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1. ÚVOD 

Rostliny produkují nepřeberné množství organických látek vykazujících významnou bio-

logickou aktivitu včetně toxických účinků. Mezi obsahové látky rostlin často patří meta-

bolity vykazující inhibiční aktivitu vůči enzymovým systémům, které se vyvinuly, aby 

chránily rostlinu před infekcemi a predátory
1,2

. Zajímavou skupinu látek představují slou-

čeniny inhibující enzymy v CNS, zejména inhibitory zvyšující hladinu biogenních aminů. 

K tomuto typu inhibitorů náleží i látky inhibující acetylcholinesterasu a butyrylcholineste-

rasu. Inhibici cholinesteras vykazují látky různých strukturních typů a nacházejí se nejen 

u vyšších rostlin, ale také u hub, řas a sinic 
3,4,5,6,7

. Jedná se zejména o alkaloidy, dále ter-

peny a látky odvozené od šikimové kyseliny
3
. K nejznámějším inhibitorům cholinesteras 

přírodního původu patří fysostigmin (Physostigma venenosum, Fabaceae), terapeuticky 

používaný galanthamin (vyskytující se hojně v čeledi Amaryllidaceae) a perspektivní 

terapeutická látka huperzin A (Huperzia serrata, Huperziaceae)
8
. Zajímavá cholinestera-

sová inhibiční aktivita byla rovněž zjištěna u alkaloidních extraktů taxonů čeledi Fumari-

aceae
9,10,11

. 

Jednou z rostlin, která působí jak toxicky, tak i terapeuticky, je dymnivka dutá (Cory-

dalis cava (L.) Schweigg. & Koerte, Fumariaceae), dříve běžně používaná léčivá rostli-

na
3,12,13

, obsahující isochinolinové alkaloidy různých strukturních typů
12,14,15

. Aporfinový 

alkaloid bulbokapnin, z kvantitativního hlediska nejvíce v rostlině zastoupený, má 

z toxikologického pohledu unikátní vliv na CNS – indukuje katatonický stav označovaný 

jako „bulbokapninová ztuhlost“, která se projevuje zpomalením kognitivních schopností a 

bizarními pohyby končetin
16,17

. Vysoké dávky bulbokapninu vedou k tremoru a klonic-

kým křečím, velmi vysoké a letální dávky pak k poškození oběhového systému a respi-

rační paralýze
18

. Teprve nedávno byla u některých látek, izolovaných z C. cava, zjištěná 

signifikantní inhibiční cholinesterasová aktivita
13

. 

Studium rostlin, u nichž je historicky prokázána toxicita v důsledku obsahu sekundár-

ních metabolitů typu malých molekul, přináší v poslední době poznatky nejen toxikolo-

gické. Tyto sloučeniny mohou být kandidáty nových léčiv, jak se ukazuje i v případě ně-

kterých isochinolinových alkaloidů inhibujících cholinestrasy, především acetylcholines-

terasu. Tyto látky by se mohly příznivě uplatnit v symptomatické léčbě neurodegenera-

tivních onemocnění (zejména Alzheimerovy choroby), neuromuskulárních onemocnění 
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(myastenia gravis), léčbě glaukomu a jako antidotum při otravě anticholinergními látka-

mi
3,19,20,21

. 
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2. CÍL PRÁCE 

Cílem této práce bylo: 

1) izolace terciárních isochinolinových alkaloidů z diethyleterového výtřepku (pH 9–10), 

obsahujícího alkaloidy nižší až střední bazicity, který byl připraven ze sumárního ex-

traktu z hlíz Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte (Fumariaceae). Izolace alkaloi-

dů z dymnivky duté byla vybrána na základě výsledku screeningu sumárních rostlin-

ných extraktů, které by mohly obsahovat potenciální inhibitory cholinesteras, uvede-

ných v absolventské práci Lucie Řepové prováděné na katedře farm. botaniky a eko-

logie, Farm. fakulty v Hradci Králové, Univerzity Karlovy v Praze
22

. 

 

2) stanovení fyzikálně-chemických vlastností izolovaných látek (optická otáčivost) a 

struktury MS a NMR analýzou. 

 

3) provést stanovení vybrané biologické aktivity čistých izolovaných látek (inhibice lid-

ská erytrocytární acetylcholinesterasy a lidské sérové butyrylcholinesterasy a stano-

vení antiradikálové aktivity DPPH testem, inhibice humánní rekombinantní β-

sekretasy). 

 

4) po výpočtu hodnot IC50 a EC50 (statistickým programem GraphPad Prism 5.02 softwa-

re) navrhnout nejúčinější látky pro hlubší biologické studium z hlediska vlivu na neu-

rodegenerativní onemocnění. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy 

3.1.1 Význam acetylcholinu v organismu 

Acetylcholin (ACh), jeden z hlavních neurotransmiterů v tělech členovců a obratlovců, 

působí nejen v periferním nervovém systému, ale má významnou úlohu i v CNS. Je od-

povědný za přenos elektrických signálů přenášených nervovými buňkami na jinou nervo-

vou buňku, nebo na hladké a příčně pruhované svalstvo. Nervovou stimulací uvolněný 

ACh vyvolává své účinky interakcí se dvěma hlavními typy receptorů – nikotinovými a 

muskarinovými
21

. 

Nikotinové receptory jsou lokalizované především na nervosvalové ploténce a na po-

stsynaptické membráně ve vegetativních gangliích, ve dřeni nadledvin a v CNS. Stimula-

ce nikotinových receptorů v mozku vlivem ACh je spojována s kognitivními procesy a 

pamětí, zatímco v kosterních svalech způsobuje kontrakce. Muskarinové receptory se 

nacházejí v CNS, periferních neuronech, parietálních buňkách žaludku, v srdci, ve žlá-

zách (slinných, bronchiálních, slzných a potních) a v hladké svalovině. Symptomy stimu-

lace muskarinových receptorů jsou snížení tepové frekvence, krevního tlaku, broncho-

konstrikce, zvýšení salivace, sekrece žláz, tonu a motility hladkého svalstva v GIT, zvý-

šení sekrece slzných, slinných a potních žláz a akomodace očí na blízko
21

.  

ACh je skladován v parasympatických nervových zakončeních ve vesikulách, pouze 

malá část se vyskytuje extravesikulárně, v cytoplazmě nervového zakončení
21

.  

3.1.2 Acetylcholinesterasa a butyrylcholinesterasa 

Při depolarizaci nervového zakončení dochází k vylití obsahu vesikul, ACh vstupuje do 

synapsí a váže se na receptor. Účinek ACh je velmi rychle ukončen jeho rozkladem na 

cholin a kyselinu octovou. Enzymy odpovědné za ukončení účinku ACh jsou acetylcholi-

nesterasa (AChE) a butyrylcholinesterasa (BuChE)
21

. 

V těle savců se AChE (EC 3.1.1.7) vyskytuje ve třech formách mající stejná katalytic-

ká místa, ale liší se v C-terminálních proteinech. Monomerní rozpustná forma (G1) se 

vyskytuje především během vývoje a v mozku myší byla vyvolána stresem; dimerní for-

ma (G2) se nachází v erytrocytech, kdežto tetramerní forma (G4) v mozku a ve svalech
23

. 

