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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra farmaceutické botaniky

Kandidat: Simona Vichova

Skolitel: RNDr. Jaroslav Jenco, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyuziti separacnich technik ve fytochemické analyze

Alkaloidni extrakt ziskany znati s nezralymi tobolkami z rostliny Papaver
rhoeas L. byl podroben fytochemické studii. Sumarni extrakt byl rozdélen na jednotlivé
frakce pomoci Flash chromatografie. Po provedeni biologickych testli inhibi¢nich
aktivit vaci acetylcholinesteraze a butyrylcholinesteraze byla vybrana frakce PPR-11 a
PPR-12, kterd vykazovala nejvyssi aktivitu vici butyrylcholinesteraze (95,55 + 0,96 a
97,03 + 0,79 % inhibice butyrylcholinesterazy piti 50 pg/ml). Spojena frakce PPR 11-12
byla purifikovdna pomoci preparativni chromatografie na jednotlivé podfrakce, které
byly pfeciStény pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie. Z podfrakce PPR
11-12Fr#8-A byla ziskdna monokomponentni krystalicka latka alkaloidniho charakteru.

Na zéklad¢ instrumentdlnich metod byl analyt identifikovan jako alkaloid
aporfinového typu (+)-kaaverin. U (+)-kaaverinu byly stanovené inhibi¢ni aktivity vici
acetylcholinesterdze a butyrylcholinesteraze, a porovnany s rutinné vyuZivanymi
fytofarmaky k 1écbé Alzheimrovy choroby. Naméfené hodnoty byly vyjadieny jako
ICso.

Klicova slova: kapalinova chromatografie, ptirodni latky, hmotnostni spektrometrie,

Papaver rhoeas L., Alzheimerova choroba



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Pharmaceutical Botany
Candidate: Simona Vichova

Supervisor: RNDr. Jaroslav Jenco, Ph.D.

Title of dissertation thesis: The use of separation techniques in phytochemical analysis

The alkaloid extract obtained from stems with immature capsules from Papaver
rhoeas L. was subjected to a phytochemical study. The summary extract was separated
into individual fractions by Flash chromatography. After performing biological tests
for inhibitory activities of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, the fraction
PPR-11 and PPR-12 was selected. The fraction showed the highest activity against
butyrylcholinesterase  (95.55 =+ 096 and 97.03 + 0.79% inhibition
of butyrylcholinesterase at 50 /g / ml). The combined PPR 11-12 fractions were purified
by preparative chromatography to individual subfractions, which were purified
by preparative thin layer chromatography. A monocomponent crystalline substance
of alkaloid origin was obtained from the subfraction named PPR 11-12Fr # 8-A.

Based on instrumental analysis, the analyte was identified as an alkaloid
of the aporphine  type  (+)-caaverine. =~ The inhibitory  activities  against
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase for (+)-caaverine, were determined and
compared with routinely used phytopharmaceuticals for the treatment of Alzheimer's

disease. The assessed values were expressed as ICso.

Key words: liquid chromatography, natural substances, mass spectrometry, Papaver

rhoeas L., Alzheimer's disease
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AD Alzheimerova choroba (Alzheimer disease)
ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

AMK aminokyseliny

ApoE apolipoprotein E

APP amyloidovy prekurzorovy protein
BuChE butyrylcholinesteraza

CNS centralni nervovy systém

COX cyklooxygenéza

CRP C-reaktivni protein

CYP 450 cytochrom P450

GABA kyselina y-aminomaselna

GC plynova chromatografie

GIT gastrointestinalni trakt

HILIC hydrofilni interakéni chromatogratie
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
ChE cholinesterazy

IChE inhibitor cholinesterazy

IL-1 interleukin 1

IL-6 interleukin 6

MAO monoaminooxiddza

MAP protein spojeny s mikrotubuly
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NMDA N-methyl-D-aspartat
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1 Uvobp

ey e

o uzivani rostlin k lécebnym ucelim byly dochovany na hlinénych destickéach, které
jsou pfiblizn¢ datovany do roku 5000 ptf. n. 1., do obdobi Sumerské fise. Dalsi
dochované prameny vypovidaji o jejich vyuziti také ve starovékém Recku a béhem
Trojské valky. Do tohoto obdobi spada i1 prvni popsané pouzivani maku. Az
do 19. stoleti byla fytoterapie nezbytnd pro medicinu a az s 20. stoletim dochazelo
k velkému rozvoji primyslové vyrabénych 1é¢iv [1].

V soucasné dobé je pfiblizné tretina 1ékt na svéte prirodnimi latkami nebo jejich
derivaty. Pfirodni produkty jsou casto levnégj$i, snadno dostupné, bezpecné a jsou
uznavany pro Sirokou Skalu farmakologickych aktivit. Pfesto se odhaduje, ze az
85-90 % z vyssich rostlin nebylo zkoumano pro biologicky aktivni latky. Proto maji
rostliny vysoky potencial pti hledani novych uc¢innych latek [2, 3].

Nova fytofarmaka by mohla byt vyuzita také pro lé€bu Alzheimerovy choroby
progresivni a ireverzibilni neurodegenerativni chorobu, ktera byla (spole¢né s dalSimi
druhy demenci) v roce 2019 podle statistik Svétové zdravotnické organizace
7. nejCastejsi pricinou umrti. Odhaduje se, ze AD trpi 1 % populace a jeji prevalence se
v poslednich letech zvySuje také diky ucinné prevenci a intervenci kardiovaskuldrnich
a nadorovych chorob a prodluzovani primérné délky zivota. Nepfizniva je jak prognoza
AD, postizeni kvality Zivota pacientii, vysoky tlak na peCovatele 1 ekonomicka
naro¢nost nemoci. NejvétSim problémem AD je, ze patogeneze nemoci neni plné
objasnéna a stale se jedna o nevylécitelnou nemoc, kterou Ize dostupnou 1écbou pouze
zpomalit [4, 5].

V souvislosti s AD je studovana tada sekundarnich metabolitti rostlin, které
podle jejich biosyntézy je moZzné zatadit do nékolika skupin. Jsou to izoprenoidy,
fenolické slouceniny a alkaloidy. Pravé alkaloidy diky jejich zajimavé biologické
aktivité souvisejici s AD jsou v poslednim obdobi zkoumany nejcastéji. Jedna se
o druhové specifickou skupinu latek, kterou tvofi rostliny z celedé: Apocynaceae,
Asclepiadaceae, Berberidaceae, Loganiaceae, Menispermaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae, Rubiaceae a Solanaceae. Neckteré alkaloidy jsou jiz standardné
zavedenymi léCivy, které se pouzivaji k lécbé nadorovych onemocnéni a AD.

Pti hledani potencidln€¢ vhodnych latek maji separaéni metody nenahraditelnou pozici



ve fytochemickém vyzkumu. Jejich pomoci lze relativné rychle, snadno a levné
identifikovat a odd¢lit biologicky aktivni latky od ostatnich pfirozené se vyskytujicich

latek.



2 CIL PRACE

1. Cilend izolace biologicky nejaktivnéjsi latky ze sumarniho alkaloidniho
extraktu Papaver rhoeas L.

2. Identifikace a strukturni analyza izolovaného alkaloidu.

3. Stanoveni biologické aktivity izolované latky v porovnani s rutinné€ pouzivanymi

fytofarmaky.



3 TEORETICKA CAST
3.1 Alzheimerova choroba

AD je zavazné progresivni a ireverzibilni neurodegenerativni onemocnéni, které
postihuje pfedevsim starsi populaci. Jedna se o atroficko-degenerativni demenci, kterad
je nejcastéjsi formou demence. Postihuje desitky miliona lidi na celém svété a pocty
problémt. Jedna se o nemoc nejasné etiologie, kde kauzalni terapie neexistuje a
vcasnou léCbou lze jeji prubéh pouze zpomalit [6, 7].

Jako prvni tuto nemoc popsal v roce 1906 némecky psychiatr Alois Alzheimer,
po kterém byla v roce 1910 nemoc pojmenovéana. Prvnim popsanym piipadem byla Zena
jménem Auguste D., kterou A. Alzheimer sledoval 5 let az do jeji smrti. Pozoroval u ni
paranoiu, poruchy spanku a paméti, agresivitu a zmatenost. Po jeji smrti zaznamenal
1 histologické plaky a neurofibrilarni spletence v mozku [6, 8].

Ve stejném roce jako A. Alzheimer vydal svou praci i Oskar Fischer, psychiatr
a neuropatolog piisobici v prazské psychiatrické klinice. Ve své podobné praci popsal

sedm ptipadil pacientl. Prvenstvi je vSak pfisuzovano A. Alzheimerovi [6].

3.1.1 Epidemiologie

Ve véku 65 let trpi klinicky vyjadfenou formou AD 2-5 % populace. Prevalence
se dale zvySuje s vékem, kdy se pocet ptipadl kazdych 5 let pfiblizn€ zdvojnasobi [9].

U vekové skupiny 80-85 let je postizeno piiblizné 10 % populace a z celkového
poctu tvoii pfiblizné dvé tfetiny nemocnych Zeny [6].

Vroce 2005 Zilo nasvété s diagnostikovanou AD zhruba 24,2 milionu lidi
a nejvyssi procento nemocnych vykazovala Severni Amerika a zépadni Evropa, kde
byla prevalence mezi 5,4 — 6,4 % populace nad 60 let [10].

Prevalence AD v Ceské republice se odhadovala k roku 2015 na 155,9 tisic lidi.
Jedné se vSak spiSe o odhad nez o presné Cislo, protoze 1 v nejvyspélejsich statech je
diagnostikovéana pouze pfiblizna polovina ptipadd [11].

Ve svétovém méfitku je Stfedni Evropa v porovnani se svétovymi regiony
s prevalenci 4,7 % osob star§ich 60 let primérnd. V evropském srovnani ¢ini pramér
prevalence Evropské unie 1,55 % a Ceska republika je se svymi 1,36 % podpriimérna.

Nejvice diagnostikovanych ptipadl hlasi Italie s 2,09 % a Némecko s 1,92 % [6].



Ptedpoklada se také narust incidence. Podle studie jen v roce 2020 ptibude
v USA ve véku nad 65 let 491 000 lidi s diagnostikovanou AD a ptedpoklada se, ze
rocni vyskyt novych piipadii se miize do roku 2050 zdvojnasobit. Odhaduje se tedy, ze
by v roce 2050 mohlo v Ceské republice it okolo 383 tisic obyvatel s diagnostikovanou

AD [6, 12].

3.1.2 Formy AD

Podle zac¢atku onemocnéni se nemoc se déli na formu s casnym zacatkem
a formu s pozdnim zacatkem, kdy se ptiznaky projevi aZz po 65. roce zivota. Forma
s Casnym zacatkem je pomérné vzacnd a nejcastéji se jedna o familidrné podminéné
onemocnéni [9].

Podle dédi¢nosti délime AD na formu familiarni a sporadickou. O familiarni
formé lze hovoftit, pokud se vyskytla AD minimdlné¢ ve dvou po sobé jdoucich
generacich. Sporadicka je pak forma bez rodinné anamnézy vyskytu AD, u které nejsou
zjiStény za4dné genetické mutace [6].

U méné nez 5 % pacientll se jedna o formu s Casnym zacatkem a familidrnim
vyskytem, u 15-25 % se vyskytuje forma s pozdnim zacatkem a familidrnim vyskytem.
Zbytek trpi formou sporadickou s pozdnim zacatkem [6].

U familiarné podminéné formy existuji vzadcné mutace na genech, které se
vétsinou dédi autozomalné dominantnim zptisobem a onemocnéni pak miize zacinat jiz
4.az 5.dekadé 7Zivota. Jedna se o presenilin2 lokalizovany na 1. chromozomu,
presenilin 1 lokalizovany na 14. chromozomu, amyloidovy prekurzorovy protein (APP)

na 21. chromozomu a gen pro t — protein lokalizovany na 17. chromozomu [6, 10].

3.1.3 Rizikové faktory

U AD se jednd o multifaktoridlni etiologii, na které se podileji jak faktory
geneticke, tak enviromentalni [10]. NejvyznamnéjSim a neovlivnitelnym rizikovym
faktorem je v€k. Dal§im vyznamnym faktorem je vyskyt AD nebo Downova syndromu
vrodiné. Podstatou Downova syndromu je totiz trizomie na 21.chromozomu
a 21. chromozom je také misto, kde se nachazi gen pro tvorbu apolipoproteinu. Proto se
produkuje vy$§i mnoZstvi f-amyloidu [6].

Krom dfive zminénych se mezi genetické faktory fadi 1 izoforma
apolipoprotienu E (ApoE), ktery se vyskytuje ve 3 izoformach. Bylo zjisténo, ze alela

E4 je vysoce rizikova a odhadované riziko vzniku AD je o 20 % vy$§i. Zato alela E3 je



povazovana za neutrdlni, E2 dokonce za protektivni. Bylo poukdzano, ze alela E4
zpusobuje formu s pozdnim zacatkem [6, 10].

Vyssi riziko je také spojeno s zenskym pohlavim [12]. ZvySené riziko je také
spojeno s onemocnénimi, jako jsou cerebrovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus
II. typu, hypertenze, obezita, dyslipidémie a traumatické poranéni hlavy. Vyssi riziko
bylo popsano také ukutdki. Dale AD mohou zplsobovat pfi¢iny jako krvaceni
do mozku, kortikalni zmény zpisobené hypoperfuzi, vaskulopatie ¢i kortikalni infarkt.
Tiikrat zvysSené riziko je také spojovano s nadmérnou konzumaci trans-nenasycenych

a nasycenych tuki [10].

3.1.4 Protektivni faktory AD

Naopak mezi protektivni faktory patii vzdélavani, vyssi IQ a pravidelna fyzicka
aktivita pfizplsobend ve€ku. Lidé zapojeni do socialnich, mentalnich ¢i jinych
volnocasovych aktivit maji niz§i vyskyt AD. Zakladem je také zdrava a vyvazena
strava. Mononenasycené¢ a n-6 polynenasycené¢ mastné kyseliny snizuji riziko AD.
Dulezité v jidelnicku jsou ryby obsahujici Q-3 mastné kyseliny a dostatecny piijem
vitaminu D ve stravé [10].

Dulezité je také zvladani stresovych situaci, které by mohly zhorsit psychicky
stav pacienta. Existuji studie, které potvrzuji pozitivni vliv meditace a naboZenskych

aktivit na kognitivni funkce ¢loveka [13].

3.1.5 Stadia a klinicky obraz AD

Pro popis demence je mozné pouzit ABC koncept, ve které A oznacuje
»Activities of daily living®”, B ,,Behaviour” a C ,,Cognition®. Jedné se tedy o naruSeni
aktivit denniho Zivota, poruch chovani a néilad a v posledni fadé¢ ptitomnost
kognitivniho deficitu [14].

Patologické a patofyziologické zmény zalinaji jiZz nckolik desitek let
pred vznikem demence. RozliSuje se preklinické, lehké, stiedni a t€zké stadium [6, 15].
Preklinické stddium je charakteristické piitomnosti patologickych znamek AD
na mozku, ale pacient nevykazuje zadné objektivni ani subjektivni pfiznaky. V tomto
stadiu se muze pacient nachazet fadu let a jeho nastup zacina nejcastéji v paté¢ dekade
zivota.  Diagnostikovat  preklinick¢é  stddium lze na zdkladé¢ nckterych
biomarkert [15, 16]. Lehké stddium demence je Casto zaménovano s projevy starnuti. Je

spojeno s poruchami kognitivnich funkci, kdy na po¢atku nejvice postihuje kratkodobou
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pozornosti. Pacient je stale plné sobéstacny a svou nemoc si uvédomuje [6, 15, 16].

Ve stiednim stadiu dochdzi k prohlubovani ubytku kognitivnich funkci.
Nemocni si piestavaji svou chorobu uvédomovat. Dochazi k progresi poruch dennich
aktivit. Nemocni prestdvaji obsluhovat jednoduché domaci ptistroje jako jsou televize ¢i
pracky. Dochazi ke ztrat¢ usudku a vznikaji nepfesnosti pii bézné praci. Rozvijeji se
poruchy feci, véci jsou pojmenovavany opisem a fe¢ je obsahové chuda, vety ztraceji
smysl. Nemocny ztraci schopnost abstraktniho mysleni. Netési ho Cinnosti, které ho
v minulosti bavily, za¢ind mit problém racionaln¢ naklddat s penézi. Obvykle se
objevuji  behaviordlni a psychologické ptiznaky demence, neni to vSak
podminkou [6, 16, 17, 18].

V tézkém stddiu se piiddva Casové prostorovd dezorientace, prohlubuje se
kognitivni dysfunkce a dochazi k Gplné ztraté nezavislosti. Nemocny neni schopny se
ani sam najist, nedodrzuje hygienické ndvyky a méni se jeho osobnost a chovani.
Pacienti nepoznavaji své blizké ani své okoli. Psychologické ptiznaky, predevsim
pro pecovatele [6, 16, 17, 18].

AD muze byt Casto kombinovana s dal$imi psychiatrickymi onemocnénimi.
Jednd se nejcastéji o depresi, ale mohou byt pfitomny také paranoidni bludy ¢i
epileptické zachvaty. Né&kteti nemocni vykazuji neklid, jini dokonce agresivitu [16, 18].
Postupné dochazi k celkovému rozpadu osobnosti a nemocni umiraji vétSinou 7-10 let
po stanoveni diagnozy [16]. Jako nej€astéjsi pfiCina umrti pacientd s AD jsou uvadény
nemoci dychaciho a ob&hového systému. Piesnéji feCeno byla nejcastéjsi piiinou
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bronchopneumonie, druhou nejcastéjsi ischemicka choroba srde¢ni [19].

3.1.6 Neuropatologické znaky AD

U AD dochazi jak k ubytku neuronti, tak ke sniZeni synaptické plasticity.
Doposud zistavaji mechanismy odpoveédné za selektivni neurondlni smrt a dysfunkci
pii AD nejasné. Bylo navrZzeno nékolik nezavislych hypotéz, avSak ani jedna z téchto
teorii sama nestaci k vysvétleni abnormalit AD [17, 20].

Mezi hlavni hypotézy vzniku AD patfi hypotéza cholinergni, kdy dochazi
ke snizeni syntézy acetylcholinu (Ach), amyloidova sabnormélni akumulaci

B-amyloidu a T hypotéza s patologickou agregaci t proteinu [21].



Vyskytuji se i1 faktory jako oxida¢ni stres, zanét, akumulace kovovych ionti,

nespravné skladani proteinti, dyshomeostdza neurotransmitert a genové mutace [22].

3.1.7 Makroskopické znaky

Pti AD dochazi k makroskopickym zménam podobnym jako piiprocesu
starnuti. Mozek pacienti s AD je obvykle atroficky a klesd jeho hmotnost a objem.
Hmotnost mozku zdravého jedince stejného véku pfi porovnani s nemocnym miize
dosahovat rozdilu az200-300 g. Atrofie postihuje predev§im frontalni, temporalni
a parietalni lalok. Mozkové ryhy jsou rozsifené, gyry jsou zuzené. Atrofie kiiry mtize

dosahovat az okolo 14 %, atrofie bile hmoty mozkové okolo 12 % [23, 24].

3.1.8 Mikroskopické znaky
3.1.8.1 Amyloid a amyloidni plaky

B-amyloid vznikd ztélu vlastniho transmembranového APP, ktery je trvale
pritomen v bunééné membrané a hraje fyziologickou roli v transmembranovych
procesech. Je pfinormalnich funkcich $tépen extraceluldrné a-sekretazou na kratké
segmenty 039, 40 nebo vyjimecné 42 aminokyselinach (AMK). Ty jsou pak plné
solubilni, pisobi pravdépodobné neuroprotektivné a ovliviiuji neuroplasticitu mozkové
tkané [6, 25].

