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1 UvoD

Alzheimerova choroba (AD) je chronicky progresivni degenerativni onemocnéni centralniho
nervového systému zpUsobujici demenci, kterd se projevuje zapominanim a ztratou
kognitivnich funkci. Rlznymi mechanismy dochazi k uUmrti neuronid a nedostatku
acetylcholinu (ACh) v mozku?. Dnesni pouZivand terapie je pouze symptomatickd, zmirfiujici
projevy onemocnéni. PouZivaji se cholinesterasové inhibitory, které inhibici enzym
rozkladajicich ACh docili zvy3eni jeho hladin, a antagonisté NMDA receptor(?.

Spektrum pouzivanych latek v terapii je velice Uzké, proto jsou hledana dalsi potenciondlni
léciva, i prirodniho plvodu. Jednou z takovych latek je huperzin A, alkaloid dlouhodobé
pouzivany tradi¢ni éinskou medicinou. Cim dél vice poznatkl o patofyziologii AD piinasi nové
moznosti ovlivnéni vzniku a rozvoje onemocnéni. Zkoumaji se latky ovliviujici aktivitu
transmembranovych sekretas, zabranujici fosforylaci T-proteinu, inhibujici
prolyloligopeptidasu a dalsi3.

Sumarni alkaloidni extrakt Fumaria officinalis vykazoval pfi screeningu in vitro zajimavou
cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu®, kterd by mohla byt potencionalné vyuZita pro terapii AD.
Obecné celed Fumariaceae obsahuje rdzné strukturni typy isochinolinovych alkaloidG®
s Sirokou Skalou vykazovanych biologickych aktivit. Jde o latky lipofilniho charakteru, které

i diky tomu mohou pronikat hematoencefalickou bariérou (HEB) a terapeuticky ovliviiovat

aktivitu enzymatickych systému v mozku, napt. inhibovat cholinesterasy.



2 CiLE DIPLOMOVE PRACE

Diplomova prace navazuje na prededlé prace®’ a pokracuje ve zkoumani biologickych aktivit

alkaloidl izolovanych z Fumaria officinalis L. Jeji cile jsou:

izolace jednotlivych alkaloid( ze zadané frakce sumarniho diethyletherového alkaloidniho
extraktu Fumaria officinalis L.%”,

identifikace struktury (pomoci GC-MS a NMR) izolovanych alkaloidd a stanoveni jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti (opticka otacivost, teplota tani),

stanoveni biologické aktivity Cistych izolovanych alkaloidl (inhibice acetyl-

a butyrylcholinesterasy, inhibice prolyloligopeptidasy).
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je jedna z nej¢astéjSich forem demence. Demence je syndrom
vznikly nezvratnym onemocnénim mozku, pfi kterém dochazi k poruse kognitivnich funkci —
kratkodobé i dlouhodobé paméti, uceni, abstraktniho a samostatného mysleni, orientace
v prostoru a case, schopnosti feci. Podle etiologie Ize demence rozdélit do tfi skupin:
60 % atroficko-degenerativni, zplsobené onemocnénim pfimo mozkové tkané (Alzheimerova
demence, demence s Lewyho télisky), 20 % ischemicko-vaskuldrni, spojené s onemocnénim
kardiovaskularniho systému, a 10 % sekundarni demence, vzniklé rGznymi typy pficin (infekcni
demence, metabolické demence pfi poruchach jater). Zbytek pripadl predstavuji smisené
formy demence. Clovék trpici demenci se postupem ¢asu stavd nesamostatny a ¢im dal vic
odkdazany na pomoc blizkych, pro které je tato ¢innost mnohdy velice ndroéna?.

3.1.1 Epidemiologie a klinicky obraz

Do 45 let véku je toto onemocnéni vzacné, mezi Sedesatiletymi se vyskytuje u 5%, kazdych
nasledujicich 5 let se pocet postizenych zdvojndsobuje®. Tento jev souvisi predevsim
s prodluZovanim délky Zivota, ovSem neznamena, Ze se AD projevi u kazdého, kdo Zije
dostatecné dlouho. Priimérné trva onemocnéni 9 let a konci smrti. AD mUZeme rozdélit na tfi
stadia: mirné, stfedni a tézké?.

V brzkych fazich AD mohou byt pozorovdny zmény v chovani a pokles jazykovych funkci.
Porucha kognitivnich funkci se objevuje postupné, nemocny je mize maskovat. Postizeny ma
poruSenou orientaci v prostoru a ztraci se v jemu zndmych mistech (domov). Ztrata
kratkodobé paméti nakonec prejde ve ztratu dlouhodobé vzdalené paméti. V pokrocilych
stadiich postizeny nepoznava své blizké, objevuje se podeziravost, sobeckost, egocentrismus
a hladiny ostrazitosti jsou téZzce naruSeny. Mezi dalsi znaky patfi snizenad plynulost feci,
vynechdvani slov a poruseni mluvy neposkldddnim slov do véty ve spravném poradi.
V konec¢ném stadiu dochdzi k poruse motorickych funkci a pacient mize upadnout do
vegetativniho stavu, nastava smrt°,

3.1.2 Etiopatogeneze

AD je pomalu vyvijejici se neurodegenerativni choroba s progresivni ztrdtou paméti
a kognitivnich funkci. Tyto funkéni zmény se primarné objevuji z nedostatku cholinergni

transmise v neokortexu (klira mozkovd). Postizenymi ¢astmi jsou kiira mozkova, hipokampus,
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amygdala, asociativni ¢asti frontdiniho, temporalniho, parietdiniho laloku a podkorova jadra
projikujici do téchto ¢asti mozku. Mozek pacienta s AD charakteristicky obsahuje dva zretelné
typy nerozpustnych materidl(, které jsou zndmkami mozkovych poskozeni spojenych
s onemocnénim — extracelularni plaky AP a intraceluldrni neurofibrildrni klubka
hyperfosforylovaného t-proteinu. Zatim neni zndmo, jestli jsou pfi¢inou nebo dlsledkem
onemocnéni®. K dal§im patologickym zméndm patfi ztrdta neuron(l zpGsobend rGznymi
pricinami a v pokrocilych stadiich nemoci i zmény v ostatnich neurotransmiterovych
systémech?.

3.1.2.1 B8-amyloid a vznik plaki

B-amyloid (AB) vznikd z transmembranového amyloid prekurzorového proteinu (APP).
Fyziologickd funkce APP neni zatim Uplné jasna, predpoklada se, Zze jeho nadmérna exprese
ma pozitivni vliv na rdst nervovych bunék. APP je v neuronech produkovan ve velkych
mnozstvich a rychle metabolizovan rlznymi cestami. Na povrchu bunky je APP Stépen
a-sekretasou a nasledné y-sekretasou, coZ nevede k tvorbé AB. Tuto degradaci oznacujeme za
neamyloidni cestu. DalSi cestou je Stépeni v endosomalnim kompartmentu B-sekretasou
(BACE1) a y-sekretasou, které vyustuje v produkci AR proteinu o 38-43 aminokyselinach,
tzv. amyloidni cesta. y-sekretasa je multiproteinovy komplex skladajici se z presenilinu 1 nebo
presenilinu 2 a dalSich tfi transmembranovych proteinl. Zatim je nejasné, kdy dochazi ke
$t8peni amyloidni & neamyloidni cestou®®. Extraceluldrni uklddani oligomer( AR je zdkladni
patologickou zménou. Tato depozita AP tvofi shluky, kolem kterych probihaji dalsi zmény
avznikaji tzv. senilni, Alzheimerovské plaky®. Hlavnialloformy AB nalézané v placich jsou AB-42
(pocet aminokyselin) a AB-40, pfiéemz prvné zmifiovany je pro neurony toxictéjsi, je ho o 10 %
vice a rychleji se formuje. MoZnost ovlivnéni hladiny extracelularniho A by mohla byt v pouZiti
proteas neprylysinu a insulin degradujiciho enzymu?°.

3.1.2.2 Neurofibrilarni klubka (tangles)

Nejzavaznéjsi intraceluldrni zménou je degradace neuronalniho t-proteinu, ktery je dllezity
v udrZovani sité cytoskeletu neuronu a pro funkci axondlniho transportull. Mikrotubuly
T-proteinu jsou patologicky hyperfosforylovany, zkracuji se a dochazi k tvorbé nerozpustnych
neurondlnich klubek (tangles) a ztraté jejich funkce?.

