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.  UvoD

Civiliza¢ni onemocnéni provazeji lidstvo jiz odedavna. V poslednich letech, i pres stdle se
zlepsujici technologie, se vyskyt nékterych nemoci zvysuje. Je to dano tim, Ze lidé jsou
vystavovani velkému poctu rizikovych faktorl. Tyto faktory je mozino rozdélit do dvou
zakladnich skupin. Faktory vnéjsi a faktory vnitfni. K vnéjsim faktorim patfi napf. koureni,
strava, stres, sedavy zpUsob Zivota, infekce atd. Tyto faktory jsou ovlivnitelné, je mozno se
jich vyvarovat a dodrZovat jista preventivni opatfeni. Faktory vnitfni — mezi né se radi
genetické vlivy, u kterych jedinci maji ve své genetické vybavé pritomnou genetickou mutaci,
kterou mohou dale predavat svym potomk(m. Tyto faktory jsou neovlivnitelné.

Na prvnim misté morbidity i mortality se fadi kardiovaskularni onemocnéni, pfricemz
v CR podle UZIS v roce 2012 &inila tmrtnost celych 49 %. Mezi druhou nejéastéjsi pFicinu
umrti se rfadi zhoubné novotvary, mortalita Cinila 25,3 %. DalSimi zavaznymi onemocnénimi
jsou nemoci dychaci soustavy, gastrointestinalni soustavy a v neposledni fadé i onemocnéni

nervové soustavy, které se fadi mezi ostatni nemoci. Vée je shrnuto v obr. 1 *.

Muzi Zeny

B nemoci ob&hové soustavy B nemoci obéhové soustavy
® zhoubné novotvary ® zhoubné novotvary

m vnéjsi priciny m vnéjsi priciny

® nemoci dychaci soustavy ® nemoci dychaci soustavy
B nemoci travici soustavy B nemoci travici soustavy

H ostatni u ostatni

Obr.1 Struktura zemrelych podle pricin v letech 2002 a 2012 !



Z obrdazku vyplyva, Ze i onemocnéni nervové soustavy maji nemaly podil na Umrtnosti.
Mezi tyto onemocnéni se fadi napf. infekéni zanétlivda onemocnéni (meningitida,
encefalitida), epilepsie, rizné stavy po Urazech a v neposledni fadé i neurodegenerativni
onemocnéni.

Neurodegenerativni onemocnéni maji spolecné znaky. Onemocnéni maji progresivni
pribéh, jsou nevylécitelnd a patologickymi znaky jsou agregdty a inkluze tvorené
specifickymi proteiny. Mezi hlavni neurodegenerativni onemocnéni patfi Alzheimerova
choroba, kterd zaujima 60 — 70% vsSech pripadl demence, dale Parkinsonova choroba,
Frontotemporalni demence, Hungtingtonova nemoc a dal3i jiné formy demence *>.

Na celém svété je 25 miliond lidi postizenych demenci. Podle epidemiologickych
studii se odhaduje, Ze v roce 2030 se mnozstvi nemocnych zdvojnasobi a v roce 2050 bude
az 115 miliond pacientl trpicich demenci. Incidence téchto pfipadd v celém svété je rocné
zhruba 5 milion0. Incidence neurodegenerativnich chorob stoupa s vékem, ohroZeni jsou
tedy nejvice seniofi kolem 65 let, ovSem jsou i jisté pripady, kdy nemoc propukne dfive.

Na celém svété byla prevalence demence u lidi nad 60 let odhadnuta na 3,9 %.
Regionalni prevalence je 1,6 % v Africe, 4,0 % v Ciné a zapadnim Tichomof¥i, 4,6 % v Latinské
Americe, 5,4 % v zdpadni Evropé, a 6,4 % v Severni Americe. Prevalence demence nad 70 let
v Evropé je 6,4 %, pro Alzheimerovu nemoc (AD) je to 4,4 %. V USA ve véku nad 70 let je AD
9,7 %. Lidé, trpici urcitou formou demence maji vysoké financni ndroky na zdravotnicky
a socidlni systém. V roce 2010 byly celosvétové celkové naklady odhadnuty
na 604 miliard USD *>°.

Stadle probihaji klinické studie vedouci ke zjisténi wvyskytu forem demence.
Napf. ve studii, kterda probihala v Austrdlii, byli vybrani muzi a Zeny ve véku od 60 let.
336 téchto Ucastnikd se podrobilo prifezové studii. U&astnili se rozhovor( a testd uréujicim
kognitivni funkce. Z vysledk( vyplynulo, Ze Australané trpi Alzheimerovou nemoci v mladsim
véku ’.

Etiologie Alzheimerovy choroby jesté neni plné objasnéna, a proto je |écba jen
symptomatickd. U této choroby dochazi k ovlivnéni kognitivnich funkci — zhorSeni paméti,
potize s feci, ke zméné osobnosti a chovani, problém(m s orientaci jak v ¢ase, tak i prostoru,
problémdm s chlzi, atd. Lécba se tedy tyka ovliviiovani kognitivnich funkci, kdy se 1é¢i jen

projevy nemoci, zlepSuje se pacientova kvalita Zivota a zpomaluje se prabéh nemoci.



Portfolio 1éCiv Alzheimerovy choroby je pomérné uzké a minimdlné polovinu redlnych
léCiv tvori latky pfirodniho plvodu (galanthamin, huperzin A). Pfirodni latky se proto staly
vyhledavanou skupinou slouéenin, kterym je vénovdna velka pozornost predevsim jako
potencidlnim kognitivim. Ve svété je nékolik pracovnich skupin, které sleduji
neuroprotektivni ucéinky predevsim alkaloidd z c¢eledi Amaryllidaceae. Existuji vSak dalsi
isochinolinové alkaloidy — napt. z Celedi Papaveraceae a Fumariaceae, které vykazuji rovnéz
zajimavou potencidlni anticholinesterasovou aktivitu. Pracovni skupina v CR, ktera se t&mito

l[atkami zabyva, je ADINACO Research Group z Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové.
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Il.  CiLPRACE

Cilem rigordzni prace bylo:

1) provedeni reSerSe na téma vlivu prolyloligopeptidasy v procesu Alzheimerovy
choroby,

2) zjisténi pfirodnich latek, kterym byla a je vénovana pozornost z uvedeného hlediska,

3) zméreni ICso u 40 alkaloidU izolovanych z rznych rostlin a také komercnich, které
byly poskytnuty pro tento ucel pracovni skupinou ADINACO,

4) vyhodnoceni vysledkd,

5) sepsani rigordzni prace.
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.  TEORETICKA CAST

3.1. Neurodegenerativni choroby

Neurodegenerativni onemocnéni je souhrnné oznaceni pro choroby mozku, perifernich
nervili a michy. | presto, Ze se poskozeni tykd rGznych ¢éasti nervové soustavy, jsou
pro neurodegenerativni choroby typické urcité znaky. Jednim z téchto znakd je progresivni
prabéh choroby, ubytek specifickych skupin neurontd (v disledku toho dochazi k zdvaznym
neurologickym a psychickym pfiznaklim), tvorba shluk(l, které jsou tvoreny patologicky
zménénymi proteiny. V neposledni fadé je tfeba zminit nevylécitelnost téchto
onemocnéni. Mezi neurodegenerativni onemocnéni patfi napf. Parkinsonova nemoc,

Huntingtonova nemoc, systémova atrofie ale predevsim Alzheimerova choroba.

