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1. uvoD



V soucasné dobé dochazi ke zvySené manifestaci chorob, které jesté pred nékolika
desetiletimi byly oznaovany za vzacné az raritni. Déje se tak v disledku zvySovani standardi
zdravotnické péce, zlepSeni piezivani diive smrticich chorob a postupného zvySovani
pramérného veéku populace. Jedna se predevsim o skupiny chorob podle etiologie oznacované
jako civiliza¢ni a primarn¢ idiopatické.

Jako civilizacni oznacujeme ta onemocnéni, u kterych lze vysledovat zavislost vyskytu
na zménénych, modernich podminkach Zivota, charakterizovatelné snizenim fyzické zatéze,
vys§i spotfebou energeticky bohaté stravy s naristajicim podilem jednoduchych cukri a tukaii,
rustem dlouhodobého psychického zatizeni s oblibou oznafované jako chronicky stres a
V neposledni fad¢ vyssi vyskyt toxickych latek v zivotnim prostiedi. Lze bezesporu hovofit o
epidemii celosvétové vazanou na popsanou formu zivotniho stylu manifestujici se
onemocnénimi kardiovaskuldrniho systému (chronickd ischemicka choroba srdec¢ni ve vSech
formach, hypertenze, aterosklerosa a chronické ischemické choroby koncetin),
gastrointestinalniho systému (peptickd viedova choroba, funk¢éni obstipace, kolorektalni
karcinom, nealkoholickd steatohepatitida, alkoholickd cirhosa), respiratniho systému
(pneumokoniosy, bronchogenni karcinom, chronickd obstrukéni plicni nemoc) a celého
tkanového metabolismu (hyperlipidemie, hypercholesterolemie, diabetes mellitus).

Primarné idiopatické choroby jsou sice po vylouceni vSech ostatnich moznosti bez
znamého etiologického Cinitele, ale naptiklad pribéeh a stupent astmatu prokazatelné ovliviiuje
kvalita ovzdusi. Dulezitym faktorem je potlaceni pfirozené selekce populace a nasledna
zmeéna jejiho genofondu, ktery spolu s familidrnim vyskytem fady chorob, zvySuje incidenci
této skupiny chorob. Jsou to zmény neovlivnitelné a proto nezbyva pohlizet na né jinak nez
jako na dlouhodobé vyvojové trendy. Jako charakteristické zastupce miiZzeme oznacit astma
bronchiale, idiopatické stfevni zadnéty typu Crohnovy choroby a ulcerosni kolitidy nebo praveé
neurodegenerativni onemocnéni. ZvySovani primérné dosahovaného véku potom cini z diive
minoritniho, ba ¢asto tabuisovaného, okruhu neurodegenerativnich chorob pfi¢inu vysoké
nemocnosti a umrtnosti v seniu. Lze fici, ze zradnost téchto onemocnéni tkvi predev§im ve
sniZzeni kvality Zivota geriatrickych pacientti, alteraci jejich kognitivnich funkci a celkové

degradaci dfive zralé a sobéstacné osobnosti.



Neurodegenerativni onemocnéni:

» Parkinsonova choroba, oznacovana také jako hypertonicko-hypokineticky syndrom,
je onemocnénim substancia nigra, kterd ovliviluje pomoci dopaminergnich drah GABAergni
bunky striata.

Castou pii¢inou této choroby byva dédi¢na zatéz, kterd v obdobi mezi stfednim a
vysokym vékem vede k degeneraci dopaminergnich neuronti. Onemocnéni mize byt
zpusobeno také ubytkem pigmentovych bunék v mozkovych gangliich. Uvadi se mnoho
pricin. Projevi se napf. i za mnoho let po prodélaném virovém zanétu mozku, po otravach, po
dlouhodobé aplikaci antidepresiv, narkotik, jsou popisovany piipady pourazové, souvislosti s
rozvojem aterosklerosy. V dusledku toho dochézi k zaniku bunék substancia nigra, z&asti
pravdépodobné apoptosou pfipisovanou ¢asto volnym, reaktivnim formam kysliku.
K projeveni symptomii musi ale dojit k vypadku vice nez 70 % neuronli substancia nigra.
Dochézi ke zna¢nému snizeni odpovidajici dopaminergni inervace a naslednymi pochody
k nadmérné inhibici thalamu. Jistou souvislost vidime s nedostate¢nou c¢innosti jater a
pohlavnich zlaz. V poslednich letech byla zjiSténa v mozkovych gangliich abnormalné nizka
koncentrace dopaminu, o némz se predpoklada, ze prenasi nervové impulzy.

Hlavnimi pfiznaky vzniklého nedostatku dopaminu je potlaceni volni motoriky,
hypokineze, rigor, nekonstantni klidovy tfes, ohnuté drzeni téla, zvySend vagotonie (slinéni,
poceni, slzeni), mimicka strnulost, tichd, monoténni a smazana fe¢, mikrografie a nakonec
dochazi i k dalsim porucham jako napt. deprese a demence, které jsou vyvolany dal§imi
1ézemi. Mnoho pacientli umira cca po 10 letech na bronchopneumonii.

Klasicka 1écba spociva v podavani celé tady 1éku, které obsahuji dopamin, dale
antihistaminika, anticholinergika. Nékdy se pfistupuje k operaci mozku a transplantaci tkané
dfen¢ nadledvinek.

Pfirodni medicina podavéa odvar z kozliku lékarského, Cesnek, vitaminy skupiny B.
Doporucuje se dieta s omezenim cholesterolu. Homeopatika, ajurvédské ptipravky, nozody,

akupunktura a rizné zptisoby detoxikace.

= Alzheimerova choroba (AD)

Jedna se o nejrozsifenéjSi formu demence vibec (aZz 70 %). Nalezi mezi nékolik
nejzavaznéjsich a také nejndkladnéjSich chorob. Je to progresivné se zhorSujici a irreversibilni
onemocnéni mozku.

Tato choroba byla poprvé popsana na zacatku 20. stoleti psychiatrem Aloisem

Alzheimerem, ktery objevil zvlastni formu demence u 51-leté pacientky a sledoval ji 5 let. Je
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charakterizovana jako progresivni mentalni rozpad postupujici do takového stupné, zZe
naruSuje schopnost se bézn¢ pracovné a spoleCensky uplatnit. Jsou naruSeny pamétové a
abstraktni myslenkové procesy. K piiznaktim patfi deprese, zmatené vnimani prostoru a Casu,
neschopnost soustiedéni a komunikace, ztrata schopnosti udrzet moc a stolici, ztrata paméti,
zmény osobnosti a prudké zmény ndlady. Zdravi a celkova funkéni osobnost se rychle
zhorsuji, az je clovek naprosto neschopen samostatné fungovat.

Pfi¢iny AD mohou byt genetické, virové, zanétlivé, zhorSeni ¢innosti mozku nebo
snizena funkce neurotransmiteri. Mizeme ji rozd¢lit na onemocnéni familiarni, tedy dédicné,
a na sporadické onemocnéni vysSiho veku, které predstavuje asi 80% vyskytu AD, kde se
pii¢iny nemoci se pfi¢itaji nedostate¢nému piisunu zivin do mozku (hlavné vitaminy skupiny
B, zinku, antioxida¢nich vitaminii A,E a karotenoidt, deficit selenu boru a drasliku). To Gzce
souvisi se Spatnym vnitinim stfevnim prostiedim - tzv. dysbidzou a nasledné se snizenou
schopnosti vstfebavaci. Pozivani alkoholu a mnohych syntetickych 1é¢iv prohlubujicich
nedostatek klicovych vitamint a minerald.

Nejde o onemocnéni geneticky jednotné. Zvlasté tézka forma AD je autozomalné
dominantn¢ dédi¢na. Je prokazano, ze dochazi k defektim na chromozomech 1, 12, 14, 19
nebo 21. Dochazi k degeneraci zejména (predisponovanych) cholinergnich neuront
(poskozeni ascendentnich cholinergnich traktd znucleus basalis Meynerti do kiry)
v neokortexu a hippokampu, pfi¢emz jsou postiZzeny i jiné systémy souvisejici s u€enim a
paméti (CRF = Corticotropin Releasing Factor, somatostatinovy, neurotenzinovy,
noradrenolinovy a serotoninovy). Systém obsahujici CRF je pfitom postizen prvni (v ¢asné
fazi nemoci), kdeZto pokles ACh (acetylcholinu) je zjiStovan az v termindlnich stadiich
nemoci. Dale vznikaji senilni plaky (primarni léze), tvoii se neurofibrilarni smotky narusujici
cytoskelet a tim 1 ¢innost neurond a sniZuje se pocet synapsi v CNS. Je zde také patrna
zvySend tvorba reaktivnich forem kysliku a oxidac¢ni stres.

AD se projevuje ve 3 stadiich: 1. stddium je mirna forma trvajici 2-4 roky, pacient
Casto ztraci véci, zabloudi na znamych mistech, dochazi ke zménam osobnosti, dezorientaci a
obtiznému hledani slov; 2. stadium je forma stfedné tézka trvajici 5-10 let, zhorSuji se
mentalni funkce, dochazi k vyraznym vypadkiim paméti, porucham chovani, nesnaSenlivosti,
hastetivosti, zhorSeni feCové schopnosti a halucinacim. Tento stav vyzaduje trvaly dohled.
3.stadium uz je t€zkou formou, ktera trva 1-3 roky, kdy je pacient plné zavisly na pecovateli,
dochdzi krozkladu celé osobnosti, ¢lov€k neni schopen poznat ani cleny rodiny, trpi

inkontinenci, mé sklon k podvyzivé, infekcim a dekubittim.
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V terapii AD se uplatiiuji v soucasnosti hlavné latky ovliviiujici osud ACh a AChE.
Prakticky uZivané jsou pouze: dopenezil (Aricept®), galanthamin (Reminyl®) a rivastigmin
(Exelon®). Od dfive uzivaného takrinu (Cognex™) bylo uZ v soucasné dobé upusténo. Terapie

-----

kortikoidy, inhibitory amylooxidasy, nootropiky, neuroleptiky a hypnotiky.

Stale je snaha vyvijet nova léCiva jak ptirodniho tak chemického piivodu. Jednou
Z moznosti je znovuobjevovani uz znamych, ale zapomenutych nebo opomijenych latek. Zde
je vénovana pozornost studiu starSich praci ve snaze po nalezeni a vyuziti takovych poznatki,
které v dobé publikovani nebyly nebo nemohly byt dostate¢né docenény. Ptikladem mize byt
penicilin. Do této oblasti ale muzeme zahrnout i mnoho 1é¢iv pfirodniho puvodu, ktera jsou
objevovana na zékladé vyuziti poznatkl lidového 1éCitelstvi a predstavuji vlastné nejstarsi
zpusob objevu 1é¢iv. Timto zptisobem bylo ziskdno mnoho chemickych individui, jako je
napt. morfin a jiné alkaloidy, naprstnikovité glykosidy apod. Znalost 1é¢ivého efektu, ale i
toxicity rostliny (a tim tedy i jejich obsahovych latek) vede ¢asto k izolaci jejich jednotlivych
ucinnych latek a pozdé€jsimu stanoveni terapeutickych i toxickych davek. Tyto izolované latky
zZ ptirodnich materialti se pak také casto stanou piedlohou pro pozd¢jsi syntézy modelovych
latek, které vytvareji celé farmakoterapeutické skupiny 1é¢iv.

V oblasti pfirodnich latek se provadi i vyzkum latek ovliviiujicich osud ACh, AChE
(jako stimulatory nikotinovych receptorti — napi. arekolin; M, agonisté — napt. himbacin; nebo
acetyl-I-karnitin); ACAT - pyripyropen A; produkci amyloidu - tanshinon I; dale pfirodnich
neuroprotektiv - ginkgolid B a inhibitort propylendopeptidasy - PEP.

Jednou z rostlin, kterou se védci zabyvaji v souvislosti s jejim inhibi¢nim G¢inkem na
ACHE je také Chelidonium majus L.. Ma se zato, Ze by nékteré latky v ni obsazené mohly mit

pozitivni vliv na priibéh AD. Uginnost je zatim zkousena pouze na homogenatu mozku.
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2. CiL PRACE
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Cilem mé rigordzni prace bylo spole¢né s Sarkou Bryndovou, Dagmar Kubincovou a
Janou Nagyovou:
1. provést extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny pomoci perkolatoru. Poté tento ziskany
primarni extrakt vycistit a to filtraci a ndslednym oddestilovanim rozpoustédla na vakuové
odparce. Déle pfipravit sekvencnim postupem vyttepek A (ziskany po ptredchozi alkalizaci
primarniho extraktu uhli¢itanem sodnym a naslednym vytfepanim do diethyletheru).
Z vytiepku A pak postupné oddélit pseudokyanidy benzofenantridinovych bazi, fenolové
baze, chloridy alkaloidti rozpstnych a nerozpustnych ve vodé. Z chloridi nerozpustnych ve
vode¢ byly ptipraveny dvé frakce: chloridy rozpustné a nerozpustné v chloroformu.
2. zpracovat chloridy nerozpustné v chloroformu. Neutralizaci této frakce 25% amoniakem
na pH ~9, vytfepanim do diethyletheru a naslednym odpafenim organické vrstvy pfipravit
smés protopinovych alkaloidi. Pomoci sloupcové chromatografie pak izolovat jeden z
alkaloidi v ¢isté formée a stanovit jeho zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky.

3. podilet se na stanoveni aktivity izolovaného alkaloidu vuci erytrocytarni AChE.

14



3. TEORETICKA CAST
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3.1. AD a jeji terapie

3.1.1. Alzheimerova choroba a jeji terapie

AD je progresivni neurodegenerativni onemocnéni charakterizované postupnou ztratou
paméti a schopnosti ucit se (demenci) a poruchami chovani.* Je nejcastéjsi pricinou demence
spociva v Cetnosti, mife postizeni kvality Zivota nemocnych i v tom, ze AD piedstavuje jednu
Z nejCastéjsich primarnich pfic¢in smrti.

Dosud nezndme kompletni etiologii AD, proto nejsme schopni 1é¢it tuto zavaznou
demenci kauzaln&. VyuZivaji se postupy, které ovliviiuji znamé patogenetické fetdzce.?

Je znamo, ze vlivem riznych faktord jako jsou:

= genetické predispozice; (Onemocnéni ale neni geneticky jednotné. Zvlasté tézka forma
nemoci je autozomalné¢ dominantné dédi¢nd. Defekty mohou byt na chromozomech 1, 12, 14,
19 nebo 21);

» defektni prekursor 3-amyloidu,

= faktory Zivotniho prostfedi,3

= sniZeni hladiny estrogeni,”

= toxiny? (napf. vliv chronické intoxikace hlinikem®® a jinymi kovy je zatim

diskutovén®)

* nebo zanét dochazi k tomu, Ze fibrily B-amyloidu mohou reagovat s receptory na
povrchu bunék, jako je RAGE (receptor for advanced glycation endproducts) a scavenger
receptor (RA). Nasledné se tvoii volné kyslikové radikaly, které mohou — pravdépodobné
prostiednictvim depolarizace bunééné membrany a aktivace NMDA-receptori — zvySovat
neurondlni intracelularni koncentraci Ca®'. Kyslikové radikaly a Ca?* podporuji bunécnou
smrt neuront. V mikroglidlnich buikach stimuluje aktivace RAGE a RA tvorbu popf.
uvolnovani oxidu dusnatého, prostaglandinti, excitotoxind, cytokinti, TNFa, tumor growth
faktoru (TGFp) a rastového faktoru pro fibroblasty (b-FGF). Vznika zanét, ktery rovnéz
postihuje neurony. Zanik neuronti muze byt urychlen nedostatkem NGF nebo NGF-receptort.
Zanik neuront jde ruku v ruce se snizenou tvorbou a koncentraci neurotransmiterd v mozku.
Obzvlasté vyrazné se to tyka ACh. V kife velkého mozku a v hippokampu se nachéazi az o 90
% snizend koncentrace CAT, enzymu, ktery je potiebny pro tvorbu ACh. Klesaji ale také
koncentrace dalSich neurotransmitert jako noradrenalinu, somatotropinu, serotoninu,

neuropeptidu Y, substance P a kortikoliberinu (CRH).?
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Nékteré studie dokazuji, Ze plaky a neurofibrilarni pleten¢ charakteristické pro AD se
objevuji spontann¢ béhem starnuti jako dusledek ptirozeného poklesu energetického
metabolismu a zmény hladiny Ca?*. Tedy nejen nutné diky zndmym patogenéim. Tento nazor
muze vést k neCekanému zaveru. Ptirozené starnuti hraje v procesu neurodegenerace daleko
vyznamng;j3i roli neZ je mu v soudasnosti pfipisovano.’

