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1. UVOD



Soucasny zivotni styl projevujici se hlavné stravovacimi navyky,
uspéchanosti spojenou se stresem, malou pohybovou aktivitou a
znecisténym ovzdusim, pfispiva ke vzniku mnoha civilizaCnich chorob.
Dochazi k narustu cévnich a srdeCnich onemocnéni, rakovinnych
onemocnéni, metabolickych, imunitnich, ale i neurodegenerativnich
poruch. Mnohalety svétovy vyzkum civilizacnich nemoci ukazal, Ze tato
velka skupina zdanlivé nesourodych nemoci ma pficinu v nitrobunécné
metabolické poruse, pfi které dochazi k zvySeni hladiny homocysteinu.
Tato patologicka aminokyselina se vtéle hromadi vlivem ubytku
zastoupeni pfirozenych zdroji folatl a pyridoxinu &i jejich snizenou
resorbci ztraviciho traktu. SniZzeni je pfimo Umérné mnozstvi
spolupfitomného tuku. Tato onemocnéni maji Casto také geneticky
podklad [1].

Vefejnosti méné zminovanou, ale rozSifenou skupinou
civilizaCnich chorob jsou neurodegenerativni onemocnéni, poruchy
centralniho i periferniho nervového systému. NejrozSifenégjsi z této
skupiny jsou Parkinsonova a Alzheimerova choroba.

Parkinsonova choroba postihuje asi 1% osob starSich 60 let.
Pfi¢inou je ubytek neuromediatoru dopaminu, coz ma za nasledek
svalovou ztuhlost, zpomaleni pohyblu a tfes, zejména na hornich
koncetinach. Pacienti maji méné stabilni chuzi, chodi o drobnégjsich
kraCcich. V pozdéjsi fazi se casto vyskytuji psychické komplikace
(demence, psychdza) a tzv. pozdni hybné komplikace (neschopnost
zacit pohyb, rozejit se aj.)

Alzheimerova choroba tvofi vice nez polovinu vSech demenci.
Vznika pfedevsim u lidi starSiho véku. Ve skupiné 65letych je postizeno
zhruba 2 — 3% populace, se zvysujicim se vékem toto procento
vyznamné stoupa. Ve véku 80 let je postizena polovina lidi.

Tato choroba se vyviji velmi nenapadné. Primarné je postizena
pameét. Pacienti zapominaji jména rodinnych pfislusnikl, ztraceji
povédomi o ¢ase, pozdéji nepoznavaji své blizké. V poslednich stadiich

nemoci jsou zcela odkazani na pomoc druhych.



Komplexni znalost pfi€iny vzniku neni doposud znama. Existuje
fada rizikovych faktorl, které zvySuji pravdépodobnost vzniku nemoci.
Jsou to predevsim vySSi vék a genetické dispozice, mezi neovérené
faktory patfi Zenské pohlavi, niz8i vzdélani, koufeni, hypertenze, uraz
hlavy, nezdravi zivotni styl a dalSi [2].

NejpostizenéjSim  neuromediatorovym  systémem je u
Alzheimerovy choroby acetylcholinergni systém. Tato skuteCnost vedla
k hledani latek plasobicich v této oblasti, které by v budoucnu mohly byt
pouzity pro farmakoterapii této choroby. Velmi dualezitymi zdroji
ucinnych latek jsou zdroje pfirodni. Potencialnimi inhibitory
acetylcholinesterazy mohou byt nékteré isochinolinové alkaloidy
pfedevSim zrostlinnych cCeledi Papaveraceae a Fumariceae. Moje

diplomova prace je pfispévkem k feSeni tohoto problému.
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Vramci zapoCatého vyzkumného projektu na katedie

farmaceutické botaniky a ekologie zabyvajiciho se screeningem

rostlinnych latek alkaloidni povahy (zalozené na struktufe rdznych

heterocykll) s potencialni anticholinesterazovou aktivitou bylo cilem

diplomové prace:

1. vypracovat metodu pro hodnoceni inhibice acetylcholinesterazy 2-6

typu predcisténych alkaloidnich extraktd z rdznych rostlin Celedi
Papaveraceae (Makovité) a Fumariaceae (Zemédymovité) (slabé
bazicke, stfedné bazické a silné bazické terciarni baze, pfipadné
jodidy kvarternich bazi ziskatelné z kyselého anebo bazického
prostfedi) za pomoci tenkovrstvé chromatografie,

. porovnat je zhlediska biologického Uu€inku se standardy
(fysostigminem a galanthaminem),

.V pfipadé srovnatelné aktivity stanovit tuto aktivitu
spektrofotometricky, metodou pomoci TLC, in vitro Elmannovou
metodou,

. vyhodnotit pfipravu extraktd a navrhnout ramcovy postup izolace
ucinnych alkaloidd,

. zpracovat timto zpusobem 5 morfologickych ¢asti rostlin: nat
Corydalis solida (L.) SW., nat a kofen Chelidonium majus L., nat
Eschscholtzia californica CHAM. a makovina Papaver somniferum
L.

10



3. TEORETICKA CAST
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3.1 DEMENCE

Demence je syndrom zpusobeny chorobou mozku. Postizena je
zejmeéna pamét, mysSleni, orientace, chapani, schopnost u€eni [3] a jiné
kognitivni funkce. Nezfidka predstavuji zakladni pficinu smrti. Mohou se
projevit jiz v détstvi, jejich vyskyt vSak vyrazné stoupa s vékem. Podle

priCiny je Ize rozdélit do tfi skupin [4]:

e atroficko-degenerativni demence — mezi néz patfi Alzheimerova
nemoc, korova nemoc s Lewyho télisky, demence pfi
Parkinsonové chorobé aj;

e ischemicko-vaskularni demence - vznikajici jako nasledek
cévnich postizeni mozku. Do této skupiny patfi napfiklad
multiinfarktova demence, vaskularni demence s nahlym
zaCatkem, nebo Binswangerova choroba;

e symptomatické demence - jsou zpusobeny postizenim mozkové
funkce v dlsledku jinych chorob, zranénim mozku nebo
intoxikacemi.

Podle specifickych znaki mizeme pribéh demence rozdélit do
tfi stadii na demenci mirnou, stfedné téZzkou a téZkou. Stadium mirné je
charakterizovano poklesem paméti, coZz se projevi obtizemi pfi
vykonavani béznych dennich €innosti a t€zSim zapamatovanim novych
informaci. V této fazi je vSak pacient schopen vést sobéstacny zivot bez
potfeby pomoci zvenCi. Stfedné téZka demence se vyznacuje znaCnym
porusenim paméti ve vSech jejich sloZzkach, které ovliviiuje schopnost
samostatného vykonavani smysluplné Cinnosti. Pfi demenci tézké jsou
v8echny slozky paméti posSkozeny natolik, Zze postiZzeni nejsou schopni

vykonavat ani rutinni ¢innosti a jsou plné odkazani na péci okoli [4].
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U demenci se vyskytuiji tfi zakladni funkéni okruhy postizeni [3]:

e okruh kognitivnich funkci — jsou postizeny primarné. Na
poCatku byvaji poruchy paméti, nejdfive novopaméti (Spatné
si zapamatovavaji nové pojmy, jména ap.) a postupné i
staropaméti (napf. nepresné vzpominky);

e behavioralni a psychologické pfiznaky demence — patfi sem
psychologické  poruchy chovani, psychotické symptomy
(halucinace, bludy, afektivni poruchy), poruchy emotivity,
poruchy cyklu spanek — bdéni;

e aktivity denniho Zivota - byvaji u demence vyrazné poruseny.
Zpocatku dochazi k ubytku profesnich aktivit a konicka,

pozdéji zanikaji i bézné denni aktivity.

Dulezité je postihnout zacatek demence, aby bylo mozno v€as

udélat spravnou diagnozu a zahdijit terapii [3].

3.2 ALZHEIMEROVA DEMENCE

Alzheimerova choroba (ACH) je nejCastéjsi pfi¢inou demence
vubec (60-70% pfipadd syndromu demence). Nalezi mezi nékolik
nejzavaznéjSich a nejnakladnéjSich chorob. Zavaznost spociva
v Cetnosti, mife postizeni kvality Zivota nemocnych i vtom, Zze
predstavuje jednu z nejCastéjSich pfi€in smrti. S prodluzujicim se
vékem narusta pocet alzheimerovskych pacientd. Nemoc zacina velmi
pomalu, plizivé, nenapadné. Primarné jsou postizeny kognitivni funkce
— pamét, intelekt, motivace. Pomérné cCasné se vyviji porucha
soudnosti a logického uvazovani. Pacienti maji problémy s orientaci
v prostoru, s ¢asovou lokalizaci deéjl, dochazi k poruseni vykonnych
funkci. V pokrocilych stadiich prestavaji rozeznavat znamé osoby,
nakonec nepoznaji ani své nejblizSi pfibuzné. V terminalnich stadiich

se vyskytuje inkontinence moc€i i stolice, nemocni se bez pomoci
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nenajedi, neobléknou, jsou plné odkazani na pomoc okoli — rodiny Ci
instituce [5,6].

ACH ma 3 formy, a to ranou (nastup pfiznakd do 60. roku
zivota), pozdni (nastup pfiznakll po 60. roku zivota) a velmi pozdni
(propuka ve véku 85 a vice let). Etiologie ACH neni plné objasnéna [3].

Ovérenymi rizikovymi faktory pro vznik ACH jsou vék a familiarni
vyskyt v€etné genetickych vlivl. Diskutovanymi rizikovymi vlivy jsou
Zenské pohlavi, poranéni hlavy, nizSi vzdélani, koufeni a dalSi. Mezi
ochranné vlivy snizujici vyskyt choroby se fadi uzivani nesteroidnich
antirevmatik, postmenopauzalni estrogenova terapie a uzivani statint
[3].

Anatomické zmény mozku pfi ACH se do jisté miry pfekryvaji se
zménami doprovazejici starnuti. Numericka atrofie neuront v priubéhu
nemoci pfevySuje numerickou atrofii doprovazejici starnuti jak
v mozkové kufe, tak v podkorovych oblastech, méni se dendritické
systémy. Destrukce neuronl je zejména v oblasti cholinergniho
systému [2, 3].

Klasickymi diagnostickymi znaky doprovazejici Alzheimerovu
nemoc jsou senilni plaky a neuronalni klubka (tangles):

¢ senilni plaky jsou nepravidelné okrouhlé utvary velké 10-200 ym,
které obsahuji amyloid. Vznika $tépenim transmembranového
amyloidového prekurzorvého proteinu APP [B-sekretasou.

