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1 UVvOD



Jiz od pradavna se lidé zajimali o své okoli, jehedilnou sotasti byla i piroda se
svou rozmanitosti ziwacha, rostlin i minerab, které lakaly k poznani. To bylo i konec kénc
nutnosti, protoze rozeznat jedovaté rostliny odmyeh, bylo vskutku Zivoth dalezité. Toto
primarni poznani ziskavali prosti lidé ¢sii) casto formou pokusu a omylu¢kdy k otraw
doSlo pouze nahodou. Znamyniigadem je hromadn& otrava obyvatelstva po poZié Zi
napadenéh@laviceps purpurela Postupengasu se ze spalrosti z&ali vydslovat odbornici
na I&eni, a tedy i &vé pripravky, které bylycasto rostlinného gvodif. Dikazi o tom
nalezneme nemalo. Znamé je pouzivani op@ing, Ipecacuanhae radix Jizni Americe,
nebo Sennae foliunv Egypt. Oblibenymi byly i tzv. vSeléky jako j&elé royalenebo
Ginseng radix Jak asi vSichni tusime,diéo se spiSe tradine bez znalosti obsahovych latek.
Prvni izolace tehdy jeStne zcel&istych latek pinesl az rozvoj chemie v klasickém obdobi
lékarenstvi*. Vedci netinavs badali, a tak dnes zndme mnohé mechaniséinku I&iv,
mnohé vSakistava skryto.

Rozvoj vyroby syntetickych v zatlail tradi¢ni péirodni prostedky mimo hlavni
okruh zajmu. Dnes si vSak zachovavaji ve vyvojiyubvI&iv své neocenitelné misto jako
predlohové struktury, protoZze celé drogy obsahujadtai latky, které mohou #pobovat
alergie. Vyskytuje se i vzajemnprotichidné pisobeni jednotlivych biologicky aktivnich
latek z jedné rostliny Jednou z néglitéjSich skupin obsahovych latek rostlin jsou alkayoid
které jsou syntetizovany z aminokyselin, terpefipgleroidi a jinych dusikatych latek. Jejich
vyznam pro rostlinu zatim dosud nezname, &elpoklada se, Ze maji praybdobré chranit
pied Skidci®. Alkaloidy dilime dle aminokyseliny, kterd se stala zékladnimvedtnim
kamenem, dodkolika skupiff. Vyznamné misto mezi nimi zaujimaji isochinolinové
alkaloidy. Vyskytuji se v mnoha rostlinachéeled Ranunculacege Papaveraceage
Berberidaceag Fumariaceae, ...) a maji Siroké spektrum ¢inka, ke kterym pat
antioxidani, antivirova, antibakteridlni, antifungélni aktav a aktivita Vi
acetylcholinesteraZé*® Nekteré alkaloidy vykazuji neurotropnéiaky™*.

BohuZel nikdy nebudeme moci vylé vSechny nemocné, protoZze nemoci stale

pribyva, coz nizeme picitat jak objevu novych nemoci, tak i lepsSi diagmuesstavajicich.



Se zvySovanim kvality Zivota a jeho prodluZzovaniothhzi ke starnuti populace. Jednim
z ¢astych onemocmi seniofi jsou neurodegenerativni poruchy, kdy dochazi lostdeéne
syntéze #kterého z neuromediatior Nag. u Alzheimerovy choroby chybi acetylcholin.
Inhibice enzynmd zpisobujicich jeho odbouravani (acetylcholinesteraza buatyryl-
cholinesteraza) je jednou z moznosti, jak terapkytizasahnout. ¥asnych stadiich se
pouziva galantamin, rivastigmin a donepezil. Timakenemoc nevyt#, jen se zpomali jeji
postup. \étSina latek vSak vykazuje i perifernic¢igky, a to hlave v oblasti
gastrointestinalniho traktu jako je nauzedjmy a zvraceni. Kontraindikaci pro podaniile

v

tohoto typu jsou&Si gevodni poruchy srdce a aktivnfedova gastroduodendlni choroba.
memantind?

V nékolika studiich zabyvajicich se isochinolinovymkalbidy bylo zjiS€no, Ze
sanguinarin a berberin vykazuji obdobnou anticlestiarazovou aktivitu jako galantamin.
Proto byly vtomto s@ru testovany i dalSi isochinolinové alkaloidy v g@dZze bude
nalezena latka s jestyssi aktivitod®,

Chelidonium majus(celed” Papaveraceae obsahuje vice nez dvacet alkalgid
z nichz ¥tSina je isochinolinového typu. Izolaciékterych alkaloid a popsanim jejich

biologickych &inka se zabyva i tato prace.



2 CiL PRACE



Cile rigordzni prace byly stanoveny takto:

1. provést literarni reSerSi tykajici se zastoupenkalaldi v rostlinach zeledi
Papaveraceaepopsani metod jejich izolace, identifikace, bgitké aktivity a vyuziti
v medicirg;

2. zpracovat druhou polovinu alkaloidniho kgpku zChelidonium majus chloridi
nerozpustnych v chloroformu, zatalem izolace zbyvajicich alkalaidv ¢isté forne
(prvni polovina byla pouzita v diplomové praci);

3. stanovit zakladni fyzikakkchemické charakteristiky izolovanych alkalbjd

4. pripravit vzorky pro stanoveni anticholinesterdzoantoxida&ni aktivity.



3 TEORETICKA CAST



3.1 Pdvod a rozsieni alkaloida

Alkaloidy jsou organické bazefipodniho givodu, v nichz je dusik vazargtginou
v heterocyklickém kruhid. Vyskytuji se pedevsim v rostlinnéisi, mér ¢asto je obsahuji
nektefi Zivocichové (anabasein — mravenégphaenogaster rudisnebo mikroorganismy
(staurosporin — houbatreptomyces staurosportls Dodnes byly identifikovany asi
ve ¢tyrech tisicich rostlinnych druzich, mohou se nalezéznych organech rostliny (keny,
plody, listy) a jejich obsah se¢hem vegeténiho obdobi réni. Swij ndzev dostaly dle
bazického charakteru. Maji proto schopnostiitvee vod rozpustné soli s organickymi
kyselinami, které sefpozere vyskytuji v organismech, nap&avelovou, octovou, méaou,
jableznolf.

Podle struktury sedi do rekolika skupin dle aminokyseliny, ktera poskytujestkui
zéklad kostry alkaloidu. Najklad z tyrosinu vznikaji fenylethylaminy, jednodéc
tetraisochinolinové alkaloidy a dalSi. Mezi alkadpifadime tradiné i nekteré slodeniny,
jejichz dusik neni vazan heterocyklicky (kapsaicingbo nemaji bazicky charakter
(theobromin). | v malém mnozstvi jsou alkaloidy lbgicky silné (¢inné latky. Alkaloidy
dostavaji casto nazvy podle rostliny, z které byly izolovarya alkaloidy jsou bohaté
nag. ¢eledi Fumariaceae, Papaveraceae, Berberidace&teré obsahuji isochinolinové

alkaloidy**®.

3.1.1 Alkaloidy isochinolinového typu

Do této skupinyifadime sekundarni metabolity, které vznikaji z arkyseliny
tyrosinu. V girod jsou tyto alkaloidy roz#ény v rekolika celedich, a to ndp Rutaceae,
Menispermaceae, Papaveraceatd. Dle z&kladniho skeletu fadime do #&kolika skupin,

z nich ty zakladni jsou zminy podrobuji>*.

3.1.1.1 Benzylisochinolinové alkaloidy
Benzylisochinolinové alkaloidy jsou syntetizovanytymsinu es retikulin

v ¢eledich Magnoliaceae RanunculacegeBerberidaceag Papaveraceae dalsich’. Maiji
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slaké bazicky charakter. Jednim z vyznamnych zastupto skupiny jepapaverin (mat&na
rostlina Papaver somniferun ktery byl poprvé izolovan v roce 1848 Tento alkaloid se
vyznauje pimym spasmolytickym dinkem na hladké svalstvo dychaciho, traviciho a
urogenitalniho traktu, a proto se terapeuticky pedifyi raiznych kolikach’. Mimo jinych

do této skupinyadime ilaudanosin alaudanidin, které naopak vyvolavajir&cové stavy, a
narkotin 3. Vzorce rkterych alkaloid této skupiny jsou uvedeny na néasledujicim obrazku

(Obr. 1).
MeO | X
O N
MeO
l OMe
OMe

Papaverin Laudanosin
S
O 7 N
CH,
OM8 X
=
0] OMe
OMe
Narkotin

Obr. 1: Benzylisochinolinové alkaloidy

3.1.1.2 Aporfinové alkaloidy

Celedi Fumariaceae Lauraceae Menispermaceae a Vv neposledni rac
Papaveraceae jsou zdrojem aporfinovych alkalaid NejvyznamgjSim z nich je
magnoflorin, ktery miZzeme nalézt v roddMahonia, Berberis Chelidonium Aquilegig

Glaucinunt®. V 70. letech byl Slavikem izolovan ziiemeChelidonium majus.
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Do této skupiny pat rovréz glaucin a isokorydin, které se nachazi

v Glaucinunt®. Vzorce alkaloid této skupiny jsou uvedeny na nasledujicim obrg@kr. 2).

MeO

OMe
O ,CH, MeO
N\
HO + CH,
HO
O MeO
OMe OMe

Magnoflorin Glaucin

MeO
HO

MeO

Isokorydin

Obr. 2: Aporfinové alkaloidy

3.1.1.3 Morfinanové alkaloidy

Tyto alkaloidy jsou zakladni ¢innou sloZkou opia, které je uz od statlkw
vyuZivano pro sfj analgeticky dinek. Nachéazi se v roZliych druzich roduPapaver.
NejvyznamijSim alkaloidem této skupiny jaorfin (nejvyssi obsah Papaver somnifeupa
kodein, ktery nachazi hojné vyuZiti jako antitusikuasté&né se metabolizuje na morfin,
takZe ma i mirné analgetick&inky®®. Do této skupiny row# pati oripavin a thebafh

(Obr. 3).
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Obr. 3: Morfinanové alkaloidy

3.1.1.4 Benzok]fenanthridinové alkaloidy

Tyto alkaloidy jsou dlezitym taxonomickym rysengeledi PapaveraceaeJejich
hlavnimi zdroji jsouChelidonium majusSanguinaria canadensi€scholtzia californica
Macleya cordataMacleya microcarpa

NejbohatSim zdrojemsanguinarinu, ktery poprvé izoloval James Dana v roce
1827° je severoamerick& bylinGanguinaria canadensiguto bylinu ronicicerveny latex
pouzivali indiani k lébg zarsti dasnf®. Chelidonin jako jeden z hlavnich obsahovych
alkaloidi Chelidonium majusbyl objeven v roce 1924 Godefroyem &isté forne byl
izolovan o 14 let pozgi Polexem a Prosteth Pisobi spasmolyticky na gastrointestinalni
soustavu, $hy cév, bronch, uretry, ¢lohy. Kromg toho potencuje dinek hypnotik, snizuje
spontanni motorickou aktivitu a vykazuje cholagognicholereticky &inek. Chelerytrin
izoloval v roce 1839 Probst, a to zrkneCh. majus’. AZ témei o dvacet let pozgi se
poddilo Slavikovi, gednimuceskému wdci, izolovatchelilutin achelirubin. Pojmenovany

byly podle svych intenzivh zabarvenych soli a mé&tee rostliny. Z kdene Macleya
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microcarpa rovreéz ziskal dalSi alkaloid —makarpin. Homochelidonin byl spot@é
s chelaminem a chelamidinem nalezen keko Chelidonium majus O izolaci dalSich
alkaloidi (dihydrochelirubin, dihydrosanguinarin, dihydrochelerytrin ) z Ch. majusse téz
zaslouZil Slavik v polovia 70.let 20. stoletf®> Struktury zmignych alkaloid jsou

zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 4).