3.1.2.3 Zdnét a oxidativni stres

Vyse zminéné zakladni procesy spolu s oxidativnim stresem spousti dalsi procesy vyustujici ve
vznik sterilniho zanétu. Mikroglie a astrocyty v okoli neuronu se transformuji na makrofagy,

12



uvoliuji se prozanétlivé cytokininy, interleukin 1, interleukin 6, TNFa, aktivuje
se cyklooxygenasa a dochdzi k syntéze prostaglandinu'?. Adheze mikroglii a monocyt( na
AB plaky je zprostfedkovana scavenger (,zhasecimi) receptory typu A a kromé produkce
prozanétlivych TNFa zvy$uje mnoZstvi volnych kyslikatych i dusikatych radikald (ROS, RNS).13
Dochazi k nadmérné peroxidaci lipidd membrany neuronl a k inaktivaci enzyma, nastdva
apoptosa neurond?. K zanétu, oxidativnimu stresu a neuronalni dysfunkci vede i vazba AB na
receptory produktl pokrocilé glykace (receptors for Advanced Glycation End-products). AGEs
je skupinou rdznorodych latek a jejich produkce je zvySena napriklad dUsledkem
hyperglykémie pti diabetu. Neurofibrilarni klubka i extracelularni AB plaky jsou pro takovou
glykaci substraty?3.

3.1.2.4 Mitochondridlni dysfunkce

Pfi mitochondridlnim bunécném dychani vznikd fyziologicky ROS a RNS. Pii zvySeném
oxida¢nim stresu nejsou vlastni antioxida¢ni mechanismy dostacujici a dochazi k poskozeni
mitochondridlni DNA a poruse mitochondrialni funkce. V blizkosti mitochondrii se nachazi
endoplazmatické retikulum, vznikd zde amyloidni cestou AP a spoluprace téchto organel je
negativné ovlivnéna3.

3.1.2.5 SniZeny obsah ACh v mozku

Cholinergni systém je nejvice postizeny. Dochazi k poruseni syntézy ACh, k jeho uvolnovani i
ke zpétnému vychytavani cholinu. Nachazime nedostatek cholinacetyltransferasy, enzymu
syntetizujiciho ACh z cholinu a acetylkoenzymu A v neuronu. ACh je v synaptické Stérbiné
rozkladan acetylcholinesterasou na cholin a acetat, jejiz mnoZstvi je pfi AD snizeno az 0 90 %%,
V lidském mozku jsou dva typy acetylcholinesterasy, prevazujici tetramer G4 a minoritni
monomer G1, butyrylcholinesterasa je ve stopovém mnozZstvi. V mozku postizeném AD vznika
vétsi mnoZstvi molekul BUChE v oblastech AR plakd a stoupa podil monomeru G1 AChE, proto
se hledaji nové latky s dudlnim plsobenim na oba tyto enzymy?.

3.1.2.6 Nedostatek neurotropnich faktoru

Neurotropni faktory (NTFs) jsou malou skupinou aktivnich proteint, kam patfi mimo jiné
i neurotropni rlstovy faktor (NGF). Maji na starost udrzeni funkce a preziti nervovych populaci.
Kontroluji rdst axonl, bunécnou stavbu a maji klicovou roli v tvorbé paméti. Pfi poSkozeni
nedostatku je snizen pocet cholinergnich neurond, je snizena tvorba cholinacetyltransferasy,

co? vyustuje ve snizeni cholinergni transmise3.
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3.1.2.7 Genetika

AD predispozi¢ni mutace jsou nejspiSe zakddovany na chromozomech 1, 14, 19 a 21. Mutace
chromozomu 1 a 14 ovliviiuje tvorbu presenilinu 1 a 2, které jsou potifebné pro spravné
$tépeni APP y-sekretasou!®. Chromozom 19 je spojen se zvy$enou tvorbou apolipoproteinu E4
a mutace chromozomu 21 zpUsobuje zvy$enou produkci beta-APP. Existuje 32 APP, 179
presenilin 1 a 14 presenilin 2 genovych mutaci, které vyustuji v brzkou autosomalné
dominantni AD. Pozdé nastupujici sporadicka AD ma také zaklad v genetické predispozici. Az
polovina rizika je vazana na alelu genu pro apolipoprotein E (ApoE), ktery je tvoren ve tfech
variantdch — ApoE2, ApoE3, ApoE4. Pravé ApoE4 je spojovan se zvysenymi AR depozity©.
3.1.2.8 Nadmérna excitace NMDA receptorii

Zvysené uvolriované excitacni aminokyseliny glutamat a aspartat se vaziou predevsim na
NMDA receptory, které jsou spojeny s iontovymi kanaly. Dochdzi k nadmérné aktivaci a vstupu
vapenatych iontd do neuron(, produkci ROS, aktivaci nékterych enzym, poskozeni vnitiniho
prostfedi neurond a ndsledné k apoptose neuronG1®.

3.1.2.9 Prolyloligopeptidasa

Prolyloligopeptidasa (POP) je cytosolicky peptid, ktery je zapojen do metabolismu malych
peptidd obsahujicich na C-konci prolin. Jde napriklad o vazopresin, substanci P nebo
thyrotropin uvoliujici hormon, které jsou zapojeny i do procesu uceni a paméti. ZvySena
degradace téchto peptidd muiZe urychlit proces starnuti bunék, a tak byt zapojena
v neurodegenerativnich onemocnénich spojenych se stafim jako je AD nebo Parkinsonova
nemoc?’.

3.1.3 Diagnostika AD v dnesni dobé

Ptiznaky demenci si nesmime plést s normalnim starnutim, proto je v€asna diagndza velice
dllezitd pro nasledujici 1é¢bu. Provadi se mnoho vysSetieni, nékterd jsou velmi béind a
jednoduchd, takze je mulzZe provadét i prakticky |ékaF, nékterd specializovana. Specifické
postaveni ma neuropsychologicka diagndza, kdy se nejvice pouziva Mini Mental State
Examination, test obsahujici 30 jednoduchych kol k odliSeni stfedné tézké demence od
normalni populace (napf. orientace v prostoru a ¢ase, odecitani, mluveni). Bohuzel selhava
v diagnostice ¢asnych stadii demence a mirné kognitivni poruchy?8,

V posledni dobé se stale vice uplatiuje likvorologicka diagnostika AB, celkového t-proteinu
a fosforylovaného t-proteinu. Pro AD je typicky pokles AB-42 a zvySeni celkového

i fosforylovaného t-proteinu v mozkomisnim moku uz v raném obdobi nemoci. Jesté vyssi
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rozliSovaci potenciadl ma pomér koncentraci AB-42 v(i¢i AB-40. Déle se vyuziva MRI volumetrie
ke sledovani progrese AD, kdy se objem urcitych oblasti mozku znatelné zmensSuje u
postizenych AD nez u zdravych lidi. Nespecifickou zobrazovaci metodou je vyuziti pozitronové
emisni tomografie a sledovani sniZeni prokrveni postizenych lalokd?*®.

3.1.4 Dnesnilécba AD

Dnesni lé¢ba ndm nedovoluje zvratit prabéh AD, jednd se o IéCbu symptomatickou. Jde ndam
predevSim o zlepSeni kognitivnich funkci pacienta, udrzeni jejich dosavadniho stavu nebo
zpomaleni zhorSovani téchto funkci. Pfitom plati, Ze ¢im dfive se s IéCbou zacne, tim je
ovliviujici nekognitivni funkce. Léky prvni skupiny jsou predevsim kognitiva, latky zlepSujici
centralni acetylcholinergni transmisi, a ostatni latky, ovliviiujici jiné neuromedidtorové
systémy, mozkovy metabolismus (nootropika), antioxidanty a dalsi. V dnesni dobé se z kognitiv
nejvice pouZivaji inhibitory cholinesteras, ostatni latky maji spiSe maly vyznam (prekurzory
syntézy ACh, latky zlep3ujici tvorbu a uvolnéni ACh — deanol, citikolin??), klinicky se zkousi
(inhibitory zpétného vychytavani ACh) nebo se hledaji novi zastupci (agonisté nikotinovych a
muskarinovych ACh receptort). Léky ovliviiujici nekognitivni funkce jsou hlavné antidepresiva,
anxiolytika, neuroleptika, hypnotika, tedy latky ovliviiujici behavioralni a symptomatické
pfiznaky demence — chovdani, emoce, spanek?.