Amyloidovy B-protein snadno agreguje a akumuluje. Agregovany

B-amyloid poSkozuje neurony;

e neuronalni klubka, Alzheimerovy zmény neurofibril, se jevi

v mikroskopu jako chomace hrubSich vlaken. Zakladni slozkou

spiralnich vlaken je T-protein, protein s vyS8Si molekulovou

hmotnosti (podminéno nadmérnou fosforylaci) nez Tt-protein

zdravého mozku [3].

Mechanismem poskozujicim mozkovou tkan v pribéhu vyvoje

ACH je i zanétlivda odpovéd. V pribéhu onemocnéni se prokazuje
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abnormalni ukladani slozek komplementu, reaktantd akutni faze,

riznych cytokinl a vySsi aktivita cyklooxygenasy [3].
3.2.1 Terapie

Idealni terapie je terapie kauzalni. Doposud bohuzel nezname
komplexni etiologii Alzheimerovy choroby, a proto vyuzivame postupy,
které ovliviuji znamé patologické fetézce, nebo se snazime ovlivnit
jednotlivé symptomy choroby [6].

Terapie demenci by se neméla omezovat pouze na jeden pfistup
(napf. na farmakoterapii), ale méla by byt kombinovana a zahrnovat jak
biologicke, tak psychosociologické pfistupy.
spravna diagnéza. Ta je zakladem pro zahajeni u€inné farmakologické
terapie a zachovani uspokojivého funkéniho stavu. Bohuzel je zatim
obecné znamou skutecnosti, ze od prvnich pfiznaki demence uplyne

mnoho mésicl, nez se pacient rozhodne vyhledat Iékafskou pomoc [5].

3.2.1.1 Terapie kognitivnich poruch

Lécba kognitivnich poruch vyuziva farmaka (kognitiva), ktera
ovliviuji  pozitivné centralni acetylcholinergni systém. Cholinergni
systém je nejpostizenéjsi ze vSech neuromediatorovych systému. Je
sniZzena hladina enzymu syntetizujiciho acetylcholin —
cholinacetyltransferaza (CAT). Acetylcholin je syntetizovan z acetyl-
koenzymu A a z cholinu. Acetyl-koenzym A je tvofen v Krebsové cyklu.
Cholin neni tvofen vmozku a velmi obtizné prechazi pres
hematoencefalickou bariéru. K tvorbé acetylcholinu je ziskavan
predevSim z latek, které jej obsahuji, jako je fosfatidylcholin. Po
uvolnéni z presynaptického zakonCeni se acetylcholin vaze na své
postsynapticke i presynaptické muskarinové i nikotinové receptory. Tyto
receptory byvaji u ACH zachovany. Po uvolnéni z vazby na receptory je
acetylcholin  odbourdvan enzymy acetylcholinesterazami a u

Alzheimerovy choroby i butyrylcholinesterazami. Acetylcholinesterazy
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maji nékolik forem. V mozku zdravého Clovéka prevlada tetramerni
forma G4 a pouze minoritni je monomerni forma G1. U ACH roste
vyrazné podil formy G1 a klesa podil G4. Navic u ACH se uplatiiuje
dalsi enzym, ktery je za normalnich podminek zcela minoritni —
butyrylcholinesteraza. Ta je novotvofena aktivovanymi gliovymi
elementy v oblasti alzheimerovskych plakd a podili se na odbouravani
acetylcholinu [3, 5].

Cholinesterazy se také podileji na tvorbé B-amyloidu, a tak
zasahuji pfimo do zakladnich neurodegenerativnich mechanismd ACH
[3].

K latkam ovliviiujicim cholinergni systém patfi:

e prekurzory tvorby acetylcholinu - Acetylcholin ma velmi kratky
polo¢as, a proto je nepouzitelny. Cholin velmi Spatné
prochazi hematoencefalickou bariérou, lecitin pomalu
uvolnuje cholin (vysledky klinickych studii byly neuspokoijivé).
LepSi vysledky byly ziskany pfi pouziti cholin-alfoscerat
(Gliatilin). ~ ZkouSeny jsou také  fosfatidylserin a
fosfatidylinositol [3];

e inhibitory cholinesteraz - uziti inhibitorit mozkovych
cholinesteraz je nejuzivanéjsi postup v terapii ACH,
prfedevSim lehkych az stfednich forem. U této choroby je
porusena predevsSim presynapticka €ast acetylcholinergniho
neuronu, je snizeno uvoliovani acetylcholinu
z presynaptického zakonceni [6].

Inhibitory cholinesteraz zablokuji nadmérné odbouravani
acetylcholinu, udrzuji molekuly acetylcholinu ve stavu, kdy
jsou schopné navazat se na své pre- i postsynaptické
receptory. Néktere inhibitory inhibuji pouze
acetylcholinesterazy, jiné odbouravaji kromé& toho i
butyrylcholinesterazu. Od centralnich inhibitord esteraz je
oCekavano, ze budou dobre prochazet pres

hematoencefalickou bariéru, Ze budou specificky inhibovat
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mozkoveé, nikoliv periferni formy acetylcholinesteraz, a ze
budou dobfe tolerovany. Mezi dalSi poZzadavky na inhibitory
AChE patfi i pfitomnost aminu v molekule, ktery diky pH
prostfedi ziskava kladny naboj, dale by méla molekula
obsahovat ¢ast schopnou tvofit vodikové  vazby
s asparaginovou doménou receptoru a malou skupinu, ktera
se vaze k hydrofobni ¢asti receptoru [6, 7].

Existuji 3 formy inhibice: reverzibilni, ireverzibilni a
pseudoreverzibilni (v molekule cholinesterazy dojde ke
kompetitivnimu vytésnéni acetylcholinu inhibitorem, ktery je
pak sam odbouravan cholinesterazami [3, 6].

Inhibitory acetylcholinesteraz predstavuji nejednotnou
chemickou skupinu. Patfi sem:

- skupina akridinovych pfipravkl - inhibice je
reverzibilni. Dfive byl pouzivan takrin, ale pro
hepatotoxicitu byl stazen. DalSi jsou Kklinicky
zkousSeny [3];

- skupina piperidinovych derivatd - Kklinicky je
pouzivany donepezil (Aricept). Ve stadiu klinického
zkouS$eni je ikopezil[3, 6];

- karbamatové derivaty - Siroce Kklinicky uzivanou
latkou je rivastigmin (Exelon), pseudoreverzibilni
inhibitor, ¢aste¢né inhibuje i butyrylcholinesterazu.
Je vysoce specificky va¢i monomerni formé
acetylcholinesteraz [3, 6];

- alkaloidy - galanthamin (Reminyl) je alkaloid
z nékterych druhu Celedi Amaryllidaceace, jako je
napf. Cinska rostlina Lycoris radiata Herb. a
evropskych bylin Galanthus nivalis L. a Narcissus
spp. Provadi reverzibilni inhibici
acetylcholinesterazy a allostericky moduluje pre- i

postsynaptické receptory. Randomizované klinické
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zkouSky ukazaly dobrou toleranci a vyznamné
zlepSeni poznavacich funkci. DalSi perspektivni
latkou je alkaloid Cinské rostliny Huperzia serrata
Thunb. (Huperziaceae) - huperizin A. Vykazuje
vySSi selektivitu pro acetylcholinesterazu nez pro
butyrylcholinesterazu, podobné jako alkaloid
berberin, izolovany =z byliny Coptis chinensis
Franch. Jednim z alkaloidl, ktery byl zkou$en pro
svou inhibi¢ni aktivitu na cholineterazy je takeé
fysostigmin, izolovany ze semen Physostigma
venenosum Balf. ZpUsoboval vSak znacné
nezadouci periferni u€inky (hypersalivace, nauzea,
bradykardie, svalové kfeCe, poruchy centralniho
nervového systému a dalSi), a proto neni
vyuzivany v klinické praxi. Rutekarpin, alkaloid
izolovany z Evodia rutecarpa Benth. vykazuje
navic i inhibi¢ni aktivitu na COX-2 [3, 6, 7];

terpeny a dalSi sekundarni metabolity — etanolové
extrakty a silice druhu Salvia (S. officinalis L., S.
lavandulaefolia  Vahl) byly zkouSeny na
antiacetylcholinesterazovou aktivitu. Tato aktivita
byla dokazana jiz vV pomeérné nizkych
koncentracich. Za tento ucinek jsou zodpovédné
predevSim cyklické terpeny 1,8—cineol a a—pinen,
ucinnéjsi je vsak silice nez jednotlivé izolované
latky. Farmakologicky aktivni pfi [é€bé mozkovych
cévnich onemocnéni €i pfi dysfunkci neuropeptidd,
vyznamnych u neurodegenerativnich chorob, jsou
prirodni latky kofene S. miltiorrhiza Bung. Inhibicni
ucinek na AChE je zprostiedkovan diterpeny. DalSi
byliny, které zlepsuji poznavaci funkce jsou Melissa

officinalis L. (silice ziskané zlistu) a Origanum
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majorana L. (ucinnou sloZkou je triterpenova
kyselina ursolova).

Withanolidy, skupina latek se steroidni strukturou,
byly nalezeny v nékterych druzich Celedi
Solanaceae, predevsim u byliny Withania somnifera
withaferiny. Pfi IéEbé uzkosti a nervovych poruch se
jako ucinna ukazala bylina Magnolia officinalis
Rehd. et Wils. Uginnymi latkami jsou bifenoly
honokiol a magnolol, umocnujici GABAergni

neurotransmisi [7].

pfimi muskarinovi a nikotinovi antagonisté - tato léCebna
strategie je fazi klinického zkouseni. Uginek se o&ekava nap.
u lobelinu byliny Lobelia inflata L. [3, 7];

latky ovliviiujici acetylcholinergni systém pomoci jinych
transmiterovych systémd - jsou hledany latky puUsobici
parcialné antagonisticky ke GABA-systému tak, aby byla
odstranén inhibi¢ni uc€inek na acetylcholinergni systém [3];
latky pusobici proti volnym kyslikovym radikalum nebo tlumici
Jejich nadmérnou tvorbu - pouzivaji se tzv. scavengery
volnych radikalu, napf. a-tokoferol (vit. E), extractum gingko
bilobae;

nootropni latky - tyto latky neprokazaly dostateCny uc€inek u
ACH. Radi sem napF. piracetam, pyritinol, nicergolin [3, 6];
latky stimulujici uvolnéni nervovych rustovych faktord - zde se
pouziva pfedevSim cerebrolysin, vysledky studii vSak nebyly
jednoznacné [6];

nekompetitivni  inhibitory NMDA receptorti  excitacnich
aminokyselin - je zatim klinicky uzivana pouze jedna latka —
memantin (Exiba). NMDA (N-methyl-D-aspartatove) receptory
otviraji iontové kanaly pro Ca®* U ACH a dal$ich poruch CNS
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dochazi k nadmérnému uvolnéni excitaCnich aminokyselin a
nadmé&rné excitaci NMDA receptord. Radou mechanizmii
dojde k odkryti genu pro apoptézu a k nadmérnému zaniku

neuronu [6].