Makarpin Chelidonin
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Dihydrochelirubin
Obr. 4: Benzdj]fenanthridinové alkaloidy

3.1.1.5 Protoberberinové alkaloidy

Mezi protoberberinové alkaloidiadimestylopin, ktery se nachazi v keni i nati
Chelidonium majusJeho obsah vSakifiem vegeténiho obdobi klesa. Zajimavych vyslédk
dosahl v polovia 90. let ¥decky tym Masarykovy univerzity Brno, kdy dokazakkoptisin
se po celé vegatai obdobi nachazi ve velké imiv natiChelidonium majusDo této skupiny
rovréz pati berberin, jehoz vyznamnym zdrojem je rodBerberis korysamin a

metylstylopin® (Obr. 5).

O
<o O N

Stylopin Berberin
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Koptisin

Obr. 5: Protoberberinové alkaloidy

3.1.1.6 Protopinové alkaloidy

Protopin aallokryptopin byly poprvé izolovany narplomu 19. a 20. stoleti. Nalézt
je mizeme v celé rostlhCh. majus koreny jsou vSak bohatSim zdrojem. 1zolovany byly dale
v rods Escholtzia, Glaucinum a Papavef®. Struktury &chto alkaloidi jsou znazorény

na nésledujicim obrazku (Obr. 6).

Protopin Allokryptopin

Obr. 6: Protopinové alkaloidy

3.2  Chelidonium majus

3.2.1 Botanicky a farmakognosticky popis
3.2.1.1 Taxonomickeé z&zeni

Rige: Plantae (rostliny)

Podise: Tracheobionta (cévnaté rostliny)

Nadoddaleni: Spermatophyta (semenné rostliny)
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Odctleni: Magnoliophyta (krytosemenné rostliny)

Trida: Rosopsida (dvoutbzné rostliny)
R&d: Papaverales (mékotvaré)
Celed’: Papaveraceae (makovité)

Rod a druh: Chelidonium majus (vlastainik etsi)

3.2.1.2 Morfologicky popis

Tato vytrvala bylina ddistajici vySky 1 m ma valcovity asi 1 cm silny odelen
Vétvita, plstnata lodyha nese‘istavé, lyrovit paenoséneé listy na lici setle zelené a lyse,
na rubu modrozelené mérchlupaté, doini jsou dlouzepikaté, horni kratce. Kalich je Zluty,
prchavy, mactyii korunni lupeny. Kt je oboupohlavny. Plodem je tobolka otvirajici se
chlopremi. Rostlinou prochazeji miéice obsahujici oranzévzbarvenou miéou §avu,

negijemného zapachu a k@ chuti. Kvete od kitna do z&>>*
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Obr. 7:Chelidonium majus

3.2.1.3 Vyskyt
Roste hoja v kifovinach, hajich i na rumistich od nizin az do pdgdpo celé Evrog,

Asii i Severni Americ&"?8

3.2.1.4 Droga
Lékopisnou surovinou j€helidonii herba separandum. Pouziva se téz suSerigrko
Chelidonii radix Pro obsah proteolytickych enzyrje sbhirdna gerstva né Chelidonii herba

receng.
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3.2.1.5 Pouziti v lidovém léitelstvi

Vlastoviinik vétsi byl tradéné pouzivan uz ve staréku. Cerstva gava se diky
proteolytickym enzymm, které umozni finik cytostaticky fisobicich alkaloidl, pouziva
na bradavice. K l#¢ rakoviny, gedevSim karcinomu dZe, lupénky, mozdl spalenin,
omrzlin je ¢asto doportiovana pirodnimi I&iteli. Ve form¢ tinktury se podavaip zanstu
aludku, jaternich chorobéach, kde je nositeletimku chelidonif*?”. ProtoZze se v8ak jedna
o drogu silg pasobici az toxickou, neni pro vint uziti v samol&ni moc vhodna. Koupele
jsou &inné @i plisnich nohotf. Bylinu Ize pouZit samostatn ve snési. V urologii se

pouZiva pro schopnost mirnit bolesti oviémim kontrakci hladké svalovifiy

3.2.1.6 Pouziti v homeopatii

Své misto ma vilastadik i v homeopatické tbé, kterd dle svého zakladniho
principu 1&i podobné podobnyi Tedy jestlize po intoxikaci vlastawiikem dojde po fazi
nevyznamné gastroenteritidy k toxické hepatitid degeneraci hepatotyt cholestazou,
nadprodukci indolu (na ktery nas upozorni dechxiktivaneho) a depresi centralni nervové
soustavy, ktera se projevuje ospalostifizeme vlaStowinik ve vysokém redni a
po tzv. potenciaci, pouZit nastsu obdobnych znaki®".

Chelidonium majuss prisluSnémiedni je proto indikovano ip chorobach jater a
Zluéovodi. Fi ikteru zpaisobeném cholestazou se podava 5 granuli 5 CH @krat, stejré
se podava i i virové hepatitid s cholestazou doghove k Iéku Phosphorus. 20 kapek 3 DH
2krat dend se pouziva ip zacg a swtlé stolici. V gipac Zlucové koliky dlevu pinasi
5granuli 9 CH kazdé 2-3 hodiny nebo 15 CH jako Inkp kjiz predepsanym

spasmolytikm?®".

3.2.1.7 Obsahové latky hlavni a vedlejsi

V celé rostlit se nachazi asi 30 alkaldigievazré isochinolinového typu. O izolaci
a naslednou identifikaci poloviny z nich se zasibtésky ¥dec Jii Slavik. VySSi zastoupeni
je v kareni, kEhem vegeténiho obdobi obsah kolisa. Nejnééjich je v dok kvétu, nejvice

na podzim? Jejich pehled je uveden vipdeslé kapitole 3.1.1.
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V menSi mie nalezneme ve viaStéwiku i flavonoidy (rutin, kvercetrin), fenolické
kyseliny (derivaty kyseliny skicové), alkaloid spartein, karotenoidy, histamigramin,

proteolytické enzynfy %

3.2.2 Biologicka aktivita

O lé&ebném vyziti Chelidonium majusse vi uz dlouho. Objev novychcinka
(radioprotektivita, ochrana hepatotytchemie a biogeneze alkalbige predmétem mnoha
publikaci. Nositelem Siroké Skaly biologickycheinkia, mezi které pat antivirova,
antimikrobialni, anifungalni, antitumorova, antidaini aktivita, inhibéni &€inek Wici
acetylcholinesteraze (AChE), jsotiedevsim alkaloidy™®. Aktivita je ovliviéna planaritou

aromatického kruht.

3.2.2.1 Antivirova aktivita

Colombo a Bosisio (1996) se zabyvali ve své pradawnakologické aktivit
Chelidonium majugaké @&inkem jeho extraktu proti ¢fpkovému viruin vitro i in vivo.
Antivirové vlastnosti extraktu z celé rostliny bypozorovany na DNA herpetickém viru a
RNA polioviru. V prvnim testu alkaloidni extrakt kgzoval antivirovou aktivitu proti
lidskému adenoviru typu 5 a 12 i préterpes simplex virusV testu na druhy typ virovych
castic byly testovany protoberberinové a benzofdmatihové alkaloidy na inhibici &i
reverzni transkriptaze RNA nadorovychivir

Benzofenanthridinové sl@aniny, které jsou nejlepSimi inhibitory reverzni
transkriptazy, maji fenolickou nebo methoxy- skwpima C8 a C9 uprastd kruhu. Nasyceni
tohoto kruhu ma za nasledek #nau ztratu inhibice. Odchylka od tohoto vzoru sjgzu
aktivitu. Za &elem stability alkaloidu j®d enzymy je prokazateindulezita gitomnost
kvartérniho dusiku v molekule a je dobra korelaezirmhibici reverzni transkriptazy (RT) a
antileukemickou aktivitou. U sl@enin, kterym chybi kvartérni dusik jako u chelidanibyla

nalezena slaba aktivita (#6= 200ug /ml) viiéi RNA tumorovému virfl
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Protoberberinové alkaloidy jsou slabSimi inhibitoZavedeni methoxy- skupiny
do polohy 2 a 3 kruhu A (bez ohledu na tyto skupimpoloze 9 a 10 nebo 10 a 11 kruhu D) je

zakladni podminkou pro inhibii &inek alkaloidi®®,

Obr. 8: Obecny vzorec (ndznak kiuh, B, C, DY

3.2.2.2 Antimikrobialni aktivita

Chelerytrin a kvartérni benzofenanthridinové frakbgly testovany na jejich
antibakterialni aktivitu. Chelerytrin byl n&any na Gram-negativni kmeny . Ecoli,
Pseudomonas aerugings&lebsiella pneumoniaeAntimikrobialni &inek byl vyznamny
na Gram-pozitivni bakterie. Nizk& akutni toxiciteh€lerythrin 95ug/kg a sanguinarin
102ug/kg) naznauje, Ze tyto alkaloidy mohou byt vyuZity jako farkedéerapeuticky
alternativy ve stomatologii prodbu paradentdzy, a to ve foénmodného roztoku sanguinarin
chloridu 0,3% vykazujiciho protiplakovycimek. Sanguinarin a chelerythrin bylgiané gi
kontrole produkceékavych sirnych sloienin odpo¥dnych za maldor. Pseudoalkoholaty
obou alkaloid maji vySSi intercelularni penetraci nez polarmzeéenanthridiny samotné a
jsou aktivni proti Staphylococcus aureusE. coli, Salmonella gallinarum Klebsiella
pneumoniagMycobacterium smegmatis

Berberin byl Uspsre pouzit ke kontrole zvySenéistni sekrece zdjginéné toxinem
E. col, efekt byl zavisly na davce. Kvartérni amoniovaugka je nezbytna pro

antibakterialni ginek berberintl
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3.2.2.3 Antifungalni aktivita

Frakce obsahujici chelerythrin a kvartérni benzafémidiny vykazuji antifungalni
ucinek na rkteré kmenyTrichophyton Microsporum canis Epidermophyton floccosum a
Aspergillus fumigatusTestované alkaloidy &y silnou antifungalni aktivitu na dermatofyty,
zvl4s& na antropofilni a zoofilni kmendy Vulkusin a kol. (1991) testovali aktivitu
ethanolického extraktu Chelidonum majus shromazdného zdéznych obdobi a
ontogenetickych cykl rostliny. Byly pouzity fizné kmeny druhuCandida a dermatofyt
Vysledky antimykotické aktivity, nazdavaly, Ze ethanolicky extrakCh. majussbirany
v &1 mel nejvyssi aktivitd.

Berberin v koncentraci 10-2pg/ml inhiboval vice fiznych druli hub: Alternaria,
Aspergillus flavus A. fumigatus Candida albicans Curvularia, Drechslera Fusarium

Mucor, Penicillium Rhizopus orzaa Scopulariopsis

3.2.2.4 Antitumorovy &inek

Protirakovinného &inku vlastovéniku se vyuZivalo jiz po staleti v tré&dich
galenickych pipravcich. V testech Caolo a Stermitz (1975) prakaze antitumorovy &inek
benzofenanthridinovych alkalaidzavisi na pH, Ishii a kol. (1985), Ze iminiova pka
zvySuje aktivitd.

