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l. UVOD



V souCasné dobé je vétSina z nas vystavena stresovym situacim a
nepfiznivym faktorim zivotniho prostredi, které pro lidsky organismus pfinasi
zvysSené riziko vyskytu degenerativhich onemocnéni predevsSim centralniho
nervového systému. Mezi takové choroby patfi pfedevsSim Alzheimerova a
Parkinsonova nemoc.

Alzheimerovu chorobu poprvé popsal jiz na pocCatku 20. stoleti némecky
lékaF Alois Alzheimer. Pocatecni stadium si muzete snadno splést s pfirozenym
starnutim. Nejprve dochazi k porucham paméti — zapominani a neschopnost
zapamatovat si nové véci. ZhorSuje se obrazova predstavivost, logicke
uvazovani, schopnost Usudku a pocitani. Objevuji se poruchy prostorové
orientace. Nemocny ma sniZzenou schopnost plynulého vyjadfovani a mohou se
vyskytnout i prvni psychologické pfiznaky a poruchy chovani — deprese,
poruchy vnimani, ojedinéle i bludy. Postupné se méni osobnost a povaha
nemocnych. V tézkém stadiu choroby se u pacienta vyskytuji poruchy chize,
pady, neurologické poruchy, poruchy chovani — pfedevsim agresivita, odpoledni
a nocni stavy zmatenosti. Dale se zhorSuje schopnost fe€i. Nemocny je zcela
zavisly na cizi pomoci. Dochazi k naprosté ztraté sobéstacnosti, nemocny je
zcela odkazan na pecovatele. (1)

Pfesné pfriciny Alzheimerovy choroby zatim nezname. Existuje ale
nékolik parametri, které mohou zvySovat riziko jejiho vzniku. Urcité
nejdulezitéjSim faktorem propuknuti této nemoci je vék. V soucasnosti trpi 1/4
lidi starSich 85 let demenci. Alzheimerova choroba se na tomto Cisle podili z
50-60%. Ve véku nad 65 let trpi touto nemoci kazdy 20. ¢lovék, ve véku nad 85
let dokonce kazdy 4. Clovék. Alzheimerova choroba neni nemoc jen téch
nejstarSich. Ve vyjime&nych pfipadech, vétSinou pfi dédicném vyskytu, muze
ojedinéle postihnout i osoby kolem 50. roku zivota. DalSimi faktory, které hraji
vyznamnou roli pfi rozvoji Alzheimerovy choroby, jsou kromé dédi¢nosti, nizky
stupen dosazeného vzdélani a hormony (Castéjsi vyskyt Alzheimerovy choroby
u zen). (1)

Alzheimerova choroba je onemocnéni, pfi kterém dochazi k ubytku
mozkovych bunék. V mozku postizenych vznikaji Skodlivé bilkoviny. Ty se
ukladaji uvnitf v podobé& vlaken nebo v okoli nervovych bunék jako tzv.
amyloidové plaky. Dochazi k poSkozeni a zaniku nervovych bunék a jejich
spoju. SouCasné v mozkové tkani ubyva acetylcholin. Tuto latku mozek
potfebuje k pfenosu nervovych vzruchl. PFi jeho nedostatku ztraci buriky
schopnost vzajemné si vyménovat informace. Pravé to se projevi postupnym
zhor8ovanim pamétovych a rozumovych schopnosti, rozviji se demence. (1)




Alzheimerovu chorobu nemizeme uplné vylécit. Vhodné zvolenou a v€as
zahajenou lécbou vSak umime velmi vyznamné oddalit propuknuti nemoci
v pIné sile a zmirnit jeji pfiznaky. Moderni I1éky zpomaluji ubytek poznavacich
funkci a pomahaji zachovat schopnost nemocného zajistit si kazdodenni
potfeby. Pacientovi i jeho rodiné tak prodlouzi obdobi aktivniho Zivota. (1)

Zakladem lécby Alzheimerovy choroby jsou kognitiva. Tyto Iéky pomahaji
v mozku obnovit potfebné mnozstvi acetylcholinu, ktery je nezbytny pro pfenos
nervovych signall. ZvySuji jeho hladinu pomoci inhibice acetylcholinesterazy.
Do této skupiny IéCiv miZeme mimo jiné zafadit latky izolované z rostlin. Mezi
latky, které jsou pouzivané i v naSi republice, patfi galantamin. Je to alkaloid
z nékterych druh(i snéZenek a narcis(. V Ciné se vyuziva alkaloid z &inského
liSejniku (Huperzia serrata) huperzin A. (2)

Katedra botaniky a ekologie se tedy rozhodla pro vyhledavani latek
prirodniho plvodu, které by mohly pomoci usnadnit Ié¢bu této choroby. Jednim
z taxonu, ktery by se dal pro lé€eni této choroby pouzit, je taxon Eschscholzia
californica z ¢eledi Papaveraceae.




Il. CiL PRACE



Cilem této diplomové prace bylo:

1. zpracovat vytfepek J1, ziskany ze suché nati s kofeny z rostliny
Eschscholzia californica Cham.
- nalézt vhodnou délici soustavu pro chromatograficky sloupec
- provést vlastni chromatografické déleni
- izolovat alespon jeden Cisty kvartérni alkaloid

2. provést identifikaci ziskaného alkaloidu

3. podilet se na stanoveni aktivity izolovaného alkaloidu vUci
erytrocytarni acetylcholinesteraze




ll. TEORETICKA CAST



1. Botanicka charakteristika a vyuziti

Sluncovka kalifornska,
Eschscholzia californica

Rise: Rostliny
Oddéleni: Magnoliophyta
Tfida: Magnoliopsida
Podtfida: Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Papaveraceae

Rod: Eschscholzia

Druh: E. californica Cham. Obrazek 1: Eschscholzia californica Cham. (3)

Eschscholzia californica je prvni pojmenovany zastupce rodu
Eschscholzia, ktery pojmenoval némecky botanik Adelbert von Chamisso po
dalSim botanikovi Johannu Friedrichu von Eschscholtzovi, jeho pfiteli a kolegovi
na védecké expedici do Kalifornie na zaatku 19. stoleti.

Sluncovka kalifornska je statni kvétinou statu Kalifornie. Jeji zlaté kvéty
byly povazované za vhodny symbol Kalifornie. Kazdy rok 6. dubna lidé
v Kalifornii slavi ,California Poppy Day." (4)

Rod Eschscholzia zahrnuje asi 125 druhu, které rostou zejména na
zapadé Severni Ameriky (zejména Kalifornie). Tato rostlina byla pouzivana jiz
v tradi¢ni indianské mediciné k uvolnéni kfeCi a jako bylina obecné uklidfiujici,
snizujici uzkost, psychické napéti a tiSici bolest. (3) Americti Indiani Zijici na
zapadnim pobreZi jedli listy uvafené nebo prazené na horkych kamenech a
prilezitostné kourili listy a okvétni listky. Eschscholzia californica je také
starodavnou tradi¢ni rostlinou pouzivanou venkovskymi obyvateli Kalifornie pro
spasmolytické vlastnosti, jako obklad na prolezeniny a viedy a kromé toho byla
rostlina smichana s ¢ernym pepfem pouzivana u zimnice, Zloutenky a koznich
onemocnéni. Tinktura nebo suchy extrakt z Eschscholzia -californica se
pouzivaji v Evropé, hlavné v Némecku a Francii, pro sedativni a antineuralgické
vlastnosti. (5) Jeji u€inky jsou podobné ucinkim maku setého, ale jsou mnohem
mirnéjSi a droga neni navykova, takze ji Ize pouzit i u déti, kdy muze napomoci
napf. pfi psychicky podminéném no¢nim pomocovani. (3) Pyl je mozno vyuzit
v kosmetice.

Sklizi se kvetouci nat a podava se nejéastgji ve formé tinktury. V Ceské
republice roste jako jednoleta, v domoviné jako dvouleta az vytrvala rostlina.
Lodyha je 20 az 80 cm vysoka, vzpfimena, ronici bezbarvé mléko, listy
pefenodilné v Carkovité ukrojky. Kvéty jsou dlouze stopkaté, jednotlivé. Korunni
listky jsou 1 — 6 cm dlouhé. Barva kvétl je rizna, mohou se vyskytovat varianty




Zluté, oranzové i bilé, na bazi tmavsi. Plodem je tobolka, 5 — 6 cm dlouha.
Kvete v Cervnu az fijnu.

Casto se péstuje jako okrasna letni¢ka v rdznobarevnych a plnokvétych
kultivarech a vzacné zplanuje. (6) Dobfe roste v chudSich, dobfe propustnych
pudach na teplém a slunném stanovisti. MnozZi se semeny vysevem na podzim
(zafi) nebo na jafe (duben) pfimo na venkovni stanovisté, nebot Spatné snasi
presazovani. Sluncovky se rovnéz ochotné mnozi samovysevem. (3)

Rostlina obsahuje mnoho alkaloidd, hlavnimi jsou protopin (C2oH19NOs),
ktery byl poprvé izolovan v roce 1871 Hessem z opia a pozdéji identifikovan
mezi riznymi druhy Fumariaceae (fumarin) a Papaveraceae, a californin (=
eschscholtzin nebo crychin, C;9H17NQOy), ktery patfi do skupiny pavinu, byl
izolovan v roce 1964 Gertigem (poprvé pojmenovany ,Fz“) a pak ho izolovali
Manske a Shin, ktefi ho pojmenovali eschscholtzin. Dalsi alkaloidy jsou
specifické pro rod Eschscholzia (chelerytrin, sanguinarin, a— a f— homoche-
lidonin. (7)

V tomto druhu byl také zaznamenan flavonoid rutin. Z celé rostliny byly
izolovany dva nové izoflavony, spolu s kvercitrinem. Struktury téchto dvou
izoflavonUl jsou: 2'-methoxy-formononetin a 7-methoxy-2",4"-dihydroxyizoflavon.
Dale byly jesté izolovany flavonoly a anthokyanidy z vodné frakce kvétu. (5)

Zakladni charakteristika
Pavod: Severni Amerika
Pojmenovani: Sluncovka kalifornska
Eschscholzia californica Cham.
California poppy (angl.)
Mak kalifornijski (pol.)
Kalifornischer Mohn (ném.)
Pavot de Californie (fran.)
Globe du Soleil
Dedal de oro
Synonyma: Eschscholtzia californica Chamisso
Eschscholzia douglasii Wolfers
Eschscholzia crocea Bentham
Vyska rostliny: 20 — 80 cm
Kvét: 6 — 8 cm v priméru
Plod: tobolka




2. Biologické ucinky a klinické vyuziti popsané v literature

Biologické aktivity a nejznaméjsi vyuziti Eschscholzia californica popsané
v literatufe jsou:

v Navozeni spanku a anxiolyticka aktivita:

K léCeni uzkosti a knavozeni spanku u pacientu trpicich
nespavosti se Eschscholzia californica pouziva bud sama, nebo ve
spojeni s ostatnimi rostlinnymi 1éCivy (mucCenka jedla, kozlik lékafsky,
medunka IékaFska).

