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1. SKRATKY

DOX
DPPH
DMSO
EMA
ERK

FDA
FRET assay
GC-MS
GSK-3
hAChE
HEB
kol.
lat.
logBB
LDso
MAPK

B-amyloid

Alzheimer’s disease (Alzheimerova choroba)
acetylcholin

acetylcholinesterdza

aminokyselina

apolipoprotein E

amyloidovy prekurzorovy protein

B-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1 (B-sekretdza 1)

butyrylcholinesteraza

koruna (oznacenie v kvetnom vzorci)
Cesky lékopis

diabetes mellitus

doxorubicin
1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl
dimetylsulfoxid

European Medicines Agency
extracellular signal-regulated kinase (extraceluldrnym
regulovana kinaza)

Food and Drug Administration

Fluorescence Resonance Energy Transfer assay

gas chromatography-mass spectrometry

glycogen synthase kinase-3 (glykogén-syntaza kinaza 3)
human acetylcholinesterase (fludska acetylcholinesteraza)
hematoencefalicka bariéra

kolektiv

latinsky

pomer logaritmickych koncentracii latky v mozgu a v plazme

koncentracia, ktora usmrcuje 50 % organizmov experimentu

signalom

mitogen-activated protein kinase (mitogénom aktivovana proteinkinaza)



MEK

MIC
MMM
NMDA
POP
p-tau
RAGE

R¢
ROS

mitogen-activated protein kinase kinase (kindza mitogénom aktivovanej
proteinkindzy)

minimalna inhibi¢na koncentracia

mozgomiesny mok

N-metyl-D-aspartat

prolyloligopeptidaza

fosforylovana forma t proteinu

receptor for advanced glycation end products (receptor pre konecné
produkty pokrocilej glykacie)

retencny faktor

reactive oxygen species (reaktivne zluceniny kyslika)
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2. UvoD

Rastliny su vyznamnym priamym zdrojom lie€ivych latok. Navyse poskytli inSpiraciu pre
mnohé zo zakladnych, tzv. ,lead” Struktdr, ktoré pomocou réznych chemickych obmien
utvorili dolezité skupiny polosyntetickych ¢i syntetickych bioaktivnych molekul. Preto

nevyhnutnou sucastou uplatnenia rastlin vo farmacii je samotna izolacia Cistych latok.

Alkaloidy, molekuly patriace najma medzi sekundarne metabolity rastlinnej riSe, su
vyznamnou skupinou latok, medzi ktorymi najdeme molekuly s réznymi ucinkami na
[udsky organizmus. Ich vyskyt prevazuje uvysSich rastlin, av rdmci nich sa
nachadzaju CastejSie u dvojkli¢nolistovych. Ukladaju sa hlavne v pletivach s rychlym
rastom, posvach cievnych zvazkov a v mliecniciach [1]. Skiimana rastlina, mak vléi, spada
do kategorie tychto rastlin. Tradi¢ne sa v fludovom liecitelstve pouzivali jeho korunné listky
(Papaveris rhoeados flos) najma pri nespavosti, ¢i k utimeniu kasla. Medzi obsahové latky

vl¢ieho maku patria v prvom rade izochinolinové alkaloidy, flavonoidy a fenolové latky [2].

Prebiehajici vyskum na Katedre farmakogndzie afarmaceutickej botaniky
Farmaceutickej fakulty v Hradci Kralové intenzivne skima rastlinné metabolity z hladiska
ucinnosti na rozne terapeutické ciele tykajuce sa Alzheimerovej choroby (AD). Ide
o zavaziné civilizacné ochorenie, ktorého incidencia so starnidcou populdciou stupa,
a predstavuje velku zataz nielen pre samotného pacienta, ale aj pre rodinnych prislusnikov
a blizkych. V sucasnosti existuje len symptomaticka lie¢ba AD (inhibitory cholinesteraz
a antagonista NMDA receptoru, memantin). Vyskum katedry sa preto snazi zamerat aj na
dalSie terapeutické ciele suvisiace s patogenézou AD, ktoré patria medzi novsie pristupy
vsnahe o ovplyvnenie patogenézy AD. Tato praca sa zameriava na inhibiciu
butyrylcholinesterazy (BuChE), ktora podla viacerych vedeckych publikacii hra rolu
v rozlicnych procesoch odohrdvajucich sa pri progresii choroby [3-5]. Ukazuje sa tiez, ze
existuje spojitost medzi diabetom II. typu a aktivitou BuChE a samotnym subezinym

vyskytom DM II. typu a AD [6].

U nejednej molekuly rastlinného pévodu bola preukazana aktivita na enzymy tykajuce
sa AD. Medzi zastupcov patria napr. Narcissus pseudonarcissus, Galanthus woronowii, Ci

Physostigma venenosum [1]. Papaver rhoeas doposial z hladiska aktivity voci tymto
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enzymom nie je prebadany (aZz na prace [7,8]) i ked uZz u niektorych druhov z celade

Papaveraceae bolo pdr vysoko aktivnych molekul tykajucich sa AD najdenych.

Naplfiou tejto prace je izoldcia alkaloidov z maku vi¢ieho (Papaver rhoeas), nadvazujuc
na predoslé diplomové prace, v ktorych sa zistila vyznamna selektivna inhibi¢na aktivita
sumarneho extraktu voci butyrylcholinesteraze (ICso=3,94+0,35 upg/ml) [7,8].
Vypracovany postup izoldcie vyuziva rézne chromatografické metddy, o su postupy

delenia latok zaloZené na principe ich rozli¢nej polarity.
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3. CIEL PRACE

Hlavnymi ciefmi su:
1. Vypracovanie reSerSe na zadanu tému.
2. lzoldcia aspon jedného Cistého alkaloidu z chloroformového vytrepku P. rhoeas
pomocou beinych chromatografickych metéd.
3. Podielat sa na urceni struktury izolovanych alkaloidov (MS, NMR, opticka otacavost).
4. Podielat sa na uréeni biologickej aktivity izolovanych latok (inhibicia BuChE,
vypocet logBB).

5. Spisanie diplomovej prace.
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4. TEORETICKA CAST

4.1. Alzheimerova choroba (AD)

AD patri medzi najsklucujucejSie ochorenia spolocnosti 21. storocia. Ide
o neurodegenerativnu chorobu, postihujucu fudi najma v seniorskom veku. Nad 85 rokov
postihuje az tretinu seniorov [9]. Patri aktudlne medzi najnakladnejsie ochorenia vo svete
a predpoklada sa, Ze k roku 2050 sa pocet pacientov s AD priblizne strojnasobi [10]. Medzi
priority medicinskych vied patri vyndjdenie intervencie, ktord by dokdzala toto ochorenie
celkom vyliecit, kedZe v sicasnosti dostupné terapeutické postupy su zatial schopné progresiu

AD iba spomalit.

4.1.1. Patogenéza

Neurodegenerativne zmeny na udrovni mozgu zacinaju vranom Stadiu v blizkosti
hipokampu, ktoré sa prejavuju vypadkami pamate. Neskor degeneracia progreduje aj do
spankového laloka a dochdadza k problémom so spravnym vyjadrovanim sa, ¢i porozumenim
slovam. V dalSom, tzv. miernom Stadiu je postihnuty aj temenny lalok. Pacientova orientacia
sa zhorsuje, zabuda ako sa jednotlivé predmety pouZivaju, ma problémy s recou a tazko
zluéuje vnemy z okolia s vlastnymi reakciami. V pokrocilom stadiu pacient straca logické
myslenie, zaZité normy chovania, je agresivny alebo apaticky a moze byt nebezpecny pre svoje
okolie. Choroba je rozsirena aj do ¢elového laloka a v konecnej faze postihuje vietky neurény
mozgovej hemisféry okrem tych, ktoré sa tykaju motorickej Cinnosti a zraku. V zdvere su
postihnuté takmer vsetky Casti mozgu a pacient je priputany k 16Zku a je skoro bez reakcii [11].

Na bunkovej Urovni mézeme sledovat nizsie popisané javy.

4.1.1.1. B-Amyloidné plaky

Z transmembranového amyloidového prekurzorového proteinu (APP) vznikaju
Stiepenim a-, B-, ay-sekretdzami kratSie proteiny, ktoré sa po Stiepeni uvolfuju do

extraceluldrneho priestoru [12,13]. Tieto produkty sa nazyvaju B-amyloidy (AB) a podla typu
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protedz maju rozny pocet aminokyselin. Pri AD je pomer tychto vzniknutych, rozne dlhych
proteinov zmeneny. V extraceluldrnom priestore sa tvori viac AB1-42, priCom mnoZstvo ABi-a0
ostdva nezmenené [14]. Formy ABi-20 a ABi-a2 (vzniknuté B-, a y-sekretdzami) a AB obsahujuce
Specifické poradie AMK disponuju vysSou schopnostou agregacie a nie su solubilné ako iné
formy [15]. Agreguju, a hromadia sa medzi neurénmi v extraceluldrnom priestore, ¢im
vznikaju toxické, tzv. senilné plaky. KedZe nie su solubilné a hromadia sa pri mieste vzniku,
mnozstvo produktov Stiepenia APP je v mozgomiesnom moku (MMM) nizsie ako u zdravych
[udi. Pomer AB1-22 @ AB1-a0 v MMM sllZi ako jeden z parametrov laboratérnej diagnostiky AD.
Nezhluknuty ABis2 je v MMM oproti normalu zniZzeny, no ABi40 je nezmeneny [13,14].
Benigne, difuzne A plaky patria medzi bezné nalezy aj u starsich ludi bez demencie, ktoré sa

u nich (zatial?) nijako neprejavujua [3].

4.1.1.2. t-Proteiny

Agregaty AP vyvoldvaju oxidativny stres [16], a po6sobia na fosforylujlice
enzymy — proteinkindzy [17]. Dochadza k naruseniu rovnovahy fosforyldcie a defosforylacie
tau-proteinov mikrotubuli, ktoré upeviuju cytoskelet. Dochadza k hyperfosforylacii tychto
proteinov, ktoré sa stavaju nefunkénymi. Tieto hyperfosforylované proteiny tvoria parovité
heliakdlne utvary, ktoré nie su Stiepatelné Ziadnym z enzymov a preto sa podobne ako
patologické mnozZstvo AB hromadia, ale na rozdiel od nich vnutri neurénov, perinukledrne
[13,18]. Pri tomto procese postupne dochadza k apoptdze citlivych neurdnov, zaniku synapsii,
no nakopené utvary hyperfosforylovanych proteinov nazyvanych neurofibrildarne klbka aj po
smrti bunky ostavaju v postihnutych oblastiach mozgu, a su preukdazatelne zvySené hladiny
p-tau v MMM [13,14]. Mnohé Studie preto dochadzaju k zaveru, Ze neurodegeneracia
vyskytujuca sa uAD je indukovand AP plakmi, aich toxicita je sprostredkovana

T-proteinmi [17].

4.1.1.3. Zapal

Oligomery aj fibrily AB1i-42 sU zdrojom oxida¢ného stresu a vyvoldvaju zapal [16,19].

