UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE BOTANIKY

RIGOROZNI PRACE

Biologicky aktivni metabolity rostlin VIII.
Alkaloidy Fumaria officinalis L. a jejich biologicka aktivita

Vedouci katedry: Prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Vedouci rigordzni prace: Prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Cheb, duben 2021 Mgr. Marta Mazel Tonarova



CHARLES UNIVERSITY
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL BOTANY

RIGOROSUM THESIS

Biologically active metabolites of plants VIII.

Alkaloids of Fumaria officinalis L. and their biological activity

Head of the department: Prof. Ing. Lucie Cahlikova, Ph.D.

Supervisor of the rigorosum thesis: Prof. Ing. Lucie Cahlikovéa, Ph.D.

Cheb, April 2021 Mgr. Marta Mazel Tonarova



PROHLASENI

Prohlasuji, Ze tato prace je mym ptivodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala samostatné.
Veskera literatura a dalsi zdroje, z nichz jsem pfii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu
pouzité literatury a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného

titulu.

Cheb, duben 2021
Mgr. Marta Mazel Tonarova



Dé&kuji prof. Ing. Lucii Cahlikové, Ph.D. za odborné vedeni mé rigordzni prace, cenné rady
a pfipominky k teoretické i experimentalni ¢asti prace a vS§em pracovnikiim Katedry farmaceutické
botaniky za vytvofeni dobrych pracovnich podminek, zejména pak za podporu v laboratofi
PharmDr. Jakubu Chlebkovi, Ph.D. a PharmDr. Anné¢ Host4lkové, Ph.D. Dale pak dékuji
doc. PharmDr. Jifimu KuneSovi, CSc. z Katedry anorganické a organické chemie za vypracovani
a interpretaci NMR spekter a Mgr. Martin€ Hrabinové z Katedry toxikologie a vojenské farmacie

Univerzity obrany za zméfeni a interpretaci inhibi¢nich aktivit.



OBSAH

PREHLED POUZITYCH ZKRATEK ..c..couiunriursennscnsssusssusssssssssssssssessasssses 9
I UVOD aecinstnscnscsssssssnssesssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssassssss 10
2 CHL PRACE .uuecencenncnsscnsscnsissnssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssess 12
3  TEORETICKA CAST .ouuiusiunscnsssnsssussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 13
3.1 DEIMEIICE c.uueeeiinnriiiniiiiniiiittiniteesistnesssttessssecssssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssesssssssssssssss 13
3.2 Alzheimerova choroba 14
32,1 BHIOIOZIC ..eiivieiiiecie ettt ettt et et e e et e et e e etaeenbeennbeensaenaneenne 15
3.2.2  KUNICKY ODTAZ ...c.eviiiiieiiieiieciteieeeieeste ettt ettt et saaeenbeessaeensaesane e 15
3.2.3  RiIZIKOVE faKEOTY . .eeineiiiiieiie ettt 16
3.2.4  DIaNOSHIKA...couiiiiieiiieie ettt et 17
3.2.5  FarmaKOterapiC....c.ccouuieiieiiieiiieriieeieeeiteeteeeieeereesteeeteesaeeesseessaessseessaeesseessseensaensseenns 17
3.2.5.1 Inhibitory acetylcholinesterazy (IAChE) ........ccccooviieiiiiiiiiiieieeeeceeee, 18
3.2.5.1.1  DONEPEZIL...uviieeiiieiieeeeee et et e 18

3.2.5.1.2  RIVASHIZIMIN. ce.utiiitiiiiiieiie ettt ettt ettt et et e et e st e enbeesaeeenseeneees 18

3.2.5.1.3  Galantaminl.......cc.eeouiiienieeiesiieeete et 18

3.2.5.2 Inhibitory N-methyl-D-aspartatovych receptori (iINMDA).........c.ccccvrrevrennnnne. 19
3.2.5.2. 1 MEMANTII.c..eiiiiieiieeiie ettt ettt ettt et et e et e st e et e e saeeenbeeennas 19

3.2.6 Latky piirodniho piivodu vykazujici terapeuticky potencidl...........ccccevveveriennenne. 20
3.2.6.1  Galantamin ........oooieiiiiniieiiiete ettt e 20

3.2.6.2  HUPECTZIN A ..ottt et et et e st e et e e eeaeeenaeeenaeeenneeen 20

3.2.6.3  GInkGO BilOBA...........cc.ocoueeiiiiiiiiiiiieiieeee e 20

32,614 DalST LALKY .eoveiiiiiiieieeeeee e e 21

3.2.7  VyzKum nOVYCh TECIV...c..eoiiiiiiiiiieieee et 21

33 Fumaria officinalis L. 22
3.3.1 Taxonomické zatazeni Fumaria offiCinalis...............cccocoveveeioiiiinnceaiiesieeiieeenn, 22
3.3.2  Charakteristika 10U FUMAFIA ............ccooveriiiiiiiiiiiniiiiiiiesteeeee e 23
3.3.2.1 Morfologicky popis Fumaria offiCinalis ................cccoeeeeeeeeeencieesiieenireeenaeens 23

3.3.2.2 Rozsiteni a vyskyt Fumaria offiCinalis ................ccoceeveeeeeveeenceeeniieesieeenieens 24

3.3.2.3 Tradi¢ni vyuziti Fumariae herba ............cccoeviiiiiiiiiieiiiiecieeeeee e 25

3.3.2.4 Studované biologické aktivity extraktu Fumaria officinalis............................. 26



HepatoproteKtivind aktivita..........c.eevieiiiiiiiiiieieeie e 26

Hypoglykemicka akKtivita .........cccveeriieiiieiieiieeieeie et e 26
Antibakteridlng aKEIVITA........ooiuiiiiiiie e 26
Dermatologickd apliKace.........cueieuiiiiiieeiiieeciee et 26

VIV N2 NETVOVY SYSIEIM.....uiiiiiieiiieiieeiieetieeiteeiteeeteeteeeereebeeseaeeseesnaeenseesasesnseensseenne 26
ANtOXIAACHT ETCKE ...c..eeiiiiiieieieeere e e 26
Poruchy ZIUCOVYCh CESt...cuuiiiiiiiieiie e e 26

Efekt na kardiovaskularni SyStem ...........cccuvieiiiieiiieeiiie e 27

3.3.3  Obsahoveé [atky r0dU FUMATIA...........cccueecuiieiiaiieeiieeeee et 27
3.3.3.1 Alkaloidy a jejich biologické UCINKY .......c.ccovvevciiiriieiieiieieeeeeee e 27
3.3.3.1.1 Protopinoveé alkaloidy ........cccceeriieiiiiiiiiieiieee e 27
3.3.3.1.2 Protoberberinoveé alkaloidy...........cccoeouieiieniiiiiinieeieceee e 29
3.3.3.1.3 Benzylisochinolinové alkaloidy ...........ccceeevievienciieniieniiieiiecieeeee e, 31
3.3.3.1.4 Spirobenzylisochinolinové alkaloidy ............ccceeevievienciienieniiiiecieeieee, 31
3.3.3.1.5 Ftalidisochinolinoveé alkaloidy ..........cccecceriieiiiniiiiiiiieeeee e, 34
3.3.3.1.6 Sekoftalidisochinolinoveé alkaloidy .........c..cccceviriiniiiiniiniinieiniciee 36
3.3.3.1.7 Indenobenzazepinové alkaloidy ...........ccceeevievieniiienieniieieee e, 37
3.3.3.1.8 Benzofenantridinoveé alkaloidy..........ccceovveeiierieniienieeiieieeie e 37
3.3.3.1.9  Aporfinove alkaloidy .........coceeoeriiriiniiiiiniieeee e 38
3.3.3.2  Ostatni obsahove TAtKY .....ocuoviiiiiiiiiii e 39

4  EXPERIMENTALNI CAST couuiueiueinecnnesnsesssessssessssessssessssesssssssasens 40
4.1  V5e0becné POStUPY PIaACE....cceinicreecsensecsrecsenssecssecssesseessesssessasssessssssasssassssssasssassssssaess 40
4.1.1 Piiprava a CiSt€ni rozpouStEdel.........cocuiviiiiiriiiniiiiiii e 40
4.1.2 Odparovani rozpoustédel, uchovani extraktli...........cccceevieriiieiieniiiiiiecie e, 40
4.1.3 SuSeni a skladovani frakci, izolovanych €istych alkaloidii..........cccceevvvvevniiennnnnne. 40
4.1.4  Preparativiil TLC ....cccoooiiiiiiiiiie ettt st 40
4.1.5  GC-MS ANALYZA ...ttt e ettt et neen 40
4.1.6 NMR QNAIYZA.......oiiiiiieiiiee e e e e e e e ennes 41
O A © 015 To) & I 0] 7212 A4 ] TSRS 41
4.1.8  Teplota tANT.....ecouiiiiieiiecie e ettt ettt e naeeneen 41
4.2 Material 2 VYDAVeN...ccuiiieeinenssinnsenseensnecssnncssnnssacssseesssscsssssssssssesssssssasssssssssasssssssaess 41
4.2.1 Material a vybaveni pro 1Z0IaCi......cc.eeeruiieeiiieeiiieeiieece e 41
4.2.1.1  ROZPOUSLEALA ..ot e 41



4.2.1.2  OStAtNd CREIMIKALIE ......eeeeeeeeeeeee e 42

4.2.1.3  Detekeni CInidla......cc.eevuirieriiiiiieieieeee e 42
4.2.1.4  Vyvijeci soustavy pro TLC ......ccoiiieiiiieieeee et e 42
4.2.1.5 Chromatografick€ adSOrbenty .........cccceeeeiieeiiieeiieecieeeee e e 42
4.2.1.6  PTIStrOJOVE VYDAVENT.....iiiiiiiiieiiieiieciie ettt ettt et e e esaens 42
4.2.1.7  ROStHNNY MAETIAL ....ccviiiiiiiiieiiieiiecie et e 43
4.2.2 Material a vybaveni pro stanoveni biologické aktivity ..........cccceevcrieiriiieiniieenieenee, 43
4.2.2.1  CREMIKALIC ..eveeniieiieciieieee sttt ettt ettt et e eaeeeneenneeneeas 43
B4.2.2.2  PUITY ottt sttt 43
4.2.2.3  PHSrOJOVE VYDAVENT.....iiiiiiiiiiiiieiieciie ettt siae e saeesbeessneensaens 43
4.2.2.4  Biologicky mMateridl........ccooiiiiiiiiiiiiieeiiee e 43

4.3 L A0) BT 151 100 T Ll R 44
4.3.1 Priprava sumarniho alkaloidniho eXtraktu .........c.ccceeviiiiiieniienienieciecie e 44
4.3.2  Sloupcova chromatO@rafie..........cocveeviieiiieiiieiieeie ettt sre e ereebeeseneesaeas 44
4.3.3  Zpracovani frakce 138-178 ....cccviiiiiieeiiieee et e 46
4.4  Stanoveni inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidii vii¢i cholinesterazam........... 48
4.4.1 Podminky METENT ......eeeiiiiiiiieiiie ettt e 48
4.4.2 Ptiprava erytrocytarnich pouZder..........cccoooiiieiiiieiiienieeee e 48
4.4.3 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (hodnoty ICs0) ......ccccevvevervieniinennene 49
4.5  Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloidi vii¢i prolyloligopeptidaze......49
4.5.1 Podminky METENT ......ceeiiiiiiiiieiiie ettt e e 49
4.5.2 Stanoveni prolyloligopeptidazové inhibi¢ni aktivity (hodnoty I1Cs0).......ccceevnenn.e. 49

5 VYSLEDKY uuceuiuriensinsncsssscsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssessss 50
5.1 Strukturni analyza (-)-fumaritinu .........ecoeiienniinnnnncnnsnicnssnncssencsssnsssssssssssssssssssssnns 50
5.1.1  MS studie (-)-fumaritinu ...........ceeoveeeiieeniieeeieeeee e e e e e eree e 50
5.1.2  NMR studie (-)-fUmaritinui...........ccceeriiiiiienieeiiee et 50
5.1.2.1  'H NMR studie (=)-fumaritiU.............ocooeveeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenas 50
5.1.2.2  3C NMR studie (-)-fUmaritinu............ccocovevevererereeereeeeeeeeeeeee e, 50
5.1.3  Specificka opticka otaCivost (-)-fumaritinu..........ccceeecveeeriieeriieeeriie e 50
5.1.4  Teplota tAni (=)-fUMATTHNU ...oveeiiiiiiieiieeie ettt e 51
5.2 Strukturni analyza (+)-parfuminU........ceeceeineennenneeneenniiaeseeseseesesseseesse 51
5.2.1 MBS studie (F)-parfuminu...........cccccureeiiieeriieeeiie e e e e esaeeeaaeeennees 51
5.2.2 NMR studie (+)-parfuminu ........ccccvieeiiieniiieeieeeee e e e e e e 51



5.2.2.1 'HNMR studie (+)-parfuminu ..............ococeueverererererereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn, 51

5222  BCNMR studie (+)-parfuminu ...........c.ccooveveeeeeeeereeeeeeeeeeeeeeseeee e 51

5.2.3 Specificka opticka otaCivost (+)-parfuminu.........cccceeeveeerciieeeiieeeriee e 51
5.2.4 Teplota tAni (+)-parfuminU...........ccceeeeuiieriiieeiiieee e e e e 52

