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1. UVOD



V dnesni dobé, kdy dochazi k prodluzovani primérného véku Zivota, dochazi
rovnéz ke starnuti obyvatelstva. Pfibyva stéle vice seniorl a stim i spojenych
onemocnéni. Kromé civilizacnich chorob, které s sebou pfinasi dnesSni doba
a kterymi muizeme trpét jiz od mladSiho véku, narista pocCet poruch
neurodegenerativnich. A to zejména praveé u starsi populace. S nadsazkou muzeme
hovofit o jakési tiché epidemii.

Jednou ztéchto chorob je také Alzheimerova demence. Jedna se
0 onemocnéni, které se projevuje nejprve velmi nenapadné. Byva Casto spojovano
s normalnim starnutim. Pacienti maji problémy s kratkodobou paméti, pozdéji
I s dlouhodobou, byvaji zmateni a dezorientovani, maji problémy s prostorovou
orientaci, nepoznavaji prostredi, ve kterém jsou, ani své blizké. Je postizena
i emoc¢ni stranka pacienta, pfestavaji o sebe dbat a dochazi k degradaci osobnosti.

PfiCiny vzniku Alzheimerovy demence nejsou zcela pfesné znamy. Podili se
na nich cela fada faktor(. UrCitou roli hraji genetické dispozice, dale také vliv
prostfedi a Zivotniho stylu. Mezi nékteré rizikové faktory patfi napf. urazy hlavy,
koufeni, nezdravy Zivotni styl, hlavné nedostatek pohybu, stres, prejidani tuénymi
jidly, nedostateCna konzumace ovoce a zeleniny, nadmérna konzumace alkoholu.
Negativni dopad ma také neumérna spotieba Iékl jako jsou hypnotika, sedativa,
antidepresiva. Svou roli muze hrat i intelekt a nizka dusevni aktivita. To vSe pfispiva
k rozvoji Alzheimerovy demence.

Je nutné si uvédomit, Ze se jedna o velice narocné onemocnéni nejen ze
zdravotniho, ale také socialniho a ekonomického hlediska. Pacienti jsou v pozdéjSich
stadiich nemoci zcela odkazani na pomoc okoli, at uz se jedna o profesionalni
peCovatele nebo rodinné pfislusniky. Zejména pro pfibuzné je péCe o nemocne
velice naroCna a zatézujici.

Pfi tomto onemocnéni byva nejvice postizen acetylcholinergni systém, a proto
se hledaji IéCivé latky puUsobici pravé v této oblasti. | na poli pfirodnich latek se
provadi fada vyzkumu zabyvajicich se touto problematikou. Jednou z rostlin, jejiz
obsahové latky ovliviiuji acetylcholinesterazu, je Chelidonium majus L. z Celedi
Papaveracae. Praveé alkaloidy izolované z kofene nebo nati viastovi¢niku vétSiho by

mohly byt snad jednou z moznosti |éCby této demence.



2. CIL PRACE



Cilem rigorézni prace bylo spolu s dal$imi doktorandkami (Mgr. Sarkou
Bryndovou, Mgr. Evou Vitkovou a Mgr. Dagmar Kubincovou):
1. provést extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny z celé suSené rostliny Chelidonium
majus L., tento primarni extrakt vycistit a pfipravit sekvencnim postupem vytfepky
s jednotlivymi typy alkaloidu,
2. zpracovat smés benzofenanthridinovych bazi a ziskat jeden alkaloid v Cisté formé,
3. podilet se na stanoveni biologické aktivity vici erytrocytarni acetylcholinesteraze

in vitro.



3. TEORETICKA CAST
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3.1. Alzheimerova demence (AD)

Choroba se projevuje jako demence, s typickym postizenim tfi typu funkci:
s postizenim poznavacich funkci, schopnosti vykonavat bézné aktivity denniho Zivota
a s postizenim chovani, spanku a emotivity (tzv. behavioralni a psychologické
symptomy demence).*

AD muZeme rozdélit na tfi stadia:

1) mirna forma — zhorSovani paméti, pfechodna Casova dezorientace,
neschopnost vybavit si, ktery je den, mésic, rok, prostorova dezorientace, ztrata
iniciativy, pokles zajmu o zaméstnani a konicCky, stale obtiznéjsi rozhodovani, obtizné
hledani slov,

2) stfedné tézka forma — vyznamné vypadky paméti, snizena schopnost
postarat se sam o sebe, zhorSeni feCovych schopnosti, halucinace, bludy,

3) tézka forma — uplna zavislost, obtize pfi pfijmu potravy, neschopnost
rozpoznat pratele, Cleny vlastni rodiny, obtiZze s chlzi, inkontinence moc&i a/nebo

stolice.?
3.1.1 Rizikové faktory

Ovéfenymi rizikovymi faktory jsou vék a familiarni agregace vcetné
genetickych vlivll. Diskutovanymi rizikovymi vlivy jsou Zenské pohlavi, poranéni
hlavy, niz8i vzdélani, hypertenze, koufeni a hlinik, nové se uvadi vySSi hladina
sérového homocysteinu.

Obé formy Alzheimerovy nemoci, rana (nastup pfiznakd obvykle do 60. roku
véku) i pozdni (po 60. roce véku), vykazuji familiarni agregaci.

Prvni gen, u néhoz byl prokazan vztah k rané podobé familiarni Alzheimerovy
nemoci, je gen, jenZz koduje amyloidovy prekurzorovy protein (Amyloid Precursor
Protein, APP). Priblizné v 90 % pfipadl nemoci se prokazuje kongofilni amyloidova
angiopatie. V pribéhu jejiho vyvoje se uklada amyloid ve sténé mozkovych tepen.

PfiCinou familiarni formy Alzheimerovy nemoci je dale do soucasnosti
popsanych pfiblizné 80 typld mutaci genu kddujiciho presenilin 1 (PS-1) a do

soucasnosti popsanych 5 typt mutaci genu kodujiciho presenilin 2 (PS-2).
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Tfi vySe uvedené typy genovych mutaci se nazyvaji deterministické geny,
protoze témér vSichni nositelé mutaci onemocni.

Ctvrtym rizikovym genetickym faktorem ovliviiujicim vyvoj Alzheimerovy
choroby je gen APOE koduijici vznik apolipoproteinu E. APOE se oznacuje jako lokus

vnimavosti pro Alzheimerovu nemoc.*

3.1.2. Anatomické zmény, diagnéza a patogeneze

Anatomické zmény mozku pfi Alzheimerové nemoci se do jisté miry prekryvaji
se zmeénami doprovazejicimi starnuti. Hmotnost i velikost mozku se zmensuji
v prubéhu obou procesu, podobné jako se rozSifuji mozkové komory. Rozdily mezi
starnutim a Alzheimerovou nemoci jsou napadnéjsi jen u jejich presenilnich forem.
Ty doprovazi globalni atrofie mozku, zatimco pozdni formu nemoci makroskopicky
charakterizuje atrofie spankového laloku.

Numericka atrofie neuronu v pribéhu Alzheimerovy nemoci prevysuje
numerickou atrofii doprovazejici starnuti jak v mozkové kulre, tak v podkorovych
oblastech. Ve spankové kure pfevySuje numericka atrofie v pribéhu nemoci starnuti
0 40 - 80 %.

Vyvoj Alzheimerovy nemoci doprovazeji regresivni (ale i progresivni) zmény
dendritickych systému. Jsou umérné stupni kognitivnich poruch. Synapse numericky
atrofuji, postizeni vSak neni v mozkové klfe rovhomérné.

Klasickymi diagnostickymi znaky doprovazejicimi Alzheimerovu nemoc jsou
senilni plaky a neuronalni klubka (tangles). *

Dulezitou roli pfi AD hraje extracelularni ukladani degenerativniho proteinu
B-amyloidu. Tento protein vznikd z bilkoviny télu vlastni (z amyloidového
prekurzorového proteinu APP, ktery je obsaZen v neuronech). Za normalnich
podminek je APP Stépen na kratké rozpustné Castice o- a p-sekretazou. Za
patologickych podminek se uplatiiuje y-sekretaza, stépici delSi fragmenty, které maji
tendenci ke koagulaci a tak dochazi k tvorbé p-amyloidu. Shluky B-amyloidu tvofi
zaklad senilnich tzv. Alzheimerovych plaku. V placich dochazi okolo druz amyloidu
k odumirani neuronl. Jsou aktivovany gliové bunky, které zacnou produkovat

cytokiny, reaktivni formy kysliku a dalSi latky akutni zanétlivé faze. Dochazi k aktivaci
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enzymu cyklooxygenazy Il a tim ke zvySené tvorbé prostaglandind. Uvolnéné
zanétlivé reaktanty vedou k dalSimu poskozeni neurona.

Neuronalni klubka (tangles) jsou synonymem pojmu Alzheimerovy zmény
neurofibril. V mikroskopu se jevi jako parova spiralni vliakna a jejich podstatnou
soucasti je t-protein. Tento protein, spjaty s neuronalnimi mikrotubuly, degeneruje
odstépenim krajnich aminokyselin, latka pak vytvafi filamenta, ktera jsou zakladem
neuronalnich klubek.

V patogenezi Alzheimerovy demence se muze uplathovat oxidacni stres
a reaktivni formy kysliku. To jsou atomy nebo molekuly, které jsou vedlejSim
produktem oxidacnich a redukCnich reakci a jsou nositeli neparového elektronu.
Nékteré volné radikaly jsou vysoce reaktivni a mohou poskodit DNA, bunécné
proteiny, lipidy membran. Volné kyslikové radikaly jsou soucasti patogenetického
Fetézu, ale neni zcela jasné, zda jsou jeho pfiginou & nasledkem.?

Apolipoprotein E (ApoE) je protein, ktery se podili na redistribuci lipidd mezi
bufikami jednotlivych organu i mezi bufikami téhoZz organu. Gen pro ApoE se
vyskytuje ve tfech podobach, které koduji vznik tfi riznych izoforem ApoE 2, ApoE 3,
ApoE 4. NosiCstvi alely ApoE 4 je vyznaénym rizikovym faktorem vzniku
Alzheimerovy nemaoci.

Z neurotransmiterovych systému je nejvice postizen systém acetylcholinergni.
Typicky je postizena presynapticka oblast, je sniZzena aktivita enzymu syntetizujiciho
acetylcholin (cholinacetyltransferaza), je snizen vstup prekurzort (cholin, acetyl-
koenzym A), zpétné vychytavani acetylcholinu i jeho uvolnéni z presynaptického
zakonceni. Z dalSich systémU je postizen systém serotoninergni, je snizena hladina
somatostatinu. S vékem klesa i syntéza dopaminu a stoupa jeho inaktivace
monoaminooxidazami (MAO). Zvlasté stoupa aktivita MAO typu B, jak s vékem, tak

vyraznéji u Alzheimerovy nemoci.?
3.1.3. Terapie

Vzhledem k faktu, Ze komplexni etiopatogeneze Alzheimerovy choroby neni
dosud plIné objasnéna, neni mozno provadét kauzalni terapii, ktera je terapii idealni.

Farmakoterapii muZzeme velmi schématicky a nepfesné rozdélit na farmakoterapii

kognitivnich a nekognitivnich poruch. Farmakoterapie kognitivnich poruch by méla
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ovlivihovat predevsim primarné postizené kognitivni funkce, méla by se tedy blizit
terapii kauzalni. Farmakoterapie nekognitivhich poruch pak ovliviuje nekognitivni

funkce — naladu, spanek, chovani.?

3.1.3.1. Farmakoterapie kognitivnich poruch

3.1.3.1.1. Latky ovlivnujici acetylcholinergni systém

Acetylcholinergni systém je nejpostizenéjSim ze vSech neuromediatorovych
systéml u Alzheimerovy nemoci. Specificky je postizen presynapticky oddil
acetylcholinergniho neuronu. Je snizena hladina enzymu syntetizujiciho acetylcholin,
cholinacetyltransférazy (CAT). Acetylcholin je vytvafen pomoci tohoto enzymu
z cholinu a acetylkoenzymu A. Po uvolnéni z presynaptického zakonCeni se
acetylcholin vaze na své postsynaptické i presynaptické muskarinové a nikotinové
receptory. Tyto receptory byvaji u Alzheimerovy choroby zachovany. Dulezité pro
pamétové mechanismy jsou muskarinové receptory typu M;, a zifejmé také Ms, My
a Ms. Naopak receptory typu M, jsou autoregulaéni a jejich stimulace zhorSuje
acetylcholinergni transmisi.