3.1.1.2 Terapie nekognitivnich poruch

V |éCbé pfidruzené deprese jsou pouzivana antidepresiva,
pfedevSim druhé, ftfeti (fluoxetin, citalopram) a Cctvrté generace
(mirtazapin, venlafaxin).

K ovlivnéni uzkosti jsou stale Castéji pouzivany
benzodiazepinové pripravky (oxazepam, lorazepam).

PFi poruchach spanku maiji dobry efekt hypnotika zopiklon a

zolpidem [3].

3.1.1.3 Nefarmakologické pfistupy v terapii Alzheimerovi demence
K nefarmakologickym pfistuptm patfi pfedevsim:

e kognitivni rehabilitace - jedna se o r0zné, zpravidla
zjednoduSené a nesoutézivé slovni hry;

e reminiscencni terapie - tato metoda vyuziva vzpominek a jejich
vybavovani prostfednictvim riznych podnétd (vypravéni starych
pribéhu, zpivani, tanec...)

e adaptace prostredi pro pacienty s demenci - Uprava prostredi,
aby bylo pochopitelné, prehledné, pfedvidatelné;

e vedeni k sobéstacnosti,

o lifestyle approach - jedna se o ,navod Kk pacientovi, o
vzajemném sdéleni mezi pecujicimi, co je schopen ucinit sam,

v ¢em potfebuje pomoc [5].

Velmi dulezitd soucast terapie ACH je prace s peCovateli,
rodinnymi pfislusniky alzheimerovskych pacientl. Jsou zfizovany
spole¢nosti a instituce poskytujici pomoc v terapii a edukaci (u nas

Ceskéa Alzheimerovské spole¢nost) [3].
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Pfi vyzkumu pfirodnich latek, zasahujicich do metabolizmu
cholinesteraz, se ukazaly aktivni nékteré isochinolinové alkaloidy,
predevSim z Celedé Papaveraceae (berberin, chelerytrin), aktivni
jsou vsak alkaloidy i z jinych rostlin a z téchto dlvodu byl zahajen

SirSi screening.

3.3 Corydalis solida (L.) SW.

3.3.1 Systematika

Corydalis solida (L.) SW. (Dymnivka plnd) patfi do celedi
Fumariaceae (Zemédymovité), ktera je velmi blizce pfFibuzna
makovitym.

Jedna se o velmi variabilni druh, vzhledem i obsahem alkaloid(
podobna Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte [8, 9].

Rozsifena témér po celé Evropé. V Ceské republice se hojné

vyskytuje na Moravé [10, 11].
3.3.2 Botanicky popis

Vytrvala, 10 az 20, zfidka az 30 cm vysoka bylina. Podzemni
hliza je velka, plna, v nejdolejSi Casti se svazkem kofinkl. Lodyha je
pfima, pfi bazi s bledou az Zlutavé hnédou Supinou, v jejimz uzlabi
vyrusta nékdy sterilni listnata vétévka. Lodyzni listy jsou 2 (-4), dlouze
fapikaté, modravé zelené, v obrysu trojuhelnikovité, 2x trojCetné, listky
jsou dlanité 2-3klané az 2-3dilné. Hrozny jsou 7-22kvété, pfime; listeny
Siroce klinovité, dlanité 3-6klané az 3-6dilné. Kvéty jsou Spinavé rlzové
nachové, fidCeji bledé rizové, vzacné bilé; predni okraj hor. i dol.
korunniho listku nazpét ohnuty; ostruha pomérné tlusta, vzhuru

smeéfujici, na konci mirné dolt ohnuta. Tobolky jsou v obrysu podlouhle
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nebo vejCité kopinaté, 10-25 mm dlouhé. Semena jsou obla, 2,0-2,5

mm v praméru [9, 10].
3.3.3 Obsahové latky

Alkaloidy ~ 0,37 % isochinolinovych alkaloidt téchto skupin:

e protoberberinovy typ - hlavni alkaloid (+)-tetrahydropalmatin,
také izolovany jako racemat; vedle toho, (+)-korydalin,
dehydrokorydalin, jatrorrhizin; jako vedlejdi  alkaloidy (%)-
korybulbin, (+)-korypalmin, (-)-isokorypalmin, (-)-skoulerin, (-)-
stylopin, korysamin, palmatin, (+)-N-methyllaudanidiniumjodid, (—
)-cis-N-methylkanadin a cis-N-methylistylopin; ve stopovych
mnozstvich koptisin, kolumbamin a berberin;

e protopinovy typ - protopin a allokryptopin;

e aporfinovy typ - stopy bulbokapninu. V odriudé Corydalis
solida (L.) SW.
ssp. brachyloba (BOISS.) CULLEN et DAVIS se vyskytuji
spirobenzylisochinoliny (+)-fumarilin, (+)-parfumin a (x)-sibiricin;
mimo to  protoberberiny, kulariny,  benzofenanthridiny,
ftalidisochinoliny a protopiny: (-)—kanadin [(-)-
tetrahydroberberin], (-)-sinaktin, (-)-korydalin, (+)-skoulerin,
berberin, dehydrokorydalin, oxokularin, oxosarkokapnidin, (+)-
bikukullin,  (+)-a-hydrastin,  (+)-bulbokapnin,  (+)-isoboldin,
norsanguinarin, (x)-chelidimerin, protopin, B-allokryptopin a (-)—

norjuziphin [9].
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Oxosarkokapnidin

3.3.4 Vyuziti rostliny v praxi

Kdysi se v terapii pouzivala susena hliza jako spazmolytikum a

anthelmintikum, dnes se nepouziva jiz ani v lidovém lécitelstvi [8].

3.3.5 Farmakologické u€inky

Cytostaticky ucinek - osmnact izochinolinovych alkaloidu
zahrnujici  protoberberiny, benzofenanthridiny a aporfinové
alkaloidy izolovanych z rostlin rodu Corydalis bylo testovano na
zpomalujici ucinky na virus Epstein — Barrové. V primarni
screeningové zkousce ukazaly v8echny izochinolinové alkaloidy
zpomalujici aktivitu na rast viru. Je mozné, ze v budoucnu budou
tyto latky vyuzivany jako protinadorové latky [12];

Antiulcerézni aktivita - alkaloidy, predevS§im dehydrokorydalin
snizuji sekreci H+ iontl a pepsinu. Antagonizuji histaminem a
gastrinem indukovanou ZaludecCni sekreci. Dale snizuji negativni
pusobeni |éCiv (napf. nesteroidnich antiflogistik) na zaludek.
Antiulcerézni aktivita byla testovana na zvifatech a bylo
dosazeno velmi dobrych vysledkl v Iécbé zaludeCnich i

duodenalnich viedu [13].

24



3.4 Eschscholzia californica CHAM.

3.4.1 Systematika

Eschscholzia californica (Sluncovka kalifornska) patfi do Celedi
Papaveraceae (Makovité).

Jedna se o velmi variabilni druh. Déli se na dvé zemépisné od
sebe oddélené odrudy Eschscholzia -californica (GREENE) ssp.
californica, rozSifena v Oregonu a Kalifornii, a Eschscholzia californica
GREENE ssp. mexicana (GREENE) C. CLARK [Syn.: E. douglasii
(HOOK. et ARN.) WALP.] s hlavnim vyskytem v Novém Mexiku,
Texasu a severnim Mexiku. Znamy jsou Cetné variety: Eschscholzia
californica CHAM. var. peninsularis (GREENE) MUNZ, var. crocea
(BENTH.) JEPS., var. maritima (GREENE) JEPS a var. dentata.
V Evropé se od 19. stoleti péstuje jako okrasna rostlina pod nazvem
Eschscholzia californica, druh je zkfizen z riznych poddruhu resp . var.
druhu Eschscholzia californica.

Roste plané v Kalifornii, Mexiku, péstovana je ve Francii [9].

3.4.2 Botanicky popis

Jednoleta (ssp. mexicana) &i vytrvala (ssp. californica), 0,2 az 0,8
m vysoka bylina s bezbarvym mlékem. Listy jsou nepatrné, silné
zpefené a do tenkého cipu vybihajici. Lodyha je vzpfimena, duta. Kvéty
dlouze stopkaté, 2,5 az 3,5 cm v pruméru, jednotlivé nasedajici na
uzlabi listd. Barva kvétu se méni u divoce rostoucich forem od svétle
Zluté do oranZoveé, korunni listky na bazi oranzové Ccervené,
v poupatech zkroucené, Ctyfi uspofadané do kruhu. Blizna je nitkovita.
Cetné Zluté tyginky, u ssp. californica silné variabilni poéet (13 do 47), u
ssp. mexicana neménny (20 do 25). Nékteré kvéty jsou s 2 ¢nélkami
prodlouzenymi, delSimi nez tyCinky. Plodem je tobolka. Je podlouhla,

chlophovita, vné s vystouplym Zebrovanim. Semena jsou mala kulata,
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bez privéskd. KliCek u ssp. californica je s rozdélenymi, u ssp.

mexicana s nerozdélenymi délohami [9, 10].