Za &elem posileni antineoplastickycktika chelidoninu byly syntetizovany jeho
derivaty, které byly naslednotestovanyin vitro i in vive’. Zajimavych vysledk bylo
dosazeno u triaziridinu ukrainu (genericky nazey gemisyntetickou sl@eninu obsahujici
chelidonin konjugovany gdmi molekulami thiofosformé kyseliny), tento produkt byl
shledan netoxickym imunostimulantem, ktery indukuyeodukci na thymu zavislych
T-lymfocyti, ¢ehoz bylo vyuZito p klinickém hodnoceni &inku u pacient postizenych
karcinomem. Ukrain byl aplikovan jako intravendznjekce kazdé 3 dny, ¢u tvailo
10 podani po 10 mg. Doslo ke zvySeni celkovéhiypd-burek a T-pomocnych lymfocyit
poklesu T-supresorovych b&kna normalizaci poru ,helpei” a ,supresol”. Ukrain také
efektivré modifikuje biologickou odposd’ piimou aktivaci lytického mechanismu imunitnich

efektorovych buék (dovede zvysit lytickou aktivitu lymfocytze sleziny az na 48krat).
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Predpokldda se, Ze antileukemickd aktivita cytotogatk protoberberinovych
alkaloidi maze souviset se strukturalni konformaci molekulgjanji vazbnymi viastnostmi
na DNA. Biologicky &inek sanguinarinu je pravdodobré dan vytvdenim komplexu
s DNA. Sanguinarin ma dvformy: kationicka je kompleth a neutralni jencaste&né
vmezéena do dvojité Sroubovice DNA. Vysledky chelerytrise liSily od sanguinarinu, coz
naznguje sterickou hydrataci substituémta kruhu D. Optickymi metodami byly u berberinu
prokazany interakce s nukleovymi kyselindmi

Dale byly provedeny testy naitkach Ehrlichova karcinomu, sarkomu 180 a HelLa
buikach na antitumorovy dinek chelidoninu a protopinu, jejichz vysledkem dyyke oba

alkaloidy maji v terapeutickych davkach slaby amtiorovy @&inek®>>

3.2.2.5 Inhibi¢ni &inek viici AChE

Byla provedena srovnavaci studie na infnbiaktivity berberinu, sanguinarinu a
chelidoninu w¢&i lidské erytrocytarni acetylcholinesteraze a sérdwutyrylcholinesteraze.
Studované alkaloidy vykazaly silnou reverzibilnhiiicni aktivitu vic¢i cholinesteraze. Byl
uréen typ inhibice a vyptieny inhib&ni konstanty. Je dokazéno, Ze charakter inhibice je
identicky pro ok cholinesterazy. Berberin a sanguinarin jsou koitipet-nekompetitivni
inhibitory, zatimco chelidonin je kompetitivni irtiior'.

Korabe&ny a kol. (2010) zjifoval, zda je hydrochloridN-alkyl-7-methoxytacrinu
(7-MEOTA) mozno pouzit jako potencialniho inhibitocholinesterazy ip Alzheimerow
chorol#, testy probihalyin vitro. Testy probihaly na rekombinantni lidské AChE a
plazmatické BuChE. Byly syntetizovanyzné derivaty, z nichZitnové slodeniny vykazaly
nadtjné vysledky inhibice AChE, které byly lepSi nezZtakrinu nebo 7-MEOTA. fi
sloweniny se ukazaly jako silné inhibitory HUBUChE. @&uzavislosti struktury na aktiit

zdiraznila vyznamN-alkyl fetszci o délce 6 aZ 7 uhlikpro inhibici cholinesterazs.

3.2.2.6 Antioxidacni inek
Hu a Wang (2009) ve své studii testovali antiokida aktivitu extraktu

vlaStoviniku. Vlastnosti methanolického extraktu byly tegtoy pomoci diznych in vitro
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systénti, zahrnujicich testy ochrany DNAga poSkozenim, DPPH-test, chelataceikdgst
redulkéni sily. Testovany extrakt vykazoval sijgi antioxid&ni aktivitu (1Go= 7,92ug/mL)
proti hydroxylovému radikalu ve fentonovém systémuez butyl-hydroxyanisol
(ICs0=51,46ug/mL) a a-tokoferol (IGo= 67,48 ug/mL). Podoba bylo dosazeno ochrany
pied poskozeni plazmidu pBR vyvolané hydroxylovym ikdgm, a to extraktem
o koncentraci 40Qug/mL. Také bylo zkoumano b&mé dleni a indukce apoptozy, a to
v burséném prolifergnim testu, pitokovou cytometrii a expresni analyzou mRNA.
Vysledkem je, Ze extrakt vyznaimhibuje fist burgk HT-29 v zavislosti na koncentraci a
¢ase, se zvysujicimi se &ha hodnotami se zvySuje apoptdza dua exprese kaspazy-3.

Celkow tato studie ukazuje, Ze vlastonik méa antioxidani a antiproliferativni viastnosti

3.2.2.7 DalSi &inky

Zajimavou studii zviejnil korejsky kolektiv ¥dci v roce 2003, kdy zjistili, Zze
extrakt zCh. majusma ochranny &inek gred radignim z&enim, a to stimulaci imunitnich
bursk, ceho? by se dalo vyuZitidéshs rakoviny”.

Chelidonium majus 30 CH a 200 CH sniZilo hepataitxi u mySi po podani

p-dimethylazobenzeriti

3.3  Metody vyuzité k izolaci alkaloidi z Chelidonium majus
3.3.1 Extrakce alkaloidi obsazenych \Chelidonium majus

Pti extrakci alkaloid z této rostliny se pouzivaji nadzemni i podzesasti rostliny,
nejastji kofen nebo né Rezana, drcena nebo praskovana droga je podroberekax
s organickymi nebo anorganickymi rozpaaly (nag. voda, kyselina sirova, kyselina
chlorovodikova, ethandf)

Pro extrakci se dxn¢ vyuzival Soxhlelv pristroj. Od této metody se ale v dnesni
dohs jiz upousti, protoze vznika nebezpartefakfi nebo rozkladu drogy zigtodu, Ze extrakt
se po celou dobu z#ka. Proto je vhod¥)si perkolace, kterou Ize prowédza EZné teploty.
Pri jejim pouziti vS8ak musime pitat nejen scasovou narénosti, ale i vysSi spimbou

rozpoustdla.
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Extrakci je moZné provést i maceraci za studena; &d droga po igliti
rozpoustdlem nechava macerovat za pokojové teploty. Datsinosti je macerace za horka.
Probiha stejy jen stim rozdilem, Ze je macerovana droga izpoosStédlem zaliivana

na vodni lazni

3.3.2 Analyza alkaloidi Chelidonium majus

Pro analyzu alkaloitl nachazejicich se ®helidonium majuslize vyuzit rkolik
riznych metod, mezi kterédadime materidkh a ¢aso¥ méré naranou tenkovrstvou
chromatografii (TLC), velice i@snou metodu — vysok&anou chromatografii na tenke
vrstvé (HPTLC) a vysokotinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), nebo jiigtrojow
naranou plynovou chromatografii s hmotnostni spektraine{(GC/MS) a kapilarni

elektroforézu (CE)

3.4  Neurotropni aktivita

Za neurotropé aktivni povaZujeme latky majici afinitu k nervotléni’. Do této
skupiny pati mnoho slotenin, od jednoduchych anorganickych (oxid dusnypaslozité
organické, pirodniho i syntetickéhotwodu'**°>. My se budeme zabyvat latkamiippdniho
puvodu, a to skupinou alkaloid Vhodna doba sfu rostlin pro obsah alkalaide obec# pri
zwétSovani a vakuolizaci bék. Tvorba alkaloid se snizuje az zastavuje na@tku

kvetenf?.

3.4.1 Latky pusobici na sympaticky nervovy systém

Sympatikus je saifisti vegetativniho nervového systémdasini se progednictvim
neurotransmitér regulace vniinich orgad (srdce, bronchy, zornice oka, periferni cévni
feciste), a tim pomaha udrzet homeostazu organizmu. Jahamee zfisobi kaskaddu stresové

reakce ((tk, boj), dlouhodoba stimulace vSak vede Kk patofggizkym stawim

(nag. hypertenzé?.
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Efedrin

Poprvé ho izoloval v roce 1887 K. K. Chen z dvoudbm kée Ephedra sinica
Efedrin pisobi fimo nao i p receptory, a to prakticky stéjintenzivre®®. Zarovei stimuluje
mozkovou kru, podkorové oblasti a tgobi nepimo psychostimukné uvolnénim
noradrenalinu z nervovych zak@mi. Pro jeho Sirokou Skaluwiakia ho mizeme zeadit
do vice farmakoterapeutickych skupiniii® se pouzival ke snizeni frekvence zaahvat
pii astma bronchiale. Dnes nachazi upiatnjako centralni stimulans fip narkolepsii,
kratkodol& je podavan $ reverzibilni obstrukci dychacich cest v kombina@intitusiky nebo

jako analeptikurff.

OH

©)\/NHCH3
CH,

Obr. 9: Efedrin

Namelové alkaloidy

Tyto derivaty kyseliny lysergové pochazejici zeestitiaClaviceps purpurea jsou
odvozeny od tryptofanu a kyseliny mevalonové. Dharekteru amidov&asti molekuly
(a s tim souvisejici rozpustnosti ve ¥pge dlime do dvou skupin. Prvni skupinu zastupuje
ergometrin, jehoZz baze jsou rozpustné ve ¥oBruhou skupinu tvid alkaloidy, u nichz je
kyselina lysergovd vazana amidickou vazbou na gep§i zbytek. Dle charakeru
aminokyselin, které peptidicky zbytek #o se dale &i na skupinu ergotaminovou
(ergotamin, ergosin) a ergotoxinovou drgokristin, ergokryptin, ergokornin). Mimo
neselektivnia-sympatolytické aktivity vykazuji namelové alkalgid uterotonické tinky
(ergometrin), ovliviuji receptory pro serotonin a dopamin, nachazi to@d i jako

antimigrenika (ergotamifiy°
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Yohimbin

Kura stromuPausinistalia yohimbggjiz hlavni &innou slozkou je yohimbin, byla
odedavna pouzivandipnuzské impotendi Nové vyzkumy vak stimulaci sexuélnich funkci
u clovéka spolehli¢ neprokazaly. Yohimbin vyvolava vasodilataci v péame oblasti,

blokadoua,-receptod dochazi k tachykardii a zvyeni krevniho tf&ku

Iz

H,CO0C
OH

Obr. 10: Yohimbin

Reserpin

Rauwolfia serpentinaker nebo strom rostouci v tropickych oblastech, bydalitné
pouZivana p obradech starych Inki v indické medicit®. Reserpin se vaZe na transportni
proteiny vezikularni membrany a blokuje vstup kht#daminovych a jinych amin
do vezikul. Aminy, které nejsouipaty do vezikul, rozloZzi monoaminooxidazamz se snizi
celkovy obsah monoaminschopnych nervovéhoignosu. K obnoveni funkce je nutna
syntéza novych membran. Nezadoucitimkem @i pouziti reserpinu jako antihypertenziva

jsou mimo jiné depre&*:

OMe
OMe

ooC OMe

OMe

Obr. 11: Reserpin
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3.4.2 Latky pusobici na parasympatikus

Parasympatikus je druhaiasti vegatativniho perifernino nervového systénetioJ
¢innosti je navozen klidovy stav (sniZzen&innost srdce, dychaciho systému), ale
v gastrointestinalni soustayGIT) prevladaji anabolické rekce (syntéza a ukladani exerg

Hlavnim neurotransmiterem je acetylchéfin

Muskarin
Amanita muscariaje nefastjSim zdrojem muskarinu, ktery obsahuje kvartérni
dusik, diky 8muz pisobi na receptory na perifernich efektorovychikaich parasympatiku.

Vyznam muskarinu v medicfrje jen toxikologicky, protoZe se zneuZivéa jakousioger®.

(0] +

HC
\§_7/\N(CH3)3

HO

Obr. 12: Muskarin

Arekolin

Tento alkaloid je obsaZen v semenech palArgca catechti Diky terciarnimu
dusiku prochazi hematoencefalickou bariérou a naS Qifisobi stimulé@né. Arekolin
stimuluje potnf a slinné Zlazy, a to piestnictvim M- i cholinergnich N-receptdf'.