5.3 INhibiCni AKEIVILY cooereniinsieninnsninninnsnncsissssisssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 52

6 DISKUSE.....oiiiiiniiininnicssnnicsssssicssssessssssessssssosssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssses 53
ABSTRAKT ....ccorrruiiiiinnssnnnincssssnnsecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 55
ABSTRACT ...cciiivneiiicnssnnninssssssssecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 56
7 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ...ouirmcrursscsssssssssssssssssssssssssssssses 57



ATC

CNS

CT
DSM-IV
EEG

FaF UK HK
HMBC
HMQC
GABA

GDS
GSK-3p
HIV

iAChE
iBuChE
iPOP
LMTM
MINCDS-ADRA

NIST
MMSE
MR
MS
NMDA
NMR
POP
TAU
TLC
TSH

PREHLED POUZITYCH ZKRATEK

anatomicko-terapeuticko-chemicka klasifikace 1é¢iv
centralni nervova soustava

pocitacovy tomograf

Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders
elektroencefalografie

Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy v Hradci Kralové
Heteronuclear Multiple Bond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
gama-aminomaselnd kyselina

global deterioration scale, Skala globalni deteriorace
glykogensynthasa kinasa-3[3

Human Imunodeficiency Virus

inhibitory acetylcholinesterazy

inhibitory butyrylcholinesterazy

inhibitory prolyloligopeptidazy
leukomethylthioninbishydromethansulfonat

National Institute of Neurologic, Communicative Disorders and Stroke-
Alzheimer’s disease and Related Disorders

National Institute for Standards and Technology
minimental state examination, test kognitivnich funkci
magneticka resonance

hmotnostni spekrometrie

N-methyl-D-aspartat

nuklearni magnetickd rezonance

prolyloligopeptidaza

tubulin-associated unit

tenkovrstva kapalinovéa chromatografie

thyreotropin



1 UVOD

v

Védecké a technické objevy nedavné i nynéjsi doby ptinasi fadu pokrokti v mediciné
a bezesporu tak maji vyznamny vliv na prodluzovani lidskych zivot. Primérny vék lidstva,
zejména v rozvinutych statech, tak stale stoupa. Tento veskrze pozitivni jev vSak s sebou piinasi
i nepopiratelnd rizika. Diive obavané, nelécitelné infekce uz davno nejsou v populaci hlavni
ptfi¢innou umrti. S vys§im vékem pacientli souvisi rozvoj fady komplikovanéjSich onemocnéni,
at uz se jednd o postizeni kardiovaskuldrniho systému, pohybového aparatu nebo tvorbu
zhoubnych nadort.

Rozsahlou kapitolu nemoci souvisejicich s vys$Sim vékem tvofi i tzv. neurodegenerativni
onemocnéni. Jednd se o nelécitelné stavy, vedouci k posSkozeni az uplnému zaniku nervovych
bunék — neuronl. Zejména demence predstavuji vyznamného zastupce takto vzniklych
onemocnénti.

K nejcastéji se vyskytujicim, a tudiZz inejzndméjSim postizenim typu demence patii
Alzheimerova choroba [1], kterd tvoii vice nez polovinu vsech diagnostikovanych ptipadu. Jeji
roz§ifeni roste se stoupajicim vékem pacientl, zejména pak od 65 let vyse. Uvadi se, ze v roce
2010 bylo touto nemoci celosvétove postizeno na 35 miliont lidi, z toho 10 milion Evropanii [2].
Zavaznost tohoto onemocnéni nespoc¢iva pouze v postupné ztraté kognitivnich a nekognitivnich
funkci nemocného, ale 1 v zatézi, kterou nakonec nesobéstacnost nemocného piinasi jeho okoli,
nanéz je plné¢ odkazan. Terapie Alzheimerovy choroby piedstavuje 1 problém pro systém
vetejného zdravotniho pojisténi, jedna se totiz o jednu z financné€ nejnakladnéjSich nemoci [3].

Vzhledem k tomu, Ze samotna pfi¢ina onemocnéni neni doposud pln€ objasnéna, neexistuje
v soucasnosti ani Zadny kauzalni 1€k proti Alzheimerové chorobé. Terapie se zamétuje zejména
na zpomaleni progrese, a to pravé s ohledem na posileni kognitivnich funkeci pacienta. Vychazi
se ptedev§Sim z poznatku, Ze bcéhem onemocnéni dochazi k deficitu neurotransmiteru
acetylcholinu. Pravé jeho Ubytek zapficifiuje pokles pozornosti, schopnosti zpracovavat ziskané
informace 1 poruchy chovani pacienta.

Na odbouravani acetylcholinu se v téle podili enzymy acetylcholin— a butyrylcholinesteraza.
K G¢innym inhibitordm téchto enzymu patii donepezil, rivastigmin a galantamin, 1éCiva, kterd
se pouZzivaji pfi terapii mirnych a stfedné tézkych stadii Alzheimerovy choroby.

Mezi vysoce potencidlni sekundarni metabolity, izolované a zkoumané v poslednich letech,
které by se mohly uplatnit v terapii Alzheimerovy choroby, lze pocitat isochinolinové alkaloidy

celedi Papaveraceae, Ranunculaceae, Fumariaceae, Amaryllidaceae, Berberidaceae a dalsich.
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Predmétem této prace byla izolace alkaloidii z druhu Fumaria officinalis, ¢esky zem&dym
l1ékaisky, a studium jejich inhibi¢niho potencidlu vic¢i enzymim, které se uplatiuji v terapii

Alzheimerovy choroby.
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2 CIiL PRACE

Cilem rigordzni prace bylo:
1. Chromatografické zpracovani jedné frakce alkaloidniho extraktu Fumaria officinalis
za ucelem izolace alespon jednoho alkaloidu v ¢isté formé.
2. Stanoveni struktury izolované latky MS a NMR analyzou, dale stanoveni jejich zdkladnich
fyzikéalné-chemickych charakteristik.

3. Ptiprava vzorki pro stanoveni biologické aktivity izolovanych latek.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Demence

Demenci jako nozologickou jednotku pifedstavuje skupina onemocnéni, ktera jsou

charakterizovana globalnim ubytkem intelektovych schopnosti, poruchami osobnosti, chovani,

spoleCenského zaclenéni a pracovnich aktivit [4]. Toto onemocnéni mozku je vétSinou chronické

nebo progradujici a projevuje se skrze:

pokles funkceschopnosti paméti, nejprve pifi zdznamu a reprodukci novych
informaci (kratkodoba pamét), pozdé¢ji ztratou diive ziskanych a davérnych
skutec¢nosti (dlouhodoba pamét)),

poruchy myslenkovych schopnosti, jako jsou napt. zpracovani informaci, schopnost
usudku a rozhodovani, tok myslenek, pocitani, vyjadiovaci schopnost,

poruchy ¢asové a prostorové orientace,

poruchy emocni kontroly, jako je napf. porucha socidlniho pocinani se zvySenou
podrazdeénosti a diirazem na svou osobu, stejné jako télesné zpomaleni kvili poklesu

vnéjSich podnétl a depresivni rozladéni [5].

V ramci klasifikace demenci se objevuje vicero moznych kritérii. Nékteré prameny uvadéji

tfidéni podle lokalizace postiZzeni, dal$i pracuji s moznymi pficinami, klinickym obrazem

nebo riznymi laboratornimi i instrumentalnimi vySetfenimi.

Podle lokalizace postizeni CNS klasifikujeme demence na:

kortikalni demence — zde jsou rliznym rozsahem a kombinacemi postiZeny korové
symbolické funkce, zasah frontotemporalni oblasti je typicky napf. u Pickovy
choroby a Jakobovy-Creutzfeldovy nemoci, zmény v parietotemporalni oblasti pak
napf. u Alzheimerovy nemoci,

subkortikalni demence — zde prevazuje postiZzeni bilé hmoty a bazalnich ganglii,
piikladem je Parkinsonova nemoc, demence s Lewyho télisky, Huntingtonova
nemoc, vaskularni demence pii onemocnéni malych cév a toxicka demence,

smiSené demence — kombinuji se oba typy postizeni [4].

Na zakladé¢ anamnézy, klinického obrazu, pomocnych paraklinickych vySetieni

a platnych diagnostickych kritérii vzniklo nésledujici déleni demenci:
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1. primarni degenerativni demence:
e frontotemporalni pfevaha — tzn. ,,Pickliv komplex*,
e parietotemporalni pfevaha — Alzheimerova choroba,

2. vaskularni demence:

multiinfarktova demence (MID),
e strategicky umisténé infarkty,
e onemocnéni malych cév s demenci,
e ischemicko-hypoxicka demence,
e hemorhagicka demence,
¢ jiné mechanismy, kombinace,
3. sekundarni demence:
e normotenzni hydrocefalus,
e metabolické poruchy,
e poruchy vyzivy,
e intoxikace,
e zancty CNS,
¢ nadory mozku,
e Urazy,

4. ostatni — kombinace n€kolika onemocnéni zpisobujicich demenci [6].

Pti stanovani, zda jde o demenci, ptipadné i o jaky typ demence, je zejména dilezité vyloucit
moznost deliria, deprese a lékem navozeného stavu pfipominajici symptomy demenci. V dalsi fazi
je tfeba vyhodnotit kognitivni deficit — béZznym kritériem je test MMSE, eventualné piihlédnuti
ke Skale GDS. Nasleduje urceni pravdépodobné diagnozy, tedy typu demence, a to jiz s vySe

zminénym ohledem na samotnou anamnézu, klinicky obraz a vysledky vySetteni.

3.2 Alzheimerova choroba

Nejcastéjsi demenci vibec je Alzheimerova choroba, jak bylo prokazano fadou studii,
u nichz byla diagn6za postizenych post mortem verifikovana histologicky. Alzheimerovskych
demenci je minimalné¢ 50 %. Alzheimerova choroba je d€lena podle doby objeveni prvnich

ptiznakli na formu s casnym zacatkem (do 65 let) a s pozdnim zacatkem (65 let a vyse) [7].
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3.2.1 Etiologie

Pfesné pficina tohoto onemocnéni neni znama, coz také komplikuje ptipadnou kauzalni
1é¢bu. Stejné jako u dalSich neurodegenerativnich chorob dochazi i u Alzheimerovy choroby
k poniceni a tvorbé patologickych proteini v mozku.

Zjednodusen¢ lze abnormalni dé¢j v CNS u Alzheimerovy choroby shrnout do tii
zakladnich oblasti: extracelularné vznikajici senilni plaky, intraceluldrné se objevujici neuronalni
klubka a zaroven dochézi k ubytku neurontl.

Hlavni roli v celém procesu hraje tzv. beta-amyloid, jedna se o pfirozen¢ se vyskytujici
dlouhy neuronalni transmembranové ulozeny peptid. Amyloidni prekurzorovy protein je za
normdlnich podminek $tépen enzymem alfa-sekretdzou na kratké plné solubilni fragmenty,
nazyvané beta- peptidy. U Alzheimerovy choroby se vSak uplatiiuji enzymy beta- a gama-
sekretdza, Stépici néasledné delsi fragmenty beta-peptidu o 42 a vice aminokyselinach. Takto
vznikly typ beta- peptidu napted oligomeruje — spojuji se dvé Castice mezi sebou. Nasledné pak
dochazi ke koagulaci téchto peptidi v extracelularnim prostoru mozkové kiry, ¢astice peptidu
polymeruji, ¢imz dochazi k syntéze patologického proteinu beta-amyloidu. Ten pak tvoii zaklad
lozisek neurodegenerace — plak. V disledku toxicity beta-amyloidu pak dochézi k aktivaci
nékterych proteinkinaz (napt. GSK-3p) a k degradaci intraneuronélniho tau proteinu. V disledku
popsanych pochodl dochazi k tvorbé tzv. neurofibrilarnich tangles (uzlickl, kosickl), a takto
postizené neurony pak podléhaji apoptoze [1].

U Alzheimerovy choroby je prerusena predevSim presynaptickd ¢ast acetylcholinergniho
neuronu. Je sniZena aktivita enzymu cholinacetyltransferazy (CAT), syntetizujiciho acetylcholin
z cholinu a z acetylkoenzymu A. Po uvolnéni z vazby na receptory je acetylcholin odbourdvan
enzymy acetylcholinesterdzami, a u Alzheimerovy choroby 1 butyrylcholinesterdzami [8].

Poruchy neurotransmise v mozku pacienta s Alzheimerovou chorobou lze v bodech
shrnout tak, Ze dochazi k degradaci neuronii v nucleus basalis Meynerti, k poklesu celkového
mnozstvi acetylcholinu, samotné korové acetylcholinesterazy a cholinacetyltransferazy. Dale pak
k zvySeni butyrylcholinesterazy a ke ztraté acetylcholinovych receptori N a M2 (nikotinovych
a muskarinovych) [6].

3.2.2 Klinicky obraz

Jednotlivé pfiznaky Alzheimerovy choroby se objevuji velmi pomalu, postupné. Zpocatku

je obtizné rozlisit mezi projevem normalniho stdrnuti a nastupujici nemoci. Samotné preklinické
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obdobi do néstupu prvnich klinickych ptiznaki byva pomérné dlouhé, odhaduje se na jeden az dva
roky.
Celkov¢ lze projevy rozdé€lit do nékolika oblasti:
e poruchy kognitivnich funkci — pamét’, pozornost, vnimani, intelekt,
e poruchy aktivit denniho Zivota — schopnost naplanovat aktivity, byt motivovan,
provést je a zpétné zhodnotit,
e behavioralni a psychologické ptiznaky — poruchy chovani, neklid, deprese, izkost,
poruchy spanku,

e postizeni hybnosti, motoriky.

