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1 UVOD

Isochinolinové alkaloidy vykazuji Siroké spektrum biologickych aktivit vcetné toxickych.
Jako potencialné terapeuticky vyuzitelné u AD se jevi jejich inhibi¢ni aktivita k enzymim
V centralnim nervovém sytému, obzvlasté enzymii zvySujici hladinu biogennich aminii —
AChE a BuChE. Alkaloidy, jako inhibitory cholinestaras, byly nalezeny v taxonech patfici
nejen do Fumariace, ale zejména v Celedich Papaveraceae, Ranunculaceae, Rutaceae,
Amaryllidaceae, Berberidaceae a Menispermaceae’.

Soucasna farmakoterapie AD vSak neumoznuje kauzalni terapii. Dochazi tak pouze ke
zpomaleni nastupu pozdéjsSich stadii a prubéhu demence, nikoli vSak k plnému vyléceni.
V soucasné dobé¢ jsou inhibitory cholinesteras stale intenzivné zkoumany, protoze spektrum
pouzivanych inhibitori cholinesteras je relativné uzké, v praxi se de facto pouzivaji jen latky
galanthamim, rivastigmin a donepezil, v klinické fazi testovani se jevi jako perspektivni latka
huperzin A, kter4 byla izolovana z Huperzia serrata Thunb. (Huperziaceae)®.

Inhibitory cholinesteras jsou stale ,,zlatymi standardy* Vv terapii AD (podle EBM), navic
Vv neddvné dobé bylo u nékterych téchto latek zjisténo, ze kromé jejich ucinkli na
cholinesterasy maji i dalsi biologické aktivity, které mtizou pozitivné ovlivitovat prubéh AD.
Nedavno bylo zjisténo, Ze n€které inhibitory AChE inhibuji 1 BuChE, coZ je Zadouci, nebot’
v prubéhu AD postupné klesa aktivita AChE, a naopak stoupa aktivita BuChE. BUChE se
V pozdnim stadiu stavd predominantni enzymem S§tépici acetylcholin. Vyzkum novych léciv
na AD se nezaméfuje jen na hledani inhibitori cholinesteras , ale i latky slibujici kauzalni
1écbu napt. inhibitory sekretas, t-proteinu, zamezeni degradace t-proteinu, pfipadné aditivni
biologickou aktivitu, kde se miZou zkoumané latky projevit jako napt. latky inhibujici
prolyloligopeptidasu, ktera hraje roli v procesu paméti a uceni”.

Fumaria officinalis L. (¢esky znama jako zemé&dym lékaisky) je 1ékopisna rostlina, ktera je
znama a pouzivana pro svllj cholagogenni G¢inek. V nedavné dobé bylo zjiSténo, ze v ramci
screeningu, alkaloidni extrakty z taxont rodu Fumaria vykazuji inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE
i BuChE. Pii hledani potencidlnich inhibitort cholinesteras na katedfe Farmaceutické
botaniky a ekologie FaF UK, alkaloidni extrakt z FO vykazoval cholinesterasovou inhibi¢ni
aktivitu 2.

Incidence i prevelance u AD roste s vékem. Lécba AD, nejcastéjsi formy demence, je
V dnesni dobé¢ stale aktudlnéjSim tématem, uz proto, Ze jejim hlavnim rizikovym faktorem je
veék. Soucasna populace starne a neexistuji v podstaté zadné studie, které by v budoucnu
pfedpokladali jiny progres. Proto je nutné se timto problémem zabyvat a neustdle hledat

terapeutické moznosti pro 16¢bu ¢i zlepieni kvality Zivota u pacientl postizenych AD *.
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2 CiL DIPLOMOVE PRACE

Cile diplomové prace:

1. izolace nejméné jednoho az dvou alkaloidti z vybrané frakce ziskané sloupcovou
chromatografii sumarniho diethyletherového alkaloidniho vytiepku z F. officinalis
pfipraveného D. Kassemovou a M. Safratovou® , pomoci b&znych chromatografickych
metod (sloupcova chromatografie, preparativni TLC, pfipadné¢ semipreparativni

HPLC),

2. stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti izolovanych alkaloida (opticka otacivost,

teplota tani) a struktury MS a NMR analyzou,

3. stanoveni biologické aktivity izolovanych latek in vitro (ICsg) viici lidskych

cholinesterasam (AChE a BUChE) a prolyloligopeptidase POP.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba
AD je primarni neurodegenerativni onemocnéni neznamé etiopatogeneze, pii kterém
dochazi k poruseni mnoha vysSich kortikdlnich funkci (chépani, pocitani atd.). Védomi

zastfeno neni’.

3.1.1 Epidemiologie a klinicky obraz

Prevalence demenci se pocinaje 62,5 rokem véku (kdy ¢ini 0,7 %), kazdych pét let
zdvojnasobuje, a v§ak prevalence u AD se zdvojnasobuje kazdych 4,5 roku a tvoii piiblizné
dvé tretiny vSech demenci. Ve véku nad 65 let trpi AD ptiblizn¢ 10 % populace, u vékové
populace nad 85 let postihuje tato choroba necelou polovinu populace. Ve vys$sim véku jsou
eny postizeny dvakrat ¢ast&ji nez-li muzi’. Jako signifikantni rizika pro vznik AD lze oznadit
veék, familidarni agregace piipadl genové mutace, ptitomnost alely eta-4 genu pro
apolipoprotein E®. Jako moZné riziko pro vznik AD lze také oznalit kraniocerebralni
poranéni, nizka uroven vzdélani. Vztah mezi AD, koufenim cigaret, hlinikem, zinkem, vyssi
hladinou sérového homocysteinu a protizanétlivé pisobicimi léky neni vyj asnén”.

Ptiznaky onemocnéni se projevuji nendpadné, pomalu a postupné. Tyto pfiznaky je velmi
obtizn¢ odlisitelné od klinického starnuti mozku. Doba, po kterou trva preklinické stadium
nemoci, neni zatim presné¢ znama. Predpoklad je, Ze rozvoj choroby do prvnich signalnich
pfiznakl trva nékolik let'®. Do signalnich pfiznakl fadime poruchy recentni epizodické
paméti (charakteristické zapominanim kazdodennich €inosti). V pozd¢jsich stadiich se AD
projevuje postizenim téchto funkci: poznavaci, vykonavat bézné aktivity spjaté s kazdodenni
¢innosti Cloveka, a postizenim spanku, chovani a emotivity. Déle v téchto stadiich dochazi
také k poruSe nekognitivnich funkei a vzniku depresi, halucinaci, paranoidnich bludi a vétsi

i~ iy, c v o ;911,12
mife ke zvySené agresivité vici okoli

. Doba pfeziti od objeveni se prvnich ptiznaki do
exitu pacienta je v pruméru udavana od 6 do 8 let. Ve vyjimeénych piipadech dochazi k amrti

do 3 let®’.

10



3.1.2 Etiopatogeneze
Jasné pti¢iny AD nejsou doposud objasnény. AD se popisuje na podkladé mikroskopickych

a patogenetickych zmén pii starnuti mozku a etiopatogenezi Ize pouze objasnit.

3.1.2.1 Neuronalni klubka

Neurofibrilarni klubka (NFTs), jsou Alzheimertiv objev a jsou synonymem klasického
pojmii Alzheimerovy zmény neurofibril®. NFTs, u AD nazyvané tautopatie, prostupuji
cytoplazmu neuronu. Tato klubka jsou tvofena dvémi parové spiralovité stocenymi vlakny,
ktera se staceji tak, Ze se vzajemné nekiizi'®. Parova spinalni vlikna dopravuje do periferie
axonalni tok'®. Podstatnou slozkou téchto vldken je t-protein, ktery se charakterizuje jako
protein s nizkou molekuldrni hmotnosti asociovany s mikrotubuly™. V mozku se t-protein
vyskytuje v 6 isoformach. t-protein po navazani na tubulin mikrotubulli zapocne jejich
polymerizaci. Jakmile je defosforylovan, stabilizuje je. V parovych spindlnich vlaknech ma t-
protein vy$$i molekularni hmotnost podminénou nadmérnou fosforylaci. Mira fosforylace je
podmin&na enzymy, které jsou zodpovédné za dodavku a degradaci fosfatovych zbytka'®. -
protein je velmi dobie rozpustny, naopak jeho hyperfosforylovana forma je nerozpustna. Tato
forma nema afinitu k mikrotubulim, a samovoln¢ je spojovana do o helixu. Jejich pocet znaci
zavaznost AD. Agregované molekuly t-proteinu maji cytotoxické ucinky a negativné

ovlivituji kognitivni funkce.'’

3.1.2.2 Amyloid-g-protein

Jako pfi jiné amyloidoze, tak i zde dochéazi k ukladani abnormaélnich vlaknitych proteint
extracelularng i intracelularnd. B-amyloid (BA) je tvoien 39-43 aminokyselin®®. Je soucasti
amyloidnich senilnich plaki a ve sténach cév, které se ucastni mozkové amyloidni angiopatie.
BA je produktem proteolyzy, ktery je tvofen hlavné z amyloidového prekurzorového proteinu
(APP)Y.

APP je transmembranovy protein, jehoZ struktura je podobna membranovému receptoru.
Sklada se z 695-770 AMK. Tento protein je velmi variabilni. Variabilita je ddna nestfihovymi
variantami (vystfizeni exond 7, 8, 15 v rizné kombinaci)*’. APP tvori tii zakladni isoformy
APP s95/751/770. APP 695 je povazovan za neuronalni isoformu. APP 751/770 jsou primarné
koncentrovany v nonneuronalnich elementech (tkan svalova, aorta, pankreas, leukocyty)zo.
V mozkové tkani jsou tyto isoformy pievazné soucasti glii, jejich sekretoricka forma APP ma
neuroprotektivni a neurotropni uc¢inky. Funkce APP v neuronech je spjata s pfenosem vzruchu
a protekci neuront pted inzulty nejriiznéjsiho pﬁvodu.21
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Obr. 1 Typy proteolytické degradace APP. Vlevo proces vedouci k deposici amyloidu (aktivita B- a y-sekretas),

vpravo proces, ktery je povazovan za prevenci amyloidni deposice (aktivita o-sekretasy)™

Mimo transmembranové formy APP existuje i jeho fysiologicka forma sekre¢ni (sAPP).
Tato forma vznikd dvéma cestami a to odStépenim celé pericelularni ¢asti lokalizovaného
APP, nebo vpribéhu sekretorické cesty. Veskera tato proteolyticka tUprava je
zprostiedkovana tfemi proteasami, nazyvanymi sekretasy (a-, B-, y-sekretasa) znazornéno
vobr. 1. o-Sekretasa a [-sekretasa odsStépuji extracelularni cast APP od casti
transmembranové, ¢imz vedou ke vzniku sektretorickych forem. a-Sekretasa Stépi APP
zhruba uprostfed kritického amyloidogenniho useku a za fyziologickych podminek jsou
Z APP odstépovany rozpustné peptidy o délce 39 AMK, které jsou neSkodné. Jeji aktivita je
velmi dobrou prevenci proti vzniku celistvého amyloidogenniho BA. Variantni uprava
zbylého peptidu z APP je zprostiedkovana B-sekretasou, zejména v kombinaci s y-sekretasou
a to tak, ze vystépi kriticky amyloidogenni BA segment. Pomér mezi fysiologickou (a uprava)
a ostatnimi variantnimi amyloidogennimi upravami je za urcitych okolnosti proménny. U AD

viak pievazuje aktivita B-sekretasy'®. Tento nerovnovazny d& zpiisobuje akumulaci A.

12



Nadbytek AP miZze byt zahajovacim faktorem AD. Také se u 90 % ptipadi AD prokazuje
mozkové amyloidova demence®®,

U cerebralni amyloidosy jde obecné o spontdnni proces, ktery probihd trvale v mensi
intenzité¢ v dospélém veéku. Ve staii ma progredujici subklinicky potencial k amyloidnim
depositim v tzv. senilnich placich a v cévach®®. Tento proces muze byt potencovan celou
fadou Ciniteld a mize vést k progresivni destrukci neurondlnich a cévnich ¢asti lidského
organismu. Faktory, které zvétSuji vliv A mulzeme rozli§it na geneticky podminéné a
geneticky nepodminénéls.

Geneticky nepodminéné faktory jsou spjaty se stavem, ktery nazyvame bunécny stres.
Souhrnné jde o ischémii, stavy spojené s traumatem mozku, energetickou deprivaci rizné
etiologie. Také ale jde o faktory lokdlniho charakteru jako zmény pH, vliv iontl tézkych
kovi, pii kterych dochézi k aktivaci Stépeni B-sekretasou. Velmi vyznamnym negativnim
faktorem je také vliv riiznych isoforem apoE4. Kumulace téchto faktorii je pravdépodobné
podkladem procesu amyloidni depozice souvisejici s vékem™®#%,

Mezi geneticky podminéné faktory patii zejména preseneliny. Preseneliny jsou
transmembranové ubikviterni proteiny o doposud ne zcela objasnéné funkci. Jako spole¢ného
jmenovatle vSech téchto stavll l1ze oznalit zvySeni produkce BA a to hlavné fetézce o 42
AMK, vystupfiovany zejména u geneticky podminénych forem nemoci a pfitomnosti faktort

VT . Y .16. 1
usnadiujicich jeho fibrilarni agregaci'® *®.

3.1.2.3 Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (ApoE) je transportni protein, ktery je tvoren 299 AMK. Molekularni
hmotnost je 33 kDa. ApoE se vyskytuje v mnoha organech, ale nejvyssi aktivitu ma v mozku
a Vv jatrech. Nonneuralni burky, hlavné astrocyty a do ur¢ité miry mikroglie, jsou hlavnimi
bunikami, které zodpovidaji za expresi ApoE v mozku. ApoE ma funkci jako ligand
Vv receptorem zprosttedkované endocytéze lipoproteinovych Sastic® a ucastni se tak
redistribuce lipidd. Protilatky proti ApoE oznacuji senilni plaky i cévy. Gen pro ApoE se
vyskytuje ve tfech alelach, které koduji tfi isoformy (ApoE2 piitomny u 7-8 % populace,
ApOE3 u 77-78 %, ApoE4 u 16-17%)%.

