UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY A EKOLOGIE

DIPLOMOVA PRACE

Biologicky aktivni metabolity rostlin. 9.

Alkaloidy Fumaria officinalis L. a jejich biologicka aktivita

Biologically active metabolites of plants. 9.

Alkaloids of Fumaria officinalis L. and their biological activity

Vedouci katedry: prof. RNDr. Ludék Jahodat, CSc.
Vedouci diplomové prace: Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.
Hradec Kralové, 2013

Dominika Kassemova



ProhlaSuji, ze tato prace je mym pivodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichZ jsem pfii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZité literatury a v

préci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové, 2013



Za finanéni podporu dékuji grantim SVV UK 265002, FRVS 664/2011 a FRVS
190/2012.

Réda bych podékovala Ing. Lucii Cahlikové, Ph.D. za odborné vedeni, rady a pomoc pfi
vypracovani diplomové prace, ddle PharmDr. Jakubovi Chlebkovi, Ph.D. za ¢as se mnou
strdveny v laboratofi, poskytnuté materidly, méfeni optické otaCivosti a trpélivost. Téz
dékuji ing. Katefiné Macdkové, Ph.D. a prof. RNDr. Lubomiru Opletalovi, CSc za
stanoveni biologickych aktivit izolovanych latek, doc. PharmDr. Jitimu KuneSovi, Ph.D. za
zméfeni a interpretaci NMR spekter izolovanych latek. Nesmim opomenout podékovat
ostatnim pracovniklim katedry farmaceutické botaniky a ekologie za vytvoteni skvélych

podminek k vypracovani této diplomové prace.



OBSAH

PREHLED OBRAZKU ......cooiiiiiiriiiineieississsssseseisssssssss e esss st sssssesssssessns 7
PREHLED TABULEK ..ottt 8
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....covuiiirirninieeeeeinsinsissesssessessessssssssesesssensessssens 9
1 UVOD ettt ettt ettt ettt et e e e e e e et eeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 10
2 CIL DIPLOMOVE PRACE ........cooiiiiiiiineiseiseeississssissesssesssssesesssesseens 11
3 TEORETICKA CAST ..ot sssssssssnns 12
3.1 AlZheimerova Choroba....... ..o 12
311 o] [T =TSPTSRO 12
3111 Br@MYIOIU i 12
3.1.1.2  Fosforylovany T-PrOteiN........cccccviiieieiiieiesiesesiesie e sie e e sie s e sie e e e nee e eeesneas 13
3.1.1.3  APOLIPOPIOLEIN E...oveeeeciiee et 13
10 00 00 7 S ) 4 Ta - Ty 1) B 5 (SRR 14
SLLLLS  ZANCE ittt n e 14
3.1.2 KINICKY ODTAZ...ccviiiiiiiiiciiie st 15
3.1.3 RiZIKOVE faKLOTY ..ovviiiiiiiic i 15
3.1.4 LECDA AD ..ottt 16
3.1.4.1  Funkce acetylcholinu v lidském OrganiSmu.............ccovverieriverieseeseseerieseenie e 16
3.1.4.1.1 Enzymy ovlivilujici patogenezi AD........ccccovviiiiiiiiiiiiiee e 17
3.1.4.1.2 Inhibitory acetylChOlINESIEras.........ccucvviieiiiiee e 17
3.1.4.1.3 Inhibitory NMDA 1€CePtOIT ......crvriiiiiiiiiiiiiiiieiinie e 19
3.1.4.1.4 Doplitkova farmakoterapie ..........cccccvvieriiiiiiiniiiiiie e 19
3.2 Fumaria officinalis L. (FUMAriaCae) ..........cccueverierieiiieresiese e 20
3.2.1 TaxonOmMICKE ZATAZENI .......cvvviiiiireiiie e erie e e e snbe e nneee s 20
3.2.2 Botanicka charaKteriStiKa...........cvvviieiiiiieiie e 20
3.2.3 A (o) 5 0] (TeTe) a0 0T ) o1 F PSPPSR 21
3.2.4 NP T T T I (0740 1) 1) SR 21
3.2.5 | 33 Ta (o} (o3 1<) 1Y T RS 21
3.2.6 (01 C=T =T 0T 1 (] < USSR 21
3.2.7 ODbSANOVE TALKY ... 22
3.2.7.1  Isochinolinove alkaloidy .........cccoiveiiiieiiiieiicie e 22
3.2.7.2  Fenolove SIOUCENINY .......cccuiiiiiiiiiiiiiiieiiisiesie et 24
3.2.8 Biologicka aktivita obsahovych latek ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiice 24

4



3.28.1
3.2.8.2
3.2.8.3
3.2.8.4

4.1

411
4.1.2
413
414
415
4.1.6

4.2

421
422
423
4.2.4
4241
4.2.5
4.2.6

4.3

43.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

4.4

441
4.4.2
4421
4422
44221
44222
44223
4423
44231

Biologicka aktivita extraktii z rostlin rodu Fumaria............c.ccoovvenenincncnenenn 24

Biologicka aktivita fenolovych Kyselin .........c.ccoviiiiiiiiniiiiicne e 24
Biologicka aktivita alkaloidll..........cooviriiiiiiiii 25
Inhibitory cholinesteras izolované z rostlin patficich do fadu Papaverales......... 25
EXPERIMENTALNI CAST ..o 27
Material @ VYDAVENT ...oiuviiiieiiiiiiieeeiee e 27
Rozpoustédla a Chemikalie ..........cccueiiiiiiiiiiiie s 27
POMOCHE TAKY ... 27
Vyvijejici soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) ........cceeveiiennenee. 27
Chromatografické adSOrDENTY ..........cccveiiiiiiiiiiiec e 27
PHIStrOJOVE VYDAVENT ...cvviiiiiiiiii s 28
ROStHNNY MAETIAL......viiiiiiiieiiie i e 28
ODECNE POSTUPY . c.rvveveririieiieitie st eteestessbeabe e st e sbe et e e sbee bt e nbeesbeesrbeebeesbeesrneenaeas 29
Piiprava a CiSté€ni rozpouSte&del ..........ccooviviiiiiiii 29
Odparovani extraktll @ frakCl ........ccveveeiiiiiinii e 29
Suseni a skladovani frakci a izolovanych Cistych lateK ..........cccovvviiiniiniinnnenns 29
Detekce alKaloidi ...........cociiiiciic e 29
TLC AIEKCE. ... 29
Ptiprava sloupcoveé chromatografie ..........cccoovveiiiiiiiiiiiiiccc e 29
Ptiprava litych desek pro preparativni TLC ........ccooovviiiiiiiiiiiii 30
Strukturni analyza.........ccceiiiiiii s 31
GC-MS ANALYZA......oiiiiiiiici 31
NMR QNALYZA ..o 31
OPLICKA OTACIVOSE ..t 31
Teplota tANT ......ocvviiiiicicc 31
12018CE AIKAIOTAM ... 32
Priprava sumarniho alkaloidniho extraktu...........cccoovevieiiiiiiinii e 32
Izolace isochinolinovych alkaloidii pro biologické testy..........cccovviviiiiiiinnns 33
Separace alkaloidniho vytiepku na chromatografickém sloupci ...........cc.ceeeenee. 33
Separace alkaloidil z frakce €. 88 — 93......coiiiiiiiii 34
Izolace alkaloidl z 1. ZONY (0,60 ) .....ccvvvvviiiiiiiiiiciiie e 35
Izolace alkaloidil Z 2. ZONY (0,52 ) ..cccvvvivieiiiiiiiiicie e 36
Izolace alkaloidil z 3. ZONY (0,68 ) ....cevvvveiiiiiiiiicie e 36
Izolace alkaloidli z mate¢ného louhu po krystalizaci frakce 88 — 93 (7,8 9)....... 36
Lot I A (0L o ) RS 36



4.4.2.3.2 Frakce 22 —29 (1,53 9) @30 =59 (1,91 9) .eoveveereeieeiiieiieie e 36

4.4.2.3.3 Frakce 60 — 66 (0,42 9) @67 — 74 (0,79 9) «eoververrerreieiieieiesiesieeeesee e 37
4.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidd a alkaloidnich extrakti vici erytrocytarni

AChE a s€roveé BUCKE...........cooiiiii e 38
451 Chemikdlie @ Materil.........c.ocveiiiiiiiiiii e 38
452 Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity ..................... 38
45.3 Podminky METENT........cocviiiiiiiiiice s 38
454 Piiprava erytrocytarnich pouzder..........cccoviiiiiiiiiie i 39
45.5 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity (hodnoty IC50).........ccccccveivenens 39
4.5.6 Cholinesterasova aktivita sumarniho alkaloidniho extraktu............cc.cccoeninne. 39
5 VY SLEDKY w.ooviuuiirmesisaesssssssssssessssssssessssssssss s sssssssssssssssssssssssessssssens 41
5.1 Strukturni analyza ... 41
511 Protopin (DK-1) a Kryptopin (DK-2) ......cccooeiiieiiiieieciesesie e 41
5.1.1.1  NMR QNALYZA ...vviiiiiiiiiiiieie et 41
5.1.1.2  MS Analyza .....coooviiiiiiiii 44
o T0 1 e T <70 10 7 T 2 | PRSPPI 45
5.1.1.4  OPICKA OtACIVOSE .vveuvieiiieiiiiesiie sttt sttt sttt st s sbe e e s 45
5.1.2 (4)-FUMAFICIN (DK-=3) .eiiiiiiieiiieie et 46
5121  NMR @NALYZA ....coviiiiiiiiiii e 46
5.1.2.2  MS QNALYZA c..eoiviiiiieiiie it 47
5.1.2.3  Teplota tANT ....ocvveeiiiciiiici s 47
5.1.2.4  OPHCKA OTACIVOSE ..uviviiiiiiiieiiiiieiesie ettt 48
5.1.3 (F)-BIiKUKUIIN (DK-4) ..ottt 49
5.1.3. 1 NMR ANAlYZa ....ccciiiiiiiiiiiiie i 49
5.1.3.2  MS ANAlYZa ...ooviiiiiiiiiie e 50
5.1.3.3  Teplota tANT ...cocvveeiiiiiiiic 50
5.1.3.4  Opticka OtACIVOSE ..o.vveeeiiiiiiiiiieii e 50
5.2 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidi...........ccooveiiiiiiiniiiiiicicccs 51
6 DISKIUZE ...ttt 52
7 LITERATURA L.ttt sb e 54

ABSTRAKT

ABSTRACT



Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

PREHLED OBRAZKU

Fumaria officiNalis L. ..o 20
Strukturni typy ischinolinovych alkaloidi rodu Fumaria ...........c.ccccecevveviennnnne. 23
Sumarni alkaloidni diethyletherovy vyttepek Fumaria officinalis L. ................ 32
Souhrnnd deska frakci A1 — ALL.....oooiiiiiii s 34
Chromatogram frakCe 88 — 93 ..o 34
Chromatogram frake 88 —93 GC-MS .........cciiiiiiiie e 35
Souhrnné TLC alkaloidil frakce 60 — 74........ccoiviiiiiiiiiieiieceese e 37
Struktura protopinu (DK-1) a kryptopinu (DK-2) ........cccciviriiineniniienenee 41
'H NMR SPeKtrum ProtOPINU..........co.vecverereieeseeieseisessseesesseesssessssessessesseneenesees 42
'H NMR SpeKtrum KIYPtOPINU.........c.veveerreieeseeieseeeeseseeseeses s 42
13C NMR SPeKtrum ProtopinU..........o.eveeveeeereeeireiseiseessessessssssessessessssssssesneeneons 43
13C NMR Spektrum KryptopinU..........c..c.ceeeceeeeiseeeeseseeeeesessssesesessessesseseeseeeen 44
EI-MS SPektrum Protopil........ccceieiieiiiiieiieie e s 44
EI-MS spektrum KryptopinU ........c.oeeieieieieeee e 45
(F)-TUMIAIICIN . e et e e 46
'H NMR spektrum (=)-fUmariCinu...........cocoveeeereeeeeeineeniessessesssessseseeeseeneeneon, 46
13C NMR spektrum (=)-FUMariCINU...........ccovevereereiinesiessssesssesssese s, 47
EI-MS spektrum (=)-FUmariCinu ..........ccccueveiieieiiee e 47
(F)-DIKUKUTIN e 49
'H NMR spektrum (+)-0iKUKUINU...........c.ovrrerereneeeseeseee s 49
13C NMR spektrum (+)-DIKUKUTINU. c.......ocvoreceeeeesceeeeeee s 50
EI-MS spektrum (+)-DiKUKUIINU ... 50



Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.
Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

o N oo o A W DN P

10

11

PREHLED TABULEK

Vyskyt jednotlivych strukturnich typt alkaloidt v druzich rodu Fumaria...... 22
Isochinolinové alkaloidy Fumaria officinalis L. ..........cccccociiiiniiiiniiiinee, 24
Inhibitory cholinesteras izolované z rostlin fadu Papaverales.............c..ccc..... 26
Spojené sumarni alkaloidni frakce.........ccoovvvviviiiiiiiiiii 33
ALKAIOIAY 1. ZONY ....viiiiiiiiiiiiiee e 35
Piehled spojenych frakci ziskanych z matecného louhu...........cccoeviiiiinininns 36
Separace frakCe B0 — 74 .....cc.ociiiiie e 37
Inhibi¢ni aktivita alkaloidniho extraku Fumaria officinalis L. vi¢i AChE
ABUCKE. ...t 40
'H NMR posuny a multiplicita signaltt v CDCI3 (25 °C) pii 500 MHz protopinu
Y (Y] 01 (0] o1 11 R 41
13C NMR posuny a multiplicita signalit v CDCI3 (25 °C) pii 125 MHz
ProtoPiNU @ KIYPLOPINU......ccveiieiieiieiieiesiee ettt sre e nneas 42

Inhibi¢ni aktivita alkaloidd izolovanych z Fumaria officinalis L. vi¢i AChE



Ap
ACh
AChE
AD
ApoE
APP
ATP
BuChE
CNS
FDA
GAL
GC
Hup A
HPLC

ICHS
Mr
MS
NMR
NU
Rf
TLC
uv

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

B-amyloid

acetylcholin
acetylcholinesterasa
alzheimerova choroba
apolipoprotein E

amyloidni prekurzorovy protein
adenosintrifosfat
butyrylcholinesterasa

centralni nervova soustava
Food and Drug Administration
galanthamin

plynova chromatografie
huperzin A

vysokoucinnd kapalinova chromatografie
inhibi¢ni koncentrace
ischemicka choroba srde¢ni
molekuldrni hmotnost
hmotnostni spektrometrie
nuklearni magneticka rezonance
nezadouci ucinek

retencni faktor

tenkovrstva kapalinova chromatografie

ultrafialova oblast



1 UvVOoD

Populace se doziva stale vySsiho véku, spolu s tim se zvySuje pocet pacientl trpicich
Alzheimerovou chorobou (AD), ktera patii mezi nejcastéjsi demence vibec. Diive se lidé
dozivali mnohem niz§iho véku, choroba se u vétSiny Casto nestacila ani projevit. Jedna se
0 nevylécitelné onemocnéni neznamé piiciny postihujici osoby piedevsim star§itho veku.
Béhem AD dochézi ke snizeni hladin acetylcholinu (ACh), ktery je rozklddan enzymy
acetylcholinesterasou (AChE) a butyrylcholinesterasou (BuChE). Inhibici téchto dvou
enzymu docilime zvySeni hladin ACh a tim zlepSeni cholinergniho pfenosu na nervovych
synapsich v centralni nervové soustavé (CNS).!

Soucasna farmakoterapie ndm umoziiuje pouze zpomalit nastup pozd¢jSich stadii
a prodlouzit nemocnému obdobi sobésta¢nosti, nikoli plné uzdraveni. Inhibitory
cholinesteras patii mezi souCasné trendy terapie. V souCasnosti se v terapii AD stale
pouziva galanthamin jako selektivni inhibitor AChE. Jedna se o pfirodni 1é¢ivo rostlinného
pivodu, a proto je tu stale nad&je, ze se najdou dalsi latky, které budou slouzit jako
ptedlohy nebo nové potencidlni 1é¢iva. V pozdéjsich stadiich AD dochézi ke zvySovani
hladin butyrylcholinesterasy (BuChE), kterd je tvofena gliovymi buiikami, a proto je
vhodné zaméfit se na hledani inhibitori obou enzymu soucasné.

Bé&hem screeningu inhibitort AChE pfirodniho ptivodu vykazoval alkaloidni extrakt
rostliny Fumaria offcinalis L. slibnou inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE.> Obecng je &eled
Fumariaceae bohatd na isochinolinové alkaloidy riznych strukturnich typt. Jednd se o
latky sekundarniho metabolismu rostlin, které ve své molekule obsahuji jeden ¢i vice
atomu dusiku. Rostlina na jejich syntézu vynaklada veliké mnoZstvi energie a musi vlastnit
vysoce specializované enzymy. Obecné se jedna o latky lipofilniho charakteru, které jsou
ve vod¢ malo rozpustné. Diky své struktufe dobie pronikaji pres hematoencefalickou

bariéru, coZ jim umoZnuje ve vétsi mife inhibovat mozkové cholinesterasy.
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2 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace:

1. pfiprava sumarniho alkaloidniho extraktu z nati Fumaria officinalis L.,

2. sloupcova chromatografie diethyletherového vytiepku ziskaného ze sumarniho extraktu

Fumaria offcinalis L. a izolace alesponi dvou alkaloidi v Cisté form¢ z vybrané frakce,

3. stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti izolovanych alkaloidd (optickad otacivost,

teplota tani) a struktury MS a NMR analyzou,

4. stanoveni biologické aktivity cistych izolovanych latek vic¢i lidské erytrocytarni

acetylcholinesterase a sérové butyrylcholinesterase.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba
Alzheimerova choroba (AD) je primarni neurodegenerativni onemocnéni neznamé
etiologie a zaroven je nejcastéjsim typem demence. Diagnostikujeme ji u 50-60 % vsech

demenci. V seniliu (po 70. roku v&ku) se vyskytuje dvakrat Sast&ji u Zen nez u muzi.'

3.1.1 Etiologie

Pfi¢iny onemocnéni nejsou stale objasnény, ale i tak existuji hypotézy, které se snazi

objasnit, jaké patologické procesy tuto nemoc provaze;ji.

3.1.1.1 p-amyloid
B-amyloid (AB) byl prvné identifikovan pii ¢isténi strukturalnich patologickych jader
amyloidnich plakii a cév Uucastnicich se mozkové amyloidni angiopa‘[ie.g’4 AP je
ptirozenym produktem metabolismu, ktery je tvofen 36-43 aminokyselinami. Ap vznika
proteolyzou amyloidniho prekurzorového proteinu (APP).”> Normalni fyziologické funkce
APP je zatim nejasna. Predpoklada se, Ze by se v mozku mohl podilet na ristu neuritd.*

Nerovnovaha mezi produkci, odstraniovanim a agregaci peptidu zptisobuje akumulaci
AP a tento nadbytek muze byt zahajovacim faktorem AD. Mluvime o tzv. ,,amyloidni
hypotéze®, ktera je zalozena na studiich genetickych forem AD. Dokazuje, ze AB42 je pro
buniky toxicky. APs, je oproti ABs méné bézny a je nachylnéjsi k agregaci. Jedna se
0 proteinovy fragment, ktery se shlukuje a v mozku vytvaii plaky, které jsou
charakteristickym diagnostickym znakem AD.%"®

AP se spontanné shlukuje do koexistujicich fyzickych forem. Jedna forma je sloZena
Z 2-6 peptida, které se spojuji do prechodnych aglomerati.®*® Nejvice neurotoxické formy
AP jsou piechodné amyloidy a rozpustné oligomery.™

Fyziologickd hladina synaptickych AP tlumi vzruSivy pfenos a brani neuronalni
hyperaktivité.*? Proteinasa neprilysin a insulin-degradujici enzym reguluji ustalenou
hladinu AP. Neprilysin a membranova endopeptidasa odbouravaji AP monomery
a oligomery.”® Snizeni neprilysinu zpisobuje nahromadéni mozkovych AB.* Insulin-
rozkladajici enzym a thiol metaloendopeptidasa rozkladaji malé peptidy jako jsou insulin a

monomerni AB."> Nadméma exprese neprilysinu nebo insulin-rozkladajiciho enzymu
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zabraiiuje tvorbé plakd.'® Redukei neprilysinu nebo insulin-rozkladajiciho enzymu se sniZi

rozklad A o vice nez 50 %."

3.1.1.2 Fosforylovany t-protein

Neurofibrilarni pletené u AD nazyvame tautopatie. Jedna se o vlaknité¢ inkluze
v pyramidovych nervovych buiikach.'® Jejich pocet je patologickym ukazatelem véaznosti
AD. Zéikladni komponentou pleteni je neobvykle fosforylovana a agregovand forma t-

proteinu.®

T-protein je v mozku Siroce rozsifeny a jeho primarni funkci je udrZovani
mikrotubuldrni ~ stability.” Jedna se o obvykle dobfe rozpustny protein.
Hyperfosforylovany t-protein  je naproti tomu nerozpustny, postrada afinitu
k mikrotubulim a sam se spojuje do parovych helixti. Rozsah fosforylace je regulovan
enzymy, které dodavaji a odstranuji fosfatové zbytky.19 Stejné jako oligomery AP jsou

agregované molekuly t-proteinu cytotoxické a poskozuji kognitivni funkce.??

3.1.1.3 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je transportni protein kddovany ctyimi geny, které jsou umisténé
na dlouhém raménku chromosomu 19. Tento protein je Casto spojovan s patogenezi
AD.Z? Poprvé byl identifikovan a intenzivngji prostudovan v kontexu s ateroskler6zou
aICHS.”® ApoE je hlavnim transportérem cholesterolu. ZvySené riziko ischemické
choroby srdeéni (ICHS) maji pacienti, ktefi jsou nositeli alely E4. APOE,4 je nejméné u¢inna
1soforma, co se ty¢e vychytavani lipoproteinovych ¢astic, ¢imz dochazi ke zvySeni sérové
hladiny cholesterolu a s tim i rizika ICHS.%

ApoE existuje ve tiech alelovych variantach oznacenych E,, E; a E4 s frekvenci vyskytu
8%, 77% a 15%. Biochemické testy potvrdily pfimou interakci ApoE s Ap a APP.
Komplexni formace zahrnuje terminalni karboxylovou doménu, ktera je specifickd pro
jednotlivé isoformy ApoE.?’

