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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A VYSVETLIVEK

AAPH
ABTS
ACE
AD
Ach
AChE
APP
APLP1
APLP2
AST
ATChl
ATCh
ATPasa
AP
AUC
BAPNA
BTChl
BuChE
cAMP
cGMP
CHAPS
CNS
CYP
CsL 4
DIOS-TOF MS
DMSO
DNA
DPPH
DTNA
DTNB
EDA

2,2"-azobis(2-aminopropan) dihydrochlorid
2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
angiotensin konvertujici enzym

Alzheimerova choroba

acetylcholin

acetylcholinesterasa

amyloidni prekurzorovy protein

APP-like protein 1

APP-like protein 2

aspartataminotransferasa

acetylthiocholinjodid

acetylthiocholin

adenosin trifosfatasa

-amyloidni peptid

plocha pod kiivkou
N-a-benzoyl-D,L-arginin-p-nitroanilid
butyrylthiocholinjodid

butyrylcholinesterasa

cyklicky adenosinmonofosfat

cyklicky guanosinmonofosfat
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
centralni nervova soustava

cytochrom P

Ceskoslovensky lékopis 4. vydani

desorption/ionization on silicon time-of-flight mass spectrometry
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal

dithionikotinova kyselina

5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina

ethylendiamin

Xi



EDA-CIM disk ethylendiamine monolithic convective interaction media disk

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou ionizaci
FRAP ferric reducing ability of plasma

FRET fluorescen¢ni rezonancni pienos energie
GABA y-aminomaslena kyselina

GIT travici ustroji

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
hrBACE1 lidska rekombinantni B-sekretasa 1

Hup A huperzin A

IL interleukin

IMER imobilizovany enzymovy reaktor

Km Michaelisova konstanta

LC kapalinova chromatografie

MAO monoaminooxidasa

MS hmotnostni spektrometrie

NFT pleten¢ neurofibril

NF-xB transkripcni nuklearni faktor kappa B
NGF nervovy rustovy faktor

NMDA N-methyl-D-aspartat

NMR nukledrni magnetické rezonance

NO oxid dusnaty

NT netestovano

ORAC oxygen radical absorbance capacity

PKC proteinkinasa C

QDs polovodicové nanocastice ,,quantum dots*
Rf reten¢ni faktor

RONS reactive oxygen and nitrogen species

SIA sekven¢ni injekéni analyza

TLC tenkovrstva chromatografie

TNF-a faktor nadorové nekrozy o

UV-MS hmotnostni spektrometrie spojena s UV detekci
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1. UOVOD

Rostliny produkuji nepieberné mnozstvi organickych latek vykazujicich vyznamnou bio-
logickou aktivitu v¢etné toxickych ucinkd. Mezi obsahové latky rostlin ¢asto patii meta-
bolity vykazujici inhibi¢ni aktivitu viéi enzymovym systémum, které se vyvinuly, aby
chranily rostlinu pred infekcemi a predatory™?. Zajimavou skupinu latek predstavuji slou-
¢eniny inhibujici enzymy v CNS, zejména inhibitory zvySujici hladinu biogennich amind.
K tomuto typu inhibitorti naleZi i latky inhibujici acetylcholinesterasu a butyrylcholineste-
rasu. Inhibici cholinesteras vykazuji latky ruznych strukturnich typti a nachazeji se nejen

u vysSich rostlin, ale také u hub, fas a sinic 3456,7

. Jedna se zejména o alkaloidy, dale ter-
peny a latky odvozené od Sikimové kyseliny®. K nejznam&jsim inhibitoriim cholinesteras
ptirodniho puvodu patii fysostigmin (Physostigma venenosum, Fabaceae), terapeuticky
pouzivany galanthamin (vyskytujici se hojné v ¢eledi Amaryllidaceae) a perspektivni
terapeutické latka huperzin A (Huperzia serrata, Huperziaceae)®. Zajimava cholinestera-
sova inhibi¢ni aktivita byla rovnéz zjisténa u alkaloidnich extraktd taxond ¢eledi Fumari-
aceae™'0!,

Jednou z rostlin, ktera ptsobi jak toxicky, tak i terapeuticky, je dymnivka duta (Cory-
dalis cava (L.) Schweigg. & Koerte, Fumariaceae), diive bézné pouzivana 1é¢iva rostli-

31213 obsahujici isochinolinové alkaloidy riznych strukturnich typa'****®. Aporfinovy

na
alkaloid bulbokapnin, z kvantitativniho hlediska nejvice v rostliné zastoupeny, ma
z toxikologického pohledu unikatni vliv na CNS — indukuje katatonicky stav ozna¢ovany
jako ,,bulbokapninova ztuhlost®, ktera se projevuje zpomalenim kognitivnich schopnosti a
bizarnimi pohyby konéetin'®*’. Vysoké davky bulbokapninu vedou k tremoru a klonic-
kym kie¢im, velmi vysoké a letalni davky pak k poskozeni ob&éhového systému a respi-
racni paralyze18. Teprve nedavno byla u nékterych latek, izolovanych z C. cava, zjiSténa
signifikantni inhibi¢ni cholinesterasova aktivita.

Studium rostlin, u nichz je historicky prokazana toxicita v disledku obsahu sekundar-
nich metabolitd typu malych molekul, pfinasi v posledni dob¢ poznatky nejen toxikolo-
gické. Tyto sloueniny mohou byt kandidaty novych 1éc¢iv, jak se ukazuje i v pfipadé né-
kterych isochinolinovych alkaloidli inhibujicich cholinestrasy, pfedevsim acetylcholines-
terasu. Tyto latky by se mohly ptiznivé uplatnit v symptomatické 1é¢bé neurodegenera-

tivnich onemocnéni (zejména Alzheimerovy choroby), neuromuskularnich onemocnéni



(myastenia gravis), 1é¢b¢é glaukomu a jako antidotum pfi otravé anticholinergnimi latka-

mi3,19,20,21.



2.

CiL PRACE

Cilem této prace bylo:

1)

2)

3)

4)

izolace terciarnich isochinolinovych alkaloidu z diethyleterového vytiepku (pH 9-10),
obsahujiciho alkaloidy niz$i aZ stiedni bazicity, ktery byl pfipraven ze sumarniho ex-
traktu z hliz Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte (Fumariaceae). lzolace alkaloi-
di z dymnivky duté byla vybrana na zaklad¢é vysledku screeningu sumarnich rostlin-
nych extraktt, které by mohly obsahovat potencialni inhibitory cholinesteras, uvede-
nych v absolventské praci Lucie Repové provadéné na katedie farm. botaniky a eko-

logie, Farm. fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze®.

stanoveni fyzikalné-chemickych vlastnosti izolovanych latek (opticka otacivost) a

struktury MS a NMR analyzou.

provést stanoveni vybrané biologické aktivity ¢istych izolovanych latek (inhibice lid-
ska erytrocytarni acetylcholinesterasy a lidské sérové butyrylcholinesterasy a stano-
veni antiradikalové aktivity DPPH testem, inhibice humanni rekombinantni [-

sekretasy).

po vypoctu hodnot ICsq a ECsg (statistickym programem GraphPad Prism 5.02 softwa-
re) navrhnout nejicingjsi latky pro hlubsi biologické studium z hlediska vlivu na neu-

rodegenerativni onemocnéni.



3. TEORETICKA CAST

3.1 Inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy

3.1.1 Vyznam acetylcholinu v organismu

Acetylcholin (ACh), jeden z hlavnich neurotransmiterd V télech ¢lenovct a obratlovcei,
pusobi nejen v perifernim nervovém systému, ale ma vyznamnou tlohu i v CNS. Je od-
povédny za pienos elektrickych signali pienasenych nervovymi buitkami na jinou nervo-
vou bunku, nebo na hladké a pficné¢ pruhované svalstvo. Nervovou stimulaci uvolnény
ACh vyvolava své Gcinky interakci se dvéma hlavnimi typy receptorii — nikotinovymi a
muskarinovSImim.

Nikotinové receptory jsou lokalizované pfedev§im na nervosvalové ploténce a na po-
stsynaptické membrané ve vegetativnich gangliich, ve dfeni nadledvin a v CNS. Stimula-
ce nikotinovych receptortt v mozku vlivem ACh je spojovana s kognitivnimi procesy a
paméti, zatimco v kosternich svalech zplsobuje kontrakce. Muskarinové receptory se
nachazeji v CNS, perifernich neuronech, parietalnich bunikach Zzaludku, v srdci, ve Zla-
zach (slinnych, bronchialnich, slznych a potnich) a v hladké svaloviné. Symptomy stimu-
lace muskarinovych receptord jsou snizeni tepové frekvence, krevniho tlaku, broncho-
konstrikce, zvyseni salivace, sekrece zlaz, tonu a motility hladkého svalstva v GIT, zvy-
Seni sekrece slznych, slinnych a potnich Zlaz a akomodace o¢i na blizko?.

ACh je skladovan v parasympatickych nervovych zakoncenich ve vesikulach, pouze

rowr . . ro X v 7 v 21
mald ¢ast se vyskytuje extravesikularng, v cytoplazmé nervového zakonceni®.

3.1.2 Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa

Pii depolarizaci nervového zakonceni dochazi k vyliti obsahu vesikul, ACh vstupuje do
synapsi a vaZze se na receptor. U¢inek ACh je velmi rychle ukonéen jeho rozkladem na
cholin a kyselinu octovou. Enzymy odpovédné za ukonceni ué¢inku ACh jsou acetylcholi-
nesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE)?.

V téle savet se AChE (EC 3.1.1.7) vyskytuje ve tiech formach majici stejna katalytic-
ka mista, ale li$i se v C-terminalnich proteinech. Monomerni rozpustna forma (G1) se
vyskytuje pfedevsim béhem vyvoje a v mozku mysi byla vyvolana stresem; dimerni for-
ma (G2) se nachazi v erytrocytech, kdeZto tetramerni forma (G4) v mozku a ve svalech?.

AChE hydrolyzuje pifedevsim ACh uvolnény do synaptické Stérbiny a uvniti nervovych



zakondeni odpovida za rozklad cytoplazmatického ACh??*. Nedavno bylo zjisténo, Ze
AChE hraje nejen roli v neurotrasmisi, ale ma i dal$i funkce. Mezi tyto ,,neklasické role*
AChE patii funkce adhezivniho proteinu (u¢astni Se vyvoje a Zivotaschopnosti synapse)®;
Vv osteoblastech zprostfedkovava interakce mezi buiikou a jejim matrix (mimobunéénym
prostorem)®; interaguje se zakladnim membranovym proteinem lamininem?’ a Gcastni se
neuritového riistu®®. V mozku pacientii s Azheimerovou chorobou AChE urychluje shlu-
kovani A do amyloidnich vlaken®®; je rovnéz spojovana s amyloidnim plakem® a kom-
plex AChE/AB vykazuje v&tsi neurotoxicitu neZ vlakna obsahujici pouze Ap*.

Druhym hydrolytickym enzymem je substratové méné specificka BuChE (EC
3.1.1.8). Role BuChE v lidském organizmu je dosud obtizné interpretovatelna. Hydroly-
zuje butyrylcholin, ale i toxické latky s esterovou vazbou (napi. kokain) a je spojovana
s detoxika&ni funkci v organismu?’. Nachézi se v plazmg, jatrech a lidském mozku. V
lidském mozku byla BUChE nalezena v neuronech a gliovych buitkach. BUChE hraje
pravdépodobné uritou minoritni roli v regulaci hladiny mozkového ACh. Aktivita Bu-
ChE v mozku se zvySuje vékem a je zvySena také u pacientd s Alzheimerovou chorobou

(AD), zatimco aktivita AChE ziistava nezménéna, resp. se snizuje*”.
3.1.3 Inhibitory cholinestras

3.1.3.1  Mechanismus piisobeni

AChE i BUChE patii do skupiny serinovych hydrolas. Enzym ma dv¢ dulezité oblasti —
anionické misto a esterové, aktivni misto. Inhibice enzymu muze probihat jak na anionic-
kém misté, tak i1 na aktivnim centru enzymu. Existuji ndznaky, Ze né€které inhibitory se
vazi na ob¢ mista a podle toho se hovoti o dudlnim tc¢inku. Princip ucinki vSech inhibito-
ru cholinesteras je podobny, rozdily mezi pisobenim jednotlivych inhibitord odrazi pova-
hu reakce inhibitoru s enzymem, a tedy rozdilnou rychlost uvoliovani (deacetylaci) en-
zymu. Podle toho rozdélujeme inhibitory na reverzibilni, pseudoreverzibilni a ireverzibil-
ni. Ireverzibilni inhibitory vytvafeji mimotfadné pevnou kovaletni vazbu s enzymem a

hydrolyzuji se bud’ velmi pomalu, nebo vibec®?,

3.1.3.2 Pouziti

Inhibitory AChE nasly uplatnéni ve dvou hlavnich oblastech, jako 1éciva a jako pesticidy.

Daleko mensi oblast uZziti nasly jako chemické bojové latky. Posledné jmenovana skupina



obsahuje latky syntetického puvodu. V terapii se inhibitory AChE pouzivaji:

e kprevenci a 1é¢b¢ postoperacnich atonii traviciho ustroji a mocovych cest,

e Kk vyvolani midzy a 1é¢b¢ glaukomu (diive se uzival fysostigmin),

e jako antidotum perifernich kompetitivnich myorelaxancii a pfi otravé nebo predavko-
vani parasympatolytiky (napf. atropinem),

e k l1écbé mystenia gravis — dnes se pouzivaji analoga fysostigminu s kvarternim dusi-
kem (neostigmin a pyridostigmin), protoze distribuce fysostigminu v téle neni omeze-
na jen na periferni nervovy systém,

e Vv symptomatické 1écbé lehké az stfedni formy AD se pouzivaji selektivni inhibitory
AChE (galanthamin, rivastigmin — analog fysostigminu) a dal§ich demenci*®***,
Hlavni uplatnéni inhibitordt AChE se nachazi v zeméd¢lstvi, kde se uzivaji k potlaceni

hmyzich sktdcii a jejich ucinek je zalozen na silné stimulaci cholinergniho systému. Pu-

vodné se pouzivaly latky odvozené od bojovych latek — organofosfatd, které se vazi na

ACHhE ireverzibilng, dnes se pouZzivaji méné toxické karbamaty, o kterych se dé fici, ze

byly odvozené od fysostigminu, nebot’ karbamatova skupina fysostigminu je nezbytna

¢ast pro zachovani jeho anticholinesterasové aktivity.

3.1.4 Detekce cholinestrasové inhibice

K nalezeni novych inhibitor cholinesteras a kvantifikaci jejich aktivit je nutné pouzivat
vhodné screeningové postupy, které jsou rychlé a testovani vzorkd ma byt dosazeno s cO
nejmensim moznym usilim. Pro testovani novych potencialnich inhibitori byla popsana
fada metod. Mezi nejcastéji pouzivané metody patii ty, které mizeme rozd¢lit podle vyu-
zivanych principi:

a) testy zaloZené na barevné reakci (detekce na TLC a spektrofotometrické metody),

b) testy vyuzivajici fluorescenéni detekei,

c) testy zaloZené na radiometrickych metodach,

d) testy vyuzivajici hmotnostné-spektrometrickou detekci,

e) testy vyuzivajici imobilizovaného enzymu.

Dalsi, mén¢€ pouzivané testy pro stanovovani aktivity a inhibice cholinesteras vyuziva-
ji metody s difraktometrickou detekci, diagnostické prouzky a tyCinky, elektrochemické
biosenzory (vodivostni, potenciometrické, amperometrické a voltametrické), optické bio-
senzory, fototermalni biosenzory, krystalické kiemikové mikrovahové biosenzory a rtizné

techniky vyuZivajici &ipy™.



3.1.4.1 Testy zaloZené na barevné reakci

Nejveétsi pocet metod je zaloZen na Ellmanové principu, ktera pouZziva jako substraty este-
ry thiocholinu — acetylthiocholinjodid (ATCI) a butyrylcholinjodid (BTCI), jeZ jsou este-
rasami Stépeny na thiocholin a pfisluSnou kyselinu. Thiocholin nasledné reaguje
s 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) za vzniku zlutého aniontu
5-thio-2-nitrobenzoatu (obr. 1)*.

Tato metoda byla piizpisobena vice modifikacemi pro méfeni v mikrométitku, nebot’
pivodné se pro stanoveni inhibice cholinesteras pouzivalo spektrofotometrické stanoveni
v kyvetach®. Tak vznikly upravené metody vyuZivajici pro stanoveni mikrotitraéni des-
ticky (snizeni mnozstvi pouzitych enzymda, ale i reagencii) liSici se navzajem v méfeni

reakéniho Sasy®>36:3738:39

AChE
H,0 + (CH3)3N*CH,CH,SCOCH, (CH3)sN*CH,CH,S™ + CH,COO™ + 2H*
ATChI thiocholin acetat
O,N S
(CH3)sN*CH,CH,S" 2
-00C 5-thio-2-nitrobenzoat
+ (zluty produkt)
+
NOZQS—SQ NO,
‘ooc DTNB coo (CH3)3N+CH20HZSSQ NO,
COO”

2-nitrobenzoat-5-merkaptothiocholin

Obr. 1 Princip Ellmanovy metody

Dalsi upravy Ellmanova zpusobu se tykaly zmény V posunu méfeni absorbance
z ptvodnich A = 412 nm na A = 436 nm a 450 nm*“°, Posun méteni absorbance na 436
nm nebo na 450 nm je vyhodny pfi pouziti lidské erytrocytarni AChE a BUChE z plasmy
z hlediska interference absorbance hemoglobinu (tzv. Soretiv pas) a méfeného reakéniho
zlutého produktu v A = 410 nm®*®4°, Alternativni metodou pfi pouzivani lidské erytrocy-
tarni AChE je pouziti jiného ¢inidla misto DTNB — dithionikotinové kyseliny (DTNA),
u které se mé&¥ absorbance pii A = 344 nm*..

Pro rychly screening novych inhibitorit AChE s velkym mnozstvi vzorkl byla Ellma-
nova metoda modifikovana pro tenkovrstvou chromatografii (TLC), pfi niz se pfitomnost

inhibitoru ve vzorku projevi po 5 minutach jako bila skvrna na Zlutém pozadi42. Nevyho-



dou této metody je Casty vyskyt faleSn¢ pozitivnich reakci, které vznikaji nikoliv na za-
klad¢ inhibice enzymu, ale chemickou reakci DTNB a thiocholinu®.

Jinou techniku detekce inhibitord cholinesteras vyvinul Ingkaninan a spol., ktery mo-
difikoval Ellmanovou metodu pro HPLC spojené s UV-MS detekcei. Pritomnost inhibitoru
V systému se projevuje jako negativni pik. Tato metoda ma omezeni v pouziti urcitych
organickych rozpoustédel, protoze nektera organickd rozpoustédla maji vyrazny inhibicni
Gi¢inek na aktivitu enzymu®.

Jina metoda pro TLC je zalozena na enzymovém Stépeni AChE a-naftyl-acetatu a na-
sledné reakci a-naftolu s Fast Blue Salt B za vzniku fialové barvy (obr. 2). Vyvinuta
chromatograficka deska s testovanymi vzorky se postiika roztokem s enzymem a ponecha
se inkubovat 20 minut pfi teploté 37 °C. Nasledné se latky deteguji smési a-naftyl-acetatu
a Fast Blue Salt B. Po 1-2 minutach se inhibitory enzymu jevi jako bilé skvrny na fialo-

vém pozadi desky. Barevny kontrast v této metod¢ je mnohem vétsi nez v ptipadé Ellma-

44
novy metody na TLC™.
0-COCH, OH
AChE
O (0 + crscoon
naftylacetat naftol
H,CO
OCH;
Fast Blue Salt B

HsCO OH

OH
”“ O 4 ””
OCHs

azobarvivo (fialova barva)

Obr. 2 Reakce AChE s a-naftylacetatem a vznik azobarviva purpurové barvy

Pro stanoveni aktivity cholinesteras v lidské krvi se pouziva i multienzymova metoda,
ktera vyuziva jako substrat benzoylcholin, ktery je $tépen cholinesterasou za vzniku cho-
linu, nasledné¢ oxidovaného cholinoxidasou. Vznikly betain reaguje s fenolem
a 4-aminofenazonem za vzniku chinoniminu (rizovy produkt), jehoz obsah je méfen
spektrofotometricky pti A = 500 nm. Pii této vlnové délce nedochazi k interferenci

s hemoglobinem®.



Pti spektrofotometrické detekci aktivity a inhibice AChE nasly uplatnéni 1 nanocastice
zlata. Pavlov a spol. publikoval metodu, ktera je zaloZena na acetylcholinesterasou stimu-
lovaném rastu nanocastic zlata. AChE hydrolyzuje ATCh za vzniku redukujiciho thiocho-
linu, ktery stimuluje zvétSeni nanocastic zlata v pfitomnosti chloridu zlati¢it¢ho. Reduk¢-
ni zvétSeni nanocastic zlata je zavislé jak na koncentraci substratu, tak i na enzymové
aktivité *°.

Wang a spol. informoval o mozném vyuziti metody, ve které AChE hydrolyzuje
ATCh za vzniku thiocholinu, ktery indukuje agregaci nanocastic zlata v disledku vzniku
kiizovych vazeb mezi nanocasticemi. To ma za nasledek posun absorbance v dusledku
mezicasticovych interakci agregatu. Metoda je vhodna nejen pro zjisténi aktivity AChE,

ale i pro screening AChE inhibitort*’.

3.1.4.2  Testy vyuzivajici fluorescence

Fluorescencni testy poskytuji vyssi citlivost a nizs$i detekéni limity. VSeobecné mayji
0 n€kolik fadu vyssi citlivost nez odpovidajici chromogenni metody. Fluorescenéni Cini-
dla jsou stabilni a produkuji dlouhotrvajici fluorescencni zafeni s Sirokym pasem vino-
vych délek pro excitaci. Pro stanoveni inhibici cholinesteras lze pouzit testy s neflu-
orescen¢nimi substraty, které vykazuji srovnatelnost citlivost: resorufin-butyratu a in-
doxyl-acetatu, které jsou $t€peny cholinesterasou za vzniku vysoce fluorescen¢nich latek
— resorufinu a 3-hydroxyindolu. Hydrolyza indoxyl-acetatu je mnohem rychlejsi nez reso-
rufin-butyratu, ma vétsi stabilitu vici spontanni hydrolyze a vétsi rozdil mezi excita¢ni
a emisni vlnovou délkou (resorufin: Aex = 540-570 nm, Aem = 580 nm a 3-hydroxyindol:
Aex = 395 N, Aem = 470 nm). Resorufin vykazuje vyrazngjsi fluorescenci, ktera umoziuje
pouzit mensi mnoZstvi substratu®®,

Parvari a spol. monitoroval reakci thiocholinu s fluorogenni latkou N-[4-(7-
diethylamino-4-methylkumarin-3-yl)]fenylimidem kyseliny jable¢né, jejimz produktem je
vznik intenzivniho fluorescen¢niho produktu. Tato metoda dovoluje stanovit hladiny thi-
ocholinu v pikomolérnich koncentracich®.

Dalsimi substraty pro fluorescencni detekci Vv ramci inhibice cholinesteras jsou
B-naftyl-acetat, ktery po hydrolyze uvoliiuje vysoce fluoreskujici produkt p-naftol®
a 10-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin (Amplex Red ¢inidlo) a ktery se pouziva v kitu Am-
plex Red Acetylcholine/AChE (Molecular Probes, Inc.). Tento kit poskytuje velmi citli-

vou metodu kontinualniho monitorovani aktivity AChE. Amplex Red ¢inidlo je citlivym



¢inidlem na uvolnény peroxid vodiku. Princip metody je zaloZen na §tépeni acetylcholinu
AChE, nasledné je uvolnény cholin oxidovan cholinoxidasou za vzniku betainu a peroxid
vodiku. Peroxid vodiku nasledné reaguje za ptitomnosti peroxidasy s Amplex Red Cini-
dlem za vzniku vysoce fluoreskujiciho resofurinu®.

Fluorescen¢ni metody pro detekci inhibice cholinesteras byly modifikovany i pro
HPLC. Ree a spol. pouzil jako substrat 7-acetoxy-1-methylchinoliniumjodid, ktery je
hydrolyzovan AChE za vzniku vysoce fluoreskujiciho produktu 7-hydroxy-
1-methylchinoliniumjodidu. Substrat je hydrolyzovan AChE, a tudiz existuje mensi riziko
vzniku fale$né€ pozitivnich reakci, které by mohly nastat interferenci s nékterymi slozkami
rostlinného extraktu. Podobn¢ jako u spektrofotometrickych metod pro stanoveni inhibice
cholinesteras za pouziti HPLC, je procentualni zastoupeni nékterych organickych roz-
poustédel vV mobilni fazi limitovano, aby nedoslo k ovlivnéni enzymové aktivity mobilni
fazi™.

U jiné fluorescenéni HPLC metody pouzili Hadd a spol. reakci mezi thiocholinem
vzniklym hydrolyzou AChE a kumarinylfenylimidem kyseliny jable¢né. Vznikly thioe-
ther je detegovan laserem indukovanou fluorescenci. Roztoky inhibitoru, enzymu, sub-
stratu a derivatizaéniho ¢inidla se michavaji uvnitt kanali mikro¢ipu uzivajiciho pocita-
¢em kontrolovany elektrokineticky transport. Inhibitory produkuji negativni pik, kompeti-
tivni inhibitory gaussovsky pik a §iroky negativni pik produkuji ireverzibilni inhibitory®.

Pro fluorescen¢ni detekci inhibice AChE byla vyvinuta také metoda pouzivajici polo-
vodi¢ové nanocastice nazyvané ,,quantum dots“ (QDs) s unikatnimi fluorescenénimi
vlastnostmi. Jejich velikostné kontrolované fluorescencni vlastnosti a vysoké fluorescen-
¢ni kvantové vytézky z nich vytvareji skvélé optické markery pro biodetekci. Princip me-
tody je zalozen na kontrole fotofyzikalnich vlastnosti QDs peroxidem vodiku. AChE hyd-
rolyzuje acetylcholin za vzniku cholinu, ktery je nasledné oxidovan cholinoxidasou na
betain a peroxidu. Peroxid vodiku zha$i luminiscenci nanocastic. ZvySend koncentrace
hladin inhibitoru sniZzuje obsah enzymaticky produkovaného peroxidu vodiku, a tudiz se

v e ’ rv 7 v - 54
snizuje mira zhaSeni nanodastic™”.

3.1.4.3  Testy zaloZené na radiometrickych metoddch

Radiometrické metody testovani aktivity cholinesterasy jsou zminovany velmi vzacné.
Aktivita AChE a u¢inek inhibitorti miize byt zm&fen mirou hydrolyzy *C znageného ace-

tylcholinu na *C kysylinu octovou, jejiz mnozstvi se kvantifikuje z hlediska uvoln&ného
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14C oxid uhli¢itého, ktery se ziska reakei **C kyseliny octové s **C uhliGitanem sodnym.
Mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého se mefi v ionizovaném komorovém systému. Pro-
dukovany oxid uhli¢ity je umérny mnozstvi hydrolyzovaného acetylcholinu. Tato metoda
je rychld, jednoduchd, pom&mé levna a miZe byt automatizovana®>,

Jina radiometricka metoda pro detekci aktivity cholinesterasy je zaloZzena na separaci
*H znageného acetylcholinu, ktery se separuje od svych produktu extrakci organickymi
rozpoustédly z vodného prostredi. ®H znageny acetylcholin se enzymaticky hydrolyzuje
v malém reak&nim objemu ve scintilaéni nadobce. Extrahovany *H acetat mize byt ugin-
né zjistén, ale nehydrolyzované zbytky *H znageného acetylcholinu zGstavaji neextraho-
vany ve vodném reak¢nim objemu. B-Castice radioaktivniho rozpadu jsou energeticky
slabé a nemohou uniknot z reakéniho média, aby excitovaly scintilator. Tato metoda je
vysoce reprodukovatelna, citliva a pouZitelna pro rychly screening mnoha vzorka®.

Vyhody radiometrickych metod jsou jednoduchost, reprodukovatelnost, ptesnost a je-
jich extrémni citlivost®’. Nicméng, tyto metody jsou drahé a maji problém s likvidaci ra-

dioaktivniho odpadu.

3.1.44 Testy vyuZivajici hmotnostni spektrometrickou detekci

Wall a spol. pouzil pro kvantifikaci reakce AChE s ACh hmotnostni spektrometrii, resp.
zméfeni mnozstvi produkovaného cholinu. Pro urceni ICsy a Ky, inhibitoru takrinu porov-
naval metodu vyuzivajici spojeni DIOS-TOF MS s HPLC spojenou s tandemovym hmot-
nostnim spektrometrem (LC/MS/MS). LC/MS/MS metoda ukazala Siroky linearni dyna-
micky rozsah srovnatelny s metodou vyuzivajici DIOS-TOF MS detekci a muze se uzivat
pro rychlé a piesné stanoveni enzymové inhibice®®,

Spojeni HPLC-MS bylo pouzito i pro screening inhibitorit AChE z ptirodnich extrak-
tt. Aktivita AChE je monitorovana po prichodu vzorku chromatografickou kolonou, kde
nasledné se postupné smisi AChE a acetylcholin s eluatem z chromatografické kolony.
Inhibitory AChE se deteguji MS elektrosprejem méfenim poklesu mnozstvi vznikajicich
produkti®, HPLC/MS/MS metoda byla také pouzita pro stanoveni rivastigminu a jeho
hlavniho metabolitu NAP 226-90%.

