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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Daniela Hulcova

Konzultant: Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Nazev diplomové prace: Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin XXVII. Alkaloidy

Fumaria officinalis L. a jejich G¢inek na acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu.

Z nat¢ Fumaria officinalis L. byl pfipraven sumarni ethanolovy extrakt, z n¢hoz byl
béznym zpusobem piipraven diethyletherovy extrakt. Z tohoto extraktu, zpracovaného
sloupcovou chromatografii na neutrdlnim oxidu hlinitém, bylo ziskdno celkem 201
frakci. Spojené frakce 68-76 byly dale zpracovany preparativni tenkovrstvou
chromatografii a v ¢istém stavu ziskany 3 latky DH-1, DH-2 a DH-3, kter¢ byly podle
vysledki MS a NMR a porovnani vysledkt s literaturou identifikovany jako protopin,
(+)-fumarilin a N-methylkorydaldin. Tyto alkaloidy byly nasledné testovany
na inhibi¢ni aktivitu va¢i lidské erytrocytarni acetylcholinesterase a plazmatické
butyrylcholinesterase Ellmanovou metodou. Izolované alkaloidy nevykézaly v téchto
testech pfi srovnani s galanthaminem (IC50, puM; AChE 1,710 + 0,065, BuChE
42,30+1,30) vyznamnou inhibi¢ni aktivitu (IC50, uM: protopin: AChE:
345,42 + 31,12, BuChE: 239,66 + 20,89, (+)-fumarilin: AChE: 29392 + 309,41,
BuChE: 330,62 + 34,12 a N-methylkorydaldin AChE: 680,06 + 130,49, BuUChE:
1382,3 + 332,26).

Klicova slova: Fumaria officinalis, protopin, (+)-fumarilin, N-methylkorydaldin,

acetylcholinesterasa, butyrylcholinesterasa



ABSTRAKT
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Department of Pharmaceutical Botany and Ecology

Candidate: Daniela Hulcova

Consultant: Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Title of Diploma Thesis: Biological aktivity of plants metabolites. XXVII.

Alkaloids of Fumaria officinalis L. and their effect on acetylcholinesterase and

butyrylcholinesterase

The summary ethanolic and diethylether extract were prepared from the herbs of a plant
Fumaria officinalis L. We have obtained 201 fractions from this extract by column
chromatography on the neutral Al,O3; (aluminium oxide). Joined fraction 68-76 were
processed by thin layer chromatography, and 3 substances were obtained in pure state:
DH-1, DH-2, DH-3. These 3 compounds were identified as protopine, (+)-fumariline
and N-methylcorydaldine by the comparison with the literature and results of MS and
NMR. These alkaloids were tested for the inhibitory activity against human erythrocytic
acetylcholinesterase and plasmatic butyrylcholinesterase by Ellman's method.
The isolated alkaloids did not show any significant inhibitory activity (ICsg, uM)
compared with the standard galanthamine (ICsp, uM; AChE 1,710 + 0,065, BuChE
42,30 + 1,30): protopin: AChE: 345,42 + 31,12, BUChE: 239,66 + 20,89, (+)-fumarilin:
AChE: 2939.2 + 309,41, BuChE: 330,62 + 34,12 a N-methylkorydaldin AChE:
680,06 + 130,49, BuChE: 1382,3 + 332,26).

Key words: Fumaria officinalis, protopin, N-methylkorildaldin, (+)-fumarilin,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase
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1 Uvod

Primérna délka lidského zivota se neustale prodluzuje, jak uvadi i Svétova zdravotnicka
organizace (WHO). V polovin¢ 20. stoleti byla primérna délka lidského zivota asi
65 let, dnes je to pies 75 let a za 50 let to bude kolem 85 let’. Prog tomu tak je? Hlavnim
diivodem je rozvoj zdravotnickych oborti a to hlavné novych Iékatskych technologii
avyvoje 1éciv. Diive velké mnozstvi lidi umiralo na nemoci v nizkém, ba dokonce
v détském véku, a to zejména na infekéni nemoci. Objev antibiotik zachranil mnoho
lidskych Zivoti, a tak se zvySila i primérna délka Zivota. Je krasné zit déle, ale se
vzristajicim vékem a S tim v§im modernim pohodlim se rozsitily takzvané civilizaéni
choroby.

Jako civiliza¢ni choroby neboli chronické neinfekéni choroby, jsou oznaovany
nemoci, které vznikaji v dasledku ur¢itého Zivotniho stylu a to zejména ve stitech
moderniho svéta. Mezi tyto nemoci se daji zatadit kardiovaskularni choroby, jako
naptiklad vysoky krevni tlak a aterosklerdza, obezita, nddorova onemocnéni, diabetes
mellitus 2. typu, nemoci pohybového aparatu, zubni kaz, ale i demence rizného pivodu.
Na jejich vzniku se podili hlavné rizikové faktory souvisejici s zivotnimi navyky, jako
jsou stravovaci navyky, koufeni a pohybova aktivita. Zvyky se daji zménit, a tak se
mizeme postarat, aby nam zdravi vydrzelo dodrZzovanim spravné zivotospravy
a preventivnich opatieni. VSeobecné jsou doporucovana pravidla, kam patii dostatek
fyzické aktivity, vysoky pfisun ovoce a zeleniny, jist pravidelné malda mnoZstvi
vyvazené stravy, nekoufit, alkohol pit v omezené mife a dalsi. Jsou ale 1 véci, které
samy neovlivnime jako je Cistota ovzdus$i, v€k, pohlavi, genetika a mnoho dalSich
faktort, které se také podileji na rozvoji civilizacnich nemoci’.

Civiliza¢ni choroby jsou multifaktoridlni onemocnéni, které nemaji vétSinou jen
jednu pfic¢inu. Pfi¢iny mohou vychézet z rizikovych faktort, ale Casto byvaji neznamé.
| diky tomu mnoho z téchto nemoci jesté dnes neumime vylécit, a proto se snazime
alespon zmirnit disledky a zlepsit kvalitu Zivota nemocnych a zpomalit prib&h nemoci.
Terapie se sklada z 1écby nefarmakologické a farmakologické. Zakladem
nefarmakologické 1écky je hlavn€¢ zména zivotniho stylu, kam lze zaradit napiiklad
rehabilitace a fyzické cviceni, dietni rezimy, odvykani koufeni a jiné. Farmakologicka
IéCba je zaloZena na podavani 1éCivych pripravki, které ovliviiuji dané onemocnéni.

Podavani 1é¢iv je casto dozivotni. S dlouhodobym uzivanim 1éCiv, ale souvisi vyssi



riziko nezadoucich u¢inkti nékdy az riziko poskozeni organismu. Proto je velmi
dilezité, aby lé¢iva byla u¢inna a bezpetna. Ucinnost a bezpetnost jsou jedny
z hlavnich davodt vyzkumu novych 1é¢iv. Cesta k objevu nového 1é¢iva neni viibec
jednoducha. Existuje nékolik moznosti jak cile dosahnout. Prvni z nich je syntéza
novych chemickych latek. Avsak z tisicti a tisich novych molekul je vhodna jen mala
hrstka a i ta po dalSich testech nemusi vyhovovat ucinnosti a bezpecnosti. Tato metoda
je velmi naro¢na na suroviny, material i ¢as. Dalsi moznosti je hledani nového vyuziti
jiz znamych chemickych latek nebo modifikace jejich chemické struktury. Casto stadi
jen mal4d obména molekuly a vlastnosti latky se pozméni. Posledni z moZnosti je vyuZiti
latek rostlinného pivodu®. Suroviny rostlinného pivodu se pouzivaly jiz od pravéku
a hledame v nich inspiraci dodnes. Rostlinna i zivodisna fiSe oplyvaji neptfebernym
mnozstvim ¢eledi a druhii, které skryvaji latky, jez ovliviiuji fadu biologickych procesi,
a pomahaji nam tak pii 1écbé nekterych nemoci. Z nejznamé;jsich, které lze jmenovat
jsou to rutin, atropin, vinkristin, namelové alkaloidy, galanthamin, heparin a inzulin.
Farmacie stale hled4a nové a nové latky a proto se dnes stale ¢astéji obraci na rostlinné
zdroje, které by se dali vyuzit jako potencionalni 1é¢ivé latky.

Jednou z celedi, ktera by mohla byt pfinosna pfi hledani novych 1éciv, je i celed’
Fumariaceae. Rostliny patfici do této celedi obsahuji farmakognosticky zajimavé latky,
unichz byly provadény zkousky na biologickou aktivitu v riznych oblastech. Pro
piiklad jsou to studie zabyvajici se hypoglykemickou aktivitou Fumaria parviflora®,
anxiolytickou aktivitou Fumaria indica®, antivirovou a antibakterialni aktivitou rodi
Fumaria a Corydalis® nebo studie na inhibiéni aktivitu acetylcholinesterasy”®.

Pravé acetylcholinesterasa (AChE) je jednim z mist, které lze ovlivnit pro
oddaleni nastupu Alzheimerovy demence, jedné z civilizacnich nemoci. Tato nemoc
uzce souvisi s prodluzujici se délkou zivota, a proto se procento nemocnych touto
chorobou neustéle zvySuje s pfirtstajicim primérnym vékem obyvatel. Lidé sice ziji
déle, ale Casto na ukor kvality. Lidé trpici Alzheimerovou chorobou (AD) se dozivaji
1 90 let, ale jsou nesobéstacny a odkazani na pomoc druhych. O nemocné se Casto staraji
jejich rodina a pratelé a pozoruji jak se osoba, kterou znali cely zivot, méni v n€koho
uplné jiného. Lidé se v téchto chvilich upinaji na védu, ktera hleda zplsoby jak
nemocnym pomoci, jak je vylécit nebo alespon zlepSit a zkvalitnit jejich zivot.
Takovouto ¢innosti se zaobiraji ve vyzkumnych tstavech i na univerzitach. Vyjimkou
neni ani farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, kde na katedfe organické chemie

syntetizuji nové molekuly, na katedfe farmaceutické chemie zkoumaji obmény jiz
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znamych 1écivych latek a na katedie farmaceutické botaniky hledaji, izoluji a testuji

latky rostlinného pivodu.



2 Cil prace

1. Zpracovani spojenych frakci 68-76, vzniklych chromatografii diethyletherového
vytiepku z nati zemédymu 1ékaiského (Fumaria officinalis), pomoci TLC
s cilem ziskéani alespoii jednoho alkaloidu v Cistém stavu.

2. Piiprava izolované latky, pro urCeni struktury (se stanovenim zékladnich
fyz.-chem. charakteristik).

3. Stanoveni inhibi¢ni aktivity  alkaloidi  na  acetylcholinesterasu

a butyrylcholinesterasu.



