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1 UvVOD



V soucasné dobé maji pfirodni 1éCiva nezastupitelné misto v mediciné. Moderni
vyzkum novych 1éCiv se po urcité dobe opét vraci k rostlinnému materidlu, ktery je v dnesni dobé
ekonomicky vyhodnéjsim a mnohdy levné&jsim zdrojem biologicky aktivnich latek. Velka
pozornost je v soucasnosti vénovana rostlinam tradi¢ni ¢inské mediciny, ktera vyuziva asi 5000
1é¢ivych rostlin u nas neprili§ znamych nebo terapeuticky nevyuzivanych?. Do popiedi se také
dostavaji rostliny diive povazované za okrasné.

Jednou ze skupin latek ptirodniho piivodu, které jsou jiz delsi dobu sledovany jsou
alkaloidy. Alkaloidy se vyskytuji piedev§im ve vysSich rostlindich. Odhaduje se, Zze 10-20 %
vSech rostlin obsahuji alkaloidy. Biogeneticky jsou tyto latky odvozené od aminokyselin. Podle
puvodni aminokyseliny se déli na zakladni strukturni typy (tropanové, isochinolinové,
chinolinové atd.), které se dale d&li na podstrukturni typy”.

Jedna z nejvyznamnéjSich a nejrozsifenéjSich skupin alkaloidd je skupina
isochinolinovych alkaloidid. Tyto latky se vyznacuji Sirokym spektrem vyskytu, struktur a
biologickych ucinki. Jsou soustiedény piedev§im do celedi Papaveraceae (makovité),
Berberidaceae (dfistalovité), Ranunculaceae (pryskyinikovité), Fumariaceae (zemédymovité) a
Amarylidaceae (amarylkovité)*®.

Témto latkam je v soucasné dobé vénovana velkd pozornost pro jejich schopnost
inhibovat cholinesterazy, které¢ se podileji na vzniku neurodegenerativnich onemocnéni. Mezi
tyto nemoci patii pfedevsim Alzheimerova choroba, kterd je zodpovédna za cca 50-60 % vsech
demenci. Timto onemocnénim trpi kazdy desaty ¢lovek starSi 65 let a az kazdy druhy starSi 85
let. Tato choroba se v soucasné dobé neda vylécit, pouze je mozné zmirnit a zpomalit jeji
ptiznaky. Vzhledem k celosvétovému starnuti populace se neurodegenerativni choroby a jejich
terapie stavaji velkym socidlnim problémem a hledani novych potencionalnich Iéc¢iv, jak
piirodniho tak i syntetického piivodu, se vénuje fada pracovnich skupin po celém svéts”®,

Jednim z rostlinnych druhi obsahujicich isochinolinové alkaloidy je rod Corydalis,

ktery se v Asii, ale i v Evropé a Americe Siroce pouziva v lidovém 1é¢itelstvi. Z tohoto rodu byla



doposud izolovana cela fada isochinolinovych alkaloidi, ale biologické aktivité vétSiny z nich

nebyla doposud vénovana velka pozornostg.



2  CILPRACE



Cilem mé rigordzni prace bylo:
1. Provést preparativni tenkovrstvou chromatografii podfrakce F; =ziskané v ramci
diplomové prace™.
2. Ziskani minimaln¢ jedné latky v Cistém stavu, urceni jejich zékladnich fyzikalné-
chemickych charakteristik za uc¢elem stanoveni jejich struktury.
3. Ptiprava vzorkl na biologické testovani.
4. Podilet se na stanoveni biologickych aktivit (inhibice AChE, BuChE, antioxida¢ni

aktivita) izolovanych latek.



3  TEORETICKA CAST



3.1 Charakteristika demence

Demencemi nazyvame choroby, které postihuji zejména pamét, intelekt a jiné kognitivni
funkce. Mohou se projevit jiz v détstvi, jejich vyskyt vSak vyrazné stoupa s vékem. Podle pfic¢iny
je lze rozdélit do tii skupin:

1) Atroficko-degenerativni demence — mezi néz patii Alzheimerova nemoc, korova nemoc
s Lewyho télisky, demence pti Parkinsonové chorobé aj.

2) Ischemicko-vaskularni demence vznikajici jako nasledek cévnich postiZzeni mozku. Do této
skupiny patii naptiklad multiinfarktova demence, vaskularni demence s nahlym zac¢atkem, nebo
Binswangerova choroba.

3) Tteti skupinu piedstavuji dal§i symptomatické demence, které jsou zpusobeny postiZzenim

. P . v . . .11
mozkové funkce v nésledku jinych chorob, zranénim mozku nebo intoxikacemi™.

3.2 Charakteristika Alzheimerovy choroby

Alzheimerova choroba postihuje 50-60% pacientti postizenych demenci. K hlavnim
pfiznaklim onemocnéni patii progredujici porucha paméti a prostorové orientace, ztrata
intelektualnich a socialnich dovednosti s emocionalni labilitou projevujici se agitovanosti,
uzkosti, depresi nebo agresivitou, dale je naruSen cyklus spanek - bdéni. Dochézi k celkové
atrofii mozkové nervové tkané.

K ubytku neuronti dochazi zejména v oblasti hippokampu a pfedniho mozku. Postizena je
zejména cholinergni aktivita. Typicky je postiZzena presynapticka oblast. Dochazi ke snizeni
aktivity enzymu syntetizujiciho acetylcholin (cholinacetyltransferaza), je snizen vstup prekurzori
(cholin, acetyl-koenzym A) a zpétné vychytavani acetylcholinu (ACh) i jeho uvolnéni z
presynaptického zakonceni. Z dalSich systémul je postizen systém serotoninergni, je sniZena

hladina somatostatinu. S vékem klesd 1 syntéza dopaminu a stoupa jeho inaktivace
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monoaminooxiddzami (MAO). Zvlaste stoupa aktivita MAO typu B, jak s vékem, tak vyraznéji u
Alzheimerovy choroby*2.

Predpoklada se, ze dysfunkce a odumirani nervovych bunék je zptisobeno predev§im
narusenim metabolické a iontové homeostazy a oxidacnim poékozenimlg.

Podle véku, ve kterém dochazi k rozvoji nemoci, rozliSujeme Alzheimerovu chorobu
s casnym zacatkem (rychld progrese choroby) a s pozdnim zacatkem (pomalejsi progrese
choroby).

Z hlediska dédi¢nosti se déli na familiarni formu, dédénou v rodiné z generace na
generaci (velmi vzacna, predstavuje 1-5% viech piipadi) a na sporadickou formu™.
Ve vyvoji Alzheimerovy choroby lze rozlisit tfi stadia:
1) mirna forma (Casto piehlédnutelné piiznaky) — vyznacuje se piedev§im zhorSovanim paméti
Casovou dezorientaci, prostorovou dezorientaci, ztratou iniciativy, apod. Obdobi prvotni faze
nemoci trva obvykle 2-4 roky.
2) stiedné tézka forma — jsou patrné vyznamné vypadky paméti (véetné jmen c¢lend vlastni
rodiny), snizena schopnost postarat se sam o sebe, nemocny se Casto ztrati nebo zabloudi i na
znamych mistech, zhorsuji se feCové schopnosti, halucinace. Druhé stadium nemoci obvykle trva
od 2-10 let. Velmi ¢asto jiz nemocni vyzaduji trvaly dohled.
3) tézka forma (uplna zavislost a rozklad celé osobnosti) — Vv této fazi choroby nastavaji obtize pfi
pfijmu potravy, nutnost pomoci druhé osoby, neschopnost poznat znamé lidi, dokonce ani Cleny
vlastni rodiny, obtiZe s chiizi, nékdy az upoutani na lizko, inkontinence moci a/nebo stolice,
vyrazné poruchy chovani. Tato faze trva 1-3 roky. Nemocni vyzaduji trvalou péci. Projevuje se
sklon k podvyzive, infekcim, zanétim plic a dal$im infekcim, které jsou Casto pfi¢inou smrti
nemocného.

