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1.0VOD



Jiz v davnych dobach lidé okolo sebe mezi rostlinami hledali takové, které by
pokryly jejich potfeby. Snaha zabezpecit si pieziti vedla predevsim k rozvoji péstovani
vynosnych plodin pro ¢lovéka a zdomacnéla zvirata. Spotfebu 1é¢ivych rostlin v této
dobé pokryl pouhy sbér v ptirodé. Ptiblizné 25% rostlinnych druht mé néjaky 1é€ivy
ucinek. Dédictvi po naSich predcich se vyvinulo do podoby izolaci a samotné produkce
Cisté aktivni slozky obsazené v rostlinach. Posléze vyvoj dospél k vyrobé jednotlivych
syntetickych obmén téchto sloucenin. Nékteré z téchto syntéz byly prospésné (kyselina
acetylsalicylova), jiné uz byly prospésné méné¢ (heroin). Statistika ukazuje, Ze
Vv poslednich desetiletich se nové vyvinutym léCiviim staly ptedlohou pravé ptirodni
produkty [1].

Izolace aktivni slozky v jeji Cisté form&€ a hodnoceni jejich farmakologickych
vlastnosti vede k tomu, Ze nalezeni samotného léCiva je cestou dlouhou a drahou.
Klinicky vyzkum ptedstavuje dvé tretiny celkového rozpoctu pro vyvoj nového 1é¢iva.
Padesat procent vSech potencialnich 1é¢iv je vyfazeno kvuli $patné absorpci, distribuci,
metabolismu, exkreci nebo toxicité. Rostlinné buiiky produkuji dva druhy metaboliti.
Primérni metabolity se vytvareji béhem samotného ristu, fotosyntézou. Sekundarni
metabolity jsou produktem sekundarniho metabolismu a nezaclenuji se
do metabolickych aktivit rostlin [2, 3]. Mezi nejvyznamnéjsi sekundarni metabolity
patii alkaloidy. Jednd se o latky bazického charakteru, které vznikaji preménou
aminokyselin, jejich vyznam pro rostliny neni prozatim zcela objasnén, zfejmé se jedna
o urcitou formu ochrany pted Zivo€ichy. Je znamo, Ze rostliny stejného druhu obsahuyji
vzdy chemicky pfibuzné alkaloidy [4]. Alkaloidy jsou vyznamné z hlediska jejich
farmakologickych vlastnosti. Nékteré maji nezanedbatelny vliv na aktivu cholinesteraz,
jedna se predevS§im o alkaloidy isochinolinové struktury. Tato skupina alkaloidii ma
vyznamné zastoupeni v Celedich Papaveraceae, Fumariaceae, Ranunculaceae,
Amaryllidaceae, Berberidaceae a dalsich.

Inhibi¢ni aktivita vii¢i cholinesterazam je dilezitou vlastnosti, které se vyuziva pii
1é¢bé Alzheimerovy choroby (AD). Jednd se neurodegenerativni onemocnéni, které je
spojeno s celosvétovym starnutim populace. AD je nejéastéjsi pricinou demence a je
nevylécitelnd, konci smrti. Projevuje se poruchami kognitivnich funkci, paméti, tizkosti,
poruchami spanku, v tézkych stadiich jsou pacienti pln¢ odkazani na pomoc druhych.

Mezi mikroskopické znaky této nemoci patii senilni plaky a neurofibrilarni klubka, dale
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ubytek neuront a acetylcholinu. Pravé ubytek acetylcholinu ma za nésledek poruchy
kognitivnich funkei [5].

V soucasnosti vSak nezname vhodny farmakoterapeuticky postup, jak tomuto
onemocnéni zabranit. V 1é¢bé se uplatnuji dva zakladni postupy, a to pomoci inhibitort
cholinesteraz (IChE), nebo inhibitord glutamatovych NMDA-receptori, které pouze
prodluzuji jednotliva stadia, samotné nemoci vSak nezabrani. Inhibitory cholinesteraz
zvySuji obsah acetylcholinu v synapsich a tim dochazi ke zlepSeni pfenost v CNS, jsou
indikovany piedevsim v lehkych az stfednich stadiich choroby. Do této skupiny patii
donepezil, rivastigmin a galanthamin. Pro tézké4 stadia nemoci jsou urCeny inhibitory
NMDA-receptort, latky ztéto skupiny zabranuji nadmérné excitaci neuront. Jako
jedinou latku sem fadime memantin [6].

V dne$ni dobé€ je k dispozici mélo 1é¢iv, které maji potfebné vlastnosti. Proto se
pomoci biologickych screeningti stale hledaji nové potencionalni zdroje, bohuzel valna
vétSina takto nalezenych latek ma zavazné nezadouci ucinky. Z tohoto diavodu se
nemohlo pokracovat v dalSim testovani. Za jeden z potenciondlnich zdroji inhibitori
cholinesteraz je povazovan i zemédym lékatrsky (Fumaria officinalis), respektive
sekundéarni metabolity, které jsou produkovany touto rostlinou. Pravé izolace alkaloidt

Z této rostliny a jejich biologicka aktivita se staly predmétem této prace.



2.CIL PRACE
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Cile diplomové préce:

1)

2)

3)

4)

5)

Rozdéleni  etherového  extraktu zdrogy Fumaria  officinalis na
chromatografické koloné na jednotlivé frakce.

Zpracovani dvou frakci za tcelem izolace alespon dvou alkaloidl v Cisté
formé.

Stanoveni zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti izolovanych latek a
jejich strukturni identifikace.

Stanoveni biologickych aktivit (inhibicni aktivity vici acetylcholinesteraze a
butyrylcholinesteraze, antioxida¢ni aktivity) izolovanych alkaloidi.

Zpracovani vysledkl a sepsani prace.
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3.TEORETICKA CAST
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3.1 Demence

3.1.1 Definice demence

Jedna se o skupinu duSevnich poruch, jejichz nejzékladnéjSim rysem je
podstatny ubytek kognitivnich funkci, pfedevsim paméti a intelektu. Tento ubytek je
zpusobeny mozkovym onemocnénim, pii kterém dochézi i1 k naruSeni béznych ¢innosti
postizen¢ho jedince. NaruSeni téchto funkci musi byt tak velké, aby interferovalo
S béznymi zivotnimi aktivitami [7]. Demence je syndrom zahrnujici rizné symptomy,
pficemz kognitivni poruchy jsou obvykle ze vSech symptomi nejnapadnéj$i. Demenci
zafazujeme mezi organickd onemocnéni, uplatiuji se zde choroby, které muizeme

samostatn¢ definovat a které poskozuji tkan mozku [8, 9].

3.1.2 Rozdéleni jednotlivych typii demenci

Pficin demenci mtze byt mnoho. Podle jednotlivych pfi¢in dochdzi k déleni
demenci na degenerativni onemocnéni nervového systému, cerebrovaskuldrni
onemocnéni (multiinfarktovy syndrom), infek¢éni demence (prionové choroby, komplex-
AIDS-demence), metabolické poruchy s postizenim mozku, neoplazie, epilepsie,
endokrinni poruchy, toxické demence (oxid uhelnaty, alkohol), psychiatrickd afekce
(deprese), poranéni, demyelinizace (roztrousena skleroza) [10].

Degenerativni onemocnéni nervového systému rozdélujeme do tii skupin - na
kortikalni, subkortikdlni a smiSené kortiko-subkortikalni formy. Kortikdlni demence je
charakteristicka postizenim paméti, pficemz poruchy v chovani se objevuji pozdéji.
Tento typ je charakteristicky pro AD. Druhy typ, subkortikalni demence, se projevuje
v poruse usudku, v pldnovéani a samotné realizaci nékterych Cinnosti. Tento typ je
spojovan Casto s depresi, doprovdzi onemocnéni postihujici bazéalni ganglia jako je

Parkinsonova nemoc [11].

3.1.3 Epidemiologie
Mezi nejcastéjs$i zdravotni problémy ve stafi patii kardiovaskularni choroby,
poruchy pohybového aparatu, metabolické a gastrointestindlni choroby, kognitivni

poruchy a demence. Postizeni jsou Casto kombinovana a neni snadné je spravné

13



identifikovat. Proto se stava, Ze néktera onemocnéni byvaji nespravné diagnostikovana.
K tomuto problému c¢asto dochazi u depresi a demenci [12]. U osob starSich 65 let je
prevalence 10 %, s rostoucim vékem se vSak vyskyt dale zvySuje, u osob nad 80 let je

Cetnost vice nez 30 %. V souvislosti s celosvétovym starnutim populace se demence

24

v

je pricinou AD, vzacnéjsi je frontotemporalni demence a Parkinsonova nemoc. Druhou
nejCastéj$i pficinou je multiinfarktovd encefalopatie (15 %), jednd se o nejcastéjsi
pricinu demenci ze skupiny sekundarnich demenci. U geriatrickych pacientli jsou Casté i
smiSené formy, AD a vaskularni demence. Presenilni demence zacina pied 65 rokem

Zivota, senilni demence pozdéji [13].

3.2 Alzheimerova choroba

3.2.1 Definice

Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pfi¢inou demenci ve stifednim a vysSSim
véku. Jedna se 0 chronicko-progresivni onemocnéni $edé kiry mozkové, podkladem je
degenerativni zanik neuront stvorbou charakteristickych histopatologickych zmén.
Podle toho chorobu délime na presenilni formu (zacatek pied 65. rokem véku) a formu
senilni (nastup ptiznakil po 65. roce v€ku). Délka onemocnéni se pohybuje mezi 2 az 12

lety, ma tfi stadia: ¢asné, stiedni a t€zké [8, 12].