Fibrily aktivuju bunky imunitného systému centralneho nervového systému (mikroglie),
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pricom oligomery ich fagocytézu potlacaju (aj fagocytozu fibril), ¢im sa zoslabuje imunitna
odpoved, ktord ma za ciel skodlivé zhluky odstranit [19]. Aktivacia mikroglii AB prebieha

priamo, cez receptory AGE (RAGE). Tento dej prispieva zapalu neurdnov [20].

4.1.1.4. P6sobenie na NMDA receptory

Bunky su nadmerne vystavované excitatnému mediatoru glutamatu, ktory zvysuje tok
Ca?* idnov do neurdnu, ¢o na ne pdsobi excitotoxicky [21]. Vyskum nasiel stvislost medzi
bunec¢nou smrtou neurdnov spdsobenou cez NMDA receptory a AR proteinmi. AB aktivizuje
NMDA receptory, zvySuje intraceluldrne hladiny Ca?* a extraceluldrne hromadenie

glutamatu [22].

4.1.1.5. Pésobenie na cholinergnu transmisiu

Preukdzalo sa, Ze agregované AP potlacaju aktivitu cholinacetyltransferazy, ktora
produkuje acetylcholin. Hyperfosforylované t-proteiny, ktorych vznik podporuju agregaty AB,
narusaju cytoskelet mimo iné aj cholinergnych buniek, a tak narusuju cholinergnu transmisiu
medzi neurénmi. Zheng a kol. na potkanovych modeloch preukazali, Ze septdlne cholinergné
neurdny patria medzi typy buniek citlivych na toxicitu sprostredkovanu agregatmi AR, kym
mnohé iné typy buniek su relativne odolné [17]. Acetylcholin (ACh) medzi mnohymi inymi
Ulohami pomaha udrziavat funkciu pamate [23,24]. Zanikom neurdnov v oblastiach kde su
cholinergné neurdny sa cholinergna transmisia narusa a dochadza tak k vypadkom pamate
a postupne k dalsim kognitivnym deficitom [25]. Preto sa terapia zameriava najma na

doplnenie ACh cestou inhibicie enzymov, ktoré tento neuromediator metabolizuju.

4.1.1.6. BACE1

Je enzym aktivovany viacerymi endogénnymi a environmentdalnymi stresormi, ktoré sa
vyskytuju aj u AD [26]. Ako aj iné enzymy (napr. y-sekretdza), podiela sa na katalyze vzniku AP

z APP [12]. AB vsak viacerymi mechanizmami (napr. ako stresor, zdroj oxidativneho stresu)
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spatne podporuje aktivitu BACE1 [16], ¢im vznikd pozitivha spatna vazba a vytvara sa tak

neregulovany, zacarovany kruh veduci k vysokej aktivite BACE1 [26].

4.1.1.7. RAGE

AB peptidy patria medzi AGE (advanced glycation end products), ktoré aktivuju ich
receptory RAGE (receptor for AGE). Aktivacia receptorov vedie k zvySeniu transkripcie a teda
aj aktivity BACE1, ktory k dalSej tvorbe AP peptidov prispieva. Tvori sa tak kruhovy pochod,

ktory je bez negativnej spatnej vazby [26].

4.1.1.8. Kinazy

Patologicky zvySena aktivita GSK-3a a GSK-3B spodsobuje, Ze sa Tt-proteiny na
mikrotubuloch nadmerne fosforyluju. Tak wvznikaju vysSie spomenuté nerozpustné
neurofibrilarne klbka, a preto inhibicia tohto enzymu sa zda byt racionalnym spésobom, ako
proti chorobe bojovat. Relativhe vysoky vyskyt GSK-3 v hipokampe modzZe suvisiet
s priebehom patogenézy, ktory zacdina prave v tejto oblasti [27]. K dalsim relevantnym
enzymom k tvorbe hyperfosforylovanych t-proteinov radi literatdra niektoré drahy MAPK
(,mitogen-activated protein kinase pathways”), ktoré si nadmieru aktivované p6sobenim
oxidativneho stresu azvySenej aktivacie mitogénnymi signdlmi [28-30]. Dokonca sa
preukazalo, Ze v indukciach kindz (GSK-3p a kindz ERK, MEK z drah MAPK) hraju rolu do urditej
miery AB, ktoré potom - ako bolo spomenuté vyssie - vedu k t-fosforylacidam [17]. GSK-3a sa
spolupodiela na fungovani y-sekretazy, ktora tvori ABi-a0 a APi-a2 peptidy tvoriace senilné
plaky, preto jeho inhibicia vedie k vyznamnému poklesu Stiepenia APP na tieto toxické
produkty (no GSK-3B antagonizuje Stiepenie APP, preto inhibicia GSK-3B mierne zvysuje
produkciu tychto produktov) [31].

4.1.1.9. Prolyloligopeptidaza

POP je enzym Stiepiaci kratSie peptidy. Jej aktivita ufudi je najvyssia v mozgu

a v kostrovych svaloch . U pacientov s AD bola pozorovana vyznamne zvySend aktivita POP
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[32]. Inhibiciou tejto peptidazy sa znizuje Stiepenie neuropeptidov podporujucich kognitivne
funkcie a spomaluje sa tiez ukladanie amyloidov, pretoZze POP svojou aktivitou podporuje

tvorbu AB [32,33].

4.1.1.10. Genetika

Nositelia alely kddujucej €4 izoformu apolipoproteinu E (apoE), a to najma homozygoti,
su v drvivej vacsine tou kohortou, u ktorej hrozi vysoké riziko vyvinu AD [34]. APP je kédovany
na 21. chromozéme. Jeho trizémia, ba aj samotna triplikacia génu pre APP spGsobuje skorsi

nastup AD [35].

4.1.2. Lie€iva

Lieciva buduju svoje stratégie na zaklade odliSnosti medzi fyziologickym a patologickym
stavom pri danej chorobe. Preto liecivd uz pouzivané, alebo potencidlne sa zameriavaju na
vysSie spomenuté enzymy, depozitd alebo javy. NajcastejSie sa v praxi vyuzivaju selektivne
AChE inhibitory galantamin, donepezil alebo dualny AChE, BuChE inhibitor rivastigmin.
Galantamin a od fyzostygminu odvodeny rivastigmin maju pévod v rastlinnej risi, preto su
alkaloidy v centre pozornosti pri hfadani novych, G¢innych molekul. Celade Amaryllidaceae ¢i
Papaveraceae a mnohé iné sa stali populdrnym predmetom skimania [36]. Casto sa v tejto
indikacii predpisuje aj memantin, antagonista NMDA receptorov blokujuci len nadmernu
excitaciu neurdnov, neinterferujuc s normdalnou mierou excitacie [21]. Bohuzial tieto ucinné
latky kauzalne AD neliecia, iba spomaluju progresiu choroby azmierfuju jej priznaky.
Ciefom sucasnosti je najst substancie alebo metddy, ktoré by AD mohli vylie¢it. Nadej sa
vkladd do monoklonalnej protilatky aducanumabu, ktora ale nadalej ostava kontroverznym
z hladiska otdzky, ¢i jeho prinos prevaziuje nad jeho rizikami. Jeho ucinok spociva
v odstrafiovani patogénnych AP agregdtov. Eurdpska liekova agentura (EMA) preto zatial
neuznala jeho marketingovld autorizaciu, kym americkd Sprava potravin a lieCiv (FDA) ju

povolila [37,38].
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4.1.2.1. Prechod latok do mozgu cez HEB a logBB

Aby bola urcitd latka vyuZzitelnd v terapii zameranej na centralnu nervovu sustavu — ako
to je aj u liecby AD — musi mat vlastnosti, vdaka ktorym je schopna prechadzat cez
hematoencefalickl bariéru (HEB). Prechod latok do mozgu zavisi od vlastnosti a stavu HEB
aod fyzikdlne-chemickych vlastnosti a molekuldrnej Struktiry Studovanej molekuly.
Schopnost prechodu latky cez HEB sa da predpovedat pomocou testu PAMPA, ktory ale
poskytuje iba priblizné vysledky, kedZe funguje na zaklade umelych membran imitujacich HEB
v laboratdrnych podmienkach a chybaju mu Specifické charakteristiky biologickej HEB [39].
Daldou moznostou predikcie prechodu je vypocet logBB, ¢o je logaritmicky pomer
koncentracie latky v mozgu a jej koncentracie v krvi [40]. Molekuly s logBB > 0,3 ochotne
prestupuju do mozgu pasivnou difuziou, kym zluceniny s logBB < -1,0 iba v zanedbatelnom
mnozstve [41]. LogBB Uzko suvisi s lipofilitou, ktoru vyjadruje logP [42]. Tiez hra rolu to, Ci je
molekula v disociovanej alebo nedisociovanej forme, ¢o je ovplyviiované pH hodnotou

prostredia a pKa molekuly [43].

4.1.2.2. Zamerane na prinosy inhibicie BUChE

Rola BUChE v pomere k AChE s progresiou AD postupne stUpa a preto jeho inhibicia
nadobuda v chorobe vacsi vyznam a to najma v najviac postihnutych oblastiach mozgu [25].
BuChE je kvoli rozdielnej Strukture aktivneho miesta od AChE menej selektivnym enzymom
a jeho substratom nie je len ACh ale aj dalSie neuroaktivne peptidy [44]. DOkazy naznacuju, ze
BuChE sa podiela na tvorbe malignych senilnych plakov, ¢im zvySuje neurotoxicitu
sprostredkovanu AP [3,4]. Inhibitory BuChE znizili kumulaciu APP [5], ktory sa po postupnom
hromadeni a enzymatickych premendach meni z difuznych plakov na neuritické, kompaktné
senilné plaky [3]. Je moZné, Ze sa BuChE podiela na tvoreni AB spolupracujic s peptidazami
[3,45]. KedZe sa BUChE zapaja do viacerych molekularnych pochodov, ktoré s patogenézou AD
sUvisia, zameranie sa na jeho inhibiciu predstavuje slubny ciel v manazmente choroby.
Patofyzioldgia BUChE okrem AD suvisi aj z diabetom mellitom Il. typu. Okrem tejto spojitosti,
spaja AD adiabetes Il. typu fakt, Ze u pacientov sjednym ztychto choréb je zvySend
pravdepodobnost vyskytu aj druhého ochorenia. Uoboch ochoreni je typicky nalez

zhorsujucej sa amyloiddzy, ku ktorej vzniku BuChE prispieva [6].
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4.2. Neuroprotektivne alkaloidy z Cefade Papaveraceae

UZ viac zastupcov z Celade Papaveraceae preukazalo neuroprotektivne vlastnosti.
KedZe tieto rastliny patria do jednej rodiny, maju si biosyntetické pochody a ich produkty
podobnejsie ako s druhmi inych ¢eladi. Papaveraceae su typickymi producentmi alkaloidov,
na ktoré sa mnohé vyskumy hladajuce substancie na lie¢bu AD zameriavaju. Extrakty rastlin
a alkaloidy z celade makovitych svyraznou cholinesterazovou inhibicnou aktivitou
(u cholinesterdz ICso okolo 20 uM a nizsie, u ostatnych enzymov okolo 50 uM) voci enzymom

ovplyviujuce patogenézu AD su:

