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1. UVOD



Neustaly rozvoj vedy a techniky, ktory ma za nasledok zvySovanie zivotnej urovne,
zasahuje aj do oblasti mediciny. Lekari maju k dispozicii ¢oraz dokonalejsie diagnostické
metody a pristroje, uplatituji nové terapeutické postupy a celkova kvalita poskytovanej
zdravotnej starostlivosti rastie. Vysledkom je pokles umrtnosti v mladom veku a prediZenie
priemernej diZky Zivota, ¢o je pre F'udstvo bezpochyby obrovskym prinosom. Netreba viak
zabudat’ aj na odvriteni a menej prijemnu strdnku tejto problematiky. Vyssi vek
obyvatel'stva so sebou nesie aj riziko CastejSicho rozvoja mnohych chorob. Postihnuty je
najmd kardiovaskuldrny systém, pohybovy aparat a vo zvySenej miere dochadza k tvorbe
zhubnych novotvarov. S vyS$§im vekom sa spdja tiez CastejSi rozvoj neurodegenerativnych
chorob, predovsetkym Alzheimerovej, Parkinsonovej a Huntingtonovej choroby.

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne atroficko-degenerativne ochorenie
mozgu postihujliice prevazne osoby nad 65 rokov, jej zaciatok je vSak mozny aj v nizSom
veku. Prejavuje sa syndromom demencie a je zodpovedna za 50 — 60 % demencii vobec *.
Narusené st hlavne kognitivne funkcie, dochddza k poruche paméti, rei, orientacie
V priestore a Case. Pridruzené byvaji aj poruchy nekognitivnych funkcii, ako s tzkost’,
depresia, poruchy spanku, agresivita ¢i niektoré psychotické priznaky. V pokroéilejsich
Stadiach choroby straca pacient schopnost’ postarat’ sa sam o seba a stdva sa plne zavislym
od pomoci druhych %34,

V sucasnej dobe neexistuje kauzalna liecba AD. Sme schopni spomalit, pripadne
na urcity ¢as pozastavit’ rozvoj choroby, nie vSak ju uplne vyliecit %V liecbe sa uplatiiujt
dva zakladné terapeutické postupy, ktorych pouzitie je zaloZené na dokazoch. Jednym
pristupom je ovplyvnenie cholinergného systému lie¢ivami zo skupiny inhibitorov
cholinesteraz. Dnes pouZivanymi latkami tejto skupiny st donepezil, rivastigmin a
galantamin, ktoré sl ur¢ené predovSetkym pre liecbu I'ahkych aZ stredne tazkych Stadii.
V pokrocilejSich ~ fazach  choroby sa uprednostiiuju  inhibitory  glutamatovych
NMDA-receptorov, z ktorych dnes jedinou pouzivanou latkou je memantin 3,

Z dévodu nemoznosti tplného vyliecenia tejto choroby, ako aj kvoli neustalemu rastu
poctu pacientov trpiacich AD, sa vyskum zameriava na vyvoj novych lieciv aj v tejto
oblasti. Zdrojom novych lie¢iv moze byt chemickd syntéza, ¢i uz obmena existujicich
aktivnych molekul alebo vyvoj tiplne novych §trukturdlnych typov. Dalsou moznostou je
izolacia latok z prirodného materidlu ° Uz od pradavna sa vyuzivali rastliny k liecbe
roznych ochoreni. Postupom c¢asu sa ich lie¢ivé ucinky zacali pripisovat’ latkam v nich
obsiahnutym a tieto latky sa zacali z rastlin izolovat'.

Jednym z dovodov navratu kizoldcii latok zrastlin je vyznamné terapeutické
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uplatnenie galantaminu, alkaloidu ziskaného z cibuliek snezienky Galanthus woronowii
Losinsk. (Amaryllidaceae) ®. Galantamin ako dlho uginkujuci, selektivny, reverzibilny
a kompetitivny inhibitor acetylcholilesterazy (AChE) preukdzal pozitivny efekt
na pamitové funkcie u pacientov trpiacich AD .

Medzi najvyznamnejSie biologicky aktivne obsahové latky rastlin patria alkaloidy. Su
to dusikaté sekundarne metabolity bazického charakteru vznikajice premenou
aminokyselin a nachddzajuce sa v roznych &astiach rastlin . Zastupenie jednotlivych
alkaloidov je v konkrétnych rastlinnych ¢el'adiach a druhoch rézne. Ale aj v ramci jedného
druhu sa moézu vyskytovat' rozdiely v zloZzeni ¢i pomernom zastupeni jednotlivych
alkaloidov v zavislosti od lokality, podnebia, zloZenia pody a pod °.

Alkaloidy sa vyznacuju Sirokou Skélou biologickych tucinkov, niektoré z nich
vykazuju dokonca aj inhibi¢nll aktivitu voci acetylcholinesterdaze a butyrylcholinesteraze,
su teda potencidlnymi lieCivami v terapii AD a predmetom dalSieho skiimania. Latky
S touto aktivitou sa na zaklade Struktiry radia medzi izochinolinové alkaloidy a vyskytuja
sa hlavne v celadiach Papaveraceae, Ranunculaceae, Fumariaceae, Rutaceae,
Amaryllidaceae, Berberidaceae, Menispermaceae a inych ** 2,

Jednou z rastlin, ktorych obsahové latky su v sucasnej dobe predmetom $tudii, je
okrasna rastlina Eschscholtzia californica z ¢el'ade Papaveraceae.

Predmetom tejto prace je izolacia jednotlivych izochinolinovych alkaloidov z tejto
rastliny a priprava vzoriek na stanovenie ich biologickej aktivity (inhibicia cholinesteraz,

antioxidacnd aktivita).



2. CIEL PRACE
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Ciel’ diplomovej prace:

1.

Spracovanie alkaloidného vytrepku kvartérnych alkaloidov z Eschscholtzia
californica.

Izolacia aspon jedného alkaloidu v Cistej forme.

Stanovenie  zakladnych  fyzikalno-chemickych  charakteristik  izolovanych
alkaloidov.

Priprava vzoriek pre stanovenie biologickych aktivit ziskanych alkaloidov
(inhibi¢na aktivita na acetylcholinesterazu, butyrylcholinesterazu, antioxida¢na

aktivita).
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae)

Obr. 1: Eschscholtzia californica CHAM.

3.1.1. Nazvy
Latinsky: Eschscholtzia californica CHAM.
Cesky: Sluncovka kalifornska
Slovensky: Sincovka kalifornska

Anglicky: California poppy **
Nemecky: Kalifornisher Mohn **
Francuzsky:  Globe du soleil **

3.1.2. Taxonomické zaradenie

Risa: Plantae (rastliny)

Podrisa: Tracheobionta (cievnaté rastliny)
Nadoddelenie: Spermatophyta (semenné rastliny)
Oddelenie: Magnoliophyta (magndliorasty)

Trieda: Magnoliopsida (magndlie)
Podtrieda: Magnoliidae (magnoliové)
Rad: Papaverales (makotvaré)

13



Celad: Papaveraceae (makovité)
Rod: Eschscholtzia CHAM. (sIncovka)
Druh: Eschscholtzia californica CHAM. (sIncovka kalifornska) *°

3.1.3. Morfologicky popis

Eschscholtzia californica je prevazne jednoro¢na, v teplejSich oblastiach kratSie
Zijuca trvaca rastlina dosahujica vysky 5-60 cm. Stonka je priama, Sedozelena,
so striedavymi neparne perovito zlozenymi, nitkovito vykrojenymi listami podobnej farby.
Jednotlivé miskovité kvety vyrastajuce na dlhej stopke su tvorené Styrmi korunnymi
lupienkami 2 — 6 cm dlhymi a Sirokymi, zlatozltej az oranzovej farby, na baze lupienku
tmavsej; a dvoma kaliSnymi listkami. Plodom je podlhovasta, 3 — 9 cm dlha pukava
tobolka, ktord uvol'iuje mnozstvo malych okrtthlych tmavohnedych az ¢iernych semien.

V oblastiach mierneho pasma kvitne od juna do oktdbra, v subtropickych oblastiach
uz od februara. V podach bohatych na ziviny a vlhkost’ produkuje viac listov a menej

kvetov 16, 17,18

CALIFORNIAN POPPY

ESCHSCHOLTZIA CALIFORNICA

Favorite Flowers of Garden and Greenhouse .
Edward Step and Willlam Watson 1896

Obr. 2: E. californica *®
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3.1.4. Pribuzné rastliny

Druh Eschscholtzia californica je vel'mi variabilny a obsahuje mnozstvo ekotypov
a cytotypov (lisia sa chromozémovym &islom) ?°. Na zaklade zemepisného rozsirenia sa
deli na dva poddruhy Eschscholtzia californica subsp. californica GREENE rozsirena
v Kalifornii a Oregone a Eschscholtzia californica subsp. mexicana GREENE, C. CLARK
(syn. E. douglasii (HOOK. et ARN.) WALP.) vyskytujuca sa najmda v Novom Mexiku,
Texase a Severnom Mexiku. Varieta Eschscholtzia californica CHAM. var. peninsularis
GREENE, MUNZ. je typickd pre oblast’ Baja California. Pre vnutrozemie je popisana
varieta crocea BENTH., JEPS., v pieso¢nych dunach od Surfu po Monterey sa vyskytuje
varieta maritima GREENE, JEPS. Druh pestovany v Eurdpe od polovice 19. storo¢ia ako
okrasna rastlina pod nazvom Eschscholtzia californica je krizencom réznych poddruhov

a variet druhu E. californica ®.

3.1.5. Vyskyt

E. californica je volne rastica bylina zapadného pobrezia Spojenych Statov
Americkych od juznej Casti Statu Washington cez Oregon, Kaliforniu, Nevadu, Arizonu az
po zapadny Texas a severozdpadné Mexiko. Do Eurdpy bola privezena v polovici 19.
storo¢ia ako okrasna kvetina. Postupne sa rozsirila aj do inych subtropickych oblasti sveta.

Rastie na otvorenych slneénych trdvnatych priestranstvach, suchych stranach a
skalach, ¢asto tiez v pustnych oblastiach v nadmorskych vyskach od pobrezia az po 2000

m.n. m*¥,

3.1.6. Droga — Eschscholtziae herba — vnat’ sincovky kalifornskej

Drogu predstavuju susené nadzemné Casti rastliny E. californica CHAM. zbierané
v obdobi kvetu. Dominujucou zlozkou drogy su duté stonky s 8 — 12 kolenchymovymi
rebrami belavej alebo Zltkastej farby. Sti€astou su tiez I'ahko sa rozpadajuce Sedozelené
ochlpené listy a ZIté az oranzové kvety.

