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1 UVOD

Alzheimerova choroba/demence je progresivni neurodegenerativni onemocnéni
projevujici se zhorSovanim zejména kognitivnich, ale i jinych schopnosti. Tato onemocnéni
postihuje pamét, exekutivni funkce (schopnost planovat, ¢init rozhodnuti, vyjadfovat se
arozumét reci) a aktivity denniho Zivota. Navic ¢asto pacienty s Alzheimerovou demenci
postihuji neuropsychiatrické zmény jako napf. apatie nebo naopak agitovanost, zmény

ve spankovém rezimu a v chuti k jidlu, ale i halucinace nebo deprese[1].

Vzhledem ktomu, Ze tato demence nejCastéji propuka v seniorském véku
a ve vyspélych zemich dochazi ke starnuti populace, stava se tato choroba ¢im dal palcivéjsim
problémem. Pacienti jsou s postupujicim onemocnénim odkdzani na pecovatele, pficemz
zejména obtizné zvladatelné neuropsychiatrické projevy mohou byt pficinou
institucionalizace pacienta. Alzheimerova demence je bfemenem pro pecovatele

i pro zdravotni a socialni systém[1].

Hlavni terapeutickym pristupem u tohoto onemocnéni je v soucasnosti symptomaticka
[éCba spocivajici vinhibici cholinesteras[2]. Potentni inhibitory byly nalezeny i mezi
slouceninami rostlinného plvodu[3]. Prvnim pouZivanym inhibitorem acetylcholinesterasy byl
fysostigmin, ktery je obsaZen v kalabarskych bobech rostliny Physostigma venenosum.
V soucasnosti se tento alkaloid v terapii Alzheimerovy choroby jiz delsi dobu nepouziva kvali
vyraznym vedlejsim ucinklim[4]. Na zakladé , Evidence-Based Medicine” mezi pouZivana léciva
patfi [atky zvysujici dostupnost acetylcholinesterasy (galanthamin, donepezil a rivastigmin).
Kromé inhibitor(i cholinesteras nasel uplatnéni i antagonista N-methyl-D-aspartatovych

receptorl memantin[2].

Dlouhodoby vyzkum na katedfe farmakognozie a farmaceutické botaniky
na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy pfispiva k poznani biologické aktivity alkaloid(
rostlin z ¢eledi Papaveraceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae, Apocynaceae a dalSich. Ukazalo
se, Ze nékteré tyto obsahové latky vykazuji nadéjnou inhibi¢ni aktivitu v(ici cholinesterasam
a také dalSim enzymdm davanym do souvislosti s patogenezi Alzheimerovy choroby — napf.

vuci prolyloligopeptidase (POP) aj.[5]



Cil této prace je zaméreny na izolaci alkaloid( z Papaver rhoeas L. a objasnit jejich vliv
zejména na butyrylcholinesterasu, nebot dfive pfipraveny alkaloidni extrakt z této rostliny
vykazoval vyraznou a selektivni inhibici tohoto enzymu. Tato zajimava biologicka aktivita byla
zjiSténa v ramci screeningu alkaloidnich extraktl taxond provedeny ve skupiné ADINACO na
katedife farmakognozie a farmaceutické botaniky na farmaceutické fakulté Univerzity

Karlovy[6].



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je:

e izolace alespon jednoho alkaloidu v Cisté formé z dfive pripraveného alkaloidniho

vytfepku béznymi chromatografickymi metodami,

e podilet se na urleni objasnéni struktury izolované slouceniny za pouziti

spektrometrickych a spektroskopickych metod,

e podilet se na stanoveni biologické aktivity izolovanych sloucenin (inhibice

cholinesteras, prolyloligopeptidasy, logBB),
e interpretace a shrnuti dosazenych vysledkd,

e sepsani vlastni prace.



3 TEORETICKA CAST

Alzheimerova demence (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které se
vyskytuje nejcastéji ve vyssim véku, a proto se s nim setkdvame ¢im dal ¢astéji kvili starnuti
populace. Nicméné tato choroba se nékdy mUiZe objevit i u clovéka mladsiho 65 let — tento
jev se nazyvd EOAD (Early Onset Alzheimer’s Disease)[7]. AD je spojena s kognitivni
deterioraci a fadou dalSich behaviordlnich a fyziologickych zmén. Kauzalni terapie zatim
neexistuje a lécba je zamérfena na zpomaleni progrese a potlacovani provazejicich

komplikaci[2].
3.1 Projevy

AD je progredujici onemocnéni — pfiznaky se zhorsuji s postupujicim stadiem. Prvni
symptomy byvaji, zejména u pacientll v seniorském véku, povazovany za béziné znamky
starnuti[2]. Zpocatku se vykytuji zdanlivé nepatrné vypadky paméti (neschopnost vybavit si
nazev mista nebo predmeétu, pokladani otazek opakované, odkladani véci a neschopnost je
potom najit apod.). Ve stfednim stadiu se stdle Castéji stava, Ze pacient ztraci casovou nebo
prostorovou orientaci, propada zménam nalad, nékdy aZ paranoie, trpi afazii, ktera se
v pozdnim stadiu prehoupne az v Uplnou ztratu feci. Také tito pacienti mivaji problémy
s polykanim, trpivaji inkontinenci a kromé kratkodobé paméti byva zasazena i dlouhodoba
pamét. Po celou dobu se zhorSuje pacientova sobéstacnost, aZz se stdva neschopnym

provadét bézné denni ukony a vyZzaduje 24hodinovy dozor a péci[8].

Dalsim castym jevem u pacientd s AD je zména spankového rezimu — ¢asté nocni
probouzeni, brzké vstdvani a nékdy dochdazi az k takzvané spankové inverzi. Tito lidé
pospavaji béhem dne, v noci jsou bdéli a pfi zmatenosti zplsobené demenci se mohou
prochdzet po byté nebo dokonce odejit ven, pficemz hrozi, Ze si ubliZi nebo se ztrati apod.

Spdnkova inverze pacientl je jednou z pficin velké zatéze kladené na pecovatele[9,10].

Velmi ¢asto byva AD také spojovana s behavioralnimi poruchami. V tomto poli existuje
velkd rozmanitost. Pomérné obvyklym problémem pacientd s AD byva agitovanost,

od mirného neklidu aZ po silné projevy — napf. vydavani riznych skrekd, utikani zdomova



aj. Agitovanost nékdy prerustajici v agresi, ktera mlze byt verbalni i fyzicka a namirena bud’
pouze vUuci predmétim nebo i vici lidem — rodiné, zdravotnikiim, socialnim pracovnik{m.
Kromé agitovanosti nebo agrese se u nékterych pacientll mohou projevit halucinace nebo
paranoia. Hodné ¢astou komplikaci je také deprese. Uvadi se, Zze postihuji az kolem 50 %
pacientl s AD, ale neni vylouceno, Ze toto Cislo je mnohem vyssi a deprese neni u ¢asti

pacientl rozpoznana[11].

3.2 Etiopatogeneze

Pro patofyziologii AD existuje nékolik teorii, z nichz nejvyznamnéjsi jsou teorie
amyloidovych plakd a cholinergni teorie. Mezi typické zmény v mozku pacientl/nemocnych
s touto chorobou naleZi senilni plaky tvorené B-amyloidem (AB), klubka hyperfosforylovaného

T-proteinu a probihajici sterilni zanét[12].

3.2.1 Abnormalni proteiny

Vznik amyloidnich plak( zacind chybnym stépenim APP (amyloidniho prekurzorového
proteinu). Fyziologicky je APP Stépen a-sekretasou, vznika solubilni sAPPa fragment, zbytek
transmembranového proteinu je Stépen na 2 ¢asti, pricemz vsechny 3 fragmenty plvodniho
APP pusobi za téchto podminek neuroprotektivné. Je-li APP Stépen B-sekretasou (BACE1)
a nasledné y-sekretasou, vznikaji nefyziologické AB fragmenty, které se dale shlukuji
do nerozpustnych agregatd, vypliuji mezisynaptické prostory a brani normalnimu pfenosu
vzruchu. y-Sekretasa je schopna $tépit zbytek proteinu na 2 mistech, které vedou ke vzniku
ABao nebo ABay, pficemz ABa; vznika v mensi mite, zato plsobi znacné neurotoxictéji a ma vyssi

potencial ke shlukovani[13].