Podrobné&js$im popisem jednotlivych stadii Alzheimerovy choroby a pficin tohoto onemocnéni se

zabyva diplomova prace Jakuba Dolezala®.
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3.2.1 Terapie Alzheimerovy choroby

Terapie Alzheimerovy choroby je komplexni, zahrnuje farmakoterapii, psychoterapii a
socioterapii, lécbu interkurentnich onemocnéni, rehabilitaci a spolupraci s rodinou a pecovateli
nemocného.

Jednou  z nejvyznamnéjSich  terapii  této  choroby je podavani inhibitort
acetylcholinesterazy (AChE). Zablokovanim AChE se zvysi mnozstvi acetylcholinu schopného
vazby na své receptory. Dulezité je, aby tyto latky specificky blokovaly mozkovou AChE bez
ovlivnéni jeji periferni formy, to by totiz mohlo vést k fad¢ nezadoucich ucinki, jako napf.
svalové kiete, nauzea, pocity slabosti, prijmy, poceni, tachyarytmie'?.

Na zakladé poslednich studii bylo zjisténo, ze AChE muze byt ur¢itou mérou nahrazena
BuChE pii hydrolyze mozkového acetylcholinu16. U pacientl trpicich Alzheimerovou chorobou
byla v mozku zjisténa daleko vyssi koncentrace BuChE nez-li u zdravych lidi. Z tohoto divodu
by bylo v terapi vyhodné pouziti latek schopnych inhibice obou enzymut, AChE i BuChE. Touto

. . X ol s X1 1 ; . 7
problematikou se na celém svété zabyva nékolik pracovnich skupin”®,

3.3 Kritéria vybéru rostliny pro fytochemicky vyzkum

Na zéakladé screeningu biologickych vlastnosti sumarnich ethanolovych extrakti
alkaloidnich rostlin provedenych v roce 2007 na pracovisti KFBE doc. RNDr. Lubomirem
Opletalem, CSc. a literarni reserSe, byla pro fytochemickou studii vybrana rostlina Corydalis
cava (L.)*"*°.

Corydalis cava (Dymnivka dutd) je vytrvala bylina, patifici do ¢eledi Fumariaceae a je
bohatym zdrojem isochinolinovych alkaloid. Tato rostlina je Siroce rozSifena a vyuZivana
piedevsim v Asii v lidovém IéCitelstvi na zmirnéni bolesti hlavy, kloubi, pii gastrointestindlnich

obtizich® a pti 1é€bé chorob CNS?. Do rodu Corydalis patii cela fada dymnivek, které jsou

rozsifené po celém svété. Mnoho z nich bylo podrobeno fytochemickému vyzkumu a screeningu
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biologickych vlastnosti jejich sumarnich extraktii isolovanych latek (C. cava, speciosa, nobilis,

solida, yanhusuo, sempervirens atd.)?* 2.

3.4 Dymnivka duta, Corydalis cava (Fumariaceae)

3.4.1 Preferované jméno
Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte (1811)%.
3.4.2 Synonyma

Fumaria cava (L.) Miller (1768), Fumaria bulbosa (L.), (1753) subsp. cava (L.) Ehrh.(1780),
Capnoides cava (L.) Moench (1794), Pistolochia cava (L.) Bernh. (1800), Capnites cava (L.)

Dumort. (1829), Corydalis bulbosa subsp. cava (L.) Bonnier & Layens (1894)%.

Obr. 1: Corydalis cava (Gabor Kurucz ©)*

13



3.4.3 Botanicky popis

Vytrvala bylina dortstajici vysky 10-30 cm. Z velké a duté podzemni hlizy vyrista lysa
pfima lodyha, ktera neni pokrytd Supinami. Ta u vétSiny druhti zacatkem léta usychd a rostlina
pieckava zbytek vegetacniho obdobi pod zemi. Silnd lodyha nese pouze dva listy, které maji
sivozelenou barvu. Vyristaji na kratkych fapicich, v obrysu maji tvar Siroce trojboky. Listy jsou
2x trojcetné. Listky maji v obrysu tvar klinovité obvejCity, jsou nepravidelné lalo¢naté, nékdy
az délené do zaSpicatélych podlouhlych tkrojkli. Oboupohlavni soumérné kvéty, které vyrustaji
v uzlabi celokrajnych a vejéitych listentl, se skladaji do pfimého a bohatého hroznu. Supinkaty
kalich je tvofen dvéma volnymi listky, je prchavy. Koruna je tvofena ctyfmi platky. Vnéjsi horni
platek se protahuje v ostruhu, ale vnéjsi dolni platek se na vzniku ostruhy nepodili. Dva vnitini
platky maji podlouhly tvar, v pfedni ¢asti jsou Cerné. Barva koruny byva rizova se Sedym
nadechem nebo Zlutavé bila. Ostruha je dlouha, na konci dold ohnuta. Cely kvét i s ostruhou pak
méti 18-28 mm. V kvétech se nachédzeji pouze dvé tyCinky, svrchni semenik sristd ze dvou
plodolist&i®®.

Plodem je podlouhld jednopouzdra tobolka o velikosti az 25 mm s dvéma chlopnémi.
Semena jsou Cernd leskla s velkym bélavym masitym pirivéskem. Semena tohoto druhu jsou
myrmekochorni?®. Rostlina kvete od bfezna do kvétna, je mrazuvzdorna® a ma ostie hotkou

chut'®,

3.4.4 Ekologie

Dymnivku dutou najdeme v kiovinach?®, ve svétlych listnatych lesich a luznich hajich®,
nekdy 1 na loukdch. Roste na vlh¢ich, humdznich, na mineradly bohatSich, kyprych padach

a to jak v nizinach, tak i v podhiifi. Pfednost dava teplej$im stanovistim®.
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Obr. 2: Dymnivka duta™!

3.4.5 Celkové rozsireni

Rostlina je rozsifena od nizin do podhiii®. Dymnivka pochazi nejéastéji z mirného pasu

% Vyskytuje se také v Evropg,

severni polokoule, piedeviim ze severovychodni Asie?
ale ptedeviim v Evropé stfedni. Zavleéena byla do Svédska, Danska a Angli628. Na vychod
ajihovychod se vyskytuje po povodi Donu a pohoii Kavkaz?’. N&které druhy rostou také

V oblasti Sttedozemniho mote?®.

3.4.6 Rozsiteni v CR

Na tuzemi Ceské republiky roste hojné28. V termofytiku a teplejSich ¢astech mezofytika se
nachazi obecné. Nejéastéji roste v jizni poloviné Cech, ale téz v zapadnich Cechach
anajihozapadni a severni Morav€. V oreofytiku roste jen vzacné a vétSinou jen v nizSich

polohach?’.
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Obr. 3: Oblasti vyskytu Corydalis cava v CR*

3.5 Obsahové latky Corydalis cava (L.) Schweigg. Et Koerte

Z fytochemického hlediska byla Corydalis cava intenzivné studovana hlavné v minulém
stoleti. Z riznych c¢asti rostliny (hlizy, kofeny, nadzemni ¢asti) bylo izolovano velké mnozstvi
terciarnich a kvartérnich isochinolinovych alkaloidl patficich do n&kolika strukturnich typﬁ32’33.

