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Anotace

Tato prace se zabyva hledanim a naslednym urcenim alkaloidi u vybranych rostlin z ¢eledi
Asteraceae. V praci jsou obsazeny nové zjisténé poznatky o ucincich nalezenych alkaloidid vici
lidskym cholinesterasam (AChE, BuChE) podilejicich se na odbourdavani ACh na synapsi,
jehoz funkce se u pacientti s AD zhorSuje. Déle prace obsahuje vysledky méfeni cytotoxicity
alkaloidii vii¢i nadorovym bunkam.

Klicova slova
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Annotation

This work is about finding and resulting determination of alkaloids of selected plants in the
family Asteraceae. In this work is also contained newly discovered finding about effects of
discovered alkaloids to human cholinesterases (AChE, BUChE) participate in elimination of
ACh in a synapse, whose function is worsened at people with AD. Then the work contains
results of cytotoxic measurements of alkaloids to tumoral cells.
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1 UvoD

Jiz od nepaméti se 1idé pti 1écbé riiznych nemoci obraceli k bylindm, protoze si uvédomovali,
ze vsechno, co v pfirod¢ najdou, je 1éCivé. Kazda rostlina, nerost i zivoc¢ich. Mit zédsadni divéru
k pfirodé byla hlavni spole¢na vlastnost 1é¢itelit vSech dob a znamych kultur.

Vzdyt i sam slavny Svycarsky alchymista a Iékat Paracelsus prohlésil, ze proti kazdé chorobé
pfesnou podstatu nemoci a uz viibec ne ucinky rostlin. Jaké uc¢inky ma konkrétni rostlina se
zjiStovalo pouze pomoci pokust a omyll. V té dob¢ se také viibec neuvazovalo o tom, Ze by se
daly z rostlin izolovat ¢isté ucinné latky. Hlavni zlom pfiSel az v 19. stoleti, kdy se poprvé
povedlo ucinné latky izolovat a také zkouSet ménit jejich strukturu, jimz se zacala rozvijet
vyroba samotnych syntetickych organickych molekul. I kdyZz v dneSni dobé jsou veliké
moznosti vyroby syntetickych 1€¢iv, zstava ptiroda nadale hlavnim zdrojem novych latek [2].

Ve své praci se zabyvadm vyskytem alkaloidii u vybranych rostlin z ¢eledi hvézdnicovitych
(Asteraceae) a jejich uréenim. Na dané téma mé piivedla moje odborna konzultantka prace
PharmDr. Anna Hostalkova, Ph.D., ktera pracuje jako odborna asistentka na katedie
farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.

Danou praci jsem si vybral pfedevsim pro svilj zajem o studium farmacie a botaniky. Moznost
pracovat v ramci SOC na Farmaceutické fakultd UK v Hradci Kralové mij zajem o farmacii
jesté posilila.



2 CILE PRACE

Cilem mé prace bylo prozkoumat alkaloidy u vybranych rostlin z ¢eledi hvézdnicovitych
(Asteraceae).

Stanovil jsem si tyto dil¢i cile:

Zjistit ptitomnost alkaloidli u vybranych rostlin z ¢eledi hvézdnicovitych (Asteraceae).
Urcit nalezené alkaloidy.

Provést testy na inhibi¢ni ucinky alkaloidti vii€ci AChE a BuChE.

Zmg¢ftit cytotoxicitu alkaloidl viici vybranym nadorovym bunkam.
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3 METODIKA

Prvni sbér rostlin probéhl v srpnu 2017, kdy bylo celkem sesbirano cca 5 kvetoucich rostlin s
kotfeny od 7 vybranych zastupct rostlin z celedi hvézdnicovitych:

bodlak obecny (Carduus acanthoides L.)

pupava obecna (Carlina vulgaris L.)

pchac rolni (Cirsium arvense (L.) Scop.)

pchac bélohlavy (Cirsium eriophorum (L.) Scop.)
pchac obecny (Cirsium vulgare (Savi) Ten.)
bélotrn kulatohlavy (Echinops sphaerocephalus L.)
ostropes trubil (Onopordum acanthium L.)

Mistem sbéru se pro mé stal prfedev§im byvaly kadansky kaolinovy lom, ktery se nachazi na
vychodnim okraji mésta. Rostliny s vét§i hmotnosti byly po usuSeni jesté rozdéleny na
kotfenovou ¢ast a natovou ¢ast. Celkem bylo vytvoreno 11 vzorki (a k nim i kody). Poté byly
vzorky rostlin poslany na hradeckou fakultu. Zde byly zvazeny (viz tabulka 1).

V zati 2017 jsem navstivil hradeckou fakultu, kde jsem se ucastnil vytvoreni EtOAc extraktl
z vybranych rostlin, ze kterych byla poté zjiStovéana pifitomnost alkaloidi (+ jejich pfesné
uréeni), inhibi¢ni G¢inky alkaloidti vici lidskym cholinesterasam a cytotoxicita alkaloidt vici
vybranym nadorovym buiikdm.

