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1. UVOD

Pokrok vedy a techniky prebieha v dnesnej dobe vyrazne aj na poli mediciny. Uplatiiuja sa
Coraz dokonalejSie diagnostické a terapeutické postupy, K dispozicii st Coraz modernejSie
a citlivejSie pristroje a kvalita poskytovanej zdravotnej starostlivosti rastie. Zvysuje sa celkova
ivotna troven, klesi umrtnost v mladom veku a priemerna dizka Zivota stapa. Vyssi vek
obyvatel'stva vSak vel'mi tizko suvisi @j S Castej$im rozvojom mnohych, vo vysSom veku sa
prejavujucich chorob. Popri ochoreniach kardiovaskularneho a metabolického charakteru sa
stretdvame 1S CastejSim  vyskytom neurodegenerativnych chordb, najmd Alzheimerove;,

Parkinsonovej a Huntingtonovej choroby.

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne atroficko-degenerativne ochorenie mozgu,
ktoré sa prejavuje syndromom demencie a je zaroven jednou z jej najcastejsSich pri¢in. Postihuje
predovietkym osoby nad 65 rokov, aviak jej vyskyt je mozny aj v nizSom veku *. Pri chorobe
dochadza najmi k poskodeniu kognitivnych funkcii, ktoré sa manifestuje ako porucha pamiiti,
re¢i a oOrienticie v Case a priestore. Obraz choroby dopiiaju aj pridruzené poruchy
nekognitivnych funkcii prejavujuce sa depresiou, uzkostou, poruchami spanku, agresivitou ¢i
niektorymi psychotickymi priznakmi. S postupujucim rozvojom choroby klesa schopnost’
pacienta vykonavat’ bezné ¢innosti a starat’ sa sam o seba, aZ sa napokon stava uplne zavislym

od pomoci druhych * % *,

Sucasna medicina umoziuje rozvoj Alzheimerovej choroby spomalit’ ¢i ho na urcité
obdobie pozastavit, nie je viak mozné chorobu kauzalne lie&it’ a vylie&it' . V terapii sa uplatiiuji
dva zdkladné, na dokazoch zalozené liecebné postupy. Prvym postupom, ur€enym najméi
na liecbu lahkych az stredne tazkych §tadii choroby, je ovplyvnenie cholinergného systému
pomocou lie¢iv zo skupiny inhibitorov cholinesteraz. Pouzivanymi latkami z tejto skupiny su
donepezil, rivastigmin a galantamin. Pre liecbu pokrocilejsich $tadii choroby je uprednostiiovany
druhy postup spocivajuci v inhibicii glutamatovych NMDA-receptorov. Jedinym dnes
pouzivanym lie¢ivom s tymto uginkom je memantin >,

Vyskum lieciv v oblasti neurodegenerativnych chordb vSak neustile pokracuje. Hlavnym
doévodom a motivaciou je na jednej strane fakt, Ze stale neexistuje lieCivo schopné AD tplne
vylieCit, ana strane druhej neustaly narast poctu pacientov trpiacich touto chorobou a jej

socidlny a ekonomicky dopad. Zdrojom novych lieCiv mdze byt chemicka syntéza veduca



k vzniku novych $trukturalnych typov molekul ako aj obmena uz existujucich aktivnych latok.
Inym sposobom ziskavania potencidlnych lie¢iv je izolacia latok z prirodného materialu °,
O moznosti uplatnenia rastlin v lieCbe ré6znych ochoreni nas presvied¢a hlboka tradicia I'udove;j
mediciny. Lie¢ivé ucinky rastlin sa postupom casu zacali pripisovat’ latkam v nich obsiahnutym,

¢o podnietilo snahu 0 izolaciu tychto latok v Cistej forme.

Jednymi z najvyznamnejSich biologicky aktivnych latok nachadzajicich sa v rastlinach st
alkaloidy. Tieto dusikaté latky bazického charakteru su v rastlinich tvorené ako sekundarne
metabolity vznikajuce premenou aminokyselin °. Nachadzajii sa v podzemnych i nadzemnych
Castiach rastliny, vzdy v zavislosti od konkrétneho druhu a celade. Takisto aj zastiipenie
jednotlivych alkaloidov Vv réznych rastlinach je odlisné, no pre danta c¢elad’ spravidla typické.
Existuju vSak rozdiely v zlozeni ¢i pomernom zastipeni konkrétnych alkaloidov i Vv ramci

jedného druhu v zavislosti od lokality, podnebia, zloZenia pody a pod .

Alkaloidy su latky so Sirokym spektrom biologickych ucinkov. U niektorych bola
zaznamenana aj inhibi¢na aktivita voc¢i cholinesterazam (acetylcholinesteraze (AChE)
a butyrylcholinesteraze (BUChE)), ¢im nachadzaju mozné uplatnenie v liecbe AD a st preto
I nad’alej predmetom hlbsieho skimania. Alkaloid, ktory svoje vyznamné terapeutické uplatnenie
Vv liecbe AD uz naSiel, je galantamin izolovany s cibuliek snezienky Galanthus woronowii
Losinsk. (Amaryllidaceae) 8. Galantamin je dlho w&inkujicim, selektivnym, reverzibilnym,
kompetitivnym inhibitorom acetylcholinesterazy, u ktorého bol zaznamenany pozitivny vplyv
na pamit'ové funkcie u pacientov s AD % Prave tento objav sa stal jednym z dévodov navratu
k izolacii latok z rastlinného materialu. Dalsie latky, u ktorych bola pozorovana uréita inhibi¢na
aktivita vo€i cholinesterdzam, moZzno na zdklade ich chemickej Struktury priradit
k izochinolinovym alkaloidom vyskytujucim sa hlavne v ¢el'adiach Papaveraceae, Fumariaceae,

Ranunculaceae, Rutaceae, Berberidaceae, Amaryllidaceae, Menispermaceae a inych ** 2.

Rastlinou, ktorej obsahové latky st dnes tiez predmetom S§tadii, je okrasnd rastlina

Eschscholtzia californica z ¢el'ade Papaveraceae.



2. CIEL PRACE

Ciel rigordznej prace:
1. Spracovanie alkaloidnej frakcie z Eschscholtzia californica CHAM. (kvartérne jodidy
bazicke).
2. lzolacia aspoini dvoch alkaloidov v Cistej forme.
3. Identifikacia izolovanych alkaloidov pomocou spektroskopickych metod.
4. Stanovenie biologickych aktivit izolovanych latok (cholinesterazova inhibi¢na aktivita,

antioxidacna aktivita).



3. TEORETICKA CAST

3.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je progresivne atroficko-degenerativne ochorenie mozgu
prejavujuce sa syndromom demencie. Je zodpovednd za 50 az 60 % vSetkych demencii,
predstavuje teda jednu z jej najéastejsich pricin 3. Etiologia choroby nie je zatial’ jednoznagne a
uspokojivo uréend. Podl'a ¢asu nastupu klinickych prejavov ju mozno rozdelit’ na dva zékladné
typy: AD so skorym zaliatkom (nastup priznakov do 65 roku zivota) a choroba s neskorym
nastupom (klinické prejavy zvy&ajne po 65 roku Zivota) %,

V dnesnej dobe je Alzheimerovou chorobou postihnutych priblizne 5 % populécie starSej

v . v , -1
65 rokov, poet pacientov viak neustale rastie ™.

3.1.1. Patofyzioldgia

AD ma urcité typické patomorfologické prejavy. Z makroskopického hl'adiska dochadza
pri AD Kk atrofii mozgu na kortiko-subkortikalnej trovni. Zaliatok atrofie je lokalizovany
v medidlnych temporalnych Struktirach aje sprevadzany rozSirovanim temporalnych rohov
postrannych mozgovych komor. Miera naruSenia kognitivnych funkcii vo velkej vicSine
pripadov koreluje so stupiiom atrofie, boli vSak zaznamenané aj pripady s iplnou absenciou

makroskopickej atrofie ®.

3.1.1.1. Patologické proteiny

Na mikroskopickej Urovni dominuje ukladanie patologickych proteinov. Jednym
z takychto proteinov je f-amyloid vznikajici ako produkt nefyziologického Stiepenia
amyloidového prekurzorového proteinu (APP), ktory ako transmembranovy protein tvori
prirodzeni stcast neurdénov. Za fyziologickych podmienok enzym a-sekretiza Stiepi APP
na kratke, rozpustné fragmenty. V pripade patologickych podmienok dochddza k vyraznému
zvyseniu aktivity a-sekretdzy za vzniku nadmerného mnoZstva fragmentov, ¢i naopak k iplnému
potladeniu cCinnosti tohto enzymu. Za tychto okolnosti sa uplatiuju enzymy [- pripadne
y-sekretdza, ¢o ma za nasledok tvorbu dlhSich fragmentov. V obidvoch pripadoch dochédza
k naslednej koagulacii vzniknutych fragmentov za tvorby B-amyloidu, ktory sa kumuluje

Vv extracelularnom priestore a tvori zéklad tzv. Alzheimerovskych plakov. Plaky sa nachédzaja
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najmd v mozgovej kore, mozny je aj ich vyskyt v podkorovej Sedi ¢i kore mozocku, kde
poskodzuji nervové tkanivo a podielaji sa na mobilizacii neurogliovych buniek. Ukladanie
B-amyloidu do stien mozgovych ciev vedie k vzniku amyloidnej angiopatie. Nadmerna

koagulacia fragmentov je davana do suvisu i S vyskytom apolipoproteinu E4 24,

Za povsimnutie stoji skutocnost’, Ze f-amyloidné plaky boli v porovnatel'nych mnozstvach
pozorované aj v mozgoch postarSich 'udi netrpiacich demenciou. HlbSie skimanie ukazalo, ze
B-amyloidné plaky u pacientov s AD obsahuju tzv. fibrilarny B-amyloid, ktory je vo forme
-skladanych listov a st mu pripisované neurotoxické vlastnosti. Na druhej strane, B-amyloidné
plaky u l'udi bez demencie su tvorené nefibrilarnou formou p-amyloidu, ktora je povazovana

za netoxicku .

K vzniku d’alSieho patologického proteinu dochadza pri hyperfosforylacii t-proteinu, ktory
tvori prirodzenti sti€ast mikrotubulov nervovych buniek. V dosledku nadmernej fosforylacie
dochadza k polymerizacii produktov a tvorbe parovo heliakdlnych filamentov. Tieto
dvojzavitnice tvoria zaklad vnatrobunkovych neurofibrilarnych uzlickov, tzv. tangles. Neurony

postihnuté tymto procesom podliehaji bunkovej smrti — apoptoze °.
3.1.1.2. Dalsie patofyziologické mechanizmy

Poskodenie tkaniva, napr. v oblasti plakov, vyvolava imunitnt reakciu, pri ktorej dochadza
k zvySenej produkcii cytokinov a volnych radikalov gliovymi bunkami. Takto vzniknuty sterilny

zépal este viac prehlbuje mozgové poskodenie 2,

Dalsi patofyziologicky mechanizmus spoéiva v ovplyvneni cholinergného nervového
systému. Dochadza k poklesu poétu niektorych, najmé presynaptickych neurénov, ich plasticity,
klesd aj pocet nervovych synapsii. Poskodené¢ st predovsetkym acetylcholinergné nervové
vlakna, ktoré vedu z nucleus basalis Meynerti do oblasti hippokampu a asociacnych kérovych
oblasti. ZniZzuje sa hladina enzymu cholinacetyltransferazy, ktory syntetizuje neurotransmiter
acetylcholin z cholinu a acetylkoenzymu A. Meni sa aj pomer enzymov zabezpecujucich
odburavanie acetylcholinu. Klesa relativna aktivita acetylcholinesterazy a vo zvySenej miere sa
uplatituje enzym butyrylcholinesteraza, ktory je tvoreny patologicky gliovymi bunkami v oblasti

plakov 3.

Na spojitost’ medzi zvySenou aktivitou BUChE a B-amyloidnymi plakmi poukazal aj S.