3 Teoreticka Cast

3.1 Fumaria officinalis L. (Fumariaceae)

Cesky nazev: Zemédym lékarsky

Synonyma: Fumaria media Loisel, Fumaria sturmii Opitze®
3.1.1 Vznik nazvu

, . o y . 29
Nézev Fumaria je odvozen z latinského fumus, coZ znamena koui”.

3.1.2 Taxonomické zarazeni®

Oddéleni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida
Podtiida: Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Fumariaceae

Rod: Fumaria

Druh: Fumaria officinalis L.

3.1.3 Botanicka charakteriska

3.1.3.1 Celed Fumariaceae

| § K2 C2+2 Ad G(2)

Obr. 1 - Kvétni vzorec ¢eledi Fumariaceae™®

Do celedi Fumariaceae patii prevazné vytrvalé byliny se stfidavymi, fapikatymi listy
bez palistl. Listy jsou trojcetné nebo zpetené. Kvéty téchto bylin jsou oboupohlavné,
zygomorfni S dvoubratrymi ty¢inkami. Kalich je tvofen dvéma opadavymi listky anebo
chybi. Korunu tvoii ¢tyfi okvétni platky ve dvou kruzich. Jednotlivé kvéty se skladaji
do hroznti nebo lat. Plody jsou tobolky nebo nazky™.



Fumariaceae patii do stejného fadu jako Papaveraceae, ale na rozdil od této
celedi nemad mlécnice. Mlécnice jsou zde nahrazeny trubicovitymi idioblasty, které
obsahuji isochinolinové alkaloidy a fumarovou kyselinu.

Rostliny této Celedi se predevsim vyskytuji v mirném pasu severni polokoule.
Z farmakognostického hlediska jsou vyznamné rostliny Corydalis cava L., ktera
obsahuje hlavng bulbokapnin. Bulbokapnin inhibuje jaterni enzymy CYP 3A4", ma
antimikrobni a antivirové u¢inky® a inhibuje AChE’. Corydalis turtschaninovii Bess,
ktera obsahuje hlavné protoberberinové alkaloidy, jeZz maji analgeticky ucinek.

Zajimavé obsahové latky obsahuje také Fumaria officinalis'®.
3.1.3.2 Rod Fumaria

Do tohoto rodu patii asi 50 druhi. V Ceské republice se mizeme setkat s témito péti:
Fumaria carpeolata L.*?, Fumaria vaillantii Loisel'*, Fumaria schleicheri Soi.-Will.*%,
Fumaria rostellata Knaf'®, Fumaria officinalis L.'°. Jsou to jednoleté rostliny, které se
vyskytuji predev§im Vv mirném pasu Evropy a Asie. Tyto byliny maji Sedomodré
zbarveni a jsou lysé. Listy se li§i v horni a spodni ¢asti rostlin. Spodni listy jsou dlouze
fapikaté na rozdil od kratce fapikatych ¢i ptisedlych hornich listl. Kratce stopkaté kvéty

jsou oboupohlavné a soumérné. Plody jsou nazky, které obsahuji jedno semeno.

Jednotlivi zastupci se lisi kvétem.
A
i

. ’Y-

Obr. 2 - Fumaria carpeolata L.*?, Fumaria vaillantii Loisel**, Fumaria schleicheri

Soi.-Will.*, Fumaria rostellata Knaf'>, Fumaria officinalis L.*® (zleva)

3.1.3.3 Druh Fumaria officinalis L. — zemédym lékaisky
3.1.3.3.1 Morfologicky popis

Zemédym I¢katsky je asi 10-40 cm vysokd, sivozelend, jednoletd bylina S tenkym

kofenem, ktera vytvaii husté porosty. Ma lysou hranatou lodyhu, kterd je duta

a ryhovana. Lodyha je pifima nebo vystoupava a je husté pokryta listy. Zelenosedé listy
10



jsou fapikaté, pefenodilné aZ dlanité délené. Jednotlivé listy jsou tvofeny z klinovitych,
dvojklanych az trojklanych listki. Kvéty jsou drobné, az 8 mm dlouhé. Jednotlivé
oboupohlavné kvéty se skladaji do soumérnych bohatych hrozn. Koruna ma Ctyti
purpurové Cervené korunni platky. Horni, vétsi platky jsou dozadu vakovité¢ duté
a prechazeji v ostruhu, kde je ulozen mednik. Spodni vptedu srustaji. Prchavy kalich je
tvofen dvéma zoubkovitymi listky. Ty€inky jsou dvé a srustaji nitkami. Semenik je
svrchni a vzniké sriistem dvou plodolist. Plody jsou asi 2 mm velké ledvinovité nazky.

Zemédym kvete od kvétna do zari* 4,

Obr. 3 - Porost, plod, kvét Fumarie officinalis L.*®

3.1.3.3.2 Stanovi$té a rozsireni

Zemédym je plevelnd rostlina, ktera se vyskytuje na zahradéach, polich, rumistich,

, i , e o 91217
uhorech, v houstinach, Evropskych a Asijskych nizin az hor .

3.1.4 Historie a lidové 1é¢itelstvi

Zemédym byl znam jiz starofeckym a arabskym lékaitiim. Ti ho pouzivali k ¢isténi
krve'®. Ve stiedoveku se pouzival proti svrabu ve forms obkladii. V té dobg také véfili,
e vyhéni z1¢ duchy®. V klasternim 1éitelstvi se zem&dym pouzival k 16&b& koznich
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chorob a také jako prostiedek k posileni jater, Zaludku a jako mocopudna droga.
V lidovém léCitelstvi se tika, ze kdo ho uziva cely zivot, dozije se sta let. Dnes se lidove
pouziva k Cisténi krve, coz souvisi s koznimi nemocemi, a proto zlepsuje ekzémy, akné,
vyrazku a lupenku. Také upravuje srazlivost krve, krevni tlak a posiluje organismus.
Pouzivd se ve form& nalevu®®. Doporuc¢ena terapeutickd davka podle Ceského
farmaceutického kodexu (CFK) je 1,5 g ve formé nalevu, a to k pouziti jako

stomachikum a cholagogum®.
3.1.5 Fumariae herba

Synonymum: Herba fumariae

Dle CFK je to ususena kvetouci nat’ druhu Fumaria officinalis L. Tato droga je bez
zapachu a ma nahotklou a trochu slanou chut’.

Mikroskopie: Pokozka na svrchni strané listu se sklada z mnohohrannych bunék, nékdy
se sférokrystaly. Na spodni strané jsou buriky s vInitymi sténami a na $picce listu jsou
buiiky protaZeny v tuhé papily. Priduchy se nalézaji na obou stranach bifacialniho listu.
Uvnitt listu se nachazi jednofady palisadovy parenchym a tzky houbovity parenchym
s velkymi intracelularnimi prostory. Kvéty nemaji vyrazné charakteristické znaky.
Kulatd pylovéa zrna maji jemné zrnity povrch a Sest velkych klicnych pért. Pokozku
oplodi tvoifi mnohohranné bunky srovnymi sténami, které kryje jemné bradavcita
kutikula. Pod bunkami pokozky se nachazi nékolik fad tenkosténného parenchymu
a vrstva kamennych bunck, které jsou bohaté teckované a bez intracelular. Posledni
vrstvu tvofi ploche, ztlustlé buinky se siln€é vinitymi sténami. Hnédé osemeni tvofi

W r ~ r b4 . r 21
tenkosténné buniky. V endospermu se nachéazeji olej a aleuronova zrna®.
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Obr. 4 - Fumariae herba?®?
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3.1.6 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami této rostliny jsou isochinolinové alkaloidy. Dale obsahuje

organické kyseliny, flavonoidy, hotciny, tiisloviny, pryskyficné latky, sliz, mineralni

latky, stopy silic®?.

3.1.6.1 Alkaloidy

V rodu Fumaria bylo nalezeneno kolem 137 isochinolinovych alkaloidi. Jednotlivé

rody se viak lii spektrem alkaloidi (tab.1)%.

Tab. 1 - Vyskyt jednotlivych strukturnich typa alkaloidt v druzich rodu Fumaria

»
~
oo
©

Rod Fumaria 1 2 3 4 5 10 11 12

1
+
1

Fumaria agrafa Lag - - - + - -
Fumaria asepala Boiss. - - -
Fumaria bella P. D. Sell - - +

Fumaria bracteosa Pomel - - - - -

+
+

+ 0+ + +
+ 0+ +
+ + + + +
+ + + +
'

'

+

+

:

Fumaria capreolata L.

1
1
1
1
1
1
1
+
1
1
1

Fumaria cilicia Hausskn.
Fumaria densiflora DC. - - +
Fumaria gaillardotii Boiss. - - -
Fumaria indica Hausskn. + - -

+ + + +

Fumaria kralikii Jord. - - -

Fumaria macrocarpa Parl.

+ + + + + +
+ +
+ + + + + +
+ + + + + +

1
1
+

Fumaria macrosepala Boiss.

+ + + + + + +

1
1
1
1
+

Fumaria micrantha Lag.

Fumaria microcarpa Pugsley

Fumaria muralis Green.

1
1
1
1
1
1
1
+ + + + + +
+
1
1
1

+ + +

Fumaria officinalis L. + - +
+ +

+

Fumaria parviflora Lam.
Fumaria petteri Rchb. - - -

Fumaria rostellata Knaf - - -
Fumaria schleicheri Soy. —Will. - - -

+ + +
+ + +
1

Fumaria schramii Velen -+ -

+ 4+ + + + + + +
+ 4+ + + + + + +

+

+ + -

Fumaria spicata L. - - -

+ 4+ 4+ + + + + +
1

+
+

Fumaria vaillantii Loisel. + 4+ +

1 typ isochinolinovy, 2 benzylisochinolinovy, 3 aporfinovy, 4 protoberberinovy,
5 benzofenanthridinovy, 6 protopinovy, 7 ftalidisochinolinovy, 8 sekoftalidisochinolinovy,

9 indenobenzazepinovy,10 spirobenzylisochinolinovy, 11 promorfinanovy, 12 rhoeadinovy
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Fumaria officinalis L. obsahuje tyto alkaloidy: protopin, kryptopin, sinaktin,

parfumin, fumarilin, fumarofycin, adlumin, fumaritin, dihydrosanguinarin, koptisin,

korytuberin, adlumicein, fumaricin, O-metylfumarofycin, N-metylstylopin, stylopin®*%*,
bulbokapnin, bulgaramin, fumarilicin, fumaritridin,  fumaritrin,  fumaritrilin,
fumaroficinalin, fumarolin, cheilanthifolin, kanadin, korydaldin, korydamin,
N-methylhydrastein, skoulerin?.
Tab. 2 - Zatazeni alkaloidt dle strukturniho typu23
typ alkaloid
isochinolinovy korydaldin
aporfinovy bulbokapnin
protoberberinovy sinaktin, koptisin, stylopin, metylstylopin,

cheilanthifolin, kanadin, skoulerin

benzofenanthridinovy

dihydrosanguinarin, korydamin

protopinovy

kryptopin, protopin

secoftalidisochinolinovy

N-methylhydrastein, adlumicein

indenobenzazepinovy

bulgaramin, fumaritrin

spirobenzylisochinilinovy

parfumin, fumaritin, fumarofycin, fumarilin,
fumaritrilin, fumaricin, fumarilicin,

O-metylfumarofycin

alkaloidy neznamé struktury

fumaroficinalin, fumarolin
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Tab. 3 - Piiklady vzorct nékterych alkaloidu

CH,O

parfumin fumarilin

CH,O

CH,O o

N— 0
CH, O

adlumin koptisin O-metylfumarofycin

CH,O

adlumicein

.0
0
stylopin dihydrosanguinarin
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3.1.6.2 Dalsi latky

Zastoupeni organickych kyselin v jednotlivych rodech Fumaria se opét lisi. Ve Fumaria
officinalis jsou nasledovné kyseliny: kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, kyselina
fumarova, kyselina protokatechova a kyselina kavova® (Tab. 4).

