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Seznam pouzitych zkratek
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1 Uvod

Zdravotnicka péce je v soucasné dobé dostupnéjsi a kvalitnéjsi nez kdy jindy a opira
se o nov¢ technologie a objevy v oblasti mediciny. Védeckotechnicky pokrok s sebou,
krom¢ uspésné 1éCby nejriznéjSich onemocnéni, piinasSi zaroven prodlouzeni
pramérné délky zivota. Nadéje na doziti je dnes u muza 75 let, u Zen dokonce o 6 let
vice. S pribyvajicimi roky zivota ovSem ekvivalentné vzrasta také morbidita

obyvatelstva.!

Vedle somatickych onemocnéni trpi starSi pacienti stile vice psychickymi
poruchami, nejcastéji demenci, kterd je charakterizovana globalnim ubytkem
intelektovych schopnosti, poruchou osobnosti, chovani, spole¢enského zaclenéni
a pracovnich aktivit.? Na pozadi demence mohou stat dvé zakladni piiciny.
Symptomatické demence vznikaji jako dusledek néjaké choroby, kterd sekundarné
pusobi mozkové léze. Druhym typem jsou atroficko-degenerativni demence,
mezi které¢ se fadi Alzheimerova choroba jako jejich nejcastéjsi pfic¢ina. Pravé toto
onemocnéni, z po¢atku nendpadné a pomalu se rozvijejici, ma na svédomi vice

nez 60 % piipadf vSech demenci.’

%

JelikoZ se dosud nepodafilo najit 1€k, ktery by fesil pravé pfi¢inu vzniku
Azheimerovy choroby, ziistava tak jeji kauzalni 1é€ba pfedmétem mnoha vyzkumi.
V soucasnosti je dostupnd pouze léCba symptomatickd, kterd vychdzi pfevazné
z cholinergni hypotézy o sniZzené hladin€ acetylcholinu v mozku, a tedy snizené
cholinergni transmisi.* Tuto 1é¢bu predstavuje trojice latek, jimiz jsou donepezil,

rivastigmin a galanthamin, které inhibuji pfedevsim acetylcholinesterasu.’

Na principu blokady vstupu kalciovych ionti do neuronu funguje memantin,
ktery je u¢inny jak v monoterapii, tak v kombinaci s rivastigminem. V doplitkové
terapii se dale pouziva naptiklad standardizovany extrakt z Ginkgo biloba L. ¢i vitamin

E, nicméné jejich uéinek v této indikaci prokazan nebyl.’

Na vyzkumu Alzheimerovy choroby se podili i Univerzita Karlova. V rdmci
primarniho screeningu se ukazalo, ze nékteré extrakty z rostlin ¢eledi Papaveraceae
vykazuji slibnou inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasdm a jsou vhodné pro dalsi
testovani. Ve své diplomové praci se zabyvam alkaloidy rostliny Papaver rhoeas L.
ajejich  inhibicnim  O€inkem  na acetylcholinesterasu,  butyrylcholinestrasu

a prolyloligopeptidasu.
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2 Cil diplomové prace

Cile diplomové prace:

1.

izolace alespon jednoho alkaloidu v €isté formé za pouziti chromatografickych
metod z vybrané frakce ziskané na chromatografickém sloupci ze sumarniho

alkaloidniho extraktu z Papaver rhoeas L. (Papaveraceae);

identifikace struktury izolovaného alkaloidu spektralnimi metodami (pfiprava

vzorkli na NMR a GC-MS analyzu), zméteni optické otacivosti a teploty tani;

ptiprava vzorkl na biologické testy — in vitro inhibice lidskych cholinesteras

a prolyloligopeptidasy.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je primarni neurodegenerativni onemocnéni,
které postihuje zejména starSi pacienty a projevuje se jako pozvolna progredujici
demence. Jeho piesna etiologie je doposud neznama. Jako prvni popsal tuto chorobu
roku 1907 némecky psychiatr a neuropatolog Alois Alzheimer, po némz byla také

o nékolik let pozd&ji pojmenovana.>®

3.1.1 Epidemiologie

Vyskyt demence je vyznamné ovlivilovan vékem — jeji pravdépodobnost se
od 60. roku zivota kazdych pét let zdvojnésobuje. Prevalence AD je u osob starSich
60 let zhruba 5—7 %. Z udaji Ceské alzheimerovské spole¢nosti vyplyva, ze podet lidi

s demenci je v Ceské republice mozné odhadnout na 152,7 tisic.”

Propukne-li AD pied 65. rokem zivota, jednd se o tzv. formu s Casnym
zacatkem, jinak téz ,presenilni‘. Pokud jsou prvni pfiznaky nemoci identifikovany
v 65 letech a vySe, hovoti se 0 AD s pozdnim pocatkem. U déti a mladistvych se pak
vyskytuje zcela vzacné.® Priizkumy dale prokazaly, Ze vedle véku se na vyskytu podili
i pohlavi. U Zen se AD objevuje tiikrat Castéji nez u muzl, coz pravdépodobné

zplisobuje fakt, Ze se Zeny primérné dozivaji vyssiho véku.®
3.1.2 Rizikové faktory

AD je multifaktoridlni onemocnéni, za jehoz vznikem stoji rlizné geneticko-
environmentalni interakce. Pravé genetickd predispozice je jeho nejvyznamnéjSim
rizikovym faktorem. Bylo prokazano, ze asi 2—5 % vsech ptipadi AD jsou zplisobeny
autozomalné¢ dominantni mutaci na chromozomech 21, 14 a 1, nesoucich geny
pro amyloidni prekurzorovy protein (APP), presenilin 1 a presenilin 2.° Dal§im
genetickym faktorem, jemuz se pficita az 20 % piipadi AD, je pfitomnost
apolipoproteinu E (ApoE), konktrétné nosi¢stvi ApoE4 alely. Ta je zodpovédna za obé
formy onemocnéni, zejména viak za formu s ¢asnym pocatkem.'® Mezi dalsi rizikové
faktory se tadi koufeni, hypertenze, diabetes mellitus a vysoké4 hladina cholesterolu
(obecné pritomnost metabolického syndromu). Svou roli hraje také nizsi uroven

vzd&lani nebo prodélané mozkové trauma.'!
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3.1.3 Prevence

Primarni prevence AD zahrnuje klasickd doporuceni pro zdravy Zivotni styl — snizit
pfijem nasycenych mastnych kyselin, zatadit do jidelnicku vice ovoce a zeleniny,
pfijimat dostatek vitaminll (zejména vitamin E a B12) a alespon tfikrat do tydne
40 minut provadét aerobni aktivitu. Z dopliikkt stravy volit takové, které neobsahuji

7elezo a nékteré studie varuji i pred obsahem hliniku.b

Sekundarni prevenci predstavuje zachyceni nemoci v jejim preklinickém
stadiu, tzn. dfive, nez propuknou charakteristické symptomy. K tomu slouzi specialni

diagnostické postupy.5 10

Je-li jiz AD prokazéana, cilem tercidrni prevence je predevsim zvysit kvalitu
Zivota a zpomalit progradaci nemoci. Vyuziva se kombinace kognitivniho tréninku

a vhodné medikace.'”

3.1.4 Klinicky obraz

Symptomatologie AD je v odbornych publikacich popisovana triadou ,,ABC* (A =
Activities of daily living, B = Behavioural changes, C = Cognition), ktera
charakterizuje vyskyt pfiznakil této nemoci a sni souvisejicich potizi v Casové

souslednosti.’

Jako prvni se objevuji pfechodné poruchy ndlady a zapométlivost. Kognitivni
funkce, jako je napiiklad logické uvazovani, se postupné¢ zhorSuji.
Mezi charakteristické projevy déale patii prostorova dezorientace, agresivita
a depresivni ladéni. Typické je pro pacienty postizené AD nespravné dodrzovani lécby
¢i malnutrice. Postupem casu se nemoc manifestuje afazii, apraxii, agnozii a velmi
Castd je 1 inkontinence. Pozdni stddia onemocnéni mohou dale vést
az k imobilizatnimu syndromu a tito pacienti se stavaji plné odkazani na pomoc
okoli.>* Na zakladg té&chto projevil 1ze nemoc rozdélit do tii stadii dle zavaznosti:

lehka, stfedni a tézka demence.?

Od stanoveni diagnozy trvda AD primémé 5-12 let a kon&i smrti.”
Bezprostiedni ptic¢inou smrti byvaji napt. bronchopneumonie nebo urazy, k nimz vSak
dochdzi v disledku zakladni AD, a proto je tuto nemoc nutno pokladat za primarni

pri¢inu smrti.?
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3.1.5 Neuropatologie AD

U pacientli s AD byla pozorovana lehka kortikalni a subkortikalni atrofie. Nejvétsi
rozsah atrofie byl zji$tén u temporalnich rohi postrannich komor a hippokampu.® Dalsi
makroskopické zmény predstavuje depigmentace locus coeruleus a substantia nigra.'2
Nejmarkantngj$i jsou vSak zmény mikroskopické. Jedna se o ukladani amyloidu
(AB), ktery tvofi zaklad Alzheimerovskych (amyloidovych) plaki. Druhym

nejvyznamnéjsim histologickym néalezem jsou neurofibrilarni klubka (tzv. tangles).?

Piesnd etiologie této choroby znadma neni. Existuje pro ni nékolik hypotéz,
které jsou podloZeny rtiznymi védeckymi poznatky. Podle nich ma na vznik AD vliv
nedostatek acetylcholinu (ACh), geneticka predispozice, oxidaéni stres, probihajici

z4nét® a aktivita prolyloligopeptidasy (POP).!3

3.1.5.1 Senilni plaky

Na 21. chromozomu se nachdzi gen kodujici APP. Tento transmembranovy protein je
tvofen 695 aminokyselinami (AMK) a jeho $tépenim specifickymi enzymy vznikaji
rizné dlouhé fragmenty.'* Za fyziologickych podminek jej $t&pi enzym o-sekretasa
na nejvySe 40-AMK velké peptidy. Tyto $t€pné produkty jsou solubilni, télu vlastni
ajejich role vorganismu neni zcela znama (pfedpokladand funkce je vSak
neuroprotektivni).>!> U pacienti s AD dochézi k mutaci 21. chromozomu. Tato mutace
zaptiCini, Ze se na Stépeni APP podili pfevazné B-sekretasa a y-sekretasa, které davaji
vznik delsim peptidovym tsektim o0 42 AMK. Tyto peptidy jiz nejsou solubilni, naopak
maji schopnost se koagulovat a polymerovat. Formuji se do fibril a davaji vznik AP,
jehoz depozita se nazyvaji alzheimerovské, amyloidni nebo také senilni plaky.*!®
»Jsou to okrouhlé utvary velikosti 10-200 um, nachazime je zejména v mozkové kiie,
hippokampu, podkorové Sedi a mozecku.“® Tyto nerozpustné Gtvary jsou pro AD

naprosto charakteristickym mikroskopickym nalezem.>% 13

Kromé¢ mutace genu pro APP se na zvySené produkci a uklddani AP podili
1 mutace genu pro transmembranové proteiny presenilin 1 (PS1) a presenilin 2 (PS2),

nachazejici se na lidskych chromozomech 1 a 14.13

V mist€ vzniklého amyloidniho plaku néasledné dochédzi k odumirani neuront.

