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ZvySovani standardll zdravotnické péce a zlepSeni pfezivani diive smrticich chorob spolu
se zvySujicim se primérnym vékem populace vede v soucasnosti k zvySené manifestaci
chorob, které jesté pied nc€kolika desetiletimi byly oznaovany za vzacné az raritni. Jedna se
predevsim o skupiny podle etiologie oznacované jako civiliza¢ni a primarné idiopatické.

Jako civiliza¢ni 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 nartstajicim podilem jednoduchych cukrt a tukd,
rastem dlouhodobého psychického zatizeni s oblibou oznaCované jako chronicky stres a
V neposledni fad¢é vyssi vyskyt toxickych latek v zivotnim prostiedi. Lze bezesporu hovofit o
epidemii celosvétové vazanou na popsanou formu zivotniho stylu manifestujici se
onemocnénimi kardiovaskuldrniho systému (chronické ischemicka choroba srdec¢ni ve vSech
formach, hypertenze, aterosklerosa a chronické ischemické choroby koncetin),
gastrointestinalniho systému (pepticka viedova choroba, funkcni obstipace, kolorektalni
karcinom, nealkoholicka steatohepatitida, alkoholicka cirhosa), respira¢niho systému
(pneumokoniosy, bronchogenni karcinom, chronicka obstrukéni plicni nemoc) a celého
tkanového metabolismu (hyperlipidemie, hypercholesterolemie, diabetes mellitus).

Primarné idiopatické choroby jsou sice po vyloufeni vSech ostatnich moznosti bez
znamého etiologického Cinitele, nicméné¢ kuptikladu prabéh a tizi astmatu prokazatelné
ovliviiuje kvalita ovzdusi. Dulezitym faktorem je potlaceni piirozené selekce populace a
naslednad zmeéna jejiho genofondu, ktery spolu s familiarnim vyskytem tady 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 muizeme
oznacit astma bronchiale, idiopatické stfevni zanéty typu Crohnovy choroby a ulcerosni
kolitidy nebo pravé neurodegenerativni onemocnéni. ZvySovani primérné dosahovaného
veéku potom ¢ini z diive minoritniho, ba ¢asto tabuisovaného, okruhu neurodegenerativnich
chorob pfic¢inu vysoké nemocnosti a imrtnosti v seniu. Dopustim-li se antropomorfisace, Ize
fici, Ze zradnost téchto onemocnéni tkvi predev§im ve snizeni kvality Zivota geriatrickych
pacientd, alteraci jejich kognitivnich funkci a celkové degradaci diive zralé a sobé&stacné

osobnosti.



Neurodegenerativni onemocnéni:

a) Parkinsonova choroba, oznacovana také jako hypertonicko-hypokineticky syndrom, je
onemocnénim substancia nigra, ktera ovliviiluje pomoci dopaminergnich drah GABAergni
bunky striata.

Castou pfi¢inou této choroby je dédi¢na zatéz, kterd v obdobi mezi stfednim a vysokym
vékem vede k degeneraci dopaminergnich neurond. Dal§imi pfi¢inami jsou traumata, zanéty
(encefalitida), porucha krevniho zasobeni (ateroskler6za), nadory a otravy. V disledku toho
dochazi k zaniku bun¢k substancia nigra, z¢asti pravdépodobné apoptosou piipisovanou ¢asto
volnym, reaktivnhim formam kysliku. K projeveni symptomti musi ale dojit k vypadku vice
nez 70 % neuront substancia nigra. Dochazi ke znacnému snizeni odpovidajici dopaminergni
inervace a naslednymi pochody k nadmérné inhibici thalamu.

Hlavnimi pfiznaky vzniklého nedostatku dopaminu je potlaceni volni motoriky,
hypokineze, rigor, nekonstantni klidovy tfes, ohnuté drzeni téla, zvySend vagotonie (slinéni,
poceni, slzeni), mimicka strnulost, ticha, monoténni a smazana fe¢, mikrografie a nakonec
dochazi i1 k dalsim porucham jako napi. deprese a demence, které jsou vyvolany dalSimi
Iézemi. Mnoho pacienti umira cca po 10 letech na bronchopneumonii.

b) Alzheimerova choroba (AD)

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.

Jedna se o nejrozsifenéjs$i formu demence vubec (az 70 %). Nalezi mezi nékolik
nejzavaznéjSich a také nejnékladnéjSich chorob. Je to progresivné se zhorSujici a irreversibilni
onemocnéni mozku.

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 kury)
v neokortexu a hippokampu, pficemz jsou postiZzeny i jiné systémy souvisejici s uéenim 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 terminalnich stadiich
nemoci. Dale vznikaji senilni plaky (primarni 1éze), tvoii se neurofibrilarni smotky naruSujici
cytoskelet a tim i1 ¢innost neurond a sniZzuje se pocet synapsi v CNS. Je zde také patrna

zvysend tvorba reaktivnich forem kysliku a oxidac¢ni stres.
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Pticiny AD mohou byt genetické, virové, zanétlivé, zhorSeni ¢innosti mozku nebo snizena
funkce neurotransmiter. Mazeme ji rozdélit na onemocnéni familidrni, tedy dédi¢né, a na
sporadické onemocnéni vyssiho véku, které piedstavuje asi 80% vyskytu AD.

AD se projevuje ve 3 stadiich: 1. stddium je mirna forma trvajici 2-4 roky , pacient ¢asto
ztraci véci, zabloudi na zndmych mistech, dochazi ke zméndm 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 té€zkou formou, ktera trva 1-3 roky, kdy je pacient plné zavisly na pecovateli,
dochdzi k rozkladu celé osobnosti, ¢lovék neni schopen poznat ani cleny rodiny, trpi

inkontinenci, ma sklon k podvyzivé, infekcim a dekubitim.

V terapii AD se uplatiiuji v soucasnosti hlavné latky ovliviujici osud ACh a AChE.
Prakticky uZivané jsou: takrin (Cognex®), dopenezil (Aricept™), galanthamin (Reminyl®) a
rivastigmin (Exelon®). Terapie je pak vhodn& doplnéna i antioxidanty (vit. E, C), popf.
estrogeny, protizanétlivymi latkami, kortikoidy, inhibitory amylooxidasy, nootropiky,
neuroleptiky a hypnotiky. Pacienti se nejcastéji 1é¢i na psychiatrii, chirurgii a internim
oddéleni.

Ale i v oblasti pfirodnich latek se provadi vyzkum latek ovliviwyjicich osud ACh, AChE
(jako stimulatory nikotinovych receptorti — napi. arekolin; M, agonisté — napt. himbacin; nebo
acetylkarnitin); 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 inhibiénim G¢inkem na
ACHE je také Chelidonium majus L.. Ma se zato, Ze by nékteré latky v ni obsazené mohly mit

pozitivni vliv na pribéh AD. Ucinnost je zatim zkouSena na homogenatu mozku.
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2. CiL PRACE
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Cilem moji diplomové prace bylo spoleéné s diplomantkami Sarkou BroZovou, 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 naslednym oddestilovanim rozpoustédla na vakuové
odparce. Dale bylo nutno pfipravit sekvenénim postupem vytiepky s jednotlivymi typy
alkaloidi: §lo o dva diethyletherové vytfepky (ziskané po predchozi alkalizaci primarniho
extraktu uhli¢itanem sodnym a hydroxidem draselnym), které byly nasledné¢ okyseleny
kyselinou chlorovodikovou, vzniklé¢ kvartérni jodidy byly po pfidani jodidu draselného
vyttepany chloroformem a po nésledné alkalizaci extraktu amoniakem ziskany dalsi kvartérni
jodidy vyttepanim do smési chloroform + ethanol 8,5:1,5.
2. zpracovat cast diethyletherového vytfepku ptipraveného vytiepanim primarniho extraktu
roztokem uhli¢itanu sodného s cilem izolovat jeden alkaloid v Cisté formé, stanovit jeho
zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky.

3. podilet se na stanoveni aktivity vii¢i AChE (z homogenatu mozku) in vitro.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. Alzheimerova choroba a jeji terapie

3.1.1. Alzheimerova choroba

nejnakladnéjSich chorob. Zavaznost spoCiva v Cetnosti, mife postizeni kvality zivota
nemocnych i v tom, 7¢ AD predstavuje jednu z nejéast&jsich primarnich pfi¢in smrti.! Jedna
se o progresivni neurodegenerativni onemocnéni charakterizované postupnou ztratou paméti a
schopnosti ucit se (demenci) a poruchami chovani. Prevalence tohoto onemocnéni vzrista s
veékem (ve véku 65 let se odhaduje na 10 %, ve veku 85 let na 50 %)

Etiologie AD je neznamd. Klinicky se AD diagnostikuje obtizn€¢ na zaklad¢ sledovani
kognitivnich funkci a zmén v chovani; pro odliSeni od jinych typti demence se zacinaji
pouzivat moderni zobrazovaci metody (CT, MRI, PET) a sledovani biochemickych markert.
Histopatologické zmény v mozku pacientll s AD jsou prokazatelné vétSinou az post mortem a
patii k nim:

o extracelularni B-amyloidni plaky a intraneuronalni neurofibrilarni uzliky
o snizené mnozstvi ACh a CAT
o zmény vyvolané nadbyte¢nou tvorbou reaktivnich forem kysliku a oxida¢nim
stresem
Molekularni mechanismy vedouci k témto zméndm jsou do zna¢né miry objasnény, ale
vzajemné vztahy mezi nimi nikoliv.?

Je tedy znamo, Ze vlivem riznych faktorGi jako jsou genetické predispozice, defektni
prekursor B-amyloidu, faktory Zivotniho prostfedi, toxiny nebo zanét dochazi k tomu, ze
fibrily p-amyloidu mohou reagovat s receptory na povrchu bunék, jako je RAGE (receptor for
advanced glycation end products) a scavenger receptor (RA). Nasledné¢ se tvoii volné
kyslikové radikaly, které mohou — pravdépodobné prostiednictvim depolarizace bunécné
membrany a aktivace NMDA-receptorli — zvySovat neuronalni intracelularni koncentraci
Ca®*. Kyslikové radikaly a Ca** podporuji bun&nou smrt neurond. V mikroglialnich buiikach
stimuluje aktivace RAGE a RA tvorbu popf. uvoliiovani oxidu dusnatého, prostaglandint,
excitotoxinll, cytokinii, TNF a, tumor growth faktoru (TGF B) a riistového faktoru pro
fibroblasty (b-FGF). Vznika zanét, ktery rovnéZ postihuje neurony. Zanik neuronti mize byt
urychlen nedostatkem NGF nebo NGF-receptort. Zanik neuronti jde ruku v ruce se sniZzenou

tvorbou a koncentraci neurotransmitertt v mozku. Obzvlasté vyrazné se to tykad ACh. V kife
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velkého mozku a v hippokampu se nachazi az o 90 % sniZzend koncentrace CAT, enzymu,
ktery je potiebny pro tvorbu ACh. Klesaji ale také koncentrace dalSich neurotransmiterti jako
noradrenalinu, somatotropinu, serotoninu, neuropeptidu Y, substance P a kortikoliberinu
(CRH).2

3.1.2. Terapie AD

Protoze vime, Ze etiolologie AD jesté neni pIné objasnéna, vychazi se ve farmakoterapii ze
znamych etiologickych fetézci. NejrozsifenéjSim typem biologické terapie AD je
farmakoterapie, zaméfend predevSim na ovlivnéni pozndvacich a vykonnych funkci.
V soucasné dob¢ jsou zalozeny na dikazech 2 farmakoterapeutické postupy:

o uziti inhibitorh acetylcholinesteras

o uziti parcidlnich nekompetitivnich inhibitort NMDA receptorli excitacnich

aminokyselin (memantin)

3.1.2.1. Inhibitory mozkovych cholinesteras

Uziti inhibitord mozkovych cholinesteras je nejuzivangjsi postup v terapii AD,
predevsim lehkych az stiednich forem. Tyto latky nélezeji do skupiny kognitiv, tedy farmak
ovlivitujicich  pfiznivé centralni acetylcholinergni transmisi. Pfedpokladd se, ze
acetylcholinergni neurony tvoii substrat pro reverberacni okruhy, které zprosttedkuji
kratkodobou pamét’ a pamétovou konsolidaci.

