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jak ptirodniho, tak chemického pivodu. V pribéhu staleti doslo k obrovskému rozvoji nejen
pracovni techniky a lidského poznani o piirodé€, ale doslo také ke zvySeni moralni odpovédnosti
za udrzeni lidského zdravi a zivota viibec. Zpusoby, jak ziskavat nova lé¢iva, se vyvijely v lidské
spole¢nosti podobné jako vyroba rtznych materidlnich statki - v zavislosti na postupnem
a nezbytném pfizptsobovani okolni ptirody lidskym potiebam.*

Prvni stadium vyvoje 1éCiv je charakteristické pouzivanim pfirodnich surovin. Lécebné
efekty nebo naopak toxicita téchto latek, byly objevovany hlavné v souvislosti s obstardvanim
potravy rostlinného, pozdéji i zivocisného pivodu. Timto empirickym zptsobem objevilo lidstvo
mnoho surovin, jako napf.opium, chinovnikova kira, koka, kurare, které se pozd&ji staly
zakladem pro vyvoj modernich 1é€iv. Vyhradni pouzivani pfirodnich latek a nahodilost jejich
vybéru vyplyvaly z nizkého stavu pracovni techniky a malo rozvinutych znalosti o pfirode¢.
V pribéhu doby piibyvalo novych IéCiv jen pozvolna, pfirodni suroviny zlstavaly jejich
vyhradnim zdrojem.*

Druhé stadium vyvoje 1é¢iv bylo charakteristické izolaci chemickych individui
zZ ptirodnich surovin. Z organickych latek je to napf. kyselina vinnd, alkaloidy morfin, kofein,
chinin a etné dal3i*. Tyto izolované latky z prirodnich surovin se pak také Gasto staly predlohou
pro pozdéjsi syntézy modelovych latek, které vytvareji celé farmakoterapeutické skupiny 1éciv.

Nejvydatnéjsi zdroj chemickych 1é¢iv byl odhalen teprve v moznosti syntézy organickych
latek. Vznik a rozvoj syntézy chemickych organickych 1é¢iv patii do tfetiho stadia vyvoje 1éCiv.
Vliv objevu syntézy se ovSem projevil pozvolna, a to nejprve piipravou jednodusSich latek,
Které nemaji ptedlohy v ptirodé - napi. chloroformu. Pozdé&ji umoznila chemicka syntéza
materidlu napf. alkaloidy, vitaminy, hormony aj. Pfispél k tomu ptedev§im vliv novych
laboratornich i vyrobnich technik béhem 20. stoleti, které zménily ptuvodni manualni charakter
chemické prace na praci strojovou. Byly zavedeny vysoce ucinné rozdélovaci techniky,
napt. mnohopatrové kolony, protiproudova extrakce, vakuova a tlakova technika, rtzné

chromatografické techniky, apod. Rovnéz kontrola Cistoty ziskanych preparatii je stale citlivejsi,



presnéjsi, rychlejsi a objektivnéjsi vlivem novych analytickych postupti, jako je analyza
spektralni, polarograficka, chromatografie plynova, kapalinova, na tenkych vrstvach apod.,
z nich se mnohé rovnéZ automatizuji, popt. kombinuji.*

Ackoli v dnesni dobé prevlada vyvoj syntetickych chemickych 1éc¢iv, tak izolace
obsahovych latek z rostlin a jejich vyuZiti v terapii je stale oteviena kapitola, protoze prozatim
byla prozkoumana jen mala cast rostlinné fiSe. PouZivani fytofarmak, piedev§sim jako
doplikového 1éCiva, neustale nartsta. Nékteré izolované latky, jejichz Géinnost (biologicka
aktivita) byla shledana jakou Zadouci, se staly dokonce vzorem i pro jejich syntézu, popi. byla
provedena modifikace pro zlepSeni jejich vlastnosti ¢i posileni G¢inku a byly vyrobeny jejich
modifikované derivaty. S nartstajicim vyzkumem a hledanim v bohaté rostlinné tisi, se stéle
rozsifuje spektrum dalsich potencialnich 1é¢iv z rostlin.?

V soucasné dobé se tada védci zabyvd vyzkumem a hledanim rostlinnych latek
ovliviiujicich osud acetylcholinu a enzyma uzce snim spojenym, acetycholinesterasou
a butyrylcholinesterasou. Existuje Uzka souvislost mezi velmi zévaznou Alzheimerovou
chorobou a aktivitou acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy. Alzheimerova choroba
je v soucasnosti dosud nevylécitelny neuropatologicky stav, u kterého nastdva progresivni
poskozeni kognitivnich funkci, obvykle provazené poruchami chovéani. Zakladnim patologickym
obrazem je degenerativni proces, charakterizovany ztratou bunék v ur€ité oblasti mozku. Bylo
zjisténo, ze mozek pacientl trpicich Alzheimerovou chorobou obsahuje zna¢né snizeny obsah
acetylcholinu a ostatnich neurotransmiteri. Na zaklad¢ tohoto zjisténi byla navrzena hypotéza,
Ze latky omezujici aktivitu acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy je mozno potencionalné
vyuzit pro efektivni terapii této zdvazné choroby. Tuto hypotézu podporuje skutecnost, ze jeden
z nejznamgé;jsich selektivnich a reverzibilnich inhibitord acetycholinesterasy (galanthamin) jiz byl
uspésné pouzit v Iékaiské praxi. Vedle tohoto nejlépe prozkoumaného inhibitoru
acetylcholinesterasy byla jiZ objevena také celé fada dalsich inhibitorti s podobnymi uginky.?

Rod Corydalis je zajimavy z hlediska ovliviiovani kognitivnich funkci a proto je

v soucasné dob& vénovana pozornost i &istym alkaloidim z Corydalis cava.’



2 CIL PRACE



Cilem meé diplomové prace bylo:

Provést preparativni sloupcovou chromatografii vytiepku B, =ziskaného vytfepanim
upraven¢ho zékladniho vodného extraktu pii pH 12, z néhoz byly pfedem odstranény terciarni
alkaloidy pfi pH ~ 9-10.

Ziskani minimalné jedné latky v Cistém stavu, urceni jejich zakladnich fyzikalné-chemickych
charakteristik.

Podilet se na stanoveni inhibi¢ni aktivity vuc¢i lidské erytrocytarni acetylcholinesterase

a lidské sérové butyrylcholinesterase (stanoveni ICs).
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3.1 Dymnivka dutd, Corydalis cava (Fumariaceae)

3.1.1 Preferované jméno
Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte (1811).°
3.1.2 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: Corydalié cava (Gabor Kurucz ) 6
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3.1.3 Botanicky popis

Vytrvala bylina dorustajici vySky 10-30 cm. Z velké a duté podzemni hlizy vyrusta lysa
pfima lodyha, ktera neni pokrytd Supinami. Ta u vétSiny druhii za¢atkem 1éta usychd a rostlina
pieckava zbytek vegeta¢niho obdobi pod zemi. Silnd lodyha nese pouze dva listy, které maji
sivozelenou barvu. Vyrustaji na kratkych tapicich, v obrysu maji tvar Siroce trojboky. Listy jsou
2 X trojCetné. Listky maji v obrysu tvar klinovité obvejcity, jsou nepravidelné lalocnaté, nékdy
az délené do zaspicatélych podlouhlych Ukrojki. Oboupohlavné soumérné kvéty, které vyrustaji
v tZlabi celokrajnych a vejéitych listent, se skladaji do pfimého a bohatého hroznu. Supinkaty
kalich je tvofen dvéma volnymi listky, je prchavy. Koruna je tvofena ¢tyfmi platky. Vnéjsi horni
platek se protahuje v ostruhu, ale vnéjsi dolni platek se na vzniku ostruhy nepodili. Dva vnitini
platky maji podlouhly tvar, v piedni Casti jsou Cerné. Barva koruny byva riizova se Sedym
nadechem nebo Zlutave bila. Ostruha je dlouha, na konci dolti ohnuta. Cely kvét i s ostruhou pak
méti 18-28 mm. V kvétech se nachazeji pouze dvé ty€inky, svrchni semenik srista ze dvou
plodolist.”