Mechanismus ucinku Eschscholzia californica stale neni znamy.
Pfi experimentech méla sluncovka sedativni ucinek na centralni
nervovou soustavu a uvolfujici u€inek na hladké svalstvo ilea. Slozky,
obsazené v vodnoalkoholovém extraktu z Eschscholzia californica,
inhibuji enzymatickou degradaci a neosyntézu katecholaminld. Jak
dopamin-B-hydroxylaza, tak i monoaminooxidaza jsou inhibovany
extraktem Eschscholzia californica a to muze vysvétlovat c¢ast
sedativnich a uspavajicich ucinku.

Kromé toho je znamo, Ze enkefaliny, polypeptidové
neuromodulatory zapojené do regulace sekrece a nocicepce, jsou
inaktivovany pomoci peroxidace a dimerizace. Bylo demonstrovano, Ze
sluncovka inhibuje tento typ inaktivace, takze prodluzuje aktivitu
enkefalinl. Je mozné, Ze c¢ast uCinku Eschscholzia californica na
centralni nervovy systém je zasluhou tohoto mechanismu ucCinku.
Podoba mezi alkaloidy Eschscholzia californica a Papaver somniferum
vzdy podporovala dohady o shodném ucinku mezi dvéma skupinami
aktivnich principd. Ve skuteCnosti néktefi autofi zastavaji nazor, ze
izochinolinové alkaloidy ucinkuji na centralni nervovy systém pomoci
navozeni spanku a na periferni systém pomoci snizovani tonu na hladké
svalstvo, zejména na hladky sval stfeva. Z tohoto divodu se sluncovka
fadi mezi rostliny se sedativnim, analgetickym a protikfeCovym ucinkem,
ale na rozdil od alkaloid maku setého, alkaloidy Eschscholzia californica
nevyvolavaji toleranci a zavislost.

Rostlina také mlze byt pouzita pfi potizich, charakterizovanych
kieCemi hladkého svalstva - u nékterych typu astmatu, pfi bolestivych
spasmech gastroenterického traktu a zvlasté u nékterych forem
podrazdéného tlustého stfeva a pfi uUpravé gastrointestinalnich a
abdominalnich funkci psychosomatického plvodu.

v Uginek proti bolestem hlavy:
Eschscholzia californica se tradicné vyuziva v léCbé nékterych
forem bolesti hlavy. Enkefaliny se zu€astnuji zpracovani vnimani bolesti




pfichazejici z perifernich nociceptivnich zakon€eni, a proto latka, ktera
zpomaluje inaktivaci a prodluzuje aktivitu enkefalini, obvykle pusobi
analgeticky. Tento mechanismus je odpovédny za ucinek Eschscholzia
californica pfi vasomotorickych bolestech hlavy. Také by mohlo byt
zminéno, Ze kdyz je bolest hlavy zplsobena pestrou patogenezi a zcela
urcité uzkostnou slozkou, je terapeuticky ucinek Eschscholzia californica
zvysen.

v DalSi uginky:

Sanguinarin, jeden z hlavnich alkaloidu Eschscholzia californica,
ma také antibakterialni a protizanétlivé uc€inky a je obvykle pouzivan do
zubnich past a ustnich vod proti bakterialnimu plaku. Sanguinarin ma
také pozitivné inotropni uc€inek a inhibuje mnozstvi enzym (ATPaza,
diaminoxidaza, aminotransferaza).

v' Snasenlivost:

Eschscholzia californica je 1éCiva rostlina s vysokou snasenlivosti
a bez vyznacnych vedlejSich ucinkl. Je velice ¢asto pfedepisovan jako
lék psychoterapeuticky, tak i jako léCivo proti porucham spanku u déti.
Nebyly provedeny kontrolované klinické studie tykajici se t€hotnych nebo
kojicich Zen, nicméné néktefi autofi se hlasi k nazoru, Zze nékteré slozky
rostliny mohou mit uvolnujici ucinek na izolovanou délohu morcat.
Uzivani této drogy vyZaduje opatrnost béhem téhotenstvi a kojeni pouze
v nutnych pfipadech. (8)

Byla provedena dvojit¢é zaslepena, randomizovana, placebem
kontrolovana studie, ktera méla zhodnotit ufinnost a bezpecnost fixni
kombinace dvou rostlinnych extraktd (Crataegus oxyacantha a Eschscholzia
californica) a hofciku pfi mirnych az stfednich uzkostnych poruchach. Pro
zjisténi intenzity uzkosti se pouzivalo celkové Hamiltonovo uzkostné skore, pro
mirné az stfedni uzkostné stavy Hamiltonovo skoére odpovida hodnotam 16 —
28. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin, jedna obdrzela studovanou
kombinaci a druha placebo. Prokazalo se snizeni Hamiltonova skore béhem
studie, pokles byl vétSi u pacientd ve skupiné se studovanou kombinaci nez ve
skupiné s placebem. U obou sledovanych skupin se objevily nezadouci ucinky.
Ty byly mirné az stfedni, charakteru stfevnich a psychopatologickych potizi. (9)

Biologicka aktivita kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidi je velmi
riznoroda. Je tieba rozliSit skupinu sanguinarinu a skupinu nitidinu. Sanguinarin
a chelerytrin vykazuji zfetelny antimikrobialni, antimykoticky, antiplakovy a
stomatologické aplikace v |[éCbé a prevenci zanétlivych onemocnéni parodontu.
Originalni ¢esky vyrobek SANTOIN (zubni pasta, ustni voda) obsahuje smés
sanguinarinu a chelerytrinu z Macleaya cordata a je patentové chranény.




V Rusku je podobna smés pod nazvem SANGUIRITRIN uZivana zevné jako
antimikrobialni pfipravek a vnitfné pfi myopatiich a nasledcich obrny (inhibice
acetylcholinesterazy). Vhodnost peroralni aplikace téchto alkaloidu je
problematicka vzhledem k prokazané hepatotoxicité sanguinarinu. Chelerytrin je
v souCasné dobé studovan jako selektivni inhibitor proteinkinazy C. Alkaloidy

nitidin a fagaronin vykazuji naproti tomu urcité antileukemické aktivity a nemaiji
ucinky sanguinarinu. (10)




3. Kvartérni benzofenantridinové alkaloidy

Alkaloidy obecné jsou organické dusikaté slouCeniny, které se vyskytuji v
urcitych druzich rostlin, v nichz jsou biosyntetizovany z nékterych aminokyselin.
Mohou také vznikat z meziproduktu biosyntézy terpenoidd, steroidll, nékterych
kyselin nebo purind, u€inkem amint a amoniaku. Jejich vyznam v rostliné je
nejasny. Zfejmé& poskytuji ochranu pfed Skudci a hraji urcitou roli pfi
biosyntetickych pochodech. (11.1)

Celed Papaveraceae patfi k vyslovené alkaloidnim &eledim - zahrnuje
kolem 660 druhd, pfi¢emz alkaloidy byly prokazany v 298 z nich. Celkem bylo
z druhu této Celedi testovano 1309 alkaloidl pfevazné izochinolinového typu
(11.2). Vtéto Cceledi jsou benzo[c]fenantridinové alkaloidy dudlezitym
taxonomickym rysem. Benzofenantridinové alkaloidy typu sanguinarinu
(obsahujici substituenty v pozicich 2, 3, 7, 8 pfip. 10, 12), se nachazeji
pfedevsim v rostlinném tribu Chelidonieae, kam se fadi osm rodu: Sanguinaria,
Eomecon, Stylophorum, Hylomecon, Dicranostigma, Chelidonium, Macleaya a
Bocconia, k nimz pfistupuje noveéji popsany devaty rod Coreanomecon (11.3).
Jejich hlavnimi zdroji jsou Chelidonium majus, Dicranostigma lactucoides,
Macleaya cordata, Macleaya microcarpa, Eschscholzia californica a
Sanguinaria canadensis (11.4). Jako minoritni se benzofenantridinové alkaloidy
nachazeji téz v dalSich €eledich napf.: Fumariaceae, Meliaceae, Capriofilaceae,
Ranunculaceae a Rutaceae.

Zakladem struktury kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidi je N-
methylbenzo[c]fenantridiniovy kationt (Obr. 2.). Ctyfi aromatické kruhy jsou
oznaceny jako A, B, C, D. Dusikovy atom se nachazi v pozici 5, nese
methylovou skupinu a ma pozitivni naboj. Vazba mezi atomem dusiku a C-6 se
obvykle nazyva iminiova vazba a je nejvice reaktivni. Kyslikaté substituenty
methoxy, methylendioxy nebo hydroxylové skupiny se u alkaloidu
sanguinarinového typu vazi v polohach 2, 3, 7, 8, pfip. 10 a 12, u alkaloidd
nitidinového typu, jejichz hlavni zastupci jsou nitidin a fagaronin, v pozicich 2, 3,
8,9 (11.5).