Klinicky obraz je typicky i pro jednotliva stddia Alzheimerovy choroby.

e V lehkém stadiu nemoci jsou v popiedi poruchy kognitivnich funkci. Postizeni
si uvédomuji poruchy paméti. Co se tyce béznych dennich aktivit, neschopnost

e Ve stfednim stadiu nemoci progreduji poruchy kognitivnich funkei, postizeni
si neuvédomuji, jak moc je choroba ovlivituje. Objevuji se problémy s béznymi
dennimi ¢innostmi — napf. telefonovanim, nakladanim s penézi apod. Nastupuji
behaviordlni a psychologické ptiznaky véetné poruch chovani.

e Vitézkém stadiu nemoci jsou kognitivni funkce naruSeny natolik, Ze postiZeni
nepoznavaji své okoli, ptibuzné, jsou mistné 1 casoveé dezorientovani. Nemocni jsou
pln¢ odkéazani na péci okoli. Poruchy chovani vystupuji do poptedi, Casto se stavaji

Alzheimerova choroba trva od objeveni se prvnich ptiznaki do exitu v priméru sedm az
deset let. N€kdy postizeni pteZivaji 1 déle neZ patnact let, jindy umiraji diive — 1 do tii let po

objeveni se ptiznaku [1].

3.2.3 Rizikové faktory

Mezi rizikové faktory Alzheimerovy choroby fadime:
e Vek. Ve skuping lidi 65 let a vice je postizeno zhruba 10 % jedinct, nad 85 let
se pak Alzheimerova choroba vyskytuje u zhruba poloviny jedinct.
e Pohlavi. Zeny jsou postizeny &astéji nez muzi.
e Familiarni agregace. Jedna se o kombinaci vlivli genetiky a zevniho prostiedi.

¢ Genové mutace a nosicstvi alely eta-4 genu pro apolipoprotein E.
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e K dals$im rizikovym faktorim fadime napf. poranéni hlavy, niz$i Groven

dosazeného vzdélani a kuiactvi [10].

3.2.4 Diagnostika

V roce 2011 byla pravidla pro diagnostiku Alzheimerovy choroby revidovana. Diraz je
nove¢ kladen na v¢asné rozpoznani, nejlépe jeste pied vznikem demence, pripadné v preklinické
fazi  onemocnéni [11]. Kuréeni Alzheimerovy choroby se vyuzivaji  kritéria
tzn. MINCDS- ADRDA a DSM-IV. Na jejich zaklad¢ je vyhodnocena diagndéza pravdépodobné
(probable), mozné (possible) a jisté (definite) Alzheimerovy choroby. Definitivni diagnézu
umoziuje az histologicky néalez. Pravdépodobnd diagnéza je piifazovana onemocnéni s typickymi
klinickymi ptiznaky. Moznd diagnéza slouzi pro ptipady s atypickymi ptiznaky nebo pacienty
s pfidruzenymi systémovymi chorobami [9].

Podle platnych ceskych a evropskych doporuceni je v diagnostice Alzheimerovy choroby
potieba se vzdy zaméfit na:

e anamnézu, aktivity denniho Zivota, vySetfeni poruch chovani a nélady,

e komplexni nebo screeningové neuropsychologické vysetieni,

e neurologické vysetfeni,

e zobrazovaci metody CT/MR mozku k vylouceni 1é¢itelné pfi¢iny demence,
e zékladni laboratorni vysetfeni krve (TSH).

Pouze ve zvlastnich ptipadech je potieba doplnit EEG (atypické ptipady, podezieni
na epilepsii nebo prionova onemocnéni), podrobnéjsi laboratorni rozbory (vitamin B12, folat,
serologie lues, boreliozy a HIV), ptipadné jesté vySetfeni mozkomiSniho moku (podezieni na zanét

ptipadné prionové onemocnéni CNS) a diagnostiku tripletu (tau, fosfotau, beta-amyloid) [10].

3.2.5 Farmakoterapie

Cilem lécby je =zlepSit nebo alespon stabilizovat kognitivni poruchy zplsobené
Alzheimerovou chorobou. Léciva se 1 proto nazyvaji kognitiva. V ramci ATC klasifikace jsou
k nalezeni pod oznafenim antidemencia [4]. V soufasné dobé jsou pro farmakoterapii
Alzheimerovy choroby schvéleny dva typy 1€kt — inhibitory acetylcholinesterazy a nekompetitivni

antagonisté glutamatovych receptori [2].

17



3.2.5.1 Inhibitory acetylcholinesterazy (1IAChE)

Mechanismem ucinku [éCiv této skupiny je blokdda enzymu acetylcholinesterazy
au Alzheimerovy choroby oproti normalnim stavim 1  patologicky = zmnoZené
butyrylcholinesterazy, ¢imz je zpusoben pokles odbouravani acetylcholinu v synaptické Stérbiné.

V praxi se objevuji tii zastupci ucinnych latek, a to donepezil, rivastigmin a galantamin.
Lisi se svym profilem — afinitou k cholinesterazam, farmakodynamickymi i farmakokinetickymi
vlastnostmi. VSechny jsou vSak indikovany zejména k terapii lehkého a stfedné tézkého stadia
Alzheimerovy choroby.

Pfed nasazenim je potieba jednak vyhodnoceni MMSE, kde skore musi byt mezi 25 az 13
body, dale i vyhodnoceni potencidlniho rizika. Opatrnosti je tieba dbat u pacientl s astma
bronchiale, chronickou obstrukéni plicni nemoci, viedovou chorobou, epilepsii, obstrukeci

mocovych cest, poruchou sitokomorovych pfevodi a u pacientil uzivajicich betablokatory [12].

3.2.5.1.1 Donepezil

Rivastigmin strukturou patii mezi piperidiny. Funguje jako selektivni reverzibilni inhibitor
acetylcholinesterazy. Ovliviiuje také nikotinové receptory pro acetylcholin. Ma dlouhy polocas
eliminace, zhruba 70 hodin. Jeho metabolismus probiha na cytochromu P450, isoforméach 2D6
a 3A4. Velkym uzivatelskym piinosem je moznost podavani jednou za den a zpravidla velmi dobra

tolerance s nizkymi nezddoucimi ucinky [3, 6].

3.2.5.1.2 Rivastigmin

Po chemické strance karbamat, jehoz mechanismus uc¢inku tkvi v pseudoireverzibilni
inhibici jak acetylcholinesterdz, tak butyrylcholinesteraz. Diky tomu vykazuje vice nezddoucich
gastrointestindlnich ucinkt, které vSak nejsou zavazné a Casto pouze prechodné. Eliminacni
poloc¢as méa 12 hodin. Vyhodou je, ze neni metabolizovan na cytochromu P450, tudiz vykazuje
skoro nulové 1ékové interakce. Pro uzivatele je atraktivni tim, Ze existuje nejen v peroralni forme,

ale 1 jako transdermalni naplast [6, 3].

3.2.5.1.3 Galantamin

Jedna se o alkaloid prvné izolovany z cibulek Galanthus woronowii Losinsk. Do
cholinergniho systému zasahuje reverzibilni inhibici acetylcholinesterazy a také alosterickou
modulaci nikotinovych receptori. Ma krat$i poloCas, proto se vyuziva ilékovych forem
s prodlouzenym uvolfiovanim. V jeho odbouravani hraji roli isoformy 2D6 a 3A4 cytochromu

P450. Obvykle je dobfe snasen, nezadoucich u¢inkt ma malo [6, 8, 5].
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3.2.5.2 Inhibitory N-methyl-D-aspartatovych receptori (iNMDA)

V pozdéjsich stadiich Alzheimerovy choroby dochézi k excitotoxicité. Tento jev spociva
vtom, Ze jsou nadmérnym uvoliovanim excitatnich kyselin glutamatu a aspartatu
hyperaktivovany NMDA receptory, coz umoziuje zvySenou penetraci vapnikovych ionth
do neurond, ¢imz pies aktivaci nékterych enzymi, zménu struktur proteinkindz a zvySenou expresi
nekterych gent dochazi az k jejich apoptoze [2, 3].

Jedinym v praxi pouzivanym zastupcem této skupiny je memantin. Rezervovan je zejména
pro pacienty se stiedni (konkrétné¢ pak pro ty s nesnasenlivosti nebo kontraindikaci iAChE)

a tézkou formou Alzheimerovy choroby. Indikovan je v ptipadé¢ MMSE v rozmezi 17 az 6 bodu.

3.2.5.2.1 Memantin

Jeho mechanismus Uc¢inku spociva vtom, ze je nekompetitivnim antagonistou
glutamatovych NMDA receptort, dale pak pfimo kompetitivné inhibuje nadmémeé stimulované
hipokampalni NMDA receptory [13]. Jeho biologicky polo¢as lezi mezi 60—80 hodinami
a prodluzuje se zvySenym pH moci [14]. Pfi lé€be je nutna postupna titrace davky béhem prvnich
tfi tydnil uzivani. Jinak je obecné dobfe snasen. Pokud se nezddouci ucinky vyskytuji, pak maji
predevsim charakter excitace, ptipadné prechodnych halucinaci a jinych psychotickych symptomu
[3].

Memantin Ize kombinovat i s iIAChE. Terapeuticky je tato kombinace pfinosna, bohuzel je
ale také velmi financn€ nakladna [14].

Na obrazku cislo 1 jsou zobrazeny struktury vSech terapeuticky vyuZzivanych 1éciv.

Rivastigmin

HO
Galantamin
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Obrazek 1:  Struktury latek vyuzivanych v terapii Alzheimerovy choroby

3.2.6 Latky prirodniho piivodu vykazujici terapeuticky potencial

3.2.6.1 Galantamin

Vyse zminény a v praxi bézné pouzivany iAChE byl prvné izolovan ze snézenky
Galanthus woronowii. Vyskytuje se i v dalich druzich rodu Galanthus (v ramci CR
napt. u snézenky podsnéznik — Galanthus nivalis) a v fad¢ dalSich rodd Celedi Amaryllidaceae.

Prvotné byl vyuzivan ve farmakoterapii myasthenia gravis a paralytické poliomyelitidy [15].

3.2.6.2 Huperzin A

Dalsi z fady alkaloidti byl prvné izolovan z plavuné Huperzia serrata, u nas se vyskytuje
ve vzacném vranci jedlovém — Huperzia selago. Patii k reverzibilnim iAChE, ve farmakoterapii
je vyuzivan v Ciné. Oproti ostatnim v praxi vyuzivanym lé¢iviim v CR ma del§i u¢innost, rychlejsi
prostup pies hematoencefalickou bariéru a lepsi biologickou dostupnost po perordlnim podani.

V soucasné dobé¢ je ptedmétem klinickych studii v USA [15].

3.2.6.3 Ginkgo biloba

V ramci nékolika studii byl prokazan terapeuticky tc¢inek a dobra sndsenlivost extraktu
z Ginkgo biloba EGb 761 [12]. Standardizovany extrakt je doporucovan pii 1€cbé Alzheimerovy
choroby jen jako alternativa u pacientil s nesnaSenlivosti iAChE, pfipadné jako adjuvans [16].
Piisobi nootropné a vazodilatacné, vychytava volné kyslikové radikaly, je inhibitorem nékterych

typt receptort NMDA [8].
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3.2.6.4 Dalsi latky

Z dalSich piirodnich latek, které jsou uvadény jako potencialné Gcinné proti Alzheimerovée

chorobé nebo které se staly piedlohou pro dalsi syntézy potencialné u¢innych sloucenin, je mozné

uvest napf. tyto:

3.2.7

chinazolinokarbolinovy alkaloid rutaecarpin (Evodia rutaecarpa),
alkaloidy piperidinového typu 3-O-acetylspectalin a spectalin (Senna spectabilis),
isaindigoton (Isatis indigotica),

berberin (Coptis chinensis) [15].

Vyzkum novych léciv

Doposud ne zcela objasnéna pticina vzniku Alzheimerovy choroby a fada patofyziologickych

déja na urovni riznych struktur podminily vyzkum potencidln€ i¢innych latek proti Alzheimerove

chorobé s rozdilnymi misty zasahu a mechanismy ucinku. Predmétem soucasného zkoumani jsou

naptiklad:

inhibitory monoaminooxiddzy B a odvozené hybridni latky — selegilin, rasagilin,

latky snizujici tvorbu beta-amyloidu — inhibitory beta-sekretdz — pioglitazon a rosiglitazon,
inhibitory a modulédtory gama-sekretdz a enhancery alfa-sekretdz — bryostatin-1, exebryl-1,
latky zvySujici clearance beta-amyloidu — solanezumab, crenezumab, gantenerumab,
aducanumab,

latky zaméfené na tau protein — lithium, valproat, tideglusid, LMTM,

serotonergni latky — idalopirdin,

agonisté nikotinovych receptorti — vareniklin, enceniklin,

antagonisté receptorti pro kone¢né produkty pokrocilé glykace — azeliragon,

1é¢iva interagujici s mitochondridlnimi enzymy — frentizol,

neutrofiny,

latky ovliviiyjici zanétlivé procesy — naproxen, lornoxikam, rofekoxib, ibuprofen
v kombinaci s kromolynem,

dalsi — nilvadipin, statiny, latrepirdin, nootropika, nicergolin, piracetam, omega-3,

koenzym Q10 [16].
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3.3 Fumaria officinalis L.

