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@ Teorie

Vyvoj léKku z rostlin

Jak modifikovat 1écCivo, aby proslo do CNS? Jak zjistit, jak efektivné extrahovat 1éky z rostlin? Jak
predpokladat, do kterych tkani I1ék prochazi nebo jak podporit jeho vylouceni z téla? Témito otazkami se
budeme zabyvat v tomto praktiku.

Prvni Cast teorie se vénuje tomu, jak predpokladat vlastnosti latek. Dalsi ¢ast se vénuje technikdm jak
ziskat 1éKky z rostlin. Posledni ¢ast se vénuje toxikologii 1€k, jak se vstrebavaji, metabolizuji a vylucuji

Posledni dvé casti jsou pouze informac¢ni - uvedeny pouze pro zajimavost (kromé TLC).
Nejdulezitéjsi je pochopeni zakladnich principti z prvnich casti a pochopeni TLC.

I. Jak predpokladat chemické vlastnosti molekul
Polarita chemické vazby

Predstavme si dva atomy, spojené vazbou. Elektrony vazby nejsou vzdy rozdéleny spravedlivé, ale jsou
pritazeny k atomu s vyssi elektronegativitou. Elektronegativita je schopnost prvku pritahovat elektrony
(Viz tabulka dole). Cim vyssi je rozdil elektronegativit atomt, tim vétsi je posun elektrond.
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Obr. 1. Tabulka elektronegativit prvku. Elektronegativita je uvedena pod prvkem.

Podle rozdilu elektronegativit rozlisujeme:

e Jontovou vazbu: rozdil elektronegativit je nad 1,7
e Kovalentni -Polarni vazbu: rozdil elektronegativit mezi 0,4-1,7
o Kovalentni -Nepolarni vazbu: rozdil elektronegativit je pod 0,4

Cim vyssi rozdil, tim vyssi parcidlné zaporny naboj vznikd na jednom atomu a parcidlné kladny na
druhém atomu.

Ukol 1: Rozhodnéte, jaké vazby jsou v molekule: oxidu uhli¢itého, kysliku, chloridu sodného, metanu a
mocoviny.

Ukol 2: Najdéte poldrni vazby v slouceniné E133.



Tvar molekuly

U jednoduchych sloucenin bez d orbitali miizeme jednoduse odhadnout tvar molekul. VSechny volné
elektronové pary a sigma vazby se usporadaji tak, aby byli co nejdal od sebe. KdyZ soucet je volnych
elektronovych parti a sigma vazeb 2, zaporné oblaky jsou na piimce a uhel je 180°. KdyZ je soucet 3,
zaporné oblaky sméruji do vrcholu rovnostranného trojihelniku a dhel je 120°. KdyZ je soucet 4, zdporné
oblaky sméruji do vrcholu tetraedru a thel je 109,5°. Odpuzovani mezi volnymi el. pary je vétsi, proto
byva thel u nesymetrickych sloucenin ve vysledku mirné deformovan.

Dipol

Molekula ma dipdl, kdyz centrum kladného a zaporného naboje neni na stejném misté.

Ukol 3: Md molekula vody a molekula oxidu uhli¢itého dipdl?

Ukol 4: Pro¢ je voda poldrni rozpoustédlo? Pro¢ je voda dipél? Pro¢ je chloroform nepoldrni rozpoustédlo?
Naboj molekuly

Naboj molekuly extrémné zvySuje rozpustnost ve vodé. Soli, ve kterych je vazba hodné polarizovana
tvori Casto ionty, které se lehce rozpousti ve vodé. Neutralni latky, které odstépi proton (kyseliny)
nasledné tvori anionty. Naopak neutralni latky, které piijmou proton (baze) nasledné tvori kationty.
Nabité ¢asti jsou dobie rozpustné ve vodé, protoze interaguji s dipélem vody. Kolik nabitych ¢astic
kyselina miZe vytvotit Ize odhadnout z pKa. Cim siln&jsi kyselina, tim vice anionti tvoii piimo ve vodé.

Mezimolekulové interakce

Mezimolekulové interakce jsou zodpovédné za trojrozmérnou strukturu biologickych polymerd, jako
jsou bilkoviny a DNA a RNA.(1) Podileji se napt. na vyskladani vazebniho i katalytického mista enzymu
pro substrat, na vytvarovani receptort i 3D struktury protilatek.(1) Pienos signalu pomoci hormoni a
neurotransmiterd, exprese genu, rychlost enzymatickych pochodu je sprostredkovan
mezimolekulovymi interakcemi (1). Zatimco kovalentni vazby maji energii ve stovkach k].mol!
mezimolekulové interakce jsou v desitkach nebo jednotkach kj.mol-! nebo i méné (1). A¢ individualné
slabé, mohou se libovolné kombinovat a tim padem zesilovat (1). Vyhodou téchto interakci je, Ze jsou
slabsi oproti kovalentnim vazbam, a proto jsou Casto vratné (1). Ligandy se tak mohou nejen vazat na
receptor, ale i uvolnit, to samé plati pro enzym a substrat. Produkt, ackoli podobny substratu se muze
uvolnit z enzymu. Tyto interakce plisobi i mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou.

