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. Uvod

Jednim z Casto diskutovanych problémi moderni doby jsou tzv. civiliza¢ni choroby. Timto
terminem se oznacuje skupina onemocnéni, jejichz vyskyt je spojovan s Zivotnim stylem
dneSka. Jednd se predevSim o Spatny zpusob stravovani, ubytek fyzické aktivity, stres,
koufeni, zmény zivotniho prostiedi atd. Je to riznoroda skupina nemoci, mezi které fadime
naptiklad: onemocnéni kardiovaskularniho systému (aterosklerdza, infarkt myokardu,
hypertenze, cévni mozkova piihoda), riizné typy alergii, astma, obezita, diabetes mellitus,
nadory, zanétliva revmaticka onemocnéni kloubil, deprese, nékteré vrozené vyvojové vady a
v neposledni fad¢ demence rtizné etiologie véetné Alzheimerovy choroby.

Tato diplomova prace ma fragmentarné piispét k poznani U¢inku piirodnich latek
s ohledem na jejich dal$i studium v rdmci neurodegenerativnich poruch, u kterych dochazi
k poskozovani a odumirani n¢kterych typt nervovych bunék. K degeneraci nervovych bunék
CNS zpuisobujici jejich smrt vedou patologické procesy jako excitotoxicita, oxidacni stres a
apoptoza. Neurony CNS maji ve srovnani s jinymi télesnymi builkami velmi omezenou
schopnost regenerace, proto je pfi jejich smrti ztrata trvala. Ubytek nervovych bunék
vyvolava zmény tady rtiznych funkci CNS, spojené s demenci, coz je stav ireverzibilnich a
postupujicich poruch vyssich kortikalnich funkci, kdy jsou poskozeny uceni a pamét’, kontrola
emociondlnich reakci, kvalita védomi. Demence miize mit ptivod vaskularni (multiinfarktova
demence), nebo je nejCastéji spojena se stavy, jako jsou Alzheimerova, Parkinsonova ci

Huntingtonova nemoc!'.

Farmakoterapie demenci mtize byt délena na farmakoterapii
kognitivnich (poznévacich) funkci, které jsou postizeny primarné, a ostatnich funkci (poruch
chovani, spanku, emoci, 1é¢bu pFidruzenych delirii atd.)™.

Parkinsonova nemoc je neurologickd extrapyramidova porucha zplsobena
neurodegeneraci zejména dopaminergnich neuront bazdlnich ganglii (nucleus caudatus,
putamen, pallidum). Symptomaticky obdobny parkinsonsky syndrom miiZze vzniknout jako
nasledek virové encefalitidy, cerebrovaskuldrnich poruch, anoxie pii Urazech hlavy nebo
otravach (napf. tézkymi kovy nebo oxidem uhelnatym). Ztrata dopaminergnich neuront je
nejvetsi v substantia nigra a degenerace postihuje téz dopaminergni zakonceni v corpus
striatum, kde jsou pfitomny ve velké denzit€é dopaminové receptory D1 (excitacni) a D2
(inhibi¢ni). Proto ptiznaky obdobné Parkinsonové nemoci — ztrdtu kontroly nad volnimi
pohyby — zpiisobuje také potlaceni funkce dopaminovych receptort pii aplikaci klasickych
neuroleptik (fenothiazinid, butyrofenonil), benzamidid, reserpinu ¢i metylDOPA. Jedna se

zvlaste o hypokinezi. Dals$i hlavni pfiznaky parkinsonismu — svalové rigidita a tremor
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(mizejici jen ve spanku) — jsou zpusobeny kompletnimi zménami v aktivité i dalSich
neurotransmiterovych systémi (acetylcholin, noradrenalin, 5-HT, GABA), podobné& jako
doprovodné mentélni zmény. Léky uzivané pii Parkinsonové nemoci maji za ukol pisobit
proti nerovnovaze dopaminergnich a acetylcholinergnich funkci ve striatu zejména posilenim
dopaminergnich funkci, nebo také vlivem anticholinergnim. Lékem volby je prekurzor
dopaminu L-DOPA, protoze dopamin sdm neprochazi hematoencefalickou bariérou (HEB).
L-DOPA je ovSem z 99 % odbourdna uZ na periferii a centralnich U¢inki by dosahovalo
pouze 1 % z podané davky, proto se kombinuje s karbidopou nebo benserazidem — inhibitory
DOPA-dekarboxylazy. Z dalsich skupin 1é¢iv jsou dulezité selektivni inhibitory MAO-B
(selegilin), derivaty nadmelovych alkaloidd (stimuluji dopaminergni receptory), amantadin
(zvySuje uvoliiovani dopaminu), anticholinergika a ptevahou ucinku v CNS (trihexyfenidyl,

benzatropin, biperiden, orfenadrin), néktera H1-antihistaminika a tricyklicka antidepresiva'™,

HO 2 ° N CH,
H,C™) M\O%
HO dopamin CH, o) acetylcholin

Na rozdil od Parkinsonovy choroby, charakteristické prevazujici hypokinezi, je
Huntigtonova nemoc poruchou hyperkinetickou s vyskytem abnormalnich pohybt urcitych
svalovych skupin (chorea). Podobné jako u parkinsonismu je neuropatologicky nélez
nejvyraznéj$i v bazalnich gangliich, kde neurodegenerace postihuje nejvice cholinergni a
GABA-ergni neurony. Dopaminova aktivita ve striatu je zvySend, zifejm¢ pro ztratu
inhibi¢niho vlivu GABA. Pohybova porucha je spojena s demenci a zacne se projevovat
nejcastéji ve stfednim veku (30-50 let). Je dédicné prendSend autosomalné dominantnim
genem. Bilkovina kédovand timto genem (huntingtin) ovliviiuje funkci nékterych dalSich
regulacnich neuronovych proteinli, ¢imz napomahd procesiim excitotoxicity a apoptozy.
V soucasné dobé preferovana farmakoterapie Huntingtonovy nemoci vyuziva 1éc¢iv z fady
neuroleptik potlacujicich dopaminovou aktivitu na urovni specifickych receptort. Lécba
ovSem nepostihuje demenci, kterd méa ziejm€ pivod v neurodogenerativnim postizeni
kortikalnich neuront. Alternativhi moznosti je podavani 1ékt prispivajicich k depleci
dopaminu (reserpin, meserpin, tetrabenazin), které vSak maji zdvazné nezadouci ucinky —
vyvolavajici depresi a hypotenzi. Ke zmiriiovani motorickych ptiznaki nemoci se vyuzivaji
téz GABA-ergni centralni myorelaxancia napt. baklofen. Ke zpomaleni progrese demence je

v , , v e, . . ., T[4
mozno podavat léky snizujici excitotoxicitu!®!.
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Vvoev

anticholinesterazovou aktivitou. Z toho vyplyva, Ze nejvétsi uplatnéni by mohly mit tyto latky
v 1é€bé Alzheimerovy choroby, kde jsou pravé inhibitory acetylcholinesterazy zékladni
terapeutickou skupinou léki.

Alzheimerova choroba je nejen nejCastéji se vyskytujici demenci, ale také jedna
z nejCastéjSich primarnich pfi¢in smrti. Farmakoterapie Alzheimerovy choroby vychazi
z dosud znamych patogenetickych mechanismli. Onemocnéni se vyznauje tim, Ze jiz
v pocatcich je porusen centralni acetylcholinergni systém, ktery je dilezity mimo jiné pro
mechanismy kratkodobé paméti a pamétové konsolidace (vstipivosti). Je podstatné sniZzena
tvorba a uvolnéni acetylcholinu z presynaptickych zakonCeni. SniZzena je hladina
cholinacetyltransferdzy a zaroven je snizen vstup cholinu do neuronii i1 vyuzitelnost
acetylkoenzymu A. Soucasné je sniZzen i pocet nikotinovych receptorl, zatimco pocet
muskarinovych ziistava relativn¢ nezménén. Acetylcholin je odbouravan v synaptické $térbiné
enzymy  acetylcholinesterazami.  V lidském  mozku se  vyskytuji dvé formy
acetylcholinesterazy, majoritni forma G4 a minoritni GI1, jejiz proporce se vSak u
Alzheimerovy choroby vyrazné¢ zvySuje. U Alzheimerovy choroby se na odbourdvani
acetylcholinesterazy podileji také butyrylcholinesterazy, které jsou tvofené v oblasti
akumulaci patického proteinu beta-amyloidu. Latky zlepSujici funkci centralniho
acetylcholinergniho systému se nazyvaji kognitiva. Mezi né nélezi napt. prekurzory tvorby
acetylcholinu, inhibitory cholinesterdaz, agonisté muskarinovych a nikotinovych receptort.
pro terapii lehkych az stiedné pokrocCilych alzheimerovskych demenci a demenci s Lewyho
télisky. Klinickymi studiemi se ovétuje jejich G€innost u jinych typi demenci — vaskularnich,
parkinsonskych, Huntingtonovy chorey a dalSich. Centralni inhibitory cholinesterdz musi
dobfe prochdzet hematoencefalickou bariérou, ovliviiovat specificky mozkové formy
cholinesteraz a byt dobfe tolerovany. Podstatou terapeutického pusobeni je zablokovani
enzymi odbouravajicich acetylcholin, a tim prodlouzeni jeho vazby na své receptory
s ndsledujicim zvySenim acetylcholinergni transmise. Inhibitory acetylcholinesterdz mayji
efekt predevsim na zpomaleni prubéhu demenci a na oddéaleni pfechodu demence do tézkych
stadii, kdy jsou jiz pacienti nesobéstacni. Inhibice probiha bud’ reverzibilnim zplsobem —
inhibitor nebo jeho aktivni metabolit jsou odbourdvany v jatrech a jejich ptsobeni trva po
dobu jejich pfitomnosti v plazmé, nebo pseudoireverzibilnim zplsobem — inhibitory jsou
odbouravany ptimo cholinesterazami a jejich ptisobeni trva déle nez je jejich pritomnost nebo

pritomnost jejich aktivnich metaboliti v plazmé. Nejcastéjsi nezaddouci ucinky jsou
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gastrointestindlni pfiznaky — nechutenstvi, dyspepsie, priijmy, nauzea a zvraceni, dale
zpomaleni tepové frekvence, kiece, bolesti hlavy, neklid v koncetinadch. Kontraindikace jsou
predevsim aktivni viedova choroba gastroduodendlni a t¢z8i prevodni poruchy srdce.
V soucasnosti jsou pouzivany 3 latky: donepezil, rivastigmin a galanthamin. V klinickych
testech maji tyto latky pfiblizné stejnou ucinnost, maji vSak sva urcita specifika. Donepezil je
znacn¢ selektivni inhibitor acetylcholinesterdz s dlouhym polo¢asem odbouravani okolo 70
hodin umoznujici podavani per os 1x denné. Rivastigmin je cholinergni dualista, inhibuje
acetyl- 1 butyrylcholinesterdzy. Galanthamin je pomérné selektivni inhibitor
acetylcholinesteraz, a kromé toho také allostericky moduluje nikotinové pre- i postsynaptické
receptory.

Z ostatnich kognitiv jsou nékdy pouzivany latky uvoliujici prekurzory acetylcholinu.
Jsou to predevsim sojové lecitiny nebo cholin-alfoscerat. U téchto latek vSak nebyl prokazan
dostate¢ny efekt, zfejme predev§im pro malou prostupnost pres HEB.
S postupujici progresi Alzheimerovy choroby dochéazi k postizeni mozkového systému
excitaénich aminokyselin (glutamatergniho systému). Tento systém, ktery je vlbec
nejrozsifenéjsi neuromediatorovy systém mozku, je velmi vyznamny pro mechanismy uceni a
paméti. U demenci alzheimerovského typu 1 u dalSich neurodegenerativnich i
cerebrovaskularnich onemocnéni dochazi k nadmérnému uvoliiovani molekul glutamatu i
dalSich excitacnich aminokyselin. Terapeuticky uzite¢né¢ jsou proto parcialni inhibitory
NMDA receptorti. V praxi je zatim pouzivana jedina latka této skupiny, memantin. Mlze se
kombinovat s inhibitory acetylcholinesterdz i dalSimi latkami. Dal§imi latkami spise
podptrného charakteru vyuzivanymi v 1écbé jsou nootropika - piracetam, pyritinol,
nicergolin, extrakty Ginkgo biloba, dale vazodilatancia — pentoxifyllin, naftidrofuryl, latky

vychytavajici volné kyslikové radikély, ristové faktory a dalsi skupiny lé&iv?!.
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Il. Cil prace

Tato diplomova prace navazuje na jiz zapocaty vyzkumny projekt na katedie farmaceutické
botaniky a ekologie zabyvajici se screeningem rostlinnych latek alkaloidni povahy (zaloZené
na struktufe rtznych heterocykli) s potencidlni anticholinesterazovou aktivitou. Cilem
diplomové prace bylo:

e vypracovat metodu pro hodnoceni inhibice acetylcholinesterdzy u typt predcisténych
alkaloidnich extraktl z rostlin (stfedné bazické a siln¢ bazické terciarni baze, ptipadné
jodidy kvarternich bazi ziskatelné z kyselého anebo bazického prostiedi) za pomoci
tenkovrstvé chromatografie,

e porovnat je se standardy (fysostigminem a galanthaminem),

e v piipadé srovnatelné aktivity stanovit tuto aktivitu in vitro Elmannovou metodou,

e vyhodnotit ptipravu extraktli a navrhnout izolaci u¢innych alkaloidi,

e zpracovat timto zptisobem 5 morfologickych ¢asti rostlin riiznych taxont.

