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1. Uvob

Clovék jako druh od poéatku vékd bojuje proti pfirozenému béhu, ktery mu nastavila
priroda, a to jak uspésné, ¢i neldspésné mizeme vidét vSude nejen okolo nas, ale i v nas
samotnych. Lidské télo jako takové, je schopno fungovat velmi dlouho — o vice nez
stoletych lidech jsou zminky uZ ve starovéké literature, byt se tyto zdroje nedaji
pokladat za relevantni — v dnesni dobé vSak diky pokroku docilujeme prodluzovani
stfedni délky Zivota [1]. Tento Uspéch vSak s sebou nese i obéti, a témi je vyskyt tzv.
civilizacnich nemoci. Mezi nimi jsou jak choroby, které si zplsobujeme nespravnym
zpUsobem Zivota — kardiovaskularni onemocnéni, obezita, deprese, tak i choroby, které
se bohuzZel nevyhnou ani tém nejzodpovédnéjsim — rakovina, Alzheimerova choroba
nebo jiné dalsi. Boj proti rakoviné je velmi dobte zpopularizovdn a kazdorocné se
objevuji pozitivni zpravy o novych metodach boje proti tomuto druhu nemoci. Oproti
tomu pokroky moderni védy v lécbé a hlavné prevenci Alzheimerovy choroby jsou
spise malé.

Nemoci nervové soustavy patfi k 6. nejéastéjsi vnitfni priciné amrti v Ceské republice
mezi lety 2001 aZ 2010[2] a vSeobecné se Alzheimerova nemoc drzi na prvnich deseti
prickach v pricinach amrti na svété[3][4].

Alzheimerova nemoc ma zatim stale zcela nezjisténou patologii, prizkum gen, které
terapii se pouziva pouze lé¢ba symptomatickd. Lékem prvni volby na Alzheimerovu
chorobu u nas jsou inhibitory acetylcholinesterasy, mezi které patfi i latky objevené
praveé izolaci z rostlin — galanthamin ziskany ze snéZenky (Galanthus L.), nebo relativné
nova sloucenina izolovana sloucenina z Huperzia serrata huperzin A[5].

Perspektivnim terapeutickym zdsahem v oblasti vyvoje cholinesterasovych inhibitrd se
jevi latky inhibujici acetylcholinesterasu a butylcholinesterasu. Mezi dalsi potencidlni
zasah v terapii AD mlzZeme zaradit inhibitory prolyloligopeptidasy. Tento enzym hraje
vyznamnou roli v degradaci neuropeptidu, které jsou dllezZité pro pamét a kognitivni
funkce. Pfirodnimi slou¢eninami - inhibitory cholinesteras a prolyloligopeptidasy a
dalsimi biologickymi aktivitami potencialné vyuzitelné v terapii AD se zabyva i pracovni
védecka skupina ADINACO na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie na

Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy.
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2. CiL DIPLOMOVE PRACE

Cile mé diplomové prace jsou:

sumarni sloupcovd chromatografie diethyletherového alkaloidniho vytifepku
z A. grandiflora,

izolace nejméné jednoho alkaloidu v Cisté formé z vybranych frakci ziskanych ze
sumarniho chromatografie vytfepku A. grandiflora,

podil na uréeni struktury pomoci spektroskopickych a spektralnich metod (ESI,
GC-MS, NMR), popf. optickou otacivosti,

podil na stanoveni biologické aktivity u Ccistych latek, na inhibici
acetylcholinesterasy (AChe), butylcholinesterasy (BuChe) a prolyloligopeptidasy
(POP) — urceni hodnot jejich IC50.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Alzheimerova nemoc

Demence je oznaceni pro skupinu dusevnich nemoci, objevujicich se az po ukonceni
mentalniho vyvoje. Projevuji se predevsim Ubytkem kognitivnich funkci. Nejcastéjsim
typem demence je Alzheimerova nemoc (AD).

AD je chronické onemocnéni s dosud zcela neobjasnénymi pfi¢inami, projevujici se
predevsim poruchami paméti, pozdéji i poskozenim vyssich kortikalnich funkci.
Onemocnéni bylo nazvano na pocest Dr. Aloise Alzheimera, ktery jako jeden z prvnich
lékara popsal tuto nemoc u jedné ze svych pacientek, hospitalizované v psychiatrické
|éCebné ve Frankfurtu nad Mohanem, ackoliv sam Dr. Alzheimer tuto pacientku
popisoval pouze jako atypicky pripad starecké senility stim, Ze je potifeba nalézt

vysvétleni pro nékteré nemoci, a nesnazit se vSechny pacienty nasilné rozfazovat do

YT

3.1.1. Symptomy a epidemiologie

V prvotnim stadiu je nemoc Casto nerozeznatelnd, navenek se projevuje jako mensi
poruchy paméti.

AD postihuje predevsim starsi populaci, pocinaje 62,5 lety Zivota. Vyskyt onemocnéni
pred 45. rokem Zivota je vzacny, ale po 65. roku Zivota se pocet pacientl zvysSuje na
dvojnasobek kazidych 5 let[7]. AD se ve vysledku podle odhadl vyskytuje asi u 5%
pacientl nad 65 let u nas, coz Cini asi 123 000 nemocnych[8].

Podle ¢asu objeveni prvnich ptiznakl pak rozdélujeme formy s ¢asnym pocdtkem, tzv.
presenilni, pokud se pfiznaky objevi pfed 65. rokem, a formu s pozdnim pocdtkem. Dale
pak rozliSujeme tzv. formu familidrni, kde nalézame dédi¢né predispozice, predevsim
na chromozomech 1, 14, 12 a 21. Pfesto vSak vyskyt téchto predispozic nemusi nutné
znamenat jistotu, Ze se AD skutec¢né vyskytne[7][9].

V pokrocilych stadiich pacienti trpi typickymi poruchami kratkodobé i dlouhodobé
pameéti, dale pak se muZe rozvinout i agresivita, halucinace, bludy, poruchy spanku,

deprese [7][10]. V terminalnim stadiu je pak nemocny zcela nesobéstacny, nepoznava
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své nejblizsi, objevuji se poruchy ptijmu potravin a tekutin, péce o hygienu, pacient je

imobilizovan. Ve svych dlsledcich je AD povaZzovana za letalni nemoc([9].
3.1.2. Diagnostika

Zakladnim nastrojem pro diagnostiku demenci je Mini-Mental State Examination test
(MMSE), diky némuZz mUZeme porovnavat jak jednotlivé pacienty s normalni populaci,
tak i stav jedince a jeho zlepseni nebo zhorseni, bez subjektivniho zkresleni
vySettujiciho[11].

K diagndze AD se vsak uZiva i dalSich vysetreni a testq, jelikoz podle MMSE nemusi byt
jednoznacné odlisitelna od jinych druhl demenci. Dal$imi vyuzivanymi testy jsou napfr.
test kresleni hodin, nebo test kognitivnich funkci. Pacient je dale podroben vysetreni
na CT nebo MRI, kde se hledd ubytek medidlnich temporalnich struktur mozku a
rozsSifeni komorového systému, zkousky likvoru na nékteré chemické markery,
napf. pozménény pomér proteinl Tt-proteinu a fosforylovaného Tt-proteinu,

Ubytek AB1.42[12].
3.1.3. Etiologie

Presna pfric¢ina vzniku a pridbéhu AD nebyla doposud zcela objasnéna. U pacient(
dochazi k ubytku cholinergni transmise v mozku, dochdzi ke zmenseni objemu mozku a
objevuji se i nékteré dalsi spolecné znaky, pro které maji odbornici rlzna vysvétleni,

Zadna z hypotéz neni doposud jednoznacné uznavana[7].

3.1.3.1. B-amyloid
Za jedno z moinych vysvétleni vzniku AD byla nékterymi autory povaZovana
tzv. ,,amyloidovd hypotéza“[13]. U zdravych lidi je amyloid-prekurzorovy protein (APP)
Stépen a-sekretasou, nasledné poté je Stépen y-sekretdsou. Ackoliv neni funkce APP a
produktl jeho fyziologického Stépeni pfesné znama, je v mozku hojné vytvaren a ma se
za to, Ze maji vyzivovaci a neuroprotektivni vlastnosti[14]. U nemocnych s AD je APP
Stépen B-sekretasou a y-sekretasou, kde je produktem nerozpustny B-amyloid (AB),
zatimco pfi zapojeni enzym( a-sekretasy a ndsledné vy-sekretasy ktvorbé AR
nedochazi, ale tvofi se solubilni protein p3 (Obr. 1). U obou téchto procesu dale vznika

intracelularni C-terminalni fragment (AICD) a solubilni extracelularni ektodomény
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APPsa a APPsB[14]. Prevainé AR, pak tvori jadro senilnich plakd, a AB4o se zase uklada
ve sténach cév, kde zpUsobuje cerebralni angiopatii. Nékolik studii ukazuje, Ze zvysena
hladina AP vede k poskozeni synapsi a neurodegeneraci[15]. Pfechod AP dovnitf bunky
ma za nasledek zvyseni hladiny p53 [16].

Volného AR, v likvoru se vyuziva k diagnostice AD[17].

ZvySena tvorba AR muze byt podminéna mutaci pro APP na 21. chromozomu, genu pro
tvorbu presenilinu 1 na 14. chromozomu a presenilinu 2 na 1. chromozomu, nebo

mutaci mRNA, kdy pak dochazi k tvorbé odliSného APP a ubikvitinu[7].

Obr. 1 - Stépeni APP fyziologickou cestou a u pacientd s AD [14]

Fyziologicka cesta Tvorba beta-amyloidu
=] =
S APPsa = APPsf3
p3
A
y-sekretasa B-sekretasa = y-sekretasa

a-sekretasa

i
!