3.2.2 Historie

Onemocnéni je pojmenované podle Aloise Alzheimera (14. Cervna 1864 — 19.
prosince 1915), ktery byl feditelem Kralovské psychiatrické kliniky v Mnichové.
Pocatkem vyzkumu bylo roku 1892 objeveni senilnich plakii Blocqem a Marinescem.
Mezi lety 1906 a 1907 byla A. Alzheimerem pronesena prednaska o jedné z jeho
pacientek. Pacientka trpéla fadou symptomi, které se tykaly poruch paméti, potizi
porozumét a zmatenosti. Po nékolika letech pacientka zemfela a byla ji provedena pitva
mozku. Pii pitvé byly nalezeny senilni plaky obklopujici nervové bunky a uvnitt
nervovych bunék fibrily. V sedesatych letech dvacatého stoleti byla objevena souvislost

mezi po¢tem senilnich plakti a fibril a kognitivnimi funkcemi. Teprve poté byla
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odbornou komunitou uznana AD jako nemoc a jiz dale nebyla povazovana za pouhou

soucast prirozeného starnuti [14, 15].

3.2.3 Epidemiologie

Prevalence AD se exponencialné zvySuje s vékem nad 65 let. Nejvyznamnéjsim
rizikovym faktorem je vek a pritomnost alely apolipoproteinu E4, mezi vedlejsi rizikové
faktory fadime Zenské pohlavi, vyskyt AD nebo Downova syndromu v roding,
cerebrovaskularni onemocnéni, arteridlni hypertenze ¢i trauma hlavy v osobni
anamnéze. Mezi ochranné¢ vlivy patfi uzivani nesteroidnich antirevmatik,
postmenopauzalnich estrogenti a statind. V 90 % pfipadi je prokazéna kongofilni

amyloidova angiopatie, dochazi k ukladani amyloidu ve sténé tepen [11, 16].

3.2.4 Etiopatogeneze

Mechanismy a pfi¢iny AD nejsou zcela objasnény, nejspiSe se na nich podili
ze u jedinci postizenych Downovym syndromem se vyvijeji histologické zmény
typické pro AD.

AD se projevuje kortiko-subkortikalni atrofii. Mezi makroskopické zmény patii
ztenCeni mozkové kiry, rozsifeni mozkovych komor, zmenseni hipokampii a rozsiteni
temporalnich rohii postrannich komor. Mikroskopické zmény mohou byt jak
extracelularni (senilni plaky), tak intracelularni (neurofibliralni klubka) [12].

Senilni, nebo také alzheimerovské plaky, jsou tvofeny shluky B-amyloidu.
Kolem téchto depozit vznikaji dalSi neurodegenerativni procesy. Plati pfima iméra mezi
poctem plaki a postizenim demenci. Depozita jsou tvofena fragmenty amyloidového
prekurzrového proteinu (APP). APP je ve zdravém mozku S$tépen a-sekretdzou
na fragmenty, které jsou dale rozpustné. V mozku, ktery je postizen AD, je APP Stépen
B a y-sekretdizami. Dochazi tak ke Stépeni na fragmenty, které jsou nerozpustné a
koaguluji. Tento proces vede ke vzniku B-amyloidu, v jehoz okoli vlivem dalSich
degenerativnich procest dojde k apoptoze dalsich neuronti [12, 17].

Intracelularni zmény jsou z neznamého diivodu zplisobeny tim, ze neurony zacnou
vytvaret abnormaln¢ fosforylovany tau protein, ktery se nevaze na mikrotubuly a lezi

voln¢ v cytosolu [18, 19]. Ukladani tau proteinu rozd€luje do 4 fazi (Obr. 1) [20].
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V prvni a druhé fazi (Obr. 1A) jsou depozita tau proteinu vétSinou lokalizovana uvnitf
entorhinalni korové oblasti. V prib&hu této prvni faze se kortikalni neurony, které jsou
nachylné k degrada¢nim procesim AD, nachézeji na pti¢né ptil€éhajici transentorhindlni
oblasti spankového laloku [21]. V tfetim stadiu (Obr. 1B) jsou patologické zmény
omezeny na nékolik mist v prostfedni casti spankového laloku. V tomto stadiu je
u nékterych pacientti diagnostikovano mirné zhorSeni kognitivnich funkci [22].
V posledni fazi AD (Obr. 1C) je vidét znacné neuronalni poskozeni. Jedinci v této fazi

ey e

v tento okamzik dochazi ke stanoveni spravné klinické diagnozy [23].

C)

Obr. 1: Zmény mozkové kiry zpisobené ukladanim tau proteinu

V oblasti senilnich plakti dochazi ke vzniku sterilniho zanétu, to vede k aktivaci
mikroglii, které se transformuji do podoby makrofagi. Uvolnénim cytokinini, hlavné
interleukinu 1, dojde k aktivaci cyklooxygenazy a k syntéze prostaglandinti. Ve vyssi

mife se uvoliiuji excitaéni aminokyseliny (glutamat, aspartat), které se vazi na receptory
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otvirajici iontové kandly, predev§im NMDA-receptory. Aktivaci receptori dojde
ke zvySenému influxu kalciovych iontd do neuronu a to zpusobuje destabilizaci
vnitiniho prostifedi. Dusledkem celé¢ kaskady je spusténi apoptickych enzymt a zanik

neuronu.

3.2.5 Klinicky obraz

V Casnych stadiich je onemocnéni bezpiiznakové, v tomto obdobi je aktivovéna
latentni mozkova rezerva a diky tomu jsou zajistény normalni kognitivni funkce. Témér
neznatelné¢ se objevuje zapomnétlivost, poruchy prostorového vnimani a orientace,
neschopnost abstraktniho mysleni [24]. Pozdéji dochazi ke snizeni vykonosti natolik, ze
si to uvédomuje i sdm nemocny nebo jeho okoli. Pamét’ byva porusena difizné,
ve vSech slozkach, méné vSak byva porusena zasobni pamét, zvlasté pokud se jedna
0 vyvolavani starych zafixovanych informaci [25]. Opakem je kratkodoba pamét’, ktera
byva postizena nejvyraznéji. V pozd¢jSich stadiich nahrazuji pacienti vypadky paméti
konfabulaci, odpovéd’ sice zapada do kontextu, ale neni pravdiva, oni jsou vSak
presvédéeni o pravdivosti svého tvrzeni [26]. V pozdé&jsich stadiich dochazi az
k amnestické dezorientaci [11].

Vyznamné jsou emoc¢ni a motivacni poruchy. Pacient ztrdci své socialni
vnimani, nékdy mohou byt pfitomné manie ¢i deprese [24]. V nékterych piipadech
muze dochdzet az k nepfiméfenym afektim. Mezi motivacni poruchy patii ztrata
zékladni péce pacienta o sebe samého. V pokroc€ilych stadiich piestava byt pacient
postupné schopen se sdm o sebe postarat a stdva se tak zavislym na svém okoli

[9, 11, 24]

3.2.6 Stadia Alzheimerovy choroby

V pocatecnim stadiu se projevuji predevsim poruchy schopnosti uceni se novym
informacim. Pacient ma obtiZe s pozorovanim a vybavovanim nedavnych udalosti [27].
U nékterych postizenych se mulZe objevit potiZ s vybavovanim si jmen osob nebo
obvykle pouzivanych slov. Pokles paméti a dalsi poruchy v tomto stadiu jsou piekézkou
v béznych dennich ¢innostech, ale neomezuji nemocného v tom, aby se o sebe dokazal

postarat [11].
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Ve stiednim stadiu onemocnéni je porusena ta Cast pameéti, ktera uchovava
hluboce vstipenou nebo dobfe znamou latku. Nové informace si je schopen clovék
vstipit pouze na velmi kratkou dobu, nebo viibec. Pacient si nepamatuje ani svoji adresu
a zékladni informace, co nedavno d¢€lal, je dezorientovany a ztraci se v mistech, ktera
dfive dobfte znal [11].

V pozdnim tézkém stadiu se onemocnéni vyznacuje Uplnou ztratou paméti.
Pacient je neschopen cokoliv si zapamatovat a vybavuje si pouze zbytky informaci,

nepoznava svoji rodinu a je zcela nesobéstaény [28].

3.2.7. Diagnoza

Diagnoza vychazi ze standardizovanych diagnostickych kritérii demence,
neexistuje totiz zadny neuropsychologicky, morfologicky nebo biochemicky nalez,
ktery by spolehlivé prokazal AD. Zakladni neurologické vySetfeni je schopno odhalit
loziskové poskozeni mozku a piipadné podezieni demence je ovéfovano orientaénimi
vySetfenimi kognitivniho stavu pomoci otazek a ukoll, které jsou zaméfené na
orientaci, pamét’, pozornost a dalsi schopnosti [29].

Dals§i moznosti, jak odhalit AD, je pouziti pomocnych vySetfovacich metod.
Jejich hlavnim ucelem je zachytit 1éCitelné ptiCiny demence. Patfi sem zobrazovaci
metody, jako je CT ¢i MR mozku [30]. U nemocnych s AD jsou prokazany abnormality
krevniho pritoku béhem feSeni pamétovych tuloh a nedostatecné prokrveni v
temporoparietalnich oblastech mozku [31].

Za velmi dulezity makroskopicky nalez se povazuji neurofibrilni klubka, senilni
plaky, amyloidovd angiopate a Ubytek neuronti. Nitrobunééné zmény neurofibril a
proteinova depozita jsou odhalena pomoci specifickych vySetfeni, kterd pouzivaji

specialni barvici metody nebo elektronovou mikroskopii [13].

3.2.8 Terapie Alzheimerovy choroby

Pfi terapii AD musime brat v ivahu fakt, ze etiopatogeneze AD neni zcela
objasnéna, a proto neni mozné provadét 1écbu kauzalné, snazime se pouze ovliviiovat
jednotlivé znamé etiopatogenetické tetézce. Pii 1écbé AD pouzivame jak
farmakoterapii, tak 1 reedukacni techniky a socioterapii. Pii 1é€be se mlizeme setkat

s pojmem ABC-symptomatologie Alzheimerovy choroby, jedna se o uréeni tii cilovych
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skupin 1é¢by. Jsou to behaviordlni zmény, kognitivni poruchy a aktivity denniho Zivota.