3.4.3 Obsahové latky

Cela rostlina obsahuje alkaloidy. Obsah ¢ini v dobé kvétu az
1,1% suché hmotnosti. Kofen obsahuje az 2,7 % alkaloidl, z toho
0,014 % magnoflorin, 0,013 % (-)a-kanadinmethohydroxid, 0,05 %
norargemonin a 0,08 % bisnorargemonin; tento alkaloid je v nadzemni
Casti rostliny nanejvys ve stopovém mnozstvi. Allokryptopin pfedstavuje
s asi 1,8 % hlavni alkaloid kofene. Semena obsahuji protopin,
allokryptopin, chelerythrin a dal$i alkaloidy. Stava mléénic obsahuje
protopin, benzofenanthridiny chelirubin, dihydrochelirubin,
dihydrochelerythrin, sanguinarin, dihydrosanguinarin, norsanguinarin,
oxosanguinarin jakoz i aporfinovy alkaloid magnoflorin. Submerzné
kultivované  bunky  obsahuji  10-  hydroxysanguinarin,  12-
hydroxychelirubin, 10-hydroxychelerythrin a mimo to benzofenanthridin,
sanguinarin, chelirubin, makarpin a chelerythrin, 10-
hydroxychelerythrin a 12-hydroxychelirubin. Nat' obsahuje asi 0,29 az
0,38 % alkaloid(. Z toho predstavuje kvartérni baze kalifornidin (0,19
az 0,23 %) hlavni alkaloid. Dale 0,14 az 0,15 % terciarnich
nefenolickych bazi, ztoho 0,02 az 0,03 % allokryptopin, protopin (=
makleyin = fumarin = biflorin) a escholzin (= eschscholzin = kalifornin),
ten se vyskytuje jen v nadzemni €asti rostliny. V nepatrné mnozstvi je
aporfin N-methyllaurotetanin (= lauroscholtzin), korydin, isokorydin
jakoz i kvartérni benzophenanthridin sanguinarin (=pseudochelerythrin)
a chelerythrin (= toddalin), dale chelirubin, makarpin a chelilutin. Ve
velmi nepatrném mnozZstvi je pavinan karyachin, isonorargemonin,
norargemonin a bisnorargemonin a stopové berberin, koptin a

korysamin [9].
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e Kalifornidin

3.4.4 Vyuziti rostliny v praxi

Droga je zfidka uzivana. V mediciné se jejich ucinkd nevyuziva,
v lidovém |éCitelstvi je souclasti nékterych I|éCivych pfipravkl, v
kombinaci s rostlinnymi sedativy. Pfipravky se pouzivaji pfi poruchach
spanku, bolesti, nervozité, zvySené drazdivosti, neuropatii, pomocovani,
nykturii u déti. Uziva se také u zZlu¢nikovych a jaternich onemocnéni.V
Americe se pouziva pfi poruchach spanku u déti; ve Francii pfi
nervozité. Uginnost drogy a jeji pfiprava v dosud uvedené oblasti
pouziti se zda kromé lécby bolesti pravdépodobna, neni ale podlozena
dostate€nym mnozstvim klinickych studii [9].

U Indiant Kalifornie je odvar ,zlatého maku“ pouzivany zevné
proti vS§im [9].

V riznych barevnych variantach jako okrasna zahradni kvétina.

Je prilezitostné vyuzivana jako nahrada za marihuanu [9].

3.4.5 Farmakologické ucinky

e ProdlouZeni barbituratového spanku - tinktura i suchy extrakt
z drogy i. p. podané zpusobuji u mySi po aplikaci pentobarbitalu
I. p. prodlouzeni barbituratového spanku o 81 % [8, 9];

e sedativni ucinek - suchy extrakt drogy, zhotoveny z horkého
vodného vytazku plisobil u mysi sedativné. Sedativni EDs je od

254 mg/kg télesné hmotnosti i. p. [8, 9];
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e anxiolyticky ucinek - stejné pfipravenym extraktem bylo
dosazeno u mySi odstranéni strachu. Jako referencéni latka
slouzil klorazepat [8, 9];

e spazmolyticky ucinek - u izolovaného krysiho lacniku zamezila
davka tinktury drogy BaCl, indukované kontrakci hladkého

svalstva. Rostlina vyvolava slabé stahy délohy [8, 9].

3.5 Chelidonium majus L.

3.5.1 Systematika

Chelidonium majus L. (Vlastovicnik vétsi) je rostlinny druh
z Celedi Papaveraceae (Makovité).

Uvnitf druhu se vyskytuje rizna morfologicka rozmanitost (var.
crenatum, fumariifolium, maius, tenuifolium).

Vyskytuji se také ruzné karyotypy: 2n = 12, rostliny mnohych
stanovist' v Evropé a Asii; 2n = 10 v Japonsku a vychodni Evropé; 2n =
20 v Japonsku; v Polsku byly vyslechtény tetraploidni druhy 2n = 24.
Tato odrida je zde péstovana a oznaCovana jako Chelidonium majus
“Cynober” [9].

RozSifen po celé Evropé a v mirném az subarktickém pasmu

Asie; zavleCen byl do Severni Ameriky [10].

3.5.2 Botanicky popis

Vytrvala bylina, 30 az 50 (100) cm vysoka. Oddenek tlusty,
kratky, Casto vétveny az rozeklany, az houbovité- vlaknité konzistence,
Cervenohnédy, Casto s kofenovymi vlasky, prostoupeny mlécnicemi.
Lodyha pfima, duta, rozvétvena, schlupy a jako celd rostlina
prostoupena mlécnicemi s oranzové Zlutou Stavou. Listy jsou stfidave,
dolni dlouze, horni kratce frapikaté, stejného tvaru. Listova Cepel je
jednodude az pretrhované lichozpefena, na lici syté, na rubu sivé
zelena, tenka. Listky jsou vejcité, lalo¢naté vroubkované, terminalni

listek je trojlaloCny. Kvétenstvi je 2-6kvéty okolik s kvéty 1-2 cm
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v priméru. Kalich je Zluty, korunni listky 4, obvykle celokrajné. Ty&inky
jsou Zluté, s kyjovité ztloustlymi nitkami. Semenik je svrchni, ze 2
plodolistd, jednopouzdry, se 2 nasténnymi semenicemi. Plodem je az 5
cm dlouha tobolka, mnohosemenna, otevirajici se odspodu 2
chlopnémi. Semena jsou ledvinovita az vejcita, 1,2 az 1,7 mm dlouha,
gerna. Sifeni semen zajistuji mravenci (myrmekochorie). Doba kvétu je

kvéten az zafi [9].
3.5.3 Obsahové latky

Prakticky ve v8ech Castech rostliny Chelidonium majus jsou
obsazeny alkaloidy, ve velké ¢asti v mlécnicich.
Alkaloidy Ize rozdélit do nasledujicich skupin:

e Benzofenanthridinovy typ (a-nafthofenanthridinovy- typ) -
alkaloidy jsou charakteristické tetracyklickym systémem. Tato
alkaloidni skupina muze byt dale délena do 2 chemickych pod
skupin, pfi ¢emz prvni obsahuje tercialni N-atom (napf.
chelidonin) a druha kvartérni N-atom s 2 centralnimi
aromatickymi kruhy(napf. sanguinarin);

e protoberberinovy typ - je zastoupeny tetrahydroprotoberberiny
(stylopin) a také protoberberiny (berberin);

e protopinovy typ - k tomu patfi pro Papaveracae charakteristicky
protopin;

e ostatni - jiné typy alkaloidd nez tfi vySe uvedené typy
benzylisochinolinovych derivati se vyskytuji jen v nepatrném
mnozstvi: chinolizidinové  alkaloidy (spartein) a aporfinové

alkaloidy (magnoflorin).

SloZzeni a mnozstvi alkaloidd  vlastovicniku muze znacné
variovat v zavislosti na uUpravé, plvodu, stafi a vegetaénim obdobi
rostliny.

V nadzemnich &astech rostliny je obsah alkaloidd 0,3-1 %. Jde

pfedevSim benzylisochinolinové derivaty benzofenanthridinového,
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protoberberinového a protopinového typu: chelidonin, sanguinarin,
chelerythrin, stylopin, koptisin, berberin a protopin. DalSi alkaloidy jsou
pfitomné jen v nepatrnych mnozstvich.

Nejvétsi obsah alkaloidi ma kofen, €asto 2-3 %. Hlavni alkaloidy
predstavuji chelidonin, chelerythrin, koptisin, sanguinarin a aporfinovy

alkaloid magnoflorin [9].

e Berberin

e Koptisin

31



e Chelidonin

e Chelerythrin

DalSimi obsahovymi latkami vlastoviniku jsou rostlinné kyseliny.
Jsou to predevsim kyselina chelidonova, citronova, jable¢na, jantarova,
kavova, p-kumarova, ferulova, gentisova, p- hydroxybenzoové a
derivaty kyseliny skoficove.

Pfitomny jsou i dal8i nealkaloidni slou¢eniny cholin, histamin,
metylamin a tyramin [9].
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3.5.4 Vyuziti rostliny v praxi

Vlastovicnik byl znam jiz v antice a az do dnes je pouzivan jako
léCivy pripravek, pfedevsim k |éCbé onemocnéni ZluCniku a hepatopatii.
Ve stfedovéku byla rostlina pouzivana zevné mimo to na kozni choroby
jako puchyfe, svrab a bradavice, nejvic ve formé CcCerstvé Stavy z
mlécnic nebo vylisované Stavy z Cerstvé rostliny.

V dnesni dobé jsou drogy Chelidonii herba a Chelidonii radix
pouzivany jako spazmolytikum, cholagogum, antiseptikum, mirné
sedativum a analgetikum. V lidovém IécCitelstvi jsou rizné preparaty ze
susené naté doporuceny pfi kie€ich, zejména Zlu€ovych cest a traviciho
traktu, u angina pectoris, astmatu a arterioskleréze, dale pfi hypertonii,
onemocnéni jater, Zlu¢nikovych kamincich, na cizopasné cCervy a
rakovinu Zaludku. V Ciné se pouziva su$ena nat jako prostfedek proti
Zalude¢nim a duodenalnim viedim, edémum a hepatitidam.

Uvadi se, ze Cerstva rostlina je jedovata, na kuzi a sliznicich
vyvolava zanéty, otoky az puchyfe, vnitfné zvraceni, krvavé prijmy a
hematurii. Jedovatost je pfipisovana $&tavé mlécnic, ktera béhem
suseni méni své sloZeni a témér ztraci toxicitu. Pfiznaky intoxikace
nebyly vzdy prokazany pfi pokusech na zvifatech. V praxi jsou otravy

touto rostlinou fidké pro jeji nepfijemnou chut a vani [9].
3.5.5 Farmakologické ucinky

K vétSiné dfive provadénych farmakologickych prizkumud byly
pouzivany vytazky z Cerstvych, zfidka ze suSenych celych
rostlin, extrakty z Cerstvych rostlinnych &asti (Cerstva nat nebo Cerstvy
kofen) nebo z celé rostliny izolované alkaloidy. Na zakladé téchto praci
ma vlastoviénik dva hlavni ucinky, a to ovlivnéni srdce a ob&hove
soustavy a ucinek na centralni nervovou soustavu [9].

e Kkardiovaskularni ucinek - vytazky z Cerstvé naté a z Cerstvé celé
rostliny stimulujici srdeéni ¢innost, zvySuji krevni tlak a rozSifuji

véncité cévy a zuzuji periferni cévy [9];

33



e spazmolyticky ucCinek - dale je vlastovicniku pfipisovan
spazmolyticky uc€inek na hladké svalstvo Zzaludku, stfevniho
traktu a zluCovych cest, hlavni vliv bude mit prfedevsim
chelidonin [9];

e cholagogni ucinek - nékteré klinické zkousky byly zaméfeny na
cholagogni ucinek vlastovicniku. Po podani rostlinného extraktu
doslo k zvySeni sekrece ZluCi a pankreatickych Stav do duodena.
Zatim ale neni jasné, zda bude tento efekt drogy vyuzivan pfi
onemocnéni ZluCovych cest [9];

e antimikrobialni ucinek - fada studii provadénych se suchymi i
tekutymi ethanolovymi extrakty ukazala slabé antibakterialni
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella sonnei) a
slabé az silné antimykotické (Candida, Trichophyton,
Microsporum) pusobeni vlastovi€niku. Inhibi¢ni ucinek vytazku
se lisil podle doby sbéru drogy (nejvyssi antimikrobialni ucinek
vykazovaly extrakty drog sbiranych v zafi) [9];

e cytostaticky ucCinek - kovéfeni cytostatického ucinku
vlastoviénikovych preparatl byly provedeny experimenty na
zvifatech s vodnymi a alkoholovymi vytazky ze suSené naté.
NejvySsSi aktivitu a nejnizsi toxicitu vykazoval ve vodé rozpustny,

cistény alkoholovy extrakt [9].