Ackoliv ApoE tvofen tolika rliznymi isoformami, existuji presvéd¢ivé dikazy o fyzikalni
interakci mezi ApoE4 a BA v souvislosti s AD. Na podkladé silné asociace mezi ApoE a BA
v mozku byla dokdzano, Ze ApoE ma funkci jako PBA vdazajici protein, ktery vyvolava
konformaéni zménu PA. Isoforma ApoE4 ma na tento proces nejvétsi vliv a urychluje

ukladani BA do plakd.
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Nosicstvi genu pro ApoE4 je vyznaénym rizikovym faktorem pro vznik AD. Toto riziko je
nejvice vyznamné v populaci mezi 61-65 lety, v piipadé Ze jsou nosi¢em jen jedné alely.
Naopak pokud jsou nosi¢em obou alel, je velice pravdépodobné, ze onemocni diive, nez ti
ktefi jsou nosicem jedné, nebo zadné alely. ApoE4 zvysuje pravdépodobnost vyskytu, vzniku,
aterosklerdzy, cerebrovaskularni ischémie. Tyto rizikové faktory jsou velmi vyznamné
v souvislosti vyskytu AD. ApoE4 vaze AP rychleji, coz muze vést ke zvySeni tvorby

amyloidnich plakd, depozit®™.

3.1.2.4 Zanétlivé mechanismy

Rada dikazli poukazuje na to, e zanét ma piimou souvislost s etiopatogenezi AD.
Zanétlivé komponenty, které jsou spojeny s AD, zahrnuji mozkové buiiky, jako jsou astrocyty
a mikroglie, klasické a alternativni drahy komplementového systému, pentraxinové proteiny
akutni faze, nikotin-acetylcholinové receptory, receptory PPAR-a, cytokiny a chemokiny?®’.
zanétlivych slozek.

Jako hlavni &initele zan&tlivého procesu u AD lze oznagit astrocyty a mikroglie?®. Mikroglie
jsou bunky, které chrani a podporuji neurony a pusobi jako imunokomponentni bunky.
Mikroglie hraji hlavni Glohu v buné&tné odpovédi na patologické léze, jaké jsou BA, nebo
neurotické plaky. Expozice mikroglii k BA zplsobuje aktivaci mikroglii, coz vede ke zvySené
povrchové expresi MHC 1I spolu se zvySenou sekreci zanétlivych komponentt jako jsou
cytokiny IL-1, IL-6, TNF-o a chemokiny IL-8, makrofagovy zanétlivy protein-1(MIP-1)%.
BA aktivace mikrogliemi je zprostiedkovana receptorem pro pokrocilé glykace konecnych
produktdi a faktorem stimulujici makrofagové kolonie (M-CSF)®. Tyto receptory mohou
vazat BA a spustit signaly, které vedou k bunécné aktivaci. Ptitomnost takto aktivovanych
mikroglii v okoli BA plakli poukazuje na fagocytarni Usili mikroglie tento plak odstranit.
Spolu s fagocytézou mize PBA zvySovat syntézu oxidu dusnatého v mikrogliich, coz
zpusobené produkty, které jsou uvoliiovany z aktivovanych mikro glii31.

Roli astrocytii, Vv zanétlivych procesech spojenych s AD, je obtizné jednoznacné urcit.
Senilni plaky u AD jsou spjaty s reaktivnimi astrocyty32 a s astrocyty na BA depozitech. Bylo
prokazano, ze vylucuji mnoho zanétlivych komponent, jako jsou interleukiny, prostaglandiny,
leukotrieny, tromboxany, proteasy a inhibitory proteas. Hromadéni astrocyti kolem PA

deposit miize aktivovat astrocyty navozenou fagocytdzu BA, a byt tak soucasti etiopatogeneze
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AD. Chemokiny, které vyprodukuji astrocyty, jsou atraktivni pro mikroglie, jenz dale zvysuji

ST Y o , «1.33,34
produkci zanétlivych komponent a zvétsuji tak neuronalni poskozeni bunék™ .

3.1.2.5 Oxidacni stres

V patogenezi AD se miize uplatiiovat vliv volnych radikalu a reaktivnich forem kysliku -
oxidativni stres. Reaktivni formy kysliku jsou tvofeny jak volnymi radikaly (superoxid 0%,
hydroxyl HO-, peroxyl ROO-, hydroperoxyl HO,-, alkoxyl RO-, oxid dusnaty NO-), ale také i
neutralnimi molekulami s velkym oxidacnim potencidlem (peroxid vodiku H,0,, ozon Os,
singletovy kyslik *0,%.

Reaktivni formy kysliku, podle soucasnych studii, mohou navodit mitochondrialni
dysfunkci, kterd jak se pfedpokladd, je iniciatorem pro vznik degenerativnich onemocnéni.
Takto navozena mitochondrialni dysfunkce oxida¢nim stresem muize navozovat vznik AD u
pacientl s predispozici — poruchami gentt na chromozomu 21 (genu pro APP), chromozomu
14 (PS1, presenelin 1 gene) a chromozomu 1 (PS2) nebo nosi¢stvim genu pro apolipoprotein
E na 19 chromozomu®*°.

Oxidac¢ni stres je také spojen s nadmérnou aktivaci glutamatovych receptort. Glutamat a
jemu podobné AMK jsou chépany jako hlavni excitaéni nervové pirenasece. Excitotoxicka
stimulace synapsich spojenych s glutamatem se povazuje za soucast patogeneze
degenerativnich onemocnéni a tim 1 ADY'. Jako diikaz pifimého poskozeni neuronii oxida¢nim
stresem prof. Markesbery ve své praci oznacil zvySenou piitomnost ionti Fe, AL a Zn.
V téchto mozcich pacientli byla zjisténa vyssi mira poklesu mnozstvi nenasycenych mastnych

kyselin, peroxidace lipidai > %,

3.1.3 Lécba AD

Piesnd etiopatogeneze neni v zndma, a tak kauzalni terapie neni v soucasnosti mozna. Proto
se V soucasnosti pouzivana farmakoterapie omezuje na ovlivnéni etiopatogenetickych fetézci,
které jsou znamé 3. Farmakoterapie AD lze rozdglit podle toho, jakou poruchu ovliviiuje. A to
farmakoterapii kognitivnich a nekognitivnich poruch. Nejblize ke kauzalni terapii ma
farmakoterapie kognitivnich poruch (poruchy paméti, intelektu, motivace aj.)37. Zéakladem
této terapie jsou inhibitory cholinesteras (kognitiva) a inhibitory NMDA receptorta. Kognitiva
jsou terapeutika pozitivné pusobici na centralni acetylcholinergni systém. Dal§i metody
farmakoterapie 1ze oznacit jako aditivni. Patfi sem podavani prekurzort acetylcholinu, latek

zvySujici vstup prekurzora acetylcholinu do neuronu, pouziti nootropik a protizanétliva 1éc¢ba.
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Tato aditivni farmakoterapie nemé vSak jednoznacné vysledky, anebo chybi dostatecné udaje

0 jeji ucinnosti.
3.1.3.1 Terapie podle EBM

3.1.3.1.1 AChE a BuChE v souvislosti s AD

AChE a BuChE jsou enzymy, které velmi rychle rozkladaji hydrolyzou acetylcholin na
kyselinu octovou a cholin. Cholin se po té vraci do presynaptického neuronu, kde se ucastni
znovu tvorby acetylcholinu. Kyselina octové se nové syntézy acetylcholinu neugastni.

V lidském mozku jsou pfitomny 2 formy AChE: majoritni tetrametr G4 a minoritni
monomer G1. U AD vyznamné roste podil monomeru G1. Tyto monomery maji podobné
katalytické vlastnosti, ale 1i$i se oligomerni strukturou a zplisobem vazby na povrch buriky.
Acetylcholinesterasy jsou v mozkovém kortexu distribuovany i mimo cholinergni vlakna a
podileji se na vzniku a toxicits pA* ¥

Kromé cholinergnich synapsich v CNS se AChE nachazi v nervosvalovych spojenich a na
membrandch Cervenych krvinek kde tvofi antigen skupiny Yt. AChE ma velmi vysokou
katalytickou aktivitu a katalyzuje i transacetylace®® %'

BuCheE je Siroce rozsifena ve tkanich a v plazmé. Nejvice aktivni je BuChE v jatrech, kde je
syntetizovana a vylu¢ovana do plazmy, dale v srdci, ledvinach plicich. Kde je souc¢asti vétSiny
bun¢k, mimo cervenych krvinek. Hydrolyzuje butyrylcholin a v men$i mife acetylcholin.
Mimo to se podili na hydrolyze toxickych latek s esterovou vazbou jako je tieba kokain. J eji
presna fyziologicka funkce neni doposud objasnéna. Cinnost BUChE s vékem nartista, oproti

men3i aktivité AChE a to hlavn& u pacientii s AD®*%,

3.1.3.1.2 Inhibitory cholinesteras

Enzymy AChE a BUChE odbouravaji, jak jiz bylo zminéno acetylcholin za tvorby
rozkladnych produkta*" %2 Zablokovanim t&chto enzymu dojde ke zvySeni nabidky molekul
acetylcholinu a ke sniZeni toxicity a tvorby BA. Nelze od ni ofekavat vyléceni nemoci, ale
hlavné zpomaleni prib&hu. Princip vSech inhibitori AChE a BuChE je podobny — dochazi
k nahromadéni endogenniho acetylcholinu a tim se zvyrazni jeho muskarinové a nikotinové
uginky na receptory * %',

V soucasnosti se pouzivaji nejcastéji donepezil, eptastigmin, rivastigmin a galanthamin.
Inhibitory cholinesteras jsou farmaka prvni volbu lehkych az stfedn¢ zavaznych forem AD.
Své opodstatnéni maji i u t€zkych forem, za piedpokladu, kdy se zacali podavat pii prvnich
projevech a je zde na né dobré tolerance. Jako nové nasazované se u tézkych forem vsak
nedoporucuji.
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Donepezil patti do skupiny piperidinovych derivatl, a ma bazicky charakter. Je to specificky
a reverzibilni inhibitor acetylcholinesterasy. Donepezil je vice nez tisickrat ucinnéjSim
inhibitorem AChE neZ li BuChE®. Ve studiich byly prokazany pozitivni u¢inky donepezilu
v souvislosti s1éébou vyrazného omezeni Ubytkii paméti. Pti AD dochazi po podani
donepezilu pacientim ke zlepSeni kognitivnich funkci i globalniho fungovani. Krom toho
doslo také ke zlepSeni funkcnich dovednosti a feSeni komplexnich tkolti. Donepezil také

snizil pokles objemu hippokampu a potvrdil tak sviij neuroprotektivni uginek*.

Obr. 2 donepezil

Rivastigmin je zastupcem inhibitori karbamatového typu. Patii do skupiny
pseudoireverzibilnich inhibitorti, kdy molekula rivastigminu kompetitivné vytésni
acetylcholin na molekule cholinesterasy. Inhibice trva déle, nez je pfitomnost inhibitoru ¢i
jeho aktivniho metabolitu v plazmg&. Mimo inhibice AChE také velmi vyrazné inhibuje
BuChE. Stejné jako u donepezilu muize rivastigmin ptechodné zlepsovat poruchy kognitivnich
funkci®®. Toto zlepSeni trva piiblizng 0,5-1 rok. Mimo jiné také ovliviuje exekutivni funkce,
takZze usnadiiuje pacientovi pribéh kazdodenniho Zivota. A tim se zvySuje sobéstaCnost

pacienttl.
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Obr. 3 rivastigmin

Galanthamin je terciarni alkaloid, ktery byl izolovan z cibulek snézenky Galanthus
woronowii Losinsk. (pozd&ji i Leucojum aktivum L.)* z&eledi Amyryllidaceae. Je to
selektivni, kompetitivni a reverzibilni inhibitor AChE s dualnim ucinkem*’. Mimo inhibici,
zesiluje vlastni u¢inek acetylcholinu na nesynaptické i postsynaptické nikotinové receptory,
vazbou na alosterické vazebni misto receptoru. Touto modulaci se zvySuje acetylcholinergni
pfenos. V mensi mife se brani vzniku hyposenzitivity M-receptorti. Po podani doslo ke
zlepSeni kognitivnich i nekognitivnich symptomu u AD*.

Ptipravou derivatu galanthaminu obménou methoxyskupiny a terciarni aminoskupiny byly
ziskany derivaty, které vykazovali vyrazngjsi inhibici AChE*. Avsak jejich polarita brani
priniku do CNS, coz limituje jejich pouziti. Jako nad&ny derivat se ukazuje ester
galanthaminu (N-butylakarbamat galanthaminu), ktery je méné toxicky nez originalni
galanthamin, niz§i polarita umoznuje prinik do CNS a jeho inhibi¢ni aktivita AChE dosahuje
85 % galanthaminu®.
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Obr. 4 galanthamin

Huperzin A je seskviterpenicky alkaloid, ktery byl prvné izolovan z ¢inské rostliny
Huperzia serrata Thunb. (Huperziaceae). Tento alkaloid pisobi jako silny reverzibilni
inhibior AChE*. Hup A pri klinickych testech na inhibiéni uginost (ICsg) proti AChE dosahl
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lepsich vysledki nez donepezil. Vykazuje 900 nasobnou selektivitu viici AChE nez BuChE
(donepezil vykazuji nizsi selektivitu — 500 nasobnou). Tato selektivita miize zmirnit
nezadouci vedlejsi uéinky spojené s inhibici BuChE*®. Po oralnim podani ma Hup A 24 az
180 krat vyssi inhibi¢ni ucinnost nez donepezil. Jako dalsi byl pozorovan vliv Hup A na
NMDA receptory. Hup A zabranuje glutamatem indukovanou mobilizaci vapniku v buce.
Pti tom bylo popsano, ze antagonisticka aktivita Hup A proti NMDA receptoru je nezavisla na
inhibi¢ni aktivité AChE®. V soucasnosti se Hup A nachazi ve druhé &asti klinického
testovani>. V testech po p.o. podani zlepSuje uchovavani paméti pi1 kognitivnich poruchéch.
Molekula alkaloidu je opticky aktivni, v testech se pouziva (-)-huperzin A.