Mezimolekulové interakce miiZzeme rozdélit na(1):

o Elektrostatické interakce: Mezi kladnym a zapornym nabojem. Napriklad mezi nabitym
postrannim retézcem lysinu a aspartatu -NHs+ .... -O0C-.

¢ Vodikovy miustek: Vodikova vazba je vazba mezi Ha Y. Y je vysoce elektronegativni prvek, ktery
do interakce da volny elektronovy par. H ma volny orbital a je akceptorem elektronu. Podminkou



je, Ze na vodik musi byt navdzany atom s vysokou elektronegativitou. Ten k sobé ptitdhne oba
elektrony vazby a na vodiku vznika parcialné kladny naboj.

Atom vysokou elektronegativitou

Vazba je znatné polarizovana vznika parcialné

Vodikova vazba

Donor

Atom vysokou elektronegativitou

kladny naboj na H a parcialné zaporny naboj na X

Obr. 2

e Van der Waalsovy interakce (1):

Volny elektronovy par

o Interakce mezi permanentnimi dipdly. Napriklad: =C 8+=0Q 8- ==C 8+=0 &-,

¢ Interakce mezi permanentnim a indukovanym dip6lem. =C 8+=Q 8--.-.H3 8+C &--,

o Londonovy disperzni interakce. Jedna se o interakci mezi 2 okamzitymi dipo6ly.

e Patrové interakce jsou mezi m a Tt systémy nad a pod aromatickymi kruhy, napt. DNA.

o Hydrofébniinterakce (1): Nejcastéji ji vidime u Fetézce uhlovodiku. Sila hydrofobnich interakci
roste s poctem uhliki. Sila hydrofobnich interakci roste u nerozvétvenych retézctli, protoze
nékdy rozvétvené uhlovodikové retézce mohou piekazet interakci a zabranit lehkému
naskladani retézct. Vysvétleni mechanismu interakci je predmétem zkoumdni. Cast teorie
vysvétluje spojeni kapicek oleje ve vodé diky ristu entropie rozpoustédla - vody.

Rozpustnost

Voda jako rozpoustédlo

Dipol

Obr. 3 Voda je hydrofilni
rozpoustédlo. Vazba mezi atomy
vodiku a kysliku je vyrazné polarni,
rozdil elektronegativit je 3,5-2,2=1,3,
proto se na kysliku tvoii vyrazny
parcidlni zaporny naboj a na vodiku
parcialni kladny naboj. Tvar molekuly
je lomeny, protoZe 2 o a 2 volné
elektronové pary jsou co nejdal od
sebe a tvori vazebny thel o néco mensi



nez 109,5°. Centrum kladného naboje je mezi vodiky a centrum zaporného naboje pfi kysliku. Voda je
tedy dipol. &

Chloroform CHCIsjako rozpoustédlo

V chloroformu je C-H vazba nepolarni a C-Cl na hrané mezi polarni a nepolarni vazbou. Vazebny thel je
taktéz 109,5°. Malé rozdily elektronegativit mezi prvky nevytvori dostatecny parcialni naboj.
Rozpoustédlo je nepolarni.

Hydrofilni latky
Mezimolekulovymi interakcemi interaguji s vodou.

e Maji Casto naboj, tim dobfe interaguji s dipélem vody. (interakce naboj-dipdl).
e Maji polarni vazby, které se obaluji vodou. (interakce dip6l- dipdl).
e Tvori s vodou vodikové mustky.

Hydrofobni latky

Hydrofobni latky maji nepolarni vazby, nemaji naboj, a netvoii vodikové mistky. Casto se jedna o
alifatické alkanové retézce nebo aromatické latky.

Nepolarni vazby v
v Polarni vazby
v Naboj
v Vodikové vazby

Obr .4



II. Vyvoj 1éku z rostlin (2)

Je zajimavé, Ze asi polovina 1ékli je odvozend zrostlin (2). Vlidovém Iécitelstvi se pouzivaji
organoleptické vlastnosti a morfologie pro identifikaci rostlin a jejich extrakti. V mediciné se
dnes vyuzivaji moderni techniky jako mikroskopie, geneticka analyza a analytické metody na evaluaci
rostliny a standardizaci extrakt (2).