Darvesh akol. vpraci publikovanej vroku 2012 . Na zaklade histochemickej analyzy
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mozgového tkaniva u mysi s rozvinutymi B-amyloidnymi plakmi dospel k zaveru, Ze stvislost’
medzi aktivitou BUChE a vyskytom B-amyloidnych plakov skuto¢ne existuje a Zze prave BUChE

mdZe zohravat velku Glohu v rozvoji adozrievani tychto plakov *°.

Na potvrdenie tohto
predpokladu a na objasnenie presného patofyziologického mechanizmu su vSak potrebné d’alSie
Studie.

I v hladinach ostatnych neurotransmiterov a neuromodulétorov nastavaju zmeny. Typicky

S . s .y . . C 12
je aj nedostatok somatostatinu, v mensej miere tiez dopaminu, serotoninu a inych “.

Dalsim faktorom podielajucim sa na rozvoji AD je oxidaény stres a tvorba volnych
kyslikovych radikélov. Pdsobenim tychto chemicky vysoko aktivnych latok dochadza
k poskodeniu mnohych enzymov a k apoptdéze nervovych buniek. To sa vysvetluje vézbou

kyslikovych radikdlov na lipidy neuronalnej membrany 2

V patogenéze AD sa uplatiuje aj hyperexcitacia ionotropnych NMDA (N-metyl-D-
aspartatovych) receptorov, ktoré st spojené s otvaranim kalciovych kandlov. To vedie
k nadmernému influxu vapenatych iénov do nervovych buniek a spdsobuje ich apoptozu.
Nasleduje uvolnenie excitacnych aminokyselin a opakovana aktivaicia NMDA-receptorov. Tato

kaskadovita reakcia ma za nasledok poskodenie mozgového tkaniva 3

V spojitosti s AD bola pozorovana aj porucha mitochondridlneho metabolizmu prejavujica
sa znizenim oxidacie glukézy. Tento jav je priamo Umerny stupiiu demencie 3 Dalsim moznym
faktorom je vysoky obsah enzymu monoaminooxidazy B, nedostatok nervovych rastovych

faktorov a niektorych biofaktorov, napr. vit. B12 2,

3.1.2. Rizikov¢ faktory

Zakladnymi rizikovymi faktormi rozvoja AD st vysoky vek, zenské pohlavie, genetické
predpoklady, ako napr. mutacné zmeny na chromozomoch 1, 14 ana dlhom ramienku
chromozomu 21, vyskyt Downovho syndrému u pribuznych 1. generécie; pozorovana bola aj
stvislost’ s vyskytom apolipoproteinu E4 *°. Z ovplyvnitelnych rizikovych faktorov je vyznamné
faj¢enie, abuzus alkoholu ardzne poranenia hlavy. Na rozvoj choroby vplyva aj depresia,
poruchy imunity (autoimunitné ochorenia, imunodeficiencia), sklon k infekciam a chronickym
zapalom, hormonalne a metabolické poruchy, znizena hladina antioxidantov v krvi a taktiez

nedostato&ny prisun Zivin ',
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3.1.3. Klinicky obraz

Nastup klinickych prejavov AD je pozorovany vacsinou u pacientov vo veku 65 az 80
rokov, u choroby so skorym zaciatkom je to uz medzi 45. az 60. rokom. Pre Alzheimerovsku
demenciu je charakteristicky pomaly, pozvolny néstup priznakov. Rozvoj choroby je vo vicsine
pripadov linedrny, niekedy vSak byvaju pozorované aj obdobia urcitého spomalenia priebehu

choroby?.

Za prvy priznak choroby je povazované posSkodenie recentnej epizodickej slovnej pamiti,
ktoré sa prejavuje zabidanim beznych dennych udalosti. Nasleduje porucha reci
charakterizovana plynulou, no velmi jednoduchou a vicSinou i obsahovo prdzdnou recou.
V tomto S§taddiu choroby byvaji naruSené aj vizuospacialne funkcie. Pacient sa prestava
orientovat’ v priestore a ¢ase, bludi na znamych miestach, zabtda cestu domov. Straca schopnost’
planovat’ a dodrziavat’ poradie znamych ¢innosti, jeho logické myslenie je zna¢ne obmedzené.

C , , . . , ;2,4
Typicka je pomerne skora strata zal'ub a zdujmov, osobnost’ pacienta sa dost’ vyrazne meni “ .

Priblizne u 40 % pacientov dochadza postupne aj k poskodeniu nekognitivnych funkcii
prejavujicemu sa ako uzkost, depresia, poruchy spanku, agresivita ¢i psychotické priznaky
(paranoidné bludy, paranoidne-halucitatorny syndrom). Z dovodu straty nadhladu nad svojou
chorobou si pacienti chorobu casto nepripiStaju, stavaji sa k liecbe odmietavo a nechct

spolupracovat’.

S rozvojom choroby pacienti stracaju schopnost’ postarat’ sa o seba a dodrziavat’ osobnti
hygienu. V pokroc¢ilom §tadiu uz nespoznavajii ani svojich blizkych, st afaticki, zmdéteni,
prestavaju komunikovat’ so svojim okolim. Poruchy prijmu potravy a vylu¢ovania mocu a stolice

dopliiaju celkovy obraz telesného i dusevného chétrania.

Od nastupu klinickych prejavov je priemernd doba preZitia priblizne 3 — 7 rokov. Tento Cas
je vsak velmi individudlny a medzi jednotlivymi pacientmi su zaznamenané vel'ké rozdiely.

oy .y e , . . , . , 2,4
NajcastejSou pricinou imrtia pacientov s AD st interkurentné choroby “ ™.

3.1.4. Liecba Alzheimerovej choroby

Lie¢cba AD zahfna farmakoterapiu poskodenych kognitivnych funkcii 1 pridruzenych
poruch nekognitivnych funkcii. Jej sucastou by mala byt aj nefarmakologicka liecba ako napr.

psychoterapia, rehabilitacia & spolupraca s rodinou pacienta .
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Kedze etiologia choroby je dosial nejasnd, nie je mozna kauzédlna liecba AD. Tzv.
kognitivnou terapiou Vychadzajucou zo znamych etiopatogenetickych procesov mozno
dosiahnut’ spomalenie i stabilizovanie priebehu choroby asponi na urCity cas. V liecbe sa
uplatiiuji dva zakladné, na dokazoch zalozené (evidence based medicine, EBM) postupy. Je to
jednak uzivanie kognitiv — lie€iv zvySujicich centralnu acetylcholinergna transmisiu, ako aj
uzivanie latok ovplyviiujucich glutamatergny nervovy systém posobenim na NMDA-i6notropné

receptory *.
3.1.4.1. Farmakoterapia poruch kognitivnych funkcii
3.1.4.1.1. Acetylcholinergny systém

Acetylcholinergny systém je mozné ovplyvnit’ viacerymi spésobmi. Jednou z moznosti je
inhibicia enzymov degradujicich neurotransmiter acetylcholin, teda inhibicia enzymu
acetylcholinesterazy, pripadne butyrylcholinesterazy. Zvysend hladina acetylcholinu upravuje
naruseny cholinergny prenos na nervovych synapsidch v CNS, ¢o sa prejavuje zlepSenim
pozornosti a pamatovych funkcii pacienta. Latky s tymto G¢inkom sa oznacuji ako inhibitory
cholinesteraz (IChE). Podmienkou ich ucinku je dostato¢ny prechod hematoencefalickou
bariérou (HEB) a prednostné pdsobenie na mozgové formy tychto degradacnych enzymov 18,

Zasahuji aj do neurodegenerativnych mechanizmov AD, konkrétne sa podielaji na zniZeni
tvorby a toxicity B-amyloidu.

IChE sa pouZivaju na lie¢bu lahkych aZ stredne tazkych $tadii choroby ™ *°. Prvymi
latkami tohto typu zavedenymi do praxe boli indolovy alkaloid fyzostigmin a akridinové
derivaty takrin a velnakrin. Pre ich z&vazné hepatotoxické ucinky boli neskor nahradené
reverzibilnymi inhibitormi AChE, donepezilom, rivastigminom a galantaminom. Piperidinovy
alkaloid donepezil sa vyznacuje relativne dlhym biologickym polcasom a jeho vyhodou je
podavanie len jedenkrat denne '°. Rivastigmin je karbamatovy derivat, ktory je na rozdiel
od predoslej latky pseudoireverzibilnym dualistom, inhibuje teda AChE aj BuChE *. Galantamin,
alkaloid izolovany z cibuliek sneZienky, je pomerne selektivnym inhibitorom cholinesteraz. Jeho
vyhodou oproti vysSie spominanym latkam je potlacené posobenie na periférny parasympaticky
nervovy systém, ¢im dochadza k znizeniu neziaducich gastrointestindlnych ucinkov,
predovsetkym nauzey, hnacky a bolestivych spazmov traviaceho traktu. Okrem toho galantamin
prostrednictvom alosterickej modulacie nikotinovych receptorov tiez zvySuje Uc¢inok

acetylcholinu ® *°,
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Dal§im moznym, §tadiami vSak dosial nedoloZenym, spdsobom ovplyvnenia
cholinergného nervového systému je podavanie prekurzorov acetylcholinu ako napr. cholinu ¢i
sojového lecitinu. Samotny lecitin 1jeho derivaty vSak prechadzaju HEB vel'mi obmedzene,

preto je nutné ich podavanie vo vysokych dennych davkach, radovo aZ v desiatkach gramov > *°,

Potencidlnym mechanizmom ucinku je aj zvySené uvolniovanie acetylcholinu pdsobenim
hyderginov, nicergolinu ¢i propentofylinu, podpora vstupu prekurzoru acetylcholinu do neurénu
vo forme acetyl-L-karnitinu alebo priama stimulacia muskarinovych receptorov pdsobenim
arekolinu, pilokarpinu ¢i xanomelinu a nikotinovych receptorov uc¢inkom nikotinu, galantaminu

alebo epibatidinu ®*°.

3.1.4.1.2. Glutamatergny systém

Ovplyvnenie glutamatergného systému je mozné na urovni glutamatergnych
NMDA-receptorov. Ich ¢iasto¢nou blokadou klesa nadmerny influx kalcia do nervovych buniek,
¢im sa znizuje pocet apoptotickych zanikov neurénov a zlepsSuje sa synapticky prenos v CNS.
Vysledkom je okrem iného aj zlepSenie kognitivnych funkcii pacienta. Jedinym dnes
pouzivanym inhibitorom glutamatergnych NMDA-receptorov je parcidlny inhibitor memantin.
Jeho uzivanie je v stlade s medicinou zaloZzenou na dokazoch aje rezervované pre liecbu

strednych az tazkych foriem AD °.