Fumaria officinalis je znama po staleti, poprvé byla tato rostlina popsana v knihach
pochézejicich ze stiedoveku [17]. Rod Fumaria zahrnuje fadu okrasnych rostlin a né¢které druhy,
kterych si Rekové a Rimané velmi vazili kvili fadé 16¢ivych Gginkt [18]. Oznaéeni Fumaria
officinalis, Cesky zemeédym lékatsky, pochézi z latinského slova ,,fumus*, coz v ptekladu znamena
kout [19]. Toto oznaCeni je pravdépodobné odvozeno bud’ od skute¢nosti, Ze jeho bélava,
modrozelena barva mu dodava vzhled doutnajiciho koute [20], nebo podle toho, ze stava z rostliny
muze zpusobit slzeni o¢i podobné tomu, jaké mize vyvolat podrazdéni oc¢i od koute, k cemuz
se priklanéji naptiklad Plinius a Olivier de Serres (14. stoleti) [18]. Podle Cartera (1964) [21] je
nazev odvozen z latinského ,.fumur terrae*, coz v ptekladu znamend kout Zemé. Je to udajné
proto, Ze lidé ve starov€ku si mysleli, ze tato bylina neroste ze semen, ale z par vychéazejicich
ze zemé; Fumaria officinalis byla pouzivana Samany, ktefi vérili, Ze jeji kout ma silu vyhanét zIé

duchy.
3.3.1 Taxonomické zarazeni Fumaria officinalis

Taxonomické zatfazeni tohoto druhu je pon€kud nejednoznaéné a literdrni zdroje
se v zafazeni liSi. Fumariodeae byla podle Englera (1936) az do roku 1956 povazovana
za podceled’ Celedi Papaveraceae tadu Rhoeadales [22]. Pozdéji tuto podceled” Cronquist (1988)
oznacil jako oddélenou ¢eled’ fadu Papaverales a ndzev byl zménén na Fumariaceae [23]. V roce
2003 Angiosperm Phylogeny Group II. [24] zatadila tento druh do fadu Ranunculales a samostatné
Celedi Fumariaceae spoletné s Celedi Papaveraceae. V této praci je pouzito fylogenetické
taxonomické zatazeni podle nejnovéjsi verze Angiosperm Phylogeny Group IV [25], které fadi
druh Fumaria officinalis do ¢eledi Papaveraceae a tadu Ranunculales. Toto taxonomické zarazeni

je schematicky zndzornéno niZe.
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Doména: Eukaryota (Jaderni)
Archaeplastida

Rise:  Plantae (Rostliny)

Oddéleni: Angiosperms (Krytosemenné)

Trida: Eudicots (Vyssi dvoudé€lozné)

Rad: Ranunculales (Pryskyinikotvaré)

Celed”: Papaveraceae (Makovité)

Rod: Fumaria (Zemédym)

Druh: Fumaria officinalis, L. (Zemédym lékatsky)

3.3.2 Charakteristika rodu Fumaria

Zdroje uvani riizny pocet druht rodu Fumaria [26, 27], Plant List jich oficidln¢ udava
celkem 72. Tyto rozdily jsou pravdépodobné zplisobeny pouZitim n€kolika synonym pro rostliny,
které maji velmi blizké morfologické vlastnosti. Identifikace rostlin Fumaria je tedy velmi
subjektivni [26].

Rostliny rodu Fumaria maji jemné rozdélené listy a drobné, trubkovité, ¢ervené az rlizoveé
nebo bélavé kvéty. Jedna se o rostliny pochazejici z Eurasie, které v§ak byly rozsifeny do jinych
zemich s mirnym podnebim (zejména Severni Ameriky a Australie). Mezi nejznamé;jsi zastupce

tohoto rodu patti Fumaria officinalis, vaillantii, kralikii, rostellata, schleicherii, thuretii [28].
3.3.2.1 Morfologicky popis Fumaria officinalis

Fumaria officinalis je vzptimena az rozlehl4, §tihla bylina, kterda dosahuje vysky od 30
do 70 cm. Jeji stonky jsou zelené, hladce pruhované. Mékké, jemné ¢lenéné Sedozelené listy rostou
v téméf preslenitém uspofadani a jsou rozdéleny do linearnich listkd, které jsou stfidavé, dlouho
stopkaté, az 8 cm dlouh¢ a hluboce lalo¢naté. Kvétenstvi méa 10 az 40 kvéti, obvykle vSak vice
nez 20, které jsou usporddané v dlouhych mnohokvétych hroznech. Nepravidelné masove
zbarvené az nartizovélé trubkovité kvéty jsou u Spicky tmave razoveé a jsou od 8 do 10 mm dlouhé.
Plodem je zaoblena jednosemenna globularni tobolka podobna ofechu; semena jsou lysa, matna
a cervenohnédd. Tato bylina kvete ptiblizné od dubna do zafi, ale v nékterych podnebnych
pasmech muze kvést témét po cely rok, pficemz kazdéd rostlina poskytuje asi 800 semen

[23, 29, 30]. Na nasledujicim obrazku je zobrazen kvét, plod a cela bylina Fumaria officinalis.
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3.3.2.2 Rozsiteni a vyskyt Fumaria officinalis

Allan (1978) [31] uvadi, ze Fumaria officinalis je indikatorem alkalické pudy.
Fumaria officinalis se vyskytuje jako plevel orné piidy a odpadnich mist ve vét§iné Evropy,
zapadni Sibife a zapadni Asie a nové je rozsiteny také v Kanadg, Cing, Spojenych statech, Jizni
Africe a Australii [31, 32].

Jedna se o ekonomicky dtlezitou plevelnou bylinu rostouci v obilninovych plodinach
po celém svéte. Predstavuje problém v Australii, Finsku, Novém Zélandu, Norsku, Skotsku,
Spanélsku, Svédsku a USA. Jako b&Zna plevelnata bylina se vyskytuje také v Bulharsku, Anglii,
Rusku, Chile, Francii, Némecku, Recku, Italii, Portugalsku, Jizni Africe a byvalé Jugoslavii [33].
Vyskytuje se také v dalSich 45 zemich, kde se objevuje u 33 plodin, ¢asto upfednostitujicich
obiloviny, zeleninu a vinice. Je to také vzacny plevel Inu v Argentin€ a cukrové fepy v AlZirsku,

Ceské republice, Anglii a Spané&lsku [34].

Pl Fumeterre officinate. Tumaria olficinalis

Obrazek 2: Fumaria officinalis (kvét, plod, cela rostlina) /35]
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3.3.2.3 Tradi¢ni vyuziti Fumariae herba

Lécivymi Castmi Fumaria officinalis jsou suSena bylina a Cerstva nadzemni cast rostliny.
Listy nemaji zadny zapach, ale hoikou a slanou chut’ [22].

Létivé uéinky této byliny jsou znamy jiz od obdobi antického Rima, od té doby
az do 18. stoleti si tato bylina zachovala prominentni roli v tradi¢ni bylinné mediciné [17]. Bylinna
droga byla monografovana ve starych oficidlnich 1ékopisech (napt. Pharmacopée Frangaise [36];
Codex Medicamentarius Gallicus Pharmacopée Francaise 1908 [37]; British Herbal
Pharmacopoeia 1976) [38].

Recky lékai a farmakolog Pedanius Dioscorides (40-90 n. 1.) zmifiuje bylinu ve svém
,»De Materia Medica“ [39], dlilezitém dokumentu o botanice a 1é¢ivech. Jak jiz bylo zminéno vyse,
Stava z rostliny vyvolava paleni o¢i, a tudiz se podle Delaveau (1980) [40] Gdajné pouzivala
pro 1é¢bu oc¢nich infekci. Pouziti této byliny jako krému pro 1é¢bu zanétu spojivek bylo popsano
v British Herbal Pharmacopoeia z roku 1976 [38].

Tradicn€ byla rostlina pouzivana na podporu traveni a jako diuretikum. Extrakt
ze zemédymu lékatského muize byt pouzit pii 1é€be poruch hepatobilidrniho traktu, spastickych
potizi v oblasti zlu¢nikovych Zluovodii a gastrointestindlniho traktu. V lidovém IéCitelstvi
se bylina pouzivad pii koznich onemocnénich, zacp¢€, cystitidé, arterioskleréze, revmatismu,
artritidé jako Cisti€ krve, pfi hypoglykémii a infekcich [41].

Vroce 1986 byla Fumaria officinalis oficidlné uznana francouzskymi zdravotnickymi
organy (Bulletins Officiels N° 86/20 bis and N° 90/22 bis 1986) jako bylinny prostfedek tradi¢né
pouzivany pfi rendlnich a zaZivacich eliminac¢nich funkcich a na podporu traveni [42]. Krom¢& toho
je tato bylina na britském General Sales List (seznamu bylin uréenych k prodeji) a je schvalena
némeckou komisi E Monograph [43]. Pouzivéa se v Evropé€ a na celém svété jako tradi¢ni 1€k jiz
vice nez 30 let bez zndmych zdravotnich komplikaci [38].

Z kvétl se vyrabi zluté barvivo na vinu. Fumaria officinalis je uvedena v seznamu Rady
Evropy jako pfirodni zdroj potravinafskych aromat (kategorie N3). Tato kategorie naznacuje,
Ze tuto bylinu lze do potravin pfidavat tradicn€ pifijimanym zplsobem, i kdyZ pro adekvatni

posouzeni potencialni toxicity neni k dispozici dostatek informaci [42].
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3.3.2.4 Studované biologické aktivity extraktu Fumaria officinalis

Hepatoprotektivni aktivita

Testovani ucinkl a cytotoxicity extraktu Fumaria officinalis na hepatocytech u potkan

prokazalo hepatoprotektivni u¢inek celkového extraktu [44].

Hypoglykemicka aktivita
Vysledky studie Karim et al. [45] poukazuji na potencialni antidiabetickou aktivitu. Extrakt

Fumaria officinalis fungoval jako inzulinové sekretagogum, v zavislosti na davce dochazelo

k inhibici alfaamylazy a alfaglukosidazy.

Antibakterialni aktivita

Studie Preiningera et al. [46] a Dulger et al. [47] uvadi vyznamnou antibakterialni aktivitu

proti grampozitivnim bakteriim, jako je Staphylococcus a Bacillus anthracis.

Dermatologicka aplikace

Bylina Fumaria officinalis se také pouziva k 1é¢be chronickych ekzémd, koznich vyrazek
a jinych dermatologickych onemocnéni [48]. Estery kyseliny fumarové se pouzivaji v 1écbé
psoridzy. Monomethyl fumarat je nejaktivnéj$im metabolitem v némeckém I€ku proti psoridze

(Fumaderm) [49].

Vliv na nervovy systém

Utinky etanolového extraktu Fumaria officinalis byly studovany na experimentalnich
zvitfecich modelech a vysledky této studie odhalily vyznamné (P <0,001) a na davce zavislé

myorelaxac¢ni a sedativni potenciacni u€inky Fumaria officinalis [50].

Antioxidacni efekt

Antioxidacni aktivita metanolového extraktu nadzemnich ¢asti Fumaria officinalis byla
stanovena mefenim inhibice t€kavych organickych slou¢enin a konjugovanych dienhydroperoxidii
vznikajicich pfi oxidaci kyseliny linolové. Extrakty vykazovaly vysokou antioxidacni kapacitu

(78, 93 %) [51].

Poruchy zZlucovych cest

Reynier [52] ve své studii potvrdil, Ze extrakt Fumaria zvySuje objem sekrece Zluce, kdyz

se podava intraduodenalné anestezovanym krysam s hypocholerézou. Dale bylo také prokazano,
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ze extrakt Fumaria officinalis vykazuje jak antispasmodickou, tak spasmolytickou aktivitu.
Rostlina se v Australii tradicné pouzivala pii dyskinezi zluCovych cest, bolesti v piipadé
cholelitidzy, kdy neni chirurgicky zakrok mozny, bolesti v ptipad¢ cholecystitidy a cholangitidy,
postcholecystektomického syndromu a posthepatického syndromu s cholestazou [42]. Extrakt
Fumaria officinalis také inhiboval tvorbu zlu¢nikovych kamenti u zvitat [53]. AvSak v komplexni
studii u pacientil s cholecystopatiemi doslo u aplikace extraktu ke zlepSeni u 70 % lé¢ené skupiny
[54]. Dvojité zaslepena placebo klinickd studie byla provedena u skupiny 30 pacientti (20 Zen,
10 muzi ve véku 26-57 let) s riznymi biliarnimi poruchami (dyskineze, cholecystitida,
hepatopatie, cholelitidza, pooperacni cholecystektomicky syndrom). Pacienti uzivali 3 tablety
(Fumaria- Nebulisat) (vodni extrakt 4-6: 1) 250 mg denné po dobu 28 dni. Vysledky byly tspésné,

ucinek se projevil zejména proti piiznakiim plnosti a plynatosti [55].

Efekt na kardiovaskularni systém

Mukhtar et al. prokéazali afrodiziakdlni aktivity vodného / ethanolového extraktu ploda
Fumaria officinalis u potkanl. Ve srovnani s kontrolni skupinou zvysil extrakt libidum béhem
prvni a tieti hodiny [56]. Extrakt obsahujici alkaloidy Fumaria officinalis vykazoval také
antiarytmickou aktivitu [57].

3.3.3 Obsahové latky rodu Fumaria

Fytochemické studie odhalily v rodu Fumaria ptitomnost ¢etného mnozstvi alkaloidd,

flavonoidd, saponint a terpenoidd [58].

3.3.3.1 Alkaloidy a jejich biologické ucinky

Charakteristickymi sekundarnimi metabolity rodu Fumaria jsou alkaloidy. Jedna
se 0 velmi rozmanitou skupinu jak po strance molekularni struktury, tak i samotné biologické
aktivity [59]. V letech 1969 az 2019 bylo izolovano celkem 135 rtznych zéstupct alkaloidii
pfitomnych v druzich Fumaria [58]. Ve sloZeni jednotlivych alkaloidd jsou mezi jednotlivymi
druhy Fumaria znaéné rozdily, takZe by tyto slouCeniny mohly byt pouzity jako piipadné

taxonomické znaky za ucelem rozliSeni jednotlivych bylin [60].