Za patologicky stav se povaZzuje Stépeni APP f — a y — sekretdzou na fragmenty
0 42, 43 ¢i vice AMK. Tyto fragmenty jiZ nejsou solubilni a navzajem se spojuji
v siln€ neurotoxické oligomery, které poté tvofi delsi fibrily. Z téch se koagulaci
a polymeraci nakonec stava v extracelularnich prostorech kortexu B-amyloid [6].

B-amyloid je normalni soucasti séra a mozkomiSniho moku. Nejednd se
o jednotnou latku, protoZe se 1i8i v z&vislosti od prekurzorového proteinu, typu, poctu
a sekvenci AMK. Existuji dvé hlavni izoformy — AB40, kterd pfevaZzuje, je rozpustna
a ztéla se vyluCuje, a AP42, kterd rychle agreguje a je dominujici formou
-amyloidnich plakl. Pro prikaz AD je duilezity prikaz fibrildrniho f—amyloidu [25].

Ten tvofi Utvary zvané amyloidni plaky. Jednd se o extracelularni agregaty
fibrilarnitho P-amyloidu, v jehoZz okoli je spusSténa zéanétlivd reakce s patrnymi
dystrofickymi neurity, mikrogliemi a reaktivnimi astrocyty. Uvolfiuji se cytokiny
a volné radikaly. Nejvice se hromadi ve IL. a III. vrstvé Sedé hmoty mozkové. Existuji
ve dvou podobéch. Jako méné Skodliva varianta jsou oznaCovany plaky diftzni,

Skodlivéjsi jsou plaky neuritické. Difuzni plaky jsou vlockovita depozita bilkovin



bez centralniho jadra. Jsou to loziska, kterd nedeformuji neurony ani neurity loziskem
prochazejici. Plaky neuritické se vyznacuji denznim jadrem. Neurity, které jimi
prochazeji, jsou ztlustélé a pokroucené [25]. Plati pfima timéra mezi tizi demence

a po¢tem amyloidnich plakt [26].
3.1.8.2 Tau protein a neurofibrilarni klubka

wevr

Nejzavazngj$i intraneurondlni zmeénou, nakterou se piiSlo v 70. letech
20. stoleti, je akumulace t proteinu. Jednd se o rozpustny, tepelné stabilni fosfoprotein,
ktery je ovlivilovan stupném fosforylace [6]. t-protein je hlavni bilkovina spojena
s mikrotubuly (MAP) normélniho zralého neuronu. t-protein se v lidském mozku
vyskytuje v 6 molekularnich izoformach, které jsou kdédovany jedinym genem
na 17. chromozomu [27].

Normadlni lidsky mozek obsahuje 2-3 moly fosfatu na 1 mol t-proteinu, coz je
optimdlni. t-protein fyziologicky interaguje s tubulinem a stabilizuje sit’” mikrotubuli.
Pii AD je t-protein nejméné 3x vice fosforylovan, jeho vazba k mikrotubulim je
narusena a dochézi k zvySenému poctu volného nevazaného t-proteinu. Zvysena hladina
volného t-proteinu vede k vyssi pravdépodobnosti patologickych zmén a k agregaci
a fibrilaci t-proteinu. Hyperfosforylovana forma je polymerovana na péarovita spiralova
vlakna, kterd jsou n€kdy smichana spole¢né s pfimymi vlakny, a tvoii neurofibrilarni
klubicka. Takto polymerovany protein neplni fyziologické funkce t-proteinu, tedy se
nevaze na tubulin, ani nepodporuje jeho shromazd’ovani do mikrotubuli. Misto toho
inhibuje sestaveni a narusuje mikrotubuly [6, 27].

Neurofibrilarni klubka jsou pfitomny jak v pfipadech sporadické, tak familiarni
formy AD a jejich tvorba uzce souvisi s neurondlni dysfunkci a demenci [28]. ZvySena
hladina hyperfosforylovaného t-proteinu je pravdépodobné zavisla na zvySené aktivaci
kindz, které zvySuji translaci t-proteinu, a také z diivodu, Ze hyperfosforylovana forma
je rezistentni na proteolyzu neutralnimi protedzami [28].

U pacientli postizenych AD se vyskytuje t-protein ve vSech tfech hlavnich
stavech — rozpustny, oligomerni a fibrilizovany. U AD je tolik normalniho
cytosolického t-proteinu jako u zdravych jedinct. Celkova hladina t-proteinu je vSak
4x-8x vyssi, kdy zbytek tvoii hyperfosforylovany t-protein. Zda se, Ze toxické chovani
t-proteinu u AD je zpilsobeno pouze abnormdlni hyperfosforylaci, protoze

defosforylace t-proteinu jej pfevadi na normalni funkéni bilkovinu [27].



t-protein je prechodné hyperfosforylovany také béhem vyvoje, anestézie
a hypotermie, ale neni vestejném stavu jako upacienti s AD. Abnormalné
hyperfosforylovany protein se odliSuje od piechodné hyperfosforylovaného schopnosti
izolovat normalni t-protein a naruSit mikrotubuly. Diky oligomeraci
hyperfosforylovaného t-proteinu je schopny sedimentovat a samovolné¢ se sestavit
do parovitych spirdlovych vlaken a ztraci schopnost izolovat normélni MAP [27]. Bylo
zjisténo, Zze gen pro mikrotubuldrni t-protein zvysuje riziko rozvoje AD [6].

Zkoumana byla také provazanost amyloidnich plaka a neurofibrilarnich klubek.
Fibrilarni formace t-proteinu se objevuji mnohem dfive, nékdy uz pred 30. rokem veéku
a svékem jejich hustota naristd. Casné vznikaji pfedev§im v limbickém systému.
Amyloidni plaky se dostavuji pozdé€ji a jsou lokalizovany ptedevSim v neokortexu.

Proto je pravdépodobné, Ze se jedna o dva nesouvisejici déje [25].

3.1.8.3 PoSkozeni mitochondrialniho metabolismu

Mitochondrie zaujimaji hlavni misto toxicity intracelularniho B-amyloidu, coZ je
spojeno s poskozenim mitochondrii, zménami velikosti i poctu. Snizuje se energeticky
metabolismus mitochondrii, zvySuje se oxidacni stres, vznikaji poruchy homeostazy
vapniku a méni se i mitochondridlni deoxyribonukleova kyselina. Pfestoze nebylo zatim
potvrzeno, jakou cestou se PB-amyloid do mitochondrii dostava, bylo prokazano, ze
B-amyloid plisobi poskozeni dychaciho fetézce, snizeni membranového potencialu, unik
cytochromu C ¢i zvysenou tvorbu volnych radikald. Existuje nékolik mitochondrialnich
enzymt, které pfimo interaguji s B-amyloidem a ovliviiuji tak své fyziologické funkce.
Jedna se napt. o amyloid vazajici alkoholdehydrogenédzu, cyklofilin D a glyceraldehyd-
3-fosfat dehydrogenézu [29].

3.1.8.4 Zanétliva reakce

Aktivace imunitniho systému u AD se oznacuje jako tzv. ,,neurozanét“. Je fizen
pfevazné gliovymi buitkami, jako jsou mikroglie €i astrocyty, a stupiiuje se s progresi
onemocnéni. Pfedpoklada se, Ze zanét piispiva k patologii AD a zhorSuje ji [30].

Mikroglie jsou rezistentni imunitni buiiky centralniho nervového systému
(CNS), které jsou ve zdravém mozku neaktivni a v klidovém stavu. Piechod
do aktivovaného stavu muize byt spustén poranénim nebo nemoci, kdy dojde ke zvétSeni
bunék a jejich migraci. Pfedpoklada se, Ze u AD je primarnim faktorem aktivace pravé

B-amyloid. Po aktivaci mikroglii dochazi k fagocytoze B-amyloidu [31].
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Zanétliva reakce ma pravdépodobné dvé role. V akutni fazi plsobi
neuroprotektivng, ale stdva se Skodlivou pfi fazi chronické. Dochézi k trvalé aktivaci
mikroglii, postupné se zve€tSuji a nejsou jiz schopny zpracovavat dalsi f-amyloid. Takto
chronicky aktivované mikroglie uvoliuji fadu prozanétlivych a toxickych produkti,
vcetné cytokinll a reaktivnich forem kysliku. Trvala aktivace vede ke snizeni u¢innosti
mikroglii a snizeni aktivity enzymu degradujicimu B-amyloid. Dalsi uvolfiovani
prozanétlivych cytokinli vede k exacerbaci neurondlniho zanétu, coz vede k aktivaci
dalSich mikroglii [31].

Posmrtné studie mozku dale u pacienti s AD ukazuji pfitomnost reaktantii
v akutni fazi véetn¢ C-reaktivniho proteinu (CRP) a prozanétlivych cytokini. Byly
zjistény zvySené hladiny interleukinu 1 (IL-1), interleukinu 6 (IL-6) a nadorového
nekrotického faktoru-a. Zvysené hladiny IL-1 jsou zodpovédné za zvySenou produkci
APP, B-amyloidu a také zvySuji fosforylaci t-proteinu a aktivuji astrocyty. Zvysené
hladiny IL-1B zvySuji produkci dalSich cytokind vcetné IL-6. IL-6 mimo jiné stimuluje
aktivaci cyklin dependentni kindzy 5, coZ je kinaza hyperfosforylujici t-protein [31, 32].
Vysoké plazmatické hladiny CRP a IL-6 byly v nékterych studiich spojovany s horsi
kognitivni vykonnosti na pocatku onemocnéni a s vyss$im rizikem kognitivniho poklesu

b&hem nésledujicich 2 let [32].

3.1.8.5 Apolipoprotein E

Apolipopreteiny jsou molekuly zajiStujici vazbu lipoproteinu na specifické
receptory na povrchu buné¢k [33]. ApoE ma klicovou roli v transportu lipidi v plazmé
1 CNS a hraje dulezitou roli vregulaci hladin, ukladéni 1 odstrafiovani B-amyloidu.
ApoE je prevladajicim apolipoproteinem v mozku a je vyluCovan hlavné
astrocyty [34, 35]. Gen pro ApoE se nachazi na 19.chromozomu a ma tii alely.
Pfitomnost ApoE2 se povaZuje za protektivni. ApoE3 se vyskytuje v populaci nejcastéji
a nema vyhranény vztah k AD. ApoE4 je hlavnim genetickym rizikovym faktorem
prorozvoj AD. Podporuje ukladani B-amyloidu, neurotoxicitu, oxidativni stres
a zvysuje hladinu cholesterolu v mozkové tkani. ApoE4 je nezanedbatelnym faktorem
jak v homozygotni, tak heterozygotni form¢. Je vSak mozné, Ze choroba nastane
1 upacientll bez alely ApoE4 a také je mozné, Ze u nositell ApoE4 nemusi nemoc
propuknout. Pfitomnost ApoE4 vSak zvySuje pravdépodobnost propuknuti nemoci.

U lidi bez alel pro ApoE4 je riziko rozvoje AD 9 %, pfi heterozygotni ApoE4 se
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pravdépodobnost ztrojnasobi, u homozygotni formy miize dokonce dojit ke zvySeni

pravdépodobnosti vzniku az patnactkrat [33].

3.1.8.6 Oxidacni stres

Oxidacni stres je dusledkem mnohych biochemickych a bioenergetickych
pochodi. Podili se napfirozeném starnuti organismu a ma vyznamnou ulohu
v imunologické odpovédi. Oxidaénim stresem se rozumi stav, kdy je rovnovdha
mezi oxidanty a antioxidanty posunuta ve prospéch oxidanti. Volné radikaly, které jsou
produkovany, mohou napadat sacharidy, tuky, lipidy i DNA, coz mize vézt k poskozeni
funkce bunc¢k i tkéni. Proto je vtéle rozvinut i komplexni systém antioxidacni
ochrany [36].

Pro AD, jako i pro mnoho dalSich onemocnéni, je typickd nadprodukce volnych
radikali a oxidacni stres. Volné radikdly se vyznacuji jednim nebo vice neparovymi
elektrony ve vnéjsich molekulovych orbitalech a jsou velmi reaktivni. Rychlé interaguji
s okolim se tvofi sekundarni reaktivni slouceniny. Ty pak mohou zplsobovat apoptozu
¢i vytvoreni nekrotickych lozisek. Nejcastéji vznikaji radikdly odvozené od kysliku —
superoxidovy radikal a hydroxylovy radikal. Mozkova tkan je nachylngjsi k oxidacnimu
poskozeni diky niz§im hladindm antioxidacnich enzymii v porovnéni s jinymi tkdnémi.
V neuronech se oxidaéni poSkozeni kumuluje v pribéhu celého Zivota, coZz miZe
vysvétlovat postupné progredujici onemocnéni 1 propuknuti az v pokroc¢ilém véku [36].

V sou€asné dob& neni mozné jednoznacné fict, zda je oxidacni stres primarni
pfi¢inou AD, nebo zda se jednd az o sekundarni odezvu na patologické zmény

mozku [36].

3.1.9 Lécba

Navzdory zvysujicimu se chapani patogeneze AD se vyvoj 1€kt ukazal pon¢kud
obtiznym. Zatim neexistuje 1é¢ivo, které¢ by AD vylécilo a dosavadni pfistupy jsou
pouze symptomatické ¢i nemoc modifikujici. Mezi l1é¢iva pouZivané podle mediciny
zalozené na dikazech se fadi inhibitory mozkovych cholinesterdz (ChE) — donepezil,
rivastigmin a galantamin; a memantin, inhibitor glutamatergnich receptorit N-methyl-D-

aspartatu (NMDA) [37].
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3.1.9.1 Acetylcholin

ACh je neuromediatorem s Sirokou Skalou funkci v CNS, somatickém nervovém
systému a autonomnim nervovém systému. Je to endogenni agonista muskarinovych
a nikotinovych cholinergnich receptorii [38].

Vznika zcholinu a acetylkoenzymu A v cytoplazmé nervového zakonceni
syntetickou reakci katalyzovanou enzymem cholinacetyltransferaza. Vznika tak ACh
a koenzym A [39].

ACh je pak nasledn¢ transportovan do zasobnich vezikul v presynaptické casti
neuronu. Z n&j je uvolnén po depolarizaci neuronu a piisobenim extraceluldrniho Ca*"
pfes napét'ove fizené vapnikové kanaly typu N nebo P. Obsah je uvoliiovan exocytdzou.
V synaptickeé Stérbin€ se ACh spoji s postjunkénimi €i prejunkénimi receptory. Krom
toho je rychle hydrolyzovan ptisobenim ChE na cholin a acetat. Vice nez polovina takto
vytvotreného cholinu je znovu piijata nervovym zakoncenim a znovu pouzita pro tvorbu
neurotransmitera [39].

Krom amyloidovych plakii a neurofibrilnich klubek je jednim z hlavnich
patogenetickych znakd AD také progredujici ztrata cholinergnich neuronti. Cholinergni
deficit pispiva ke kognitivnim porucham, poklesu pozornosti a koncentrace. Klesa také
rychlost zpracovani informaci a dochédzi k poruchdm chovéni. Je snizend hladina
cholinacetyltransferdzy, kterd vede ke snizeni syntézy ACh, a je poruSeno i zpétné

vychytavani cholinu [40, 41].

3.1.9.2 Cholinesterazy

Jsou hydrolazy, které §tépi estery cholinu na cholin a kyselinu octovou. Jedna se
o acetylcholinesterazu (AChE), ktera selektivné $tépi ACh, a butyrylcholinesterazu
(BuChE), ktera je také znama jako nespecificka cholinesterdza ¢i pseudocholinesteraza.
BuChE ptednostné hydrolyzuje butyrylcholin a propionylcholin [42].

AChE ma v mozku hlavni funkci, zatimco BuChe plni pouze funkci podpiirnou.
AChE je soustfedéna v neuronech a axonech, zatimco BuChE se nachazi v oblastech
glie a endotelialnich bun¢k. Neurony obsahujici AChE jsou v mozku hojné rozsitené,
ale obzvlast¢ v hipokampu, thalamu a amygdale se mohou vyskytovat BuChE-
imunopozitivni neurony. AChE existuje ve tfech formach — monomerni G1, dimerni G2
a tetramerni G4. V lidském mozku se vyskytuji pouze formy G1 a G4 [40]. BuChE ma

také molekularni formy, kdy v dospélém mozku prevladd izoforma G4. Pii AD se
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patologicky tvoii hojny pocet molekul BuChE, ¢imz se ACh odbourava ve vyssi mife.
Tvorba BuChE roste s délkou a zavaznosti demence [40, 41].

Déle se méni jednotlivé poméry izoforem ChE. U AChE zlstavaji hladiny G1
témet nezménené, zatimco hladina G4 je sniZzena az o 90 %. U BuChE hladina izoformy

G4 klesa a G1 0 30-60 % vzrista [40].

3.1.9.3 Inhibitory cholinesterazy

Pii AD je aktivace cholinergniho systému nedostate¢na. Mechanismem ucinka
inhibitorti cholinesteraz (IChE) je inhibice ChE, které brani rozkladani ACh a vede
k jeho akumulaci v synaptické Stérbiné a zvySené stimulaci postsynaptickych
cholinergnich receptorti. ZvySovani nabidky ACh v synapsich mize alespon ¢aste¢né
pusobit proti deficitu zpisobeného AD [43].

Tato hypotéza cholinergni transmise byla zékladem pro vyvoj 1écby k udrzeni
a posileni aktivity cholinergniho systému. Inhibice ChE je oproti pfimé terapii agonisty
receptori mnohem Ilépe sndSena a je vyhodnéjSi z divodu zesilovani ptirozené¢ho
uvolnovani ACh [40]. IChE oddaluji progresi symptomt AD, zlepsSuji denni aktivity
a neuropsychiatrické symptomy. Z klinickych studii vyplyva, ze stabilizuji pacienty
s mirnou az stfedné tézkou formou AD na dobu minimdln¢ 6 mésict. Jsou indikovany
pfi vysledku testu ,Mini-Mental State Examination“ vrozmezi 25-13 bodl
pii vylouceni jiné pti¢iny demence. Krom AD je mozZno je vyuZzit i u Parkinsonovy
demence ¢i demence s Lewyho télisky. Pokud nedojde ke zlepSeni v pritbe¢hu 6-8 tydni
od nasazeni 1écby, nema cenu v ni dale pokracovat [40, 44, 45].

Lécba IChE probihd ve dvou fazich:

- 1. faze zvySovani davky aZ do dosaZeni klinického ucinku,

- 2. dlouhodoba udrzovaci faze [40].

Pro 1. f4zi jsou nejcastéjs$i nezddouci ucinky spojené s rozvojem akutnich ucinkil
gastrointestinalniho traktu (GIT). Jednd se pfedevSim o nauzeu, zvraceni, prijmy c¢i
snizenou chut’ k jidlu. Jsou spojovany s rychlym zvySenim hladiny ACh a néaslednym
kompenzacnim zvySenim dopaminu v area postrema. Tyto vedlejsi ucinky se
minimalizuji pomalejSim zvySovanim davky a podavanim soucasné s jidlem.
V udrzovaci fazi pak nezadouci Gcinky tvoii celé spektrum neurologickych, svalovych
a kardiorespirac¢nich tc¢inkt, ale GIT nezadouci u¢inky nejsou uz tak casté [40].

IChE maji mirny vagotonicky cinek na srde¢ni frekvenci, kdy mize dochdzet

k bradykardii. Proto je nutnd opatrnost piistavech spojenych s poruchami
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supraventrikularniho vedeni, jako jsou atrioventrikularni nebo sinoartridlni bloky. Déle
je vhodné pozorovat pacienty se zvySenym rizikem tvorby viedi nebo ty, ktefi se 1é¢i
nesteroidnimi antirevmatiky. IChE mohou také zpusobit obstrukci vytokové casti
mocového méchyte a vést k porucham moceni. IChE se vylucuji prevazné moci [44].