Obrazek 2: N-methylbenzo[clfenantridiniovy kationt (11)

Kvartérni benzo[c]fenantridinové alkaloidy jsou pomérné malou skupinou
pfirodnich latek, které jsou na prvni pohled napadné svym vyraznym
zbarvenim. Dosud je jich znamo 15 kromé artefaktl a syntetickych derivatd. Na




zakladnim tetracyklinovém skeletu se nalézaji rGzné kombinace methoxylove,
methylendioxidové nebo hydroxylové skupiny. Podle typu substituce
rozliSujeme Ctyfi podskupiny kvartérnich benzofenantridinovych bazi:
1) 2,3,7,8-tetrasubstituované alkaloidy jsou sanguinarin, chelerytrin, fa-
garidin a izofagaridin
2) 2,3,8,9-tetrasubstituované nitidin, avicin, fagaronin
3) pentasubstituované sanguilutin, sanguirubin, chelirubin, chelilutin,
10-hydroxysanguinarin a 10-hydroxychelerytrin
4) hexasubstituované makarpin a 12-hydroxychelirubin (10)

Kvartérni benzofenantridinové alkaloidy se vyskytuji v fadé rostlinnych
druhl Celedi makovitych (Papaveraceae), zemédymovitych (Fumariaceae) a
routovitych (Rutaceae). Jejich zastoupeni v rostlinach kolisa od dominantnich
alkaloidl az po minoritni. Pravdépodobné nejbohat§im zdrojem sanguinarinu je
severoamericka bylina Sanguinaria canadensis L. Pfi poranéni roni intenzivné
Cerveny latex a proto se lidové nazyva krvavy kofen (bloodroot). Obsah
kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidi v oddencich dosahuje az 6 %
susiny. Jedinym nasSim (a evropskym) druhem produkujici sanguinarin ve
vétSim mnozstvi je znama bylina vlastovi¢nik vétsi (Chelidonium majus L.) Cela
rostlina je bohaté prostoupena mlécnicemi a pfi poranéni roni husty oranzovy
latex. Barva latexu je vysledkem kompozice Cerveného sanguinarinu, zlutého
chelerytrinu a dvou protoberberinovych alkaloidl, oranzového Kkoptisinu a
Zlutého berberinu. Obsah kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidd v kofeni
vlastovi¢niku je kolem 0,6 % suSiny, vlatexu je az 10x vys$Si. DalSim
vyznamnym zdrojem kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidd je himalajska
bylina Dicranostigma lactucoides Hook f et Thoms, obsahujici az 4 %
kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidd v suchém kofeni, oba druhy rodu
Macleaya, tj. M. microcarpa Fedde a M. cordata R Br rostouci na Dalném
Vychodé a u nas Casto péstované jako dekorativni rostliny, a nékteré druhy
rodu Bocconia ze Stfedni a Jizni Ameriky. Obecné plati, Ze obsah kvartérnich
benzofenantridinovych alkaloidi v kofenech je podstatné vySsi (az o nékolik
fadd) nez v nadzemnich Castech rostliny. Alkaloidy typu nitidinu se nalézaji
pouze v Celedi Rutaceae. (10)

Sanguinarin a chelerytrin, jediné dva komeréné dostupné kvartérni
benzofenantridinové alkaloidy, byly objeveny v minulém stoleti (tabulka 1).

Sanguinarin poprvé popsal James Dana roku 1827 jako hlavni barevnou
slozku S. canadensis. Cisty sanguinarin pfipravil poprvé Gadamer. Strukturu
obou alkaloidl objasnili v roce 1931 rakousti chemici Ernst Spath a Fritz Kuffner
na zakladé chemické degradace. V letech 1954-1960 izolovali Slavik a
Slavikova nékolik minoritnich kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidu:
chelirubin a chelilutin z Chelidonium majus a ze Sanguinaria canadensis a
kromé nich sanguilutin a sanguirubin ze S. canadensis. Prvni polovina nazvu
odkazuje na rostlinny druh, druha polovina je odvozena z latinského vyrazu pro




prislusnou barvu (luteus Zluty, ruber Cerveny). Tfi nové hydroxylované derivaty
(10-hydroxysanguinarin, 10-hydroxychelerytrin a 12-hydroxychelirubin) ziskali
Tanahashi a Zenk z bunécnych kultur Eschscholzia californica po aplikaci
kvasinkového elicitoru, patogenniho faktoru, ktery vyvolava obrannou reakci
rostlinnych  bunék spojenou se zvySenou biosyntézou kvartérnich
benzofenantridinovych alkaloidu. Zcela nedavno zjistili Nakanishi a Suzuki na
zakladé dukladnych studii UV a NMR spekter, Ze fagaridin ma ve skutecnosti
strukturu izofagaridinu. Latka fagaridin neni povaZovana za pfirodni produkt.
(10)

Tabulka 1: Chronologicky piehled objevu kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidu (10)

Alkaloid Objev Rostlinny druh
Sanguinarin 1827 Dana Sanguinaria canadensis
Chelerytrin 1839 Probst Chelidonium majus
Chelirubin 1954 Slavik Chelidonium majus
Chelilutin 1954 Slavik Chelidonium majus
Makarpin 1955 Slavik Macleaya microcarpa
Avicin 1959 Arthur Zanthoxylum avicennae
Nitidin 1959 Arthur Zanthoxylum nitidum
Sanguirubin 1960 Slavik Sanguinaria canadensis
Sanguilutin 1960 Slavik Sanguinaria canadensis
Fagaronin 1972 Messmer a kol.  Fagara zanthoxyloides
Fagaridin 1973 Torto a kol. Fagara zanthoxyloides
10(12)-Hydroxy-

sanguinarin 1990 Tanahashi, Eschscholzia californica

chelerytrin Zenk

chelirubin
Izofagaridin 1993 Fang a kol. Zanthoxylum nitidum

Benzo[c]fenantridinové alkaloidy nalezi do velké skupiny izochinoli-
novych alkaloidd biosyntetizovanych zfenylalaninu (11.6). Biosyntéza
izochinoli-novych alkaloidll vychazi z S-norkoklaurinu, ktery vznika z dopaminu
a 4-hydroxyfenylacetaldehydu. (S)-norkoklaurin je pfeménén na (S)-retikulin 6-
O-methyltransferazou, N-methyltransferazou, P450 hydroxylazou a 4°-O-
methyltransferazou. DalSi krok v syntéze zahrnuje konverzi N-methylové
skupiny (S)-retikulinu na methylenovy mustek (S)-skoulerinu pisobenim BBE
(berberin bridge enzyme). (S)-skoulerin je pak pfeménén dvéma P450-
dependentnimi oxidazami, N-methyltransferazou a dvéma P450-dependentnimi
hydroxylazami na dihydrosanguinarin. To zahrnuje vznik stylopinu a po otevieni
kruhu B mezi atomem C-6 a dusikem vznika aldehyd, z néhoZ se po otoCeni
nedusikaté ¢asti molekuly a uzavreni kruhu tvofi alkaloidy benzofenantridinové
skupiny. Dihydrosanguinarin je prvnim alkaloidem s benzofenantridinovym
jadrem. Finalni krok vedouci k pfeméné na dihydromakarpin a pfibuzné




intermediaty je zprostfedkovan dalSimi P450-dependentnimi monooxygenazami
a O-methyltransferazou. (11)

Obecny izola¢ni postup k ziskani frakce kvartérnich benzofenantridino-
vych alkaloidd je typicky platny pro druhy s dominantnim zastoupenim
kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidd (Dicranostigma lactucoides, S.
canadensis). Muze byt popsan nasledujicim zpusobem. Rostlinny material je
extrahovan methanolem za horka, surovy extrakt je po zahusténi rozpustén ve
ziedéné kyseliné sirové. Kysely filtrat je alkalizovan roztokem Na,COs. Nelze
pouzit NaOH, protoZe by dosSlo ke kontaminaci podilu bazemi kvartérnich
protoberberint. Vznikla sraZenina volnych bazi alkaloidd je extrahovana
etherem. Organicka faze je oddélena, odparena a krystalovana ze zfedéné HCI.
Chloridy kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidu jsou v kyselém prostfedi
méné rozpustné nez hydrochloridy ostatnich, hlavné proteinovych alkaloida.
Oddélena smés kvartérnich chloridu je dale délena kolonovou chromatografii na
kyselém Al,O3 bud jako smés acetatl nebo chloridl. Alternativnim zpusobem
déleni  kvartérnich  benzofenantridinovych  alkaloidd je  preparativni
chromatografie s nepolarnim sorbentem a vodnou mobilni fazi. Tento postup
nelze pouzit tam, kde jsou ve znaCné prevaze alkaloidy tvofici témér
nerozpustny hydrochlorid, napf. chelidonin v Ch. majus. Tam, i vSude jinde, kde
jsou kvartérni benzofenantridinové alkaloidy v malém mnozstvi, je nezbytné
k jejich oddéleni pouzit napf. selektivni vysrazeni kyanidovym aniontem. (10)

Zakladnim chemickym rysem kvartérnich benzofenantridinovych
alkaloidu je citlivost k nukleofilnimu ataku na iminovou vazbu C=N" (schéma 1,
Nu = nukleofil).

Schéma 1: Nukleofilni atak na iminovou vazbu (10)

Tento proces je spojen sfadou napadnych zmén. Kvartérni kation
alkaloid( je barevny a ve vodé rozpustny, vznikly adukt s trojvaznym atomem
dusiku je bezbarvy a ve vodé nerozpustny. V pfipadé derivatl s charakterem
aminoacetalld a aminali (schéma 1, Nu = OR, NHR) je reakce v zasadé
reverzibilni, tzn., Ze pusobenim kyseliny na adukt vznika opét barevna kvartérni
sul. Jiné derivaty, napf. 6-kyan-dihydrobenzofenantridiny (schéma 1, Nu = CN),
jsou naopak znacné odolné vici kyselinam. V literatufe je fada informaci o
téchto derivatech a okolnostech jejich vzniku, zejména o pfeménach s C-
nukleofily (CN’, Grignardova ¢€inidla, nitromethan, aceton, butanon,
acetaldehyd). Naproti tomu jsou minimalni udaje o reakcich s kyslikatymi,




sirnymi a dusikatymi nukleofily. Nékteré C-adukty byly izolovany z rostlin a
predstavuji zajimavé prirodni produkty. Alkaloid nitrotyrasanguinarin, izolovany
z Hypecoum imberbe je jednou z mala nitroslouCenin. Pfedpoklada se, Ze
vznika oxygenaci tyraminu a naslednou adici a-nitrokarbaniontu na iminovou
vazbu sanguinarinu. Z druhd Zathoxylum bylo izolovano nékolik neobvyklych
derivatd chelerytrinu s rdznou uhlikatou funkci v poloze 6. Alkaloidy 6-
methyldihydrochelerytrin a simulachinolin, obsahujici 2-chinolinon, byly
nalezeny v Z. simulans. Atlanthoidin ze Z. atlanthoides obsahuje 4-kyanpyridin.
Zpracovanim kary Z. spinosum byly objeveny 6-karboxymethyldihydro-
chelerytrin, 6-(4-methyl-2oxopenthyl)dihydrochelerytrin a chelelaktam s navaza-
nym 2-pyrrolidonem. Kromé toho byl ziskan dimer m alkaloid kajmandimerin,
vnémz jsou dvé jednotky dihydrochelerytrinu spojeny formylmethylenovou
skupinou. (10)

Specifickou kapitolou v chemii kvartérnich benzofenantridinovych bazi je
tvorba volnych bazi. Pojem volna baze (free base) je v chemii alkaloidu
univerzalné pouzivan na oznaceni produktu bazického charakteru, ktery vznikl
alkalizaci soli alkaloidu a v kyselém prostfedi poskytuje opét sul. Citlivost na
miru alkalizace je dana hodnotou pKa amoniové soli a zavisi na chemické
povaze alkaloidni struktury. Volné baze alkaloidid se nemohou vyskytovat
v rostlinnych tkanich pro jejich vice i méné kyselou reakci a proto je muzeme
povazovat za svého druhu artefakty.