Plodem je podlouhld jednopouzdra tobolka o velikosti az 25 mm s dvéma chlopnémi.
Semena jsou Cerna leskld s velkym bélavym masitym piivéSkem. Semena tohoto druhu jsou

myrmekochorni.? Rostlina kvete od biezna do kvétna, je mrazuvzdorna ® a mé ostte hoikou chut’.’

Obr. 2: Dymnivka duta®
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3.1.4 Ekologie

Dymnivku dutou najdeme v kiovinach,” ve svétlych listnatych lesich a luznich hajich,™®
nékdy i1 na loukach. Roste na vlhéich, humoznich, na minerdly bohatSich, kyprych ptadach

a to jak v nizinach, tak i v podhaii. Pfednost dava teplej$im stanovistim.’
3.1.5 Celkové rozsireni

. . vy r I ovr [ . Lo [y e ’ r r
Rostlina je rozsifend od nizin do podhifi.” Dymnivka pochazi nejcastéji z mirného pasu

8 \yskytuje se také v Evropg,

severni polokoule, pfedevSim ze severovychodni Asie.
ale ptedevsim v Evrop¢ stfedni. Zavleena byla do Svédska, Danska a Anglie.” Na vychod
a jihovychod se vyskytuje po povodi Donu a pohofi Kavkaz.® Nekteré druhy rostou také v oblasti

Stiedozemniho mote.?
3.1.6 Rozsifeni v CR

Na tzemi Ceské republiky roste hojns.” V termofytiku a teplejSich ¢astech mezofytika se
nachazi obecnd. Nejéastéji roste v jizni polovingé Cech, ale téz v zapadnich Cechach

a na jihozapadni a severni Moravé. V oreofytiku roste jen vzacné a vétSinou jen v nizSich

polohéch.®
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Obr. 3: Lokality vyskytu Corydalis cava v CR ™
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3.2 Drogy ziskavané z Corydalis cava

3.2.1 Corydalidis cavae rhizoma (oddenek dymnivky duté)

m Synonymum: Aristolochiae cavae radix; Aristolochiae cavae tubera; Radix Corydalis cavae;
Rhizoma Atristolochiae cavae; Rhizoma Corydalis; Tubera Aristolochiae cavae.*?

m Drogu ziskame sbérem v obdobi vegeta¢niho klidu, pouZzivaji se vSak také Cerstvé oddenky
shirané v obdobi pred rozkvétem,™® oisti se a rychle ve stinu ususi, uméla teplota pfi suseni
nesmi byt vy$si nez 40 °C. ™

m Makroskopie: je to susena kotenova hliza, hlizy jsou kuzelovité az nepravidelné-lalo¢naté,
Sedohnédé, nahote se zbytky stonku, dolni konec s dovniti zahnutou dutinou opatiené hladkou
obrubou, jakoby zalomenou rovinou zelenoZluté barvy.*?

m Rostlina Corydalis cava je jedingm znamym druhem s hlizou, kde nové pletivo kazdoro¢né
nariista vné a staré centralni ¢asti uhnivaji, tzn. Ze hliza se stavéa expandujici sférou. Tyto ristové
charaktery zpisobuji energetické problémy star$im rostlinam. Nicmén¢, star$i hlizy méni svij
tvar zpusobem, kterym uchovévaji biomasu. Nejvétsi hliza ve studii na zdhonu méla objem
60 ml. Kdyby takovato hliza zachovavala tvar piesné koule, jeji doba ,Zivota“ by byla
odhadovéana na 8 rokl. Ve skuteCnosti se Ctyfleté hlizy stavaji dutymi a pozd¢ji oteviraji svoji
bazalni ¢ast. Navic, hlizy star§i 7 let ptrechazeji do konického tvaru. Statri konické hlizy
s objemem 60ml bylo nakonec odhadnuto na 16 let. Objem a tvar hlizy tudiz muze napovidat
na staii jednotlivych rostlin.™

v s , v 14
m Droga omamné pachne a ma ostrou hotkou chut’.

Obr. 4: Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte —hliza (Jitka KlimeSova a Leo$ Klimes$ ©) 16
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3.3 Obsahové latky Corydalis cava

3.3.1 Alkaloidy

Alkaloidy jsou hlavni obsahovou latkou Corydalis cava. Ptitomnost alkaloidi v rodu
Corydalis je velmi dobfe zdokumentovana. Je zajimavé, ze mizeme u stejného druhu dymnivky
identifikovat jiné alkaloidy v hlize nez v zelené ¢asti rostliny. V této rostliné bylo doposud
izolovano a strukturné popsano vice nez tiicet alkaloidt isochinolinového typu. Velkou mirou se
k tomuto vysledku pfi¢inil svym vyzkumem v 70. a 80. letech minulého stoleti cesky védec

J. Slavik.

3.3.1.1 Alkaloidy Corydalis cava podle chemické struktury

Alkaloidy identifikované v Corydalis cava mizeme rozdélit do 3 zakladnich skupin:
a) protoberberinovy typ

m tyto alkaloidy jsou zde zastoupeny :protoberberiny (napi. dehydrokorydalin)

dehydrokorydalin

15



tetrahydroprotoberberiny (napi. skulerin)

OH

H,C N

7

OH CH,

skulerin
b) protopinovy typ

m hlavnim pfedstavitelem je zde protopin, ktery patii k nejrozsifenéj$im alkaloidiim v rostlinach,

zejména v Geledi makovité (Papaveraceae)."’

/O
H,C _CH,
\
o N
O
@)
\
CH,
O
Protopin

c) aporfinovy typ

m nejvyznamnéjsi alkaloid této skupiny v Corydalis cava je bulbokapnin

c/o

< 1
HO
) CH
0 NS
HZC\
O

Bulbokapnin
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d) morfinanovy typ

m do této skupiny patfi salutaridin (sinoakutin)'®

_0
H,C O
HO '
< n—CHs
@)
Salutaridin

Extrakce alkaloidti z Corydalis cava byly doposud provadény raznymi metodami.
Na zptisobu extrakce zavisi mnozstvi uéinnych latek ptechazejicich do extraktu. Zalezi
na zvoleném rozpoustédle 1 zpsobu piipravy. Mezi tradi¢ni lidové zplisoby patii ptiprava Caju,
tinktur a odvart.*® Komer&né a také ve v&de se viak v drtivé v&tsing pouziva extrakce alkaloidd
riznymi organickymi rozpoustédly. V dosud provedenych experimentech s Corydalis cava byly
ke Kklasické extrakci perkolaci pouzity rozpoustédla ethanol nebo methanol a pro extrakci
v ultrazvukoveé 1azni byly pouzity rozpoustédla voda a methanol v poméru 1:3 anebo Cisty
methanol. Témito zpusoby byl ziskdn sumarni extrakt, ze kterého se pak vhodnou Upravou pH
ziskaly jednotlivé vytfepky podle stoupajici pKa.

Nésledna izolace kvarternich a tercidrnich alkaloidi z rostlinného extraktu Corydalis
cava se provadi sloupcovou chromatografii na silikagelu nebo neutrdlnim oxidu hlinitém
za pouziti gradientové eluce. Krystalizaci chloroformem a ethanolem nebo preparativni TLC
byly ziskany ¢isté isochinolinové alkaloidy.