AChE hydrolyzuje především ACh uvolněný do synaptické štěrbiny a uvnitř nervových 
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zakončení odpovídá za rozklad cytoplazmatického ACh
21,24

. Nedávno bylo zjištěno, že 

AChE hraje nejen roli v neurotrasmisi, ale má i další funkce. Mezi tyto „neklasické role“ 

AChE patří funkce adhezivního proteinu (účastní se vývoje a životaschopnosti synapse)
25

; 

v osteoblastech zprostředkovává interakce mezi buňkou a jejím matrix (mimobuněčným 

prostorem)
26

; interaguje se základním membránovým proteinem lamininem
27

 a účastní se 

neuritového růstu
28

. V mozku pacientů s Azheimerovou chorobou AChE urychluje shlu-

kování Aβ do amyloidních vláken
29

; je rovněž spojována s amyloidním plakem
30

 a kom-

plex AChE/Aβ vykazuje větší neurotoxicitu než vlákna obsahující pouze Aβ
31

. 

Druhým hydrolytickým enzymem je substrátově méně specifická BuChE (EC 

3.1.1.8). Role BuChE v lidském organizmu je dosud obtížně interpretovatelná. Hydroly-

zuje butyrylcholin, ale i toxické látky s esterovou vazbou (např. kokain) a je spojována 

s detoxikační funkcí v organismu
24

. Nachází se v plazmě, játrech a lidském mozku. V 

lidském mozku byla BuChE nalezena v neuronech a gliových buňkách. BuChE hraje 

pravděpodobně určitou minoritní roli v regulaci hladiny mozkového ACh. Aktivita Bu-

ChE v mozku se zvyšuje věkem a je zvýšená také u pacientů s Alzheimerovou chorobou 

(AD), zatímco aktivita AChE zůstává nezměněna, resp. se snižuje
32

. 

3.1.3 Inhibitory cholinestras 

3.1.3.1 Mechanismus působení 

AChE i BuChE patří do skupiny serinových hydrolas. Enzym má dvě důležité oblasti –

anionické místo a esterové, aktivní místo. Inhibice enzymu může probíhat jak na anionic-

kém místě, tak i na aktivním centru enzymu. Existují náznaky, že některé inhibitory se 

váží na obě místa a podle toho se hovoří o duálním účinku. Princip účinků všech inhibito-

rů cholinesteras je podobný, rozdíly mezi působením jednotlivých inhibitorů odráží pova-

hu reakce inhibitoru s enzymem, a tedy rozdílnou rychlost uvolňování (deacetylaci) en-

zymu. Podle toho rozdělujeme inhibitory na reverzibilní, pseudoreverzibilní a ireverzibil-

ní. Ireverzibilní inhibitory vytvářejí mimořádně pevnou kovaletní vazbu s enzymem a 

hydrolýzují se buď velmi pomalu, nebo vůbec
3,21

. 

3.1.3.2 Použití 

Inhibitory AChE našly uplatnění ve dvou hlavních oblastech, jako léčiva a jako pesticidy. 

Daleko menší oblast užití našly jako chemické bojové látky. Posledně jmenovaná skupina 
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obsahuje látky syntetického původu. V terapii se inhibitory AChE používají: 

 k prevenci a léčbě postoperačních atonií trávicího ústrojí a močových cest, 

 k vyvolání miózy a léčbě glaukomu (dříve se užíval fysostigmin), 

 jako antidotum periferních kompetitivních myorelaxancií a při otravě nebo předávko-

vání parasympatolytiky (např. atropinem), 

 k léčbě mystenia gravis – dnes se používají analoga fysostigminu s kvarterním dusí-

kem (neostigmin a pyridostigmin), protože distribuce fysostigminu v těle není omeze-

na jen na periferní nervový systém, 

 v symptomatické léčbě lehké až střední formy AD se používají selektivní inhibitory 

AChE (galanthamin, rivastigmin – analog fysostigminu) a dalších demencí
19,20,21

. 

Hlavní uplatnění inhibitorů AChE se nachází v zemědělství, kde se užívají k potlačení 

hmyzích škůdců a jejich účinek je založen na silné stimulaci cholinergního systému. Pů-

vodně se používaly látky odvozené od bojových látek – organofosfátů, které se váží na 

AChE ireverzibilně, dnes se používají méně toxické karbamáty, o kterých se dá říci, že 

byly odvozené od fysostigminu, neboť karbamátová skupina fysostigminu je nezbytná 

část pro zachování jeho anticholinesterasové aktivity. 

3.1.4 Detekce cholinestrasové inhibice 

K nalezení nových inhibitorů cholinesteras a kvantifikaci jejich aktivit je nutné používat 

vhodné screeningové postupy, které jsou rychlé a testování vzorků má být dosaženo s co 

nejmenším možným úsilím. Pro testování nových potenciálních inhibitorů byla popsána 

řada metod. Mezi nejčastěji používané metody patří ty, které můžeme rozdělit podle vyu-

žívaných principů: 

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

b) testy využívající fluorescenční detekci, 

c) testy založené na radiometrických metodách, 

d) testy využívající hmotnostně-spektrometrickou detekci, 

e) testy využívající imobilizovaného enzymu. 

Další, méně používané testy pro stanovování aktivity a inhibice cholinesteras využíva-

jí metody s difraktometrickou detekcí, diagnostické proužky a tyčinky, elektrochemické 

biosenzory (vodivostní, potenciometrické, amperometrické a voltametrické), optické bio-

senzory, fototermální biosenzory, krystalické křemíkové mikrováhové biosenzory a různé 

techniky využívající čipy
33

. 
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3.1.4.1 Testy založené na barevné reakci 

Největší počet metod je založen na Ellmanově principu, která používá jako substráty este-

ry thiocholinu – acetylthiocholinjodid (ATCI) a butyrylcholinjodid (BTCI), jež jsou este-

rasami štěpeny na thiocholin a příslušnou kyselinu. Thiocholin následně reaguje 

s 5,5´-dithiobis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB) za vzniku žlutého aniontu 

5-thio-2-nitrobenzoátu (obr. 1)
34

. 

Tato metoda byla přizpůsobena více modifikacemi pro měření v mikroměřítku, neboť 

původně se pro stanovení inhibice cholinesteras používalo spektrofotometrické stanovení 

v kyvetách
34

. Tak vznikly upravené metody využívající pro stanovení mikrotitrační des-

tičky (snížení množství použitých enzymů, ale i reagencií) lišící se navzájem v měření 

reakčního času
35,36,37,38,39

. 

H2O + (CH3)3N+CH2CH2SCOCH3

ATChl

AChE
(CH3)3N+CH2CH2S- + CH3COO- + 2H+

thiocholin              acetát

(CH3)3N+CH2CH2S-

+

NO2

-OOC

S NO2S

COO-DTNB

O2N

-OOC

S-

5-thio-2-nitrobenzoát
       (žlutý produkt)

+

NO2

COO-

(CH3)3N+CH2CH2SS

2-nitrobenzoát-5-merkaptothiocholin  

Obr. 1   Princip Ellmanovy metody 

Další úpravy Ellmanova způsobu se týkaly změny v posunu měření absorbance 

z původních λ = 412 nm na λ = 436 nm a 450 nm
38,40

. Posun měření absorbance na 436 

nm nebo na 450 nm je výhodný při použití lidské erytrocytární AChE a BuChE z plasmy 

z hlediska interference absorbance hemoglobinu (tzv. Soretův pás) a měřeného reakčního 

žlutého produktu v λ = 410 nm
38,40

. Alternativní metodou při používání lidské erytrocy-

tární AChE je použití jiného činidla místo DTNB – dithionikotinové kyseliny (DTNA), 

u které se měří absorbance při λ = 344 nm
41

.  

Pro rychlý screening nových inhibitorů AChE s velkým množství vzorků byla Ellma-

nova metoda modifikována pro tenkovrstvou chromatografii (TLC), při níž se přítomnost 

inhibitoru ve vzorku projeví po 5 minutách jako bíla skvrna na žlutém pozadí
42

. Nevýho-
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dou této metody je častý výskyt falešně pozitivních reakcí, které vznikají nikoliv na zá-

kladě inhibice enzymu, ale chemickou reakcí DTNB a thiocholinu
43

.  

