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1. UVOD



Neurodegenerativni onemocnéni jsou Sirokou skupinou chorob centralniho a také
periferniho systému. Jsou zpisobena predasnym zanikem nebo degeneraci nervovych bungk.!
Neurodegenerativni choroby jsou spojeny s vaznymi psychickymi a neurologickymi pfiznaky.
Projevuji se hlavné¢ demenci, objevuje se ztrata paméti, rozumovych schopnosti, poruchy
chovani, ipadek osobnosti, Spatna koordinace pohybu a feci. Tato onemocnéni znamenaji velkou
zatéz pro pacienty, jejich rodiny a spolecnost. Demenci charakterizuje jak ubytek kognitivnich
funkci, tak ubytek intelektualnich funkci, projevuje se hlavné v pracovni a socialni vykonnosti
pacienta.?

Patofyziologie a pfi¢iny téchto onemocnéni jsou zatim malo znamé. Moznosti 1é¢eni jsou
doposud nedostatecné. Progndza nemoci zustava Spatna. Avsak nadéji vzbudil vyzkum, ktery se
zamétfuje na lepSi pochopeni genetické a biologické podstaty onemocnéni, hledaji se tak
efektivnéjsi 1écebné postupy.3

Do skupiny neurodegenerativnich onemocnéni patii mimo Alzheimerovu chorobu
napiiklad Parkinsonova nemoc nebo Huntingtonova nemoc.

Ptiznakem Parkinsonovy choroby je pohybova chudost, zpomaleni, rigidita svali, tfes
v klidu a obtizné udrZzovani rovnovéhy. Postihuje hlavné nervové buiikky mozku produkujici
neurotrasmiter dopamin, latku, kterd reguluje bazalni ganglia. Ganglia se podileji na regulaci
hybnosti a nedostatek dopaminu tak zptsobi poruchy pohybu. Pii 1é¢bé se pouzivaji pouze
prostiedky, které umozni mirnit pribéh nemoci, avSak nemoc nevyléci.

Huntingtonova choroba je velmi vazné onemocnéni, neni moc €asté, ale je nevylécitelné
a vede ke smrti pacienta. Nemoc je podminéna geneticky. Podstatou je poskozeni nékterych
neurontt v mozku. Charakteristické jsou nekoordinované trhavé pohyby téla a snizeni mentalnich
schopnosti.
multifaktorialni, kde dodnes neni znama konkrétni pfic¢ina. Je progresivnim onemocnénim CNS,
postihuje motorické, senzorické a kognitivni funkce a projevuje se zdnikem kortikdlnich a
subkortikalnich neuronii. Postupné vede k timrti pacienta.4

Tim, Ze nezname pii¢inu Alzheimerovy choroby, nemizZeme vyuzivat pfi 1écb€ kauzalni
terapii. LéCba se zamétuje na zvySeni acetylcholinu v postiZenych oblastech. Stav nemocného se
proto zmirniuje cholinergiky. Ta by méla dobfe pronikat do CNS a mit nepatrné nezadouci
ucinky. Nekteré latky vykazuji zddouci cholinomimetické vlastnosti, ale nejsou vhodné pro své
nezadouci ucinky. Jako prvni inhibitor acetylcholinesterasy byl do terapie Alzheimerovy nemoci
zaveden takrin, zlepSeni stavu bylo vSak pfechodné a pochybné. Dalsim byl donepezil nebo

inhibitor acetylcholinesterasy rivastigmin.* Z piirodnich latek se v soucasné dob& vyuzivéa
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galanthamin, alkaloid z nékterych rostlin celedi Amaryllidaceae, nebo huperzin z Huperzia
serrata. Galanthamin jednak inhibuje enzym acetylcholinesterasu, ale také zesiluje ucinky
acetylcholinu na nikotinovych receptorech.5 Huperzin vykazuje inhibi¢ni aktivitu a kognitivni
efekt.® K G&inkiim viech tchto latek je dileZité, Ze piiznivy efekt se nékdy nedostavi viibec nebo
je velmi slaby a po né&kolika tydnech odezni, progresi choroby vibec nezadrzi. Uginky se
pozoruji jen v lehkych stadiich choroby.

Proto je nutny dal$i vyzkum a hledani latek, které by nemoc zpomalily. Vyzkum
Alzheimerovy choroby je ve svété fazen mezi priority. Pfedev§im jsou zkoumany mechanismy
neurodegenerace a moznosti jejitho ovlivnéni. Nadéje jsou vkladany do pouziti kmenovych
bundk, nebo imunizace proti beta-amyloidu.” Probihd vyzkum latek syntetickych, ale také
ptirodnich. Z pfirodnich latek jsou sledovany hlavné alkaloidy, které mohou vykazovat inhibi¢ni
ucinek na acetylcholinesterasu a tim pfispivat pii 1é€bé Alzheimerovy choroby. Alkaloidy
predstavuji rozsahlou skupinu chemickych sloucenin. Maji vysoky fyziologicky ucinek, proto se
pouzZivaji i jako 1é&iva.® Vyzkum probiha pravé v oblasti hledani alkaloidnich latek a jednou

ze skupin, které by mohly poskytnout perspektivni cesty, je 1 celed’ Papaveraceae.



2. CIL PRACE
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Cilem mé diplomové prace bylo:

1. Podilet se na extrakci 30 kg suché makoviny 95% ethanolem, zahu$téni a predcisténi
primarniho extraktu.

2. Podilet se na piipravé jednotlivych typt vytfepku z tohoto primarniho extraktu
(diethyletherového pii pH 10, chloroformového pii pH 10, stejné vytiepky pH 12 — 13)
provadéné skolitelem.

3. Rozdéleni diethyletherového vyttepku ziskaného pii pH 10 na chloridy, které jsou
V chloroformu rozpustné a nerozpustné, kazdy z obou podili dale rozdélit na faze
fenolové a nefenolové.

4. Vytiepek obsahujici alkaloidy, jejichz chloridy jsou rozpustné v chloroformu a jsou
nefenolové rozdélit preparativné na sloupci oxidu hlinitého.

5. Provést preparativni TLC a dal§im procesem c¢isténi ziskat jeden alkaloid v ¢istém stavu.

6. Po zjisténi molekulové hmotnosti (mimo ramec diplomové préace) se podilet na stanoveni
anticholinesterasové aktivity (acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa za pouziti

lidskych erytrocytarnich pouzder a plasmy).

Pii praci v laboratofi jsem spolupracovala s Tamarou Rosikovou a Ivanou Filakovou.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 ALZHEIMEROVA CHOROBA

3.1.1 Charakteristika demence

Slovo demence je odvozeno od latinského slova de mens, oznacuje pokles urovné
dusevni &innosti. Pojem demence se vyviji asi 150 let.’

Syndrom demence je porucha, kdy dochdzi ke snizeni trovné paméti, poznavacich
funkci, patfi zde i1 snizeni pozornosti, snizeni vnimani a feCové funkce. K t€émto postizenim
dochazi onemocnénim mozku. Dilezité je, Ze u syndromu demence neni kvalitativni Groven
védomi zastiend. K dal§im postizenim patii zhorSeni aktivit denniho Zivota, poruchy emoci. Vse
vede k tomu, Ze se nemocny stava nesobéstaénym. Ke vzniku demence nevede jen Alzheimerova

choroba, ale dalgich 60 chorob.’
Podle pficiny je mozné demence délit do tii skupin:

1. Atroficko-degenerativni demence, které vedou ke snizeni poétu nervovych bunék, snizeni
synapsi, k ukladani patologickych bilkovin. K tomuto typu patii i Alzheimerova choroba
nebo demence pii Parkinsonové chorobé.

2. Vaskularni demence, u nichz dochazi k poskozeni mozkové tkané cévnimi poruchami.
Patii zde multiinfarktova demence nebo Binswangerova demence.

3. Trteti skupinou jsou ostatni symptomatické demence. Vznikaji na podkladé celkovych
onemocnéni organismu. Muze se tak stat pfi intoxikaci, zanétech, nadorech mozku. Zde

se fadi naptiklad demence infek¢ni, metabolické, traumatické etiologie.7

3.1.2 Historie vzniku Alzheimerovy choroby

Vyvoj Alzheimerovy choroby byl dlouhy, slozity a stdle pokracuje. V roce 1907 fesil
Alois Alzheimer, mnichovsky neuropatolog, pfipad Zeny, u které se objevily pfiznaky demence.
Tato Zena zemfela po Ctyfletém prubéhu nemoci ve veéku 51 let. Pfi pitvé se objevily na mozku
atrofie a mikroskopické 1éze nazyvané neurofibrilarni klubka. Tento nalez byl odlisny od bézné

senilni demence, proto Kraepelin nemoc pojmenoval v roce 1910 podle Alzheimera.?

3.1.3 Charakteristika Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba je Vv poslednich letech nejcastéji studovanou degenerativni
chorobou mozku. Postihuje stale vice lidi a $ifi se jako ticha epidemie.12 Toto neurodegenerativni
onemocnéni vede K ibytku populaci nervovych bunék a k mozkové atrofii. Nasledkem je vznik

syndromu demence. Alzheimerova choroba je nejcastéjSi pfi¢inou demence v populaci lidi
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starSich 55 let. Zodpovida za 50 % vSech piipadii demenci. Je také Ctvrtou nejcastéjsi pficinou
smrti. Incidence a prevalence Alzheimerovy choroby koreluje s vékem, jeji Cetnost S vékem
stoupa, od 65 let v€ku ¢ini 5 %, ve skupiné 80-letych postihuje 40 % lidi. Zkracuje pramérnou
délku zivota. Byva nazyvana chorobou stafi, je ale pravdou, Ze byly popséany 1 ptipady, kdy
nemoc propukla ve 35 roce a také se objevil pripad nemoci ve véku 15 let.?