3.1.4.5  Testy vyuZivajici imobilizovany enzym

Jiny pfistup K testovani AChE aktivity pfedstavuje imobilizovany (zakotveny) enzym na

povrchu nosiée (stacionarni faze). Hlavni vyhodou této metody je omezeni ztraty enzy-
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mové aktivity na minimum ve vysokych ziedénich. AChE muze byt imobilizovana na
sklenénych kuli¢kach (baloting), které byly pouzity jako napli jednoduchého reaktoru pro
stanoveni nékterych organofosfatl a karbamatovych insekticidt. Jako detektor byla pou-
zita sklenénd pH elektroda, zmény aktivity enzymu odpovidaly zménam pH, kdy substrat
ACh byl pfidan pied a po pruchodu roztoku obsahujicim inhibitor. Po regeneraci mohl
byt enzymovy reaktor pouzivan znovu®. Podobna metoda byla aplikovana pro stanovo-
vani organofosfatovych pesticidil a jejich vlivu na aktivity BUChE®,

Kindervater a spol. publikovali metodu s prutokovym injekénim systémem, pfi niz byl
enzym imobilizovan na magnetickych ¢asticich. Znamé mnozstvi enzymu bylo inkubova-
no s roztokem vzorku a zbyvajici aktivita enzymu inverzné odpovidala mnozstvi inhibito-
ru ve vzorku. Aktivita byla métena Ellmanovou metodou nebo s elektrochemickou detek-
ci s pfipojenym enzymovym reaktorem obsahujici imobilizovanou cholinoxidasu®.

Leon-Gonazalez a spol. publikovali metodu s imobilizovanou AChE pro stanoveni
pesticidi s reak¢ni detekci vzorku po prichodu kolonou. Latky byly separovany HPLC na
koloné s reverzni fazi a isokratickou eluci smési tetranydrofuran+voda (1:4). Cinidla
a-naftyl-acetat, p-nitrobenzendiazonium nebo Fast red GG Salt byly ptidavany k eluentu
a aktivita imobilizované AChE by monitorovana spektrofotometricky pii A = 500 nm®,

Jind metoda, vyuZivajici imobilizovanou AChE na stacionarni fazi, byla pfipravena
zakotvenim AChE na stacionarni fazi chromatografické kolony naplnéné epoxidovanym
oxidem kiemicitym. Jako substrat byl pouzivan ATCh a detek¢ni ¢inidlo DTNB, spektro-
fotometricka detekce probihala pti A = 412 nm. Analyzovany byly vzorky o riiznych kon-
centracich ATCh. Plochy pikti byly porovnavany s plochami pikti bez inhibitorti a byla
vypoctena procentualni inhibice. Automatizace systému dovoluje kontinualné analyzovat
velké série latek®.

Bartolini a spol. popsala metodu pro pfipravu monolitického mikroimobilizovaného
enzymového reaktoru (IMER). Lidska rekombinantni AChE byla kovalentné imobilizo-
vana na ethylendiaminové (EDA) monolitické interakéni médium (CIM), které bylo diive
derivatizovano glutaraldehydem. Vzniklé¢ Schiffovy baze byly redukovany kyanoboro-
hydridem a nezreagované aldehydické skupiny byly kondenzovany s monoethanolami-
nem. Metoda je pak stejna jako piedchozi — mobilni faze obsahuje DTNB, nejprve je in-
jektovan samotny acetylthiocholin pro zjisténi enzymové aktivity a pak ve smési
s rozdilnymi koncentracemi inhibitorti. Tato metoda je vhodna pro kinetické studie a rov-

néz pro screening potencialnich kandidatd na 16¢iva®®.
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IMER z ptedchozi metody byl porovnavan s jinou monolitickou kolonou obsahujici
reaktivni epoxyskupiny. Schiffovy baze vzniklé reakci epoxyskupin s enzymem poskyto-
valy stabilngj$i reaktor nez imobilizace enzymu na stacionarni fazi glutaraldehydem.

EDA-CIM disky déavaji rychlou a opakovatelnou analyzu®’.

3.1.5 Inhibitory cholinesteras rostlinného piivodu

Studium uc¢inku ptirodnich latek na lidské i hmyzi cholinesterasy je v soucasné dobé veli-
ce zivé. Ma vyznam ze dvou hledisek: toxikologického, pfi némz jsou hloubéji studovany
sekundarni metabolity nékterych historicky znamych toxickych rostlin. Zaroven vSak
poznani toxicity vede k druhému hledisku: vyuziti téchto latek jako potencidlnich zdroja
novych 1é¢iv anebo prostredki ovliviiujicich mozkovy metabolismus hmyzu (nové insek-
ticidy).

Velky duraz pii hledani inhibitorti cholinesteras byl kladen na alkaloidy rostlin, teprve
pted asi 25 roky byly v rostlinach nalezeny inhibitory nealkaloidniho charakteru: terpeny,
dale latky biosynteticky odvozené od Sikimové kyseliny a latky riznych struktur. Nedav-
no byly objeveny inhibitory cholinesteras pochazejici z mikroorganismi a Zivo¢isného
pivodu®%®,

Hodnoty inhibi¢nich aktivit latek v nize uvedenych tabulkidch jsou uvedeny
v mikromolarnich koncentracich jako ICsg, pokud neni uvedeno jinak. Pro stanoveni inhi-
bice AChE a BuChE metodou in vitro byla zpravidla pouzivana AChE z elektrického
uhote (Electrophorus electricus) a konska sérova BUChE.

Naésledujici prehled inhibitorii izolovanych z rostlin je rozdélen podle celedi. Nazvy

celedi jsou uvadény podle botanického systému Takhtaj ana®.
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3.1.5.1  Alkaloidni inhibitory cholinesteras

3.1.5.1.1 Inhibitory cholinesteras z Celedi Amaryllidaceae

Tab. 1 Inhibitory cholinesteras z ¢eledi Amaryllidaceae

Akthlta |C50 (],LM)

Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
sangvinin 0,1 24P 071
galanthaminovy galanthamin 1,07 14,1° :
Y ™ 11-hydroxygalanthamin 1,61 _d
Narcissus spp. epinorgalanthamin 9,6 _d
0X0asoanin 4721 4 70
lykorinovy asoanin 3,87 _d
pseudolykorin 152,32 _d
galanthaminovy galanthamin 6,9° 156”
Zephyranthes robusta Baker Krininovs hippeastidin 102,53° 877,54 72
vy epivittatin 789,92° >1000°
krinin 461 _d
ininovy krinamidin 300 I
Crinum moorei Hook.f. krininovy — d
epivitatin 239 -
lykorinovy 1-O-acetyllykorin 0,96 d
krininovy 6-hydroxykrinamin 490 I
N-demethyl-8a- 234 d 73
Crinum bulbispermum (Burm.f.) ethoxypretazzetin
Milne-Redh. & Schweick. tazetinovy
N-demethyl-8- 419 d
ethoxypretazzetin
Crinum macowanii Baker lykorinovy lykorin 213 ¢
krininovy hamayn 250 -9
Crinum glaucum A.Chev. 1n1.novy' y 3 74
lykorinovy lykorin 450 -
Narcissus tazzetta subsp. tazetta lykorinovy lykorin 3,16/43,69° ¢
L., Galanthus ikariae L. krininovy 3-epihydroxybulbispermin 30,18° K 75
krininovy krinin 26,53 9
Galanthus ikariae L. galanthaminovy galanthamin 32,2/48° 14,17 75,71
montaninovy 2-demethylmontanin 31,84° _d
. galanthaminovy N-norgalanthamin 34,09% I 75
Narcissus tazetta subsp. tazetta L. Krininovy hemanthamin 208° 4
Nerine bowdenii W.Watson ungereminovy ungeremin 0,35 _d 76
% inhibice v 10 pg/ml (%); °lidska sérova BUChE;  lidské erytrocytarni AChE; ¢ netestovano
3.1.5.1.2 Inhibitory z Celedi Buxaceae
Tab. 2 Inhibitory z ¢eledi Buxaceae
Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
Sarcococca coriacea epoxynepapakistamin A >200 77,4
(Hook f.) Sweet steroidni funtumafrin C 45,75 6,5 77
o N-methylfuntumin 97,61 12,7
hookerianamid A 82,7 200
. oy, hookerianamid B 26,4 0,7
Sarcococca hookeriana steroidni hookeri i 232 06 78
(Baill.) Hook.f. (pregnanovy) 00 e.“anaml ! !
hookerianamin A 18,9 0,9
phulchowkiamid A 0,5 0,4
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Tab. 2 Inhibitory z ¢eledi Buxaceae (pokracovani)

Aktivita 1Cs (M)

Rostlina Alkaloidni typ Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
hookerianamid D 59 100,2
hookerianamid E 15,9 6
hookerianamid F 1,6 7,2
terminalin 113,1 0,6 79
saligenamid A 50,6 4.6
sarkovagenin C 15 0,7
sarkovagenin D 2,2 2,3
. L, N-methylepipachysamin D 10,1 3,2
ST | ey [ pookerama )
hookerianamid K 24,2 4
chonemorfin 28 0,5 80
N-methypachysamin 22,1 1,6
epipachysamin-5-en-4-on 9,9 0,6
sarkovagin C 8,1 0,4
hookerianamid H 2,9 1,9 81
hookerianamid | 34,1 0,3
diktyoflebin 6,2 3,6
5,14-dehydro-N-
demethyls)z;rakodin >200 25
steroidni 14-dehydro-N-
(pregnanovy) demethylsarakodin 1831 10.1
16-dehydrosarkorin 12,5 3,9 82
2,3-dehydrosarsalignon 7 32,2
sarkovagenin C 187,8 15
salignarin C 19,7 1,2
salignenamid C 61,3 38,3
salignenamid D 185,2 23,7
2B-hydroxypachysamin D 78,2 28,9
salignenamid E 6,21 3,6
salignenamid F 6,35 4,1
axilarin C 227,92 18
axilarin F 182,4 18,2
sarkorin 70 10,3
Sarcococca saligna N-deme_zthylsara_kodin 204,2 16,5
(D.Don) Miill. Arg. saligcinamid 20 4.8
salignenamid A 50,64 4,6
vaganin A 8,59 2,3 83,84
steroidni 5,6-dehydrosarkonidin 20,29 1,9
2-hydroxysalignarin E 16 6,9
2-hydroxysalignamin 82,5 20,9
salignamin 249 20,9
epipachysamin D 28,93 2,8
diktyoflebin 6,21 3,6
iso-N-formylchonemorfin 6,4 4,07
sarkodinin 40,04 12,5
axilaridin A 5,21 2,5
sarsalignon 7,02 2,2
sarsaligenon 5,83 4,3
sarakocin 8? b
sarakodin 20° D 85
sarakorin 27,28 b
alkaloid C 15,2%/48,6 -%10,5 | 85,86
buxakashmiramin 25,4 0,74
buxakarachiamin 143 D
Buxus papillosa triterpenovy buxahejramin 162 P 87
C.K.Schneid. 4 cykloprotobuxin C 38,8 2,70
cyklovirobuxein A 105,7 2,00
cyklomikrofylin A 235 2,43
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Tab. 2 Inhibitory z ¢eledi Buxaceae (pokracovani)

Aktivita |C50 (HM)
Rostlina Alkaloidni typ Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
Bg).(}lislsp;]pr:leli?fa triterpenovy buxamin B 7,56 b 88
. . , homomoenjodaramin 19,2 P
Buxus hyrcana Pojark. triterpenovy moenjodaramin 508 b 89
% inhibice (MM); ® netestovano
3.1.5.1.3 Inhibitory z Celedi Papaveraceae
Tab. 3 Inhibitory z ¢eledi Papaveraceae
Aktivita |C50 (HM)
Rostlina Alkaloidni typ Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
protoberberinovy berberin 762 25%
cis-N-methylstylopiniumjodid 69 15%
tetrahydro- escholidin 85" 59°
o _ protoberberinovy cyklanolin 44 18®
Matecna rostlina neuvede- benzo-
na (alkaloidy izolovany fenanthridinovs sangvinarin 49° 50° 90
Z vice druht) enanthridinovy _ . _
benzyl- escholamin 80 52
isochinolinovy papaverin 56 8=
pavinanovy kalifornidin 61° 9
protopinovy protopin 38° 4%
protoberberin 34 > 100°
pseudokoptisin 117 9
13-methylberberin g 9
protoberberinovy koptisin 5,8 >100°
Sanguinaria canadensis L. pseudoepiberberin 51 — 91,
koralyn 1,3 9 92
berberin 0,98 > 100°
chelilutin 20° 9
benzo- TR i g
fenanthridinovy Sangvl Iu“.n 11 T —
chelerythrin 9,4 14°
fenart]’t‘;'zgi'novy, sangvinarin 0,8"35'0,23" 3,20
berberin 0,570,9870,23 | 26%4,60° | %
chelidonin 2 76,9%
Chelidonium majus L. protoberberinovy stylopin 114" >1000°
chelidonin 26,8" 31,9°
homochelidonin 350" 62,3° 94
o, protopin 423" 322°
protopinovy allokryptopin 250" 530°
escholtzin 519" >1000°
karyachin 19,6" >1000°
neokaryachin 570" >1000°
pavinanovy O-methylkaryachin 498" >1000°
7-O-methylether- h .
Eschscholzia californica neokaryachin-N¥methioj0did 205 >1000 95
Cham. kalifornidin 36,7" >1000°
o, protopin 423" 333°
protopinovy allokryptopin 250h" 530°
aporfinovy N-methyllarotetanin 898" >1000°
benzyltetrahydro- retikulin 500" 43,9°
isochinolinovy
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Tab. 3 Inhibitory z eledi Papaveraceae (pokra¢ovani)

Aktivita |C50 (HM)

Rostlina Alkaloidni typ Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
1-(3-hydroxy-4-
. N benzyltetrahydro- methoxybenzyl)-2-methyl- h e
ESChSChO(':Zr']Z‘rﬁa"fom'ca isochinolinovy | 6,7-methylendioxy-1,2,3,4- 102 218 95
’ tetrahydroisochinolin
protoberberinovy skulerin 245" 903°

% inhibice v 0,5 pM (%); ® inhibice v 10 uM (%); ¢ inhibice v 15 uM (%); ¢ inhibice v 50 uM (%); © lidska sérova Bu-
ChE; " mozkova krysi AChE; ¢ netestovano; " lidské erytrocytarni AChE; ' Ki (uM)

3.1.5.1.4 Inhibitory z Celedi Fumariaceae

Tab. 4 Inhibitory z ¢eledi Fumariaceae

Akthlta |C50 (],LM)
Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
Corydalis ternata Nakai protopinovy protopin 50 -2 96
protopinovy protopin 16,1 -
Corydalis speciosa palmatin 5,8 . 38
Maxim. protoberberinovy berberin 33 -2
korynoxidin 89 -2
tetrahydroberberin 78,7° 2
tetrahydrokoptisin 71,8° 8
Corydalis bulbosa DC. protoberberinovy korydalin 68,2° . 97
tetrahydropalmatin 64,6° @
dehydrokorydalin 61,3" 2
berberin 0,47/2,7 /61,9 98,99
palmatin 0,74 -8
jatrorrhizin 2,08 -8 08
koptisin 1,01 2
dehydrokorydalin 0,62 -2
korydalin 25,1 108,7
xylopinin 26,5 92,0
protoberberinovy stylopin 208 95,6
oxypseudopalmatin 76,1 -2
korydalinin 20,3 85,5
Corydalis tetrahydropalmatin 52,4 -2
turtschaninovii Bess. oxyberberin 105 1175 9
oxypalmatin 82,1 8
korytenchin 48,5 -8
pseudodehydrokorydalin 85,7 -2
pseudokoptisin 24,5 -
protoberberinovy pseudoberberin 89,0 -
epiberberin 6,5° 2 100
protopinovy protopin 10,2 26,8
oxoglaucidalin 55 475 99
aporfinovy oxoglaucin 2,1 29,2
glaucin 2,5 58,2
Corydalis incisa benzo- . c a
(Tﬁ/unb.) Pers. fenanthridinovy korynolin 306 B 101
kanadin 12,4° 483°
isokorypalmin 196" >1000° 102
Corydalis cava (L.) o korypalmin 321° >1000°
protoberberinovy - T 5
Schweigg. & Koerte skulerin 245 903
' korydalin 15,3/40,5° >1000° 13,102
tetrahydropalmatin 876° >1000° 102
sekoberberinovy kanadalin 20,1° 85,2°
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Tab. 4 Inhibitory z ¢eledi Fumariaceae (pokracovani)

Aktivita ICso (tM)
Rostlina Alkaloidni typ Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
korykavidin 2237 46,2°
protopinovy korykavamin 428° 218° 102
Corydalis cava (L.) allokryptopin 250° 530°
Schweigg. & Koerte korydin >100/208¢ 52/>1000° 13.102
aporfinovy bulbokapnin 40/>1000° 83/67,0° '
N-methyllaurotetanin 8987 >1000° 102
Fumaria vaillantii protoberberinovy kanadin ' 2,6 -2
Loisel aporfinovy bulbokapnin 2,0 -2 103
) protopinovy protopin 1,80 -2

? netestovano; ° inhibice pii koncentraci 1,0 mM (%); ¢ mysi mozkova AChE; ¢ erytrocytarni lidska AChE; © sérové

lidska BuChE

3.1.5.1.5 Inhibitory cholinesteras z ostatnich celedi

Tab. 5 Inhibitory cholinesteras z ostatnich ¢eledi

v . Akthlta |C50 (]JM)
Celed Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
B-yohimbin 431 -
kroksidin 175 -2
dekarbomethoxy- 203 a
tetrahydrosekodin
10-methoxy-N;- 135 a
methylpericycivin
Haplophyton akuamicin 221 2
crooksii indolovy tubotaivin 108 — 104
L.D.Benson lanceomagin 383 -2
16-dekarbo- a
- . 57 i
methoxyvinervin
halofytin 225 -
cimicin 241 2
cimicidin 197 2
akuammidin 188 —
Himatanthus
Apocynaceae lancifolius indolovy ulein 0,45 = | 105
Miill. Arg.
koronaridin 8,6 -2
10-hydroxy- 29 a
Ervatamia haina- . , koronaridin
nensis Tsiang indolovy voakangin 4,4 -2 106
19(S)-heyneanin 420 -
19(R)-heyneanin 730 —
Tabe”lmﬂli boga indolovy ibogain 520 2| 107
Tabernaemontana 19,20-dihydro- 0.227 _a
divaricata (L.) bisindolovy tabernamin ' 108
R.Br. ex Roem. 19,20-dihydro- 0.071 a
& Schult. ervahanin A '
Catharanthus monoterpenovy . a
roseus (L.) G.Don indorlI:)vy g serpentin 0,775 B 109
foen;;'%‘;g‘;'c'ﬁm L | pyridinovy trigonelin 233° < | 110
Fabaceae Physostigma vene- I d
hosum Balf. indolovy fysostigmin 0,25° 1,26 111
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Tab. 5 Inhibitory cholinesteras z ostatnich ¢eledi (pokracovani)

Aktivita 1Cs (M)

Celed’ Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
R c d
Huperzia serrata huperz!n A 0,072 70 112
Huperziaceae (Thunb. ex Murray) chinolizidinovy N hlrJ]pTrr]Zln B_ 5 0,0193 0,228
Trevis. 'me;uger‘;iﬁ]ei:'” NS, ale aktivni | 113
. Haloxylon salicor- T haloxylin A 25,3 19,0
Chenopodiaceae nicum Mog. piperidinovy haloxylin B 20.2 147 114
impericin 68 1,6
. - delavin 105,5 1,7
Liliaceae Frltlllarlaleperlalls steroidni persikanidin 352,2 4,245 115
' forticin >500 100,5
imperialin >500 121,5
Lycopodm?; sieboldii tet;zlllizll;lilgky sieboldin A 20 a 116
Lycopodium carinatum T karinatumin A 4,6 -
Desv. chinolizidinovy karinatumin B 7,0 =2 117
Lycopodium anotin 860 >2000
annotinum subsp. anotin-N-oxid 404 >2000
alpestre chinolizidinovy anhydrolykodolin 191 >2000 118
Lvconodiaceae ’(Hartman) lykofolin 600 >2000
ycop A & D.Love lykodolin >2000 667
. 20,1 1a-dihydroxy- a
LyCOpO#‘#S:];e”at“m chinolizidinovy favcefin 27,9 - 119
' lykoposeramin 16,7 -2
"yCOpOdé‘;)"r”i rt‘gam"t"”” pentacyklicky lykoperin A 60,9° e 120
Lycopodium cryptome- o kryptadin A 106,3° 2
rianum Maxim. pentacyklicky kryptadin B 18,5° -2 121
Magno-
Magnoliaceae liaxsoulangiana - taspin 0,33 N 122
Thiéb.-Bern.
fangchinolin 3,2 -2
i : a
Stephania tetrandra | . pinolinovy | atherospermolin 4.0 - 123
S.Moore 2"-N-nor- 39 e
fangchinolin '
. stefaranin 14,1 -8
) S(EIP uhrﬁrej)lasvergr?sa protoberberinovy cyklanolin 9,23 -2 124
Menispermaceae preng. N-methylstefolidin 31,3 -2
lindoldhamin 3,52 -2
feanthin 7259 -2
Triclisia sacleuxii L N-methylapatelin 30,79 2
(Pierre) Diels bisisochinolinovy 1,2-dehydro- g a 125
. 15,9 -
apatelin
gasabiimin 13,49 -2
Aconitum falconeri norditerpenovy faleokonitin 293 — 126
Stapf steroidni pseudoakonitin 278 2
berberin 0,44 3,44
palmatin 0,51 6,84
N . . , jatrorhizin 0,57 6,34
Coptis chinensis protoberberinovy —
Ranunculaceae Franch. koptlsn_w - 0,80 5,81 127
groenlandicin 0,54 3,32
epiberberin 1,07 6,03
aporfinovy magnoflorin >100 18,14
- . berberin C .
Coptis japonica protoberberinovy palmatin inhibice s_rov_natel;la 128
Makino Koptisin s fysostigminem
Rubiaceae Chimarrhis turbinata | indolovy alkaloid. Turbinatin 1,86 -2 129
DC. glykosid deoxykordifolin 0,1 —

19



http://en.wikipedia.org/wiki/Thunb.
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trevis.&action=edit&redlink=1

Tab. 5 Inhibitory cholinesteras z ostatnich ¢eledi (pokracovani)

. Aktivita |C50 (HM)
Celed Rostlina Alkaloidni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
Evodl??)(r;;tt?fcarpa chinazolinovy dehydroevodiamin 37,8/6,3 /8,4 11%(1
Esenbeckia leiocarpa Ny |EIOkInIn.A 210 =
Rutaceae Engl chinolinovy leptomerin 2,5 - 132
) kokusaginin 46 2
Skimmia laureola hinolinovy ribalinin 307 70 133
Hook. chnotnovy methylisoplatydesmin 307 19
Solanaceae Solanum tuberosum st.eroidni alka_l- a-chakor_ﬂn 17" 0,066' 134
L. loidni glykosid a-solanin 14" 0,17'

? netestovano; ® hodnoty neuvedeny; ¢ mozkové krysi AChE, ¢ krysi sérova BuChE; © bovinni erytrocytarni AChE; ' Ki
(uM); ¢ inhibice pfi koncentraci 100ug/ml (%); " rekombinantni lidska AChE; ' lidské sérova BuChE; NS: presné hod-
noty inhibice neuvedeny

3.1.5.2 Terpeny jako inhibitory cholinesteras

Vétsina nealkaloidnich inhibitorti cholinesteras objevené v rostlinach patii mezi terpeny.
Monoterpeny byly jako prvni, u kterych byla nalezena na zakladé studii zkoumajicich
chemickou interakci mezi hmyzem a silicemi inhibi¢ni cholinesterasova aktivita™® a ¢as-
te¢né diky vyzkumim zalozenych na etnofarmakologii136. V oblasti vyzkumu inhibitor
cholinesteras terpenového typu jsou rovnéZ intenzivné zkoumany seskviterpeny, diterpe-
ny a triterpeny. Nasledujici ptehled nealkaloidnich inhibitorti cholinesteraz je ¢lenén do

tabulek podle chemickych struktur.

3.1.5.2.1 Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras

Tab. 6 Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras

. Aktivita ICsy (mM)
Celed’ Rostlina Sloucéenina Ref.
AChE BuChE
0-asaron 46,38° P
Acoraceae Acorus calamus L. B-asaron 333° b 137
a-pinen 0,63% P
B-pinen 0,2 P
linalool >5? P
Salvia lavandulaefolia Vanhl geraniol >52 b
kafr >4, 72 P 138
1,8-cineol 0,67 b
Lamiaceae
piperitenon 110° P
Mentha spp. piperitenonoxid 64° P 139
elemol 34¢ P
viridiflorol 257 -
thymol 0,212° P
Thymus vulgaris L. karvakrol 0,092° P 140
borneol 0,132° b
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Tab. 6 Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras (pokracovani)

. Aktivita I1Csy (mM)
Celed Rostlina Slou¢enina Ref.
AChE BuChE
. 0,1°
a-pinen (0.7 mM) NA
. 0,2
salvia fruticosa Mill., p-pinen @smmy | NA
) Salvia lavandulaefolia Vahl, . 0,06*
Lamiaceae Salvia officinalis L., 1,8-cineol (0,4 mM) NA 141
11 i a
S. officinalis L. var. purpurea B-karyofylen (o,(l)’SOr:;M) NA
3-karen 0,03° 0.3
(0,2 mM) (2 mM)
terpinen-4-ol 321 P
Melal ternifoli y-terpnin 31,79 P
Myrtaceae (Ma? daer?lgaBZtgr:Q)l grllzel a-terpinen 34f9fg —Z 142
p-cymen 38,3 —
1,8-cineol 49% b
(-)-bornylacetat 4,7 P 143
(+)-pulegon 0,89 P 143, 144
(-)-karvon 1,38 b
citral 0,33 b
y-terpinen (12; Sr:f/l) b
a-terpinen 1,0 P
p-cymen 39,8% b
(1,2 mM)
(-)-isopulegol 2,0 b
. L (-)-limonen 25% b
Zdroj neznamy (1,2 mM)
(-)-menthol (1?,’5 rs:ﬁ) _b 144
(-)-menthon 1,42 b
(+)-karvon 1,85 b
(+)-isomenthon 1,57 b
(+)-limonen (1,222;?M) b
(+)-menthol 2,0 b
(+)-p-menth-1-en 1,64 b
(-)-terpinen-4-ol (12’; i:)l/\o/l) b

? lidska erytrocytarni AChE; ® netestovano; © inhibice vyjadiena v mg/ml; ¢ inhibice vyjadfena v pg/mL; ® ICgo (uM);

bovinni erytrocytarni AChE; ¢inhibice pti 50 png/mL (%); NA = neaktivni

Tab. 7 Silice jako inhibitory cholinesteras

. Aktivita (1Csp)
Celed Rostlina Ref.
AChE BuChE

Myrtaceae Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel 0,05-0,11 (ul/ml) P 145
Mentha spp. 26-164 (ng/ml) b 139

L amiaceae Melissa officinalis L. 76-100% (0,1 pl/m1)* b
Salvia lavandulaefolia Vahl 0,03 (ng/ml)° b 146

Salvia officinalis L. 34-47% (0,03 pg/ml)* -

Rutaceae Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle 65,8% (ul/ml)* —°

@ procentualni inhibice; ° netestovano; ¢ homogenét lidské mozkové tkéng
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3.1.5.2.2 Diterpenové inhibitory cholinesteras

Tab. 8 Diterpenové inhibitory cholinesteras

Aktivita |C50 (HM)

Celed Rostlina Slouc¢enina Ref.
AChE BuChE
7pB-hydroxyisopimara-8,15- 0.5 b
dien-14-on !
14a-hydroxyisopimara-7,15- 0.2 b
Acanthaceae Hypoestes serpens (Vahl) R.Br. dien-1-on : 147
7B-hydroxyisopimara-8,15- 0.5 b
dien-14-on '
14a-hydroxyisopimara-7,15- d b
. 0,2 -
dien-1-on
50,80-(2-oxokolavenova d b
. 0,1 -
kyselina)
. . 2-oxokolavenova kyselina 1° P
Detarium microcarpum
Guill. & Perr. 3,4-epoxyk|erodan-. 10¢ b 148
Fabaceae 13(E)-en-15-ova kyselina
3,4-epoxyklerodan- 10 b
13(Z)-en-15-ova kyselina
Acacia nilotica subsp. _ b
kraussiana Benth.p nilotikan 4 B 149
dihydrotanshinon 1° —E
L tanshinon 11 A >150° —
Salvia miltiorrhiza Bunge tanshinon | 507 5 150
kryptotanshinon 7 P
Isodon wightii (Benth.) H.Hara melissoidesin 215° P 151
dihydroklerodin-I 35,2 19
Ajuga bracteosa Wall ex Benth. klleursljjllir:rAA igg g 152
dihydroajugapitin 14 10
ent-7a-acetoxy-1643,18- e e
dihydroxykauran 189 119
epoxyisolinearol 0,87° 0,43°
Sideritis congesta sideroxol 1,27 0,024"
) sideridiol 8,04° 3,67° 153
P.H.Davis & Hub-Mor. siderol 0.69° 0.65°
7-epikandikandiol 0,23° 0,022°
Lamiaceae linearol 2,66° 0,15°
sidol 0,92° 0,05°
diacetyldistanol NAT 175,8
eubol NAT 23,2
Sideritis arguta Boiss. & Heldr. eubotriol NAT 98,1 154
sideroxol 14,5 25
7-epikandikandiol 22,8 21,1
leoheteronin F 16,19 b
leoheterin 41,49 b
hispanon 38,5¢ P
Leonurus heterophyllus Sweet galeopsin 42,79 P 155
leoheteronin A 11,6° b
leoheteronin D 18,49 b
leopersin G 12,99 b
limbatolid A 38,5 22,3
Otostegia limbata Hook.f. limbatolid B 47,2 17,5 156
limbatolid C 103,7 14,2