Jinou techniku detekce inhibitorů cholinesteras vyvinul Ingkaninan a spol., který mo-

difikoval Ellmanovou metodu pro HPLC spojené s UV-MS detekcí. Přítomnost inhibitoru 

v systému se projevuje jako negativní pík. Tato metoda má omezení v použití určitých 

organických rozpouštědel, protože některá organická rozpouštědla mají výrazný inhibiční 

účinek na aktivitu enzymu
35

. 

Jiná metoda pro TLC je založena na enzymovém štěpení AChE α-naftyl-acetátu a ná-

sledné reakci α-naftolu s Fast Blue Salt B za vzniku fialové barvy (obr. 2). Vyvinutá 

chromatografická deska s testovanými vzorky se postříká roztokem s enzymem a ponechá 

se inkubovat 20 minut při teplotě 37 ºC. Následně se látky detegují směsí α-naftyl-acetátu 

a Fast Blue Salt B. Po 1–2 minutách se inhibitory enzymu jeví jako bílé skvrny na fialo-

vém pozadí desky. Barevný kontrast v této metodě je mnohem větší než v případě Ellma-

novy metody na TLC
44

. 

O-COCH3

naftylacetát

AChE

OH

naftol

+ CH3COOH

H3CO

OCH3

NN N++N 2Cl-

Fast Blue Salt B

OH

N N

H3CO

OCH3

N N

OH

azobarvivo (fialová barva)  

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

Pro stanovení aktivity cholinesteras v lidské krvi se používá i multienzymová metoda, 

která využívá jako substrát benzoylcholin, který je štěpen cholinesterasou za vzniku cho-

linu, následně oxidovaného cholinoxidasou. Vzniklý betain reaguje s fenolem 

a 4-aminofenazonem za vzniku chinoniminu (růžový produkt), jehož obsah je měřen 

spektrofotometricky při λ = 500 nm. Při této vlnové délce nedochází k interferenci 

s hemoglobinem
45

. 
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Při spektrofotometrické detekci aktivity a inhibice AChE našly uplatnění i nanočástice 

zlata. Pavlov a spol. publikoval metodu, která je založena na acetylcholinesterasou stimu-

lovaném růstu nanočástic zlata. AChE hydrolyzuje ATCh za vzniku redukujícího thiocho-

linu, který stimuluje zvětšení nanočástic zlata v přítomnosti chloridu zlatičitého. Redukč-

ní zvětšení nanočástic zlata je závislé jak na koncentraci substrátu, tak i na enzymové 

aktivitě 
46

.  

Wang a spol. informoval o možném využití metody, ve které AChE hydrolyzuje 

ATCh za vzniku thiocholinu, který indukuje agregaci nanočástic zlata v důsledku vzniku 

křížových vazeb mezi nanočásticemi. To má za následek posun absorbance v důsledku 

mezičásticových interakcí agregátu. Metoda je vhodná nejen pro zjištění aktivity AChE, 

ale i pro screening AChE inhibitorů
47

. 

3.1.4.2 Testy využívající fluorescence 

Fluorescenční testy poskytují vyšší citlivost a nižší detekční limity. Všeobecně mají 

o několik řádů vyšší citlivost než odpovídající chromogenní metody. Fluorescenční čini-

dla jsou stabilní a produkují dlouhotrvající fluorescenční záření s širokým pásem vlno-

vých délek pro excitaci. Pro stanovení inhibici cholinesteras lze použít testy s neflu-

orescenčními substráty, které vykazují srovnatelnost citlivost: resorufin-butyrátu a in-

doxyl-acetátu, které jsou štěpeny cholinesterasou za vzniku vysoce fluorescenčních látek 

– resorufinu a 3-hydroxyindolu. Hydrolýza indoxyl-acetátu je mnohem rychlejší než reso-

rufin-butyrátu, má větší stabilitu vůči spontánní hydrolýze a větší rozdíl mezi excitační 

a emisní vlnovou délkou (resorufin: λex = 540–570 nm, λem = 580 nm a 3-hydroxyindol: 

λex = 395 nm, λem = 470 nm). Resorufin vykazuje výraznější fluorescenci, která umožňuje 

použít menší množství substrátu
48

.  

Parvari a spol. monitoroval reakci thiocholinu s fluorogenní látkou N-[4-(7-

diethylamino-4-methylkumarin-3-yl)]fenylimidem kyseliny jablečné, jejímž produktem je 

vznik intenzivního fluorescenčního produktu. Tato metoda dovoluje stanovit hladiny thi-

ocholinu v pikomolárních koncentracích
49

.  

Dalšími substráty pro fluorescenční detekci v rámci inhibice cholinesteras jsou 

β-naftyl-acetát, který po hydrolýze uvolňuje vysoce fluoreskující produkt β-naftol
50

 

a 10-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin (Amplex Red činidlo) a který se používá v kitu Am-

plex Red Acetylcholine/AChE (Molecular Probes, Inc.). Tento kit poskytuje velmi citli-

vou metodu kontinuálního monitorování aktivity AChE. Amplex Red činidlo je citlivým 
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činidlem na uvolněný peroxid vodíku. Princip metody je založen na štěpení acetylcholinu 

AChE, následně je uvolněný cholin oxidován cholinoxidasou za vzniku betainu a peroxid 

vodíku. Peroxid vodíku následně reaguje za přítomnosti peroxidasy s Amplex Red čini-

dlem za vzniku vysoce fluoreskujícího resofurinu
51

. 

Fluorescenční metody pro detekci inhibice cholinesteras byly modifikovány i pro 

HPLC. Ree a spol. použil jako substrát 7-acetoxy-1-methylchinoliniumjodid, který je 

hydrolyzován AChE za vzniku vysoce fluoreskujícího produktu 7-hydroxy-

1-methylchinoliniumjodidu. Substrát je hydrolyzován AChE, a tudíž existuje menší riziko 

vzniku falešně pozitivních reakcí, které by mohly nastat interferencí s některými složkami 

rostlinného extraktu. Podobně jako u spektrofotometrických metod pro stanovení inhibice 

cholinesteras za použití HPLC, je procentuální zastoupení některých organických roz-

pouštědel v mobilní fázi limitováno, aby nedošlo k ovlivnění enzymové aktivity mobilní 

fází
52

.  

U jiné fluorescenční HPLC metody použili Hadd a spol. reakci mezi thiocholinem 

vzniklým hydrolýzou AChE a kumarinylfenylimidem kyseliny jablečné. Vzniklý thioe-

ther je detegován laserem indukovanou fluorescencí. Roztoky inhibitoru, enzymu, sub-

strátu a derivatizačního činidla se míchávají uvnitř kanálů mikročipu užívajícího počíta-

čem kontrolovaný elektrokinetický transport. Inhibitory produkují negativní pík, kompeti-

tivní inhibitory gaussovský pík a široký negativní pík produkují ireverzibilní inhibitory
53

. 

Pro fluorescenční detekci inhibice AChE byla vyvinuta také metoda používající polo-

vodičové nanočástice nazývané „quantum dots“ (QDs) s unikátními fluorescenčními 

vlastnostmi. Jejich velikostně kontrolované fluorescenční vlastnosti a vysoké fluorescen-

ční kvantové výtěžky z nich vytvářejí skvělé optické markery pro biodetekci. Princip me-

tody je založen na kontrole fotofyzikálních vlastností QDs peroxidem vodíku. AChE hyd-

rolyzuje acetylcholin za vzniku cholinu, který je následně oxidován cholinoxidasou na 

betain a peroxidu. Peroxid vodíku zháší luminiscenci nanočástic. Zvýšená koncentrace 

hladin inhibitoru snižuje obsah enzymaticky produkovaného peroxidu vodíku, a tudíž se 

snižuje míra zhášení nanočástic
54

. 