Tato choroba se projevuje jako rana forma nazyvana presenilni Alzheimerova nemoc
nebo pozdni forma, senilni demence Alzheimerova typu. Rana forma za¢ind do 65 let a trva 6 — 8
let, pficemZ pozdni forma propukne ve véku nad 65 let a trva déle nez 10 let. Obé formy nemoci
se mohou vyskytovat s vyssi Cetnosti v nékterych rodinach, vykazuji tak familiarni agregaci.
Predpoklada se, ze familiarni typ Alzheimerovy choroby je podminén vlivy genetickymi a vlivy
zevniho prostfedi.10

U nemocnych trpicich Alzheimerovou chorobou dochazi k makroskopické mozkové
atrofii a objevuji se mikroskopické nalezy. Mezi makroskopicky patrné zmény patii zuzeni
mozkovych zavitd, dilatace a atrofie nékterych mozkovych komor.'' Numerickd redukce
neuronll prevySuje normalni starnuti o 40 % — 80 %, nachazi se nejvice v oblasti spankovych
lalokt, Celnich laloki a gyrus cinguli, také je postizena oblast hippokampu, vyskytuje se redukce
poctu neuronli v dopaminergni substantia nigra a v noradrenergnim locus coerulens ptfedniho
mozku.?

Dochazi k postiZzeni acetylcholinergni aktivity. Acetylcholin po svém uvolnéni pfenasi
vzruch na dalsi nervova vlakna. Objevuje se postizeni presynaptické oblasti. Je snizena aktivita
cholinacetyltransferasy, enzymu syntetizujiciho acetylcholin, sniZuje se vstup prekurzort cholinu
a acetyl-koenzymu A. Taktéz se snizuje uvoliiovani acetylcholinu z presynaptického zakonceni a
jeho zpétné vychytavani. Dale klesa syntéza dopaminu a stoupa jeho inaktivace
monoaminooxidazou.

V mozkové tkani nemocnych dochdzi v prostorich mimo nervové bunky k ukladani
bilkoviny beta-amyloidu. Beta-amyloid se fadi mezi proteinové klastry. Je to mezibunéény
protein tvorici plaky, které maji tu schopnost, ze likviduji mitochondrie okolnich bunék a navic
znemoznuji bunéénou regulaci. Je to polypeptid 0 39 — 43 AM K.* Vzniké z bilkoviny pfitomné
v mozkovych bunkach, ta je za patologickych podminek S$tépena enzymy beta- a gama-
sekretazami, tak se vytvaii delsi fragmenty, které polymerizuji. Beta-amyloid tvoii krystalky a
utvary, nazyvané senilni plaky. Histologicky je moZno rozlisit osm typl senilnich plak podle
pfitomnosti a druhu degenerace neuritii. Ukladani beta-amyloidu do plaki je jednim ze dvou
charakteristickych rysii Alzheimerovy choroby. Senilni plaky, koncentrované v prostorech mezi

nervovymi bunikami v mozkovém parenchymu a sténami mozkovych cév, brani neurontim
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vykonavat jejich funkci a podporuji neuronovou degeneraci. Podle novych teorii je etiologie
Alzheimerovy choroby vysvétlovana amyloidni kaskadovou hypotézou, kdy nadprodukce beta-
amyloidu vede k hromadéni amyloidnich depozit a ptispiva k tvorbé neurofibrilarnich klubicek.
Léze jsou spojeny s neuronovou bunécnou smrti, ktera vede ke ztrat¢ paméti. Kromé tvorby
patologickych bilkovin dochazi k fadé dalSich degenerativnich zmén. VSechny patologické
zmény jsou na sob& zavislé a vzajemné sprazené.>®

Diagnostikovat Alzheimerovu chorobu je slozitym problémem hlavné na pocatku
nemoci, rodina a nemocni hodnoti nékteré ptiznaky této choroby jako projevy bézného starnuti.
Védecké ditkazy vsak jasné ukazuji, ze pouze ¢asnad diagndza a cilend terapie muze prodlouzit
samostatnost nemocnych. Na této diagnostice se ti¢astni jednak pacient a pecujici osoba, dale je
dialezité vySetfeni somatické (naptiklad TK, pulz, EKG, laboratorni vySetieni krevniho obrazu,
kyseliny listové, vySetfeni krevnich mineralu, kreatininu, jaterni testy, EEG, neurologické
vysetfeni). Taktéz se déla orientacni vySetieni poznavacich funkci, provadéji se rtizné testy
paméti @ V neposledni fad€¢ i rtizné zobrazovaci techniky (napifiklad magnetickd rezonance
mozku, CT mozku, EEG). Definitivni diagndéza Alzheimerovy nemoci je pouze histologicka

Z biopsie nebo autopsie. Kritéria stanoveni jsou dosti slozitd a jsou naplni patologﬁ.7

3.1.4 Terapie Alzheimerovy choroby

Vzhledem k tomu, ze dosud neni zcela znama etiopatogeneze Alzheimerovy nemoci, neni
mozné pouzivat kauzalni terapii. Terapie Alzheimerovy nemoci ma byt komplexni, zahrnuje
farmakoterapii, psychosocioterapii, 1écbu interkurentnich onemocnéni, rehabilitaci télesnych
funkci a préci s rodinou a pecovateli.

Farmakoterapie Alzheimerovy nemoci lze rozdélit do dvou skupin:
a) kognitivni farmakoterapie
b) nekognitivni, symptomaticka farmakoterapie10

Kognitivni terapie mé blize ke kauzalni lécbe. Pouziva se zde celd fada terapeutickych
strategii, zaméfenych na ovlivnéni riiznych patogenetickych fetézct demenci.’

Nekognitivni farmakoterapie ovliviiuje rizné nekognitivni symptomy Alzheimerovy
choroby, jako jsou napfiklad poruchy spanku, depresivni nebo uzkostné stavy, stavy neklidu.
Déleni na kognitivni a nekognitivni farmakoterapii neni striktni, n€kdy mizeme zlepSenim
nekognitivnich funkci ptiznivé ovlivnit funkce kognitivni.9

Pro pribéh nemoci je charakteristické naruSeni cholinergni transmise. Souvisi
s nedostatkem mozkového acetylcholinu, ktery zajiStuje pfenos informaci mezi mozkovymi

bunikami. Ubytek neuronti a porucha ptenosu informaci mezi nimi pak vede k naruseni
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mozkovych funkci. Na této cholinergni hypotéze je zalozena souCasna terapie Alzheimerovy
choroby. Spo¢iva hlavng v podani centralng uginnych inhibitori acetylcholinesterasy.™
Inhibitory mozkovych acetylcholinesteras jsou jednim z farmakologickych postupii 1écby
zalozenych na dikazech, to znamend na vysledcich rozsahlych multicentrickych
randomizovanych dvojitd slepych studiich.’® Tyto dvojité zaslepené, placebem kontrolované
studie s inhibitory cholinesteras ukazaly, ze podani téchto latek vede ke zpomaleni pribéhu

demence. Dalsi 1écebny postup, ktery je zalozen na diikazech, je pouziti memantinu.*

3.1.4.1 Kognitivni farmakoterapie
1. Inhibitory mozkovych acetylcholinesteras

Tyto latky zablokuji nadmérné odbourdvani acetylcholinu, udrzuji déle molekuly
acetylcholinu ve stavu, kdy jsou schopné navazat se na své presynaptické i postsynaptické
receptory. Nekteré inhibuji pouze acetylcholinesterasu, jiné i butyrylcholinesterasu. Je od nich
ocekavano, ze budou dobie prochazet hematoencefalickou membranou, aby inhibovaly pouze
mozkové formy acetylcholinesteras.™

Z inhibitor cholinesteras jsou nyni pouzivany tfi latky: donepezil, rivastigmin,
galanthamin. Akridinovy pfipravek takrin byl stazen pro hepatotoxicitu. V indikaci
Alzheimerovy nemoci se pouzivaji také alkaloidy naptiklad huperzin nebo galanthamin.
Huperzin je alkaloid z Huperzia serrata, jevi se jako perspektivni latka. Galanthamin je alkaloid

z nékterych rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Plisobi na acetylcholinergni systém, provadi jednak

reverzibilni inhibici acetylcholinesterasy a rovnéz alostericky moduluje nikotinové receptory.™

2. Latky zlepSujici naruSenou glutamatergni transmisi

S postupujici progresi Alzheimerovy choroby dochazi k postizeni mozkového systému
excitacnich aminokyselin. Pro pamét’ je dilezita spravna funkce tohoto systému, kdy ionotropni
receptor typu NMDA zprosttedkovava v soucinnosti s kainadtovym receptorem mechanismus
dlouhodobé potenciace. U demenci Alzheimerovy nemoci dochazi k nadmérnému uvoliiovani
molekul glutamatu a dalSich excita¢nich kyselin. Na receptorové urovni se znemoZzni pienos
spravnych signalti a je narusena dlouhodoba potenciace. Terapeuticky uziteCné jsou parcialni
inhibitory NMDA receptort.® V praxi je zatim jedina latka této skupiny, memantin. Je pouZivan

hlavng u stfedn& t&Zkych nebo t&7kych demenci.’®*’
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3. Prekurzory tvorby acetylcholinu

Podani samotného acetylcholinu neni mozné, protoze acetylcholin méa velmi kratky
poloc¢as. Pouzivaji se lecitiny, z nichz se postupné uvolnuje cholin pro syntézu acetylcholinu.
Pouziva se sojovy lecitin jako soucast kombinované farmakoterapie nejcastéji s inhibitory

acetylcholinesteras.™

4. Latky likvidujici reaktivni formy kysliku nebo snizujici jejich tvorbu

Za fyziologickych okolnosti jsou tvorba a odbouravani volnych kyslikovych radikalt
v rovnovaze. U Alzheimerovy choroby muze tvorba reaktivnich forem kysliku pievysit jejich
odbouravani. Mlzou poté pusobit peroxidaci lipidd, inaktivovat nékteré enzymy. Zametacle
volnych kyslikovych radikali se pouzivaji Castéji jako aditivni terapie K inhibitorim

acetylcholinesteras nebo k memantinu. Nejéast&ji se pouziva vitamin E.**

5. Nootropni farmaka
U téchto latek nebyl prokazan dostatecny ucinek, ptfesto mohou byt nékteré z nich
uziteéné jako pridatna 1é¢iva. Pouzivan je nicergolin a extrakt z Ginkgo biloba, ktery obsahuje

vEtsi pocet latek plsobicich riznymi mechanismy.**

3.1.4.2 Nekognitivni farmakoterapie
1. Farmakoterapie poruch spanku

U Alzheimerovy choroby se miliZze vyskytovat jako pfidruZeny pifiznak nespavost, Castéji
se vyskytuje posun cyklu spanek-bdéni, mize dojit k dennimu pospéavani, noénimu bdéni. Nékdy
se naopak miiZze objevit hypersomnie.