3.1.1. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, které je nejcastéjsi
pri¢inou demence. Tato choroba kondéi smrti jedince béhem 6 — 10 let od propuknuti nemoci
(zalezi také na progresi onemocnéni). K poSkozeni a nevratnému zaniku nervovych bunék
dochazi predevsim v mozkové klife. Dale dochazi k ubytku acetylcholinu (ACh), ktery je
zodpovédny za prenos nervovych vzruchGd. V duUsledku ubytku ACh dochazi
ke ztraté kognitivnich funkci — poruchy prevazné kratkodobé paméti, poruchy reci, plynulosti
a srozumitelnosti v mluveni. Nemocni neudrzi pozornost, nejsou schopni se koncentrovat
a jsou také velmi casto desorientovani (problémy s orientaci jak v ¢ase tak i prostoru).
Dochazi ke ztraté osobnosti a neni mozné, aby se takto nemocny ¢lovék dokdazal sam o sebe
postarat. Ztrata kognitivnich funkci patfi k hlavnim diagnostickym kritériim pfi stanoveni
Alzheimerovy choroby. Kognitivni poruchy doprovazi i poruchy nekognitivni, kterym je tfeba

vénovat nemalou pozornost. Nemocni ¢asto trpi napt. depresemi, zvySenym krevnim tlakem

. 8,9 orieni
a bolestmi hlavy °~. ik

schopnost|

- poruchy paméti

- opakovane otazky \ fecové problémy

- hledani slov
zmény chovani

agitovanost neschopnost vykonu

funkéni stav

~poruchy dennich aktivit
- oblékani
- stravovani
- koupani
kognitivni pfiznaky behaviordIni pfiznaky
moZnost péce v rodiné nutnost institucionalizované péde
- —

progrese v ¢ase

Obr. 2 Obvykly priibéh Alzheimerovy choroby v ¢ase 10
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3.1.1.1. Etiologie
PFiciny vzniku a rizikové faktory AD nejsou stdle plné objasnény a z(stdvaji stale otazkou
mnoha hypotéz. Odhaduji se vsak rizikové faktory. Mezi potvrzené rizikové faktory patfi vék
a z Casti i geneticky podklad, kdy na chromozomu 21 je uloZen gen, ktery kdduje amyloidovy
prekurzorovy protein (Amyloid Precursor Protein — APP). APP je protein, ktery je zodpovédny
za ukladani patologického proteinu beta-amyloidu. Tyto zmény na chromozomu se vyskytuji
u5-—20 % pripadl rané formy AD (nastup priznak( do 60. roku). Pro pozdni formu AD (prvni
nastup pfiznakl po 60. roku) je hlavnim rizikovym faktorem gen apolipoprotein E
oznacovany také jako lokus vnimavosti. Dalsi rizikové faktory jsou napf. rlizné Urazy hlavy,
kouFeni, Gdajné nizsi vzdélani, hlinik, zinek a Zenské pohlavi **°.

Zenské pohlavi je zde zmiflovdno proto, Ze v soucasné dobé probihaji studie
zkoumajici vliv estrogenu pfi AD. Je zde diskutovan pokles estrogenu ve vztahu se zvySenym

1 Estrogen zlepiuje pratok krve (i v mozku), ma

rizikem AD vyskytujicich se u Zen
protizanétlivé, antioxidacni ucinky. Podporuje Stépeni APP a zlepSuje kognitivni funkce.
Divodem zkoumadni je i fakt, Ze Zeny se doZivaji vy$siho véku, a proto je také vétsi

v v 11,12,1
pravdépodobnost onemocnét AD 213,

3.1.1.2. Epidemiologie
Odhad z roku 2010 pfinasi udaj velice znepokojujici a to ten, Ze na celém svété je 25 milion(
lidi, ktefi trpi demenci, ztoho 7,7 milionu onemocni rocné. Predpoklada

se, ze kazdych 20 let se polet nemocnych zdvojnasobi >

. VétSina téchto nemocnych
se vyskytuje v zemich s nizkymi a stfednimi pfijmy. Vyskyt demence roste se zvysujicim se

vékem a nejvice jsou postizeni pacienti nad 65 let ®.

3.1.1.3. Patofyziologie
Pfesnd patofyziologie Alzheimerovy choroby neni plné objasnéna. Existuji jen urcité teorie,

které mohou stat za vznikem tohoto onemocnéni.

3.1.1.3.1. Cholinergni hypotéza
Syntéza ACh se déje nasledovné: vcytoplazmé neuronl z acetyl-koenzymu
A (ACoA) a cholinu, prostfednictvim enzymu acetylcholintransferasy vznikne ACh

(acetylcholin).
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Takto vznikly ACh je skladovan ve vesikuldch. K jeho uvolnéni do synaptické Stérbiny dochazi
podrazdénim nervového zakonceni akénim  potencidlem, vzapéti se vdie

na receptory.

ACh je neurotransmiter, ktery se vdie na dva typy receptor(l. Na muskarinovy
receptor a na nikotinovy receptor. Muskarinovych receptort je celkem pét podtypl a jsou
exprimovany v rizné mire v rlznych tkdnich, véetné srde¢niho (M2) a hladkého svalstva
(M3), sekrecnich Zlaz, neuronl a gliovych bunék v centrdlnim a perifernim nervovém
systému. Pravé M1 receptory, které se nachazeji prevainé v CNS (mozkova kilra a periferni
neurony) jsou pravdépodobné spojeny se vznikem demence. Jejich hlavni Uloha je pfi
uchovani pozornosti, ueni a paméti. Navazanim ACh na nikotinovy receptor dochazi k velmi
15, 16,17

rychlé reakci, kdy iontové kandly umozni zvySeni permeability pro Na a Ca

HS-CoA

O @)
u A i o vl
HsC—C—S— CoA + HO— CH,CH,N(CH3)s — H3C — C—0O— CH,CH,N(CH,)s
Cholinacetyltransferaza
Acetyl-CoA Cholin Acetylcholin

Po uvolnéni ACh mlZe dojit k jeho degradaci. ACh je rychle odbouravan pomoci
enzymu acetylcholinesterasy (AChE), anebo v mensi mife enzymu butyrylcholinestaresy
(BuChE). Dojde tak k ukonceni akéniho potencidlu a snizeni hladiny ACh. Porucha syntézy
ACh vede ke ztraté schopnosti uceni, rozpadu paméti a mize byt pfi¢inou dusevnich poruch
a vzniku AD 2.