ApoE funguje jako proteinovy nosi¢ lipidi (fosfolipidi, cholesterolu). V mozku
se podili na opravé nervovych buné€k jako odpovéd’ na jejich poskozeni. Nedostatek ApoE
byl prokazan jako negativni vysledek po pfechodné mozkové ischemii a traumatu mozku.
Studie in vitro prokazaly, ze ApoE chrani smiSené kultury neuronalnich a gliovych bunék
proti ireverzibilnimu oxida¢nimu poskozeni H,O; sniZzenim glutamatové excitotoxicity.25
Kromé své funkce v integrit¢ lipidi a synaptické plasticit¢ by ApoE mohl piimo

&i nepfimo zasahovat do stavu nékterych antioxidantd v mozku.?
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ApoE; je zodpové€dny za ochranu nervovych bunc¢k proti toxicit¢ indukované AP
prosttednictvim AB-komplext a internalizaci ptes receptory ApoE.29

Piitomnost genu ApoE, zvySuje prevalenci aterosklerdzy, koronarnich arteridlnich
onemocnéni a cerebrovaskularni ischemie.* Tyto okolnosti jsou vyznamnym rizikovym
faktorem pro rozvoj AD.*! ApoE, miize urychlovat procesy vedouci k amyloidni angiopatii
v mozku u AD a stavy vedouci ke kranialnimu krvaceni.** To vie je spojeno s hypoperfuzi
mozku v temporo-parietalnich krajinach u pacientii s AD.*

Podédéni genu ApoE, zvySuje riziko vzniku AD az Ctyinasobné. Riziko se dale
zvysuje, pokud jedinec podédil gen od obou rodici. ApoEs vaze AP rychleji, coz nejspis
vede ke zvySeni amyloidnich deposit. Komplex AB-ApoE,; synergicky zvySuje

vazokonstrikce v mozku.**

3.1.1.4 Oxidacni stres
Oxidac¢ni poskozeni a citlivost k oxidaénimu stresu se zvySuje s vékem. Oxidacni stres je
vSeobecny termin, ktery se uziva pro popis oxidacniho poSkozeni v buiice, tkani
nebo organu zpusobeného reaktivnimi slou¢eninami kysliku a nerovnovahou mezi
oxidaénimi a antioxidatnimi pochody.**?¢3’

Aktivovand mikroglia a astrocyty uvoliuji volné radikaly a faktory zanétu AD, ¢imz
ptispivaji do patogeneze oxidac¢niho stresu, 367
Mechanismus plsobeni oxida¢niho poskozeni zahrnuje peroxidaci lipidf, oxidaci

proteint a DNA.

3.1.1.5 Zanét

Pocet reaktivnich astrocytli je u AD zvySen, s ¢imz souvisi 1 zvySend exprese fosfolipasy
Ay, kterda podléha nadmérné regulaci. Cely tento proces vede ke zvySeni tvorby a Ucasti
kyseliny arachidonové/prostaglandinti v zanétlivych procesech.

Zvysen je rovnéz vyskyt aktivovanych mikrobidlnich bunék a produkce nejriznéjsich
potencialng neurotoxickych sloucenin, véetné superoxidu, glutamatu a NO.%%

Neptimo zodpovédny za neurotoxicitu aktivaci mikroglii a produkci reaktivnich forem
kysliku je AB. Souc€asna ucast interferonu y, zndmého jako aktivatoru mikroglii, a A ma
za nasledek neurondlni poSkozeni a degeneraci zprostiedkovanou endogenni produkci
TNF-a mikrogliemi.*® Dikazy poukazuji na vyskyt IL-1 v mikrogliich rozptylenych kolem
amyloidnich plakd.** IL-1 vyvolavaji zvySeni translace m-RNA kodujici p APP a jeji

- oy . . 424
nadmérma exprese miize vést k brzkému nastupu AD.***

14



3.1.2 Klinicky obraz

Ptiznaky choroby se vyvijeji pomalu a postupné. Rozlisit pfiznaky nemoci od pfiznaka
doprovazejicich stari nemusi byt zpocatku jednoduché. Stale neni jasné, jak dlouho trva
preklinické stddium nemoci,tzn. vyvoj choroby od prvnich klinickych ptiznakt. Toto
stadium maze trvat i n&kolik let.!

Mezi prvni ptiznaky patii porucha kratkodobé paméti s charakteristickym zapomindnim
kazdodennich udalosti. Nasleduje zména chovani, osobnosti a prohlubuje se ztrata
jazykovych funkci. Nemocni casto hledaji slova, dochéazi k poruse konfronta¢niho
pojmenovani a vybavovani Cerstvé uloZzenych pamétovych dat. V pozdéjSich stadiich
zacinaji bloudit, zapominaji, kudy se jde na mista, ktera navstévovali desitky let. Dochazi
k poruse nekognitivnich funkci — deprese, halucinace, paranoidni bludy, agresivita.*

Neéktefi mohou trpét poruchami spanku. V zévérenych stadiich se objevuje porucha
chiize, asté jsou epileptické zachvaty a myoklonus.

Nemoc komplikujici je pfitomnost anozognozie, kdy jsou nemocni piesvédéeni o tom,

Ze jim nic neni, a tudiZ odmitaji 16&bu. Nemocni si mysli, Ze ji nepotfebuji.*
3.1.3 Rizikové faktory

Z epidemiologickych studii plynou rizikové vlivy, které se mohou podilet na rozvoji AD.
Incidence i prevalence nemoci roste s vékem. Ve vysokém véku jsou Zeny ohrozenéjsi nez
muzi.!

Rana 1 pozdni forma AD se s vysSi Cetnosti vyskytuje v nékterych rodinach. Obé tyto
formy vykazuji tzv. familiarni agregaci. Familiarni agregace nemusi byt sama o sobé
dikazem genetické povahy onemocnéni. ZvySeny vyskyt mize byt podminén spolecné
sdilenymi vlivy prostiedi. Pfedpoklada se, ze jde o kombinaci genetickych vliva s vlivy
zevniho prostiedi.t

Rizikem pro rané¢ formy AD jsou genové mutace na chromozomech 21, 14 a 1.
Neovlivnitelnym faktorem pro pozdni formu AD je nosi¢stvi alely eta-4 genu pro
apolipoprotein E, locus na 12. chromozomu.*

Mezi dalsi mozné rizikové faktory lze zatradit poranéni hlavy, naduzivani alkoholu,
kouteni, nizsi uroven vzdélani. Demence se u lidi s nizkou Grovni vzdélani maze pii stejné

Z&t&zi projevit diive nez u lidi s vysokou trovni vzdélani.!
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3.1.4 Lécba AD

Presna etiologie onemocnéni neni stile objasnéna. Zakladem 1écby je farmakoterapie
zahrnujici inhibitory cholinesteras (kognitiva) a inhibitory NMDA receptorti. Samoziejmeé
existuje 1 dalsi farmakoterapie k ovlivnéni vlastnich neurodegenerativnich procesii na
riznych arovnich. Jeji pouziti vSak neni jednoznacné zaloZeno na ditkazech, povazujeme ji

tedy za doplitkovou 1é¢bu.

3.1.4.1 Funkce acetylcholinu v lidském organismu

Acetylcholin je vyznamnym neurotransmiterem v procesech spojenych s motorikou,
uCenim a paméti. Je syntetizovan zcholinu acetylaci acetylkoenzymem A
acetylcholitransferasou, ktera je v centralni nervové soustavé (CNS) pfitomna jen
Vv cholinergnich nervovych buiikach. Je skladovan ve vezikuldch a po uvolnéni je velmi
V télesnych tekutinach véetné krve je St€pen butyrylcholinesterasou. Nedochazi k jeho
zp&tnému vychytavani. Do nervové buiiky je vychytavan cholin.**

Volny acetylcholin pisobi v mozku na vSech tGrovnich stimulacné: na muskarinovych
(M1-Ms) metabotropnich receptorech a nikotinovych (N) ionotropnich receptorech. M-
receptory jsou spiazené s G-proteinem a jejich odpovéd’ na stimulaci je proto relativné
pomald. N-receptory jsou soucasti receptorem fizenych chloridovych kanalii a na stimulaci
odpovidaji mnohem rychleji. Hojné se vyskytuji ve funkci heteroreceptori na
glutamatergnich, serotoninergnich, GABAergnich nebo dopaminergnich neuronech, kde
jejich stimulace vede k zvysenému uvoliiovani prislugného neurotransmiteru.*®

M;i-receptory (neuronalni) se nachazeji hlavné v CNS, perifernich neuronech
a parietdlnich builkdch v zaludku. Zprostfedkovavaji pfedev§im excitacni ucinky
acetylcholinu napt. zvySeni sekrece kyseliny chlorovodikové v zaludku, pomalou stimulaci
v CNS.*

Mo-receptory (kardialni) nalezneme Vv srdci a neuronalnich tkanich. Zprostfedkovavaji
pfevazné inhibicni reakce napf. vagova inhibice srde¢ni frekvence, nesynapticka inhibice
v centralnim i perifernim nervovém systému.**

Ms-receptory nalezneme ve Zlazach a hladkych svalech. Jsou zodpovédné za excitacni
ucinky acelycholinu a cholinergni stimulace jako je zvySeni sekrece slinnych zlaz,
kontrakce hladkych svalii vnitinich organti, v hladkych svalech naopak zpiisobuji relaxaci.

Funkéni vyznam Mza My receptorii nebyl zatim presné definovan.**
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3.1.4.1.1 Enzymy ovliviiujici patogenezi AD

Acetylcholinesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE) jsou enzymy, které
ukon&uji uginek acetylcholinu jeho rychlym rozkladem na cholin a kyselinu octovou.*
Nachdazeji se v cholinergnich i non-cholinergnich tkanich, plazmé i télnich tekutinach.*

AChE rychle hydrolyzuje acetylcholin (ACh) na cholinergnich synapsich.*’
Hydrolyzou esterové vazby v molekule dochazi ke ztrat¢ stimulacni aktivity. Inhibici
AChE se prodlouzi aktivita a existence ACh. Inhibici tedy docilime zvySeni hladin ACh,
¢ehoz se v mediciné vyuziva v terapii nemoci se snizenou hladinou ACh. Bylo zjisténo, ze
AChE mé& mimo neurotransmise 1 dal$i funkce. AChE mé roli adhezivniho proteinu,
v osteoblastech zprosttedkovava interakce mezi buiikou a jejim matrix, Ucastni se ristu
neuritl a produkce amyloidnich fibril, které jsou typické pro mozkové bunky u pacientti
sAD.*

BuChE je substratové méné specifickd.*® Skutetna fyziologické funkce BuChE je stale
neznama.*® Nachézi se v jatrech, plazmé a mozku (neuronech a gliovych buiikach). Jeji
aktivita v mozku se zvySuje s vékem. U pacientil s AD je jeji aktivita zvySena, zatimco
aktivita AChE se sniZuje. Pravd&podobné& ma roli v regulaci ACh v mozku.*® BuChE byva
spojovana s detoxikacni funkci v organismu. Hydrolyzuje nejen butyrylcholin, ale i toxické

latky s esterovou vazhou jako je kokain.*®

3.1.4.1.2 Inhibitory acetylcholinesteras

Kognitiva zlepSuji pozornost a pamétové schopnosti svymi cholinomimetickymi Gc¢inky.
Mechanismus ucinku je zaloZen na inhibici acetylcholinesterasy, tedy enzymu, ktery je
zodpovédny za biodegradaci acetylcholinu. Inhibici docilime zvySeni hladin acetylcholinu.
Mezi nejdiive pouzivané latky se fadi physostigmin, od kterého se diky jeho neZadoucim
ucinkim postupné odstoupilo. V dne$ni dob&é se pouziva donepezil, rivastigmin
a galanthamin.**

Donepezil je piperidinova baze, reverzibilné a s vysokou selektivitou inhibuje
acetylcholinesterasu. Mnohem mensi afinitu vykazuje vaci butyrylcholinesterase. V davce
5-10 mg/den zlepsuje ve srovnani s placebem kognitivni funkce. Lécivo je obvykle dobfe
snaseno az na typické cholinergni vedlejsi Uc€inky, jako jsou: nauzea, zvraceni, prijem,
zacpa, bolest hlavy, zavrat’ a poruchy spanku.