Alkaloidy (+)-taliktrikavin a (+)-kanadin u chochlacky dutej (Corydalis cava) vykazuju
hodnotu ICso nache 0,38 UM, resp. 0,70 UM a p6sobia v aktivnom centre enzymu [39]. V dalsej
praci je ale aktivita (+)-kanadinu 12,4 uM, (+)-kanadalinu ICsp 20,1 uM [46]. Kanadin ma dobry
prestup cez hematoencefalickd bariéru [39]. (—)-korykavamin, (+)-korynolin sa ukazali byt
aktivnymi (1C50=34,40 resp. 21,91 uM) voci pésobeniu BACE1 v teste typu FRET a ochotne
prestupuju cez HEB [47]. Z rovnakého rodu pochdadzaju: Corydalis mucronifera s alkaloidom
mucroniferanin H s ICso pache 2,31 UM, pOsobi vyznamne aj na BuChE [48], Corydalis saxicola
obsahuje mnoho ucinnych inhibitorov AChE v rozmedzi ICso 1,70-14,50 uM, a to
1-nitroapokavidin, berberin, dehydrokavidin, palmatin, novy alkaloid
nitrotetrahydroprotoberberinového typu ajeho derivat, sanguinarin, dehydrokavidin,
thaliktrifolin [49]. Alkaloidy berberin, palmatin, jatrorizin, koptizin, dehydrokorydalin
z Corydalis yanhusuo silnu inhibi¢na aktivitu na AChE (ICsp od 0,47 do 2,08 uM) [50]. Dva
artefakty ziskané zizoldcie latok lastovi¢nika vacsieho (Chelidonium majus) silno inhibovali
AChE v koncentracii 1Cs0 0,83 uM, resp. 3,25 uM a BUChk v 4,20 uM a 4,51 uM. Chelidonin
vykazoval inhibi¢na aktivitu voc¢i AChE (ICso 26,8 uM) aje aktivny aj proti BuChE [51].
Pseudodehydrokoridalin, pseudokoptizin a pseudoberberin su najpotentnejSimi inhibitormi
AChE, hodnoty ICso boli 5,5; 2,1 a 2,5 uM spolu s berberinom zrastliny Corydalis
turtschaninovii [52]. Alkaloidny extrakt Dicranostigma franchetianum vyrazne inhiboval
cholinesterdzy (1Cso ache 1,67 UM a 1Cs0 suche 3,85 UM). Z jeho preukdazanych alkaloidov najviac
inhibuje AChE berberin: 1Cso 0,71 uM [53]. NajvyznamnejSimi doposial preukdazanymi
alkaloidmi z tejto celade na inhibiciu prolyloligopeptidazy su sinaktin (ICsp 53,0 uM) zo
zemedymu lekarskeho (Fumaria officinalis) [54] a kalifornidin (ICso 55,6 uM) zo slncovky
kalifornskej (Eschscholzia californica) [55]. Daldi alkaloid z ¢elade makovitych s aktivitou k AD
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je chelerytrin izolovany z makovca srdcovitého (Macleaya cordata) [56], ktory vyznamne
oddaluje APi.a2 agregaciu [57] a dokonca nielenZe je dualnym inhibitorom AChE a BuChE
(1C50=1,54/10,34 uM hAChE/hBuUChE) ale je schopny velmi vyznamne rozvolnit uz vzniknuté
amyloidné plaky [58]: ICso AP140 agregacie chelerytrinu je 4,20 uM [58]. Dal$imi zdrojmi
chelerytrinu su Chelidonium majus, Sanguinaria canadensis a Dicranostigma lactucoides
(Papaveraceae) [59]. Berberin je taktiez vyznamnym inhibitorom AChE (IC50=2,74 uM)
a agregdcie APi-42 (1C50=43,84 uM) [58]. KedZe mak vi¢i patri do celade Papaveraceae a ma
v skladbe strukturou podobné, ¢i rovnaké alkaloidy, stava sa zaujimavym subjektom s vysokym

potencialom na ovplyvnenie enzymov, ktoré maju dopad na progresiu Alzheimerovej choroby.

4.2.1. Vyskum metabolitov P. rhoeas na aktivitu vztahujucu sa na AD

Mak vi¢i a jeho alkaloidy doposial nebol skimany na aktivitu voci cholinesterdazam
a dalSim enzymom tykajucich sa Alzheimerovej choroby okrem diplomovych prac z Katedry
farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy, ktoré tvoria I. a Il. ast série
prac pod nazvom ,Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a ich biologicka aktivita
vztahujuca sa na Alzheimerovu chorobu”. V menovanych pracach alkaloidy (+)-rhoeagenin
a LB-2 (jeho Struktura zatial presnejSie nie je urcend) vykazovali k BUChE miernu inhibi¢nu
aktivitu: ICso 230, resp. 314 uM [7]. Voéi AChE su neaktivne, na POP maju miernu inhibi¢na
aktivitu: (+)-rhoeagenin 1Cso 878 uM, LB-2 ICsp 706 puM. Druhd cast preukazala miernu
inhibiénu aktivitu (=)-stylopinu 1Cso ache 522 pM (+)-Rhoeadin je voci cholinesterdzam
neaktivny. Oba alkaloidy proti POP vykazovali iba velmi slabu aktivitu [8]. Ak porovname
literatdru opisujucu alkaloidy ndjdené vo vicom maku a doposial popisané silno aktivne
alkaloidy z celade Papaveraceae k enzymom hrajlcich rolu v patogenéze AD, tak v prieniku
tychto dvoch tém objavime tieto latky: berberin, sanguinarin, koptizin, sinaktin, chelerytrin
a kanadin. Pretoze sumarny alkaloidny extrakt ndsho materialu preukazoval silna aktivitu proti
BuChE, je zaujimavé sa zmienit o tom, Ze zo spominanych inhibuje BUChE vyznamne iba

chelerytrin.
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4.3. Papaver rhoeas

4.3.1. Popis

Mak vléi (fludovo divy mak) je jednorocnd divo rastica bylina. Svojim ndpadnym,
cervenym kvetom v obdobi od mdja do oktdbra zdobi mnohé luky, polia, a okraje ciest
spadajuce do pasma mierneho a mediteranskeho podnebia. Dosahuje vysku 30 az 90 cm.
Podlhovasté, srstnaté listiny ma striedavo perovito dielne aZ perovito strihané, typicky rastuce
na dolnej polovine dlhej, chlpatej stopky. Byl je priama, chudobne rozkondrena. Nizsie ulozené
listy su na fu pripojené kratkymi stopkami, vysSie rastice na nej sedia priamo. Kvety ma
jednotlivé, najcastejSie koncové, menej ¢asto pazusné. Pred rozkvitnutim su ovisnuté. Jeho
dve zelené kali$né listky su prchavé. Kvet tvoria Styri na dotyk jemné, Ziarivo ¢ervené, okruhle
korunné lupienky so Sirkou 2—-4 cm, v usporiadani C2+2. Lupienky maju na bdaze zvycajne maly
Cierny flak, ktoré vdaka usporiadaniu kvetného vzorca tvoria akysi nendpadny Cierny krizik
v strede kvetu, viac-menej kryty pohlavnymi organmi. Nachdadza sa tu obrdtene vajcovity
semennik s napadnou lucovitou bliznou s8-14 lalokmi a velké mnoistvo tycCiniek
s nezhrubnutymi nitkami a modrozelenymi pelnicami. Plochy vrch blizny je pristavacim
miestom pre opelujuci hmyz. Plodom je obratene vajcovita tobolka, nazyvana makovica. Je
velkosti 10-20 mm, 2-krat dlhSia ako Sirokd, s priblizne 8-mi neulplnymi priehradkami.
1-milimetrové semend byvaju tmavohnedé, obli¢kovitého tvaru so sietkovanym

povrchom [60-62].

Zname druhy, s ktorymi by pri zbere mohlo déjst k zamene, su: Papaver strigosum (Boenn.)
Schur (mak Stetinaty), Papaver hybridum L. (mak hybridny), Papaver dubium L. (mak
pochybny), Papaver agremone L. (mak polny). Hlavnymi rozliSovacimi znakmi, podla ktorych

sa da pri identifikacii riadit, su nasledovné:

e P. strigopsum ma narozdiel od druhu P. rhoeas ochlpenie pritisnuté k stonke, pricom
chipky rhoeas so stonkou si st na seba kolmé [60].

e P. hybridus ma makovicu gulovitu a bohato Stetinatu [60].

e P. dubium ma skoro Ciarkovité, lysé makovice kyjakovito prediZené. Okraje lalokov
blizny sa nekryju, naopak u P. rhoeas sa prekryvaju. Zelené ¢asti maku pochybného

maju modravy nadych a nerozvinuté pupene su SirSie, menej podlhovasté [61,63].
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e Vzrastom mensi (10-50 cm) P. agremone ma na spodku ¢ervenych korunnych listkov -
ktoré su od listkov druhu P. rhoeas mensie - vzdy Ciernu Skvrnu. | ked maly Cierny,
menej vyrazny flak na baze lupienkov mbZeme zbadat aj u druhu rhoeas. Korunné
listky sa navzdjom neprekryvaju ani nedotykaju a su usporiadané do vzorca C4. Tobolka
je viac podlhovasta,_na baze nendhlo sa zuZujlica. Semena nemad oblickovité, ale
polmesiacikovité [61].

e Obecne platnou charakteristikou maku vi¢ieho vocli tymto zamenitelnym druhom je

vacsi lupienok [61].

Obrazok 1: Kvet, plod a cela rastlina Papaver rhoeas [64]

4.3.2. Obsahové latky

Hlavnymi sekundarnymi metabolitmi vi¢ieho maku su alkaloidy, fenolové latky. Tieto
latky uvedené v jednotlivych castiach rastliny sud vtabulkdch 1-2. zoradené od
najvyznamnejsich po menej vyznamné. Vyznamnost je dana v prvom rade mnoiZstevnym
zastUpenim latky alebo v druhom rade pocetnostou vyskytu molekuly v literattre suvisiacou
sdanou ¢astou rastliny. Daldie, vedlajsie metabolity v jednotlivych ¢Eastiach rastliny su

uvedené nizsie.
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Kvety su liekopisnou drogou (CL 2017). Okrem hlavnych obsahovych latok obsahuju

v malom mnoZstve slizy, ktoré sa mézu byt prospesne uzivané pri bolestiach hrdla [64].