# bovinni erytrocytarni AChE;  netestovano; © inhibice uvedena v pg/mL; ¢ TLC bioautograficka metoda (inhibice
vyjadiena v png); ¢ IC50 (mM); f NA = neaktivni; ¢ krysi mozkova AChE
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3.1.5.2.3 Triterpenové inhibitory cholinesteras

Tab. 9 Triterpenové inhibitory cholinesteras

Aktivita|C50 (HM)

Celed Rostlina Slouéenina Ref.
AChE BuChE
22R-cykloart-20,25-dien- b 399
Asteraceae Amberboa ramosa Roxb. 20,3B,220-triol ' 157
22R-cykloart-23-en-3p,220,25-triol P 299,1
Parthenium argentatum L. argentatin A 428° _P 150
Combretaceae Combretum leprosum Mart. arjunolova kyselina 0,01° 0,01° 158
Ericaceae Vaccinium oldhami Mig. taraxerol 33,6° ¢ 159
. s . slavin A NA? 12,5
Lamiaceae Salvia santolinifolia Boiss. Slavin B NAZ 655 160
Origanum majorana L. ursolové kyselina 0,0075 _P 161
Lycopodiaceae Lycopodium clavatum L. a-onocerin 5,2 £ 162
aNA = neaktivni; ° netestovano; ¢ bovinni erytrocyt. AChE; ¢ TLC bioautograf. metoda (0,01 mM/L); € (ug/mL)
3.1.5.2.4 Steroidni inhibitory cholinesteras
Tab. 10 Steroidni inhibitory cholinesteras
. ) AkthltaIC50 (H,M)
Celed Rostlina Slouéenina Ref.
AChE | BuChE
haloxysterol A 8,3 4,7
haloxysterol B 0,89 2,3
haloxysterol C 1,0 17,8
haloxysterol D 17,2 2,5
5a0,8a-epidioxy-(24S)-
Chenopodiaceae Haloxylon recurvum ethylcholesta-6,9(11),22(E)-trien- 26,4 6,9 163
(Mog.) Bunge ex Boiss 3p-ol
(24S)-ethylcholesta-
7,9(11),22(E)-trien-3p-ol 192 45
lawsaritol 15,2 3,9
24-ethylcholest-7-en-3,5,6-triol 13,7 2,0
24-ethylcholest-6-en-3,5-diol 3,5 3,5
Aiuga bracteosa brakteosin A 25,2 38,9
Lamiaceae \}Veﬁl ex Benth brakteosin B 35,2 29,4 164
’ brakteosin C 49,2 39,1
Liliaceae Anemarrhena asphodeloides Bunge timosaponin A lll 354 P 165
58,6p-epoxy-4p,17a,27-
trihydroxy-1-oxowitha-2,24- 161,5 NA?
dienolid
Withania somnifera withaferin A 84 125
Solanaceae 2,3-dihydrowithaferin A NA? 500 166
(L.) Dunal -
60, 7a-epoxy-5a,20B-dihydroxy- 50 NA?
1-oxowitha-2,24-dienolid
58,6 -epoxy-4p-hydroxy-1-
oxowitha-2,14,24-trienolid 124 62,5

2 NA= neaktivni;

b hetestovano
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3.1.5.3  Fenolové inhibitory cholinesteras

3.1.5.3.1 Flavonoidni inhibitory cholinesteras

Tab. 11 Flavonoidni inhibitory cholinesteras

Akthlta |C50 (],I,M)

Celed Rostlina Sloucenina Ref.
AChE BuChE
Phagnalon saxatile (L.) Cass. luteolin 25,2 37,2 167
Asteraceae Psiadia trinervia Willd. 4',5,7-trinydroxy-3,3"- 20,6° . 37
dimethoxyflavon
hispidon 11,6 15,7
Boraginaceae Onosma hispida Wall. (25)-5,2-dihydroxy-7,5- 168
. 28 79
dimethoxyflavanon
. . e linarin 10¢ _°
Buddlejaceae Buddleja davidii Franch. tilianin 200 — 169
tektorigenin b9 47,39
. . 7bg 9
Iridaceae Iris suaveolens Boiss. & Reut. '.“'.0'? B 71’39 170
nigricin - 80,1
iriskumaoninmethylether 13,649 35,19
Mentha arvensis L. linarin 0,012 P 171
T leufolin A 74,5 1,6
Lamiaceae Leucas urticifolia (Vahl) R.Br. leufolin B 723 36 172
. . cirsimaritin 12,35" 50,31"
Salvia poculata Nabiev cupatilin 10 4527 173
Maclura pomifera (Raf.) Schneid. pomiferin 96 P 174
5’-geranyl-4"-methoxy-5,7,2"-
trihydroxyflavon 10,95 3,43
5’-geranyl-5,7,2",4'-
tetrahydroxyflavon 16,21 7,91
Moraceae kuwanon U 19,69 10,11
Morus lhou Koidz. kuwanon E 23,79 16,21 175
morusin 36,4 24,08
morusinol 173,49 76,32
cyklomorusin 31,69 21,48
neocyklomorusin 26,69 15,35
kuwanon C 25,06 14,86
myricetin-3'-methylether
3-0O-B-D-galaktopyranosid 19.9 1525
myricetin-3',5'-dimethylether
. . 37,8 >800
Cleistocalyx operculatus 3-0O-B-D-galaktopyranosid
Myrtaceae 176
(Roxb.) Merr. & Perry kvercetin 25,9 177,8
kempferol 30,4 62,5
tamarixetin 22,3 160,6
kvercetin 353,9 420,8 177
Rosaceae Agrimonia pilosa Ledeb. kvercetin 19,8 ¢ 178
tilirosid 23,5 9
Rutaceae Citrus junos Siebold ex. Tanaka naringenin 66" = 179
linariin 0,27 ¢
Scrophulariaceae Linaria reflexa Desf. isolinariin A 0,28 ¢ 180
isolinariin B 0,30 ¢
atrikarpan A b 12,5
. atrikarpan B P 65,5
Zygophyllaceae Zygophyllum eurypterum Boiss. atrikarpan C 5 195 181
atrikarpan D 20,5 30,5
kvercetin 76,2' 46,8'
Zdroj neznamy genistein o 65,7' 182
luteolin-7-O-rutinosid 24,7 54,9'
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Tab. 11 Flavonoidni inhibitory cholinesteras (pokracovani)

. . Aktivita I1Csy (M)
Celed Rostlina Slouéenina Ref.
AChE BuChE
naringinin b 13,7'
silibinin o 51,4' 182
silymarin b 43,2
_ o galangin 85,69 6,9
Zdroj nezndmy — 5 -
apigenin 121,6% 374
myricetin 37,89 71% 183
fisetin 100,27 90%
rutin 65,87 166,1%

3TLC bioautografickd metoda (ug); ® neaktivni, ¢ netestovano; ¢ detekéni limit inhibice AChE na TLC desce (ng); ® Ki
(uM); fprocentuélni inhibice pti konc. 210 pg/mL; 9 procentuélni inhibice pfi konc. 200 pg/mL; h procentualni inhibice
pfi kone. 200 pM; ' procentualni inhibice pfi konc. 1 mg/mL; ! rekombinnantni lidska AChE; ® lidské sérova BuChE

3.1.5.3.2 Kumarinové inhibitory cholinesteras

Tab. 12 Kumarinové inhibitory cholinesteras

v . X Akthlta |C50 (]JM)
Celed Rostlina Slouéenina Ref.
AChE BuChE
dekursinol 28 2
Angelica gigas Nakai marmesin 67 2
nodakenin 68 —
Angelica gigas Nakai, - . R 184
Angelica dahurica Maxim. Isoimperatorin 69
Angelica acutiloba 54 2
Apiaceae (Siebold & Zucc.) Kitag., xanthotoxin
P Angelica gigas Nakai 0,58" a
- - 185
Angelica acutiloba R b a
(Siebold & Zucc.) Kitag. isopimpinellin 0,32 -
oxypeucedanin 89,1° 2
Angelica dahurica Maxim. imperatorin 63,7° — 186
isoimperatorin 74,6° -2
Angelica officinalis L. bergapten 37,7° 8487 | 187
Murraya paniculata murranganon 79,1 74,3
Rutaceae (L.) Jack panikulatin 31,6 >100 188
Solanaceae Scopolia carniolica Jacg. skopoletin 168,6 2 189
Ulmaceae Celtis chinensis Perss. N-p-kumaryltyramin 122 - 190
? netestovano; ° 1Csy (uM/mL); ¢ mysi mozkova AChE; ¢ procentualni inhibice pii konc. 12,5 pg/mL
3.1.5.3.3 Xanthonové inhibitory cholinesteras
Tab. 13 Xanthonové inhibitory cholinesteras
. Aktivita IC M
Celed Rostlina Latka DOM) | et
AChE BuChE
Garcinia livinastonei 3H,7H-pyrano[2,3-c]xanthen-7-on 1,9 b
9 4-(3,7 -dimethylokta-2",6 -dienyl)- ; ; 37
T.Anderson . 26,8
Clusiaceae 1,3,5-trihydroxy-9H-xanthen-9-on
polyanxanthon A 41,8° 7°
Garcinia polyantha Oliv. polyanxanthon B 46,3° 25,5¢ 191
1,3,5-trihydroxyxanthon NA 93
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Tab. 13 Xanthonové inhibitory cholinesteras (pokracovani)

o ) Aktivita |C50 (HM)
Celed Rostlina Latka Ref.
AChE BuChE
- . 1,5-dihydroxyxanthon NA 2,54
. Garcinia polyantha Oliv. 1,6-dihydroxy-5-methoxyxanthon NA 74,4 191
Clusiaceae Allanblackia monticola
allanxanthon A 95 19,1 192
Staner L.C.
mesuaxanthon A 53° b
Chironia krebsii Griseb. 1-hydroxy-3,5-dimethoxyxanthon 154 P 37
dekussatin 28,7° b
Gentianaceae bellidin 0,15° P
. . bellidifolin 0,03° P
Gentiana campestris L. norswertianolin 1.20° 5 193
swertianolin 0,18° b
Maclura pomifera
Moraceae (Raf.) Schneid. makluraxanthon 8,47 29,8 177
Polygalaceae Polygala nyikensis Exell 1,7-dihydroxy-4-methoxyxanthon 442 _P 37

? K| pro kompetitivni inhibici (uM); b hetestovano; © minimalni inhibiéni koncentrace na TLC; ° procentualni inhibice

pfi konc. 200 uM; NA = neaktivni

3.1.5.3.4 Lignanové inhibitory cholinesteras

Tab. 14 Lignanové inhibitory cholinesteras

v Akthlta |C50 (]JM)
Celed’ Rostlina Latka Ref.
AChE BuChE
Apocynaceae Leptadenia arborea (Forssk.) Schweinf. syringaresinol 200° - 194
Magnoliaceae Magnolia officinalis Rehder & Wilson 4-0O-methylhonokiol 12% — 195
gomisin A 15,5 —c 196
gomisin C 6,71¢ _c
Schisandraceae Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. gomisin G 6,557 £ 197
gomisin D 7,849 ¢
schisandrol B 12,579 _c
negundin A >300 85
negundin B 254 194
Verbenaceae Vitex negundo L. diasyringaresinol NA? 300 198
Iyoniresinol 263,3 NA?
vitrofolal E 106,5 35

3 neaktivni; ® 1Cs (ug/mL); € netestovano;  mysi mozkova AChE; ® ICsy ("M). NA = neaktivni

3.1.5.3.5 Fenolové inhibitory cholinesteras rtznych strukturnich typt

Tab. 15 Fenolové inhibitory cholinesteras riznych strukturnich typt

v . Akthlta |C50 (MM)
Celed’ Rostlina Strukturni typ Latka Ref.
AChE BuChE
Apiaceae Ferula asafoetida L. fenolova kyselina ferulova kyselina 30% £ 199
: Hopea hainanensis . - . c
Dipterocarpaceae Merr. & Chun stilbenovy oligomer hopeahainol A 4,33 - 200
Caragana chamlague . ;o (+)-a-viniferin 2 NAC
Fabaceae Lam. stilbenovy oligomer Kobofenol A 1158 NA? 201
Camellia sinensis . o ef df
Theaceae (L) O.Kuntze fenolové sloudeniny polyfenoly 0,03 0,05 202
& procentualni inhibice (0,3 pg); b AChE z homogenatu nervové tkané plze Lymnaea acuminata; ° netestovano; 9 sérova

lidsk4 BUChE; ® lidskd AChE; " 1Cso (mg/mL); NA = neaktivni
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3.1.5.4

Tab. 16 Ostatni inhibitory cholinesteras riznych strukturnich typt

Ostatni inhibitory cholinesteras riiznych strukturnich typii

Celed

Aktivita 1Cs (M)

Rostlina Strukturni typ Sloucenina Ref.
AChE BuChE
cynatrosid A 6,4 _a
Apocynaceae Cynanchum atratum Bunge pregnanovy cynatrosid B 36 - 203
glykosid cynatrosid C 52,3 -
cynascyrosid D 152,9 -
Asteraceae Tanacetum artemisioides ceramid tanacetam!d A 67,1 2 204
Schultz. tanacetamid B 74,1 =
Moraceae Fatoua villosa Nakai purin zeatin 109° 2 205

@ netestovano; ® AChE z homogenatu bune¢nych kultur PC12
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3.2 Inhibice BACE1

3.2.1 Vyznam BACE1 v organismu

BACE1 (EC 3.4.23.46) patii do rodiny transmembranovych aspartatovych proteas. Je
pribuzné pepsinovym a retrovirovym aspartatovym proteasam. Tento enzym se nachazi
pfedevSim V kyselych vnitrobunécnych kompartmentech (napf. endosomech, Golgiho
aparatu) S aktivnim mistem uvniti vesikull, ve kterych se naléza kyselé prostiedi (pH ~
4-4.5) nutné pro optimalni aktivitu tohoto enzymu®®. Nejvyssi hladiny BACEL se nalé-
zaji v neuronech. BACEI je zfejmé jediny enzym fyziologicky $tépici APP v mozku —

222

u mysi s vyfazenym genem pro BACE1L byla prokazateln¢ zrusena tvorba AB™°. Kromé

APP a jeho homologti (APLP1 a APLP2)*" byly identifikovéany jiné substraty BACEL:

218221 '8 2 a B 4 podjednotka napé&tové fizenych sodikovych kanala?®®?®, Tyto

neuregulin
proteiny jsou St€peny podobn¢ jako APP a hraji dilezitou roli pro normalni vyvoj a funk-
ci mozku. U dalsich domnélych substratt neni piima fyziologicka role BACE1 jedno-
znaéné prokazana®®?+#2213 ‘Nedavno po objeveni BACE], byl identifikovan strukturné
podobny enzym — BACE2, ktery ma 64% aminokyselinovou sekvenéni podobnost. Na
rozdil od BACE]1 se nachazi v neuronech v nizkych koncentracich a nema stejnou $tépici
aktivitu vii¢i APP jako BACE1%®,

Z patofyziologického hlediska, u AD je BACE1 zodpovédna za tvorbu A4, — vlakni-
tou formu AP o délce 42 aminokyselin. V amyloidni cesté, BACEL $té€pi transmembrano-
vy APP za vzniku transmembranového fragmentu (C99). Tento fragment je dale $tépen
dal$im enzymem — y-sekretasou za uvolnéni zralého AB. V neamyloidni cesté je APP
Stépen tieti proteasou — a-sekretasou, ktera §tépi APP v ramci AR domény a zabranuje tak
vzniku AB. AP agregaty v extracelularnich placich ptedstavuji jeden z histopatologickych
znaki AD?1?1,

Z duvodu klicovych roli uvedenych enzymu v patogenezi AD se inhibitory
y-sekretasy a BACE] staly terapeutickymi cily ve vyvoji novych 1é¢iv pro nesympto-
matickou 1é€bu AD. Terapeuticky je vyznam inhibitorti y-sekretasy vniman negativné,
protoze y-sekretasa je esencidlni soucasti Notch signdlni cesty, a tudiz jsou tyto inhibitory
pfi chronickém podavani nepfijatelng toxické?'®. Co se tyka toxikologického hlediska
uBACEI1, vypnuti genu pro BACE1 nebylo u mysi letalni, dochazelo k zablokovani
produkce AB®’, nicméné bylo shledano, Ze myelinova pochva perifernich nervii u takto

poskozenych mysi byla mnohem ten¢i — BACE1 hraje dilezitou roli ve $tépeni neuregeli-
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nu-1?'8, dale dochazelo k narfistu spontannich a indukovanych zachvat a byla

zvysena neonatalni letalita®®.
3.2.2 Inhibitory BACE1

3.2.2.1 Mechanismus piisobeni

Enzymova aktivita BACE1 muze byt ovlivnéna navazanim inhibitoru na aktivni misto

223 s 224,225
enzymu““” nebo vazbou na ,,vn&j$i misto* enzymu .

3.2.2.2 Pouziti

Zda se (alesponi v této dobé), Ze by se inhibitory enzymu mohly stat vyznamnym terapeu-
tickym ptispévkem pfi ovliviilovani pribehu AD nesymptomatickou 1écbou, jak bylo uve-
deno vyse. Vysledky uvedené v literatufe ukazuji, Ze fada ptirodnich latek, které se béZzné
vyskytuji v potravinach (napft. stilbeny ve viné, katechinové derivaty v ¢aji, nebo latky
podobné flavonoidim napft. v Iékofici) mohou mit urcity vyznam v prevenci neurodege-
nerace, ktery by nemél byt opomijen. Je nesporné, ze n€které ptirodni latky se v pribéhu
nasledujici doby stanou leading structure pro vyvoj kandidati novych 1é€iv, inhibujicich
BACE]1. Vyzkum v oblasti pfirodnich latek inhibujicich sekretasu, neni dosud tak Siroky
jako je tomu v piipadé cholinesteras, nicméné jedna se o téma velmi nosné a neni pochyb,

ze se bude v nejblizsi dobé velmi intenzivné rozvijet.

3.2.3 Detekce inhibice BACE1

Pro testovani novych potencidlnich inhibitort BACEI byla popsana fada metod. Mezi
nejcastéji pouzivané metody patii ty, které miizeme rozd¢lit podle vyuzivanych principi
na.

e fluorescencni metody

e metody vyuzivajici imobilizovany enzym

e spektrofotometrické metody

e metody pouzivajici biosenzory

3.2.3.1  Flurescen¢ni metody

Pro méfeni inhibice hrBACE! jsou nejcastéji pouzivany fluorimetrické metody zalozené

na principu fluorescen¢niho rezonan¢niho ptrenosu energie (FRET princip)226. FRET sub-
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strat se sklada ze dvou flourofort: fluorescenéniho donoru a zhaSeciho akceptoru, které
jsou navzajem spojené peptidovym fetézcem. Po rozstépeni peptidového fetézce BACEL
dochazi k opétovnému uvolnéni energie donoru, aktivita enzymu je linearné imeérna na-

rustu fluorescence.

Rezonancni prenos energle

BACE1
Q—[ Peptidovy retézec

Obr. 3 Schéma principu FRET metody pro stanoveni aktivity BACE1

Pro FRET metody bylo navrzeno n¢kolik substratl, které obsahuji ve struktufe odlisné
fluorescen¢ni donory, zhéseci akceptory ale i rozdilnou délku a slozeni spojovaciho pep-
tidového fetézce. Se strukturné rozdilnymi substraty pouzivanych v jednotlivych testech
souvisi i potfeba nastaveni rozdilnych vinovych délek pro excitaci a emisi, pouziti rozdil-
nych koncentraci substratu a koncentraci BACE1#,

FRET metody poskytuji homogenni vysledky, jsou citlivé, ale maji n€kolik nevyhod
jako je dlouhy cas analyzy, vysokd spotfebu enzymu, nemoznost automatizace a zno-
vupouZiti enzymu a tvorba faleSné pozitivnich/negativnich reakci (n€které ligandy mohou
diky své omezené rozpustnosti za testovanych podminek tvofit agregaty, které se mohou
adsorbovat na enzymy nebo inkorporovat do enzymt; jiné mohou obsahovat ve své struk-
tufe fluorescen¢ni aromatické systémy, které mohou produkovat interferencni fluorescen-
ci)??.

Jako alternativnou ke studiu BACEI inhibice vzhledem k nevyhodam klasickych
FRET metodam muze byt pouzita metoda vyuzivajici TRF-Q (,,time-resolved fluorescen-
ce quenching®) technologii, kterou publikovali Porcari et al*®®. V této metod& je flou-
rescence vzorku monitorovana funkci ¢asu po excitaci svétlem nebo zableskem. Tato me-
toda pouziva peptid S navazanym cheldtem Eu®* na N-konci a organicky flouroforovy
zhase¢ navazany na C-konci peptidu. Po excitaci pti A = 330 nm, poskytuje produkt $té-

peni nardst fluorescence pii A = 615 nm, ktera je linearni vzhledem k enzymové aktivité.
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Metoda poskytuje mensi riziko falesné pozitivnich/negativnich reakci. Nevyhodou této

techniky je vysoka cena pouzitého substratu a piistroje.

3.2.3.2  Metody vyuZivajici imobilizovany enzym

Pouziti IMER zapojeného do HPLC systému muize byt vhodnym feSenim pro uvedené
nevyhody FRET metod®?. Pouziti chromatografického systému umoZiiuje separovat pro-
dukty enzymového $tépeni a testovanych latek od substratu, a tak eliminovat interference.
Navic, pouzitim prutokového systému existuje mensi riziko vzniku precipitace testované
latky, substratu a/nebo tvorby agregatii. Andrisano a spol. pouzivala IMER, ktery byl pfi-
praven chemickym navazanim hrBACEI na EDA monolitického disku, jako flurogenni
peptidovy substrat byl pouzivan M-2420 S Aex/Aem = 320/420 nm, ktery obsahuje v pepti-
dovém fetézci P-sekretasovy Stépici segment $védské mutace APP S navazanym flu-
orescenénim donorem — (7-methoxykumarin-4-yl)acetylova skupina a akceptorem — di-
nitrofenolova skupina. Vyhodou této metody je moznost pouzivat takto pfipraveny stabil-

ni imobilizovany enzym po delsi dobu, cena a pozadovany ¢as na analyzu.

3.2.3.3  Spektrofotometrické metody

Andrisano a spol. vyvinula pro screening BACE1 inhibitor na mikrotitra¢nich destic-
kach spektrofotometrickou metodu, ve které se jako substrat pouziva BAPNA®’, BAPNA
je $tépena enzymem na N-o-benzoyl-D,L-arginin a zluty produkt p-nitroanilin, jehoz ab-
sorbance je monitorovana pii A = 405 nm. Pomoci této metody byly stanoveny ICsg zna-
mych inhibitorli cholinesteras (galanthaminu, donepezilu, rivastigminu a takrinu) vici
BACEI a tyto vysledky byly porovnavany s fluorescenéni metodou vyuzivajici jako sub-
strat kasein-FITC (kasein znaceny fluorescenénim isothiokyanatem). Metoda vyuzivajici
BAPNA poskytla dostatecnou piesnost a opakovatelnost, zjisténé hodnoty ICsg se fadove

nelisily ve srovnani s pouZitou fluorescenéni metodou.

3.2.3.4  Metody vyuZzivajici biosenzory

Pro rychly screening inhibitortt Ize pouzit metodu vyuzivajici technologii povrchové
plasmonové rezonance (SPR)*'. Tato technologie patii mezi velmi citlivé bioanalytické
metody, ktera umoziuje objasnit vazebny mechanismus, kinetiku novych potencialnich
inhibitortt BACE1 a poskytuje informaci o afinité inhibitort, ale ne inhibi¢ni data. Meto-

da se jevi jako dopliikova kK inhibi¢nim studiim.
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3.2.3.5  Eliminace zkresleni vysledkii testii pro BACE1 inhibici

Pro stanoveni inhibice BACE]1 je vhodné vzhledem K rtiznorodosti uzivanych testi pouzit
nejméné 2 ruzné metody K eliminaci fale$né pozitivnich nebo negativnich reakci®®’. PH-
kladem falesn¢ pozitivni reakce je (—)-epigallokatechin-gallat, ktery vykazoval
v publikované praci Jeona a spol. signifikatni inhibici enzymu (ICsp = 1,6 pM)?***. Nao-
pak, ve studii Chenga a spol. bylo shledano, Ze (-)-epigallokatechin-gallat neni inhibito-
rem BACEI, ale diky jeho fyzikaln¢-chemickym vlastnostem se muze jevit jako inhibitor
— byla u n¢j prokazana fluorescenéni zhéseci schopnost za testovanych podminek, ktera
snizovala fluorescenéni intenzitu §tépeného produktu substratu, coz se pak jevilo jako

inhibice enzymu?*.

3.2.4 Inhibirory BACE1 rostlinného ptivodu

Z divodu klicové role BACE1 v patogenezi AD zacaly byt inhibitory tohoto enzymu in-
tenzivné zkoumany. Zajimavé inhibi¢ni aktivity vici BACE1 byly objeveny i u latek ros-
tlinného pivoda rtznych strukturnich typd. Prehled, ktery je zde uveden, nezahrnuje
vSechny pfirodni latky, o kterych se zminuje literatura, ale vybrany pouze ptiklady, které

pokladam za reprezentativni a dileZzité.

Tab. 17 Inhibitory BACE]1 rostlinného ptivodu

y . . _ ICs0 (uM)
Celed Rostlina Strukturni typ Sloucenina Ref.
BACE1
isoimperatorin 2442 +82
. Angelica dahurica . imperatorin - o1 8+7,5
Apiaceae (Fisch.) Benth. & Hooker furanokumarin (+)-oxypeucedanin 359,2+9,6 | 232
' ' (+)-bakangelikol 1049+24
(+)-byakangelicin 219,7+7,6
neokorylin 0,7+0,1
bakuchiol 213+0,3
bavachromen 7,2+0.2
isobavachromen 9,8+0,3
Fabaceae Psoralea corylifolia L. isoflavon 78 dihyt:j?\é?gt]al-(on 102+0,3 233
hydrofenyl)-2,2-dimethyl-2-
H,6-H-[1,2-B:5,4-B- 1,6+0.1
dipyran-6-on
bavachinin 3.8+0,2
Glycyrrhiza glabra L. chalkon 2,2" 4 -trihydroxychalkon 2,45 234
. Perilla frutescens var. flavon luteolin 0,5
Lamiaceae , - — - 235
acuta fenolova kyselina rosmarinova kyselina 21
norartokarpetin 60,6 £2,7
kuwanon C 34+£13
morusin 594 +12,7
Moraceae Morus lhou Koidz. flavon kuwanon A 53+0,2 236
cyklomorusin 101,2+5.3
morusinol 135,9+£22.8
neocyklomorusin 146,1 £7,1
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Tab. 17 Inhibitory BACEI rostlinného ptivodu (pokracovani)

. . ; L. ICs (LM)
Celed Rostlina Strukturni typ Sloucenina Ref.
BACE1
Moraceae Morus lhou Koidz. flavon mormin 103,5+17.4 236
Polygalaceae Polygala tenuifolia triterpenovy tenuifolin 76,1 237
Wwild. saponin tenuigenin 0,25° 238
Coptis chinensis protoberberinovy epiberberin 8,55+ 1,29
Ranunculaceae Franch. alkaloid groenlandicin 19,68 £ 1,42 127
trans/cis-resveratrol 15
Smilacaceae Smilax china L. stilben oxyresveratrol 7,6 239
verafenol 4,2
cis-scirpusin A 10
(-)-epigallokatechin- NA 240
gallat 1,6
(-)-epikatechin-gallat 2,5
(-)-gallokatechin-gallat 1,8
Camellia sinensis (-)-katechin-gallit 6
Theaceae (L) O.Kuntze katechin (-)-gallokatechin 2,5 a1
M (-)-epigallokatechin 2,4
(+)-katechin 35
(—)-katechin 30
(+)-epikatechin 28
(—)-epikatechin 23
(+)-vitisinol E 144+0,3
(+)-g-viniferin 10,6 £0,2
Vitaceae Vitis vinifera L. stilben (+)-ampelopsin A 26,6 +0,2 242
(+)-vitisin A 0,8+0,1
(—)-vitisin B 0,4+0,1

#procento inhibice pii koncentraci 100 pg/ml; ® koncentrace v pg/m); NA neaktivni
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3.3 Antioxidacni aktivita

Je znamo, ze RONS hraji zasadni roli ve fyziologii ¢lovéka (vznikaji pfi metabolismu
zivin, fyzické namaze, stresu), podileji se na patofyziologickych procesech, vedoucich
k vyvoji obecné rozsitenych chorob (onemocnéni kardiovaskularniho systému, zanétlivé
a autoimunitni procesy V pohybovém systému, tvorba zhoubnych nador) a hraji také
vyznamnou roli v rozvoji a progresi AD**4.