Existuji dva zpusoby jak pfipravit volné baze kvartérnich benzofenan-
tridinovych alkaloidu:

1) Sdl kvartérniho benzofenantridinového alkaloidu je rozpusténa ve
vodé a roztok je zalkalizovan Na,COg;. Bila srazenina baze je
oddélena, promyta vodou a suSena. Tato metoda zarucCuje velmi
dobry vytéZek s minimalnimi ztratami, poskytuje vSak amorfni
produkt. Pfedpokladem je vysoce Cista kvartérni sul alkaloidu.

2) Elegantngjsi alternativou je extrakce srazeniny baze do nepolarniho
rozpoustédla. Pouzivali jsme pfednostné diethylether, mozno pouzit
i benzen ¢i jina uhlovodikova rozpoustédla. Nevhodny je chloroform
(zbytky kyselin rozkladaji bazi) ¢i vyssi alkoholy (riziko chemickych
pfemén). Organicka faze je oddélena a zahusténa ke krystalizaci.
Vtomto pfipadé jsou baze kvartérnich benzofenantridinovych
alkaloidU ziskany jako bezbarvé krystaly s vy$Si a ostfejSi teplotou
tani, ale vytézek je zpravidla niz§i nez v prvni metodé. V nékterych
pripadech autofi ¢lanku pozorovali vznik vedlejSich produktd dosud
nezjisténé konstituce.

Pfedpokladalo se, Ze volné baze kvartérnich benzofenantridinovych
alkaloidi maji hydroxylovou skupinu kovalentné vazanou na atom 6 (schéma 1,
Nu = OH), pfestoze experimentalné jeji pfitomnost nebyla prokdzana. Jde o
cyklicky semiaminoacetal, Casto nazyvany historickym terminem pseudobaze.
(schéma 2)
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Schéma 2: Strukturni formy kvartérnich benzofenantridinovych alkaloidt (11)

Autofi  Clanku  zjistili, 2ze baze sanguinarinu ma konstituci
bis(dihydrosanguinarinyl)etheru (schéma 3).

Schéma 3: Vznik struktury bis(dihydrosangu-i-narinyl)ether (20)

V alkalickém prostfedi dochazi ke kondenzaci dvou molekul pseudobaze
za uvolnéni molekuly vody. Disproporcionace heterocyklickych pseudobazi je
jev obecné znamy, popsany i u jinych systéma.

6-Hydroxydihydrosanguinarin byl nedavno popsan jako novy alkaloid
z Dactylicapnos torulosa. Autofi latku popisuji jako amorfni prasek zluté barvy a
uvadéji spektralni charakteristiky. Srovnani *H a *C NMR spekter s naimi
udaji ukazuje zfetelnou diskrepanci. Navic se zda nepravdépodobné, Ze by
semiaminoacetal mohl bat izolovan v intaktnim stavu, kdyz byla pfi izolaci
pouzita 5 % HCI.

Podobna konstituce volné baze jako u sanguinarinu byla zjiSténa také u
chelerytrinu, chelirubinu a chelilutinu. V pfipadé sanguilutinu, pentamethoxy-
substituovaného alkaloidu, byla jako baze prokazana skutecna heterocyklicka
pseudobaze. Hydroxylova skupina byla potvrzena v IC a 'H NMR spektru.
Krystalizaci této pseudobaze z benzenu byl ziskdan monokrystal vhodny pro
rentgenostrukturni analyzu. Po provedené analyze bylo zjiSténo, ze krystal byl
racemicky bis(dihydrosanguilutinyl)ether. Nepolarni prostfedi tedy podporuje
vznik méné polarniho derivatu.

Autofi €lanku také studovali reakci sanguinarinu s koncentrovanym
vodnym amoniakem. Vznikla sraZzenina obsahuje smés dimerni baze a jejiho
dusikatého analogu, bis(dihydrosanguinarinyl)aminu a poméru cca 1:3 jako




vysledek kompetice obou nukleofili pfitomnych ve vodném NHj;. Krystalizace
reakéni smési z etheru poskytla dimerni amin. Elementarni analyza potvrdila
pfitomnost tfi atomd dusiku a skupina NH;3; vykazovala diagnosticky pas pfi
3372 cm™ v IC spektru. Podobné reagovaly s vodnym NHs i dal$i studované
kvartérni benzofenantridinové alkaloidy. Dimerni aminy (aminaly), stejné jako
dimerni baze (aminoacetaly), poskytuji se zfedénymi kyselinami okamzité
barevnou kvartérni stl ve smyslu schématu 3. (10)

Sanguinarin

Sumarni vzorec: CyoH14NO4"

Molarni hmotnost. 332,32

Teplota tani: 266,7 °C

Systematicky nazev IUPAC: 13-methyl-2H,10H-
[1,3]dioxolo[4,5-i][1,3]dioxolo
[4',5"4,5]benzo[1,2-c]phenanthridinium Obrazek 3: Struktura sanguinarinu (12)

Sanguinarin je alkaloid, ziskavany extrakci z nékterych rostlin, napfiklad
Sanguinaria canadensis, mak mexicky (Agremone mexicana), Chelidonium
majus a Macleaya cordata. MGzeme ho také najit v kofenech, stonku a listech
vlivem na Na'-K'-ATPéazovy transmembranovy protein. Epidermalni edém je
nemoc, ktera je vysledkem pfijmu sanguinarinu. (12)

Makarpin

Sumarni vzorec: CyH1gNOg"

Molarni hmotnost:: 392,38146

Systematicky nazev IUPAC: 5,7-dimethoxy-3-
methyl-2H,10H-[1,3]dioxolo[4,5-
i][1,3]dioxolo[4',5":4,5]benzo[1,2-
c]phenanthridinium

Obrazek 4: Struktura makarpinu (13)

Makarpin si ziskava predevSim z vlastovicniku. Vyzafuje jasnou
fluorescenci ve Zluté az Cervené oblasti viditelného spektra, a zaroven pronika
velmi rychle do zivych bunék, kde se okamzité vaze na DNA a menSi mirou i na
RNA. Latka, ktera se ziskava z nékterych druhu rostlin, umoznuje oznadcit
bunécéna jadra (14)
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Chelerytrin o
LI

Sumaérni vzorec: Cy1H1gNO4"
Molarni hmotnost. 348,37192 . N
Teplota tani. 282 — 3 °C | CH,

o]

Systematicky nazev IUPAC: 1,2-Dimethoxy-12- s e,
methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-

C e Obrazek 5: Struktura chelerytrinu (15)
c]phenanthridinium

Chelirubin

Sumarni vzorec: C,1H1gNOs"
Molarni hmotnost: 362,35548
Systematicky nazev IUPAC: 5-methoxy-13-methyl-
2H,10H[1,3]dioxolo[4,5][1,3]dioxolo[4",5":4,5]benzo[
1,20]phenanthridinium Obrazek 6: Struktura chelirubinu (15)

Chelilutin

Sumarni vzorec: CyoHyoNOs"

Molarni hmotnost. 378,404

Systematicky nazev IUPAC: 1,2,4-Trimethoxy- |
12methyl[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-phenantridium CHy O

Chelidonin

Sumarni vzorec: CyoH19NOs5
Molarni hmotnost: 353.37
Teplota tani: 182°C

Alkaloid nachazejici se v Chelidonium majus L.
Je to Zlutohnédy prasek.

Obrazek 8: Struktura chelidoninu (16)




4. Dalsi alkaloidy
Morfinanové alkaloidy
Morfin

Sumarni vzorec: C17H19NO3 0}
Molérni hmotnost: 285,4
Teplota tani: 253-4 °C .
Systematicky nazev IUPAC: (5a,6a)-7,8-didehydro-4,5- HO™
epoxy-17-methylmorfinan-3,6 - diol Obrazek 9: Struktura morfinu (17)

Morfin, také morfium, je alkaloid morfinanového typu, obsazeny v opiu.
Tvofi pfiblizné 10 % hmotnosti surového opia.

Pouziva se primarné v lékarstvi jako silné analgetikum a téz jako
surovina na vyrobu dalSich opioidd morfinového typu (napf. kodeinu,
ethylmorfinu, hydromorfonu, heroinu a folkodinu). Je prototypem silnych
analgetik (anodyna), taktéz i referenCni latkou, k niz se vztahuje ucinnost
ostatnich opioidd. Jeho u€inky na organismus i psychiku vyplyvaji z jeho
pusobeni na opioidni receptory pfedevSim v centralni nervové soustavé. Pri
uzivani se rychle rozviji tolerance. To znamena, Ze k dosazeni stejné ucinnosti
je tfeba podavat stale vyS$sSi davky. S tim souvisi i jeho silna navykovost. Morfin
je omamna latka a kromé svého pouziti v mediciné je téZz zneuzivan jako droga
nebo surovina k vyrobé heroinu. Podléha proto zvlastnimu pravidlim zachazeni
pfi vyrobé, distribuci a ve zdravotnickych zafizenich.

V Cisté podobé tento alkaloid jako prvni izoloval |ékarnik Friedrich
Sertlirner roku 1804, ktery mu dal jméno ,morphium®. Nazev morfium byl
pozdéji zménén na morfin.

Morfin je alkaloid, tj. organicka dusikata baze (amin) pfirodniho plivodu.
Ma morfinanovou (od uhlovodiku fenatrenu odvozenou) kostru, tvofenou péti
kondenzovanymi cykly. Aminovy dusik v poloze 17 morfinanového skeletu je
terciarni (jsou na néj vazany tfi organické radikaly), ma jeden volny (nevazebny)
elektronovy par, v disledku ¢ehoz je molekula schopna protonizace (tvorby
kationtu protonakceptorni reakci s roztokem kyseliny) — vznika kation zvany
morfinium.

Morfin k medicinskému pouziti je tvofen solemi morfinia — nejCastéji
hydrochloridem a hemisulfatem morfinu. Lékopisny chlorid morfinia (morphini
hydrochloridum trihydricum) krystalizuje se tfemi molekulami vody - tvofi
trihydrat; Iékopisny siran morfinia (morphini sulfas pentahydricus) krystalizuje s
péti molekulami vody — tvofi pentahydrat. Méné pouzivanymi solemi morfinia
jsou napf. octan (morfinium acetat), vinan (morfinium tartrat) a polistyrex
(morfinium poly(styresulfonat)) morfinia.