Tabulka 1: Hmotnost jednotlivych nasbiranych rostlin

Kod Rostlina Cast Mnozstvi drogy [g]
AL-644 Carlina vulgaris L. nat+kofen | 24,0
AL-645 Echinops sphaerocephalus L. Nat’ 109,5
AL-646 Cirsium vulgare (Savi) Ten. Nat’ 117,7
AL-647 | Carduus acanthoides L. nat+koten | 38,7
AL-648 Cirsium arvense (L.) Scop. nat+kofen | 35,1
AL-649 Cirsium eriophorum (L.) Scop. Kofen 33,2
AL-650 Echinops sphaerocephalus L. Kofen 19,2
AL-651 | Cirsium vulgare (Savi) Ten. Kofen 12,1
AL-652 | Onopordum acanthium L. Kofen 19,6
AL-653 | Onopordum acanthium L. Nat’ 259,3
AL-654 | Cirsium eriophorum (L.) Scop. Nat’ 135,2

Dalsi sbér byl uskute¢nén z divodu vysledkt inhibi¢nich G€inkt viici lidskym cholinesterasam
(viz tabulka 2). Tento sbér byl naplanovany na cervenec 2018, pti kterém bylo nasbirano velké
mnozstvi bodlaku obecného (Carduus acanthoides L.).
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Mistem sbéru se znovu stal predevsim byvaly kaolinovy lom a dal$i okrajové Casti mésta. Po
ususeni bylo navazeno 4,965 kg susené drogy, kterd byla posldna na hradeckou fakultu.

Poté jsem uskutecnil druhou navstévu hradecké fakulty (srpen 2018), kdy jsem znovu poméhal
na vytvotreni EtOAc a CHCls extrakti, se kterymi se dale pracovalo (urceni alkaloidl atd.).

Obrazek 1: Byvaly kadansky kaolinovy lom (foto: autor 2018)
" |

Obrazek 2: Prvni sbér rostlin (foto: Hana Koziskova 2017)
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4 TEORETICKA CAST

4.1 Choroby

4.1.1 Neurodegenerativni onemocnéni

Neurodegenerativni choroby jsou stavy, pii kterych z dosud neznamé pti¢iny dochazi
k dezintegraci nervového systému. Jsou zplsobeny pozvolnym a nenavratnym zanikem jiz
vyzralych neuronti a vznikem gliovych jizev. U nékterych neurodegerativnich chorob jsou
postizeny jen urcité neurony spojené anatomicky ¢i funkeéné, u jinych jsou postizeny neurony
méng¢ selektivné (napt. Alzheimerova choroba) [3].

Alzheimerova choroba

Alzheimerova nemoc (AD) patii mezi nejcastéj$i a svym socidlnim dopadem také
ptipadtl). Hlavnimi pfiznaky je ztrdta paméti a dalSich kognitivnich funkci (napf. Spatna
orientace v prostoru ¢i poruchy fec¢i). Dale se u pacienta objevuji poruchy chovani a nalady [3].

Ackoliv prava pfi¢ina onemocnéni dosud nebyla zji$téna, byla popsana celé fada patologickych
procest, které onemocnéni doprovazeji, naptiklad nadmérna tvorba AP, jeho agregace a vznik
senilnich plakl, vytvofeni neurofibrilarnich klubek z proteinu t (tangles), tvorba volnych
radikalli, mitochondriélni dysfunkce, zanét neuronti, porucha metabolismu ACh a dalsi [4].

Kone¢nym disledkem zminénych procest je pak apopticky jiz nezvratny zanik neuront [3].

Doposud neexistuje Zadny lék na Alzheimerovu nemoc, jen pfipravky, které prodluzuji
pacientovi zivot. Protoze se zjistilo, ze tyto ptipravky plsobi stejné¢ dobfe na enzym
acetylcholinesterasu (AChE), jsou oznacovany jako inhibitory AChE. To znamend, ze AChE
funguje jako ukazatel u¢inku vybrané latky tak, jak by reagoval na Alzheimerovu chorobu.
AChE patii mezi enzymy, které se podileji na odbouravani ACh v nervovych synapsich béhem
ptenosu nervového vzruchu, ¢imz tlumi jeho pisobeni na synapsi [5]. Behem AD dochazi ke
sniZeni syntézy i1 uvoliiovani ACh do synapsi. Mnozstvi AChE se ale neméni a navic se do
odbouravani ACh zapojuje také BuChE (zacina se zvySovat jeji koncentrace v mozku) [6].
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4.1.2 Nadorova onemocnéni

Jedna se o skupinu rGznorodych civilizanich chorob, jejichz spoleCnym rysem je ztrata
kontroly organismu nad bunéénym bujenim a rozmnozovanim. Dochazi tak ke vzniku
nekontrolovatelnych souborti bunék tkani — nddorti. Po kardiovaskularnich onemocnénich se
fadi na druhé misto nejcastéjSich pficin tmrti. I kdyz medicina béhem let ucinila fadu pokrokt
v 1écbe téchto onemocnéni, lze predpokladat v kratké dobé dalsi prudky nardst poctu
nemocnych pacientll (uvadi se, ze v roce 2030 dojde az ke ztrojnasobeni celkového poctu
pacientli s nddorovym onemocnénim) [7].

Hlavni pfic¢inou tohoto narlstu je starnuti populace a Spatny zivotni styl. Mezi nepiiznivé
civiliza¢ni faktory, které jsou spojeny s rizikem vzniku nddorového onemocnéni, patii koutent,
nedostatek fyzické aktivity, stres, zvySend konzumace alkoholu, obezita a v neposledni fad¢ i
nadmérné a nechrdnéné (bez pouziti krémii s UV filtrem) slunéni [7].

K nejcastéjSim nddorovym onemocnénim patii predevsim nédory plic, prostaty, zaludku (u
muzil) a nadory prsu, délozniho ¢ipku a tlustého stteva (hlavné u Zen) [8].

Lécba nadorovych onemocnéni probiha kombinaci chirurgie, radioterapie, chemoterapie,
transplantaci kostni dfené, hormonalni terapie a psychologickych piistupti. Protoze je jiz zndmo
nékolik druht nadorovych onemocnéni, musi se u kazdého pacienta individualné vybrat
spravna kombinace vySe zminénych terapii [7].