Klinicky se AD diagnostikuje obtizné na zakladé sledovani kognitivnich funkci a
zmén v chovani; pro odliSeni od jinych typi demence se zacinaji pouzivat moderni
zobrazovaci metody (CT, MRI, PET) a sledovani biochemickych markerti. Histopatologické
zmény v mozku pacientii s AD jsou prokazatelné v&tsinou aZ post mortem.!

Mozek je zmenSeny, zavity jsou zuzené, ryhy rozSifené, maximum zmeén byva
Vv okcipitalnich a frontalnich lalocich. Atrofie postihuje také bilou hmotu, hippokampus a
bazalni ganglia. Mozecek a mozkovy kmen zlistdvaji vétSinou nezménény. Atrofii provazi
rozsifeni postrannich komor. Zakladni strukturdlni zménou je redukce poctu neurond,
Alzheimerovy zmény neurofibril, senilni driizy, granulovaskularni téliska v cytoplazmé
neuront a Hiraniho téliska. Dal$im diagnostickym znakem je amyloidosa drobnych cév v pia
mater a v kirfe. VySe uvedené zmény nejsou pro presenilni demenci patognomonické,
vyskytuji se i v mozku star§ich osob bez klinické odezvy a jsou také soucasti jinych
degenerativnich onemocnéni. Pro diagnézu AD je charakteristické, Zze uvedené¢ zmény jsou
velmi pocetné a topograficky charakteristicky rozlozené.® Dale je pro AD typické snizené
mnozstvi ACh a CAT a jsou patrné zmény vyvolané nadbyte¢nou tvorbou reaktivnich forem
kysliku a oxida¢nim stresem.

Molekularni mechanismy vedouci k témto zménam jsou do zna¢né miry objasnény,

ale vzajemné vztahy mezi nimi nikoliv."

3.1.2. Terapie AD

Etiolologie AD jesté neni plné objasnéna, proto se ve farmakoterapii vychazi ze
znamych etiologickych fetézcl. NejrozSifengjSim typem biologické terapie AD je
farmakoterapie, zaméfend piedevSim na ovlivnéni poznavacich a vykonnych funkci.
V soucasné dob¢ jsou zalozeny na dikazech 2 farmakoterapeutické postupy:

= uziti inhibitori acetylcholinesteras,
= uziti parcidlnich nekompetitivnich inhibitori NMDA receptorii excitacnich

aminokyselin (memantin),
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Dtlezity je u demenci nejen Alzheimerova typu také nefarmakologicky pfistup.
Nefarmakologické pfistupy v managemantu demenci Ize rozdé€lit na naledujici skupiny podle
toho, na ktery problémovy okruh jsou zaméteny:

= vcasna diagnoza a podpora pacienta v uvodni fazi onemocnéni, poskytnuti informaci,
» zachovani ¢i zlepSeni kognitivnich funket,

» zachovani ¢i zlepSeni sobéstacnosti v aktivitach denniho zivota,

= zmirnéni ¢i odstranéni problémového chovani a psychologickych pifiznaki demence,
= zlepSeni kvality zivota pacientl a zlepSeni komunikace mezi pacientem a lékafem,

= zlepSeni kvality zivota v termindlnich fazich demence,

» podpora pecujicich rodin,

AD a jiné demence tedy vyzaduji celostni a multidisciplinarni pistup.?

3.1.2.1. Inhibitory mozkovych cholinesteras

Uziti inhibitori mozkovych cholinesteras je nejuzivanéj$i postup v terapii AD,
piedevsim lehkych az stiednich forem. Tyto latky nalezeji do skupiny kognitiv, tedy farmak
ovlivitujicich  pfiznivé centralni acetylcholinergni transmisi. Pfedpokladd se, ze
acetylcholinergni neurony tvoii substrat pro reverberacni okruhy, které zprostredkuji
kratkodobou pamét’ a pamét'ovou konsolidaci.

U AD je porusena predev§im presynaptickd cast acetylcholinergniho neuronu. Je
snizena aktivita enzymu CAT, syntetizujictho ACh z Ch a z acetyl-koenzymu A. Pre- i
postsynaptické muskarinové i nikotinové receptory ziistavaji relativné dobie zachovélny.2 Jina
studie uvadi, ze jeden z nejvyrazngjSich cholinergnich deficitl je redukce nAChR v mozku.®
Po uvolnéni z vazby na receptory je ACh odbouravan acetylcholinesterasami a u AD 1
butyrylcholinesterasami. U AD je snizeno uvolnéni ACh z presynaptickych zakonceni. Toto
uvolnéni  je  facilitovano  stimulaci  nikotinovych  presynaptickych  receptord.
Acetylcholinesterasy maji nékolik riznych forem. V mozku zdravého cloveéka prevlada
tetramerni forma G4 a pouze minoritni je monomerni forma G1. U AD roste podil G1 a klesa
G4. Navic se u AD uplatiiuje dal§i enzym, ktery je za normalnich podminek naprosto
minoritni — BuChE. Ta je novotvofena aktivovanymi gliovymi elementy v oblasti
alzheimerovskych plaki a podili se na odbourani ACh. Dochazi k situaci, kdy klesa pocet
molekul AChE a stoupa podet molekul BuChE.> Ob& formy jsou rozlifeny geneticky,
strukturné a také reak¢éni kinetikou. V lidském mozku se BuChE nachazi v neuronech,

gliovych bunkach, stejné tak jako v neuritovém plaku a pleteni u pacienti s AD. Zatimco
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acetylcholinova aktivita snizuje progresivitu AD v mozku nemocnych pacientd, BuChE
aktivita muze zvySit progresivitu, zalezi vSak na dalSich faktorech. Na zakladé riznych
modela (a u pacientli s pokrocilou AD) se vSak zda, ze BuChE muze ur¢itou mérou nahradit
AChE pfi hydrolyze mozkového ACh.° BuChE se ukazala skute¢nd novym cilem v terapii
AD.M

Inhibitory acetylcholinesteras piedstavuji chemicky nejednotnou skupinu, jednotlivé
preparaty se také 1isi v typu inhibice a v tom, zda podstatné odbouravaji ¢i neodbouravaji
molekuly BuChE. Existuji 3 typy inhibice acetylcholinesteras: reverzibilni, irreverzibilni a
pseudoirreverzibilni. 2

V soucasnosti je spektrum klinicky pouZitelnych latek relativng Gzké.***

Napt.
dopenezil a ikopezil jsou selektivni vié¢i AChE, zatimco takrin a heptylfysostigmin ma
vysokou aktivitu k BuChE; vSechny ¢tyfi slouceniny zvysuji hladinu ACh v my$im mozku.
Dopenezil a ikopezil maji vSak vyhodnéjsi terapeuticky index neZ neselektivni inhibitory
takrin a heptylfysostigmin (z hlediska posouzeni centralnich a perifernich u¢inkd).**

V nasi republice jsou pouzivany 3 inhibitory AChE: rivastigmin, dopenezil a
galanthamin.?

» reverzibilni AChEI:

- takrin (Cognex™)

- donepezil (Aricept®)" — nalezi mezi piperidinové derivaty. Je znatné specificky
pro inhibici AChE, ale BuChE inhibuje naprosto nevyrazng.?

- galanthamin (Reminyl®)! — ma dualistické pisobeni — provadi reverzibilni
inhibici AChE a také moduluje pre- i postsynaptické nikotinové receptory. Touto modulaci se
zlepSuje jednak vydej ACh z presynaptickych zakonéeni, jednak se do jisté miry brani
desensitizaci postsynaptickych muskarinovych receptori.’

= pseudoirreverzibilni — rivastigmin (Exelon®)" — karbamatovy derivat. U¢inng inhibuje
1 BuChE. Navic zvySuje i obsah CAT, enzymu syntetizujiciho v cholinergnich neuronech
ACh. Je vysoce specificky vi¢i monomerni formé acetylcholinesteras G; a allostericky
moduluje nikotinové receptory.2

» irreverzibilni - metrifonat (dichlorvos), ktery se v praxi ale nevyuiivé.1
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Co lze od podavani AChEI ocekéavat? Nejednd se o kauzalni 1écbu, ale je velmi
pravdépodobné, Ze inhibice AChE neni jedinym mechanismem U¢inku. Pfedpoklada se, ze
AChEI také zasahuji do ziejmé zakladniho neuropatologického ¢lanku AD — do formace f-
amyloidu a to tak, Ze snizuji tvorbu B-amyloidu zfejmé ovlivnénim enzymu B- a y-sekretas

nebo zvySuji toxicitu B-amyloidu tim, Ze S nim vytvafeji toxické komplexy.

3.1.2.2. Inhibitory NMDA receptort

Nekompetitivni inhibitory NMDA receptoru excitacnich aminokyselin: také tento
postup je zaloZen na dikazech (evidence-based). Zatim je klinicky pouZivana pouze jedina

latka — memantin (Exiba).

CH,

CH,
NH,

Memantin
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Kombinace memantinu a inhibitort AChE je racionalni, pouziva se u stfednich

alzheimerovskych demenci, avSak je financn¢ velmi naro¢na.

3.1.2.3. Nové nadéjné pristupy k 1é€bé AD

» 7z nefarmakologickych biologickych pfistupii to je implantace kmenovych bun¢k, které
by pak vedly k novotvorbé neuronti. Je vSak teprve v pocatecnim stadiu klinického ovéfovani.

= pouziti monoklonalnich protilatek proti B-amyloidu.

» jsou vyvijeny inhibitory - a y-sekretas, patologickych enzymu u pacient s AD.

» ovéfovani latek inhibujicich enzym glykogen syntasu kinasu 3 B — antidiabetika

(rosiglitazon) a také soli lithia. ?

3.1.3. Fytoterapie AD

Ve farmakoterapii AD jsou v souc¢asné dob¢ perspektivni i nékteré ptirodni latky.

3.1.3.1. Latky ovliviujici osud ACh a AChE

. stimulatory nikotinovych receptori (nAChRs): galanthamin (Galanthus
woronoviii, Narcissus sp.); dobie snaSen, urCité periferni cholinergni G¢inky, podstatné
ucinnéjsi nez takrin; nékteré analogy arekolinu (studie in vitro),

» M, antagonisté muskarinu: Galbulimima baccata, Himantandraceae: himbacin.

= latky jiného pusobeni: acetylkarnitin — putsobi proti ubytku glukokortikoidnich
receptord

= inhibitory AChE - jako napft.:
a) Huperzia serrata, Huperzidaceae: huperzin — (Cerebra®), dlouze puisobici inhibitor, ktery
mé neuroprotektivni aktivita, kognitivni efekt’, odbourava p-amyloid, podporuje syntézu
RNA a proteinli V mozku, zvySuje hladinu Ca®* a eliminuje superoxidové aniony.™ Spliiuje

tedy idealni kriteria pro symptomatickou 1écbu AD. !

b) Sarcococca saligna, Buxaceae: salignenamid C vyraznéjsi zasah do BuChE. 16
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Sarcococca coriacea, Buxaceae: z lista byly isolovany 2 steroidni alkaloidy a 2 znamé
slouceniny funtumafrin C a N-methylfuntumin. U tfech z nich byla zji$téna inhibi¢ni aktivita
na AChE a na BUChE z koiiského séra.’

c¢) Fiatoua villosa, Orchidaceae; Zea mays, Poaceae: zeatin, 1Cs 1,9.10* M, také inhibice

tvorby B-amyloidu.

d) Angelica gigas, Apiaceae: dekursinol, vysoka inhibi¢ni aktivita viigi AChE in vitro.

e) Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Lamiaceae: ursolova
kyselina, vysoky inhibi¢ni efekt va&i AChE™, ktery je na davce zavisly,
kompetitivniho/nekompetitivniho typu.'®

f) Penicillium sp. FO-4259-11: produkuje arisugaciny®® (meroterpenoidy)! A a B a také
sérii metabolitl oznacenych jako arisugaciny C, D, E, F, G a H. Ty jsou strukturné piibuzné
arisugacinam A a B. ICs arisugacind C a D bylo 2,5 mM a 3,5 mM, kdeZto ostatni
arisugaciny E, F, G a H nevykazuji inhibi¢ni aktivitu ani na 100 mM. *°

Penicillium sp.: arisugacin A (ICsp 1.10° M); provedena totalni syntéza.
Penicillium WK-4164 a FO-4259- cyklofostin — ovlivnéni také BuChE.

g) Evodia rutaecarpa, Rutaceae: dehydroevodiamin — inhibice AChE, antiamnesticky efekt.
Silngjsi nez takrin, kombinace G¢.: inhibice AChE a zvySeni vasodilatace.

h) Buxus hyrcana, Buxaceae: (+)-homomoenjodaramin, moenjodaramin.

ch) Buxus papillosa, Buxaceae: cykloprotobuxin C, cyklovirobuxein A, cyklomikrofilin A.

i) Ononis spinosa, Fabaceae: a-onocerin.

j) Caragana chamlague, Fabaceae a-viniferin. Aktivita specificka, reverzibilni a

nekompetitivni.
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k) Cynanchum atratum, Ranunculaceae: cynatrosidy A, B, C; signifikantni inhibice:
= A-B-D-oleandropyranosid.
= B-cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-B-D-oleandropyranosid; nejaktivné;si.

= C-cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-a-D-oleandropyranosid. *

I) Aconitum falconeri, Ranunculaceae: faleoconitin a pseudaconitin, nové norditerpenoidni

alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou proti AChE.*

m) Corydalis ternata, Papaveraceae: protopin izolovany z methanolického extraktu z hlizy
rostliny. Inhibice AChE je na davce zavislda (ICsp = 50 mM), specifickd, reverzibilni a
kompetitivni. Uéinek protopinu je téméf identicky velnakrinu. Protopin ma tedy G¢inek jak

anticholinesterasovy, tak atntiarnnestick)'/.21

3.1.3.2. Inhibitory ACAT

= Aspergillus fumigatus: pyripyropen A.

3.1.3.3. Latky ovliviujici produkci amyloidu

= Salvia miltiorrhiza® a ngkteré jiné druhy Salvia sp.??, Laminaceae: tanshinon I.

3.1.3.4. Neuoroprotektiva
= ginkgolid B (BN-520121, Ginkgo biloba, Ginkgoaceae; Ipsen-Beaufour), antagonista

PAF (také 1é¢ba septického Soku). Ochrana neuronti pii mozkové hypoxii (potieba nizsi tenze

kysliku), snizeni viskozity krve.