Farmaka se vybiraji s ohledem na jejich nezadouci Uc€inky. Barbituraty jsou proto spiSe
obsoletni. Benzodiazepiny maji kromé& hypnotického ucéinku také ucinek protiuzkostny,
antiepilepticky, myorelaxacni. Vzhledem k jejich neZddoucim ucinkim by mélo byt pouZiti
benzodiazepini u Alzheimerovy nemoci vyjimecné a kratkodobé. Nekdy se pii 1é€be pouziva
midazolam, triazolam nebo nitrazepam. S niz§imi neZadoucimi U¢inky se pouzivaji nova

nebenzodiazepinové hypnotika jako je napiiklad zolpidem nebo zopiklon.*

2. Farmakoterapie poruch chovani, paranoidnich a halucinatornich syndromt

Poruchy chovani pii Alzheimerové chorobé jsou oznaCovany jako agitovanost.
Agitovanost muze byt rizného stupné, je spojena s excitovanosti, verbalni a brachiélni
agresivitou. Casto se vyskytuji poruchy vnimani, halucinace, iluze a poruchy mysleni neboli

bludy. Zakladni skupinou farmak jsou neuroleptika.’
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3. Farmakoterapie pfidruzené deprese
Deprese je pomérné¢ Casty pridruzeny piiznak Alzheimerovy choroby. U vyraznéjsi
deprese se musi uzit antidepresiva. Tyto 1éky zvySuji obsah serotoninu a noradrenalinu na

synaptické Stérbin€. Vyhybame se antidepresiviim S vyraznymi vedlejSimi 1’1(“:inky.9

3.1.5 Enzym acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa

Acetylcholin je neurotransmiterem ve vegetativnich gangliich, na zakonceni
pregangliovych vladken v dfeni nadledvin, na zakonceni postgangliovych vlaken parasympatiku,
na neuromuskularnim spojeni v kosternim svalstvu a v oblastech CNS.

Acetylcholin je tvofen v cytoplazmé neuronid z cholinu. Syntetizovany acetylcholin je
uskladiiovan v zésobnich vezikuldch. Uvoliovani nastava na zaklad¢ ak¢niho potencialu, ktery
umozni vstup vapnikovych iontd do cytoplasmy. Rozkladéan je v synaptické Stérbin€ enzymem
acetylcholinesterasou na cholin a acetat.!” Kladn& nabity dusik substratu acetylcholinu interaguje
S anionickym centrem enzymu, na S$tépeni esteru se podili esterické centrum, jehoz hydroxylova
skupina piebira kovalentni vazbou acetylovou skupinu acetylcholinu, acetylace esterasy vsak
pretrvava pouze milisekundy. U organofosfatl, které prendSeji fosfatovy zbytek na
hydroxylovou skupinu serinu, miize fosforylace enzymu pietrvavat i dny.*

U pacientl s Alzheimerovou chorobou je demence disledkem snizeni hladiny
acetylcholinu v mozkové kufe. Ve zdravé mozkové tkani je acetylcholinesterasa nejdilezitéjsi
enzym regulace hladiny acetylcholinu.

Inhibice acetylcholinesterasy je podkladem nepiimo plisobicich cholinomimetik, inhibice
at’ uZ reversibilni nebo ireversibilni vede k nahromadéni acetylcholinu na muskarinovych a
nikotinovych receptorech a tim k jejich stimulaci.'’

Butyrylcholinesterasa (pseudocholinesterasa) je substratové méné specificky enzym,
ktery pfednostné rozklada jiné substraty neZz acetylcholin (napf. butyrylcholin, prokain,
suxamethonium). Je pfitomna napft. v plazmé, jatrech a pouze v omezeném rozsahu v neuronech
periferniho a centralniho nervového systému.

Béhem Alzheimerovy choroby klesa v mozku mnozstvi AChE a stoupa mnozstvi BuChE,

ktera je tvofena aktivovanymi gliovymi buiikami v oblasti alzheimerovskych plaki.
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3.2 PRIRODNI LATKY PERSPEKTIVNI PRO LECBU ALZHEIMEROVY NEMOCI

V terapii demenci Alzheimerova typu se uplatituji nékteré ptirodni latky, v soucasné dobé
se z ptirodnich latek vyuziva pouze galanthamin, ale existuji 1 dalsi perspektivni pfirodni latky,
které by se pii lécbé daly pouzit. Z prirodnich latek jsou sledovany hlavné alkaloidy, pficemz se
V soucasnosti rozsifuje vyzkum i na latky nealkaloidni. Mechanismem u¢inku mohou ovliviiovat
osud acetylcholinu, bud’ ho pifimo uvolfiovat nebo inhibovat acetylcholinesterasu, pusobit

ovlivnénim senilnich plaki nebo mohou mit antioxida¢ni i¢inek.®

3.2.1 Inhibitory acetylcholinesterasy

Tyto piirodni inhibitory maji casto komplexni Gcinek, nékteré zasahuji i do metabolismu
butyrylcholinesterasy a rtizné inhibuji acetylcholinesterasu. Mezi nejznaméjsi a nejaktivnéjsi
inhibitory patfi galanthamin, isochinolinovy alkaloid pouzivany na celém svété pii 1é€bé senilni
demence typu Alzheimerovy choroby.?* Galanthamin provadi reverzibilni inhibici
acetylcholinesterasy a rovnéz alostericky moduluje nikotinové receptory. Ma vSak ur€ité
nezadouci periferni cholinergni u€inky, vyrazné lepsi u¢inky maji nékteré jeho derivaty, snizuje
se U nich nauzea. Mezi derivaty patii karbamaty 6-demethylgalanthaminu, které jsou G¢innéjsi
v inhibici nez galanthamin nebo estery 6-demethylgalanthaminu, u nichz se snizuji periferni

éinky. Niz§i aktivitu maji alkaloidy lykorinového typu napiiklad assoanin.’

galanthamin

Dalsim perspektivnim dlouhodobé ptisobicim inhibitorem acetylcholiesterasy je huperzin.
Je zkouSen hlavné v Cind. V USA je pievazné pouzivan jako potravni doplnék. M4

neuroprotektivni aktivitu s vyraznym efektem na zlepSeni paméti.35
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Zastupcem pregnanovych steroidnich alkaloida je salignenamid C z Sarcococca saligna,
Geledi Buxaceae, ktery vyrazn&ji zasahuje do uginku enzymu butyrylcholinesterasy.’

Zeatin izolovany z podzemni c¢asti rostliny Fiatoua villosa, ¢eledi Orchidaceae nebo
z kvétenstvi Zea mays, Celedi Poaceae vedle inhibicni aktivity blokuje tvorbu beta-amyloidu.®

Vysoky inhibi¢ni G¢inek ma také ursolovd kyselina izolovana z riznych rodi celedi
Lamiaceae (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis nebo Salvia officinalis).’

Perspektivni je rovnéZz extrakt tenuigenin zrostliny Polygala tenuifolia, celedi
Polygalaceae, ma velmi nizkou toxicitu, neuroprotektivni efekt a zabrafiuje smrti neuronalnich
bunék, inhibuje i tvorbu beta-amyloidu.Tenuigenin rovnéz inhibuje aktivitu acetylcholinesterasy.
Tento extrakt je strukturnd blizky kyseling oleanolové.®

Mezi dalsi zajimavé mozné inhibitory enzymu acetylcholinesterasy mizeme zatadit napf.
dehydroevodiamin, a-onocerin nebo a-viniferin. Dehydroevodiamin je izolovan z rostliny
Evodia rutaecarpa, ¢eledi Rutaceae, ktery ma mimo jiné i antiamnesticky efekt. V pusobeni je
siln€j$i nez takrin, a-onocerin obsahuje rostlina Ononis spinosa, ¢eledi Fabaceae, a-viniferin,
jehoz aktivita je specificka, reversibilni a nekompetitivni, miZeme ziskat z rostliny Caragana

chamlague z ¢eledi Fabaceae.®

3.2.2 Uvoliiovace acetylcholinu

Bylo zjisténo, ze pfiznivy efekt na acetylcholin nastdvd pfi stimulaci nikotinovych
receptort, stimulatory jsou kodein, galanthamin a nékteré analogy arekolinu. Mezi
M, antagonisty muskarinu se fadi himbacin obsazeny v rostlin¢ Galbulimima baccata z ¢eledi

Himantandraceae.®

3.2.3 Latky s antioxida¢nim uc¢inkem
Antioxidac¢ni ucinek ma ginkgolid B (Ginkgo biloba, Gingoaceae). V soucasnosti je
mozna i jeho realnd totalni syntéza, u€inek se projevuje vV ochran€ neuronli pii mozkové hypoxii,

o v e . . 14
taktéz snizuje viskozitu krve.®

3.2.4 Latky ovliviiujici produkci a toxicitu beta-amyloidu

Tashinon | (Salvia miltiorrhiza, Lamiaceae)®, alkaloidy z Artemisia asiatica (Asteraceae)

kromg inhibice AChE navic blokuji neurotoxické pisobeni beta-amyloidu.*®
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3.2.5 Inhibitory propylendopeptidasy

PEP je Siroce rozSifena V raznych tkanich, také v lidském mozku, kde hydrolyzuje
neuropeptidy s obsahem prolinu, které participuji na uceni a pamétovych procesech. Zvysena
hladina je pozorovana u neurodegenerativnich chorob jako vyrazna deprese, manie, demence
Alzheimerova typu. Patrné je zodpovédna za metabolismus C-terminalni ¢asti amyloidniho
prekurzorového proteinu, zodpovédného za degeneraci neuront a také navozuje imunoreaktivitu
zodpovédnou za procesy rychlejsiho starnuti mozku. Inhibitory PEP maji antiamnesticky efekt.