Listy vo viacerych krajinach konzumované ako zelenina su zdrojom cennych nutrientov.
Vo vyznamnom mnozstve sa v Cerstvych listoch nachadzajui organické kyseliny, menovite
oxalova, citréonovd, jabléna, glutamova, fumarova a kyselina glycerova [65,66]. MnoZstvo
organicky kyselin sa meni v zavislosti od podmienok panujuicich v prostredi rastliny. Neostava
v Cerstvych listoch bez povSimnutia ani hladina vitaminu C, ktord sa pohybuje okolo hodnoty
31 mg/100 g. V porovnani s vitaminom C vzhladom na dennd potrebu cloveka najdeme
v listoch nizSie mnoZstvo tokoferolov s aktivitou vitaminu E [65]. RGzne nasytené, nenasytené
a polynenasytené mastné kyseliny doddavaju listom nutricnd hodnotu. Listy su tiez zdrojom
neesencidlnych aj esencidlnych aminokyselin [66]. Glutdamova kyselina je zastupena
najhojnejsie a méze hrat rolu v tvorbe chuti tejto zeleniny [65,67]. Medzi mikronutrientmi

mbzZeme spomendut draslik, vapnik, horcik, fosfor, Zelezo a zinok [68].

Vnat navySe obsahuje silice. Najhojnejsie v nej ndjdeme napriklad acyklicky diterpén
fytol, alkan trikosan, v menSom zastupeni su vSak obsiahnuté aj cyklické terpény ako a-pinén,
B-karyofylén, a-terpineol a dalSie. [69]. Vodny extrakt okrem zmienenych metabolitov
obsahuje aj taniny a saponiny [70]. Dalej boli z viiate izolované prekurzory z biosyntetickej
cesty izochinolinovych alkaloidov: tyrozin, 4-hydroxyfenyacetaldehyd, tyramin a dopamin

[71].

Semena su okrem alkaloidov zdrojom olejov a proteinov [72].

4.3.2.1. Alkaloidy

Isté alkaloidy boli preukazané iba v niektorych chemotypoch druhu Papaver
rhoeas [64]. Tie st oznacené *. Ani u ostatnych alkaloidov sa zatial neda vylucit zavislost
pritomnosti od chemotypu. Obecne plati, Ze kvalitativna a kvantitativna skladba alkaloidov
vykazuje velku variabilitu zavislu nielen od lokality zberu, ale aj od ontogenetického Stadia

rastliny [71].

Najviac preukdzanych alkaloidov ma vo svojom skelete zabudovany izochinolin.

Najvyznamnejsi alkaloid rhoeadin a dalSie alkaloidy rhoeadinového typu vsak namiesto
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izochinolinu obsahuju sedemclenny kruh s heteroatomickym dusikom a ortokondenzovanym
benzénom. Uvedené alkaloidy aZ na trigonelin patria medzi izochinolinové alkaloidy. Okrem
Celade Papaveraceae sa izochinolinové alkaloidy hojne nachddzaju aj v dalSich &eladiach
z radu Ranunculales ako napr. u Ranunculaceae ¢i Berberidaceae [1]. Vyznamnejsie alkaloidy

zo zastupitelov réznych struktur:

H
/O“/
H

0]

Rhoeadin (rhoeadinovy typ) N-metylasimilobin (aporfinovy typ)

o)
0]
0)
)

)

(0]

Stylopin (protoberberinovy typ) Protopin (protopinovy typ)

Obrazok 2: Alkaloidy roznych Strukturnych typov obsiahnuté v Papaver rhoeas
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Obrazok 2: Alkaloidy roznych struktirnych typov obsiahnuté v Papaver rhoeas
(pokracovanie)
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Tabulka 1: Prehl'ad alkaloidov identifikovanych v P. rhoeas

Alkaloidy

Cast N&zov molekuly Strukturny typ Literattra, poznamky
rastliny
Kvety Rhoeadin Rhoeadinovy typ [2,73]

Izorhoeadin Rhoeadinovy typ

Rhoeagenin Rhoeadinovy typ

Mekambrin Proaporfinovy typ

Papaverin Benzylizochinolinovy typ

Berberin Protoberberinovy typ

Protopin Protopinovy typ
Semena Sanguinarin * Benzofenantridinovy typ [74]

Neuvedené Neuvedené [72]
Listy Trigonelin Pyridinovy typ [66]
Vnat Rhoeadin Rhoeadinovy typ [75]

N-metylasimilobin

Aporfinovy typ

[76], najzastupenejsi

u egyptského chemotypu

Stylopin Protoberberinovy typ [71,77]
Protopin * Protopinovy typ [75]
Koklaurin Benzylizochinolinovy typ [71]

Dihydrosanguinarin

Benzofenantridinovy typ

Demetylkoklaurin

Benzylizochinolinovy typ

Korytuberin

Aporfinovy typ

Tetrahydroberberin *

Tetrahydroprotoberberinovy

typ

Retikulin

Benzylizochinolinovy typ

Tetrahydrokolumbamin *

Tetrahydroprotoberberinovy

typ

Tetrahydropalmatin *

Tetrahydroprotoberberinovy

typ
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Tabulka 1: Prehl'ad alkaloidov identifikovanych v P. rhoeas (pokracovanie)

Vnat Berberin * Protoberberinovy typ [75]

Sanguinarin * Benzofenantridinovy typ [71]

Skoulerin * Protoberberinovy typ

Allokryptopin * Protopinovy typ [64,75]

Roemerin * Aporfinovy typ

Koptizin Protoberberinovy typ

Sinaktin Protoberberinovy typ

Koulteropin * Protopinovy typ

Rhoeagenin Rhoeadinovy typ

Izokorydin Aporfinovy typ

Izorhoeagenin Rhoeadinovy typ [64]

Izorhoeadin Rhoeadinovy typ

Epiglaukamin Rhoeadinovy typ

Glaukamin Rhoeadinovy typ

Glaudin Rhoeadinovy typ

Mekambrin Proaporfinovy typ

Salutaridin Promorfinanovy typ

Papaverrubiny A, B, C, D, E | Rhoeadinovy typ [78]

Chelerytrin Benzofenantridinovy typ [74]

Kryptopin Protopinovy typ [79]

Oxysanguinarin Benzofenantridinovy typ

Epiberberin* Protoberberinovy typ [77], epiberberin:

Kanadin * Protoberberinovy typ prvykrat preukdzany
v rode Papaver, kanadin:
prvykrat v P. rhoeas
mozZno novy chemotyp v
Libanone

Koren Rhoeadin Rhoeadinovy typ [80]
Izorhoeagenin Rhoeadinovy typ
Chelerytrin * Benzofenantridinovy typ [74]
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4.3.2.2. Fenolové zluceniny

Patria sem rozne flavonoidy, depsidy, polyfenoly, organické kyseliny, a ich estery.
Medzi flavonoidy sa radi aj skupina anthokyanov, ktora je zastipena v kvetoch. Literatura

spomina aj vyskyt kumarinu, ktory je ale malo vyznamny.

Tabul'ka 2: Fenolové zliceniny v P. rhoeas

Fenolové latky

Cast rastliny | Nazov molekuly Struktarny typ Literatura
Kvety Cyanidin Antokyan [64,81]
Malvidin Antokyanidin [2]
Luteolinidin Antokyanidin
Mecocyanin Antokydn [64]
Hyperozid Glykozid flavonolu [2,82]
Astragalin Glykozid flavonolu
Izokvercitrin Glykozid flavonolu
Kempferol Flavonol [82]
Kvercetin Flavonol
Luteolin Flavén
Hypolaetin Flavon
Ester 2,4,6-trihydroxyfenyloctovej | Depsid [2,82]
kyseliny s  protokatechovou
kyselinou
Ester 2,4,6-trihydroxyfenyloctovej | Depsid
kyseliny s p-hydroxybenzoovou
kyselinou
Methylester p-hydroxybenzoovej | Ester [82]
kyseliny
Protokatechova kyselina Fenolova kyselina
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Tabulka 2: Fenolové zluceniny v P. rhoeas (pokracovanie)

Izoramnetin-3-O-rutinozid

Glykozid flavonolu

Kvety 2-(4-hydroxyfenyl)-etanol  (syn. | Fenolova latka [82]
tyrosol)
2-(3,4-dihydroxyfenyl)-etanol Fenolova latka
(syn. 3-hydroxytyrosol)
p-hydroxybenzoova kyselina Fenolova kyselina

Listy Apigetrin (syn. cosmosiin) Glykozid flavénu [66]
Luteolin-7-glykozid Glykozid flavénu
(syn. cynarozid)
Luteolin-7-rutinozid Glykozid flavénu
(syn. veronikastrozid)
Kvercetin-7-rutinozid Glykozid flavonolu
Kvercetin-3-O-rutinozid Glykozid flavonolu [83]
Izoramnetin-3-O-rutinozid Glykozid flavonolu
Cichorova kyselina Ester, kyselina [66]
Chlorogénova kyselina Ester, kyselina
Kaftarova kyselina Ester, kyselina
Neochlorogénova kyselina Ester, kyselina

Vnat Kvercetin Flavonol [68]
Kempferol Flavonol
lzoramnetin Flavonol
Myricetin Flavonol
Apigenin Flavon
Luteolin Flavon
Kvercetin-3-O-rutinozid Glykozid flavonolu [83]
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4.3.3. Pouzitie v terapii, vyuzitie

Liekopisnou drogou (CL 2017) je kvet vi¢ieho maku, lat. Papaveris rhoeados flos.
V ludovom liecitelstve v Eurdpe (Turecko) sa pouzival nalev zvniate vnuatorne proti
reumatickym chorobam [84], bolesti [64], Cerstvé listy perordlne na posilnenie organizmu ako
tonikum, sirup z korunnych listkov na bolesti hrdla, potladenie kasla, ukludnenie priedusiek,
nalev zo susenych korunnych listkov (podavany scitronovou S$tavou) vnutorne ako
imunotonikum a galaktagogum, a externe pri epistaxii [84]. V Grécku bol po épiu druhym
najpouzivanejsim liekom pri nespavosti vi¢i mak [85]. V Maroku su kvety a plody tradi¢nym
liekom proti osypkam [86]. Dalsi zdroj spomina gastroprotektivny t¢inok korefia, u ktorého si
empiriou vyuzivanu schopnost overili aj in vivo [87]. Rastlina preukdzala taktiez antidiaroické
ucinky in vivo, pre ktoré ju tradi¢ne vyuzival lud v Irdne [88]. Spominaju sa tiez anthelmintické
ucinky korenia [89]. Na Uzemi Bosny a Hercegoviny, Dalmdacie a Grécka sa dodnes pouzivaju
uvarené listy ako zelenina v zmesi s dalSimi varenymi listovymi zeleninami [68,90,91]. Je ich
ale treba konzumovat s mierou, pretoze v davkach od 250 g boli pozorované intoxikacie
zrejme pre obsah alkaloidov [92]. V Madarsku si deti ¢asto pochutnavali na korunnych

listkoch [93]. Cervené lupienky sa pouZivaju k zdobeniu ¢ajovych zmesi.