Léky pro 1é€bu demence mizeme rozdélit do dvou skupin: 1éky zlepsujici kognitivni

funkce a 1éky ovliviiujici nekognitivni funkce [32].

3.2.8.1 Léky zlepSujici kognitivni funkce

Porucha kognitivnich funkci je zakladni poruchou u AD. Prvni volbou lécby

jsou kognitiva, coz jsou latky zvysujici kognitivni vykonnost. Muzeme je délit do

nékolika skupin vzhledem k mechanismu ovlivnéni cholinergniho systému [14].

a)

b)

Prekurzory syntézy acetylcholinu (ACh)

Podavani samotného acetylcholinu neni mozné, a to z toho davodu, ze
ACh ma velmi kratky poloc¢as. Cholin se neosvédc¢il, protoze velmi Spatné
prochazi hematoencefalickou bariérou. Nejvice se vyuzivaji lecitiny, které
pozvolna uvoliuji cholin, z kterého se syntetizuje acetylcholin. V praxi se
lecitiny pouzivaji v kombinaci s inhibitory acetylcholinesteraz [33, 34].
Inhibitory cholinesteraz (IChE) (Obr. 2)
odbouravaji Ach na cholin a kyselinu octovou. V CNS pfevazuje
acetylcholinesteraza ~ (AChE), naopak na  periferii  pfevazuje
butyrylcholinesterdza (BuChE). Tim, Ze dojde k zablokovani téchto enzym1,
dojde ke zvySeni nabidky molekul acetylcholinu k vazb& na receptory. Od
téchto latek nelze ocekavat vyléceni nemoci, dojde pouze ke zpomaleni
jejiho prabéhu. Pifi vcasném podani, u lehkych stadii demence, je
prodlouzeno obdobi, kdy je pacient schopen zvlddat bézné denni aktivity
bez vétsi pomoci. Inhibitory jsou rizného chemického slozeni, byly zjistény
tii  zplisoby mechanismi plsobeni: reversibilni, ireversibilni a
pseudoireversibilni zptisob [35].

Mezi reversibilni inhibitory patii akridinové derivaty, jejich vyvoj je vSak
pouze ve fazi klinickych zkouSek, nejzndméjSim z této skupiny je takrin.
Dalsi latkou patfici mezi reversibilni inhibitory je donepezil, patfici mezi
piperidinové derivaty. Jedna se pouze o inhibitor AChE a je nejdéle na trhu.
Donepezil dokéze zlepsit i stabilizovat kognitivni funkce, maximalné vSak

po dobu jednoho roku. Donepezil je odbourdvan systémem jaternich
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enzymu, i pfes tento zpisob metabolismu neni hepatotoxicky a malo
interferuje s ostatnimi farmaky [34].

Dalsi  skupinou jsou karbamatové  derivaty, patiici mezi
pseudoireverzibilni inhibitory. Nejrozsifenéjsi latkou této skupiny je
rivastigmin. Krom¢ AChE vyrazné blokuje i BuChE. Minimaln¢ zatézuje
organismus, jeho metabolismus totiz probiha piimo na receptoru [35].

Alkaloidy patii mezi reverzibilni inhibitory, z této skupiny se osveédcily
galanthamin a huperzin A. Huperzin A se pro 1é¢bu jiz vyuziva v Cing,
proto je jen otazkou &asu, kdy se bude pouzivat i v Ceské republice. Naopak
galanthamin je jiz klinicky vyuZzivany. Jeho zvlastnosti je to, ze se jedna
0 IAChE a zéaroven alostericky moduluje nikotinové presynaptické a
postsynaptické  receptory.  Tato  alosterickd  modulace  zvysuje
acetylcholinergni pfenos a z€asti brani vzniku hyposenzitivity
muskarinovych receptord.

V klinickém testovani byl organofosfat metrifonat, ireverzibilni inhibitor

AChE. Byl v8ak stazen z dtivodi nezadoucich ucinka [14].
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Rivastigmin Galanthamin

Obr. 2: Klinicky vyuzivané inhibitory acetylcholinesterazy

a) Agonisté muskarinovych a nikotinovych receptort
Tento lécebny postup je v dneSni dobé ve fazi klinického zkouSeni.
Ze specifickych inhibitori je zkousen xanomelin [36].

b) Latky ovlivijici acetylcholinergni systém pomoci jinych transtmiterovych
systémil
Acetylcholinergni systém je pod inhibi¢nim vlivem GABAergniho systému.
Z tohoto divodu jsou hledany latky, které by parcidln€ inhibovaly
GABAerni systém. Mezi nadéjné latky patii P-karboliny, zatim nebyly

zavedeny do klinické praxe z divodi fady nezadoucich uc¢inku [37].

3.2.8.2. Latky ovliviiujici pisobeni volnych radikalt
Volné radikély v téle pfirozené vznikaji a jsou ptislusSnymi enzymy likvidovany.

Za patologickych podminek je jejich pocet mnohem vyssi a enzymy je nestihaji
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likvidovat. K likvidaci volnych radikald jsou urceny scavengery, mezi néz patfi: vitamin
E, vitamin C, retinol, melatonin, pyritinol a extrakt z ginga biloby. Selegilin, inhibitor
monoaminooxidazy B, snizuje tvorbu volnych kyslikovych radikalt, které vznikaji pii

odbouravani dopaminu. Navic pisobi jako rustovy faktor pro nervové bunky [33, 34].

3.2.8.3 Latky tlumici excitotoxicitu

Glutamat a aspartat, excitatni aminokyseliny, jsou nezbytné pro spravnou funkci
paméti.  Jejich nadmérné puasobeni vSak vede ke zvySenému influxu vapniku
do neuronu, takze dochazi k destabilizaci vnitiniho prostfedi, aktivaci enzymid a
nasledné k apoptéze. Ze zaniklého neuronu dochazi k uvolnéni dalSich aminokyselin a
tim se vytvofi kaskadovitd reakce. Pravé proto se hledaji inhibitory ¢i modulatory
NMDA-receptorti, takto se uplatiuje selegilin, memantin, kyselina hydroxykinurenova

[32].

3.2.8.2 Latky ovliviiujici nekognitivni funkce

Tato terapie se pouziva k 16cbé poruch, které se ptidavaji k AD. Mezi ptidruzené
nekognitivni symptomy patii deprese, halucinace, poruchy spanku a tzkostné stavy. Pti
1é€be depresivnich epizod je nutné vyhnout se tricyklickym antidepresivim a
ireverzibilnim inhibitorim monoaminooxidazy. Pro 1é¢bu nespavosti se musime
vyhnout benzodiazepinim, a to ztoho divodu, Ze muize dochézet ke zhorSeni
kognitivnich funkci. V nékterych piipadech se mohou pouzivat nootropika, jedna se
0 pfipady, kdy je posunut cyklus spanku a bdéni. Pro 1écbu halucinaci jsou vhodna

neuroleptika, jako je risperidon, melperon a haloperidol [32, 14].

3.2.8.3 Nefarmakologické piistupy v 1écbé

Dilezitou soucasti lécby AD jsou psychologické a socidlni metody.
Psychoterapie predstavuje vyznamny léCebny piistup a je velmi dilezité jeji
vyuzitiv poc¢atecnich fazich choroby. Terapie klade diraz na zachovéni sobéstacnosti
pacienta. Dalsim dilezitym momentem je trénovani paméti. Dulezitou soucasti 1éCby

pacienta je i edukace a socialni podpora osob, které o ného pecuji [32].
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Vzhledem k zaméfeni prace bych rada vénovala kratkou kapitolu ptirodnim

latkdm inhibujicim cholinesterdzy.

3.2.9 Piirodni latky pusobici jako inhibitory cholinesteraz

Inhibitory cholinesteraz se nejcastéji vyuzivaji k terapii zmén vyvolanych
nedostatkem acetylcholinu. NejstarSim vyuzitim je terapie glaukomu, dnes se nejcastéji
vyuzivaji pro 1€cbu AD. Acetylcholinesteraza urychluje ukladani extracelularnich plaka
B-amyloidu, které jsou charakteristickym histologickym znakem pro pacienty s AD.

Fysostigmin (Obr. 3) je prototypem acetylcholinesterazového inhibitoru. Poprvé
byl izolovan v roce 1864 z Physostigma venenosum, ale farmakologické studie byly
provedeny az po roce 1926 [38, 39]. Molekula piisobi v celém téle, ale vzhledem k jeji
polarité neni ve velkém mnozstvi distribuovana do CNS [40]. Klinické pouziti této latky
je omezeno jejim kratkym polo¢asem, proto logicky nasledovala snaha o piipravu jejich
derivati. Mezi derivaty patii neostigmin a pyridostigmin, pouzivajici se k 1é€b¢ poruch
periferniho nervového systému. Rivastigmin, ktery diky své struktuie pronikd pftes
hematoencefalickou bariéru, se pouziva jako dlouhodobé ptisobici reversibilni inhibitor
[41].

Huperzin A (Obr. 3), izolovany z Huperizia serrata z ¢eledi Lycopodiaceae, se
jiz stovky let vyuziva v tradi¢ni Cinské mediciné k 1é€bé horeCky, zanétu a také
ke zlepSeni paméti. Huperzin se také nachazi v dalsich druzich rostlin rodu Lycopodium
[42]. Jedna se o reversibilni inhibitor acetylcholinesterazy. Molekula je opticky aktivni,
Vv piirodé se vyskytuje pouze (-)-enantiomer, ktery ma vé&tsi inhibi¢ni aktivitu neZli
synteticky vyrobena racemicka smés [43]. Dals$i studium vlastnosti huperzinu A
ukazuje, Ze pfispiva ke snizovani odumirani mozkovych bunék vlivem vysokych hodnot
glutamatu, také vykazuje urCitou ochrannou funkci proti apoptdéze vyvolané f-
amyloidem [44].