Oligomery tvorené AR fragmenty se umi dostat do intraceluldrniho prostoru, coz mlze
zpUsobovat inhibici proteazomu, zvySeny vtok vapenatych iontl (ten vede k poruchdm
pfenosu vzruchu), snizeni aktivity dychaciho fetézce (tim se zvysi oxidacni stres kvali volnym

radikalim) a také hromadéni glutamatu (vyvolava excitotoxicitu, drazdéni neuronu)[12].
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Obrdzek 1 Stépeni amyloidniho prekurzorového proteinu — fyziologickd a patologickd

cesta [14] (upraveno)

Shlukovani oligomer( dale pokracuje do vzniku polymerd, jejichZ pfitomnost aktivuje
kinasy ke zvySené fosforylaci t-proteinu, ktery reaguje rovnéZ polymerizaci a v misté se
objevuji tzv. neurofibrilarni klubka (NFT — neurofibilar tangles). t-Protein se nachdazi uvnitr
neurond, jeho zakladni funkci je stabilizace mikrotubuld — podili na spravném fungovani
cytoskeletu. T-Protein se také uplatnuje pti regulaci signalnich drah nervového prenosu a pro
spravné fungovani prenosu vzruchll pres synapse je nezbytny. Patogeneze AD s t-proteinem
Uzce souvisi, zvlasté v pfipadé, Ze procesy tykajici se t-proteinu neprobihaji fyziologickym
zpUsobem. BéZné podstupuje tento protein nékolik posttranslacnich modifikaci, napf.
glykosylaci, ubikvitinaci, sumoylaci, acetylaci nebo neenzymovou glykaci. Nejvyznamné;jsi
modifikaci t-proteinu je fosforylace, ktera mlze probéhnout na zhruba 30 vazebnych mistech.
Stupen fosforylace urcuje biologickou funkci tohoto proteinu. U osob s AD byva t-protein
fosforylovan zhruba ve 3—4x vyssi mife neZ u zdravych lidi. Hyperfosforylace vede ke ztraté

funkce t-proteinu a také k agregaci do nezadoucich NFT[15].
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Obrdzek 2 t-protein [16] (upraveno)

Tyto patologické uUtvary (polymery z AR fragment( a NFT) probouzi ochranné procesy

mozkové tkané, v misté dochazi ke koncentrovani mikroglii, které spusti zanétlivou reakci[12].
3.2.2 Ztratainervace v cholinergnim systému

Acetylcholin (ACh; obr. 3) je neuromedidtor, ktery ma funkci v centralnim i perifernim
nervovém systému. Je hlavnim medidtorem parasympatiku a ve vegetativnim systému
pusobi podporou peristaltiky gastrointestindlniho traktu, snizenim srdecni frekvence a sily
stahu, vazodilataci na periferii, bronchokonstrikci, zvySenim ¢innosti slinnych a slznych Zlaz

a dalsimi.

CHj;

Obrdzek 3 Acetylcholin
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V centrdinim nervovém systému hraje ACh roli v procesech paméti a uéeni. Bylo

prokdzano, Ze u lidi trpicich AD jsou sniZzené hladiny ACh v mozku [17].

Cholinergni synapse se vyskytuji ve velké hustoté v limbickém systému, striatu, talamu
a neokortexu. Zejména posledni oblast je kritickd pro procesy paméti, uceni nebo
pozornosti a je logické, Ze naruseni cholinergni transmise vyvold ptiznaky pravé u AD[18].
Teorii o spojitosti AD s cholinergnim systémem podporuji i poznatky ziskané s pouzivanim
anticholinergni latky béhem terapie mocové inkontinence, pfi které dochazelo k zhorseni

kognitivnich schopnosti pacient?[19].

ACh je odbouravan v synapsich cholinesterasami, nejznamé;jsim z téchto enzyma je
acetylcholinesterasa (AChE). Hlavni terapeutickou ptistupem se tudiz staly inhibitory tohoto
enzymu, diky nimzZ dochazi ke zvyseni hladiny ACh v mozku[2]. Néktera data ale ukazuiji, ze
AChE mUzZe byt u pacientl v pokrocilém stadiu AD dokonce sniZzena a za odbouravani ACh
je zodpovédna spiSe butyrylcholinesterasa (BuChkE), jejiz koncentrace byva vyrazné zvySena
a bylo by tedy perspektivnéjsi cilit [éCbu pravé na tento enzym. Pomér téchto 2 enzymu
(BUChE:AChE), ktery u zdravych jedincG byva 0,2 se mUZe zvysSit az na 11 ve prospéch
BuChE[20]. Dosud byl zajem namifen prevazné na AChE, ale v poslednich letech se
pozornost obraci pravé k potencialu inhibice BUChE. Experiment, ve kterém byly krysy
vystaveny rlznymi zplUsoby plsobeni analoglim latky cymserin (inhibitory BuChE), prinesl|
slibné vysledky. Mikrodialyza provedena po podani inhibitord BuChE potvrdila zvySeni
koncentraci ACh v mozkové kure krys. Jiné krysy zase prokdzaly po podani cymserinovych
analog schopnost rychleji se naucit trasu krysiho bludisté s mensim poctem chyb nez
kontrolni skupina. U transgennich mysi produkujicich lidské AR fragmenty vyvolalo
vystaveniinhibitorlim BuChE pokles tvorby téchto fragment(. Vysledky této studie jsou tedy

velice slibné a podporuji myslenku potencialniho vyuZiti inhibitord BuChE v terapii AD[21].

3.2.3 Abnormadlni enzymaticka aktivita

Glykogensynthasa-kinasa 3 (GSK-3) je enzym, fungujici jako serin/threonin kinasa,
jejiz role v patogenezi AD spociva ve fosforylaci t-proteinu. Zde hraje primarni roli
izoforma B. ZvySena aktivita nebo exprese této izoformy byva spojovana s rozvojem AD.

Stejné jako u vySe zminénych enzymd, i vic¢i GSK-3B aktivni latky jsou intenzivné studovany
13



jako potencidlni |é¢iva AD[22].

3.2.4 AGE (advanced glycation end products)

Volné radikaly mohou vznikat vice cestami. Jednou z nich je neenzymova glykace,
nebot jednoduché cukry jsou reaktivni a s aminoskupinami vstupuji do Maillardovy reakce.
Nékolika dalSimi pfeménami nakonec vznikaji kone¢né produkty pokrocilé glykace (AGE). Byl

objeven receptor RAGE, kterym AGE predavaji signdly bunkam.

Soubézné s neenzymovou glykaci probihaji také oxidacni reakce (glykoxidace), b&éhem

nichZ se uvolniuji volné kyslikové radikaly ROS[23].

3.2.5 Excitotoxicita

N-methyl-D-aspartdtové receptory (NMDA) reaguji na excitacni mediator glutamat.
Hyperaktivace NMDA receptor( vede k dramatickému zvySeni intracelularnich koncentraci
vapenatych iontd, coZ pres kaskadu procest buriku nakonec usmrti. Vapenaté ionty v cytosolu
zpUsobuji, Ze mitochondrie generuji velké mnozstvi ROS. Kromé glutamatu muize s NMDA

receptorem reagovat i AP a pusobit tak neurotoxicky[23].

3.3 Rizikové faktory

AD je onemocnéni, u néhoz se presna pfic¢ina nezna a etiologie neni 100% objasnéna.
Byly ale objeveny urcité faktory, které jsou s AD néjakym zplsobem spojovany. Z jejich
hlediska rozliSujeme familidrni a sporadickou formu AD, pticemz familiarni je spjata
s mutacemi v nékterém z konkrétnich genu, u sporadické byva pficina mnohdy méné

zfejm3, pripadné uplné nezndmal7].

3.3.1 Vék

Jak jiz bylo naznadeno, vyznamnym rizikovym faktorem je vék. Observacni studie
z roku 1995 jednoznaéné prokazala rostouci prevalenci v kazdé nasledujici vékové skupiné
(0,6 % u lidi 65-69 let, 70-74 let 1%, 75-79 let uz 2 %, 80-84 let 3,3 % a nad 85 let
dokonce 8,4 %)[24].
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3.3.2 Genetika

Kdyz se podivame na EOAD, existuji zndmé genetické priciny. Pak vétSinou hovofime
o familiarni formé AD — lidé s nékterou z téchto mutaci maji nejen vyssi riziko, Ze se AD
vlbec projevi, ale Castéji v nizsSim véku (pred 65. rokem Zivota). Geny, které toto riziko
nesou, jsou geny pro APP, presenilin 1 (PSEN1) a presenilin2 (PSEN2). Pfi mutaci APP genu
nastane zména v produkci AB fragment(, tento typ mutace je ale zodpovédny pouze za
malou ¢ast geneticky podminéné AD. Daleko vétsi vyznam z hlediska zasazenych pacient(
ma mutace genl PSEN1 a 2. Tyto homologni geny nesou informaci pro produkci proteind,
které jsou urcujici pro aktivitu y-sekretasy, Cili maji vliv na mnoiZstvi vytvarenych

neurotoxickych AB fragmenta([7].

3.3.3 Apolipoprotein E

Tretim, pomérné dobre prozkoumanym rizikovym faktorem, je forma alely pro
apolipoprotein E (Apo E). Apo E ve varianté €3 je nejbéznéji zastoupen, €2 ma protektivni
ucinek, naopak forma €4 je spojena s vyssi pravdépodobnosti rozvoje AD. Tato spojitost je
dobre vidét na cetnosti, se kterou se alela €4 objevuje: v béiné populaci je
zastoupena 13,7 %, ve skupiné pacientl trpicich AD, ale zaujima zhruba 40 %! Kromé
vyrazné vyssiho rizika propuknuti AD s sebou nese €4 také posunuti AD do nizsiho véku.
ApoE €4 ma na svédomi zménu metabolismu AB — snizené odplavovani a podpora jejich

ukladani do senilnich plak([25].

3.3.4 Kardiovaskularni onemocnéni a diabetes mellitus

Na rozdil od véku a varianty genu pro Apo E, riziko rozvoje AD mohou zvySovat faktory,
které jsou alespon ¢astecné ovlivnitelné. Jsou jimi kardiovaskularni nemoci a diabetes
mellitus 2. typu (DM2). DM2 vede k mikrovaskularnim zméndm, které v mozku mohou vést
k atrofii spojené s kognitivnim deficitem a rozvojem AD. Vysoka hladina glukosy v krvi ma
navic kvuli procesu neenzymové glykace a oxidaéniho stresu jednoznacné negativni ucinek
na nervové bunky[26]. Zde ale spojitost neni tak jasnd jako u ApoE a véku, jelikoz nékteré
z morfologickych zmén, které byly nalezeny v mozkové tkani osob trpicich soucasné

kardiovaskularnim onemocnénim nebo DM2 a AD, mohou byt pouze spoleénym
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symptomem, nikoliv pfi¢inou a nasledkem. Vystupy studii na toto téma se rizni a nékteré

tuto teorii vyvraci[27].