Cerstvé arekové semeno spolu s listy ipepiku betelového a dalSimiipadami
slouzi k giipraw betelu. Tato droga, ktera se zZvyka, ma povzbudbudky, rizikem je vSak
vznik karcinomu v dutité Gstnf.

s

N

=
QCOOCHS

Obr. 13: Arekolin
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Pilokarpin

Jihoamerické stromy neboilePilocarpus microphyllus, P. jaborandi dalSi druhy
poskytuji droguJaborandi folium jejiz hlavni @innou slozkou je pilokarpin. #Pskladovani
ale obsah alkaloid rychle klesd Pilokarpinfadime mezi parcialni agonisty M-recefitor
Obsahuje terciarni dusik, a proto prochazi hematdatickou bariérou a na CNSigpbi
stimulangé, dolie se resorbuje z GIT i lok&lnz oka, zvySuje Zlazovou sekreci — poceni,
salivaci, sekreci slz, brongh Zaludku. Pouziva se ¥mim lékdstvi k vyvolani midzy a

snizeni nitrosniho tlaku pi glaukom#®*

Obr. 14: Pilokarpin

Fysostigmin

Semeno lianyPhysostigma venenoswstouzilo k tzv. boZim soudn®. Fysostigmin
v ném obsaZeny diky terciarnimu dusiku #®tprochdzi membranaffii Pouziva se jako
kognitivum, k blokovani anticholinergniho syndromavozeného ¢kterymi I&ivy, snizuje
Gcinek nepolarizujicich myorelaxancii, ale prohlubajgrodluzuje &inek depolarizujicich
myorelaxancii, dale ho lze vyuZzit jako nespecifiedgidotum u petrvavajici sedace nebo
neklidu po celkové anestézii, je Iékem prvni volbyglaukomu s uzaenym dhlem, také
miotikum. Zajimavosti je mast s obsahem 0,025% dtygminu, kterd se pouZzivaiip

pedikul6zerfas a obai?®*:

Obr. 15: Fysostigmin
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Atropin

Tento alkaloid je obsazen ¥kolika rostlinachc¢eledi Solanaceaez nichz mizeme
jmenovat dva vyznamné zastupégropa belladonna Datura stramoniurh Terciarni dusik
zaji¥’uje dobrou resorpci a jchod ges hematoencefalickou bariéru (HEB).tdegen mezi
nesektivni parasympatolytika, agobi na M-receptorech, ale na N- receptorech
v terapeutickych davkach ne. Pouziva se lpadyarytmii, v premedikaciipd celkovou
anesteézii, p intoxikaci inhibitory AChE, jako spasmolytikum Gla md@ovych cest, ma

dlouhy mydriaticky dinek, vysoké davky Zisobuji halucinace aZ srfitt

Jelele NCH,
W
CH,OH
Obr. 16: Atropin

Skopolamin

Skopolamin se mimo jiné nachazi v rostlnozStené v Evrop i Asii — Hyoscyamus
niger’. Jiz v malych davkach tento alkaloid vyvolava Gtlwentralni nervové soustavy,
pouZziva se ve stejnych indikacich jako atropin,inajako antiemetikum — k prevenci kinet6z
ve forme podavané perordn véipcich nebo naplastech. Vysoké davkyuasgbuiji

halucinacé”.

Jelole} NCH, | O
Or¢
CH,OH
Obr. 17: Skopolamin

3.4.3 Periferni myorelaxancia

Mezi periferni myorelaxancigadime latky blokujici stahy kosternich svabsahem

do proces nervosvalovéhoignosugimz vyvolaji relaxaci kosternich swaf.
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Toxiferin a tubokurarin

Tyto dva alkaloidy jsou zakladem tzv. Sipového j&drare. Jihoametii indiani jed
ziskavali ztznych casti rostliny Strychnos toxiferaa pouZzivali ho klovu i obra&n
Zajimavosti je, Ze aby #apobil ochrnuti dychaciho svalstva, musi se dostainau

do krevniho obhu. V terapeutickych davkach se pouziva k previeresi pii Soku**2

3.4.4 Latky ovliv iujici vegetativni ganglia
Z terapeutického hlediska je to malo vyznamna siapneb6é mimo substittni

terapie u kiaki se latky pafci do této skupiny v podstaneuplatuji*®.

Nikotin

Dobre prochdzi membranami, snadno se absorbuje z duisigi i dychacich cest.
V perifernim nervovém systému zvysSuje sekreci iiliwtGIT, na CNS ma povzbuzujici
Gcinky. Zavislost na & vznika nenapadf) ale odvykani je obtizné. V substihi terapii je

podavan ve formzvykasek, naplasti nebo inhal&&i

Obr. 18: Nikotin

Lobelin
Lobelia inflata je hlavnim zdrojem lobelinu, kteryupobi jako analeptikum
dechoveho centra a stimuluje vegetativni ganglidopa: jako nikotin. Proto se pouzivala

do bylinnych snisi k odvykani koteni tabakei®®
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Obr. 19: Lobelin

3.4.5 Psychostimulancia a dalSi latky majici afinitu k catraini nervové soustawé
Psychostimulancia zvysSuji aktivitu ve sfémysleni, chovani, agobuji euforii, stav
po jejich poziti nize gipominat psychdzu. Terapeutické vyuziti maji tzsyghomotoricka

stimulancia, a toifp1ésbé narkolepsie nebo hyperkinetického syndronsti’8

Kokain

Vzdyzeleny ké Erythroxylon cocaposkytuje prvni znamé lokalni anestetikum
alkaloid kokain, ktery mimo jiné blokuje &my péijem neurotransmitér do nervového
zakorteni,¢imz dochazi k euforii. Po stimuai fazi se vSak dostavuje deprese. Kokain dale
zpasobuje hypertenzi a vasokonstrikci, kteta gilohodobém pouZzivani drogyte vést az

odunteni a perforaci nosnigpazky**2

Kathin
Listy Catha eduliszvykaji obyvatelé Etiopie k odstrémi hladu a unavy. V nich
obsaZzeny kathin gsobi stimul&ng, chrontti uZivatelé jsou naopak ap#fti neschopni

koncentrace®’,

Kofein, theobromin, theofylin

Tyto methylxanthiny se nachazi wzné mfe v rostlinachCofea arabica, Cola vera,
Thea sinensis, Paulinia cupam@arheobroma cacagejichz hlavni vyuziti je jako pochutiny.
NejsilrgjSi centralni dinek vykazuje kofein, proto se ve &snpouZziva jako anorektikum. Téz
zvySuje @inek analgetik a ysobi diureticky. Theobromin a theofylin maji hlgvwliv
na dychaci soustavupgobi relaxaci hladkych swabronchi. Terapeuticky se vyuZivajitip

dechové nedostateosti 294143
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Psilocybin
Houby rodu Psilocybe obsahuiji psilocybih Tento alkaloid zfisobuje euforii,

zrakové, sluchové a hmatové halucinace. Snadnéhmavznika psychicka zavis|Gst

Meskalin
Kaktus roduPeyotedyl vyuzivan v indianskych nabozenskychadech. Nachazi se
v ném meskalin, ktery ma silné psychotomimetickénky s vlivem na vegetativni nervovy

systém, coZ jsobi nuceni na ngppocit horka, 1zko3t°

Tetrahydrokannabinol (THC)
NejcastjSim zpisobem pijmu THC z rostlinyCannabisje koueni. Halucinogenni
Ucinek nastupuje dhem minut, po uziti Usty je usbani nerovnoming, a proto i intoxikace

mohou mit zava#ijsi disledky™.

Galantamin
Galantamin, ktery se ziskavdGalanthus woronowijije selektivni inhibitor AChE,
pouziva se k symptomatick&h& Alzheimerovy choroby. Pouziva se r@¥rk zazeni zornic,

zvyseni sekrece Zlaz &g glaukomu a jako antagonista kurarového ochtittt

HO
Obr. 20: Galantamin

Stimulatné rovreéz pasobi tropanove alkaloidy a efedrin (viz vySe).

3.4.6 Analgetika
Analgetika jsou latky tlumici bolestitipzachovani ¥domi. Silny @&inek v tomto
sméru vykazuji latky pochéazejici z opia, zaschléa§ z nezralych makovidPapaver

somniferurft.
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Morfin
Morfin je hlavni analgetickou sloZzkou opia, kdersehazi asi ve 13 %. D#a vitr

zhor3uji vynod Podrobuiji viz kap. 3.1.1.3.

3.4.7 Dalsi latky pasobici na nervovy systém

Kodein

Nachézi se v rodBapavera jeho hlavni vyuZiti je jako antitusikdfhPodrobgiji viz
kap. 3.1.1.3.
Koniin

Tento alkaloid zpsobujici kurarové ochrnuti kosterniho svalstva sehézi
v Conium maculatumPodle powsti byl odvarem z této rostliny otraven Sokratesiv® se

pouZival vyluh z bolehlavu k lokalnidés neuralgif.

3.5  Alzheimerova choroba
3.5.1 Uvod

Alzheimerova choroba (AD) v dneSni dohpredstavuje spolu s ischemicko-
deséaty nad 60 let a kazdy druhy nad 85 letelzoz vyplyva, Ze sé&kem roste incidence i
prevalence. Potvrzuje to i studie Copeland a Kt996), ktéi zjistili, Ze pongr incidence
demenci Alzheimerova, vaskularni, alkoholova je: 881 na 1000 lidi. Prevalenci této
choroby se zabyval Evans a White (3 % v 65-7518t7 % 75-84 let, 47,2 % u lidi starSich
85 let)*™*

Ptiznaky choroby jsoucasto zammovany s pirozenymi projevy starnuti, coz
oddaluje diagn6zu a néaslednoghla. RozliSujeme senilni (nastupuje po 60. roce taive
presenilni formu (prvni fiznaky se objevuji jiz kolem 45. rok@) Pro Zeny je riziko
onemocgni ve vySSim ¥ku asi tikrat vysSi nez u muz Své misto ve vyvoji AD ma i
dédicnost. Bylo zjis¢éno, Ze rizikovym faktorem je nastvi alely eta-4 genu pro

apolipoprotein E, lokus 12. chromozomu a dale génoutace na 21., 14. a 1. chromozomu.
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AD postihujecastji jedince s niz§im vz#lanim, ty, ktéi kouii cigarety nebo utihi porareni
hlavy. Jednoznmou spojitost se vSak nepdiia prokazat. RovéZ hlinik se nize podilet
na tvort¥ abnormalnich podoh-proteinu, z kterého vznikaji neurondlni klubka lakna

neuropilu, topograficky vztah nebyl ale zist*

3.5.2 Makroskopické zmeény

V CNS postizeném AD dochazi k makroskopickymémam, a to sniZzeni hmotnosti
a objemu mozku, n&stji jsou postizeny spankové laloky, dochazi k rte$i mozkovych
komor a zuzZeni mozkové uky. Stupé postizeni substantia nigra pak odpovida

extrapyramidovym fiznakam.

3.5.3 Mikroskopické zmény

Zmeny v disledku onemoami AD ale nmizeme pozorovat i na mikroskopické
arovni, nap. jako numerickou atrofii a dalSi 2my na neuronech.

AD doprovazi wad podkorovych oblasti vy$Si mira numerické atrofenon, nez
je tomu u Kklinicky normalniho starnuti. 2my postihuji cholinergni, noradenergni,
dopaminergni, serotonergni a peptidergni systémpethalamu a striatu. SniZzuje se tedy
pocet neuroi i jejich plocha, a to viznych ¢astech CNS odliSnou mirou. Zajimavosti je
piima vazba numerické atrofie nucleus basalis a mazhéry a také, Ze pokles aktivity
neuronu odpovida zmenSeni plochy Golgiho aparatkeuvonu.

Paitani neurof je vSak velmi obtizné, az moderni metodingsly spolehligjSi
vysledky. Numerickou atrofii neurdndoprovazi i pokles aktivity enzyimi prislusnych
receptod, &imZ se ve své studii zabyval Wilock a kol. (1982)

Béhem AD dochazi ke zémdm na dendritickych systémectetr® synapsi, kterym
odpovida stupe postizeni kognitivnich funkci. Pomoci barvitelnésynaptického proteinu
SNAP-25 niizeme ngiit pocet synapsi. Zda se, ze senilni plaky dendriticketésyy
neovliviwuji, ukladani amyloidu naproti tomuiibe byt odpovdi na poSkozeni synapsi.