3.1.3.5. Inhibitory propylendopeptidasy (PEPI)

* PEP - jsou Siroce rozsifeny v riiznych tkanich, také v lidském mozku, kde hydrolyzuji
neuropeptidy s obsahem prolinu, které participuji na uceni a pamétovych procesech
(vasopresin, substance P, TRH). Jejich zvySena hladina je pozorovana u neurodegenerativnich
chorob jako vyraznd deprese, manie, demence Alzheimerova typu; patrné zodpoveédnd za
metabolismus C-terminalni c¢asti amyloidniho prekurzorového proteinu, zodpovédného za
degeneraci neuronti; navozuje imunoreaktivitu zodpovédnou za procesy rychlejsiho starnuti
mozku. Inhibitory PEP maji antiamnesticky efekt.

a) fenantrenové derivaty (Salvia deserta, Lamiaceae).t
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Velmi vyznamnou roli hraje studium piirodnich latek, protoze struktura téchto
pomérné slozitych molekul vyznamné modifikuje ucinek nejen ve smyslu vlastniho efektu,

ale pfedevS§im vedlejSich ucinkd. Inhibice AChE byla pozorovana napi. u 1,8-cineolu a

|23

terpinen-4-olu, tj. obsahovych latek z Tea Tree Oil “°, steroidnich alkaloidi ze Sarcococca

saligna®®, a-onocerinu z Lycopodium clavatum®, ceramidi z Tanacetum artemisioides®, ale i
u jinych nedusikatych latek jako jsou xanthony. 4 z nich plsobi i jako dualni inhibitory AChE
a MAO.” Velmi vyznamné je vSak studium (resp. pouziti) alkaloidi ptfedevSim
isochinolinového typu, vyskytujicich se vriznych zdrojich: zéastupcich celedi

28,29

Amaryllidaceae: galanthaminu a jeho soucasnych derivati a chinolinové baze z Celedi

30,31

Lycopodiaceae, jako je huperzin A a jeho derivaty™°". U n&kterych ptirodnich latek byla

pozorovana spfazena aktivita - inhibuji jak AChE tak BUChE - jako napt. silice z druhu Salvia

24,33 Pt

fruticosa, S. lavandulaefolia, S. officinalis a S. officinalis var. purpurea.® a dalsi.
syntéze novych 1éCiv tohoto typu je velmi zésadni stereochemie. Terapeuticky vyznamné
aktivni jsou pouze n&které stereoizomery>* a to se uplatiuje i z hlediska ovlivnéni AChE a
BuChE, jak je to vid&t napf. u stereoizomerd huperzinu A®, kde (-)-Huperzin A je cca 38x

0¢inngjii nez (+)-Huperzin A

Huperzin

Tento faktor musi byt vyznamné zohlednén, protoZe jinak dochdzi v fadé piipadi
k vyraznému vzestupu nezadoucich u¢inka.*

Dnes je velky zajem vénovan hledani stale lepSich AChEI hlavné rostlinného ptivodu.
Pro screening extraktd zrostlin je pouzivana Ellmannova zkouska a tenkovrstva
chromatografie. Rostliny jsou rozdrobnény a extrahovany hexanem, chloroformem,
ethylacetaitem, methanolem, ethanolem, vodou, dichlormethanem/methanolem (1:1), agq.
ethanolem, hexanem/chloroformem (80%) nebo dichloromethanem/ethylacetatem (1:1).36

Jednou z rostlin, ktera je v soucasné dobé zkoumana je také Chelidonium majus L.
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3.2.  Chelidonium majus L. (vlastovic¢nik vétsi)

3.2.1. Synonyma

Chelidonium grandiflorum DC.; Chelidonium haematodes MOENCH; Chelidonium
japonicum THUNB.; Chelidonium laciniatum MILL.; Chelidonium Iluteum GILIB.;
Chelidonium maius L.; Chelidonium murale REN.; Chelidonium ruderale SALISB.;
Chelidonium umbelliferum STOCK.*

Obr. 1: Chelidonium majus L. — cel4 rostlina®
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3.2.2. Systematika

Tab. 1: Systematické zaiazeni Chelidonium majus™®

Rise: rostliny Plantae
Podfise: vysSi rostliny Cormobionta
Oddéleni: krytosemenné Magnoliophyta
Trida: vy$Si dvoudélozné Rosopsida
Rad: makotvaré Papaverales
Celed: makovité Papaveraceae
Rod: vlastovi¢nik Chelidonium

3.2.3. Botanicky popis

Jde o vytrvalé byliny ; lodyhy 30 — 90 (-100) cm vysoké, vétvené, roztrouSené
chlupaté * s kratkym a rozvétvenym oddenkem. Celd rostlina je proniknuta mlé¢nicemi se
Zlutym az oranzovym mlékem. Listy stfidavé, pfizemni i stonkové stejnotvaré, dolni fapikaté,
horni prisedé.* Cepel jednoduse az pietrhovang lichozpefend, na lici syt, na rubu sivé
zelena, tenka. Listky vejcité, lalo¢naté vroubkované, termindlni 3lalo¢ny. Kvéty v chudém
okoliku — kvétenstvi tvoii 2-6kvéty okolik; kvéty 1-2 cm v pn"lméru.40 Jsou oboupohlavné,
zdanlivé pravidelné.*! Kalich Zluty, prchavy; kalisni listky 2, volné; korunni listky 4, obvykle
celokrajné. Blizna dvoulalo¢nd, ¢nélka velmi kratkd; tyCinky Zluté, s kyjovité ztlustlymi
nitkami.*® Plody jsou tobolky, kostrbaté, carkovité, otevirajici se dvéma chlopnémi od baze
k vrcholku.* Tobolky jsou 3-8 cm dlouhé, tvarem pfipominajici $esuli.”® Semena a7 1,5 mm

dlouh4, Gernd, vej¢ita*' s masitym hiebenitym vybezkem.*® Kvete v kvétnu a7 zai.*!
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Obr. 2: Chelidonium majus L. — kvt >

Jde o jediny druh se 3-4 poddruhy, n&kdy povazovanymi za samostatné druhy:*°
- var. crenatum FRIES: korunni listky vroubkované; blizna dlouhd, otaciva; u této
variety musime vzit v ivahu kiizeni mezi var. maius a var. tenuifolium.
- var. fumariifolium (DC.) KOCH (Syn. Chelidonium laciniatum MILL. var.
fumariaefolium DC.): vzrist mensi, listy se zkracenymi fapiky.
- var. maius: listy pomémé pevné, Cepele jen malo fezané, vroubkované, matné,
vSechny smétujici dold, nanejvys ty nejspodnéjsi postavené. Korunni listky celookrajové.
Podle toho mize byt Chelidonium oznaceno: - f. grandiflorum WEIN; - f. latipelatum
MOLL.; - f. loehrianum (ORTH) MGF. (syn. Chelidonium majus L. var. laciniatum (MILL.)
KOCH f. serrata (ORTH) FAST, Chelidonium majus L. var. loehriana ORTH, Chelidonium
majus var. serrata ORTH); — f. pleniflorum CHRISTIANSEN (Syn. Chelidonium majus L.
var. pleniflorum LAW.); - f. semiplenum DOMIN. Ackoli je rozdéleni var. maius do riiznych
forem duchaplné, stale ale zlistava sporné.
- var. tenuifolium LILJ. (syn. Chelidonium laciniatum MILL., Chelidonium majus L.
var. laciniatum (MILL.) KOCH, Chelidonium majus L. var. quercifolium T HUILL) *":
rostliny s diipenymi listy a s dfipenymi nebo vroubkovanymi (vzacné jen Spiatymi)
korunnimi listky. U nés je tato varieta dolozena pouze z botanickych zahrad nebo zplan€la
V jejich okoli.

Odchylky ve wvzristu, velikosti kvéti a odéni stopek a kalichli maji nepatrnou

taxonomickou hodnotu.*
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Existuji rtzné karyotypy: v Evropé a Asii se jsou rostliny diploidni (maji 12
chromozomti — 2n = 12); v Japonsku a ve vychodni Evropé 2n = 10; 2n = 20 v Japonsku.
V Polsku se vyskytuje tetraploidni vySlechténa kultura (2n = 24). Péstuje se zde jako

Chelidonium majus L. ,,Cynober*. Optimalni &as vysevu je na podzim. >’

3.2.4. Ekologie a cenologie

Roste divoce na starych zdech, hromadach sutin, v pfikopech,42 na navsich, zahradach,
rumiStich, okrajich cest, v akatinach, humoéznich héajich, na mirné zastinénych, vlhkych a
dusikem bohatych padach. Diagnosticky druh ve spoleCenstvech svazu Chelidonio-
Robinietelata, ¢asty téZ ve spolecenstvech svazu Galio-Alliarion, Sambuco-Salicioncapreae,

popt. Aegopodium podagrariae.

3.2.5. Celkové rozsireni

rr r 7 I . Ve vy 43 yivo s - ’ cev
Pochédzi z mirného pdsma, kde je Siroce rozSifen.”™ Jizni a stfedni Evropa, jizni

Skandinavie; mirné az subarktické pasmo Asie véetn¢ Japonska a sttedni Ciny.40 Byl zavlecen

do atlantické oblasti Severni Ameriky.***

3.2.6. Rozsifeniv CR

Vv

vyskytu v plandrnim a kolinnim stupni, vzacné€ zasahuje aZ do stupné submontanniho (max.

Krkonoge, Obii dil, 850 m).*°

3.3. Drogy ziskavané z Chelidonium majus L.

3.3.1. Chelidonii radix (kofen viastovi€éniku vétsiho)

» drogu ziskavame sbérem voln¢ rostoucich rostlin, péstovanim; v Polsku péstovanim
druhu ,,Cynober a z vysoko vynosovych sazenic.

= kofen vlaStovi¢niku se pouziva suSeny.
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3.3.2. Chelidonii herba (nat’ vlastoviéniku vétsiho)

= drogu ziskdvame sbérem voln& rostoucich rostlin® — sbira se celd kvetouci nat’ na
zacatku kveteni bez hrubych a duznatych ¢asti.

» nékdy se pouziva i Cerstva kvetouci nat’ Chelidonii herba recens.

* materidl se suSi umélym teplem pii teplot€¢ 60-70°C, pfi€emZ nastava inaktivace
proteolytickych enzymi mléené §tavy.*

" jiny, nov¢jsi, zdroj uvadi, ze vhodné je zahtati na 105°C s naslednym suSenim pii
pokojové teploté, ¢i pfi 60°C. Zikladem pro tento poznatek je, Ze zahiati ptes 100°C
inaktivuje enzymy odbouravajici alkaloidy. Nékteré zdroje uvadéji, Ze pokud drogu suSime
jen pfi pokojové teloté, ¢i pii 60°C bez predchoziho zahtati na 105°C, ziskame ztetelné nizsi
obsah alkaloidii. *’

= makroskopie: zelené, slabé ochlupené lodyhy jsou zakulacené, listy stiidavé, perovité,
na okraji hrubé vroubkované, méalo ochlupené a na spodni strané svétle zelené. Zluté kvéty
jsou v chudych okolicich.

= mikroskopie: charakteristické jsou mléfnice ve vSech castech rostliny, velké
tenkosténné trichdémy na lodyze a listech a zluté, kulata pilova zrna s 3 klicnymi brazdami a
perforovanou exodermou. Pokud jsou pfitomna semena, maji v perforované test¢ velké
mnozstvi §tavelanu vapenatého.

VystuZujici elementy a §krob droze chybi.*?

Obr. 3: Chelidonium majus L. — list 38
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3.4. Obsahové latky Chelidonium majus L.

3.4.1. Alkaloidy

Alkaloidy jsou hlavnimi obsahovymi latkami vlastovi¢niku. V rostlin€ jich bylo popsano jiz
vice nez 30. Za zminku stoji, ze z tohoto poctu jich 15 poprvé izoloval a pfevazné i strukturné

uréil J. Slavik.*

3.4.1.1. Alkaloidy podle chemické struktury

- muzeme rozdélit do 4 zakladnich skupin:

a) benzofenanthridinovy typ ( a- naftofenanthridinovy typ):

= tuto skupinu tvoii 2 podskupiny:

1. obsahuje terciarni dusik (napft. chelidonin) : terciarni alkaloidy.

2. oObsahuje kvartérni dusik s 2 centralnimi aromatickymi kruhovymi systémy

(napf. sanguinarin) : kvarterni alkaloidy.

O\
"CH,
= | O
~ _N-

CH,

c—0
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b) protoberberinovy typ

= tyto alkaloidy jsou zde zastoupeny: tetrahydroprotoberberiny (napft. stylopin).

_0
H3C
HO N—CH,
‘ ch,
HO
HSC\O

. protoberberiny (napt. berberin).

C) protopinovy typ

» sem nalezi protopin, alkaloid typicky pro ¢eled’ Papaveraceae, ale také allokryptopin.
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d) ostatni

= derivaty benzylisochinolinu — 3 typy, které jsou zde zastoupeny jen v mensim

mnozstvi : chinolizidin, spartein (Chelidonii herba);

N

Spartein

= aporfinovy alkaloid magnoflorin (Chelidonii radix) *

HC/ |O
2%\
O N

Byly provedeny extrakce alkaloidi Chelidonium majus L. riznymi metodami (tradi¢ni
vymackavani a piiprava caje, mikrovlnna extrakce a SFE). Extrakty byly vodné a
propylenglykolové. Pro srovnani extrakénich metod byl vytéZzek ohodnocovan podle
celkoveho obsahu alkaloidli zjisténého spektroskopicky. Nejvyssi vytézek alkaloidi byl
ziskan mikrovlnovou extrakci a klasickou infuzi. Distribuce alkaloidli v rostliné byla
zkoumana tenkovrstvou chromatografii s densitometrii. Koncentrace alkaloidi v extraktu je
znaéné rozdilna v zavislosti na extrakéni metodé€. Roztok ziskany SFE obsahuje koptisin a
chelidonin, ale berberin muze byt ziskan pouze mikrovinnou extrakci. Extrakt s vysokym
obsahem koptisinu méizeme ziskat jeding SFE néasledovanou mikrovinnou extrakei.**

NejbéZnéjsi metodou isolace kvartérnich a slabych terciarnich alkaloidl z rostlinnych
extraktu, tedy i z Chelidonium majus L., je sloupcova chromatografie s naslednou tpravou pH

eluentd. Krystalizaci se pak ziskavaji vySe zminéné alkaloidy.45
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Tab. 2: Alkaloidy izolované z Chelidonium majus L4

Alkaloid Kofen Nadzemni
¢ast
Kvarterni
benzo[c]fenanthridiny
Sanguinarin +++ +++
Chelerythrin +++ +++
Chelirubin + +
Chelilutin + +
Makarpin + +
Terciarni
benzo[c]fenanthridiny
Chelidonin +++ +++
Homochelidonin ++ +
Chelamin + -
Chelamidin + -
Dihydrosanguinarin + +
Dihydrochelerythrin + +
Dihydrochelirubin + -
Dihydrochelilutin + -

N-Demethyl-9,10-

Dihydro- + -
oxysanguinarin ? ?
Chelidimerin + +
Norchelidonin - +
Isochelidonin + -
Oxysanguinarin - -
,Methoxychelidonin**

Terciarni protoberberiny

Stylopin ++ ++ az +++
Kvarterni protoberberiny

Methylstylopin + +
Berberin ++ +++
Koptisin +++ +++
Korysamin + +
Protopiny

Protopin ++ +
Allokryptopin ++ +
Kvarterni aporfiny

Magnoflorin +++ -
Turkiyenin + +
Spartein ? ?

*Methoxychelidonin neni individualni alkaloid, ale
smés homochelidoninu, chelaminu a chelamidinu.41
Novym alkaloidem isolovanym z Chelidonium majus je (-)-turkiyenin.*® Chemickou

strukturou ho fadime mezi kvartérni aporfiny.**

33



Vyzkumy mlécné stavy ziskané z lodyhy Chelidonium majus ukazaly, ze Cerstva, jesté
nezoxidovana mlécna Stéava obsahuje vétsi mnozstvi dihydrokoptisinu, sanguinarinu,
chelerythrinu, berberinu a koptisinu. V zoxidované mlééné S§tavé uz nelze prokazat
dihydrokoptisin, pouze koptisin. Lze tedy ptedpokladat, ze v ¢erstvém, neoxidovaném latexu
z vlastovi¢niku se vyskytuji i jiné, lehce oxidovatelné alkaloidy jako napt. dihydroberberin.
Tyto se ale oxiduji stejné jako dihydrokoptisin pii zpracovavani rostliny, napf. pii suSeni.

Zajimavé se zda byt i rozdéleni obsahovych latek cerstvého vlastovicnikového
latexu: vSech 5 prozkoumanych alkaloidi, jmenovité berberin, chelerythrin, koptisin,
dihydrokoptisin a sanguinarin, je obsazeno ve vakuolach spolu s chelidonovou kyselinou a
enzymy jako jsou hydrolasy a blize nespecifikované fenolické slouceniny.®” Alkaloidy jsou
tedy oby&ejné v rostling vazané na kyselinu chelidonovou.*® Sanguinarin a chelerythrin maji
pfitom vétsi afinitu k vakuolovému obsahu nez berberin, koptisin a dihydrokoptisin a proto
mohou byt z vakuol uvolnény do mlécné $tavy az naposled. Sanguinarin a chelerythrin pti
volném stani roztoku zpusobuji rozklad tonoplastu, coz je asi zéklad piesné izolace. Enzym
ziskdvanych spole¢né s aktivnimi G¢innymi latkami, je moznad zakladem pro diive Casto
popisované ,,nejisté plisobeni preparatu vlastovicniku — pfitomnost enzymi mize vést
k pfem&nam & vzniku méné aktivnich uginnych latek.>’

Distribuce alkaloidi v rostling je nerovnoméra.** Obsah a spektrum alkaloidii je
kolisavé. Nachdzeji se predevSim v mlécné stave® a rozdily jsou znatelné podle rostlinné

o « s . 414
Gasti, vegetatni periody*®

(nejvyssi obsah je v 1été, popf. na podzim, podminény jak
proveniencné, tak geneticky; tetraploidy maji obsah asi o 50-60 % vyssi 4 v zavislosti na
klimatickych podminkéach a stafi rostliny. NejbohatSim organem je kofen, obsah alkaloid
Vv ném casto dosahuje aZ 2-3 %, kulminuje na konci vegeta¢niho obdobi, zatimco pii kveteni
rostliny klesa. U viceletych rostlin je obsah alkaloidli v kofeni vyrazné vys$si neZ v prvém roce
vegetace.*! Jiny zdroj uvadi, Ze obsah alkaloidi v kofeni byva 0,5 — 0,8 %*2 nebo do 2 %** a v