U AD je porusena predevs§im presynapticka ¢ast acetylcholinergniho neuronu. Je snizena
aktivita enzymu CAT, syntetizujictho Ach zcholinu a z acetyl-koenzymu A. Pre- i
postsynaptické muskarinové i nikotinové receptory zlstavaji relativné dobfe zachovany. Po
uvolnéni z vazby na receptory je ACh odbourdvan 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 n¢kolik riznych forem. V mozku zdravého clovéka prevlada
tetramerni forma G4 a pouze minoritni je monomerni forma G1. U AD roste podil G1 a klesa
G4. Navic se u AD uplatituje dal§i enzym, ktery je za normalnich podminek naprosto
minoritni — BuChE. Ta je novotvofena aktivovanymi gliovymi elementy v oblasti
alzheimerovskych plakil a podili se na odbourani ACh. Dochazi k situaci, kdy klesad pocet
molekul AChE a stoupa podet molekul BuChE."! Ob& formy jsou rozliseny geneticky,
strukturné a také reakéni kinetikou. V lidském mozku se BuChE nachéazi v neuronech,

gliovych buiikach, stejné tak jako v neuritovém plaku a tangles u pacientti 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 urcitou mérou nahradit
AChE pii hydrolyze mozkového ACh.* BuChE se ukazala skutené novym cilem v terapii
AD.°

Inhibitory acetylcholinesteras ptedstavuji 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.!

V soucasnosti je spektrum klinicky pouZitelnych latek relativné Gzké.®” Napk. dopenezil a
ikopezil jsou selektivni viici AChE, zatimco takrin a heptylfysostigmin ma vysokou aktivitu
Kk BuChE; vsechny &tyfi slouCeniny zvySuji hladinu ACh v mys$im mozku. Dopenezil a
ikopezil maji vSak vyhodngjsi terapeuticky index nez neselektivni inhibitory takrin a
heptylfysostigmin (z hlediska posouzeni centralnich a perifernich G&inki).®
V nasi republice jsou pouzivany 3 inhibitory AChE: rivastigmin, dopenezil a galanthamin.*

o reverzibilni AChEI — takrin (Cognex®), donepezil (Aricept”™), galanthamin (Reminyl®)
o pseudoirreverzibilni — rivastigmin (Exelon®)

. 1, . , . ’ . vro s 2
o irreverzibilni - metrifonat (dichlorvos), ktery se v praxi ale nevyuziva.

NH,
) 30T
— PN N
N H,C ’|\' o cH,
CH, CH,
takrin rivastigmin
OH
O
0 N 0
H,C’ 0
H.C HC N
3 \O CH3
dopenezil galanthamin
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3.1.2.2. Inhibitory NMDA receptorii

Nekompetitivni inhibitory NMDA receptorii excitaénich aminokyselin: také tento
postup je zalozen na dikazech (evidence-based). Zatim je klinicky pouzivana pouze jedina
latka — memantin (Exiba).

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

. r r 2 . W W . 4 b4 r 1
alzheimerovskych demenci, avSak je financné€ velmi narocna.

3.1.3. Fytoterapie AD

Ve farmakoterapii AD jsou v soucasné dobé perspektivni i nékteré ptirodni latky.

3.1.3.1. Latky ovliviiujici osud ACh a AChE

o  stimulatory nikotinovych receptori (nAChRs): galanthamin (Galanthus
woronoviii, Narcissus sp.); dualni inhibitor, dobfe snasen, urCité periferni
cholinergni G¢inky, podstatné ucinngj$i nez takrin; nckteré analogy arekolinu
(studie in vitro),

o M, antagonisté muskarinu: himbacin

o latky jiného ptisobeni: acetylkarnitin — ptisobi proti ubytku glukokortikoidnich
receptori

o inhibitory AChE:

a) huperzin - Cerebra® (Huperzia serrata, Lycopodiaceac), dlouze puisobici inhibitor,

neuroprotektivni aktivita, kognitivni efekt, spliluje idealni kriteria pro symptomatickou 1écbu
AD.

b) salignenamid C (Sarcococca saligna, Buxaceae) vyrazné&jsi zasah do BuChE.

c)  zeatin (Fiatoua villosa, Orchidaceae; Zea mays, Poaceae), potravinaiské rostliny, ICsg

1,9.10 M, také inhibice tvorby p-amyloidu. Piirodni cytokinin, §iroce rozsiten.
d) dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae), vysoka inhibi¢ni aktivita vii¢i AChE in vitro.

e) ursolova kyselina (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis,

Lamiaceae), vysoky inhibi¢ni efekt vici AChE.
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f) arisugaciny: meroterpenoidy
- arisugacin A, (Penicillium sp., 1Cso 1.10°° M); provedena totalni syntéza.
- arisugacin B (ICso 25,8.10° M).
- cyklofostin (Penicillium WK-4164 a FO-4259) — ovlivnéni také BuChE.

9) dehydroevodiamin (Evodia rutaecarpa, Rutaceae) — inhibice AChE, antiamnesticky

efekt. Siln&jsi nez takrin, kombinace G¢.: inhibice AChE a zvySeni vasodilatace.

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

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

i) a-onocerin (Ononis spinosa, Fabaceae).

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

nekompetitivni.

k)  cynatrosidy A, B, C (Cynanchum atratum, Ranunculaceae), signifikantni inhibice
- A-B-D-oleandropyranosid.
- B-cymaropyranosyl-digitoxopyranosyl-p-D-oleandropyranosid; nejaktivnéjsi.

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

3.1.3.2. Inhibitory ACAT
o  pyripyropen A (Aspergillus fumigatus).

3.1.3.3. Latky ovliviiujici produkci amyloidu

o  tanshinon I (Salvia miltiorrhiza, Lamiaceae).

3.1.3.4. Neuoroprotektiva
o ginkgolid B (BN-520121, Ginkgo biloba, Ginkgoaceae; Ipsen-Beaufour),
antagonista PAF (také 1écba septického Soku). Ochrana neuronti pfi mozkové

hypoxii (potfeba niZsi tenze kysliku), sniZzeni viskozity krve.
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3.1.3.5. Inhibitory propylendopeptidasy (PEPI)

o PEP - jsou Siroce rozsifeny v rtiznych tkanich, také v lidském mozku, kde
hydrolyzuji neuropeptidy s obsahem prolinu, které participuji na uceni a
pamét'ovych procesech (vasopresin, substance P, TRH). Jejich zvySena hladina je
pozorovana u neurodegenerativnich chorob jako vyrazna deprese, manie, demence
Alzheimerova typu; patrn¢ zodpovédnd za metabolismus C-terminalni Casti
amyloidniho prekurzorového proteinu, zodpovédného za degeneraci neurond;
navozuje imunoreaktivitu zodpovédnou za procesy rychlejsiho starnuti mozku.
Inhibitory PEP maji antiamnesticky efekt.

a) fenantrenové derivaty (Salvia deserta, Lamiaceae).’

Velmi vyznamnou roli hraje studium pfirodnich latek, protoze struktura téchto pomérné
slozitych molekul vyznamné modifikuje ucinek nejen ve smyslu vlastniho efektu, ale
predevsim vedlejSich G€inktl. Inhibice AChE byla pozorovéana napt. u obsahovych latek z Tea
Tree Oil*®, steroidnich alkaloidéi ze Sarcococca saligna, a-onocerinu z Lycopodium
clavatum*®. Velmi vyznamné je vsak studium (resp. pouziti) alkaloiddi predevsim
isochinolinového typu, vyskytujicich se vriznych zdrojich: zastupcich celedi

13,14,15,16

Amaryllidaceae: galanthaminu a jeho soucasnych derivati a chinolinové baze z ¢eledi

17,18,19,20

Lycopodiaceae, jako je huperzin A a jeho derivaty . U nékterych ptirodnich latek byla

pozorovéna spiazend aktivita: inhibuji jak AChE tak BuChE™*!

. Pfi1 syntéze novych léciv
tohoto typu je velmi zasadni stereochemie: terapeuticky vyznamné aktivni jsou pouze nékteré
Stereoizomery22 (a tento stav se uplatiiuje i z hlediska ovlivnéni AChE a BuChE, jak je to
vidét napf. u stereoizomert huperzinu A21). Tento faktor musi byt vyznamné zohlednén,
protoze jinak dochazi v fad& pipadii k vyraznému vzestupu nezadoucich u¢inka.?®

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

4

Obr. 1: Chelidonium majus2

Obr. 2: Chelidonium majus25
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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.*®

3.2.2. Systematika
Vlastoviénik vétsi (Chelidonium majus L.) je rostlinny druh zc¢eledi makovitych

(Papaveraceae). 2’

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 mléénicemi se zlutym az
oranzovym mlékem. Listy stiidavé, pfizemni i stonkové stejnotvaré, dolni fapikaté, horni
pfrisedlé.27 Cepel jednoduse az pretrhované lichozpefena, na lici syté, na rubu sivé zelena,
tenkd. Listky vejcité, lalocnaté vroubkované, terminalni 3lalo¢ny. Kvéty v chudém okoliku —
kvétenstvi tvori 2-6kvéty okolik; kvéty 1-2 cm v praimsru.®® Jsou oboupohlavné, zdanlivé
pravidelné.27 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 base
k vrcholku.?” Tobolky jsou 3-8 cm dlouhé, tvarem pfipominajici $e$uli.”® Semena az 1,5 mm
dlouh4, Gerna, vej¢itd?’ s masitym hiebenitym vyb&zkem.? Kvete v kvétnu az zai.”
Jde o jediny druh se 3-4 poddruhy, n&kdy povazovanymi za samostatné druhy:?

- var. crenatum FRIES: korunni listky vroubkované; blizna dlouh4, otaiva; 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.): vzrust mensi, listy se zkracenymi fapiky.

- var. maius: listy pomérné pevné, Cepele jen malo fezané, vroubkované, matné, v§echny
sméfujici doli, nanejvys ty nejspodnéjsi postavené. Korunni listky celookrajové. Podle
toho muze byt Chelidonium oznacéeno: - 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.
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Chelidonium majus L. var. pleniflorum LAW.); - f. semiplenum DOMIN. Ackoli je
rozdéleni var. maius do riznych 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 Spicatymi)
korunnimi listky. U nés je tato varieta dolozena pouze z botanickych zahrad nebo
zplanéla v jejich okoli.

Odchylky ve vzristu, velikosti kvétii a odéni stopek a kalichii maji nepatrnou taxonomickou

hodnotu.?®

Také existuji rizné karyotypy: v Evropé a Asii jsou diploidni (maji 12 chromozomi — 2n =
12); v Japonsku a ve vychodni Evropé 2n = 10; 2n = 20 v Japonsku. V Polsku se vyskytuje
tetraploidni vys$lechténa kultura (2n = 24). Péstuje se zde jako Chelidonium majus L.
,»Cynober“. Optimalni ¢as vysevu je na podzim. Obsah alkaloidii nezdvisi na dob¢ sbéru

rostliny, ale jenom na vynosu drogy.26

3.2.4. Ekologie a cenologie

Navsi, zahrady, rumisté, okraje cest, akatiny, humozni haje a suté, na mirné zastinénych,
vlhkych a dusikem bohatych pudach. Diagnosticky druh fadu Chelidonio-Robinietelata, casty
téZ ve spoleCenstvech svazu Galio-Alliarion, Sambuco-Salicioncapreae, popi. Aegopodium

podagrariae.

3.2.5. Celkové rozsireni
Jizni a sttedni Evropa, jizni Skandinavie; mirné aZ subarktické padsmo Asie vcetné Japonska

a stfedni Ciny. Zavleden do Severni Ameriky. - Protandr. Entomogam. Myrmekochor.

3.2.6. Rozsiteni v CR

2%

V plandrnim a kolinnim stupni, vzdcné zasahuje az do stupné¢ submontinniho (max.

Krkonoge, Obii dil, 850 m).?®
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3.3. Drogy ziskavané z Chelidonium majus L.

3.3.1. Chelidonii radix (kofen vlastovi¢niku vétSiho)
o drogu ziskavame sbérem volné rostoucich rostlin, péstovanim; v Polsku
pestovanim druhu ,,Cynober* a z vysoko vynosovych sazenic.

o droga se uziva suSena.