3.3.5 Kvalita spanku

Nedavna studie (2020) poukazuje na souvislost mezi hladinou AR fragmentu
a t-proteinu a délkou, kvalitou spanku. Zavislost plati obousmérné, tedy pfi nekvalitnim
spanku s Castéjsi fragmentaci (delSim casem bdélosti) se zvySuje tvorba a zhorsuje
odplavovani patologickych protein(. A naopak u pacientl s AD, u nichZ se proteiny zacnou

deponovat, vétsinou dochazi ke zhorseni kvality spanku[28].

3.4 Diagnostika AD

AD je nemoc prubéiné progredujici a ke zhodnoceni momentdainiho stavu se
nejcastéji vyuziva testu MMSE (mini mental state examination). MMSE zahrnuje otazky na

orientaci v prostoru a ¢ase, pamét, pozornost a soustfedéni[29].

Druhym hojné vyuZivanym testem je Test kresleni hodin, alternativni diagnostické
testy zahrnuji napf. ADAS-Cog a nebo jednoduchy orientacni nastroj k casnému zachytu
poruchy v psaném pojmenovavani a paméti — Cesky test POBAV (test Pojmenovani OBrazku

A jejich Vybaveni)[2,30].

Kromé kognitivnich test(l se pfi AD vyuzivaji i biologické markery, jako napfiklad
pomoci MRI nebo CT zjisténa atrofie amygdaly nebo hipokampu spojend se zvétSenim
mozkové komory a abnormalni proteiny nebo zména jejich pomérl v mozkomisnim moku
(t-protein, hyperfosforylovany t-protein nebo AB-fragmenty). Pro uréeni diagndzy AD je
také duleZity pribéh kognitivni deteriorace, ktery ma byt pozvolny, plynuly bez vétsich

vykyva([2].

3.5 Prevence

K teorii, Ze zfejmé existuje zpUsob, jak branit projevim AD vede také The Nun Study —
unikatni studie zahdjena v 90. letech minulého stoleti. Zapojilo se do ni 678 jeptiSek

katolického fadu School Sisters of Notre Dame, které se kazdorocné podrobuji testim
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stanovujicim jejich kognitivni i fyzické schopnosti, vSechny jeptisky také souhlasily
s darovanim svého mozku po smrti pro ucely zkoumani. Studie pfisla s velice zajimavym
objevem, asice, Ze znacna cast jeptiSek s mirnymi neurodegenerativnimi zménami na
mozku (58 %), tretina (32 %) se stfedné zdvazinymi zménami a nejpfekvapivéji také 8 %
z jeptisSek s velmi zdvainou neurodegeneraci mozku, nejevilo Zzadné nebo pouze mirné
znamky kognitivniho Upadku navenek. Ztoho tedy plyne, Ze télo téchto jeptiSek se
s morfologickymi zménami v mozku muselo néjakym zplisobem vyrovnat a néjakym
zpUsobem je vykompenzovat. Zatim neni jasné, o jaky mechanismus presné jde, ale studie
formulovala teorii o tzv. kognitivni rezervé[31]. Rezerva mlze byt chapdna bud'jako pasivni
komodita, tzv. mozkova rezerva, kterd je vyjadrena jako rozsah poskozeni mozku, které
mlze dany Clovék utrZit, nez se dosahne prahu, po némi uZ se zacne poskozeni
manifestovat klinicky. Druhy pohled bere rezervu jako aktivni vlastnost mozku, tzv.
kognitivni rezervu. Podle né&j mozek po vzniklém poskozeni vyuzivd kompenzacni
mechanismy, nespoléhd tedy pouze na vyssi pocet synapsi, ale na celkovou schopnost
mozku je vyuZit a pripadné obejit jinym zapojenim, nez za 100% zdravého stavu. Toto
chapani by nabidlo uspokojivé vysvétleni mnoha studiim, které poukazaly, Ze néktefi lidé
mohou utrpét pomérné znacné poskozeni mozku, aniz by se u nich objevily klinické projevy.
Navic tyto 2 teorie nemusi fungovat oddéleng, je mozné, Ze se uplatiuje jak pasivni, tak
aktivni rezerva. Aktivni rezerva pravdépodobné souvisi s vysokym vrozenym 1Q, se
vzdélavanim nebo s mentdlni naro¢nosti vykondvaného povolani anebo volnocasovych

aktivit[32].

3.6 Terapie

3.6.1 Behavioralni a psychologické potize

Co se tyce jinych nez kognitivnich projevi AD, ve vétsiné pripadu je snaha branit témto
ptriznakim nefarmakologicky. Pfi poruchach spanku se nejprve zkouma, jestli v rezimu
pacienta neexistuje pfi¢ina spankové poruchy jind nez pravé AD — nevhodna léciva
(benzodiazepiny, neuroleptika, antiparkinsonika...) nebo jejich nacasovani (diuretika vecer),
probihajici infekce (zvlast respiracniho nebo mocového systému), nevhodny denni rezim —

malo podnétd, pacient se nudi a pospdvd, nebo naopak tfeba sledovani akénich filma pred
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spanim, ddle napfiklad nelécena deprese, gastroesofagealni reflux ¢i jiné somatické Ci
dusevni onemocnéni. Tato pfi¢ina se v idedlnim pfipadé odstrani a zavede se vhodna
spankova hygiena. Pokud tato opatfeni nezaberou, voli se farmakoterapie v podobé

tlumivych antidepresiv mirtazapinu nebo trazodonu[9].

Pfi agresi se voli nejcastéji tiaprid nebo melperon, mozna jsou také antipsychotika
Il. generace nebo v pripadé potieby injekéni aplikace haloperidol. U depresi nebo
agitovanosti jsou lécivy volby SSRI (selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu),
pripadné trazodon, pfi Uzkostech totéz a navic buspiron, pokud jde o akutni a kratkodobé

reSeni vypjaté situace, je vhodny zejména ve stafi napr. oxazepam[33].
3.6.2 Aktivity denniho Zivota

Kromé farmakoterapie se muZe uplatnit také kognitivni rehabilitace, ktera byva
nejCastéji vyuzivana pfi mozkovych traumatech, nicméné ukazuje se, Ze nese vysledky
i v pfipadé neurodegenerativnich onemocnéni. Zmény klepSimu jsou patrné nejen
z psychotestll, ale jsou dokonce prokazatelné pomoci zobrazovacich technik. V pripadé
pacientd s AD vétSinou nedochazi k posunu v oblasti psychometrie (napf. znalosti, mentalni
vykonnost, schopnost uUsudku), ale zlepSeni je patrné v oblasti pacientova zvladani
kazdodennich aktivit, coz vede ke zlepsSeni kvality Zivota pacienta i jeho pecujici osoby,

nicméné ne vsichni odbornici povazuji pozitivni vliv této metody za prokdzany[34].
3.6.3 Kognitivni deteriorace

Té7istém lé¢by kognitivnich priznakl AD jsou inhibitory cholinesteras — v CR jsou
registrovany pfipravky s acinnymi latkami v ridznych lékovych formdach (donepezil —
potahované tablety a orodispergovatelné tablety; rivastigmin — orodispergovatelné tablety,
kapsle, perordlni roztok a transdermalni naplasti; galanthamin — kapsle s prodlouzenym

uvolnovanim)[35].

Dalsi terapeutickou moznosti je zejména u tézsSich forem demence memantin,
nekompetitivni antagonista NMDA receptor, plsobici na Urovni glutamatergni transmise.
Dale se zkousela vyuzit nootropika nebo standardizovany extrakt z Ginkgo biloba. Tento

mechanismus (zvySené prokrveni mozku) se uplatriuje u vaskuldrnich demenci, i tam je vsak
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jejich ucinnost sporna[36].

3.7 Priachod latky pres hematoencefalickou bariéru

7

Pro kazdé |écivo je dulezity udaj o jeho schopnosti projit pfes hematoencefalickou
bariéru (HEB) — u léCiv, které ovliviiuji centrdlni nervovy systém je pro jejich Ucinek tato
schopnost nezbytna, naopak u léciv pUsobicich na periferii je nezadouci. Pro predikci
prachodu latky pres HEB bylo vynalezeno nékolik metod, které mGzeme rozdélit na metody
in vivo, in vitro a in silico. Latky mohou prochazet pres HEB nékolika zpUsoby, které ukazuje
obrdazek nize. Obecné lze fict, ze lipofilni latky projdou pasivni difuzi, ostatni jsou odkdzany
na specifické prenasece (napt. pro glukosu nebo aminokyseliny). PFilis velké molekuly
mohou za specifickych podminek prochdazet také vezikularnim transportem. Priichodu pres
HEB naopak brani efluxni mechanismy (napt. P-glykoprotein) nebo enzymy produkované

endotelialnimi burikami tvofici metabolickou obranu mozku[37].