3.1.4.3 Testy založené na radiometrických metodách 

Radiometrické metody testování aktivity cholinesterasy jsou zmiňovány velmi vzácně. 

Aktivita AChE a účinek inhibitorů může být změřen mírou hydrolýzy 
14

C značeného ace-

tylcholinu na 
14

C kysylinu octovou, jejíž množství se kvantifikuje z hlediska uvolněného 
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14
C oxid uhličitého, který se získá reakcí 

14
C kyseliny octové s 

14
C uhličitanem sodným. 

Množství uvolněného oxidu uhličitého se měří v ionizovaném komorovém systému. Pro-

dukovaný oxid uhličitý je úměrný množství hydrolyzovaného acetylcholinu. Tato metoda 

je rychlá, jednoduchá, poměrně levná a může být automatizována
55

. 

Jiná radiometrická metoda pro detekci aktivity cholinesterasy je založena na separaci 

3
H značeného acetylcholinu, který se separuje od svých produktů extrakcí organickými 

rozpouštědly z vodného prostředí. 
3
H značený acetylcholin se enzymaticky hydrolyzuje 

v malém reakčním objemu ve scintilační nádobce. Extrahovaný 
3
H acetát může být účin-

ně zjištěn, ale nehydrolyzované zbytky 
3
H značeného acetylcholinu zůstávají neextraho-

vány ve  vodném reakčním objemu. β-částice radioaktivního rozpadu jsou energeticky 

slabé a nemohou uniknot z reakčního média, aby excitovaly scintilátor. Tato metoda je 

vysoce reprodukovatelná, citlivá a použitelná pro rychlý screening mnoha vzorků
56

. 

Výhody radiometrických metod jsou jednoduchost, reprodukovatelnost, přesnost a je-

jich extrémní citlivost
57

. Nicméně, tyto metody jsou drahé a mají problém s likvidací ra-

dioaktivního odpadu. 

3.1.4.4 Testy využívající hmotnostní spektrometrickou detekci 

Wall a spol. použil pro kvantifikaci reakce AChE s ACh hmotnostní spektrometrii, resp. 

změření množství produkovaného cholinu. Pro určení IC50 a Km inhibitoru takrinu porov-

nával metodu využívající spojení DIOS-TOF MS s HPLC spojenou s tandemovým hmot-

nostním spektrometrem (LC/MS/MS). LC/MS/MS metoda ukázala široký lineární dyna-

mický rozsah srovnatelný s metodou využívající DIOS-TOF MS detekci a může se užívat 

pro rychlé a přesné stanovení enzymové inhibice
58

. 

Spojení HPLC-MS bylo použito i pro screening inhibitorů AChE z přírodních extrak-

tů. Aktivita AChE je monitorována po průchodu vzorku chromatografickou kolonou, kde 

následně se postupně smísí AChE a acetylcholin s eluátem z chromatografické kolony. 

Inhibitory AChE se detegují MS elektrosprejem měřením poklesu množství vznikajících 

produktů
59

. HPLC/MS/MS metoda byla také použita pro stanovení rivastigminu a jeho 

hlavního metabolitu NAP 226-90
60

. 

3.1.4.5 Testy využívající imobilizovaný enzym 

Jiný přístup k testování AChE aktivity představuje imobilizovaný (zakotvený) enzym na 

povrchu nosiče (stacionární fáze). Hlavní výhodou této metody je omezení ztráty enzy-
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mové aktivity na minimum ve vysokých zředěních. AChE může být imobilizována na 

skleněných kuličkách (balotině), které byly použity jako náplň jednoduchého reaktoru pro 

stanovení některých organofosfátů a karbamátových insekticidů. Jako detektor byla pou-

žita skleněná pH elektroda, změny aktivity enzymu odpovídaly změnám pH, kdy substrát 

ACh byl přidán před a po průchodu roztoku obsahujícím inhibitor. Po regeneraci mohl 

být enzymový reaktor používán znovu
61

. Podobná metoda byla aplikována pro stanovo-

vání organofosfátových pesticidů a jejich vlivu na aktivity BuChE
62

. 

Kindervater a spol. publikovali metodu s průtokovým injekčním systémem, při níž byl 

enzym imobilizován na magnetických částicích. Známé množství enzymu bylo inkubová-

no s roztokem vzorku a zbývající aktivita enzymu inverzně odpovídala množství inhibito-

ru ve vzorku. Aktivita byla měřena Ellmanovou metodou nebo s elektrochemickou detek-

cí s připojeným enzymovým reaktorem obsahující imobilizovanou cholinoxidasu
63

. 

Leon-Gonazalez a spol. publikovali metodu s imobilizovanou AChE pro stanovení 

pesticidů s reakční detekcí vzorku po průchodu kolonou. Látky byly separovány HPLC na 

koloně s reverzní fází a isokratickou elucí směsí tetrahydrofuran+voda (1:4). Činidla 

α-naftyl-acetát, p-nitrobenzendiazonium nebo Fast red GG Salt byly přidávány k eluentu 

a aktivita imobilizované AChE by monitorována spektrofotometricky při λ = 500 nm
64

. 

Jiná metoda, využívající imobilizovanou AChE na stacionární fázi, byla připravena 

zakotvením AChE na stacionární fázi chromatografické kolony naplněné epoxidovaným 

oxidem křemičitým. Jako substrát byl používán ATCh a detekční činidlo DTNB, spektro-

fotometrická detekce probíhala při λ = 412 nm. Analyzovány byly vzorky o různých kon-

centracích ATCh. Plochy píků byly porovnávány s plochami píků bez inhibitorů a byla 

vypočtena procentuální inhibice. Automatizace systému dovoluje kontinuálně analyzovat 

velké série látek
65

. 

Bartolini a spol. popsala metodu pro přípravu monolitického mikroimobilizovaného 

enzymového reaktoru (IMER). Lidská rekombinantní AChE byla kovalentně imobilizo-

vána na ethylendiaminové (EDA) monolitické interakční médium (CIM), které bylo dříve 

derivatizovano glutaraldehydem. Vzniklé Schiffovy baze byly redukovány kyanoboro-

hydridem a nezreagované aldehydické skupiny byly kondenzovány s monoethanolami-

nem. Metoda je pak stejná jako předchozí – mobilní fáze obsahuje DTNB, nejprve je in-

jektován samotný acetylthiocholin pro zjištění enzymové aktivity a pak ve směsi 

s rozdílnými koncentracemi inhibitorů. Tato metoda je vhodná pro kinetické studie a rov-

něž pro screening potenciálních kandidátů na léčiva
66

. 



13 

IMER z předchozí metody byl porovnáván s jinou monolitickou kolonou obsahující 

reaktivní epoxyskupiny. Schiffovy baze vzniklé reakcí epoxyskupin s enzymem poskyto-

valy stabilnější reaktor než imobilizace enzymu na stacionární fází glutaraldehydem. 

EDA-CIM disky dávají rychlou a opakovatelnou analýzu
67

. 

3.1.5 Inhibitory cholinesteras rostlinného původu 

Studium účinku přírodních látek na lidské i hmyzí cholinesterasy je v současné době veli-

ce živé. Má význam ze dvou hledisek: toxikologického, při němž jsou hlouběji studovány 

sekundární metabolity některých historicky známých toxických rostlin. Zároveň však 

poznání toxicity vede k druhému hledisku: využití těchto látek jako potenciálních zdrojů 

nových léčiv anebo prostředků ovlivňujících mozkový metabolismus hmyzu (nové insek-

ticidy). 