Jak jiz vyplyva ztématu diplomové prace, jeji pfinos by mél spocivat piedev§im
v nalezeni dalSich mozZnych rostlinnych latek potencidlné pouzitelnych v 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni, predevs§im Alzheimerovy choroby. V tvodu bylo
zminéno, jakym zptisobem probihaji patologické procesy u téchto onemocnéni a jak je mozné
do téchto déju zasahnout. Jedna se zvlasté o ovlivnéni acetylcholinergniho systému. Za
standardy latek s anticholinesterazovou aktivitou, s kterymi byly porovnavany nami izolované
alkaloidy, jsou povazovany fysostigmin a galanthamin. Dal§im bodem diplomové prace bylo
optimalizovat samotny postup piipravy a cCisténi extraktli s néaslednou izolaci u¢innych

alkaloida.



lll. Teoreticka cast

1. Screening latek s anticholinesterazovou aktivitou

Acetylcholin (ACh) je jednim z hlavnich neurotransmitertt CNS. Aby se pfedeslo nezddoucim
ucinkiim vyvolanych nadbytecnou stimulaci cholinergniho systému, je acetylcholin po
uvolnéni do  synaptické Stérbiny rychle hydrolyzovan enzymem nazyvanym
acetylcholinesteraza (AChE). Vyskytuje se rovné€z podobny enzym — butyrylcholinesteraza
(BuChE). Pokud je cholinesteraza inhibovana, neprobihd odbourdvani ACh tak rychle a jeho

hladina roste. Klasickym inhibitorem cholinesterdzy je fyzostigmin, také nazyvany eserin.

| H,C,
_N (@]

e \g/ y HN\CHg fyzostigmin
\CH3

Byl izolovan ze semen Physostigma venenosum Balf. (kalabarsky bob) v 19. stoleti.
Toxické ucCinky extraktu ze semen se projevuji nadmérnou cholinergni stimulaci Gstici ve
zvySenou salivaci, nauzeu, bradykardii, svalové kiece a selhani dechu, nervozitu a agitaci
CNS. Bylo zjisténo, ze nadmérnou stimulaci zpiisobuje fyzostigmin inhibici odbouravani
ACh. V poslednich letech byla ur¢ena struktura AChE a byl objasnén zptisob vazby jejich
inhibitorti. Tyto inhibitory, jak jiz bylo zminéno, zplisobuji nadmérnou stimulaci mnoha
davkach. Toho se vyuzivalo v oblasti insekticidi. Karbaryl byl ziskan jako synteticky analog
fyzostigminu. V terapii bylo az donedévna pouziti omezeno pouze na oftalmologii a 1écbu
myasthenia gravis. Nicméné novy zajem vzbudil objev, ze pouziti AChE inhibitora vede ke
zlepSeni Casnych ptiznakli Alzheimerovy demence (AD). Po zjisténi, Ze fyzostigmin je
schopny prochazet hematoencefalickou bariérou, bylo provedeno mnoho studii in vivo, které
ukazaly jeho ucinek na zlepSeni symptomu vznikajicich nasledkem deficitu ACh v CNS. Byl
zdokumentovan také ochranny vliv fyzostigminu proti poskozeni kyslikovym deficitem u
mysi a zlepSeni uceni u krys. Klinické studie prokazaly vyznamny prospéch u kognitivnich
funkci a to jak u zdravych lidi, tak u jedinct trpicich Alzheimerovou nemoci, ale kratky
biologicky poloc¢as zabranil jeho podavani v 1écbé AD. Fyzostigmin inhibuje zaroven také
butyrylcholinesterazu nachézejici se rovnéz v CNS, coz zpusobuje nékdy se vyskytujici
nezaddouci uc¢inky projevujici se gastrointestindlnimi poruchami. Nicméné neddvno byla

prokdzana ucast BuChE v etiologii a progresi AD, a tak miZe byt jeji inhibice rovnéz
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prospésna, a inhibitory jako fyzostigmin nebo rivastigmin mohou mit vétsi klinicky ucinek
neZ selektivni AChE inhibitory. K upraveni farmakokinetiky byly syntetizovany analogy
fyzostigminu. Neostigmin byl nejrozsitengjsi latkou v 1é¢bé myasthenia gravis. Je to kvartérni
amoniova stl, tim je zna¢né snizena jeho schopnost prochazet hematoencefalickou bariérou a
tak je nepouzitelny v 1é¢bé AD. Naproti tomu rivastigmin byl vytvoren prave za celem 1écby
AD. Inhibuje specificky typ G1 AChE v kiife a hippokampu, coZ jsou oblasti tykajici se pravé
kognitivnich funkci. Klinické studie dokéazaly ptinos rivastigminu (Exelon®) pii mirnych
formach AD a je povolen k symptomatické 1é€bé AD od roku 2000. Galanthamin se nachézi u
zastupct Celedi Amaryllidaceae, napriklad v ¢inské 1écivé rostliné Lycoris radiata Herb. a
v evropskych Galanthus nivalis L. a Narcissus spp. Jeho anticholinergni vlastnosti byly
poprvé vyuzity v Bulharsku v poloviné dvacatého stoleti k 1écbé obrny, ale do poptedi se
dostal teprve v posledni dekadé dvacatého stoleti jako 1€k AD. V Evropé byl k 1é€bé povolen
vroce 2001. Multicentrické randomizované studie dokazaly, ze je dobfe tolerovan a
vyznamné zlepSuje kognitivni funkce pii podavani pacientim s AD. Galanthamin se dobfie
absorbuje po peroralnim podéni a je vice selektivni k AChE nez BuChE. Neptfimo stimuluje
allostericky také nikotinové receptory a tim také stimuluje cholinergni funkce a pamét. To
predpokladd vyssi ucinnost galanthaminu oproti jinym AChE inhibitorim a jeho pfinos
v 1é¢bé vaskularnich demenci stejné jako AD dokazuji nedavné studie. Bylo nalezeno nékolik
dalSich alkaloida s anticholinesterdzovou aktivitou v ¢eledi Amaryllidaceae, ty ale dosud
nebyly podrobeny dislednéj$im studiim. Studie dvou druhti Crinum uzivanych v tradi¢nim
nigerijském lékaistvi k posileni paméti skoncila izolaci ¢tyt alkaloidl, z nichz nejaktivngjsi
byl hamayn, pfesto jeho ICsp 250uM byla o tfi fady slabsi nez u fyzostigminu, a tak je
nepravdépodobné, ze by mohl byt podan vtak velkém mnoZzstvi, aby mél dostatecny
terapeuticky ucinek. Zatimco v zapadnim svété byly do Iékopisu zatazeny fyzostigmin a
galanthamin, v Cind se za¢al k16¢bé AD pouZivat huperzin A. Je to jeden z alkaloidi
nachazejicich se v plavuni Huperzia serrata Thunb. (Huperziaceae) a je pouzivan v riznych
formach v tradi¢ni ¢inské medicin€ na problémy s paméti, na podporu obéhu, horecku a zanét.
Huperzin A je ptibuzny chinolizidinovym alkaloidiim a reverzibiln€ inhibuje AChE in vivo a
in vitro. Ukazalo se, Ze huperzin zlepSuje pamét’ u krys s poskozenym kognitivnim vnimanim.
Vysledky badani dokazuji, Ze by huperzin A mohl byt klinicky G¢inny u cerebrovaskularnich
poruch stejné jako u AD. Déle bylo objeveno jeho neuroprotektivni pisobeni, nebot’ zjisténé
klinické uc¢inky nemohly byt vysvétlovany pouze na zaklad¢ inhibice AChE. Ukazala se jeho

neuroprotektivita vaci B-amyloidovym fragmentiim 25-53 a proti cytotoxicité indukované



volnymi radikaly a utlumeni apoptdzy inhibici kaspazového fetézce. V multicentrické, dvojité
slepé studii huperzin A vyznamné zlepsil pamét’ a chovani u pacienti s AD a byl oznacen za
vice selektivni k AChE nez BuChE a mén¢ toxicky nez syntetické AChE inhibitory donepezil
a takrin. Z dalSich rostlinnych alkaloidd, u kterych se prokazaly pomoci studii anticholinergni
vlastnosti, miizeme jmenovat koptisin, palmatin, berberin, rutekarpin. U posledné
jmenovaného byl dokazan také protizanétlivy Gc¢inek zplsobeny inhibici COX-2 a neméné
vyznamné bylo zvySeni krevniho pritoku mozkem. Steroidni alkaloidy s anticholinergni
aktivitou jsou zastoupeny v zelenych Castech rodu Solanum, jejich pouziti k 1écbé nebylo
v tradi¢ni medicin€ zaznamenano, podle vSeho pro jejich toxicitu.

Inhibice cholinesterazy latkami alkaloidniho typu je snadna na zakladé molekularni
vlastnosti. Velmi Sirokou skupinu pfestavuji terpeny. Skupina pfirodnich latek slozena ze
dvou a vice 5-ti uhlikatych jednotek vznikajicich ze spolecného prekurzoru kyseliny
mevalonové. VétSinou se jedna o slouceniny cyklického charakteru, lipofilni, takze mohou
prochazet hematoencefalickou bariérou. Monoterpeny a nékteré seskviterpeny jsou tékaveé,
tim lze dosahnout jejich U¢inkd inhalaci. Prvni zjisténi Ze monoterpeny vykazuji inhibici
AChE bylo u¢inéno v polovin¢ devadesatych let. Jednou skupinou zkoumanych rostlin byly
evropské druhy rodu Salvia. Inhibice byla dosaZena jiz pii nizkych koncentracich, piesto vSak
byly zhruba o tfi fady vyssi nez u fyzostigminu. Za ¢ast ucinku zodpovidaly monoterpeny 1,8-
cineol a a-pinen, vyssi U€inek ovSem vykazovaly smési vSech latek - silice. Dals$i rostlinou
obsahujici u¢inné monoterpeny je Melissa officinalis L. Zajimavou rostlinou je také Salvia
miltiorrhiza Bge. Extrakt z kofene se uziva v 1écbé cerebrovaskularnich nemoci a mnoho
vyzkumi dokazuje mozny mechanismus ochranného ucinku proti mozkové ischémii. Pii
screeningu rozlicnych indidnskych 1éCivych rostlin a kofeni se ukdzala jako nejucinné;si
Origanum majorana L., jejiz G¢innost dosahuje témét urovné takrinu. Aktivni slou¢eninou
v droze je triterpenickd ursolova kyselina.

Withanolidy jsou skupinou sloucenin piibuznych steroidim a nachazeji se v nékterych
rodech cCeledi Solanaceae, predevsim Withania somnifera L. Kofen této rostliny je jednou
z nejvice zadanych drog ajurvédské mediciny a je zndm pies 4000 let. Mechanismus u¢inku
na pamét a uceni je nejasny, ale ziejm¢ zasahuje cholinergni neurotransmisi oblasti
mozkovych kognitivnich funkci. Je tieba jest¢ dalSich pritkaznéjsich studii. Glykowithanolidy
vykazuji mimo to také anxiolytické a antidepresivni U¢inky, coz by mélo pomocny vyznam

pti léEbe symptomt AD, a také vlastnosti antioxidacni a protizanétlivé.