Radi se k nim fenantrenové derivaty (Salvia deserta, Lamiaceae).®
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3.3 Papaver somniferum L.

Obr. 1 Papaver somniferum L.*°

3.3.1 Synonyma
Papaver album Mill., Papaver hortense Garsault, Papaver officinale C. C. Gmel®

3.3.2 Systematické zaiazeni Papaver somniferum L. %

Rise Plantae rostliny
Podrise Cormobionta vyssi rostliny
Odd¢leni Magnoliophyta krytosemenné
Trida Rosopsida vyssi dvoudélozné
Rad Papaverales makotvaré
Celed’ Papaveraceae makovité
Rod Papaver mak

3.3.3 Botanicky popis

3.3.3.1 Popis Celedi

K ¢eledi makovité (Papaveraceae) se tadi rostliny jednoleté, dvoulet¢ nebo vytrvalé,
mohou to byt vSak i nizké stromy nebo kete. Kandlky v pletivech obsahuji bily, Zluty nebo
cerveny latex. Listy jsou fapikaté se sttidavym postavenim, n€kdy maji postaveni vstficné nebo
Sroubovité. Kvéty jsou pravidelné, oboupohlavné, obsahuji vysoky pocet tyCinek. Semenik je

svrchni. Kalich je tvofen dvémi nebo tfemi kaliSnimi listky. Korunu tvoii 2 + 2 platky.
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Plodem ¢&eledi mékovité jsou tobolky. Semena obsahuji olejnaté latky. Celed” Papaveraceae je
ptibuzna s ¢eledi Fumariaceae, ktera ale ve svych pletivech neobsahuje mléc¢nice.

Celed” maékovité je rozsifena kosmopolitng, hlavné v mirném a subtropickém pésu,
zahrnuje asi 20 rodd se 400 druhy. V Ceské republice rostou 4 rody asi s 16 druhy. VyuZivany

jsou pro obsah alkaloidii, hlavng v 1ékafstvi.?%?

3.3.3.2 Popis rostliny

Rod Papaver z celedi Papaveraceac zahrnuje 110 druhti. Do rodu mak jsou fazeny
jednoleté, dvouleté nebo vytrvalé rostliny, obsahujici v pletivech mimo semena mlé¢nice s bilym
latexem. Maji velké kvéty, mnoho tyCinek a pestik bez ¢nélky. Semenik je uvnitf netplné
ptehradkovan. Zrald makovice se otevira drobnymi otvory a obsahuje velky pocet semen. %%

Nejvyznamnéj$im je druh Papaver somniferum. Mak sety je jednoleta bylina se
zduznatélym kulovitym kofenem a velkym mnozstvim malych kotfink. Rostlina je modie
ojinéna, vysoka 30 — 180 cm, lodyha je zpravidla jen jedna, piima, jednoducha a obla, nékdy
byva i vétvena. Listy jsou podlouhlé, dolni celistvé, horni zubaté. Kvét ma dva opadavé kali$ni
listky, ¢tyfi korunni listky, které jsou bilé, rizové nebo fialové s tmavsi skvrnou. Plodem je
tobolka riizné velikosti a tvaru kuZelovitého, kulovitého nebo zplostélého. Na prehradkach byva
mnozstvi drobnych ledvinovitych semen. Semena obsahuji v susiné oleje, bilkoviny, sacharidy,

vlakninu a mineralni latky. Mak sety kvete od ¢ervna do srpna.zo’22

3.3.4 Ekologie

Mik sety nema zvlastni pozadavky na prostiedi a u nas se da péstovat hlavné v fepatském
a bramboratrském vyrobnim typu. Piesto vSak velmi citlivé reaguje na nevyrovnanost a odchylky
Vv pudé, vyzivé a na povétrnostni podminky. Najdeme ho na zeminé bohaté na Ziviny, mirné
dusikaté, zadsobené zakladnimi prvky zvlast¢ draslikem a fosforem, nevyskytuje se na zemich

. , w1 20,2
ptilis suchych a spraSovych. 023

3.3.5 Celkové rozsitreni

V soucasné dobé mak sety roste plan¢ v celém stfedomofi, ale hlavné v Malé Asii.
Péstuje se téméf po celém svété. Mak mulzeme rozdélit na dva typy: olejny a opiovy. Mezi
nejvyznamnéj$i péstitele maku opiového se fadi Turecko, Indie, Pakistan, Makedonie.
Nejznaméjsi oblasti je vSak tzv. Zlaty trojuhelnik, zahrnujici horské oblasti Barmy, Thajska a
Laosu. Mensi péstitelskou oblasti je tzv. Zlaty pilmésic, ktery zahrnuje hlavné iran, Afghanistan
20,23

a Pakistan.
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V Ceské republice je p&stovani maku na plose vétsi nez 100 m? dle zékona & 167/1998

spojeno s ohlasovaci povinosti.?>*

3.3.6 Obsahové latky Papaver somniferum L.

Hlavni obsahové latky maku setého v makoviné a nati jsou alkaloidy, celkovy obsah
alkaloidi je kolisavy, ovlivituje ho doba sklizn¢, umisténi, genetické a jiné faktory.

Semena maku obsahuji 42 — 55 % polovysychavého oleje obsahujiciho kyselinu
palmitovou, stearovou, olejovou a linolenovou, vedle tuku je v semeni 18 — 25 % dusikatych
latek, 16 — 24 % sacharid{, celuldza, lecitin, anorganické latky a voda.

Cela rostlina je prostoupena mléénicemi s bilou emulzi — latexem, ktery obsahuje
bilkoviny, cukry, slizy, vosky, pryskyfice, rizné alkaloidy a nékteré kyseliny, hlavné
mekonovou.”?’

Z maku se rovnéz ziskava opium, velmi bohaté na obsah alkaloidu.

Alkaloidy (napf. morfin, narkotin, kodein, papaverin, tebain, narcein) se ziskavaji hlavné
ztobolek a ze stonku v ¢asti 7 — 10 cm pod tobolkou. Maximalni koncentrace alkaloidd
vV nadzemnich ¢astech je od vyvinu poupat do technické zralosti. Nejvétsi mnozstvi alkaloidi je

Vv rostlinach po poledni. Hlavnimi alkaloidy jsou typu morfinu a benzylisochinolinu, mistem

syntézy jsou pletiva matabolicky aktivni napft. meristémy.23

3.3.6.1 Rozdéleni alkaloidu
V droze se vyskytuji alkaloidy rdznych strukturnich typd, mnoho alkaloidii obsahuje
opium, kde jsou nejvyznamngéjsi alkaloidy
1) morfinanového typu — morfin, pseudomorfin, kodein, neopin, 10-hydroxykodein,

thebain?%?

morfin
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kodein

2) benzylisochinolinového typu — papaverin, papaveraldin, palaudin, laudanin,

laudanidin, laudanosin, kodamin®%%

3) ftalidisochinolinového typu — narkotin, narkotolin, gnoskopin, oxynarkotin,

narcein®%?®

N(CH3),

narcein

4) tetrahydroisochinolinového typu — hydrokotanin®

5) protopinového typu — protopin, kryptopin®

6) protoberberinového typu — skoulerin, isokorypalmin?®

7) aporfinového typu — korytuberin, magnoflorin, isoboldin, papaverrubin,

porfyroxin, glaudin®

Procentualni zastoupeni alkaloidti se velmi li§i a zavisi na mnoha faktorech, hlavnim
alkaloidem je morfin a kodein, jejichZ procentualni zastoupeni se pohybuje od 0,2 az 3 %
prumérné zastoupeni je vSak 1 %, thebain 0,2 az 1 %, pramérné 0,5 %, noskapin od 2 do 10 %,
priméme 5 %, papaverin 0,5 az 1,3 %, pramérné¢ 1 %, narcein 0,1 — 0,7 %, primérné 0,5 %,
procentové zastoupeni alkaloidi laudaninu, laudanosinu a laudanidinu je méné nez 0,01 %,
pseudomorfinu 0,02 %, jesté¢ v menSim mnozstvi je obsazen napiiklad mekonidin, kryptopin,

neopin, oxynarkotin, kdy obsah &ini do 0,002 %. %
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3.3.7 Farmakologické ucinky obsahovych latek

Farmakologické ucinky rostliny maji predevSim alkaloidy. Alkaloidy z celedi
Papaveraceae, Amaryllidaceae a Fumariaceae byly studovany s ohledem na inhibi¢ni aktivitu
vaci acetylcholinesterase. Alkaloidy z ¢eledi Papaveraceae vykazovaly mens$i inhibi¢ni
aktivitu.® Kineticka analyza poté prokazala, 7e n&které papaverinové alkaloidy pusobi jako
reverzibilni kompetitivni inhibitory acetylcholinesterasy, pricemz papaverin zpisobi 85%
inaktivaci po 40 minutach.*®