?

e
88580

R
666406

e
88668

0 R e
8854 148

AICD AICD
APP a-CTF APP  B-CTF

3.1.3.2. Senilni plaky
Senilni plaky se vytvéareji v mozkové kure, podkorové vrstvé Sedych bunék a klre
mozecku, kde jsou obarvitelné bud’ stfibrem, thioflavinem S nebo konZskou cerveni a
mohou byt pozorovany, nebo jsou detekovatelné imunohistologicky. V mensi mire se
vyskytuji i u normalné starnouciho mozku.
RozliSujeme dvé formy plak(, amorfni, tzv. difuzni plaky, ty nejsou obarvitelné

thioflavinem Sani koniskou c¢erveni, a formu fibrildrni, tvofrici klasické, neboli
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amyloidni plaky[18]. V klasickych plakdch najdeme denzni jadro neuritll s parovymi
spirdlnimi vldkny tvorenych hyperfosforylovanym t-proteinem a AB, pfipadné jen
hrudky amyloidu. Difuzni plaky se povazuji za jakysi predstupen plakd klasickych a
Zadné neurity v nich nenajdeme(7].

Néktefi autofi se vSsak domnivaiji, Ze tvorba AB a senilnich plakd je dlisledkem dystrofie
neuritl, coZ si odvozuji z ndlezu AP u mladych pacienti s Downovym syndromem [7].
Podle nékterych udbytek kognitivnich funkci koreluje pouze s ubytkem neurond,

nezavisle na hladiné AB a vyskytu neurondlnich klubek[19].

3.1.3.3. Apolipoprotein E
Apoliporotein E (ApoE) se podili na redistribuci lipidd jak mezi organy, tak i mezi
bunkami. Ukazalo se, Ze se také hojné vyskytuje v mozcich pacientll s AD, a
predpoklada se jeho podil na ukladani AB v placich. ApoE je kddovan ve trech alelach,
vyskytuji se Ctyfi izoformy. Vyssi ohroZzeni AD maji lidé s izoformou ApoE4, kterd se u
osob s AD vyskytuje nejCastéji. ApoE se vimunohistochemickych vySetienich nasel
predevsim v placich difuzniho typu, zatimco v klasickych témér neni. Predpoklada se

tedy, Ze ukladani ApoE je predchozim krokem ukladani AB v placich[7].

3.1.3.4. Neuronalni klubka

Neuronalni klubka, prvné pozorovdna pravé Aloisem Alzheimerem([7], jsou tvorena
hyperfosforylovanym t-proteinem. Za fyziologickych podminek se mozkovy mozkovy t-
protein ucastni tvorby mikrotubul(l a zabezpecuje jejich stabilitu. Pfi AD je t-protein
hyperfosforylovan, tehdy svoji funkci ztraci, staci se do dvojité Sroubovice a vytvafi tak
neurondlni klubka. V klubkach je t-protein ubikvitinizovan a nasleduje dystrofie
postizeného neuronu. Hyperfosforylace je pravdépodobné spusténa zménou
konformace mutovaného t-proteinu, kdy je t-protein fosforylovan, ale nemuize byt
defosforylovan.

Hyperfosforylace nachazime nejen u AD, ale i jinych chorob napf. Downova syndromu,
Pickovy nomoci aj.[20] Enzymem zodpovédnym za hyperfosforylaci je enzym glykogen
syntasa kinasa 3 (GSK3) a v souvislosti s jeho pusobenim na zvySenou produkci AB,

zvySenou zanétlivou odpovéd, snizeni produkce acetylcholinu a medidtory apoptdézy
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mluvi néktefi autofi o tzv. GSK3 hypotéze AD [21]. GSK3 se vyskytuje ve dvou
izoformdach — GSK3a (51kDa) a GSK3p (46kDa)[22], pficemzZ izoforma GSK3p je v mozku

Castéjsi a tedy je zodpovédna za hyperfosforylaci t-proteinu[23].

3.1.3.5. Zanét a oxidativni stres
Ackoliv sterilni zanét je jednim z faktorl proces pfti vzniku AD, védecka spolecnost se
neshoduje vtom, zda jde o hlavni nebo vedlejsi pficinu nebo jen souvisejici Ukaz
s rozvinutim AD[24]. Zanét vznika okolo usazenin AR, aktivované mikroglie pak mohou
vyluéovat neurotoxické cytokiny, které mohou zplsobit odumieni neuronu. Dalsi
cytokiny mohou zaktivovat také monocyty, které ptilnou k endotelu kapildr a za¢nou
uvoliovat kyslikové radikdly[7]. Vznika tak oxidacni stres, coZ je nepomér mezi
oxidanty a antioxidanty. Oxidanty mohou poskozovat vSechny druhy makromolekul
(cukry, proteiny, lipidy, DNA), coz mlze vést k aktivovani dalSich fidicich molekul a

tvorbé AP, poskozeni dalSich bunék a nastartovani jejich apoptdzy[25].

3.1.3.6. Dalsi rizikové faktory AD
U pacientd s AD ¢asto nachazime i poSkozeni mozkovych cév. To vedlo k vytvoreni
alternativnich hypotéz ke zminéné hypotéze s AB s tim, Ze neurodegenerativni proces
je zahdjen diky cévni nedostatecnosti.
Nejvyznamnéjsim faktorem je hypertenze. Osoby s vysSim tlakem krve maji vétsi
predispozice k rozvinuti AD. Byly provedeny studie, ale pouze studie s nitrendipinem
vykdzala zlepSeni oproti kontrolni skupiné. Jsou ovSem spekulace, zda UspéSnost
nitrendipinu nespocivda vjeho mechanismu blokace vdapnikovych kanall, tedy
podobného jako ma memantin.
Diabetes mellitus je v poradi druhy rizikovy faktor, pfedevsim se jednd o DM 2. typu.
Zde se uvazuje jak o vlivu DM na stény cév, tak i o vlivu na odumirani neurond a také
tvorbu senilnich plakd. Studie s rosiglitazonem vsak neprokdzala ucinek[13].
Cholesterolemie je treti rizikovy faktor. Pfi zvySené cholesterolemii je zvysené i
mnozstvi AB a dale cholesterol pfispiva k ateroskleréze mozkovych cév. Studie se

statiny vSak také nepfinesly poZzadované vysledky[26].
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3.1.4. Farmakoterapie

Etiopatogeneze AD neni zcela plné objasnéna, soucasna lécba podle mediciny zalozené
na dlikazech tak funguje pouze kauzadlné, coZ znamena, Ze pouze snizuje pfiznaky a
zpomaluje prabéh nemoci. V praxi se uzivaji predevsim dvé skupiny léciv, které
ovliviuji kognitivni funkce — inhibitory cholinesteras a inhibitory NMDA.

Dalsi farmakoterapie zkousena v minulosti dnes nema dostatek dikazli o jejich
ucinnosti. V historii byly zkouSeny extrakty z Ginkgo biloba, nesteroidni antirevmatika,
vitamin E, estrogeny a statiny. Ponékud nadéjnéji se jevi standardizovany extrakt
EGb761 z Ginkgo biloba, kterd zatim v nékolika studiich ma prokdzané ucinky, a
premysli se o jejim nasazeni u pacientl, ktefi nejsou vhodni pro standardni |écbu
inhibitory cholinesteras, nebo jako adjuvantni [é¢bu[27].

Vzhledem ktomu, Ze jsou nemocni s AD casto postihovani i poruchami chovani,
depresemi nebo Uzkosti, je u nich nasazovana lécba ovliviiujici tyto nekognitivni funkce
— antidepresiva (SSRI, mirtazapin, venlafaxin, milnacipran, moklobemid), anxiolytika
(buspiron), antipsychotika (tiaprid, melperon, risperidon, quetiapin, olanzapin,
ziprasidon, amisulpirid, aripiprazol), thymostabilizatory (karbamazepin, valproat,

gabapentin, lamotrigin) [9].

3.1.4.1. Inhibitory cholinesteras

Léciva této skupiny blokuji enzymy, které odbouravaji acetylcholin, a tim zlepSuji
posSkozenou acetylcholinergni transmisi v mozku, ¢imz zlepsuji kognitivni funkce,
zvySuji pozornost a také snizuji nékteré poruchy v chovani.

Inhibice cholinesteras se ukdazala byt lepsi neZ pfima terapie receptorovymi agonisty,
protoZze inhibitory cholinesteras zvysuji uclinek fyziologicky produkovaného
acetylcholinu, nez aby tonicky nebo celkové ovliviiovaly nikotinové nebo muskarinové
receptory[28]. V dusledku poznani, Ze pfi AD je funkce AChE sniZzena a jeji roli prebird
BuChE, je zacilena pozornost také na inhibitory BUuChE. Vyhody takovéto inhibice jsou
jak vétsi uacinnost, ale také méné nezadoucich uc¢inkii mimo centralni nervovou
soustavu[29].

Donepezil je chemicky piperidinovy derivat, plsobi pouze inhibici AChE, a je to
inhibitor nekompetetivni, rychle reverzibilni. Ma vysokou vazbu na plazmatické
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proteiny (kolem 96%), vysoky plazmaticky polocas (70h), eliminuje se pres jaterni
enzymy, jeho davkovani je okolo 5-10 mg jedenkrat denné. Dnes je produkovan ve
formé tablet, pracuje se na vyvinu peroralniho roztoku.

Rivastigmin je IéCivo ze skupiny karbamdtovych derivatd, a plsobi inhibicné jak na
AChE, tak i BUChE. Stejné jako u donepezilu jde o nekompetetivni, ale tentokrat velmi
pomalu plsobici reverzibilni inhibitor. Je selektivni pro mozkové cholinesterasy.
Rivastigmin se vaze na plazmatické proteiny asi ze 40%, jeho plazmaticky polocas je
okolo 1-2 hodin, je metabolizovan pfimo AChE a BuChE, vyluc¢ovan ledvinami. Denni
davka je 6-12 mg denné, rozdélené do dvou davek branych s jidlem. Pouziva se ve
formé tobolek, perordiniho roztoku, vyviji se transdermalni naplasti.