3.6 Papaver somniferum L.

3.6.1 Systematika

Papaver somniferum L. (Mak sety) je rostlinny druh patfici do
Celedi Papaveraceae (Makovité).

Rod Papaver je velmi variabilni, je zastoupen vice nez 30 druhy.
Mezi né patfi i druh Papaver somniferum L., ktery je plvodem

pravdépodobné z Pfedni Asie nebo ze Stfedomofi [10].
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3.6.2 Botanicky popis

Jednoleta bylina, ze vSech €asti mlécici. Lodyha je 30-180 cm
vysoka, pfima, jednoducha az bohaté vétvena, lysa nebo fidce stétinaté
chlupata, modfe ojinéna. Listy jsou celistvé, zubaté, dolni jsou
podlouhlé v Fapik zuzené, horni poloobjimavé. Kvéty jsou jednotlive, o
priméru az 10 cm, se dvéma prchavymi kaliSnimi listky a 4 bilymi,
svétle fialovymi nebo ruzovymi korunnimi listky, které maji na bazi
tmavé fialovou nebo ¢ervenohnédou skvrnu. Plod, tobolka (makovice),
je rizného tvaru, nejCastéji valcovity, elipsoidni az témér kulovity. Je
rozdélena Cetnymi nepravymi pfihradkami a vyplnéna semeny. Semena
jsou 1,0-1,5 mm velka, modro$eda, vzacnéji bila, zluta, rizova, hnéda

az témér Cerna. Doba kvétu je Cerven az srpen [8, 10].
3.6.3 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami maku jsou alkaloidy. Jsou
ziskavany Casto z opia (ze zarezu do nedozralého pouzdra vytékajici a
na ploSe pouzdra zaschly obsah mlé¢nic) nebo z makoviny (nahrubo
rozbité makovice a 15 cm horni ¢asti stonku) [9].

Celkovy obsah alkaloidi zavisi na mnoha faktorech (odrida,
stanovisté, pocCasi, doba sbéru), zvySuje se béhem rustu az do doby
kvéty, a potom opét klesa. Také se ukazala rozdilna koncentrace
alkaloidd béhem dne s minimem v poledne a maximem v &asnych
rannich hodinach. Zvlast silny pokles obsahu mize nastat, kdyz jsou
alkaloidy vyplaveny ze zrajicich makovic destém nebo kroupami [9].

Alkaloidy se nevyskytuji volné, ale jsou z nejvétsi Casti vazané
na kyselinu mekonovou, kyselinu fumarovou, mlé¢nou a kyselinu
sirovou. Jen asi 20 alkaloidd se vyskytuje pfimo, ostatni vznikaji
oxidaci, hydrolyzou nebo racemizaci b&éhem schnuti latexu (mlééna
Stava vytékajici po poranéni pletiv, na vzduchu tuhnouci). Hlavnimi
alkaloidy jsou morfin (10-20 %), kodein (0,2-3,0 %), thebain (0,2-1,0 %),
papaverin (0,5-1,3%) a narkotin (2-12 %) [9].

Alkaloidy jsou podle struktury rozdéleny do nékolika skupin:
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Morfinanovy typ - morfin, pseudomorfin, kodein, neopin (G-
kodein), 10-hydroxykodein, thebain;

benzylisochinolinovy typ - papaverin, papaveraldin (xanthalin),
palaudin, laudanin, laudanidin, laudanosin, kodamin;
ftalidisochinolinovy typ - noskapin (narkotin), narkotolin,
gnoskopin, oxynarkotin, narcein;

tetrahydroisochinolinovy typ — hydrokotanin;

protopinovy typ - protopin, kryptopin;

protoberberinovy typ - (-)-skoulerin, somniferin;

aporfinovy  typ -  Kkorytuberin,  magnoflorin, isoboldin,
papaverrubin, porfyroxin (papaverrubin D), papaverrubin B, C, E,
glaudin;

alkaloidy neznamych struktur - lanthopin, papaveramin.

Mak sety obsahuje i dalSi latky. Jsou to napf. rostlinné kyseliny

(kyselina jable€na, jantarova, citronova, octova a kyselina mlé¢na),

tuky, stopy cukru, vosky, pryskyfice, slizové latky, bilkoviny, polypeptidy

a aminokyseliny [9].

Morfin
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e Papaverin
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3.6.4 Vyuziti rostliny v praxi

Rostlina je péstovana k potravinarskym ucelim (tzv. mak olejny)
a kizolaci alkaloidd (tzv. mak opiovy). Surové opium se pouziva
k vyrobé farmaceutickych pfipravkd, napf. opiova tinktura, ta je

v mediciné dnes uz jen zfidka vyuzivana klécbé silnych bolesti a
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k imobilizaci stfev pfi prajmovitych onemocnénich. Bohuzel je vSak
surovinou pro pripravu heroinu [14].

BohuZel se opium velmi ¢asto zneuziva k vyvolavani euforickych
stavll, at' uz koufenim, polykanim nebo intravendzni aplikaci. Uzivani
drog morfinového typu vede velmi snadno ke vzniku zavislosti (fyzické i

psychické), toleranci, po vysazeni se rozviji abstinencni syndrom [14].

3.6.5 Farmakologické ucinky

e analgeticky ucinek - nejvétsi farmakologické vyuziti ma
morfin pro svlj analgeticky ucinek, a to pfi 1éCbé velmi
silnych bolesti. Dale snizuje dechovou frekvenci i dechovy
objem, zpusobuje midzu (zuzeni zornic), snizuje sekreci zlaz [14,
15];

e antitusicky ucCinek — v terapeutické praxi se k tlumeni suchého
drazdivého kaSle vyuziva kodein, ktery ovliviiuje centrum pro
kaSel v prodlouzené miSe [14];

e spasmolyticky ucinek - jako spasmolytikum je pouzivan alkaloid
papaverin pusobici relaxaci hladkého svalstva (uvolfiuje kiece

svalstva), v€etné koronarnich a mozkovych cév [14].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Uprava rostlinného materialu

Rostlinné casti byly sbirany za suchého a slunného pocasi,
suseny za pokojové teploty ve stinu (ztrata suSenim usuSeného
materidlu ~ 5-10%). UsuSené rostlinné c&asti byly rozdrobnény na

mlynku na velikost 1-3 mm s menSim prachovym podilem.

4.1.2 Uprava rozpoustédel destilaci

Rozpoustédla vyuzivana pro pripravu alkaloidnich koncentratd
byla pfed pouzitim Cerstvé destilovana. Po odstranéni tzv. pfedku bylo
ziskano Cisté rozpoustédlo, které bylo uchovavano v zasobnich lahvich

za nepfistupu svétla.

4.1.3 Perkolace

Rozdrobnény rostlinny material byl provihnen stejnym
objemovym mnozstvim 96% ethanolu jako je navazka drogy v gramech,
v uzaviené nadobé byl ponechan 2 hodiny. Poté byl vsypan do
perkolatoru, ve kterém byl 96% ethanol do vysky asi 10 cm. Navlihéena
droga byla do rozpoustédla vsypavana a slabé utlacovana, souCasné
byl pfidavan 96% ethanol, az byla droga vSechna vsypana. Potom byl
prekryt kotouCkem filtraniho papiru a vatou, zalit rozpoustédlem,
perkolator byl zakryt, aby se rozpoustédlo neodparovalo a byl ponechan
se 24 hodin stat. Poté bylo perkolovano rychlosti 1/50 objemu naplnéné
Casti perkolatoru 96% ethanolem, az byl jiman sedminasobek hmotnosti
drogy v mililitrech. Poté bylo ukon&eno nalévani Cistého rozpoustédia

na sloupec a perkolator byl vypustén.
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4.1.4 Odparovani

Ethanolovy perkolat byl zahustén na vakuové odparce za
snizeného tlaku a teploté¢ do 40°C. Chloroformové vytfepky byly
odpafovany stejnym zpusobem. V pfipadé etheru bylo pouzito

oddestilovani na vodni lazni bez snizeného tlaku.

4.1.5 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na komercné
vyrabénych deskach (Silikagel 60 F254) v systému nasycenych komor.
Syceni komor probihalo po naliti a mirném protfepani mobilni faze
minimalné 60 min. Latky byly nanaseny na chromatogram ve formé
¢arek podle zvoleného objemu (délka cca 1 cm) pomoci kalibrovanych
kapilar Qualicolor. Po vyvinuti byl chromatogram vyjmut z komory a
vysuSen nejprve teplym vzduchem, potom studenym vzduchem. Poté
byla provedena detekce, v prvni fazi pod UV lampou a v dalSi fazi

postfikem detek¢nim Cinidlem.

4.2 Potreby

4.2.1 Rozpoustédla

Cyklohexan €.

Diethylether CSL 4

Ethanol 96%, denaturovany methanolem, ¢.
Chloroform &.

Methanol €.

Toluen €.

Voda
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4.2.2 Chemikalie

Acetylcholinesterasa z elektrického uhofe (electric eel)
Amoniak 25% p.a.

Argon

Diethylamin €.

Dusi¢nan bismutity p.a.

Fast blue B ¢.

Hovézi sérovy albumin

Hydroxid sodny €.

Chlorid rtutnaty €.

Jodid draselny C.

Kyselina chlorovodikova konc. 36% ¢.
Kyselina sirova konc. 96-98% ¢.
Kyselina vinna €.

1-Naftylacetat €.

Siran sodny bezvody €.

TRIS

Uhli¢itan sodny bezvody ¢.

Standardy: fysostigmin (Sigma), galanthamin (Sigma)

4.2.3 Detekcni ¢inidla

D1: Dragendorffovo Cinidlo modifikované podle Muniera

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusiCnanu bismutitétho a 20 g kyseliny
vinné bylo rozpusténo v 80 ml vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml vody.
Zasobni roztok: byl pfipraven smisenim roztoki A a B v poméru 1:1;
muze byt uloZzen nékolik mésicu v chladnicce.