Ackoliv jsou zivocisné organismy fylogeneticky vybaveny do ur¢ité miry ochranou
pred oxida¢nim poskozenim vyznamnych biomolekul vlastnimi endogennimi latkami
(glutathion, kyselina mocova, koenzym Q10), neni Casto tento zptsob ochrany zcela do-
stacujici, a proto existuje snaha o zvySeni antioxidacni kapacity tkani pfisunem netoxic-
kych latek, predevs$im z potravy (vitamin C, tokoferoly, karotenoidy). S pfijimanym ovo-
cem a zeleninou se uplatiuji v lidském organismu také nékteré sekundarni metabolity
rostlin, pfedev§im fenolového charakteru (flavonoidy, katechiny, stilbeny aj.), které¢ mo-
hou ptispét ke snizeni rizika AD*248

Aby bylo mozné vhodné vyuzit vlastnosti antioxidantil, je nutné mit k dispozici validni
testy pro zjisténi antioxidacni aktivity. Zde vSak nastava problém: studované latky se vét-
Sinou chovaji jinak v postiedi in vitro, nez v prostiedi in vivo, ve kterém dochazi
k riznym interakcim a mnohé 1atky, které se jevi jako nad&jné in vitro, lze jen velmi téz-
ko uplatnit. Oxida¢niho stresu je velmi rozmanity a slozity proces at uz mistem, kde
RONS vznikaji, anebo povahou téchto nezadoucich latek V soucasné dob¢ existuje néko-
lik desitek testi v oblasti poznani anti- a prooxidaéni aktivity latek, které lze pouzit pro
sledovani antioxidacni aktivity. Tento proces je vSak casov€é a finan¢ni naro¢ny a
V primarnim screeningu neni vilbec potfebny. Pro stanoveni antioxidacnich ucinki je
vhodné nejprve zjistit celkovou antioxida¢ni kapacitu (TAC — total antioxidant capacity),

kterd uvadi schopnost latky (nebo smési latek) eliminovat radikélly247

. Paulova a spol.
uvadi zakladni metody stanoveni antioxidacni aktivity248, které 1ze rozdélit na metody
zaloZené na eliminaci radikalll a metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti 1a-
tek. Pti stanoveni TAA jsou nejbéznéji pouzivany metody zaloZené na eliminaci radikalt
(ABTS, DPPH, ORAC), z metod zalozenych na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek pak
metoda ORAC. Teprve po zjisténi vyznamné antioxidacni aktivity vySe uvedenymi meto-
dami jsou pouzivany metody, které mohou detailngji objasnit antioxida¢ni aktivitu ¢asto

s ohledem na biologické prostiedi, v némz ma byt tato antioxidac¢ni aktivita realizovana

(mozkova tkar).
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Pti pouziti fady 1éCiv je antioxidacni aktivita pouze aktivitou doplinkovou, zvlasté po-
kud je zfejmé, ze 1éCivo bude podavéano v nizkych davkach a mize tak doplnovat aktivitu

pfirozenych a netoxickych antioxidanti, které se v piipadé AD podavaji (tokoferoly)?®.
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3.4 Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte (Fumariaceae)

Synonyma: Borkhausenia cava Gaertn. Mey. Scherb., Bulbocapnus cavus Bernh.,
Capnoides cava Moench, Corydalis bulbosa (L.) DC., Corydalis bulbosa Pers., Corydalis
tuberosa DC., Fumaria bulbosa var. cava L.. Fumaria cava Mill., Pseudofumaria maior
Borkh®°.

3.4.1 Taxonomické zaiazeni

Oddé¢leni: Magnoliophyta

Ttida: Magnoliopsida

Podttida:  Ranunculidae

Rad: Papaverales

Celed: Fumariaceae

Rod: Corydalis DC.

Druh: Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte — dymnivka duta®*

3.4.2 Botanicka charakteristika

2%

rozifeni ve stiedni a vychodni Asii. Na uzemi Ceské republiky roste nékolik druhti dym-
nivek: Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte — dymnivka duta (obr. 4), Corydalis in-
termedia (L.) Mérat — dymnivka bobovita, Corydalis pumila (Host) Rchb. — dymnivka
nizka a Corydalis solida (L.) Clairv. — dymnivka plna. Vyskytuji se i kiizenci uvedenych

2 251
druhu”".

© Miian $¢ech

Obr. 4 Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte %
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3.4.2.1  Morfologicky popis

Dymnivka duta je vytrvala bylina s velkou, dutou podzemni hlizou, s kofinky na celém
povrchu. Piima, lysa lodyha je 10-35, vzacné az 50 cm vysoka, jednoducha, zelena az
¢ervenohnéda s 2(-3) dlouze fapikatymi lodyznimi listy. Tyto listy jsou Siroce trojuhelni-
kovité¢ s 2krat trojcetné délenou modrozelenou cepeli. Kvétenstvim je piimy hrozen
s 8-20 kvéty. Listeny jsou vejéité nebo skoro eliptické, celokrajné, vétSinou sivomodie
zbarvené. Kvéty jsou nachové, bilé ¢i fidCeji riizové s ostruhou na konci pravouhle dolt
ohnutou. Tobolky v obrysu podlouhle kopinaté, 20-25 mm dlouhé. Kvete od biezna do

kvétna®®L,

3.4.2.2 Stanovisté a rozsireni

Dymnivka duta roste vétSinou ve svétlych humdznich héjich, luznich lesich a smisenych
listnatych lesich, na humoznich ptadach, a to jak v niZinach, tak 1 v podhii. Obvykle mu-
zeme vidét ¢ervené i bile kvetouci rostliny pohromad¢. Roste v celé stfedni a jizni Evro-

pé&. V CR se vyskytuje hojng®".

3.4.3 Obsahové latky

Rod Corydalis DC. obsahuje jako hlavni sekundarni metabolity isochinolinové alkaloidy
patfici do riznych strukturnich typt. Nejéastéji jsou zastoupeny alkaloidy protoberberi-
nového, protopinového, ftalidisochinolinového typu, ¢asto také aporfinového a benzo-
fenanthridinového typu. Dale jsou pfitomny alkaloidy kularinové a spiroisochinolinové,
jednoduché isochinoliny, ojedin€le baze dibenzazoninového, indanobenzazepinového,
promorfinanového, nebo sekoberberinového skeletu'>?,

Kromé alkaloidii byly v dymnivkach identifikovany anthocyanidiny®”, flavonoidni

255,256 259,260

glykosidy?>#*, anthrachinony, triterpeny, steroidy®’, kumariny®®, silice a fumaro-

va kyselina'?.

3.4.3.1  Isochinolinové alkaloidy dymnivky duté

Dosud bylo izolovéano a identifikovano v dymnivce duté piiblizné 40 alkaloidi patficich k
riznym strukturnim typtm, z kvantitativniho hlediska je hlavnim alkaloidem bulbo-
kapnin'?1419:102261.262263 ' yahy alkaloidd se v jednotlivych morfologickych Eastech rost-

liny velmi li$i. Nadzemni ¢asti rostliny obsahuji 0,84%, semena 0,45% a hlizy dokonce
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4-6% alkaloida™ ?**, Z dymnivky duté byly izolovany alkaloidy riznych strukturnich

typi:
Sekoberberinovy typ Ptotopinovy typ Promorfinanovy typ
g,
I °
° N
CH
protopin s (-)-sinoakutin
(+)kanadin
Ftalidisochinolinovy typ Sekoftalidisochinoliny typ Aporfinovy typ
/=0
o
O O  COOH
0
o]
HaC™ CH i
’ *  adlumidicein (+)-bulbokapnin

(-)-kapnoidin

(+)-korynolin

Benzofenantridinovy typ

Protoberberinovy typ

OCH;

(+)-tetrahydropalmatin

Obr. 5 Strukturni typy isochinolinovych alkaloidi dymnivky duté

protoberberinovy: berberin, dehydrokorydalin, isoapokavidin, (+)-isokorypalmin,

(+)-isokorypalmin, (-)-isokorypalmin, jatrorrhizin, (+)-kanadin, kolumbamin, kopti-
sin, (+)-korydalin, (-)-korydalin, (+)-korypalmin, korysamin, 13-methylberberin,
palmatin, (-)-skulerin, (-)-stylopin, (+)-tetrahydrokorysamin, (+)-tetrahydropalmatin,
(-)-tetrahydropalmatin, (+)-tetrahydropalmatin, (+)-thaliktrikavin a (+)-thaliktrikavin.

sekoberberinovy: (+)-kanadalin a (—)-kanadalin.
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e protopinovy: allokryptopin, (+)-korykavamin, (+)-korykavamin, (+)-korykavidin,
(+)-korykavidin a protopin.

e benzofenanthridinovy: (+)-korynolin.

e promorfinanovy: (—)-sinoakutin.

e ftalidisochinolinovy: (-)-kapnoidin.

e sekoftalidisochinolinovy: adlumidicein.

e aporfinovy: (+)-bulbokapnin, (+)-bulbokapninmethohydroxid, dehydronantein,
(+)-domestin, (+)-glaucin, (+)-isoboldin, (+)-korydin, (+)-korytuberin,

(+)-magnoflorin, (+)-N-methyllaurotetanin a (+)-predicentrin.
3.4.4 Biologicka aktivita obsahovych latek

3.4.4.1 Dymnivka duta v lidovém lécitelstvi

Ve stiedovéku byly hlizy dymnivky duté pouzivany pti ochrnuti koncetin, bolestech, bo-
lestech hlavy a neur6zach™. V lidovém 1é&itelstvi nasly uplatnéni v terapii pamé&tové dys-
funkce®, nalevy a tinktury pii onemocnéni tasemnicemi, menstruacnich obtizich®®®,
parkinsonismu a Méniérové chorob&?®®. Vodné extrakty se pouzivaly zevné jako obklady

< < s Y 1 267
na $patné se hojici rany a viedy®

. Daleko vétsi uplatnéni v lidovém 1é€itelstvi nasly né-
které druhy dymnivek pouzivané po staletich v tradi¢ni asijské mediciné: C. amabilis
Migo, C. ambigua Kuntze, C. decumbens (Thunb.) Pers. a C. turtschaninovii Bess.*®®.
Hlizy téchto druhG dymnivek hraji dilezitou roli jako analgetika, zvlasté v terapii kieco-

’ sy v s 2
vych, bfisnich a menstruacnich bolesti %

3.4.4.2  Prehled biologickych aktivit alkaloidii dymnivky duté

U isochinolinovych alkaloidi obsazenych v dymnivce duté byly prokazany tyto biologic-

ké aktivity (v pfehledu jsou uvedené jen alkaloidy vykazujici biologickou aktivitu):

e allokryptopin: inhibice cytochromu CYP 2D6°, aminotransferasy (AST)**, NADH
dehydrogenasy®®, aldosareduktasy*® a efluxu K* iontéi v myocytech z krali¢iho srd-

ce?’%; aktivita nematocidni (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis, Toxoca-

ra canis) a cytotoxicka>**3*, antibakterialni (S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, S. aga-

391 393

lactiae)™", insekticidni (larvy Culex pipiens pallens)

395

, antifungalni (Microsporum

gypseum, Epidermophyton floccosum)™ a antiprotozoalni (Plasmodium falcipa-
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rum)3g7; zvyseni vazby y-aminomaslené kyseliny (GABA) na membranové synaptické

receptory?’*,
berberin: inhibice cytochromu CYP 2D6%"2, AChE a BuChE®, alkoholdehydrogena-

58 . . : 4 . 319 v o s o ’ v
sy**®, xantinoxidasy a superoxidového aniontu®?®, uvoliiovani katecholamint a zvyse-

320

ni koncentrace Ca?* iontii vyvolané acetylcholinem®, topoisomerasy 1%, monoami-

nooxidasy (MAO-A)*?? aldosareduktasy®®?, biosyntézy dopaminu v bun&né linii
PC12 (inhibice tyrosinhydroxylasy)®”®, Na*/K* ATPasy?’* a proliferace bun&k hladké-
ho svalstva cév®’™; aktivita hepatoprotektivni, antiﬂogistické324, antibakterialni (Sta-

phylococcus aureus, Bifidobacterium adolescentis, Escherichia coli, Helicobacter py-

373,276,327,329

lori) , cytoprotektivni (protektivni efekt proti zastaveni GO/G1 faze buné¢-

330

ného cyklu)™, antihyperglykemické340, neurotropni (potenciace u¢inku NGF na vy-

VOj neuritu v bun&ené linii PC12)?"" | antifungalni (Candida albicans)*’® , insekticidni

127,376

(larvy Hyphantria cunea, dospéli jedinci Agelastica coerulea) , antihyperlipide-

279

micka (snizeni hladiny sérového cholesterolu a LDL-cholesterolu)“”, vasorelaxa¢ni

(ptisobeni na endotel hladkého svalstva, inhibice ACE, uvolnéni NO/cGMP, anatago-

nista oy-receptori, aktivace K* kanald, blokace uvoliiovani intracelularnich Ca’" ionti

a antagonista vapnikovych kanali), antiateroskleroticka®®, imunomodulaéni?®!, anti-

%2 nematocidni (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis) a cyto-

toxicka®®, antiprotozoalni (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni)®%3%; aktiva¢ni

¢inek na mysi mikroglie (linie N9 bungk)®?; indukce apoptézy v promyelotickych

fotooxidaéni®

buiikach (linie HL-60)?®%; sniZeni hladin AP v humanich nadorovych buiikach neuro-
glie (linie H4)?**; sniZeni inzulinové rezistence (zvy3eni citlivosti na bundk inzulin,
zvySeni exprese mRNA inzulinovych receptord, zvyseni sekrece inzulinu, stimulace
glykolyzy, potlaceni tvorby adipocytl); sniZzeni produkce NO, sniZeni exprese TNF-a,
pokles hladiny IL-1a°®; zvyseni produkce reaktivnich forem kysliku po excitaci UVA
zéfenim®®®; tvorba nekovaletniho komplexu s DNA¥*: zhageni hydroxylového radika-
lu a chelatace Fe** ionti®*; snizeni koncentraci adrenalinu a noradrenalinu
v plazmé286; relaxacni G€inek na izolovanou praseci tracheu®”’,

(+)-bulbokapnin: inhibice cytochromu CYP 3A4*°, AChE™ a BuChE®*'%, koriské

alkoholdehydrogenasy?®; aktivita antioxida¢ni (inhibice mikrosomalni lipidové pero-

xidace)®®, neurolepticka, antikonvulzivni, analgeticka®”; induktor chromozomalni
aberace)zgl; antagonista D;, D, receptorﬁ292‘293; snizeni hladiny dopaminu v bunétné

linii PC12 (inhibice biosyntézy dopaminu — inhibice tyrosinhydroxylasy) a hladiny in-
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tracelularnich Ca®* iontd*; zvyseni transportu sodnych iontl pres Zabi kizi®® a Vy-

volani katatoniel7‘296,

dehydroapokavidin: Gginek cytotoxicky (bunééné linie Saos-2, A375 a Hela)*® a

antiviroticky (inhibice aktivity viru hepatitidy B)?*’,
dehydrokorydalin: inhibice mozkové GABA transaminasy>> a aldosareduktasy®®;

Géinek chemoprotektivni®’, antiflogisticky®®, nematocidni (Strongyloides ratti,

Strongyloides venezuelensis, Toxocara canis) a cytotoxicky>****®; tlumeni alergickych

reakci301,

(+)-domestin: inhibice kofiské alkoholdehydrogenasy®®,

(+)-glaucin: inhibice mozkové GABA transaminasy®’, AChE®, trombocytarni ag-
regace®'®, adenylatcyklasy v CNS** a kotiské alkoholdehydrogenasyzgg; plsobeni an-
tifungalni (Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophy-

tes, Ceratocystis coerulescens, Fusarium oxysporum, Phialophora melinii, Pleurotus

303,395

ostreatus, Polyporus sulphureus) , antihyperglykemické (stimulace uvolnéni in-

312

zulinu)*®®, antivirotické (poliovirus, kmen Sabin 11)*'?, cytotoxické (HeLa nadorové

buiiky, leukemie P388 a L1210, melanom B16, karcinom mocového méchyie MBC2,

304,305,291

karcinom tlustého stfeva Colon 26, indukce chromozomalni aberace) , neuro-

leptické, antikonvulzivni a analgetické?®, bronchospasmolytické (selektivni inhibice

fosfodiesterasy-4, inhibice vapnikovych kanali)*®, imunosupresivni (inhibice lipopo-
307, antioxida¢ni

, antiprotozoalni (Trypanosoma cruzi)®®, vasore-

309 chemoprotektivni317, antiflogistickézgg; an-

lysacharidy vyvolané proliferace splenocytarnich bunék in vitro)

(inhibice lipidové peroxidace)****

laxacni (inhibice vapnikovych kanali)

tagonista Dy, D5 dopaminovych?’lo, serotoninovych311 a ag-adrenergnich receptorﬁ387,

isoapokavidin: agonista GABAA receptorti®®,

312

(+)-isoboldin: aktivita antiviroticka (poliovirus, kmen Sabin I1)***, antifungalni (Al-

ternaria alternata, Colletotrichum nicotianae, Saccharomyces cerevisiae)*"*, spasmo-

lytickd (relaxace hladké svalstva na izolované morceci trachey)314; suprese splenocy-

315

tarni proliferace vyvolané lipopolysacharidy®™ a syntézy protilatek proti ovéim ery-

trocytim>®; inhibice fagocytarni aktivity mysich peritonealnich makrofagi,

(-)-isokorypalmin: agonista GABAa receptori®®!, chemoprotektivni>'’ efekt a inhi-

. . 1
bice trombocytarni agregace3 8

jatrorrhizin: inhibice alkoholdehydrogenasy®*®, xanthinoxidasy a superoxidového

319

H v ror : o rxo o r 2+ . o .
aniontu™, uvoliiovani katecholaminti a zvySeni koncentrace Ca“" iontl vyvolané ace-
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tylcholinem v bovinnich buiikdch dfeni nadledvinek®?, trombocytarni agregace®”,

inhibice monoaminooxidasy (MAO-A, MAO-B)**? a inhibice AChE a BuChe®**:

323

aktivita neuroprotektivni (snizeni poskozeni bunky peroxidem vodiku)““®, antioxidac-

ni (zhaseni peroxynitritovych radikalti)*?’, hepatoprotektivni, antiflogistick4®*, anti-

protozoalni (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni) a antifungalni (Candida albi-

325,326

cans) , antibakterialni (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pro-

327,328,329

teus vulgaris, Escherichia coli) , antihyperglykemicka a cytoprotektivni (sni-

zeni produkce peroxynitritového radikalu v buiice, snizeni fragmentace DNA, zvyseni

330 331

zivotnosti bunék)””", antitumorova (buné¢na linie rakoviny prsu MCF-7/6)*°" a antifo-

tooxidacni**; zvyseni produkce reaktivnich forem kysliku po excitaci UVA zare-
nim333, tvorba nekovaletniho komplexu s DNA334, indukce kontrakeci hladkého sval-
stva (aktivace Mz-muskarinovych receptorti a ovlivnéni influxu Ca*" iontéi vapniko-
vymi kanély)335; snizeni exprese TNF -a285,

(+)-kanadalin: inhibice AChE a BUChE®; piisobeni antibakterialni (Staphylococcus

336

aureus, Streptococcus sanguis, Escherichia coli, Psaeudomonas aeruginosa)® a ad-

renolytické (blokovani u¢inku adrenalinu na kralici aortu)337; relaxacni uc¢inek na izo-
o o ] . o 287.
lovanou praseéi tracheu (pisobeni na adrenergni a adenosinové receptory)®’: induk-

tor kontrakci haldkého svalstva morceciho izolovaného ilea (uvolnéni acetylcholinu

. « 338
Z nervového zakonceni)™,

(+)-kanadin: inhibice AChE'® a mozkové GABA transaminasy*>’,
kapnoidin: inhibice cytochromu CYP 2D6, CYP 2C19 a CYP 3A4)*°,
kolumbamin: inhibice AChE a BUChE®; ginek antiflogisticky (inhibice tvorby NO

a aktivace NF-kB v buiikach makrofigi bun&ené linie RAW264.7)%%° a antihypergly-

kemicky**°,

koptisin: inhibice alkoholdehydrogenasy®®, MAO®**, aldosareduktasy®**?, AChE

275

a BUChE®*1?" 4 proliferace bunék hladkého svalstva cév“’”; aktivita nematocidni

(Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis) a cytotoxicka®*®, antiviroticka

(inhibi¢ni aktivita vici viru hepatitidy B)372, antifotooxidaéni®* a spasmolyticka (izo-

343

lované morceci ileum)”™, cytotoxicka (buné¢né linie Saos-2, A375 and Hela, interka-

la¢ni pisobeni na DNA, cytoprotektivni (sniZeni produkce peroxynitritového radikalu

Vv bunce, snizeni fragmentace DNA, protektivni efekt proti zastaveni GO/G1 faze bu-

%0 antihyperglykemick4®?, antibakterialni (Bifidobacterium adol-

329373 ' insekticidni (dospéli jedinci Agelastica coerulea)®”,

nééného cyklu)

escentis, Escherichia coli)
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antifungalni (inhibice riistu Candida albicans)®***; tvorba nekovaletniho komplexu

s DNA)*3#3433%0. ;haseni hydroxylového radikalu a chelatace Fe** ionta*®*; protektiv-
ni efekt na membranu bungk mukozy Zaludku proti poskozeni vyvolané ethanolem®*®,
zvySeni exprese genu pro P-glykoprotein v hladkém cevnim svalstvu (bunécna linie

A10) a stimulace efluxu rhodaminu®*’,

(+)-korydalin: uginek antifungalni (Cladosporium herbarum)*®

ni®*’, nematocidni (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)

, chemoprotektiv-
348 3 antihyperli-
pidemicky®’: inhibice cytochromu CYP 3A4*°, migrace a proliferace nadorovych
bundk tlustého steva (bund¢na linie 26-L5)**°) trombocytarni agregace®®
a AChE®"'%,

(-)-korydalin: agonista GABA, receptorti®®® a inhibice mozkové GABA transamina-

sy*%0,
(+)-korydin: inhibice CYP3A4*°; pisobeni antiprotozoalni (Plasmodium falcipa-
rum)®?, cytotoxické (poskozeni aktivity DNA, leukemie P388 a L1210, melanom

B16, karcinom mocového méchyfe MBC2, karcinom tlustého stieva Colon 26, mito-
genem vyvolané proliferace lymfocytﬁ)305‘352,

(+)-korykavamin: selektivni inhibice CYP 2D6%,

(+)-korykavidin: inhibice BUChE®,

(+)-korykavidin: inhibice cytochromu CYP 2D6 a CYP 3A4*°,

(+)-korynolin: aktivita antifungalni (inhibice rustu rostlinného patogenu Cladospori-
um herbarum)**, cytotoxickd (nadorové buiiky A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 a
HCT15)%3, antiﬂogistické1354 a hepatoprotektivni (inhibice tetrachlormethanem vyvo-
lané mikrosomalni lipidové peroxidace)®®®; inhibice cytochromu CYP 3A4,
CYP 2C9)*® a inhibice AChE™®,

(+)-korypalmin: piisobeni hypolipidemické®’; inhibice AChE'®,

korysamin: inhibice alkoholdehydrogenasy*>?; aktivita antiprotozoalni (Plasmodium

%9 4 cytotoxické (bun&éné linie Saos-2, A375 a Hela)*®,

falciparum)
(+)-korytuberin: ucinek neurolepticky, antikonvulzivni a analgeticky (inhibice akti-
vity zadovych koncetin krys, zvySeni poklesu vicek, katalepsie, hypotermie, prodlou-
zeni anestézie thiopentalem, redukce bolestivosti, antikonvulzivni aktivita, v nizkych
davkach antagonizovani analgetického tginku morfinu)®®,

(+)-magnoflorin: aktivita antiviroticka aktivita (inhibi¢ni aktivita vici viru hepatitidy

372 PV T .y y "
B)*'“, cytoprotektivni (snizeni produkce peroxynitritového radikalu v bunce, snizeni
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fragmentace DNA, zvySeni bunécné Zivotnosti)sso, antioxidac¢ni (zhaseni DPPH a pe-

361

roxynitritového radikalu)™", antiflogisticka (inhibice serotoninem vyvolané¢ho edé-

mu)®?, antihyperglykemicka®®, cytotoxicka (hepatocelularni nadorova bun&éna linie
HEPG2 a mozkova nadorova bun&éna linie U251)** a imunosupresivni (potlaceni
vyvolané zpozdéné hypersenzitivni reakce)*®*; inhibice AChE a BuChE***%7,

13-methylberberin: inhibice alkoholdehydrogenasy®® a AChE®; uginek cytotoxicky

366

(rizné linie bundk)®®, antiprotozoalni (Plasmodium falciparum)®® a antibakterialni

(Staphylococcus aureus)®’,

(+)-N-methyllaurotetanin: agonista 5-HT1a receptorii®®; piisobeni antifungalni (Ce-

ratocystis coerulescens, Fusarium oxysporum, Phialophora melinii, Pleurotus ostrea-

303 312

tus, Polyporus sulphureus)™”, antivirotické (poliovirus, kmen Sabin I1)**“ a antioxi-

dacni (zhaseni DPPH radikélu; inhibice lipidové peroxidace369 a trombocytarni ag-

regace®’,

palmatin: aktivita cytotoxicka®, antiviroticka (HSV-1, virus hepatitidy B)*"**"?

antiprotozoalni (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni) a antifungalni (Candida

albicans)**?®% hepatoprotektivni, antiflogisticka®***°, antibakterialni (inhibice riistu

Staphylococcus aureus, Bifidobacterium adolescentis, Pasteurella multocida, Acti-

327,329,373,374

nobacillus pleuropneumoniae, Escherichia coli) , cytoprotektivni (snizeni

produkce peroxynitritového radikalu v bunice, protektivni efekt proti zastaveni GO/G1

330, antihyperglykemické34o, sedativni (snizeni koncentrace do-

faze bunécného cyklu)
paminu a kyseliny homovanilové v mozkové kiife, serotoninu vV mozkovém kmeni
krys; zvySeni serotoninu v mozkové kiife a kys. 5-hydroxyindoloctové v mozkovém
kmeni)®"

lea)*’®; inhibice AChE, BuChE**"*""  alkoholdehydrogenasy*>®, uvoliiovéani katecho-

a insekticidni (larvy Hyphantria cunea, dospéli jedinci Agelastica coeru-

lamin® a zvySeni koncentrace Ca?" ionth vyvolané acetylcholinem Vv bovinnich bui-
kach dieni nadledvinek®?, sekrece CI iontii aktivovanych Ca?* ionty a CAMP ve

sttevni mukoze krysm, biosyntézy dopaminu v bunééné linii PC12 (inhibice tyrosi-

379 380

nhydroxylasy)””, monoaminooxidasy (MAO)™", kontrakci hladkého arterialniho

svalstva (pokles intracelularni koncentrace vapenatych iontt a influxu Ca?* jonti vap-

381

nikovymi kanaly)**" a aldosareduktasy®®?; zvyseni produkce reaktivnich forem kysliku

po excitaci UVA zéfenim®®®; tvorba nekovaletniho komplexu s DNA®*: zhaseni hyd-

roxylového radikalu a chelatace Fe** ionti®®, pokles hladiny IL-10%%°,
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e predicentrin: inhibice trombocytarni agregace®*; aktivita antiprotozoalni (Trypano-

% 4 antihyperglykemicka (stimulace uvolnéni inzulinu)386; selektivni an-

tagonista aj-adrenergnich receptorﬁ387,

soma cruzi)

e protopin: aktivita antiagrega¢ni (inhibice fosfolipasy a tromboxansynthasy)®4%7388

cytotoxicka*®®, nematocidni (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)**®, an-

tiviroticka (inhibi¢ni aktivita vii¢i viru hepatitidy B)*", cytoprotektivni (hepatoprotek-

. 389 . 12390
tivni)™", spasmolyticka

276,391

, antibakterialni (S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, S. aga-

lactiae, H. pylori) , neuroprotektivni (sniZeni intracelularni koncentrace Ca®* ion-

th a inhibice apoptozy, exprese kaspasy-3 a oxidativniho stresu vyvolany H,0,

392 393

Vv bunééné linie PC12)™, insekticidni (larvy Culex pipiens pallens)®*, vasodilata¢ni

(zvyseni koncentrace cAMP a cGMP, sniZeni hladin Ca’* jont, premisténi proteinki-