3.1.4.1 |Inhibitory cholinesteras

V dnedni dobé je schvdlena lé¢ba AD ctyfmi strukturné rdznymi ldtkami: takrinem,
donepezilem, rivastigminem a galanthaminem. VSichni tito zastupci prochazi HEB do mozku,
inhibuji enzymy odbouravajici ACh na rozkladné produkty a tim zvysuji pocet molekul ACh
vyuzitelnych k transmisi. U pacientd s lehkym a stfednim stadiem AD zlep3uji kognitivni funkce,
bohuzZel neoddaluji postup onemocnéni. Zminéné latky jsou podobné efektivni, takrin se vSak
v dnesni klinické praxi pro svou hepatotoxicitu a dalsi nezadouci U¢inky pfestal pouzivat®.
Davkovani inhibitord cholinesteras se titruje — dle tolerance NU se postupné zvysuje davka.
Donepezil je piperidinovy derivat s nejvyssi specifickou reverzibilni (metabolisuje se v jatrech)
inhibici AChE bez podstatného ovlivnéni BUChE, uziva se az 10 mg 1x denné?,

Rivastigmin inhibuje pseudoreverzibilné (odbouravan samotnymi cholinesterasami) AChE
i BUChE selektivné v kortexu a hipokampu, davkovaci schéma zacina 1,5 mg 2x denné a pfi

dobré snasenlivosti konéi podavanim 2x denné az 6 mg?.
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Galanthamin je fenanthrenovy tercidrni alkaloid izolovany z Galanthus nivalis L.
(Amaryllidaceae), dnes ziskdvan i synteticky. Reverzibilné kompetitivné inhibuje AChE a navic
allostericky moduluje nikotinové acetylcholinergni pre- i postsynaptické receptory, uziva se az
2x denné 12 mg?. Pfi tomto davkovani dosahuji pacienti zlep$eni kognitivnich funkci oproti
placebu uz za 3 az 6 mésicl. Galanthamin téz zlepSuje aktivity vSedniho Zivota a chovani.
V dlouhodobych studiich (12 mésict) dosahuje zpomaleni progrese AD u mirného az stfedniho
stupné onemocnéni??.

Mezi nejéastéjsi NU téchto latek patfi nechutenstvi, dyspepsie, prijmy, zpomaleni srde¢ni
frekvence, neklid v nohou, kiece, zvraceni?.

Spektrum pouzivanych inhibitord cholinesteras je vcelku malé, proto se hledaji dalsi latky
s podobnou aktivitou. Jednou z nich je huperzin A (HupA), lykopodiovy alkaloid izolovany
z ¢inské plavuné Huperzia serrata Thunb. ex Murray, dlouhodobé pouzZivané tradi¢ni ¢inskou
medicinou. V porovnani s vyse zminénymi latkami, ma lepsi prostupnost pres HEB, vyssi oralni
biodostupnost a del$i AChEi u¢inek?3. Kromé reverzibilni specifické inhibice AChE modifikuje
HupA zpracovavani APP, ovliviiuje AB neurotoxicitu, redukuje oxidativni stres, plsobi na NGF
a inhibuje NMDA receptory?*2>. HupA je velmi slibnou latkou s ukonéenou 2. fazi klinického
hodnoceni a dobrymi vysledky na zlepseni kognitivnich funkci a aktivity vSedniho Zivota, avSak
k uréeni bezpeénosti dlouhodobého uzivani jsou nutné dal3i vétsi randomizované studie?®.
Hledani dalSich inhibitor( prineslo hupriny, selektivnéjsi derivaty HupA s takrinem.
U huprinu X byla naméfena dokonce 40x vy$3i afinita k AChE neZ u donepezilu?’. Huprin Y byl
kromé své AChEi aktivité zkoumdan pro svij neuroprotektivni efekt a modulaci NMDA
receptor?®. Huprin Y a huprin Z vykazovaly stimulaéni efekt na M1 muskarinové receptory?®.
3.1.4.2 NMDA inhibitory

Nekompetitivnim antagonistou NMDA receptor(i pouzivanym v |écbé AD je schvalen pouze
memantin, pouzivany u stfednich a tézkych stadii v davce az 10 mg 2x denné. Klinické studie
ukazaly pozitivni efekt nejen na kognitivni funkce, ale i na aktivity vSedniho Zivota, chovani a
psychiku nemocného?. U pacientll v kombinaci s donepezilem dosahuje skvélych vysledkd
oproti placebu na kognitivni funkce, aktivity vsedniho Zivota, chovani a tolerance3°.

3.1.4.3 Nootropika

Tato skupina strukturné nesourodych latek ovliviiuje pozitivné mozkovy metabolismus, ovsem
klinické studie jejich efekt na zlepSeni kognitivnich funkci jednoznaéné nepotvrzuji a jejich
pouZiti v 1é¢bé AD neni podle EBM. Piracetam zlepSuje oxidativni metabolismus neuront
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a plasticitu erytrocytl, v praxi byvd poddavkovan. Pyritinol kromé vychytavani volnych
kyslikovych radikdl( a pozitivniho vlivu na oxidativni metabolismus neuronut vykazuje jesté
slaby protizanétlivy uGcinek. Byva rovnéz poddavkovan. Nicergolin je derivatem namelovych
alkaloid(l a podili se na zlep$eni prokrveni mozku i zlep$eni metabolismu neuron@?. Zajimavou
latkou této skupiny je extrakt z Ginkgo biloba (EGb 761), u kterého se popisuje nékolik
mechanismu Ucinku — zvySeni tolerance k hypoxii, zlepsena reologie krve, inhibice faktoru
aktivujiciho krevni destic¢ky, neuroprotektivita, vychytavani volnych radikalG — a ve srovnani
s donepezilem dosahuje podobnych zlepseni kognitivnich funkci u pacientl s lehkou az stredni
AD3!.

3.1.4.4 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky vychytavajici volné radikaly nebo snizujici jejich tvorbu. Antioxidacni
aktivitu vykazuje a-tokoferol v ddvce 2000 Ul/den?, jind studie doporuduje k prevenci AD
pfijem vitaminu E v ddvce 15 mg/den v ramci jidla32. | dal3i latky maji prokdzany antioxidaéni
udinek, jejich klinickd hodnoceni véak neprokazala vyznamny terapeuticky ucinek?.

3.1.4.5 Latky pisobici na NGF — nervové riistoveé faktory

Jednou z takovych latek je cerebrolysin, smés aminokyselin a kratkych peptidl, zlepsujici
kognici u pacientl s mirnou aZ stfedni AD33, ktery u mys$i zvySoval polet téchto ristovych
faktord. Klinické studie na lidech bohuZel jednoznaéné vysledky nepfindsi?.

3.1.5 Moiné pristupy v budouci léCbé

Nové sméry v |é€bé zahrnuji ovliviiovani objevovanych patofyziologickych procesl vzniku AD.
Jde o slouc€eniny ovliviiujici sekretasy, pfedevsim positivni regulace a-sekretasy a latky snizujici
aktivitu B-sekretas (z ptirodnich latek napfiklad katechiny nebo nékteré protoberberinové
alkaloidy) a y-sekretas (péticyklické triterpeny, kurkumin jako inhibitor exprese PS-1), coz by
mohlo snizit produkci AB. Déle jsou zkoumdany malé ptirodni molekuly vazajici AB monomery
a zabranujici vzniku cytotoxickych oligomeru (inhibitory agregace), byla pozorovana inhibice
formace AB kurkuminem a inhibice AB oligomerizace vodnym extraktem z ¢esneku. Z ¢esneku
(Allium sativum L.) ziskany S-allyl cystein vykazoval antiglykacni aktivitu, stejné tak ethanolicky
extrakt z Melissa officinalis L. Inhibice GSK-3B proteinkinasy by mohla vést ke snizeni
hyperfosforylace t-proteinu. Lécba zvySenim produkce NFG je dalSim potenciondlnim
smérem, ktery se zkouma. Probihaji studie s rekombinantnim lidskym NGF. Z pfirodnich latek

.....

latek muzZe oddalit ukladani AB34. Imunizace AB-42 u mladych mysi zabranila formovani plak(
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a u starsich pacientud s projevy AD redukovala progresi AD*>. BohuZel se v klinickém testovéni
u ¢asti imunizovanych pacientd do pUl roku objevila subakutni mozkova encefalitida, do

nalezeni bezpeénéjsi imunoterapie byla tato ukonéena3®.
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4 Fumaria officinalis L. N

4.1 Taxonomické zarazeni3?

Oddéleni: Magnoliophyta — krytosemenné

Ttida: Magnoliopsida — dvoudélozné Y

Podtrida: Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Fumariaceae DC.

Rod: Fumaria L. \

Druh: Fumaria officinalis L. — zemédym lékarsky

4.2 Morfologicka charakteristika Obrézek 1: Fumria oficinalis L

Zemédym je jednoletd, az pll metru vysokd bylina s bohaté rozvétvenou, dutou, primou
lodyhou. Jeji listy jsou rapikaté s dvakrat zperenou cepeli, rapikatymi, dlanité clenénymi
aZ zpefenymi listky. Kvéty mda obojaké, soumérné, uspofddané do hroznu na konci lodyhy32.
Kalich je sloZzen ze dvou vejcité kopinatych listk(, koruna je ze Ctyr protahlych platkd, které
jsou ruzZové zbarveny s koncovou tmavé fialovou skvrnou. Kvét ma Sest tycinek srostlych po
tfech3?, svrchni semenik zraje v kulovitou, na vrcholu vmacklou nazku38.