Cinidlo pro analyzu: bylo pfipraveno tak, Ze se k roztoku 5 g kyseliny

vinné rozpusténé v 50 ml vody pfidalo 5 ml zasobniho roztoku [16].
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D2: Mayerovo Cinidlo
1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve

vodé a bylo ji dopIlnéno do 100 mi [17].

D3: UV A =254 nm

Detekce chromatogramu pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

4.2.4 Vyvijeci soustavy

S1: Toluen+chloroform+ethanol+diethylamin 70+20+10+3

S2: Chloroform+methanol+voda 65+35+5

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

Kieselgel 60 Fzs4 (Merck)

4.3 Priprava sekvencnich extraktu

4.3.1 Material

Rostlinny material Pavod materialu

Chelidonium majus L., nat (Ch-M/H) Megafyt, sbér v Chorvatsku, Jugodrvo AD, 06/2004

Chelidonium majus L., kofen (Ch-M/R) Megafyt, sbér v Chorvatsku, Jugodrvo AD, 08/2004

péstovana rostlina ze semen komer¢né dostupnych

Eschscholzia californica CHAM., nat (E-C)f o102 Markvartice u Sobotky, sbér 06-08/2005

sbér 25.4.2006, strafn na Kopci sv. Jana, Hr. Kralove,

Corydalis solida (L.) SW, nat’(C-S) plny kvét

Papaver somniferum L., makovina (P-S) Ing. Krasny, Dobruska, 09/2005

Tab. 1. Nazev a pavod rostlinného materialu
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4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Priprava primarniho extraktu — Nejdfive byla provedena
perkolace rostlinného materialu (viz. 4.1.3 Perkolace). Poté bylo
provedeno zahusténi na vakuové odparce za pfipadného
pridavani vody (20 ml). K odparku bylo nasledné pfidano 50 ml
1,5% kyseliny sirové a dukladné protfepano. Bylo zméfeno pH
tohoto roztoku, muselo se pohybovat mezi pH 1-2. Roztok byl
Zfiltrovan pfes viskozovy filtr, zbytek v barce byl dikladné promyt
s 20-25 ml 1% kyseliny sirové a filtrat byl doplnén vodou na 100
ml.

0,25 ml tohoto roztoku bylo v malé zkumavce upraveno na

pH 2-3 (5% amoniakem nebo 1% uhli¢itanem sodnym) a bylo
pfikapnuto nékolik kapek Mayerova cCinidla. Mél by vzniknout
intenzivni  Zluty zakal aZz sraZenina signalizujici pfitomnost
alkaloidli. Pokud srazenina nevznikla, pak droga alkaloidy
neobsahovala a extrakt se dale nezpracovaval.
Priprava vytfepku L - 100 ml primarniho kyselého extraktu bylo
vytfepano 4x25 ml éteru. Eterové vrstvy byly spojeny a vytfepany
2x5 ml chladné vody, vrstva byla ostfe oddélena a éter byl
oddestilovan do zbytku nékolika mililitrd.

0,25 ml Cdistici vody bylo v malé zkumavce upraveno na
pH 2-3 (7% kyselinou chlorovodikovou) a bylo pfikapnuto nékolik
kapek Mayerova C¢Cinidla. Pokud nevznikla srazenina nebo
vyraznéjSi zakal, voda byla vylita, pokud vznikla, byla pfidana
vytfepavaci voda k pavodnimu extraktu.

Priprava vytrepku A — predcistény kysely roztok z pfedchoziho
vytfepani byl zalkalizovan v tfepaCce 10% roztokem uhli¢itanu
sodného na pH cca 8, zpravidla se vylouci srazenina alkaloidu.
Suspenze byla vytfepana 4x25 ml éteru, éterové vrstvy byly
spojeny a odpareny na nékolikamililitrovy koncentrat. Koncentrat
byl vytfepan 3x2,5 ml 1% kyseliny sirové, ktera rozpusti alkaloidy

do formy soli. 7,5 ml tohoto kyselého roztoku bylo zalkalizovano
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10% roztokem uhliitanu sodného a suspenze byla znovu
vytfepana 3x2,5 ml éteru. Tim byla smés alkaloidl vyrazné
precisténa.

Priprava vytrepku A1 - uhliCitanovy roztok po vytfepani éterem
byl vytfepan 4x25 ml chloroformu. Vrstvy byly spojeny,
oddestilovany na mnozstvi nékolika mililitri a vytfepany 3x2,5 ml
1% kyseliny sirové, ktera rozpusti alkaloidy do formy soli. 7,5 ml
tohoto kyselého roztoku bylo zalkalizovano 10% roztokem
uhli¢itanu sodného a suspenze byla znovu vytfepana 3x2,5 ml
chloroformu. Tim doslo k precisténi alkaloidu.

Priprava vytfepku B - bazicky roztok z pfedchoziho vytfepani byl
zalkalizovan 50% roztokem hydroxidu sodného po kapkach na
pH 12-12,5 a tento roztok byl vytfepan 4x25 ml éteru. Eterové
vrstvy byly spojeny a vytfepany 2x5 ml chladné vody, vodova
vrstva byla vylita, éterovy roztok vysuSsen 3-5 g bezvodého
siranu sodného.

0,5 ml alkalického roztoku bylo okyseleno nékolika
kapkami 7% kyseliny chlorovodikové a bylo pfikapnuto nékolik
kapek Mayerova Ccinidla. Pokud vznikla sraZenina nebo
vyrazngjsi zakal, zpracovaval se extrakt dale, pokud nikoliv, dalsi
postup se uz neprovadeél.

Priprava vytrepku J - bazicky louhovy roztok z predchoziho
vytfepani byl zneutralizovan 17% kys. chlorovodikovou na pH 3-
3,5, pfidal se roztok 3 g jodidu draselného ve 3 ml vody a po 3
hodinach stani byl vytfepan 4x25 ml chloroformu. Chloroformové
faze byly vysuseny bezvodym siranem sodnym.

Priprava vytrepku E - kysely roztok z pfedchoziho vytfepani byl
odebran do zkumavky v malém mnozstvi, okyselen 2M kyselinou
chlorovodikovou a bylo pfikapnuto Mayerovo C¢inidlo. Pokud
vznikl zakal, pak byl cely roztok zalkalizovan 25% amoniakem na
pH cca 10 a vytifepan se 4x25 ml chloroformu. Chloroformové

faze byly vysuseny bezvodym siranem sodnym.
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ZavéreCna uprava vytfepku pred provedenim TLC testi —
zahusténé odparky jednotlivych vytfepkd byly kvantitativné
pfevedeny do injekénich ampulek, do kterych byla zavedena
Pasteurova pipeta a na mirné teplé vodni lazni bylo odpafeno
rozpoustédlo. Ampulky byly suSeny ve vakuovém exsikatoru cca 12
hodin nad suchym silikagelem. Po ususeni byly ampulky zvazeny,

naplnény argonem, zataveny a do doby zpracovani uchovavany ve

tmé pi 4°C.
OZI:aéf:‘li I;motnost - — = Vytrepek - - _
materialu] drogy [9] 7o T Toar 1 1a1 1 190l | 10l 1 19 | 1ol 1 19 | ol 1 196 | 1ol 1 1%

Ch-M/H 100 0,1514)0,1514}0,0859|0,0859]0,0262(0,0262]0,0461(0,0461]0,0364(0,0364

Ch-M/R 28 0,1066|0,3807]0,0500/0,1786]0,0057|0,0204]0,0179|0,0639
E-C 100 0,2079|0,2079]0,1591|0,1591]0,4447)0,4447]0,0120]|0,0120]0,7861|0,7861]0,0792|0,0792
C-s 30 0,1514|0,5047]0,0859(0,2863]0,0262|0,0873]0,0461|0,1537]0,0364(0,1213
P-S 100 0,0391|0,039110,0027|0,0027| - - ]0.,0029(0,0029

Tab. 2: Hmotnost a procentualni zastoupeni jednotlivych
vytfepku drog

4.3.3 Bioautograficka metoda

Z jednotlivych vytfepku bylo odebrano 5 mg vzorku a rozpusténo
v 0,25 ml chloroformu a pfidano 0,25 ml ethanolu (u extraktd Papaver
somniferum nebylo bohuzel dostate¢né mnozstvi vzorkd, byla proto
umérné provedena korekce mnoZstvi rozpoustédel). Standardy byly
rozpustény v ethanolu, galanthamin na koncentraci 1 mg/10 ml a
fysostigmin na koncentraci 0,1 mg/10 ml. AChE z elektrického uhofe
byla rozpusténa v 150 ml 0,005M pufru TRIS — kyselina chlorovodikova
o pH 7,8. K tomuto roztoku byl pfidan hovézi krevni albumin (150 mg)
za ucCelem stabilizace enzymu béhem biologické zkouSky [18].

Na start TLC chromatogramu byly nanaseny roztoky vytfepkd o
objemu S5l (E-C,Ch-M/R,C-S)¢& 10 yl (P - S, Ch - M/H) ve formé
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¢arek. Pro porovnani byly naneseny i roztoky standardl, o objemu 10
pl. Chromatogramy byly vyvijeny v soustavé S2. Po vyvinuti byly
osuseny nejdfive teplym, poté studenym vzduchem. Nasledné se
proved| nastfik AChE, chromatogramy se mirné vysusSily a inkubovaly
se v komofe prostoupené vodnimi parami pfi 37°C po dobu 20 min. Po
ubéhnuti doby inkubace se chromatogramy postfikly detekcnim
Cinidlem, vzniklym smisenim roztoku 1-naftylacetatu (koncentrace 250
mg/100 ml ethanolu) a roztoku Fast Blue B (koncentrace 400 mg/160
ml vody) v poméru 1:4 [18].
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5. VYSLEDKY
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5.1 Chelidonium majus L., nat’ (Ch-M/H)
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Obr.1: Ch-M/H, S2, D1

Obr.2: Ch-M/H, S2, Acetylcholinesterasa
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Obr. 3: Ch-M/H, S1, D1
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5.2 Chelidonium majus L., kofen (Ch-M/R)

Obr. 4: Ch-M/R, S2, D1

Obr. 5: Ch-M/R, S2, Acetylcholinesteras
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Obr. 6: Ch-M/R, S1, D1
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5.3 Eschscholzia californica CHAM., nat’ (E-C)
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Obr. 7: E-C, S2, D1

Obr. 8: E-C, S2, Acetylcholinesteras
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Obr. 9: E-C, S1, D1
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5.4 Corydalis solida (L.) SW., nat’ (C-S)
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Obr. 10: C-S, S2, D1

Obr. 11: C-S, S2, Acetylcholinesteras
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Obr. 12: C-S, S1, D1
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5.5 Papaver somniferum L., makovina (P-S)
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Obr. 13: P-S, S2, D1

Obr. 14: P-S, S2, Acetylcholinesteras
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Obr. 15: P-S, S1, D1
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5.6 Srovnani bioautografickeé metody v neutralni (S2) a
bazické (S1) vyvijeci soustavé

Obr. 16: E-C, S2, Acetylcholinesterasa

' .