Pomoci modernich analytickych metod (GC-MS, HPLC-MS, CE-MS)*** bylo v posledni
dobé¢ identifikovano mnoho minoritnich alkaloidd, které nebyly doposud izolovany v cistém
stavu. Velice intenzivné se studiu isochinolinovych alkaloidii vénoval v 60. az 80.-tych letech
minulého stoleti cesky chemik J. Slavik, ktery izoloval a strukturné popsal fadu latek z rostlin

fadu Papaverales®®®,

3.5.1 Isochinolinové alkaloidy z Corydalis cava (L.) Schweigg. Et Koerte

Doposud izolované alkaloidy z Corydalis cava lze rozdélit do nékolika strukturnich typa.
V nésledujici pfehledu jsou shrnuty nejvice zastoupené alkaloidy, izolované z rGznych Casti

rostliny Corydalis cava.
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1) aporfinové alkaloidy:

(+)-bulbokapnin — isolovéan z hliz, kofenti i nadzemnich &asti rostliny>*°

(+)-glaucin — isolovan z nadzemni &asti rostliny*®*°

OMe

17



(+)-isoboldin — isolovén z hliz a nadzemnich &sti rostliny>>*°

OMe

(+)-korydin - isolovan z hliz?®

OMe

OMe
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(+)-magnoflorin — izolovén z hliz*®

OMe

OMe

(+)-predicentrin — izolovan z nadzemnich &sti rostliny>®*
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2) ftalylisochinolinové alkaloidy:

(-) — kapnoidin — izolovan z hliz a nadzemnich &asti rostliny>>*°

3) protoberberinové a berberinové alkaloidy:

apokavidin — izolovén z hliz®

MeO
OMe
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(+)-kanadin - izolovén z hliz®

OMe

kolumbamin - izolovan z hliz*

OH

OMe
AN !

— N-
MeO

OMe

koptisin - - izolovan z hliz a nadzemnich &sti rostliny®*°
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(+)-korybulbin - izolovan z hliz*®

palmatin - izolovén z hliz*®

OMe

OMe
X !

— N~
MeO

OMe

(+)-stylopin - izolovan z hliz a nadzemnich &sti rostliny>®>
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4) protopinové alkaloidy:

allokryptopin — izolovén z hliz i nadzemnich &asti rostlin®

korykavin — izolovan z hliz*®

protopin — izolovan z hliz i nadzemnich &sti*®*°
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5) morfinanové alkaloidy:

sinoakutin®

6) sekoberinové alkaloidy:

(-)-kanadalin — izolovan z hliz*

3.5.2 Ostatni sekundarni metabolity izolované z Corydalis cava (L.) Schweigg. Et

Koerte

Dalsi latka izolovana z Corydalis cava byla kyselina fumarova®. Jinym sekundarnim

metabolitim pfitomnym v Corydalis cava nebyla doposud vénovana vyznamna pozornost.

HOOC X _~COCH

Obr. 4: Kyselina fumarova
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3.6 Biologicka aktivita latek izolovanych z Corydalis cava

3.6.1 Inhibi¢ni aktivita isochinolinovych alkaloidd vac¢i acetylcholinesteraze a

butyrylcholinesteraze

3.6.1.1 Acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza a jejich inhibice

Acetylcholinesteraza je vysoce specificky a vykonny enzym vyskytujici se
piedevsim v cholinergnich neuronech a v okoli cholinergnich synapsi (ve vysokych
koncentracich se nachdzi na nervosvalovém spojeni). Hydrolyzuje zejména acetylcholin,
uvolnény nervovou stimulaci do synaptické §térbiny a uvnitt nervovych zakonceni zodpovida za
rozklad cytoplazmatického acetylcholinu na cholin a acetat. Jeho inhibici, at’ uz reverzibilni nebo
ireverzibilni, dochazi k nahromadéni ACh na muskarinovych respektive nikotinovych
receptorech a tim k jejich hyperstimulaci®.

Je nékolik raznych forem acetylcholinesterdz. V mozku zdravého cloveéka prevlada
tetramerni G4 forma a pouze minoritni je forma monomerni G1. U Alzheimerovy choroby
vzrista podil formy G1 a klesa podil G4*.

Dilezitou ¢asti AChE, ktera napomaha pii $t€peni ACh, je anionické centrum. ACh
se vaze k anionickému centru enzymu kvartérnim dusikem a poté je rozloZen deprotonizovanym
hydroxylem aminokyseliny serinu esteratického centra. Strukturné podobné latky obsahujici
kvartérni dusik, vykazuji rovnéz zvySenou afinitu k AChE. Jejich navazanim k enzymu dochézi
k reverzibilni, nejcastéji kompetitivni inhibici enzyrnu43.

Inhibitory AChE jsou v soucasnosti uzivany jako pesticidy (parathion, malathion), 1é¢iva
Alzheimerovy choroby (takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin), k 1écb¢é myastenia gravis
(neostigmin, pyridostigmin), k premedikaci pted otravou nervové paralytickymi latkami (SAD-
128) &i v oftalmologii**.

Butyrylcholinesteraza (t€z pseudocholinesterdza, BuChE) je substratové méné specificky

enzym, ktery pfednostné rozklad4 jiné substraty nez acetylcholin (napf. butyrylcholin, prokain,
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suxamethonium apod.). Je pfitomna napf. v plazmé, jatrech a pouze v omezeném rozsahu
V neuronech periferniho a centralniho nervového systému42.

Za poslednich nékolik let znalosti o struktute, vlastnostech ¢i mechanismu inhibice
a reaktivace AChE a BUChE, znac¢né pokrocily. Rychly vyvoj vykonnych pocitaét a novych
metod teoretické chemie, umoznil studovat chovani latek bez toho, aby se uskutecnil jediny
experiment®.

V soucasnosti je dostupné velké mnozstvi softwarovych systémil, s jejichz pomoci

je mozné objasnit jednotlivé detaily chemickych reakci, vypocitat vlastnosti latek ¢i studovat

interakci potencionalnich 1é&iv s receptory nebo jinymi makromolekulami®’,

3.6.1.2 Inhibice AChE a BuChE alkaloidy z Corydalis cava a dalSich rostlin
rodu Corydalis

Ve studii publikované v roce 2007 byla stanovovana in vitro inhibi¢ni aktivita viici AChE
a BuChE t# latek izolovanych z Corydalis cava (bulbokapnin, korydin, korydalin).
Acetylcholinesteraza, ktera byla pouzitd pro stanoveni inhibice byla pivodem z elektrického
thote (typ VI-S) a zdrojem butyrylcholineterazy bylo kofiské sérum®. Vysledky této studie jsou

shrnuty spole¢né s hodnotami standartu (galantamin) v nasledujici tabulce (Tab. I).

Tab. I: In vitro aktivita alkaloida z Corydalis cava vii¢i AChE a BuChE

ICso (10° M)
Alkaloid AChE BuChE
Bulbokapnin 40+2 83+3
Korydalin 15+3 >100
Korydin >100 52+4
Galantamin (standart) 1,4+0,2 40+ 1,4
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Nejvyznamnéjsi inhibi¢ni aktivitu viéi acetylcholinesteraze ze tii testovanych latek
vykazoval Kkorydalin a vici butyrylcholinesteraze korydin. Bulbokapnin byl ale schopen
inhibovat ob¢ cholinesterazy v uM mnoZstvi..