4.3 Nalezisté

Roste témér v celé Evropé, kromé nejvzdalenéjsiho severu, ztidka na Kavkazu, v zapadni Asii i
severni Africe®®. U nds je zemédym lékafsky hojné rozsifenym plevelem, nalezneme ho
vSude — na polich, rumistich, v zahradach i parcich. Ve vétSim mnoZstvi vytvari Sedozelené
lodyhy a listy dojem dymu vystupujiciho ze zemé, odtud ndzev zemédym3.

4.4 Lidové lécitelstvi

Lékopisnou drogou je susena kvetouci nat bez plodd, sbirand v kvétnu az cervenci. Sbiraji se i
ostatni druhy zemédymuU rostouci na naSem Uzemi (F. rostellata, F. densiflora, F. schleicheri, F.
vaiilantii, F. capreolata), jsou oviem vzacné® a vzhledové velice podobné38. Cerstva nat ma
odporny az omamny zapach. Chut je slana, nahorkla a ostra. Susenim naté odporny zapach
mizi°. Susi se pfirozenym teplem nebo v sudarndch do 50°C v tenkych vrstvach nebo zavésena.
Sesychavy pomér je 7-8:1. Alkaloidy v droze obsazené ovliviiuji hladké svalstvo, pusobi
cholagogné (Zlu€opudné), mirné diureticky (mocopudné), slabé laxativné (projimavé) — droga

Lkrev Eistici. Pro tyto uc¢inky se pouZivd nalev nebo lihovy extrakt38. Pfi onemocnéni kize,
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hemeroidech nebo pro svij diaforeticky (potopudny) Uuclinek se uzivd ve formé
koncentrovanéjsich koupeli®!.

4.5 Obsahové latky

Rostliny rodu Fumaria L. (popsano pres 50 druh() obsahuji predevsim alkaloidy. Mezi dalsi
obsahové latky patfi fenolické slouéeniny, t¥isloviny, slizy, mineralni latky a hof¢iny>38.

4.5.1 Extrakty rostlin rodu Fumaria a jejich biologické aktivity

Smés latek ziskanych z hexanového (nejucinnéjsi), chloroformového a vodného extraktu
F. parviflora vykazovala pfi perordlnim podani antipyreticky U¢inek*?. Ethanolicky extrakt
F. parviflora vykazoval kromé antipyretického Gcinku i kardioinhibi¢ni, antiarytmicky,
hypotenzni*® a u ovci vykazoval anthelminticky** Géinek. Antiarytmicka aktivita byla popsana
i u alkaloidového extraktu F. officinalis*. Ethanolicky extrakt F. officinalis vykazoval i velmi
slibnou antioxidaéni aktivitu®®. Alkaloidni extrakty alZirskych druh F. capreolata a F. bastardii
vykazovaly antioxidaéni aktivitu®’. Byla zkoumdna i cytotoxicita a hepatoprotektivita extrakt(
z F. officinalis a F. densiflora oproti samotnému protopinu®, oviem bez vyznamnych vysledkd.
Jind studie potvrdila hepatoprotektivitu vodnoethanolického extraktu F. parviflora u krysich
samc0*®%. 50% ethanolicky extrakt z F. indica vykazoval na zvifecich modelech protizanétlivou
aktivitu®®®!, 80% vodnoethanolicky extrakt ze stejné rostliny byl zkouman pro svou

cholinomimetickou (laxativni U¢.) a spasmolytickou (pFi kolikovitych bolestech) aktivitu>2.

4.5.2 Alkaloidy rodu Fumaria a jejich mozné biologické aktivity

Alkaloidy nalezené v rodu Fumaria jsou isochinolinové, riiznych strukturnich typa°3. Fumaria
officinalis L. obsahuje alkaloidy isochinolinové, aporfinové, protoberberinové,
benzofenanthridinové, protopinové, sekoftalidisochinolinové, indenobenzazepinové,
spirobenzylisochinolinové. V dalSich druzich rostlin rodu Fumaria byly izolovany jesté typy
benzylisochinolinové, ftalidisochinolinové, promorfinanové a rhoeadinové
(Obrazek 2: Strukturni typy alkaloid( rostlin rodu Fumaria)®. ObsaZené alkaloidy maji Siroké
spektrum aktivit, napf. berberin, protoberberinovy alkaloid, vykazuje mimo jiné antifungalni>*
a AChEi*® ucinky. 40 dalSich isochinolinovych alkaloid( z tureckych rostlin rodu Fumaria a
Corydalis bylo oproti standardim sledovdano pro svou antimikrobidlni, antifungalni a

antivirovou aktivitu®®. V jiné studii bylo 18 isochinolinovych alkaloid( zkou3eno pro svou

potenciondlni in vitro HBV antivirovou aktivitu®’.
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Literatura®°® uvadi tyto alkaloidy izolované z F. officinalis a jejich aktivity:

Isochinolinovy typ
Zakladni isochinolinovy typ alkaloidd je v rostlindch zastoupen v malé mife®°. Izolovan byl
korydaldin s pozorovanou antimikrobidlni aktivitou®®.

Aporfinovy typ
Z této skupiny alkaloidd byl izolovan (+)-bulbokapnin s AChE i BUChE inhibiéni aktivitou®
a (+)-korytuberin®! s pozorovanou lipooxygenazovou inhibi¢ni aktivitou®?.

Protoberberinovy typ
V ramci skupiny protoberberinovych alkaloid( byla zjisténa pfitomnost (—)-cheilanthifolinu
vykazujiciho antimalarickou aktivitu®3, (-)-kanadinu se zajimavou antioxida¢ni aktivitou a
nizkou cytotoxicitu, coZz by bylo vyhodné pro jeho pouZiti jako antioxidantu®, koptisinu
vykazujiciho silnou antifungdlni aktivitu proti C. albicans®®, potencionalni reverzibilni inhibici
MAO-A v mys$im mozku®, vy33i antioxidadni aktivitu neZ pouZivany trolox (analog
vitaminu E)®’, gastroprotektivni a antiulcerdzni aktivita®®. Dalsi izolovany alkaloid (+)-korydalin
vykazuje kromé& AChEi® a anthelmintické® aktivity i in vitro inhibici CYP2C19 a CYP2C97°
a gastroprotektivni a antiulcerézni aktivitu®®. Aktivita N-methylsinaktinu se v literatufe
nevyskytuje, (=)-skulerin in vitro vychytdvd volné radikdly’?, (+)-skulerin vykazuje
antimalarickou aktivitu®3, (=)-sinaktin byl méfen pro svou antibakteridIni aktivitu>®, ddle byl

izolovadn (+)-sinaktin, (=)-stylopin vykazujici anthelmintickou aktivitu®®®

a (x)-stylopin
s protizanétlivou aktivitou’?> a N-methylstylopin®!!. Izolovany tetrahydrokoptisin vykazoval
akutni a chronickou protizanétlivou aktivitu’® a gastroprotektivni Géinek”?.
Benzofenanthridinovy typ

Benzofenanthridinové alkaloidy vznikaji z tetrahydroberberini otevienim a recyklizaci kruhu
po jeho rotaci. V rostlindch se nachazeji jako kvartérni soli nebo redukované baze a nejvice
jsou obsazeny v rodech Chelidonium a Sanguinaria (Papaveraceae)’”. Z F. officinalis byl
izolovan korydamin vykazujici gastroprotektivni a antiulcerdzni aktivitu®® a sangvinarin
vykazujici inhibi¢ni MAO aktivitu (mensi neZ iproniazid)’®, anthelmintickou aktivitu’’, in vitro
cytotoxickou aktivitu proti leukemickym lidskym burikdm fady HL-6078. PGsobi proti zubnimu

plaku?°80,
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Protopinovy typ
Byly izolovéany alkaloidy kryptopin vykazujici anthelmintickou’” aktivitu a protopin
s hepatoprotektivnimi®!, anthelmintickymi®®, antimalarickymi®3, antiagrega¢nimi®? ucinky
a AChE inhibi¢ni aktivitou®°.

Sekoftalidisochinolinovy typ
Izolovany byly alkaloidy adlumicein, adlumidicein®!, N-methylhydrastein, N-methylhydrastin,
N-methyloxohydrastein, literatura neuvadi biologické aktivity.

Indenobenzazepinovy typ
Zatim bez publikovanych biologickych aktivit byly izolovany bulgaramin, fumaritridin,
fumaritrin, fumarofin.

Spirobenzylisochinolinovy typ
Spirobenzylisochinoliny patfi k nejpocetné;jsi skupiné alkaloidd fadu Fumariaceae, v rostliné
se syntetizuji z protoberberinovych prekurzorl®®. Z F. officinalis byly izolovany
(+)-dihydrofumarilin, (—)-fumaricin, fumarilicin, (+)-fumarilin, (=)-fumaritin, fumaritin N-oxid,
(+)-fumarofycin vykazujici antioxidacni a antilipoperoxidaéni®? aktivitu,
(-)-O-methylfumarofycin, (+)-parfumidin a (+)-parfumin®.
Jako alkaloidy s nezndmou strukturou byly izolovany fumaroficinalin, fumarolin, fumarilicin a
fumaritrilin®8,
Nékteré druhy rodu Fumaria byly screeningové podrobeny stanoveni AChE a BUChE inhibic¢ni
aktivity s dobrymi vysledky®*. Stanoveni inhibiénich aktivit jednotlivych alkaloid{ izolovanych
z F. officinalis je pfedmétem zkoumdni na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie

Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy.