Mezi nejznamgéjsi alkaloidy patii morfin, ktery svou strukturou imituje t€lu vlastni latky
natolik, Zze dokdze vstoupit do interakci s receptory, na které se vazou za normalnich okolnosti
tyto latky télu vlastni. Hlavni ucinek morfinu predstavuje jeho silné analgetické plisobeni
vyvolané inhibici vedeni bolestivého impulsu a zménou jeho zpracovani v CNS. Tento ucinek je
dan piedevsim interakci morfinu s opiodnimi receptory v rozdilnych oblastech CNS, hlavni
lokalizace je na thalamu a limbickém systému. Terapeutické davky morfinu mivaji ve vétsing
pfipadi hypnoticky ucinek a snizuji duSevni aktivitu pacientd. Vys$si davky vyvolavaji
narkotické stavy se ztratou védomi. Krom¢ inhibi¢nich u¢inki ma morfin také drazdivé ucinky
na centralni nervovy systém, miize vyvolat podrazdéni centra pro zvraceni. Mezi periferni
uc¢inky morfinu patii zvySeni tonu hladké svaloviny. Morfin vyrazné neovliviiuje tonus a
kontrakce uteru v priabéhu porodu, kardiovaskularni systém morfin taktéz vyrazné neovliviuje,
nékdy se vSak mohou vyskytnout ortostatické potiZze. Hlavnimi piiznaky akutni intoxikace jsou
kéma, deprese dechu a mioza.*?

Kodein, alkaloid morfinanového typu, ma analgeticky G¢inek ve srovnani s morfinem
nepatrny. Pouziva se jako antitusikum plisobenim na prodlouzenou michu. U ¢lovéka mé velmi
nizky navykovy potencial, naopak u zvifat v béZznych davkach zplsobuje zavislost. 2%

Mezi alkaloidy benzylisochinolinového typu se tadi papaverin, klasick¢é muskulotropni
spasmolytikum, které se pro nedostateCnou specifitu ucinku jiz nepouzivd. Ma vazodilatacni
ucinky diky pfimému pisobeni na hladkou svalovinu, inhibuje fosfodiesterasu a tim zvysuje
CAMP.*?°

Narkotin (noskapin) ma dobry antitusicky ucinek, neovliviiuje funkci stfeva ani dechové
centrum. Kromé antitusického ucinku nema jiné centralni efekty, neplsobi sedativné,
nevyvolava zavislost.* V ojedinglych piipadech miize mit Gaste¢né hypnoticky G&inek, u zab
vyvolal tetanické kiece. Narkotin by mohl zesilit narkotické ucinky morfinu, pfiznivé ovliviiovat
dychani a tim sniZit neZadouci G€inek morfinu. Také plsobeni kodeinu jako 1éku na kasel miize

byt umocnéno narkotinem. Periferné se narkotin chova jako papaverin, av§ak s malym tuc¢inkem a

svaly prakticky neovliviuje.”®
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Narcein, alkaloid podobny narkotinu, rovnéz ftalidisochinolinového typu, je mirné
sedativum a hypnotikum.”®

Protopinové alkaloidy, napt. protopin, kryptopin, jsou nejrozsifenéjsi alkaloidy
Vv rostlinach, zejména v celedi rnakovi‘[}'/ch.29 V posledni dobé je zvySeny zdjem o protopin

0

z hlediska farmakologie pro jeho pfiznivé uginky na kardiovaskularni systém® a také

antitrombotickou aktivitu.>
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSEOBECNE POSTUPY

4.1.1 Destilace o odparovani

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

Odpatovani chromatografickych frakei bylo provadéno na vakuové odparce pii 40 °C

za snizeného tlaku.

4.1.2 Chromatografie

4.1.2.1 Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla pouzita v systému N (normalnich) komor. Komory
byly pouzity nasycené mobilni fazi. V ptipad¢ uziti malych komor (valcovych), primér 10 cm,
trvalo syceni asi 30 minut. U klasickych komor (18x18 cm) pak asi hodinu. Chromatografie byla

provadéna vzestupné.

4.1.2.2 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie byla provaddéna systémem gradientové eluce na neutralnim
oxidu hlinitém, 0,1 — 0,25 mm, desaktivovaném 5 % vody. Sloupec byl plnén obvyklym
zpusobem — nalitim suspenze adsorbentu do rozpoustédla. Vzorek byl po vysuseni v exsikatoru

nanesen na roztéru S malym mnozstvim silikagelu.

4.2 MATERIAL A VYBAVENI

4.2.1 Rozpoustédla a chemikalie

Rozpoustedla:

Cyklohexan, ¢. (CgH12)

Diethylamin ¢. (Et;NH)

Diethylether, €. bez stabilizatoru (Et;0)

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, ¢. (EtOH)
Chloroform, ¢. (CHCl3)

Methanol, ¢. (MeOH)

Toluen, ¢. (CsHsCHj3)
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Chemikalie:

Dusi¢nan bismutity zasadity, ¢.

Hydroxid sodny, €.

Jodid draselny, p. a.

Kyanid draselny, ¢.

Kyselina octova 99%, p. a. (AcOH)
Kyselina sirova 96%, p.a. (H2SOy4)

Kyselina vinna, ¢.

Uhli¢itan sodny bezvody, €.

Vodny roztok chlorovodiku 36%, p. a. (HCI)

4.2.2 Chemikalie a material ke stanoveni u¢inku erytrocytarni AChE (1Csg)
Chemikalie:

10 mM acetylcholinjodid (Sigma-Alcrich)

10 mM butyrylcholinjodid (Sigma-Aldrich)

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4
5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoova)kyselina (DTND) (Sigma-aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, p. a. (Lachema)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat, p. a. (Lachema)
Eserin (Sigma-Aldrich)

Huperzin A (Tazhonghui Co., Ltd., China)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich)

Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Herb Inc., China)

Material:

Jako zdroj acetylcholinesterasy byl pouZzit hemolyzat lidskych erytrocytii z krve zdravych

dobrovolnikii. Citratovana krev se odstedi a ziska se klasicky erytrocytarni sediment, ktery se

promyje fosfatovym pufrem pH 7,4, erytrocyty se pievedou do 50 ml polykarbonatové kyvety a

suspenduji pfiblizné v Snasobném objemu 5 mM fosfatového pufru s obsahem 0,15 M chloridu

sodného. Suspenze se centrifuguje 10 minut pfi 12 000 rpm (centrifuga Sorvall RC2-B

s pouzitim SS34 fixed angle rotor). Promyvaci procedura se provadi 3x pii 0 — 4 °C, pokud neni

uvedeno jinak.
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Erytrocytarni stroma se pfipravi lyzou promytych erytrocyti. Pro zahajeni hypotonické
hemolyzy se smichd dikladné¢ 1 ml promyté erytrocytdrni masy se 40 ml 5 mM fosfatového
pufru (fosforecnan sodny) pH 7,4. Hemolyza se provede za michani 10 minut, potom se
erytrocytarni stény sbali pfi 20 000 rpm po dobu 10 min. Supernatant a maly tuhy kola¢ na
povrchu se odstrani odtazenim. Hmota se promyje 3x fosfatovym pufrem (fosfore¢nan sodny),
pH 7,4. Ziskaji se bélava oddé¢lena téla erytrocytt.

Jako zdroj butyrylcholinesterasy byla pouzita lidska plazma.

4.2.3 Pristroje

Centrifuga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, VarSava, Polsko)
pH metr ® 72 METER (Beckmann, USA)

UV-spektrofotometr UVIKON 942 (Kontrol instruments, Svycarsko)
Mikrovyhtevny stolek Boetius

4.2.4 Detekéni Cinidla

D 1: Dragendorffovo &inidlo modifikované podle Muniera*

- pro alkaloidy a ostatni slou¢eniny obsahujici dusik.

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

- roztok B: se pfipravi rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

- zasobni roztok: ptipravime smisenim roztokii A a B v poméru 1:1. Ten mize byt ulozeny i
n¢kolik mésicti v chladnicce.

- ¢inidlo pro analyzu: bylo piipraveno tak, ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé v 50

ml vody pfidalo 5 ml zasobniho roztoku.

D 2: Mayerovo &inidlo: *2

- 1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného se rozpusti ve vodé€ a doplni se ji do 100 ml.

4.2.5 Chromatografické adsorbenty
A 1: Kieselgel 60 Fas4, Merck, 5x10 cm
Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60 Fosa,
tloustka vrstvy 0,2 mm.
A 2: Oxid hlinity neutralni, 0,1 — 0,25 mm
A 3: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20x10 cm
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Komeréni chromatografické desky byly pfed pouzitim vyvinuty v té chromatografické
soustaveé, kterd byla posléze pouzita k separaci, vysuSeny proudem teplého vzduchu a

bezprostfedné zpracovany.

4.2.6 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S 1: CgHsCH3+CHCI3+Eto,NH 45:45:10

S 2: CeHsCH3+EtOH+ET,NH 70:30:4

4.3  Postup izolace alkaloidi z Papaver somniferum L.

Ve své diplomové praci jsem se podilela na ptipravé zakladniho extraktu, vytfepku
A-Et,0 (pH 9 — 10) a jeho dal$im rozdé€leni. Ostatni prace v této ¢asti byly provedeny mimo
ramec mé diplomové prace, pro pochopeni celého postupu a z divodu pokracovani dalSich

diplomantt je zde vSak uvadim.