3.1.4.1.3. Neurdénovy metabolizmus

Znizeny metabolizmus neurénov mozgovej kory upravuju latky oznacované ako
nootropikd. Tieto latky sa vyznaCuji dobrym prestupom HEB za fyziologickych
aj patologickych podmienok. Zlepsuju glukézovy metabolizmus mozgovych buniek
a okyslicovanie neuréonov. Nemaju priamy vazodilataény ucinok, no su schopné odstrafiovat
lokalne spazmy ciev v mikrocirkulacii mozgu a niektoré dokonca upravovat reologické
vlastnosti erytrocytov. Typickymi predstaviteI'mi nootropnych lieciv st meklofenoxat, derivat
pyridoxinu (vit. B6) pyritinol, cyklicky derivat GABA (kyselina y-aminomaslova) piracetam
a jeho derivaty oxiracetam, pramiracetam a aniracetam. Tieto latky st dostupné v peroralnej a
injekénej forme. Na dosiahnutie pozadovaného terapeutického ucinku je v§ak nutné ich dlhodobé
uzivanie. Do skupiny nootropik sa radia aj dilatancid mozgovych ciev ako pentoxifylin,

. o, . , : . 2,3,19
naftidrofuryl, cinarizin, flunarizin, dihydroergotoxin a vinpocetin .
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3.1.4.1.4. Dalgie moznosti farmakoterapie

Dal§im spdsobom ovplyvnenia priebehu AD je vychytavanie volnych kyslikovych
radikalov, ktoré pri tejto chorobe vznikaji vo va¢Som mnozstve 18 Takymito vychytavacmi,
antioxidantmi, sa napr. vitamin C (kyselina askorbova), vitamin E (a-tokoferol) a vitamin A
(retinol). Schopnost’ vychytdvania ma tiez hormoén epifyzy melatonin, niektoré nootropika
(pyritinol, meklofenoxat), extrakt z Ginkgo biloba a latky steroidnej povahy oznacované ako
lazaroidy. Na likvidacii voI'nych kyslikovych radikalov sa podielaju aj latky s obsahom selénu,
ktory tvori prirodzeni sucast’ enzymu glutationperoxiddzy. Selegilin a rasagilin, zndme ako
inhibitory monoaminooxiddzy B, prispievaji tieZ malou mierou k antioxidacnému efektu.
Blokuju degradaciu dopaminu, pri ktorej vol'né radikaly vznikaju. Zndmym antioxidantom je aj
resveratrol, latka nachddzajica sa v Cervenom vine. PouZzivanie antioxida¢ne pdsobiacich latok
v liecbe AD je povazované skor za pomocné a preventivne opatrenie, ich Uc¢inok nie je
podlozeny klinickymi $tadiami %>,

Néadejnym sposobom zasahu do patogenézy AD je tzv. antiamyloidna farmakoterapia.
Principom je modulacia funkcie enzymov - a y-sekretazy anéslednd blokada tvorby
B-amyloidu. ST'ubnym lieCivom s tymto posobenim je nesteroidné antiflogistikum, R-enantiomér
flurbiprofenu, tarenflurbil. Perspektivhou moZnostou je aj ovplyvnenie aktivity enzymu
a-sekretazy v zmysle jej stimuldcie za pouzitia latok zo skupiny statinov ako napr. simvastatinu
¢i atorvastatinu. Testované su aj latky podporujuce rozpustnost’ B-amyloidu, ktorych prikladom
je glykosamintramiprosat, latky blokujice agregaciu ¢i monoklondlne protilatky proti

B-amyloidu v ramci antiamyloidnej imunoterapie * 2.

Dosial’ neprebadanou oblastou je moznost’ vyuzitia nervovych rastovych faktorov v liecbe
AD. Na zaklade predpokladu, Ze ich mnozstvo je u pacientov s AD znizené, je moznym rieSenim
ich substitucia vo forme hydrolyzatov bravcovych mozgov. Toto rieSenie sa javi ako potencialne,
ziadna Stadia vSak zatial' nepotvrdila jeho skutocnu ucinnost. Predmetom skimania su aj
nizkomolekularne latky, ktoré prechadzaju HEB, viazu sa na trk-receptory a uvolfiuji nervové

rastové faktory bez vyvolania imunosupresivneho u¢inku 3,

3.1.4.2. Farmakoterapia poruch nekognitivnych funkeii

U vicésiny alzheimerovskych pacientov sa v priebehu choroby objavia aj poruchy spanku,
nalady ¢i rozne psychiatrické symptomy. Liecba psychofarmakami je indikovana len u vaznych,

pretrvavajucich porach spravania avzdy len =za sGCasnej nefarmakologickej lieCby.
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Psychofarmakéa st podavané v ¢o najnizSich davkach aich zvySovanie byva vel'mi opatrné a
pozvol'né !

Agresivita, agitovanost’ a psychotické symptomy sa lieia antipsychotikami druhej
generacie, najCastejSie melperonom a tiapridom. V pripade, Ze tato liecba nie je uspesna, je
indikovany butyrofenénovy derivat haloperidol. Na liecbu halucinacii a bludov sa pouziva
risperidon alebo niektoré z d’alSich atypickych antipsychotik ako napr. ziprasidon, olanzapin ¢i
kvetiapin. Antipsychotika st u pacientov s AD podavané v nizSich davkach nez u pacientov
s psych6zou. Benzodiazepinové derivaty nie si u tychto pacientov na lie¢bu psychotickych
symptomov vhodné, pretoze ovplyvnenim GABA systému maji anticholinergny ucinok, ¢o sa

prejavuje negativnym ovplyvnenim kognitivnych funkcii pacienta L2,

Na liecbu tizkosti sa pouzivaju anxiolytika benzodiazepinového typu, predovsetkym latky
s kratkym biologickym pol¢asom, napr. oxazepam, lorazepam a alprazolam. Na zvladnutie
akutnych stavov slizi diazepam podéavany parenterdlne. Benzodiazepiny nie su vhodné
na dlhodobé uzivanie z dovodu uvedeného vyssie. V pripade nutnosti dlhodobého podavania je

vhodnou alternativou antidepresivum trazodon, pripadne nizke davky antipsychotik *.

Pridruzené depresie s korigované antidepresivami zo skupiny SSRI (selektivne inhibitory
spatného vychytdvania serotoninu), ktorymi su citalopram, sertralin, fluvoxamin a fluoxetin,
alebo dualisticky posobiacimi antidepresivami zo skupiny SNRI (inhibitory spédtného
vychytdvania serotoninu a noradrenalinu), ako napr. venlafaxinom, mirtazapinom ¢i
milnacipranom. Dobry U¢inok sa dosahuje aj poddvanim reverzibilného inhibitoru
monoaminooxiddzy moklobemidu. Podéavanie klasickych tricyklickych antidepresiv sa
neodporac¢a z dévodu prehibenia cholinergného deficitu a nasledného zhorienia kognitivnych

funkcii & moZnosti vyvolania kratkych delirantnych stavov 2.

Liekmi vol'by u kratkodobych poruch spanku su nebenzodiazepinové hypnotika zolpidem
a zopiklon. Na liecbu dlhodobych porach spanku su indikované antidepresiva trazodon,
mirtazapin alebo amitriptylin. Poruchy cyklu spanok — bdenie st liecené antipsychotikami

tiapridom a melperonom *.

3.1.4.3. Nefarmakologicka liecba

Dolezita sucast komplexnej starostlivosti o pacientov trpiacich AD tvori prave

nefarmakologicka liecba. Individualny psychoterapeuticky pristup sa odvija od stupna
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poskodenia kognitivnych a nekognitivnych funkcii pacienta, od stupiia degradacie jeho osobnosti
a od miery zachovania pacientovho nadhl'adu nad chorobou. Liecba ¢i kognitivna rehabilitacia
prebieha pod dohl'adom psychologa, pripadne i d’alSich odbornikov. Osved¢enou metodou je tzv.
reedukacna terapia zalozena na precvi¢ovani funkcii, ktoré zostali u pacienta zachované, pretoze
snaha 0 znovunadobudnutic uz zabudnutych schopnosti byva zvidc¢Sa netspesna. Vhodnym
postupom je tiez tzv. kontrola realitou spocCivajica v pripominani zakladnych faktov, napr.

oznacenie dveri jednotlivych miestnosti, pouzivanie kalendara na lepSiu orientaciu v Case atd’.

Velky doraz by sa mal klast’ na pracu s pacientovou rodinou, ktora je dolezitym faktorom
ovplyviiujicim celkovy priebeh choroby. Pribuzni by mali byt poufeni o tom, ako sa
K pacientovi spravat,, aky je Standardny priebeh choroby a aké st su¢asné moznosti liecby, aby

: . MLt 2
od nej nemali privel’ké o¢akavania “.

3.2. Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae)

Obr. 1: Eschscholtzia californica CHAM. %

18



3.2.1. Popis

Eschscholtzia californica  CHAM., znama aj pod slovenskym nazvom Slncovka
kalifornska, je jednoro¢na, pripadne kratko zijuca trvaca rastlina z celade Papaveraceae. Jej
prirodzenou oblastou vyskytu st slne¢né travnaté priestranstva zapadného pobrezia Spojenych

Statov Americkych, no dnes je mozné ju najst’ uz aj v inych subtropickych oblastiach sveta .

Dosahuje vysky 5 — 60 cm. Jej stonka je priama, Sedozelena, so striedavymi neparne
perovito zlozenymi listami. Kvety vyrastajuce na dlhej stopke su tvorené Styrmi korunnymi
lupienkami zlatozltej aZ oranzovej farby a dvoma kaliSnymi listkami. Plodom je podlhovasta

pukavé tobolka uvoliiujica malé okrtthle semené tmavohnedej farby 2021, 22

V minulosti bola pouzivand pre jej anxiolytické a sedativne Uc¢inky k navodeniu spanku
najmé u deti. Sluzila ako analgetikum pri bolesti hlavy a zubov, ako spazmolytikum, emetikum

” C o . £ 21,23, 24
¢i vo forme obkladov na lie¢enie r6znych koznych ochoreni .

Detailny morfologicky popis rastliny, jej taxonomické zaradenie a vyskyt st blizSie

rozobraté v mojej diplomovej praci 2.

3.2.2. Obsahov¢ latky

3.2.2.1. Alkaloidy

Hlavnymi obsahovymi latkami E. californica su alkaloidy izochinolinového typu.
Izochinolinové alkaloidy predstavuji pocetnu a r6znorodu skupinu fyziologicky aktivnych latok
s0 §irokym vyskytom v prirode ?°. Nachadzaju sa v Geladiach Papaveraceae, Ranunculaceae,
Fumariaceae, Rutaceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae, Menispermaceae a dalsich ' ' 12,
Biosynteticky maju vzt'ah k aminokyseline tyrozinu a jej prekurzoru fenylalaninu. Z chemického
hl'adiska ich mozno rozdelit’ do niekolkych strukturalnych typov. Druh E. californica obsahuje
typ pavinanovy, benzofenantridinovy, aporfinovy, protopinovy, benzylizochinolinovy,
6,27, 28

protoberberinovy a morfinanovy

Najvyssi obsah izochinolinovych alkaloidov je zaznamenany v obdobi kvitnutia .

Zastipenie jednotlivych alkaloidov Vv roznych cCastiach rastliny je do velkej miery odlisné. Az
na par vynimiek plati, ze vyssie koncentracie alkaloidov sa vyskytuju v korenoch. Napriek tomu

sa pre ich obsah uplatnili v medicine hlavne nadzemné &asti rastliny 2%,
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3.2.2.1.1. Pavinanové¢ alkaloidy

Alkaloidy pavinanového typu tvoria dominantn skupinu alkaloidov izolovanych z rastliny
E. californica. V najvicsej miere zastipena a pre tento rod unikatna je silne polarna kvartérna
baza kalifornidin. Nachédza sa v korenoch inadzemnych castiach rastliny a vyznacuje sa
sedativnym ucinkom %0, Hojne zastipena je aj tercidrna nefenolicka baza escholcin, 0znacovana
tiez ako kalifornin %. Je typickou zlozkou nadzemnych casti rastliny, z korenov zatial’ izolovana

%031V menSom mnoZstve sa v rastline nachadzaju terciarne bazy karyachin

nebola
a neokaryachin, ktoré boli izolované aj z rastliny Cryptocarya chinensis HEMSL. (Lauraceae) *,
O-metylkaryachin, nazyvany tiez escholcidin, N-metylescholcidin a argemonin B Norargemonin
a bisnorargemonin, latky odvodené od argemoninu, su pritomné hlavne v korenoch,
Vv nadzemnych cCastiach rastliny sa nachadzaji len v malom mnozstve. Ich derivat

34, 35

izonorargemonin bol detekovany aj v dvoch druhoch rodu Argemone (Papaveraceae) a

v Thalictrum revolutum DC. (Ranunculaceae) *°. Z rastliny bola izolovana aj polarna zlu¢enina

37

escholcin-N-oxid Struktary  izolovanych pavinanovych alkaloidov st  uvedené

na nasledujtcich obrazkoch (Obr. 2, Obr. 3).

