UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKEJ BOTANIKY A EKOLOGIE

DIPLOMOVA PRACA

Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a jejich biologicka aktivita

vztazenad k Alzheimerovej chorobé II.

Alkaloids of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) and their biological
activity related to Alzheimer’s disease II.

Veduci katedry: doc. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.
Veduci diplomovej prace: PharmDr. Jakub Chlebek, Ph.D.
Hradec Kralové, 2017

Marta Cakurdova



Tymto by som sa chcela podakovat predovsetkym PharmDr. Jakubovi Chlebkovi, Ph.D.
za odborné vedenie celej mojej prace, za poskytnuté cenné rady a materidly
pri vypracovani diplomovej prace, za obetavy pomoc, a taktiez za trpezlivost pri praci
v laboratériu. Dalej doc. PharmDr. Jifimu Kune3ovi, Ph.D. za zmeranie a interpretaciu
NMR spektier aidentifikdciu jednotlivych alkaloidov. Prof. RNDr. Lubomirovi
Opletalovi, CSc. za zmeranie biologickej aktivity jednotlivych alkaloidov. Podakovanie
patri aj celému kolektivu na Katedre farmaceutickej botaniky a ekolégie, za pomoc

a skvelé podmienky pri praci.



,Prehlasujem, Ze tato praca je mojim pévodnym autorskym dielom. Vsetka literatara
a dalSie zdroje, z ktorych som pri spracovani Cerpala, su uvedené v zozname pouzitej
literatury a v prdci su riadne citované. Praca nebola pouzZitd k ziskaniu iného alebo

rovhakého titulu.”

V Hradci Kralové, 2017

PODPIS



OBSAH

Prehlad obrazkov

Prehlad tabuliek

Zoznam pouzitych skratiek

1. UvoD

2. Ciel diplomovej prace

3. Teoreticka ¢ast

3.1  Alzheimerova choroba

3.1.1 Epidemioldgia

3.1.1.1 Formy Alzheimerovej choroby

3.1.2 Diagnostika Alzheimerovej choroby
3.1.3 Rizikové faktory

3.1.4 Symptémy Alzheimerovej choroby

3.1.5 Neurobiologické zmeny pri Alzheimerovej chorobe

3.1.5.1 Makroskopické zmeny AD
3.1.5.2 Mikroskopické zmeny AD

3.1.5.2.1 Senilné plaky

3.1.5.2.2 B-Amyloid
3.1.5.2.3 Neuronalne klbka

3.1.5.2.4 Apolipoprotein E

3.1.5.2.5 Oxidacny stres

3.1.5.2.6 Dalie pdsobenia

3.1.6 Farmakoterapia Alzheimerovej choroby
3.1.6.1 Acetylcholin

3.1.6.2 Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza

3.1.6.2.1 Donepezil

3.1.6.2.2 Rivastigmin
3.1.6.2.3 Galanthamin

3.1.6.2.4 Huperzin A

3.1.6.3 Antagonisti NMDA-receptorov
3.1.6.3.1 Memantin

3.1.6.4 Doplnkova liecba

10

12

14

15

15
15
15
16
17
17
18
18
19
19
19
21
21
21
22
23
23
24
25
25
26
26
27
27
27



3.1.6.4.1 Ginkgo biloba L.
3.1.6.4.2 Nootropika
3.1.6.4.3 Volné kyslikové radikaly
3.1.6.4.4 Protizapalové latky a estrogény
3.1.6.5 Nové perspektivy lieCby
3.1.6.5.1 Antiamyloidna terapia
3.1.6.5.2 Inhibitory t-agregacie
3.1.6.5.3 Pasivna a aktivna imunizacia
3.1.6.5.4 Inhibicia prolyloligopeptidazy
3.1.6.5.5 Chemoterapeutika

3.2 Papaver rhoeas L. (Papaveracea)

3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.2.5
3.2.6
3.2.7
3.2.8

3.2.8.1 Rhoeadinovy typ
3.2.8.2 Protoberberinovy typ
3.2.8.3 Protopinovy typ
3.2.8.4 Aporfinovy typ

4. Experimentalna Cast

4.1  Materidl a vybavenie

4.1.1
4.1.2
4.1.3
4.1.4
4.1.5
4.1.6

4.2  Vseobecné postupy prdce

42.1
4.2.2
4.2.3

Taxonomické zaradenie

Celad Papaveraceae

Morfologicky popis rastliny Papaver rhoeas L.

Zber a susenie Papaver rhoeas L.
Ucinky Papaver rhoeas L.

Otrava spOsobend Papaver rhoeas L.

Obsahové latky Papaver rhoeas L.

Isochinolinové alkaloidy

Rozpustadla a chemikalie

Pomocné latky
Detekcné Cinidla

Chromatografické adsorbenty

Pristrojové vybavenie

Sustavy na vyvijanie

Priprava a Cistenie rozpustadiel

Odparovanie extraktov a frakcii
Susenie a skladovanie frakcii a izolovanych cistych latok

28
28
28
29
29
29
30
30
30
32

33
33
34
34
35
35
36
37
37
37
38
40
41

43

43
43
43
43
44
44
44

45
45
45
45



4.2.4 Priprava dosiek pre preparativnu tenkovrstevnu chromatografiu -----------

4.2.5 Chromatografické metédy

4.2.5.1 Stipcova chromatografia
4.2.5.2 Tenkovrstevna chromatografia

4.2.6 Struktirna analyza

4.2.6.1 GC-MS analyza

4.2.6.2 NMR analyza
4.2.6.3 Opticka otacavost

4.2.6.4 Teplota topenia

4.3  Izoldcia alkaloidov

4.3.1 Po6vod rastlinného materidlu

4.3.2 Priprava alkaloidného extraktu

4.3.3 Stlpcova chromatografia alkaloidného extraktu

4.3.4 Separacia a Cistenie alkaloidov z frakcie ¢. 1 (20-27; 440 mg)-----------------

4.4  Stanovenie biologickej aktivity

4.4.1 Stanovenie cholinesterazovej aktivity
4.4.1.1 Chemikalie

4.4.1.2 Pufre

4.4.1.3 Biologicky material

4.4.1.4 Ziskanie erytrocytarnej AChE a BUChE z plazmy
4.4.1.5 Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity (ICso)
4.4.2 Stanovenie inhibicie prolyloligopeptidazy

4.42.1 Chemikalie

4.42.2 Stanovenie POP

5. Vysledky

5.1  Strukturna analyza

5.1.1 (—)-Stylopin (MC-1)

5.1.1.1 NMR analyza
5.1.1.2 GC-MS analyza

5.1.1.3 Opticka otacavost

5.1.1.4 Teplota topenia

5.1.2 (+)-Rhoeadin (MC-2)
5.1.2.1 NMR analyza

5.1.2.2 GS-MS analyza

5.1.2.3 Opticka otacavost

45
45
46
46
46
46
47
47

48
48
48
49
50

51
51
51
51
52
52
53
55
55
55

56

56
56
56
58
59
59
59
59
61
62



5.1.2.4 Teplota topenia
5.2 Vysledky inhibicnych aktivit izolovanych alkaloidov

Diskusia

Abstrakt

Abstract

Pouzita literatura

62
62

63

65

66

67



PREHLAD OBRAZKOV

Obr. 1 struktura B-amyloidU .....cccuuiieiiiiiieecrieee e s e e e e e s 20
Obr. 2 metabolizmus acetylcholiNUZL.........c.oooiiieeeececeeeeee e 23
ODBr. 3 PAPAVEL FTROCAS L. .....eeeeeeeiieii ittt ettt e s e e s e e e e e s s 33
Obr. 4 Rhoeadinoveé alkaloidy.........ceeiiiiiiiiiiiiee et 38
Obr. 5 Protoberberinové alkaloidy ..........ccoeciiieeicciiiee e 39
Obr. 6 ProtopinoVeé alkaloidy .........eeeiieiiiieiiiiiie e e 41
Obr. 7 Aporfinoveé alkaloidy ........c.ueeeiieiiiie e 42
Obr. 8 Hromadné TLC spojenych frakcii alkaloidného extraktu........ccccceveeeeevccnniennn.... 50
Obr. 9 TLC frakcia 20-27 alkaloidného extraktu ........c.ccceeeerieeiieniienienieeeeeeesee e 50
Obr. 10 Struktlira (—)-StylOPINU....c.cvveeeecececicececeeeeeceeeeeee ettt s e 56
Obr. 11 INMR spektrum (—)-StYlOPiNU ...c..ccveceecriireereeireceecre ettt et eereeeeereene e 57
Obr. 12 13C NMR spektrum (—)-StylOpinU.......cccccveeeeereeieeeereeeeeeeeeeeeeeeecee e 58
Obr. 13 El spektrum (—)-StylOPinU....cccuieiiiiiiiee e 58
Obr. 14 StrUKEUra (4)-r0ATINU .....veveeeeeeeeeeee ettt ettt e et et ee e ee e eeeeeeens 59
Obr. 15 INMR spektrum (+)-rhoadiNU..........cccocviviiiieeiciecricete et 60
Obr. 16 13C spektrum (+)-rh0adiNU........c.cccueeriiieiiiicriccreceecte ettt eaeeae 61
Obr. 17 El spektrum (+)-rho@adinu .........cooeeciiriiiiieieecceeeee e 61



PREHLAD TABULIEK

Tabulka €. 1 Parametre KOIONY ......c.uuiii ittt e s s saaae e 49
Tabulka €. 2 Spojené frakcie alkaloidného extraktu.........cccceeeeiiieieeiiiieeccceee e 49
Tabulka €. 3 Cholinesterazova a antioxida¢na aktivita Standardnych latok................... 54
Tabulka €. 4 Vysledky inhibi¢nych aktivit izolovanych alkaloidov.........ccccoccvveviiniiiennnnn. 62



ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AB B-amyloid

AD Alzheimerova choroba (Alzheimer Disease)
Ach acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AMK aminokyselina

ApoE apolipoprotein E

APP amyloidny prekurzorovy protein

BuChE butyrylcholinesteraza

Ca** kanaly  vdapenaté kanaly

CNS centralna nervova sustava
COX-2 cyklooxygenaza-2

CSF cerebrospinalna tekutina
GABA y-aminomaslova kyselina
ChAT cholinacetyltransferaza

IL-1 interleukin-1

IL-2 interleukin-2

IL-6 interleukin-6

IChE inhibitor cholinesteraz
IAChE inhibitor acetylcholinesteraz
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MMSE

NMDA

NO

PET

PGE2

PS-1

PS-2

SPECT

TNF-a

VNS

Mini-Mental-State-Examination
N-methyl-D-aspartat

oxid dusnaty

pozitrénovd emisnd tomografia
prostaglandin 2

presenilin 1

presenilin 2

jednoproténova emisna tomografia
tumor nekrotizujuci faktor a

vegetativny nervovy systém
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1. UVOD

Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) sa demencia Alzheimerovho typu
radi medzi 10 hlavnych smrtefnych ochoreni. So zvySujucim sa vekom obyvatelstva
riziko vzniku Alzheimerovej choroby narastd. Statistika zo zapadnych krajin informuje,
Ze Alzheimerovou chorobou trpi priblizne 1% ich obyvatelov, a tomuto ochoreniu

pripisuju Stvrté miesto najcastejsich pricin smrti.t

Alzheimerova choroba je zavainé degenerativne onemocnenie, ktoré
neovplyviiuje len osoby, ktoré fiou trpia, ale ovplyviiuje aj pribuzné osoby a priatelov.
Alzheimerova choroba zadina pomaly a nenapadne, prejavuje sa znizenou schopnostou
pamate a kognitivnych funkcii, ktoré sa postupne zhorsuju. Alzheimerova choroba sa
neda vyliecit, méZzeme len zmierniovat a spomalovat jej progresiu. Zlatym Standardom
liecby Alzheimerovej choroby su inhibitory cholinesteraz (IChE) a antagonisti NMDA
receptorov. SU to postupy farmakoterapie zalozené na dokazoch. V sucasnosti je
spektrum IChE uUzke, pouZiva sa donepezil, rivastigmin, galanthamin. V minulosti sa
pouzival ajtakrin, ale kvoli jeho neziaducim ucinkom (hepatotoxicite) bol z liecby
vyradeny. DalSou latkou je memantin, ktory patri medzi antagonistov NMDA
receptorov. Ako perspektivna latka sa javi huperzin A, ktory je terapeuticky pouzivany
v Cine, ale v Eurdpe a USA sa stale nachadza v klinickej fazy sku$ania. V stcasnosti sa
skima Siroka skala dalSich postupov farmakoterapie, ale tieto postupy nie su
momentalne dostatocne zaloZené na dokazoch. K tymto postupom patri ovplyviiovanie
ukladania  AB, blokdcia agregacie t-proteinu, imunizdcia ¢i  inhibicia

prolyloligopeptidazy.