Mikroskopickymi znakmi monofacidlnych listov su $trbinovité otvory, rovnomerne
rozdelené na vrchnej a spodnej strane listu. Uzatvérajiice bunky maji niekedy polygonalny
obrys. Vrchné palisadové pletivo je tvorené tromi radmi rovnomernych buniek. Pre kvetné
stonky je typické vyrazné asimilacné pletivo. V mladych stonkéch st pritomné pocetné

mlie¢ne trubice *°.
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3.1.7. Pouzitie v 'udovom liecitel’'stve

Americki Indiani pouzivali rastlinu ako zdroj potravy aj na liecebné tcely. Rastlinu
varili, prazili na horucich kametioch a prilezitostne faj¢ili **. Vo forme obkladov bola
pouzivana na hojenie ran a vredov, v zmesi s ¢iernym korenim na lieCbu zimnice, zltacky a
roznych koznych neduhov a odvar z kvetov na hubenie vsi. Pre jej anxiolytické a sedativne
ucinky bola pouzivana k navodeniu spanku u deti, ako analgetikum na tlmenie bolesti
hlavy a zubov a taktiez ako spazmolytikum a emetikum. Zeny vyuZivali pel’ na kozmetické

uéely 14, 16, 21-

3.1.8. Obsahov¢ latky

Hlavnymi obsahovymi latkami E. californica su alkaloidy izochinolinového typu
vyskytujuce sa vo vy$§om mnoZstve najmd v kvitnucich rastlinach ?°. ZastGpenie
jednotlivych alkaloidov v rdéznych castiach rastliny je znacne odlisSné. Napriek tomu, Ze
vyssie koncentracie dosahuju prevazne v koretloch (az 2,7 %), prave nadzemné casti
rastliny sa pre ich obsah (0,29 — 0,38 %) vyuZivaju v medicine ** .

Ide o zmes terciarnych a kvartérnych alkaloidov, ktoré mozno na zaklade Struktiry
rozdelit’ na niekol’ko typov. Predstavitel'mi pavinanového typu su alkaloidy kalifornidin,
escholcin, karyachin, O-metylkaryachin, norargemonin a bisnorargemonin, protopinového
typu protopin a allokryptopin. K alkaloidom benzofenantridinového typu patri sanquinarin,
chelerytrin, chelirubin, chelilutin a makarpin. Aporfinovy typ je zastipeny latkami
N-metyllaurotetanin, glaucin, korydin, izokorydin a magnoflorin. Escholamidin patri
do skupiny benzylizochinolinovych alkaloidov. Zastupcami protoberberinového typu st
alkaloidy berberin, koptyzin a koryzamin. Izolovany bol aj alkaloid morfinanového typu

salutaridin % 2> 2% 2 Jzochinolinovym alkaloidom je podrobnejsie venovana kapitola ¢&. 3.2.
3.1.8.1. Dalsie obsahové latky

Spomedzi d’alSich latok boli v rastline identifikované flavonoidy, ktoré sa vyskytuji
hlavne ako glykozidy kvercetinu a izoramnetinu 26 S0 to flavonolové glykozidy rutin,
kvercitrin, kvercetin 3-O-B-glukopyranozid, kvercetin 3-O-[a-ramnopyranozyl-(1-4)-a-
ramnopyranozyl-(1-6)-p-glukopyranozid], izoramnetin 3-O-B-glukopyranozid, izoramnetin
3-O-[a-ramnopyranozyl-(1-6)-p-glukopyranozid] a izoramnetin 3-O-[a-ramnopyranozyl-
(1-4)-a-ramnopyranozyl-(1-6)-B-glukopyranozid], ktoré boli izolované z nadzemnych casti

rastliny. O izolaciu poslednych piatich menovanych flavonoidov z E. californica sa
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zasluzili Beck a Héberlein v roku 1998. Samotné aglykony kvercetin a izoramnetin neboli
v rastline detekované %°. Zakladna Struktara flavonolovych glykozidov je zndzornena na

nasledujucom obrazku (Obr. 3).

OR;

OH O

R; = H alebo CHj3, R, = sacharidova zlozka

Obr. 3: Zékladna Struktira izolovanych flavonolovych glykozidov

Dal§imi latkami zo skupiny flavonoidov vyskytujucimi sa v rastline st izoflavény.
Jain a kol. vyizolovali v roku 1996 dva izoflavony: 2'-metoxyformononetin a
7-metoxy-2',4'-dihydroxyizoflavon #'.

Z vodnej frakcie kvetov boli izolované antokyanidiny %

V okvetnych listkoch rastliny boli detekované karotenoidy: B-karotén,
escholcxantén, escholcxantin, lutein, zeaxantin, anteraxantin, mutatoxantin, violaxantin,

. p ;29
luteoxantin, auroxantin a neoxantin “.

3.2. Izochinolinové alkaloidy izolované z E. californica

3.2.1. Alkaloidy

Alkaloidy su dusikaté latky bazického charakteru, rastlinného, vynimocne 1
zivo¢isneho pdvodu. Vznikaju premenou aminokyselin, z ktorych najdolezitejSie st
ornitin, lyzin, fenylalanin, tyrozin, tryptofan a histidin. Niektoré alkaloidy vychadzaju
Z kyseliny antranilovej a nikotinovej, iné vznikaji z medziproduktov pri biosyntéze
terpenoidov a steroidov za pritomnosti amoniaku. Alkaloidy bez biosyntetického vztahu
k aminokyselinAm sa ozna&uju ako pseudoalkaloidy ¥ 3%,

Dusik v molekule alkaloidov je spravidla stcastou heterocyklického systému,

vynimkou su tzv. protoalkaloidy ako napr. efedrin, muskarin ¢i kolchicin 8,
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V rastlindich sa nachadzaju vo forme soli organickych pripadne anorganickych
kyselin. Typicky je vyskyt konkrétneho alkaloidu v uréitych, pren charakteristickych,
rodoch a celadiach. Zarovenl plati, ze v jednej rastline sa spravidla vyskytuje niekol’ko
Struktarne podobnych alkaloidov 830,

Alkaloidy maja vyrazné fyziologické u¢inky, uz v malych davkach posobia ako jedy

’ roer s er , v r « wveo 30
a vo vhodnych koncentraciach a kombinacidch su vyuzitel'né ako lieciva ™.

3.2.2. Izochinolinové alkaloidy

Izochinolinové alkaloidy tvoria pestru a pocetni skupinu fyziologicky aktivnych
latok bohato rozSirenych v prirode. Je znamych viac ako tisic zlucenin tohto typu B

Nachadzaju sa predovsetkym v celadiach Papaveraceae, Ranunculaceae, Fumariaceae,
Rutaceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae, Menispermaceae a d’alsich > ™ *2. Biosyntéza
vychédza z aminokyseliny tyrozinu, ktorého prekurzorom je fenylalanin. Jednotlivé latky
mozno rozdelit' do niekolkych Strukturalnych typov. V druhu E. californica su zastupené
typy pavinanovy, benzofenantridinovy, aporfinovy, protopinovy, benzylizochinolinovy,

protoberberinovy a morfinanovy 824,34

3.2.2.1. Pavinanovy typ

Dominantnou skupinou alkaloidov rastliny E. californica sa alkaloidy pavinanového
typu. Unikatna a v najviacSe] miere zastupend je silne polarna kvartérna baza kalifornidin,
nachadzajica sa v korefloch 1 v nadzemnych ¢astiach rastliny a vyznacujlca sa sedativnym
ucinkom, a terciarna nefenolicka baza escholcin, nazyvana tiez kalifornin 22 ktora je
typickou zloZkou nadzemnych casti rastliny, z koretiov zatial nebola izolovana 23, 3
Dal§imi latkami tohto §truktarneho typu nachadzajucimi sa v rastline v mensom mnoZstve
su terciarne alkaloidy karyachin a neokaryachin izolované tiez z rastliny Cryptocarya
chinensis HEMSL. (Lauraceae) %, O-metylkaryachin, oznatovany tieZ escholcidin,

N-metylescholcidin a argemonin %

Od neho odvodené latky norargemonin a
bisnorargemonin sa vyskytuji najmé v koreioch, v nadzemnych c¢astiach su pritomné len
V malom mnoZstve. Derivat izonorargemonin bol detekovany tieZ v dvoch druhoch rodu

1.3 3 vThalictrum revolutum DC. (Ranunculaceae) .

Argemone (Papaveraceae)
Z rastliny bola izolovana aj polarna zlugenina escholcin-N-oxid °. Struktury pavinanovych

alkaloidov sl uvedené na nasledujucom obrazku (Obr. 4).
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3.2.2.2. Benzofenantridinovy typ

Kvartérne benzofenantridinové alkaloidy st vyznamnymi obsahovymi latkami rastlin
z Celade Papaveraceae. Zaklad ich Struktary tvori N-metylbenzo[c]fenantridinovy kation.
Nositelom kladného naboja je metylsubstituovany atom dusika Vv polohe 5.
Benzofenantridiny sa vo forme tejto kvartérnej soli vyskytuju v prostredi nizSieho pH a
vyznacuju sa polaritou, vyraznym sfarbenim a relativne dobrou rozpustnostou vo vode.
Alkalizaciou prechadzaju do formy tercidrnej redukovanej zasady, Co je sprevadzané
zmenou vlastnosti na nepolarne, bezfarebné a vo vode mélo rozpustné zlu¢eniny **.

Latky tohto typu su v E. californica zastipené sanguinarinom a chelerytrinom.
Sanguinarin bol prvy krat popisany v roku 1827 Jamesom Danom ako hlavna farebna

zlozka Sanguinaria canadensis L. (Papaveraceae) “?

a v sucasnosti je povazovany
za slubné lietivo v terapii rakoviny **. O objav chelerytrinu ako alkaloidu Chelidonium
majus L. (Papaveraceae) sa zaslizil Probst v roku 1839 42 Chelerytrin spdsobujuci
selektivnu inhibiciu proteinkinazy C je taktie potencialnym antikanceréznym lie¢ivom **.
Obe latky st vdaka ich antibakteridlnej aktivite pouzivané ako sucast dentalnych
produktov * 4.

Dalsie obsahové latky chelirubin a chelilutin izoloval prvykrat Slavik v roku 1954
z korena Chelidonium majus L. (Papaveraceae). O rok neskor izoloval z Macleaya
microcarpa (Papaveraceae) alkaloid makarpin “. Tieto latky boli izolované aj
z nadzemnych &asti E. californica 2. Z rastliny bol izolovany aj terciarny alkaloid
norsanguinarin, U ktorého bola preukazana antifungalna aktivita *’.

Benzofenantridiny sa ako minoritné alkaloidy vyskytujl aj v ¢el'adiach Fumariaceae,
Ranunculaceae, Rutaceae, Meliaceae a Caprifoliaceae. Struktury izolovanych

benzofenantridinovych alkaloidov st na nasledujiicom obrazku (Obr. 5).
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OMe

makarpin norsanguinarin

Obr. 5: Struktiry beznofenantridinovych alkaloidov

3.2.2.3. Aporfinovy typ

Vyznamnymi obsahovymi latkami E. californica su alkaloidy odvodené z aporfinu.
Z nadzemnych casti rastliny bola izolovana fenolicka terciarna baza N-metyllaurotetanin,
v minulosti tie? oznatovana ako lauroscholcin *%. Obsahové latka glaucin sa pre svoj
antitusicky uc€inok pouZziva ako sucast Cajovych zmesi proti kaslu a pri astme.
Dominantnou zlozkou korenov je kvartérny alkaloid magnoflorin (escholin), ktory sa
Vv nadzemnych castiach nachadza len v stopovom mnozstve. Z dalSich aporfinovych
alkaloidov bol z rastliny izolovany korytuberin, izokorydin a korydin, ktory ako prvy
Z tejto rastliny vyizoloval Slavik B

Alkaloidy aporfinového typu (Obr. 6) su obsiahnuté aj v inych zastupcoch celadi
Papaveraceae, Ranunculaceae a Menispermaceae “°.