O O
|
H;C—C—0O~ + HO—CH,CH.N(CH3); + H”

I
HsC—C—0O—CH,CH.N(CH,); + HO

Acetylcholinesteraza
Acetylicholin Acetat Cholin

Na zakladé této skutecnosti dochazi k cholinergnimu deficitu, tedy nedostatku ACh.
Byly objeveny latky, které zabranuji tomuto procesu. Tyto latky se nazyvaji inhibitory AChE.
Inhibitory enzym( AChE a také BuChE se pouzivaji jako léciva pfi IéCbé AD. Tyto latky zlepsuji

kognitivni funkce (viz farmakoterapie) *>2%%,
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3.1.1.3.2.  Senilni - amyloidové plaky, neurofibrilarni spleti
Senilni plaky jsou utvary v mozku nemocnych AD. Tyto Utvary jsou sloZzené z bilkoviny,
tzv. amyloidu. Amyloid se v mnoha literaturach oznacuje také jako amyloidovy B-protein.
Tento protein vznika proteolytickych §tépenim APP pomoci B-sekretazy a y-sekretazy %22
Mohou se vyskytovat i neurofibrildrni spleti (viz Obr. 3). Spleti jsou pfimo
v neuronech a jejich pocet je tedy spojen se stupném demence.
Spleti jsou sloZeny z t-proteinu. Tento protein je soucdsti mikrotubulli, které jsou

zodpovédné za dopravovani dilezitych latek z jedné buriky do druhé. Pri AD je funkce

t-proteinu abnormalni, a proto nedokazou mikrotubuly plnit svoji funkci 2.

Normal Alzheimer's
'V'f Ses --,?' (',-u‘ . !'r\!“_-: ’ . 49 > 7 4; NS

Neurofibrilla

A BrightFocus”

Foundation
Cure in Mind. Cure in Sight

Obr. 3 Amyloidni plaky a neurofibrildrni spleti u zdravych pacientti a pacientt s AD »

3.1.1.3.3. Mitochondrialni dysfunkce, oxidacni stres

Hlavni role mitochondrii spocivd v bioenergetickych procesech v burice (napf. dychaci
fetézec, KrebslOv cyklus, B-oxidace mastnych kyselin a apoptické procesy v burce).
Pfi jakékoli mutaci v mitochondrialni DNA by mohlo dojit k tomu, Ze tyto energetické procesy
selZzou, zvysi se oxidacni stres a bude se hromadit B-amyloid. Mitochondridlni dysfunkce se

v . o er s v 26,27,2
zhorduje s narGstajicim vékem 262728,
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3.1.1.3.4. Neuronalni zanét
Pfesna patofyziologie neurondlniho zanétu neni zcela objasnéna, ale je zcela jasné, Ze
chronické zanétlivé procesy hraji roli v progresi neuropatologickych zmén AD 2,

Podméty vedouci k neurondlnimu zdnétu mohou byt neurofibrilarni spleti a
B-amyloid, které mohou zptisobovat zanétlivou odpovéd *.

Podle epidemiologickych studii u osob mezi 65. — 75. rokem uZivajicich NSAID se
zkoumd ochranny uc¢inek pred AD. U nékterych pacientll se oddalil ndstup
a zpomalila se progrese AD. Nejlepsi profylakticky ucinek vykazuji inhibitory COX-2

(celecoxib, rofecoxib) 3. Je tieba oviem zvazit riziko nezadoucich G&inkd NSAID.

3.1.1.3.5. Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa patfi do skupiny serinovych proteas. Proteasy jsou enzymy,
které hydrolyzuji peptidové vazby aminokyselin. Proteasy mUlZeme rozdélit
na exopeptidasy a endopeptidasy. Exopeptiddzy odstépuji aminokyseliny od konce
peptidového fetézce a to bud na N anebo C konci. Endopeptidasy Stépi uvniti peptidového
Fetézce *%.

Pavodni nazev tohoto enzymu byl PPCE (post-proline clearing enzyme). Pozdéji byl
tento nazev zménén na PEP (prolylendopeptidase) a v roce 1992 na POP
(prolyloligopeptidase) *>.

U lidi, krav a prasat se sklada tento enzym ze 710 aminokyselin a jeho velikost je cca
80 kDa ***>. Aktivita POP byla hodnocena v lidském a potkanim mozku. Bylo zjisténo, Ze
U potkana byl vyskyt POP rovnomérné rozptylen po celém mozku *°.

POP se nachazi, jak jiz bylo zminéno ve vysoké koncentraci v mozku. Také se objevuji
zminky o tom, Ze se vyskytuje napf. i v jatrech, ledvinach 3738 Existuji dikazy o tom, Ze tento
enzym zasahuje do metabolismu substance P (nizké hladiny se vyskytuji v mozku pacient(
s AD), vasopresinu, thyreoliberinu a gonadoliberinu 3940

POP je zapojena do mnoha fyziologickych procesq, jako je napt. u¢eni, pamét a vzniku
psychiatrickych onemocnéni. POP se také zfejmé podili na ukladani B-amyloidu v mozku.
Diky témto skutecnostem je snaha nalézt inhibitory tohoto enzymu a pomoci téchto

inhibitor(i POP zamezit ukladani B-amyloidu a zlepsit tak kognitivni funkce.
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3.1.1.4. Terapie

3.1.1.4.1. Inhibitory cholinesteras

Na zakladé cholinergni hypotézy byly do praxe vlécbé mirné az stfedné zadvainé AD
zavedeny tzv. inhibitory cholinesterasy. Inhibitory cholinesterasy jsou latky, jejichz
mechanismem Ucinku je blokovani enzymu AChE nebo BuChE (rivastigmin). Dochazi tedy ke

zvydeni ACh uvolnéného z presynaptickych $térbin ***?

. Hlavnim pfinosem téchto latek je
zlepseni kognitivnich funkci. Mezi nejvyznamnéjsi latky spadajici do této skupiny patfi

syntetické latky rivastigmin, donepezil a pfirodni latka galanthamin.

Rivastigmin
Rivastigmin je selektivni inhibitor odvozeny od kyseliny karbamové. Molekula je
lipofilni, a proto latka pronikd dobfe do mozku. Plsobi v oblastech mozku, které jsou nejvice
postizené AD, a to je hippokampus a mozkova kira. Inhibuje jak AChE, tak i BuChE.
Nezadouci ucinky po uZiti mohou byt nechutenstvi, nauzea, dyspepsie a prajmy. Tyto
nezadouci ucinky Ize minimalizovat poddanim mensiho mnoizstvi latky 3 Podava se per os
(schvaleno v roce 2000) anebo transdermalné (schvéleno v roce 2007) **. Zkouma se také

intranasalni podani *°.

Obr. 4 Struktura rivastigminu
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Donepezil
Piperidinovy derivat s reverzibilni acetylcholinesterasovou aktivitou. Zadné zavazné

nezaddouci Uc¢inky po podani léku nejsou znamy.

Obr. 5 Struktura donepezilu

Galanthamin
Galanthamin je izolovan z Galanthus woronowii patfici do ¢eledi Amaryllidaceae. Tato
latka byla objevena ndhodné na pocdtku roku 1950. Plivodné bylo pouZiti této latky urceno
k lécbé stavli po obrné. Dnes se fadi svym mechanismem ucinku k selektivnim reverzibilnim
inhibitordm AChE. Vykazuje cholinergni nezadouci ucinky * napr. bolest hlavy, rozmazané
vidéni, nevolnost, ¢astéjSi moceni, zmatenost, poceni, atd. Tato latka je bézné klinicky

pouzivana.

