 Biologicka aktivita alkaloid

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita byla studovana in vitro u 26 alkaloidd modifikovanou
spektrofotometrickou Ellmanovou metodou. Jako zdroj AChE byl pouzit lyzat lidskych
erytrocyt(l, zdrojem BuChE byla lidskda plazma. Vysledky byly vyjadfeny jako hodnoty ICso (LM),
galanthamin, huperzin A a berberin byly pouzity jako pozitivni kontroly (viz Tab. 16).
Huperzin A je selektivni inhibitor AChE (ICso = 0,033 + 0,001 uM), vici BUChE je inhibi¢né zcela
neaktivni (ICso >1000 pM), galanthamin a berberin jsou silnymi inhibitory AChE
(s ICsp hodnotami 1,710 + 0,065 uM a 0,705 * 0,104 uM) a vyrazné inhibuji i BuChE
(ICs0=42,30+ 1,30 uM a 30,72 £ 3,49 uM).
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Inhibi¢ni aktivita vic¢i POP byla studovana in vitro u 18 alkaloid(i spektrofotometrickou
metodou, pricemZ byla pouzita komercni lidskd rekombinantni POP. Inhibi¢ni potencidl
mérenych alkaloidl byl vyjadien jako hodnota ICso (UM), Z-pro-prolinal a berberin byly pouzity
jako pozitivni kontroly (viz Tab. 16). Z-Pro-prolinal je specifickym inhibitorem POP
s1Cso=2,8 x 103+ 2,2 x 103 uM. Berberin, multitargetovy agens pFirodniho plvodu, inhibuje
POP s ICso = 142,3 + 21,1 uM. Referencni latky pro cholinesterasovou aktivitu galanthamin
a huperzin A byly vici POP neaktivni (1Cso > 1000).

U latek izolovanych v omezném mnozZstvi bohuzel nebylo mozné stanovit inhibi¢ni

aktivitu vci POP nebo i cholinesterasam kvuli spotiebé veskerého izolovaného mnozstvi.

6.3.1 Biologicka aktivita alkaloid( izolovanych z Hydrastis canadensis L.

Inhibi¢ni aktivita 1-(6’-allyl-1’,3’-methylenedioxybenzoyl)-3-chloro-5,6-dimethoxyisochinoli-
nu (HCO1), hydrastinu (HCO3) a (-)-kanadinu (HC04) byla vici cholinesterasdm stanovena
poprvé, nicméné tyto latky nevykazovaly nijak zasadni inhibi¢ni aktivitu (ICso > 1000 uM).
(+)-kanadalin (HC02) vykazoval pomérné vyraznou aktivitu vici AChE a nizsi vici BuChE.
V rdmci pracovni skupiny byl jiz izolovany z Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte, u néhoz
byla stanovena inhibi¢ni aktivita vici lidskym cholinesterasam a to ICsp = 20,11 *+ 1,19 uM
vUci AChE a 85,21 + 2,27 uM vuci BuChE [12], tudiz radové vysledky odpovidaji sou¢asnému
méreni (ICso = 32,86 + 4,94 uM a 105,4 + 15,64 uM).

Zajimavy je rozdil v inhibi¢ni aktivité stereoizomer( kanadinu, kdy (+) enantiomer
izolovany z Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte je mnohem aktivnéjsi vici AChE [12] neZ
(-) enantiomer z Hydrastis canadensis L.. Tento tetrahydroderivat berberinu je méné G¢innym
inhibitorem cholinesteras nez samotny berberin, pti¢inou je pravdépodobné ztrata planarniho
usporadani molekuly, nicméné vykazuje nizsi cytotoxicitu a vyssi antioxidacni ucinek ve smyslu
protekce peroxidace lipidl (testovano na bunécnych liniich) [90].

Latky HCO2 HCO3 a HCO4 jsou povazovany za naprosto neucinné inhibitory POP
(ICso > 1000 uM). Alkaloid HCO1 z divodu spotieby na identifikaci a stanoveni inhibice

cholinesteras testovan nebyl.
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6.3.2 Biologicka aktivita alkaloid( izolovanych z Peumus boldus Mol.