4.5.3 Fenolické slouceniny Fumaria officinalis L.

Druhou vyznamnou skupinu obsazenych latek tvofi fenolické slouceniny. Izolovany byly
flavonoidy (myricetin, kempferol, kvercetin, rutin, hyperosid, apigenin®®, isokvercetin,
kamferol-arabinosid, kvercetin-3,7-glukosid, kvercetin-3-arabinosyl-glukosid, rutin®) a
organické karboxykyseliny ((—)-feruloyl-D-jable¢na, fumarova, (—)-kaffeoyl-D-jable¢na, kavova,
(—)-p-kumaroyl-D-jable¢nd, chlorogenova®, ferulovd, 3-hydroxybenzoova, protokatechova®,
p-kumarovd, sinapova®®). Studie uvadéji pfedevsim jejich antioxida¢ni aktivitu, pouZitelnou
napf. pfi konzervaci®®. Derivaty kyseliny kdvové, ferulové a p-kumarové vykazovaly cholagogni
Uc¢inek®. Mezi dalsi Uginky kys. kdvové byla zjisténa inhibice spasmolytické aktivity®’, inhibice
xantinoxidasy® a HIV-1 integrasy®®. Kys. kdvova spole¢né s kys. chlorogenovou inhibuji
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peroxidaci mastnych kyselin LDL lipoproteini®®!, aktivuji nékteré jaterni enzymy®? a maji
urité hepatoprotektivni Géinky®3. Kys. kdvova podédvand profylakticky potladuje mutagenitu
aflatoxinu B1 a N-methyl-N*nitro-N-nitrosoguanidinu, zatimco kys. chlorogenova potladuje
pouze mutagenitu aflatoxinu B1%4. Kys. chlorogenova pozitivné ovliviiuje vstfebavani Zeleza z
GIT®>% 3 indukuje cytotoxicitu v linii lidskych bunék oradlniho nddoru®’. Estery kys. fumarové
se uZ pres pll stoleti pouZivaji k 1é6¢bé lupénky®®®°, nové byla kys. fumarova jako nosi¢

schvélena k 1é¢bé roztroudené sklerdzy00102,
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5

EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Material a vybaveni

5.1.1 Rozpoustédla a chemikalie

chloroform p. a. (CHCI3) (Penta a.s.),
ethanol 95%, denaturovany methanolem, p. a. (EtOH) (Penta a.s.),
toluen p. a. (to) (Penta a.s.),
diethylamin p. a. (EtNH) (LachNer),
cyklohexan p. a. (cHx) (Penta a.s.),
lékaFsky benzin lékopisné kvality CL 2009 (LB) (Penta a.s.),
hexan p. a. (Hx) (Penta a.s.),
destilovana voda (H20),
dusi¢nan bismutity zasadity p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.),
kyselina vinna p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.0.),
jodid draselny p. a. (Dr. Kulich Pharma, s.r.o.),
Dragendorffovo Cinidlo — sklada se z roztokd A a B v poméru 1:1,
roztok A: 1,7 g dusicnanu 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.

5.1.2 Chemikalie pouzité pfi stanoveni inhibic¢nich aktivit

10mM acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich),

10mM butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich),

5mM fosfatovy pufr, pH 7,4 (sloZeni: dihydrat dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(Lachema), dodekahydrat hydrogenfosfre¢nanu disodného (Lachema)),

5mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich),
huperzin A (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China),

galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China),
dimethylsulfoxid p. a. (DMSO) (Sigma-Aldrich),
Z-Gly-Pro-p-nitroanilide (Sigma-Aldrich),

prolyloligopeptidasa (Sigma-Aldrich),

0,01 M fosfatovy pufr, pH 7,4 (sloZzeni: 137 mM NacCl, 2,7 mM KCl),
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e bajkalin (Sigma-Aldrich),

e Z-Pro-prolinal (Sigma-Aldrich),

e 1,4-dioxan (Lachema).

5.1.3 Chromatografické adsorbenty

e komercni Kieselgel SiO, GF254 (firma Merck), velikost 20 x 20 cm, hlinikova deska
s vrstvou silikagelu pro TLC s hloubkou vrstvy 0,2 mm,

e oxid hlinity (Al,O3) desaktivovany 6% H,0,stupen deaktivace Brockmann Il (firma
ACROSS), velikost zrn 40-200 um.

5.1.4 Pomocné latky

e kremelina Celite C 535 John’s Manville (firma Sigma-Aldrich).

5.1.5 Pristrojové vybaveni

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

e NMR Varian Iniova 500 (Varian, USA),

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

e Polarimetr ADP 220 BS (Bellingham + Stanley Ltd., Kent, UK),

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

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

e ELISA reader EL800 (Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA),

e mikrotitracni desticky, 96 jamek,

e centrifuga Boeco U-32R, rotor Hettich 1611,

e centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50.

5.1.6 Rostlinny a ostatni material

Susenou nat rostliny Fumaria officinalis L. (Fumariaceae) dodala firma Megafyt s.r.o.

z Vraného nad Vltavou. Verifikaci proved| prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc. Dokladové vzorky

jsou uloZeny v herbafi Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové.

Ke stanoveni  cholinesterasovych inhibi¢nich  aktivit  byla pouzita  AChE

z lidskych erytrocytarnich pouzder a BuChE z lidské plazmy. Krev daroval PharmDr. Jakub

Chlebek, Ph.D.
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5.2 Obecné postupy prace

5.2.1 Ptiprava a CiSténi rozpoustédel

Pfed pouzitim byla vSechna rozpoustédla precisténa destilaci a uchovana chranéna pred
svétlem v hnédych sklenénych stojatkach.

5.2.2 Odparovani extraktt a frakci

Jednotlivé frakce ziskané pfi sloupcové nebo preparativni chromatografii byly odpareny
na vodni lazni ve vakuové odparce pfi 40 °C.

5.2.3 Suseni a skladovani frakci a izolovanych Cistych latek

Ziskané odparené frakce a Cisté latky byly suseny v exsikatoru minimalné 24 hodin a nasledné
umistény v chladniéce pfi 2-8 °C.

5.2.4 Preparativni TLC

Sklenéné desky o velikosti 15 x 15 cm se zbavily mastnoty a necistot a nalila se na né vodna
suspenze silikagelu. Desky se nechaly min. 24 hodin volné vyschnout pred pouzitim.

5.2.5 Detekce alkaloidQ, TLC detekce

Pfitomnost alkaloidid se zjistuje v oblasti UV svétla pfi vinové délce 254 a 366 nm. Nasleduje
postfik Dragendorffovym cinidlem, které slouZi k detekci alkaloid( a latek, které ve své
molekule obsahuji dusik (predevsim terciarni a sekundarni aminy). Pfitomné alkaloidy se
zbarvi zZluté, ¢ervené, oranzové Ci hnédé.

5.3 Strukturni analyza

5.3.1 GC-MS analyza

Hmotnostni spektra byla mérena na plynovém chromatografu s hmotnostnim detektorem
Agilent Technologies 7890 A GC 5975 inert MSD pracujicim v reZzimu EIl pfi 70 eV. Separace
byla provedena na koloné DP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, vyrobce Agilent Technologies
Santa CLARA, California, USA). Program byl nastaven v teplotnim gradientu od 100 °C rychlosti
15 °C/min do teploty 180 °C, ktera byla udrZovana 1 min. Dale teplota stoupala rychlosti
5 °C/min do teploty 300 °C, ktera byla udrZovana po 40 min. Teplota injektoru byla 280 °C,
teplota detektoru 200 °C, rychlost pritoku nosného plynu (helium) byla nastavena na rychlost
0,8 ml/min. Detekcni rozmezi bylo m/z 35-600. 1 pl alkaloidniho roztoku (1 mg/ml) byl
nastfiknut ve ,split mode” pfi poméru 1:10. Identifikace alkaloidl probihala porovnanim
ziskanych spekter se spektry v knihovné NIST, v literature a se spektry referencnich latek drive

izolovanych na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie (KFBE).
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5.3.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena na pfistroji Varian Iniova 500 s pracovni frekvenci pro *H 499,9 MHz
a pro 3C 125,7 MHz. Pro méfeni 'H spektra byla pouZita inverzni 5 mm ID PFG sonda pfi
standardnich pulznich frekvencich. Pro méfeni 13C spektra byla pouzita 5 mm SW $irokopasma
sonda. MéFeni bylo provadéno pfi 25 °C v deuterochloroformu. Hodnoty 'H spekter jsou
vztaZeny k inertnimu standardu hexamethyldisilanu (0,04 ppm) a hodnoty 3C spekter jsou
vztazeny k signdlu rozpoustédla (76,99 ppm).