394

nasy C (PKC) z cytosolu k bunééné membrang)”™”, antifungalni (Microsporum canis,

Trichophyton  mentagrophytes, Cladosporium  herbum)®**3%  antiprotozo4lni

397

(Plasmodium falciparum)®’, antihypertenzivni, antiarytmickd a negativn¢ inotropni

(inhibice vapnikovych kanalt)*®; inhibice cytochromu CYP 2D6*°, inhibice NADH
dehydrogenasy®®, aldosareduktasy*”’, inhibice mozkové GABA transaminasy>>,
inhibice AChE a BuChEgg; alosterickd modulace GABAA receptorﬁAOl; regulace hla-

din glutamétu v mozku (stimuladni efekt na glutamatdehydrogenasu)*%; zvyseni akti-

vity aminotransferasy (AST)*?; antagonista opiodnich &-receptorii*®; indukce

apoptozy v promyelotickych burikach (linie HL-60)%%,

e (-)-sinoakutin: ucinek antiviroticky (inhibi¢ni aktivita vi&i viru hepatitidy B)*"2,
vasorelaxani®®, cytoprotektivni (protekce pfed poSkozenim bunky H,0,)*® a anti-

protozoalni (Plasmodium falciparum, Entamoeba histolytica)®*’,

o (-)-skulerin: aktivita antiagregacni’®”’, cytotoxicka’® a sedativni*®®; inhibice

AChE™, cytochromu CYP 2D6*, lipidové peroxidace a zhaseni volnych hydroxy-

lovych radikala*™; agonista GABA, ™ a Di-dopaminovych receptorﬁ412,

e (-)-stylopin: inhibice cytochromu CYP 2D6, CYP 2C19 a CYP 3A4*%; G&inek che-
moprotektivni®*’, nematocidni (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)**®,

insekticidni (inhibice AChE u Drosophila melanogaster)®’, cytotoxicky (bunécné li-

413 s 414

nie karcinomu prsu MCF a prostaty DU-145)""" a antiflogisticky ",
e (+)-tetrahydropalmatin: inhibice cytochromu CYP 2C*°, mozkové GABA transa-
minasy>>, P-glykoproteinu*®; aktivita hypolipidemicka®’ a sniZeni hladiny dopami-

nu ve striatu potkana*’,
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(-)-tetrahydropalmatin: antagonista D;-,D,- a a;-, op-adrenergnich receptorti; ago-

nista GABAAa receptorﬁ261; pusobeni na D3-dopaminové a serotoninové receptory418,

aktivita analgeticka®®, cytotoxicka*®, sedativni, hypnoticka*?® a spasmolyticka*?!;

inhibice P-glykoproteinu*?, lipidové peroxidace** a vapnikovych kanali*?,

(+)-tetrahydropalmatin: ucinek chemoprotektivni®®’, nematocidni (Strongyloides

348

venezuelensis), cytotoxicky (HL60)**, antiflogisticky**, cytoprotektivni (pozitivni

ucinek proti oxidacnimu stresu a poskozeni bunky y-zéfenim)425, anal getick;’r426, cyto-

toxicky (bun&ené linie LS174T a HepG2)**’, antikonvulzivni a antiepilepticky*?®#?°,

antihypertenzni*****1#%  sedativni*® a anxiolyticky**; inhibice cytochromu P450
(CYP2D6)*°, kliteni spér vybranych saprofytickych a patogennich druht hub®®* a
AChE?’; snizeni pohybové aktivity, snizeni koncentrace noradrenalinu, dopaminu v
mozkové kife a kmeni krys, ve vySSich davkach i serotoninu, zvySeni koncentrace

kyselin homovanilové a 5-hydroxyindoloctové*®,

(+)-thaliktrikavin: aktivita antifungalni (inhibice rastu Cladosporium herbarum)*®,

inhibice cytochromu CYP 1A2 a CYP 2B6*.
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3.5 Alzheimerova choroba

3.5.1 Charakteristika nemoci

Alzheimerova nemoc (AD) je progresivni neurodegenerativni onemocnéni, z hlediska
Cetnosti se jedna vibec o nejrozsifenejsi formu demence — je zodpovédna za 50-60 %
viech demeci®’ a postihuje az 5 % populace starsi 65 let. Podet pacienti trpicich AD

8 AD je charakterizovana silnym poklesem funkci centralniho choli-

vSak neustale roste
nergniho systému, coz vyvolava zavazné kognitivni poruchy (postupna ztrata paméti,
Gvahy, orientace a usudku)*®® a vyvojem &etnych behavioralnich funkei zahrnujicich zma-
tenost, depresi a agresi. Ma se za to, Ze, kognitivni a behavioralni stranky nemoci jsou
dusledkem zménénych neuronalnich funkci a ztratou neuront prvotné se vyskytujicich
v hippokampu. P#i dal$im rozvoji AD dochazi k postizeni dalSich oblasti mozku, v¢etné
mozkové kary*®.

Z etiologického hlediska patti AD mezi multifaktorialni onemocnéni — pfic¢iny AD
mohou byt genetické, zanétlivé, casto pourazové a také v disledku cerebralni ischemie
(iktu)**. Z patofyziologického hlediska je AD charakterizovana primarné dvéma nalezy:
degeneraci centralnich cholinergnich funkci (cholinergni teorie) a tvorbou vyznamnych

vvvvvv

devSim terapeuticky zdsah do pribéhu patofyziologickych procesii je svizeln&jsi, jak
0 tom hovofti sdéleni z nedavné doby443.

Podle amyloidni teorie je akumulace AP (extracelularni ukladani AP v neuritickych
placich) primarni pfi¢inou patogeneze AD. AP je hlavni amyloidni protein skladajici se
z 39-43 aminokyselin. Dalsi proces, tvorba neurofibrilarnich klubek (NFT), obsahujicich
hyperfosforylovany t-protein, je pokladan za nasledek nerovnovahy mezi produkci a od-
strafiovani AB**.

Podle cholinergni teorie AD, vyplyva ztrata cholinergnich funkci v centralnim nervo-
vém systému z poklesu hladin neurotransmiteru ACh a piispiva ke snizeni kognitivnich
funkci. Cholinergni systém, zodpovédny za cholinergni inervaci v mozkové kife a dal-
sich oblastech mozku, je u AD vyznamné poskozen*”. U choroby dochazi k sniZeni akti-
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vity enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT)™™, syntetizujici ACh z cholinu a acetylkoen-

zymu A. V pozdni fazi dochézi k poklesu hladin AChE a2 o 85% a BUChE se stava pie-
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vazujici cholinesterasu v mozku™'. BUChE, primarn¢ spojovana s gliovymi buinkami,
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ale rovnéz se specifickymi neuronovymi drahami**®, Stépi ACh podobnym zpiisobem jako

AChE a ukoncuje jeho fyziologické pﬁsobeni44g.

Patogeneze AD

l

Amyloidni hypotéza Cholinergni hypotéza

Intracelularni depozity NFT SniZeni hladin ChAT

Extracelularni depozity Ap SniZeni hladin AChE

Porucha Ca* homeostazy Pokles hladiny
Tvorba volnych radikall neurotransmiteru ACh
Excitotoxicita
Zanét
y
N ZhorSeni pfenosu
PoZkozeni neurontl nervovych impulst

Obr. 6 Patogeneze Alzheimerovy choroby**

3.5.2 Léciva pouzivana v soucasnosti

ProtoZe etiologie AD neni jesté pln€ objasnéna, vychazi se ve farmakoterapii ze zndmych
etiologickych fetézcli. NejrozsifenéjSim typem biologické terapie je farmakoterapie, za-
meéfend pfedevSim na ovlivnéni poznavacich a vykonnych funkci. V soucasné dob¢ jsou
pouzivéany 2 hlavni farmakoterapeutické postupy:

1) kognitiva (inhibitory cholinesteras)

2) inhibitory NMDA receptort.

V terapii AD existuje dalsi farmakoterapeutické ptistupy, které nejsou tak jednoznac-
né Ucinné jako inhibitory cholinesteras a NMDA receptorti. Jejich pouZiti jiZ neni jedno-
znacné zalozeno na dikazech, jsou brany jako doplitkova 1écba, nebo se podavaji u leh-
kych forem demence AD. Tyty piistupy mohou farmakologicky ovlivnit vlastni neurode-
generativni procesy na riznych urovnich (napf. nootropika, antioxidanty, nesteroidni anti-

flogistika)***°.
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3.5.2.1 Inhibitory cholinesteras

Uziti inhibitort mozkovych cholinesteras je nejuzivanéjsi postup v terapii AD, pfedevsim
u lehkych az stiednich forem. Tyto latky nalezeji do skupiny kognitiv, ovliviiujicich ptiz-
niveé centralni acetylcholinergni transmisi. Pfedpoklada se, ze acetylcholinergni neurony
tvofi substrat pro reverberacni okruhy, které zprostfedkuji kratkodobou pamét’ a paméto-
vou konsolidaci.

Inhibitory acetylcholinesteras piedstavuji chemicky nejednotnou skupinu, jednotlivé
latky se lisi také v typu inhibice a v tom, zda inhibuji nebo neinhibuji BuChE. V soucas-
nosti je spektrum Kklinicky vyuzitelnych anticholinesterasovych latek relativng Gzké**4°2.
V CR jsou de facto pouzivany 3 inhibitory AChE: rivastigmin, donepezil a galantha-
in249

m . Donedavna pouzivany takrin se stal v terapii nepouzivanym pro svij hepatotoxic-

ky G&inek 34,

3.5.2.2  Inhibitory NMDA receptorti

U AD a dalSich neurodegenerativnich poruch dochazi k nadmérnému uvolnéni excitac-
nich aminokyselin (glutamat, aspartat aj.) a nadmérné excitaci NMDA receptort (excito-
toxicita). Nasledné dochazi k nadmérnému influxu kalcia do neuroni, které zpusobi akti-
vaci fady enzymu — piedevsim proteinkinas a fosfatas, coz ma za nasledek zménu neuro-
nalnich proteinti véetné jejich prostorového uspoiadani. Nakonec dochazi k aktivaci genu
pro apoptoézu a neurony ve zvysené mife zanikaji. Nadmérnou excitaci NMDA receptora
také dochazi ke zvySeni prenosovych Sumitl, které pak brani pfenosu Zadoucich potencia-
1G. Nekompetitivni a parcialni inhibitory NMDA receptorti pak zabranuji témto jevam.
V CR je registrovany jediny inhibitor NMDA receptorti pro terapii stfedni az t&zké formy

AD — memantin®®°,

3.5.3 Perspektivni prirodni latky pro terapii Alzheimerovy choroby

3.5.3.1 Inhibitory cholinesteras

Zasah do aktivity (resp. inhibice) obou cholinesteras lidského mozku z hlediska zlepSeni
kognitivnich funkci je stale vyznamnym krokem k ovlivnéni pribéhu tohoto nevylécitel-
ného onemocnéni, ackoliv jsou hleddna (a jsou pouzivana nebo jsou perspektivni) i 1€¢iva
jinych farmakoterapeutickych skupin443. Mnoho latek piirodniho pivodu vykazuje signi-

fikantni inhibici cholinesteras, ale v soucasnoti se jedna de facto jen o jednu latku, ktera
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se jevi jako perspektivni pro terapii mirné az sttedni formy AD a nachazi se v 2. fazi kli-

nického zkouseni — huperzin A*®.

HsC A

CHs

Obr. 7 (-)-huperzin A

Huperzin A (Hup A) je alkaloid chinolizidinového typu, ktery byl prvné izolovan
z Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trevis. (Huperziaceae) a rovnéz byl nalezen v
Huperzia selago (L.) Bernh. ex Schrank & Mart. (Huperziaceae) a Lycopodium varium
R.Br. (Lycopodiaceae)*®. Hup A je reverzibilni inhibitor AChE, ktery inhibuje mnohem
vyrazn&ji AChE nez BuChe (ICsp = 0,082 uM a ICso= 74,43 uM)*’. Hup A je opticky
aktivni latka, v pfirodé se vyskytuje jen (—)-enantiomer. Synteticka racemicka smés je in
vitro 3krat mén¢ ucinna nez piirodni latka (ICso = 0,3 uM oproti ICsp ~ 0,1 uM), presto je
racemickd smés in vitro mnohem G¢ingjsim inhibitorem AChE nez fysostigmin (ICso =
0,6 pM)458. Hup A se stal pfedlohovou strukturou pro syntézu novych latek potencialné
vyuzitelnych v terapii AD. Huperzin-takrinové derivaty (hupriny) vykazovaly velmi vy-
raznou inhibici AChE v subnanomolekularnich koncentracich®®.

U opic zlepSoval Hup A in vivo parametry paméti, ktera byla experimentalné narusena
reserpinem a yohimbinem*®, K zlepseni pam&tového deficitu u krys, vyvolaného skopo-
laminem, bylo potieba v pfipadé p. 0. podani Hup A niz8ich davek neZ u syntetického,
komer¢né dostupného inhibitoru takrinu. Hup A navic vykazoval vyssi biologickou do-
stupnost a lepsi prichodnost pies hematoencefalickou bariéru®.

V Ciné byl Hup A testovan v né&kolika klinickych studiich a byla prokazana jeho
ucinnost u 447 pacientil trpicich demenci, nebo stafeckou pamétovou dysfunkci. Nejcas-
t&ji vyskytujici nezadouci ucinky (zavraté, nevolnost a prijem) souvisely s jeho choli-
nergnimi vlastnostmi. Nebyla prokazana z4dna jaterni, ani ledvinova toxicita****®*.

Hup A vykazuje dalsi farmakologické vlastnosti. Studie pouzivajici bunééné kultutry
ukazaly, ze Hup A snizuje neuralni bunéénou smrt vyvolanou toxickymi hladinami glu-

462 463

tamatu™, chrani neurony pted apoptdézou vyvolanou AB™", zvysuje sekreci S0WAPP (se-

kre€niho amyloidniho prekurzorového proteinu (x)464. Hup A je rovnéZ zndm jako silny
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antioxidant — zvySuje aktivitu antioxida¢nich enzymu gluthationperoxidreduktasy, super-

oxiddismutasy, katalasy a potlacuje lipidovou peroxidaci®®.

3.5.3.2  Dalsi farmakoterapeutické postupy

V soucasné dobé jsou ptirodni latky, které by mohly farmakologicky ovlivnit neurodege-
nerativni procesy AD, intenzivné studovany. Jsou zkoumany zejména slouceniny, které
ovlivilujici aktivitu sekretds (enhancery a-sekretasy, inhibitory BACEL a y-sekretasy,
které nezasahuji do Notch systému), inhibujici tvorbu a agregaci AB i jim vyvolanou neu-
rotoxicitu a zan&t*®.

V riznych fazich klinického testovani se nachazi nékolik pfirodnich latek. Mezi in-
tenzivné studované latky patii napf. kurkumin — nachazi se ve 2. fazi klinickych zkousek,
ktery vykazuje Siroké spektrum aktivit potencialné p¥inosnych pro terapeutické pouziti u
AD - protizanétlivé, chemoprotektivni, antioxida¢ni u¢inky. Navic vykazuje i dalsi tera-
peuticky vyuzitelné vlastnosti (destabilizace AB agregati a zmirfiuje neurotoxicitu vyvo-
lanou AB). Dalsi zajimava latka — resveratrol se nachazi v 3. fazi klinickych zkousek,
vykazuje Siroké spektrum biologickych aktivit, u AD redukuje oxidativni stres a snizuje
zanétlivé procesy v mozku. Intenzivné jsou zkoumany i aktivity epigallokatechin-galatu
(EGCGQG), v soucasné dob¢ je testovan Ve 2. fazi klinickych zkousek. EGCG vykazuje neu-
roprotektivni u¢inky, které jsou zpiisobeny nejen antioxidacni aktivitou, down regulaci
genil pro programovanou bunéénou smrt ale i ovliviluje mitochondridlni funkce. Navic,
reguluje toxické hladiny AB aktivaci a-sekretasy a chrani pred agregaci AB*®°.

Navzdory vykazujicim slibnym potencionalné terapeutickym aktivitam nékterych
zkoumanych ptirodnich latek, zejména v in vitro testech, nejsou zatim tyto latky vyuzi-
telné pro Klinickou terapii AD a budou muset byt dale testovany v dalSich studiich (in

vivo testech) pro ovéfeni jejich biologickych aktivit vyuzitelnych farmakologicky u AD.
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4.

4.1

EXPERIMENTALNI CAST

Material

4.1.1 Chemikalie

acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (pouzit 10mM roztok)
butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (pouzit 10mM roztok)
dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (DMSO)

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Aldrich, CZ) (pouzit 5SmM
roztok)

galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

huperzin A 95% (TAZHONGHUI — Tai’an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,
China)

L-askorbova kyselina > 99% (Sigma-Adrich, CZ)

2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal (DPPH) 95% (Sigma-Aldrich, CZ)

fysostigmin 99% (Sigma-Adrich, CZ)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Trolox) > 97% (Sig-
ma-Aldrich, CZ)

kvercetin ¢. (Sigma-Adrich, CZ)

L-vinna kyselina p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ)

jodid draselny p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ)

zasadity dusi¢nan bizmutity ¢. (LachNer, CZ)

chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, CZ)

bezvody octan sodny p. a. (Sigma-Adrich, Italy)

HEPES > 99,5% (Sigma-Adrich, Italy)

CHAPS > 98% (Sigma-Adrich, Italy)

substrat M-2420 (Bachem, Germany)

inhibitor IV (Merck, Darmstadt, Germany)

Panvera peptid (Invitrogen, Milan, Italy)

triethanolamin p. a. (Sigma-Adrich, Italy) (TEA)

diethylamin p. a (LachNer, CZ) (Et,NH)

azid sodny p. a. (Sigma-Adrich, Italy)
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e triethanolamin 99% (Sigma-Adrich, Italy)
e chlorid ammony p. a. (Sigma-Adrich, Italy)

4.1.2 Rozpoustédla

e chloroform p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CHCl5)

e ethyl-acetat p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (EtOAC)

e deuterizovany chloroform pro NMR (Sigma-Adrich, CZ) (CDClI5)
e diethylether ¢. (LachNer, CZ) (Et,0)

e ethanol 95% (lihovar Chrudim, CZ) (EtOH)

e methanol p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (MeOH)

e toluen p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CeHsCH3)

e hexan p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (CgH14)

o cyklohexan p. a. (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (C¢H12)

e kyselina octova 99% (Sigma-Aldrich, Italy) (AcOH)

e kyselina fosforecna 85% (Sigma-Aldrich, Italy) (H3POy)

e kyselina sirovd 99% (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (H2SO,)

o Iékaisky benzin lékopisné kvality CL 2009 (Penta a.s., ing. Svec, CZ) (benzin)
e supercista (Millipore, Milford, MA, USA) (H,0)

4.1.3 Pufry

4.1.3.1  Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity

e 100mM fosfatovy pufr, pH 7,4
(600 ml obsahuje: 57 ml roztoku A (200 mM roztok NaH,PO,) a 243 ml roztoku B
(200 mM roztok Na,HPO,) a 300 ml vody);

e 5mM fosfatovy roztok, pH 7,4
(600 ml obsahuje: 57 ml roztoku A (10 mM roztok NaH,PO,) a 283 ml roztoku B (10
mM roztok Na,HPQO,) a 300 ml vody.
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4.1.3.2  Stanoveni hrBACE1 inhibi¢ni aktivity

4.1.3.2.1 FRET assay

e 10mM HEPES pufr, pH 7,50 (¥€déni skladovacich roztokt substratt v DMSO na po-
zadovanou koncentraci pied vlastnim testovanim inhibice BACE1)

e 20mM octan sodny obsahujici 0,1 % (m/v) azidu sodného, pH 4,5

4.1.3.2.2 hrBACE1-IMER assay

e 50mM chlorid amonny obsahujici CHAPS 0,1 % (m/v), 25mM TEA+DMSO 95:5,
pH 4,0 (pufrovana mobilni faze pro BACE1-IMER metodu). Mobilni faze byla pied
pouzitim na HPLC pielitrovana ptes membranovy filtr (0,45 um) a odplynéna.

e 50mM octan sodny obsahujici 0,1 % (m/v) azidu sodného, pH 6 (skladovaci pufr pro
hrBACE1-IMER)

4.1.4 Material pro méreni BACE1 inhibice

e Cerné mikrotitra¢ni desticky Corning (96 jamkové, Sigma-Aldrich, Italy)
e EDA-CIM disk (3mmx12mm vnitini pramér, 0,34 ml vnitini objem, BIA Separati-
ons, Ljubljana, Slovenia).

4.1.5 Chromatografické adsorbenty

o sloupcova chromatografie: silikagel (Sigma-Aldrich, CZ)

Silikagel Fluka 0,063-0,20 mm byl ptfed pouzitim nejprve pre¢istén (promyt) chlorofor-
mem a ethanolem a nasledné vysuSen. Precistény silikagel byl aktivovan v suSarné po
dobu 4 hodin pfi teploté 160 °C (tloustka vrstvy silikagelu neptesahla 20 mm). Vychladly
aktivovany silikagel byl nasledné desaktivovan michanim s ptidavkem vody po dobu 1
hodiny. Silikagel pro sloupcovou chromatografii obsahoval 10 % vody (w/w ).

o analyticka TLC: Kieselgel 60 Fys4 fuer TLC desky 20x20 cm (Merck, CZ)

e preparativni TLC (nalévané desky se silikagelem): Kieselgel 60 GF2s4 (Merck, CZ)

4.1.6 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC)

S1: CeHsCHs + CHCls + EtOH + Et,NH (70:20:10:3)
S2: CgHqo + EtoNH (973)
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S3: CeHsCHs + Et,NH (95:5)
S4: CgHqo + EtoNH (955)
S5: C¢HsCH3 + Et,NH (9:1)

4.1.7 Pomocné materialy a roztoky

kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich, CZ)
kyselina sirova 2% (w/w)

silikagel susici perly (Penta a.s., ing. Svec, CZ)

siran sodny bezvody ¢.

uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w)

4.1.8 Pristroje

HPLC systém: pumpa Jasco PU-1580 spojena s autosamplerem Jasco AS-2055 a
detektorem Jasco FP-2020 (Jasco, Cremella, Italy)

mikrovyhfevny stolek BOETIUS (Miw Wégetechnik Rapido, Dresden, Germany)
odstiedivka Avanti J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California,
USA)

odstfedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611
(Hettich, Tuttlingen, Germany)

pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)

PC tizeny analyzér FIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., WA, USA) vybaveny 2,5
ml pistovou pumpou, 6¢cestnym selekénim ventilem, spektrofotometrem USB2000-
UV/VIS se svételnym zdrojem (Ocean Optics, USA) a pratokovou celou SMA-Z
(délka 1cm); objem misici civky byl 0,6 ml a spojené PTFE hadi¢kami s vnitiim pri-
mérem 0,72 mm (Watrex, Prague, CZ)

polarimetr ADP 220 BS polarimeter (Bellingham + Stanley Ltd., Kent, UK)
spektrofluorometr Jasco FP-6200 (Jasco, Cremella, Italy)

spektroflourometr Fluoroskan Ascent (FL, Labsystems, Finland)

spektrofotometr Shimadzu UV-1601 (Shimadzu, Columbia, Maryland, USA)
spektrofotometr Perkin Elmer UV/VIS Lamba Bio 20 (Perkin Elmer, Massachusetts,
USA)
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e spektrometr ESI-MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New
York, USA)

e spektrometry Varian VNMRS500 a Varian VNMRS500 (Varian, Palo Alto, California,
USA)

e ultrazvukova lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)

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

e vakuova odparka pro poloprovozni pouziti Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Germa-
ny)

e statisticky program GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, San Diego, CA,
USA)

4.1.9 Rostlinny material

Susené hlizy Corydalis cava (Fumariaceae) byly dodany firmou Megafyt s. r. 0., (Vrané
nad Vltavou, 04/2006). Droga pochazi ze sbéru firmy Jugodrvo (Chorvatsko), verifikace
doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.
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4.2 Metody
4.2.1 Obecné postupy

4.2.1.1  Priprava a cisténi rozpoustédel

Vsechna komeréné pouzivana rozpoustédla byla pfed pouzitim ¢iSténa destilaci. Destilace
probihala podle standardnich postupii®®’ a hlavni frakce byly jimany podle tabularnich
hodnot teploty varu*®®,

4.2.1.2  Odparovdni extraktii a frakci

Sumarni ethanolovy extrakt z hliz dymnivky odpaten na poloprovozni vakuové Laborota
20 Heidolph na vodni lazni pii 50 °C a tlaku ca 1,33 kPa, frakce ziskané
z chromatografickych sloupct a preparativni TLC byly odpafeny na vakuové odparce

Biichi Rotavapor R-114 na vodni lazni do 40 °C.

4.2.1.3  SusSeni extraktii, frakci, izolovanych Cistych latek a jejich skladovdni

Alkaloidni extrakty, jednotlivé frakce ziskané z chromatografickych sloupcti a chemicky
Cisté izolované latky byly vysouSeny v exikatoru (vakuum ca 1,33 kPa) nad silikagelem
po dobu minimalné 24 hodin: alkaloidni extrakty a ¢isté chemicka individua byly nasled-

n¢ uskladnény v chladnicce pti 2-8 °C.
4.2.1.4  Detekce alkaloidii

4.2.1.4.1 TLC detekce

Pro zjisténi ptitomnosti alkaloidii ve frakcich ziskanych sloupcovou chromatografii, nebo
Cistoty izolovanych alkaloidli se pouzivala detekce v oblasti UV svétla (chromatogram
byl pozorovan pod UV lampou pii vinové délce A = 254 a 366 nm), nasledovana postii-
kem detekénim ¢inidlem (Dragendorffovo ¢inidlo dle Muniera).

Dragendorffovo cinidlo: nejprve byl piipraven zasobni roztok, ktery vznikl smisenim
roztokd A (1,7 g bazického dusi¢nanu vizmutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti v 80
ml vody) a B (16 g jodidu draselného se rozpusti ve 40 ml vody); oba roztoky byly smi-

chany v poméru 1:1 (v/v). Postiik pro detekci byl pfipraven smisenim 5 ml zasobniho
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roztoku s 50 ml vody obsahujici 10 g kyseliny vinné. Pozitivni reakce na alkaloidy se

projevi oranzovym zabarvenim*®.

4.2.1.4.2 Detekce alkaloidu v roztoku

Pro ptipravu alkaloidnich koncentrati ziskanych vytiepavanim z vodné faze o ur¢itém pH
do organického rozpoustédla bylo pouzito pro monitorovani pritomnosti alkaloidi ve
vodné fazi Mayerovo Cinidlo.

Mayerovo cinidlo: bylo ptipraveno rozpusténim 1,36 g chloridu rtutnatého a 5 g jodidu
draselného ve 100 ml vody za vzniku tetrajodortutnatanu draselného, ktery v neutralnim

nebo slabé kyselém prostiedi reaguje s alkaloidy za tvorby nazloutlé srazeniny (CsL 4).

4.2.1.5  Priprava sloupcové chromatogrdfie se silikagelem

Chromatograficky sloupec byl pfipraven postupnym nalévanim suspenze silikagelu
v mobilni fazi pti ¢aste¢né otevieném kohoutu. Chromatografovana smés latek byla nane-
sena na kolonu na sedimentovany adsorbent ve formé roztéru, ktery byl pfipraven rozpus-
ténim extraktu v chloroformu a pfidainim malého mnozstvim adsorbentu (pomér smés:
adsorbent 1:3). Ze vzniklé suspenze bylo rozpoustédlo odpafeno na vodni 1azni a roztér
byl nasledné dosusen v exikéatoru za sniZzeného tlaku po dobu 24 hodin pted aplikaci na

kolonu.

4.2.1.6  Priprava litych vrstev pro preparativni TLC

Preparativni TLC lité vrsty se pfipravily nalitim suspenze, obsahujici komerc¢ni silikagel
(6,5 g) Kieselgel 60 GF,s54 (Merck, CZ) a destilovanou vodu (~ 20 ml), na sklenéné desky

(15x15 cm) se zdrsnénym povrchem, které se nechaly schnout 24 hodin pied pouzitim.

4.2.1.7  Priprava alkaloidnich koncentradtii

Alkaloidni koncentraty byly pfipraveny z rostlinného materidlu vytfepavanim alkaloidi
organickymi rozpoustédly z vodnych roztokii o rozdilném pH (nebazické alkaloidy; terci-
arni baze stiedni bazicity (pH ~ 9); silné bazické alkaloidy (pH > 12) vytiepatelné diethy-
letherem a chloroformem; jodidy kvartérnich bazi ze slabé kyselého prostredi, jodidy

kvartérnich bazi ze slab¢ alkalického prostiedi) podle Slavika®.
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4.3 Izolace alkaloida

4.3.1 Screening cholinesterasové inhibi¢ni aktivity alkaloidi dymnivky duté:

bio-guided assay vyuZivajici Ellmanovu metodu

Obsahov¢ latky dymnivky duté byly vybrany pro blizsi studium cholinesterasové inhibic-
ni aktivity na zaklad& reserse a vysledkt diplomové prace Lucie Repové?®, ktera pro scre-
ening taxonu obsahujici potencidlni inhibitory pouzivala bioautografickou metodu na
TLC dle Hostettmanna®. Podle dosazenych vysledki této kvalifikaéni prace alkaloidni
vytiepky z hliz dymnivky duté vykazovaly signifikantni cholinesterasovou inhibiéni akti-
vitu. Je znamo, ze TLC metody pro screening cholinesterasové inhibicni aktivity vykazuji
fale§ng pozitivni reakce®, a proto byla pro verifikaci cholinesterasové inhibi¢ni aktivity
obsahovych latek z hliz dymnivky duté pouZzita bioguided assay vyuZzivajici modifikova-
nou spektrofotometrickou Ellmanovou metodu, ktera eliminuje tvorbu falesné pozitivnich

reakci.