Galanthamin je terciarni alkaloid se strukturou fenanthrenu, byl izolovan z nékolika
rostlin rodu napf. Galanthus L. (Amaryllidaceae). Galanthamin je inhibitor jak AChE tak
BuChE, zaroven allostericky moduluje receptory nikotinového typu, coz zpUsobuje dalsi
potenciaci neurotrasmise. Receptory nikotinového typu jsou dlleZité pro pamét a
uceni. Galanthamin se malo vaze na plazmatické proteiny (18-20%), je metabolizovan
na cytochromu p450 a vylucovan z 97% moci, 18-22% latky v nezménéném stavu. Na
AChE soutézi s acetylcholinem o vazbu, jedna se tedy o kompetitivni inhibici, ktera je
reverzibilni. Galanthamin kromé AChE inhibuje i BuChE, k AChE je ale 13-50krat
selektivnéjsi. Dale ma galanthamin antiapoptotické ucinky, které chrani neurony proti
apoptdze vyvolané AB. Galanthamin se uZivd v davce 16-24 mg na den, v jedné
(v pfipadé, Ze podava ve formé tobolek s fizenym uvoliovdnim) az dvou davkach
v podobé tablet s jidlem[30],[31].

Huperzin A je seskviterpenovy alkaloid [32], ktery byl izolovan z plavuné Huperzia
serrata (Thunb.) Trevis (Lycopodiaceae)[33]. Huperzin A je vyborny inhibitor AChE,
v tomto sméru predci i galanthamin, ale slabsi inhibitor BUChE. Jedna se o reverzibilni
inhibitor. V porovnani s donepezilem a rivastigminem ma huperzin A lepsi prostupnost
skrze hematoencefalickou bariéru, vyssi biologickou dostupnost po peroralnim podani
a delsi trvani inhibice. Huperzin A je metabolizovan izoenzymy CYP1A2 a CYP3A1/2.
VyluCuje se prevainé moci.[5] U této latky jsou dokonéené klinické studie 2. faze

s uspokojivymi vysledky, ale je tfeba jesté provést rozsahlejsi kvalitni studie[34].
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Nezadouci Ucinky této skupiny léciv souvisi s prudkym zvySenim hladiny acetylcholinu,
vétSinou v oblasti akutnich gastroinstestinalnich probléma: nausea, zvraceni, prijmy
nebo ztrata chuti k jidlu. Témto problémm lze predchazet pomalou titraci davky, kdy
se zvySuje tolerabilita pacient(l k témto léCiviim. Nauseu a zvraceni lze pripadné zmirnit
pomoci centralné pusobicich antiemetik. Béhem udrZovaci faze pak muze dojit
k vyskytu neurologickych, svalovych a kardiorespiracnich potizi.

Zatim neexistuje dlikaz, zda by inhibitory AChE zpomalovaly vyvoj onemocnéni, ze

studii ale jiZz dnes vyplyva, Ze ke zhorSeni onemocnéni dochazi u pacientl pozdéji[31].

3.1.4.2. Inhibitory NMDA receptoru
NMDA receptory jsou jednim typem glutamatovych receptorl. Glutamat
zprostredkovava prenos signall u 40-60% synapsi, zejména v hipokampu a neokortexu,
ma vliv pfedevsim na uceni a pamét.
Pfi AD je hladina glutamatu zvysena, coz vede k hyperexcitaci NMDA receptord,
dochazi ke zvysenému influxu vapenatych iontd do burky, kde aktivuje enzymy a
tvorbu kyslikovych radikal(l, coz vede az k poskozeni nebo zniceni neurond.
Jedinym uZivanym inhibitorem NMDA receptord dnes je memantin. Jde o
nekompetetivniho antagonistu. Memantin blokuje misto pro Mg?®" ionty a blokuje tak
vstup Ca’" do bunék, nemd viak vysokou afinitu, a tak pfi p¥ipadném impulzu
z presynapse uvoliuje svoje misto, diky ¢emuz fyziologicka funkce neuronu neni
blokovana.
Memantin dale blokuje 5-HT; receptory, jejichz pfipadna aktivace také znesnadnuje
proces uceni a paméti. Inhibice tohoto typu receptort také snizZuje pfipadnou nauseu a
narusenou motilitu, coz z néj déla skvély doplnék k terapii donepezilem.
Memantin se vdZe z 45% na plazmatické bilkoviny, metabolizuje se jen z 20%, zbytek je
vylou¢en nezménén ledvinami. Podava se v davce 10 mg dvakrat denné, pficemz se
davka po tydnech titruje po 5 mg/den. | diky tomu, Ze neinhibuje Zadny z izoenzym(
cytochromu P450, ma velmi malo interakci, interaguje s léky, které se také vyluéuji
tubuldrni sekreci. Jeho vyluéovani je snizeno pfi alkalizaci moce. Mezi nezadouci
ucinky patfi zavraté, bolesti hlavy, Unava, zmatenost.

Memantin je mozné a vyhodné kombinovat s inhibotory AChE [12] [35].
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3.1.4.3. Ostatni farmakoterapie
K 1écbé se mimo predchozich skupin IéCiv pouzivaji i dalsi, které se snazi ovliviiovat
patogenezi jinymi mechanismy, jejich uziti vSak neni zaloZzeno na diikazech.
Nootropika — piracetam, pyritinol, nicergolin — zvySuji mozkovy metabolismus,
odolnost mozkové tkané vici hypoxii, neurondlni proteosyntézu. Byvaji dobre
tolerovana, maji minimum nezddoucich ucinka.
Vzhledem ktomu, Ze velkou roli v AD hraji také volné kyslikové radikdly, svoje
opodstatnéni ma i pouziti antioxidanta — napr. a-tokoferol, kyselina askorbova, retinol,
melatonin, extrakt Gingko biloba (ten ma i nootropni vilastnosti).
Ze studii se zjistilo, ze u Zen, které po menopauze prodélaly substitu¢ni terapii
estrogeny, je vyskyt AD niZsi nez u Zen, které touto terapii neprosly. Estrogeny se tak

povazuji za preventivni opatieni proti AD[7][12][27].
3.1.5. Potencialni terapeutické zasahy

Moderni medicina se snazi najit mozné cesty, jak AD vylécit nebo ji UpIné predejit, coz
komplikuje doposud nejasna patologie AD. Kromé zde uvedenych latek existuji i dalsi,
které se snazi zasahnout pric¢iny AD at uz podle amyloidové hypotézy, GSK3 hypotézy
nebo i jiné. JelikoZ téchto latek existuje bezpocet a hlavni naplni této prace neni jejich

vycCet, jsou uvedené latky pouze jako priklady a kromé nich existuje fada dalSich [36].

3.1.5.1. Inhibitory y-sekretasy

Inhibice y-sekretasy by méla pfimy vliv na redukci AB (Obr. 1 - St&peni APP fyziologickou
cestou a u pacientl s AD ). y-Sekretasa ma kromé Upravy APP také jiné funkce. Na
zvitecich modelech se ukdzalo, Ze neselektivni inhibice mize mit systémové vedlejsi
ucinky. Vyhledoveé se vyzkum zaméruje spiSe na selektivni inhibitory tohoto enzymu.

Semagacestat je neselektivni inhibitor y-sekterasy. Mezi vedlejSimi ucinky se objevily
gastrointestindlni potiZe a koZzni problémy, jinak je relativné dobfe tolerovan a prokazal
se jeho ucinek na snizeni hladiny AB. Dvé probéhnuvsi klinické zkousky faze 3 vsak
ukazaly zhorSeni kognitivnich schopnosti, coz miZe souviset jak se zvySenim y-
sekretasy v dusledku rebound efektu, ale tfeba i ztraty funkce y-sekretasy v drahach

mimo APP dulezitych pro spravnou funkci neurona[36].
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Tarenflurbil, enantiomer flurbiprofenu[37], je nesteroidni antiflogistikum, u kterého se
prokazala schopnost snizeni hladiny AB4, diky zméné funkce y-sekretasy. Ta ucinkem
tarenflurbilu Stépi ABs; na mensi kousky, které maji mensi tendenci tvorit plaky.
Zkousky faze 2 prokdzaly pozitivni efekt na denni aktivity a vSeobecné fungovani
pacientd, ale Zadny efekt na kognitivni funkce. Zadny efekt na kognitivni funkce

neprokdzala ani faze 3[36].

3.1.5.2. Inhibitory B-sekretasy
Dalsi teoretickou cestou, jak narusit tvorbu APB je inhibice B-sekretasy. B-sekretasa se
vyskytuje ve dvou homolozich BACE1 a BACE2, pficemZz BACE1l se ukazuje byt
dominantni v tvorbé AB[36].
Molekul inhibujicich B-sekretasu je k dispozici vice, ale jen nékteré jsou zahrnuty
v klinickych zkouskach. MK-8931 dokoncila fazi 1 a momentalné je ve fazi 2/3,
LY2886721 je ve fazi /2. GRL-8234 prokazala pozitivni ucinky v preklinickych zkouskach

u mysi[37].

3.1.5.3. Elicitory a-sekretasy
Stimulace a-sekretasy by méla vést k snizovani hladiny volného APP, ktery by mohl byt
metabolizovan amyloidogenni cestou[36]. Zastupcem této skupiny je etazolat,
inhibitor fosfodiesterasy 4, modulator GABA, receptorl a elicitor a-sekretasy,
momentalné ve 2. fazi klinického zkouseni[38]. Zatim je dobre tolerovan a postrada
vyznamnéjsi nezadouci ucinky[39].

3.1.5.4. GSK3p inhibitory
Inhibice GSK3, predevsim jeji B-izoformy zabranuje hyperfosforylaci t-proteinu, ktera je
spojovana s odumirdnim neuronl a rozvojem AD. Nadéjnou latkou tohoto druhu se
zdd byt thiadiazolidinonova sloucenina tideglusib. Ve fazi 2 klinickych zkousek

vykazovali pacienti narlst kognitivnich schopnosti, nyni probiha faze 2b[40].