V synaptické S$térbiné jsou molekuly acetylcholinu odbouravany enzymy
cholinesterazami. Za normalnich podminek se uplathuji acetylcholinesterazy.
U Alzheimerovy choroby se vSak také uplatiiuje butyrylcholinesteraza, ktera je
u zdravych lidi naprosto minoritni a jejiz vyznam za fyziologickych podminek neni
znam. Butyrylcholinesteraza je novotvofena v aktivovanych gliovych elementech,

tvoricich lem plaku, a rovnéz se podili na odbouravani acetylcholinu.*
Prekurzory tvorby acetylcholinu

Substituce samotnym acetylcholinem neni mozna pro jeho pfrilis§ kratky
poloCas, cholin se nepouziva, protoze muze pusobit depresogenné. Pouzivaji se

proto razné typy lecitinu. Zlecitinu se postupné uvolfiuje cholin pro syntézu

acetylcholinu.?
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Inhibitory cholinesteraz

Acetylcholinesteraza je enzym, ktery odbourava acetylcholin, jejim
zablokovanim se zvySi mnozstvi acetylcholinu schopného vazby na receptory.
Dulezité je, aby tyto latky specificky blokovaly mozkovou acetylcholinesterazu bez
ovlivnéni jeji periferni formy? (na periferii pfeviada butyrylcholinesteraza)®. To by totiz
mohlo vést k fadé nezadoucich uc€inkl, jako napf. svalové kiecCe, prajmy, poceni,
tachyarytmie.?

Inhibitory acetylcholinesteraz jsou rizného chemického sloZeni. Byly zjistény
tfi zpusoby inhibice cholinesteraz (reverzibilni, ireverzibilni a pseudoreverzibilni
zpusob).*

Skupina akridinovych pfripravkti se vyznacuje reverzibilnim zpUsobem
inhibice acetylcholinesterazy. Tetrahydroaminoakridin — tacrin je uCinna latka, ktera
musi byt podavana 4krat denné. Po pocateCnim nadSeni byl vSak tacrin staZzen
z klinického wuziti pro hepatotoxicitu. DalSi derivaty z této skupiny jsou klinicky
zkouseny, ale zatim se nedostaly do klinického uZiti.

Skupina piperidinovych derivata: tyto latky jsou velmi Cisté inhibitory
acetylcholinesterazy. Klinicky je pouzivan donepezil (Aricept), zatim nejrozSifené;si
inhibitor acetylcholinesteraz v celém svété. Je to latka relativné velmi bezpecna.
Jesté  CistSi  inhibitor  acetylcholinesteraz  bez  podstatného  ovlivnéni
butyrylcholinesteraz je icopezil, ktery vSak je ve stadiu klinického zkouseni.

Karbamatové derivaty: fysostigmin je latka uzivana spiSe experimentalné,
ma velmi kratky polo€as a mnozstvi nezadoucich vedlejSich ucinkd. Jsou vsak
vyvijeny retardované nebo depotni fysostigminové pfipravky, které by uvedené
nepfiznivé vlastnosti postradaly. Eptastigmin je latka perspektivni, klinicky zkousena.
Rivostigmin (ESelon) je Siroce klinicky pouzivana latka. Kromé acetylcholinesteraz
vyrazné blokuje molekuly butyrylcholinesterazy.

Alkaloidy: huperzin A, alkaloid €inské rostliny Huperzia serrata, je klinicky
ovéfovan studiemi predevdim v Cing, dosavadni vysledky naznaduji, ze je to
perspektivni latka. Galanthamin (Reminyl) je klinicky uzivana latka, ktera je zvlastni
tim, Ze je to acetylcholinergni dualista, kromé& reverzibilni inhibice
acetylcholinesterazy alostericky moduluje presynaptické i postsynaptické nikotinové
receptory. Touto alosterickou modulaci se zvySuje acetylcholinergni pfenos a do jisté

miry se brani vzniku hyposenzivity muskarinovych receptor.*
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Pfimi muskarinovi a nikotinovi agonisté

Tato léCebna strategie je ve fazi klinického zkouSeni, nikoli uziti. Zkouseji se
muskarinovi agonisté receptoru typu Mi, event. M3 a M,, ale také antagonisté
autoreceptoru M,.' Latky, které plsobi agonisticky na M, receptorech, kognitivni
buriky poskozuji.? Mezi M; agonisty naleZi napf. xanomelin. Zatim neni pouZivan

zadny nikotinovy agonista s vyjimkou duainé plsobiciho galanthaminu.®
Dalsi latky zlepsujici acetylcholinergni prenos

Indolexazin stimuluje uvolnéni acetylcholinu z presynaptického zakonceni.
Nicergolin je nootropikum a pusobi jako vasodilatans. Po dlouhodobém podavani
bylo pozorovano zvySeni aktivity enzymu acetylcholintransferazy (syntetizujici
acetylcholin) a naopak pokles aktivity acetylcholinesterazy. Acetyl-L-karnitin zlepSuje

pFijem prekurzoru pro syntézu acetylcholinu do neuronu.?

Latky ovliviiujici acetylcholinergni systém pomoci jinych transmiterovych

systému

Acetylcholinergni systém je aktivné tlumen GABAergnim systémem. Proto
jsou hledany latky pUsobici parcialné antagonisticky ke GABA-systému tak, aby byl

odtlumen tlumivy vliv na acetylcholinergni systém.*

3.1.3.1.2. Latky likvidujici volné kyslikové radikaly nebo tlumici

jejich nadmérnou tvorbu

Volné kyslikové radikaly (hydroxylovy ion, peroxid vodiku, singletovy kyslik,
oxid dusnaty) jsou latky, které v celém téle véetné tkané centralniho nervového
systému stale vznikaji a zanikaji, maji velmi kratky poloCas a maji také sveé
fyziologické ulohy (napf. informaéniho charakteru). Mozek je vybaven nékolika
enzymy, které volné kyslikové radikaly likviduji (superoxiddismutaza, katalaza,
glutathionperoxidaza). Za normalnich okolnosti jsou jejich vznik a likvidace

v rovnovaze. Za patologickych okolnosti, jak je tomu u Alzheimerovy choroby, je
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jejich vznik podstatné vysSi nez likvidace. NadbyteCné radikaly se pak vazi na
enzymy, které poSkozuji, a nékteré tkané, napf. na lipidy neuronalni membrany,
dochazi k jejich postizeni (lipoperoxidaci) a postiZzené neurony pak zanikaji, podléhaji
apoptoze.

K likvidaci nadmérného mnozstvi volnych kyslikovych radikald se pouZivaji
tzv. scavengery (zhaSecCe, zametace) volnych radikald. Mezi né patfi nap¥. vitamin E.
Z nootropnich farmak ma prokazatelny, i kdyz slaby scavengerovy efekt pyritinol.
Scavengerovy efekt ma také jedna skupina sloZzek extraktu z Ginko
biloba — flavonové glykosidy a terapenoidy.

Inhibitor monoaminooxidazy B (MAO-B) selegilin sniZuje tvorbu volnych
kyslikovych radikald. Velké mnozstvi téchto radikald vznika pfi odbouravani
dopaminu a MAO-B dopamin odbourava. Navic ve stafi, a jesté vice u Alzheimerovy

choroby, je hladina MAO-B zvy$ena.*

3.1.3.1.3. Latky tlumici excitotoxicitu

Nadmérné puasobeni excitaCnich aminokyselin (aspartat, glutamat) na
NMDA-receptory (N-methyl-D-aspartatovy receptor) vede ke zvySenému vstupu
kalcia do neuronu, které vede k destabilizaci vnitiniho prostfedi a nasledné smrti
neuronu. Hledaji se proto latky, které blokuji NMDA-receptory. Takto plsobi nékteré

latky obsaZené v extraktu z Ginkgo biloba, selegilin, memantin, cykloserin.?

3.1.3.1.4. Latky zlepsSujici neuronalni metabolismus

U pacientl s Alzeimerovou demenci byva popisovan snizeny neuronalni
metabolismus, zejména oxidativni metabolismus glukézy a bunécna proteosyntéza.

V terapii se pouzZivaji napt. piracetam, pyritinol, nicergolin, extrakt z Ginkgo biloba.?
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3.1.3.1.5. Protizanétlivé latky, estrogeny a statiny

U Alzheimerovy nemoci dochazi k projevim zanétlivé reakce, ktera pfispiva
k zaniku neuronu. Podavani protizanétlivych latek, které prochazeji
hematoencefalickou bariérou, pravdépodobné pusobi jako protektivni faktor.

Rada udaji doklada dalezitou ulohu estrogend v procesu starnuti, estrogeny
byly povazovany za protektivni faktor ke sniZeni rizika Alzheimerovy nemoci u Zen,
ale pozdéjsi studie tuto protektivni roli neprokazaly.

Statiny snizuji krevni hladinu cholesterolu a jinych lipidQ. Posledni studie
prokazaly pfiznivy vliv u vSech forem demence. Statiny pravdépodobné mohou

vyznamné redukovat riziko rozvoje Alzheimerovy choroby.?
3.1.3.2. Farmakoterapie nekognitivnich poruch

Tento typ farmakoterapie se pouziva k IéEbé pridruzenych, nekognitivnich
symptomu Alzheimerovy nemoci. Mezi takovéto pfiznaky nalezi napf. paranoidné-
halucinatorni syndromy, stavy neklidu, poruchy spanku, depresivni nebo uzkostné

stavy.®
3.2. Vliv acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza

SavCi mozek obsahuje dvé hlavni formy cholinesteraz: acetylcholinesterazu
(AChE) a butyrylcholinesterazu (BuChE). Obé formy jsou rozliSeny geneticky,
strukturné a také reakCéni kinetikou. Butyrylcholin neni fyziologickym substratem
v sav€im mozku a role BUChE je dosud obtizné interpretovatelna. V lidském mozku
se BuChE nachazi v neuronech, gliovych bunkach, stejné tak jako v neuritovém
plaku a tangles u pacientu s Alzheimerovou chorobou (AD). Zatimco acetylcholinova
aktivita snizuje progresivitu AD v mozku nemocnych pacientd, BUuChE aktivita maze
zvysit progresivitu, zalezi v8ak na dalSich faktorech. Na zakladé rdznych modell
(a u pacientt s pokrocilou AD) se vSak zda, Zze BUChE muze ur€itou mérou nahradit
AChE pfi hydrolyze mozkového acetylcholinu.* BUChE se ukazala skute¢né novym
cilem v terapii AD.> AChE je predominantni ve zdravém mozku, BUChE hraje patrné

ur€itou minoritni roli v regulaci hladiny mozkového acetylcholinu. V pfipadé mozku
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s AD se aktivita BuChE progresivné zvySuje, zatimco aktivita AChE zustava

nezmé&néna, resp. se snizuje.’
3.3. Inhibitory acetylcholinesterazy (AChEI)

Velmi vyznamnou roli hraje studium pfirodnich latek, protoze struktura téchto
pomeérné slozitych molekul vyznamné modifikuje uCinek nejen ve smyslu vlastniho
efektu, ale prfedevSim vedlejSich ucinkd. Inhibice AChE byla pozorovana napf.
u obsahovych latek z Tea Tree Qil°, steroidnich alkaloiddi ze Sarcococca saligna’,
a-onocerinu  z Lycopodium clavatum.® Velmi vyznamné je v$ak studium (resp.
pouziti) alkaloidd pfedev§im isochinolinového typu, vyskytujicich se v riznych
zdrojich: zastupcich Celedi Amaryllidaceae: galanthaminu a jeho souc€asnych

derivatg 9101112

a chinolinové baze z Celedi Lycopodiaceae, jako je huperzin A a jeho
derivaty '35 U nékterych prirodnich latek byla pozorovana spraZena aktivita:
inhibuji jak AChE tak butyrylcholinesterazu (BuChE).”*® P¥i syntéze novych légiv
tohoto typu je velmi zasadni stereochemie: terapeuticky vyznamné aktivni jsou pouze
nékteré stereoizomery’’ (a tento stav se uplatiiuje i z hlediska ovlivnéni AChE
a BUChE, jak je to vidét napt. u stereoizomert huperzinu A'®). Tento faktor musi byt
vyznamné zohlednén, protoZe jinak dochazi v fadé pfipadu k vyraznému vzestupu
nezadoucich ucinkd.