Obr. 17: E-C, S1, Acetylcholinesteras
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5.7 Prehled poctu inhibitorit AChE v jednotlivych
vytrepcich

Oznaceni Pocet bilych skvrn na vytiepek

materialu L A A1 B ] E

Ch-M/H 1 2 2 2

Ch-MIR 2 3 1 1 - -
E-C 0 1 2 1 2 1
C-S 0 1 1 2 1 -
P-S 1 1 1

Tab. 3: Pocet pozitivnich inhibiénich reakci na AChE

Vv jednotlivych vytfepcich
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6.

DISKUSE
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Studium latek (potencialnich IéCiv), které jsou schopné prakticky
(terapeuticky) ovlivnit prabéh Alzheimerovy choroby (na rdznych
urovnich patofyziologie tohoto procesu) je velmi zivé. Jsou hledana
nejen zcela nova synteticka léCiva, ale také latky pfirodniho typu. Tato
snaha je zcela pochopitelna, protoze prakticky existuje jen velmi malo
realnych 1éCiv (at uZz pouzivanych, nebo potencialnich): dopenezil,
rivastigmin, galanthamin, huperzin A (takrin je v sou€asnosti latkou uz
prakticky neuvazovanou).

Z hlediska pfirodnich latek je k dispozici relativné Siroka skupina
slou€enin, které v testech in vitro vykazuji inhibici AChE, jak bylo
uvedeno v mé teoretické Casti. Pokud bychom vS8ak uvazovali o jejich
praktickém vyuziti, pfevazna vétSina z nich bude nepouzitelna (nizka
biologicka dostupnost, nebo nutna vysoka davka, po které se objevi
ovlivnéni jinych metabolickych systému a tim nezanedbatelné vedlejsi
ucinky, soucasné velka finanéni naroCnost pfi jejich ziskavani
z pfirodniho materialu atd.). Je napadné, Ze nemala Cast spektra
potencialnich I€Civ je predstavovana terciarnimi alkaloidy. Z toho Ize do
jisté miry usuzovat, Ze alkaloidy, které jsou obecné latkami
farmakologicky aktivnimi, budou projevovat svij ucinek i v této oblasti.

Tato prace je zahajenim SirSiho fytochemického screeningu
zahajeného na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, jehoz cilem
je sledovani raznych alkaloidu rostlin na aktivitu (inhibici) AChE za
pomoci jednoduchého testu vyuZivajiciho tenkovrstvou chromatografii.
Takovy postup je idealni: snazila jsem se, aby umoznil relativné rychle
a z malého mnozstvi rostlinného materialu urdit alkaloidni frakci, ktera
je vtomto sméru aktivni. Sledovani alkaloidi bylo vybrano ze dvou
divodld. Je znamo, Ze néktefi zastupci z Celedi Papaveraceae a
Fumariaceae obsahuji alkaloidy, které jsou aktivni z hlediska inhibice
AChE (a proto jsem také tuto studii zaCinala s nékterymi taxony z téchto
Celedi). Alkaloidy (alespon sekundarni a terciarni) jsou latkami, které je

mozné z celého komplexu primarnich a sekundarnich metabolitl
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relativné dobfe vycistit na rozdil napf. od terpen(, fenolovych glykosidl

a dalSich, pfevazné neutralnich latek.

Pfi feSeni otazky, jaky postup pouzit pro frakcionaci téchto
bazickych latek jsem méla dvé moznosti:

1. pfipravit z malého mnozstvi rostlinné drogy (1-3 g) sumarni extrakt,
ten nanést na TLC, za pouZiti vhodné soustavy extrakt rozdélit na
deskach silikagelu a proveést barevnou reakci,

2. pfipravit extrakt z vétSiho mnozstvi drogy (50-200 g suchého
materialu) - nejlépe perkolat (perkolace je  prakticky
z technologického hlediska va&i metabolitdm nejSetrnéjsi) - extrakt
zahustit, pfevést do vodného prostiedi a sekvenéné (pfi rizném pH)
vytiepat; v jednotlivych vytfepcich jsou alkaloidy rGzného
charakteru.

Pro tuto studii jsem zvolila druhy postup: ma jistou nevyhodu v
nutnosti zpracovat vétSi mnozstvi drogy, jednotlivé alkaloidni smési Ize
vSak pfevadénim z bazi na soli (pH ~9 a pH ~2) velmi uspésné Cistit,
odstranit tak latky nealkaloidni, které by mohly davat pfipadné faleSné
proto, Ze jednim zcil mé diplomové prace bylo navrhnout postup
izolace ucinnych alkaloidd, coz by pfi volbé predchazejici metody
nebylo mozné.

Pro separaci alkaloidni smési jsem zvolila ramcovy postup, ktery
pouzila skupina prof. B. Slavika (Masarykova univerzita Brno) pfi
systematickém studiu isochinolinovych alkaloidl rostlin  z Celedi
Papaveraceae a Fumariaceae a ktery pouzivala od zacCatku 60. let
minulého stoleti v rozsahlé Fadé studii publikovanych v Casopise
Collection of the Czechoslovak Chemical Communications. Postup,
ktery se mi zdal optimalni pro déleni alkaloidni smési zahrunuje
nasledujici kroky:

a) pfipravu extraktu vhodnou extrakéni metodou za pouziti

nizkomolekularniho alkoholu (zvolila jsem ethanol),
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b)

d)

f)

)

h)

zahu$téni extraktu, rozpusténi (dispergovani) odparku v 1%
kyseliné sirové a vodé (pH ~2), filtrace pfes kfemelinu,
vytfepani kyselého roztoku diethyletérem (L), ktery extrahuje
velmi malo bazické alkaloidy a rdzné zbylé znecisténiny; pfi
tomto postupu se muize stat, Ze do diethyletheru pFejdou i
znova vytfepat 1% kyselinou sirovou, zjistit srazeci reakci
(Mayerovym cinidlem), zda tento vodny kysely roztok obsahuje
alkaloidy. Pokud je obsahuje, pfidava se tato vodna faze zpét
k puvodnimu vodnému extraktu,

po pfedchozim pfecisténi diethyléterem se vodny extrakt
zalkalizuje 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH ~9,
vylou€i se terciarni alkaloidni baze, které se vytfepou do
diethyléteru (A); tento odparek obsahuje alkaloidy schopné
tvofit jak nerozpustné pseudokyanidy, tak alkaloidy, které tyto
pseudo-soli netvofi (v této prvé fazi screeningu jsem déleni na
obé skupiny nepouzivala),

uhli¢itanovy roztok se vytiepe chloroformem (A1); tento extrakt
obsahuje stfedné bazické alkaloidy rozpustné v chloroformu,
vodny extrakt se opatrné zalkalizuje 50% roztokem hydroxidu
sodného a vytfepe nékolikrat diethyletherem (B); takto Ize do
organického rozpoustédla ziskat alkaloidy velmi bazické (napf.
berberin, koptisin),

zbyly vodny extrakt (je-li srazeci s Mayerovym cinidlem
pozitivni) se okyseli 17% kyselinou chlorovodikovou na pH ~3,
pfida se nasyceny roztok jodidu draselného (celkova
koncentrace v extraktu 2-4 %) a po 1 hodiné se vytfepe
chloroformem (J), ve kterém jsou tyto ,kyselé“ kvarterni jodidy
rozpustné,

pokud vodny extrakt obsahuje dale alkaloidy, pak se
zalkalizuje 25% amoniakem na pH ~9-10 a vytfepe se bud

chloroformem (E) (pokud se vrstvy Spatné déli, pak se pouzije
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smés chloroform-ethanol 95% 9:1). Po tomto postupu je
primarni extrakt zpravidla dokonale zbaven alkaloid, a neni
potfeba pouzivat dalSi (v tomto pfipadé reineckatovou srazeci)
metodu.

Jednotlivé typy vytfepkl je mozné dale velmi ucinné Cdistit

prevadénim z formy baze do formy soli podle pfislusného pH (pfipadné

s pridavkem jodidu draselného), ¢imz se pomérné dokonale odstrani

nezadouci znecisténiny, které by ztéZovaly separacni proces na TLC.

PFi vybéru metody pro TLC screening vlivu alkaloidd na AChE

jsem uvazovala o jedné ze dvou metod:

a)

b)

modifikované Ellmanové metodé [19], ktera sleduje dva typy
extrakt(: ethyl-acetatovy (TLC soustava toluen-ethyl-acetat-
methanol 30:8:1) a vodny (soustava ethyl-acetat-methanol-voda
100:13,5:10); desky jsou po vysuSeni postfikany roztokem
acetylthiocholinjodidu a 5,5 -dithiobis[2-nitrobenzoové kyseliny] a
po vysuSeni se postfika roztokem AChE z elektrického uhofe
(TRIS, pH 8, inkubace 3-5 min. 37 °C). Vznikaji bilé skvrny na
Zlutém podkladé, nebo

bioautografické metodé [18], vyuzivajici také vzniku azobarviva:
TLC desky se po naneseni vSech vytfepkl vyvinou v soustavé
chloroform-methanol-voda 65:35:5 (nebo jiné vhodné soustavé),
postfikaji roztokem AChE, inkubuji ve vlhkém prostfedi (pH ~8,
TRIS pufr, 37 °C, 20 min) a postfikaji smési roztoku 1-naftyl-
acetatu a Fast Blue B Salt; po 2-5 min. dochazi k barevnému
zviditelnéni: na svétle fialové (fialovém) podkladu zuUstavaji bilé
skvrny oznacujici aktivni latky. Mechanizmus reakce je

nasleduijici:
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0-COCH, oH

Acetylcholinesterase . @i:l N CH,COOH

Naphthyl a-Naphthaol
acetate
HLCO
N=R NN 2e
OCH,3
Fast Blue Salt B
OH H;CO ¥ CH
OCH;

Azo dye (purple)

Obr. 18: Reakce AChE s 1-naftylacetatem a podstata tvorby

fialového azobarviva u TLC bioautografické metody

Pro tuto praci jsem vybrala metodu b), protoze s ni byla na
pracovisti urCita zkuSenost a také proto, Zze pribéh reakce byl
vyraznéjsSi nez u metody predeslé. Je vSak nutno Fici, ze tato metoda je
na provedeni citliva: pouzita AChE musi mit aktivitu min. 3 U/ml,
inkubace musi probihat v prostfedi vodnich par v rozmezi teplot 35-37
°C a 1-naftyl-acetat, pouZzity pro pfipravu Cinidla musi byt uchovavan pfi
-22 °C, jinak je vybarveni chromatografické desky malo zietelné.