Mnoho pracovisk na svete sa zaobera vyskumom potencidlnych lieCiv proti
Alzheimerovej chorobe. Medzi tieto pracoviskd zaoberajluce sa vyskumom prirodnych
l[atok potencidlne vyuzitelnych pri terapii tohto ochorenia patri aj skupina ADINACO

na katedre botaniky a ekolégie, ktora sa touto problematikou zaoberd uz dlhodobo.
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V rdmci screeningu potencialnych zdrojov prirodnych Iatok bola najdena selektivna
inhibicna butyrylcholinesterazova aktivita alkaloidného extraktu z Papaver rhoeas L.
Jeho sekundarne metabolity (alkaloidy) aich biologickd aktivita vztahujica sa

k Alzheimerovej chorobe sa stali ndplfiou moje diplomovej prace.

13



2. Ciel diplomovej prace
Ciele diplomovej prace:

1. izoldcia najmenej jedného  alkaloidu v(istej forme  pomocou
chromatografickych metéd zvybranej frakcie ziskanej z chromatografickej

separacie alkaloidného extraktu z Papaver rhoeas L. (Papaveraceae)

2. podiel na urceni Struktury spektrdlnymi metédami (GC-MS, NMR) a urcéenie

optickej otacavosti a teploty topenia vyizolovanych latok

3. podiel na urceni biologickej aktivity Cistych izolovanych latok voci inhibicii

acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterdzy a prolyloligopeptidazy

14



3. Teoreticka ¢ast
3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je definovana ako zavainé neurodegenerativne
ochorenie mozgu, pri ktorom dochddza k strate neurdnov, a tato strata vedie k atrofii
mozgového tkaniva. Ochorenie popisal ako prvy Alojz Alzheimer, nemecky psychiater.
Vo svojej studii sa venoval mikroskopickej analyze mozgu. Pracu s nazvom ,,0 zvlastnej
chorobe mozgovej kdry“ publikoval v roku 1907 a zaoberal sa v nej pripadom pacientky
A. Deterovej. Uvadza v nej cely komplex priznakov ako je znizena schopnost logického
myslenia a pamati, dezorientacia v priestore, depresia a sluchové halucinacie, ktorymi

pacientka trpela.!

3.1.1 Epidemioldgia

Na zaklade vysledkov projektu EuroCoDe (European Collaboration on Dementia)
Yije v Eurépe 7,3 miliénov obyvatelov s demenciou. Nakolko Ceska republika nema
spolahlivé vysledky o vyskyte ochorenia, predpoklada sa, ze v CR Zije viac nez 120 tisic
pacientov s AD. Toto Cislo sa vzhladom k starnutiu populacie kazdym rokom zvysuje,

na zaklade &oho je zvy$eny vyskyt pacientov s neurodegenerativnym ochorenim.?

Vyskyt demencie v detskom a strednom veku je vzacnejsi. V¢asna diagndza AD sa
moze objavovat uz v 40.-50. roku Zivota. Vacsina pripadov sa objavuje aZ po 65. roku

Zivota.3

3.1.1.1 Formy Alzheimerovej choroby

Familidrna (vrodend, véasna) forma AD je velmi vzacna, trpi nou asi 5 %

pacientov. Vznika na genetickom podklade u mladsich ludi.
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Sporadickou (oneskorenou) formou AD trpi priblizne 80 % pacientov. Je to

typické ochorenie vo vy$$om veku.*

Demencia je vdetskom veku velmi vzacna, mozZe vzniknut pri cytostatickej
lieCbe hlavne hematologickych ochoreni. Ak sa vyskytla porucha intelektu dosledkom

vrodenej poruchy alebo vznikla do dvoch rokov dietata, hovorime o oligofrénii.>

3.1.2 Diagnostika Alzheimerovej choroby

Len odborné vysetrenie lekarom-Specialistom moZze posudit, ¢i dand zmena
alebo  symptdm  pripomina demenciu alebo ind zmenu duSevného
stavu. Na diagnostike AD sa podiela pacient, opatrovatel a lekar, ktory zapisuje vSetky

ziskané vysledky pacienta.!

DéleZitou sucastou stanovenia diagndzy je anamnéza, ktord zahfia osobnd,
rodinnu, farmakologicku, socidlnu a pracovni anamnézu. Specialista sa informuje aj
o sucasnych ochoreniach pacienta. Pokracuje laboratérny skrining, EKG, interné
vydetrenie a neurologické vyetrenie. Casto sa vyuZivaju testy pamati. Najéastejsim

z nich je MMSE, test kreslenia hodin ¢i Wechslerova skala pamati.t

V klinickom vyskume AD je najdblezitejSie zobrazovacie vySetrenie pomocou
pocitacove] tomografie (CT) a magnetickej rezonancie (MR), ktoré mozu odhalit aj
organické poskodenie CNS. Sucastou su aj neurozobrazovacie vysetrenia ako napriklad
PET a SPECT, ktoré vyhladavaju biologické znaky typické pre ochorenie. Na zaklade
uvedenych vySetrovacich metdd, ako aj pomocou nalezu patologického t-proteinu,

mébzeme diagnostikovat AD.!

AD je mozné diagnostikovat aj na zaklade genetického vysetrenia. UrCuje sa
mutdcia na dlhom ramene chromozému 21, taktiez na 1. a 14. chromozdéme. VysSetruje

sa aj vyskyt rizikového ¢initela apolipoproteinu E4 (ApoE4) na 14. chromozéme.®
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3.1.3 Rizikové faktory

Frekvencia vyskytu AD narastd s vekom. Stdle sa diskutuje, ¢i vyskyt AD suvisi
s narastajucim vekom alebo s procesom starnutia. Obidva typy AD v niZzSom aj vy$som
veku, vyskytujuce sa v niektorych rodinach, su na genetickom podklade. Vysokym

rizikom vzniku choroby je kombindcia genetického vplyvu s vonkajsim prostredim.’

Rizikovym faktorom pre vznik AD vo vy$Som veku je alela €-4 pre ApoE, mutdcia

na mitochondridlnej DNA a locus na 12. chromozéme.”

Rizikovym faktorom pre vznik AD v nizSom veku je mutacia na chromozémoch
21, 14 a 1. K rizikovym faktorom zvySujucim pravdepodobnost vzniku choroby patri aj

fajéenie, poskodenia mozgu, infekcie mozgu a uvddza sa aj nizsie vzdelanie.”

3.1.4 Symptomy Alzheimerovej choroby

Symptémy AD zahffaju hlavne duSevné problémy. Dochddza kzmenam
emocného spravania, k zmenam myslenia, vnimania, k jazykovym zmenam a k strate
pamati. Ako prvy priznak sa objavi zabudanie. Pacient zabida na bezné cinnosti,
zhorsuje sa kratkodobd pamat. Postupne dochadza k narocnosti plnenia uloh,
zabudanie mien pribuznych, jazykové problémy, zabudanie ndzvov predmetov,
dochadza k strate zaujmu o veci. Pacient straca svoju osobnost a neskér aj socidlnu
zruénost ako je kupanie sa, obliekanie i stravovanie. So zhorSovanim AD sa priznaky
stupfiuju a narisaju schopnost postarat sa o samého seba. M6Ze dojst aj k problémom

ovlddania stolice a mocu, ako aj k problémom prehltania.?

Na zaklade varovnych priznakov mézeme vcas odhalit zaciatok AD. Medzi tieto
priznaky patria vypadky pamati, problémy s planovanim a rieSenim problémov,
problémy s dokonéenim beinych prac, dezorientacia v ¢ase a priestore, problémy

s hladanim slov, stracanie veci.®
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3.1.5 Neurobiologické zmeny pri Alzheimerovej chorobe

AD suvisi so zmenami v hipokampe a v Castiach mozgovej kory, ktoré uzko

stvisia s nasou pamatou a premyslanim.*0

AD je charakterizovand stratou cholinergnych neurénov a ich kortikalnych
projekcii z nucleus basalis, ktoré suvisia s asocianymi oblastami v prednom mozgu.
Cholinergna synapticka funkcia je zvlast citliva na toxicky peptid B-amyloid (AB) a stratu
synaptickych vezikdl. Postupné zhorSovanie hustej cholinergnej inervdcie mozgovej
kory prispieva k vyraznym kognitivnym a behaviordlnym porucham pri AD. Choroba je
spadjand aj so zniZzenou uUrovhou neurotransmiterov ako je acetylcholin (ACh),

cholinacetyltransferdza (ChAT) a acetylcholinesterdza (AChE).}!

3.1.5.1 Makroskopické zmeny AD

So zvySujucim sa vekom cloveka dochadza k zniZzovaniu hmotnosti aj velkosti
jeho mozgu. UZ v minulosti [udia dosahovali mensiu vySku ako fudia narodeni neskér,
¢o suvisi s antropologickymi premenami ludstva. Terry akol. Statisticky dokazali
podstatny pokles hmotnosti mozgového tkaniva s narastajicim vekom, obzvlast po 55.
roku Zivota. Porovnavali pokles hmotnosti mozgu u ludi, ktori zomreli po 77. roku
Zivota, s l'udmi, ktori zomreli vo veku 20 - 49 rokov. Tento pokles bol az 18 %. S vekom
klesd taktiez objem mozgu, ale aj hrubka mozgovej kéry. Najviac je to pozorované
vo frontalnej oblasti a najmenej v dolnej parietalnej oblasti kéry. Do 50 rokov sa
zaznamendva najvacsi pokles sivej hmoty, neskér dochadza k poklesu bielej hmoty.
Naopak mozgové komory sa rozsiruju. Celkovy pokles hmotnosti mozgu sa méze znizit

az 0 300 gramov.’
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3.1.5.2 Mikroskopické zmeny AD

Medzi hlavné mikroneuropatologické znaky patria extraneurondlny B-amyloid
a intraneurondlny t-protein. Uvedené depozity tvoria tzv. senilné plaky a neuronalne

klbka.?

3.1.5.2.1 Senilné plaky

Charakteristickym znakom AD suU senilné alebo amyloidné plaky, ktoré su
nerozpustné a vytvdraju nepravidelny tvar. Senilné plaky su tvorené patologicky
vzniknutou bielkovinou, tzv. AB. Uvedena bielkovina vznika Stiepenim
transmembranového amyloidného prekurzorového proteinu (APP), ktory sa nachadza

vo vadsine mozgovych buniek.!?

Plaky sa vyskytuju v mozgu aj v priebehu normalneho starnutia organizmu,

ale v pripade AD su pritomné vo vaésom pocte.’

V okoli senilnych plakov méZeme pozorovat sterilny zapal. Pri tejto reakcii
dochadza k stimulacii mikroglii a astrocytov, aktivuje sa COX-2 a po urcitom case sa
zaénl  vyluCovat cytokiny akyslikové radikdly, ktoré nasledne spdsobia

neurodegenerativne premeny.!3

3.1.5.2.2 B-Amyloid

AB je dolezity biomarker AD, molekula bielkoviny tvorena z39 - 43
aminokyselin (AMK) (Obr.1). Tento peptid odvodeny od APP bol po prvykrat izolovany
z CSF u pacientov s AD a pacientov s Downovym syndromom. Hoci funkcia APP nebola
doposial vyrieSend, na zaklade rozsiahlych vyskumov mame znalosti, ako sa AB vytvara,
nasledne degraduje v mozgu alebo transportuje na perifériu. Konecné mnozstvo AR,

ktoré sa akumuluje v amyloidnych depozitdch sa uréuje na zdklade tychto faktorov.
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Obr. 1 struktura 8-amyloidu®®

Enzymatické zmeny zodpovedné za premenu APP na AP su v sucasnosti zname.
APP sa Stiepi dvomi membranovymi endoprotedzami, a to B-sekretazou a y-sekretazou.
B-Sekretdza ako prva Stiepi APP na velky derivat sAPPB s N-termindlnym zakoncenim,
ktory obsahuje 99 AMK. Hned dochadza k Stiepeniu y-sekretdzou za vzniku AP
s C-termindlnym zakoncenim. Stiepenie y-sekretdzou je nepresné, ¢&o vedie
k heterogenite peptidu. Vznika peptid so 40 AMK a az nasledne peptid, ktory obsahuje
42 AMK. Tieto nerozpustné castice sa spdjaju do vacsich celkov, stdvaju sa toxickymi
a poskodzuju rézne bunkové organely. Hydrofébny a fibrilogenicky AB42 ma zvysenu

schopnost agregacie a je hlavnou pric¢inou vzniku depozitov v mozgu.**

Zvysena tvorba AB42 je désledkom mutdcie génu pre APP na 21. chromozéme,
génu kédujucom presenilin 1 na 14. chromozéme, ataktiez génu, ktory kdoduje

presenilin 2 na 1. chromozéme.”
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3.1.5.2.3 Neuronalne klbka