3.1.5.5. Inhibitory POP
POP je enzym Stépici peptidické hormony a neuropeptidy souvisejici se ztratou

paméti [41]. U pacientd s AD byl zjistén nedostatek latek, jako jsou substance P,
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vasopresin a thyrotropin uvoliujici hormon, které jsou timto enzymem Stépeny.
Predpoklada se tedy spojitost ¢innosti tohoto enzymu a ztraty paméti béhem AD[42].

Inhibitory tohoto enzymu je i fada pfirodnich latek jako napfiklad berberin[43].
3.1.6. Nefarmakologicka lécba

Diagndza AD je tézka jak pro pacienta, tak i pro jejich blizké, ktefi o né pecuji. Jak je
psano vyse, moderni medicina neumi zvratit prilbéh onemocnéni. Jsme pouze schopni
oddalit tézsi stadia.

Zakladem dnesni péce o pacienty je tak kromé farmakoterapie i edukace nemocného,
prip. i jeho pecovatell, postupy a ndvyky, které mu umozni fungovat déle samostatné.
Pacientlv mozek by mél byt hodné stimulovan, nemocny by si mél vést denik
s ddlezitymi informacemi. Ackoliv se pribéh nemoci témito cvicenimi nezvolni,
pomaha pacientlim se citit |épe i navzdory jejich nemoci[44].

Pecujici jsou pouceni, jak se k pacientovi chovat a i jak zvladat nékteré situace, pokud

je nemocny v domaci péci[45].

3.2. Argemone grandiflora Sweet

Oddéleni: Magnoliophyta

Trida: Magnoliopsida
Podtfida: Ranunculidae
Rad: Papaverales
Celed: Papaveraceae
Rod: Argemone L.[46]

| \ \
Obr. 2 — Argemone grandiflora Sweet. [77]

23



3.2.1. Rod Argemone L.

Rod Argemone je Siroky plvodné rozsiteny v teplych a suchych oblastech Severni a
Jizni Ameriky. Jde o ro¢ni nebo vytrvalé byliny, méné ¢asto kefe. Maji vykrajované listy,
kalich troj¢etny, dvojité troj¢etnou korunu.

V celém rodu se vyskytuji alkaloidy, které jiz byly v minulosti studovany rdznymi autory
pro pouZiti k Iékafskym uceldm. Rod Argemone je moziné rozdélit na dvé podskupiny
podle vyskytu druhd alkaloidl. Do prvni skupiny patfi druhy obsahujici predevsim
pavinanové alkaloidy, do druhé pak druhy s protoberberinovymi alkaloidy a jejich
derivaty, tzn. protopiny nebo benzofenantridiny. Do této druhé skupiny patfi i

zkoumany druh A. grandiflora[47].
3.2.2. Morfologie

A. grandiflora, ¢esky pleskanka velkokvétd, je jednorocni bylina dorlstajici 1 — 1,5
metru. Lodyha nese perenolalo¢né zelené listy s bélavymi stfedy. Kvéty jsou velké,
opadavy kalich ze tfi hladkych listk(i, Sest okvétnich platkd cisté bilé barvy, tycinky
mnohocetné, prekryvajici se, oranZovo-zluté barvy. Semenik je sloZzeny ze Ctyr

plodolistd, Ctyfi prirostlé blizny mésicitého tvaru[48].
3.2.3. Vyskyt, doba kvétu

Pleskanka je puvodni v Mexiku, na slunecnych, piseénych nebo Stérkovych suchych

stanovistich. Kvete od ¢ervence do zafi[49].
3.2.4. Obsahové latky

Rostliny rodu Argemone L. jsou vyznamné predevsim obsahem alkaloid{, mimo nich
obsahuiji i jiné sekundarni metabolity, jako jsou flavonoidy, glykosidy, saponiny, taniny,
fenoly, aj.[50].

Doposud se v A. grandiflora podafilo identifikovat alkaloidy berberin, a-allokryptopin,
protopin, platycerin, isonoargemonin, munitagin, glaucin, bisnoargemonin, argemonin,
laudanosin, kodamin, cheilanthifolin, kryptokavin, korypalmin, sanguinarin,

chelerythrin, reticulin, escholtzin[51][52].
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3.2.5. Aktivita alkaloid(i rodu Argemone L.

3.2.5.1. Pavinany

Obr. 3 — Pavinany izolované z A. grandiflora

OH
<D ‘ ‘ O> : o
o o} HO
1 2
HaCO OCHj
HaCO OCH,
3
HaCO OCHz HO OH
Ha,CO OH HaCO OCH3
4
OH 3

HaCO OCH3
@‘ OCHs
6
1 - (-)-escholtzin (kalifornin), 2 — (=)-munitagin, 3 — (-)-argemonin, 4 — (-)- isonoargemonin,
5 — (-)-bisnoargemonin, 6 — (—)-platycerin
e (—)-Escholtzin (kalifornin) - inhibice [3H]8—Hydroxy—2—(di-N-
propylamino)tetralinu na 5-HT;4 receptoru, inhibitor CYP3A4 in vitro[53].
e (—)-Munitagin — biologicka aktivita neni znama.
e (—)-Argemonin —antiproliferativni schopnosti[54], inhibice POP[43].
e (—)-Norargemonin (isonoargemonin) — biologicka aktivita neni znama.
e (—)-Bisnoargemonin (rotundin) — sniZzeni produkce Zzaludecéni kyseliny a
Zaludecnich $tav bez ovlivnéni pepsinu[55], analgetické, antiischemické,
antihypertenzni, sedativni a hepatoprotektivni vlastnosti[56].

e (-)-Platycerin —inhibice POP[43].
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3.2.5.2. Protopiny

Obr. 4 - Protopiny izolované z A. grandiflora

1 - protopin, 2 - a-allokryptopin, 3 - kryptokavin

e Protopin — inhibice nasledujicich enzyma: alkoholreduktasa 1, aldosareduktasa,
a-amylasa, aminopyrin-N-demetylasa, antiamebickd aktivita, antimalarickd
aktivita, antiamnestické ucinky, zvySeni prokrveni mozku, hepatoprotektivni a
antiototoxicky ucinek, potlaceni spermatogeneze, antitromboticky efekt,
inhibice metabolismu arachidonatu, sniZeni hladiny ATP, sniZeni viskozity krve,
inhibice uvolfiovani a reuptake Ca"* iont(, negativni chronotropni[57], negativni
inotropicky a vasodilatacni efekt, inhibice AChE, cytotoxicky a anti-proliferativni
ucinek[58].

e a-Allokryptopin — antihypertenzni[59], antifungalni, anthelminticky ucinek[58].

e Kryptokavin (kryptopin) — inhibice DNA | polymerdsy, antiarytmicka aktivita,

antihepatotoxicka aktivita, inhibice reverzni transkriptasy[57].
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3.2.5.3. Benzylisochinoliny

Obr. 5 - Benzylisochinoliny izolované z A. grandiflora

OCH,4
OCH;4
HyCO
HsCO
-
HC : OCH;
\N HSC\ OH
N
1 2
OCH;
OCH,
OH
HsCO
HyC : OH
3 ‘.\N

OCH;4
1 - (+)-laudanosin, 2 — (+)-kodamin,

3 — (+)-retikulin

e (+)-Laudanosin — kardiovaskularni aktivita[60].
e (+)-Kodamin — antimalarické ucinky [61].
(+)-Retikulin — tlumivy uc¢inek na centrdlni soustavu[62], antimikrobidlni a

antimalarické ucinky[63], inhibice POP[43].
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3.2.5.4. Benzofenanthridiny

Obr. 6 - Benzofenanthridiny izolované z A. grandiflora

)

H,C—O
o]

o 2

H4;C

1 - sanguinarin, 2 - chelerythrin

inhibice monoaminooxidasy[64], antifungdlni aktivita[65],

e Sanguinarin -
antibakterialni[66] a cytotoxicka aktivita[67].
Chelerythrin — antifungalni aktivita[65], spousté¢ apoptdzy[68], protizanétlivé,

antiagregacni a antibakteridlni vlastnosti[69].

3.2.5.5. Aporfiny
Obr. 7 - Aporfiny izolované z A. grandiflora

T

(+)-glaucin

e (+)-Glaucin —bronchodilata¢ni a protizanétlivé ucinky[70].
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3.2.5.6. Protoberberiny

Obr. 8 - Protoberberiny izolované z A. grandiflora

H4CO

OCHy 3
1 - berberin, 2 — (-)-cheilanthifolin,
3 — (-)-korypalmin
e Berberin — inhibuje POP [43], bakteriostatické uciny, antimalarické ucinky,
hypolipidemikum, antihypertenzni vlastnosti, cytotoxicita proti nddorim
délohy, konecniku, nasofaryngealnimu nadoru, antikancerogenni aktivita[71],
vyrazna inhibice AChE a BUChE[43]
e (—)-Cheilanthifolin — antioxida¢ni aktivita[72], antimalarické ucinky[73].
e (—)-Korypalmin —  antibakteridlni,  antifungalni,  antimykobakteridlni,
antikvasinkova aktivita, blokace dopaminovych receptori a inhibice zpétné

absorbce dopaminu, inhibice POP[43], inhibice AChE[74].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a vybaveni