21



OMe OMe

MeO MeO
MeO ‘ MeO ‘
HO I I N MeO I I

| )
Me Me
N-metyllaurotetanin glaucin
OMe OMe
HO
HO
OH OH
- - “
<08 |
I'\|f19 Me Me
magnoflorin korytuberin
OMe OMe

HO

MeO
e OMe ‘
N N

|
Me Me

izokorydin korydin

Obr. 6: Struktiry aporfinovych alkaloidov

3.2.2.4. Protopinovy typ

S protopinovym typom alkaloidov sa mdZeme stretnut u Celadi Berberidaceae,
Papaveraceae, Fumariaceae, Ranunculaceae a Rutaceae *°. E. californica obsahuje dva
zakladné alkaloidy tohto typu, terciarne nefenolické bazy protopin a allokryptopin (Obr. 7).
Najvyssi obsah dosahuji v koreni, v ostatnych Castiach rastliny su pritomné v mensom
mnoZstve . Protopin je bezny alkaloid vyskytujuci sa v réznych rastlindch celadi

Papaveraceae a Fumariaceae 22 a s0 mu pripisované inhibi¢né ucinky na agregaciu krvnych
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dosticiek *°. Allokryptopin posobi ako kf¢ovy jed, vo vysSich davkach vedie k centralnemu

: , , . 51
ochrnutiu alebo lokalnemu umftveniu °-.

Z rastliny bol izolovany aj protopinovy derivat hunnemanin (Obr. 7), u ktorého bola
preukazana antifungélna aktivita .

o O> 0‘ OMe
) '°<° =
O N o N

Me Me

protopin allokryptopin
OMe
C|‘ ‘
o OH

Me

hunnemanin

Obr. 7: Struktiry protopinovych alkaloidov

3.2.2.5. Benzylizochinolinovy typ

Tento typ tvori pocetni skupinu alkaloidov odvodenych od 1-benzylizochinolinu,
resp. od 1-benzyl-1,2,3,4-tetrahydroizochinolinu. V prirode sa vyskytuje v ¢el'adiach
Papaveraceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae a Berberidaceae.

Z E. californica bol izolovany kvartérny fenolicky alkaloid escholamidin, predtym
identifikovany ako obsahova latka Eschscholtzia oregana GREEN (Papaveraceae). Jemu
podobny escholamin, hlavny alkaloid druhu E. oregana, bol detekovany v E. californica
len v zanedbatelnom mnozstve %, Retikulin je terciarny benzylizochinolinovy alkaloid
bezne sa vyskytujici v druhoch c&el'ade Papaveraceae. Z E. californica bol prvy krat

izolovany v roku 2010 %, Tieto alkaloidy st uvedené na nasledujucom obrazku (Obr. 8).
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Obr. 8: Struktury benzylizochinolinovych alkaloidov

3.2.2.6. Protoberberinovy typ

Protoberberinové alkaloidy sa v prirode vyskytuji pomerne hojne, v skimanej
rastline su vSak zastipené v menSej miere. V nadzemnych castiach bolo detekované
zanedbatelné mnozstvo kvartérnych zluenin koptizinu, berberinu a koryzaminu %,

Z rastliny bol izolovany tiez terciarny protoberberinovy alkaloid skulerin *® (Obr. 9).

koptizin berberin
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koryzamin skulerin

Obr. 9: Struktury protoberberinovych alkaloidov

3.2.2.7. Morfinanovy typ

Morfinanovy typ alkaloidov je zastipeny terciarnou bazou salutaridinom (Obr. 10),

prvy krét izolovanou z E. californica v roku 2010 %.
MeO I
HO '
MeO ||
0]

N
~,
Me

salutaridin

Obr. 10: Struktara morfinanového alkaloidu

3.3. Metody pouzivané pri extrakcii a izolacii izochinolinovych

alkaloidov

Na extrakciu alkaloidov z E. californica sa pouziva suseny praskovany rastlinny
material z podzemnych (korefl) 1 nadzemnych (viat) casti rastliny. Extrakénym
rozpustadlom je najCastejSie etanol, metanol alebo benzin. BeZzne pouZivanym pristrojom
je Soxhletov extraktor *. Rozpuistadlo je nasledne odparené a suchy extrakt obsahujici

zmes roznych latok podrobeny d’alSiemu spracovaniu (rozpustenie v inom rozpustadle,
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uprava pH, filtracia, vytrepavanie, premyvanie, kryStalizacia apod.) vediacemu
k izolovaniu &istych latok 2> 243,

Izol4cia a Cistenie alkaloidov je s vyhodou uskuto¢iiované pomocou beznych
chromatografickych metod. Najéastejsie pouzivanymi su stipcova chromatografia a
preparativna tenkovrstvova chromatografia (TLC) s vyuzitim  SiO, a Al,O3 ako
stacionarnej fazy a zmesi rozpustadiel ako fazy mobilnej *.

Medzi moderné analytické separacné metddy patri vysokoucinna kvapalinova
chromatografia (HPLC), plynova chromatografia (GC), kapilarna elektroforéza (CE) °2 a
ich kombinacie so spektroskopickymi % metodami: GC + hmotnostna spektrometria
(MS) ? HPLC + MS, HPLC + MS-MS, HPLC + nukledrna magnetick rezonancia
(NMR) %, CE + MS ™. Tieto postupy umoziiuju vedl'a separacie jednotlivych zloZiek zmesi

zaroven urcenie Struktiry izolovanych latok.

3.4. Biologicka aktivita izochinolinovych alkaloidov izolovanych

z E. californica

Eschscholtzia californica je tradi¢na lie¢iva bylina Americkych Indianov pouzivana
vidieckym obyvatel'stvom Kalifornie pre jej sedativne a analgetické vlastnosti. V 'udove;j
medicine jej boli pripisované aj ucinky diaforetické, diuretické, spazmolytické a spanok
navodzujiice *. Bolo uskutoénenych niekolko farmakologickych 3tadii skumajicich
biologické posobenie extraktov z E. californica in vitro ako aj na roznych zivocisnych
modeloch. Tieto S$tadie preukazali signifikantné sedativne, spanok navodzujlice a

anxiolytické U€inky a zaroven absenciu toxickych tc¢inkov 53,54

. Z tychto dovodov sa dnes
nadzemné casti rastliny pouZzivaji v Amerike aj Europe ako mierne sedativum
a k navodeniu spanku najmi v pediatrii >°.

Benzofenantridinové alkaloidy, hlavne sanguinarin a chelerytrin, sa pre ich
antibakteridlne podsobenie pouzivaju ako sucast’ dentdlnych produktov a su zéaroven
sPubnymi lie¢ivami v terapii rakoviny *> 44 4> 4.

U izochinolinovych alkaloidov hunnemaninu a norsanguinarinu bola preukazana
antifungélna aktivita*’.

Alkaloidy E. californica vykazuju wur€ita inhibicnu aktivitu voc¢i Tludskym
cholinesterazam % a v sucasnosti su predmetom d’alSich §tadii zaoberajucich sa ich

moznym uplatnenim v terapii AD.
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3.4.1. Inhibi¢na aktivita vo¢i AChE a BuChE

Acetylcholinesteraza (AChE) a butyrylcholinesteraza (BuChE) st enzymy S$tiepiace
neurotransmiter acetylcholin ¢im ovplyviiuji jeho hladinu v mozgu a tym sa podiel’aju
na regulécii cholinergnej transmisie. Inhibitory tychto enzymov su testované v klinickych
Stadiach pre liecbu AD. Na centralnych cholinergnych synapsiach zvySuji hladinu
acetylcholinu, ktora je v dosledku AD znizena. Tym zlepSuju pamit’ a kognitivne funkcie
pacientov trpiacich touto chorobou.

V zdravom mozgu je dominantnym enzymom AChE, zatial’¢o BuChE hra len malu
ulohu. Jej vyznam narastd u pacientov s AD, kde klesa aktivita AChE a relativna aktivita
BuChE sa zvysuje. V liecbe AD preto nadobudaji vyznam latky s dudlnou enzymatickou
aktivitou, teda latky inhibujuce AChE aj BuChE %°.

Alkaloidy izolované z E. californica su povazované za potencidlne inhibitory
I'udskych cholinesteraz. V sucasnosti su predmetom skimania, no u mnohych uz bola
zaznamenana urcita inhibi¢na aktivita voci jednému ¢i dokonca obom tymto enzymom.

V stadii publikovanej v roku 2010 bola sledovana in vitro inhibi¢na aktivita
voCi l'udskej AChE a BuChE Strnéstich izochinolinovych alkaloidov izolovanych
z E. californica. Ako zdroj AChE bol pouzity hemolyzat T'udskych erytrocytov, zdrojom
BuChE bola 'udské plazma. Ako referenéna latka bol pouzity galantamin a huperzin A %°.

NajvyraznejSia inhibiéna aktivita vo¢i AChE bola zaznamenana u terciarneho
alkaloidu karyachinu (ICsp = 19,6 + 0,4 pM) akvartérneho alkaloidu kalifornidinu
izolovaného vo forme jodidu (ICsp = 36,7 = 0,9 uM). BuChE bola najviac inhibovana
retikulinom (ICso= 43,9 + 1,1 uM) a alkaloidom, ktory bol z prirodného zdroja izolovany
prvykrat (ICso = 27,8 + 0,4 uM). Ziadna z latok nepreukézala vyznamnu inhibiciu oboch

enzymov.

3.4.2. Antifungalna aktivita

U niektorych izochinolinovych alkaloidov (berberin, tetrahydropalmitin, bikukulin,
korypalmin, chaerofylin, fuyuzifin a I|-korydalmin) bola preukazanad inhibicna aktivita
voéi niektorym hubam v roéznych koncentraciach */.