13



4.2 Rostliny

421 Celed Asteraceae

Taxonomické Fazeni a klasifikace

Rige: rostliny (Plantae)

PodiiSe: cévnaté rostliny (Tracheophyta)
Odd¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: vyssi dvoudélozné (Rosopsida)
Rad: hvézdnicotvaré (Asterales)

Celed’: hvézdnicovité (Asteraceae)

wewr

druhil). Drobné kvéty sklddaji charakteristické ubory podeptené zdkrovem z listenil. Kvéty jsou
oboupohlavné 1 jednopohlavné, bud’ pravidelné (trubkovité kvéty) nebo soumérné (jazykovité
kvéty). Kalich byva vétSinou pfeménén v chmyr, nebo mize také chybét. Tycinek je celkem
pét a se svymi prasniky sristaji v trubicku. Pestik je vzdy dvouplodolistovy, spodni semenik
dozrava v nazku, kterd je obvykle opatiena chmyrem (anemochorie), popf. ostny ¢i hacky
(zoochorie) [9].

Typickym znakem vSech rostlin v této Celedi je pfitomnost zdsobniho polysacharidu inulinu,
ktery méa funkci nahradit obvykly Skrob (u mnoha zastupcti se v pletivech vyskytuji ¢lankované
mlécnice). Hvézdnicovité maji celosveétové rozsiteni [9].
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4.2.2 Seznam rostlin

Bodlak obecny (Carduus acanthoides L.)

Jedna se o husté ostnitou vytrvalou
dvouletou rostlinu, doristajici
priblizné metrové vysky, od poloviny
pfimo vétvenou. Plodem je nazka
s centimetrovym chmyrem. Roste
pfedevSim na polich, pfi cestdch a na
rumiStich. M4 rada  vyhievné,
vysychavé, piscitohlinité ptidy. Kvete
od cervna do zafi [10].

Obrazek 3: Bodlak obecny (foto: autor
2018)

Obrazek 4: Bodlak obecny (foto: autor 2018)

Pupava obecna (Carlina vulgaris L.)

Dvouletd, plané rostouci rostlina s pfimou, az 0,4 m
vysokou lodyhou, jednoduchou nebo i v horni ¢asti chudé
vétvenou. Nalezneme ji riist na suchych vyslunnych
kopcich, pastvinach, u cest ¢i ve svétlych lesich. Roste od
¢ervence do zafi [10].
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Obrazek 5: Pupava obecnd (foto: Hana Koziskovd  Obrazek 6: Pupava obecna, detail uboru (foto: Hana
2017) Koziskova 2017)

Pchad rolni (Cirsium arvense (L.) Scop.)

Pies 1 m vysoka vytrvala rostlina s pfimou lodyhou, az nahoru listnatou a nahote vétvenou.
Jedné se o velmi obtizn¢ zlikvidovatelny plevel Sifici se snadno podzemnimi (oddenkovymi)
vybézky [11]. Roste hojné podél cest, opusténych poli, na rumistich ¢i na lesnich svétlinach.
Kvete od €ervna do fijna [12].
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Obrazek 8: Pchac rolni (foto: Hana Koziskova 2017)
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Obrazek 7: Pchac rolni (foto: Hana Koziskova 2017)

Pchaé bélohlavy (Cirsium eriophorum (L.) Scop.)
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Dvouleta rostlina dortstajici 1,5 m s pfimou a beztrnnou lodyhou. VSechny listy jsou husté
Stétinaté. Kulovity zakrov je charakteristicky pavucinaté bile vinaty. Plodem jsou nazky s leskle
bilym chmyrem. Vyskytuje se na teplych a pustych mistech (napt. u zeleznic ¢i na rumistich).
Je fazen Cervenym seznamem CR mezi rostliny ohrozené (C3). Kvete od &ervence do konce
zari [13].

oy ‘ \ i e
Obrazek 9: Pcha¢ bélohlavy, detail kulovitého zakrovu  Obrazek 10: Pchac¢ bélohlavy (foto: Hana Koziskova
(foto: Hana Koziskova 2017) 2017)

Pchac obecny (Cirsium vulgare (Savi) Ten.)

Siln¢ ostnata dvouletka s az 1,5 m vysokou, po celé své délce ostnatou lodyhou. Patii mezi
znacné variabilni druhy. Roste predevsim na slunnych a otevienych mistech. U nas se vyskytuje
na rumistich, pasekéch a okrajich lesa. Obvykle kvete od ¢ervna az do konce fijna [14].

Bélotrn kulatohlavy (Echinops sphaerocephalus L.)

Statna vytrvala rostlina doristajici vysky aZ 2 m. Lodyha je hranata a zpravidla nevétvena. Patfi
mezi medonosné rostliny. Jejim piivodnim domovem byly stepi a polopousté ve Stredni Asii.
Ubory jsou nahlougené v kulovité strbouly (hlavky). Vyskytuje se predevsim na rumistich,
Vv byvalych piskovnach a lomech ¢i na skladkach. Rostlina kvete od konce Cervna do zacatku
srpna [15].

Ostropes trubil (Onopordum acanthium L.)
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Dvouleta rostlina dordstajici az pfes 2 m se velice podoba statnému bodldku. Husté vinaté
chlupaté listy vyrustaji v ptizemni listové rtizici. Plodem jsou velké nazky, svétle hnédé. Lze ji
spattit na suchych pastvinach, pustych mistech a na rumistich. Kvete od zacatku ¢erva do srpna
[16].