Neurofibrinalne klbka su nerozpustné vlakna vo vnutri mozgovych buniek. Klbka
sa skladaju hlavne z t-proteinu, ktory je sucastou mikrotubul aje kédovany génom
na 17. chromozéme. Mikrotubuly pomahaju transportovat Ziviny a dalSie dolezité latky
z jednej Casti nervovej bunky k druhej. T-Protein ma ddélezitu biologicku ulohu ako je
stabilizacia mikrotubul v neurdénoch a dalSich bunkdach. Stabilizacie mikrotubul sa
zUcastnuje defosforylovana forma t-proteinu. Na druhej strane, abnormalny t-protein
najdeny u pacientov s AD, je fosforylovand forma, ktora vznikd na zaklade prevahy
kindz nad fosfatazami. Pri tejto nerovnovahe nastdva agregacia abnormadlneho
T-proteinu. Postupne sa vytvdraju vldkna, ktoré maju tvar dvojzavitnice. Na syntéze
Spiradlovitych vldkien sa podielaju aj excitatné AMK, ktoré maju Skodlivé posobenie

a zulastiuju sa na degenerativhom poskodeni mozgu.®

3.1.5.2.4 Apolipoprotein E

ApoE je protein, ktory je tvoreny 299 AMK. Podiela sa na metabolizme lipidov,
avSak zohrava ulohu aj pri neurodegenerativnych ochoreniach. ApoE je kddovany
na 19g13.2 chromozdme a vyskytuje sa v troch aleldch: ApoE2, ApoE3 a ApoE4, ktoré

sa liSia navzajom v dvoch AMK.’

ApoE4 je rizikovym faktorom pre AD, hlavne u formy AD s oneskorenym
nastupom. ApoE3 je najCastejsia forma u ludi, ale vo vztahu s AD je neutrdlnou alelou.

ApoE?2 je alela asociovana s niz$im rizikom vyvoja AD.®

ApoE sa spolu s AB uklada do amyloidnych plakov aviaZe sa na neuronalne

klbkd.®

3.1.5.2.5 Oxidacny stres

Oxidacny stres je stav, pri ktorom dochddza k poruseniu rovnovahy medzi
oxidantami a antioxidantami v prospech oxidantov. Pri tejto reakcii sa vo zvySenej

miere produkuju volné radikaly, ktoré su schopné atakovat sacharidy, tuky, lipidy,
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ale aj DNA. Dochdadza k poskodeniu samotnych buniek a tkaniv. Mnoho ochoreni je
sprevadzanych  nadprodukciou volnych radikdlov, vynimkou nie su ani

neurodegenerativne ochorenia ako je AD.?°

Volné radikdly si molekuly, ktoré maju jeden alebo viac neparovych elektrénov
na vonkajsich orbitdch. Z uvedeného dévodu su vysokoreaktivne, a preto sa snazia
dosiahnut C¢o najviac stabilni konfiguraciu prijatim dalSieho elektrénu alebo

vodikového atému.?°

Volné radikdly ohrozuju fyziologické funkcie a Zivotaschopnost buniek
poskodenim biologickych struktdr. Pri poskodeni sa vytvaraju sekundarne reaktivne
zluceniny, ktoré mozu spbsobit apoptdzu alebo vytvorenie nekrotickych loZisk. Najviac
nachylné na oxida¢né poskodenie je mozgové tkanivo. Kumulacia radikalovych

produktov tak vedie k jeho dysfunkcii aZ neurodegenerécii.?°

Tvorbu volnych radikdlov a nasledné poskodenie buniek obmedzuje rada
antioxida¢nych reakcii ako napriklad procesy v mitochondridch na zaklade
superoxiddismutazy a kataldzy alebo glutationperoxidazy, pripadne funkcie vitaminov

a-tokoferolu a askorbatu.”

3.1.5.2.6 Dalsie pdsobenia

Familidrna podoba AD vznikd na zaklade mutacie génu, ktory kdduje
transmembranovy protein presenilin 1 (PS-1) na 14. chromozdme a presenilin 2 (PS-2)

na 1. chromozéme.®

Pozmenené formy PS-1 aPS-2 poésobia ako y-sekretdzy a odStepuju APP

za vzniku tvorby AB.%!

Zo zapalovych Ccinitelov tu patri interleukin-1 (IL-1) a interleukin-6 (IL-6). IL-1
zvysuje syntézu AP, zvySuje syntézu a 1-antichymotrypsinu, tromboplastinu, C3 zlozky

komplementu a ApoE3. Dochadza tak k zvysSenej tvorbe amyloidu a senilnych plakov.

22



V ludskom mozgu s AD je preukazana pritomnost zapalového mediatora IL-6, zatial ¢o

u ludi s klinicky normalnym starnutim mozgu sa IL-6 nenachadza.”

3.1.6 Farmakoterapia Alzheimerovej choroby

V sucasnosti AD nie je vylieCitelna choroba, ale spravnou liecbou a pristupom
pacienta mozno spomalit jej rozvoj a zlepsit kvalitu Zivota pacienta. VyuZivaju sa
farmakologické a nefarmakologické liecebné postupy, najvhodnejSia je ich

kombinacia.?

Hlavnym principom terapie je ovplyvnit acetylcholinergny a glutamatergny
systém. Farmakoterapia zahrnuje lieCivd, ktoré zvySuju koncentraciu Ach v CNS
s vyuzZitim u miernych aZ tazkych foriem AD. U stredne zavainych aZ zavainych

foriem AD sa uplatfiuju lie¢iva, ktoré ovplyviiujua glutamatové receptory.??

3.1.6.1 Acetylcholin

Ach je neurotrasmiter, ktory vznikda zcholinu za pomoci acetylkoenzymu
A a enzymu ChAT. Uklada sa do presynaptickych ¢asti neurénu a v pripade potreby sa
uvoliuje z vezikdl. Po uvolneni sa v synaptickej Strbine rozkladd enzymom AChE
na cholin a kyselinu octovu (Obr.2). Cholin sa spatne vychytava do presynaptickej casti

neurdnu a resyntetizuje sa na Ach.#

cholin
- — cholinacetyltransferdza
acetylkoenzym A
_ acelylchalin
i_f\_m_ acetylcholinesterdza
kyselina cholin
octovd

Obr. 2 metabolizmus acetylcholinu21
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Ach sa viaze na nikotinové a muskarinové receptory. Nikotinové receptory,
ionotropné, su lokalizované v prednom mozgu a mozgovom kmeni. Muskarinové,

metabotropné receptory spriahnuté s G-proteinom, su lokalizované v CNS a VNS.?

3.1.6.2 Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza

Pri AD dochadza k poskodeniu acetylcholinergného systému, ktory je potrebny
pre mechanizmus pamati. Kjeho poSkodeniu dochddza uz vskorych S$tadiach
ochorenia. ZniZuje sa tvorba i uvolfiovanie Ach z presynaptickych zakoncéeni. Dochadza
k mensej tvorbe enzymu ChAT, znizeny je aj cholinovy uptake. Mnozstvo
muskarinovych receptorov sa nemeni na rozdiel od nikotinovych receptoroch, ktorych
je menej. Po uvolneni Ach do synaptickej strbiny dochddza k jeho odburavaniu AChE.
V ludskom mozgu boli zistené dva najddlezZitejSie izoformy AChE oznacované ako G1
a G4. U zdravych ludi prevlada forma G4, u pacientov s AD prevlada forma G1 a zniZuje
sa forma G4. Pri AD sa nadmerne tvori enzym butyrycholinesteraza BuChE, ktoré su
u zdravych fudi v minimalnych mnoZstvach. BuChE odburavaju Ach a zhorsuju

acetylcholinergny prenos.?

BuChE je aktivovana gliovymi elementami v oblasti alzheimerovych plakov

a spésobuje odburavanie Ach.?*

Vsucasnej terapii sa uplatiuju inhibitory cholinesterdz, ktoré blokuju
odburavanie Ach. Niektoré inhibitory blokuji len AChE a iné odburavaju len BuChE.
Od inhibitorov sa ocakava, Ze budu 3pecificky inhibovat mozgové formy AChE a nie

periférne formy.>*

Zlatym Standardom terapie AD su inhibitory cholinesteraz (IChE) — donepezil,
galanthamin arivastigmin. Uvedené lie¢éivd majui preukazany terapeuticky efekt
u lahkej a stredne tazkej formy AD. Ich mechanizmom u¢inku je inhibicia enzymu AChE,

ktory odburava Ach. Inhibiciou enzymu zvySime mnozstvo Ach, ktory je potom schopny
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viazat sa na svoje receptory. UZivanim IChE moéZeme predlZit Zivot pacienta

aj o niekolko rokov.?®

Predpokladd sa, Ze inhibitory acetylcholinesterdzy (IAChE) zasahuju

do produkcie AB tym, Ze zniZuju jeho tvorbu ovplyviiovanim enzymu y-sekretaz.*

Medzi prvé IChE patril tetrahydroaminoakridin — takrin, i ked' jeho vysledky boli

dostacujuce, ale z trhu bol stiahnuty kvoli hepatotoxicite.?

3.1.6.2.1 Doneperzil

Patri medzi piperidinové derivaty a posobi ako reverzibilny inhibitor AChE.
V sucasnosti je najviac vyuzivany vo svete, ale aj u nds. Prvy mesiac sa davkuje 1x 5 mg
denne, pri dobrom ucinku sa titruje na 1x 10 mg denne. Jeho eliminaény polcas je
priblizne 70 hodin, odburava sa v peceni pomocou P450, ma malo liekovych interakcii

a nie je hepatotoxicky.?

Donepezil je kontraindikovany pri gastroduodenalnej vredovej chorobe
a pri tazkych poruchach srdca. Medzi najzakladnejsie neZiaduce ucinky patri nauzea,

dyspepsie, nechutenstvo a mbze dojst k spomaleniu srdcového rytmu.?

3.1.6.2.2 Rivastigmin

Karbamatovy derivat, ktory patri k dalSim najpouzivanejSim inhibitorom AChE.
Pb6sobi pseudoireverzibilne, inhibuje nielen AChE, ale aj BUChE. Jeho davka sa postupne
titruje kazdé dva tyzdne od 2x 1,5mg az po maximdlnu davku 2x 6mg denne.

Eliminacny polcéas su 2 hodiny a nema vyznamné riziko metabolickych interakcii.?*

Rivastigmin ma rovnaké kontraindikacie a gastrointestinalne neziaduce ucinky
ako donepezil, ale na rozdiel od donepezilu ho mbéZeme podavat peroralne alebo

vo forme naplasti.”
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3.1.6.2.3 Galanthamin

Je to alkaloid, ktory sa izoluje z niektorych druhov snezienok a narcisov. Posobi
dudlnym efektom. Reverzibilne inhibuje AChE, ale taktieZ allostericky moduluje
presynaptické i postsynaptické nikotinové receptory. Davkovanie sa titruje po mesiaci.
Zacina sa 2x 4 mg denne aZ po maximalnu davku 2x 12 mg denne. Eliminacny polcéas
ma 5 — 7 hodin. Kontraindikdcie a neziaduce ucinky su rovnaké ako u donepezilu

a rivastigminu.?

3.1.6.2.4 Huperzin A

Huperzin A bol vroku 1986 izolovany z Huperzia serrata Thunb. celad
Huperziaceae. Je to alkaloid, ktory je silnym reverzibilnym inhibitorom AChE a vyuziva
sa pri terapii AD v Cine. Ma neuroprotektivne Gcinky, zlepSuje pamait, zlep$uje ucenie
a znizuje Uzkost. Ma slabsie neZiaduce ucinky ako galanthamin a dlhsie pésobenie ako
rivastigmin ¢i donepezil. RychlejsSie prestupuje cez hematoencefalicki bariéru a ma
lepSiu biologicku dostupnost pri peroralnom podani. Prebiehaju Studie, ktoré skimaju

vplyv Huperzin A na terapiu schizofrénie a zavislosti na ndvykovych latkach.?®
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3.1.6.3 Antagonisti NMDA-receptorov

Pri tazSich formach AD je poskodeny glutamatergny systém. Dochadza
k nadmernému uvolfiovaniu glutamatu a k jeho znizenému spatnému vychytdvaniu
v urcitych oblastiach mozgu, ktoré maju vyznam pre pamat. Pri tazsich formach sa

pouZziva slabsi inhibitor NMDA receptoru, a to memantin.?