Rivastigmin je pseudo-ireverzibilni acetylcholinesterasovy inhibitor. Preklinické studie

ukézaly zlepSeni kognitivnich funkci.”? Z 16&by profituji predevsim pacienti s mirnou a
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sttedni formou Alzheimerovy choroby.”® Vedlejsi tucinky postihuji predevsim
gastrointestinalni trakt.

Galanthamin (GAL) je poslednim Ilé¢ivem, které schvalila Food and Drug
Administration (FDA) pro 1é€bu AD. V terapii se pouziva od 80. let 20. stoleti. Strukturné
se jedna o tercialni alkaloid, ktery byl izolovan z cibuli snézenky Galanthus woronowii
Losinsk. s dudlnim mechanismem G¢inku. V nejvétsim mnozstvi byl detekovan
Vv rostlinach ¢eledi Amarillidaceae. Pusobi jako reverzibilni kompetitivni inhibitor AChE
a zaroven piedstavuje allostericky modulator nikotinovych receptort, ¢imz na nich
potencuje ucinnost ACh. V davkovani 16-24 mg/den doslo ke zlepSeni kognitivnich
a nekognitivnich symptomti AD. Studie prokézaly, ze vyssi davky nezlepSuji kognitivni
funkce pacientli. Ve srovnani s placebem se zlepSily globalni funkce, schopnosti vykondvat
b&Zné denni Einnosti a pamét.>*

GAL se po p. o. podani snadno absorbuje prakticky nezavisle na 1ékové formé. Jidlo
neovlivituje celkovou dostupnost GAL, ale zpomaluje absorpci. Distribuce GAL
Z centralniho kompartmentu do tkani a organti probihé neiontovou pasivni difuzi.*

Hlavni nezadouci tu&inky (NU) souvisi sjeho cholinergnimi vlastnostmi. Mezi
nejcastéjsi patii: nevolnost, zvraceni, zavrat’, bolest bficha, prijem, neklid, porucha spanku
a lehka bolest hlavy. Vyznamnym NU je ztrata hmotnosti a chuti k jidlu. NU mohou byt
tlumeny podanim periferniho antidota N-methylskopolamin hydrobromidu.>*

Obménou methoxyskupiny a terciarni aminoskupiny byly pfipraveny derivaty GAL,
které¢ byly polarn€j$i nez ptivodni molekula a vykazovaly vétsi inhibici AChE. Jejich
polarita zabranuje pronikani do CNS a to limituje jejich pouZiti v praxi. Jako nadé&ny
derivat GAL se jevi jeho ester N-butylkarbamat galanthaminu, ktery je méné toxicky a
diky mensi polarit¢ ma lepsi prinik do CNS. Z hlediska vazby na AChE jsou N-
substituované derivaty u¢innéjsi nez O-substituované derivaty, coz je zptsobeno odlisnym
zpiisobem vazby na AChE.**

Huperzin A (Hup A) je alkaloid chinolizidinového typu, ktery je reverzibilnim
inhibitorem AChE. Prvné byl izolovan z rostliny Huperzia serrata Thunb. Ex Murray.
AChHE inhibuje mnohem silnéji nez BuChE. Jedna se o opticky aktivni latku, ktera se stala
ptedlohovou strukturou pro syntézu novych latek, které budou potencidlné vyuzitelné
v terapii AD.”® Hup A vykazuje oproti komerén& dostupnému takrinu vyssi biologickou

dostupnost a lepsi priichodnost ptes hematoencefalickou bariéru.”®
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3.1.4.1.3 Inhibitory NMDA receptort

V pribéhu AD dochazi k nadmérné excitaci NMDA receptori nadmérnym uvolnénim
excitacnich aminokyselin (aspartat, glutamat). Glutaméat je hlavnim excitacnim
neurotransmiterem v mozku. Za normalnich podminek hraje duleZitou roli v procesech
uceni a paméti. V prubéhu AD dochazi ke zvySeni koncentrace glutamatu, coz vede
k nadmémé stimulaci NMDA receptorii.””® Tim je nepfiznivé ovlivnéna pamét a dalsi
poznavaci funkce. ZvySena vazba excitacnich aminokyselin na NMDA receptory otevira
kalciové kanaly a vede k nadmérnému influxu kalciovych ionti do neurond. Dochazi
k aktivaci fady enzymu a v kone¢ném dusledku dochazi ke zvySeni exprese gend pro
bunécnou apoptdzu, kterd vede k zaniku neuroni. Jedinym dnes uzivanym inhibitorem
NMDA receptori je v CR memantin.>®

Memantin je nekompetitivni antagonista NMDA receptortt a zaroven zabrafuje
nadmérnému influxu véapenatych iontil, ktery je zpiisoben nadmérnou stimulaci NMDA
receptort.”®®® U pacientd se stfedni aZ t&Zkou formou AD se ukézalo pfi davkovani

20mg/den zlepSeni kognitivnich funkci, behaviordlnich symptomt a kazdodennich

ginnosti.®*

3.1.4.1.4 Doplnkova farmakoterapie

Doplikova farmakoterapie spociva v ovlivnéni vlastnich neurodegenerativnich procest na
riznych Grovnich.**

Nesteroidni antiflogistika, kterd zabranuji tvorbé prostaglandinli, zpomaluji zhorSovani
kognitivnich funkci u pacientli v pokrocilém stddiu AD. Nekteii zastupci potravnich
doplitkti mohou mit vice u¢inkl napf. protizanétlivé, antioxida¢ni nebo mohou zlepSovat
energeticky metabolismus mitochondrii.?*®® Koenzym Q10, L-karnitin a kreatin piiznivé
ovliviiujyi energeticky metabolismus mozku a produkci ATP. Potencidln€ vyuzZitelnym
V terapii se jevi neurotropni ristovy faktor, ktery stimuluje riist neurontt v CNS. Dodani
neurotropniho rastového faktoru u starych zvitat zpisobilo zlepSeni cholinergni aktivity,
stejné tak paméti, u¢eni a motorickych V}'/konf.’l.64

Dale miuzeme farmakologicky inhibovat tvorbu a ukladani AP a t-proteinu
nesteroidnimi antiflogistiky nebo statiny. Excitotoxicitu lze potladit napf. inhibitory

vapnikovych kanali nebo antioxidancii (vit. C a E, B-karotenoid).**
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3.2 Fumaria officinalis L. (Fumariaceae)

Synonymum: Fumaria sturmii Opiz®

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Oddéleni:  Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Podtiida: ~ Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed Fumariaceae

Rod: Fumaria

Druh: Fumaria officinalis L. — zem&dym lékatsky®

Obr.1 Fumaria officinalis L.

3.2.2 Botanicka charakteristika

Rod Fumaria zahrnuje vice nez 40 druht.®® Patfi mezi jednoleté byliny hojné rozsitené po
celé Evropé. Dale se mohou objevit ve stfedni a zdpadni Asii, jeden druh se nasel dokonce
I ve vychodni Africe. Byliny jsou charakteristické svym tenkym kofenem a bohaté

vétvenymi lodyhami.®®
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3.2.3 Morfologicky popis

Zemédym lékatsky je jednoletd sivozelena bylina s tenkym kofenem. Lodyha je pfima
nebo vystoupava nékdy popinava a bohaté vétvena, 10-30 (-50)cm dlouhd s 2x zpetenymi
fapikatymi listy. Listky jsou fapikaté, dlanit¢ a délené zpefené v 2-3 mm Siroké ukrojky.
Kvétni hrozny jsou delsi nez jejich 2-3 cm dlouhé stopky, fidké az husté, 10-40kvété.
Kvéty byvaji dlouhé 5-9 mm. Koruna je barvy purpurové rizové, bledé rizove Cervené,
fid¢eji bélave rizova na vrcholu tmavé purpurova. Plod tvofi kulovita jednosemennd nazka

dosahujici délky 1,7-2,6 mm.®°

3.2.4 StanovisSté a rozsireni

Zemédym 1ékaisky roste predeviim na poli, Ghoii a rumisti. Ridgeji se vyskytuje
Vv ruderalizovanych kfovinach a jako plevel v zahradéch, sadech a parcich.
Roste hojné po celé Evropé. Mlzeme se s nim setkat od Stiedozemi pies vychod po

Zapadosibifskou niZinu, Kaspické more, Madeiru a aZ po Kanarské ostrovy.®

3.2.5 Lidové lécitelstvi

Nat’ rostliny byla diive oficindlni pro obsah vyznac¢nych alkaloidii napf. fumaricinu,
protopinu aj. Smés alkaloidu ovliviiuje ¢innost hladké svaloviny a stievni peristaltiku.67
Uzivala se §t'ava z Cerstvych rostlin nebo susena droga. V lidovém 1é¢itelstvi se uziva
dodnes.® Nejcast&ji byl zem&dym pouzivan jako droga povzbuzujici vyméSovani
a odstraniyjici travici potize. Nalev je doporuc¢ovan jako laxativum, mirné diuretikum, pfi
Zluénikovych a jaternich nemocech, zalude¢ni dyspepsii, pfi zacp€ a pii chorobach se
zvySenym zadrzovanim vody v téle. Spole¢né s listem ofeSaku slouzi k ptiprave vné&jSich

hojivych obkladii pii koznich vyrazkach, ekzémech a krvacejicich hemoroidech.®®

3.2.6 Fytoterapeutika

Extrakty z nadzemnich ¢asti nékterych druhd jsou v fadé zemi soucasti fytoterapeutik
uzivanych predevSim u hepatobiliarnich a gastrointestindlnich obtizi.*® U fytoterapeutik
jsou extrakty standardizovany na protopin.m’71

Protopin blokuje Ca®* kanaly a relaxuje hladké svalstvo.”® Inhibuje tromboxan A,
syntetasu katalyzujici pfeménu prostaglandinu PG, S antiagregacnim a vazodilatacnim

¢inkem na tromboxan, ktery méa proagregaéni a vazokonstrikéni efekt.”® Na zakladg
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tohoto zjisténi se uvaZuje o vyuziti antiagregaénich G&inkd protopinu u 1é¢by tromboz.”

Protopin a tetrahydrokoptisin, ktery z n&j vzniké, vykazuji neurolepticky G&inek.”