Dalsi skupinou latek jsou fenoly, jichz existuje velmi mnoho typd, ale pouze
neolignany obsazené v rostliné Magnolia officinalis Rebd. & Wils. vykazuji anticholinergni
vlastnosti. Kofen Magnolia officinalis obsahuje bifenolické lignany, honokiol a magnolol,
které zvySuji aktivitu acetylcholintransferazy a inhibuji AChE. Anxiolytické plsobeni se
vysvétluje jejich schopnosti potencovat GABA-ergni transmisi. Jejich antioxidacni a
neuroprotektivni vlastnosti jsou predmétem dalSiho zkouméni pro mozné vyuziti v 1écbé
AD!,

Dalsi skupinou latek neobsahujicich dusik, u kterych byla zjiSténa inhibi¢ni aktivita,
jsou xanthony. Aktivita téchto latek byla identifikovana pomoci jednoduché metody na
mikrotitra¢ni desticce, kterd ovSem zachycuje kompletni kinetickou analyzu AChE inhibitori.
Jeji aplikace na celou fadu nealkaloidnich latek vedla k nalezeni sedmi aktivnich sloucenin,
znichz Sest bylo xanthonové povahy. U c¢tyfech znich jiz byla diive zjiSténa inhibice
MAO,

Tyto a dalsi zkouSky ukazuji na dualezitost pfirodnich slouc¢enin a jejich vyzivani jako zdroji

aktivnich latek v 16¢bé€ riznych onemocnéni.
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2. Popis rostlin zkoumanych v diplomové praci
Vypis morfologickych ¢asti rostlin:
Corydalis cavae rhizoma
Uncariae tomentosae cortex
Tabebuiae impetiginosae cortex
Papaveris immaturi fructus

Boldo folium

1 Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte - Fumariaceae

1.1  Synonyma: Borkhausenia cava, Bulbocapnus cavus, Capnoides cava,

Corydalis bulbosa, Fumaria bulbosa var. cava, Pseudofumaria maior

1.2 Droga - Corydalis cavae rhizoma

Makroskopie

Chut: hotka

Zapach: bez viing

Vzhled: kuzelovité az nepravidelné lalo¢naté hlizy, Sedohnédé, nahote se zbytkem stonkd,

spodni okraj s dilkem a dovnitf zahnutym okrajem, lom hladky, plocha lomu zelenozluta

1.3  Botanicky popis

Je to vytrvala, 10-35 cm vysoka rostlina. Hlizy jsou hluboko v zemi, kulovité, hnédé, do
velikosti vlaSského ofechu. Lodyha je vzpfimena, masitd, zelend az Cervenohnédd, hold,
s dvéma fapikatymi, dvojité¢ trojcetnymi, holymi, modrozelenymi listy. Listecky jsou na
klinovém zakladé, obvejcité, s vice ¢i méné hluboce vykrojenymi laloky, vptedu Siroce
vejCitymi, tupymi az tizce podlouhlymi a Spicatymi. Kvete az ctvrtym nebo patym rokem ve
tvaru koncovych, vzpiimenych hroznii tvofenych deseti az dvaceti témét prilehlymi kvéty.
Kvéty jsou krvavé ¢ervené nebo zlutave bilé, ziidka fialové, hnédocervené nebo tmavé modré,
18 az 28 mm dlouhé, s ostfe vyhranicenym hornim a spodnim pyskem a dlouhou, na konci
dolu zakfivenou ostruhou. Kvéty voni po pryskyfici a jsou podpirany velkymi vejcitymi
celokrajnymi listeny. Lusky jsou bledé¢ zelené, 20 az 25 mm dlouhé, na 5 — 7 mm dlouhé

stopce, mnohosemenné. Semena jsou 3 mm Sirokd, ¢ernd, kulatd, hladka a leskla.
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1.4 Rozsifeni
Jizni a sttedni Evropa, ve svétlych kiovinéch, listnatych lesich, ovocnych sadech a hajich, na
zivych plotech a ohradach, od rovin do 1800 m nadmotské vysky, na Cerstvych, jilovitych

pudach.

1.5 Obsahov¢ latky

Alkaloidy

V nadzemnich c¢éastech do 0,84 %. Hlavnim alkaloidem je sobsahem 0,25 az 0,35 %
aporfinovy alkaloid bulbokapnin, dal$i jsou glaucin, nantenin (domestin), pravdépodobn¢ také
dehydronantenin, predicentrin, isoboldin. Kromé toho obsahuje také adlumidicein,
apokavidin, domesticin, isokorybulbin, isokorydin a dalsi alkaloidy, které se vyskytuji i
v hlizéach.

V semenech se vyskytuje asi 0,45 % isochinolinovych alkaloidi, mezi nimi
bulbokapnin. U alkaloidi s chininovou strukturou, jako je bulbodion nebo jeden
dehydroaporfin-10,11-chinon, se zfejmé jednd o artefakty vzniklé pii zpracovani. Kalusova
pletiva vytvaii naptiklad bulbokapnin nebo korydalin.

Obsah alkaloidti v rhizoma Corydalidis cavae 4 az 6 %, obsah a sloZeni siln¢ kolisa
podle stanovisté. Byly izolovany nésledujici skupiny alkaloidi:

Protobeberinovy typ: koptisin, (+)-korydalin, (+)-korybulbin, (+)-korypalmin, korysamin,
(+)-isokorypalmin ~ a  (4+)-isokorypalmin,  dehydrokorydalin,  (+)-kanadin  [(+)-
tetrahydroberberin], (—)-skoulerin, (+)-skoulerin, (+)-stylopin, (+)- a (+)-tetrahydropalmatin,
(+)- a (+)-thaliktrikavin; podle nov¢jSich vyzkumt kromé nich také (+)-tetrahydrokorysamin,
dehydrokorybulbin, dehydroapokavidin, o-methohydroxidy (+)-stylopinu a
tetrahydrokorysaminu

Protopinovy typ: vedle protopenu, korykavamin, (+)- a (+)-korykavidin, allokryptopin
Aporfinovy  typ:  (+)-bulbokapnin, dale  (+)-korydin,  (+)-korytuberin,  (+)-
bulbokapninmethohydroxid a magnoflorin

Ftalidisochinolinovy typ: kapnoidin

1
N
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-12-

D-korydalin




@)
O
k idi
O 5 apnoidin
H H

JOos
@)

1.6  Utinky

Spasmolytické ptisobeni

Pokus sblize nedefinovanymi extrakty rtznych ¢asti rostliny Corydalis cava inhibuje
kontrakci na izolovaném stfevé morcete navozenou pomoci histaminu, drasliku, kallidinu a
acetylcholinu. Vysledky nejsou opakovatelné. Chybi dostacujici tdaje o extraktu, o

koncentraci a stejné tak i o pouzitych ¢astech rostliny.

Sedativni pisobeni
Nejsou zaznamenany prokazatelné farmakologické vyzkumy drogového extraktu. Cetné
doklady o ucinku izolovanych dCistych latek nejsou dostacujici k odtivodnéni pouzivani

preparatu s Corydalis cava jako sedativa.

1.7  Oblasti vyuziti v lidovém lécitelstvi
Zevné se vytazek z drogy pouziva ve formé obkladii u $patné se hojicich ran a viedi. Cajovy
nalev a tinktura pfi 1é€bé endoparazitdoz a menstruacnich potizi. DalSimi indikacemi jsou

parkinsonismus a Menierova choroba. U¢innost nebyla doloZena u Zadného pouziti.

1.8  Akutni otrava

Dosud nejsou znamy zadné piipady piedavkovani. Jelikoz vysoké davky bulbokapninu a
korytuberinu vedou ke klonickym kife¢im se svalovym tfesem, je u znacného piekroceni
davky nutné pocitat s projevy otravy. Pfi spravném davkovani by mnoZzstvi drogy obsazené
v 1éCivych piipravcich nemélo vést k otrave.

Projevy chronické otravy pii dlouhodobém uzivani jsou stejné jako u akutnich otrav.
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2 Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. - Rubiaceae

2.1 Synonyma: Nauclea aculeata auct., Nauclea cinchoneae, Nauclea
polycephala, Nauclea tomentosa, Ourouparia polycephala, Uncaria

surinamensis, Uruparia tomentosa
2.2 Droga - Uncariae tomentosae cortex

2.3 Botanicky popis

Mladé vétve maji v priméru asi 0,5 cm, jsou jemné Zihané. Postaventi listl je vstiicné, dospélé
jsou 5-10 cm dlouhé a 3-6 cm Siroké, celokrajné, tvar obvejcity a asymetricky zaSpicatély,
prisedlé na kratkém tapiku (asi 0,5 cm). Svrchni strana je husté ochlupena jen podél hlavnich
cév, zatimco spodni je ochlupend celd. Podél zietelné vystupujici Zilnatiny na spodni strané
listu je jest¢ dalsi typ chloupkl. V pazdi listi nalezneme pfimé az srpovité zahnuté trny.
Svrchni strany plodolistii jsou napadné siln€ ochlupené. Diky kratkym chloupkim které se
drzi navzajem spojeny, protoze maji Casto zakiivené Spicky, a diky dlouhym chloupkiim na
okraji listd, které je obklopuji, ziistavaji dva plodolisty na svych okrajich dlouhy ¢as pevné
spojeny, pozd&ji tvofi svrchni semenik. Postranni vétvicky kvétenstvi se vEétvi. Poupata jsou
max. 2 mm velk4. Koruna témér piisedlych kvéth tvoti tvar rourky nebo trychtyie. Kalich je
péticipy, maly 0,6 az 0,8 mm dlouhy, témét do poloviny srostly, pfetrvavajici na Spicce plodu.
Uzka &ast koruny je zevné husté ochlupena stejné jako cipy. Tyéinky s kratkymi ochlupenymi
nitkami i ¢nélky s kulovitymi bliznami vy¢nivaji daleko z koruny. Tobolkové plody jsou 1 cm
velké, téméf prisedlé a stejnomérné husté ochlupené. Exokarp se otvira lokulicidné. Ob¢ ¢asti
zustavaji pevné spojeny jen na Spicce plodu. Silny, rohovity endokarp se, kdyz dozraje, Gplné
odlou¢i od wvngjsi vrstvy, nejprve septicidné¢ (podél hranice plodolistu jednou stfedni

prasklinou) a dale lokulicidn€ ve formé Ctyft rychle se rozevirajicich klapek.

2.4 Rozsifeni

Stfedni Amerika a sever Jizni Ameriky, od britského Hondurasu a Guatemaly jiZzné¢ smérem

k Peru, Venezuele, Trinidadu a Surinamu.

2.5 Obsahové latky
Alkaloidy — celkovy obsah 0,150 az 0,461 %
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Pentacyklické oxindolové: isomitrafyllin (0,013-0,054 %), isopteropodin (0,047-0,121 %),
mitrafyllin (0,015-0,074 %), pteropodin (0,062-0,158 %), speciofyllin (0,0065-0,030 %) a
unkarin F (0,0077-0,026 %)

Tetracyklické oxindolové: isorhynchofyllin (0,061 %) a rhynchofyllin (0,0105 %)
Glykosidicky vazané: 5o-karboxystriktosidin (0,026 %)

Derivaty kyseliny chinovinové: 3B-0O-(B-D-chinovopyranosyl)-(27—1)-B-D-
glukopyranosylester kys. chinovinové (0,0015 %), 33-O-(B-D-chinovopyranosyl)-(28—1)-3-
D-glukopyranosylester kys. chinovinové (0,0031 %), 3B-O-[B-D-glukopyranosyl-(1—3)-B-D-
fukopyranosid] kys. chinovinové (0,0082 %), 3B-O-[B-D-glukopyranosyl-(1—3)-B-D-
fukopyranosyl]-(27—1)-pB-D-glukoypyranosyl-(1—3)-B-D-fukopyranosyl-(27—1)--D-
glukopyranosylester kys. chinovinové (0,0035 %), 3B-O-[B-D-glukopyranosyl-(1—3)-B-D-
fukopyranosyl]-(28—1)-B-D-glukopyranosylester kys. chinovinové (0,0088 %), 33-O-[B-D-
glukopyranosyl-(28—1)-B-D-glukopyranosylester kys. chinovinové (0,0025 %), (28—1)-3-
D-glukopyranosyl-p-D-glukopyranosylester kys. chinovinové (0,00031 %)

Derivaty kys. ursolové a oleanolové: oleanolova kys. (0,019 %), 23-nor-24-exomethylen-
3B,6B,19a-trihydroxyurs-12-en-28-olova kys. (0,016 %), 38,6f,19a-trihydroxy-23-oxours-
12-en-28-olova kys. (0,028 %), 3B,6B,19a-trihydroxyurs-12-en-28-olova kys. (0,032 %),
dimethylester kys. [,6B,19a-trihydroxyurs-12-en-23,28-olové (0,0037 %), ursolova kys.
(0,013 %)

Steroly: B-sitosterol (60 % vSech sterolll), kampesterol a stigmasterol

Flavanové derivaty: (-)-epikatechin (0,16 %), procyanidin A, By, B, a B4 (0,2 %)

OMe OMe

. o~ N . .
pteropodin }_| mitrafyllin
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OMe OMe

H,C rhynchofyllin H,C isorhynchofyllin
2.6 Utinky

Cytostatické ptsobeni

Pteropodin nevykazuje v in vitro ani v in vivo systémech zadnou specialni aktivitu proti
nadorovym bunkam. Rlzné extrakty byly testovany na sarkomovych buikach ascitu krys
v testu na zabudovani *H-thymidinu podle Weitzela. Nejsilngjsi inhibice byla popsana u

extraktu z drogy chudého na tiisloviny se Zlutohnédou barvou lyka (81,2 % v porovnani

s methotrexatem 473,3 %).

Kontraceptivni piisobeni
Jeden blize nedefinovany extrakt vykazoval v davce 6,25 mg/kg poptipadé 25 mg/kg

kontraceptivni piisobeni u mysi.

Stimulace fagocytozy

Smés surovych alkaloidi (0,9 % vztazenych na susinu drogy) vykazoval v davce od 107 do
10 g/l vtestu na granulocytech vystuptiovani fagocytozy od 10,3 do 21 %,
v chemoluminiscen¢nim testu od 31,5 do 75,2 % oproti kontrole. Ze zkousenych cistych
alkaloida byl nejucinngjsi isopteropodin. Pteropodin, isomitrafyllin a isorhynchofyllin mély
jen polovicni G€innost, zatimco mitrafyllin a rhynchofyllin nevykazovaly Zadnou u¢innost.
Smési alkaloidi bohaté na isopteropodin pusobily siln€jsi vystupniovani fagocytdzy nez smesi

na isopteropodin chudé.

