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1. UVOD



V poslednich 50ti letech stoupa pocet onemocnéni, které byly dfive povazovany za
ojedinélé az vzéacné. Za tento trend je ve velké mife odpovédny rozvoj zdravotnictvi a
védeckych poznatkti na poli vyzkumu chorob, jejich podstaty a 1é¢by. ZvySuje se prumérny
vek obyvatelstva, piezivaji lidé dfive nevylécitelné nemocni. Tu pravé dostavaji prostor
onemocnéni, napadajici clovéka, ktery je zmozen vysokym pracovnim tempem, neustdlym
shonem, a stresem, se $patnou zivotospravou a ¢asto minimalnim pohybem.U ¢lovéka zijiciho
v civilizaci ve vétsi mife vyskytuje stres, svalové napéti, Spatny krevni ob&h, nervozita, bolesti
hlavy a patete, Spatné traveni a bolesti zaludku, celkova inava.

K civilizaénim chorobam patii fada zdanlivé nesouvisejicich nemoci, jsou to napf.:
cukrovka, obezita, vysoky krevni tlak, ateroskleréza a jina kardiovaskularni onemocnéni,
zhoubné nadorové bujeni, nékteré vyvojové vady nervového systému novorozenci, deprese,
chronicky unavovy syndrom, revmatickd onemocnéni kloubd. V neposledni tad¢é se
k civilizacnim chorobam fadi i demence. Nejcastéjsi formou demence je Alzheimerova
choroba, ktera se fadi mezi neurodegenerativni onemocnéni.

Neurodegerativni choroby postihuji centralni i periferni nervovy systém, pii¢emz
dochazi k predasnému zaniku nebo degeneraci nervovych bunék. K neurodegenerativnim
onemocné&nim se fadi: *

Parkinsonova nemoc: prevalence Parkinsonovy nemoci se odhaduje asi na 160/100 000 a
incidence na 20/100 000 obyvatel. Tyto hodnoty stoupaji s vékem, nad 65 let je prevalence uz
1 000/100 000 obyvatel. V Ceské republice se odhaduje poget nemocnych na 10 000 -
15 000.* Parkinsonova nemoc je zptisobena nedostatkem dopaminu, a tedy relativni pfevahou
acetylcholinové stimulace. Pacienti trpi svalovou ztuhlosti, zpomalenim pohybi a tfesem,
zejména hornich koncetin. Charakteristické jsou drobné krucky pii chiizi a nestabilita postoju,
pozdéji i Casté pady. Dale se ptidavaji i psychické komplikace, jako jsou psychézy, deprese,
demence. V soucasné dob&é je nemoc nevylélitelna, existuje vSak cela tada 1éka, které
ptiznivé ovliviiuji pfiznaky onemocnéni. Lékem volby je L-DOPA, podava se spolu
s inhibitory DOPA-dekarboxylasy v riznych kombinacich.

Amyotroficka lateralni skleréza (ALS), kde dochazi k zaniku centralniho i periferniho
(mi$niho) motoneuronu, s postupnym oslabenim svalstva kondetin, polykaciho reflexu. Citi i
intelekt jsou ale netknuty.

Dyskinetické syndromy jsou poruchy extrapyramidového systému, charakterizované

abnormalnimi pohyby hlavy, koncetin a trupu, vymykajici se volni kontrole. Hlavni typy
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predstavuji: Huntingtonova chorea, myoklonus (svalové zaskuby), ties (esencialni, pii
Parkinsonové chorobé, blefarospasmus, torticollis.

Alzheimerova nemoc (AD): Alzheimerova choroba je nejcastéji se vyskytujici
neurodegenerativni choroba na svété. Patii mezi civilizacni onemocnéni, vice je postizeno
obyvatelstvo rozvojovych zemi. Je to onemocnéni projevujici se ztratou cholinergnich
neuronu a postupnou degeneraci nervovych funkei. Existuje vice ndzorli na to, ¢im je nemoc
zpusobena, dle toho se V praxi uzivaji rizné 1écebné postupy.

Prvnimi ptiznaky Alzheimerovy choroby byvaji zpravidla poruchy paméti, feci,
zhorSena orientace v prostoru a Case. Pfi rozvoji nemoci mizeme u Clovéka sledovat
problémy, které mu nedovoli vykondvat bézné kazdodenni ¢innosti. Postizeny neni schopen
Cist, psat, pocitat, objevuji se poruchy chovani, bludy a halucinace. Nemoc se postupné
zhorSuje az Cloveék ztrati vSechny schopnosti potfebné k sobéstacnosti a je plné zavisly na
okoli.

Predpoklada se, ze stézejni roli pfi tomto onemocnéni hraji cholinesterasy
(acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa), enzymy rozkladajici acetylcholin v neuronové
Stérbing. Jednou z velmi perspektivnich cest 1éCby je tedy ovlivnéni aktivity t€chto enzymi ve
smyslu jejich inhibice a tim prodlouzeni Zivotnosti acetylcholinu.

Na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie probiha vyzkum Vv oblasti ptirodnich
latek. Velka pozozornost je vénovana izolaci latek potencialné ucinnych v inhibici
acetylcholinesterasy. Studuji se i rostliny z cCeledi Papaveraceae, Fumariaceae. Jednou
zrostlin z ¢eledi Papaveraceae o které je znamo, ze jeji obsahové latky ovliviuji
acetylcholineterasu, je Chelidonium majus L. V dalsi fazi se pracovnici katedry podileji i na
testovani inhibi¢nich G¢inkt pfirodnich latek in vivo (na homogenatu z mozkové tkang) ve

spolupréci s fakultou vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzity obrany v Brné.
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2. CIL PRACE

12



Cilem mé diplomové prace bylo spoleén& s ostatnimi diplomantkami (Sarkou BroZovou,

Janou Nagyovou a Evou Vitkovou):

1.

provést extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny pomoci perkolatoru. Poté tento ziskany
primarni extrakt vycistit filtraci a naslednym oddestilovanim rozpoustédla na vakuové
odparce. Déle bylo nutno pfipravit sekvenénim postupem vytiepky s jednotlivymi typy
alkaloidu: Slo o dva diethyletherové vytiepky (ziskané po piedchozi alkalizaci primarniho
extraktu uhli¢itanem sodnym a hydroxidem draselnym), které byly nasledné okyseleny
kyselinou chlorovodikovou, vznikl¢ kvartérni jodidy po piidani jodidu draselné¢ho
vyttepany chloroformem a po nasledné alkalizaci extraktu amoniakem ziskadny dalsi
kvartérni jodidy vytfepanim do smési chloroform + ethanol 8,5:1,5,

zpracovat ¢ast diethyletherového vytiepku piipraveného vytiepanim primarniho extraktu
roztokem uhli¢itanu sodného s cilem izolovat jeden alkaloid v Cisté formé, stanovit jeho
zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky,

podilet se na stanoveni aktivity vici acetylacholinesterase (na homogenatu z mozku) in

vitro.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. ALZHEIMEROVA CHOROBA A JEJi TERAPIE

3.1.1. Alzheimrerova choroba
chorob viibec, pokud se tyka snizeni kvality Zivota nemocnych i nasledki, véetné umrtnosti a
ekonomické zatéze.?

Alzheimerova choroba je primarné degenerativni onemocnéni mozku. Projevuje se
pfedev§im poruchami paméti a intelektu. Predstavuje asi 50-60 % vSech demenci. Zacina
nendpadné a zvolna progreduje. Prvnimi piiznaky jsou poruchy uceni, paméti, feci, ztrata
schopnosti fesit bézné denni ukoly, zhorSena orientace v Case a prostoru, zmény osobnosti,
nalady, chovani. Stav se postupné zhorSuje, az dochazi k naprosté ztraté¢ sobéstacnosti a plné
zavislosti na okoli.*

Alzheimerova choroba vznika predev§im u lidi starSiho v€ku. Onemocnéni zaciné
mezi 50. - 70. rokem Zzivota s nejcastéjSim zaCatkem kolem 60 let véku. Do 60 let se v
literatufe hovoii o Alzheimerové chorobé, po 60. roce o senilni demenci Alzheimerova
typu.Ve skuping 65tiletych je postizeno zhruba 2-3% populace, kazdych 5 let se toto procento
zdvojnasobuje. Ve véku 80 let je postiZzena asi polovina lidi. Existuji ale 1 vzacnéjsi formy s
Casnym zacatkem vzniku, napft. jiz kolem 40. - 50. roku, pak se jedna o presenilni demenci
Alzheimerova typu. V soucasné dobé se odhaduje, ze je ve svété kolem 20 miliont lidi,
trpicich Alzheimerovou chorobou. V Ceské republice se pocet postizenych odhaduje na cca
80 000.*

Dodnes nejsou presné piic¢iny vzniku Alzheimerovy choroby zndmy. Kromé véku jsou
prokdzanymi rizikovymi faktory vyvoje AD genetickd zatéZ a nosi¢stvi alely ApoE e4. Dale
existuji faktory, které zvysuji riziko vyskytu Alzheimerovy choroby a to: vék, hormony,
dédicnost, Casté pady a udery, postizeni Downovym syndromem, nizky stupeni dosaZené¢ho
vzdélani.

AD se projevuje ve 3 stadiich: 1.stadium je mirna forma (lehka demence) trvajici 2-4
roky , pacient Casto ztraci véci, zabloudi na zndmych mistech, dochazi ke zméndm osobnosti,
podeziravosti, dezorientaci a obtiznému hledani slov, mohou se projevit i prvni zndmky
deprese. 2. stadium je forma stiedné tézka trvajici 5-10 let, zhorSuji se mentalni funkce,
dochazi k vyraznym vypadkim paméti, poruchdm chovani, nesnaSenlivosti, haStefivosti,
zhorSeni fe€ové schopnosti a halucinacim. Tento stav vyzaduje trvaly dohled. 3.stddium uz je

tézkou formou, kterd trva 1-3roky, kdy je pacient plné zavisly na pecovateli, dochézi
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k rozkladu celé osobnosti, ¢lovek neni schopen poznat ani ¢leny rodiny, trpi inkontinenci,
poruchami v pfijmu potravy, ma sklon k podvyzive, infekcim a prolezeninam.

Etilogie AD je neznama. Klinicky se AD diagnostikuje obtizn¢, na zakladé sledovani
kognitivnich funkci a zmén v chovani. K odliSeni od jinych typt demence se za¢inaji pouzivat
moderni zobrazovaci metody (CT, MR, PET) a sledovani biochemickych markera.
Histopatologické zmény vzniklé v mozku pacientti s AD jsou prokazatelné vétsinou az post

mortem a patii k nim:

e cxtracelularni beta-amyloidni plaky a intraneuronalni neurofibrilarni uzliky
e snizené mnozstvi acetylcholinu (ACh) a cholinacetyltransferasy (CAT)
e zmény vyvolané nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku (ROS) a oxida¢nim
stresem
Molekularni mechanismy vedouci k témto zméndm jsou ve velké mife objasnény, ale
vzajemné vztahy mezi nimi nikoliv.’

U Alzheimerovy demence je podezieni na geneticky podklad choroby s tzkym
vztahem k chromozoému 21, na jehoz dlouhém raménku se nachazi gen odpovédny za tvorbu
bilkovinného prekurzoru amyloidu, ktery senachazejiciho se u Alzheimerovy demence. To
nabada k tvaham o genetické piibuznosti s Downovym syndromem. Jde o systémové
postizeni celého organismu, nikoliv jen mozku. U Alzheimerovy demence se nachazi fada
abnormit ve stavbé erytrocytll, trombocytl, leukocytil, ale i fibroblasti. Zatim se nepodaftilo
prokazat zadny externi agens typu toxinu nebo viru, ktery by Alzheimerovu demenci ptisobil.