Vytvaii se gliovy lem a vznikd sterilni zanét. Odezvou organismu je zmeéna
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mikrogliovych elementli na makrofdgy a uvolnéni cytokint a volnych kyslikovych

radikala.!®

V soucasné¢ dobé se vyzkum ubira smérem zminénych sekretas, konkrétné
inhibitortt jejich aktivity. Ty plisobi na principu vazby na jejich specifické

podjednotky. N&které B-sekretasové inhibitory se jiz zkousi v ramci klinickych testi. !¢

3.1.5.2 Neurofibrilarni klubka

Tvorbu neurofibrilarnich tangles, neboli klubek, zptsobuje hyperfosforylovany
T-protein. t-Protein je s mikrotubuly asociovany protein (MAP), ktery ovliviiuje jejich
stabilizaci tim, ze interaguje s tubulinem. Byl objeven roku 1975 a pozd¢ji byla urcena
1jeho struktura. Existuje v Sesti isoformach 0 352 —441 AMK, li$icich se nejen poctem
AMK, ale také poétem vazebnych domén na C-konci proteinu. Cim vice domén dana
isoforma t-proteinu obsahuje, tim lepsi je jeji schopnost stabilizovat neurondlni
mikrotubuly.!!®1° Gen koédujici t-protein se nachazi na 17. chromozomu

a alternativnim spojenim jednotlivych exontl vznikaji konkrétni isoformy.'

Prostfednictvim kinas dochazi na mnoha mistech k fosforylaci t-proteinu.
Fosfatasy jej naopak defosforyluji a za fyziologickych podminek, tedy u zdravého
¢lovéka, jsou oba procesy v rovnovaze.!”!® Pro AD je typicka hyperfosforylace
tohoto proteinu, zplsobend mutaci jeho posttranslacni modifikace. Takto
degenerovana vlakna se formuji do parové helikéalnich filament. Jejich dalsi agregace
vede ke vzniku klubek, tzv. neurofibrilarnich tangles (kosickd, uzlickd).>62°
Pii mikroskopickém zobrazeni pfipominaji plaminky ¢i tenisové rakety.® Tyto
nerozpustné struktury poskozuji cytoplazmatické funkce neuront, narusuji normalni

axonovy transport, a tim vedou k jejich zaniku.>%!”

Perspektivu v 1é€bé AD piedstavuji 1é¢iva, kterd by plsobila jako inhibitory
proteinovych kinas, napodobovala funkci fosfatas nebo méla schopnost pieruSovat

T — 1 interakce a tim zabratiovat jejich agregaci do klubek."

3.1.5.3 Apolipoprotein E

Jak jiz bylo zminéno, také ApoE sehravd ve vyskytu AD svou roli. ApoE je
polymorfni, coZ znamena, Ze existuje ve vice isoformach: ApoE2, ApoE3 a ApoE4.

Vsechny ti1 isoformy maji 299 AMK a mezi sebou se 1isi pouze v jedné¢ AMK.
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V periferni tkani je ApoE produkovén ptfedevsim jatry, v nervovém systému astrocyty.
Podstatou jeho existence je transport lipoproteind, vitaminti rozpustnych v tucich
a cholesterolu na specifické ApoE receptory. Tento transport se lisi v zavislosti
na dané isoforme. Zatimco ApoE2 a ApoE3 maji vyssi afinitu k HDL ¢ésticim, ApoE4

preferuje vétsi ¢astice, jako je VLDL.!>!

Osoby, u kterych se vyskytuje alela ApoE4, maji vyssi pravdépodobnost
vzniku AD. Pfitomnost této alely vSak neni pro AD nezbytna. Vyzkumy uvadi,
ze ackoliv 40-65 % pacientti s AD ma minimalné jednu tuto alelu, existuji i jedinci,

ktefi jsou ApoE4 homozygotni a nemoc se u nich neprojevila.!® Nicméné jak jiz bylo

v

ApoE3 je ve vztahu k AD povaZovéna za neutralni, ApoE2 dokonce za protektivni.'*!

ApoE4 se dale vaze na AP a prispiva k jeho ukladani v mozku a tvorbé plaki.
Toto zjisténi dava védclim namét pro vyzkum rtzné lipidovanych forem ApoE, které

by se vézaly na AP a byly jej zaroven schopny degradovat.?!

3.1.5.4 Volné kyslikové radikaly

Volné kyslikové radikaly (ROS) zaujimaji v téle dilezitou funkci signalnich molekul.
Pokud vSak nastane nerovnovaha mezi jejich vznikem a odbouravanim, télu vyrazné
Skodi. Tento redoxni stav se nazyva oxidativni stres a pro proces starnuti je

charakteristicky.??

Existuji studie, které povazuji ROS zpiisobujici oxidac¢ni stres za hlavni pfi¢inu
vzniku AD. ROS vznikaji v celém téle, ale v ramci AD se na jejich zvySeném
generovani podili pfedev§im mitochondrie, hyperfosforylovy t-protein a senilni

plaky.??

Hlavnim producentem ROS a zdroven jejich cilem jsou mitochondrie,
které nasledné produkuji méné ATP. Mimo jiné jsou oxidovany diilezité biomolekuly
jako mastné kyseliny (MK), nukleové kyseliny (NK) a proteiny. JelikoZ je mozek
mimofadné citlivy, uvedené zmény se projevi na jeho funk¢nosti a kognitivnich
schopnostech.?? Dalgi studie prokézala, e ROS se uvoliiuji i pfi spontanni glykaci
parové¢ helikéalnich filament t-proteinu. Vedle vzniku oxida¢niho stresu tak dochdzi
i ke zvysené transkripci AB.2° Zvysené mnozstvi ROS vzniké i v okoli senilnich plaki,

kde dochazi k rozsahlé neurodegeneraci.’
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3.1.5.5 Zanét

Se vznikem AD piimo souvisi i zanét, k némuz dochazi piredevsim v okoli senilnich
plakl v mozku. Akumulace AP aktivuje mikroglie a astrocyty a dochazi k uvoliiovani
veétstho mnozstvi medidtori zdnétu. Mezi né¢ patii zejména prozanétlivé cytokiny,
napiiklad interleukin 1 (IL-1), IL-2 a tumor nekrotizujici faktor a (TNF-a). VSechny
tyto latky zpiisobuji poskozeni mozkovych neuront, jehoz nasledkem je apoptoza.>*
Déle vznikd cyklooxygenasa 2 (COX-2). Plsobenim tohoto enzymu vznikaji

prostaglandiny z kyseliny arachidonové, coz k zanétu také vyznamné pfispiva.>**

3.1.5.6 Aktivita prolyloligopeptidasy

Dle dalSich vyzkumii se v neuropatologii AD uplatituje enzym POP. Jednd se
o serinovou proteasu, kterd hydrolyzuje peptidickou vazbu na karboxylovém konci
L-prolinu. V mozku tak jejim prostiednictvim dochazi k degradaci nékterych
neuropeptidi, jako napiiklad vasopresinu, oxytocinu, bradykininu a substance P. Tyto
neuropeptidy maji také vliv na kognitivni funkce, zejména uceni a pamét’. Predpoklada

se, Ze pravé POP pfispiva procesu neurodegenerace, jez usti v AD a demenci.'?

ZvySené hladiny zminénych neuropeptidi u testovanych zvirat prokazaly
zlepSeni kognitivnich funkci. Podavani inhibitorti POP laboratornim krysam pfineslo
uspokojivé vysledky z hlediska pamétovych schopnosti. Tim se inhibitory POP
ptesunuly z preklinickych do klinickych studii, a pfedstavuji tak dal$i moZnou

perspektivu v boji proti AD.!3

3.1.6 Diagnostika a diferencialni diagnostika

AD se vyznacuje pomalym, plizivym vyvojem s postupnym zhorSovanim ptiznak.
Pro diagn6zu demence se vyuzivaji béZna screeningova vysetfeni jako napftiklad test
hodin aMMSE (kratkda Skala mentalniho stavu) spolu s komplexnim
neuropsychologickym vysetfenim. Samotna diagn6za AD se potom stanovuje pouze

vylou¢enim jinych etiologii demence.>*®

Od ostatnich typi demence se AD lisi pfedev§im tim, Ze pfi ni nedochézi
k vétsim vykyvim pfiznakd v krat§Sim casovém horizontu a obvykle se nevyskytuji
halucinace nebo ptidatna deliria.> Piitomnost mozkového nadoru jako piiciny
demence pomohou vyloucit zobrazovaci techniky jako nukledrni magneticka

rezonance (MRI) nebo poéitadova tomografie (CT).>®
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Diagnoza se proto s nejvyssi presnosti stanovuje pouze jako ,,pravdépodobna‘
nebo také ,,moznd*“ AD. Jistou AD ur¢i pouze mozkova biopsie nebo az patologické

vysetieni post mortem.>>

3.1.7 Lécba AD

Pro farmakoterapii symptomi AD se pouzivaji piedev§im dvé skupiny lécCiv, jejichz
ucinek byl prokézan. Sem patfi inhibitory acetylcholinesteras a inhibitory NMDA
receptord. Ostatni 1é¢iva jsou pouze doplitkovou terapii a jejich uziti neni zaloZzeno
na ditkazech (EBM). Cela tada dalSich 1éCiv se v souCasné dob¢ nachazi ve fazi

preklinickych a klinickych testd.>

Kromé¢ farmakoterapie je diilezita i péce o pacienta stran rodinnych ptislusnikii
¢i specializovanych pecCovatelti. Pro pacienty s AD existuji specidlni rehabilitacni
programy, kde probihd reedukace zakladnich aktivit bézného zivota. Je dulezité,
aby se pacientim dostaval pocit jistoty a podpory. Tim se snizi napéti uzkost pacienta,

coz miize vést ke zvyseni jeho vykonnosti a koncentrace.®

3.1.7.1 Funkce acetylcholinu

Jednu z hlavnich tloh mé v patofyziologii AD ACh. Jedna se o neurotransmiter
vznikajici v retikularni formaci z cholinu a acetylkoenzymu A prostiednictvim
enzymu zvan¢ho cholinacetyltransferasa. Béhem neurotransmise je ACh uvolnén
do synaptické S$térbiny, kde se na postsynaptické membrané vaZe na cholinergni
receptory (nikotinové a muskarinové). Timto zplisobem se ptenasi vzruch a ovliviiuje
mimo jiné pravé kognitivni funkce. V patofyziologii AD se uplatituji zejména
muskarinové receptory, konkrétné typ M1, ktery se nachdzi v nervovych burkach.
ACh ma velmi kratky polocas a enzymy zvané esterasy (hydrolasy) jej nakonec opé&t

rozkladaji. >

Pted vice nez 30 lety bylo objeveno, ze u AD dochdzi ke ztraté enzymi
syntetizujicich ACh a tim k porusSe jeho tvorby a jeho naslednému nedostatku.
To vedlo ke stanoveni tzv. cholinergni hypotézy, kterd tika, ze za AD stoji deficit
cholinergni transmise v centralni nervové soustave, predevsim v mozkové kiie, ktery

zplsobuje kognitivni dysfunkce.?
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3.1.7.2 Cholinesterasy

Acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE) jsou enzymy, které
ACh hydrolyticky rozkladaji na cholin a kyselinu octovou. Jedna se o reakci, ktera je

nezbytna, aby se neuron mohl po jeho aktivaci znovu vratit do klidového stavu.?”8

AChE je vtéle pifitomna pfedevSim v mozkovych burikach, nervosvalové
ploténce a erytrocytech, BuChE v gliich a plasmé. Obé se vyskytuji v nékolika
asymetrickych formach, které maji podobné katalytické vlastnosti, ale 1i§i se svou
oligomerni strukturou, tzn. v poctu podjednotek (monomerni G1, dimerni G2

a tetramerni G4).?’