V préaci publikovanej v roku 2009 bolo skumané antifungdlne pdsobenie dvoch
izochinolinovych alkaloidov hunnemaninu a norsanguinarinu izolovanych z metanolického
extraktu celej rastliny Eschscholtzia californica. Bola testovana ich antifungalna aktivita
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(inhibicia kli¢enia vytrusov) voc¢i fytopatogénnym hubam Alternaria melongenae,
A. brassicola, A. brassicae, Curvularia lunata, C. maculans, Helminthosporium pennisetti,
H. oryzae, H. turbicum, Fusarium undum a F lini. Huby boli izolované
na zemiakovo-dextrozovom agare z ich vlastnych hostitel'ov. Ako pozitivny Standard bola
pouzita antifungalna latka ditan. Hunnemanin preukazal najvacsi G¢inok voci A. brassicae,
H. pennisetti a F lini, u ktorych bola inhibicia klicenia pozorovand vo vsetkych
testovanych koncentraciach. Maximalny ucinok (100% inhibicia) bol dosiahnuty
v koncentracii 1000 ppm. Voéi norsanguinarinu boli najcitlivejSic huby A. brassicola a
C. maculans, ktorych 100% inhibicia bola zaznamenana pri koncentracii norsanguinarinu

1000 ppm '

3.4.3. Sedativny a anxiolyticky u¢inok

Eschscholtzia californica je uz dlhodobo pouzivana v liecitel'stve pre jej sedativny a
anxiolyticky ucinok. Tieto vlastnosti boli potvrdené v niekolkych stadiach 53,3

Predpokladany mechanizmus uc¢inku zahffia ovplyvnenie benzodiazepinovych
receptorov ako aj inhibiciu degradacie katecholaminov prostrednictvom inhibicie ich
rozkladnych enzymov dopamin-B-hydroxyldzy a monoaminoxidazy B. Ucast jednotlivych
alkaloidov nachadzajucich sa v rastline na tomto Uc¢inku je pravdepodobnd, zatial' vSak
nebola potvrdend ziadnou Stadiou %3,

V roku 2006 bola publikovana praca, ktorej cielom bolo otestovat’ schopnost’ vizby
70% etanolického extraktu z E. californica na rézne receptory uplatiiujuce sa v procese
sedacie a anxiolyzy a zdrovenl priradit’ tito aktivitu jednotlivym latkam obsiahnutym
v extrakte. Spomedzi testovanych receptorov boli v najvidcSej miere ovplyvnené
serotoninové receptory 5-HTia a 5-HT7. Nésledne bolo z vodného etanolického extraktu
vyizolovanych Sest’ alkaloidov: kalifornidin, escholcin, N-metyllaurotetanin, karyachin,
O-metylkaryachin a novy pavinanovy alkaloid 7-O-metyléter-neokaryachin-N-metyljodid.
Tieto Cisté latky vratane komeréne dostupného protopinu boli podrobené testovaniu ich
schopnosti inhibovat’ vézbu [*H]8-hydroxy-2-(di-N-propylamino)tetralinu
([*H]8-OH-DPAT) na serotoninovy receptor 5-HT1a % Vysledky st zhrnuté v nasledujuce;j
tabul’ke (Tab. 1).
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Tab. 1: Inhibicia viizby [*H]8-OH-DPAT na 5-HT1 receptor alkaloidmi z E. californica® *®

Latka ECso (uM) +SD
Kalifornidin >100

Escholcin 11+4
N-metyllaurotetanin 0,16 £ 0,01
Karyachin 9+7

Protopin >100

2 Kompetitivna vizbova kapacita vzoriek bola pocitana v porovnani s inhibiciou 10 pM

serotoninu (100 %).

NajaktivnejSou latkou bol aporfinovy alkaloid N-metyllaurotetanin, ktorému sa
pripisuje silny u¢inok 70% etanolického extraktu. Ostatné testované latky preukézali len

slabt inhibi¢nu aktivitu.

3.4.4. Inhibicia CYP 3A4

V praci z roku 2006 bol 70% vodny etanolicky extrakt z E. californica podrobeny
invitro testovaniu jeho schopnosti inhibovat’ aktivitu cytochromu P 450, resp. jeho
izoenzymu 3A4. Uréita inhibi¢na aktivita extraktu bola zaznamenana (ICso = 128,6 ug/ml),
preto boli d’alej testované aj jednotlivé hlavné alkaloidy a flavonoidy pritomné v extrakte.
Ukazalo sa, ze escholcin je silny inhibitor CYP 3A4 in vitro (ICsp = 13,4 + 4,7 uM),
zatial'Co ostatné zluceniny boli aktivne menej. Tato aktivita mdze viest' k interakcii
rastlina - lie¢ivo, pretoze velka cast’ lieCiv je metabolizovana prave 3A4 izoenzymom
cytrochromu P 450 *°. Opatrnost’ pri sadasnom uZivani preparatov z E. californica a lietiv

metabolizovanych tymto enzymom je teda na mieste.

3.5. Alzheimerova choroba

3.5.1. Definicia

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne atroficko-degenerativne ochorenie
mozgu nejasnej etiologie prejavujuce sa syndrémom demencie. Je jednou z najcastejSich
pri¢in demencie vobec - zodpoveda za 50 - 60 % vietkych demencii °.
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V zévislosti od ¢asu nastupu klinickych priznakov mozno rozlisit’ dva zakladné typy:
AD so skorym zaciatkom (klinické prejavy do 65 roku zivota) a choroba s neskorym
za&iatkom (néstup priznakov zvy&ajne po 65 roku Zivota) 2.

V sucasnosti trpi ochorenim az 5 % populécie starSej 65 rokov. Pocet pacientov vSak

neustale rastie >’

3.5.2. Patofyziologia

AD  sa  vyznaCuje  charakteristickymi  patomorfologickymi  prejavmi.
Na makroskopickej urovni ide predovsetkym o kortiko-subkortikalnu atrofiu mozgu, ktoré
zacina v medialnych temporélnych Struktirach a je sprevadzand rozsirenim temporalnych
rohov postrannych komor mozgovych. Stupeii poskodenia kognitivnych funkcii vo vacsine
pripadov koreSponduje so stupiiom atrofie, si vSak zndme aj pripady, kde makroskopicka
atrofia Gplne chyba 3

Z mikroskopickych zmien je najvyraznejSie ukladanie patologickych proteinov.
B-amyloid vznika nefyziologickym Stiepenim amyloidového prekurzorového proteinu
(APP), ktory je prirodzenou sucastou neurénov ako transmembranovy protein. APP je
za fyziologickych podmienok S$tiepeny enzymom o-sekretdzou na solubilné fragmenty.
Za patologickych okolnosti mdéze byt aktivita tohto enzymu vyrazne zvySend alebo je
uplne potlatena a uplatiuje sa enzym J- pripadne y-sekretiza. Nadmerny vznik
fragmentov Ci tvorba dlhSich fragmentov vedie k ich koagulacii za vzniku B-amyloidu,
ktory sa kumuluje v extracelularnom priestore a tvori zaklad tzv. Alzheimerovskych
plakov. Objavujii sa v mozgovej kore, ale i v podkdrovej Sedi a kdre mozocku. Tieto
Struktary poskodzuju nervové tkanivo a mobilizuji neurogliové bunky. Amyloid sa uklada
aj v stenach mozgovych ciev a vedie k amyloidnej angiopatii. Nadmerna koagulécia sa
dava do savisu s vyskytom apolipoproteinu E4 % *,

Dalsi patologicky protein vznikd nadmernou fosforylaciou t-proteinu, ktory je
sucastou neurénovych mikrotubulov. Hyperfosforylacia vedie k jeho polymerizacii a
tvorbe parovo heliakalnych filamentov. Tieto dvojzavitnice su zdkladom intracelularnych
neurofibrilarnych uzli¢kov, tzv. tangles. Takto postihnuté neurény podliehaji apoptdze 3

PosSkodené tkanivo, napr. v oblasti plakov, vyvolava imunitntl reakciu. Gliové bunky
produkuju cytokiny a volné radikaly, vysledkom coho je sterilny zapal prehlbujtci
mozgové poskodenie 2,

Daldim patologickym mechanizmom je narudenie cholinergného systému. Klesa

pocet niektorych neurénov, synapsii a znizuje sa plasticita neuréonov. Poskodené su najma
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acetylcholinergné nervové vlakna vedice z nucleus basalis Meynerti do oblasti
hippokampu a asociaénych koérovych oblasti. Typické je poskodenie v presynaptickej
oblasti. Dochadza k poklesu hladiny cholinacetyltransferazy — enzymu syntetizujuceho
neurotransmiter acetylcholin z cholinu a acetylkoenzymu A. Na odbtravani acetylcholinu
sa popri acetylcholinsteraze vo zvysSenej miere podiela aj butyrylcholinesteraza, tvorena
patologicky gliovymi bunkami v oblasti plakov >.

Zaznamenany je aj nedostatok inych neurotransmiterov a neuromodulatorov, ako
napr. somatostatinu, v mensej miere serotoninu, dopaminu a d’alSich 2,

V patogenéze AD sa uplatiiuje aj oxidacny stres a tvorba volnych kyslikovych
radikalov. Tieto vysoko chemicky aktivne latky poSkodzuji mnozstvo enzymov a véizbou
na lipidy neuronalnej membrany vedt k odumieraniu nervovych buniek %

Dal§im faktorom je hyperexcitacia ionotropnych NMDA (N-metyl-D-aspartatovych)
receptorov spojenych s otvaranim kalciovych kandlov. Nadmerny influx kalcia
do neurdnov spdsobuje ich smrt’, nasledné uvol'nenie excitacnych aminokyselin a opatovna
aktivaiciu NMDA -receptorov. Vysledkom je kaskadovita reakcia poskodzujiica mozgové
tkanivo .

U pacientov s AD je tieZ zaznamenand porucha mozgového metabolizmu na tGrovni
mitochondrii. Znizena oxidacia gluk6zy je imerna stupiiu demencie 3,

Z dalSich faktorov sa moze uplatiovat vysoky obsah monoaminooxiddzy B,

nedostatok nervovych rastovych faktorov a niektorych biofaktorov ako napr. vit. B12 2

3.5.3. Rizikové faktory

Medzi zakladné rizikové faktory patri vySsi vek, genetické predispozicie (mutécie
na dlhom ramienku chromozému 21 a na chromozémoch 1 a 14, vyskyt Downovho
syndromu u pribuznych 1. generacie, vztah s vyskytom apolipoproteinu E4) %8 Jenské
pohlavie, abuzus alkoholu, faj¢enie, poranenie hlavy, depresie, sklon k infekciam a
chronickym zapalom, poruchy imunity (imunodeficiencia, autoimunitné choroby),
metabolické a hormondlne poruchy, nizka hladina antioxidantov v krvi a nedostatocny

4 . r 59
prisun zZivin .

3.5.4. Klinicky obraz

Prvé priznaky AD sa u vicSiny pacientov zacinaju prejavovat’ vo veku 65 az 80

rokov. V pripade choroby so skorym nastupom zvacsa medzi 40 - 65 rokmi. Typickym
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znakom Alzheimerovskej demencie je pozvol'ny nastup klinickych symptémov a vacSinou
linearny rozvoj choroby, pripadne s obdobiami uré&itého spomalenia priebehu 2.

Prvym priznakom byva porucha recentnej epizodickej slovnej pamiti prejavujiica sa
zabudanim beznych dennych udalosti. K nej sa postupne pridava aj porucha reci. T4 je sice
plynuld, no jednoducha a Casto obsahovo prazdna. Pre toto Stadium choroby su typické
poruchy vizuospacialnych funkcii. Klesa schopnost’ orientacie v priestore a ¢ase, pacienti
zabudaju cestu domov a zacinaju bludit’ na dobre zndmych miestach. ZhorSend je tiez
schopnost’ planovat’ a dodrziavat poradie jednotlivych Cinnosti, prejavuji sa poruchy
sudnosti a logického myslenia. Pacienti sa osobnostne menia, pomerne skoro dochadza
k redukcii zaujmov a zalub **.