Obrazek 11: Ostropes trubil, detail kvétenstvi (foto:
Hana Koziskova 2017) 2017)

5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Vyvijeci smési

cHx + Aceton + NHz (30:60:2)
To + Aceton + EtOH + NH3 (40:40:6:2)

To + EtOAC + DEA (25:70:5)
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5.2 Pomocné materialy

Kiemelina Celite C 535
Siran sodny bezvody (Na2SO4)

Silikagel susici perly

5.3 Detekeni Cinidla

Cinidlo Dragendorffovo (podle Muniera)

vznikd smichdnim roztoku A, roztoku B (v poméru 1:1) a roztoku 10 g kyseliny vinné
v 50 ml vody

- roztok A: je vytvofen z 1,7 g bazického dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné,
které jsou rozpustény v 80 ml vody
- roztok B: je vytvorfen rozpusténim 16 g jodidu draselného v 40 ml vody

- Cinidlo pouzivané pro detekci alkaloidii na chromatografickych deskach; po postiiku
¢inidla vznikaji intenzivni oranZové skvrny

Cinidlo jodoplatinatové

- vznika smichanim 3 ml vodného roztoku hexachloroplati¢ité kyseliny s 97 ml vody a
100 ml 6 % vodného roztoku jodidu draselné¢ho

- fungovalo obdobn¢ jako Dragendorffovo ¢inidlo (= detektor alkaloidl na
chromatografickych deskach; po postiiku také vznikaji riiznobarevné skvrny)

Cinidlo Mayerovo

- vznikd pfidanim 1,35 g praskového HgClz do roztoku, ve kterém je 5 g KI rozpusténo
ve 30 ml vody

- ¢inidlo bylo pouzivano béhem ptipravy extraktu pro ovéteni pfitomnosti alkaloidi (v
piipadé ptitomnosti alkaloidi dochazi k vylouceni biloSedé sraZeniny)
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5.4 Chromatografické absorbenty

TCL Silicagel 60 F2s4 (Merck, CZ) = TCL hlinikové folie 20 x 20 cm (komer¢ni desky)

Silicagel 60 GF2s4 (Merck, CZ) = silikagel pouzivany na pfipravu litych (sklenénych) desek

5.5 Rozpoustédla

Aceton, p. a. (Penta)

Cyklohexan, €., cHx

Diethylether, p. a. (Penta), Et,0

Ethanol 95% (Penta), EtOH

Ethylacetat, p. a. (Penta), EtOAc

Chloroform, ¢. (Penta), CHCl3

Methanol, p. a. (Penta), MeOH

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)
Toluen, p. a. (Penta), To

voda

5.6 Chemikalie

0,1M Fosfatovy pufr, pH 7,4; chemikélie pro ptipravu pufru: dihydrat dihydrogenfosforecnanu
sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lachema)

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98% (Sigma-Aldrich), DTNB
Acetylthiocholin jodid (Sigma- Adrich)

Amoniak 25-29% vodny roztok p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha), NHs
Butyrylthiocholin jodid (Sigma- Adrich)

Diethylamin, p. a. (Penta), DEA
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Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich), DMSO

Dusi¢nan bizmutity zasadity, ¢. (Lachema)

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

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific), HgCl.

Chlorid sodny p. a. (Lachema), NaCl

Jodid draselny ¢. (Lach-Ner), KI

Kyselina chlorovodikova 35% (Penta), HCI

Kyselina vinna p. a. (Penta)

Siran sodny bezvody, p. a. (Penta), Na>SO4

Uhli¢itan sodny bezvody, ¢. (Penta), NaoCO3

5.7 Pristroje

Knihovna spekter NIST Virtual Library (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA)

Odstiedivka 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 Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

Spektrometr EI/MS na GC-MS Agilent 7890A GC 5975 inertni MSD; El mod 70 eV; kolona
DP-5 MS (30 x 25 mm x 0,25 um) (Agilent Technologies, Santa Clara, California, 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)
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Vakuova odparka Laborota 4000 (Heidolph, Schwabach, Germany)

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

5.8 Obecné postupy

Priprava sklenénych preparativnich TLC desek

Na sklenéné desky o velikosti 15x15 cm byla nalita suspenze silikagelu (6,5 g) a vody (19 ml).
Pted pouzitim byly desky za pokojové teploty suSeny (minimalné€ 24 hodin).

NanaSeni smési alkaloidii na chromatografické desky

Ziskana smé&s alkaloidt byla rozpusténa ve smési EtOH + CHClI3z (1:1) a nanesena na desky
V linii 1,5 cm od spodni hrany a 1 cm obou okraji. Maximalni nanéska alkaloidti byla 1 mg/cm
na komer¢ni desku, na sklenénou desku 2-3 mg/cm.

Chromatografie

Po odvétrani rozpoustédel z nanaSené smési byla provedena chromatografie ve vyvijecich
komorach. Vyvijeci komory byly alespoil 10 minut syceny mobilni fazi. Po vyjmuti desek byla
rozpoustédla mobilni faze odvétrana.

Detekce a separace alkaloidii na chromatografickych deskach

Po odvétrani rozpoustédel na chromatografickych deskdch byly za pomoci UV zafeni a
Dragendorffova €inidla (postiik celé desky pii analytické TLC ¢i uzkého pruhu desky pti
preparativni TLC) na deskach urCeny zony s alkaloidy. Pfi separaci byly jednotlivé zony
oznaceny preparativni jehlou. Ty byly jednotliveé seskrabany z desek.