Mezi dalSi perspektivni inhibitory acetylcholinesterazy patfi napf.:
Lipokrin — kombinace aminoakridinového derivatu s a-lipoovou kyselinou, inhibuje
katalytickou aktivitu AChE a BuChE, inhibuje také agregaci p-amyloidu indukovanou
AChE, chrani proti u€inkim reaktivniho kysliku.
Ganstigmin — patfi mezi pseudoirreverzibilni inhibitory, je strukturalné podobny
alkaloidu genserinu, inhibuje vice AChE nez BuChE, zvySuje také hladinu serotoninu
a mohl by pfiznivé ovliviiovat deprese, které se u pacientl s AD Casto vyskytuii,
nachazi se v Il. fazi klinického hodnoceni.
Ladostigil — kombinace rivastigminu (AChEIl) a rasagilinu (MAO-B-I), zesiluje
cholinergni i aminergni transmisi v CNS, ma neuroprotektivni a anti-apoptotické
ucinky, aktivuje o-sekretazu, mél by byt vhodny pro IéEbu dementnich pacientd
trpicich zaroven depresi.'®

PFirodni latky plsobici na AChE najdeme v celé fadé rostlin riznych Celedi:
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Salignenamid C (Sarcococca saligna, Buxaceae), vyraznéjSi zasah do BuChE.

Zeatin (Fiatoua villosa, Orchidaceae, Zea mays, Poaceae), inhibice tvorby

B-amyloidu, pfirodni cytokinin, Siroce rozSifen.

Dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae), vysoka inhibi¢ni aktivita vaci AChE in vitro.

Dehydroevodiamin (Evodia rutaecarpa, Rutaceae).

Homomoenjodaramin, moenjodaramin (Buxus hyrcana, Buxaceae).

Cykloprotobuxin C, Cyklovirobuxein A, Cyklomikrofilin A (Buxus papillosa,

Buxaceae).

a-Viniferin (Caragana chamlague, Fabaceae).

Cynatrosidy A, B, C (Cynanchum atratum, Ranunculaceae), signifikantni inhibice.*
Jak jiz bylo zminéno také obsahové latky vlastovicniku vétSiho, Chelidonium

majus L. z Celedi Papaveraceae, ovliviiuji acetylcholinesterazu. Jedna se pfedevsim

o alkaloidy obsaZené jak v nati, tak i v kofeni této rostliny.

3.4. Vlastovi€nik vétsi — Chelidonium majus L.

3.4.1. Systematika

Vlastovi¢nik vétsi (Chelidonium majus L.) je rostlinny druh z ¢eledi makovitych
(Papaveracae).
V rodu Chelidonium majus L. existuji rizné morfologické variety:

var: crenatum, fumariifolium, majus, tenuifolium.
Existuji rdzné karyotypy: 2n = 12, jedna se o rostliny mnoha stanovist

v Evropé a Asii; 2n = 10, rostou v Japonsku a vychodni Evropé; 2n = 20, rostouci

v Japonsku; v Polsku existuje tetraploidni vySlechténa odrida 2n = 24. Je zde

péstovana a ozna¢ovana jako Chelidonium majus “Cynober”.?

3.4.2. Lidové nazvy viastovi¢niku vétsiho

Hadi mlé&, mli&, psi mléko, hadi mli&i, krvavnik, celidon, nebezky dar.*
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3.4.3. Botanicky popis

Stfedné vysoka, vytrvala, jedovata, charakteristicky pachnouci a mléciva,
roztrouSené chlupata, lécCiva bylina. Na stanovisti dobfe vytrvava tlustym kratkym
oddenkem s Cetnymi kofeny. Nadzemni &ast i podzemni organy jsou prostoupeny
mléCnicemi, jez po poranéni pletiv roni Zluté az oranzové jedovaté miéko. Jiz Casné
na jare vyrusta z oddenku pfima obla listnata lodyha, dorlstajici vysky az 100 cm.
Dolni stfidavé listy jsou fapikaté, horni pfisedlé, oboji jednoduSe a pretrhované
lichozpefené. Maji kfidlaté fapiCky a jednotlivé listky vejCité, na obvodé nestejné
zastfihované, laloCnaté zubaté, na lici syté zelené a na rubu sivé zelené. Konecny
listek je nejveétsi, obvykle se tfremi laloky. Velké oboupohlavné pravidelné
volnoplateCné kvéty se objevuji od kvétna az do zafi i pozdéji. Maji Ctyfi vejcité Zluté
az oranzové korunni listky a dva stejné zbarvené opadavé listky kaliSni. Kvéty
obsahuji Cetné zluté tyCinky s kyjovité ztlustlymi nitkami a protahly pestik, jehoz
semenik je tvofen dvéma plodolisty. Za desStivého pocasi jsou kvéty uzaviené
a opyluji se vlastnim pylem. Za pfiznivého poCasi se oteviené kvéty opyluji pylem
cizim. Oplozeny semenik dozrava v dlouhou hrbolatou jednopouzdrou vicesemennou
tobolku, ktera se otvira zdola nahoru dvéma chlopnémi. Z oteviené tobolky

vypadavaji drobna ¢ernohnéda az erna valcovita semena.?
3.4.4. Pavod a rozsireni

Vlastovicnik se vyskytuje zvlasté v Evropé€ a Asii. V naSich podminkach je
rozSifen od nizin az do subalpinského pasma. Zde je pfedevS§im vyznamnym

pruvodcem lidskych sidlist. Roste hojné na rumistich, zborenistich, zdech, v hajich

a kiovinach u biehu, v houstinach a na jinych stanovistich.?*
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3.4.5. Obsahové latky

3.4.5.1. Alkaloidy

Hlavnimi obsahovymi latkami vlastovicniku vétSiho jsou alkaloidy. V rostliné
jich bylo popsano jiz vice nez tficet. Za zminku stoji, Ze z tohoto poctu jich 15 poprvé
izoloval a prevazné urcil profesor Slavik. S vyjimkou sparteinu patfi popsané

alkaloidy k derivatim izochinolinu.?*

Kvartérni benzo[c]fenanthridiny — sanguinarin, chelerythrin, chelirubin,
chelilutin, makarpin.

Terciarni benzo[c]fenanthrididiny — chelidonin, homochelidonin, chelamin,
chelamidin, dihydrosanguinarin, dihydrochelerytrin, dihydrochelirubin, chelidimerin,
norchelidonin, izochelidonin, oxysanguinarin, ,methoxychelidonin® (neni individualni
alkaloid, ale smés homochelidoninu, chelaminu a chelamidinu).

Terciarni protoberberiny — stylopin.

Kvartérni protoberberiny — methylstylopinium, berberin, koptisin, korysamin.

Protopiny — protopin, allokryptopin.

Kvartérni aporfiny — magnoflorin, turkiyenin, spartein.?

Je znamo, Zze distribuce alkaloidd v rostliné je nerovnomérna, méni se
v pribéhu vegetace, v zavislosti na klimatickych podminkach a stafi rostliny.
Nejbohat$im organem je kofen, obsah alkaloidi v ném ¢asto dosahuje az 2 - 3 %,
kulminuje na konci vegetaCniho obdobi, zatimco pfi kveteni rostliny klesa.
U viceletych rostlin je obsah alkaloidl v kofeni vyrazné vyS$Si nez v prvém roce
vegetace.

Hlavnimi alkaloidy kofene jsou koptisin a chelidonin, vyznamny je i obsah
sanguinarinu, chelerythrinu, berberinu a kvartérniho aporfinového alkaloidu
magnoflorinu. V nadzemnich ¢&astech rostliny je zastoupeni alkaloidd nizsi
(0,5 - 1,5 %) a podléha v pribéhu vegetace vyznamnym kvalitativnim zménam. Jako
hlavni alkaloidy jsou uvadény chelidonin, Kkoptisin, stylopin, sanguinarin
a chelerythrin. Hlavnim alkaloidem je po celé vegetacni obdobi koptisin. Jeho obsah

v nadzemnich ¢astech ¢&inil 0,4 - 0,8 %. Na pocatku vegeta¢niho obdobi byl jako
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druhy hlavni alkaloid nadzemni €asti stanoven stylopin, pficemz obsah chelidoninu,
sanguinarinu a chelerythrinu byl v této dobé relativné nizky. Po odkvétu rostliny vSak
obsah tfi posledné jmenovanych alkaloidi narlstal a ke konci vegetace jiz patfily

k hlavnim, zatimco obsah stylopinu vyrazné poklesl.?

Tab. 1. Obsah alkaloidl v nadzemni ¢asti vlastoviéniku vétsiho?

% celkovych basi % nadzemnich Casti
chelidonin 38,9 0,114
I- a dI-stylopin 12,2 0,036
sanguinarin 9,3 0,027
chelerythrin 8,6 0,025
protopin 5,9 0,018
koptisin 5,2 0,015
a-allokryptopin 1,7 0,005
chelirubin 0,5 0,002
fenolické base 1,7 0,005
amorfni nefenolické base | 11,0 0,032
Tab. 2. Obsah alkaloidu v kofeni vlastoviéniku vétsiho (zafi — fijen 1950)%*

% celkovych | % kofene
basi

chelidonin 47,35 0,958
base kyanidové frakce (chelerythrin, sanguinarin, 20,80 0,421
chelirubin a chelilutin)
base berberinové frakce (berberin a koptisin) 8,64 0,175
protopin 6,36 0,128
a-allokryptopin 4,55 0,092
homochelidonin 2,17 0,044
B-allokryptopin 1,15 0,023
amorfni zbytek basi 0,36 0,007
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Chemicka struktura vybranych alkaloidu

e Chelerythrin

e Chelidonin

e Sanguinarin
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e Berberin

e Koptisin

e Stylopin
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e Magnoflorin

L0
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3.4.5.2. Nealkaloidni sekundarni metabolity

Nealkaloidnim sekundarnim metabolitim byla dosud ve srovnani s alkaloidy
kyselin chelidonové, kavové, ferulové a kumarové, dale vysoky obsah karoten(
a kyseliny askorbové, flavonoidl rutinu a kvercetinu. Z minoritnich slozek byly
prokazany blize nespecifikované triterpenoidy, silice a saponiny, kyselina nikotinova,
cholin, methylamin, histamin, tyramin. Z nadzemnich ¢asti rostlin byly izolovany
estery kyseliny kavové: 2-kafeoylglycerova, 2-kafeoylthreonova, 2-kafeoyljablecna
a ester kavové kyseliny s 1,4-laktonem kyseliny threonové.?? Dale byla v rostling
prokazana proteaza, peroxidaza, glukéza a fruktéza, tfisloviny, kauCuk. V celé
rostliné je obsazeno hojné pryskyficnatych latek, z nichz jedna (Zluté zbarvend) se

uvadi v souvislosti s toxicitou erstvé rostliny.?*
3.4.6. Uginnost a puisobeni

Pro posouzeni vyzkumu z vlastoviéniku provedenych az kroku 1970 je
dllezité to, Ze byla zkoumana vyluéné Cerstva droga. Prevladlo minéni, Zze droga pfi
suSeni ztraci své ucinné latky, coz se muze doopravdy stat i pfi nejlepSich
podminkach suSeni. VétSina farmakologickych vyzkumi byla tudiz provedena
s extrakty z Cerstvé rostliny, vzacnéji pak se susenou celou rostlinou nebo s vytazky
z Cerstvé rostliny, pfipadné s alkaloidy izolovanymi z celé rostliny. Ale stabilita latek

obsazenych v Cerstvé droze také nebyla optimalni, proto se ¢asto popisoval nejisty
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ucinek ziskanych preparatd. Vysledky téchto studii jsou tudiz jen obtizné
preveditelné na susSeny vzorek drogy. A proto jsou v podstaté nepouZitelné (nejsou
stejné podminky experimentu).?°