3.2.7 Obsahové latky

3.2.7.1 Isochinolinové alkaloidy

Mezi hlavni obsahové latky rodu Fumaria patii isochinolinové alkaloidy. Bylo popsano

pfes 137 isochinolinovych alkaloidd riznych strukturnich typa (obr. 2).”° Spektrum

alkaloidéi v rodu Fumaria zavisi na druhu a geografickém vyskytu rostliny (tab. 1).%

Tab. 1 Vyskyt jednotlivych strukturnich typii alkaloidii v druzich rodu Fumaria®®

Rod Fumaria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fumaria agrafa Lag. - - - + -+ - o+ - o+ - =
Fumaria asepala Boiss. T
Fumaria bella P. D. Sell — - + + + + + — _ + _ _
Fumaria bracteosa Pomel - - - - =+ + - - - - _
Fumaria capreolata L. + + + + + + + — _ + + _
Fumaria cilicia Hausskn. + - - — — _ _ _ + _ _ _
Fumaria densiflora DC. — - + + — + + + — + + —
Fumaria gaillardotii Boiss. - - -+ - o+ + + — + - —
Fumaria indica Hausskn. + - - + + + + + — + _ _
Fumaria kralikii Jord. — - - + + + + + _ + _ _
Fumaria macrocarpa Parl. - - -+ -+ o+ - -+ = =
Fumaria macrosepala Boiss. — - + + - + + + _ + _ _
Fumaria micrantha Lag. T
Fumaria microcarpa Pugsley - - - - — — _ + + _ _ _
Fumaria muralis Green. — - - — + + + + _ + _ _
Fumaria officinalis L. + = + + + + = + + + - -
Fumaria parviflora Lam. + + o+ + + + + + + + - +
Fumaria petteri Rchb. - - -+ - + - - - + -
Fumaria rostellata Knaf — - — + — + + - + + _ _
Fumaria schleicheri Soy. — Will. - - -+ - 4+ o+ o+ -+ =
Fumaria schramii Velen — + - + + + + + — + _ _
Fumaria spicata L. - - -+ - o+ - - = + - —
Fumaria vaillantii Loisel. + + + + + + + + - + _ -
1 typ isochinolinovy, 2 benzylisochinolinovy, 3 aporfinovy, 4 protoberberinovy, 5 benzofenanthridinovy,

6 protopinovy, 7

10 spirobenzylisochinolinovy, 11 promorfinanovy, 12 rhoeadinovy

ftalidisochinolinovy,

8

sekoftalidisochinolinovy,
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indenobenzazepinovy,



ftalidisochinolinovy typ protoberberinovy typ indenobenzazepinovy typ
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sekoftalidisochinolinovy typ benzofenantridinovy typ jednoduché isochinoliny
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adlumidicein dihydrosanguinarin papralin
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benzylisochinolinovy typ protopinovy typ
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CH,
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Obr. 2 Strukturni typy ischinolinovych alkaloidii rodu Fumaria
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Alkaloidy z Fumaria officinalis L. byly izolovany z nadzemni ¢asti rostliny resp. nate.
Piehled isochinolinovych alkaloidG rtznych strukturnich typt izolovanych anebo

identifikovanych v této rostling, jsou uvedeny nize (tab. 2).

Tab. 2 Isochinolinové alkaloidy Fumaria officinalis L.”

Alkaloidni strukturni typ Alkaloidy

indenobenzazepinovy bulgaramin, (+)-fumaritridin, (+)-fumaritrin, fumarofin

dihydrofumarilin, epihydrofumarilin, (-)-fumaricin, fumarilicin,
spirobenzylisochinolinovy (+)-fumarilin, fumaritin, fumaritin-N-oxid, fumaritrilin, (+)-fumarofycin, (-)-O-

methylfamurofycin, (+)-parfumidin

(-)-cheilathifolin, koptisin, (+)-scoulerin, (—)-scoulerin, (+)-sinaktin,

protoberberinovy . . .
(-)-sinaktin, (£)-stylopin, (-)-stylopin, (-)-kanadin
benzofenantridinovy korydamin a sanguinarin
protopinovy protopin a kryptopin

3.2.7.2 Fenolové slouceniny

Druhou skupinu latek s vyraznymi biologickymi ucinky tvoii fenolové slouceniny. Tato
skupina latek byla analyzovana pouze u F. officinalis L.. Byly izolovany flavonoidy
isokvercetin, kvercetin-3,7-glukosid, kvercetin-3-arabinosyl-glukosid, rutin a kamferol-
arabinosid.®® Mimoto byly popsany hoiciny, tisloviny, slizy, mineralni latky a kyseliny:
kyselina (-)-kaffeoyl-D-jablecna, (-)-feruloyl-D-jable¢na a (-)-p-kumaroyl-D-jable¢na’®,

Lo 79
fumarova, kavova a chlorogenova.

3.2.8 Biologicka aktivita obsahovych latek

3.2.8.1 Biologicka aktivita extraktii z rostlin rodu Fumaria

Vyznamny antipyreticky U¢inek byl zaznamenan pifi podavani smési latek ziskanych
z hexanového, chloroformového a vodného extraktu Fumaria parviflora Lam.®
Ethanolicky extrakt Fumaria parviflora Lam. vykazuje vyznamny kardioinhibiéni,
antiarytmicky, hypotenzivni a antipyreticky ucinek.®! U alkaloidniho extraktu Fumaria
officinalis L. byla popsina antiarytmickd aktivita.?® Na modelu primarnich kultur
potkanich hepatocyti byla testovana cytotoxicita a hepatoprotektivita extrakti Fumaria
officinalis L. a Fumaria densiflora DC. Hepatoprotektivni ucinky celkovych extraktl jsou

ve srovnani se samotnym proteinem malé.®

3.2.8.2 Biologicka aktivita fenolovych kyselin
Stale vétsi pozornost se vénuje studiu biologické aktivity fenolovych latek. U derivati

kyseliny skoficové, kavove, ferulové a p-kumarové byl zaznamenan cholagogni ucinek.
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Prokézalo se, Ze kyselina kdvové inhibuje spasmolytickou aktivitu.®® Spolu s kyselinou
chlorogenovou inhibuje peroxidaci mastnych kyselin LDL lipoproteini.?* Ob& kyseliny
aktivuji jaterni enzymové systémy slouzici k biotransformaci xenobiotik.*® Hojng&

zastoupena kyselina fumarova byla terapeuticky pouzita pii 1€cb¢ lupenky.86

3.2.8.3 Biologicka aktivita alkaloidii

U isochinolinovych alkaloidd nalezenych v rostlinach rodu Fumaria byly prokazany tyto
biologické aktivity (niZze jsou uvedené alkaloidy, které vykazuji vykazujici biologickou
aktivitu):

e (+)-fumarofycin: antioxida¢ni Gg., antilipoperoxida¢ni u&.%,

e Koptisin: kardioprotektivni u¢., antioxida¢ni G&.,2%inhibi¢ni G¢. na tvorbu osteoklasti,

antipyreticky 0¢., antifotooxidativni €., protizanétlivy u¢&.,* hypoglykemicky g.,%
neuroprotektivni U¢., antioxidacni 1'1(:.,9l anfungalni ue.%,

e (-)-skulerin: sedativni 6&.%,

e (-)-sinaktin: antiviroticky u¢., antibakterialni u&.*,

e (#)-stylopin: antimikrobialni 6&.%,

e (-)-stylopin: chemoprotektivni 0&.,% antiflogistick u¢.,”" cytotoxicky u&.,* inhibice

cytochromu CYP 2D6, CYP 2C19, CYP 3A4%°,

100 102

e (-)-kanadin: antioxida¢ni u¢.,'®° antibakterialni Gg.,'* chemopreventivni 6&.*%,
103 antibakterialni 06.104,

anthelminticky 1’1(:.106,

e sanguinarin: protizanétlivy uc.,
e kryptopin: antibakterilni ug.,'%°
e protopin: antiagregacni 4.1’ neuroprotektivni 0E.,'% jhibieni G&. na mozkou GABA
transaminasu,'®  inhibice AChE a BuChE™°  stimulatni 48 na
glutamatdehydrogenasu,** antagonista opiodnich 6-recept0rﬁ,112 antihypertenzivni uc.,

negativné ionotropni ue

3.2.8.4 Inhibitory cholinesteras izolované z rostlin patricich do radu Papaverales
Do tadu Papaverales patii rostliny ¢eledi Papaveraceae a Fumariaceae, které jsou si blizké
nejen po strance botanické, ale 1 zhlediska obsahovych latek. V rostlinach tadu
Papaverales byly nalezeny G¢inné inhibitory cholinesteras. V nasledujici tabulce uvadim
ptiklady isochinolinovych alkaloidii identifikovanych jako inhibitory cholinesteras,

spole¢né s jejich hodnotami ICsg (tab. 3).
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Tab. 3. Inhibitory cholinesteras izolované z rostlin Fadu Papaverales

Akthlta |C50 (]J.M)

Rostlina Sloucéenina Ref
AChE BuChE
protopin 16,1 - 1
Corydalis speciosa Maxim. palmatin 5,8 - 15
berberin 33 -
palmatin 0,74 — 116
jatrorrhizin 2,08 —
koptisin 1,01 - 118
korydalin 251 108,7
xylopinin 26,5 92,0
stylopin 20,8 95,6
) L korydalinin 20,3 85,5
Corydalis turtschaninovii Bess. .
oxyberberin 10,5 1175
korytenchin 48,5 - 17
pseudokoptisin 245 -
protopin 10,2 26,8
oxoglaucidalin 55 475
oxoglaucin 2,1 29,2
glaucin 2,5 58,2
kanadin 12,4 483,0
) ) korydalin 40,5 >1000 118
Corydalis cava (L.) Schweigg & Koerte o
korykavidin 223,0 46,2
kanadalin 20,1 85,2
kanadin 2,6 -
Fumaria vaillantii Loisel. bulbokapnin 2,0 - 118
protopin 1,80 -
protoberberin 34! >100?
pseudokoptisin 11t -
13-methylberberin 8! -
fai 1 2
koptisin 5,8 >100 120121
pseudoepiberberin 5,1 -
Sanguinaria canadensis L. 1
koralyn 1,3 -
berberin 0,98* >100°
chelilutin 20" -
sangvilutin 11! -
chelerythrin 9,4 142

! mozkova krysi AChE, ° lidska sérova BuChE; pokud neni uvedeno jinak, pro stanoveni inhibice

cholinesteras byla pouzivana AChE z elektrického uhote (Electrophorus electricus) a kotiska sérova BuChE.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

e chloroform p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CHCl5)

e diethylether ¢. (LachNer, CZ) (Et,0)

e Kkyselina chlorovodikova 35%, p. a. (Lachema) (HCI)

e ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a. (Penta a.s.) (EtOH)

e lékaisky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (LB)
e diethylamin p.a. (LachNer) (Et,NH)

e cyklohexan p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CsH12)

e toluen p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CsHsCHs)

e destilovana voda (H,0)

4.1.2 Pomocné latky

¢ Uuhlic¢itan sodny 10% roztok (w/w)

e kiemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma-Aldrich, CZ)

4.1.3 Vyvijejici soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)

o CgHyptCeHsCH3+Et,NH (65:30:5, 55:40:5, 45:45:10)
o CgHsCH3+Et,NH (97:3, 9:1, 95:5)

e CgHsCH3+CHCI3+Et,NH (45:45:10)

e CgHi+Et,NH (9:1)

4.1.4 Chromatografické adsorbenty

e Kieselgel SiO; 60 F254, fa Merck, 20 x 20 cm, hlinikova deska s vrstvou silikagelu
pro TLC s hloubkou vrstvy 0,2 mm

e Oxid hlinity (Al,O3) deaktivovany 6% H,O,stupen deaktivace Brockmann lll, fa
ACROSS, velikost zrn 40-200 um
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4.1.5 Pristrojové vybaveni

e Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem Agilent Technologies 7890 A GC
5975 inert MSD (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA)

e NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)

e Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114 (Biichi, Flawil, Switzerland)

e Vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph,

Germany)
e Polarimetr ADP 220 BS (Bellingham + Stanley Ltd., Kent, UK)
e Biichi Melting Point B-540 (Biichi, Flawil, Switzerland)
e Reader Synergy ™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

4.1.6 Rostlinny material

Susend nat Fumaria officinalis L. (Fumariaceae) byla dodana firmou Megafyt s. r. 0.,
(Vrané nad Vltavou). Vertifikace byla provedena Prof.RNDr. L. Opletalem, CSc. a
dokladové vzorky rostliny jsou uloZzeny v herbati na FaF UK HK.
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4.2 Obecné postupy

4.2.1 Priprava a Cisténi rozpoustédel

Pred pouzitim byla vSechna pouzivand rozpoustédla cisténa destilaci. Nejprve byl
zachycen predek (pfiblizné 5 %, vétSinou s vodnym azeotropem), nasledné¢ bylo
vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla. Rozpoustédla se uchovavaji chranéna pred

svétlem v hnédych nddobéch.

4.2.2 Odparovani extrakti a frakci

Alkaloidni extrakty a jednotlivé frakce ziskané z chromatografickych sloupcii nebo
preparativni TLC byly odpafeny na vakuové odparce Biichi Rotavapor R-114 pii 40°C na

vodni 1azni za snizeného tlaku.

