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1. UvoD



Problémem dnesSni doby jsou bezesporu civilizacni choroby, zejména
onemocnéni srdce a cév, zaludku a zlucniku, poruchy imunity, nadory, ale i dalSi
nemoci jako jsou deprese a neurodegenerativni poruchy. Jedna se o skupinu
onemocnéni, kterou mizeme do urcité miry sami ovlivnit. Nezdravy Zivotni styl,
nadmérna konzumace alkoholu, nedostatek pfiméfeného pohybu, vyvazené stravy,
duSevni pohody a schopnosti relaxovat a odpocivat nam zpusobuje znaéné zdravotni
potize. Je znamo, ze jednou z moznych pficCin civilizaCnich nemoci je zvySena
hladina homocysteinu zpusobena nedostatkem kyseliny listové, pyridoxinu (vit. Bsg),
pfipadné vit. B, a B1,. To mlze byt dano ubytkem zastoupeni téchto latek v denni
skladbé stravy nebo jejich snizenou resorpci ze zazivaciho ustroji. Snizeni je pfimo
umérné mnozstvi spolupfitomného tuku. DalSim moznym faktorem vzniku
onemocnéni jsou genetické dispozice. V neposledni fadé je to jiz zminény zivotni
styl.

Velké komplikace zpUsobuji rovnéz neurodegenerativni poruchy jako
Parkinsonova choroba ¢i Alzheimerova demence.

V pfipadé Parkinsonovy choroby se jedna o pfedCasné starnuti urcité skupiny
bunék v mozku zvanych bazalni ganglia. Tyto burnky jsou dilezité, protoze maji
spojitost s fizenim svalové aktivity a jejich pfed€asné odumirani zpusobuje
nevyhnutelné problémy. U pacientd s touto nemoci mizeme sledovat klidovy tfes
rukou, pfi chlizi drobné kricky, nebezpe&né mohou byt pady téchto pacientd, protoze
jsou ovlivnény také obranné pohyby rukou pfi padu. Intelekt nebyva zpocatku
narusen, ale po nékolikaletém trvani nemoci mohou mit problémy pfi feSeni uloh

Alzheimerova demence je onemocnéni, které se projevuje nejprve velmi
nenapadné. Byva Casto spojovano s normalnim starnutim. Pacienti maji problémy
s kratkodobou paméti, pozdéji i s dlouhodobou, byvaji zmateni a dezorientovani, maji
problémy s prostorovou orientaci, nepoznavaji prostredi, ve kterém jsou, ani své
blizké. Je postizena i emocni stranka pacienta, prestavaji o sebe dbat a dochazi
k degradaci osobnosti.

PFiciny vzniku Alzheimerovy demence nejsou zcela pfesné znamy. Podili se na
nich cela fada faktord. Urcitou roli hraji genetické dispozice, dale také vliv prostfedi a
zivotniho stylu. Mezi nékteré rizikové faktory patfi napf. urazy hlavy, koufeni,

nezdravy Zzivotni styl, hlavné nedostatek pohybu, stres, pfejidani tuénymi jidly,



nedostateCna konzumace ovoce a zeleniny, nadmérna konzumace alkoholu.
Negativni dopad ma také neumérna spotieba Iéku jako jsou hypnotika, sedativa,
antidepresiva. Svou roli muze hrat i intelekt a nizka duSevni aktivita. To vSe pfispiva
k rozvoji Alzheimerovy demence.

Pfi tomto onemocnéni byva nejvice postizen acetylcholinergni systém, a proto se
hledaji I&Civé latky pusobici pravé v této oblasti. | na poli pfirodnich latek se provadi
fada vyzkumu zabyvajicich se touto problematikou. Jednou z rostlin, jejiz obsahové
latky ovlivhuji acetylcholinesterazu, je Chelidonium majus L. z Celedi Papaveracae.
Pravé alkaloidy izolované z kofene nebo nati vlasStovicniku vétSiho by mohly byt

jednou z moznosti léCby této demence.



2. CiL PRACE



Cilem diplomové prace bylo spolu s dal$imi diplomantkami (Sarkou BroZovou,
Evou Vitkovou a Dagmar Kubincovou):
1. provest extrakci 41,8 kg suché nati s kofeny z celé susSené rostliny Chelidonium
majus, zhruba tento primarni extrakt vycistit (oddestilovani rozpoustédla, filtrace) a
pFipravit sekvenénim postupem vytfepky s jednotlivymi typy alkaloid(: dva etherové
vytfepky (po alkalizaci primarniho extraktu uhliCitanem sodnym a hydroxidem
sodnym), chloroformem (po okyseleni kyselinou chlorovodikovou a pfidani jodidu
draselného) a smési chloroform+ethanol 8,5:1,5 (po alkalizaci extraktu amoniakem),
2. zpracovat cast etherového vytfepku pfipraveného vytfepanim primarniho extraktu
roztokem uhliitanu sodného s cilem izolovat jeden alkaloid v Cisté formé&, stanovit
jeho zakladni fyzikalné-chemické charakteristiky,
3. podilet se na stanoveni aktivity vici acetylcholinesteraze (z homogenatu mozku) in

vitro.



3. TEORETICKA CAST
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3.1. Alzheimerova demence a jeji terapie

Acetylcholinesteraza je enzym, ktery odbourava acetylcholin v CNS. Nedostatek
acetylcholinu v CNS se podili na rozvoji demence. Demencemi nazyvame choroby,
které postihuji zejména pamét, intelekt a jiné kognitivni funkce. Podle pficCiny je Ize
rozdélit do tfi skupin:

a) atroficko-degenerativni demence (Alzheimerova nemoc, korova nemoc
s Lewyho télisky, demence pfi Parkinsonové chorobé aj.),

b) ischemicko-vaskularni demence vznikajici jako nasledek cévnich postizeni
mozku,

c) dalsi symptomatické demence, které jsou zpusobeny postizenim mozkové

funkce v nasledku jinych chorob, zranéni mozku nebo intoxikacemi.

3.1.1. Alzheimerova demence

Alzheimerova nemoc (AD) tvofi 50 — 60 % vSech demenci. Od béznych zmén
provazejicich starnuti se AD liSi tim, Ze je to progresivni neurodegenerativni proces,
ktery zahrnuje degeneraci a destrukci neuronu predevSim v oblasti cholinergniho
systému. KliCovym pfiznakem je porucha vyssich korovych funkci. Nemoc je spojena
s progresivhim Ubytkem kognitivnich schopnosti, postupnou ztratou pameéti,
neschopnosti vykonavat kazdodenni aktivity.

AD muZeme rozdélit na tfi stadia:

1) mirmma forma - zhorSovani paméti, pfechodna cCasova dezorientace,
neschopnost vybavit si, ktery je den, mésic, rok, prostorova dezorientace, ztrata
hledani slov,

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

3) tézka forma — Uplna zavislost, obtize pfi pfijmu potravy, neschopnost rozpoznat
pratele, €leny vlastni rodiny, obtize s chlzi, inkontinence moci a/nebo stolice.

PFiCiny AD zuUstavaji dosud neobjasnény, predpoklada se vliv fady faktoru, které
mohou onemocnéni navodit nebo k nému pfispivat ve vzajemné soucinnosti:
genetické faktory, zanétlivé faktory, porucha imunitniho systému, neuplnd nebo

nekonvencni virova infekce, environmetnalni faktory, napf. neurotoxicky vliv
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nékterych chemickych latek. Mezi rizikové faktory AD patfi: vék, Zzenské pohlavi,
moznym rizikem je nizka urovefn vzdélani, deprese, uraz hlavy v anamnéze,
hladovéni, expozice toxickych latek, geneticka dédicnost.

V prubéhu normalniho starnuti klesd hmotnost i objem mozku, pokles se
projevuje zejmeéna po 55. roce Zivota. S vékem se rovnéz snizuje tlouStka mozkove
kiry a po 60. roce véku se rozSifuji mozkové komory. V pribéhu AD probihaji
podobné zmény jako pfi normalnim starnuti. Numericka atrofie neuronu v pribéhu
spankovy lalok.

Charakteristickym, patologickym nalezem v mozkové tkani pacientd s AD jsou
extracelularni senilni plaky a intracelularni depozita neuronalnich klubek.?

Dulezitou roli pfi AD hraje extracelularni ukladani degenerativniho proteinu
B - amyloidu. Tento protein vznika z bilkoviny télu vlastni (z amyloidového
prekurzorového proteinu APP, ktery je obsaZzen v neuronech). Za normalnich
podminek je APP Stépen na kratké rozpustné Castice o - a B - sekretazou. Za
patologickych podminek se uplatfiuje y - sekretaza, Stépici delSi fragmenty, které
maji tendenci ke koagulaci a tak dochazi k tvorbé B - amyloidu. Shluky - amyloidu
tvofi zaklad senilnich tzv. Alzheimerovych plakd. V placich dochazi okolo druz
amyloidu k odumirani neuronll. Jsou aktivovany gliové bunky, které zacnou
produkovat cytokiny, reaktivni formy kysliku a dalSi latky akutni zanétlivé faze.
Dochazi k aktivaci enzymu cyklooxygenazy Il a tim ke zvySené tvorbé
prostaglandint. Uvolnéné zanétlivé reaktanty vedou k dalSimu poskozeni neurond.
Reaktivni formy kysliku zpUsobuji peroxidaci lipidd neuronalni membrany a rovnéz
poskozuji neurony.

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

V patogenezi AD se mlze uplatiiovat oxidaéni stres a reaktivni formy kysliku. To
jsou atomy nebo molekuly, které jsou vedlejSim produktem oxidacnich a redukénich
reakci a jsou nositeli neparového elektronu. Nékteré volné radikaly jsou vysoce

reaktivni a mohou poSkodit DNA, bunééné proteiny, lipidy membran. Volné kyslikové
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radikaly jsou soucasti patogenetického fetézu, ale neni zcela jasné, zda jsou jeho
pFicinou &i nasledkem.?

