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1. UVOD

Na poli mediciny dochazi zejména v poslednim pilstoleti ke znaénym zménam a pokrok v oblasti
vedy a techniky lidstvu nyni dovoluje diive nemyslitelné. Moderni diagnostické a 1é¢ebné postupy,
ptistrojové vybaveni a neustdle se rozvijejici znalosti umozinuji soucasnym Iékaifiim zachranit
zivot, Ci alespon zlepsit jeho kvalitu u nemocnych dosud nevylécitelnych, i tém pacientim, ktefi
by pfed par desitkami let svému onemocnéni podlehli. Spolu se vzristajici zivotni urovni
a zvySovanim pramérného véku lidské populace se ve velké mife projevuji i onemocnéni, ktera
byla donedévna spise ojedingla.

Moderni ¢lovék je neustale nucen pfizplisobovat se zrychlujicimu Zivotnimu tempu
a naristajicimu psychickému napéti, coz spolu se Spatnou zZivotospravou, kourenim, nadmérnou
konzumaci alkoholu a minimalnim pohybem nese celou fadu vdznych komplikaci. Ve zvySené
mife se v dusledku toho u obyvatelstva vyskytuje stres a nervozita, celkova inava organismu,
bolesti hlavy a pohybového ustroji, bolesti zaludku a obtiZze s trdvenim potravy, poruchy
obéhového systému a cela tfada dalSich fyzickych i psychickych projevi. Vse je zejména patrné
u obyvatel velkych mést, nebot’ pravé méstsky Zivot je pro vySe zminény vycet neSvara typicky.

Onemocnéni vznikla jako dusledek soucasného zivotniho stylu mizeme oznacit pojmem
civilizaéni (chronické) choroby. Jedna se o soubor zdanlivé nesourodych onemocnéni, jejichz
spoleCnym jmenovatelem je pravé nevhodny zivotni styl. Mezi civiliza¢ni choroby fadime jak
onemocnéni kardiovaskuldrniho systému jako ateroskler6zu, cévni mozkovou piihodu, infarkt
myokardu ¢i vysoky krevni tlak, tak rGzné formy nadorovych ¢i revmatickych onemocnéni,
poruchy metabolismu jako cukrovku a obezitu, dale astmatickd onemocnéni a chronickou
obstruk¢ni plicni nemoc a také onemocnéni psychicka, jako depresi a demenci. A pravé demence
se vyskytuje stale Castéji a vznika tak akutni potieba tuto situaci fesit.

Demence se projevuji poruchami paméti, usudku a mysleni, poruchami orientace,
emotivity a spoleCenskych konvenci, vznikaji ¢asto na genetickém zakladé a charakterizuje je

omezeni funkce nervovych bun¢k zpiisobené degeneraci €1 jejich pfed¢asnym zanikem, symptomy



se s postupujicim Casem zhorSuji a onemocnéni tak predstavuji zavazny zdravotni problém
s vyznamnym dopadem na spoleénost a ekonomiku?.

Nejcastéjsi formou demence je neurodegenerativni onemocnéni zvané Alzheimerova
choroba projevujici se postupnou ztratou paméti a pozndvacich funkci. Nejvice postizenou je
kratkodoba pamét’ a diky rozdilné rychlosti rozvoje onemocnéni se v pribéhu 5 — 15 let objevuje
Giplna dezorientace a neschopnost dorozumét se®. Pacient se tak prakticky stava zavislym na svém
okoli. Postupna ztrata cholinergni transmise provazejici toto onemocnéni je jednim z hlavnich
diavodu tpadku poznavacich funkci a na jeji ovlivnéni je cilena 1é¢ba inhibitory cholinesteras.
Inhibici funkce enzymu §tépicich acetylcholin, tj. acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy,
Vv synaptické Stérbin¢, miizeme piizniveé ovlivnit pribéh onemocnéni, ne ve smyslu jeho vylécenti,
ale zpomaleni jeho postupu ¢i zvySeni kvality Zivota nemocnych naptiklad posilenim nervovych
a poznavacich funkci.

A pravé na vyzkum ptirodnich latek pouzitelnych v terapii této zdkeiné choroby se zamétuje
katedra farmaceutické botaniky a ekologie, kde se tym pracovnikd sdruzeny pod nazvem
ADINACO (Alzheimer's Disease and Natural Compounds) vénuje screeningu vybranych celedi
rostlin pro obsah latek v terapii potencialné upotiebitelnych.

Jednim z vyznamnych zdroji isochinolinovych alkaloidi jsou alkaloidy maku setého
Papaver somniferum L., které se béZzn¢€ pouzivaji v terapii. Je proto zajimavé zjistit chovani téchto

sloucenin vici cholinesterasam; moje diplomova prace je piispévkem k feSeni této otazky.



2. CiL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo:

1.

Ptipravit vyhovujici mobilni fazi pro kontrolni tenkovrstvou chromatografii smési
alkaloidl pro jednotlivé typy vytfepkt extraktu ze suchych tobolek méaku setého
Papaver somniferum L. a to podle polarity a pH obsazenych latek.

Zpracovani jednoho z vytfepkt tenkovrstvou chromatografii za i€elem ziskani
minimdlné jednoho z alkaloidil v ¢istém stavu.

Stanoveni fyzikalné-chemickych charakteristik ziskaného alkaloidu.

Ucast na stanoveni biologické aktivity izolovaného alkaloidu, zejména zji§téni miry

inhibice lidskych cholinesteras.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Charakteristika a rozdéleni demenci

Demenci je nazyvdno onemocnéni projevujici se postupnou ztratou paméti, intelektu
a poznavacich funket, jehoz vyskyt v populaci vyrazné¢ stoupa s vékem.

Demence muzeme d¢lit dle pii¢iny vzniku na atroficko-degenerativni, ischemicko-
vaskularni a symptomatické. Mezi atroficko-degenerativni demence, vznikajici v dasledku
snizeného poctu mozkovych bun€k a synapsi ¢i uklddani patologickych bilkovin, fadime
Alzheimerovu chorobu, Huntingtonovu chorobu, korovou nemoc s Lewyho télisky, Parkinsonovu
chorobu ¢&i Pickovu chorobu. Ischemicko-vaskularni demence vznikaji jako dusledek
nedostateéného prokrveni a nasledného poskozeni mozkové tkand. Radime mezi né
Binswagnerovu chorobu, multiinfarktovou demenci ¢i vaskularni demenci s akutnim za¢atkem.
Symptomatické demence jsou zptisobeny celkovym onemocnénim organismu. Radime mezi né
demence smiSenych etiologii, naptiklad traumatické, infekéni ¢i metabolické®,

Dle stadia, ve kterém se demence nachazi, je Ize dale dé€lit na pocinajici a mirné deprese
(relativni sobéstacnost pacienta, nevyzaduje nepfetrzitou péci), Stfedné pokrocilé a rozvinuté
demence (sobéstacnost je jiz omezena, schopnost komunikace je vSak zachovana) a demence tézké

(pacient vyzaduje nepietrZitou péci, neni schopen komunikovat, objevuji se poruchy chovani)*.
3.2 Charakteristika Alzheimerovy choroby

Nejcastéji se vyskytujici formou demence je Alzheimerova choroba, kterd piedstavuje kolem
50 — 60 % vSech pripadt. Dalsich asi 10 % ma ptvod smiseny, kdy se na vzniku onemocnéni
podileji dalsi faktory postihujici mozek. Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni
projevujici se syndromem demence, u kterého dochazi v ¢ase ke zhorSovani ptiznakti. Onemocnéni
je jasn¢ definovano patologickymi nalezy spole¢nymi pro vSechny nemocné, pribéh onemocnéni
se vSak u kazdého pacienta 1i8i, rozdilné je doba vzniku, rychlost postupu onemocnéni, rizné jsou

faktory ovliviiujici jeho priibéh a rozvoj a rozdil je i v genetické vybavé kazdého jedince®.
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Onemocnéni popsal na zacatku 20. stoleti Alois Alzheimer jako nemoc s rychlym
pribéhem vyskytujici se od stitedniho véku kolem padesati let s vyraznou dédicnosti a postihujici
predevsim zeny. Od roku 1910 se pro toto onemocnéni zaCal pouzivat nazev Alzheimerova
choroba (AD). RozliSujeme jeji dva typy, méné Castou presenilni demenci Alzheimerova typu
postihujici osoby ve véku pod 65 let, vyznacujici se rychlym pribéhem a po strance klinické
syndromem ,,péti A*“: afazii (porucha mysleni, chdpani a nachazeni slov), agrafii (porucha
grafického projevu), alexii (neschopnost ¢ist), apraxii (ztrata schopnosti vykonavat ucelné pohyby
vyzadujici koordinaci) a agnézii (ztrata schopnosti rozpoznavani a interpretace smyslovych
viemi). Druhy, castéji se vyskytujici typ AD za¢ina ve véku nad 65 let a vyznaluje se
pozvolnéjsim prubéhem a del$im trvanim nez forma presenilni. Ve vékovém rozmezi 65 — 69 let
trpi onemocnénim dle vysledkt projektu EuroCoDe (European Collaboration on Dementia) asi
2 % muzt a 1,5 % Zen, kdy se kazdych 5 let tato hodnota zhruba zdvojndsobuje. Projekt ptinesl
pomérné Sokujici fakta o vyskytu AD u seniort nad 85 let, kdy se pocet nemocnych v Evropé
ukazal byt asi o milion 0sob vyssi, nez byly dosavadni pfedpoklady. Dle odhadii na zakladé
zjisténé prevalence je v Ceské republice pres 120 tisic lidi s touto nemoci®,

Kromé ve&ku patii mezi dalsi neovlivnitelné faktory rodinna anamnéza a dédi¢nost. Riziko
vyskytu onemocnéni stoupd s vyskytem AD v rodin€ a dale se zvySuje s navySujicim se poctem
¢lent rodiny, trpicich touto chorobou. Pokud se v rodin¢ AD vyskytuje, mohou byt kromé
d&di¢nosti na viné i vn&jsi faktory ¢i kombinace obou’.

Hlavnim Kklinickym znakem rozvijejici se demence u AD jsou kognitivni poruchy. Dle typu
demence jde o pomalu ¢i rychle se rozvijejici poruchy paméti. Zprvu se projevuje porucha
vStipivosti zpiisobend naruSenim novopaméti. Staropamét’ je naopak dlouhodobé zachovana.
Poruchy orientace s poruchami paméti tésné souviseji. Nejprve je naruSena orientace Casova
a mistni, jako posledni je postizena orientace osobou. Dale pozorujeme poruchy pozornosti
a mysleni, které je vyrazn¢ zpomalené. Poruchy paméti byvaji kompenzovany smyslenkami.
Poruchy intelektu s sebou nesou snizovani soudnosti a kriti¢nosti, poruchy v emotivité se projevuji
zménami celkového naladéni. U forem expanzivnich se nékdy vyskytuji megalomanické bludy,

jindy pouze euforické nélada doprovazena planym vtipkovanim.
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U depresivnich forem se setkdvame se sebeobviiiovanim, popiranim mravnich hodnot
a hypochondrickymi bludy ¢asto absurdniho charakteru. Pfitomna je emocni labilita, Casté¢ zmény
nalad a afektované chovani. Poruchy emotivity zasahuji 1 oblast citovou, kde pusobi apatickou
naladu a citové otupeni. MiiZze byt pfitomna ztrata feci, ztuhlost ¢i stupor, kdy pacient setrvava
ve strnulych, ¢asto nepftirozenych, polohach. Neklid a agresivni projevy mohou byt poruchami
emotivity zpusobeny také, stejné jako poruchy spanku. Jak onemocnéni postupuje, demence
se stale prohlubuje a pacienti se stavaji zavisli na pomoci druhé osoby. V zavérecnych fazich
onemocnéni pacient piestava reagovat na podnéty z okoli, neni schopen udrzovat konverzaci
a ztraci kontrolu nad vlastnimi pohyby. Je odkdzan na kazdodenni pomoc s osobni péci vcetné
stravovani a uzivani toalety. Reflexy se stavaji abnormalnimi, tuhne svalstvo a objevuji se potize
s polykanim®”. Posledni fAze onemocnéni nastava v pribéhu 5 — 15 let a ke smrti zpravidla dochézi
v dtisledku zanétlivé infekce, jakou je naptiklad bronchopneumonie?.