3.3.2.  Chelidonii herba (nat’ vlastovi¢niku vétsiho)

o drogu ziskdvame sbérem volné rostoucich rostlin a v Polsku péstovanim odrady
,Cynober*.

o dnes se upfednostituje pouzivani susené nati rostliny (Chelidonii herba), pficemz
je nutno brat v potaz, ze obsah alkaloidi muze kolisat dle podminek suSeni. Vhodné se jevi
kratké zahtati na 105 °C s naslednym suSenim pii pokojové teploté, ¢i pti 60 °C. Zietelné
niz8i obsah alkaloidd je ziskavan, pokud se sus$i jen pii pokojové teploté, ¢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 suSeni ovliviluje obsah a

spektrum alkaloidt 1 piivod a vegetacni perioda rostliny.26

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:

a) benzofenanthridinovy typ ( a- naftofenanthridinovy typ):

o alkaloidy jsou charakteristické svym tetracyklickym kruhovym systémem,
ktery v podstaté ptedstavuje naftalenové jadro s navdzanou isochinolinovou
strukturou. Tato skupina se d4 rozdé¢lit na 2 podskupiny:

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

2. obsahuje kvartérni dusik s 2 centralnimi aromatickymi prstencovymi systémy

(napft. sanguinarin) : kvartérni alkaloidy
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b) protoberberinovy typ
o tyto alkaloidy jsou zde zastoupeny: tetrahydroprotoberberiny (napf. stylopin)
: protoberberiny (napi. berberin)

C) protopinovy typ

o sem nalezi protopin, alkaloid typicky pro ¢eled’ Papaveraceae
d) ostatni

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

mnozstvi : chinolizidin, spartein (v Chelidonii herba); a aporfinovy alkaloid

magnoflorin (Chelidonii radix)*

KBA jsou relativné malou skupinou pfirodnich produktii. Tyto derivaty isochinolinovych
alkaloidl jsou napadné pro jejich jasné barvy. V soufasné dobé¢ jich je znamo 18. KBA
alkaloidy jsou nejcastéji rozSifeny v mnoha druzich celedi Papaveraceae, Fumariaceae a
Rutaceae. Nejhojnéjsimi zdroji KBA kromé Chelidonium majus jsou také Sanguinaria
canadensis, Dicranostigma lactucoides, Macleaya cordata, M. microcarpa a nékteré druhy
Bocconia a Zanthoxylum. Sanguinarin a chelerythrin, které byly objeveny uz v 19. stoleti,
jsou 2 nejznaméjsi a nejbeéznéji dostupné z KBA. KBA vykazuji vysokou citlivost proti
nukleofilnim ¢inidlim. Specificka a velmi zajimava kapitola v chemii KBA je usporadani
volnych basi. V alkalickém prostiedi se KBA zméni na bimolekularni aminoacetalovy derivat
propojeny mustkem s kyslikovym atomem.?

Novym alkaloidem isolovanym z Chelidonium majus je (-)-turkiyenin.** Chemickou

strukturou patii mezi kvartérni aporﬁny.27

Vyzkumy mlééné §tavy ziskané z lodyhy Chelidonium majus ukazaly, ze Cerstva, jesté
nezoxidovana mlécna §tava obsahuje vétsi mnozstvi dihydrokoptisinu, sanguinarinu,
chelerythrinu, berberinu a koptisinu. Pokud nechame mléc¢nou §tavu stat nékolik dni na
vzduchu nebo provadime chromatografii bez pouziti redukéniho ¢inidla (jako napt. 0,4%
roztok merkaptoethanolu), dochazi k oxidaci a uz nelze prokazat zadny dihydrokoptisin,
pouze Koptisin. Lze ptredpokladat, ze v Cerstvém, neoxidovaném latexu z vlastovicniku se
vyskytuji i jiné, lehce oxidovatelné alkaloidy jako napi. dihydroberberin. Tyto se ale oxiduji
stejné jako dihydrokoptisin pii zpracovavani rostliny, napt. pii suSeni.

Zajimavé se zda byt i rozdéleni obsahovych litek cerstvého vlastovi¢nikového latexu:
vSech 5 prozkoumanych alkaloidi, jmenovité berberin, chelerythrin, koptisin, dihydrokoptisin

a sanguinarin, je obsazeno ve vakuolach spolu s chelidonovou kyselinou a enzymy jako jsou

25



hydrolasy a blize nespecifikované fenolické slouceniny. Sanguinarin a chelerythrin maji
ptitom vétsi afinitu k vakuolovému obsahu nez berberin, koptisin a dihydrokoptisin a proto
mohou byt z vakuol uvolnény do mlé¢né §tavy az naposled. Sanguinarin a chelerythrin pii
volném stani roztoku zptsobuji rozklad tonoplastu, coz je asi zéklad ptesné izolace. Enzym
ziskavanych spole¢né s aktivnimi G¢innymi latkami, je mozna zakladem pro diive casto
popisované ,nejisté plisobeni® preparatu vlaStovicniku — pfitomnost enzymi muze vést
k pfeménam ¢i vzniku méné aktivnich ¢innych latek.?

Byly provedeny extrakce alkaloidd Chelidonium majus L. riznymi metodami (tradi¢ni
vymackavani a pfiprava caje, mikrovinna extrakce a SFE). Extrakty byly vodné a
propylenglykolové. Pro srovnani extrakénich metod byl vytézek ohodnocovan podle
celkového obsahu alkaloidi zjisténého spektroskopicky. Nejvyssi vytézek alkaloidd byl
ziskan mikrovlnovou extrakci a klasickou infuzi. Distribuce alkaloidii v rostliné byla
zkoumana tenkovrstvou chromatografii s densitometrii. Koncentrace alkaloidi v extraktu je
znaéné rozdilnd 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 mizeme ziskat jeding SFE nésledovanou mikrovinnou extrakei.

Distribuce alkaloidii v rostlin€ je nerovnomérnd, méni se v pribehu vegetace, Vv zavislosti
na klimatickych podminkach a staii rostliny. Nejbohat$Sim orgdnem je kotfen, obsah alkaloidii
Vv ném casto dosahuje aZ 2-3 %, kulminuje na konci vegeta¢niho obdobi, zatimco pii kveteni
rostliny klesa. U viceletych rostlin je obsah alkaloidii v kofeni vyrazné vyssi nez v prvém roce

vegetace.?’

3.4.1.2. Alkaloidy kofene

Obsah alkaloidt v droze Chelidonii radix zavisi na pivodu a podminkach suseni drogy a
dosahuje — 0,8 az 2 %.%

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.?’

Jako vedlejsi alkaloidy se tu nachazeji 6-methoxydihydrochelerythrin, 6-
methoxydihydrosanquinarin, dihydrosanquinarin, oxysanquinarin, dihydrochelerythrin,
homochelidonin, B-allocryptopin, chelilutin, chelamin a korysamin.?® Mezi nové alkaloidy
kotene, které byly popsany pouze ziidka kdy, patii chelamin CyHi;gNOg a chelamidin
C21H23NOg. Podle spektralni analyzy jim nalezi struktura 10-hydroxychelidoninu a 10-
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hydroxyhomochelidoninu. Pouze obc¢as byl izolovan také alkaloid chelimerin (meso-forma
1,3-bis(hydrosanguinarinyl)acetonu).*
Z kotene také byly isolovany 2 aporfinové alkaloidy: korydin a norkorydin. Identifikovany

byly pomoci IR, UV, 'H-NMR a mass spektralniho srovnani.*®

Chelidonin_ Koptisin
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Magnoflorin Chelerythrin_
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3.4.1.3. Alkaloidy nati

V nadzemnich castech rostliny je zastoupeni alkaloidt nizsi (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 piedevSim o
benzylisochinolinové derivaty benzophenarthridinového, 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
jesté asi 20 alkaloidd. Ve velmi nepatrném mnoZzstvi (0,3 mg/kg) je v droze obsazen
chinolizidinovy alkaloid spartein (jediny neni benzylisochinolinového typu).26 Byly
sledovany zmény v obsahu alkaloidi v nadzemni casti 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 %. Tento fakt neni vSeobecné znam, ponévadz
vétSina kvantitativnich udajl o sloZeni drogy byla ziskdna na zékladé¢ izola¢nich postupi, pfi
kterych byva separace tohoto kvartérniho alkaloidu netplna. Na pocatku vegetacniho obdobi
byl jako druhy hlavni alkaloid nadzemnich ¢&asti stanoven stylopin, pfi¢emz obsah

chelidoninu, sanguinarinu a chelerythrinu byl relativné nizky. Po odkvétu rostliny vSak obsah

28



tii posledné jmenovanych alkaloiddi nartstal a ke konci vegetacniho obdobi jiz pattily
k hlavnim, zatimco obsah stylopinu zna¢né poklesl. Rovnéz bylo prokazano, ze hlavni
alkaloidni latkou nélevu z usuSené nadzemni ¢asti sbirané v kvétnu (1 g suSené drogy prelit
250 ml vafici vody, ponechano 10 min) je koptisin (0,1-0,2 %), zastoupeni ostatnich alkaloidd
je nepatrné (<0,001 %).

Stylopin

3.4.1.4. Alkaloidy plodu
Byly isolovany 2 protoberberinové alkaloidy a 1 benzofenanthridinovy alkaloid. Na
zaklad¢é chemickych a spektroskopickych ditkazii pak byla ur€ena struktura téchto sloucenin

jako chelidoninu, koptisinu a berberinu. *

3.4.1.5. Alkaloidy semen

V semenech pievazuje koptisin.?’

Ptestoze se vyzkumem alkaloidti Chelidonium majus L. zabyval vétsi pocet autort, nebyla
dosud vénovéna pozornost piitomnosti téch kvartérnich alkaloidd, které na rozdil od
kvartérnich alkaloidii benzofenarthridinového a protoberberinového typu nemohou byt
extrahovany nepolarnim rozpoustédlem z alkalického roztoku. ProtoZe je znamo, ze kofen a
nadzemni ¢ast rostliny zasadné 1i$i jak v obsahu, tak ve sloZeni alkaloidd, byly zkoumany obé
¢asti oddélené. 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 vytfepavan s etherem a byla ziskana frakce
A. A nakonec silna alkalizace a vytfepavani s etherem dala frakci B. Dalsi alkaloidy byly
ziskany po jejich pievedeni na jodidy extrakci chloroformem. Kvartérni frakce z kotene

obsahovala jako hlavni alkaloid magnoflorin jodid v relativné vysokém mnozstvi (0,19 %),
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pficemz nadzemni Cast obsahuje znatelné niz$i mnozstvi kvartérnich alkaloidt. 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 kofene 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 dikazem vyskytu tdchto 2 latek v pfirods.®

30



Tab. 1: Alkaloidy izolované z Chelidonium majus L.

Alkaloid Koren | ' adzemni
cast

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.?
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3.4.2. Ostatni latky

3.4.2.1. Rostlinné kyseliny
Jako protiklad k bazickym alkaloidiim najdeme v droze organické kyseliny a to pfedev§im

kyselinu chelidonovou vedle citronové, jabledné a jantarové.”®

Kyselina chelidonova

HOOC @) COOH

V jedné znovégjSich praci nalezneme také derivaty kyseliny kavové: 2-(-)-kaffeoyl-D-
glycerova kyselina, 4-(-)-kaffeoyltrihydroxymaselna kyselina, kaffeoyl-L-jable¢na kyselina a

26,27

kaffeoyltrihydroxybutyrolakton. Hydrolyzou vodné-methanolového extraktu drogy

ziskame 0,4 % kdvové kyseliny a asi 0,1 % p-kumarové, ferulové, gentisinové a p-

hydroxybenzoové kyseliny.26 Ve vlastoviéniku byla také nalezena snad i kyselina mravendi. ®

vapenatého a hotfe¢nato-amonného, V semenech olej a velmi ucinnd lipasa. Dale byla
Vv rostliné¢ prokazana proteasa, peroxydasa, glukoza a fruktoza, tfisloviny, kaucuk®, vysoky
obsah karoteni a kyseliny askorbové®>? a flavonoidii rutinu a kvercetinu.?’Glykosidy ani
saponiny nebyly nalezeny.* V nové&jsich pracich uz byly dokazany jako minoritni slozky®.
V celé rostlin€ je obsazeno hojné pryskyti¢natych latek, z nichZ jedna — Zluté zbarvend — se

uvadi v souvislost s toxicitou Cerstvé rostliny.®

3.4.2.2. Minoritni slozky

Byly prokézany nespecifikované triterpenoidy, silice a saponiny, kyselina nikotinova®’,
cholin a biogenni aminy — histamin, methylamin a tyramin (bez udani mnozstvi).?"%

Mineralni prvky: 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 v ¢erstvé droze (kofeni i nati), v jejim
vodném roztoku a alkalickém extraktu.® Obsah prvkll byl zkouman pomoci ICP 3031 3
emisni spektrometrii. Obsah Ca, Na a Fe byl nejvyssi v mikrovinném poli.31 Rozdily v obsahu
prvka v extraktu (vyjma Cu, Mn a Na) jsou znacné. Bylo zjisténo, Ze kofeny obsahuji vyssi

mnozstvi mineralnich prvkid az na B, Cu, P a S. Ve vodném extraktu je mnozstvi minerald
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nejéastéji v rozmezi 10-65 %, to plati hlavné pro K (65 %) a P (54 %). Koncentrace roztoku
mineralii v pripadé tinktury klesa se stoupajici koncentraci alkaloidi.*® Obsah Mg se lisi podle
casti rostliny.37 Byly zkoumany korelace mezi obsahem alkaloidi a mineralnimi a stopovymi
prvky Vv 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.*®

Miuzeme fici, ze obsah makro-, ale i mikroclementti v extraktu zna¢né pfispiva k jeho

terapeutické hodnotg.*

3.5. Biologicka aktivita obsahovych latek

Byla studovdana také inhibice BuChE lidském séru  protoberberinovymi,
benzofenanthridinovymi a aporfinovymi alkaloidy v porovnani se 4 modelovymi
slou¢eninami. Mechanismus inhibice je vysvétlovan na zékladé rozdilnych typt interakce
téchto slouc¢enin s BUChE a AChE.