Apolipoprotein E (ApoE) je protein, ktery se podili na redistribuci lipidd mezi
burfikami jednotlivych organtd i mezi burfikami téhoz organu. Gen pro ApoE se
vyskytuje ve tfech podobach, které koduji vznik tfi riznych izoforem ApoE 2, ApoE 3,
ApoE 4. Nosicstvi alely ApoE 4 je vyznacnym rizikovym faktorem vzniku AD.

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

vyrazné&ji u AD.?

3.1.2. Terapie

Terapie AD je komplexni, zahrnuje farmakoterapii, psychoterapii a socioterapii,
léCbu interkurrentnich onemocnéni, rehabilitaci a spolupraci s rodinou a pecovateli
nemocného. Farmakoterapii Ize zhruba (ale ne zcela pfesné) rozdélit do dvou
zakladnich skupin:

a) farmakoterapie kognitivnich funkci (intelekt, pamét, motivace),

b) farmakoterapie nekognitivnich funkci ( ovlivnéni ostatnich, druhotné

postizenych psychickych funkci, jako napf. emotivity, spanku, delirii).

3.1.2.1. Kognitivni farmakoterapie

|. Substituce nedostatkovymi neurotransmitery nebo neuromodulatory

e Podavani prekurzoru
Substituce samotnym acetylcholinem neni mozna pro jeho pfilis kratky polocas,
cholin se nepouziva, protoze mlze pusobit depresogenné. Pouzivaji se proto rizné

typy lecitinu. Z lecitinu se postupné uvolfiuje cholin pro syntézu acetylcholinu.
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e Podavani inhibitor acetylcholinesterazy
Acetylcholinesteraza je enzym, ktery odbourava acetylcholin, jejim zablokovanim se
zvySi mnozstvi acetylcholinu schopného vazby na receptory. Dulezité je, aby tyto
latky specificky blokovaly mozkovou acetylcholinesterazu bez ovlivnéni jeji periferni
formy? (na periferii previada butyrylcholinesteraza).® To by totiz mohlo vést k fadé
nezadoucich ucinkul, jako napf. svalové kfeCe, prajmy, poceni, tachyarytmie.
V soucasnosti se pouzivaji preparaty z nékolika chemickych skupin:
a) karbamaty - fysostigmin se dnes pouziva pouze experimentalné, dale napfr.
rivastigmin, eptastigmin;
b) piperidinové derivaty - donepezil;
c) akridinové derivaty - takrin (byla zjiSténa urcita hepatotoxicita, ktera je vSak mala),
7-metoxytakrin byl vyvinut u nas, nebyl vSak dokoncen klinicky vyzkum;
d) alkaloidy - galanthamin (udava se dualni mechanismus ucinku, jednak je
selektivnim inhibitorem mozkové acetylcholinesterazy a dale zesiluje vlastni ucinek
acetylcholinu na nikotinové receptory), dale napf. perspektivni huperzin A.

e Podavani stimulatord muskarinovych a nikotinovych receptoru
Bylo zjisténo, Ze priznivy efekt maji agonisté muskarinovych M1 a M3 receptoru.
Latky pusobici na M2 receptorech kognitivni funkce poskozuji. Napf. xanomelin,
milamelin.

e Ovlivnéni acetylcholinergniho systému prostfednictvim jinych

neurotransmiterovych systému.

o Dalsi latky ovliviiujici acetylcholinergni systém

Indeloxazin stimuluje uvolnéni acetylcholinu z presynaptického zakon&eni. Acetyl-L-

karnitin zlepSuje piijem prekurzor(l pro syntézu acetylcholinu do neurond.?

[l. Ovlivhéni neuronalniho metabolismu

U pacient s AD byva popisovan snizeny neuronalni metabolismus, zejména
oxidativni metabolismus glukézy a bunéfna proteosyntéza. V terapii se pouZivaji

napf. piracetam, pyritinol, nicergolin, Extraktum ginkgo bilobae.?

Ill. Scavengery (zametadi) reaktivnich forem kysliku

V patogenezi AD hraje roli pusobeni volnych kyslikovych radikaltd, coz jsou velmi
reaktivni formy molekul rdznych latek; mezi nejreaktivnéjSi patfi singletovy kyslik,

hydroxylovy ion, superoxid, oxid dusnaty. Odstranovany jsou pomoci enzymu
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superoxiddismutazy, katalazy a glutathionperoxidazy. Za patologickych podminek
vznika vice volnych kyslikovych radikald nez jsou schopny pfislusné enzymy
zpracovat a radikaly poskozuji fadu jinych enzymu, zpUsobuji peroxidaci lipidu
neuronalni membrany a pravdépodobné se podileji na spusténi aterogeneze.?

Mezi zametace reaktivnich forem kysliku patfi vitamin E, kyselina askorbova, retinol,

melatonin, tzv. lazaroidy, latky odvozené od steroidnich hormon(.*

V. Ovlivnéni excitotoxicity

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

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

V. Nervové rlstové faktory

Nervové rustové faktory jsou produkovany nervovym systémem, jsou dulezité pro
plasticitu neurond, stimuluji jejich rast (u plodu).

Cerebrolysin — podporuje funkci nervovych bunék, ovliviiuje neuronalni plasticitu,
zvySuje penetraci glukbzy do mozkové tkané, ovliviiuje poruseny oxidativni

metabolismus v mozku.?

VI. Protizanétlivé latky, estrogeny a statiny

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

Rada udaji doklada dualeZitou Glohu estrogenl v procesu starnuti, estrogeny byly
povazovany za protektivni faktor ke snizeni rizika AD u Zen, ale pozdéjsi studie tuto
protektivni roli neprokazaly.

Statiny snizuji krevni hladinu cholesterolu a jinych lipidd. Posledni studie prokazaly

pFiznivy vliv u véech forem demence.?
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3.1.2.2. Nekognitivni farmakoterapie

Tento typ farmakoterapie se pouziva k Ié¢bé pfidruzenych, nekognitivhich symptom{
AD. Mezi takovéto pfiznaky nalezi napf. paranoidné-halucinatorni syndromy, stavy

neklidu, poruchy spanku, depresivni nebo tizkostné stavy.®

3.2. Vliv acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza

SavCi mozek obsahuje dvé hlavni formy cholinesteraz: acetylcholinesterazu
(AChE) a butyrylcholinesterazu (BuChE). Obé formy jsou rozliSeny geneticky,
strukturné a také reakcni kinetikou. Butyrylcholin neni fyziologickym substratem
v sav€im mozku a role BUChE je dosud obtizné interpretovatelna. V lidském mozku
se BuChE nachazi v neuronech, gliovych burikach, stejné tak jako v neuritovém plaku
a tangles u pacientld s Alzheimerovou chorobou (AD). Zatimco acetylcholinova
aktivita snizuje progresivitu AD v mozku nemocnych pacienti, BuChE aktivita muze
zvySit progresivitu, zalezi vSdak na dalSich faktorech. Na zakladé riznych modell (a u
pacientl s pokrocCilou AD) se v8ak zda, Zze BUChE muze urcitou mérou nahradit AChE
pfi hydrolyze mozkového acetylcholinu.* BUChE se ukazala skutedn& novym cilem
v terapii AD.> AChE je predominantni ve zdravém mozku, BUChE hraje patrné urgitou
minoritni roli v regulaci hladiny mozkového acetylcholinu. V pfipadé mozku s AD se
aktivita BUuChE progresivné zvySuje, zatimco aktivita AChE zlstava nezménéna,

resp. se snizuje.’

3.3. Inhibitory acetylcholinesterazy (AChEI)

Inhibitory acetylcholinesterazy ruzné struktury jsou vyznamnymi latkami pro
ovliviiovani demence Alzheimerova typu. Nové inhibitory AChE mohou pfinést
poznani ke struktufre téchto IéCiv nového typu a usnadnit tak poznani interakce mezi
inhibitory a enzymem. V souc€asnosti je spektrum klinicky pouzitelnych latek relativné
Uzké.®’ Napt. dopenezil a ikopezil jsou selektivni vi&i AChE, zatimco takrin a
heptylfysostigmin maji vysokou aktivitu k BuChE; vS8echny ¢tyfi slou€eniny zvysuji

hladinu acetylcholinu v mySim mozku. Dopenezil a ikopezil maji vSak vyhodné&jsi
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terapeuticky index nez neselektivni inhibitory takrin a heptylfysostigmin (z hlediska
posouzeni centralnich a perifernich Ggink().? Atraktivni skupinou latek se zdaji 1é¢iva
s dualnim uginkem: inhibitory AChE a serotoninové transportery.°

Velmi vyznamnou roli hraje studium pfirodnich latek, protoze struktura téchto
pomérné slozitych molekul vyznamné modifikuje u€inek nejen ve smyslu vlastniho
efektu, ale predevsim vedlejSich G&inkd. Inhibice AChE byla pozorovana napf. u
obsahovych latek z Tea Tree Oil*, steroidnich alkaloidt ze Sarcococca saligna®?, a. -
onocerinu z Lycopodium clavatum.*® Velmi vyznamné je vSak studium (resp. pouziti)
alkaloidll pfedevSim isochinolinového typu, vyskytujicich se v riznych zdrojich:
zastupcich &eledi Amaryllidaceae: galanthaminu a jeho souc¢asnych derivata***>167
a chinolinové baze =z cCeledi Lycopodiaceae, jako je huperzin A a jeho
derivaty.'®192%21 U né&kterych pfirodnich latek byla pozorovana sprazena aktivita:
inhibuji jak AChE tak butyrylcholinesterazu (BuChE).*??? Pfi syntéze novych I&giv
tohoto typu je velmi zasadni stereochemie: terapeuticky vyznamné aktivni jsou pouze
nékteré stereoizomery® (a tento stav se uplatiiuje i z hlediska ovlivnéni AChE a
BuChE, jak je to vidét napt. u stereoizomer(i huperzinu A%?). Tento faktor musi byt
vyznamné zohlednén, protoze jinak dochazi v fadé pfipadu k vyraznému vzestupu
nezadoucich ucinkd.