Eluce alkaloida

Kazda zona byla smichéna s obdobnym objemem kiemeliny a promytim pomoci dostatecného
mnozstvi smési EtOH + CHCls (1:1) ptes vrstvu vaty a kiemeliny byly ziskany roztoky
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rozdélenych alkaloidi. Uplné vymyti alkaloidii z absorbentu bylo provéfeno pomoci
Dragendorffova ¢inidla.

Odparovani

Odpatovani rozpoustédel z extrakti bylo uskute¢néno na vakuové odparce pii teplot€¢ vodni
lazné ptizpltisobené podle typu rozpoustédla.

Skladovani

Alkaloidni extrakty ¢i frakce zriznych fazi zpracovani byly ponechany ve vakuovém
exsikatoru nad suSicimi perlami silikagelu. UsuSené extrakty a frakce byly ulozeny do
chladnicky.

5.9 Metody

GC/MS analyza

Alkaloidy rostlin byly identifikovany pomoci plynového chromatografu Agilent 7890A GC
5975 inertni MSD; El méd 70 eV; kolona DP-5 MS (30 x 25 mm x 0,25 pm) (Agilent
Technologies, Santa Clara, California, USA). Teplotni program byl nasledujici: ze 100 °C na
180 °C (15 °C/min), stabilizace na 180 °C (1 min), ze 180 °C na 300 °C (5 °C/min), stabilizace
na 300 °C (15 minut). Pfi teploté 280 °C byl proveden postiik vzorku (1 pl).

Helium zde bylo pouzito jako nosny plyn s pritokovou rychlosti 0,8 ml/min.

Identifikace alkaloidl byla provedena porovnavanim ziskanych hmotnostnich spekter s daty
Vv knihovné& spekter NIST Virtual Library (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA).

Méreni inhibi¢ni aktivity alkaloidi vici lidské AChE a BuChE

Pro stanoveni biologické aktivity byla pouzita Ellmannova metoda s pouzitim roztoku DTNB
ve fosfatovém pufru pH 7,4, ktery byl smichan spolecné s roztokem enzymového preparatu o
urcité koncentraci a sledovanym alkaloidem o urcité koncentraci v DMSO.
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Protiepana smés byla poté vlozena do readru Synergy™ HT Multi-Detection Microplate
Reader. Zde probihala 5 minut dlouhd inkubace pfi stalé teploté (37 °C).

K slepému vzorku bylo posléze piidano mnozstvi DMSO a k ostatnim vzorklim stejné mnozstvi
enzymového substratu AChE nebo BuChE. Absorpce probihala 2 minuty pfi vinové délce 436
nm pro AChE a 412 nm pro BuChE.

Kazdy vzorek byl méfen Sestkrat. Na vypocitani hodnoty ICsg byl pouzit program GraphPad
Prism.

Cytotoxicita

Byla vybrana celkem 1 nenadorova linie a 9 nadorovych bunécnych linii, které byly udrzovany
za standardnich podminek (pfi teploté 37 °C ve vlhéené atmosféte 5% oxidu uhlicitého a 95%
vzduchu).

Po stanoveni optimalni hustoty bunék na jamku byly buiiky oSetfeny alkaloidnimi extrakty po
dobu 48 hodin. Pro kontrolu byl pouzit i doxorubicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
v koncentraci 1uM.

Poté byl proveden test WST-1 (Roche, Basel, Switzerland) a byla zméfena proliferace (bujeni)
bun¢k pomoci pfistroje Tecan Infinite M200 (Tecan, Ménnedorf, Switzerland).

Vysledné ¢islo vyjadiené v procentech ptedstavuje proliferaci bun¢k béhem 48 hodin. 100 %
znamena, ze rust bunck latka (doxorubicin) ¢i alkaloidni extrakt neovliviiuje.

5.10 Postupy

5.10.1 Postup prace v roce 2017

Po rozdrceni (viz obrazek 13) byly ususené rostlinné vzorky extrahovany 95% EtOH v poméru
(w/v) vafeny po dobu 30 minut na vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Vyvarovani bylo jesté
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jednou stejnym zptisobem opakovéano. Ethanolové vyluhy byly zfiltrovany pfes kiemelinu a
posléze odpaieny do sucha (viz obrazek 14).

Z kazdého vzorku ethanolového extraktu bylo odebrano cca 100 mg extraktu (bylo uchovano).

Zbylé extrakty byly okyseleny 2% HCl na pH 1-2 a rozpus$tény pomoci zahfivani a ultrazvukoveé
lazné a nakonec zfedény destilovanou vodou (v poméru 1:1).

Vzniklé suspenze byly zfiltrovany pies vrstvu kiemeliny (viz obrazek 15). Vrstva kiemeliny
byla promyta 50 ml destilované vody.

Ziedéné roztoky byly poté jednotlivé prelity do délicich nalevek. K nim bylo pfilito potiebné
mnozstvi EtO2 (v poméru 5:1). Po protfepani smési a ustaleni vrstev byla vodna (spodni) vrstva
oddélena od organické vrstvy s necistotami. Extrakce necistot z vodné vrstvy byla jeste jednou
opakovana, organické faze dale nebyly zpracovavany.

Vodné faze byly nésledné alkalizovany na pH 9-10 pomoci 10% Na>COs. Vodné vrstvy byly
extrahovany ethylacetatem (9:1), pfi¢emz emulze byly diikladné protfepany. Po ustaleni vrstev
byly organické vrstvy (ethylacetatové) jimany do ban€k s Na;SOs (suSidlo). Vytfepavani
vodnych fazi byla provedena celkem 5x.