Inhibi¢ni aktivita byla studovana také u dalSich alkaloidd identifikovanych v Corydalis

cava. Pro pfislusné testy byly latky izolovany z jiného druhu Corydalis. Zdroje

acetylcholinesterazy ¢i butyrylcholinesterazy byly casto odlisné v rGznych studiich. Z tohoto
divodu je nevhodné vzijemné porovnavat zjisténé hodnoty ICsp izolovanych latek. Ziskané
hodnoty lze povazovat pouze za predbézné a v dalSich testech je nutné pracovat pouze na jednom
biologickém modelu, z diivodu vzdjemného porovnani a vytipovani potencidlné aktivnich latek.

Protopin, palmatin, berberin a korynoxidin byly v roce 2004 izolovany z Corydalis

6

speciosa a podrobeny studii jejich inhibi¢ni activity vi&i acetylcholinesteraze®.

Acetylcholinesteréza pro studii byla ziskdna z mySich samct. Jako standart byl pouzit takrin.

Ziskané hodnoty ICsg testovanych latek jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. II)

Tab. I1: In vitro aktivita alkaloidi z Corydalis speciosa vii¢i AChE
Alkaloid 1Cs0 (uM) AChE
Protopin 16,1
Korynoxidin 89,0
Palmatin 58
Berberin 3,3
Takrin (standart) 0,2

Z tabulky plyne, Ze nejvyssi inhibi¢ni aktivitu na acetylcholinesterazu z testovanych latek
vykazal kvartérni alkaloid berberin, nedoséahl ale aktivity standartu.
Ve studii publikované v roce 2002 byl z Corydalis incisa izolovan protoberberinovy

alkaloid korynolin, pro ktery byla stanovena hodnota ICsg pro acetylcholinesterazu 30,6 pM*'.
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V roce 2008 byla provedena rozsahla studie obsahovych latek z Corydalis turtschaninovi
a jejich inhibicni aktivity na acetylcholinesterazu. Acetylcholinesterdza pro studii zde byla
ziskana z mozkové kury mysi. Jako standart byl pouzit takrin. Ziskané hodnoty ICsg testovanych

latek jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. III)

Tab. I11: In vitro aktivita alkaloida z Corydalis tutschaninovi via¢i AChE
Alkaloid 1Cs0 (M)
Korydalin 30,7+ 1,5

Xylopin 38,1+1,8
Stylopin 15,8+ 1,2
Protopin 14,5+0,5
Oxypseudopalmatin >50
Tetrahydropalmatin 413+22
Epiberberin 6,5+0,5
Palmatin 10,4 £ 0,4
Oxoglaucidalin 27,1+ 1,8
Korytenchin >50
Oxoglaucin 48,7+ 1,8
Glaucin >50
Pseudodehydrokorydalin 84+0,5
Berberin 4,7+0,2
Pseudokoptisin 43+03
Pseudoberberin 4,5+0,2
Takrin (standart) 0,17 £0,02

Z tabulky plyne, ze nejvyssi inhibi¢ni aktivitu na acetylcholinesterazu z testovanych latek
vykazal epiberberin, berberin, pseudokoptisin a pseudoberberin. Zadny z uvedenych alkaloidii
vSak nedosahl inhibiéni aktivity standartu. Aporfinovy alkaloid oxoglaucidalin a
pseudodehydrokorydalin, alkaloid protoberberinového typu, byli v této studii izolovani a popsani

A
poprvé®,
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3.6.2 DalSi biologické aktivity alkaloidu z Corydalis cava

Protoberberinové alkaloidy hliz Corydalis cava byly podrobeny studii jejich vlivu na
GABAA receptor. Zatimco terciarni protoberberinové alkaloidy isoapokavidin, korydalin,
tetrahydropalmatin, skoulerin a isokorypalmin zvySovaly specifickou afinitu [*H]bikukulin
methylchloridu (BMC - GABAa antagonista) ke GABAA receptoru v rozsahu 21-49 %, tak
kvarterni protoberberinové alkaloidy zahrnujici mimo jiné palmatin, koptisin, dehydroapokavidin
a dehydrokorydalin 74dny u&inek na zménu afinity BMC ke GABA receptoru nemély*®.

V odbornych publikacich mizeme nalézt také studie, které se zabyvaji vlivem riiznych
obsahovych pomért extrakti Corydalis cava a Eschscholtzia californica na CNS. Prvni z nich
zkoumala vliv na endorfiny a enkefaliny. Endorfiny a enkefaliny jsou latky peptidové povahy,
které jsou vSeobecné znamé jako endogenni peptidy. Tyto latky jsou u lidi povazovany za hlavni
fyziologické modulatory bolesti. Tyto endogenni latky se vazou na opiatové receptory a tlumi
tim vnimani bolesti. Zajimavé je, ze pravé vytazky z Corydalis cava a Eschscholtzia californica
prokazatelné zpomaluji procesy degradace téchto endogennich peptida.. V ramci této studie bylo
zjisténo, ze extrakt z Corydalis cava ma vétsi vliv na inhibici degradace endogennich peptidi
nezli extrakt Eschschotlzia californica®.

Krom¢ inhibi¢niho efektu na degradaci endogennich peptidd, byl u vyse zminénych
rostlin prokazan i aditivni u¢inek obou bylin na udrzeni zvysené hladiny katecholamin v mozku.
Studie uvadi, ze extrakt Corydalis cava spolu s extraktem z Eschscholtzia californica, inhibuji
oxidativni degradaci katecholamint. Extrakt z Corydalis cava mél desetkrat vétsi aktivtu nezli
extrakt Eschscholtzia californica. Extrakt z Eschscholtzia californica rovnéz inhiboval
monoaminooxidasu (MAO-B). Vysledky této studie mohou byt interpretovany jako spole¢na
soucinnost dvou rostlinnych preparati pro udrzeni a ochranéni vysoké hladiny katecholamint,
coz vysveétluje jejich sedativni, antidepresivni a hypnotickou aktivitu®.

Dalsi veédecka studie byla zaméfena na zjisténi biologické aktivity protopinu, respektive

mechanismu jeho antiagregac¢niho plisobeni. Bylo zjiSténo, Ze protopin inhibuje agregaci
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krevnich desticek, ktera je fyziologicky vyvolavana puisobenim adenosindifosfatu (ADP),
arachidonové kyseliny, desti¢ky aktivujiciho faktoru (PAF) a kolagenu. Ackoli je proces
agregace krevnich desticek ovliviiovan hlavné trombinem, ktery protopinem inhibovan nebyl,
tak proces agregace byl z¢asti potlacen. Bylo to zptisobeno inhibi¢ni aktivitou protopinu na
ucinky tromboxanu B;. Protopin inhiboval taktéz intracelularni uvoliiovani vapniku zptisobeného
arachidonovou kyselinou. Studii bylo tedy zjisténo, Ze antiagregacni efekt protopinu je tedy
zpiisobeny inhibici tromboxanu B; a také naslednym sniZenim intracelularni koncentrace

Veipniku51 .

3.7 Fytochemické a biologické studie dalSich druhu rodu Corydalis

V literatute je z fytochemického i biologického hlediska popséna cela fada dalSich druht
zrodu Corydalis. V nasledujici je shrnut piehled isochinolinovych alkaloidi izolovanych
z Corydalis nobilis a intermedia. Kompletni piehled izolovanych latek a jejich biologickych
vlastnosti z riznych druhti Corydalis by byl velmi rozsahly a Ize ho nalézt v diplomové praci

Katefiny Salacové (2008)52.

Corydalis nobilis

Z oddenka Corydalis nobilis byly jako hlavni latky izolovany terciarni alkaloidy (+)-
tetrahydropalmatin, (+)-bicuculin a (+)-korytuberin. Méné zastoupeny byly protopin, (+)-
korypalmin a (+)-stylopin. Jako minoritni alkaloidy obsahuje Corydalis nobilis (%)-
tetrahydropalmatin, (+)-korydalin, allokryptopin, kryptopin, (-)-skulerin, (+)-adlumidin, (+)-
sinaktin, korlumin, isoboldin, (+)-korybulbin, (£)-stylopin a (-)-isokorypalmin.