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

PFirodni latky plsobici na AChE najdeme v celé fadé rostlin riznych Celedi:

Salignenamid C (Sarcococca saligna, Buxaceae), vyraznéjsi zasah do BuChE.
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Zeatin (Fiatoua villosa, Orchidaceae, Zea mays, Poaceae), inhibice tvorby p -
amyloidu, pfirodni cytokinin, Siroce rozsifen.

Dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae), vysoka inhibi¢ni aktivita vaci AChE in vitro.
Ursolova kyselina (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis,
Lamiaceae, Ericaceae), vysoky inhibi¢ni efekt vici AChE.

Dehydroevodiamin (Evodia rutaecarpa, Rutaceae).

Homomoenjodaramin, moenjodaramin (Buxus hyrcana, Buxaceae).

Cykloprotobuxin C, Cyklovirobuxein A, Cyklomikrofilin A (Buxus papillosa, Buxaceae).
a-Viniferin (Caragana chamlague, Fabaceae).

Cynatrosidy A, B, C (Cynanchum atratum, Ranunculaceae), signifikantni inhibice.?

3.4. Vlastovi€nik vétsi - Chelidonium majus L.

majus L.

Obr.1: Chelidonium
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3.4.1. Systematika

Vlastoviénik vétsi (Chelidonium majus L.) je rostlinny druh z Celedi makovitych
(Papaveracae).
V rodu Chelidonium majus L. existuji rizné morfologické variety:

var: crenatum, fumariifolium, majus, tenuifolium.

Existuji rzné karyotypy: 2n = 12, jedna se o rostliny mnoha stanovist v Evropé a
Asii; 2n = 10, rostou v Japonsku a vychodni Evropé; 2n = 20, rostouci v Japonsku; v
Polsku existuje tetraploidni vyslechténa odrida 2n = 24. Je zde péstovana a

oznadovana jako Chelidonium majus “Cynober”.?°

3.4.2. Botanicky popis

Vlastoviénik vétsSi (Chelidonium majus L.) je hojné rozSifeny v celé Evropé, ve
Stfedomofi a v mirnych az subarktickych oblastech Asie. Byl zavleCen i do Severni
Ameriky.?’

30 — 50 (70) cm vysoka rostlina, roztrousené chlupata, s tlustou a kratkou
kofenovou hlavou s Cetnymi kofeny. V celé rostliné jsou cClankované mlécnice
s oranzovou Stavou. Lodyha je pfima, obla, duta a rozvétvena. Listy jsou stfidave,
bez palista, dolni fapikaté a horni prfisedlé, s chobotnaté pefenodilnou az
lichozpefenou, svrchné temné, vespod sivozelenou Cepeli, s kfidlatym vietenem.
Ukrojky (listky) jsou nesoumérné, chobotnaté vroubkované az zastfihavané.
Kvétenstvim je chudokvéty okolik. Kvéty jsou obojaké, dvoucetné, dlouze stopkaté, s
volnymi obaly. Kalidni listky jsou 2, svétle Zluté, zahy opadavé a korunni 2+2, Siroce
vejCité, vzadu dfipaté, syté Zluté. TyCinky jsou Cetné a Zluté. Semenik je svrchni, ze 2
plodolistd, jednopouzdry, ¢arkovity a se 2 nasténnymi semenicemi. Plodem je lysa,
Sesuli podobna tobolka pukajici od stopky dvéma chlopnémi. Semena jsou vejcovita,
erna, se sitnaté dolickatym osemenim a bilym masitym vyristkem.?® Kvete v kvétnu

az zari.%’
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3.4.3. Obsahové latky
3.4.3.1. Alkaloidy

Hlavnimi obsahovymi latkami vlastovicniku vétSiho jsou alkaloidy. V rostliné jich
bylo popsano jiz vice nez tficet. Za zminku stoji, Ze z tohoto poctu jich 15 poprvé

izoloval a prevazné urCil profesor Slavik. S vyjimkou sparteinu patfi popsané

alkaloidy k derivattim izochinolinu. Jejich prehled uvadi tabulka 1.%’
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Tab.1 Alkaloidy izolované z Chelidonium majus L.

Alkaloid Koien Nadzemni ¢ast
Kvartérni Sanguinarin +++ +++
benzo[c]fenanthridiny Chelerythrin +++ +++
Chelirubin + +
Chelilutin + +
Makarpin + +
Terciarni Chelidonin +++ +++
benzo[c]fenanthrididiny Homochelidonin ++ +
Chelamin + -
Chelamidin + -
Dihydrosanguinarin + +
Dihydrochelerythrin + +
Dihydrochelirubin + -
Dihydrochelilutin + -

N-Demetyl-9,10-

dihydrooxysanguinarin + -

Chelidimerin ? ?
Norchelidonin + +
Izochelidonin - +
Oxysanguinarin + -

~.Methoxychelidonin®* - -

Terciarni protoberberiny | Stylopin ++ ++ az +++

Kvartérni protoberberiny | Methylstylopinium + +
Berberin ++ +++
Koptisin +++ +++
Korysamin + +

Protopiny Protopin ++ +
Allokryptopin ++ +

Kvartérni aporfiny Magnoflorin +++ -
Turkiyenin + +
Spartein ?

Pozn:* Methoxychelidonin neni individualni alkaloid, ale smés homochelidoninu,

chelaminu a chelamidinu.

21




Je znamo, Ze distribuce alkaloidl v rostliné je nerovhomérna, méni se v prubéhu
vegetace, v zavislosti na klimatickych podminkach a stafi rostliny. NejbohatSim
organem je kofen, obsah alkaloidi v ném Casto dosahuje az 2 - 3 %, kulminuje na
konci vegetacniho obdobi, zatimco pfi kveteni rostliny klesa. U viceletych rostlin je
obsah alkaloidu v kofeni vyrazné vyS8Si nez v prvém roce vegetace.

Hlavnimi alkaloidy kofene jsou koptisin a chelidonin, vyznamny je i obsah
sanguinarinu, chelerythrinu, berberinu a kvartérniho aporfinového alkaloidu
magnoflorinu. V nadzemnich €astech rostliny je zastoupeni alkaloidu nizsi (0,5 - 1,5
%) a podléha v pribéhu vegetace vyznamnym kvalitativnim zmé&nam. Jako hlavni
alkaloidy jsou uvadény chelidonin, koptisin, stylopin, sanguinarin a chelerythrin.
Hlavnim alkaloidem je po celé vegetacni obdobi koptisin. Jeho obsah v nadzemnich
Castech Cinil 0,4 - 0,8 %. Na pocatku vegetacniho obdobi byl jako druhy hlavni
alkaloid nadzemni ¢asti stanoven stylopin, pficemz obsah chelidoninu, sanguinarinu a
chelerythrinu byl v této dobé relativné nizky. Po odkvétu rostliny vSak obsah ftFi
posledné jmenovanych alkaloidl narustal a ke konci vegetace jiz patfily k hlavnim,

zatimco obsah stylopinu vyrazné poklesl.?’

Chemicka struktura vybranych alkaloidu

e Chelerythrin
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3.4.3.2. Nealkaloidni sekundarni metabolity

Nealkaloidnim sekundarnim metabolitim byla dosud ve srovnani s alkaloidy
kyselin chelidonové, kavové, ferulové a kumarové, dale vysoky obsah karotenu a
kyseliny askorbové, flavonoidl rutinu a kvercetinu. Z minoritnich sloZek byly
prokazany blize nespecifikované triterpenoidy, silice a saponiny, kyselina nikotinova,
cholin, methylamin, histamin, tyramin. Z nadzemnich ¢asti rostlin byly izolovany
estery kyseliny kavové: 2-kaffeoylglycerova, 2-kaffeoylthreonova, 2-kaffeoyljablecna
a ester kavové kyseliny s 1,4-laktonem kyseliny threonové.?’ Dale byla v rostliné
prokazana proteaza, peroxidaza, glukdéza a fruktoza, tfisloviny, kauCuk. V celé
rostliné je obsaZzeno hojné pryskyfi€natych latek, z nichZ jedna (Zluté zbarvena) se

uvadi v souvislosti s toxicitou erstvé rostliny.?

3.4.4. Vyuziti rostliny v praxi

Vyuziti rostliny ma bohatou historii v lidovém |éCitelstvi. Neni téméF choroby, proti
které vlastoviCnik v pribéhu staleti nebyl pouZzit. LéCiva moc ji byla pfisuzovana jiz za
starovéku a od té doby byla v IéCitelstvi hojné pouZivana. Byla doporu€ovana proti
chorobam jater, zimnici a vodnatelnosti, na zlepSeni zraku, k odstrafiovani bradavic i
k 1é¢bé& tumord.?” V lidové medicing se traduje pouziti pfi koZnich potiZich jako jsou
puchyrkaté vyrazky, svrab a bradavice. Také se doporuCuje pfi zanétech zlu¢ového
méchyre, ZluCovych kaméncich, zanétu zazivaciho traktu a fadé dalSich ¢asto velmi
zavaznych onemocnéni, nicméné tato doporuceni nejsou dosud doloZena odbornymi
studiemi.*

V novéjsi dobé je vlastovicnik uzivan ve fytoterapii jako droga s uc€inkem
spasmolytickym, analgetickym, cholagognim, popf. jako dermatologikum,
antihistaminikum a antiseptikum. Herba chelidonii i Radix chelidonii jsou popsany
v fadé Iékopisu napf. DAB 10 (Deutches Arzneibuch).

Extrakty z vlastoviCniku jsou soucasti fady galenik, produkovanych zejména
v zapadni Evropé. Jsou indikovany pfi hepatopatiich, poruchach funkce Zlu¢niku a po

jeho operacich. V Ciné se extrakty z Chelidonium majus uzivaji pfi Ié&bé& chronické
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bronchitidy, davivého kaSle a jako analgetikum. VlastoviCnik je téz soucasti fady
homeopatik.