Vlivem riznych faktor, jako jsou zanétlivé zmény, toxiny, faktory zivotniho
prostiedi, defektni gen pro amyloidni prekurzorovy protein (presenilin 1 a 2) dochazi k tomu,
ze vldkna amyloidu reaguji s receptory na povrchu bunék. Ty pak ve zvySené mife tvori
kyslikové radikaly, které zplsobuji depolarizaci bunééné membrany a tim zvySeni hladiny
Ca’* uvniti buiiky. Zvysena koncentrace vapnikovych iontt spolu s kyslikovymi radikaly pak
zpusobi smrt buiiky. Stimulace mikroglii vede ke zvySenému uvoliiovani NO, prostaglandint,
excitotoxint, cytokini, TNF-a. Vznikly zanét také postihuje neuron. Zanik neurontt mize byt
urychlen i nedostatkem NGF. Zanik neuront néasledné vede ke sniZené tvorbé a tim padem
nedostatku neurotransmitertt v mozku. Pfi Alzheimerové chorobé se to tyka acetylcholinu-
v mozku se snizuje koncentrace CAT (enzym potiebny k tvorbé ACh), dale také klesaji
koncentrace ostatnich neurotransmiteri, napf. noradrenalinu, somatotropinu, serotoninu,

neuropeptidu Y a substance P.°
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3.1.2. Terapie AD

V soucasné dobé jesté neni etiologie AD zcela objasnéna, proto se Vv terapii vychazi ze
znamych etiologickych fetézcii. NejrozsifencjSim typem 1écby je farmakoterapie, zaméiena
ptedevs§im na zlepSeni vykonnych a pamétovych funkeci. V soucasné dobé jsou zalozeny na
dikazech (EBM) dva farmaterapeutické ptistupy:

e uziti inhibitord cholinesteras
e uziti parcidlnich nekompetitivnich inhibitorit NMDA receptori excitacnich

aminokyselin.*’

3.1.2.1. Inhibitory mozkovych cholinesteras
Uziti inhibitort mozkovych cholinesteras je nejcastéji uzivany postup v terapii

lehkych a stfedné¢ zdvaznych forem AD. Tyto latky patii do skupiny kognitiv, protoze
zlepsSuji pozornost a pamét'ové schopnosti predev§im svym cholinomimetickym plisobenim,
piipadné¢ dalSimi liéinky.8

U AD je porusena predev§im presynaptickd ¢ast acetylcholinergniho neuronu. Je
sniZena aktivita enzymu CAT, syntetizujiciho acetylcholin z cholinu a z acetyl-koenzymu A.°
Nizsi je také tzv. vysoko afinitni natrium- dependentni cholinovy uptake, a tedy nabidka
substratu pro syntézu acetylcholinu.3 Pre- 1 postsynaptické muskarinové i1 nikotinové
receptory zustavaji relativné dobfe zachovany. U AD je snizeno uvolnéni ACh
z presynaptickych zakon€eni. Toto uvolnéni je usnadnovano stimulaci nikotinovych
presynaptickych receptord. Po uvolnéni zvazby na receptory je ACh odbourdvan
acetylcholinesterasami a u AD i butyrylcholinestrasami.

Acetylcholinesterasy se vyskytuji v nékolika riznych formach; v mozku zdravého
Cloveka prevlada tetramerni forma G 4, pouze v malém mnozstvi se vyskytuje monomerni
forma G 1. V mozku ¢loveéka s AD roste podil G 1 a klesa mnozstvi G 4. ¥ Navic v mozku s
AD se uplatiiuje i dal$i enzym, za normalnich podminek minoritni: butyrylcholinesterasa. Ta
je totiz produkovana aktivovanymi gliemi v oblastech neuritovych plaki a podili se na
odbouravani Ach. V ptipadé mozku s AD se podil molekul BUChE progresivné zvySuje,
zatimco aktivita (a mnozstvi) AChE zlstdva nezménéna, resp. se sniiuje.7’10

AChE a BUChE jsou odliseny geneticky, strukturné a také reakcéni kinetikou.
V lidském mozku se BuChE nachazi v neuronech, gliovych bunkach, stejné tak jako

V neuritovém plaku a tangles u pacienti s AD. Zatimco acetylcholinova aktivita snizuje
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progresivitu AD v mozku nemocnych pacient, BuChE aktivita mize zvysit progresivitu,
zalezi vSak na dalSich faktorech. Na zakladé riiznych modeld (a u pacienti s pokrocilou AD)
se vSak zda, ze BuChE muze urcitou mérou nahradit AChE pii hydrolyze mozkového
acetylcholinu.** BuChE se ukazala novym cilem v terapii AD.*°
Inhibitory acetylcholinesteras jsou chemicky nestejnorodou skupinou. Jednotlivé

inhibitory se li$i typem inhibice, mirou inhibice, a také tim, zda kromé AChE odbourévaji ve
veétsi mife 1 BuChE. V soucCasnosti je spektrum klinicky pouzitelnych latek relativné
0zké. 31 Ligi se selektivitou inhibice jednotlivych cholinesteras. Napf. donepezil a
ikopenezil jsou selektivni vi¢i AChE, takrin a heptylfysostigmin maji vysokou selektivitu
k BuChE; vSechny 4 slouceniny zvysuji hladinu Ach v my$im mozku. Donepezil a ikopenezil
maji vyhodné&jsi terapeuticky index nez neselektivni inhibitory takrin a heptylfysostigmin (z
hlediska posouzeni centralnich a perifernich 1'1(:ink1°1).12 Atraktivni skupinou latek se zdaji byt
1é¢iva s dualnim ucinkem- inhibitory AChE (napft. galanthamin) a serotoninové transportery,
napf.ls’le.

V Ceské republice jsou prakticky pouzivané 3 inhibitory AChE: donepezil,
rivastigmin, galanthamin.’
Inhibitory AChE se d¢li podle typu inhibice:

e reverzibilni AChE inhibitory- takrin (I) (Cognex®), donepezil (II) (Aricept®),

galanthamin (I11) (Reminyl®)
e pseudoirreverzibilni AChE inhibitory- rivastigmin (V) (Exelon®)

e irrreverzibilni- metrifonat (dichlorvos), ktery se v praxi neuziva’

NH2 0 N
AN OMe

~
N OMe
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Galanthamin (Reminyl®) — terciarni alkaloidni acetylcholinesterasovy inhibitor. Je
uznadvan v mnoha zemich jako prosttedek k symptomatické 1é¢bé senilni demence
Alzheimerova typu. Ziskava se z hliz a cibuli rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a byl dlouho
uzivan v anestézii ke =zruSeni neuromuskularni paralyzy vyvolané tubokurarinem.
Galanthamin je reverzibilni selektivni kompetitivni inhibitor AChE, v mnohem mensi mife
inhibuje i ¢innost BuChE. Navic stimuluje pre- i postsynaptické nikotinové receptory, nejspis
vazbou na allosterick¢é misto receptoru. Aktivace presynaptickych nikotinovych receptort
vede ke zvySenému uvoliiovani ACh, ale i1 glutamatu, serotoninu a GABA. Dlouhodobé
podavani galanthaminu navozuje zvySeni denzity nikotinovych receptort v urcitych oblastech
mozku, které se podileji na paméti a procesu uceni'’.Do jaké miry je za klinicky tginek
galanthaminu odpovédny nikotinovy efekt neni jisté, je nutné provést dalsi V)’/zkumy.18
V soucasnosti je hlavni uplatnéni galanthaminu v terapii Alzheimerovy choroby (AD).
Zlepsuje kognitivni, funkéni i behavioralni symptomy této choroby. Vyhodou galanthaminu
proti ostatnim inhibitorim AChE pouzivanych v terapii AD je tedy jednak jeho schopnost
interagovat s nikotinovymi receptory, a také selektivné inhibovat AChE bez ovlivnéni
plazmatické butyrylcholinesterasy. Tato selektivita galanthaminu k AChE miZze snizovat
riziko nezadoucich U¢inkli pifi porovnani galanthaminu s neselektivnimi inhibitory
cholinesteras (napf. fysostigmin nebo takrin). Byly vyvinuty i ¢etné analogy galanthaminu,
lisici se velikosti inhibi¢ni aktivity vii&i AChE."® Po p.o. podani se galanthamin rychle
vstfebava, Tmax dosahuje za 52 minut, eliminaéni polocas je 5,7 hod. Uinnost galanthaminu

v 1é¢b& AD byla prokazana fadou rozsahlych klinickych zkougek.?
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Rivastigmin (Exelon®) — je inhibitor AChE a BuChE karbamétového typu.
Kovalentni vazbou na cilovy enzym vznikd komplex enzym-inhibitor, ktery je posléze

cholinesterasou rozkladan na dekarbamoylovany metabolit. Rivastigmin je pseudoreverzibilni

inhibitor.> Afinita rivastigminu k BUCHE je 10krat niZ§i nez k ACHE.*

Donepezil (Aricept®) je selektivni, reversibilni inhibitor AChE. Je 1 000krat
ucinnéjsi inhibitor AChE nez inhibitor BuChE (ktera se vyskytuje hlavné mimo CNS).
Klinické studie prokazaly, ze podani donepezilu vede k inhibici AChE v erytrocytech 0 63,6%
(pro davku 5 mg) a 77,3% (pro 10 mg/den). Inhibi¢ni aktivita donepezilu siln¢ koreluje se
zménami v ADAS-cog, coz je jeden z hodnoticich testi AD (méfitko kognitivnich funkci).
Aricept zpiisobil na davce zavislé signifikantni statistické zvySeni procenta nemocnych, ktefi

byli vyhodnoceni jako respondéti na 16¢bu.?®

3.1.2.2. Antagonisté NMDA- receptorii

Nekompetitivni antagonist¢ NMDA- glutamatovych receptorti potlacuji
neurotoxicitu excitacnich aminokyselin a tim chrani kortikdlni neurony a neurony v
retindlnich gangliich. Zatim jedinou klinicky pouZivanou latkou z této skupiny je memantin
(Exiba®). Memantin je registrovan v nékterych evropskych zemich, napt. v Némecku je jiz
10 let registrovan pro léCeni ,,syndromu demence” a je do né&j vklddana zna¢ni nad¢je.

Kombinace memantin+ AChE inhibitory pfinasi v 16¢bé& vyznamny profit.”
3.1.3. Fytoterapie AD

V soucasné dob¢ je ve farmakoterapii AD perspektivni uZziti nékterych ptirodnich
latek. Velmi vyznamnou roli hraje studium pfirodnich latek proto, ze struktura téchto
pomérné sloZitych molekul vyznamné modifikuje G€inek nejen ve smyslu vlastniho efektu,
ale predevsim vedlejsich ucinkt. Inhibice AChE byla pozorovéana napt. u obsahovych latek
z Tea Tree Oil%, steroidich alkaloidii ze Sarcococca saligna (Buxaceae)®, a-onocerinu
z Lycopodium clavatum (Lycopodiaceae).?* Velmi vyznamné je vSak studium (resp. pouziti)

alkaloidi pfedevSim isochinolinového typu vyskytujicich se v riznym zdrojich: zéastupcich

25,26,27,28

Celedi Amaryllidaceae: galanthaminu a jeho soucasnych derivati a chinolinové baze

z ¢eledi Lycopodiaceae, jako je huperzin A a jeho derivéty29'30'31‘32. U nékterych ptirodnich
E 23,33

latek byla pozorovana Sptazena aktivita: inhibuji jak AChE tak BuCh Pii syntéze
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novych 1é¢iv tohoto typu je velmi zdsadni stereochemie- terapeuticky vyznamné aktivni jsou
pouze n&které stereoizomery®® (a tento stav se uplatituje i z hlediska ovlivnéni AChE a
BUChE, jak je to vidét napf. u stereoizomert huperzinu A®®). Tento faktor musi byt

zohlednén, protoze jinak dochazi v fad¢ ptipadi k vyraznému vzestupu nezddoucich uc¢ink.

3.1.3.1. Latky oviiviwujici osud ACh a AChE

» Antagonisté muskarinovych M; receptori: himbacin (Galbulimima baccata,
Himantandraceae) je vysoce selektivni inhibitor M, receptort, zptsobuje neuronovou
excitaci.

» Stimulatory nikotinovych receptori (nACheRs): galanthamin, arekolin a nékteré
jeho analogy (provedeny studie in vitro)

» Latky jiného pisobeni: N- acetyl- L- karnitin usnadiuje vstup prekurzoru ACh do
neuronu, tim dochazi ke zvysené syntéze ACh. Pozitivné ovliviiuje nervovy rustovy
faktor, pasobi proti ubytku glukokortikoidnich receptori (zptisobeném stafim),
zlepsuje pozornost a zvySuje bd€lost. U familiarni AD vyrazné zpomaluje progresi
choroby.