Celkové alkaloidy izolované zcelé suSené rostliny vedou ve stfevé
zacévkovanych kralikl (20 mg/kg) k pfechodnému zvySeni tonu. Nasleduje snizeni
a zpomaleni velkych peristaltickych pohybu, které vede k zacpé. Zpomaleni stfevni
pasaze je zpuUsobeno centralnim sympatomimetickym pusobenim. Na izolovaném
tenkém stfevé kralikl chelidonin zpUsobuje nejprve silné zvyseni stfevni Cinnosti
a poté delsi utlum. Podle starSich praci ma alkaloid chelidonin na vSechno hladké
svalstvo plsobit zvySenim napéti: pozorovano bylo snizeni spontannich kontrakci
riznych izolovanych organu (jicen, zalude¢ni fundus a pylorus zZab, déloha morcat,
koCiCi a krali¢i stfevo). Pozorovano bylo vymizeni spasmogenem indukovanych kreci
(spasmogeny: histamin, pilokarpin, barium chlorid) na ne blize uréenych organech
a také vymizeni histaminem indukovaného bronchospasmu u morcéat, resp. potlaceni
spasmu pfi sou¢asném podani chelidoninu a spasmogenu. 1g chelidoninu ma na
krali¢im tenkém stfevé vykazovat stejnou spasmolytickou aktivitu jako 0,53 ¢
papaverinu. Extrakty z Cerstvé nati a z celé rostliny (izolované alkaloidy) pusobi
spasmolyticky a rusi pilokarpinem navozeny bronchospasmus.?*

Existuje Ffada Kklinickych studii provedenych predevSim v tficatych letech
hlavné na pacientech s afekcemi Zzaludku, stfeva a jater (také s chronickym
méstnanim zluci ¢i zanétem zlu€niku). Pacienti byli |éCeni preparaty z Cerstvé rostliny
(vylisovana Stava nebo rozetfena celd rostlina s mléénym cukrem) p.o. Bylo
pozorovano snizeni bolesti a vymizeni kreCi (zlepSeni subjektivnich obtizi). Na
podkladé téchto preklinickych a klinickych vyzkumu (pfevazné na celé rostliné nebo
na celkovych alkaloidech — vysledky nejsou pFevoditelné) bylo vilastovi€niku
pfifazeno spasmolytické plsobeni na GIT a zZluCové cesty. Plsobeni bylo pfi€itano
predevSim chelidoninu.

K otazce zda ma vlastovicnik cholagogni pusobeni i zda se jedna o efekt
cholereticky nebo cholekineticky neexistuji zadné dostacujici dukazy. Podle
klinickych studii, provedenych hlavné v tficatych letech, maji mit preparaty celé
Cerstvé rostliny podavané p.o. u pacientll s cholestazou cholagogni pulsobeni.
V jedné z novéjSich praci bylo zkoumano pusobeni alkoholického suchého extraktu
ze suSené nati na sekreci zZluCe a pankreatické Stavy u pacientd se smiSenymi

hepatopatiemi (Cast pacientd méla znatelny syndrom cholestazy). U osmi pacientu
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byla zavedena duodenalni sonda k odsavani duodenalni stavy a zaludeCni sonda
urena k odsavani ZaludeCni sekrece a podani extraktu latky. Tficet minut po
zavedeni sond byla zachycena klidova sekrece Zlu€i a pankreatické Stavy
v duodenu (v 10-ti min. periodach) a stanoven objem i koncentrace bilirubinu,
cholesterolu, lipazy a a-amylazy. Napadné je, Zze primérna bazalni hodnota 10-ti
min. klidové sekrece u hepatopatickych pacientd se odchyluje od primérnych

bazalnich hodnot 22 zdravych dobrovolnik.?

Tab. 3. Prumérna bazalni hodnota sekrece Zluci a pankreatické Stavy

Latka Hepatopatici (mg) Zdravi (mg)
bilirubin 0,086 0,543
cholesterol 4,58 10,65
lipaza 0,267 E 2,52 E
a-amylaza 4166 E 1633 E

Po podani extraktu drogy (100 mg suchého extraktu s 1,5 mg celkovych
alkaloidll prepocitano na chelidonin, suspendovano v 10 ml vody) byla ziskavana
duodenalni stava v 10-min. periodach. Celkova délka pokusu byla 100 min. Skute¢né
pusobeni drogy bylo pozorovano az v poslednich 30-ti minutach. Maximalni hodnoty
byly dosazeny v poslednich 10-ti minutach (hodnoty jsou oproti bazalnim hodnotam

signifikantné zvysené).?°

Tab. 4. Sekrece ZluCi a pankreatické $tavy po podani extraktu

Bilirubin Cholesterol Lipaza a-amylaza

1,008 mg 26,94 mg 4982 E 14569 E

Pomalé, ale kontinualni zvySovani sekrece zluci bylo autorem oznaceno jako
cholereticky u€inek. Zda ma cholagogni pusobeni drogy pro terapii nemoci Zlu¢ovych
cest praktické uplatnéni, zGstava otazkou.

Ackoliv je Casto popisovano antimikrobialni plsobeni jednotlivych alkaloidd

vlastovi¢niku, je na toto téma provedeno jen minimum pokusl. VysuSeny, se 70%
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ethanolem upraveny extrakt ze susené drogy Chelidonii herba ukazuje na agarovém
kultivaénim testu (400 pg/misku) slabé antibakterialni pusobeni proti Staphylococcus
aureus, Escherischia coli a Shigella sonnei (minimalni inhibi€ni zény: méné nez
10 mm v prdméru). Ethanolicky tekuty extrakt ze susené celé rostliny (nerozliSuje se,
jestli z celé rostliny nebo jen z nati) ukazuje v agarovém difuznim testu od slabého do
silného antimykotického pusobeni proti riznym druhdm Candida, Trichophyton,
Microsporum a Epidermatophyton (inhibiéni primér 12 — 30 mm, bez udani davky).
Inhibi¢ni pusobeni extraktu se liSi také podle doby sbéru drogy (inhibi¢ni pramér
extraktu u Candida albicans: doba sbéru ¢ervenec = 12 — 13 mm, zafi = 24 — 30

mm).%°

3.4.7. Vyuziti drogy v lidovém lécitelstvi

Vyuziti rostliny ma bohatou historii v lidovém IéCitelstvi. Neni témér choroby,
proti které vlastoviénik v pribéhu staleti nebyl pouzit. LéCiva moc ji byla pfisuzovana
jiz za starovéku a od té doby byla v |éCitelstvi hojné pouzivana. Byla doporucovana
proti chorobam jater, zimnici a vodnatelnosti, na zlepSeni zraku, k odstranovani
bradavic i k 16¢bé& tumoru.?

Sbira se nat (Herba chelidonii) na pocCatku kvétu (duben az &erven) nebo
oddenek i s kofeny (Radix chelidonii). Nat' se sefezava asi 10 cm nad zemi s susi se
pfi teploté do 35 °C. UsuSenou drogu je nutno chranit pfed svétlem a obc¢as je dobré
ji dosuSovat, nebot snadno plesnivi. Oddenek s kofeny se sbira na podzim, kdy
obsahuje nejvice ucinnych latek. SuSi se co mozna nejrychleji, nejlépe umélym
teplem do 75 °C.

Droga pusobi fytocidné, sedativné, uvolfiuje kieCovité bolesti, roztahuje cévy,
prohlubuje srdec¢ni &innost, uvolfiuje kifeCe bronchl a stfev, zvySuje tvorbu zludi,
pusobi antibioticky, tlumi drazdivy kasel, preventivné pusobi antiastmaticky, tlumi
kfeCe v moCovém ustroji, snizuje buSeni srdce, reguluje menstruaci, zevné pusobi na
mikrobialni ekzémy, na Spatné se hojici nebo hnisavé rany, na bércové viedy. Byla
prokazana i cytostaticka ucinnost nékterych alkaloidl (zejména na rakovinu kize),
pro vysokou toxicitu je vSak vyuZiti této vlastnosti takika vyloucené.

Droga se nejCastéji podava ve formé tinktury, kterou lze pomérné dobfe

davkovat, coz je vzhledem k jedovatosti vlastoviéniku velmi ddlezité. V zadném
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pfipadé by se vSak vlastovicniku nemélo uzivat bez dozoru odbornika, jako
bezpetna se jevi snad jen aplikace mléka na bradavice. Koupele v silngjSim

vlastoviénikovém odvaru se osvédgily pfi plisni postizenych nohou.?

3.4.8. Vyuziti rostliny v praxi

V novéjSi dobé je vilastovicnik uzivan ve fytoterapii jako droga s ucinkem
spasmolytickym, analgetickym, cholagognim, popf. jako dermatologikum,
antihistaminikum a antiseptikum. Herba chelidonii i Radix chelidonii jsou popsany
v fadé |ékopisu napf. DAB 10.

Extrakty z vlastovi€niku jsou soucasti fady galenik, produkovanych zejména
v zapadni Evropé. Jsou indikovany pfi hepatopatiich, poruchach funkce Zlu¢niku a po
jeho operacich. V Ciné se extrakty z Chelidonium majus uzivaji pfi 1é&b& chronické
bronchitidy, daviveho kaSle a jako analgetikum. Vlastovicnik je téz soucasti rady
homeopatik.

Uvadi se, ze Cerstva rostlina je jedovata, na kizi a sliznicich vyvolava zanéty,
otoky az puchyfe, vnitiné zvraceni, krvavé prajmy a hematurii. Na toxicité Cerstvé
stavy se dle nékterych udaji podili blize nespecifikovana pryskyfi¢nata latka, ktera
se susSenim rozklada a ztraci u€innost. Toxicita suSené drogy je podstatné nizsi, dle
nékterych udajd je jiz netoxicka. V praxi jsou otravy touto rostlinou Fidké pro jeji

nepFijemnou chut a vini.??

3.4.8.1. Farmakologické ucinky

3.4.8.1.1. Protinadorové a antivirové pusobeni

Klinické pouziti viastovi¢niku pfi [éCbé nadorl se datuje jiz od minulého stoleti.
Botkin popsal dva pfipady karcinomu, léCené extrakty z vlastoviCniku. DalSi klinické
udaje z tohoto obdobi popisuji uziti chelidoninsulfatu pfi rakoviné Zaludku, extraktu
z vlastovi¢niku pfi karcinomu prsu a dalSich organu. Dale ma droga dlouhou historii
pfi 1éEbé bradavic, papilomU a kondylomat. Pozdéji pfi testovani rostlinnych extraktl
na antitumorovou aktivitu byl pozorovan inhibiéni uc€inek extraktd z vlastoviéniku na

sarkom 180 a EhrlichGv mysSi karcinom. Pfi intenzivnim vyzkumu antitumorové
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aktivity v Sedesatych letech byly popsany inhibi¢ni uc€inky extraktd z vlastovi€niku na
nékteré typy nadorl, sou€asné vSak byla prokazana vyrazna cytotoxicita alkaloid(
sanguinarinu, chelerythrinu, chelidimerinu, chelidoninu, protopinu a koptisinu. V roce
1968 bylo v experimentech s tkafiovymi kulturami zjisténo, Ze extrakty z rostliny
vykazuji slabou aktivitu proti viru Herpes simplex. Rovnéz v pozdéjsi praci byl
potvrzen inhibi¢ni efekt extraktu na virus Herpes simplex a nékteré adenoviry in vitro.
alkaloid(i tohoto druhu. Aktivni slozka extraktu nebyla definovana.??