4.3.1 Surovina pro pripravu extraktu

Extrakt byl pfipraven jako smésny ze dvou ¢asti drog rizného ptivodu:

a) suché zralé makoviny s kousky stonkd (sbér 09/2008, Mgr. Vrbovsky, Oseva Opava), droga
byla rozemleta na ¢astice do 0,5 cm, celkova hmotnost 23,0 kg.

b) suchych zelenych nezralych tobolek s kousky stonkti do 5 cm (péstovani na ZLR FaF UK,
sbér 07-08/2008, nezralé tobolky byly roztiznuty, vyklepany nezrald nevyvinuta semena,
tobolky suSeny 2 dny pii 50 °C, poté rozemlety na ¢asti do 3 mm), celkem 7,0 kg.

4.3.2 Priprava primarniho extraktu

Vyse uvedené drogy byly smichany, zality 95% ethanolem denaturovanym methanolem a
perkolator ponechan v klidu po dobu 3 dnt. Celkem bylo pouzito na 30 kg drogy 265 litra 95%
ethanolu, tj. 1:8,8. Extrakt byl zbaven ethanolu, rozpustén ve 2% HCI na pH ~ 2, zfedén vodou,
odstranén chlorofyl obvyklym zplsobem, zfiltrovan a celkem zfedén na 12 litrii (tmavé hnédy,

pon¢kud pénici).
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4.3.3 Priprava vytiepku A-Et,0
Roztok byl zalkalizovan 1,8 litru 10% uhli¢itanu sodného pH 9,5 — 10 a vytifepan 4x3

litry etheru, organicka faze byla zfiltrovana a odpaiena.

4.3.4 Priprava vytiepku Ad-CHClI;
Roztok po vytfepani etherem byl vytfepan 4x3 litry CHClIs, organicka vrstva se hiife

odd¢€lovala. Organicka faze byla zahusténa, vyloucila se Zlutava praskovita latka.

4.3.5 Priprava vytfepku Bc-Et,0
Primarni extrakt po chloroformovém vytiepku A byl zalkalizovan 50% NaOH na pH
12,5 — 13 (celkem vzniklo 16,3 litru roztoku) a vytfepan 5x4 litry Et,O. Etherovy roztok byl po

ostrém odd¢leni (faze se dobte dé€lily) odpaten.

4.3.6 Piiprava vytiepku Bd-CHClI3

Po okyseleni malého mnozstvi siln¢ alkalického primarniho extraktu z ptedchoziho
vytfepavani kyselinou sirovou bylo pfidano Mayerovo ¢inidlo, vznikl velmi jemny zakal, a proto
nebylo provedeno vytfepavani chloroformem, ale bylo provedeno srazeni zbytkovych alkaloida

do formy mayeratu.

4.3.7 Priprava kvartérnich jodida J

Kvartérni jodidy nebyly pfipravovany, ale kvartérni baze byly ziskany ve formé
mayeratu.

4.3.8 Priprava kvarternich alkaloidi Q

Primarni extrakt siln¢ alkalicky z vytfepavani etherem pii pH 13 byl zneutralizovan 3M
H2SO4 na pH 3 (béhem této operace hnédy roztok vyrazné zesvétla, zpracovano 17 litrti), zbytek
alkaloidi byl vysraZzen piidavkem Mayerova cCinidla (1 litr). Po sedimentaci drobné cerné
srazeniny byla provedena dekantace, filtrace na Biichnerové nalevce, srazenina promyta

destilovanou vodou (nevazena, odhadem asi 10 g) a rozpusténa v MeOH za pouziti ultrazvuku.
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Tab. 1 Spojené vytiepky ze smésné makoviny

Oznaceni Uprava Odparek Popis
roztoku*

A-Et,0 Na,COs3, pH~9 |51¢ Tmavé hnédy, velmi
visk.

Ad-CHCl; 0, pH ~9 (7) 35,69 Tmavé hnédy, pti
zahus$tovani se
vyluCovala bélava
praskovita hmota.

Vysledky po ¢isténi vytrepku A:
L A/Et,Orozp.v | 2,85¢ Tmave hnédy, fidce
HCI, pH~1-2, viskozni, bez naznaku
(1) krystalii
AC AC, K:4,36 ¢ Svétle okrové drobné
CI rozpustné | Nefenolové ML:1,81¢g kryst.
v (nF, 2) Tmavé hnédy, velmi
chloroformu visk.
AC, 0,55¢ Tmavé hnédy, velmi
Fenolové visk. nekrystalicky
(F.3)
AD;c (baze R 5,26 g Svétle hnédy medovy,
v Et,0) velmi viskozni
Nefenolové

élt_’ (nF, 4)

nerozpustné AD,c (baze R 7,489 Svétle hnédy, hrubé
v Et,0) krystalicky

\' .

chloroformu Fenolové (F, 5)

ADd (baze 12,259 Tmave hnédy, nafoukly
rozp. jen
v CHCI;3, 6)

Sumarni hmotnosti ostatnich odpark

Bc NaOH, pH~13 | 1,07 g Tmavé hnédy, velmi

(rozp.v Et,0) | (8) viskézni s bb krystaly

Bd Nezprac. (9) 000

(rozp.v

CHCls)

J Nezprac. 000

Q Mayerat (10)

* Cisla tuéné v zavorce oznacuji typ vytiepku (popis na TLC)
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Obr. 2 TLC frakci makoviny
(Kieselgel Merck, UV 254 nm, toluen+CHCI3+Et,NH 45+45+10, komora nasycena, vyvijeni 1x,
detekce UV 254 nm, Dragnedorff. ¢inidlo)

L (Et;O, pH~1)

AC; (chloridy alkaloidi R v CHClI3, nefenolické)

AC; (chloridy alkaloidid R v CHCls, fenolické)

ADsc (chloridy alkaloidii nR v CHCl3, nefenolické, baze rozp. v Et,0)
ADsc (chloridy alkaloidi nR v CHCI3, fenolické, baze rozp. v Et,0)
ADd (chloridy alkaloidti nR v CHClI3, baze rozp. v CHCl3)

Ad (pH~10, vytiepek CHCls)

Bc (pH~12, vyttepek Et;0)

Bd (pH~12, vytiepek CHCIl3) — zde nebyl

© 00 N o O B~ W N P

10 Q (kvartérni baze ve formé Cl ptipravené z mayeratu)

> standardy: papaverin+tkodeint+morfin ( v pofadi podle klesajicic Rf)
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4.3.9 Zpracovani vytiepku A-Et,0 (pH 9 - 10)
Vzhled a hmotnosti odparki jsou uvedeny v tab. 1.

4.3.9.1 ZneciSténiny z kyselého roztoku a nebazické alkaloidy
Odparek A (51 g) byl rozpustén ve 350 ml 2% HCI za tepla, po zchlazeni zftedén vodou a
doplnén do 900 ml (pH~ 1). Tento kysely roztok byl vytfepan 4x250 ml Et,0.

4.3.9.2 Chloridy alkaloidi rozp. v CHCI; (AC)
Vodna faze (pH~1) byla vytfepana 4x300 ml CHCl3 faze se pomérn¢ dobte délily, na

rozhrani zlstavala jen mald mezifaze (1 cm). Hnédy roztok byl odpaten.

4.3.9.3 Chloridy alkaloidi rozp. v CHCIs, nefenolovych (AC;)

Odparek chloridii rozpustnych v chloroformu byl rozpustén ve 300 ml 2% HCI, ptidano
300 ml vody (pH~1), roztok zfiltrovan a alkalizovan 10% Na,COs3 (pH~10), vytiepan 3x200 ml
Et,0, spojené etherové vytiepky vytiepany 3x200 ml 2% HCI, kysely roztok zalkalizovan 10%
Na,CO3 na pH~10 a znova vytiepan 3x200 ml Et,0. Tento etherovy roztok byl promyt 3x50 ml
5% NaOH, poté 2x100 ml vody.
Promyty etherovy vytiepek byl vysusen Na,SO,4 a odpaten.

4.3.9.4 Chloridy alkaloidi rozp. v CHCIs, fenolovych (AC,)
Louhové roztoky fenolati a promyvaci voda byly spojeny, zneutralizovany a okyseleny
na pH~2 (ca 600 ml), zalkalizovany 10% Na,CO3z na pH~10 a mlécn¢ zakalena suspenze

vytfepana 3x200 ml Et,O. Etherovy vytrepek byl vysusen Na,SO,4 a odpaten.

4.3.9.5 Chloridy alkaloidi nerozp. v CHCI3, baze rozpustné v Et,O (AD)
Kysela vodna faze po odstranéni chloridi rozpustnych v chloroformu byla zalkalizovéana
10% Na,CO3 na pH 9 — 10 (objem 1400 ml) a suspenze vytiepana 6x 600 ml Et,O. Roztok nebyl

odpaften, ale zpracovavan dale.

4.3.9.6 Chloridy alkaloidi nerozp. v CHCI3, nefenolovych (AD;)
Etherovy vytiepek (3600 ml) piipraveny jak je uvedeno vyse byl promyt 3x120 ml 5%
roztoku NaOH (fenolaty, velmi intenzivné hnédy roztok), potom 2x150 ml vody. Alkalické a

vodné faze byly spojeny. Promyta etherova faze svétle zluté barvy byla odpaiena dosucha.
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4.3.9.7 Chloridy alkaloidi nerozp. v CHClIs, fenolovych (AD)

Hnédy roztok fenolath z ptedchazejiciho vytfepavani (~1400 ml) byl zneutralizovan
teprve 15% HCI na pH~2, potom 10% Na,CO3; na pH 9 — 10. Svétle hnéda srazenina alkaloidu,
ktera se vyloucila, byla vytiepana 4x400 ml Et,0O. Etherovy roztok byl odpaien.

4.3.9.8 Chloridy alkaloidi neroz. v CHCI; (AD), baze nerozp. v Et,0 (ADd)
Zbytek vodné faze z chloridli nerozpustnych v chloroformu obsahoval po vytiepani Et,O
jeste vyrazné mnozstvi alkaloidll (po reakci s Mayerovym cCinidlem), proto byl pii pH 9 — 10

vytiepan 5x 300 ml CHCls.