Apoptoze podléhaji vice gliové fiky nez samotné neurony, jednim ze spatiSge |

B-amyloid. Mechanismus zanikuigsré nezname, podil pra¥godobr maji odchylky
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¢innosti geri skupiny Bacl-2 (jejich produkty spodéft apoptdézu i tvorbu neuronalnich

klubek) a oxidativni stres.

Senilni plaky

V histologickych fezech je mZeme pozorovat jako nepravidélnokrouhlé
heterogenni Utvary velikosti asi 0,2 mm, které blogaamyloid. Jejich nalez j@Sheznamena
diagn6zu AD, protoZe se vyskytuji viiehu Klinicky normalniho starnuti mozkutiFAD je
jich vSak abnormakhvice. Riznym barvenim Ize rozlisit 8 typsenilnich plak aipbuznych
struktur. Typické pro AD jsou neurity s parovymirgimi vliakny, které se vyskytuji vain
mimo plaky, tzv. neuropilovéa vlakfa

Ukazatelem poSkozeni kognitivnich funkci je vyskyteuritickych plak
v neokortexu, které se z&tuji s non-neuritickymi amyloidovymi plaky doprovgiog

starnuti.

Neuronalni klubka (tangles)

Jejich ultrastrukturalni povahugsre nezname. Podle studie, ve které byla pouzita
metoda AFM, se jedno spiralni vlakno&t&olem druhého, parového, aniz by jeksiZilo.
V imunocytochemickych studiich se zjistilo, Zdile¥itou slozkou spiralnich vlaken je
T-protein. Tento protein s nizkou molekularni hmathana v ¢le fyziologickou funkci. Vaze
se na tubulin mikrotubtla startuje jejich polymerizaci. Jakmile je defagfovan, podili se
na jejich stabilizaci. V klubcich se-protein vyskytuje v jednodusSi isofo¥ms vysSi
molekularni hmotnosti, ktera je igpbena hyperfosforylaci. Dale se na vniku klubeken

podilet i glykosylace a ubikvitinizate™

A-B-protein
Glenner a Wong z cerebrovaskularnino amyloidu péicigpicich AD vyizolovali a
osekvenovali protein o 39-43 aminokyselinach, ktagzvali B-protein. Vznika z ¥tSich

prekurzofi, nazyvanych prekurzorovy protein, APP, uklada s@drech senilnich plaka
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ve stnach tepének. Jeho fyziologickou funkci nezndmevhil slozku tvéi A-p 42, protein
tvoreny 42 aminokyselinami, ktery séastni vSech stadii nemoci, takze jeho owhinby
bylo terapeuticky vyhodné. Podle sasnych vyzkuma je A- protein kIEovym
patogenetickynélankem degenerativnich progepii AD*. ZvySeni tvorby AB proteinu je
diusledkem mutaci genu pro amyloidovy prekurzorovytgirona 21. chromozomu, genu
kédujiciho tvorbu presenilinu 1 na 1. chromozomechbnismus neurotoxickéheidku A-f
proteinu neni dosud znam. Cytotoxicitu PA-proteinu zvySuje tvorba kompléx
s polypeptidem ERAB, coZz je vazebny protein endopktického retikula, ktery ma

enzymaticky charakt&t

Apolipoprotein E (ApoE)

Tento protein ma podil na redistribuci lipidnezi buikami jednotlivych orgain i
mezi buikkami téhoZ organu, neb@o navazani na své receptory je schopen translidu.
Prirozere se vyskytuje v &kolika isoformach. U jeding ktefi nesou alespojednu alelu
pro ApoE4 , je zvySené riziko vyskytu AD. Zda se, dkladani apolipoproteinuigdchazi

ukladanip-amyloidd*“.

Glie, zargtlivé mechanismy a oxidativni stres

V senilnich plakdch se vyskytuje aktivovana mikiemgBylo zjiS€no, Ze kdyZz se
k tkdnové kultde mikroglie gidal p-amyloid, z#&ala vylwovat TNFa, faktor aktivujici
apoptézu. Kolem neuritickych plakjsou ¢asto hnizda mikroglie, coz seifita vlivu
apolipoproteinu E4.

Aktivovana mikroglie vyvolava imunitni odp&d, coz vys¥tluje vyskyt
interleukinu-1 (IL-1) a interleukinu-6 (IL-6) v ldkosti neuritickych plak Diky tomuto
poznatku se igdpokladal pozitivni vliv nesteroidnich antiflogfist ktery vSak nebyl
prokazan. Podil na zéfivé odpowvdi ma roviez CAP 37 (kationtovy antimikrobialni
protein), ktery zpsobuje pilnuti monocyti ke kapilarnimu endotelu¢imz se za&nou

uvoliovat kyslikové radikafy.
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Amyloidova angiopatie

Newtvena vlakna amyloidu prostupujunica media nahrazuji myocyty hladké
svaloviny, oddluji membrana elastica interna rekdy prochazeji az doijehlé mozkové
tkarg. Se zvySujicim se &kem se objevujetastji. Mozkova amyloidova angiopatie se
vyskytuje nejen u AD (coz je ngsgjsi), ale i @i Downow syndromu, demenci boxer
vaskulitidach, casto bez zavislosti na vyskytu piakiebo klubek. V 5-10 % ifpadi je

pricinou nedrazového mozkoveho krvaceni.

3.5.4 Genetika

Na vyvoj AD ma vliv mnoho faktdr, mezi které pdi i geneticka predispozice.
RozliSujeme d¥ formy: rana (porucha na chromozomu 21, 14, 1, aberz&ind pged
60. rokem a trva 6 az 8 let) a pozdni (gen proippptotein E na 19. chromozomu a mutace
mitochondrialni DNA, pravépodobré i mutace na 4., 6., 12. a 20. chromozomu, nastupuj

po 60. roku, nemoc trvaskdy i déle neZ 10 let§**

3.5.5 P¥iznaky AD

V casnych stadiich je obvykle obtizné odliSitizmaky nemoceni od giznaki
normélniho starnuti. Jedniméasnych piznakd jsou poruchy slovni pagti. Re¢ je sice
plynula, ale obsah@v prazdna, nemocntasto hledaji slova. Dostavi se zapominani
kazdodennich udalo8ti

V dalSim stadiu nemocni &aaji bloudit, netrefi na mista, kam dlouha létadih.
V rizné mie je postihnou poruchy exekutivnich funkci vazangeltelni laloky: gestanou
byt schopni planovat jednoduché ukony (oblékanilizeki). Dale dojde k poruse
nekognitivnich funkci a projevi se halucinace, dspr agresivita. Nemocni sitg\stav
vétsinucasu neusdomuiji a Iébu odmitajf®.

V pokraeilejSich stadiich se ztraci schopnost komunikatestpvaji poznavat okoli,
stanou se naprosto zavislymi na odeatelich, dochazi k inkontinenci, ztrahybnosti,

porucham fjmu potravy”.
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3.5.6 Diagnéza

Klinicka diagn6za méa zaklad v mezinaréddopori&enych a uzivanych Kkritérii
skupiny NINCDS/ADRDA z roku 1984. & diagn6zu na pravghodobnou, mozZnou a jistou.
Jestlize se onemoéni projevi typickymi piznaky, mluvime o prawodobné diagndze.
V piipadech s atypickymi fiznaky nebo vfipadech s dalSimi sdasnymi systémovymi
chorobami je uvatha mozna diagndza. Definitivni diagnoézu Izetiuraz na zéaklag
histologického vySéeni. Numericka atrofie neurarse i AD prokazuje v hypothalamickém
nucleus suprachiasmaticus. Pokud se objevi klubkacieus paraventricularis a supraopticus,
& je numerickd atrofie nepostihuje, najdou se i dimigazalnim hypothalamu. S&asti
diagnostiky je neuropsychologické vyi&sti.

Vyvoj choroby lze dlit do rne¢kolika stadii. V raném stadiu, j€Spred vyskytem
klubek a vlaken, je mozné vyvoj choroby sledovanpoi imunohistochemickych protilatek,
které se vazi na abnorméalfosforylovanyz-protein. Pak nasleduje vyvoj jemnych klubek,
nejdiive v odstupu dendfit pozdji i v somatu buiky.

Braakovi popsali Sest vyvojovych stadii neuropamkych zn&n, jejichz ugeni
zalozili na hodnoceni topografie a kvantity vyskgeuronalnich klubek. RozliSuji se po dvou
stadiich transtentorinalnich, limbickych a isoKaathich. Mezinarodni studie BuuZivaji
histologicka kritéria Khachaturyanovy skupiny, neébdéria skupiny CERAD vypracovana
Mirrovou skupinou. Nejnayji se rozstuji kritéria Pracovni skupiny Néarodniho institutu
starnuti a Reaganova institutu, ktera vyuzivajiesaWirrovy skupiny i studie Braakovych.
Neurohistologické zgny nalezené ip vyvoji AD dobie koreluji zjifovany vyvoj

neuropsychiatrickych zem**.

3.5.7 Terapie

Neni znama etiopatogeneze, proto neni ani moznzakau&ba. Lze vSak ovlivnit
diléi mechanismy, které spolu souvisi. Terapie ma lbyhfexni. Zahrnuje farmakoterapii,
psychosocioterapii, &du interkurentnich onemoémi, rehabilitaci a také praci s rodinou nebo

jinymi oSetovatelf**".
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3.5.7.1 Farmakoterapie kognitivni

Léciva této skupiny dime do rekolika skupin.

3.5.7.1.1 Prekurzory acetylcholinu

Pti AD dochazi k poruSesgkterych neurotrasmiterovych systémmejvice je postizen
acetylcholinergni systém, a taepazr presynapticky, ale ne tot&nPodavaji se proto
prekurzory acetylcholiny protoZze samotny acetylcholin pouzit nelzeulkvrychlému
odbouravani acetylcholinesterazami. dagji se tedy podava lecithin, z kterého se uvolni
cholin pro syntézu acetylcholinu. Jsou vSadba davkyadow v desitkach graf ¢ehoz Ize

dosahnut porrng obtiZr, proto se pouziva jen jako dagbva l&ba™.

3.5.7.1.2 Inhibitory AChE

LepSich vysledk v terapii je dosazenorippouZiti inhibitoriz AChE. Tento enzym
odbourava volny acetylcholin, jeho zablokovanim&aye mnozstvi acetylcholinu schopného
vazby na receptory. Pouzivaji séilé z rekolika skupin:

Karbamaty prvnim pouzZivanym t@vem této skupiny bylfysostigmin, ma vSak
,=Uzké terapeutické okno“ (maly rozdil mezi davkauapeutickou a toxickou), a proto byly
hledany vhod§si derivaty.Rivastigmin vznikl prodlouzenintettzce fyzostigminu. Podava
se ve dvou dennich davkach do 12 nitpravek Exelon@*4°

Piperidinové pipravky negastji pouzivanym pipravkem jedonepezil Ma dlouhy
polocas a minimum vedlejSichciinkn, takZze je moZzné ho podavat 1lkrat denndavce
5-10 mg, originalni fipravek Aricept@&*¢

Akridinové pipravky takrin se pro svou hepatotoxicitu v dnesSni ddbterapii
neuziva. Jeho derivat 7-methoxytakrin, ktery byeobn vCR, zatim neni v klinickém uZiti.

Derivaty organofosfat nadjn¢ se jevi metrifonat.

Alkaloidy. galantamin (ptipravek Reminyl®)se podava v jedné denni davce 8 mg,
kterou Ize rozdit na dw diléi davky v Fipads neretardované lékové fordfyHuperzin A se

dnes jiZz B7ns pouziva v terapff.
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3.5.7.1.3 Agonisté muskarinovych receptor

DalSim terapeutickym postupem je pouaigjonisiéz muskarinovycha nikotinovych
receptofi. NejlepSich vysledk bylo dosazenoip pouziti latek selektivé pasobicich na M
receptory kwli minimu nezadoucich dinka. Z nich Ize jmenovakanomelin a milamelin.
Pouziti latek majicich vliv na N-receptory, aniz lbgly vyrazné vedlejSi &inky, je

predmétem vyzkumu.