U Hup A bylo déle prokazano, ze ma protektivni ti¢inky na mozkovou tkan pred radikaly
H20,, tim snizuje troveinl peroxidace lipidi. Déle ochraiuje tkan pied lézemi vyvolanymi BA,
zvySuje enzymovou antioxidacni aktivitu u potkanﬁSz. Mezi dal$i potencionalné prospésné
¢inosti Hup A miiZzeme zahrnout modifikace BA, ma jisté neuroprotekéni ucinky proti

apoptdze a reguluje expresi, signalizaci a sekreci NGF>2,

Obr. 5 (-)-huperzin A

Inhibici cholinesteras vykazuji i sekundarni metabolity rostlin riznych strukturnich typt a
nachézeji se nejen u vyssich rostlin, ale také u hub, fas a sinic. Jednda se zejména o alkaloidy,
které patii k nejvice prozkoumané skuping latek, nebot’ se drive véfilo, Ze nositelem Gcéinku je
pritomnost dusiku v molekule. Alkaloidy produkované rostlinami mohou pfedstavovat do
budoucna perspektivni latky pii 1é€bé AD. Jmenujme napiiklad alkaloidy izolované ze stonkti
Esenbeckia leiocarpa Engl. (Rutaceae)®, u které etanolovy extrakt vykazoval inhibiéni
aktivitu proti AChE. Alkaloidy zodpov&dné za inhibi¢ni aktivity byly identifikovany jako
leiokinin A, leptomerin. Zejména leptomerin je ve fazi klinického testovani®. V ramci

screeningti  cholinesterasovych aktivit také nekteré extrakty z celedi Fumariaceae,
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Papaveraceae inhibovali cholinesterasu. napiiklad taxony Corydalis cava®, Fumaria
vaillantii, F. macrocarpa, F. densiflora *". Jako dalsi vykazuji inhibi¢ni uginnost terpeny,
latky odvozené od Sikimové kyseliny®™ a kumarinu (umbeliferon, umbeliprenin a
aurapten)®.

CH;z CHj

|
N

O
Obr. 6 leptomerin

3.1.3.1.3 Inhibitory glutamatergnich receptora

Pti AD dochazi k nahromadéni excitacnich aminokyseliny, hlavné glutamatu a aspartatu.
Glutamat je hlavnim excita¢nim neurotransmiterem. Za fyziologickych podminek ovliviiuje
uceni a pamét’. Glutamat se vaze na ionotropni receptory a na metabotropni receptor vazany
na G-protein v membrané. lonotropni receptory se rozdéluji na NMDA (N-methyl-D-
aspartat)®’, AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-metyl-4-isoxazopropionové kyselina) a kainatovy
typ. Iontovou vyménou se NMDA a AMPA podileji na parcidlni depolarizaci membrany,
kterd nasledné¢ aktivuje enzymatické procesy, které fixuji formovani neuralni paméti61.

Glutamat a jeho zvySené uvoliiovani a sniZzené odbouravani se spolupodili na patologickém
vzniku AD. ZvySend koncentrace glutamatu se S tvorbou BA pfi ischemii vede ke chronické
hyperexcitaci NMDA receptortl. S tim souvisi zvyseny influx Ca 2* do neuronti, kde dojde
k aktivaci dependentnich enzyml a tvorbé kyslikovych radikali, vedouci k excitotoxicite

glutamatergnich i cholinergnich neuronti. Glutamat zvy3uje toxicitu PA>,

NH,

"1
i

CHj
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Obr. 7 memantin
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Memantin jako nekompetitivni antagonista NMDA receptorii chrani neurony pied
excitotoxickym piisobeni glutamétu ndhradou Mg®* a blokaci vstupu Ca®* iontd do bungk.

Memantin je indikovan u stfedné t€¢Zkych az velmi zdvaznych forem AD 62,

3.1.3.2 Farmakoterapeuticky pristup, ktery neni podle EBM

Pii AD dochazi ke snizeni neuronalniho metabolismu, a to pfedevSim oxidacniho
metabolismu glukézy a bunééné proteosyntézy. Z tohoto diivodu se zacala pouzivat
nootropni farmaka®. Nootropni farmaka je chemicky nesouroda skupina latek, které se
pouzivaji k ptiznivému ovlivnéni poruch védomi, pozornosti a paméti37’4.

Nootropika zvysuji odolnost nervové tkané k hypoxii, oxidacnimu metabolismu glukozy a
neuronalni proteosyntézy. Tyto latky jsou vétSinou velmi dobfe sndSeny a maji velmi malo
nezédoucich ucinkli. V soucasnosti mezi nejcastéji pouzivand nootropika patii piracetam,

pyritinol®*,

Efekt téchto nootropik nebyl potvrzen a nejsou tedy v lécbé ACH
dopoméovéna64.

Jistou vyjimkou v Kategorii nootropik tvoii extrakt z Ginkgo biloba L. (Ginkgo) EGb 761,
ktery je napiiklad v pfipravcich Tanakan, Tebokan. Uinné latky z extraktu jsou ginkgo-
flavonoidové glykosidy (ginkgoheterosid) terpenové latky charakteristické pro Ginkgo biloba
a to ginkgolidy A, B, C a J, bilobalidy a organické kyseliny. Extrakt pusobi jako komplexni
nootropni farmakoterapeutikum. M4 antioxidacni vlastnosti, ma neuroprotektivni potencial
diky inhibici NMDA-receptoru. Dale blokuje mediatory zanétu PAF (plateled-activating
factor)®® a inhibuje faktor agregujici krevni destitky. Témito mechanismy extrakt zvySuje
toleranci k hypoxii, zlepSuje reologické vlastnosti krve, to ma za nasledek vyssi pritok krve a
mé pimy a nepiimy neuroprotektivni vIiv®®. V poslednich letech se zkousi kombinace
donepezilu a extraktu. Kombinace piinesla o néco lepsi vysledky, v oblasti zlepSeni
kognitivnich poruch, nez li samotné podavani donepezilu67. Vysledky vSak musi potvrdit dalsi
klinické studie.

Jako dal$i se také pouzivaji prekurzory tvorby acetylcholinu. Z téchto latek se pouziva
lecitin (fosfatidylcholin)®®. Uplatiuje se pii syntéze cholinu, ktery je prekurzor tvorby
acetylcholinu. V klinickych studiich se p¥inos pii uzivani lecitinu nepotvrdil®. Z dalsich latek
byly pouzity fosfatidilserin, fosfatidylinositol. Limitujicim faktorem u téchto latek je mala
propustnost cholinu hematoencefalickou bariérou a snizeni hladiny cholinacetyltransferasy.

V oblasti ovlivnéni oxida¢niho stresu se pouzivaji tzv. scavengery (zhaSece) volnych

radikalt. Mezi nejcastéji pouzivané patii a-tokoferol (vit. E). Vitamin E se v soucasnosti
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Vv dostatecnych davkach (2000 IU/den) pouzivé jako doplnkova 1écba pii podavani inhibitora
cholinesteras’™. U vitaminu E bylo dale prokazano preventivni pisobeni na rozvoj AD". U
vitaminu C se vliv na AD nepotvrdil.

Latky blokujici projevy zanétu ze skupiny nesteroidnich antiflogistik pouzivané peroralng,
neposkytly presvéd¢ivé diukazy a nejsou v soucasnosti pouzivany. Protoze jejich koncentrace
v plazmé se v mozku pohybuje pouze okolo 1-2 %", Nasalni formy t&chto 1&¢iv (piedevsim
nasalni forma flubiprofenu) se jevi jako perspektivnéjsi a v soucasnosti probihaji studie o
jejich vlivu progresi AD™.

U karnitinu, koenzymu Q10 neni jejich indika¢ni ptsobeni v souvislosti s AD zcela

r ’ cros . v 74
potvrzené, a vysledky studii jsou nejednoznacné™”.

3.1.3.3 Perspektivni pristupy ve vyvoji novych léciv

V soucasnosti probiha fada studii zabyvajici se perspektivnimi postupy v oblasti 1écby AD.
Jsou zalozeny na hlubSim porozuméni etiopatogeneze AD. Naptiklad porozuménim
mechanismu vzniku BA chybnym Stépenim APP B- a y-sekretasou podnitil hledani novych

lécebnych postupti blizsi kauzalni 16Cbe.

3.1.3.3.1 Ovlivnéni aktivit sekretas

Dals$i moznosti ovlivnéni vzniku a kumulace BA je pouziti inhibitord enzymu, které se
podileji na jeho wvzniku. Inhibitory p-sekretasy (latky s hor$i prostupnosti pies
hematoencefalickou barieru) a modulatory vy-sekretasy (nékteré znich jsou derivaty
nesteroidnich antirevmatik)™®. Vyznacuji se relativné dobrou toleranci a oralni aplikaci.
Studie, kterd zkoumala vliv téchto farmak, vSak skoncila negativnim vysledkem pii podavani
v akutni fazi AD. Kdy u pacienti s AD nedoslo k vyznamnému zlepSeni paméti, kognitivnich
funkci’®. Podavani inhibitoru (y-sekretasy) pacientim, ktefi spliuji rizikové faktory
(geneticky vyskyt AD v roding atd.) miiZe pusobit preventivn a snizovat progresy AD™’.
V soucasnosti jsou intenzivné hleddny a testovany inhibitory z fad ptirodnich latek’®. Jako
dal3i jsou testovany modulatory y-sekretas, které piisobi jen v misté $tépeni APP™®. (napf. R-
enantiomer flubiprofenu tarenflubril, flurizan). Pouziti aktivator a-sekretas, snizujicich
cholesterol pomoci statinli (nizka hladina cholesterolu je spojovana s vysokym stupném

aktivity a-sekretasy) ma nejednoznacné Vysledkyso.

3.1.3.3.2 Zamezeni agregace BA
Z klinicky testovanych latek, jsou latky vézajici se na uvolnéné §t€py APP, znemoznujic

jejich oligomeraci nasledovanou polymeraci s vytvofenim BA. Principem této strategie je
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zablokovani agregace BA na nerozpustné fibrily a zvySeni clearence BA v mozku. Molekuly
vazajici se na PA oligomery a fibrily byly navrzené jako malé syntetické¢ peptidy, které
naruguji konformaéni strukturu B-listu u BA ®. Tato teorie byla testovana u pacientdi s AD

pouzitim molekuly tamiprostusz‘83

(modifikovana molekula taurinu). Ten se prednostné vaze
na rozpustny PBA peptid, kde se stietdva s B listem amyloidu a udrzuje ho tak v ne fibrilarni
formé, ¢imz inhibuje tvorbu a ukladani BA. Tamiprost prosel klinickym testovanim. Nebyla u
n¢j primarné¢ prokazana léCba AD, ale sekundarni analyzy potvrdili modulacni schopnost
tamiprostu na vyvoj kognitivnich zlepSeni. A to hlavné v oblasti zlepSeni paméti, jazyku a
praktickych dovednosti®. Podobné tomu tak bylo i u latky scyllo-inositol (stereoizomerni
forma inositolu). Latka podobna G¢inkem tramiprosatu je napiiklad kurkumin z Curcuma

longa L. (Zingiberaceae)™.

3.1.3.3.3 Imunoterapie

Jednou z moznosti zabranéni vzniku neuritickych plak tvofenych BA je vakcinace™. Pozdégji
bylo dokéazéno, Ze vakcina proti BA nejenom zabranuje vzniku neuritickych plak, ale
ovlivituje i kognitivni dysfunkci ®°. Jako prvni byla zkouSena pasivni imunizace PA. Tato
terapie vyuziva principu zachovani umélych hladin protilatek proti BA. Ve fazi klinickych
testd jsou latky gantenerumab, solanezumab. Dal§im typem pasivni imunizace proti AD je
intravenozni podani pfirozenych lidskych imunoglobulinli, v€etné protiladtek proti BA. To
zapfi€inilo snizenou tvorbu BA, jeho vyluovani v mozku a ochranu neuront pied toxicitou

BA54’86. V soucasnosti se také testuji hybridni vakciny oproti komplexu BA-rAGE.

3.1.3.3.4 Zamezeni degradace t-proteinu

Cilem je zamezeni vyskytu polymerizovaného t-proteinu a a projevu jeho toxicity. Hsp 90
se podili na skladani denaturované bilkoviny a zda se, ze hraje velkou v prevenci degradace t-
proteinu. Z inhibitora Hsp 90 se testuje kurkumin. Z latek, které zamezuji degradaci, jsou ale
pfedeviim sledovany inhibitory enzymu GSK-3p%’". GSK-3p se podili na formovani parového
helikéalniho vladkna t. ZkouSeny jsou napfiklad soli Li, nebo latky izolované z motského plze

Hexaplex trunculus (6-bromindirubin)®.

3.1.3.3.5 Prevence t-0ligomerizace
Slouceniny, které brani interakci mezi t proteinem a NFTs by mohli byt uzite¢né pii 1écbé
AD. Léky jako astemizol, lansoprazol vykazuji silnou afinitu k t-proteinu, a proto nepiimo

snizuji interakce t-1. Ackoliv lansoprazol snizuje patologické projevy t-proteinu, ma
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nepiiznivy vliv na metabolismus BA. Lansoprazol pravdépodobné zvySuje ukladani a agregaci
BA skrze modula¢ni vliv na y-sekretasu®.

Barvivo methylenovda modi (methylthionium chlorid) ma riznorodé farmakologické
vlastnosti, z nichz jedna zabrafiuje interakci t-proteinu®®. Mimo to methylenova mod¥ inhibuje
agregaci PA, zlepSuje transport elektronii, snizuje oxidacni stres, brani mitochondrialnimu
poskozeni, reguluje autofagii a inhibuje AChE®". Tyto povzbudivé vysledky, byly potvrzeny
v studiich na lidech® a vedli k vyvoji nové generace slouceniny. Konkrétn& se jedna o

LEUCO-methylthionin, ktery je v soucasné dobé ve I11. fazi klinickych studii®.