» Inhibitory AChE:

a) Galanthamin (Galanthus woronovii, Narcismus sp.) je duélni inhibitor, pfi¢emz na
BuChE ma mnohem slabsi efekt nez na AChE. Je pacienty dobie snaSen, vyskytuji se urcité
periferni cholinergni uCinky (nauzea, zvraceni, prijjem). Vykazuje 4x vétsi aktivitu nez
alkaloidy lykorinového typu a je podstatné u€inngjsi nez takrin. Derivaty galanthaminu jsou
selektivni inhibitory AChE v centrélni nervové soustave, z cehoz plyne 1 vyrazné nizsi vyskyt
nékterych vedlejSich  G¢inkd. Mezi derivaty galanthaminu patii: karbamaty 6-
demethylgalanthaminu (DMG), jsou 1000krat G¢n&jsi nez galanthamin v inhibici AChEL,
estery 6-demethylgalanthaminu, které jsou prodrug 6-DMG (acetat a oktanoat vykazuji

selektivni inhibici AChE v centralni nervové soustavé).5

b) Huperzin (Cerebra®) (Huperzia serrata, Lycopodiaceae) je dlouhodobé puisobici inhibitor
AChE, vykazuje neuroprotektivni aktivitu a kognitivni efekt. Spliiuje idealni kritéria pro
symptomatickou 1é€bu Alzheimerovy nemoci. Byly izolovany 2 optické izomery: (-)-HupA je
ptiblizné 38krat ucinnéjsi nez (+)-HUpA; LDso je 4,6 mg p.o., 3,0 mg s.c.(mys), aplikace

0,1mg p.o. (¢lovek). Je vypracovana syntéza racematu i ptirodniho (-)-HupA.*®
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c¢) Salignenamid C (Sarcococca saligna, Buxaceae) vyraznéji zasahuje zasahuje do BuChE
aktivity.'®

d) Zeatin (Fiatoua villosa, Orchideaceae, Zea mays, Poaceae) je obsazen v hospodaiskych
rostlinach. Zeatin je pfirodni cytokin, Siroce rozsiten. 1Csg je 1,9.10'4M. Navic také inhibuje

tvorbu B-amyloidu.®

e) Dekrusinol (Angelica gigas, Apiaceae) vykazuje vysokou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE in

vitro.*®

f) Ursolova kyselina (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis,

Lamiaceae) ma vysoky inhibi¢ni efekt viici AChE."
g) Arisugaciny (meroterpenoidy): zastupcem je arisugacin A (Penicillium sp., I1Csp 1.10°M).
Byla provedena jeho totilni syntéza. Déle sem patii: arisugacin B (ICsp 25,8.10°M) a

cyklofostin (Penicillium WK-4164 e FO-4259), ktery ovliviiuje také BuChE.*

h) Dehydroevodiamin (Evodia rutaecarpa, Rutaceae) inhibuje AChE a ma antiamnesticky

efekt. ICsq je 37,8.10°M. Je siln&jsi nez takrin. Piisobi navic zvyseni vasodilatace.'®

ch) (+)-Homomoenjodaramin, moenjodaramin (Buxus hyrcana, Buxaceae).'

i)Cykloprotobuxin C, Cyklovirobuxein A, Cykolmikrofilin A (Buxus papillosa,

Buxaceae).™
j) @=Onocerin (Ononis spinosa, Fabaceae).*®

k) e-Viniferin (Caragana chamiague, Fabaceae) je inhibitor reversibilni, nekompetitivni a

vykazuje specifickou aktivitu.*®

I) Cynatrosidy A, B, C (Cynanchum atratum, Ranunculaceae) vykazuji signifikantni inhibici
AChE. Patii sem: A-B-D-oleandropyranosid

B-cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-p-D- oleandropyranosid-nejucingjsi
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C- cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-a-D-oleandropyranosid.™

3.1.3.2. Inhibitory ACAT
ACAT je integrovany membranovy enzym, lokalizovany v endoplazmatickém
retikulu. Katalyzuje vznik estert z cholesterolu a AcCoA. Inhibice ACAT ma za nasledek
pokles hladin LDL-cholesterolu, a tim piimy antiaterogenni u¢inek®. Inhibitor ACAT je:
>  Pyripyropen A (Aspergillus fumigatus).*

3.1.3.3. Latky ovliviijici produkci amyloidu
»  Tanshinon | (Salvia miltiorrhiza, Lamiaceae).'®

3.1.3.4. Neuroprotektiva
» Ginkgolid B (BN-520121, Ginkgo biloba, Ginkgoaceae; Ipsen-Beaufour) je
antagonista PAF, pouzivany také k 1é¢bé septického Soku. Chrani neurony pfi
mozkové hypoxii (potfeba nizsi tenze kysliku), snizuje viskozitu krve. V soucasnosti

je realna i totalni syntéza této molekuly.19

3.1.3.5. Inhibitory prolylendopeptidasy (PEPI)

PEP (serinové peptidasy) jsou Siroce rozsifeny v ruznych tkéanich, také v lidském
mozku, kde hydrolyzuji neuropeptidy s obsahem prolinu, které se podileji na uceni a
pamétovych procesech (vasopresin, substance P, TRH). ZvySena hladina je pozorovana u
neurodegenerativnich chorob, jako je vyrazna deprese, manie, demence Alzheimerova typu.
PEP jsou patrné odpovédné za metabolismus C-termindlni ¢asti amyloidniho prekurzorového
proteinu, zodpovédného za degeneraci neuront. Déle PEP také navozuje imunoreaktivitu,
disledkem je pak rychlejsi starnuti mozku. Inhibitory PEP maji antiamnesticky efekt.

>  Fenanthrenové derivaty (Salvia deserta, Lamiaceae).*

Jednou z rostlin, ktera je v sou¢asnosti zkoumana pro své anticholinesterasové ucinky
je Chelidonium majus L. (Papaveraceae).
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3.2.  CHELIDONIUM MAJUS L. (VLASTOVICNIK VETSI)

Obrazek 1: Chelidonium majus L.%

Obrazek 2: Chelidonium majus L., kvét*®
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3.2.1. Synonyma

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

3.2.2. Systematika

Chelidonium majus L. (vlastovi¢nik vétsi) je rostlinny druh z ¢eledi Papaveraceae

(makovité).38
3.2.3. Botanicky popis

3.2.3.1. Puvod
Vlastoviénik vétsi (Chelidonium majus) je druh z ¢eledi makovitych (Papaveraceae).
Bézné rozsiten po celé Evropé,ve sttedomofi a v mirnych az subarktickych oblastech Asie.

ZavleGen byl i do Severni Ameriky.®

3.2.3.2. Popis rostliny

Je to vytrvala bylina, 30-110 cm vysoka, s oblymi, vétvenymi, roztrouSen¢ chlupatymi
lodyhami.®® %*Ma kratky, rozvétveny oddenek. Cela rostlina je protkdna mlé¢nicemi se
zlutym az oranzovym mlékem. Listy stfidavé, pfizemni i stonkové jednotvaré, dolni fapikaté,
horni pfisedlé, pretrhované Zpefené.38 Listky vejcité, lalo¢naté vroubkované, termindlni ¢asto
trojlalo¢ny. Listy na svrchni strané modrozelené, lysé, na spodni strané svétlejsi, zv1asté na

% Kvéty stopkaté, vchudém okoliku (2-6 kvétd). Jsou

zilnatin€¢ roztrouSen¢ chlupateé.
oboupohlavné, zdanlivé pravidelné, Zluté, 1-2 cm v priméru.® Kalich prchavy, korunni listky
4, celokrajné, ty¢inky Zluté s kyjovité ztlustlymi nitkami. Plody jsou 3-8 cm dlouhé tobolky,
kostrbaté, carkovité, otviraji se od base Kk vrcholku dvéma chlopnémi.ggsemena az 1,5 mm
dlouha, vejitas hiebenitym privéskem, erna. Kvete v kvétnu az zaif.*

Jde o jediny druh se 3-4 poddruhy, dle nékteré starsi literatury povazovanymi za samostatné

druhy*”:
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- 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.): menSiho vzrustu, listy se zkracenymi fapiky
- var. maius listy pomérn¢ pevné, Cepele jen malo fezané, vroubkované, matné, vSechny
smétujici doll, nanejvys ty nejspodnéjsi postavené. Korunni listky celokrajné. Podle toho
muze byt Chelidonium oznaéeno: - 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. Rozdé€leni var. maius do riznych forem ptesto
zustava sporné.37
- var. tenuiflorum 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 Spi¢atymi) korunnimi listky.
U nas je tato varieta doloZena pouze z botanickych zahrad nebo zplanéld v jejich okoli.
Odchylky ve vzrastu, velikosti kvéti a odéni stopek a kalichii maji nepatrnou taxonomickou
hodnotu.*®

Také existuji riizné karyotypy: V Evropé a Asii jsou diploidni (maji 12 chromozom-
2n=12, ve vychodni Evropé 2n=10, v Japonsku 2n=20). V Ceské republice se volné vyskytuji
rostliny diploidni(2n=12). V Polsku se vyskytuje 1 tetraploidni Slechtitelska odrida, kdy

2n=24. Tato kultura se nazyva Chelidonium majus L. cv. ,,Cynober*.*’

3.2.4. Ekologie

Vlastovi¢nik roste na navsich, v zahradach a rumistich, na okrajich cest, v humdéznich

hajich a sutich, na mirn& zastinénych, vihkych a dusikem bohatych piidach.®
3.2.5. Celkové rozsireni

Jizni a stfedni Evropa, jizni Skandindvie; mirné az subarktické padsmo Asie vcetné

Japonska a stiedni Ciny. Zavle¢en do Severni Ameriky.39
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3.2.6. Rozsiteni v CR
V termofytiku a mezofytiku obecny az roztrouseny, v oreofytiku vzacny. Tézisté

vyskytu v plandrnim a kolinnim stupni, vzacné zasahuje az do stupné¢ submontanniho (max.

Krkonose, Obii dal, 850 m).*®

3.3. DROGY ZISKAVANE Z CHELIDONIUM MAJUS L.
3.3.1. Chelidonii radix (koFen vlastovi¢niku vétsiho)

e Droga se ziskdva sbérem volné rostoucich rostlin nebo sbérem rostlin péstovanych.
V Polsku se p&stuji vysoce vynosné sazenice Chelidonium majus L. cv. ,,Cynober*.*’

e Droga se uziva suSena.

3.3.2. Chelidonii herba (nat’ vlastovi¢niku véts$iho)

e Droga se ziskava sbérem: voln¢ rostoucich rostlin; v Polsku z péstované slechtitelské
odrtdy ,,Cynober*

e V soucasnosti se upiednostiuje pouzivani suSené drogy (Chelidonii herba). Dulezity
je fakt, ze obsah alkaloidi mlZe kolisat dle podminek suseni. Vhodné je kratké zahtati
na 105 °C s naslednym suSenim pii pokojové teploté, ¢i pii 60 °C. Zietelné niz8i obsah
alkaloidl je ziskdvan, pokud se su$i jen pii pokojové teploteé, ¢i pii 60 °C bez
predchoziho zahtati na 105 °C. Zékladem pro tento poznatek je, Ze zahtati pies 100 °C
inaktivuje enzymy odbouravajici alkaloidy. Vedle podminek susSeni ovliviiuje obsah a

spektrum alkaloidi i piivod a vegetaéni perioda rostliny.*’
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3.4. OBSAHOVE LATKY CHELIDONIUM MAJUS L.

3.4.1. Alkaloidy

Alkaloidy jsou hlavni obsahové latky vlaStovicniku. V rostliné jich bylo popsano jiz

vice nez 30. Z tohoto poétu jich 15 poprvé izoloval a prevazné i strukturn& uréil Slavik.*’

3.4.1.1. Alkaloidy podle chemické struktury
Dosud nalezené alkaloidy se daji rozdélit do nasledujicich skupin dle struktury:*’

a) Benzofenanthridinovy typ ( a-nafthofenanthridinovy typ): ve struktufe téchto alkaloidu je

obsazen tetraisochinolinovy kruhovy systém (naftalenové jadro s navézanou isochinolinovou
strukturou). Tato skupina se da rozdélit na 2 podskupiny:
e terciarni alkaloidy- obsahuji terciarni dusik (napft. chelidonin (V),
homochelidonin)
e Kkvarterni alkaloidy- obsahuji kvarterni dusik s 2 centralnimi aromatickymi

prstenci (napf. sanguinarin (V1 a) chelerythrin (V1 b))

0
\

C XL e

49 ’
N

= ScH

R2

R1 5

VI a) R+ R,= OCH,O
Vv b) R,= R,= OCH,

b) Protoberberinovy typ: alkaloidy toho typu jsou zde zastoupeny:
e tetrahydroporotoberberiny- jsou to terciarni alkaloidy (napt. stylopin (VII)

e protoberberiny- kvarterni alkaloidy (napt. berberin(V111 a), koptisin(\VII1 b))
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VIl a)R,=R,=OCH,
VI b) R,;+R,=OCH,0

C) Protopinovy typ: Sem nalezi protopin, alkaloid typicky pro ¢eled’ Papaveraceae.

d) Ostatni alkaloidy: derivaty benzylisochinolinu — typy, které jsou zde zastoupeny

v malém mnozstvi: chinolizidin, spartein (v Chelidonii herba) a magnoflorin (v Chelidonii

radix).*’
MeO
T deen
HO CH,
MeO

Kvartérni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (KBA) tvoii relativné malou skupinu
ptirodnich latek. Tyto isochinolinové derivaty jsou ndpadné svymi jasnymi barvami. KBA
jsou Siroce rozsifeny, vyskytuji se v mnoha druzich celedi Papaveraceae, Fumariaceae a
Rutaceae. Nejhojnéjsimi zdroji KBA kromé Chelidonium majus L. jsou také Sanguinaria
canadensis, Dicranostigma lactucoides, Macleaya cordata, M. microcarpa a n¢které druhy
Bocconia a Zanthoxylum. Sanguinarin a chelerythrin, které byly objeveny uz v 19.stoleti, jsou

2 nejznaméjsi a 1épe dostupné KBA. KBA jsou velmi citlivé K nuklofilnim ¢inidlam.
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V alkalickém prostfedi se KBA zméni na bimolekuldrni aminoacetalovy derivat propojeny
mustkem s kyslikovym atomem. *°