— ( Extrakce ) — ( Separace ) — ( Bialogick;’refek’r)

TLC, HPLC

C Identifikace )

MS, NMR

o Extrakce Nejstarsi zplisoby extrakce zahrnuji extrakci do rozpoustédla. Organické casti molekul
rostlin se ¢asto dobfe extrahuji do nepolarnich rozpoustédel. Polarni ¢asti molekuly jako naboje,
brani extrakci a drzi komponenty ve vodné fazi. Jsou proto testovany kyselé, neutrdlni a zasadité
extrakty. Slabé kyseliny v kyselém prostiedi jsou nedisociované a bez negativniho naboje a lépe se
extrahuji do hydrofobnich rozpoustédel. Naopak slabé zasady v zasaditém prostiredi jsou bez naboje
a lépe se extrahuji do hydrofobnich rozpoustédel. Moderni zplsoby extrakce zahrnuji ultrazvukem
asistovanou, mikrovlnami asistovanou nebo enzymaticky asistovanou extrakci.

o Separace Nejcastéjsi metodou separace rostlinnych komponent je chromatografie. V nejcastéjsim
uspoiadani jsou piitomny dvé faze: stacionarni a mobilni. Mobilni faze vzlina po6ry stacionarni faze a
pii tom rdznou rychlosti posouva latky obsazené v analyzovaném vzorku ve sméru toku mobilni faze.
Rychlost pohybu jednotlivych latek zavisi na poméru jejich afinit ke stacionarni a mobilni fazi. Latky,
které se vice poutaji ke stacionarni fazi, postupuji pomaleji a po skoneni chromatografického délent
zUstavaji bliZe startu. Naopak latky s vyssi afinitou k mobilni fazi se pohybuji rychleji a doputuji do
vétsi vzdalenosti od mista naneseni.

Chromatografie déli latky na zakladé rizné afinity k stacionarni a mobilni fazi.

HPLC-high performace liquid chromatography- vysokoucinna kapalinova chromatografie

Je bezpochyby nejucinnéjsi technikou pro hodnoceni komponent v rostlinach. Je spojena s detekci
latky umoziujici kvantifikaci. Jako stacionarni faze se vyuziva kolona. Cim del$i draha (3 metrt) a ¢im
jemnéjsi castecky stacionarni faze vytvarejici ohromny povrch, tim lepsi efekt separace. Aby vzorek
a mobilni faze prosli tak dlouhou drahu s tak velikym povrchem, je mobilni faze pohanéna vysokym
tlakem. Na konci kolony je detektor. Kazda latka ma charakteristicky retencni cas, za ktery vyjde
z kolony. Cim vy33i afinita ke stacionarni fazi, tim je del$i. Naopak, ¢im vy33i afinita k mobilni fazi, tim



je reten¢ni cas krat$i. Abychom odfiltrovali variabilitu zptsobenou instrumentaci, pouzivaji se
standardy, u kterych se retencni ¢as srovnava s nezndmym vzorkem.
TLC- thin layer chromatography- tenkovrstevna chromatografie

Stacionarni faze ma obvykle polarni charakter. Vyuzivany jsou
jemnozrnné adsorbenty, jako je hydratovany oxid kremicity
(silikagel), hydratovany oxid hlinity nebo praskova celuléza.
U komerc¢né dostupnych desek pro TLC je adsorbent ve formé tenké
vrstvicky zafixovan na hlinikové nebo plastové podloZce. Mobilni
fazi je kapalina, ktera se pohybuje mezi casticemi pevné faze.
Vhodnou mobilni fazi je rozpoustédlo nebo smés rozpoustédel,
v nichz se vSechny slozKky analyzované smeési rozpoustéji.

¢ Hodnoceni - Vyhodnoceni polohy skvrn se provadi pomoci tzv.
retardacniho faktoru (Rf). Udava vzdalenost, o kterou se latka
posune na dané desce pti chromatografickém déleni. Vypocte se
jako pomér vzdalenosti stiedu skvrny od startu (oznacena jako a)
ke vzdalenosti Cela mobilni faze od startu (oznacena jako b)

a— vzdalenosti stiredu skvrny od startu

b — vzdalenosti ¢ela mobilni faze od startu

Rfje bezrozmérna veli¢ina, ktera mize nabyvat hodnot od 0 do 1. Hodnotu rovnu 0 maji latky zlstavajici
na startu a hodnotu 1 l1atky nezadrzené mobilni fazi putujici s Celem rozpoustédla.
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R¢ je charakteristicky pro jednotlivé latky
délené chromatograficky za presné

#— (elo mohilni faze ; B ° . o
definovanych podminek (napf. stejné

Ry pro Idtku Ay slozeni mobilni a stacionarni faze, stejna
a, teplota pfi vyvijeni). Pro spolehlivou

Ri= b identifikaci skvrn analyzovanych latek je
zapotifebi na stejném chromatogramu

R;pro Idth A, soucasné S nezndmym vzorkem
a, analyzovat i standardni Ccisté latky,

Ri= h jejichz pritomnost v testovaném vzorku

predpoklddame. Pokud standard a
sledovana latka maji stejnou hodnotu Rra
stejné reaguji pti detekci, jde zpravidla o
totozné latky.

Detekce: U detekce rostlinnych komponent mtizeme pouzit:

Obecna ¢inidla reagujici s vétSinou latek jako jsou: p-anisaldehyd, fosfomolybdenova kyselina, vanillin

(2).

Skupinové specificka ¢inidla- Dragendorfovo Cinidlo pro alkaloidy, ninhydrin pro amino kyseliny a
aminy, dinitrofenylhydrazin pro ketony a aldehydy (2).