3.1.3.3.6 Specificka mitochondrialni terapie

Udrzovanim mitochondridlnich funkci a chranénim mitochondrii proti toxickym agens se
o¢ekavaji prospésné ucinky na energetickou bilanci mozku, axonalni transport a transport
Ca®". Ochrany mitochondrii mize byt dosazeno pouZitim antioxidant(, které se selektivng
hromadi v mitochondriich. Mezi tyto slou¢eniny patii kreatin, ubichinon (CoQ 10), idebenon,
mitochinon (selektivné blokuje mitochondrialni oxidativni poSkozeni a zabranuje bunééné
smrti). Z latek, které jsou klinicky testovany, muZeme jmenovat latrepirdin. Latrepirdin je
pluripotentni 1ék s antihistaminovym, anticholinesterasovym ucinkem, dale blokuje vapenaté
kandly, je antagonistou NMDA receptori a inhibitorem monoaminooxidasy. Kromé téchto
ucink? latrepirdin chrani mitochondrie proti toxickym latkam véetné BA. Ve II. fazi klinické
studie bylo prokazané zlepSeni kognitivnich fukci, které vSak ve III. fazi potvrzené nebylo. I
zde probihaji sekundarni analytické studie v souvislosti s moznym modula¢nim ucinkem na

priibéh choroby™.

3.1.3.3.7 Inhibice prolyloligopeptidasy

Inhibice polyloligopeptidasy (POP) sice nepatii mezi potencidlni kauzalni terapii AD,
nicméné aditivné by se mohla v 1é¢bé AD uplatnit. Prolyloligopeptidasa (POP) je serin
cytosolova peptidasa, kterd hydrolyzuje peptidové vazby na karboxylové stran¢ prolinovych
zbytka®™. POP vykazuje nejvyssi koncentraci mezi mozkovymi peptidasami, proto je jeji
aktivita davana do souvislosti s rozvojem neurologickych poskozeni. POP je v mozkové tkani
odpovédna za metabolismus neuropeptidii, jako jsou napf. substance P, vasopresin,
neurotensin, thyroliberin, které jsou spojovany s udenim a paméti®®. Nejvétsi aktivita byla
zaznamenana mozkové kure, tfikrat mensi aktivita v cerebellu. Stiedni aktivita byla popséana
ve striatu, hypotalamu, hippokampu a amygdale®’. Pokles POP &innosti Vv séru byl pozorovan

u pacientll trpici riznymi stavy deprese, pii jejim zvySeni pak byly pozorovany stavy manie a
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schizofrenie®. Také nizk4 hladiny substance P je pfisuzovana ¢innosti POP, a je velmi &asto
pfitomna u lidi trpici AD. Substance P je popisovana jako blokator toxicity vyvolané PA%,
Rada studii ukézala, e v mozku pacienti trpici AD jsou zménény hladiny neuropeptidas.
Mnoho téchto neuropeptidas jsou substraitem pro POP, a spekuluje se pifimi vliv POP
v etiopatogenezi AD. Ztohoto diivodu se klinicky testuji inhibitory POP'®. Z nejvice
prozkoumanych inhibitorti jmenujme Z-pro-prolinal, JTP-4819, ONO-1603, ZTTA. Vsechny
tyto inhibitory maji podobnou strukturu. Jedna se o prolinové derivaty. Vliv inhibitoru POP
na zastaveni degradace vétSiny neuropeptidas byl prozatim popsan v mozku kryszg.
Jako potencialni inhibitory POP byly identifikovany latky izolované z mnoha rostlin a hub.
Jedna se napiiklad 0 derivaty kavové a skoficové kyseliny izolované z Hypericum brasiliense

101 102

L. (Hypericaceae)™, undulatin izolovany z Chlidanthus fragrans L. (Amaryllidaceae)™ ",

styrylpyranony izolované z houby Phellinus linteus (Hymenochaetaceae)'®. Polyozelin a

kynapcin-12 piitomné v houb& Polyozellus multiplex (Thelephoraceae)'®.

25



3.2 Fumaria officinalis L. (Fumariaceae)

3.2.1 Taxonomické zarazeni

Odd¢leni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Podttida: Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Fumariaceae

Rod: Fumaria

Druh: Fumaria officinalis L. — Zemé&dym lékarsky

; ‘i\,\ a
N Al RE %y
vy | P
|
| 2 4 y .
If /o Gir ‘\:{, (9
AP &\
& = M\
/ L ,/1../ 4
i} A
[ | 7 NN
T
4\
Zemédim lekafsky
105

Obr. 8 Fumaria officinalis L. — Zemédym 1ékatsky
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3.2.2 Botanicka charakteristika ¢eledi

Zastupci z Celedi Fumariaceae jsou vytrvalé byliny bez mléénic, se stiidavymi listy.
Trojcetné nebo zpefené listy jsou fapikaté, bez palistl, vyrustajic stfidavé. Kvéty jsou
oboupohlavné, soumérné, vytvarejici hrozny nebo lat. Kalich je tvofen dvéma malymi listky.
Korunu tvofi ¢tyfi listky ve dvou kruzich v kvétu jsou dvé tyCinky na Sirokych nitkach.
Prostfedni ¢ast tyCinky nese dvoupouzdré prasniky. Semenik je svrchni, tvofen ze dvou
plodolistii. Plody jsou nazky, nebo tobolky*®.

Do celedi Fumariaceae se tadi 18 rodt s 450 druhy. Oblast rozsifeni je mirny pas na
severni polokouli. Celed’ je ptibuzna s makovitymi (Papaveraceae). Od nich se viak odliguji

absenci mlécnic, a alkaloidy obsahuji pouze idioblasty. Semenik u makovitych muize byt

A o ~ 14 . . o l 7
tvofen sriistem aZ devatenécti plodolista™’.

3.2.3 Botanicka charakteristika rodu

Do rodu Fumaria jsou fazeny jednoleté byliny. Od dymnivek se odliSuji tim, ze plody
obsahuji pouze jedno semeno. Rostliny jsou lysé, zbarveni lodyh a listu je Sedomodré.
Postaveni listli na lodyze je stfidavé. Spodni listy jsou dlouze fapikaté, horni listy jsou kratce
rapikaté nebo ptisedlé. Kvéty jsou oboupohlavng, soumérné a kratce stopkaté. Do tohoto rodu

je v soucasnosti fazeno asi 50 druht, s péti zastupci se miizeme setkat v CR®,

3.2.4 Morfologicky popis

Zemé&dym lékarsky je lysd, modrozelené ojinénd, 10-40 cm vysoka jednoleta bylina. Lodyha
je pfima nebo vystoupava, dutd, rozvétvend a ryhovana. Listy jsou stfidavé, ftapikaté
sjemnou, 2krat zpefenou Ccepeli, s listky fapikatymi, dlanit¢ clenénymi az zpefenymi
v carkovité, tupé nebo Spicaté ukrojky. Kvétenstvi tvofi bohaté, koncové a piimé listnaté
hrozny. Kvéty jsou obojaké, soumérné pfiblizn€¢ 8 mm dlouhé, dvojcetné, s volnymi obaly.
Kalisni listky jsou vejcité kopinaté a nepravidelné zubaté, pozdéji opadavé. Korunni listky
jsou nachové barvy a na Spicce tmavsi, horni ¢ast je protaZzena dozadu ve vakovitou ostruhu
s mednikem. Tyc¢inky jsou dv€, dvoubratré a trojclenné. Prasnik tyCinek je sloZen je slozen ze
4 praSnych vacka. Semenik je svrchni, tvofen 2 plodolisty a je jednopouzdry. Plodem je

kulovita, zelena za sucha svraskla nazka. Semeno je kulovité, ervenohn&dé %%’
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3.2.5 Stanovisté a rozsiteni

Tento druh je v CR velmi rozsifen a fadi se mezi plevele. Obyva pole, zahrady, vinice,
rumiste.

Druh roste skoro v celé Evropé (chybi jen v nejsevernéjsi ¢asti), dale v Malé Asii, oblasti
Kavkazu, severniho Iranu, jizni Sibife a severni Africe. Piivodnim aredlem rozsifeni je zfejmé

¥ ’ . ~r .5 o ’ v r s r 196
Stiedozemi, kde je soucasti ptivodnich spolecenstev na skalach a piscich™.

3.2.6 Fumaria officinalis jako 1é¢iva rostlina

Drogou zemédymu je kvetouci nat’ — Fumariae herba., nepiekvetld a bez plodu. Je to
vyluéné sbérova droga. Droga ma svétle zelenou barvu listii a fialové kvéty, slabé makovou
vini a je hotké chuti. Droga je bohatd na benzylisochinolinové alkaloidy ¢aste¢né vazané na
kyselinu fumarovou a flavonoidy. Soubor alkaloidd z drogy ovliviiuje hladké svalstvo, stievni
peristaltiku, ma diuretické a choleretické uginky™.

V lidovém 1éCitelstvi se droga zemédymu pouziva zejména pro jeho diuretické a
choleretické ucinky. Hlavné pfi potizich provazenych kie€emi horni ¢asti traviciho ustroji,
zluéniku a ZluCovodi. Droga uvoliuje kieCe a reguluje vyméSovani zluée. Dale ma droga
projimavé ucinky, pomaha pfi chronickych koznich onemocnénich (lécebné koupele u
psoriasis) a pusobi 1é¢ebné pii krvavych hemeroidech. Jako homeopatikum se doporucuje pti
chronickém, svédivém ekzému vyvolaném jaternimi poruchami %,

Mnozstvi praci popisuje antimikrobialni aktivitu extraktd rostlin rodu Fumaria. Vyrazny
antipyreticky extrakt byl popsan pii peroralnim podani smési latek ziskanych z extraktu F.
parviflora (testovala se biologicka aktivita hexanového, chloroformového, vodného extraktu).
Jako neucinngjsi byl identifikovana smés ziskana extrakci hexanem. Ethanolicky extrakt z F.
parviflora vykazuje vyznaény kardioinhibi¢ni, antiarytmicky, hypotenzivni a antipyreticky
ucinek. U alkaloidového extraktu z F. officinalis byla popsana antiarytmicka aktivita.
Hepatoprotektivita a cytotoxicita extrakti F. officinalis a F. densiflora byla testovana na
modelu primarnich kultur potkanich hepatocytti. Hepatoprotektivni u¢inky celkovych extraktl

. . , . , 70,82
jsou ve srovnani se samotnym protopinem malé .

3.2.7 Obsahov¢ latky a jejich biologicka aktivita
Rostliny rodu Fumaria jsou vyznamné hlavné obsahem svych isochinolinovych alkaloid.
Obsahuji také dalsi skupiny slou€enin jako fenolické latky, hoiciny, tfisloviny, slizy a

mineralni latky 4487
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3.2.7.1 Fenolické slouceniny

Mezi dalsi skupinu latek s vyraznym biologickym ucinkem patii fenolické slouceniny. Tyto
slouceniny byly také identifikovany, nebo izolovany z F. officinalis. Byla zjisténa pfitomnost
flavonoida isokvercetinu, kvercetin-3,7-glukosidu, kvercetin-3-arabinosyl-glukosidu, rutinu
kamferol-arabinosidu*®. Z kyselin jsou to kyseliny (-)-kaffeoyl-D-jable¢na, (-)-feruloyl-D-

jabletna a (—)-p-kumaroyl-D-jabletna, fumarova, kavova a chlorogenova ™.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Obr. 9 kvercetin

Jako prvni byla biologicka aktivita popsana u derivatl kyseliny skoficové, kavové, ferulové
a p-kumarové, konkrétné se jednalo o cholagogenni Uc¢inek. U kyseliny kavové bylo
prokazano, ze inhibuje spasmolytickou aktivitu a spolu s kyselinou chlorogenovou inhibuji
peroxidaci mastnych kyselin LDL lipoproteini™'. Kyselina chlorogenova také aktivnd
ovlivitluje resorpci Zeleza ve stfevnim traktu a ma protektivni G¢inek na chromozomy
vystavené gama zafeni. Tyto dv€ posledné zminéné kyseliny vykazuji hepatoprotektivni
ucinek pfi intoxikaci hepatocyti brombenzenem, aktivuji jaterni enzymové systémy slouZici
k metabolismu xenobiotik. V rodu Fumaria je kvantitativné hojné zastoupena kyselina
fumarova, kterd byla terapeuticky pouzita k 1é¢bé lupénky. Kyselina ma také potencionalni

. . . s e . . . 70,112
antikancerogenni a antifungalni U€inky, které se dale zkoumaji 0.112

3.2.7.2 Alkaloidy
Obsah jednotlivych alkaloidl zavisi na druhu a geografickém vyskytu rostliny, rozmanitost
alkaloidi v ramci rodu Fumaria u druhtl, které se vyskytuji na uzemi CR, je zobrazena v tab.

1113, 114 jejich obecna struktura pak na obr. 10 9.
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Tabulka 1 Vyskyt jednotlivych strukturnich typt alkaloidi v druzich rodu Fumaria *

Rod Fumaria 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Fumaria officinalis L. + - + + + + - + + + - -
Fumaria parviflora Lam. + + + + + + + + + + - +
Fumaria schleicheri Soy.Will. - - - + - + + + - + - -
Fumaria schramii Velen. - + - + + + + + - + - -
Fumaria vaillantii Loisel. + + + + + + + + - + - -

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

9 indenobenzazepinovy, 10 spirobenzylisochinolinovy, 11 promorfinanovy, 12 rhoeadinovy

N
=N
3
~ZN
isochilnoliny benzylisochinoliny morfiny
—N
\ /
protoberberiny benzofenanthridiny Protopiny

69

Obr. 10 strukturni typy alkaloidt identifikované v rostlinach rodu Fumaria
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Obr. 10 pokra¢ovani

3.2.7.2.1 Protoberberinové alkaloidy

V celedich Berberidaceae a Fumariaceae velmi ¢asto piitomna skupina alkaloidi. U druhu
F. officinalis tvofi po skupiné isochinolinovych alkaloidi druhou nejpocetnéjsi skupinu
alkaloidi. Chemicky se vyskytuji ve formé& tetrahydroprotoberberinové, nebo ve formé
kvarternich amoniovych soli. Zéklad tvofi benzylisochinolinovy skelet, kde mezi dusikem a

115 v/ F. officinalis byla zjiténa pfitomnost (+)-

uhlikem C 8 je pfitomen berberinovy most
cheilathifolinu, koptisinu, (£)-skulerinu, (-)-skulerinu, (%£)-sinaktinu, (-)-sinaktinu, (+)-
stylopinu, (-)-stylopinu. Dihydrokoptisin vykazuje kardioprotektivni, antioxida¢ni ucinky,
inhibi¢ni G¢inky na tvorbu osteoklastli, neuroprotektivni a antifungalni ﬁéinkyllﬁ. )-

skulerin je charakteristicky sedativnimi G¢inky. ()-sinaktinu jsou pfisuzovany antivirotické

31



a antibakteridlni ucinky

vyskytuji  také

Ranunculaceae .