Kromé tohoto bazického centra je v molekule morfinu pfitomné i centrum
acidické (kyselé) — protondonorni fenolicky hydroxyl v poloze 3. Proto je morfin
mozné silnou zasadou deprotonizovat — tvofi v silné zasaditych roztocich
rozpustny anion morfinat (morfinan), proto je molekula morfinu amfifilni, tj.
tvofici soli s kyselinami i zasadami. Této vlastnosti morfinu se vyuzZiva
predevSim pfi jeho izolaci z pfirodnich zdroji — opia a makoviny (,makova
slama“, suSené prazdné makovice).

Volna baze morfinu je prakticky nerozpustna ve vodé (méné nez 0,2 g na
litr za pokojové teploty), ackoli tvofi s vodou hemihydrat — krystalizuje s
polovicnim latkovym mnozstvim vody. Nejlépe rozpustna je volna baze morfinu
v methanolu a ve vroucim ethanolu, v jinych organickych rozpoustédlech je
rozpustna malo. Soli morfinu, morfinium i morfinat jsou Iépe rozpustné ve vodé,
chlorid trihydrat cca 57 g na litr vody pfi 20 °C, siran pentahydrat cca 65 g na litr
vody pfi 20 °C, octan trihydrat dokonce az 440 g na litr vody pfi 20 °C, tvofi
slabé kyselé vodné roztoky (pH cca 5); morfinaty alkalickych kovi a kovu
alkalickych zemin jsou velice dobfe rozpustné ve vode, tvofi alkalické roztoky
(pH cca. 11).

Totalni syntéza morfinu je mozna, avSak neni ekonomicky vyhodna —
izolace morfinu z pfirodni drogy (opium, makovina) je nejenom levnéjsi, ale i
jednodu8si. Obvykle se podava morfin k tlumeni akutnich i chronickych
nesnesitelnych bolesti po urazech, chirurgickych operacich, infaktu myokardu.
Rovnéz se pouziva pfi pfedoperacni pripravé. Tlumivého ucinku na dychaci
centrum Ize otoku (edému) plic k odstranéni neekonomické hyperventilace
(nadmérné zrychleného dychani) a tizivého pocitu dusnosti.

V souc€asnosti se morfin jiz zfidka pouziva pfi tézkém, neztiSitelném kasli
pfi zhoubnych onemocnénich dychacich cest (neucinkuje-li kodein dostatecné)
a zcela vyjime¢né (jako ucinna latka opiové tinktury) na utlumeni jinak
nezvladnutelného prdjmu (v soucasnosti nahrazen loperamidem a
difenoxylatem). Davkovani je vysoce individualni, vzdy pfesné urCuje lékar. (17)

Kodein

Sumarni vzorec:C1gH21NO3

Molarni hmotnost: 299.36

Teplota tani: 155°C

Systematicky nazev IUPAC: (5a,6a)-7,8-
didehydro-4,5-epoxy-3-methoxy-17-
methylmorphinan-6-ol

Obréazek 10: Struktura kodeinu (18)

Kodein je alkaloid nachazejici se v opiu v koncentraci 0,3 — 3, 0 %, dnes
se synteticky vyrabi metylaci morfinu. Poprvé ho izoloval Jean —Pierre Robiquet
v roce 1832 ve Francii. Pouziva se pro analgetické, antitusické a protiprijmové




ucinky. Vytvari bily nebo témér bily prasek, na vzduchu ztraci krystalovou vodu,
na svétle se Casem barvi Zluté; je bez zapachu. (18)

Protoberberinové alkaloidy O’\O
Berberin N O
., = N+
Sumarni vzorec: CyoH1sNO4+ (IJ
Molarni hmotnost. 336,36 CHs O\CHS
Tep/Ota tani: 205-7°C Obrazek 11: Struktura berberinu (19)

Berberin je kvartérni amonna sul ze skupiny izochinolinovych alkaloidu.
Nachazi se napf. v dfistalu, vodilce kanadské (Hydrastis canadensis) a
v koptisu €inském (Coptis chinensis) obvykle v kofenech, oddencich, stoncich a
kiQfe. Berberin je ostfe Zluté zbarven a proto se dfive pouzival k barveni viny,
kGZze a dfeva. V Indii se stale berberin pouziva j barveni viny. Pod ultrafialovym
svétlem berberin vykazuje silné Zlutou fluorescenci. Proto se pouZiva
v histologii k barveni heparinu v Zirnych bunkach.

Jako I|éCivo berberin vykazuje aktivitu proti houbové infekci, proti
kandidam, kvasinkam, parazitim, bakteriim a virGm. Né&které vyzkumy byly
zaméfeny na moznost vyuziti na infekci MRSA (methicilin rezistentni
Staphylococcus aureus). (19)

Protopin

Sumarni vzorec: CooH1gNOs
Molarni hmotnost. 353,38
Teplota tani: 206-7°C

Obrazek 12: Struktura protopinu (20)

Kryptopin o
LIy
Sumarni vzorec: e g
Molérni hmotnost: 369,42 H“‘C ‘
Teplota tani: 159-160°C 0 [\l.]
CHa

Kryptopin je bezbarvy krystalicky
alkaloid, ktery je obsazen v malém mnozstvi
Vv opiu. (21)

Obrazek 13: Struktura kryptopinu (15)




Pavinoveé alkaloidy

Bisnoragremonin

Sumarni vzorec: C19H>1NO4
Molarni hmotnost: 327,39
Teplota tani: 254°C

H.C 8]
CH

HO
OH

Obrazek 14: Struktura bisnoragremoninu (15)



5. Pracovni postupy
5.1. Filtrace

Filtrace je separacni metoda zaloZena na oddéleni tuhé latky a kapaliny
pomoci rizné propustnych materialt. Filtraéni zafizeni se sklada z nalevky,
filtraCni bariéry a jimadla na filtrat.

5.2. Odparovani

Odparovani je pomocna operace, pfi niz je prioritni zajem na ziskani
odparku v Zzadané konzistenci. Cilem je oddéleni latek s rozdilnou teplotou varu
a skupenstvim. Princip déliciho procesu spociva v rozdilu mezi sloZzenim
kapalné faze a par, které se zni vytvofi za souCasného znovuustalovani
rovnovahy celého systému. My jsme pouzily odpafovani za sniZzeného tlaku. To
ma fadu vyhod: probiha pfi nizSi teploté a odparovaci rychlost je vysSi. Mezi
nevyhody patfi vyznamnéjsi ztrata t€kavejsSich rozpoustédel. (22)

5.3. Chromatografie

Chromatografie je fyzikalné-chemicky separacni proces, pouzivany
k déleni smési latek na jednotlivé slozky. V jeho pribéhu se tyto slozky (anebo
alesponn néktera znich) pohybuji nestejnomérné v systému dvou fazi:
stacionarni (absorbent) a mobilni (rozpoustédlo, eluent). Ma tfi zakladni faze:
naneseni vzorku, délici proces a detekci. Podle metody separacniho procesu
lze chromatografii rozdélit na adsorpéni, rozdélovaci, iontové vyménnou,
gelovou a afinitni. Chromatografii I1ze také rozdélit podle uspofadani aparatury
na kolonovou a v ploSném uspofadani. (22)

5.4. Adsorpéni chromatoqgrafie

AdsorpCni chromatografie je metoda zalozena na zadrzeni rozpusténé
latky povrchovou sorpci. Separace zavisi na rovnovaze, ktera se ustavuje na
rozhrani mezi Casticemi nepohyblivé faze a pohyblivé kapalné faze a na
relativni rozpustnosti latky v kapalné fazi. Konkurence mezi molekulami
rozpusténé latky a rozpoustédla o sorpéni mista na povrchu adsorbentu vytvaFi
dynamicky proces, ve kterém molekuly rozpusténé latky i rozpoustédla
nepretrzité prechazeji do styku s povrchem, jsou pfechodné zadrzovany a
znovu pfechazi do pohyblivé faze. Ktera z obou latek bude silnéji vazana na
povrchu, zalezi na sorp¢ni afinité téchto dvou molekul. Pfi desorpci jsou
molekuly rozpusténé latky nuceny pohybovat se vpfed s proudem mobilni faze.




Tato sila pusobi na vSechny latky po dobu, po niz jsou v pohyblivé fazi, stejné.
Pouze molekuly s vy$Si afinitou k sorbentu budou selektivhé zpomalovany.
Rozpoustédla maiji riznou eluéni schopnost, jejich funkce se projevuje
v tom, Ze se uplatnuji pfi ustanovovani rovnovahy mezi adsorbovanou latkou a
aktivnimi centry adsorbentu a vytésnuji pfitom chromatografovanou latku. Na

(22)

5.5. Kolonova (sloupcova) chromatografie

Pfi kolonové pracovni metodice se smés latek, ur¢ena k déleni, vnese
vhodnym zpusobem na adsorbent v chromatografické trubici, na kolonu se
vléva eluent, ktery z kolony vytéka (a obsahuje komponenty délené smési),
nazyva se eluat a jima se po frakcich konstantniho objemu. (22)

5.6. Tenkovrstva chromatografie (Thin-Layer Chromatoqgraphy, TLC)

Déleni smési latek probiha na zakladé kapilarniho nasavani rozpoustédla
stacionarni fazi, protoZe deska je svou dolni hranou ponofena do elucni
soustavy Vv chromatografické nadobé. Pfitom se uplatiiuji podle povahy
sorbentu a slozeni mobilni faze vSechny zname principy chromatografického
déleni a to bud kazdy sam, nebo ve vzajemné kombinaci. Tento typ umoznuje
vykonné déleni.