V soucasné dob¢ jsou na trhu 3 IChE. Jednd se o donepezil, rivastigmin
a galantamin. Jednotlivé 1éky ze skupiny IChE mohou mit rozdilnou efektivitu
u pacientit diky rozdilnému plsobeni na ChE. Proto plati, Ze pacient neprofitujici
z1éc¢by jednim IChE mulze zaznamenat pozitivni efekt piilécbé jinym z této

skupiny [40].

DONEPEZIL

Donepezil je centralné aktivni, reverzibilni a nekompetitivni IChE. Radi se mezi
piperidinové derivaty. Pro donepezil je typickd pomérné¢ vysoka selektivita k AChE,
oproti tomu uc¢inek na BuChE je pomérné slaby. Jedna se o dispergované ¢i potahované
tablety, léCba se zahajuje ddvkou 5 mg/den a pti dobré toleranci se po 4-8 tydnech mize
davka zvysit az na 10 mg/den [40, 46, 47, 48].

Muze se akumulovat v plazmé, je vysoce vazan na plazmatické proteiny (96 %)
a ma plazmaticky polocas 3 dny. Je metabolizovan pfes jaterni cytochromy a diky tomu
muize interagovat se stejné metabolizovanymi [éCivy. Jednd se o interakce
na cytochromu P450 (CYP 450) izoforem 3A4 a 2D6, kdy induktory jako rifampicin ¢i
karbamazepin mohou redukovat hladinu donepezilu a inhibitory jako -chinidin,
ketokonazol, fluvoxamin ¢i fluoxetin mohou inhibovat metabolismus donepezilu.
Donepezil ma nejméné GIT nezadoucich ucinkti z IChE [40, 46, 49].

Donepezil je kontraindikovéan u aktivni viedové choroby a t€Z§i poruchy srdecni
se zpomalenim sinokomorového pfevodu. U viedové choroby by mohly dojit
ke zhorSeni spojenému s krvacenim az perforaci viedu. Diky perifernim cholinergnim
ucinkim muze dojit ke zpomaleni sifiokomorového vedeni a k prodlouzeni QT
intervalu, proto musi byt sopatrmosti aplikovan upacientd se sinusovou

bradykardii [40, 46, 49].

GALANTAMIN

Galantamin je reverzibilni, kompetitivni inhibitor AChE, ktery také allostericky
moduluje nikotinové acetylcholinové receptory. Jedna se o tercialni alkaloid a podobné

jako donepezil vykazuje relativni selektivitu vii¢i AChE. Vazba na plazmatické proteiny
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je mala (okolo 20 %) a plazmaticky polocas je 4-6 hodin, coz zna¢i maly potenciél
k akumulaci v organismu. Metabolizuje se pies jaterni CYP 450 izoforem 3A4 a 2D6
a vykazuje podobné moznosti lékovych interakci jako u donepezilu. Galantamin ma
biologicky aktivni metabolit norgalantamin [40, 44, 45].

Uziva se v podob¢ tablet s prodlouzenym uvoliiovanim. Jeho davka se zahajuje
na 8 mg/den a pfii dobré toleranci se zvySuje po 4 tydnech na 16 mg/den a nasledné
na 24 mg/den [47].

Galantamin patfi mezi pfirozen¢ se vyskytujici alkaloidy v Celedi
Amaryllidaceae a k izolaci se pouziva druh Galanthus woronowii L., popt. Leucojum

aestivum L. [50].

RIVASTIGMIN

Rivastigmin koinhibuje jak AChE, tak BuChE, jedna se tudiz o dudlni inhibitor.
Strukturdln¢ se jedna o karbamat, ktery prednostné interaguje s AChE izoformou
G1 [40, 45].

Piisobi selektivnéji v mozku nez oproti perifernim tkdnim a jednd se o velmi
pomalu reverzibilni inhibitor, kdy se ChE obnovi az po 6-8 hodinach. Plazmaticky
poloCas je 1-2 hod a vazba na proteiny je zhruba 40 %, proto ma maly potencial
k akumulaci. Vyhodou je, Ze neni metabolizovan v jatrech a neinteraguje
s cytochromovym systémem, proto mé nizky potencidl k 1ékovym interakcim [40].

Rivastigmin je pfistupny bud’ v peroralnich forméch jako tvrda tobolka, tableta
dispergovatelna v ustech ¢i peroralni roztok o riznych silach nebo jako transdermalni
naplast. Pfi peroralni form¢ se terapie iniciuje davkou 2x1,5 mg/den, pii dobré toleranci
se po 4 tydnech miize davka zvysit na 2x3 mg/den, poté 2x4,5 mg/den a 2x6 mg/den.
Pfi transdermalni formé se zac¢ind davkou 4,6 mg/den a po 4-8 tydnech se mize

zvednout na 9,5 mg/den [47].

TAKRIN

Jednalo se o nekompetitivni IChE, jehoz distribuce byla zastavena pro zjisténi

hepatotoxicity [51].

HUPERZIN A

Jedna se o lykodinovy alkaloid nachdzejici se v ¢eledich Huperzinaceae,

Lycopodiaceae a rodu Selaginella. Huperzin A vykazuje vysokou specifitu k inhibici
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ACHhE a selektivné inhibuje G4 formu. Krom toho piisobi také jako antagonista NMDA
receptord. Popsdny jsou ucinky antioxidacni, ochranné pied volnymi radikaly Cci
regeneraéni po hypoxii ¢ mozkové ischémii. V Ciné se fadi mezi 16¢iva prvni volby

pro 1écbu AD, pro pouziti v Evropé€ vSak neni schvalen [52].

3.1.9.4 Antagonisté NMDA receptorii

Glutamat je primarnim excitanim neuromedidtorem v mozku, ktery pisobi
na ionotropni a metabotropni glutamatové receptory. NMDA receptory patii
mezi ionotropni glutamatové receptory a maji vySs$i permeabilitu pro ionty vapniku
ve srovndni s jinymi ionotropnimi glutamatovymi receptory. NMDA receptor hraje
klicovou roli v synaptickém pifenosu a synaptické plasticité, kterd je pravdépodobné
ustedni pro uceni a pamét’ [53].

Pti AD dochazi k nadmérmému uvolilovani excitaénich AMK jako glutamat
a aspartdt, coz md za nasledek hyperexcitaci NMDA receptord. Vznika nadmérny
pfenosovy Sum, ktery brani pfenosu adekvatnich podnét. Taky dochdzi k nadmérmému
vstupu vépenatych iontli do neurond, coz vede k aktivaci fady enzymu, hlavné
proteinkindz a fosfataz, a dochazi ke zménam neurondlnich proteinti a aktivaci genu
pro apoptozu [54].

Nadmérna aktivita NMDA receptorti zplisobuje excitotoxicitu a podporuje
bunécnou smrt, coz vede k neurodegeneraci. Ta je spojena se zachvaty, ischemickou
cévni mozkovou pithodou a neurodegenerativnimi poruchami jako je AD,

Huntingtonova choroba a Parkinskonova choroba [53].

MEMANTIN

Memantin je nekompetitivni, stfedné afinitni, na napéti zavisly antagonista
NMDA receptort, ktery piizniv€ modifikuje progresivni pokles poznavani a chovani
u stfedné tézké az t¢zké AD. Pisobi na NMDA receptory, které jsou aktivované
zvySenou hladinou glutaméatu. Méa pouze velmi maly vliv na receptory aktivované
synapticky, a proto blokuje pouze patologickou aktivitu. Dovoluje ale udrzovat
fyziologickou aktivitu NMDA receptort [44].

Memantin chrani pfed dal$im poSkozenim a odumirdnim neuronovych bun¢k
vyvolanych excitotoxicitou. Krom plisobeni na NMDA receptorech také antagonisticky

pusobi na serotoninové 5-HT3 a nikotinové acetylcholinové receptory [55].
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Lécba se zahajuje davkou 5 mg/den a zvySuje se v tydennich intervalech na 10,
15 a 20 mg/den rozdélenych do jedné nebo dvou dennich dévek. U tézké poruchy
renalnich funkci (5-29 ml moci/min.) se doporucuje cilova davka 5 mg 2x denne.
Na trhu je ve formé¢ tablet a peroralniho roztoku. Ve stiednim stadiu demence se muze
pouzivat i kombinovana 1é¢ba memantinu s IChE [47, 56].

Memantin se vylucuje moc¢i vétSinou jako nemetabolizované 1éCivo a jeho
eliminacni polocas je 60-80 hodin. NejcastéjSimi nezadoucimi Uc¢inky jsou nauzea,

bolest hlavy, zavraté, poruchy rovnovahy a somnolence [47].

3.1.9.5 Dopliikova léciva

Naésledujici 1é¢iva spadaji do kategorie s nizS§imi nebo pochybnymi dikazy

ucinku a nespadaji do 1é¢iv odpovidajici tzv. medicing zalozené na diikkazech [57].

NOOTROPNI FARMAKA

Nootropika jsou latky pouzivané pro 1é¢bu kognitivnich deficiti. Pravdépodobné
pusobi zménou neurotransmiterd, hormontd a enzymu v mozku a stimuluji nervovy rust.
Zvysuji prutok krve domozku a tim zvySuji pfisun kysliku a Zivin. Také zmiriuji
zangtlivé reakce v mozku. Mezi nootropika se fadi synteticky vyrobena léCiva jako
piracetam, pyritinol, ale také rostliny jako Ginkgo biloba ¢ Panax
quinquefolius [58, 59].

Podle studii vSak podavani nootropik nepfineslo u AD o¢ekavany efekt, proto je

nelze pii lécbe doporudit [59].

PIRACETAM

Jednad se o cyklicky derivat kyseliny y-aminomaselné (GABA) a vin vivo
animdlnich studiich vedl ke zvySenému metabolismu v mozku, stimulaci oxidativni
glykolyzy pentdzofosfatovou drahou, zvySenim rychlosti pfemény adenosintrifostatu,
zvySenim cyklického adenosinmonofosfatu v neuronech a stimulaci biosyntézy
proteint [44].

Lze jej pouzivat v podpirné 1écbé mozkové ischemie, u postkomocnich
syndromit ¢i léCby dyslexie u déti. Dostupné dikazy vSak nedoporucuji uzivani

u kognitivnich poruch [44].
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PYRITINOL

Jedna se o disulfidickou slouceninu dvou molekul pyridoxinu. V in vivo
animalnich studiich zlepSoval snizené¢ metabolické déje v CNS, zvySoval piijem
a utilizaci glukdzy, zvySoval metabolismus nukleovych kyselin a uvolnovani ACh
v kortikélnich oblastech mozku. Bylo zjisténo zlepSeni krevniho pritoku i vyuziti
kysliku v ischemickych oblastech mozku. Vedl ke zlepSeni kratkodobé paméti a mél
ochranny vliv proti hypoxii mozku [44].

Pouziva se pfi poruchach mozkovych funkci pfiorganickém postizeni, napf.
po cévni mozkové ptihodé ¢i kraniocerebralnim traumatu. Pifi AD nema prokézanou

ucinnost [44].

GINKGO BILOBA L.

Standardizovany extrakt EGb761 obsahuje tadu aktivnich latek. Sklada se
z flavonovych i neflavonovych glykosidt, karboxylovych kyselin, terpenovych laktoni,
proantrocyanidinti, atd. Hlavni nositelé farmakologické aktivity jsou flavonové
glykosidy a terpenové laktony [60].

Extrakt vykazuje antioxidac¢ni Uc€inky, ochranné plisobeni na mitochondrie,
ucinek. Byla zjisténa i inhibice monoaminooxiddz (MAQO) A a B, proto lze ptedpokladat
mirny anxiolyticky a protistresovy efekt [60]. Extrakt neni doporuceno uZivat s léky
ovlivitujici srazlivost krve, protoze mize vézt k vyssimu riziku krvacivych stavii [61].

Ze studii vychazi vysledky, které¢ piipisuji extraktu EGb761 mirné az stfedni
zlepSeni kognitivnich funkci u mirné kognitivni poruchy. Nedosahuje vSak ucinnosti
IChE ¢i memantinu. Dobré vysledky vykazuji zejména pacienti s demenci trpici

zaroven behavioralnimi ¢i psychickymi ptiznaky [60].
ANTIOXIDANTY

»Scavangery®, neboli lapace volnych radikalli nachdzeji uplatnéni pti AD diky
podilu oxidacniho stresu v patogenezi. Mezi antioxidanty patii a-tokoferol (vitamin E),
kyselina askorbovéa (vitamin C), melatonin, flavonoidy, karotenoidy ¢i extrakt EGb761.
Studie ukazuji, Ze scavangery inhibuji toxicky ucinek f-amyloidu a superoxidu a nemayji

zadné vyznamné vedlejsi ucinky [62].
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Ve studii zahrnujici vitamin E bylo pozorovano, Ze nedochazi ke zlepSeni
kognitivnich funkci, ale dochazelo ke zpozdéni progrese demence a smrti. Uzivani
kombinace vitamind E a C je spojena s niz§i prevalenci a vyskytem AD, proto piijem

antioxidantl miize mit neuroprotektivni efekt [62, 63].

NESTEROIDNI ANTIFLOGISTIKA (NSAID)

NSAID byly zkoumany v souvislosti s hypotézou chronického zanétu.
Pfi neuropatologii AD lze pozorovat velké mnozstvi faktordi, které se vyskytuji
pfi zanétlivych procesech. Patii mezi né proteiny aktivovaného komplementu, cytokiny,
chemokiny, proteoglykany, proteazy a jejich inhibitory a dalsi [62, 64].

NSAID ptsobi inhibici cyklooxygenaz (COX) COX-1 a COX-2, které vedou
k vyraznému sniZzeni syntézy prostaglandinii. Pfedpokladd se, Ze NSAID mohou
snizovat zanétlivé procesy v mozku diky inhibi¢nim u¢inkiim na aktivitu COX. Nékteré
NSAID jako indometacin ¢i ibuprofen mohou selektivné snizovat produkci PA42.
Né&kolik studii naznaCuje 1 ochranné U€inky NSAID u pacientd s alelami ApoE4
pted vznikem AD. Pfesny mechanismus ovliviiujici AD je vSak nejasny [65].

Studie ukazuji rozdilnou aktivitu jednotlivych NSAID, a ptestoze in vivo studie
na zvifecich modelech potvrzovaly mysSlenku potencionalniho ovlivnéni AD, velké

prospektivni a randomizované studie nepfinesly stejné vysledky [62, 64, 65].

NICERGOLIN

Jednd se oderivat namelového alkaloidu a plsobi jako antagonista
a-adrenoreceptoru, ¢imz indukuje vazodilataci a zvySuje pritok krve. Dale zvySuje
cholinergni a katecholaminergni funkci, inhibuje agregaci krevnich desticek, podporuje
metabolickou aktivitu a mé neurotrofické a antioxidacni vlastnosti. Pro jeho pouziti je

zapotiebi vice studii ohledn¢ uc¢innosti a bezpecnosti [66].

INHIBITORY MAO TYPU B (SELEGILIN)

MAO jsou enzymy odpovédné za deaminaci monoaminl. Vysoka aktivita
MAO-B miize vézt ke zvySené tvorbé kyslikovych radikala [67].

Prevladajici formou MAO v mozku je MAO-B. Pii inhibici MAO-B selegilinem
dochdzi ke zvySeni hladiny centralnich monoamind, coZz je vyhodné pii AD, kdy
dochazi ke snizeni hladin dopaminu, noradrenalinu a serotoninu. Ddale plsobi jako

antagonista NMDA receptorii, ma antiapoptickou aktivitu a indukuje antioxidacni
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enzymy, jako jsou superoxid dismutdza a kataldza. Krom toho vykazuje ochranné

ucinky proti neuronové apoptdze a snizuje sekreci neurotoxickych produktt [68, 69].

HORMONALNI SUBSTITUCE U ZEN

Estrogeny maji cCasteCnou antioxidacni aktivitu a bylo prokéazano,
ze 17B-estradiol potlacuje membranovou oxidaci v hipokampdalnich neuronech, ktera
byla indikovéna B-amyloidem [62].

Data vsak naznacuji, ze je nutno zahajit substituci brzy po menopauze, kdyz jsou
neurony jest¢ v normalnim stavu, protoze urozvinuté nemoci substituce jiZ neni
prospé$na. Neuroprotektivni jsou pravdépodobné také hormony jako progesteron ci
19-norprogesteron pouzity bud’ samostatn¢, nebo v kombinaci s estradiolem. Vyhodou

je, ze zvysuji expresi antiapoptického proteinu Bcl-2 [70].
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3.2 Papaver rhoeas L. (Papaveraceae)

3.2.1 Taxonomické zarazeni

RiSe:

Podfise:

Nadkmen:

Kmen:

Podkmen:

Trida:
Podtrida:
Rad:
Celed”:
Rod:
Druh:

Plantae
Viridiplantae
Embryophyta
Tracheophyta
Spermatophytina
Magnoliopsida
Ranunculanae
Ranunculales
Papaveraceae
Papaver L.

Papaver rhoeas L. — mak vI¢i[71].

3.2.2 Charakteristika Celedi Papaveraceae

V cCeledi Papaveraceae jsou zastoupené jednoleté az vytrvalé byliny, vzacné

1 vZzdyzelené kefe nebo malé stromy. Pro ¢eled’ je typicky vyskyt mlééného nebo nékdy

1 vodnatého latexu, ktery se vyskytuje v mlécnicich ve vSech castech rostliny

s vyjimkou semen. Postaveni listd byva nejcastéji stiidavé, nékdy také vstiicné nebo

pfeslenité. Nejsou pfitomny palisty a listy mohou byt jak fapikaté, tak pfisedlé. Listova

Cepel je vétSinou pérovité¢ Zilkovand. Kvéty jsou oboupohlavné, jednotlivé nebo

uspofddané do mnohokvétych hroznd. Okvétni listky byvaji usporddany obvykle

do dvou presleni po dvou nebo tiech listech. Plodem je nejcastéji sucha tobolka.

Semena mohou byt jak s, tak i bez misku, endosperm byva olejovity, embryo ponckud

rudimentérni [72].

Celed’ je zastoupena prakticky po celém tizemi severni polokoule aZ na par

vyjimek — nejméné je zastoupena v severozapadni Evropé€, kde se vyskytuje pouze

7 z 42 rodi [73].

3.2.3 Morfologicky popis Papaver rhoeas L.

Papaver rhoeas L je jednoletd bylina dorlstajici 25-90 cm. Lodyha je piima,

jednoduchd, zfidka i vétvena, odstavave Stétinato-chlupatd. M4 podlouhle kopinaté listy,

Stétinaté chlupaté, nedélené a az dvakrat pefenodilné s protdhlou Cepeli. Spodni listy
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jsou fapikaté, zatimco horni listy jsou pfisedlé. Kvéty jsou jednotlivé, v mladi mirné
ptrevislé, maji dvoucetné volné obaly a vyrastaji na dlouhych stopkach, které byvaji
v priméru az 10 cm dlouhé. Rostlina ma 2 kalisni listky, kdy kalich zahy opada.
Korunni listky jsou 4, maji okrouhly tvar a v priméru 2—4 cm. Zbarveni kvétu byva
nejcasteji nachoveé Cervené, ziidka mohou byt i1 bilé nebo fialové kvétni lupeny. Na bazi
se mize vyskytovat leskld cerna skvrna, ale neni to pravidlem. Tycinky jsou cetné
a maji tenké nitky a modravé prasniky. Semenik je svrchni, synkarpicky, tvofen
z 8-12 plodolistti. Blizna je piisedla, paprs¢ita s mélkymi laloky, které poctem
odpovidaji poc¢tu plodolisti. Plodem je Siroce obvejcovita a dole zaoblena, slabé
zebernata a lysd tobolka, kterd je znama jako makovice. V dob¢ zralosti se v ni
pod bliznou oteviraji otvory mezijednotlivymi laloky. Semena jsou cetnd,

ledvinovitého tvaru s tmavohnédym osemenim a olejnatym endospermem [74, 75, 76].