Obr. 6 Struktura galanthaminu
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3.1.1.4.2. Inhibitory N-methyl-D-aspartatovych (NMDA) receptort

Postizeni glutamatergniho systému muUzZe vést k AD. Glutamat se nadmérné uvoliuje v
hippokampu, mozkové klre aj., dochazi tak ke zpétnému vychytdvani glutamatu a navazani
na receptor NMDA (N-methyl-D-aspartatovy receptor), coz muize vést k mnoha nezadoucim

d&jtim (napf. neurondlni apoptdza). Zde je hlavni Gloha inhibitord NMDA *'.

Memantin
Memantin je jedina latka radici se do skupiny inhibitori NMDA (receptory se podileji
na schopnosti uceni a paméti). Tato latka se béiné pouZiva pfi pokrocilém stadiu AD.
Memantin se davkuje v denni ddvce 20 mg, avSak tato ddvka je pro pacienta na zacatku
lé€by vysoka a hrozi mozné nezaddouci ucinky (somnolescence, zavraté, halucinace, zacpa,
hypertenze, aj.). Proto je tfeba riziko moznych nezadoucich ucink( snizit. To muze byt
provedeno vhodnou kombinaci s nékterymi kognitivy, zdlezi vSak na zavainosti stavu

pacienta 2.

3.1.1.4.3. Inhibitory prolyloligopeptidasy

U¢inky a vlastnosti POP jsou popsany v kapitole 3.1.1.3.5. POP, je pravdépodobné zapojena
zatim presné neznamym mechanismem do vzniku AD. Je proto snaha najit nové potencidlni
inhibitory POP. Jsou jiz znamé inhibitory POP zfad pfirodnich latek, témito latkami jsou

berberin a baikalin. Syntetickym latkdm se také vénuje nemald pozornost.

3.1.1.4.3.1. Syntetické inhibitory POP

Azabicyclo[2.2.2]oktan, Azabicyclo[2.2.2]heptan

Tyto dvé molekuly se podrobuiji klinickym zkouskam ke zjisténi aktivity jako inhibitoru

POP *°.
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ONO-1603

ONO-1603 je vsoucasné dobé latka, které je vénovana velkd pozornost. Nema

neurotoxické Gginky, je schopna se zapojit do apoptdzy a ma neuroprotektivni G&inky *°.

Latka je schopna inhibovat POP a proto je zkoumana pfi lé¢bé AD °*.

$17092

V soucasné dobé probihaji klinické studie na mozné vyuZiti v inhibici mozkové POP.

Na zakladé téchto studii vykazuje tato latka slibné ucinky v Iécbé kognitivnich poruch,

protoze zpomaluje degradaci neuroaktivnich peptidi 2.

< O

O/ \_-S

Obr. 7 Struktura S17092

SUAM-1221

Tato latka byla zkoumdna jako mozny inhibitor POP. Aktivita latky byla zkoumana

v psim mozku 3adélev krysim a mysim mozku a ledvinach. SUAM-1221 dobfe pronikala do

CNS, inhibice bylo dosazeno za 5-10 minut po i. p. podéni >*.
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JTP-4819, KYP-2047
Podle klinickych studii, probihajicich na potkanech bylo zjisténo, Ze tyto latky mohou
proniknout pfes HEB a mohou tak inhibovat POP, coZ vede ke zlepSeni paméti. V danych

pripadech byly podavany v davce 50 umol/kg 55,56

3.1.1.4.3.2. Pf¥irodni inhibitory POP

Leukosesterterpenon, leukosesterlakton

Seskviterpeny izolované z Leucosceptrum canum z Nepélu °’.

Isotamarixin
Pentacyklicky triterpenoid je izolovany z nadzemni ¢&asti rostliny Tamarix hispida.

Vykazuje silné antioxidaéni G¢inky a vyznamnou inhibi¢ni aktivitu proti POP 2,

Baikalin, Baikalein
Baikalin je flavonoid, ktery byl izolovany zkofenl Scutellaria baicalensis. Ma
protizanétlivé, antibakterialni, antioxida¢ni a protinadorové ucinky. Bylo zjisténo, Ze baikalin
se v organismu preménuje na aglykon baikalein, ktery je schopny proniknout pires HEB.
Baikalein inhibuje POP v zavislosti na davce. Studie ddle ptinasi dlikazy o tom, Ze baikalin ma
protektivni u¢inek proti otoku a ischemii mozku (ischemie mGze také zhorSovat proces uceni

a pamét) >,

|

‘O
H e,
\O/ .

Obr. 8 Struktura baikalinu
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Berberin

Berberin je isochinolinovy alkaloid izolovany z Coptis chinensis, konkrétné z jeho

oddenku. Uginek berberinu je zéavisly na davce °'. Tomuto alkaloidu je vénovéna velka

pozornost, vykazuje totiz slibné wvysledky u pacientd s neurodegenerativnimi
a psychiatrickymi poruchami ®.

H;C

~o

o)
HaC™ = |N+
NN

Obr. 9 Struktura berberinu

O

o—/

3.1.1.4.4. Nootropika

Nootropika jsou latky, které nemaji jednotnou chemickou strukturu. Mezi hlavni Gcinky
nootropik jak u nemocnych (nemocni po mozkové prihodé, urazech hlavy, lehcich
demencich, hypoxii aj.), tak zdravych pacient(, patfi zlepseni dostupnosti kysliku do mozku,
zlepseni reologickych vlastnosti krve. Dale ovliviiuji pamét a uceni pozitivnim smérem.
K témto latkam patfi napf. piracetam, pyritinol, lecitin. Nootropika jsou spiSe podplirnou
terapii u pacientd s AD, kdy zlepsuji kognitivni funkce. Jejich nezadoucim ucinkem muze byt

nespavost 10'20.