V poslednich letech bylo objeveno, ze AChE ma kromé vlivu na nervovou
transmisi podil i na dal$ich dé&jich v t€le. Jedna se napiiklad o riist neuront nebo prave

amyloidnich fibril, typickych pro AD. Pfesn4 funkce BuChE zatim objasnéna nebyla.?®

Rozdily ve struktuie obou enzymi se odrazi na jejich substratové specifité.
Zatimco AChE ma vysokou specifitu k hydrolyze ACh, substratem BuChE mohou byt

i jiné latky.?”8

3.1.7.3 Inhibitory acetylcholinesteras

Inhibice zminénych cholinesteras vede k prolongaci existence ACh a tim také jeho

i¢inku, ¢ehoZ se ve farmacii vyuzivé pfi 1é¢bé nemoci se snizenou hladinou ACh.?

Pro farmakoterapii AD se pouZivaji reverzibilni inhibitory acetylcholinesteras,
které zvysuji hladinu ACh tim, Ze snizuji jeho rozklad. Dojde ke zvySeni cholinergni
neurotransmise v mozku a kompenzaci ztraty funk&nich mozkovych bunék.?” Nasazuji
se k1écbé lehké az stfedné tézké demence, tedy v pocatecnich stadiich AD.°
Mezi jejich zastupce patii ti1 hlavni latky: donepezil, rivastigmin a galanthamin. Diive
pouzivany takrin byl z trhu stazen z divodu zdvaznych nezadoucich ucinki, zejména

hepatotoxicity.?’

Donepezil je piperidinovy derivat, ktery reverzibilné a s vysokou selektivitou
inhibuje AChE, BuChE inhibuje méné. Reverzibilni u¢inek znamend, Ze blokada
enzymu trva velmi kratce (viaddech minut) a potom je vazba enzym-lé€ivo
hydrolyzovéna.?® UZziva se jedenkrat denné, obvykle pied spanim, v davce 5 mg.

Ta se po zhruba jednom mésici zvysi na 10 mg.?’ Kromé typickych cholinergnich
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vedlejsich ucinkt, jako je nevolnost, bolestivé spazmy traviciho Ustroji ¢i prijem, je

snasen relativné dobte.?

Galanthamin je tercialni alkaloid ptivodné izolovany z rostliny Galanthus
woronowii Losinsk., Amaryllidaceae. Jeho obsah byl detekovan i u dalSich zastupcti
této celedi. Z ekonomickych divodi se dnes vSak ziskava synteticky. Stejné jako
v ptipad¢ donepezilu se jedna o reverzibilni selektivni inhibitor AChE. Krom¢ inhibice
tohoto enzymu se galanthamin zaroven chova jako alostericky modulator nikotinovych
receptortl, ¢imz ginnost acetylcholinu potencuje.?> Lééba se obvykle zahajuje davkou
4 mg dvakrat denné a postupné se zvysuje az na 12 mg dvakrat denn€. Z uvedenych
latek této skupiny byva sndSen nejhiife, nicméné postupna a opatrnd titrace

podévaného mnoZstvi miize jeho dlouhodobou snasenlivost zlepsit.’

Rivastigmin je 1é¢ivo karbamatového typu, které vykazuje inhibi¢ni aktivitu
vii¢i AChE i BuChE.?*?° Od obou piedchozich se lisi i tim, Ze inhibice je pseudo-
ireverzibilni povahy, jelikoZ trva téméf deset hodin.*® I pro né&j je typické plisobeni
na nikotinovych receptorech, jez pfispiva ke zlepSeni kognitivnich funkci. Pocate¢ni
denni davka je 2x 1,5 mg a postupné se titruje. Kazdé ¢tyfi tydny se zvysi o 3 mg, az
se ustdli na 12 mg denné. Obvykle se uzivd peroraln¢, ale pro minimalizaci
nezadoucich Uc€inkli je dostupny i ve form¢ transdermdlnich naplasti. Nezadouci
ucinky jsou podobné jako u ostatnich AChE inhibitorii a zahrnuji zejména nezavazné

gastrointestinalni potize.?’

Huperzin A (HupA) je slou€enina vychazejici z tradi¢ni ¢inské mediciny.
Strukturné se jedna o seskviterpenicky alkaloid rostliny Huperzia serrata Thunb.
(Qian Ceng Ta). V Ciné byla tato plavuii po staleti vyuzivana k 16¢b& hore¢ky, zanétl
¢i schizofrenie.*! HupA se chové jako vysoce specificky, reverzibilni inhibitor AChE,
nicméné studie prokdzaly, Ze jeho farmakologicky uc¢inek ma vice aspekti. Kromé
»cholinergnich® u¢inkli chrani HupA neurony pifed oxidativnim plsobenim AP
konlicim jejich apoptdzou, zabraniuje poskozeni mitochondrii a jejich nasledné
dysfunkci. Zaroven se chové jako antagonista NMDA (N-methyl-D-aspartatovych)
receptort, ¢imZ snizuje excitotoxicitu vyvolanou glutamatem.*? Jeho dalsi vyhodou je,
vedle mnohostranného farmakologického piisobeni, minimalni vyskyt nezadoucich

Gcinki.*12
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Nejnovéjsi vyzkumy prokéazaly, ze HupA snizuje kumulaci Zeleza v mozkové
tkani. Tento objev jesté vice potvrzuje domnénku, ze by se mohlo jednat o latku
vyznamné zpomalujici proces neuronalni smrti a tim tak progresi demence. V Ciné uz
se HupA v klinické terapii pouziva, v Evrop¢ jej od uvedeni na trh stdle déli mnohé

testy.*?

3.1.7.4 Inhibitory NMDA receptorii

NMDA receptor je specificky typ ionotropnich glutamatovych receptort. Excitacni
AMK glutamat se vaze na receptor AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxalon),
vede k vtoku Na" iontti a tim k depolarizaci membrany. To zptisobi, Ze prostiednictvim
NMDA receptorti, které byly doposud blokovany ionty Mg?*, dojde k influxu Ca*"
iontl do buiiky. Nasleduje Siroka Skala enzymatickych procest, které se podili prave

na procesu uéeni a maji vliv na pamét’.>?

Pro AD je charakteristickd excesivni aktivita glutamatu, vedouci
k nadmérnému drazdéni NMDA receptorti a nasledn¢ k neurotoxicité. Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o excitaéni AMK, nazyva se tento stav excitotoxicita. PoSkozeni

neuronti zplisobuje poruchy jejich funkce a kon¢i neuronélni smrti.*3*

Memantin, jakoZto jediny zastupce této skupiny, je nekompetitivni inhibitor
NMDA receptorli a pouZziva se pro 1écbu stiedné t€zké az t€zké AD. Jeho plisobeni
spo¢iva v navazani na NMDA receptory, blokadé patologické aktivace a nadmérné
stimulaci glutamatem. Vraci jim pivodni synaptickou funkci a chrani tak neurony pred

poskozenim.*

Obvykla denni davka memantinu ptedstavuje jedenkrat denn€ 40 mg, piipadné
dvakrat denné 20 mg. Vzhledem k tomu, Ze jeho exkrece je z 80 % rendlni, sniZuje se
denni davka u osob, které maji zdvazné onemocnéni ledvin, na 10 mg. Na plazmatické
bilkoviny se vaze zcela minimalné, proto pfi jeho uzivani nedochazi k Zddnym klinicky
vyznamnym interakcim. Podavan je perordlné a jeho tolerance mezi pacienty je
vysoka. Z nezadoucich uc¢inkd se nejéastéji vyskytuji zavraté, bolest hlavy ¢&i zacpa.®*

Ucinny je jak v monoterapii, tak pfi spole¢ném podéavéni s donepezilem.’
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3.1.7.5 Dalsi moZnosti terapie

Terapie nasledujicimi 1é¢ivy neodpovidd EBM, tzn. pro jeji Gcinnost neexistuje
dostatek validnich diikaz. Vyuziva se proto jako terapie doplitkova k jiz zminénym

1é¢ivam.’

Extrakt z Ginkgo biloba L. (EGb 761) je jednim znejpopuldrnéjSich
rostlinnych extrakti. Obsahové latky tvoii pfedevsim flavonoidy a terpeny (ginkgolidy
a bilobalidy), jimz je pficitdn antioxidacni ucinek. Plsobi jako zhéasece volnych
radikaldi a tim zabranuji peroxidaci lipid. Pfesny mechanismus ucinku na nervovy
systém zatim nebyl pln& objasnén.’> Aby mohl byt EGb 761 zafazen do standardni
terapie AD, musi projit fadou klinickych studii. Jeho u¢inek jiz vSak byl v ramci

mnoha testdi ve srovnani s placebem prokéazan.’

Nesteroidni antiflogistika (NSAID) jsou skupinou latek zahrnujici salicylaty,
fenamaty, fenaky, profeny, oxikamy, koxiby a dal3i.>® Jejich mechanismus je zaloZen
na inhibici cyklooxygendz (zejména COX-2), enzymi katalyzujicich pfeménu
kyseliny arachidonové na eikosanoidy. Eikosanoidy jsou dvacetiuhlikaté signalni
molekuly hrajici klicovou roli v etiologii zanétu. Jelikoz jednim z hlavnich ryst AD je

pravé zanét, jevi se NSAID jako nad&jny prostiedek pro jeji 1écbu.’’