Silikagel je nejvice pouzivany anorganicky adsorbent. Ma velkou sorpéni
kapacitu a snadno se pfipravi rizné typy s rozdilnou velikosti port a rozdilnym
celkovym povrchem. Je vhodny pro déleni velké vétSiny latek, avSak z duvodu
slabé kyselého povrchu (pH 3-5) se nehodi na silné bazickeé latky, které se na
néj vazou. Silikagel je typicky polarnim adsorbentem, u kterého se uplatiuji dva
faktory: vazba vodikovymi mastky a disperznimi silami. (22)

5.7. Krystalizace

Krystalizace je proces vylu€ovani pevné latky z roztokd nebo tavenin ve
formé krystal(, tj. geometrickych utvarl urcité prostorové struktury a
homogenniho chemického sloZeni, vyjadfitelného vzorcem. Aby nastala
krystalizace zroztoku, musi byt poruSsena fazova rovnovaha soustavy, tzn.
roztok musi byt pfesycen. (22)




IV. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY




1. Potreby
1.1. Pristroje

Vakuova odparka Buchi Rotavapor R-114

Vodni lazen Buchi WaterBath B-480

Fén BaByliss Paris

Vakuova membranova pumpa Vakuubrand MZ2C
Vafi€ Fischer Scientific

Digitalni vahy KERN 440-35A

UV lampa Camag 254/366 nm

1.2. Material

Alobal

Komora

Kolona o objemu 100 ml a 2000 ml

Parafilm M PECHINEY

Pipety o objemu 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 m|

TLC desky: hlinikova félie Silikagel 60 F254 MERCK 20x20 cm
tloustka vrstvy 0,2 mm

Chemické laboratorni sklo

1.3. Chemikalie

Dragendorffovo Cinidlo

Ethanol 96% (EtOH)

Chloroform p.a. (stabilizovany + 1% etylalkoholem) PENTA (CHCls3)
Kyselina octova Cistda LACHEMA (CH3;COOH)

Kyselina vinna p.a.PENTA

Voda destilovana (H,0)

1.4. Vyvijeci soustava pro chromatografii
EtOH : CH3COOH : H,O 60:30: 10
1.5. Detekéni €inidlo
Jako detekéni Cinidlo na zjisténi pfitomnosti alkaloidd jsme pouzivaly

Dragendorffovo cinidlo. Pfipravovaly jsme ho v den potfeby rozpusténim 10g
kyseliny vinné v5 ml zasobniho roztoku Dragendorffova €inidla a nasledném




zfedénim 50 ml destilované vody. V pfipadé potfeby jiného mnozstvi Cinidla
jsme si navazky prepocitaly podle potieby.

Slozeni_zasobniho roztoku (Dragendorffovo Cinidlo modifikované podle
Muniera):
- roztok A: byl pfipraven rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismu-
titeho a 20 g kyseliny vinné v 80 ml vody.
- roztok B: se pfipravi rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody
- zasobni roztok: se pfipravi smisenim roztokd A a B v poméru 1:1. Mlze
byt uloZzen nékolik mésicu v lednici. (23)




2. lzolace

2.1.Priprava extraktu

DROGA (nat a kofeny E.
californica) 36,54 kg

+ 328195 % EtOH
1:9,2)

Odpareni

1 % H,SO,

/\

Filtrace znecCisténiny

Kysely roztok 17,2 |
+ 10 % Na,COs;
+ Et,0 (5x400 ml)

Sodovy roztok
+ 50% NaOH
+ Et,0 (5x400 ml)

Louhovy roztok

Et,O
berberinova frakce

Odparek Et,0

tercialni baze

+ nasyceny roztok KCN
+ 20% HCI

A 4

ps- kyanidy

Kysely roztok

Schéma 4: Souhrn postupu (24)

+ 10% Na,CO5
+ Et,0 (8x400 ml)

v

Vodna faze

v

Okyseleni na pH 3
+jodid draselny
+CHCl;

v

J1 - kvartérni
alkaloidy kyselé




2.1.1. Pavod drogy

Droga ve formé& suSené naté s kofeny byla ziskdana sbérem z
introdukované kultury (komerc¢ni osivo) firmou Planta Naturalis; Markvartice u
Sobotky. (24)

2.1.2. Priprava primarniho extraktu a jeho ¢isténi

36,54 kg drogy bylo umisténo do perkolatoru, zalito 95% ethanolem a po
dvou dnech stani perkolovano celkem 328 litry (1:9,2). Ziskany extrakt byl
zahu$tén na cca 4 litry a nasledné digerovan pfi 50 °C tfikrat nékolika litry 1%
kyseliny sirové p.a.; vodna vrstva byla vzdy slita. Byl ziskan hnédy roztok o pH
~ 2.

Tento spojeny hnédy digerat byl Zfiltrovan nejprve pfes viskozovy filtr,
posléze pres vrstvu kiemeliny. Jeho celkovy objem byl 17,2 litr(i. (24)

2.1.3. Priprava alkaloidniho vytiepku A z primarniho extraktu

Kysely vodny extrakt byl zpracovan po 1000 ml: do tfepaci nalevky bylo
k tomuto roztoku nalito 400 ml etheru a po Castech a za stalého tfepani byla
provedena alkalizace 10% uhli¢itanem sodnym az na pH 9 ~ 10. Vytfepani 400
ml etheru bylo provedeno pétkrat.

Ziskany etherovy vytfepek byl odpafen témeér do sucha, odparek byl za
mirného zahfati (50 °C) rozpustén v 1000 ml 1% kyseliny sirové p.a.
(odstranéni pryskyfi¢natych podilt). Nasledné bylo pfidano 400 ml etheru a po
Castech a za neustalého tfepani potfebné mnozstvi 10% uhli¢itanu sodného, az
na pH 9 - 10. Vytfepani etherem (vzdy 400 ml) bylo provedeno osmkrat.

Po odpareni byl ziskan nahnédly vyrazné krystalicky odparek. Spojené
sodoveé faze byly pouzity pro izolaci dalSich alkaloidu. (24)

2.2. Priprava chromatografické kolony
2.2.1. Priprava silikagelu pro sloupcovou chromatografii

Silikagel byl 4 hodiny aktivovan v susarné pfi 160 °C ve vrstvé menSsi nez
2 cm. Po vychladnuti byl deaktivovan na 12 % obsahu vody.

2.2.2. Priprava roztéru
Extrakt, ktery jsme nanasely na kolonu, byl rozpustén v chloroformu, tedy

v rozpoustédle, ve kterém se nejlépe rozpousti. VypocCetly jsme si mnozstvi
extraktu, které jsme nanasely na kolonu (mnozstvi silikagelu na roztér 100 g,




mnozstvi extraktu 60 g). V odpafrovaci misce jsme smisily vypocCtené mnozstvi
silikagelu s malym mnozstvim extraktu. Misku jsme umistily na vodni lazeri a za
stalého michani se rozpoustédlo odpafrovalo do sucha. Takto jsme ziskaly
silikagel, ktery byl nasycen extraktem.

2.3. Sloupcova chromatografie

Chromatografickou kolonu jsme pfipravily timto postupem: po upevnéni
kolony jsme odtokovou €ast oddélily smotkem vaty od separacniho prostoru.
Pak jsme nalily suspenzi Cistého silikagelu (500 g silikagelu) do kolony za
souCasné mirné otevieného kohoutku. Na hladinu jsme nanesly nasyceny
silikagel, ktery jsme nakonec opatrné prekryly filtraénim papirem a ten upevnily
pomoci sklenénych kulic¢ek. Nakonec jsme pfilily asi 300 ml chloroformu a
zacCaly pomalu odpoustét tak, aby silikagel vytvoril kompaktni objem kolony.

2.3.1. Jimani frakci

Rozpoustédlo jsme odpoustély, az sledovana zéna klesla do dvou tfetin
vySky kolony (mrtvy bod) a pak jsme zacaly jimat frakce, a to po konstantnich
objemech 250 ml. U kazdé frakce jsme popsaly vzhled a zaznamenaly slozeni
rozpoustédla. (tabulka €. 2) Kazdou frakci jsme rozdélily na dvé Casti:

1) Z celkového objemu jsme odebraly maly vzorek, vyfoukaly jsme
rozpoustédlo pomoci vzduchové pumpy do sucha, pak jsme nanesly
kapku chloroformu a rozpustily jsme v ni dané latky. Z takto pfipraveného
vzorku jsme nanesly dvé kapky pomoci sklenéné kapilary na
chromatografickou desku pfiméfené velikosti, nechaly zaschnout a vlozily
do chromatografické komory pfedem naplnéné vyvijeci soustavou a
nasycene jejimi parami. Vyvijely jsme vzestupné pfiblizné jednu hodinu.
Po ukoncCeni vyvijeni jsme desku vysuSily proudem teplého vzduchu,
umistily pod UV lampu s vinovou délkou 254 nm a 366 nm a oznacily
jsme si zony, které pod UV svétlem 366 nm svitily.

2) Veétsi cast jsme prelily z Ehrlenmayerovy banky do bariky
destilaéni a umistily na vakuovou rotacni odparku s vodni lazni.
Rozpoustédlo jsme odstranovaly pomoci zahfivani (teplota byla okolo 50
°C) za snizeného tlaku (cca 1,6 kPa), tak dlouho, az v destilacni bance
zbylo malé mnozstvi zahusténé frakce. Tento zbytek jsme prenesly do
zkumavky a uchovaly v lednici.

Frakce Cislo rozpoustédlo alkaloidy Popis frakce
1 100 Ano Zlutohnéda
2 100 Ano Svétle Zlluta
3 100 Ne Svétla