V nedavné dobé opét vzrostl zajem o vyuziti vlastovicniku pfi terapii
karcinomu, a to v souvislosti s pfipravkem Ukrain, vyvinutym a patentovanym
rakouskymi autory. Tento preparat obsahuje extrakt alkaloidd z Chelidonium majus
konjugovanych s kyselinou thiofosfore¢nou a vyznacuje se imunomodulacni aktivitou.
Pasobi zvySeni poctu T-lymfocytl a normalizaci poméru Th/Ts bunék, bez ovlivnéni
hladiny imunoglobulind. Pfipravek byl aplikovan pacientdm s rdznymi typy
karcinomd. Byl pacienty dobfe snasen, navodil obnoveni bunécné imunity,
provazené objektivnim zlepSenim stavu pacientl a v nékolika pfipadech i regresi
tumorud. Vin vivo studiich na mySich tumorech bylo prokazano, Ze intravendzni
podani Ukrainu snizuje rychlost ristu tumoru. V pokusech in vivo bylo dolozeno, Ze
preparat obnovuje poruSenou schopnost makrofagu lyticky Stépit tumorové burky
prostfednictvim stimulace LPS (lipopolysacharid, endotoxin). Obnovena cytolyticka
aktivita je nezavisla na TNF-a (tumor necrosis factor), coz naznacuje, Ze Ukrain
aktivuje alternativni cytolyticky mechanismus u makrofagu. Studiu dalSich vlastnosti

uvedeného pripravku je nadale vénovana znaéna pozornost.?

3.4.8.1.2. Hepatotropni a spasmolytické ucinky

Droga je stale v soucCasnych prehledech fytoterapie doporuCovana jako
spasmolytikum, choleretikum a cholagogum, nazory na jeji ucinnost vSak nejsou
jednoznaéné. Udaje o pozitivnich Géincich drogy na sekreci Zluge, aktivitu
a-amylazy i spazmy hladké svaloviny pochazi vesmeés ze starSich praci. Vyznamné
je zvySeni sekrece bilirubinu, cholesterolu a zvySeni aktivity pankreatickych enzymu
lipazy a a-amylazy po aplikaci 100 mg suchého extraktu z vlastoviéniku. Pfiznivé

ucinky preparatu Panchelidon obsahujiciho extrakt z Cerstvych rostlin s obsahem
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20 % alkaloidd pfi 1éEbé chronické cholangitidy, cholelithidzy a diskinezi popsal
vroce 1977 Neumann-Mangoldt.”?> Preparat vykazoval spasmolyticky a stfedné
analgeticky ucinek, vyrazné omezoval diarrhoeu, vyvolanou IéEbou antibiotiky. Weiss
hodnoti ucinky vlastovi€niku jako nekonstantni. S odvolanim na vlastni zkuSenosti
uvadi, ze ucinnost drogy klesa delSim uchovavanim a je tedy nutné uzivat extrakty
vzdy z Cerstvé drogy. | pfi podavani Cerstvé Stavy z vlastovicniku vSak pozoroval, ze
zatimco v prvé poloviné roku byl efekt jeho pusobeni zfetelny a pacientim pfinasel
ulevu, po uplynuti této doby zacal slabnout, az prakticky v kratké dobé zcela vymizel.
Je pravdépodobné, Ze uvedené poznatky souvisi s nestandardnim slozenim drogy.*

Vétsi uplatnéni mezi galeniky pouzivanymi v sou€asnosti v zapadoevropskych
zemich nachazeji smésné extrakty, obsahujici vedle vlastoviCniku vytazky dalSich
drog, napf. preparat Chelidonium-Strath (Strath-Labor) obsahuje smés extraktl
z Herba chelidonii, Herba agrimoniae, Folium salviae a Herba hyperici, pfipravek
Hepatofalk Planta (Falk) je smési extraktll ze Silybum marianum, Chelidonium majus
a Curcuma xanthorhiza. Preparat obdobného slozeni Aristochol (Steiner and Co.) byl
hodnocen Baumanem, ktery uvadi, ze pfipravek zvySuje cholerezi, sekreci lipazy
a amylazy. Pozitivni ucinky preparatu Hepaticum-Medice (Medice) na metabolismus

Zluovych kyselin popsal Matzekis.?*

3.4.8.2. Biologické ucinky hlavnich obsahovych latek

Hlavni alkaloidy rostliny jsou koptisin a chelidonin. Pfestoze koptisin se
strukturné jen malo liSi od berberinu, jehoz biologické ucinky byly pfedmétem fady
studii, o u€incich samotného koptisinu je znamo jen velmi malo. Ze starSich praci
pochazi udaje o jeho cytotoxickém plsobeni. Jsou popsany jeho antimikrobialni
a protizanétlivé ucinky. Podobné jako berberin inhiboval v davkach 195 mg/kg/den
srazeni trombocytld u krys. Ma téz spasmolytickou a uterotonickou aktivitu. Lze
ogekavat, Ze koptisin vykazuje i fadu dal$ich efektt analogickych berberinu.??

Druhy hlavni alkaloid chelidonin ma vyznamné spasmolytické uc¢inky. Pusobi
na spasmy gastrointestinalniho traktu a bronchd, snizuje tonus hladkého svalstva
délohy, uretry a cév. Jeho spasmolyticky ucCinek je polovicni ve srovnani
s papaverinem. Chelidonin téz snizuje krevni tlak a zpomaluje srdeéni aktivitu

pusobenim pfes nervus vagus. Polsti autofi uvadi, Zze chelidonin vykazuje inhibi¢ni
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ucCinek na dopaminergni struktury u krys v davkach 50 - 200 mg/kg. Snizuje
spontanni motorickou aktivitu a télesnou teplotu. Potencuje akci hypnotik, zvySuje
tlumivy ucinek reserpinu. Ma cholagogni a cholereticky uc€inek a ve ZluCovych
cestach plisobi antisepticky. Ma také antimitotické cinky.??

Znacna pozornost byla vénovana biologickym ucinklm
benzofenanthridinovych alkaloidd sanguinarinu a chelerythrinu, které byly izolovany
i zjinych rostlinnych druha, pfiemz kofen vilastoviéniku patfi kK jejich
nejvyznamnéjSim zdrojum. Jiz dlouhou dobu jsou znamy a v praxi vyuzivany
protizanétlivé a antimikrobidlni Gc&inky téchto alkaloidd. V zemich byvalého
Sovétského svazu je vyrabén preparat Sangviritrin, obsahujici smés sanguinarinu
a chelerythrinu. Uziva se jako zevni antimikrobialni pfipravek. V Severni Americe
jsou benzofenanthridinové alkaloidy soucasti nékterych pfipravkd uzivanych v ustni
hygiené. Byly popsany inhibi¢ni u€inky sanguinarinu a chelerythrinu na celou fadu
enzymu napf. na cholinesterazy, alaninaminotransferazu, Na/K-ATPazu,
Ca—ATPazu. Oba alkaloidy pUsobi téz jako rozpojovacCe respirace a oxidaéni
fosforylace. S nativni dvouspiralou DNA vytvari komplexy typu interkalace, inhibuji
syntézu RNA na DNA matrici a enzymovou hydrolyzu DNA. Nedavno byla popsana
inhibice proteinkinazy C chelerythrinem. VétSina téchto inhibi€nich ucinkl je
pfipisovana interakci benzofenanthridind s SH-skupinami enzym(. Oba alkaloidy
mohou reagovat v zavislosti na pH bud ve formé kvarterniho kationtu, nebo terciarni
baze. Sanguinarin rovnéz zvySuje vodivost lipidové dvojvrstvy membran.
Chelerythrin, sanguinarin a chelidonin maji téZ prokazatelné antimitotické ucinky. Zda
se, ze mechanismus jejich pusobeni naznacCuje nedavné zjisténi, ze uvedené tfi
alkaloidy inhibuji polymeraci tubulinu. Lze pfedpokladat, Ze antimikrobialni
i cytostaticka aktivita téchto alkaloidu je podminéna vy$e uvedenymi ucinky na fadu
klic¢ovych enzymd buné€ného metabolismu.

Rada vyznamnych fyziologickych Gginkd byla popsana u kvarterniho alkaloidu
berberinu, jehoZz zastoupeni v kofeni je srovnatelné se sanguinarinem. Tento
alkaloid, jehoZ hlavnim zdrojem jsou druhy rodu Berberis sp., ma nékteré ucinky
podobné chelidoninu. V Evropé a na Dalném vychodé je po mnoho staleti uzivan
jako prostfedek proti prijmu, zloutence a chronické dysenterii. Stimuluje sekreci
Zlu€e a ma rovnéz hypotenzivni, vasodilatacni a sedativni ucinky. V in vitro pokusech
bylo popsano, Ze puUsobi jako agonista o-2 adrenoreceptort lidskych krevnich

destigek. Plsobi inhibién& na nékteré enzymy a ma antibakterialni uginky. Rada
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praci se zabyva uCinkem berberinu na srdecni aktivitu. V pokusech na zvifatech byly
prokazany jeho pozitivni inotropni a dromotropni a negativni chronotropni efekty.??
Rovnéz nékteré z nealkaloidnich latek prokazanych v Chelidonium majus maji
vyrazné fyziologické ucinky. Kyselina kavova i jeji estery maji spasmolytickou,
cholagogni a antibakterialni aktivitu. Nebylo dosud zkoumano, do jaké miry se na

terapeutickych efektech vlastoviéniku mohou podilet tyto latky.?
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4. EXPERIMENTALNI CAST
A VYSLEDKY
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4.1. VSeobecné postupy

4.1.1. Destilace

Rozpoustédla byla pfed pouZzitim destilovana; nejprve byl zachycen predek
(vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % objemu

rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobach.
4.1.2. Odparovani

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce pfi
40 °C za sniZzeného tlaku. Odpafovani malych mnoZstvi bylo provadéno proudem

dusiku na vodni lazni pfi 40 °C za normalniho tlaku.

4.1.3. Chromatografie

4.1.3.1. Sloupcova (kolonova) chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provadéna systémem stupriovité eluce na
neutralnim oxidu hlinitém. Sloupec byl pInén obvyklym zplsobem: nalitim suspenze
adsorbentu do rozpoustédla. Vzorek byl nanesen na roztéru s malym mnoZstvim

oxidu hlinitého po vysusSeni v exsikatoru.

4.1.3.2. Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatography,
TLC)

TLC byla pouzita v systtmu N-komor (N = normalni). Komory byly pouZity
nasycené mobilni fazi; v pfipadé pouZiti malych (valcovych) komor probihalo syceni
cca 30 min, u klasickych komor cca 1 hod. Chromatografie byla provadéna

vzestupné.
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4.2. Potieby

4.2.1. Rozpoustédla

Cyklohexan, €.

Diethylether, €. bez stabilizatoru, destilovany
Ethanol 95% denaturovany methanolem, €.
Chloroform, €.

Methanol, €.

Diethylamin, €.

Toluen, ¢&.
4.2.2. Chemikalie

Kyselina sirova 96%, p. a.

Vodny roztok chlorovodiku 36%, p. a.
Chlorovodik plynny, €.

Kyselina octova 99%, p. a.

Dusicnan bismutity zasadity, C.
Kyselina vinna, €.

Jodid draselny, p. a.
4.2.3. Detekéni ¢inidla

D1: Dragendorffovo &inidlo podle Muniéra®®

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusiCnanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti
v 80 ml vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml vody.

Zasobni roztok: pfipravi se smisenim roztoku A a B v poméru 1:1; mize byt ulozen

nékolik mésicu v lednici.