4.3.1.1 Priprava sumdrniho alkaloidniho extraktu pro screening

Sumarni alkaloidni extrakt ze susenych hliz dymnivky duté byl pfipraven podle nasledu-
jiciho postupu: suché, rozdrobnéné hlizy (velikost ¢astic 1-2 mm o celkové hmotnosti
4,30 g) byly vsypany do Erlemayerovy baiiky a ptelity 95% EtOH v poméru 1:7 (m/v)
a droga byla extrahovana 3x varem pod zpétnym chladicem po dobu 15 min. Jednotlivé
ethanolové podily byly po zchladnuti zfiltrovany pies vliselin, matolina v bance prekryta
vrstvou ethanolu a sonikovana 10 minut pfi stupni 10 na ultrazvukové lazni. Smés byla
opét zfiltrovana pies vliselin, spojené ethanolové filtraty znovu zfiltrovany ptes vrstvu
ktemeliny ve filtranim tubusu. Filtrat byl zahu$tén do fidkého extraktu, pfidano 10 ml
vody a na vakuové odparce byl odpaten zbytek ethanolu. Odparek extraktu byl zfedén
s 10 ml 2% H,SO, a barika s touto suspenzi sonikovana na ultrazvukové lazni po dobu 5
minu pii stupni sonikace 10. Kaln4 tekutina byla nasledné zfiltrovana ptes vrstvu kieme-
liny, ktera byla nasledné promyta 10 ml vody. Ciré kyselé filtraty byly spojeny, objem
doplnén vodou a vytiepan 2xEt,0. Diethyletherova vrstva byla odlozena, vodna faze byla
zalkalizovana 10% Nay,COs; na pH ~9-10 a vytiepana 3xEtOAc. K spojenému ethyl-
acetatovému vytiepku bylo ptfiddno ~ 5 g NaySO4, po vycetfeni (30 minutich) byla tato
organicka faze zfiltrovana pifes vatu a odparena dosucha na vakuové odparce pii 40 °C

a odparek byl dosusen v exikatoru po dobu 24 hodin. Celkové mnozstvi alkalodniho ex-
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traktu bylo 180,3 mg, coz milzZe teoreticky predstavovat ~ 4,19 % obsahu alkaloidl

V suSing.

4.3.1.2 Cholinesterasovd aktivita sumarniho alkaloidniho extraktu

Ze sumarniho alkaloidniho extraktu bylo odebrano potiebné mnozstvi extraktu, které bylo
nafedéno DMSO na roztoky o pozadované koncentraci (20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml)
pro zjisténi hodnoty ICsg sumarniho alkaloidniho extraktu modifikovanou Ellmanovou
motodou. Hodnoty ICsy byly vypocitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE
a BUChE nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism. Vysledné hodnoty 1Csy byly
porovnany s hodnotami znamych inhibitord cholinesteras galanthaminem, huperzinem A

a fysostigminem.

Tab. 18 Cholinesterasova inhibiéni aktivita alkaloidniho extraktu dymnivky duté

. 1Cs (ng/ml)
Testovany vzorek AChE BUChE
alkaloidni extrakt 91,47 £4,57 26,50 + 1,35
galanthamin 1,98 £ 0,10 44,83 £2.24
huperzin A 0,06 = 0,003 > 242,32
fysostigmin 0,60 + 0,03 0,45 +£0,02

Sumarni alkaloidni extrakt z hliz dymnivky duté potvrdil pfi pouziti spektrofotome-
trické Ellmanovy metody signifikantni cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu vici lidskyem

v

cholinesterasam. Alkaloidni extrakt vykazoval vyrazngjsi inhibici BuChE nez AChE.
4.3.2 Izolace isochinolych alkaloidi pro biologické testy

4.3.2.1  Priprava alkaloidnich koncentratii

Alkaloidy z hliz dymnivky duté byly rozdéleny na alkaloidni koncentraty obsahujici alka-
loidy 0 rozdilné bazicité, které byly ziskané vytiepavanim alkaloidi organickymi roz-
poustédly z vodnych roztokii o rozdilném pH dle Slavika®® podle nésledujiciho postupu
(obr. 8):

11,3 kg suchych hliz dymnivky duté bylo perkolovano 95% ethanolem (1:10), extrakt
byl zahustén do fidkého sirupu, bylo pfidano 5 litrd 1,5% H,SO4, suspenze byla promi-
chana a zfiltrovana pies kiemelinu (Celite 535) a po promyti vodou byl roztok doplnén na
8,8 litru (pH ~ 1,5). Roztok byl po ¢astech vytiepan 3x2,2 litry Et,O (vytiepek L, 3,3 ¢
cerny, velmi viskdzni, nealkaloidni), nésledné byl zalkalizovan 10% Na,COs3 na pH ~9-10

a vytiepan 4x2,9 litry Et,O (alkaloidni vytiepek A, 279 g, hrubé krystalicky hnédo-
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zeleny). Vodna faze byla dekantovana od nerozpustného pryskyticného podilu, zalkalizo-
vana 50% NaOH na pH ~ 12 a roztok a vytfepan 4x2,7 litry Et,O (alkaloidni vytiepek
B-Et,0, 9,7 g, zlutohnédy) a nasledné 4x2,7 litry CHClI; (alkaloidni vytiepek B-CHCl;,
80 g, hnédy, velmi viskézni). Louhovy zbytek byl zneutralizovan HCI na pH ~ 2, zfiltro-
van (14 litrt) a bylo pfidano 2,1 litru 2% vodného roztoku reineckatu amonného. Po 15
hodinach stani byla provedena dekantace, okrova srazenina oddélena na papirovém filtru,
promyta vodou a vysusena (alkaloidni koncentrat Q, 87,7 g, okrovy prasek).

Pro blizsi studium vybranych biologickych aktivit byl vybran pro izolaci alkaloidt vy-
tiepek s obsahem terciarnich bazi ziskanych pii pH ~ 9-10 (alkaloidni vytiepek A), jenz
vykazoval v ptedpokuse signifikantni inhibi¢ni cholinesterasovou aktivitu.

Pred separaci tercidrnich alkaloidd na chromatografickém sloupci byl alkaloidni vy-
tiepek A piecistén. Odparek byl rozpustén pii ~ 40 °C ve 2,5 litrech 1,5% H,SO,, zfiltro-
van pies Celite 535 a doplnén vodou na 3 litry, zalkalizovan 10% Na,CO3; na pH ~9-10
anasledné byl vytfepan 7x900 ml Et,O a organicka faze byla zahusténa na ~1 litr. Po
zchladnuti byly odfiltrovany Sedavé piskovité krystaly, byly promyty Et;O a vysuSeny
v exikatoru (slouc¢enina JC-1, 46,5 g), mate¢ny louh byl odpaien dosucha, celkové bylo

ziskano 200 g pirecisténého, velmi viskozniho, tmavého odparku alkaloidniho vyttepku A.

| 11,3 kg suchych hliz ‘

95% EtOH (1:10) ——

I sumarni extrakt l

1,5% H,S0, 51

filtrace + 3,8 1 H,0 - | Bt03x221 frakce L
- - (B3¢
| 10%NaCO, F——

vodna faze
pH ~9-10
frakce A
L 5/ Et,04x291
\ 50% NaOH }—> 4 ' (279 ¢)

vodna faze

pH ~12-13 frakce B-Et,0
————{EL0dx271 [ (979

| CHCI, 4% 2,71 frakce B-CHCl,4
(80g)

2% vodny
vodna faze | | reineckat frakce Q
pH~2 amonny 2,11 (87,7 ¢g)

Obr. 8 Schéma piipravy alkaloidnich koncentratt
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4.3.2.2  Separace alkaloidniho vytirepku A na chromatografickém sloupci

Precistény diethyletherovy vytfepak A (200 g) byl separovan preparativni sloupcovou
chromatografii obvyklym zptsobem, jako staciondrni faze byl pouzit silikagel (silikagel
Fluka, zrnitost 0,063-0,20 mm, 4,5 kg adsorbentu desaktivovaného 10 % vody, délici
vrstva sloupce: @xvyska = 10x115 cm), se stupnovitym zptisobem eluce. Eluce byla pro-
vedena V nasledujici fadou smési rozpoustédel: CgHi4+CHCI3 (90:10, 40:60, 50:50)
a pokracovala smési CHCl3+EtOH (99:1, 97:3, 95:5, 90:10, 85:15, 75:25, 70:30, 65:35,
60:40, 50:50). Kazda frakce (po pocatecnim odstranéni rozpoustédla z mrtvého objemu
sloupce) méla objem 500 ml; celkem bylo ziskano 142 frakcei, které byly kontrolni TLC
(vyvijeci soustava S1) spojeny do 7 souhrnnych frakci (A-G).

Z frakce A (150 mg) byly vyizolovany reparativni TLC na 15 analytickych deskach
0 rozmérech 20x10 cm (vyvijeci draha 8,5 cm, vyvijeci soustava S2, pocet vyvijeni 3x)
ze zony 1 (Rf 0,65) sloucenina JC-2 (10 mg) a ze zény 2 (Rf 0,55) slouc¢enina JC-3 (30
mg).

Frakce B (65 g) byla dale chromatografovana na sloupci se silikagelem (adsorbent
1,95 kg, délici vrstva sloupce: Ixvyska = §x78 cm) postupnou stupniovitou eluci smesi
CeHi2 + CHCI3 (1:1, 2:3, 1:4, 1:9). Kazda frakce méla objem 250 ml; celkem bylo ziska-
no 94 frakci, které byly kontrolni TLC (vyvijeci soustava S3) spojeny na 3 podfrakce
(B/1-B/3). Slouc¢enina JC-4 (2,55 g) byla izolovana z podfrakce B/1 (4,3 g) sloupcovou
chromatografii na silikagelu (adsorbent 130 g, délici vrstva sloupce: @xvyska = 3x37
cm) za pouziti eluéni smési CgHy4-CHCI3 (3:2) a pieCiSténa krystalizaci ze smési
CHCI3-EtOH. Podfrakce B/2 (38 g) poskytla opakovanou krystalizaci ze smési
CHCI3-EtOH slouceninu JC-5 (29,3 g). Podfrakce B/3 (1,5 g) byla podrobena opakované
preparativni TLC na litych vrstvach 15x15 cm (adsorbent Kieselgel 60 GFjs4), vyvijeci
soustava S4, pocet vyvijeni 3%, draha 12 cm, 2 hlavni zony (Rf 0,55 a 0,30). Opakovana
preparativni TLC vedla k izolaci sloué¢enin JC-6 (136 mg, zona 1) a JC-7 (55 mg, zéna
2).

Z frakei C (250 mg) a D (480 mg) byly opakovanymi krystalizacemi ze smési
CHCI3-EtOH ziskany slouceniny JC-8 (115 mg) a JC-9 (179 mg).

Frakce E (5,5 g) byla separovana na chromatografickém sloupci se silikagelem (ad-
sorbent 330 g, dé¢lici vrstva sloupce: Jxvyska = 4x52 cm) za pouziti mobilni faze
CsH14+CHCI3 (1:4), Kazda frakce méla objem 100 ml; celkem bylo ziskano 42 frakei,
které byly kontrolni TLC (vyvijeci soustava S5) spojeny do 2 souhrnnych frakci E/1 (2,5
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g) a E/2 (2,2 g). Ob¢ podfrakce byly dale podrobeny preparativni TLC na litych vrstvach
15x15 cm (Kieselgel 60 GFzs4), vyvijeci soustava S3 (pocet vyvijeni 3x), které vedly
k izolaci slouceniny JC-10 ze zéony 1 (Rf 0,67; 1,4 g, krystaliace z EtOH) a slou¢eniny
JC-1 ze zény 2 (Rf 0,43; 1,06 g, krystalizace EtOH).

Frakce F (3,2 g) byla dale chromatografovana na silikagelovém sloupci (200 g adsor-
bentu, délici vrstva sloupce: Dxvyska = 2x32 cm) za pouziti stupiiovité eluce smési
CHCI; + EtOH (9:1, 4:1 a 3:2), kazda frakce méla objem 100 ml, celkovy pocet frakei 25,
které byly monitorovany kontrolni TLC (vyvijeci soustava S5). Z frakce ¢. 13 (1,5 g) byly
preparativni TLC na litych deskach 15x15 cm (vyvijeci soustava S5, draha 12 cm, pocet
vyvijeni 3x) a naslednou krystalizaci ziskany ze zony 1 (Rf 0,73) slouc¢enina JC-11 (85
mg) a ze zény 2 (Rf 0,45) slouc¢enina JC-12 (451 mg).

Frakce G (4,2 g) byla separovana na silikagelovém chromatografickém sloupci (250
g adsorbentu, délici vrstva sloupce: Uxvyska = 2x40 cm) stupiiovitou eluci smési
CHCI3; +EtOH (4:1, 3:2, 1:1 a 1:4). Kazda frakce méla objem 100 ml, celkovy pocet frak-
ci 33, ktera byly kontrolni TLC (vyvijeci soustava S1) spojeny do 3 podfrakci G/1 (2,6 g),
G/2 (0,83 g) a G/3 (0,57 g). Kazda z nich byla podrobena preparativni TLC na litych des-
kéach na silikagelu. Vyvijejici soustava byla pouZita S1, pocet vyvijeni 2%), ktera vedla po
naslednych krystalizacich z EtOH k ziskani sloucenin JC-13 (1,63 g), JC-14 (476 mg)
a JC-15 (265 mg).
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4.3.3 Strukturni analyza

4.3.3.1  MS analyza

ESI-MS spektra byla méfena na spektrometru LC/MS Thermo Finningan LCQDuo
S inotovou pasti, elektrosprejovou ionizaci v kladném modu (ESI+). LC/MS spektra byla pro-

vadéna pfi kolizni energii 40 eV. Alkaloidy byly rozpustény v MeOH.

4.3.3.2 NMR analyza

NMR spektra byla méfena na spektrometrech Varian Inova 500 a Varian VNMRS500
s pracovni frekvenci 500 MHz pro *H a 125 MHz pro **C jadra. **C NMR spektra byla
méfena v 5 mm SW §irokopasmové sondé, *H v inverzni 5 mm ID PFG sond& s vyuzitim
standardnich pulsnich sekvenci. Experimenty byly méfeny v CDCl3 pii 25°C. Hodnoty
chemickych posunti jsou v ppm a jsou vztazeny k internimu standardu (hexamethyldisilan
nebo TMS, 0,04 ppm, v 'H spektrech) nebo signalu solventu (76.99 ppm, v *C spek-
trech).

4.3.3.3  Optickd otdcivost

Optickd otacivost byla méfena na polarimetru ADP 220 BS a latky byly rozpustény
Vv ptislusném rozpoustédle (CHCl3, MeOH a EtOH).

4.3.3.4 Teplota tani

Teploty tani byly stanoveny na mikrovyhfevném stolku BOETIUS. Vyhievnost byla na-
stavena tak, aby teplota do 100 °C stoupala rychle a potom pomalu.
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4.4 Testovani biologickych aktivit izolovanych latek

4.4.1 Stanoveni antiradikalové aktivity DPPH testem

Antiradikalova aktivita izolovanych latek byla méfena stabilnim DPPH radikalem
(2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl) SIA metodou*”. Za normalnich okolnosti fialovy DPPH
radikal reaguje s latkami fungujicimi jako donor vodiku*’*; dochazi k redukci DPPH radi-
kalu (redukovana forma ma zlutou barvu) spojené s odpovidajicim odbarvenim fialového
roztoku. Kvantitativni mira poklesu absorbance se zjiStuje pii A = 525 nm a souvisi
s koncentraci antioxidantu v testovaném roztoku.

Zasobni roztok testované latky (10 mM) byl pfipraven rozpusténim v 50% (v/v) etha-
nolu beéhem 10 minutové ultrazvukové sonikace (Sonorex SP, stupeni sonikace 10). Ze
zasobniho roztoku byly naslednym fedénim ptipraveny roztoky o sestupné koncentraci (5,
1, 0,5 a 0,1 mM). Roztok DPPH radikalu (0,1 mM) byl pfipraven rozpusténim 3,9 mg
DPPH radikalu ve 100 ml 50% (v/v) ethanolu rovnéz za pouziti sonikace. VSechna pouzi-
vana rozpoustédla pro testované latky, DPPH radikal a mobilni fazi SIA metody byla pred
pouzitim degasovana 10 minutovou sonikaci.

DPPH antiradikalova aktivita byla méfena na PC fizeném analyzéru FIAlab 3000 vy-
baveny 2,5 ml pistovou pumpou, 6cestnym selekénim ventilem, spektrofotometrem
USB2000-UV/VIS se svételnym zdrojem a pritokovou celou SMA-Z (délka 1cm); objem
misici civky byl 0,6 ml a spojené PTFE hadickami s vnitfim pramérem 0,72 mm.

Antiradikalova zhéseci aktivita jednotlivych métenych latek byla vyjadiena jako zha-
Seci index % Qpppu, ktery vyjadiuje procentualni pokles absorbance DPPH radikalu po
pfidani vzorku obsahujici antioxida¢né pisobici latku. Zhaseci index % Qpppn byl vypoci-
tan podle vzorce:

% QDppH = (1 — Ax/Ao) x 100

kde Ag je pruimérna absorbance, naméfena u slepého vzorku (EtOH misto roztoku antio-
xidantu) a Ax je absorbance, naméfena po piidani roztoku antioxidantu od které je ode-
¢tena absorbance samotného roztoku vzorku. VSechna méteni byla provadéna 3. Pomoci
programu GraphPad Prism byla vypoétena hodnota ECsy — 50% ucinna koncentrace anti-
oxida¢ni aktivity a ziskané hodnoty ECso testovanych latek byly porovnavany

s hodnotami ECsg standardi (kvercetinem, troloxem a kyselinou askorbovou).
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4.4.2 Stanoveni cholinesterasové aktivity Ellmanovou metodou

4.4.2.1  Priprava erytrocytdrnich pouzder

Jako zdroj AChE byla pouzita pouzdra lidskych erytrocytt, zdrojem BUChE byla lidska
plazma. Erytrocytarni pouzdra byla piipravena z Cerstvé odebrané krve zdravych dobro-
volniki, ke které byl pfidan 1 ml citratu sodného na 10 ml krve podle metody Stecka

a Kanta*"

. Plazma byla odstranéna z plné krve centrifugaci pti rychlosti 4000 ot.min na
centrifuze Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do 50 ml
zkumavek a tfikrat promyty SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM
chloridu sodného (12 000 ot.min™, centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté
erytrocyty byly michany s 30nasobkem 5mM fosfatového pufru (pH 7,4) po dobu
10 minut, ¢imz doslo K jejich lyze. Nasledné byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot.min

! a vznikla pouzdra byla tfikrat promyta fosfatovym pufrem.

4.4.2.2  Inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy

Pro stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity latek byla pouzita upravena Ellmanova
spektrofotometrickd metoda s pouzitim 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)
a substratl acetylthiocholinjodidu (ATChI) a butyrylthiocholinjodidu (BuTChI)**,

Do kyvety bylo piidano 25-50 pl erytrocytarnich pouzder (AChE) nebo plazmy (Bu-
ChE), 200 ul DTNB, 650 pul 100mM fosfatového pufru a 25 pl vzorku nebo ptislusného
rozpustédla (DMSO) jako slepého vzorku. Reakce byla iniciovana pifidanim substratu
(ATChI nebo BuTChlI). Kone¢ny pomér DTNB a substratu byl 1:1. Narast absorbance
byl métfen pii A = 436 nm po dobu 1 minuty pfi normalni teploté (25 °C) na spektrofoto-
metru Shimadzu UV-1611. Kazdé méfeni bylo opakovano 3xt. Hodnoty 1Cs byly vypo-
¢itany z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo BUChE nelinearni regresi
v programu GraphPad Prism 5.02. Vysledné hodnoty ICsy byly porovnany s hodnotami
znamych inhibitort cholinesteras galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem. Pro-

centa inhibice (% I) byla vypoétena podle vzorce:

% 1 =100 — (AABL/AASA) x 100

kde AAg. je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narlst absorbance

méfeného vzorku.
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4.4.3 Stanoveni inhibice hrBACE1

4.4.3.1  Stanoveni potencidlni interference alkaloidii se substratem M-2420

Pted vlastnim testovanim latek na inhibici BACE1 byly izolované alkaloidy studovany na
potencialni interferenci se substratem M-2420. Pro zjisténi interference byly u sloucenin
prométeny fluorescenéni a UV spektra. Ziskané spektra byly porovnavany se spektry en-
zymov¢ aktivity a substratu. Fluorescen¢ni spektra byla méfena na spektrofluorometru
Jasco FP-6200. Vinova délka pro excitaci byla nastavena na 320 nm a emisni spektra byla
zaznamenavana v rozmezi vinovych délek 330-550 nm. UV spektra byla zaznamenavana
spektrofotometrem UV/VIS Lamba Bio 20 vrozmezi 200-550 nm. Slozeni vzorka
v kyvetach odpovidalo koncentracim jednotlivych slozek v mikrotitracnich jamkéach

u FRET metody (tab. 19).

Tab. 19 SloZeni testovanych vzorkl v kyveté pfi mefeni fluorescencnich a UV spekter

Testované vzorky SloZeni testovanych roztokt v kyveté

Testované slouceniny 875 pl pufru CHAPS + 25 pl testované latky + 100 pl pufru HEPES

875 ul pufru CHAPS s BACEL + 100 pl pufru M-2420 + 25 ul DMSO

Enzymova aktivita (15 minut inkubacni doba)

Substrat M-2420 875 ul pufru CHAPS bez enzymu + 100 pl pufru M-2420 + 25 pl DMSO

4.4.3.2 Testovani inhibice hrBACE1

Vlastni inhibice hrBACE1 byla méfena 2 rozdilnymi metodami:
1) na mikrotitrac¢nich desti¢kach (FRET assay)
2) pomoci imobilizovaného enzymového reaktoru (IMER) zapojeného do HPLC systé-

mu.

4.4.3.2.1 FRET assay

Inhibi¢ni studie vyuzivajici ¢erné mikrotitracni desticky Corning (96 jamkové, Sigma-
Aldrich, ltaly) byly méteny s dvéma peptidickymi FRET substraty M-2420 (Bachem,
Germany) a Panvera substratem (Invitrogen, Milan, Italy). Panvera substrat byl pouzivan
u latek fluorescen¢né interferujicimi s M-2420.

Testovani inhibice BACE1L se substratem M-2420 bylo provadéno podle nasledujiciho
postupu: 5 pl roztoku testované latky o pozadované koncentraci nebo slepého vzorku
(DMSO) bylo preinkubovano 1 hodinu pii 25 °C se 175 ul BACE (20,7 nM, finalni kon-
centrace enzymu) ve 20 mM octanu sodném (pH 4,5) obsahujicim detergent CHAPS

67




(0,2% m/v). Nasledn¢ bylo ptidano 20 pl substratu M-2420 (3 uM, finalni koncentrace),
ktery byl 15 minut inkubovan se smési. Fluorescen¢ni emise byla detegovana na spektrof-
luorometru pii A = 405 nm (excitace A = 320 nm).

Testovani inhibice BACE1 s Panvera substratem bylo provadéno podle nasledujiciho
postupu: 20 ul roztoku testované latky o pozadované koncentraci nebo 20 mM octanu
sodného (pH 4,5) bylo preinkubovano 60 minut s 20 pl enzymu (20,7 nM, findlni koncen-
trace). K nastarovani reakce bylo pfidano 20 pl Panvera substratu (0,25 uM, finalni kon-
centrace) do kazdé jamky. Smés byla inkubovéana 60 minut pti 37 °C a poté reakce byla
zastavena pridanim 20 ul BACE]1 stop roztoku (octan sodny 2,5 M) do kazdé jamky. Na-
sledné byl méfen fluorescenéni signal pti A = 590 nm (excitace A = 544).

Procentualni inhibice testovanych latek byla vypoctena z naméfenych flourescenénich

intenzit podle nasledujiciho vzorce:

100 — (IFi/IFo)x100

kde IFi a IFp jsou fluorescenéni intenzity ziskané pro BACEIl v pfitomnosti
a nepiitomnosti inhibitoru. RuSici signadl pozadi byl méfen v kontrolnich jamkéach

obsahujici vSechny reagencie krom& hrBACEI a byl ode¢ten od hodnot mé&fenych latek.

4.4.3.2.2 hrBACE1-IMER assay

Stanoveni inhibice hrBACE1 metodou IMER (hrBACE1-IMER), ktery byl vlozen do
HPLC systému skladajici se z pumpy Jasco PU-1580, autosampleru Jasco AS-2055
a fluorescenc¢niho detektoru Jasco FP-2020, byla métena se substratem M-2420, flu-
orescen¢ni detektor byl nastaven na A = 320 nm (excitace) a 450 nm (emise). Imobilizo-
vany reaktor s navazanou BACE1 byl pfipraven metodou in situ kovalentnim navazanim
BACE1 na CIM-EDA disk*”. Mobilni faze (pH = 4,5) obsahovala 50 mM chloridu am-
moného, 25 mM triethanolaminu, CHAPS (0,1 % m/v)+DMSO v poméru 95:5 (v/v), pra-
tok mobilni faze byl nastaven na 1,0 ml/minutu, nastfikovy objem 10 pl. Chromatografic-
kéa analyza probihala pfi normalni teploté (25 °C). Nepouzivany hrBACEL-IMER byl
skladovan pii 4 °C ve skladovacim pufru (50 mM octan sodny, pH 6,0 obsahujici 0,1%
azidu sodného jako konzervacni prisadu). Finalni koncentrace testované latky v koloné
(reaktoru) byla u screeningu inhibice BACEL 5 uM (pro stanoveni ICsy byly pfipravené
rozdilné finalni koncentrace testované slouceniny podle aktivity) a 0,44 uM pro substrat

M-2420. Enzymov4 aktivita byla vztaZena k plose pod kiivkou (AUC). Pro kazdou kon-
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centraci méteného vzorku byla vypoétena prumérna AUC ze dvou méfeni. Procentualni

inhibice byla ziskana dle nasledujiciho vzorce:

100 — (AUCI/AUCO0) x 100

kde AUC;a AUCy jsou fluorescencni intenzity ziskané pro substrat M-2420 v ptitomnosti
inhibitoru (AUC;) a s absenci inhibitoru (AUCy). Inhibi¢ni kiivky pro vySe uvedené
metody byly ziskdny vnesenim do grafii jako procentudlni inhibice vici logaritmu
koncentrace inhibitoru v testovaném vzorku a byly extrapolovany hodnoty 1Csg
testovanych latek (GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, San Diego, CA,
USA). Ziskané hodnoty ICso byly porovnany s hodnotami ICsg inhibitord BACEL.
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5. VYSLEDKY

51 Strukturni analyza izolovanych alkaloidii

Vsechny izolované alkaloidy byly jiz diive strukturné popsany, a proto byly namétfena
spektralni data z NMR a MS analyzy, teploty tani a hodnoty optické otacivosti porovnany

s udaji v databazich SciFinder a Dictionary of Natural Products*’.

5.1.1 (+)-Bulbokapnin (JC-1)

Obr. 9 (+)-bulbokapnin

Bila, jemné krystalicka latka bez zapachu, t. tani: 200-202 °C.

5.1.1.1  MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 370.2 (100). MS/MS m/z 352.1 (100), 339.1 (14), 321.0 (33), 290.2
(20), 188.2 (60).

5.1.1.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 7.00 (1H, bs); 6.84 (1H, d); 6.83 (1H, d, J =8.1 Hz): 6.11 (1H,
d); 5.95 (1H, d, J =1.4 Hz); 3.15 (1H, bs); 3.08 (1H, dd, J =13.5 Hz, J = 3.6 Hz); 3.02
(1H, br); 3.00 (1H, bs); 2.66 (1H, dd, J = 16.4 Hz, J = 3.7 Hz); 2.55 (3H, s); 2.52 (1H,
bs); 2.49 (1H, bs).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6§ 148.5, 146.3, 143.1, 140.8, 129.9, 129.0, 127.5, 119.5, 118.7,
114.5, 111.1, 107.9, 100.5, 63.0, 56.4, 53.2, 44.0, 35.5, 29.4.

5.1.1.3  Opticka otdcivost

[a]® = +306° (¢ 0,252, MeOH).
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5.1.2 (+)-Kanadin (JC-2)

OCH;

Obr. 10 (+)-kanadin

Tmavé zluté, jemn¢ krystalicka latka bez zépachu, t. tani 130-132 °C.

5.1.2.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]" 340.25 (100), 336.32 (4). MS/MS m/z 323.07 (7), 204.15 (4), 176.18
(100), 149.07 (9).