Distribuce alkaloidi v rostliné je nerovnomérné. Vyskytuji se sice Vv celé rostling,
ale nejveétsi mnozstvi je nakumulovano v hlizach. Obsah alkaloidi kolisa podle Zivotniho cyklu
rostliny a také podle jejich Zivotnich podminek.** Vyzkumem, ktery provadél J. Slavik
na Corydalis cava pochazejici z oblasti Jizni Moravy, byl zjistén obsah alkaloidi v nadzemni
&asti rostliny (0,46% a 0,84%) a v hlizach (4,82% a 4,21%).%°

17



Tab. 1: Alkaloidy izolované z Corydalis cava Schweigg. & Korte 20

Strukturni typ Alkaloidy

protoberberinovy Terciarni alkaloidy
Korydalin
Korybulbin
Korypalmin
Isokorypalmin
Kanadin

Skulerin

Stylopin

Kapnoidin
Tetrahydropalmatin
Thaliktrikavin
Apokavidin
Kvarterni alkaloidy
Koptisin

Alkaloidy Corydalis cava Dehydrokorydalin
Korysamin
Jatrorrhizin
Kolumbamin
Berberin
protopinovy Terciarni alkaloidy
Protopin (Fumarin)
Korycavamin (Korykavin)
Korycavidin
Allokryptopin
aporphinovy Terciarni alkaloidy
Bulbokapnin
Isokorydin
Korytuberin
Kvarterni alkaloidy
Magnoflorin
morphinanovy Terciarni alkaloid
Salutaridin (Sinoakutin)

3.3.1.2 Alkaloidy hliz

Hlizy této rostliny piedstavuji velmi bohaty zdroj smési alkaloidii, ze které jich bylo
doposud izolovano a popséno vice neZ 30.° Obsah isochinolinovych alkaloidii v hlizach
se pohybuje mezi 4-6 %.? Nejvhodngjsi obdobi pro sbér této drogy je doba vegetagniho klidu.**

Hlavnimi terciarnimi alkaloidy hliz jsou bulbokapnin (1,20-1,67%), korydalin (0,10-
0,57%), tetrahydropalmatin (0,23-0,46%) a korykavin (0,10-0,20%). Pouzitim chromatografie
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na oxidu hlinitém a pfimé krystalizace se podafilo J. Slavikovi a L. Slavikové také ziskat mensi
mnozstvi dalsich alkaloidl jako thaliktrikavin, korybulbin, korypalmin, korykavidin, korydin,
kanadin, stylopin a kapnoidin. Kromé toho se jim podafilo z hliz také izolovat protopin, znamy
tehdy svym vyskytem pouze v nadzemnich ¢astech rostlin. Jako prvnimu se podatilo J. Slavikovi
izolovat z Corydalis cava allokryptopin a tetrahydrokorysamin.?

Mezi hlavni kvartérni nefenolické alkaloidy, které se nachazi v hliz&ch, patii
dehydrokorydalin a dehydrothaliktrikavin. VV malém mnoZzstvi zde najdeme také korysamin,
palmatin, berberin a koptisin. Tyto posledni ¢tyfi jmenované alkaloidy, ve form¢ chloridd, jako
prvni vyizoloval z hliz Corydalis cava J. Slavik.”

Vyse zminéné alkaloidy byly analyzovany a identifikovany pomoci IC a UV spekter,
zékladnich fyzikalnich vlastnosti (bodu tani) a Rf hodnot. Ziskana data byly porovnavany

se standardnimi vzorky a odbornymi publikacemi.?

Bulbokapnin
H3C—O
N
H3C—O
! O—CH3
O—CH3

Tetrahydropalmatin Korykavin
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Koptisin
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3.3.1.3 Alkaloidy nati

Alkaloidy se v nadzemni ¢asti rostliny nachazeji v menSim mnoZzstvi. Obsah alkaloida
se pohybuje v rozmezi (0,5 - 1,5 %). Kvalitativng je jejich slozeni téméf stejné jako spektrum
alkaloidu Vv hlizach. Nalezneme zde bulbokapnin, protopin, stylopin, kapnoidin, isoboldin,
koptisin, kKorysamin. Krom¢ toho zde bylo objeveno malé mnoZstvi glaucinu, korydinu,
domestinu a predicentrinu.?

V nadzemnich ¢astech rostliny, stejné jako v hlizch, miZzeme vypozorovat ptitomnost
1,2-methylendioxy-6a,7-dehydroaporphin-10,11-chinon, ktery byl izolovan z nadzemnich
casti Corydalis cava. Tato modfe zbarvena sloucenina je prokazateln¢ vysledkem oxidace,

zpusobené vzdusnym kyslikem.20
@)
/

CH

O

1,2-methylendioxy-6a,7-dehydroaporphin-10,11-chinon
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3.4 Biologické ucinky hlavnich obsahovych latek

Dymnivka duté je rostlinou jedovatou. Obsahuje fadu alkaloidt, které maji pomérné
silny vliv na nervovou soustavu, nékteré alkaloidy mohou zpusobit ochrnuti michy, jiné
drazdi motoricka centra a ovlivituji mozkovou ¢innost.. Cela fada alkaloida Corydalis cava
byla podrobena riznym farmakologickym studiim.

Toxické ucinky: Efekty celkového toxického piisobeni na organismy teplokrevnych

zivocichu byly provadény s nize uvedenymi alkaloidy: bulbokapnin, korydalin, korybulbin,
isokorybulbin, korydin, korytuberin, korykavamin. Bulbokapnin vyvolavd narkézu, které
nejdiive predchazi podrazdéni michy. U teplokrevnych zivocichl se to nejcastéji projevuje
zvySenim slzeni a slinéni, katalepsii (stav strnulosti) a ovlivnénim funkci jak samovolnych tak
reflektorickych pohybu. Svalovy tonus zustava zachovan. Poté nasleduje celkova obrna
michy, zpomalené dychani a oslabeni v3ech reakénich schopnosti srdce vedouci
az k diastolické zastavé. Podle provedenych testi bylo zjisténo, Ze se ucinky bulbokapninu
stupfiuji u zvitat, napt. opic, od prostého spanku pies katalepsii aZ po silné kiece.”

Korydalin ma podobny, ale slabsi u¢inek nez bulbokapnin. Teplokrevni Zivocichové
jsou i po velkych davkach pouze slabé omameni a dychani neni ovlivnéno vibec. Korybulbin
a isokorybulbin puisobi podobné jako korydalin. Uginek korydinu se u teplokrevnych
zivo€icht projevuje salivaci, nadmérnou strnulosti a ztuhlosti, zpomalenim dechu a nakonec
zastavou dychani stupniovanou poklesem tlaku a zpomalenim pulzu. Korytuberin vyvolava
u teplokrevnych zivocichti salivaci, daveni a kiece. Poté nasleduje smrt, kterd je vétSinou
zpusobena utlumem dechu. Korykavamin zpusobuje tonicko-klonické kieCe, zvySenou
salivaci, slzeni a pokles krevniho tlaku. Na srdce pusobi korykavamin stejné jako korydin,
avsak silngji.??