4.3.4. Biologicky ucinok obsahovych latok

Mnohé vyskumné skupiny preukdzali rozmanité ucéinky rbéznych extraktov
z jednotlivych Casti rastliny. Jedine¢nou schopnostou extraktu je znizovanie vzniku tolerancie
proti uUcinkom morfinu ¢im sa stava perspektivnou latkou do buducnosti pre dalSie
terapeutické ucely. Zmierriuje priznaky abstinenéného syndrému u morfia a méze spomalit
vznik tolerancie proti jej analgetickym ucinkom [88,94]. Je to fakt hodny spomenutia, pretoze
sa zda, Ze manazment bolesti mbze spomalovat progresiu demencie u pacientov s AD [95].
Vodny extrakt z viiate podany peroralne preukdzal vysSiu protizdpalovu aktivitu in vivo
u potkanov ako indometacin. Analgeticka schopnost v davke 400-800 mg extraktu listov/kg
bola podobnd morfiu vdavke 5 mg/kg. Predpokladaju sa komplexné ucinky taninov,
saponinov, terpenoidov, flavonoidov a alkaloidov na bolest, medzi ktorymi mdze byt aktivita

podobna nesteroidnym antiflogistikam, inhibicia prenosu vzruchov na synapsiach ¢i priamy
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ucinok na receptory [70]. Listy vykazuju nielen protizapalovu, ale aj antioxidacnu aktivitu in
vivo [96]. Roemerin preukdzal v Studiach vazodilata¢né ucinky ktoré vyplyvaju najma z afinity
k a1 receptorom [97]. Niektoré vazodilatatory mozu byt vyuZivané pri hypoperfuzii mozgu,
ktora prehlbuje neurodegenerativne zmeny a moze viest k zhorSovaniu pamati [98]. R6zne
chemotypy obsahuju jednotlivé typy alkaloidov v premenlivych pomeroch, v niektorych sa
niektoré alkaloidy ani nepreukdzu. Preto ak je ucinok zavisli od alkaloidov, je moZné, Ze sa
napr. u rastliny toho istého druhu ale iného miesta zberu ucinok neprejavi. Roemerin méze
byt poddvany perordlne, pretoze ma vysoku biodostupnost [99]. Vyskum preukazal korelaciu
medzi silou antioxidacnej aktivity réznych extraktov korunnych listkov a koncentraciou
fenolovych latok a flavonoidov. Vyznamnejsi podiel na antioxidacnej kapacite maju
obsiahnuté fenolové latky. U anthokyanov sa tiez predpoklada antioxidac¢na aktivita, ktord ale
z dbvodu priliSnej uniformity koncentracii anthokyanov v jednotlivych extraktoch nebola
potvrdena. Najvyssia antioxidacna aktivita z testovanych extraktov bola namerana u vodného
extraktu korunnych listkov [100], no aj uviate bola podobne ako u kvetov preukdzand
schopnost zhasania volnych radikdlov anavyse dokazana schopnost zniZovania hladin
reaktivnej formy kyslika indukovanu prooxidaénym ¢inidlom. V savislosti s tymito poznatkami
vykazuje antimutagénne a antikarcinogénne vlastnosti [101]. Extrakt z listov preukazal
cytotoxicitu a genotoxicitu zavisli na koncentracii, no paradoxne v nizkej ddvke vo vyznamnej
miere chrani bunky a chromozédmy pred oxidacnym stresom p6sobenym radiomimetickym
¢inidlom, ¢im znizuje jeho mutagénne ucinky. Odvijajuc sa od charakteru a spravania vzoriek
sa predpoklada, Ze vyznamnu rolu v tomto fenoméne mébze hrat adaptivna odpoved, tzv.
»,adaptive response” bunky. Spociva v prvotnej nizSej davke oxidantu, ktory vyvija oxidativny
stres podporujuci aktivovanie antioxidacnych a opravnych pochodov v bunke, ktora pri
aplikovani mutagénu s dostatoénym casovym odstupom, je pripravena celit Skodlivym
exogénnym vplyvom. TaktieZz treba podotknut, Ze je vidy déleZité zvazit koncentraciu
biologicky aktivnej latky, ktora ako i vtomto pripade mdze byt malom mnoiZstve prospesna,
no vo vyssej koncentracii mdze ublizit [102]. Alkaloidy stylopin, kanadin, berberin
a epiberberin preukazali cytotoxicku aktivitu proti réznym typom ludskych rakovinovych
buniek, ktora bola vyznamne vyssia, neZ cytotoxicita proti nerakovinovym bunkam, ¢o indikuje
urcita selektivitu k malignym bunkam [77]. Alkoholicky extrakt vi¢éieho maku podany
intravendzne znizil u potkanov stres preukazany testom ,elevated plus maze®, tj. vyvySeného

bludiska v tvare kriza, pricom v suvislosti stymto javom bol pozorovany pokles hladin
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kortikosteronu [103]. U mysi bol preukdzany utlmujuci ucinok vodno-etanolového extraktu
kvetov na pohybovi aktivitu nesuvisiacu s alkaloidmi, ani preukdzanymi flavonoidmi
a antokyanmi. Tym experiment potvrdzuje tradi¢ne vyuzivany sedativny efekt drogy. Podla
vysledkov nezdvisi od dopaminergnych, cholinernych, opioidnych, ani benzodiazepinovych

receptorov [104].

4.3.5. Toxicita obsahovych latok

Toxicita: LDso vodného extraktu z listov bolo podla Studie stanovené na mysiach
v davke 2000 mg/kg [70]. LDso vodno-etanolového extraktu kvetu vinej studii takisto na
mysiach mala hodnotu 4000 mg/kg [104]. Je znamych par pripadov, kedy u ludi kvéli
nadmernej konzumacii vicieho maku doslo k intoxikacii. Literatura udava, Ze k otravam doslo
pri davkach 250, aZz 500 g uvarenej rastliny. Prejavmi otravy boli: nevolnost, neklud, dyspnoe,
midza, generalizovany klonicky zachvat; u dalSieho pacienta kf¢e v koncatinach, bezvedomie,
penenie z Ust, zmatenost, tachykardia, laktatova aciddza; v dalsich pripadoch sa este vyskytli:
vracanie, tfpnutie koncatin, bradykardia. Za tieto ucinky pravdepodobne mozu alkaloidy [92].
Niektoré izochinolinové alkaloidy, hlavne sanguinarin, sp6sobuju glaukém aedém, po
pocetnych pripadoch vrbznych krajindch nazyvany ,endemic dropsy”. Tiez obilniny
kontaminované rastlinami s obsahom sanguinarinu su ¢asto krmivom pre zvieratd, ktoré
potom produkuju mlieko i vajcia s obsahom tohto alkaloidu [74,105]. Vo vysSich ako
terapeutickych koncentraciach je extrakt z vicieho maku slabo cyto- a genotoxicky [102].
Pri vac¢Sej konzumacii tejto rastliny ako zeleniny je si treba uvedomit, Ze Stavelova kyselina,
ktoru obsahuje mo6zZe vo vyssich davkach prispiet v oblickach k vzniku oxaldtov s vapnikom

(najma u ludi so sklonom k oblickovym kameriom) alebo zniZovat biodostupnost vapnika [65].
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5. EXPERIMENTALNA CAST

5.1. Material a vybavenie

5.1.1. Rozpustadla a chemikalie

J benzin lekarsky, liekopisnej kvality (Ing. Svec — Penta, Praha), (LB)

. dichlérmetan (Ing. Svec — Penta, Praha), (CH,Cl>)

. etylacetat (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

. metanol HPLC kvality (Ing. Svec — Penta, Praha), (CH3OH)

. isopropanol p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha), (IPA)

U vodny roztok amoniaku 25% (Ing. Svec — Penta, Praha), (NH4OH)

. cyklohexan p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH12)

. dietylamin p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha), (EtoNH)

. chlorid ortutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl,)

. dusi¢nan bizmutity zasadity (Lachema, Brno)

. jodid draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice)

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

. metanol LC-MS (VWR Chemicals, Stfibrna Skalice), (MeOH)

o kyselina mravéia > 99, LC-MS kvality (VWR Chemicals, Stfibrnad Skalice),
(HCOOH)

. deuterizovany chloroform pre NMR analyzu (Sigma Aldrich, Praha) (CDCls)

o siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na;SOa)

J destilovana voda

. Dragendorffovo ¢inidlo podla Muniera
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5.1.2. Pomocné materialy

e kremelina Celite C 535 (Sigma Aldrich, Praha)

. susiace perly silikagélu (Ing. Svec — Penta, Praha)
5.1.3. Chromatografické adsorbenty

. analytické TLC dosky silikagél 60 Fzsa (Merck Millipore, Praha), 20 x 20 cm,

vrstva 200 um

. silikagél 60 GF2s4 pre preparativnu TLC (Merck Millipore, Praha)
. silikagél 60 15 um (Interchim, Chromservis, Praha)
. oxid hlinity neutrdlny HPLC flash grade, 32-63 um (Alfa-Aesar,

Termofisher Scientic, Pardubice)

5.1.4. Vyvijacie sustavy na TLC vizualizacie

. S1 (CeHi12 + EtOAC + Et2NH; 45:45:10)
. S2 (MeOH + NH40H 0,1 %)
. S3 (EtOAc + IPA + MeOH s NH40H 0,1 %)

5.1.5. Pristroje, softvéry

. plynovy chromatograf s hmotnostnou detekciou (GC-MS) Agilent (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Systém obsahuje chromatograf Agilent 7890
A s hmotnostnym detektorom Agilent 5975 C MSD pracujucim v rezime elektrdnove;j

ionizacie pri 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

J Flash chromatograficky systém BUCHI Sepacore flash system X10 skladajuci sa
z riadiacej jednotky Biichi C-620, zberacom frakcii Blichi C-660, detektorom UV C-640
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a pumpou Biichi C-605 (Biichi, Svaj¢iarsko). K ovlddaniu systému sa pouziva PC

s programom SepacoreControl 1.2. (Biichi, Svajé¢iarsko)

preparativny/analyticky HPLC Waters Autopurification systém (Waters

Corporation, Milford, USA). Pristroj sa skladd z nasledujluceho pristrojového vybavenia:

automatické davkovacie zariadenie pripojené k zberacu frakcii Waters Sample

Manager 2767, koldénovy selektor System Fluidics Organizer, bindrne gradientové

pumpy Waters 2545, detektor s diédovym polom Waters 2998 a hmotnostnym

spektrometrom Waters Acquity gDa s ionizaciou elektro-sprejom. Koléna XSelect®

CSH ™ C18 OBD ™ (100 mm x 4,6 mm, vel. ¢astic 5 um) (Milford, USA)

5.1.6.

vakuovd odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Svaj¢iarsko)
spektrometer Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)
polarimeter P 3000 (A. Kriss Opteronic, Hamburg, Nemecko)
Merck Millipore (Milford, MA, USA)

ultrazvukovy kupel Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Nemecko)

magnetickd mieSacka Heidolph Mr Hei-Standard (Heidolph, Schwabach,

Nemecko)

exsikator

Kolény a kartridze pre Flash chromatografiu

PP kartridZe 40 x 150 mm (B0chi, Svajé¢iarsko)
sklenena predkoléna 100 x 26 mm (Buchi, Svaj¢iarsko)

sklenené kolény 15 x 150 mm a 15 x 250 mm (YMC, Chromservis, Praha)
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5.1.7. Rastlinny material

Skimany rastlinny materidl tvoria nadzemné Ccasti Papaver rhoeas s nezralymi
tobolkami. Celkové mnoiZstvo Cerstvej drogy Cinilo 180 kg, ktoré po suseni vaZilo 41 kg.
Pripravu rastlinného materidlu a pripravu alkaloidnych vytrepkov pri pH 9-10 do r6znych
rozpustadiel popisuje diplomovda praca Mgr. Simony Vichovej [106], na ktoru tato praca

nadvazuje.