(+)-Norisokorydin (PB02), (-)-pronuciferin (PB03), (-)-glaziovin (PB05), (+)-N-methylkoklaurin
(PB09) a (-)-pallidin (PB10) byly testovany na inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE poprvé; inhibi¢ni
aktivita  (+)-norisokorydinu,  (-)-pronuciferinu,  (-)-glaziovinu, (+)-boldinu  (PB07),
(+)-N-methylkoklaurinu, (-)-pallidinu a (+)-laurotetaninu (PB11) vi¢i BuChE byla testovana
rovnéz poprvé a inhibi¢ni potencial vici POP nebyl u boldovnikovych alkaloidl dosud testovan
vibec.

Benzylisochinolinové alkaloidy (+)-retikulin (PB08) a (+)-N-methylkoklaurin (PB09)
velmi vyrazné inhibovaly BUChE. U (+)-N-methylkoklaurinu byla rovnéz zjisténa blokada
dopaminergnich stimulantl (vlastnost podobnda neuroleptiklim) [181]. Nékteré syntetické
derivaty N-methylkoklaurinu (napf. 7-O-benzyl-N-methylkoklaurin) jsou nekompetetivni
inhibitory rekombinantnich lidskych a7, a4B2 and a4B4 nACh receptort [182].

V ramci studie inhibice AChE vykazoval aporfinovy alkaloid (+)-boldin (PBO07)
a  benzylisochinolinovy  alkaloid  (+)-N-methylkoklaurin ~ (PB09) nizkou  aktivitu
s ICso = 192,3 £ 25,9 uM a ICsp = 220,2 + 22,3 uM. Ostatni alkaloidy [(+)-isokorydin,
(+)-norisokorydin, (-)-pronuciferin, (-)-glaziovin, (+)-N-methyllaurotetanin (PB06), (-)-pallidin,
a (-)-sinoakutin] byly povazovany za nedcinné inhibitory. V nékterych pfipadech se zde zjisténa
data rozchdzeji s literaturou; tento rozdil je nejspiSe spojen s nékterymi faktory hodnoceni.

Ve srovnani s nynéjSim stanovenim u (+)-boldinu a (+)-laurotetaninu je v literature
udavana vyrazna inhibice AChE s ICso 3,2 £ 0,3 uM a 8,57+1,4 uM respektive [111], cozZ je
hodnota o dva fady nizsi, nez byla stanovena v rdmci této prace (ICsp = 220,2 + 22,3 uM
a ICso = 438,7 + 28,2 uM respektive), ale v literature nebylo mozné dohledat, jaky zdroj AChE
byl pfi stanoveni pouzit (pravdépodobné byl zdrojem AChE elektricky uhof). Tyto rozdily
v inhibi¢ni aktivité je vSak potreba jesté prostudovat.

Ani jeden z enantiomer( sinoakutinu: (+)-salutaridin izolovany z Escholtzia californica
Cham. a (-)-sinoakutin z Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte a Peumus boldus Mol.
neinhibovaly cholinesterasy (ICso > 1000 uM) [12,116].

Literatura uvadi, Ze retikulin a sinoakutin jsou prekurzory morfinu a rovnéz parcialni
agonisti p-opioidniho receptoru aktivovaného G-proteinem [183], sinoakutin je zaroven
parcidlnim agonistou GABA/benzodiazepinového receptorového komplexu [121] a vykazuje

protizdnétlivou aktivitu [122]. Retikulin rovnéz blokuje dopaminové receptory [119,120].
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(-)-Glaziovin vykazuje anxiolytické ucinky a rovnéz plsobi jako antidepresant CNS relativné
bez vedlejSich nezadoucich uUc¢inkd [184,185]. V rdmci ucink( (-)-pallidinu na CNS je vyznamny
pouze sedativni efekt [170].

Inhibi¢ni aktivita (+)-isokorydinu vic¢i AChE byla rovnéZz stanovena uz v minulosti
na AChE izolované mozkové klry krys, avSak ICso > 50 uM [113] a latka byla pokladana
za neaktivni, coz koreluje i s nynéjSim stanovenim aktivity. (+)-Isokorydin plsobi také jako
imunostimulant prostfednictvim stimulace produkce cytokinu IL-2 a prozanétlivého IFN-y
[186].

(+)-N-methyllaurotetanin (NB06) je neucinnym inhibitorem cholinesteras, coz bylo jiz
publikovano dfive [116].