Cinidlo pro analyzu: pfipravi se tak, Zze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé

v 50 ml vody pfida 5 ml zasobniho roztoku.
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4.2.4. Vyvijeci soustava pro tenkovrstvou chromatografii

S1: Cyklohexan-diethylamin 9:1

4.2.5. Chromatografické adsorbenty

Oxid hlinity neutralni (Reanal) 0,1 - 0,2 mm

Komeréni adsorbent se suspenduje v 3nasobném mnozstvi vody, po zméfeni vyluhu
se suspenze zneutralizuje octovou kyselinou na pH ~5, povafi, odsaje ostfe na nuci,
a suspenduje nékolikrat v potfebném mnozZstvi horké destilované vody (80 °C)
a promyje, az je pH promyvaci vody prakticky neutralni. Po odsati a nékolikadennim
vysuseni na bezprasném misté se aktivuje 12 hodin pfi 200 °C, po zchladnuti
v uzaviené nadobé se desaktivuje pfidavkem 6 % vody, dobfe promicha a ponecha

min. 24 hodin ekvilibrovat.

Oxid hlinity kysely 0,1 - 0,2 mm

Byl ptipraven modifikaci popsané metody?’ z oxidu hlinitého neutralniho (Reanal):
1000 g adsorbentu bylo rozmichano s 2 litry vodného roztoku chlorovodiku, 12 hodin
michano vrtulovou michackou, po dalSich 12 hodinach (za obasného michani) byla
suspenze ostfe odfiltrovana pres fritu a ponechana susit na vzduchu za nepfistupu
prachu po dobu 3 dnU za obCasného michani ve vrstvé neprevysujici 2 cm. Po této
dobé byl adsorbent aktivovan 12 hod. pfi 200 °C v suSarné. Kyselost takto
pfipraveného adsorbentu byla sledovana titracné ve vodné suspenzi a pohybovala se
v rozmezi 3,4 - 3,8 ml 0,1 M NaOH/10,0 g adsorbentu.

Silufol® UV 254, Kavalier Votice, 15x15 cm

Kieselgel Fzs4, Merck, 5x10 cm
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4.2.6. Standardni latky

Sanguinarin-hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Chelerythrin-hydrochlorid (Sigma-Aldrich)
Protopin (Sigma-Aldrich)

Allokryptopin (Sigma-Aldrich)

4.2.7. Chemikalie a material pro stanoveni biologické aktivity

Acetylthiocholinjodid, 299,0% (Fluka, Sigma-Aldrich, Praha,CR)
5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina), DTNB, 298% (Sigma-Aldrich, Praha, CR)
Dihydrat dihydrogenfosfore&nanu sodného, p.a. (Lachema, Brno, CR)
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lachema, Brno, CR)
Ethanol (Fluka, Sigma-Aldrich, Praha, CR)

Hemolyzat lidskych erytrocytl, ktery slouzil jako zdroj acetylcholinesterazy
Plastové kyvety DISPOLABKARTELL 1937 PS MICROCUVETTES

4.2.8. Pristroje pro stanoveni biologické aktivity

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

39



4.3. lzolace alkaloidu

4.3.1. Material

Droga (suSena nat s kofeny) byla ziskana sbérem firmy JUGODRVO AD
v Chorvatsku v obdobi Cervence - zafi 2004 a po ocCisténi suSena za normalnich

podminek.

Makroskopickou, mikroskopickou a chemickou identifikaci provedel

L. Opletal. Metodou podle CL 2005%® bylo stanoveno:

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

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

4.3.2. Priprava extraktu a jeho ciSténi

41,8 kg suché nati s kofeny bylo perkolovano 95% ethanolem (celkem ziskano
480 | extraktu), extrakt byl zahustén na vakuové odparce pfi 60 °C do maximalniho
odstranéni alkoholu, nasledné byly pfidany asi 2 | vody. Vznikl temné hnédy,
dehtovity, sirupovity odparek.

Tento extrakt byl rotaci rozehfat na vodni lazni asi na 40 °C, bylo pfidano 8
litrd 1,5% Kkyseliny sirové (zahfaté na 40 °C) a smés byla tyCinkou dokonale
promichavana po dobu nékolika minut, potom byl oranZovy roztok po zchlazeni
dokonale slit (dehtovité podily plavaly jen malo na hladiné, klesly ke dnu), dehet byl
seSkraban, umistén do velké kadinky, bylo pfidano 500 ml bezvodé kyseliny octové
a na vodni lazni byla smés rozpusténa na viskdzni roztok. K tomuto roztoku bylo
pfidavano po Castech 7,5 | vody a promichano; kalny oranzovy roztok byl slit, Cerny
pryskyficnaty podil rozpustén znovu ve 200 ml octové kyseliny, opét zahfat a srazen
4 | vody. Oba dekantaty byly spojeny, ponechany pfes noc stat, poté oranzovy roztok
byl Zfiltrovan pfes polyamidovy filtr, ten byl promyt asi 1 litrem vody a ponechan
vykapat. Oba kyselé filtraty (z kyseliny sirové i octové) byly spojeny; vyloucila se
bélava srazenina; vznikla suspenze byla zfiltrovana znova pfes polyamidovy filtr, filtr

promyt 1,5 litrem 1,5% kyseliny sirové. Celkem bylo ziskano 37 litr( filtratu.
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4.3.2.1. Priprava alkaloidniho vytrepku A z primarniho extraktu

37 litrd takto pfipraveného kyselého oranzového roztoku sirant bylo opatrné
a za stalého michani neutralizovano nejprve pevnym praskovym bezvodym
uhli¢itanem sodnym na pH cca 8 a posléze 10% roztokem uhli¢itanu sodného na
pH 9; tekutina se vyrazné zakalila a vylouCil se nahnédly sediment. Tato suspenze
byla po &astech postupné vytfepana 5x celkem 15 litry diethyletheru, etherové vrstvy
byly spojeny, oddéleny od zbytku vodné faze a rozpoustédlo oddestilovano. Vzniklo

182,0 g vysoce viskdézniho odparku hnédé barvy, ktery nekrystaloval.

4.3.2.2. Cisténi surového vytiepku A

151,0 g tohoto odparku bylo rozpusténo pfi cca 50 °C celkem ve 4,2 litrech
0,3M kyseliné sirové, kalny oranzovy roztok zfiltrovan papirovym filtrem a Ciry filtrat
vytfepan 5x postupné 1,2 litry diethyletheru; po zahus$téni bylo zjiSténo, Ze tento
odparek je hmotnostné zcela minoritni (0,300 g) a obsahuje jen stopy Dragendorff-

pozitivnich latek.

4.3.2.3. Priprava pseudokyanidu

Ke kyselému roztoku alkaloidi byl pfidavan nasyceny roztok kyanidu
draselného aZz do alkalické reakce, pficemz se vylouCilo velké mnozstvi Sedavé
srazeniny. Tato suspenze byla okyselena 1M kyselinou sirovou na pH ~4, v8echny
alkaloidy kromé pseudobazi se znova rozpustily; suspenze byla ponechana nékolik
hodin sedimentovat, poté byla tekutina dekantovana, zbyla suspenze Zfiltrovana pres
papirovy filtr a promyta nékolikrat malym mnozstvim vody. Po nékolikahodinovém
vysuSeni na vzduchu byla vysuSena ve vakuovém exsikatoru nad silikagelem

a rozetfena na okrovy prasek (15,7 g).

15,7 g pseudokyanidu bylo zpracovano metodou podle Gadamera, jak uvadi
profesor Slavik?, (ethanol + chloroform + 36% kyselina chlorovodikova = 1:2:1) resp.
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suspendovano ve smeési 125 ml 95% ethanolu a 250 ml chloroformu, bylo pfidano
125 ml 36% kyseliny chlorovodikové a proveden var pod zpétnym chladi¢em po dobu
1 hodiny. Potom byl roztok na vakuové odparce odpafen do malého zbytku, zfedén
100 ml vody a zalkalizovan 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 9; fialova
suspenze (celkem ~400 ml) byla vytfepana 5x 200 ml diethyletheru. Spojené
diethyletherové vytfepky byly vytfepany 5x 100 ml 1M kyseliny sirové, kysely roztok
zalkalizovan roztokem 10% uhli¢itanu sodného, suspenze vytfepana 5x 150 ml
diethyletheru; uvedeny postup byl opakovan jesté jednou, aby doslo k vycisténi

alkaloidni smési. Byl ziskan svétle hnédy, nekrystalicky odparek (6,01 g).

4.3.2.4. Separace vytirepku A po odstranéni benzofenanthridinovych

bazi

Kysely roztok po odstranéni pseudokyanidu byl na vodni lazni zahfat na 40 °C
a po dobu 15 minut michan pfi dobrém odtahu digestofe. Potom byl ochlazen na
teplotu mistnosti, zalkalizovan 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 9 a vytfepan
5x 1,2 litry diethyletheru.

4.3.2.5. Priprava fenolovych alkaloidi z vytiepku A

Spojené diethyletherové vytfepky byly vytfepany 3x 100 ml 5% hydroxidu
sodného, louhova vrstva zneutralizovana 1M Kkyselinou sirovou na pH 2
a zalkalizovana 10% roztokem uhli¢itanu sodného na pH 9; tento roztok byl vytfepan
5x 100 ml diethyletheru a odpafen za vzniku minoritniho hnédého, viskdzniho
odparku (0,35 g).

4.3.2.6. Priprava vyc¢isténého vytirepku A

6 litrd diethyletherového vytfepku po odstranéni fenolovych bazi bylo
vytfepano 5x 300 ml 0,3M kyseliny sirové, roztok byl opét zneutralizovan
10% roztokem uhli¢itanu sodného a vytfepan 5x 1,2 litry diethyletheru. Tento
reverzni postup byl zopakovan jesté jednou; po odpareni diethyletheru vznikl bélavy

krystalizujici odparek (80 g).
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4.3.2.7. Priprava chloridi nerozpustnych ve vodé z vytrepku A

a alkaloidu z nich

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

4.3.2.8. Priprava alkaloida z chloridi rozpustnych v chloroformu
(AC)

800 ml oranzového filtratu po oddéleni nerozpustnych chloridl bylo vytfepano
6x 250 ml chloroformu, chloroform odpafen, zbytek rozpustén ve 130 ml
0,3M kyseliny sirove, roztok zfedén vodou na 800 ml, zalkalizovan 25% amoniakem
na pH 9 a vytfepan 5x 600 ml diethyletheru za vzniku pevného, svétle hnédého
odparku (3,38 g).

4.3.2.9. Priprava alkaloidu z chloridii nerozpustnych v chloroformu
(AD)

Zbyly kysely filtrat byl zneutralizovan 25% amoniakem na pH ~9 a vytfepan
5x 300 ml diethyletheru. Organicka vrstva byla odpafena za vzniku bilého

praskovitého odparku (15,91 g).
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Tab. 5. Vysledky pfipravy vytfepku s terciarnimi a kvartérnimi bazemi z nati a kofene

Oznaceni C.na Odparek Popis
chromatog. (9)

L 1 0,30 Tmavé hnédy s vyloug€. kryst.
A-fenoly 2 0,35 Tmavé hnédy nafoukly
A-benzofenathr. |3 6,01 Hnédy, nafoukly
ClI' nR H,O 4 45,27 Nazloutly, prakticky krystalicky
AC (R Chf) 5 3,38 Svétle hnédy, tvrdy
AD (nR Chf) 6 15,91 Praskovity, bily

Obr. 1. Kontrolni TLC jednotlivych typu vytfepkud z nati a kofene viastovi¢niku

(Kieselgel F2s4, S1, komora nasycena, vyvijeni 1x detekce Dragendorffovo €inidlo;

popis viz pfedesla tabulka)
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Obr. 2. Schéma pfipravy alkaloidnich koncentratli (extrakce nati a kofene

vlastovicniku)

Nat' s kofeny

95% EtOH,
Odpareni, filtrace

Vycistény extrakt,
Alkalizace pH 9, ether

Vodna faze

Etherova faze,
Kyselina sirova

Etherova faze,

Vytiepek L
Vodna faze, alkalizace pH
9, ether, 2x
Vodna faze
Ether. faze, odpaf. vytfepek
A, kyselina sirova, KCN
Pseudokyanidy

Etherova faze, NaOH,
Fenolové baze

Vodna faze
+ HCl, alk., ClInR ve
ether vode

Cl R v chloroformu

Vodna f., alkaliz.,
chloroform

Cl nR v chloroformu vodna f.
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4.3.3. Sloupcova chromatografie benzofenanthridinovych alkaloidu

pripravenych z pseudokyanidu

Adsorbent: kysely oxid hlinity 0,1 - 0,2 mm, 1520 g
Chrom. loze: vrstva s adsorbentem: 5 x 75 cm
vrstva s frakci: 5x1cm
Nanaska: 550 mg vycisténé smési alkaloidu z pseudokyanid
Frakce: 250 ml
Doba toku: ~20 min.