A& pfesné nevime, jak onemocnéni vznika, umime ho diagnostikovat diky zakladnim
neuropatologickym a histopatologickym nalezim a modernim zobrazovacim metodam, jako
magneticka rezonance ¢i po€itacova tomografie. Zakladnimi nalezy u pacientti s AD jsou:

= atrofie mozku, predevSim frontalniho, parietalniho a temporalniho laloku

= selektivni zanik acetylcholinergnich neuronti

= tvorba B-amyloidnich plakt, amyloidova angiopatie

= degenerace T-proteinu a vznik tangles, shlukd hyperfosforylovaného t-proteinu

= zanctlivd reakce v oblasti plakii, plsobeni volnych kyslikovych radikald,
protizanétlivych plsobkil a oxidaéniho stresu

= zvySena syntéza a ¢innost na potencialu neuronu zavislych vépnikovych kanalt?®

Za tvorbu amyloidnich plakd je odpovédny protein B-amyloid, vznikajici koagulaci
z B-peptidu, bézné soucasti nervovych bunék, ktery se pii AD ve zvySené mife uklada v jadrech
amyloidnich plakd a sténach tepének. Ve své polymerované formé tvofi jadra (drazy), kolem
kterych dochazi k odumirani neuronti, vzniku gliového lemu a projeviim akutni reakéni faze
na vznikajici sterilni zanét. Za hlavni zdroj B-amyloidu je povazovéan tzv. amyloidovy
prekurzorovy protein (APP), ktery byl zjistén v neuronech v n€kolika frakcich. Fyziologicky je
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APP $tépen enzymem a-sekretasou na B-peptid, fragmenty o 40 aminokyselinach. B-peptid hraje
vV organismu dilezitou roli, je solubilni a =za fyziologickych podminek se podili
na neuroprotektivnim putsobeni a zajiStovani neuroplasticity, schopnosti centralni nervové
soustavy (CNS) se piizpisobovat, piestavovat a reorganizovat ve své funkci na molekularni
urovni. V patologickém stavu do $tépeni APP zasahuje téZ enzym [-sekretasa a ziejmeé
I y-sekretasa, jejichz pisobenim vznikaji fragmenty delsi nez fyziologicky B-peptid 0 42 nebo
43 aminokyselinach. Toto nadmérné St€peni APP je u Casti pacientli podminéno geneticky, a to
bud’ na dlouhém raménku 21. chromozomu nebo na 1. a 14. chromozomu u pacientli s ¢asnym
nastupem onemocnéni a jeho vyskytem v rodinné anamnéze. Tyto delsi fragmenty jiz neplni svou
fyziologickou roli a diky snizené solubilité koaguluji a polymeruji v extracelularnim prostoru
za vzniku patologického B-amyloidu, ktery je zakladem plakid. Toxické ptsobeni B-amyloidu pak
ziejm¢ zpusobuje dal$i druh proteinové degenerace, degeneraci intraneuronalniho t-proteinu.
Zdegenerovany t-protein pak tvoii parové helikalni filamenta, z kterych nasledné vznikaji
neuronalni klubicka, shluky hyperfosforylovaného t-proteinu, zvané tangles. Postizené neurony
pak zanikaji vlivem apoptézy — bunééné smrti>10,

Ke zvysené koagulaci a polymeraci delSich fragmentt a k celkovému rozvoji onemocnéni
zfejmé piispiva pritomnost genu pro apolipoprotein E, konkrétné pro jeho izoformu apolipoprotein
E-e4 (ApoE-e4). Apolipoprotein E, geneticky kodovany na chromozomu 19, je v téle pfirozené
se vyskytujici latkou s fadou fyziologickych funkci, napt. transportem cholesterolu. Lidé vybaveni
izoformou ApoE-e4 po obou rodi¢ich inklinuji ke vzniku onemocnéni 3 — 5 krat Cast&ji nez
srovnatelna populace s jinymi izoformami apolipoproteinu E. K ukladani amyloidu dochazi téz
ve sténach cév za vzniku amyloidové angiopatie. Vzniklym sterilnim zanétem dochazi k aktivaci
bunék mikroglii a astrocytli, uvolnéni cytokininovych plisobkti a volnych kyslikovych radikald.
Akutni reakéni faze tak zplsobuje dal$i neurodegenerativni zmény, jako je zanik neuront vlivem
peroxidace jejich lipidovych membran volnymi kyslikovymi radikaly. Zanik neuronti zpisobuje
uvolnéni excitaénich aminokyselin, glutamatu a aspartatu, s jejich naslednou vazbou na vlastni
receptory v CNS. Hyperexcitaci téchto ionotropnich receptorti (napt. NMDA receptor) dochazi

k nadmérnému influxu Ca?* do neuront, destabilizaci vnitiniho prostedi a aktivaci proteinkinas.
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To ma za nésledek smrt neuronu a uvolnéni dalSich excita¢nich aminokyselin v ramci kaskaddové
reakce. Pfi AD téz dochazi k nadmérné aktivaci a ziejmé i nadmérné tvorbé vapnikovych kanala
oteviranych v zavislosti na potencidlu membrany neuronu. Vysledkem je pak aktivace stejné
kaskady jako v pfipad¢ plsobeni excitacnich aminokyselin. Dal§i patogenetickou kaskadou,
podilejici se na rozvoji onemocnéni, je zanik mitochondrii. ZjiStovana je zvySena aktivita
sukcinyldehydrogenazy a jinych enzymi a to pfevazné v mistech, kde pozdé&ji vznikaji senilni
plaky. U osob vyssiho veku, ale zvlasté pak u pacientti s AD, byva zjiStovana zvySena hladina
enzymu monoaminooxidasy B. Uvazovano je také o nedostateéné produkci nervovych ristovych
faktorti gliovymi buitkami®.

Zanik neuronli zpusobuje snizeni mnozstvi neuromedidtori a enzymd, tak dtlezitého
acetylcholinu (ACh) ¢&i cholinacetyltransferasy (CAT), ktera jej syntetizuje z cholinu
a acetylkoenzymu A (AcCoA). Dochdzi ke snizeni poctu nikotinovych acetylcholinergnich
receptori pfi relativnim zachovani poctu acetylcholinergnich receptori muskarinovych. Mezi
cholinesterasami odbouravajicimi ACh v synaptické S$térbiné pievazuji acetylcholiesterasy
(AChE) nad butyrylcholinesterasami (BuChE), jejichz podil je za fyziologického stavu zcela
minimalni. Pfi AD ale dochazi ke zvySovani podilu BuChE a k jejich novotvorbé v gliovych
lemech amyloidnich plakd, zvySené mnozstvi BuChE pak ptispiva k nedostatku ACh jeho
odbouravanim!®+12. VV mozku nemocného téz poéina pievladat acetylcholinesterasa G1
nad formou G4, u zdravého jedince tvoii forma G1 pouze minoritni podil'®. AChE a BUChE
se od sebe odlisuji reakéni kinetikou a to v zavislosti na mnozstvi dostupného ACh. Vysoka
koncentrace ACh zpusobuje zvyseni aktivity BuChE, ktera neni za nizkych koncentraci ACh
prakticky aktivni. Vysoka mozkova aktivita mize mistn¢ zpisobit vzestup koncentrace ACh
na mikromolarni urovein, kdy je AChE inhibovéna a aktivitu pfebira BuChE. Spojitost BuChE
s gliovymi bunikami ma ziejm¢é podporou hydrolyzy ACh pomahat zachovat fyziologické

cholinergni funkce. BuChE je proto nyni diilezitym cilem ve farmakoterapii AD*,
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3.3 Farmakoterapie Alzheimerovy choroby

Farmakoterapii AD lze délit na dvé zakladni skupiny:
» Kkognitivni farmakoterapie

= nekognitivni farmakoterapie — 1é¢ba pfidruzenych symptoma'®

Vyuzivéno je Siroké spektrum latek fadicich se mezi 1é¢iva i neléciva. Tato kapitola se proto vénuje

vSem latkdm, které mohou pozitivné pusobit proti vyvoji demence, zejména AD.
3.3.1 Kognitivni farmakoterapie

33.1.1 Inhibitory acetylcholinesterasy

Inhibitory acetylcholinesterasy blokuji nadmérné odbouravani ACh a udrzuji tak jeho molekuly
ve stavu, kdy je schopen vazby na své receptory umisténé pre- i postsynapticky. Nékteré inhibitory
inhibuji prakticky pouze AChE, jiné vyznamné inhibuji i BuChE. Pro 1é¢bu AD jsou vyuZivany
centralné pusobici inhibitory, pfedpokladem pro jejich uinnost je dobrd schopnost prochazet
hematoencefalickou bariérou (HEB), specifickd inhibice mozkovych (nikoliv perifernich) forem
AChE a dobra snaSenlivost.

Inhibice AChE se dle reverzibility vazby déli na reverzibilni, ireverzibilni
a pseudoreverzibilni. Reverzibilni inhibitory blokuji AChE po dobu jejich pfitomnosti v plazmé
a likvoru, po odbourani reverzibilnich inhibitort v jatrech jsou AChE restaurovéany a je obnovena
jejich funkce. Ireverzibilni inhibice AChE zpiisobi vytvofeni komplexu inhibitor — cholinesterasa,
ktery je nevratny a je nasledné eliminovan. Pfi pseudoreverzibilni inhibici dochazi v molekulach
cholinesteras ke kompetitivnimu vytésnéni ACh inhibitorem, ktery je jimi nasledné¢ odbouravan.
Utinnost je proto delsi nez samotna doba ptitomnosti inhibitoru v plazmé a likvoru. Délka trvani
inhibice a schopnost pronikat HEB je zavisla na chemické struktufe inhibitoru, inhibitory
obsahujici v molekule kvarterni dusik maji vlastni aktivitu na nikotinovych receptorech, ale
na rozdil od inhibitori s tercidrnim dusikem nepronikaji do CNS!#13.15,

Inhibitory acetylcholinesteras tvoii chemicky nejednotnou skupinu 1é¢iv, jednotlivé

preparaty odliSuji rizné mechanismy ucinku a schopnost inhibovat ve zvySené miie 1 BuChE.
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Svym pusobenim zpomaluji rozvoj AD a oddaluji tak pfechod demence do tézSich stadii.

V soucasné dob¢ jsou vyuzivany piipravky nékolika chemickych skupin®.