NMDA receptory su ionotropné excitacné receptory, ktoré su spojené
s Ca**ionovymi kanalmi a otvdraju ich. Na receptoroch prebieha délezity dej
pre pamat. Prineurodegenerativhych ochoreniach ako je AD, vaskularnych
i posttraumatickych zmendch CNS dochadza k nadmernému uvolfiovaniu excitaénych
AMK (glutamat, aspartat) a nadmernému podrazdeniu NMDA receptorov. Dochadza
k nadmernému influxu — vstupu Ca do neurdnov, dalej sa aktivuju enzymy ako su
proteinkindzy a fosfatdzy, ktoré spdsobia zmeny a usporiadanie proteinov. Odkryje sa
gén pre apoptézu aneurdny zacnu zanikat. Tymto neZiadicim procesom brénia

inhibitory NMDA receptorov.?’

3.1.6.3.1 Memantin

Nekompetitivny antagonista NMDA receptorov, ktory blokuje ich
hyperaktivaciu azvySenu apoptdédzu neurdnov. Je vhodny v monoterapii, ale aj
v kombindcii s donepezilom. Memantin je kontraindikovany pri psychotickych
priznakoch, ale pri jeho uZivani mdéze doéjst k prechodnému vyskytu psychotickych
priznakov. Davka sa titruje postupne kazdy tyzden od 5 mg na den az na 20 mg

na den.?

3.1.6.4 Doplnkova liecba

Doplnkova lie€ba sa vyuziva pri terapii lahkych foriem AD. Ich pouzZitie nie je
jednoznacne zaloZzené na dbkazoch — Evidence-Based Medicine. V tychto pripadoch si

musime uvedomit, Ze pacient nedostava dostato¢ne ucinnu liecbu.?”
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3.1.6.4.1 Ginkgo biloba L.

Medzi najviac preddvané doplnkové pripravky patri Standardizovany extrakt
z Ginkgo biloba L. Za Standardizovany pripravok extraktu Ginkgo biloba L. sa povaZuje
EGb 761. Uvedeny extrakt obsahuje 24 % flavonoidnych glykozidov, 6 % terpénovych

lakténov a menej ako 5 ppm ginkolickych kyselin.?®

MnozZstvo Studii preukazalo neuroprotektivne ucinky EGb 761 a ucinnost
v lieCbe a prevencii neurodegenerativnych ochoreni. Ma antioxida¢né ucinky,
protektivny efekt na mitochondrie, antiapoptoticky efekt, protizdpalovy efekt,
zabranuje agregacii AB. Podavanie extraktu nie je vhodné pacientom uZivajicim
warfarin, kyselinu acetylsalicylovi ainé antiagregacné latky z dévodu zvySeného

krvacania.?®

3.1.6.4.2 Nootropika

U AD dochadza k znizenému neuronalnemu metabolizmu, hlavhe metabolizmu
glukdzy a bunkovej proteosyntézy. Pouzivaju sa nootropikd, ktoré zvySuju mozgovy
metabolizmus, zvySuju odolnost nervového tkaniva k hypoxii, zvySuju metabolizmus
glukdzy a proteosyntézu. Zlepsuju kognitivne procesy ako ulenie a pamat. Medzi
nootropika patri piracetam a pyritinol, ktoré vsak nepreukdzali dostato¢né ucinky ani

pri zvySenych davkach. Pyritinol ma taktiez ucinok aj na odstranenie volnych radikalov.’

3.1.6.4.3 Volné kyslikové radikaly

Pri AD maju uplatnenie aj volné kyslikové radikaly, ktoré za normalnych
okolnosti v tele vznikaju, ale zdroven su aj likvidované za pomoci enzymov ako je
kataldza, superoxiddismutaza a glutationperoxiddza. U AD dochadza k nepomeru
medzi ich vznikom a zanikom, v prospech ich vzniku. K ich zaniku sa pouzivaju latky tzv.
»,scavengery” - vychytavade volnych radikalov. Medzi takéto latky patri vitamin E
(a-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbova), retinol, ale aj pyritinol a extrakt Ginkgo

biloba L.3°
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3.1.6.4.4 Protizapalové latky a estrogény

V okoli senilnych plakov dochadza k tvorbe sterilného zépalu. Studia McGeera
preukazala, Ze podavanim protizapalovych latok pésobime ochranne pred vznikom AD.
Tieto nesteroidné antiflogistikd musia prechadzat hematoencefalickou bariérou,
aby mohli inhibovat COX-1 a COX-2 v mieste zdpalu. Iné vysledky studii preukazali

ochranny ucinok, u inych studii boli vysledky negativne.3!

Estrogény zlepSuju prietok krvi v mozgovych tepndach. Predpokladalo sa,
Ze preventivne poddvanie estrogénov u Zien posobi protektivne proti AD. Zistilo sa,
Ze u Zien v menopauze, u ktorych sa nepodaval estrogén bol vyssi vyskyt AD nez u Zien,

ktoré mali nasadenu estrogénnu liecbu.”

3.1.6.5 Nové perspektivy lieCby

V sucasnosti prebieha okolo 700 réznych klinickych studii, ktoré si zamerané
naliecbu AD. Na zaklade znalosti o patogenéze AD doslo k hladaniu novych
terapeutickych postupov. Skiima sa Siroka skala latok s rozdielnym mechanizmom, ¢i uz
je to ovplyviiovanie ukladania AB, blokacia agregdcie t-proteinu, imunizacia, ¢i inhibicia

prolyloligopeptiddzy.??

3.1.6.5.1 Antiamyloidna terapia

Za primarny znak AD je pokladané ukladanie AB v mozgu pacienta. Vyskum sa
snazil zamerat na kaskdadu vzniku AB. Vroku 1999 sa snaZili zabranit vzniku
neurotickych plakov, a to vakcinaciou. Vakcina zabrariovala vzniku neurotickych plakov,
ovplyvriovala aj kognitivnu dysfunkciu, ale jej testovanie muselo byt ukoncené

z dévodu vyskytu neZiaducich ucinkov, kedy sa rozvinula postvakcinaéna encefalitida.33

Dalsim ovplyviiovanim bola inhibicia enzymu, ktory bol zodpovedny
za produkciu AB. Inhibitory B-sekretdzy a moduldtory y-sekretdazy sa vyznacovali

dobrou toleranciou a perordlnou aplikaciou, ale nakoniec nepreukdazali zlepSenie
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pamati a kognitivnych funkcii. Latky fenserin a deferoxamin mali redukovat APP,

z ktorého vznika AB, ale nepreukdzal sa Ziadny klinicky efekt.?

3.1.6.5.2 Inhibitory t-agregacie

Inhibitory t-agregacie (TAls) su latky, ktoré zabranuju agregécii t -proteinu.
Vyskum zacal uz v roku 1990. Najviac klinicky pokrocily TAls je AL-108, ktory interaguje
s mikrotubulami, zniZuje t-hyperfosforyldciu a zvysSuje hladinu rozpustnych t-proteinov.
Nedavno dokoncena studia dokazala, Ze je bezpecny a dobre tolerovany v davke 15 mg
dvakrat denne. V klinickych skuskach prebieha intravendézna formuldcia AL-208
pre mierne kognitivne poruchy. Vrandomizovanych Stadiach sa skdsal aj
methylthioniniumchlorid, ktory sa podaval trikrat denne v davke 60 mg. Zistilo sa, Ze
zlu¢enina zabraniuje oligomerizacii a agregacii t-proteinu, rozpusta ho na mensie

fragmenty, ktoré su eliminované.3

3.1.6.5.3 Pasivna a aktivha imunizacia

V sucasnosti su latky pre aktivhu a pasivnu imunizaciu v klinickom vyskume.
Pasivna imunoterapia zachovdva umelé hladiny protildtok proti AB. Podavaju
savinfuziach aich efektivita je najma vskorych stadidch AD, kedy zabranuju

akumulacii AB.>

V klinickej faze su gantenerumab akrenezumab. Bapineuzumab je
monoklondlna protildtka, ktora rozpoznavala N-terminalny koniec amyloidu. Boli
zistené mensie zmeny biomarkerov, ale Ziadne zlepSenie klinickych priznakov.
Solanezumab je monoklonalna protilatka, ktora rozpoznavala strednu cast amyloidu,

ale mala len mierny efekt na kognitivne priznaky.3®

3.1.6.5.4 Inhibicia prolyloligopeptidazy

POP je to enzym serinovych peptidaz, ktory Stiepi malé hormény peptidového

charakteru, neuroaktivne peptidy a bunkové faktory.®
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POP hydrolyzuje peptidové vazby na karboxylovom konci L-prolinu. Cytosolicky
enzym POP preukazal svoju ulohu na rade biologickych procesov, ale jeho presna
funkcia je stale neznama. Experimentalne sa zistoval jeho efekt v kognitivnych
a duSevnych procesoch zapojenim sa do signalizacnej drahy inositol-fosfat a schopnosti

metabolizovat bioaktivne peptidy.3’

Vyznamnu ulohu ma nielen pri neurodegenerativnych procesoch, ale aj
v patologickych procesoch ako su poruchy prijmu potravy, poruchy nalad, vysoky krvny
tlak a poruchy bunkového cyklu. Na zaklade zistenia zvratit stratu pamati u zvieracich

modelov doslo k zrychlenému vyvoju inhibitorov POP.38

Mozgovd POP aktivita je spojend s posSkodenim neurdnov a zucastiiuje sa

na patogenéze AD.*

Okrem cholinergnych neurénov mnoho dalsich neuropeptidov moze hrat ulohu
pri kognitivnych funkciach ako je uéenie a pamat. Medzi tieto peptidy patri vasopresin,
neuronsin, oxytocin, substancia P a bradykinin. Ich spoloénym znakom je citlivost
na enzym POP. U&inky POP pri poruchach pamiti su rozporné. Niektoré zistenia
naznacuju, Zze pokles aktivity POP je charakteristicky pre generalizovany proces
neurodegeneracie, vratane AD a demencie. Avsak pri AD zmeny v ¢innosti POP, ktoré
su zavislé na oblasti mozgu, su stale skimané. Znizenie aktivity POP bolo pozorované
v mozgovej kore, zatial o v okcipitalnej kbére je aktivita POP zvySend. U AD hladina
vasopresinu a substancie P je znizenad v oblastiach podielajucich sa na kognitivnych
procesoch, ato v kortikalnej oblasti a hipokampe. Zistenia naznacuju, Zze POP aktivita
a druhotné uc¢inky na Urovni neuropeptidov by mohli predstavovat potencidlne
terapeuticky ciel pre lieéenie kognitivnych poriuch. Bolo Studovanych niekolko
inhibitorov POP u zvierat. Studie s potkanmi preukdzali, e inhibitory POP zvy3uju
ucinky pamati. Medzi tieto inhibitory patria JTP-4819 a S17092. Inhibitor JTP-4819
zlepsil vykon hipokampu lézii u potkanov. Inhibitor S 17092 bol bezpeéne podavany

pacientom v klinickych studiach s cielom zlepsit niektoré aspekty pamati. Prvy Géinny
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inhibitor POP bol Z-Pro-prolinal. Mnoho dalsich inhibitorov bolo syntetizovanych alebo
extrahovanych z mikroorganizmov a lieCivych rastlin. Ich antiamnestické ucinky boli
Studované u potkanov. V poslednej dobe je niekolko sto inhibitorov POP predmetom
aktivneho vyskumu. Ciefom 3Studie je zistit, ¢i 4¢inna inhibicia mozgovej POP by zlepsila

dlhodobu pamat.*°

3.1.6.5.5 Chemoterapeutika

V roku 2010 bola v ¢asopise Neurology publikovana praca, ktord sa zaoberala
asociaciou AD a rakoviny. Na zaklade rozsiahlej kohortovej Studie sa zistil vysledok,
Ze pacienti, ktori trpeli AD mali nizsiu pravdepodobnost vzniku zhubného nadoru.
A naopak, pacienti, ktori trpeli rakovinou mali nizsie riziko vzniku AD. To plati hlavne
pre pacientov, ktori trpia AD a nie pre pacientov s vaskularnou demenciou. U pacientov
s AD sa zistilo, Ze vyskyt zhubného nddoru sa znizuje o 60 %. A u pacientov s rakovinou
sa vyskyt AD zniZzuje o0 43 %, to plati len pre pacientov s AD bez vaskuldrnej demencie.
Proces neurodegenerdcie a nddorového bujnenia riadia podobné signalne drahy, ktoré

po vychyleni do extrémnych poléh mézu byt vysledkom tejto asociacie. 4*

Dalsia kohortové §tudia ukdzala, 7e riziko rozvoja AD je vyrazne znizené
u pacientov lie€enych chemoterapiou v porovnani u pacientov bez chemoterapie.
Aj ked na druhej strane chemoterapia méze sposobit liekmi indukovani demenciu.
V studii na zvieratach je popisané, Ze chronické podavanie karmustinu vyrazne
obmedzuje amyloidné plaky. Liek ako paklitaxel, ktory stabilizuje mikrotubuly

a inhibuje mitézu, méze zmierfiovat fosforylaciu t-proteinu.*?
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3.2 Papaver rhoeas L. (Papaveracea)