Specialnim novym c¢inidlem je NP-PEG- natural product polyethyleneglycol- pro detekci polyphenolu.
Produkty po detekci fluoreskuji: Cervené (chlorofyly), purpurové (antocyaniny), modie (fenoly
karboxylovy kyselin) , ZlutooranzZové (flavanoly) a zelené(flavanony)(2).

e Biologické vlastnosti. Biologické ucinky jsou nejprve testovany na enzymech nebo bunécnych
modelech, poté na zviratech a na lidech se soucasnym sledovanim nezadoucich ucinki. Existuji
jednoduché testy u rostlinnych komponent, kde piimo na TLC desku mtliZeme nastiikat suspenzi
bakterii Ci plisni rostoucich ve spravném médiu a pomoci vhodnych latek vizualizovat niceni



patogenu, pfimo na TLC desce a tak identifikovat komponentu z rostliny s bakteriocidnim nebo
bakteriostatickym efektem. Na TLC desce je mozné piimo analyzovat (2):
e Antibakterialni aktivitu
¢ Antioxidacni kapacitu
o Testovat inhibici specidlnich enzymia (napt. test inhibice acetylcholiesterazy pro terapii
Alzheimery choroby, inhibitory lipazy u obesity)
e Estrogenni aktivitu

Poté se identifikuji jenom komponenty s vyraznou biologickou aktivitou z TLC desky. Existuji i pfimé

vvvvvv

presné;jsi.
¢ Identifikace se déje pomoci NMR a MS.

NMR identifikuje slouceninu na zakladé toho, jak atomova jadra se spinem odpovidaji na silné
magnetické pole a radiofrekvencni pulzy. V magnetickém poli se nukledrni magnety orientuji bud’

Vv

ve sméru, tim ziskaji nizs$i energii) nebo proti sméru pole (tim ziskaji vyssi energii). Po pouziti
radiofrekvencnich pulzl prechazeji ze stavu s nizsi energii do stavu s vyssi energii. Kdyz se pulzy
vypnou, jadra se vraceji do zakladniho stavu a emituji pritom energii jako signal.

MS- Proces zacina ionizaci molekuly na riizné ionty se specifickym pomérem hmotnosti k naboji
vytvarejici unikatni spektrum. Detektor vytvoii hmotnostni spektrum neznamé slouceniny, které se
srovna s hmotnostnimi spektry latek ze specifickych knihoven a identifikuje neznamu komponentu.
Identifikace struktury biologicky aktivni komponenty z rostliny mtiZe vést k syntéze 1éku s naslednou
kontrolovanou koncentracf a sflou v jedné tableté.

Trezalka teckovana (Hypericum perforatum)

Extrakt tirezalky teckované byl delsi dobu pouzivan v lidovém lécitelstvi.
Metaanalyza prokazala stejnou UCinnost bylinného extraktu
s antidepresivem u lehké a stredni deprese v porovnani s placebem.
Deprese je nemoc spojend sporuchou nalady (3). Pacient se citi
dlouhodobé smutné, je pro néj charakteristickA anhedonia
(nepritomnost radosti a zajmu), poruchou koncentrace a spanku. Pti
zkoumani mozku pacienti se zjistilo, Ze maji nerovnovahu
v hladinach nékterych neurotransmiter vmozku. Konkrétné byl
nalezen deficit: serotoninu, dopaminu a noradrenalinu (3). Extrakty
trezalky vedly ke zvySenému reuptaku serotoninu, dopaminu a
noradrenalinu. Soucasné byla zaznamenana interakce s opioidnimi
receptory a s GABA receptory a inhibice MAO - monoaminooxidaz,
degradujicich katecholaminy (3). Jako efektivni komponenta extraktu
byl identifikovdn nejprve hypericin a pozdéji jesté efektivnéjsi
hyperforin (3). Experimentalné se hypericin testuje jako antivirotikum, antibiotikum a protinadorovy

1ék. Hypericin je testovan v ramci fotodynamické terapie nadoru. Po aplikaci do nadorové tkané je topicky
ozaren elektromagnetickym zatenim, vstupuje do excitovaného stavu, reaguje s molekularnim kyslikem,
ktery nasledné tvori reaktivni slouceniny kysliku (ROS) poskozujici nador. Extrakty z trezalky vsSak
muzou zplsobit fotosenzitivitu a vyrazné indukuji CYP enzymy degradujici 1éKy, proto mohou snizit
ucinnost ostatnich 1ékii a soucCasné podani sjinou medikaci se nedoporucuje (3). Obrazek:
www.wikipedie.en



Kyselina salicylova

Vrba bila (Salix alba) je prirozenym zdrojem kyseliny O
salicylové. Kyselina salicylovd byla pouZzivana

pravdépodobné jiz starovékymi narody. Prvné byla

vyuzivana jako antipyretikum (l1ék proti horecce) a OH
analgetikum (1ék proti bolesti). Dnes se pouziva jako

keratolytikum v dermatologii (1ék rozrusujici vrchni O H
vrstvu pokoZzky). Jeji derivat kyselina acetylsalicylova

se pouziva jako antiflogistikum, antipyretikum a pro prevenci agregace desticek
po infarktu myokardu.