Z flavonoidi zde byly nalezeny isokvercetin, kvercetin-3,7-diglukosid,
kvercetin-3-arabinosid, rutin, kampferol-arabinosid®,

Tab. 4 - Zastoupeni organicky kyselin v rostlinach rodu Fumaria®*

organickd kyselina F. F. F. F. F. F. F. F.
agraria | preolata | densiflora | muralis | officinalis | parviflora | spicata | vaillantii
kyselina kdvova + + + + + + + +
methylester kys. +
kavové

kyselina citronova - - - - - - - -

kys. p-kumarova + + + - + - - -
kyselina ferulova + + - - + - - -
kyselina fumarova + + + + + + + +
kyselina jable¢na + + + + - - + +

3-hydroxybenzoova

kyselina

kyselina

protokatechova

3.1.6.3 Biologicka aktivita obsahovych latek rodu Fumaria

Obsahové latky rostlin rodu Fumaria jsou velice atraktivni pro vyzkum biologické
aktivity, jak dokazuje i mnozstvi praci zkoumajici celé rostliny nebo jen konkrétni latky
z nich 1izolované. Na univerzit¢ v Irdnu, na katedfe farmakognozie, zjistili
hypoglykemickou aktivitu extraktu z F. parviflora na diabetickych krysach®. Tureéti
kolegové objevili antivirovou a antifungalni aktivitu alkaloidd zrodd Fumaria
a Corydalis®. Podle vysledkii dal§i prace méa ethanolovy extrakt F. parviflora, G&inky
proti stfevnim kie¢im, vyznamné Kkardioinhibi¢ni, antiarytmické, hypotenzivni
a antipyretické u¢inky®. Studie z indické National Botanical Research Institute doklada
hepatoprotektivni u¢inky F. indica i samotného protopinu®®. Sanguinarin ma
antiagregacni u¢inky?’. Alkaloidy tohoto rodu maji i antioxidadni ucinky®®. Zkousena

byla i inhibi¢ni aktivita na AChE a BuChE, v riznych rostlinach rodu Fumaria, ktera

16




se, v mnozstvi 1mg/ml metanolového extraktu, ukédzala velmi silna (Tab. 5)%. I dalsi

préace prokazaly alespoii slabou inhibi¢ni aktivitu viiéi AChE a BUChE (Tab. 6, 7)"%.

Tab. 5 - Anticholinesterasova aktivita nékterych rostlin ¢eledi Fumariaceae®
rostlinny druh inhibice v %
AChE (10 pg/ml) | BChE (10 pg/ml) | AChE (1 mg/ml | BChE (1 mg/ml)
Corydalis solida subsp. solida 8.05+0.98 29.08 + 0.88 87.56 + 1.24 93.18 £ 0.89
Fumaria vaillantii 12.00 + 1.07 6.43 +0.77 94.23 + 0.47 99.32+0.25
Fumaria capreolata 33.99 £ 0.68 13.44 + 0.32 96.89 + 0.17 89.24 £ 0.83
Fumaria kralikii 5.09 £ 0.99 0 84.98 + 1.07 75.43 £ 0.98
Fumaria asepala 9.76 £ 0.89 14.65 + 1.61 91.99+0.70 93.12 £ 0.28
Fumaria densiflora 17.43+0.73 0 93.42 £ 0.92 85.66 + 1.24
Fumaria flabellata 23.05+0.11 2.51+040 9214+ 1.01 87.91 £ 0.61
Fumaria petteri subsp. thuretii 15.33 £ 0.67 4.00 +0.97 89.45 + 0.86 87.32+0.76
Fumaria macrocarpa 25.02 £0.35 16.62 + 0.43 93.43 + 0.64 88.74 £ 0.34
Fumaria cilicica 13.09 + 0.13 2.01 +0.55 88.03 + 0.65 80.03 + 0.28
Fumaria parviflora 14.05+ 0.78 10.76 + 0.33 87.02 + 0.31 87.09 + 1.45
Fumaria judaica 54.44 + 0.56 3.00 +0.12 96.47 + 0.63 98.43 + 0.39
Standard
Galanthamin 5.08 + 0.34 11.23 +0.87 48.80 + 0.31 80.31+1.14

Tab. 6 - Inhibi¢ni aktivita alkaloidii izolovanych z Fumaria officinalis L. vi¢i AChE a BuChE®

alkaloid 1Cs0 (LM)
AChE BuChE
protopin 345,4+6,9 239,6+7,2
kryptopin 477,7+47,3 270,8+39,1
(-)-fumaricin >1000 >1000
(+)-bikukulin 626,1+£122,7 329,0+£90,2
galanthamin® 1,71£0,07 423+1,3
huperizin A* 0,03+0,001 >1000
fysostigmin® 0,063+0,001 0,130+0,004
! referenéni latka
jako zdroj enzymt byly pouzity lidské erytrocyty a lidska plazma
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Tab. 7 - Anticholinesterasova aktivita nkterych rostlin’

druh inhibice AChE (%) galantamin
0,1pg/ml 10ug/ml mg/ml
Galanthus nivalis 59+0,8 435+20
Galanthus eluvesii 48+272 78,0+0,4 1,4
Leucojum aestivum 213+14 86,3+0,4 3,5
Zephyranthes concolor 20,2+3,5 88,0+0,2 2,6
Sternbergia colchiciflora 0 18,4+3,7
Pancrttum maritimum 0 224+3,1 <0,01
Corydalis solida 0 6,9+0,7
Chelidonium majus 0 11,8+0,7
Coridalis bulbosa 0 47,0+0,8
Fumaria officinalis 0 13,7+ 25
Fumaria vaillantii 0 122+1,8
Glaucium flavum 0 30,6 +59

I dal$i obsahové latky maji zajimavé biologické ucinky. U néckterych derivath
kyseliny kavové byl prokdzan inhibi¢ni efekt na replikaci viru hepatitidy typu c®,
Kyselina kdvova ma také spasmolytické G&inky na hladkou svalovinu organt potkant®!,
Kyselina p-fumarovd ma protizanétlivé uginky*’, je terapeuticky G&inna v 16¢b&
lupenky®® a ma potencial pii hledani 1é¢by u roztrousené sklerozy®. Kyselina
p-kumarova spolecné s kyselinou kavovou mayji také protizanétlivy ucinek®. PH studii
na krysach bylo dokazano, ze kyselina p-kumarova ma protektivni G¢inky na ledviny,
kdy bylo podavané nefrotoxické kadmium®. Fenolové kyseliny, jako jsou kyselina
kavova, p-kumarova a ferulova, vykazuji i antitimikrobni a antioxida¢ni aktivitu®'. Dalsi
z kyselin, které se nachazeji ve Fumaria officinalis, je kyselina protokatechova, u které
byl zjistén antiapopticky efekt na srdce zatizené hypertenzi a dale antioxidacni efekt®.
Byla prokazana i antibakterialni u¢innost s moznym vyuZzitim v potravinéfstvisg. Jedna
studie dolozila uc¢inek antihyperglykemicky na diabetickych kryséch40. DalSim
vyznamnym uc¢inkem kyseliny protokatechové je neuroprotektivni efekt u buné¢k, kde
byla vyvoldna apoptéza oxidacnim stresem, cehoZ by se dalo vyuzit v 1écbé
neurodegenerativnich onemocnéni jako je naptiklad Parkinsonova choroba®’.

Podle studii vykazoval sumarni extrakt Fumaria officinalis urcitou inhibi¢ni

aktivitu viici AChE a BuChE a tedy ma pontecialni vyuziti v 1é¢bé AD.
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3.2 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba byla znama jiz v 1. poloving 20. stoleti. Tehdy byla tato nemoc
vzéacna, ale dnes je to nejéast&jsi pficina demence®. Lékak Alois Alzheimer, po kterém
byla tato nemoc pojmenovana, popsal a ptednesl, v roce 1906, piipad pani Auguste D.
Tento piipad je povazovan za oddéleni Alzheimerovy demence od ostatnich demenci.
V t¢ dobé byly objeveny senilni plaky a neurondlni klubka, coz jsou typické
histologické znaky této nemoci. Pii AD dochazi k ubytku mozkové tkané. Dusledkem
toho dochazi k nedostatku neuromediatord, jako jsou acetylcholin, noradrenalin,
dopamin a serotonin, a k poruchdim mozkovych funkci. Dochazi k poskozeni
intelektu a poruchdm chovani. Pocet nemocnych v populaci stale roste s prodluzujici se
délkou Zivota, jeliko vyskyt nemoci souvisi s vékem*****°, V/ roce 2010 bylo v Ceské
republice asi 120 tisic lidi trpici AD a ocekava se, ze do roku 2050 se toto mnozstvi
nemocnych zdvojnasobi. V celé EU pak Zije asi 7,3 miliond lidi s demenci®®. AD je
¢tvrtou pfic¢inou umrti v zapadnich zemich. Tato nemoc je velmi naro¢na jak z hlediska
socialniho, pro nemocné i jejich rodiny, tak z hlediska ekonomického, jelikoz 1é¢ba

a pecovani o nemocné jsou velmi nakladné®’.
3.2.1 Epidemiologie

Incidence je pocet novych piipadii onemocnéni, které jsou zjistény v uréitém casovém
obdobi v populaci, kde existuje riziko, Ze se nemoc vyskytne. Prevalence je pocet
onemocnénych v celé zkoumané populaci®. AD je nejéastdji se vyskytujici forma
demence, tvori az 60 % pripadii onemocnéni demenci®®. Studie ukézaly, Ze prevalence

i incidence AD roste s vé8kem a to velmi strmé.