4.1.1. Rozpoustédla a chemikalie

e chloroform p. a. (CHCls) (Penta a.s.),

e cyklohexan p. a. (cHx) (Penta a.s.),

e lékarsky benzin Iékopisné kvality CL 2009 (LB) (Penta a.s.),

e ethanol 95%, denaturovany methanolem, p. a. (EtOH) (Penta a.s.),

e toluen p. a.(To) (Penta a.s.),

e diethylether (Et,0) (Penta a.s.),

e diethylamin p. a. (DEA) (LachNer),

e ethylacetat (EtOAc) (Penta a.s.),

e acetonitril (ACN) (Penta a.s.),

e trifluoroctova kyselina (TFFA) (Fluka),

e destilovana voda (H,0),

e hexan p. a. (Hx) (Penta a.s.),

e Dragendorffovo Cinidlo — sklada se zroztoku 1,7 g dusi¢nanu bismutitého
zasaditého a 20 g kyseliny vinné v 80 ml destilované vody a roztoku 16 g jodidu

draselného v 40 ml destilované vody smisenych v poméru 1:1
4.1.2. Chemikalie a material pouzity pfi stanoveni inhibi¢nich aktivit

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

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

e dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich),

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

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

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

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4
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Zasobni roztok A
10 mM roztok NaH,POq (1 litr roztoku obsahuje 1,20 g NaH,PQO4, nebo 1,38 g
NaH,P04.H,0, nebo 1,56 g NaH,P0,4.2 H,0).
Zasobni roztok B
10 mM roztok Na,HPO, (1 litr roztoku obsahuje 1,42 g Na,HPO4, nebo 1,78 g
Na,HPO4.2 H,0, nebo 3,58 g Na,HPO,4.12 H,0).
Smichd se 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B a 300 ml vody.

e 5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
8,766 g chloridu sodného p. a. se rozpusti v 5mM fosfatovém pufru pH 7,4 a
doplni se jim do 1000 ml.

e 100mM Fosfatovy pufr, pH 7,4
Zasobni roztok A
200 mM roztok NaH,PO,4 (1 litr roztoku obsahuje 24,0 g NaH,PO4, nebo 27,6 g
NaH,P04.H,0, nebo 31,2 g NaH,PO4. 2 H,0).
Zasobni roztok B
200 mM roztok Na;HPO, (1 litr roztoku obsahuje 28,4 g Na,HPO4, nebo 35,6 g
Na,HPO4.2 H,0, nebo 71,63 g Na,HPO4.12 H,0).
Smicha se 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody.

e Acetylcholinesterasa (HUAChE) - zdrojem je hemolyzat lidskych erytrocytq,

e butyrylcholinesterasa (HuBuChE) - zdrojem je lidska plazma.

4.1.3. Chromatografické adsorbenty

e oxid hlinity (neutralni Al,O3) deaktivovany 6% H,0, stupen deaktivace
Brockmann lll, velikost zrn 40-200 um (ACROSS),
e Kieselgel SiO, 60 F254, 20x20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro TLC s

hloubkou vrstvy 0,2 mm (Merck).
4.1.4. Pomocné latky

e kifemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich).
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4.1.5. Pftistrojové vybaveni

e vakuova odparka Blichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Switzerland),

e NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA),

e plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890 A
GC 5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, California, USA),

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

e Reader Synergy~HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA),

e ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA),

e mikrotitracni desticky, 96 jamek,

e Polarimetr P3000 (A. Kriiss Optronic, Germany),

e centrifuga Boeco U-32R, rotor Hettich 1611.
4.1.6. Rostlinny material

e Nat Argemone grandiflora
Plvod: Botanicka zahrada Kravi Hora, vyseto 2007, sbér 30. 8. 2007
e Nat a kofen Argemone grandiflora
Pavod: Botanicka zahrada IéCivych rostlin FaF UK, vyseto 2013, sbér 2.9. 2013

Rostlina byla verifikovana prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.

4.2. Obecné postupy prace

4.2.1. Ptiprava a Cisténi rozpoustédel

Vsechna pouZivand rozpoustédla byla pred pouzitim precisténd destilaci podle
tabulkovych hodnot teploty varu. Do okamziku pouziti byla uchovavand v hnédych
stojatkach.

4.2.2. Odparovani extrakt( a frakci

Odparovani frakci ziskanych sloupcovou chromatografii a podfrakci béhem
precistovani tenkovrstvou chromatografii probihalo na vodni lazni ve vakuové odparce

Blichi Rotavapor R-114 za snizeného tlaku do 50°C.
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4.2.3. Skladovani frakci a izolovanych latek

Frakce a izolované latky byly po odpafeni umistény nejméné po dobu 24 hodin do

exsikatoru a pak uchovavéany v chladniéce pfi teploté 2-8°C.
4.2.4. Preparativni TLC

Preparativni tenkovrstva chromatografie byla provadéna na deskach Kieselgel (Merck),

upravenych na rozméry 10x20 cm. Vyvijeni bylo provddéno v nasycenych komorach.
4.2.5. Detekce alkaloid(

Detekovana latka se rozpustila ve smési CHCl; a EtOH 95% a nanesla na odsttizek desky
Kieselgel (Merck), nebo chromatogram TLC, ktery byl nasvicen pod ultraviolovou
zativkou pfi délkach 254 a 366 nm. Posléze byly alkaloidy detekovany postiikem

Dragendorffova Cinidla, kterym se obarvily na Zlutou, oranZovou, ¢i hnédou.
4.2.6. Strukturni analyza

4.2.6.1. GC-MS analyza
Mérfeni hmotnostnich spekter bylo provadéno plynovym chromatografem
s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim
v rezimu ElI pfi 70 eV. Pro separaci byla pouZita kolona DP-5 MS
(30 mx 0,25 mm x 0,25 um, Agilent Technologies Santa Clara, California, USA).
Program byl nastaven na teplotni gradient od 100°C, rychlost 15°C/min do teploty
180°C, ktera byla udriovana po dobu 1 minuty. Od této hodnoty teplota stoupala
rychlosti 5°C/min do hodnoty 300°C, na které byla udrZovana 40 minut. Injektor mél
teplotu 280°C, detektor 200°C, rychlost pritoku nosného plynu (helium) byla 0,8
ml/min. Detekcni rozmezi bylo m/z 35-600. 1 pl roztoku alkaloidl (1 mg/ml) byl
nastfiknut ve ,split mode” pfi poméru 1:10. Identifikace alkaloid( byla provedena
srovnanim nameérenych spekter se spektry v knihovné NIST, literaturou a spektry

referencnich latek dfive izolovanych na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie.

4.2.6.2. NMR analyza
Pro méfeni NMR spekter byl pouZit pfistroj Varian Iniova 500 (Varian) s pracovni

frekvenci 499,9 MHz pro 'H a 125,7 MHz pro *C. Spektra >C NMR byla méfena v 5 mm
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SW irokopasmové sondé. *H NMR spektra byla méfena v inverzni 5 mm ID PFG sondé
s vyuZitim  standardnich  pulznich  frekvenci.  Méfeni byla provadéna
v deuterochloroformu a pfi teploté 25°C. Hodnoty spekter *H jsou vztazeny k inertnimu
standardu hexamethyldisilanu (0,04 ppm). Hodnoty spekter *C jsou vztaZeny k signélu

rozpoustédla (76,99 ppm).

4.2.6.3. Opticka otacivost
Optickd otdcivost byla mérfena na polarimetru P3000 (A. Kriss Optronic) v CHCl3
pfi 25°C.

4.2.6.4. Teplota tani
Teplota tani byla mérena pomoci bodotavku Blichi Melting Point B-540. Rychlost
vyhtevnosti byla 15°C/min do 10°C pfed predpokladanou teplotou tani dané latky. Pak
byla teplota postupné zvysovana o 0,5°C/min do maximalni teploty, ktera byla o 10°C

vys$si nez predpokladana teplota tani dané latky.
4.2.7. Stanoveni inhibi¢nich aktivit

4.2.7.1. Ptiprava biologického materialu

Erytrocyty pochdzi z ¢erstvé odebrané krve (18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu),
ktera je odebirana zdravym dobrovolnikim. Ihned po odbéru se krev rozdéli po 5 ml do
Sroubovacich zkumavek a odstfedi se pomoci centrifugy pfi rychlosti 4000 rpm pfi 4°C
po dobu 10 minut. Po prvnim odstfedéni se provede extrakce plazmy, aby v ni nebyly
erytrocyty. Tato plazma se uchovava do doby stanoveni aktivity BUChE v chladniéce pfi
4 °C (nejdéle vsak 6 hodin).

Zkumavky se nakloni a zbytek plazmy z erytrocytarniho sedimentu se opatrné odsaje
bezpopelovym filtracnim papirem s hlazenym povrchem se sestfizenou Spickou. Objem
erytrocytarni masy se odecte a posléze se sediment ziedi stejnym mnozstvim 5 mM
fosfatového pufru pH 7,4 obsahujicim 150 mM chloridu sodného. Tato suspenze se
rozdéli do osmi zkumavek o objemu 13 ml tak aby objem v kazdé z nich byl 10-12 ml.
Suspenze uvnitf se promicha a provede se odstfedéni za stejnych podminek, jako tomu
bylo pfi oddélovani plazmy. Takto se erytrocyty promyji celkem 3x a promyvaci

kapalina se zcela odstrani. K erytrocytim se posléze pridd 5 mM fosfatovy pufr pH 7,4
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bez chloridu sodného, v poméru erytrocyty:pufr 1:9, smés se opét homogenizuje,
prelije do Erlenmayerovy bariky a erytrocyty se ponechaji spontdnné hemolyzovat za
pouziti teflonového michadla pfi 300 rpm. Bezprostifedné po skonceni fizené hemolyzy
se u suspenze stanovi aktivita, v ptipadé potfeby se 5mM fosfatovym pufrem upravi
absorbance, tak aby byla v hodnotdch 0,08-0,15. Naredény hemolyzat je uchovavan
pfi -22°C az do pouziti.

Cholinesetrasova aktivita plazmy se stanovi stejnym zplUsobem (hodnota absorbance

musi byt 0,15-0,20). Plazma je uchovavana za stejnych podminek jako hemolyzat.