Akridinové derivaty — reverzibilni inhibitory AChE, piednostné inhibuji AChE pted BuChE.

Mezi jejich zastupce fadime tetrahydroaminoakridin — takrin, ktery byl z trhu stazen pro
hepatotoxické ucinky, dale velnakrin, suronakrin a 7-metoxytakrin, jehoz vyvoj byl z finan¢nich

diivodti pozastaven i ptes slibné vysledky'?.

NH,

X

=
N

takrin

Karbaméatové derivaty — pseudoreverzibilni inhibitory AChE i BuChE. Radime mezi né

fysostigmin, latku experimentalniho vyznamu s kratkym polocasem a fadou vedlejSich Uc€inkd.
Rivastigmin (Exelon®) je u nés i ve svété hojné pouzivanym pseudoreverzibilnim inhibitorem
cholinesteras, krom¢ mozkovych AChE u¢inné inhibuje i BuChE, coZ ma za nésledek vyssi vyskyt
gastrointestindlnich potizi pfechodného charakteru. Jinak ma minimum Iékovych interakeci.
Pronikad do CNS, kde zvySuje koncentraci ACh, ¢imZ zlepSuje kognitivni funkce, neexistuji vSak
dikazy o priznivém vlivu na pribéh AD. Davkovani se musi titrovat, 1é¢ivo je dostupné
pro peroralni i transdermalni podani. Vyhodou transdermélniho podani je minimalizace
nezadoucich gastrointestinalnich efektli. Rivastigmin ptfiznivé ovliviiuje psychotické ptiznaky
vyskytujici se predevsim u korové nemoci s Lewyho télisky, pouZziva se i v terapii parkinsonickych

demenci. Eptastigmin je v procesu klinického zkouseni a fadi se mezi perspektivni latky>167,

L0
N
HSC/\Il\I 0 CH,
CH, CH,

fysostigmin rivastigmin
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Piperidinové derivéty — reverzibilni inhibitory ovlivitujici pfedev§im AChE. Donepezil (Aricept®,

Calofra®, Donepezil-Teva®, Yasnal® a dal3i) je ve svété nejpouzivanéj$im centralnim inhibitorem
acetylcholinesteras, pronikd do CNS a zvySenim koncentrace ACh ptiznivé ovliviiuje kognitivni
funkce, bez zjevného vlivu na vlastni pribéh AD. Inhibice AChE vyvolana donepezilem je jistou
mérou tkanoveé specificka, ve srovnani s CNS dochazi k slabsi inhibici AChE v hladkém a pii¢né
pruhovaném svalstvu a v myokardu. Uginek se obvykle objevuje béhem 12 tydnti od poéatku
terapie, indikovan je pro 1écbu mirné az sttedn¢ tézké AD. Prestoze je odbouravan jatry pies
enzymaticky systém P450, ma malo lékovych interakci, nepiisobi hepatotoxicky a je vSeobecné
dobfe snaSen. Polocas vice nez 70 hodin umoziiuje jeho podavani jednou denné. Icopezil je

v procesu klinického zkouseni a vykazuje jesté vyssi specifitu pro molekuly AChE!21316,

@) N
H,C—-0O
H,C—-0
donepezil

Alkaloidy — Huperzin A je seskviterpenovy alkaloid ziskany z vrance pilovitého Huperzia serrata.
Jedna se o silny reverzibilni inhibitor s vysokou selektivitou, rychlym prostupem pies HEB,
vysokou biologickou dostupnosti po peroralnim podani, dlouhym inhibi¢nim G¢inkem na AChE
a minimalnimi u¢inky na perifernim cholinergnim systému. Uginky huperzinu A souvisi s jeho
schopnosti snizovat oxidacni stres, s regulaci exprese apoptickych piisobkil, nervového riistového
faktoru a jeho receptoru a se zasahem do metabolismu APP!31, Je dile schopen reverzibilng
inhibovat N-methyl-D-aspartaitové (NMDA) receptory a prispivat tak k neuroprotektivnim
ucinkiim. Na zakladé chemické struktury huperzinu A bylo pfipraveno nékolik derivati s vyssi
selektivitou vici AChE202!,

Galanthamin (Reminyl®, Galantamin-Teva® a dalsi) je terciarni alkaloid izolovany
ze snézenky Galanthus woronowii. Vyskytuje se i u ostatnich druhi rodu Galanthus a u dalSich
zastupcu ¢eledi Amaryllidaceae. Jedna se o inhibitor AChE benzazepinové struktury se schopnosti
alostericky modulovat nikotinové receptory, coz ma za nasledek zvysené uvoliiovani ACh.
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Pronikéd do CNS, kde zvysSuje hladinu ACh, zlepsSuje kognitivni funkce, ale neni dokézan ptiznivy
vliv na rozvoj AD. Biotransformace probiha v jatrech na tii u¢inné metabolity, biologicky polocas

je kolem 7 hodin, pfedepsand denni davka galanthaminu se déli do dvou dil¢ich, uziva se rano

a veder'®1922,
CH,
N
H,C—/ ! ©
3 NH2 N
huperzin A galanthamin

Organofosfaty — Metrifonat, piperidinovy ireverzibilni inhibitor AChE, byl pro velké mnozstvi

nezadoucich u¢inkd stazen z trhul®.

metrifonat

3.3.1.2 Agonisté muskarinovych a nikotinovych receptori

Nikotin jako agonista nikotinovych receptori ucinkuje neuroprotektivné, ma vsak ftadu
nezadoucich ucinkd, pfedev§im na kardiovaskularni systém, plynoucich z neselektivni aktivace
centralnich i perifernich nikotinovych acetylcholinergnich receptora®®.

vvvvvv

nikotinovych receptorii se selektivnim i¢inkem viéi nékterym jejich typtim?.

Epibatidin je v soucasnosti podrobovan vyzkumu?,
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3.3.1.3 Prekurzory tvorby acetylcholinu

Jedna se piedevsim o sojovy lecitin, ktery pomalu uvoliiuje cholin k syntéze ACh, ale neprochazi
dostatecné HEB. Lepsich vysledki je dosahovano za pouziti cholin-alfosceratu. Ostatni zptisoby,
jako ovlivnéni cholinergniho systému pomoci ¢astecné inhibice GABAergniho systému ¢i pfima
stimulace muskarinovych a nikotinovych receptort jsou zatim ve fazi preklinického ¢i klinického

zkouseni®1215,

3.3.14 Nootropika a dalsi latky

Nadmeérna tvorba a nedostatecné odbouravani volnych kyslikovych radikalii u demenci a poruchy
kognitivnich funkci byly divodem zavedeni nootropik, latek zlepSujicich kvantitativni
I kvalitativni poruchy védomi, poruchy paméti a narusené schopnosti uc¢eni. V $ir§im slova smyslu
jsou do skupiny nootropik fazeny latky, které maji schopnost piisobit preventivné ¢i pifimo branit
rozvoji patologickych zmén tvoficich neurobilogicky podklad naruseni kognitivnich funkei.
u AD. Mechanismy ucinku nootropik jsou komplexni a dosud ne zcela objasnéné. Vysledkem
jejich plisobeni je efektivn€jsi vyuzivani energie neurony nebo zlepSeni priitoku krve mozkem.
Vyuziti energie neurony lze zlepsit ovlivnénim metabolismu glukdzy, mitochondridlnich funket,
vyuziti kysliku neuronem ¢i uvolfiovani a syntézy neurotransmiterii. ZlepSeni pritoku krve
mozkem 1ze dosahnout inhibici fosfodiesteras s naslednym zvySenim koncentraci cyklickych
nukleotidi, inhibici aktivace trombocytt ¢i jejich stabilizaci €1 zvySenim deformability erytrocyti.
Utinek se dostavuje pii dlouhodobém uZivani, jednoznaény prospéch nootropik v 16¢bé AD zatim
ale nebyl prokazan?16,

Piracetam je prospésny zvlasté¢ v pocatcich AD. Kromé pozitivniho plisobeni na vyuziti
energie neuronem, zvySenim tvorby adenosintrifosfatu (ATP), zlepSuje reologické vlastnosti krve,
stabilizuje trombocyty, snizuje adhezivitu erytrocytu a zvySuje cholinergni transmisi a uvoliiovani
dopaminu. Pouziva se hlavné jako doplnék terapie inhibitory AChE?2425,

Pyritinol, derivat pyridoxinu, zvySuje cholinergni transmisi, zlepSuje reologické vlastnosti

krve a zlepsuje utilizaci glukozy v CNS. Klinické zkousky dokazuji vyssi prospésnost pyritinolu
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oproti placebu na zlepSeni kognitivnich funkci u pacientl s mirnou az stfedn¢ t€Zkou demenci
rtizné etiologie!#16-%,

Ginkgo bilobae extractum, standardizovany extrakt z listd jinanu dvoulalo¢ného, je
komplex latek S vazodilataénimi a antioxida¢nimi u¢inky. Plsobi proti volnym kyslikovym
radikalim a inhibuje ionotropni receptory typu NMDA. Pouziva se jako dopliikova 1écba
inhibitory AChE a memantinem®1216,

Nicergolin slabé ovliviiuje i acetylcholinergni systém a piispiva k mikrocirkulaci krve
vV mozku, proto se hodi jako doplikova lécka k inhibitorim AChE a memantinu. Jedna se
0 semisynteticky derivat namelovych alkaloidii, ktery piisobi antagonisticky na adrenergnich
ai-receptorech (vazodilatacni ucinek), inhibuje aktivaci trombocytd, inhibuje fosfodiesterasu
typu 1 a zlepSuje utilizaci glukozy. Prestoze se jedna o derivat namelovych alkaloidl, vykazuje

daleko lepsi snasenlivost nez jiné derivaty, naptiklad ergotamin &i ergotoxint316:27,

3.3.15 Scavangery volnych kyslikovych radikala

Pfi AD dochazi k nadmérnému uvoliovani kyslikovych radikalti a tyto reaktivni formy kysliku
poskozuji nékteré z enzymu a zpusobuji lipoperoxidaci neuronalnich membran, coz vede k zaniku
neuront urychlenim apopt6zy. Scavangery (vychytavace) piisobi riiznymi mechanismy na sniZeni
mnozstvi volnych kyslikovych radikalt, studiemi nebyl prokézan ptiznivy efekt na rozvoj AD, ale
uvazuje se o preventivnim pisobeni téchto latek.
Vitamin E, retinol ¢i B-karoten pii dlouhodobém podavani vykazuji preventivni efekt.
Selen je dilezity jako soucast koenzymu piirozeného antioxidacniho enzymu

glutathionperoxidasy*2.