AD se vyskytuje v nékolika formach. Rana forma je ta, ukteré se pfiznaky
objevi jesté pfed 60. rokem Zivota. U pozdni formy se pfiznaky objevi az po 60 roce
zivota. Dale rozeznavame formu familiarni, ktera tvoii asi 5-10 % nemocnych AD,
a formu sporadickou, ktera ¢ini zbylych 90-95 %. Incidence AD presenilni formy
u skupiny 40-60 let ¢ini asi kolem 2,4/100 000 osob/rok. U formy pozdni to je asi kolem
120-130/100 000 osob/rok. Prevalence je zhruba v 62,5 roce asi 0,7 % a kazdych

4,5 roku se zdvojnasobuje. Toto zjisténi vysvétluje, pro¢ kolem 65. roku zivota trpi AD
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asi 10 % populace, kdezto ve skupiné¢ 85 let je to jiz téméf polovina populace.
Ve vyssim véku onemocni Zeny 2-3krat Sast&ji nez muzi®.
LBD FTD ostatni

AD-LBD 3% 9% S % AD
12% _oum

v [
5%|

AD-VD
10 %
AD — Alzheimerova nemoc
VD - vaskularni demence
LBD — nemoc s Lewyho télisky
FTD — frontotemporalni demence

Obr. 5 - Vyskyt jednotlivych typt demence®®

3.2.2 Rizikové faktory

Jiz z epidemiologie vyplyva, ze AD souvisi s vékem. S rostoucim vékem se zvySuje
vyskyt a tedy i riziko AD. Dalsi velmi vyznamny faktor je familiarni vyskyt, ktery je
podminén genetickymi vlivy spole¢né s vlivy zevniho prostiedi. Pro pozdni formu AD
je rizikovy faktor nosi¢stvi alely -4 genu pro apolipoprotein E, locus
na 12. chromozomu a mutace mitochondrialni DNA. U rané formy AD jsou rizikové
faktory mutace v genu pro amyloidovy prekurzorovy protein (APP), ktera se nachazi
na chromozomu 21, mutace genu pro presenilin 1 na chromozomu 14 a mutace genu pro
presenilin 2 na chromozomu 1. Ale nejenom dédi¢nost se podili na vzniku a rozvoji této
nemoci. Z dalsich faktort, které mohou hrat roli pfi rozvoji AD, jsou to urazy hlavy,
nizsi vzdélani, koufeni, hlinik, zinek a pohlavi43’45’44.

Vliv urazu hlavy na rozvoj AD je sporny, nékolik studii toto tvrzeni vyvraci
a naopak existuji i studie, které jej potvrzuji. Jedna z nich tika, Ze u pacientt, kteti
utrp€li poranéni hlavy a navic maji nosiCstvi e-4-alely, je az desetinasobné vyssi riziko,
7e onemocni AD*. 1 dal§i studie potvrzuje moznou souvislost mezi poranénim hlavy
a rozvojem AD°,

Studie zkoumajici vliv vySe vzdélani na AD opét nejsou jednotné. Nékteré
studie uvadéji, ze vzdélani ma minimalni vliv na rozvoj AD. Jiné prace fikaji, Ze u lidi,
kteti maji vyssi vzdélani, a tedy ,.trénovany mozek®, je pomalejsi rozvoj a nizsi riziko

AD®,
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Koufeni je jedno z nejrizikovéjSich chovani pro rozvoj rtznych civilizanich
nemoci, jako je rakovina plic, bronchitidy, sklerotizace tepen a jiné. Ve studiich
zkoumajici vliv koufeni na rozvoj AD, se ale objevily i nazory, Ze koufeni ma naopak
protektivni G¢inky. Avsak v posledni dob¢ pievladaji nazory, ze koufeni je vyznamnym
rizikovym faktorem i pfi vzniku AD",

Je prokazano, ze hlinik je neurotoxicka latka. Byl zjistovan vliv neurotoxicity
hliniku na rozvoj AD. V nékterych studiich bylo popsano zvySené mnozstvi hliniku
v mozku nemocnych. Hlinik muze ovliviiovat tvorbu abnormalniho t-proteinu
a prispivat k tvorbé neuronélnich klubek a neuritickych plak. Novodobé¢ studie se vSak
pFiklangji k nazoru, Ze hlinik nem4 p¥imy vliv na rozvoji AD**°2,

Dalsim neurotoxickym prvkem je zinek. V nizkych davkach je pro organizmus
dulezity, ale ve vysokych muze pusobit Skodlivé. Studie dokladaji, ze se zinek muze
podilet na rozvoji AD. Zinek se pravdépodobné podili na vzniku amyloidovych plak
a oxidac¢nim stresu, ktery ma za nasledek poskozeni nervové tkané a apoptdzu. Zinek se
pak kumuluje v poskozenych neuronech. Dnes se uvazuje i o moznosti 1écby AD
pomoci chelatacnich latek, které by vychytavaly zinek a mohly by rozpustit amyloidové

43,53

plaky

Jak uz bylo vySe zmin€no, Zeny trpi AD castéji, ale nejsou jasné diikkazy, Ze by
pohlavi mélo vliv na rozvoji AD. Byl zkoumdn 1 vliv podavani estrogeni zZendm
V menopauze. Zavéry jsou opét velmi sporné. Jedny studie tvrdi, Ze podavani estrogenli

mize snizit riziko AD, ale jiné to popiraji*. Terapeuticky se viak estrogeny pouzivaji>*.
3.2.3 Klinicky obraz

Vyvoj této nemoci muze trvat az desitky let. Udava se 8-20 let v zavislosti na Zivotnim
stylu a zdravotnim stavu jednotlivce. Projevy u jednotlivych pacientl byvaji podobné,
ale nemusi byt vzdy stejné. Kazdy pacient svou nemoc vnima odliSné.

AD se d¢li na n€kolik stadii. Prvni stadium je preklinické. Toto stadium je
bezptiznakové a trva do objeveni prvnich ptiznaki, pravdépodobné nékolik let. Dochézi
k progresivnimu odumirani nervovych bunék, coz se poté projevuje urcitymi ptiznaky,
které se stupnuji s postupujici chorobou. S prvnimi pfiznaky nastupuje rané obdobi.
Néstup nemoci byva velmi pozvolny a témét nepostiehnutelny, ale s jejim postupem

nemocni ztraci jednotlivé mozkové funkce a nemoc se vice projevujess.
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Prvni pfiznaky se projevuji poruchami kratkodobé paméti, dlouhodobd je
zachovana. Pamét’ je jedno z prvnich center, jez je postizeno pii odumirani neuront.
Pacient za¢ina zapominat, co mél k obédu, co ma nakoupit, kam si polozil bryle, koho
potkal, co Cetl a podobn¢. Okoli si téchto piiznakii nemusi viibec vSimnout, jelikoz
zapomnétlivost ke staii patii. Postupné se pridavaji poruchy feci. Re¢ byva sice plynuld,
ale nemocni tézko hledaji slova a nemohou se vyjadfit. Nastava tieti stadium nemoci
(mirné stadium). Postupné se zhorSuji dalsi funkce jako schopnost planovat, logické
mySleni, usudek, socialni dovednosti, orientace. Pacient se ztraci nejprve na neznamych
a pozdé&ji i na znamych mistech, kde se kazdy den pohybuje. V tomto stadiu se mohou
objevit i deprese, halucinace, agresivita a nespavost, které vétsinou nepietrvavaji. Casto
se objevuje i tzv. anozognozie, ktera ztézuje 1é¢bu. Pacient si neuvédomuje, Ze je
nemocny a je presvédéen, Ze mu vibec nic neni, a proto odmita lécbu. Pti dalSim vyvoji
nemoci se objevuji poruchy chovani, blouznéni a nékdy i paranoia. Pacient pfechazi
do stfedniho stadia nemoci a nakonec do pozdniho. V pozdni fazi se pacient nedovede
sam obléci, nevybavi si, jak se pouzivaji véci denni potieby. Nakonec pacient piestava
reagovat, nepoznava piibuzné a znamé a je plné¢ odkdzany na pomoc ostatnich.
Nemocny nepfichdzi jen o kognitivni funkce, ale také o pohyblivost. Neudrzi se vsedé
a Casto dochazi i k inkontinenci moci a stolice a onéméni. V nekterych piipadech se
objevuje i hubnuti***°.

Stfedni délka pteziti je u rané i pozdni formy této nemoci stejna. Pfi rané

vvvvvvvvvvvv

U pozdni formy je to naopak®.

preklinicke stadium = klinickymi symptonmy
stadium £azné, mirné stredni téike
Pamat kratkodobd
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arientace s vécmi
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socialni o .

) socidlni dovednosti
dovednosti
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cas zacdtek 3-5 let 3-5 let

Obr. 6 - Zachované dovednosti v riznych stadiich AD®
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Obr. 7 - Progrese Alzheimerovy choroby*’

3.2.4 Patofyziologie

Pfic¢inu vzniku AD nezname, ale byly zjistény patologické zmény, jak na organové tak
i na bunééné a biochemické trovni, na které miizeme pusobit, a tak ovlivnit prib&h
nemoci. Zmény, které probihaji v mozku pii AD, jsou velmi podobné jako pfi starnuti,
ale probihaji s mnohem vétsi intenzitou a rychleji. Snizuje se hmotnost i objem mozku
k odumirani neuronti a to zejména v mozkové kure a hippokampu. Z odumfelych ¢asti
nervovych bunék, které maji jadro tvofené B-amyloidem, se tvofi senilni plaky
a spolecné s neuronalnimi klubky se akumuluji. Neuralni klubka jsou vlakna, které
spojuje t-protein. Z dtvodu poskozeni neuronalnich spojeni dochazi k poskozeni
systémi neurotransmise. Nejvice se projevuje poskozeni cholinergniho systému. Klesa
hladina acetylcholinu a naopak stoupa mnozstvi AChE, ktera zpusobuje jeho rozklad.
Dale klesaji hladiny serotoninu, noradrenalinu, dopaminu, somatostatinu, GABA,

vasopresinu a dalsich?’.

3.24.1 Cholinergni hypotéza

vvvvvv

(CNS). Je syntetizovan enzymem cholinacetyltransferasou, v neuronech z cholinu
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a acetyl-CoA, a odbouravan AChE v CNS a na periferii BUChE. Ma fadu dilezitych
funkei, které uskuteCniuje vazbou na muskarinové a nikotinové receptory, jak
presynaptické tak postsynaptické. Funguje jako neurotransmiter, ktery ovlivituje pamét’,
uceni a dalsi kognitivni funkce, i jako neuromodulétor, ktery ma inhibi¢ni nebo
excitatni U¢inek na vzdalen€j$i neurotransmiterové systémy. U nemocnych s AD
dochazi Kk poklesu cholinergnich neuronti i cholinacetyltransferasy a v disledku toho
I tvorby acetylcholinu. Nasledky se projevi na chovani pacienta. Cholinergni hypotéza
piedpoklada, ze se acetylcholin podili na ovlivnéni tvorby APP, a proto pii snizené
aktivaci receptort acetylcholinem dochézi k vyssi fosforylaci a chybnému zpracovani

APP, coZ vyusti v tvorbu nerozpustného B-amyloidu a nasledné i senilnich plak®’.