3.3.3.1.1 Protopinové alkaloidy

Pro tento typ alkaloidt je typicky deseti¢lenny heterocyklus s atomem dusiku v poloze 7
a keto— skupinou na uhliku C14 [61]. V rodu Fumaria bylo doposud popsano pouze Sest zastupcii

protopinovych alkaloidl. Ty byly nalezeny ve vétSiné zkoumanych druhti, coz naznacuje, Ze jsou
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jednou z hlavnich skupin obsahovych latek tohoto rodu [58]. Pfehled druhového zastoupeni

jednotlivych protopinovych alkaloidl je uveden v tabulce ¢islo 1.

Tabulka 1: Protopinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference

Protopin F.agraria,  F.asepala,  F.barnolae,  F.bastardii, | [28, 58,59, 62]
F.bracteosa, F.capreolata, F.densiflora, F faueri,
F.gaillardotii,  F.indica,  Fjudaica,  F.kralikii,
F.macrosepala  Boiss, F.muralis, F.officinalis,
F.parviflora, F.petteri, F.rostellata, F.schleicherii,

F.schrammii, F.sepium, F.thuretii, F.vailantii

Kryptopin F.agraria, F.asepala, F.bracteosa, F.capreolata, | [28, 58,59, 62]
F.cilicica, F.densiflora, F.faueri, F.indica, F.kralikii,
F.macrocarpa, F.muralis, F.officinalis, F.parviflora,
F.petteri, F.rostellata, F.schrammii, F. schleicheri,

F.thuretii, F.vaillantii

Beta-Allokryptopin F.capreolata, F judaica [58, 62]
[zmirin F.parviflora [58, 62]
Vaillantin F.vaillantii [58]
Pseudoprotopin F.indica [58]

Nejvice studii bylo vénovano protopinu. Byl prokdzan jeho hepatoprotektivni [63],
antiagregani [64], hypotenzivni, antiarytmicky, antipyreticky [65], spasmolyticky [52],
protizanétlivy [66] a u rakoviny prsu potencidlni antiproliferativni [67] G¢inek. Funguje téZ jako
inhibitor acetylcholin— a butyrylcholinesterazy [68] a GABA transaminazy v mozku [69].

Kryptopin vykazuje G¢inek antibakterialni [70] a antihelminticky [71] . Oba alkaloidy pak

kratkodobé stimulac¢né ovliviiuji délohu [72].
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Protopin

Kryptopin

Obrazek 3: Struktury protopinovych alkaloidii

3.3.3.1.2 Protoberberinové alkaloidy

V ramci rodu Fumaria se vyskytuje 24 alkaloidl tohoto typu [58]. Strukturné se jedna
o tetrahydroprotoberberiny, existujici ptipadné ve formé kvartérnich soli [73]. Kompletni piehled

protoberberinovych alkaloidii rodu Fumaria je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 2: Protoberberinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference

(+)-Stylopin F.vailantii Loisel [58]

(+)-Skulerin F.officinalis [58]

(-)-Sinaktin F.officinalis, F.macrocarpata Parl. [58, 59, 62]

(+)-Tetrahydropalmatin F.bastardii Boreau [58,59]

(-)-Cheilantifolin F.ailantii, F.barnalae Sennen & Pau, F.capreolata, | [58, 59]
F.parviflora Lam.

(-)-Stylopin (L-tetrahydrokoptisin) | F.agraria Lag., F.asepala Boiss, F.barnolae, | [58,59, 62]
F.bastardii, F.capreolata, F.gaillardotii  Boiss,
F.indica, F. judaica Boiss , F.kralikii Jord.,
F.parviflora, F. septium Boiss &  Reut.,

F.schrammii Velen, F.vaillantii

(-)-Skulerin F.barnolae , F.capreolata, F. judaica, F.vaillantii [58, 59]
8-Oxokoptisin Flindica, F.parviflora [58]
Dihydrokoptisin Flindica [58, 62]
Pseudostylopin 8-beta- Flindica [58]
Dglukopyranosid

Koptisin F.agraria, F.capreolata, F.densiflora DC., F.indica, | [58, 59, 62]

F. judaica, F kralikii, F.mularis Sond. Ex W.D.J. Koch,
F.macrocarpa, F.officinalis, F.parviflora,

F.schrammii, F.sepium, F.vaillantii
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Berberin F.kralikii, F.indica [58, 62]
Palmatin F.densiflora, F.parviflora [58]
Dehydrocheilantifolin F.capreolata, F.indica, F.parviflora [58, 62]
Protoberberin F.bastardii, F.capreolata [58]
Koptisin chlorid F.indica [58]
Berberin iodid F.indica [58]
(-)-Kanadin F kralikii [58, 62]
(S)-cis-N-Methylstylopin F.agraria, F.capreolata, F.densiflora, F.mularis, | [58]

F.officinalis, F.parviflora, F.vaillantii

N-Methylsinaktin F.officinalis [58]
Tetrahyrokoptisin hydrochlorid Flindica [58]
(+)-N-Methylstylopin iodid F.densiflora [58]
(-)-N-Methylstylopin iodid F.densiflora [58]
N-Methyl-5-hydroxystylopin F.densiflora [58]
chlorid

(-)-Korydalin F.cilicica, F.officinalis [59]

(x)-Skulerin podle studii vykazuje antimalarickou aktivitu [74], u (-)-skulerinu byl
zaznamenan i u¢inek sedativni [75].

U sinaktinu byla v ramci studie Alzheimerovy choroby pozorovana potencialni inhibi¢ni
aktivita vii¢i POP [76] a acetylcholinesteraze [77], dale byl u (-)-sinaktinu prokdzan antiviroticky
a antibakteridlni uc¢inek [78].

Koptisin jevi nejvice prozkoumany biologicky u¢inek, a to sice antipyreticky,
protizanétlivy, potlacujici tvorbu osteoklasti [79], hypoglykemicky [80], neuroprotektivni,
antioxidac¢ni [81] a antifungalni [82].

Také korydalin funguje jako iAChE [83] a mé rovnéZ gastroprotektivni a antiulcerdzni

efekt [84].
(0]
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Obrazek 4: Struktury protoberberinovych alkaloidii

3.3.3.1.3 Benzylisochinolinov¢ alkaloidy

Piehled benzylisochinolinovych alkaloidti izolovanych zriznych druhtt Fumaria

predklada tabulka cislo 3.

Tabulka 3: Benzylisochinolinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference
Fuyuzipin F.indica [58]
(+)-Koklaurin F.indica, F.parviflora, , F.vaillantii [58]
(-)-Norjuzipin F.densiflora, F.vaillantii [58, 59]
Fumarizin F.indica [58]
Ledekorin F.vaillantii [58]
(+)-Juzipin F.bastardii, , F.vaillantii [58, 59]
(t)-Retikulin F.capreolata, vsechny turecké druhy Fumaria [58, 59]
N-Methylkoklaurin F.capreolata [58]
Fumaflorin F.densiflora [58]
Fumaflorin methylester F.densiflora [58]

3.3.3.1.4 Spirobenzylisochinolinové¢ alkaloidy

Prekurzory spirobenzylisochinolinovych alkaloidi jsou protoberberiny. Typicky
se vyskytuji v rodech Fumaria a Corydalis. Spirobenzylisochinoliny izolované z rodu Fumaria
obvykle nesou pouze jeden kyslikaty substituent ve formé hydroxylu, acetonu nebo ketonu

lokalizovaného do polohy C8 [58], jejich kompletni ptehled je uveden v tabulce ¢islo 4.
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Tabulka 4: Spirobenzylisochinolinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference

(-)-Norfumaritin F.kralikii [58, 59]

Densiflorin (Homonym) F.densiflora, F.sepium [58, 62]

(+)-Fumarilin F.agraria, F.bastardii, F.capreolata, F.densiflora, | [58,59]
F faueri (Pugsley) M.Linden, F.macrocarpa, F.muralis,
F.officinalis, F.parviflora, F.petteri Rchb., F.rostellata
Knaf, F. schrammii, F.sepium, F.vaillantii

Dihydrofumarilin F.bastardii, F.officinalis, F.parviflora, F.petteri, | [28, 58, 62]
F.schrammii

(+)-Parfumin (Fumarilicin) F.agraria, F.barnolae, F.bastardii, F.capreolata, | [58]
F.densiflora, F.faueri, F.indica, F.judaica, F.kralikii,
F.macrocarpa, F.muralis, F.officinalis, F.parviflora,
F.petteri, F.rostellata, F.schleicheri  Soy.-Will.,
F.schrammii, F.sepium, F.vaillantii

(-)-Parfumidin F.barnolae, F.densiflora, F.officinalis, F.parviflora, | [58,59]
F.vaillantii

(+)-Parviflorin F.parviflora [58]

(-)-Fumaritin F.agraria, F.bastardii, F.capreolata, F.densiflora, | [58,59]
F .faueri, F.gaillardotii, F.indica, F. judaica, F.kralikii,
F.muralis, F.officinalis, F.parviflora, F.schleicheri,
F.vaillantii

(-)-Fumaricin F.bastardii, F.capreolata, F.densiflora, F.gaillardotii, | [58, 59]
F.officinalis, F.petteri ssp. thuretii, F.schrammii,
F.vaillantii

(-)-Fumarofycin F.agraria, F.bastardii, F.capreolata, F.densiflora, | [58]
F.faueri,  F.kralikii,  F.muralis, F.officinalis,
F.parviflora, F.petteri, F.vaillantii

(-)-O-Methylfumarofycin F.bastardii, F.densiflora, F.kralikii, F.muralis, | [58,59]
F.officinalis, F.vaillantii

Raddeanin F.indica [58]

(-)-Fumaritin N-oxid Flindica, F.sepium, F.kralikii, F.officinalis [58]

(+)-Papracinin F.indica [58]

(-)-Fumaricin N-oxid F.densiflora [58]

(-)-Norfumaritin F.kralikii [59]

Studie zabyvajici se alkaloidy jednotlivych druhli rodu Fumaria, volné rostoucich

v Bulharsku, prokazala vyrazny inhibi¢ni efekt vii¢i acetylcholinesteraze u parfuminu,

fumarilinu, fumarofycinu i fumaritinu [77].
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Parfumin a fumaritin v rdmeci studie na krysach vykazovaly i relaxa¢ni G€inek na ileum
a snizeni jejich srde¢ni frekvence [85].

Fumarilin sdm funguje antikonvulzivng, antinociceptivné [58] a v dalsi studii byl
prokazan i jeho fungicidni potencial [86].

U fumarofycinu byl pozorovan antioxidacni a antilipoperoxidacni efekt [87].

O\ OH

Fumaritin

(+) - Fumarilin

. Fumaricin
Parfumin
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Obrazek 5: Struktury spirobenzylisochinolinovych alkaloidii

3.3.3.1.5 Ftalidisochinolinové alkaloidy

Struktura tohoto podtypu alkaloid je typicky tvofena jadrem o ctyfech cyklech, z nichz
jeden je laktonovy. Na rozdil od vétSiny protoberberini s obvyklou S-konfiguraci na Cl1
nevykazuji ftalidisochinoliny z druhti rodu Fumaria zadné stereochemické preference na C1 ani

na C8 [58]. Kompletni ptehled ftalidisochinolinovych alkaloidl zastupcti Fumaria je sepsan do

tabulky ¢islo 5.

Tabulka 5: Ftalidisochinolinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference
(+)-Bikukulin F.asepala, F.barnolae, F.bastardii, F.bracteosa Pomel, | [58, 59]

F.capreolata, F.cilicica, F.gaillardotii, F.indica,

F.kralikii, F.microcarpata, F.officinalis, F.parviflora,

F.vaillantii
(+)-Korlumin F.officinalis [58]
(+)-Paprain F.indica [58]
(+)-Korlumidin F.parviflora [58]
(-)-Korledin F.parviflora, F.vaillantii [58, 59]
(+)-Egenin F.vaillantii [58]
(-)-Korlumin F.bastardii, F.parviflora [58, 59]
(-)-Bikukulin F.cilicica, F.gaillardotii, F.officinalis, F.vaillantii [58, 59]
(-)-beta-Hydrastin F.bastardii [58, 59]
(+)-Adlumidin F.bracteosa, F.indica, F judaica, F.parviflora [58, 59, 62]
(+)-alfa-Hydrastin F.bracteosa, F.densiflora, F.parviflora, F.vaillantii [58]
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(+)-Adlumin F.barnolae, F.macrocarpa, F.officinalis, F.parviflora, | [58]
F.rostellata

(-)-Adlumin F.kralikii, F.macrocarpa, F.parviflora, F.schrammii, | [58,59]
F.vaillantii

(-)-Kapnoidin (L-Adlumidin) F.capreolata, F.petteri ssp. thuretii, F.vaillantii [58, 59]

(-)-alfa-Hydrastin F.officinalis, F.parviflora [58]

(-)-N-Methyladlumin F.parviflora, F.vaillantii [58]

Utinky korluminu, bikukulinu a adluminu na kardiovaskularni systém pokusnych zvifat
byly pfedmétem zkoumdni jedné studie, kterd prokdzala, Ze v zavislosti na ddvce vyvolava
adlumin pokles krevniho tlaku a korlumin prohlubuje dychani a zvySuje jeho frekvenci [88].
(+)- Bikukulin vykazuje kompetitivné agonisticky ucinek na GABA receptory v CNS a jeho

enantiomer (-)-bikukulin in vitro antiviroticky G¢inek vici viru hepatitidy B [58].