Cytotoxicky ucinek: Dulezitou skupinou alkaloidii nachazejicich se v Corydalis cava

je skupina isocholinovych alkaloidd - protoberberiny. Kvartérni protoberberinove alkaloidy
a nekteré jejich piibuzné slouceniny vykazuji znacnou biologickou aktivitu a mohly by slouzit

Vv budoucnu jako zaklad rtiznych terapeuticky ucinnych latek. Nekteré publikované studie
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ukazuji, ze kvartérni protoberberiny interaguji s nukleovymi kyselinami (pfevazné
mechanismem interkalace, nebo vmezefenim do malého Zlabku DNA). Z tohoto divodu
je vénovana pozornost jejich cytotoxicité a potencialni genotoxicité. Vyse uvedené ucinky
jsou ziejmé zpusobeny inhibici syntézy DNA, biosyntézy bilkovin, inhibici membranové
permeability a blokaci oxidativni fosforylace. K t¢émto poznatkim piispély hlavné toxické
projevy pozorované na bakteriich, houbach, hmyzu a jinych rostlinach. Objeveni interakce
s DNA a inhibice reverzni transkripce, miize byt vyznamna hlavné v souvislosti inhibice virt.
Cytotoxickd aktivita byla protoberberiniim pfipsdna na zaklad¢ jejich toxického ucinku
na Topoisomerasu-l a Topoisomerasu-ll. Studie zabyvajici se modifikaci struktury
a naslednou zménou biologické aktivity u protoberberinovych alkaloidi ukazaly, Zze na uhliku
C-9 je dulezité misto urcujici biologickou aktivitu. Studie dvou kondenzovanych berberint
spojenych rtzné¢ dlouhymi uhlikovymi fetézci prokdzaly nejvyssi afinitu k DNA

u kondenzétu, ktery byl propojen propylovym fetézcem (viz. obrazek).?®

protoberberinovy alkaloid - jatrorrhizin by mohl v budoucnu poslouzit jako ptedni slozka

pro vyzkum usilujici o vyvoj antimykotickych latek s vysokou antifungalni aktivitou a nizkou

toxicitou pro hostitelsky organizmus.?
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Uginky na CNS a metabolizmus neuromediétori: V odbornych publikacich miZeme

nalézt také studie, které se zabyvaly kombinaci extraktd Corydalis cava a Eschscholtzia
californica a efektem jejich ptisobeni na CNS. Prvni z nich zkoumala vliv na endorfiny
a enkefaliny. Endorfiny a enkefaliny jsou latky peptidové povahy, které jsou vSeobecné
zname jako endogenni peptidy. Tyto latky jsou u lidi povaZzovany za hlavni fyziologicke
modulatory bolesti. Tyto endogenni latky se vazou na opiatové receptory a tlumi tim vnimani
bolesti. Zajimavé je, ze pravé vytazky z Corydalis a Eschscholtzie prokazatelné zpomaluji
procesy degradace téchto endogennich peptidi. Tento efekt tedy prodluzuje funkéni aktivitu
téchto peptidi, ¢imz se prodluzuje efekt jejich psobeni. Ve studii této aktivity bylo zjisténo,
Ze extrakt z Corydalis ma vétsi vliv na inhibici degradace endogennich peptidti nezli extrakt
Eschschotlzie.?

Kromé¢ inhibi¢niho efektu na degradaci endogennich peptidl, byl u vySe zminénych
rostlin prokazan i aditivni u¢inek obou bylin na udrzeni zvySené hladiny katecholaminti
v mozku. Studie uvadi, Ze extrakt Corydalis cava spolu s extraktem z Eschscholtzia
californica, inhibuji oxidativni degradaci katecholaminu. Extrakt z Corydalis ma desetkrat
veétsi aktivtu neZli extrakt Eschscholtzie. Extrakt z Eschscholtzie rovné€Zz inhibuje
monoaminooxidasu (MAO-B). Vysledky této studie mohou byt interpretovany jako spole¢na
¢innost dvou rostlinnych preparati pro udrZeni a ochranéni vysoké hladiny katecholamini,
coz vysvétluje jejich sedativni, antidepresivni a hypnotickou aktivitu.®

Protoberberinové alkaloidy hliz Corydalis cava byly také zkouSeny s ohledem
na jejich uc¢inek na GABAA, receptor. Zatimco terciarni protoberberinové alkaloidy zahrnujici
mezi jinymi isoapokavidin, korydalin, tetrahydropalmatin, skoulerin a isokorypalmin
zvy$ovaly 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 zadny u¢inek na zménu

afinity BMC ke GABAA, receptoru nemély.?®
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Antiagregacni aktivita: Jedna z védeckych studii byla pro zménu zaméfena na zjiSténi

biologické aktivity protopinu, respektive mechanismu jeho antiagrega¢niho ptisobeni. Bylo
zjisténo, Ze protopin inhibuje agregaci krevnich desticek, ktera je fyziologicky vyvolavana
pusobenim ADP, arachidonové kyseliny, PAF a kolagenu. Ac¢koli je proces agregace krevnich
desti¢ek ovliviiovan hlavn¢ trombinem, ktery protopinem inhibovan nebyl, tak proces
agregace byl zc¢asti potlacen. Bylo to zplsobeno inhibi¢ni aktivitou protopinu na ucinky
tromboxanu B,. Protopin inhiboval taktéZ intracelularni uvoliiovani vapniku zptisobeného
arachidonovou kyselinou. Studii bylo tedy zjisténo, Ze antiagregaéni efekt protopinu je tedy
zpusobeny inhibici tromboxanu B, a také naslednym sniZzenim intracelularni koncentrace

vépniku.?’

3.4.1 Biologicka aktivita alkaloidti z Corydalis cava va€i AChE a BuChE

3.4.1.1 Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa a jejich inhibice

Acetylcholinesterasa (AChE) je vysoce specificky a vykonny enzym
vyskytujici se predevsim v cholinergnich neuronech a v okoli cholinergnich synapsi
(ve vysokych koncentracich se nachazi na nervosvalovém spojeni). Hydrolyzuje zejména
acetylcholin, uvolnény nervovou stimulaci do synaptické S$térbiny a uvnitf nervovych

zakonCeni zodpovida za rozklad cytoplazmatického acetylcholinu na cholin a acetat. Jeho
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inhibici, at’ uz reverzibilni nebo ireverzibilni, dochazi k nahromadéni ACh na muskarinovych
respektive nikotinovych receptorech a tim k jejich hyperstimulaci.?®

Je nékolik riznych forem acetylcholinesteras. V mozku zdravého clovéka 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 §tépeni ACh, je anionické centrum. ACh
sevaze 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
navéazéanim k enzymu dochazi k reverzibilni, nejcast&ji kompetitivni inhibici enzymu.®

Inhibitory AChE jsou v souc¢asnosti uzivany jako pesticidy (parathion, malathion),
IéCiva Alzheimerovy choroby (takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin), k 1é¢bé myastenia
gravis (neostigmin, pyridostigmin), k premedikaci pifed otravou nervové paralytickymi
latkami (SAD-128) ¢i v oftalmologii.®

Butyrylcholinesterasa (téZ pseudocholinesterasa, BuChE) je substratové méné
specificky enzym, ktery pfednostné¢ rozkladd jiné substraty nez acetylcholin (napf.
butyrylcholin, prokain, suxamethonium apod.). Je pfitomna napf. v plazmé, jatrech a pouze
v omezeném rozsahu v neuronech periferniho a centralniho nervového systému.?®

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

V soucasnosti je dostupné velké mnoZstvi softwarovych systéma, s jejichz pomoci
je mozné objasnit jednotlivé detaily chemickych reakci, vypocitat vlastnosti latek ¢i studovat

interakci potencionalnich Igiv s receptory nebo jinymi makromolekulami.®!
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3.4.1.2 Metody studia aktivity rostlinnych latek na AChE a BuChE

TLC

Pro screening inhibitori AChE a BuChE zrostlinnych extrakti byla vyvinuta
jednoduché a rychla bioautograficka enzymova zkouska na TLC deskach. Enzymova aktivita
byla detekovana pieménou 1-naftyl-acetatu na naftol, kterd byla doprovazena odpovidajici
barevnou reakci fialoveho diazonia s Fast Blue B soli. Inhibitory cholinesteras zanechavaly
bilé zony na svétle fialovém pozadi TLC desek. Jako detektory citlivosti reakce byly pouzity

znamé inhibitory AChE alkaloidy galanthamin a fysostigmin.®

Silova spektra (FS) a mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Mikroskopie AFM je zaloZzena na mapovani rozloZeni atomarnich sil na povrchu
vzorku. Tyto sily jsou mapovany tésnym piiblizenim hrotu k povrchu, ¢imz vznika pfitazliva
nebo odpudiva sila, kterd zplisobi ohnuti nosniku, na némz je upevnén hrot. Toto ohnuti
je snimano citlivym, zpravidla laserovym snimac¢em a vytvari méronosnou veli¢inu. Ziejmou
vyhodou této metody je moznost studovat jak nevodivé, tak i vodivé vzorky.