(a) () (c) (d) (e) (f (@)
Bunéénd Pasivni Pfenalefem pfenaieéem Receptorem Adsorpci Modulace tight
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Obradzek 4 Zpusoby prechodu pres HEB (upraveno) [37]

In vivo modely (vétSinou hlodavci) se vyuZivaji standardné ve farmakokinetickych
studiich a uddva se pomér koncentraci v mozku:plazmé (logBB). K tomuto stanoveni je ale
zapotrebi vétsSi mnozZstvi pokusnych zvirat, dalSim negativem je ¢asova naroénost. Dosazené
koncentrace se v ¢ase méni, proto se nékdy logBB vyjadfuje s vyuzitim plochy pod kfivkou.
DalSim hojné vyuZivanym in vivo méfenim je metoda ,permeability-surface area

product“[38].
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In vitro modely vyuzZivaji izolované mozkové kapildry péstované na tkanovych
kulturach, z nichz se ziskaji monovrstvy mozkovych endotelidlnich bunék[37]. Existuji také
nebunééné modely: IAM (imobilised artificial membrane) a PAMPA (parallel artificial
membrane permeability assay). Tyto modely membran jsou levnéjsi nez bunécné modely.
Model IAM si mlZeme predstavit jako HPLC kolonu, kterd napodobuje biologickou
membranu, jejiz vlastnosti chceme zkoumat[38]. Model PAMPA vznikne tak, Ze se nasyti
vysoce pordzni filtr lipofilnim roztokem. Podle toho, jaké sloZky jsou pouzity k pfipravé
tohoto olejového roztoku, se vytvari membrany s rGznymi vlastnostmi a PAMPA ma vyuziti
i za jinym Gcelem nez zjistovani permeace skrz HEB[39]. PGvodni model PAMPA byl vyvinut
k predikci absorpce po p.o. podani. Modifikaci této membrany za ucelem napodobeni HEB
bylo impregnovani jinym lipofilnim roztokem — extrakt ztkdané prase¢iho mozku

v n-dodekanu[40].

Mezi dalsi vyuzitelné modely napodobuijici lidskou HEB jsou HEB octomilky obecné
(Drosophily melanogaster)[41] nebo sarancete stéhovavého (Locusta migratoria)[42].
Prekvapivé HEB téchto hmyzich druhtd ma velice podobné vlastnosti lidské HEB, dokonce
byla prokazana pritomnost homolognich proteinli fungujicich podobnym zplsobem jako
transportéry xenobiotik usavcl. To napovida, Ze funkce HEB zlstaly béhem evoluce

zachovany[41].

In silico metody vyuZivaji pocitatové programy, jejichz algoritmy pocitaji schopnost
permeability dané molekuly na zakladé jejich vlastnosti. Tyto parametry mohou byt napft.:
LogP, molekulovd hmotnost, pocet donorli nebo akceptorll vodikovych mustk,
polarizovatelnost, pocet atomu kysliku, dusiku nebo pocet vazeb atomu vodiku ke kysliku

nebo dusiku[43].
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3.8 Papaver rhoeas L. (mak vici)

3.8.1 Taxonomické zafazeni
Magnoliophyta - krytosemenné rostliny
o Rosopsida - vys$si dvoudélozné
= Ranunculales-pryskyfnikotvaré
e Papaveraceae-makovité
o Papaver L. — mak
= P.rhoeas L. — mak vic¢i[44]
3.8.2 Botanicky popis, pouZiti, toxicita

Mak vlIéi je bylina rostouci hojné jako plevel — ¢asto se uchyti na okrajich poli, podél
cest nebo Zelezni¢nich koleji, na zborenistich. PGvodné rozsifen v Evropé, Severni Africe
a v oblasti Malé Asie (mimoevropska ¢ast Turecka), ale v sou€asnosti roste kosmopolitné — po
celé Evropé kromé chladnych severnich oblasti, v Severni Americe, v Austrdlii i na Novém
Zélandu, v Ciné a dalsich oblastech Asie. Nejlépe se mu dafi v nizinach, ve vyssich polohéch se
objevuje vzacnéji nebo vlbec[45]. Vyska lodyhy mlzZe byt od pouhych 20 cm aZ po 90 cm
(nékteré zdroje uvadi o néco méné, cca 50 cm). Typické je husté ochlupeni celé nadzemni ¢asti
rostliny. Listy v dolni ¢asti byliny se napojuji na lodyhu fapikem, horni jsou pfisedlé, tvarem
Cepele jsou perenodilné az pefenosecné. Po naruseni pletiva roni rostlina bily latex[45,46].
Doba kvétu je od kvétna do srpna. Kvete charakteristickym jasné ¢ervenym kvétem tvorenym
4 korunnimi listky, které mivaji na bdazi tmavou skvrnu. Plod mdku vl¢iho je makovice —

tobolka[45,46].

Lékopisnou drogou je kvét, Papaveris rhoeados flos, ktery se pouziva diky obsazenym
anthokyandm jako korigens barvy. Dale ma také ucinky mirné sedativni a antitusické. Je

oblibeny i v lidovém |é¢itelstvi[47,48].
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Mak vI¢i nepatfi mezi vyznamné jedovaté rostliny. K intoxikaci by mohlo dojit zfejmé
pouze po poziti znaéného mnoiZstvi drogy a pravdépodobné by se projevovala zvracenim,
bolesti bficha ataké krecemi, ptipadné kontaktni dermatitidou po styku latexu s kdzi

(napf. jako u P. dubium) [49].

Obrdzek 5 Papaver rhoeas — foto vilastni

3.8.3 Obsahové latky

3.8.3.1 Nealkaloidni latky

Papaver rhoeas patfi mezi rostliny, které byly pomérné zeSiroka zkoumané i diky
tomu, Ze mak vici se fadi mezi rostliny vyuzivané tradi¢né v lidovém lécitelstvi, jde o snadno

rostouci nendrocnou rostlinu vyskytujici se kosmopolitné. Pfi zjistovani obsahu latek
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vyuzitelnych jako zdroj potravy byla v P. rhoeas nalezena jako hlavni slozka kyselina
glycerova, dalsimi detekovanymi latkami v extraktu byly jiné organické kyseliny (citronova,
mravenci, jantarovd, Sikimovd, malonova a jable¢nd) a aminokyseliny (leucin, isoleucin,
alanin, valin, prolin a y-aminomaselna kyselina). Dale byly v extraktu prokdzany sacharidy
(glukosa, sacharosa a rhamnosa) ataké mastné kyseliny (nej¢astéji kyselina stearovi,

palmitova a také olejova)[50].

Z prokazanych flavonoidl jsou kvantitativné nejcastéji zastoupeny metabolity
kvercetinu a myricetinu, ve vyrazné mensi mife jsou pfitomny kempferol, luteolin, apigenin

a isorhamnetin[51].

3.8.3.2 Alkaloidy

Mezi nejvyznamnéjsi obsahové slouceniny rostliny patii bezesporu alkaloidy. Vyznam
obsahu alkaloidl spociva nejen v jejich potencidlnim vyuZiti, ale jejich obsah muze také

pomoci rozlisit jednotlivé druhy rostlin[52].

Vysledky studii se od sebe odlisuji, nicméné vétSinou se opakuji v extraktech tytéz
alkaloidy a studie se rtizni v tom, ktery z alkaloid{l je povaZovan za majoritni a které za vedlejsi
podle jejich nalezeného mnozstvi v daném vzorku. Zalezi ziejmé nejen na dobé sbéru a sbirané

rostlinné Casti, ale také na lokalité a v rdmci druhu P. rhoeas existuje vice chemotypt[53].

Alkaloidy vyskytujici se v P. rhoeas patfi do skupiny isochinolinovych alkaloid(. Jedna
se o alkaloidy, jejichz syntéza vychazi z aminokyselin tyrosinu anebo fenylalaninu[54].
Pfeménou aminokyseliny vznikd meziprodukt R- nebo S-retikulin, z néhoz dalSimi kroky
vznikaji jednotlivé podtypy isochinolinovych alkaloid(i[55]. Isochinolinové alkaloidy byly
v rostlinadch nalezeny kromé celedi Papaveraceae také v Celedich Cactaceae, Annonaceae,

Berberidaceae, Euphorbiaceae, Menispermaceae a Ranunculaceae[56].

Isochinolinové alkaloidy v ¢eledi Papaveraceae se déli do nékolika strukturnich
podtypl: jednoduché isochinolinové, benzylisochinolinové, proaporfinové, aporfinové,
morfinanové, promorfinanové, protoberberinové, ftalidisochinolinové, protopinové

a rhoeadinové[57]. Ne vSechny podtypy najdeme v P. rhoeas.

23



Za hlavni alkaloidy P. rhoeas jsou povazovany: (+)-rhoeadin, rhoeagenin[58,59]
a N-methylasimilobin[53]. Minoritni alkaloidy jsou fazeny napft. isorhoeadin, isorhoeagenin,
protopin nebo papaverrubinové alkaloidy, nékteré studie zminuji také allokryptopin,

koptisin, (+)-roemerin, sanguinarin, stylopin, sinaktin, berberin nebo kulteropin[53,58,60].

V ramci druhu P. rhoeas existuji rGzné chemotypy, podle lokality rstu. Pfikladem je
kultivar rostouci v Libanonu, z néhoz byl poprvé v rodu Papaver izolovan epiberberin a také
kanadin, prvné identifikovany uP. rhoeas[61]. Dalsim ptikladem je P. rhoeas var.
chelidonioides, v némz hlavnimi alkaloidy jsou rhoeadin a koptisin — koptisin zplsobuje Zluté

zbarveni latexu (latex v P. rhoeas je tradi¢né bily)[62].

Isochinolinové alkaloidy jsou predmétem zajmu, protoze se mezi nimi nasly latky
s terapeuticky vyuzitelnymi ucinky. Prikladem mohou byt bolest tlumici morfin, antitusicky
kodein nebo AChE inhibujici galanthamin. Dalsi ucinky, které byly prokdzany
u isochinolinovych alkaloidd jsou antibakteridlni, antifungalni, antivirotické,

antiparazitické, antioxidac¢ni nebo protizanétlivé nebo antineoplastické[63].