Z kvarternich alkaloidi oddenky obsahovaly koptisin, dehydrocorydalin, palmatin,

korysamin, jatrorhizin a cis-N-methylstylopium hydroxid®.
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Foto ® M Aspaker 220506

Obr. 5: Corydalis nobilis (Magnar Aspaker ©)54

Corydalis intermedia

Hlizy Corydalis intermedia obsahuji jako hlavni alkaloidy protopin, tetrahydropalmatin a
korydalin. Minoritnimi alkaloidy jsou v Corydalis intermedia allokryptopin, kanadin, (+)-
stylopin, palmatin, dehydrokorydalin, berberin a koptisin. Hlavnimi alkaloidy nadzemich ¢&asti
jsou bulbokapnin, (+)-bikukulin, protopin a (%)-stylopin. Isoboldin, (-)-skulerin, allokryptopin,
korydalin, kanadin, koptisin, palmatin a berberin se v této rostliné nachazi jako alkaloidy

minoritni>.

Obr. 6: Corydalis intermedia (botanika.wendys.cz ©)55
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4  EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VsSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pfed pouzitim destilovana, nejprve byl zachycen ptedek (asi 5 %;
vétsinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovéavana v hnédych nadobach.

Odparovani chromatografickych frakci bylo provadéno na vakuové odparce pii 40 °C za

snizeného tlaku.

4.1.2 Chromatografie

4.1.2.1. Tenkovrstva chromatografie

Chromatografie na tenké vrstvé byla pouzita v systému normalnich komor. Komory byly
nasycené mobilni fazi (20 minut). V pfipad¢é pouziti malych komor (valcovych), primér 10 cm,
syceni trvalo asi 30 minut. U klasickych komor pak asi hodinu. Chromatografie byla provadéna

vzestupné.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

Sloupcovéa chromatografie byla provadéna systémem gradientové eluce na silikagelu L,
0,1-0,2 mm, desaktivovaném 10 % vody. Sloupec byl plnén obvyklym zplsobem — nalitim
suspenze adsorbentu v rozpoustédle do sloupce. VVzorek byl po vysuseni v exsikatoru nanesen na

roztéru s malym mnoZzstvim silikagelu.
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4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpoustédla a chemikalie

Rozpoustedia:

Benzen, p. a.

Cyklohexan, p.a.

Diethylamin, p. a.

Diethylether, p.a. bez stabilizatoru
Ethanol 95%, denaturovany methanolem
n-Hexan, p. a.

Chloroform, p. a.

Toluen, p. a.

Chemikdlie:

Dusi¢nan bismutity zasadity, p. a.
Hydroxid sodny, p. a.

Kyselina sirova 96%, p. a.
Kyselina vinna, p. a.

Vodny roztok chlorovodiku 36%, p. a.

4.2.2 Chemikalie a material ke stanoveni u¢inku AChE a BuChE (ICs)

Chemikalie:
10x10* M acetylcholin jodid
10x10" M butyrylcholin jodid

5x10° M 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoovéa kyselina
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DMSO pouzity pro fedéni vzorka

0,1 M fostatovy pufr pH 7,4

fysostigmin (eserin)

galantamin

Material:

Hemolyzat lidskych erytrocyti, ktery slouzil jako zdroj acetylcholinesterazy:
plné krev byla odstfedéna po dobu 15 minut pti 10000 ot./min, ziskana erytrocytarni masa
byla 3x promyta 0,1 M fosfatovym pufrem, pH 7,4 aby byly odstranény zbytky plazmy;
10% (v/v) hemolyzat byl ptipraven ve vod¢.

Jako zdroj butyrylcholinesterazy poslouzila lidské plazma

Jednorazové semimikro-polystyrenové kyvety 1,5 ml, PLASTIBRAND®

4.2.3 Chemikalie ke stanoveni antioxida¢ni aktivity

Chemikalie:

2,2’-diphenyl-1-pikrylhydrazyl radikal (DPPH)

4.2.4 Prtistroje pouzité pii stanoveni biologickych ucinki izolovanych latek

Centrifuga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, Polsko)

pH metr @ 72 METER (Beckmann, USA)

Spektrofotometr UV-1601 CE SHIMADZU

FIAlab 3000 analyser (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA)
USB2000-UV/VIS spektrofotometr se zdrojem svétla LS-1 (Ocean Optics, USA)

SMA-Z pritokova cela (1-cm délka)
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4.2.5 Detekéni ¢inidla

D 1: Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podle Muniera®®

- pro alkaloidy a ostatni slou¢eniny obsahujici dusik.

- roztok A: byl pfipraven rozpusténim 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny
vinné v 80 ml vody.

- roztok B: byl pfipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

- zasobni roztok: byl pfipraven smisenim roztoki A a B v poméru 1:1. Ten mlze byt uloZeny
i nékolik mésict v lednici.

- ¢inidlo pro analyzu: bylo pripravené tak, ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé v 50

ml vody piidalo 5 ml zasobniho roztoku.

4.2.6 Chromatografické desky a adsorbenty

A 1: Kieselgel 60 Fys4, Merck, 5x10 cm

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60 Fs4,

tloustka vrstvy 0,2 mm.

A 2: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20x10 cm, hlinikova deska s vrstvou SiO, 0,1 mm pro
tenkovrstvou chromatografii.

A 3: Silikagel L, komeréni adsorbent LACHEMA Brno pro chromatografii, zrnitost

0,2-0,4 mm

A 4: Oxid hlinity neutralni, komeréni adsorbent pro chromatografii ACROS, zrnitost

0,05-0,2 mm

4.2.7 Vyvijeci soustavy pro analytickou tenkovrstvou chromatografii

S 1: Toluen+CHCI3;+EtOH+Et,NH 70:20:10:3
S 2: Toluen+Et,NH 9:1
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S 3: Benzen+Et,NH 9:1

4.2.8 Vyvijeci soustavy pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

S 4: Toluen+n-Hexan+Et,NH 45:45:10

S 5: Cyklohexan+Et,NH 9:1

4.3  Zpracovani chloroformového vytiepku B z Corydalis cava

4.3.1 Pivod drogy

Dodavatelem drogy byla firma Megafyt s. r. o., Vrané nad Vltavou, 04/2006, droga

(hlizy) pochazi ze sbéru v Chorvatsku, dodano firmou Jugodrvo.

4.3.2 Priprava a ¢isténi vytirepku Corydalis cava/B/CHCI;

Zpracovavany extrakt ,,B-chloroform® byl ziskan mimo ramec mé rigor6zni prace a byl

ptipraven doc. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc. v roce 2007.

Priprava extraktu:

Extrakt byl ptipraven z 11,3 kg suchych hliz, které byly nejprve extrahovany 95% etanolem, po
bézném ¢isténi byly nejprve odstranény terciarni baze pii pH 9-10 (extrakt A-diethylether), dale
terciarni baze pfi pH 12 (extrakt B-diethylether). Inkriminovany vytfepek ,,.B-chloroform* byl
pfipraven vytfepanim zbylého vodného extraktu; pieSly do nc¢ho alkaloidy malo rozpustné

Vv diethyletheru (80 g tmavé hnédého, velmi viskdézniho odparku).