Galanthamin (Obr. 3) byl poprvé izolovan roku 1952 zcibuli Galanthus
woronowi, celed Amaryllidaceae. Ve vychodni Evropé byla tato latka vyuzivana
V terapii poruch nervové soustavy [45]. Galathamin je reverzibilni selektivni inhibitor
acetylcholinesterazy a alostericky modulator nikotinovych receptoru. Toto piasobeni
na nikotinové receptory vede ke zvySeni produkce acetylcholinu [46]. Cilovymi misty

ucinku galanthaminu jsou nervosvalovad spojeni a cholinergni synapse. Galanthamin
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pusobi v synapsich tak, ze zvySuje hladinu acetylcholinu v postsynaptickych
muskarinovych receptorech, ponévadz inhibuje AChE. Dalsim zptsobem, kterym
galanthamin pusobi, je alostericka modulace nikotinovych receptorti, pfi které dochazi
ke zvySeni afinity ACh na receptor. Selektivita galanthaminu je vy$$i k AChE
(IC50=1,71uM) nez k BUChE (ICso= 42,30uM) [47, 48]. Nedavné studie se zminuji
0 jeho indukci antiapoptického proteinu, coz vede k delsi zivotnosti neuront [49].

Po zjisténi inhibi¢ni aktivity galanthaminu zacalo testovani dalSich alkaloida
izolovanych z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae. Aktivita izolovanych alkaloidi byla
porovnavana s aktivitou galanthaminu. Zajimavou aktivitu prokazaly alkaloidy
galanthaminového a lykorinového typu. Mezi nejaktivnéjsi alkaloidy patii sanguinine
(Obr. 3) a hydroxygalanthamin. V porovnani s galathaminem je jejich aktivita
srovnatelna, ¢i vyssi (sanguinin: 1Csp= 0,10 uM, hydroxygalanthamin: ICsp= 1,61 pM).
Sanguinine je metabolitem galanthaminu, ktery je velice rychle metabolizovan, proto se
v klinické praxi nepouziva. V nékterych piipadech se prokazalo synergické plisobeni
mezi jednotlivymi pFitomnymi alkaloidy [50].

Dalsi zajimavou skupinou jsou steroidni alkaloidy z ¢eledi Buxaeae, zndmé svoji
antibakterialni, antitumorovou a anticholinesterdzovou aktivitou. Alkaloidy izolované
z druhit Sarcococca jsou selektivnéjsi k BuChE, jedna se naptiklad o funtumafrin a
phulchowkiamid (Obr. 3) [51].

Isochinolinové alkaloidy nachazejici se v ¢eledich Papaveraceae a Fumariaceae
projevuji také inhibicni aktivitu vii€i cholinesterazam. Inhibi¢ni aktivita v této skupiné
alkaloidi je ovlivnéna piitomnosti kvartérniho dusiku (Obr. 3) [52]. Mira inhibice
cholinesteraz je zavisld na hodnoté¢ pH, coZz dokazuje skutecnost, Ze piitomnost
kvartérni skupiny je dulezitd pro pozadovanou aktivitu [53]. Mozek je izolovan
od vngjsich vlivii pomoci hematoencefalické bariéry, mechanismus priicchodu berberinu
pies tuto piekazku neni zcela objasnén. Pfedpoklddanym mechanismem transportu jsou

pasivni difuze s pomoci transmembranovych proteint.
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Berberin Protopin

Obr. 3: Pfirodni latky alkaloidniho typu schopné inhibovat AChE

Mezi dalsi cCeledi obsahujici aktivni alkaloidy patii Ranunculaceae,
Lycopodiaceae, Rubiaceae, Liliaceae, Menispermaceae.

Mezi dal$i vyznamnou skupinu nealkaloidnich inhibitort AChE patii terpenoidy
(Obr. 4). Nejvice aktivni monoterpenické latky nalezené¢ v Salvia officinalis a
S. lavandulaefolia patii 1,8-cineol a a-pinen [54]. Dalsi monoterpeny vykazuji pouze
slabou inhibi¢ni aktivitu. Prvni diterpenoidy s inhibi¢ni aktivitou byly izolovany

z kofent Salvia miltiorrhiza, jedna se o dihydrotanshinon a kryptotanshinine [55].
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1,8-cineol a-pinen Dihydrotanshinon

Kryptotanshinon
Obr. 4: Struktury vybranych terpenoidnich inhibitort acetylcholinsterazy

Inhibitory cholinesteraz se nenachézeji pouze v rostlinach, nékteré z nich
muzeme najit i v houbach. Jednim ze zdroju je Aspergillus terreus a rod Penicillium
[56, 57].

3.3 Fumaria officinalis - Zemédym lékarsky (Fumariaceae)

3.3.1. Synonyma
Lidové nazvy: routa polni, routi¢ka pospolita, zemska para
Anglicky nazev: Common Fumitory

Némecky nazev: Echter Erdrauch [58]

3.3.2 Taxonomické zarazeni
RiSe: Plantae

PodriSe: Cormobionta
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Oddéleni: Magnoliophyta
Trida: Rosopsida
Podtrida: Ranunculidae
Rad: Papaverales

Celéd’: Fumariaceae

Rod: Fumaria

Obr. 5: Fumaria officinalis [59]

3.3.3 Botanicky popis ¢eledi Fumariaceae

Jedna se o jednoleté az vytrvalé byliny bez mlé¢nic. Listy jsou trojcetné nebo
zpetené, maji fapiky bez palistli a vyrustaji stiidavé. Kvety jsou oboupohlavni a skladaji
se do lat ¢i hroznh. Kalich tvofi dva listky, které jsou opadavé, nebo uplné chybi.
Koruna je tvofena ¢tyfmi platky ve dvou kruzich. Tyc¢inky, nachazejici se v kvétu, se

V horni Casti déli na tfi Casti. Okrajové Casti tyCinky na sobé nesou jednopouzdré
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prasniky, prostfedni ¢ast ma prasnik dvoupouzdry. Semenik je svrchni a srista ze dvou
plodolistti. Plody jsou nazky nebo tobolky.

Do této &eledi je fazeno 18 rodi se 450 druhy. Celed je rozsifena predeviim na
severni polokouli v mirném pasu. Tyto rostliny jsou piibuzné s ¢eledi Papaveraceae-
makovité. Od této Celedi se lisi nékolika znaky: nemaji mlécnice, pouze idioblasty, které
obsahuji alkaloidy. Na rozdil od zemédymovitych mlze semenik rostlin z celedi

Papaveraceae srustat z vétsiho poctu plodolistu [60].

3.3.4 Botanicky popis rostliny

Zemédym je jednoleta lysa bylina dorustajici vysky 10-30cm. Lodyha je pfima,
dutd, ryhovana, vétvend a husté pokryté listy, které maji modrozelenou barvu. Listky
vyrustaji na kratkych fapicich, jsou dlanité a vétvené na jemné carkovité ukrojky. Kvéty
jsou soumérné, oboupohlavni, dlouhé asi 8 mm a skladdaji se do hroznii. Kalich je
kopinaty, krat$i a uzsi nez koruna. Koruna je tvofena Ctyimi platky, pficemz horni
platky spolu vytvareji ostruhu a dolni spolu srlstaji. Dvé tyCinky sristaji nitkami.
Svrchni semenik vznika sristem dvou plodolisti. Plody jsou okrouhlé nazky. Zemédym

kvete od dubna do zaii [58, 61]

3.3.5 Lidové lécitelstvi

Tato rostlina byla vyuZivana jiz ve staroveéku, arabsti lékafi pouzivali Caj
ze zemeédymu pro Cisténi krve. Dnes se pouZziva pii koznich chorobach, proti akné a
riznym vyrdzkam. Droga uvoliuje kiece hladkého svalstva a podporuje vylucovani
Zluce. Pfinasi ulevu pii migréné, upravuje srazlivost krve a mé pfiznivy vliv na cervené
krvinky. Drogou je nat’, kterd je pln€ rozvinutd, ale nevykvetla.

Silny odvar se pouzivd k omyvani liSeji a ekzéml. Ptfidava se do sedacich
koupeli ptfi hemoroidech. Pfi vnitinim uzivani zemédymu je nutno drogu déavkovat
opatrn€ v mens$im mnozstvi, protoze by mohlo dojit k dychacim nebo srde¢nim obtizim

[62].

3.3.6 Obsahové latky Fumaria officinalis
V rostlinné nati jsou obsazené pryskyfice, hoi€iny, fenolické kyseliny,

ttisloviny, slizy, flavonoidy, glykosidy a alkaloidy. Pfitomné alkaloidy patii do skupiny
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isochinolinovych alkaloidti [63]. Tato skupina alkaloidi je dobfe prozkoumana a patii
do ni nékolik strukturnich typl: tetrahydroprotoberberinové, protopinové,
spirobenzylisochinolinové a ftalidisochinolinové. Isochinolinové alkaloidy jsou

Vv ptirod¢ hojné zastoupeny, prekurzorem pro jejich syntézu je tyrosin.

3.3.6.1 Protopinové alkaloidy

Protopinové alkaloidy v sobé neobsahuji isochinolinovy kruh, jsou
charakteristické deseti¢lennym heterocyklickym kruhem s atomem dusiku v sedmé
poloze a na 14 uhliku ketonickou skupinou [64]. Oxidaci protoberberinovych alkaloidt
vznikaji protopinové. Struktura protopinu a kryptopinu (Obr. 6) byla objasnéna pired
vice nez padesati lety W.H.Perkinem a kryptopin byl poprvé izolovan v roce 1867
z opia [65]. Alkaloidy portopinového typu zpomaluji srdeéni frekvenci a zvySuji prutok
krve koronarni artérii. Protopin a kryptopin maji kratkodoby stimula¢ni U¢inek na
délohu [66]. Protopinové alkaloidy se dale nachazeji v Celedi Berberidaceae,

Papaveraceae a Ranunculaceae [67].