3.2.1 Taxonomické zaradenie

Risa: Plantae
Podrisa: Cormobionta
Oddelenie:  Magnoliophyta
Trieda: Magnoliopsida

Podtrieda: Magnoliidae

Rad: Papaverales

Celad: Papaveraceae

Rod: Papaver - mak

Druh: Papaver rhoeas L. — mak vI¢i*

Obr. 3 Papaver rhoeas L.**
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3.2.2 Celad Papaveraceae

Celad obsahuje cez 100 druhov maku. NajddleZitej$i druh predstavuje mak siaty
(Papaver somniferum L.).*> Rastliny patriace do ¢elade Papaveraceae (makovité) su
jednoro¢né a7 trvalé byliny. Celad ma typické mlie¢nice, subor plodolistov, ktoré su
zrastené v jednom kvete a vytvdraju parakarpium, a jednopuzdrovy semennik. Kvety su
jednotlivé a striedavé.*® Plodom je podlhovasta alebo gulovitd tobolka s pocetnymi
semenami. Pri poraneni dochadza kuvolneniu mliecnej stavy tzv. latexu, ktory

obsahuje alkaloidy. Vyskytujd sa v miernom az studenom pasme na severnej pologuli.%’

3.2.3 Morfologicky popis rastliny Papaver rhoeas L.

Mak vI¢i je jednoro¢na bylina, ktord dorasta do vysky az 80 cm. Ma jednoduchu
alebo len slabo vetvenu lodyhu, ktord je v hornej Casti Stetinatd a nesie striedavo
prisadlé a perovité listy. Listy su podlhovastého tvaru. Dolné listy su stopkaté, ktoré su
perovité a okraje listov st ostro zubkaté. Horné listy nasadaju na stonku.*® Na koncoch
stoniek su kvety, ktoré su pred rozkvitnutim zohnuté. Korunné platky sa nachadzaju
za dvomi Stetinatymi kaliSnymi listkami, ktoré po rozkvitnuti kvetu opadavaju. Mak vI¢i
ma typické styri velké korunné platky cervenej farby, ktoré su Siroké, na baze maiju
¢iernu Skvrnu anavzdjom sa prekryvaju. Na rozdiel od inych druhov, mak ma

ierno-fialové nitkovité tycéinky.*°

Plodom je sedempuzdrova az devatpuzdrova tobolka tzv. makovica. Ma okrahly
az elipsoidny tvar. Na vrchole je zbytok blizny, ktory moéZe byt Sestlalocny
az osemnastlalo¢ny. V ¢ase zrelosti vznikaju otvory, cez ktoré vypaddavaju semena
pri ndrazoch. Tobolka je priblizne 15 mm dlhd a7 mm Sirokda a ma svetlohnedu
az sivohnedu farbu. Jeden plod obsahuje priblizne patsto semien. Semenda maju

obli¢kovity tvar a matny povrch. Priemerné semend st 0,8 mm dlhé a 0,5 mm Siroké.>®
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3.2.4 Zber a suSenie Papaver rhoeas L.

Mak vl¢i sa nachadza v teplejSich oblastiach Eurdpy. Rozsiril sa v miernom
podnebnom pdsme po celom svete. Je to burina, ktord sa nachadza na poliach, v okoli
smetisk, na neobrobenych zemiach a inych obnazenych pédach.* Vyhovuji mu hlavne
pbdy vyZivné, hlinité, zasadité az mierne kyslé.>* Mak je druh buriny, ktory je odolny
voli ldtkam ako napriklad vyfukové plyny znedéistujlice ovzdusie.”? Rozkvitd od druhej
polovice mdja az do konca jula. Pocas suchého obdobia sa zbieraju ¢ervené korunné
platky (Flos papaveris). Po rozkvitnuti sa platky chytia v hornej Casti a odtrhnu sa
vSetky naraz smerom hore. Susia sa porozkladané v tieni alebo umelym teplom do 35
stupriov Celzia. Po skonceni susenia droga musi mat povodnu farbu, charakteristicky

pach a horku slizovitu chut.*

3.2.5 Ucinky Papaver rhoeas L.

Kvety maku maju dlha histériu lieebného pouzivania, hlavne u starsSich ludi
a deti. Pouzival sa ako liek proti bolestiam, pri terapii drazdivého kasla, ale aj pri
znizovaniu  nadmernej nervovej aktivity. Na rozdiel od maku siateho
(Papaver somniferum L.) je nendvykovy. Obsahuje alkaloidy, ktoré su stale predmetom
vySetrovania. Kvety a okvetné listky maju analgetické, zvlaénujuce, expektoraéné,
hypnotické, mierne narkotické a sedativne ucinky. Vo forme infuzii sa pouziva v terapii
bronchialnych tazkosti, v terapii kasla, nespavosti, zlého travenia, nervovych poruch
a miernych bolestiach. Kvety sa pouzivaju tiez pri liecbe Zzltacky. Rastlina ma

protirakovinové ucinky.>3

Listy rastliny P.rhoeas obsahuju vyznamné nutricné latky. Vdaka pritomnosti
vldkniny, vitaminu C, vitaminu E (tokoferol), PB-karoténu, draslika, véapnika
a polyfenolov mézu priaznivo ovplyviiovat ludské zdravie. Zo studii sa zistilo, Ze je

v nich pritomnd adekvatna koncentracia antioxidaénych latok.>*
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Pri priprave caju proti kaslu sa mieSa spolu aj s plodom feniklu, s korefiom
kostihoja, kvetom slezu alistom podbela. Mak modze byt aj sucastou sedativnej
Cajoviny spolu s listom medovky, korefiom valeridny, kvetom hlohu a mysieho

chvostu.>

Z kvetov sa ziskava cervené farbivo, ktoré je prchavé. Sirup vyrobeny

z okvetnych listkov sluzi ako farbivo do ¢ajovych zmesi, ale aj vin.>?

Virdnskej fudovej medicine pouzivali mak pri zdpalovych ochoreniach,
hnackach, nespavosti, na timenie bolesti, pri terapii kasla a na zniZzenie abstinenénych

priznakov po opiatoch. Pri érevnych a mocovych podrazdeniach slizil na ukfludnenie.>®

3.2.6 Otrava sposobena Papaver rhoeas L.

Najcastejsi druh maku, ktory mézeme vidiet na lukach a poliach je P. rhoeas.
Tento druh je jedovaty pre zvieratd. Pre ludi nie je jedovaty aZ na jeho kvety.
Za jedovaté ucinky je zodpovedny alkaloid rhoeadin. Alkaloidy patria medzi najcastejsie
toxické latky, ktoré su rozpustné v organickych rozpustadlach. Rastlinné alkaloidy maju
fyziologické Gc¢inky na metabolizmus Zivych organizmov. Ich konzumacia méze spésobit
poruchy CNS alebo poruchy pecene, a méze spbsobit nahlu smrt. Oralna konzumacia
moze sposobit priznaky ako je zvracanie, nevolnost, Unava a vycerpanie. V studii Kocak
S. akol. sa zaoberali tromi pripadmi otravy, ktoré boli spdésobené konzumadciou
P. rhoeas. Pri otravach sa prejavili hlavne vedlajsie ucinky na CNS. Na zaklade pripadov
uvedenych v studii, sa zistilo, Ze mladsi pacienti su citlivejsi a je dolezZita opatrnost.
U pacientov, ktori su hospitalizovani z dévodu otravy, sa vykondva vyplach Zalludka,
podava sa aktivne uhlie a doOlezitd je hydratacia. Pacienti su pozorovani dalSich 24

hodin.>’
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3.2.7 Obsahové latky Papaver rhoeas L.

Hlavnu obsahovu latku P.rhoeas L. predstavuje alkaloid (+)-rhoeadin. Patria tu
aj dalsSie alkaloidy v mensich mnoZstvach allokryptopin, kryptopin, protopin,
koulteropin, berberin, koptisin, (-)-sinaktin, (*)-stylopin, (+)-isokorydin, (+)-remerin

a (+)-rhoeagenin.>®

Okrem alkaloidov obsahuje taktieZz antokyanové farbiva cyanin a mekocyanin,

slizové latky, triesloviny a kyselinu mekonovu.*!

3.2.8 Isochinolinové alkaloidy

Isochinolinové alkaloidy su velkd skupina latok sekundarneho metabolizmu.
Skupina zahffha Siroky rozsah Strukturdlnych latok na rozdiel od inych skupin

alkaloidov.”®

Aminokyselina tyrozin je prekurzor syntézy isochinolinovych alkaloidov.

Prekurzorom AMK tyrozinu je fenylalanin.®®

3.2.8.1 Rhoeadinovy typ

Alkaloidy rhoeadinového typu patria do velkej skupiny isochinolinovych
alkaloidov. Biogeneticky su pribuzné isochinolinovym alkaloidom, ale zo Strukturalneho
hladiska sa liSia. Alkaloid (+)-rhoeadin bol izolovany z P.rhoeas v roku 1865. Existuje
priblizne 25 druhov alkaloidov rhoeadinu rastlinného povodu, ktoré sa vyskytuju v rode
Papaver. V malych mnozZstvach boli alkaloidy preukazané v rode Bocconia frutescens L.
a v niekolkych himaldjskych druhoch Meconopsis. Rhoeadinové alkaloidy su rozsirené
vrode Papaver, ale nie su pritomné vo vSetkych druhoch rastlin tohto rodu.
Nachadzaju sa v sekcii Orthorhoeades, Argemonerhoeades, v niektorych zo sekcii Pilos
a Glauca av Papaver somniferum. Medzi rhoeadinové alkaloidy patria aj

(+)-alpinigenin, alpinin, epialpinin, (+)-epiglaudin,  glaukamin, (+)-glaudin,
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(+)-isorhoeadin, (+)-oreodin, (+)-oreogenin, (+)-isorhoeagenin, (+)-isorhoeagenin-D-

glukosid, N-methylporphyroxigenin, papaverrubin A-H, (+)-rhoeadin a (+)-rhoeagenin.®?

Alkaloid (+)-rhoeadin vyizolovany z kvetov maku vi¢ieho ma mierne sedativne

a antitusické ucinky.%?
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(+)-rhoeadin (+)-rheagenin

Obr. 4 Rhoeadinové alkaloidy
3.2.8.2 Protoberberinovy typ

Protoberberiny su modifikované benzyltetrahydroizochinolinové alkaloidy.
Prekurzorom protoberberinov je (S)-retikulin. Pocas reakcie z (S)-retikulinu vznika
(S)-skulerin, ktory je doleZitym metabolitom pre dalSie biosyntetické pochody.
Berberinovy typ alkaloidov je pritomny v ¢eladiach dracovité (Berberidaceae),
makovité (Papaveraceae), rutovité (Rutaceae), iskernikovité (Ranunculaceae)
a zemedymovité (Fumariaceae).®® Z maku vi¢ieho bol vyizolovany hlavny alkaloid
berberinového typu, ato berberin. Vo velkom mnoistve studii, berberin preukazal
mnozstvo biologickych aktivit. Zdkladom jeho vyuzZitia v modernej medicine je terapia
bakteridlnych hnaciek, hypercholesterolémie, r6znych zapalov a neurodegenerativnych
ochoreni. Berberin experimentalne preukdazal schopnost potlacat rast nadorovych

buniek urakoviny prostaty, prsnika, podzaludkovej Zlazy, ale aj leukémie. V Cinskej
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medicine je rozsirené jeho pouZivanie pri liecbe zhubného bujnenia.®* Zistili sa aj
antidiabetické ucinky berberinu, ako je zniZzovanie hyperglykémie, polyurie a polyfagie.
U lieCivych rastlin  obsahujucich berberin sa predpokladd, Ze su vhodné
k fytoterapeutickému pouzivaniu spolu so Standardnou lie¢bou pri metabolickom

syndréme a pri prevencii diabetes mellitus 2. typu.®®

Dalim berberinovym alkaloidom je koptisin, ktory vykazuje inhibi¢né Géinky
na produkciu NO, ma protikr¢ové ucinky, antimykotické a antioxidacné ucinky. Koptisin
silne inhibuje produkciu prozapalovych mediatorov NO, IL-1B, IL-6. Protizapalovy
koptisin sa mbZe preto vyuZivat pri prevencii a lie¢be zapalovych ochoreni.®® Iné studie
ukazali, Ze koptisin je dobrym kandidatom pre prevenciu choréb s obezitou pomocou
LPS/TLR-4-sprostredkovanej signalnej drahy.®” Koptisin vyrazne inhibuje proliferaciu
buniek osteosarkému a rast nadoru.®® Alkaloidu (-)-sinaktinu su pripisované
antibakteridlne a antivirotické Gcinky.%° Alkaloid (*)-stylopin ma protizdpalové Gcinky

tym, Ze potlaca tvorbu NO, PGE2, TNF-a, IL-113 a IL-6.7°
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berberin koptisin

Obr. 5 Protoberberinové alkaloidy
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Obr. 5 Protoberberinové alkaloidy (pokracovanie)
3.2.8.3 Protopinovy typ

Protopinovy typ vznikd z protoberberinového (S)-skulerinu.®® Ide o skupinu
alkaloidov, ktord je velmi malo zastupena. Obsahuje priblizne 16 zastupcov alkaloidov,
ktoré su vrastlinach ¢asto pritomné spolu sinymi alkaloidmi. Vyskytuju sa hlavne
v ¢eladiach makovité (Papaveraceae), zemedymovité (Fumariaceae), dracovité
(Berberidaceae), iskernikovité (Ranunculaceae) a rutovité (Rutaceae). Patria tu
alkaloidy, ktoré su opticky neaktivne.”* Najzndmej$im alkaloidom tejto skupiny,
a taktiez nachadzajucim sa v maku vi¢om je protopin. Protopin je ¢asto v kombinacii

spolu s alkaloidom allokryptopin, kryptopin a dal$imi.”?