4.2.7.2. Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (ICso)

Pro stanoveni hodnoty ICsg se pouZije Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)[75]. Jako substraty se
pouzivaji estery thiocholinu; pfi reakci vznika Zluté zbarveny produkt, ktery se stanovi
spektrofotometricky pfi A=436 nm (AChE), nebo A=412 nm (BuChkE). Sleduje se narust
absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICsy jsou vypocitany z namérenych hodnot poklesu
aktivity AChE nebo BuUChE nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02
pro Windows; Graph PaD Software, San Diego, California, USA). Vysledky jsou
porovnany s hodnotami ICsg galanthaminu, fysostigminu a huperzinu A jako standardy.
Procenta inhibice (% 1) jsou pocitana podle vzorce % | = 100-(AAg/AAsp)* 100, kde AAg,
je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narlist absorbance
méfeného vzorku.

Stanoveni aktivity enzymu

Do jamek mikrotitracnich desti¢ek se v pfipadé méreni aktivity enzymU napipetuje
8,3 ul plazmy nebo hemolyzatu, pfida se 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 pul DMSO (6 jamek
vedle sebe), po jednominutovém promichani na mikrotfepacce se smés inkubuje
v komofre readeru pti 37 °C po dobu 5 minut, potom se pfida 33,3 ul roztoku substratu
(10 mM acetylthiocholinjodidu nebo 10mM butyrylthiocholinjodidu) a zjisti se pfi
prislusné vinové délce absorbance (AChE-hemolyzat: 436 nm; BuChE-plazma: 412 nm)
absorbance. Obvyklym zplsobem (viz vySe) se vypocte rozdil a stanovi primér se

smérodatnou odchylkou.
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Stanoveni aktivity latek

Pouziji se stejné objemy Cinidel a roztoku substratu (6 fad po 3 jamkach), stejny postup
méreni, a pouziji se koncentrace latky: 40 mM, 10 mM; 4 mM; 1 mM; 0,4 mM;
pfipadné dalsi série koncentraci v tomto pocetnim modu, je-li aktivita vysoka. Do
posledni, 6. fady se pipetuje DMSO (slepy vzorek).

Stanoveni aktivity extraktl

PFfi méreni extraktl se postupuje stejné, fedéni extraktl je vsak: 20 mg/ml; 2 mg/ml;
0,2 mg/ml; 0,02 mg/ml; 0,002 mg/mla DMSO.

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita se porovnava s referencénimi latkami (Tabulka 1).

Tabulka 1 - Inhibi¢ni aktivita standardnich latek

Latka HuUAChE (ICsp) HuBuChE (ICs)
Galanthamin 1,710 + 0,065 uM 42,30+ 1,30 uM
Huperzin A 0,033 £ 0,001 uM >1000 uM
Fysostigmin 0,063 £ 0,001 pum 0,130 £ 0,004 pm

4.2.7.3. Stanoveni inhibi¢ni aktivity vaci POP (ICsp)
POP byla rozpusténa ve fosfatovém pufru (PBS; 0,01 M Na/K fosfatovy pufr o pH 7,4
obsahoval 137 mM NaCl a 2,7 mM KCI). Specifickd aktivita enzymu byla 0,2 U/ml.
Zkouska byla provedena na polystyrenové 96 jamkové mikrodesticce s plochym Cirym
dnem. Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny v DMSO (10 mM). Jednotliva
Fedéni (10°M — 10”M) byla pfipravena ze zasobnich roztokd fedénim deionizovanou
vodou. Kontrolni vzorek obsahoval totoZznou koncentraci DMSO. Z-gly-pro-p-nitroanilid
(substrat propyloligopeptidasy) byl rozpustén v 40% 1,4-dioxanu (10 mM). Pro kazdou
reakci bylo smichano 170 ul PBS, 5 ul testované latky a 5ul roztoku POP. Smés byla
inkubovana po dobu 5 minut pfi 37°C. Poté bylo pfiddno 20 ul substratu a smés byla
inkubovana po dobu dalSich 30 minut pfi 37°C. Pfitomnost p-nitroanilidu, jehoZ tvorba
byla pfimo umérna aktivité POP, byla mérena spektorfotometricky pfi vinové délce
A =405 nm. Pro méfeni byl pouZit ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc.)
Inhibiéni aktivita testovanych latek byla po naméreni vyjadrena jako ICso. Hodnoty byly

porovnany se standardy Z-pro-prolinalem a bajkalinem.
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4.2.8. Ptiprava kolony pro sloupcovou chromatografii

Chromatograficky sloupec byl pfipraven nalévanim suspenze neutralniho Al,O3 o
velikosti zrn 40-200 um (ACROSS) v mobilni fazi. Na kolonu byla nanesena smés latek
ve formé roztéru pfipraveném smichdnim latek s oxidem hlinitym v poméru 1:5, ktery

byl pfed nanesenim 24 hodin v exsikatoru.

4.3. Izolace alkaloidU

4.3.1. Vybér rostlinného materidlu

Druh Argemone grandiflora byl byl vybran na zakladé screeningu potencidlnich
inhibitor( cholinesteras na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie. Pfiprava EtOAC
extraktd rostlin probihala podle postupu diplomové prace Mgr. Petry Suchankové[76].

Tabulka 2 - Biologicka aktivita extraktd a standarda

Extrakty AChE (1C50) BuChE (1C50)
EtOAC extrakt nati AG 15,75+ 2,89 ug/ml 25,47 + 1,82 ug/ml
EtOAC extrakt kofenl AG 17,60 + 2,83 ug/ml 35,69 + 6,57 ug/ml
Galanthamin 1,710 £ 0,065 uM 42,30+ 1,30 uM
Huperzin A 0,033 £ 0,001 uM >1000 uM
Eserin 0,063 £ 0,001 uM 0,130 £ 0,004 uM

Extrakty nati a kofenl byly pak pred nanesenim na chromatografickou kolonu spojeny
na zdkladé podobnosti hmotnostnich spekter (Obr. 9 a Obr. 10).

Obr. 9 - Hmotnostni spektrum EtOAc extraktu nati A. grandiflora
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Obr. 10 Hmotnostni spektrum EtOAc extraktu kofene A. grandifiora
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4.3.2. Ptiprava sumarniho alkaloidniho extraktu

Zpracovani nati — puvod Kravi Hora, Brno

6,22 kg nati bylo extrahovdno vyvarenim 95% EtOH (1:6) dvakrat po dobu 30 minut,
ethanolové extrakty spojeny a odpareny. Temné zeleny olejovity odparek byl smichan
se 1,5 | vody, rozehtan na 80 °C, pridana 2% HCIl (pH 1), suspenze ziedéna vodou na 3 |
a po zchladnuti byl roztok zfiltrovan pres vliselin (odstranén chlorofyl a sedimenty).
Vzniklo 2,7 | vodného hnédého extraktu.

Vytiepek A-CHCl;

Tento extrakt byl alkalizovan 10% Na,CO3 na pH 9-10 a suspenze vytrepana 3x 700 ml
CHCls. Chloroformové vytrepky byly odpafeny. Bylo ziskano 15,6 g tmavé hnédého,
viskdzniho vytrepku.

Vytiepek A-Et,0 (vycistény A-CHCI3)

Pfedchazejici vytfepek byl rozpustén za tepla (cca 70 °C) ve 200 ml 2% HCI, roztok byl
zfedén vodou na 400 ml, sonikovan, posléze zfiltrovan, filtry promyty a filtraty spojeny.
Celkovy obsah filtratu byl po zfedéni 700 ml. Kysely roztok alkaloid( (pH ca 1) byl
vytfepan 2x 200 ml Et,0. Vodna faze byla zalkalizovana 10% Na,COs; na pH 9-10 a
vytfepana 4x 300 ml Et,0. Tento Et,0 roztok byl promyt 4x 150 ml 2% HCI, 600 ml
vodného roztoku alkaloid( zneutralizovdno 10% Na,COs; a suspenze alkaloid(
vytifepdna 3x 300 ml Et,0. Tento postup cisténi byl opakovan jesté 2x (vidy vytrepani
1/3 objemu Et,0). Bylo ziskano 9,0 g bezbarvého, sklovitého, jen velmi jemné

nahnédlého vytrepku.
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Vytiepek J;

Vodny roztok po pfipravé vytfepku A-CHCls byl zneutralizovan 25% HCI na pH 3 a
k roztoku bylo pfiddno 60 g jodidu draselného, rozpusténém ve 100 ml vody. Roztok
byl ponechdn stat pres noc. 4 litry tohoto roztoku byly vytfepany 3x 1 litrem smési
CHCI3:EtOH 95:5, Zluty roztok organické faze odparen.

Vodnd faze stale poskytovala zdkal s Mayerovym cinidlem, ale vytfepavani uz ddle
nebylo provadéno (je moziné, Ze roztok obsahuje nékteré bazické alkaloidy
vytfepatelné jako vytrepek B, ale to nebylo provedeno). Tento vytfepek o hmotnosti
2,6 g byl hnédy, s jasné Zlutou vyloucenou praskovitou fazi.

Zpracovani nati a koreni — puvod Botanickd zahrada lédivych rostlin FaF UK,

Hradec Kralové

Pro ziskani vétsiho mnoizstvi terciarnich alkaloidi bylo extrakéné zpracovano jesté
1726 g nati a kofenu A. grandiflora (1300 g nati a 426 g koren().

1,73 kg bylo extrahovano vyvarenim 95% ethanolem (1:6) dvakrat po dobu 30 minut,
ethanolové extrakty spojeny a odpareny. Temné zeleny olejovity odparek byl smichan
s 1 litrem vody, ptridana 5% H,SO4 (pH ~1), suspenze byla zfiltrovana pres vrstvu
kfemeliny, doplnéna vodou na 2 litry vodného hnédého extraktu.