Protivirové plsobeni
Glykosidy kyseliny chinovinové obsazené v droze byly testovany in vitro proti dvéma RNA
virim (VSV — vesiculare stomatitis viry, Indiano serotyp a rhinovirus typu 1 — HV 1B). Pfi

testu proti VSV byla inhibice tvorby zubniho plaku vy$si o 50 % oproti kontrole. Testovani
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proti rhinoviru HRV 1B mélo také 50% ucinnost. Inkubovaly se HelLa buiiky spole¢né
s testovanou latkou a rhinovirem. V dobé€ kdy v kontrolni skupiné bylo 100 % HeLa bun¢k
znieno virem, ve skupiné stestovanou latkou byly cytopatické uclinky pouze 50%.
Cytotoxicita testované latky byla uréena pomoci inkubace HeLa bunék neinfikovanych virem
a spocitanim piipadné mikroskopickym sledovanim morfologie buné¢k. Proti VSV vykazovaly
vSechny zkousené slouceniny inhibi¢ni piisobeni, nutna davka byla ovSem vysoka. Souvislost
mezi strukturou (pocet a druh navazanych cukril) a G€innosti nebyla zjiSténa. Proti rhinoviru
typu 1B byly téméf vSechny slouceniny neucinné, pouze (28— 1)-f-D-glukopyranosyl-B-D-
glukopyranosylester kys. chinovinové s dvéma glukézovymi jednotkami redukovala pii davce

30 pg/ml virové cytopatické ucinky o 50 %.

Antiedemato6zni ptisobeni

Antiedematozni aktivita byla testovana u otokl krysich tlapek navozenych karagenanem
(aplikace  extraktli, frakci nebo Cistych latek p. o. jako suspenze v 0,5%
karboxymethylceluloze po 12-ti hodinovém la¢néni, 1 hod po aplikaci anestezie).
Chloroform-methanolovy extrakt a vodny extrakt zbrzdil edém tlapek v rozsahu 69,2 resp.
41,2 % po dobu trvani 3 hodin oproti kontrolni skupiné. Podle rozdéleni frakci na
chromatogramu byla izolovéna jedna velmi aktivni frakce, plsobici inhibici o 46,8 %. Z ni
izolované derivaty kyseliny ursolové, které tvotily hlavni slozku, ale vykazovaly jen velmi
nizkou aktivitu. Dosud tedy nebyl zjistén princip antiedematézni aktivity, mozna spociva
v kombinaci vice latek. Stejné extrakty pfi p. 0. podavani testovanym osobam s gastritidou

nebo duodenélnim viedem vedly po tfech tydnech ke zmizeni subjektivnich potizi.

Antimutagenni ptisobeni

Nekteré extrakty vykazovaly v Amesove testu na bunikdch Salmonella typhimurium ochranné
pusobeni proti fotomutagenezi. Nejméné u€inny byl chloroformovy extrakt (27 %), nejvice
methanolovy (59 %). V porovnani k tomu pusobi B-karoten ve stejné davce inhibici o 68 %.
Pro zkouseni antimutagenni aktivity in vivo byla testovana mo¢ kurakt a nekufakd po pridani
vodného extraktu testované drogy a Salmonella typhimurium. U nekutdkl nevykazovala mo¢
zadnou mutagenni aktivitu. U kutfdkd byla zachycena vyznamnd mutagenni aktivita, ktera

byla ptidavkem extraktu vyrazné sniZzena.
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Plsobeni na CNS
U smési surovych alkaloidl bylo popsano plisobeni na krysi CNS projevujici se ptdzou, ataxii

a ztratou reflexti. Déle se vyznamné¢ snizila télesné teplota krys.

2.7  Oblasti pouziti v lidovém Iécitelstvi

Vodné nebo alkoholové nalevy byly v Peru pouzivany v 1écbé artritidy, gastritidy a dalSich
gastrointestinalnich obtizi. Uzivala se také proti rakovin€ a jinym koznim onemocnénim.
V nékterych evropskych zemich napt. Némecko, Rakousko byla droga pouzivana ve formé
vodnych odvarii nebo galenickych pfipravkl, jako jsou tobolky, kapky, masti jako
imunostimulans. K indikacim patfila nachylnost k infekcim, alergické, virové a revmatické
onemocnéni, nemoci autoimunitniho pivodu. Déle nasla vyuziti v adjuvantni 1é¢bé malignich

nadorovych onemocnéni. Uéinnost drogy v téchto indikacich nebyla doloZena.

2.8 Toxikologicke udaje

LD hodnoty: LDsy (myS p. 0.) > 16 g/kg, LDsy (myS i. v.) > 300 mg/kg; 1000 mg/kg i. p. vede
po 17 az 24 hod ke smrti a 3000 mg/kg po 4 az 16 hod

LC hodnoty: Pfi in vitro testech cytotoxicity u glykosidi chinovinové kyseliny proti CER a
HeLa bunkam byla ziskana hodnota LCsy zkousenych slouc¢enin mezi 80 a 150 pg/ml pro

CER buiky a maximalni netoxickd davka pro HeLa buiiky byla okolo 60 pg/ml.

3 Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Stangl.- Bignoniaceae

3.1 Synonyma: Gelseminum avellanedae, Tabebuia avellanedae, Tabebuia

nicaraguensis, Tecoma adenophylla, Tabebuia integra, Ipé roxo, Lapacho

3.2 Droga — Tabebuiae impetiginosae cortex
Makroskopie

Vzhled: tmaveé hnédé kousky kiry, vlaknita struktura, t€zka
Chut’: stahujici

Viné: po vanilce

3.3 Botanicky popis
Je to az 20 m vysoky strom, jehoz kmen dosahuje priméru 70 cm. Kira je relativné hladka,

zvenku Sedd, uvnitt ¢ervenohnéda. Dievo je velmi tvrdé, zelenohnédé. Cévy obsahuji zluté
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krystaly (lapachol). Listy jsou vstiicné, péti az sedmicetné, ovalné az eliptické, celokrajné
nebo jemné pilovité. Koncové listky jsou 5 az 19 cm dlouhé, 1,5 az 8 cm Siroké, uprostied
stojici listky 4 az 16 cm dlouhé, 2,8 az 9 cm Siroké a bazalni listky 2,2 az 11 cm dlouh¢ a 1,5
az 8,3 cm Siroké. Kvéty jsou péticetné, v jednoduchych okoli¢natych kvétenstvich. Koruna je
rizovocervena az temné cervena, trychtyfovitd s péti pysky, vnitiek koruny je Zluty. Kvéty
jsou 4 az 7,5 cm dlouhé, koruna mé primér od 1,2 do 5 cm. Doba kvétu lezi na pocatku

suchého obdobi (prosinec az unor).

3.4 Rozsireni

Tropické destné lesy mezi severnim Mexikem a Argentinou, Brazilie

3.5 Obsahov¢ latky

Z listt  byly izolovany iridoidy 6-O-(p-hydroxy)-benzoylepimonomelittosid, 6-O-(p-
methoxy)-benzoylepimonomelittosid a 6-epimonomelittosid.

Z kvéti byly ziskany antokyany cyanidin-3-glukosid, cyanidin-3-rutinosid, delfinidin-3-
glukosid, delfinidin-3,5-diglukosid a paeonidin-3-rutinosid a identifikovany na zakladé
porovnani s odpovidajicimi Cistymi latkami.

Ze difeva pak byly izolovany anthrachinony 2-acetoxymethylanthrachinon, 2-
karboxylanthrachinon, 2-formylanthrachinon, 1-hydroxyanthrachinon, 2-
hydroxymethylanthrachinon, 2-hydroxy-3-methylanthrachinon, 1-methoxyanthrachinon, 2-
methylanthrachinon; derivaty kyseliny benzoové 2-hydroxybenzoova kyselina a 4-
hydroxybenzoova kyselina; flavonoidy kvercetin a kvercetin-3-diglukosid; naftochinony
dehydro-a-lapachon (xyloidon), deoxylapachol, lapachenol, lapacholmethylether, lapachol,
a-lapachon, B-lapachon, stopy lapachononu a 2-methyl-3-(dimethylallyl)-1,4-naftochinonu.
Vedle blize nespecifikovanych kumarinti a saponint byly z kliry nedavno izolovany cetné
slouceniny a pomoci spektroskopickych metod byla ur€ena jejich struktura. Byly definovany
6,8-dihydroxy-3-methyl-3,4-dihydroisokumarin, dehydro-iso-a-lapachon, 3,4-
dimethoxybenzaldehyd, 3,4-dimethoxybenzoova kyselina, dehydro-o-lapachon, lapachol,
eudesminova kyselina, 4-hydroxybenzoova kyselina, vanilinova kyselina, vanilin,

anisaldehyd, anisova kyselina a 4’,7-dihydroxyflavon-7-O-rutinosid.
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3.6 Uctinky

Protinddorové piisobeni

Peroralné aplikovany lapachol vykazuje 82% zpomaleni progrese u Yoshidovo sarkomu a
50% inhibici ve Walkerové testu. a-Lapachon a xyloidon se ukézaly byt ve stejnych testech
neucinné. B-Lapachon byl o néco méné G¢inny nez lapachol. Lipofilni hexanovy extrakt v
davce 150 mg/kg byl pfi perordlni aplikaci zfetelné ucinnéjsi nez vodny extrakt o davce 500

mg/kg.

Inhibice reverzni transkriptazy
B-lapachon inhibuje reverzni transkriptdzu u Arian-myeloblastézového viru a Rauscher viru

leukémie pii 60 minutové inkubaci o 50 %.

Analgetické ptsobeni

V hot-plate testu (50-55 °C) prokazal lapachol u mysi zfetelné analgetické piisobeni (7,4 s)
v porovnani s kontrolou (3,88 s).

Antimikrobni pisobeni

Aktivita byla prokazovana na testovacim systému s bakterii Staphylococcus aureus

v porovnani s ti¢inky cefazolinu. U&inny byl jak vodny extrakt tak &isty lapachol.

Cytotoxické uc€inky

Na KB bunkach vykazovaly 2-acetylfuranonaftochinon, 5- popt. 8-hydroxy-2-(1'-
hydroxyethyl)furanonaftochinon a 2-(1’-hydroxyethyl)furanonaftochinon inhibici nadoru.
Témét stoprocentné ucinny byl methanolovy i vodny extrakt kliry pfi zkousce na nddorovych

bunkach mysi pokozky. Lapachol v koncentraci 0,1 pg/ml ukézal zpomaleni o 90,4 %.
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U otokli mysich tlapek vyvolanych injekci karagenanu zptlsobila perordlni davka 100 mg/kg
lapacholu 76% zmensSeni otoku. Podobné ptisobeni bylo prokdzano také na hnisavy absces.

Utinky byly porovnavany s fenylbutazonem.

3.7 Nezadouci u€inky a kontraindikace
Byly popsany alergické reakce jako je podrazdéni hornich dychacich cest, dermatitidy. Byvaji
pripisovany predeviim naftochinontim. Zadné zvlastni kontraindikace dosud nebyly zjistény.

Vv v

Pti koupelich je nezadouci vétsi poranéni pokozky, t€z8i horecnata a infekéni onemocnéni,

v Vv

srde¢ni nedostatecnost a tézsi hypertenze.

3.8  Oblasti pouziti v lidovém 1&Citelstvi

Vnitin€ 1 zevné pii nadorech, leukémii, bronchitidé, hore¢natych onemocnénich, astmatu,
gastritidach a obecné pii bolestech. Déle pii revmatismu, ekzémech, mykézach, bércovych
viedech. Tradi¢ni pouZiti je doloZeno ptfedevS§im u indidnskych kmend v Bolivii, Peru a

Paraguayi.

3.9 Toxikologické udaje

LDsy lapacholu i.p. u bilych mysi je 1,6 g/kg, u xyloidonu 600 mg/kg a u B-lapachonu 80
mg/kg

Pstim byl lapachol v davce 2 g/kg podavan 24 dni, aniz by néktery zemfiel. Opice uhynuly po
6 dennich davkach 0,5 g/kg.

4 Papaver somniferum L. - Papaveraceae
4.1 Droga - Papaveris fructus

4.1.1 Synonyma: Capita Papaveris immaturi, Capsulae Papaveris, Codia

4.1.2 Makroskopie

Droga se sklada se zelenavych az Sedozlutych polovin plodid popfipadé slamové zlutych
tobolek zralych ploda. Tyto maji vejcovity az kulovity tvar o priméru 3 az 3,5 cm a jsou 1,5
az 2 g té¢zké. Na jedné poloving je bezprostfedné pod plodem zachovany knoflikovity zbytek

stopky. Nahote nesou poloviny tobolek siln¢ svrastélé mnohopaprscité ptlkruhovité zbytky
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blizen. Na vnitini stran¢ ploda zbyly Cetné vystupujici semeniky. Na fezné plose jsou hnédavé
zbytky zaschlé §t'avy. Naproti tomu fezné plochy zralych plod nevykazuji Zadné zbytky nebo
kapky uschlé $tavy. Tento rozliSovaci znak mezi zralymi a nezralymi plody je pouZitelny
pouze u nerozdrobnénych makovic. Jinak jsou vSechny morfologické i anatomické znaky
obou typti plodil totozné, takze rozliSeni t€émét neni mozné. Nezralé makovice chutnaji hoice,

zralé jsou naproti tomu pouze lehce nahotklé a bez zapachu.