3.2.4.2 Neurony

U neuroni dochazi k numerické atrofii, pocéetnimu ubytku. Neurony produkuji
neurotransmitery, jako je acetylcholin, noradrenalin, somatostatin a jiné. Dusledkem
atrofie se snizuje pocet receptorti i produkce téchto nervovych prenasect a dochazi
K ur¢itym biochemickym zménam. Tyto zmény se nasledné projevuji jako poskozeni
ur€ité ¢asti mozku. Piesny divod pro¢ dochazi k neuralni smrti, neni jisty. Moznymi

duvody apoptozy jsou ukladani B-amyloidu ¢i oxidaéni stres®,
3.2.4.3 Senilni plaky

Senilni plaky jsou ovalné utvary velké 10-200 pm, které tvoii masivni jadro
Z nerozpustného B-amyloidu a zbytky z odumielych nervovych bunék. B-Amyloid je
vytvofen Stépenim transmembranového APP, ktery je bézné piitomen ve sténach
nervovych bunék. APP je St€pen a-sekretasou a y-sekretasou na rozpustny produkt.
Za ur¢itych podminek se muze S$tépit také - a y-sekretasami, které $té€pi APP v jiném
misté, a tak vznikd nerozpustny [-amyloid. Jednotlivé B-amyloidy se shlukuji
a oligomeruji. Tyto oligomery jsou neurotoxické a poSkozuji synapse, mitochondrie
I jiné ¢asti neuront. Shluky B-amyloidu, tvofici se v extracelularnich prostorech, tvoii
jadro amyloidového (senilniho) plaku. Na toto jadro adheruji poSkozené neurity, gliové
elementy a n¢kdy i ¢asti kapilar a dendritd. Nésledkem vzniku plakl se uvoliuji volné
radikaly, zanétlivé cytokiny a enzymy a dochdzi k tvorbé sterilniho zanétu. Spolecné

v o . 2 44,56
s dalsimi procesy to vede ke zvySeni apoptozy neuronti™ ",
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Obr. 8 - Vznik senilnich plakt a neuronalnich klubek*’
3.2.4.4 Neuronalni klubka

Neurondlni klubka jsou shluky hrubsich vlédken, které maji tvar jako plamének. Hlavni
slozkou téchto klubek jsou parova spiralni vlakna, ktera jsou spojenad t-proteinem.
T-Protein, je strukturalni bilkovina, ktera stabilizuje neurotubuly. Za fyziologickych
podminek se vaze na tubulin mikrotubull, kde je nasledné¢ defosforylovan, a tak se
podili na jejich stabilizaci®®. U AD je t-protein hyperfosforylovan a mé jednodusi formu
nez obvykle. Pti hyperfosforylaci dochazi k polymerizaci t-proteinu a tvorb& parové
spiralovitych vlaken. Klubka poskozuji neurony a ty ztraceji funkCnost a zanikaji.
Existuje teorie, ktera tvrdi, Ze za degeneraci t-proteinu mohou toxické shluky

B-amyloidu, ale neni potvrzena44’56.

3.2.4.5 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E je protein, ktery se stara o redistribuci tukd v téle. Apo E se v téle
nachazi ve ttech formach, jako Apo E1, Apo E2 a Apo E4. Nejbéznéjsi formou je
Apo E3, ktery se vyskytuje az u 78 % obyvatel. Apo E2 je naopak velmi vzacny
a najdeme ho jen asi u 8 % obyvatel. Z pohledu AD je vyznamny Apo E4. Tato forma
Apo E se vyskytuje asi u 17 % obyvatel. U lidi postizenych AD se objevuje gen,
kodujici Apo E4, castéji nez pro ostatni isoformy. Nosiéstvi genu pro Apo E4 je
rizikovym faktorem pro vznik AD. Podili se na vzniku senilnich plakti a neuronalnich
klubek, kde se uklada. Spole¢né s amyloidem se uklada i do stén cév, kde zpusobuji
amyloidovou angiopatii. Takto postizené cévy ztraci svoji funkci a je to jedna z piicin

netirazového mozkového krvaceni®>*,
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3.2.4.6 Zanét a oxidaclni stres

Jak jiz bylo feceno diive, pfi tvorbé senilnich plak dochézi k uvolfiovani zanétlivych
mediatord a volnych radikald. Tyto latky pak zpusobuji zanét a poskozuji bunécné
proteiny, membranové lipidy bunék i nukleové kyseliny, a tak zpusobuji dal§i umirani

o « , 44
neurond a poskozeni mozku™.

3.25 Terapie Alzheimerovi choroby**4#47:54

Nejlepsi zpusob 1é¢by je odstranit pficinu, tedy 1écba kauzalni, ale u AD pfi¢inu nemoci
nezndme, a proto se terapie snazi ovlivnit symptomy nemoci a oddalit zhorSeni stavu
nemocného. Nelé¢i se pouze farmakologicky, ale pouZzivaji se i nefarmakologické
metody. Velmi dulezitou soucasti terapie je proto socioterapie, psychoterapie, trénink
kognitivnich funkci a podpora od rodiny a pratel nemocného.

Farmakoterapie se zamé&fuje na dva okruhy 1é¢by. Jednak na terapii poruch
kognitivnich funkci a dale na 1écbu poruch nekognitivnich funkci, které vznikaji

progresi nemoci.
3.2.5.1 Pusobeni na kognitivni funkce

Tato 1é¢ba je zamétena na zlepSeni kognitivnich funkci, paméti, motivace, orientace aj.
a na oddaleni jejich degradace. Za hlavni divod poruch kognitivnich funkci je
povazovano poSkozeni cholinergniho systému v mozku, a proto se strategie 1éCby
zamétuje na jeho ovlivnéni ve smyslu zvySeni funkce. Je mozno pilisobit na nékolika
urovnich: substituce neurotransmiteru, ovlivnéni receptorti a zabranéni degradace

neurotransmiteru.
3.2.5.1.1 Prekurzory acetylcholinu

Dodéni samotného acetylcholinu je nemozné kvili jeho velmi kratkému polocasu.
Ani cholin neni vhodny k substituci, jako prekurzor, jelikoz neprostupuje pies
hematoencefalickou bariéru. Bézn¢ se v mozku syntetizuje cholin z latek, které ho
po rozstépeni uvolni, jako jsou fosfatidylcholin, fosfatidylinositol a fosfatidylserin.
Terapeuticky se vyuziva lecitin, nejCastéji sojovy lecitin, coz je glycerol
substituovany fosfatidylcholinem a mastnymi kyselinami. Nevyhodou této 1écby je, ze
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pii AD klesa mnozstvi enzymu, ktery syntetizuje acetylcholin z jeho prekurzort.
V klinické praxi nejsou vysledky podavani lecitinu pfili§ uspokojivé. Nejcastéji je

podavan jen jako kombinovana 1é¢ba s inhibitory cholinesterasy.

3.2.5.1.2 Inhibitory cholinesteras (kognitiva)

U AD dochazi k zvySené aktivit¢ a mnozstvi enzymi, které rozkladaji acetylcholin
na cholin a kyselinu octovou. Hlavnimi enzymy jsou AChE a BUChE. Tyto enzymy
mizeme blokovat, a tak zabranit degradaci acetylcholinu a zvysit jeho nabidku k vazbé
formy AD. Existuje nékolika moznosti, jak blokovat cholinesterasy. Prvni zpiisob je
reverzibilni blokada, kdy cholinesterasa je inhibovana tak dlouho, dokud je pfitomny
inhibitor, po odbourani je opét cholinesterasa aktivni. Druhy zptlisob je ireverzibilni
blokada, kdy se inhibitor navaze na cholinesterasu pevnou vazbou, kterou ji inaktivuje
a poté se odbouraji jako komplex. Tteti formou blokady je pseudoireverzibilni blokada.
Inhibitor vytésni acetylcholin z vazby na cholinesterasu anavaze se na jeho misto.
Cholinesterasa odbourava inhibitor misto acetylcholinu. Pisobeni blokady je delsi nez
pfitomnost inhibitoru.

Dle chemické struktury Ize inhibitory cholinesteras rozdélit do n€kolika skupin.
Akridinové pfipravky patii mezi reverzibilni inhibitory. Do této skupiny patii
tetrahydroaminoakridin, ktery je znam pod nazvem takrin. Tato latka ma velmi dobrou
ucéinnost, ale je také vysoce hepatotoxicka, a proto byla stazena z klinického uZziti.

Piperidinové derivaty jsou ¢isté inhibitory AChE. Pravé zastupce této skupiny je
jeden z nejpouzivangjSich piipravka pro 1écbu AD. Jedna se o donepezil. Donepezil ma
dlouhy elimina¢ni polocas, coZ umoziiuje podavani jedenkrat denn€. Je u¢inny, velmi
dobte sndSen a ma jen minimalni neZadouci u¢inky.

Karbamatové derivaty jsou odvozeny od prirodni latky fysostigminu, ktera se
pouzivéa pouze experimentdlne. M4 velmi kratky polo¢as a mnoho nezadoucich ucinki.
Postupnymi obménami a prodluzovanim postranniho fetézce se piislo na latky s lepSimi
vlastnostmi. Mezi tyto latky patii i terapeuticky vyuZzivany rivastigmin.

Mezi dalsi pfirodni latky, které maji vyznam pii lécbé AD, patii galanthamin
a huperzin A. Galanthamin je alkoloid izolovany z cibuli snézenky a jinych rostlin
Celedi Amarillidaceae. Tento alkaloid reverzibilné inhibuje AChE a alostericky

moduluje nikotinové receptory. Modulace zvySuje pienos na receptorech, a brani tak
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hyposenzitivit¢ muskarinovych receptorti a zvySuje vydej acetylcholinu57. Huperzin A
je lykodinovy alkaloid, ktery se vyskytuje v celedich Huperziaceae, Lycopodiaceae
(rody Huperzia a Selaginella). V ¢inské mediciné se pouziva rostlina Huperzia serrata
a dalsi rostliny z této celedi jako prostiedek snizujici teplotu, k 1é€bé pohmozdénin
a krevnich ztrat a pii schizofrenii. Huperzin A prostupuje ptes hematoencefalickou
bariéru do mozku, kde vykazuje vysokou afinitu k AChE. Pusobi zde jako reverzibilni
inhibitor. Dale studie ukazaly, Ze ma i antioxida¢ni ucinky a zmirfuje toxicitu
B-amyloidu. V klinickém zkouSeni vykazuje slibné vysledky, a proto se da o¢ekavat, ze
huperzin A bude pfinosem v 1é¢b& AD*®,

Organofosfaty patii mezi ireverzibilni inhibitory cholinesteras. Zastupcem z této

skupiny je metrifonat, ktery se jiz klinicky uzival s dobrymi vysledky.
3.2.5.1.3 Latky ovliviujici muskarinové a nikotinové receptory

Latky z této skupiny jsou zatim jen ve fazi zkouseni. Nadéjné vyhlizi xanemolin, coZ je

agonista postsynaptickych M; receptorti.
3.2.5.1.4 Dalsi latky

K dal$im latkam patii vitamin E, ktery prokazal zna¢né antioxidacni G¢inky, nootropika
piracetam a pyritinol. Piracetam u zvitat zlepsuje uvoliiovani acetylcholinu a pyritinol

kromé nootropnich uc¢inki likviduje volné kyslikové radikaly.