Absence alkaloidll ve vodné fazi po vytfepani byla kontrolovana reakci s Mayerovym ¢inidlem.

Alkaloidové roztoky byly nejprve zfiltrovany pies filtraéni papiry, dale odpafeny do sucha a
uskladnény.

Obrazek 13: Rozdrcené ususené rostlinné vzorky (foto: Hana Koziskova 2017)
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Obrazek 15: Filtrovani extraktu pies vrstvu kfemeliny (foto: Hana Koziskova 2017)

5.10.2 Postup prace v roce 2018

V srpnu 2018 byla nasbirana nat’ bodlaku obecného (Carduus acanthoides L.). Po ususeni
(4,965 kg) a rozemleti byl vzorek extrahovan 95% EtOH v poméru 1:9 (w/v). Celkova smés

Vv bance byla ptivedena k varu a vafena na vodni 14zni pod zpétnym chladicem po dobu 20
minut. Nasledné byl extrakt zfiltrovan pies vrstvu kiemeliny a droga znovu stejnym postupem
extrahovana EtOH. Zfiltrovany extrakt (pfes vlizelin) byl odpatfen do sucha (viz obrazek 16).
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K odparku bylo pfidano potfebné mnozstvi 5% HCI k docileni pH 1-2 (zkouska provedena pH
indikatorovym papirkem) a zhruba 3,6 1 destilované vody. Vznikla suspenze byla piefiltrovana
ptes vrstvu kiemeliny. Ztedény vodny roztok (4 1) byl poté pifeveden do 8 délicich nalevek (do
kazdé nalevky bylo vlito 500 ml roztoku). Do dé€lici nalevky bylo déle piidano prvnich 100 ml
Et20. Po dikladném protiepani smeési a ustaleni vrstev byla oddélena spodni vodna vrstva od
vrstvy druhé, organické, kterd obsahovala lipofilni (rozpustné v tucich) necistoty. Extrakce
necistot z vodné vrstvy byla opakovana jesté 1x, organické faze dale nebyly zpracovavany.

Poté byl vodny roztok alkalizovan na pH 9-10 (pouzito asi 70 ml 10% roztoku Na>COs3).
Do délicich nalevek byla znovu nalita vodna vrstva, ke které byla ptidana zhruba v poméru 3:1
smés (EtOAc + MeOH, v poméru 9:1). Smés byla protfepana a po ustaleni vrstev byla
organickd faze jimdna do banky s bezvodnym Na»SOs ktery byl pouzit jako susidlo.
Vytiepavani bylo opakovano jest¢ 3x. Vytiepky byly poté zfiltrovany ptes filtracni papir.
Roztok alkaloidli byl odpafen, barnika s extraktem (8,43 g) byla vlozena do exsikatoru a byla
uloZena pro pozd¢jsi zpracovani.

Pomoci Mayerova ¢inidla byla ve vodné fazi prokazéana stalé ptitomnost alkaloidd, a proto bylo
pouzito dalsi organické rozpoustédlo (CHClz). Do kazdé délici nélevky bylo pfilito 500 ml
roztoku a k nému bylo piidano 250 ml CHCIs. Po peclivém vytfepani a ustaleni vrstev byla
spodni chloroformova vrstva jimana do banky s Na2SO4 (viz obrazek 17). Opakovéno jeste 3x.
Poté byly vytiepky zfiltrovany také ptes filtrani papir a byly jako predeslé vytiepky odpaieny
a uskladnény.

(...znovu pouzito Mayerovo ¢inidlo)

K chloroformovému odparku (810 mg) bylo po vysuSeni v exsikatoru ptfiddno potiebné
mnozstvi 3% HCI. Po filtraci pfes vrstvu kiemeliny byl v délicich nalevkach 2x vytfepany 50
ml Et20. Vodna faze byla posléze alkalizovana 10% Na2COs, ¢tyfikrat vytiepana 50 ml CHCls
a organicka faze byla jimana do bariky se susidlem Na>SOs. Po zfiltrovani pies filtrani papir a
Caste¢ném odpaieni byl ziskan precistény CHCls alkaloidni extrakt.

Pro separaci alkaloidii na preparativnich TLC deskéach byla nalezena optimalni vyvijeci smés
(cHx + Aceton + NHs, v poméru 30:60:2).

Pro TLC chromatografii chloroformového vytiepku (290 mg) bylo pouzito 10 sklenénych desek
0 velikosti 15x15 cm. Alkaloidni extrakt byl nanesen na desky a byla provedena chromatografie
ve vyvijejicich komorach. Vyvijeci komory byly syceny alespont 10 minut mobilni fazi
(vyvijeci smes cHx + Aceton + NH3z v poméru 30:60:2). Nebylo zapotiebi chromatografii
opakovat. Po vyjmuti desek a odvétrani rozpoustédel byly za pomoci UV zéfeni (viz obrazek
18) a Dragendorffova ¢inidla (postiik uzkého pruhu desky) na deskach urceny zony s alkaloidy
(celkem 6 zon). Zony byly oznaCeny preparativni jehlou (viz obrazek 19), seSkrabany z desek
a odpovidajici byly spojeny dohromady a eluovany.

Rozdé€leni alkaloidli bylo zkontrolovano pomoci analytické TLC (pouzity dvé vyvijejici smési:
cHx + Aceton + NHs, v poméru 30:60:2; nasledné po vyvinuti odvétrani rozpoustédel prvni
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mobilni faze To + Aceton + EtOH + NHz v poméru 40:40:6:2). Po tomto testu bylo za pomoci
UV zafeni a Dragendorffova ¢inidla zjisténo, Ze se alkaloidy nalézaji ve frakcich 2., 4. a 5. zony
(oznaceno CA2, CA4, CAYS).