Protopin Kryptopin

Obr. 6: Struktury protopinovych alkaloidt

3.3.6.2 Protoberberinové alkaloidy

Vyskytuji se v tetrahydroprotoberberinové formé nebo ve formé kvartérnich soli
(Obr 7) [68]. Nejcastéjsim mistem vyskytu substituentd jsou polohy 2, 3 dale 9, 10 nebo
10, 11. Zékladem je benzylisochinolinovy skelet, charakteristickym znakem je tzv.
berberinovy most, ktery se nachazi mezi dusikem a C-8 [69]. Berberin se vyznacuje
antibakterialni a antiprotozoalni aktivitu. Psobi tak, Ze dochézi k vytvofeni komplexu
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s DNA [70]. Alkaloidy této skupiny mizeme nalézt také v nasledujicich rostlinnych

Celedich, jako jsou: Lauraceae, Ranunculaceae, Rutaceae, Papaveraceae a
Menispermaceae [67].

- o
% O § <o O §
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Sinaktin Stylopin

Berberin Skulerin

Koptisin

Obr. 7: Struktury protoberberinovych alkaloidt

3.3.6.3 Aporfinové alkaloidy

Aporfinové alkaloidy jsou druhou nejvétsi skupinou po benzylisochinolinovych

alkaloidech [71]. Methylova skupina je nejcastéji pfipojena na dusikovy atom. Pokud je
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dusik sekundarni, pak se tyto alkaloidy nazyvaji noraporfinové. Je také znamo nékolik
malo kvartérnich soli, kdy jsou k atomu dusiku pfipojeny dvé methylové skupiny.
Pozice 1 a 2 je vzdy substituovéna hydroxylovou, methylovou nebo methoxy skupinou
[67]. Korytuberin (Obr. 8) zptsobuje zrychleni dechové frekvence a zpomaluje puls
[72]. Mezi dalsi celedi, ve kterych se vyskytuji aporfinové alkaloidy, patii:
Berberidaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Papaveraceae a Ranunculaceae [67].

Korytuberin

Obr. 8: Struktury aporfinovych alkaloidi

3.3.6.4 Ftalidisochinolinov¢ alkaloidy

Prekurzory této skupiny alkaloidd jsou tyrosin, tyramin, dopamin a methionin.
Tato podskupina isochinolonovych alkaloidl je charakteristické jadrem, které je tvofeno
¢tyfmi cykly, jednim z nich je i laktonovy kruh (Obr. 9). Jednotlivé alkaloidy se mezi
sebou li§i postavenim substituentl na aromatickém jadfe a stereochemii

na asymetrickych uhlicich C-1 a C-9 [73]. Ftalidisochinolinové alkaloidy se nachézeji

dale v ¢eledich Berberidaceae, Papaveraceae a Ranunculaceae [67].
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Adlumin

Hydrastin

Obr. 9: Struktury ftalidisochinolinovych alkaloidt

3.3.6.5 Spirobenzylisochinolinové alkaloidy

Spirobenzylisochinolinové alkaloidy (Obr. 10) [74] jsou charakteristické pro
celed” Fumariaceae, zvlast¢ pro rod Fumaria a Corydalis V pifirodé se syntetizuji
Z protoberberinovych prekurzort. Skelet, ktery je spole¢ny pro celou skupinu, se mize

byt nazyvan jako ochotensinovy systém [67].
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Fumaricin Fumaritin

Parfumin Fumarophycin

Obr. 10: Struktury spirobenzylisochinolinovych alkaloidi

3.3.6.6 Benzofenantridinové alkaloidy

Podskupina mize byt rozdélena do dalsich tfech skupin, které se mezi sebou lisi
ptitomnosti alkoholické skupiny, nebo aromaticitou. Mezi neznaméjsi alkaloidy této
skupiny patii sanguinarine (Obr. 11), ktery je znam pro svoji antimikrobidlni a
antitumorovou aktivitu [75]. V rostlinach se benzofenantridinové alkaloidy syntetizuji
Z protoberberinovych. Jedna se pfiblizné o 30 alkaloidii, které je mozné nalézt

v ¢eledich Papaveraceae a Rutaceae [67].
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Oxysanguinarin Acetonyldihydrosanguinarin

O
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\/O

Norsanguinarin
Obr. 11: Struktury bentofenantridinovych alkaloida

V nasledujici tabulce (Tab. 1) je shrnut vyskyt jednotlivych vyse

uvedenych alkaloidu v jednotlivych druzich rodu Fumaria.
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Tab 1: Alkaloidy izolované z jednotlivych druhti rodu Fumaria

Korytuberin
Bikukulin
Adlumin
Hydrastin
Fumaricin
Fumarilin

Parfumin

Fumarophycin
Dihydrosanguinarin
Sanguinarin
Oxysanguinarin
Acetonyldihydrosanguinarin
Norsanguinarin

Alkaloid Druh rodu Fumaria

Protopin Fumaria capreolata, F. Bastardii, F. officinalis,
F. spicata [76]

Kryptopin F. densiflora, F. schramii, F. officinalis, F
parviflora [74], [76]

Sinaktin F. officinalis, F. densiflora, F. parviflora [76], [77]

Stylopin F. capreolata, F. bastardii, F. officinalis,
F. densiflora, F. muralis, F. parviflora [74],

Berberin F. indica [78]

Skulerin F. officinalis [79]

Koptisin F. agraria, F. muralis, F. officinalis, F. parviflora,

F. spicata, F. vaillantii [76]
F. agraria, F. officinalis [76]
. macrosepala [74]
. officinalis [77]
. officinalis [77]
. capreolata, F. bastardii, F. officinalis [76]

. capreolata, F. bastardii, F. densiflora,
F. schramii, F. officinalis, F. indica [76], [78]

M T T M m

F. officinalis, F. muralis, F. capreolata [76]
F. capreolata, F. bastardii, F. officinalis [76]
F. parviflora, F. vaillantii [80]

F. parviflora, F. schramii [80]

F. indica, F. parviflora, F. vaillantii [80]

F. vaillantii [80]

F. indica [80]
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani
Vsechna rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana, tak aby byla zajiSténa jejich
Cistota. Nejdiive se zachytil piedek, jednalo se asi 0 5 % celkového mnozstvi s vodnym
azeotropem. Nasledné bylo vydestilovano zbylych 90 % rozpoustédla.

Vsechna rozpoustédla byla uchovavana v hnédych sklenénych nadobach.

Odparovani frakci, ziskanych z chromatografie, bylo uskute¢néno na vakuové
odparce Biichi Rotovapor R 114, ktera je vybavena vodni lazni. Odpatovani probihalo

pti 40°C za sniZzeného tlaku.

4.1.2 Chromatografie

4.1.2.1 Sloupcova chromatografie

Sloupcova chromatografie se provadéla systémem gradientové eluce
na neutralnim oxidu hlinitém. Suspenze adsorbentu byla obvyklym zplsobem nalita
do chromatografické kolony, na takto pfipraveny sloupec byl nanesen vzorek

rozpustény v malém mnoZzstvi rozpoustédla.

4.1.2.2 Tenkovrstva chromatografie
Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna v systému normalnich komor,
které byly nasyceny mobilni fazi. Nasyceni komor trvalo 20-30 minut. Chromatografie

byla provadéna vzestupné.

4.1.3 Teplota tani

Teploty tani izolovanych alkaloidii byly méfeny na bodotavku Biichi Melting
Point B-540. Vyhievnost byla nastavena tak, aby teplota vyhievného bloku stoupala
nejdiive rychle a 10°C pted pfedpokladanou teplotou tani se zvedala po 0,5°C.
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4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla a chemikalie
Rozpoustédla
Lékarsky benzin (Penta a.s.)
Cyklohexan (Penta a.s.)
Diethylamin (LachNer)
Ethanol 95% (lihovar Chrudim)
Diethylether (LachNer)
Chloroform (Penta a.s.)
Toluen (Penta a.s.)
Chemikalie
Uhli¢itan sodny (Penta a.s.)
Kyselina chlorovodikova 35% (Penta a.s.)
Dusi¢nan bismutity zasadity (LachNer)
Jodid draselny (Penta a.s.)
Chlorid rtutnaty (Fisher Scientific)

Kyselina vinna (Penta a.s.)

4.2.2 Chemikilie a material pouZivany pro stanoveni inhibi¢ni aktivity
erytrocytarni AChE a sérové BuChE
Chemikalie

10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

0,1M fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikalie pro pfipravu pufru: dihydrat

dihydrogenfosforecnanu sodného (Lachema); dodekahydrat

hydrogenfosfrecnanu disodného (Lachema)

5 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)
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Dimethylsulfoxid (Sigma-Adrich)

Material
Jako zdroj acetylcholinesterazy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytu.
Zdrojem butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Mg¢éteni bylo provadéno na mikrotitracnich destickach.

4.2.3 Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesteriazové inhibi¢ni aktivity

Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.2.4 Detekéni Cinidla

Dragendorffovo ¢inidlo dle Muniera

Toto c¢inidlo slouzi k detekci alkaloidu a dalSich sloucenin, které ve své
molekule obsahuji vazany dusik.

Sklada se z roztoku A a roztoku B. Roztok A se pfipravuje rozpusténim 1,7 g
dusi¢nanu bismutitého zasaditého a 20 g kyseliny vinné v 80 ml vody. Roztok B byl
pfipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40ml vody. Zasobni roztok ziskdme
smiseni roztoku A a B v poméru 1:1.