<o -
0 \O \
H
. . Hw
Bikukulin
Adlumin

Korlumin

Obrazek 6: Struktury ftalidisochinolinovych alkaloidi
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3.3.3.1.6 Sekoftalidisochinolinové alkaloidy

Ve struktufe sekoftalidisochinolinovych alkaloidi pochazejicich zrodu Fumaria
se typicky objevuje sekocyklus B s vazanym enol-laktonem, ketokyselinou, diketokyselinou

nebo ene-laktamovou skupinou [58], jejich uceleny prehled piinasi tabulka ¢islo 6.

Tabulka 6: Sekofialidisochinolinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference
Paprarin F.indica [58, 62]
Adlumidicein enol-lakton F.schrammii [58]
Adlumicein enol-lakton F.schrammii [58]
N-Methylhydrastin F.densiflora, F.gaillardotii, F.microcarpa, | [58, 59, 62]
F.officinalis, F.parviflora, F.vaillantii
Mikrokarpin F.schleicheri supsp. Microcarpa (Hausskn.) Lidén, | [58, 59, 62]
F.parviflora, F.vaillantii
Narlumidin F.indica, F.parviflora [58]
Narlumicin F.indica [58]
Adlumidicein F.capreolata, F.densiflora, F.kralikii, F.officinalis, | [58, 59, 62]
F.parviflora, F.schrammii, F.vaillantii
Adlumicein F.agraria, F.capreolata, F.officinalis, F.parviflora, | [58]
F.schrammii, F.vaillantii
N-Methylhydrastein F.densiflora, F.gaillardotii, F.microcarpa, | [58, 59]
F.officinalis, F.parviflora, F.petteri ssp. thuretii,
F.vaillantii
Adlumicein methyl ester F.vaillantii [58]
N-Methylhydrastein methyl ester F.vaillantii [58]
Narceimin F.indica, F.parviflora, F.schrammii [58]
Bikukullidin F.schrammii [58]
N-Methyloxohydrastein F.officinalis, F.parviflora [58]
Narceimicin F.indica [58, 62]
Paprafumin F.indica [58, 62]
Fumaramin F.densiflora, F.indica, F.parviflora, F.vaillantii [28, 58, 59, 62]
Fumaridin (Hydrastinimid) F.densiflora, F.parviflora, F.schleicheri, F.vaillantii [28, 58, 62]
Narceinimid F.parviflora [58]
Fumaramidin F.parviflora, F.vaillantii [28, 58, 59]
(+)-Fumschleicherin F.schleicheri, F.schrammii [58]
Fumadensin F.densiflora [58]
Korydamin F.officinalis [58]
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U korydaminu je udavana gastroprotektivni a antiulcer6zni aktivita [84].

Korydamin

Obrazek 7: Struktura sekoftalidisochinolinovych alkaloidi

3.3.3.1.7 Indenobenzazepinové¢ alkaloidy

Alkaloidy tohoto typu byly prvotn€ fazeny mezi spirobenzylisochinoliny. Teprve
na zéklad¢ pozd¢jsi revize struktury byla vyclenéna samostatnd skupina. V tabulce Cislo 7 je

uveden jejich vycet dle zastoupeni v jednotlivych druzich Fumaria.

Tabulka 7: Indenobenzazepinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference

Fumarofin (Fumarostelin) F.bastardii, F.capreolata, F.cilicica, F.densiflora, | [28, 58, 59]
F.kralikii, F.officinalis, F.rostellata, F.schleicherii

subsp. microcarpata, F.thuretii

Bulgaramin F.officinalis [58]
(+)-Fumaritridin F.densiflora, F.rostellata [58]
Fumaritrin F.officinalis, F.rostellata [58]
Lahoramin F.parviflora [58]
Lahorin F.parviflora [58]

3.3.3.1.8 Benzofenantridinové¢ alkaloidy

Jedna se o malou skupinu, v rdmci rodu Fumaria zastoupenou pouze sedmi doposud

objevenymi alkaloidy [58], jejichZ druhové zastoupeni pfinasi nize tabulka Cislo 8.

Tabulka 8: Benzofenantridinové alkaloidy

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference

Dihydrosanguinarin F.agraria, F.bastardii, F.capreolata, F.densiflora, | [28, 58, 59]
F .faueri, F. kralikii, F.macrosepala, F.officinalis,
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F.parviflora, F.petteri, F. rostelata, F.schleicherii,

F.sepium, F. thuretii, FF.vaillantii

Oxysanquinarin F.indica, F.parviflora, F.vaillantii [58, 59, 62]

(-)-8-Methoxydihydrosanquinarin F.indica, F.vaillantii [58, 59]

8-Acetonyldihydrosanguinarin F.vaillantii [58, 59]

Sanguinarin F.asepala,  F.barnolae, F.capreolata, F.indica, | [58,59, 62]
F.parviflora, F.schrammii, F.vaillantii

Chelerytrin F.schrammii [58]

Norsanguinarin F.indica, F.vaillantii [58, 59, 62]

3.3.3.1.9 Aporfinov¢ alkaloidy

Aporfinovy typ ¢ita fadu zastupcli benzylisochinolinovych alkaloidt, kde je na dusiku
typicky vdzana methylova skupina, méné Castéji pak rovnou dvé skupiny, a tito zastupci tak maji
podobu kvartérnich soli. Pro pozici C1 a C2 je pak typicky hydroxyl, methyl nebo methoxy
skupina [89]. Kompletni ptehled aporfinovych alkaloidi 1

Fumaria se naléza v tabulce ¢islo 9.

Tabulka 9: Aporfinové alkaloidy

s vyskytem v rdmci rodu

Alkaloid Druh rodu Fumaria Reference
(+)-Isoboldin F.agraria, F.barnolae, F.capreolata, F.parviflora, | [58,59]
F.vaillantii
(+)-Isokorydin F.vaillantii [58,59]
(+)-Korytuberin F.agraria, F.capreolata, F.densiflora, F.muralis, | [58]
F.officinalis, F.vaillantii
(+)-Lastourvillin Flindica [58]
(+)-Domesticin F.agraria [58]
(+)-Bulbokapnin F.agraria [58]
Magnoflorin F.capreolata [58]
(+)-Korytuberin hydroiodin F.densiflora [58]
Nandazurin F.agraria [58]

(+)-Korytuberin ptsobi zrychleni pulsu, utlum dechové frekvence [90] a vykazuje inhibi¢ni

lipooxygenazovou aktivitu [91].
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Korytuberin

Obrazek 8: Struktura aporfinovych alkaloidii

3.3.3.2 Ostatni obsahové latky

Pro tplnost lze uvést, ze vySe popsany pichled alkaloidii neni kompletni. Z rostlin rodu
Fumaria byly izolovéany i dalsi alkaloidy rozmanitych chemickych struktur.

Fumaria officinalis je také bohatym zdrojem fenolickych sloucenin, jejichz U¢inkiim
se vénuje v porovnani s alkaloidy minimum studii. Nejznaméjsi z obsazenych polyfenoli jsou
pozorovanou antioxidaéni aktivitu byliny [92, 22].

Za zminku stoji i n¢které izolované organické kyseliny, napt. kyselina kdvova, fumarova,
a skoficova [93, 94]. Kyselina kdvova inhibuje xantinoxidazy [95], LDL-lipoproteinperoxidazy
[96], aktivuje nékteré enzymy v jatrech [97], tudiz pasobi hepatoprotektivné a ma takeé
antispasmolytickou aktivitu [98]. Jako cholagoga ucinkuji derivaty kyseliny kavové, skoficove,
ferulové 1p-kumarové [99]. Terapeuticky vyuzivany jsou derivaty kyseliny fumarove,
a to pii 1ébe lupénky [100]. Samotné kyselina fumarova je nyni vyuZzivana jako nosic struktur

k 1€¢bé roztrousené sklerozy [101].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Vseobecné postupy prace

4.1.1 Priprava a CiSténi rozpoustédel

Veskera pouzivana rozpoustédla byla pfedem cisténa destilaci. 5 % z celkového mnozstvi
bylo nejprve zachyceno, zbylych cca 90 %, bez odstranéného predku, bylo nasledné destilovano.

V ramci ochrany pted svétlem byla rozpoustédla uchovavana v hnédych stojatkach ze skla.

4.1.2 Odparovani rozpoustédel, uchovani extrakti

Odpatovani extraktli a jednotlivych frakei, ziskanych sloupcovou nebo preparativni TLC,
probéhlo ve vodni 1azni za pomoci vakuové odparky Biichi Rotavapor R 114 a to za snizeného

tlaku pti 40 °C.

4.1.3 SuSeni a skladovani frakci, izolovanych ¢istych alkaloidi

Dosuseni frakei a izolovanych Cistych latek bylo provadéno po dobu minimalné 24 hodin

nad silikagelem v exsikatoru. Takto ziskany material byl uskladnén v chladniéce o teploté 2-8 °C.

4.1.4 Preparativni TLC

Chromatografie na tenké vrstvé byla provadéna v systému normdalnich komor po jejich
nasyceni zvolenou mobilni fazi. Doba syceni trvala v zavislosti na charakteru mobilni faze 20
az 30 minut. TLC byla provadéna vzestupné.

Pro preparativni TLC byly po o€isténi a odmasténi pfipraveny sklenéné desky, na jejichz
povrch byla nalita vodni suspenze komer¢niho silikagelu. Takto zhotovené desky se pred pouzitim
nechaly volné€ vyschnout po dobu minimalné 24 hodin.

Samotna detekce alkaloidii na deskach probihala za pomoci UV lampy pfi vinovych
delkach 6 =254 a 366 mm a postiiku Dragendorffovym ¢inidlem. Po postfiku detekénim ¢inidlem

se ptitomnost alkaloidil projevila tvorbou zlutych, oranzovych az hnédych skvrn.

4.1.5 GC-MS analyza

GC-MS spektra byla naméfena na plynovém chromatografu Agilent 7890 A GC 5975
pfi modu EI pifi 70 eV. Separace probéhla na koloné DP-5 MS z vyroby Agilent Technologies
Santa Clara, USA (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm). NavySovani teploty bylo v teplotnim programu

docileno postupné, v rozmezi 100 °C az 180 °C stoupala teplota o 15 °C za minutu, po minuté poté
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nasledovalo stoupani teploty od 180 °C do 300 °C vzdy po 5 °C za minutu. Teplota 300 °C byla
udrzovéana po dobu 40 minut. Pritok hélia (nosného plynu) byl stanoven na 0,8 ml za minutu,
pricemz teplota injektoru byla 280 °C. Detekéni rozmezi bylo m/z 35-600, teplota detektoru
200 °C. 1 pl alkaloidniho roztoku (1 mg/l) byl injektovan v ramci ,,split mode* v poméru 1:10.
Identifikace alkaloidil byla provedena na zaklad€ porovnéni jejich takto ziskanych MS spekter s jiz
zndmymi MS spektry z knihovny NIST, literatury a spektry referenc¢nich latek izolovanych

na Katedfe farmaceutické botaniky.

4.1.6 NMR analyza

M¢étfend NMR spektra byla ziskdna na pfistroji Varian Iniova 500 pii pracovnich
frekvencich — 499,9 MHz pro jadra 'H a 125,7 MHz pro jadra '*C. Pro spektra 13C byla k mé&feni
pouzita 5 mm SW Sirokopasmova sonda, pro spektra 1H pak inverzni 5 mm Id PFG sonda. Méfeni

probéhla pii 25 °C v deuterochloroformu.

4.1.7 Opticka otacivost

Opticka otacivost byla métena na polarimetru ADP 220 BS a to v chloroformu pfi teploté

25 °C.

4.1.8 Teplota tani

Bodotavek znacky Biichi Melting Point B-540 byl pouZit pro méfeni teploty tani. Pracovalo
se s rychlosti vyhfevnosti 15 °C za minutu do hodnoty 10 °C pod ptedpokladanou teplotu tani
izolovanych latek a poté, za kontinudlniho ptiristku 0,5 °C za minutu, aZ do maximalni teploty,

ktera byla stanovena o 10 °C vySe, neZ byla piepokladana teplota tani zkouSenych latek.
4.2 Material a vybaveni
4.2.1 Material a vybaveni pro izolaci

4.2.1.1 Rozpoustédla

Chloroform p. a. (Penta) CHCl3

Cyklohexan p. a. (Penta) C¢H12, cHx

Destilovana voda H,O

Diethylamin p. a. (LachNer) EtcNH

Diethylether p. a. (LachNer) Et,O

Ethanol 95 %, denaturovany methanolem, p. a. (Penta) EtOH
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Lékatsky benzin Iékopisné kvality CL 2009 (Penta) LB
Toluen p. a. (Penta) C¢HsCH3, To

4.2.1.2 Ostatni chemikalie

Kyselina chlorovodikova 35 % p. a. (Lachema) HC1
Uhlicitan sodny bezvody (Lachema) Na>COs

4.2.1.3 Detek¢ni ¢inidla

Dragendorffovo Cinidlo se skladé z roztokt A B smisenych v poméru 1:1.

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

Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml destilované vody.

K detekci se se pak roztok fedi, k jeho 5 ml se piidava 10 g kyseliny vinné v 50 ml vody.