Epidemiologické prizkumy u pacientli s revmatoidni artritidou, ktefi byli
dlouhodobé 1éceni NSAID, vztah mezi touto lécbou a vyskytem AD opravdu
prokazaly. Tyto vysledky vedou k domnénce, Ze NSAID mohou snizovat riziko vzniku
AD a zpomalovat progresi tohoto onemocnéni. Testovani NSAID na experimentalnich
modelech AD pfiineslo téZ pozitivni vysledky. Studie klinické vSak uspokojivé
vysledky nepiinesly, proto vyzkumy stale pokracuji.®’

Vitamin E, neboli a-tokoferol, patti do skupiny vitaminia rozpustnych v tucich

a ma antioxida¢ni vlastnosti.’®

Rozsahla, dvojité zaslepend studie v porovnani
s placebem prokazala, Ze vitamin E sniZuje oxidac¢ni stres vznikajici pfi AD, a tim vede
ke zpomaleni jeji progrese. To bylo zaznamenano zejména u pacientl, kteti uzivali

zérovei inhibitory AChE.*

Z dalSich antioxidantii, které by mohly v budoucnu lé€bé AD také slouzit,

se testuji vitamin C, koenzym Q10, selen a omega-3 MK.*
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Pro doplitkkovou lécbu kognitivnich poruch je v nékterych zemich uZzivan
piracetam. Patii do skupiny nootropik a jako jejich prototyp byl v neddvné dobé¢
testovan 1 na experimentalnich modelech AD. Bylo prokazano, ze zlepsuje funk¢nost

poskozenych mitochondrii, ¢imZ zvysuje produkci ATP a pisobi neuroprotektivng.*!

Cerebrolysin je parenteraln¢€ podavana smeés peptidu, ktera se ziskdva z mozku
vepit.*? Lécba cerebrolysinem piinesla pacientim s lehkym aZ stiedné tézkym

stadiem AD celkové zlepseni projevii nemoci bez viditelnych nezadoucich u¢inké.*

Vyssi incidence AD u zen nez u muza vedla k ndzoru, ze k jejimu vzniku
u postmenopauzalnich Zen mize pfispivat také snizend hladina estrogenii. Hypotézu,

7e by jejich podavani mohlo piisobit protektivng, vsak klinické studie vylougily.**
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3.2 Papaver rhoeas L. (Papaveraceae)

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Oddé¢leni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Podtiida: Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Papaveraceae

Rod: Papaver L.

Druh: Papaver rhoeas L. — v1¢i mak®

Obr. 1 Papaver rhoeas L.*

3.2.2 Charakteristika Celedi Papaveraceae

Zastupci celedi Papaveraceae, Cesky makovité, jsou jednoleté, dvouleté ¢i vytrvalé
byliny, fid¢eji 1 dieviny. Charakteristicky je pro né¢ mlécny nebo vodovy latex
v mlénicich, které jsou obsazeny ve vSech Castech téla kromé semen. Listy jsou

jednoduché, délené az zpetfené, bez palistii. Kvéty vzdy oboupohlavné, obvykle
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pravidelné nebo soumérné. Pocet a vzhled kvétnich ¢asti se druh od druhu lisi. Plodem

je tobolka, $esule nebo $esulka.?’

Jedna se o rostliny rozsifeni pfevazné¢ v mirném az subtropickém pasmu
severni polokoule, pouze jeden druh je zastoupen i v jizni Africe.*” Uvadi se, ze éeled

Papaveraceae zahrnuje asi 770 druhi v 42 rodech.*

3.2.3 Morfologicky popis Papaver rhoeas L.

Papaver rhoeas L. je jednoleta pfimé bylina s husté Stétinatou, 20-90 cm vysokou
lodyhou. Listy jsou pefenodilné az petenosecné, spodni fapikaté a horni ptisedlé. Maji
ostie zubaté ukrojky, pfi¢emz tkrojky lodyznich listi jsou obvykle vétsi nez ukrojky
listd postrannich. Kvéty vyrustaji na stopkéach, které mohou byt pfitiskle ¢i odstéle
stétinaté. Cervené korunni listky maji na bazi tmavofialovou az &ernou skvrnu
a za kvétu se vzajemné prekryvaji. Blizna miize byt plocha nebo vypoukla a pro pylova

zrna je typicka Sedozelend barva. Plodem Papaver rhoeas L. je tobolka.*

3.2.4 Pouziti v lidovém lééitelstvi

Pted vyvinutim syntetickych 1é¢iv ptfedstavovaly rostlinné extrakty jedny z hlavnich
prostiedkil tradicni mediciny. Extrakty z vI¢itho maku byly podavany pii lécbé
nejriznéjSich onemocnéni, naptiklad zanétd, prijyma, poruch spanku ¢i kasle. Uvadi
se 1 schopnost potlacovat abstinenéni priznaky a zpusobit znecitlivéni. Mimo jiné se

vl¢imu méku pripisuji G¢inky sedativni, narkotické a emolienéni.*’

3.2.5 Obsahové latky

Mezi nejvyznamnéjsi obsahové latky rodu Papaver patii alkaloidy isochinolinového
typu. Kvalitativni a kvantitativni rozdily v jejich obsahu zavisi, kromé& konkrétniho
druhu rostliny, také na klimatu, prostiedi a slozeni ptidy.*® Jako piiklad kvalitativniho
a kvantitativniho rozdilu v obsahu alkaloidi uvadim v nésledujici tabulce vysledky
z vyzkumu vybranych taxonl rodu Papaver v Iraku, mezi nimi také Papaver rhoeas
L. Pfi tomto vyzkumu byly izolovany desitky alkaloidii, u 16 z nich se zaroven
podafila identifikovat jejich struktura. Extrakty byly ziskédny jak z kofent, tak

z nadzemni &asti rostlin.>!
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Tab. 1 Alkaloidy irackych druhii rodu Papaver

1 2 3 4 5 6 7 8

mekambrin - - - - - - + _

floripavidin + - + - - - - -

N-methylasimilobin S - - - - - - -

roemerin - - - - + - + .

dehydroroemerin - - - - + - + -

liriodenin - - - - + - + -

alpinigenin + - - - - - - -

rhoeagenin - + + - + - - -

rhoeadin + - - - - - - -

glaukamin - - - - + - - +

glaudin + - - - - - ; +

protopin - + - + - + + -

kryptopin - - + - - - - -
allokryptopin - - - + - - - -

cheilanthifolin = = = - - + - -

narkotin + - - - - - - -

1 P. persicum Lindl., 2 P.acrochaetum Bornm., 3 P. armeniacum (L.), 4 P.

curviscapum Nabk., 5 P. glaucum Boiss. et Hausskn., 6 P. macrostomum Boiss. et

Huet, 7 P. rhoeas L., 8 P. hybridum L.

Dalsi studie, soustfedéné pouze na druh Papaver rhoeas L., vedly k identifikaci

mnoha dalSich isochinolinovych alkaloidi, které 1ze pro prehlednost na zaklad¢ jejich

struktury rozdé€lit do nasledujicich strukturnich skupin:

typ protoberberinovy
typ proaporfinovy

typ aporfinovy

typ ftalidisochinolinovy
typ protopinovy

typ rhoeadinovy

28



Ptehled vSech doposud izolovanych isochinolinovych alkaloidd z Papaver

rhoeas L. a jejich roz¢lenéni do strukturnich typli uvadi nasledujici tabulka.

Tab. 2 Isochinolinové alkaloidy obsazené u Papaver rhoeas L.

Strukturni typy

alkaloidu

protoberberinovy
proaporfinovy

aporfinovy

protopinovy

rhoeadinovy

Zastupci

(-)-cheilanthifolin, koptisin, (-)-skulerin, (—)-sinaktin,
berberin, (+)-stylopin,

(-)-mekambrin

(+)-isokorydin, (+)-korytuberin, (—)-N-methylasimilobin,
liriodenin, (+)-isoboldin, (+)-roemerin, (+)-magnoflorin,
dehydroroemerin

protopin, allokryptopin, kryptopin, kulteropin
(+)-rhoeadin, isorhoeadin, (+)-rhoeagenin, papaverrubin A,

C, D, E (norrhoeadin)

3.2.5.1 Protoberberinové alkaloidy

Protoberberinové alkaloidy jsou hojné =zastoupeny u cCeledi Papaveraceae,

Berberidaceae, Ranunculaceaec a Fumariaceae. Jejich prekurzorem je L-tyrosin.*

Z druhu Papaver rhoeas L. byl izolovan berberin, (£)-stylopin, (—)-cheilanthifolin,

koptisin, (—)-skulerin a (-)-sinaktin.

Tato skupina alkaloidl piisobi toxicky na bakterie, houby ¢i hmyz. Uplatiiuje

se pii tom v Sirokém spektru farmakologickych procest, jako je napiiklad inhibice

syntézy DNA, biosyntézy proteinii nebo membranové permeability. Blokovani

reverzni transkriptasy ma inhibi¢ni vlivy na viry.>

Nejvyznamnéjsi latkou z této skupiny je kvarterni alkaloid berberin, ktery,

kromé jiz zminénych ucinkl, vykazuje také aktivitu protizanétlivou, pusobi

antimalaricky, antiarytmicky a stimuluje sekreci insulinu.>® Berberin i koptisin inhibuji

cholinesterasy a zhaseji ROS.%?
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Obr. 2 Protoberberinové alkaloidy

3.2.5.2 Proaporfinové alkaloidy

Se zéstupci této strukturni skupiny isochinolinovych alkaloida se setkavame u Celedi
Euphorbiaceae, Lauraceae, Menispermaceae a Papaveraceae. Prvnimi izolovanymi
a identifikovanymi alkaloidy tohoto typu byly (+)-pronuciferin a (+)-krotonosin.
Z farmakologického hlediska se jednd o potencidlni lokalni anestetika

a antidepresiva.>?
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Jedinym zndmym proaporfinovym alkaloidem izolovanym z Papaver rhoeas

L. je (—)-mekambrin.

0]

(-)-mekambrin

Obr. 3 Proaporfinové alkaloidy

3.2.5.3 Aporfinové alkaloidy

Dalsi alkaloidy, které Papaver rhoeas L. obsahuje, jsou aporfinového typu. Jedna
se o nejpocetnéji zastoupenou strukturni skupinu isochinolinovych alkaloidl u tohoto
druhu apatii sem (+)-isokorydin, (—)-N-methylasimilobin, (+)-magnoflorin,
liriodenin, (+)-korytuberin, (+)-isoboldin, (+)-roemerin a dehydroroemerin.>* Kromé
Celedi Papaveraceae se tyto latky dale nachazeji u ¢eledi Annonaceae, Berberidaceae,