Nékteré slouceniny s kvartérnim dusikovym atomem v molekule funguji jako inhibitory
BuChE. Jejich efekt na BuChE aktivitu a nasledné na AChE se li$i 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. 2: Inhibice cholinesteras

. . Iso (mol/l) | Iso (mol/l) | % inhibice
Sloucenina BlEChE) A(ChE : BUChEP

Berberin >1.0x10"% | 9.8x10 25°
Koptisin >1.0x10" | 5.8x107 36°
Sanguinarin | 2.4x10> | 3.5x107 85
Chelerythrin | 1.4x10° | 9.4x10® 90
N-Methyl-

isochinolin | > 1.0x10™* | 2.5x10® 21°
Protoberberin | > 1.0x10% | 3.4x107 28°
N-Methyl-

fenanthridin | 1.0x10° | 4.8x10° 95

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

Pozn.: Hodnota Isy byla uréena ze zavislosti koncentrace alkaloida vs. procento inhibice.
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Protoberberinové alkaloidy jsou pouze slabé inhibitory BuChE. Inhibi¢ni efekt
benzofenanthridinovych alkaloidd (sanguinarinu, chelerythrinu) a indenoisochinolinového
derivatu na BuChE je daleko nizs$i nez na AChE. U vSech studovanych alkaloidi se jedné o
kompetitivni mechanismus inhibice. Kinetika dvou soucasné piisobicich inhibitorti na aktivitu
BuChE prozrazuje podobnost kompetitivniho mechanismu plsobeni v paru N-
methylfenanthridin a chelerythrin. Kinetickda méfeni ukazuji, ze vSechny studované typy
alkaloidi 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 liSi od mista vazby
benzofenanthridinovych alkaloidi. Aktivni centrum BuChE se sklada stejné jako aktivni
centrum AChE ze dvou funk¢nich jednotek — esterické a anionické. Enzymy se ale navzdjem
1i81 anionickou jednotkou, pficemz estericka je stejnd. Anionicka jednotka BuChE je stéricky
omezena a vazba inhibitord je tedy ovlivnéna jejich tvarem a velikosti. Pfi interakei 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 slouc¢eniny vazi na aktivni centrum enzymu.
Benzofenanthridinové alkaloidy (sanguinarin a chelerythrin) stejné¢ jako slabé inhibitory
berberin a koptisin se vazi na anionické centrum. Rozdilnad schopnost inhibice muize byt
vysvétlena jejich rozdilnou hydrofobicitou a stereochemii molekuly.23

Vsechny alkaloidni inhibitory AChE jsou terciarni baze; ukéazalo se vSak, ze také kvartérni
amoniové baze alkaloidniho® i nealkaloidniho typu® maji aktivitu vii¢i mozkové AChE a
BuChE a mohou ptechazet ptfes hematoencefalickou bariéru (HEB), ackoliv se to zda

paradoxni.
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3.6. Farmakologické ucinky rostliny Chelidonium majus L.

Pro posouzeni vyzkumi vytazki z vlastoviéniku provedenych az k roku 1970 je dulezité to,
ze byla zkoumana vylucné 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 muze doopravdy muze stat i pfi nejlepSich podminkach susSeni. VétSina
farmakologickych vyzkumt byla tudiz provedena s extrakty z cerstvé rostliny, vzacnéji pak se
suSenou celou rostlinou nebo s vytazky z Cerstvé rostliny (Cerstva nat’ nebo koien), pfipadné
s alkaloidy izolovanymi z celé rostliny. Ale stabilita latek obsazenych v Cerstvé droze také
nebyla optimdlni, proto se casto popisoval nejisty ucinek ziskanych preparati. Vysledky
téchto studii jsou tudiz jen obtizné pteveditelné na suSeny vzorek drogy. A proto jsou
V podstaté nepouzitelné (nejsou stejné podminky experimentll), ptesto ale objasnuji, kde

spociva zakladni pisobeni drogy.26

3.6.1. Protinadorové a antivirové piisobeni

Klinické pouziti vlastovi¢niku pti 1écbé nddort se datuje jiz od minulého stoleti. Botkin
popsal dva ptipady karcinomu lé¢ené extrakty z vlaStoviéniku. Dalsi klinické udaje z tohoto
obdobi popisuji uziti chelidoninsulfatu pfi rakoviné zaludku, extraktu z vlaStovi¢niku pfi
karcinomu prsu a dalSich organti. Dale ma droga dlouhou historii pfi 1é¢b¢ bradavic, papilomu
a kondylomat.”” Pozdgji pfi testovani rostlinnych extraktd na antitumorovou aktivitu byl
pozorovan inhibi¢ni UC€inek extraktl z vlastoviéniku na sarkom 180 a Ehrlichiv mysi

sarkom.2%%’

Pfi intenzivnim vyzkumu antitumorové aktivity v Sedesatych letech byly popsany
inhibi¢ni uCinky extraktll z vlaStovicniku na nékteré typy nadorfi, soucasné vsSak byla
prokdzana vyraznd cytotoxicita alkaloid 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 zdjem o vyuziti vlaStovicniku pfi terapii karcinomd, a to
v souvislosti s pfipravkem UKkrain vyvinutym a patentovanym rakouskymi autory. Tento
preparat obsahuje alkaloidy Chelidonium majus L. konjugované s kyselinou thiofosfore¢nou a

vyznacuje se imunomodulaéni aktivitou. Plsobi zvySeni poctu T-lymfocytl a normalizaci

poméru T-helper/T-supresorovych lymfocytt, bez ovlivnéni hladiny imunoglobulint.
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Ptipravek byl aplikovan pacientim s riznymi typy karcinomil. Byl pacienty dobfe snéSen,
navodil obnoveni bunééné imunity, provazené objektivnim zlepSenim stavu pacientll a
v n¢kolika pfipadech i regresi tumort. V in vivo studiich na mysich tumorech bylo prokazano,
7e intravendzni podavani UKrainu snizuje rychlost rastu tumoru. V pokusech in vitro bylo
dolozeno, ze preparat obnovuje poruSenou schopnost makrofagh lyticky Stépit tumorové
bunky prostfednictvim stimulace LPS (lipopolysacharid, endotoxin). Obnovena cytolyticka
aktivita je nezavisla na TNF-a, coz naznacuje, ze UKrain aktivuje alternativni cytolyticky
mechanismus u makrofagt. Studiu dalSich vlastnosti uvedeného ptipravku je nadale vénovéana

znacna pozornost.

3.6.2. Hepatotropni spasmolytické ucinky

Tradi¢ni pouziti vlaStoviéniku pfi onemocnénich Zlu€ovych cest a jater je zcela odliSnou
oblasti indikace vlastovi¢niku. Droga je v souCasnych piehledech fytoterapie doporu¢ovana
jako spasmolytikum a cholagogum, nazory na jeji G¢innost jsou viak nejednoznaéné. Udaje o
pozitivnich tcincich drogy na sekreci Zluci, 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 100 mg suchého
extraktu je uvedeno zase V jiné praci. Pfiznivé ucinky preparatu Panchelidon obsahujiciho
extrakt z Cerstvych rostlin s obsahem 20 % alkaloidd pfi 1é€bé chronické cholangitidy,
cholelithiasy a diskinezi popsal vroce 1977 Neumann-Mangoldt. Preparat vykazoval
spasmolyticky a stfedn¢ analgeticky ucinek, vyrazné¢ omezoval diarrhoeu, vyvolanou lécbou
antibiotiky.”’  Zpomaleni stfevni pasaZe je zapfi¢inéno centrilnim sympatomimetickym
puisobenim alkaloidd vlastoviniku.”> Weiss hodnoti aginky 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. (Oproti tomu dle poznatkl E. Téborské a kol.
se obsah alkaloidli v ususené droze uchovavanim neméni, stejné¢ jako se nemeéni alkaloidni
slozeni tinktury uchovavané nékolik mésicti v chladu). I pfi podavani Cerstvé Stavy vsak
pozoroval, ze zatimco v prvé poloviné roku byl efekt jeho plsobeni 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.27 Existuje
fada klinickych studii provedenych piedev§im v 30-tych letech hlavné na pacientech
s chorobami Zaludku, stieva a jater (také s chronickym méstnanim Zlu¢i ¢i zanétem zlu¢niku).
Pacienti byli 1é€eni preparaty z Cerstvé rostliny (vylisované §tavy nebo rozetfena celd rostlina

N 4

s mléénym cukrem) p.o.. Bylo pozorovano sniZzeni bolesti a vymizeni kie¢i (zlepSeni
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subjektivnich obtizi). Na podkladé téchto preklinickych a klinickych vyzkumu (pfevazné na
celé¢ rostliné nebo na celkovych alkaloidech — wvysledky nejsou pievoditelné) bylo
vlastovi¢niku piifazeno spasmolytické pusobeni na GIT a Zlucové cesty. Pisobeni bylo
pti¢itano predevsim chelidoninu.Také v monografii Chelidonii herba se udava: ,,Dostate¢né
jisté je papaverinu podobné, lehce spasmolytické ptisobeni na horni ¢ast GIT.*; jak je uz
predeslano, nenachazeji se v literatufe zadné dostatecné podklady. K otdzce zda ma
vlastovi¢nik cholagogni ptsobeni, ¢i zda se jednd jen o efekt cholereticky nebo
cholekineticky, neexistuji zadné dostacujici diikkazy. Podle klinickych studii, provedenych
hlavné ve 30-tych letech, maji mit preparaty celé Cerstvé rostliny podavané p.o. u pacientil
s cholestasou cholagogni ptisobeni. U psii se Zlu¢nikovym vyvodem ma extrakt z cerstvé naté
zvySovat sekreci Zlu€i na dvojnasobek. Naproti tomu nebylo béhem pokusti na kralicich
s vyvodem ze Zlu¢ovodu ani po i.v. nebo intraduodendlnim podani preparatu Cerstvé nati
zaznamenano zvyseni zlu¢ového pritoku. V jedné z novéjsich praci bylo zkoumano plisobeni
alkoholického suchého extraktu ze suSené nati na sekreci zluCe a pankreatické $tavy u
pacientli se smiSenymi hepatopatiemi (Cast pacienti méla zfetelné znatelny syndrom
cholestasy). U 8 pacientll byla zavedena duodenalni sonda k odsavani duodendlni $tavy a
zalude¢ni sonda urcéend k odsévani zaludecni sekrece a podani extraktu latky. 30 minut po
zavedeni sond byla zachycena klidova sekrece Zluce a pankreatické stavy v duodenu (v 10
minutovych periodach) a stanoven objem i koncentrace bilirubinu, cholesterolu, lipasy a a-
amylasy. Népadné je, Ze primérna bazalni hodnota 10 min. klidové sekrece u hepatopatickych

pacientt se odchyluje od primérnych bazalnich hodnot 22 zdravych dobrovolniki.

Tab. 3: Priimérné bazalni hodnoty klidové sekrece Zluce a pankreatické §t’avy

Latka Hepatopatici (mg) Zdravi pacienti (mg)
bilirubin 0,086 0,583
cholesterol 4,58 10,65
Lipasa 0,267 E 2,52 E
a-amylasa 4166 E 1633 E

Po podani extraktu drogy (100 mg suchého extraktu s 1,5 mg celkovych alkaloidl
prepocitano na chelidonin suspendovano v 10 ml vody) byla ziskavana v 10 min periodach
duodenalni §tava. Celkova délka pokusu byla 100 min. Skute¢né pisobeni drogy bylo
pozorovano az v poslednich 30 min. Max. hodnoty byly dosazeny v poslednich 10 min.:
bilirubin 1,008 mg, cholesterol 26,94 mg, lipasa 4982 E, a-amylasa 14569 E (hodnoty jsou

oproti bazadlnim hodnotdm signifikantné zvySené). Pomalé, ale kontinualni zvySovani
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zlucového proudu bylo autorem oznaceno jako cholereticky ucinek. Zda cholagogni pisobeni
drogy pro terapii nemoci ZIug. cest viibec praktické uplatnéni, ziistava otazkou.?