3.2.4 Sbér a suSeni

O Papaver rhoeas je znamo, 7Ze je to plevelnatd rostlina, kterd inklinuje
k suboceanskym klimatickym poloham. Do stiedni Evropy byl pravdépodobné zavlecen
uz v dob¢ neolitu z vychodniho Stfedomoti. Zdomacnél téméi po celém svéte a jako
nitrofilni druh pronik4d do vSech rumist’ a ¢lovékem ovlivnénych stanovist’, které se
nachazeji v niZinach, pahorkatinach aZ podhorskych poloh4dch. Jeho obvyklym
stanovistém jsou pole, meze, hraze, nasypy ¢i navazky. Je také odolny viici exhalatim,
zejména proti vyfukovym plyntim [75, 76].

Jako droga se sbiraji korunni listky z pIn¢ nakvetlych rostlin (Flos rhoeados). Ty
obvykle kvetou od kvétna do Cervence. Idedlnim je povaZovan sbér za suchého pocasi.
Korunni listky jinych ¢ervenokvétych planych druhti méku se povazuji za nezavadnou,
ale nezadouci pifimés. NejlepSi technikou sbéru je povazovano uchopeni vSech
korunnich platki v horni ¢asti a vySkubnuti smérem nahoru. Mély by se pro suseni
ulozit voln¢, protoZe jinak mohou byt nachylné k zapateni. SuSeni probiha v tenké
vrstveé ve stinu do teploty 35 °C. Droga si musi 1 po usuSeni zachovat ptivodni barvu,
kterd bude zménéna pouze do lehce tmavsiho odstinu, a také charakteristicky pach
1 chut’. Nezadouci jsou zCernalé ¢asti. Droga se skladuje v dobfe uzavienych nadobéch,

které jsou chranény pted svétlem [76, 77].
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3.2.5 Utinky a pousiti Papaver rhoeas L.

Lécebné ucinky drogy jsou znamy jiz od stiedovéku, kdy byla rostlina velmi
cenéna, v dnesSni dob¢ je vsak jeji pouziti obsoletni a o biologické aktivité obsahovych
latek Papaver rhoeas L. neni ptili§ informaci [76].

Nejcastéji se vIci mak pouzivéa jako korigens barvy pfi barveni sirupi ¢i jako
prisada do cajovych smési, kde slouzi na tpravu vzhledu. Podobné pouziti je mozné
1 v potravinafském primyslu, kdy se pouziva jako zdroj ptirodniho barviva pro obarveni
ovocnych ¢i masovych tresti nebo k pfibarvovani cerveného vina [76].

V lidovém l1écitelstvi se pouziva pro své tiSici schopnosti pti zdnétech hornich
cest dychacich. Oblibena je hlavné pro pouziti u déti a byva casto soucasti sirupl
proti nachlazeni, chrapotu ¢i expektoracnich smeési. Jako expektorans se pouziva
ve smési se stejnymi dily proskurniku, divizny, l1€kofice a slézu. Dale mize byt pouzita
jako sedativum pfii nespavosti. Zevné se nalevy doporucuji k vyplachu oc¢i pii zanétu
spojivek ¢i jako vlasové tonikum [76, 78].

VI¢i mak vykazuje antibakteridlni aktivitu, kterd je vyssi vici Gram-pozitivnim
bakteriim a projevuje aktivitu 1 vii€i Staphylococcus aureus. Vysoka je i aktivita vici
Candida albicans. Déle byla zjisténa antioxidacni aktivita extrakt z vi¢iho méku a byly
potvrzeny i antiulcer6zni u€inky kotfenového extraktu [78, 79, 80].

Semena jsou bohaté na bilkoviny a olej, daji se pouZivat jak ozdobné, tak jako
nutriéni doplné€k. Z listli l1ze pfipravovat polévky a omelety, nadmérnd konzumace vSak
muze byt spojena s intoxikaci. V ¢inské medicin¢ se rostlina pouziva k 1é¢bé zloutenky
a nadzemni C¢asti rostliny byly pouzZity jako infuze k 1é€bé revmatismu [80]. I pfes
zndmé tlumivé UCinky na dychaci centrum a protikiecové plisobeni rhoeadinu

prokazané na pokusnych zvitatech neni droga v tomto sméru uplatiiovéana [76].

3.2.6 Obsahové latky

U Papaver rhoeas L. se mizeme setkat salkaloidy aporfinového,
protopinového, protoberberinového a rhoeadinového typu [81].

Hlavnim alkaloidem je (+)-rhoeadin, ktery je pfibuzny narkotinu. Mezi dalsi
obsahové alkaloidy patii protopin, koulteropin, allokryptopin, berberin, koptisin,
sinaktin, (+)-isokorydin, (+)-roemerin a (+)-rhoeagenin [77, 82].

Nedavné studie dale uvadi pfitomnost mekambrinu, sanguinarinu, kanadinu,

kryptopinu, salutaridinu, glaukaminu, glaudinu, epiglaukaminu, isorhoeadinu,
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isorhoeageninu, papaverrubinu A, B, C, D a E [80]. Na rozdil od Papaver somniferum
L. ¢i Papaver glaucum zde neni pfitomen morfin. Kodein, papaverin ¢i noskapin se
mohou vyskytnout pouze ve stopovém mnozstvi [83].

Zda se, ze Papaver rhoeas L. je proménlivy v obsahu alkaloidi
a pravdépodobné existuji riizné chemotypy. Kvalitativni a kvantitativni rozdily ovliviiuji

faktory jako klima, Zivotni prostfedi, slozeni piidy ¢i vegetativni obdobi [80, 84].

3.2.6.1 Isochinolinové alkaloidy

Isochinolinové alkaloidy tvoii jednu znejvétSich skupin sekundérnich
metabolitl. Prekurzory pro jejich vznik jsou tyrosin a fenylalanin a v jejich struktufe je
obsazen tetrahydroisochinolinovy ¢i isochinolinovy kruh [85]. Diky intramolekularnim
presmykam, pfitomnosti dal$ich kruhti ¢i jinych obmén je miizeme rozd¢lit do 8 typi:

- benzylisochinolinovy typ

- aporfinovy typ

- protoberberinovy typ

- benzo[c]fenanthridinovy typ
- protopinovy typ

- ftalidisochinolinovy typ

- morfinanovy typ

- emetinovy typ [85].

Nejvétsi podskupinou je typ protoberberinovy, kde se nachézi az 25 % vSech
objasnénych struktur. Isochinolinové alkaloidy jsou Siroce distribuovany v rostlinné tisi
a nejvice se vyskytuji v celedich Papaveraceae, Berberidaceae, Fumariaceae,

Menispermaceae, Ranunculaceae, Rutaceae a Annonaceae [85].

3.2.6.2 Protoberberinovy typ

Jedna se o tetracyklické alkaloidy, které jsou odvozeny od tyrosinu a vznikly
z benzylisochinolinli pomoci fenolické oxidace a kondenzace. Nejvice se vyskytuji
v Celedich Papaveraceae, Berberidaceae, Menispermaceae, Ranunculaceae, Rutaceae,
Fumariaceae a Annonaceae. Mezi nejCastéji zastoupené alkaloidy vyskytujici se

u Papaver rhoeas L. patii berberin, koptisin a sinaktin [81, 84, 86].
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Nékteré z protoberberinovych alkaloidti vykazuji GCinky antiparaziticke,
analgetické, antikonvulzivni, antiarytmické, antioxidacni, protizdnétlivé, antiulceriozni,
hypotenzni a dalsi [86].

Hlavni zéastupcem skupiny a pravdépodobné nejrozsifenéjSim z alkaloida je
berberin, jez se pouzival jiz v tradicni c¢inské mediciné pii gastrointestinalnich
poruchach a infekcich. Je prokézéana jeho protinadorova aktivita proti nadortim tlustého
stteva, mocového méchyie, délohy, malobunécnému karcinomu plic, hepatocelularniho
nadoru, myeloidni a myelomonocytové leukémie. Mechanismus ucinku zavisi
na indukci apoptdzy a vyhodou je i jeho nizka toxicita vici zdravym buiikam [87].

Piisobi také vici obezité a mlze ovliviiovat metabolicky syndrom. Snizuje
hladinu celkového cholesterolu a triglyceridii v krvi a piisobi hypoglykemicky. Snizuje
jak glykémii na la¢no, postprandialni glykémii, tak i glykovany hemoglobin a zvySuje
citlivost na inzulin [87, 88].

Bylo prokazédno, Zze Dberberin ma také antimikrobidlni  aktivitu
proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim, houbam a prvokiim [89].

Ma ochranny efekt na CNS, coZ muize pfiznivé ovlivnit onemocnéni, jako je AD,
mozkova ischémie, deprese, uzkost ¢i schizofrenie. Vyhodou je, Ze berberin snadno
prochazi po systémovém podani ptes hematoencefalickou bariéru, coz zvysuje jeho
potencidl pii 1écbé téchto onemocnéni. Slibné aplikace jsou bohuzel omezeny Spatnou
farmakokinetikou berberinu [87].

Dal$im zastupcem skupiny je koptisin, ktery ma také protinadorové ucinky
prokézané u rakovinnych bunck jater, pankreatu, plic a kosti. Vykazuje 1 protizanétlivé,
antimalarické a antibakterialni plisobeni. M4 potencial snizovat hladinu glukézy v krvi a

pusobit proti oxida¢nimu stresu [90].
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Obrazek 1 Protoberberinove alkaloidy

3.2.6.3 Aporfinovy typ

Alkaloidy aporfinového typu lze krom celedi Papaveraceae nelézt také
v Celedich Annonaceae, Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae,
Monimiaceae, Ranunculaceae a Rhamnaceae. V soucasné dobé je izolovano
pfiblizn€ 500 alkaloidii této skupiny [91]. Neékteré aporfinové alkaloidy vykazuji
aktivitu antiagregacni, antioxida¢ni a cytotoxickou [92]. Dale pisobi na dopaminovych
D1 a D; receptorech. Proto mohou hrat potencialni roli v 1éc¢bé Parkinsonovy choroby,
schizofrenie, ADHD ¢i deprese. Plsobi i na serotoninovych receptorech 5-HTia, kdy
mohou byt vyuzity k 1é¢bé uzkosti, schizofrenie a deprese. Selektivni ligandy na 5-HT2a
maji pak slibné pouZiti pfi drogovych zavislostech ¢i proti nespavosti [93].

U aporfinového typu alkaloidli jsou uvadény také inhibi¢ni schopnosti vici
AChE ¢i antagonistické schopnosti vi¢i aj-adrenergnim receptorim. Proto maji
potenciondlni vyuziti v 1é¢bé AD a hypertenze [93].

Z Papaver rhoeas L. byly vnejvys$§i mife extrahovany alkaloidy roemerin

a isokorydin. U isokorydinu byla zjiSténa inhibice bunééné proliferace
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hepatocelularniho karcinomu tim, Zze indukuje zastavu bunécného cyklu v G2/M fézi.
Roemerin ma slibny potencidl diky své antibakteridlni aktivit€¢ na Escherichia coli,

Bacillus subtilis a Salmonella typhimurium. Také vykazuje protinadorovou aktivitu

u karcinomu prostaty a vasorelaxacni ptisobeni [81, 92, 94, 95, 96].

/\o

o)

isokorydin rhoemerin

Obrazek 2 Aporfinové alkaloidy

3.2.6.4 Protopinovy typ

Mezi protopinové alkaloidy vyskytujici se v Papaver rhoeas L. mizeme zatadit
protopin, allokryptopin a koulteropin. Jsou to alkaloidy rozSitené v Celedich
Berberidaceae, Fumariaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae a Rutaceae. Charakteristicka
je jejich opticka inaktivita a nizky pocet zastupcii, kdy skupina ¢itd pouze 16 ptirozené
se vyskytujicich alkaloidt [81, 97, 98].

Protopin a allokryptopin vykazuji aktivitu protizanétlivou, antitrombotickou,
protikiecovou a maji relaxa¢ni ucinek na hladké svalstvo. Piisobi také antibakterialné,
antivirove, antiparaziticky a protiplisnové. Dale alostericky moduluji GABAAa
receptory, inhibuji transportéry serotoninu a noradrenalinu, inhibuji AChE,
glutamatdehydrogenazu a fosfodiesterdzu, potlacuji oxidacni stres a apoptdzu neurontl.
Jejich ptusobeni na CNS by mohlo mit G¢inky i pfi AD. Mimo jiné protopin vykazuje
hepatoprotektivni ucinky. Snizuje hladiny aspartataminotransferazy,
alaninaminotransferazy, alkalické fosfatazy a bilirubinu a zvySuje hladiny sniZzené¢ho
glutathionu. M4 také mirny cytotoxicky efekt [99].

Allokryptopin vykazuje antiarytmicky ucinek. Byl také patentovan jako
potenciondlni ptipravek pro 1é€bu HIV-1 a HIV-2 vira [97, 99].
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Obrazek 3 Protopinové alkaloidy

3.2.6.5 Rhoeadinovy typ

Rhoeadinové alkaloidy jsou obsaZeny pouze v Celedi Papaveraceae a to v rodech
Papaver, Meronopsis a Bocconia. Jsou to cyklické acetdly nebo poloacetaly,
biogenetické derivaty protopinovych alkaloidl. Existuje pfiblizné 25 pfirozené se
vyskytujicich alkaloidu této skupiny [100, 101]. Mezi alkaloidy Papaver rhoeas L. patii
rhoeadin, rhoeagenin, isorhoeadin, isorhoeagenin, glaukamin, glaudin, epiglaudin
a papaverrubin A, B, C, D a E [80].

Rhoeadin byl izolovan jako prvni alkaloid této skupiny jiz v 19. stoleti

a vykazuje mirn¢é antitusické a sedativni ptisobeni [100, 102].
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3.2.6.6 Dalsi obsahové latky

Krom alkaloidi obsahuje rostlina také antokyanova barviva cyanin
a mekocyanin s vynikajicimi barvicimi vlastnostmi. Droga také obsahuje malé mnozstvi
slizu. Jako nejzastoupenéj$i mineraly byly analyzovany véapnik a draslik, v mensSi mife
také sodik, hoicik a fosfor. Mimo jiné obsahuje také saponiny, flavonoidy a taniny.
Z vitaminl je zastoupen vitamin E, B-karoten a vitamin C. Z lipidd zde nalezneme
pfedevS§im nenasycené mastné kyseliny jako kyselinu a-linolenovou, linolovou
a olejovou [77, 80]. Nepolarni extrakty obsahuji kyseliny olejovou, stearovou
a palmitovou. Polarni extrakty pak vykazuji pfitomnost organickych kyselin a cukri
spolecné s AMK, flavonoidy a nukleotidy. V rostlinném extraktu bylo detekovano velké

mnozstvi kyseliny glycerové [80].

3.3 1Izolace z rostlinného materialu

Ptirodni produkty zlécivych rostlin, at’ uz jako <¢isté slouceniny nebo

standardizované extrakty, poskytuji neomezené moznosti pro nové lé€ebné potencialy.

30



Muze zato hlavné jejich chemickd rozmanitost, kterd je vhodnd pro pouziti

ve screeningovych programech pii hledani terapeutickych 1é¢iv [103].

3.3.1 Rostlinny material

Pro fytochemickou analyzu by mél byt pouzit Cerstvy rostlinny material, nebo
mohou byt rostliny pfed extrakci suSeny. Pokud jsou suseny, je nezbytné, aby se suseni
provadélo za kontrolovanych podminek, tedy za dobrého tahu vzduchu a vyvarovani se
vysokych teplot. Diky suSeni mohou byt rostliny skladovany delsi dobu. Piisbéru je
nutné se vyvarovat kontaminaci jinymi rostlinami a vybirat si rostliny bez znamek
virové, bakteridlni ¢i houbové infekce. Takové rostliny mohou mit pozménény
metabolismus rostlin a tvofit neo¢ekavané produkty. Vhodné je, aby byla ovéfena
botanicka identita uznavanou autoritou. Dulezité je zabranit vzniku enzymatické
oxidace ¢i hydrolyzy. Vhodnym postupem je ponofeni Cerstvé tkané do vrouciho
ethanolu. Ethanol je také dobrym univerzdlnim rozpoustédlem pro predbéznou

extrakcei [104].

3.3.2 Extrakce

Extrakce je prvnim krokem, pfikterém se ziskdvaji pozadované slozky
z rostlinného materialu pro dalSi separaci a charakterizaci. Pfed samotnou extrakci se
Casto provadi mleti, kterym se ziskd homogenni vzorek a zlepsi se kinetika extrakce
diky zvySeni kontaktu povrchu vzorku s rozpoustédlem. Pied extrakci musi byt piijata
spravna opatfeni, aby se zajistilo, Ze potencialni aktivni slozky nebudou ztraceny,
zkresleny nebo zniceny [103].

Extrakty se mohou pfipravovat extrakci s rozpousStédlem, maceraci, perkolaci
cerstvych zelenych rostlin nebo suSeného praskového rostlinného materialu v systémech
rozpoustédel. Po zvaZeni vhodnosti se mohou pouzit také sonikace, zahfivani
pod zpétnym chladi¢em, Soxhletiv extraktor a dalsi [103].

Moderni extrakéni techniky dokaZou snizit spotfeby organickych rozpoustédel,
mohou zlepsit G€innost a selektivitu extrakce ¢i odstranit kroky ¢isténi a koncentrace.
Mezi moderni metody patii napiiklad extrakce superkritickou tekutinou, extrakce

tlakovou kapalinou, extrakce pomoci mikrovln a mikroextrakce na pevné fazi [103].

31



3.3.3 Extrakce rozpoustédlem

Mechanismus zahrnuje zvlhéeni pevného povrchu rozpoustédlem, penetraci
rozpoustédla do pevné latky, rozpusténi extrahovanych latek, transport rozpusténych
latek zpevnych ¢astic najejich povrch a disperzi rozpusténych latek
v rozpousteédle [105].

Jedna se ometodu, kterda mize byt ovlivnéna vlastnostmi extrakéniho
rozpoustédla, velikosti ¢astic pivodniho materialu, teplotou a pomérem rozpoustédla
k pevné latce. Uinnost extrakce lze zvysit pouzitim jemngjsich &astic, pii kterych se
dosahuje lepsiho vytézku. Pti pfili§ jemnych ¢asticich v§ak budou problémy s naslednou
filtraci. Vyssi teplota zvySuje rozpustnost a diftzi, ptili§ vysoké teploty vSak mohou
vézt krozkladu termolabilnich slozek a extraktim neZadoucich negistot. Uinnost
extrakce se také zvysuje s prodluzovanim doby extrakce, ale pouze do urcité doby, kdy
nastane rovnovaha rozpusténé latky uvnitt i vné pevného materidlu. Nasledné
prodlouZeni doby extrakce jiz nemd efekt. Také vysSi pomér rozpoustédla ku pevné
latce pfindSi vysS$i vytézek extrakce. Piipouziti nadmérného mnozstvi dochézi
k prodlouzeni doby zakoncentrovani [106].

Pti vybéru rozpoustédla je dulezité vzit v vahu selektivitu, rozpustnost, naklady
a bezpecnost. Rozpoustédla se vybiraji na zdklad€ zdkona o podobnosti a vzajemné
misitelnosti, kdy podobné se rozpousti v podobném. Proto bude vhodné pouZit
rozpoustédlo o podobné polarité. Jako univerzalni rozpoustédla pii fytochemické
extrakci jsou povaZovany ethanol a methanol [106].