3.3.16 Parcialni inhibitory NMDA receptoru

Pii AD dochazi k nadmérnému uvoliovani excita¢nich aminokyselin glutamatu a aspartatu, jejich
pisobeni na NMDA receptory zptisobuje otevieni iontovych kanaléi a nadmérny vstup Ca?*
do neuronu. Tim zpiisobena zména vnitiniho prostiedi pak zpisobi neuronalni smrt. Narusena je

tim dlouhodobé potenciace, jeden ze zakladnich mechanismi u€eni, kterd probiha pravé na NMDA
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receptorech. Proto se v terapii AD vyuziva latek inhibujicich NMDA receptory. U nas je prozatim

pouzivan jediny zastupce, memantin (Ebixa®), nekompetitivni antagonista NMDA receptor.
Snizuje uvolnovani glutamatu blokddou NMDA receptort a navozuje rovnovahu porusené

excitatn¢ inhibi¢ni aktivity v CNS. Pouzivan je pro lécbu stfedné tézké az tézké demence,

vV monoterapii ¢i kombinaci s inhibitory AChE. Byl prokazan piiznivy vliv kombinace memantinu

a donepezilu na kognitivni funkce!?28:2°,
NH,
CH,
CH,
memantin

3.3.1.7 Centralné piisobici antiflogistika

V mistech amyloidnich plakli dochazi z divodii aktivace neurogliovych elementli ke sterilnimu
zanétu. Gliové bunky uvoliuji reaktivni kyslikové radikaly a cytokiny a je aktivovan zéanétlivy
enzym cyklooxygenasa 2 (COX-2). Z diavodt potlaceni zanétlivé reakce jsou v soucasnosti
klinicky testovana nesteroidni antiflogistika dobfe prochéazejici HEB, zejména inhibitory COX-2.

Zkoumany jsou i G¢inky kyseliny acetylsalicylové, ibuprofenu ¢i nimesulidu, v terapii AD

viak nejsou tato 1é&iva zatim pouzivanal®,

3.3.1.8 Nervové ristové hormony

Pti AD se projevuje nedostatek nervovych ristovych hormond, latek dilezitych pro neuronalni
plasticitu a repara¢ni Cinnosti. K podpofe syntézy ristovych hormoni je vyuzivan piipravek
Cerebrolysin, hydrolyzat vepfovych mozki, obsahujici kratké peptidy a aminokyseliny**=3L,

V soucasnosti se vyzkum zaméfuje na vyvoj ptipravkl pusobicich uvolnéni endogennich

ristovych hormont ovlivnénim tyrosinkinasovych receptor®2.
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Selegilin in vitro zpusobuje uvolnéni rustovych faktori nebo jako rdstovy faktor sam

piisobi, in vivo viak tento efekt nebyl prokazan®>,

3.3.2 Nekognitivni farmakoterapie

Nekognitivni farmakoterapie se soustiedi na [é¢bu symptomt spojenych s onemocnénim AD, jde
o poruchy spanku, emotivity, chovani, depresivni poruchy ¢i stavy uzkosti a neklidu. Pro 1é¢bu
poruch spanku jsou lékem volby nebenzodiazepinova hypnotika, naptiklad zolpidem. Pro 1écbu
poruch chovani a pfidruzenych delirii vyuzivame latek ze skupiny neuroleptik. Ptevazujici
psychotické ptiznaky 1é¢ime antipsychotiky 2. generace, risperidonem, quetiapinem a dalSimi.
Vzhledem k véku pacienti s AD je tfeba podavat nizs§i davky nez u mladych osob
kvili vy§§imu riziku vzniku cévni mozkové piihody. V ptipadé prevahy ptidruzenych delirii
a stavll neklidu nebo poruch spanku pouzivame antipsychotika s malym antipsychotickym
efektem, avSak dobfe plisobici na vySe zminéné piiznaky a dobfe sndSend. Zastupci jsou
butyrofenonové incizivni neuroleptikum melperon (Buronil®), selektivni antagonista
na dopaminovych receptorech tiaprid (Tiapra®, Tiapridal®) a inhibitor zpétného vychytavéni
serotoninu a serotoninovy antagonista trazodon (Trittico AC®). Antidepresiva 1. a 2. generace
majici anticholinergni G¢inky a ovliviiujici jiné neuromedidtorové systémy, neZ serotonergni
a dopaminergni, nejsou v nekognitivni farmakoterapii vyuzivana. Vyuzivana jsou piedev§im
antidepresiva 3. generace — inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (escitalopram, citalopram,
paroxetin, fluoxetin, fluvoxamin, sertralin) a 4. generace — inhibitory zpétného vychytavani
serotoninu i noradrenalinu (venlafaxin) a dal$i antidepresiva 4. generace (mirtazapin). V praxi je

pouzivan téz reverzibilni inhibitor monoaminooxidasy A moklobemid’*216,

3.3.3 Nové zpiisoby farmakoterapie

Vzhledem k etiopatogenezi AD je hledan zptsob, jak zamezit ukladani B-amyloidu a tvorbé
senilnich plakii. Ve vyzkumu je antiamyloidni terapie, brzdici jak tvorbu B-peptidu (vznikajiciho
z APP), tak shlukovani a polymeraci téchto peptidi a vzniku amyloidniho plaku. Probiha klinické

ovéfovani inhibitori B- 1 y-sekretas, latky bréanici vzniku toxickych oligomert, klinickym
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zkousenim prochazi i vakcinace B-amyloidem a podavani monoklonalnich protilatek proti

B-amyloidu. Jiny postup se zamé&fuje na blokovani degenerace t-proteinut®!2,

3.34 Alkaloidy a jejich derivaty pouZitelné pro lé¢bu a prevenci demenci

3341 Inhibitory acetylcholinesterasy

Fysostigmin, alkaloid ziskany z Physostigma venenosum Balf. (Fabaceae), je kratce ptisobici
reverzibilni inhibitor AChE. ZlepSuje kognitivni funkce u pacientli s AD i u zdravych jedincti, ma
vSak fadu nezddoucich ucinkii (nauzea, zvraceni, bolesti hlavy). Za ucelem zlepSeni
farmakokinetiky a uCinnosti byly pfipraveny mnohé derivaty, z nichz je terapeuticky
nejpouzivangj$im rivastigmin (Exelon®), reverzibilni inhibitor AChE karbamétového typu,
pouzivany pro lécbu lehké a stiedné t€zké demence u nemocnych AD nebo Parkinsonovou
chorobou. Vzniklo mnoho pokust pfipravit inhibitory AChE na strukturdlnim zékladu
fysostigminu s farmakokinetikou a G¢innosti rivastigminu, nékteré z téchto selektivnich inhibitort
byly upraveny pro 1é€bu kognitivnich 1 depresivnich symptomiit AD najednou. Néktera analoga
karbamatového derivatu xanthostigminu inhibuji acetylcholinesterasou vyvolané shlukovani
B-amyloidu, fenylkarbamatovy derivat fysostigminu, fenserin, inhibuje sou¢asné¢ AChE i APP.
Metylaci do polohy C-2” fenserinu byl pfipraven tolserin, derivat s vylepSenou selektivitou

pro AChE ve srovnani s BUChE. Mezi dalsi uzivané derivaty fysostigminu fadime neostigmin

0T
N<
HSC/\Il\I 0 CH,
CH, CH,

fysostigmin rivastigmin

(Syntostigmin®) a pyridostigmin (Mestinon®)33343,
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Galanthamin, alkaloid ziskany z Galanthus woronowii, nékterych druhd rodu Narcissus
a dalsich zastupcu ¢eledi Amaryllidaceae, je urceny k 1é¢bé mirné a stiedné t€zké demence. Jedna
se o inhibitor AChE se schopnosti alosterické modulace nikotinovych receptort majici za nasledek
zvySené uvoliovani ACh. Na jeho zakladé byla pfipravena fada derivati, z nichz nékolik
vykazovalo vyssi inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE a lep$i sndSenlivost neZz galanthamin. AChE
inhibuji i dalsi alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae!®?233,

Ungeremin, izolovany z Nerine bowdenii a druhi rodu Galanthus a Narcissus vykazuje

vy$$i inhibi¢ni aktivitu viiéi AChE nez samotny galanthamin33,
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galanthamin ungeremin

Huperzia serrata (Lycopodiaceae) je zdrojem reversibilniho inhibitoru AChE
huperzinu A, ktery v klinickych zkouskach prokézal zlepSeni kognitivnich funkci u starSich
pacientd s AD a demenci vaskuldrniho ptivodu. Huperzin A ptsobi neuroprotektivng, chrani
neurony pied peroxidaci, ukladanim B-amyloidu, ptisobenim glutamatu a ischemii zptisobenou
cytotoxicitou a apoptézou. Je schopen regulovat nervovy rustovy faktor, ovliviiovat APP
vykazuje téz vyssi specifitu kK AChE. Za tc¢elem optimalizace terapeutického potencialu huperzinu
A byla ptipravena fada derivat (huprin X, huprin Y, huprin Z) za pouziti takrinu a huperzinu A
jako strukturalnich ptfedloh. Huprin X ma vyssi afinifu k AChE nez huperzin A, takrin

a donepezil3334,
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3.34.2 Inhibitory p-sekretas

I pfes zna¢né mnozstvi syntetickych alkaloidi schopnych inhibovat B-sekretasu 1ze nalézt nékolik
ptirozen¢ se vyskytujicich alkaloidi s touto aktivitou. Zkoumani motskych hub fadicich
se do celedi Thorectidae, zvlasté pak rodu Smenospongia, produkujicich indolové alkaloidy,
vedlo k objevu diktazolu A, alkaloidu slabé inhibujiciho [-sekretasu. Moiska houba
lanthella basta (Lanthellidae) obsahuje bastadin 9, alkaloid redukujici syntézu APP inhibici

B-sekretasy. Tato latka je soucasti rozsahlejsi skupiny metabolitii s fadou biologickych uginka3,

3.34.3 Alkaloidy inhibujici agregaci p-amyloidu

Nikotin, produkovany nékterymi zastupci ¢eledi Solanaceae, in vitro ovliviiuje f-amyloidni plaky
inhibici jejich vzniku polymeraci, nedokaze vsak depolymerovat B-amyloidni plak jiz vznikly.
In vivo studie navic ukazuji jako nezadouci ucinek zvySenou fosforylaci a agregaci t-proteinu.
Melatonin, produkovany mnohymi organismy, je druhym zastupcem alkaloidi branicich
agregaci B-amyloidu. Pferusuje vodikové vazby mezi aminokyselinami histidinem a asparaginem
v molekule B-amyloidu a zpuisobuje tak vznik nadhodnych prostorovych konformaci, které nelze

dale upottebit jako stavebni kameny B-amyloidniho plaku. Melatonin efektivné prostupuje HEB®,

CH,0
H
AN
i b
—
N~ HC H O
nikotin melatonin
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3344 Alkaloidy inhibujici fosforylaci T-proteinu

V semenech rostliny Peganum nigelastrum (Zygophyllaceae) se nachazi fada B-karbolinovy
alkaloid®i, z nichz harmin, harmalin, harmol a harman vykazuji stejnou inhibi¢ni aktivitu vici
AChE jako galanthamin. Harmin a dal$i B-karbolinové alkaloidy téz dokazi inhibovat kinasu

zodpovédnou za fosforylaci t-proteinu a piiznivé tak ovlivitovat patologické projevy AD33%,

CH

ZT
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z
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harmin
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3.4 Papaver somniferum L. — mak sety

L N

© Istvan Takacs 2008

Obr. 1 Papaver somniferum L. (Papaveraceae)®’
3.4.1 Synonyma

Papaver amplexicaule STOKES, Papaver nigrum CRANTZ, Papaver officinale GMD,

Papaver opiiferum FORSK?¢,
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3.4.2 Systematické zarazeni

Rise: Plantae

Oddéleni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Rad: Papaverales

Celed”: Papaveraceae (makovité)