Jednotlivé frakce CA2, CA4 byly separovany pomoci TLC vyvijeci smési (To + Aceton + EtOH
+ NHs, v poméru 40:40:6:2) a frakce CAS5 byla chromatografovana na TCL deskach pomoci
vyvijeci smési (cHx + Aceton + NHs, vV poméru 30:60:2).

A zbyvajici ¢ast chloroformového vytfepku, kterd zlstala v banikach, byla odpatena a
uskladnéna.

Obrazek 16: Odpaieni zfiltrovaného extraktu (foto: Obrazek 17: Roztok s CHCI3 v délici nélevce, jiz po
autor 2018) ustaleni vrstev (foto: autor 2018)
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Obrazek 18: Urceni zon s alkaloidy pomoci UV zéfeni; vlevo: s vinovou délkou 254 nm a vpravo: s vinovou
délkou 366 nm (foto: autor 2018)
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Obrazek 19: Oznafené zony na deskach (foto: autor 2018)
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6 VYSLEDKY

6.1 Pritomnost alkaloidu

Ve vsech 11 EtOAc extraktli (ze 7 zéastupct rostlin), které byly vytvoteny v zati 2017, byla
nasledné zjistovana ptitomnost alkaloidti. Ta byla provedena chromatografii na tenké vrstvé
(TCL). Pritomnost alkaloidii byla doloZzena po postficich Dragendorffovym c¢inidlem na
chromatogram. Mista, ve kterych byly obsazeny alkaloidy, reagovala s ¢inidlem za vzniku
oranzovocervené srazeniny.

Timto zpGsobem byla prokazéana ptitomnost alkaloidii u 2 extraktd, a to konkrétné u vzorka
AL-647 a AL-653 (viz obrazek ¢.20).

Posléze se provedla jest¢ jedna chromatografie, ale pouze uz S témito 2 extrakty. Prithmn@st
alkaloid@i byla nyni provedena postfikem jodoplati¢itého ¢inidla na chromatograrh. Zie

vznikaly fialovocervené srazeniny (viz obrdzek ¢€.21).

Obrazek 20: Chromatogram po postiiku Dragendorffovym ¢inidlem (draha vzorku AL-647 ohrani¢ena
Cervene, draha vzorku AL-653 modie) (foto: Anna Host'alkova 2018)
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Obrazek 21: Chromatogram po postiiku jodoplati¢itym postfikem (mista s pfitomnosti alkaloid vyznacena
zeleng) (foto: Anna Host'alkova 2018)
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6.2 Urceni alkaloidu

Extrakty (E) obsahujici alkaloidy (konkrétné vzorek AL-647 E a AL-653 E) byly podrobeny
testiim na pfesné urceni alkaloidu.

Analyza alkaloidnich extrakt byla provedena na plynovém chromatografu s detekci (GC/MS

analyza).

Nicméng¢ se piky latek nepodatilo identifikovat se znamymi alkaloidy z knihovny spekter NIST
11.

Obrazek 22: Vysledek GC/MS analyzy u vzorku AL-647 E (Anna Host'alkova 2018)

Obrazek 23: Vysledek GC/MS analyzy u vzorku AL-653 E (Anna Host’alkova 2018)
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6.3 Inhibi¢ni u¢inky alkaloidi vii¢i AChE a BuChE

Oba alkaloidni extrakty (vyznaceny v tabulce tu¢n¢) véetné dalsich, ve kterych se pritomnost
alkaloidii nepotvrdila, byly podrobeny stanoveni vici lidskych cholinesterasam (AChE a

BuChE).

Tabulka 2: Vysledky stanoveni inhibi¢nich G¢inki alkaloida vaci lidskym cholinesterasam

I1Cs0 png/ml
Vzorek
AChE BuChE
AL-644 E 8355,6 £4417,3 150,35 £ 6,85
AL-645E n. d. n. d.
AL-646 E n. d. n. d.
AL-647 E 189,5+ 16,9 67,14 + 4,43
AL-648 E 569,86 + 74,15 148,87 +£ 26,31
AL-649 E 3408,5 £ 1209,91 601,6 +£ 32,74
AL-650 E 9049,0 + 540,22 462,4 + 16,1
AL-651 E n. d. n. d.
AL-652 E 1381,1 £ 665,95 1407,5 + 842,16
AL-653 E 543,63 + 141,81 389,37 + 32,88
AL-654 E 185,96 + 15,99 369,45 + 38,31

Jak je ziejmé z tabulky 2, nejnizsi hodnotu ICsp u AChE i BuChE ma vzorek AL-647 E (extrakt
Carduus acanthoides L.).

34



O Wwe

6.4 Cytotoxicita alkaloidii vii¢i vybranym nadorovym buiikam

Posléze byl jesté stanoven vliv pouze téchto dvou alkaloidnich extrakti (AL-647 E, AL-653 E)
na proliferaci riznych linii nddorovych bunék (viz seznam linii nddorovych bungk).

Pro porovnani byl do tabulky pfidén protinadorovy 1k doxorubicin (antibiotikum produkované
Streptomyces peucetius (Grein)) [17].