<z ey o

kalifornidin escholcin
OH
HO o> MeO l @ I o>
MeO O O
Karyachin neokaryachin

Obr. 2: Struktiry pavinanovych alkaloidov
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Obr. 3: Struktury pavinanovych alkaloidov

3.2.2.1.2. Benzofenantridinové alkaloidy

Vyznamnymi obsahovymi latkami rastlin z Celade Papaveraceae su kvartérne
benzofenantridinové alkaloidy. Zakladom ich Struktury je N-metylbenzo[c]fenantridinovy kation.
Nositel'om kladného naboja je metylsubstituovany atom dusika v polohe 5. Vo forme tejto

kvartérnej soli sa benzofenantridiny vyskytuja v prostredi nizkeho pH. Vyznacuju sa vyraznym
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sfarbenim, polaritou a relativne dobrou rozpustnostou vo vode. Alkalizaciou dochadza k ich
premene na terciarne redukované zasady za sGCasnej zmeny ich vlastnosti na bezfarebné,

nepolarne a vo vode malo rozpustné zluceniny %8,

Z latok tohto typu sa v E. californica nachadza sanguinarin a chelerytrin. O objav
sanguinarinu ako hlavnej farebnej zlozky Sanguinaria canadensis L. (Papaveraceae) sa zasluzil
James Dan v roku 1827 *°. V sii¢asnosti sa sanguinarin javi ako perspektivne liegivo v terapii
rakoviny “°. Chelerytrin bol prvy krat popisany Probstom v roku 1839 ako alkaloid rastliny
Chelidonium majus L. (Papaveraceae) *°. Vykazuje selektivnu inhibiciu proteinkinazy C a je
taktiez povaZovany za potencialne antikancerézne lie¢ivo *'. Vd’aka antibakterialnej aktivite st

obe tieto latky pouzivané ako sidast’ dentalnych produktov ** %,

Dal§imi benzofenantridinovymi alkaloidmi nachadzajiicimi sa v rastline s chelirubin
a chelilutin. Po prvy krat ich izoloval Slavik v roku 1954 z korenia Chelidonium majus L.
(Papaveraceae). O rok neskdr izoloval z Macleaya microcarpa (Papaveraceae) dalsi
benzofenantridinovy alkaloid makarpin ¥ Vsetky tieto latky boli izolované aj z nadzemnych
casti E. californica *!. Z rastliny sa podarilo izolovat' aj antifungalne aktivny terciarny alkaloid

: s 44
norsanguinarin .

Benzofenantridiny st ako minoritné zlozky zastipené aj v ¢eladiach Fumariaceae,
Ranunculaceae,  Rutaceae, Meliaceae a  Caprifoliaceae.  Struktiry izolovanych

benzofenantridinovych alkaloidov st uvedené na nasledujucich obrazkoch (Obr. 4, Obr. 5).

P\
r\AeMN+ . O
5 |
¢
)
sanguinarin chelerytrin

Obr. 4: Struktiry benzofenantridinovych alkaloidov
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chelirubin chelilutin

makarpin norsanguinarin

Obr. 5: Struktiry benzofenantridinovych alkaloidov

3.2.2.1.3. Aporfinové alkaloidy

Alkaloidy odvodené od aporfinu su taktiez vyznamnymi obsahovymi latkami E.
californica. Fenolickd terciarna baza N-metyllaurotetanin, znama tiez pod oznacenim
lauroscholcin, bola izolovana z nadzemnych &asti tejto rastliny *°. Dalgia obsahové latka glaucin
sa vyznacuje antitusickym uc¢inkom a je pouzivana ako sucast’ ¢ajovych zmesi na lie¢bu kasla a
astmy. Kvartérny alkaloid magnoflorin (escholin) sa nachddza hlavne v koretioch, v nadzemnych

Castiach je obsiahnuty len v stopovom mnoZstve.

Spomedzi dalSich aporfinovych alkaloidov boli izolované korytuberin, izokorydin

a korydin. Posledny menovany bol z tejto rastliny po prvy krat izolovany Slavikom 3

Aporfinové alkaloidy (Obr. 6) sa vyskytuju aj v ¢el'adiach Papaveraceae, Ranunculaceae a

Menispermaceae .
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Obr. 6: Struktury aporfinovych alkaloidov



3.2.2.1.4. Protopinov¢ alkaloidy

Z E. californica boli izolované dva zakladné alkaloidy protopinového typu. St to terciarne
nefenolické bazy protopin a allokryptopin (Obr. 7), ktoré sa nachadzaju predovSetkym
Vv korenoch. V nadzemnych castiach rastliny su pritomné v menSom mnozstve %0, Protopin je
relativne bezne sa vyskytujuci alkaloid, predovsetkym U zastupcov cCeladi Papaveraceae
a Fumariaceae *°. Boli uitho pozorované inhibicné ucinky na agregaciu krvnych dosti¢iek o,
Allokryptopin je ki¢ovy jed, ktory vo vyssich davkach spdsobuje lokalne umrtvenie ¢i centralne

ochrnutie %8

Z rastliny sa podarilo izolovat' aj protopinovy alkaloid hunnemanin (Obr. 7), u ktorého

bola preukazand antifungalna aktivita **.

Protopinové alkaloidy sa vyskytuju aj v ¢eladiach Berberidaceae, Papaveraceae,

Fumariaceae, Ranunculaceae a Rutaceae *°.

LoD 0
o 0 <O OMe

0o rT| O ITI
Me Me
protopin allokryptopin
OMe
I
<O OH
7 )
Me
hunnemanin

Obr. 7: Struktury protopinovych alkaloidov
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3.2.2.1.5. Benzylizochinolinové¢ alkaloidy

Alkaloidy benzylizochinolinového typu tvoria pocetni skupinu latok odvodenych
od 1-benzylizochinolinu, resp. od 1-benzyl-1,2,3,4-tetrahydroizochinolinu. MéZzeme sa s nimi
stretnit’ u zastupcov Celadi Papaveraceae, Fumariaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae

a Berberidaceae.

E. californica obsahuje fenolicki bazu escholamidin, ktora bola uz pred tym
identifikovand ako obsahova latka pribuznej rastliny Eschscholtzia oregana GREEN
(Papaveraceae). Podobna baza escholamin, predstavujica hlavny alkaloid druhu E. oregana,
bola v E. californica detekovana len v minimalnom mnozstve **. Terciarny benzylizochinolinovy
alkaloid retikulin, ktory sa bezne vyskytuje u réznych druhov ¢elade Papaveraceae, bol z E.

californica po prvy krat izolovany v roku 2010 %,

Spominané alkaloidy s zobrazené na nasledujucich obrazkoch (Obr. 8 a Obr. 9).

OH FO
MeO O
CH, CH,
Me Me
SN+ ‘ O> SN+ | O>
NS o) XX O
escholamidin escholamin

Obr. 8: Struktury benzylizochinolinovych alkaloidov
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Obr. 9: Struktira benzylizochinolinového alkaloidu

3.2.2.1.6. Protoberberinové alkaloidy

Alkaloidy protoberberinového typu patria k laitkam s pomerne Sirokym vyskytom
Vv prirode, napriek tomu sa v rastline E. californica nachadzaji len v malom mnozstve.
V nadzemnych Castiach rastliny boli pozorované kvartérne alkaloidy koptizin, berberin (Obr. 10)
akoryzamin (Obr. 11), vietky viak len v zanedbatelnom mnozstve >*. Z rastliny sa podarilo

izolovat terciarnu bazu tohto typu skulerin ** (Obr. 11).

koptizin berberin

Obr. 10: Struktury protoberberinovych alkaloidov
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koryzamin skulerin

Obr. 11: Struktiiry protoberberinovych alkaloidov

3.2.2.1.7. Morfinanové¢ alkaloidy

Z E. californica bola izolovana jedina baza morfinanového typu, terciarny alkaloid

salutaridin (Obr. 12) *.

MeO

HO ‘e

MeO ||
(o]

N
~
Me

Salutaridin

Obr. 12: Struktara morfinanového alkaloidu

3.2.2.2. Flavonoidy

V rastline boli identifikované aj latky typu flavonoidov, vyskytujice sa predovsetkym ako
glykozidy kvercetinu a izoramnetinu St to flavonolové glykozidy rutin, kvercitrin,
kvercetin-3-O-B-glukopyranozid, kvercetin-3-O-[a-ramnopyranozyl-(1-4)-o-ramnopyranozyl-(1-
6)-B-glukopyranozid], izoramnetin-3-O-B-glukopyranozid, izoramnetin-3-O-[a-ramnopyranozyl-

(1-6)-B-glukopyranozid] a izoramnetin-3-O-[a-ramnopyranozyl-(1-4)-a-ramnopyranozyl-(1-6)-
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B-glukopyranozid], izolované znadzemnych Ccasti rastliny. Naizolacii poslednych piatich
uvedenych flavonoidov z E. californica sa podiel'ali Beck a Héberlein v roku 1998. Samotné

aglykony kvercetin a izoramnetin v rastline detekované neboli *°.

Zékladna struktira flavonolovych glykozidov je znazornend na nasledujucom obrazku

(Obr. 13).

R; = H alebo CH3;, R, = sacharidové zlozka

Obr. 13: Zakladna Struktura izolovanych flavonolovych glykozidov

Spomedzi d’alSich latok zo skupiny flavonoidov sa v rastline nachadzaji izoflavony.
V roku 1996 izoloval Jain akol. dva izoflavony: 2'-metoxyformononetin a 7-metoxy-2',4'-

dihydroxyizoflavon *°.

Z vodnej frakcie kvetov boli izolované antokyanidiny >,

3.2.2.3. Karotenoidy

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

a neoxantin *.

3.3. Pribuzné rastliny

Rod Eschscholtzia je taxonomicky zlozitd skupina, ktori mozno na zaklade nazoru
niektorych botanikov rozdelit’ na dva hlavné, vel'mi tvarne druhy obsahujice mnozstvo ekotypov
acytotypov. Ini ju ¢lenia na velky pocet malych druhov 3 Fedde uvadza 123 druhov

rozdelenych do dvoch sekcii, Eurycraspedontae a Stenocraspedontae >,
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Z biochemického hl'adiska je mozné vramci rodu Eschscholtzia vyclenit’ tri odlisné
skupiny. Prva skupina obsahuje rastliny zo sekcie Eurycraspedontae, konkrétne druhy E.
californica CHAM., E. glauca GREENE a E. douglasii HOOK. et ARN., pre ktoré je typicka
pritomnost’ pavinanovych alkaloidov a vysoky obsah kvartérnych alkaloidov. Predstavitelom
druhej skupiny je druh E. oregana GREENE patriaci do sekcie Stenocraspedontae
a charakterizovany vysokym obsahom kvartérneho alkaloidu papaverinového typu, escholaminu.
Tretiu skupinu tvori druh E. lobbii GREENE taktiez zo sekcie Stenocraspedontae, ktory
obsahuje najm@ protopinovy typ alkaloidov a je charakteristicky vyskytom

skulerinu, korytuberinu a len zanedbatenym mnozstvom kvartérnych alkaloidov >°.

3.3.1. Eschscholtzia californica CHAM.

Druh Eschscholtzia californica je velmi variabilny a obsahuje mnozstvo ekotypov
a cytotypov (lidia sa chromozémovym &islom) *°. Na zaklade zemepisného rozirenia sa deli
na dva poddruhy: Eschscholtzia californica subsp. californica GREENE rozsirena v Kalifornii
a Oregone a Eschscholtzia californica subsp. mexicana GREENE, C. CLARK vyskytujuca sa

najmd v Novom Mexiku, Texase a severnom Mexiku.

Varieta E. californica CHAM. var. peninsularis GREENE, MUNZ. je typicka pre oblast’
Baja California. Pre vnutrozemie je popisana varieta crocea BENTH., JEPS., v pieso¢nych

dunach od Surfu po Monterey sa vyskytuje varieta maritima GREENE, JEPS.

Druh pestovany v Eurdpe od polovice 19. storo¢ia ako okrasna rastlina pod ndzvom

Eschscholtzia californica je krizencom réznych poddruhov a variet druhu E. californica®’.