Uvadi se, Ze Cerstva rostlina je jedovata, na kUzi a sliznicich vyvolava zanéty,
otoky az puchyre, vnitfné zvraceni, krvavé prijmy a hematurii. Na toxicité Cerstvé
Stavy se dle nékterych udaju podili blize nespecifikovana pryskyfi¢nata latka, ktera
se susSenim rozklada a ztraci u€innost. Toxicita suSené drogy je podstatné nizsi, dle
nékterych udaju je jiz netoxicka. V praxi jsou otravy touto rostlinou fidké pro jeji

nepfijemnou chut a viini.?’

3.4.4.1. Farmakologické ucinky

3.4.4.1.1. Protinadorové a antivirové pusobeni

Klinické pouziti vlastovi¢niku pfi 1é€bé nador( se datuje jiz od minulého stoleti.
Botkin popsal dva pfipady karcinomu, Ié€ené extrakty z vlastovicniku. DalSi klinické
udaje z tohoto obdobi popisuji uziti chelidoninsulfatu pfi rakoviné zaludku, extraktu
z vlastovi¢niku pfi karcinomu prsu a dalSich organu. Dale ma droga dlouhou historii
pfi 1éCbé bradavic, papilomu a kondylomat. Pozdéji pfi testovani rostlinnych extraktd
na antitumorovou aktivitu byl pozorovan inhibi¢ni U€inek extraktl z vlastovi€¢niku na
sarkom 180 a Ehrlichdv mysi karcinom. P¥i intenzivnim vyzkumu antitumorové aktivity
v Sedesatych letech byly popsany inhibi¢ni uginky extraktt z vlastovicniku na nékteré
typy nadort, souCasné vSak byla prokazana vyrazna cytotoxicita alkaloid(
sanguinarinu, chelerythrinu, chelidimerinu, chelidoninu, protopinu a koptisinu. V roce
1968 bylo v experimentech s tkanovymi kulturami zjisténo, Ze extrakty z rostliny
vykazuji slabou aktivitu proti viru Herpes simplex. Rovnéz v pozdéjSi praci byl
potvrzen inhibicni efekt extraktu na virus Herpes simplex a nékteré adenoviry in vitro.
NejsilngjSi inhibicni ucinek v8ak vykazovala frakce neobsahujici Zadny z typickych
alkaloiddl tohoto druhu. Aktivni slozka extraktu nebyla definovana.?’

V nedavné dobé opét vzrostl zajem o vyuziti vliastoviéniku pfi terapii karcinomu, a
to v souvislosti s pripravkem Ukrain, vyvinutym a patentovanym rakouskymi autory.
Tento preparat obsahuje extrakt alkaloidi z Chelidonium majus konjugovanych
s kyselinou thiofosfore¢nou a vyznacuje se imunomodulaéni aktivitou. Pusobi zvysSeni

poCtu T-lymfocytl a normalizaci poméru Th/Ts bunék, bez ovlivnéni hladiny
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imunoglobulinu. Pfipravek byl aplikovan pacientdm s riznymi typy karcinoma. Byl
pacienty dobfe snasen, navodil obnoveni bunécné imunity, provazené objektivnim
zlepSenim stavu pacientl a v nékolika pfipadech i regresi tumord. V in vivo studiich
na mySich tumorech bylo prokazano, Ze intravendzni podani Ukrainu snizuje rychlost
ristu tumoru. V pokusech in vivo bylo dolozeno, Ze preparat obnovuje porusenou
schopnost makrofagt lyticky Stépit tumorové bunky prostfednictvim stimulace LPS
(lipopolysacharid, endotoxin). Obnovena cytolyticka aktivita je nezavisla na TNF - o
(tumor necrosis factor), coz naznacuje, ze Ukrain aktivuje alternativni cytolyticky
mechanismus u makrofagu. Studiu dalSich vlastnosti uvedeného pfipravku je nadale

vénovana znaéna pozornost.?’

3.4.4.1.2. Hepatotropni a spasmolytické uc€inky

Droga je stale vsoucasnych prehledech fytoterapie doporuCovana jako
spazmolytikum, choleretikum a cholagogum, nazory na jeji uc€innost vSak nejsou
jednoznaéné. Udaje o pozitivnich Ggincich drogy na sekreci Zluge, aktivitu
a - amylazy i spazmy hladké svaloviny pochazi vesmés ze starSich praci. Vyznamné
je zvyseni sekrece bilirubinu, cholesterolu a zvySeni aktivity pankreatickych enzym
lipazy a a - amylazy po aplikaci 100 mg suchého extraktu z vlastovi¢niku. Pfiznive
ucinky preparatu Panchelidon obsahujiciho extrakt z Cerstvych rostlin s obsahem
20 % alkaloid( pfi IéEbé chronické cholangitidy, cholelithiazy a diskinezi popsal v roce
1977 Neumann-Mangoldt.?’ Preparat vykazoval spasmolyticky a stfedné analgeticky
ucinek, vyrazné omezoval diarrhoeu, vyvolanou IéCbou antibiotiky. Weiss hodnoti
ucinky vlastovicniku jako nekonstantni. S odvolanim na vlastni zkuSenosti uvadi, ze
ucinnost drogy klesa delSim uchovavanim a je tedy nutné uzivat extrakty vzdy
z Cerstvé drogy. | pfi podavani Cerstvé stavy z vlastoviCniku vSak pozoroval, Ze
zatimco v prvé poloviné roku byl efekt jeho pusobeni zfetelny a pacientim pfinasel
ulevu, po uplynuti této doby zacal slabnout, az prakticky v kratké dobé zcela vymizel.
Je pravdépodobné, Ze uvedené poznatky souvisi s nestandardnim slozenim drogy.?’

Vétsi uplatnéni mezi galeniky pouzivanymi v sou€asnosti v zapadoevropskych
zemich nachazeji smésné extrakty, obsahujici vedle vlastovi¢niku vytazky dalSich
drog. Napf. preparat Chelidonium-Strath (Strath-Labor) obsahuje smés extraktl

z Herba chelidonii, Herba agrimoniae, Folium salviae a Herba hyperici, pfipravek
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Hepatofalk Planta (Falk) je smési extraktll ze Silybum marianum, Chelidonium majus
a Curcuma xanthorriza. Preparat obdobného slozeni Aristochol (Steiner and Co.) byl
hodnocen Baumanem, ktery uvadi, ze pfipravek zvySuje cholerezi, sekreci lipazy a
amylazy. Pozitivni u€inky preparatu Hepaticum-Medice (Medice) na metabolismus

Zluovych kyselin popsal Matzekis.?’

3.4.4.2. Biologické uc€inky hlavnich obsahovych latek

Hlavni alkaloidy rostliny jsou koptisin a chelidonin. Pfestoze koptisin se strukturné
jen malo liSi od berberinu, jehoz biologické ucinky byly pfedmétem fady studii, o
ucincich samotného koptisinu je znamo jen velmi malo. Ze starSich praci pochazi
udaje o jeho cytotoxickém pusobeni. Jsou popsany jeho antimikrobialni a
srazeni trombocytl u krys. Ma téz spasmolytickou a uterotonickou aktivitu. Lze
odekavat, Ze koptisin vykazuje i fadu dalsich efektt analogickych berberinu. %’

Druhy hlavni alkaloid chelidonin ma vyznamné spasmolytické ucinky. Plsobi na
spazmy gastrointestinalniho traktu a bronchu, snizuje tonus hladkého svalstva
délohy, uretry a cév. Jeho spasmolyticky ucinek je poloviéni ve srovnani
s papaverinem. Chelidonin téZz snizuje krevni tlak a zpomaluje srdecni aktivitu
pusobenim pfes nervus vagus. Polsti autofi uvadi, ze chelidonin vykazuje inhibi¢ni
uc¢inek na dopaminergni struktury u krys v davkach 50 - 200 mg/kg. SniZuje
spontanni motorickou aktivitu a télesnou teplotu. Potencuje akci hypnotik, zvySuje
tlumivy ucinek reserpinu. Ma cholagogni a cholereticky ucCinek a ve ZzluCovych
cestach plisobi antisepticky. Ma také antimitotické Gginky.?’

Znacna pozornost byla vénovana biologickym ucinkim benzofenanthridinovych
alkaloidl sanguinarinu a chelerythrinu, které byly izolovany i z jinych rostlinnych
druhl, pficemz kofen vlastovicniku patfi k jejich nejvyznamnéjSim zdrojum. Jiz
dlouhou dobu jsou znamy a v praxi vyuzivany protizanétlivé a antimikrobialni ucinky
téchto alkaloidl. V zemich byvalého Sovétského svazu je vyrabén preparat
Sangviritrin, obsahujici smés sanguinarinu a chelerythrinu. Uziva se jako zevni
antimikrobialni pfipravek. V Severni Americe jsou benzofenanthridinové alkaloidy
soucasti nékterych pfipravkl uzivanych v ustni hygiené. Byly popsany inhibi¢ni

ucinky sanguinarinu a chelerythrinu na celou fadu enzym0 napf. na cholinesterazy,
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alaninaminotransferazu, Na / K — ATPazu, Ca — ATPazu. Oba alkaloidy pUsobi téz
jako rozpojovace respirace a oxidacni fosforylace. S nativni dvouspiralou DNA vytvafri
komplexy typu interkalace, inhibuji syntézu RNA na DNA matrici a enzymovou
hydrolyzu DNA. Nedavno byla popsana inhibice proteinkinazy C chelerythrinem.
VétSina téchto inhibiCnich ucinkl je pfipisovana interakci benzofenanthridini s
SH - skupinami enzym0. Oba alkaloidy mohou reagovat v zavislosti na pH bud ve
formé kvarterniho kationtu, nebo terciarni baze. Sanguinarin rovnéz zvySuje vodivost
lipidové dvojvrstvyy membran. Chelerythrin, sanguinarin a chelidonin maji téz
prokazatelné antimitotické ucinky. Zda se, Ze mechanismus jejich puUsobeni
naznacuje nedavneé zjisténi, ze uvedené tfi alkaloidy inhibuji polymeraci tubulinu. Lze
predpokladat, ze antimikrobialni i cytostaticka aktivita téchto alkaloidd je podminéna
vySe uvedenymi u€inky na fadu kliCovych enzymu buné&ného metabolismu.