Pro vlastni screening byla provedena nanaska 5ul nebo 10ul
zasobniho roztoku extraktd (10 mg/1 ml zasobniho roztoku) a 10 pl
roztokl standardu (fysostigmin, galanthamin; 0,1 mg/1 ml zasobniho
roztoku; R hodnoty obou standardnich alkaloidd jsou bohuzel v pouzité
soustavé prakticky stejné); tyto objemy, které se ukazaly jako optimalni,
byly zjistény v pfedpokusech. Standardy alkaloidd byly naneseny
z dlivodu porovnani relativni intenzity skvrn. Desky pro inkubaci AChE
byly vyvijeny v neutralni soustavé (S2). Zaroven byla na jinych deskach
provedena detekce Dragendorffovym cindilem (D1), aby bylo mozné

provést porovnani.
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Chelidonium majus — nat’: téméfr u vSechny typu vytfepkl je jasna
pozitivni reakce na startu (obrazek ¢&. 2). takto mohou reagovat
kvartérni alkaloidni baze. Neni vSak pravdépodobné, ze by se kvartérni
baze vyskytovaly ve vytfepcich A a B. Ve vytiepcich (L, A, A1, B, J) je
patrna pozitivni reakce — vice bélavych skvrn, coz odpovida udajum
z literatury, které hovofi o alkaloidnich latkach ovliviiujicich AChE. Za
inhibiéni aktivitu na AChE jsou dle literatury zodpovédni pfedevsim
benzofenanthridinové (chelidonin, sanquinarin) a protoberberinové
(berberin) alkaloidy [18, 20, 21, 22]. O jaké alkaloidy by se mohlo
jednat, vSak neni mozné ani obrysové urc€it: vlastovicnik obsahuje az 33
alkaloidl, jejich spektrum je vrostlinach zriznych geografickych
podminek rozlicné (v zavislosti na ploidii) a ja jsem pfi svém hodnoceni
neméla Kk dispozici jednotlivé latky jako standardy. Jsem vSak
presvédCena, Ze i kdybych tyto standardni latky méla, téZko by bylo
mozné jednoznacné tvrdit, Ze se jedna o urCity alkaloid, protoze
sumarni vytfepky byly jesté do urcité miry znecistény a mohlo by dojit

k posunu Rf hodnot standardnich latek.

Chelidonium majus - kofen: v tomto pfipadé jsou patrné prakticky jen
2 latky ovliviujici AChE (Rf ~0,5-0,7). Je zvlastni, Ze reakce nebyla
prilis prikazna (obr. 5): literatura uvadi [9], Ze pfevaha alkaloidl je
pravé v kofenech (a doklada to také obrazek €. 6), reakce s AChE vsak
nebyla pfilis pfesvédCiva, jsem vSak prfesvédCena, Ze je to v tomto
pripadé vlivem experimentalnich podminek a této rostlinné Casti by

méla byt vénovana urcité dalsi pozornost.

Eschscholtzia californica — nat’: obsahuje v riznych typech vytfepku
prakticky stejné alkaloidy (obr. 9) (ale mozna, Ze se to jenom na TLC
tak jevi). NejmarkantnéjSi je reakce u vytfepkd (A a B). Literatura
bohuzel neuvadi, ze by obsazené alkaloidy vykazovaly inhibi¢ni aktivitu

na AChE.
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Corydalis solida — nat’: je na alkaloidy bohata (obr. 12), vyskytuje se u
ni vSak stejny problém jako v pfedeSlém pfipadé (vyskyt zdanlivé
stejnych latek v raznych typech vytfepku), ktery si dosud nedovedu
vysvétlit. Z hlediska vlivu na AChE je pomérné neaktivni, jistou aktivitu
vykazuji latky ve vytfepcich (A, A1, B, J)(obr. 11). Pfi studiu literatury
vySlo najevo, Ze protopinové a protoberberinové alkaloidy obsazené
v nati tohoto druhu (pfedevSim berberin, protopin) jsou velmi silnymi
inhibitory AChE [23, 24].

Papaver somniferum — makovina: ackoliv tato odpadova surovina
z péstovani olejného maku alkaloidy obsahovala (sumarni obsah
alkaloidl, resp. hmotnost necisténého alkaloidniho komplexu
terciarnich bazi vSak byl nizky, ~0,3 %), jejich aktivita nha AChE byla
zanedbatelna (obr. 14) (s vyjimkou pozitivni reakce na startu u
jednotlivych nanasek). Ani v literatufe neexistuje udaj, Zze by tyto
alkaloidy néjakym zpisobem AChE a BuChE ovliviiovaly.

Provedla jsem také pilotni porovnani dvou soustav pro TLC:
neutralni a bazické. Neutralni soustava nemusi v pfipadé alkaloidu (a
Casto to tak byva) alkaloidni smés dobfe délit. Vhodnéjsi byvaji u méné
polarnich mobilnich fazi pfisady bazickych latek, které snizi disociaci a
alkaloidy se pohybuji jako baze. Na pfikladu vytfepkd z nati
Eschcholtzia californica jsem zjistila, ze bazicka soustava skute¢né lépe
(dokonaleji) smés déli a zaroven je mozné po dobrém odvétrani vrstvy
pouzit reakci s AChE, aniz by doSlo k jeji inaktivaci (tento enzym je
citivy na pH, velmi dobfe funguje v oblasti pH 7,8-8,1) alkalickym
diethylaminem, pouzivanym do soustavy, ackoliv byla tato alkalizaCni
pfisada i po 10min. odvétravani v proudu studeného vzduchu jesté
z vrstvy slabé citit. Rozdélena alkaloidni smés reagovala v podstatné
SirSim méfitku nez pfi pouziti neutralni soustavy.

Vysledky své diplomové prace bych shrnula takto:

1) bioautografickd metoda vyuZivajici na TLC barevné reakce s 1-

naftylaminem a Fast Blue B Salt je vhodna a dobfe pouzitelna,
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2)

3)

4)

5)

pro bliz8i studium se jako vhodné ukazuji taxony Chelidonium
majus (nat, kofen) a Eschscholtzia californica (nat) a to vytfepky
A a B (mozna i L, ktery ve vySSim obsahu resp. nanasce
poskytne reprezentativnéjsi vysledek),

pouzit vzdy soustavu jak neutralni, tak bazickou (které budou
vybrany z pfedbézného studia chromatografického chovani
extrakta),

na zakladé velmi dobfe vypracované TLC se pokusit o
denzitometrickou kvantifikaci jednotlivych skvrn,

pro dalSi studium tohoto typu nema smyslu sledovat aktivitu
vytifepkl s obsahem kvarternich jodidd: tyto latky nepfechazeji
pfes hematoencefalickou bariéru a jejich ucinek je v zZivém

biologickém systému prakticky nulovy.
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7.

SOUHRN
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V ramci diplomové prace byl proveden screening latek alkaloidni
povahy z nékterych zastupcu Celedi Papaveraceae a Fumariaceae na
inhbici acytylcholinesterazy (AChE). Byla vypracovana metoda ziskani
optimalnich  extraktd  (alkaloidnich  koncentratd  urcitého typu)
z morfologickych ¢asti rostlin Chelidonium majus L. (nat, kofen),
Eschscholtzia californica CHAM. (nat), Corydalis solida (L.) Sw. (nat) a
Papaver somniferum L. (makovina).

Po pfipravé primarniho extraktu, jeho okyseleni a predcisténi
byly pfipraveny po alkalizaci (Na,CO3;, NaOH) vytfepky diethyletherem
(L, pH ~2; A, pH ~9; B, pH ~12) a chloroformem (jodidy kvarternich bazi
(J, pH ~3; E, pH ~9). Jednotlivé typy vytfepkl byly sledovany pomoci
TLC v neutralni a bazické soustavé na silikagelu na obsah alkaloidd
(Dragendorffovo ¢€inidlo). Vytfepky s obsahem alkaloidld byly dale
podrobeny zjisténi inhibi¢ni aktivity na AChE pomoci autobiografické
metody spolu se standardy (fysostigmin, galanthamin) s pouzitim TLC
(silikagel, neutralni vyvijeci soustava). AChE pochazela z elektrického
uhote (electric eel), pro barevnou reakci byl zvolen 1-naftylacetat a Fast
Blue B Salt; vysledkem pozitivni reakce byly bilé zény na fialovém
pozadi.

Ve vSech sledovanych vzorcich rostlinného materialu byla
prokazana pfitomnost inhibitord AChE, ktefi vykazovaly rlzny stupen
aktivity. Pro dalSi studium (izolaci u€innych latek) vSak maji vyznam
pouze taxony Chelidonium majus L. (nat, kofen) a Eschcholtzia

californica CHAM.

71



8.

SUMMARY
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Novakova, J.: Biological activity of plant metabolites VII. Influence of
alkaloids from several taxons of plants on acetylcholinesterase.
Diploma thesis. Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralovée, 2007. p. 78.

Within the frame of diploma thesis the screening of alkaloids
from some taxons of Papaveraceae and Fumariaceae families for the
inhibition of acetylcholinesterase (AChE) was performed. The method
was elaborated for obtaining optimum extracts (alkaloid concentrates
explicit type) from morphological parts of following plants: Chelidonium
majus L. (herb, roots), Eschscholtzia californica Cham. (herb, whole
plants resp.), Corydalis solida (L.) Sw. (herb) and Papaver somniferum
L. (poppyhead).

After preparation of basic extract, and after its acidification and
purification water extracts were prepared after pH adjustation (Na,COs3,
NaOH) by extraction with diethylether (L, pH ~2; A, pH ~9; B, pH ~12)
and chloroform (iodides of quarternary bases (J, pH ~3; E, pH ~9).
Individual extracts were analysed by the using of TLC in neutral and
basic system on silica gel on content of alkaloids (Dragendorff reagent,
Munier modification). Extracts with alkaloid content were further tested
for inhibitory activity on AChE by the means of autobiographical method
together with standards (physostigmine, galanthamin) using TLC (silica
gel, neutral developing system). AChE originated from electric eel, for
coloured response were used 1-naphthyl-acetate and Fast Blue B Salt;
as the results of positive response were white zones on violet
background.

In all monitored plant material samples was proven presence of
inhibitors AChE, that exhibited different activity level. However, only
taxons Chelidonium majus L. (herb, roots) and Eschscholtzia californica
Cham.(whole plant) are prospective for further study (isolation of active

alkaloids).
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Keywords: plants, alkaloids, acetylcholinesterase inhibition, TLC,
bioautographic method, Chelidonium majus L., Eschscholtzia californica

Cham., Corydalis solida (L.) Sw., Papaver somniferum L.
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