3.3.2. Eschscholtzia glauca GREENE

E. glauca zo sekcie Eurycraspedontae je charakteristickd vysokym obsahom kvartérnych
alkaloidov. Hlavnou kvartérnou bazou izolovanou z korefiov je protoberberinovy alkaloid
escholidin *°. Z d’alsich kvartérnych alkaloidov nachadzajicich sa v korefioch boli izolované
pavinanova baza kalifornidin, protoberberinova baza o-kanadinmetylhydroxid, baza
benzyltetrahydroizochinolinového typu escholinin % penzofenantridinové bazy sanguinarin
a chelerytrin a nevyznamné mnozstvo protoberberinovych alkaloidov koptizinu a berberinu >
Izolované boli aj nekvartérne nefenolické bazy protopin a allokryptopin (protopinovy typ)

a fenolické bazy pavinanového typu norargemonin a v mensom mnozstve aj bisnorargemonin %8,
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Z nadzemnych casti rastliny sa podarilo izolovat' pavinanové alkaloidy kalifornidin
a escholcin *°, terciarne bazy protopinového typu protopin a allokryptopin, protoberberinové
alkaloidy koptizin a berberin a kvartérne benzofenantridiny sanguinarin, chelerytrin, chelirubin

a Vv nepatrnom mnozstve aj makarpin o

3.3.3. Eschscholtzia douglasii HOOK. et ARN.

E. douglasii patri do sekcie Eurycraspedontae a je botanicky aj chemicky vel'mi blizka

ostatnym druhom z tejto sekcie, teda rastlinam E. californica a E. glauca.

Vyznacuje sa vysokym obsahom kvartérnych alkaloidov. Z korenov bol ako hlavny
kvartérny alkaloid izolovana protoberberinova baza escholidin. Izolovany bol aj
a-kanadinmetylhydroxid rovnakého Struktirneho typu, pavinanovy alkaloid kalifornidin,
aporfinova bdza escholin (magnoflorin) a alkaloid benzylizochinolinovej Struktury escholinin %
Z kvartérnych baz benzofenantridinového typu sa podarilo izolovat’ chelerytrin, sanguinarin,
chelirubin, chelilutin a malé mnoZstvo makarpinu. V nepatrnom mnoZstve boli izolované aj

protoberberinové alkaloidy koptizin a berberin *'.

Nekvartérne nefenolické bazy st zastipené allokryptopinom a protopinom. V porovnani
s druhmi E. californica a E. glauca obsahuje vyssi podiel nekvartérnych fenolickych alkaloidov,

predovsetkym norargemoninu a bisnorargemoninu %8,

Hlavnou kvartérnou bazou nadzemnych casti rastliny je pavinanovy alkaloid kalifornidin.

Izolovany bol aj terciarny alkaloid escholcin, taktiez pavinanového Strukturneho typu %8,

3.3.4. Eschscholtzia oregana GREENE

E. oregana je predstavitelom sekcie Stenocraspedontae. Bol z nej izolovany kvartérny
alkaloid escholamin, prvy benzylizochinolinovy alkaloid najdeny v tribuse Eschscholtziae .
Z celej rastliny boli izolované aj d’alSie terciarne a kvartérne alkaloidy: protopinové bazy
protopin a allokryptopin, kvartérne benzofenantridinové béazy sanguinarin, chelerytrin,
V minimalnom mnoZstve aj chelirubin a chelilutin, protoberberinové alkaloidy koptizin, berberin,
skulerin a a-stylopinmetylhydroxid, benzylizochinolinova béaza escholamidin, aporfinovy

alkaloid korydin a miniméalne mnoZstvo kvartérnej pavinanovej bazy kalifornidinu >" .
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3.3.5. Eschscholtzia lobbii GREENE

E. lobbii patri do sekcie Stenocraspedontae aV porovnani s E. glauca a E. oregana sa
vyznaduje niz§im obsahom alkaloidov . V najvicsej miere st zastipené terciarne protopinové
alkaloidy protopin, ako hlavny alkaloid, a v men§om mnoZstve tiez allokryptopin >°. Izolované
boli aj terciarne alkaloidy aporfinového typu korydin a korytuberin. Z protoberberinovych
alkaloidov sa podarilo izolovat’ terciarnu fenolicka bazu skulerin a malé mnozstvo kvartérnych
baz koptizinu, berberinu a koryzaminu. Z kvartérnych benzofenantridinovych alkaloidov je
zastupeny sanguinarin, chelerytrin, chelirubin a makarpin. Uvedené kvartérne alkaloidy boli

izolované len v zanedbate'nom mnozstve *°.

3.4. Biologicka aktivita izochinolinovych alkaloidov z E. californica

E. californica je tradi¢na lie¢iva bylina, uz v minulosti pouzivana povodnym
obyvatel'stvom Kalifornie pre jej analgetické a sedativne pdsobenie. Boli U nej pozorované tiez
spazmolytické, diuretické a diaforetické u¢inky 2*. Farmakologické stadie, ktoré skumali
biologicku aktivitu extraktov z tejto rastliny in vitro ¢i na réznych zivoéisnych modeloch,
dokazali znaéné anxiolytické, sedativne a spanok navodzujuce vlastnosti. Stadie neodhalili

1, 62 e ’ . ’ . rox .
6162 Na zéklade tychto zisteni st dnes nadzemné Gasti

ziadne toxické ucinky tejto rastliny
rastliny pouzivané ako mierne sedativum a vd’aka minimalnej toxicite tiez K navodeniu spanku
predovsetkym v pediatrii .

Jednotlivé izochinolinové alkaloidy sa vyznacuji niektorymi Specifickymi vlastnost'ami.
U sanguinarinu  a chelerytrinu, alkaloidov benzofenantridinového typu, boli preukazané
antibakteridlne uc€inky atieto latky su preto pouzivané ako zlozky dentdlnych produktov.
Zaroven s povazované za perspektivne lieiva v terapii rakoviny 40. 41, 42,43 protopinového
alkaloidu hunnemaninu a benzofenantridinovej bazy norsanguinarinu bola pozorovana
antifungéalna aktivita **.

Izolované izochinolinové alkaloidy sa vyznacuju uritym inhibicnym pdsobenim
voci l'udskym cholinesterazam % Tieto ich ucinky su dnes za tcelom mozného uplatnenia

Vv liecbe Alzheimerovej choroby hlbsie skiimané.
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3.4.1. Inhibi¢na aktivita voci l'udskej AChE a BUChE

Acetylcholinesteraza (AChE) a butyrylcholinesterdza (BuChE) st enzymy, ktoré Stiepia
neurotransmiter acetylcholin. Podiel'aju sa tak na regulacii jeho hladin v mozgu atym
ovplyviiuju celkovu cholinergnu transmisiu. Latky, ktoré brania pdsobeniu tychto enzymov, tzv.
inhibitory cholinesteraz, zvySuji hladinu acetylcholinu na cholinergnych synapsiach. Tento jav
nachadza mozné uplatnenie v terapii AD, uktorej je prave hladina acetylcholinu znizena.
Podévanie inhibitorov cholinesteraz mé za nasledok zlepSenie pamétovych a kognitivnych

funkeii u pacientov postihnutych AD %,

V mozgu zdravych l'udi hra klI'a¢ovu tlohu enzym AChE. U pacientov trpiacich AD klesa
aktivita AChE a tym narasta vyznam druhého enzymu, BuChE. Pre liecbu AD sa preto javia ako
vyznamné latky s dudlnou enzymatickou aktivitou, ¢ize latky schopné inhibovat’ oba vysSie
spominané enzymy 3,

V stcasnosti prebicha vyskum aj s alkaloidnymi latkami izolovanymi z E. californica,
ktoré sa taktiez povazuji za potencidlne cholinesterdzové inhibitory. U mnohych tychto
alkaloidov uZ bola dokadzana urcitd inhibi¢na aktivita voci jednému, pripadne i obom tymto

enzymom.

Stadia publikovana vroku 2010 uviedla vysledky skumania inhibi¢énej aktivity
voCi l'udskym  cholinesterdzam  u Strnastich  izochinolinovych alkaloidov  izolovanych
z E. californica. Pri praci bol pouzity hemolyzat l'udskych erytrocytov ako zdroj AChE,
zdrojom BuChE bola ludskd plazma. Ako pozitivny Standard posluzili latky galantamin
ahuperzin A ®. Najpriaznivejsie vysledky vo&i AChE dosiahol terciarny pavinanovy alkaloid
karyachin (ICsp = 19,6 + 0,4 uM) a kvartérna pavinanova baza kalifornidin (ICsp = 36,7 £ 0,9
uM), ktora bola izolovana vo forme jodidu. NajvyraznejSia inhibi¢na aktivita vo¢i BuChE bola
zaznamenana Pri terciarnom benzylizochinolinovom alkaloide retikuline (ICsp= 43,9 = 1,1 uM)
a pri alkaloide, ktory bol z prirodného zdroja izolovany po prvy krat (ICso = 27,8 = 0,4 uM).
U Ziadnej testovanej latky nebola preukdzana dostatocnd inhibicna aktivita vo¢i obom tymto

enzymom sucasne 3,
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3.4.2. Antifungélna aktivita

Niektoré izochinolinové alkaloidy (berberin, tetrahydropalmitin, bikukulin, korypalmin,
chaerofylin, fuyuzifin a |-korydalmin) dosahuju v ur€itych koncentraciach vyznamnu inhibi¢na

aktivitu vogi niektorym hubam **.

V roku 2009 bola zverejnend praca Studujiica antifungélnu aktivitu dvoch izochinolinovych
alkaloidov, protopinovej bazy hunnemaninu a benzofenantridinovej bazy norsanguinarinu, ktoré
boli izolované z metanolického extraktu celej rastliny E. californica. Antifungilne pésobenie
(inhibicia kli¢enia vytrusov) bolo sledované na fytopatogénnych hubach Alternaria melongenae,
A. brassicola, A. brassicae, Curvularia lunata, C. maculans, Helminthosporium pennisetti, H.
oryzae, H. turbicum, Fusarium undum a F. lini. Huby boli pestované na zemiakovo-dextrozovom
agare aizolované zich vlastnych hostitelov. Za referen¢nt latku bola zvolend antifungilne
ucinna latka ditan. Antifungalne posobenie hunnemaninu bolo najvyraznejsie u A. brassicae,
H. pennisetti a F. lini, u ktorych vsetky testované koncentracie viedli k inhibicii kli¢enia. 100%
inhibicia bola dosiahnutd v koncentracii hunnemaninu 1000 ppm. Norsanguinarin preukézal
najvacsi ucinok voci A. brassicola a C. maculans, u ktorych bola 100% inhibicia dosiahnuta

koncentraciou norsanguinarinu 1000 ppm “,

3.4.3. Sedativne a anxiolytické vlastnosti

Sedativne a anxiolytické pdsobenie E. californica sa uz dlhodobo vyuziva v lieCitel'stve
a l'udovej medicine. Bolo uskuto¢nenych niekolko §tudii potvrdzujicich tieto vlastnosti 61,63
Predpokladany mechanizmus ucinku spociva v ovplyvneni benzodiazepinovych receptorov ako
aj Vv inhibicii rozkladu katecholaminov blokovanim ich degradacnych enzymov
dopamin-f-hydroxylazy a monoaminooxidazy B. Podiel jednotlivych alkaloidov z E. californica
na tomto ucinku je vel'mi pravdepodobny, ziadna Stidia ho vSak zatial’ definitivne nepotvrdila o,

Préaca zverejnena v roku 2006 hodnotila vizbovy potencial 70% etanolického extraktu z E.
californica vo& roznym receptorom uplatiiujiicim sa v procese sedacie a anxiolyzy °*.
Z testovanych receptorov boli najviac ovplyvnené serotoninové receptory 5-HTia a 5-HTy.
Cielom prace bolo tiez zhodnotit’ podiel jednotlivych alkaloidov obsiahnutych v etanolickom
extrakte na tomto ucinku. Za tymto ucelom bolo z extraktu izolovanych $est’ izochinolinovych

alkaloidov: kalifornidin, escholcin, N-metyllaurotetanin, karyachin, O-metylkaryachin a novy

alkaloid pavinanovej $truktury 7-O-metyléter-neokaryachin-N-metyljodid. U tychto izolovanych
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Cistych latok ako aj u komeréne ziskaného protopinu bola hodnotena schopnost’ inhibovat’ vazbu
[*H]8-hydroxy-2-(di-N-propylamino)tetralinu  ([*H]8-OH-DPAT) na serotoninovy receptor

5-HT:2% Vysledky testovania su uvedené v nasledujtcej tabul’ke (Tab. 1).

Tab. 1: Inhibicia viizby [°H]8-OH-DPAT na 5-HT1a receptor alkaloidmi z E. californica ® ®

Latka ECso (M) + SD
Kalifornidin >100

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

Protopin >100

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

serotoninu (100 %).