4.2.3 SuSeni a skladovani frakci a izolovanych cCistych latek

Ziskané frakce z chromatografickych sloupcti a chemicky ¢isté latky byly vysouSeny
v exsikatoru nad silikagelem minimaln¢ 24 hodin. Nésledné byly uskladnény v chladnicce

pfi teploteé 2—8 °C.
4.2.4 Detekce alkaloidu

4.2.4.1 TLC detekce

TLC detekce se pouziva pro zjisténi piitomnosti alkaloidl v jednotlivych frakcich nebo ke
zjisténi Cistoty izolovanych alkaloidl. Detekce je provadéna v oblasti UV svétla pii vinové
delce 6 = 254 a 366 mm. Po pozorovani chromatogramu pod UV lampou nésleduje postiik
detek¢nim Cinidlem (Dragendorffovo ¢inidlo dle Muniera). Pfitomnost alkaloidl se projevi

oranzovym zabarvenim.

4.2.5 Priprava sloupcové chromatografie

Nalévanim suspenze silikagelu v mobilni fazi byl pfipraven chromatograficky sloupec. Na
kolonu byla nanesena chromatografovana smés latek ve formé roztéru.

Roztér byl pfipraven rozpusténim surového extraktu V chloformu a ptidanim 3509
adsorbentu hliniku v poméru 1:4. Na vodni lazni bylo ze vzniklé suspenze odpateno
rozpoustédlo. Pred aplikaci na kolonu byl roztér dosusen za snizeného tlaku v exsikéatoru

po dobu 24 hodin.
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4.2.6 Priprava litych desek pro preparativni TLC

Na sklenéné desky pro preparativni TLC se nalila suspenze tvoifend komerénim
silikagelem a destilovanou vodou. Desky se nechaly schnout nejméné po dobu 24 hodin

pied pouzitim.
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4.3 Strukturni analyza

4.3.1 GC-MS analyza

GC-MS spektra byla métfena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975 inert MSD
pracujicim v EI modu pfi 70 eV. Separace byla provedena na koloné¢ DP-5 MS (30 m x
0.25 mm x 0.25 um), Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA). Teplotni program byl
nastaven na nasledujici teplotni gradient: od 100-180 °C teplota stoupala 15 °C/min, 1 min
byla teplota udrzovana na 180 °C a pak dale teplota stoupala od 180-300 °C rychlosti
5°C/min a 40 min byla teplota udrzovana na 300 °C. Teplota injektoru byla 280 °C, pritok
nosného plynu (hélia) byl nastaven na 0,8 ml/min. Detekéni rozmezi bylo m/z 35-600,
teplota detektoru byla 200 °C. 1 pl alkaloidniho roztoku (1 mg/ml) byl nastiiknut ve ,,split
mode* v poméru 1:10. Jednotlivé alkaloidy byly identifikovany na zakladé porovnani
jejich MS a porovnanim se spektry v NIST knihovné, v literatufe a se spektry referencnich

latek jiz diive izolovanych na katedie farmaceutické botaniky a ekologie FaF UK.

4.3.2 NMR analyza

Vsechna NMR spektra byla meéfena na spektrometru Varian Iniova 500. Pracovni
frekvence byla pro jadra 'H 499,9 MHz a pro **C jadra 125,7 MHz. Spektra 13C NMR
byla méfena v 5 mm SW Sirokopasmové sondé. 1H NMR spektra byla méfena v inverzni 5
mm ID PFG sond¢ s vyuzitim standardnich pulznich frekvenci. VSechna méfeni byla
provadéna v deuterochloroformu pii teplot¢ 25 °C. Hodnoty chemickych posund jsou
uvadény v 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).

4.3.3 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla méfena na polarimetru ADP 220 BS v chloroformu pii 25°C.

4.3.4 Teplota tani

Teploty tani byly méfeny na bodotdvku Biichi Melting Point B-540. Vyhievnost byla
nastavena tak, aby do 10 °C pred ptredpokladanou teplotou tani u dané latky stoupala
teplota ve vyhifevném bloku rychle (15 °C/min.) a pak stoupala postupné (0,5 °C/min.) do
maximalni teploty, kterd byla o 10 °C vyssi nez piredpokladana teplota bodu tani latky.
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4.4 1Izolace alkaloidu

4.4.1 Priprava sumarniho alkaloidniho extraktu

Sumarni alkaloidni extrakt ze suché naté¢ zemédymu byl piipraven z 25,15 kg suché
rozdrobené drogy. Droga byla perkolovana 95% EtOH v poméru 1:8,15. Extrakt byl
zahustén piiblizn€ na 7 litr objemu. Po zahtati pti 70 °C byly k extraktu pfidany 3 litry
vody a 2 litry 2% HCI (pH ~ 1,5). Po zfedéni 5 litry vody a zchladnuti na 30 °C byl extrakt
zfiltrovan pres vlizelin. Zbytek na filtru byl promyt 3 litry 0,1% HCI a poté 2 litry vody.
Ziskany objem filtratu byl doplné do 20 litrd. Filtrat byl zalkalizovan 10% uhli¢itanem
sodnym na pH ~ 9,5 (cca 3 litry). Ziskana suspenze byla vytfepana po ¢astech 5 x 5 litry
diethyletheru. Etherové vytiepky byly zbaveny vody a organicka vrstva byla odpafena.
Celkem bylo ziskdno 99 g tmavé hnédého, vizkoézniho odparku. Pro snaz§i ¢iSténi byl
etherovy vytiepek rozdélen na dvé Casti rozpusténim v CHCI3 (47,6 g a 48,2 g). Kazda ¢ast
byla rozpusténa ve 400 ml 2% HCI na pH ~1-2 a doplnéna destilovanou vodou do 1 1. Pro
prefiltrovani byla pouZita kiemelina. Ziskané filtraty byly alkalizovany 10% Na,CO3 na
pH 9-10 a nasledné 6krat vytiepany 200 ml CHCl3. Po vytiepani byla provedena zkouska
Mayerovym c¢inidlem, kterd neprokéazala dalsi pfitomnost alkaloidi ve vodé fazi. Po
precisténi byly obé precisténé Casti opét spojeny se ziskem 87,5 g precisténého sumarniho
extraktu.

Dle TLC sumarniho étherového vyttepku byla zjisténa pfitomnost minimaln€10 alkaloidu
(Rf latek: 0,76; 0,67; 0,61; 0,55; 0,48; 0,45; 0,33; 0,24; 0,12; 0). Dale byly detekovany
dalsi dvé latky s Rf: 0,85 a 0,80, které vSak po detekci Dragendorffovym cinidlem

nedévaly charakteristické oranzové zbarveni.

=

Obr. 3. Sumdrni alkaloidni diethyletherovy vytrepek Fumaria officinalis L.
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4.4.2 Izolace isochinolinovych alkaloidti pro biologické testy

4.4.2.1 Separace alkaloidniho vytrepku na chromatografickém sloupci

Piedistény  diethyletherovy  vytfepek byl separovan  preparativni  sloupcovou
chromatografii. Nejprve byl pfipraven roztér rozpusténim sumadarniho extraktu (87,5 g)
v CHCI3 a smichanim s 350 g Al,O3 (pomér 4:1) deaktivované¢ho 6% H,O (fa ACROSS,
velikost zrn 40-200 pum), ktery byl odparen na vodni 1azni do sucha a dosusen v exsikatoru.
Jako stacionarni faze byl pouzit oxid hlinity neutralni (Al,O3, fa ACROSS, velikost zrn 40-
200 pum) deaktivovany 6% HO, stupen deaktivace Brockmann III, mnozstvi adsorbentu
2625 g (pomér 30:1 k mnozstvi roztéru) se stupniovitym zplisobem eluce. Eluce byla
provedena smési rozpoustédel LB + CHCIlz (9:1, 17:3, 4:1, 7:3 3:2, 1:1, 2:3,
1:4), pokra¢ovala CHClI3 a nasledn¢ smési CHCl3 + EtOH (3:1, 1:1). Eluaty byly jimany po
500 ml. Celkem bylo ziskano 201 frakci, které byly kontrolni TLC spojeny do 11
souhrnych frakci (A1 — A, obr. 4). Pouzité mobilni faze: CgHip, + CgHsCH3z + EtoNH
(65:30:5, 55:40:5), C¢HsCH3 + Et;NH (97:3, 9:1) a CgHsCH3 + CHCI3 + Et;NH (45:45:10).

Tab. 4 Spojené sumarni alkaloidni frakce

Frakce Ag.11 Rozmezi frakci Mobilni faze Hmotnost odparku (g)
A 50 — 54 0,30
A 55— 67 LB + CHCl, (3:2) 13,89
Az 68 — 76 6,30
Ay 7787 LB + CHCI; (3:2, 1:1) 9,60
As 88 -93 13,59
Ag 94 -101 7,70
A, 102108 LB + CHCI5 (1:1) 1,00
Ag 109 -120 1,46
Ay 121 -137 LB + CHCI; (1:1, 2:3) 2,00
Agp 138 -178 LB + CHCI; (2:3, 1:4), CHCI, 8,75
Au 179-201 CHCl,, CHCI; + EtOH (3:1, 1:1) 10,90
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Obr. 4 Souhrnnd deska frakci Ay Aq; (Adsorbent SiO,, MF: To + Et,NH 9:1, drdha 7,5¢m, 1 x, UV+Dragendorffovo ¢inidlo)

4.4.2.2 Separace alkaloidii z frakce ¢. 88 - 93

Dle TLC byla ve frakci prokazana piitomnost 6 alkaloidli po detekci s Dragendorffovym
¢inidlem. Pocet alkaloidi prokazanych TLC (Adsorbent SiO, 60 F254 (fa Merck), komora
nasycend, CgHip + To + EtNH (55 + 40 + 5), pocet vyvijeni 2%, draha vyvijeni 9 cm,
detekce Dragendorff. ¢. + UV 254nm) odpovida poctu alkaloidii prokazanych analyzou
GC-MS. Ve frakci se pravdépodobné nachazi tyto alkaloidy: fumaricin, bikukulin,

protopin a tii alkaloidy neznamé struktury.

Obr.5 Chromatogram frakce 88-93
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Obr. 6 Chromatogram frake 88-93 GC-MS

Krystalizaci frakce z EtOH + CHCI; bylo ziskano 1,86 g bilych krystali a 7,8 g
matecného louhu. Pomoci TLC detekce bylo prokazano, ze 1,86 g krystali obsahuje 3
alkaloidy. Smés byla separovana pomoci preparativni TLC na 38 litych vrstvach 15 cm x
15 cm na silikagelu (adsorbent SiO, 60 GF 254, fa Merck). Pro vyvijeni byla pouzita
mobilni faze C¢HsCH3z + EtNH; (9:1), pocet vyvijeni 1x, drdha 12,5 cm, detekce UV
254 nm. Sm¢s byla rozdélena do tii zon (1, 2, 3) s Rf 0,7; 0,65; a 0,2. Jednotlivé zony byly
z desek vyskrabany a eluovany smési EtOH + CHCI3 (1:1). Separace byla kontrolovana
analytickou TLC. Jednotlivé zony po eluci a odpafeni vazily: 1. zéna 0,66 g, 2. z6na 0,52 g
a 3. zona 0,68 g.

4.4.2.2.1 Izolace alkaloidii z 1. zény (0,66 g)

Zbna obsahovala podle TLC a analyzy 2 alkaloidy (DK-1, DK-2). Alkaloidy byly
separovany na 14 preparativnich TLC litych deskach 15 x 15 (adsorbent SiO, 60 GF 254,
draha vyvijeni 12,5 cm, mobilni faze: CgHi2 + EtNH, (9:1), pocet vyvijeni 2x). Alkaloidy
se rozdélily do dvou zon (Rf 0,74 a 0,61). Zony byly vyskrabany a eluovany z adsorbentu
smési CHCl3 + EtOH a nésledné byly podrobeny krystalizaci.