3.5.7.1.4 DalSi terapeutické postupy

V neposlednfadct I1ze ovlivnit i dalSi neurotransmiterové systémgr(palni agonisté
GABA-receptott), zvySit uvohovani acetylcholinu z presynaptického zateni (ideloxazin),
zlepSeni fijmu prekurzoi acetylcholinu do neuronu (acetyl-L-karnifih)

Tvorbu patologickych protein amyloidu a t-proteinu zatim neumime ¢ing
ovlivnit. Vyzkum se zamuje na proteazy, které by byly schopné amyloipist a dale

podavani apolipoproteinu E2, ktery bylmasobit protektive.

3.5.7.1.5 Nootropika

Jednim z fiznalki AD je i snizeni neurondlniho metabolismu, a todakivniho
metabolismu glukozy a bgéné proteosyntézyNootropika zvysuji odolnost nervové tk&n
vacéi hypoxii, zvySuji oxidativni metabolismus glukézpeuronalni proteosyntézu. Jejich
vyhodou je minimum vedlejSich¢imka a u rekterych dophkove efekty jako zlepSeni
plasticity erytrocytarni membrany, efekt od#traani volnych kyslikovych radikél

Piracetam se pouziva v kombinované teragiktat deng minimalre 800 mg.

Pyritinol, derivat pyridoxinu, m& mimo jiné i &ty efekt na likvidaci volnych
kyslikovych radikai. Podava seikrat deng 100-200 mg.

Meklofenoxat ma ucité rysy psychostimulancii. Interferuje gpodnim srdénim
systémem, a proto nére byt pouzit u kardiak Pouziva se v davce 500-2000 mg denn

Naftidrofuryl pasobi také svym vasodilataim efektem na hladkou svalovinu cév.

Smes dihydrogenovanych namelovych alkaloaihydroergotoxin zvySuje toleranci

k hypoxii, sniZzuje permeabilitu vén. Deh8-6 mg.
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Pribuzny nicergolin pasobi proti hypoxii a sniZuje agregaci trombdcydeden az
dvakrat den&é 30 mg.

Extrakt z Gingko biloba obsahuje flavonové glykosidy, terpenoidy a orgkdic
kyseliny. Likviduje volné kyslikové radikaly, ma wmeprotektivni dinek. Podava serikrat

denr& nejmért 40 mg? *

3.5.7.1.6 Ovlivnéni dalSich patogenetickygmitela

Volné kyslikové radikaly (hydroxylova skupina, peicb vodiku, superoxid,
singletovy kyslik, NO) vdle normal® vznikaji a jsou naslednodstraaovany scavengery
(zametai) volnych kyslikovych radikdl. Pati mezi & vitamin E a C, retinol, melatonin,
nootropika pyritinol, extrak&ingko bilobae Silnymi scavengery jsou tzv. lazaroidy. Vyznam
ma i podavani selenu.

DalSi patogeneticky cinitel je excitoxicita, tedy nadémné pisobeni
neuromediatorovych excitaich AK, zejména glutamatu a aspartatu na své dpaofr
receptory (NMDA). Antagonistou NMDA receptoje memantin, ktery se v sotasné dob
pouziva v pokrsilych stadiich (Ebixa), aykloserin®’.

Nervove fistové faktory se podileji na plasticieurori a celko¥ na jejich peziti.
Maji své receptory, které je mozné terapeutickyakaeut, je vSakiéba pouZzit molekulu
vhodné velikosti. P&t mezi r¢ nerve growth factor (NGF), brain-derived neurolmapfactor
(BDNF).

Podavani protizatlivych latek a estrogénmize ¢ast&né zmirnit pfibeh AD.

Obecrt se v I€bé¢ AD doporiuje z&it inhibitory AChE, které se dofuliji lecitinem
a neuroprotektivnimi latkami jako selegiliniipadre pridat zameté&e volnych kyslikovych
radikai*®. U tZ3ich forem se podava memantin, jako adjud@ingko bilobaa vysoké davky

vitaminu E?.

3.5.7.2 Nekognitivni terapie
Pacienti trpici AD maiji tadu poruch v jiné nez kognitivni oblasti, kteréigbaresit,

aby se alespo¢asté&n¢ zachovala kvalita Zivota. Jedna gegevsim o terapii poruch spanku,
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agitovanosti a podobnych poruch, paranoidnich adatornich syndrofy prfidruzené
deprese, uzkosti. Na to navazuje i psychosocior&jlem je uchovat a posilit pacientovy
funkce, které jest zastaly, nesnazit se o rozvoj novych nebo jiz ztrgicbn Nekognitivni

terapie také zahrnuje praci s rodinnyrispusniky a dal$imi gevatelit>**4°
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1  VSeobecné postupy
4.1.1 Destilace a odp#ovani

Pred pouzitim byla rozpouftla predestilovana. Cely postup byl veden tak, ze
nejdiive byl zachycen igdek (asi 5 %; &Sinou s vodnym azeotropem) a nastedhylo
vydestilovano ostatnich cca 95 % rozpédi&t. Ta byla dle spravné laboratorni praxe
uchovavana v tmavych uz@anych nadobach.

K odpaovani jednotlivych chromatografickych frakci, ktepéobihalo pi 40 °C
za snizeného tlaku, slouZzila vakuovéa odparka B&dtavapor R-114 vybavena vodni lazni

Biuchi Waterbath B-480.

4.1.2 Chromatografie
4.1.2.1 Chromatografie na tenké vrgtv
Tenkovrstva chromatografie probihala v systému @mioh komor, pedem

nasycenych mobilni fazi. Syceni trvalo 30 minutrddmatografie byla prova@ta vzestupé

4.1.2.2 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie probihala systémem gramiéneluce na oxidu hlinitém
neutralnim, velikost zrn 0,05-0,2 mm (Acros-OrgahicSloupec jsme plnili obvyklym
zpasobem — nalitim suspenze adsorbentu v rozpodieSto sloupce. Po vysuSeni v exsikatoru

byl vzorek nanesen v ra@zti s malym mnozstvim oxidu hlinitého.

4.2  Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustdla

Benzin, p. a. (PENTA)

Cyklohexan, p. a. (PENTA)

Diethylamin, p. a. (PENTA)

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p. a.

Ethylacetét, p. a. (PENTA)
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n-Hexan, p. a. (PENTA)
Chloroform p. a. (PENTA)

Toluen, p. a. (PENTA)

4.2.2 Chemikalie

Dusinan bismutity zasadity, p. a. (RNDr. Jan Kulich,os)

Hydroxid sodny, p. PENTA)

Kyselina vinnd, p. a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

Uhli¢itan sodny bezvody, p. a. (PENTA)

Kyselina chlorovodikova 35%, p. a., (Lachema)

4.2.3 Chemikalie a material pouzité ke stanoveni &inku erytrocytarni AChE a sérové
BuChE

Chemikalie:

10 mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Aldrich)

10 mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Aldrich)

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4 (proffpravu pufru byly pouzity dihydrat dihydrogenfosfo-

re¢cnanu sodného, p. a., (Lachema), dodekahydrat hgdfogforénanu disodného, p. a.,

(Lachema))

5 mM 5,5"-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselira98%, (Sigma-Aldrich)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Blemical Co., Ltd., China)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Aldrich)

Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haech @hina)

Material:

Zdrojem acetylcholinesterazy byla pouzdra lidskyeytrocyti. Butylcholinesteraza byla
ziskana z lidské plazmy.

Meieni se provatlo v jednordzovych semimikro-polystyrenovych kywta 1,5 mi

PLASTIBRAND®.
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4.2.4 Chemikdlie a material ke stanoveni antioxid&ni aktivity
2,2 -difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal (Sigma-Aldig

Kvercetin (Sigma-Aldrich)

Trolox (Sigma-Aldrich)

4.2.5 Pr¥istroje pouzité pri stanovovani biologickych vlastnosti izolovanychétek
Centrifuga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, VaesaPolsko)

pH metr® 72 METER (Beckmann, USA)

Pro stanoveni cholinesterazovée inbiti aktivity byl pouzit spektrofotometr UV-1601 CE
SHIMADZU.

Antioxidacni aktivita byla stanovena pomoci FIA lab 3000 gnaioru (FIAlab Instruments
Inc., Bellevue, WA, USA), USB 2000-UV/VIS spektrédonetru se zdrojem stla LS-1
(Ocean Optics, USA) a CMA-Z filokove cely (1 cm délka).

4.2.6 Detekéni ¢inidla

D 1: Dragendorffovainidlo modifikované podle Munief&

- pro alkaloidy a ostatni sléeniny s obsahem dusiku

- roztok A byl pripraven rozpughim 1,7 g zasaditého ddeanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody

- roztok B 16 g jodidu draselného bylo rozpersd ve 40 ml vody

- zasobni roztakbyl pripraven smisenim roztékA a B v pongru 1:1

- ¢inidlo pro analyzuvzniklo smisenim 5 ml roztoku kyseliny vinné razgné v 50 ml vody

a 5 ml zdsobniho roztoku

4.2.7 Chromatografické adsorbenty

A 1: Kieselgel 60 F254, Merck, 5 x 10 cm a 10 xcg0

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovestvchromatografii. Silikagel 60 F254,
tlou&’ka vrstvy 0,2 mm.

A 2: Oxid hlinity neutralni, velikost zrn 0,5-0,2nm(ACROS ORGANICS Aluminium oxide

for chromatography neutral, Brockman )
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A 3: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20 x 20 cm

4.2.8 Vyvijeci soustava pro tenkovrstvou chromatografii
S 1: Toluen + CHGI+ EtOH + E3NH = 75:20:5:3

S 2: Toluen + CHGI+ Ethylacetat + ENH = 77:20:3:3

S 3: Toluen + CHGI+ EtOH + EiNH = 77:20:3:3

4.2.9 Vyvijeci soustava pro preparativni tenkovrstvou chomatografii
S 4: Cyklohexan+ BENH = 95:5

S 5: Toluen + CHGl+ EtNH = 80:20:3

S 6: Toluen + CHGI+ EtOH + EfNH = 78,5:20:1,5:3

S 7: Cyklohexan + BENH = 9:1

S 8: CHCt + ELNH = 100:5

4.3  Priprava a zpracovani chloroformového vykepku A z Chelidonium
majus

Zpracovani drogy aifprava jednotlivych alkaloidnich frakci nebyléegmétem této
rigorézni prace, ale byly provedeny jizivck na katete farmaceutické botaniky a ekologie
doc. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. Postup je njoZalézt v mé diplomové prdgj

na kterou pedloZena rigordzni prace navazuije.

4.4  Zpracovani zbytku vytiepku Chelidonium majuschloridy
nerozpustné v CHC}

Po izolaci protopinu a allokryptopinu namstalo nedefinované mnozstvi igpku
obsahujiciho chloridy nerozpustné v chloroformzditeného jiz pedchozi praci nackolik
frakci. Pro ilustraci uvadime tabulky, v niz jsduraty vysledky sloupcové chromatografie

(Tab. 1, Tab. 2) a TLC chromatogramu (Obr. 21).
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Tab. 1: Sloupcova chromatografie k¥gpkuChelidonium majushloridy nerozpustné v CHEI

Oznateni vzorku Chloridy nerozpustné v chloroformu

Hmotnost vzorku 13,02 gfigkow hredy, pevny

Druh a mnoZzstvi adsorbentu  oxid hlinity neutraini, 0,1-0,2 mm, 520 g, desttuit
vané 5% vody

Vrstva s extraktem 2,1x25cm

D¢lici vrstva 2,1 x50 cm

Frakce (ml)/doba toku 100 mi/25-30 minut
Mrtvy objem 550 ml

Tab. 2: Vysledky sloupcové chromatografie

Cislo Elu&ni systém Popis Vaha Poznamky
frakce CHCI3: benzin (%) produktu (g)
1-20 30:70 ¢ira tekutina 0
21-5 35:65 sluty olej 0,65  nezpracovan, obsahovala
vysoké procentoifimési
26-9 4:6 Zluty olej 0,285
30-4 4:6 biloZluta gna 1,22
35-7 4:6 biloZluta gna 0,941
38-9 4:6 biloZluta gna 0,702
40-1 4:6 bilozluta gna 0,704
42-6 4:6 biloZluta gna 1,233
47-53 4:6 slale okrovy 3,152
prasek
, .y 0,898 + 0,112 .. .. .. .
54-6 4:6 bila pna (mate. louh) Cista latka, krystalizace
57-61 45:55 bilozlutagma 0,887
62-4 45:55 biloZlutagma 0,678
65-9 45:55  Slak 1,067
nazloutla gna
70-84 100:0 slate 3,069 sista latka, krystalizace

nazloutla gna
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Obr. 21: TLC jednotlivych frakci £helidonium majughloridy nerozpustnév chloroformu,
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (drdha 8,0 cm), &tCHCE+EtOH+EENH=70:20:10:3,

komora nasycena4, vyvijeni 1krat, detekce D1).