Cerstvé nati pak 0,2 — 0,4 %.%3

3.4.1.2. Alkaloidy kofene

Obsah alkaloidi v droze Chelidonii radix zavisi na pivodu a podminkach susSeni
drogy a dosahuje — 0,8 a7 2 %.% Podle J. Slavika je nejvhodn&j§im materidlem pro isolaci
alkaloidi kofen sbirany na podzim, ktery obsahuje 2,02 % alkaloida v susiné, kdezto v koteni

sbiraném v kvétnu byly nalezeny alkaloidy v mnoZzstvi pouze 0,77 %.>3
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Hlavnimi alkaloidy kofene jsou koptisin (0,15-0,57 %) a chelidonin (0,5-1,02 %)%,
vyznamny je i obsah sanguinarinu, chelerythrinu, berberinu a kvartérniho aporfinového
alkaloidu magnoflorinu.*

Chelerythrin a sanguinarin se podafilo od sebe kvantitativné odd¢lit J. Slavikovi a L.
Slavikové pomoci sloupcové chromatografie na sloupci oxidu hlinit¢ho, obsahujiciho ionty
Cl', benzenovym roztokem octanid. Chelerythrin takto pfipraveny krystaluje z etheru
V bezbarvych hranolcich o t.t. 282 — 283 °C. Sanguinarin pfipraveny chromatograficky
obsahuje malé mnoZstvi nealkaloidni balastni latky. Krystalizaci 1ze tuto latku odstanit. Cisty

sanguinarin prekrystalizovany z etheru mé t.t. 266 — 267 °C a jeho pseudokyanid 237 — 238

oC 47
O\
CH,
= | O
N

HZC\
e} \CH3
\
c—0
H2
Berberin Sanguinarin
@)
H,C” N
N CH,
HO N\—CH3 XN O/
‘ CH, |
N+
HO -
3 O 3 H3C/
Magnoflorin Chelerythrin
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Chelidonin

Jako vedlejsi alkaloidy se tu nachazeji 6-methoxydihydrochelerythrin, 6-
methoxydihydrosanquinarin,  dihydrosanquinarin, oxysanquinarin, dihydrochelerythrin,
homochelidonin, -allokryptopin, chelilutin,®” chelirubin, chelamin a korysamin.*’

Chelirubin a chelilutin, nazvané podle intenzivné zbarvenych soli, byly nalezeny
Vv podilu basi tvoficich nebasické pseudo-kyanidy (kyanidova frakce). Od hlavnich alkaloida
sanguinarinu a chelerythrinu byly oddéleny chromatograﬁcky.53 Oba nové isolované
alkaloidy, chelirubin a chelilutin, se vlastnostmi podobaji chelerythrinu a sanguinarinu a
neshoduji se se zadnym alkaloidem v literatufe dosud popsanym. Tvoii bezbarvé baze,
rozpustné ve ziedénych kyselinach za vzniku intenzivné zbarvenych soli, krystalizujicich
Vv jehlicich. Chelirubin, tvofici purpurové ¢ervené soli, byl zfejmé pticinou krvavého zbarveni
soli sanguinarinu, popisované¢ho starSimi autory. Soli chelilutinu maji barvu oranzovou.
Moznost sekundarniho vzniku chelirubinu a chelilutinu ze sanguinarinu a chelerythrinu
béhem chromatografie byl vyloucen zjiSténim, Ze Cisty sanguinarin a chelerythrin se pfi
chromatografii za stejnych podminek neméni. Rovnéz fialové zbarvené rozkladné produkty,
které vznikaji zvlast€¢ hojné pii prevadéni pseudo-kyanidli na chloridy, maji zcela rozdilné
vlastnosti od obou novych bazi. Vedle toho lze oba alkaloidy prokézat 1 v celkovych basich
z vlastovi¢niku, které nebyly podrobeny kyanidovému déleni. Ve vlaStoviéniku sbiraném
v kvétnu vSak chelilutin nalezen nebyl, takZe se zd4, Ze je v rostlin€ obsazen jen v urcitém
vegetacnim obdobi. Pfi rozdélovaci TLC maji vSechny ctyfi alkaloidy, tvofici kyanidovou
frakci, odlisné hodnoty R¢ a ve smé€sném chromatogramu tvoii dobfe odd¢lené skvrny.47

Mezi nové alkaloidy kofene, které byly popsany pouze zfidka kdy, patiéi chelamin
C20H19NOg a chelamidin Cy;H23NOg. Podle spektralni analyzy jim nalezi struktura 10-
hydroxychelidoninu a 10-hydroxyhomochelidoninu. Pouze obc¢as byl izolovan také alkaloid

chelimerin (meso-forma 1,3-bis(hydrosanguinarinyl)acetonu).*
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Chelamin Chelamidin

Pro isolaci kvartérnich alkaloidti z kofene Chelidonium majus pouzijeme napf. tuto
metodu: nejprve extrahujeme rostlinny material 0,6% kyselinou octovou dokud nedosdhneme
pH >5. Dale provedeme sloupcovou chromatografii. Extrakt s kvarternimi bazemi je pak
selektivné naadsorbovan na silikagelovy sloupec a kolona promyta acetditovym pufrem o pH
5. Eluét obsahuje smés alkoholl o nizké molekularni hmotnosti (hlavné methanol) a 0,05 - 0,5
M H,SO, (nejlépe vsak 0,15 M) v objemovém poméru 70-80 : 30-20. Sulfaty alkaloidl pak
isolujeme z eluatu krystalizaci.*®
Z kotene také byly isolovany 2 aporfinové alkaloidy: korydin a norkorydin.

Identifikovany byly pomoci IR, UV, *H-NMR a mass spektralniho srovnani.”

3.4.1.3. Alkaloidy nati

V nadzemnich ¢astech rostliny je zastoupeni alkaloidli niz§i (0,5-1,5 %) a podléha
v priméru vegetace vyznamnym kvalitativnim zménam.*! Podle jiné prace se obsah alkaloidt
Vv nati pohybuje podle pivodu a podminek suSeni od 0,01 do 1 %. Jde pfedevSim o
benzylisochinolinové derivaty benzofenanthridinového, protoberberinového a protopinového
typu.’” Jako hlavni alkaloidy jsou uvadény chelidonin, koptisin, stylopin, sanguinarin,
chelerythrin®*' berberin a protopin. V mnohem nepatrn&j$im mnoZstvi zde nalezneme
jeste asi 20 alkaloid@,’ jako je chelirubin, a-allokryptopin a navic jeS$t¢ malé mnozstvi
amorfnich basi fenolické povahy.51 Ve velmi nepatrném mnozstvi (0,3 mg/kg) je v droze
obsazen chinolizidinovy alkaloid spartein.’” Byly sledovany zmény v obsahu alkaloidi
V nadzemni ¢asti rostliny v obdobi duben az fijen pomoci HPLC a bylo zjisténo, Ze hlavnim
alkaloidem po celé vegetacni obdobi je koptisin. Obsah v nadzemnich ¢astech ¢inil 0,4-0,8 %.
Na pocatku vegetacniho obdobi byl jako druhy hlavni alkaloid nadzemnich Casti stanoven

stylopin, pficemz obsah chelidoninu, sanguinarinu a chelerythrinu byl relativné nizky. Po
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odkvétu rostliny vSak obsah tifi posledné jmenovanych alkaloidli nartistal a ke konci
vegetacniho obdobi jiz patiily K hlavnim, zatimco obsah stylopinu zna¢né poklesl. Rovnéz
bylo prokéazano, ze hlavni alkaloidni latkou nalevu z usuSené nadzemni ¢asti sbirané v kvétnu
je koptisin (0,1-0,2 %), zastoupeni ostatnich alkaloidii je nepatrné (<0,001 %).*

Z nadzemni casti rostliny Chelidonium majus J. Slavik poprvé izoloval v roce 1954
novy alkaloid - stylopin. Oddé¢lil z nadzemni casti vlaStovicniku, kterd obsahovala 0,29 %
alkaloidi, opticky inaktivni alkaloid o slozeni C19H1704N, krystalizujici Vv jehlicich s t.t. 221
°C, ktery byl identifikovan smésnym bodem tani s autentickym dl-stylopinem. Z mate¢nych
louhti po dl-stylopinu byl izolovan dalsi alkaloid o t.t. 203 °C, identicky s I-stylopinem.

Stylopin  (tetrahydrokoptisin) CigHi704N, je obsazen také viad¢é rostlin
dymnivkovitych (Fumariaceae) rodu Corydalis, Fumaria a Dactylicapnos, z rostlin
makovitych (Papaveraceae) byl nalezen ve Stylophorum diphyllum a Dicranostigma
franchetianum. V ptirod¢ se vyskytuje vI-, d- i vdl-form¢, ktera je identicka s dl-

tetrahydrokoptisinem, produktem redukce alkaloidu koptisinu.>

Stylopin
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3.4.1.4. Alkaloidy plodu

Byly isolovany 2 protoberberinové alkaloidy a 1 benzofenanthridinovy alkaloid. Na
zakladé chemickych a spektroskopickych diikazii pak byla ur€ena struktura téchto sloucenin

jako chelidoninu, koptisinu a berberinu. *

Obr. 4: Chelidonium majus L. - plody38

3.4.1.5. Alkaloidy semen

V semenech pievazuje koptisin.**

Koptisin
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Piestoze se vyzkumem alkaloidd Chelidonium majus L. zabyval vétsi pocet autoru,
nebyla dosud vénovéana pozornost pfitomnosti téch kvartérnich alkaloidt, které na rozdil od
kvartérnich alkaloidi benzofenarthridinového a protoberberinového typu nemohou byt
extrahovany nepolarnim rozpoustédlem z alkalického roztoku. Protoze je znamo, ze kofen a
nadzemni ¢ast rostliny zasadné 1isi jak v obsahu, tak ve slozeni alkaloidd, byly zkoumany obé¢
¢asti oddé€lené. V obou piipadech byl postup stejny: nejdiive byl okyseleny vodny extrakt
vytiepavan etherem, aby byly oddéleny nebazické nebo velmi slabé bazické latky (frakce L).
Potom byl vodny roztok slabé alkalizovan a znovu vytiepavan s etherem a byla ziskana frakce
A. A nakonec silna alkalizace a vytfepavani s etherem dala frakci B. Dalsi alkaloidy byly
ziskany po jejich pfevedeni na jodidy extrakci chloroformem. Kvartérni frakce z kotene
obsahovala jako hlavni alkaloid magnoflorin jodid v relativné vysokém mnozstvi (0,19 %),
pficemz nadzemni Cast obsahuje znatelné niz§i mnozstvi kvartérnich alkaloidu. Z nati byl
isolovan (-)-a-stylopin methyljodid a (-)-B-stylopin methyljodid. Oba tyto alkaloidy byly
detekovany také v kofeni, ale pouze ve stopovém mnozstvi. Z frakce L z kotene byly ziskany
v zavislosti na oxysanguinarinu, ktery byl isolovan uz dfive, dihydrosanguinarin,
dihydrochelerythrin a dihydrochelirubin, také byla upfesnéna ptitomnost mensiho mnozstvi
dihydrochelilutinu. V nadzemni c¢asti byly detekovany pouze stopova mnozstvi
dihydrosanguinarinu a dihydrochelerythrinu. Nalez dihydrochelirubinu a dihydrochelilutinu

v Chelidonium majus L. je viibec prvnim ditkazem vyskytu t&chto 2 latek v prirodg.*®

3.4.2. Ostatni latky

3.4.2.1. Rostlinné kyseliny

Jako protiklad Kk bazickym alkaloidim najdeme v droze organické kyseliny a to

predeviim kyselinu chelidonovou vedle citronové, jableéné a jantarové.>’

HOOC @) COOH

Kyselina chelidonova
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V jedné z novéjsich praci nalezneme také derivaty kyseliny kavové: 2-(-)-kaffeoyl-D-
glycerova kyselina, 4-(-)-kaffeoyltrihydroxymaselna kyselina, 2-kaffeoyl-L-jable¢na kyselina
a ester kyseliny kavové s 1,4-laktonem kyseliny threonové.3"*

Hydrolyzou vodno-methanolického extraktu drogy ziskame kyselinu kavovou, p-
kumarovou, ferulovou, gentisinovou a p-hydroxybenzoovou.*” Ve vlastovi¢niku byla také
nalezena snad i kyselina mravenéi.®® Divé&jsi prace uvaddji i piitomnost alkoholu
chelidonolu®, ve 3t4vé znatd hojné fosforenanu vapenatého a hofednato-amonného,
v semenech olej a velmi ucinna lipasa. Dale byla v rostliné prokazana proteasa, peroxidasa,

53,41
a

glukéza a fruktoza, tiisloviny, kauduk™, vysoky obsah karotend a kyseliny askorbové
flavonoidii rutinu a kvercetinu.** Glykosidy ani saponiny udajné nebyly nalezeny.>
V novéjsich pracich uz ale byly dokazany jako minoritni sloiky.37 V celé rostlin€ je obsazeno
hojné pryskyfi¢natych latek, z nichz jedna — Zluté zbarvena — se uvadi v souvislost s toxicitou

Serstvé rostliny.>

3.4.2.2. Minoritni slozky

Podle nové¢jsich zdroju byly tedy z cCerstvych nadzemnich ¢asti rostliny isolovany

saponiny®"**

a flavonolaglykon. Ani jedna z obou sloucenin ale nebyla blize identifikovana.
Rostlina mimoto obsahuje silice 0,1% v nati a tfsloviny (bez blizsich udajii).” Dale byly
prokazany nespecifikované triterpenoidy, silice a kyselina nikotinova®', cholin a biogenni
aminy — histamin, methylamin a tyramin (bez udani mnozstvi).**’

Mineralni prvky: Chelidonii herba obsahuje 24 prvki: Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn v ¢erstvé droze (kofeni i nati),
V jejim vodném roztoku a alkalickém extraktu.>* Obsah prvki byl zkouman pomoci ICP ***
a emisni spektrometrii. Obsah Ca, Na a Fe byl nejvyssi v mikrovinném poli.** Rozdily
v obsahu prvka v extraktu (vyjma Cu, Mn a Na) jsou znac¢né. Bylo zjisténo, ze kofeny
obsahuji vy$$i mnozstvi mineralnich prvkti az na B, Cu, P a S. Ve vodném extraktu je
mnozstvi minerald nejéastéji v rozmezi 10-65 %, to plati hlavné pro K (65 %) a P (54 %).
Koncentrace roztoku minerall v piipadé tinktury klesa se stoupajici koncentraci alkaloidii.>
Obsah Mg se lisi podle ¢asti rostliny.55 Byly zkoumany korelace mezi obsahem alkaloidii a
mineralnimi a stopovymi prvky v rostliné. Byl ustanoven vztah mezi obsahem Mg, Cr, Al, Co

a Sr a protoberberinovymi alkaloidy; stejn¢ tak vztah mezi Mg, Cr, Al a Zn a

benzofenanthridinovymi alkaloidy byl evidentni.*®
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Miuzeme fici, ze obsah makro-, ale i mikroelementl v extraktu zna¢né piispiva k jeho

terapeutické hodnotg.>*
3.5. Biologicka aktivita obsahovych latek

3.5.1. Metody studia aktivity rostlinnych latek na AChE a BuChE

3.5.1.1. Atomova silova mikroskopie (AFM) a silova spektra (FS)

FS mezi mol. AChE a jejim pfirozenym substratem ACh a vliv inhibitord a
reaktivatort AChE byly zkoumany AFM na molekularni Girovni v readlném ¢ase. AChE a ACh
byly kovalentn¢ navazany na pozlaceny povrch slidy a $picku (SigN4) atomového silového
mikroskopu. Nejprve byla AChE nahrana do obrazového modu AFM a jedna z molekul
AChE byla vybrana jako centrum skeningu. Poté byl skenovaci moéd zménén v silovy
skenovaci mod a FS zaznamenano pii frekvenci 5xs™. Roztoky 1é&ivych nebo toxickych latek
mohou byt injikovany v jakykoli poZadovany cas. FS mezi idedlné¢ navazanou normalni,
inhibovanou nebo star§i AChE a ACh mélo kazdé své vlastni tvarové rysy. Vliv 1é€ivych
nebo toxickych latek na tyto rysy mohou byt sledovany v realném case.”’

Mé&fenim FS zaloZeném na obrazu molekul AChE bylo zjiSténo, Ze pfitazlivé
intermolekularni sily mezi individualnimi molekulovymi pary ACh a AChE jsou (10 + 1) pN
dokud se konec ACh s kvartérnim N (tedy cholinovy konec) nestfetne s negativnim koncem
AChE a vzdalenost, kdy dochazi k rozpadu sil je (4 £ 1) nm od povrchu AChE. Adhezni sily
mezi individudlnimi molekulovymi pary ACh a AChE jsou (25 + 2) pN. Jejich rozkladné
vlastnosti jsou popisovany jako fast-slow-fast. Pfitazlivé sily mezi AChE a Ch jsou totozné
jako ty mezi AChE a ACh. Adhezni sily jsou pak o néco slabsi. Z vysledkl vyplyva, ze AChE
ma fidici ulohu pro difuzi ACh a brani odchdzeni Ch klasickou cestou, ¢imz umoziuje jeho
kontakt s AChE jako cholinovy konec ACh.