Rod: Papaver

Druh: Papaver somniferum L. (mak sety)*®
3.4.3 Botanicky popis

Kvétni vzorec: FHK2C2+2A® G

Mak sety je jednoleta bylina s jednoduchym kofenem a modravé zelenou, lysou, valcovitou,
az 150 cm vysokou vzptimenou lodyhou. Mak sety obsahuje mlé¢nice a po poranéni roni bily
latex. Listy jsou postaveny stiidaveé, jsou podlouhlého az vejéitého tvaru, vétSinou fapikaté.
Oboupohlavni kvéty, dosahujici az 10 cm v priiméru, jsou pied rozkvétem pievislé, potom piimé.
Korunni platky jsou ¢tyicetné, rizné zbarvené (v zavislosti na odriid€), na okrajich zvinéné, kalich
je dvoulisty, opadavy. Kvete v prib&hu mésicti Cervna az srpna. Plodem je tobolka, dozravajici
od ¢ervence do zafi, rizného tvaru, v dobé€ zralosti se otevira malymi otvory mezi paprsky blizny
¢1 zUstava uzaviend. Semena maji siln¢ vyvinuty endosperm bohaty na olej a bilkoviny, v zavislosti

na odriidé jsou modro-§edé, ale i bilé, Gerné, hnédé &i zluté barvy3e3%40,
34.4 Rozsiieni a ekologie

Mak sety lze nalézt jako planou rostlinu v celém Stfedomoii a oblasti Malé Asie, ve svété
se péstuje v mnoha statech. Nejvétsimi péstiteli maku setého jsou Indie, Makedonie, Pakistan,
Turecko a oblast ,,Zlatého trojuhelniku® (Barma, Thajsko, Laos), znama nelegalni produkci opia

ur¢en¢ho pro vyrobu heroinu. Dalsi péstitelskou lokalitou je oblast ,,Zlat¢ého plalmeésice™
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rozkladajici se na uzemi Afghanistanu, franu a Pakistanu. V Ceské republice se péstuje na polich
(osetéd plocha 30 — 40 tisic hektari), ojedinéle zplanuje.

Mik sety vyzaduje propustnou ptidu bohatou na zZiviny, zejména dusikaté latky. Nesnasi
suché sprasovité pidy, je citlivy na zmény povétrnostnich vlivil i na odchylky ve vyziveé a pidnich

vlastnostech3841,

3.4.5 Obsahové latky

V maku setém lze nalézt rozmanitou smés alkaloidl, ze zastupct alkaloidii fenanthrenového

(morfinanového) typu jde o hydrokodein, kodein, morfin, pseudomorfin, thebain; z alkaloida

benzylisochinolinovych kodamin, laudanidin, laudanin, laudanosin, paladin, papaveraldin,

papaverin; z alkaloidd ftalylisochinolinovych gnoskopin, narcein, narkotolin, noskapin,

oxynarkotin; z alkaloidt tetrahydroisochinolinovych hydrokotarnin; z alkaloid protopinovych

Kryptopin, protopin; z alkaloidi protoberberinovych skoulerin, somniferin; z alkaloidi

aporfinovych glaudin, isoboldin, korytuberin, magnoflorin, papaverrubin. U lanthopinu
a papaveraminu neni struktura doposud znama. Kvéty obsahuji kvercetin-3-gentiobiosid
a kvercetin-3-glukosid, korunni listky obsahuji mimo jinych alkaloidy neznamého jména
C17H19NO a C18H21NO3H20. Koteny obsahuji 0,1 az 0,4 % alkaloidu, lodyha 0,1 az 1,0 %, semena
0,005 az 0,04 %. Koncentrace alkaloidl se v riznych ¢astech rostliny 1isi, kolisa 1 v zavislosti

na pocasi a denni dob&®,

morfin kodein thebain
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H,C—O X

N

[ O—CH,
O—CH,

papaverin

H,C—O

narkotin

Opium crudum — surové opium

Jedna se o zaschly bily latex z natiznutych nezralych plodi maku setého charakteristické
viné a hotké chuti, pfi vysychéni tvrdne a stavd se kiehkym. Alkaloidy se v latexu nachézi
ve form¢ fumarati, laktatt, mekonatd ¢i sulfatu, tvori asi 20 — 25 % hmotnosti opia. Pfitomno je
asi 20 alkaloidt, dal$i vznikaji chemickymi reakcemi pii vysychdni latexu. Zastoupen je nejvice
morfin (15 %), dale narkotin (6 %), kodein (2 %), papaverin (2 %), thebain (2 %) a dalsi. Obsah
alkaloidt v opiu ovliviiuje pouzita odriida, povétrnostni vlivy ¢i termin sklizné. K velkym ztratam
dochézi pfi vymyvani alkaloidnich latek destém. Nejvhodnéjsi doba pro zisk opia je v rannich
hodinach 8 — 10 den po opadu korunnich listki. Praimérny vynos z hektaru se pohybuje mezi 3 -7
kilogramy, celosvétova legalni ro¢ni produkce se odhaduje na 2000 tun.

Z nealkaloidnich latek v opiu nalézdme gumy, vosky, pryskyfice, tuky, bilkoviny,

organické kyseliny, mekonin, mekonosin a dal$i. Obsah vody se pohybuje mezi 5 — 20 %%,

Papaveris fructus immaturus — nezraly plod maku setého

Sbér nezralych plodi probihd po opadu korunnich listkil, pfed suSenim jsou plody
rozdéleny na dvé ¢asti. Obsah morfinu se pohybuje mezi 0,12 az 0,89 %, maximalni koncentrace
dosahuje 10. — 12. den pied dozranim. Obsah dal$ich alkaloidi se pohybuje mezi 0,035 az 0,23 %.
Byla zaznamenana zavislost mezi tvarem a barvou tobolky a obsahem morfinu. Na morfin
nejbohatsi jsou tobolky kulovitého tvaru, barvy modré a fialové, naopak v tobolkach podlouhlych,

bilych, je obsah morfinu niz§i%.
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Papaveris fructus sine semine — makovina

Drogou jsou zralé, vysusené, semen zbavené makovice. Makovina je vykupovana
a vyuzivana pro zisk alkaloidi pro farmaceutické ucéely. Primérny obsah morfinu je 0,89 %,
kodeinu 0,12 % a thebainu 0,06 %. Zpracovani makoviny je rentabilni pfi obsahu morfinu 0,3 %

a VY§§i38’42’43.

Papaveris semen — semena maku setého

Drogou jsou bild zrald semena, semena jinych barev nejsou vhodna pro farmaceutické
pouziti. Bila semena obsahuji 50 — 55 % oleja, kyselinu linolovou, olejovou, palmitovou
a stearovou. Obsah bilkovin je asi 27 %, semena obsahuji volné aminokyseliny. Dal§imi
obsahovymi latkami jsou ceramidy, cerebrosidy, fosfatidylcholin, cholin a steroly. Alkaloidi je
pfitomno nepatrné mnozstvi, cca. 0,009 %, zastoupen je kodein, morfin, narkotin, papaverin

a dalsi®.

3.4.6 Farmakologické uc¢inky obsazenych alkaloidu

Z celé tfady alkaloidi ziskanych z maku setého jich jen péar nachazi uplatnéni v praxi. Jedna se
o alkaloidy v opiu ¢i makoviné procentualné nejvice zastoupené, kodein, morfin, narkotin,
papaverin a thebain. Alkaloidy zastoupené v mensing€ prozatim nemaji praktické vyuziti, jejich
farmakologicky potencial je vSak zndm.

Z historického hlediska bylo k lé¢ebnym ucelim nejdiive pouzivdno samotné opium,
obsahové latky vSak nebyly znamy. Opium se vyuzivalo kvili schopnosti uvoliiovat spasmy
a zpomalovat peristaltiku k 1écbé stievnich kolik a upornych prijmi. Dnes surové opium slouzi
jako vychozi surovina pro ptipravu galenik, nelze jej samostatné¢ vydat. V I¢kopise 1ze nalézt
¢lanky opium praskované standardizované, opiovy extrakt suchy standardizovany a opiova
tinktura standardizovana. Uginky opia uréuje predevsim alkaloid zastoupeny v nejvétsim

mnozstvi - morfin. Ostatni obsazené alkaloidy pak piisobi synergicky &i antagonisticky*445:4¢,

33



34.6.1 Morfin

Uginky morfinu, stejné jako jinych opiati, zprostiedkovavaji tii zakladni typy opioidnich
receptort, vyskytujicich se v CNS i na periferii, napt. ve stfevé. Jedna se o receptory p, d a k.
Hlavni u¢inek morfinu je analgeticky, jeho vyuziti jako analgetika — anodyna je nezastupitelné
pti nesnesitelnych bolestech nereagujicich na jina 1éCiva, jako bolesti spojené s tézkymi urazy ¢i
nadorovym bujenim.

Morfin je agonista na vSech tfech typech opioidnich receptorti, mimo t¢inku analgetického
ma UCinky centrdlné tlumivé a antitusické. Terapeutické davky morfinu vyvoldvaji sedaci,
u né€kterych jedinci vSak mohou vyvolavat euforii. Pusobi utlum respiracniho centra i centra
pro kasel, zvySuje tonus hladké svaloviny a zpomaluje peristaltiku. Nezddoucim tGc¢inkem je pak
zacpa a nasledné bolesti, mize dochéazet k retenci moce zvySenim tonu sfinkterii mocového
meéchyte. Pii davkéch toxickych jsou nezadouci U€inky vystupiiovany, pii opakovaném uzivani
vznikd tolerance a navyk. Abstinencni pfiznaky se kromé chorobné touhy projevuji neklidem,
podrazdénim, depresi, objevuji se prijmy, zvraceni a poceni. Jako antidota je vyuzivano naloxonu,
kompetitivniho antagonisty opioidnich receptori®:3847,

Na zékladé¢ struktury morfinu byla pfipravena fada semisyntetickych i plné syntetickych

derivatt, zadna z obmén vsak nevedla k odstranéni vzniku tolerance a navyku. Tyto derivaty jsou

V soudasnosti vyuzivany vice nez samotny morfin®48,
HO l HO
Ve :
T —— H
N_ cH N_ o Cs
3 OH HCH,
HO @) 2
morfin naloxon
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3.4.6.2 Thebain

Nema tlumivé u¢inky na CNS, jeho analgetickéd aktivita je minimalni. Zptisobuje vznik tetanickych

kteci, proto neni sam o sob¢ vyuzivan. Slouzi jako prekurzor pro pfipravu morfinu, kodeinu,

oxykodonu ¢ naloxonu®#°,

thebain

3.4.6.3 Kodein

Analgetické G¢inky kodeinu jsou proti morfinu vyrazné slabsi, afinita k opioidnim receptorim je
nizka a jeho Uc¢inky v organismu jsou vyvolany pfedevs§im jeho demethylaci na morfin. Hlavnim
ucinkem je schopnost tlumit respiracni centrum a centrum kaSle, vyuZivd se proto jako
antitusikum. A€ jsou jeho analgetické Uc€inky slab$i nez u morfinu, G¢innost béZnych analgetik
zvy$uje. Jako analgetikum se pouzivd v kombinaci s kyselinou acetylsalicylovou (Alnagon®)
¢i paracetamolem (Korylan®). I u ng&j pozorujeme vznik tolerance a navyku. Jako morfin miize

vyvolat zacpu, uginky jsou ale mnohem slabsi®44,

kodein
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34.6.4 Papaverin

Papaverin je zcela odlisny od ostatnich alkaloidli, neni analgeticky u¢inny, netlumi dech ani kasel
a nevyvolava zacpu. Pti dlouhodobém ¢i opakovaném uziti nevznikd névyk. Indikace pro uziti
papaverinu jsou spasmy c€v a spasmy ledvin, stfev ¢i Zlu¢niku. Ve hladkych svalech vyvolava
relaxaci nezavisle na inervaci. Vznikla systémova vasodilatace piispiva ke snizeni krevniho tlaku.
Spolu s dal§imi isochinolinovymi alkaloidy ptsobi jako reverzibilni inhibitor AChE. Vzhledem