Frakce ¢islo

rozpoustédio

alkaloidy

Popis frakce

4 100 Ano Zluta

5 100 Ano Zelena

6 100 Ano Svétle Zluta

7 100 Ne Svétle zluta

8 100 Ne Svétle Zluta

9 100 Ne Cira Zlutava

10 100 Ne Cirad mirné Zlutava

11 100 Ne Svétle zluta

12 10 Ne Svétle Zluta

13 99,5:0,5 Ne Svétle Zluta

14 99,5:0,5 Ne Svétle zluta

15 99,5:0,5 Ne Tmaveé Zluta

16 99,5:0,5 Ne Svétle Zluta

17 99,5:0,5 Ne Cira lehce Zluta

18 99,5:0,5 Ne Cira svétle Zluta

19 99,5:0,5 Ne Cira svétle Zluta

20 99,5:0,5 ne Cira lehce naoranzovéla

21 99:1 Ne Cira svétle Zluta

22 99:1 Ne Cira svétle Zluta

23 99:1 Ano Cira svétle zluta

24 99:1 Ano Cira svétle Zluta

25 99:1 Ano Cira svétleoranzova

26 99:1 Ano Cira svétlenaorazovéla

27 99:1 Ano Cira svétle Zluta

28 99:1 Ano Cira Zluta

29 99:1 Ano Cira Zluta

30 98:2 Ano Cira slab&naoranzovéla

31 98: 2 Ano Cira stfedné oranZova

39 98 : 2 Ano Cira stfedné oranzova,
tmava zéna

33 98: 2 Ano Cira stfedné oranZova

34 98:2 Ano Cira svétlejsi oranZova

35 98 : 2 Ano Cira stfedné zluta

36 08 : 2 Ano Cira stredné Zluta

37 98 : 2 Ano Cira stfedné zluta

38 08 : 2 Ano Cira stredné Zluta

39 098 :2 Ano Cira stredné Zluta

40 98 : 2 Ano Cira stfedné zluta

41 08 : 2 Ano Cira svétle Zluta

42 98 : 2 Ano Cira svétle Zluta

43 98:2 Ano Cira Zluta

44 98:2 Ano Cira Zluta

45 98:2 Ano Cira zluta, krystal

46 98:2 Ano Zluta

47 98:2 Ano Zluta

48 98:2 Ano Svétlejsi Zluta

49 98:2 Ano Svétle Zluta




Frakce Cislo rozpoustédlo alkaloidy Popis frakce
50 98:2 Ano Svétle Zluta
51 98:2 Ano Svétle Zluta
52 98:2 Ano Svétle zluta
53 98:2 Ano Svétle Zluta
54 98:2 Ano Svétle Zluta
55 98:2 Ano Svétle Zluta
56 98:2 Ano Svétle Zluta
57 98:2 Ano Svétle zluta
58 98:2 Ano Svétle Zluta
59 98:2 Ano Svétle Zluta
60 98:2 Ano Svétle Zluta
61 98:2 Ano Svétle Zluta
62 98:2 Ano Svétle zluta
63 98:2 Ano Svétle Zluta
64 98:2 Ano Svétle Zluta
65 98:2 Ano Svétle Zluta
66 98:2 Ano Svétle Zluta
67 98:2 Ano Svétle Zluta
68 98:2 Ano Svétle Zluta
69 98:2 Ano Svétle Zluta
70 97 :3 Ano Svétle Zluta
71 97 :3 Ano Svétle Zluta
72 97 :3 Ano Svétle Zluta
73 97 :3 Ano Svétle Zluta
74 97 :3 Ano Svétle Zluta
75 95:5 Ano Svétle Zluta
76 95:5 Ano Svétle Zluta
77 95:5 Ano Svétle Zluta
78 95:5 Ano Svétle Zluta
79 95:5 Ano Svétle Zluta
80 95:5 Ano Svétle Zluta
81 95:5 Ano Svétle Zluta
82 95:5 Ano Svétle oranzova
83 95:5 Ano Svétle Zluta
84 95:5 Ano Svétle Zluta
85 93:7 Ano Svétle Zluta
86 93:7 Ano Svétle Zluta
87 93:7 Ano Svétle Zluta
88 93:7 Ano Svétle Zluta
89 93:7 Ano Svétle Zluta
90 93:7 Ano Svétle rizova
91 93:7 Ano Svétle Zluta
92 90:10 Ano Svétle Zluta
93 90:10 Ano Svétle Zluta
94 90:10 Ano Svétle Zluta
95 90:10 Ano Svétle Zluta
96 90:10 Ano Svétle Zluta




Frakce Cislo rozpoustédlo alkaloidy Popis frakce
97 90: 10 Ano Svétle rGzova
98 90: 10 Ano Svétle Zluta
99 90 : 10 Ano Svétle Zluta
100 85:15 Ano Svétle Zluta
101 85:15 Ano Svétle Zluta
102 85:15 Ano Svétle Zluta
103 85:15 Ano Svétle Zluta
104 80: 20 Ano Svétle Zluta
105 80:20 Ano Svétle Zluta
106 80 : 20 Ano Zluta
107 75 : 25 Ano Zluta
108 75:25 Ano Zluta
109 70: 30 Ano Zluta
110 70: 30 Ano Zluta
111 70: 30 Ano Zluta
112 70: 30 Ne Zluta
113 65 : 35 Ne Zluta
114 65 : 35 Ne Zluta
115 65 : 35 Ne Zluta
116 60 : 40 Ne Zluta
117 60 : 40 Ne Zluta
118 60 : 40 Ne Zluta
119 55 : 45 Ne Zluta
120 55 : 45 Ne Zluta
121 55 : 45 Ne Zluta
122 50 : 50 Ne Zluta
123 50 : 50 Ne Zluta
124 50 : 50 Ne Zluta
125 45 : 55 Ne Zluta

Tabulka 2: Souhrn jimani frakci: pomér rozpoustédel (chloroform : ethanol), pfitomnost alkaloidl a popis

frakce

2.3.2. Spojovani frakci

Po ukonceni jimani frakci jsme kolonu uzaviely, ohodnotily vysledky
chromatografie a dohodly spojovani frakci. Spojovaly jsme frakce s podobnym
spektrem zén na chromatografické desce po postfiku Dragendorffovym €inidlem

(tabulka ¢: 3).

Oznaceni
spojenych frakci

Cislo frakce

1-22

23

24

25

26 -31

OO IWIN|F

32-42




Oznaceni &i
. , islo frakce
spojenych frakci

7 43 - 58
8 59-72
9 73-91
10 92
11 93 -95
12 96
13 97 - 103
14 104 - 106

Tabulka 3: Spojovani frakci

Frakce jsme spojily do zkumavek a ulozily do lednice.
2.3.3. Oddélovani alkaloidt

Nase prace pokracovala pouze se spojenou frakci Cislo 5 (frakce 26 —
31; viz Pfiloha, chromatogram 1 - 4). Tato frakce byla po odpafeni rozpoustédla
a spojeni tmavé hnéda a tekuté konzistence. Po zfedéni chloroformem (fedéni
jsme provedly za ucCelem lepSiho rozdéleni na chromatografické desce) jsme
nanasely frakci Cislo 5 na chromatografické desky velkého rozméru. Nanasely
jsme pomoci sklenéného aplikatoru, ktery jsme upravily tak, ze jsme na
rozhrani uzké a hrubé casti vlozily smotek vaty proto, abychom docilily
pomalejSiho a stejnomérného toku. Vyvijely jsme v chromatografické komore,
ktera byla naplnéna stejnou vyvijeci soustavou jako pfi orientaCni detekci
alkaloidd. Vyvijeni trvalo pfiblizné tfi hodiny.

Po ukonceni vyvijeni jsme desku vysuSily proudem teplého vzduchu a
zhodnotily pod UV svétlem. Pfi UV o vinové délce svétla 254 nm byly vidét dva
tmavé prouzky (spodni linku jsme oznacily 5/1) a pod UV svétlem 366 nm bylo
vidét mnoho barevnych pruhd (vrchni linku jsme oznacily 5/2).

Oznacené linky jsme vystfihly z chromatografické desky a snazily jsme
se oddélit rozdélené latky. Prouzek jsme nastfihaly na malé kousky a zalily
chloroformem. Silikagel jsme oddélily filtraci pfes skladany filtr a filtrat jsme
shromazdovaly. Tento postup jsme provedly u vzorku 5/1 i 5/2. Ze ziskanych
roztokl jsme odpafily rozpoustédlo na rotac¢ni odparce az na cca 1/3 objemu.

Kvdli ddkazu spravného oddéleni obou latek jsme provedly dalSi vyvijeni
pomoci TLC. Obé latky jsme zvlast nanesly na chromatografickou desku a
nechaly vyvijet. Pak jsme vysledek pozorovaly pod UV lampou. Vzorek 5/1
vykazoval jednu slabou skvrnu a na desce se vzorkem 5/2 byly viditelIné dvé
skvrny. Ztoho vyplyva, Zze vzorek 5/2 byl Spatné rozdélen a v roztoku
s izolovanou latkou jsme oddélily i necistotu. Po postfiku Dragendorffovym
Cinidlem byla na vzorku 5/1 dobfe viditelna skvrna. Na vzorku 5/2 jsme
detekovaly jednu latku.

Koncentrované roztoky uskladnéné v destilatnich barnkach jsme obalily
alobalem a nechaly stat v digestofi za uc€elem oddéleni krystalické formy




izolované latky. Jelikoz jsme nezaznamenaly uspéch za pokojové teploty,
umistily jsme oba vzorky na delSi dobu do lednice. Kdyz se ani po tfech dnech
neukazala zména, pokracovaly jsme jinym postupem.

Odpaiily jsme rozpoustédlo do sucha a banky jsme zvazily. Tak jsme
zZjistily hmotnost izolovanych latek.

Hmotnost vzorku 5/1:
Hmotnost prazdné zkumavky: 75,514 g
Hmotnost zkumavky s izolovanymi latkami: 75,533 g
Hmotnost izolovanych latek: 75,533 - 75,514 = 0,019 g

Hmotnost vzorku 5/2:
Hmotnost prazdné zkumavky: 75,575 g
Hmotnost zkumavky s izolovanymi latkami: 75,617 g
Hmotnost izolovanych latek: 75,617 - 75,575 = 0,042 g

Po zvazeni jsme do destilacni banky vnesly 1 ml methanolu a pozorovaly
zakaleni roztoku. Proto jsme vzorky zabalily do alobalu a nechaly stat v lednici.
Za dva dny jsme vzorky z lednice vyjmuly a nepozorovaly jsme Zadnou zménu.
Proto jsme methanol (obsahoval izolovanou latku a necistoty) odebraly a vlozily
do zkumavek oznacenych I.

Zbytky v destilacnich barikach jsme vymyly chloroformem a ulozZily je do
zkumavek oznacenych Il. Pak jsme pfistoupily k odpafeni chloroformu. Po
odpareni zUstaly na sténach zkumavek bila vlakna a stény byly zabarveny do
hnéda. Po zvazeni izolovanych latek jsme provedly orientacni zkousku pomoci
TLC. Ukazalo se, Ze jsme izolovaly jak alkaloidy, tak i neCistoty (chromatogram
¢.5).

Retencni faktory zjisténych latek:

Re 5/1 = 0,701
Re 5/2 = 0,866

Hmotnost izolovanych latek:

I1 (5/1) 7,2083 g (prazdna zkumavka)
7,2247 g (zkumavka po odpafeni rozpou$tédla, tzn. s obsa-
hem izolovanych latek)
7,2247 —7,2083 = 0,0164 g izolovanych latek

Il (5/2) 7,4614 g (prazdna zkumavka)
7,4760 g (zkumavka s obsahem izolovanych latek)
7,4760 — 7,4614 = 0,0146 g izolovanych latek




Podafrilo se nam izolovat 0,0164 g latky 5/1 a 0,0146 g latky 5/2.




V. DISKUZE A ZAVER



Tato diplomova prace navazuje na poznatky ziskané z prace: Dolezal, J.:
Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin VIII. Vliv alkaloidd z rlznych
rostlinnych taxonl na acetylcholinesterazu. Diplomova prace, Univerzita
Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra
farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2008, 65 s.