Asi u 40 % pacientov sa zacinaju postupne prejavovat’ aj poruchy nekognitivnych
funkcii ako st uzkost, depresia, agresivita, psychotické priznaky typu paranoidnych
bludov a paranoidne-halucinatérneho syndromu a poruchy spanku. Pacienti stracaju
nadhl’ad nad svojou chorobou, myslia si, Ze st zdravi, a preto lie¢bu ¢asto odmietaju.

Klesa schopnost’ pacientov postarat sa o seba a dodrziavat osobni hygienu.
V pokrocilej faze choroby prestdvaji komunikovat' s okolim, nespoznavaji svojich
pribuznych, byvaju afaticki a zmiteni. Prejavujii sa poruchy prijmu potravy, vylu€ovania
mocu a stolice, telesné a dusevné chatranie.

Priemerna doba prezitia od néastupu klinickych symptémov je 3 az 7 rokov, existuji
vSak velké individudlne rozdiely. Pacienti umieraju predovSetkym na interkurentné

choroby > #.

3.5.5. Terapia Alzheimerovej choroby

Liecba AD by mala byt komplexna a mala by zahfnat' jednak farmakoterapiu
kognitivnych funkecii, liecbu pridruzenych somatickych tazkosti ako aj nefarmakologickt
liecbu (psychoterapia, rehabilitacia, spolupraca s rodinami pacientov) 2

V stcasnosti nie sme schopni lieCit’ AD kauzalne. Ciel'om tzv. kognitivnej terapie je
aspon zlepsit' alebo na urcity Cas stabilizovat’ priebeh choroby vychddzajuc z doteraz
znamych etiopatogenetickych procesov. Existuji dva postupy zaloZzené na dodkazoch
(evidence based medicine): wuzitie lie€iv, tzv. kognitiv, ktoré zvySuju centralnu
acetylcholinergnii transmisiu a lie€iv posobiacich na NMDA-i6notropné receptory

glutamatergného systému 3,
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3.5.5.1. Farmakoterapia kognitivnych funkcii

3.5.5.1.1. Acetylcholinergny systém

Ovplyvnenie acetylcholinergného systému je mozné niekol’kymi spdsobmi. Najviac
osved¢enymi su lieivd zo skupiny inhibitorov cholinesteraz (IChE). Mechanizmom ich
ucinku je inhibicia enzymu acetylcholinesterdzy, eventudlne aj butyrylcholinesterazy, ¢im
sa znizuje biodegradicia neurotransmitera acetylcholinu. Jeho zvySena ponuka v
neuronalnej Strbine upravuje cholinergny prenos na nervovych synapsiach v CNS, ¢o ma
za nasledok zlepSenie pozornosti a pamadtovych schopnosti. Podmienkou ucinku je dobry
prestup latok hematoencefalickou bariérou (HEB) a preferen¢éna inhibicia mozgovych
foriem cholinesteraz ®°. Je dokézany aj zasah IChE do neurodegenerativnych mechanizmov
AD v zmysle znizenia toxicity a tvorby B-amyloidu. Tieto latky sa uplatiiujii najmé v liecbe

Fahkych aZ stredne tazkych §tadii choroby ol

. Prvymi pouzivanymi latkami boli
fyzostigmin a akridinové derivaty takrin a velnakrin vyznacujuce sa zavaZznymi
hepatotoxickymi u¢inkami. Z tohto hl'adiska su vyhodnejSie neskor zavedené reverzibilné
inhibitory AChE. Piperidinovy derivat donepezil ma pomerne dlhy biologicky polcas, ¢o

umoznuje jeho podavanie 1-krat denne %0,

Karbamatovy derivat rivastigmin je
pseudoireverzibilny cholinergny dualista, inhibuje AChE aj BuChE ! Pomerne selektivny
reverzibilny inhibitor galantamin ma na rozdiel od oboch vySSie uvedenych lieCiv
potlacené UcCinky na periférny parasympaticky nervovy systém a tym zmiernené neziaduce
gastrointestinalne uc¢inky ako st nauzea, bolestivé spazmy traviaceho traktu a hnacky.
Galantamin zaroven zvysuje ucinok acetylcholinu alosterickou modulaciou nikotinovych
receptorov >,

MozZnost'ou posobenia na cholinergny nervovy systém je aj podavanie cholinu alebo
sojového lecitinu ako prekurzorov acetylcholinu. Prechod lecitinu a jeho derivatov HEB je
vSak zna¢ne obmedzeny, preto sa musia podévat’ vo vysokych dennych davkach (rddovo az
desiatky gramov). Pouzitie tychto latok nie je zaloZzené na dokazoch 3,61

Dal§imi moznymi mechanizmami je zvysené uvolfiovanie acetylcholinu (hyderginy,
nicergolin, propentofylin), ulahfenie vstupu prekurzoru acetylcholinu do neur6nu
(acetyl-L-karnitin) ¢i priama stimulacia muskarinovych (xanomelin, arekolin, pilokarpin) a
nikotinovych receptorov (nikotin, epibatidin, galantamin). Ani tieto postupy zatial’ nenasli

vyznamné klinické uplatnenie 361

3.5.5.1.2. Glutamatergny systém
Na liecbu strednych az tazkych foriem AD sa dnes pouziva jediny parcidlny inhibitor
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glutamatergnych NMDA -receptorov memantin. Ciasto&nou blokadou tychto receptorov sa
znizuje nadmerny vstup kalcia do nervovych buniek a tym aj ich zanik apoptdzou, zlepSuje
sa synapticky prenos v CNS a je zaznamenany aj pozitivny vplyv na kognitivne funkcie.

Pouzivanie memantinu je v stilade s medicinou zalozenou na dokazoch (EBM) 3,

3.5.5.1.3. Neuronovy metabolizmus

Kortikadlny hypometabolizmus upravuju latky nazyvané nootropika, teda latky
zvysujuce mozgovy metabolizmus. Za fyziologickych i patologickych podmienok dobre
prestupuju hematoencefalickou bariérou a zlepsuju metabolizmus glukézy v mozgovych
bunkéich a okysli€ovanie neurdénov. Napriek absencii priameho vazodilatacného uc¢inku
odstranuju lokalne vazospazmy v mikrocirkulacii mozgu a niektoré z nich tiez upravuji
reologické vlastnosti cervenych krviniek. Ku klasickym zastupcom nootropnych lie¢iv
patri meklofenoxat, derivat vitaminu B6 pyritinol, cyklicky derivat GABA piracetam a
jeho derivaty pramiracetam, oxiracetam a aniracetam. Pre dosiahnutie Zziadaného
terapeutického uc¢inku je nutné dlhodobé podavanie v peroralnej alebo injekénej forme.
Do tejto skupiny lieCiv sa radia aj vazodilatancida mozgovych ciev ako naftidrofuryl,

I e . . . 2,361
pentoxifylin, flunarizin, cinarizin, dihydroergotoxin a vinpocetin .

3.5.5.1.4. Dalgie met6dy farmakoterapie

Dalsou moznostou zasahu do priebehu AD je pouzitie antioxidancii, teda
vychytavacov (scavengerov) volnych kyslikovych radikélov, ktoré pri tomto ochoreni
vznikaju vo zvySenej miere % Suto napr. vitaminy a-tokoferol (vit. E), kyselina askorbova
(vit. C) a retinol (vit. A). Scavengerovy efekt vykazuje aj hormdn epifyzy melatonin,
nootropika pyritinol a meklofenoxat, extrakt z Ginkgo biloba a lazaroidy — latky odvodené
od steroidnych hormoénov s 21 uhlikmi. Likvidovat’ voI'né kyslikové radikaly pomahajt aj
latky s obsahom selénu, ktory je sucastou prirodzeného mozgového enzymu
glutationperoxidazy. TaktieZ inhibitory monoaminooxiddzy B selegilin a rasagilin
CiastoCne prispievaju k tomuto efektu blokddou odbtravania dopaminu, pri ktorom volné
radikadly vznikaji. Medzi antioxidancid patri aj latka obsiahnutd v cCervenom vine
resveratrol. Tato metoda liecby patri skor medzi preventivne a pomocné postupy, jej
pouzivanie nie je zaloZzené na dokazoch 23

STubnou metodou zasahujucou do patogenetického mechanizmu AD je tzv.
antiamyloidna farmakoterapia, ktora je zaloZena na blokdde tvorby B-amyloidu moduléaciou
funkcie enzymov - a y-sekretdzy. Nadejnym lieCivom je nesteroidné antiflogistikum

tarenflurbil (R-enantiomér flurbiprofenu). Perspektivnym postupom je stimulacia
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a-sekretazovej aktivity s vyuzitim niektorych latok zo skupiny statinov (simvastatin,
atorvastatin). Overované su aj latky zvySujlice rozpustnost B-amyloidu
(glykosamintramiprosat), latky braniace agregéicii ¢i antiamyloidnd imunoterapia
vyuZivajuca monoklonalne protilatky proti B-amyloidu 2.

Doposial’ nie Gplne prebadanou oblastou je vyuzitie nervovych rastovych faktorov.
Predpoklada sa, ze ich mnozstvo je v priebehu AD znizené. Moznym zasahom je
substiticia v podobe podania hydrolyzatov bravéovych mozgov, avSak ziadna Stadia zatial
jednoznacne nepotvrdila ich ucinok v liecbe AD. Predmetom skumania st tiez
nizkomolekularne latky prechadzajuce HEB, viazuce sa na trk-receptory a uvolfiujuce

nervové rastové faktory bez sii¢asného imunosupresivneho posobenia ®,

3.5.5.2. Farmakoterapia nekognitivnych funkcii

U véacsiny pacientov sa v priebehu choroby vyvinu aj poruchy nalady, spanku a
psychiatrické symptomy. Psychofarmaka st indikované len u zavaznych, pretrvavajucich
porich spravania a to vzdy za sucasné¢ho uplatiiovania nefarmakologickych opatreni.

Na liecbu agitovanosti, agresivity a psychotickych symptomov sa pouzivaji
antipsychotika druhej generacie, najcastejSie tiaprid a melperon. Az v pripade netspechu sa
prechédza na butyrofendnovy derivat haloperidol. Pri vyskyte bludov alebo halucinécii je
indikovany risperidon, pripadne d’alSie atypické antipsychotika: olanzapin, kvetiapin alebo
ziprasidon. Lieciva st u pacientov s demenciou uzivané v davkach niZ§ich nez u pacientov
s psychozou. Pouzitie benzodiazepinovych derivatov sa neodporti€a pre ich
anticholinergny u¢inok prostrednictvom ovplyvnenia GABA systému 2

Uzkostné stavy u pacientov s AD st lieené latkami zo skupiny anxiolytik,
predovsetkym benzodiazepinmi s kratkym biologickym polcasom. PouZiva sa oxazepam,
lorazepam, alprazolam a v pripade akttnych stavov parenterdlne podavany diazepam.
Dlhodobé uzivanie tychto latok nie je vhodné z dévodu negativneho vplyvu na kognitivne
funkcie vysSie uvedenym mechanizmom. Alternativou pri nutnosti dlhodobej liecby je
antidepresivum trazodon, pripadne malé davky antipsychotik *.