5.3.3 Opticka otacivost

Opticka otdcivost byla mérena v polarimetru ADP 220 BS pfi 25 °C v prostfedi chloroformu.
5.3.4 Teplota tani

Teplota tani byla méfena v bodotdvku Biichi Melting Point B-540 s rychlosti vyhfevnosti
15 °C/min do 10 °C pred predpokladanou teplotou tani dané latky a pak s postupnym
stoupanim 0,5 °C/min do maximalni teploty, kterd byla o 10 °C vyssi neZ predpokladana teplota

tani dané latky.
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5.4 lzolace alkaloid(

Jednotlivé alkaloidy byly separovény z frakce A4, ktera vznikla spojenim frakci ¢. 77-87. Tyto
frakce byly ziskdny sloupcovou chromatografii sumarniho diethyletherového alkaloidniho
extraktu za poufZiti Iékafského benzinu, chloroformu a ethanolu jako mobilni faze®’. Frakce A4

vazila 9,6 g a pomoci TLC a nasledné detekce byla zjiSténa pritomnost 5 alkaloidd.

Obrazek 3: Analyticka TLC frakce A4 v porovnani se standardy
V porovnani s latkami dfive izolovanymi na KFBE byla zjiSténa pravdépodobna pritomnost
protopinu, (—)-fumaricinu a (+)-fumarilinu.
Cela frakce byla rozpusténa v chloroformu a podrobena opakované krystalizace ze smési CHCl3
+ EtOH. Diky vétsinovému zastoupeni bylo ziskano 5,7 g Cistych krystal( latky LM-1. Zbyvajici
Cast frakce byla rozdélena za pomoci 90 preparativnich litych TLC desek (SiO, GF254,
15 x 15 cm, draha 13 cm, pocet vyvijeni 4x) na 4 zény v mobilni fazi cHx + to + Et;NH (65:30:5).
5.4.1 Alkaloidy prvni zény (A4/1)
Tato frakce vazZici 1,7 g po porovnani se standardem obsahovala prevainé protopin (LM-1)
a nebyla dale zpracovavana.
5.4.2 Alkaloidy druhé zény (A4/2)
425 mg frakce bylo dale preparativné rozdéleno pomoci 28 TLC desek (SiO, GF254, 20 x 10 cm,
draha 8,5 cm, pocet vyvijeni 3x) na 3 podfrakce za pouZiti mobilni faze cHx + to + Et,NH (8:1:1).
Prvni ¢ast s nejvy$sim retenénim faktorem (Rf 0,65) nebyla dale zpracovdvana, obsahovala
protopin. Z druhé ¢asti (Rf 0,5) bylo izolovano 71 mg latky LM-2, vytéZnost 16,7%. Krystalizaci
treti ¢asti z CHCIls + EtOH bylo ziskano 62,5 mg latky LM-3, vytéZnost 14,7%.
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A4/1 A4/2 A4/3 A4/4

Obrézek 4: Kontrolni TLC rozdélené frakce A4
5.4.3 Alkaloidy tfeti zény (A4/3)
Ze treti zony bylo krystalizaci ziskdno 670 mg latky LM-1 a zbytek (340 mg) byl nanesen na
10 preparativnich TLC desek (SiO2 GF254, 15 x 15 cm, drdha 12 cm, pocet vyvijeni 2x) a vyvijen
v mobilni fazi cHx + to + Et;NH (45:50:5). Bylo dosdhnuto oddéleni znecisténi a c¢dst
s alkaloidem (183 mg) byla vyskrabnuta, eluovana a krystalizovana ze smési CHCIs; + EtOH + LB.
Ziskdno bylo 76,5 mg bilych krystalQ Cisté latky LM-4, vytéZnost 41,8%.
5.4.4 Alkaloidy ¢tvrté zony (A4/4)
Vyskrabdnim zény, eluci alkaloid(i z adsorbentu smési a krystalizaci z CHCl; + EtOH bylo ziskano

61,5 mg latky LM-5. Z plQvodni vahy frakce 311 mg byla vytéZnost necelych 20%.
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5.5 Stanoveni inhibicni aktivity alkaloid( a alkaloidnich extraktd vici erytrocytarni
AChE a sérové BuChE

5.5.1 Podminky méreni

Méreni bylo provadéno za podminek podobnych tém, které jsou v téle ¢lovéka, tedy pfi

teploté 37 °C a v prostiedi fosfatového pufru pH 7,4. Spektrofotometrem se méfilo pti vinové

délce 436 nm v mikrotitracnich destickach.

5.5.2 Ziskani AChE a BuChE

Na 10 ml cerstvé odebrané krve bylo pfidano 1 ml citratu sodného. Plazma, ve které se
vyskytuje BuUChE, byla odstfedéna za poufZiti centrifugy pti rychlosti 4000 otacek/min.
Erytrocyty byly pfemistény do 50 ml zkumavek a 3x promyty 5mM fosfatovym pufrem o pH 7,4
s 15mM chloridem sodnym pfi 12000 ot./min. Promyté erytrocyty byly opét smichany s 5mM
fosfatovym pufrem na dobu 10 minut, aby doslo k jejich rozkladu. RozloZzené erytrocyty byly
10 minut centrifugovany pti rychlosti 20000 ot./min a nakonec 3 x promyta fosfatovym

pufrem, tim byla ziskana erytrocytarni AChE.

5.5.3 Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity (hodnoty ICso)

Ke stanoveni inhibicni aktivity cholinesteras byla pouzita modifikovand Ellmanova
spektrofotometrickd metoda. Jako substraty jsou pouzity estery thiocholinu, které jsou
Stépeny na cholin a pfislusnou kyselinu. Thiocholin se vaze svou —SH skupinou

na 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinu (DTNB) za vzniku Zlutého zbarveni®?,

AChE
H,O + (CH3)3N+CH2CstCOCH3 _— (CH3)3N+CH2CH28- + CH3COO™ + 2H*
acethylthiocholin thiocholin
(CH3)sN*CH,CH,S" O2N g > s
i 5-thio-2-nitrobenzodt
* 00C (2luty produkt)
NO, s—s NO, *

“00C DTNB COoO” (CH3)3N+CH2CHZSSQNOZ

CoO
2-nitrobenzoat-5-merkaptothiocholin

Obrazek 5: Ellmanova metodal02
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Méfilo se pfi vinové délce 436 nm a sledoval se narlist absorbance vznikajiciho Zlutého

produktu béhem 1 minuty. Inhibic¢ni aktivita (hodnoty ICsg) byla vypocitdna z namérenych

hodnot nelinearni regresi v programu GraphPad Prism (verze 5.02 pro Windows, GraphPad

Software, San Diego, California, USA). Vysledky byly porovnany se znamymi hodnotami

pouzivanych inhibitord cholinesteras galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem.

5.6 Stanoveni inhibicni aktivity alkaloidd a alkaloidnich extraktli vuci
prolyloligopeptidase

5.6.1 Podminky méreni
Méreni bylo provadéno za podminek podobnych tém, které jsou v téle ¢lovéka, tedy pfi

teploté 37 °Ca v prostredi fosfatového pufru o pH 7,4. Spektrofotometrem se méftilo ptivinové

délce 405 nm v mikrotitracnich destickach.

5.6.2 Stanoveni inhibicni aktivity
POP byla rozpusténa v 0,01 M fosfatovém pufru (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl), jeji specificka

aktivita byla 0,2 U/ml. Zakladni roztoky testovanych latek byly pfipraveny rozpusténim
v 10 mM dimethylsulfoxidu, které se dale fedily podle potreby. Kontrolni roztoky byly
pfipraveny fedénim DMSO. Z-Gly-Pro-p-nitroanilid, POP substrat, byl rozpustén v 40%
10 mM 1,4-dioxanu. Pro kazdé méreni byly roztoky 5 min inkubovany pfi teploté 37 °C, poté
byl pfidan substrat a dale inkubovano 30 min. Vznikajici Zlutohnédy p-nitroanilin byl
spektrofotometricky méren. Inhibi¢ni aktivita (hodnoty ICsg) byla vypocitana z namérenych
hodnot v programech Microsoft Excel a GraphPad Prism%, Vysledky byly porovnany se
zndmymi hodnotami pouzivanych inhibitord POP syntetickym Z-Pro-prolinalem a pfirodnim

bajkalinem.
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6 VYSLEDKY
6.1 Strukturni analyza

6.1.1 protopin (LM-1)

Obrazek 6: Struktura protopinu (LM-1)

EI-MS (m/z): 353(4), 334(5), 320(4), 267(6), 209(5), 190(10), 163(22), 148(100), 134(9).
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Obrazek 7: Hmostnostni spektrum protopinu
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1H NMR (500 MHz, CDCls): 6.90 (1H, s, H1), 6.68 (1H, d, J = 8.0 Hz, H11), 6.65 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H12), 6.63 (1H, s, H4), 5.94 (2H, s, H15), 5.91 (2H, s, H16), 3.96-3.69 (2H, m, H13), 3.69-3.45
(2H, m, H8), 3.23-2.84 (1H, m, H5), 2.76-2.40 (3H, m, H5, H6, H6), 1.95 (3H, s, N - CHs).