NaSe katedra se rozhodla vyhledavat latky pfirodniho plvodu, které by
mohly pomoci usnadnit Ié€bu Alzheimerovy choroby. Doposud nebyl nalezen
ucinny Iék proti této nemoci a probiha intenzivni vyzkum latek umoziujicich
zpomalit jeji prlbéh, pfipadné ho zcela zastavit.

Jako potencialné vyuzitelné latky k lécbé Alzheimerovy choroby se
ukazaly inhibitory acetylcholinesterazy. Do této skupiny, mimo jinych latek
izolovanych zrostlin, patfi alkaloidy. Jednim z taxonu, ktery tento typ latek
obsahuje, je taxon Eschscholzia californica z Celedi Papaveraceae.

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat vytiepek J1 ziskany ze suché
nati s kofeny z rostliny Eschscholzia californica Cham., nalezeni vhodné délici
soustavy pro chromatograficky sloupec, provést chromatografické déleni a
izolovat alespon jeden Cisty kvartérni alkaloid. DalSim ukolem bylo proveést
identifikaci tohoto alkaloidu a podilet se na stanoveni jeho aktivity vaci
erytrocytarni acetylcholinesteraze.

Nejprve jsme si vytfepek J1 nafedily chloroformem na 5 % koncentraci,
ale po provedeni kontrolni tenkovrstvé chromatografie jsme tuto koncentraci
jesté snizily na 1 %.

Pfed provedenim vlastniho déleni jsme zjiStovaly soustavu, ktera by byla
vhodna pro déleni extraktu. Po nalezeni této smési rozpoustédel a ovéfeni
délitelnosti extraktu jsme zacaly provadét sloupcovou chromatografii.

Chromatograficka kolona byla naplnéna silikagelem, ktery prosel aktivaci
pfi 160 °C v suSarné a deaktivaci pfidanim vody. Na kolonu naplnénou 500 g
silikagelu jsme nanesly roztér. Ten byl pfipraven smichanim rozpusténého a
nafedéného extraktu (60 g) se 100 g silikagelu a naslednym odpafenim
rozpoustédla. Po naneseni roztéru jsme zajistily hladinu silikagelu filtracnim
papirem a sklenénymi kuliCkami a zaCaly nalévat rozpoustédlo. Jako zakladni
rozpoustédlo jsme pouzivaly chloroform a k nému jsme postupné pridavaly
ethanol az do poméru 45 : 55 (chloroform : ethanol). Jednotlivé frakce jsme
jimaly po konstantnich objemech 250 ml. Zaznamenavaly jsme vzhled frakci,
jejich zabarveni, pomér rozpoustédel a pfFitomnost alkaloidi. Takto jsme
odebraly 125 frakci.

U kazdé frakce jsme odebraly vzorek a u néj jsme provedly orientacni
TLC. Vzorek jsme nanesly na chromatografickou desku a ta pak byla vyvijena
v chromatografické komore, ktera byla nasycena parami vyvijejici soustavy.




Tuto soustavu jsme také zjistovaly experimentalné. Z mnoha smési chemikalii
jsme za nejvhodnéjsi urcily pomér latek ve slozeni ethanol : kyselina octova :
voda (60 : 30 : 10). Latky obsazené v jednotlivych frakcich jsme detekovaly
pomoci UV zareni o vinové délce 254 nm a 366 nm a postfikem detekcniho
Cinidla. Jako detekéni Cinidlo jsme vybraly Dragendorffovo Cinidlo. To jsme si
pfipravovaly vzdy vden potfeby smichanim 5 ml zasobniho roztoku
Dragendorffova €inidla, 10 g kyseliny vinné a 50 ml destilované vody. V pfiloze
je uveden vzhled TLC chromatogramu pod UV svétlem (chromatogramy ¢&. 6, 7
a 8) a také po postfiku Dragendorffovym Cinidlem (chromatogramy €. 1, 2, 3,4 a
5).

Po vyhodnoceni obsahu frakci jsme sloucily ty frakce, které mély po
postfiku detekénim Ccinidlem podobné spektrum obsazZenych latek. Ze 14
spojenych frakci jsme dale pracovaly s frakci €. 5. Potfebovaly jsme izolovat co
nejCistsi alkaloid. Po zfedéni zahusténého extraktu chloroformem jsme tuto
smés latek nanasely na velké chromatografické desky a vyvijely
v chromatografické komore za stejnych podminek jako pfi orientani detekci
latek obsazenych v jimanych frakcich. Po vyvinuti a usu8eni desek jsme
detekovaly alkaloidy pomoci UV zafeni o vinové délce 254 nm a 366 nm a
Dragendorffova Cinidla. Zjistily jsme dva pruhy, které jsme oddélily odstfizenim
a kazdy pruh jsme zpracovavaly zvlast. Pruh jsme rozstfihaly na co nejmensi
kousky a nasypaly do kadinky s chloroformem. Po vymyti latek jsme roztok
prefiltrovaly a filtrat byl zahustén. Pak jsme provedly orientaéni TLC a zjistily
jsme pfitomnost alkaloid v roztoku. Kromé izolovaného alkaloidu jsme ale
zachytily i malé mnozstvi necistot.

Proto nasledovalo Ccisténi smési. Zahustény filtrat jsme umistily do
lednice a ocCekavaly jsme vypadnuti krystalické formy alkaloidi. Ale to se
bohuzel nepovedlo, tak jsme pfistoupily k vykrystalizovani pomoci rozpoustédla
s vétsi polaritou. Ale jesSté pfed provedenim jsme si zjistily hmotnost
izolovanych latek (alkaloidl i s neCistotami) odpafenim rozpoustédla a
zvazenim. Ziskaly jsme 0,019 g smési 5/1 a 0,042 g smési 5/2.

Obé smési jsme rozpustily v methanolu a ihned jsme zaregistrovaly
zakaleni smési. Krystalky byly jemné, proto jsme smési uloZily do lednice. Ale
ani po delsi dobé nedosSlo ke zvétSeni velikosti krystalkid. Proto jsme
rozpoustédlo odsaly a zbytky ve zkumavkach rozpustily v chloroformu. Na
sténach zkumavek vznikla po odpareni chloroformu bila vlidkna. Z téch jsme si
odebraly vzorky a provedly orientaéni TLC. Po detekci Dragendorffovym
¢inidlem jsme zjistily vyskyt dvou rlznych alkaloidl, ale i malého mnozstvi
necistot. U obou alkaloidu jsme zjistily retencni faktor.

Obé izolované latky jsme odeslaly na zjisténi struktury pomoci NMR
spektroskopie.




Na zavér mohu konstatovat, Ze se nam sice podafilo izolovat alkaloidy,
ale to pouze dva a jesté ve velmi malém mnozstvi. Dlvodem mohlo byt Spatné
rozdéleni na chromatografické koloné&, déleni bylo komplikované a zdlouhavé.
Z duvodu dlouhého rozdélovani latek v chromatografické koloné mohlo dojit
k nezadoucim reakcim, které ovlivnily sloZzeni smési a nasledné i kvalitu
rozdéleni latek. DalSim dlivodem neuplného rozdéleni muze také byt nespravné
zvolena soustava.

Pro malé mnozZstvi a doposud neprovedenou identifikaci ziskaného
alkaloidu nebylo mozno stanovit jeho aktivitu vO&i  erytrocytarni
acetylcholinesteraze.



VI. PRILOHY



Chromatogram ¢: 1 Chromatogram €. 2
Chromatogram €. 3 Chromatogram ¢. 4

a7



Chromatogram €. 5

Chromatogram &. 6: Zény pod UV zafenim Chromatogram &. 7: Zény pod UV zafenim



Chromatogram €. 8: Zény pod UV zarenim

Barva frakce
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VIll. ABSTRAKT




Linzerova, Petra.: Biologicky uc€inek rostlinnych metabolita Ill. lzolace
alkaloidll z Eschscholzia californica Cham. Diplomova prace, Univerzita Karlova
v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické
botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2009, 54 stran

Cilem této diplomové prace bylo izolovat alkaloidy z J1 extraktu
ziskaného z naté s kofeny z rostliny Eschscholzia californica Cham., provést
identifikaci ziskaného alkaloidu a podilet se na stanoveni aktivity izolovaného
alkaloidu vic&i erytrocytarni acetylcholinesterazy.

Po nalezeni vhodné eluéni soustavy jsme rozdélily extrakt na
chromatografické koloné& naplnéné silikagelem soustavou chloroform : ethanol
za postupného navysSovani koncentrace ethanolu. Z odebranych eluati jsme
provedly orientacni TLC s vyvijeci soustavou kyselina octova : ethanol : voda
(60 : 30 : 10). Alkaloidy byly detekovany pomoci UV zafeni a postfikem
Dragendorffova Cinidla. Po spojeni frakci s podobnym spektrem latek bylo
provedeno CiSténi vybrané smési. Ziskaly jsme dva alkaloidy, NMR
spektroskopie bude pouzita ke zjisténi struktury alkaloidu.

Klicova slova: Eschscholzia californica Cham., sluncovka kalifornska
benzo[c]fenantridinové alkaloidy, sloupcova chromatografie, Alzheimerova
choroba, inhibitory acetylcholinestrerazy




ABSTRACT

Linzerova, Petra.: Biological Effect of Plant Metabolites Ill. Izolation of
Alkaloids from Eschscholzia californica Cham. A Diploma Work, Charles
University in Praque, Faculty Of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of
Pharmaceutical Botany And Ecology, Hradec Kralové 2009, 54 pages

Aims of this diploma thesis were to isolate alkaloids from J1 extract
obtained from a herb with roots from a plant Eschscholzia californica Cham., to
perform the identification of gained alkaloid and to participate in determination
of activity of isolated alkaloid against the erythrocytic acetylcholinesterase.

After finding suitable mix of reagents we divided the extract on a
chromatografic column filled with silica gel by system of chloroform : ethanol
with gradual increasing of concentration ethanol. With obtained eluents we
made a orientation thin layer chromatography with developing system acetic
acid : ethanol : water (60 : 30 : 10). Alkaloids were detected by UV radiation and
spray with Dragendorff reagent. After decantation of fractions with similar
spectrum of matters we cleared selected mixture. We obtained two alkaloids;
NMR spectroscopy will be used to determine the structures of these alkaloids.

Keywords: Eschscholzia californica Cham., benzo[c]phenantridin
alkaloids, column chromatography, Alzheimer disease, inhibitors of
acetylcholinesterase