Tab. 5 Alkaloidy 1. zony

Zbna Hmotnost (mg) Alkaloid
Zobna €. 1 235 DK-1
Zoéna ¢. 2 160 DK-2
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4.4.2.2.2 lzolace alkaloidii z 2. zény (0,52 g)

Opakovanou krystalizaci ze smési EtOH + CHClI3 byl opét ziskan DK-2 (117,4 mg).

4.4.2.2.3 Izolace alkaloidi z 3. zény (0,68 g)

V z6né byl prokazan pomoci TLC jeden alkaloid, ktery byl pfecistén krystalizaci ze smési
CHCI;3 + EtOH. Celkem bylo ziskano 430 mg drobnych nartzovélych krystald. Alkaloid
byl detekovan pomoci NMR a GC-MS analyz jako DK-3.

4.4.2.3 Izolace alkaloidii z matecného louhu po krystalizaci frakce 88 - 93 (7,8 g)
Mateény louh byl nejprve pieistén pies vrstvu neutralniho Al,O3 (fa ACROSS, velikost
zrn 40-250 pm, deaktivovaného 6 % H,0) ve smési CHCI3 + LB (1:1). Piecisténim bylo
ziskano 6,3 g mate¢ného louhu, ktery byl chromatografovan ve formé¢ roztéru (1:4) na
chromatografickém sloupci (adsorbent 600 g neutralniho Al,O3 fa ACROSS, velikost zrn
40-250 um, deaktivovaného 6 % H,O, velikost kolony: @ 3,8 x 70 cm, vySka sloupce: 50
cm) stupiiovitou eluci CHCl3 + LB (3:7; 2:3; 1:1; 3:4 a 100% CHClj3), jednotlivé frakce
byly jimény po 100 ml. Celkem bylo ziskano 6 spojenych frakci. Separace byla sledovana
pomoci TLC (adsorbent SiO,, Merck 60 F254, CsHsCH 3+ Et,NH (95:5)).

Tab. 6 Prehled spojenych frakci ziskanych z matecného louhu

Rozmezi frakei Mobilni faze Hmotnost odparku (g)
1221 LB + CHCI, (3:7) 1,05
2229 LB + CHCl, (3:7) 1,53
30-59 LB + CHCl, (2:3) 1,01
60 — 66 LB + CHCI3(2:3, 1:1) 0,42
6774 LB + CHCl, (1:1) 0,79
75 LB + CHCI;(3:4), CHCI; 100% 0,36

4.4.2.3.1 Frakce12-21(1,05g)

Tato frakce nebyla dale zpracovavana. Podle GC-MS analyzy obsahuje ptedev§im DK-2 a

minoritné DK-3.

4.4.2.3.2 Frakce 22-29(1,53g)a30-59(1,91g)

Frakce obsahuji jako hlavni alkaloid DK-3, ktery byl detekovan GC-MS analyzou. Byl
ziskan opakovanou krystalizaci z CHCl; + EtOH v mnozstvi 1,36 g. Ve frakci 22 — 29 byl
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GC-MS analyzou detekovan alkaloid s Mr 353, ktery nebylo moZno izolovat z ditvodu jeho

minoritniho zastoupeni. Podle GC-MS se pravdépodobné jedna o dihydrofumarilin.

4.4.2.3.3 Frakce 60 - 66 (0,42g)a67-74(0,79 g)

Frakce byly na zakladé vysledki GC-MS analyz spojeny a zpracovany spolecné jako
frakce 60 — 74 (1,21 g) na 24 litych preparativnich TLC deskach 15 x 15 cm (adsorbent
SiO, 60 GF 254, fa Merck), pocet vyvijeni 2%, draha vyvijeni 8,5 cm, MF: CgHyp +
CeHsCH3 + Et,NH (45:45:10). Frakce byla separovana do 7 zon (obr. 7).

Tab. 7 Separace frakce 60-74

Zbna Rf Hmotnost (g)
1 0,78 0,016
2 0,67 0,093
3 0,44 0,231
4 0,40 0,039
5 0,33 0,296
6 0,30 0,105
7 0,06 0,013

Ze zony 2 byl z CHCI3 vykrystalizovan alkaloid DK-4 v mnozstvi 0,377 g, ktery byl
identifikovan na zakladé NMR a GC-MS analyz. Zony 3 a 4 byly sjednoceny a kromé DK-
3 obsahovaly dalsi dva alkaloidy o Mr;=337 a Mr,=369. Tyto latky se od sebe nepodafilo
rozdélit preparativni TLC ani semipreparativni HPLC kvali podobnym fyzikalné-
chemickym vlastnostem a minoritnimu zastoupeni.

Ostatni frakce nebyly déle zpracovavany z diivodu malych hmotnosti jednotlivych

frakci nebo obsahovaly uz izolované alkaloidy.

=
]

D |

Obr. 7. Souhrnné TLC alkaloidii frakce 60-74
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4.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidii a alkaloidnich extrakti vaci

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.5.1 Chemikalie a material

Chemikalie:
10mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)
10mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)
0,1 M fostatovy puftr, pH 7,4 (chemikalie pro pfipravu pufru: dihydrat
dihydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat
hydrogenfosfre¢nanu disodného, p.a. (Lachema)
5mM 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)

Material.
Jako zdroj acetylcholinesterasy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocyti.
Zdrojem butyrylcholinesterasy byla lidska plazma.

Mg¢éteni bylo provadéno v mikrotitracnich destickach.

4.5.2 Pristroj pouzity pro stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity

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

4.5.3 Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- pfi teplote 37°C

- Vv prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

- pfi vinové délce spektrofotometru 436 nm

- v mikrotitraénich desti¢kach
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4.5.4 Priprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla ptipravena z Cerstvé odebrané krve, ke které byl ptidan 1 ml
citratu sodného na 10 ml krve podle lehce upravené metody Stecka a Kanta.'?? Plazma
(HuBuChE) byla odd¢€lena z krve pomoci centrifugace pti rychlosti 4000 ot./min za pouZiti
centrifugy Boeco U-32R srotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do 50ml
zkumavek a tfikrat promyty SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4), obsahujicim 150mM
chloridu sodného (12 000 ot./min, Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly
michany s SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imz doslo k jejich lyze.
Nasledné byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min a vznikla pouzdra (HUACHE) byla

tiikrat promyta fosfatovym pufrem.

4.5.5 Stanoveni cholinesterasové inhibic¢ni aktivity (hodnoty ICso)

Pro stanoveni hodnoty ICsy byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s pouzitim
5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB).'?® Jako substraty se pouzivaji estery
thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin a piislusnou kyselinu.
Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navdZze na DTNB za vzniku Zluté
zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm.
Sleduje se nartst absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso byly vypocitany z namétenych
hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterasy nebo butyrylcholinesterasy nelinearni regresi
v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San
Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s hodnotami ICsyp zndmych inhibitort
cholinesteras: galathaminem (ICso HUAChE = 1,710 £+ 0,065 uM, HuBuChE = 42,30 uM =+
1,30 uM), huperzinem A (ICso HuAChE = 0,033 + 0,001 uM, HuBuChE > 1000 uM). % I

(inhibice) byla pocitana dle vzorce,
%I =100 — (AABL/AAsa)*100,

kde AAg. je narast absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAga je nartst absorbance

méfeného vzorku.

4.5.6 Cholinesterasova aktivita sumarniho alkaloidniho extraktu

Ze sumarniho alkaloidniho extraktu bylo odebrano potfebné mnozstvi, které bylo natfedéno
DMSO na roztoky o pozadované koncentraci pro zjisténi hodnoty ICsy sumarniho

alkaloidniho extraku modifikovanou Ellmanovou metodou. Hodnoty ICsq byly vypocitany
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z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE a BuChE nelinearni regresi v programu

GraphPad Prism. Ziskané hodnoty byly porovnany s hodnotami zndmych inhibitort

cholinesteras (galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem).

Tab. 8. Inhibicni aktivita alkaloidniho extraku Fumaria officinalis L vii¢i AChE a BuChE.
, ICs0 (ng/ml)
Testovany vzorek
AChE BuChE

alkaloid. extrakt 39,23+ 1,96 40,32 +£1,08
galanthamin® 1,71 + 0,07 423+13
huperzin A 0,03 £ 0,001 > 1000
fysostigmin® 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

referen¢ni latka

Sumarni alkaloidni extrakt z naté¢ Fumaria officinalis L. vykazoval cholinesterasovou

inhibi¢ni aktivitu vic¢i lidskym cholinesterasam. Alkaloidni extrakt vykazoval pfiblizné

stejnou inhibici AChE i BUuChE.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza

5.1.1 Protopin (DK-1) a kryptopin (DK-2)

DK-1 DK-2

Obr. 8 Struktura protopinu (DK-1) a kryptopinu (DK-2)

5.1.1.1 NMR analyza

Tab. 9 H NMR posuny a multiplicita signdlii v CDCly (25 °C) piii 500 MHz protopinu a kryptopinu

H Protopin Kryptopin
1 6.90 s 7.01s
4 6.62s 6.66 s
5 27brs 27br4
6 27brs 27brs
7 2.04s 2.03s
8 3.7brs 3.7brs
11 6.67 m 6.66 m
12 6.68 m 6.71m
13 3.74 brs 3.85brs
-0-CH,-0-(2',3") 5.93s -
-OCH; (2) - 3.88s
-OCH; (3) - 3.88s
-O-CH,-0- (97, 10") 5925 5.93s

Zkratky: s (singlet), m (multiplet), br (Siroky)
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Obr.9 H NMR spektrum protopinu
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Obr. 10 *H NMR spektrum kryptopinu
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Tab. 10 3C NMR posuny a multiplicita signdlii v CDCly (25 °C) piii 125 MHz protopinu a kryptopinu

C Protopin Kryptopin
1 107.9d 112.1d
2 146.1s 147.3s
3 148.1s 14955
4 110.2d 113.4d
4a 131.7s 130.6 s
5 309t 317t
6 5741 57.41
7 416q 416q
8 51.3t 50.8t
8a 116.9s 116.9s
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Tab. 10 *C NMR posuny a multiplicita signalii v CDCly (25 °C) pii 125 MHz protopinu a kryptopinu (pokracovdni)

Cc Protopin Kryptopin

9 146.0s 146.1s

10 146.1s 146.2 s

11 106.9d 106.9d

12 124.7d 124.8d

12a 128.3s 129.0 s

13 456t 457t

14 184.1s 18755

14a 135.2s 134.1s
-0-CH,-0- (27, 3") 101.3t -

-OCH; (2) - 56.0 q

-OCH; (3) - 56.0 q

-0-CH,-0- (9, 10") 101.2't 100.9t

Zkratky: s (singlet), d (dublet), t (triplet), g (quartet)

77.3%0

76.750

101,156
100.83%2

10€6.720

118,342

134538
1ce
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46,198
41478
$1.536

145,907

573
146,330
783

P N
135,041

133,472

i
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1%2.201

180 160 140 120 100 80 &0 40 ppm

Obr. 11 **C NMR spektrum protopinu
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Obr. 12 **C NMR spektrum kryptopinu

5.1.1.2 MS analyza
Protopin
EI-MS (m/z) 353(4), 334(5), 320(4), 267(6), 209(5), 190(10), 163(22), 148(100), 134(9).

Kryptopin
EI-MS (m/z) 369(2), 267(3), 190(6), 179(21), 148(100), 135(2).