Ako je mozné vidiet' z tabulky, najvyraznejSiu inhibicnu aktivitu preukazal aporfinovy
alkaloid N-metyllaurotetanin. Prave jemu je prisudzovany najvacsi podiel na t¢inku etanolického

extraktu. U ostatnych testovanych alkaloidov bola zaznamenana len nizka inhibi¢na aktivita.

3.4.4. Inhibicia cytochromu P 450

Praca publikovana v roku 2006 sledovala schopnost’ latok obsiahnutych v E. californica
inhibovat’ cytochrom P 450, konkrétne jeho izoenzym 3A4 °. Testovanie bolo uskuto&nené
invitro za pouzitia 70% vodného etanolického extraktu. Celkovy extrakt preukazal urcita
inhibi¢nu aktivitu (ICso = 128,6 pg/ml), preto boli testovaniu podrobené aj jednotlivé alkaloidy
a flavonoidy nachadzajice sa v extrakte. Z vysledkov mozno vyvodit, Ze pavinanovy alkaloid
escholcin je silnym inhibitorom CYP 3A4 in vitro (ICsp = 13,4 + 4,7 uM), zatial’ ¢o ostatné latky
nevykazuju taku vyraznu aktivitu. Toto inhibi¢né pdsobenie mdze mat’ za nasledok interakciu
charakteru lie€ivo — rastlina, pretoze velké mnozZstvo lieCiv podlieha metabolizacii prave 3A4
izoenzymom cytochromu P 450 % Pri su¢asnom uZivani lie¢iv metabolizovanych izoenzymom

3A4 a rastlinnych preparatov z E. californica je preto nutna zvysena opatrnost’.
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilacia a odparovanie

Rozpustadla pouzité pri praci boli pred pouzitim precistené¢ destilaciou. Po zachyteni
predku (priblizne 5 %, véa¢sinou s vodnym azeotropom) bolo vydestilovanych zvysnych asi 90 %

rozpust'adla. Rozpust'adla boli uchovavané v hnedych nadobach, aby boli chranené pred svetlom.

Odparovanie jednotlivych chromatografickych frakcii bolo uskuto¢fiované za zniZzeného
tlaku pri teplote 40 °C na vakuovej odparke Biichi Rotavapor R 114 vybavenej vodnym kiipel'om
Btichi Waterbath B-480.

4.1.2. Chromatografia

4.1.2.1. Tenkovrstvova chromatografia

Pri tenkovrstvovej chromatografii bol pouzity syst¢ém normalnych komoér. Komory boli
syten¢ mobilnou fazou priblizne 30 minat, ukomdr pre preparativhu tenkovrstvovu

chromatografiu asi 60 mintit. Chromatografia bola uskuto¢iiovana vzostupne.

4.1.2.2. Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia bola uskutodiiovana systémom gradientovej eltcie za pouZitia
oxidu hlinitého neutralneho ako adsorbentu. Stipec bol naplneny S$tandardnym sposobom,
naliatim suspenzie adsorbentu v rozpustadle. Na pripraveny stipec bola nanesena vzorka

vo forme rozteru s Al,Os.
4.2. Material a vybavenie

4.2.1. Rozpustadla

Dietylamin, p.a., Lachner
Etanol 95%, denaturovany metanolom, p.a., PENTA

n-Hexan, p.a., PENTA
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Chloroform, p.a., PENTA

Toluén, p.a., PENTA

4.2.2. Chemikalie

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

Kyselina vinna, p.a., RNDr. Jan Kulich, s.r.o.

4.2.3. Chemikalie a materidl pre stanovenie inhibi¢ného u¢inku izolovanych latok
voci erytrocytarnej AChE a sérovej BUChE
4.2.3.1. Chemikalie
10mM acetylthiocholin jodid, Sigma — Aldrich
10mM butyrylthiocholin jodid, Sigma — Aldrich
Dimetylsulfoxid, Sigma — Adrich
5mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98%, Sigma — Aldrich
0,1M fosfatovy pufor, pH 7,4; chemikalie na jeho pripravu:
Dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a., Lachema
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a., Lachema
Galantamin hydrobromid, Changsha Organic Haerb Inc., China

Huperzin A, TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China

4.2.3.2. Material

Ako zdroj acetylcholinesterazy boli pouzité puzdra Tludskych erytrocytov, zdrojom
butyrylcholinesterazy bola TI'udskd plazma. Meranie bolo uskutoctiované v mikrotitraénych

dostickach.

4.2.4. Chemikalie a materidl pre stanovenie antioxida¢nej aktivity izolovanych

latok

2,2 -difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal, Sigma — Adrich
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Kvercetin, Sigma — Adrich
Kyselina askorbova, Sigma — Adrich

Trolox, Sigma — Adrich

4.2.5. Pristroje pouzité pri stanoveni biologickych vlastnosti izolovanych latok

Centrifiga Boeco U-32R s rotorom Hettich 1611, Boeco, Germany
pH meter @ 72 METER, Beckmann, USA

Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader, BioTek, USA

4.2.6. Detekéné ¢inidla

D1: Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podl'a Muniera 6

Pouziva sa na detekciu alkaloidov a inych zli¢enin obsahujucich dusik.

Roztok A bol pripraveny rozpustenim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bizmutitého a 20 g kyseliny

vinnej v 80 ml vody.
Roztok B vznikol rozpustenim 16 g jodidu draselného v 40 ml vody.
Zasobny roztok bol ziskany zmieSanim roztokov A a B v pomere 1:1.

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

ml zasobného roztoku.

4.2.7. Chromatografické adsorbenty

Al: Kieselgel 60 Fzs4, Merck, 5 x 10 cm, hlinikova doska s vrstvou silikagelu

pre tenkovrstvovu chromatografiu, hrabka vrstvy 0,2 mm

A2: Oxid hlinity 60 Fys4, Merck, neutralny, 5 x 10 ¢cm, hlinikova doska s vrstvou Al,O3

pre tenkovrstvova chromatografiu

A3: Oxid hlinity neutralny, 0,1 — 0,2 mm, deaktivovany 5 % vody

4.2.8. Vyvijacie sustavy pre tenkovrstvovu chromatografiu (TLC)
4.2.8.1. Analyticka TLC
S1: Toluén + Et;NH (95:5)
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S2: CHCI3; + EtOH (97:3)
S3: CHCI; + EtOH + Et,NH (97:3:2)
4.2.8.2. Preparativna TLC

S4: CHCl; + EtOH + Et,NH (97:3:1)

4.3. Priprava a spracovanie chloroformového vytrepku J,

z E. californica

4.3.1. P6vod drogy

Droga tvorena susenou vnatou a korefimi bola ziskana zberom z introdukovanej kultiry

(komer¢né osivo). Jej dodavatel'om bola firma Planta Naturalis (Markvartice u Sobotky).

4.3.2. Priprava sumarneho extraktu a alkaloidnych vytrepkov

Priprava sumarneho extraktu a jednotlivych alkaloidnych vytrepkov nebola sucast'ou tejto
rigoroznej prace. Bola uskuto¢nend Doc. RNDr. L. Opletalom, CSc. a Jakubom DoleZalom
na Katedre farmaceutickej botaniky a ekoldgie v roku 2007. Je mozné ju najst’ v diplomovej

préci Jakuba DoleZala %,
4.3.2.1. Priprava alkaloidného vytrepku J,

Priprava bazickych jodidov kvartérnych alkaloidov bola uskuto¢nena Doc. RNDr. L.

Opletalom, CSc. v roku 2007. Pre pribliZzenie uvadzam popis tejto prace.

Extrakt z predchadzajuceho vytrepania bol zneutralizovany 25% amoniakom na pH = 9.
Po niekol’kych hodinach statia bol odfiltrovany zIty krystalicky (zdanlivo) sediment (Jsedim)

a vysuseny najskor na vzduchu, potom vo vakuovom exsikatore nad silikagelom (9,07 g).

Alkalicky roztok bol vytrepavany chloroformom (1200 ml extraktu + 300 ml chloroformu,
5x) azmesou chloroform + etanol v pomere 9 : 1 (1200 ml extraktu + 300 ml zmesi, 1x).

Spojené vytrepky boli odparené za vzniku tmavo hnedého, vel'mi viskozneho odparku (14,12 g).
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4.3.3. Stipcova chromatografia vytrepku J, z E. californica

5,8 g vzorky (odparok alkaloidov vo forme jodidov) bolo vo forme rozteru s EtOH a Al,O3
nanesenych na kolonu (Al,O3) a chromatografovanych za Gcelom izolacie Cistych latok. Ziskané
alkaloidné frakcie boli podrobené tenkovrstvovej chromatografii a frakcie s obsahom totoznych
alkaloidov boli nasledne spojené. Podmienky a priebeh stipcovej chromatografie su zhrnuté

Vv nasledujucich tabulkach (Tab. 2, Tab. 3).

Tab. 2: Stipcova chromatografia vytrepku J, z E. californica

Oznacenie vzorky J> (jodidy kvartérne bazické, pH~=9)
Hmotnost’ a popis vzorky 5,8 g; tmavohneda, pevna
Druh a mnozstvo adsorbentu Oxid hlinity neutrdlny, 0,1 - 0,2 mm, 400 g,

deaktivovany 5 % vody
Vrstva s extraktom 4,2 x7 cm
Deliaca vrstva 4,2 x 36 cm
Frakcia (ml) / doba prietoku (min.) 100 ml / 15 mintt
Mrtvy objem 500 ml

Tab. 3: Vysledky stipcovej chromatografie

Spojené ) . Hmotnost’
Frakcia Elu¢ny systém Popis
frakcie odparku
1-5 1-5 CHCl3 Cira, neobsahuje alkaloidy 0 g
6-11 6-11 CHCI; ZltooranZova olejovitd hmota  (,4759 g
12-18 12-18 CHCI; Zltooranzova olejovita hmota  0,0437 g
19-21 19-21 CHCI; Zltooranzova olejovita hmota 0,1065 g
22 -30 22 - 30 CHCI; Zlta olejovitd hmota 0,1534 g
31-38 31-38 CHCls 714 olejovitd hmota 0,3812 g
39-50 39-50 CHCl; Z1t4 olejovita hmota 0,5694 g
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Spojené Hmotnost’

) Frakcia Elu¢ny systém Popis
frakcie odparku
51-60 51 -60 CHCl3 Z1t4 olejovita hmota 0,6155 g
61 — 88 CHCl3 Z1t4 olejovita hmota
61— 92 G L, 1,0947 g
89 — 92 CHCI3; + EtOH (95:5) Zlta olejovita hmota

93-95 93-95 CHCI3; + EtOH (95:5) Oranzova olejovita hmota 0,8738¢g
96 — 105 CHCI3 + EtOH (95:5) Oranzova olejovita hmota

96 — 110 o 1,2407 g
106 — 110 CHCI3+ EtOH (90:10) Hneda olejovita hmota
111 -113 CHCI3+ EtOH (80:20) Hneda olejovita hmota

111-120 114-116 CHCI3+ EtOH (75:25)  Hnedocervena olejovita hmota  0,0427 g
117 -120 CHCI3+ EtOH (70:30) Hneda olejovita hmota

4.3.4. Spracovanie frakcii ¢. 6 — 11

Frakcie ¢. 6 — 11 boli na zéklade zhodnych vysledkov tenkovrstvovej chromatografie
spojené a podrobené krystalizacii za zniZenej teploty zo zmesi chloroform — hexan. Vzniknuté
krystaliky boli oddekantované a niekolkokrat premyté etanolom. Po rozpusteni v chloroforme
boli za Gelom odstranenia mechanickych necistot prefiltrované cez vrstvicku Al,O3. Biele
krysStaliky ziskané rekryStalizdciou z etanolu boli néasledne oddekantované a vysuSené
v exsikatore. Cistota izolovanej latky bola overena pomocou TLC za pouzitia mobilnej fazy S1.
Cista latka o hmotnosti 0,1372 g bola uloZena pod oznadenim LB1 a za Gelom identifikacie

nasledne podrobena $truktirnej analyze (MS a NMR).