17 Mimo vySe zminéné celedi se protoberberinové alkaloidy

v Celedich Lauraceae, Menispermaceae, Papaveraceae, Lauraceae,
HgC—O
N
HO
P
o
(x)-cheilathifolin
O
< o cs_N
p
O
(+)-dihydrokoptisin
H,C—O OH
H
N
HO O—CHs
(—)-skulerin
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CHj

(-)-sinaktin

(-)-stylopin

Obr. 11 protoberberinové alkaloidy

3.2.7.2.2 Benzofenanthridinové alkaloidy

Benzofenanthridinové alkaloidy jsou pfitomny hlavné v ¢eledich Papaveraceae, Rutaceae

V rostlindch se tyto alkaloidy vytvareji pfeménou protoberberinovych alkaloid

118

U F. officinalis byly identifikovany korydamin, sanguinarin. Sanguinarin je kvarterni

alkaloid a ma protinadorové a antibakterialni ti¢inky a fadi se mezi potencionalni

antitumorova lé¢iva'®, U korydaminu byly zjidtény antiulcer6zni uginky v oblasti zaludku a

duodena®?®.
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korydamin sanguinarin

Obr. 12 benzofenanthridinové alkaloidy

3.2.7.2.3 Protopinové alkaloidy

Protopinové alkaloidy jsou nejcastéji obsazeny v Celedich Berberidaceae, Papaveraceae,
Ranunculaceae. Jsou to terciarni, nebo kvartérni alkaloidy. Dusik neni soucasti
isocholinového kruhu, ale je soucasti deseticlenného heterocyklického cyklu kde je dale
pfitomna ketonickd skupina. Protopinové alkaloidy vznikaji oxidaci z protoberberinovych
alkaloidi *.

U F. officinalis byly identifikovany protopin a kryptopin. Tyto alkaloidy zpomaluji
srde¢ni frekvenci, zvySuji pritok korondrni artérii a maji kratkodoby excita¢ni ucinek na
délohu™?. Kryptopin také vykazoval antibakterialni aktivitu a antihelminticky ¢inek?,
Protopin, mimo jiz zminéné u¢inky, dale vykazoval inhibi¢ni G¢inek na mozkovou GABA

transaminasu a ma antagonisticky G¢inek na A opiodni receptorai*,

H3C—O

H,C—O

Kryptopin
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protopin
Obr. 13 protopinové alkaloidy

3.2.7.2.4 Aporfinové¢ alkaloidy

Aporfinové alkaloidy se vyskytuji nejéastéji v ¢eledich Papaveraceae, Menispermaceae,
Ranunculaceae a Lauraceae. Jejich struktura je odvozena od struktury aporfinu. Tato
struktura vznika parovanim aromatickych jader benzylisochinolinﬁ124.

V F. officinalis byl identifikovan (+)-korytuberin. Tento alkaloid pisobi na
kardiovaskularni systém tak Ze zpomaluje puls a zpiisobuje zrychleni dechové frekvence >,
Dale byla zjisténa ptitomnost (+)-bulbokapninu. Bulbokapnin je znam piedev§im pro svoji
katatonii — bulbokapninova ztuhlost. Byla také u né&j publikovana inhibiéni ¢inost na AChE a
BuChE™,

CHs
6 o>
N HsC—N 0
HO CHs y
HO " OH
@)
O |
| CHs
CHj
(+)-korytuberin (+)-bulbokapnin

Obr. 14 aporfinové alkaloidy
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3.2.7.2.5 Spirobenzylisochinolinové alkaloidy

Spirobenzylisochinolinové alkaloidy tvofi hlavni skupinu obsahovych latek celedi
Fumariaceae. V rostliné vznikaji, tak jako jiné alkaloidy ztéto rostliny, pfeménou
protoberberinovych alkaloidéi "°. Z této skupiny byla zjisténa u F. officinalis pritomnost (+)—
dihydrofumarilinu, epihydrofumarilinu, (-)-fumaricinu, (+)-fumarilinu, (+)-fumaritinu,
fumaritin-N-oxidu, fumaritrilinu, (+)-fumarofycinu, (-)-O-methylfamurofycinu, (+)-

parfumidinu.

CHs

HO
ey

(-)-fumaricin (#)-fumaritin

CH3

HO CH3

o
5 oj

(+)-fumarilin (+)-fumarilicin

Obr. 15 struktury nékterych spirobenzylisochinolinovych alkaloidd
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3.2.7.2.6 Ftalidisochinolinov¢ alkaloidy

Alkaloidy této skupiny se nejcastéji nachazeji v ¢eledich Berberidaceae, Papaveraceae a
Ranunculaceae. Prekurzory pro tyto alkaloidy jsou dopamin, methionin, tyramin a tyrosin.
Prekurzory tvoifi pro tuto skupinu charakteristické jadro, které je tvofeno Ctyfmi cykly.
Soucasti téchto cykli je i laktonovy kruh. Ve F. officinalis byly identifikovany piedevs§im (+)-
adlumin, (+)-bikukulin, (+)-hydrazin. (+)-Adlumin ma tlumici u¢inek na kardiovaskularni
systém, zejména zeslabuje srde¢ni Cinnost. Dale ma stimulaéni ucinky V oblasti stiev, a
pusobi jako uterotonikum. Uterotonické vlastnosti ma také hydrazin. (+)-Bikukulin je

antagonistou GABA-A %2,

O
<O N_CH3
H
O
[/
o) O/GHQ,
HsC—O

(+)-hydrazin

(+)-adlumin
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(+)-bikukulin

Obr. 16 ftalidoisochinolinové alkoidy

3.2.7.2.7 Indenobenzazepinové alkaloidy
Slouceniny této chemické struktury jsou v rodu Fumaria pomérné &asto zastoupené™’. V F.
officinalis byla zjisténa ptitomnost (x)-bulgaraminu, (+)-fumaritridinu, (+)-fumaritrinu,

(+)-fumarofinu. Biologicka aktivita téchto latek nebyla doposud publikovana.

H3C
b
N—CH;
0 0
(|3H3 \ >

(+)-bulgaramin
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(+)-fumaritridin

HsC
S
N—CHj
HO H
HO
o/

(+)-fumarofin

Obr. 17 indenobenzazepinové alkaloidy

3.2.2.7.8 Inhibi¢ni aktivita AChE a BuChE vyvolana alkaloidy z rodu Fumaria

V ramci screeningu cholinesterdsovych aktivit vykazovaly nckteré extrakty z Celedi
Fumariaceae a Papaveraceae (podle nejnovéjsi systematiky jsou nékdy tyto dvé celedi
fazeny pod jednu celed’ Papaveraceae) inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterasam 128 Druhy,
které pii screeningu vykazovali inhibi¢ni aktivitu Fumaria vaillantii, F. capreolata, F.

kralikii, F. asepala, F. densiflora, F. flabellata, F. petteri subsp. thuretii, F. macrocarpa, F.

cilicica, F. parviflora, F. judaica'®.
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Inhibi¢ni aktivita byla méfena na AChE z elektrického uhote (Electrophorus electricus) a
koniské sérové BuChE upravenou Ellmanovou metodou®?. Extrakty rostlin a slouceniny
testované na inhibici AChE a BuChE byly testovany v koncentracich 10 pg/ml a 1 mg/ml.
Jako standard byl pouzit galanthamin. Extrakty o koncentraci 10 pg/ml, které byly testovany
na inhibici AChE vykazovaly inhibi¢ni aktivitu v rozmezi 5,09 — 54,44 %, standard 5,08 %.
Pfi koncentraci extraktu 1 mg/ml bylo rozmezi 2,01 — 16,62 % u standardu 11,23 %. Latky o
koncentraci 10 pg/ml bylo rozmezi 87,02 — 96,89 % Vv zavislosti na uritém taxonu, u
standardu 48,80 %. Pfi koncentraci testovanych alkaloidi 1 mg/ml bylo rozmezi 80,03 —
99,32 % a u standardu byla aktivita 80,31 %. Udaje vyjadfuji pokles aktivity enzymu na
danou hladinu®?. Z vysledka inhibiéni aktivity lze tedy Fici, Ze v&tsina rostlinnych extrakti
vykazovala inhibi¢ni G€innost proti obéma enzymm zévislou na davce.

Alkaloidy, které byly izolované a vykazovali inhibi¢ni aktivitu AChE (c alkloidu = 1
mg/ml) z rodu Fumaria jsou (+)-kanadin (56,75 + 0,58 %), (+)-hydrastin (10,08 + 0,78 %),
(+)-bulbokapnin (65,23 + 0,42%), (+)-fumaroficin (37,90 + 0,99 %) , korydaldin (17,11 +
0,89 %) a protopin (80,53 + 0,59%), udaje v zavorkach vyjadiuji pokles aktivity enzymu na
danou hladinu®'?. Alkaloidy hydrastin a corydaldin byly nejmén& u&inné, co se inhibicni
aktivity tyce, to vede k domnénce, Ze k inhibi¢ni aktivité extraktu neptispiva. Bulbokapnin
(ICs0 = 2,0 uM) ma vyssi hodnotu ICsp nez li galanthamin (ICsp = 5,8 uM). Ptispiva tak

Kk inhibi¢ni aktivité extraktu. Také kanadin (ICsp = 2,6 uM) vykazuje silnou inhibi¢ni aktivitu
120
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Chemikalie a rozpoustédla

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

cyklohexan p. a. (Penta)

= destilovana voda (H,0)

= diethylether ¢. (LachNer)

= dusi¢nan bismutity zasadity (LachNer)

= diethylamin p.a. (LachNer)

= chloroform p. a. (Penta)

* jodid draselny (Penta)

= kysleina chlorovodikova 35%, p.a. (Lachema)

= Kyselina vinna (Penta)

= |ékaisky benzin 1ékopisné kvality CL 2009 (Penta)

= toluen p. a. (Penta)
4.1.2 Pomocné latky

=  kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich)
= yhlic¢itan sodny 10 % (w/w)

4.1.3 Chromatografické adsorbenty

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

= Oxid hlinity (Al203) deaktivovany 6% H,O,stupent deaktivace Brockmann III,
velikost zrn 40-200 um, (ACROSS)

4.1.4 Detekcni Cinidla

Dragendorffovo cinidlo dle Muniera

Toto ¢inidlo se pouziva k detekci alkaloidli a sloucenin, které ve své molekule obsahuji
vazany dusik. Sklada se z roztoku A a roztoku B v poméru 1:1.

Roztok A se ptipravuje rozpusténim 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého a 20 g kyseliny

vinné v 80 ml vody.
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Roztok B byl ptipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40ml vody.

Mayerovo cinidlo

Mayerovo ¢inidlo se pouziva ke zjiSténi pfitomnosti alkaloidti v organickém rozpoustédle.

Jeho slozeni je 1,36 g chloridu rtutnatého, 5 g jodidu draselného a 100 ml vody. Po smiseni a

dikladném rozpusténi sloucenin vznika tetrajodortutnatan draselny, ktery reaguje s alkaloidy.

4.1.5 Piistrojové vybaveni

Biichi Melting Point B-540 (Biichi, Flawil, Switzerland)

NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA)

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

Polarimetr P3000 (Kriiss A. Kriiss Optronic, Germany)

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

4.1.6 Chemikalie a material, které byly pouZity pro stanoveni inhibicni aktivity erytrocytarni
AChE a sérové BuChE
Chemikélie

10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich)

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4 (o sloZeni: dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(Lachema); dodekahydrat hydrogenfosfrecnanu disodného (Lachema)

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

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Dimethylsulfoxid (Sigma-Adrich)

Material

Jako zdroj AChE byla pouzita pouzdra lidskych erytrocyti. Zdrojem BuChE byla lidska

plazma.
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4.1.7 Chemikalie a materidl, které byly pouZity pro stanoveni inhibi¢ni aktivity POP
Chemikélie:

= Z-Gly-Pro-p-nitroanilide (Sigma-Aldrich)

=  POP (Sigma-Aldrich)

= dimethylsulfoxid (Sigma-Adrich)

» fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, 0,01 M, pH 7.4 (o slozeni: 137 mM NaCl a

2,7mM KCI)
= bajkalin (Sigma-Adrich)
= 1,4-dioxan (Lachema)

» p-nitroaniline (Lachema)

4.1.8 Piistroj pro stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity
Reader SynergyTM HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA). M¢feni bylo

provadéno na mikrotitracnich destickach (96 jamek, prahledné, Brand).

4.1.9 Pristroj pro stanoveni POP inhibi¢ni aktivity
ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). M¢ieni bylo

provadéno na mikrotitracnich destickach (96 jamek, prahledné, Brand).

4.2 VSeobecné postupy

4.2.1 Destilace rozpoustédel a odpafovani

Komeréni rozpoustédla v kvalité pro analyzu, nebo chemicky cistd byla pfed pouzitim
pfecisténa destilaci. Odpafovani frakci, které byly ziskané pfi sloupcové chromatografii,
probihalo na vakuové odparce do 40 °C za sniZeného tlaku. Frakce byly po vysuSeni

Vv exikatoru umistény v chladnicce (pfti 2-8 °C)

4.2.2 Chromatografie

4.2.2.1 Sloupcova chromatografie
Sloupcova chromatografie byla provedena metodou gradientové eluce na neutrdlnim oxidu
hlinitém. Suspenze adsorbentu byla navrstvena do chromatografické kolony, do takto

ptipravené kolony byl nanesen vzorek ve formé roztéru.
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4.222TLC
Tenkovrstva chromatografie byla provadéna vzestupné V systému normalnich komor.
Komory byly zapocetim chromatografie nasyceny, doba syceni mobilni fazi byla zavisla na

velikosti komor, pohybovala se od 20 minut po dobu 1 hodiny.