Vyzkumy mlééné §tavy ziskané z lodyhy Chelidonium majus ukazaly, ze Cerstva, jesté
nezoxidovand, mlé¢na §tava obsahuje vétsi mnozstvi dihydrokoptisinu, sanguinarinu,
chelerythrinu, berberinu a koptistinu. Pokud nechame mlécnou $tavu stat nc¢kolik dni na
vzduchu nebo provaddime chromatografii bez pouziti reduk¢éniho ¢inidla (jako napt. 0,4%
roztok merkaptoethanolu), dochazi k oxidaci a uz nelze prokazat zadny dihydrokoptisin,
pouze koptisin. Lze piedpokladat, ze v Cerstvém, neoxidovaném latexu z vlastovi¢niku se
vyskytuji 1 jiné, lehce oxidovatelné alkaloidy jako napt. dihydroberberin. Tyto se ale oxiduji
stejné jako dihydrocoptisin p¥i zpracovavani rostliny, napf. pfi suseni.*’

Zajimavé je rozdéleni obsahovych latek Cerstvého vlastoviénikového latexu: vSech 5
prozkoumanych alkaloida (berberin, chelerythrin, koptistin, dihydrokoptisin a sanguinarin) je
obsazeno ve vakuolach spolu s chelidonovou kyselinou a enzymy, jako jsou hydrolasy a blize
nespecifikované fenolické slouceniny. Sanguinarin a chelerythrin maji vétsi afinitu k obsahu
vakoul, proto se z vakuol do mlééné stavy uvoliiuji az naposled a pii volném stani roztoku
pak zpusobuji rozklad tonoplastu, coz je ziejmé zdklad pfesné isolace. V mlécné Stave je
obsazen enzym fenoloxidasa. Pfitomnost enzymu v rostling, ziskdvanych spole¢n¢ s aktivnimi
alkaloidy muze byt odpovédna za ,,nejisté piisobeni preparatu vlastovi¢niku, protoze prave
pfitomnost enzyma muze vést k pfeméndm alkaloidii ¢i vzniku méné uc¢innych latek.>"38

Byly provedeny extrakce alkaloidti Chelidonium majus L. riznymi metodami (tradi¢ni
vymackavani a pfiprava caje, mikrovinnd extrakce a SFE). Extrakty byly vodné a
propylengykolové. Pro srovnani extrak¢énich metod byl vytézek hodnocen podle celkového
obsahu alkaloidi zjisténého spektroskopii. Nejvyssi vytézek alkaloidi byl ziskan
mikrovinovou extrakci a klasickou infuzi. Distribuce alkaloidi v rostliné byla zkoumana
tenkovrstvou chromatografii s densitometrii. Koncentrace alkaloidii v extraktu je znacné
rozdilna v zavislosti na extrakéni metodé. Roztok ziskany SFE obsahuje koptisin a chelidonin,
ale berberin muize byt ziskdn pouze mikrovinnou extrakci. Extrakt s vysokym obsahem
koptisinu miizeme ziskat jediné SFE nasledovanou mikrovinnou extrakei.**

Distribuce alkaloidl v rostliné je nerovnomérnd, méni se v zavislosti na vegetacni
periodé rostliny, klimatickych podminkéach, stafi a druhu rostliny. Kromé toho mohou

ziskané hodnoty zaviset na metod& izolace a stanoveni alkaloidi.®"* V tabulce 1 jsou

uvedeny alkaloidy izolované z vlastovi¢niku.
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Tabulka 1: Alkaloidy izolované z Chelidonium majus L. (Papaveraceae)®®

Alkaloid kofen nadzemni ¢ast
Kvarterni benzofenantridiny

Sanguinarin +++ +++
Chelerythrin +++ +++
Chelirubin + +

Chelilutin + +

Makarpin + +

Terciarni benzofenantridiny

Chelidonin +++ +++

Homochelidonin ++ +

Chelimin

Chelamidin

Dihydrosanguinarin

Dihydrochelerythrin

Dihydrochelirubin

Dihydrochelilutin

+ 4|+ |+ |+ ]|+
+|+

N-Demethyl-9,10-
dihydrooxysanguinarin

Norchelidonin + +
Izochelidonin - +
Oxysanguinarin + -
Terciarni protoberberiny

Stylopin ++ ++az +++
Kvarterni protoberberiny

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

Protopin ++ +
Allokryptopin ++ +

Kvarterni aporfiny

Magnoflorin +++ -

Spartein ? ?




3.4.1.2. Alkaloidy korene (Chelidonii radix)

NejbohatSim organem z hlediska obsahu alkaloidl je kotfen. Celkovy obsah alkaloidi
v ném dosahuje 0,8-2%°, a je nejvyssi na konci vegetaéniho obdobi, zatimco pfi kveteni
rostliny klesa. U viceletych rostlin je obsah alkaloidii v kofeni vyrazné vyssi nez v prvém roce
vegetace.*"
e Hlavni alkaloidy kofene jsou koptisin (0,15-0,57%), chelidonin (0,5-1,02%)37'38
vyznamny je i obsah sanguinarinu, chelerythrinu, berberinu a kvartérniho aporfinového
alkaloidu magnoflorinu.®®
e Jako vedlejsi alkaloidy jsou zde pritomny: 6-methoxydihyrochelerythrin, 6-methoxy
dihydrosanguinarin, dihydrosanguinarin, oxysanquinarin, dihydrochelerythrin,
homochelidonin, B-allocryptopin, chelilutin, chelamin a  korysamin.®’ Mezi nové&jsi
alkaloidy, které jsou v literatufe zminény jen zfidka kdy patfi chelamin CyHi19NOg a
chelamidin  Cy;H23sNOg.  Podle spektralni analyzy jim nalezi struktura 10-
hydroxychelidoninu a 10-hydroxyhomochelidoninu. Ojedinéle byl izolovan také alkaloid
chelidimerin (meso-forma 1,3-bis-(hydrosanguinarinyl)acetonu).”>  Z kofene také byly
isolovany 2 dalsi aporfinové alkaloidy- corydin a norcorydin. Jejich identifikace byla
provedena pomoci IR, UV, 1H-NMR a MS.*®

3.4.1.3. Alkaloidy nati (Chelidonii herba)

V nadzemni casti vlastovi¢niku je obsah alkaloidi niz$i, dle pivodu a podminek
suseni od (0,5-1,5%). V pribéhu vegetaéniho periody dochazi k vyraznym zménam
v zastoupeni jednotlivych alkaloidi.®® Dle jiné prace se obsah alkaloidi pohybuje od 0,01 do
1%.%  Jde pfedevS§im o benzylisochinolinové alkaloidy benzofenanthridinového,
protoberberinového a protopinového typu. Jako hlavni alkaloidy nati jsou uvadény:

3738 3 protopin®’. V mnohem

chelidonin, koptisin, stylopin, sanguinarin, chelerythrin, berberin
mens$im mnozstvi zde nalezneme jeSté asi 20 alkaloidd. Ve velmi malém mnozstvi (0,3
mg/kg) je v droze pFitomen aporfinovy alkaloid spartein.®” Byly sledovany zmény v obsahu
alkaloidli v nadzemni €asti rostliny v obdobi duben az tijen pomoci HPLC a bylo zjiSténo, Ze
hlavnim alkaloidem po celé vegetac¢ni obdobi je koptisin. Jeho obsah v nadzemni ¢asti Cinil
0,4-0,8%. Na pocatku vegetacniho obdobi byl jako druhy hlavni alkaloid nadzemni Casti
stanoven stylopin, zatimco obsah chelidoninu, sanguinarinu a chelerythrinu byl v této dobé

relativné nizky. Po odkvétu rostliny postupné obsah chelidoninu, sanguinarinu a chelerythrinu
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narustal a ke konci vegetacniho obdobi pattily k hlavnim alkaloidiim, zatimco obsah stylopinu
vyrazné poklesl. Rovnéz bylo prokazano, ze hlavnim alkaloidem nalevu z ususené nadzemni
Casti sbirané v kvétnu (1 g suSené drogy Chelidonii herba se pielije 0,25 1 vafici vody,
ponechd se stat 10 minut) je taktéZ koptisin (0,1- 0,2%), zastoupeni ostatnich alkaloidl je

nepatrné (< 0,001%).%®

3.4.1.4. Alkaloidy plodu (Chelidonii fructus)
Z plodu rostlin Chelidonium majus L. byly izolovany 2 protoberberinové alkaloidy a 1
benzofenanthridinovy. Na zdkladé chemické a spektroskopické analyzy byly identifikovany

jako koptisin, berberin a chelidonin.**

3.4.1.5. Alkaloidy semene

V semenech pievazuje koptisin.’

Kofen a nadzemni ¢ast rostliny se zasadné lisi jak v obsahu, tak ve slozeni alkaloidu,
proto byly prozkoumany obé& ¢asti oddélené. V obou piipadech byl postup stejny: nejdiive
byl okyseleny vodny extrakt vytfepavan etherem, aby byly oddéleny nebasické nebo velmi
slab¢ bazické latky (frakce L). Potom byl vodny roztok slabé alkalizovan a znovu vytfepavan
etherem a byla ziskana frakce A. A nakonec silna alkalizace a vytfepavani etherem dala
frakci B. Dalsi alkaloidy byly ziskany po jejich pfevedeni na jodidy extrakci chloroformem.
Kvartérni frakce z kofene obsahovala jako hlavni alkaloid magnoflorin jodid v relativné
vysokém mnozstvi(0,19%), pficemz nadzemni Cast obsahuje znatelné niz§i mnozZstvi
kvartérnich alkaloidii. Z nati byl isolovan (-)-a-stylopin methyljodid a (-)-B-stylopin
methyljodid. Oba tyto alkaloidy byly detekovany také v kotfeni, ale pouze ve stopovém
mnozstvi. Z frakce L z kofene byly ziskany v zavislosti na oxysanguinarinu, ktery byl
isolovan uz dfive, dihydrosanguinarin, dihydrochelerythrin a dihydrochelirubin. Také byla
stanovena pfitomnost mensiho mnoZstvi dihydrochelilutinu. V nadzemni ¢asti byly
detekovany pouze stopova mnozstvi dihydrosanguinarinu a dihydrochelerythrinu. Nélez
dihydrochelirubinu a dihydrochelilutinu v Chelidonium majus L. je viibec prvnim dikazem

vyskytu téchto dvou latek v prirods.*?
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3.4.2. Ostatni obsahové latky

3.4.2.1. Rostlinné kyseliny
Ve vlastovi¢niku byly nalezeny organické kyseliny, pfedevsim kyselina chelidonova

(X), kyselina citronova, jable¢na a jantarovai.37

HOOC O COOH

Jedna z nové¢jsich praci uvadi také estery kyseliny kavové: 2- kafeoylglycerova k., 4-
kafeoyltrihydroxymaselna k., k. kafeoyl-L-jablecna a ester k. kavové a 1,4-laktonu K.
threonové®" %8, Hydrolysou vodno-methanolového extraktu se ziskd 0,4% kéavové kyseliny a
asi 0,1% p-kumarové, ferulové, gentistové a p-hydroxybenzoové kyseliny.37 Dle starsi prace

r . vr 4
byla v droze nalezena také kyselina mravenéi.*®

Diivejsi prace uvadéji pritomnost alkoholu chelidonolu, pB-karotenu, kyseliny
askorbové, flavovoidd rutinu a kvercetinu.®* Ve §tavé znaté se vyskytuje hodng
fosforecnanu véapenatého a hotfecnato-amonného, v semenech olej a velmi u¢inna lipasa. Déle

byla v rostlin& prokazana proteasa, peroxydasa, glukosa a fruktosa, téisloviny, kauduk.*®

3.4.2.2. Minoritni slozky

Byly prokazana ptitomnost nespecifickych triterpenoidd, silic, saponini a kyseliny
nikotinové.® Dale se zde nalezneme biogenni aminy: cholin, methylamin, histamin,
tyramin.37'38 V celé rostling je obsazeno velké mnozstvi pryskyfi¢natych latek, z nichz jedna

o1 . < N C . . 3845
— Zluté zbarvena — je pravdépodobné pficinou toxicity Cerstve rostliny.
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Mineralni latky

Nov¢ bylo zjisténo, ze droga Chelidonii herba obsahuje 24 prvku: Al, As, B, Ba, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Ti, V, Zn). Tyto prvky byly
zjistény v Cerstvé droze (kofeni i nati), v jejim vodném roztoku a alkalickém extraktu.*

4146 5 emisni

Obsah prvki byl zkouman pomoci ICP (inductively coupled plasma)
spektrometrii. Rozdily v obsahu prvku v extraktu (krom& Cu, Mn a Na) jsou zna¢né. Bylo
zjisténo, ze kotfeny obsahuji vyssi mnozstvi mineralnich prvkt az na B, Cu, P a S. Ve vodném
extraktu je mnozstvi mineralti nejéastéji v rozmezi 10-65%, to plati hlavné pro K (65%) a P
(54%). Koncentrace roztoku minerdlt v piipad¢ tinktury klesd se stoupajici koncentraci
alkaloidd.*® Obsah Mg se li§i podle &asti rostliny.*” Byly zkoumany vzajemné vtahy mezi
obsahem, alkaloidli a mineralnimi a stopovymi prvky v rostlin€. Byla zjisténa korelace mezi
Mg, Cr, Al, Co a Sr a protoberberinovymi alkaloidy, stejné tak byl patrny vztah mezi Mg, Cr,
Al a Zn a benzofenanthridinovymi alkaloidy.*®

Lze tedy potvrdit, jak obsah makroelementi, tak i mikroelementii v extraktu ovliviiuje

jeho terapeutickou hodnotu.*

3.5. BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH LATEK

Byly provadény studie ovétujici inhibi¢ni vliv nékterych isochinolinovych alkaloidd
na aktivitu butyrylcholinesterasy v lidském séru. Zkoumany byly protoberberiny,
benzofenanthridiny, apomorfinové alkaloidy ve srovnani se 4 modelovymi slouc¢eninami
Slouceniny vykazovaly rozdilné typy interakci s BUChE a AChE.