Velký důraz při hledání inhibitorů cholinesteras byl kladen na alkaloidy rostlin, teprve 

před asi 25 roky byly v rostlinách nalezeny inhibitory nealkaloidního charakteru: terpeny, 

dále látky biosynteticky odvozené od šikimové kyseliny a látky různých struktur. Nedáv-

no byly objeveny inhibitory cholinesteras pocházející z mikroorganismů a živočišného 

původu
3,10,68

. 

Hodnoty inhibičních aktivit látek v níže uvedených tabulkách jsou uvedeny 

v mikromolárních koncentracích jako IC50, pokud není uvedeno jinak. Pro stanovení inhi-

bice AChE a BuChE metodou in vitro byla zpravidla používána AChE z elektrického 

úhoře (Electrophorus electricus) a koňská sérová BuChE. 

Následující přehled inhibitorů izolovaných z rostlin je rozdělen podle čeledí. Názvy 

čeledí jsou uváděny podle botanického systému Takhtajana
69

. 
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3.1.5.1 Alkaloidní inhibitory cholinesteras 

3.1.5.1.1 Inhibitory cholinesteras z čeledi Amaryllidaceae 

Tab. 1   Inhibitory cholinesteras z čeledi Amaryllidaceae 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Narcissus spp. 

galanthaminový 

sangvinin 0,1 24b 
70,71 

galanthamin 1,07 14,1b 

11-hydroxygalanthamin 1,61 –d 

70 

epinorgalanthamin 9,6 –d 

lykorinový 

oxoasoanin 47,21 –d 

asoanin 3,87 –d 

pseudolykorin 152,32 –d 

Zephyranthes robusta Baker 

galanthaminový galanthamin 6,9c 156b 

72 
krininový 

hippeastidin 102,53c 877,54b 

epivittatin 789,92c >1000b 

Crinum moorei Hook.f. 
krininový 

krinin 461 –d 

73 

krinamidin 300 –d 

epivitatin 239 –d 

lykorinový 1-O-acetyllykorin 0,96 –d 

Crinum bulbispermum (Burm.f.) 

Milne-Redh. & Schweick. 

krininový 6-hydroxykrinamin 490 –d 

tazetinový 

N-demethyl-8α-

ethoxypretazzetin 
234 –d 

N-demethyl-8β-

ethoxypretazzetin 
419 –d 

Crinum macowanii Baker lykorinový lykorin 213 –d 

Crinum glaucum A.Chev. 
krininový hamayn 250 –d 

74 
lykorinový lykorin 450 –d 

Narcissus tazzetta subsp. tazetta 

L., Galanthus ikariae L. 

lykorinový lykorin 3,16/43,69a –d 

75 krininový 3-epihydroxybulbispermin 30,18a –d 

Galanthus ikariae L. 

krininový krinin 26,53a –d 

galanthaminový galanthamin 32,2/48a 14,1b 75,71 

montaninový 2-demethylmontanin 31,84a –d 

75 
Narcissus tazetta subsp. tazetta L. 

galanthaminový N-norgalanthamin 34,09a –d 

krininový hemanthamin 20,8a –d 

Nerine bowdenii W.Watson ungereminový ungeremin 0,35 –d 76 
a inhibice v 10 µg/ml (%); b lidská sérová BuChE; c lidská erytrocytární AChE; d netestováno 

3.1.5.1.2 Inhibitory z čeledi Buxaceae 

Tab. 2   Inhibitory z čeledi Buxaceae 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Sarcococca coriacea 

(Hook.f.) Sweet 
steroidní 

epoxynepapakistamin A >200 77,4 

77 funtumafrin C 45,75 6,5 

N-methylfuntumin 97,61 12,7 

Sarcococca hookeriana 

(Baill.) Hook.f. 

steroidní  

(pregnanový) 

hookerianamid A 82,7 200 

78 

hookerianamid B 26,4 0,7 

hookerianamid 23,2 0,6 

hookerianamin A 18,9 0,9 

phulchowkiamid A 0,5 0,4 
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Tab. 2   Inhibitory z čeledi Buxaceae (pokračování) 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Sarcococca hookeriana 

(Baill.) Hook.f. 

steroidní  

(pregnanový) 

hookerianamid D 59 100,2 

79 

hookerianamid E 15,9 6 

hookerianamid F 1,6 7,2 

terminalin 113,1 0,6 

saligenamid A 50,6 4,6 

sarkovagenin C 1,5 0,7 

sarkovagenin D 2,2 2,3 

N-methylepipachysamin D 10,1 3,2 

hookerianamid J 48,5 0,8 

80 

hookerianamid K 24,2 4 

chonemorfin 28 0,5 

N-methypachysamin 22,1 1,6 

epipachysamin-5-en-4-on 9,9 0,6 

sarkovagin C 8,1 0,4 

81 
hookerianamid H 2,9 1,9 

hookerianamid I 34,1 0,3 

diktyoflebin 6,2 3,6 

Sarcococca saligna 

(D.Don) Müll.Arg. 

steroidní  

(pregnanový) 

5,14-dehydro-N-

demethylsarakodin 
> 200 25 

82 

14-dehydro-N-

demethylsarakodin 
183,1 10,1 

16-dehydrosarkorin 12,5 3,9 

2,3-dehydrosarsalignon 7 32,2 

steroidní 

sarkovagenin C 187,8 1,5 

salignarin C 19,7 1,2 

salignenamid C 61,3 38,3 

83,84 

salignenamid D 185,2 23,7 

2β-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 

N-demethylsarakodin 204,2 16,5 

saligcinamid 20 4,8 

salignenamid A 50,64 4,6 

vaganin A 8,59 2,3 

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 8a –b 

85 sarakodin 20a –b 

sarakorin 27,2a –b 

alkaloid C 15,2a/48,6 –b/10,5 85, 86 

Buxus papillosa 

C.K.Schneid. 
triterpenový 

buxakashmiramin 25,4 0,74 

87 

buxakarachiamin 143 –b 

buxahejramin 162 –b 

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 čeledi Buxaceae (pokračování) 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Buxus papillosa 

C.K.Schneid. 
triterpenový buxamin B 7,56 –b 88 

Buxus hyrcana Pojark. triterpenový 
homomoenjodaramin 19,2 –b 

89 
moenjodaramin 50,8 –b 

a inhibice (mM); b netestováno 

3.1.5.1.3 Inhibitory z čeledi Papaveraceae 

Tab. 3   Inhibitory z čeledi Papaveraceae 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Matečná rostlina neuvede-

na (alkaloidy izolovány 

z více druhů) 

protoberberinový berberin 76a 25ce 

90 

tetrahydro-

protoberberinový 

cis-N-methylstylopiniumjodid 69b 15ce 

escholidin 85b 59ce 

cyklanolin 44b 18ce 

benzo-

fenanthridinový 
sangvinarin 49b 50ce 

benzyl-

isochinolinový 

escholamin 80b 52ce 

papaverin 56b 8ce 

pavinanový kalifornidin 61b 9de 

protopinový protopin 38b 4de 

Sanguinaria canadensis L. 