Vysledky tedy ukazuji, Ze AFM muze byt pouzita jako nova metoda studia efektu
lé¢ivych a toxickych latek — tedy i obsahovych latek z Chelidonium majus L. - na aktivitu
enzymu z hlediska farmakologie a toxikologie.>’

3.5.1.2. TLC

Pro screening inhibitortit AChE a BuChE z rostlinnych extraktii byla vyvinuta také
jednoducha a rychla bioautograficka enzymova zkouska na TLC deskach. Enzymova aktivita
byla detekovana pfeménou 1-naftyl-acetatu na naftol, ktera byla doprovazena odpovidajici

barevnou reakci ¢erveného diazonia s Fast Blue B soli. Inhibitory cholinesteras zanechavaly
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bilé zony na svétle fialovém pozadi TLC desek. Jako detektory citlivosti reakce byly pouzity
znamé inhibitory AChE alkaloidy galanthamin a fysostigmin.>®

3.5.2. Inhibice BUChE nékterymi isochinolinovymi alkaloidy

Byla studovéna také inhibice BuChE Vv lidském séru protoberberinovymi,
benzofenanthridinovymi a aporfinovymi alkaloidy v porovnédni se 4 modelovymi
slouceninami. Alkaloidy byly (az na vyjimky) isolovany z rostlinného materialu a pfevedeny
na rozpustné soli — chloridy a hydrochloridy. Mechanismus inhibice je vysvétlovan na zakladé
rozdilnych typu interakce téchto sloucenin s BUChE a AChE.

Je zndmo, Ze nékteré slouceniny s kvartérnim dusikovym atomem v molekule funguji
jako inhibitory BuChE. Jejich efekt na BuChE aktivitu a nasledné¢ na AChE se lisi jejich
inhibi¢ni schopnosti a mechanismem indukce senzymy. Bylo zjisténo, ze kvartérni
protoberberinové a benzofenanthridinové alkaloidy inhibuji AChE prostfednictvim vazby na

tzv. y-anionickou stranu enzymu umisténého mimo aktivni centrum enzymu.

Tab. 3: Inhibice cholinesteras

Sloucenina | Iso (Mol/l) | Iso (mol/l) % inhibice

BuChE AChE BuChE®

Berberin | > 1.0x10™ | 9.8x10° 25°
Koptisin | >1.0x10"| 5.8x10” 36°
Sanguinarin | 2.4x10™ | 3.5x10™ 85
Chelerythrin | 1.4x10” | 9.4x10° 90
N-Methyl-
isochinolin | > 1.0x10* | 2.5x107 21°
Protoberberin [ >1.0x10™ | 3.4x10” 28°
N-Methyl-
fenanthridin | 1.0x10° | 4.8x10° 95

c.... slabé inhibitory
b.... pro koncentraci inhibitoréi 1.0x10

Pozn.: Hodnota I5y byla uréena ze zavislosti koncentrace alkaloidl vs. procento inhibice.

Aktivita BuChE byla urcena jako poc¢atecni stupen hydrolyzy butyrylthiocholin jodidu.

Mnozstvi uvolnéného thiocholinu v ¢ase bylo méteno fotometricky s pomoci DTNB (5,5'-
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dithio-bis-2,2"-nitrobenzoovou kyselinou). Méfeni byla provedena pfi vinové délce 405 nm,
pH 7,7 a koncentraci substratu 7 mmol/l. Aktivita pak byla stanovena pomoci komeréni sady
., Test-Combination Cholinesterase“ Boehringer.

Protoberberinové alkaloidy jsou pouze slabé inhibitory BuChE. Jejich 1Csg neni mozné
ani detekovat. Inhibi¢ni efekt benzofenanthridinovych alkaloidt (sanguinarinu, chelerythrinu)
a indenoisochinolinového derivatu na BuChE je daleko niz§i nez na AChE. U vsech
studovanych alkaloidi se jedna o kompetitivni mechanismus inhibice. Kinetika dvou
soucasn¢ pusobicich inhibitort na aktivitu BuChE prozrazuje podobnost kompetitivniho
mechanismu pusobeni v paru N-methylfenanthridin a chelerythrin. Kineticka méfeni ukazuji,
ze vSechny studované typy alkaloidll jsou vazany na aktivni centrum BuChE. Hydroxylem
substituované protoberberinové alkaloidy (kolumbamin a jatrorrhizin) a aporfinové alkaloidy
se pravdépodobné vazi na stejnou vazebnou stranu, kterd se ale 1i$i od mista vazby
benzofenanthridinovych alkaloidi. Aktivni centrum BuChE se sklada stejné jako aktivni
centrum AChE ze dvou funkénich jednotek — esterové a anionické. Enzymy se ale navzajem
1isi anionickou jednotkou, pfic¢emz esterova je stejna. Anionicka jednotka BuChE je stéricky
omezena a vazba inhibitort je tedy ovlivnéna jejich tvarem a velikosti. Pfi interakci aktivniho
centra BUChE s inhibitorem hraje fetézec anionického centra daleko mensi roli nez je tomu u
AChE. Nejvice se zde na interakci podileji Van der Waalsovi sily a hydrofobni interakce. Je
také zieymé, Zze BuChE pravdépodobné nema své anionické centrum umisténé na okraji. Na
rozdil od AChE se u BuChE vSechny studované slouceniny vazi na aktivni centrum enzymu.
Benzofenanthridinové alkaloidy (sanguinarin a chelerythrin) stejné jako slabé inhibitory
berberin a koptisin se vazi na anionické centrum. Rozdilna schopnost inhibice mize byt
vysvétlena jejich rozdilnou hydrofobicitou a stereochemii rnolekuly.35

VSechny alkaloidni inhibitory AChE jsou terciarni baze; ukazalo se vSak, Ze také
kvartérni amoniové baze alkaloidniho® i nealkaloidniho typu60 maji aktivitu vi¢i mozkové

AChE a BuChE.
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3.6. Farmakologickeé uéinky rostliny Chelidonium majus L.

Az do roku 1970 byla zkoumana pouze cCerstva droga : ,,Herba Chelidonii recens —
Cerstva, na zacatku doby kvétu, sbirana nat’ s kofeny*. Prevladlo minéni, ze droga pii suSeni
ztraci své G¢inné latky. VétSina farmakologickych vyzkumu byla tedy provedena s extrakty
z Cerstvé rostliny, vzacnéji pak se suSenou celou rostlinou nebo s vytazky z Cerstvé rostliny
(Cerstva nat’ nebo koten), ptipadné s alkaloidy izolovanymi z celé rostliny. Ale stabilita latek
obsazenych v Cerstvé droze také nebyla optimdalni, proto se Casto popisoval nejisty uc€inek
ziskanych preparati. Vysledky téchto studii jsou tudiz jen obtizné pieveditelné na suSeny
vzorek drogy. A proto jsou Vv podstaté nepouzitelné (nejsou stejné podminky experimenti),

piesto ale objastiuji, kde spo&iva zakladni piisobeni drogy.*’

3.6.1. Protinadorové a antivirové pusobeni

Klinické pouziti vlastoviéniku pii 1écbé nadort se datuje jiz od minulého stoleti.
Botkin popsal dva piipady karcinomu lécené extrakty z vlastovicniku. Dalsi klinické udaje
Z tohoto obdobi popisuji uziti chelidoninsulfatu pfi rakoviné zaludku, extraktu z vlastovi¢niku
pfi karcinomu prsu a dalSich organiti. Dale ma droga dlouhou historii pfi 1écbé bradavic,
papilomt a kondylomat.**Pozdg&ji pii testovéani rostlinnych extraktl na antitumorovou aktivitu
byl pozorovan inhibi¢ni G¢inek extraktii z vlastovicniku na sarkom 180 a Ehrlichiiv mysi

sarkom."4

Pfi intenzivnim vyzkumu antitumorové aktivity v Sedesatych letech byly popsany
inhibi¢ni uCinky extraktl z vlastoviéniku na nékteré typy nadorli, souCasné vSak byla
prokazana vyrazna cytotoxicita alkaloidd sanguinarinu, chelerythrinu, chelidimerinu,
chelidoninu, protopinu a koptisinu. V roce 1968 bylo v experimentech s tkanovymi kulturami
zjisténo, ze extrakty z rostliny vykazuji slabou aktivitu proti viru Herpes simplex. Rovnéz
V pozdé&jsi praci byl potvrzen inhibi¢ni efekt extraktu na virus Herpes simplex a nékteré
z typickych alkaloidii tohoto druhu.

V nedavné dobé opét vzrostl zajem o vyuZiti vlastoviéniku pfi terapii karcinomt, a to
v souvislosti s pfipravkem Ukrain vyvinutym a patentovanym rakouskymi autory. Tento
preparat obsahuje alkaloidy Chelidonium majus L. konjugované s kyselinou thiofosfore¢nou a
vyznacuje se imunomodulacni aktivitou. Pasobi zvySeni poctu T-lymfocytd a normalizaci
poméru T-helper/T-supresorovych lymfocytt, bez ovlivnéni hladiny imunoglobulint.
Ptipravek byl aplikovan pacientim s riiznymi typy karcinomi. Byl pacienty dobie snaSen,
navodil obnoveni buné¢né imunity, provdzené objektivnim zlepSenim stavu pacienti a

v nékolika pfipadech i regresi tumort. V in vivo studiich na mysich tumorech bylo prokazano,
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ze intravendzni podavani UKrainu snizuje rychlost rustu tumoru. V pokusech in vitro bylo
dolozeno, ze preparat obnovuje porusenou schopnost makrofagh lyticky Stépit tumorové
bunky prostiednictvim stimulace LPS (lipopolysacharid, endotoxin). Obnovena cytolyticka
aktivita je nezavisla na TNF-a, coz naznacuje, ze UKrain aktivuje alternativni cytolyticky
mechanismus u makrofagi. Studiu dalSich vlastnosti uvedeného ptipravku je nadale vénovana

znacna pozornost.

3.6.2. Hepatotropni spasmolytické ucinky

Tradi¢ni pouziti vlastoviéniku pfi onemocnénich zluCovych cest a jater je zcela
odliSnou oblasti indikace vlaStovi¢niku. Droga je v souCasnych pichledech fytoterapie
doporuc¢ovana jako spasmolytikum a cholagogum, ndzory na jeji Uc¢innost jsou vsSak
nejednoznaéné. Udaje o pozitivnich uéincich drogy na sekreci zludi, aktivitu a-amylasy i
spasmy hladké svaloviny pochazi vesmés ze star§ich praci. Vyznamné zvyseni sekrece
bilirubinu, cholesterolu a zvyseni aktivity pankreatickych enzymu lipasy a a-amylasy po
aplikaci 100 mg suchého extraktu je uvedeno zase v jiné praci. Pfiznivé G¢inky preparatu
Panchelidon obsahujiciho extrakt z Cerstvych rostlin s obsahem 20 % alkaloidi pii 1écbé
chronické cholangitidy, cholelithiasy a diskinezi popsal v roce 1977 Neumann-Mangoldt.
Preparat vykazoval spasmolyticky a stfedné analgeticky Uc¢inek, vyrazné¢ omezoval diarrhoeu,
vyvolanou 1ébou antibiotiky.*’  Zpomaleni stfevni pasiZe je zpisobeno centralnim
sympatomimetickym ptsobenim alkaloidd  vlastoviéniku.*’ Weiss hodnoti uginky
vlastovi¢niku jako nekonstantni. S odvolanim na vlastni zkuSenost uvadi, ze u¢innost drogy
klesa del$im uchovavanim a je tedy nutné uZzivat extrakty vzdy z Cerstvé drogy. (Oproti tomu
dle poznatkli E. Taborské a kol. se obsah alkaloidii v ususené droze uchovavanim neméni,
stejn¢ jako se neméni alkaloidni sloZeni tinktury uchovavané nékolik mésict v chladu). I pfi
podavani cCerstvé stavy vsSak pozoroval, Ze zatimco v prvé poloviné roku byl efekt jeho
pusobeni zietelny a pacientim pfinasSel ulevu, po uplynuti této doby zacal slabnout, az
prakticky v kratké dobé vymizel. Je pravdépodobné, ze uvedené poznatky souviseji
s nestandardnim slozenim drogy.*! Existuje fada klinickych studii provedenych predevsim
v 30-tych letech hlavné na pacientech s chorobami zaludku, stfeva a jater (také s chronickym
méstndnim Zlu¢i ¢i zénétem Zzlucniku). Pacienti byli léCeni preparaty z Cerstvé rostliny
(vylisované stavy nebo rozetfena celd rostlina s mléénym cukrem) p.o.. Bylo pozorovano
sniZzeni bolesti a vymizeni kieci (zlepSeni subjektivnich obtizi). Na podkladé t&chto
preklinickych a klinickych vyzkumi (pfevazné na celé rostliné nebo na celkovych alkaloidech

— vysledky nejsou ptevoditelné) bylo vlastoviéniku ptifazeno spasmolytické piisobeni na
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GIT a Zlucové cesty. Pasobeni bylo pri¢itano predev§im chelidoninu. Také v monografii
Chelidonii herba se udava: ,,Dostate¢né jisté je papaverinu podobné, lehce spasmolytické
pusobeni na horni ¢ast GIT.“; jak je uz piredeslano, nenachazeji se v literatuie Zzadné
dostate¢né podklady. K otazce zda mé vlastovi¢nik cholagogni ptisobeni, ¢i zda se jedna jen o
efekt cholereticky nebo cholekineticky, neexistuji Zadné dostacujici diikazy. Podle klinickych
studii, provedenych hlavné ve 30-tych letech, maji mit preparaty celé Cerstvé rostliny
podéavané p.o. u pacientl s cholestasou cholagogni plisobeni. V jedné z novéjSich praci bylo
zkoumano pusobeni alkoholového suchého extraktu ze suSené nati na sekreci zluce a
pankreatické¢ Stavy u pacientli se smiSenymi hepatopatiemi (C¢ast pacienti meéla zietelné
znatelny syndrom cholestasy). Pomal¢, ale kontinualni zvySovani zlu¢ového proudu bylo
autorem oznaceno jako cholereticky Uc¢inek. Zda cholagogni plisobeni drogy pro terapii
nemoci zlu€. cest viibec praktické uplatnéni, zlistava otazkou.’’

Vétsi uplatnéni mezi galeniky pouzivanymi V soucasnosti v zapadoevropskych zemich
nachdzeji smésné extrakty, obsahujici vedle vlastovi¢niku vytazky dalSich drog. Napft.
preparat Chelidonium-Strath (Strath-Labor) obsahuje smés extrakti z Chelidonii herba,
Agrimoniae herba, Salviae folium a Hyperici herba, ptipravek Hepatofalk Planta (Falk) je
smési extraktt ze Silybum marianum, Chelidonium majus a Curcuma xantorrhiza. Preparat
obdobného slozeni Aristochol (Steiber and Co.) byl hodnocen Baumanem, ktery uvadi, ze
ptipravek zvySuje vyluCovani zluc€i, sekreci lipasy a amylasy. Pozitivni ucinky preparatu

Hepaticum-Medice (Medice) na metabolismus zlu¢ovych kyselin popsal Matzekis.

3.6.3. Biologické ucinky hlavnich obsahovych latek

Hlavnimi alkaloidy rostliny jsou koptisin a chelidonin. Ptrestoze koptisin se strukturné
jen malo lisi od berberinu, jehoZ biologické ucinky byly pfedmétem tady studii, o u€incich
samotného Koptisinu je znamo jen velmi malo. Ze starSich praci pochazeji tidaje o jeho
cytotoxickém piisobeni. Jsou popsany jeho antimikrobidlni a protizanétlivé u€inky. Podobné
jako berberin inhiboval v davkach 195 mg/kg/den srazeni trombocytd u krys. Ma téz
spasmolytickou a uterotonickou aktivitu. Lze ocekavat, ze koptisin vykazuje i fadu dalSich
efektti analogickych berberinu.

Druhy hlavni alkaloid chelidonin ma vyznamné spasmolytické Gc¢inky. Pusobi na
spasmy GIT a bronchl, snizuje tonus hladkého svalstva délohy, uretry a cév. Jeho
spasmolyticky ucinek je polovi¢ni ve srovnani s papaverinem. Chelidonin téz snizuje krevni

tlak a zpomaluje srdecni aktivitu pisobenim pfes nervus vagus. Polsti autofi uvadi, ze

47



chelidonin vykazuje inhibi¢ni ucinek na dopaminergni struktury u krys v davkach 50-200
mg/kg. Snizuje spontanni motorickou aktivitu a télesnou teplotu. Potencuje aktivitu hypnotik,
zvySuje tlumivy ucinek reserpinu. Ma cholagogicky a cholereticky G¢inek a ve zluCovych
cestach pusobi antisepticky. M4 také antimitotické ucinky.