4.2.2.3 Priprava desek pro preparativni TLC
Ptiprava spocivala v odmasténi desek a v naliti smési komercniho silikagelu a destilované
vody na sklenéné desky o rozméru 20 x 20 cm. Desky byly po té umistény do stojanu, kde

samovoln¢ vyschly. Doba suseni byla nejmén¢ 24 h pted jejich pouzitim.

4.2.2.4 Detekce

Pro detekci alkaloidi na TLC se pouzivala nejprve detekce pod UV lampou pii vinovych
délkach A = 254 a 366 nm. Nasledné byl po vyvinuti chromatogram postiikdn
Dragendorffovym c¢inidlem, pozitivni reakce v oblasti vyskytu na pfitomnost alkaloidu se

projevila jako oranzovohnéda skvrna.

4.2.3 Teplota tani

Teploty tani byly méfeny na bodotavku Biichi Melting Point B-540. Vyhtevnost byla
nastavena tak, aby do 10 °C pied ptedpokladanou teplotou tani u dané latky stoupala teplota
ve vyhievném bloku rychle (15 °C/min.) a pak stoupala postupné (0,5 °C/min.) do maximalni

teploty, ktera byla o 10 °C vyssi nez ptfedpokladana teplota bodu tani latky.

4.2.4 GC-MS analyza

Hmotnostni spektra byla méfena na spektrometru Agilent 7890A GC 5975, mdéd EI pii 70
eV. Separace byla provedena na koloné DP-5 MS (30 x 0,25 mm x 0,25 um)., Agilent
Technologies Santa Clara, CA, USA. Parametry teplotniho programu: 100°C -> 15°C/min ->
180°C/Imin -> 5°C/min -> 300°C. Teplota injektoru byla nastavena na 280 °C, nosnym
plynem bylo helium, jeho pritok byl nastaven na 0,8 ml za minutu. Detekéni rozmezi bylo
m/z 35-600, teplota detektoru byla 200 °C. Injekce prob&hla ve split modu v poméru 1:10, byl
injektovan 1 pl alkaloidniho roztoku (1 mg/ml). Detekce jednotlivych alkaloidii byla
provedena na zaklad¢€ porovnani jejich MS spektra se spektry v NIST knihovné¢, literatufe a s
referencnimi spektry latek, které byly jiz na katedie Farmaceutické botaniky a ekologie Faf

UK dfive izolovany.
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4.2.5 NMR analyza

NMR spektra byla métfena na spektrometru Varian Iniova 500. Pracovni frekvence pro jadra
byla 'H 499,9 MHz, *C 125,7 MHz. Pro mé&feni spektra 13C NMR byla pouZita 5 mm SW
Sirokopasmova sonda. 1H NMr spektra byla méfena v inverzni 5 mm ID PFG sond¢ za
pouziti standardnich pulznich frekvenci. Méfeni byla realizovana v deuterochloroformu za
teploty 25 °C.

4.2.6 Ptiprava erytrocytarnich pouzder

Z Cerstvé odebrané krve se odebrala erytrocytarni pouzdra, kterd byla pfipravena pfidanim
citratu (1 ml na krve 10ml). Plazma (BuChE) byla odstranéna za pomoci centrifugy (4000 ot.
/min.). Erytrocyty byly pfemistény do 50 ml zkumavek a 3x promyty SmM fosfatovym
pufrem (pH 7,4) s15 mM chloridem sodnym (12000 ot. /min). Promyté erytrocyty byly
smichané s 5 mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) na dobu 10 minut, aby byla zajisténa jejich
lyza. Desintegrované bunky byly 10 minut centrifugované rychlosti 20000 ot. /min. a
nasledné byla pouzdra (BuChE) tfikrat promyta fosfatovym pufrem (pH 7,4).
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4.3 lzolace alkaloidu z Fumaria officinalis

4.3.1 Separace alkaloidua z frakce ¢. 55 — 67
Néplni diplomové prace byla izolace spojené frakce 55-67 (A2), kterd byla ziskana ze
souhrnné sloupcové chromatografie alkaloidniho diethyletherového koncentratu (87 g), ktery

byl diive pfipraven a zpracovan v ramci diplomovych praci D. Kassemové a M. Safratove®*0,

Obr. 18 TLC frakei A1-All

Tabulka 2 Vysledky sloupcové chromatografie

Spojené frakce (A1 — All) Mobilni faze Hmotnost frakci
50-54 LB + CHCl; (3:2) 0,30
55-67 LB + CHCl; (3:2) 13,89
68-76 LB + CHCl; (3:2) 6,30
77-87 LB + CHCI;(3:2, 1:1) 9,60
88-93 LB + CHCl; (1:1) 13,59
94-101 LB + CHCl; (1:1) 7,70

102-108 LB + CHCl; (1:1) 1,00
109-120 LB + CHCl; (1:1) 1,46
121-137 LB + CHCl; (1:1, 2:3) 2,00
138-178 LB + CHCl; (2:3, 1:4), CHCI; 8,75
179-201 CHCl3, CHCI; + EtOH (3:1, 1:1) 10,90
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Obr. 19 TLC frakce 55-67

Skrze TLC byla ve frakci zjiSténa pifitomnost 5 alkaloidi po detekci s Dragendorffovym
¢inidlem a UV 254 nm.
Parametry TLC: adsorbent SiO, 60 F254 (Merck), komora nasycend, mobilni faze CHx +

DEA (90:10), pocet vyvijeni 3x, draha 9 cm (Rf — 0,41; 0,52; 0,69; 0,74; 0,89), detekce
Dragendorffovo ¢. + UV 254 nm.
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Obr. 20 GC-MS analyza frakce 55-67
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- GC-MS analyza prokazala ptitomnost 5 alkaloidd, porovnanim MS spekter s MS spektry
v knihovné se 2 latky identifikovali jako stylopin a fumarilin. Zbyvajici 3 nezndmé slouceniny
nemohly byt identifikovany touto technikou, nebot’ spektra téchto latek nebyla nalezena

V knihovné.

4.3.3.1 Cisténi frakce ¢. 55-67 a jeji ndsledné déleni na suchém sloupci

Frakce €. 55-67 byla piecisténa pies vrstvu neutralniho Al,03 (ACROSS, velikost zrn 40-
250 pm, deaktivovaného 6 % H20). Ptecisténim bylo ziskano 11,9 g extraktu. Piecisténa
frakce pres Al,03 byla separovana sloupcovou chromatografii na Al,O3 (ACROSS, velikost
zrn 40-250 pm, deaktivovaného 6 % H20, m = 1130 g; roztér pfipraven ze stejného
adsorbentu m = 67 g (1:6)). Vyska sloupce adsorbentu = 26 cm, primér = 7,4 cm, mrtvy
objem V = 900 ml. Pro separaci byla pouzita gradientova stupiiovitd eluce; mobilni faze
(MF): LB + CHCI3; + DEA (90:10:5, 85:15:5, 80:20:5, 70:30:5, 60:40:5 a 40:60:5), pratok 10

ml/ min, frakce jimany po 100 ml.

Celkovée bylo ziskano 7 spojenych podfrakci. Separace byla monitorovana TLC (CHx + To
+ DEA — 70:20:10). Celkova hmotnost spojenych frakci byla 9, 84 g.

Obr. 21 TLC jednotlivych spojenych frakei
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Parametry TLC: adsorbent SiO, 60 F254 (Merck), komora nasycena, mobilni faze CHx + To

+ DEA (50:40:10), vyvijeno 2X, draha 10 cm, detekce Dragendorffovo ¢. + UV 254 nm

Tabulka 3 Podfrakce ziskané precisténim puvodniho extraktu

Spojené frakce Mobilni faze (LB+CHCI3;+DEA) Hmotnost odparku (g)

7-9 90:10:5 0,105
10-12 90:10:5, 85:15:5 0,153
13-32 85:15:5 0,925
33-35 80:20:5 0,147
36 - 49 80:20:5, 70:30:5 3,996
50 - 56 60:40:5 2,797
57-87 40:60:5 1,160

4.3.3.2 Zpracovani jednotlivych podfrakcit

»  spojené podfrakce ¢. 7-9 (0,105 Q)
krystalizaci ze smé¢si CHCl3 + EtOH bylo ziskano 23,86 mg bilych, drobnych krystali
latky JK-1.

»  spojené podfrakce ¢. 10-12 (0,153 g)
tato frakce nebyla zpracovdvana, nebot obsahuje latku JK-1, kterd byla izolovana

z predesla podfrakce v dostatecném mnozstvi pro biologické testy in vitro.

»  spojené podfrakce ¢. 13-32 (0,925 Q)
z této frakce bylo ziskdno 400 mg bilych, drobnych krystalli JK-2 krystalizaci ze smé&si
EtOH + CHCls.

»  spojené podfrakce ¢. 33-35 (0,147 g)

spojena frakce byla podrobena preparativni TLC na komer¢nich deskach (Merck, sila
vrstvy 0,2 mm). Pocet desek 8, velikost 20 x 10 cm, soustava CHx + DEA (95:5), pocet
vyvijeni 3x. Celkem byly ziskany 3 zony (Rf - 0,47; 0,59; 0,71). Ze zény 1 a 2 o m = 20,8
mg a 16,2 mg nebyly alkaloidy izolovany, protoze podle GC-MS obsahovaly alkaloidy,
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které byly izolovany v ptedchozich frakcich (JK-1 a JK-2). Ze zény 3 byl ziskan
krystalizaci ze smési EtOH + CHCI; alkaloid JK-3 (28,6 mg).

23-3%

o P

————
R

Obr. 22 3 zdny déleni podfrakce 33-35

»  spojené podfrakce ¢. 36-49 (3,996 g)
- na zékladé TLC a GC-MS analyzy byly vtéto frakci zjistény alkaloidy fumarilin,
fumaricin a JK-3. Zpracovani této podfrakce bylo zvoleno z diivodu, Ze v piedchozi izolaci
bylo latky JK-3 izolovano malé mnozstvi a tento alkaloid dosud nebyl z FO na Katedie

farmaceutické botaniky a ekologie izolovan.

Parametry TLC

- adsorbent SiO,, komora nasycena, mobilni faze CHx + To + DEA (70 : 20 : 10),
vyvinuto 2x, draha 10 cm (Rf — 0,25; 0,35; 0,45).

Zpracovani a ¢isténi eluatu

Frakce byla ptecisténa na suchém sloupci (vrstva Al,O3 10 cm, primér sloupce 3 cm), takto
bylo ziskano 400 mg piecisténé frakce. Opakovanou krystalizaci z EtOH + CHCI; bylo
ziskano 120 mg bilych, drobnych krystala JK-3.
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Obr. 23 TLC vzorku a standardi Obr. 24 podfrakce ¢. 36 - 49

(standardy: zkr. Fml — fumarilin, Fmc — fumaricin)

*  spojené podfirakce ¢ 50-56 a 57-87 (2,7973 g, 1,15979)
- Podle TLC i GC-MS analyzy tyto frakce obsahovaly fumarilin a fumaricin. Tyto alkaloidy
byly jiz diive izolovany v ramci diplomové prace D. Kassemové a M. Safratové>'*,

Z té&chto spojenych frakci proto nebyly jiz izolovany.

50- %

Obr. 25 TLC podfrakce 50 — 56
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4.4 Stanoveni inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloida

4.4.1 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity
Testy probihali za nasledujicich podminek:

= teplota 37 °C

= v prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

= vlnova délka spektrofotometru 436 nm

» m¢éfeni probihalo v prisvitnych multijamkovych destickach (96 jamek, Brand)

Pro stanoveni ICsy se pouzila modifikovana Ellmanova spektrofotometricka metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny.

Hodnoty 1Csy byly vypocitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesterasy
nebo butyrylcholinesterasy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro
Windows; Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly porovnany s
hodnotami ICsp znamych inhibitord cholinesteras: galataminem (ICsp ache = 1,71 £+ 0,07 uM,
ICs0 Buche = 42,30 £ 1,30 uM), Hup A (ICso ache = 0,033 + 0,001 puM, IC 50 guche >1000 uM),
fysostigmin (ICsg ache = 0,063 + 0,001 uM, I1Cso guche = 0,130 £ 0,004 uM).

| (inhibice) byla pocitana dle vzorce:

BL

AA
I(%)=100—(AA )*100

SA

kde AAgL je narGst absorbance slepého vzorku za 1 minutu, AAsa je narust absorbance

méfeného vzorku.