Lauraceae, Magnoliaceae, Monimiaceae, Ranunculaceae a Rhamnaceae.>

Typické pro aporfinovou strukturu jsou ucinky antiagregacni, antioxidativni
a cytotoxické. (+)-Isokorydin inhibuje bunéfnou proliferaci, a plsobi tak
protinadorové.* Liriodenin plisobi navic je$t¢ antibakteridlné a antifungalng.’®
Anthelminticky®’, antifungélni a antimalaricky G¢inek se potom uvadi u (+)-roemerinu

a (-)-N-methylasimilobinu.®

I mezi aporfinovymi derivaty se objevuji inhibitory cholinesteras. Jimi jsou

piedeviim (+)-magnoflorin® a (-)-N-methylasimilobin.>

31



OH

H;CO

H;CO

N

CH;

(+)-isokorydin (-)-N-methylasimilobin

/\0 OCH;
0
H;CO
\\
= ~_ @
N N
& &
0

¢ CH;

ST

liriodenin (+)-magnoflorin

OCH;

H;CO H,CO

HO

(+)-korytuberin

(+)-isoboldin

Obr. 4 Aporfinové alkaloidy
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Obr. 4 Aporfinové alkaloidy (pokracovani)

3.2.5.4 Protopinové alkaloidy

Mezi dalsi alkaloidy izolované z Papaver rhoeas L. patii protopin, allokryptopin,
kryptopin a kulteropin. Jedna se opticky inaktivni skupinu latek®°, jejichz prekurzorem
I

jsou tetrahydroprotoberberiny, znichz vznikaji oxidaci.®! Siroce rozsifené jsou

urostlin z ¢eledi Berberidaceae, Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae

a Rutaceae.%?

Farmakologicky nejpozoruhodnéjSim alkaloidem  je protopin.
Na kardiovaskuldrni systém ptisobi, podobné jako allokryptopin a kryptopin®,
antiarytmicky, antihypertenzng, negativné inotropné a vasodilata¢né.®+® Ma
schopnost inhibovat arachidonovou kyselinu, coz vede ke snizené tvorbé tromboxanu
A2 a COX a projevuje se antitrombotickou a protizanétlivou aktivitou.®® Vykazuje
hepatoprotektivni u€inek srovnatelny se standardnim Ié¢ivem silymarinem. Z dalSich
ucinkdt lze jmenovat UCinek cytotoxicky, antiproliferativni, antibakterialni

a antiviroticky.

Z hlediska potencialni 1é€by AD je nejvyznamnéjsSi antioxidativni
a neuroprotektivni plsobeni, prokdzané u protopinu a allokryptopinu. Oba tyto
alkaloidy inhibuji AChE, moduluji glutamatovy metabolismus ve smyslu snizeni jeho

hladiny a zabratiuji oxida¢nimu stresu a apoptdze neuronti.®’

U allokryptopinu byla zaznamendna pomérn¢ vysoké anthelminticka aktivita,

zejména proti nematodam.®
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Obr. 5 Protopinove alkaloidy

3.2.5.5 Rhoeadinové alkaloidy

Z rhoeadinovych alkaloidii se u druhu Papaver rhoeas L. vyskytuje (+)-rhoeadin,
isorhoeadin, (+)-rhoeagenin a papaverrubin A, C, D, E (norrhoeadin). Pfed vice nez sto
lety byl jako prvni izolovan (+)-thoeadin®’, jehoz wcinky jsou mirné sedativni

a antitusické.*®

(+)-rhoeadin 1sorhoeadin

Obr. 6 Rhoeadinové alkaloidy
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(+)-rhoeagenin papaverrubin A

Obr. 6 Rhoeadinove alkaloidy (pokracovani)

3.2.5.6 Dalsi obsahové latky

Vedle alkaloidii, jakozto hlavnich farmakologicky vyznamnych obsahovych latek,
Papaver rhoeas L. dile obsahuje fenolové slou¢eniny a flavonoidy.*’ Z flavonoidi je
nejvice zastoupen kempferol, kvercetin, luteolin, myricetin a isorhamnetin.® Cervené
zbarveni kvéth této rostliny zpusobuji anthocyany. Pro tyto latky je charakteristické

antioxida¢ni a antimikrobialni ptisobeni.*’
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

amoniak vodny roztok 25-29% ¢&. (Penta a.s., ing. Svec) (NH3)
cyklohexan p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (CsHi2)

destilovana voda (H20)

diethylamin p.a. (LachNer, CZ) (Et2NH)

diethylether ¢. (LachNer, CZ) (Et2O)

dichlormethan p.a. (Balex, ing. Kroupa) (CH2Cl)

ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (EtOH)
hydroxid sodny p.a. (Penta as, ing Svec) (NaOH)

chlorid sodny p.a. (Penta as, ing Svec) (NaCl)

chloroform p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (CHCl3)

kyselina chlorovodikova 35% p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (HCI)
Iékai'sky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (Penta a.s., ing. Svec) (LB)
n-hexan p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (CHi4)

pyridin p.a. (LachNer, CZ) (CsHsN)

toluen p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (C¢HsCH3)

4.1.2 Pomocné latky

kiemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma-Aldrich)
kyselina sirova 96% p.a. (Penta a.s., ing. Svec) (H2SO4)

uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w)

4.1.3 Vyvijejici soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)

CsHsCH3 + EtoNH (9:1)

CesHi2 + Et2NH (9:1)

LB + CHCIs (1:1, 2:3, 3:7, 3:17)
LB + C¢HsCH3 + EtoNH (40:60:3)
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4.1.4 Chromatografické adsorbenty

Kieselgel SiO; 60 F254, fa Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou
silikagelu pro TLC s hloubkou vrstvy 0,2 mm

Oxid hlinity (Al>O3) deaktivovany 6 % H>O, velikost zrn 50 — 200 pm (Across)
Silikagel 60 GF254, Merck

4.1.5 Pristrojové vybaveni

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

NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)

Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890
A GC 5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA)
Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany)

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

4.1.6 Detek¢ni ¢inidla

Dragendorffovo ¢inidlo dle Muniera — pfipraveno z roztoku A a B v poméru

1:1.

Roztok A: 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zédsaditého a 20 g kyseliny vinné

se rozpusti v 80 ml destilované vody.
Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml destilované vody.

Meyerovo €inidlo — pfipraveno rozpusténim 1,36 g chloridu rtutnatého a 5 g

jodidu draselného ve 100 ml destilované vody.

4.1.7 Rostlinny material

SuSend nat’ Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) pochdzi z pole u Univerzity Hradce

Kralové, sbér v cervnu 2015. Celkov€é bylo nasbirdno 155 kg cerstvych nati

s nezralymi tobolkami, jejichz suSenim (do 40 °C) se ziskalo 31,5 kg suché drogy.

Verifikace byla provedena prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. a rozdrobnéni

drogy na kulovém mlynu provedl PharmDr. Tomas Siatka, CSc. P. rhoeas byl vybran

jako zdroj pro izolaci biologicky aktivnich metaboliti na zakladé screeningu

sumarniho alkaloidniho extraktu, ve kterém se testovala jeho inhibi¢ni aktivita vici

lidskym cholinesterasdm. Za pouziti Ellmanovy spektrofotometrické in vitro metody
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bylo zjiSténo, Ze tento extrakt vykazoval slibnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i BuChE

(ICs0=3,94 + 0,35 pg/ml), zatimco vici AChE je téméf neaktivni (ICso >1000 pg/ml).
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4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava a uchovavani rozpoustédel

Vsechna pouzita rozpoustédla byla pred pouzitim precisténa destilaci dle laboratornich
zvyklosti. Pocatecnich 5 % objemu destilovaného rozpoustédla, tzv. ptedek, bylo
odstranéno a zbylych cca 90 % vydestilovano. Ptedestilovana rozpoustédla byla

skladovana v hnédych lahvich, které zajist'uji ochranu pied svétlem.

4.2.2 Odparovani extrakti a frakci

Za snizeného tlaku pii 40 °C byly na vakuové odparce odpaieny rozpoustédla
z jednotlivych alkaloidnich frakci a extraktil, které byly ziskany z chromatografickych

sloupcti a preparativni TLC.

4.2.3 SuSeni a skladovani frakci izolovanych latek

Izolované chemicky cisté latky byly vlozeny do exsikatoru s obsahem silikagelu, kde
se po dobu alespoit 24 hodin nechaly susit. Takto vysusené latky byly nésledné
uskladnény v chladni¢ce o teploté 2—8 °C.

4.2.4 Chromatografické metody

4.2.4.1 Sloupcova chromatografie

Naplnénim kolony adsorbentem (neutrdlni Al,Os, velikost zrn 50-200 um, Across,
deaktivovany piidavkem 6 % H>O) byl vytvofen zaklad chromatografického sloupce,
na ktery se navrstvil pfedem pfipraveny roztér, tzn. extrakt naadsorbovany na Al>Os.

K separaci alkaloidli byla pouzita skokova gradientova eluce.

4.2.4.2 Tenkovrstva chromatografie

Za pouziti metody TLC je mozZné zjistit pfitomnost a Cistotu alkaloidii. Na desky
se silikagelem se nanese vzorek, vlozi se do pfislusné komory nasycené parami vhodné
mobilni faze a neché se vyvijet. Pod UV lampou (vlnova délka & =254 a 366 mm) Ize
na chromatogramu nasledné vidét skvrny. Zbarvi-li se tyto skvrny po pouZiti

Dragendorffova ¢inidla oranzové, jedna se o alkaloidy.
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4.3 Strukturni analyza

4.3.1 GC-MS analyza

Pro ziskani GC-MS spekter vzorkll byl pouzit spektrometr Agilent 7890 GC 5975,
pracujici v EI rezimu pfi 70 eV. Separace prob¢hla na koloné¢ DP-5 MS (parametry
30 m x 0.25 mm x 0.25 pum, vyrobce Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA). Byl
nastaven teplotni gradient: od 100 °C stoupala teplota rychlosti 15 °C/min do teploty
180 °C, kde byla po dobu 1 min udrzovana. Déle byla teplota zvySovana o 5 °C/min
az na kone¢nych 300 °C a udrzovana nasledujicich 40 min. V dalsimu kroku byla
nastavena rychlost pratoku nosného plynu (v tomto pfipadé pouzito helium)
na 0,8 ml/min a teplota injektoru (280 °C). Pro detekci bylo zvoleno detek¢éni rozmezi
m/z 35-600 a teplota detektoru (200 °C). Alkaloidni roztok o objemu 1 ul
a koncentrace 1 mg/ml byl na kolonu nastfiknut v poméru 1:10 ve ,,split mode®.
Vystupem této analyzy byla MS spektra, kterd po porovnani se spektry referen¢nimi
umoznila identifikaci jednotlivych alkaloidi. Referen¢ni spektra pochazela z NIST
knihovny, literatury a materiali Katedry farmaceutické botaniky a ekologie FaF UK

(spektra latek jiz v minulosti izolovanych).