Bylo prokazéno, ze néckteré slouceniny, obsahujici kvarterni dusik, funguji jako
inhibitory butyrylcholinesterasy. Jejich u¢inek na BuChE se li$i mirou inhibi¢ni schopnosti
vici BuChE a mechanismem inhibice. Kvartérni benzofenanthridiny (sanguinarin a
chelerythrin) a kvartérni protoberberiny (koptisin a protoberberinu) se vazi na tzv. y-
anionickou stranu, kterd je umisténa mimo aktivni centrum enzymu.

Aktivni centrum BuChE se sklada, podobné jako u AChE, ze dvou funkc¢nich
komponent: esterového a anionického vazebného mista. Zatimco esterové misto je u obou
enzymu stejné, anionické misto je odlisné. Anionické misto BuChE je totiz stéricky omezeno-

vazba inhibitort k BuChE je ovlivnéna jejich geometrii a velikosti. Pfi interakci inhibitor-
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BuChE hraje ndboj anionického mista mnohem mensi roli, nez u AChE. Hlavni sily
uplatiiujici se ve vazbé jsou Van der Waalsovy interakce a hydrofobni interakce. Je tedy
ziejmé, Ze BuChE nema anionické vazebné misto umisténo v termindlni Casti. Na rozdil od
AChE se u BuChE vsechny studované slouceniny vazi na aktivni centrum enzymu.
Benzofenanthridinové alkaloidy, stejn¢ jako slabé inhibitory BuChE se vazi na anionické
centrum. Rozdilnad schopnost inhibice mtze byt vysvétlena jejich rozdilnou hydrofobicitou a
stereochemii molekuly.49

Tab. 2 — Inhibice cholinesteras49

Sloucenina | Iso (Mol/l) | Iso (mol/l) | % inhibice
BuUuCHE | ACHE BuCHE"
Berberin >1.0x10" | 9.8x107" | 25°
Koptisin >1.0x10" | 5.8x107 | 36°
Sanguinarin | 2.4x10° | 3.5x10° |85
Chelerythrin | 1.4x10° [ 9.4x10° |90
N-Methyl-
isochinolin | > 1.0x10*| 2.5x10° | 21°
Protoberberin | > 1.0x10™ | 3.4x10> | 28°
N-Methyl-
fenanthridin | 1.0x10° | 4.8x10° | 95

c.... slabé inhibitory
b.... pro koncentraci inhibitorii 1.0x10™*mol/I
Pozn.: Hodnota Isy byla uréena ze zavislosti koncentrace alkaloida vs. procento inhibice.

VSechny inhibitory AChE jsou terciarni base. Ukazalo se vSak, Ze také kvartérni
amoniové baze alkaloidniho® i nealkaloidniho typu® maji aktivitu vidi mozkové AChE a
BuChE a mohou pfechazet pres hematoencefalickou bariéru (HEB), ackoliv se to zda

paradoxni.

3.6. FARMAKOLOGICKE UCINKY CHELIDONIUM MAJUS L.

Az do roku 1970 byla zkoumana vylu¢né Cerstva droga : ,,Herba Chelidonii recens —
cerstva, na zacatku doby kvétu, sbirand nat’ s kotfeny*. Pfevladlo minéni, Ze droga pfi suSeni
ztraci své Ucinné latky, coz se muize stat i pii nejlepSich podminkach suSeni. VétSina
farmakologickych vyzkumu byla tudiz provedena s extrakty z ¢erstvé rostliny, vzacnéji pak se

suSenou celou rostlinou nebo s vytazky z Cerstvé rostliny (Cerstva nat’ nebo koten), pfipadné
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s alkaloidy izolovanymi z celé rostliny. Ale stabilita latek obsazenych v Cerstvé droze také
nebyla optimalni, proto se Casto popisoval nejisty G¢inek ziskanych preparati. Vysledky
téchto studii jsou proto jen obtizn¢ preveditelné na suSeny vzorek drogy. Piestoze
experimenty neprobihaly za stejnych podminek, podafilo se objasnit, v ¢em spociva zakladni

piisobeni drogy.”’

3.6.1. Protinadorové a antivirové ptasobeni

Klinické pouziti vlastovicniku pti 1é€bé nadora se datuje jiz od minulého stoleti, kdy
Botkin popsal dva pfipady karcinomu lécené extrakty z vlastoviéniku. Dalsi klinické udaje
Z tohoto obdobi popisuji uziti chelidoninsulfatu pti rakoviné Zaludku, extraktu z vlastovi¢niku
pfi karcinomu prsu a dalSich organti. Dale m4 droga dlouhou historii pii 1écbé bradavic,
papilomt a kondylomat. Pozdé&ji pfi testovani rostlinnych extrakti na antitumorovou aktivitu
byl pozorovan inhibi¢ni G¢inek extraktti z vlastovicniku na sarkom 180 a Ehrlichtiv mysi
sarkom.3738 Pfi intenzivnim vyzkumu antitumorové aktivity v Sedesatych letech byly
popsany inhibi¢ni G€inky extraktl z vlaStovi¢niku na nékteré typy nadorti, soucasné vsak byla
prokazana vyraznd cytotoxicita alkaloidi 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

o 4

Z typickych alkaloidi tohoto druhu. Aktivni sloZka extraktu zatim nebyla definovéana.®

V soucasné dob& opét roste zajem o vyuziti vlastovi¢niku pfi terapii karcinom, a to
predev§im v souvislosti s ptipravkem Ukrain. Ten byl vyvinut a patentovan rakouskymi
autory. Ukrain obsahuje alkaloidy z Chelidonium majus L. konjugované s kyselinou
thiofosorenou a vyznaluje se silnou imunomodula&ni aktivitou.”* Pisobi zvyseni poéti T-
lymfocytt a normalizaci pomért T-helpers/T-supresorovych bunék, a snizeni hodnot IgG.
Piipravek byl aplikovan pacientim s rliznymi typy karcinomu i pacientim s recidivujicim

. . 3851
bronchopulmonarnim onemocnénim.

Byl pacienty dobie snaSen a vedl k obnoveni
bunétné imunity, provazené zlepSenim stavli pacientli a v nékolika ptipadech 1 regresi
tumoru. V in vivo studiich na mySich tumorech se potvrdilo, Ze i.v. podani Ukrainu sniZuje
rychlost riistu tumoru. V pokusech in vitro bylo dolozeno, Ze preparat obnovuje schopnost

makrofagu lyticky Stépit tumorové bunky pomoci stimulace LPS (lipopolysacharid,
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endotoxin). Tato obnovena aktivita je nezavisla na TNF-o. Ukrajin tedy aktivuje alternativni
cytolyticky mechanismus u makrofagii. Studiu dal$ich vlastnosti je i nadale vénovéana znac¢na

pozornost.®

3.6.2. Hepatotropni a spasmolytické uc¢inky

Zcela odlisnou oblasti indikace vlastovicniku je jeho tradi¢ni pouziti pii onemocnénich
zlucovych cest a jater. Droga je v soucasnych piehledech fytoterapie doporucovana jako
spasmolytikum a cholagogum, nazory na jeji G&innost jsou viak nejednoznacné. Udaje o
pozitivnich G¢incich drogy na sekreci zlu¢i, aktivitu a-amylasy i spasmy hladké svaloviny
pochazi vesmés ze starSich praci. Vyznamné zvySeni sekrece bilirubinu, cholesterolu a
zvySeni aktivity pankreatickych enzymu lipasy a a-amylasy po aplikaci 100mg suchého
extraktu je uvedeno zase V jiné praci. Pfiznivé ucinky preparatu Panchelidon obsahujiciho
extrakt z Cerstvych rostlin s obsahem 20% alkaloidi pii 1é¢bé chronické cholangitidy,
cholelithiasy a diskinesi popsal vroce 1977 Neumann-Mangoldt. Preparat vykazoval
spasmolyticky a stfedn¢ analgeticky ucinek, vyrazné omezoval diarrhoeu, vyvolanou 1é¢bou
pisobenim alkaloidii vlastoviéniku.®” Weiss hodnoti uginky vlastoviéniku jako nekonstantni.
S odvolanim na vlastni zkuSenost uvadi, ze ucinnost drogy klesa del§im uchovavanim a je
tedy nutné uZivat extrakty vzdy z Cerstvé drogy. (Naproti tomu dle poznatkli E. Téborské a
jejich kolegi se obsah alkaloidd v ususené droze uchovavanim nemeéni, stejné jako se nemeéni
alkaloidni slozeni tinktury uchovavané nékolik mésicti v chladu). I pfi podavani Cerstvé §tavy
vS8ak pozoroval, ze zatimco v prvé poloviné roku byl efekt jeho plisobeni zietelny a pacientim
pfinasel ulevu, po uplynuti této doby zacal slabnout, az prakticky v kratké dob& vymizel. Je
pravdépodobné, Ze uvedené poznatky souviseji s nestandardnim slozenim drogy.38

Ve 30-tych letech 20. stoleti byla provadéna tada klinickych studii, hlavné¢ na
pacientech s chorobami zaludku, stieva a jater. Pacienti byli 1é¢eni preparaty z Cerstvé rostliny
(vylisované §tavy nebo celd rostlina rozetfena S mléénym cukrem) p.o.. Bylo pozorovano
snizeni bolesti a vymizeni kifeci (zlepSeni subjektivnich obtizi). Na podklad¢ téchto
preklinickych a klinickych vyzkumi (pfevazné na celé rostliné nebo na celkovych alkaloidech
— vysledky nejsou pfevoditelné na ucinek suSené drogy) bylo vlastovi¢niku pfifazeno
spasmolytické plisobeni na GIT a zluové cesty. Toto plisobeni bylo pfi¢itdno chelidoninu.

Také v monografii Chelidonii herba se udava: ,,Dostatecné jisté je papaverinu podobné, lehce

38



spasmolytické ptisobeni na horni ¢ast GIT.“. K otazce zda ma vlastovicnik cholagogni
pusobeni ¢i zda se jedna jen o efekt cholereticky nebo cholekineticky neexistuji zadné
dostacujici diikazy. Podle klinickych studii maji mit preparaty celé Cerstvé rostliny podavané
p.0. u pacienti s cholestasou cholagogni piisobeni.®’

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

Medice (Medice) na metabolismus Zlucovych kyselin popsal Matzekis.®
3.6.3. Biologické ucinky hlavnich obsahovych litek
3.6.3.1. Aktivita latek typu benzofenanthridinu

> Jeden zhlavnich alkaloidi vlastoviéniku je chelidonin. Ma vyznamné
spasmolytické ucinky pfedev§im na svalstvo gastrointestindlniho traktu, broncht,
délohy, uretry a cév. Jeho spasmolyticky uc¢inek je poloviéni oproti uc¢inkiim
papaverinu. Chelidonin plisobi pies nervus vagus — zpomaluje aktivitu srdce a snizuje
tak krevni tlak. Snizuje spontanni motorickou aktivitu a télesnou teplotu, potencuje
ucinek hypnotik. M4 cholagogni Gc¢inek a ve zlucovych cestach pisobi antisepticky.
Chelidonin vykazuje stejné jako chelerythrin a sanguinarin antimitotické G¢inky-

inhibuje polymeraci tubulinu.*®

> Sanguinarin a chelerythrin jsou jiz dlouhou dobu znamé a v praxi uzivané
alkaloidy. Byly izolovany i zjinych rostlinnych druhti, kofen vlastovi¢niku patii
vV Rusku se vyrabi preparat Sangyviritrin (obsahuje smés sanguinarinu a chelerythrinu),
v USA priipravky ustni hygieny s obsahem benzofenanthridinti). Sanguinarin a
chelerythrin vykazuji inhibi¢ni u€inky na celou fadu enzymd, napt. na cholinesterasy,

alaninaminotransferasu, Na'/K'- ATPasu, Ca’-ATPasu. Oba alkaloidy rozpojuji
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respiraci a oxidacni fosforylaci, vmezetuji se do dvouspirdlové nativni DNA
(interkalace) a tak zabranuji syntéze RNA a inhibuji enzymovou hydrolyzu DNA.
Nedavno byla popsana inhibice proteinkinasy C chelerythrinem. VétSina téchto
inhibi¢nich uc¢inki je pfipisovana interakci benzofenanthridini s SH-skupinami
enzymu. Oba alkaloidy mohou reagovat v zavislosti na pH bud’ ve formé kvartérniho
kationtu, nebo terciarni base. Sanguinarin rovnéz zvySuje vodivost lipidové
dvouvrstvy. Chelerythrin, sanguinarin a chelidonin maji téZ prokazatelné antimitotické
ucinky. Zda se, ze mechanismus jejich ptisobeni je inhibice polymerace tubulinu. Lze
predpokladat, ze antimikrobidlni i cytostaticka aktivita téchto alkaloidd je podminéna

y e . o . <X . 38
vyse uvedenymi ucinky na fadu klicovych enzymii bunééného metabolismu.