4.2.1.4 Vyvijeci soustavy pro TLC
To:EtOH:Et;NH, 80:15:5

To:Et;NH, 95:5

To:cHx:Et2NH 50:45:5

4.2.1.5 Chromatografické adsorbenty

Kiesgel SiO2 60 F254 od firmy Merck, 20x20 cm, hlinikova deska pro TLC o tloust’ce vrstvy
0,2 mm
Oxid hlinity AlLOs3 desaktivovan 6 % H>O firmy Across pro sloupcovou chromatografii,

se stupném desaktivace Brockmann III a velikosti zrn 40-200 pm.

4.2.1.6 Pfistrojové vybaveni

ADP 220 BS polarimetr

Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inter MSD plynovy chromatograf s hmotnostnim
detektorem

Biichi Melting Point B-540 bodotavek

Biichi Rotavapor R 114 vakuova odparka

Varian Iniova 500 NMR spektrometr
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4.2.1.7 Rostlinny material

Drogu v podob¢ susené nati Fumaria officinalis L. dodala firma Megafyt s.r.o., ovéieni

provedl Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. Vzorky byly ulozeny i do herbafe na FaF UK HK.
4.2.2 Material a vybaveni pro stanoveni biologické aktivity

4.2.2.1 Chemikalie

10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)

10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)

Berberin (Sigma-Aldrich)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Aldrich)

1,4-dioxan (Lachema)

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

Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI - Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Prolyloligopeptidasa (Sigma-Aldrich)

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

4222 Pufry

SmM fosfatovy pufr pH 7,4
5mM fosfatovy pufr pH 7,4 s obsahem 150 mM chloridu sodného
100mM fosfatovy pufr pH 7,4

4.2.2.3 Ptistrojové vybaveni

Boeco U-32 R, rotor Hettich 1611 centrifuga
Avanti J-301, rotor JA-30.50 centrifuga
Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

mikrotitracni desticky

4.2.2.4 Biologicky material

Zdrojem acetylcholinesterdzy byl hemolyzat erytrocyth zlidské krve, jako zdroj
butyrylcholinesterazy byla pouzita lidska plazma.
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4.3 Izolace alkaloidu

4.3.1 Priprava sumarniho alkaloidniho extraktu

Nebyla pfedmétem mé rigor6zni prace. Postup je Cerpan od ptivodnich autorek, kolegyné
Marcely Safratové a Dominiky Kassemové [102, 103].

Sumarni extrakt byl ziskén z 25,15 kg drogy, suché drobn¢ nafezané nati zemédymu, a to
perkolaci 95 % ethanolem. Po zahusténi objemu cca na 7 litrG a zahtati na 70 °C byly pfidany 3 1
vody a 2 12 % kyseliny chlorovodikové. Pied filtraci pies vlizelin doslo k zfedéni dalsimi 5 1 vody
a ochlazeni na 30 °C. Filtr byl nasledné promyt 3 1 0,1 % kyseliny chlorovodikové a 2 1 vody.
Ziskany filtrat byl doplnén do 20 1 a pfidanim 10 % uhli¢itanu sodného zalkalizovan na pH 9,5.
Vznikla suspenze byla na pétkrat vyttepana 5 | diethyletheru. V délici nalevce byl vytiepek zbaven
vody a organicka vrstva odpafena. Tmavohnédy viskdzni odparek vazil 99 g. Pro lepsi procisténi
byl extrakt rozdélen na dvé ¢asti (47,6 a 48,2 g) a tyto rozpusStény v chloroformu. Ob¢ ¢asti byly
rozpustény ve 400 ml 2 % kyseliny chlorovodikové, doplnény vodou do 1 1 a nasledné filtrovany
pres kiemelinu. Pro alkalizaci filtrati na pH 9-10 byl pouzit 10 % uhli¢itan vapenaty. Oba dily
byly na Sestkrat vytiepany 200 ml chloroformu. Na ziklad¢ zkousky Mayerovym c¢inidlem
se neprokazala ptitomnost alkaloidli ve vodné fazi. Po pfecisténi a spojeni obou ¢asti €inil zisk
sumarniho extraktu 87,5 g.

Na zékladé TLC sumarniho etherového vytiepku byla prokazana ptitomnost minimalné

deseti alkaloidu.

4.3.2 Sloupcova chromatografie

Tuto &ast pripravy také zpracovaly kolegyné Marcela Safratova a Dominika Kassemova
[102, 103].

Vytiepek byl dale separovan sloupcovou chromatografii na jednotlivé frakce, z nichz byly
poté izolovany jednotlivé alkaloidy. Prvnim krokem byla pfiprava roztéru. 87,5 g sumarniho
extraktu rozpusténého v chloroformu se smichalo s 350 g oxidu hlinitého desaktivovaného 6 %
vody (pomér 4:1). Nasledovalo odpateni do sucha na vodni 14zni a dosuseni v exsikatoru. Prob¢hla
eluce stupniovitym zpiisobem, kde jako staciondrni faze poslouzil oxid hlinity neutralni
desaktivovany 6 % vody v mnozstvi 2625 g (pomér 30:1 k mnozZstvi roztéru). K eluci byla vyuzita
smés rozpoustédel, prvni 1ékafsky benzin s chloroformem (9:1, 17:3, 4:1, 7:3, 3:2, 1:1, 2:3, 1:4),
poté chloroform a nasledné 1ékatrsky benzin s ethanolem (3:1, 1:1). Celkem bylo ziskédno 201

frakci, u nichz bylo sledovano kontrolni TLC, nize uvedené jako obrazek ¢islo 9. Na jeho zakladé
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byly eluaty s obsahem stejnych alkaloidii spojeny a celkem tak vzniklo 11 frakci, blizsi specifikace

v tabulce ¢islo 10.

Tabulka 10: Vysledky sloupcove chromatografie

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

07108 LB + CHCl; (1:1) L0
109 - 120 1,46
121 -137 LB + CHCI; (1:1, 2:3) 2,00
138-178 LB + CHCIl; (2:3, 1:4), CHCI3 8,75
179 - 201 CHCIl; CHCI3 + EtOH (3:1, 1:1) 10,90

Celkova hmotnost 75.49

Obrazek 9: Souhrnné TLC ziskanych frakci
(adsorbent SiO;, mobilni faze — toluen + diethylamin 9:1, 7,5 cm, Ix, UV + Dragendorffovo cinidlo)

V ramci mé rigordzni prace byla dale zpracovana frakce 138-178.

45



4.3.3 Zpracovani frakce 138-178

2 g frakce pod oznacenim 138-178 byly pouzity pro izolaci alkaloidl v Cistém stavu.
Pro izolaci byla vyuzita preparativni TLC na litych vrstvach (hrubé déleni, cca 50 mg smési déleno
na jedné desce) za vyuziti mobilni faze To:EtOH:Et:NH (80:15:5, 2x). Byly izolovany cCtyfi
podfrakce oznacené jako 138-178/1-4. Izolované¢ zdény a izolovana mnozstvi jsou shrnuty
na nasledujicim obrazku ¢islo 10. Pro dalsi separaci byly vybrany podfrakce 138-178/2 (720 mg)
a 138-178/3 (850 mg).

podfrakce 1

podfrakce 2
— (720mg) 138-178/2

podfrakce 3
(850mg) 138-178/3

I pediraked

(150mg) 138-178/4

START

Obrazek 10: Schéma preparativni TLC frakce 138-178
(mobilni faze — To:EtOH:Et:NH, 80:15:5, 15x 15 cm, 2 x)

Podfrakce 138-178/2 byla dale separovana za vyuziti komer¢nich desek. Na kazdou desku
bylo naneseno cca 15 mg délené smési. Pro déleni bylo pouzito 200 mg smési. Desky byly
vyvijeny v mobilni fazi To:Etz2NH (95:5), kazda deska byla vyvinuta 3x. Byly ziskdny ¢tyfi zony.

Izolované zony a izolovana mnozstvi jsou shrnuty na nasledujicim obrazku ¢islo 11.
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]

zéna 1
(10mg) 138-178/2-1

zZ6na 2
(80mg) 138-178/2-2

zZ6na 3
(20mg) 138-178/2-3

Z6na 4
(15mg) 138-178/2-4

START

Obrazek 11: Schéma preparativni TLC zony 138-1768/2
(mobilni faze — To:Et:NH, 95:5, 10x 20 cm, 3 x)

Zona 138-178/2-2+3 byla déle vyuzita pro izolaci ¢istého alkaloidu za vyuziti komerénich
desek a mobilni fize To:cHx:Et;NH (50:45:5, 4x). Vzhledem ke Spatné separaci zon
138-178/2-2+3/1+2 byly ze zony 138-178/2-2+3/1 izolovany pouze horni 2 mm viz obrazek ¢islo
12, tak aby se podafilo izolovat Cistou latku. Po izolaci a promyti smési CHCl3:EtOH (1:1) bylo
ziskano 35 mg bilé¢ amorfni latky oznacené jako 138-178/A1. Latka byla dale podrobena NMR

a MS studiim za ucelem identifikace. Latka byla identifikovana jako (+)-parfumin.

/ separovane 2 mm

zéna 1

- /2- /
— 138-178/2-2+3/1

zZéna 2
138-178/2-2+3/2

START

Obrazek 12: Izolace hornich 2 mm zony 138-178/2-2+3/1
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Podfrakce 138-178/3 (850 mg) byla pouzita pro izolaci druhého alkaloidu v ¢isté formé za
vyuziti komercnich desek a mobilni faze To:cHx:Et;NH (50:45:5, 4x). Vzhledem ke Spatné
separaci zon 138-178/3-1+2 byly ze zony 138-178/3-2 izolovany pouze spodni 2 mm viz obrazek



¢islo 13, tak aby se podafilo izolovat Cistou latku. Po izolaci a promyti smési CHCl3:EtOH (1:1)
bylo ziskdno 15 mg bilé amorfni latky oznacené jako 138-178/A2. Latka byla dale podrobena
NMR a MS studiim za tcelem identifikace. Latka byla identifikovéana jako (-)-fumaritin.

Zoma 1
| —  138-178/3-1

———— zéna2

\\—’X 138-178/3-2

x separované 2 mm

START

Obrazek 13: Izolace spodnich 2 mm zony 138-178/3-2
4.4 Stanoveni inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidii vii¢i cholinesterazam

4.4.1 Podminky méreni

Byly simulovany podminky podobné tém v lidském téle. Teplota byla nastavena na 37 °C
a vyuzito bylo prostiedi fosfitového pufru pH 7,4. Spektrofotometrické méteni probéhlo

v mikrotitra¢nich destickéach pti vinové délce 436 nm.

4.4.2 Priprava erytrocytiarnich pouzder

K Cerstvé odebrané krvi byl na kazdych 10 ml ptidan vzdy 1 ml citratu sodného. Za pouziti
centrifugy, pii rychlosti 4000 otaCek za minutu, byla odstfedéna plazma s obsahem
butyrylcholinesterdzy. Erytrocyty pienesené do 50 ml zkumavek byly natfikrat promyty SmM
fosfatovym pufrem s 15mM chloridem sodnym pii 12000 otackach za minutu. Aby doslo k lyze,
byly promyté erytrocyty po dobu 10 minut znovu smichany s SmM fosfatovym pufrem.
Nasledovala centrifugace po dobu dalSich 10 minut pii rychlosti 20000 otacek za minutu. Nakonec
byly rozloZené erytrocyty jesté natfikrat promyty fosfitovym pufrem, a tak byla ziskana

erytrocytarni acetylcholinesteraza.

48



4.4.3 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (hodnoty I1Cso)

Ke stanoveni ICso byl vyuzit spektrofotometricky postup dle Ellmana [104]. Estery
thiocholinu se pouzivaji jako substrat, ktery je Stépen esterdzami na thiocholin a piislusnou
kyselinu. Nasledné, vazbou sulfanylové skupiny thiocholinu na 5,5’ -dithiobis-2-nitrobenzoovou
kyselinu, vznika produkt Zlutého zbarveni, stanovitelny spektrofotometricky pti vinové délce
436 nm. Pti méteni byl sledovan narast absorpce v pritbéhu 1 minuty. Pro vypocet hodnot ICso
byla pouzita nelinearni regrese zhodnot poklesu aktivity acetylcholinesterazy
a butyrylcholinesterazy. Vypocet probehl v programu GraphPaD (verze 3.02 pro Windows, Graph
PaD Software, San Diego, Kalifornie, USA). Vysledky byly porovnany vii¢i zndmym hodnotam

pouzivanych iAChE — galantaminu a huperzinu A.

4.5 Stanoveni inhibi¢ni aktivity izolovanych alkaloida viici prolyloligopeptidaze

Tato biologicka aktivita byla méfena ve spolupraci s Katedrou toxikologie a vojenské

farmacie Univerzity obrany. Méfeni provadéla Mgr. Martina Hrabinova, Ph.D.

4.5.1 Podminky méreni

Opét byly simulovdny podminky podobné jako v lidském téle. Teplota byla nastavena
na 37 °C a vyuZito bylo prostiedi fosfatového pufru pH 7,4. Spektrofotometrické méteni probehlo

v mikrotitra¢nich destickéach pti vinové délce 405 nm.