(+)-N-Methyllaurotetanin a (-)-sinoakutin (PB04) vykazovaly POP inhibi¢ni aktivitu
srovnatelnou se standardem berberinem, nicméné mnohem nizsi nez jakou
vykazoval Z-pro-prolinal. U latek (-)-pronuciferinu (PB03), (-)-glaziovinu (PBO5)
a (+)-N-methylkoklaurinu (PB09) bohuZel nebyla testovana inhibi¢ni aktivita vic¢i POP
vzhledem k izolaci omezeného mnoistvi a spotfeby alkaloidi béhem identifikace a stanoveni

inhibice cholinesteras.

6.3.3 Biologicka aktivita alkaloidl izolovanych z Berberis vulgaris L.

Alkaloidy (+)-berbamin (BVQ7), (+)-aromolin (BV08), (+)-obamegin (BV11) a (+)-chenabinol
(BV12), jiz znamé z rodu Berberis, byly testovany ve smyslu jejich inhibicni aktivity
vUci cholinesterasam i POP poprvé.

Byl zjiStén rozdil ve stanovenych aktivitach berlambinu (BV01) a berberinu (standard),
u kterych byla testovana aktivita vaci cholinesterasdam jiz v minulosti. V ramci
dfive stanovené aktivity berlambin inhiboval AChE s ICso = 10,5 + 1,0 uM, BuChE
s 1Cs0 = 117,5 £ 6,4 uM a berberin 2,7 + 0,6 uM a 61,9 + 3.1 uM [152], pficemZ hodnoty jsou
mirné nizsi nez hodnoty stanovené v rdmci této prace (berlambin s ICso 62,4 + 11,5 uM
a 286,07 * 35,60 uM vci AChE a BUChE; berberin s ICs0 0,705 + 0,104 uM a 30,72 + 3,49 uM)
a radoveé se nelisi. Rozdil Ize vysvétlit plvodem cholinesteras; v drivéjsi praci byly pouzity AChE
z elektrického Uhofe a BUChE z konského séra [152] a v této praci lidska erytrocytarni AChE

a sérova BuChE.
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Ve véci inhibi¢ni aktivity berberinu vic¢i POP byla zjisténa srovnatelna hodnota
s predchozi studii (ICsp 142,3 + 21,1 uM nyni versus ICso 145 £ 19 uM [148]). Inhibi¢ni u¢innost
berlambinu (BV01) byla srovnatelna s berberinem.

(+)-Berbamin (BV07) nevykazoval vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i AChE ¢&i POP,
vUci BuChE vykazoval aktivitu nizkou s 1Csp 245,22 + 47,59 uM. V minulosti byl vak pfipraven
jeho polycyklicky derivat E6 berbamin = O-(4-nitrobenzoyl)-berbamin, ktery je Ucinnym
inhibitorem BuChE izolované z koriské plazmy i lidské BuChE s ICso 4,20 + 0,21 uM
a2,14£0,07 uM [139]. Berbamin vykazuje in vitro nizkou cytotoxickou aktivitu vici KB burikdm
s1Cs0=17,8 uM [187].

(+)-Aromolin (BV08) je v ramci této prace nejucingjSim inhibitorem BuChE
s ICso = 0,82 + 0,10 uM a rovnéz nejucinnéjsim inhibitorem BuChE viibec (ICso fysotigminu
1,62 £ 0,06 uM [12]), proto byla sledovana i inhibi¢ni aktivita vi¢i komercéni BUChE z konského
séra, kterou inhibuje s ICsp = 8,73 + 0,05 uM. ICso byla vypoctena z regresni rovnice (y = 2;
rychlost reakce je sniZzena na polovinu). U této butyrylcholinesterasy bylo mozné sledovat typ
inhibice, kterd byla vyhodnocena jako smiSeny typ. Smisena (kompetetivni + nekompetetivni)
inhibice je specialnim typem inhibice, kdy dochazi k zméné Michaelisovy konstanty i mezni
rychlosti, ale méni se i jejich pomér. Dal$i vyhodou (+)-aromolinu je i POP inhibi¢ni aktivita
srovnatelna s berberinem (ICso 189,1 + 31,7 uM) a zanedbatelnad in vitro cytotoxicita vici KB
burikdm [187].