5.2. Obecné postupy
5.2.1. Priprava a skladovanie rozpustadiel

Komercne pouZivané rozpustadld pre chromatografiu boli pred pouZitim Cistené
destilaciou, a to v pripade, Ze neboli HPLC kvality, ¢i vysSej. Destilacia prebiehala podla
Standardnych postupov, a hlavné frakcie boli zbierané podla teploty varu danych rozpustadiel.

Rozpustadla sa skladovali v tmavych, uzavretych flasiach.

5.2.2. Odparovanie rozpustadiel a suSenie jednotlivych frakcii

Odparovanie organickych rozpustadiel z frakcii obsahujicich alkaloidy ziskanych pri
separacii flash, alebo prep. TLC prebiehalo za znizeného tlaku na vakuovej odparke pri teplote
vodného kupela 50 °C. Nasledne sa frakcie dosuSovali v exsikatore s podtlakom cca. 1,33 kPa

a desikantom — silikagélom po dobu aspon 24 hodin.

5.2.3. Skladovanie extraktov

Ziskané suché extrakty aizolované alkaloidy boli skladované na tmavom mieste pri

2-8°C.
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5.2.4. Priprava liatych vrstiev pre preparativnu TLC

Suspenzia pre nalievanie liatych dosiek pre prep. TLC sa pripravila zamiesenim
homogenizaciou silikagélu (6,5 g) Kieselgel 60 GFzs4 s destilovanou vodou (20 ml). Tato
suspenzia sa naniesla na sklenené dosky (15 x 15 cm), ktoré boli pred nanesenim suspenzie

oCistené EtOH a CHCls. Takto pripravené TLC dosky sa nechali pred pouZzitim schnat 24 hodin.

5.2.5. TLC detekcia

Pre zistenie pritomnosti alkaloidov vo frakcidch ziskanych flash chromatografiou alebo
Cistoty izolovanych alkaloidov sa pouzivala detekcia v oblasti UV svetla (chromatogram
pozorovany pod UV lampou pri A = 254 a 366 nm), nasledovand postrekom Dragendorffovym
¢inidlom podla Muniera. Dragendorffovo ¢inidlo podla Muniera: zasobny roztok bol
pripraveny spojenim roztokov A a B, vpomere 1:1. Roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu
bizmutitého a 20 g kyseliny vinnej sa rozpustilo v 80 ml destilovanej vody. Roztok B: 32 g jodidu
draselného sa rozpustilo v 40 ml destilovanej vody. Dragendorffovo ¢inidlo vzniklo zmiesenim

10 g kyseliny vinnej rozpustenej v 50 ml destilovanej vody a 5 ml zdsobného roztoku.
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5.3. Stlpcova flash chromatografia
5.3.1. Deaktivacia adsorbentov

Pre flash chromatografiu sa obvykle pouzivaju plne aktivne adsorbenty. Pre separaciu
na silikagéli 60 15 um bola ale vykonana deaktivacia adsorbentu pridavkom 25 % vody
(nastavenie na stupen aktivity IV podla Brockmana). K odvdZzenému mnoZstvu adsorbentu
(25 g) sa postupne pridalo vypocitané mnozstvo vody, a silikagél sa nechal premiesavat na
magnetickej mieSacke po dobu 60 minut. Podobnym spdsobom prebiehala deaktivacia
neutralneho Al,03 32—-63 um pridavkom 6 % vody (nastavenie na stupen aktivity Il podla

Brockmana).

5.3.2. Priprava predkoldny

Dva hmotnostné diely silikagélu alebo $tyri diely oxidu hlinitého pre prvu stipcov
chromatografiu sa  zmiesili sjednym hmotnostnym dielom chloroformového
extraktu/frakciou rozpustenou v malom mnozZstve rozpustadiel CH,Cl, a MeOH (1:1).
Na pripravu rozteru (,solid sample”) bol pouzity adsorbent rovnakej kvality ako pre samotnu
separaciu. Zmes sa miesila asusila nad vodnym kudpelom pri 60 °C az do odparenia
rozpustadiel, a nasledne sa nechala vychladit a dosusit v exsikatore za znizeného tlaku po
dobu 24 hodin. Odparenim rozpustadiel a stalym miesanim doslo k adsorpcii alkaloidov na

adsorbenty. Hotovym rozterom sme naplnili predkolénu.

5.3.3. PInenie a kondiciovanie kolény/HP kartridZe pre flash chromatografiu

KartridZze/koldny sa plnili nasypanim poZadovaného mnozstva daného adsorbentu za
obcéasného sklepania. Pred samotnou separdciou bolo vykonané kondiciovanie mobilnou

fazou odpovedajlicou 3-nasobku koldnového objemu.
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5.4. Struktdrna analyza
5.4.1. GC-MS analyza

GC-MS analyza prebiehala pomocou plynového chromatografu Agilent 7890A GC
s hmotnostnym detektorom Agilent 5975. Kolénou bola DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um)
od vyrobcu Agilent Technologies Santa Clara, Kalifornia, USA. Teplotny program bol
nasledujuci: najprv sa nastavila teplota 100 °C po dobu 1 minuty, ktord sa postupne zvySovala
0 15 °C za minutu, pokial nebola dosiahnutd teplota 180 °C, tato teplota sa udrzovala 1 mindtu.
Potom sa rychlost zvySovania teploty spomalila na 10 °C za minatu do dosiahnutia teploty
300 °C, tato teplota sa udrzovala 12 minut. Ako nosny plyn bolo pouzité Hélium 5.0
s rychlostou prietoku 1 ml za minatu. Nastrek bol vykonany pri teplote injektoru 270 °C a splitu
v pomere 1:10. Objem vzorky (metanolovy roztok alkaloidného extraktu) bol 1 pl
s koncentraciou 0,2 mg/ml. Detekéné rozmedzie bolo m/z 50-500 (hmotnost idnu lomeno
jeho nabojom) pri teplote detektora 305 °C a elektrénovej ionizacii 70 eV. Analyza Struktur
alkaloidov sa porovnala s dostupnymi spektrami v komerénej kniznici spektier NIST11
(National Institute of Standards and Technology Library, USA) a s datami v literatdre. Pomocou
GC-MS analyzy bola zistovana aj molekulova hmotnost vzoriek, ktora je dolezita pre dalsie

objasnenie struktury izolovanych latok.

5.4.2. LC-MS analyza

Alkaloidy (0,2 mg) boli rozpustené v 1 ml MeOH (LC-MS kvality) a merané systémom
Waters Autopurification™. Ako mobilna faza (MF) bola pouzitd H,O s 0,1 % HCOOH (MF A)
a MeOH s 0,1 % HCOOH (MF B). Prietok mobilnej faze bol nastaveny na 1 ml/min. Elu¢ny
program s gradientom bol nasledovny (v/v): 0 min. 5 % MF B; 5 min. 100 % MF B; 8,5 min. 5 %
MF B; potom 1,5 minuty v pociatocnych podmienkach pre ekvilibraciu. Hodnoty parametrov
ESI-MS boli nasledujuce: kapilarne napatie (0,8 kV), teplota proby (600 °C), kuzelové napatie
(15 V). LC-MS hmotnostné spektra boli detegované v rozmedzi 200 — 800 m/z. Rozsah PDA
detektoru bol nastaveny od 190 do 700 nm. ESI-MS analyzy prebiehali v kladnom iénovom

maode.
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5.4.3. NMR analyza

NMR spektra (*H NMR a '3C NMR) boli namerané na spektrometri Varian Iniova 500
s pracovnou frekvenciou 500 MHz pre *H a 125 MHz pre 3C jadrd. Meranie bolo vykonané pri
teplote 25 °C v deuterochloroforme (CDCl3) na Katedre organické a bioorganické chemie (doc.
PharmDr. Jifi Kunes), Ph.D. Spektra H boli merané inverznou 5 mm ID PGF sondou za pouZitia
$tandardnych pulznych frekvencii a pre meranie 3C spektier boli vyuZité 5 mm SW

Sirokopasmové sondy.

5.4.4. Meranie optickej otacavosti

Opticka otacavost bola merana v MeOH na polarimetri Automatic P 3000 pri teplote

25 °C.

5.5. lzoldcia alkaloidov

5.5.1. Priprava spojeného chloroformového vytrepku

Spojeny chloroformovy vytrepok vznikol spojenim etylacetatového vytrepku (1,90 g),
chloroformového vytrepku (7,62 g) a chloroformového vytrepku obsahujiceho kvartérne
alkaloidy vo forme jodidov (0,45 g), pretoze tieto jednotlivé extrakty vykazovali na zdklade
LC-MS analyzy podobné zlozenie latok. Takto spojena frakcia preukazala vyznamnu inhibi¢na
aktivitu voci BUChE (tab. 3). Postup pripravy tychto extraktov, a sumarneho extraktu z ktorého
pochddzali, je popisany v diplomovej praci Mgr. Simony Vichovej [106], na ktoru tato praca

nadvazuje. Celkovy vytaZok spojeného chloroformového extraktu tak ¢inil 9,97 g.

Tabulka 3: Percentualna BuChE inhibic¢na aktivita extraktov

Analyzované extrakty % inhibicia AChE (50 pg/ml) % inhibicia BUChE (50 pg/ml)
Et,O 31,48+ 1,22 93,84+ 0,63
CHCls +EtOAC + I 41,16 £ 1,52 93,79+0,41
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5.5.2. Flash chromatografia na Al,03

Spojeny vytrepok bol separovany flash chromatografickym systémom BUCHI Sepacore
flash system X10 s HP kartridZzou 40 x 150 mm, naplnenej 200 g neutrdlnym Al;Os
deaktivovany pridavkom 6 % vody. Koléna bola pred samotnou separdciou premytd
(kondiciovana) 3-nasobnym kolédnovym objemom mobilnou fazou LB a EtOAc v pomere 9 : 1
pri prietoku 40 ml/min. Alkaloidy vo forme rozteru s Al,03 boli v celkovej hmotnosti 50 g
prenesené do predkolény o rozmeroch 100 mm x 26 mm. Separdacia prebiehala gradientovou
eliciou, s prietokom o rychlosti 40 ml/min. Mobilnd fazu ¢. | tvoril spociatku LB s postupnym
skokovitym priddvanim EtOAc, podla uvedeného gradientu v tab. 4. Ellcia v tomto zloZeni
prebiehala 1 hod. a 30 min. Nasledne sa mobilna faza ¢. Il menila na polarnejsiu v zloZzeni EtOAc
s postupnym priddvanim MeOH podla tab. 5, tato separacia trvala 1 hod a 10 min. Zber frakcii
od minim pikov sa vykonaval po 25 ml, mimo pikov po 50 ml. Ziskalo sa tak 154 frakcii ktoré
sa po vyhodnoteni chromatogramu a vyvinutych TLC dosiek (na silikagéli 60 F2ss s vyvijajucou
zmesou S1, poctom vyvijani 1x, detekciou pri UV a Dragendorff. ¢inidlom) mohli navzajom
spojit, a to v pripade, ak vykazovali rovnaké zloZenie. Tymto sp6sobom, po spojeni frakcii sa

ziskalo 7 spojenych frakcii.