5.1.2.2  NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.86 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.79 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.72 (1H,
s); 6,59 (1H, s): 5.91 (2H, s); 4.25 (1H, d, J = 15.8 Hz); 3.85 (3H, s); 3.84 (3H, s); 3.56
(2H, d, J = 14.1 Hz); 3.10-3.26 (3H, m); 2.80-2.89 (1H, m); 2.61-2.71 (2H, m).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 150.3, 146.2, 146.0, 145.0, 130.5, 128.3, 127.6, 127.5, 123.9,
111.0, 108.4, 105.5, 100.8, 60.2, 59.6, 55.9, 53.8, 51.3, 36.2, 29.4.

5.1.2.3  Opticka otdcivost

[a]** = +241° (c 0,0228, CHCl5).
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5.1.3 (+)-Korydalin (JC-3)

OCH;

Obr. 11 (+)-korydalin

Tmav¢ zluté, jemna krystalicka latka bez zépachu, t. tani 133-135 °C.

5.1.3.1  MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]® 370.25 (100), 354.2 (3). MS/MS m/z 355.17 (29), 338.23 (12),
322.10 (7), 218.15 (24), 192.18 (100), 179.10 (15), 165.07 (99), 150.10 (20), 136.14 (6).

5.1.3.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.90 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.82 (LH, d, J = 8.3 Hz); 6.68 (1H,
s); 6.61 (1H, s); 4.16-4.28 (1H, m); 3.87 (6H, s); 3.86 (3H, s); 3.85 (3H, s); 3.67-3.74
(1H, m); 3.48-3.55 (1H, m); 3.05-3.28 (3H, m); 2.57-2.65 (2H, m); 0.96 (3H, bs).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 150.1, 147.7, 147.2, 144.9, 134.9, 128.3, 124.0, 111.2, 111.0,
108.7, 63.0, 60.1, 56.1, 55.9, 55.8, 54.4, 51.4, 38.2, 29.3, 18.3.

5.1.3.3  Optickd otdcivost

[a]® = +121° (c 0,066, CHCIs).
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5.1.4 (-)-Korykavamin (JC-4)

Obr. 12 (-)-korykavamin

Bila, jemné krystalicka latka bez zapachu, t. tani 145-147 °C.

5.1.4.1  MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 368 (100). MS/MS m/z 350 (50), 337 (57), 319 (65), 309 (40), 297
(9), 289 (94), 267 (15), 261 (16), 249 (8), 237 (9), 220 (12), 188 (39), 177 (12), 161 (42),
149 (100), 135 (9), 119 (11).

5.1.4.2  NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): § 6.98 (1H, s); 6.84 (1H, d, J = 8.1 Hz); 6.77 (1H, d, J = 8.1
Hz); 6.65 (1H, s), 5.97 (1H, d, J = 1.5 Hz); 5.94 (1H, d, J = 1,5 Hz); 5.93 (2H, s); 4.24
(AH, g, =7.2 Hz); 3.83 (1H, d, J =13.7 Hz); 3.47 (1H, d, J = 13.7 Hz); 3.42 (1H, ddd, J
=15.2 Hz,J=12.7 Hz, J = 2.6 Hz); 2.88 (1H, ddd, J = 12.6 Hz, J = 3.9 Hz, J = 2.6 Hz);
2.55 (1H, ddd, J =15.2 Hz, J =3.9 Hz, J = 1.7 Hz); 2.29 (1H, ddd, J = 12.6 Hz, J = 12.7
Hz,J=1.7 Hz); 1.81 (3H, s), 1.35 (3H, d, J = 7.2 Hz).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 197.4, 148.5, 146.6, 146.5, 146.0, 135.4, 134.2, 132.7, 120.8,
116.8, 111.8, 110.6, 107.1, 101.5, 101.1, 57.7, 49.8, 46.3, 41.2, 33.6, 16.7.

5.1.4.3  Opticka otacivost

[0]? = -51° (c 0,2556, CHCls).
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5.1.5 (+)-Tetrahydropalmatin (JC-5)

OCH;

Obr. 13 (+)-tetrahydropalmatin

Nazloutla, jemné krystalicka latka, t. tani 141-143 °C.

5.1.5.1  MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 326 (100), 295 (37). MS/MS m/z 295.1 (100), 263.1 (14), 235.1 (5).

5.1.5.2  NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.88 (1H, d, J = 8.4 Hz); 6.81 (1H, d, J =8.4 Hz); 6.74 (1H, s);
6.63 (1H, s); 4.26 (1H, d, J =15.6 Hz); 3.89 (3H, s); 3.87 (3H, s); 3.86 (3H, s); 3.85 (3H,
s); 3.59 (1H, bs); 3.56 (1H, bs); 3.27 (1H, dd, J =15.8 Hz, J =3.6 Hz); 3.22 (1H, bs); 3.17
(1H, bs); 2.86 (1H, bs); 2.69 (1H, bs); 2.66 (1H, bs).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 150.5, 147.8, 147.7, 145.3, 129.8, 128.8, 127.9, 126.9, 124.1,
111.6, 111.3, 108.8, 60.4, 59.5, 56.3, 56.1, 56.1, 54.2, 51.7, 36.5, 29.2.

5.1.5.3  Optickd otdcivost

[a]®= +264° (c 0,212, MeOH).
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5.1.6 (+)-Korynolin (JC-6)

Obr. 14 (+)-korynolin

Nazloutla krystalick4 latka bez zapachu, t. tani 178-179 °C.

5.1.6.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 368.2 (100), 337.2 (13), 319.1 (10). MS/MS m/z 350.1 (12), 337.1
(98), 319.1 (100), 289.2 (42), 177.3 (8).

5.1.6.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 7.79 (1H, bs); 6.92 (1H, d, J = 8.2 Hz); 6.79 (1H, d, J =8.2
Hz): 6.66 (1H, s); 6.64 (1H, s); 5.97 (2H, dd, J = 13.2 Hz, J = 1.5 Hz); 5.94 (2H, d, J =
1.4 Hz); 4.06 (1H, d, J = 15.4 Hz); 3.94-3.97 (1H, d, J =15.8 Hz); 3.32 (LH, s); 3.16 (1H,
d, J=17.8 Hz); 3.09 (1H, dd, J = 17.8, J = 4.6 Hz); 2.23 (3H, 5); 1.14 (3H, 3).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 147.9, 145.2, 145.0, 142.6, 135.9, 127.8, 125.0, 118.5, 116.6,
112.6, 109.3, 107.6, 101.3, 100.9, 76.0, 69.7, 54.2, 43.1, 40.7, 36.6, 23.3.

5.1.6.3  Optickd otdcivost

[a]® = +97° (c 0,0516, CHClIs).
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5.1.7 (*)-Korykavidin (JC-7)

Obr. 15 (£)-korykavidin

Nazloutl4, jemné¢ krystalicka latka bez zapachu, t. tani 191-193 °C.

5.1.7.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 384.23 (100). MS/MS m/z 384.21 (9), 366.13 (75), 353.13 (27),
335.13 (100), 325.12 (36), 304.20 (82), 283 (6), 205.15 (27), 188.18 (75), 177.11 (74),
149.19 (15).

5.1.7.2  NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 7.09 (1H, d, J = 8.4 Hz); 7.02 (1H, s); 6.89 (1H, d, J = 8.4
Hz); 6.65 (1H, s); 5.95 (2H, dd, J = 18.1, J = 1.3 Hz); 4.14-4.20 (1H, m); 3.81-3.85 (2H,
m); 3.87 (3H, s); 3.80 (3H, s); 3.48 (1H, t, J = 13.4 Hz); 2.94 (1H, d, J = 11.4 Hz); 2.56
(1H, d, J = 15.0 Hz); 2.33 (1H, t, J = 12.0 Hz); 1.80 (3H, s); 1.34 (3H, d, J = 7.2 H2).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 195.6, 151.1, 148.2, 147.0, 146.4, 135.0, 132.8, 132.3, 128.2,
123.0, 111.7, 110.7, 110.2, 101.2, 60.8, 57.4, 55.6, 49.1, 45.6, 41.2, 32.9, 16.3.

5.1.7.3  Opticka otdcivost

[a]® =0 (c 0,932, CHCly).
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5.1.8 (+)-Kanadalin (JC-8)

Obr. 16 (+)-kanadalin

Nazloutla, jemné¢ krystalicka latka bez zépachu, t. tani 117-119 °C.

5.1.8.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]" 370 (100), 190 (19). MS/MS m/z 352 (45), 321 (18), 306 (5), 290
(9), 190 (100).

5.1.8.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 10.41 (1H, bs); 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz); 6.79 (1H, d, J = 8.4
Hz); 6.51 (1H, s); 6.50 (1H, s); 5.86 (2H, d, J = 7.9 Hz); 3.93 (3H, s); 3.88 (3H, 3); 3.62-
3.69 (1H, m); 3.18-3.31 (2H, m); 3.05-3.12 (1H, m); 2.70-2.86 (2H, m); 2.42-2.51 (1H,
m); 2.37 (3H, s).

B3C NMR (CDCI3, 25°C): § 192.2, 152.7, 151.1, 145.8, 145.4, 133.2, 130.5, 129.1, 127.8,
127.3, 116.5, 108.2, 100.5, 64.1, 62.1, 55.9, 45.9, 42.5, 38.3, 24.8.

5.1.8.3  Optickd otdcivost

[a]® = +23° (c 0,0848, CHClIs).
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5.1.9 Allokryptopin (JC-9)

OCH
PQE
<O O OCH;
0 N

|
CH,

Obr. 17 allokryptopin

Jemné zluta krystalicka latka bez zapachu, t. tani 159-161 °C.

5.1.9.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]" 370.2 (100). MS/MS m/z 352.1 (100), 339.1 (14), 321.0 (33), 290.2
(20), 188.2 (60).

5.1.9.2  NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.95 (1H, s); 6.91 (1H, d); 6.80 (1H, d, J = 8.24 Hz); 6.63 (1H,
s); 5.94 (2H, s); 3.86 (3H, s); 3.78 (3H, s); 3.72 (2H, bs); 2.2-3.5 (3H, m); 1.86 (3H, s).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 193.6, 151.8, 148.3, 147.9, 146.6, 136.3, 133.1, 129.8, 128.8,
128.0, 110.8, 110.7, 109.5, 101.4, 61.0, 57.8, 55.9, 50.4, 46.5, 41.4, 32.6.

5.1.9.3  Optickd otdcivost

Neméfena (sloucenina neni opticky aktivni — nema chiralni centrum).
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5.1.10 (+)-Korydin (JC-10)

Obr. 18 (+)-korydin

Ruzova, jehlicovité krystalicka latka bez zapachu, t. tani 147-149 °C.

5.1.10.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]" 342.13 (100), 311.17 (10). MS/MS m/z 325.21 (2), 311.05 (100),
279.06 (2), 237.15 (3).

5.1.10.2 NMR analyza

'H NMR (CDCI3, 25°C): 6 8.70 (1H, s); 7.09 (1H, d, J = 8.1 Hz); 6.88 (1H, d, J = 8.1
Hz); 6.69 (1H, s); 3.91 (3H, s); 3.90 (3H, s); 3.73 (3H, s); 3.17-3.25 (1H, m); 3.00-3.11
(3H, m); 2.70 (1H, d, J = 16.5 Hz); 2.59-2.65 (1H, m); 2.58 (3H, s); 2.48 (1H, t, J = 13.4
Hz).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 151.9, 149.3, 143.9, 142.5, 130.5, 127.7, 126.4, 124.4, 123.6,
119.3, 111.3, 110.9, 62.7, 62.0, 56.1, 52.7, 43.8, 35.3, 28.8.

5.1.10.3 Optickd otdcivost

[a]® = +203° (c 0,9992, CHCl5).
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5.1.11 (-)-Isokorypalmin (JC-11)

OCHj

Obr. 19 (-)-isokorypalmin

Nazloutl4, jemné¢ krystalicka latka bez zapachu, t. tani 241-242 °C.

5.1.11.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 342 (100), 178 (15). MS/MS m/z 342 (15), 325 (8), 293 (5), 192
(15), 178 (100), 151 (10).

5.1.11.2 NMR analyza

'H NMR (CDCI3, 25°C): 6 6.87 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.81 (1H, s); 6.79 (1H, d, J = 8.3);
6.59 (1H, s); 5.64 (LH, bs); 4.26 (1H, d, J = 15.9 Hz); 3.86 (3H, s); 3.85 (3H, s); 3.84
(3H, s); 3.51-3.65 (2H, m); 3.13-3.32 (3H, m); 2.78-2.91 (1H, m); 2.63-2.76 (2H, m).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6§ 150.3, 145.2, 145.0, 144.0, 130.0, 128.1, 127.6, 125.7, 123.9,
111.3,111.1, 110.6, 60.2, 59.2, 55.9, 55.8, 53.8, 51.5, 35.9, 28.9.

5.1.11.3 Opticka otacivost

[a]** = -256° (c 0,162, CHClI5).
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5.1.12 (+)-Korypalmin (JC-12)

OCHs

Obr. 20 (+)-korypalmin

Nazloutl4, jemné¢ krystalicka latka bez zapachu, t. tani 234-236 °C.

5.1.12.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 342 (100), 178 (11). MS/MS m/z 342 (4), 327 (5), 192 (3), 178
(100), 151 (11).

5.1.12.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 6.88 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.79 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.71 (1H,
s); 6.69 (1H, s); 4.26 (1H, d, J = 15.6 Hz); 3.90 (3H, s); 3.85 (3H, s); 3.57 (1H, bs); 3.55
(1H, bs); 3.26 (1H, dd, J = 15.8 Hz, J = 3.4 Hz); 3.20 (1H, bs); 3.12 (1H, bs); 2.86 (1H,
bs); 2.68 (1H, bs); 2.65 (1H, bs).

3C NMR (CDCls, 25°C): § 150.6, 145.4, 145.4, 144.3, 129.9, 128.8, 127.8, 127.7, 124.0,
114.5, 111.3, 108.0, 60.4, 59.6, 56.3, 56.1, 54.2, 51.7, 36.6, 29.0.

5.1.12.3 Opticka otacivost

[a]** = +266° (c 0,216, CHCI5).
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5.1.13 (-)-Skulerin (JC-13)

Obr. 21 (-)-skulerin

Slabé nartizovéla, jemné krystalicka latka bez zépachu, t. tdni 200—203 °C.

5.1.13.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]" 328.1 (100), 178 (4). MS/MS m/z 328.2 (11), 313.1 (7), 296 (4),
279.1 (8), 178.1 (100), 151.0 (11).

5.1.13.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 2.66 (1H, bs); 2.68 (1H, bs); 2.85 (1H, bs): 3.17 (1H, bs); 3.22
(1H, bs); 3.26 (1H, dd, J = 16.1 Hz, J =3.9 Hz); 3.55 (1H, bs); 3.57 (1H, bs); 3.87 (3H, s);
3.88 (3H, s); 4.25 (1H, d, J = 15.6 Hz); 5.52 (1H, bs); 5.68 (1H, bs); 6.60 (1H, s); 6.67
(1H, d, J = 8.3 Hz); 6.74 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.83 (1H, s).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 145.1, 144.0, 143.9, 141.5, 130.3, 127.9, 125.9, 120.8, 119.3,
111.3, 110.6, 109.2, 59.1, 56.1, 55.9, 53.4, 51.5, 36.1, 29.0.

5.1.13.3 Optickd otdcivost

[a]® = -252° (¢ 0,2024, MeOH).
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5.1.14 (-)-Sinoakutin (JC-14)

H,CO  OH OCH;

Obr. 22 (-)-sinoakutin

Bila, jemné krystalicka latka bez zapachu, t. tani 196-198 °C.

5.1.14.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 328 (100). MS/MS m/z 296 (29), 285 (77), 265 (100), 239 (75), 211
(14), 192 (47).

5.1.14.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): § 7.54 (1H, s); 6.67 (1H, d, J = 8.4 Hz), (1H, d, J = 8.4 Hz);
6.33 (1H, s); 6.22 (1H, s); 3.89 (3H, 5); 3.76 (3H, 5); 3.71 (1H, d, J =5.7 Hz); 3.35 (1H, d,
J=17.6 Hz); 3.00 (1H, dd, J =17.6 Hz, J = 5.7 Hz); 2.63 (1H, dd, J =12.8 Hz, J = 4.6 Hz);
2.50 (1H, ddd, J = 12.8 Hz, J = 12.6 Hz, J = 2.3 Hz); 2.46 (3H, s); 2.37 (1H, dd, J = 12.8
Hz, J = 2.3 Hz); 1.78 (1H, ddd, J =12.8 Hz, J = 12.6 Hz, J = 4.6 Hz).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 171.5, 151.4, 141.3, 135.6, 133.6, 120.0, 114.2, 112.6, 110.7,
109.2, 99.8, 51.3, 46.6, 45.1, 37.3, 34.9, 33.9, 27.9, 23.0.

5.1.14.3 Opticka otdcivost

[a]® =-172° (c 0,1976, CHCl5).
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5.1.15 (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15)

Obr. 23 (+)-N-methyllaurotetanin

Nazloutl4, jemné¢ krystalicka latka bez zapachu, t. tani 157-159 °C.

5.1.15.1 MS analyza

ESI-MS m/z [M+H]* 342 (100), 311 (44), 296 (8), 280 (13). MS/MS m/z 311 (100), 296
(9), 280 (8).

5.1.15.2 NMR analyza

'H NMR (CDCls, 25°C): 6 8.06 (1H, s); 6.81 (1H, s); 6.58 (1H, s); 3.89 (3H, s); 3.88 (3H,
s); 3.65 (3H, 5); 3.16 (1H, m); 3.03 (LH, m); 2.99 (1H, s); 2.96 (1H, d, J = 4.22 Hz): 2.67
(1H, dd, J = 16.3 Hz, J = 3.4Hz); 2.56 d (1H, d, J = 12.7 Hz); 2.53 (3H, s); 2.50 (1H, dd,
J=11.7 Hz, J = 3.9H2).

3C NMR (CDCls, 25°C): 6 152.2, 145.5, 145.1, 144.4, 130.4, 129.1, 127.4, 127.3, 124.2,
114.1, 111.4, 110.5, 62.8, 60.4, 56.3, 56.0, 53.5, 44.2, 34.5, 29.4.

5.1.15.3 Optickd otdcivost

[a]?= +311° (c 0,0852, CHCl5).
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5.2

5.2.1 Inhibié¢ni aktivita via¢i AChE a BuChE

Tab. 20 Hodnoty ICsy (uM) izolovanych alkaloid vi¢i AChE a BuChE

Biologické testy izolovanych alkaloidii z hliz dymnivky duté

Izolované alkaloidy 'C0 (M)
AChE BuChE
JC-1 (+)-bulbokapnin >1000 67,0+2,1
JC-2 (+)-kanadin 12,4+0,9 483 + 11,5
JC-3 (+)-korydalin 40,5+1,9 >1000
JC-4 (-)-korykavamin 428 +8,4 218 +5,1
JC-5 (+)-tetrahydropalmatin 876+ 15,3 >1000
JC-6 (+)-korynolin >1000 >1000
JC-7 (%)-korykavidin 223+78 46,2 +2,4
JC-8 (+)-kanadalin 20,1+1,1 852+2,.2
JC-9 allokryptopin 250+2,5 530+282
JC-10 (+)-korydin 208+ 6,8 >1000
JC-11 (-)-isokorypalmin 196 +4,2 >1000
JC-12 (+)-korypalmin 321+10,1 >1000
JC-13 (-)-skulerin 245+2.5 903+ 12,5
JC-14 (-)-sinoakutin >1000 >1000
JC-15 (+)-N-methyllaurotetanin 898 £ 10,5 >1000
- fysostigmin® 2,17+0,1 1,62 + 0,06
- galanthamin® 6,9+0,3 156+ 6,9
- huperzin A? 0,252 + 0,01 >1000

? referenéni inhibitory cholinesteras

5.2.2 Antiradikalova aktivita

Tab. 21 Hodnoty ECs (uM) izolovanych alkaloida

Izolované alkaloidy

ECSO (HM) DPPH test

JC-1 (+)-bulbokapnin 279,0+ 15,1
JC-2 (+)-kanadin >1000
JC-3 (+)-korydalin >1000
JC-4 (-)-korykavamin >1000
JC-5 (+)-tetrahydropalmatin >1000
JC-6 (+)-korynolin >1000
JC-7 (+)-korykavidin >1000
JC-8 (+)-kanadalin >1000
JC-9 allokryptopin >1000
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Tab. 21 Hodnoty EC50 (uM) izolovanych alkaloidd (pokracovani)

Izolované alkaloidy ECso (uM) DPPH test

JC-10 (+)-korydin >1000
JC-11 (-)-isokorypalmin >1000
JC-12 (+)-korypalmin >1000
JC-13 (-)-skulerin 102,0 +£4,9
JC-14 (-)-sinoakutin 209,0 £ 8,3
JC-15 (+)-N-methyllaurotetanin >1000

— kvercetin? 253+1,3

— trolox? 27,8+ 0,39

- L-askorbova kyselina® 51,15+3,27

? referenéni antioxidanty

5.2.3 Inhibice hrBACE1

5.2.3.1

Stanoveni potencidlni interference testovanych latek

5.2.3.1.1 Fluorescen¢ni spektra JC1-15
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Obr. 24 Porovnani fluorescenénich spekter JC-1 az JC-15 a slepého vzorku se spektrem enzymové aktivity

5.2.3.1.2 UV spektra]C-1az]C-15
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Obr. 25 Porovnani UV spekter JC 1-15, substratu M-2420 a enzymové aktivity
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5.2.3.2  Inhibiéni aktivita izolovanych alkaloidii vii¢i hrBACE1

Tab. 22 Hodnoty ICso (M) izolovanych alkloidii (FRET a hr BACE1-IMER assay)

zolované alkaloidy 1% (M)
FRET assay hrBACE1-IMER assay

JC-1 (+)-bulbokapnin NA® NT
JC-2 (+)-kanadin NA°® NT
JC-3 (+)-korydalin NA NA
JC-4 (-)-korykavamin 41,16 £7,82 1690 =+ 545
JC-5 (+)-tetrahydropalmatin NA NA
JC-6 (+)-korynolin 33,59 +£0,23 89,07 + 15,08
Jc-7 (+)-korykavidin 0P 15,86 + 2,64°
Jc-8 (+)-kanadalin o° 18,07 +0,11°
Jc-9 allokryptopin o° 16,86 % 4,35°
JC-10 (+)-korydin NA® NT
Jc-11 (-)-isokorypalmin oP 17,20 + 5,82°
Jc-12 (+)-korypalmin NA o
JC-13 (-)-skulerin o° 19,02 + 1,59°
JC-14 (-)-sinoakutin NA NA
JC-15 (+)-N-methyllaurotetanin NA°® NT

- inhibitor 1V? 0,02 = 0,00 0,46 + 0,06

3 referenéni inhibitor BACEL; ® absence korelace mezi koncentraci testované latky a inhibici enzymu;  inhibice BACE1
byla m&fena s Panvera substratem; ¢ chromatografick4 interference; ® procentuélni inhibice pfi 5uM koncentraci; NA =
testovana sloucenina nevykazovala Zadnou inhibi¢ni aktivitu v 5uM koncentraci; NT = netestovano (interference se

substratem M-2420).
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6. DISKUSE

6.1 Vybér rostlinné drogy pro izolaci sekundarnich metaboliti

Pro blizsi studium cholinesterasové inhibi¢ni aktivity sekundéarnich metabolitii rostlin
alkaloidniho typu byla vybrana Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte — dymnivka du-
ta. Nékteré alkaloidy izolované z této dymnivky, nebo z dalsich druhi dymnivek byly jiz
testovany na cholinesterasovou aktivitu'**%.

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita alkaloidniho extraktu z hliz dymnivky duté byla
potvrzena ve vlastnim bio-guided testu (tab. 18). Pro screening cholinesterasové aktivity
byla pouzita spektrofotometricka Ellmanova metoda, ktera dovoluje nejen kvantifikovat
cholinesterasovou inhibi¢ni aktivitu extraktu (porovnani hodnot ICs extraktu s inhibitory

cholinesteras), ale i eliminovat faleSné pozitivni reakce, které se bézné vyskytuji pfi pou-

ziti screeningovych metodach na TLC®.

6.2 Izolace alkaloidil

Je znamo, Ze kvarterni dusik hraje p¥i vazb& na cholinesterasy dilezitou roli*”. Nicméns,
tyto slouceniny mohou mit problém prochazet pfes hematoencefalickou bariéru®’®.
Z tohoto diivodu byla tato prace zamétena na izolaci terciarnich alkaloidii — u vysoce ak-
tivnich latek 1ze ocekavat jejich toxickou ale i terapeutickou aktivitu vii¢i mozkovym cho-
linesterasam.

Pro zjednoduseni izolace terciarnich alkaloidl byly nejprve pfipraveny ze sumarniho
alkaloidniho extraktu alkaloidni vytfepky organickymi rozpoustédly z vodnych roztoki
0 rozdilném pH (obr. 8). Na rozdil od Slavikova postupu™® nebyla alkaloidni frakce A
obsahujici terciarni alkaloidy dale dé€lena roztfepavanim na jednotlivé typy alkaloidd,
jejichz chloridy jsou rozpustné/nerozpustné v CHCl3: Slavik dale tyto 2 podfrakce délil
dal§im roztfepavani na alkaloidy fenolové a nefenolové. Pti vlastni preliminary studii s ~
1 g frakce A se tento postup neosved¢€il, nebot’ pomoci TLC a MS/MS analyzy bylo pro-
kazano, ze Vv jednotlivych 4 pofrakcich byly ptitomny prakticky vSechny alkaloidy, i kdyz
v rizném kvantitativnim poméru, a proto byly alkaloidy frakce A d¢leny dale jako jeden
celek.

Z alkaloidniho vytfepku A obsahujici terciarni alkaloidy bylo vyizolovano sloupcovou

chromatografii a preparativni TLC 15 sloucenin, které poskytly pozitivni reakci
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s Dragendorffovym ¢&inidlem. Na zakladd MS analyzy a *H a *C NMR spekter Ize izolo-
vané alkaloidy rozdélit do 6 strukturnich typu: na protoberberinové, benzofenanthridino-
vé, sekoberberinové, aporfinové, morfinanové a protopinové alkaloidy. Srovnanim spek-
tralnich dat v literatufe a optické otaivosti byly izolované alkaloidy uréeny jako
(+)-bulbokapnin (JC-1), (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3), (-)-korykavamin
(JC-4), (+)-tetrahydropalmatin (JC-5), (+)-korynolin (JC-6), (+)-korykavidin (JC-7),
(+)-kanadalin (JC-8), allokryptopin (JC-9), (+)-korydin (JC-10), (-)-isocorypalmin
(JC-11), (-)-korypalmin (JC-12), (-)-skulerin (JC-13), (-)-sinoakutin (JC-14)
a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15). Z kvantitativniho hlediska mezi majoritni izolované
alkaloidy  patfily  (+)-bulbokapnin,  kterého  bylo  vyizolovano 47,5 ¢
a (+)-tetrahydropalmatin (29,3 g), ostatni alkaloidy byly ziskany nejcastéji v desitkach az
stovkach miligramd. Literarni idaje o tom, ze (+)-bulbokapnin je uvadén jako hlavni al-
kaloid, byly i v tomto pripadé potvrzeny****,

Alkaloidy (-)-korykavamin (JC-4), (+)-kanadalin (JC-8), (+)-korynolin (JC-6)
a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) nebyly z hliz dymnivky duté dosud izolovany.
(+)-Kanadalin byl dive nalezen pouze v Hydrastis canadensis L.*”. (+)-Kanadalin nalezi
do malé strukturni skupiny benzylisochinolinovych alkaloidi nazyvané sekoberberiny;
jsou povazovany za intermediarni produkty v biosyntéze ftalidisochinolinovych alkaloi-
da*"®. Zajimavé je, Ze jeho enantiomer (-)-kanadalin byl identifikovén v historické sbirce
substanci, jeZ byly izolovany z dymnivky duté v letech 1898-1928%%. (—)-Korykavamin,
(+)-korynolin a (+)-N-methyllaurotetanin byly jiz izolovany z jinych druhti dymnivek
(napt. z C. incisa (Thunb.) Pers., C. bungeana Turcz., C. ambigua Kuntze a C. taliensis
Franch)!04%6479.480481 " tatni izolované alkaloidy byly izolovany z riiznych ¢asti dym-

nivky duté a bezné se vyskytuji v rostlinach z ¢eledi Fumariaceae a Papaveraceae.