Rada vyznamnych fyziologickych aginki byla popsana u kvarterniho alkaloidu
berberinu, jehoz zastoupeni v kofeni je srovnatelné se sanguinarinem. Tento alkaloid,
jehoz hlavnim zdrojem jsou druhy rodu Berberis sp., ma nékteré ucinky podobné
chelidoninu. V Evropé a na Dalném vychodé je po mnoho staleti uzivan jako
prostfedek proti prijmu, zZloutence a chronické dysenterii. Stimuluje sekreci Zluce a
ma rovnéz hypotenzivni, vasodilatacni a sedativni ucinky. V in vitro pokusech bylo
popsano, Ze pusobi jako agonista o - 2 adrenoreceptoru lidskych krevnich destiek.
PGsobi inhibién& na nékteré enzymy a ma antibakterialni Géinky. Rada praci se
zabyva ucinkem berberinu na srdecni aktivitu. V pokusech na zvifatech byly
prokazany jeho pozitivni inotropni a dromotropni a negativni chronotropni efekty.?’

Rovnéz nékteré z nealkaloidnich latek prokazanych v Chelidonium majus maji
vyrazné fyziologické ucinky. Kyselina kavova i jeji estery maji spasmolytickou,
cholagogni a antibakterialni aktivitu. Nebylo dosud zkoumano, do jaké miry se na

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

4.1.1. Destilace

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

rozpoustédla. Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobach. !

4.1.2. Odparovani

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

dusiku na vodni lazni za normalniho tlaku.3!

4.1.3. Chromatografie

4.1.3.1. Kolonova (sloupcova) chromatografie

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

oxidu hlinitého po vysugeni v exsikatoru.

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

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

vzestupné.®!
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4.2. Potreby

4.2.1. Rozpoustédla

Benzin, CsL 4

Cyklohexan, €.

Diethylamin, €.

Ethanol 95%, denaturovany 5 % methanolu
Ether, C.

Chloroform, €.

Kyselina octova bezvoda, €.

4.2.2. Chemikalie

Acetylcholin jodid, p.a.

Amoniak 25%, €.

Dusik 5.0

Hydroxid sodny, €.

Chlorid sodny, p.a.

Jodid draselny, €.

Kyanid draselny, €.

Kyselina sirova 98%, €.

Kyselina chlorovodikova 36%, p.a.
Siran sodny bezvody, €.

Uhli¢itan sodny bezvody, €.
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4.2.3. Detekcni Cinidla

D 1: Dragendorffovo &inidlo modifikované podle Muniera®

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: pfipravi se smisenim roztoki A a B v poméru 1:1; mize byt uloZen

nékolik mésicu v lednici.

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

v 50 ml vody pfida 5 ml zasobniho roztoku.

Pozn.: Vlastni zasobni roztok se pouziva pro detekci vit. B;.
D 2: Mayerovo &inidlo®
1,35 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu draselného se rozpusti ve vodé a

doplni se ji do 100 ml.

D 3: UV A =254 nm

Chromatogram jsem prohlizela pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

4.2.4. Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii

S1: Cyklohexan+diethylamin 9+1

4.2.5. Chromatografické adsorbenty

Kieselgel 60 Fs4 (Merck)
TLC hlinikova folie, Silikagel 60 F254, tloustka vrstvy 0,2 mm.

Oxid hlinity neutralni

Stupen aktivity ~3 (Brockmann-Schodder). Komeréni neutralni oxid hlinity (Reanal,
Hungary) 60 - 200 um byl pfesitovan pres sito 200 um a poté vysuSen v susarné ve

vrstvé ne vysSi nez 2 cm pfi teploté¢ 230 °C po dobu 3 hodin. Po zchladnuti
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(v exsikatoru) byl deaktivovan pfidavkem 6 % vody (ekvilibrace za protfepavani po
dobu 30 minut).

Silufol® UV 254 (Kavalier, Votice)

Hotové desky pro chromatografii na tenké vrstvé; podlozka: hlinikova folie; sorbent:
Silpearl — Sirokoporézni silikagel podle Pitry s luminiscenénim indikatorem pro UV
254,

4.3. Biochemicka cast

4.3.1. Stanoveni inhibice aktivity acetylcholinesterazy

Kvartérni inhibitory cholinesteraz izolovany v této praci ze susSené rostliny
Chelidonium majus L. byly testovany pro jejich inhibiéni schopnost standardnim in

vitro inhibiéni testem.>*

4.3.2. Biologicky material

Homogenat mozku

4.3.3. Pristroje

Automaticky titrator RTS 822, Radiometer, Dansko.

Homogenizator Ultra-Turrax , Janke—Kunkel, Némecko.

Ultratermostat typ U3, VEB Prufgerate-werk Mendingen, Némécko.

Pratokomér plynovy, typ PF/PG, trubice ¢. PG03, VEB Prufgerate-werk Mendingen,

Némecko.

4.3.4. Priprava homogenatu

Z mozku byl odpreparovan nucleus caudatus. Preparat byl oplachnut
fyziologickym roztokem a poté homogenizovan pfistrojem Ultra — Turrax jednu minutu
pfi dvaceti tisici otaCkach za minutu v poméru 1 : 10 s destilovanou vodou. Poté byl

homogenat rozpinén do zkumavek po dvou mililitrech a zmrazen na — 35 °C.
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4.3.5. Inhibice cholinesteraz

Cholinesterazy jsou kompetitivné inhibovany kvartérnimi latkami. Pokles aktivity
je umérny pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je zaloZzeno na
jeho reakci s nativnim substratem, kdy je tento enzym Stépen na alkohol cholin a
kyselinu octovou. Tato reakce je neutralizovana kontinualnimi pfidavky roztoku
hydroxidu sodného, tak aby bylo udrzeno konstantni pH 8.

0,5 ml homogenatu bylo smiseno s 2,5 ml 3 M roztoku chloridu sodného, 0,2 ml
roztoku testované latky a objem dopinén destilovanou vodou na 23 ml. Reakéni
smés byla vytemperovana na 25 °C, oddélena od okolni atmosféry protékajicim
dusikem a pH bylo nastaveno na hodnotu 8 a spustén titrator. Poté bylo k reakeni
smési pfidano 2 ml 0,01 M roztoku substratu — acetylcholin jodidu. Ploterem titratoru
byla nasledné zaznamenavana spotfeba 0,01 M roztoku hydroxidu sodného nutna
k udrzeni konstantniho pH reakéni smési. Koncentrace testované latky byly zvoleny
tak, aby oblast aktivit enzymu byla rovnomérné pokryta méficimi body od
stoprocentni po nulovou aktivitu. Méfeni byla opakovana pro kazdou koncentraci

testované latky nejméné trikrat.

4.3.6. Matematické zpracovani experimentalnich dat

Hodnoty ICsg byly vypocitany z namérenych hodnot nelinearni regresi v programu
GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

4.4. lzolace

4.4.1. Material

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

Makroskopickou, mikroskopickou a chemickou identifikaci proved! L. Opletal.
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Metodou podle CL 2002 bylo stanoveno:

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

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

4.4.2. Priprava extraktu a jeho cisténi

41,8 kg suché nati s kofeny bylo perkolovano 95% ethanolem (celkem ziskano
480 | extraktu), extrakt byl zahustén na vakuové odparce pfi 60 °C do maximalniho
odstranéni alkoholu, byly pfidany asi 2 | vody. Vznikl temné hnédy, dehtovity,
sirupovity odparek. Pfi oddestilovani lihu ze zahusténého koncentratu tékala néjaka
latka do vakuové odparky ve formé nahnédlého naletu, nebyla vS§ak analyzovana.

Tento extrakt byl rotaci rozehiat na vodni 1azni asi na 40 °C, bylo pfidano 8 1 1,5%
kyseliny sirové (zahfaté na 40 °C) a smés byla tyCinkou dokonale promichavana po
dobu nékolika minut, potom byl oranzovy roztok po zchlazeni dokonale slit (dehtovité
podily plavaly jen malo na hladiné, sedély vice u dna), dehet byl seSkraban, umistén
do velké kadinky, bylo pfidano 500 ml bezvodé kyseliny octové a na vodni lazni byla
smés dokonale rozpusténa na viskdzni roztok. K tomuto roztoku bylo pfidavano po
castech 7,5 | vody a promichano; vznikly kalny oranzovy roztok byl slit, Cerny
pryskyficnaty podil rozpustén znova ve 200 ml octové kyseliny, zase rozehfat a
srazen 4 | vody. Oba dekantaty byly spojeny, ponechany pfes noc stat, poté byl tento
oranzovy roztok Zzfiltrovan pfes skladany polyamidovy filtr (filtr 1), ten byl promyt
vodou a ponechan vykapat; vylou€il se praskovity sediment hnédo-oranzové barvy.
Oba kyselé filtraty (z kyseliny sirové i octové) byly spojeny; vylou€ila se bélava
srazenina, ktera na sebe adsorbovala oranzové soli alkaloidli; suspenze byla
Zfiltrovana pfes polyamidovou plachetku (filtr 2), filtr promyt vodou. Filtr 1 a filtr 2 byly
roztrzeny a suspendovany v 1,5 | 1,5% kyseliné sirové, suspenze byla Zfiltrovana;

oranzovy filtrat byl pfidan ke kyselému roztoku extraktu (celkem 37 | fiItré\tu).31
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4.4.2.1. Vytrepek A z primarniho extraktu

Kysely roztok sirant (37 1) byl neutralizovan nejprve pevnym praskovym
bezvodym uhli¢itanem sodnym na pH cca 9; tekutina se vyrazné zakalila a nabyla
vzhledu svétlého kakaa. Tento roztok byl vytfepan 5 x 15 | etheru, etherové vrstvy
byly spojeny, oddéleny od zbytku vodné faze a rozpoustédlo oddestilovano. Hned po
prvnim vytfepani se roztok vycefil (vodna faze byla oranzova a €ista, Cira), vyloucil se
vSak praskovity, SedocCerny podil (PP), ktery byl z etheru oddélen, nakonec vytfepan

v barice 2 x 400 ml etheru. Ether byl pfidan k etherovym vytrepkiim.*!