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2;5 2.0 ppm

Obrazek 8: 'H NMR spektrum protopinu

13C NMR (125 MHz, CDCls): 192.4 (C14), 148.0 (C3), 146.2 (C9), 146.0 (C10), 145.9 (C2), 135.8
(Cl4a), 132.5 (C4a), 128.8 (C12a), 124.9 (C12), 117.6 (C8a), 110.4 (C4), 108.0 (C1), 106.7 (C11),
101.2 (C15), 100.8 (C16), 57.7 (C6), 50.9 (C8), 46.2 (C13), 41.5 (N - CHs), 31.5 (C5).
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Obrazek 9: 13C NMR spektrum protopinu
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6.1.2

(+)-fumarilin (LM-2)

Obrazek 10: Struktura (+)-fumarilinu (LM-2)

EI-MS (m/z): 351(38), 336(14), 322(100), 320(10), 264(156), 175(13), 135(18).
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Obrazek 11: Hmotnostni spektrum (+)-fumarilinu
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14 NMR (500 MHz, CDs0D): § 7.22 (1H, d, J=8.0 Hz, H10), 7.00 (1H, d, J=8.0 Hz, H9), 6.62 (1H,

s, H4), 6.17 (2H, s, 11,12-OCH,0-), 6.09 (1H, s, H1), 5.84 (2H, dd, J=6.5, 1.0 Hz, 2,3-OCH,0-),

3.63 (1H, d, J=18.5 Hz, H8), 3.54-3.47 (1H, m, H6), 3.29 (1H, d, J=18.5 Hz, H8), 2.98-2.94 (1H,

m, H6), 2.94-2.90 (2H, m, H5), 2.39 (3H, s, N - CH3).

Obrazek 12: ™H NMR (+)-fumarilinu

13¢ NMR: (125 MHz, CDs0D) § 204.9 (C13), 149.8 (C11), 148.5 (C3), 148.2 (C2), 145.9 (C12),
145.1 (C8a), 131.0 (C14a), 128.5 (C4a), 120.4 (C12a), 119.7 (C9), 116.9 (C10), 109.4 (C4),
105.3 (C1), 104.9 (11,12-OCH,0-), 102.5 (2,3-OCH,0-), 72.8 (C14), 49.4 (C6), 40.9 (C8), 39.3

(N - CHs), 29.1 (C5).
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Obrazek 13: 3C NMR spektrum (+)-fumarilinu
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6.1.3 kryptopin (LM-3)

OCHga

Obrazek 14: Struktura kryptopinu (LM-3)

EI-MS (m/z): 369(2), 267(3), 190(6), 179(21), 148(100), 135(2).
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Obrazek 15: Hmostnostni spektrum kryptopinu
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1H NMR (500 MHz, CDCl3): 7.00 (1H, s, H1), 6.70 (1H, d, ) = 8.0 Hz, H11), 6.67 (1H, d, J = 8.0 Hz,
H12), 6.66 (1H, s, H4), 5.92 (2H, s, OCH,0), 3.89 (3H, s, OCHs), 3.88 (3H, s, OCHs), 3.81-3.47
(4H, m, H13, H8), 2.95-2.80 (2H, m, H5), 2.80-2.65 (2H, m, H6), 1.97 (3H, s, N - CH).

7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm
4.30 9.16 14.27 13.97
13.41 31.05 11.77 2.07

Obrazek 16: 'H NMR spektrum kryptopinu

13C NMR (125 MHz, CDCl): 194.0 (C14), 149.4 (C3), 147.2 (C2), 146.1 (C9), 146.0 (C10), 135.9
(Cl4a), 130.4 (C4a), 128.9 (C12a), 124.7 (C12), 116.7 (C8a), 113.2 (C4), 112.0 (C1), 106.9 (C11),
100.9 (OCH,0), 57.3 (C6), 55.9 (OCHs), 55.9 (OCHs), 50.7 (C8), 45.5 (C13), 41.6 (N - CHs), 31.6
(C5).
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Obrazek 17: 3C NMR spektrum kryptopinu
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6.1.4 (+)-parfumidin (LM-4)

Obrazek 18: Struktura (+)-parfumidinu (LM-4)

EI-MS (m/z): 367(61), 338(100), 308(73), 324(65), 352(35), 339(33), 265(15), 191(24), 135(19).
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum (+)-parfumidinu
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HNMR (500 MHz, CDCls): 7.11 (1H, d, J = 7.9 Hz, H11), 6.91 (1H, d, J = 7.9 Hz, H12), 6.59 (1H,
s, H4), 6.17 (1H, s, H1), 6.16 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH,0), 6.14 (1H, d, J = 1.2 Hz, OCH-0), 3.83
(3H, s, C3 - OCHs), 3.58 (3H, s, C2 - OCHs), 3.56 (1H, d, J = 17.9 Hz, H13), 3.53-3.47 (1H, m, H6),
3.37 (1H, d, ) = 17.9 Hz, H13), 2.98-2.91 (1H, m, H5), 2.91-2.81 (2H, m, H5, H6), 2.36 (3H, s,
N7 - CHs).

75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 ppm

. T
4.35 4.76 14.85 7.20 4.03 14.16
4.62 14.69 15:96 52 10.26

Obrazek 20: *H NMR spektrum (+)-parfumidinu

13C NMR (125 MHz, CDCls): 207.2 (C8), 148.1 (C3), 147.9 (C10), 147.7 (C2), 144.2 (C12a), 143.8
(C9), 129.5 (C14a), 127.2 (C4a), 119.8 (C8a), 118.0 (C12), 115.1 (C11), 111.4 (C4), 108.3 (C1),
103.1 (OCH,0), 70.9 (C14), 56.1 (C2-OCHs), 55.7 (C3-OCHs), 48.3 (C6), 41.2 (C13), 39.3
(N7 - CHs), 28.5 (C5).
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Obrazek 21: 13C NMR spektrum (+)-parfumidinu
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6.1.5 (=)-fumaricin (LM-5)

Obrazek 22: Struktura (=)-fumaricinu (LM-5)

EI-MS (m/z): 369(21), 354(52), 336(17), 206(100), 190(10).
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Obrazek 23: Hmotnostni spektrum (—)-fumaricinu
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'H NMR (500 MHz, CDCls, 25°C): 2.41, s, 3H (N - Me); 2.57, m, 1H, (H-5a); 2.97-3.06, m, 2H,
(H-65a, H-5b); 3.28, dd, 1H, (H-13a); 3.34, dd, 1H, (H-13b); 3.51, s, 3H, (2-OCHs); 3.78, m,
(H-6b); 3.84, s, 3H, (3-OCH3); 4.56, brs, 1H, (H-8); 5.94, d, 1H, (-O-CH-0O-); 5.97, d, 1H, (-O-CH.-
0-); 6.41, s, 1H, (H-1); 6.61, s, 1H, (H-4); 6.72, ddd, 1H, (H-12); 6.76, dd, 1H, (H-11).