3.6.3.2. Aktivita latek typu protoberberinu

>

Jednim z hlavnich alkaloidd v rostling je koptisin, o jeho ucincich je znamo jen
velmi malo. Ze starSich praci pochézeji udaje o jeho cytotoxickém puasobeni. Jsou
popsany jeho antimikrobidlni a protizanétlivé ucinky. Podobné jako berberin inhiboval
v davkach 195mg/kg/den srdZeni trombocyti u krys. Ma téz spasmolytickou a
uterotonickou aktivitu. Strukturné se koptisin jen malo 1isi od berberinu, proto 1ze

o&ekavat, Ze koptisin vykazuje i fadu dalSich efektii analogickych berberinu.*®

Rada vyznamnych fyziologickych u¢inkd byla popsana u berberinu. Jednim ze
zdroji tohoto alkaloidu je pravé Chelidonium majus L. Berberin ma nékteré ucinky
podobné jako chelidonin. V Evropé a na vychodé¢ je tradicné uZivan proti prijmu,
zloutence a chronické dysenterii. Stimuluje sekreci zZluce, snizuje krevni tlak
(vasodilataci) a pusobi sedativné. V in vitro pokusech bylo popsano, ze pusobi jako
antagonista a-2-adrenoreceptorti lidskych krevnich desticek. Pidsobi inhibi¢né na
nékteré enzymy a ma antibakteralni u¢inky. Rada praci se zabyva u¢inkem berberinu
na srde¢ni aktivitu. V pokusech na zvifatech byly zjiStény jeho pozitivni ionotropni a

dromotropni a negativni chronotropni efekty.*

Stylopin je hlavni slozkou listu vlaStovicniku. Ten byl uzivan k odstranovani
bradavic, papilomi, kondylomat, a V orientdlnich zemich 1 kléceni jaternich
onemocnéni. Stylopin potlac¢uje vznik NO a PGE; v makrofazich tim, Ze inhibuje
expresi INOS a COX-2. Dale také redukuje produkci TNF-a a interleukini — IL-1b a
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Chelidonium majus L. **

3.6.3.3. Aktivita ostatnich obsahovyh latek

Rovnéz nékteré z nealkaloidnich latek prokazanych v Chelidonium majus L. maji
vyrazné fyziologické ti¢inky. Kyselina kdvova i jeji estery maji spasmolytickou, cholagogni a
antibakterialni aktivitu. Nebylo dosud zkoumano, do jaké miry se na terapeutickych efektech

vlastovi¢niku mohou podilet tyto létky.38

3.7. VYUZITi CHELIDONIUM MAJUS L.

Vyuziti rostliny mé bohatou historii v lidovém Ié€itelstvi. Neni témét choroby, proti
které vlaStovi¢nik v pribéhu staleti nebyl pouzit. Léc¢iva moc ji byla pfisuzovana jiz v dobé
staroveéku a od té doby byla v 1é¢itelstvi hojné pouzivana. Byla doporu¢ovana proti chorobam
jater, zimnici a vodnatelnosti, na zlepSeni zraku, k odstranéni bradavic a 1é¢bé tumort.

V novéjsi dobé je vlastovicnik uzivan ve fytoterapii jako droga s Ucinkem
spasmolytickym, analgetickym, cholagognim, popf. jako dermatologikum, antihistaminikum a
antiseptikum. Chelidonii herba i Chelidonii radix jsou popsany v fadé 1ékopist. Na piipravu
odvaru se doporucuje pouzit 0,5-1,0 g drogy z naté nebo 0,5 g drogy z kotene. Tinctura
chelidonii s obsahem alkaloidd 4-5% se podava jako spasmolytikum v primérmych davkach
1 g denné.

Extrakty z vlastoviéniku jsou soucasti fady galenik, produkovanych zejména
v zapadni Evropé€. Jsou indikovany pfti hepatopatiich, poruchach funkce Zlu¢niku a po jeho
operacich. V Ciné se extrakty z Chelidonium majus L. uZivaji pfi 16¢bé& chronické bronchitidy,
davivého kasle a jako analgetikum. VlaStoviénik je soucasti fady homeopatik. V lidovém
1&Citelstvi se stale traduje, pouziti rostliny, zejména CcCerstvé S§tavy, jako prostiedku

k odstranéni bradavic.>®
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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4.1. VSEOBECNE POSTUPY

4.1.1. Destilace a odparovani rozpousStédel

Rozpoustédla byla pted pouzitim destilovana; nejprve byl zachycen predek (asi 5 %;
vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpousteédla byla uchovavana v hnédych nadobach. Odparovani chromatografickych frakei

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 systtmu 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

vzestupng.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

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

bazického oxidu hlinitého.

4.2. MATERIAL A VYBAVENI

4.2.1. Rozpoustédla

Benzin, 1ékopisny CsL 4

Cyklohexan, ¢.

Dichlormethan; CH,Cl,, ¢.

Diethylether

Ethanol 95% denaturovan 5% methanolu

Chloroform, p.a.
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Kyselina mravenci; HCOOH, ¢.
Kyselina octova bezvoda, ¢.

n-Propanol; n-PrOH, ¢.

4.2.2. Chemikalie

Acetylcholin jodid, p. a.
Amoniak 25%, ¢.
Dusik 5.0

Hydroxid sodny, €.
Hydroxid sodny, p. a.
Chlorid sodny, p. a.
Jodid draselny, €.
Kyanid draselny, €.
Kyselina sirova 98%, €.
Kyselina chlorovodikova 36%, p.a.
Siran sodny bezvody, €.

Uhli¢itan sodny bezvody ¢.

4.2.3. Detekéni ¢inidla

D 1: Dragendorff ¢inidlo modifikované podle Muniera:>

Je urcen pro alkaloidy a ostatni slouceniny obsahujici dusik.

Ptiprava roztoku A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti
v 80,0 ml vody.

Pfiprava roztoku B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40,0 ml vody.

Ptiprava zdsobni roztoku: ptipravi se smés roztokit A a B v poméru 1:1. Ta miize byt uloZena
nékolik mésict v lednici.

Ptiprava cinidla ve spreji: K roztoku 5,0 ml kyseliny vinné rozpusténé v 50,0 ml vody se ptida
5,0 ml zasobniho roztoku.

Pozn.: Vlastni zadsobni roztok se pouziva pro detekci vitaminu B;.
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D 2: Erdmannovo &inidlo:>*

1 ml koncentrované kyseliny dusicné se rozpusti ve 100 ml koncentrované kyseliny sirové.

D 3: Frohdeho ¢&inidlo:>*

1 mg molybdenanu amonného se za tepla rozpusti v 1 ml koncentrované kyseliny sirové.

Cinidlo je po ochlazeni piipraveno k pouziti. Frohdeho &inidlo se pfipravuje v ¢ase potieby.

_ ) o, .55,
D 4: Kyselina dusi¢na koncentrovana’:

Kyselina dusi¢na 70%.

] ) ., ,55.
D 5: Kyselina sirova koncentrovana™:

Kyselina sirova 96%.

D 6: Mandelinovo &inidlo:>*

1 mg vanadi¢nanu amonného se rozpusti v 1 ml koncentrované kyseliny sirové. Toto ¢inidlo

se pfipravuje v ¢as potieby.

D 7: Marquisovo ginidlo:>*

1 mg formaldehydu (nebo paraformaldehydu) se rozpusti v 1 ml koncentrované kyseliny

sirové. Toto detekéni ¢inidlo se pfipravuje tésné pied postiikem.

D 8: Mayerovo ginidlo:*®

1,35 g chloridu rtutnatého a 5,0 g jodidu draselného se rozpusti ve vodé a doplni se ji do

100,0 ml.

D 9: Wasickyho &inidlo:*
Ve smési 6g kyseliny sirové a 4 g vody se rozpusti 20 g p-dimethylaminobenzaldehydu.

4.2.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: n-PrOH+ HCOOH+ voda 90:10:9
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4.2.5. Chromatografické adsorbenty

Adsorbent 1: Oxid hlinity bazicky (Merck):

Komeréni adsorbent zrnitosti 100-200 um, stupné aktivity ~3; pH vodného vyluhu 9-9,5.

Adsorbent 2: Kieselgel UV 254 (Merck):

Komeréné vyrabéné hotové desky pro chromatografii na tenké vrstveé. Podlozka: oxid hlinity.

Chromatograficky adsorbent: Silikagel 60 F254, tloustka vrstvy 0,2 mm.

4.3.  STANOVENI INHIBICE AKTIVITY ACETYLCHOLINESTERASY

Kvartérni inhibitory cholinesteras izolovany v této praci z vlastovi¢niku vétSiho
(Chelidonium majus L.) Byly testovany pro jejich inhibi¢ni schopnost standardnim in vitro

inhibi¢ni testem.®’

4.3.1. Pristroje

Automaticky titrator RTS 822, Radiometer, Dansko

Homogenizator Ultra-Turrax , Janke—Kunkel, Némecko

Ultratermostat typ U3, VEB Prufgerate-werk Mendingen, Némécko

Priutokomér plynovy, typ PF/PG, trubice ¢. PGO03, VEB Prufgerate-werk Mendingen,

Neémecko

4.3.2. Material

Homogenat mozkové tkang.
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4.3.3. Piiprava homogenatu

Z mozku tii experimentalnich objektl byl odpreparovan nucleus caudatus. Preparaty
byly oplachnuty fyziologickym roztokem a po t¢ homogenizovany pfistrojem Ultra — Turrax
jednu minutu pfi dvaceti tisici ota¢kach za minutu v poméru 1 : 10 s destilovanou vodou. Po

té byl homogenat rozplnén do zkumavek po dvou mililitrech a zmrazen na — 35 °C.

4.3.4. Inhibice cholinesteras

Cholinesterasy jsou kompetitivn¢ inhibovany kvartérnimi latkami. Pokles aktivity je
umérny pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je zalozeno na jeho reakci
S nativnim substratem, kdy je tento St€pen na alkohol cholin a kyselinu octovou. Tato je pfi
pouziti pH-statové instrumentace neutralizovana kontinudlnimi pifidavky roztoku hydroxidu
sodného, tak aby bylo udrzeno statované pH 8.

0,5 ml homogenatu bylo smiseno s 2,5 ml 3 M roztoku NaCl, 0,2 ml roztoku testované
latky a objem doplnén destilovanou na 23 ml. Reakéni smés byla vytemperovana na 25 °C,
odd¢lena od okolni atmosféry protékajicim dusikem a pH bylo nastaveno na hodnotu 8 a
spustén titrator. Po té bylo k reakéni smési pfidano 2 ml 0,01 M roztoku substratu —
acetylcholin jodidu. Ploterem titratoru byla nasledné zaznamendvana spotteba 0,01 M roztoku
NaOH nutna k udrZeni statovaného pH reakéni smési. Koncentrace testované latky byly
zvoleny tak, aby oblast aktivit enzymu byla rovnomérné pokryta méficimi body od
stoprocentni po nulovou aktivitu. Méfeni byla opakovana pro kazdou koncentraci testované

latky nejméné trikrat.
4.3.5. Matematické zpracovani experimentalnich dat

Hodnoty 1Csp byly vypoditany z naméfenych hodnot nelinearni regresi v programu
GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPad Software, San Diego, CA,
USA).
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44. 1ZOLACE

4.4.1. Postup extrakce alkaloidi z Chelidonium majus L.

4.4.1.1. Puvod drogy

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

Makroskopickou, mikroskopickou a chemickou identifikaci proved! L. Opletal.

Metodou podle CL 2002 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 %

4.4.1.2. Priprava extraktu a jeho cisteni

41,8 kg suché nati s kofeny bylo perkolovano 95% ethanolem (celkem ziskdno 480 1
extraktu), extrakt byl zahusStén na vakuové odparce pfi 60 °C do maximdlniho odstranéni
alkoholu, byly ptfidany asi 2 litry vody. Vznikl temné hnédy, dehtovity, sirupovity odparek.
Pti oddestilovani lihu ze zahusténého koncentratu tékala néjaké latka do vakuové odparky ve

formé& nahnédlého naletu, nebyla vSak analyzovana.