FS mezi molekulami AChE a jejim pfirozenym substratem ACh a vliv inhibitort
a reaktivatort AChE byly zkoumany AFM na molekularni Urovni v realném case. AChE
a ACh byly kovalentné navazany na pozlaceny povrch slidy a $picku (SisN4) atomového
silového mikroskopu. Nejprve byla AChE nahrana do obrazového médu AFM a jedna
z molekul AChE byla vybrana jako centrum skeningu. Poté byl skenovaci moéd zménén
v silovy skenovaci méd a FS zaznamenéno pii frekvenci 5 x s™. Roztoky lé&ivych nebo
toxickych latek mohou byt injektovany v jakykoli poZzadovany ¢as. FS mezi idealné
navazanou normalni, inhibovanou nebo starSi AChE a ACh mélo kazdé své vlastni tvarové
rysy. Vliv 1é&ivych nebo toxickych latek na tyto rysy byt sledovany v realném case.*

Métenim FS zalozeném na obrazu molekul AChE bylo zjisténo, ze pfitazlivé
intermolekularni sily mezi individudlnimi molekulovymi pary ACh a AChE jsou (10 £ 1) pN
dokud se konec ACh s kvartérnim N (tedy cholinovy konec) nestfetne s negativnim koncem

AChE a vzdalenost, kdy dochazi k rozpadu sil je (4 £ 1) nm od povrchu AChE. Adhezivni
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sily mezi individualnimi molekulovymi pary ACh a AChE jsou (25 + 2) pN. Jejich rozkladne
vlastnosti jsou popisovany jako fast-slow-fast. Pfitazlivé sily mezi AChE a Ch jsou totozné
jako ty mezi AChE a ACh. Adhezivni sily jsou pak o néco slabsi. Z vysledk vyplyva,
e AChE ma fidici Glohu pro diféizi ACh a brani odchazeni Ch klasickou cestou.*®

Vysledky tedy ukazuji, Ze AFM muze byt pouzita jako novd metoda studia efektu
lé¢ivych a toxickych latek — tedy i obsahovych latek z Corydalis cava — na aktivitu enzymu

z hlediska farmakologie a toxikologie.*

3.4.1.3 Inhibice AChE a BuChE alkaloidy z Corydalis cava

Ve studii, kterd byla zaméfena na zjisténi biologické aktivity nckterych alkaloidl
Corydalis cava byly izolovany a zkouSeny néasledujici benzylisochinolinové alkaloidy:
bulbokapnin, korydalin a korydin. Bulbokapnin a korydin patii mezi isochinolinové alkaloidy
s aporfinovym typem skeletu a korydalin do skupiny tetrahydroberberinii. 1zolované alkaloidy
byly testovany na jejich inhibi¢ni aktivitu vii¢i AChE a BUChE. Vysledky inhibi¢ni aktivity

jednotlivych alkaloidii jsou shrnuty v tabulce 3.%

Tab. 2: In vitro aktivita na AChE a BUChE

ICs (10° M)?
alkaloidy AChE BuChE
bulbokapnin 40+ 2 833
korydalin 15+3 >100"
korydin >100° 52 + 4
Galantamin® 1,4+0,2 40+14

a— vysledky ziskané po tfech métenich
b- povazovan za neaktivni

¢ — referencni latka

Korydalin podle provedené studie inhiboval AChE nejvice. Jeho 1Cs byla 15 + 3 x
10 ® M. Vi BuChE byl korydalin povaZzovan za neaktivni, jelikoZ jeho ICsq byla v&tsi nez
100 x 10°® M. Dal3i ze zkoumanych alkaloidi, bulbokapnin, inhiboval AChE pii koncentraci
(ICs0) 40+2 x 10° M a BuChE pii koncentraci 83 +3 x 10° M. Poslednim zkou$enym

alkaloidem byl korydin. Tento alkaloid inhiboval BUChE pfi koncentraci (ICso) 52 + 4 x 10
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M a viéi AChE byl neaktivni. Zaroven K vySe uvedenym méfenim byla provedena pozitivni
kontrola s galanthaminem, jenZ inhiboval AChE pii koncentraci (ICso) 1,4 = 0.2 x 10° M
a BUChE pii koncentraci 4+ 1,4 x 10° M. Z vysledkd je tedy patrné, Ze bulbokapnin
a korydin prokazaly, v porovnani s galanthaminem, pouze slabou inhibici AChE nebo
BuChe.*

V jinych studiich bylo uvedeno, ze nejaktivnéjsi alkaloidy z rodu Corydalis, co se tyce
inhibice AChE, jsou ze skupiny benzylisochinolinti obsahujici kvarterni dusik. Takovymi
alkaloidy jsou naptiklad palmatin a berberin patiici do skupiny kvarternich protoberberin.
V provedené studii byly izolovéany alkaloidy z Corydalis speciosa a jejich 1Cs byla stanovena
na 5,8 x 10°M pro palmatin a 3,3 x 10° M pro berberin.*’

Z hliz Corydalis cava byl mezi jinymi izolovén i protopin - alkaloid s protopinovym
skeletem. Protopin inhiboval AChE pii koncentraci (ICsp) 50 x 10° M, ale u BuChE Zadnou
inhibici nevykazal.*’

Vyse zminéné vyzkumy prokézaly, ze protoberberinove a protopinové typy alkaloidd,
jenz jsou obvyklymi obsahovymi latkami v rostlinach rodu Corydalis, jsou relativné dobrymi
inhibitory AChE. Extrakty z tuberu mély vétsi inhibiéni aktivitu nez extrakty se zelenych ¢asti

rostlin.
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3.5 Vyuziti v lidovém lécitelstvi a dalSi oblasti vyuziti

Dymnivka je $iroce uzivana v &inské lidové medicing. Rik4 se o ni, Ze uvoliiuje bolest
zménou &chi a krvetvorby.® V tradiéni ¢inské medicing byla dymnivka nalezena téméi
ve viech formulich k 16&b& menstruaéni bolesti a v piipravcich pro zlepseni krevniho ob&hu.*
Tyto projevy vychazeji z tradi¢nich konceptii zahrnutych v teoriich ¢inské lidové mediciny.
V zapadni mediciné se nékdy pouziva na mensi zevni poranéni, menstruacni a bfisni bolesti.
Ruzné druhy dymnivek se uzivaji také k 1é€bé tremoru. Mohou byt pouzity pro 1é¢bu lidi
s Parkinsonovou chorobou nebo Ménierovou chorobou. Uziva se kofen, respektive podzemni
oddenek.®

Dymnivka je zndma svymi vedlej$imi G¢inky jako nauzeou a vycerpanosti, protoze
obsahuje né€kolik aktivnich a potencialné toxickych latek ze skupiny alkaloidi, zahrnujici
napiiklad tetrahydropalmatin, korydalin, protopin, tetrahydrokoptisin, tetranydrokolumbamin,
korybulbin a bulbokapnin. Z téchto zminénych alkaloida je tetrahydropalmatin nejaktivnéjsi,
ale i nejtoxictéjsi. Opakované uziti produkti obsahujicich vy3Si koncentrace THP, bylo
spojeno s vaznym potenciadlnim rizikem jaterniho selhani. T#i zpravy také hovoti o uziti THP
détmi, coz vedlo k Zivotu ohrozujicimu potlaceni CNS funkci. Pro tyto divody bylo
doporuceno vyloucit uzivani dymnivky u déti, t€hotnych a kojicich Zen a pacientu s jaternim
selhdvanim. V soucasnosti existuje pouze jedna studie tykajici se corydalis. Ta testovala THP
jako potencialni antiarytmikum, specificky pro supraventrikularni arytmii. Pouze dvojité
slepé, placebem kontrolované studie, nam mohou ukazat jeho léCebny efekt. Prospéch
pii uzivani THP oproti placebu byl vyznamny. Studie byla viak provedena v Cing, tudiz jsou
nékteti védci k vysledkim skepti¢ti. Diikazy naznacujici pouZiti dymnivky ke snizeni krevni
srazlivosti a uziti jako 1é&iva ke snizeni krevniho tlaku jsou taktéZ nedostadujici. Zadny
z téchto vySe uvedenych vyzkumi se ani vzdalené nepfiblizil k vysledkum, které by mohly
dokézat objektivni u¢innost 16sby.*®