J100 148
{50
163
89 190
ont2 B30, 0000 ], 209, 2T a9y, 3% 383
" 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Obr. 13 EI-MS spektrum protopiu
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Obr. 14 EI-MS spektrum kryptopinu
5.1.1.3 Teplota tani
Protopin: 205-206 °C
Kryptopin: 219-220 °C

5.1.1.4 Opticka otacivost
Protopin a kryptopin: nemétfeno (slouceniny neobsahuji ve své molekule centrum

chirality). Jedna se o opticky neaktivni slouceniny.
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5.1.2 (-)-Fumaricin (DK-3)

Obr. 15 (-)-fumaricin

5.1.2.1 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCls, 25°C):

2.41, s, 3H (NMe); 2.57, m, 1H, (H-5a); 2.97-3.06, m, 2H, (H-65a, H-5b); 3.28, dd, 1H,
(H-13a); 3.34, dd, 1H, (H-13b); 3.51, s, 3H, (2-OCHs3); 3.78, m, (H-6b); 3.84, s, 3H, (3-
OCHjy); 4.56, brs, 1H, (H-8); 5.94, d, 1H, (-O-CH2-0-); 5.97, d, 1H, (-O-CH2-0-); 6.41, s,
1H, (H-1); 6.61, s, 1H, (H-4); 6.72, ddd, 1H, (H-12); 6.76, dd, 1H, (H-11).

LA 8.59 12.87 12.804.47 . 4.08

4.03 4,35 4.13 L[ 4.5 .01 13.34

Obr. 16 *H NMR spektrum (-)-fumaricinu
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¥3C NMR (125 Hz, CDCI3, 25°C):

23.03, t, (C-5); 38.15, g, (NMe); 43.64, t, (C-13); 47.53, t, (C-6); 55.52, g, (2-OCHa);
55.73, q, (3-OCHs); 74.51, s, (C-7); 82.10, d, (C-8); 101.40, t, (-O-CH2-0-); 108.51, d, (C-
11); 110.03, d, (C-1); 111.46, d, (C-4); 115.48, d, (C-12); 124.92, s, (C-8a); 125.93, s, (C-
7a); 128.62, s, (C-4a); 134.98, s, (C-12a); 144.16, s, (C-9); 147.18, s, (C-2); 147.31, s, (C-
10); 148.19, s, (C-3).
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Obr. 17 **C NMR spektrum (-)-fumaricinu

5.1.2.2 MS analyza
EI-MS (m/z) 369(21), 354(52), 336(17, 206(100), 190(10).

2
<4100 06

354

60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 36 39

Obr. 18 EI-MS spektrum (—)-fumaricinu

5.1.2.3 Teplota tani
174-176 °C
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5.1.2.4 Opticka otacivost
[a]p =-21° (¢ 0,146, CHCl3)
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5.1.3 (+)-Bikukulin (DK-4)

Obr. 19 (+)-bikukulin

5.1.3.1 NMR analyza

'H NMR (500 MHz, CDCl3, 25°C):

2.55, s, 3H, (N-CH); 2.41-2.86, m, 4H, (H-5, H-6); 4.03, d, 1H, (H-14); 5.54, d, 1H, (H-
13); 5.94, 6.15, 2 s, 2x 2H, (2 x -O-CH2-0- (2,3), (9,10)); 6.23, m, 1H, (H-12); 6.48, s, 1H,
(H-1); 6.57, s, 1H, (H-1); 6.94, d, 1H, (H-11).

4.0 5,16 iv.e .7 5.0 4.51 4.00
. 5.5¢ 11.18 5.5 “n $.%0

Obr. 20 *H NMR spektrum (+)-bikukulinu

3C NMR (125 Hz, CDCI3, 25°C):

27.0, t, (C-5); 45.2, q, (C-7); 66.1, d, (C-14); 84.9, d, (C-13); 100.9, t, (-O-CH2-O-, (2, 3));
100.9, t, (-O-CH,-0-, (9, 10)); 107.7, d, (C-1); 108.5, d, (C-4); 110.3, s, (C-8a); 113.0, d,
(C-11); 115.6, d, (C-12); 124.7, s, (C-4a); 130.6, s, (C-12a); 140.5, s, (C-9); 144.5, s, (C-2);
146.0, s, (C-3); 146.8, s, (C-10).
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Obr. 21 **C NMR spektrum (+)-bikukulinu
5.1.3.2 MS analyza
EI-MS (m/z) 367(<1), 190(100).

{100 190

R B B0 e 14T, o 207203 249265281 | 315331 355
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Obr. 22 EI-MS spektrum (+)-bikukulinu

5.1.3.3 Teplota tani
214-216 °C

5.1.3.4 Opticka otdcivost
[a]o=+89 (c 0,0336, CHCl5)

50



5.2 Biologicka aktivita izolovanych alkaloidt
U izolovanych alkaloidti byla otestovana jejich inhibi¢ni aktivita vii¢i erytrocytarni AChE

a sérové BuChE. Vysledky jsou uvedeny v nadchazejici tabulce (tab. 11).

Tab. 11 Inhibicni aktivita alkaloidi izolovanych z Fumaria officinalis L. vii¢i AChE a BuChe

IC5o (LM)
Alkaloidy o
AChE BuChE
protopin 3454 +6,9 2396 £72
kryptopin A477,7+47,3 270,8 £39,1
(-)-fumaricin > 1000 > 1000
(+)-bikukulin 626,1 £122,7 329,0 £ 90,2
galanthamin® 1,71 + 0,07 423+13
huperzin A 0,03 + 0,001 > 1000
fysostigmin® 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

T R
referenéni latka
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6 DISKUZE

Obsahové latky z Fumaria officinalis L. (Fumariaceae) byly vybrany pro studium
inhibi¢nich aktivit vic¢i lidskym cholinesterasam na zéklad¢é screeningu bioguided assay
Ellmanovou spektrofotometrickou metodou in vitro, ve které sumarni alkaloidni extrakt
vykazoval srovnatelnou slibnou inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE i BuChE (ICs = 39,23 +
1,96 pug/ml a ICsp = 40,32 + 1,08 pg/ml; tab. 8).

Cilem této diplomové prace bylo chromatografické zpracovani vytrepku, obsahujiciho
terciarni isochinolinové alkaloidy, ktery byl pfipraven ze sumarniho alkaloidniho extraktu.
V ramci diplomové prace byla dale izola¢né zpracovana spojena frakce 88—93 (As). Na
zakladé TLC byla ve frakci As prokdzana pritomnost Sesti latek, které vykazovaly pozitivni
reakci s Dragendorffovym ¢inidlem. Z frakce se podafilo ziskat pomoci sloupcové
chromatografie, preparativni TLC a nasledné krystalizace ze smési CHCI; + EtOH ctyfi
latky v Cisté formé€ a to v mnozstvi umoziujicim jejich identifikaci a otestovani vuci
lidskym cholinesterasam (HUAChE a HuBuChE). Zbyvajici dvé latky nebyly izolovany
z ditvodu zcela minoritniho zastoupenti, které by nebylo dostacujici pro biologické testy.

Latky byly identifikovany na zakladé¢ NMR, GC-MS analyz, optické otacivosti a teplot
tani. Ziskana data byla porovnana s odbornou literaturou, alkaloidy byly urceny jako
protopin, kryptopin, (-)-fumaricin a (+)-bikukulin.

Vyse zminéné latky byly jiz diive izolovany. Protopin byl identifikovan v rostlinach
patficich do celedi Berberidaceae (v rodu Berberis), Fumariaceae (v rodu Corydalis,
Dicentra, Fumaria), Papaveraceae (v rodu Chelidonium, Eschscholtzia, Argemone,
Papaver, Sanguinaria a Macleaya) a Sapindaceae (v rodu Pteridophyllum). Mimo fad
Papaverales byl kryptopin nalezen v &eledi Ranunculaceae (v rodu Thalictrum).** (-)-
Fumaricin byl izolovan zriznych druhtt rodu Fumaria (Fumaria densiflora DC.,

Fumaria parviflora Lam. a Fumaria schramii Velen).!?>126127

128

(+)-Bikukulin byl izolovan
z Fumaria bastardii Boreau (Fumariaceae).

Inhibi¢ni aktivita vi¢i HuAChE a HuBuChE byla stanovena in vitro
spektrofotometrickou Ellmanovou metodou. Pouzdra lidskych erytrocytii byla pouzita jako
zdroj AChE, zdrojem BuChE byla lidska plazma. AChE i BuChE pochazely od zdravych
darct. Ziskané hodnoty ICsy (uM) byly porovnany se standardy galanthaminem,

huperzinem A a fysostigminem. Galanthamin je selektivnim inhibitorem AChE (ICsp =
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1,71 + 0,07 uM), vuci BuChE vykazuje nevyraznou aktivitu (ICsgp = 42,3 £ 1,3 uM).
Naproti tomu je Huperzin A viéi BuChE zcela neaktivni. Vykazuje silnou inhibi¢ni
aktivitu vici AChE (ICso = 0,03 + 0,001 uM). Fysostigmin patii mezi vyznamné inhibitory
cholinesteras, diive pouzivanym v terapii AD, v disledku silnych nezadoucich ucinkia se
od ngj v souCasné terapii ustoupilo. V mé studii byl pouzit jako pozitivni standard, ktery
signifikantn¢ inhibuje AChE i BUChE (ICso = 0,063 + 0,001 uM a I1Cso = 0,130 £ 0,004
uM). Nejvyrazné€jsi inhibic¢ni aktivitu viici HuAChE a HuBuChE z izolovanych alkaloidi
vykazoval protopin (ICsp = 3454 + 6,9 uM a ICsp = 239,6 + 7,2 uM); literatura u

protopinu uvadi vyznamn&j§i inhibici AChE (14,5 uM a 16,1 pM).'? 13

(-)-Fumaricin byl
vici cholinesterasam zcela neaktivni (ICsp > 1000 pM). Kryptopin a (+)-bikukulin
vykazovaly vici AChE velmi slabou inhibiéni aktivu (ICsg = 477,7 + 47,3 uM; ICsp =
626,1 + 122,7 uM) a vici BuChE byly také velmi slabé aktivni (ICso = 270,8 + 39,1 uM
alCsp = 3290 + 90,02 uM)). (-)-Fumaricin a kryptopin byly testovany na
cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu vibec poprvé. Literatura uvadi (+)-bikukulin jako
kompetetivni inhibitor acetylcholinesterasy (Ki = 65 pM).131 Rozdilné hodnoty ICs
naméfené v nasi studii s porovnanim s literaturou mohou byt zplisobeny pouzitim jinych
enzymovych modelt (AChE z elektrického thote, mysi mozkova AChE atd.)

Vysledkem diplomové prace je, zadny z izolovanych alkaloidi nevykazoval lepsi nebo
srovnatelnou inhibi¢ni aktivitu lidskych cholinesteras nez pozitivni kontrolni latky.
S jistotou lze fici, Ze Zadna z izolovanych latek nenese Ucinek, ktery vykazoval sumarni
alkaloidni extrakt. Pfestoze Zadna z latek nevykazuje vyraznou inhibi¢ni aktivitu vici
lidskym cholinesterdsam nelze je zavrhnout v potencialnim uplatnéni v terapii AD, protoze
tyto latky budou dale podrobeny fad¢ dalSich testi in vitro na katedfe farmaceutické
botaniky a ekologie ve spolupraci s Centrem pokro¢ilych studii FVZ v Hradci Kralové UO
v Brné (antiradikalova aktivita, inhibice beta-sekretasy, agregace Abeta 1-42, inhibice

prolylendopeptidasy, inhibice GSK3-beta a nékteré dalsi ptipravované testy).
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