Protopin  m&a  hematoprotektivne’?,  antiagregaéné,  protizdpalové’4,
antioxidac¢né, anticholinergné a GABA-ergné ucinky.”> Allokryptopin sa ukazal ako

antiarytmikum. 76

Z tureckého druhu maku vic¢ieho bol vyizolovany aj protopinovy alkaloid

kulteropin, ktory bol povazovany ze jedine¢ny alkaloid druhu Romneya coulteri Harv.*®
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Obr. 6 Protopinové alkaloidy

3.2.8.4 Aporfinovy typ

Daldia skupina alkaloidov, ktora vznikd z (S)-retikulinu.®® Aporfinové alkaloidy
najdeme vo viac nez 100 rodoch rastlin. Maju dopaminergné, antioxidacné,
antiagregacné a protinadorové vlastnosti. Vzhladom k ich biologickym vlastnostiam su
predmetom vyskumu lieciv s protinadorovou aktivitou. Z maku vi¢ieho boli vyizolované
alkaloidy (+)-isokorydin a (+)-remerin. (+)-Isokorydin inhibuje proliferaciu buniek

u hepatoceluldrného karcinomu.”” Alkaloid (+)-remerin pdsobi ako vazodilatans,
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antihelmintikum, antimykotikum, proti plasmdédiam a antibakteridlne proti

baktéridm vratane Bacillus cereus, Micrococcus sp. a Staphylococcus aureus.”®

OCH, /0

H5CO

(+)-isokorydin (+)-remerin

Obr. 7 Aporfinové alkaloidy
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4. Experimentalna ¢ast

4.1 Material a vybavenie

4.1.1

4.1.3

Rozpustadla a chemikalie

ethanol 95 %, denaturovany methanolom, &. (Penta a.s., Ing. Svec) (EtOH)
chloroform p.a. (Penta a.s., Ing. Svec) (CHCI3)

diethylether €. (LachNer) (Et20)

destilovana voda (H,0)

kyselina chlorovodikova 35 %, p.a. (Lachema) (HCl)

lekdrsky benzin liekopisnej kvality CL 2009 (Penta a.s., Ing. Svec) (LB)
cyklohexan p.a. (Penta a.s., Ing. Svec) (CsH12)

diethylamin p.a. (LachNer) (Et2NH)

toluen p.a. (Penta a.s., Ing. Svec) (CsHsCH3)

Pomocné latky

uhli¢itan sodny 10 % roztok (w/w)
kyselina chlorovodikova 2 % (w/w)

kremelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich)

Detekcné cCinidla

Dragendorffovo cinidlo — pouziva sa na detekciu alkaloidov a zlucenin, ktoré
vo svojej Struktire obsahuju viazany dusik. Cinidlo sa skladd zroztoku
A azroztoku B vpomere 1:1. Roztok A vznika rozpustenim 1,7 g dusi¢nanu

bizmutitého zasaditého a 20 g kyseliny vinnej v 80 ml vody. Roztok B vznika

rozpustenim 16 g jodidu draselného v 40 ml vody.
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4.1.4

4.1.5

4.1.6

Mayerovo Cinidlo — pouZiva sa na zistenie pritomnosti alkaloidov v organickom
rozpustadle. Cinidlo vznika rozpustenim 1,36 g chloridu ortutnatého a5 g
jodidu draselného v 100 ml vody. Po dokladnom rozpusteni zlicenin aich

zmiesani vznika tetrajodortutnatan draselny, ktory reaguje s alkaloidmi.

Chromatografické adsorbenty
Oxid hlinity (Al,03) desaktivovany 6 % H0, velkost zfn 50 — 200 um, (ACROSS)

Kieselgel SiO, 60 F254, fa Merck, 20 x 20 cm, hlinikové fdlie s vrstvou silikagélu
pre TLC s hibkou vrstvy 0,2 mm (Merck)

Pristrojové vybavenie
Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114 (Blichi, Flawil, Switzerland)

Plynovy chromatograf s hmotnostnym detektorom Agilent Technologies 7890

A GC 5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, California, USA)
NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)
Polarimeter P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany)

Blichi Melting Point B-540 (Blichi, Flawil, Switzerland)

Sustavy na vyvijanie
CeH12 + EtaNH (9:1)

LB + Et,NH (97,5:2,5)
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4.2 VsSeobecné postupy prace

4.2.1 Priprava a Cistenie rozpustadiel

Vsetky rozpustadla boli pred pouzitim precistené destilaciou podla
laboratérnych zvyklosti a skladované v hnedych sklenenych stojatkach za dcelom

ochrany pred svetlom.

4.2.2 Odparovanie extraktov a frakcii

Frakcie, ktoré sme ziskali pri stipcovej alebo preparativnej chromatografii, sme

odparovali pri 40°C vo vodnom kupeli vo vakuovej odparke.

4.2.3 Susenie a skladovanie frakcii a izolovanych Cistych latok

Odparené frakcie aizolované chemicky Ccisté latky, ktoré sme ziskali, boli
umiestnené do exsikatoru na minimalne 24 hodin, a tak boli uchovdvané v chladnicke

pri 2 - 8°C.

4.2.4 Priprava dosiek pre preparativnu tenkovrstevni chromatografiu

Sklenené dosky s rozmermi 15 x 15 cm boli odmastené a oCistené od necistot
ethanolom a chloroformom. Na dosky sa naliala suspenzia silikagélu ( 6,5 g) a vody

(22 ml). Dosky sa susili po dobu minimalne 24 hodin pred ich pouzitim.

4.2.5 Chromatografické metdody

4.2.5.1 Stipcova chromatografia

Stipcova chromatografia prebiehala skokovou elticiou. Stipcovi chromatografiu
sme pripravili naplnenim koldny adsorbentom (neutrdlny oxid hlinity - Al.O3
desaktivovany 6 % H.0, velkost zfn 50 — 200 um). Do pripravenej koldny sme naniesli

vzorku vo forme rozteru.
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4.2.5.2 Tenkovrstevna chromatografia

Tenkovrstevna chromatografia nie je len na analyzu overenia pritomnosti
urcitej zluceniny alebo jej Cistoty, ale pre separaciu sa pouZiva aj preparativna
tenkovrstevnd chromatografia. Vyvijanie prebieha v r6zne velkych komorach, ktoré su
nasytené parami mobilnej fazy. Doba sytenia komoér zavisi na velkosti komor ana
polarite pouZivanej mobilnej fazy. Po skonceni vyvijania sledujeme Skvrny pod UV
lampou pri vinovej dizke 254 nm a 366 nm. Na dbkaz pritomnosti alkaloidov sa pouZilo
Dragendorffovo ¢inidlo, ktoré v pritomnosti alkaloidov zafarbilo Skvrny na oranzovu

farbu.

4.2.6 Struktarna analyza

4.2.6.1 GC-MS analyza

Hmotnostné spektrd boli merané na plynovom chromatografe s hmotnostnym
detektorom Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD v rezime El pri 70 eV.
Separacia prebiehala na koléne DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 u, vyrobca Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotny gradient bol nastaveny od 100 °C
rychlostou 15 °C/min do teploty 180 °C, ktord bola udrziavana 1 minttu. Dalej teplota
stupala rychlostou 5 °C/min do teploty 300 °C a udrziavana bola pocas 40 minut.
Teplota injektoru bola 280 °C, teplota detektoru 200 °C, rychlost prietoku nosného
plynu hélia bola nastavena na 0,8 ml/min. Detekéné rozmedzie m/z 35 — 600. Injekcia
prebehla v ,,split mode” v pomere 1:10 a bol nastrieknuty 1 ul alkaloidného roztoku
(1 mg/ml). Jednotlivé alkaloidy boli identifikované na zaklade porovnavania ich MS
spektier v NIST knihovni, v literature a so spektrami latok, ktoré boli izolované uz skor

na Katedre farmaceutickej botaniky a ekoldgie FaF UK.

4.2.6.2 NMR analyza

NMR spektrd boli merané na spektrometre Varian Iniova 500. Pracovna

frekvencia jadier bola *H 499,9 MHz, 13C 125,7 MHz. Pre meranie spektra 23*C NMR bola
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pouzitd 5 mm SW Sirokopasmovd sonda. 'H NMR spektrum bolo merané
vinverznej 5 mm ID PFG sonde za pouzitia Standardnych pulznych frekvencii. Hodnoty
'H spektier su vztahujuce sa k inertnému $tandardu hexamethyldisilanu (0,04 ppm)
a hodnoty 3C spektier su vztahujuce sa k signalu rozpustadla (76,99 ppm). Meranie sa

realizovalo v deuterochloroforme pri teplote 25 °C.

4.2.6.3 Opticka otacavost

Meranie optickej otacavosti prebehlo zariadenim Polarimeter P3000 (A. Krss,

Optronic, Germany) pri 25 °C v prostredi chloroformu.

4.2.6.4 Teplota topenia

Teplota topenia bola merana v bodotavku Bichi Melting Point B-450.
Na zaciatok sa nastavila rychlost stipania teploty 15 °C/min aZz do hodnoty o 10 °C
nizSej nez bola predpokladand hodnota teploty topenia danej latky. Potom sa rast
teploty spomalil na 0,5 °C/min az do teploty, ktorda bola o010 °C vysSia neZ bola

predpokladand teplota topenia latky.
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4.3 lzolacia alkaloidov

4.3.1 Povod rastlinného materialu

Pocas juna 2015 Dr. Jakubom Chlebkom bolo na poli pri Hradeckej univerzite
nazbieranych celkovo 155 kg cerstvej viate s nezrelymi tobolkami. Verifikdciu
previedol prof. L. Opletal. SuSenie viati prebiehalo pri teplote 40 °C. Susenim sa ziskalo

31,5 kg suchej drogy, ktoru nasledne Dr. Siatka rozdrobil na gulovom mlyne.