Tabulka 3: Vysledky stanoveni cytotoxicity alkaloid vii¢i vybranym nadorovym buitkam

Testovana latka/ extract
Bunééns linie AL-653 E AL-647 E | Doxorubicin
50 pg/ml 50 pg/ml 1uM
GP %

Jurkat
MOLT-4 | 67.3+74 |
A549 | 93.7+6,1 |
HT-29 433+54 | 841+76 | 394£75
PANC-1 89,1 +333 | 63,0+4,9
A2780 [ 1063462 |
Hela | 91,067 |
MCE-7 97,0+124 | 36,1 £24
SAQOS-2 87,7+ 1,6 | 35,9+ 13,7
MRC-5 999+11,8 | 25,9+ 18,7

[0-25 ]
26-50
51-75

Hodnoty v tabulce vyjadiuji miru inhibice (v %) déleni bunéénych linii — growth percent (GP).

Z téchto dvou vzorkl vyrazn¢ inhiboval rist bunék extrakt Onopordum acanthium L. (AL-653
E). Mé dokonce i nékdy lepsi inhibi¢ni u¢inky nez doxorubicin.
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7 ZAVER

Cilem mé odborné prace bylo prozkoumat alkaloidy u vybranych rostlin z ¢eledi hvézdnicovité
(Asteraceae).

V praci bylo vytvofeno 11 EtOAc extraktl (ze 7 zastupcu rostlin z ¢eledi hvézdnicovité). Ty
byly nasledné podrobeny testim na pfitomnost alkaloidli a inhibi¢ni ucinky alkaloidl vici
AChE a BuUChE.

Bylo zjisténo, ze 2 EtOAc extrakty obsahuji alkaloidy, a to konkrétné vzorky AL-647 (Carduus
acanthoides L.) a AL-653 (Onopordum acanthium L.).

Ty byly posléze podrobeny GC/MS analyze na urceni jednotlivych alkaloidt. Bohuzel za
vyuziti GC/MS techniky nebyly identifikovany jednotlivé alkaloidy.

Inhibi¢ni G¢inky alkaloidd viici lidskym cholinesterasam (AChE, BuChE) byly méteny u vSech
vytvotenych extrakti. Ze vSech nejvice inhiboval rust alkaloidovy extrakt Carduus acanthoides
L. (AL-647 E), a to jak vi¢i AChE (ICs0=189,5 + 16,9 ug/ml), tak i vii¢i BuChE (ICso = 67,14
+ 4,43 ng/ml).

Cytotoxicita byla méfena jen u extraktl rostlin, u kterych byla potvrzena pritomnost alkaloidu.
Z testovanych rostlin vykazal nejlepsi inhibi¢ni aktivitu vaci liniim nadorovych bunék
alkaloidni extrakt Onopordum acanthium L. (AL-653 E). Bohuzel také vyraznéji zastavoval
rust linie nenddorovych (zdravych) buné€k nez jiz pouzivany doxorubicin.
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8 DISKUZE

Prokazani alkaloidii ve dvou ze sedmi rostlin z ¢eledi Asteraceae bylo pro mé piijemnym
piekvapenim. Je sice pravda, ze jsem se v n€kolika publikacich docetl o vyskytu alkaloidii
Vv téchto rostlinach (vyskyt neurcitého alkaloidu v zelené ¢asti rostliny Cirsium arvense (L.)
Scop. [18] nebo semena Echinops sphaerocephalus L. obsahujici alkaloid echinopsin [19]), ale
hovotilo se zde pouze o mozné pfitomnosti. Mozné, protoze doposud nebyl proveden
rozsahlejsi vyzkum, ktery by toto tvrzeni potvrzoval (vyjimkou je pouze vyzkum z roku 1962,
kdy byly u rostliny Carduus acanthoides L. nalezeny dva nové alkaloidy, které byly
pojmenovany acanthoin a acanthoidin [20]).

Jak jsem mohl béhem mé prace zjistit, ptesné urceni objevenych alkaloidii nemusi byt vzdy
jednoduché. I kdyz je jiz prokazéano, Ze se v extraktu nachéazeji alkaloidy (pomoci detekcnich
¢inidel), nelze vzdy ocekavat, ze se nalezené latky daji identifikovat. Je zde totiz pfitomno
mnoho faktort, které tomu mohou zabranit.

V mém piipadé se jednalo o nedostatecné mnozstvi alkaloidil a zvySenou pfitomnost necistot v
extraktech. Tyto problémy se mi také staly osudné po druhém pokusu, a to u identifikace
alkaloidi z CHCIz extraktu Carduus acanthoides L. nasbiraném v roce 2018, kterého bylo
mnohem vice nez o rok diive.

Zbyva jesté moznost pouzit EtOAc vytiepek Carduus acanthoides L. (2018), které¢ho bylo
ziskano vyrazn& veEtSi mnozstvi, tudiz by bylo mozné ziskat vétSi mnoZstvi jednotlivych
alkaloidi pro identifikaci a pfipadné stanoveni biologické aktivity (inhibi¢ni aktivita vici
lidskym cholinesterasam ¢i cytotoxicka aktivita).

I kdyz mél extrakt Carduus acanthoides L. ze vSech ostatnich extraktli nejlepsi inhibi¢ni G¢inky
vi¢i AChE a BuChE, je jeho biologicka aktivita oproti jiz znamym inhibitortim stale nizka.

Naproti tomu u vysledkl cytotoxicity, kde nejlépe pozastavoval rist nddorovych bunék extrakt
Onopordum acanthium L., mGzeme pocitat s plany do budoucna. Rostlina by mohla
V budoucnu slouzit jako zdroj alkaloidd, u kterych by mél smysl sledovat jejich cytotoxickou
aktivitu a pomoci ni i hledat protirakovinné latky.
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