VéEtsi uplatnéni mezi galeniky pouzivanymi v soucasnosti v zapadoevropskych zemich
nachazeji smésné extrakty, obsahujici vedle vlastoviéniku vytazky dalSich drog. Napf.
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 zluci, sekreci lipasy a amylasy. Pozitivni U¢inky 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. Ptestoze koptisin se strukturné jen
malo 1isi od berberinu, jehoz biologické uc¢inky byly pfedmétem fady studii, o G¢incich
samotného Koptisinu je znamo jen velmi malo. Ze starSich praci pochazeji tidaje o jeho
cytotoxickém pulsobeni. Jsou popsany jeho antimikrobidlni a protizdnétlivé ucinky. Podobné
jako berberin inhiboval v davkach 195 mg/kg/den srazeni trombocytd u krys. Ma téz
spasmolytickou a uterotonickou aktivitu. Lze oc¢ekavat, ze koptisin vykazuje i fadu dalSich
efektt analogickych berberinu.

Druhy hlavni alkaloid chelidonin ma vyznamné spasmolytické uéinky. Pusobi na spasmy
GIT a bronchtl, snizuje tonus hladkého svalstva dé€lohy, uretry a cév. Jeho spasmolyticky
ucinek je polovi¢ni ve srovnani s papaverinem. Chelidonin téz snizuje krevni tlak a zpomaluje
srde¢ni aktivitu ptisobenim pies nervus vagus. Polsti autofi uvadi, ze chelidonin vykazuje
inhibi¢ni U€inek na dopaminergni struktury u krys v davkach 50-200 mg/kg. Snizuje
spontanni motorickou aktivitu a télesnou teplotu. Potencuje aktivitu hypnotik, zvySuje
tlumivy aéinek reserpinu. Ma cholagogicky a cholereticky u¢inek a ve ZluCovych cestach
pusobi antisepticky. Ma také antimitotické ucinky.

Znatnd pozornost byla vénovana biologickym G¢inkim benzofenanthridinovym
alkaloidim sanguinarinu a chelerythrinu, které byly izolovany i z jinych rostlinnych druht,
pficemz kofen vlastovi¢niku patii k jejich nejvyznamnéjSim zdrojim. Jiz dlouho jsou zndmy
byvalého Sovétského svazu je vyrabén preparat Sangviritrin, obsahujici smes sanguinarinu a
chelerythrinu. V Severni Americe jsou benzofenanthridinové alkaloidy soucasti nekterych

ptipravki uzivanych v ustni hygiené. Byly popsany inhibiéni 0¢inky sanguinarinu a
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chelerythrinu na celou fadu enzymii napi. na cholinesterasy, alaninaminotransferasu, Na*/K"-
-ATPasu, Ca’* - ATPasu. Oba alkaloidy pisobi téZ jako rozpojovace respirace a oxidaéni
fosforylace. S nativni dvouspirdlovou DNA vytvaii komplexy typu interkalace, inhibuji
syntézu RNA na DNA matrici a enzymovou hydrolyzu DNA. Neddvno byla popséana inhibice
proteinkinasy C chelerythrinem. Vétsina téchto inhibi¢nich ucinkt je pfipisovana interakci
benzofenanthridind s SH-skupinami enzymii. Oba alkaloidy mohou reagovat Vv zavislosti na
pH bud’ ve formé kvartérniho kationtu, nebo terciarni base. Sanguinarin rovnéZz zvySuje
vodivost lipidové dvouvrstvy. Chelerythrin, sanguinarin a chelidonin maji téZ prokazatelné
antimitotické u¢inky. Zda se, ze mechanismus jejich plisobeni naznacuje nedavné zjisténi, ze
uvedené tii alkaloidy inhibuji polymeraci tubulinu. Lze predpokladat, ze antimikrobidlni i
cytostatickd aktivita téchto alkaloidi je podminéna vySe uvedenymi ucinky na fadu klicovych
enzymi bunééného metabolismu.

Rada vyznamnych fyziologickych uginki byla popsana u kvartérniho alkaloidu berberinu,
jehoz zastoupeni v kofeni je srovnatelné se sanguinarinem. Tento alkaloid, jehoZz hlavnim
zdrojem jsou druhy rodu Berberis, ma nékteré 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 mé rovnéz hypotenzivni, vazodilatani a
sedativni G¢inky. V in vitro pokusech bylo popsano, Ze pusobi jako antagonista o-2-
adrenoreceptorit lidskych krevnich desticek. Piisobi inhibicné na nékteré enzymy a ma
antibakterialni uginky. Rada praci se zabyva u¢inkem berberinu na srdeéni aktivitu.
V pokusech na zvitatech byly zjistény jeho pozitivni ionotropni a dromotropni a negativni
chronotropni efekty.?’

Stylopin je hlavnim alkaloidem nadzemni ¢asti rostliny, ktera byla uzivana v orientalnich
staitech na odstranéni bradavic, papilomat a kondylomat, stejné¢ jako na lécbu jaternich
onemocnéni. Stylopin nema cytotoxicky efekt na nestimulované buiiky RAW 264.7, ale
v zavislosti na koncentraci redukuje produkci NO, PG-E2, TNF-a a interleukini — IL-1b a IL-
6 a aktivitu COX-2. Vyzkumy prokazaly, Ze stylopin potlac¢uje produkci oxidu dusnatého a
PG-E2 v makrofazich inhibici induktibilni NO-synthasy a COX-2. Tato biologicka aktivita
stylopinu pravdépodobné podporuje protizanétlivy G&inek celé rostliny.*’

Ackoliv je Casto popisovano antimikrobialni piisobeni jednotlivych alkaloidu Chelidonium
majus L., je na toto téma provedeno jen minimum pokusu. VysuSeny, 70% ethanolem
upraveny extrakt ze suSené drogy Chelidonii herba vykazuje na agarovém kultivaénim testu
(400 pg/misku) slabé antibakterialni pisobeni proti Staphylococcus aureus 209, St. aureus
617, Escherischia coli 12,835 (lac.tsach.), E. ,,crim™ 2584 a Shigella sonnei 3¢ (Minimalni
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inhibi¢ni zoény : méné¢ nez 10mm v praméru). Ethanolicky tekuty extrakt ze suSené celé
rostliny (nerozliSuje se, jestli z celé rostliny nebo jen z nati) ukazuje v agarovém difuznim
testu od slabého az po silné antimykotické pisobeni proti riznym druhtim : Candida,
Trichophyton, Microsporum, a Epidermaphyten (Inhibi¢ni pramér 12-30 mm, bez udani
davky). Inhibi¢ni ptsobeni extraktu se li§i také podle doby sbéru drogy (inhibi¢ni pramér
extraktu u Candida albicans : doba sbéru Eervenec = 12-13 mm; zai = 24-30 mm).%

Rovnéz nékteré z nealkaloidnich latek prokazanych v Chelidonium majus maji vyrazné
fyziologické ucinky. Kyselina kavova i jeji estery maji spasmolytickou, cholagogickou a
antibakterialni aktivitu. Nebylo dosud zkoumano, do jaké miry se na terapeutickych efektech

vlastovicniku mohou podilet tyto latky.
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3.7.  Vyuziti Chelidonium majus L.

Vyuziti rostliny ma bohatou historii v lidovém lécitelstvi. Neni témét choroby, proti které
vlastovi¢nik v prabéhu staleti nebyl pouzit. LéCiva moc ji byla pfisuzovana jiz za starovéku a
od t¢ doby byla v IéCitelstvi hojné¢ pouzivana. Byla doporu¢ovana proti chorobam jater,
zimnici a vodnatelnosti, na zlepSeni zraku, k odstranéni bradavic a 1é¢bé tumori.

V novéjsi dobé je vlastovicnik uzivan ve fytoterapii jako droga s i¢inkem spasmolytickym,
analgetickym, cholagogickym, popt. jako dermatologikum, antihistaminikum a antiseptikum.
Chelidonii herba i Chelidonii radix jsou popsany v fadé lékopisti. Na ptipravu odvaru se
doporucuje pouzit 0,5-1,0 g drogy z naté nebo 0,5 g drogy z kotfene. Tinctura chelidonii
s obsahem alkaloidi 4-5 % se podava jako spasmolytikum v primérnych davkach 1 g denné.

Extrakty z vlastovi¢éniku jsou soucasti fady galenik, produkovanych zejména v zapadni
Evropé. Jsou indikovany pii hepatopatiich, poruchach funkce zlu¢niku a po jeho operacich.
V Cing se extrakty z Chelidonium majus uzivaji pii 16¢bé chronické bronchitidy, davivého
kasSle a jako analgetikum. Vlastovi¢nik je soucasti fady homeopatik. V lidovém léCitelstvi se

stale traduje pouziti rostliny, zejména Cerstvé st'avy, jako prostfedku k odstranéni bradavic.?’
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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4.1. Vseobecné postupy

4.1.1. Destilace a odparovani

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

Odpatovani 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 systému N (normalnich) komor. Komory
byly pouzity nasycené mobilni fasi. V pfipad¢ uziti malych komor (valcovych) trvalo syceni

asi 30 minut. U klasickych komor pak asi hodinu. Chromatografie byla provadéna vzestupné.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provadéna systémem stupiiovité eluce na neutrdlnim oxidu
hlinitém. Sloupec byl plnén obvyklym zpiisobem — nalitim suspenze adsorbentu do
rozpoustédla. Vzorek byl po vysuSeni v exsikitoru nanesen na roztéru s malym mnozstvim

neutralniho oxidu hlinitého.

4.2. Material a vybaveni

4.2.1. Rozpoustédla a chemikalie
Rozpoustédla:

Benzin, lékopisny, CsL 4

Cyklohexan; CgH12, €.

Diethylamin; Et,NH,, ¢.

Diethylether, €.

Ethanol 95%; EtOH, denaturovany 5% methanolem
Chloroform; CHCls, ¢.

Kyselina octova bezvoda, €.
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Chemikalie:
Acetylcholin jodid, p. a.
Amoniak 25%, ¢.

Dusik 5.0

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

Uhli¢itan sodny bezvody, €.

4.2.2. Detekéni ¢inidla

D 1: Dragendorff ¢inidlo modifikované podle Muniera: 4

- pro alkaloidy a ostatni slou¢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 draselného ve 40 ml vody

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

- ¢inidlo pro analyzu: se pripravi tak, ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml
vody ptidd 5 ml zasobniho roztoku.

Pozn.: Vlastni zasobni roztok se pouziva pro detekci vitaminu By,

D 2: Mayerovo ¢inidlo: 42

- roztok se pfipravi rozpusténim 1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného ve vodé¢ a

doplni se ji do 100 ml.
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4.2.3. Chromatografické adsorbenty
A 1: Oxid hlinity neutralni, stupné aktivity ~I11 (Brockmann-Schodder):

Komerc¢ni neutralni oxid hlinity (Reanal, Hungary) 60-200 um byl piesitovan ptes sito 200
um a poté vysusen v susarné ve vrstveé ne vyssi nez 2 cm pii teploté 230 °C po dobu 3 hodin.
Po zchladnuti (v exsikatoru) se deaktivoval piidavkem 6 % vody (ekvilibrace za protfepavani

po dobu 30 minut).

A 2: Kieselgel 60 Fjs4 (Merck)

Hlinikova deska pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60 Fyss, tloustka vrstvy 0,2

mm.

A 3: Silifol UV 254, (Kavalir, Votice)

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

Sirokoporézni silikagel podle Pitry s luminiscencnim indikatorem pro UV 254.

4.2.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: C5H12 — EtoNH, 9:1

4.3. Stanoveni inhibice aktivity AChE

Kvartérni inhibitory cholinesteras izolovany v této praci z Chelidonium majus L. byly

testovany pro jejich inhibi¢ni schopnost standardnim in vitro inhibiéni testem.*

4.2.4.3.1. Pristroje

Automaticky titrator RTS 822, Radiometer, Dansko

Homogenizator Ultra-Turrax , Janke—Kunkel, Némecko

Ultratermostat typ U3, VEB Prufgerate-werk Mendingen, Némecko

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

Némecko

4.3.2. Material

Homogenat mozkové tkané.
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5.2.43.3. Priprava homogenati

Homogenat mozkové tkané: mozky byly odebrany od experimentalnich objekt. Z mozkt
byla odpreparovan nucleus caudatus. Preparaty byly oplachnuty fyziologickym roztokem a
po té homogenizovany pfistrojem Ultra — Turrax jednu minutu pii dvaceti tisici otackach za
minutu v poméru 1 : 10 s destilovanou vodou. Po té byl homogenat rozplnén do zkumavek po

dvou mililitrech a zmrazen na — 35 °C.