4.3.2 Priprava alkaloidného extraktu

Susend vnat (31,5 kg) bola postupne extrahovanad po 350 g vriaceho 96 %
ethanolu (2x 3 L) po 30 minatach. Spojené ethanolové extrakty boli prefiltrované cez
vlizelin a odparené do 50 °C na vdkuovej poloprevddzkovej odparke na objem 3 L.
K celkovému objemu bola pridana horuca voda (3 L) aodparil sa Uplne ethanol.
Suspenzia bola zahriatda na 70 °C, a potom bola pridand 2 % HCl (1 L; pH™ 1.5).
Vzniknutd suspenzia bola po ochladeni na cca 30 °C nariedend pridanim 3 L vody
a prefiltrovana cez vlizelin. Filtrat bol nasledne premyty 1,5 L 0,1 % HCl a2 L vody
a ziskany extrakt bol doplneny vodou na objem 15 L. Filtrat sa alkalizoval 10 % Na>COs3
(2,2 L; pH 9-10) apostupne sa vytrepal 5x 4 L CHCls. Po odpareni spojenych
organickych vrstiev sa ziskalo 45 g tmavohnedého viskézneho alkaloidného extraktu.
Alkaloidny koncentrat bol rozpusteny pridanim 2 % HCl (400 mL), objem bol vodou
doplneny na 1 L a vzniknuta suspenzia bola prefiltrovand cez vrstvu Cistenej kremeliny.
Vzniknuty filtrat bol alkalizovany 10 % Na,COs (pH 9-10) a 5x vytrepany 300 mL CHCls.
Skuska s Meyerovym cinidlom bola negativna, dalej sa nepokracovalo s vytrepavanim
vodnej fazy. Tento proces precistovania extraktu bol eSte jedenkrat zopakovany,

celkovo sa ziskalo 17,9 kg tmavého ciernofialového alkaloidného extraktu.
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4.3.3 Stlpcova chromatografia alkaloidného extraktu

a) Priprava rozteru: 17,9 g alkaloidného extraktu sa rozpustilo v CHCl3 a zmiesalo

sa so 72 g neutrdlneho Al;0s (50 — 200 um, Across), a vo vodnom kupeli

za staleho mieSania bol CHCIls odpareny do sucha.

b) Parametre kolony

Tabulka ¢. 1 Parametre kolony

neutralny Al,O; (1140 g; 50 — 200 um, Across)

Adsorbent deaktivovany pridavkom 6 % vody
Vrstva s extraktom 66 cm

Vrstva bez rozteru 61 cm

Priemer kolony 4,7 cm

Mrtvy objem 810 ml

Objem frakcie 250 ml

Doba toku 12,5 ml/min

Kontrolna TLC

SiO; 60 F 254 Merck, sustavy: chex + Et:NH 9:1,
To + Et;NH 9:1

Separdcia alkaloidov prebiehala stupnovitou elldciou zvySovanim polarity
mobilnej fazy slekdrskym benzinom (LB) a chloroformom (1:1, 2:3, 3:7, 3:17),
chloroformom (100 %), chloroformom a ethanolom (1:1), nakoniec 95 % ethanolom.

Jednotlivé frakcie boli zbierané po 250 ml, celkovo sa ziskalo 98 frakcii, ktoré boli

monitorované TLC a spojené do 5 frakcii (tab. 2 a obr. 8).

Tabulka ¢. 2 Spojené frakcie alkaloidného extraktu

p HMOTNOST
FRAKCIA | ROZMEDZIE FRAKCIE MOBILNA FAZA e
1 20-27 LB + CHCl3 (1:1, 2:3) 0,44
2 28-34 LB + CHCl5 (2:3) 0,94
3 35-74 LB + CHCl3 (2:3, 3:7) 9,69
4 75-97 CHCls, CHCls + EtOH (1:1) |2,68
5 98 EtOH 1,99
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Obr. 8 Hromadné TLC spojenych frakcii alkaloidného extraktu

4.3.4 Separdcia a Cistenie alkaloidov z frakcie €. 1 (20-27; 440 mg)

Obr. 9 TLC frakcia 20-27 alkaloidného extraktu
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Bola pouZitd preparativna TLC na 24 nalievanych doskach 15 x 15 cm (adsorbent
SiO, 60 GF 254, Merck, pocet vyvijani 4x, draha 12,5 cm, komora nasytend) a pouzivala
sa mobilna faza LB + DEA (97,5:2,5). Frakcia ¢. 1 bola separovana do dvoch zén s Rf
0,52 a 0,38. Naslednou eluciou zIu€enin CHCl3 + EtOH (1:1) z adsorbentu boli ziskané
podfrakcia 1 (48,2 mg) a podfrakcia 2 (190 mg). Krystalizaciou podfrakcii s EtOH boli
ziskané krystalické zlu¢eniny MC-1 (31 mg; svetlozlté krystaly; GC-MS analyza -

stylopin) a MC-2 (biele, drobné krystaly; GC-MS analyza - rhoeadin).

4.4 Stanovenie biologickej aktivity

4.4.1 Stanovenie cholinesterazovej aktivity

4.4.1.1 Chemikalie

e acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzity 10mM roztok)

e butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzity 10mM roztok)

e dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoovd kyselina > 98% (Sigma-Aldrich) (pouzity 5mM
roztok)

e galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

e huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

4.4.1.2 Pufre

e 5mM fosfatovy pufer s pH 7,4
Zdsobny roztok A
10mM roztok NaH;PO4 (1 liter roztoku obsahuje 1,20 g NaH,PO4 alebo 1,38 g
NaH;P04.H,0, alebo 1,56 g NaH,P04.2 H,0).
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Zdsobny roztok B
10mM roztok Na;HPOs (1 liter roztoku obsahuje 1,42 g Na;HPO4 alebo 1,78 g
NaxHPO4.2 H,0, alebo 3,58 g Na;HPO4.12 H,0).

ZmieSa sa 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B a 300 ml vody.

e 5mM fosfatovy pufer s pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
8,766 g chloridu sodného p. a. sa rozpusti v 5mM fosfatového pufru s pH 7,4

a doplni sa nim do 1000 ml.

e 100mM fosfatovy pufer, pH 7,4
Zdsobny roztok A
200mM roztok NaH;POg4 (1 liter roztoku obsahuje 24,0 g NaH,PO4 alebo 27,6 g
NaH2P04.H;0, alebo 31,2 g NaH2PO4. 2 H,0).

Zdsobny roztok B
200mM roztok Naz;HPO4 (1 liter roztoku obsahuje 28,4 g Na;HPO4 alebo 35,6 g
NaxHPO4.2 H,0, alebo 71,63 g Na;HPO4.12 H,0).

ZmieSa sa 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

4.4.1.3 Biologicky material
e Zdroj acetylcholinesterazy (AChE) - pouzity hemolyzat fudskych erytrocytov

e Zdrojom butyrylcholinesterdzy (BuChE) — pouZita ludska plazma

4.4.1.4 Ziskanie erytrocytarnej AChE a BUChE z plazmy

Erytrocyty sa ziskavaju zcerstvej odobranej citratovanej krvi zdravych
dobrovolnikov. Okamzite po odbere sa krv rozdeli rovhomerne po 5 ml do Srubovacich
skimaviek a vykonad sa centrifugacia pri rychlosti 4000 rpm pri 4 °C po dobu 10 minut.

Po prvej centrifugdcii sa plazma odsaje tak, aby v nej neboli erytrocyty, a uchovava sa
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do doby stanovenia aktivity BUuChE v chladnicke pri 4 °C (najdlhSie 6 hodin). Zbytok
plazmy z erytrocytarneho sedimentu sa opatrne odsaje bezpopolovym filtracnym
papierikom s hladenym povrchom, ktorého 3picka je zostrihnutd (prinakloneni
skimavkou). Odcita sa objem erytrocytarnej masy, a tento sediment sa zriedi takym
mnozstvom 5 mM fosfatového pufru s pH 7,4 obsahujicim 150 mM chloridu sodného,
a suspenzia sa rozdeli do skimavok s objemom 13 ml, dobre sa premiesa a vykona sa
centrifugacia rovnakym sposobom, ako je uvedené vysSie pri oddelovani plazmy.
Premyvanie tymto sp6sobom sa vykona celkom 3x a premyvacia kvapalina sa dokonale
odstrani. Po tomto premyvani sa pridd také mnozstvo 5 mM fosfatového pufru s pH
7,4 bez obsahu chloridu sodného, aby bol objemovy pomer erytrocyty : pufor 1:9,
zmes sa opat homogenizuje, preleje do Erlenmayerovej banky a erytrocyty sa nechaju
spontanne hemolyzovat mieSanim pomocou teflénového miesadla pri 300 rpm. lhned'
po skonceni riadenej hemolyzy sa u suspenzie stanovi aktivita, pripadne sa 5 mM
fosfatovym pufrom upravi absorbancia (hodnota absorbancie musi byt 0,08 - 0,15)

a nariedeny hemolyzat sa uchovava do doby pouzitia pri-22 °C.

Cholinesterazova aktivita plazmy sa stanovi rovnakym spésobom (hodnota

absorbancie musi byt 0,15 - 0,20) a uchovava sa rovnakym spdsobom ako hemolyzat.

4.4.1.5 Stanovenie cholinesterazovej inhibi¢nej aktivity (ICso)

Pre stanovenie hodnoty ICsp sa pouzila Ellmanova spektrofotometrickd metdda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny (DTNB)2. Ako substraty sa pouZili
estery thiocholinu; pri reakcii vznikol Zlto sfarbeny produkt, ktory sa stanovil

spektrofotometricky pri A=436 nm (AChE) alebo A=412 nm (BuChE).

Sledoval sa narast absorbancie za 1 mindtu. Hodnoty ICso sa vypocditali z nameranych
hodn6t poklesu aktivity AChE alebo BuChE nelinedrnou regresiou v programe
GraphPaD Prism (verzia 3.02 pre Windows; vyrobca Graph PaD Software, San Diego,
CA, USA). Vysledky sa porovnali s hodnotami ICso zndmych IChE: galanthamin, huperzin

A a rivastigmin.
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Percenta inhibicie (% I) boli pocitané podla vzorca:
% | = 100-(AAsL/AAsa)*100

kde AAg. je ndrast absorbancie slepej vzorky za 1 minUtu a AAsa je narast

absorbancie meranej vzorky.

Do jamiek mikrotitracnych dosiek sa v pripade slepej vzorky napipetovalo 8,3 pl
plazmy alebo hemolyzatu, pridalo sa 283 ul 5 mM DTNB, 8.3 ul DMSO,
po dvojmindtovom premiesani sa zmes inkubovala v komore readeru pri 37 °C po dobu
5 minut, potom sa pridalo 33,3 pl roztoku substratu (acetylthiocholinjodidu alebo

butyrylthiocholinjodidu) a zistila sa pri prisluénej vinovej dizke absorbancia.

U meranych [atok (extraktu) sa pouZili rovnaké objemy Cinidiel a roztoku substratu.
Namiesto samotného DMSO (pouziva sa len do jamiek s porovnavacim roztokom) sa
pridali roztoky meranej latky o rbéznej koncentracii (40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM
v DMSO, pripadne eSte vrade nizSich koncentrdcii), ¢i roztoky extraktov o roznej
koncentracii (20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml, pripadne nizsie koncentracie). Meranie sa
vykonalo pri teplote 37 °C, vinovej dizke 436 nm v kinetickom méde po dobu 1 mintty
(7 merani). Vypocet ICsosa vykonal za pouzitia programu GraphPad Prism — urcila sa 50

% inhibi¢na koncentrdcia ako je uvedené vyssie.

Cholinesterazova inhibicna aktivita sa porovnavala sreferenénymi I[atkami

(galanthamin, huperzin A, rivastigmin).

Tabulka ¢. 3 Cholinesterdzovd a antioxidacna aktivita standardnych latok

Latka AChE (IC50) BuChE (IC50)
Galanthamin 1,710 £ 0,065 uM 42,30+ 1,30 uM
Huperzin A 0,033 £0,001 puM >1000 uM
Rivastigmin 0,037 £ 0,001 uM 0,0033 £ 0,0003 uM
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4.4.2 Stanovenie inhibicie prolyloligopeptidazy

4.4.2.1 Chemikalie

Testované zluceniny pouZzité v tejto Studii boli izolované z extraktu Papaver
rhoeas L. Dalsie chemikalie vratane prolyloligopeptidaza (POP) a jej substrat (2)-Gly-

Pro-p-nitroanilid boli zakiipené v Sigma - Aldrich (Praha, Ceska republika).

4.4.2.2 Stanovenie POP

POP bola rozpustend vo fosfatovom pufri (pH 7,4; obsahujuci 137 mM NaCl
a2,7mM KCl). Specifickd aktivita enzymu bola 0,2 U/ml. K skaske boli pouzité
Standardné polystyrenové 96-jamkové mikrotitracné dosti¢ky s plochym priehladnym
dnom. Zasobné roztoky sa pripravili vDMSO (10 mM). Riedenia boli pripravené
zriedenim zasobnych roztokov deionizovanou vodou. Kontrolny roztok mal rovnaku
koncentraciu ako DMSO. POP substrat, (Z)-Gly-Pro-p-nitroanilid sa rozpustili v50 %
1,4 — dioxane (5 mM). Skusobné roztoky boli zmieSané s 170 ul pufru, 5 pl testovane;j
latky a 5 pl roztoku POP. Zmes bola inkubovand pri 37 °C po dobu 5 mindt, a potom sa
pridalo 20 pl substratu, nasledne bola zmes inkubovana pri 37 °C dalSich 30 minut.
Tvorba p-nitroanilidu bola priamo Umerna aktivite POP a bola spektrofotometricky
premerana pri vinovej dizke 405 nm za pouZitia mikrotitraéného detektoru ELISA
(Synergy 2-Vermont, USA). Inhibi¢na uGcinnost bola vyjadrend ako hodnota ICso.