3.8.3.2.1 Rhoeadinové alkaloidy

Rhoeadinové alkaloidy jsou typickymi zastupci alkaloidd objevujicich se v P. rhoeas
a v dalSich rostlindch celedi Papaveraceae. Hlavnim alkaloidem je rhoeadin, sloucenina
s tetrahydro-3-benzazepinovou kostrou spojenou s isochromanem obsahujicim acetalovy
nebo hemiacetalovy uhlik — benz[d]isochromano([4,3-blazepin (Obrazek 6). VSichni zastupci
maji kyslikaty substituent na C-7, C-8, C-12 a C-13. Strukturné velmi podobné jsou tzv.
papaverrubinové alkaloidy (norrhoeadiny — odvozeny N-demethylaci rhoeadinu nebo
isorhoeadinu[64]), které ziskaly oznaceni diky své barvé — v kyselém prostredi (pH roztoku
<3) se zbarvuji do vyrazné Cervené. Zjisténi jejich struktury bylo dlouho problematické kvl
jejich nestabilité. Nicméné jsou velmi snadno chromatograficky detekovatelné

a toiv nizkych koncentracich praveé diky specifickému a jasné viditelnému zbarveni[65].

Z rhoeadinovych alkaloid(i nachazime v P. rhoeas rhoeadin, papaverrubiny A,B,C

a D, rhoeagenin, glaukamin, isorhoeagenin, isorhoeadin, isorhoeagenin-D-glukosid [65].
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Obrdzek 6 Rhoeadin
Rhoeadin i papaverrubiny jsou biosynteticky odvozeny od protopinu (mohou vznikat
z protopinu, kryptopinu nebo muraminu). Oproti tomu relativné ¢asto se objevujici

protopinovy alkaloid allokryptopin nema mezi rhoeadinovymi alkaloidy svij analog[66].

3.8.3.2.2 Aporfinové alkaloidy

Aporfinové alkaloidy jsou jednou znej¢astéji se vyskytujicich podskupin
benzylisochinolinovych alkaloidl. Jejich struktura obsahuje tetracykl; ze 4 kruhl jsou

2 aromatické a v poloze 6 se nachazi dusik.

Obradzek 7 Roemerin Obrdzek 8 Isokorydin

Uhlik v poloze C-6a je chirdlni, a proto vykazuji aporfinové alkaloidy optickou
aktivitu. Prirozené se vyskytujici aporfiny mivaji v polohach C-1 a C-2 hydroxy-, methoxy-
nebo methylendioxy substituenty[67]. Mezi zastupce tohoto alkaloidniho typu v P. rhoeas

patfi N-methylasimilobin, (+)-isokorydin a (+)-roemerin.
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Roemerin a nékteré dalsi aporfinové alkaloidy vykazuji pomérné silnou inhibi¢ni
aktivitu vUcéi AChE[68]. Aporfiny, izolované =zrostlin rodu Papaver, mohou
ovliviiovat/plsobit na rozli¢né cile v nervové soustavé: t-protein nebo transportéry pro
noradrenalin, dopamin a serotonin, podminkou je, aby kruh C nebyl substituovany a na

kruhu A nebyl navazan dioxolanovy kruh[57].
3.8.3.2.3 Protoberberinové alkaloidy

V Celedi Papaveraceae byly nalezeny tyto alkaloidy protoberberinového typu:

berberin, epiberberin, stylopin, koptisin, sinaktin a mekambrin[64].

Mezi nejstudovanéjsi alkaloidy tohoto strukturniho typu patfi berberin (obr. 11).

Ve vztahu k AD vykazuje Zadouci aktivitu na nékolika urovnich: plsobi inhibiéné na AChE

vvvvv

a snizuje hladinu cholesterolu. V terapeutickych davkach nevykazoval toxicitu a prochazi

pres HEB[69,70].
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Obrdzek 9 Berberin

Strukturnim znakem zodpovédnym za afinitu a aktivitu vUci cholinesterasam je
dehydrogenace kruhu C (protoberberiny se rovnéz fadi mezi tetracykly s kruhy A-D).

Alkaloidy s nasycenym kruhem C tuto aktivitu nemaji nebo je u nich vyrazné snizena[57].
3.8.3.2.4 Protopinové alkaloidy

Dalsi podskupinou isochinolinovych alkaloid( jsou protopinové alkaloidy, jejichz vyskyt

je  spojovan s rostlinami zCeledi  Papaveraceae, Berberidaceae, Rutaceae
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a Ranunculaceae[71]. Z alkaloidl izolovanych z P. rhoeas sem naleZi protopin, allokryptopin

0
0
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a kulteropin.

N
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Obrdzek 10 Protopin Obrdzek 11 Allokryptopin

Jde o tricyklické alkaloidy, které mohou vykazovat cholinergni ucinky, pokud maiji

vhodné umistény dioxolanovy kruh (allokryptopin)[57].

3.8.3.2.5 Benzofenanthridinové alkaloidy

Benzofenanthridinové alkaloidy nejsou tolik rozsitené, byly identifikované v ¢eledich
Papaveraceae, Rutaceae, Caprifoliaceae a Meliaceae. Alkaloidem z P. rhoeas z této skupiny

je sanguinarin[72].

Obrdzek 12 Sanguinarin

3.8.4 Ucinky alkaloidi identifikovanych v rodu Papaver
3.8.4.1 Cholinesterasy

Inhibice cholinesteras, pfedevsim AChE, je v soucasnosti zakladem terapie AD. Jak

jiz bylo zminéno vySe, poméry cholinesteras se v mozku pacientli s demenci méni
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ve prospéch BuChE[20]. Zda se, Ze u alkaloid( je dllezité, aby jejich dusik byl kvartérni, pak
maji dobrou vaznost k cholinesterasam. Nevyhodou tohoto strukturniho znaku je obtizna
permeace pres HEB[73]. AChE inhibuji napf. berberin, koptisin, sanguinarin[74], protopin,

allokryptopin[75] a stylopin[76].
3.8.4.2 Prolyloligopeptidasa

Kromé cholinesteras se pozornost zaméfuje také na dalsi enzym:
prolyloligopeptidasu (POP). Jde o serinovou cytosolickou peptidasu, kterd Stipe
aminokyselinu prolin z C-konce. Jeji aktivita se odrazi v nékolika funkcich, mezi které patfi
i prenos signalu v burikach, pamét a uceni. Latky s vlivem na aktivitu tohoto enzymu by tedy
mohly byt pfinosné napf. v terapii schizofrenie, bipolarni poruchy a také AD. Experimenty
na zviratech ukazaly, Ze inhibitory POP vedly ke zlepSeni kognitivnich funkci
a neuroprotekci[77]. Aktivita proti POP byla potvrzena u berberinu, ktery nékdy byva

dokonce vyuzivan jako standard[73,78] a dale také u sinaktinu[22].
3.8.4.3 Antiagregace A8 fragmentt

Ucinek, ktery zmirfiuje rozvoj AD, je i inhibice agregace AB1.42 fragment(i. Z alkaloid(i

vyskytujicich se v rodu Papaver byla tato schopnost potvrzena u berberinu[79].
3.8.4.4 Antioxidacni aktivita

Jak bylo rozebrano v kapitole 3.2 Etiopatogeneze, produkce ROS hraje v rozvoji AD
znacnou roli. Proto maji latky s antioxida¢nim ucinkem potencial podilet se na terapii AD.
Z alkaloidd nalezenych v P. rhoeas tuto aktivitu nese koptisin[80], berberin[69]

a pravdépodobné také roemerin[81].
3.8.4.5 Protizdnétlivé ucinky

Jelikoz byvda AD spojovana se sterilnim zdnétem, dalSim potencidlnim

terapeutickym smérem by mohlo byt jeho potlacovani. Zastupci isochinolinovych alkaloid(, u

.....
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

4.1.2

4.1.3

benzin Iékafsky, Iékopisné kvality (Ing. Svec — Penta, Praha), (LB)
dichlormethan (Ing. Svec — Penta, Praha), (CH2Cl,)

ethyl-acetét (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)

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

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

vodny roztok amoniaku 25% (Ing. Svec — Penta, Praha), (NH4OH)
cyklohexan p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsH12)

diethylamin p.a. (Ing. Svec — Penta, Praha), (Et2NH)

chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice) (HgCl>)

dusi¢nan bismutity zasadity (Lachema, Brno)

jodid draselny €. (Lach-Ner, Neratovice)

kyselina vinna p. a. (Balex, Pardubice)

methanol LC-MS (VWR Chemicals, Sttibrna Skalice), (MeOH)

kyselina mravenci 299, LC-MS kvality (VWR Chemicals, Stfibrna Skalice), (HCOOH)
deuterizovany chloroform pro NMR analyzu (Sigma Aldrich, Praha) (CDCl3)
siran sodny bezvody p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na,S04)

destilovana voda

Pomocné latky

o kfemelina Celite C 535 (Sigma Aldrich, Praha

o susici perly silikagelu (Ing. Svec — Penta, Praha)

Chromatografické adsorbenty

o analytické TLC desky silikagel 60 F;s4 (Merck Millipore, Praha), 20 x 20 cm, vrstva

200 pm.
silikagel 60 GF,s4 pro preparativni TLC (Merck Millipore, Praha)
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o

o

silikagel 60 15 um (Interchim, Chromservis, Praha)
oxid hlinity neutralni HPLC flash grade 32—-63 um (Alfa-Aesar, Termofisher Scientic,
Pardubice)

4.1.4 Pristrojové vybaveni

o

Plynovy chromatograf s hmotnostni detekci (GC-MS) Agilent (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA). Systém obsahuje chromatograf Agilent 7890 A
s hmotnostnim detektorem Agilent 5975 C MSD pracujicim v rezimu elektronové
ionizace pfi 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

Flash chromatograficky systém BUCHI Sepacore flash system X10 skladajici se
z fidici jednotky Bichi C-620, sbérace frakci Blichi C-660, detektoru UV C-640
a pumpy Biichi C-605 (Biichi, Svycarsko). K ovladani systému se pouzivd PC
s programem SepacoreControl 1.2. (Biichi, Svycarsko).