4.4.2 Stanoveni prolyl oligopeptidasové inhibi¢ni aktivity

POP byla rozpusténa ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatovym pufrem (PBS : 0,01
M Na/K, fosfatového pufru - pH7,4, obsahujicim 137 mM NaCl a 2,7 mM KCl), specificka
aktivita pro enzym byla 0,2 U/ml. Pro testy byly pouzity standardni, polystyrenové, 96
jamkové mikrotitratni destiCky s plochym a prihlednym dnem (Brand). Zasobni roztoky
testovanych sloucenin byly pfipraveny v DMSO (10 mM). POP substrat, Z-Gly-Pro-p-
nitroanilid, se rozpustil v 40 % 1,4 — dioxanu (10 mM). Pro kazdou reakci byly PBS (170 pl),
testovand sloucenina (5 pl) a roztok POP (5 pl) inkubovany po dobu 5 minut pfii teploté 37
°C. Po té se ptida substrat (20 pl) a mikrotitracni destiCka byla posléze inkubovéana po dobu

30 minut pii teploté 37 °C. Tvorba p-nitroanilinu byla pifimo tmérna aktivit¢ POP a byla
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méfena spektrofotometricky pfi 405 nm za pouziti mikrotitratniho detektoru ELISA (EL800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT,USA). Inhibi¢ni u¢inost testovanych slou¢enin byla

vyjadiena jako hodnoty ICso™%.
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5 Vysledky

5.1 Strukturni analyza (-)-stylopinu (JK-1)

Obr. 26 (—)-stylopin

5.1.1 MS (-)-stylopinu

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

1004 148

507 323

91

207 992 248 263 281
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Obr. 27 EI-MS (-)-stylopinu

5.1.2 NMR (-)-stylopinu
Struktura (-)-stylopinu byla uréena na zaklads vysledka *H- a *C-NMR spekter a jejich

srovnani s literaturou®*?
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'H NMR (500 MHz, CDCls): 6.72 (1H, s, H1), 6.69 (1H, d, J = 8.5 Hz, H11), 6.64 (1H, d, J =
8.5 Hz, H12), 6.59 (1H, s, H4), 5.96-5.92 (4H, m, 2xOCH,0), 4.11 (1H, d, J = 15.1 Hz, H8),
3.61-3.56 (2H, m, H8, H14), 3.24 (1H, dd, J = 16.5, 3.6 Hz, H13), 3.19-3.09 (2H, m, H5, H6),
2.83 (1H, dd, J = 16.5, 11.0 Hz, H13), 2.70-2.62 (2H, m, H5, H6).

exp5 FROTON

SAMPLE PRESATURATION
date Jan 17 2012 patmode
solvent cdcll  wet

£ile /b 1 SPECIAL
— cie/~ temp pot used
Pumaria officinali~ gain not used
o/MS-1/M3-1 H.fid apin 20
ACQUISITION hot 0.008
o 3906.2 pw30 8.700
at 2.097 alfa 10.000
=p 16384 PLAGS
® 4000 11
bs 2 in
ar 1.000 dp ¥
nt 16 he an
ot 16 PROCESSING
TRANSMITTER = not used
o m DISPLAY
sfrg 499.865 ap 1082.7
ot -328.1 wp 28860
f— 60 rfl 1418.4
P 4.350 rfp 1629.0
DECOUPLER o 82.5
an c1a 1p 0
dof ° PLOT
am non we 200
decwave Wi0 OneWMB sc 0
dpur 39 ve 148
amf 22258 th 45
ai cde gh
J b.d l‘x. M A A J-'-\_)J\
R e e o e e e e e e L
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 Ppm
o oy [ e
5.6m01 6.71 5.98 6.77 5.50
5.8.16 16.52 11.56 11.68 12.04

Obr. 28 *H NMR spektrum (-)-stylopinu

3C NMR (125 MHz, CDCls): 146.2 (C3), 146.1 (C2), 145.0 (C10), 143.3 (C9), 130.3
(C14a), 128.3 (C12a), 127.6 (C4a), 121.0 (C12), 116.4 (C8a), 108.4 (C4), 106.9 (C11), 105.5
(C1), 101.1 (C9OCH,0OC10), 100.8 (C20CH,0C3), 59.7 (C14), 52.8 (C8), 51.1 (C6), 36.3
(C13), 29.3 (C5).
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M8-1
oxpS CAREON
SAMPLE

Jam 17 2012
cdcl3

date
solvent

£ile /home/vomrlfv-
nmrsys/data/Luciaf-
Fumaria officinali.

5/MS-1/ME-1 C.£id
ACQUISITION
aw 32051.3
at 1.022
np 65536
m 17000
bs &4
a1 s.000
nt 2000
ct 2000
TEANSMITTER
tn c13
sfrg 125.705
tof 1513.9
tpwr 56
¥ 10.400
DECOUPLER

an H
dor ]
dm ¥¥Y
decwava w
dpwr 40
ame 11293

PRESATURATION
satmoda n
wat n
SPECIAL
temp ot used
gain 30
spin 10
nst 0.008
pws0 10.400
alfa 10.000
FLACE
11 n
in n
ap ¥
hs onn
PROCESSING
b 4.00
tn not used
DISPLAY
sp 2955.5
vp 16354.3
1 11881.3
fp 967TE.2
n -T2.0
1p 0
PLOT
wo 200
sc []
Vs 87456
te 1
al ecde pr

-
LR
N
sggiz
z S£883
8 LLg L
- @ E:
Aagne g
P = & o B - P
TEES REL i / 5 00A
R 3 5 5
= .
L*F 5
o ]I_L'.._ AJJ___'”___1 ey J L—Jw
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Obr. 29 **C NMR spektrum (-)-stylopinu

5.2 Strukturni analyza (—)-sinaktinu (JK-2)

5.2.1 MS (-)-sinaktinu

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

Obr. 30 (—)-sinaktin

56



100 118

339
504

190
91

08162 7/ “ 105119 el NS 202216 232 247 262 277202 7% L 351
60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

Obr. 31 EI-MS (-)-sinaktinu

5.2.2 NMR (-)-sinaktinu
Struktura (-)-sinaktinu byla uréena na zakladg vysledki *H- a *C-NMR spekter a jejich

srovnani s literaturou'®,

'H NMR (500 MHz, CDCls): 6.73 (1H, s, H1), 6.69 (1H, d, J = 8.2 Hz, H11), 6.65 (1H, d, J =
8.2 Hz, H12), 6.62 (1H, s, H4), 5.96 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 5.92 (1H, d, J = 1.5 Hz,
OCH,0), 4.12 (1H, d, J = 14.9 Hz, H8), 3.89 (3H, s, C2 — OCH3), 3.87 (3H, s, C3 — OCHy),
3.63 (1H, brd, J = 10.2 Hz, H14), 3.57 (1H, d, J = 14.9 Hz, H8), 3.28 (1H, dd, J = 15.9, 3.7
Hz, H13), 3.22-3.11 (2H, m, H5, H6), 2.84 (1H, dd, J = 15.9, 10.9 Hz, H13), 2.73-2.63 (2H,
m, H5, H6).

5/067

exp68 PROTON

SAMPLE DPRESATURATION
date Dec 17 2012 satmode
solvent cdecl3d wet
file /home/vnmrl/v~ SPECTAL
nmrsys/data/Lucie/~ temp 25.0
Fumaria officinali- gain 30
8/5-067/5-067_H.fi~ spin 20
d hst 0.008
ACQUISITION W0 9.100
W 4251.7 alfa 10.000 ~
at 1.927 FLAGS
np 16384 41
fb 4000 in
bs 1 dp ¥
di 3.000 hs nn
nt 32 PROCESSING
ct 32 fn not used
TRANSMITTER DISPLAY
tn HL sp 1157.0
sfrq 499.865 wp 2539.0
tof -504.5 rfl 3767.5
tpwr 60 rfp 1629.0
pw 4.550 rp 81.0
DECOUPLER ip 0
€13 PLOT
dof 0 we 200
dm nnn  sc 0
decwave W40_OneNMR~ Vs 50
_W018 th 45
dpwr 317 ai ecde ph
dmf 32258 l h |
l Mo A WA A
L L L L N Iy I Y B BB L B
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm
R ! b e vt =
4.73.86 4.78 13.79 5.03 4.89
9.39 9.48 14.84 9.57 9.36 9.48

Obr. 32 *H NMR (-)-sinaktinu
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3C NMR (125 MHz, CDCly): 147.5 (C3), 147.4 (C2), 145.0 (C10), 143.3 (C9), 129.3
(Cl4a), 128.4 (C12a), 126.6 (C4a), 121.0 (C12), 116.6 (C8a), 111.3 (C4), 108.5 (C1), 106.8
(C11), 101.0 (OCH,0), 59.4 (C14), 56.8 (C2 — OCHs), 55.8 (C3 — OCHj3), 52.9 (C8), 51.3
(C6), 36.2 (C13), 28.9 (C5).

5/067

expé8 CARBON

SAMPLE PRESATURATION
date Dec 17 2012 satmode
solvent cdecl3d  wet
file /home/vnmrl/v~ SPECTAL
nmrsys/data/Lucie/~ temp 25.0
Fumaria officinali- gain 10 syesg
8/5-067/5-067_C.fl~ spin 20 aaan
4 hst 0.008 EEERR
ACQUISITION pwo0 11.300
sw 31250.0 alfa 10.000
at 1.049 FLAGS -
np 65536 11 - @
fb 17000 1in .- ; o
bs 16 dp ¥ 5 - g o
a1 3.000 hs n - ;:1 -
nt 3000 PROCESSING = 9 a
ot 3000 1b 1.00 a L
TRANSMITTER fn not used “ = s
tn c13 DISPLAY PR E e &
sfrq 125.705 sp 2947.2 e o . o2
tof 1813.9 wp 16675.0 R E J 5 o @ w
tpwr 55 rfl 11483.2 bt "‘) ER ] n o
W 5.650 rfp 9678.2 o a o 4 B py
DECOUPLER rp -75.5 B T a r @ -
dn El 1p 0 -
def 0 PLOT s
dm Y¥Y¥y we 200
decwave w sc 0
dpwr 41 vs 20289
damf 12346 th 1
“ I [
Ak L o
L L e e I B B I B
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Obr. 33 *C NMR (-)-sinaktinu

5.3 Strukturni analyza (—)-O-methylfumarofycinu (JK-3)

HsCO

HaCO

Obr. 34 (-)-O-methylfumarofycin

5.3.1 MS (-)-O-methylfumarofycinu
EI-MS (m/z) 351(100), 336(80), 293(10), 175(15), 102(5), 42(3)
ESI-MS (m/z) 412(35), 370(5), 352(100), 321(13), 309(4), 291(6).
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Obr. 35 EI-MS (-)-O-methylfumarofycinu

5.3.2 NMR (-)-O-methylfumarofycinu
Struktura (-)-O-methylfumarofycinu byla urdena na zakladé vysledka 'H- a “*C-NMR

spekter a jejich srovnani s literaturou™.

'H NMR (500 MHz, CD;0D): 6.87 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.81 (1H, d, J = 7.9 Hz, H12),
6.68 (1H, s, H4), 6.60 (1H, s, H8), 6.55 (1H, s, H1), 5.96 (1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 5.93
(1H, d, J = 1.5 Hz, OCH,0), 3.80 (3H, s, C3 — OCHy), 3.60 (3H, s, C2 — OCHy), 3.58 (1H, d,
J=17.1 Hz, H13A), 3.46-3.37 (2H, m, H6, H13B), 3.12-3.03 (2H, m, H5, H6), 2.68 (1H, dd,
J=15.7, 6.0 Hz, H5), 2.43 (3H, s, N — CHa), 1.72 (3H, s, H16).

FO_55-67-36-46-1 CD3OD

expé8 PROTON

SAMPLE PRESATURATION
date May 7 2013 satmode
solvent cd3od wet
file /home/vomrl/v-~ SPECIAL
nmrsys/data/Lucie/~ temp 25.0
Pumaria officinali~ gain 30
$/5-085/cD30D_FO_5~ spin 20
5-§7-36-46-1_H.fid hst 0.008
ACQUISITION oWl 9.100
i 4111.8 alfa 10.000
at 1.992 FLAGS
np 16384 11
fb 4000 din n
bs 12 dp ¥
d1 1.000 hs nn
nt 16 PROCESSING
ct 16 fn not used ‘U fﬂ' J f' f
TRANSMITTER DISPLAY
tn H1L s8p 499.1
sfrq 499.867 wp 3125.5
tof -230.5 rfl 1445.1
tpwr 60 rfp 1649.6
W 4.550 rp -121.6
DECOUPLER ip o
dn c13 PLOT
def LU 200
dm nnn  sc o
decwave W40_OneNMR~ vs a
_W018 th 24
dpwr 37 ai ede ph
dmf 32258 l
JJL l“ R s N .l\ — l Y
T L DL T L] T T T T T L
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
S b R ol e I o = =
3.423.73.69 11.65 8.05 3.91 11.01
3.723.82 7.71 15.33 7.87 11.20 5.09

Obr. 36 *H NMR (-)-O-methylfumarofycinu
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13C NMR (125 MHz, CDs;0OD): 171.2 (C15), 150.0 (C3), 149.1 (C10), 148.2 (C2), 145.0
(C9), 136.9 (C12a), 128.2 (C4a), 127.6 (C14a), 121.9 (C8a), 117.3 (C12), 113.1 (C1), 112.5
(C4), 110.8 (C11), 103.1 (OCH,0), 78.6 (C8), 74.7 (C14), 56.5 (C2 — OCHg), 56.3 (C3 —
OCHj), 48.8 (C6), 45.7 (C13), 38.4 (N7 — CHs), 25.8 (C5), 20.6 (C16).

FO_55-67-36-46-1 CD30D
exp68 CARBON
SAMPLE PRESATURATION
date May 7 2013 satmode
solvent cdlod wet
file /home/vnmrl/v~ SPECIAL
nmrsys/data/Lucie/~ temp 25.0
Fumaria_officinali~ gain 10 9 qizs o o
5/5-085/CD30D_FO_5-~ spin 20 MmOl ew -
5-67-36-46-1 C.fid hst 0.008 233332 p
ACQUISITION pwol 11.300 L L ) / |
sw 31250.0 alfa 10.000 ~F Q
at 1.049 FLAGS -~ =
np 65536 11 - B
fb 17000 in w o
bs 1 dp b'd 3 -
di 3.000 hs nn =
nt 15000 PROCESSING
ct 15000 1b 1.00 "
TRANSMITTER fn not used Q- = s
™ o e
tn €13 DISPLAY 2 20 e . - " Soe
sfrq 125.705 sp 1448.7 wo M SR g o E 3
tof 1913.9 wp 20873.1 a T 2n om0 a . o« ~ 6 o
gE&Z s85oAdg 2 a8
tpwr 55 rfl 7780.1 - sz 15 @ l =4 3 2 / ]
pw 5.650 rfp 6158.9 e nel= o alg ) - -] ‘ -
DECOUPLER p 41.9 4 I - J @ T — e e
dn HL 1p 0 5 - K -
dof 0 PLOT o T
dm ¥y we 200
decwave w se 0
dpwr 41 wvs 36369
dmf 12346 th 1
ai cdc ph Jl h i l J J‘
M»--\memd&—«--u-ln--an-ml.«uswmunﬁpp\JM.l«“\lm' bttt bttt bbbk e gy A o] Ml " thm-wl-«w hopimtamngs
II|\\\I|I\I\\II\\|\\II\\I\\l\\ll\\I\\ll\\\\lll\l\lll\\l\\ll\\l|\|\\|||\||\II\‘\III
160 140 120 100 g0 60 40 ppm

Obr. 37 °C NMR (-)-O-methylfumarofycinu

5.4 Specificka opticka otacivost

Tabulka 4 Hodnoty specifické otacivosti izolovanych alkaloida

Alkaloid Specificka opticka otacivost [o]p?