Mayerovo ¢inidlo

Mayerovo c¢inidlo se pouziva ke zjisténi obsahu alkaloidi, které jsou pfitommné
Vv organickém rozpoustédle.
Pro jeho ptipravu je potieba 1,36 g chloridu rtutnatého, 5 g jodidu draselného a

100 ml vody. Po smiseni vznika tetrajodortutnatan draselny, ktery reaguje s alkaloidy.

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

Sloupcova chromatografie: oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii, Brockmann III,

Across, velikost zrn 40 - 200 um, desaktivovany 6 % H,0O, mnozstvi adsorbentu 2625 g.
Analytickd TLC: Kieselgel 60 F54 TLC desky 20x20 cm (Merck)
Preparativni TLC: Kieselgel 60 GF;s4 (Merck)
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4.3 Piiprava sumarniho extraktu z Fumaria officinalis

4.3.1 Pivod drogy
Drogou bylo 25,15 kg suSené nati. Dodavatelem byla firma Megafyt s.r.o.,

Vrané nad Vltavou.

4.3.2 Ptiprava sumarniho extraktu

Sucha nat’ (25,15 kg) byla perkolovdna 95 % ethanolem. Ziskany extrakt byl
zahu$tén na cca 7 1 a ndsledné se nechal rozehtat pii 70°C. K rozehiatému extraktu byly
pfidany 3 litry horké vody. Vznikla emulze byla okyselena 2 litry 2 % kyseliny
chlorovodikové na pH=1,5. Emulze se dale zfedila 5 litry vody a doslo ke zchlazeni
na 30°C . Nasledovala filtrace ptes vlizelin. Zbytek na filtru byl promyt 3 litry 0,1 %
HCl a 2 litry vody. Filtrat byl doplnén do 20 I.

Ciry filtrat byl zalkalizovan na pH=9,5 pfidanim 10 % uhli¢itanu sodného.
Vznikla suspenze byla vytiepavana 5x po castech 5 1 diethyletheru. Ziskany etherovy
vyttepek byl zbaven vody v dé€lici nalevce a organické vrstva byla odpatena.

Bylo ziskano 99 g tmavé hnédého, viskozniho odparku. Po Case se z odparku
vylouéilo malé mnozstvi drobnych krystalkti (vytifepek A).

Vodny zbytek byl vytfepan 4x5 1 chloroformu. Organickd vrstva byla odpafena a
bylo ziskano 17,46 g tmavé hnédého odparku (vytfepek B), ktery nebyl pouzit
pro vyzkumné cile této prace.

Pti srazeci reakci s Mayerovym cCinidlem nebyla prokazana ptitomnost zadnych
alkaloidt, proto nedoslo k dal§imu zpracovani primarniho extraktu.

Sumarni etherovy vytiepek A obsahuje nejméné 10 alkaloidd (viz Obr. 12).
Retenéni faktory nalezenych alkaloidii byly nasledujici: 0,76; 0,67; 0,61; 0,55; 0,48;
0,33; 0,24; 0,12; 0. Nalezeny byly také dalsi dve latky, které nevykazovaly

charakteristické zbarveni s Dragendorfovym ¢inidlem (Rf: 0,85 a 0,80).
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Obr. 12: Sumarni etherovy vytiepek A z Fumaria officinalis

TLC bylo vyvijeno v soustaveé: cyklohexan+toluen+diethylamin 10:10:1, draha
8,5 cm. Pro lepsi rozdéleni bylo vyvijeno 2x. Detekce probéhla pod UV 254 a nasledné

pomoci Dragendorfova €inidla.

Bylo zméfeno ESI-MS hmotnostni spektrum za u¢elem odhadu Mr pfitomnych

alkaloidii (Obr. 13).
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Obr. 13: MS sumarniho vytiepku

4.3.3 Priprava a zpracovani etherového vytiepku A ze sumarniho extraktu

Pro usnadnéni vytfepavani byl extrakt rozdélen na poloviny rozpusténim
Vv chloroformu (47,6 a 48,2 g). Ob¢ poloviny byly rozpustény ve 400 ml 2 % HCI
na pH=1-2 a doplnény destilovanou vodou do 1 I a ptefiltrovany pies vrstvu kifemeliny.
Ziskané vodné roztoky byly alkalizovany 10 % Na,CO3z na pH=9-10. Vodné roztoky
byly 6x vytfepavany 200 ml chloroformu. Po kazdém vytfepavani byla provadéna
zkouska Mayerovym c¢inidlem do té doby, dokud nebyla pfitomnost alkaloidi ve vodné
fazi prokdzana. Oba piecisténé podily byly spojeny, hmotnost pfecisténého sumarniho

extraktu byla 87,5 g.

4.3.4 Sloupcova chromatografie
87,5 g precisténého extraktu bylo rozpusténo v chloroformu a smichdno s 350 g
oxidu hlinitého (pomér 4:1) desaktivovaného 6% H,0O, velikost zrn 40-200 pm.

Nasledn¢ byla smés odpatena na vodni lazni do sucha a dosusena v exsikatoru.
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Cely prubéh sloupcové chromatografie je popsan v nasledujicich tabulkach (Tab.
2 a Tab. 3). Nakonec bylo provedeno TLC vsech ziskanych frakci (Obr. 14).

Tab. 2: Sloupcova chromatografie

Oznaceni extraktu A
Hmotnost vzorku 87,50
Druh a mnozstvi adsorbentu oxid hlinity pro sloupcovou chromatografii,

Brockmann 11, Across, velikost zrn 40 - 200 um,
desaktivovany 6 % H,O, mnozstvi adsorbentu 2625

g.
Primér kolony 9,5¢cm
Vyska sloupce adsorbentu 34cm
Mrtvy objem kolony 1760 ml
Priitok 1500ml/hod

Tab. 3: Vysledky sloupcové chromatografie

Spojené frakce Mobilni faze Tara banky (g) | Hmotnost frakei (g)
50-54 B+CH (3:2) 49,10 0,30
55-67 B+CH (3:2) 46,01 19,89
68-76 B+CH (3:2) 107,40 6,30
77-87 B+CH (3:2; 1:1) 152,10 9,60
88-93 B+CH (1:1) 63,11 13,59
94-101 B+CH (1:1) 53,20 7,70
102-108 B+CH (1:1) 70,30 1,00
109-120 B+CH (1:1) 66,54 1,46
121-137 B+CH (1:1; 2:3) 68,51 2,00
138-178 B+CH (2:3; 1:4), CH | 100,25 8,75
179-201 CH, CH+Et (3:1; 1:1) | 109,50 10,90
Celkova hmotnost: 75,49

B...benzin, Ch...chloroform, Et...ethanol
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Obr. 14. Souhrnné TLC ziskanych frakci

Pro mou préci byly pouzity frakce ¢islo 50-54 a 55-67.

4.3.5 Zpracovani frakce 50 — 54

0,30 g hnédé viskézni hmoty bylo rozpusténo v chloroformu a nasledné
podrobeno preparativni tenkovrstvé chromatografii. Vyvijeni desek probihalo ve smési
cyklohexanu a diethylaminu a vyvijelo se vzdy dvakrat. Za pomoci UV detekce byly
vypreparovany dvé zony, které byly pracovné oznaceny FO 1-1 a FO 1- 2 (Obr. 15).
Ob¢ faze byly promyty chloroformem a piefiltrovany pies vrstvu Al,O3 tak, aby se
odstranily mechanické necistoty. Po odstranéni necistot byl ziskany filtrat podroben
krystalizaci ve smési chloroformu a ethanolu. Bylo ziskano 0,0244 g lehce oranZovych
krystalki alkaloidu FO 1-2 a 0,0417 g krystalki alkaloidu FO 1-1, které byly
podrobeny strukturni analyze (MS a NMR), za ucelem jejich identifikace.
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Obr. 15: Preparativni TLC frakce 50-54

4.3.6 Zpracovani frakce 55-67

Frakce o hmotnosti 13,89 g byla rozpusténa v chloroformu a nandSena
na sklenéné desky svrstvou Al,Os- preparativni TLC. Vyvijeni desek probihalo
ve smési cyklohexan — diethylamin v poméru 95:5. Pomoci UV detekce bylo zjisténo,
ze se na preparativnim TLC nachézeji 3 podfrakce (Obr. 16). Stejn€ jako u predchozi
frakce byly faze promyty ptes vrstvu Al,O3 a podrobeny krystalizaci ve smési CHCl; a
EtOH- U alkaloidu sozna¢enim FO 2-1 vSak ke krystalizaci nedoslo. Jednotlivé
podfrakce byly oznaceny FO 2- 1, FO 2- 2 a FO 2- 3. Z TLC bylo zjisténo, ze alkaloid
oznacovany jako FO 2- 2 je totozny s alkaloidem FO 1- 1, proto bylo u téchto podfrakci
sjednoceno znaceni a dale bylo pouzivano oznaceni FO 2- 2. Jako u ptedchozi frakce

byly izolované latky podrobeny strukturni analyze za ticelem jejich identifikace.
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Obr. 16: Preparativni TLC frakce 55-67

4.4 Stanoveni inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidu

Chemikalie
10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)
10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)
0,1M fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikalie pro pfipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Lachema); dodekahydrat
hydrogenfosfre¢nanu disodného (Lachema)
5 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich)
Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)
Dimethylsulfoxid (Sigma-Adrich)
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4.4.1 Priprava erytrocytarnich pouzder

Z Cerstvé odebrané krve byla erytrocytarni pouzdra pfipravena piidanim 1 ml
citratu na 10 ml krve. Pro odstranéni plazmy (HuBuChE) byla pouzita centrifuga pii
rychlosti 4000 ot/min. Erytrocyty byly umistény do 50ml zkumavek, kde se promyly
SmM fosfatovym pufrem s 15mM chloridem sodnym. Takto promyté erytrocyty se
spolu s fosfatovym pufrem michaly a tim doslo k lyze. Dalsim krokem byla jejich
centrifugace pii 20 000 ot/min. Vznikla pouzdra (HuAChE) byla znovu promyta

fosfatovym pufrem.