Klasicky chemicky postup pro ziskani organickych slozek ze suSené rostlinné
tkan¢ je kontinudlni extrakce stadou rozpoustédel. Prvné se k oddéleni lipidi
a terpenoidl pouziva napft. ether a chloroform, poté se k extrakci polarngjSich slouc¢enin
pouziva napt. ethanol a ethyl-acetdt. Timto zplsobem se vSak jen zfidka dosdhne
1 separace slozek, proto se ziskané slouceniny vyskytuji zpravidla ve vice frakcich.
Ziskané extrakty se filtruji pies kiemelinu a poté se koncentruji nejcastéji na vakuové
odparce. Pokud se v koncentrovaném extraktu tvofi krystaly, méla by se jejich
homogenita testovat pomoci chromatografickych technik. Koncentrované extrakty by

mély byt uchovavany v lednicce [104].
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3.3.4 Macerace

Pii maceraci se k mleté droze pfidd vhodné rozpoustédlo. Casté michani béhem
macerace usnadiiuje extrakci diky podpote difize a odd€lovani koncentrovaného
roztoku od povrchu vzorku. Poté se rozpoustédlo odfiltruje a pevny zbytek
z extrakéniho procesu se lisuje. Procedura se n¢kolikrat opakuje. Ziskana vylisovana

kapalina 1 filtrat se smichaji dohromady a nasledn¢ se znovu filtruji [107].

3.3.5 Digesce

Tato extrakéni metoda pouzivd zvySenou teplotu béhem extrakéniho procesu,
aby se snizila viskozita extrak¢niho rozpoustédla a zlepsila extrakce. Smés se umisti

na vodni lazen nebo do susarny pfi teploté okolo 50 °C [108].

3.3.6 Perkolace

Pti perkolaci se pouziva pfistroj zvany perkolator. Jednd se o sklenénou nadobu
ve tvaru uzkého kuZele s otvorem na obou koncich. V Cisté naddobé se praskovany
rostlinny materidl navlhéi extrakénim rozpoustédlem. Po 4 hodinach stini se obsah
prenese do perkolatoru se zavienym dolnim koncem a neché se stat po dobu 24 hodin.
Extrakéni rozpoustédlo se pak nalije shora, dokud neni material zcela nasycen, poté se
otevie spodni ¢ast perkolatoru a kapalina se necha pomalu odkapavat. Pribézné se

pfidava urc¢ité mnoZstvi rozpoustédla a extrakce probiha gravitacni silou [108].

3.3.7 Soxhletova extrakce

Jedna se o kontinudlni extrakci za tepla. Soxhletiiv extraktor je vyroben ze skla,
sklada se zbanky s kulatym dnem, extrak¢ni komory, sifonové trubice a horniho
kondenzatoru. PraSkovany rostlinny material je umistén do porézniho sacku vyrobeného
z ¢isttho hadiiku nebo silného filtracniho papiru a té€sné¢ uzavien. Extrakéni
rozpoustédlo se nalije do spodni banky a porézni sacek se vlozi do extrakéni komory.
Rozpoustédlo se zahtiva ze spodni banky a prochazi kondenzatorem, kde kondenzuje
a proudi dolli do extrakéni komory. Timto kontaktem se extrahuje 1éCivo a spolu
s rozpoustédlem proudi zpét do baniky. Cely proces se opakuje, dokud nedojde k tiplné
extrakci [108].
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3.3.8 Extrakce kapalina-kapalina

Jedna se o metodu, pfikteré dochazi k prenosu rozpusténé latky z jednoho
rozpoustédla do druhého. Pouzité rozpoustédla jsou bud’ navzijem nemisitelnd nebo
misitelnd pouze c¢astecné. Jednim z rozpoustédel Casto byva voda ¢i vodnd smés
a druhym nepolarni organicka kapalina. Extrakce zahrnuje krok kontaktu, kdy pomoci
michani mohou latky pfestupovat z jednoho rozpoustédla do druhého, a nésledny krok
separace jednotlivych fazi [105].

Prakticky plati, Ze: K = %

2

kde ¢; a c2 jsou rovnovazné koncentrace rozpuSténé latky ve dvou fazich.
Distribu¢ni  koeficient Kje vyrazem relativni preference rozpusténé latky
pro rozpoustédla. Distribuéni koeficient je pii dané teplot¢ nezavisly na koncentraci.
Pti pftili§ rychlém michani dochdzi sice ke zlepSeni pfenosu mezi fazemi, ale mize taky

vézt k tvorbé emulze, ktera mize narusit snadnou separaci [105].

3.3.9 Instrumentdlni separacni metody

Pii extrakci jsou ziskavany slozité a riznorodé produkty, které¢ vyzaduji dalsi
separaci a CiSténi, aby byla ziskdna aktivni frakce nebo cisté produkty. Separace
vyuziva rozdilnych fyzikalnich nebo chemickych vlastnosti danych latek [106].
Separace se provadi pfevazné pomoci nékteré z chromatografickych technik, popt.
jejich vzajemné kombinace. Volba metody zavisi do znaéné miry na rozpustnosti
a tékavosti sloucenin, které maji byt separovany [104]. Preparativni chromatografické
metody jsou pouzity scilem izolovat slouceniny s urcitou cistotou, ve vhodnych
mnozstvich pro strukturdlni objasnéni, biologické nebo senzorické hodnoceni ¢i

pro pouziti jako analytickych standardii [109].

3.4 Chromatografické metody

Chromatografické metody patii mezi separaéni metody, kterymi lze hodnotit
kvalitativni a casto také kvantitativni vlastnosti separovanych slozek smési.
Pro hodnoceni vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fdzemi, z nichZ jedna je
staciondrni — nepohybliva, kterd je umisténa v koloné ¢i plosné vrstveé, a druhd mobilni
— pohybliva, kterd unasi separované latky. V pribéhu chromatografického procesu

dochazi k mnohokrat opakovanému vytvofeni rovnovaznych stavi délenych latek.
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K separaci tedy dochazi na zakladé¢ riizné afinity délenych latek k stacionarni a mobilni

fazi [110].

Distribuci slozek mezi dvéma fazemi Ize popsat distribu¢ni konstantou Kp:

C
KD =—S

Cm

kde ¢, je koncentrace slozky ve stacionarni fazi a c,, v mobilni fazi. Cim je vyssi
hodnota Kp pro danou latku, tim delsi dobu setrvaji jeji molekuly ve stacionarni fazi
a tim je vétsi retence. Pro déleni jednotlivych latek je dulezité, aby se liSily svymi

distribu¢nimi konstantami [111].
Podle podstaty separa¢niho procesu lze rozlisit chromatografie:

- adsorb¢ni

- rozdelovaci

- iontové vymeénna
- gelova

- afinitni [110].

Chromatografie v zavislosti na uspofddani miize byt preparativni a analyticka.
Utelem preparativni chromatografie je oddéleni jednotlivych slozek smési pro dalsi
pouziti, proto by se dala povazovat i1 zaformu CciSténi analytu. Analyticka
chromatografie slouzi k méfeni relativnich podilti analyti ve smési[112]. Hlavnim
rozdilem je, Ze pfi analytické chromatografii je mozné vzorek rlizn¢ upravovat véetné
degradace, znaceni, ad. Pii preparativni chromatografii musi vzorek zlstat

v nezmeénéném stavu [113].

3.4.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jedna se o jednu z nejprogresivnéjSich metod, ktera nachazi vysoké uplatnéni

diky rychlosti analyzy, citlivosti a moZnosti automatizace [110].
Chromatograf se sklad4 obvykle z:

- zasobniku ¢i zasobnikti mobilni faze
- odplynovace
- vysokotlakého Cerpadla

- davkovace vzorku
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- chromatografické kolony
- detektoru
- datové stanice

Déle mtze byt pfitomny:

- sméSovac pii pouzivani vice zasobniki, ktery je nutny pro gradientovou eluci

- sbérac jednotlivych fazi za detektorem [111].

3.4.1.1 Staciondrni faze

Jedna se o nepohyblivou slozku chromatografického systému, kde dochazi
k vlastnimu separa¢nimu procesu. Stacionarni faze jsou déleny na tuhé a kapalné, které
jsou zakotveny nebo chemicky vazany na tuhou matrici. Krom tohoto dé€leni je lze délit
na faze polarni, nepolarni a amfoterni. Podle chromatografického modu je miizeme délit
na normalni fazi, reverzni fazi, ionexy, hydrofilni interakéni chromatografii (HILIC),
hydrofobni interak¢ni chromatografii a gely.

Stacionarni faze musi byt chemicky a tepelné stabilni, nesmi dochézet k jejich
reakci s mobilni fazi a nesmi se v ni rozpoustét. Obecné plati, Ze je lepsi uzké distribuce

velikosti ¢astic, které by mély mit sféricky tvar [111].

3.4.1.1.1 Silikagel

Silikagel je obecné nejrozsifenéjSi polarni anorganicky sorbent. Samotny se
pouziva pro separaci na normalnich fazich a v moédu HILIC. M4 vysokou mechanickou
odolnost i specificky povrch, ktery se pohybuje mezi 5-500 m?/g. Aktivnimi centry
na povrchu silikagelu jsou silanolové skupiny, které ud€luji silikagelu polarni vlastnosti
a jsou vyuZzivany k piipravé chemicky vazanych fazi. Hlavni nevyhodou silikagelu je
jeho rozpousténi piipH vySSim nez 8, proto je urfen pro pouZiti pouze dopH 7.

Existuje vSak tzv. hydrosilovany silikagel, ktery je stabilni v Sirokém rozsahu pH [111].

3.4.1.1.2 Chemicky vazané faze na bazi silikagelu

Jednd se o stacionarni faze, kde je jako nosi¢ pouzit silikagel, ktery ma
modifikované silanolové skupiny diky chemické reakci s vhodnymi organickymi
slouCeninami. Mezi nejcastéji pouzivané faze patifi faze modifikované Cis,
propylaminova faze, propylkyanova faze, diolova faze, fenylova faze, pentafluorofenyl,

propylfenyl a propylnitrofenyl.
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Ze sterickych diivodli muze takto reagovat asi polovina volnych silanolovych
skupin. Nezreagované silanolové skupiny jsou pak stinény sousednimi ligandy. Diky
tomu by méla byt nepolarni stacionarni faze zcela hydrofobni a neméla by obsahovat

zadné volné silanolové skupiny ptistupné molekuldm vzorku [111].

3.4.1.1.3 Polymerni staciondrni fize

Polymerni stacionarni faze jsou vétSinou stabilni v celém rozsahu pH
1 pfi vysokych teplotach. Jsou tvofeny siti malych mikrosfér, které vytvari porézni
strukturu. Maji vSak omezen maximalni tlak na koloné do 20 MPa. Nevyhodou muze
byt i bobtnani ¢i srazeni polymerni faze piivysokém obsahu organické slozky
v mobilnich fazich. Pro separaci nareverznich fazich se nejcastéji vyuziva

polystyrendivinylbenzen, polyvinylalkohol a metakrylaty [111].

3.4.1.1.4 Hybridni staciondrni faze

Jedna se o sorbenty, jejiz zaklad vznikl kombinaci anorganického silikagelu
a organického organosilanu — polymeru. Tyto staciondrni faze by v sobé mély spojovat
vyhody silikagelu jako vysokou ucinnost a mechanickou odolnost a vyhody polymeru,
kterymi jsou vysoka chemicka a teplotni stabilita a eliminace zbytkovych silanolovych

skupin [111].

3.4.1.2 Detektory

Detektory jsou v HPLC systému umistény za chromatografickou kolonou
a zaznamenavaji rozdil mezi prichodem Cist¢ mobilni faze a mobilni faze obsahujici
analyt. Lze je rozdélit na nedestrukéni, vnichz nedochézi k chemické zméné
detekované komponenty, a destrukéni, kdy dochazi k ireverzibilni zméné detekovanych
komponent.  Citlivost a  selektivita ~HPLC analyzy zavisi na pouZitém
detektoru [110, 111].

Idealné¢ by mél byt detektor vysoce citlivy, s piedvidatelnou odezvou,
univerzalni, spolehlivy, specificky, nedestruktivni, schopny gradientové eluce
a linearity. Zadny z detektori nema viechny tyto vlastnosti, proto se v praxi pouziva
vicero typu detektorti [111]. V nésledujicich kapitolach se budeme zaobirat pouze

detektory, které byly v diplomové praci vyuzity.
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SPEKTROFOTOMETRICKE DETEKTORY

Spektrofotometrické detektory prométuji absorbanci elektromagnetického zéreni
urcité vinové délky. Mohou se vyuzivat vinové délky jak ultrafialového (UV) spektra,
tak viditelné oblasti. Existuji detektory s fixni nebo proménnou vinovou délkou,
scanning UV detektor ¢i detektor s diodovym polem.

Vyznacuji se zna¢nou citlivosti (10°-1071° g/ml) a Ize je vyuzivat pfi gradientové

eluci [110].

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE (MS)

MS detektory patii do skupiny spojenych technik, které krom udaji o detekci
analytu poskytuji 1 spektralni udaje o identité latky. Proces detekce probihd ve tfech
krocich. Prvné je nutné latku ionizovat, poté se ionty rozdéli podle poméru m/z
(hmotnost/naboj) a urychli se v analyzatoru. Nasledné¢ dochazi k detekci a zesileni
signalu detektoru. Techniky ionizace se tfadi v zavislosti na sile ioniza¢ni energie
na elektronovou ionizaci a chemickou ionizaci a na techniky mékké jakou je naptiklad
ionizace elektrosprejem a fotoionizace. Mezi nejCastéj$i uspoifddani hmotnostniho
spektrometru patii jednoduchy kvadrupol, trojity kvadrupdl, iontova past, orbitalni past,
analyzator doby letu, magneticky analyzator a iontova cyklotronova rezonance [111].

Spojeni MS s HPLC jsou klicové pro analyzu redlnych vzorkil, jako jsou
biologické ¢i enviromentalni matrice. Ty jsou obvykle tvofeny velkym mnoZstvim latek
o rizné koncentraci. Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni detekci je
schopna provést potvrzeni identity analytu nazdkladé molekulové hmotnosti
a strukturné specifickych fragmentli a do ur€it¢é miry i1 kvantitu stanovovanych

latek [111].

UNIVERZALNI DETEKTORY NA BAZI AEROSOLU

Do této skupiny patii takové detektory, které jsou schopny detekovat jakékoliv
analyty bez ohledu na jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. VSechny maji spole¢nou
fazi zmlzovéni, kdy je eluent jemn& zmlZen pomoci proudu dusiku, a fazi odpateni
mobilni faze ve vyhtivané casti ptred detekéni celou. Lisi se v jednotlivych typech
detekce. Rozd¢luji se na odpatfovaci detektor rozptylu svétla, detektor nabitého aerosolu

a detektor vyuzivajici tzv. nukleacni technologii [111].
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3.4.1.3 Izokraticka a gradientova eluce

V priubehu izokratické eluce zlistava po celou dobu slozeni mobilni faze stejné.
Rozdilna je gradientova eluce, kdy se v pribéhu ¢asu méni slozeni mobilni faze
ve prospéch slozky svétsi elucni silou. Zatimco pii izokratické eluci dochazi
k postupnému rozsifovani pikd, pfi gradientové eluci by méla Sitka pikl byt konstantni

pro vSechny latky [111].

3.4.2 Vybrané retencni charakteristiky

3.4.2.1 Retencni Cas tr nebo retencni objem V¢

Reten¢ni ¢as je doba, kterd uplyne od nastfiku vzorku do dosazeni maxima
elucni kiivky, retencni objem je objem mobilni faze, ktera protece za tuto dobu. 7z je
kvalitativni charakteristikou latky. Parametry mohou byt vyjaddfeny pomoci

nasledujicich rovnic:
VR = V()(]. + k)
tR = to(l + k)

kde #) je mrtvy reten¢ni Cas a Vp mrtvy retencéni objem slozky, kterd se pohybuje
stejnou rychlosti jako mobilni faze, protoZe neni na kolon¢ zadrZovéna. k vyjadiuje
retencni faktor. VSechny latky tedy stravi stejny ¢as v mobilni fazi, 1i8i se pouze dobou,
kterou stravi ve stacionarni fazi. Tato doba se nazyva redukovany retenéni &as fz. Jedna

se o retencni Cas snizeny o mrtvy retencni €as [111].
t,R = tR - to

3.4.2.2 Utinnost chromatografické kolony

Parametr uCinnosti charakterizuje miru rozSifeni elu¢nich zoén délenych
na kolon¢. Jedné se tedy o ukazatel kvality separace. Mira U€innosti je bezrozmérna

veli¢ina N, ktera se nazyva pocet teoretickych pater a pro kterou plati:

2

Vg
v =sse (L)
Wso

kde wso je hodnota Sitky piky v 50 % jeho vysky. Pii udavani Gc¢innosti je vzdy
nutné uvadet také délku kolony. Pro porovnani kolon riznych délek je pouZzivan

vyskovy ekvivalent teoretického patra H:
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H_L
"N

kde L je délka kolony a N pocet teoretickych pater [111].

3.4.3 Chromatograficka separace a jeji ovlivnéni

Hlavnim cilem chromatografické separace je dosazeni pfijatelného rozdéleni
analytd v pfijatelném case. Rozdéleni analytl mutze byt dokonalé i nedokonalé a je
vhodné tento stupen kvantitativné vyjadrit. Miru kvality separace dvou sousednich pikt
charakterizuje parametr rozliSeni (R;2), coz je bezrozmérna veliCina, jejiz vyssi hodnota

znamena lepsi separaci. Lze vyjadfit ndsledujici rovnici:

R _\/N a—1 k
e = () ()

kde N je pocet teoretickych pater, o je selektivita a & je retenéni faktor [111].

Z rovnice vyplyva, ze rozliSeni je ovlivnéno tfemi do zna¢né miry nezavislymi
faktory. Faktorem kinetickym je G¢innost, kterd udava, ze rozliSeni je pfimo umérné
druhé odmocning z poctu teoretickych pater. Faktorem termodynamickym je selektivita,
jez udava, ze rozliseni se bude blizit nule, pokud se selektivita bude blizit jedné. Pokud
se selektivita bliZi k jedné, nelze latky v daném systému rozdélit ani na nejucinnéjsich
kolonach. Ttetim faktorem je kapacitni faktor, ktery udava, ze rozliSeni roste s rostouci
hodnotou reten¢niho faktoru. Pokud se bude blizit nule, tak i retence se bude blizit
nule [111].

Selektivita je nejucinnéjS$im nastrojem, jak ovlivnit rozliSeni. ZvySeni selektivity
umozni navic pouzit kratS$i kolonu, tedy kolonu o niz8i Gc¢innosti, a tim zkratit dobu

analyzy [111].

3.4.3.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace je dosazeni potiebné separace pro vSechny latky ve smési
a dosazeni dostatecného limitu detekce. Separaci latek lze ovlivnit zasahem
do chromatografického systému, ktery zméni silu interakce mezi analytem a sorbentem,
nebo zasahem do systému, ktery ovlivni U¢innost chromatografického systému.
Optimalizace je provadéna idedlné tak, aby bylo dosazeno dostate¢ného rozliSeni R;,»

a to nejlip v co nejkratSim Case a pfi nejmensim tlakovém spadu na koloné [114].
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Optimalizace metody lze provadét mnoha rliznymi zpiisoby ovlivnéni nékterého

ze tii ¢lend rovnice pro rozliseni [114].
Ucinnost 1ze ovlivnit:

- rychlosti pritoku mobilni faze
- délkou kolony
- velikosti ¢astic

- zménou teploty.

Selektivitu ovliviuje:

- volba stacionarni faze

- volba mobilni faze

- rychlost pritoku mobilni faze
- zmgéna teploty

- strmost gradientu.
Kapacitu ovliviuje:

- zména stacionarni nebo mobilni faze
- zmé&na teploty
- mnozstvi stacionarni faze

- strmost gradientu [114].

3.4.4 Plynovd chromatografie (GC)

GC je metoda urcend k déleni a stanoveni plyntli, kapalin a pevnych latek
s bodem varu do cca 400 °C. Metoda je zaloZena na rozdélovani slozek mezi dvé faze —
pohyblivou mobilni a nepohyblivou stacionarni. Pfi GC je mobilni fazi nosny plyn.
Stacionarni faze je umisténa v chromatografické koloné. Kolony se dé€li na napliové
a kapilarni. U napliiovych kolon mtize byt staciondrni fazi pevna latka jako silikagel,
oxid hlinity, aktivni uhli, polymerni sorbenty, nebo vysokovrouci kapalina nanesena
v tenké vrstvé na pevném, inertnim nosic¢i. U kapilarnich kolon je stacionarni faze
nanesena v tenké vrstvé pfimo na upravenou vnitini sténu kifemenné kapilary. Jako
mobilni faze se pouziva vodik, helium ¢i dusik [115, 116].