Preparativni/analyticky HPLC Waters Autopurification system (Waters
Corporation, Milford, USA). Pfistroj se sklada z tohoto pfistrojového vybaveni:
automatické davkovaci zafizeni pripojené ke sbéraci frakci Waters Sample Manager
2767, kolonovy selektor System Fluidics Organizer, binarni gradientovd pumpa
Waters 2545, detektor s diodovym polem Waters 2998 a hmotnostni spektrometr
Waters Acquity qDa s ionizaci elektro-sprejem. Kolona XSelect® CSH ™ C18 OBD ™
(100 mm x 4,6 mm, vel. ¢astic 5 um) (Milford, USA)

Vakuovd odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Svycarsko)

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

Polarimetr P3000 (A. Kriss Opteronic, Hamburg, Némecko)

Merck Millipore (Milford, MA, USA)

Ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Némecko)

Magneticka michacka Heidolph Mr Hei-Standard (Heidolph, Schwabach, Némecko)

Exsikator

4.1.5 Kolony a kartridZze pro flash chromatografii

o PP kartridze 40 x 150 mm (Bichi, Svycarsko)

o sklen&nd predkolona 100 x 26 mm (Bichi, Svycarsko)
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o sklenéné kolony 15 x 125 mm a 15 x 250 mm (YMC, Chromservis, Praha)

4.1.6 Smési k vyvijeni TLC

o S1 (CeHi2 +EtOAC + EtoNH; 45:45:10)
o S2 (CeHi2+EtOAC + Et;NH; 85:10:5)
o S3(CeH12+EtOAC + Et;NH; 90:10:5)
o S4 (MeOH + NH40OH 0,1%)

o S5 (CeHi12 + EtzNH; 97:3)

4.1.7 Detekéni Cinidla
o Dragendorffovo Cinidlo dle Muniera

(zasobni roztok byl pripraven z roztok( A a B v poméru 1:1. Roztok A byl pripraven
rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné v 80 ml
destilované vody. Roztok B obsahoval 32 g jodidu draselného ve 40 ml vody. Detekéni
¢inidlo pro postfik vzniklo smisenim 10 g kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml destilované
vody a 5 ml zdsobniho roztoku. Cinidlo poskytuje pozitivni reakci na alkaloidy vznikem

oranzové zabarvenych skvrn na TLC. Pfipraveny roztok se uchovaval pfi 2—8 °C)
4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Pfiprava a Cisténi rozpoustédel

Komeréné pouzivand rozpoustédla pro chromatografii byla pfed pouZitim cisténa
destilaci, pokud nebyla HPLC kvality a vyssi. Destilace probihala podle standardnich postupt

a hlavni frakce byly jimany podle teploty varu danych rozpoustédel.
4.2.2 Odparovani vytfepkd, jednotlivych frakci

Frakce ziskané ze separace flash chromatografii a preparativni TLC byly odpareny

na rotacni vakuové odparce Blichi Rotavapor R-114 na vodni lazni do 50 °C.
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4.2.3 Suseni extraktu, frakci, izolovanych Cistych latek a jejich skladovani

Jednotlivé frakce ziskané ze separace flash chromatografii a preparativni TLC
a nasledné chemicky Cisté izolované latky byly vysouseny v exsikatoru (vakuum cca 1,33 kPa)
nad silikagelovymi perlami po dobu minimalné 24 hodin. Frakce a Cisté izolované alkaloidy byly

nasledné uskladnény v lednici pfi 2-8 °C.

4.2.4 TLC detekce

Pro zjiSténi pfitomnosti alkaloidi ve frakcich ziskanych flash chromatografii nebo
Cistoty izolovanych alkaloidi se pouZivala detekce v oblasti UV svétla (chromatogram
pozorovan pod UV lampou pfi A = 254 a 366 nm), nasledovana postfikem Dragendorffovym

¢inidlem dle Muniera.

4.2.5 Priprava litych vrstev pro preparativni TLC

Suspenze pro nalévani litych sklenénych desek pro preparativni TLC se pfipravila
smisenim a homogenizaci silikagelu Kieselgel 60 GF3s4 (6,5 g) s destilovanou vodu (20 ml).
Takto pripravend suspenze byla nanesena na sklenéné desky (15 x 15 cm), které byly pred
nanesenim suspenze ocisténé EtOH a CHCls. Lité TLC desky se nechaly schnout nejméné 24

hodin pred pouzitim.

4.2.6 Flash chromatografie

4.2.6.1 Deaktivace adsorbentt

Pro flash chromatografii se nejcastéji pouzivaji plné aktivni adsorbenty. Pro separaci
na silikagelu 60 15 um byla ale provedena deaktivace adsorbentu 25% vody (nastaveni aktivity
silikagelu na stupen IV podle Brockmana). K odvazenému mnoZstvi adsorbentu (25 g) se
postupné pridalo vypoctené mnoizstvi vody a silikagel se nechal promichdvat na magnetické
michacce po dobu 60 minut. Podobny zplisob modifikace aktivity adsorbentu byl pouzit

i u neutrdlniho Al,03(32-63 um), ke kterému bylo pfidano 6 %vody.
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4.2.6.2 Priprava suchého vzorku (roztéru) do predkolony

Vytiepek/frakce byly rozpustény v CH,Cl,/MeOH (1:1) a smichany s dvojnasobnym
mnozstvi silikagelu nebo Ctyfnasobnym mnoZstvim oxidu hlinitého k hmotnosti
frakce/vytrepku. Na ptipravu roztéru byl pouzit adsorbent stejné kvality jako pro naslednou
separaci. Odparenim rozpoustédel na vodni lazni pti 60 °C za stalého michani doslo k adsorpci
smési alkaloidi na chromatografické adsorbenty. Pfipravené roztéry byly dosuseny

v exsikatoru za snizeného tlaku po dobu 24 hodin.

4.2.6.3 PInéni sklenéné kolony/HP kartridZe pro flash chromatografii

KartridZze/kolony se plnily nasypanim pozadovaného mnoZstvi daného adsorbentu
za obCasného sklepani. Pfed samotnou separaci bylo provedeno kondicionovani kolony

mobilni fazi odpovidajici trojnasobku kolonového objemu.

4.2.7 Strukturni analyza

4.2.7.1 GC-MS analyza

K identifikaci izolovanych alkaloidl byl pouzit plynovy chromatograf Agilent 7890A GC
spojeny s hmotnostnim detektorem Agilent 5975. Analyza probihala v El rezimu
s elektronovou ionizaci 70 eV. Latky byly separovany na koloné DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um, Agilent Technologies Santa Clara, California, USA). Nejprve byla teplota nastavena
na 100 °C na 1 min, poté teplotni gradient probihal navySovanim teploty rychlosti 15 °C/min z
pocatecni teploty 100 °C do teploty 180 °C, na které setrvaval opét 1 minutu. Nasledné bylo
zvySovani teploty zpomaleno na 10 °C/min aZ do vyse 300 °C, na které zlistala nezménéna 12
minut. Rychlost pratoku nosného plynu helia: 1 ml/min, nastfik vzorku (0,2 mg/ml) o objemu
1 ul byl proveden injektorem nastavenym na teplotu 270 °C pfi poméru 1:10 (,,split mode“).
Teplota detektoru byla 305 °C a detekéni rozmezi m/z 50-500. Identifikace alkaloidd probihala
porovnanim jejich hmotnostnich spekter se spektry v knihovné NIST11 (National Institute of

Standards and Technology Library, USA) a s daty publikovanymi v literdrnich zdrojich.
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4.2.7.2 LC-MS analyza

Alkaloidy (0,2 mg) byly rozpustény v 1 ml MeOH (LC-MS kvality) a méreny systémem
Waters Autopurification ™ Jako mobilni faze (MF) byla pouzita HO s 0,1 % HCOOH (MF A)
aMeOH s 0, 1% HCOOH (MF B). Pratok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min. Eluéni program
s gradientem byl nasledovny (v/v): 0 min 5 % MF B, 5 min 100 % MF B, 8,5 min 5 % MF B, poté
1,5 minuty v pocatecnich podminkach pro ekvilibraci. Hodnoty parametrl ESI-MS byly
nasledujici: kapilarni napéti (0,8 kV), teplota préby (600 °C), kuzelové napéti (15 V). LC-MS
hmotnostni spektra byla detekovdna v rozmezi 200—800 m/z. Rozsah PDA detektoru byl

nastaven od 190 do 700 nm. ESI-MS analyzy probihaly v kladném iontovém maodu.
4.2.7.3 NMR analyza

NMR spektra (*H NMR a '3C NMR) byla naméfena na spetrometru Varian Iniova 500
s pracovni frekvenci 500 MHz pro H a 125MHz pro 3C jadra. Mé&feni bylo provedeno
pfi teploté 25 °C v deuterochloroformu (CDCl3) na katedre organické a bioorganické chemie
(doc. PharmDr. Jifi Kune$), Ph.D. Spektra 'H byla méFena inverzni 5 mm ID PGF sondou
za pouZiti standardnich pulznich frekvenci a pro méfeni 13C spekter bylo vyuZito 5 mm SW

Sirokopasmové sondy.