Tento extrakt byl rotaci rozehian na vodni 1azni asi na 40 °C, bylo ptidano 8 litri
1,5% kyseliny sirové (zahtaté na 40 °C) a smés byla ty€inkou dokonale promichdvéana po
dobu né&kolika minut, potom byl oranZovy roztok po zchlazeni dokonale slit (dehtovité podily
plavaly jen malo na hladiné, sed€ly vice u dna), dehet byl seSkraban a umistén do velké
kadinky, ptidino 500 ml bezvodé kyseliny octové a na vodni lazni byla smés dokonale
rozpu$téna na viskézni roztok. K tomuto roztoku bylo ptiddvano po castech 7,5 1 vody a
promichano; kalny oranZovy roztok byl slit, ¢erny pryskyficnaty podil rozpuStén znova ve
200 | octové kyseliny, zase rozehian a srazen 4 litry vody. Oba dekantaty byly spojeny,
ponechany pies noc stat, poté byl tento oranzovy roztok zfiltrovan pies skladany polyamidovy
filtr (filtr 1), ten byl promyt vodou a ponechan vykapat; vyloucil se praskovity sediment

hnédo-oranzové barvy. Oba kyselé filtraty (z kyseliny sirové i octové) byly spojeny; vyloucila
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se bélava srazenina, ktera na sebe adsorbovala oranzové soli alkaloidd. Suspenze byla
zfiltrovana ptes polyamidovou plachetku (filtr 2) a filtr byl promyt vodou. Filtr 1 a filtr 2 byly
roztrzeny a suspendovany v 1,5 | 1,5% kyselin¢ sirové, suspenze zfiltrovana. Oranzovy filtrat

byl piidan ke kyselému roztoku extraktu (celkem 37 litrt filtratu).

4.4.2. Vytirepek A z primarniho extraktu

Kysely roztok siranti (37 litrG) byl neutralizovan nejprve pevnym praSkovym
bezvodym uhli¢itanem sodnym na pH ca 9. Tekutina se vyrazné¢ zakalila a nabyla vzhledu
svétlého kakaa. Tento roztok byl vytiepan 5x 15 litry etheru, etherové vrstvy byly spojeny,
oddéleny od zbytku vodné faze a rozpoustédlo oddestilovano. Hned po prvnim vytiepani se
roztok vycetil (vodna faze byla oranzova a Cista, Cird), vyloudil se vSak praskovity, SedoCerny
podil (PP), ktery byl z etheru oddélen, nakonec vytiepan v batice 2x 400 ml etheru a ether byl

ptidan k etherovym vyttepkam.

4.4.3. Vytrepek B z primarniho extraktu

Sodovy extrakt byl zalkalizovan 50% hydroxidem sodnym na pH 12,5 a tento roztok
vyttepan 5x 15 litry etheru, etherové vrstvy byly spojeny, ostie oddéleny od zbytku vodné

faze a rozpoustédlo oddestilovano.

4.4.4. Vytrepek J z primarniho extraktu

Vodné bazicka (louhova) vrstva byla okyselena zfedénou kyselinou chlorovodikovou
(1:1, tj. asi 17%) na pH 3-3,5. K 16 litrim tohoto roztoku se ptidal roztok 320 g jodidu
draselného ve 480 ml vody, vSe se promichalo, za ob¢asného tfepani se nechalo 3 hodiny stat

Vv klidu. Potom se extrakt vyttepal 5x 8,4 | chloroformu.
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4.4.5. Vytirepek E z primarniho extraktu

Okyselena vodna faze poskytovala jesté pozitivni reakci na Mayerovo ¢inidlo, byla
proto zalkalizovéana 25% amoniakem na pH 10 (na 1 litr ca 0,08 1 25% amoniaku) a vytfepana
5 x 8,4 1 smési chloroform+ EtOH 8,5:1,5 nasycené vodou. Organicka vrstva byla po ostrém

oddéleni zahus$téna do sucha.

4.4.6. Zbyly vodny extrakt

Tento vodny extrakt obsahoval uz jen stopy alkaloidt (srazeni - Mayerova reakce),

nebyl déle pouzit.
Tabulka 3. Charakteristika jednotlivych typt vytiepki
Typ vytiepku Hmotnost Popis

A (diethylether, pH ~10) 182,0 ¢ Svétlé medové barvy, vysoce viskozni,
nekrystalujici

B (diethylether, pH ~12) 10,06 g Temnée hnédy, velmi viskozni
s naznakem krystald

J (CHCl3; pH ~3,5, kvart. 14,26 ¢ Tmave hnédy, velmi viskozni

jodidy kyselé) 47049 Zluty praskovy sediment

E (CHCI3+EtOH 8,5:1,5, pH 12,45¢ Téméft Cerny, velmi viskdzni

~10, kvart. jodidy bazické)

45. CHELIDONIUM MAJUS L.- SEPARACE VYTREPKU B

10,06 g tmaveé hnédého vytiepku s ndznakem vyloucenych krystalli bylo rozpusténo
ve 400 ml 0,3 M kyseliny sirové, roztok byl zfiltrovan pies polyamidovy filtr, zalkalizovan
50% hydroxidem sodnym na pH ~12-12,5 a vytfepan 5x 250 ml diethyletheru. Etherovy
roztok byl promyt 2 x 30 ml chladné vody, po ostrém oddé€leni vody vysusen bezvodym
siranem sodnym a rozpoustédlo oddestilovano. Vzniklo 7,21 g zlutohnédého odparku

s naznakem vyloucenych krystalti (v praskové forme).

50




2 g této smesi bylo rozpusténo v dichlormethanu, smiseno s 8 g bazického oxidu
hlinitého, rozpoustédlo bylo odstranéno ve vakuu odparky (25 °C, 1,33 kPa) a roztér byl

chromatografovan.

46. CHROMATOGRAFIE VYTREPKU B

4.6.1. Kontrolni tenkovrstva chromatografie vytiepku B:

Adsorbent: 2 ( desky o rozmérech 5,0 x 7,5 cm)
Vyvijeci soustava: S 1

Komora nasycend, vyvijeni 2x

Detekce: D 1

Vzorky: Vytiepek B

Berberin siran (standard)

=

100

Vyttepek B BeSO,

Obrazek 3: Kontrolni TLC vytfepku B

o1



Tabulka 4: Zény kontrolni TLC

Zbna Ry Detekce Zbarveni skvrny
1 0,82 UV 254,D1 Modra
2 0,68 Uuv 254, D1 Hnédooranzova
3 0,41 Uv 254, D1 Svétle oranzova
4 0,25 Uv 254, D1 Oranzova
5 0,1 UV 254,D1 Hnéda

4.6.2. Sloupcova chromatografie vytiepku B

Tabulka 5: Chromatografie pi‘ed¢i§téného vytiepku B na alkalickém oxidu hlinitém

Navazka:

2,0 g suché smési

Adsorbent:

Oxid hlinity alkalicky, (st. Aktivity ~11), 100-200 um, 120 g

Vrstva s nanaskou

frakce:

25x16cm

Délici loze:

2,5 x 12 cm; sloupec byl nalit v soustavé CH,Cl,+benzin 1:1

Mrtvy objem: 60 ml
Frakce: 25 ml
Doba toku frakce: ~15 min.
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Tab. 6: Vysledky sloupcové chromatografie na alkalickém oxidu hlinitém

Frakce Elu¢ni soustava Popis Hmotnost
1-10 | Benzin+CH,Cl, 50:50 | Zlutohnédy, s vyloudenym praskem 0,045 g
11-26 | BenzintCH,CI, 25:75 Nahnédly, praskovity 0,218 ¢
27-46 | Benzint+CH,Cl, 0:100 Jasn¢ Zluty, praskovity 0,462 ¢
47-67 | Benzin+CH,Cl, 0:100 Jasné zluty s vylou¢enym praskem 0,518¢
68-85 | Benzin+CH,Cl, 0:100 Zlutohnédy s vylou¢enym praskem 0,165¢g

4.6.3. Tenkovrstva chromatografie jednotlivych frakci vytfepku B:

Adsorbent: A 2 (o rozmérech 5,0 X 7,5 cm)
Vyvijeci soustava: S 1
Komora nasycena, vyvijeni 2x

Detekce: UV 254, D 1

1-10 11- 26 27- 46 47- 67 68- 85

Obrazek 4: Orienta¢ni TLC frakei 1-85 pri UV 254 nm




Tabulka 4: Zény jednotlivych frakei 1-85

Zbna Detekce Zbarveni skvrny
0,67 Uv 254, D1 Hnédooranzova
0,42 Uv 254, D1 Svétle oranzova
0,27 UV 254, D1 Oranzova

4.6.4. Zpracovani frakce 27- 46:

Odparek 27- 46 byl vysusen ve vakuovém exsikatoru nad silikagelem po dobu 24

hodin. Cast odparku (0,020 g) byla odloZena pro barevné reakce, zbyla &ast (0,391 g) byla

rozpu$téna ve 40 ml diethyletheru a smichana s 10 ml diethyletherového roztoku bezvodé

kyseliny sirové (v 10 ml tohoto roztoku bylo rozpusténo 100 ul bezvodé kyseliny sirové).

Vyloucil se zluty praSek, ktery byl sedimentovan, tekutina odsata, sedlina promyta

diethyletherem, znova sedimentovana, potom zfiltrovana na frit€ a promyta Cistym

diethyletherem.

Po vysuSeni bylo ziskano 0,346 g zlutého prasku, dobie rozpustného ve vodé,

oznac¢eného CH-M/B-1.

4.7. CHARAKTERISTIKA ALKALOIDU CH-M/B-1

4.7.1. Reakce s detek¢énimi ¢inidly

Latka CH-M/B-1 byla podrobena barvenym reakcim na tenké vrstvé s detekénimi ¢inidly.

Tabulka 5: Barevné reakce latky CH-M/B-1

Latka D5 D4 D2 D3 D6 D9 D7

CH-M/B-1 Zluta Hnédocervena Hnéda Zelenohnéda [Hnéda, nasl. Nazloutla Olivové
Cervenohnéda zelena

Berberin siran | Zluta Hnédocervena Hnéda Zelenohnéda [Hnéda, nasl. Nazloutla Olivové
Cervenohnéda zelena

Dle vysledki barevnych reakci s danymi ¢inidly se jedna o berberin.
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4.7.2. Teplota tani

Meéfeni teploty tani probihalo néasledovné: malé mnozstvi etherového extraktu s timto
alkaloidem se odpafilo. Vyloucené velmi jemné krystalky se vysuSily ve vakuovém

exsikatoru a na Koflerové bodotavku se stanovila teplota tani.

Latka t.t. tabelovana [°C] t.t. namétenal °C]
Berberin base 145 142
Berberin siran 274 270-272

4.8. VYSLEDKY TESTU VLIVU LATKY CH-M/B-1NA AKTIVITU ACHE

Latka ICxg 1Csg 95% konfidenéni 95% konfiden¢ni Smérnice
[uM] | [mg/l] interval [uM] interval [mg/l]
CH- 0,221 | 0,182 0,177 -0,277 0,146 — 0,228 0,916
M/B-1

Hodnoty se udavaji napt.: 0,221 (0,177 —0,277), ¢isla v zavorce znamenaji rozpé&ti
hodnoty 1Cs které je tim vétsi, ¢im byla méteni zatizena vétsi chybou. Hodnota smérnice
znazorfuje ,,strmost linearni ¢asti pribéhu kiivky ICsg a poskytuje tak podrobnéjsi informaci
o prab¢hu inhibice; tato hodnota nahrazuje hodnoty ICys a IC75 (popt. jiné), které byvaji pro
tento ucel obvykle pouzivany.

ProtoZze uz je znama molekulova hmotnost latky CH-M/B-1, lze ur¢it ICso Vv uM. Z
naméfenych hodnot je patrné, ze latka vykazuje vysokou inhibiéni aktivitu va¢i AChE. Bude
pouzita pozitivni kontrola galanthaminem a neostigminem, coZ v soucasné dob¢é zatim
provedeno nebylo, vzhledem k tomu,Ze metoda je jeSté rozpracovana a je nutné nékteré jeji

kroky upravit.
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Lécba Alzheimerovy choroby je zalezitost velmi svizelnad a problematickd; tato
choroba je totiz komplexem fady patofyziologickych procest, znichz nékteré na sebe
navazuji, nékteré ptsobi zcela separatné. V soucasné dob¢ je hlavnim terapeutickym zésahem
zasah do aktivity mozkové acetylcholinesterasy. Rada slou¢enin ma cholinomimetické Gginky
velmi pfiznivé, prakticky jsou vSak bohuzel nepouzitelné. Tyto Ucinky jsou nejen centrdlni,
ale 1 periferni. Z ptirodnich latek ptichdzi v tvahu pouze nékolik malo sloucenin; v soucasné
dobé za¢ina byt vyuzivan jen galanthamin (Reminyl®). Velmi intenzivné se pracuje na
riznych  galanthaminovych derivétech.*® Fysostigmin, ktery je  vyznamnym
cholinomimetikem, je tézko pouzitelny kvuli svym nezadoucim uéinkim. Dalsi velmi
perspektivni ptirodni latkou je alkaloid izolovany z nékterych zastupcti ¢eledi Lycopodiaceae-
huperzin A. Podéava se v podstatné niz§ich davkéach nez galanthamin; jeho dosaZitelnost je
syntetické studie dokazuji, Ze tato latka je piistupna totalni syntézou.>® Tato latka je velkou
nadgji, protoze syntetické latky v soucasnosti pouzivané (dopenezil, takrin) nenapliuji
terapeutické potieby podle naSich predstav; takrin je v této dobé prakticky uz lé¢ivem
,mrtvym®.