4.3.10 Sloupcova chromatografie vytirepku AC; Papaver somniferum L.

Pii TLC analyze vylou€eného piskovitého krystalického podilu a mate¢ného louhu bylo
zjisténo, ze se prakticky kvalitativné nelis§i — obsahuje tii hlavni alkaloidy a stopova mnozstvi
minimalné dvou alkaloidi dalSich. Proto bylo chromatografické déleni realizovano smési obou

vychozich surovin.

Cisténi odparku pres oxid hlinity
Mate¢ny louh odparku AC; (1,81 g) byl rozpustén ve 45 ml chloroformu, ptiddno 5 ml benzinu
(40-60 °C), roztok byl vlit na sloupec s neutralnim oxidem hlinitym 0,1 — 0,25 mm a promyt 250

ml této smési (chloroform+benzin 9:1). Vzniklo 1,45 g nahnédlého z¢asti krystalického odparku.

Tab. 2 Sloupcova chromatografie vytiepku AC, Papaver somniferum L.

Oznaceni vzorku AC; — predc¢istény matecny louh + ¢ast krystala

Hmotnost vzorku 1,45 ¢ ML + 0,76 g vyloucené smési krystalt

Druh a mnozstvi Al;O3 neutr., st. akt. IIT (desaktivovany 5 % vody), 140/250 um,
adsorb. 140 g

Vrstva s extraktem 2,5x1,7 cm

Délici vrstva 2,5x74,5cm

Frakce (ml)/doba toku | 50 ml/ca 20 min.
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Obr. 3 Kontrolni TLC: Kieselgel 60 F254 nm, To+EtOH+Et,NH 70:30:4, vyvijeni 2x, detekce
UV 254 nm, Dragendorffovo ¢inidlo.

Tab. 3 Vysledky sloupcové chromatografie mate¢ného louhu

Spoj. C. Elu¢ni systém Hmotnost Popis (Poznamka)
frakce frakce
1-11 Benzin : CHCl; 9:1
12-26 Benzin : CHCl; 0 Svétle hnédy, olej., zanedbatelné
1-38 8,5:1,5 hmotnosti, bez obsahu alkaloidt
27-38 Benzin : CHCI; 8:2
39-56 Benzin : CHCI; 8:2
57-58 Benzin : CHCI;
39-62 7,5:2,5 0,800 g Svétle Zluty, krystalicky
59-62 Benzin: CHCl3
7,5:2,5
63-64 63-64 Benzin: CHCI37:3 |0 Svétle hnédy, ole;j., bez alkaloidt
65-71 65-71 Benzin : CHCI37:3 | 0,565¢ Nazloutly, krystalicky
72-73 72-73 Benzin : CHCI3 7:3 | 0,390 g Svétle hnédy, krystalicky
74 74 Benzin : CHCl3 7:3 | 0,148 g Svétle hnédy, krystalicky
75-81 75-81 Benzin : CHCl3 7:3 | 0,464 g Svétle hnédy, krystalicky
82-100 82-100 | CHClI; 2,367 g Hnédy, nekrystalicky
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Obr. 4 Kontrolni TLC: Kieselgel 60 F2s4 nm, To+EtOH+Et,NH 70:30:4, vyvijeni 2x, detekce
UV 254 nm, Dragendorffovo ¢inidlo.

4.3.11 Cisténi spojenych frakei 72-81

1,002 g odparku bylo dale ¢isténo preparativni TLC za nasledujicich podminek (tab. 4)

Tab. 4 Cisténi alkaloidii ze spojenych frakei 72-81

Frakce-popis Nazloutly, krystalicky
Hmotnost vzorku 1,002 g, svétle hnédy s naznaky krystalt
Chrom. desky Silufol UV 254 nm (Kavalier Sazava), 10x20 cm
Pocet desek, linie 57 desek, nanaseci linie 18 cm
Eluéni systém, To+EtOH+EtNH 70:30:4, vyvijeni 2x
vyvijeni
Draha 8,5 cm (10 cm celé deska)
Detekce UV 254 nm
Izolované zony R 0,41 (H: horni zona): 454 mg
Rt 0,26 (D: dolni zéna): 80 mg
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Po wvysuseni desek byly zony separovany, absorbenty byly v odd€lenych
chromatografickych kolonkach eluovany vzdy 50 ml smési CHCl3 + EtOH 1:1 a eluaty
odpareny.

Odparek z6ny D (80 mg) byl pfedan diplomantce Tamate Rosikové pro dalsi zpracovani.
Odparek zony H (454 mg) byl rozpustén v 5 ml CHCl3, roztok byl zfiltrovan pfes sloupecek
s obsahem 5 g neutralniho oxidu hlinitého (40 — 250 pum, desaktivovany 5 % vody, primér x
vyska = 10x40 mm) a nasledn¢ promyt 30 ml CHCls. Po odpateni eluatu bylo ziskdno 390 mg
téméf bezbarvého krystalického odparku, ktery po rekrystalizaci z EtOH poskytl 211 mg
bezbarvych silnych jehlic, oznaenych PS — 03, t. tani 174-175 °C, [0]o® -196° (¢ 0,98,

chloroform).
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4.4 URCENI STRUKTURY IZOLOVANE LATKY

4,41 Meéreni hmotnostniho spektra
Spektra byla méfena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo, iontova past, ionizace

elektrosprejem v kladném modu (ESI+). Latka byla rozpusténa v methanolu.

4.4.2 Méreni NMR spektra

Spektra jsou métena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci 499.9 MHz
pro *H a 125.7 MHz pro *C jadra. *C NMR spektra byla m&fena v 5 mm SW &irokopasmové
sondg, 'H a viechna 2D spektra v inverzni 5mm ID PFG sond& s vyuzitim standardnich pulznich
sekvenci. Experimenty byly méteny v deuterochloroformu piti 25 °C.

Hodnoty chemickych posunii jsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppm, v **C
spektrech). (Ing. M. Kurfiirst, Ph.D., AV CR Ustav chemickych procesi, Praha).

45 STANOVENI UCINKU ALKALOIDU NA ERYTROCYTARNI AChE (ICs)

45.1 Podminky méfeni
Experimenty byly provadény za téchto podminek:

e pii teploté 25 °C

e v prostiedi PB

e piipH 74

e pii vInové délce spektrofotometru 436 nm

e v jednordzovych plastovych kyvetach o tloustce 1 cm

4.5.2 Stanoveni anticholinesterasové aktivity

Pro stanoveni aktivity latek byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda,
vyuzivajici 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoovou kyselinu). Za substraty byly zvoleny estery
thiocholinu (acetylthiocholin, butyrylthiocholin), které jsou esterasami St€peny na thiocholin a
ptislusnou kyselinu. Principem reakce je vazba thiolové skupiny thiocholinu s DTNB za vzniku
zluté zbarveného produktu o Amax = 436 nm, ktery je stanoven spektrofotometricky. Pii tomto

stanoventi je sledovan nartst absorbance za 1 minutu.
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Slepy vzorek — do kyvety je postupné piidavano 10 — 25 pl hemolyzatu nebo plazmy,
200 ul DTNB, 25 pl rozpoustédla, ve kterém jsou rozpustény vzorky (DMSO) a doplni se na
objem 900 upl pufrem. Nasledné¢ je pfiddino 100 pl substratu (acetylcholin jodid nebo
butyrylcholin jodid). Nartst absorbance je méten pii vinové délce 436 nm. Méfeni je provadéno
ve tfech opakovanich. Pro vypocet poklesu nartistu absorbance byla pouzita primérna hodnota.

M¢teni vzorku — do Kyvety je postupné piidavano 10 — 25 pl hemolyzatu nebo plazmy,
200 ul DTNB, 25 ul méfeného vzorku v riznych koncentracich a doplni se na objem 900 nl
pufrem. Nasledné je ptfiddno 100 pl substratu (acetylcholin jodid nebo butyrylcholin jodid).
NarGst absorbance je méfen pii vinové délce 436 nm. Mecfeni je provadéno ve trech

opakovanich.

4.5.3 Matematické zpracovani experimetalnich dat

Hodnoty ICs byly vypocitany z namétenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterasy
a butyrylcholinesterasy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro
Windows, Graph PaD Software, San Diego, CA, USA).

Vypocet poklesu AA
% poklesu AA =100 — ( AASA/AABL % 100)
AASA — narust absorbance za 1 minutu u méfeného vzorku

AABL — narist absorbance za 1 minutu u slepého vzorku
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51 PREDBEZNE URCENI STRUKTURY LATKY PS - 03

5.1.1 Hmotnostni spektroskopie

ESI-MS m/z (%) 414.13 [M+H]" (100), MS/MS (fragmentace piku m/z 414.13): m/z (%) 205.13
(3.4),220.17 (100), 353.13 (7.5), 365.05 (4.2)

OCH;

narkotin 1R, 9R forma

Na zaklad¢ fragmentace ESI-MS lze piedpokladat, Ze izolovana latka je narkotinem, vysledky
1H- a 13C-NMR spekter, jejichz méfeni provadi Ing. M. Kurfiirst, Ph. D, (Akademie véd CR,

Ustav chemickych procesi, Praha) nejsou jesté k dispozici

5.1.2 Srovnani na zakladé fyzikalné chemickych charakteristik

Pro dalsi identifikaci latky byl pouzit vzorek narkotinu ze sbirky doc. RNDr. L. Opletala, CSc.