4.1.3 Obsahové latky
Alkaloidy

Droga obsahuje stejné u¢inné latky jako opium pouze vice zfedéné. Celkovy obsah alkaloidu i
pomér jednotlivych slozek zavisi na dobé dozravani tobolek a také na klimatickych,
genetickych a jinych faktorech. Obsah morfinu kolisd mezi 0,12 a 0,89 %. Je zde jista
korelace mezi tvarem tobolky a barvou semen na jedné strané¢ a obsahem morfinu na strané
morfinu. Bilé nebo svétlé druhy semen maji nepatrny obsah morfinu oproti modrym a
tmavym druhiim. Maximalni mnozstvi morfinu obsahuji tobolky 10 az 12 dnli pfed dozranim
semen, to se mize ale diky atmosférickym vlivim zase snizit. Behem dne se mnoZstvi
morfinu také méni, rano je jeho obsah nejvyssi, kolem poledne nejnizsi. Stejné tak kolisd i
obsah vedlejsich alkaloidt.

Sacharidy: arabindza, erytritol, D-glycero-D-mannooktul6za, D-mannoheptuléza, myo-
inositol, sedoheptul6za, xyloza

Dalsi latky: mineralni latky, celuloza, lignin, pektin, pentosan, p-kumarova kyselina, kdvova

kyseliny, fenoloxidéaza, citronova kys., mekonova kys., vinna kys., saponiny
4.2  Opium

4.2.1 Synonyma: laudanum, mekonium, opium crudum, opium nativum,

thebaicum

4.2.2 Droga:

Opium je na vzduchu ususena §t'ava ziskana z nafezanych nezralych plodt maku.

4.2.3 Pivod

Péstovani vi¢iho maku k ziskdvani opia je povoleno pouze v Sesti zemich: Bulharsko, zemé

byvalé Jugoslavie, Recko, Turecko, Indie a nékteré staty byvalého sovétského svazu. Hlavni
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vyrobce opia je Indie (70 % svétové legalni produkce), za ni Turecko (15 %). Podle ptivodu
se rozliSuje n€kolik obchodnich druhli opia. Mimo to se péstuje opium ilegalné k vyrobé
omamnych latek pfedevS§im v zemich tzv. zlatého trojuhelniku — Thajsko, Burma, Laos.
Piivod opia miize byt zjistén na zaklad¢ analyzy obsahovych latek. Legalni produkce obnasi

rocn¢ kolem 2000 tun opia.

4.2.4 Obsahové latky

Alkaloidy: Mohou tvotit 20 az 25 % hmotnosti opia. Z vétsi ¢asti zde nejsou volné, nybrz
vazané na rizné kyseliny: mekonovou, fumarovou, mlécnou, sirovou. Jen asi 20 alkaloidu se
vyskytuje prirozené, dalsi vznikaji procesy oxidace, hydrolyzy a racemizace béhem schnuti
latexu. Hlavnim alkaloidem je morfin, ten je zastoupen v nejvétsim mnozstvi. Procentualni
podil alkaloidt kolisa podle pivodu opia. Zde je udavané primérné zastoupeni jednotlivych
vedlejSich alkaloidd: kodein — 1 %, thebain — 0,5 %, noskapin (diive narkotin) — 5 %,
papaverin — 1 %, narcein — 0,5 %, laudanin, laudanidin, laudanosin, pseudomorfin, kodamin,
protoxin, kryptopin, gnoskopin, neopin, oxynarkotin, papaveraldin, papaveramin, lanthopin,
mekonidin, narkotolin, glaudin, skoulerin.

Podle struktury mizeme alkaloidy rozd¢lit do nékolika skupin:

Morfinanovy typ — morfin, pseudomorfin, kodein, neopin, 10-hydroxykodein, thebain
Benzylisochinolinovy typ — papaverin, papaveraldin, palaudin, laudanin, laudanidin,
laudanosin, kodamin

Ftalidisochinolinovy typ — noskapin, narkotolin, gnoskopin, oxynarkotin, narcein
Tetrahydroisochinolinovy typ — hydrokotanin

Protopinovy typ — protopin, kryptopin

Protoberberinovy typ — skoulerin, isokorypalmin

Aporfinovy typ - Kkorytuberin, magnoflorin, isoboldin, papaverrubin, porfyroxin,
papaverrubin B, papaverrubin C, papaverrubin E, glaudin, N-methyl-14-O-
demethylepiporfyroxin

Alkaloidy nezndmé struktury — lanthopin, papaveramin

Dalsi obsahové latky: mekonin, mekonoisin, kyselina jablecnd, kyselina jantarova, kys.
octova, kys. mlécnd, kaucuk (5-10 %), tuk (1-4 %), stopy cukru, vosku, slizovych latek,
bilkovin, polypeptidii a volnych aminokyselin. Byly dokdzany nasledujici aminokyseliny:
alanin, y-aminomaselnd kyselina, asparagin, asparagova kyselina a jeji amid, glutamova
kyselina, glycin, isoleucin, fenylalanin, serin, threonin, tyrosin, valin. V Cerstvém latexu byl

nalezen také glutamin, prolin a sarkosin. Nealkaloidni zbytky opia obsahuji nezmydelnitelnou
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frakci slozenou z n-nonakosanolu, cyklolaudenolu. Rovnéz byly izolovany -sitosterol,
cykloartenol, stigmasterol, cykloartenon, cyklolaudenon. Obsah vody v opiu kolisa podle

stupné vysuSeni mezi 5 az 20 %.

morfin

MeO N
N

MeO MeO =
CH,

o
CH,
OMe
MeO thebain OMe papaverin

4.2.5 Oblasti pouziti

Ke zklidnéni stev pfi tézkych prijmech, pokud ostatni 1é¢ebné moznosti selzou nebo nejsou

k dispozici, dale na tiSeni silnych bolesti.

4.2.6 Nezadouci ucinky

U osob Casto pracujicich s opiem (napfi. pracovnici farmaceutickych zavodu, zdravotni sestry)
bylo popsano nékolik piipadt alergické kontaktni dermatitidy. Béhem meési¢ni pauzy bez
kontaktu s opiem se pfiznaky vyrazné zlepSily, ovSem ihned po dalSim kontaktu se zase
zhorSily na pivodni uroven. Alergické nebo anafylaktické reakce po morfinu byly

pozorovany velmi ziidka.

4.2.7 Zavislost

Potencial zavislosti je u opia velmi vysoky. Zneuzivani morfinu a opia jako omamné latky je

celosvétového vyznamu. Fyzicka zavislost se projevi po vysazeni opiatii jako abstinencni

vvvvvv

zrychlend srdec¢ni frekvence, vzestup systolického krevniho tlaku, svalové kiece, uzkostné
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stavy. Pfiznaky jsou piimo umérné ziskané toleranci. Psychicka zavislost je rovnéz velmi

silnd a pretrvava dlouho po vysazeni. Riziko recidivy po absolvovani 1écby je vysoké.

4.2.8 Kontraindikace

Tehotenstvi, onemocnéni spojend s dechovymi obtizemi, pankreatitida, colitis ulcerosa,
zvySeny nitrolebni tlak, akutni jaterni porfyrie. Kvili zvySeni svéraCového tonu je relativni
kontraindikaci také zlu¢nikova kolika. Pfi Addisonové chorobé nebo hypotyredze sméji byt

opioidy nasazovany jen opatrné a v redukovanych davkach.

4.2.9 Akutni toxicita

Pti zachovaném smyslovém vnimani poruseni duSevni vykonnosti, euforie, sedace, analgézie,
midza, bradykardie, zpomalené dychani, cyan6za, dechova obrna, tonicko-klonické kiece,
spasmy svéracul, atonie stiev, nevolnost, zvraceni, utlum centra kasle, zadrzovani vody, edém
plic, bolesti hlavy, ospalost, motoricky a psychicky neklid, hypotermie, v kone¢ném stadiu
mydridza. Extrémni redukce dechu vede k cyandze a ke smrti zastavou dechu. Pro dospélého
¢loveéka jsou smrtelné 2 az 3 g opia. Zvysené riziko intoxikace je pfi narusSené funkci ledvin
(hromadéni aktivniho metabolitu morfin-6-glukuronidu v téle). Po perordlnim predavkovani
je nejjednodussi smysluplnou metodou vyplach Zaludku. Vhodné je také pfidani ricinového
oleje, siranu sodného a aktivniho uhli. Pfi subkutanni aplikaci musi byt co nejucinngji

v

zabranéno $ifeni drogy pomoci adrenalinové injekce. Nezbytna je okamzita hospitalizace.

4.2.10 Chronicka toxicita

Chronickd otrava je vprvni fad¢ nasledkem zneuzivani morfinu tzv. morfinismu.
Charakteristické ptiznaky jsou zmény nalady, uzké zorni¢ky, nazloutle Seda ktize, hubnuti,
impotence, poruchy koordinace. Nahlé odebrani vede k t€Zkym projeviim abstinencniho
syndromu, ktery trva 5 az 8 dni a miiZze byt Zivot ohrozujici. U novorozencli matek zavislych

na morfinu jsou typické tézké dyspnoe.

4.2.11Mutagenita a teratogenita

Opium, stejné jako pyrolyzaty vznikajici pti koufeni, obsahuje mutagenni latky. V nékolika
testech byl prokazan jejich mutagenni potencial zavisly na koncentraci latek v droze. Morfin
pii testech na zvifatech in vivo i in vitro ukazal mutagenni i teratogenni ucinky. Bylo
dokazano posSkozeni centrdlni nervové soustavy u mys$i a kieckd a u mysi také poruseni

segmentace 8],
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5 Peumus boldus (Molina) - Monimiaceae
5.1 Synonyma: Boldea fragrans, Peumus fragrans
5.2 Droga: Boldo folium

5.3 Botanicky popis

Je to pomalu rostouci vzdyzeleny strom dosahujici vySky 6 az 8 m. Listy jsou koZovité,
vej¢itého tvaru, Sedozelené, na spodni strané hladké, svrchni strana je pokryta mnoha
svétlymi hrbolky. Viné listl pfipomind matu nebo kafr. Kira stromu je mékka, hnéda. Patii
mezi dvoudomé rostliny, zvIast samci a zvlast' samici rostliny. V 1été tvoii bled¢ zelené

kvéty, z nichz na samicich rostlindch vznikaji svétle zluté jedlé plody.

5.4 Rozsifeni
Piivodné se naléza v oblastech Peru a Chile, ale péstuje se také ve Stfedozemi, severni Africe,

Brazilii a zdpadnim pobftezi Severni Ameriky.

5.5 Obsahov¢ latky

Isochinolinové alkaloidy aporfinového typu (az 0,7%) — boldin, laurolitsin, laurotetanin,
norboldin, isoboldin, retikulin

Flavonoidy — peumosid, glykosidy rhamnetinu, isorhamnetinu a kempferolu

Silice (éterické oleje) — p-cymen, askaridol, cineol, cymol, kampferol, thymol

A dal3i: tfisloviny, glykosid boldoglucin!”!

HO\| N MeO
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5.6 Uginky

Ve studiich na zvitatech byly prokazany tyto uc¢inky extraktu z listl boldovniku: diureticky,
stimulace traveni a zvySeni produkce Zluci. Pfestoze byly tyto Gcinky pfipisovany piedevsim
chemické latce boldinu, jeden pokus na krysach prokazal vyssi Gc€inek u ethanolového
extraktu nez u ¢istého boldinu. Ethanolovy extrakt podany mysSim vykézal protektivni ucinek
na jatra, predchdzel poskozeni jater pfi chemické expozici. Pii lidskych studiich byl zjistén
také relaxa¢ni Gcinek na hladké svalstvo a prodlouzeni sttevniho prichodu. Na izolovaném
krysim stfevé dokdzal antagonizovat spasticky Uc¢inek acetylcholinu. Dale byl prokazan
antioxidaéni a protizanétlivy ucinek, ktery byl popsan u morcat po navozeni edému
karagenanem. Antipyrogenni u¢inek byl dokdzan v testech na kralicich. Podle americké
monografie dokaze extrakt z listh zvysit diurézu az o 50 %. Pfi studii na krysach v roce 2000
byl prokazan abortivni ucinek a také snizeni hladiny bilirubinu, glukézy, ALT, AST,

modoviny a cholesterolu v krvit'®,

5.7  Veterinarni pouziti

Ve veterindrni medicin€ se pouziva k 1écb¢é hepatickych dysfunkcei, cholelithidzy, cirhozy,
chronické hepatitidy. Prasek smichany s potravou nebo s vodou se podava peroralné v denni
davce 20-40 mg/kg, rozdéleny minimalné¢ do dvou podani denné az do remise piiznaki

(n€kolik dni).