(-)-sinaktin -347,7°; ¢ 0,532 (CHClyg)
(—)-stylopin -120,5; ¢ 0,024 (CHCl5)
(-)-O-methylfumarofycin -53,6 °; ¢ 0,224 (CHCl3)
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5.5 Teploty tani

Tabulka 5 Hodnoty teploty tani izolovanych alkaloida

Teplota tani
(-)-sinaktin 174-175 °C
(—)-stylopin 206-207 °C
(-)-O-methylfumarofycin 122-124 °C

5.6 Vysledky inhibi¢nich aktivit

Tabulka 6 Vysledky hodnot ICsg izolovanych alkaloidd na AChE, BuChE a POP

I1Cs0 ache (M) | 1Cs0Buche (uM) 1Cs0 pop
(-)-sinaktin 632,0 + 68,12 | 8154,3 + 981,42 52,9 + 1,8 (uM)
(—)-stylopin >1000 >1000 >1000 (mM)
(-)-O-methylfumarofycin 963,10+ 135,98 | 1771,0 + 380,94 neméfeno
Galanthamin 1,71 £ 0,07 42,30+ 1,30 0
HupA 0,033 £ 0,001 >1000 0
fysostigmin 0,063 £ 0,001 0,130 + 0,004 0
bajkalin 0 0 0,610 + 0,021 (mM)
Z-Gly-Pro-p-nitroanilid 0 0 3,27 £ 0,02 (nM)
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6 Diskuze

Mezi dnes nejcastéji pouzivané 1é¢ivé latky pro 1é¢bu AD patii inhibitory AChE. Podle
nejnovejSich studii se vSak prokdzal i vliv BuChE na rozvoj AD, proto se vyzkum
V soucasnosti zamétuje na potencionalni inhibitory obou enzymi.

Alkaloidni extrakt z F. officinalis L. (Fumariaceae) vykazoval na zaklad¢ screeningové
studie (bioguided assay), provedené na katedfe Farmaceutické botaniky a ekologie Faf UK,
perspektivni inhibicni aktivitu vi¢i AChE a BuChE. Testovani bylo provedeno Ellmanovou
spektrofotometrickou metodou in vitro, inhibi¢ni aktivita sumarniho alkaloidniho extraktu
vici AChE byla 1Cso= 39,2 + 1,96 pg/ml a BuChE ICsp = 40,32 + 1,9 pg/ml.

Cilem této diplomové prace bylo izolaéni zpracovani spojené frakce ¢. 55-67 (A). Podle
TLC byla ve frakci prokazdna pomoci UV detekce pfitomnost pét latek, které po reakci
s Dragendorffovym ¢inidlem byly detekovany jako alkaloidy. Tti latky byly z frakce
izolovany Vv Cisté formé, v mnozstvi umozitujicim jejich identifikaci, za pouziti sloupcové
chromatografie, preparativni TLC a krystalizace. Zbylé dvé latky, (+)-fumarilin a (-)-
fumaricin pfitomné v této frakci nebyly izolovany, nebot’ byly izolovany z FO dfive D.
Kassemovou a M. Safratovou>'®, Z latek, které byly izolovany, se biologicka aktivita vici
lidskym cholinesterasam (AChE a BuChE) a POP méfila u (—)-O-methylfumarofycinu, (-)-
sinaktinu a (-)-stylopinu. Latky byly uréeny pomoci GC-MS, NMR, optické otacivosti a
teploty tani.

Prvni alkaloid, (-)-O-methylfumarofycin patii mezi spirobenzylisochinolinové alkaloidy a
byl izolovan pouze z rodu Fumaria. Byl identifikovan napiiklad u druhu Fumaria bastardi,
Fumaria officinalis, Fumaria parviflora a Fumaria vaillantii***. Druhy alkaloid, (-)-sinaktin
patii mezi protoberberinové alkaloidy a byl jiz diive z této rostliny izolovéan. Latka byla dale
identifikovana v ¢eledich Menispermaceae (Sinomenium acutum) a Papaveraceae (rod

Corydalis)™*®

. Tteti alkaloid, (-)-stylopin patii také mezi protoberberinové alkaloidy, ktery byl
jiz diive z F. officinalis izolovan. Jeho ptfitomnost byla zjisténa i u dalSich druhi rodu
Fumaria parviflora, Fumaria schleicheri a Fumaria vaillantii a také v ¢eledi Papaveraceae
(Papaver rhoeas, Chelidonium majus, Corydalis bractea, Corydalis emanuelii, Corydalis
stricta)™*®.

Inhibi¢ni aktivita zminénych alkaloidi vuc¢i sérové BuChE, erytrocytarni AChE byla
stanovena in vitro Ellmanovou spektrofotometrickou metodou s pouzitim 5,5"-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny a byla porovnana s inhibi¢ni aktivitou standardii (galanthaminem,

HupA, fyzostigminem). Galanthamin, jez se terapeuticky pouziva v terapii AD je silnym
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inhibitorem AChE (ICsp ache = 1,71 £ 0,07 uM), inhibuje také BUChE (ICsp guche = 42,03 +
1,30 uM). HupA, ktery je ve 2. fazi klinického zkouseni, vykazuje selektivni inhibici AChE
(1Cs0 ache = 0,033 + 0,001 uM). HupA je vuci BuChE zcela neaktivni (ICso gyche > 1000 pM).
Fyzostigmin, ktery se v terapii AD jiz nepouziva z diivoda silnych nezadoucich uc¢inkt, byl
vybran jako standard pro inhibici AChE 1 BuChE (ICsp ache = 0,063 = 0,001 uM a ICsg gyche =
0,130 £+ 0,004 uM). U (-)-stylopinu byly naméfené hodnoty ICsg vii¢i AChE a BuChE vyssi
nez 1000 puM, a byl tak shledan vuci cholinesterasam zcela neaktivni. (—)-O-
methylfumarofycin vykazoval oproti cholinesterasam velmi slabou aktivitu (ICsp ache =
963,10 + 135,98 uM, ICsp guche = 1771,0 £ 380,94 uM). (-)-O-methylfumarofycin byl na
cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu testovan poprvé. Nejlepsi cholinesterasovou inhibi¢ni
aktivitu vykazoval (-)-sinaktin (ICso ache = 632,0 £ 68,12 uM, ICsg guche = 8154,3 + 981,42
uM) nicméné z hlediska inhibice AChE se jedna témétf o neaktivni slouceninu a nelze ji
oznacit jako perspektivni inhibitor AChE.

Jako standardy pfi méfeni inhibi¢ni aktivity vi¢i POP byly pouzity synteticka latka Z-Gly-
Pro-p-nitroanilid (ICsg pop = 3,27 + 0,02 nM) a ptirodni flavonoid bajkalin (ICsq pop = 0,610 £
0,021 mM). U (-)-stylopinu nabyvaly hodnoty inhibi¢ni aktivity proti POP (ICsp) vétSich nez
1000 mM takze Vv tomto ptipad€ lze oznacit latku za neaktivni. Vysledek biologicka aktivity
(-)-O-methylfumarofycinu vic¢i POP neni dosud znam, v soucasné dobé probiha méfeni
inhibi¢ni aktivity viici POP na pracovisti FVZ UO v HK. Vysledky inhibi¢ni aktivity oproti
POP u (-)-sinaktinu v8ak dosahovaly velmi slibnych hodnot (ICso pop = 52,9 + 1,8 uM). (-)-
sinaktin vykazuje mnohem vyssi inhibi¢ni aktivitu nez pouzity standard (bajkalin 1Csp pop =
0,610 + 0,021 mM), nicméné aktivita byla nizs§i nez u syntetické latky Z-pro-prolinal (ICsg pop
=3,27+ 0,02 nM).

Na zavér lze fici, Ze Z&dny z izolovanych alkaloidli nevykazoval lepsi inhibi¢ni aktivitu
oproti cholinesterasam nez standardy. A je zfejmé, Ze nejsou zodpoveédné za inhibi¢ni aktivitu
sumarniho alkaloidniho extraktu. U POP se (-)-sinaktin jevi jako velmi aktivni latka, ktera
vykazovala mnohem vét§i inhibicni aktivitu neZ pouZity standard bajkalin. PfestoZe, az
vyjimku ((-)-sinaktin), byly izolované latky neaktivni v in vitro testech na inhibici AChE,
BuChE a POP, nelze je uplné zavrhnout z hlediska potencialni perspektivity v terapii AD,
nebot’ tyto latky budou testovany na biologické aktivity v dalSich in vitro testech (napf.
inhibice -sekretasy a GSK-3p).
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7 ABSTRAKTY
Abstrakt

Kostelnik J.: Studium biologické aktivity alkaloidd izolovanych z Fumaria officinalis L.
(Fumariaceae) |. Diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2014, 63 s.

Cilem diplomové prace bylo izola¢ni zpracovani spojené frakce ¢. 55-67 (A;) ziskané ze
sumarniho alkaloidniho extraktu rostliny Fumaria officinalis L. (Fumariaceae). Za pomoci
chromatografickych metod byly izolovany tii alkaloidy, které byly dale identifikovany
pomoci strukturni analyzy (GC-MS, NMR). Tyto tii alkaloidy byly ureny bé&Znymi
chromatografickymi metodami a poté byly identifikovdny na zdklad¢ strukturni analyzy,
optické otacivosti a teploty tani jako (—)-O-methylfumarofycin, (—)-sinaktin a (-)-stylopin.

U izolovanych latek byla stanovena inhibi¢ni aktivita v0¢i lidské erytrocytarni
acetylcholinesterase, lidské sérové butyrylcholinesterase a prolyl oligopeptidase. Namétené
hodnoty byly vyjadfeny jako hodnoty ICsg ((—)-stylopin: 1Cso ache @ 1Cs0 guche > 1000 puM, ICsg
pop > 1000 mM; (-)-O-methylfumarofycin: 1Cso ache = 963,10 £ 135,98 uM, ICsp guche =
1771,0 + 380,94 uM, ICsg pop — Neméeiena; (—)-sinaktin 1Csp ache = 632,0 = 68,12 uM, 1Cs
Buche = 8154,3 £ 981,42 uM, 1Csp pop = 52,9 £ 1,8 uM). Zédny z izolovanych alkaloidl
nevykazoval lepsi inhibi¢ni aktivitu oproti cholinesterasam v porovnani s galanhtaminem
(ICs0 ache= 1,71 £ 0,07 uM, 1Cs0 guche = 42,03 £ 1,30 uM), huperzinem A (ICsp ache = 0,033 £
0,001 uM, 1Csp guche > 1000 uM) a fyzostigminem (ICsp ache = 0,063 + 0,001 uM, ICsp guche =
0,130 + 0,004 uM). A je ziejmé, Ze nejsou zodpovédné za inhibicni aktivitu sumarniho
alkaloidniho vytiepku (1Cso ache = 39,2 £ 1,96 pug/ml, 1Csp guche = 40,32 £ 1,9 pg/ml). Ve
studii zamé&fené na inhibici POP se (-)-sinaktin (ICsp pop = 52,9 + 1,8 uM) jevi jako velmi
aktivni latka, kterd vykazovala mnohem vétsi inhibicni aktivitu nez pouzity standard bajkalin
(I1Cs0 pop = 0,610 £+ 0,021 mM), ale mensi aktivitu nez Z-pro-prolinal (ICso pop = 3,27 + 0,02
nM).

Klicova slova: acetylcholinesterasa, Alzheimerova choroba, butyrylcholinesterasa, Fumaria
officinalis L, prolyl oligopeptidasa.
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Abstract

Kostelnik, J.: Study of biological activity of alkaloids isolated from Fumaria officinalis L.
(Fumariaceae) I. Diploma thesis, Charles University in Prague,Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Kralové 2014, 63 p.

The aim of this study was to isolate alkaloids from joined fraction no. 55-67 (A2) obtained
from the total alkaloid fraction of extract of Fumaria officinalis L. (Fumariaceae) plant. Using
chromatography methods three alkaloids were isolated and then identified by structural
analysis (GC-MS, NMR). Three alkaloids were isolated by using common chromagografic
methods and then identified by structural analyses optical rotation and melting point as (-)-O-
methylfumarophycine, (-)-sinactine a (-)-stylopine.

Inhibitory activity of isolated alkaloids was assessed against human erythrocyte
acetylcholinesterase, human butyrylcholineesterase and prolyl oligopeptidase. The results
were expressed as 1Csq values ((—)-stylopine: I1Cso ache and 1Cso gycne > 1000 puM, ICsp pop >
1000 mM; (-)-O-methylfumarophycine: 1Csp ache = 963.10 + 135.98 uM, 1Csp guche = 1771.0
+ 380.94 uM, ICsg pop — Unmeasured; (—)-sinactine 1Csp ache = 632.0 = 68.12 uM, 1Cs0 guche =
8154.3 + 981.42 uM, ICsp pop = ICs0 pop = 52.9 + 1.8 uM). None of alkaloids isolated showed
better inhibitory activity againts cholinesterases than galantamine (ICso ache = 1.71 = 0,07 uM,
ICs0 Buche = 42.03 + 1.30 uM), huperzine A (ICsp ache = 0.033 £+ 0.001 pM, 1Csp guche > 1000
uM) and physostigmine (1Csp ache = 0.063 £ 0.001 puM, 1Csp gyche = 0.130 + 0.004 uM). And
it’s obvious they are not responsible for inhibitory activity of the total alkaloid fiction (ICs
ache = 39.2 £ 1.96 pg/ml, 1Cso guche = 40.32 £ 1.9 pg/ml). At POP (-)-sinactine (ICso pop =
52.9 + 1.8 uM) appears to be very active, with inhibitory activity exceeding inhibitory activity
of the standard baicalin (ICso pop = 0,610 + 0,021 mM), but not as strong as Z-pro-prolinal
(ICsopop =3.27 + 0,02 nM).

Key words: acetylcholinesterase, Alzheimer‘s disease, butyrylcholinesterase, Fumaria

officinalis L., prolyl oligopeptidase.
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