Obrazek: www.wikipedie.en
Salix alba

Thymolova modr

Thymolova modr je acidobazicky indikator. Protonaci sloucenina absorbuje svétlo pfi jiné vinové délce
a soucasné se meéni i naboj slouceniny.
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Fluorescence (1)

Je vlastnost absorbovat elektromagnetické zareni a znovu ho emitovat o
niz$i vinové délce (1). Molekula v zdkladnim stavu absorbuje foton a projde - —
do excitovaného stavu, ktery ma vice vibra¢nich hladin (1). Velmi rychle | (1]

projde za energeticky nejnizsiho vibra¢niho stavu v ramci excitovaného
stavu (1). Excitovana molekula se vrati do zakladniho stavu a vyzaii pii tom
foton (1). Kviili prechodiim v ramci vibrac¢nich stavii, je emitovana energie NEEm
nizsi tj. ma vyssi vinovou délku (1). Fluorescence neni jedinou moznosti T zakiadristay
vraceni se do zakladniho stavu, molekula mtiZe naptiklad predat tuto \. Vibrathtniading v
energii molekule rozpoustédla ¢i jiné molekule v roztoku (1). remet

Energie




Farmakologie 1éku (3)

e Vstiebavani
Pfi nejCastéjSim peroralnim podani se 1ék musi nejprve dostat z GIT do krve, aby se mohl dostat na
misto svého ucinku. Musi tak prekonat lipofilni bariéru enterocytu tvoreného membranou. Nejvétsi
¢ast 1éki jsou slabé kyseliny nebo slabé baze. Prechod lipofilni membranou vyznamné zavisi na pH.
V kyselém prostredi jsou Kyseliny protonované a bez naboje a 1épe prochazeji membranou. Naopak
zasady jsou bez naboje v zasaditém prostredi.
Léky, které jsou prili§ polarni-hydrofilni, aby prosly membranou, se mohou podavat jenom
parenteralné.

¢ Vylucovani moci
Mo¢ ma vétsSinou kyselé pH, ale organismus ho mize regulovat od zasadité po kyselou oblast.
Pri kyselém pH jsou 1éky jako neutralni slabé baze protonované s pozitivnim nabojem, coz inhibuje
jich zpétnou resorpci lipofilni membranou (3). Naopak slabé kyseliny tvoii zaporny aniont v bazické
oblasti. Alkalizace moci usnadni vylouceni slabé kyselych 1éki (3).
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e Prechod do CNS
Mozek je specidlnim organem chranénym pied substancemi v krvi hematoencefalickou bariérou.
Prvni vrstvou hematoencefalické bariéry jsou endotelové buiiky tésné spojené tésnymi spoji (tight
junctions). Dalsi vrstvou je bazalni membrana s pericyty. Poté koSaté vybézky astrocytu, iplné obaluji
cévy.

Astrocyty

Pericytes

Endotel

Bazalni membréna

Prestup latek zkrve do mozku se uskuteciiuje na podkladé jejich rozpustnosti v tucich nebo
pomoci prenasecovych systému. Snadno prostupuje voda a latky dobte rozpustné v lipidech (napft:



ethanol, nikotin, plyny - 02, CO2, N20). Nezbytné hydrofilni latky (gluk6za, neutralni aminokyseliny)
jsou do mozku transportovany pomoci specifickych transportnich systému. Vezikularni transport je
velmi omezeny. NeporuSena hematoencefalicka bariéra prakticky znemoziiuje prostup
makromolekul do mozkové tkané. Priniku latek do mozku zabranuje také enzymaticka bariéra, na niz
se podileji enzymové systémy lokalizované ve sténach mozkovych cév (napf. monoaminooxidazy -
enzymy degradujici monoaminy, aminopeptidazy - enzymy rozkladajici enkefaliny).

KdyZ 1ék Spatné prochazi do CNS, nejcastéji pomuze zvysit lipofilitu latky. K molekule se piida
nepolarni skupina. Dal$im zplGsobem muZe byt pridani mastné kyseliny k molekule. Specialni
technikou je vyuziti prirozenych transportéru do CNS, pomoci molekularntho mimikry. Lék se
zmodifikuje tak, aby pripominal ptirozeny substrat pro transportér. Naopak kdyz chceme, aby 1écivo
neprochazelo do CNS casto postaci ho vice polarizovat.

Biologické ucinky

Nejcastéjsim mistem plsobeni 1éku byvaji receptory nebo enzymy, kde latky agonizuji/aktivuji nebo
inhibuji jejich aktivitu. Vazba, kterou se 1ék vaZe na receptor nebo enzym je bud' kovalentni nebo se
jedna o mezimolekulové interakce. Idealni je vazba pomoci nékolika mezimolekulovych interakci,
protoze je reversibilni a 1ék se po Case uvolni z vazby a miiZe byt vyloucen z téla. Naproti tomu

kovalentné se vazici inhibitory piisobi az dokud nedojde k jich degradaci a tvorbé novych receptort.,
coz muZe trvat i 48 hodin nebo i dni.