. 

protoberberinový 

protoberberin 34f > 100e 

91,

92 

pseudokoptisin 11f –g 

13-methylberberin 8f –g 

koptisin 5,8f > 100e 

pseudoepiberberin 5,1f –g 

koralyn 1,3f –g 

berberin 0,98f > 100e 

benzo-

fenanthridinový 

chelilutin 20f –g 

sangvilutin 11f –g 

chelerythrin 9,4f 14e 

Chelidonium majus L. 

benzo-

fenanthridinový 
sangvinarin 0,8h/35f/0,23i 3,20ei 

93 

protoberberinový 

berberin 0,5h/0,98f/0,23i 26e/4,60ei 

chelidonin 2i 76,9ei 

stylopin 114h >1000e 

94 
chelidonin 26,8h 31,9e 

homochelidonin 350h 62,3e 

protopinový 
protopin 423h 322e 

allokryptopin 250h 530e 

Eschscholzia californica 

Cham. 

pavinanový 

escholtzin 519h >1000e 

95 

karyachin 19,6h >1000e 

neokaryachin 570h >1000e 

O-methylkaryachin 498h >1000e 

7-O-methylether-

neokaryachin-N-methiojodid 
205h >1000e 

kalifornidin 36,7h >1000e 

protopinový 
protopin 423h 333e 

allokryptopin 250hh 530e 

aporfinový N-methyllarotetanin 898h >1000e 

benzyltetrahydro-

isochinolinový 
retikulin 509h 43,9e 
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Tab. 3   Inhibitory z čeledi Papaveraceae (pokračování) 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Eschscholzia californica 

Cham. 

benzyltetrahydro-

isochinolinový 

1-(3-hydroxy-4-

methoxybenzyl)-2-methyl-

6,7-methylendioxy-1,2,3,4-

tetrahydroisochinolin 

102h 27,8e 
95 

protoberberinový skulerin 245h 903e 

a inhibice v 0,5 µM (%); b inhibice v 10 µM (%); c inhibice v 15 µM (%); d inhibice v 50 µM (%); e lidská sérová Bu-

ChE; f mozková krysí AChE; g netestováno; h lidská erytrocytární AChE; i Ki (µM) 

3.1.5.1.4 Inhibitory z čeledi Fumariaceae 

Tab. 4   Inhibitory z čeledi Fumariaceae 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Corydalis ternata Nakai protopinový protopin 50 –a 96 

Corydalis speciosa 

Maxim. 

protopinový protopin 16,1 –a 

38 
protoberberinový 

palmatin 5,8 –a 

berberin 3,3 –a 

korynoxidin 89 –a 

Corydalis bulbosa DC. protoberberinový 

tetrahydroberberin 78,7b –a 

97 

tetrahydrokoptisin 71,8b –a 

korydalin 68,2b –a 

tetrahydropalmatin 64,6b –a 

dehydrokorydalin 61,3b –a 

Corydalis  

turtschaninovii Bess. 

protoberberinový 

berberin 0,47/2,7 –a/61,9 98,99 

palmatin 0,74 –a 

98 
jatrorrhizin 2,08 –a 

koptisin 1,01 –a 

dehydrokorydalin 0,62 –a 

korydalin 25,1 108,7 

99 

xylopinin 26,5 92,0 

stylopin 20,8 95,6 

oxypseudopalmatin 76,1 –a 

korydalinin 20,3 85,5 

tetrahydropalmatin 52,4 –a 

oxyberberin 10,5 117,5 

oxypalmatin 82,1 –a 

korytenchin 48,5 –a 

pseudodehydrokorydalin 85,7 –a 

protoberberinový 

pseudokoptisin 24,5 –a 

pseudoberberin 89,0 –a 

epiberberin 6,5c –a 100 

protopinový protopin 10,2 26,8 

99 
aporfinový 

oxoglaucidalin 5,5 47,5 

oxoglaucin 2,1 29,2 

glaucin 2,5 58,2 

Corydalis incisa 

(Thunb.) Pers. 

benzo-

fenanthridinový 
korynolin 30,6c –a 101 

Corydalis cava (L.) 

Schweigg. & Koerte 

protoberberinový 

kanadin 12,4d 483e 

102 
isokorypalmin 196d >1000e 

korypalmin 321d >1000e 

skulerin 245d 903e 

korydalin 15,3/40,5d >1000e 13,102 

tetrahydropalmatin 876d >1000e 
102 

sekoberberinový kanadalin 20,1d 85,2e 
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Tab. 4   Inhibitory z čeledi Fumariaceae (pokračování) 

Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Corydalis cava (L.) 

Schweigg. & Koerte 

protopinový 

korykavidin 223d 46,2e 

102 korykavamin 428d 218e 

allokryptopin 250d 530e 

aporfinový 

korydin >100/208d 52/>1000e 

13,102 
bulbokapnin 40/>1000d 83/67,0e 

N-methyllaurotetanin 898d >1000e 102 

Fumaria vaillantii  

Loisel. 

protoberberinový kanadin 2,6 –a 

103 aporfinový bulbokapnin 2,0 –a 

protopinový protopin 1,80 –a 
a netestováno; b inhibice při koncentraci 1,0 mM (%); c myší mozková AChE; d erytrocytární lidská AChE; e sérová 

lidská BuChE 

3.1.5.1.5 Inhibitory cholinesteras z ostatních čeledí 

Tab. 5   Inhibitory cholinesteras z ostatních čeledí 

Čeleď Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Apocynaceae 

Haplophyton  

crooksii 

L.D.Benson 

indolový 

β-yohimbin 431 –a 

104 

kroksidin 175 –a 

dekarbomethoxy-

tetrahydrosekodin 
203 –a 

10-methoxy-N1-

methylpericycivin 
135 –a 

akuamicin 221 –a 

tubotaivin 108 –a 

lanceomagin 383 –a 

16-dekarbo-

methoxyvinervin 
57 –a 

halofytin 225 –a 

cimicin 241 –a 

cimicidin 197 –a 

akuammidin 188 –a 

Himatanthus  

lancifolius 

Müll.Arg. 

indolový ulein 0,45 –a 105 

Ervatamia haina-

nensis Tsiang 
indolový 

koronaridin 8,6 –a 

106 

10-hydroxy-

koronaridin 
29 –a 

voakangin 4,4 –a 

19(S)-heyneanin 420 –a 

19(R)-heyneanin 730 –a 

Tabernanthe iboga 

L.Nutt. 
indolový ibogain 520 –a 107 

Tabernaemontana 

divaricata (L.) 

R.Br. ex Roem. 

& Schult. 

bisindolový 

19,20-dihydro-

tabernamin 
0,227 –a 

108 
19,20-dihydro-

ervahanin A 
0,071 –a 

Catharanthus  

roseus (L.) G.Don 

monoterpenový 

indolový 
serpentin 0,775 –a 109 

Fabaceae 

Trigonella  

foenum-graecum L. 
pyridinový trigonelin 233e –a 110 

Physostigma vene-

nosum Balf. 
indolový fysostigmin 0,25c 1,26d 111 
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Tab. 5   Inhibitory cholinesteras z ostatních čeledí (pokračování) 

Čeleď Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Huperziaceae 

Huperzia serrata 

(Thunb. ex Murray) 

Trevis. 

chinolizidinový 

huperzin A 0,072c 70d 
112 

huperzin B 0,0193 0,228 

N-methylhuperzin B 
NS, ale aktivní 113 

huperzinin 

Chenopodiaceae 
Haloxylon salicor-

nicum Moq. 
piperidinový 

haloxylin A 25,3 19,0 

114 
haloxylin B 20,2 14,7 

Liliaceae 
Fritillaria imperialis 

L. 
steroidní 

impericin 68 1,6 

115 

delavin 105,5 1,7 

persikanidin 352,2 4,245 

forticin >500 100,5 

imperialin >500 121,5 

Lycopodiaceae 

Lycopodium sieboldii 

Miq. 

tetracyklický 

alkaloid 
sieboldin A 2,0 –a 116 

Lycopodium carinatum 

Desv. 
chinolizidinový 

karinatumin A 4,6 –a 
117 

karinatumin B 7,0 –a 

Lycopodium  

annotinum subsp. 

alpestre  

(Hartman)  

Á & D.Löve 

chinolizidinový 

anotin 860 >2000 

118 

anotin-N-oxid 404 >2000 

anhydrolykodolin 191 >2000 

lykofolin 600 >2000 

lykodolin >2000 667 

Lycopodium serratum 

Thunb. 
chinolizidinový 

2α,11α-dihydroxy-

favcetin 
27,9 –a 

119 

lykoposeramin 16,7 –a 

Lycopodium hamiltonii 

Spring 
pentacyklický lykoperin A 60,9e –a 120 

Lycopodium cryptome-

rianum Maxim. 
pentacyklický 

kryptadin A 106,3e –a 
121 

kryptadin B 18,5e –a 

Magnoliaceae 

Magno-

lia×soulangiana  

Thiéb.-Bern. 