Alkaloidni smés byla rozpusténa ve 20 ml chloroformu, smichana s 20 g
adsorbentu, rychle vysusena pfi 40 °C a dosu$ena 16 hodin ve vakuovém exsikatoru
nad silikagelem. Potom byla nanesena na sloupec obvyklym zplsobem.

Sloupec byl pfipraven nalitim suspenze adsorbentu ve smési toluen nasyceny
vodou + octova kyselina + ethanol (97:1:2). Chromatografie byla provadéna za

nasledujicich podminek (viz tab.6.)
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Tab.6. Sloupcova chromatografie smési benzofenanthridinovych bazi

Souhrnna | Frakce Eluent* Hmotnost Popis
frakce (mg)
1-12 1-6 To-AcOH-EtOH 97:1:2 0 0
7-12 To-AcOH-EtOH 97:1.5 30,2 Zlutohnédy, pevny
13-20 13-20 To-AcOH-EtOH 97:1:5 18,8 Zlutohnédy, pevny
21-36 21-30 To-AcOH-EtOH 97:1:6 1124 Oranzovy s krystalky
31-36 To-AcOH-EtOH 97:1:6 62,5 Hnédooranzovy,
olejovity
37-54 37-48 To-AcOH-EtOH 97:1:6 32,2 Hnédooranzovy,
olejovity
49-54 To-AcOH-EtOH 97:1:7 32,5 Oranzovy, pevny
55-78 55-70 To-AcOH-EtOH 97:1:9 128,7 Intenzivné Zluty,
prask.
71-78 To-AcOH-EtOH 97:1:10 | 38,7 Zlutohnédy, pevny
79-90 79-90 To-AcOH-EtOH 97:1:10 12,2 Hnédo-fialovy,

pevny

* To — toluen nasyceny vodou; AcOH — octova kyselina; EtOH — ethanol 95%

Jednotlivé frakce byly sledovany kontrolni TLC (Kieselgel Fzs4, S1, komora

nasycena, draha 8,5 cm, Dragendorffovo Cinidlo) s pouzitim standard sanguinarinu

a chelerythrinu. Frakce stejné kvality byly spojeny a dale Cistény.
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Obr. 3. Sloupcova chromatografie benzofenanthridinovych alkaloidu pfipravenych
z pseudokyanidu

K-e %
" NP——
Viditelné svétlo Dragendorffovo Cinidlo
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V dalSim postupu jsem zpracovavala frakce 55 - 78. Jednalo se o alkaloid
chelerythrin.

Cisténi frakci 55 - 78 (chelerythrin)

Adsorbent: Silufol UV 254, 15 x 15 cm
Vyvijeci soustava: S1

PocCet desek: 24

Nanaseci linie: 18 cm

Vyvijeci draha: 13 cm, vyvijeno 1x

Hmotnost vzorku: 128,7 mg

Vzorek byl rozpustén ve smési chloroform-ethanol 1:1 (10 ml) a za pomoci
nanaseciho zafizeni Camag Linomat 5 bylo naneseno ~500 pg vzorku/1 cm délky
chromatografické desky pfedem vycCisténé (vyvinuté v S1). Po vyvinuti
chromatogramu byl mechanicky separovan adsorbent s hlavni zénou - zoénou
chelerythrinu (tato zéna byla zjiSténa vyvinutim separatniho chromatogramu na némz
byl vedle déleného vzorku nanesen standard chelerythrinu) o Rg ~0,58-0,62.
Adsorbent byl spojen, eluovan v Pasteurové pipeté potiebné velikosti smési
chloroform-ethanol 1:1, rozpoustédlo odpafeno a odparek vysuSen ve vakuu nad
silikagelem. Bylo ziskano 95,1 mg Zluto-Sedavého odparku, ktery byl krystalizovan
z 8% roztoku chlorovodiku (71,2 mg).

Na zakladé zjisténych experimentalnich dat, porovnanim s literarnimi udaji

a standardni latkou vyplynulo, Ze izolovany alkaloid je chelerythrin.

Chelerythrin-hydrochlorid C,1H19NO4CI (383,83), zluté jehlice, pfi teploté
nad 203 °C hnédnou, t. t. 211-213 °C (za rozkladu; zmény 192-194; 202-204;
207 °C), smésna t. t. bez deprese, chromatografické srovnani se standardem
(Kieselgel F2s4, S1, komora nasycena, Dragendorffovo Cinidlo, Rg 0,65) bez rozdilu
hodnot Re.
Vypocéteno C 65,71; H 4,99; N 3,65
Nalezeno C65,81; H4,72; N 3,71
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Tab. 7. Chovani benzofenanthridinovych alkaloidd na vrstvé silikagelu

Latka viditelné 366 bez ind. 254 s ind.

Chelerythrin HCI Zluty svétle Zluty Zlutohnédy

4.4. Stanoveni u€inku alkaloidu na erytrocytarni AChE
(IC50)

4.4.1. Podminky méfeni

Experimenty byly provadény:

pfi teploté 25°C

v prostfedi PB,

pfi pH 7,4,

pfi vinové délce spektrofotometru 436 nm,

v jednorazovych plastovych kyvetach o tloustce 1 cm.
4.4.2. Stanoveni hodnot IC5,

Pro stanoveni byl pouzit hemolyzat lidskych erytrocytl, ktery slouzil jako zdroj
acetylcholinesterazy: plna krev byla odstfedéna po dobu 15 minut pfi 10000 ot./min.,
ziskana erytrocytarni masa byla 3x promyta 0,1M fosfatovym pufrem, pH 7,4, aby
byly odstranény zbytky plazmy; 10% (v/v) hemolyzat byl pfipraven ve vodé.

Do kyvety byly pfidany 0,4 ml roztoku DTNB v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7,4;
vysledna koncentrace DTNB v kyveté 5 x 10 M), 100 pl hemolyzatu z erytrocytd,
50 ul roztoku alkaloidu a 1,25 ml fosfatového pufru. Reakce byla zahajena pfidanim
0,2 ml roztoku acetylthiocholinu (vysl. koncentrace v kyveté 10 M) a fotometrovana
pfi 436 nm za laboratorni teploty po dobu 3 min. Byla zaznamenavana délka
absorbance, ktera je umérna aktivité erytrocytarni acetylcholinesterazy.

Koncentraéni fady alkaloidd byly pfipraveny v ethanolu tak, aby po pfidani
50 l roztoku alkaloidu byla vysledna koncentrace latky v kyveté v rozpéti 102 — 107

Mé&feni byla opakovana pro kazdou koncentraci testované latky nejméné trikrat. 3%
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4.4.3. Matematické zpracovani experimentalnich dat

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

4.4.4. Vysledky testi vlivu alkaloidu chelerythrinu na aktivitu

acetylcholinesterazy

Latka ICs0[M] 95% konfidenéni interval
[M]
Chelerythrin 5,89 x 10° 4,38 x10°—-7,94x10°

Namérena hodnota, IC5p = 5,89 x 10° M, ukazuje, Ze ucinnost alkaloidu

chelerythrinu je pomérné vysoka.

Obr. 4. Chelerythrin
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5. DISKUSE
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Alzheimerova demence je velice naro€né onemocnéni nejen pro samotného
pacienta, ale také pro jeho okoli. Nejen z hlediska zdravotniho, ale i z hlediska
socialniho a ekonomického. LécCba tohoto onemocnéni je komplikovana
a problematicka.

V soucasné dobé je pozornost zaméfena na latky ovliviujici acetylcholinergni
systém, ktery je u Alzheimerovy choroby nejvice postiZzen. Nedostatek acetylcholinu
v CNS se podili na rozvoji demence. Protoze fada sloucenin z pfirodnich latek ma
kromé pfiznivych centralnich cholinomimetickych ucinkd také ucinky periferni, nelze
je pouzit. Pravé vyrazné periferni ucinky téchto latek mohou vést k fadé nezadoucich
ucinkd jako jsou napf. kifeCe, pocity slabosti, prdjmy, poceni, tachyarytmie.
Vyznamnym cholinomimetikem je napf. fysostigmin, ale vzhledem k jeho zavaznym
vedlejSim ucinkdm je tézko pouzitelny. V sou€asné dobé se zacina prakticky vyuzivat
galanthamin, velmi intenzivné se pracuje na riiznych galanthaminovych derivatech.
Velmi perspektivni pfirodni latka je alkaloid izolovany z nékterych zastupcu Celedi
Lycopodiaceae — huperzin A. Tento alkaloid stadi podavat v podstatné nizSich
davkach nez galanthamin. Ponékud obtiznéjSi je v soucCasnosti jeho ziskavani nez
u ostatnich pfirodnich latek, nicméné rozsahlé syntetické studie dokazuji, ze se tato
latka bude pripravovat zcela synteticky.

Probihajici vyzkum v této oblasti je velmi intenzivni, protoze realné
pouzitelnych léCiv v této farmakoterapeutické skupiné je jen nékolik (z hlediska
zasahu do aktivity cholinergniho mozkového systému). Je zaméfen nejen na latky
syntetické, ale vice nez v kterékoli jiné skupiné IéCiv se zejména v posledni dobé

orientuje na latky pfirodniho pavodu; jak uz bylo dfive uvedeno®®*®

, ve skupiné
prirodnich latek se objevuji relativné u€inné slouceniny (nutno vSak fici, Zze pouze in
vitro a v prvé, experimentalni fazi studia). Velmi atraktivni se jevi studium alkaloid(
(galanthamin a huperzin A jsou vadc&imi latkami, z nichz prva se uz v praxi objevila
jako Ié€ivo, druha se patrné v nejblizSi dobé bude také etablovat); vyhodou prace
s témito latkami je to, Ze se jedna o slouCeniny s nabojem a je proto relativné snadné
je Cistit a pfipravit s mensimi preparativnimi naklady a ¢asové rychleji, nez slouceniny
zcela neutraini.

Vztah struktury a ucinku isoforem lidské AChE neni zasadné vyjasnén, ackoliv
jsou v tomto sméru provadény pomerné rozsahlé studie, z nichz velkou ¢ast zahrnuje
matematicko-strukturni modeling. Prohlédneme-li struktury znamych, biologicky

vysoce ucinnych alkaloidd s pfihlédnutim k jejich konformacni fenomenologii, na
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cholinergni mozkovy systém (resp. na mozkové AChE), nezjistime v fadé pfipadu
vyznamnou podobnost, a pFfesto maji latky podobné hodnoty ICs,. Je nutno
konstatovat, Ze pfi feSeni situace je nutno vzit v uvahu vliv téchto latek na BuChE,
ale predevsim, vedlejSi (nezadouci) periferni ucinky.

Latky s vyznamnou biologickou aktivitou vuci AChE jsou nékteré
isochinolinové alkaloidy nékterych zastupcl taxont z Celedi Papaveraceae
a Fumariaceae, vtomto pfipadé z vlastovi¢niku vétSiho. Tyka se to jak alkaloidl
obsazenych v nati, tak alkaloidi z kofenu (jde pfedevSim o isochinolinové struktury
benzofenanthridinového, protoberberinového, protopinového typu a kvartérni
aporfiny). Vyzkum téchto latek se v posledni dobé rozSifuje: bylo zjisténo, ze
pfedevSim benzofenanthridiny (chlerytrhrin a sanguinarin) jevi pomérné zajimavou
aktivitu in vitro. Sleduje se vliv a ucinek téchto alkaloidd na rGzné struktury, napf.
efekt na nékteré savéi buriky (leukocyty a lymfocyty)**, inhibiéni vliv na a-amylazu®?,
inhibiéni vliv na 5- a 12-lipoxygenasu neredoxnim mechanizmem?®®. Pozornost je
rovnéz vénovana vlivu alkaloidd z nékterych blizkych rostlin, napf. Bocconia
(Mecleaya) cordata na hydrolyzu acetylthiocholinu a AChE.*" Jiz dlouhou dobu jsou
znamy a v praxi vyuzivany protizanétlivé a antimikrobialni ucinky téchto alkaloidu.