Kk nerovnomérnému vstiebavani po peroralnim podani se dava piednost parenteralnimu

¢i rektalnimu uziti. Syntéza je jednoduch4, proto se v soucasnosti vyrabi synteticky!644:%,
H,C—O X
~N
H,C—O
O—CH,
O—CH,
papaverin

3.465 Narkotin

Narkotin ma slabsi G€¢inky na CNS neZ morfin, nema narkotické ani analgetické uc¢inky. Dokaze
selektivné tlumit centrum kaSle a nesnizovat ptitom sekreci pridusek. V nékterych statech je proto
vyuzivan jako antitusikum. V malych davkach dychaci centrum stimuluje, proto je pouZivan
v kombinaci s morfinem kviili omezeni jeho nezadoucich ucinkt. Vliv na stievni peristaltiku je
zanedbatelny. Pouzivd se jako vychozi latka pro vyrobu hydrastininu a kotarninu, latek

vyuzivanych pfti déloznim krvaceni*®5t,

narkotin
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3.4.7 Biosyntéza obsaZenych alkaloidu

Alkaloidy rostlina zaCind syntetizovat uz druhy az treti den po vykliceni. Syntéza probiha
v metabolicky aktivnich pletivech nejdiive v kotfeni, postupné se pak presouva pres listy a stonek
az k tobolce. Alkaloidy jsou tvofeny ruzné v zavislosti na vyvinu rostliny a denni dobé. Nejdiive
se tvoii spiSe vedlejsi alkaloidy, morfin se zac¢ind hromadit az po ukonceni faze razice listd.
V obdobi vyvoje poupat az do technické zralosti maku se postupné tvoii nejdiive kodein, thebain
a narkotin, pozd&ji morfin, narkotolin a papaverin®2.

Biosyntéza alkaloidii je u maku druhové specifickd, morfin je tvofen pouze u Papaver
somniferum L. a Papaver setigerum DC, thebain lze nalézt i u ostatnich druhd. Specifickym
prekurzorem syntézy alkaloidi maku setého je aminokyselina tyrosin. Kondenzaci derivati
tyrosinu, dopaminu a 4-hydroxyfenylacetaldehydu vznika (S)-norkoklaurin, centralni prekurzor
benzylisochinolinovych alkaloidi. (S)-norkoklaurin je enzymaticky pfeménén na (S)-retikulin,
dale (R)-retikulin, ktery piechazi na promorfinanovy alkaloid salutaridin. Dal$im sledem reakci

vznika ze salutaridinu thebain, kodein a morfin, jak je uvedeno v nasledujici reakénim schématu®3.

37



kodein morfin morfinon
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Obecné metody

4.1.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Pouzita komerc¢ni rozpoustédla byla precisténa destilaci. Hlavni frakce jimana na zakladé tabelarni

hodnoty teploty varu, takto bylo pfecisténo maximalné 95 % plivodniho objemu rozpoustédla.

4.1.2 Odparovani extraktii a jejich uchovavani

Odparovani chromatografickych frakei probihalo pfi teplot¢ do 40 °C za snizeného tlaku
na vakuové odparce. Odparky jednotlivych alkaloidnich bazi urcené pro stanoveni biologické
aktivity byly rychle odpafeny v 5 ml injek¢énich ampulkach na vodni 14zni o teploté neptesahujici

60 °C za pouziti proudu filtrované¢ho vzduchu.

413 Stanoveni struktury izolované latky

Ke zjisténi hmotnostniho spektra (ESI-MS) byl pouZit pfistroj Thermo Finnigan LCQDuo
Spektrometr a pro spektra 'H NMR (500 MHz) a C NMR (125.7 MHz) pfistroj

Varian Inova 500 Spektrometr.

4.2 Rostlinny material

Material pro extrakci byl ziskan zaloZenim rostlinné kultury z komer¢niho osiva Papaver
somniferum L. cv. Opal na jate 2008 v Botanické zahrad¢ 1é¢ivych rostlin farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové. Osivo dodala firma LABRIS s.r.0., Dobré 51, 517 93 Dobr¢.
V pribéhu mésicii Eervence a srpna 2008 probihala sklizen nezralych zelenych tobolek, ze kterych
byla po rozfiznuti vyjmuta nevyvinutd semena. Prazdné tobolky se suSily 2 dny pii 50 °C, poté
byly zpracovany rozemletim na tfiStivém mlynu na velikost ¢astic do 3 mm. Ziskdno takto bylo

7,0 kg suchého materidlu hnédo-zelené barvy.

39



4.3 Priprava extrakti

Zakladni extrakt:
Celkové mnozstvi 7,0 kg suchych rozemletych tobolek bylo po 2 dny pfi teploté 25 °C macerovano
vV 95% etanolu, nasledn¢ byl material perkolovan 78 litry etanolu (pomér 1:11,1).
Po odpateni rozpoustédla za snizené teploty probéhla dispergace odparku ve 2 litrech 2% HCI
pii pH 1 — 2 za pouziti indikatorového papirku. Po nasledném zfedéni destilovanou vodou na 5 litrt
byl filtraci ziskan pénici filtrat tmaveé hnédé barvy, ktery byl jako zékladni extrakt pouzit pro

ptipravu nasledujicich vytiepk:

Vytiepek Ac-Et20:
Po zalkalizovani zékladniho extraktu 900 ml 10% NaOH na pH 9,5 — 10 byl extrakt vytfepan
4x 1,2 litry Et20. Po oddéleni vrstev byla organicka faze zfiltrovana a odpafena. Tento vytiepek
je v praci dale zpracovavan.

Vytézek n = 38 g znacn€ viskodzniho, tmaveé hnédého odparku.

Vytitepek Ad-CHClIs:
Po vytiepani EtoO a oddéleni organické faze byla faze vodna nasledné vytiepana 4x 1,2 litry
k vylou€eni praskovité latky bilo-Zluté barvy, tato byla v odparku ponechana.
Vytézek n = 20,5 g nekrystalického odparku svétle hnédé barvy s ¢asticemi vyloucené praskovité

latky.

Vytiepek Be-Et20:
Po pfedchozim vyttepani chloroformem (vytfepek Ad) byla vodna faze zalkalizovana 50% NaOH
na pH 12,5 — 13. Celkové mnozstvi 8,1 litru takto vzniklého roztoku bylo vytfepano 5x 2 litry
Et,0. Po oddéleni vrstev byla organicka faze odpatena.
Vytézek n = 1,1 g znaéné viskdzniho, tmaveé hnédého odparku s malym mnozstvim vylou€enych

drobnych krystalki.
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Vytirepek Bd-CHCls:
Malé mnozstvi alkalického extraktu po pfedchozim vytfepavani bylo okyseleno H2SOa, poté bylo
do vzniklého roztoku ptidano Mayerovo ¢inidlo. Po ptfidani ¢inidla doslo ke vzniku velice jemného

zakalu, proto bylo vytfepani CHCls nahrazeno srazenim zbytkovych alkaloidl ve form¢ mayeratu.

Kvartérni jodidy J:
K ptipravé kvartérnich jodidi pti pH 3 nedoslo, kvartérni alkaloidy byly vysrazeny piidavkem

Mayerova Cinidla, jak je uvedeno dale.

Kvartérni alkaloidy Q:
U alkalického extraktu vzniklého po oddéleni organické fadze EtO u vytfepku Bc doslo
k neutralizaci 3M H2SOs na pH 3. Vzniklo tak 11,7 litrG roztoku, ktery béhem neutralizace
Z pivodni hnédé barvy znacné zesvétlal. Pfidanim 1 litru Mayerova Cinidla doslo k vysrazeni
zbytkovych alkaloidl, jemna Cernd srazenina byla po sedimentaci dekantovana, zfiltrovana
za promyti destilovanou vodou v Biichnerové nélevce a vysuSena ve vakuu.
Vytézek n = 3,2 g praskovitého odparku hnédé barvy.

K ptipravé zédkladniho extraktu a danych vyttepkl v ramci diplomové prace nedoslo.

Zpracovani vytiepku Ac-Et20:

Vytézek n = 38 g vytfepku Ac-Et20 byl rozpustén v 600 ml 2% HCI o pH 1, poté byl roztok
filtrovan pies kiemelinu a dale vytfepavan 3x 200 ml Et2O. Po oddéleni vrstev byla organicka faze
odpatena za vzniku 1,85 g zna¢né viskdzniho odparku tmaveé hnédé barvy a soucasného vylouceni
bélavé praskovité latky. Pouziti Mayerova cCinidla vykazovalo negativni reakci na piitomnost
alkaloidu.

Vodna faze z predchoziho déleni byla dale vytfepana 4x 250 ml CHCls, po oddéleni vrstev
byla organicka fadze odpatena za vzniku 2,85 g znaéné viskdézniho odparku tmaveé hnédé barvy.
Pouzitim Mayerova ¢inidla byla prokazana ptitomnost alkaloid. Tento odparek nebyl nadéle
zpracovavan.

Dale byla vodna faze pridavkem 10% roztoku Na,COs zalkalizovana a takto vzniklych
980 ml hnédého roztoku s patrnym zakalem bylo vytiepano 5x 300 ml CHCIs. Odpafenim bylo
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ziskano 22,45 g znacné viskozniho odparku hnédé barvy s pozitivni reakci na piitomnost
alkaloidii. Po rozpusténi odparku ve 150 ml 2% HCI o pH 1, zfedéni destilovanou vodou na 450 ml
a alkalizaci 10% roztokem NaOH probéhlo vytiepani suspenze 4x 300ml Et;O. Odpatfenim
organické faze vzniklo 4,12 g amorfniho odparku hnéd¢é barvy. Tento nebyl nadéle zpracovavan.
Vyttepanim vodné faze 5x 300ml CHCIsz a naslednym odpafenim organické faze bylo ziskano
12,25 g praskovitého odparku tmaveé hnédé barvy s pozitivni reakci na pfitomnost alkaloidd.
Odparek byl ozna¢en ADd (chloridy alkaloidii nerozpustné v CHCl3, baze rozpustné v CHCIs)

a obsahuje nékolik alkaloidi (obr. 2).
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Obr. 2: Pilotni TLC vytfepku ADd (vpravo) za uziti standardu kodeinu, morfinu a papaverinu (vlevo)
(Kieselgel Merck, UV254 nm, toluen+CHCIs+Et;NH 45+45+10, komora nasycena, 1x vyvijeno, detekce UV 254

nm, Dragendorffovo ¢inidlo).

42



4.4 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Vyvijeni chromatografickych desek probihalo vzestupné v systému N (normalnich) komor.

Pted pouzitim byly komory syceny mobilni fazi po 1 hodinu.