3.1.1.4.5. Ostatni léciva

Cerebrolysin je peptid pfipraveny enzymatickym S3$tépenim proteind z mozku prasat.
Podporuje funkci nervovych bunék, zpomaluje progresi onemocnéni a zlepsuje kognitivni
funkce. Podava se v infuzich **2,

Antioxidanty jako vitamin E, B-karoten nemaji prokazané zadné primé klinické ucinky

na AD. Vykazuji spiSe preventivni G¢inek a podavaji se jako dopliikova lé¢ba &'.
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Jak jiz bylo zminéno, nemocni také trpi depresemi, nespavosti, zvySenym krevnim
tlakem, aj., vzhledem k tomu jsou jako doplfikova Iéciva Ffazena u pacientl antidepresiva,

anxiolytika, hypnotika a antihypertenziva.
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité chemikalie

chlorid sodny, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)

chlorid draselny, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
hydrogenfosforecnan dvojsodny, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
hydrogenfosforecnan dvojdraselny, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
kyselina chlorovodikovd, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
deionizovana voda, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
dimethylsulfoxid, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)

1,4- dioxan, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)
prolyloligopeptidasa, Sigma-Aldrich, (Praha)

albumin, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)

YV V. .V V V V V V V V VY

Z-gly-pro-p-nitroanilid, p.a., Sigma-Aldrich, (Praha)

4.2. Seznam latek pro stanoveni hodnot ICsg

1 Allokryptopin 2  (+)-Korydin
Eschscholtzia californica CHAM. Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Papaveraceae) (Fumariaceae)

M;369,416 M, 341,406
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3  (-)-Sinoakutin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

M, 327,379

4  Papaverinium chlorid
Papaver somniferum L.
(Papaveraceae)

HaC
HaC HCI

~N
(@)
| \ o
CH
/ O/ 3
M, 375,850
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5

(+)-Korypalmin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

6 (+)-N-Methyllaurotetanin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

M, 341,406

Salutaridin
Eschscholtzia californica CHAM.
(Papaveraceae)

0
HaC™ O
HO
CH,
‘ -
HaC_
0
]
0

M, 327,379

M, 341,406
8 Retikulin
Eschscholtzia californica CHAM.
(Papaveraceae)
e
0]
N
(|) CH,
CHj3
CH
0" °
O
HaC™
M, 329,395
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9 Karyachin 10 6-Ethoxy-6-dihydrosanguinarin
Eschscholtzia californica CHAM. Chelidonium majus L.
(Papaveraceae) (Papaveraceae)

HO O O>
N
O
/
H5;C

M, 325,363 M;377,396

11 Baikalin
(komer¢ni)

M, 446,361
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12 (-)-Isokorypalmin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

M, 341,406

13 (+)-Kanadalin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

M, 369,416
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14 O-Methylkaryachin
Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae)

M, 325,364

15 Argemonin
Eschscholtzia californica CHAM. (Papaveraceae)

CH3

CH, |
CH o)
o ) O
N

(@)
o |

CH3
CHj

M, 355,43
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16 6-Ethoxy-6-dihydrochelerythrin
Chelidonium majus L.
(Papaveraceae)

M, 365,385

17 (%)-Korykavidin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

P\
(@]
CH
e L,
3 \O |
CH
O 3
CHj3
M, 383,433

18 (+)-Kanadin

Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE

(Fumariaceae)

M; 339,390
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19 Dihydrosanguinarin
Chelidonium majus L.
(Papaveraceae)

M, 333,343

21 Palmatin chlorid

Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE

(Fumariaceae)

M, 405,862

20 (+)-Hamayn
Zephyranthes robusta BAK.
(Amaryllidaceae)

WOH

M, 287,315

22 (-)-8-O-Demethylmaritidin
Zephyranthes robusta BAK.
(Amaryllidaceae)

M, 273,331



23 N-Methyllaurotetatin 24 Evodiamin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE Evodia rutaecarpa (JUSS.) BENTH.
(Fumariaceae) (Rutaceae)

O
N
N
| N
HoC
M, 341,406 M; 303,363
25 Hydrastinin hydrochlorid 26 (-)-Sinaktin
Hydrastis canadensis L. Fumaria officinalis L.
(Ranunculaceae) (Fumariaceae)

H\O
HSC\N O> -
(0]
M, 243,690 M, 339,390
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27 (-)-Bikukulin 28 (+)-Parfumidin
Fumaria officinalis L. Fumaria officinalis L.
(Fumariaceae) (Fumariaceae)

M, 367,357 M, 367,401
29 N-Methylkorydaldin 30 Homolykorin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE Zephyranthes robusta BAK.
(Fumariaceae) (Amaryllidaceae)

e
o
N
i [ "
CH,
M, 221,252 M, 315,363

33



31 Matrin

32 Oxymatrin
Sophora flavescens AlT. Sophora flavescens AlT.
(Fabaceae) (Fabaceae)

0 H

le) H
M, 248,363 M, 264,360
33 Chelidonin 34 Boldin
Chelidonium majus L. Peumus boldus MOLINA
(Papaveraceae)

(Monimiaceae)

M, 353,368

M, 327,370

34



35 (+)-Tetrahydropalmatin
Corydalis cava (L.) SCHWEIGG. et KOERTE
(Fumariaceae)

M, 355,428

36 Morfinium chlorid trihydrat
Papaver somniferum L.
(Papaveraceae)

3H,0

M, 375,850
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37 Kodeinium fosfat hemihydrat
Papaver somniferum L.
(Papaveraceae)

MeO

H,PO, .0,5H,0

M, 406,370

38 (S,R)-Noskapin
Papaver somniferum L.
(Papaveraceae)

M, 413,421
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39 Huperzin A
Huperzia serrata (THUNB. ex MURRAY) TREVIS.
(Huperziaceae)

M 242,320

40 Eserin
Physostigma venenosum BALF.
(Fabaceae)

M, 275,346
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41 Rivastigminium tartarat
(komercni)

CH,

H;C RN

M, 400,423
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4.3. Priprava reagencii

4.3.1.
>

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

Solny fosfatovy pufr (SFP)

Pfi pripravé pufru bylo navazeno toto mnozstvi bezvodych soli: 8 g NaCl, 0,2 g KCl,
1,44 g Na,HPO4, 0,24 g KHPO, do 1 | kadinky. Poté bylo pfidano 950 ml H,0
a zméreno pH roztoku, které bylo 7,4. Roztok byl pfeveden do 1l odmérné bariky a

doplnén vodou po rysku.

Roztok prolyloligopeptidasy (POP)

Obsah lahvicky komeréné dostupného preparatu enzymu ma vyrobcem deklarovanou
aktivitu 2200 U (1 U enzymu dle specifikace pfeméni 1,0 pM/min substratu
Ala-Pro-aminomethylkumarinu pfi pH 7,4 a teploté 25 °C). Enzym byl v lahvicce
naredén 100 pl SFP s obsahem 0,1 % albuminu. Albumin byl pfidan kvali stabilizaci
enzymu. Objem byl postupné doplnén za promichdvani az do celkového objemu 1 ml.
Nespotiebovany enzym byl z dGvodu nizké stability uchovavan pfi -70 °C. Pfi pouziti
zamrazeného enzymu byla vidy provedena kontrola aktivity a pfed vlastnim mérenim
provedena Uprava objemu s pomoci vySe uvedeného pufru pro dosazeni pozadované

aktivity.

Substrat 5 mM Z-Gly-Pro-p-nitroanilid

Roztok substratu byl pfipraven navaienim 8,520 mg Z-Gly-Pro-p-nitroanilidu
a rozpusténim v2 ml 1,4-dioxanu. Vidy bylo nutné zméfit absorbanci roztoku
(1,4-dioxan zvysuje absorbanci) a porovnat ji s kontrolnim vzorkem. Roztok byl vzdy

pfipraven cerstvy.