4.2.7.4 Meéreni optické otdcivosti

Optickd otdcivost byla méfena v CHCls na polarimetru Automatic P 3000 pri 25 C.

4.3 lzolace alkaloidl ze spojeného chloroformového extraktu

4.3.1 Flash chromatografie na Al,Os

Cilem této diplomové prace byla separace alkaloid( ze spojeného vytfepku (CHCl3
+EtOAc + I') obsahujici plvodni chloroformovy (7,62 g), ethyl-acetatovy (1,90 g) a vytfepek
ve formé jodidl obsahujici kvarterni alkaloidy (0,45 g). Pfesny popis pfipravy alkaloidniho
sumarniho extraktu a jednotlivych vytfepk( je popsan v diplomové praci Mgr. Simony

Vichové[83]. Spojeni CHCIl3 +EtOAc + | vytfepkl probéhlo na zdkladé vyhodnoceni LC-MS
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analyzy atato spojend frakce se jevila jako velice perspektivni pro separaci alkaloid(

s vyraznou inhibi¢ni aktivitou v(ci BUChk (Tabulka 1).

Tabulka 1 Cholinesterasovd aktivita Et>0 a spojeného vytrepku

Analyzované % inhibice AChE (50 pg/ml) % inhibice BUChE (50 pg/ml)
alkaloidni extrakty

Et.O0 31,48+1,22 93,84+ 0,63

CHCl3 +EtOAc + I 41,16 + 1,52 93,79+0,41

Spojeny vytfepek (9,97 g) byl separovan flash chromatografickym systémem BUCHI
Sepacore flash system X10 za pouziti neutralniho Al,0s 32—-63 um (HP kartridz 40 x 150 mm;
200 g), kterd byla pred samotnou separaci kondicionovana (promyta) trojndsobnym
kolonovym objemem mobilni fazi LB + EtOAc (9:1) s pratokem 40 ml/min. Alkaloidy ve formé
,suchého vzorku” (roztér 50 g, predkolona 100 x 26 mm) byly separovany stupnovitou eluci
nejprve mobilni fazi | (LB + EtOAc) po dobu 1 h 30 min podle uvedeného gradientu v Tab. 2
a nasledné mobilni fazi EEOAC + MeOH po dobu 1 h 10 min (Tab. 2). Pritok u obou metod byl
nastaven na 40 ml/min, sbér frakci v prabéhu piku byl po 25 ml, sbér frakci mimo pik probihal
po 50 ml. Detekce alkaloidl probihala pfi vinovych délkach 254, 270, 280 a 290 nm. Celkové
bylo jimano 154 frakci, které byly i pomoci TLC analyzy na silikagelu 60 F2s4 (vyvijeci smés S1,
pocet vyvijeni 1x, detekce UV + Dragendorffovo Cinidlo) spojené do 7 frakci, které byly

podrobeny dalSimu screeningu biologické aktivité — inhibici BUChE (Tab. 3).
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Tabulka 2 Elucni gradient chromatografie na Al,03z — MF | a MF Il

MF |
Start B End %B mir 5
10 10 0|0
10 12 0|5
12 12 0|0
12 15 0|5
15 15 10|0
15 20 0|5
20 20 0|0
20 30 0|5
30 30 0|0
30 45 0|5
45 45 10|0
45 1] 0|5
60 60 0|0
60 20 0|5
20 20 0|0
80 100 0|5
100 100 10|0
Total Time: 01:30:40

MF Il
Start B End %B min 5
58 98 10/0
58 9% 0|5
55 55 10|0
55 50 0|5
50 50 10|0
50 20 0|5
20 20 0|0
20 60 0|5
60 60 100
1] 40 0|5
40 40 10|0
40 ] 0|5
0 ] 10/0

Total Time: 01:10:30

Tabulka 3 Inhibi¢ni aktivita frakci ziskanych z flash chromatografie na neutralnim A;;03

Frakce Spojené frakce % inhibice BUChE (50 pg/ml)
1 1-23 (LB+EtOAc), 2540 mg 39,40+ 0,37
2 24-47 (LB+EtOAc), 3210 mg 63,09 + 0,95
3 48-73 (LB+EtOAc) + 1-14 64,47 + 1,54
(EtOAc+MeOH), 810 mg
4 15-48 (EtOAc+MeOH), 530 mg 84,90 + 0,56
5 49-56 (EtOAc+MeOH)100 mg 57,82 +1,16
6 57-81 (EtOAc+MeOH), 88 mg 82,00+ 0,94
7 eluce kolny (112 mg) 70,22+ 0,33
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4.3.2 Flash chromatografie na SiO;

Na zakladé LC-MS analyzy a screeningu inhibi¢ni aktivity (Tab. 3) byly frakce 4-7
z ptedchozi flash separace spojené (830 mg) a tato spojend frakce byla podrobena flash
separaci na silikagelu 60 15 pum (sklenénd kolona 15 x 250 mm; 25 g), ktery byl deaktivovan
pridavkem vody (25 %). Kolona byla kondicionovana trojnasobkem kolonového objemu CH,Cl,
pri pratoku 10 ml/min. Separace alkaloid( ve formé roztéru (1,6 g, predkolona 15 x 125 mm)
byla provedena mobilni fazi skladajici se z CH,Cl; a MeOH obsahujici 0,1 % NH4OH), stupnovity
gradient probihal podle Tab. 4 od dobu 1 h 50 min pfi pratoku 10 ml/min. Frakce v prabéhu
piku byly jimany po 3 ml, mezi piky po 10 ml. UV detekce byla nastavena na 254, 270, 280
a 290 nm. Celkové bylo jimano 188 frakci, které byly spojeny do 10 frakci (Obrazek 14, Tabulka
5) i na zakladé TLC analyzy (silikagel 60 F;sa, vyvijejici smés S4, pocet vyvijeni 1x, detekce UV

+ Dragendorffovo ¢inidlo).

Tabulka 4 Elucni gradient chromatografie na SiO;

Start %B End *%B min g
0 0 g0
0 1 01
1 1 g0
1 2 01
2 2 g0
2 3 01
3 3 g0
3 5 01
5 5 g0
5 7 01
7 7 g0
7 10 01
10 10 g0
10 15 01
15 15 g0
15 20 01
20 20 g0
20 25 01
25 25 g0
25 35 01
5 35 g0
5 50 01
50 50 g0
50 75 01
75 75 g0
75 100 01

100 100 g0

Total Time: 01:52:13
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Obrdzek 13 Chromatogram priibéhu flash separace na SiO, 60 15 um
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Obrdzek 14 TLC - 10 spojenych frakci z flash chromatografie separované na SiO; 60 15 um

Tabulka 5 Hmotnosti 10 spojenych frakci z flash chromatografie (SiO; 60 15 um)

Frakce Spojené frakce Hmotnost mg
1 34-40 94
2 41-60 345
3 61-77 122
4 78-105 62
5 106-118 14
6 119-133 17
7 134-148 12
8 149-156 36
9 157-161 20
10 162-178 107
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4.3.3 lzolace alkaloidU ze spojené frakce 34-77 (561 mg)

Izolace spojené frakce 34-77 probihala preparativni TLC na 12 litych deskach
15 x 15 cm na silikagelu 60 GF2s4 za pouZiti vyvijeci smési S2, pocet vyvijeni 2x. Celkové bylo
ziskano 4 zény, eluce alkaloidd z adsorbentu ze zén probihala CH,Cl,+MeOH 1:1. Po odpareni

rozpoustédel za snizeného vakua na rotacni vakuové odparce ¢inily hmotnosti jednotlivych

frakei:
1. Rf0,60;m=29mg
2. Rf0,55; m=58mg
3. Rf0,25; m=36,4mg
4, Rf0,20;, m=112 mg

4.3.3.1 Izolace alkaloidu z podfrakce 2 (58 mg)

Podfrakce 1 (2,9 mg) nebyla dale zpracovavana z divodu malé hmotnosti. Podfrakce 2
byla dale purifikovana preparativni TLC na 6 analytickych TLC deskach silikagel 60 F2s4 20 x 10,
drdha 8,5 cm, vyvijeci smés S5, pocet vyvijeni 3x. Eluci hlavni zény (Rf 0,40) smési

CH,Cl,+MeOH 1:1 po odpareni bylo ziskdano 28 mg bilé, praskovité latky AB-1.

4.3.3.2 lIzolace alkaloidu z podfrakce 3 (36,4 mg)

Podfrakce 3 byla dale purifikovdna preparativni TLC na 4 analytickych TLC deskach
silikagel 60 F2s4 20 x 10, draha 8,5 cm, vyvijeci smés S3, pocet vyvijeni 3x. Eluci hlavni zény (Rf

0,30) smési CH,Cl,+MeOH 1:1 po odpareni bylo ziskdano 20 mg bilé, praskovité latky AB-2.