4.4.1 Adsorbenty

Kieselgel 60 GF2s4 fuer TLC (Merck)

Oxid hlinity neutralni 0,1 — 0,2 mm (Sigma-Aldrich)

4.4.2 Chromatografické soustavy

S1 Toluen + chloroform + diethylamin 45 : 45 : 10

4.4.3 Detekéni ¢inidla

D1  Dragendorffovo ¢inidlo (dle Muniera)

Roztok A byl pfipraven rozpusténim 20,0 g kyseliny vinné a 1,7 g zésaditého dusi¢nanu
bismutité¢ho v 80,0 ml destilované vody.

Roztok B byl pfipraven rozpusténim 16,0 g jodidu draselného ve 40,0 ml destilované vody.
Zasobni roztok byl pfipraven smisenim roztokt A a B v poméru 1 : 1, Ize jej uchovavat pii 4 °C
po n€kolik mésict.

Detekéni roztok byl pfipraven smisenim 5,0 ml zasobniho roztoku s roztokem 10,0 g kyseliny
vinné v 50,0 ml vody, lze jej uchovavat pii 4 °C po ne€kolik mésicii. Tento roztok je vyuzivan

k detekci alkaloidd na chromatografickych deskach.

D2 Mayerovo ¢inidlo

Smés 1,35 g chloridu rtutnatého a 5,0 g jodidu draselného bylo rozpusténo v destilované vodé

a doplnéno do 100,0 ml. Toto ¢inidlo se diky schopnosti srazet alkaloidy vyuziva k jejich detekci.
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4.5 Chemikalie, rozpoustédla a dalsi potireby

45.1 Pro pripravu extrakti a TLC

Rozpoustédla:

Ethanol €. 95%, denaturovany methanolem (EtOH)
Diethylether (Et20)

Diethylamin (Et2NH)

Hydroxid sodny 2% (NaOH)

Hydroxid sodny 50% (NaOH)

Chloroform ¢. (CHClas)

Kyselina chlorovodikova 2% (HCI)

Kyselina sirova (H2SO4)

Methanol ¢. (MeOH)

Toluen &. (CeHsCHa)

Hexan ¢. (CsHia)

Chemikalie:

Argon

Dragendorffovo ¢inidlo

Kiemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma-Aldrich)
Oxid hlinity (A1203)

45.2 Pro stanoveni cholinesterasové aktivity (v¢. pripravy erytrocytarnich pouzder)
Chemikalie:

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) 10mM roztok

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich) 10mM roztok
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Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich)
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich) 5mM roztok
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Herb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai'an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

Pufry:
» Fosfatovy pufr 5SmM pH 7,4
Roztok A
10mM roztok NaH2POg4 (1 litr roztoku obsahuje 1,20 g NaH2PO4).
Roztok B
10mM roztok NaaHPOg4 (1 litr roztoku obsahuje 1,42 g Na2HPO4).
Pufr vznika smisenim 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku B a 300 ml destilované vody.
» Fosfatovy pufr 5SmM pH 7,4 s obsahem 150 mM NacCl
= Fosfatovy pufr 100mM pH 7,4
Roztok A
200mM roztok NaH2POg4 (1 litr obsahuje 24,0 g NaH2POa).
Roztok B
200mM roztok Na2HPOg4 (1 litr obsahuje 28,4 g Na2HPOy).
Puftr vznika smisenim 57 ml roztoku A, 283 ml roztoku B a 300 ml destilované vody.
Biologicky material:

Jako zdroj lidské acetylcholinesterasy (HuAChE) byla pouzita pouzdra lidskych erytrocyti, lidska

butyrylcholinesterasa (HuBuChE) byla ziskédna z lidské plazmy.

byla oSetfena ptfidavkem 1 ml citratu sodného na 10 ml krve podle upravené metody
Stecka a Kanta®. Bezprostiedn& po odbéru se krev po 5 ml rozdéli do zkumavek
se Sroubovatelnym uzavérem a je takto centrifugovana pti 4000 ot.min™! po 10 minut na centrifuze

Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Po centrifugaci se odsaje vSechna plazma neobsahujici

Cerstva krev pro piipravu erytrocytarnich pouzder, odebrana od zdravych dobrovolnik,
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erytrocyty a uchova se do stanoveni aktivity BuChE v chladnicce pii 4 °C (nejdéle 6 hodin). Zbytek
plazmy se z erytrocytarniho sedimentu odsaje pii naklonéni zkumavek bezpopelovym filtracnim
papirem s hlazenym povrchem, jehoz Spicka je sestfizena. Po odsati plazmy se odecte objem
erytrocytdrni masy, sediment je zieden 5 mM fosfitovym pufrem pH 7,4
obsahujicim 150 mM chloridu sodného, suspenze rozdélena do zkumavek po 13 ml, dobie
promichéna a centrifugovana stejnym zptisobem, jako pfi oddélovani plazmy. Takto se promyti
provede celkem 3x a promyvaci kapalina je dokonale odstranéna. Po tomto promyti je piidano
takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4 bez obsahu chloridu sodného, aby pomér
erytrocyty : pufr byl 1 : 9. Suspenze je opét homogenizovana, pielita do Erlenmayerovy banky
a erytrocyty jsou ponechany spontdnné hemolyzovat za michani teflonovym michadlem
pti 300 rpm. Thned po skonceni této fizené hemolyzy se stanovuje aktivita suspenze, ptipadné je
u suspenze upravena absorbance na hodnotu 0,08 — 0,15 pomoci 5 mM fosfatového pufru pH 7,4
a takto nafedény hemolyzat je skladovan do doby pouziti pti -22 °C. Pfi stanoveni enzymové
aktivity musi byt hodnota rozdilu absorbance 0,08 — 0,15.

Stanoveni cholinesterasové aktivity u plazmy je provedeno stejnym zpisobem,

uchovavana je stejné jako hemolyzat (hodnota rozdilu absorbance musi byt 0,15 — 0,20).

453 Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity
Chemikalie:

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, 0,2mM roztok v 50% EtOH (w/w) (Sigma-Aldrich)
Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich)

Kvercetin ¢. (Sigma-Aldrich)

Kyselina askorbova ¢. (Sigma-Aldrich)

Trolox €. (Sigma-Aldrich)
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4.6 Izolace a stanoveni struktury izolovanych latek

4.6.1 Déleni vytiepku ADd za pouziti TLC

Tabulka ¢. 1: Déleni vytiepku ADd za pouziti TLC

Hmotnost odparku 12,259

Chromatografické desky Kieselgel 60 GFzs4 fuer TLC (Merck), 15 x 15 cm, 6,5 ¢

Chromatograficka Chloroform + toluen + diethylamin 45:45:10

Pocet vyvijenych desek 210

Vyvijeni / komora Vyvijeno 2x, komora nasycena

Detekce UV 254 nm

Odparek oznaceny ADd (chloridy alkaloidi nerozpustné v CHCls, baze rozpustné v CHCl3)
rozpustén v celkem 88 ml smési chloroform + EtOH 1 : 1 a nanesen v 13 cm pruzich na jednotlivé
chromatografické desky za pouziti pritokové kapilary.

Po dvojnasobném vyvinuti a vysuSeni chromatografickych desek byly jednotlivé zony
pod UV lampou oznaéeny a poté separovany. Adsorbent ze shodnych zon jednotlivych desek byl
spojen. Po smiseni s kiemelinou (objem kiemeliny zhruba poloviéni k objemu adsorbentu) byl
vsypan do sklenéné trubice a eluovan smési CHClz + EtOH 1 : 1 v mnozstvi postacujicim
pro vymyti latek z adsorbentu. Reten¢ni faktory a vytézky odparki eluath jednotlivych zon shrnuje

tabulka vysledki preparativni chromatografie.

Tabulka ¢. 2: Vysledky preparativni chromatografie

ZbOna ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ry 0,12 0,22 0,43 0,50 0,58 0,65 0,72 0,82 0,88
Vytézek

1,32 0,28 2,74 0,62 0,35 0,19 0,62*
(9)

* vzhledem k obtiznému d¢leni zon 7 — 9 byly tyto spojeny

47



Obr. 3: Preparativni TLC vytfepku ADd, detekce UV 254 nm

4.6.2 Zpracovani zony ¢. 3

2,74 g odparku tmavé hnédé barvy s vyloucenou praskovitou latkou okrové barvy bylo
po rozpusténi ve 100 ml 2% HCI vytfepano 3x 30 ml Et,0O, organicka faze byla po oddé€leni
odstranéna a dale nepouzita. Kysely roztok byl alkalizovan 10% roztokem Na>COz na pH 9,5
a suspenze vytiepana 3x 60 ml Et2O. Organicka faze dale vytifepana 3x 50 ml HCI, tato kysela
faze opét alkalizovana 10% roztokem Na2COs na pH 9,5 a vytfepana 3x 60 ml Et2O. Organicka
faze byla dale vysusena bezvodym NapSOs a odpatena, odparek rozpustén ve 30 ml CHCls,
vznikly roztok zfiltrovan ptes sloupec neutrdlniho oxidu hlinitého (zrnitost 0,1 — 0,2 mm, 5 g;
prumér 8 mm, vyska 45 mm) a sloupec promyt 50 ml CHCls. Po odpateni rozpoustédla bylo 1,42
g odparku s drobnymi krystaly okrové barvy rekrystalizovano ze smési 95% EtOH + hexan.
Vysus$enim bylo ziskano 1,11 g drobné krystalické latky okrové barvy, po vysuSeni

v Abderhaldenové suSicim zafizeni t. t. 156 — 158 °C, ktera byla oznacena JD-1.
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4.7 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (ICso)

Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity ICso probihalo Ellmanovou spektrofotometrickou
metodou vyuzivajici 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB)®. Estery thiocholinu,
pouzité¢ jako substraty, jsou cholinesterasami Stépeny na thiocholin a pfisluSnou kyselinu.
SH- skupina thiocholinu je po vazbé s DTNB za vzniku Zzlutého produktu stanovovana
spektrofotometricky pii A = 436 nm (AChE) nebo A =412 nm.

Sledovan je nartist absorbance za 1 minutu. Vypocet hodnot ICso je provadén z naméfenych
hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterasy nebo butyrylcholinesterasy nelinedrni regresi
programem GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego,
CA, USA). Vysledky jsou nasledné porovnany s hodnotami ICsp znamych inhibitort
cholinesteras: galanthaminem a huperzinem A. K vypoctu procent inhibice (% I) je pouzit
vzorec % | = 100 - (AAsL / AAsa) x 100, kde AAgL znaéi narust absorbance slepého vzorku
za 1 minutu a AAsa narast absorbance méfeného vzorku za 1 minutu.

V ptipad¢ slepého vzorku je do jamek mikrotitracnich desti¢ek napipetovano 8,3 pl plazmy
¢1 hemolyzatu, pfiddno 283 pul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO a smés je poté po 2 minutovém
promichani inkubovana v komote readeru pii 37 °C po dobu 5 minut. Po inkubaci je ptidano
33,3 ul roztoku substratu (acetylthiocholinjodidu ¢i butyrylthiocholinjodidu) a pti pfislusné vinové
délce (A =436 nm pro AChE a A =412 nm pro BuChE) zmétena absorbance.