Tabulka 4: Elu¢ny gradient MF |, SF Al;03

Start %B End %B min g
10 10 0|0
10 12 0(5
12 12 0|0
12 15 0(5
15 15 0|0
15 20 0(5
20 20 0|0
20 30 0(5
30 30 0|0
30 45 0[5
45 45 0|0
45 60 0(5
60 60 0|0
60 80 0(5
80 80 0|0
80 100 0(5
100 100 0|0

Total Time: 01:30:40
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Tabulka 5: Elu¢ny gradient MF Il, SF Al,O3

Start %B End %B min 5
58 58 10(0
58 95 0|5
55 95 100
95 50 0|5
50 50 100
50 80 0|5
20 20 100
20 &0 0|5
&0 &0 100
60 40 0|5
40 40 100
40 i} 0|5
0 0 10(0

Total Time: 01:10:30

5.5.3. Flash chromatografia na SiO;

Po vykonani bio-guided assay, tj. zisteni biologickych aktivit jednotlivych spojenych
frakcii z delenia na Al;Os, sa podla miery aktivit urcilo, ktoré zo 7 frakcii sa maju podrobit

dalsSiemu deleniu (tab. 6).

Tabulka 6: Inhibicné aktivity spojenych frakcii flash HPLC delenia na Al.O3

Frakcie Spojené frakcie % inhibicia BChE (50 pg/ml)
1 1-23 (LB+EtOAc), 2540 mg 39,40+0,37
2 24-47 (LB+EtOAc), 3210 mg 63,09 £ 0,95
3 48-73 (LB+EtOAc) + 1-14 (EtOAc+MeOH), 810 mg 64,47 + 1,54
4 15-48 (EtOAc+MeOH), 530 mg 84,90 £ 0,56
5 49-56 (EtOAc+MeOH)100 mg 57,82 +1,16
6 57-81 (EtOAc+MeOH), 88 mg 82,00 £ 0,94
7 eltcia kolény (112 mg) 70,22 +0,33

NajaktivnejsSie, polarnejsie frakcie 4-7 sa preto spojili (spolu 830 mg) adelili na
stacionarnej faze (SF) silikagéli 60 15 um (25 g), v sklenenej koléne o rozmeroch 15 x 250 mm,
deaktivovanym 25 % vody. Kondiciovanie kolény prebiehalo 3-nasobkom kolénového objemu
CH,Cly pri prietoku 10 ml/min. Delenie alkaloidov sa vykondavalo z rozteru (1,6 g)
adjustovaného do predkolény 15 x 125 mm. Separacia prebiehala z prv mobilnou fazou 100 %

CHCly, ku ktorému bol postupne skokovito pridavany MetOH s 0,1 % NH4OH, gradientom
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podla tab. 7, pri prietoku 10 ml/min, po dobu 1 hod. 50 min. Ziskavanie frakcii v pikoch,
zacinajuc od ich minim bolo po 3 ml, medzi pikmi po 10 ml. UV detekcia v chromatografickom
systéme bola nastavend na 254 nm, 270, 280 a 290 nm. Delenim vzniklo 188 prvotnych frakcii.
Frakcie obsahujuce totozné alkaloidy sa podobne, ako v predoSlom pripade po detekciach na
chromatograme, a vykonani a vyhodnoteni TLC analyzy (silikagél 60 F3sa, vyvijajuca zmes S2,
pocet vyvijani 1x, detekcia UV + Dragendorff. ¢.) spojili do spojenych frakcii, obsahujucich

jednotlivé alkaloidy. Tymto sp6sobom sa ziskalo 10 frakcii (obr. 4).

Tabul'ka 7: Eluény gradient, SF SiO»

Start %B End %B min 5
0 0 2|0
0 1 0|1
1 1 2|0
1 2 0|1
2 2 2|0
2 3 0|1
3 3 2|0
3 5 0|1
5 5 2|0
5 7 0|1
7 7 2|0
7 10 0|1
10 10 8|0
10 15 0|1
15 15 8|0
15 20 0|1
20 20 8|0
20 25 0|1
25 25 8|0
25 35 0|1
35 35 8|0
35 50 0|1
50 50 8|0
50 75 0|1
75 75 8|0
75 100 0|1

100 100 8|0

Total Time: 01:52:13
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Obrazok 3: Chromatogram priebehu flash separacie na SiO2 60 15 um

34- 41- 61- 78- 106- 119-  134- 149- 157- 162
40 60 77 105 118 133 148 156 161 178

Obrazok 4: 10 spojenych frakcii ziskanych z delenia na SF SiO; 60 15 um
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Tabulka 8: Hmotnosti 10 spojenych frakcii z flash chromatografie (SiO2 60 15 um)

Frakcie Spojené frakcie Hmotnost mg
1 34-40 94
2 41-60 345
3 61-77 122
4 78-105 62
5 106-118 14
6 119-133 17
7 134-148 12
8 149-156 36
9 157-161 20

10 162-178 107

5.5.4. Izolacia alkaloidov zo spojenej frakcie 5, 6 a 7

Purifikacia frakcii 5 (14 mg) , 6 (17 mg) a 7 (12 mg) prebiehala celkovo na 5
preparativnych, analytickych TLC doskach SiO; 60 Fzsa 20 x 10 cm, na drahe 8,5 cm, vo
vyvijajucej zmesi S3 s poctom vyvijani 2x. Po elucii hlavnych zén z frakcii 5 a 6 zmesou CH,Cl, +
MeOH v pomere 1 : 1, a odpareni rozpustadiel bola ziskana praskovita, jemne ruzova latka
EG-1 (R 0,3) 15 mg. Z frakcii 6 a 7 (Rf 0,50) bola ziskana biela, praskovita latka EG-2 v mnozstve
10,3 mg.
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5.6. Stanovenie biologickej aktivity alkaloidov

5.6.1. Meranie inhibicie cholinesteraz

Meranie inhibicie cholinesteraz bolo vykonané PharmDr. Danielou Hulcovou, Ph.D.
(Katedra farmakognozie a farmacetické botaniky), tieto merania neboli ndplfiou diplomovej
prace. Podmienky pri merani tychto biologickych aktivit boli totozné s podmienkami

popisanymi v publikacii [107].

5.6.2. Meranie inhibicie prolyloligopeptidazy

Meranie inhibicie prolyloligopeptiddzy bolo vykonané RNDr. Martinou Hrabinovou,
Ph.D. (Univerzita Obrany, Hradec Krdlové). Uréenie inhibicie POP nebolo ndplfou tejto

diplomovej prace. Podmienky merania su popisané v uvedenej prdaci [107].

5.6.3 Stanovenie cytotoxicity izolovanych latok

Aby bola latka vyuZitelnd v terapii, musi sa preukazat, Ze nepdOsobi cytotoxicky na
zdravé bunky pacienta. Okrem zdravej bunkovej linii fibroblastov MRC-5 boli latky
screeningovo testované aj na 9 druhoch nadorovych linii pre zistenie, ¢i latka nedisponuje
cytotoxickymi vlastnostami. Testovanymi nadorovymi liniami boli: Jurkat, MOLT-4, A549,
HT-29, PANC-1, A2780, SH-SY5Y, MCF-7 a SAOS-2. Bunkové linie boli vystavené testovanému
(+)-kaverinu v koncentracii 10 uM po dobu 48 hodin. Pre zna¢nu nestabilitu molekuly sa pred
testovanim previedol na hydrobromid, ¢im sa zvysila jeho stabilita. Jednotlivé merania boli
vykonané trikrat, z vysledkov sa vypocital priemer a smerodajna odchylka. Samotny screening
cytotoxicity nebol napliou tejto diplomove] prace, stanovenie cytotoxicity bolo vykonané
RNDr. Radimom Havelkom, Ph.D. (Lékaiska fakulta UK, Ustav Iékafské biochemie, Hradec

Kralové). Presny priebeh a podmienky screeningu opisuje uvedena praca [108].
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6. VYSLEDKY

6.1. Struktirna analyza

6.1.1. (+)-Kaverin (EG-1)

Sumadrny vzorec: C17H17NO;

N

Tl

H

Obrazok 5: Struktura (+)-kaverinu
[ )

NMR analyza

Alkaloid bol identifikovany na zaklade porovnani spektier uvedenych v literatire [109]
e ESI-MS

ESI-MS [M + H]* m/z (%) = 268,4

e GC-MS

EI-MS m/z (%) = 267(56), 266(100), 265(9), 251(11), 250(14), 238(11), 237(7), 207(17)
Opticka otacavost

[a]2D5= +33° (c=0,10; MeOH)
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6.1.2. Protopin (EG-2)

Sumadrny vzorec: C20H1sNOs

Obrazok 6: Struktira protopinu

e NMR analyza

Alkaloid bol identifikovany na zaklade porovnani spektier uvedenych v literature [54].

e ESI-MS
ESI-MS [M + H]* m/z (%) = 354,4
e GC-MS

EI-MS m/z (%) = 353, 281(5), 267(5), 207(5), 190(10), 163(20), 149(11), 148(100),
134(8), 91(8), 89(9)

e Opticka otacavost

U EG-2 nebola merana pre nepritomnost chiralneho atdmu v molekule.
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6.2. Biologicka aktivita izolovanych alkaloidov

U izolovanych alkaloidov sa merali inhibi¢né aktivity voci fudskej AChE, BuChE a POP.

Tabul'ka 9: Inhibicia cholinesteraz a prolyloligopeptidazy, logBB

Alkaloid AChE (ICso pM)* | BUChE (ICso uM) * | POP (ICs5o uM) * LogBB**
EG-1 ((+)-kaverin) >100 4,09 +0,50 369+ 15 0,372
EG-2 (protopin) >100 >100 >1000 -
Huperzin A 33,0+1,0x 103 >1000 - -0,250
Rivastigmin 37,0+1,00x103 | 33,0+0,3x10-3 - 0,213
Berberin 0,71+0,10 30,7+3,5 142 + 21 0,420

* |Cso — koncentracia inhibitora, pri ktorej klesne aktivita enzymu o 50 %; smerodajnd odchylka
vypocitana z troch nezavislych merani v triplikate; ** predikcia prechodu cez HEB, logBB:
http://www.way2drug.com/geb/

Screening cytotoxicity

Hodnoty uvedené v tabulke reprezentuju bunkovu viabilitu po posobeni latky po dobu
48 hodin, asu vyjadrené v percentach vztahujucich sa ku kontrole (100 %). Bunky boli
vystavované (+)-kaverinu v koncentracii 10 UM a doxorubicinu 1 uM (Standard). Vysledky su

znazornené ako aritmeticky priemer z troch nezavislych merani + smerodajna odchylka.