Inhibi¢ni aktivita (+)-obameginu (BV11) nebyla obzvlasté vyraznd, cholinesterasy
inhiboval stfedné (s 1Cso 97,42 + 3,37 uM vici AChE a 1Cso 140,9 £ 3,05 uM vici BuChE),
vuci POP nebyl ucinny, ale také nevykazuje in vitro cytotoxicitu vici KB bunéénym liniim [187].
Vzhledem k tomu, Ze (+)-obamegin je ucinnéjSim inhibitorem cholinesteras nez
(+)-berbamin (stejny srukturni typ alkaloidu), mohla by byt inhibi¢ni aktivita jeho ptipadné
pfipraveného O-(4-nitrobenzoyl)-derivatu rovnéz zvysena, tak jako u (+)-berbaminu.

(+)-Chenabinol (BV12) inhiboval vyraznym zptisobem BuChE s ICso 44,83 + 5,39 uM,
AChE pouze slabé 246,88 + 26,93 uM, stanoveni inhibice POP bohuzZel provedeno nebylo
z divodu nedostate¢ného mnozstvi.

Mezi dalsi inhibitory AChE patti latka (+)-BV02 (ICso 55,29 + 6,64 uM), jez dosud nebyla
sledovdna z pohledu inhibi¢ni aktivity vici cholinesterasam. Inhibi¢ni aktivity jednotlivych
enantiomerll se mohou lisit (viz enantiomery kanadinu v 6.3.1), stanoveni inhibice POP

bohuzel provedeno nebylo z divodu nedostate¢ného mnozstvi.

101



Nova alkaloidni latka (+)-bersavin (BV0O5) byla vicéi AChE aktivnési nez strukturné
podobny berbamin (ICsp 68,2 + 10,5 uM). Dale inhibi¢ni aktivitu vi¢i BuChE vykazoval
i (-)-muraricin (BV06) (s ICso 67,5 £ 5,9 uM). Nové alkaloidy (-)-berkristin (BV09) a (-)-verfillin
(BV10) byly bez zasadni inhibi¢ni aktivity vic¢i cholinesterasam, inhibovali je pouze mirné
(vGei AChE s 1C50 175,70 + 18,08 uM a 289,30 = 30,01 puM; viici BUChE s 1Cs0 208,60 + 25,13 uM
a 180,55 = 12,01 uM). Novy alkaloid (+)-berbostrejdin (BV13) vyrazné inhiboval obé
cholinesterasy s ICso 65,9 = 7,5 uM vUic¢i AChE a I1Cs0 6,9 + 1,0 uM vUcéi BUChE. Nové struktury
byly kromé (+)-bersavinu izolovany pouze ve velmi omezeném mnozstvi, tudiZz nebylo mozné
stanovit i inhibi¢ni aktivitu vaci POP.

Berbidin (BV03) a berbanin (BV04) byly izolovany pouze v mnoZstvi, umoznujici

strukturni analyzu, tudiz nebylo mozné stanovit biologickou aktivitu.

6.4 Souhrn

V ramci této prace bylo izolovano 28 isochinolinovych alkaloidi rdznych typ(, z toho 6 novych
latek popsanych poprvé. Izolované latky byly popsany pomoci spetrometrickych technik MS,
HRMS a NMR a v pfipadé pritomnosti chirdlniho centra (i vice) stanovena optickd otacivost.
Izolované latky pafi k témto typdm isochinolinovych alkaloid(:
aporfinovy: (+)-boldin, (+)-isokorydin, (+)-laurotetanin, (+)-N-methyllaurotetanin
a (+)-norisokorydin,
benzylisochinolinovy: (+)-HCO1, (+)-N-methylkoklaurin a (+)-retikulin,
bisbenzylisochinolinovy:
typ I: (£)-BV02,
typ VI: (+)-aromolin,
typ VIII: (+)-berbamin, (+)-bersavin a (+)-obamegin,
nezarazeny berbostrejdin
dimer isochinolinového a benzylisochinolinového monomeru: (-)-muraricin,
ftalidisochinolinovy: (+)-hydrastin,
isochinolinovy dimer: berbidin a berbanin,
morfinanovy: (-)-pallidin a (-)-sinoakutin,
proaporfinovy: (-)-glaziovin a (-)-pronuciferin,

protoberberinovy: (+)-kanadalin, (-)-kanadin a berlambin,
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sekobisbenzylisochinolinovy: (-)-berkristin, (+)-chenabinol a (-)-verfillin.