4.3.3.3 Izolace alkaloidu z podfrakce 4 (112 mg)

Podfrakce 4 byla dale purifikovdna preparativni TLC na 10 analytickych TLC deskach
silikagel 60 F2s4 20 x 10, draha 8,5 cm, vyvijeci smés S3, pocet vyvijeni 3x. Eluci hlavnich 2 zén
smési CH,Cl,+MeOH 1:1 po odpareni bylo ziskano 15 mg bilé, praskovité latky AB-2 (Rf 0,30)
a 59 mg bilé, praskovité latky AB-3 (Rf 0,25).
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4.3.4 Méreni aktivit izolovanych alkaloidd

4.3.4.1 Meéreniinhibice cholinesteras

Nebylo naplni této diplomové prace, inhibici méfila Pharmdr. Daniela Hulcova, Ph.D.
(katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky). Pfesné podminky, za kterych probihala

méreni, jsou stejné jako podminky popsané v této publikaci[84].

4.3.4.2 Meéreni inhibice prolyloligopeptidasy

Nebylo naplini této diplomové prace, inhibici méfila RNDr. Martina Hrabinovd, Ph.D.
(Univerzita Obrany, Hradec Kralové). Pfesné podminky, za kterych probihala méreni, jsou

stejné jako podminky popsané v této publikaci [84]
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza
5.1.1 (+)-Rhoeadin (AB-1)

Sumarni vzorec: C21H21:NOg

--|III||H

N—CH;

Obrdzek 15 Struktura (+)-rhoeadinu

NMR analyza

Alkaloid byl ur¢ena na zdkladé porovnanim namérenych dat s literaturou[85].

ESI-MS

ESI-MS [M + H]* m/z 384,4.

GC-MS

EI-MS [M]* m/z (%) 383 (63), 368 (55), 206 (20), 192 (14), 190 (14), 177 (100), 163 (15),

135 (15).
Opticka otacivost

[a] = + 240° (c = 0,12; CHCl3)
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5.1.2 (+)-Isorhoeagenin (AB-2)

Sumarni vzorec: C20H19NOsg

Obrdzek 16 Struktura (+)-isorhoeageninu

NMR analyza

Alkaloid byl uréena na zakladé porovnanim namérenych dat s literaturou[85].
ESI-MS

ESI-MS [M + H]* m/z 370,4.

GC-MS

EI-MS [M]* m/z (%) 369 (<1), 368(3),367(10), 339(48), 338(100), 324(29), 310(41),

308(39), 190(29), 162(72), 148(51), 134(47).
Opticka otacivost

[a] = + 150° (c = 0,12; CHCl3)
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5.1.3 (+)-Rhoeagenin (AB-3)

Sumarni vzorec: C20H19NOg

Obrdzek 17 Struktura (+)-isorhoeageninu

NMR analyza

Alkaloid byl uréena na zakladé porovnanim namérenych dat s literaturou[85].

ESI-MS

ESI-MS [M + H]* m/z (%) 370,4.

GC-MS

EI-MS [M]* m/z (%) 369 (<2), 368(3),367(10), 339(53), 338(100), 324(29), 310(45),

308(33), 207(75), 190(31), 281(34), 162(81), 148(61), 134(50).

Opticka otacivost

[a] = + 135° (c = 0,13; CHCl3)

44



5.2 Biologicka aktivita

Tabulka 6 Inhibice cholinesteras, prolyloligopeptidasy a vypocet logBB u izolovanych alkaloid(

Alkaloid AChE (ICso pM)? | BUChE (ICso pM)? | POP (ICsp pM)? logBB®
(+)-rhoeadin > 100 > 100 >790 -0,460
(+)-isorhoeagenin > 100 > 100 706 + 23 -0,694
(+)-rhoeagenin > 100 > 100 878 + 45 -0,694
Huperzin A 0,033 £ 0,001 >1000 - -0,250
Rivastigmin 0,037 £ 0,001 0,033 + 0,0003 - 0,213
Berberin 0,71+0,10 30,7+3,5 142 £ 21 0,420

@ Koncentrace inhibitoru nutna k poklesu aktivity enzymu na 50 %; hodnoty jsou uvadény se

smérodatnou odchylkou, méreni probihala ve tfech nezavislych méreni v triplikatu.

b ogaritmicky pomér mezi koncentracemi dané latky v mozku a v krvi — pfedpoklad prostupu

latky pres HEB
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6 DISKUZE A ZAVER

Separace spojeného alkaloidniho vytfepku pfipraveného Papaver rhoeas L. probihala
nejprve pomoci flash chromatografie. Ve flash chromatografii se pro separaci latek nejcastéji
pouziva plné aktivni silikagel[86]. Prvotni snahy separovat alkaloidy flash chromatografii
tohoto vytiepku na aktivnim silikagelu (40-63 um), silikagelu s reverzni fazi (C18 40 um) byly
neuspésné (vysledky téchto pokusli nejsou soucasti této prace). Proto padla volba pouZit pro
separaci neutrdlni oxid hlinity. JelikozZ aktivni substance obsahovaly frakce, které byly ziskany
eluci EtOAc s MeOH (Tab. 3), byl pro naslednou purifikaci pouzit silikagel (15 um), u kterého
byla upravena aktivita pridavkem vody (25 %) kvUli polarité latek, ale i vyuZiti adsorpcné-
rozdélovaciho mechanismu[87]. VyuZiti deaktivovaného silikagelu poskytlo velmi dobré
rozdéleni frakci (Obr. 14). I1zolace alkaloid( z frakci ziskanych z flash chromatografie probihala
preparativni TLC. Struktura Cistych latek byla objasnéna spektroskometrickymi
a spektroskopickymi metodami (MS, NMR a opticka otacivost). Izolované alkaloidy byly uréeny
jako (+)-rhoeadin, (+)-rhoeagenin a (+)-isorhoeagenin a spadaji do strukturni skupiny

rhoeadinovych alkaloidl. Jedna se o slouceniny jiZ dfive z P. rhoeas izolovany[85].

Ackoliv se jedna o jiz znamé latky, dosud nebyla zjistovana jejich biologicka aktivita

vzhledem k Alzheimerové chorobé.

Studiem jejich cholinesterasové inhibi¢ni aktivity bylo zjiSténo, Ze se jedna o latky s ICso
> 100 uM, tedy neaktivni, zejména ve srovnani s pouzitymi standardy huperzinem A,
rivastigminem a berberinem. Z vysledkd hodnot ICso studovanych latek tedy vyplyva, Ze nejsou
zodpovédné za vyraznou a selektivni inhibi¢ni aktivitu vicéi BuChE, kterd byla zjisténa

u spojeného vytrepku.

Co se tyka inhibi¢ni aktivity v(ici POP, pti porovnanim se standardem berberinem (ICso
142+21 uM) vychazi identifikované alkaloidy jen jako mirné inhibitory tohoto enzymu:
(+)-rhoeadin (ICs0 >790 uM), (+)-isorhoeagenin (IC50706 + 23 uM) a (+)-rhoeagenin (878 + 45
uM).
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Zavérem, (+)-rhoeadin, (+)-rhoeagenin i (+)-isorhoeagenin se jevi jako neperspektivni
slouceniny pro potencidlni vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby z hlediska inhibice lidskych
cholinesteras a prolyloligopeptidasy. Otazkou z(stdva, zda tyto alkaloidy testovat vici jinym
terapeutickym moznym zasahim do patofyziologie této choroby (napf. inhibice GSK-3pB, B-
sekretasy apod.), protoze na zakladé vypocteného logBB tyto latky budou prechdazet pasivni

difazi pres hematoencefalickou bariéru jen omezené (logBB < 0)[88,89].

47



7 ABSTRAKT

Buckova, A.: Alkaloidy Papaver rhoeas L. (Papaveraceae) a jejich biologicka aktivita
vztazena k Alzheimerové chorobé lll.; Diplomova prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka
fakulta v Hradci Krdlové, Katedra farmakognozie a farmaceutické botaniky, Hradec Kralové

2022, pocet stran 59

Tato diplomova prace se zabyva separaci spojeného vytfepku (CHClz +EtOAc + I)
Papaver rhoeas L. flash chromatografii a naslednou izolaci alkaloidl z vybranych frakci
preparativni TLC. Objasnéni struktury izolovanych latek probihalo na zakladé
spektrometrickych a spektroskopickych metod (MS, NMR a optické otacivosti). Alkaloidy byly
identifikované jako (+)-rhoeadin, (+)-rhoeagenin a (+)-isorhoeagenin. Po objasnéni struktury
byly alkaloidy testovany in vitro na schopnost inhibovat enzymy hrajici roli v patogenezi
Alzheimerovy choroby (acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa a prolyloligopeptidasa).
Na zakladé ziskanych vysledk(l se studované alkaloidy jevi jako neaktivni vici vybranym

enzymUm (hodnoty ICso> 100 uM).

Klicova slova: Papaver rhoeas, Papaveraceae, Alzheimerova choroba,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa
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8 ABSTRACT

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

2022, 59 pages

The aim of this diploma thesis was to fractionate the combined extract (CHCls +EtOAc
+ 1) from Papaver rhoeas L. using flash chromatography and subsequently, to isolate alkaloids
from the chosen factions by preparative TLC. The chemical structures of the isolated
compounds were determined by spetrometric and spectroscopic methods (MS, NMR and
optical rotation). Alkaloids were identified as (+)-rhoeadin, (+)-rhoeagenin
a (+)-isorhoeagenin. After structure elucidation, the alkaloids were tested in vitro for
inhibitory activity towards enzymes that are playing part in the pathogenesis of the
Alzheimer’s disease (acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase a prolyloligopeptidase).
Based on the results, the studied alkaloids seem to be inactive towards chosen enzymes

(values ICsp> 100 uM).

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

butyrylcholinesterase, prolyl oligopeptidase
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