V pripadé méfenych vzorkl (extraktll) je pouzito stejného objemu c¢inidel a roztoku
substratu. Misto pfidavku samotného DMSO je pouzito roztokli méfené latky o rtznych
koncentracich (40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM) v DMSO (pfipadné v fad¢ koncentraci jesté nizsich)
nebo roztokii extrakt o riiznych koncentracich (20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg.ml?! ¢&i nizsich).
Me¢fteni je provadéno pii 37 °C, vlnové délce A = 436 nm v kinetickém mddu po dobu 1 minuty
(celkem 7 meéteni). Hodnota ICso je vypocétena programem GraphPad Prism, urcena je 50%
inhibi¢ni koncentrace. Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita se porovnava s referen¢nimi latkami

(galanthaminem a huperzinem A).
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Tabulka ¢. 3: Cholinesterasova a antioxidacéni aktivita standardnich latek

Latka HUAChE (ICxo) HuBUChE (ICso)
Galanthamin 1,710 £ 0,065 uM 42,30 £ 1,30 uM
Huperzin A 0,033 +0,001 uM >1000 uM
4.8 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity (DPPH test)

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity (ECso) in vitro byl pouzit DPPH test. Vyuzivano je reakce
méfenych vzorku s 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikalem, ktery ma fialové zbarveni. Reakci
poskytuji latky fungujici jako donory vodiku. Redukovana forma 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
radikalu ma Zluté zbarveni, dochazi proto k odbarveni piivodné fialového roztoku. Mira poklesu
absorbance je méfena spektrofotometricky pii A = 525 nm.

Dle rozpustnosti extraktt v DMSO ¢i EtOH jsou pfipraveny roztoky v koncentracich
2,0; 1,0; 0,5; 0,2 mg.ml‘l. Dle schématu se poté do mikrotitratni desticky pipetuje 100 pl
jednotlivych roztokh a 100 pl 0,2 mM roztoku DPPH. Po 40 minutich od smiseni
roztokll je méfena absorbance pii A = 525 nm. Vypocet procent inhibice je proveden dle
vzorce % Q = (1 — Ax/ Ao) x 100, kde Ag znaci praimérnou absorbanci naméfenou u slepého vzorku
a Ax znali absorbanci namétfenou po pfidavku roztoku antioxidantu, od které je odectena
absorbance samotného roztoku vzorku. Vypocet hodnoty ECso je proveden programem

GraphPad Prism, ur¢ena je 50% uc¢inna koncentrace antioxidacni aktivity.
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5. VYSLEDKY

51 Stanoveni struktury JD-1

Na zéklad¢ zhodnoceni spektralnich vysledki a jejich porovnani s literarnimi udaji je mozné

konstatovat, ze latka JD-1 je kodein.

313
30 30

Obr. 4: MS studie kodeinu
EI-MS m/z: 299 [M*] (100); 298 (20); 282 (10); 242 (10); 229 (30); 214 (25); 188 (22); 162 (60);
124 (30); 115 (32)

5.2 NMR studie kodeinu

MeO

Obr. 5: NMR studie kodeinu
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IH NMR (CDCls, 25 °C)

1.82 (IH, H-15eq.); 2.88-2.95 (2H, H-15ax. H-10qe(e)); 3.14 (1H, H-10qe(B));
3.19 (1H, H-16eq); 3.27 (1H, H-16ax); 3.39 (3H, -NCH3); 3.75(1H, H-9); 3.86 (3H, 3-OCHs);
4.29 (1H, H-6); 4.32 (1H, H-14); 5.01 (1H, H-5); 5.23 (1H, H-8); 5.78 (1H, H-7); 6.60 (1H, H-1);
6.72 (1H, H-2).

13C NMR (CDCls, 25 °C)

26.1 C-10; 31.0 C-15; 33.3 C-14; 41.2 C-13; 56.3 3-OCHgs; 58.6 -NCHs3; 59.8 C-16; 66.0 C-6;
74.9 C-9; 90.8 C-5; 113.8 C-2; 119.9 C-1; 122.2 C-11; 126.1 C-8; 129.8 C-12; 134.3 C-7; 143.1
C-3.

5.3 Vysledky cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

Tabulka ¢. 4: inhibi¢ni aktivita kodeinu viuc¢i AChE a BuChE

1Cs0 (LM)
AChE BuChE
Kodein >1000 (3320) >1000 (1618)
Galanthamin 6,9 +0,3 156 +£6,9
Huperzin A 0,25+ 0,01 >1000
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Obr. 6: Graf inhibi¢ni aktivity kodeinu vii¢éi AChE a BuChE v zavislosti na koncentraci

5.4 Vysledky antioxidacni aktivity

Hodnoty ECso DPPH testu pro kodein: latka ma aktivitu vyssi nez 500 uM.

Tabulka ¢. 5: Antioxidac¢ni aktivita kodeinu

ECso (M)

AChE

Kodein >500
Kvercetrin 253+1,2
Trolox 27,8 +0,8

53



6. DISKUZE

V ramci diplomové prace jsem se zabyval izolaci nezndmé latky JD-1 ze sumarniho extraktu
zralych, suchych, semen zbavenych tobolek maku setého (Papaver somniferum L.). K izolaci jsme
pouzili metody obvyklé pro tento typ sloucenin. Po izolaci byly u latky stanoveny zakladni
fyzikéalné-chemické charakteristiky a latka byla na zakladé MS a NMR spekter identifikovana
jako kodein. Kodein je isochinolinovy alkaloid morfinanového typu a jeho vyskyt v maku setém
je dobfe popsan. Kodein je v soucasnosti intenzivné vyuzivan ve farmakoterapii kaSle, vyuziti
naléza téz diky jeho analgetickym a protipriijmovym u¢inkaim?®.

U tady isochinolinovych alkaloidii byly zjiStény vyznamné biologické ucinky, proto se tato
prace zabyva vyzkumem farmakologické aktivity izolované latky, konkrétné jeji inhibicni aktivity
vuci lidskym cholinesterasdm a aktivity antioxida¢ni. Pokud by latka aktivitu vykazovala, mohla
by se stat strukturni pfedlohou pro vyvoj novych ucinnych Ié¢iv pouzitelnych v terapii
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je AD. U celedi Papaveraceae byl jiz na Katedie
farmaceutické¢ botaniky a ekologie zjistén obsah isochinolinovych alkaloidi se schopnosti
inhibovat lidské cholinesterasy, vyznamnym z nich je chelidonin (Chelidonium majus L.) schopny
AChE a BUChE u¢inné inhibovat®®. Z hlediska obsahu isochinolinovych alkaloidd byl na katedfe
vyzkumu podroben i mék sety.

Hypotetické idealni 1é¢ivo by mélo byt schopné plisobit v misté potieby (schopnost
prochazet HEB) bez nezadoucich perifernich ucinkt (bolest hlavy, nauzea, zvySené poceni, atd.)
a zasahnout vice patofyziologickych procesi najednou. Na zdkladé mediciny zalozené
na dikazech jsou terapeuticky vyznamné pouze dvé skupiny latek pouzitelnych v terapii AD:
kognitiva a inhibitory NMDA. Pravé na kognitiva, konkrétné inhibitory cholinesteras, a jejich
aktivitu je zaméfena experimentdlni ¢ast této prace. Jako nejvhodnéj§i se jevi inhibice
cholinesteras spolu s ovlivnénim sekrece neuromediatort tak, aby nedochazelo k tvorbé plaku
a zlstala zajiSténa normalni mozkova ¢innost. Perspektivnimi se z hlediska téchto pozadavki stale

vice stavaji latky ptirodniho ptivodu.
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Na zéklad¢ ndmi zmétenych hodnot inhibi¢ni aktivity vici AChE a BuChE v porovnani
se standardy kodein tuto aktivitu nevykazuje. Podobné vysledky byly zjistény i u dal$ich alkaloidii
maéku setého, morfin® a narkotin®® inhibiéni aktivitu vii¢i cholinesterasam nevykazuje, thebain®
je jejich slabym inhibitorem.

Antioxidac¢ni aktivitu jsme u kodeinu stanovili jako slabou (pfi pouziti DPPH testu vétsi
nez 500 uM), na zakladé nami zmétenych hodnot neni predpoklad vyuziti kodeinu jako latky
schopné redukovat mnozstvi volnych radikali ¢i jinak omezovat G¢inky oxida¢niho stresu na
mozek.

Kodein by se vSak v terapii neurodegenerativnich onemocnéni mohl uplatnit jinym
zpusobem. Diky strukturdlni podobnosti s V praxi uzivanym galanthaminem, dokaze kodein
pusobit jako nekompetitivni agonista nikotinovych receptorii. To diky interakci s vazebnym
mistem na a-podjednotce nikotinového receptoru, které je necitlivé vi¢i endogennimu
acetylcholinu a jeho kompetitivnim agonistim ¢i antagonistim. Kodein se tak spolu
s galanthaminem a fysostigminem miiZe stat potencialni ptedlohou 1é¢iv selektivné ovliviujicich
nikotinové receptory nezéavisle na tvorbé ¢i degradaci acetylcholinu. Pfedpokladem je pouziti
téchto latek v kombinaci s inhibitory cholinesteras, kdy bude vyuzita schopnost zvySovat citlivost

nikotinovych receptori pro endogenni acetylcholin®%6162,

OH,  HC—O

galanthamin kodein

Dilezitym je v terapii AD fakt, Ze doposud byla 1écba inhibitory cholinesteras zamétfena

na selektivni inhibici AChE, nicmén¢ nové dikazy ukazuji, ze BuChE hraje v rozvoji AD mnohem

(95 %) degradace acetylcholinu pomoci AChE, u pacientii s AD vS§ak muize klesnout (az na 15 %),

55



organismus pokles koncentraci AChE kompenzuje zvySenim mnozstvi BuChE (az o 20 %), proto
se inhibice BuChE stava vyznamnym terapeutickym cilem v terapii AD. Z tohoto hlediska byly
vyzkumu podrobeny acyklické opioidy a z vysledkii méfeni jasné€ vyplyva, ze by se tyto latky
mohly v budoucnu stat strukturalnimi pfedlohami selektivnich inhibitord BuChE. Tyto latky a fada
receptoru pozitivné ovlivitovat citlivost receptoru na acetylcholin. Stavaji se tak pro vyzkum latek
piirodniho piivodu potencialné upotiebitelnych v terapii AD velice dilezitymi®?.

Zaveérem je tieba fici, ze stanovené cile byly v ramci diplomové prace splnény a ackoli
kodein inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterasam nevykazuje a antioxidacni aktivitu
vykazuje slabou, je z hlediska jeho schopnosti zvySovat citlivost nikotinovych receptord na ACh

perspektivni strukturni pfedlohou pro nova Iéciva.
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7.  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcCoA
ACh
AChE
AD
ApoE-e4
APP
ATP
BuChE
CAT
CNS
COX-2
DPPH
DMSO
DTNB
GABA
HEB
HUAChE
HuBuChE
NMDA

TLC

Acetylkoenzym A

Acetylcholin

Acetylcholinesterasa
Alzheimerova choroba
Apolipoprotein E-e4

Amyloidovy prekurzorovy protein
Adenosintrifosfat
Butyrylcholinesterasa
Cholinacetyltransferasa

Centralni nervova soustava
Cyklooxygenasa 2
Difenylpikrylhydrazyl radikal
Dimethylsulfoxid
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
y-aminomaselna kyselina
Hematoencefalicka bariéra

Lidska acetylcholinesterasa
Lidska butyrylcholinesterasa
N-methyl-D-aspartat

Tenkovrstva chromatografie
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