Alkaloidy, izolované v dostate¢ném mnozstvi, byly testovany in vitro na potencialni
neuroprotektivni aktivitu, predstavovanou inhibi¢ni aktivitou vici cholinesterasam a POP. Byla
sledovdna biologicka aktivita v souvislosti se strukturnim typem alkaloidd.

Skupina aporfinovych alkaloidli nebyla nijak zvlast zajimavou z hlediska biologické
aktivity; pouze (+)-N-methyllaurotetanin inhiboval POP srovnatelné jako standard berberin.

Izolované a identifikované proaporfinové alkaloidy byly z dlvodu nedostatecného
mnozstvi sledovany jen z pohledu inhibice cholinesteras, pficemz byly v podstaté neaktivni.

Benzylisochinolinové alkaloidy (+)-retikulin a (+)-N-methylkoklaurin patfi k vysoce
ucinnym inhibitorim BuChE, nicméné jejich inhibice AChE nebyla nijak vyrazna. Silny inhibitor
z této skupiny 1-(3-hydroxy-4-methoxybenzyl)-2-methyl-6,7-methylenedioxy-1,2,3,4-tetra-
hydroisochinolin (ICsp = 27.8 + 0.4 uM) byl jiz izolovan z Eschscholtzia californica Cham. [116].

NejucinnéjsSimi inibitory BUuChE byly bisbenzoisochinolinové alkaloidy (+)-aromolin
a (+)-berbostrejdin, inhibi¢ni schopnost u dalSich zastupcli tohoto strukturniho typu (typu |
a VIII) byla pouze mirna. (+)-Aromolin rovnéz velmi silné inhibuje i BUChE z koriského séra
smiSenym mechanismem. Kromé (+)-berbaminu vsak byla u vSech ostatnich alkaloidt tohoto
typu pozorovana mirnd aZ vyrazna inhibice AChE. Zajimavé je porovnani aktivit
(+)-berbaminu a (+)-bersavinu liSicich se pouze triethylaminovym substituentem, ktery
pravdépodobné odpovida za vyssi inhibi¢ni aktivitu zejména v(ici POP a AChE.

Ze skupiny sekobisbenzylisochinolinovych alkaloidl byl nejucinnéjsim inhibitorem
(+)-chenabinol, ktery inhiboval vyznamné BuChE, nicméné dalsi biologickd aktivita byla spisSe
nezajimava. Ani jeden z nové identifikovanych alkaloid( tohoto typu vSak nebyl testovan
na inhibiéni aktivitu vici POP.

Biologickd aktivita dimer( jednotek isochinolinového typu z(stavd otdzkou, nicméné
srukturné jim nejblizsi (-)-muraricin (dimer isochinolinového a benzylisochinolinového typu)
vykazoval celkem vyznamnou aktivitu vici BuChE.

Ftalidisochinolinovy alkaloid hydrastin je povazovan za neucinny inhibitor
cholinesteras a POP.

Morfinanové alkaloidy rovnéz nebyly vyznamnymi inhibitory sledovanych enzymd,

pouze (-)-sinoakutin inhiboval POP srovnatelné se standardem berberinem.
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Protoberberinové alkaloidy (+)-kanadalin a berlambin vyznamné inhibovaly AChE,
prvni zminény alkaloid i mirné BuChE, zatimco berlambin inhiboval POP srovnatelné
s berberinem.