4.5  Zpracovani frakci 26-9

Frakce 26-9 byly na zaklaghodného vysledku tenkovrstvé chromatografie spgoje
K ziskanicistého alkaloidu byla vyuZzita preparativni tenkavéschromatografie. K deni
bylo pouzito rkolik vyvijecich soustav (viz kap. 4.2.9) a dva \typesek, a to Merck a
Silufol. VétSinou se vyvijelo se 2-3krat po dobu 30 minut. ddistografie byla provedena
celkem na 18-ti deskach (Al i A2). Z desek bylazaklad UV detekce izolovana horni a
dolni zéna (ozngené N a D) a su#s (S), ktera byla znovu podrobena preparativni TLC.
Z jednotlivych zon s alkaloidy provédy kontrolni TLC (S1, S2, S3). Ziskany frakce.iy
D:.16 Po zbaveni mechanickychdamtot (precisteni pres AbOs) byly obé frakce podrobeny
krystalizaci ze soustavy chloroform-hexan. Po zméhbglo zjiS€no, Ze se nepovedlo ziskat

dostaténé mnozstviistych latek (frakce N — 74,7 mg, fr. D — 70,6 mgjoto bylo nutné

zpracovat jestfrakci 30-7.
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4.6  Zpracovani frakce 30-7
Na zaklad TLC jsme \déli, Ze tato frakce obsahuje 3 alkaloidy. Krystatiza
za snizené teploty se povedlo &litd protopin. Matény louh byl podroben sloupcové

chromatografii, jako sorbent byl pouzit silkagelk mobilni faze CHGIEt;NH (97:3).

Tab. 3: Zpracovani frakce 30-37

Cislo Véaha produktu (g) Poznamka Objem (ml)
frakce
0 0 75
1-2 0,026 skordisté 4,5
3-7 0,2945 11,0
8 0,0104 skorgisté 2
9-12 0,0894 SK¥s s izolovanym protopinem 7,5

Na zéklad kontrolni TLC byly spojeny frakce se stejnym shoite. Ty byly dale
precisteny preparativni TLC. Chromatografie byla provedeaal4 deskach (A2), na zakéad
UV detekce byly ot izolovany horni a dolni zéna. Tak byly ziskanySddrakce N a D.
Na zaklad kontrolni TLC spojeny frakce se stejnym sloZenitisté latky o hmotnosti
0,103 g a 0,1064 g byly oz¥eny jako MN-3 a MN-4 a dale podrobeny strukturnalgme
(MS, NMR).

4.7  Uréeni struktury izolované latky
4.7.1 Meéreni hmotnostniho spektra

Spektra byla krena na LC/MS Thermo Finningan LCQ Duo, iontova pastizace
elektrosprejem v kladném médu (ESI+). MS/MS spekiyéa metena @i kolizni energii
40 eV. Latka byla rozpudta v metanolu. (Ing. L. Cahlikova, Ph.D., katecaamfaceutické

botaniky a ekologie, Farmaceuticka fakulta UK).
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4.7.2 Méfeni NMR spektra izolovanych latek

Spektra izolovanych latek bylagiena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni
frekvenci 499,9 MHz prdH a 125,7 MHz pro=C jadra.’>C NMR spektra byla #fena
v 5mm SW Sirokopasmové sandH a viechna 2D spektra v inverzni 5mm ID PFG 8ond
s vyuzitim standardnich pulznich sekvenci. Expemtye byly mefeny v prostedi
deuterochloroformuip25 °C.

Hodnoty chemickych postinjsou n&feny v ppm a jsou vztaZzeny k internimu
standardu (hexamethyldisilan, 0,04 ppmtHvspektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppm,
v 13C spektrech). (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chekgith proces, AV CR, Praha).

4.7.3 Meéreni bodu tani
K méteni teploty tani bylo pouzito otsanych kapilar v Koflero¥ bloku, na kterém

nelze teplotu korigovat

4.8  Stanoveni inhibéniho Géinku alkaloidu na erytrocytarni AChE a
sérové BuChE

4.8.1 Podminky méreni

Experimenty probihaly z&thto podminek:
- laboratorni teplota

- prostedi fosfatoveho pufru (pH 7,4)

- vinovéa délka spektrofotometru 436 nm

- méteni provedeno v jednorazovych plastovych kyvetagii¢ka délka 1 cm)

4.8.2 Priprava erytrocytarnich pouzder

Pro gipravu erytrocytarnich pouzder byla pouZierstw odebrana krev, ke které
byl prfidan kwli snizeni sré&Zlivosti 1 ml citratu sodného na 10 krnwe podle lehce
modifikované metody Stecka a KafltaPlazma byla z plné krve odldna centrifugaci
pii rychlosti 4000 ot./min. na centrifuze Boeco U-32Rotorem Hettich 1611. Erytrocyty
byly po pgemistni do 50 ml zkumavek promyty 5mM fosfatovym pufrefpH 7,4)
obsahujicim 150 mM chloridu sodného (12 000 ot./mAvanti J-301, rotor JA-30.50). Aby
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doSlo k lyze erytrocyit, byly 10 minut michany s 5mM fosfatovym pufrem (gH1). Poté
byly centrifugovany (20 000 ot./min.) a vznikla gowa (HUAChE) bylattkrat promyta

fosfatovym pufrem.

4.8.3 Stanoveni hodnot 1Gg

Ke stanoveni inhidni aktivity izolovanych latek byla pouZita Ellmareov
spektrofotometricka metoda s pouzitim 5,5-dith@Binitrobenzoové kyseliny (DTNB).
Jako substraty byly pouzity estery thiocholinu,r&teholinesterazy &i na thiocholin a
piisludnou kyselinu. Stanovuje se SH-skupina thidobolktera se vaze na DTNB. Zdut
zbarveny produkt se stanovuje spektrofotometrickiyvinové délce 436 nm, igemz se
sleduje naist absorbance za 1 minutu. Z rgenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterdzy nebo butyrylcholinesterdzyine@rni regresi v programu GraphPaD
Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPaDv&ot) byly vypd@itany hodnoty 1Go.
Vysledky byly nasled& porovnany s hodnotami i znamych inhibitak cholinesteraz:

huperzin A (IGo HUAChE = 0,3 = 0,1uM, HuBUChE > 1004M) a galantamin (I

HUAChE = 6,9 + 0,3itM, HUBUChE = 156,0 + 6,aM)>?.

4.9  Stanoveni antioxida&ni aktivity ziskanych alkaloidi

Ke stanoveni antioxidai aktivity byl in vitro pouzit DPPH test. Zakladem metody
je reakce stabilniho 2,2"-difenyl-1-pikrylhydrazyDPPH) se vzorkem. Dochazi ke snizeni
absorbance DPPH dfené @i 525 nm, které je zavislé na koncentraci antiomidave
sledovaném vzorku. Antiradikalova aktivita vzorkbyla vyjadena jako 50% &inna
koncentrace (E&g), ktera byla vypéitana pomoci programu GraphPad Prism 3.02, a n#&sled
byla porovnana se zndmymi antioxidanty: kvercetif&Dy = 25,3 + 1,21M a troloxem EGo

=27,8+0,8uM*2.
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5 VYSLEDKY

54



Na zaklad MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou bi#glované latky

identifikovany jako chelidonin a homochelidonin.

5.1 Strukturni studie chelidoninu
5.1.1 MS studie chelidoninu

ESI-MSm/z354,2 [M+H] (100). MS/MSm/z323,1 (100) [M+H-OCH]", 305,0 (73) [M+H-
OCH;-OH]*, 275,1 (36) [M+H-OCH-OH-OCH;]".
Spektra MS a MS/MS studie seigpbem fragmentace jsou uvedené na stranach 60 a 61.

5.1.2 NMR studie chelidoninu

Struktura izolované latky byla &gna na zakladinterpretacéH- a**C-NMR spekter
a jejich porovnani s daty v literaai®.

Obr. 22: Struktura chelidoninu

5.1.2.1 *H-NMR spektrum chelidoninu

'H NMR (CDCE, 25 °C, obr. 24):

2.29's, 3H, H-6a; 2.99 11,=2.7 Hz), 1H, H-12; 3.10 ddJ;=17.4 Hz 23}=4.7 Hz), 1H, H-
14; 3.23 dd{34=17.4 Hz 2}4=1.5 Hz), 1H, H-14"; 3.44 F§4=15.5 Hz), 1H, H-7; 3.58 m,
1H, H-5; 4.09 d{34=15.5 Hz), 1H, H-7"; 4.24 m, 1H, H-13; 5.948(=1.5 Hz), 1H, H-8a;
5.94(2) d {34=1.5 Hz), 1H, H-2a; 5.96 dJ;=1.5 Hz), 1H, H-2a’"; 6.00 f§:=1.5 Hz), 1H,
H-8a’; 6.65 s, 1H, H-4; 6.67 s, 1H, H-1; 6.75°d,£8.1 Hz), 1H, H-11; 6.77 #§=8.1 Hz),
1H, H-10;
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Obr. 23:*H-NMR spektrum chelidoninu

5.1.2.2 *C-NMR spektrum chelidoninu

13C NMR (CDC}, 25 °C, obr. 25):

39.85, C-14; 42.18, C-12; 42.67, C-6a; 54.16, 63108, C-5; 72.57, C-13; 101.22, C-2a;
101.48, C-8a; 107.69, C-10; 109.72, C-1; 112.08; €17.18, C-7a; 120.62, C-11; 125.74,
C-4a; 128.97, C-14a; 131.42, C-11a; 143.18, C-8;404 C-3; 145.75, C-9; 148.28, C-2.
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Obr. 24:**C-NMR spektrum chelidoninu
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5.2 Strukturni studie homochelidoninu
5.2.1 MS studie homochelidoninu

ESI-MSm/z369,2 [M+H] (100). MS/MSm/z339,1 (100) [M-OCH]", 321,1 (45) [M-OCH-
OH]", 290 (20) [M-OCH-OH-OCH;]".
Spektra MS a MS/MS studie seigpbem fragmentace jsou uvedené na stranach 62 a 63.