Z téchto divodu probihd intenzivni vyzkum jak syntetickych, tak pfirodnich latek,
s ohledem na jejich schopnost reverzibiln¢ inhibovat mozkovou AChE. Jako velmi nadéjné se
kromé riznych syntetickych latek ukazuji 1 nékteré dalSi latky; kromé jiz zminéného
huperzinu Cerebra® (Huperzia errata, Lycopodiaceae) je to napi. salignenamid C
(Sarcococca saligna, Buxaceae). Vysoky inhibi¢ni efekt vici AChE ma také ursolova
kyselina (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Lamiaceae), dale
latky typu Arisugacinu- Arisuguacin A (Penicillium sp., 1Cso = 1x10° M), cyklofostin
(Penicillium WK- 4164 e FO- 4259), a-viniferin (Caragana chamlague, Fabaceae, 1Cso=
2x10° M). Vyznamné jsou obzvlasté latky typu alkaloidd- galanthamin (Galanthus
woronovii, Amaryllidaceae), fysostigmin. Z hlediska preparativniho jsou také alkaloidy
atraktivni tim, Ze se s nimi pracuje podstatné 1épe, nez s neutralnimi slouceninami- lze je
rychleji a méné nakladné Cistit.

Jednou zrostlin, u které se vyskytly alkaloidy biologicky aktivni vici AChE je
vlastovicnik v&tsi (Chelidonium majus L.). V této rostling byly objeveny alkaloidy 4 typi>':

a) Beznofenanthridinové (a-naftofenanthridinové) alkaloidy jsou charakteristické svym

tetracyklickym isochinilonovym kruhovym systémem. Tato skupina se da rozd¢lit na

2 podskupiny:1. alkaloidy obsahujici ve své molekule terciarni dusik (napf.
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chelidonin, homochelidonin), 2. alkaloidy s kvartérnim dusikem a dvéma centralnimi
aromatickymi prstenci (sanguinarin, chelerythrin).

b) Protoberberinové alkaloidy jsou zde zastoupeny: 1. tetrahydroporotoberberiny- jsou to

terciarni alkaloidy (napf. stylopin) 2. protoberberiny- kvarterni alkaloidy (napf.
berberin, koptisin).

c) K protopinovym alkaloidim nalezi protopin (typicky pro Celed Papaveraceae) a
allokryptopin).

d) Kvartérni aporfiny, derivaty benzylisochinolinu zde zastupuje magnoflorin a spatrein.

Vyzkum vlastovi¢niku se v posledni obé pomérné rozsifuje, patrné z divodu studia
antineoplastického Uc¢inku alkaloidni latky Ukrain (alkaloidy Chelidonium majus L.
konjugované s kyselinou thiofosforenou®). V souvislosti s timto studiem je vsak sledovana
fada alkaloid i na jiné ucinky. Napf. efekt benzofenanthridinovych alkaloidii na lidské
keratinocyty®, inhibice 5- a 12- LOX neredoxnim mechanismem®, ad. V posledni dobg je
vénovana také pozornost vlivu vlastovi¢nikovych alkaloidii na hydrolyzu acetylthiocholinu a
acetylcholinestrasu  (také podobnych alkaloidi izolovanych z Bocconia cordata,
Papaveraceae), zejména chelidoninu, sanguinarinu, chelerythrinu a také Ukrainu. Ukazalo se,
ze benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (sanguinarin a chelerythrin) jsou pomérné ucinné (ICsg
=0,2-0,3 mM). Zajimavy Uc¢inek vSak vykazuje téZ chelidonin a Ukrain (ICsp= 2-2,5 mM).2

V souvislosti se screeningem alkaloidnich latek charakteristickych pro celedi
Papaveraceae a Fumariaceae, ktery je provadén na katedie farmaceutické botaniky a ekologie,
byl proveden pokus o izolaci alkaloidi s cilem podrobit tyto latky testovani vlivu na
mozkovou AChE a v pozd¢jsi dobé na prolylendopeptidasu. K této izolaci bylo pouzito 41,8
kg celé susené rostliny (nat’ a kofeny). Izola¢ni postup byl pouzit jak je uvedeno v literatuie

4245 jehoz pracovni skupina se alkaloidy z ¢eledi Papaveraceae (pouze

profesorem Slavikem
z preparativniho hlediska) zabyvala v 50.-70.tych letech 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 roztfepan se slabym
roztokem kyseliny sirové a zfiltrovan. Prakticky neutrdlni alkaloidy a neutralni zneciSténiny
byly odstranény vytfepanim tohoto kyselého roztoku etherem, vodna vrstva byla
zalkalizovana uhli¢itanem sodnym na pH cca 9-10, vyloucené alkaloidy vytfepany
diethyletherem, zbyla vodna vrstva zalkalizovana hydroxidem sodnym na pH cca 12-12,5 a

silné base vytfepany opét do etheru. Po okyseleni vodného extraktu kyselinou
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chlorovodikovou a ptidavku jodidu draselného byly vytvofené jodidy kvartérnich basi
vyttepany chloroformem (,,jodidy kyselé*) a kysely vodny roztok byl opét zalkalizovan
amoniakem a vytifepan chloroformem, do néhoz piesly ,, jodidy bazické™.

Z vodné vrstvy zalkalizované hydroxidem draselnym piesly do etheru siln¢ bazické
latky- vytfepek B, ktery jsem dale zpracovéavala. Obsahoval ptfedevSim protoberberinové
alkaloidy (berberin, koptisin )*"*. Slavikovo skupina postupovala pfi dé&leni nasledovng:
k odparku pridala malé mnozstvi vody, kyseliny citronové, za tepla odparek rozpustila a
ponechala krystalizovat . Vyloucil se v pfevazné mife berberin, ktery byl odsat. V matecném
louhu zGstal koptisin se zbytky berberinu. Frakéni krystalizaci byl ziskan koptisin v relativné
Cistém stavu. Tento postup se v mém piipadé ukazal jako zcela neefektivni. Vytiepek B byl
temné hnédé barvy a jeho zpracovani jsem provedla nasledovné:

10,06 g tmaveé hnédého vytiepku s ndaznakem vyloucenych krystall jsem rozpustila v
kyselin¢ sirové, roztok jsem zfiltrovala ptes polyamidovy filtr, zalkalizovala hydroxidem
sodnym na pH ~12-12,5 a vytiepala 5x 250 ml diethyletheru. Etherovy roztok jsem promyla 2
x 30 ml chladné vody, po ostrém odd€leni vody vysusila bezvodym siranem sodnym,
rozpoustédlo oddestilovala. Vzniklo 7,21 g zlutohnédého odparku s naznakem vyloucenych
krystal (v praskové forme). 2 g této smési jsem podrobila sloupcové chromatografii na
bazickém oxidu hlinitém (elu¢ni soustava benzin+ dichlormethan). Ziskala jsem 5 frakci (1-
10, 11-26, 27-46, 47-67, 68-85), z nichz se po provedeni tenkovstvé chromatografie jevila
z hlediska obsahu alkaloidti nejbohatsi frakce 27-46. Tu jsem dale zpracovavala, a to
nasledovné: odparek frakce 27- 46 jsem vysusila ve vakuovém exsikatoru nad silikagelem po
dobu 24 hodin. Cast odparku &st (0,391 g) jsem rozpustila ve 40 ml diethyletheru a smichala
s 10 ml diethyletherového roztoku bezvodé kyseliny sirové. Vyloucil se Zluty prasek, ktery
byl sedimentovan, tekutinu jsem odsala, sedlinu promyla diethyletherem, znova nechala
sedimentovat. VSe jsem potom zfiltrovala na frit¢ a promyla Cistym diethyletherem. Po
vysuSeni jsem ziskala 0,346 g zlutého prasku, dobie rozpustného ve vod¢, oznaceného CH-
M/B-1.

Predpokladala jsem, na zékladé¢ udaji =z literatury, ze vylouceny alkaloid bude
berberin. Proto jsem provedla tenkovrstvou chromatografii (adsorbent Kieselgel UV 254,
vyvijeci soustava n-PrOH+ HCOOH+ voda 90:10:9, komora nasycena, detekce Dragendorff
podle Muniera) za pouziti standardu berberin-siranu. Ukéazalo se, Ze muj piedpoklad byl
spravny. Latka je berberin, jak prokazaly nakonec i barevné reakce s ¢inidly: Erdmannovo

¢inidlo (hnédd), Frohdeho <¢inidlo (zelenohnédd), kyselina dusi¢na koncentrovana
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(hnédocervena), kyselina sirova koncentrovana, Mandelinovo ¢inidlo(hnéda, nasledné
cervenohnéda), Marquisovo c¢inidlo (olivové zelena), Wasickyho ¢inidlo (nazloutld). Dale
jsem na Koflerové bodotavku zméfila teplotu tani mnou izolovaného berberinu a berberin
siranu. V porovnani s literaturou jsou namétené hodnoty 0 2-3 °C niz$i, coz miize byt
zpusobeno piitomnosti necistot, ¢i malého mnozstvi dalsi latky. Na zakladé reakci a teploty
tani se tedy jedna o berberin, ale vy¢kdm na kone¢né potvrzeni struktury spektralni analyzou.
Minimaln¢ jeden dalsi protoberberinovy alkaloid zlistdva v mate¢ném louhu nezpracovan a
bude zpracovavan pozd¢ji.

Dale byl proveden test vlivu alkaloidu CH-M/B-1 na aktivitu mozkové
acetylcholinesterasy. Cholinesterasy jsou kompetitivné inhibovany kvartérnimi latkami.
Pokles aktivity je umérny pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je
zalozeno na jeho reakci s nativnim substrdtem, kdy je tento Stépen na alkohol cholin a
kyselinu octovou. Tato je pii pouziti pH-statové instrumentace neutralizovana kontinualnimi
ptidavky roztoku hydroxidu sodného, tak aby bylo udrzeno statované pH 8. Koncentrace
testované latky byly zvoleny tak, aby oblast aktivit enzymu byla rovnomérné pokryta
méficimi body od stoprocentni po nulovou aktivitu. Mé&feni byla opakovana pro kazdou
koncentraci testované latky nejméné trikrat.

U latky CH-M/B-1 byly naméfeny tyto hodnoty: 1Cso= 0,221X 10° mM, 1Csy =0,182
mg/l, 95% konfiden¢ni interval= 0,146-0,228. Z téchto hodnot lze usoudit, Ze testovana latka
vykazuje vysokou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE. Z literatury je znamé, ze berberin ma velky
vliv na biologickou aktivitu lidské mozkové AChE.?*®® Mnou naméfené hodnoty tedy tuto

skute€nost potvrzuji.

60



6. SOUHRN

61



Spolu s ostatnimi diplomantkami (Sarkou BroZovou, Janou Nagyovou a Evou
Vitkovou) jsem provedla extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny. Primarni extrakt jsme vycistily
filtraci a naslednym oddestilovanim rozpoustédla na vakuové odparce. Dale jsme piipravily
sekvencnim postupem vytiepky s jednotlivymi typy alkaloidii: Slo o dva diethyletherové
vyttepky (ziskané po predchozi alkalizaci primarniho extraktu uhli¢itanem sodnym a
hydroxidem draselnym), které byly nasledné okyseleny kyselinou chlorovodikovou, vzniklé
kvartérni jodidy po piidani jodidu draselného vytiepany chloroformem a po nésledné
alkalizaci extraktu amoniakem ziskany dal$i kvartérni jodidy vytiepanim do smési chloroform
+ ethanol 8,5:1,5.

Ja jsem se zabyvala vytfepkem B, ktery obsahoval siln¢ basické alkaloidy. Provedla
jsem separaci vytiepku B pomoci sloupcové chromatografie. Zpracovavala jsem frakci 27- 46,
jejiz odparek jsem po vysuSeni rozdé€lila na dvé ¢asti. Prvni ¢ast (0,02 g) byla podrobena
barevnym reakcim s Cinidly, které prokazaly, ze izolovany alkaloid CH-M/B-1 je
berberin.Dale jsem zméfila teplotu tani Z druhé ¢asti odparku jsem ziskala 0,346 g zlutého
prasku, ktery byl v zavéru prace podroben testu vlivu latky na aktivitu AChE. Z naméfené
hodnoty 1Cso= 0,221 (0,146- 0,228) uM je patrné, ze latka CH-M/B-1 je vysoce aktivni
v inhibici AChE.
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