Pfiprava vzorka

Na zakladé hodnot M, jednotlivych testovanych latek bylo vypoéteno mnoZstvi
rozpoustédla (DMSO), které se ma pridat pro pripravu zdsobniho roztoku.
Podle rozpustnosti latky v DMSO byla jeho koncentrace 10> M nebo 10 M. Dal$im
fedénim zdsobniho roztoku latek s pomoci DMSO nebo H,0, byla pfipravena
koncentracni rada latek (viz postup méreni) pro uréeni hodnoty ICso.

Pfipravené zdsobni roztoky byly dukladné promichany a ulozeny v mikrozkumavkach

v mrazicim boxu pfi teploté -80°C.
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>

Pfed pouzitim byly zdsobni roztoky vyjmuty z mrazictho boxu a vytemperovany

na teplotu 25 °C.

4.4. Poutzité pristroje a pomtcky

>
>
>
>
>
>

vahy Mettler Toledo AB204-S (Metler Toledo)

ultrazvukova lazen Sonorex digital 10P (Bandelin Electronic)
tfepacka mikrodesti¢ek BIOSAN OS-10 (Biotech a.s.)
susarna Venticell 55 (BMT a. s.)

vertex LABdancer IP 40 (IKA a.s.)

analyzator automaticky mikrodesti¢ckovy reader EL800 ( Biotek Instruments, INC.)

4.5. Postupy méreni

>

Pfed samotnym mérenim vzorkd byla u kazdého z nich pfipravena, ze zasobniho
roztoku fedénim s pomoci DMSO nebo H,0 koncentracni fada 10taz 10° M.

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovdno 170 ul 0,01 M SFP a 5 pl
testované latky dané koncentrace (koncentracni $kala). Obsah jamky byl promichan
tfepackou vertex LABdancer IP40. Dale bylo pfidano 5 pl enzymu (3U/ml), opét vse
promichdno pomoci vertex LABdancer a 5 minut inhibovdno na trepacce
mikrodesticek BIOSAN OS-10. Nasledné bylo pfidano 20 pl 5 mM substratu Z-Gly-Pro-
p-nitroanilidu. Objem reakéni smési byl 200 pl.

Mikrotitracni desticka byla vlozena s reakéni smési na 30 min pfi teploté 37 °C do
inkubatoru (susarny).

Po 30 min byla mikrotitraéni desticka vytazena a byla zmérena zména aktivity POP
s pomoci ELISA readeru pfi vinové délce 405 nm.

Namérené hodnoty byly zaznamendny v programu Microsoft Excel a pomoci
programu GraphPad Prism vypocitany hodnoty ICsg.

Stejnym zpUsobem byla mérena aktivita Cistého enzymu. Pridany objem inhibitoru byl
nahrazen pufrem. Déle byl proméren kontrolni vzorek testované latky bez enzymu a
slepy pokus pufru se substratem. Jako referenéni standardni inhibitor byl pouzit Z-
pro-prolinal.

Kazdé méreni bylo opakovano trikrat.
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4.6. Zpracovani namérenych dat
Data byla zpracovana v programech Microsoft Office Excel 2007 a GraphPad Prism verze

5.02. Vzorce byly vytvoreny v programu ACD/ ChemSketch 12.
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V.  VYSLEDKY
5.1. Vysledky namérenych a vypocitanych hodnot ICs,

Tab. 1 Inhibice izolovanych alkaloidi

Latka 1Cso (LM)
1 | Allokryptopin > 2500
2 (+)-Korydin > 2500
3 | (-)-Sinoakutin > 2500
4 Papaverinium chlorid 401 + 200
5 (+)-Korypalmin 128 £ 19,7
6 (+)-N-methyllaurotetanin 135+ 23,2
7 Salutaridin 143 + 25,4
8 | Retikulin 392 + 184
9 Karyachin > 2500
10 | 6-Ethoxy-6-dihydrosanguinarin 26+7,96
11 | Baikalin 576 £ 99,9
12 | (-)-Isokorypalmin > 2500
13 | (+)-Kanadalin > 2500
14 | O-Methylkaryachin > 2500
15 | Argemonin 337+83,1
16 | 6-Ethoxy-6-dihydrochelerythrin 42,3 +£5,80
17 | (¥)-Korykavidin > 2500
18 | (+)-Kanadin 152 +51,5
19 | Dihydrosanguinarin 99,1 + 8,99
20 | (+)-Hamayn 421 +124
21 | Palmatin chlorid 1720+97,1
22 | (-)-8-0-Demethylmaritidin 430 £ 157
23 | N-Methyllaurotetatin 164+ 11,4
24 | Evodiamin 73,6 £ 10,5
25 | Hydrastinin hydrochlorid 248 £ 62,9
26 | (-)-Sinaktin 52,9+18,0
27 | (-)-Bikukulin 190 + 50,0
28 | (+)-Parfumidin 99,2 +18,4
29 | N-Methylkorydaldin > 2500
30 | Homolykorin 173 +40,6
31 | Matrin 276 £50,8
32 | Oxymatrin 304 £54,9
33 | Chelidonin > 2500
34 | Boldin > 2500
35 | (+)-Tetrahydropalmatin > 2500
36 | Morfinium chlorid 1950 + 666
37 | Kodeinium fosfat > 2500
38 | (S,R)-Noskapin > 2500
39 | Huperzin A > 2500
40 | Eserin > 2500
41 | Rivastigminium tartarat > 2500

42




VI. DISKUZE

Pti [éCbé Alzheimerovy choroby se v soucasné dobé pouzivaji na zakladé EBM léciva hlavné
dvou farmakoterapeutickych skupin a to kognitiva (hlavné inhibitory AChE) a latky ovliviujici
poruchy prenosu na NMDA receptorech (N-methyl-D-aspartatovy receptor), ktery
predstavuje predominantni systém pro ovladani synaptické plasticity a pamétové funkce
lidského mozku. Kognitiva zlepSuji pamétové funkce tim, Ze blokuji AChE a BUChE a zvysuji
hladinu ACh. Mezi tyto latky patfi rivastigmin, donepezil a galanthamin. Latky dobfe pronikaji
pres HEB, avsak jejich pouZiti s sebou nese i fadu nezddoucich ucinkld, jako je napf.
nechutenstvi, nauzea, dyspepsie, prijmy a vomitus, bolesti hlavy, atd. V pfipadé inhibitorQ
NMDA receptorll je vyuzivan pouze memantin. V pripadé dalSich potencialnich IéCiv, kterd by
mohla efektivné zasdhnout do rozvoje Alzheimerovy choroby (napf. elicitory a-sekretasy,
inhibitory B-sekretasy, moduldtory y-sekretasy, inhibitory tvorby AR oligomer(, agonisté
nikotinovych receptord, inhibitory POP, inhibitory GSK-3B pfipadné agonisté transkripcniho
faktoru PPARy nebo elicitory NGF) neni dosud zcela jasno: v pokusech in vitro, pfipadné
pfi pouziti u experimentalnich zvitat jsou tyto latky Gcinné, dosud vsak prakticky do humanni
[é¢by neprosly. Je vsak zfejmé, Ze hlavnimi hledanymi Ié¢ivy ze skupiny small molecules
zGstanou nadale kognitiva a inhibitory NMDA receptor(. U téchto latek (predevsim alkaloidni
povahy) se poklada za ucelné hledat dalsi biologické ucinky, které by terapeuticky efekt
novych (potencialnich) pfedevsim kognitiv prohloubily a splnily v maximalni mife pozadavky,
které jsou v této dobé na nova léciva kladeny. Jednou z takovych skupin latek mohou byt
inhibitory prolyloligopeptidasy (prolylendopeptidasy) .