Cisténi witiepku B-chloroform:

80 g odparku bylo rozpusténo v 800 ml 1% kyseliny sirové, vyloucily se pryskyfi¢naté podily,

roztok byl zfiltrovan, zalkalizovan na pH 12 20% NaOH a vytfepan 11x250 ml chloroformu,
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organické vytirepky byly spojeny, vysuseny bezvodym siranem sodnym a roztok odpaten.Vzniklo

68,6 g hnédého, velmi viskozniho odparku.

4

s

Obr. 7: Detekce vytirepki z Corydalis cava rhizoma
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm), To+Chf+EtOH+Et,NH - 70:20:10:3, komora nasycena, vyvijeni
1x, detekce D 1)
L - vytepek éterem z kyselého roztoku alkaloidt - primarniho extraktu
A - vyCistény éterovy vytiepek (alkalizace 25% amoniakem, pH ~9),
B-Et,0 - surovy vytiepek éterem (alkalizace 50% louhem, pH ~12)
B-Chf - surovy vytfepek chloroformem (po vytfepani éterem, pH ~12)
J - kvartérni jodidy po vytiepani silnych bazi (okyseleni HCI, pH ~3)

4.3.3 Sloupcova chromatografie vytiepku Corydalis cava/B/CHCI;

68,6 g vytiepku ,,B-chloroform* (viz obr. 5, sloupec 4) bylo rozpusténo v chloroformu a
chromatografovano na sloupci silikagelu za ucelem ziskani Cistych alkaloidt. (Blizsi popis viz

tab. 3a4)

38



Tab. 1V: Sloupcova chromatografie vytiepku Corydalis cava/B/CHCI;

Oznaceni vzorku

B-Chf, ,,pred¢istény.*

Hmotnost vzorku 68,0 g, temn¢ hnédy, velmi viskozni

Druh a mnozstvi Silikagel L, 0,2-0,4 mm, 1880 g, desaktivovany 10 % vody
adsorbentu

Vrstva s extraktem 7,4x10 cm

Délici vrstva 7,4x92 cm

Frakce (ml)/doba toku 500 ml/35-40 minut

Tab. V: Vysledky sloupcové chromatografie vytirepku Corydalis cava/B/CHCI;

Spoj. Frakce Elu¢ni systém Oznaceni Popis Hmotn. (g)
fr. naTLC

1-2 1-2 Chf 1 Hnédy, s naznakem 0,15

krystald

3-5 3-5 Chf 2 Zelenobélavy, praskovity 1,88

(drobné kryst.)

6-8 6-8 Chf 3 Zeleny, velmi viskozni 0,32
9-15 193 _1125 gm 59 EIOH] 4 Hnédy, krystalicky 0,87
16-25 162'524 gm : g zjz 5:8: 5 | Hnady, velmi viskézni 1,98
26-29 26-29 | Chf +5 % EtOH 6 Cerny, velmi viskozni 6,74
30-33 30-33 | Chf +5 % EtOH 7 Cerny, velmi viskozni 0,98

34-37 | Chf +5 % EtOH
34-53 38-51 Chf + 10 % EtOH 8 Cerny, velmi viskozni 9,18
52-53 Chf + 25 % EtOH
54-58 54-58 Chf + 25 % EtOH 9 Cerny, velmi viskozni 0,52
59-64 | 59-64 | Chf+ 25 % EtOH 10 Cerny, velmi viskdzni 4,4
6580 —ooo! gm PORESN 11| Cemy, velmi viskozni 9,02
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Obr. 8: TLC jednotlivych frakei z Corydalis cava/B/CHCI; (popis viz tab. 4)
(Pozn. Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm), Toluen+CHCIl;+EtOH+Et,NH-70:20:10:3, komora
nasycena, vyvijeni 2x, detekce D1)

4.3.4 Zpracovani spojenych frakci7 a 8

Spojené frakce 7 a 8 (viz tab. 4 a obr. 6) byly chromatografovany na sloupci

s adsorbentem A 2.

Tab. VI: Sloupcova chromatografie odparku Corydalis cava/B/7+8

Oznaceni vzorku Corydalis cava/B/7+8

Hmotnost vzorku 10,16 g, temn¢ Cerny, velmi viskozni

Druh a mnozstvi Oxid hlinity neutrdlni 0,1-0,2 mm, desaktivovany 5 % vody,
adsorbentu 281 g

Vrstva s extraktem 6.2x3,2 cm

Délici vrstva 54,5%3,2 cm

Frakce (ml)/doba toku 100 ml/20 minut
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Tab. VII: Vysledky sloupcové chromatografie vytiepku Corydalis cava/B/7+8

Spoj. fr. Frakce Eluéni systém Oznace Popis Hmotn.
ni na (9)
TLC
1-12 1-8 Benzin+70%Chf = Témef 4,7
9-12 Benzin+90%Chf ¢erny,nafoukly
13-23 13 Benzin+90%Chf F2 Cerny,pragkovity 0,65
14-23 Chf

Obr. 9: Kontrolni vyvijeni F; a F; (F;- leva skrvna, F,- prava skvrna)
(Kieselgel UV54 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm), Toluen+Et,NH-9:1, komora nasycena, vyvijeni 2x)
4.3.5 Cisténi a separace minoritnich alkaloidi z F,

Na sloupec o priméru 11 cm byl nanesen roztér frakce F; s 25 g Silpearlu. Sloupec byl
promyvan mobilni fazi S 4 a posléze Cistym chloroformem. Frakce F1 byla rozdélena na

jednotlivé 3 podfrakce (viz. obrazek).

Tab VIII: Vysledky sloupcové chromatografie frakce F;

Hmotn. Hmotn. SloZeni eluentu Odparek Oznaceni
Vzorku | Adsorbentu
(9) (9)
4.7 315 Toluen+N-hexan+Et;NH = 1,765g (Cerveno- Fi-1
45:45:10 (2000ml) Zluty,olejovity)
CHCI3(2000ml) 068¢g (hnédy,velmi F1-2
viskdzni)
2,58g (hnédozluty, F.-3
velmi visko6zni)
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F4‘1

Obr. 10: Odparek F;- 1,2,3 a ptivodni vzorek Fy, soustava Benzen+Et,NH=9:1(Kieselgel UV 254
Merck, 10 cm (dréha 8,5 cm),detekce Dragendorffovym cinidlem podle Muniera).

4.3.6 Izolace alkaloidu z podfrakce F;-1

Podfrakce F;-1 byla rozpusténa v chloroformu a po 20 mg nanesena na chromatografické
desky Silufol 20x10 cm, tloustka vrstvy 0,1 mm. Desky byly vyvijeny v mobilni fazi S 5. Kazda
deska byla vyvinuta ¢tyfikrat. Pod UV lampou byly detekovany 3 zony obsahujici alkaloidy.
Zony byly oznaceny a izolovany spole¢né s adsorbentem z chromatografickych desek. 1zolované
latky byly vymyty z adsorbentu chloroformem a odpaieny. Byly ziskany tfi odparky oznacené
jako Fi-1A (100 mg), F;-1B (45 mg) a F1-1C (50 mg). Na zakladé MS studie bylo zjisténo, Ze
odparky F;-1B a F;-1C jsou totozné. Na zakladé toho byly spojeny a oznaeny jako F;-1C (95
mg).

Odparek Fi1-1A byl opétovné rozpuStén a nanesen na chromatografické desky Merck
10x20 cm po 20 mg. Desky byly opét vyvijeny v mobilni fazi S 5. Kazda deska byla vyvinuta
pétkrat. Pod UV lampou byla detekovana silné fluoreskujici zona , ktera byla izolovana z desek.