5.8 Pouziti v lidovém lécitelstvi

Tradi¢né je pouzivan pii problémech s vylucovanim Zluc¢i do dvanactniku a jako zklidnujici,
mocopudny a antibakterialni prostfedek pisobici v zlucovych a mocovych cestach. Je uvadén
jako 1écivo pii zluCovych kamenech, bolestivém Zluéniku nebo jatrech, pfi zanétu mocového
meéchyte, revmatismu a zvlasté pak pii bolestivych zanétlivych zluCovych kamenech. Dale

také pfi nadymani, zdcp€ a Spatném traveni. Soucasti silice je také askaridol, ktery plsobi
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proti parazitim. List se také tradicné uzival pfi kapavce a jaternich onemocnénich. Denni
peroralni davka pro ¢lovéka je 10-50 mg boldinu denné nebo 2-5 g drogy ve formé ¢ajového

nalevu!',

5.9 Nezadouci uc¢inky a kontraindikace

Vysoké davky mohou zptlisobit podrazdéni a poskozeni ledvin, zvlaste v piipadech, kdy
ledvinova tkan je jiz zatiZend jinym onemocnénim, nesmi se proto podavat chronicky. List se
nedoporucuje pouzivat v t€¢hotenstvi a dob¢ kojeni. Silice je pro svij obsah askaridolu
jedovata, vede k poSkozeni jater a nedoporucuje se pouzivat. Pii hemofilii, trombocytopenii
nebo pfi 1écbé 1éky fedicimi krev (Warfarin) se smi uzivat pouze pod stalym dohledem lékare.
Ve vysokych davkach mize vést ke kiedim, svalové obrng az zastavs dechu!'.

5.10 Toxikologické udaje

Akutni toxicita hlavni aktivni latky boldinu byla testovdna u krys a morcat. Po perordlnim
podani 0,5 g/kg resp. 1 g/kg alkaloidu byla pozorovdna smrt postupné u krys i morcat.
Subkutanni injekce 0,25 g/kg a 0,5 g/kg vedla taktéz ke smrti. Po perordlnim podani
vodnoethanolického extraktu (1:1) Boldo folium mySim byla stanovena LDsy na 6 g/kg.

Nejsou doloZeny zaddné idaje o mutagennich nebo karcinogennich ¢incich.
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IV.Experimentalni ¢ast
1. VSeobecné postupy

1.1 Uprava rostlinného materialu
Rostlinné ¢asti byly sbirany za slunného a suchého pocasi a po ocisténi byly suSeny za
normalni teploty ve stinu (ztrata susenim ~ 5-10 %). UsuSené rostlinné ¢asti byly rozemlety

na mlynku na velikost ¢astic 1-3 mm s mensim prachovym podilem.

1.2 Uprava rozpoustédel destilaci
Rozpoustédla vyzivana pro ptipravu alkaloidnich koncentrati byla pied pouzitim destilovana

a uchovavana za nepfiistupu svétla v hnédych zasobnich lahvich.

1.3  Perkolace

Rozdrobnény material se provlh¢i stejnym objemovym mnozstvim lihu jako je navazka drogy
v gramech, v uzaviené nadob¢ se ponechd 1-2 hodiny. Potom se vsype do perkolatoru (trubice
uzaviené kohoutem, v dolni ¢asti s vatou), ve kterém je 95% (w/w) etanol do vysky asi 10 cm.
Navlh¢end droga se do rozpoustédla vsypava a slabé utlacuje, soucasné se pridava 95% (w/w)
etanol, az je droga vSechna vsypana. Potom se prekryje kotouckem filtraéniho papiru, zalije
rozpoustédlem, perkolator se zakryje, aby se rozpoustédlo neodpafovalo a ponecha se 24
hodin v klidu. Potom se perkoluje rychlosti zhruba 1/50 objemu naplnéné ¢asti perkolatoru
95% (w/w) lihem (jako zasobnik se pouZzije obracend odmérna banka), az se jima 7nasobek
hmotnosti drogy v mililitrech. Poté se pfestane na sloupec vlévat Cisté rozpoustédlo a

perkolator se vypusti.

1.4 Odpafovani
Etanolovy perkolat byl zahustén na vakuové odparce pii snizeném tlaku a teploté do 40°C.
Stejnym zpiisobem byly odpatfovany také chloroformové vyttepky. V pifipadé etheru bylo

pouzito oddestilovani na vodni 14zni bez pouziti snizeného tlaku.

1.5 Tenkovrstevna chromatografie (TLC)

Tenkovrstevna chromatografie byla provadéna na komeréné vyrabénych deskach (Silikagel
60 F1s4) v systému nasycenych komor. Syceni komor probihalo po naliti a mirném protfepani
mobilni faze 60 minut. Latky byly nanaSeny na chromatogram jako ve smési chloroform-

ethanol 1:1 ve formé carek (délka cca 1 cm) podle zvoleného objemu pomoci kalibrovanych
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kapilar qualicolor. Po vyvinuti se chromatogram vyjmul z komory a vysusil se nejprve teplym
a poté studenym vzduchem. Chromatogram se detekoval v prvni fazi pod UV lampou a

v dalsi fazi postiikem detekénim Cinidlem.
2. Potieby

2.1  Rozpoustédla

Cyklohexan €. (C¢H)2)

Chloroform ¢. (CHCls)

Diethylether CSL 4 (Et,0)

Ethanol 96%, denaturovany ¢. (EtOH)
Methanol ¢. (MeOH)

Toluen €. (C¢HsCH3)

Voda (H,0)

2.2 Chemikalie

1- naftylacetat ¢.

Acetylcholinesteraza (AChE) z elektrického thote
Amoniak 25% p.a.

Bovinni sérovy albumin (SIGMA)
Diethylamin €.

Dusi¢nan bismutity p.a.

Dusik 5.0

Fast blue B ¢.

Hydroxid sodny ¢.

Chlorid rtutnaty ¢.

Jodid draselny ¢.

Kyselina chlorovodikové konc. 36% ¢.
Kyselina sirovéa konc. 96-98% ¢.
Kyselina vinna ¢.

Siran sodny bezvody €.

TRIS ¢.

Uhli¢itan sodny bezvody ¢.
Standardy:  Fysostigmin (Sigma)
Galanthamin (Sigma)

-30 -



2.3 Detekeni ¢inidla

D 1: Dragendorff-Munierovo ¢inidlo v kyseliné¢ vinné

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

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

Zasobni roztok se pfipravi smisenim roztokiit A a B v poméru 1:1; mize byt uloZzen nékolik
mésict v chladnicce.

Cinidlo pro analyzu se piipravi tak, e se k roztoku 5 g kyseliny vinné rozpusténé v 50 ml
vody piida 5 ml zasobniho roztoku!',

D 2: Mayerovo ¢inidlo

Cinidlo bylo pfipraveno rozpusténim 1,35 g chloridu rtutnatého v 50 ml vody, piidanim 5 g
jodidu draselného a ztedénim vodou na 100 mI™"¥.

D3: UV

Detekce chromatogramu pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

2.4  Vyvijeci soustavy pro tenkovrstevnou chromatografii

S 1 (alkalicka): C¢Hs-CHj3 : CHCI;5 : Et-OH : Et-NH-Et 70:20:10:3
(toluen:chloroform:ethanol:diethylamin)

S 2 (neutralni): CHCl; : Me-OH : H,O 65:35:5

(chloroform:methanol:voda)

2.5 Chromatografické adsorbenty
Kieselgel 60 Fas4 (Merck)
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3. Priprava sekvenénich extraktu (vytrepku)

3.1 Material

Vychozi
Droga Oznaceni drogy Pivod drogy
hmotnost drogy
Corydalidis cavae hlizy, Megafyt, sbér v Chorvatsku,
) Cc-C 100 g
rhizoma Jugodrvo AD, 03/2005
Uncariae tomentosae 23.10. 2006 koupeno v Oxalis,
U-T 100 g
cortex Carrefour Hradec Kralové
Tabebuiae fa Valdemar Gresik, 2004, cca 19
_ T-1 250 g
impetiginosae cortex kg
) makovina, ing. Krasny, sbirana v
Papaveris fructus P-S 100 g
zati 2005
komer¢ni, fa Valdemar Gresik,
Boldo folium P-B 100 g
2004
Tab. 1: Pivod a hmotnost vychozich drog
Vytiepek (mg/
ytfepek (meg A Al B n E
% hm. drogy)
C-C 206,6/0,21 | 354,0/0,35 | 499,5/0,50 | 67,2/0,067 | 278,7/0,28 | 52,1/0,052
U-T 73,4/0,073 | 77,4/0,077 | 6,1/0,0061 | 3,2/0,0032
T-1 1232/0,49 | 11,2/0,005 | 18,7/0,007 | 51,6/0,021
P-S 36,3/0,036 | 6,7/0,0067 | ------------ 5,3/0,0053
P-B 707,5/0,71 | 40,6/0,041 | 35,4/0,035 | 14,0/0,014

Tab. 2: Hmotnosti jednotlivych vytfepkil po vysuseni
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3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu
Provede se perkolace podle vSeobecného postupu 1.3. Nasledné se perkolat zahusti. Prvotni
zahustovani se provadi v barce 2 litry, posledni v baiice max. 500 ml. K odparku se ptida 50
ml 1,5% kyseliny sirové, dikladné se protfepe. Zméii se pH tohoto roztoku (indikatorovym
papirkem), musi se pohybovat mezi pH 1-2. Roztok se opatrné slije pfes maly viskozovy filtr,
zbytek v banice se znova dikladné promyje (protiepe) s 20 az 25 ml 1,5% kyseliny sirové,
zfiltruje a nakonec se filtr promyje cca 10 ml 1,5% kyseliny sirové a filtrat se doplni vodou na
100 ml (pH 1-2).

0,25 ml tohoto roztoku se v malé zkumavce upravi na pH 2-3 (5% amoniakem nebo
1% uhli¢itanem sodnym) a ptikédpne se nékolik kapek Mayerova cCinidla. Musi vzniknout
intenzivni zlutavy zékal az srazenina signalizujici pfitomnost alkaloidii. Pokud srazenina nebo

zakal nevznikne, pak droga alkaloidy neobsahovala a extrakt se dale nezpracovava.

Ptiprava vytfepku L
V tomto vytiepku jsou soustiedény malo bazické alkaloidy.

100 ml primérniho kyselého extraktu se vytiepe 4x25 ml éteru, éterové vrstvy se spoji,
vytiepou 2x5 ml chladné vody (10°C), vrstva se ostfe oddéli a éter oddestiluje do zbytku
nékolika mililitrti. Koncentrat se pfevede Pasteurovou pipetou do zvazené injekéni ampulky a
rozpoustédlo se odfouka proudem vzduchu na vodni lazni.

0,25 ml distici vody se v malé zkumavce upravi na pH 2-3 (7% HCI) a ptikapne se
nckolik kapek Mayerova ¢inidla. Pokud nevznikne sraZzenina nebo vyrazngjsi zékal, voda se

vylije, pokud vznikne, pfida se vytiepavaci voda k pivodnimu extraktu.

Ptiprava vytfepku A
V tomto vytiepku jsou soustiedény stfedné bazické alkaloidy (vylucuji se pti pH ~ 8)
Predcistény kysely roztok zptfedchoziho vytfepani se zalkalizuje v tfepacce 10%
roztokem uhli¢itanu sodného na pH cca 8. Zpravidla se vylouci srazenina alkaloida (alkaloidy
vSak mohou byt kapalné, a proto se nemusi postiehnout). Suspenze se vytfepe 4x25 ml éteru.
Eterové vrstvy se spoji, vytfepou 3x25 ml 1% kyseliny sirové, ktera rozpusti alkaloidy do
formy soli. 75 ml tohoto kyselého roztoku se znova zalkalizuje 10% roztokem uhlicitanu
sodného a bélava suspenze se vytifepe znova 3x25 ml éteru. Tim se smés alkaloidii vyrazné
precisti. 75 ml éterového roztoku s pred¢isténymi alkaloidy se ostfe oddéli, prenese do

Erlenmayerovy barky, pfidaji se 3-5 g bezvodého siranu sodného, po hodinovém vysuseni se
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éter oddestiluje do né€kolikamililitrového koncentratu, ktery se Pasteurovou pipetou prevede
do zvézené injekéni ampulky a zbytek rozpoustédla se odstrani vyfoukdnim vzduchem na
vodni 1azni. (Pfi neutralizaci uhli¢itanem sodnym se vyviji oxid uhliity a roztok mulze

z tfepacky vykypét!)

Ptiprava vytfepku Al
V tomto vytiepku jsou ptitomny stfedné bazické alkaloidy, které nejsou rozpustné v éteru, ale
jen v chloroformu.

Uhli¢itanovy roztok se po vytiepani éterem vytfepe 4x25 ml chloroformu. Vrstvy se
spoji, vytfepou 3x25 ml 1% kyseliny sirové, kterd rozpusti alkaloidy to do formy soli. 75 ml
tohoto kyselého roztoku se znova zalkalizuje 10% roztokem uhli¢itanu sodného a roztok
(suspenze) se vytiepe znova 3x25 ml chloroformu. Tim se smés alkaloid ptecisti. 75 ml
chloroformového roztoku s predcisténymi alkaloidy se ostfe oddéli, prenese do
Erlenmayerovy banky, pfidaji se 3-5 g bezvodého siranu sodného, po hodinovém vysuSeni se
chloroform oddestiluje do n¢kolikamililitrového koncentratu, ktery se Pasteurovou pipetou
ptevede do zvazené injekéni ampulky a zbytek rozpoustédla se odstrani vyfoukanim proudem

vzduchu na vodni lazni.

Ptiprava vytfepku B
V tomto vytfepku jsou pfitomny siln¢ bazické alkaloidy.