4.1. 4.3.4. Inhibice cholinesteras

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 St€pen na alkohol cholin a kyselinu octovou. Tato je pii
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 chloridu sodného, 0,2 ml roztoku
testované latky a objem doplnén destilovanou vodou na 23 ml. Reakéni smés byla
vytemperovana na 25 °C, oddélena od okolni atmosféry protékajicim dusikem a pH bylo
nastaveno na hodnotu 8 a spustén titrator. Po t€¢ bylo k reakéni smési ptidano 2 ml 0,01 M
roztoku substratu — acetylcholin jodidu. Ploterem titratoru byla nasledné zaznamenavana
spotieba 0,01 M roztoku hydroxidu sodného 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 tiikrat.

41. 4.3.5. Matematické zpracovani experimentalnich dat

Hodnoty ICsy byly vypocitany 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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4.4. Izolace

41. 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
V obdobi Cervence - zafi 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 ¢iSténi

41,8 kg suché nati s koteny bylo perkolovano 95% ethanolem (celkem ziskdno 480 1
extraktu), extrakt byl zahusStén na vakuové odparce pti 60 °C do maximdlniho odstranéni
alkoholu, byly pfidany asi 2 litry vody. Vznikl temné hnédy, dehtovity, sirupovity odparek.
Pti oddestilovani lihu ze zahusténého koncentratu tékala néjaka latka do vakuové odparky ve
formé& nahnédlého naletu, nebyla vSak analyzovana.

Tento extrakt byl rotaci rozehiat na vodni lazni asi na 40 °C, bylo ptfidano 8 litrd 1,5%
kyseliny sirové (zahtaté na 40 °C) a smés byla tyCinkou dokonale promichéavana po dobu
n¢kolika minut, potom byl oranzovy roztok po zchlazeni dokonale slit (dehtovité podily
plavaly jen malo na hladin¢, sedély vice u dna), dehet byl seSkraban, umistén do velké
kadinky, pfidano 500 ml bezvodé kyseliny octové a na vodni 14zni byla smés dokonale
rozpu$téna na viskoézni roztok. K tomuto roztoku bylo pfidavano po ¢astech 7,5 1 vody a
promichéno; kalny oranzovy roztok byl slit, Cerny pryskyfi¢naty podil rozpustén znova ve
200 ml octové kyseliny, zase rozehiat a srdzen 4 litry vody. Oba dekantaty byly spojeny,
ponechany pfes noc stat, poté byl tento oranzovy roztok zfiltrovéan ptes 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 i1 octové) byly spojeny; vyloucila
se bélava sraZzenina, kterda na sebe adsorbovala oranzové soli alkaloidl; suspenze byla

zfiltrovana pres polyamidovou plachetku (filtr 2), filtr promyt vodou. Filtr 1 a filtr 2 byly
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roztrzeny a suspendovany v 1,5 1 1,5% kyseliné sirové, suspenze zfiltrovana; oranzovy filtrat

byl ptidan ke kyselému roztoku extraktu (celkem 37 litrh filtratu).

4.4.2. Vytrepek A z primarniho extraktu

Kysely roztok siranti (37 litrGi) byl neutralizovan nejprve pevnym praskovym bezvodym
uhli¢itanem sodnym na pH cca 9; tekutina se vyrazné zakalila a nabyla vzhledu svétlého
kakaa. Tento roztok byl vytfepan 5 x 15 litry etheru, etherové vrstvy byly spojeny, oddé€leny
od zbytku vodné faze a rozpoustédlo oddestilovano. Hned po prvnim vytiepani se roztok
vycefil (vodna faze byla oranzova a Cistd, ¢ird), vyloucil se vSak praskovity, sedocerny podil
(PP), ktery byl z etheru oddélen, nakonec vytiepan v bance 2 x 400 ml etheru, ether ptidan

k etherovym vytfepkam.

4.4.3. Vytiepek B z primarniho extraktu
Sodovy extrakt byl zalkalizovan 50% hydroxidem sodnym na pH 12-12,5 a tento roztok
vyttepan 5 x 15 litry etheru, etherové vrstvy byly spojeny, ostie oddéleny od zbytku vodné

faze a rozpoustédlo oddestilovano.

4.4.4. Vy44tf'epek J z primarniho extraktu

Vodna bazickd (louhova) vrstva byla okyselena ziedénou kyselinou chlorovodikovou (1:1,
tj. asi 17%) na pH 3-3,5. K 16 litrim tohoto roztoku se ptida roztok 320 g jodidu draselného
ve 480 ml vody, promicha se za obCasného tfepani ponecha 3 hodiny v klidu. Potom se
extrakt vytfepe 5 x 8,4 1 CHCls.

4.4.5. Vytrepek E z primarniho extraktu

Okyselena vodna faze poskytovala jesté pozitivni reakci na Mayerovo ¢inidlo, byla proto
zalkalizovana 25% amoniakem na pH 10 (na 1 litr cca 800 ml 25% amoniaku) a vytfepana 5 x
8,4 1 smési CHCl3 + EtOH 8,5:1,5 nasycené vodou. Organicka vrstva byla po ostrém oddéleni

zahus$téna k suchu.
4.4.6. Zbyly vodny extrakt

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

dale pouzit.
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Tab. 4: Vysledky separace zakladniho extraktu

Typ vytiepku Hmotnost Popis
A (diethylether, pH ~10) 182,0 g Svétlé mec{ox@ barvy, vysoce viskdzni,
nekrystalujici
Temné hnédy, velmi visk6zni
s naznakem krystala
) 14,26 g | Tmav¢ hnédy, velmi viskozni
J (CHCl5; pH ~3,5) 4709 Zluty praskovy sediment
E (CHCI3+EtOH 8.5:1.5, pH ~10) 12,459 | Témét Cerny, velmi viskozni

B (diethylether, pH ~12) 10,069

6.2.4.5. Chelidonium majus — déleni surového vytrepku A

31 g hnédého viskdzniho odparku bylo rozpusténo v kédince za stdlého michani ty¢inkou
v 0,84 1 0,3 M kyseliny sirové (komeréni 3M kyselina sirova se ziedila v poméru 1 ml
kyseliny sirové + 9 ml vody); rozpousténi se provadélo po castech, Slo snadno, vznikl
intenzivné oranzovy roztok, na sténach kadinky zlstaly nerozpusténé hnédocervené drobky a
na povrchu kapaliny zistala jakasi olejova $Smouha. Tento kysely roztok se zfiltroval
skladanym papirovym filtrem, banka se vymyla 20 ml 0,3 M kyseliny sirové a kysely roztok
se vytfepal 5 x 220 ml etheru. Spojené etherové vytrepky se promyly 1 x 20 ml 0,15 M
kyseliny sirové, potom 1 x 250 ml 4% uhli¢itanu sodného (oba vytfepavaci roztoky se pouzily
ochlazené na cca 10 °C), etherova vrstva se odd¢lila a oddestilovala (vytiepek L).

Kysely oranzovy roztok se zneutralizoval 10% uhli¢itanem sodnym za vzniku 1,4 1
suspenze s Sedymi vylou¢enymi alkaloidy (amorfni faze); tato suspenze se vytiepala celkem 4
x 750 ml etheru, etherova vrstva oddélila a rozpoustédlo oddestilovalo. Vyloucené alkaloidy
se prakticky vSechny rozpustily v prvni davce etheru i s ne¢istotami (vytiepek A).

Medovy krystalizujici odparek s alkaloidy se znova rozpustil ve 300 ml 0,3 M kyseliny
sirové, zbyla baiika se vymyla postupné 0,2 ml vody (v baiice zbyl oranzovy prasek, ktery se
nerozpustil v kyselin¢ sirové, ale pouze ve vod€) a k tomuto roztoku bylo pfidano 25 g
kyanidu draselného (do alkalické reakce); pfitom se vyloucily prakticky vSechny alkaloidy;
vyloucena pevna fase byla velmi hutnd, roztok zeSedl a nabyl velmi vysoké viskozity. Tato
suspenze se okyselila 1M kyselinou sirovou na pH cca 4 (baze se rozpustily, nerozpusténé
zustaly pouze ps-kyanidy, suspenze opét ziidla), ponechaly se klesnou ke dnu, tekutina nad
sedlinou se opatrné odlila, zfiltrovala pfes Biichnerovu nalevku ptes papirovy filtr, posléze se
nalila na filtr hutnd suspenze pseudokyanidli, promyly se vodou a vysuSily ve vakuu. Po

vysuseni se ps-kyanidy rozetiely (ps-Kyanidy).
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1,46 g vzniklych suchych rozettenych ps-kyanidii se ve varné bance prelilo 36 ml smési
CHCI;3 + EtOH (objemovy pomér 1:2) a smés se suspendoval az k rozpusténi, resp. k stalému
jemnému zékalu. Potom se pfidalo 12 ml 36% kyseliny chlorovodikové a smés se vafila na
vodni 14zni 1 hodinu. Po této dob¢ se zneutralizovala 10% uhli¢itanem sodnym na pH cca 7,
odpaftila se CHCI3, EtOH a ¢ast vody, ptidala se 250 ml vody, provedla se alkalizace 10%
uhli¢itanem sodnym na pH ~ 9 (vylouci se srazenina) a nafialovéla suspenze se vyttepala 4 x
150 ml etheru. Organické faze se spojily, ostfe oddélily voda, vysusily siranem sodnym a
rozpoustédlo oddestilovalo (kvartérni base z ps-kyanidi).

1 1 slabé kyselého filtratu po oddéleni ps-kyanidi se zalkalizovalo 10% uhli¢itanem
sodnym na pH ~ 9 a vytfepalo se 5 x 250 ml etheru; Odparek alkaloidli Zlutavy, hrubé
krystalicky se rozpustil v 550 ml CHClIs, chloroformovy roztok se vytfepal 3 x 75 ml 5%
hydroxidu sodného a 1 x 75 ml vody o teploté ~ 10 °C. V CHClI; ziistaly base nefenolické, do
vodné fase presly base fenolické. Chloroformova faze byla oste oddélena od vody, vysuSena
siranem sodnym a rozpoustédlo oddestilovano (AC).

Tento odparek AC se za mirného zahtati rozpustil ve 130 ml 0,3M kyseliny sirové a po
zchladnuti se ptidalo 130 ml 36% kyseliny chlorovodikové; asi do 3 minut se vyloucila
srazenina nerozpustnych chloridid. Po 1,5dennim stani v lednici se chloridy odséaly na frité,
promyly vodou, vysuSily nejprve na vzduchu a potom ve vakuovém exsikatoru. 10,67 g
suchych, svétle okrovych chloridi nerozpustnych ve vodé bylo za tepla (60-70 °C) rozpusténo
v 1,1 10,3 M kyselin¢ sirové, roztok byl ochlazen a nejprve zneutralizovan opatrné pevnym
praskovym uhli¢itanem sodnym do pH cca 7, potom 10% roztokem uhli¢itanu sodného do pH
9; po zchladnuti pod tekouci vodou byl vyttepan 4 x 350 ml etheru, etherové vrstvy odpateny
a odparek vysuSen (AC; z chloridi nR v HCI).

1 1 filtratu po oddé€leni nerozpustnych chloridii alkaloidl se nejprve zfiltroval pfes vrstvu
kiemeliny (1 cm) pro odstranéni zakalu nR chloridt, zalkalizoval 10% uhli¢itanem sodnym na
pH cca 9 (vylou¢i se Sedava vlockovitd sraZenina), vytfepal se 4 x 250 ml etheru a
rozpoustédlo se odpaiilo (AC; z chloridi R v kyseliné chlorovodikové).

Louhovy roztok a promyvaci voda s fenolaty alkaloidii se spojily, okyselily 1M kyselinou
sirovou na pH cca 5, roztok se zalkalizoval 10% uhli¢itanem sodnym na pH ~ 9; Sedava
suspenze (cca 0,5 1) se vyttepala 4 x 150 ml etheru. Etherové vrstvy se spojily, ostfe oddélily

od vody a po vysuseni siranem sodnym odpatily (ACy).
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Tab. 5: Vysledky separace extraktu A

Oznaceni vytiepku | Hmotnost Popis
()

L 0,1561 | Tmav¢ hnédy, olejovity, s praSkovitym vypadkem
ps-kyanidy 1,46 Svétle okrové, nepachnouci
kvart.b. z ps-CN 0,8587 | Hnédy, nekrystalicky
AC NevaZzen | Svétle hnédy, medovity
AC; z chloridii nR 9,4562 | Svétle okrovy, krystalicky
AC; z chloridii R 5,0737 | Svétle nazloutly, hrubé krystalicky
AC, 0,1411 Tmave hnédy, velmi viskozni

Pozn.: nR = nerozpustné

R = rozpustné

4.6. Chromatografie vytiepku A (AC; — alkaloidy z chloridd rozpustnych)

Tento odparek obsahoval alkaloidy, jejichz chloridy jsou ve vodé (v roztoku kyseliny

chlorovodikové) rozpustné.