Smésnd teplota tani: 174 — 176 °C ( bez deprese)

Tenkovrstva chromatografie:

Kieselgel 60 F254 nm, CgHsCH3+CHCIs+Et,NH 70:30:4, vyvijeni 2x, detekce UV 254 nm,
Dragendorffovo ¢inidlo, Rg 0,50

Kieselgel 60 F254 nm, C¢HsCH3+CHCI3+Et,NH 70:30:4, vyvijeni 2x, detekce UV 254 nm,
Dragendorffovo Cinidlo, Rg 0,84 (zony identickée)

Stanoveni optické otdacivosti [a] 5 -196° (c 0,98, chloroform).
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5.2 STANOVENI HODNOT ICs,

Tab.5 Hodnoty 1Cs

vzorek ICsomM AChE ICso MM BuChE
narkotin PS — 03 »1000 »1000
galanthamin 6,9 + 0,03 156 + 0,69
huperzin 0,25+ 0,01 »1000

Hodnoty % inhibice pfi ¢ = 1 mM nejsou uvadény.
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6. DISKUSE
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Alzheimerova choroba je nejvyznamnéjsim neurodegenerativnim onemocnénim soucasné
doby, ma progresivni incidenci a nelze ptedpokladat, Ze tento stav se zméni k lepsimu.’®
Z tohoto davodu jsou hledany nova potencidlni 1éciva, kterd by se mohla podilet na zastaveni
prabéhu této choroby a to zejména v ranych a stfednich fazich. Jednou z oblasti hledani
potencialnich 1é¢iv je vyuziti sekundarnich metabolitd rostlin a hub. Mezi chemické latky, které
se zdaji byt v tomto sméru atraktivni, patii také alkaloidy, zejména alkaloidy isochinolinové.
Skupina téchto alkaloidii je velmi Siroka, poskytuje velké mnoZzstvi typovych chemickych
struktur s riznymi biologickymi ucinky (fada isochinolinovych alkaloidt je oficinalnimi 1é¢ivy)
a je nutné konstatovat, ze vétSina téchto sloucenin nebyla podrobena SirSimu screeningu
na biologické ucinky.

Tato prace je soucasti SirSiho systematického screeningu sledovéani vlivu alkaloidii na
lidskou mozkovou tkan. Ve své praci jsem se zaméfila na izolaci jednoho terciarniho alkaloidu
z makoviny (Papaver somniferum L.) Zpusobem obvyklym pro izolaci téchto latek jsem ziskala
slouceninu oznacenou PS — 03, pfedbézné urcenou jako narkotin. Podilela jsem se na pfiprave
zakladniho extraktu makoviny, vytiepku A-Et,0O pii pH 9 — 10 (terciarni baze méné polarni) a
jeho dal$im rozdéleni. Ziskany vytiepek byl podroben sloupcové chromatografii, frakce 72 — 81
jsem dale Cistila preparativni TLC. Na zdklad¢ zpracovani zén stejné kvality jsem ziskala 390
mg hrubého krystalického odparku, ktery po rekrystalizaci z ethanolu poskytl 211 mg
bezbarvych silnych jehlic oznacenych PS — 03, teplota tani 174 — 175 °C, [a]p® -196° (c 0,98,
chloroform). Na zéakladé¢ vysledkti hmotnostni spektroskopie, porovnanim s Gdaji v databazi
s latkou z knihovny isochinolinovych alkaloidi poskytnuté doc. RNDr. Lubomirem Opletalem,
CSc., jednoznacné vyplyva, Ze se jedna o latku narkotin. Definitivni uzavieni struktury vsak
bude mozné az po poskytnuti udaji 1H- a 13C-NMR spekter.

Narkotin byl izolovan z opia vroce 1804 a v dalSich letech intenzivné studovan. Se
zietelem k pomérné vysokému pomeéru narkotinu v opiu (primérné 59%)%° byla vénovana
pozornost moznosti vyuziti této latky.

Pfi srovnani s morfinem mé narkotin podstatné slabsi narkoticky a analgeticky ucinek.
Uginky morfinu jsou tidajné narkotinem zesileny (synergismus) a smés obou alkaloidnich bazi
muze byt proto znacné toxickd a nebezpecnd. Narkotin ma dobry antitusicky ucinek a
V soucasnosti je prakticky pouzivan. Je k dispozici ve formé soli — embonatu, hydrochloridu,
ktery naléza pouziti jako praktické antitusikum. (Nipaxon tbl., Noscaper tbl.,Tussanyl supp.).
Latka neovlivituje dechové centrum ani funkei stfev (nedochézi k zacpé€). Kromé tohoto ucinku u
ni nebyly nalezeny zadné vyznamné efekty na CNS, neplisobi sedativné a nevyvolava také

zavislost. Obcas se vyskytujici bolesti na hrudi jsou neskodné.*
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Literatura uvadi n€kolik u¢inkli narkotinu, které byly v pribéhu doby objeveny. Byla
srovnavana akutni toxicita nékterych alkaloidii izolovanych z opia, tyto alkaloidy ukazaly
rostouci toxicitu pii peroralnim podéani v nasledujicim poradi narkotin, papaverin, ethylmorfin,
kodein, pfi podkoznim podani toxicita rostla v pofadi papaverin, narkotin, ethylmorfin, kodein.*

Pfi srovnani toxicity u zvifat bylo zjisténo, Ze narkotin na rozdil od papaverinu nebo
kodeinu vykazuje nizkou toxicitu pro potkana, v&k a pohlavi nevykazovaly zadny rozdil.**

Farmakologické studium narkotinu neni v soucasné dobé vyznamné provadéno, kromé
antitusického u¢inku lze z hlediska toxicity uvést nepfiliz vyznamny vliv na nékteré bakterie
(Escherichia sp., Staphyloccocus aureus).*

Narkotin podavany i. v. koc¢kam v 5, 10, 15 mg/kg vyznamné neovliviioval periferni
adrenergni ¢i cholinergni systém, v 50 mg/kg postupné snizil tlak, potlacil dychani a nakonec
zpisobil smrt srdeéni zastavou.* Zda se, Ze také peroralng podavany narkotin neni vyrazné
toxickym alkaloidem.

Latka nevykazala v diiv&jsich pokusech ani G&inky na acetylcholinesterasu.*® Z tohoto
pohledu se muze zdat, Ze studium alkaloidi Papaver somniferum L. na anticholinesterasové
ucinky nemé vyznam. Je vSak nutné fici, Ze ma prace pfispiva k SirSimu studiu isocholinovych
alkaloidt a jejich vlivu na jiné metabolické procesy neurodegeneraci v lidském mozku (oxidacni
stres, neurondlni zanét, vliv na sekretasy). Na tyto UCinky nebyly alkaloidu maku zatim

sledovany, nebyla vytvofena Sirs§i knihovna té€chto sloucenin pro jejich dal$i studium v ramci

kombinatorni chemie.
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Suchankova, P.: Biologickd aktivita obsahovych latek rostlin XIV. Alkaloidy Papaver
somniferum L. a jejich u¢inek na acetylcholinesterasu. Diplomova prace, Univerzita Karlova
Vv Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie,

Hradec Kralové 2010, 57 stran.

V ramci studia rostlin s obsahem alkaloidu, které inhibuji aktivitu lidské erytrocytarni
acetylcholinesterasy a sérové butyrylcholinesterasy, byl sledovan mak sety (Papaver somniferum
L.).

K izolaci bylo pouZito 30 kg makoviny. Primarni extrakt byl pfipraven perkolaci 95%
EtOH. Z tohoto extraktu byly sekvencnim postupem piipraveny vytiepky jednotlivych typt
alkaloidu.

V této diplomové praci byl zpracovan vytiepek A-Et,0 (méné polarni baze, pH 9 — 10).
Alkaloidy tohoto vytiepku byly rozdéleny na baze, jejichZ chloridy jsou rozpustné i nerozpustné
v chloroformu. Z kazdé uvedené frakce byly dale ziskany alkaloidy fenolické a nefenolické.

Prace spocivala v déleni alkaloidi vytiepku AC; (chloridy rozpustné v CHCls,
nefenolické), z této smési byl pomoci sloupcové chromatografie na Al,Os, preparativni TLC
izolovan narkotin, latka byla pfedbézné identifikovana na zakladé hmotnostniho spektra, teploty
tani, optické otacivosti a srovnanim se standardem.

Pii sledovani vlivu narkotinu na lidskou AChE a BuChE a nasledném matematickém

vypoétu byla pro narkotin stanovena hodnota 1Cso 1000 pro AChE a 1C50 1000 pro BuChE.

Kli¢ova slova: Papaver somniferum, narkotin, alkaloidy, acetylcholinesterasa.

56



Suchankova, P.: Biological activity of plant metabolites XIV. Alkaloids of Papaver somniferum
L. and their activity to acetylcholinesterase. Diploma thesis, Charles University in Prague,
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology,
Hradec Kralové 2010, 57 pages.

Within the screening of plants containing alkaloids potentially inhibiting human
erythrocytic AChE and human butyrylcholinesterase was studied poppy (Papaver somniferum L)

It was used 30 kg of poppy straw, basic extract was prepared by extraction of 95%
alcohol. From this primary extract were prepared extracts with individual types of alkaloids by
sequent procedue.

In this diploma thesis only one extract was processed (extract type A-ether, pH 9 — 10).
Alkaloids from this extract were separated into bases, where its chlorides are soluble and
insoluble in chloroform. From each of above mentioned fractions phenolic and non-phenolic
alkaloids has been obtained.

In this work were separated alkaloids from extact AC; (chlorides soluble in chloroform,
non-phenolic. From this mixture was isolated narcotine by the using of column chromatography
on alumina and preparative TLC on silica. This compound has been preliminary identified
according to data of MS, melting point, optical rotary and by comparison with standard
substance.

It has been found following results of biological test on human AChE and BuChE:
ICs0>1000

Keywords: Papaver somniferum, narcotin, alkaloids, acetylcholinesterase.
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