4.3.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena na piistroji Varian Iniova 500. Pro 'H jadra byla pracovni
frekvence 499,9 MHz a pro *C jadra 125,7 MHz. 1H NMR spektra byla métena
v inverzni 5 mm ID PGF sondé€ s vyuzitim standartnich pulznich frekvenci, zatimco
13C NMR spektra byla métena v 5 mm SW Sirokopasmové sond¢€. Méteni probéhlo

za teploty 25 °C v prostiedi deuterochloroformu.

4.3.3 Teplota tani

Pro zjiSténi teploty tani byl pouZit bodotavek Biichi Melting Point B-450. Do teploty
010 °C nizsi, nez byla predpokladand teplota tani dané latky, stoupala teplota
ve vyhifevném bloku rychlosti 15 °C/min. Poté jiz rostla pomaleji (0,5 °C/min),

az do dosazeni teploty o 10 °C vyssi, nez byla pfedpokladana teplota tani dané latky.

4.3.4 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla méfena na polarimetru P3000, A. Kriiss Optronic, Germany,

v roztoku chloroformu a pyridinu za teploty 25 °C.
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4.4 1zolace alkaloidu

4.4.1 Priprava alkaloidniho extraktu

Pro pfipravu sumarniho alkaloidniho extraktu bylo pouzito 31,5 kg suSené
rozdrobnéné drogy Papaver rhoeas L. Droga byla postupné po 350 g extrahovéana
vroucim 96% EtOH, dvakrat 3 litry po 30 minutach. Jednotlivé ethanolové extrakty
byly spojeny, piefiltrovany pies vliselin a odpafeny na vakuové poloprovozni odparce
na objem pftiblizné 3 litry, pfi¢emz teplota neptekrocila 50 °C. K tomuto objemu byly
pfidany 3 litry vody a zbyvajici EtOH se nechal Gplné odpafit. Vznikla suspenze se
nechala ohtat na 70 °C a ptidal se 1 litr 2% HCI (pH ~ 1,5). Po zchladnuti na cca 30 °C
byla vznikla suspenze nafedéna 3 litry vody a ptefiltrovana ptes vliselin. Nasledné byl
filtr promyt 1,5 litrem 0,1% HCI, 2 litry vody a ziskany extrakt doplnén vodou

na 15 litrq.

Tento filtrat byl zalkalizovan 2,2 litry 10% Na>CO3 na pH 9-10 a postupné 5x
vyttepan 4 litry CHCls. Spojenim organickych vrstev a spoleCnym odpafenim bylo

ziskano celkem 45,0 g tmave hnédého viskoézniho alkaloidniho extraktu.

Alkaloidni koncentrat byl rozpustén ve 400 ml 2% HCI, objem doplnén vodou
na 1 litr a vznikla suspenze, ktera byla filtrovana ptes vrstvu CiSt€né kiemeliny.
Ziskany filtrat byl alkalizovan 10% Na>COs na pH 9-10 a 5x vytfepan 300 ml CHCls.
Provedend zkouska s Meyerovym cinidlem byla negativni, ¢imZz se prokazalo,
ze vodna faze jiz zadné alkaloidy neobsahuje a s vytfepavanim se dale nepokracovalo.

Cely proces piecisténi extraktu vytfepavanim byl proveden jesté 1x.

Celkove bylo po odpateni rozpoustédla ziskano 17,9 g tmavé fialového az

¢erného sumarniho alkaloidniho extraktu.

4.4.2 Sloupcova chromatografie alkaloidniho extraktu

Suméarni alkaloidni extrakt o celkové hmotnosti 17,9 g byl rozpustén v CHCI3
a smichén se 72 g neutrdlniho oxidu hlinit¢ho (Al>Os, velikost zrn 50 — 200 pum,
Across, deaktivovany 6 % H20). Takto vznikl roztér, ze kterého byl za stalého michani
na vodni lazni odstranén CHCI3 do sucha. Nésledné byl roztér umistén do exsikatoru,

kde byl ponechan za sniZeného tlaku po dobu 24 hodin na dosuseni.
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Jako stacionarni faze byl pouzit neutrdlni oxid hlinity (Al2Os, velikost zrn
50 —200 um, Across, deaktivovany 6% H>0), v mnoZstvi 1140 g, jimZ byla kolona
o pruméru 4,7 cm naplnéna do vysky 61 cm. Na tento adsorbent byl navrstven

vysuseny roztér a vysledna vyska chromatografického sloupce byla 66 cm.

Separace alkaloidli probihala stupfiovitou eluci, tzn. postupnym zvySovanim
polarity mobilni faze. Nejprve byl pouzit LB + CHCI3 (v poméru 1:1, 2:3, 3:7, 3:17),
dale CHCI3 (100%), CHCIl; + EtOH (1:1) a nakonec 95% EtOH. Mrtvy objem
predstavoval 810 ml. Rychlost toku mobilni faze byla 12,5 ml/min. Jednotlivé frakce
byly jimény po 250 ml a timto zpisobem bylo ziskdno 98 frakci. Kazda byla
monitorovana pomoci TLC, shodné faze slouceny k sobé a vysledkem bylo 5
spojenych frakci. Pro dil¢i kontrolni TLC (SiO2, 60 F 254 Merck) byly pouzity
nasledujici soustavy: CsHi2 + Et:NH (9:1) a CeHsCH3z + EtoNH (9:1).

Tab. 3 Prehled parametrii pouzité kolony

Adsorbent neutrdlni ALOz (1140 g; 50 — 200 pum, Across)
deaktivovany piidavkem 6 % vody

Vrstva s roztérem 66 cm

Vrstva bez roztéru 61 cm

Priamér kolony 4,7 cm

Mrtvy objem 810 ml

Objem jedné frakce 250 ml

Rychlost pritoku 12,5 ml/min

Tab. 4 Spojené frakce sumdarniho alkaloidniho vytrepku

Frakce Rozmezi frakce Mobilni faze Hmotnost odparku
(8]
1 20-27 LB+ CHClIz (1:1, 2:3) 0,44
2 28-34 LB+ CHCls (2:3) 0,94
3 35-74 LB+ CHCI; (2:3, 3:7) 9,69
4 75-97 CHCI3, CHCls + EtOH 2,68
(1:1)
5 98 EtOH 1,99
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Jednotlivé spojené alkaloidni frakce byly naneseny na souhrnné TLC
(adsorbent SiO> 60 F 254 Merck). Vyvijeni probéhlo 2x po sobé ve sklenéné komote
nasycené¢ parami mobilni faze CsHi2 + EtoNH (9:1). Vysledna drédha TLC méfila
8,5 cm. Detekce pod UV lampou a zviditelnéni skvrn Dragendorffovym cCinidlem

prokézalo pfitomnost jednotlivych alkaloidi (Obr. 7).

Obr. 7 Souhrnné TLC spojenych frakci sumarniho alkaloidniho vytiepku
4.4.3 Separace alkaloidi z frakce 75 — 97 (2,68 g)

Byla provedena preparativni TLC na 54 nalévanych deskach o rozmérech 15 x 15 cm
(adsorbent SiO2 60 GF 254), délka drdhy 12,5 cm. Desky byly vyvijeny celkem 4x
v komote nasycené parami soustavy LB + C¢HsCHs + EtoNH (40:60:3) a doslo
k rozd€leni frakce do 6 zon (Tab. 5).

Pted dal$im zpracovanim byly jednotlivé zony preciStény. Po rozpusténi v 2%
HCI byly kyselé roztoky vytfepany Et>O, ¢imz se odstranily nealkaloidni balastni
latky. Po nasledné alkalizaci vodné faze 10% Na>COs; na pH 9-10 byly alkaloidy
vytfepany opét Et2O a vodna vrstva byla odstranéna odpatenim do sucha. Vytézky jsou

uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tab. 5 Vysledky preparativni TLC frakce 75 — 97

Hmotnost [mg] Hmotnost [mg]
Vrstva  Retenéni faktor Do separaci po precisténi
1 0,44 833 230
2 0,35 636 320
3 0,27 72 57
4 0,23 98 18
5 0,19 123 18
6 0,06 75 16

4.4.3.1 Izolace alkaloidu 7 frakce 75 — 97, podfrakce 1 (230 mg)

Podfrakce ¢.1 z frakce 75 — 97 obsahovala bilou, drobné krystalickou slouceninu
(Mr 369; EI-MS). Na zédkladné¢ NMR analyzy bylo zjisténo, ze se jedna o smés izomera
isorhoeageninu a rhoeageninu v poméru 1:1,5. Protoze ve zfedéné HCI izomerizuji
trans-baze do termodynamicky stalej$i cis-baze’®, tzn. izomerizaci isorheageninu
vzniké rhoeagenin’!, byla tato smés izomerd (97 mg) rozpusténa ve 30 ml 2% HCI,
10 minut inkubovdna ve vrouci vodni lazni a nasledné¢ alkalizovana 25% NHj;
na pH 9 — 10. Vytfepanim do Et,0 a krystalizaci z tohoto roztoku byla ziskdna jemna,
bila, krystalicka slou¢enina LB-1 o vysledné hmotnosti 59 mg.

4.4.3.2 Izolace alkaloidui 7 frakce 75 — 97, podfrakce 2 (320 mg)

Krystalizaci podfrakce ¢.2 z frakce 75 — 97 z CHCl; + EtOH (1:1) bylo ziskano 160 mg
bilé, krystalické slouceniny LB-2.
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4.5 Priprava chloridi alkaloidi

Protoze izolované alkaloidy jsou velmi lipofilni (Spatné se rozpousti i v CHCls,
zejména (+)-rhoeagenin), byly tyto alkaloidy na biologické testy i NMR analyzu

((+)-rhoeagenin) pievedeny na chloridy.

4.5.1 Priprava chlorovodiku v bezvodém diethyletheru

Roztok suchého HCI v Et,O o piiblizné koncentraci 1 M byl pfipraven v ptislusné
aparatufe: do vyvijeci banky se vsypalo 3,1 g NaCl a do promyvaciho a ptipoustéciho
tubusu se vlilo 20 ml 96% H>SO4. Napln plynového filtru byla tvofena promytou
(nebazickou) skelnou vatou; do absorbéru (promyvacky), ktera byla umisténa
za filtrem, se vlilo 50 ml pfedem vysuseného Et;0O, ktery se pfipravil suSenim
s pevnym NaOH a néslednou destilaci na parafinové lazni. Po sestaveni aparatury
se velmi pomalu ptfikapavala 96% H2SO4 na NaCl, aby vyvoj HCI nebyl ptekotny,
a aby se stacil vSechen plyn, vysuSeny 96% H2SOs, absorbovat v Et;0. H2SO4 byla
pfikdpnuta do reakéni smési v mirném nadbytku. Po ukonceni reakce byl
diethyletherovy roztok chlorovodiku vylit z promyvacky do uzaviené banky, z niz

se davkoval pro ptipravu chlorida.