Prolyloligopeptidasa (EC 3.4.21.26) se podili na tvorbé a degradaci peptidovych
hormonU a neuropeptidl (a-melanocyty stimulujici hormon, LH-RH, thyrotropin-uvoliujici
hormon, angiotensin, neurotensin, oxytocin, substance P a vasopressin), pritomnych
v mozkové tkani v extracelularnim prostoru. Jeji intracelularni lokalizace naznacuje fadu
dosud ne zcela objasnénych funkci. Existuje nazor, Ze ,zrychlené starnuti“ s ohledem
na expresi enzymu v hippokampu muze byt faktorem pozorovanym u kognitivnich deficitd
ve fazi pre-plaku zacinajici Alzheimerovy choroby. V soucasnosti se zd4, Ze inhibice tohoto
enzymu mUze proto vést k urcitému zlepSeni kognitivnich funkci. Studium této inhibice proto
muzZe prinést pouzitelné vysledky pri ovliviiovani neurodegenerativnich onemocnéni, resp.
Alzheimerovy choroby. V literature existuji Udaje o mozném vicefunkénim zdsahu nékterych
ptirodnich latek va&i hlavnim enzymovym systémim mozku (napf. latky z Clavicorna) ®.
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V soucasné dobé se stale diskutuje o smysluplnosti hledani novych |éciv, které by
primarné inhibovaly POP. Ackoliv existuje fada syntetickych latek, pfipravenych s cilem
inhibice uvedeného enzymu, neni v tuto chvili smér dalSiho vyzkumu jasny. Jasné vsak je to,
co jsem uvedla vySe: pokud budou existovat efektivni kognitiva, ktera zaroven budou
inhibovat POP, budou G¢inna a bezpecna, pak pfedstavuji smér dalsiho experimentalniho
vyzkumu v této oblasti ®.

Timto smérem byla motivovdna moje rigordzni prace: stanovila jsem inhibicni aktivitu
POP u 41 latek alkaloidniho charakteru (v pfevazné mire izolovanych z rostlin), které mi byly
poskytnuty pracovni skupinou ADINACO Research Group z katedry farmaceutické botaniky
a ekologie, Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové, kterd studuje biologickou aktivitu
predevsim isochinolinovych alkaloid(i a alkaloidl rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae z hlediska
jejich kognitivnich Gcinkd in vitro.

Jako standard jsem poutZila v in vitro testech flavonoid baikalin (ICsq 576 + 99,9 uM),
uz drive izolovany z kofenl SiSaku bajkalského (Scutellaria baicalensis Georgi). Latka je
vhodna pouze pro in vitro studium, protoZze nema schopnost proniknout pres HEB (jedna se
o polarni flavonoidni glykosid). Schopnost prliniku ma vsak jeho aglykon baikalein, ktery
z Casti vznika po Stépeni glykosidické vazby baikalinu v travicim traktu. Ackoliv se jedna
o latku vyznamné lipofilné;jsi nez je jeho glykosid a dal by se teoreticky predpokladat vyrazné
lepsi prechod pres HEB, tézko lze prakticky u lidského mozku ocekavat (a také to nebylo
prokazano) vyraznou inhibici POP. V literature sice existuje zminka o tom, Ze tato latka ma

2980 Uginek latky

velky potencial pfi [éCbé AD ale jeji uCinek je zavisly na konkrétni davce
in vivo je vsak spiSe pranim: flavonoidy jsou latky poldrni pro prechod pres HEB (i kdyz se
jednd o aglykony), jsou obtizné rozpustné ve vodé (zejména aglykony), v GIT pro né
neexistuje zadny specificky prenasecovy systém, ktery by jejich resorpci mohl urychlit, ale
predevsim to jsou latky, které probihaji vyrazné biotransformaci uz ve stfevé, vlivem
bakterialni mikrofléry. Pokud by byl baikalin (nebo baikalein) ucinny ve vysoké ddvce (stovky
miligraml), pak jeho pouziti nema smysl, protoze tato latka by urcité nezadoucim zplsobem
zasahla do aktivity rady enzymovych systém( v lidském organismu.

Dalsi latkou, ktera se pouziva jako referencni latka je berberin z koptisu Cinského
(Coptis chinensis), pfipadné z dfistalu obecného (Berberis vulgaris) nebo vodilky kanadské

(Hydrastis canadensis). Strukturou se fadi do skupiny isochinolinovych alkaloid( kvartérniho

typu. Tato latka vykazuje udajné neuroprotektivni vlastnosti a zlepsSuje krevni cirkulaci
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vmozku (je také popisovan zasah do apoptdzy). Diky témto vlastnostem je berberinu

vénovand pozornost také p¥i ovliviiovani AD °>°°

. Jak jsem vsak uZ uvedla — je to latka
kvartérniho typu a latky tohoto charakteru obtizné prechazeji pres HEB. K dosazeni efektivni
koncentrace by bylo nutné velmi pravdépodobné zvysit ddvku a to je v pfipadé berberinu
nezaddouci, protoze tento alkaloid je latkou do jisté miry toxickou.

Na zakladé namérenych hodnot vykazovaly inhibi¢ni aktivitu alkaloidy izolované z
nékterych zastupcl celedi Papaveraceae, konkrétné u rostliny Chelidonium majus. 6-Ethoxy-
6-dihydrosanguinarin vykazal hodnotu ICsg 26,0 + 7,96uM. Druhou nejvice inhibujici latkou
byl dihydrosanguinarin s hodnotou ICsy 99,1 + 8,99 uM a treti 6-ethoxy-6-dihydro-
chelerythrin, vykazujici 1Cso 42,3 + 5,80 pM. VSechny tyto alkaloidy patfi do skupiny
benzyltetrahydroisochinolinovych alkaloid(, konkrétné s benzofenanthridinovym skeletem.
Inhibi¢ni ucinky byly také nalezeny u nékterych alkaloidt z dymnivky duté (Corydalis cava),
maku setého (Papaver somniferum), sluncovky kanadské (Eschscholtzia -californica)

a zemédymu lékafského (Fumaria officinalis). Zde sledované alkaloidy vykazovaly tyto

aktivity, napf. salutaridin mél hodnotu 1Cso143 + 25,4 uM, papaverin (ve formé

+

hydrochloridu) 1Cs 401 + 200 uM, retikulin 392 + 184 uM, korypalmin 128 + 19,7 uM
a parfumidin, ICsg 99,2 + 18,4 uM. Pro dalsi studium v této oblasti nemaji uvedené latky
vyznam, protoZe jejich ,nosna“ inhibice (tj. inhibice AChE nebo BuChE) byla nevyznamna.
Jedinou latkou, kterd je Ucinna z hlediska inhibice AChE je kanadin, z hlediska inhibice POP
vsak neni jeji aktivita vyznamnd (ICso 152 + 51,5 uM).