3.2.5.2 Pusobeni na nekognitivni funkce

Do této skupiny patii 1é€ba paranoie, halucinaci, poruch spanku, Uzkosti a deprese,
emoénich poruch a daldich®™*. Ze skupin 1é&ivych pripravki jsou pouzivany

antidepresiva, 1é¢iva pii poruchach spanku, zejména zolpidem a zopiklon, anxiolytika

a neuroleptika®’.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Material a vybaveni pro izolaci

411 Rozpoustédla a chemikalie

1ékaisky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (Penta) (Bz)
chloroform p. a. (Penta) (CHCls)

diethylether p. a. (LachNer, CZ) (Et,0)

ethanol 95%, denaturovany methanolem p. a. (Penta) (EtOH)
Kyselina chlorovodikova p. a. (LachNer) (HCI)

uhli¢itan sodny, bezvody (Penta)

diethylamin p. a. (LachNer) (Et,NH)

cyklohexan p. a. (Penta) (CgH12)

toluen p. a. (Penta) (CsHsCH3)

4.1.2 Detekéni ¢inidla

Dragendorffovo ¢inidlo

roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti
v 80 ml vody

roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml vody

zasobni roztok: roztoky A a B se smisi v objemu 1:1

detek¢éni roztok: 5 ml zasobniho roztoku se ptida k roztoku 10 g kyseliny vinné v 50 ml
vody

4.1.3 Pomocné latky

Kiemelina Celite 535 John's Manville (Sigma-Aldrich, CZ)
Argon (5.0)

4.1.4 Vyvijeci soustavy pro TLC

S1: cyklohexan+toluen+diethylamin (10:10:1)
S2: cyklohexan+toluen+diethylamin (65:30:5, 55:40:5)
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Ss: toluen+diethylamin (97:3, 9:1)
S4: toluen+chloroform+diethylamin (45:45:10).
Ss: cyklohexan+diethylamin (9:1)

4.1.5 Absorbenty pro chromatografii

Komer¢ni desky se silikagelem Merck: TLC Silicagel 60 F,s4 (Merck, C2)

Nalévané desky se silikagelem: Kieselgel 60 GF,s4 (Merck, CZ)

Al,O3 neutralni (fa ACROSS, velikost zrn 40-200 pm) desaktivovany 6 % vody, stupen
aktivity Brockmann IlI

silikagel L 0,04-0,08 mm, vy¢istény (Lachema)

4.1.6 Pristroje a pomucky

Vakuova odparka Biichi Rotavapor R-114

4.1.7 Rostlinny material

Fumaria officinalis L. (Fumariaceae) susena nat’ od firmy Megafyt s. r. 0., (Vrané
nad Vltavou). Vertifikace provedena Prof. RNDr. L. Opletalem, CSc. Dokladové vzorky
rostliny jsou uloZeny v herbafi na FaF UK HK.

4.2 Material a vybaveni pro stanoveni cholinesterasové aktivity

4.2.1 Chemikalie

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, bezvody, p. a. (Penta)

Acetylthiocholin jodid (ATChl) (Sigma-Aldrich)

Butyrylthiocholin jodid (BuTChl) (Sigma-Adrich)

Dimethylsulfoxid (DMSOQO) p. a. (Sigma-Adrich)

5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB) > 98% (Sigma-Adrich)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

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

5mM Fosfatovy pufr pH 7,4
5mM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
100mM Fostatovy pufr pH 7,4

4.2.3 Biologicky matrial

Zdrojem AChE byl hemolyzat erytrocyti a zdrojem BUChE byla lidska plazma
po odstranéni erytrocyti™.

Enzymové preparity byly podrobeny analyze na aktivitu pouzitim substrati
(ATChI pro AChE, BUTChl pro BuChE). Inhibi¢ni aktivita latek mize byt méfena
pouze na takovych preparatech, které maji po probéhnuté Ellmannové reakci absorbanci
A= 0,08-0,15 pro hemolyzat erytrocyti a A= 0,15-0,20 pro plazmu. Jestlize je aktivita
preparati vys$i, musi se ziedit vhodnym mnoZzstvim 5SmM fosfatového pufru pH 7.4.
Aktivita se zjistuje stejnym zplisobem jako v piipadé méfeni izolovanych latek s tim

rozdilem, ze misto roztoku sledovanych latek se ptidad pouze DMSO.
4.3 Obecné metody
4.3.1 Priprava a ¢iSténi rozpoustédel

Vsechna pouzitd rozpoustédla byla pfed pouzitim pieciSténa destilaci®®. Z divodu
mozného zneéisténi vodou bylo prvnich 5 % zachyceno a odstranéno. Zbyla
vydestilovana frakce rozpoustédla (cca. 90 %) byla uchovavana v hnédych nadobach

chranénych pied svétlem.
4.3.2 Odparovani rozpoustédel z extrakti a jejich uchovavani

Extrakty ziskané z frakci kapalinové chromatografie ¢i preparativni TLC byly odpateny
pomoci rota¢ni vakuové odparky za sniZzeného tlaku na vodni lazni o teploté 40 °C.
Roztoky jednotlivych alkaloidii v ampulkach, ziskanych ze sumdrniho extraktu, byly
odpafeny na vodni lazni o teploté 60 °C proudem vzduchu. Uplné dosuseni bylo

provedeno ve vakuovém exsikatoru, odkud byl odéerpan vzduch (10 mmHg),
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nad silikagelem asi 24 hodin. Odparky byly uchovavany pod argonem a uloZeny

pti -22°C nez se pouzily k dal§im zkouskam.
4.3.3 Detekce na chromatografickych deskach

Na chromatografickych deskéch byla zjiStovéana piitomnost alkaloidii detekci pomoci
UV lampy pii vlnové délce 254 a 366 nm a nasledné postiikem Dragendorffovym

¢inidlem (oranzové zbarvené skvrny).
4.3.4 Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl pfipraven obvyklym zplsobem nalévanim suspenze

silikagelu v mobilni fazi.
4.3.5 Priprava preparativnich litych TLC desek

Na sklenénou desku, urcenou pro preparativni TLC, byla nalita suspenze silikagelu
ve vods, kde na 1 cm? bylo pouzito 0,03 g silikagelu v 0,1 ml vody. Takto vytvorené

desky se nechaly schnout nejméné 24 hodin.
4.4  1Izolace alkaloidi
4.4.1 Piiprava sumarniho diethyletherového extraktu®

Tato ¢ast prace byla provedena mimo ramec mé diplomové prace.

Pro ptipravu extraktu bylo pouzito 25,15 kg suché drobn¢ fezané nati zemédymu
Iékatského. Extrakt byl ziskan pomoci perkolace za pouziti 95% EtOH v poméru 1:8,15.
Poté byl zahustén na asi 7 litrii. Extrakt byl zahtat na 70 °C, byly pfidany 3 litry vody
a2 litry 2% kyseliny chlorovodikové (pH~1,5). Poté byl zfedén jeste¢ 5 litry vody,
zchlazen na 30 °C a zfiltrovan ptes vliselin. Filtr byl promyt jesté 3 litry 0,1% kyseliny
chlorovodikové a nakonec 2 litry vody. Ziskany extrakt byl doplnén na objem 20 litrg.
Filtrat byl zalkalizovan 10% uhli¢itanem sodnym na pH~9,5 (asi 3 litry). Vznikla
suspenze byla vytiepana po Castech Skrat 5 litry Et;O. Bylo ziskdno 99 g tmavé hnédé
zbarveného extraktu viskozni konzistence. Z diivodu lepsiho ¢isténi byl extrakt rozdélen

na dvé casti, které se rozpustily v CHCI3 (47,6 g a 48,2 g). Ke kazdé ¢asti se piidalo
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400 ml 2% kyseliny chlorovodikové (pH~1-2) a celkové mnozstvi bylo doplnéno
do 1 litru vodou. Nasledovala filtrace ptes kiemelinu. Filtraty poté byly zalkalizovany
10% uhli¢itanem sodnym na pH 9-10 a 6krat vytfepany 200 ml CH3Cl. Vytiepky byly
podrobeny zkousce Mayerovym cCinidlem, ktera prokdzala nepfitomnost dalSich
alkaloidii ve vodné fazi. Obé casti, byly pfeciStény a poté opét spojeny. Celkova
hmotnost extraktu byla 87,5 g.

Pomoci TLC byl zjistén obsah 10 alkaloidii v sumarnim diethyleterovém extraktu.
Nalezeny byly jesté¢ 2 latky, které vSak nereagovaly charakteristickym oranzovym
zbarvenim po detekce Dragendorffovym ¢inidlem. TLC bylo provedeno
za nasledujicich podminek: Adsorbent Komer¢ni desky se silikagelem fy Merck: TLC
Silica gel 60 Fys4 (Merck), komora nasycena, mobilni faze: S;, draha 8,5 cm, pocet
vyvijeni 2krat, detekce UV 254, Dragendorffovo. ¢inidlo.

,
{
g

)

/ ~

Obr. 9 - Chromatogram — sumarni diethyletherovy vyttepek Fumarie officinalis
Adsorbent Komer¢ni desky se silikagelem Merck: TLC Silica gel 60 Fys4 (Merck, CZ),
komora nasycena, MF: S; 8,5 cm, pocet vyvijeni 2x, detekce UV 254 a Dragendorffovo

¢inidlo.
4.4.2 Rozdéleni sumarniho extraktu na frakce
Extrakt byl rozdélen pomoci sloupcové chromatografie na frakce, z kterych byly dale

izolovany jednotlivé alkaloidy. Eluce byla provedena gradientovym zpisobem.
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Tab. 8 - Podminky sloupcové chromatografie diethyletherového extraktu F. officinalis

odparek 87,59

adsorbent na roztér 350 g
Al;O3 neutralni (fa ACROSS, velikost zrn 40-200

adsorbent um) desaktivovany 6 % vody, mnoZstvi adsorbentu
2625 g (pomér 30:1 k mnozstvi roztéru)

pramér kolony 9,5 cm

vyska sloupce adsorbentu 34 cm

mrtvy objem 1760 mL

pritok 1500 mL/hod

mobilni faze

smés lékaiského benzinu a chloroformu
v pomérech (9:1, 17:3, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 1:4)

chloroform

smé&s chloroformu a ethanol uv pomérech (3:1, 1:1)

Kvalitativni slozeni jednotlivych frakci bylo sledovano pomoci kontrolni TLC.