4.5.2 Priprava rozpustnych chloridi

Izolované¢ alkaloidy (20 mg) se rozpustily v 250 pul CH>Cl, (alkaloidy se velice Spatné
rozpoustély v Et20) a k tomuto roztoku byl do cca 5 ml pfidan nejprve bezvody Et,O
a nasledné¢ bezvody HCI v mirném nadbytku (200 pl 1M HCl v Et;0). Vznikla
srazenina chloridu se kratce sonikovala v ultrazvukova lazni a ponechala se cca
1 hodinu v klidu sedimentovat. Piebytecny (nezreagovany) HCl byl odstranén
opatrnym odfukovanim suspenze pfi mirném zahiivani na parafinové lazni cca 40 °C

po dobu 15 min.
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4.6 Stanoveni biologické aktivity alkaloida a alkaloidniho extraktu

4.6.1 Chemikalie, pufry a material
Chemikalie:

e acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich), pouzit 10mM roztok

e butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich), pouzit 10mM roztok

e dimethylsulfoxid p.a. (Sigma-Aldrich)

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

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

e prolyloligopeptidasa (Sigma-Aldrich)

e Z-gly-pro-p-nitroanilid (Sigma-Aldrich)

e 1,4-dioxan (Lachema)

e 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich), pouzit SmM

roztok

Pufry:

e 5mM fosfatovy pufr pH 7,4; sloZeni: dihydrat dihydrogenfosforecnanu
sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfre¢nanu disodného, p.a.
(Lachema)

e SmM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM NaCl

e 10 mM fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 137 mM NaCl a 2,7 mM KCl

e 100mM fosfatovy pufr pH 7,4; slozeni: dihydrat dihydrogenfosforecnanu
sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfre¢nanu disodného, p.a.
(Lachema)

Material:
e hemolyzat lidskych erytrocytl (zdroj acetylcholinesterasy)
e lidska plazma (zdroj butyrylcholinesterasa)

4.6.2 Pristrojové vybaveni

e ELISA reader (Multi-mode microplate reader Synergy 2 - Vermont, USA)
e Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
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4.6.3 Podminky méreni

e teplota 37 °C

e prosttedi fosfatového pufru (pH 7,4)

e vinova délka spektrofotometru 436 nm (AChE), 412 nm (BuChE), 405 nm
(POP)

e mikrotitracni desticky

4.6.4 Postup ziskani erytrocytarnich cholinesteras

Erytrocyty byly ziskany z Cerstvé odebrané citratované krve zdravych dobrovolniki.
Bezprosttedné po odbéru se krev rozdélila stejnomérné po 5 ml do Sroubovacich
zkumavek a provedla se centrifugace (rychlost 4000 rpm, teplota 4 °C, doba 10 min).
Nasledné se plazma odséla tak, aby v ni nebyly erytrocyty. Zbytek plazmy se opatrné
odsal bezpopelovym filtraénim papirem s hlazenym povrchem a sestfizenou $pickou.
Objem erytrocytarni masy se odecetl a byl ziedén takovym mnozstvim 5 mM
fostatového pufru pH 7,4 obsahujicim 150 mM NaCl. Tato suspense byla rozdélena
do zkumavek o objemu 13 ml, dobfe se promichala a opét se provedla centrifugace.
Timto zptsobem se promyti provedlo celkem 3% a promyvaci kapalina byla dokonale
odstranéna. Nasledné bylo pfidano takové mnozstvi 5 mM fosfatového pufru pH 7,4
bez obsahu chloridu sodného, aby byl objemovy pomér erytrocytl k pufru 1:9.
Po homogenizaci se tato smés prelila do Erlenmayerovy banky, kde byly erytrocyty
za michani teflonovym michadlem pti 300 rpm ponechdny spontanné hemolyzovat.
Bezprosttedné po skonceni této hemolyzy se stanovila aktivita suspenze a hemolyzat

byl uchovavan pii — 2 °C do doby pouZiti.

4.6.5 Stanoveni inhibice cholinesteras

Hodnota ICso byla stanovena Ellmanovou spektrofotometrickou metodou za pouZiti
kyseliny 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové (DTNB)’?. Substratem byly estery
thiocholinu, ze kterych S§t€épenim cholinesterasami vznikéd thiocholin a pftisluSné
kyseliny. Reakci thiolové skupiny thiocholinu s DTNB vznik4 Zluté zbarveny produkt,
ktery je stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm (AChE) nebo 412 nm

(BuChE). Po 1 minuté se zaznamenala naméfend absorbance.

V programu GraphPaD Prism (verze 6.07 pro Windows; vyrobce Graph PaD
Software, San Diego, CA, USA) byly nelinearni regresi vypocitany hodnoty ICso
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znaméfenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE. Tyto vysledky

se porovnaly s hodnotami ICso zndmych inhibitora cholinesteras.
Pro vypocet procenta inhibice (% I) slouzi nasledujici vzorec:

% 1=100-(AABL/AAsa)*100
AAgL........ narust absorbance slepého vzorku za 1 minutu

AAsa ........ narast absorbance méfeného vzorku.

Pro piipravu slepého vzorku bylo do jamek mikrotitracnich desticek
nepipetovano 8,3 ul plazmy ¢1 hemolyzatu a ptidalo se 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 ul
dimethylsulfoxidu (DMSO). Obsah jamek byl 2 minuty promichavan a potom byl
vlozen do komory readeru, kde byl pfi teplot¢ 37 °C po dobu 5 minut ponechan
inkubaci. Nasledné bylo pfidano 33,3 pl roztoku substratu (acetylthiocholinjodidu

nebo butyrylthiocholinjodidu) a pfi pfislusné vinové délce byla zméfena absorbance.

Vzorky zkousenych latek byly pfipravené stejnym postupem jako slepy vzorek,
jen misto samotného DMSO se ptfidavaly roztoky méfenych latek o koncentracich
40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM v DMSO. Roztok extraktu byl méfen v koncentracich
20,0; 10,0; 2,0; 1,0; a 0,2 pg/ml.

4.6.6 Stanoveni inhibice prolyloligopeptidasy

POP byla rozpusténa v 10 mM fostatovém pufru pH 7,4 obsahujicim 137 mM NacCl
a2,7 mM KCI; jeji biologickd aktivita byla 0,2 U/ml. Metoda byla provedena
na standardnich 96-jamkovych polystyrénovych mikrodestickach.

ZkouSené latky byly rozpustény v 10 mM DMSO a zfedény pfisluSnym
mnoZstvim deionizované vody do koncentrace 10° — 107 M. Kontrolni roztok
obsahoval stejné mnoZstvi DMSO. Substrat POP, Z-gly-pro-p-nitroanilid, byl
rozpustén v 50% 1,4-dioxanu. Napipetovanim 170 ul fosfatového pufru, 5 pl zkousené
latky o rizné koncentraci a 5 pl roztoku POP do jamek mikrotitracnich destic¢ek byly
pfipraveny jednotlivé zkuSebni roztoky. Tyto roztoky se nechaly inkubovat 5 min
pfi teploté 37 °C, néasledné bylo ptidano 20 pl substratu a inkubace probihala pfi stejné
teplotd dalsich 30 min. Umérné aktivité POP vznikl reakci se substratem p-nitroanilid.
Pomoci ptistroje ELISA reader (Multi-mode microplate reader Synergy 2 - Vermont,

USA) bylo jeho mnoZstvi zméteno spektrofotometricky pfi vinové délce 405 nm.
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Inhibi¢ni aktivita latek se vyjadiuje, obdobné jako u cholinesteras, jako hodnota ICso,

tzn. koncentrace dané latky, kterd vyvolé pokles aktivity enzymu o 50%.
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5 Vysledky

5.1 Strukturni analyza

5.1.1 (+)-rhoeagenin (LB-1)

Obr. 8 (+)-rhoeagenin

5.1.1.1 NMR analyza

NMR analyza probihala po pievedeni alkaloidu na (+)-rhoeagenin. HCL.

TH NMR (500MHz, CD;0D) §: 7.06 (1H, s H1), 7.02 (1H, d, J=7.8 Hz, H9), 6.98
(1H, d, J=7.8 Hz, H10), 6.80 (1H, s, H4), 6.46 (1H, s, H13), 6.28 (1H, d, /=1.0 Hz,
OCH,0), 6.07 (1H, d, J=1.0 Hz, OCH,0), 6.01 (2H, d, J=1.5 Hz, OCH,0), 5.53 (1H,
s, H15),4.51 (1H, s, H8), 3.81 (1H, dd, /=12.7 Hz, J=6.9 Hz, H6), 3.68-3.57 (1H, m,
H5), 3.43 (1H, t, J=12.7 Hz, H6), 2.99 (1H, dd, J=16.6 Hz, J=6.9 Hz, H5), 2.83 (3H,
s, NCH3).
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Obr. 9 'H NMR spektrum (+)-rhoeageninu. HCI
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13C NMR (125MHz, CD;0D) 8: 151.6 (C11), 149.9 (C3), 147.8 (C2), 147.1 (C12),
135.3 (C4a), 129.5 (C15a), 126.4 (C9), 125.3 (C8a), 116.2 (C12a), 113.6 (C1), 111.0
(C4), 109.5 (C10), 104.0 (OCH,0), 103.1 (OCH,0), 92.1 (C13), 76.3 (C15), 65.1
(C8), 59.2 (C6), 44.4 (NCH3), 31.9 (C5).

iy
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Obr. 10 °C NMR spektrum (+)-rhoeageninu.HCI
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5.1.1.2 MS analyza

EI-MS (m/z) 369(<1), 367 (13), 339 (60), 338 (100), 324 (32), 310 (38), 308 (27), 190
(24), 162 (47), 148 (36), 134 (40).

1004 -
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Obr. 11 EI spektrum (+)-rhoeageninu

5.1.1.3 Opticka otacivost

[ = +130° (¢ = 0,50; CsHsN)

5.1.1.4 Teplota tani

236 — 237 °C.
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5.1.2 LB-2

Obr. 12 LB-2

5.1.2.1 NMR analyza

IH NMR (500MHz, DMSO) 8: 6.87 (1H, d, J=7.8 Hz, H10), 6.86 (1H, s, H1), 6.79
(1H, d, J=7.8 Hz, H9), 6.78 (1H, s, H4), 6.12 (1H, d, J=1.0 Hz, OCH:0), 6.03 (1H, d,
J=1.0 Hz, OCH,0), 5.98-5.95 (2H, m, OCH:0), 5.91 (1H, d, J=11.3 HZ, H13), 4.53
(1H, s, H15), 3.28-3.18 (2H, m, H6, H8), 3.56 (1H, dd, J=15.2 Hz, J=10.8 Hz, H5),
2.65 (1H, dd, J=15.2 Hz, J=7.3 Hz, HS), 2.36 (1H, t, J/=11.7 Hz, H6), 2.12 (3H, s,
NCH3).