Pro pfipadné dalsi studium alkaloidd ovliviujicich AD je vhodné vénovat pozornost
AChE inhibitoru (+)-kanadalinu (mirné inhiboval i BUChE), BUChE inhibitoridm (+)-aromolinu
(inhiboval i POP srovnatelné s berberinem), (+)-berbostrejdinu (vyrazné inhiboval i AChE),
(+)-N-methylkoklaurinu, (+)-retikulinu, (+)-chenabinolu a POP inhibitoru (+)-bersavinu
(vyrazné inhiboval AChE a mirné i BuChE). Zminéné alkaloidy, které byly izolované
v nedostateéném mnozstvi, je potfeba izolovat z frakci dosud zpracovanych jen ¢astecné
¢i parcialni syntézou a stanovit chybéjici biologickou aktivitu véetné typu inhibice. Testy je
vhodné rozsitit na dalSi aktivity souvisejici s AD patogenezi (na katedfe pfipravované testy
inhibice GSK-3B a BACE1 pfipadné ve spoluprdci s dalSimi pracovisti vénujici se této
problematice). Po stanoveni SirSiho spektra aktivit, Ize pfipravit analoga a zhodnotit vztah
struktury a Ucinku. Alkaloidy berbidin a berbanin je potfeba pfipravit syntézou a stanovit
biologickou aktivitu, kterd je u tohoto typu isochinolinovych alkaloid( dosud neznama.

Rozdilné hodnoty ICso latek testovanych v této praci a v literature pravdépodobné
souvisi s pouzitymi modely cholinesteras. Pro testovani inhibice AChE in vitro je casto
pouzivana AChE z elektrického Uhorte (Electrophorus electricus), jako zdroj BUChE je pouzivano
sérum koné (equine serum). Pouzitim lidskych cholinesteras v této praci se predpoklada, ze
ziskané vysledky by mohly odpovidat inhibi¢nim aktivitam in vivo v lidském organismu.

Zavérem lze poznamenat, Ze isochinolinové alkaloidy stale zlstavaji velmi slibnou
skupinou latek s Sirokym spektrem acinkG a mohou slouZit jako predlohové latky semi-
syntetickych derivatl pfi vyvoji novych lécCiv pro terapii riznych chorob. AChE inhibitory jsou
stdle nejpouzivanéjsimi IéCivy pro zmirnéni pfiznakl AD a inhibice AChE a BuChE je stéle
Zadouci cil zasahu pfi hledani ucinnych latek pouzitelnych pro Ié¢bu AD [188].

POP je prisuzovana dullezita role pfi regulaci peptidovych hormont podilejicich se
na procesech ucéeni a paméti. V nedavno publikovanych pracech bylo zjisténo, Ze nékteré

inhibitory jsou ucinné pfi |écbé demence [189].
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alkaloidy, acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyl oligopeptidasa.

Jako zdroj isochinolinovych alkaloid(i pro studium jejich biologické aktivity byl vybran
komer¢ni extrakt vodilky kanadské, listy boldovniku vonného a klra korenl dristalu obecného.
Sumarni smési s tercidrnimi alkaloidy byly pfipraveny standardnimi extrakénimi postupy
a nasledné separovany sloupcovou chromatografii na oxidu hlinitém pouzitim stupnovité
eluce benzinem, chloroformem a ethanolem. Opakované sloupcové chromatografie,
preparativni TLC a krystalizace vedly k izolaci 28 isochinolinovych alkaloid(, pficemz
6 sloucenin bylo identifikovano jako nové struktury (nékteré z nich jsou patrné artefakty).
Identifikace izolovanych slouéenin byla provedena na zakladé spektrometrickych technik
(NMR, MS) a porovnanim s literaturou. Alkaloidy izolované v dostatecném mnozstvi byly
testovany na schopnost inhibovat erytrocytarni AChE a sérovou BuChE a POP (byla stanovena
ICs0).

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita byla stanovena in vitro modifikovanou
spektrofotometrickou Ellmanovou methodou. (+)-Kanadalin byl nejucinnéjSim inhibitorem
AChE a slabé inhiboval i BUChE zplsobem zavisly na davce s hodnotou 1Cso 32,9 + 4,9 uM
a 105,4 + 15,6 uM. Mezi dalsi inhibitory AChE patfi (+) BV02 (ICso 55,3 + 6,6 uM), berlambin
(ICs0 62,4 + 11,5 uM), (+)-bersavin (ICso 68,2 + 10,5 uM), (+)-obamegin (ICsp 97,4 + 3,4 uM)
a (+)-berbostrejdin (ICso 65,9 + 7,5 uM), ktery silné inhiboval i BUChk (6,9 = 1,0 uM).
Nejucinnéjsim inhibitorem BuChE byl (+)-aromolin s ICsp 0,82 + 0,1 uM, ktery inhiboval

i BuChk z koriského séra s ICso 8,7 £ 0,1 puM smiSenym mechanismem; dale
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vykazovaly inhibici (+)-N-methylkoklaurin, (+)-retikulin, (+)-chenabinol a (-)-muraricin
(ICs0 15,0+ 1,4 uM, 33,6 £ 3,0 uM, 44,8 + 5,4 uM a 67,5 £ 5,9 uM respektive). Dalsi izolované
alkaloidy byly povazovany za neaktivni (ICso > 100 uM).