Jako mobilni faze byly pouzity Si1, S, a S; podle polarity jednotlivych frakei. Eluaty,

které obsahovaly stejné alkaloidy, byly spojeny a vzniklo tak celkové 11 frakci.

Tab. 9 - Frakce ziskané ze sumarniho diethyletherového extraktu

Spojené frakce Mobilni faze Hmotnost frakci (g)
50-54 0,30
55-67 Bz+CHCl; (3:2) 13,89
68-76 6,30
77-87 Bz+CHCI; (3:2, 1:1) 9,60
88-93 13,59
94-101 7,70

Bz+CHCl; (1:1)

102-108 1,00
109-120 1,46
121-137 Bz+CHCl3 (1:1, 2:3) 2,00

Bz+CHCl3 (2:3, 1:4),
138-178 8,75

CH Cl;

CHClI;, CHCI3;+EtOH

179-201 10,90
(3:1, 1:1)

celkova hmotnost extraktu 75,49
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Obr. 10 - Chromatogram — 11 frakei vzniklych ze sumarniho extraktu
Adsorbent Komer¢ni desky se silikagelem Merck: TLC Silica gel 60 F,s4 (Merck, CZ),

komora nasycena, MF: toluen a diethylamin 9:1, drdha 7,5 cm, pocet vyvijeni 1X,
detekce UV 254 a Dragendorffovo ¢inidlo.

4.4.3 Izolace alkaloidi z frakce 68 - 76 pomoci preparativni TLC

V mé praci jsem pokracovala ve zpracovani frakce 68-76.

4.4.3.1 Vybér vhodné mobilni faze

Obr. 11 - Chromatogramy pouzitych jednotlivych mobilnich fazi: z leva Ay, Ay,
Az, Ag, As, As
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Tab. 10 - Podminky pro analytické TLC

odparek

10 mg z frakce 68-76

smés CHCI3; a EtOH (1:1)

0,5 ml

adsorbent
chromatografické desky

Komeréni desky se silikagelem Merck: TLC Silica
gel 60 Fuss (Merck, CZ), o velikosti 10x2,5cm,
nanaseni v ¢arce

délka dahy 7,5cm
M;: 95:5
CeHio + EtoNH v poméru M,: 90:10
mobilni faze mz: gg:éS
Me: 90:10
A M, vyvijeno 2X
A Mo, vyvijeno 2X
A Ms, vyvijeno 2X
A Ma, vyvijeno 2X
A Ms, vyvijeno 2X
A Me, vyvijeno 2X
UV lampa o vlnové délce 254 a 366 nm,
detekce

Dragendorffovo ¢inidlo
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4.4.3.2 Preparativni TLC

Na zaklad¢ TLC vyse byla k preparativni TLC pro rozdé€leni frakci vybrana mobilni
faze M. Skvrny by mély mit reten¢ni faktor (R¢) idealné mezi 0,2-0,8.

Adsorbent z jednotlivych zén byl separatné shromazdén, eluovan potiebnym
mnozstvim smési CHCI; + EtOH (1:1) a odpafen na vakuové odparce. Ziskané frakce

byly déle zpracovany.

Obr. 12 - Chromatogram na sklenéné lit¢ TLC desticce
Adsorbent Kieselgel 60 GFjs4 (Merck, CZ), komora nasycena, MF: Et,NH + EtOH
(9:1), draha 7,5 cm, pocet vyvijeni 2X, detekce UV 254 a Dragendorffovo ¢inidlo.

Tab. 11- Podminky preparativni TLC spojenych frakci 68-76 diethyletherového extraktu

6,76 g; rozpuSténo v 84,5 ml smési
frakee CHCl;+ EtOH (1:1)
adsorbent Kieselgel 60 GFzs4 (Merck, CZ)
chromatografické desky 15%x12 cm, nanaska v pruhu, délka drahy
10,5cm
pocet desek 122
chromatografickd soustava CeHio + EtoNH (9:1)
vyvijeni 2,5X%
detekce UV 254 nm
1-R¢ 0,27 (DH-1)
2-Rf 0,40 (DH-2)
3-R¢ 0,60 (DH-3)
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Cistota latek byla stanovena kontrolni TLC za nasledujicich podminek: Kieselgel 60
GF2s4 (Merck, CZ), komora nasycend, MF: CgHi2 + Et;NH (9:1) draha 8,5 cm, pocet
vyvijeni 2X, detekce UV 254, Dragendorffovo. ¢inidlo.

Po vyvinuti a vysuSeni chromatografickych desek byl adsorbent s jednotlivymi
zonami separovan, smichan s kiemelinou Celite 535 (3:1) a eluovana smési
CHCI; + EtOH (1:1). Eluaty (kromé latky DH-2) byly odpateny, krystalizovany
ze smési  CHCI; + EtOH, krystaly odfiltrovany, promyty malym mnozstvim

EtOH + CHCIj3 (9:1) a vysuseny ve vakuovém exsikatoru.

Tab. 12 - Cisté latky ziskané ze zon

) hmotnost Cisté
latka eluce hmotnost popis
latky
Sedé, drobné
DH-1 250 mi 2,984 ¢ 2,010
krystaly
DH-2 100 ml 0,653 g nahnédla péna 0,145
nazloutla,
DH-3 100 ml 0,083 g 0,012
praskovita latka

Latku DH-2 se nepodafilo krystalizovat, odparek byl proto rozpustén v 6,5 ml
smési CHCl3 + CgHsCH3 (9:1) vlit na sloupecek vycisténého silikagelu L 0,04-0,08 mm,
po vsaknuti byla provedena eluce 15 ml smési CHCIl3 + C¢HsCH3 (9:1). Po odpateni

eludtu a vysuseni odparku ve vakuovém exsikatoru byl pouzit pro dalsi analyzu.
4.5 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (1Csp)

ICso byla stanovena pomoci Ellmanovy spektrofotometrické metody za pouziti
5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®. Estery thiocholinu slouzi jako
substraty, které jsou §t€peny cholinesterasami na thiocholin a pfislusnou kyselinu.

Pii méfeni aktivity u latek bylo napipetovano 8,3 plazmy nebo lyzatu erytrocytt
do jamek v mikrotitracnich destickach. Poté bylo pfidano 283 ul DTNB a 8,3 ul roztoku
latek v DMSO o klesajici koncentraci (40,0; 10,0; 4,0; 1,0; 0,4 mM piipadné i nizsi).
Jako slepy roztok byl pouzit DMSO (8,3 ul). Ve bylo promichano 1 minutu na tiepacce
a desticka byla inkubovana Vv pfistroji reader Bio Tek 2 po dobu 5 minut pii 37 °C. Poté
bylo ptidano do kazdé jamky 33,3 ul roztoku substratu (5mM ATChI nebo 5mM

BuTChl) a po 2 minutaich se méfil zluty barevny produkt, vznikly navazanim
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SH- skupiny z thiocholinu na DTBN, pfi pfislusné vinové délce (pro hemolyzat
a ATChI pii 436 nm, pro plazmu a BuTChlI pii 412 nm). Kazda koncentrace zaujimala
3 jamky, kazda latka byla méfena v 6 opakovanich. Inhibice se piepocitala na procenta
pomoci vzorce:
% 1= 100- (AAgL/AAsa)*100

kde: AAp_— narGst absorbance slepého vzorku za 1 min

AAsp — narust absorbance méfeného vzorku

Pomoci programu GrapfPad byla stanovena hodnota ICs. ktera byla porovnana
s referen¢nimi latkami (galanhtamin a huperzin A). Smérodatné odchylky byly

vypocitany pomoci Microsoft Excel.
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5 Vysledky

5.1 Identifikace izolovanych latek

Pomoci vysledki ziskanych z hmotnostni spektrometrie (MS) a nuklearni magnetické
rezonance (NMR) a po srovnani s literaturou byly izolované latky identifikované jako

protopin, N-methylkorydaldin a (+)-fumarilin.
5.1.1 Stanoveni struktury DH-1

Bila, drobné krystalicka latka, bez zapachu, teplota tani 206-208 °C. Izolovana latka

byla uréena jako protopin.

Obr. 13 - Strukturalni vzorec protopinu

5.1.1.1 MS studie

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

100- Lo
50-
163
s 1S5S0 P
42 287 234
0-
60 120 180 240 300 360

Obr. 14 - MS spektrum protopinu
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5.1.1.2 'H NMR studie

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6.90 (1H, s, H1), 6.68 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 6.65
(1H,d, J = 8.0 Hz, H12), 6.63 (1H, s, H4), 5.94 (2H, s, H15), 5.91 (2H, s, H16),
3.96-3.69 (2H, m, H13), 3.69-3.45 (2H, m, H8), 3.23-2.84 (1H, m, H5), 2.76-2.40
(3H, m, H5, H6, H6), 1.95 (3H, s, N - CHs).
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Obr. 15 - *H NMR spektrum protopinu

41



5.1.1.3 C NMR studie

3¢ NMR (125 MHz, CDCls): 192.4 (C14), 148.0 (C3), 146.2 (C9), 146.0 (C10),
145.9 (C2), 135.8 (Cl4a), 132.5 (C4a), 128.8 (Cl2a), 124.9 (C12), 117.6 (C8a),
110.4 (C4), 108.0 (C1), 106.7 (C11), 101.2 (C15), 100.8 (C16), 57.7 (C6), 50.9 (C8),
46.2 (C13), 41.5 (N - CHy), 31.5 (C5).
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Obr. 16 - *C NMR spektrum protopinu



5.1.2 Stanoveni struktury DH-2
Svétle zlutd latka, charakteru pény, optickd otacCivosti byla zmétfena [OL]ZDS = +77 st.,

C 0,09 (mé¢teno v CHCI3). Izolovana latka byla uréena jako (+)-fumarilin.

Obr. 17 - Strukturalni vzorec (+)-fumarilinu

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

100- 3z
501
71
1%
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L2 87 ws |11 e

60 90 120 150 130 20 240 270 300 330 30 330
Obr. 18 - MS spektrum (+)-fumarilinu
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5.1.2.2 'H NMR studie

'H NMR: (500 MHz, CDs0D) & 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,0-), 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,
NCHj).
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Obr. 19 - *H NMR spektrum (+)-fumarilinu
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5.1.2.3 C NMR studie

BC 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-), 1025 (2,3-OCH,0-), 72.8
(C14), 49.4 (C6), 40.9 (C8), 39.3 (NCH3), 29.1 (C5).