Biotransformace

VétSina cizorodych latek vcetné 1éki, podléha v organismu biotransformaci, pfi niz vznikaji
metabolity. Intenzivné jsou metabolizovany piredevsim lipofilni latky, jejichz pifeména zvysuje jejich
polaritu. To umoziuje vyluCovani vzniklych metabolitd modi.
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Nejcastéjsi je preména, kde v prvnim kroku vznikne hydroxylova skupina na léku umoznujici
konjugacni reakci. Vdruhé konjugacni reakci se na ni navaZze jedna z endogennich polarnich
sloucenin (napf. kys. glukuronova, glycin, kyselina sulfonova . Vysledné metabolity maji obvykle
polarnéjsi charakter, coz usnadnuje vylouceni moci.

Jak analyticky zjistit, kterym lékem se pacient otravil se mizZete dozvédét v odkazu:

https://ulbld.lf1.cuni.cz/file /5196 /toxikologietexty12132212425.pdf




Navody k uloham

Po cely Cas méjte nasazené ochranné bryle a pouzivejte rukavice, kdyz pracujete s toxickymi a
drazdivymi latkami.

Uloha 1. Izolace antidepresiv ztiezalky tetkované a izolace barevnych
pigmentii z ibiSku

Uloha 2. Rozpustnost Kyseliny salicylové
Uloha 3. Vliv naboje na rozpustnost

Uloha 4. Rozpustnost lipofilnich latek ve vodé



Uloha 1 Izolace antidepresiv ztiezalky teckované a izolace barevnych
pigmenti z ibiSku

Reagencie:

1) Listibisk

) Listibisku 8) Ethylacetat <&>®

2) Trezalka teckovana

) 9) Kyselina mravenci @
3) Aceton @@ 10) Destilovana voda

11) Obyejna tuzk
4) Metanol @ ) Obycejna tuzka

12) Silufolova deska
5) Skelny prach nebo pisek

13) Lepici paska
6) Miska s tlouckem

7) Hexan SO

14) 5% polyethylenglykol (PEG) v metanolu

SOP

Pracovni postup:
Priprava extraktu z ibisku (provede jedna skupina na cely kruh)

Do treci misky nastrihejte list ibiSku. Zasypte malym mnozstvim skelného prachu nebo pisku a smés
pomoci tloucku utrete. Pridejte cca 1-2 ml acetonu a pokracujte ve treni. Vznikly extrakt prepipetujte do
nékolika mikrozkumavek (snaZte se nabrat pouze extrakt, nikoli pevné Castecky listu a skla) a kratce
zcentrifugujte (lze nechat nékolik minut ustat). Ciry, intenzivné zbarveny supernatant pouZijte k
separaci.

Priprava extraktu z ti‘ezalky teckované (provede jedna skupina na cely kruh)

Do treci misky nastfihejte nat Trezalky teckované (cca 1g) Zasypte malym mnoZzstvim skelného prachu
a smeés pomoci tloucku utrete na kasi. Pridejte cca 5 ml metanolu a pokracujte ve tireni v digestori. Vznikly
extrakt prepipetujte do nékolika mikrozkumavek (snaZzte se nabrat pouze extrakt, nikoli pevné castecky
byliny a skla) a kratce zcentrifugujte (Ize nechat nékolik minut ustat). Ciry, intenzivné zbarveny
supernatant pouzijte k separaci. Kdyby se vSechen metanol vsakl, pridavejte 5SmL znova. Pripadné dal
jenom 2ml.

Priprava mobilni faze
V prvni vané (2x) bude ptipraveno 60ml hexanu a 40 ml acetonu.

V druhé vané (2x) bude pripraveny: ethylacetat, kyselina mravenci, a destilovana voda v poméru 90: 6:
9, ktery jiZ je nasycen parami.

Ve treti vané bude hexan.



Separace

e Nasad'te si rukavice, nedotykejte se silufolu bez rukavic, abyste tam
nezanechali otisky. Drzte silufol nejlépe za hrany. Na silikagelové folii
vyznacte obycejnou tuzkou start (asi 1,5 cm od dolniho okraje félie).
Na jeden chromatogram naneste extrakt z tfezalky, na druhy z ibiSku.
Pouzijte 10uL pipetu a nasajte 8 pL vzorku (extraktu ibisku nebo
trezalky). Konce chromatogramu vynechejte (asi 0,5-1 cm ) a na linii
aplikujte co nejmensi kapicky vedle sebe, vznikne linie asi 1cm.
Nechte zaschnout, opakujte 4-5 krat. Nanasku je tfeba provadét velmi
pomalu a opatrné, aby vysledna skvrna byla co nejmensi. Idedlné
vzorek nandSejte opakované po malych mnoZstvich - mezi
nanaskami nechte skvrnu zaschnout. Dejte pozor, aby nedoslo k
poskrabani silikagelové vrstvy. Do levého horniho roku dejte své
inicialy. Dopliite popisek iplné nahoru na chromatogram : (Tie) a (Ibi)

e Folie vlozte do dvou rtiznych chromatografickych van s riiznymi mobilnimi fazemi:

o Pro extrakt z ibiSku je vana s hexanem a acetonem, 3:2 (v/v),

o Pro extrakt z trezalky teckované je vana s ethylacetitem, kyselinou mravenci a
destilovanou vodou v poméru: 90: 6: 9 (v/v/v).