Také na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové byl zahajen projekt, zabyvajici se screeningem
alkaloidl nejen z rostlin Celedi Papaveraceae a Fumariaceae na AChE a BuUChE;
jednim z cilt tohoto projektu je izolace alkaloidl z rostlinného materialu a stanoveni
jejich biologické aktivity (ICso na AChE a BuChE). Tyto hodnoty se maji stat spolu
s dalSimi experimentalnimi vysledky zdrojem pro tvorbu matematickych modell
pravdépodobnostné predikujicich optimalni farmakoforovou skupinu. Zahajeni této
prace bylo provedeno pravé na izolaci alkaloidd z vlastoviéniku vétSiho. K této izolaci
bylo pouzito 41,8 kg celé suSené rostliny (nat a kofen), pochazejici z Chorvatska.

Vychazelo se z poznatkil prof. Slavika®*®

, jehoz pracovni skupina se alkaloidy
rostlin z Celedi Papaveraceae a Fumariaceae (ovSem pouze z preparativniho
hlediska) zabyvala od 50. do 70. let minulého stoleti. Velky objem jim publikovanych
praci umoznil shromazdit vyznamné poznatky, které mohou byt vyuZity pro urychleni
izolace alkaloidd. V naSich podminkach vS8ak nékteré udaje nemohly byt
vyuzity — droga pochazela z ponékud jiné geografické oblasti, nékteré alkaloidy v ni
byly obsazeny prakticky jen stopové. Ukazuje se také, ze jednoduché krystalizaéni

metody, popisované v pracich, nemohou byt ve vétsiné pfipadl pouzity, ackoliv jsou
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ucinné: ziskané alkaloidy musi byt Cisté, nesmi obsahovat smés latek podobnych,
protoze zjisténé hodnoty ICso by nebyly zcela odpovidajici deklarovanym strukturam
a tim by matematické modelovani pracovalo s nepfesnymi udaiji.

Po odstranéni malo bazickych alkaloidi a ostatnich znecisténin z kyselého
roztoku alkaloidd (151 g odparku A) byly pfipraveny pseudokyanidy (6,01g),
separovany fenolové alkaloidy (0,35 g), pfipraveny alkaloidy z chloridd
nerozpustnych ve vodé (45,27 g), z chloridu rozpustnych v chloroformu (3,38 Q)
a z chloridd nerozpustnych v chloroformu (15,91 g). Ve své praci jsem se vénovala
déleni benzofenanthridinovych alkaloidl pfipravenych z pseudokyanidd a dale
zméfeni  biologické  aktivity = alkaloidu  chelerythrinu  na  erytrocytarni
acetylcholinesterazu.

Ke stanoveni uc€inku alkaloidu na erytrocytarni AChE byl pouzit hemolyzat
lidskych erytrocytu, ktery slouzil jako zdroj acetylcholinesterazy: plna krev byla
odstfedéna po dobu 15 minut pfi 10000 ot./min, ziskana erytrocytarni masa byla
3x promyta 0,1M fosfatovym pufrem, pH 7,4, aby byly odstranény zbytky plazmy;
10% (v/v) hemolyzat byl pfipraven ve vodé.

Do kyvety byly pfidany 0,4 ml roztoku DTNB v 0,1M fosfatovém pufru (pH 7,4;
vysledna koncentrace DTNB v kyveté 5 x 10° M), 100 pl hemolyzatu z erytrocyt(,
50 ul roztoku alkaloidu a 1,25 ml fosfatového pufru. Reakce byla zahajena pfidanim
0,2 ml roztoku acetylthiocholinu (vysl. koncentrace v kyveté 10 M) a fotometrovana
pfi 436 nm za laboratorni teploty po dobu 3 min. Byla zaznamenavana délka
absorbance, ktera je umérna aktivité erytrocytarni acetylcholinesterazy.

Koncentracni fady alkaloidl byly pfipraveny v ethanolu tak, aby po pfidani
50 pl roztoku alkaloidu byla vysledna koncentrace latky v kyveté v rozpéti 102 - 107,
Méfeni byla opakovana pro kazdou koncentraci testované latky nejméné trikrat.

Pfi sledovani kompetitivni inhibice téchto alkaloidd in vitro je nutné vzit
v uvahu zejména dva faktory: moznou protonizaci latky a vychozi zdroj AChE.
Chelerytrhin je latkou kvartérni a je znamo, ze fada kvartérnich sloucenin je v téchto
pokusech uc€inna, je v8ak otazkou, jak by tato latka prochazela hematoencefalickou
bariérou pravé z davodu obsahu kvartérniho dusiku. Jednoznaény zavér nelze
provést, nejsou k dispozici prozatim validni experimentalni data. Drivéjsi
jednoznacny zavér, ze latky s kvartérnim dusikem jsou neprostupné pres
hematoencefalickou bariéru, uZz neni bran doslova: bylo prokazano, ze prostup

v tomto pfipadé existuje, jeho intenzita je vSak zavisla na celkové struktufe molekuly.
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Velikost hodnoty ICs, je bezesporu hodnotou zavislou na vychozim zdroji
AChE: pro tento pokus byla zvolena AChE humanni erytrocytarni, a proto je jeji
porovnani s ostatnimi typy AChE (zvifecimi) pomérné problematické. Idealni by bylo
pouziti AChE mozkové, humanni: pilotni pokus s touto rekombinantni AChE byl
proveden, vysledky jsou vSak velmi Spatné. Tato acetylcholinesteraza je velmi draha
a ma velmi kratkou trvanlivost (po 1 hodiné od doby nafedéni je prakticky
nepouzitelnd) a doposud se tento problém nepodafilo vyreSit. Idealni variantu by
predstavovalo pouziti temporalni cCasti lidské mozkové tkané, dosud je to vSak
neproveditelné z etickych i hygienickych duavoda.

Podle namé&fenych hodnot ICso u chelerythrinu, ICso = 5,89 x 10° M, Ize
usuzovat, Ze chelerythrin je latkou se zajimavou biologickou ucinnosti. Pro porovnani
uvadim hodnoty ICso i u jinych latek, prestoze jejich porovnani s namérfenou
hodnotou u chelerythrinu je pomérné problematické. Biologicka aktivita téchto latek
byla totiz méfena na homogenatu krysiho mozku. Napf. u huperzinu A byla
naméfena hodnota 1Csy = 74,43 x 10° M, u galanthaminu ICso = 12,59 x 10° M,
u fysostigminu 1Cso = 1,26 x 10° M.*

Je ovSem zfejmé, Ze alkaloid chelerythrin je latkou, ktera je zajimava

z hlediska dalSiho studia pfirodnich latek.
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6. SOUHRN
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K izolaci alkaloidll z Chelidonium majus L. bylo pouzito 41,8 kg celé suSené
rostliny (nat a kofen). Na extrakci drogy jsem se podilela spolu s dalSimi
doktorandkami Mgr. Sarkou Bryndovou, Mgr. Evou Vitkovou a Mgr. Dagmar
Kubincovou. Pripravou extraktu a jeho CcCisténim jsme ziskaly pseudokyanidy,
alkaloidy fenolové, alkaloidy z chloridu nerozpustnych ve vodé, alkaloidy z chloridt
rozpustnych v chloroformu a z chloridl nerozpustnych v chloroformu. Zabyvala jsem
se délenim benzofenanthridinovych alkaloidi pfipravenych z pseudokyanidu
a izolovala jsem alkaloid chelerythrin (za pouziti standardu chelerythrinu
a porovnanim fyzikalné-chemickych udaju s literaturou). U tohoto alkaloidu byla
zméfena Dbiologicka aktivita (schopnost inhibovat acetylcholinesterazu) na
erytrocytarni AChE. Naméfena hodnota, IC5p = 5,89 x 10° M, ukazuje, Ze ucinnost

alkaloidu chelerythrinu je pomérné vysoka.
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ABSTRAKT

Nagyova, J.. Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin  XV. Vliv
alkaloidi z Chelidonium majus L. na acetylcholinesterazu, Rigorézni prace,
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hr. Kralové, 67 stran.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, alkaloidy, Chelidonium  majus,

acetylcholinesteraza, biologicka aktivita.

V ramci screeningu rostlin s obsahem alkaloidu, které inhibuji aktivitu lidské
erytrocytarni  acetylacholinesterazy byl podroben studiu vlastovicnik vétsi
(Chelidonium majus L., Papaveraceae). K izolaci alkaloidu bylo pouzito 41,8 kg celé
susené rostliny (nat a kofen); z vycCisténého ethanolového extraktu byly ziskany
smési pseudokyanidu benzofenantridinovych alkaloidd, dale fenolové baze
a alkaloidy z chlorid rozpustnych i nerozpustnych v chloroformu.

Zabyvala jsem se délenim benzofenanthridinovych alkaloidd pfipravenych
z pseudokyanidl; z této smési jsem kombinaci sloupcové a tenkovrstvé
chromatografie izolovala chelerythrin ve formé chloridu (porovnanim s autentickym
standardem a porovnanim fyzikalné-chemickych charakteristik izolované latky s udaji
v literature).

Biologicka aktivita (inhibice lidské erytrocytarni acetylcholinesterazy) byla
ICso 5,89.10° M. V porovnani s biologickou aktivitou standardnich alkaloidnich
inhibitor( acetylcholinesterazy (galanthaminu a fysostigminu) se jedna o latku, ktera
je zajimava z hlediska dalSiho studia pfirodnich latek, které by se mohly uplatnit jako

vychozi struktury pro studium potencialnich IéCiv vi&i Alzheimerové chorobé.
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ABSTRACT

Nagyova, J.: Biological activity of plant metabolites XV. Influence of alkaloids from
Chelidonium majus L. on acetylcholinesterase, Rigorous work, Charles University in
Prague, Faculty of Pharmacy Hradec Kralove, 67 pp.

Key words: Alzheimer’s disease, alkaloids, Chelidonium majus, acetylcholinesterase,

biological aktivity.

Within the screening of plants that contain alkaloids inhibiting the activity of the
human erythrocytic acetylcholinesterase Greater celadine (Chelidonium majus L.,
Papaveraceae) was studied. 41.8 kg of the whole dry plant (the aerial part with the
roots) served for the isolation of alkaloids. Mixtures of pseudocyanides of
benzophenanthridine alkaloids, phenolic bases, and the alkaloids precipitated from
either chloroform-soluble or chloroform-insoluble chlorides were obtained from the
purified ethanolic extract. My task was to separate benzophenantridine alkaloids from
pseudocyanides. Using both column and thin layer chromatography chelerythrine as
a chloride was isolated. The identity of the isolated alkaloid was determined by
means of an authentic standard and by comparing its physico-chemical
characteristics with the published data.

The isolated compound inhibited the human erythrocytic acetylcholinesterase with
ICso 5.89.10° M. Comparing its biological activity with that of standard alkaloid
inhibitors (galanthamine and physostigmine) the isolated substance is an interesting
regarding further studies of natural products that could serve as lead compounds for

the development of potential drugs against the Alzheimer’s disease.
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PROHLASENI

Prohla$uiji, Ze jsem rigorézni praci na téma ,BIOLOGICKA AKTIVITA OBSAHOVYCH
LATEK ROSTLIN XV. VLIV ALKALOIDU Z CHELIDONIUM MAJUS L. NA
ACETYLCHOLINESTERAZU* vypracovala samostatné s konzultaci a pomoci mého

Skolitele. PouZité prameny jsou uvedeny v literarnich odkazech.

V Hradci Kralové
3.9.2007
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