Vytiepek A-CHCls

Tento extrakt byl rozdélen na 2x 1 litr vodného extraktu, ktery byl kazdy alkalizovan
10% Na,CO; na pH 9-10 a suspenze vytfepana 3x 300 ml CHCls. Chloroformové
vytiepky byly pak spojeny. Spojeny chloroformovy vytfepek byl precistén vytfepanim
s 4x 100 ml 2% H,SO,4. Nasledné byla vodna faze alkalizovana 10% Na,COsz na pH 9-10 a
suspenze byla vytfepana 4x 100 ml diethyletheru. Po odpareni diethyletheru bylo
ziskano 1,35 g svétle nahnédlého, viskdzniho vytiepku, ktery byl pfidan k predeslému

vytifepku A-Et,0. Celkové bylo ziskano 10,35 g vytiepku A-Et,0.
4.3.3. Separace alkaloidniho vytfepku na chromatografickém sloupci

Byl pfipraven roztér sumarniho diethyletherového vytrepku s 52,5 g neutralniho Al,O3
o velikosti zrn 140-200 pum (ACROSS). K ndplni kolony bylo pouZito 621 g stejného

adsorbentu. Eluce pak byla provadéna smésmi ménici se polarity z CHCI3, LB a EtOH.
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Frakce byly jimany po 0,5 I. Bylo ziskano 144 frakci, které byly podle zkousek na TLC
(Obr. 11) spojeny do 9 souhrnnych frakci, jak je popsano v (Tabulka 3).

Tabulka 3 - Souhrnné frakce

Frakce Eluéni soustava Hmotnost [g]

13-14 CHCl5:LB 20:80 0,650

CHCl5:LB 20:80
CHCl5:LB 25:75

37-40 0,230

44-90 CHCl3:LB 25:75 3,137

136-138 CHCI5:EtOH 50:50 0,311
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Obr. 11 - Celkové TLC spojenych frakci

>

72 7% Is 3% 94 Yy 22 92 MG 241

29 96 40 4% 22 49 73§ . 440
adsorbent SiO, (Merck), eluéni soustava To:EtAc:DEA 50:45:5, vyvijeno 1x

4.3.4. Separace alkaloid( z frakce 41-43

Frakce byla rozpusténa ve smési EtOH a CHCI3. Krystalizaci ze smési EtOH a CHCI; bylo
ziskano 32 mg bilé krystalické slou¢eniny VM-1.

Podle GC-MS analyzy se jedna pravdépodobné o allokryptopin.
4.3.5. Separace alkaloidl z frakce 91-135

Pro separaci byla pouZita preparativni TLC na 44 komercnich SIO, deskach (Merck,
20x10 cm) za poutZiti soustavy EtOAc:ACN:TFFA 40:10:0,1, pocet vyvijeni 4x (Obr. 12).
Soustava ethyl-acetat (EtOAc), acetonitril (ACN) a trifluoroctova kyselina (TFFA) byla
pouzita, protoZe v soustavach s DEA se nepodafilo latky od sebe rozdélit. To se
podafilo se to az v kombinaci s TFFA. Byly ziskany 4 zény:

1. zdéna 250 mg (RF 0,64

2. zd6na 306 mg (RF 0,59)
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3. zéna 209 mg (RF 0,15) — precisténa vytiepanim rozpusténim v 2% HCl a
naslednym vytfepanim po alkalizaci 10 % Na2CO3 do Et20. Ziskano bylo 2,5 mg
alkaloidu, které dale nebylo zpracovdvadno, protoZze toto mnoistvi neni
dostatecné na urceni struktury i biologické testy.

4. zbéna 144 mg (RF 0,06) — rovnéZz precisténa vytfepavanim do Et20, tato
podfrakce obsahovala stopy alkaloidu (2 mg), nebyla dale zpracovavana.
Alkaloidy ze zény 1 a 2 podle kontrolni TLC (stejnd soustava a pocet vyvijeni), se
nepodafilo od sebe Uplné oddélit, byly dale déleny jako smés na preparativnim TLC (30
desek), soustava EtOAC:ACN:TFFA 45:5:0,1, pocet vyvijeni 4x).

Byly ziskany 2 zény:

1. z6na 200 mg (Rf 0,44)

2. zona 159 mg(Rf 0,39).

Alkaloidy z 1. zény byl precistén (200 mg, Rf 0,44) precistény pretiepanim do Et,0 a
naslednou krystalizaci z Et20 bylo ziskano 18 mg bilych krystall s Mr 327 (VM2 — podle
GC-MS analyzy jde o munitagin), 2. zéna (159 mg, Rf 0,39) obsahovala smés 2 alkaloidt
s Mr 341 a 343. Alkaloidy byly od sebe rozdéleny preparativni TLC na 10 deskach 20x10
cm (SiO, F254, Merck). Byla pouzita elu¢ni soustava cHx:aceton:NHs (40:60:1), pocet
vyvijeni 1x.

Byly ziskany 2 zény:

1. zdéna 33 mg (Rf0,38)

2. zd6na 45 mg (Rf 0,26)

Obé frakce byly precistény vytfepanim do Et20 a byly ziskany bilé praskovité Iatky.
Z prvni zény 1,35 mg (alkaloid s Mr 343, ddle neuréeno — nedostate¢né mnozstvi na
analyzu — 1,35 mg) a 7,1 mg alkaloidu s Mr 341 (VM-3 — podle GC-MS analyzy jde o

norargemonin).
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Obr. 12 - Kontrolni TLC frakce 91-135

adsorbent SiO, , elucni soustava EtOAc:acetnitril:trifluoroctova kys. 40:10:0,1, pocet vyvijeni 4x

4.3.6. Separace alkaloid( z frakce 136-140

Frakce byla rozpusténa ve vodé s 2% HCI, prefiltrovana s kiemelinou a 4x vytfepana
s Et,0. Frakce nebyla dale zpracovavdna - obsahovala stejné alkaloidy jako frakce
91-135 a poskytovala pouze slabou reakci s Dragendorffovym cinidlem — nizky obsah

alkaloidu.
4.3.7. Separace alkaloid( z frakce 141-144

Frakce byla precisténa pretfepanim do Et,O, nanesena na 24 desek 20x10 cm SiO,
Klieselgel (Merck), ktera byla rozdélena na 6 zén.
1. zdéna 10 mg (Rf 0,847)
2. zd6na 7 mg (Rf 0,788)
z6na 43 mg (Rf 0,682)

3

4. z6na 123 mg (Rf 0,576)
5. zdéna 112 mg (Rf 0,318)
6

zéna 42 mg (Rf 0,094)
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Na kontrolnim TLC (Obr. 13: Rf 1-0,219; 0,945; 2 - 0,712; 0,740; 3-0,589; 4 - 0,411; 5 -
0,205; 0,274; 6 - 0,068) se ukazalo, Zze zény 1, 2, a 5 obsahuji smés minimalné dvou
alkaloidd.

Ze z6n 141-1, 141-2, 141-6 se nepodatilo extrahovat alkaloidy v potfebném mnozstvi a
Cistoté pro jakakoliv méreni. Z podfrakce 142-3 se podafilo izolovat 13,5 mg hnédé
krystalické latky VM2 (podle GC-MS analyzy jde o munitagin), z podfrakce 141-4 se
izolaci ziskalo 19,2 mg latky VM4, ve formé hnédozelené pény. Frakce byla silné
znecisténa, nebyla analyzovana ze strukturniho hlediska, predpoklad ziskani jen
stopového mnozstvi alkaloidu.

Podfrakce 141-5 byla dale preparativné rozdélena na deskach Klieselgel (Merck) za
pouziti elu¢ni soustavy To:DEA 9:1, 6x vyvijeno. Po obtizném déleni byly vyizolovany
dvé latky, 2,2 mg VM5 (amorfni, hnéda barva) a 2,9 mg VM6 (amorfni, hnéda barva).
Tyto slouceniny nebyly analyzovany ze strukturniho hlediska, protoze nebyly izolovany
v dostatecném mnoZstvi pro provedeni biologickych testa.

Obr. 13 - Kontrolni TLC frakce 141-144 rozdélené na 6 podfrakci

elucni soustava To:EtOAc:DEA 4:5:1, vyvijeno 4x
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5. VYSLEDKY

5.1. Strukturni analyza

5.1.1. Allokryptopin (VM1)

Obr. 14 - Struktura allokryptopinu
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Obr. 15 - hmotnostni spektrum allokryptopinu
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Opticka otacivost: Allokryptopin je opticky neaktivni slou¢enina — neméreno.

Teplota tani: 159-161°C
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'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.95 (1H, s); 6.91 (1H, d); 6.80 (1H, d, J = 8.24 Hz); 6.63 (1H, s);
5.94 (2H, s); 3.86 (3H, s); 3.78 (3H, s); 3.72 (2H, bs); 2.2-3.5 (3H, m); 1.86 (3H, s).