Inhibi¢ni aktivita vic¢i POP byla stanovena spektrofotometrickou metodou, jako
substrat byl pouZit Z-Gly-Pro-p-nitroanilid. NejucinnéjsSim inhibitorem byl (+)-bersavin
(ICso 67,3 £ 6,2 uM), aktivita (+)-aromolinu, berlambinu, (+)-N-methyllaurotetaninu
a (-)-sinoakutinu byla srovnatelna se standardem berberinem (ICsp 142,3 £ 21,1 uM), nicméné
zadny alkaloid nedosahoval uUrovné inhibice standardu Z-pro-prolinalu. DalSi izolované

alkaloidy byly povazovany za neaktivni (ICso > 200 uM).
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8. Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Mgr. Anna Hostalkova

Supervisor: Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Title of Doctoral Thesis: Study of chemical constituents of taxons from order Laurales

and Ranunculales with potential neuroprotective activity.

Key words: Berberis vulgaris, Peumus boldus, Hydrastis canadensis, isoquinoline alkaloids,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase.

Commercial goldenseal extrakt, boldo leaves and barberry root bark were selected as sources
of isoquinoline alkaloids for study of their biological activity. Mixtures of summary tertiary
alkaloids were prepared by standard extraction and subsequently fractionated in aluminium
oxide chromatography column using the step gradient elution with petrol, chloroform
and ethanol. Repeated column chromatographies, preparative TLC and crystallizations led
to the isolation of 28 isoquinoline alkaloids, 6 of them were identificated as new structures
(some of them were propably artifacts). The chemical structures of isolated compounds were
determined on the basis of spectrometric techniques (NMR, MS) and by comparison
with literature. Isolated alkaloids in sufficient amount were tested on ability to inhibit human
erythrocyte AChE and serum BuChE and POP (ICso was ascertained).

The cholinesterase inhibitory activity was determined in vitro by modified
spectrophotometric Ellman’s method. (+)-Canadaline was the most potent inhibitor of AChE
and also weak inhibitor of BuChE in a dose-dependent manner with ICso values
of 32,9+ 4,9 uM and 105,4 + 15,6 uM respectively. The compound BV02 (ICs 55,3 + 6,6 uM),
berlambine (ICso 62,4 + 11,5 uM), (+)-bersavine (ICso 68,2 + 10,5 uM), (+)-obamegine
(ICs0 97,4 £ 3,4 uM) and (+)-berbostrejdine (ICsp 65,9 + 7,5 uM) inhibited AChE, the last one
inhibited BuChE (6,9 + 1,0 uM) as well. The most potent inhibitor of BuChE
was (+)-aromoline with 1Csp value of 0,82 + 0,1 uM, it also inhibited horse serum

BuChE with ICso value of 8,7 £ 0,1 uM in a mixed manner; other effective inhibitors were
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(+)-N-methylcoclaurine, (+)-retikuline, (+)-chenabinol and (-)-muraricine (ICso values
15,0 £ 1,4 uM, 33,6 £ 3,0 uM, 44,8 £ 5,4 uM and 67,5 £ 5,9 uM respectively). Other isolated
alkaloids were considered to be inactive (ICso > 100 uM).

The POP inhibition activity was determined spectrophotometric method using Z-Gly-
Pro-p-nitroanilid as substrate. The strongest inhibition activity was shown by (+)-bersavin
(ICso value of 67,3 £ 6,2 uM), inhibition activities of (+)-aromoline, berlambine,
(+)-N-methyllaurotetanine and (-)-sinoacutine was comparable to the standard of berberine
(ICso 142,3 + 21,1 uM), nevertheless any of the alkaloids gained activity of the standard

Z-pro-prolinal. Other isolated alkaloids were considered to be inactive (ICso > 200 uM).
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