Slozky corydalis mohou téz ovliviiovat funkci dopaminu a GABA. Tohoto t¢inku

bylo vyuzito k pfipravé rostlinného piipravku Phytonoxon N. Indikaci tohoto fytofarmaka
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je hlavné nespavost, Uzkost a neklid. Jedna se o alkoholovy extrakt z Corydalis cava (20 %)
a Eschscholtzia californica (80 %). Ob¢ rostliny jsou bohaté na isochinolinové alkaloidy,

které riznymi zpusoby ovliviiuji metabolismus neuromediatori v mozku.*
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

Rozpoustédla byla pred pouzitim destilovana, nejprve byl zachycen piedek (asi 5 %;
vétsinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovano zbylych cca 90 % rozpoustédla.
Rozpoustédla byla uchovavana v hnédych nadobéch.

Odpatovani 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 norméalnich komor. Komory
byly nasycené mobilni fazi (20 minut). V pfipadé pouZziti malych komor (valcovych), praimér
10 cm, syceni trvalo asi 30 minut. U klasickych komor pak asi hodinu. Chromatografie byla

provadéna vzestupné.

4.1.2.2. Sloupcova chromatografie

Sloupcové chromatografie byla provadéna systémem gradientové eluce na silikagelu
L, 0,1-0,2 mm, desaktivovaném 10 % vody. Sloupec byl plnén obvyklym zpisobem — nalitim
suspenze adsorbentu v rozpoustédle do sloupce. Vzorek 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

Rozpoustédla:

Diethylamin, p. a.

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

Chloroform, p. a.

Toluen, p. a.

Chemikalie:

Dusiénan bismutity zasadity, p. a.
Hydroxid sodny, p. a.

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

Vodny roztok chlorovodiku 36%, p. a.

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

Chemikalie:

10 x 10 M acetylcholin jodid

10 x 10" M butyrylcholin jodid

5 x 10" M 5,5°-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
DMSO pouzity pro fedéni vzorki

0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4

fysostigmin (eserin)

galanthamin

34



Material:

Hemolyzat lidskych erytrocytu, ktery slouzil jako zdroj acetylcholinesterasy:
plna krev byla odstiedéna 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 pfipraven ve vods."

Plastove kyvety DISPOLABKARTELL 1937 PS MICROCUVETTES

4.2.3 Pristroje

Centrifuga typ MPW-340 (Mechanika precyzyjna, Polsko)
pH metr @ 72 METER (Beckmann, USA)

UV-spektrofotometr UVIKON 942 (Kontrol instruments, Svycarsko)

4.2.4 Detekéni Cinidla

D 1: Dragendorffovo ¢inidlo modifikované podle Muniera 41

- 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 ptipraven rozpusténim 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody.

- zasobni roztok: byl pfipraven smisenim roztokt A a B v poméru 1:1. Ten mize byt ulozeny
I n€kolik mésict v lednici.

- cinidlo pro analyzu: bylo ptipravené tak, ze se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpusténé

v 50 ml vody piidalo 5 ml zasobniho roztoku.
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4.2.5 Chromatografické adsorbenty

A 1: Kieselgel 60 Fys4, Merck, 5 x 10 cm

Hlinikova deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60
F2s4, tloustka vrstvy 0,2 mm.

A 2: Oxid hlinity neutralni, 0,1-0,2 mm

A 3: Silikagel L, 0,2-0,4 mm

Komeréni adsorbent, zrnitosti 0,2-0,4 mm, se na suchém sloupci promyje nejprve
chloroformem poté destilovanym ethanolem. Po vyjmuti ze sloupce se vycistény adsorbent
susi n€kolik dni na bezprasném misté. Po vytékani rozpoustédel se aktivuje na tenké vrstveé
(do 2 cm vysky) 4 hodiny pii 160 °C. Po zchladnuti na 80 C se adjustuje do dobfie
uzaviratelnych lahvi.

A 4: Silufol UV 254, Kavalier Votice, 20 x 10 cm

4.2.6 Vyvijeci soustavy pro analytickou tenkovrstvou chromatografii

S 1: Toluen+CHCI;+EtOH+Et,NH 70:20:10:3

S 2: Toluen+Et,NH 9:1

4.2.7 Vyvijeci soustavy pro preparativni tenkovrstvou chromatografii

S 3: Toluen+n-hexan+Et,NH 45:45:10
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4.3 Zpracovani chloroformového vytrepku B z Corydalis cava

4.3.1 Pavod drogy

Dodavatelem drogy byla firma Megafyt s. r. 0., 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 diplomové prace, stejné

tak kontrolni TLC.

Priprava extraktu:

Extrakt byl pfipraven z 11,3 kg suchych hliz, které byly nejprve extrahovany 95% etanolem,
po bézném Cisténi byly nejprve odstranény terciarni baze pii pH 9-10 (extrakt A-diethylether),
dale terciarni baze pifi pH 12 (extrakt B-diethylether). Inkriminovany vytiepek ,,B-
chloroform* byl pfipraven vytfepanim zbylého vodného extraktu; piesly do ného alkaloidy

malo rozpustné v diethyletheru (80 g tmavé hnédého, velmi viskdzniho odparku).

Cisténi vytiepku B-chloroform:

80 g odparku bylo rozpusténo v 800 ml 1% kyseliny sirové, vyloucily se pryskyti¢naté podily,
roztok byl zfiltrovan, zalkalizovan na pH 12 20% NaOH a vytiepan 11 x 250 ml chloroformu,
organické¢ vytfepky byly spojeny, vysuSeny bezvodym siranem sodnym a roztok

odpaten.Vzniklo 68,6 g hnédého, velmi viskézniho odparku.
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Obr. 5: Detekce vytiepki z Corydalis cava rhizoma
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (dréha 8,5 cm), To+Chf+EtOH+Et,NH = 70:20:10:3, komora nasycena,
vyvijeni 1x, detekce D 1)
L - vytiepek éterem z kyselého roztoku alkaloidd - primarniho extraktu
A - vyCistény éterovy vytiepek (alkalizace 25% amoniakem, pH ~9),
B-Et,O - surovy vytiepek éterem (alkalizace 50% louhem, pH ~12)
B-Chf - surovy vytfepek chloroformem (po vytfepani éterem, pH ~12)
J - kvartérni jodidy po vytfepani silnych bazi (okyseleni HCI, pH ~3)

4.3.3 Sloupcova chromatografie vytirepku 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 cCistych alkaloidu. (Bliz$i popis

viz tab. 3a 4)
Tab. 3: Sloupcova chromatografie vytiepku Corydalis/B/CHCl;
Oznaceni vzorku B-Chf, ,,pred¢istény.
Hmotnost vzorku 68,0 g, temné hnédy, velmi viskozni
Druh a mnoZstvi Silikagel L, 0,2-0,4 mm, 1880 g, desaktivovany 10 % vody
adsorbentu
Vrstva s extraktem 7,4 x10cm
Délici vrstva 7,4 %92 cm
Frakce (ml)/doba toku 500 ml/35-40 minut
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Tab. 4: Vysledky sloupcové chromatografie vytiepku Corydalis/B/CHCl;

Spoj. Frakce Eluéni systém Oznaceni Popis Hmotn. (g)
fr. naTLC
1-2 1-2 Chf 1 Hnédy, s ndznakem 0,15
krystali
3-5 3-5 Chf 2 Zelenobélavy, praskovity 1,88
(drobné kryst.)
6-8 6-8 Chf 3 Zeleny, velmi viskozni 0,32
9-12 Chf ‘1 —_
9-15 13-15 | Chf+ 2 % EtOH 4 Hnédy, krystalicky 0,87
16-25 162'524 gm : g f;‘) Ezgﬂ 5 | Hnédy, velmi viskozni 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 viskozni 4,4
65-80 007 | CM+2S%EOH | 1) | kg velmi viskozni 9,02

68-80 | Chf + 50 % EtOH

Obr. 6: Corydalis cava hlizy/B/CHCI; (popis viz tab. 4)
(Pozn. Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm), Toluen+CHCI;+EtOH+Et,NH-70:20:10:3, komora
nasycena, vyvijeni 2x, detekce D1)
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4.3.4 Zpracovani spojenych frakci 7 a 8

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

s adsorbentem A 2.