Liekmi volby u pridruzenych depresii su antidepresiva typu SSRI (selektivne
inhibitory spatného vychytdvania serotoninu) citalopram, sertralin, fluvoxamin a fluoxetin
a dualisticky posobiace antidepresiva typu SNRI (inhibitory spédtného vychytavania
serotoninu a noradrenalinu) venlafaxin, milnacipran a mirtazapin. OsvedCeny je tiez

reverzibilny inhibitor monoaminooxiddzy moklobemid. Klasické tricyklické antidepresiva
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nie st vhodné, pretoze prehlbuji uz pritomny cholinergny deficit, zhorSuju kognitivne
funkcie a mdzu vyvolavat kratke delirantné stavy 2,

Kratkodobé poruchy spanku st korigované nebenzodiazepinovymi hypnotikami
zolpidemom a zopiklonom. Pri dlhodobej lieCbe sa uprednostituju antidepresiva trazodon,
mirtazapin alebo amitriptylin. Antipsychotikd melperon a tiaprid st indikované

pri poruchéach cyklu spanok — bdenie *.
3.5.5.3. Nefarmakologicka liecba

Nefarmakologicka liec¢ba je dolezitou sucastou komplexnej starostlivosti o pacientov
s AD. Psychoterapeuticky pristup zavisi od véznosti poSkodenia kognitivnych i
nekognitivnych funkcii pacienta, od Urovne degradacie jeho osobnosti a zachovania
nadhladu nad chorobou. Casto pouzivana je kognitivna rehabilitdcia, ktori uskutoéiiuje
psycholog, pripadne d’alsi odbornici. Vyhodnym postupom je reedukacna terapia, teda
precvicovanie funkcii, ktoré zostali zachované a nie snaha nadobudnut funkcie uz
zabudnuté, a tiez kontrola realitou. T4 spociva v pripominani zadkladnych faktov (oznacenie
dveri jednotlivych miestnosti, kalendar pre zorientovanie sa v ¢ase atd’.)

Vel’ky vyznam ma praca s rodinou pacienta, ktorda moZze vyrazne ovplyvnit’ priebeh
choroby. Pribuzni by mali byt pouceni, ako spravne jednat’ s pacientom a mali by byt
oboznameni so Standardnym vyvojom choroby a moZnost'ami terapie, aby od nej nemali

s w12
nadmerné oc¢akavania “.
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4. EXPERIMENTALNA CAST
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4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilacia a odparovanie

Rozpustadla boli pred pouzitim precistené destilaciou. Najskor bol zachyteny predok
(asi 5 %, vac¢sinou s vodnym azeotropom), potom bolo vydestilovanych zvy$nych priblizne
90 % rozpustadla. Rozpuastadla boli uchovavané v hnedych nadobéach.

Odparovanie chromatografickych frakcii bolo uskuto¢iiované na vakuovej odparke
Biichi Rotavapor R 114 vybavenej vodnym kupel'om Biichi Waterbath B-480 pri teplote

40 °C za zniZeného tlaku.

4.1.2. Chromatografia

4.1.2.1. Tenkovrstvova chromatografia

Pre chromatografiu na tenkej vrstve bol pouzity systém norméalnych komor, ktoré boli
nasytené mobilnou fazou. Sytenie komodr trvalo 30 minat. Chromatografia bola

uskuto€iiovana vzostupne.
4.1.2.2. Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia bola uskuto&iiovana systémom gradientovej elticie na oxide
hlinitom neutralnom. Stipec bol naplneny obvyklym spdsobom - naliatim suspenzie
adsorbentu v rozpustadle. Na pripraveny stipec bola nanesena vzorka rozpustena v malom

mnozstve rozpustadla.

4.2. Material a vybavenie

4.2.1. Rozpaitadla

Dietylamin, p.a., Lachner

Etanol 95%, denaturovany metanolom, p.a., PENTA
Chloroform, p.a., PENTA

n-Hexan, p.a., PENTA

Toluén, p.a., PENTA
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4.2.2. Chemikalie

Dusi¢nan bizmutity zasadity, p.a., RNDr. Jan Kulich, s.r.o.
Jodid draselny, p.a., PENTA
Kyselina vinna, p.a., RNDr. Jan Kulich, s.r.o.

4.2.3. Chemikalie a material pre stanovenie ucinku erytrocytarnej AChE a

BuChE

4.2.3.1. Chemikalie

10 mM acetylthiocholin jodid, Sigma - Aldrich

10 mM butyrylthiocholin jodid, Sigma - Aldrich

0,1 M fostatovy pufor, pH 7,4

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98%, Sigma - Aldrich

Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a., Lachema

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a., Lachema

Huperzin A, TAZHONGHUI — Tai an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China
Galantamin hydrobromid, Changsha Organic Haerb Inc., China

Dimetylsulfoxid, Sigma - Adrich

4.2.3.2. Material

Ako zdroj acetylcholinesterazy bol pouZzity hemolyzat I'udskych erytrocytov. Plna
krv bola odstredena za ¢as 15 mintt pri 10000 ot./min., ziskana erytrocytarna masa bola
trikrat premyta 0,1M fosfatovym pufrom, pH 7,4, aby boli odstranené zvysky plazmy. 10%
(v/v) hemolyzat bol pripraveny vo vode.

Zdrojom butyrylcholinesterazy bola I'udska plazma.

Meranie bolo uskutoénené v jednorazovych semimikro-polystyrénovych kyvetach
1,5 ml PLASTIBRAND®

4.2.4. Chemikalie a materidl pre stanovenie antioxidacnej aktivity

2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, Sigma - Adrich
Kvercetin, Sigma - Adrich
Trolox, Sigma - Adrich
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4.2.5. Pristroje pouzité pri stanovovani biologickych vlastnosti izolovanych

latok

Centrifiga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, VarSava, Polsko)

pH meter @ 72 METER (Beckmann, USA)

Spektrofotometer UV-1601 CE SHIMADZU

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

USB 2000-UV/VIS spektrofotometer so zdrojom svetla LS-1 (Ocean Optics, USA)
CMA-Z prietokova cela (dizka 1 cm)

4.2.6. Detekéné ¢inidla

D1: Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podl'a Muniera 62

Sluzi k detekcii alkaloidov a inych zlucenin obsahujtcich dusik.

Roztok A bol pripraveny rozpustenim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bizmutitého a 20 g
kyseliny vinnej v 80 ml vody.

Roztok B bol pripraveny rozpustenim 16 g jodidu draselného v 40 ml vody.

Zasobny roztok bol ziskany zmieSanim zasobnych roztokov A a B v pomere 1:1.

Cinidlo pre analyzu bolo pripravené rozpustenim 5 ml kyseliny vinnej v 50 ml vody

a pridanim 5 ml zasobného roztoku.

4.2.7. Chromatografické adsorbenty

Al: Kieselgel 60 Fys4, Merck, 5 x 10 cm, hlinikova doska s vrstvou silikagelu
pre tenkovrstvovll chromatografiu, hrubka vrstvy 0,2 mm.
A2: Oxid hlinity 60 Fzs4, Merck, neutralny, 5 x 10 cm, hlinikova doska s vrstvou

Al;O3 pre tenkovrstvovi chromatografiu.

4.2.8. Vyvijacia ststava pre analyticku tenkovrstvovi chromatografiu (TLC)

S1: Toluén + Et,NH (95:5)
S2: CHCI;z + EtOH (97:3)
S3: CHCI3 + EtOH + Et,NH (97:3:2)
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4.3. Priprava a spracovanie chloroformového vytrepku J,

z E. californica

4.3.1. Povod drogy

Dodéavatel'om drogy bola firma Planta Naturalis (Markvartice u Sobotky). Droga
tvorend suSenou viatou s korenimi bola ziskand zberom z introdukovanej kultary

(komerc¢né osivo).

4.3.2. Priprava sumarneho extraktu a jednotlivych vytrepkov

Priprava sumarneho extraktu a alkaloidnych vytrepkov nebola stcastou tejto
diplomovej prace a bola uskuto¢nena Jakubom Dolezalom a Doc. RNDr. L. Opletalom
CSc. na Katedre farmaceutickej botaniky a ekologie v roku 2007. Je mozné ju najst

Vv diplomovej préaci Jakuba Dolezala %3,
4.3.2.1. Priprava alkaloidného vytrepku J;

Pre priblizenie uvadzam pripravu jodidov kvartérnych alkaloidov uskuto¢nent v roku
2007 Doc. RNDr. L. Opletalom CSc.

Vodny zvySok bol zneutralizovany 25% kyselinou chlorovodikovou na pH 3. K nemu
bol pridany roztok 410 g jodidu draselného v 400 ml vody a po poriadnom pretrepani bol
ponechany v pokoji pri izbovej teplote 2 dni. 1200 ml tohto roztoku bolo vytrepanych
5 X 300 ml chloroformu. Chloroformovy roztok bol nasledne odpareny za vzniku 188 g

tmavo hnedého vysoko viskdézneho odparku jodidov.

4.3.3. Stipcova chromatografia vytrepku J; z E. californica

25,3 g odparku alkaloidov vo forme jodidov bolo rozpustenych v chloroforme a
nanesenych na kolonu (Al,O3) za Ucelom chromatografovania a =ziskania Ccistych
alkaloidov. Jednotlivé alkaloidné frakcie boli podrobené tenkovrstvovej chromatografii a
frakcie obsahujice zhodné alkaloidy boli nasledne spojené. Priebeh stipcovej

chromatografie je zhrnuty v nasledujucich tabul’kach (Tab. 2, Tab. 3).
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Tab. 2: Stipcova chromatografia vytrepku J; z E. californica

Oznacenie vzorky J1 (alkaloidy vo forme jodidov)
Hmotnost” a popis vzorky 25,3 g, hneda, pevna
Druh a mnozstvo adsorbentu Oxid hlinity neutrdlny, 0,1 — 0,2 mm, 600 g,

deaktivovany 5 % vody
Vrstva s extraktom 5,3 x 8 cm
Deliaca vrstva 5,3 x34 cm
Frakcia (ml) / doba prietoku (min.) 250 ml / 20 minut

Mitvy objem 600 ml

Tab. 3: Vysledky stipcovej chromatografie

Spojené ) ) Hmotnost’
frakcie Frakcia Elu¢ny systém Popis odparku (q)
1-2 1-2 CHCl3 Cira, neobsahuje alkaloidy O0g

3 3 CHCl; Zltooranzova olejovita hmota 0,7670¢

47 4 -7 CHCl; Zltooranzova olejovita hmota 0,2616 g

8 8 CHCl; Zltooranzova olejovita hmota 0,2093 g

9 9 CHClI; ZltooranZova olejovita hmota 0,0796 g
10-12 10-12 CHCl3 Zlta olejovita hmota 0,1563 g
13-15 13-15 CHCI; Z1ta olejovita hmota 0,5672 g
16-20 16-20 CHCls Z1ta olejovitd hmota 0,8759¢

21-24 21-24 CHCl; Z1ta olejovitd hmota 0,7937¢

25-35 CHCl; 5
2537 Zl1ta olejovita hmota 2,2930 ¢

36 — 37 CHCI3+ EtOH (95:5)
38 38 CHCI; + EtOH (95:5) Oranzova olejovita hmota 6,7494 g
39-42 CHCI3 + EtOH (95:5) Oranzovohneda olejovita hmota

39-44 2,3341 ¢
43 — 44 CHCI3+ EtOH (90:10) Hneda olejovita hmota
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Spojené Hmotnost’

~ Frakcia Eluény systém Popis
frakcie odparku (g)
45 CHCI3 + EtOH (80:20) Hneda olejovita hmota
45 -49 46 CHCI3 + EtOH (75:25) Hnedocervena olejovita hmota  0,0930 g

47 —-49 CHCI;+ EtOH (70:30) Hneda olejovita hmota

4.3.4. Spracovanie frakcie ¢. 3

Frakcia €. 3 bola vyvinuta na TLC. Odparok frakcie ¢. 3 bol podrobeny krystalizacii
za znizenej teploty zo zmesi chloroform — hexan. Vzniknuté krystaliky boli
oddekantované, mate¢ny lah bol uloZeny pod oznaenim L/26 pre pripadné dalSie
spracovanie.