Software GraphPad Prism bol pouZity pre vyhodnotenie dat.
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5. Vysledky

5.1 Struktdrna analyza

5.1.1 (—)-Stylopin (MC-1)

11

Obr. 10 Struktira (—)-stylopinu

5.1.1.1 NMR analyza

1H NMR (500 MHz, CDCls): 6.72 (1H, s, H1), 6.69 (1H, d, J = 8.5 Hz, H11), 6.64 (1H, d, J =
8.5 Hz, H12), 6.59 (1H, s, H4), 5.96-5.92 (4H, m, 2xOCH,0), 4.11 (1H, d, J = 15.1 Hz, H8),
3.61-3.56 (2H, m, H8, H14), 3.24 (1H, dd, J = 16.5, 3.6 Hz, H13), 3.19-3.09 (2H, m, H5,
H6), 2.83 (1H, dd, J = 16.5, 11.0 Hz, H13), 2.70-2.62 (2H, m, H5, H6).
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Obr. 11 *NMR spektrum (—)-stylopinu

13¢ NMR (125 MHz, CDCls): 146.2 (C3), 146.1 (C2), 145.0 (C10), 143.3 (C9), 130.3
(Cl4a), 128.3 (C12a), 127.6 (C4a), 121.0 (C12), 116.4 (C8a), 108.4 (C4), 106.9 (C11),

105.5 (C1), 101.1 (C9OCH,0C10), 100.8 (C20CH,0C3), 59.7 (C14), 52.8 (C8), 51.1 (C6),
36.3 (C13), 29.3 (C5).
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Obr. 12 3C NMR spektrum (—)-stylopinu

5.1.1.2 GC-MS analyza
EI-MS: 323 (42), 322 (28), 174 (16), 148 (100), 91 (12), 89 (11).
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Obr. 13 El spektrum (—)-stylopinu
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5.1.1.3 Opticka otacavost

[Q]ZL;‘E =—121° (c =0,024; CHCls).
5.1.1.4 Teplota topenia
Ziskala sa svetlozZlta krystalicka latka, t. t. = 206 — 207 °C.

5.1.2 (+)-Rhoeadin (MC-2)

/CH3 O/\
O

O

9 8

Obr. 14 Struktura (+)-rhoeadinu

5.1.2.1 NMR analyza
14 NMR (500MHz, CDCl3) 6: 7.28 (1H, s, H12), 7.02 (1H, d, J=8.1 Hz, H5), 6.83 (1H, d,
J=8.1 Hz, H4), 6.64 (1H, s, H9), 6.08 (1H, d, J=1.0 Hz, OCH;0), 5.96 (1H, d, J=1.0 Hz,
OCH;0), 5.93 (2H, s, OCH,0), 5.75 (1H, s, H1), 5.18 (1H, d, J=9.2 Hz, H12b), 4.06 (1H, d,
J=9.2 Hz, H5b), 3.67 (3H, s, OCH3), 3.45-3.37 (1H, m, H8), 3.25-3.14 (2H, m, H7), 2.34-
2.27 (1H, m, H8), 2.23 (3H, s, NCH3).
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Obr. 15 NMR spektrum (+)-rhoeadinu

13C NMR (125MHz, CDCls) &: 146.3 (C3), 145.9 (C11), 145.8 (C10), 143.0 (C2), 135.8
(C12a), 132.5 (C8a), 131.2 (C5a), 122.2 (C5), 119.1 (Cla), 109.8 (C9), 109.2 (C4), 105.5
(C12), 101.3 (OCH,0), 100.8 (OCH,0), 98.2 (C1), 69.9 (C12b), 62.1 (C5b), 55.3 (OCH3),
55.1 (C7), 33.8 (NCHs), 31.5 (C8).
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Obr. 16 13C spektrum (+)-rhoeadinu

5.1.2.2 GS-MS analyza

EI-MS: 383 (62), 368 (56), 206 (20), 192 (14), 190 (14), 177 (100), 163 (15), 135 (15).

1004

g0 333

B4

91 .9 135 163 %

el | L e 220 234 250263 200 290 308 322
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Obr. 17 El spektrum (+)-rhoeadinu
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5.1.2.3 Opticka otacavost

[OL]ZL;‘E =+236° (c=0,17; CHCl3)

5.1.2.4 Teplota topenia

Ziskala sa biela krystalicka latka, t. t. = 253 — 254 °C.

5.2 Vysledky inhibi¢nych aktivit izolovanych alkaloidov

Tabulka ¢. 4 Vysledky inhibicnych aktivit izolovanych alkaloidov

Inhibicné aktivity (nuM)

ALKALOID IC50 AChE IC50 BuChE ICs0 POP
(—)-Stylopin 522 £ 67 >1000 >790
(+)-Rhoeadin 915+ 64 >1000 >790
Galanthamin 1,71 £ 0,065 42,30+ 1,30 >1000

Huperzin A 0,033 £ 0,001 >1000 >1000
Rivastigmin 0,037+0,001 | 0,0033+0,0003 n.d.

Berberin - - 142 £ 21
Z-pro-prolinal - - 3,269 +0,02x 1073
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6. Diskusia

Na zdklade screeningovej Studie vykonanej na katedre farmaceutickej botaniky
a ekoldégie Univerzity Karlovej vykazoval alkaloidny extrakt z Papaver rhoeas L.
inhibi¢nu aktivitu voci ludskej butyrylcholinesteraze (ICso = 3,94 + 0,35 pg/ml) a voci

[udskej acetylcholinesteraze bol extrakt neaktivny (ICso > 1000 pg/ml).

Cielom tejto diplomovej prace bola izolacia alkaloidov z Papaver rhoeas L.
a urcenie ich biologickej aktivity vztahujucej sa k Alzheimerovej chorobe. Z frakcie 1
boli izolované alkaloidy za pouzitia chromatografickych metéd. Na zaklade TLC boli
vo frakcii preukdzané za pomoci UV detekcie dve latky, ktoré po reakcii
s Dragendorffovym cinidlom davali pozitivhu reakciu a vykazovali sa ako alkaloidy.

Nasledne boli vyizolované dva alkaloidy v Cistej forme.

Na zaklade NMR a GC-MS analyz, merania teploty a optickej otdcavosti
po porovnani literatury boli identifikované latky (—)-stylopin (MC-1) a (+)-rhoeadin

(MC-2).

Vyizolované latky (—)-stylopin a (+)-rhoeadin boli testované na inhibi¢nu aktivitu
vocCi ludskym cholinesterdzam a prolyloligopeptiddze. Na stanovenie cholinesterdzovej
inhibi¢nej aktivity sa pouZila Ellmanova spektrofotometrickd metdda. Inhibi¢né aktivity
boli porovnavané so Standardami (galanthamin, hupezin A a rivastigmin.) Galanthamin
vykazuje voci AChE silnd inhibiénu aktivitu (1,710 + 0,065 uM), ale voci BUChE ma
stredne silnd inhibi¢nd aktivitu (42,30 + 1,30 puM). Huperzin A javi taktiez silnu
inhibiéna aktivitu voc¢i AChE (0,033 + 0,001 uM), ale voci BUChE je neaktivny (>1000
KUM). Rivastigmin ma silnd inhibi¢nu aktivitu ako voci AChE (0,037 + 0,001 uM), tak aj
k BuChe (0,0033 + 0,0003 uM). Vyizolovany alkaloid (—)-stylopin patri medzi
protoberberinové alkaloidy. Je pritomny v celadiach makovité (Papaveraceae)
a zemedymovité (Fumariaceae). (—)-Stylopin vykazuje voci AChE miernu inhibi¢nu

aktivitu (522 * 67 uM), ale voci BuChE je neaktivny (>1000 uM). (+)-Rhoeadin
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vyskytujuci sa v rode Papaver bol voci cholinesterdazam neaktivny (ICso AChE=915 + 64

uM; BuChE> 1000 pM).

Latky boli testované na inhibi¢na aktivitu POP. Ako Standardy sa poufili (Z)-Pro-
prolinal (ICso pop = 3,269 + 0,02 nM) a alkaloid berberin (ICso pop = 142 £+ 21 uM). (—)-
Stylopin aj (+)-rhoeadin vykazovali inhibi¢nu aktivitu >790, ¢o je velmi slaba inhibi¢na

aktivita.

Na zaver mbézeme povedat, Ze ani jeden z vyizolovanych alkaloidov nevykazuje
lepSiu inhibi¢na aktivitu voci AChE, BUChE a POP ako vykazuju Standardy. Na zaklade
vyslednych hodnét nejavia perspektivu k dalSiemu vyskumu v terapii Alzheimerovej

choroby z hladiska inhibicie tychto vybranych enzymov.
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7. Abstrakt

Cakurdova, M.: Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a jejich biologickd aktivita
vztazenad k Alzheimerovej chorobé Il. Diplomova prdca, Univerzita Karlova v Prahe,
Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutickej botaniky a ekoldgie,

Hradec Krélové, 2017.

Cielom tejto prdce je izolacia alkaloidov z frakcie 20-27, ktora bola ziskana
zo sumarneho alkaloidného extraktu Papaver rhoeas L. (Papaveraceae). Nasledne ich
identifikdcia pomocou Strukturnej analyzy NMR, GC-MS, optickej otacavosti a teploty
topenia. Pomocou chromatografickych metdd boli izolované 2 alkaloidy (—)-stylopin

a (+)-rhoeadin.

Uizolovanych [dtok bola stanovend ich inhibicnd aktivita voci
acetylcholinesteraze, butyrylcholinesterdaze a prolyloligopeptidaze. Ziskané hodnoty
boli stanovené ako ICso: (—)-stylopin (ICso ache = 522 + 67 UM, 1Cs0 guche = >1000 pM, 1Cso
pop = >790 uM); (+)-rhoeadin (ICso ache = 915 £ 64 UM, ICso guche = >1000 puM, ICsp pop =
>790 uM). Ziadna z izolovanych latok nevykazovala lep$iu inhibiénu aktivitu vo&i AChE a
BuChE v porovnani s galanthaminom (ICso ache = 1,71+ 0,065 uM, 1Cs0 suche =42,30 + 1,30
uM), huperzinom A (ICso ache = 0,033 + 0,001 pM, ICs0 uche = >1000 uM) a rivastigminom
(ICs0 ache = 0,037 + 0,001 uM, ICsg suche = 0,0033 + 0,0003 puM). Pri testovani inhibi¢nej
aktivity voci POP Ziadna z izolovanych latok, (—)-stylopin ICsg pop = >790, (+)-rhoeadin

ICso pop = >790, nevykazovala zaujimavu aktivitu.

Klucové slova: Alzheimerova choroba, Papaver rhoeas L., acetylcholinesteraza,

butyrylcholinesteraza, prolyloligoestedaza
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8. Abstract

Cakurdova, M.: Alkaloids of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) and their biological
activity related to Alzheimer’s disease Il. Diploma thesis, Charles University in Prague,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and

Ecology, Hradec Kralové, 2017.

The aim of this work was focused on isolation of alkaloids from the fraction 1
(joined fractions 20-27), which was obtained from the summary alkaloid extract
of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae). The alkaloids were identified by structural
analysis NMR, GC-MS, optical activity and melting point. Two alkaloids were identified

as (—)-stylopine and (+)-rhoeadine.

Isolated substances were tested on ability to inhibit the enzymes
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and prolyloligopeptidase. Obtained data
were expressed as |Cso values: (—)-stylopine (ICso ache = 522 + 67 uM, 1Cso suche = >1000
UM, ICso pop = >790 UM); (+)-rhoeadine (ICso ache = 915 + 64 UM, ICsp Buche = >1000 UM,
ICso por = >790 uM). None of the isolated substances showed so potent cholinesterase
inhibitory activity as the alkaloids galanthamine (ICso ache = 1.71% 0.065 UM, 1Cs0 Buche
=42.30 £ 1.30 uM) and huperzine A (ICso ache = 0.033 + 0.001 uM, ICsp suche = >1000
M) or rivastigmine (ICso ache = 0.037 £ 0.001 puM, ICsg suche = 3.3 £ 0.3 nM). Similarly,
none of the isolated substances demonstrated a promising prolyl oligopeptidase

inhibitory activity. ICso values of both alkaloids were >790 pM.

Keywords: Alzheimer’s disease, Papaver rhoeas L., acetylcholinesterase,

butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase
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