Tabulka 10: Screening cytotoxicity (+)-kaverinu

Bunkové linie Kontrola Kaverin (10 pMm)* DOX (1 pM)**
Jurkat 100 84+7 2+0
MOLT-4 100 93+3 1+1
A549 100 103 +6 12+4
HT-29 100 97 t4 36+2
PANC-1 100 103 +7 60+11
A2780 100 93+6 10+9
SH-SY5Y 100 99+ 4 8+6
MCF-7 100 104 £ 2 31+3
SAOS-2 100 89+4 13+1
MRC-5 100 104 £ 15 43 +13

*aritmeticky priemer z troch nezavislych merani; * Standard
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7. DISKUSIA

Alkaloidy zo spojeného chloroformového vytrepku (9,97 g) boli separované na frakcie
flash chromatografiou na dvoch rozdielnych adsorbentoch: najprv na neutralnom Al;Os
32-63 um (deaktivovany pridavkom 6 % vody) a nasledne na silikagéli (15 um, deaktivovany
pridavkom 25 % vody). Pre flash chromatografiu sa pouzivaju najéastejsSie plne aktivne
adsorbenty [110]. Pre separaciu bol vybrany najprv oxid hlinity, lebo ide o poldrny adsorbent,
avsak je menej polarny nez silikagél. Deaktivacia pridavkom vody bola vykonand z dévodu, Ze
spojena frakcia 4-7 obsahovala podla elu¢nej sily rozpustadiel stredne polarne, az polarnejsie
alkaloidy (tab. 6.). Na zdklade wvykonanej purifikacie flash chromatografiou na vyssie
zmienenych adsorbentoch bola izoldcia alkaloidov zamerana na frakcie, ktoré vykazovali
najvyssiu percentualnu inhibiciu BuChE (tab.6, bio-guided esej). Bio-guided pristup
predstavuje efektivny spdsob izolacie aktivnych molekul [111]. Na zéklade ziskanych dat bola
spojena frakcia 4-7 podrobena prep. TLC, ktora viedla za pouZzitia roznych vyvijajucich zmesi
k izoldcii alkaloidu (+)-kaverinu a protopinu. Ich Strukturna analyza bola vykonana na zéaklade
pouzitia spektroskopickych a spektrometrickych metdd (EI-MS, LC-MS, NMR, optickej

otacavosti).

Izolovany alkaloid protopin je beinou molekulou nachadzajucou sa v éeladi
Papaveraceae [1,2]. Jeho inhibi¢nda aktivita voci cholinesterdzam a prolyloligopeptidaze uz
bola skimand [54]. Kym komeréne dostupnud AChE ziskanu z elektrického Uhora v znacnej
miere inhibuje (ICsp = 16,1 uM), voci ludskému enzymu je neaktivny (ICso =423 + 10 uM) [112].
Podobne ako nase vysledky, aj literatira potvrdzuje nevyznamnu aktivitu protopinu vodi
cholinesterdzam a POP [54,112]. Druhy ziskany alkaloid (+)-kaverin, doposial nebol
v skimanej rastline Papaver rhoeas izolovany, ani skimany ohladom aktivit vo¢i enzymom
tykajucich sa AD. Z izolovanych alkaloidov preukdazal voc¢i hBuChE najvyssSiu, vyraznu inhibi¢nu
aktivitu [Csp=4,09 £ 0,50 uM. V chloroformovom extrakte je zastupeny sice v malom
mnoZstve 15 mg, no ukdzalo sa, Ze v celkovej rastline sa ho nachadza viac, kedZe je
vyznamnejsie zastUpeny aj v dietyléterovom extrakte [106]. Do buducna sa planuje aj priprava
jeho semisyntetickych derivatov. Pritomnost (+)-kaverinu bola skér preukazand v rastline

Liriodendron tulipifera (laliovnik tulipanokvety) z ¢efade Magnoliaceae [113]. Pozitivami
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(+)-kaverinu je pravdepodobna ochota prestupovat HEB pasivnou difliziou, a tiez skuto¢nost,

Ze nevykazoval cytotoxicitu voci vybranym bunkam.

Cielom vyskumov zameranych na hladanie inhibitorov cholinesteraz je najst molekulu,
ktord by sucasne mohla ovplyvnit aj dalSie enzymy s rolou v patogenéze AD, alebo najst
inhibitory, ktoré maju vyznamny inhibi¢ny vplyv aj na BuChE. KedZe vyznam tohto enzymu
v priebehu progresie choroby postupne rastie, jej nové inhibitory by teoreticky mohli byt
nadejnymi substanciami aj v snahach ndjst latky, ktoré by boli prinosné aj u zavaznych foriem,
pretoze konvencéné lie€iva typu inhibitorov cholinesterdz su zatial prinosné iba v miernych az
stredne tazkych stadiach ochorenia. KedZe AD ma komplexnu patogenézu, bolo by racionalne
vyuzivat lieCiva, ktoré by boli schopné ovplyvnit viac patologickych dejov sucasne (tzv. multi-
target directed ligands). Preto sa izolované latky testovali aj na aktivitu voci POP, ktora sa
u (+)-kaverinu ukazala byt miernou ICsp = 369 + 15 v porovnani so Standardom — berberinom
(ICso= 142 + 21), protopin sa ukazal byt neaktivnym ICso > 1000. Inhibicia aj samotnej BuChE je
z hladiska multi-targetingového pristupu zaujimava, kedZe okrem zvySenia cholinergnej
transmisie priaznivo zasahuje aj do dejov spojenych s ukladanim patologickych AP a Stiepenia
dalSich neuroaktivnych peptidov. Navyse je BUChE spojkou medzi patogenézou Alzheimerove;j
choroby a diabetom mellitom Il. typu (DM Il), a pozoruhodnym je aj fakt, Ze tieto dve

civilizaéné ochorenia sa ¢asto vyskytuju u pacientov subezne [6].

Beruc do uvahy vyznamnost BUChE v patogenéze AD (ale i DM Il.), vyraznu inhibi¢nu
aktivitu izolovaného alkaloidu (+)-kaverinu ktomuto enzymu, jeho netoxicitu,
a pravdepodobnu schopnost pasivnej difuzie cez HEB, sa tato latka javi byt perspektivna pre

dalSie studium.
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8. ZAVER

Z maku vi¢ieho (Papaver rhoeas) v rdmci tejto prace boli izolované a identifikované
2 izochinolinové alkaloidy, menovite: (+)-kaverin a protopin, z ktorych (+)-kaverin doposial
v maku vlicom nebol identifikovany. (+)-Kaverin doposial tiez nebol testovany na aktivitu voci
enzymom tykajucich sa Alzheimerovej choroby. (+)-kaverin vykazuje vyraznu selektivnu
inhibi¢nu aktivitu voc¢i hBuChE (ICso = 4,09 + 0,50 uM). Inhibi¢na aktivita (+)-kaverinu voci POP
je mierna (ICso =369 + 15 uM). Protopin nevykazoval vyznamnu inhibi¢nd aktivitu ani

k jednému zo sledovanych enzymov (ICso > 100 uM, resp. ICso > 1000 uM u POP).
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9. ABSTRAKT

Gergely, E.: Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a ich biologicka aktivita
vztahujuca sa na Alzheimerovu chorobu IV. Diplomovd praca, Univerzita Karlova,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové, Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky,

Hradec Kralové 2022, pocet stran 61.

Spojeny chloroformovy alkaloidovy extrakt viiate Papaver rhoeas L. (Papaveraceae)
vykazoval vyznamnu inhibi¢nu aktivitu voci ludskej butyrylcholinesteraze (ICsohBuChE = 3,94 +
0,35 pg/ml) [7,8]. hBuChE je jednym zkltéovych enzymov hrajucich rolu v patogenéze
Alzheimerovej choroby. Hlavnymi cielmi tejto prace bola izolacia Cistych alkaloidov pomocou
tzv. bio-guided assay, vyuzitim flash chromatografie a preparativnej TLC, objasnenie ich
Struktur (pomocou MS, NMR a optickou otacavostou) a urcenie ich biologickej aktivity
pomocou Ellmanovej spektrofotometrickej metddy. Bola vypocitand pravdepodobnost
prechodu izolovanych molekdl cez hematoencefalicki bariéru (HEB) pomocou logBB.
Potencidlna cytotoxicita najaktivnejSej molekuly bola preverend na deviatich rakovinovych
bunkovych liniach ajednej nerakovinovej linii MRC-5. lzolovany identifikovany alkaloid
(+)-kaverin  vykazoval  slubnu  selektivnu  inhibicnd  aktivitu  voli  hBuChE
(ICsohBuChE = 4,09 + 0,50 uM a ICs0hAChE > 100 uM) a mal by ochotne prechadzat pasivnou
difuziou cez HEB (logBB = 0,372). Skimana zlucenina nevykazovala Ziaden cytotoxicky efekt
voCi vybranym ndadorovym liniam ajednej kontrolnej nenddorovej bunkovej linii
(ICso hodnoty > 10 pM). Dalsi izolovany alkaloid, protopin nepreukézal vyznamnu inhibi¢nu

aktivitu ani k jednému zo sledovanych enzymov.
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10. ABSTRACT

Gergely, E.: Alkaloids of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) and their biological activity
related to Alzheimer’s disease IV. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in
Hradec Krdlové, Department of Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové

2022, 61 pages.

A chloroform alkaloid extract of aerial parts of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae)
showed a significant inhibitory activity on human butyrylcholinesterase (ICsohBuChE = 3,94 +
0,35 pg/ml) [7,8]. hBuChE represents a key enzyme playing an important role in the
pathogenesis of Alzheimer’s disease. The main aim of this study was to isolate pure alkaloids
by bio-guided assay using flash chromatography and preparative TLC, elucidate their
structures (MS, NMR, and optical rotation) and cholinesterase inhibitory activity with Ellman’s
spectrophotometric method. Prediction of possibility of the molecules’ crossing through
blood-brain barrier (BBB) via logBB was calculated. Potential non-cytotoxicity of the most
active compound was screened on selected nine cancer cell lines and one non-cancer cell line
MRC-5. The identified isolated alkaloid (+)-caaverine showed a promising and selective
hBuChE inibition (ICsohBuChE = 4,09 £ 0,50 uM and ICs0hAChE > 100 uM, respectively) and
should be able to cross the BBB (logBB = 0,372) by passive diffusion. Finally, the compound
had no cytotoxic effect against the tested cancerous cell lines, nor against the control non-
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