4.4.2.2. Vytrepek B z primarniho extraktu

Sodovy extrakt byl zalkalizovan 50% hydroxidem sodnym na pH 12,0 - 12,5 a
tento roztok vytfepan 5 x 15 | etheru, etherové vrstvy byly spojeny, ostfe oddéleny od

zbytku vodné faze a rozpoustédlo oddestilovano.®

4.4.2.3. Vytrepek J z primarniho extraktu

Vodna bazicka (louhova) vrstva byla okyselena zfedénou Kkyselinou
chlorovodikovou (1:1, tj. asi 17%) na pH 3 - 3,5. K 16 | tohoto roztoku byl pfidan
roztok 320 g jodidu draselného ve 480 ml vody, promichalo se to a za ob¢asného
tfepani ponechalo 3 hodiny v klidu. Potom byl extrakt vytfepan 5 x 8,4 |

chloroformu.
4.4.2.4. Vytrepek E z primarniho extraktu

Okyselena vodna faze poskytovala jesté pozitivni reakci na Mayerovo cCinidlo,
byla proto zalkalizovana 25% amoniakem na pH 10 (na 1 | cca 80 ml 25% amoniaku)

a vytfepana 5 x 8,4 | smési chloroform+ethanol 8,5:1,5 nasycené vodou. Organicka

vrstva byla po ostrém oddéleni zahuéténa k suchu.®
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4.4.2.5. Zbyly vodny extrakt

Tento vodny extrakt obsahoval uz jen stopy alkaloidl (srazeci Mayerova reakce),

nebyl dale pouzit.>

Tab. 2 Jednotlivé typy vytiepku

Typ vytfepku Hmotnost Popis

A (ether, pH ~10) 182,09 Svétlé  medové barvy, vysoce
viskozni, nekrystalujici

B (ether, pH ~12) 10,06 ¢ Temné hnédy, velmi viskdzni
s naznakem krystal

J (CHCI3; pH ~3,5, kvart. | 14,26 ¢ Tmaveé hnédy, velmi viskézni

jodidy kyselé) 4,70 g Zluty praskovity sediment

E (CHCI3+EtOH 8,5:1,5, pH | 12,45 ¢g Témér Cerny, velmi viskdzni

~10, kvart. jodiny bazické)

4.4.2.6. Chelidonium majus - déleni surového vytrepku A

31 g hnédého viskdzniho odparku bylo rozpusténo v kadince za stalého michani
ty€inkou v 840 ml 0,3 M kyseliny sirové (komer¢ni 3 M kyselina sirova byla zfedéna
v poméru 1 ml kyseliny sirové + 9 ml vody); rozpou$téni bylo provadéno po Castech,
Slo snadno, vznikl intenzivné oranzovy roztok, na sténach kadinky zlstaly
nerozpusténé hnédocervené drobky a na povrchu kapaliny zUstala jakasi olejova
Smouha. Tento kysely roztok byl Zfiltrovan skladanym papirovym filtrem, barnka byla
vymyta 20 ml 0,3 M kyseliny sirové a kysely roztok byl vytfepan 5 x 220 ml etheru.
Spojené etheroveé vytiepky byly promyty 1 x 20 ml 0,15 M kyseliny sirové, potom 1 x
25 ml 4% uhli¢itanu sodného (oba vytfepavaci roztoky byly pouzity ochlazené na cca
10 °C), etherova vrstva byla oddélena a oddestilovana (vytrepek L).

Kysely oranzovy roztok byl zneutralizovan 10% uhliitanem sodnym za vzniku

1,4 | suspenze s Sedymi vylou€enymi alkaloidy (amorfni faze); tato suspenze byla
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vytfepana celkem 4 x 750 ml etheru, etherova vrstva oddélena a rozpoustédlo
oddestilovano. Vyloucené alkaloidy se prakticky vSechny rozpustily v prvni davce
etheru i s neCistotami (vytirepek A).

Medovy krystalizujici odparek s alkaloidy byl znovu rozpustén ve 300 ml 0,3 M
kyseliny sirové, zbyla barnka byla vymyta postupné 200 ml vody (v bance zbyl
oranzovy praSek, ktery se nerozpustil v kyseliné sirové, ale pouze ve vodé) a
k tomuto roztoku bylo pfidano 25 g kyanidu draselného (do alkalické reakce); pfitom
se vyloucily prakticky vSechny alkaloidy; vylouCena pevna faze byla velmi hutna,
roztok zSedl a nabyl velmi vysoké viskozity. Tato suspenze byla okyselena 1 M
kyselinou sirovou na pH cca 4 (baze se rozpustily, nerozpusténé zlstaly pouze ps-
kyanidy, suspenze opét zfidla), ps-kyanidy byly ponechany klesnout ke dnu, tekutina
nad sedlinou byla opatrné odlita, zfiltrovana pfes Blichnerovu nalevku pfes papirovy
filtr, posléze byla nalita na filtr hutna suspenze pseudokyanidi, promyta vodou a
vysusena ve vakuu. Po vysusSeni byly ps-kyanidy rozetfeny (ps-kyanidy).

1,46 g vzniklych suchych rozetfenych ps-kyanidd bylo ve varné barice prelito
36 ml smési chloroform+ethanol (objemovy pomér 1:2) a smés byla suspendovana
az k rozpusténi, resp. ke stalému jemnému zakalu. Potom bylo pfidano 12 ml 36%
kyseliny chlorovodikové a smés byla vafena na vodni lazni 1 hodinu. Po této dobé
byla zneutralizovana 10% uhli¢itanem sodnym na pH cca 7, odpafen chloroform,
ethanol a ¢ast vody, bylo pfidano 250 ml vody, provedena alkalizace 10% uhli¢itanem
sodnym na pH ~9 (vyloucila se srazenina) a nafialovéla suspenze byla vytfepana 4 x
150 ml etheru. Organické faze byly spojeny, ostfe oddélena voda, faze byly vysuSeny
siranem sodnym a rozpoustédlo bylo oddestilovano (kvartérni baze z ps-kyanidu).

1 | slabé kyselého filtratu po oddéleni ps-kyanidli byl zalkalizovan 10%
uhli¢éitanem sodnym na pH ~9 a vytfepan 5 x 250 ml etheru. Odparek alkaloidu
Zlutavy, hrubé krystalicky, byl rozpustén v 550 ml chloroformu, chloroformovy roztok
byl vytfepan 3 x 75 ml 5% hydroxidu sodného a 1 x 75 ml vody o teploté ~10 °C.
V chloroformu zUstaly baze nefenolické, do vodné faze preSly baze fenolické.
Chloroformova faze byla ostfe oddélena od vody, vysuSena siranem sodnym a
rozpous$tédlo oddestilovano (AC).

Tento odparek AC byl za mirného zahfati rozpustén ve 130 ml 0,3 M kyseliny
sirové a po zchladnuti bylo pfidano 130 ml 36% kyseliny chlorovodikové; asi do 3

minut se vyloucila srazenina nerozpustnych chloridd. Po 1,5dennim stani v lednici
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byly chloridy odsaty na frité, promyty vodou, vysuSeny nejprve na vzduchu a potom
ve vakuovém exsikatoru. 10,67 g suchych, svétle okrovych chloridi nerozpustnych ve
vodé bylo za tepla (60 - 70 °C) rozpusténo v 1,1 1 0,3 M kyseliné sirové, roztok byl
ochlazen a nejprve zneutralizovan opatrné pevnym praskovym uhliCitanem sodnym
do pH cca 7, potom 10% roztokem uhli¢itanu sodného do pH 9; po zchladnuti pod
tekouci vodou byl vytfepan 4 x 350 ml etheru, etherové vrstvy odpafeny a odparek
vysuSen (AC; z chloridd nR v kyselin chlorovodikové).

1 [ filtratu po oddéleni nerozpustnych chloridi alkaloidd byl nejprve Zfiltrovan pres
vrstvu kfemeliny (1 cm) pro odstranéni zakalu nR chloridd, zalkalizovan 10%
uhli¢itanem sodnym na pH cca 9 (vyloucila se Sedava vloCkovita srazenina), vytfepan
4 x 250 ml etheru a rozpoustédlo bylo odpafeno (AC; z chloridi rozpustnych
v kyseliné chlorovodikové).

Louhovy roztok a promyvaci voda s fenolaty alkaloidi byly spojeny, okyseleny 1
M kyselinou sirovou na pH cca 5, roztok byl zalkalizovan 10% uhliitanem sodnym na
pH ~9; Sedava suspenze (cca 500 ml) byla vytfepana 4 x 150 ml etheru. Etherové
vrstvy byly spojeny, ostfe oddéleny od vody a po vysuSeni siranem sodnym odpareny
(ACZ).31

Tab. 3 Vysledky separace surového vytirepku A (31 g)

Oznaceni Hmotnost Popis
vytiepku (9)
L 0,1561 Tmavé  hnédy, olejovity, s praskovitym
vypadkem
ps-kyanidy 1,46 Svétle okrové, nepachnouci
kvart.b. z ps-CN 0,8587 Hnédy, nekrystalicky
AC Nevazen | Svétle hnédy, medovity
AC; z chloridd 9,4562 Svétle okrovy, krystalicky
nR
AC; z chloridd R 5,0737 Svétle nazloutly, hrubé krystalicky
AC>, 0,1411 Tmavé hnédy, velmi viskdzni

Pozn.: nR = nerozpustny, R = rozpustny
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4.4.3. Chromatografie vytirepku A (AC, — alkaloidy z chloridu
rozpustnych)

Tento odparek obsahoval alkaloidy, jejichz chloridy byly ve vodé (v roztoku

kyseliny chlorovodikové) rozpustné.