Bazicky sodovy roztok zptedchoziho vytfepani se zalkalizuje 50% NaOH (po
kapkach na pH 12-12,5) a tento roztok se vytiepe 4x 25 ml éteru. Eterova vrstva se vytiepe
2x5 ml chladné vody (10°C), vodova vrstva se vylije, éterovy roztok se vysusi bezvodym
siranem sodnym a odpaii viz. vyse.

0,5 ml tohoto alkalického roztoku se okyseli nékolika kapkami 7% HCI (pH 2-3) a
piikapne se nékolik kapek Mayerova cinidla. Pokud vznikne zakal nebo srazenina,

zpracovava se extrakt dale, pokud nikoliv, dal$i postup se jiz neprovadi.

Ptiprava vytrepku J
V tomto vytiepku jsou ptitomny jodidy kvarternich bazi

Bazicky louhovy roztok z pfedchoziho vytfepani se odebere do zkumavky v malém
mnozstvi (0,5 ml), okyseli se 2 M HCI a piikapne se Mayerovo ¢inidlo. Pokud vznikne zakal,

pak se cely louhovy roztok zneutralizuje 17% HCI na pH 3-3,5, ptida se roztok 3 g jodidu
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draselného ve 3 ml vody a po 3 hodinéch stani v klidu se vytfepe 4x25 ml chloroformu.

Chloroformova faze se vysusi bezvodym siranem sodnym a odpafi viz. vySe.

Ptiprava vytiepku E
V tomto vytiepku jsou pfitomny zbytky alkaloidnich bazi.

Kysely roztok z ptedchoziho vytfepani se odebere do zkumavky v malém mnozstvi
(0,5 ml), okyseli se 7% HCI a ptikapne se Mayerovo ¢inidlo. Pokud vznikne zékal, pak se
cely roztok zneutralizuje 25% amoniakem na pH ~ 10 a vytfepe se 4x25 ml chloroformu.
Muze se stat, ze se chloroformovéa vrstva bude Spatn¢ dé€lit, potom je vhodné provést
vytiepani smesi chloroform-ethanol 9:1. Organicka faze se vysusi bezvodym siranem sodnym

a odpaii viz. vyse.

Po téchto vSech vytfepavanich jiz neni pravdépodobné, Ze by zbyly roztok obsahoval néjaké

alkaloidy.

Zavére¢na uprava vytrepkl

Zahusténé odparky jednotlivych vytfepkil se kvantitativné pfevedou do injek¢énich ampulek,
do kterych se zavede Pasteurova pipeta a na mirné teplé vodni ldzni se odfouka zbytek
rozpousStédla proudem vzduchu z akvarijniho motorku. Ampulky se suSi ve vakuovém
exsikatoru 12 hodin nad silikagelem. Po usuSeni a zvaZeni se naplni argonem, zatavi a do

doby zpracovani se uchovavaji ve tmé piti 4°C.
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4. Bioautograficka metoda

Nasledujici postup je modifikaci diive uvedené studie!'’.

Na start TLC byly naneseny vzorky jednotlivych vyttepkit daného objemu (U-T a P-B
5 ul, ostatni 10 pl) a k nim byly pfidany oba standardy o koncentraci 0,1pug/10ml v objemu 10
ul. Vzorky extraktti pro TLC o koncentraci Img/1ml byly pfipraveny rozpusténim ve smési
ethanol-chloroform 1:1. Chromatogramy byly vyvinuty v nasycenych komorach soustav S1 a
S2. Ke stanovovani AChE aktivity byla vyuzita pouze neutralni soustava. Po vyvinuti byly
chromatogramy vysuSeny do kompletniho odstranéni rozpoustédla, poté rovnomérné
postiikany AChE a znovu hrubé vysuSeny. Roztok AChE byl pfipraven rozpusténim AChE
(1000 jednotek) ve 150 ml Tris pufru pii pH 7,8. Dale bylo pfiddno 150 mg bovinniho
sérového albuminu pro stabilizaci enzymu béhem pokusu. Chromatogramy byly po postiikani
AChE inkubovany 20 minut ve vodni pafe o teplot¢ 34-37°C. Po inkubaci byly
chromatogramy rovnomérné postiikdny detekénim cinidlem vzniklym smisenim roztoka 1-
naftylacetditu a Fast blue B Salt v poméru 1:4. Roztok I-naftylacetitu byl pfipraven
rozpusténim 250 mg latky ve 100 ml ethanolu, roztok Fast Blue B Salt rozpusténim 400 mg
Cisté latky ve 160 ml vody. Béhem 1-2 minut vystoupily bilé skvrny znacici pozitivni reakci
(latky inhibujici AChE) na modrém aZz modrofialovém pozadi (reakce s neinhibovanou

AChE).
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V. Vysledky

1. C-C - Corydalis cavae rhizoma

Obr. 1: TLC C-C v S1, detekce D1

Obr. 2: TLC C-C v S2, detekce D1
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Obr. 3: TLC C-C v S2, test AChE
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2. U-T — Uncariae tomentosae cortex

Obr. 4: TLC U-T v S1, detekce D1

Obr. 5: TLC U-T v S2, detekce D1
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Obr. 6: TLC U-T v S2, test AChE

- 40 -



3. T-l-Tabebuiae impetiginosae cortex

Obr. 7: TLC T-1v S1, detekce D1

Obr. 8: TLC T-1v S2, detekce D1
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Obr. 9: TLC T-1 v S2, test AChE
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4. P-S - Papaveris immaturi fructus

Obr. 10: TLC P-S v S1, detekce D1

Obr. 11: TLC P-S v S2, detekce D1

-43 -



Obr. 12: TLC P-S v S2, test AChE

-44 -



5. P-B - Boldo folium

Obr. 13: TLC P-B v S1, detekce D1

Obr. 14: TLC P-B v S2, detekce D1
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Obr. 15: TLC P-B v S2, test AChE

6. Zaznamenani poctu skvrn indikujicich inhibici acetylcholinesterazy
L A Al B J1 E
C-
0 3 3 4 4 3
C
U-
1 1 1 2
T
T-1 1 1 2 2
P-S 2 2 1
P-B 1 1 1 1

Tab. 3: Pocty pozitivnich skvrn v jednotlivych vytfepcich
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7. Vliv vyvijeci soustavy na detekci inhibice AChE

Obr. 16: TLC C-C v S2, test AChE

Obr. 17: TLC C-C v S1, test AChE

Tyto dva chromatogramy dokladaji dilezitost spravného vybéru vyvijeci soustavy pfi
stanovovani  antiacetylcholinesterazové  aktivity autobiografickou metodou. Prvni
chromatogram byl vyvinut v ndmi pouZivané neutralni soustavé (Obr. 16), druhy v soustavé
alkalické obsahujici diethylamin (Obr. 17). Ten je zfejmé také diivodem nestability zbarveni

chromatogramu, a proto je alkalicka soustava pro tuto metodu nevhodna.
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VI. Diskuse

Studium latek (potencidlnich 1éCiv), které jsou schopné prakticky (terapeuticky) ovlivnit
pribéh Alzheimerovy choroby (na rtiznych Grovnich patofyziologie tohoto procesu) je velmi
zivé. Jsou hleddna nejen zcela nova syntetickd 1éCiva, ale také latky pfirodniho typu. Tato
snaha je zcela pochopitelnd, protoze prakticky existuje jen velmi malo redlnych léciv (at’ uz
pouzivanych, nebo potencialnich): dopenezil, rivastigmin, galanthamin, huperzin A (takrin je
v soucasnosti latkou uz prakticky neuvazovanou).

Z hlediska pftirodnich latek je k dispozici relativné Siroka skupina sloucenin, které
v testech in vitro vykazuji inhibici AChE, jak bylo uvedeno v mé teoretické ¢asti. Pokud
bychom vSak uvazovali o jejich praktickém vyuziti, pfevaznd vétSina znich bude
nepouzitelnd (nizké biologicka dostupnost, nebo nutnd vysokd davka, po které se objevi
ovlivnéni jinych metabolickych systémil a tim nezanedbatelné vedlejsi ucinky, soucasné velka
finan¢ni narocnost pii jejich ziskavani z ptirodniho materialu atd.). Je ndpadné, ze nemala Cast
spektra potencialnich 1é¢iv je predstavovana terciarnimi alkaloidy. Z toho Ize do jisté miry
usuzovat, Ze alkaloidy, které jsou obecné latkami farmakologicky aktivnimi, budou
projevovat sviij ucinek i v této oblasti.

Tato prace je zahdjenim SirSiho fytochemického screeningu zahdjeného na katedie
farmaceutické botaniky a ekologie, jehoz cilem je sledovani rGznych alkaloidli rostlin na
aktivitu (inhibici) AChE za pomoci jednoduchého testu vyuZivajiciho tenkovrstvou
chromatografii. Takovy postup je idedlni: snazila jsem se, aby umoznil relativné rychle a
z malého mnozstvi rostlinného materidlu urcit alkaloidni frakci, kterd je vtomto sméru
aktivni. Sledovani alkaloid bylo vybrano ze dvou divodu. Je zndmo, Zze néktefi zastupci
z Celedi Papaveraceac a Fumariaceae (ale i alkaloidy zastupcl zjinych celedi) obsahuji
alkaloidy, které jsou aktivni z hlediska inhibice AChE (a proto jsem také tuto studii zac¢inala
s n¢kterymi taxony z téchto ¢eledi). Alkaloidy (alespon sekundarni a terciarni) jsou latkami,
které je mozné z celého komplexu primarnich a sekundarnich metabolitii relativné dobie
vycistit na rozdil napft. od terpeni, fenolovych glykosidi a dalSich, prevazné neutralnich latek.
Pti feSeni otazky, jaky postup pouzit pro frakcionaci téchto bazickych latek jsem meéla dvé
moznosti:

1. pripravit z malého mnozstvi rostlinné drogy (1-3 g) sumarni extrakt, ten nanést na

TLC, za pouziti vhodné soustavy extrakt rozdé€lit na deskach silikagelu a provést

barevnou reakci,
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2. ptipravit extrakt z vétStho mnozstvi drogy (50-200 g suchého materidlu) - nejlépe
perkolat (perkolace je prakticky ztechnologického hlediska va¢i metabolitim
nejSetrnéjsi) - extrakt zahustit, prevést do vodného prostiedi a sekvencné (pii rizném
pH) vytiepat; v jednotlivych vytiepcich jsou alkaloidy rizného charakteru.

Pro tuto studii jsem zvolila druhy postup: ma jistou nevyhodu v nutnosti zpracovat veétsi
mnozstvi drogy, jednotlivé alkaloidni smési lze vSak pfevadénim z bazi na soli (pH ~9 a pH
~2) velmi uspésné Cistit, odstranit tak latky nealkaloidni, které by mohly déavat ptipadné
z cili mé diplomové prace bylo navrhnout postup izolace U¢innych alkaloidid, coz by pii
volbé ptedchazejici metody nebylo mozné.

Pro separaci alkaloidni smési jsem zvolila rAmcovy postup, ktery pouzila skupina prof. B.
Slavika (Masarykova univerzita Brno) pii systematickém studiu isochinolinovych alkaloidi
rostlin z ¢eledi Papaveraceae a Fumariaceae a ktery pouzivala od zacatku 60. let minulého
stoleti v rozsadhlé fad¢ studii publikovanych v Casopise Collection of the Czechoslovak
Chemical Communications. Postup, ktery se mi zdal optimalni pro dé¢leni alkaloidni smési
zahrunuje nasledujici kroky:

a) pripravu extraktu vhodnou extrakéni metodou za pouziti nizkomolekularniho alkoholu

(zvolila jsem ethanol),

b) zahusténi extraktu, rozpusténi (dispergovani) odparku v 1% kyselin¢ sirové a vodé
(pH ~2), filtrace pies kiemelinu,

c) vytfepani kyselého roztoku diethyletérem (L), ktery extrahuje velmi malo bazické
alkaloidy a rGzné zbylé zneciSténiny; pii tomto postupu se miize stat, ze do
znova vytfepat 1% kyselinou sirovou, zjistit sraZeci reakci (Mayerovym ¢inidlem), zda
tento vodny kysely roztok obsahuje alkaloidy. Pokud je obsahuje, ptfidava se tato
vodna faze zpét k ptivodnimu vodnému extraktu,

d) po predchozim piecisténi diethyléterem se vodny extrakt zalkalizuje 10% roztokem
uhli¢itanu sodného na pH ~9, vylouci se terciarni alkaloidni baze, které se vyttepou do
diethyléteru (A); tento odparek obsahuje alkaloidy schopné tvofit jak nerozpustné
pseudokyanidy, tak alkaloidy, které tyto pseudo-soli netvoii (v této prvé fazi
screeningu jsem déleni na ob¢ skupiny nepouzivala),

e) vodna faze zptedesi¢ho postupu se vytiepe chloroformem, do kterého prechazeji

sttedné¢ bazické latky, které nejsou rozpustné v diethyletheru (A1),
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f)

g)

h)

vodny extrakt se opatrné zalkalizuje 50% roztokem hydroxidu sodné¢ho a vytiepe
nckolikrat diethyletherem (B); takto Ize do organického rozpoustédla ziskat alkaloidy
velmi bazické (napt. berberin, koptisin),

zbyly vodny extrakt (je-li srazeci s Mayerovym ¢inidlem pozitivni) se okyseli 17%
kyselinou chlorovodikovou na pH ~3, ptfidd se nasyceny roztok jodidu draselného
(celkova koncentrace v extraktu 2-4 %) a po 1 hodiné se vytiepe chloroformem (J), ve
kterém jsou tyto ,,kyselé* kvarterni jodidy rozpustné,

pokud vodny extrakt obsahuje dale alkaloidy, pak se zalkalizuje 25% amoniakem na
pH ~9-10 a vytfepe se bud’ chloroformem (E) (pokud se vrstvy Spatné d¢li, pak se
pouzije smés chloroform-ethanol 95% 9:1). Po tomto postupu je primarni extrakt
zpravidla dokonale zbaven alkaloidi, a neni potieba pouzivat dalsi (v tomto pfipadé

reineckatovou srazeci) metodu.