4.5.2 Stanoveni prolyloligopeptidazové inhibi¢ni aktivity (hodnoty ICso)

POP, jejiz specificka aktivita byla 0,2 U/ml, byla rozpusténa v 0,01 M fosfatovém pufru.
Zasobni roztoky testovanych latek vznikly jejich rozpuSténim v 10 mM dimethylsulfoxidu. Tyto
byly dale dle potieby fedény. U slepych vzorki byla pouzita stejna koncentrace dimethylsulfoxidu.
Z-Gly-Pro-p-niroanilid, ktery byl rozpustén v 40 % 10 mM 1,4-dioxanu, byl pouzit jako substrat
testovani inhibic¢ni aktivity. Pfi kazdém méfeni byly nejprve roztoky po dobu 5 minut inkubovany
pii teploté 37 °C, teprve poté byl pfidan substrat a inkubace probihala dal§ich 30 minut. Princip
dale spocival ve spektrofotometrickém urceni pii inkubaci vzniklého p-nitroanilinu. Jeho mnoZzstvi
bylo pfimo umérné aktivit¢ POP. Inhibi¢ni aktivita testovanych latek (hodnoty ICso) byla
stanovena za pomoci programti Microsoft Excel a GraphPaD. Nasledovalo porovnani ziskanych

hodnot s hodnotou zndmého inhibitoru POP, ptirodniho alkaloidu berberinu.
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5 VYSLEDKY

5.1 Strukturni analyza (-)-fumaritinu

Izolovana latka byla na zdkladé¢ MS a NMR dat a porovnanim dat v literatuie identifikovana

jako (-)-fumaritin [76].

Obrazek 14: (-)-fumaritin

5.1.1 MS studie (-)-fumaritinu
EI-MS (m/z): 355 (18), 340 (32), 322 (10), 192 (100), 177 (12).

5.1.2 NMR studie (-)-fumaritinu

5.1.2.1 "H NMR studie (-)-fumaritinu

'HNMR (500 MHz, CDCI3, 25 °C): 8 2.43 (s, H7), 2.59-2.66 (m, H58), 3.00-3.07 (m, H5a, H6p),
3.25 (d, J=15.8 Hz, H13a), 3.37 (d, J = 15.8 Hz, H13p), 3.73-3.82 (m, H60:), 3.84 (s, C3-OCH3),

5.52 (s, H8), 5.93, 5.95 (d, J = 0.9 Hz, N7-CHs), 6.46 (s, H1), 6.60 (s, H4), 6.68 (d,
J=17.9Hz, H12), 6.75 (d, J= 7.9 Hz, H11).

5.1.2.2 '*C NMR studie (-)-fumaritinu

13C NMR (125 MHz, CDCI3, 25 °C): & 147.4 (C10), 146.1 (C3), 144.1 (C9), 143.9 (C2), 134.2
(C12a), 127.3 (C4a), 126.5 (Cl4a), 124.3 (C8a), 116.0 (C12), 112.8 (C1), 110.9 (C4), 108.8 (C11),
101.4 (N7-CHz), 81.8 (C8), 74.5 (C14), 55.8 (C3-OCHs), 47.2 (C6), 43.4 (C13), 37.8 (N7),
22.9 (C5).

5.1.3 Specificka opticka otacivost (-)-fumaritinu

[0]p® = -112,6 (c = 0,089, CHCL3)

50



5.1.4 Teplota tani (-)-fumaritinu

128-130 °C

5.2 Strukturni analyza (+)-parfuminu

Izolovana latka byla na zakladé¢ MS a NMR dat a porovnanim dat v literatufe identifikovana

jako (+)-parfumin [76, 105].

Obrazek 15: (+)-parfumin

5.2.1 MS studie (+)-parfuminu

EL-MS (m/z): 367 (<1), 353 (14), 338 (25), 324 (100), 294 (12), 266 (13), 250 (14), 177 (13),
135 (12), 103 (12)

5.2.2 NMR studie (+)-parfuminu
5.2.2.1 'H NMR studie (+)-parfuminu

"H NMR (300.13 MHz, CDCI3): § 2.36 (s, H7), 2.82 (m, H6p), 2.86 (m, H5a, H58), 3.31 (d,
J=17.1Hz, H13p), 3.50 (d, J=17.1 Hz, H13a), 3.52 (m, H60), 3.83 (s, C3-OCH3), 6.14 (s, -C9-
OCH,0-C10-), 6.29 (s, H1), 6.57 (s, H4), 6.88 (d, J=7.9 Hz, H12), 7.08 (d, J= 7.9 Hz, H11). 13C

5.2.2.2 BC NMR studie (+)-parfuminu

13C NMR (300.13 MHz, CDCI3): § 205.3 (C8)*, 147.8 (C10), 145.5 (C3), 144.4 (C2), 144.0 (C9),
143.8 (C12a), 130.6 (C14a), 126.3 (C4a), 120.0 (C8a), 118.1 (C12), 114.9 (C11), 110.7 (C1, C4),
103.0 (-C9-OCH,0-C10-), 70.8 (C14), 55.8 (C3 - OCHs), 49.2 (C6), 41.3 (C13), 39.3 (N7), 28.8

5.2.3 Specificka opticka otacivost (+)-parfuminu

[a]p? =423,6 (c = 1,10, CH1Cl5)
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5.2.4 Teplota tani (+)-parfuminu

118-119 °C

5.3 Inhibi¢ni aktivity

Ptehled inhibi¢nich aktivit izolovanych alkaloidii a v praxi pouzivanych standarda jak vuci

lidskych cholinesterazam, tak vii¢i POP je uveden nize v tabulce ¢islo 11 [76, 102, 110].

Tabulka 11: Inhibicni aktivity izolovanych alkaloidii a standardii

Izolovany alkaloid iAChE (ICso pM) iBuChE (ICso nM) iPOP (ICso pM)
(-)-Fumaritin 568 + 57 246 £ 24 250 £20
(+)-Parfumin > 1000 500 + 57 > 1000
Galantamin* 1.71 £ 0.65 42+1 nestanoveno
Huperzin A* 0.033 £ 0.001 > 1000 nestanoveno
Berberin* 0.72+0.11 31+4 142 £ 21

* standard
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6 DISKUSE

Krom¢ jiz vterapii Alzheimerovy choroby u¢inné vyuZzivanych inhibitord
acetylcholinesterazy se ukazuje jako slibné zaméiit vyzkum budoucich 1éCivych latek také
namozné¢  inhibitory  butyrylcholinesterdzy @ a  prolyloligopeptidazy. = Koncentrace
butyrylcholinesterazy je piedev§im v pozdéjsich stadiich onemocnéni oproti normalnimu stavu
vyrazné vys$si a tim se také vyznamné podili na degradaci acetylcholinu [6]. Prolyloligopeptidaza
se ucastni mimo jiné rozkladu nékterych neuropeptidll, které jsou nezbytné pro procesy uceni
a pamét’. Tim piispiva ke ztraté¢ kognitivnich funkci [76].

V ramci SirSiho screeningového studia nékterych alkaloidnich rostlin na Katedie
farmaceutické  botaniky byl zhlediska inhibi¢nich  aktivit vi¢i  acetylcholin—
a butyrylcholinesterazdm jako perspektivni vytipovan 1 druh Fumaria officinalis L.
(Fumariaceae), zem&dym lékaisky. Celkovy ethylacetatovy alkaloidni extrakt Fumaria officinalis
vykazoval inhibi¢ni aktivity ICso ache = 39.23 £ 1.96 pg/ml a ICso Buche =40.32 £+ 1.08 pg/ml. Tyto
hodnoty se jevily jako zajimavé, z tohoto diivodu byl tento rostlinny druh vybran pro podrobnou

Cilem této prace bylo zpracovat jednu z frakci alkaloidniho extraktu Fumaria officinalis,
ato frakci 138-178. Na zdkladé TLC s vyuzitim detekce Dragendorffovym ¢inidlem byla
ve zkoumané frakci prokdzana pfitomnost alkaloidii. Pomoci preparativni TLC a nasledné
krystalizace se podafilo ziskat dvé latky v Cisté formé v takovém mnoZstvi, které umoznilo jejich
strukturni analyzu a néslednou identifikaci a zaroven provedeni testl jejich biologické aktivity.

Latky byly po porovnani jejich naméfenych a dosud publikovanych fyzikdlnich
charakteristik — MS, NMR spekter, specificke optické otacivosti a teploty tani, identifikovany jako
(-)-fumaritin a (+)-parfumin [76, 105].

Oba izolované alkaloidy patfi strukturné k spirobenzylisochinoliniim. Obsah (-)-fumaritinu
[106], F.macrosepala [107], F.agraria, F.carpeolata, F.densiflora, F.muralis, F.parviflora nebo
F.vaillantii [93]. Stejné tak se vyskyt (+)-parfuminu zdaleka neomezuje jen na druh F.officinalis,
izolovan byl také zextraktQ F.macrosepala [107], F.schleicheri [108], F.parviflora [109],
F.agraria, F.carpeolata, F.densiflora, F.muralis nebo F.vaillantii [93]. Oba alkaloidy byly takeé
stanoveny jako obsahové latky nékterych druhii rodu Corydalis (Papaveraceae). (-)-Fumaritin se
konkrétné nachazi u C.caucasica [111], (+)-parfumin u C.solida [112] a oba pak u C.rutifolia

[113].
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Namétené hodnoty inhibi¢ni aktivity obou ziskanych latek vici cholinesterdzam byly
vyjadieny jako ICso (inhibi¢ni koncentrace, pfi niz klesa aktivita daného enzymu o polovinu)
a porovnany se znamymi hodnotami standardl, zde pouzitého galantaminu a huperzinu A.
Galantamin je selektivnim inhibitorem acetylcholinestrazy s ICso ache = 1.71 £ 0,65 uM, vuaci
butyrylcholinesteraze vykazuje tato latka nevyraznou inhibi¢ni aktivitu - ICso Buche =42 = 1 pM.
Huperzin A neinhibuje butyrylcholinesterazu dokonce viibec (ICso Buche > 1000 uM) , je vSak
velmi silnym inhibitorem acetylcholinesterazy - 1Cso ache = 0.033 £ 0,001 uM. Ze stanovenych
hodnot (-)-fumaritinu - ICso achg = 568 £ 57 uM, ICso Buche = 246 £ 24 uM a (+)-parfuminu, ktery
je vici acetylcholinesteraze neaktivni (ICso ache > 1000 uM), ICs0 Buche = 500 £ 57 uM je zjevné,
ze ani jeden z alkaloidii nedosahuje aktivit referencnich latek. Izolované struktury tedy nelze
povaZzovat za nositele inhibi¢ni aktivity sumdrniho extraktu.

V ramci studia biologické aktivity byly oba alkaloidy dale podrobeny méfeni jejich
potencialni inhibicni aktivity vii¢i prolyloligopeptidaze. K porovnani naméfenych hodnot I1Cso pop
izolovanych latek byla pouzita zndmé hodnota standardu berberinu. (-)-Fumaritin s hodnotou
+ 21 uM), (+)-parfuminu je viici POP zcela neaktivni (ICso pop > 1000 pM).

Zaverem lze shrnout, Ze ani jeden z izolovanych alkaloidti neni bohuzel realné vyuzitelny

jako uc¢inna latka v terapii Alzheimerovy choroby.
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ABSTRAKT

Mazel Tonarova M.: Biologicky aktivni metabolity rostlin VIII. Alkaloidy Fumaria officinalis L.
a jejich biologicka aktivita. Univerzita Karlova, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické botaniky, Hradec Kralové, 2021. Rigordzni prace.

Na zaklad¢ jiz diive provedené sloupcové chromatografie diethyletherového extraktu
Fumaria officinalis L bylo piipraveno jedenact frakci k dalSimu zpracovani. Preparativni TLC
frakce 138-178 a naslednou krystalizaci byly izolovany dva alkaloidy, které se podatilo na zakladé
jejich strukturni analyzy — pomoci MS a NMR spekter, specifické optické otacivosti a teploty tani
identifikovat jako (-)-fumaritin a (+)-parfumin. Alkaloidy byly nésledné testovany za ucelem
zjisténi  jejich inhibic¢nich aktivit vici prolyloligopeptidéze, acetylcholin—
a butyrylcholinesterazam. Ziskané hodnoty ICso byly porovnany s pouZitymi standardy.
(-)-Fumaritin ani (+)-parfumin nevykazuji v porovnani s galantaminem a huperzinem A vyznamné
inhibi¢ni aktivity vii¢i obéma cholinesterazdm (ICso > 200 pM). Prolyloligopeptidazu (+)-
parfumin neinhibuje viibec, aktivita (-)-fumaritinu je ve srovnani s berberinem mirna (taktéz ICso

>200 uM).

Klicova slova: Fumaria officinalis L, isochinolinové alkaloidy, (-)-fumaritin, (+)-parfumin,

acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza, prolyloligopeptidaza, izolace, Alzheimerova choroba.
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ABSTRACT

Mazel Tonarova M.: Biologically active metabolites of plants VIII. Alkaloids of Fumaria
officinalis L. and their biological activity. Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec

Kralové. Department of Pharmaceutical Botany, Hradec Kralové, 2021. Rigorosum thesis.

Eleven fractions were prepared for further processing, this was based on previously
performed column chromatography of diethyl ether extract of Fumaria officinalis L. Two alkaloids
were isolated by using preparative TLC of fraction 138-178, followed by crystallization. The
alkaloids were identified based on their structural analysis — using MS and MNR spectrum,
specific optical rotation and melting point as (-)-fumaritine and (+)-parfumine. Both alkaloids were
tested for their inhibitory activities against prolyloligopeptidase, acetylcholine— and
butyrylcholinesterases. The measured ICso values were compared with the known standard values.
Neither (-)-fumaritine nor (+)-parfumine showed more significant inhibitory activities against both
cholinesterases compared to galantamine and huperzine A (ICso > 200 uM). (+)-Parfumine does
not inhibit the prolyloligopeptidase at all, the inhibition activity of (-)-fumaritine is really mild
compared to berberine (also ICso > 200 uM).

Key words: Fumaria officinalis L, isoquinoline alkaloids, (-)-fumaritin, (+)-parfumin,

acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, prolyloligopeptidase, isolation, Alzheimer's disease.
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