54



. I
i . o W L b
r_'__ Tt T ¥ T T [ T |
7 6 5 4 3 2 pPpm
T = \i'|'“_‘ T . ‘_Y_I T
4.27 5.03 4.70 5.745.51 6.65 22.76
5.19 5.27 5.59.47 5.34 12.47

Obr. 13 '"H NMR spektrum LB-2
13C NMR (125MHz, DMSO) 6: 147.4 (C11), 147.1 (C3), 145.2 (C2), 143.1 (C12),
136.8 (C4a), 132.6 (C8a), 130.6 (C15a), 120.9 (C9), 118.6 (C12a), 111.9 (C1), 109.9
(C4), 107.2 (C10), 101.8 (OCH,0), 101.1 (OCH,0), 88.5 (C13), 82.7 (C15), 65.1
(C8), 57.3 (C6), 44.2 (NCH3), 33.0 (C5).
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Obr. 14 °C NMR spektrum LB-2

5.1.2.2 MS analyza

EI-MS (m/z) 369(<1), 367 (14), 339 (54), 338 (100), 324 (33), 310 (42), 308 (24), 295
(24), 190 (26), 162 (56), 148 (42), 134 (44).

3
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Obr. 15 EI spektrum LB-2

5.1.2.3 Opticka otacivost

[a]zlf =+273°(c=0,68; CHCI3)

5.1.2.4 Teplota tani

213 -215°C.
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5.2 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidu

U izolovanych alkaloidi (+)-rhoeageninu a LB-2 byla zméfena jejich inhibicni aktivita
vici enzymim AChE, BuChE a POP. V nasledujici tabulce jsou tyto hodnoty uvedeny

spole¢n¢ s hodnotami referen¢nich latek, které jsou vyznaceny kurzivou

Tab. 6 Prehled hodnot ICsg izolovanych alkaloidii a referencnich latek

Testovana latka: 1C (uh)

AChE BChE POP
(+)-rhoeagenin >1000 230+ 10 878 +£45
LB-2 >1000 314+ 13 706 + 23
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* - - 3,27 £0,02x107

*standardy
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6 Diskuze

Sumarni alkaloidni extrakt nat€¢ Papaver rhoeas L. byl podroben priméarnimu
screeningu biologické aktivity. Za pouziti Ellmanovy spektrofotometrické in vitro
metody bylo zjisténo, ze tento extrakt vykazuje slibnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i BuChE

(ICs0=3,94 £ 0,35 pg/ml), zatimco vici AChE je téméf neaktivni (ICso >1000 pg/ml).

Cilem této diplomové prace bylo izolovat z frakce 75 — 97, ziskané pomoci
sloupcové chromatografie sumarniho extraktu, alkaloidy v ¢isté formé a v jejim ramci

dale urcit jejich strukturu a biologickou aktivitu.

Preparativni TLC, zahtivanim smési krystalt isomert (LB-1 a LB-2) na horké
vodni 14zni za ptitomnosti zfedéné HCI a naslednou krystalizaci byly izolovany dva
alkaloidy. NMR a GC-MS analyza poskytly data, kterd umoznila jejich identifikaci na
zakladn¢ s odbornou literaturou. Prvnim izolovanym alkaloidem byl (+)-rhoeagenin
(LB-1) a druhym LB-2, jehoz struktura nebyla dosud piesné¢ urena — jeho absolutni
konfigurace je v soucasnosti feSena ve spolupréci s prof. Ing. AleSem Riizickou, Ph.D.
(Univerzita Pardubice). Déle byla zjiSténa také piisluSna optickéd otacivost a teplota
tani.

Ellmanovou spektrofotometrickou metodou byly nésledné urceny
cholinesterasové inhibicni aktivity ICso (uM) ziskanych alkaloidd. (+)-Rhoeagenin
aLB-2 vykazovaly pouze mirnou butyrylcholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu
(ICs0=230+ 10 uM a 314 + 13 uM) v porovnani se standardy, které se v terapii AD
pouzivaji. Témito standardy jsou alkaloidy galanthamin (ICso = 42,30 + 1,30 uM)
a rivastigmin (ICso = 0,0033 + 0,0003 uM). Vici AChE se (+)-rhoeagenin i LB-2
projevily jako neaktivni (ICso >1000 uM).

Izolované alkaloidy vykazovaly 1 mirnou inhibici POP, (+)-rhoeagenin
(IC50=878 = 45 uM) a LB-2 (ICso = 706 = 23 uM), ve srovnani se standardem
alkaloidu berberinu (142 + 21 uM) a dipeptidické latky Z-pro-prolinalu (3,27 + 0,02
nM).

Ackoliv Papaver rhoeas L. dosud nebyl zkouman za ucelem nalezeni
inhibitort cholinesteras, difive byly v této rostliné nalezeny alkaloidy, které tuto

vlastnost maji, napt. berberin®?, protopin®, (£)-stylopin a (+)-magnoflorin’®. Navic
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bylo zji§téno, Ze i flavonoid luteolin, ktery se v rostliné béZné nachézi, cholinesterasy
také inhibuje (ICso AChE = 65,8 uM).”*7> U extraktii jinych druht rodu Papaver (napf.

u Papaver somniferum L.”®) byla cholinesterasova inhibi¢ni aktivita prokazana.

Prestoze ziskané alkaloidy (+)-rhoeagenin a LB-2 inhibuji POP jen mirn¢,
nékteré jiné isochinolinové alkaloidy (zejména kalifornidin a dihydrosanguinarin)

vykazuji propyloligopeptidasovou inhibi¢ni aktivitu mnohem vyssi’’.

Vysledkem diplomové prace je, ze izolované alkaloidy rhoeadinového typu

vwvr

a POP nez standardni latky. S jistotou lze také fici, Ze anijeden z izolovanych
alkaloidii (+)-rhoeagenin a LB-2 neni zodpovédny za butyrylcholinesterasovou
inhibi¢ni aktivitu sumarniho alkaloidniho extraktu naté Papaver rhoeas L (ICso = 3,94

+ 0,35 pug/ml).
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7 Zavér

Z alkaloidniho extraktu Papaver rhoeas L. byly izolovany alkaloidy rhoeadinového
strukturniho typu LB-2 a (+)-rhoeagenin, které byly testovany na cholinesterasovou
a prolyloligopeptidasovou inhibi¢ni aktivitu. Tyto alkaloidy vykazovaly jen mirnou
inhibici na tyto vybrané enzymy, atudiz se jevi jako potencialné neperspektivni
prodalsi vyzkum a wvyuziti vterapii AD jako inhibitory cholinesteras

a prolyloligopeptidasy.
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8 Abstrakt

Bulvova, L.: Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a jejich biologicka aktivita
vztazend k Alzheimerové chorobé 1. Diplomova prace, Univerzita Karlova,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie,

Hradec Kralové 2017.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat sumarni alkaloidni extrakt naté
Papaver rhoeas L.; pomoci chromatografickych metod izolovat pfitomné alkaloidy;
identifikovat je a stanovit jejich inhibi¢ni aktivitu vacéi lidskym enzymim
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase a prolyloligopeptidase. Celkem byly
ziskany dva alkaloidy, z nichz prvni byl identifikovan jako (+)-rhoeagenin a LB-2,

jehoz absolutni konfigurace se v soucasnosti fesi.

Testy na biologickou aktivitu téchto alkaloidi pfinesly nasledujici vysledky:
(+)-rhoeagenin (ICso AChE > 1000 uM, ICso BuChE =230 + 10 uM, ICso POP = 878
+ 45 uM) a latka LB-2 (ICso AChE > 1000 uM, ICso BuChE = 314 + 13 uM, ICso POP
=706 = 2 uM).

Naméfené hodnoty byly porovnany se standardnimi latkami —
cholinesterasovymi inhibitory galanthaminem (ICso AChE = 1,71 + 0,065 uM, ICso
BuChE = 42,30 + 1,30 uM), huperzinem A (ICso AChE = 0,033 + 0,001 puM, ICso
BuChE > 1000 uM, ICso POP > 1000 uM) a rivastigminem (ICso AChE = 0,037 +
0,001 pM, ICspo BuChE = 0,0033 + 0,0003 uM); prolyloligopeptidasovymi inhibitory
berberinem (ICso POP = 142 + 21 pM) a Z-pro-prolinalem (ICso POP = 3,27 + 0,02
nM). Zadna z izolovanych latek nevykazovala vii¢i danym enzymim lepsi inhibi¢ni

aktivitu nez pouzité standardy.

Klicova slova: Papaver rhoeas, Papaveraceae, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa
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9 Abstract

Bulvova, L.: Alkaloids of Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) and their biological
activity related to Alzheimer’s disease 1. Diploma thesis, Charles University, Faculty
of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology,

Hradec Kralové 2017.

The aim of this study was to process the summary alkaloidal extract of aerial
parts of Papaver rhoeas L.; to isolate contained alkaloids using chromatographical
methods; to identify them and to determine their inhibitory activity towards human
enzymes acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase and prolyloligopeptidase. Two
alkaloids (+)-rhoeagenine and LB-2 were isolated, and the structure of LB-2

(its absolute configuration) is being determined nowadays.

In vitro biological assays of these alkaloids found the following results:
(+)-rhoeagenine (ICso AChE > 1000 puM, ICso BuChE =230 + 10 uM, ICso POP = 878
+ 45 uM) and LB-2 (ICso AChE > 1000 uM, ICso BuChE =314 + 13 uM, ICs5o POP =
706 + 2 pM).

The determined ICso values of isolated alkaloids were compared with inhibitory
standards of cholinesterases galanthamine (ICso AChE = 1,71 £0,065 uM, ICso BuChE
= 4230 + 1,30 uM), huperzine A (ICso AChE = 0,033 + 0,001 uM, ICso BuChE
> 1000 puM, ICso POP > 1000 uM) and rivastigmine (ICso AChE = 0,037 + 0,001 uM,
ICso BuChE = 0,0033 + 0,0003 uM); with POP standards berberine (ICso POP = 142
+ 21 pM) and Z-pro-prolinal (ICso POP = 3,27 + 0,02 nM). None of the isolated

compounds showed better inhibitory activity than the used reference compounds.

Key words: Papaver rhoeas, Papaveraceae, Alzheimer’s disease,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase
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