F 8
]
]
£58°02 =
& F
€90°62 \ 3 i
3 . o
2 O«
1 £
SEE"6E H. e
898°0% F
¥6¥ 8 (]
% E [ =
§99°8% % L
LES 8F F
000" 6% 2. E
TLT 6¥ =+ F
TveE 6y X2 B9
ZIV 6¥ =
YIS 6¥ -
0LE" 95 F
7 3
9E8°2TL 0
i
LTS 20T £
£ F o
\ H o
TS8°HOT —= -
9S2°G0T— E
S9€760T F* [
TZ6°9TT E
= b E
— B
669°6TT / F
tEb'DZI—/i —
zeS'auJ_-' 2 E
8E0"TIET 4 F o
F
80T SHT— 2 F 3
- 0L S FT g [
—  E
68T 8%T — g i
805°8¥%T E
F o
LLL 6¥T . o
F oo
£ F
F o
F o
§L -
L =
b Eie
— ©
f [ &
€48 ¥0Z - E
F -
AR oocoocx®o o ﬂﬂ%g oM"Y r~NHOwOo o oo ™
oooooo 1 S°a
w S:8 R S & R
= ~ 5 AN N ™ 2 - o @ ~
o o o o 1<} N oA - o~
34 i B 6w '&°¢ -
2 8 w ﬂj B r-]
1S 1] Q ]
o E E A =}
" w o
< @ 3 (=] [ O
l-ﬂ‘g 7] = a o
1] 94 o
ME ad A o o
n'm: 5:3:%2 - g & a8 4 =] za‘ ] U LW g
o x EE - LI " ) A-A‘UE - wg‘kNEH o> P a
N‘g;{#“ 'I’U OOOOOOOOOOO F!OEEOF‘
- N9 4 AH +frNMOHOO® - o N o L] - o
O ™M H v O W - o wno oo Or~m - -
~ o ogeo . T N . - . -
Usﬁvﬂauzoﬂwﬁ ™ I wn o w -
™ H o oo~ el o
= Mo = | H oo E - 7]
o = SN W oM 13 o
5 &5 g5%4 § g g
- gn |‘£ (a4 E o
(3] @0 2 4~ a N B (9] [
FRA I E 2 2
a - a o
- Ly @ > 0w g < 13 o ; ::;
g9 B 537838 "iupasgus sfi3i: gpesiy
= o T om - L) m g« q9U RO I Ty ) 'g'U’g'U'U’g

Obr. 20 - *C NMR spektrum (+)-fumarilinu

45



5.1.3 Stanoveni struktury DH-3
Nasedla, praskovita latka, teplota tani 122-123°C. Izolovana latka byla urcena jako
N-methylkorydaldin.

H.C—O

H.C—0O CH

Obr. 21 - Strukturalni vzorec N-methylkorydaldinu

5.1.3.1 MS studie
EI-MS (m/z) 221(81), 178(81), 150(100), 135(14), 92(11), 77(13), 63(8), 42(10)

100- 120
178 221
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77 135
42 g3 92
O_ .‘L 2k 1

adll i FYY
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Obr. 22 - MS spektrum N-methylkorydaldinu

46



5.1.3.2 H NMR studie

'H NMR (500 MHz, CDCls): 7.60 (1H, s, H8), 6.62 (1H, s, H5), 3.92 (3H, s, C7 -

OCHg), 3.91 (3H, s, C6 - OCHa), 3.54 (2H, t, J = 6.4 Hz, H3), 3.13 (3H, s, N2 - CH3),

= 6.4 Hz, H4).
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Obr. 23 - *H NMR spektrum N-methylkorydaldinu
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3C NMR (125 MHz, CDCls): 164.9 (C1), 151.6 (C6), 147.9 (C7), 131.5 (C4a), 122.0
(C8a), 110.5 (C8), 109.2 (C5), 56.1 (C7 - OCHs3), 56.0 (C6 - OCHs), 48.4 (C3), 35.1

5.1.3.3 C NMR studie
(N2 - CHs), 27.5 (C4).

wdd 0% 08 09 0L 08 06 00T OTT 0ZT OET OFT OST 09T OLT
___________________________________________________________________________
s e ity bl eofirlbird i rpie it o ot _l.._ e .1_:!!;4..:. i
gd opo TE
£ Ul 9FEIT Jump
T99EF 8L T andp
! B m 0 0B A SABMISD
5 ok ' 0z o AAL mp
" H 5 3 10714 0 30p
o “ N “ [
o H @ o 0 dr 1H up
] ... - o 56 dz HETAN0DE
& ® z°5L96 dgr goetTr nd
= e FraLFIT 131 55 1ndy
@ 673188 dn  §TETT 303
z T"EFLT ds 5QLSIT bijs
4 I I¥14sIa £10 w
n ﬁ ﬂ 1 PEET J0U uj HILIIHSNTEL
& = £ E 0570 qr  000% 32
el © 5 ONISSAI0H 000s Ju
o u * uu 50007 ™
s Hoao i & ¥ 8q
H u T ODOLT a
u I7  9£559 du
9OVIA §F0°T 3E
. . goo ot BITE 0°0SETE e
[ _ 00E"TT need MOILISIODOY
ddad 8000 ¥ P
S m ok 0 urde ~131°0 3L0-5/5L0-5/8
noas 0t upeb ~j[EUoTIze ETIEmA
0°sT dmey =/s7onT/ElEp/sdsTmu
TYIOEAS =4/ 1L /om0y BT
u laA gTOpD JURATOE
u SPOWIEE  (IQT O 994 =IEP
HOIIFEAIYSFHEA gt v

HogEeD  godxs

BL0-5

Obr. 24 - *C NMR spektrum N-methylkorydaldinu
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5.2 Stanoveni inhibice AChE a BuChE

Tab. 13 - In vitro 1Csq izolovanych alkaloida a standardi na lidské cholinesterasy

v , |C50 (MM)
oznaceni latka ACHE BUCHE
DH-1 protopin 345,42 + 31,12 239,66 + 20,89
DH-2 (+)-fumarilin 2939,2 + 309,41 330,62 + 34,12
DH-3 N-methylkorydaldin | 680,06 + 130,49 1382,3 +£332,26
galanthamin 1,710 £ 0,065 42,30 £ 1,30
Standardy pro ChE = 1 e7in A 0,033 £ 0,001 >1000
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6 Diskuze

V ramci mé diplomové prace, byla zpracovana frakce 68-76 sumdarniho alkaloidniho
extraktu Fumaria officinalis L., v kterém byly detekovany terciarni isochinolinové
alkaloidy. Z uvedené frakce jsem izolovala tfi latky (DH-1, DH-2 a DH-3), které dale
byly identifikovany a testovany na inhibi¢ni aktivitu vaci lidskym cholinesterasam.
Na zaklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti a pomoci spektralnich metod MS a NMR,
byly latky wurceny jako DH-1: protopin, DH-2: (+)-fumarilin a DH-3:
N-methylkorydaldin.

Protopin se nachdzi v rostlinaich c¢eledi Papaveraceae (rody: Argemone,
Bocconia, Chelidonium, Eschscholtzia, Glaucium, Hunnemannia, Hylomecon,
Macleaya, Meconella, Meconopsis, Papaver, Roemeria, Romneya, Sanguinaria,
Stylomecon), Fumariaceae (rody: Corydalis, Dactylicapnos, Dicentra, Fumaria),
Berberidaceae (rod: Berberis) a Sapindaceae (rod: Pteridophyllum). Protopin byl jiz
v minulosti izolovan, jak z Fumaria officinalis®®, tak i jinych rostlin jako napiiklad
Chelidonium majus® a Corydalis crispa®™, a podroben zkouskdm na biologickou
aktivitu. Byla prokazana G&innost jako mikrotubuly stabilizujici antimitotické agens®.
Alkaloidni extrakt z Chelidonium majus, jehoz soucasti byl i protopin, ma schopnost
pfekonat mnohocetnou rezistenci riznych nadorovych bunéénych linii®* (je jisté, Ze
Vv piipadé alkaloidni smesi z vlastovi¢niku se na u¢inku podileji i dalsi alkaloidy).
antibakterialni, antifungalni, antiparazitarni, hepatoprotektivni, neuroprotektivni
a antioxidacni, antiarytmické ,antihypertenzni, negativni inotropni a vazodilatacni
a latka mé slabou protinadorovou aktivitu®®. Déle vykazuje in vitro inhibici aminopyrine
N-demethylasy, zapojené v metabolismu cizorodych latek®’. Protopin byl jiz v minulosti
testovan na inhibi¢ni aktivitu vi¢i AChE a BuChE. Vysledky jsou, vSak nejednotné:

jedny studie dokazuji dobrou inhibiéni aktivitu®®®®"

, ale v jinych tato vyrazna aktivita
prokédzéana nebyla“. S nejveétsi pravdépodobnosti zalezi na modelu esteras, ktery byl
pouzit.

(+)-Fumarilin je alkaloid, ktery se nachazi v rostlinach celedi Fumariaceae
(Fumaria officinalis, Fumaria parviflora, Fumaria schrammii, Fumaria vaillantii,
semena Fumaria indica, listy Fumaria muralis var. boraei, a kvéty a nezralé¢ plody

Fumaria rostellata aj.)’?. U (+)-Fumarilinu byly prokézany sedativni a antikonvulzivni
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Gcinky’. Latka byla jiz dfive testovana na inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE a BuChE, ale
vyznamné inhibi¢ni aktivita nebyla zjisténa’,

N-methylkorydaldin je alkaloid, ktery se nachazi v ¢eledich Hernandiaceae,
Papaveraceae, Ranunculaceac a Annonaceae (napi. Hernandia ovigera, Papaver
bracteatum, Papaver urbanianum, Hypecoum erectum, Thalictrum fendleri, Mitrephora
maingayi, Annona squamosa)’>"®""®_ Z Fumaria. officinalis byl tento alkaloid izolovan
poprvé vmé diplomové praci. Tento alkaloid vykazuje antibakterialni uéinky’’
a antisekrecni u¢inky na Zaludek (snizeni sekrece kyseliny chlorovodikové a pepsinu)
vyuzitelné jako gastroprotektivum’®. N-methylkorydaldin zatim nebyl v Zadné
ptedchozi praci zkouSen na inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE a BuChE.

Z vysledku inhibi¢ni aktivity vi¢i AChE a BuChE v mé diplomové praci nebylo
prokézano vyrazné ovlivnéni AChE a BuChE ve smyslu inhibice. 1zolované alkaloidy
nejsou atraktivni pro pouziti jako potencialni latky pro syntézu parcialnich derivati,
které by se mohly uplatnit ve studiu sloucenin ptipadné vyuzitelnych pti ovlivitovani

prabéhu AD.
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