Krystéaliky boli niekolkokrat premyté etanolom, rozpustené v CHClz a prefiltrované
cez vrstvicku Al,O3 za ucelom odstranenia mechanickych necistot. Rekrystalizaciou
z etanolu vnikli krysStaliky bielej farby, ktoré boli oddekantované a vysuSené v exsikéatore.
Cistota vyizolovanej latky bola overena na TLC za pouZitia mobilnej fazy S1. Krystaliky
Ciste] latky o hmotnosti 0,2236 g boli uloZené pod oznacenim 5/022. Nasledne bola

uskutocnena NMR a MS analyza za ucelom Strukturne;j identifikéacie izolovanej latky.

4.3.5. Spracovanie frakcie ¢. 38

Frakcia ¢. 38 bola vyvinutd na TLC. Odparok frakcie ¢. 38 bol za tepla rozpusteny
v CHCI; a podrobeny krystalizacii pridanim etanolu. Vzniknuté kryStaliky boli
niekol'kokrat premyté etanolom, opédtovne rozpustené v CHClz a prefiltrované cez
vrstvicku Al,O3 za UCelom odstranenia mechanickych necistot. KrysStaly ziskané
rekrystalizaciou z etanolu boli oddekantované a vysusené v exsikatore. Latka o hmotnosti
3,25 g bola podrobena Struktiurnej analyze, na zaklade nej identifikovand a ulozena pod

oznacenim 3/006.
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4.4, Urcenie Struktury izolovanych latok

4.4.1. Meranie hmotnostného spektra (MS)

Spektra boli merané na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, i6nova pasca, ionizacia
elektrosprejom v kladnom moéde (ESI+). MS/MS spektrd boli merané pri koliznej energii
40 eV.

4.4.2. Meranie NMR spektra

Spektra boli merané na spektrometre Varian Inova 500 s pracovnou frekvenciou
499,9 MHz pre *H a 125,7 MHz pre *C jadra. *C NMR spektra boli merané v 5mm SW
sirokopasmovej sonde, 'H a vietky ?D spektra v inverznej Smm ID PFG sonde s vyuZitim
Standardnych pulznych sekvencii. Merania boli uskuto¢nované v deuterochloroforme
pri 25 °C.

Hodnoty chemickych posunov su v ppm a st vztiahnuté k vnitornému Standardu
(hexametyldisilan, 0,04 ppm, v *H spektrach) alebo k signalu solventu (76,99 ppm, v *C
spektrach). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickych procesti, AV CR, Praha).

4.5. Stanovenie inhibi¢nej aktivity alkaloidov voci

erytrocytarnej AChE a sérovej BuChE

4.5.1. Podmienky merania

Experimenty boli uskutocnené za tychto podmienok:
— pri teplote 25 °C
— v prostredi PB
— pripH74
— pri vlnovej dizke spektrometra 436 nm

— v jednorazovych plastovych kyvetach o hribke 1 cm

4.5.2. Priprava erytrocytarnych puzdier

Puzdra boli pripravené z cerstvo odobratej krvi, ku ktorej bol pridany 1 ml citratu

sodného na 10 ml krvi podla mierne modifikovanej metody Stecka a Kanta *. Plazma
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(HuBuChE) bola odstranenda zplnej krvi centrifugaciou pri rychlosti 4000 otacok
zaminitu za pouzitia centrifugy Boeco U-32R srotorom Hettich 1611. Erytrocyty boli
premiestnené do 50ml skimaviek a trikrat premyt¢ SmM fosfatovym pufrom (pH 7,4)
obsahujicim 150 ml chloridu sodného (12000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50).
Premyté erytrocyty boli zmieSané s SmM fosfatovym pufrom (pH 7,4) na dobu 10 mintt,
aby bol zaisteny ich rozpad. Dezintegrované bunky boli 10 min. centrifugované rychlost'ou

20000 ot./min. a nasledne boli puzdra (HuAChE) trikrat premyté fosfatovym pufrom 2.

4.5.3. Stanovenie inhibi¢nej aktivity ( hodnoty ICx)

Hodnoty ICsp boli stanovené Ellmanovou spektrofotometrickou metédou s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny (DTNB). Ako substraty boli pouzité estery
thiocholinu, ktoré su cholinesterdzami Stiepené na thiocholin a prislusna kyselinu.
SH-skupina thiocholinu sa naviaze na DTNB za vzniku Zlto sfarbené¢ho produktu, ktory sa
stanovuje spektrofotometricky pri vinovej dizke 436 nm. Sleduje sa nérast absorbancie
za jednu minatu. Hodnoty ICsg boli vypocitané z nameranych hodndt poklesu aktivity
acetylcholinesterazy alebo butyrylcholinesterazy nelinedrnou regresiou v programe
GraphPaD Prism (verzia 3.02 pre Windows; vyrobca Graph PaD Software, San Diego, CA,
USA). Vysledky boli porovnané s hodnotami ICsy znamych inhibitorov cholinesteraz:
galantaminom (ICsp HUAChE = 6,898 uM, HuBuChE = 156 uM) a huperzinom A (ICs
HUAChE = 0,25 uM, HuBuChE >1000 uM)**.

4.6. Stanovenie antioxida¢nej aktivity ziskanych alkaloidov

Antioxida¢na aktivita bola testovana in vitro DPPH testom. Metoda je zalozena
nareakcii stabilného 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) so vzorkou. ZniZenie
absorbancie DPPH meranej pri 525 nm je zavislé od koncentracie antioxidantu
v sledovanej vzorke. Bol pouzity software FIAlab pre Windows, analyzator FIAlab 3000
(FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA), 2,5ml injekéna pumpa, USB2000-UV/VIS
spektrofotometer so zdrojom svetla LS-1 (Ocean Optics, USA) a SMA-Z prietokova cela
(dizka 1 cm). Antiradikélova aktivita vzoriek bola vyjadrena ako 50% ui¢inna koncentracia
(ECsp), ktora bola vypocitana pomocou programu GraphPad Prism 3.02 a bola porovnana

so znamymi antioxidantmi: kvercetinom ECsg =25,3 uM a troloxom ECsp = 27,8 uM e
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5. VYSLEDKY
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Na zaklade MS a NMR stadii a porovnania dat s literatirou boli izolované latky

identifikované ako allokryptopin a kalifornidin.

5.1. Struktirna analyza allokryptopinu

5.1.1. MS studie allokryptopinu

ESI-MS m/z 370.2 [M+H]+ (100). MS/MS m/z 352.1 (100), 339.1 (14), 321.0 (33), 290.2
(20), 188.2 (60).
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Obr. 11: MS a MS/MS spektrum allokryptopinu

5.1.2. NMR studie allokryptopinu

Struktura izolovanej latky bola uréena na zaklade interpretacie H- a BC-NMR

spektier a ich porovnania s datami v literatare 63

Obr. 12: Struktura allokryptopinu

5.1.2.1. 'H-NMR spektrum allokryptopinu

'H NMR (CDCI3, 25°C):

1.86 s, 3H, H-7; 2.2-3.5 br, H-5,H-6,H-13 vel'mi $iroké signaly, nie je mozné spolahlivo
priradit’; 3.72 br s, 2H, H-8; 3.78 s, 3H, H-9a; 3.86 s, 3H, H-10a; 5.94 s, 2H, H-2a; 6.63 s,
1H, H-4; 6.80 d (3J4=8,24 Hz), 1H, H-11; 6.91 d, 1H, H-12; 6.95 s, 1H, H-1.
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Obr. 13: *H-NMR spektrum allokryptopinu

5.1.2.2. C-NMR spektrum allokryptopinu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

32.63, C-5; 41.44, C-Ta; 46.52, C-13; 50.40, C-8; 55.88, C-9a; 57.77, C-6; 61.00, C-10a;
101.42, C-2a; 109.50, C-1; 110.65, C-4; 110.83, C-11; 127.97, C-12; 128.80, C-12g;
129.83, C-8a; 133.12, C-4a; 136.25, C-14a; 146.58, C-X; 147.91, C-9; 148.27, C-Y;
151.82, C-10; 193.62, C-14; signaly oznac¢ené ako X, Y prisluchaju uhlikom C-2 a C-3, nie

je mozné ich spol'ahlivo priradit’.
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Obr. 14: *C-NMR spektrum allokryptopinu

5.2. Struktirna analyza kalifornidinu

5.2.1. MS studie kalifornidinu

ESI-MS m/z 338.2 [M]" (100), 293.2 (10). MS/MS m/z 393.1 (100), 263.2 (18), 225.1 (10).
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5.2.2. NMR stadie kalifornidinu

Struktira izolovanej latky bola uréend na zaklade interpretacie 'H- a *C-NMR

. . TR .23
spektier a ich porovnania s datami v literatare .

Obr. 16: Struktura kalifornidinu

5.2.2.1. *H-NMR spektrum kalifornidinu

'H NMR (CDCly/DMSO0, 25°C):
2.51's, 3H, H-14; 2.53 d (4Jy=16.3 Hz), 2H, H-6; 3.39 dd (%J4=16.3 Hz, %J=5.7 Hz), 2H,
H-6"; 3.95 d (}J4=5.7 Hz), 2H, H-5; 5.81 d (3J4=1.5 Hz), 2H, H-2a; 5.86 d (3J4=1.5 Hz),
2H, H-2a’; 6.42 s, 2H, H-1; 6.58 s, 2H, H-4.