o 2 chromatogramy s ibiSkem na cely kruh vloZte do vany s hexanem.

e Jakmile ¢elo doputuje cca 1 cm pod horni okraj félie, vyndejte chromatogram z vany a nechte
uschnout. (U tfezalky je mozné stopnout 15 minut-, ibiSek 5 min, davejte pozor, aby vzorek
neutekl ven). Tuzkou obtahnéte jednotlivé z6ny a vyznacte €elo chromatogramu.

Vizualizace a fluorescence pod UV

Chromatogram s tiezalkou postrikejte v digestoti 5% roztokem PEG v metanolu. Bez postriku je Casto
fluorescence prilis slaba. Po uschnuti pozorujte v UV pii 366 nm. Na stole vedle pocitace jsou UV lampy.
Antidepresivni hypericin a pseudohypericin jsou Cerveno-fialovo-rizové pigmenty s ¢erveno-rizovou
fluorescenci. Pokuste se je identifikovat. Chlorofyly jsou zelena barviva s ¢ervenou fluorescenci.

Uskladnéni:

Chromatogram z tiezalky a ibiSku prelepte prihlednou lepici paskou - zpomalite tak vyblednuti
pigmentu.

Uloha2 Rozpustnost Kyseliny salicylové

Reagencie:
1. Krystalicka kyselina salicylova @
2. Kyselina chlorovodikova 2 mol-1-1 (Ze sady nad pracovnim stolem)

3. Hydroxid sodny 2 mol-] -1 (Ze sady nad pracovnim stolem)



Pracovni postup:

1. Do tri zkumavek nasypte cca 0,5-1cm Kkyseliny salicylové. Pokuste se o stejné mnozstvi ve vSech
zkumavkach.

2. Do prvni zkumavky pridejte asi 2 ml ¢isténé vody. (asi 2cm)
3. Do druhé pridejte asi 2 ml kyseliny chlorovodikové. (asi 2cm)

4. Do tfeti pridejte asi 2 ml roztoku hydroxidu sodného . (asi 2cm)
5. Zkumavky promichejte, pozorujte rychlost rozpousténi kys. salicylové.
6. Poté, co se ve zkumavce s hydroxidem kyselina zcela rozpusti, pridejte k tomuto roztoku asi 3 ml (asi

3cm) kyseliny chlorovodikové s a opatrné promichejte. Pozorujte zménu smeési. Pozor: Pri
neutralizaci se smés muze prudce zahrat, mlze zacit viit a mlze vystiiknout. Pracujte tak, aby usti
zkumavky bylo odvracené od vas i osob stojicich v okoli!

Uloha3  Vliv naboje na rozpustnost

Reagencie:

1) Roztok thymolové modri
(0,1g thymolové modri, 4,3 ml NaOH a 50 ml 95 % etylalkoholu doplnéno do 250 ml vodou)

2) NaOH 1mol/L

3) HCI 1mol/L

4) Destilovana voda

5) Chloroform

Pracovni postup:

(1) Do trech zabrusovych zkumavek (zkumavky se zabrusem a sklenénym uzaviranim) nalijte po
1mL -2ml chloroformu. Automaticky davkovac je v digestofri.

(2) Do prvni zkumavky nalijte asi 2 cm HCI.

(3) Do druhé zkumavky nalijte 2cm destilované vody

(4) Do treti zkumavky nalijte 2cm NaOH.

(5) Do vsech zkumavek postupné nakapejte 2-3 kapky roztoku thymolové modii.

(6) Pozorujte zbarveni.

(7) Zkumavky uzavtete a zakryjte parafilmem.

(8) Vortexujte postupné jednotlivé zkumavky 2x po 30 - 40 s pfi maximalnich otackach. Vir by mél

byt patrny v celém objemu.



Extra uloha:

Do zabrusové zkumavky nalijte asi 1cm chloroformu.

Pridejte 1ml HCI. (asi 1cm)

Pridejte 2-3 kapek thymolové modii.

Uzavrete, zaparafilmujte a vortexujte intenzivné 30-40 sekund 2x.
Pozorujte barvu jednotlivych fazi.

Pridejte 2mL NaOH. (asi 2cm)

Uzavrete, zaparafilmujte a vortexujte intenzivné 30-40 sekund 2x.
Pridejte 2 ml HCI.

Uzavrete, zaparafilmujte a vortexujte intenzivné 30 sekund.
Pozorujte barvu jednotlivych fazi.