Po vymyti a odpafteni rozpoustédla bylo ziskano 50 mg odparku Fi-1A ve forme svétle zluté

pény.
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Odparek F1-1C byl rozpustén a piefiltrovan pies vrstvu Al,O3 (5 cm). Vrstva Al,O3 byla
promyta 50 ml chloroformu a rozpoustédlo bylo odpateno. Bylo ziskdno 40 mg odparku ve
formé lehce nazloutlé pény.

Izolované latky byly podrobeny spektroskopickym studiim (IR, MS, NMR) za tcelem
stanoveni jejich struktury. Poté byl proveden screening biologickych vlastnosti. Vzhledem
k izolaci doposud nepopsanych struktur byla u izolované latky stanovena specificka opticka

ota&ivost [0]%p.

F1-1C

F1-1A
S ——
—

Obr. 11: Preparativni TLC podfrakce F;-1, cyklohexan+Et,NH 9:1, (Kieselgel UV 254 Merck, 10
cm (draha 8,5 cm),detekce Dragendorffovym ¢inidlem podle Muniera, vyvijeno 4x).
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4.4  Urdeni struktury izolované latky

4,41 Méreni hmotnostniho spektra

Spektra byla méfena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo iontova past, ionizace

elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/MS spektra byla méfena pii kolizni energii 40 eV.

4.4.2 Meéreni NMR spektra

NMR spektra byla méfena v roztocich CDCI3, (CD3)2CO nebo CD30OD pfi laboratorni
teploté na pfistroji VARIAN MERCURY — Vx BB 300 pracujicim pti 300 MHz pro *H a pfi 75
MHz pro *C. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty & v parts per milion (ppm) a byly
nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu jako standardu pomoci zbytkového signalu rozpoustédla.
Data jsou prezentovdna v nasledujicim potadi: chemicky posun (9), integrovana intenzita (v
protonovych spektrech), multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet, qd: kvartet dubletd,
dd: dublet dubletti, ddd: dublet dubletu dubletti, m: multiplet, bs: Siroky singlet, bd: Siroky dublet,

bt: Siroky triplet), interak¢éni konstanty (Hz) a ptifazeni (v nékterych ptipadech).

4.4.3 Méreni IR spektra izolované latky

Meéfteni IC spektra latky bylo provedeno na piistroji NICOLET IMPACT 400 v tableté

KBr (2 mg).

4.4.4 Méreni optické aktivity izolovanych latek

Opticka otacivost byla meéfena na piistroji ADP-220, BS-Berllingham Stauley Ltd. pti

vilnové délce D-linie sodikového svétla (A= 589,3 nm) pii (20 £ 0,5 °C).
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4.5 Stanoveni biologickych aktivit

4.5.1 Stanoveni u¢inku alkaloidu na AChE a BuChE (ICs)

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity latek byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s
pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Jako substraty se pouzivaji estery
thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin a ptislusnou kyselinu. Stanovuje se
SH- skupina thiocholinu, kterd se navaze na DTNB. Vysledkem je Zluté¢ zbarveny produkt, ktery
se stanovuje spektrofotometricky pti vinové délce 436 nm. Sleduje se nardst absorbance za 1
minutu. Hodnoty 1Csy byly vypoclitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity
acetylcholinesterazy nebo butyrylcholinesterazy nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism
(verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Vysledky byly
porovnany s hodnotami ICsy znamych inhibitorti cholinesteraz: galantaminem (ICso AChE =
6,898 uM, BuChE = 156 uM), eserinem (ICsp AChE = 2,168 uM, BuChE = 1,616 uM) a

huperzinem A (ICso AChE = 0,252 uM, BuChE >1000 uM).

4.6 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Antioxida¢ni aktivita byla testovana in vitro DPPH testem. Metoda je zalozena na reakci
stabilniho 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) se vzorkem. Snizeni absorbance DPPH méiené
pfi 525 nm je zavislé na koncentraci antioxidantu ve sledovaném vzorku. Byly pouZity FIAlab
pro Windows software, FIAlab 3000 analyser (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA),
2,5-ml syringe pump, USB2000-UV/VIS spektrofotometr se zdrojem svétla LS-1 (Ocean Optics,
USA) a SMA-Z priitokova cela (1-cm délka). Antiradikalova aktivita vzorka byla vyjadiena jako
50% ucinna koncentrace (ECsp), ktera byla vypocitana pomoci programu GraphPad Prism 3.02, a
byla porovnana se zndmymi antioxidanty: kvercetinem EC50 = 25,3 uM a troloxem EC50 = 27,8

puM.
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5  VYSLEDKY
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5.1 Strukturni analyza izolované latky F;-1A

Na zakladé MS a NMR studii byla izolovana latka F;-1A identifikovana jako 3-(1-(6,7-

dimethoxy-3,4-dihydroisoquinolin-1-yl)ethyl)-2,6-dimethoxy-phenol.
5.1.1 Hmotnostni spektrum

ESI-MS m/z 372,24 [M+H]* (100). MS/MS m/z 372,33 [M-H]* (10), 357,12 [M-CHs]" (50),
340,13 (100).

F:\Lucie\Llc 28 07/02/07 09:46:00 AM M-A1

LLC 28 #1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 2.92E7
T: + ¢ Full ms [ 80.00-600.00]
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Obr. 11: MS spektrum izolované latky
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F:\Lucie\LLC 28 MS2 372 07/02/07 09:47:09 AM M-A1 MS2 372

LLC 28 MS2 372#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.96E7
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Obr. 12: MS/MS spektrum izolované latky

5.1.2 NMR studie izolované latky F;-Al

Obr. 13: Strukturni vzorec izolované latky
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5.1.2.1 'H NMR spektrum

'H NMR (CDCls, 25°C):

8 7.19 (1H, s, H8), 6.80 (1H, d, J=8.7 Hz, H6"), 6.69 (1H, s, H5), 6.35 (1H, d, J=8.7 Hz, H5"),
4.33 (1H, q, J=7.1 Hz, CH), 3.91 (3H, s OCHs), 3.91 (6H, s OCH3), 3.82 (3H, s OCHs), 3.71-
3.63 (2H, m, NCHy), 2.70-2.61 (2H, m, CH,), 1.61 (1H, d, J=7.1 Hz, CHy).

Lc1
expl stdih

SAMPLE DEC. a VT
e Sep 15 2009 dfrq 300.074
solvent CDC13 dn H1
file sexport/home/~ dpwr 37
vnmrl/Cahlikova/LC~ dof o
_H.fid dm
ACQUISITION dmm
sfrq 300.074 dmf 8400
tn H1 PROCESSING
at 1.998 wtflle
np 17984 proc ft
SW 4500.5 fn not used
fb 2600
bs 16 werr
tpwr 56 wexp
pw 7.0 wbs
d1 5.000 wnt
tof o
nt 16
ct 16
alock n
gai no ed
FLAGS
11 n
in n
dp y
DISPLAY
sp 1.8
wp 2124.5
' 59
%
we 200
hzmm 10.62
is 888 .69
rfl 2883.3
rfp 2178.5
th
ins 100.000
nm cdc ph
L 1l l 1 n U I J . "

—T ——— Y777
7 6 5 4 3 2 ppm

— (T e
3.75 12.86
7 35.338.99 14.37

Obr. 14: '"H-NMR spektrum latky F;-Al
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5.1.2.2 *C NMR spektrum

Obr. 15: Strukturni vzorec izolované latky

3C NMR (75 MHz, CDCls, 25°C):
§172.2, 152.5, 151.4, 150.6, 147.6, 138.4, 132.0, 123.8, 123.0, 121.1, 110.5, 108.8, 102.6, 60.7,

56.2, 56.0, 55.8, 45.4, 42.9, 25.8, 19.6
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Obr. 16: ®*C-NMR spektrum latky F;-Al
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5.1.3 Opticka otacivost

[a]®p+ 47,5°C (¢ 0,2; CHCl5)

5.1.4 IC spektrum izolované latky

IC spektrum izolované latky je uvedeno v piiloze L.