Tab. 4 Sloupcova chromatografie

Navazka: 5,07 g suché smési (3 latky)

Adsorbent: Oxid hlinity neutralni, stupen aktivity Ill, 60 - 200 um, 200 g

Vrstva s nanaskou 2,5x5cm

fr.:

Délici loze: 2,5 x 54 cm; sloupec byl nalit v soustavé benzin+chloroform
9:1

Mrtvy objem: 200 ml

Frakce: 100 ml

Doba toku frakce: 15 - 20 min.
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Tab. 5 Vysledek primarni chromatografie alkaloidnich bazi AC; na oxidu hlinitém

Frakce | Spojené fr. Elu€ni systém Popis
0 Benzin+ chloroform 9+1 0
1-8 Benzin+chloroform 8,5+1,5
1-10 0
9-10 Benzin+chloroform 8+2
11 11 Benzin+chloroform 8+2 Zluty s krystalky
12 12 Benzin+chloroform 8+2 Zluty s krystalky
13 Benzin+chloroform 8+2
13-14 Témeér bily, krystal.
14 Benzin+chloroform 8+2
15 Benzin+chloroform 8+2
16 15-17 Benzin+chloroform 8+2 Témér bily, krystal.
17 Benzin+chloroform 8+2
18 18 Benzin+chloroform 8+2 Bily, krystalicky
19 Benzin+chloroform 8+2
20 Benzin+chloroform 8+2
21 Benzin+chloroform 8+2
22 Benzin+chloroform 7+3
19-26 Bily, krystalicky
23 Benzin+chloroform 7+3
24 Benzin+chloroform 7+3
25 Benzin+chloroform 7+3
26 Benzin+chloroform 7+3
27 27 Benzin+chloroform 7+3 Nahnédly, olejovity
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V dalSim postupu jsem zpracovavala frakce 13+14, 15-17, 18 a 19-26. Tato latka
byla oznaCena jako CH-M/A-2.

Cisténi frakci 13+14, 15-17, 19-26
Hrubé krystalické frakce byly rozifedény malym mnozZstvim smési chloroform+ethanol
1:1, krystaly mirné rozdrceny (ne vSak na prasek), zfiltrovany na frité, mirné udusany

a promyty 2x uvedenou smési. Vysledky ukazuje tabulka 6.

Tab. 6 Celkové vysledky sloupcové chromatografie na oxidu hlinitém

Frakce Hmotnost Popis

Fr.13+14: CH-M/A-2 | Kr.: 108 mg Bélavy, praskovity
ML: 0,4176 g | NaZloutly, praskovity

Fr.15-17: CH-M/A-2 | Kr.: 700 mg Cisté bily
ML: 0,2225 g | Nahnédly, drobné krystalicky

Fr.18: CH-M/A-2 Kr.: 164 mg Slabé nazloutlé praskovité kr.
ML: 0,0293 g | NaZloutly olejovity

Fr.19-26: CH-M/A-2 | Kr.: 504 mg Cisté bilé, praskovité kr.
ML: 1,3775 g | Hrubé krystalicky, nahnédly

Jak je patrné z vysledkl tenkovrstvé chromatografie jednotlivé frakce latky CH-M/A-2

jsou identické.
Muze se stat, ze alkaloidy prechazi do jednotlivych frakci. Také latka pod oznacenim

CH-M/A-3, kterou zpracovavala jina diplomantka, se objevila na TLC chromatogramu
v nékterych frakcich latky CH-M/A-2.
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4.4.4. Tenkovrstva chromatografie

Obr. 3 Vysledky TLC vSech frakci.

CH-M/A-1
O O
ST T CHa
O O O O O o o o O
CH-M/A-3
O O - O O O
—_— =
CH-M/ ML 13-14/1 13-14/2 ML 15-17 ML 18 ML 19-26 ML 27

Al

Tenkovrstva chromatografie spojenych frakci

S 1, komora nasysena, vyvijeni 2 x, D 3

Tab. 7 Hodnoty Re

Frakce Rr

Fr.: 13-14/1 0,43
Fr.: 13-14/2 0,42
ML CH-M/A-2 0,42
ML CH-M/A-3 0, 28
Fr.: 15-17 0,41
ML CH-M/A-2 0,40
ML CH-M/A-3 0,29
Fr.: 18 0,41
ML 0,41
Fr.: 19-26 CH-M/A-2 0,40
Fr.: 19-26 CH-M/A-3 0,28
ML CH-M/A-2 0,40
ML CH-M/A-3 0,29

44



Obr. 4 Vysledky TLC vSech frakci

CH-M/A-1
O
- CH-M/A-2
O O O O O o o o O

CH-M/A-3

O O o o o O

_ =

CH-M/ ML 13-14/1  13-14/2 ML 15-17 ML 18 ML 19-26 ML 27

Al

U Cistych latek 13-14/1, 19-26 vznika skvrna po nastfiku Dragendorffova Cinidla aZ po
chvili, ne na za¢atku, pod UV neni vabec patrna.

S 1, komora nasycena, vyvijeni2x,D 1,D 3

Tab. 8 Hodnoty R¢

Frakce Rr

Fr.: 13-14/1 0,44
Fr.: 13-14/2 0,43
ML CH-M/A-2 0,42
ML CH-M/A-3 0,29
Fr.: 15-17 0,42
ML CH-M/A-2 0,41
ML CH-M/A-3 0,29
Fr.: 18 0,42
ML CH-M/A-2 0,42
ML CH-M/A-3 0,30
Fr.: 19-26 CH-M/A-2 0,42
Fr.: 19-26 CH-M/A-3 0,30
ML CH-M/A-2 0,41
ML CH-M/A-3 0,30

45




4.5. Prehled izolovanych latek

Cisté bilé aZ slabé naZloutlé praskovité krystaly latky CH-M/A-2.
4.5.1. Teplota tani

Teplota tani: 198 — 203°C

Této hodnoté teploty tani mize odpovidat (-)stylopin (t. t. 201 - 202°C), chelamin  (t.
t. 203-204°C), tetrahydrokorisamin (t. t. 201-202°C).
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IC spektrum

4.5.2.

Obr. 6 IC spektrum latky CH-M/A-2
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45.3. Vysledky testd vlivu Ilatky CH-M/A-2 na aktivitu

acetylcholinesterazy

Latka ICs0 95% konfidenéni interval | smérnice
[mg/l] [mg/l]
CH-M/A-2 35 31,1 -39,3 1,48

Tento vysledek ziskany zméfenim vlivu latky CH-M/A-2 na aktivitu
acetylcholinesterazy je pouze pfedbézny. Vzhledem k tomu, Ze nezname pfesnou

strukturu latky CH-M/A-2, nebylo mozné pfesné stanovit hodnotu 1Csp.
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5.

DISKUSE
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Alzheimerova demence patfi k onemocnéni, jehoz |écba je komplikovana a
problematicka. Pfesna pfiCina vzniku Alzheimerovy choroby neni dosud zcela znama
a podili se na ni nékolik faktord. Tato choroba je totiz komplexem fady
patofyziologickych procesul, z nichZz nékteré na sebe navazuji a nékteré pusobi
naprosto samostatné.

V souCasné dobé je hlavnim léCebnym postupem zasah do aktivity mozkové
acetylcholinesterazy. Pravé acetylcholinergni systém je totiz u Alzheimerovy nemaoci
nejvice postizen a nedostatek acetylcholinu v CNS se podili na rozvoji demence.
Rada slougenin méa cholinomimetické Gginky velmi pFiznivé, bohuzel véak prakticky
nevyuzitelng; tyto u€inky jsou nejen centralni, ale i periferni. Pravé vyrazné periferni
ucinky téchto latek znemoziuji jejich pouziti, protoze by mohly vést k rfadé
nezadoucich ucinkl jako napf. kfeCe, pocity slabosti, prajmy, poceni, tachyarytmie.
Vyznamnym cholinomimetikem je napf. fysostigmin, ale vzhledem k jeho zavaznym
vedlejSim ucinkim je tézko pouzitelny. Proto pfichazi v ivahu jen malo slouc€enin
z prirodnich latek. V souCasné dobé se zacina prakticky vyuzivat galanthamin, velmi
intenzivné se pracuje na rtiznych galanthaminovych derivatech.® Velmi perspektivni
pfirodni latka je alkaloid izolovany z nékterych zastupcu Celedi Lycopodiaceae —
huperzin A. Tento alkaloid stadi podavat v podstatné nizSich davkach nez
galanthamin. Ponékud obtiznéjSi je v souCasnosti jeho ziskavani nez u ostatnich
prirodnich latek, nicméné rozsahlé syntetické studie dokazuji, Ze se tato latka bude
pFipravovat zcela synteticky.*® Syntetické latky pouzivané v sougasnosti (dopenezil,
takrin) neposkytuji takové terapeutické potreby, jaké se od nich oCekavaiji, a proto je
huperezin A nadéjnym léCivem. V podstaté je dnes takrin jiz IéCivem mrtvym.

Probihajici intenzivni vyzkum v této oblasti je zaméfen nejen na latky synteticke,
ale také na latky pfirodni s ohledem na jejich schopnost reverzibilné blokovat rozklad
mozkové acetylcholinesterazy. Kromé rlznych syntetickych latek se jako velmi
perspektivni ukazuji i nékteré dalSi latky (napf. lipokrin, ganstigmin, ladostigmin,
dekursinol, a. - onocerin, zeatin).?*% Alkaloidy jsou rovnéz atraktivni z preparativniho
hlediska, protoze se s nimi snadnéji pracuje nez s neutralnimi slou¢eninami (Ize je
rychleji a méné nakladné distit).