4.3.5. Spracovanie frakeii €. 22 — 38

Frakcie ¢. 22 — 30 boli na zaklade zhodnych vysledkov TLC spojené. Na izolaciu Cistého
alkaloidu bola vyuzita preparativna tenkovrstvova chromatografia za pouzitia Al,O; ako
stacionarnej fazy a zmesi rozpustadiel (CHCIl; + EtOH + EtNH v pomere 97:3:1) ako vyvijacej
sustavy. 150 mg odparku z frakcii ¢. 22 — 30 bolo rozpustenych v chloroforme a nanesenych
na tri chromatografické dosky. Vyvijanie kazdej dosky trvalo priblizne 20 — 25 mintt a bolo

uskutonené dvakrat. Vysledok preparativnej tenkovrstvovej chromatografie je schematicky
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znazorneny na obrazku ¢. 14. Na zaklade UV detekcie bola izolovana strednd zona. Vyskrabnuté
stacionarna faza bola premyta chloroformom a prefiltrovana cez vrstvu Al,Os. Filtrat bol
odpareny a nasledne opit rozpusteny v chloroforme za mierneho zahriatia. Rekrystalizaciou
z etanolu, zdekantovanim a vysuSenim v exsikatore boli ziskané kryStaly Cistej latky, ktoré boli

ulozené pod oznacenim LB2.

Spojené frakcie ¢. 31 — 38 boli podrobené rovnakému spracovaniu ako frakcie ¢. 22 — 30.
Bolo vyvinutych celkom 7 dosiek za pouzitia 350 mg odparku danych frakcii. KrysStaly
izolovaného alkaloidu boli po preukazani totoznosti spojené s alkaloidom izolovanym z frakcii
¢. 22 — 30 . Celkom sa podarilo ziskat’ 0,0457 g Cistej latky, ktora bola ulozena pod spoloc¢nym

oznacenim LB2 a nasledne podrobena Struktirnej analyze.

Izolovana
|~ vrstva

Obr. 14: Preparativna tenkovrstvova chromatografia frakcii ¢. 22 — 30

4.3.6. Spracovanie frakeii €. 93 — 95

Frakcie €. 93 — 95 boli na zdklade zhodnej TLC spojené. Odparok tychto spojenych frakcii
bol za tepla rozpusteny v chloroforme a pridanim etanolu podrobeny krystalizacii. Vzniknuté
krystaly boli oddekantované, niekol'’kokrat premyté etanolom a znovu rozpustené v chloroforme.

Z dovodu odstranenia mechanickych necistot boli prefiltrované cez vrstvicku  Al,Os.
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Rekrystalizaciou z etanolu vznikli kryStaly, ktoré boli oddekantované, vysusené v exsikatore
anasledne zvazené (0,0829 @) aulozené pod oznafenim LB3. Za ucelom Struktrne;

identifikacie izolovanej latky bola uskuto¢nena NMR a MS analyza.
4.4, Urcenie Struktury izolovanych latok

4.4.1. Meranie hmotnostného spektra (MS)

Hmotnostné spektra (MS) boli merané na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iénova
pasca, ionizacia elektrosprejom v kladnom mode (ESI+). MS/MS spektra boli merané

pri koliznej energii 40 eV.

4.4.2. Meranie NMR spektra

NMR spektra boli merané na spektrometre Varian Inova 500 s pracovnou frekvenciou
499,9 MHz pre *H a 125,7 MHz pre *C jadra. *C NMR spektra boli merané v Smm SW
Sirokopasmovej sonde, 'H a vietky D spektrd v inverznej Smm ID PFG sonde s vyuZitim

Standardnych pulznych sekvencii. Merania boli uskutociiované pri 25 °C v deuterochloroforme.

Hodnoty chemickych posunov st v ppm a su vztiahnuté k vnitornému Standardu
(hexametyldisilan, 0,04 ppm, v 'H spektrach) alebo k signalu solventu (76,99 ppm, v *C
spektrach).

4.5. Stanovenie inhibi¢nej aktivity izolovanych alkaloidov vo¢i

erytrocytarnej AChE a sérovej BuChE

4.5.1. Podmienky merania

Experimenty boli uskuto¢nené za nasledujiacich podmienok:

- pri teplote 37 °C
- Vv prostredi fosfatového pufru (pH 7,4)
- pri vlnovej dizke spektrofotometra 436 nm

-V mikrotitratnych dostickéach
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4.5.2. Priprava erytrocytarnych puzdier

Erytrocytarne puzdra boli pripravené z Cerstvo odobratej krvi, ku ktorej bol pridany 1 ml

citratu sodného na 10 ml krvi podla mierne upravenej metody Stecka a Kanta .

Plazma
(HuBuChE) bola odstranena z plnej krvi centrifugaciou pri rychlosti 4000 ot./min. za pouzitia
centrifigy Boeco U-32R srotorom Hettich 1611. Erytrocyty boli premiestnené do 50ml
skamaviek a trikrat premyté SmM fosfatovym pufrom (pH 7,4) obsahujicim 150 ml chloridu
sodného (12000 ot./min., Avanti J-301, rotor JA-30.50). Premyté erytrocyty boli miesané s 5SmM
fosfatovym pufrom (pH 7,4) po dobu 10 minat, ¢im doSlo kich lyze. Nasledne boli
centrifugované rychlostou 20 000 ot./min. a vzniknuté puzdra (HUAChE) boli trikrat premyté

fosfatovym pufrom.

4.5.3. Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity ( hodnoty 1Csp)

Hodnoty 1Csp boli stanovené pomocou Ellmanovej spektrofotometrickej metddy s pouzitim
5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny (DTNB) ®. Ako substraty boli pouzité estery
thiocholinu, ktoré su cholinesterazami Stiepené na thiocholin a prislusna kyselinu. SH-skupina
thiocholinu sa naviaze na DTNB za vzniku Zlto sfarbeného produktu, ktory sa stanovuje
spektrofotometricky pri vinovej dizke 436 nm. Sleduje sa narast absorbancie za jednu minutu.
Hodnoty ICsp boli vypocitané z nameranych hodndt poklesu aktivity acetylcholinesterazy alebo
butyrylcholinesterazy nelinearnou regresiou v programe GraphPaD Prism (verzia 3.02
pre Windows; vyrobca Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky boli porovnané
s hodnotami ICsy znamych inhibitorov cholinesteraz: galantaminom (ICsp HUAChE = 1,710 +
0,065 uM, HuBuChE = 42,30 + 1,30 uM) a huperzinom A (ICso HUAChE = 0,033 + 0,001 uM,
HuBuChE >1000 uM). % | (inhibicia) bola pocitana podla vzorca %I = 100-(AAg /AAsa)*100,
kde AAg. je narast absorbancie slepej vzorky za 1 minutu a AAsa je ndrast absorbancie meranej

vzorky.

4.6. Stanovenie antioxidacnej aktivity (ECsg) izolovanych alkaloidov

Antioxidac¢na aktivita bola testovana in vitro DPPH testom. Metoda je zalozena na reakcii
stabilného 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) so vzorkou. Znizenie absorbancie DPPH
meranej pri 525 nm je zavislé od koncentracie antioxidantu v sledovanej vzorke. Antiradikalova

aktivita vzoriek bola vyjadrena ako 50% ucinnd koncentracia (ECsg), ktora bola vypocitana
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pomocou programu GraphPad Prism 3.02 a bola porovnana so znamymi antioxidantmi:
kvercetinom ECso = 11,11 + 0,25 uM, kyselinou askorbovou ECsp = 51,15 + 3,27 uM a troloxom
ECso = 20,45 + 1,31 uM.
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5. VYSLEDKY

Na zéklade vysledkov MS a NMR $tadii a porovnania dat s literaturou boli izolované latky
identifikované ako allokryptopin (LB1), (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid (LB2)
a kalifornidin (LB3). Kompletné Strukturne analyzy allokryptopinu a kalifornidinu je mozné

najst’ v mojej diplomovej praci 2.

5.1. Struktirna analyza (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-

metyljodidu

5.1.1. MS stadie (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu

ESI-MS m/z 354.2 [M]" (100). MS/MS m/z 339 [M-CHs]* (112), 309 [M-+H-CH3-OCHs]"
(100), 294 (8), 278 (26).

F:\Lucie\Lucka 91 09/30/07 02:17:51 PM Lucka 91

Lucka 91 #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 268E7
T: + ¢ Full ms [ 100.00-600.00]
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Obr. 15: MS spektrum (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu
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F:\Lucie\LLC 22 MS2 354 06/26/07 10:54:29 AM E.C. Kv. zona C MS2 354
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Obr. 16: MS/MS spektrum (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu

5.1.2. NMR studie (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu

Struktura izolovanej latky bola uréena na zaklade interpretacie ‘H- a B3C-NMR spektier a

ich porovnania s datami v literatire o4

Obr. 17: Struktira (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu
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5.1.2.1. *H-NMR spektrum (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu
'H NMR (3, CDCI3, 25°C):

6.89 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-9); 6.82 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-10); 6.76 (1H, s, H-1); 6.47 (1H, s, H-
4): 5.95 2 5.92 (2 x 1H, s, -OCH2-); 5.50 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-12); 5.04 (1H, d, J = 4.8 Hz, H-
6); 4.03 (3H, s, OCH3-7) 3.86 (3H, s, - OCH3-8); 3.78 (1H, dd, J = 17.4, 4.8 Hz, H-11a); 3.58
(3H, s, N-CH3), 3.56 (3, s, N-CH3), 3.55 (1H, dd, J = 17.4, 4.8 Hz, H-5a); 3.07 (2H, d, J = 17.4
Hz, H-5b, H-11b)

5.1.2.2. *C-NMR spektrum (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu
B3C NMR (5, CDCI3, 25°C):

151.8 (C-8), 149.8 (C-2), 148.5 (C-3), 145.7 (C-7), 125.3 (C-6a), 124.8 (C-12a), 124.4 (C-10),
120.4 (C-4a), 119.4 (C-10a), 112.9 (C-9), 108.3 (C-4), 107.6 (C-1), 101.8 (-OCH,0-), 65.4 (C-
12), 62.6 (C-6), 62.0 (OCH3-7), 56.1 (OCH3-8), 51.0 (N-CH3), 51.0 (N-CHs), 33.6 (C-11), 32.5
(C-5).

5.2. Inhibi¢na aktivita vo¢i HuAChE a HUBuUChE

Izolované alkaloidy boli podrobené testovaniu ich inhibi¢nej aktivity voci l'udskej
erytrocytarne] acetylcholinesteraze a sérovej butyrylcholinesteraze. Vysledky hodnotenia su
uvedené v nasledujtcej tabulke (Tab. 4) a znazornené na nasledujucich obrazkoch (Obr. 18,

Obr. 19, Obr. 20).

Tab. 4: In vitro inhibi¢na aktivita izolovanych alkaloidov vo¢i HUAChE a HUBUChE

|C5o (uM)a
Latky

HUAChE HuBuChE

Allokryptopin 1144 £ 32 655+ 12
(-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid 148,2 + 8,5 >1000
Kalifornidin 69,9+29 >1000

Galantamin” 1,710 + 0,065 42,30 + 1,30

Huperzin A 0,033 £ 0,001 >1000

#Kazdé meranie bolo opakované trikrat

b Referencnd latka
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Obr. 18: Inhibi¢na aktivita allokryptopinu
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Obr. 19: Inhibi¢na aktivita (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodidu
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Obr. 20: Inhibi¢na aktivita kalifornidinu
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5.3. Antioxida¢na aktivita

U izolovanych alkaloidov bola testovana aj ich antioxidac¢né aktivita. Vysledky hodnotenia

st uvedené v nasledujicej tabul’ke (Tab. 5).