5.2  Strukturni analyza izolované latky F;-1C

Struktura izolované latky F1-1C se doposud nepodatila urcit a je dale v feSeni.

5.3 Screening biologickych vlastnosti izolované latky

5.3.1 Antioxidaéni aktivita alkaloida

Pro izolovanou latku byla stanovena antioxidacni aktivita ECsp > 10 mM

5.3.2 Inhibi¢ni aktivita alkaloidu va¢i AChE a BuChE

Inhibi¢ni aktivita latky F1-Al byla stanovena pro AChE 127,6 uM a pro BuChE 500,3 uM.
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6 DISKUZE
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Latka F1-1A izolovana z Corydalis cava byla na zakladé MS a NMR studii identifikovana
jako 3-(1-(6,7-dimethoxy-3,4-dihydroisoquinolin-1-yl)ethyl)-2,6-dimethoxy-phenol. Jedna se o
isochinolinovy alkaloid benzylisochinolinového typ. Tento alkaloid byl izolovan a popsan viibec
poprvé. Druha izolovana latka F;-1C nebyla doposud identifikovana. Na zéklad¢ prvnich
vysledki strukturnich analyz se z nejvétsi pravdépodobnosti bude jednat o doposud nepopsanou
strukturu.

Jelikoz latka Fi-1A byla izolovana poprvé, poprvé probéhlo i testovani jejiho vlivu na
AChE a BuChE. U ostatnich alkaloidi, obvykle se vyskytujicich v dymnivce duté, testovani na
AChE a BuChE probéhlo u bulbokapninu, korydalinu, korydinu, palmatinu, berberinu a
protopinu.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity latky byla pouzita modifikovana Ellmanova
kolorimetricka metoda s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB). Vzhledem
ke skutec¢nosti, ze pouzita AChE a BuChE jsou humanniho ptivodu, ziskané hodnoty ICsy jsou
pro dalsi vyuziti smérodatnéjsi, nezli vysledky ziskavané na nehumannich modelech.

Stanovené hodnoty ICsg pro inhibici AChE (127,6x10° M) a BuChE (500,3x10°® M) byly
vyrazné vyS$$i nez hodnoty ICsg standardil, které jsou vyuZivané pro inhibici obou zminénych
enzymii (pfedeviim AChE). Namé&fené hodnoty ICs pro galantamin byly: AChE (6,898x10®
M), BuChE (0,1560x10 M), a pro eserin byly hodnoty ICs, pro AChE (2,168x10° M) a BUChE
(1,616x10° M). Z tohoto pohledu neni vhodné latku Fi-1A povaZovat za potencionalni AChE
¢i BUChE inhibitor. Jelikoz v patogenezi Alzheimerovy choroby hraje vyznamnou roli i vliv
volnych kyslikatych radikali byla u izolované latky stanovena 1 jeji antioxidacni aktivita.
Hodnota ECsg byla vet$i nez 10mM z toho plyne, Ze tato latka nevykazuje zadnou antioxidacni

aktivitou.
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ABSTRAKT

Sekula, M.: Biologicky aktivni metabolity rostlin I. Alkaloidy Corydalis cava (L.) Shweigg. &
Korte (Fumariaceae) a screening jejich biologickych vlastnosti. Rigordzni prace, Univerzita
Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmaceutické botaniky a

ekologie, Hradec Kralové 2010, 65 s.

V ramci screeningu rostlin s obsahem alkaloidii, které¢ inhibuji aktivitu lidské
erytrocytarni acetylcholinesterazy a lidské sérové butyrylcholinesterazy byla studiu podrobena
dymnivka duta (Corydalis cava Schweigg. & Korte, Fumariaceae). Tato prace navazuje na
vlastni diplomovou praci (2009).

Cilem prace bylo zpracovani podfrakce F; ziskdne v rdmci diplomové prace. Z této smési
byly pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie izolovany dv¢ latky ve formé volnych bazi.
Na zakladé MS, NMR a IC studii byla prvni izolovana latka F1-1A identifikovéana jako 3-(1-(6,7-
dimethoxy-3,4-dihydroisoquinolin-1-yl)ethyl)-2,6-dimethoxy-phenol. Jedna se o prvni izolaci a
popis této struktury. Latka F1-1C je stale ve stadiu feSeni struktury.

Byla stanovena inhibi¢ni aktivita latky F;-1A  vaci  lidské  erytrocytarni
acetylcholinesteraze (ICs 127,6x10°® M) alidské sérové butyrylcholinesteraze BuChE (ICs
500,3x10° M). V porovndni s biologickou aktivitou standardnich alkaloidnich inhibitorti
acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy (galantaminu a eserinu) se jedna o latku, ktera je
spiSe nezajimava z hlediska dalSiho moZného vyuziti jako inhibitoru cholinesterdz. Jelikoz v
patogenezi Alzheimerovy choroby hraje vyznamnou roli i vliv volnych kyslikatych radikalt byla
u izolované latky stanovena také jeji antioxidacni aktivita. Hodnota ECsq byla vétsi nez 10mM

zZ toho plyne, Ze tato latka nevykazuje zddnou antioxidacni aktivitu.

Klicova slova: Alzheimerova choroba, alkaloidy, Corydalis cava, acetylcholinesteraza,

butyrylcholinesterdza, antioxidacni aktivita.
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ABSTRACT

Sekula, M.: Biological Active Plant Metabolites I. Alkaloids of Corydalis cava (L.) Schweigg. &
Korte (Fumariaceae) and Screening of Their Biological Properties. Rigorous thesis, Charles
University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical

Botany and Ecology, Hradec Kralové 2010, 65 p.

Within the screening of plants that contains alkaloids inhibiting the activity of the human
erythtocytic acetylcholinesterase and human serum butyrylcholinesterase Corydalis cava (L.)
Schweigg. & Korte (Fumariaceae) was studied. This work connect to my diploma thesis (2009).

The task was to separate mixture of alkaloids from extract ,,B-chloroform* subfraction F;.
This subfraction was prepared within the frame of diploma thesis. From this mixture, using
preparative TLC, were isolated two compounds Fi1-1A and F;-1C in the form of free bases. On
the basis of MS, NMR and IR spektroskopy the isolated alkaloid F;-1A was identified as 3-(1-
(6,7-dimethoxy-3,4-dihydroisoquinolin-1-yl)ethyl)-2,6-dimethoxy-phenol. It is the first isolation
and description of this compound. Structural analysis of compound F;-1C is continuing.

The isolated compound F;-1A inhibited the human erythrocyte acetylcholinesterase
and human blood serum butyrylcholinesterase with ICsq for AChE (127,6x10° M) and with I1Csp
for BuChE (500,3x10° M). Comparing its biological activity with that of standard alkaloid
inhibitors (galanthamine and eserine) the isolated substance is not very interesting regarding
futher studies of natural products that could serve as lead compounds for the development
of potencial drugs against the Alzheimer’s disease. In the patology of Alzheimer disease an
important role play free radicals. On this account we determined also antioxidative activity of
isolated alkaloid. The radical scavenging activity of compound F;-1A was >10mM. This

compound showed no antioxidative activity.

Keywords:  Alzheimer  disease, alkaloids, Corydalis cava, acetylcholinesterase,

butyrylcholinesterase, antioxidative activity.
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