6.3 Cholinesterasova inhibicni aktivita izolovanych alkaloidii

Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita izolovanych 15 alkaloidi byla studovana in vitro
spektrofotometrickou Ellmanovou metodou. Jako zdroj AChE byla pouzita pouzdra lid-
skych erytrocytt, zdrojem BuChE byla lidska plazma. Vysledky byly vyjadieny jako
hodnoty 1Cso (uM), galanthamin, huperzin A a fysostigmin byly pouzity jako pozitivni
kontroly (tab. 20). Galanthamin a huperzin A jsou selektivnimi inhibitory AChE (ICsp =
6,9 + 0,3 uM a ICsp = 0,252 + 0,01 uM). Huperzin A byl vici BUChE inhibi¢né zcela

neaktivni (ICsp >1 mM), galanthamin vykazoval nevyraznou inhibici (ICso = 156 + 6,9
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uM). Na druhou stranu, fysostigmin inhiboval vyznamné jak AChE, tak BUChE (ICs =
2,17 £ 0,1 uM a ICs = 1,62 + 0,06 puM). Minoritni sekoberberinovy alkaloid
(+)-kanadalin (JC-8) vyznamn¢ inhiboval AChE i BUChE (ICso = 20,1 £ 1,1 uM a ICsp =
85,2 £ 3,2 uM). Nejvyrazngjsi inhibicni aktivitu vic¢i AChE vykazoval protoberberinovy
alkaloid (+)-kanadin (JC-2, ICsp = 12,4 + 0,9 uM). Vyssi inhibi¢ni aktivitu BUChE nez
galanthamin vykazovaly protopinovy alkaloid (+)-korykavidin a (+)-bulbokapnin (JC-7,
ICs0 = 46,2 £ 1,5 uM; JC-1, I1C50 = 67,0 + 1,8 uM) majici aporfinovy skelet. Navic,
(&)-korykavidin (JC-7) vykazoval i slabou inhibici vic¢i AChE (ICsp = 223 + 7,8 uM).
Zajimavé je, ze (+)-bulbokapnin (JC-1), ktery je v literatufe zmifiovan jako inhibitor
AChE z elektrického thote (ICsp = 40 + 2 uM)*, nevykazoval Zadnou inhibi¢ni aktivitu
vici AChE (ICsp >1000 uM). Naopak, jeho inhibi¢ni aktivita vii¢i sérové bovinni BUChE
(ICso = 83 + 3 uM)® byla srovnatelnd s vysledky dosazené v této praci. Dale,
(+)-korydalin (JC-3) vykazoval podobné hodnoty ICsy u AChE z elektrického uhofe™,
krystho mozku®® a rovn& v této studii na AChE (ICso = 40,5 + 1,9 uM). Ve studii z roku
2002 byl (+)-korynolin (JC-6), pattici do skupiny benzofenanthridinovych alkaloidd,
shledan jako nekompetitivni, reverzibilni inhibitor AChE, jeho inhibi¢ni aktivita byla
stanovena na mozkové mysi AChE (ICso = 30,6 pM)lOl. Stoji za zminku, Ze v této studii
byl viéi cholinesterasam zcela neaktivni (ICso >1000 uM). Na ostatni izolované alkaloidy
1ze nahlizet jako vyznamné neaktivni latky viici AChE a BUChE (ICsp > 100 pM).
Rozdilné hodnoty 1Csg latek testovanych v této studii a Vv literatufe souvisi s pouzitymi
modely cholinesteras (pro sledovani zavislosti mezi strukturou a biologickou aktivitou je
nutné vzdy pouzivat vybrany stejny enzymovy systém). Pro testovani inhibice AChE jsou
vétsinou pouzivany AChE z elektrického uhote (Electrophorus electricus), rekombinantni
lidskd AChE, bovinni erytrocytarni AChE, lidska a potkani krev jako zdroj erytrocytarni
AChE, erytrocyty, nebo erytrocytarni pouzdra a homogenaty potkaniho mozku, svalu,
srdce, zaludku, jater nebo plic. Jako zdroje BUChE jsouv testech pouzivany lidska rekom-
binantni BuChE, sérova konska, lidska nebo potkani BuChE. Pouziti lidskych cholineste-
ras dava vétsi predpoklad, ze ziskané vysledky z tohoto modelu by mohly odpovidat inhi-
bi¢nim (toxickym/terapeutickym) aktivitam in vivo — v lidském organismu. V této studii
byla pouzita lidskéd erytrocytarni AChE a sérova BuChE. ProtoZe se V téle obratlovcil se
vyskytuji 3 formy AChE (jak uz bylo fe¢eno), mize erytrocytarni AChE (G2 forma) po-
skytovat pon€kud rozdilné vysledky nez v piipadé pouziti mozkové AChE. Optimalni by

bylo pouzit rekombinantni mozkovou AChE, ale tato AChE se pomérné rychle rozklada,
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je draha, prace s ni je velmi narocna a béhem jejiho pouzivani v nasi laboratoii nepfinase-

la efektivni vysledky*®.

6.4 Antiradikalova aktivita izolovanych alkaloidi

Je vSeobecné brano a uznavano, ze antioxidanty at’ endogenni nebo exogenné piijaté, hra-
ji kli¢ovou roli v ochrané zdravi. Jsou shopné zhaset reaktivni formy kysliku a dusiku
tvofené pii oxida¢nim stresu, které mohou byt spustény patologicky, nebo xenobiotiky
a chrani celistvost DNA pfed genotoxickymi latkami. Nicméné, existuje spousta latek
S nejasnymi, neurc¢enymi antioxidaénimi/prooxida¢nimi aktivitami. Prooxidacni (toxicka)
aktivita antioxidantli se miiZze projevit za urcitych pominek (napf. pti jejich vysokych
koncentracich a za pfitomnosti ptechodnych kovﬁ)483’484’485.

Antiradikalova aktivita izolovanych latek byla meéfena stabilnim DPPH radikalem
(2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl) SIA metodou*®. Hodnoty antiradikalové aktivity byly
vyjadieny jako ECso (uM) vzhledem ke troloxu, kvercetinu a L-askorbové kyseling jako
pozitivni kontrole. Trolox, L-askorbova kyselina a kvercetin jsou antioxidacné pusobici
latky, které jsou Casto pouzivané jako referencni antioxidanty v riznych modelovych tes-
tech na stanoveni antioxidacni/antiradikalové aktivity. V této studii, trolox, L-askorbova
kyselina a kvercetin vykazovaly vyznamnou zhasSeci (antiradikalovou) aktivitu (ECs =
27,8 £ 0,39 uM, 51,15 £ 3,27 uM a 25,3 = 1,3 uM). Berberinovy alkaloid (-)-skulerin
(JC-13), obsahujici ve své struktufe 2 fenolové hydroxyskupiny, vykazoval nejvyraznéjsi
zhaseci aktivitu DPPH radikalu (ECsp = 102,0 + 4,9 uM), ostatni testované berberinové
alkaloidy (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3), (-)-isokorypalmin (JC-11),
(+)-korypalmin (JC-12) a (+)-tetrahydropalmatin (JC-5), obsahujici jako substituenty
pouze methoxyskupiny nebo methoxyskupiny skupiny a jednu fenolovou hydroxyskupinu
skupinu, byly neaktivni (hodnoty ECsp byly vétsi nez 1 mM). V diivéji publikované praci,
(-)-skulerin (JC-13) vykazoval antiradikalovou aktivitu v in vitro testu, ve kterém snizo-
val Fe?*-vitaminem C indukované hladiny malondialdehydu a zhaSel volné OH radikaly
Vv potkanich jaternich mitochondriich (ICso = 7,7 = 2,0 uM a 0,59 + 0,15 uM). Dale, pro-
morfinanovy alkaloid (-)-sinoakutin vykazoval srovnatelnou antiradikalovou aktivitu
s aporfinovym alkaloidem (+)-bulbokapninem, (JC-14, ECso = 209,0 £+ 8,3 uM; JC-1,
ECso = 79 + 15,1 uM). V diive publikovanych pracich (-)-sinoakutin vykazoval ochranny
vliv (zhaseci radikalovou aktivitu) pfed poskozenim bunék (linie PC12) vyvolané peroxi-

dem vodiku®®, (+)-bulbokapnin inhiboval Zelezitymi ionty indukovanou mikrosomalni
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lipidovou peroxidaci a zelezitymi ionty a peroxidem vodiku indukovanou degradaci ribo-
sy*®. Dal§i aporfinové alkaloidy, (+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin
(JC-15) Ize povazovat z hlediska antiradikalové zhaseci schopnosti vic¢i DPPH radikalu
vykazoval DPPH radikalovou zhaseci aktivitu (ICo200 = 24,9 = 0,6 uM), ve které byly
testovany alkaloidy izolované z Hernandia nymphaeifolia (Presl.) Kubitzki na antioxi-

87 Mezi neaktivni latky (ECso >1 mM) v této studii patiily alkaloidy proto-

dacéni aktivitu
pinového typu (+)-korykavidin (JC-7), (-)-korykavamin (JC-4) a allokryptopin (JC-9)
a benzofenanthridinovy alkaloid (+)-korynolin (JC-6). Allokryptopin nevykazoval vy-
znamnou antioxida¢ni aktivitu v in vitro testu, ve kterém byla testovana inhibice oxidace
LDL-cholesterolu. Tato latka inhibovala oxidaci LDL-cholestrol pfi koncentraci 5 ug/ml
z34+0,2 %"

Alkaloidy (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3), (-)-isokorypalmin (JC-11),
(+)-korypalmin  (JC-12), (+)-tetryhydropalmatin (JC-5), (+)-kanadalin (JC-8),
(£)-korykavidin (JC-7), (-)-korykavamin (JC-4), (+)-korydin (JC-10) a (+)-korynolin
(JC-6) byly testovany viibec poprvé na antiradikalovou/antioxidacni aktivitu. P¥i pouziti
50% EtOH jako rozpoustédla a nosného proudu v pouzité validované SIA metod¢ nebyly
nckteré latky pIn€ rozpustné pii piipravé vzrorkl v testovanych koncentracich (sniZena
rozpustnost byla pozorovana u (+)-kanadinu (JC-2), (+)-korydinu (JC-10),
(+)-korypalminu (JC-12), (+)-kanadalinu (JC-8) a (+)-korykavidinu (JC-7). Snizena roz-
pustnost nékterych testovanych vzorkd mohla zpisobit vznik zdkalu roztokd a vést
k chybam v méfeni. Isochinolinové alkaloidy jsou zpravidla velmi lipofilni latky a pouziti
50% EtOH se jevi pon¢kud nevhodné vzhledem k jejich omezené rozpustnosti v tomto
rozpoustédle. Pro ovéfeni jejich zhaseci aktivity by bylo vhodné modifikovat pouzitou
SIA metodu - pouzit bud’ jiné rozpoustédlo, ve kterych se budou testované latky 1épe roz-
poustét (napt. dimethylsulfoxid) nebo terciarni alkaloidy pfevést na rozpustngjsi soli. Pro
ovéfeni antiradikalové/antioxidacni aktivity testovanych alkaloidll by se mély latky otes-
tovat dal§i metodou, nebot piestoze je pouzivani DPPH radikdlu velmi rozSifené,
v nékterych ptipadech dava nespravné vysledky a velmi dilezité z hlediska aktivity testo-

vanych latek je i pouZité rozpoustédlo*®.
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6.5 Inhibice hrBACE1

6.5.1 Vybér substratu

Protoze nékteré latky obsahujici aromatické systémy mohou produkovat interferencni
fluorescenci, byly latky nejprve JC-1 az JC-15 testovany na potencialni interferenci se
substratem M-2420 — u latek byla prométena flourescencni a UV spektra. Slouceniny
(+)-bulbokapnin (JC-1), (+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15)
vykazovaly vyznamnou fluorescen¢ni interferenci zptisobenou aromatickym systémem
V jejich struktufe (vySe uvedené slouceniny patii strukturné mezi aporfinové alkaloidy),
dale vykazal vyraznou interferenci protoberberinovy (+)-kanadin (JC-2). Tyto latky
nemohly byt testovany na BACE1 inhibi¢ni aktivitu s fluorogennim peptidovym
substraitem M-2420, a proto byla BACEI inhibice téchto latek méfena s Panvera
substratem, u které¢ho se pouziva pro excitaci A = 544 nm a pro emisi A = 590 nm (obr.
24). UV spektra testovanych latek prokazala minimalni interferenci latek (adsorbci) pii

A =320 nm (obr. 25).

6.5.2 FRET assay

Testované latky (+)-bulbokapnin (JC-1), (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3),
(+)-tetrahydropalmatin (JC-5), (+)-korydin (JC-10), (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15),
(+)-korypalmin (JC-12) a (-)-sinoakutin (JC-14) byly povazované za neaktivni, protoze
v 5 uM koncentracich nevykazovaly Zadny procentualni pokles intenzit pti pouziti pozi-
tivni kontroly — inhibitoru 1V. (-)-Korykavamin (JC-4), (+)-korynolin (JC-6),
()-korykavidin (JC-7), (+)-kanadalin (JC-8), allokryptopin (JC-9), (-)-isokorypalmin
(JC-11) a (-)-skulerin (JC-13) vykazovaly v 5 uM koncentraci 21-41% inhibici BACEL.
Tyto latky byly dale opakované testovany (3-4x) v 1-150 uM koncentracich pro stano-
veni hodnot ICsp. Kromé alkaloidu (-)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) ne-
byla u ostatnich latek shledana zavislost mezi koncentraci testovanych latek a enzymovou
inhibici. (-)-Korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) vykazovaly inhibici BACE1
(ICs0 = 41,16 = 7,85 uM a 33,59 + 0,23 uM), ne vsak tak vyraznou V porovnani s refe-
ren¢nim inhibitorem inhibitor IV (ICso = 0,20 = 0,0 uM).
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6.5.3 hrBACE1-IMER assay

Vysledky inhibice immobilizované hrBACE1 v HPLC systému odpovidaly vysledkiim
z piedchoziho FRET testu (tab. 22). (+)-Bulbokapnin (JC-1), (+)-kanadin (JC-2),
(+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) nebyly testovany z dtivodu inter-
ference s M-2420 substratem. Navic, v pfedchozim testu S Panvera substratem nevykazo-
valy na BACE1 Zadnou inhibi¢ni aktivitu. (+)-Korypalmin (JC-12) vykazoval za mé&ie-
nych podminek chromatografickou interferenci (nebylo mozno vypocitat procentualni
inhibici z AUC). (+)-korydalin (JC-3), (+)-tetrahydropalmatin (JC-5) a (-)-sinoakutin
(JC-14) v 5 uM koncentracich nevykazovaly zadnou inhibi¢ni aktivitu, (—)-korykavamin
(JC-4), (+)-korynolin (JC-6), ()-korykavidin (JC-7), (+)-kanadalin (JC-8), allokrypto-
pin (JC-9), (-)-isokorypalmin (JC-11) a (-)-skulerin (JC-13) vykazovaly 12-19% inhibi-
ci. Pro stanoveni ICsq byly vybrany jen (-)-korykavamin (JC-4) a (+)-korynolinu (JC-6),
nebot’ z inhibi¢né aktivnich latek vykazovaly v pfedeslém testu zévislot inhibice enzymu
na koncentraci testované latky. (—)-Korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) inhibova-
ly BACEL v zavislosti na koncentracich s 1Csp 1690 £ 545 uM a 89,07 + 15,08 uM.
Hodnoty 1Cs byly porovnany se standardem inhibitorem 1V (ICsp = 0,46 = 0,06 pM).

Rozdilnost hodnot ICsq (—)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolinu (JC-6) pti porov-
nani obou pouzitych metod je zpusobena rozdilnym mnozstvim (koncentraci enzymu)
v obou testech a rozdilnymi podminkami pii méfeni, zjisténé vysledky koreluji s udaji
Vv literatufe. Ze stanovenych hodnot ICsy (—)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolinu
(JC-6) vypliva, ze tyto latka vykazuji fadov€ podobnou inhibicni BACE1 aktivitu
Vv porovnani s inhibitorem pepstatinem A (ICsofret assay = 21,19 + 0,35 uM a ICsonracei-
mer = 481,95 £ 10,70 uM), ale ne tak vyraznou jako napf. standardni inhibitor IV
(ICs0rReT assay = 0,02 £ 0,0 uM a ICsonsacerimer = 0,46 £ 0,06 uM). . Srovnatelna
inhibi¢ni aktivita BACEI byla nalezend u kvarternich isochinolinovych alkaloidt izolo-
vanych z Coptidis rhizoma (groenlandicin, 1Cso = 19,68 + 1,42 uM; epiberberin, 1Csp =
8,55 + 1,29 uM)'?".

6.6 Shrnuti dosazenych vysledkii

Zavérem lze shrnout, ze alkaloidni frakce z hliz dymnivky duté nebude s velkou pravdé-
podobnosti vykazovat z toxikologického hlediska (pfi terapeutickém pouziti jako obsolet-

niho 1é¢iva nebo v piipad¢ otravy) vyznamny centralni cholinomimeticky efekt na zakla-
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d¢ zhodnoceni, které nize uvadim. Alkaloidy, které maji vyznamnou inhibi¢ni aktivitu
vaci AChE, tj. (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3) a (+)-kanadalin (JC-8), byly
izolovany v kvantitativné nizkém mnozstvi (JC-2 10 mg; JC-3 30 mg; JC-8 115 mg)
vzhledem kobsahu v droze. Vici BuChE byly aktivni (+)-bulbokapnin (JC-1),
(+)-korykavidin (JC-7) a (+)-kanadalin (JC-7). (+)-Bulbokapnin (JC-1) je sice majorit-
nim alkaloidem (46,5 g), jeho aktivita vii¢i BuChE vsSak neni tak vyrazna (ICsp 67 + 2,1
uM), u ostatnich alkaloidu, ovliviwyjicich poznatelné BuChE, byl izola¢ni zisk opét nizky
(JC-7 55 mg; JC-8115 mg). Dulezitym nalezem je, ze druhy majoritni alkaloid,
(+)-tetrahydropalmatin (JC-5), je z hlediska inhibice BuChE netéinny, z hlediska ovliv-
néni AChE prakticky neaktivni a lze tudiz pfedpokladat pripadné ,,ziedéni“ toxického
ucinku.

Nicméng, mize vzniknout namitka, ze tento zavér je spekulativni, protoze v hlizach
(at v suchych nebo nativnich) nebyly Zzadnou objektivni analytickou metodou (napf.
HPLC) pfesné stanoveny hodnoty obsahu jednotlivych alkaloidi. Navic by mohl vznik-
nout nazor, ze pii aplikaci smési alkaloidi pfitomné v hlizdch, by mohlo dochazet
k synergizaci ucinku. Tyto uvahy vSak pokladam osobné za neopodstatnéné, protoze na
zakladé zkusenosti z izolace, kterou jsem provedl, nepfedpokladam, Ze stanoveni obsahu
HPLC by se fadové lisilo od izolovaného mnozstvi téchto latek. Co se tyka mozného sy-
nergismu uc¢inku izolovanych alkaloidi na cholinesterasy, v literatufe nejsou pro piipad
alkaloidii ovliviiujicich cholinesterasy popsany piipady, kdy by se malo aktivni alkaloidy
ve svém Ucinku navzajem synergizovaly ve smyslu silngjSich ucinkd.

Sledovani inhibi¢ni aktivity vii¢i BACE]1 za pouZiti testl uvedenych v této praci uka-
zalo jako ptispévek k toxikologii alkaloidii z Corydalis cava nema smysl viibec komento-
vat (viz tab. 22).

Z hlediska terapeutického pfipada do uvahy vyuziti né€kterych aktivnich alkaloida jako
leading structure pro vyvoj novych potencialnich 1é¢iv. (+)-kanadin (JC-2, ICs 12,4 £
0,9 uM) a (+)-korydalin (JC-3, ICs 40,5 + 1,9 uM) vykazuji zajimavou aktivitu z hledis-
ka inhibice AChE, ale vuc¢i BUChE jsou aktivitou vyznamové nezajimavymi latkami. Za-
jimavou aktivitu vii¢i BuChE vykazal (+)-korykavidin (JC-7; ICsq 46,2 + 2,4 uM). Jinak
je tomu u (+)-kanadalinu (JC-8), aktivnimu vué¢i AChE (ICsp 20,1 + 1,1 uM) i BuChE
(ICso 85,2 £ 2,2 uM). (+)-Kanadalin (JC-8) se zda byt nejperspektivnéjsi latkou
z hlediska dalsiho potencialniho studia; procentualni inhibice BACEI pii koncentraci
latky 5 uM byla pfi pouziti hrACE1-IMER assay 18,7 + 0,11 % (v pfipad¢ inhibitoru IV
byla ICs 0,46 + 0,06 uM), je to vSak latka, ktera je aktivni jak vici cholinesterasam, tak
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vuci BACEL. Zda bude perspektivni pro dalsi studium, ukaze pfiprava derivatl a jejich
biologicka aktivita.

Zhodnotim-li vliv izolovanych alkaloidii pouze na BACE1 (i kdyZ atraktivngjsi jsou
latky inhibujici jak B-sekretasu, tak cholinesterasy), pak zde existuji dvé potencialné za-
jimavé slouceniny: (-)-korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6). Tyto alkaloidy byly
aktivni v obou pouzitych testech na rozdil od (+)-kanadalinu (JC-8).

Obecné antioxidacni aktivita DPPH testem pfinesla vysledky, které se daly ocekéavat
na zéklad¢ hodnot, které¢ poskytly jiné isochinolinové alkaloidy studované pracovni sku-
pinou ADINACO Research Group — tj. hodnoty vyznamov¢ zanedbatelné. Je to aktivita
doplikova; vezmeme-li v Gvahu, ze by néktery z alkaloidi mohl byt teoreticky pouzivan
jako inhibitor cholinesteras, pak by se jeho denni davka pohybovala fadové maximalné
v miligramech. Pti takovém mnozstvi by se antioxidac¢ni u¢inek nemohl nijak vyznamné
projevit, i kdyby se blizil hodnoté troloxu nebo kvercetinu (tab. 21). Nicméné, pro potvr-
zeni antioxidacnich aktivit testovanych latek by bylo nutné pouzit sérii dalSich antiradika-
lovych/antioxidac¢nich testl, které dostatecné validn€é poskytuji pohled na chovani latky
z ruznych hledisek. Tyto testy (ABTS, ORAC, FRAP, AAPH) jsem vSak ve své praci
nepouzil, protoZe prvotni studie s DPPH ukazala, ze by to nebylo produktivni.

Zavérem, pro piipadné dalsi studium alkaloidd ovliviiujicich Alzheimerovu chorobu
je vhodné vénovat pozornost (+)-kanadinu, (+)-korydalinu, (+)-korykavaminu),

(£)-korykavidinu, (+)-korynolinu a (+)-kanadalinu.

97



7. ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie

Kandidat: Mgr. Jakub Chlebek

Skolitel: Doc. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Nazev disertacni prace: Studium biologické aktivity alkaloidu izolovanych z Corydalis

cava (Fumariaceae).

Klicova slova: Corydalis cava, isochinolinové alkaloidy, DPPH, AChE, BUuChE, BACEL,
IMER.

Hlizy dymnivky duté byly vybrany na zakladé bio-guided spektrofotometrické Ellmanovy
metody jako zdroj isochinolinovych alkaloidii pro studium jejich vybranych biologickych
aktivit. Hlizy dymnivky duté byly extrahovany EtOH a sumarni smés s terciarnimi alka-
loidy (frakce A) byly separovany sloupcovou chromatografii na silikagelu pouzitim stup-
novité eluce CgHy4, CHCI3; a EtOH. Opakovana sloupcova chromatografie, preparativni
TLC a krystalizace vedly k izolaci 15 isochinolinovych alkaloidi. Chemicka struktura
izolovanych sloucenin byla urCena na zakladé spektroskopickych technik a srovnanim
s daty v literatufe. Izolované alkaloidy byly testovany na schopnost inhibovat erytrocytar-
ni AChE, sérovou BUChE (ICs), BACEL a zhaset volné radikaly (ECsy).
Cholinesterasova inhibi¢ni aktivita byly ur¢ena in vitro modifikovanou spektrofoto-
metrickou Ellmanovou methodou. (+)-Kanadalin inhiboval AChE i BuChE zptisobem
zavisly na davce s hodnotou I1Cso = 20,1 + 1,1 uM a 85,2 + 3,2 uM. (+)-Kanadin byl neja-

a (+)-bulbokapnin byly efektivnimi inhibitory BUChE (ICsp = 46,2 = 2,4 uM a 67,0 + 2,1
uM). Dalsi izolované alkaloidy byly povazovany za neaktivni (ICso > 100 uM).

Zhaseci aktivita volnych radikald u izolovanych alkaloidi byla testovana in vitro
DPPH testem. Nejvyssi aktivitu této skupiny latek vykazovaly (—)-skulerin, (—)-sinoakutin
a (+)-bulbokapnin (ECsp = 102 + 6,2 uM, 209 + 8,1 uM a 279 + 16,7 uM). Dalsi alkaloi-
dy byly povazovany za neaktivni (ECso >1000 uM).

BACEL inhibi¢ni aktivita izolovanych alkaloidii byla méfena 2 odlisnymi metodami:
FRET testem na mikrotitracnich destickach a hrBACE1-IMER testem. FRET assay byla
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provadéna na multijamkovém spektrofluorometru za pouziti substratu M-2420 a Panvera
substratu. Fluorescenc¢ni signaly byly detegovany u téchto substratti pii Aex/Aem = 320/405
nm a 544/590 nm. Panvera substrat byl pouzit u 4 alkaloidd, které fluorescenéné interfer-
ovaly se substratem M-2420 pii Aem = 405 nm. hrBACE-IMER byl zapojen do HPLC
system a pro chromatografickou analyzu byl pouzivan substrat M-2420. Fluorescen¢ni
detektor byl nastaven na Ae/tem = 320/405 nm. (-)-Korykavamin a (+)-korynolin
vykazovaly BACEL1 inhibi¢ni aktivitu v obou metodach: ve FRET testu (1Cso = 41,16 uM
a ICsp = 33,59 uM) i v hrBACE-IMER testu (ICsop = 1690 uM a ICsq = 59,07 uM).
Ostatni slou¢eniny byly neaktivni nebo nevykazovaly zavislost mezi koncentraci latky
a enzymovou inhibici. Zadna z testovanych latek nemtize byt povazovana jako lead struc-
ture pro BACEL1 inhibici v porovnani s BACEL standardnim inhibitorem — inhibitorem IV
(ICs0 = 0,02 uM — FRET assay). Pouziti obou vyse uvedenych metod piedstavuje vhodny

ptistup pro screening a ur¢eni BACEL inhibi¢ni aktivity testovanych sloucenin.
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Tubers of Corydalis cava were selected on the basis of bio-guided spectrophotometric
Ellman’s method as a source of isoquinoline alkaloids for study of their selected biologi-
cal activities. The tubers of Corydalis cava were extracted with ethanol and the mixture
of summary tertiary alkaloids (fraction A) was fractionated in silica gel chromatography
column using step gradient elution with hexane, chloroform and ethanol. Repeated co-
lumn chromatography, preparative TLC and crystallization led to the isolation of fifteen
isoquinoline alkaloids. The chemical structures of isolated compounds were determined
on the basis of spectroscopic techniques and by comparison with literature data. Isolated
alkaloids were tested on ability to inhibit AChE, serum BuChE (ICsg), BACEL and for its
free-radical scavenging activity (ECsp).

The cholinesterase inhibitory activity was determined in vitro by modified
spectrophotometric Ellman’s method. (+)-Canadaline inhibited AChE as well as BUChE
in a dose-dependent manner with ICsp values 20.1 = 1.1 uM and 85.2 + 3.2 uM, respecti-
vely. (+)-Canadine with an ICsg value 12.4 + 0.9 uM was the most potent inhibitor of ace-
tylcholinesterase, whilst (+)-corycavidine and (+)-bulbocapnine were effective inhibitors
of butyrylcholinesterase with 1Cso values 46.2 + 2.4 uM and 67.0 £ 2.1 uM, respectively.
Other isolated alkaloids were considered inactive (ICsp > 100 uM).

The free-radical scavenging activity of isolated alkaloids was tested in vitro by means
of the DPPH test. The highest activity was exhibited by (-)-scoulerine, (-)-sinoacutine
and (+)-bulbocapnine with ECsg values 102 + 6.2 uM, 209 + 8.1 uM and 279 + 16.7 uM,

respectively. Other isolated alkaloids were considered inactive (ECso >1000 uM).
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BACEL1 inhibitory activity of isolated alkaloids was measured by two different assays:
multi-well plate format (FRET assay) and hrBACE1-IMER assay. FRET assay in solution
studies was carried out on a multi-well spectrofluorimeter using M-2420 and Panvera
substrates. The assay was performed by reading the fluorescence signal at Aex/Aem =
320/405 nm and 544/590 nm, respectively. Panvera substrate was used for four com-
pounds which were found to interfere with substrate M-2420 at L = 405 nm. The
hrBACE-IMER was inserted into a HPLC system and chromatographic analyses were
performed using substrate M-2420. Fluorescence detector was set at 320 and 405 nm for
excitation and emission wavelengths, respectively. (—)-Corycavamine and (+)-corynoline
established their BACEL inhibitory activity in both FRET assay (ICso = 41,16 uM and
ICs0 = 33,59 uM, respectively) and in the hrBACE-IMER assay (ICso = 1690 uM and
ICs0 = 59,07 uM, respectively), other compounds were inactive or did not show a correla-
tion between inhibitor concentration and enzyme inhibition. None of tested compounds
can be considered as a good lead compound for BACEL inhibition in comparison with
BACEL1 standard inhibitor IV (ICso = 0.02 uM). Use of the above mentioned methods
represents a suitable approach for the screening and determination of BACE1 inhibitory

activity of tested compounds.
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