– taspin 0,33 –a 122 

Menispermaceae 

Stephania tetrandra 

S.Moore 
bisisochinolinový 

fangchinolin 3,2 –a 

123 
atherospermolin 4,0 –a 

2´-N-nor-

fangchinolin 
3,9 –a 

Stephania venosa 

(Blume) Spreng. 
protoberberinový 

stefaranin 14,1 –a 

124 cyklanolin 9,23 –a 

N-methylstefolidin 31,3 –a 

Triclisia sacleuxii 

(Pierre) Diels 
bisisochinolinový 

lindoldhamin 3,52 –a 

125 

feanthin 72,5g –a 

N-methylapatelin 30,7g –a 

1,2-dehydro-

apatelin 
15,9g –a 

gasabiimin 13,4g –a 

Ranunculaceae 

Aconitum falconeri 

Stapf 

norditerpenový faleokonitin 293 –a 
126 

steroidní  pseudoakonitin 278 –a 

Coptis chinensis 

Franch. 

protoberberinový 

berberin 0,44 3,44 

127 

palmatin 0,51 6,84 

jatrorhizin 0,57 6,34 

koptisin 0,80 5,81 

groenlandicin 0,54 3,32 

epiberberin 1,07 6,03 

aporfinový magnoflorin >100 18,14 

Coptis japonica  

Makino 
protoberberinový 

berberin 
inhibice srovnatelná 

s fysostigminemb 
128 palmatin 

koptisin 

Rubiaceae 
Chimarrhis turbinata 

DC. 

indolový alkaloid. 

glykosid 

Turbinatin 1,86 –a 
129 

deoxykordifolin 0,1 –a 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Thunb.
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trevis.&action=edit&redlink=1
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Tab. 5   Inhibitory cholinesteras z ostatních čeledí (pokračování) 

Čeleď Rostlina Alkaloidní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Rutaceae 

Evodia rutaecarpa 

Benth. 
chinazolinový dehydroevodiamin 37,8/6,3 –a/8,4 

130,

131 

Esenbeckia leiocarpa 

Engl. 
chinolinový 

leiokinin A 210 –a 

132 leptomerin 2,5 –a 

kokusaginin 46 –a 

Skimmia laureola 

Hook. 
chinolinový 

ribalinin 30f 70 

133 
methylisoplatydesmin 30f 19 

Solanaceae 
Solanum tuberosum 

L. 

steroidní alka-

loidní glykosid 

α-chakonin 17h 0,066i 

134 
α-solanin 14h 0,17i 

a netestováno; b hodnoty neuvedeny; c mozková krysí AChE, d krysí sérová BuChE; e bovinní erytrocytární AChE; f Ki 

(µM); g inhibice při koncentraci 100µg/ml (%); h rekombinantní lidská AChE; i lidská sérová BuChE; NS: přesné hod-

noty inhibice neuvedeny 

3.1.5.2 Terpeny jako inhibitory cholinesteras 

Většina nealkaloidních inhibitorů cholinesteras objevené v rostlinách patří mezi terpeny. 

Monoterpeny byly jako první, u kterých byla nalezena na základě studií zkoumajících 

chemickou interakci mezi hmyzem a silicemi inhibiční cholinesterasová aktivita
135

 a čás-

tečně díky výzkumům založených na etnofarmakologii
136

. V oblasti výzkumu inhibitorů 

cholinesteras terpenového typu jsou rovněž intenzívně zkoumány seskviterpeny, diterpe-

ny a triterpeny. Následující přehled nealkaloidních inhibitorů cholinesteráz je členěn do 

tabulek podle chemických struktur. 

3.1.5.2.1 Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras 

Tab. 6   Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (mM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Acoraceae Acorus calamus L. 
α-asaron 46,38e –b 

137 
β-asaron 3,33e –b 

Lamiaceae 

Salvia lavandulaefolia Vahl 

α-pinen 0,63a –b 

138 

β-pinen 0,2ac –b 

linalool >5a –b 

geraniol >5a –b 

kafr >4,7a –b 

1,8-cineol 0,67a –b 

Mentha spp. 
piperitenon 110d –b 

139 
piperitenonoxid 64d –b 

elemol 34d –b 

viridiflorol 25d –b 

Thymus vulgaris L. 

thymol 0,212c –b 

140 karvakrol 0,092c –b 

borneol 0,132c –b 
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Tab. 6   Monoterpenové a seskviterpenové inhibitory cholinesteras (pokračování) 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (mM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Lamiaceae 

Salvia fruticosa Mill., 

Salvia lavandulaefolia Vahl, 

Salvia officinalis L., 

S. officinalis L. var. purpurea 

α-pinen 
0,1a  

(0,7 mM) 
NA 

141 

β-pinen 
0,2a 

(1,5 mM) 
NA 

1,8-cineol 
0,06a 

(0,4 mM) 
NA 

β-karyofylen 
0,03a 

(0,13 mM) 
NA 

3-karen 
0,03a 

(0,2 mM) 
0,3  

(2 mM) 

Myrtaceae 
Melaleuca alternifolia  

(Maiden & Betche) Cheel 

terpinen-4-ol 32fg –b 

142 

γ-terpnin 31,7fg –b 

α-terpinen 34fg –b 

p-cymen 38,3fg –b 

1,8-cineol 49df –b 

Zdroj neznámý 

(–)-bornylacetát 4,7 –b 143 

(+)-pulegon 0,89 –b 143, 144 

(–)-karvon 1,38 –b 

144 

citral 0,33 –b 

γ-terpinen 
22,6%  

(1,2 mM) 
–b 

α-terpinen 1,0 –b 

p-cymen 
39,8% 

(1,2 mM) 
–b 

(–)-isopulegol 2,0 –b 

(–)-limonen 
25% 

(1,2 mM) 
–b 

(–)-menthol 
38,5% 

(1,2 mM) 
–b 

(–)-menthon 1,42 –b 

(+)-karvon 1,85 –b 

(+)-isomenthon 1,57 –b 

(+)-limonen 
22% 

(1,2 mM) 
–b 

(+)-menthol 2,0 –b 

(+)-p-menth-1-en 1,64 –b 

(–)-terpinen-4-ol 
21,4% 

(1,2 mM) 
–b 

a lidská erytrocytární AChE; b netestováno; c inhibice vyjádřená v mg/ml; d inhibice vyjádřená v µg/mL; e IC50 (µM); f 

bovinní erytrocytární AChE; g inhibice při 50 µg/mL (%); NA = neaktivní 

Tab. 7   Silice jako inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina 
Aktivita (IC50) 

Ref. 
AChE BuChE 

Myrtaceae Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel 0,05–0,11 (µl/ml) –b 145 

Lamiaceae  

Mentha spp. 26–164 (µg/ml) –b 139 

Melissa officinalis L. 76–100% (0,1 µl/ml)ac –b 

146 
Salvia lavandulaefolia Vahl 0,03 (µg/ml)c –b 

Salvia officinalis L. 34–47% (0,03 µg/ml)ac –b 

Rutaceae  Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle 65,8% (µl/ml)ac –b 
a procentuální inhibice; b netestováno; c homogenát lidské mozkové tkáně 

http://en.wikipedia.org/wiki/Joseph_Maiden
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Ernst_Betche&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Edwin_Cheel
http://en.wikipedia.org/wiki/Joseph_Maiden
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Ernst_Betche&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Edwin_Cheel
http://en.wikipedia.org/wiki/Walter_Tennyson_Swingle
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3.1.5.2.2 Diterpenové inhibitory cholinesteras 

Tab. 8   Diterpenové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Acanthaceae Hypoestes serpens (Vahl) R.Br. 