Obr. 16 - 'H NMR spektrum allokryptopinu
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B¢ NMR (CDCls, 25°C): 6 193.6, 151.8, 148.3, 147.9, 146.6, 136.3, 133.1, 129.8, 128.8,
128.0, 110.8, 110.7, 109.5, 101.4, 61.0, 57.8, 55.9, 50.4, 46.5,41.4, 32.6.
Obr. 17 - *C NMR spektrum allokryptopinu

ﬁmgg
Nosoghn
l\".';no
Lol S T
-« B
v ® J
N v
n o ©
.o n o
© o n n
ST s P
| o 0
2 55 . 83 =
- o . < ~ 0 n
a ™S §®mun o - . d -
5 :Mm"M8 S ®mn =l H o~ = S o
DSEg Taa e o © i G-
] n M N ' = o =
o -9 B ! i 0’ e S
] S ©
©
2 P k' n 8
@
2 l 1 ] ‘
- ‘ |
| |
| | |
|
L{p R I L U Ul 1 5 . T A L O 0 B FEUREL 2 L A U 75U 0 o U L U
180 160 140 120 100 80 60 40 ppm

47



5.1.2. (-)-Munitagin (VM?2)

Obr. 18 - Struktura (—)-munitaginu
OH

HaCO OCHj

HO

Obr. 19 - Hmotnostni spektrum (=)-munitaginu
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Opticka otacivost: [a]D* = -177,7 °(c 0.257; CHCl5)

Teplota tani: nemérena
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'H NMR (500 MHz, CDCls) & 6.66 (1H, d, J=8.2 Hz, H2), 6.66 (1H, s, H10),
6.50 (1H, d, /=8.2 Hz, H1), 6.44 (1H, s, H7), 5.72 (1H, bs, OH), 4.38 (1H, d, J=5.7 Hz, H5),
3.99(1H,d,J=5.7 Hz, H11), 3.83 (3H, s, OCHs), 3.78 (3H, s, OCHs),
3.43-3.31 (2H, m, H6, H12), 2.75 (1H, d J=16.1 Hz, H6), 2.62 (1H, d, J=16.1 Hz, H12),
2.55 (3H, s, NCH)

Obr. 20 - *H NMR spektrum (—)-munitaginu
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13¢ NMR (125 MHz, CDCl) & 144.4, 144.1, 143.8, 141.8, 130.4, 125.5, 124.3, 124.3,
119.7,112.7,110.9, 109.2, 56.1, 56.0, 55.7, 51.6, 40.8, 32.9, 31.0
Obr. 21 - *C NMR spektrum (—)-munitaginu
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5.1.3. (-)-Norargemonin (VM3)
Obr. 22 - Struktura (—)-norargemoninu
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Obr. 23 - Hmotnostni spektrum (—)-norargemoninu
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Opticka otacivost: [a]D* = - 152° (¢ 0.09; CHCl5)

Teplota tani: 237-238°C
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'H NMR (500 MHz, CDsOD) 8 6.76 (1H, s, H4), 6.73 (1H, s, H7), 6.56 (1H, s, H1),
6.41 (1H, s, H10), 4.04-4.00 (2H, m, H5, H11), 3.83 (3H, s, OCHs), 3.81 (3H, s, OCHs),
3.74 (3H, s, OCHs), 3.42-3.35 (2H, m, H6, H12), 2.68-2-53 (2H, m, H6, H12),
2.49 (3H, s, NCHs)

Obr. 24 - 'H NMR spektrum (—)-norargemoninu
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3C NMR (125 MHz, CD;0D) & 149.5, 149.2, 147.9, 146.5, 131.1, 129.8, 125.3, 125.2,

116.0,113.2, 111.9, 111.5, 57.6, 57.6, 56.5, 56.4, 56.4, 40.7, 34.6, 34.3

Obr. 25 - *C NMR spektrum (—)-norargemoninu
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5.2.

Tabulka 4 - Biologicka aktivita vybranych alkaloidi Argemone grandiflora

Inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloid

Alkaloid AChE (IC50 uM)) BuChE (IC50 pM) POP (1C50 uM)
allokryptopin 250,0 + 2,52 530 + 28,2 > 1000
(=)-munitagin 62,29 +5,81 837,4 £ 23,03 M

(-)-norargemonin 205,17 £ 11,66 > 1000 netestovano’
galanthamin® 1,710 + 0,065 pM 42,30 + 1,30 uM netestovano
huperzin A® 0,033 £ 0,001 uMm >1000 uM netestovano
eserin® 0,063 £ 0,001 um 0,130 £ 0,004 uMm netestovano
bajkalin® netestovano netestovano 610+ 21
Z-pro-prolinal® netestovano netestovano 3,27+ 0,02 x 10°
R

M — méfi se,

v s s 1
— referencni latka,

— izolovdno pouze mnoizstvi pro zméreni inhibice AChE a BuChE,
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6. DISKUZE

Zkoumany druh A. grandiflora (Papaveraceae L.) byl vybran pro dobré vysledky bio-
guided assay pfi screeningu za pouziti Ellmanovy spektrofotometrické metody in vitro
extraktl rostlin na inhibici AChE a BUChE.

Sumarni alkaloidni extrakt byl pomoci sloupcové chromatografie rozdélen na frakce, ze
kterych byly dalSimi fytochemickymi metodami extrahovany Cisté terciarni alkaloidy.
Podafilo se ziskat dostate€né mnozstvi allokryptopinu a (—)-munitaginu pro méreni
inhibi¢ni aktivity k AChE, BUChE a POP, a mnozstvi (-)-norargemoninu pro méreni
inhibi¢nich aktivit proti AChE a BUChE.

Hodnoty ICso extraktd byly vyjadieny v jednotkach pg/ml pro nat: lcsgache = 15,75 +
2,89, lcsopuche = 25,47 + 1,82 a pro koren: lcsoache = 17,60 + 2,83, lcsopuche = 35,69

I+

6,57. Pro porovnani ICsq galanthaminu je lcso ache = 0,534 + 0,021 uM.

Nami namérené biologické aktivity vybranych alkaloidd (Tabulka 4) bohuzel
neprokazaly, Ze by néktery z obsaZzenych alkaloid(i byl zodpovédny za relativné slibnou
inhibi¢ni aktivitu sumarnich extraktlli kofene a nati. Nejlépe v inhibici AChE dopadl
munitagin s lcsopuche = 62,29 + 5,81 uM. Vinhibici BuChE nemél Zadny z
mérenych vybranych izolovanych alkaloid(l potencialné zajimavou inhibici. Aktivita byla
méfena za pouziti Ellmanovy metody za pouZiti galanthaminu, huperzinu A a
fysostigminu jako standardu.

Ani inhibice POP nepfinesla Z4adné potencidlné zajimavé vysledky. Méreny
allokryptopin mél zanedbatelnou inhibi¢ni aktivitu vic¢i POP. Jako standardu pro

méreni bylo pouzito Z-pro-prolinalu a bajkalinu.
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8. ABSTRAKT

Michal, Vojtéch: STUDIUM BIOLOGICKE AKTIVITY ALKALOIDU IZOLOVANYCH Z
ARGEMONE GRANDIFLORA (PAPAVERACEAE) Il. Diplomova prace 2015. Univerzita
Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické
botaniky a ekologie.

Vedouci prace: PharmDr. Jakub Chlebek, PhD.

Klicova slova: Argemone grandiflora Sweet, Papaveraceae, alkaloidy, izolace,
acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa, Alzheimerova

choroba, in vitro assay.

Diethyletherovy alkaloidni extrakt ziskany z naté a korenli Argemone grandiflora Sweet
byl chromatograficky zpracovan. Za pouziti béznych chromatografickych metod byly
ziskany tfi alkaloidy v Cisté podobé. Tyto latky byly urcéeny jako allokryptopin,
(=)-munitagin a (—)-norargemonin pomoci strukturalnich analytickych metod (MS,
NMR). U téchto ziskanych alkaloidd byla mérena jejich schopnost inhibice
acetylcholinesterasy (AChE) a butylcholinestrasy (BuChE), ziskanych z lidskych
cervenych krvinek a plazmy, pomoci Ellmanovy metody. Namérené hodnoty byly
vyjadreny jako ICso (allokryptopin: ICsgache = 250,0 £ 2,52 UM, ICsgpuche = 530 £ 28,2
UM; (=)-munitagin: 1Csp ache = 62,29 £ 5,81 UM, ICso guche = 837,4 £ 23,03 uM;
(=)-norargemonin: ICsg ache = 205,17 + 11,6 UM, ICsqpuche = 4158,20 + 495,78 uM). Déle
byla mérena inhibice prolyloligopeptidasy pro allokroptyopin a (—)-munitagin. ICso byla
> 1000 uM pro allokryptopin, (—)-munitagin je v ¢ase publikovani prace stdle ve stadiu
méfeni.

Zadny zizolovanych alkaloid(i neprokézal lepsi schopnost inhibice AChE and BuChE
v porovnani se standardy galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem. Podobné
vysledky byly nalezeny v inhibici POP. Na zakladé téchto skuteénosti, zadny z téchto
alkaloidl neni z hlediska inhibic AChE a BUChE a POP perspektivni pro potencidlni
|é¢bu AD.
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9. ABSTRACT

Michal, Vojtéch: STUDY OF BIOLOGICAL ACTIVITY OF ISOLATED ALKALOIDS FROM
ARGEMONE GRANDIFLORA (PAPAVERACEAE) Il. Diploma thesis 2015. Charles
University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of

Pharmaceutical Botany and Ecology. Supervisor: PharmDr. Jakub Chlebek, PhD.

Key words: Argemone grandiflora Sweet, Papaveraceae, alkaloids, isolation,
acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyloligopeptidase, Alzheimer’s disease,

in vitro assay.

Diethylether alkaloid extract obtained from stem and roots of Argemone grandiflora
Sweet was chromatografically analyzed. Using common chromatografic methods,
three alkaloids were isolated in clean form. These substances were identified as
allocryptopine, (—)-munitagine and (—)-norargemonine by structural analysis (MS,
NMR). These obtained alkaloids were tested for their inhibitory activity against human
erythrocyte acetylcholinesterase (AChE) and human plasma butyrylcholinestrase
(BuChE) by Ellman’s method. The results were represented as ICso values
(allocryptopine: 1Csoache = 250,0 £ 2,52 UM, ICsgpuche = 530 £ 28,2 uM; (—)-munitagine:
ICsoache = 62,29 + 5,81 UM, ICsppuche = 837,4 = 23,03 uM; (—)-norargemonine: ICsoache =
205,17 + 11,6 pM, ICsp gycne = 4158,20 £ 495,78 uM).

Inhibition against prolyloligopeptidase was tested for allocroptyopine and
(=)-munitagenine. 1Csop was > 1000 uM for allocryptopine, (—)-munitagine is still
measured in the time of publication of this thesis.

None of the isolated alkaloids showed better inhibition activity against AChE and
BuChE in comparison with the standard galanthamine, huperzine A and physostigmine.
Similar results were found in inhibition against POP. On the base of obtained results,
the isolated alkaloids can’t be perspective for treatment Alzheimer’s disease as

cholinesterase and POP inhibitors.
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