Nosny plyn je odebirdan ztlakové lahve nebo generatoru nosného plynu

ptes redukéni ventil. Dale pokracuje do injektoru, kam se nasttikuje vzorek pro separaci
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pomoci specidlni mikrostiikacky. Injektor je vyhfivan na takovou teplotu, aby doslo
k okamzitému zplynéni vzorku. Obvykla teplota je v rozmezi 150-350 °C. Vzorek je
ve form¢ par unasen nosnym plynem na kolonu, ktera je umisténa v termostatu. Slozky
ze vzorku se sorbuji ve stacionarni fazi a desorbuji nosnym plynem, kdy se délici proces
neustale opakuje. Timto zpisobem dojde k separaci jednotlivych slozek. Latky
postupné vychazeji zkolony v poradi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant
a vstupuji do detektoru, ktery indukuje okamzitou koncentraci separovanych latek
v nosném plynu. NejrozsifenéjSim detektorem je plamenové ionizacni detektor. Signal
je veden na zesilovac a vysledek je zachycen na chromatogramu, kde by po rozdéleni
m¢ela kazda latka mit sviyj samostatny pik [115].

Pti preparativni GC se vyuzivd pfepinaciho zafizeni, které je za normélniho
provozu nasmérovano na detektor. To umoziiuje vybér komponent, které maji byt
preneseny do zachytného systému tak, ze se pifepne tok do zachytného kandlu.
Nejcastéji se vyuziva pro zachycovani frakci vybrana sbérna zatizeni nebo kapilarni
zkumavky. Alternativou mohou byt lapace sorbentu ¢i lapace kapalin. Systémy mohou
obsahovat dal$i chladici systém, ktery miize zvySit G€innost regenerace tékavych

slozek [116].

3.4.5 Flash chromatografie

Jedna se o preparativni sloupcovou kapalinovou chromatografii. Na rozdil
od gravitacni sloupcové chromatografie, kdy mobilni faze prochdzi kolonou pouze
pomoci gravitaéni sily, je pfi flash chromatografii vyuzit tlak kapaliny, plynu nebo
stlaceného vzduchu. Diky vyuziti tlaku mobilni fdze se zkracuje €as nutny k separaci
latek. Flash chromatografii je mozné vyuzit jak na reverznich, tak normalnich fazich.
Pfed samotnym naplnénim stacionarni fazi se prvné vytvoii vrstva pies 1 cm Sirokd
z Cistého pisku ¢i skelné vaty, nasleduje vlastni plnéni kolony, kterd by méla byt plnéna
stacionarni fazi o urcité velikosti Castic. NejCastéji se jako staciondrni faze vyuziva
silikagel 40—63 pum, ale kromé silikagelu se bézné vyuZiva i1 oxid hlinity nebo silikagel
s navazanou oktadecilsilanolovou skupinou pro reverzni uspotfadani. Po naplnéni
kolony se kolona proplachuje rozpoustédlem, dokud jeji struktura neni homogenni.
Horni ¢ast kolony pfitom nesmi vyschnout [117].

Poté se vzorek, ktery ma byt separovan, umisti na horni ¢ast kolony v podobé
cartridge, nebo muze byt injektovan. Obecné plati, ze na 1 g vzorku by se mélo pouzit

30-100 g silikagelu jako stacionarni faze. Pouzitim vétSitho mnozstvi silikagelu se
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prodlouzi doba potfebnd pro chromatografii. Vzorek miize byt umistén na kolonu bud’
pomoci mokrého plnéni, kdy se rozpusti v malém mnozstvi rozpoustédla, nebo pomoci
suchého plnéni, kdy se vzorek rozpusti rozpoustédlem a piida se urcité mnozstvi
silikagelu. Postupné se rozpoustédlo odpaii a vznikne suchy préasek, ktery se prevede
na kolonu. Kolona se naplni elu¢nim rozpoustédlem a pomoci tlaku rozpoustédlo
prochazi kolonou. Pfi pouziti gradientové pumpy je mozna i gradientova eluce. Rizné
slozky vzorku pak prochézeji kolonou riiznymi rychlostmi a je mozné je po priachodu
kolonou postupné sbirat do frakci. SlouCenina, kterd ma byt ziskana, by méla mit
reten¢ni faktor na chromatografii na tenké vrstvé (TLC) se zvolenym rozpoustédlem
okolo 0,15 — 0,20. Jednotlivé frakce se obvykle analyzuji pomoci TLC, a pokud

obsahujici pozadovanou slouceninu, tak se nasledn€ mohou spojovat [117].

3.4.6 Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstva chromatografie je druh kapalinové chromatografie, kdy mobilni
fazi je kapalina a staciondrni faze je v tenké vrstv€é umisténa na ploché desce. Pohyb
latek na TLC je vysledkem dvou protichiidnych pohybti — hnaci sily mobilni faze, ktera
pohybuje latkami ve sméru pohybu mobilni faze, a reten¢niho ptisobeni sorbentu, které
brani v pohybu latek s mobilni fazi. Latky s vyssi afinitou ke staciondrni fazi se
pohybuji pomaleji nez latky s vyssi afinitou k mobilni fazi [118].

Preparativni TLC se pouZziva pro oddé€leni vétSiho mnoZzstvi materidlu — obvyklé
je mnozstvi 10-500 mg. Nejcastéji se pouzivaji desky potazené vrstvou silikagelu, kdy
na desticku 20 x 20 cm Ize nanést az 15 mg vzorku. Mohou se vSak pouzit i desky
s vrstvou oxidu hlinitého, celul6zy, aj. Jedna se bud’ o ru¢né pfipravené vrstvy, pro které
se obvykle pouziva sklenénd deska, nebo komercni, pfedem pfipravené desky, které
poskytuji presn€jsi vysledky [118].

Vzorek by mél byt rozpustén v tékavém rozpoustédle, které je co nejvice
nepolarni. MnoZzstvi potfebného rozpoustédla musi byt dostatecné, aby se netvorily
krystaly, kter¢ by mohly siln¢ zkreslit vysledny chromatogram. Typickd byva
koncentrace 2-10 %. Vzorky se obvykle nandsi jako uzky pruh, ktery by mél byt co
nejrovngjsi a nejuzsi a mél by koncit 1-3 cm od kraje desky. Pted vyvojem je diilezité
odstranit rozpoustédlo vzorku. Vyvoj je provaddén pomoci optimdlni mobilni faze
obvyklym vzestupnym zpiisobem v nasycené komote. RozliSeni slozitych smési lze

zlepsit vicendsobnym vyvojem s méné polarnimi rozpoustédly, které po vyvinuti maji
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nizké reten¢ni faktory. Obecné plati, Ze idedlni retenc¢ni faktory maji hodnoty 0,2-
0,8 [118].

Rozpoustédla pro vybér mobilni faze Ize seskupit do eluotropnich ftad
podle jejich elucni sily. Sila rozpoustédla, kterd se mefi semiempirickym parametrem &,
se zvySuje s polaritou rozpoustédla. K piipravé TLC se rozpoustédla z eluotropnich fad
misi po dvou ¢i tfech do smési, kdy sila smési je mezi silami jednotlivych slozek smési.
Krom spravné sily smeési je dulezita 1 adekvatni selektivita k dosazeni pozadovaného
odd¢leni slozek [118].

Pti detekci, pokud jsou komponenty zabarvené nebo fluoreskuji, lze jejich
polohu ziskat pohledem za denniho svétla ¢i pod UV lampou. Pokud ne, je mozné
pouzit desku obsahujici fluorescen¢ni fosfor, na kterém budou viditelné tmavé zony,
které pohlcuji UV zéfeni, pod UV zafenim 254 nebo 366 nm. Mohou byt pouzity
i jodové pary, které vizualizuji mnohé slouceniny jako hnédé zony, a jejichz pary
mohou byt po vyznafeni zoén nasledné odpafeny a slouceniny ziistanou nezménény.
Pokud je potieba vyuzit nevratné ¢i destruktivni ¢inidlo, je pouZito pouze na tenky pruh
boku desky a zbytek desky je chranén. Kraje pak slouzi jako voditko pro rysovéani
vodorovnych ¢ar deskou v mistech, kde neni pouzito detekéni ¢inidlo [118].

Vyznacené plochy se stérkou ¢i Skrabkou ¢isté seskrabnou dold na sklo ¢i jinou
podlozku. Nasledné se latka eluuje z adsorbentu organickym rozpoustédlem, které je
pfimétené polarni a je dobrym rozpoustédlem pro danou sloZku. Nej€astéji se pouziva
ethanol, aceton, chloroform nebo mobilni faze pro ptivodni TLC. Methanol neni
doporucovan, protoze je v ném rozpustny silikagel 1 n€které jeho necistoty a mohl by se
tak vzorek kontaminovat. Eluce miiZze naptiklad probihat z trubice pomoci vakua. Jako
ucpavku lze pouzit skelnou vatu, kterd by méla zachytit prakticky veskery silikagel.
Rozpoustédlo se nasledné odpaii dosucha pfiteploté, piikteré se vzorek
nerozklada [118].

Vyhodou je snadné odstranéni odd€lenych zén z desticky a pfima detekce

ve vrstveé. Nevyhodou je moznost rozkladu labilnich latek [118].

3.5 Izolace a separace alkaloidi
Pfi obecnych metodach extrakce a izolace alkaloidi z rostlinnych zdrojii je
potieba prvné odd¢lit alkaloidy od hlavniho objemu nealkaloidnich latek, pak odd¢lit

jednotlivé blizké chemické struktury alkaloidli a separovat jednotlivé alkaloidy. Izolace

alkaloidli vyuZziva zasadity charakter vétSiny alkaloidii, schopnosti tvorby alkaloidnich
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soli s kyselinami a relativni rozpustnosti alkaloidnich soli v polarnich rozpoustédlech

nebo ve vodném médiu [119].

3.5.1 Priprava vzorku

Ptiprava vzorku probihd pomoci mlyni a sit, kterymi se velikost tkan¢ redukuje
na sttedn¢ hruby praSek, aby se zajistil maximalni kontakt rozpoustédla s tkanémi
nesoucimi alkaloidy. V pfipadé semen a jader, kterd jsou bohatd na oleje a tuky, musi
byt tyto nealkaloidni chemické latky odstranény extrakci vhodnym nepolédrnim
rozpoustédlem, jako je n-hexan Ci petrolether. Vzdy je ale vhodné frakci petroletheru ¢i
n-hexanu protiepat zfedénou minerdlni kyselinou a nasledné kysely roztok otestovat

na pritomnost alkaloidt [119].

3.5.2 Uvolnéni alkaloidové baze

Alkaloidy se v rostlinnych tkdnich vyskytuji ve formé soli kyselin. Pokud jsou
vystaveny zasaditému prostiedi, snadno se pfeméni na volné alkaloidové baze. Volba
alkalii zavisi na pfirozeném stavu alkaloidii. Sul siln€ zasaditého alkaloidu s minerdlni
kyselinou se obvykle §tépi pod vlivem siln¢jsi baze nez soli slabé zasadité¢ho alkaloidu
a relativn¢ slabé organické kyseliny, kdy bude potfeba spiSe slabsi baze. Pfi pouziti
silné alkalie jako hydroxid sodny nebo hydroxid draselny mohou nékteré alkaloidy
pfi dlouhodobém kontaktu podléhat hydrolyze a podobné nevhodné je jejich pouziti
u rostlinnych materiadlit obsahujici tuk kvili tvorbé zmydelnénych produktt, které
zpisobuji problematické emulze. Nejcastéji se pro uvolnéni alkaloidii pouziva vodny
roztok hydroxidu amonného. Ma totiz adekvatni zasaditost k uvolnéni vétSiny béznych
alkaloidli a miZze byt odstranén odpatfenim. Pro Stépeni alkaloidii, které se vyskytuji

pfirozené jako tanatové soli, je vhodné pouzit hydroxid sodny nebo draselny [119].

3.5.3 Extrakce

Extrakce alkaloidové baze Ize nasledné provézt tfemi typy rozpoustédel. Jedna
se o extrakci s vodou misitelnymi rozpoustédly, kdy mnoho alkaloidd je rozpustnych
v alkoholech jako methanol, ethanol, isopropanol. Alkoholy ovliviiuji rozpousténi nejen
alkaloidnich soli, ale také zdsad obsazenych v rostlinnych latkach, proto je mozné
vynechat pfedchozi krok. Pro provedeni dostate¢né extrakce je potfeba minimalné ctyf

po sobé nasledujicich extrakci alkoholem. Druhym typem je extrakce rozpoustédly
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nemisitelnymi s vodou, kdy mezi nejpouzivanéjsi patii chloroform, diethylether
a isopropylether. Chloroform je povazovan za nejvhodnéjsi rozpoustédlo z této
kategorie pro Siroké spektrum alkaloid krom kvartérnich alkaloidii [119].

Ttetim typem je extrakce vodou, ktera je pfedem okyselend zfedénym roztokem
kyseliny chlorovodikové, kyseliny sirové nebo kyseliny octové, kterd se nasledné
zalkalizuje, nejlépe zfedénym roztokem hydroxidu amonné¢ho, a nakonec se extrahuje
rozpoustédlem nemisitelnym s vodou. Problém je, Ze voda s sebou nese velké mnozstvi

necistot, jako jsou cukry, Skroby, tiisloviny, ad. [119].

3.5.4 Cisténi extraktu

Surovy alkaloidni extrakt je nutno podrobit dal§imu c¢isténi. K tomu slouzi
extrakce kyselym roztokem. Nejcastéji se pouziva zfedéna kyselina sirova, nasledné se
kysely roztok zalkalizuje zfedénym hydroxidem amonnym, aby se uvolnily alkaloidy,
které se poté extrahuji organickym rozpoustédlem. Rozpoustédlo se nasledné odstrani
za snizeného tlaku [119].

Mozné je také vyuziti precipitace alkaloidii s vhodnym precipitaénim ¢inidlem.
Vysledny alkaloidni komplex se déle Cisti filtraci, rekrystalizaci, a nakonec se rozklada,
¢imz se ziska volny alkaloid. Cisténi alkaloidii mize byt také provedeno vytvofenim
krystalizované alkaloidni soli pomoci vhodné minerdlni nebo organické kyseliny
(kyseliny chlorovodikové, sirové, chloristé, vinné, stavelové). K Cisténi Ize také pouzit
rizné separacni techniky, napt. sloupcovou chromatografii. Bylo pozorovéno, ze vétSina
rostlinnych materidlli obsahuje smés blizce piibuznych alkaloidl. Proto je nezbytné
provézt frakcionaci. NejnovéjSimi metodami pouZivanymi pro separaci alkaloidd jsou
preparativni HPLC, vysoce u¢inna tenkovrstva chromatografie, radialni chromatografie
a dalsi chromatografick¢é techniky vcetné sloupcové a iontometicové

chromatografie [119].
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4 EXPERIMENTALNIi CAST

4.1 Chemikalie, material a instrumentalni vybaveni pro izolaci alkaloidi

4.1.1 Rozpoustédla a chemikdlie

» Ethanol 96 % (Lihovar Chrudim, Chrudim) (C2HsOH)

= Kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)

= Chloroform &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCI5)

= Uhli¢itan sodny bezvody ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2CO3)

= Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl»)

» Jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

* Destilovana voda

= 18 MQ.cm! voda

= Diethylether p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (DEE, C4H;00)

= Etyl-acetat (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc, C4Hs0O5)

* Methanol LC-MS (VWR Chemicals, Stfibrna Skalice) (CH30H)

= Dichlormetan (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH2Cl»)

=  Siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2SOx)

= Methanol HPLC (J. T. Baker, Denver, Netherlands) (CH3OH)

= Methanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH;OH)

= Kyselina octova pro HPLC (Sigma Aldrich, Praha) (CH;COOH)

= Cyklohexan &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH)2)

= Aceton p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C2HsCO)

= Vodny roztok amoniaku 22-25 % p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NH4OH)

* Dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno) (BiNO3(OH),. BiO (OH))

» Kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice) (C4HgOg)

» Kyselina mravenci >99, pro LC-MS (VWR Chemicals, Stfibrna Skalice)

= Acetonitril HPLC gradient (Lach-Ner, Neratovice) (CH3CN)

= Acetonitril LC-MS (VWR Chemicals, Stiibrna Skalice) (CH3CN)

= Hydroxid sodny &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NaOH)

=  Kyselina mraven¢i 98 % p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CH202)

» Chloroform deuterizovany pro NMR analyzu — Chloroform-d 99,8 atom % D
(Sigma Aldrich, Praha) (CDCls)
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* Methanol deuterizovany pro NMR analyzu — Methanol-d4 99,8 atom % D
(Sigma Aldrich, Praha) (CD30D)
4.1.2 Detekcni Cinidla
4.1.2.1 Mayerovo cinidlo

Mayerovo Cinidlo se pouziva ke zjisténi obsahu alkaloidi pfitomnych
v organickém rozpoustédle. Jednd se osmés 1,36 g HgCl,, 5 gKI a 100 ml vody.

Pti ptitomnosti alkaloidl vznikéd krémové zabarvena srazenina.

4.1.2.2 Dragendorffovo cinidlo (dle Muniera)

Dragendorffovo ¢inidlo se pouziva pro detekci sloucenin, které ve své strukture
obsahuji dusik, kam se fadi také alkaloidy. Zasobni roztok byl slozen z roztokii A a B
v poméru 1:1. Roztok A vznikd rozpusténim 1,7 g BiNO3(OH),. BiO (OH) a 20 g
C4HeOs v 80 ml destilované vody. Roztok B vznikad rozpusténim 32 g KI ve 40 ml
vody. Pro detekci bylo postiikové ¢inidlo pfipraveno smisenim 10 g C4HsOg rozpusténé
v 50 ml destilované vody s 5 ml zasobniho roztoku. Pii pozitivni reakci vznika oranzova

az oranzovocervena srazenina. Oba roztoky byly uchovavéany v chladu pii 4 °C.

4.1.3 Pomocny materidal
= Kifemelina Celite C 535 (Sigma Aldrich, Praha
= Susici perly silikagelu (Ing. Svec — Penta, Praha)

4.1.4 Chromatografické adsorbenty
4.1.4.1 Adsorbenty pro tenkovrstvou chromatografii

* Analytické TLC desky Silica gel 60 GF2s4 for TLC (Merck Millipore, Praha)

o rozmérech 20 x 20 cm.
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4.1.4.2 Soustavy k vyvijeni pro TLC

Tabulka 1 Prehled pouzivanych mobilnich fazi pro TLC

Mobilni faze SloZeni

S1 CeHiz: C:HsCO: NH4OH (50: 50: 0,1)

S2 CH,Cl,: MeOH: NH4OH (60: 30: 0,2)

S3 CH3CN: MeOH: EtOAc: NH4OH (80: 80: 80: 0,6)
S4 CH;CN: MeOH: EtOAc: NH4OH (80: 80: 80: 0,2)

4.1.4.3 Adsorbenty pro Flash chromatografii

» Silica gel pro flash chromatografii, 40-63 um, porozita 60 A (Sigma Aldrich,
Praha).

4.1.4.4 Stacionarni faze pro Preparativni/analytickou chromatografii

=  XSelect® CSH™ Prep C18 Sum OBD™ (19%100 mm),

= XSelect® CSH™ Prep Fluoro-Phenyl Sum OBD™ (19x100 mm),
»  XSelect® CSH™ C18 Spum (4,6x100 mm),

»  XSelect® CSH™ Fluoro-Phenyl Spm (4,6x100 mm).