Tab. 6: Sloupcova chromatografie vytiepku AC,;

Navazka:

5,07 g suché smési (3 latky)

Adsorbent:

A 1, stupen aktivity I1I, 60-200 um, 200 g

Vrstva s nanaskou fr.:

25x5cm

Délici loze:

2,5 x 54 cm; sloupec byl nalit v soustavé benzin + CHCI39:1

Mrtvy objem: 0,21
Frakce: 0,11
Doba toku frakce: 15-20 min.
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Tab. 7: Vysledek primarni chromatografie alkaloidnich bazi AC; na oxidu hlinitém
Frakce | Spojené fr. Eluéni systém Popis
0 Benzin+ chloroform 9+1 0
1-8 1-10 Benzintchloroform 8,5+1,5 0
9-10 Benzin+chloroform 8+2
11 11 Benzin+chloroform 8+2 Zluty s krystalky
12 12 Benzin+chloroform 8+2 Zluty s krystalky
13 Benzintchloroform 8+2 v i1
14 13-14 Benzin+chloroform 8+2 Témét bily, krystal.
15 Benzin+chloroform 8+2
16 15-17 Benzin+chloroform 8+2 Témér bily, krystal.
17 Benzin+chloroform 8+2
18 18 Benzin+chloroform 8+2 Bily, krystalicky
19 Benzin+chloroform 8+2
20 Benzin+chloroform 8+2
21 Benzin+chloroform 8+2
22 Benzin+chloroform 7+3 1 C
23 19-26 Benzin+chloroform 7+3 Bily, krystalicky
24 Benzin+chloroform 7+3
25 Benzin+chloroform 7+3
26 Benzin+chloroform 7+3
27 27 Benzin+chloroform 7+3 Nahnédly, olejovity

V dal§im postupu jsem zpracovavala preparativni tenkovrstvou chromatografii frakci 12,
protoze jeji odparek byl pekné nazloutly a olejovity. Tato frakce obsahovala dva alkaloidy -
,»NiZ81“ o Ry ~ 0,62 a ,,vy$$i“ o Rs ~ 0,45; latka o R ~ 0,62 (,,niz$i*) byla pfitomna také ve
frakci 27. Ta vSak byla tvofena tmavym nevzhlednym odparkem. Rhomboidni nahnédlé

krystalky latky CH-M/A-3, které z frakce 27 vykrystalizovaly az po izolaci latky CH-M/A-3 z

frakce 12 nemohly byt zpracovany.

Tab. 8: Vysledky sloupcové chromatografie na oxidu hlinitém pro CH-M/A-3

Frakce Hmotnost Popis
Fr.12: CH-M/A-3 odparek Cisté . S e, .
A nissic ltky 0,0494 g Nazloutly olejovity odparek s 1 alkaloidem
Fr. 27- CH-M/A-3 0,0777 g Rhomb01d11,1 nahnédlé krystalky, dosud
neizolované

52




4.6.1. Déleni frakce 12

4.6.1.1. Cisténi frakce 12

Po rozpusténi 0,27 g odparku ve smési CHCl3+EtOH 1:1 se po 3 hodinach vyloucil drobné
krystalicky téméf bily podil, byl odsat, promyt 2x smési CHCIs+EtOH 1:1 a vysuSen
Vv exsikatoru nad silikagelem (n = 0,0292 g) a matecny louh zpracovan preparativni
tenkovrstvou chromatografii.

Vylouéené krystaly z fr. 11 a 12 byly identické (CH-M/A-1) a byly k nim pfidany i krystaly

z preparativni TLC frakce 12, oznacené jako ,,4 vyssi*

Tab. 9: Preparativni TLC mate¢ného louhu z fr. 12

Hmotnost frakce: 0,212 g zlutého odparku bylo rozpusténo ve 0,0035 1 smési
CHCI;+EtOH 1:1

TLC desky A 3, 15x7,5 cm, nanaseno v pruhu 13 cm

Pocet desek 34

Soustava: S 1, 9+1, komora nasycend, vyvijeni 2x

Obr. 3: Preparativni tenkovrstva chromatografie frakce 12

desky 15 x 7,5 cm, A 3, vyvijeni 1x, detekce D 1

CH-M/A-1

C )
—/

CH-M/A-3

CH-M/A-3 (,,A vy&si): Ry ~ 0,45

CH-M/A-1 (,,A niz&i“): R ~ 0,62
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Byly detekovany dvé zony: A nizsi (Rf ~ 0,45) — latky CH-M/A-3, 4 vyssi (Rf ~ 0,62) —
latky CH-M/A-1. Zo6ny s adsorbentem byly vyskrabany, dale zpracovany.

Tab. 10: Vysledky preparativni chromatografie frakce 12

Zona Rozpoustédlo pouzité Vzhled Hmotnost
K vymyti latek z
adsorbentu
A niZsi 8’82 : g:g:s + EtOH Olejovity, 0,0777 g, nejprve nekrystalujici,
CH-M/A-3 1f 1 3 nahnédly az po nekolika tydnech
A vySsi 882 : g:g:s + EIOH Zlutavy s 0,0705 g, po krystalizaci
CH-M/A-L | 1) 3 krystaly 0,0148 g bélavy, krystal.

Olejovité odparky byly rozpustény v malém mnozstvi CHCls, byl piidan EtOH do zakalu a

ponechény krystalizovat.

A vyssi

Po né€kolika dnech se vyloucily shluky drobnych krystalkil, suspenze byla odsata, krystalky
na frit€¢ promyty 2 x smési CHCI3+ EtOH 1:1 a krystaly vysuSeny ve vakuu. Vzniklo 0,0148 g
bélavych krystalkd.

4.6.1.2. Cisténi frakce 27

Dosud nebylo provedeno, protoze se pocita s tim, ze budou na preparativni tenkovrstvé
chromatografie pfidany zony o stejné kvalité z frakci 13-26 (viz obrazky: detekce v UV 254
nm). Frakce po n¢kolika tydnech uskladnéni zakrystalovala, krystali je v§ak malo, a proto

tato latka, oznacena jako CH-M/A-3, a to z fr. 12 jako ,,4 nizsi*.
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Obr. 4: Tenkovrstva chromatografie vSech frakei — detekce UV 254,
desky 5 x 10 cm, A 2, vyvijeni 2X, S 1

A-1

OO0 000000 Q
- = S )

CH-M/ ML 13-14/1  13-14/2 ML 15-17 ML 18 ML 19-26 ML 27
Al
Obr. 5: Tenkovrstva chromatografie v§ech frakei — detekce UV 366
desky 5 x 10 cm, A 2, vyvijeni 2X, S 1
D
CH-M/ ML 13-14/1  13-14/2 ML 15-17 ML 18 ML 19-26 ML 27
Al
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Obr. 6: Tenkovrstva chromatografie — detekce D 1
desky 5 x 10 cm, A 2, vyvijeni 2X, S 1

CH-M/A-1

9 o Zob6nal
CH-M/A-2

Zob6na 2

Zo6na 3

@@O@O@OO
O O o =

00

CH-M/A-3

O

CH-M/ ML 13-14/1  13-14/2

Al

ML

15-17

ML

ML

19-26

ML

27

Pozn.: U ¢&istych latek z frakci 13-14/; a 19-26 vznika skrvna po detekci D 1 az po chvili, ne

hned na zacatku. Pod UV pak skvrna neni patrna viibec.

Tab. 11: R¢ hodnoty po detekci UV 254:

Zona | fr. ML | fr. 13- | fr. 13- | ML | fr. ML | fr. ML | fr. ML | fr.
12 14/, 14/, 15-17 18 19-26 27

1 0,64 | 0,63 | ~====== | =mmmmmm | mmmem | mmmmem | mmmee | mmme | s | e | e | oo

2 0,47 | ----- 0,42 042 (041 0,41 |{040|0,410,40| 0,40 | 0,41 | -----

K el e 0,28 | ------ 0,28 | ----- | =---- 0,28 | 0,24 | 0,24

Pozn.: V ML pfted fr. 27 se nachazi jeste jedna skvrna mimo vyznacené zony s R ~ 0,32.
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Tab. 12: R; hodnoty po detekci UV 366

Zona | fr. ML | fr. 13- | fr. 13- | ML | fr. ML | fr. ML | fr. ML | fr.
12 14/, 14/, 15-17 18 19-26 27

1 0,63 | 0,63 | --===-== | —===m--- el B | e el el

2 | - 0,51 | ------mm | =mmmmmm- el B | e el el

1 SN [RUSSRE (SR IR I S B S R S B S

[

Pozn.: V ML latky CH-M/A-1 se nachazi jesté jedna skvrna mimo vyznacené zény s Rf ~

0,66. Dale se zde vyskytuji latky s Rf ~ 0,08 v ML fr. 18 a fr. 19-26 a ve fr. 27 a latka s Ry ~

0,03.
Tab. 13: R; hodnoty po detekci D 1

Zona | fr.12 | ML | fr. 13- | fr. 13- | ML | fr. ML | fr. ML | fr. ML | fr.

14/, 14/, 15-17 18 19- 27

26

1 | 064|062 ----mmm | sommmmm | mmeen | mmmmeen | mmen | mmeen | e | e | e | oo
2 | - | - 0,46 043 [043| 042 (042|041 042| 0,42 |0,41 | -----
3 | e | e | e | e 0,30 | ------ 0,30 | --- 0,29 | 0,29 | 0,26 | 0,24

Pozn.: V ML pred fr. 27 se nachazi jeste jedna skvrna mimo vyznacené zony s R ~ 0,34.

Latku CH-M/A-1 izolovala Sarka Brozova, latku CH-M/A-2 izolovala Jana Nagyova, ja

jsem pracovala s latkou CH-M/A-3.
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Charakteristika latky CH-M/A-3

4.7.

Obr. 7 IC spektrum latky CH-M/A-3
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4.9. Vysledky testu vlivu latky na aktivitu AChE

Tab. 14: Biologicka aktivita CH-M/A-3

Latka 1Csg [OF 95% konfiden¢ni | 95% konfidenc¢ni | Smérnice
[uM] [mg/l] interval [uM] interval [mg/l]
CH-M/A-3 X 2.86 X 2.12 - 3.87 0.743

Pozn.:

e hodnoty se udavaji napt: 0.221 (0.177 - 0.277), ¢isla v zavorce znamenaji rozpéti
hodnoty ICsg které je tim vétsi, ¢im byla méfeni zatizena vétsi chybou
e hodnota smérnice znazornuje ,,strmost“ linearni ¢asti prub&hu kiivky ICsq a poskytuje

tak podrobnéjsi informaci o pritbéhu inhibice; tato hodnota nahrazuje hodnoty ICys a

IC75 (popt. jiné), které byvaji pro tento tcel obvykle pouzivany
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5. DISKUSE
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Lécba AD je zélezitosti svizelnou a problémovou; tato choroba je totiz komplexem fady
patofyziologickych procesti, znichz nékteré na sebe navazuji a nckteré plisobi zcela
samostatné. Ve vysledku jde o progresivné se zhorSujici chronické onemocnéni mozku;
dochazi k celkovému zhorSeni mozkové Cinnosti a zejména paméti, funkci senzorickych a
motorickych. V soucasné¢ dobé je hlavnim terapeutickym postupem zasah do aktivity
mozkové AChE. Rada slou¢enin ma cholinomimetické uéinky velmi piiznivé, ale prakticky
bohuzel naprosto nevyuzitelné; tyto €inky jsou nejen centralni, ale i periferni a pravée latky,
které maji vyrazné periferni ucinky jsou nepouzitelné. Z ptirodnich latek pfichazi v avahu jen
nékolik malo sloucenin; v soucasné dob¢é zacina byt prakticky vyuzivam pouze galanthamin
(Reminyl®). Velmi intenzivn& se pracuje na riznych galanthaminovych derivatech.*”
Fysostigmin, ktery je vyznamnym cholinomimetikem, je tézko pouzitelny, protoze ma
vyrazné vedlejsi ucinky.

Dalsi velmi perspektivni pfirodni latkou je alkaloid izolovany z nékterych zastupcii Celedi

Lycopodiaceae — huperzin A. Podava se v podstatné nizsich davkach nez galanthamin; jeho

vvvvvv

Nicméné rozsahlé syntetické studie dokazuji, Ze tato latka bude pfistupna totalni syntéze.46

Tato latka je velkou nadéji, protoze syntetické latky v soucasnosti pouzivané (dopenezil,
takrin) nenapliiuji terapeutické potfeby podle nasich predstav; takrin je v soucasnosti
V podstaté 1é¢ivem uz prakticky nevyuzitelnym.