4.4.2 Stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

Pro stanoveni ICsg se pouzila Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substrat se pouzivaji estery
thiocholinu, které se uCinkem esteraz $tépi na thiocholin a kyselinu. SH- skupina
thiocholinu se vaze na DTNB a vznikd Zluté zbarveny produkt, ktery se stanovuje
spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm. Sleduje se nariist absorbance za 1 minutu.
Hodnoty 1Csyp byly vypoéitiny z naméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterdzy nebo butyrylcholinesterazy nelinearni regresi v programu
GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; Graph PaD Software, San Diego, CA,
USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsy zndamych inhibitord cholinesteraz:
galataminem (ICs HUAChE =1,71+ 0,07 uM, HuBuChE = 4230 + 1,30 uM),
huperzinem A (ICsp HUAChE =0,033 + 0,001 pM, HuBuChE >1000 upuM).
% | (inhibice) byla pocitana dle vzorce %l = 100-(AAg/AAsa)*100, kde AAg. je nartst

absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je nartst absorbance métené¢ho vzorku.

4.5 Urceni struktury izolovanych alkaloidu

4.5.1 Méreni hmotnostniho spektra

Hmotnostni spektra byla méfena na pristroji Agilent 7890A GC 5975, v rezimu
El pii 70eV. Separace byla provadéna na DB-5 sloupci MS (30 x 0,25 mm x 0,25 um).
Teplotni program analyz: 100°C; 15°C/min; 180°C/Imin; 5°C/min; 300°C; 35min..
Teplota nastiiku byla 280°C. Nosnym plynem bylo helium, jehoz pratok byl 0,8
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ml/min. Teplota detektoru byla 200°C a jeho rozsah méfeni byl 35-600 m/z.
Identifikace jednotlivych alkaloidli byla zaloZena na porovnani ziskanych MS spekter
s témi, kterd jsou ulozena v NIST knihovné a také s témi, kterd byla uz diive izolovana

na katedie. Vyuzito bylo taktéz i porovnani s daty v odborné literature.

4.5.2 Méfeni NMR spekter

Vsechna NMR spektra byla méfena na spektrometru Varian Iniova 500.
Pracovni frekvence byla pro jadra 'H 499,9 MHz a pro B¢ jadra 125,7 MHz. Spektra
3C NMR byla m&tena v 5 mm SW Sirokopasmové sonds. *H NMR spektra byla mé&tena
v inverzni 5 mm ID PFG sond¢ s vyuzitim standardnich pulznich frekvenci. VSechna
méfeni byla provadéna v deuterochloroformu pii teploté¢ 25 °C. Hodnoty chemickych
posunii jsou uvadény Vv jednotkach ppm. Hodnoty ‘H NMR spekter jsou vztaZeny
k inertnimu standardu (hexamethyldisilan, 0,04 ppm). Naproti tomu hodnoty *C NMR

spekter jsou vztazeny k signalu solventu (76,99 ppm).
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5.VYSLEDKY

50



Na zékladé MS a NMR studii a porovnani ziskanych dat s literaturou byly izolované

latky identifikovany jako stylopin, sinaktin a fumarilin.
5.1 Strukturni analyza stylopinu

5.1.1 MS studie stylopinu
EI-MS (m/z) 323(42), 322(28), 174(16), 148(100), 91(12), 89(11)

1004 148

501 323

91

207 290 248263 281
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Obr. 17: EI-MS studie stylopinu

5.1.2 NMR studie stylopinu

Struktura izolované latky byla urdena na zékladé interpretace *H- a **C-NMR spekter a
jejich porovnani s literaturou [81].

Obr. 18: Struktura stylopinu
NMR studie je shrnuta v tabulce (Tab. 4 a Tab. 5).
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Obr. 19: "H NMR spektrum stylopinu
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Obr 20: *C NMR spektrum stylopinu
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5.2 Strukturni analyza sinaktinu

1004

50+

5.2.1 MS studie sinaktinu
EI-MS (m/z) 339(54), 338(49), 324(5), 190(20), 148(100), 91(11), 89(7).

40 5162 77
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Obr. 21: EI-MS spektra sinaktinu
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5.2.2 NMR studie sinaktinu

Struktura izolované latky byla urena na zakladg interpretace *H- a B3C-NMR spekter a

jejich porovnani s literaturou [81].
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NMR studie je shrnuta v tabulce (Tab. 4 a Tab. 5).
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Obr. 22: Struktura sinaktinu
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Obr 23: "H NMR spektrum sinaktinu
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Obr. 24: 3C NMR spektrum sinaktinu
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Tab. 4 'H NMR posuny a multiplicita signaléi v CDCls (25 °C) pti 500 MHz stylopinu a
sinaktinu

H Stylopin Sinaktin
1 6.72's 6.73 s
4 6.60 s 6.62 s
5A 3.18m 3.14m
5B 2.69m 2.64m
6A 3.20m 3.14m
6B 2.72m 2.64m
8A 4.14d 4.10d
8B 3.61d 3.55d
11 6.69d 6.69d
12 6.64d 6.65d
13A 3.25dd 3.26 dd
13B 2.89 dd 2.81dd
14 3.67 dd 3.58 dd
-OCHj3 (2) - 3.89s
-OCH3 (3") - 3.86s
-O-CH,-0- (27, 3") 5925 -
-0-CH,-0O- (97, 10") 5.93,5.96 d 5.92,5.95d

Tab. 5 *C NMR posuny a multiplicita signaléi v CDCl3 (25 °C) pii 125 MHz stylopinu
a sinaktinu

C Stylopin Sinaktin
1 105.7d 108.7d
2 146.5s 1475s
2a 101.1s -

3 146.4 s 147.6 s
4 108.7d 111.5d
da 127.7 s 126.8 s
5 29.4 t 29.1t

6 51.3t 51.3t

8 5291 53.0t

8a 125.1s 117.0s
9 143.6s 143.3 s
9a 101.4s -

10 145.4 s 145.0 s
11 107.2d 106.7d
12 121.3d 121.0d
12a 128.4 s 128.6 s
13 36.3t 36.4t

14 599t 505t

14a 130.3 s 129.6 s
-OCH3 (2) 56.1q

-OCH3; (3") 55.9¢

-O-CH,-0- (97, 10" 101.0t

Pouzité zkratky: s singlet, d dublet, t triplet, q kvartet
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5.3 Strukturni analyza fumarilinu

5.3.1 MS studie fumarilinu
EI-MS (m/z) 351(38), 336(14), 322(100), 320(10), 264(156), 175(13), 135(18).

100 322
50
351
336
102 135 175 264 292
42 63 77 145 191 236
o<

60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

Obr. 25: EI-MS spektrum fumarilinu

5.3.2 NMR studie fumarilinu
Struktura izolované latky byla urena na zakladg interpretace *H- a B3C-NMR spekter a

jejich porovnani s literaturou [81].

Obr. 26: Struktura fumarilinu
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5.3.2.1 *H NMR studie fumarilinu
'H NMR: (500 MHz, CD;0D) & 7.22 (1H, d, J=8.0 Hz, H10), 7.00 (1H, d, J=8.0 Hz,
H9), 6.62 (1H, s, H4), 6.17 (2H, s, 11,12-OCH,0O-), 6.09 (1H, s, H1), 5.84 (2H, dd,
J=6.5, 1.0 Hz, 2,3-OCH,0-), 3.63 (1H, d, J=18.5 Hz, H8), 3.54-3.47 (1H, m, H6), 3.29
(1H, d, J=18.5 Hz, H8), 2.98-2.94 (1H, m, H6), 2.94-2.90 (2H, m, H5), 2.39 (3H, s,
NCHs).

Ms-3
exp4 PROTON
SAMPLE PRESATURATION

date Apr 12 2012 satmode
solvent cdlod wet

file /home/vnmrl/v- ~  SPECL AL
nmrsys/data/Lucie/~ temp 25.0

I l 'lLﬁwgﬂl FK A e
L EEmmmama L e e I A e e e e L o L e e
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm
e - e e e e T —
4.52 4.4 4.65 7.36  17.22 5.3

Obr 27: *H NMR spektrum fumarilinu

5.3.2.2 °C NMR studie fumarilinu
3C NMR: (125 MHz, CD;0D) & 204.9 (C13), 149.8 (C11), 148.5 (C3), 148.2 (C2),
145.9 (C12), 145.1 (C8a), 131.0 (Cl4a), 128.5 (C4a), 120.4 (C12a), 119.7 (C9), 116.9
(C10), 109.4 (C4), 105.3 (C1), 104.9 (11,12-OCH,0-), 102.5 (2,3-OCH,0-), 72.8
(C14), 49.4 (C6), 40.9 (C8), 39.3 (NCH3), 29.1 (C5).
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Obr. 28: *C NMR spektrum fumarilinu

5.4 Opticka otacivost

Opticka otacivost izolovanych alkaloidu je shrnuta v tabulce (Tab. 6)

Tab. 6: Opticka otacivost izolovanych alkaloidd

Izolovany alkaloid Opticka otacivost
Sinaktin -347,7°
Stylopin -95°

Fumarilin +77°

5.5 Teploty tani

U vSech izolovanych alkaloidli byla zmétena teplota tani (Tab. 7), kterd byla

porovnana s databazi Dictionary of natural products on CD-ROM. U fumarilinu se
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naméfend hodnota od hodnot uvedenych v databazi 1isi, coz mize byt zpisobeno tim, ze

se alkaloid nepovedlo vykrystalizovat a jevil se jako amorfni latka.