Znacna pozornost byla vénovana biologickym ucinkim benzofenanthridinovym
alkaloidim sanguinarinu a chelerythrinu, které byly izolovany i z jinych rostlinnych druht,
pricemz koten vlastovicniku patii k jejich nejvyznamnéjSim zdrojim. Jiz dlouho jsou znamy

43 3 antimikrobialni u¢inky téchto alkaloidd.** Sanguinarin

V praxi vyuzivany protizanétlivé
navic snizuje nitrooéni tlak, chelerythrin ma sedativni, analgetické a spasmolytické Gginky.*?
V zemich byvalého Sovétského svazu je vyrabén preparat Sangviritrin, obsahujici smés
sanguinarinu a chelerythrinu. V Severni Americe jsou benzofenanthridinové alkaloidy
soucasti nékterych piipravkll uzivanych v Gstni hygien¢. Byly popsany inhibi¢ni u¢inky
sanguinarinu a chelerythrinu na celou fadu enzymi napf. na cholinesterasy,
alaninaminotransferasu, Na'/K*-ATPasu, Ca®-ATPasu. Oba alkaloidy pisobi téZ jako
rozpojovace respirace a oxidacni fosforylace. S nativni dvouspirdlovou DNA vytvarfi
komplexy typu interkalace, inhibuji syntézu RNA na DNA matrici a enzymovou hydrolyzu
DNA. Nedavno byla popsana inhibice proteinkinasy C chelerythrinem. Vétsina téchto
inhibi¢nich uc€inki je pfipisovéana interakci benzofenanthridini s SH-skupinami enzyma. Oba
alkaloidy mohou reagovat v zavislosti na pH bud’ ve formé kvartérniho kationtu, nebo
terciarni baze. Sanguinarin rovnéz zvySuje vodivost lipidové dvouvrstvy. Chelerythrin,
sanguinarin a chelidonin maji téz prokazatelné antimitotické ucinky. Zda se, Ze mechanismus
jejich plsobeni naznacuje nedavné zjisténi, ze uvedené tfi alkaloidy inhibuji polymeraci
tubulinu. Lze predpokladat, Ze antimikrobialni i cytostaticka aktivita téchto alkaloidl je
podminéna vySe uvedenymi ucinky na fadu klicovych enzymii bunééného metabolismu.**
Nekteti autofi uvadéji, Ze cytostaticky ucinek benzofenanthridinovych alkaloidd je pro jejich
toxicitu a malou terapeutickou §itku prakticky nevyuZitelny.*®
Jeden ze zdrojl uvadi, ze jsou to predevsim dva alkaloidy, sanguinarin a chelidonin,

které zplisobuji farmakodynamické Gcinky vlastoviéniku na nésledujici oblasti:

= specificky na jatra a zluCovody; jde o cholagogni, cholereticky a hypolipidemicky
ucinek.

» sekundarné na plice; jde o antitusicky a antihistaminicky tc¢inek.

* nasledné na ledviny.61

Rada vyznamnych fyziologickych wginkd byla popsana u kvartérniho alkaloidu

berberinu, jehoz zastoupeni v kofeni je srovnatelné se sanguinarinem. Tento alkaloid, jehoz
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hlavnim zdrojem jsou druhy rodu Berberis, ma né¢které Ucinky podobné chelidoninu.
V Evropé a na Dalném vychod€ je po mnoho staleti uzivan jako prostiedek proti prijmu,
zloutence a chronické dysenterii. Stimuluje sekreci zluCe a ma rovnéz hypotenzivni,
vazodilata¢ni a sedativni ucinky. V in vitro pokusech bylo popsano, ze pusobi jako
antagonista a-2-adrenoreceptorti lidskych krevnich desti¢ek. Piisobi inhibiéné na nékteré
enzymy a ma antibakterialni u¢inky. Rada praci se zabyva u&inkem berberinu na srdeéni
aktivitu. V pokusech na zvifatech byly zjistény jeho pozitivni ionotropni a dromotropni a
negativné chronotropni efekty.41

Stylopin je hlavnim alkaloidem nadzemni c¢asti rostliny, ktera byla uzivana
Vv orientalnich statech na odstranéni bradavic, papilomat a kondylomat, stejné jako na 1écbu
jaternich onemocnéni. Stylopin nema cytotoxicky efekt na nestimulované bunky RAW 264.7,
ale v zavislosti na koncentraci redukuje produkci NO, PGE,, TNFa a interleukini — IL-1b a
IL-6 a aktivitu COX-2. Vyzkumy prokazaly, Ze stylopin potlacuje produkci oxidu dusnatého a
PGE; v makrofazich inhibici induktibilni NO-synthasy a COX-2. Tato biologicka aktivita
stylopinu pravdépodobné podporuje protizanétlivy ucinek celé ros‘tliny.62

Ackoliv je casto popisovano antimikrobidlni puasobeni jednotlivych alkaloida
Chelidonium majus L., je na toto téma provedeno jen minimum pokust. Vysuseny, 70%
ethanolem upraveny extrakt ze susené drogy Chelidonii herba vykazuje na agarovém
kultiva¢nim testu (400 pg/misku) slabé antibakterialni pisobeni proti Staphylococcus aureus
209, St. aureus 617, Escherischia coli 12,835 (lac.+sach.), E. ,,crim* 2584 a Shigella sonnei 3¢
(Minimélni inhibi¢ni zény : mén€ nez 10 mm Vv priméru). Ethanolovy tekuty extrakt ze
susené celé rostliny (nerozliSuje se, jestli z celé rostliny nebo jen z nati) ukazuje v agarovém
difuznim testu od slabého aZz po silné antimykotické pusobeni proti rtiznym druhlim :
Candida, Trichophyton, Microsporum, a Epidermaphyten (Inhibi¢ni pramér 12-30 mm, bez
udani davky). Inhibicni plsobeni extraktu se lisi také podle doby sbéru drogy (inhibi¢ni
primér extraktu u Candida albicans : doba sbéru Servenec = 12-13 mm; zaii = 24-30 mm).*’

Rovnéz nekteré z nealkaloidnich latek prokazanych v Chelidonium majus maji
vyrazné fyziologické ucinky. Kyselina kavova 1 jeji estery maji spasmolytickou,
cholagogickou a antibakterialni aktivitu.* Kyselina chelidonova mé sedativni ucinek.®
Nebylo dosud zkouméno, do jaké miry se na terapeutickych efektech vlastoviéniku mohou

podilet tyto latky.
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3.7. Vyuziti Chelidonium majus L.

Vyuziti rostliny ma bohatou historii v lidovém 1é€itelstvi. Neni téméi choroby, proti
které vlaStovicnik v pribéhu staleti nebyl pouzit. LéCivd moc ji byla pfisuzovana jiz za
staroveéku a od té doby byla v 1é¢itelstvi hojné pouzivana. Byla doporuc¢ovana proti chorobam
jater, zimnici a vodnatelnosti, na zlepSeni zraku, k odstranéni bradavic a 1écb¢ tumort.

V novéjsi dobé je vlastovicnik uzivan ve fytoterapii jako** droga, extrakt nebo tinktura

443 analgetickym, popft. jako dermatologikum,

s uc¢inkem spasmolytickym, cholagogickym,
antihistaminikum a antiseptikum. Chelidonii herba i Chelidonii radix jsou popsany v fadé
1ékopisi. Na ptipravu odvaru se doporucuje pouzit 0,5-1,0 g drogy z naté nebo 0,5 g drogy
z kotene. Tinctura chelidonii s obsahem alkaloidii 4-5 % se podava jako spasmolytikum
v pramémych davkach 1 g denng.**

Chelidonium majus se pouZiva jako surovina pro farmaceuticky pramysl.** Extrakty
z vlastovicniku jsou soudasti fady galenik, produkovanych zejména v zapadni Evrops.*' Jsou
indikovany pfi hepatopatiich, na doléceni posthepatickych stavii, poruchach funkce zlu¢niku a

h** a jako mirmé sedativum.”® V Cing se extrakty z Chelidonium majus

po jeho operacic
uzivaji pii 1é¢be chronické bronchitidy, davivého kasle a jako analgetikum.
Vlastovicnik je soudasti fady homeopatik™, kde se pouziva v téchto zékladnich

klinickych indikacich:

= ikterus zpisobeny cholestazou,

= virova hepatitida s choletazou,

= z4cpa a svétla stolice,

* u ZluCové koliky jako dopliikova terapie k spasmolytickym lékiim,

= hypercholesterolemick4 lithiaza.®*

V lidovém Iécitelstvi se stile traduje pouziti rostliny, zejména cerstvé Stavy, jako
prostiedku k odstran&ni bradavic.*!

Semena pak obsahuji 40-60 % technicky upotfebitelného oleje.*’
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4, EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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4.1. VSeobecné postupy

41.1. Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana; nejprve byl zachycen piedek (asi 5 %;
vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobach.

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce pii 40 °C

za snizeného tlaku.
4.1.2. Chromatografie

4.1.2.1. Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla pouzita v systému N (normalnich) komor.
Komory byly pouzity nasycené mobilni fazi. V ptipad¢ uziti malych komor (valcovych) trvalo
syceni asi 30 minut. U klasickych komor pak asi hodinu. Chromatografie byla provadéna

vzestupne.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provadéna systémem stupnovité eluce na neutralnim
oxidu hlinitém. Sloupec byl plnén obvyklym zptisobem — nalitim suspenze adsorbentu do
rozpoustédla. Vzorek byl po vysuSeni v exsikdtoru nanesen na roztéru s malym mnozstvim

neutralniho oxidu hlinitého.

4.2. Material a vybaveni

4.2.1. Rozpoustédla, chemikalie a standardni latka

Rozpoustedla:

Cyklohexan; CgH1o, €.

Diethylether, ¢. bez stabilizatoru

Ethanol 95%; EtOH, denaturovany methanolem, ¢.
Chloroform; CHCls, €.

Methanol; CH3;OH, ¢.
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Diethylamin; Et,NH,, ¢.

Toluen; CgHsCHj, ¢.

Chemikdlie:

Kyselina sirova 96%; H,SOy, p.a.

Vodny roztok chlorovodiku 36%, HCI, p. a.
Kyselina octova 99%; CH3COOH, p. a.
Dusi¢nan bismutity zasadity; Bio(NO3)3
Kyselina vinna, ¢.

Jodid draselny, p. a.

Standardni ldtka:

Allokryptopin (Sigma-Aldrich)

4.2.2. Chemikalie a material ke stanoveni Uucinku erytrocytarni AChE (ICs)

Chemikdlie:

Acetylthiocholinjodid, >99,0% (Fluka, Sigma-Aldrich, Praha,CR)
5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina), DTNB, >98% (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
Dihydrat dihydrogenfosforeénanu sodného, p.a. (Lachema, Brno, CR)

Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lachema, Brno, CR)

Ethanol, EtOH, (Fluka, Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Material:

Hemolyzat lidskych erytrocyti, ktery slouZil jako zdroj acetylcholinesterazy:

* plna krev byla odstfedéna po dobu 15 minut pfi 10000 ot./min, ziskana erytrocytarni
masa byla 3x promyta 0,1 M fosfatovym pufrem, pH 7,4 aby byly odstranény zbytky
plazmy; 10% (v/v) hemolyzat byl p¥ipraven ve vodg. *®

Plastové kyvety DISPOLABKARTELL 1937 PS MICROCUVETTES.

4.2.3. Pristroje

Centrifuga CENTRIFUGE type MPW-340 (Mechanika precyzyjna, Varsava, Polsko)
pH metr ® 72 METER (Beckmann, USA)
UV-spektrofotometr UVIKON 942 (Kontron instruments, Svycarsko)
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4.2.4. Detekcni cinidla

D 1: Dragendorff &inidlo modifikované podle Muniera: %

- pro alkaloidy a ostatni slouc¢eniny obsahujici dusik

- roztok A: se pfipravi rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody.

- roztok B: se pfipravi rozpusténim 16 g jodidu draselné¢ho ve 40 ml vody

- zasobni roztok: ptipravime smisenim roztoktt A a B v poméru 1:1. Ta mize byt uloZena
nékolik mésict v lednici.

- ¢inidlo pro analyzu: se ptipravi tak, Ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml

vody ptida 5 ml zasobniho roztoku.

4.2.5. Chromatografické adsorbenty

A 1: Oxid hlinity neutrdlni (Reanal, Hungary), 0,1 — 0,2 mm

Komer¢ni adsorbent se suspenduje v trojnasobném mnozstvi vody, po zméfeni vyluhu
se suspenze zneutralizuje octovou kyselinou na pH ~ 5, povafi, odsaje ostie na nuci a
suspenduje nekolikrat v potfebném mnozstvi horké destilované vody (80 °C) a promyje, az je
pH promyvaci vody prakticky neutrdlni. Po odsati a nékolikadennim vysuseni na bezprasném
misté¢ se aktivuje 12 hodin pfi 200 °C, po zchladnuti v uzaviené¢ nadobé se desaktivuje

ptidavkem 6 % vody, dobie promicha a ponechd min. 24 hodin ekvilibrovat.

A 2: Oxid hlinity kysely, 0,1 — 0,2 mm

Byl piipraven modifikaci popsané metody® z oxidu hlinitého neutralniho (Reanal):
1000 g adsorbentu bylo rozmichano s 2 1 vodného roztoku chlorovodiku, 12 hodin michano
vrtulovou michackou po dalSich hodinach (za obcasného michani) byla suspenze ostie
odfiltrovana pftes fritu a ponechdna susit na vzduchu za nepfistupu prachu po dobu 3 dnil za
obcasného michani ve vrstvé neptfevysSujici 2 cm. Po této dobé byl absorbent aktivovan 12
hodin pti 200 °C v suSarné. Kyselost takto pfipraveného absorbentu byla sledovana titracné ve

vodné suspenzi a pohybovala se v rozmezi 3,4-3,8 ml 0,1 M NaOH/10,0 g absobentu.

A 3: Kieselgel 60 Fjs4 (Merck), 5x10 cm.
Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60

F2s4, tloustka vrstvy 0,2 mm.
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A 4: Silufol® UV 254, (Kavalier Votice), 15%15 cm.

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstveé. Hlinikova folie; sorbent: Silpearl —

Sirokoporézni silikagel podle Pitry s luminiscencnim indikatorem pro UV 254.

4.2.6. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: C6H12 — EtzNHz 9:1

4.3. Postup extrakce alkaloidii z Chelidonium majus L.

4.3.1. Puvod drogy

Droga (suSena nat’ s kofeny) byla ziskana sbérem fy JUGODRVO AD v Chorvatsku
Vv obdobi ¢ervence - zari 2004 a po ocisténi susena za normalnich podminek.

Makroskopickd, mikroskopickd a chemickou identifikace byla provedena L.
Opletalem. Metodou podle Ceského lékopisu 2005 Doplngk 2006% bylo stanoveno:

Cizi pfimési (2.8.2.): 12,2 %
Ztrata suSenim (2.2.32.): 8,68 %
Celkovy popel (2.4.16.): 16,8 %

Stanoveni obsahu (alkaloidy jako chelidonin): 1,02 %

4.3.2. Priprava extraktu a jeho ¢isténi

41,8 kg suché nati s kofeny bylo perkolovano 95% ethanolem (celkem ziskdno 480 1
extraktu), extrakt byl zahustén na vakuové odparce pii 60 °C do maximalniho odstranéni
alkoholu, byly ptidany asi 2 litry vody. Vznikl temn¢ hnédy, dehtovity, sirupovity odparek.

Tento extrakt byl rotaci rozehiat na vodni lazni asi na 40 °C, bylo ptidano 8 litrti 1,5%
kyseliny sirové (zahtaté na 40 °C) a smés byla ty¢inkou dokonale promichdvana po dobu
nékolika minut, potom byl oranzovy roztok po zchlazeni dokonale slit (dehtovité podily
plavaly jen malo na hladiné, sedély vice u dna), dehet byl seSkraban, umistén do velké
kadinky, pfiddno 500 ml bezvodé kyseliny octové a na vodni ldzni byla smés dokonale

rozpusténa na viskozni roztok. K tomuto roztoku bylo ptfiddvano po castech 7,5 1 vody a
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promichano; kalny oranZovy roztok byl slit, ¢erny pryskyfi¢naty podil rozpustén znova ve
200 ml octové kyseliny, zase rozehiat a srazen 4 litry vody. Oba dekantaty byly spojeny,
ponechany pfes noc stat, poté byl tento oranzovy roztok zfiltrovan ptes skladany polyamidovy
filtr, ten byl promyt vodou a ponechdn vykapat; vyloucil se praskovity sediment hnédo-
oranzové barvy. Oba kyselé filtraty (z kyseliny sirové i octové) byly spojeny; vyloucila se
bélava srazenina; vznikld suspenze byla znovu zfiltrovana pfes polyamidovy filtr, filtr

promyt 1,51 1,5% kyseliny sirové. Celkem bylo ziskano 37 litra filtratu.