4.1.5 Pristrojové vybaveni

= Merck Millipore MilliQ, systém reverzni osmézy (Praha, Ceska republika)

= Ultrazvukova lazent Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

= Vakuova odparka Heidolph G1 (Heidolph, Schwabach, Germany)

= Vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,
Schwabach, Germany)

* Flash chromatograficky systém BUCHI Sepacore flash system X10 opatieny
kontrolni jednotkou BUCHI C-620, sbéracem frakci BUCHI C-660, detektorem UV
C-640 a pumpou BUCHI C-605

= preparativni / analyticky kapalinovy chromatograf Waters Autopurification system
(Waters Corporation, Milford, USA). Priistroj se skladal z automatického
davkovaciho zatfizeni ptfipojeného ke sbéraci frakci Waters Sample Manager 2767,
kolonového selektora System Fluidics Organizer, binarni gradientové pumpy Waters
2545, detektora s diodovym polem Waters 2998 a hmotnostniho spektrometru

Waters Acquity qDa s ionizaci elektro-sprejem. V preparativnim rezimu jsou jako
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dopliikové pumpy pro make-up zafazeny jest¢ dvé pumpy Waters 515 a rozdélovac
toku Waters flow splitter, s délicim pomérem 1 000: 1.

= plynovy chromatograf s hmotnostni detekci Agilent (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Syst¢tm GC-EI-MS byl vybaven plynovym chromatografem
Agilent 7890 A, spolu s hmotnostnim detektorem Agilent 5975 C MSD pracujicim
v rezimu elektronové ionizace pii 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). K analyze byla pouzita kolona HP-5 MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 um, Agilent
Technologies, USA). VSechny analyty byly nasledn¢ porovnavané s knihovnou EI-
MS spekter NIST Virtual Library 2017 (NIST, Gaithersburg, Maryland, USA).

» Spektrometr Varian VNMR S500 (Varian, Palo Alto, California, USA)

= Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Hamburg, Germany)

4.2 Rostlinny material

Rostlinny material byl sbirdn 25. 7. 2018 u mésta Sezemice v mistech planované
vystavby délnice. Jednalo se o nat' Papaver rhoeas L. s nezralymi tobolkami, ktera
pri sbéru vazila 180 kg. Nasledné byla susena po dobu 3 dnd pii40 °C v suSarné

na Zahrad¢ 1é¢ivych rostlin, kdy po suseni vazila droga 41 kg.

4.2.1 Priprava sumdrniho alkaloidniho extraktu

Na pfipravu sumarniho alkaloidniho extraktu bylo pouZito 41 kg suSené
rozdrobené drogy Papaver rhoeas L. Droga byla po 350 g extrahovana ve 3,5 litrech
vrouctho CoHsOH 96 % po dobu 30 minut. Jednotlivé ethanolové extrakty byly
nasledn¢ spojeny a prefiltrovany ptes vlizelin. Spojené ethanolové extrakty byly
odpafeny na poloprovozni vakuové odparce za snizeného vakua pii 60 °C a celkové
takto bylo ziskano pfiblizné¢ 3,5 kg sumérniho ethanolového extraktu. Ten byl poté
zahtivan na 70 °C, aby doslo ke ztekuceni, a byla k nému piidana 2 % HCI v mnoZstvi
5 litra, aby se dosahlo pH vodné faze zhruba 1-2.

Vznikla suspenze byla 2x filtrovana ptes vlizelin a zachyceny podil na filtru byl
nasledné jest¢ promyt 2 % HCI. Filtrat byl pfefiltrovan ptes CiSténou kiemelinu a byl
doplnén destilovanou vodou na 25 litrt.

Nasledné¢ bylo ke kazdému 1 litru filtratu pfidano 300 ml CHCIl; a byla
provedena alkalizace vodné faze pfidanim 10 % NaxCOs. Vznikl tak chloroformovy
vyttepek s hodnotou pH pfiblizné 9-10. Vytfepani vodné faze chloroformem bylo

provedeno vzdy 4x na kazdy litr a vzdy byla vodna faze kontrolovdna Mayerovym
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¢inidlem na pfitomnost alkaloidl. Pfi zjisténi negativni reakce byla vodnd faze prosta
alkaloidt, tudiz byly vSechny alkaloidy kvantitativné ptfevedeny do CHCI3. Po odpateni
CHCI3 za snizeného tlaku pii 40 °C bylo ziskano 26,62 g alkaloidniho viskézniho

chloroformového extraktu.

4.2.2 Priprava jednotlivych alkaloidnich vytiepki

Viskézni alkaloidni chloroformovy extrakt byl rozpustén v 350 ml 2 % HCI
pro ziskani pH 1, pfefiltrovan pies kiemelinu a doplnén destilovanou vodou na 600 ml.
Okyseleny roztok ve formé chloridi byl 4x vytiepan 200 ml DEE, ¢imz doslo

k odstranéni neutralnich a kyselych sloucenin rozpustnych v etheru.

Vodna faze byla pak alkalizovana 10 % Na;COs napH pfiblizn¢ 9-10 a
vyttepavala se 4x pomoci 200 ml DEE. Nasledn¢ byla vodna faze vytfepana 4x pomoci
200 ml CHCI3, pak 4x pomoci 200 ml EtOAc. Timto zpisobem byly ziskany 3 vytrepky
— etherovy, chloroformovy a ethylacetatovy.

Vodna faze vSak nadale byla pozitivni piireakci s Mayerovym ¢inidlem, coz
znacilo ptitomnost alkaloidd, proto bylo k 1 litru vodné faze ptidano 10 g KI, ktery byl
rozpustény v 10 ml vody. Timto krokem byly pfevedeny kvarterni alkaloidy do formy
jodidd. Vodna faze se nechala pfes noc stat a poté byly kvartérni jodidy 4x vytfepany
200 ml CHCIl;. Timto byl ziskdn 4. vyttepek. Poté uz byla reakce vodné faze
s Mayerovym ¢inidlem negativni, coz znacilo neptitomnost dalSich alkaloidd. VSechny

4 vytrepky byly odpateny do sucha a zvazeny. Byly ziskany vytiepky:

- Alkaloidni diethyletherovy (ziskan pii pH 9-10) = 6,00 g

- Alkaloidni chloroformovy (ziskan pfi pH 9-10) = 7,62 g

- Alkaloidni ethylacetatovy (ziskan pti pH 9-10) = 1,90 g

- Chloroformovy s kvartérnimi alkaloidy ve formé& jodidh (ziskdn pfipH

ptiblizné 9-10) = 0,45 g

Z kazdého alkaloidniho vytfepku bylo odebrano mnozstvi 0,2 mg, které bylo
nasledné rozpusténo v 1 ml MeOH. Tyto vzorky byly pouZity pro ziskani informace
o kvalitativnim sloZeni jednotlivych extraktl pomoci LC-MS s UV detekci, aby bylo

mozné urcit jednotlivd UV maxima pro Flash chromatografii.
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4.3 Izolace frakci pomoci instrumentalnich metod

4.3.1 Flash chromatografie

Pro Flash chromatografii bylo nutné prvné pfipravit vzorek roztérem.
Diethyletherovy alkaloidni extrakt se rozpustil v dostate¢ném mnozstvi CHCI3 a ptidalo
se k nému 30 g aktivniho silikagelu 40-63 pm (pfiblizné 1: vzorek: silikagel). Pi stalém
michéani na vodni 1azni byl odpafovan CHCIl; do sucha a byla vytvofena smés podobna
pisku. Ta se nasledné ptevedla do cartridge.

K Flash chromatografii byla pouzita kolona Sepacore 120 g s objemem cartridge
160 ml a primérem 36,1 mm a vyskou 211 mm. Pritok mobilni faze byl nastaven
na 60 ml/min, jako stacionarni faze byl pouzit silikagel aktivni hrub$i 40-63 pm.
Detekce byla provedena pomoci 4 UV detektort pii vinovych délkach 270 nm, 280 nm,
296 nm a 315 nm. Frakce se sbiraly po 25 ml.

Obrazek 5 Sher frakci pomoci Flash chromatografie

Separace probihala gradientovou eluci, kdy dochazelo k postupnému zvysSovani
polarity mobilni faze v jednotlivych stupnich. Prvné byla jako mobilni faze pouzita

smés CH2Cl, a EtOAc od2 % EtOAc vesmési se jeho podil postupné zvySoval
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pies 3 %, 5%, 10%, 15%, 20 %, 30 %, 40 %, 50%,75 % a 100 %

EtOAc

v 10minutovych intervalech, kde ptfechod z jedné koncentrace na druhou trval 1 minutu.

Celkovy cas separace byl 1hodina 30 minut a 9 vtefin.
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Obrazek 6 Chromatograficky zaznam prvni eluce pomoci dichlormetanu a etyl-acetatu

Poté byl pouzit pro zvySeni polarity CH3OH, ukterého jsme zvySovali
analogicky jeho podil v poméru s EtOAc (0 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 65 % a 100 %). Nasledné& byla jesté kolona promyta CH3COOH v 10minutovych

intervalech, kde ptechod z jedné koncentrace na druhou trval 1 minutu. Celkovy Cas

separace byl 1hodina 21 minut a 8 vtefin.
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Obrdazek 7 Chromatograficky zaznam druhé eluce pomoci etyl-acetatu a metanolu

Timto zpiisobem bylo ziskdno celkem 233 frakci, které byly prvotné spojeny

do 38 frakei podle vysledka z tenkovrstvé chromatografie.
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Z 38 spojenych frakei bylo prvnich 20 ziskano spojenim frakci za pouZiti
mobilni faze slozené z CH>Cl, a EtOAc, dalSich 18 pak pfi mobilni fazi z EtoAc
a CH30H. Posledni frakce je pak ziskana z promyti CH3COOH. VSech 38 frakci bylo
nasledné monitorovdno pomoci TLC a LC-MS. Na zéklad¢ vysledk z kapalinové

chromatografie byly dale spojeny do celkem 18 frakeci.

4.3.2 Tenkovrstva chromatografie

Pro vyvijeni na TLC byly jako stacionarni fdze pouzity komercni desticky (20 x
10 cm) se silikagelem 60. Prvnich 20 frakci se vyvijelo na TLC s mobilni fazi S1.
Dalsich 18 vzorka se vyvijelo ve smési S2. Obé vyvijeni byla provedena v komorach

nasycenych parami mobilnich fazi. Po vyvinuti byly naobou chromatogramech

pozorovany skvrny pod UV lampou pfi 254 nm a 366 nm.

Obrazek 8 Zaznam TLC vybranych frakci pri vinové délce 366 nm

Déle byly postiikany detekénim Dragendorffovym cinidlem pro dikaz
alkaloidt. Nasledné byly jednotlivé frakce mezi sebou porovnany a podle vysledkt bud’
vylou¢eny, zachovany, nebo spojeny s frakcemi se stejnym vysledkem
na chromatogramu. Timto zpisobem bylo ziskdno 17 vyslednych frakci. Pro vybér

frakei, se kterymi je piiznivéjsi pracovat bylo vyuzito HPLC chromatogramt a testd

stanoveni biologickych aktivit.
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Tabulka 2 Seznam frakci zachycenych pomoci Flash chromatografie

Frakce Rozmezi frakei Mobilni faze Hmotnost
odparku (g)
PR1 17-28 CH-CI, + EtOAc (97:3) 0,2041
PR2 29-61 CH,Cl, + EtOAc (19:1), (9:1) 2,1157
PR3 62-81 CH,ClL, + EtOAc (17:3), (4:1) 0,8049
PR4 82-89 CH>CL + EtOAc (3:1) 0,3440
PR5 90-100 CH>CL + EtOAc (3:1) 0,2141
PR6 101-103 CHCI, + EtOAc (1:1) 0,0779
PR7 104-120 CH.Cl; + EtOAc (1:1), (1:3) 0,4550
PRS 121-133 EtOAc 0,1398
PR9 134-136 EtOAc + MeOH (99:1) 0,0574
PR10 137-158 EtOAc + MeOH (49:1), (24:1) 0,3738
PR11 160-180 EtOAc + MeOH (22:4), (41:9) 0,4709
PR12 181-183 EtOAc + MeOH (41:9) 0,0873
PR13 184-185 EtOAc + MeOH (3:1) 0,4933
PR14 186-193 EtOAc + MeOH (3:1) 0,3578
PR15 194-214 EtOAc + MeOH (1:1), (1:3) 0,1207
PR16 215-233 EtOAc + MeOH (1:3), MeOH 0,0178
PR17-18 Promyti 0,1 % CH;COOH 0,1 % CH;COOH v MeOH 0,0124

4.3.3 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Po odebrani 0,2 - 0,3 mg odpafenych ¢asti jednotlivych frakci byly vzorky

rozpustény v 1 ml CH3;OH Cdistoty LC-MS a méfeny pomoci systému Waters

Autopurification

HPLC-MS (Milford, USA).

pfi laboratorni teploté. Objem nastfiku na kolonu byl 5pul.

Vzorky byly analyzovany

Obrazek 9 Preparativni chromatograf Waters Autopurification system
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K analyze byla pouzita kolona s reverzni fazi XSelect® CSH ™ C18 OBD ™
(100 mm x 4,6 mm i.d., 5 um) (Waters Corporation, Milford, USA). Pritok mobilni
faze byl nastaven na 1 ml/min. Mobilni faze se skladala ze dvou slozek:

Slozka A —voda s 0,1 % CH2O,

Slozka B — CH30H s 0,1 % CH20:s.

Elué¢ni program gradientu mobilni faze byl naprogramovan nasledovné (v / v):

Omin 5 % B,

5 min 100 % B (konkavni typ gradientu €. 7),

8,5 min 5 % B (lineéarni typ gradientu €. 6),

poté 1,5 minuty v pocate¢nich podminkach pro ekvilibraci.

Pro detekci absorbance byl rozsah PDA detektoru nastaven od 190 do 700 nm se
sbérnou frekvenci 20 Hz. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim iontovém
rezimu. Optimalni hodnoty parametrtit ESI-MS byly:

kapilarni napéti - 0,8 kV,

teplota sondy - 600 ° C;

kuzelové napéti — 15 V.

Hmotnostni spektra byla zaznamenana v rozmezi od 100-1250 m/z. Eluce
sloucenin nastava v potadi od vice polarnich k mén¢ polarnim, s nariistajici elu¢ni silou

mobilni faze.
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Obrazek 10 Priklad porovnani slozeni jednotlivych frakci pomoci LC/MS

Ziskané chromatogramy byly porovnany mezi sebou a frakce s podobnym

chromatografickym profilem byly spojené do 15 frakci. Frakce s nejvyssi biologickou

aktivitou podstoupily preparativni chromatografii jako prvni.

4.3.4 Preparativni kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

Prospektivni frakce s vysokou inhibi¢ni aktivitou BuChE (PPR-7+PPR-8 = A,
PPR-9+PPR10 = B, PPR11+PPR12 = C a PPR-16+PPR-17 = D), byli podrobeny
preparativni chromatografii. Odparky jednotlivych frakci byly v CH3;OH ¢istoty LC-MS
rozpustény, tak aby byly kompletné rozpustény a purifikovany pomoci systému Waters
Autopurification ™ HPLC-MS (Waters Corporation, Milford, USA). Vzorky byly
analyzovany pfi laboratorni teploté. Objem néstfiku na kolonu byl 1000pul.

K purifikaci byly pouzité¢ kolony v tandemovém uspotadani: XSelect® CSH ™
C18 OBD ™ (100 mm x 19 mm i.d., 5 um) a kolona XSelect® CSH™ Prep Fluoro-
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Phenyl S5Spm OBD™ (19%x100 mm) (Waters Corporation, Milford, USA). Prutok
mobilni faze byl nastaven na 17,06 ml/min. Mobilni faze se skladala ze dvou slozek:

Slozka A —voda s 0,1 % CH2O,

Slozka B — CH30H s 0,1 % CH>O..

Eluéni program gradientu mobilni fdze byl naprogramovan nasledovné (v / v):

0-3 min 5 % B,

3-26 min 5 % B,100 % B (linearni typ gradientu €. 6),

26 min 5 % B

poté 7 minut v pocate¢nich podminkach pro ekvilibraci.

Pro detekci absorbance byl rozsah PDA detektoru nastaven od 200 do 400 nm se
sbérnou frekvenci 20 Hz. LC ESI-MS analyzy byly provedeny v pozitivnim iontovém
rezimu. Optimalni hodnoty parametri ESI-MS byly:

kapilarni napéti - 0,8 kV,

teplota sondy - 600 ° C;

kuzelové napéti — 15 V.

Hmotnostni spektra byla zaznamenéna v rozmezi od 100-600 m/z. Ziskané
chromatogramy byly porovnany mezi sebou a frakce s podobnymi chromatografickymi

profily byly spojené do 15 frakci (14 frakci s analyty + 15 frakce odpad).
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Obrazek 11 Priklad preparativni separace a sbéru jednotlivych frakci
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4.3.5 Preparativni chromatografie na tenké vrstvé

Pro dalsi cisténi byla provedena preparativni TLC. Pro TLC byly vybrany
podfrakce 7 a 8 podle chromatogramii z HPLC. Preparativni TLC podfrakce 7 byla
provedena na 12 komer¢nich deskach o rozmérech 20 x 10 cm, kde adsorbentem byl
silikagel. Desky se vyvijely v komorach nasycenych parami mobilni faze S3, délka
vyvijeni byla 8,5 cm. Na TLC doslo k rozd€leni na 4 zony, které se oznacily a nésledné
byly zeskrabany. Latky ze zon byly spolecné se seskrabanym silikagelem pievedeny
do sklenéné kolony, kterd méla na dn¢ vatu pro zachycenti silikagelu. SeSkrabany vzorek
byl pak promyvan CH3;OH, diky ¢emuz se z n¢j eluovaly latky adsorbované na TLC.
Eluat se nasledn¢ zakoncentroval na vakuové odparce.

Preparativni TLC podfrakce 8 byla provedena na 12 komerénich deskach
o rozmérech 20 x 10 cm, kde adsorbentem byl silikagel. Desky se vyvijely v komorach
nasycenych parami mobilni faze S4, délka vyvijeni byla 8,5 cm. Na TLC doslo
k rozdéleni na 4 zony, které se oznacily a nasledné byly zeSkrdbany. Latky ze zon byly
spole¢né se seSkrabanym silikagelem pfevedeny do sklenéné kolony, ktera méla na dné
vatu pro zachyceni silikagelu. SeSkradbany vzorek byl pak promyvan CH3OH, diky
¢emuz se z n¢j eluovaly latky adsorbované na TLC. Eluat se nasledné zakoncentroval
na vakuové odparce. Vysledkem byl vznik mimé nartZovélych krystalt, které byly

podrobené GC-MS analyze, LC-MS analyze a NMR spektroskopii.

4.4 Stanoveni biologické aktivity

4.4.1 Chemikdlie a latky pouZité na stanoveni biologické aktivity

» Acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChI)

* Butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChI)

* Dihydrogenfosfore¢cnan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice)
(KH2PO4)

= Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4 * 2H20)

* Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Némecko) (C2HsOS)

= 5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoovd kyselina > 98 % (Sigma Aldrich, Praha)
(C14HsN20sS2)

= Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(Na;HPO4)
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= Chlorid sodny p. a. (Lachema, Brno) (NaCl)

4.4.2 PouZité pufry a cinidla

Zasobni 10 mM roztok NaH>PQO4 - 1,20 g NaH>PO4 na 1 litr roztoku.
Zasobni 200 mM roztok NaH2POs - 24,0 g NaH>PO4 na 1 litr roztoku.
Zasobni 10 mM roztok Na;HPO4 1,42 g NaH2PO4 na 1 litr roztoku.
Zasobni 200 mM roztok Na;HPO4 28,4 g NaHPO4 nal litr roztoku.

SmM Fosfiatovy pufr o pH 7.4 byl pfipraven smisenim 57 ml 10mM roztoku NaH>PO4
a 283 ml 10 mM roztoku Na,HPO4 s 300 ml vody.