Tab. 5: Sloupcovéa chromatografie odparku Corydalis/B/7+8

Oznaceni vzorku

Coryalis cava/B/7+8

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

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

Vrstva s extraktem 6.2 x3,2cm

Délici vrstva 54,5 % 3,2cm

Frakce (ml)/doba toku

100 ml/20 minut

Tab. 6: Vysledky sloupcové chromatografie vytifepku Corydalis cava/B/7+8

Spoj. fr. Frakce Elu¢ni systém Oznace Popis Hmotn.
ni na 9)
TLC
1-12 1-8 Benzin+70%Chf F1 Témér 4,7
9-12 Benzin+90%Chf cerny,nafoukly
13-23 13 Benzin+90%Chf F, Cerny,praskovity 0,65
14-23 Chf

Obr. 7: Kontrolni vyvijeni F; a F; (F;- leva skrvna, F,- prava skvrna)
(Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (draha 8,5 cm), Toluen+Et,NH-9:1, komora nasycena, vyvijeni 2x, detekce

D 1)

40




4.3.5 Cisténi podfrakce F,na preparativni TLC

Podfrakce F;, byla rozpusténa v 11 ml chloroformu a po cca 20 mg (0,5 ml) nanesena
na chromatografické desky (Silufol 10 x 20 cm, tloustka vrstvy 0,1 mm). Desky byly
vyvijeny v mobilni fazi S 3. Kazda deska byla vyvinuta pétkrat. Alkaloid byl detekovan pod
UV lampou pii A (254 nm), zona separované Cisté latky (viz obr. 8) byla oznacena a latka byla
spole¢né s adsorbentem izolovana z chromatografickych desek. Izolovana latka byla vymyta
z adsorbentu chloroformem (100 ml). Eluat byl odpaten a bylo ziskano 170 mg nazelenalého
odparku. Odparek byl ptekrystalizovan z horkého chloroformu. Nésledné byly provedeny MS

a NMR studie za ucelem urceni struktury izolované latky.

Obr. 8: Preparativni TLC odparku F;, (horni skvrna-izolovana latka, spodni skvrna-necistoty)
(Silufol 20 x 10 cm, draha vyvijeni 9cm, Toluen+n-Hexan+Et,NH-45:45:10, komora nasycena, vyvijeni 5x)
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4.4 Uréeni struktury izolované latky

4.4.1 Méreni hmotnostniho spektra

Spektra byla méfena na LC/MS Thermo Finningan LCQDuo iontova past, ionizace
elektrosprejem v kladném modu (ESI+). MS/MS spektra byla métena pii kolizni energii

40 eV.
4.4.2 Méreni NMR spektra

Spektra byla méfena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovni frekvenci
499.9 MHz pro 'H a 125.7 MHz pro **C jadra. *C NMR spektra byla méfena v 5mm SW
sirokopasmové sondg, *H a viechna 2D spektra v inverzni 5mm ID PFG sondé s vyuZitim
standardnich pulsnich sekvenci. Experimenty byly méfeny v deuterochloroformu pii 25 °C.
Hodnoty chemickych posund jsou vppm a jsou vztazeny Kkinternimu standardu
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76,99 ppm, v *C

spektrech) (Dr. M. Kurfiirst, Ph.D., Ustav chemickych procesii, AV CR, Praha).

4.5 Stanoveni u€inku alkaloidu na AChE a BUChE (ICs)

4.5.1 Podminky méreni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:

pii teploté 25 °C

piipH 7,4

pii vinové délce spektrofotometru 436 nm

v jednorazovych plastovych kyvetach o tloustce 1 cm
4.5.2 Stanoveni ICs

Slepy vzorek — do kyvety bylo postupné piidavano 10-25 ul hemolyzatu nebo plazmy,
200 ul DTNB, 25 ul rozpoustédla, ve kterém byly rozpustény vzorky (DMSO) a nasledné byl

slepy vzorek doplnén na objem 900 ul pufrem. Nasledné bylo ptidano 100 pl substratu
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(acetylcholin jodid nebo butyrylcholin jodid). Nartst absorbance byl méten pii vinové délce
436 nm. Méfeni bylo provadéno ve tiech opakovanich. Pro vypocet poklesu naristu
absorbance byla pouzita primérna hodnota.

Meéreni vzorku - do kyvety bylo postupné piidavano 10-25 pl hemolyzatu nebo
plazmy, 200 pul DTNB, 25 pul méteného vzorku v riznych koncentracich a nasledné byl
méteny vzorek doplnén na objem 900 ul pufrem. Nasledné bylo pfidano 100 pl substratu
(acetylcholin jodid nebo butyrylcholin jodid). Nartast absorbance byl méten pii vinové délce

436 nm. Méfeni bylo provadéno ve tiech opakovanich.

4.5.3 Matematické zpracovani experimetalnich dat

Vypocet poklesu AA

% poklesu AA =100 - ( AAsa/AAgL x 100)
AAsa — narust absorbance za 1 minutu u méreného vzorku
AAgL — narlst absorbance za 1 minutu u slepého vzorku

Stanoveni hodnoty 1Cs

Z vypocitanych hodnot byla pomoci statistického programu GraphPad (verze 3.06
pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA) sestrojena kiivka,

ze které byla odectena hodnota ICsy.
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5 VYSLEDKY
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Na zakladé MS a NMR studii a porovnani dat s literaturou byla izolovana latka
identifikovana jako sinoakutin (5,6,8,14-tetradehydro-4-hydroxy-3,6-dimethoxy-17-methyl-

morfinan-7-on).

5.1 Hmotnostni spektrum latky

ESI-MS m/z 328,5 [M+H]" (100), (viz obr. 9). MS/MS m/z 313 [M-CH3]" (10), 297 [M-
OCHg]" (48), 265 (100), 239 (67), (viz obr. 10, str. 46).