4.3.3. Priprava alkaloidniho vytrepku A z primarniho extraktu

37 litrd takto ptipravené¢ho kyselého oranzového roztoku siran bylo opatrné a za
stalého michani neutralizovano nejprve pevnym praskovym bezvodym uhli¢itanem sodnym
na pH cca 9 a posléze 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 9; tekutina se vyrazné zakalila
a vyloucil se nahnédly sediment. Tato suspenze byla po Castech postupné vytfepana 5x 15
litry diethyletheru, etherové vrstvy byly spojeny, oddéleny od zbytku vodné faze a
rozpoustédlo oddestilovano. Vzniklo 182,0 g vysoce viskozniho odparku hnédé barvy, ktery

nekrystaloval.

4.3.4. Cisténi surového vytiepku A

151,0 g tohoto odparku bylo rozpusténo pii cca 50 °C celkem ve 4,2 litrech 0,3 M
kyseliny sirové, kalny oranzovy roztok zfiltrovan papirovym filtrem a €iry filtrat vytiepan 5x
postupné 1,2 litry diethyletheru: po zahusténi bylo zjisténo, Ze tento odparek je hmotnostné

zcela minoritni (0,300 g) a obsahuje jen stopy Dragendorff-pozitinich latek.

4.3.5. Priprava pseudokyanidi

Ke kyselému roztoku alkaloidli byl pfidavan nasyceny roztok kyanidu draselného az
do alkalické reakce, pficemz se vyloucilo velké mnozstvi Sedavé srazeniny. Tato suspenze
byla okyselena 1M kyselinou sirovou na pH ~4, vSechny alkaloidy kromé pseudobazi se
znova rozpustily; suspenze byla ponechana nékolik hodin sedimentovat, poté byla tekutina
dekantovana, zbyld suspenze zfiltrovana ptes papirovy filtr a promyta nékolikrat malym
mnozstvim vody. Po nékolikahodinovém vysuseni na vzduchu byla vysusena ve vakuovém

exsikatoru nad silikagelem a rozetfena na okrovy prasek (15,7 g).
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15,7 g pseudokyanidi bylo zpracovdno metodou podle Gadamera (ethanol +
chloroform + 36% HCI = 1:2:1) resp. suspendovano ve smési 125 ml 95% EtOH a 250 ml
chloroformu, bylo pfidano 125 ml 36% HCI a proveden var pod zpétnym chladi€¢em po dobu
1 hodiny. Potom byl roztok na vakuové odparce odpafen do malého zbytku, zfedén 100 ml
vody a zalkalizovan 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 9; fialova suspenze byla
vytiepana 5x 200 ml diethyletheru. Spojené diethyletherové vytiepky byly vyttepany 5x 100
ml 1M kyseliny sirové, kysely roztok zalkalizovdn roztokem 10% uhlic¢itanu sodného,
suspenze vytfepana 5x 150 ml diethyletheru; uvedeny postup byl opakovan jesté jednou. Aby
doslo k vycisténi alkaloidni smési bylo ziskan svétle hnédy, nekrystalicky odparek (6,01 g).

4.3.6. Separace vytirepku A po odstranéni benzofenantridinovych bazi

Kysely roztok po odstranéni pseudokyanidi byl na vodni 1azni zahtat na 40 °C a po
dobu 15 minut michan pii dobrém odtahu digestofe. Potom byl ochlazen na teplotu mistnosti,

zalkalizovan 10% roztokem uhli¢itanu sodného a vytfepan 5x 1,2 litry diethyletheru.

4.3.7. Priprava fenolovych alkaloidil z vytrepku A:

Spojené diethyletherové vytfepky byly vytfepany 3x 100 ml 5% NaOH, louhova
vrstva zneutralizovana 1 M kyselinou sirovou na pH 2 a zalkalizovana 10% roztokem
uhli¢itanu sodného na pH 9; tento roztok byl vytfepan 5x 100 ml diethyletheru a odpaten za

vzniku minoritniho hnédého, visk6zniho odparku (0,35 g).

4.4. Priprava vycisténého vytrepku A:

6 litrh diethyletherového vytifepku po odstranéni fenolickych bazi bylo vytfepano 5x
300 ml 0,3 M kyseliny sirové, roztok byl opét zneutralizovan 10% roztokem uhli¢itanu
sodného a vytfepan 5x 1,2 litry diethyletheru. Tento reverzni postup byl zopakovan jesté
jednou; po odpafeni diethyletheru vznikl bélavy krystalizujici odparek (80 g).
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4.4.1. Priprava chloridli nerozpustnych ve vodé z vytirepku A a alkaloidu z
nich:

80 g krystalizujici alkaloidni smési bylo rozpusténo ve 350 ml 0,3 M kyseliny sirové,
pfidano 100 ml 36% HCI a po 1 hodiné odfiltrovany nerozpustné chloridy, promyty vodou,
roztok doplnén na 800 ml a znova odfiltrovany chloridy. Tyto chloridy byly supsendovany
(rozpustény) v 6,4 litrech 0,3 M kyseliny sirové, roztok byl zalkalizovan 480 ml 25%
amoniaku, bild suspenze vytfepana Ix 2,5 litry diethyletheru a 2x 1,6 litry diethyletheru;
svétle nazloutly roztok byl odpafen za vzniku prakticky bilého odparku (n = 45,27 g).

4.4.2. Priprava alkaloidt z chloridt rozpustnych v chloroformu (AC):

800 ml oranzového filtratu po oddéleni nerozpustnych chloridt bylo vytfepano 6x 250
ml chloroformu, chloroform odpaten, zbytek rozpustén ve 130 ml 0,3 M kyseliny sirové,
roztok zfedén vodou na 800 ml, alkalizovan 25% amoniakem na pH 9 a vytfepan 5x 600 ml

diethyletheru za vzniku pevného, svétle hnédého odparku (3,38 g).

4.4.3. Priprava alkaloidt z chloridli nerozpustnych v chloroformu (AD):

Zbyly kysely filtrat byl zneutralizovan 25% amoniakem na pH ~9 a vytfepan 5x 300

ml diethyletheru. Organicka vrstva byla odpatfena za vzniku bilého praSkovitého odparku

(15,91 g).

Tab. 4: Vysledky pFipravy vytiepki s terciarnimi a kvartérnimi bazemi z nati s kofeny

Oznaceni C.na Odparek Popis
chromatog. (9)
L 1 0,30 Tmave hnédy s vylou€. kryst.
A-fenoly 2 0,35 Tmaveé hnédy nafoukly
A-benzofenathr. 3 6,01 Hnédy, nafoukly

ClI'nR H,O 4 45,27 Nazloutly, prakticky krystalicky
AC (R Ch) 5 3,38 Svétle hnédy, tvrdy
AD (nR Ch) 6 15,91 Praskovity, bily
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Obr. 5: Kontrolni TLC jednotlivych typi vytitepkii z nati s kofeny vlastovi¢niku
(Pozn.: Kieselgel F,s4, S1, komora nasycend, vyvijeni 1x detekce Dragendroffovo ¢inidlo; popis viz tab. 4)
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Schéma pripravy alkaloidnich koncentratu (extrakce nati s koreny vlastoviéniku)

Nat’ s kofeny

95% EtOH,
Odpafteni, filtrace

Vycistény extrakt,
Alkalizace pH 9, éter

Vodna faze

Eterova faze,
Kyselina sirova

Eterova faze,
Vytiepek L

Vodna faze, alkalizace pH 9,
éter, 2x

Vodna faze -
Eter. faze, odpaf. vytiepek A,
kyselina sirova, KCN

Pseudokyanidy

Vodna faze J—
B +H . nR ve
Eterova faze, NaOH, . Cl, alk., de

éter vode
Fenolické baze

CI R v chloroformu Vodna f., alkaliz.,
chloroform
Cl nR v chloroformu vodna f.
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4.5. Déleni smési alkaloidi z chloridt nerozpustnych

v chloroformu (AD):

) RO 1
7% WD . Al

Obr. 6: Kontrolni TLC bazi alkaloidu z chloridi nerozpustnych v chloroformu Cl nR) se standardy

protopinu (Pr) a allokryptopinu (Allo).

Adsorbent:  neutralni oxid hlinity 0,1-0,2 mm, st. aktivity 111 1300 g

Chrom. loZe: vrstva s adsorbentem: 5x66 cm

vrstva s frakei: 5x6,6 cm
Nanaska: 15,91 g alkaloidni smési
Frakce: 250 ml

Doba toku:  ~20 min.

Alkaloidni smés byla rozpusténa ve 20 ml chloroformu, smichana s 15 g adsorbentu,
rychle vysuSena pii 40 °C a dosuSena 16 hodin ve vakuovém exsikatoru nad silikagelem.
Potom byla nanesena na sloupec obvyklym zpiisobem.

Sloupec byl ptipraven nalitim suspenze adsorbentu. Chromatografie byla provadéna za

nasledujicich podminek (Tab. 5)
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Tab. 5: Sloupceva chromatografie smési alkaloidd, jejichZ chloridy jsou nerozpustné v CHCI;

Souhrnna Frakce Eluent* Hmotnost Popis
frakce (9)
1-17 1-14 Bz-CHCI; 90:10 5
0,34 Zluty, olejovity
15-17 Bz-CHClI; 85:15
18-23 18-23 Bz-CHCI; 80:20 0,55 Svétle hnédy, pevny
24-25 24-25 Bz-CHCI; 80:20 0,11 Bily, krystalicky**
26-27 26-27 Bz-CHCI; 70:30 0
28-30 28-30 Bz-CHCI; 70:30 3,44 Bily, krystalicky
31-37 31-37 Bz-CHCI; 70:30 8,12 Bily, krystalicky
38-44 38-40 Bz-CHCI; 70:30
1,86 Bily, krystalicky
41-44 Bz-CHCI; 60:40

* Bz — benzin 40-60 °C; CHCI; - chloroform

** nejedna se o alkaloid

4.5.1. Cisténi frakci 38-44 (allokryptopin)
Spojené frakce 38-44 byly krystalizovany z ethanolu za vzniku 2,18 g velmi jemnych
bilych prizmatickych jehlic.

Allokryptopin CyH23NOs (369,416), t. t. 162-163 °C, smésna t. t. bez deprese,
chromatografick¢é srovnani se standardem pfipravenym z komeréniho hydrochloridu
(Kieselgel Fas4, S1, komora nasycena, Dragendorffovo ¢inidlo, R 0,38) bez rozdilu hodnot Ry.
Vypocteno  C 68,27; H 6,27; N 3,79
Nalezeno C67,99; H6,02; N 3,85

Tab. 6: Chovani allokryptopinu alkaloidi na vrstvé silikagelu

Latka Viditelné 366 bez indikatoru 254 s indikatoru

Allokryptopin 0 0 Cerny (zhasi)
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4.6. Stanoveni ucinku alkaloidu na erytrocytarni AChE (ICs)

4.6.1. Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
= pii teploté 25°C,
= V prostfedi PB,
= piipH 74,
= pii vinové délce spektrofotometru 436 nm,

= Vv jednorazovych plastovych kyvetach o tloustce 1 cm.

4.6.2. Stanoveni hodnot ICs

Cholinesterasy jsou kompetitivn¢ inhibovany kvartérnimi, ale i nekvartérnimi latkami.
Pokles aktivity je umérny pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je
zaloZzeno na jeho reakci s nativnim substratem, kdy je tento Stépen na alkohol cholin a
kyselinu octovou.

Do kyvety byly pfidany 0,4 ml roztoku DTNB v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,4;
vysledna koncentrace DTNB v kyveté 5x10° M), 100 ul hemolyzéatu z erytrocytl, 50 pl
roztoku alkaloidu a 1,25 ml fosfatového pufru. Reakce byla zahajena piidanim 0,2 ml roztoku
acetylthiocholin (vysl. koncentrace v kyvets 102 M) a fotometrovana pii 436 nm za
laboratorni teploty po dobu 3 min. Byla zaznamenavana délka absorbance, ktera je tmérna
aktivité erytrocytarni acetylcholinesterasy.67

Koncentracni fady alkaloidi byly pfipraveny v ethanolu tak, aby po pfidani 50 pl
roztoku alkaloidu byla vysledna koncentrace latky v kyveté v rozpéti 10%-107.

Meéfteni byla opakovana pro kaZzdou koncentraci testované latky nejméné trikrat.

4.7. Matematické zpracovani experimentalnich dat

Hodnoty 1Csy byly vypocCitany znaméfenych hodnot poklesu  aktivity
acetylcholinesterazy nelinearni regresi v programu GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows;
vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

63



4.8. Vysledky testu vlivu latky na aktivitu AChE

Tab. 7: Biologicka aktivita allokryptopinu

Latka 1Csg 95% konfiden¢ni
[M] interval [M]

Allokryptopin | 0.00147 | 0.00133-0.00162
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5. DISKUSE
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Alzheimerova choroba je dnes jednim z velmi ¢astych onemocnéni, proto je otazce jeji
terapie vénovana pomeérné velka pozornost. Bohuzel nejde o zélezitost bezproblémovou. AD
je totiz multifaktorialnim onemocnénim nezndmé etiologie a pii jeji terapii nezbyva nez
vychézet ze znamych patofyziologickych fetézcl, které vedou k jejimu vzniku. Ve vysledku
jde o progresivné se zhorsujici chronické onemocnéni mozku; dochazi k celkovému zhorSeni
mozkové ¢innosti a zejména paméti, funkei senzorickych a motorickych. V praxi se v ramci
terapie uzivaji hlavné latky ovliviiujici osud ACh a AChE. Rada sloutenin ma
cholinomimetické G¢inky velmi ptiznivé. Casto se nejedna bohuzel jen o Zadouci centralni,
ale 1 o vedlejsi periferni G€inky, diky nimz je fada latek nevyuzitelnych. Z pfirodnich latek
ptichazi v tivahu jen nékolik méalo sloucenin; v soucasné dob¢ zacina byt prakticky vyuzivan
pouze galanthamin (Reminyl®). Jedna se o reverzibilni AChEI s dualistickym ptisobenim —
provadi reverzibilni inhibici AChE a také moduluje pre- 1 postsynaptické nikotinové
receptory. Touto modulaci se zlepsuje jednak vydej ACh z presynaptickych zakonceni, jednak
se do jist¢ miry brani desensitizaci postsynaptickych muskarinovych fetdzce.” Velmi
intenzivné se pracuje i na riiznych galanthaminovych derivatech.®®

Dalsi velmi perspektivni ptirodni latkou je alkaloid izolovany z nékterych zastupct
Celedi Lycopodiaceac — Huperzin A. Terapeuticka davka je podstatné niz§i nez u
galanthaminu® (LDsy pfi aplikaci p.o. u loveka = 0,1 mg).'® Syntéza racematu i p¥irodniho
(-)-Huperzinu A je v sou¢asné dobé& uz vypracovana.® I jiné studie dokazuji vysokou inhibi&ni
aktivitu Huperzinu-A. V davce 0,03 az 0,06 uM Huperzin-A uz po 30 minutach po i.c.v.
injekci jednoznacné vykazuje inhibici mozkové AChE. Jeho inhibicni aktivita vici
AChE/BUChE (ICsp = 0.082 uM) je vyraznéjsi nez takrinu (ICso = 0.093 uM) , fysostigminu
(ICs0 = 0.251 uM) a galanthaminu (ICsp = 1.995 uM), ale nizsi nez dopenezilu (ICsp = 0.01
],LM).69 Huperzin-A je velkou nadgji, protoze syntetické latky v soucasnosti pouzivané
(dopenezil, takrin) nenapliuji terapeutické potfeby podle nasich piedstav. Navic je takrin dnes
uz lé¢ivem v podstaté prakticky nevyuZitelnym.