Tab. 7: Teploty tani izolovanych alkaloidt

Alkaloid Teplota tani
Sinaktin 174-175 °C
Stylopin 206-207 °C
Fumarilin 122-124 °C

5.6 Vysledky inhibi¢nich aktivit viici AChE a BUChE

Izolované alkaloidy byly testované na inhibi¢ni aktivitu vici erytrocytarni

acetylcholinesterdze (HuAChE) a sérové butyrylcholinesteraze (HuBuChE). Ziskané

vysledky jsou zaznamenany v tabulce (Tab. 8).

Tab 8: Inhibi¢ni aktivita ziskanych alkaloidt

IC__ HUAChE**
50

IC50 HuBuChEg**

Alkaloid
(rM) (rM)
(-)-Stylopin >1000 >1000
(-)-Sinaktin 632 +£22 >1000
(+)-Fumarilin >1000 330+ 12
Galanthamin* 1,71 +£ 0,07 42,30 + 1,30
Huperzin A* 0,033 £ 0,001 >1000

*standardy, ** kazdé méfeni opakovano tiikrat
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6.DISKUZE
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Mezi nejvice pouzivané latky pro 1écbu Alzheimerovy choroby patii inhibitory
acetylcholinesterdzy. V nedavném vyzkumu bylo dokazano, ze v pozdé¢jSich stadiich
hraje vyznamnou roli také BuChE. Vyzkum se proto v dnesni dobé zamétuje na hledani
1é¢iv, které jsou inhibi¢né aktivni vii¢i obéma enzymiim, tzv. dualnich inhibitort.

Na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie byly provedeny screeningové
studie n€kolika druhti rostlin. Na zdkladé vysledkl téchto vyzkumi byla vybrana
Fumaria officinalis. Vysledky sumarnich extrakti vykazovaly zajimavé inhibi¢ni
aktivity vudi acetylcholinesteraze (1Cs0 Huache = 39.2 + 2.1 pg/mL) i
butyrylcholinesteraze (1Cso puguche = 40,32 £ 1.9 ug/mlL).

Pfedmétem této diplomové prace bylo zpracovani suché drogy z Fumaria
officinalis, pfiprava alkaloidniho extraktu a nasledna izolace tii alkaloidi v ¢isté formé.
Izolované alkaloidy byly podrobeny strukturni analyze

Prvni izolovny alkaloid byl identifikovan na zakladé¢ NMR a MS analyzou urcen
jako sinaktin. Jedna se o protoberberinovy alkaloid, ktery byl jiz diive z této rostliny
izolovan. Tato sloucenina byla izolovana v ¢eledich Menispermaceae (Sinomenium
acutum) a Fumariaceae (rod Corydalis).

Druhé izolovana sloucenina byla na zdklad¢ ziskanych NMR a MS spekter
identifikovan jako stylopin. Stylopin patii mezi protoberberinové alkaloidy. Izolovat
stylopin se povedlo i z dalsich druhti rodu Fumaria (parviflora, schleicheri, vaillantii) a
rodu Corydalis (bractea, emanuelii, stricta). K dalsim celedim, v nichz mtzeme tuto
latku najit, patii Papaveraceae (Papaver rhoeas, Chelidonium majus).

Tteti izolovanou latkou, kterd byla identifikovdna po porovnani MS a NMR
spekter, byl fumarilin. Fumarilin patfi mezi spirobenzylisochinolinové alkaloidy a byl
izolovan pouze z rodu Fumaria. Mezi dalsi zastupce toho rodu, ze kterych byl izolovan,
patii Fumaria vaillantii.

V ramci této diplomové prace byla provedena studie, kterd porovnava inhibicni
aktivitu izolovanych latek se standardy galanthaminu (ICsgyuache = 1,71+ 0,07 uM a
ICs0 HuBuche = 42,03 +£ 1,30 uM) a huperzinu A (ICsp Huache = 0,033+ 0,001 uM a
1Cs0 Husuche < 1000 uM) vici sérové butyrylcholinesteraze (HuBuChE) a erytrocytarni
acetylcholinesteraze (HuAChE). Pro urceni téchto hodnot byla pouzita Ellmanova

spektrofotometricka metoda s pouzitim 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina.
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Hodnoty ICsq stylopinu stanovené pro HuUAChE a HuBuChE byly vyssi nez
1000uM. V porovnani s referencnimi latkami byl proto shledan neaktivnim a pro mozné
vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby jako nevyuzitelnym.

U sinaktinu byly stanovené hodnoty pro ICsopuache =632+22uM a
1Cs0 Husuche < 1000 uM. T tento izolovany alkaloid nevykazoval dostateéné zajimavou
inhibi¢ni aktivitu vic¢i cholinesterazdm, proto byl stejné¢ jako v pfedchozim ptipadé
shledan pro vyuziti v terapii AD prakticky nevyhovujicim.

Poslednim izolovanym alkaloidem byl fumarilin, jehoz hodnoty byly stanoveny
pro 1Cso quache = <1000 uM a ICsg Huuche = 330 £ 12 uM. Stejné jako v predchozich
ptipadech se inhibi¢ni aktivity fumarilinu neblizi referenénim hodnotam, proto se jeho
ptipadné vyuziti jako 1é¢iva v terapii AD jevi jako nevhodné.

Zavérem lze tici, ze izolované alkaloidy nebyly zodpovédné za inhibi¢ni
aktivitu sumarniho extraktu, proto je nutno pokracovat v izolaci a testovani dalSich

frakci. Dalsi zkoumani mtize dospét k nalezeni prakticky vyuzitelné latky.
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Ach
AChE
AIDS
APP
BuChE
CNS
CT
DTNB

EtOH

GABA
HUAChE
HuBuChE
IAChE
IC

IChE
MR

MS
NIST
NMDA
NMR

Rf

TLC

uv

Alzheimerova choroba

acetylcholin

acetylcholinesteraza

syndrom ziskaného selhani imunity
Amyloidovy prekurzorovy protein
butyrylcholinesteraza

centralni nervova soustava

pocitacova tomografie
5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

ethanol

Y-aminomaselnna kysselina
lidska acetylcholinesteraza
lidské butyrylcholinesteraza
inhibitor acetylcholinesterazy
inhibi¢ni koncentrace

inhibitor cholinesterazy
magneticka rezonance
hmotnostni spektrometrie
narodni institut standardi a technologii
N-methyl-D-aspartat

nuklearni magnetickd rezonance
reten¢ni faktor

tenkovrstva chromatografie

ultrafialové zareni
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ABSTRAKT

Safratova M.: Biologicky aktivni metabolity rostlin 10. Alkaloidy Fumaria officinalis L.
a jejich biologicka aktivita. Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci
Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové, 2013. Diplomova

prace. 70 s.

Piedmétem diplomové prace bylo zpracovani vytiepku alkaloidd z Fumaria
officinalis L. (Fumariaceae). Pomoci sloupcové chromatografie a nasledné
preparativniho TLC byly izolovany tii alkaloidy, které byly podrobeny strukturni
analyze (MS a NMR). Prvni latka byla identifikovana jako isochinolinovy alkaloid
stylopin, druhym izolovanym alkaloidem byl sinaktin a tfetim izolovanym alkaloidem
byl fumarilin. VSechny tfi alkaloidy jiz byly diive z F. officinalis izolovany.

U vSech tii alkaloidi byla testovana jejich inhibi¢ni aktivita vacéi lidské
erytrocytarni acetylcholinesteraze (HUuAChE) a lidské sérové butyrylcholinesteraze
(HuBuChE). U stylopinu byly stanovené hodnoty ICsgnuache<1000 uM a
ICs0 Husuche < 1000 uM. Pro sinaktin byly naméfeny hodnoty 1Cso puache = 632 + 22 uM
a 1Csppusuche <1000 uM. Hodnoty  fumarilinu  byly 1Csg quache <1000 uM  a
ICs0 HuBuche = 330 + 12 uM. V porovnani se standardy byly stylopin, sinaktin i fumarilin
malo aktivni. Zadna z izolovanych latek se proto nejevi jako 1é¢ivo vhodné v terapii

Alzheimerovy choroby.

Klicova slova: Fumaria officinali L., isochinolinové alkaloidy, fumarilin,

sinaktin, stylopin, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, Alzheimerova choroba.
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ABSTRACT

Safratova M.: Biologically active metabolites of plants 10. Alkaloids of Fumaria
officinalis L. and their biological aktivity. Charles University in Prague, Faculty of
Pharmacy in Hradec Kréalové. Department of Pharmaceutical Botany and Ecology,

Hradec Kralové, 2013. Diploma thesis. 70 S.

The object of this diploma thesis was to process the pool of alkaloids from
Fumaria officinalis L. (Fumariaceae). Using column chromatography and preparative
TLC three alkaloids were isolated which have been subjected to structural analysis (MS,
NMR). The first substance was identified as isoquinoline alkaloid stylopin, others
isolated alkaloid was sinactin and third isolated alkaloid was fumarilin. All three
alkaloids have been previously isolated from F. officinalis.

For all three alkaloids were tested for their inhibitory activity against human
erythrocyte acetylcholinesterase (HUAChE) and human serum butyrylcholinesterase
(HuBuUChE). For stylopine ICsy values were determined ICsg pyache <1000 uM and
ICs0 Husuche < 1000 uM. For sinactine were measured 1Csg quache = 632 +22 uM and
ICs0 HuBuche <1000 uM.  Values  for  fumariline 1Csp yyache <1000 uM  and
ICs0 Husuche = 330 £ 12 uM. In comparison with standards were stylopine, sinactine and
fumariline not very active. None of the isolated compounds are therefore does not seem

appropriate as a drug therapy for Alzheimer's disease

Keywords: Fumaria officinali L., isoquiniline alkaloids, stylopine, sinactine, fumariline,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, Alzheimer’s disease.
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