Jednotlivé typy vytiepkli je mozné dale velmi Gc¢inné Cistit pfevadénim z formy baze do

formy soli podle ptislusného pH (pifipadné s ptidavkem jodidu draselného), ¢imz se pomérné

dokonale odstrani nezadouci znecisténiny, které by ztézovaly separacni proces na TLC.

Pti vybéru metody pro TLC screening vlivu alkaloidii na AChE jsem uvazoval o jedné ze

dvou metod:

a)

b)

modifikované Ellmanové metods!®, ktera sleduje dva typy extrakti: ethyl-acetatovy
(TLC soustava toluen-ethyl-acetat-methanol 30:8:1) a vodny (soustava ethyl-acetat-
methanol-voda 100:13,5:10); desky jsou po vysuSeni postiikdny roztokem
acetylthiocholinjodidu a 5,5 -dithiobis[2-nitrobenzoové kyseliny] a po vysusSeni se
postiikd roztokem AChE z elektrického tthote (TRIS, pH 8, inkubace 3-5 min. 37 °C).
Vznikaji bilé skvrny na zlutém podklad¢, nebo

bioautografické metody!"”!

, vyuzivaji také vzniku azobarviva: TLC desky se po
naneseni vSech vytiepkli vyvinou v soustavé chloroform-methanol-voda 65:35:5 (nebo
jiné vhodné soustavé€), postiikaji roztokem AChE, inkubuji ve vlhkém prostredi (pH
~8, TRIS pufr, 37 °C, 20 min) a postiikaji smési roztokl 1-naftyl-acetatu a Fast Blue
B Salt; po 2-5 min. dochazi k barevnému zviditelnéni: na svétle fialové (fialovém)

podkladu zistavaji bilé skvrny oznacujici aktivni latky. Mechanizmus reakce je

nasledujici:
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Obr. 18: Mechanismus reakce acetylcholinesterazy s 1-naftylacetatem

Pro tuto praci jsem vybrala metodu b), protoze s ni byla na pracovisti urcita zkusenost
a také proto, ze prib¢h reakce byl vyraznéjsi nez u metody predeslé. Je vSak nutno fici, Ze tato
metoda je na provedeni citliva: pouzitd AChE musi mit aktivitu min. 3 U/ml, inkubace musi
probihat v prostfedi vodnich par v rozmezi teplot 35-37 °C a l-naftyl-acetat, pouzity pro
pripravu ¢inidla musi byt uchovavan pti -22 °C, jinak je vybarveni chromatografické desky
malo zietelné.

Pro vlastni screening byla provedena nandska Sul nebo 10ul zasobniho roztoku
extraktt (10 mg/l ml zdsobniho roztoku) a 10 pl roztokd standardd (fysostigmin,
galanthamin; 0,1 mg/1 ml zasobniho roztoku; Ry hodnoty obou standardnich alkaloidi jsou
bohuzel v pouzité soustavé prakticky stejné); tyto objemy, které¢ se ukazaly jako optimalni,
byly zjistény v predpokusech. Standardy alkaloidi byly naneseny z divodu porovnani
relativni intnezity skvrn. Desky pro inkubaci AChE byly vyvijeny v neutrdlni soustavé (S2).
Zaroven byla na jinych deskach provedena detekce Dragendorffovym ¢indilem (D1), aby bylo
mozné proveést porovnani.

Corydalis cava — oddenek: tato morfologickd cast obsahoveé velké mnozstvi alkaloidl (z
hlediska typt latek), jak ukazuji obr. 1 a obr. 2; pozitivné reagujici latky lze detekovat u
prvnich dvou typt vyttepki (L, A), u dalSich typa vytiepkta (Al, B, J, E) je reakce sporna.
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V tomto ptipad¢ to vSak neni dilezité, protoze kvartérni alkaloidni baze (resp. jodidy) nejsou
z hlediska inhibice AChE vyznamné. Literatura v této oblasti uvadi, Ze byla zjiSténa inhibi¢ni
aktivita u tohoto druhu za pomoci Ellmanovy metody. V této citované studiit'”! reagovaly
pozitivné také druhy Corydalis intermedia, Corydalis solida spp. laxa a Corydalis solida spp.
slivenensis.
Uncaria tomentosa — kiira: morfologicka ¢ast sice alkaloidy obsahuje (dokonce v pomérné
Sirokém spektru), nezdd se vSak, ze by byly minimalni aktivni. Ani v literatuie neexistuji
udaje o tom, Ze by tato rostlinnd droga obsahoval latky inhibujici aktivitu AChE anebo
BuChe. Je vsak pravda, ze vysledky chromatografie nejsou pfili§ presvédcivé a bylo by
vhodné pokus opakovat.
Papaver somniferum — makovina: ackoliv tato odpadova surovina z péstovani olejného
maku alkaloidy obsahovala (sumdrni obsah alkaloidli, resp. hmotnost necisténého
alkaloidniho komplexu terciarnich bazi vSak byl nizky, ~0,3 %), u nékolika alkaloidii
(vyttepky L, A, B) se urcita aktivita objevila; v literatufe neexistuje dosud udaj, ze by tyto
alkaloidy né&jakym zptisobem AChE a BuChE ovlivitovaly. Pokud se bude jednat o alkaloidy
majoritni (pfedev§im morfinanového typu), je vSak tato aktivita bezvyznamnd, protoze by
stejn¢ nemohly byt terapeuticky vyuzity. Jiné je to v piipadé, pokud by se jednalo o
papaverin, ktery je vyznamnym muskulotropnim spasmolytikem a jehoZz studie by mohla byt
perspektivni. O jaké slouceniny se jednalo vSak nemohu spekulovat, protoze standardy vyse
jmenovanych alkaloidi nebyly na pracovisti k dispozici.
Tabebuia impetiginosa — kiira: alkaloidy obsahuje, jak je patrné z obr. 7, a zda se, Ze
pozitivné reaguji ve vytiepcich... prfedevsim alkaloidy majoritni. Protoze se vSak jednd o
kvartérni baze (L, A, Al, B), nejde o rostlinny material perspektivni pro tento typ studia.
Provedla jsem také pilotni porovnani dvou soustav pro TLC: neutrdlni a bazické.
Neutralni soustava nemusi v pfipad¢ alkaloidii (a Casto to tak byva) alkaloidni smés dobie
délit. Vhodnéjsi byvaji u méné polarnich mobilnich fazi prisady bazickych latek, které snizi
disociaci a alkaloidy se pohybuji jako baze. Na piikladu vytiepki z nati Corydalis cava jsem
zjistila, ze bazickd soustava skutecné lépe (dokonaleji) smés d€li a zaroven je mozné po
dobrém odvétrani vrstvy pouzit reakci s AChE, aniz by doSlo k jeji inaktivaci (tento enzym je
citivy na pH, velmi dobfe funguje v oblasti pH 7,8-8,1) alkalickym diethylaminem,
pouzivanym do soustavy, ackoliv byla tato alkaliza¢ni ptfisada i po 10min. odvétravani
v proudu studené¢ho vzduchu jesté z vrstvy slabé citit. Rozd¢lend alkaloidni smés reagovala
v podstatné SirSim métitku nez pii pouziti neutrdlni soustavy, coz je patrné na prvni pohled, 1

kdyz je z bazické soustavy z technického hlediska mén¢ ¢itelny.
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Peumus boldus — list: Ize fici, Ze pozitivni reakce nastala u vSech typi sledovanych vytiepkt

wvewr

boldin nebo jeho derivaty podobnou aktivitu mély, a proto je tento rostlinny zdroj rozhodné

vhodny pro dalsi studium.

1)

2)

3)

4)

5)

Vysledky své diplomové prace bych shrnula takto:

bioautograficka metoda vyuzivajici na TLC barevné reakce s 1-naftylaminem a Fast
Blue B Salt je vhodna a dobie pouzitelna,

pro blizsi studium se jako vhodné ukazuji taxony Corydalis cava — oddenky (L, A,
Al, B, J, E), Papaver somniferum — makovina (L, A, B) a Peumus boldus — list (L, A,
Al, B)

pouzit vzdy soustavu jak neutrdlni, tak bazickou (které budou vybrany z ptedbézného
studia chromatografického chovani extrakti),

na zékladé velmi dobie vypracované TLC se pokusit o denzitometrickou kvantifikaci
jednotlivych skvrn,

pro dalsi studium tohoto typu nemd smyslu sledovat aktivitu vytfepkll s obsahem
kvarternich jodida: tyto latky neptfechédzeji pfes hematoencefalickou bariéru a jejich

ucinek je v zivém biologickém systému prakticky nulovy.
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VIl. Abstrakt

V ramci diplomové prace byl proveden screening latek alkaloidni povahy nékterych
zastupct Celedi Papaveraceae a Fumariaceae na inhibici acytylcholinesterazy (AChE). Byla
vypracovana metoda piipravy optimalnich extraktii (alkaloidnich koncentrati urcitého typu) z
riznych morfologickych ¢asti rostlin Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte (kofen),
Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. (kura), Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Stangl.
(kara), Peumus boldus (Molina) (list) a Papaver somniferum L. (makovina).

Po piipravé primarniho extraktu, jeho okyseleni a pred¢isténi, byly pfipraveny
vytiepky rtizné bazicity extrakci diethyletherem (L, pH ~2; A, pH ~8; B, pH ~12) nebo
chloroformem (A1, pH~S; J, pH ~3; E, pH ~10). Jednotlivé typy vytiepki byly analyzovany
TLC vneutralni a bazické soustavé na silikagelu a testovany na obsah alkaloida
(Dragendorffovo ¢inidlo). Vyttepky s obsahem alkaloidi byly dale spolu se standardy
(fysostigmin, galanthamin) podrobeny bioautografické metod¢ slouzici ke zjiSténi inhibicni
aktivity na AChE. AChE pochazela z elektrického thofte, pro barevnou reakci byl zvolen 1-
naftylacetat a Fast Blue B sil; pozitivni reakci znamenajici inhibici AChE byly bilé skvrny na
fialovém pozadi.

Ve vsech sledovanych vzorcich rostlinného materialu byla prokazana piitomnost
inhibitord AChE, ktefi vykazovaly rizny stupeni aktivity. Pro dal$i studium (izolaci ¢innych
latek) vSak maji vyznam pouze taxony Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte, Peumus

boldus (Molina) a Papaver somniferum L.
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Abstract

Repova, L.: Biological activity of plant metabolites VI. Influence of alkaloids from several
taxons of plants on acetylcholinesterase. Diploma thesis, Charles University in Prague,

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, 2007.

In content of the diploma thesis it was realized screening of the alkaloids of some
taxons of tribes Papaveraceae and Fumariaceae on acetylcholinesterase inhibition. It was
introduced a method for obtaining optimum extracts (alkaloidal concentrates of certain type)
from various morphological parts of plants Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte (root),
Uncaria tomentosa (WILLD.) DC. (bark), Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Stangl.
(bark), Peumus boldus (Molina) (leaf) a Papaver somniferum L. (poppy head).

After the preparation of primary extract, its acidification and preliminary cleaning,
extracts of different basicity were prepared by extraction either by diethyl ether (L, pH ~2; A,
pH ~8; B, pH ~12) or by chloroform (A1, pH~8; J, pH ~3; E, pH ~10). Single types of
extracts were eluted by means of TLC metod both in neutral and in alkaline system of
solvents on the silica gel and were tested on contents of alkaloids (detected by Dragendorff
agent). Extracts contaning alkaloids were further checked together with standards
(physostigmine and galanthamine) by aid of bioauthographic method serving for detection of
inhibition activity on acetylcholinesterase. AChE originated from electric eel, for colour
reaction 1-naphtyl-acetate and Fast Blue B salt were chosen. Spots of the TLC plate which
contained AChE inhibitors showed up as white spots against the light violet background.

The attendance of AChE inhibitors of variant activity level has been proved in all
tested samples of plant materials. But only the taxons of Corydalis cava (L.) Schweigg. et
Koerte, Peumus boldus (Molina) a Papaver somniferum L have an importance for the next

study (isolation of active substances).
Key words: plants, alkaloids, acetylcholinesterase inhibition, TLC, bioautographic method,

Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte, Uncaria tomentosa (WILLD.) DC., Tabebuia
impetiginosa (Mart. ex DC.) Stangl., Peumus boldus (Molina), Papaver somniferum L.
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