Z téchto davodi probiha intenzivni vyzkum jak syntetickych, tak ptirodnich léciv
s ohledem na jejich schopnost reverzibiln¢ zastavovat rozklad mozkové AChE. Jako velmi
nadé¢jné se kromé riznych syntetickych latek ukazuji 1 n€které ptirodni latky. Patfi sem napf.
jiz vyse zminovany huperzin (Huperzia serrata, Huperzidaceae); dale zeatin (Fiatoua villosa,
Orchidaceae nebo Zea mays, Poaceae) s ICsp 1,9.10* M a navic s inhibi¢nim efektem na
tvorbu B-amyloidu; dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae) — ma vysokou inhibi¢ni aktivitu
viigi AChE in vitro®; ursolovéa kyselina, ktera byla izolovana z vétsiho podtu druhii &eledi

Lamiaceae (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis), ma vysoky
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inhibiéni efekt vici AChE, ktery je na davce zavisly, kompetitivniho/nekompetitivniho
typu'®; a-onocerin  (Ononis spinosa, Fabaceae); a-viniferin (Caragana chamlague,
Fabaceae); faleoconitin a pseudaconitin - nové norditerpenoidni alkaloidy s inhibi¢ni aktivitou
viici AChE (Aconitum falconeri, Ranunculaceae)®”®. Z &eledi Ranunculaceae prokazuji
signifikantni inhibici AChE také napt. cynatrosidy A, B, C a to A-f-D-oleandropyranosid, B-
cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-f3-D-oleandropyranosid (nejaktivnéjsi) a C-
cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-a-D-oleandropyranosid (Cynanchum atratum,
Ranunculaceae);! z deledi Buxaceae pak (+)-homomoenjodaramin, moenjodaramin (Buxus
hyrcana, Buxaceae) a cykloprotobuxin C, cyklovirobuxein A, cyklomikrofilin A (Buxus
papillosa, Buxaceae). Vyzkum se zabyva i latkami, které mizeme zafadit mezi
meroterpenoidy® jako jsou arisugaciny A, B, C, D, E, F, G a H."® Vsechny tyto latky jsou
produkovany nékterymi druhy Penicillium. Inhibice AChE byla pozorovana také napft. u 1,8-
cineolu a terpinen-4-olu, tj. obsahovych latek z Tea Tree Oil?®, steroidnich alkaloidi ze
Sarcococca saligna (Asteraceae)®®, ceramidii z Tanacetum artemisioides (Buxaceae)®, ale i u
jinych nedusikatych latek jako jsou xanthony. Ctyfi z nich pusobi dokonce jako dualni
inhibitory AChE a MAO.”

Vyzkum se zabyva ale i latkami, které pisobi na AChE jako pseudoirreverzibilni
inhibitory jako je napf. ganstigmin — latka strukturalné ptibuzna alkaloidu genserinu (1,2-
oxazinovy kruh) svyraznéjsi inhibici AChE nez BuChE. Navic ganstigmin zvySuje také
hladinu serotoninu a mohl by pfiznivé ovliviiovat deprese, které se u pacienti s AD casto
vyskytuji. Nachézi se v II. fazi klinického hodnoceni.! Jedna se o latku velmi nadéjnou.

Z hlediska preparativniho jsou alkaloidy atraktivni také tim, Ze se s nimi podstatné
1épe pracuje nez s neutralnimi slouceninami (lze je rychleji a méné nakladné cistit). Jednou
z rostlin, u kterych se vyskytly alkaloidy biologicky aktivni viici AChE je vlaStovicnik vétsi
(Chelidonium majus L.).

Rostlina obsahuje 4 zakladni skupiny alkaloidu:

1. benzofenanthridinovy typ ( a- naftofenanthridinovy typ):

= tercialni alkaloidy: napt. chelidonin.

= kvartérni alkaloidy: napt. sanguinarin.
2. protoberberinovy typ:

» tetrahydroprotoberberiny (napt. stylopin), protoberberiny (napt. berberin).
3. protopinovy typ:

= protopin a allokryptopin.
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4. ostatni
= derivaty benzylisochinolinu: 3 typy, které jsou zde zastoupeny jen v mensim
mnozstvi : chinolizidin, spartein (v Chelidonii herba);
= aporfinovy alkaloid magnoflorin (Chelidonii radix) .’

Vyzkum vlastoviéniku vétsiho se v poslednich letech pomérné rozsifuje. Jednim
z duvodu je studium antineoplastického Gc¢inku alkaloidni latky nazvané Ukrain. Ukrain
obsahuje n&které alkaloidy Chelidonium majus L. konjugované s kyselinou thiofosfore¢nou.*!
Jako hlavni slozky Ukrainu byly identifikovany alkaloidy chelidonin, sanguinarin,
chelerythrin, protopin a allokryptopin.” V souvislosti se studiem antineoplastické aktivity je
studovana také fada ostatnich alkaloidd i ohledné odlisnych ucinkti — napft. inhibice 5- a 12-
lipooxygenasy neredoxnim mechanismem, atd.. "*

V posledni dobé je také vénovana pozornost vlivu vlastoviénikovych alkaloidi na
hydrolyzu acetylthiocholinu a AChE (také podobnych alkaloidi izolovanych z Bocconia
cordata, Papaveraceae), a to zejména chelidoninu, sanguinarinu, chelerythrinu a také
preparatu  Ukrainu. Ukazalo se, Ze benzo[c]fenathridinové alkaloidy (Sanguinarin,
chelerythrin) maji na hydrolyzu acetylthiocholinu a AChE pomérné velky uc¢inek (ICso= 0,2-
0,3 mM). Zajimavy G&inek ale vykazuje také chelidonin a Ukrain (ICsp= 2-2,5 mM)."

Vyzkum se zabyva také protopinovymi alkaloidy. Zajimavé jsou napt. vysledky testu
vlivu protopinu a allokryptopinu na aminotransferasy (ALT - alaninaminotranferasa, AST -
aspartataminotransferasa) z krevniho séra krys v porovnani se sérovymi hodnotami a-
fetoproteinu  (AFP) a pB2-microglobulinu.”® Za povsimnuti také stoji pouZiti
allokryptopinového enantiomeru nimodipinu v tabletové smési latek na 1é¢bu HIV pozitivnich
pacienti’®. Allokryptopin byl také shledan potencialnim G¢innym anthelmintikem.”

V souvislosti se screeningem pfirodnich latek alkaloidniho charakteru z Celedi
Papaveraceae a Fumariaceae, ktery je provadén na katedie farmaceutické botaniky a ekologie,
byl proveden pokus o izolaci alkaloidu s cilem podrobit tyto latky testovani vlivu na AChE,
pozdéji 1 na prolylendopeptidasu a dalSi enzymové systémy. K této izolaci bylo pouzito 41,8
kg celé susené rostliny (nat’ a kofeny). Izolacni postup byl pouZit jak je uvedeno v literatuie J.

Slavikem.*!

Jeho pracovni skupina se zabyvala alkaloidy z ¢eledi Papaveraceae od 50.-
70.tych let 20. stoleti. Pro tyto izolace pouzivala pracovni skupina sofistikovanou a velice
logickou metodu: rostlinna ¢ast byla extrahovana methanolem nebo ethanolem. Po odstranéni
rozpoustédla byl odparek rozttepan ve slabém roztoku kyseliny sirové a zfiltrovan. Prakticky
neutralni alkaloidy a neutrdlni zneciSténiny byly odstranény vytfepavanim tohoto roztoku

etherem. Vodna vrstva byla zalkalizovana uhli¢itanem sodnym na pH ~ 9-10. Vyloucené
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alkaloidy byly vytfepany diethyletherem. Zbyld vodnad vrstva byla znovu zalkalizovana
hydroxidem sodnym na pH ~ 12 — 12,5 a silné baze vytfepany opét do etheru. Po okyseleni
vodného extraktu kyselinou chlorovodikovou a pfidavku jodidu draselného byly vytvorené
jodidy kvartérnich bazi vytfepany CHCl; (,,jodidy kyselé®) a kysely vodny roztok byl opét
zalkalizovan amoniakem a vytfepan CHCls, do néhoz piesly ,,jodidy bazické®. Etherovy
vytiepek (vytfepek A), ktery byl ziskan alkalizaci uhli¢itanem sodnym, obsahoval stiedné
bazické alkaloidy. Poté byl dale separovan piipravou pseudokyanidli (sanguinarinové baze
vytvarejici nerozpustné pseudokyanidy). Zbyly roztok po pseudokyanidech byl zpracovan
s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na chloridy rozpustné ve vodé a chloridy ve
vod¢ nerozpustné. Nakonec byly ztéchto frakci oddéleny alkaloidy fenolické od
nefenolickych. Alkalizaci vodné faze a vyttepanim do chloroformu se nakonec oddélily
chloridy nerozpustné v chloroformu. Postup je patrné i historicky osvéd¢eny. Bohuzel se vSak
ukazalo, ze v naSich podminkéch nepiinasi vibec tak snadné vysledky jako je popisuje
Slavikova skupina (jednoduchym vytfepavanim a frakéni krystalizaci tato skupina rozdélila
latky az do Cistého stavu). Zjistili jsme, Ze pii pouziti nasi drogy a opakovani tohoto pokusu,
je vysledek nerealny. Po odstranéni malo bazickych alkaloidii a ostatnich znecisténin
z kyselého roztoku alkaloidii byly pfipraveny pseudokyanidy (6,01 g). Byly pfipraveny
fenolické alkaloidy (0,35 g), alkaloidy z chloridii nerozpustnych ve vod¢ (45,27 g), alkaloidy
z chloridi  rozpustnych v chloroformu (3,38 ¢), alkaloidy z chloridi nerozpustnych
v chloroformu (15,91 g).

Ja jsem se dale vénovala déleni alkaloidii, jejichz chloridy jsou nerozpustné v
chloroformu. Zjistila jsem, Ze Slavikem popisovany postup nepfinesl tak vyborné vysledky.>
Autor krystalizoval baze riznym zpusobem z chloroform-methanolu, pticemz ziskal racemat
stylopinu (t. t. = 221-222 °C), dale z nati (-)-stylopin (t. t. = 201-202 °C), chelidonin (t. t. =
135-136 °C) a protopin (t. t. = 203-204 °C). a-allokryptopin ziskal z vodnych filtrati po
srazeni amoniakem a vykrystalizovani z alkoholu v jehlicich (t. t. = 159-160 °C). Radu
dalsich alkaloidd odlisné struktury ziskal stejnym postupem z kofenti. V mém ptipadé byla
situace zkomplikovana tim, Ze jsem nepouzila oddé&lené kofen a nat’, ale celou rostlinu,
protoze nam byla vyhodné nabidnuta zahrani¢ni firmou (sbér v Chorvatsku) a ukazalo se, Ze
alkaloidni spektrum je ponékud odliSné nez u rostlinného materidlu zpracovdvaného J.
Slavikem.

Podaftilo se mi podafilo ziskat jeden alkaloid v €isté¢ formé a to pomoci sloupcové
chromatografie za pouziti Al, eluentu (smés benzin-chloroform), doba toku asi 20 minut.

Dale jsem pracovala s frakcemi 38-44. Tyto spojené frakce jsem vykrystalizovala z ethanolu.
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Vzniklo 2,18 g velmi jemnych bilych prizmatickych jehlic. T. t. této latky jsem stanovila na
162-163 °C, smésna t. t. s predpokladanym allokryptopinem byla bez deprese. T. t. oproti
Slavikovu vysledku se vyrazné neligila.”* Dale jsem provedla chromatografické srovnani se
standardem protopinovych alkaloidu (Kieselgel Fzs4, S1, komora nasycena, Dragendorffovo
¢inidlo) Izolovana latka odpovidala standardu allokryptopinu. Hodnota Rt byly totozné - Ry
0,38. Sumarni vzorec izolované latky byl uréen jako C;1H23NOs; molekulova hmotnost =
369,416. Zjistila jsem tedy, Ze izolovanou lakou je allokryptopin.

Dale pak jsem provedla test vlivu alokryptopinu na biologickou aktivitu AChE - jako
zdroj acetylcholinesterazy slouzil hemolyzat lidskych erytrocytd. Hemolyzat byl ziskan
standardnim, nize popsanym, postupem:

* plnd krev byla odstfedéna po dobu 15 minut pii 10000 ot./min, ziskana erytrocytarni
masa byla 3x promyta 0,1 M fosfatovym pufrem, pH 7,4 aby byly odstranény zbytky
plazmy; 10% (v/v) hemolyzat byl p¥ipraven ve vodg. *®
Je znamo, Ze cholinesterasy jsou kompetitivné inhibovany kvartérnimi latkami. Pokles

aktivity je umérny pouZité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je zaloZeno na
jeho reakci s nativnim substratem, kdy je tento §tépen na alkohol cholin a kyselinu octovou.
Ukazuje se vsak, ze tyto enzymy jsou inhibovatelné i nekvartérnimi latkami.

Experimenty byly provadény za téchto podminek: teplota 25°C, prostfedi PB, pH 7,4,
vinova délka spektrofotometru 436 nm, jednorazové plastové kyvety o tloustce 1 cm.

Do kyvety byly pifidany 0,4 ml roztoku DTNB (5,5 -Dithiobis(2-nitrobenzoové
kyseliny)) v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,4; vysledna koncentrace DTNB v kyvet& 5x107
M), 100 pl hemolyzatu z erytrocytii, 50 ul roztoku alkaloidu a 1,25 ml fosfatového pufru.
Reakce byla zahajena pfidanim 0,2 ml roztoku acetylthiocholin (vysl. koncentrace v kyveté
10° M) a fotometrovana pfi 436 nm za laboratorni teploty po dobu 3 min. Byla
zaznamenavana  délka  absorbance, ktera je Umérna  aktivité  erytrocytarni
acetylcholinesterasy.®’

Koncentra¢ni tfady alkaloidl byly pfipraveny v ethanolu tak, aby po ptidani 50 pl
roztoku alkaloidu byla vysledna koncentrace latky v kyvet€ v rozpéti 102-107.

Me¢fteni byla opakovana pro kazdou koncentraci testované latky nejméné trikrat.

Diky znamé struktute latky a tedy 1 jeji molekulové hmotnosti bylo mozno stanovit
biologickou aktivitu: 1Csp = 0.00147 M; 95% konfiden¢ni interval = 0.00133-0.00162 M.
Z vysledku testu vyplyva, ze izolovany alkaloid je relativné malo aktivni (i Vv porovnani

s hodnotou ICsp fysostigminu (0.251 pM)Gg) a neni prozatim ptedpoklad, Ze by se jeho
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struktura mohla stat zdkladem pro dal$i studium, pokud se v nasledujicich biologickych

studiich neprokézi jiné, z hlediska ovlivnéni AD velmi pfiznivé Gcinky.
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Spolu s ostatnimi doktorandkami (Dagmar Kubincovou, Janou Nagyovou a Sarkou
Bryndovou) jsme provedly extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny z Chelidonium majus L.. Poté
jsme tento ziskany primarni extrakt vycistily a to filtraci a néslednym oddestilovanim
rozpoustédla. Z vytiepku A jsme pak postupné¢ oddélily pseudokyanidy
benzofenantridinovych bazi, éterovou fazi s fenolovymi alkaloidy a vodnou fézi. Z posledni,
tedy vodné faze, jsme postupné ziskaly chloridy nerozpustné ve vode a chloridy rozpustné
Vv chloroformu. Nakonec jsme pfipravily z vodné faze vytiepku A vytfepanim do chloroformu
chloridy nerozpustné v chloroformu.

Ja jsem dale zpracovavala chloridy nerozpustné v chloroformu. Neutralizaci této
frakce 25% amoniakem na pH ~ 9, vytfepanim do 5X 300 ml diethyletheru a néslednym
odpafenim organické vrstvy vznikl bily praskovity odparek (15,91 g). Poté jsem nejdiive
provedla kontrolni TLC bazi alkaloidi z chloridii nerozpustnych v chloroformu za pouziti
standardii protopinu a allokryptopinu. Zkousena faze obsahovala oba protopinové alkaloidy.
Déleni téchto dvou protopinovych alkaloidii jsem provedla pomoci sloupcové chromatografie
standardnim zptisobem. Dale jsem pracovala pouze s frakcemi 38-44. Tyto spojené frakce ze
sloupcové chromatografie jsem vykrystalizovala z ethanolu za vzniku velmi jemnych bilych
prizmatickych jehlic.

Ziskala jsem tedy 2,18 g Ccisté latky. Jde, jak bylo zminéno uz vySe, o latku
krystalickou. T. t. jsem stanovila na 162-163 °C a smésna t. t. byla bez deprese. Podle t. t. a
chromatografického srovnani latky se standardem allokryptopinu (Kieselgel F2s4, S1, komora
nasycena, Dragendorffovo ¢inidlo, Rf 0,38), které bylo bez rozdilu Ry, jsem urcila, Ze jde o
protopinovy alkaloid allokryptopin o m.h. 369,416 a o sumarnim vzorci C,;H23NO:s.

V zavéru prace byl proveden test vlivu allokryptopinu na aktivitu erytrocytarni AChE.
Z namétené hodnoty ICsg (= 0.00147 M) vyplyva, Zze izolovany alkaloid je relativné malo
aktivni (i v porovnani s hodnotou ICsg fysostigminu (0.251 uM)) a neni prozatim piedpoklad,
ze by se jeho struktura mohla stat zdkladem pro dalSi studium, pokud se v nasledujicich

biologickych studiich neprokazi jiné, z hlediska ovlivnéni AD velmi pfiznivé Gc€inky.
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