SmM Fosfatovy pufr o pH 7.4 obsahujici 150 mM chloridu sodného byl ptipraven

rozopusténim 8,766 g chloridu sodné¢ho p. a. v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 a
doplnénim do 1000 ml).

100mM Fosfatovy pufr o pH 7.4 byl pfipraven smisenim 57 ml 200 mM roztoku
NaH2POy4 a 243 ml roztoku Na;HPO4 s 300 ml vody.

Roztok SmM 5.5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny byl pfipraven rozpousténim

daného mnozstvi DTNB v 100 mM fosfatovém pufru pH 7,4.

Roztok 10mM ATCHhI byl pfipraven rozpusténim piislusného mnozstvi latky ve vode.

Roztok 10mM BuTChl byl pfipraven stejnym postupem jako roztok ATChI.

4.4.3 Materidl a pristrojové vybaveni

* Mikrotitra¢ni desticky 96 jamek (Fisher Scientific, Pardubice)

= (Qdstfedivka AVANTI J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, USA)

= QOdstfedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

* pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

= Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA)

= Statisticky program GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA, 2006)

4.4.4 Stanoveni cholinesterazové inhibic¢ni aktivity

Stanoveni  inhibi¢ni  aktivity bylo vykonano pomoci  Ellmanovy

spektrofotometrické metody s vyuzitim rekombinantnich enzymu. Jako substrat jsou
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vni vyuzivany estery thiocholinu, ze kterych vznikd cholin a pfislusné kyseliny
po enzymatickém S$tépeni cholinesterasami. Thio skupina thiocholinu se pak navaze
na DTNB. Pfi reakci vznikd zluté zbarveny produkt. Ten lze spektofotometricky
stanovit pii vinové délce A = 412 nm. Béhem samotné analyzy je sledovan narust
absorbance za uréeny Casovy usek.

Hodnoty ICso jsou piepocteny z namétenych hodnot poklesu aktivity AChE
nebo BuChE v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce
GraphPaD Software, San Diego, CA, USA) pomoci nelinearni regrese. Vysledky jsou
pak porovnany s hodnotami ICso znamych inhibitori cholinesteras — galanthaminem,

rivastigminem a berberinem. Procenta inhibice (% I) jsou pocitana podle vzorce:

%1 =100 — (100 X AABL)
0 Mg,

% I — procento inhibice
AAgL = narust absorbance u slepého vzorku za 1 minutu
AAsa = narust absorbance u méfeného vzorku za 1 minutu

Pro ptipravu vzorkd bylo pouzito piiblizné¢ 5 mg zkazdé ziskané frakce
a nafedéno na 20 mg/ml s DMSO, nasledné jesté ziedéno 1:9 s DMSO na vyslednou
koncentraci.

Do jamek mikrotitracni destiCky se napipetovalo 8,3 ul plazmy nebo
hemolyzatu, 283 ul 5mM DTNB a 8,3 ul roztoku vzorku o pfisluSné koncentraci.
Pt1 ptipravé slepého vzorku je misto vzorku pouzito 8,3 ul DMSO.

Vzorky se nechaly 1 minutu tfepat a poté se 5 minut inkubovaly pti 37 °C.
Po inkubaci se ptfidd ke kazdému vzorku 33,3 ul acetylthiocholinjodidu nebo
butyrylthiocholinjodidu (podle uréované inhibi¢ni aktivity) a zméfi se absorbance
vzorkll pfi vinové délce A = 412 nm. Nameéfené hodnoty se zanesou do vzorce, je

vypocten rozdil a stanovena primérna hodnota inhibice se smérodatnou odchylkou.

61



5 VYSLEDKY

5.1 Alkaloidy izolované z Papaver rhoeas a jejich strukturni analyza

5.1.1 PPR 11-12 - Fr#8-A (+)-Kaaverin

Sumarni vzorec: C;7H7NO>

CAS: 6899-64-5
Synonymum: (+)-5,6,6a,7-tetrahydro-2-metoxy-4H-dibenzo[de,g]chinolin-1-ol

Latka byla na zdklad¢ provedenych experimenti (MS, NMR, opticka otacivost)

a porovnani ziskanych dat s literaturou identifikovana jako alkaloid aporfinového

/

o)

strukturniho typu, (+)-kaaverin.

Obrazek 12 struktura kaaverinu

Molekulova hmotnost
Mr = 267,32
5.1.1.1 GC/MS analyza

Analyzou pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci byl u dané latky

zaznamenan odpovidajici chromatogram:

PPR-11-12-F8-A (6116LC.D)
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Obrazek 13 GC/MS Chromatogram purifikovaného kaaverinu
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Danému piku bylo naméteno ptislusné spektrum:

Component RT: 18.1620
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Obrazek 14 GC/MS spektrum kaaverinu

MS (EI): m/z (%) = 268,1(8,43), 267,1(58,82), 266,1 (100), 251,1(11,33), 250,0(14,27),
238,1(10,03), 165,0(13,52), 207,0(10,61), 206,0(11,03), 101,8(9,24)

Porovnanim s knihovonu spekter byl pfifazen aporfinovy alkaloid s nejblizs§i shodou

spektra, u kterého byl match factor: 56,4%.

4H-Dibenzo[de,glquinoline-10,11-diol, 5,6,6a, 7-tetrahydro-6-methyl-, (R)- (NIST11.L)
% 102, 266.0
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)
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Obrazek 15 Zaznam spektra z NIST knihovny
Je zfejmé, Ze se nejednd o nami izolovany alkaloid, ackoliv je pfifazené
spektrum latky podobného strukturniho typu (apomorfin). Divodem pro nespravné

pfifazeni je fakt, Ze se dana latka v knihovné nenachazi.
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5.1.1.2 LC/MS analyza

Protoze pifi GC/MS analyze mutze kvuli silné ionizacni energii dochazet
k nepiitomnosti mateiského iontu a celd fada latek se pii analyze, kvili nizké volatilité
nemusi splynit, pro konfirmaci byla vybrana analyza pomoci kapalinové chromatografie

s hmotnostni detekci.

PPR-11-12-—fr7—A 1: Scan ES-
100 4.60:268.22:98 6% X
44568

o N < < P ., < < - o - - Time
-0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 250 3.00 350 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 .00 9.50 10,00

Obrazek 16 LC/MS chromatogram purifikovaného kaaverinu

Analyzou vzorku bylo zjiSténo, Ze se jednd o monokomponentni vzorek,

v kterém je piitomna hlavni latka s molekulovou hmotnosti [M+H"] 268,124

PPR-11-12---fr7--—-A 2290 (4.580) 1: Scan ES+
Pl 268.124 8.49e7

251.125

|269.124

100 i 260 ' 360 j 400 i 500 j 660 j 760 j 800 j 960 "TTdooo | 4100 | 1200

Obrazek 17 MS-ESI spektrum kaaverinu
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Ptistroj je vybaven detektorem s diodovym polem, proto bylo mozné analyzovat také
UV spektrum dané latky a vypocitat spektralni Cistotu, kterou udava tzv. peak purity

index: 98,6%.

PPR-11-12—17—A Sm (Mn, 3x4) 2: Diode Array
46026959 Range: 1.008e+2

360+
3de+t
320+t
30e+
280+
260+
24+
22041

200+

AU

186+t

1,68+t

1.de+t

126+t

108+t

039
215
ook 100 ik z2o0 | 20| a0 | sk | 4po | 4k | 500 | sk0 | 6oo | 65 780 | 7s0 | &0 | &5 | 00 ' 950 | 1000

Obrazek 18 LC/UV chromatogram kaaverinu

Dana latka vykazuje maximum absorbance pfi vlnové délce A=270,591 nm.

PPR-11-12---fr7---A 5361 (4.467) 2: Diode Array
270.591 5.791e-2
5.75e-2-

5.5e-2
5.25e-2:
5.0e-2-
4.75e-2
4.5e-2-
4.25e-2-
4.0e-2-
3.75e-2:
3.5e-2-
3.25e-2-

3.0e-2

AU

2.75e-2

2.5e-2

2.25e-2

2.0e-2

1.75e-2-

1.5e-2

1.25e-2

1.0e-2-

7.5e-3

5.0e-3

2.5e-3

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 nm

Obrazek 19 UV spektrum kaaverinu
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5.1.1.3 NMR analyza

NMR analyza probihala po pievedeni alkaloidu na pfislusnou stl. Analyza
potvrdila, Ze se jedna o alkaloid (+)-kaaverin formiat.

' H NMR (500 MHz, 3, CD:0D, 25 °C):

2 % =
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‘ | |
\ ‘ ; i ‘
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Obrazek 20 'H NMR spektrum kaaverin formidtu
13 C NMR (125 MHz, 8, CD30D, 25 °C):

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 PpPpm

2.90 10.54 5.17 16.11 25.71
a.8a s 5.38 6.99 17 .08

Obrazek 21 > C NMR spektrum kaaverin formidtu
Opticka otacivost
Pomoci méteni optické otacivosti bylo zjisténo, Ze se jednd o + formu kaaverinu.

[a]Z® = +35,1° (c=0,057mg/ml; MeOH), [a]3® = +79,6° (c=0,106mg/ml; CHCls)
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5.2 Biologicky screening izolovanych frakci

Po LLE extrakci sumarniho alkaloidniho extraktu byly vytazky podrobeny
screeningu se zamérem cilené purifikace nejaktivnéj$i frakce. Vysledky inhibi¢ni
aktivity jsou sumarizované v Tabulce 3. Protoze oba vytazky mély podobnou aktivitu,

bylo rozhodnuto purifikovat vytazek s extrakei dietyléterem.

Tabulka 3 Procentualni inhibice cholinesterdz

Analyzované % inhibice AChE ICso AChE % inhibice BuChE
extrakty (50 pg/ml) (ng/ml) (50 pg/ml)
P.Rhoeas Et,0 31,48 £1,22 > 20 93,84 + 0,63
P.Rhoeas
CHCLAEOAc+KI 41,16 + 1,52 > 20 93,79 + 0,41

Po Flash chromatografii podstoupili jednotlivé eluaty analogicky dalsi
biologicky screening, ve kterém byly vybrany prospektivni frakce. Ty jsou
sumarizované v Tabulce 4 ve které jsou nejvyssi aktivity oznacené ¢ervenou barvou.

Dalsi potencionalné zajimavé hodnoty inhibice byly oznaceny oranzovou barvou.

Tabulka 4 Procentualni inhibice eludtu ziskanych pomoci Flash chromatografie

Analyzované | % inhibice AChE % inhibice BuChE

Hmotnost frakce

frakce (50 pg/ml) (50 pg/ml)

PPR-1 23,66 + 0,72 71,35+ 1,11

PPR-2 3,90 + 0,84 54,98 + 422

PPR-3 13,50 + 0,45 65,91 + 0,30

PPR-4 35,39 + 1,34 60,46 + 1,30

PPR-5 37,46 + 0,23 56,48 + 1,90

PPR-6 13,63 £ 0,55 74,02 + 2,45

PPR-7 30,00 + 1,22 92,47 + 0,79 563.2 mg
PPR-8 94,07 + 0,53 ’
PPR-9 33,49+ 0,01 92,50 + 0,53 613.7 mg
PPR-10 24,45+ 1,43 91,26 + 1,40 ’
PPR-11 42,99+ 0,25 95,55 + 0,96 414.9 mg
PPR-12 43,77+ 1,73 97,03 + 0,79 ’
PPR-13 34,42 + 1,69

PPR-14 22,74+ 0,10 77,85 + 0,58

PPR-15 34,63 + 0,40
PPR-16 30,82 + 0,44 96,52 + 0,60

30,6 mg

PPR-17 24,06 + 0,22 95,45 + 0,30

PPR-18 1,54 + 0,04 60,31 = 0,95
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Spojena Frakce PPR-16+PPR17 bohuzel po izolaci jednotlivych latek (15 latek)
nebyla schopna poskytnout dostatecné mnozstvi pro instrumentidlni analyzu
a biologicky screening izolovanych latek. Proto se izolace zaméfila na frakci PPR-11
a PPR-12. Pomoci preparativni chromatografie a po TLC pfecisténi byla izolovana
majoritni latka, kterd tvofila pfiblizn¢ ctvrtinu celkové spojené slozky. Po precisténi
byla izolovana latka po identifikaci jako (+)-kaaverin podrobena porovnani s latkami

standardné€ pouzivanymi k terapii AD. Porovnani vysledki je uvedeno v Tabulce 5.

Tabulka 5 Porovnani IC50 izolované ldtky (+)-kaaverinu s jinymi lécivami

Testovana latka: ICso (nM)
AChE BuChE
(+)-kaaverin 296,7 £ 6,0 4,09 £ 0,5
galanthamin 1,71 £ 0,065 42,30 £ 1,30
huperzin A 0,033 £0,001 >1000
rivastigmin 0,037 £0,001 0,0033 +0,0003
berberin 0,705+ 0,104 30,721 + 3,492

Alkaloid (+)-kaaverin, byl jeSt¢ otestovdn vzhledem k permeabilité
pres hematoencefalickou bariéru. Pomoci dat ze stranky

http://www.way2drug.com/geb/ a na zékladé struktury byla vypoctena hodnota logBB =

0,372. Hodnota logBB je jednou z nejbéznéjSich hodnot uddvajicich permeabilitu latky
pfes hematoencefalickou bariéru. Je definovdna jako lograritmicky pomér mezi
koncentraci v krvi a mozku [120]. Molekuly s logBB >0,3 jsou snadno transportovany,
zatimco latky s hodnotou logBB < —1.0 jsou jen ztézi schopny dostat se do mozku. Tato

molekula by méla relativné snadno prochazet skrz bariéru pasivni difuzi.
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6 DISKUZE

Rostlina Papaver rhoeas L. byla pro fytochemickou studii vybrana na zéklad¢
podrobné literarni reSerSe a screeningové studie biologickych aktivit, ktera byla
provedena na katedfe farmaceutické botaniky. Predeslé pokusy indikovaly velmi dobrou
inhibi¢ni aktivitu vi¢i BuChE (ICso= 3,94+ 0,35 pg/ml[121]. Vzhledem k velkému
mnozstvi latek nebylo mozné urcit, kterd latka ma nejvyssi biologickou aktivitu. Vétsina
alkaloidi vyskytujicich se v dané rostliné zatim nebyla zkoumana pro svou inhibi¢ni
aktivitu vici lidskym cholinesterdzam.

Cilem této diplomové prace byl ovérit proveditelnost izolace aktivnich alkaloidt
z rostliny Papaver rhoeas L. Pomoci cilené separace a purifikace biologicky aktivni
frakce s vyuzitim separacnich technik a naslednou identifikaci latky pomoci GC/MS,
LC/MS a NMR analyzy bylo zjisténo, ze se jedna o latku (+)-kaaverin. Doposud nebyla
dana latka zkoumana, jako potencialni fytofarmakum, vzhledem k AD.

Alkaloidni extrakt byl pomoci Flash chromatografie rozdélen na frakce,
ze kterych se pomoci dalSich instrumentdlnich metod (preparativni HPLC, preparativni
TLC) extrahoval ptecistény alkaloid (Peak purity index: 98,6 %). Plivodni frakce
PPR 11-12, ze které byla ziskana vysledna podfrakce PPR 11-12 — Fr-8-A a nasledné
Cisty alkaloid (+)-kaaverin, vykazovala slibnou inhibi¢ni aktivitu vici BuChE
(% inhibice 95,55+0,96, pro PPR-11 a 97,03%0,79, pro PPR-12 pti 50 pg/ml). Inhibi¢ni
aktivita vi¢i AChE byla relativné nizka (% inhibice 42.99+ 0.25, pro PPR-11 a 43.77 +
1.73, pro PPR-12 pfi 50 pg/ml). Inhibi¢ni aktivity byly zjiStény pomoci Ellmanovy
metody. Latka byla izolovana zpodfrakce PPR 11-12 — Fr-8. Byla podrobena
instrumentalnim analyzdm a analyze optické otacivosti. Pomoci téchto experimentt
byla latka identifikovana jako alkaloid (+)-kaaverin, ktery patii do skupiny alkaloida
aporfinového typu. I kdyZ predeslé experimentalni prace naznacovaly ptitomnost latek,
které maji schopnost inhibice cholinesteraz, jako alkaloidy berberin, protopin a dalsi,
ale také flavonoidy jako luteolin, u dané rostliny zatim jejich aktivita nebyla zkoumana.
Proto byl 1 vysledny alkaloid podroben biologickym testim pro zjiSténi inhibicnich
aktivit viac¢i lidskym cholinesterazam. Izolovany alkaloid (+)-kaaverin vykazoval jen
mirnou inhibi¢ni aktivitu vi€i AChE = (297,6+6,0 pug/ml). Jeho aktivita vi¢i BuChE je
ale velmi slibnd BuChE = (4,09+0,5 pg/ml).

Ziskané¢ hodnoty ICso se porovnaly shodnotami pfirodnich latek —

galantaminem, huperzinem A a rivastigminem, které jsou pouzivany jako standardy
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inhibi¢nich aktivit cholinesterdz. Galantamin vykazuje silnou aktivitu viici AChE (1,71
+ 0,065 pg/ml), ale pouze sttedné silnou aktivitu vi¢i BuChE (42,30 + 1,30 pug/ml),
huperzin A je latka selektivné ptisobici vaci AChE (0,033 + 0,001 pg/ml), piicemz vici
BuChE je neaktivni (>1000 pg/ml), rivastigmin vykazuje aktivitu jak vii¢i AChE (0,705
+ 0,104 pg/ml), tak vici BuChE (3,3+0,3 ng/ml).

Na zéklad¢ vysledki lze fict, ze (+)-kaaverin vykazuje slibnou inhibi¢ni aktivitu
vuci BuChE a v porovnani se standardy vykazuje lepsi inhibi¢ni aktivitu nez vétSina
pouzitych standardi. Vzhledem k relativné velkému izolovanému mnozstvi (62,4 mg)
bude do budoucna provedena také fada testl, které by mohly odhalit cytotoxicitu,
objasnit inkorporaci latky do enzymatickych struktur a rozsitit tak znalosti o alkaloidech
z ¢eledi Papaveraceae. Do budoucna by bylo vhodné experimentdlné¢ ovéfit také
aktivitu polosyntetickych derivati kaaverinu, které by mohly vykazovat daleko lepsi

inhibi¢ni aktivity.
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7 ZAVER

Rostlina Papaver rhoeas L. lidové nazyvana ,,VI¢i mak™ je vSeobecné znamou
plevelnou rostlinou, ktera se Siroce vyskytuje v biotopu polnich kultur napti¢ severni
polokouli. Z fytochemického hlediska pfedstavuje zajimavy zdroj potencialné
biologicky aktivnich latek. Doposud jest¢ nebyla publikovana rozsahlejsi studie
zaméfend na slozeni a aktivitu alkaloidnich latek v souvislosti s jejich biologickou
aktivitou vuci lidské cholinesterdze a AD.

Z predeslych praci katedry farmaceutick¢é botaniky byla zfejma aktivita
alkaloidniho extraktu wvaci lidské butyrylcholinesteraze. Byly izolovany nékteré
alkaloidy, které ale vykazovaly jen mirnou inhibici. S vyuZitim modernich separacnich
technik a cilenou ,bioguided” analyzou bylo mozné zaméfit se na potencialné
nejperspektivnéjsi latky. Z alkaloidniho extraktu Papaver rhoeas L. byl izolovan
alkaloid aporfinového strukturniho typu (+)-kaaverin. Pomoci preparativni
chromatografie a Flash chromatografie doSlo k znacnému zkraceni cCasu izolace
a minimalizaci mnoZstvi organického odpadu. Predbézné vysledky naznacuji jeho
zajimavou inhibi¢ni ucinnost. Jevi se jako perspektivni latka pro dalsi fytochemickou

studii jako vhodny inhibitor butyrylcholinesterazy a ptipravu polosyntetickych derivatu.
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