7.0 6.5 6.0 I, 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm
T T
4.084.28 8.83 13.22 12.75 4.55 4.89 4.05
4.13 4.03 4.10 4.26 4.78 9.10 12.96

Obrazek 24: 'H NMR spektrum (—)-fumaricinu

13¢ NMR (125 Hz, CDCls, 25°C): 23.03, t, (C-5); 38.15, g, (N - Me); 43.64, t, (C-13); 47.53, t,
(C-6); 55.52, q, (2-OCHs); 55.73, q, (3-OCHs); 74.51, s, (C-7); 82.10, d, (C-8); 101.40, t, (-O-CH,-
0-); 108.51, d, (C-11); 110.03, d, (C-1); 111.46, d, (C-4); 115.48, d, (C-12); 124.92, s, (C-8a);
125.93, s, (C- 7a); 128.62, s, (C-4a); 134.98, s, (C-12a); 144.16, s, (C-9); 147.18, s, (C-2); 147.31,
s, (C-10); 148.19, s, (C-3).
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Obrazek 25: 3C NMR spektrum (—)-fumaricinu
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6.2 Teplota taniizolovanych alkaloidi

Izolovany alkaloid Teplota tani
protopin LM-1 205-206 °C
nestanoveno
(+)-fumarillin LM-2
(amorfni sloucenina)
kryptopin LM-3 219-220 °C
(+)-parfumidin LM-4 171-172 °C
(=)-fumaricin LM-5 174-176 °C

Tabulka 1: Teploty tani izolovanych alkaloid

6.3 Specificka opticka otacivost izolovanych alkaloida

Izolovany alkaloid

Specificka opticka otacivost [a]?° D

(+)-fumarillin

+77 (c, 0,09 v CHClIs)

(+)-parfumidin

+28,4 (c, 0,099 v CHCls)

(—)-fumaricin

-21 (c, 0,146 v CHCl3)

Tabulka 2: Specificka opticka otacivost izolovanych alkaloidt

6.4 Inhibicni aktivity izolovanych alkaloidu

Izolovany alkaloid

AChE:i (ICso uM)

BuCheEi (ICso pM)

POPi (ICso uM)

protopin 345,4 £ 24 239,6 £ 22,3 > 1000
(+)-fumarillin > 1000 330,6 £ 31,2 > 1000
kryptopin 477,71 + 47,33 270,82 + 39,12 > 1000
(+)-parfumidin 674,92 + 85,57 > 1000 99,2
(=)-fumaricin > 1000 > 1000 > 1000
galanthamin 1,710 £ 0,065 42,30+ 1,30 nestanoveno
huperzin A 0,033+ 0,001 > 1000 nestanoveno
fysostigmin 0,063 + 0,001 0,130+ 0,004 nestanoveno
Z-Pro-prolinal nestanoveno nestanoveno 3,269 + 0,02 x 1073
bajkalin nestanoveno nestanoveno 0,6059 + 0,021 x 103

Tabulka 3: Inhibic¢ni aktivity izolovanych alkaloidd
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7 DISKUSE

V dnesni dobé patfi inhibitory acetylcholinesterasy k nejpouzivanéjsim lécivim AD. Zjistilo se,
Ze v pozdnim stadiu onemocnéni hraje vétsi roli butyrylcholinesterasa nez u zdravého ¢lovéka.
Proto se hledaji nové latky s inhibi¢nim Gcinkem obou enzyma.

V ramci screeningu na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie FaF UK vykazoval celkovy
ethylacetatovy extrakt Fumaria officinalis L. inhibi¢ni aktivitu ICso ache = 39,2 + 1,96 pg/ml
a ICso suche = 40,32 + 1,9 pug/ml. Méreni probihalo na enzymech ziskanych z lidské krve
upravenou Ellmanovou spektrofotometrickou metodou. Celkovy extrakt byl rozdélen na
podfrakce a cilem této prace bylo izolovat Cisté alkaloidy z podfrakce A4, jejich identifikace a
stanoveni biologickych aktivit vic¢i AChE, BuChE a POP.

Podarilo se izolovat 5 alkaloidll, které byly na zakladé NMR a GC-MS spekter porovnanych
s literaturou, teploty tani a optické otacivosti, identifikovany jako protopin, kryptopin,
(=)-fumaricin, (+)-fumarilin a (+)-parfumidin.

Ziskané hodnoty inhibi¢ni aktivity choliensteras byly vyjadreny jako 1Cso (pokles aktivity
enzymu o 50 %) a porovnany s pfirodnimi latkami galanthaminem (ICso ache 1,710 + 0,065 UM,
ICs0 Buche 42,30 + 1,30 uM), huperzinem A (ICso ache 0,033 + 0,001 uM, ICso suche bez aktivity)
a fysostigminem (ICsp ache 0,063 * 0,001 uM, ICsp suche 0,130 *+ 0,004 uM), které slouzi jako
standardy inhibi¢ni aktivity cholinesteras. Ze ziskanych hodnot (protopin ICso ache 345,4 + 24
UM, [Cso suche 239,6 + 22,3 uM; kryptopin 1Csp ache 477,71 + 47,33 uM, ICs0 suche 270,82 +
39,12 uM; (—)-fumaricin ICso ache bez aktivity, 1Cso suche bez aktivity; (+)-fumarillin 1Cso ache bez
aktivity, ICso suche 330,6 £ 31,2 uM; (+)-parfumidin 1Cso ache 674,92 + 85,57 UM, 1Cso suche bez
aktivity) je patrné, Ze ani jeden z alkaloid(l nedosahuje takovych aktivit jako standardy, ani Ze
neni nositelem inhibi¢ni aktivity sumarniho alkaloidniho extraktu.

Dalsi biologicka aktivita zkoumana u izolovanych alkaloidl byla inhibice prolyloligopeptidasy.
Ve srovnani se standardy, Z-Pro-prolinalem (ICso por 3,269 * 0,02 nM) a bajkalinem (ICso pop
605,9 + 0,021 uM), vykazoval aktivitu pouze (+)-parfumidin. Oproti bajkalinu vykazuje
(+)-parfumidin vyssi inhibi¢ni aktivitu (ICso pop 99,2 UM), ovSsem nedosahuje takovych
inhibi€nich aktivit jako synteticky Z-Pro-prolinal.

Zadny z izolovanych alkaloidl, kromé (+)-parfumidinu, nevykazuje vG¢i zkoumanym enzym@m
vy$Si inhibi¢ni aktivitu, ovSem tyto latky budou podrobeny dalsSim biologickym testim

v potenciondlni Ié¢bé AD (inhibice BACE1, antioxidacni aktivita, inhibice agregace AB).
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9 ABSTRAKT

Ziskany diethyetherovy extrakt Fumaria officinalis L. byl rozdélen na frakce sloupcovou
chromatografii za pouziti Iékarského benzinu, chloroformu a ethanolu. Preparativni TLC
a krystalizace vedla k izolaci 5 alkaloidl ze zadané frakce. Alkaloidy byly identifikovany na
zédkladé GC-MS, 'H a 3C NMR spekter, optické otacivosti a teploty tani jako protopin,
kryptopin, (—=)-fumaricin, (+)-fumarilin a (+)-parfumidin. Izolované alkaloidy byly testovany na
jejich inhibi¢ni aktivitu vici acetyl- a butyrylcholinesterase a vici prolyloligopeptidase a tyto
aktivity 1Cso byly porovnany se standardy. Nejzajimavéjsi aktivitu oproti standardu
galanthaminu (ICsp ache 1,710 + 0,065 uM, ICsp suche 42,30 + 1,30 puM) vykazoval protopin
(ICs0 ache 345,4 + 24 uM, ICs0 Buche 239,6 + 22,3 uM) a kryptopin (ICso ache 477,71 + 47,33 uM,
ICs0 Buche 270,82 + 39,12 puM). Zadny z izolovanych alkaloid(i nedosahuje takové inhibi¢ni
aktivity jako pouzité standardy. Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu POP vykazoval (+)-parfumidin
(ICso por 99,2 pM), dosahujici vysSi aktivity neZz pfirodni standard bajkalin
(ICsopPop 605,9 + 0,021 uM), ale neni to tak vysoka inhibi¢ni aktivita jakou vykazuje synteticky
inhibitor Z-Pro-prolinal (ICso pop 3,269 + 0,02 nM).

Fumaria officinalis L., Fumariaceae, isochinolinové alkaloidy, izolace, acetylcholinesterasa,

butyrylcholinesterasa, prolyloligopeptidasa, Alzheimerova choroba, in vitro assay.
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10 ABSTRACT

Obtained diethylether extract of Fumaria officinalis L. was separated to fractions in column
chromatography with petrol, chloroform and ethanol. Preparative TLC and crystalisation led
to isolation of five alkaloids from fraction. Alkaloids were identified by GC-MS and NMR
specters, optical rotation and melting point as protopine, cryptopine, (—)-fumaricine,
(+)-fumariline and (+)-parfumidine. Isolated alkaloids were tested for their inhibition activity
towards acetyl- and butyrylcholinesterase and towards prolyloligopeptidase. Activities were
compared with standards. Natural inhibitor galanthamine showed 1Csp ache 1.710 + 0.065 puM,
ICs0 Buche 42.30 + 1.30 uM. Best inhibition activity showed protopine (ICso ache 345.4 + 24 uM,
ICs0 Buche 239.6 + 22.3 uM) and cryptopine (ICso ache 477.71 + 47.33 uM, 1Csp uche 270.82 +
39.12 uM). The highest prolyloligopeptidase inhibition activity showed (+)-parfumidine with
ICso pop 99.2 uM, which was more active than used natural inhibitor baicaline

(ICs0pop 605.9 + 0.021 uM). Synthetic POP inhibitor Z-Pro-prolinal has ICsopop 3.269 + 0.02 nM.

Fumaria officinalis L., Fumariaceae, isoquinoline alkaloids, isolation, acetylcholinesterase,

butyrylcholinesterase, prolyloligopeptidase, Alzheimer’s disease, in vitro assay.
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