Tab. 5: Antioxidacna aktivita izolovanych alkaloidov

Latky ECso (LM)°
Allokryptopin >1000
(-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid >1000
Kalifornidin >1000

Kvercetin 11,11 +0,25

Kyselina askorbova " 51,15+ 3,27

Trolox” 20,45+ 1,31

# Kazdé meranie bolo opakované trikrat

b Referenéna latka
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6. DISKUSIA

Predmetom tejto rigoréznej prace bolo spracovanie bazického vytrepku kvartérnych
alkaloidov vo forme jodidov z Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Za pouzitia
beznych izolacnych a chromatografickych metdd boli izolované tri alkaloidy v Cistej forme.
Zaucelom Strukturnej identifikacie izolovanych latok boli vSetky tri alkaloidy podrobné MS

a NMR analyze a nasledne tiez testovaniu ich biologickej aktivity.

Prvy izolovany alkaloid, oznaceny LBI1, bol na zdklade vysledkov Strukturnej analyzy
a porovnania dat s literatrou identifikovany ako allokryptopin. Allokryptopin je terciarny
izochinolinovy alkaloid protopinovej Struktury, ktory sa vyskytuje v mnohych rodoch celade
Papaveraceae (napr. Chelidonium spp., Eschscholtzia spp., Glaucium spp. %), Fumariaceae (napr.
Corydalis spp. ), tiez v &el'adi Ranunculaceae (napr. Thalictrum spp. *) a Berberidaceae (napr.
Berberis densiflora '2). Pritomnost’ tohto terciarneho alkaloidu vo frakeii kvartérnych alkaloidov
mozno vysvetlit' tak, Ze pri priprave vytrepku terciarnych alkaloidov sa nepodarilo vSetok
allokryptopin vytrepat’.

Druhym izolovanym alkaloidom, ozna¢enym LB2, bol (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-
metyljodid, ktorého totoznost' bola urena na zaklade MS a NMR analyzy a porovnania
ziskanych dat s literatirou. Je to kvartérny izochinolinovy alkaloid pavinanového typu, ktory bol
po prvy krat z tejto rastliny izolovany v roku 2006 S. Gafnerom a spol. * Z iného rastlinného

druhu zatial’ izolovany nebol.

Alkaloid oznaceny ako LB3 bol na zéklade vysledkov Struktarnej analyzy a porovnania dat
s literatirou identifikovany ako kalifornidin. Ide taktiez o kvartérny izochinolinovy alkaloid
pavinanovej Struktury, ktory bol z tejto rastliny v minulosti izolovany uz niekolkokrat 3164,
Izolovat' sa ho podarilo aj zinych druhov rodu Eschscholtzia, konkrétne z Eschscholtzia
douglasii (HOOK. et ARN.) WALP. a z Eschscholtzia glauca GREENE *. Nie je zname, 7e by

bol izolovany aj zo zastupcov inych rodov, preto je pre rod Eschscholtzia povazovany

za unikatny.

Vsetky tri izolované alkaloidy boli podrobené testovaniu ich inhibi¢nej aktivity voci
erytrocytdrnej HuAChE a sérovej HuBuChE. Inhibi¢nd aktivita bola hodnotena pomocou
Ellmanovej spektrofotometrickej metoédy S pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny

(DTNB). Ako referencné latky boli pouzité dva zname inhibitory AChE, galantamin a huperzin

o1



A. Testovanie bolo uskuto¢nené na pristroji Reader SynergyTM zaru¢ujucom meranie

pri standardnych podmienkach.

Hodnota ICsp allokryptopinu stanovena pre HUAChE bola 114,4 + 3,2 uM a pre HuBUChE
655 + 12 uM. V porovnani s pouzitymi Standardmi (galantamin: 1Cso (HUAChE) = 1,710 + 0,065
uM, ICsp (HUBUChE) = 42,30 £ 1,30 uM, huperzin A: ICso (HUAChE) = 0,033 £+ 0,001 uM, ICs
(HuBuChE) >1000 uM) st namerané hodnoty allokryptopinu vyrazne vyssie. Tieto hodnoty sa
lisia od hodndt nameranych pomocou spektrofotometra, ktoré st uvedené v mojej diplomovej
praci (ICso (HUAChE) = 250 + 22,2 uM, ICso (HUBUChE) = 530 + 28,2 uM). Vysvetlenim moZe
byt pouzitie iného meracieho pristroja umoznujiiceho meranie za konstantnej teploty. Inhibi¢na
aktivita allokryptopinu sa vSak v oboch pripadoch javi ako nedostatocna a tato latka nemédze byt

povazovana za perspektivne lieCivo v terapii AD.

Pre (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid boli namerané hodnoty 1Csy (HUAChE)
= 148,2 £ 8,5 uM a ICsp (HuBUChE) >1000 uM. Inhibi¢na aktivita tejto latky vo¢i HUAChE je
nizka a vo¢i HuBuChE tplne zanedbatel'na. Napriek tomu, Ze sa jedna o latku kvartérneho
charakteru, u ktorych obvykle byva inhibi¢na aktivita zaujimava, nami namerané hodnoty ICsg
st pomerne vysoké a (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid sa preto nejavi ako latka
potencidlne vyuziteI'na v liecbe AD.

Inhibiéné hodnoty stanovené pre kalifornidin boli ICsy (HUAChE) = 69,9 + 2,9 uM a ICs
(HuBuChE) >1000 puM. Inhibi¢na aktivita kalifornidinu vo¢i AChE bola testovana uz skor (61%
inhibicia AChE pri koncentracii 10 pM 3. Zdrojom enzymu vSak neboli puzdra l'udskych
erytrocytov, ale elektricky uhor, preto ziskané vysledky nie je moZzné uspokojivo porovnat.
Hodnoty 1Csq kalifornidinu uvedené v mojej diplomovej praci (ICso (HUAChE) = 36,7 + 0,9 uM,
ICs0 (HUBUChE) >1000 uM) sa od vyssie uvedenych hodnét lisia len mierne. Vysvetlenim moze
byt uz spomenutd zmena sposobu merania. Inhibi¢na aktivita kalifornidinu vo¢i HuAChE sa zda
byt relativne dobra, limitujacim faktorom jeho pouzitia je vSak kvartérny charakter jeho
molekuly, ¢im je zna¢ne obmedzeny prechod hematoencefalickou bariérou atym aj jeho
pdsobenie v mozgu. Ani u tejto latky preto nemozno predpokladat’ vyznamné uplatnenie v terapii

AD.

Na zaklade predpokladu, ze vyznamnu tlohu v patogenéze AD zohrava aj oxidacny stres
avolné kyslikové radikaly, boli vSetky tri izolované alkaloidy podrobené aj testovaniu ich

antioxidacnej aktivity (DPPH test). U Ziadnej z tychto latok nebola preukazana terapeuticky
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vyznamna antioxidac¢na aktivita, nakol’ko hodnoty ECsy vSetkych troch testovanych latok boli

vyssie nez 1000 uM.
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EBM
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HEB
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IC
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min.

8. ZOZNAM SKRATIEK

Alzheimerova choroba
acetylcholinesteraza

amyloidovy prekurzorovy protein
butyrylcholinesteraza

kapilarna elektroforéza

centralny nervovy systém
cytochrém P
2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl
5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Eschscholtzia californica
Eschscholtzia douglasii
Eschscholtzia glauca
Eschscholtzia lobbii

Eschscholtzia oregana

medicina zaloZena na dokazoch (evidence based medicine)

ucinnd koncentracia

y-aminomaslova kyselina

plynova chromatografia
hematoencefalickd bariéra

vysokoucinna kvapalinova chromatografia
I'udské acetylcholinesteraza

I'udska butyrylcholinesteraza

inhibi¢né koncentracia

inhibitor cholinesterazy

minuta
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MS
NMDA
NMR
Obr.

ot.
SNRI
SSRI
Tab.
TLC

Vit.

hmotnostna spektrometria

N-metyl-D-aspartat

nukledrna magneticka rezonancia

obrazok

otacka

inhibitory spédtného vychytavania serotoninu a noradrenalinu
selektivne inhibitory spidtné¢ho vychytavania serotoninu
tabul’ka

tenkovrstvova chromatografia

vitamin
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra: Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Mgr. Lucia Bednatikova

Konzultant: Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Nazov rigordznej prace: Biologicky aktivni metabolity rostlin VII. Alkaloidy Eschscholtzia

californica CHAM. a jejich biologicka aktivita

Predmetom rigordznej prace bolo spracovanie bazického vytrepku kvartérnych alkaloidov
vo forme jodidov z Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). Pomocou beznych
chromatografickych metdd boli izolované tri alkaloidy v Cistej forme, ktoré boli nasledne
podrobené S$truktirnej analyze (MS a NMR §tidie). Prvou izolovanou latkou bol terciarny
alkaloid allokryptopin, druha izolovana latka bola identifikovana ako kvartérna baza (-)-7-O-
metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid, tretim izolovanym alkaloidom bola kvartérna baza
kalifornidin. Vsetky tri alkaloidy boli z E. californica uz v minulosti izolované.

VSsetky izolované latky boli testované na ich inhibi¢nt aktivitu voci 'udskej erytrocytarnej
acetylcholinesteraze (HuAChE) aTludskej sérovej butyrylcholinesteraze (HuBuUChE).
Pre allokryptopin boli namerané hodnoty ICso (HUAChE) = 114,4 + 3,2 uM a I1Cso (HuBUChE) =
655 + 12 uM. Inhibi¢né hodnoty ziskané pre (-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid boli
ICso (HUAChHE) = 148,2 + 8,5 uM a I1Csp (HuBUChE) >1000 uM. U kalifornidinu boli namerané
hodnoty ICsy (HUAChE) = 69,9 = 29 uM a ICsyp (HuBUChE) >1000 uM. V porovnani
S pouzitymi pozitivnymi Standardmi galantaminom a huperzinom A boli latky allokryptopin a
(-)-7-O-metyl-éterneokaryachin-N-metyljodid len malo aktivne. Inhibi¢na aktivita kalifornidinu
vo¢i HUAChE bola o nieco priaznivejsia, limitujacim faktorom je vSak kvartérny charakter jeho
molekuly obmedzujaci prechod hematoencefalickou bariérou. Ziadna z testovanych latok sa teda
nejavi ako perspektivna latka vyuzite'na v terapii Alzheimerovej choroby.

U vSetkych troch latok boli uskuto¢nené aj testy ich antioxidacnej aktivity. Dosiahnuté
hodnoty ECsy boli vo vSetkych pripadoch vyssie nez 1000 uM. Tieto latky teda nevykazuju

Ziadnu terapeuticky vyznamnu antioxida¢nu aktivitu.

Klucové slova: Eschscholtzia californica  CHAM., izochinolinové alkaloidy,

acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, Alzheimerova choroba.
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The aim of the thesis was to process the alkaline fraction of quaternary alkaloids in the
form of their iodides from Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae). By means of
common chromatographic methods three alkaloids were isolated in pure form and subsequently
subjected to structural analysis (MS and NMR studies). The first isolated substance was a tertiary
alkaloid allocryptopine, the second one was identified as a quaternary base (-)-7-O-methyl-
etherneocaryachine-N-methiodide and the third one was a quaternary base californidine. All
the isolated alkaloids have previously been isolated from E. californica.

The isolated substances were tested for their inhibitory activity against human erythrocyte
acetylcholinesterase (HUAChE) and human plasma butyrylcholinesterase (HuBuChE). The
measured values for allocryptopine were ICso (HUAChE) = 114.4 + 3.2 uM and 1Cso (HuBUChE)
= 655 + 12 uM. The values for (-)-7-O-methyl-etherneocaryachine-N-methiodide were 1Cs
(HUAChE) = 148.2 + 8.5 uM and 1Cso (HUBUChE) >1000 puM. Californidine’s values were 1Cs
(HUAChE) =69.9 + 2.9 uM and 1Cso (HuBUuChE) >1000 uM. In comparison to the used positive
controls galanthamine and huperzine A the allocryptopine and (-)-7-O-methyl-
etherneocaryachine-N-methiodide were only little active. Although the inhibitory activity of
californidine against HUAChE was more promising the limiting factor is its quaternary structure
which restricts the transport through the blood-brain barrier. Therefore none of the tested
substances can be considered as a potential substance in Alzheimer’s disease treatment.

All three isolated alkaloids were also subjected to studies of their antioxidant activity. The
resulting ECsp values were higher than 1000 uM in all cases. Therefore these substances do not

show any therapeutically significant antioxidant activity.
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