FiLucle\tiuc B_0T0511114334 05M1/07 11:43:34 AM Klugi sinoacutine

Klucl B_OT0511114334#1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 1.35E7
T: + ¢ Full ms [ 80.00-500.00] (M+H}+
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Obr. 9: MS spektrum izolované latky
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Kluci Bsinoac MS2#1 RT: 0.01 AV; 1 NL: 3.06E6
T: + o Full ms2 328,00@35.00 [ 90.00-500.00]
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Obr. 10: MS/MS spektrum izolované latky
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5.2 NMR studie izolované latky

16|/N17

Obr. 11: sinoakutin

5.2.1 *H NMR spektrum izolované latky

'H NMR (CDCls, 25°C):

1-H 6,67 d; 2-H 6,76 d; 5-H 7,54 s; 8-H 6,33 s; 9-H 3,71 d; 10"-H 3,35 d; 10-H 3,00 dd; 15"-
H 2,37 dd; 15-H 1,78 ddd; 16"-H 2,63 dd; 16-H 2,50 ddd; 18-H 2,46 s; 4a-H (OH) 6,22 s; 3a-
H (OCHj) 3,89 s; 6a-H (OCHj3) 3,76 s. (viz obr. 12, str. 48).
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Obr. 12: *H-NMR spektrum sinoakutinu

5.2.2 3C NMR spektrum izolované latky

3C NMR (CDCls, 25°C):
1-C 119,22; 2-C 109,80; 3-C 145,60; 3a-C 56,60; 4-C 143,60; 5-C 120,66; 6-C 151,31; 6a-C
55,12; 7-C 181,54; 8-C 122,59; 9-C 61,31;10-C 33,00; 11-C 129,99; 12-C 124,20; 13-C

43,91; 14-C 161,44, 15-C 37,90; 16-C 47,28; 17a-C 44,94. (viz obr. 13)
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Obr. 13: *C-NMR spektrum sinoakutinu
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5.3 Vysledky testu vlivu izolované latky na aktivitu AChE a BuChE

eserin

100+ - BuChE p.D01616
< 60- -~ ACNE  pp02168
E 60-
Ba
m
o 40
o
= 204

0

8
loegc
Obr. 14: Aktivita eserinu (standard) u AChE a BUuChE ( jednotky — 10 M)
galanthamin
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Obr. 15: Aktivita galanthaminu (standard) u AChE a BUChE (jednotky — 10 M)
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SINORKLUTIN

100+

40-

log c

— BuChE
-« AChE

Obr. 16: Aktivita sinoakutinu u AChE a BUChE (jednotky — 10 M)

Tab. 7: Vysledky méfeni ICsy sinoakutinu u BuChk

sinoakutin+BuChE

ICs0 > 1,037510° M

c original mM 41,5 4,15 0,415| 0,0415
c result mM 1,0375| 0,10375|0,010375|0,001038
log c result 0,015988 | -0,98401 | -1,98401 | -2,98401
average decrease of AA 34,88773|3,702446 | 1,211504 0
Tab. 8: Vysledky méieni ICs, sinoakutinu u AChE

sinoakutin+AChE ICs0 > 0,692 10° M

¢ original MM 41,5 4,15 0,415 0,0415
c result mM 0,691667 | 0,069167 | 0,006917 | 0,000692
log ¢ result -0,1601| -1,1601| -2,2601| -3,1601
average decrease of AA 36,43159 | 10,54599 | 1,299968 | 0,227494
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Latka izolovana z Corydalis cava byla na zakladé MS, NMR a porovnanim dat
v literatufe identifikovana jako sinoakutin. Jedna se o isochinolinovy alkaloid morfinanového
typu (viz obr. 11, str. 48). Tento alkaloid byl izolovan a identifikovan v celé fadé rostlin
patiicich do &eledi Fumariaceae (Corydalis cava, Corydalis ochroleuca, Corydalis solida)™,
Papaveraceae (Glaucium contortuplicatum)*’, Menispermaceae (Sinomenium acutum)®
a Lauraceae (Dehaasia longipedicellata).**

U sinoakutinu doposud nebylo provedené testovani jeho vlivu na aktivitu AChE nebo
BuChE. U ostatnich alkaloidii, obvykle se vyskytujicich v dymnivce duté, testovani na AChE
a BUChE prob¢hlo u bulbokapninu, korydalinu, korydinu, palmatinu, berberinu a protopinu
(hodnoty ICsq viz strana 28).

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity latky byla pouzita Ellmanova kolorimetrickd metoda
s pouZitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) modifikovana podle Bajgara.*’
Jako substraty se pouZzivaji estery thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny
na thiocholin a pfislusnou kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, ktera se navaze
na DTNB. Vysledkem je zluté zbarveny produkt, ktery se stanovuje spektrofotometricky
pti vinové délce 436 nm. Sleduje se narist absorbance za 1 minutu.

Stanovené hodnoty 1Csq pro inhibici AChE (1,510 x 10 M) a BuChE (1.806 x 107
M) byly vyrazné vyssi nez hodnoty ICsq standardii, které jsou vyuzivané pro inhibici obou
zminénych enzymu (pfedev§im AChE). Naméiene hodnoty ICsg pro galathamin byly: AChE
(6,898 x 10° M), BUChE (0,1560 x 10 M), a pro eserin byly hodnoty 1Cs, pro: AChE
(2,168 x 10° M) a BUChE (1,616 x 10° M). Z tohoto pohledu sinoakutin nemize byt

povazovan za potencionalni AChE a BUChE inhibitor.
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ABSTRAKT

Sekula, M.: Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin XI. Alkaloidy Corydalis cava (L.)
Schweigg. & Korte (Fumariaceae) a jejich ucinek na acetylcholinesterasu. Diplomova prace,
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralove, Katedra farmaceutické

botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2009, 61 s.

V rdmci screeningu rostlin s obsahem alkaloidd, které inhibuji — aktivitu lidské
erytrocytarni acetylcholinesterasy a lidské sérové butyrylcholinesterasy byla podrobena studiu
dymnivka duta (Corydalis cava Schweigg. & Korte, Fumariaceae). K izolaci alkaloidd bylo
pouzito 11,3 kg suSené drogy (hlizy); z vyc¢isténého ethanolového extraktu byl ziskan
vytiepek ,,B-chloroform*, obsahujici terciarni alkaloidy téZce rozpustné v diethyletheru.

Cilem prace bylo déleni smési alkaloidi z vytiepku ,,B-chloroform®. Z této smési byl
kombinaci sloupcové a tenkovrstvé chromatografie izolovan sinoakutin ve formé baze
(porovnanim fyzikalné-chemickych charakteristik izolované latky s Udaji v literatuie).

Biologicka aktivita sinoakutinu (inhibice lidské erytrocytarni acetylcholinesterasy a
lidské sérové butyrylcholinesterasy) byla stanovena u AChE (ICso 1,510 x 10°M ) a u BuChE
(ICs, 1,806 x 10° M). V porovnani s biologickou aktivitou standardnich alkaloidnich
inhibitort acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy (galanthaminu a eserinu) se jedna o
latku, ktera je spiSe nezajimava z hlediska dalsiho studia ptirodnich latek, které by se mohly
uplatnit jako vychozi struktury pro studium potenciondlnich léciv viuci Alzheimeroveé

chorobé.

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

biologicka aktivita.
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ABSTRACT

Sekula, M.: Biological activity of plant metabolites XI.; Alkaloids of Corydalis cava (L.)
Schweigg. & Korte (Fumariaceae) and their activity on acetylcholinesterase. Diploma thesis,
Charles University inPrague, Faculty of Pharmacy in Hradec Krélové, Department of

Pharmaceutical Botany and Ecology, Hradec Kréalové 2009, 61 p.

Within the screening of plants that contains alkaloids inhibiting the aktivity of the
human erythtocytic acetylcholinesterase and human serum butyrylcholinesterase Turkey Corn
(Corydalis cava (L.) Schweigg. & Korte, Fumariaceae) was studied. 11,3 kg of the dry roots
served for the isolation of alkaloids. Extrakt ,,B-chloroform* wich contain mixture of terciary
alkaloids bad diethylether-insoluble were obtained from the purified ethanolic extract.

The task was to separate mixture of alkaloids from extrakt ,,B-chloroform®. Using
both column and thin layer chromatography sinoacutine as a base was isolated. The identity
of the isolated alkaloid as determined by means of comparing its physico-chemical
characteristics with the published data.

The isolated sinoacutine inhibited the human erythrocytic acetylcholinesterase and
human serum butyrylcholinesterase with 1Cso for AChE (1,510 x 10 M) and with 1Cs, for
BuChE (1,806 x 10 M). Comparing its biological aktivity 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.

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

activity.
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