5.2.2 NMR studie homochelidoninu

Struktura izolované latky byla ¢ena na zakladinterpretacéH- a**C-NMR spekter a

jejich porovnani s daty v literater”.
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Obr. 25: Struktura homochelidoninu

5.2.2.1 H-NMR spektrum homochelidoninu

'H NMR (CDC, 25 °C, obr. 27):

2.30 s, 3H, H-6a; 2.97 £X,=2.7 Hz), 1H, H-12; 3.09 ddJ;=17.5 Hz,2}=4.4 Hz), 1H, H-
14; 3.23 dd {,=17.5 Hz,°3,=1.5 Hz), 1H, H-14"; 3.45 d*}4=16.1 Hz), 1H, H-7; 3.54 m,
1H, H-5; 3.87 s, 3H, H-9a; 3.88 s, 3H, H-8a; 4.28J4=16.1 Hz), 1H, H-7"; 4.26 m, 1H, H-
13; 5.94 d {,=1.3 Hz), 1H, H-2a; 5.96 dJ;=1.3 Hz), 1H, H-2a’; 6.66 s, 1H, H-4; 6.67 s,
1H, H-1; 6.88 d{3,=8.4 Hz), 1H, H-10; 6.98 ¢§=8.4 Hz), 1H, H-11;

8a 9a
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l\f \ /

11 10
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Obr. 26:*H-NMR spektrum homochelidoninu
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5.2.2.2 **C-NMR spektrum homochelidoninu

13C NMR (CDCE, 25 °C, obr. 28):

39.87, C-14; 42.07, C-12; 42.75, C-6a; 55.30, G§:16, C-9a; 60.39, C-8a; 62.82, C-5;
72.16, C-13; 101.19, C-2a; 109.71, C-1; 111.910C112.16, C-4; 123.30, C-11; 125.87, C-
4a; 128.93, C-7a; 128.96, C-14a; 130.48, C-11a,8R44C-8; 145.38, C-3; 148.21, C-2;
150.85, C-9.
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f1 (ppm)

Obr. 27:*C-NMR spektrum homochelidoninu
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LLC 64 Chelidonine #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.44E7
T: + ¢ Full ms [ €0.00-800.00]
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Obr. 28: Hmotnostni spektrum chelidoninu
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LLC 64 Chelidonine MS 354 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.0867
T: + ¢ Full ms2 354.00@40.00 [ 95.00-600.00]
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Obr. 29: MS2 spektrum chelidoninu
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LLC 65 Homochehdonine #1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 3.28E7
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Obr. 30: MS spektrum homochelidoninu
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LLC 65 Homochelidonine MS24#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.17E7
T: + ¢ Full ms2 370.00@40.00 [ 100.00-600.00]

100+

o g [=]
|IIII‘PIIP

=]

Relative Abundance
o B E [54] & 1) o -~ ~
|IIII'Il\\?lllltrllllI?\\Il‘f]llll‘?llll?lllll

w

- N

-

H||cf1||||?||\I‘f‘l|||?l||I$||||?l||<CF||||?|1||({]|H|O

13I5.1

151.0
161.0 4810 1730

181.8

[M-OCH;-OH]*

3211

280.1

338.2

339.1

[M-OCH;]*

3522

LI |
140

[
160

]
180

T
200

T T T T T T [] T T

220 240

Obr. 31: MS2 spektrum homochelidoninu

63

340

1 338.7 | 353.0
T T T 1T

360

T
380

T

T
400



5.3 Inhibi ¢ni aktivita vaéi erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Izolované latky byly podrobeny studii jejich inhihi aktivity wici humanni
erytrocytarni acetylcholinesteraze a sérové buthiglinesteraze. Vysledky hodnotsiJsou

shrnuty v nasleduijici tabulce (Tab. 4).

Tab. 41n vitro inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloid(1, 2) vi¢i HUAChE a HuBUChE

Latky IC 50 (uM)?

HUAChE HuBuUuChEk
Chelidonin (1) 26,8+ 1,2 31,9 +1,4
Homochelidonin (2) 350 £6,7 62,3+2,9
Galanthamif 6,9+0,3 156 + 6,9
Huperzir? 0,25+ 0,01 > 1000

#Kazdé mgreni bylo opakovandikrat
P Referertni latka

5.4  Antioxida¢ni aktivita alkaloid @
Izolované latky byly podrobeny studii jejich antidani aktivity. Vysledky hodnot

ECsp jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: Antioxid&ni aktivita alkaloid (1, 2)

Latky ECso(uM)?
Chelidonin (1) > 1000
Homochelidonin (2) > 1000
Kvercetrin® 25,3
Trolox” 27,8

@Kazdé ngreni bylo opakovandikrat
P Refererini latka
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6 DISKUSE A ZAV ER
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Starnuti populace a s tim souvisejici vysSi vysigdrodegenerativnich oneméon

s

VVVVVVV

vzniku AD, takZe neni mozna kauzalnthé. Terapie se zaffuje na ovliviéni disledka

nemoci, tedy symptotn

Na Katede farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutialkélfy UK v Hradci
Kralové probiha screening vybranych rostlfeledi Papaveraceae Fumariaceae a
Amarylidaceaekteré jsou testovany na aktivituidr erytrocytarni AChE a sérové BuChE.
Vzhledem ke skutaosti, Ze v progresi AD vyznamnou roli hraje oxidiastres, jsou extrakty
i izolované latky testovany na jejich antioxédé aktivitu (DPPH test). Tesmin byl podroben i
Chelidonium majug celedi Papaveraceageprotoze se figdpokladala wita aktivita vhledem
k piibuznosti s rostlinami, které anticholinesterazovaigtivitu vykazuji Ganguinaria

canadensisrod Berberis.

Cilem této rigordzni prace, ktera navazovala néodipvou praci, bylo izolovat dalSi
alkaloidy z vytepku chloridy nerozpustné v chloroformu ziskanél@helidonium majus
stanovit jejich biologickou aktivitu. Za pouzitiosipcové chromatografie a preparativni TLC
se podélo izolovat dalSi d¢ sloweniny. OR izolované latky pozitivéh reagovaly
s Dragendorfovynginidlem, z¢ehoz plyne, Ze se jednalo o alkaloidni gkniny. Na zaklagl
strukturni analyzy (NMR, MS) a porovnani dat vritiere byly latky identifikovany jako

benzofenantridinové alkaloidy chelidonin a homoiztedin®® >

Oba alkaloidy byly z rostlingChelidonium majuszolovany jiz dive a jsou pro tuto
rostlinu charakteristické. V literatel je popséana izolace chelidoninu z dalSi rostlinyoa

Berberis sibirica>.

Chelidonin byl poprvé izolovan vroce 1924 Godeéw§'. MA spasmolytické
Gcinky na hladkou svalovinu bronth délohy a GIT. RoviZz vykazuje cholagogicky a

cholereticky @inek.
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U ziskané dvojice alkaloid byla studovana inhibhi aktivita \a¢i humanni
erytrocytarni acetylcholinesteraze a sérové butimlinesteraze pomoci Ellmannovy
spektrofotometrické metody, ktera vyuZiva dkdzu testované latky 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoovou kyselinu (DTNB). Inhibitory AChE jsos sodasné dob v popedi zajmu
védci, zabyvajicich se vyvojem novych¢ié na Alzheimerovu chorobu. Hledaji se latky,
které by i sotasre inhibovaly BUChE, protoZze i ona ma vyznamny padil odbouravani

acetylcholinu v CNS, iiedevSim v pokrélych stadiich AD jeji koncentrace vyrazatoupa

Ziskané hodnoty 165 byly porovnany se standardy, které se pouzivagrapii AD, a
to galantaminem (pro AChE byly 6,9+0,3 uM, pro BECIH6 + 6,9 uM) a 16 huperzinem
A (pro AChE 0,25+0,01 uM a pro BuChE >1000 pM).igagvé hodnoty 1€ vici HUAChE
a HuBuUuChE byly ziskany u chelidoninu £426,8+1,2 uM pro HUAChE a 31,9 1,4 uM
pro HUBUChE). Redevsim v fipadt inhibice HUBUChE byly ziskany lepSi vysledky nez-I
u galantaminu.Tato latka se jevi zajimavA a mohja dhouzit jako ,lead-structure®
pro pfipadné parcialni obény. Ve studii, kterou provedla Kuznetsova a kolDQ2), bylo

zjisténo, Ze chelidonin je kompetitivni inhibitor obouctinestera?’.

Hodnoty 1Gy ziskané pro homochelidonin byly vyssi, pro AChB857 uM a pro
BuChE 62,3£2,9uM. Z toho plyne, Ze tato latka nevykazuje zajimawbtivitu a nejspise

nebude vyuzitelna v hledani novych potencialni¢ivieyuzitelnych pro terapii AD.

V patogenezi Alzheimerovy choroby se upigt i volné kyslikové radikély, proto
byla u obou alkaloidl testovana i jejich antioxidai aktivita (DPPH test). Protoze vysledné
hodnoty EGp obou testovanych alkalaicbyly vysSi nez 100QM, Ize konstatovat, Ze nejsou

terapeuticky vyuZitelné jako lagavolnych kyslikovych radikéaf?.
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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Novotna Magdalena, Mgr.

Konzultant: Cahlikova Lucie, Ing., Ph.D.

Nazev rigordzni prace: Biologicky aktivni metabyplitostlin V. Alkaloidy Chelidonium

majusL. a jejich neurotropni a antioxitiai aktivita

Predmeétem této rigordzni prace, ktera navazuje na diphonqoraci, bylo zpracovat
druhou polovinu alkaloidniho wigpku zChelidonium majus chloridi nerozpustnych
v chloroformu, za &elem izolace zbyvajicich alkaldidv cisté fornE, otestovat jejich
biologickou aktivitu wi¢i lidskym cholinesterazam (HUAChE, HUBUChE) a stanhgejich
antioxidani aktivitu.

Po roza@leni pomoci sloupcové chromatografie byly oba alikhl precistény pomoci
preparativni chromatografie. Na zaldadtrukturni analyzy (NMR, MS) a porovnani dat
v literature byly latky identifikovany jako chelidonin a honttidonin.

U obou alkaloid byla stanovena jejich aktivitatwi lidskym cholinesterdzam
(HUAChE, HuBUChE). Ziskané hodnotysfbyly porovnany se standardy, které se pouZzivaji
v terapii Alzheimerovy choroby (galantamin a huperad). Zajimavé hodnoty 16 vici
HUAChE a HuBuChE byly ziskany u chelidoninu {C26,8+1,2 uM pro HUAChE a
31,941,4 uM pro HuBUChE), a tadqdevSim v fipact inhibice HUuBUChE. Tato latka se jevi
zajimava a mohla by slouzit jako ,lead-structured pripadné parcialni obény. Hodnoty
ICs0 ziskané pro homochelidonin byly vysSi, pro AChE),8%6,7 uM a pro BuChE
62,3£2,9uM. Tato latka tedy nevykazuje zajimavou aktivitingjspiSe nebude vyuzitelna
v hledani novych potencialnichtle vyuZzitelnych pro terapii Alzheimerovy choroby.

Oba alkaloidy byly testovany i na antioxéa aktivitu, vysledky vSak z hlediska

terapie Alzheimerovy choroby nejsou zajimavé.
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ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmaciiadec Kraloveé

Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Novotna Magdalena, Mgr.

Consultant: Cahlikova Lucie, Ing., Ph.D.

Thesis title: Biologically Active Metabolites of &its. IV. Alkaloids fromChelidonium
majusL. and Their Neurotropic and Antioxidant Activity

The aim of this thesis, which follows the diplonegis, was to process the second
half pool of alkaloids ofChelidonium majuschlorides insoluble in chloroform, to isolate
the remaining alkaloids in a pure form, to testirth@ological activity against two human
cholinesterases (HUAChE, HuBUChE) and to deteritiiaie antioxidant activity.

After division by column chromatography, the twdadbids were purified using
preparative chromatography. Based on structurdysisgNMR, MS) and comparison of data
from the literature, the substances have been ifgkeht being chelidonine and
homochelidonine.

The activity of both alkaloids against two humanolatesterase (HUAChE,
HuBuChg) was determined. Experimentally obtained, I€alues were compared with
the standard drugs, that are used in the treataighe Alzheimer’s disease (galantamine and
huperzin A). Chelidonine exhibited promisings¢Gzalues towards HUAChE and HuBuChE
(ICs50 26.8£1.2 uM HUACHhE and 31.9+1.4 pM, respectivedgpecially the inhibition activity
of HUBUChE is significant. This substance coulddoasidered being a lead-structure for
possible partial modifications. g values obtained from homochelidonine evaluatiomewe
higher for HUAChE 350.0+6.4M, 62.3+2.9uM for HUBUChE. It means, that the substance
doesn’t show an interesting activity, and it isptiobably useful for researching of new
potential drugs for the treatment of the Alzheimeérsease.

Both alkaloids were tested on the antioxidant &gtibut the results in the point

of view of the treatment of the Alzheimer's disehaeen’'t been interesting.
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