Z téchto diivodli probiha intenzivni vyzkum jak syntetickych, tak pfirodnich [é¢iv
s ohledem na jejich schopnost reverzibiln¢ zastavovat rozklad mozkové AChE. Jako velmi
nad&jné se kromé riznych syntetickych latek ukazuji 1 n€které ptirodni latky; napt.: uz diive
zminovany huperzin A (Huperzia serrata, Lycopodiaceae), dale salignenamid C (Sarcococca
saligna, Buxaceae) s vyraznéj$im zasahem do aktivity BuChE, zeatin (Fiatoua villosa,
Orchidaceae; Zea mays, Poaceae) s ICso 1,9.10 M, dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae),
ktery ma vysokou inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE in vitro a ursolova kyselina (Majorana
hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, Lamiaceae) s vysokym inhibi¢nim
efektem vici AChE. Patii sem ale i latky jako arisugaciny, kam muizeme zafadit
meroterpenoidy - arisugacin A, arisugacin B a cyklofostin, dale dehydroevodiamin (Evodia
rutaecarpa, Rutaceae) s ICsq 37,8 .10 M, (+)-homomoenjodaramin, moenjodaramin (Buxus
hyrcana, Buxaceae), cykloprotobuxin C, cyklovirobuxein A, cyklomikrofilin A (Buxus
papillosa, Buxaceae), o-onocerin (Ononis spinosa, Fabaceae), ktery vykazuje ICsq 5,2.10°
M, a-viniferin (Caragana chamlague, Fabaceae) a cynatrosidy A, B, C (Cynanchum atratum,

Ranunculaceae).’
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Z hlediska preparativniho jsou alkaloidy atraktivni také tim, Ze se s nimi podstatné 1épe
pracuje nez s neutrdlnimi slouceninami (Ize je rychleji a méné ndkladné Ccistit). Jednou
Z rostlin, u kterych se vyskytly alkaloidy biologicky aktivni viici AChE je vlaStovicnik véEtsi
(Chelidonium majus).

Jak nat’ tak kofeny obsahuji 4 zakladni skupiny alkaloidu:

a) benzofenanthridinovy typ ( a- naftofenanthridinovy typ):
e Tato skupina se dé4 rozd¢lit na 2 podskupiny:
1. obsahuje terciarni dusik (napt. chelidonin) : terciarni alkaloidy.
2. obsahuje kvartérni dusik s 2 centralnimi aromatickymi prstencovymi systémy
(napf. sanguinarin) : kvartérni alkaloidy.
b) protoberberinovy typ
e tyto alkaloidy jsou zde zastoupeny: tetrahydroprotoberberiny (napi. stylopin),
protoberberiny (napt. berberin).
C) protopinovy typ
e sem nalezi protopin, alkaloid typicky pro ¢eled’ Papaveraceae.
d) ostatni
e derivaty benzylisochinolinu — 3 typy, které jsou zde zastoupeny jen v men$im
mnozstvi : chinolizidin, spartein (v Chelidonii herba); a aporfinovy alkaloid

magnoflorin (Chelidonii radix).?

Vyzkum vlastovicniku vétSiho se v poslednich letech pomérné rozsituje, patrné z diivodu
studia antineoplastického uc¢inku alkaloidni latky nazvané Ukrain. Ukrain obsahuje
alkaloidy Chelidonium majus L. konjugované s kyselinou thiofosfore¢nou.?” V souvislosti se
studiem antineoplastické aktivity je studovana také fada ostatnich alkaloidli i ohledné
odlisnych u¢inkd — napft. efekt benzofenanthridinovych alkaloidi na lidské keratinocyty47,
inhibice 5- a 12-lipooxygenasy neredoxnim mechanismem, atd..*

V posledni dobé je také vénovana pozornost vlivu vlastoviénikovych alkaloidd na
hydrolyzu acetylthiocholinu a AChE (také podobnych alkaloidii izolovanych z Bocconia
cordata, Papaveraceae), a to zejména chelidoninu, sanguinarinu, chelerythrinu a také
preparatu  Ukrainu. Ukézalo se, Ze benzo[c]fenathridinové alkaloidy (sanguinarin,
chelerythrin) jsou pomérné ucinné (ICsp= 0,2-0,3 mM). Zajimavy ucinek vykazuje také
chelidonin a Ukrain (ICse= 2-2,5 mM).*°
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V souvislosti se screeningem piirodnich latek alkaloidniho charakteru z 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 pozdé&ji 1 na prolylendopeptidasu. K této izolaci bylo pouzito 41,8 kg celé
suSené rostliny (nat a kofeny). Izolacni postup byl pouzit jak je uvedeno v literatuie

. 32,335
profesorem 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: rostlinnd cast byla extrahovdna methanolem nebo EtOH. Po
odstranéni rozpoustédla byl odparek rozttepan ve slabém roztoku kyseliny sirové a zfiltrovan.
Prakticky neutralni alkaloidy a neutralni zneciSténiny byly odstranény vytfepavanim tohoto
roztoku etherem. Vodnd vrstva byla zalkalizovdna uhli¢itanem sodnym na pH ~ 9-10.
Vyloucené alkaloidy byly vytfepany diethyletherem. Zbyld vodnd vrstva byla znovu
zalkalizovana hydroxidem sodnym na pH ~ 12 — 12,5 a silné baze vytiepany opét do etheru.
Po okyseleni vodného extraktu kyselinou chlorovodikovou a pfidavku jodidu draselného byly
vytvofené jodidy kvartérnich bazi vytfepany CHCl; (,,jodidy kyselé) a kysely vodny roztok
byl opét zalkalizovan amoniakem a vytfepan CHClz, do n¢hoZ pftesly ,,jodidy bazické.
Etherovy vytfepek, ktery byl ziskan alkalizaci uhli¢itanem sodnym, obsahoval stfedné bazické
alkaloidy. Poté byl dale separovan ptipravou pseudokyanidii (sanguinarinové baze vytvarejici
nerozpustné¢ pseudokyanidy). Zbyly roztok po pseudokyanidech byl zpracovan
s koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na chloridy rozpustné¢ ve vodé a chloridy ve
vodé nerozpustné. Nakonec byly ztéchto frakei oddéleny alkaloidy fenolické od
nefenolickych. Postup je patrné€ 1 historicky osvédceny. Bohuzel se vSak ukéazalo, ze v naSich
podminkach neptinasi vibec tak snadné vysledky jako je popisuje Slavikova skupina
(jednoduchym vyttepavanim a frakéni krystalizaci tato skupina rozd¢lila latky aZz do ¢istého
stavu). Zjistili jsme, ze pii pouZziti nasi drogy a opakovani tohoto pokusu, je vysledek
nerealny. Po odstranéni malo bazickych alkaloida a ostatnich znecisténin z kyselého roztoku
alkaloidi (31 g vytiepku A) byly pfipraveny pseudokyanidy (1,46 g). Byly ptipraveny
chloridy alkaloidi ve vodé rozpustnych a nerozpustnych.

J& jsem se dale vénovala déleni alkaloidd, jejichz chloridy jsou ve vodé rozpustné. Zjistila
jsem, Ze Slavikem popisovany postup nepfinesl tak vyborné vysledky.*> Autor krystalizoval
baze riznym zpusobem z chloroform-methanolu, pfi¢emz 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). Radu dalgich alkaloid®i odlisné struktury ziskal stejnym

postupem z kofenid. V mém ptipad¢ byla situace zkomplikovana tim, ze jsem nepouzila
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oddélené kotfen a nat, ale celou rostlinu, protoze nam byla vyhodné nabidnuta zahrani¢ni
firmou. Predpokladala jsem, ze se mi podafi relativné snadno rozdélit vétsi spektrum
alkaloidi. Maj predpoklad se ale bohuzel ukazal jako mylny a z tohoto divodu musim cekat
na vysledky spektralni analyzy, ktera teprve potvrdi strukturu izolované latky — CH-M/A-3.
Jde o latku v této chvili tekutou, ktera nevykrystalizovala, proto nebylo mozné teplotu tani
stanovit a jen velmi obtizné mohu odhadovat ptedpokladanou strukturu latky. Tenkovrstva
chromatografie v soustavé cyklohexan — diethylamin (9+1) ukazala, Ze alkaloid izolovany
mym zpusobem (sloupcova chromatografie na oxidu hlinitém a néslednd izolace latky
z frakce 12) je Cisty. Na dalsi vysledky a tedy konecné urceni struktury latky musim pockat az
po provedeni spektralni analyzy.

Dale pak byl proveden test vlivu izolované latky na biologickou aktivitu AChE — latka byla
testovana pro jeji inhibi¢ni schopnost standardnim in vitro inhibi¢ni testem. Je znamo, ze
cholinesterasy jsou kompetitivné inhibovany kvartérnimi latkami. Pokles aktivity je imérny
pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je zalozeno na jeho reakci
S nativnim substratem, kdy je tento Stépen na alkohol cholin a kyselinu octovou. Tato je pii
pouziti pH-statové instrumentace neutralizovana kontinualnimi pfidavky roztoku hydroxidu
sodného, tak aby bylo udrzeno statované pH 8.

0,5 ml homogenatu bylo smiseno s 2,5 ml 3 M roztoku chloridu sodného, 0,2 ml roztoku
testované latky CH-M/A-3 a objem doplnén destilovanou vodou na 23 ml. Reakéni smés byla
vytemperovana na 25 °C, oddélena od okolni atmosféry protékajicim dusikem a pH bylo
nastaveno na hodnotu 8 a spustén titrator. Po té bylo k reak¢ni smési piidano 2 ml 0,01 M
roztoku substratu — acetylcholin jodidu. Ploterem titrdtoru byla nasledné¢ zaznamenavana
spoteba 0,01 M roztoku hydroxidu sodného nutnd 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 opakovéana pro
kazdou koncentraci testované latky nejméné ttikrat.

Stanovena biologicka aktivita latky CH-M/A-3 je: 1Cso = 2,86 mg/l; 95% konfidenéni
interval = 2,12 — 3,87 mg/l. Vysledek je ale zatim pouze piedbézny, protoze nebylo mozno
stanovit 1Csp v MM z divodu neznamé struktury a tedy molekulové hmotnosti latky. Bude
pouzita pozitivni kontrola galanthaminem nebo neostigminem, coz provedeno nebylo, protoze
metoda je teprve rozpracovana a je nutné jesté nékteré jeji kroky upravit. Z dostupnych

vysledku biologického testu vyplyva, ze latka CH-M/A-3 je relativné G¢inna.
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Spolu s ostatnimi diplomantkami (Dagmar Kubincovou, Janou Nagyovou a Sérkou
Brozovou) jsme provedly extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny. Poté jsme tento ziskany
primarni extrakt vycistily a to filtraci a ndslednym oddestilovanim rozpoustédla. Dale jsme
piipravily sekvencnim postupem vytfepky s jednotlivymi typy alkaloidi: S§lo o dva
diethyletherové vytiepky, které byly nasledné okyseleny, vzniklé kvartérni jodidy po ptidani
jodidu draselného vyttepany chloroformem a po nasledné alkalizaci extraktu byly ziskany
dalsi kvartérni jodidy vytiepanim do smési chloroform + ethanol 8,5:1,5.

Dale jsem zpracovavala vytiepek A. Provedla jsem separaci latek z vytiepku A pomoci
sloupcové chromatografie. Poté jsem pouzila frakci 12, kde se podle vysledkt tenkovrstvé
chromatografii jsem ,, 4 vyss§i“ a ,,A nizsi* oddélila a pro dalsi praci pak pouzila pouze ,,4
nizsi“, tj. Cistou latku CH-M/A-3 (0,0494 g). Rhomboidni nahnédlé krystalky latky CH-M/A-
3 z frakce 27 vykrystalizovaly az po izolaci latky CH-M/A-3 z frakce 12 (0,0777 g), nebyly
proto vycistény a dale zpracovany. Dalsi izolaci latky z frakce 27 jsem neprovadéla, protoze
se ukazalo, ze latka CH-M/A-3 z frakce 27 je identicka s latkami oznacovanymi jako ,,A
nizsi** z frakce 12.

Jde o latku tekutou, kterd nevykrystalizovala, proto nebylo mozné stanovit teplotu tani a jen
velmi obtizné¢ mohu odhadovat ptedpokladanou strukturu latky.

V zavéru prace byl proveden test vlivu latky CH-M/A-3 na aktivitu AChE. Z namé&fené
hodnoty 1Csy (= 2,86 mg/l) vyplyva, Ze izolovana latka CH-M/A-3 pravdépodobné bude
aktivni. Vysledek je zatim pouze predbézny, protoze nebylo mozno stanovit ICsp Vv MM
z divodu neznamé struktury a tedy molekulové hmotnosti latky. Bude pouzita pozitivni
kontrola galanthaminem nebo neostigminem, coz provedeno nebylo, protoze metoda je teprve

rozpracovana a je nutné jesté nc¢které jeji kroky upravit.
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