Vysvétlete pozorované zmény. ©

Uloha4 Rozpustnost lipofilnich latek ve vodé-

Reagencie:

a) Olejzaberveny Sudanem red III (4g/L v lihobenzinu)
b) Destilovana voda
c) Deoxycholat sodny 50g/L

Pracovni postup:

1. Do dvou vysokych zkumavek dejte do kazdé 6 ml destilované vody. (asi 6cm)

2. Poté do kazdé prikdpnéte 20 kapek obarveného oleje.
3. Do druhé zkumavky piidejte 2ml (asi 2cm) deoxycholatu.
4. Obé zkumavky uzavtete parafilmem a postupné vortexujte pro pomichani cholatu.

5. Zatrepte v ruce obéma zkumavkami a porovnejte velikost olejovych kapek u obou zkumavek.



® Ulohy k premysleni a na prezentaci

Ulohy na prezentaci pro studenty na konci praktik. Odborny asistent vybere a rozdéli tilohy, které se budou
studenti ve dvojicich nebo trojicich nebo ve ¢tvericich na praktiku prezentovat. Rozdéli jim je na zacdtku
praktika.

1. Kyselina salicylovd je Iék, ktery se nachdzi ve vrbové kiire. Predstavte si, Ze se chystdte pripravit extrakt
z pomleté kiiry. Mdte pripravené nepoldrni rozpoustédlo, které dobre interaguje s aromatickym kruhem
kyseliny. Jaké pH bude nejvhodnéjsi na ptipravu extraktu. Neutrdlni, kyselé nebo zdsadité?

2. Kyselina salicylovd nabyvd riizné protonované formy, pri prechodu trdvicim traktem. Membrdnou
nejlépe pronikaji hydrofobni ldtky. Pri jakém pH se bude nejlépe vstiebdvat? Kyselém, zdsaditém nebo
neutrdlnim?

3. Pri vysokych hladindch kyseliny mocové (slabd kyselina) mohou vznikat krystaly, které cCasto
nachdzime v kloubu na noze nebo v ledvindch. Jaké pH usnadni rozpusténi krystalu? Kyselé, zdsadité
nebo neutrdlni? Doporucili byste pacientovi alkalizaci, acidifikaci nebo neutralizaci moci ?

4. Léky a cizorodé ldtky se v jdtrech méni. Nejcastéjsi zménou je pripojeni kyseliny glukuronové na
molekulu léku. Ta zvysi rozpustnost lIéku a ulehci vylouceni moci, zabrdni se tim akumulaci léCiva. Jakym
zptisobem uleh¢i kyselina glukuronovd rozpusténi ve vode? Jaké interakce predpokldddte mezi

molekulami vody a touto kyselinou. Vyznacte, které ¢dsti se ji zicastni!
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4. Na obrdzku jsou dvé slouceniny. Obé piisobi na srdce, kde zvysuji srdecni frekvenci. Ale jenom jedna z
nich md vsak vyrazné ucinky na CNS, vyvoldvajici zpocdtku pocit Cilosti, zvysenych dusevnich schopnosti,
euforie, které vsak ve vétsich davkdch vedou k paranoidnim schizofrennim staviim. Soucasné je tdto ldtka
vyrazné ndvykovd. Pokuste se ze struktury odhadnout, kterd ze sloucenin to je.

OH
NH: |
HO N

CH; HO



5. Hormony jsou efektivni, protoZe se mohou vdzat na receptory, které ndsledné vedou ke zméndm
v burice a charakteristickym efektiim. Nékteré receptory jsou na povrchu bunék, jiné jsou v jadre. Ktery
z hormonti miiZe volné projit membrdnou a md receptor v jadre? Druhy hormon, membrdnou nemiiZe
projit a md naopak receptory na povrchu bunék.

Receptor v jadie

Receptor na povrchu
burky

HC N—CHs
OH

HO ~N

HO O

6. Myastenie gravis je nemoc, pri které se produkuji protildtky proti acetylcholinovému receptoru,
umoZznujicimu komunikaci mezi nervy a pricné pruhovanymi svaly. Prvnimi priznaky miiZou byt
diplopie (dvojité vidéni), ptéza vicka, svalovd slabost. Onemocnéni muZe vygradovat do respiracni
insuficience. Jako 1ék se pouZivd ldtka zvysujici koncentraci acetylcholinu, inhibici jeho prirozeného
rozkladu. Poddvd se pri vdznych priznacich intravendzné. Glaukom je onemocnéni oka, projevujici se
zvysenym nitroocnim tlakem, kde je nerovnovdha mezi tvorbou a vstiebdvdnim komorové vody. Jako
lék se pouZivd ldtka kontrahujici Fasnaté téleso usnadriujici otok komorové vody. Byvd primo
aplikovand do konjunktivdlniho vaku, kde se vstrebdvd a vyvold sviij efekt. Pokuste se na zdkladé
struktury urcit, kterd ldtka se pouZivd intravendzné u myastenie gravis a kterd se aplikuje se do

konjunktivdlniho vaku u glaukomu.
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