Zephyranthes robusta patfi do ¢eledi Amaryllidaceae. Tato celed je charakteristicka
tim, Ze v fadé taxon( obsahuje vyznamny alkaloid — galanthamin. Galanthamin se pouziva
pfi 1écbé Alzheimerovy choroby jako AChE inhibitor (kognitivum). Jako inhibitor PEP se vSak
neosvéddCil. DalSimi izolovanymi latkami ze Zephyranthes robusta byl hamayn,

ICs0421 + 124 pM, homolykorin, ICso je 173 + 40,6 uM a 8-O-demethylmaritidin,

+

ICs50 430 + 157 pM. Aktivity téchto latek z hlediska inhibice POP nejsou vyrazné, ani
u 8-0O-demethylmaritidinu, ktery je aktivni jako inhibitor AChE.

Evodiamin izolovany z Evodia rutaecarpa vykazoval ICsq 73,6 + 10,5. Tento alkaloid byl
zahrnut do souboru proto, Ze se fadi svoji strukturou k indolovym alkaloid(im, a proto lze

pokladat za instruktivni jeho biologickou aktivitu.
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Podobné byly do souboru zarazeny matrin s hodnotou IC50276 + 50,8 uM
a oxymatrin s1Csg304 + 54,9 uM, izolované ze Sophora flavescens. Oba alkaloidy jsou
chinolizidinového typu, které jsou charakteristické pro zastupce celedi Fabaceae.

Huperzin A je pfirodni, vysoce aktivni AChE inhibitor izolovany z Huperzia serrata
(Huperziaceae), ktery se v blizké dobé stane redlnym lé¢ivem jako kognitivum. V Ciné je uz
schvalen jako |é¢ivo pro Alzheimerovu chorobu a kromé svych kognitivnich ucinkl ma
neuroprotektivni vlastnosti. Existuje nazor, Ze jednim z mechanismu ucinku huperzinu muze
byt i snizeni hladiny Zeleza v mozku (zvySena hladina Zeleza v mozku vede k poskozeni

nervové tkané, atrofii neurond) ®”%8

. V naSem meéreni nebyl prokdzan zadny ucinek proti
POP.

Synteticky rivastigminium tartarat byl zaveden do praxe pfi |é¢bé AD, avsak jako AChE
a BChE inhibitor. Jako inhibitor POP nevykazuje Zadné slibné vysledky.

Ze struktury mérenych latek je patrné, Ze vétsina molekul jsou molekuly lipofilni, coz
je také predpokladem pro dobry prinik do CNS. Alkaloidy vykazujici inhibi¢ni aktivitu jsou
isochinolinového typu. Hodnotami ICso se nejvice k referenc¢ni latce baikalinu blizi rekulin,
hamayn a 8-O-demethylmaritidin. Zda se, zZe by tyto latky mohly byt perspektivni pro dalsi

studium inhibice POP, predevsim vSak musi byt studovany jejich parcidlni derivaty.
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Nazev rigordzni prace: Prirodni latky a jejich biologicka aktivita X. Screening vybranych
alkaloidl na inhibici prolyloligopeptidasy

Alzheimerova choroba je nejzavainéjSim a nevylécitelnym neurodegenerativnim
onemocnénim, jehoZ incidence roste. Z téchto dlivodl jsou hledany nové terapeutické
postupy a predevsim lécCiva, ktera by rozsifila portfolio vyuZitelnych terapeutickych
prostiedkud. V soucasné dobé (na zakladé evidence based medicine) pfichazeji v dvahu dvé
hlavni skupiny Iéciv: kognitiva (inhibitory AChE, ptipadné BuChE) a antagonisté NMDA
receptorl. Prestoze pfiiny vzniku uvedené choroby nejsou znamy, jsou znamy dilci
patofyziologické procesy, které se pfi rozvoji choroby uplatiuji. Hledani novych kandidatnich
|éCiv v dalSich oblastech je predmétem rozvijejiciho se vyzkumu. Jednou z téchto oblasti je
hledani inhibitor(i prolylendopeptidasy, které se mohou velmi pfiznivé uplatnit v procesech
spojenych s paméti a u¢enim.

V této praci bylo podrobeno studiu inhibice prolylendopeptidasy 41 latek alkaloidni
povahy (isochinolinové a chinolizidinové alkaloidy, alkaloidy rostlin ¢eledi Amaryllidaceae),
které byly dfive studovany na inhibici AChE a BUChE a které byly ziskany od pracovni skupiny
ADINACO Research Group (UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra
farmaceutické botaniky a ekologie). Hodnotami IC5o se nejvice k referencni latce baikalinu,
blizi argemonin, hamayn a 8-O-demethylmaritidin. Z hlediska inhibice AChE a BuChE jsou
vSak vSechny latky s vyjimkou 8-O-demethylmaritidinu neaktivni (ICso> 50 uM; 8-O-
demethylmaritidin ICso 28,02 + 2,42 uM (AChE)). Do jaké miry budou tyto latky vhodné pro
dalsi praci, ukaze studium jejich aktivity na dalsi enzymové systémy lidského mozku (inhibice

BACE1, GSK-3B).

Klicova slova: Alzheimerova nemoc, prolyloligopeptidasa, alkaloidy
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Title of thesis: Natural compounds and their biological activity X. Screening of selected

alkaloids on inhibition of prolyloligopeptidase

Alzheimer’s disease is the most serious and incurable neurodegenerative disease, which
incidence is increasing. For these reasons, the search for new therapeutic practices and
especially medicines that would expand the portfolio of useful therapeutic agents. At the
present time (based on EBM) two main groups of drugs come into consideration: cognitives
(AChE, or BuChE inhibitors) and NMDA receptor antagonists. Although the causes of the
disease are not known, partial pathophysiological processes that are applied in the
development of the disease are known. The search for new drug candidates in other areas is
subject of an emerging research. One of these areas is the search for inhibitors prolyl
endopeptidase which can favorably be applied in processes related to memory and learning.

In this work, 41 alkaloidal substances (isoquinoline and quinolizidine alkaloids,
alkaloids of plants from the family Amaryllidaceae), which were previously studied on the
inhibition of AChE and BuChE, which were obtained from the working group ADINACO
Research Group (Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy Hradec Krdalové,
Department of Pharmaceutical Botany and Ecology). Have been subjected to the study of
POP inhibition. The ICso value of reference substance baicalin is approaching most by
reticulin, argemonine, hamayne and 8-O-demethylmaritidine. However, all substances
except 8-O-demethylmaritidine are inactive (ICso> 50 uM; 8-O-demethylmaritidine IC50
28,02 + 2,42 uM (AChE)) from the inhibition of AChE and BuChE point of view. The study of
their effect on other human brain enzyme systems (inhibition of BACE1, GSK-3B) shows to

which extent these substances are suitable for futher work.

Key words: Alzheimer’s disease, prolylendopeptidase, alkaloids
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