3/006 in CDCI3/dmso,
noHMDSS N-Me

500
H1, Smmsw,
Kurf Nov 11 2010
-13856
450
400
350
300

2a,8a 2a' 8a’
17 \ / 250
410 200

r150

r100

Hw i EE '-—---—~~L-mwm____,_J___'_“_m___j[ _ﬂ _“__G"L _____ _

74 72 720 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 2.2 20 18 16
f1'(ppm)

Obr. 17: *H-NMR spektrum kalifornidinu
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5.2.2.2. ®*C-NMR spektrum kalifornidinu

13C NMR (CDCI3, 25°C):

34.28, C-6; 41.07, C-14; 56.92, C-5; 100.08, C-2a; 107.25, C-4; 108.87, C-1; 125.21, C-6a;
131.24, C-4a; 146.19, C-X; 146.53, C-Y; Signaly oznacené X, Y prislichaji uhlikom C-2 a

C-3, nie je mozné ich spolahlivo priradit’.
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Obr. 18: *C-NMR spektrum kalifornidinu

5.3. Inhibi¢na aktivita vo¢i HUAChE a HUBUChE
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Izolované alkaloidy boli testované na ich inhibi¢nt aktivitu vo¢i humannej

erytrocytarnej acetylcholinesteraze a sérovej butyrylcholinesteraze. Vysledky st uvedené

V nasledujucej tabul’ke (Tab. 4).
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Tab. 4: In vitro inhibi¢na aktivita izolovanych alkaloidov vo¢i HUAChE a HuBuChE

1Cs0 (LM)*
Latky
HUAChE HuBuUChE
Allokryptopin 250 +22,2 530 + 28,2
Kalifornidin 36,7+0,9 >1000
Galantamin® 6,9+0,3 156 + 6,9
Huperzin A 0,25+ 0,01 >1000

8 Kazdé meranie bolo opakované trikrat
b Referencna latka
5.4. Antioxidacna aktivita

Ziskané alkaloidy boli podrobené testovaniu ich antioxidacnej aktivity. Vysledky st

uvedené v nasledujucej tabulke (Tab. 5).

Tab. 5: Antioxida¢na aktivita izolovanych alkaloidov

Latky ECso (uM)?
Allokryptopin >1000
Kalifornidin >1000

Kvercetrin” 253+1,2

Trolox” 27,8+0.,8

#Kazdé meranie bolo opakované trikrat

b Referencna latka
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6. DISKUSIA

55



Najucinnej$imi lieCivami v terapii Alzheimerovej choroby su v sucasnej dobe
inhibitory AChE. Nedavny vyskum ukézal, Ze aj enzym BuChE hrd vyznamnu tlohu
v reguldcii hladiny acetylcholinu v mozgu, predovietkym u pacientov trpiacich AD .
Preto sa neustale hl'adaju nové, ucinnejSie a z terapeutického hladiska vyhodnejSie latky
vykazujuice inhibi¢nua aktivitu voc¢i obom tymto enzymom.

Predmetom tejto diplomovej prace bolo spracovanie vytrepku kvartérnych alkaloidov
z Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Pomocou chromatografickych a inych
vy$8ie uvedenych metdd sa podarilo izolovat’ dva alkaloidy v Cistej forme, ktoré boli
nasledne podrobené $truktirnej analyze a testovaniu ich biologickej aktivity.

Prvy izolovany alkaloid bol na zdklade MS a NMR analyzy aporovnania dat
s literatiirou identifikovany ako allokryptopin. Je to tercidrny izochinolinovy alkaloid
protopinového typu vyskytujuci sa v mnohych rodoch celade Papaveraceae (napr.
Eschscholtzia spp., Chelidonium spp., Glaucium spp. ) a Fumariaceae (napr. Corydalis
spp. °'). Nachadza sa tiez v &eladi Ranunculaceae (napr. Thalictrum spp. )
a Berberidaceae (napr. Berberis densiflora ®). Jeho pritomnost vo frakcii kvartérnych
alkaloidov mozno vysvetlit' tym, ze pri priprave vytrepku terciarnych alkaloidov nebol
vSetok allokryptopin vytrepany.

Druha izolovana latka bola taktiez podrobend Struktirnej analyze (MS a MNR
Studie) a po porovnani dat s literatirou bola identifikovana ako kalifornidin. Kalifornidin je
kvartérna baza pavinanovej Struktiry patriaca medzi izochinolinové alkaloidy, ktora bola
23, 56

z tejto rastliny izolovana uz niekol’kokrat
rodu Eschscholtzia: Eschscholtzia douglasii (HOOK. et ARN.) WALP. a Eschscholtzia

. Izolovat sa ju podarilo aj z inych zastupcov

glauca GREENE . Kalifornidin je pre tento rod uniktny a zo zastupcov inych rodov
zatial’ izolovany nebol.

U oboch izolovanych alkaloidov boli uskutocnené $tadie na ich inhibi¢nu aktivitu
voCi erytrocytarnej HUAChE asérovej HUBUChE. Inhibi¢na aktivita bola Studovana
Ellmanovou spektrofotometrickou metédou s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovej
kyseliny (DTNB). Ako referenc¢né latky boli pouzité galantamin a huperzin A, vyznamné
inhibitory AChE. Galantamin je latka UspeSne pouzivanad v liecbe AD, huperzin A je
seskviterpenicky alkaloid izolovany z Huperzia serrata (Thunb.) Trevis (Lycopodiaceae),
ktory je taktiez perspektivnym lie¢ivom v terapii AD "°.

Hodnota ICsp allokryptopinu stanovena pre HUAChE bola 250 + 22,2 uM
a pre HUBUChE 530 + 28,2 uM. Tieto hodnoty s vyrazne vyssie nez hodnoty pouzitych
Standardov (galantamin: 1Cso (HUAChE) = 6,9 + 0,3 uM, 1Cso (HUBUChE) = 156 + 6,9 uM,
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huperzin A: 1Cso (HUAChE) = 0,25 £ 0,01 uM, ICso (HuBUChE) >1000 uM). Allokryptopin
nevykazuje dostato¢nu inhibi¢n aktivitu a nie je mozné ho povazovat za latku potencialne
vyuzitel'nu v terapii AD.

U kalifornidinu boli stanovené hodnoty 1Cso (HUAChE) = 36,7 £ 0,9 uM, ICs
(HuBuChE) >1000 uM. Inhibi¢na aktivita kalifornidinu vo¢i AChE bola popisana uz skor
(61% inhibicia AChE pri koncentracii 10pM ™), aviak zdrojom enzymu bol v tomto
pripade elektricky thor, preto ziskané vysledky nie je mozné uspokojivo porovnat. Nami
ziskané inhibi¢né hodnoty kalifornidinu vo¢i AChE su sice priaznivé, limitujucim
faktorom je vSak kvartérny charakter jeho molekuly, ¢o zna¢ne obmedzuje prechod
hematoencefalickou bariérou a tym jeho pdsobenie v mozgu. Kalifornidin sa preto nejavi
ako perspektivne liecivo v terapii AD.

Na zéklade skutocnosti, ze v patogenéze AD hré vyznamnu tlohu aj oxidacny stres
a vol'né kyslikové radikaly, boli obidve latky testované na ich antioxida¢nu aktivitu (DPPH
test). V oboch pripadoch boli dosiahnuté hodnoty ECsy vyssie nez 1000 uM, tieto latky

teda nevykazuju ziadnu terapeuticky vyznamnu antioxida¢nu aktivitu.
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ABSTRAKT

Bednaiikova L.: Biologicky aktivni metabolity rostlin 4. Alkaloidy Eschscholtzia
californica CHAM. a jejich biologicka aktivita. Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové,

2011. Diplomova praca. 65 s.

Predmetom diplomovej prace bolo spracovanie vytrepku kvartérnych alkaloidov
z Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Pomocou stipcovej chromatografie
boli izolované dva alkaloidy, ktoré boli nasledne podrobené Strukturnej analyze (MS
aNMR studie). Prvd latka bola identifikovand ako terciarny alkaloid allokryptopin,
druhym izolovanym alkaloidom bola kvartérna baza kalifornidin. Oba alkaloidy boli z E.
californica izolované uz pred tym.

Obidve latky boli testované na ich inhibi¢nu aktivitu voc¢i l'udskej erytrocytarnej
acetylcholinesteraze (HUAChE) aTudskej sérovej butyrylcholinesteraze (HuBuChE).
U allokryptopinu boli stanovené hodnoty I1Csp (HUAChE) = 250 + 222 uM a
ICs0 (HUBUChE) = 530 + 28,2 uM. Hodnoty ziskané pre kalifornidin boli 1Csg
(HUAChE) =36,7 + 0,9 uM a ICsq (HuBuUChE) >1000 uM. AKo pozitivny Standard bol
pouzity galantamin (ICso (HUAChE) = 6,9 + 0,3 uM, ICso (HUBUChE) = 156 + 6,9 uM)
ahuperzin A (ICsp (HUAChE) = 0,25 + 0,01 uM, ICss (HuBuChE) >1000 uM).
V porovnani so Standardom bol allokryptopin len malo aktivny. Inhibi¢na aktivita
kalifornidinu vo¢i HuAChE bola sice priazniva, avSak kvartérna Struktara jeho molekuly
obmedzuje prechod hematoencefalickou bariérou. Ani jedna z latok sa teda nejavi ako
perspektivne liecivo v terapii Alzheimerovej choroby.

Obidve latky boli podrobené aj §tadii ich antioxidacnej aktivity. V oboch pripadoch
boli dosiahnuté hodnoty ECsy vysSie nez 1000 uM, tieto latky teda nevykazuji Ziadnu

terapeuticky vyznamnu antioxida¢nu aktivitu.

KTlucové slova: Eschscholtzia californica CHAM., izochinolinové alkaloidy,

acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, Alzheimerova choroba.



ABSTRACT

Bednatikova L.: Biologically active metabolites of plants 4. Alkaloids from Eschscholtzia
californica CHAM. and their biological activity. Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec

Kralové, 2011. Diploma thesis. 65 p.

The aim of the diploma thesis was to process the pool of quaternary alkaloids from
Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). By means of column chromatography
two alkaloids were isolated and subsequently subjected to structural analysis (MS and
NMR studies). The first substance was identified as a tertiary alkaloid allocryptopine, the
second one was a quaternary base californidine. Both alkaloids have previously been
isolated from E. californica.

Both substances were tested for their inhibitory activity against human erythrocyte
acetylcholinesterase (HUAChE) and human plasma butyrylcholinesterase (HuBUChE). The
measured values for allocryptopine were 1Cso (HUAChE) = 250 + 22,2 uM and ICs
(HuBUuChE) = 530 + 28,2 uM. Californidine’s values were 1Csy (HUAChE) = 36,7 + 0,9
uM and ICsg (HuBUChE) >1000 uM. Galanthamine (ICso (HUAChE) = 6,9 + 0,3 uM, ICs
(HuBUChE) = 156 + 6,9 uM) and huperzine A (ICsp (HUAChE) = 0,25 + 0,01 pM, ICso
(HuBuChE) >1000 uM) were used as positive controls. In comparison to standard
allocryptopine was little active. Although the inhibitory activity of californidine against
HUAChE was promising, its quaternary structure restricts the transport through the
blood-brain barrier. Nor allocryptopine neither californidine can be considered as
a potential substance in Alzheimer’s disease treatment.

Both alkaloids were also subjected to studies of their antioxidant activity. In both
cases the resulting ECsp values were higher than 1000 uM. These substances do not show

any therapeutically significant antioxidant activity.

Keywords:  Eschscholtzia  californica  CHAM., isoquinoline  alkaloids,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer's disease.
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