Jednou zrostlin, ktera obsahuje alkaloidy biologicky aktivni  vUCi
acetylcholinesteraze je vlastoviénik vétsi (Chelidonium majus). Tyka se to jak
alkaloidll obsazenych v nati, tak i alkaloidi obsazenych v kofeni (jde pfedevSim o
benzylisochinolinové  derivaty  benzofenanthridinového,  protoberberinového,
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protopinového typu a kvarterni aporfiny). Jeho vyzkum se v posledni dobé pomérné
rozSifuje, patrné z davodl studia antineoplastického ucinku alkaloidniho pfipravku
latky nazvaného Ukrain (tento preparat obsahuje extrakt alkaloidi z Chelidonium
majus konjugovanych s kyselinou thiofosforeCnou). V souvislosti s timto studiem se
sleduje vliv a uc€inek alkaloidu i na jiné struktury, napf. efekt benzofenanthridinovych
alkaloidd na lidské keratinocyty®’, inhibiéni vliv na 5- a 12-lipoxygenazu neredoxnim
mechanismem.®® Pozornost je rovnéZ vénovana vlivu alkaloid(i z vlastoviéniku
vétsiho a podobnych alkaloidll izolovanych z rostliny Bocconia (Macleaya) cordata
na hydrolyzu acetylthiocholinu a acetylcholinesterazu.*® Jedna se zejména o
chelidonin, sanguinarin, chelerythrin a také Ukrain. Zjistilo se totiz, ze
benzo[c]fenanthridinové alkaloidy (sanguinarin, chelerythrin) jsou pomérné uc€inné
(ICs je 0,2 — 0,3 mM). Rovnéz chelidonin a Ukrain vykazuji zajimavy ucinek (ICs je
2-2,5mM).

Také na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie probiha screening pfirodnich
latek typu alkaloidi z Celedi Papaveraceae a Fumariaceae. Z tohoto divodu byl
proveden pokus o izolaci alkaloidd s cilem podrobit tyto latky testovani vlivu na
acetylcholinesterazu a v pozdéjsi dobé na prolylendopeptidazu. K této izolaci bylo
pouzito 41,8 kg celé suSené rostliny (tzn. nat a kofen). Postupovalo se podle

poznatkil profesora Slavika®*°

, jehoz pracovni skupina se alkaloidy z Celedi
Papaveraceae (ovSem pouze z preparativniho hlediska) zabyvala od 50. do 70. let
minulého stoleti. Pro tyto izolace pracovni skupina pouZzivala sofistikovanou a velice
logickou metodu. Rostlinna ¢ast byla extrahovana methanolem nebo ethanolem, po
odstranéni rozpoustédla byl odparek roztfepan se slabym roztokem kyseliny sirové a
Zfiltrovan. Prakticky neutralni alkaloidy a neutralni znecisténiny byly odstranény
vytfepanim tohoto roztoku etherem, vodna vrstva byla zalkalizovana uhliCitanem
sodnym na pH 9 — 10, vylouCené alkaloidy vytfepany etherem, zbyla vodna vrstva
byla zalkalizovana na pH 12 — 12,5 a silné baze vytfepany opét do etheru. Po
okyseleni vodného extraktu kyselinou chlorovodikovou a pfidavku jodidu draselného
byly vytvofené jodidy kvarternich bazi vytfepany chloroformem (,jodidy kyselé®) a
kysely vodny roztok byl opét zalkalizovan amoniakem a vytfepan chloroformem do
néhoz presly ,jodidy bazické®. Etherovy vytfepek, ktery byl ziskan alkalizaci
uhlicitanem sodnym, obsahoval stfedné bazické alkaloidy a byl dale separovan
pfipravou pseudokyanidli  (sanguinarinova baze vytvarejici nerozpustné

pseudokyanidy). Zbyly roztok po pseudokyanidech byl zpracovan s koncentrovanou
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kyselinou chlorovodikovou na chloridy rozpustné a nerozpustné ve vodé. Nakonec
byly z téchto frakci oddéleny alkaliody fenolické od nefenolickych.

Tento postup pouzivany Slavikem a jeho skupinou je velmi logicky a historicky
patrné osvédcCeny. V nasSich pracovnich podminkach se vSak vubec neosvédcil.
Ukazalo se, Zze nepfinasi tak snadné vysledky jak to popisuje Slavikova skupina
(jednoduchym vytfepavanim a frakcni krystalizaci tato skupina rozdélila latky az do
Cistého stavu). Pfi opakovani tohoto postupu s nasi drogou jsme zjistili, Ze oCekavany
vysledek je nerealny. Po odstranéni malo bazickych alkaloidt a ostatnich znecisténin
z kyselého roztoku alkaloidt (31 g odparku A) byly pfipraveny pseudokyanidy (1,46 g)
a separovany chloridy alkaloidu ve vodé rozpustné (5,0737 g) a ve vodé nerozpustné
(9,4562 g). Vénovala jsem se déleni alkaloidu jejichz chloridy byly ve vodé rozpustné.
Zjistila jsem, Ze postup popisovany Slavikem nepfines| tak vyborné vysledky.?® Autor
krystalizoval baze riznym zplsobem z chloroform-methanolu, pfi€emz ziskal racemat
stylopinu (t. t. 221 - 222°C), (-)stylopin (t. t. 201 - 202°C), chelidonin (t. t. 135 -
136°C), protopin (t. t. 203 - 204°C) z nati; stejnym postupem ziskal fadu dalSich
alkaloidi odliSné struktury z kofene. V naSi praci jsme pouzili celou rostlinu, protoze
nam byla nabidnuta zahrani¢ni firmou, a tim se nam situace zkomplikovala.
Pfedpoklad, Ze se spektrum alkaloidi podafi rozdélit Slavikovym postupem, se
ukazal jako mylny. Z tohoto divodu musime &ekat na vysledky spektralni analyzy,
které potvrdi strukturu izolované latky CH-M/A-2 (t.t. 198 - 203°C podle Koflera).
Tenkovrstva chromatografie ukazala, Ze alkaloid pfipraveny nasim postupem
(sloupcova chromatografie na oxidu hlinitém z frakci 13+14, 15-17, 18, 19-26) je
Cisty, ale pro kone¢né ovéreni struktury musime pockat na vysledky spektralnich
analyz.

U izolované latky CH-M/A-2 byla zméfena jeji biologicka aktivita (schopnost
inhibovat acetylcholinesterazu) na homogenatu mozku. Z mozku byl odpreparovan
nucleus caudatus. Preparat byl oplachnut fyziologickym roztokem a homogenizovan
jednu minutu pfi dvaceti tisici otakach za minutu v poméru 1 : 10 s destilovanou
vodou. Poté byl homogenat rozplnén do zkumavek po dvou mililitrech a zmrazen na
-35°C.

0,5 ml homogenatu bylo smiseno s 2,5 ml 3 M roztoku chloridu sodného, 0,2 mi
roztoku testované latky a objem doplnén destilovanou vodou na 23 ml. Reakeni
smés byla vytemperovana na 25 °C, oddélena od okolni atmosféry protékajicim

dusikem a pH bylo nastaveno na hodnotu 8 a spustén titrator. Po té bylo k reakéni

52



smési pfidano 2 ml 0,01 M roztoku substratu — acetylcholin jodidu. Ploterem titratoru
byla nasledné zaznamenavana spotfeba 0,01 M roztoku hydroxidu sodného nutna
k udrzeni konstantniho pH reakéni smési. Koncentrace testované latky byly zvoleny
tak, aby oblast aktivit enzymu byla rovnomérné pokryta méficimi body od
stoprocentni po nulovou aktivitu.

Cholinesterazy jsou kompetetivné inhibovany kvartérnimi latkami. Pokles aktivity
je umérny pouzité koncentraci inhibitoru. Stanoveni aktivity enzymu je zaloZzeno na
jeho reakci s nativnim substratem, kdy je tento enzym Stépen na alkohol cholin a
kyselinu octovou. Tato reakce je neutralizovana kontinualnimi pfidavky roztoku
hydroxidu sodného, tak aby bylo udrzeno konstantni pH 8.

U latky CH-M/A-2 byla naméfena hodnota ICsg = 35 (mg/l). Jedna se pouze o
vysledek predbézny, protoze hodnotu ICsy nebylo mozné presné stanovit vzhledem
k tomu, Ze nezname presnou strukturu latky. Ke stanoveni aktivity bude také pouZita
pozitivni kontrola galanthaminem a neostigminem, coz v sou€asnosti nebylo
provedeno, protoze metoda je propracovavana a je nutné ji upravit. Z tohoto udaje

Ize ovSem odvodit ucinnost této latky, ktera je vSak nizka.
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SOUHRN
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K izolaci alkaloidt z Chelidonium majus bylo pouzito 41,8 kg celé suSené rostliny
(nat a kofen). Na extrakci drogy jsem se podilela spolu s dalSimi diplomantkami
Sarkou Brozovou, Evou Vitkovou a Dagmar Kubincovou. PFipravou extraktu a jeho
Cisténim jsme ziskaly pseudokyanidy, kvarterni baze z pseudokyanidl, chloridy ve
vodeé rozpustné a chloridy ve vodé nerozpustné. Zabyvala jsem se délenim alkaloidu
jejichz chloridy byly ve vodé rozpustné a izolovala jsem latku CH-M/A-2. Tenkovrstva
chromatografie ukazala, Ze alkaloid pfipraveny naSim postupem (sloupcova
chromatografie na oxidu hlinitém z frakci 13+14, 15-17, 18, 19-26) je Cisty. Neznam
ale jeho pfesnou strukturu a musim pockat na vysledky spektralnich analyz. U této
latky byla zméfena jeji biologicka aktivita (schopnost inhibovat acetylcholinesterazu).
Namérena hodnota, ICsp = 35 mg/l, ukazuje, ze ucinnost latky CH-M/A-2 je nizka.
Jedna se vSak pouze o vysledek predbézny, protoze hodnotu ICsy nebylo mozné

presné stanovit vzhledem k tomu, Ze neni znama presna struktura latky.
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