7β-hydroxyisopimara-8,15-

dien-14-on 
0,5d –b 

147 

14α-hydroxyisopimara-7,15-

dien-1-on 
0,2d –b 

7β-hydroxyisopimara-8,15-

dien-14-on 
0,5d –b 

14α-hydroxyisopimara-7,15-

dien-1-on 
0,2d –b 

Fabaceae 

Detarium microcarpum  

Guill. & Perr. 

5α,8α-(2-oxokolavenová  

kyselina) 
0,1d –b 

148 

2-oxokolavenová kyselina 1d –b 

3,4-epoxyklerodan- 

13(E)-en-15-ová kyselina 
10d –b 

3,4-epoxyklerodan- 

13(Z)-en-15-ová kyselina 
10d –b 

Acacia nilotica subsp.  

kraussiana Benth. 
nilotikan 4 –b 149 

Lamiaceae 

Salvia miltiorrhiza Bunge 

dihydrotanshinon 1a –b 

150 
tanshinon II A >150a –b 

tanshinon I >50a –b 

kryptotanshinon 7a –b 

Isodon wightii (Benth.) H.Hara melissoidesin 215c –b 151 

Ajuga bracteosa Wall ex Benth. 

dihydroklerodin-l 35,2 19 

152 
klerodinin A 26,5 17 

lupulin A 19,2 12 

dihydroajugapitin 14 10 

Sideritis congesta  

P.H.Davis & Hub-Mor. 

ent-7α-acetoxy-16β,18-

dihydroxykauran 
1,89e 1,19e 

153 

epoxyisolinearol 0,87e 0,43e 

sideroxol 1,27e 0,024e 

sideridiol 8,04e 3,67e 

siderol 0,69e 0,65e 

7-epikandikandiol 0,23e 0,022e 

linearol 2,66e 0,15e 

sidol 0,92e 0,05e 

Sideritis arguta Boiss. & Heldr. 

diacetyldistanol NAf 175,8 

154 

eubol NAf 23,2 

eubotriol NAf 98,1 

sideroxol 14,5 25 

7-epikandikandiol 22,8 21,1 

Leonurus heterophyllus Sweet 

leoheteronin F 16,1g –b 

155 

leoheterin 41,4g –b 

hispanon 38,5g –b 

galeopsin 42,7g –b 

leoheteronin A 11,6g –b 

leoheteronin D 18,4g –b 

leopersin G 12,9g –b 

Otostegia limbata Hook.f. 

limbatolid A 38,5 22,3 

156 limbatolid B 47,2 17,5 

limbatolid C 103,7 14,2 

a bovinní erytrocytární AChE; b netestováno; c inhibice uvedena v µg/mL; d TLC bioautografická metoda (inhibice 

vyjádřena v µg); e IC50 (mM); f NA = neaktivní; g krysí mozková AChE 
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3.1.5.2.3 Triterpenové inhibitory cholinesteras 

Tab. 9   Triterpenové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
AktivitaIC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Asteraceae 
Amberboa ramosa Roxb. 

22R-cykloart-20,25-dien-

2α,3β,22α-triol 
–b 39,9 

157 

22R-cykloart-23-en-3β,22α,25-triol –b 299,1 

Parthenium argentatum L. argentatin A 42,8c –b 150 

Combretaceae Combretum leprosum Mart. arjunolová kyselina 0,01d 0,01d 158 

Ericaceae Vaccinium oldhami Miq. taraxerol 33,6e –c 159 

Lamiaceae 
Salvia santolinifolia Boiss. 

slavin A NAa 12,5 

160 
slavin B NAa 65,5 

Origanum majorana L. ursolová kyselina 0,0075 –b 161 

Lycopodiaceae Lycopodium clavatum L. α-onocerin 5,2 –c 162 
a NA = neaktivní; b netestováno; c bovinní erytrocyt. AChE; d TLC bioautograf. metoda (0,01 mM/L); e (µg/mL) 

3.1.5.2.4 Steroidní inhibitory cholinesteras 

Tab. 10   Steroidní inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
AktivitaIC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Chenopodiaceae 
Haloxylon recurvum  

(Moq.) Bunge ex Boiss 

haloxysterol A 8,3 4,7 

163 

haloxysterol B 0,89 2,3 

haloxysterol C 1,0 17,8 

haloxysterol D 17,2 2,5 

5α,8α-epidioxy-(24S)-

ethylcholesta-6,9(11),22(E)-trien-

3β-ol 

26,4 6,9 

(24S)-ethylcholesta-

7,9(11),22(E)-trien-3β-ol 
19,2 4,5 

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 

Lamiaceae 
Ajuga bracteosa  

Wall ex Benth. 

brakteosin A 25,2 38,9 

164 brakteosin B 35,2 29,4 

brakteosin C 49,2 39,1 

Liliaceae Anemarrhena asphodeloides Bunge timosaponin A III 35,4 –b 165 

Solanaceae 
Withania somnifera  

(L.) Dunal 

5β,6β-epoxy-4β,17α,27-

trihydroxy-1-oxowitha-2,24-

dienolid 

161,5 NAa 

166 

withaferin A 84 125 

2,3-dihydrowithaferin A NAa 500 

6α,7α-epoxy-5α,20β-dihydroxy-

1-oxowitha-2,24-dienolid 
50 NAa 

5β,6β -epoxy-4β-hydroxy-1-

oxowitha-2,14,24-trienolid 
124 62,5 

a NA= neaktivní; b netestováno 
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3.1.5.3 Fenolové inhibitory cholinesteras 

3.1.5.3.1 Flavonoidní inhibitory cholinesteras 

Tab. 11   Flavonoidni inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Asteraceae 

Phagnalon saxatile (L.) Cass. luteolin 25,2 37,2 167 

Psiadia trinervia Willd. 
4´,5,7-trihydroxy-3,3´-

dimethoxyflavon 
20,6e –c 37 

Boraginaceae Onosma hispida Wall. 

hispidon 11,6 15,7 

168 (2S)-5,2-dihydroxy-7,5-

dimethoxyflavanon 
28 7,9 

Buddlejaceae Buddleja davidii Franch. 
linarin 10d –c 

169 
tilianin 40d –c 

Iridaceae Iris suaveolens Boiss. & Reut. 

tektorigenin –bg 47,3g 

170 
irilon –bg 71,3g 

nigricin –bg 80,1g 

iriskumaoninmethylether 13,64g 35,1g 

Lamiaceae 

Mentha arvensis L. linarin 0,01a –b 171 

Leucas urticifolia (Vahl) R.Br. 
leufolin A 74,5 1,6 

172 
leufolin B 72,3 3,6 

Salvia poculata Nabiev 
cirsimaritin 12,35h 50,31h 

173 
eupatilin 11,0h 45,27h 

Moraceae 

Maclura pomifera (Raf.) Schneid. pomiferin 96 –b 174 

Morus lhou Koidz. 

5´-geranyl-4´-methoxy-5,7,2´-

trihydroxyflavon 
10,95 3,43 

175 

5´-geranyl-5,7,2´,4´-

tetrahydroxyflavon 
16,21 7,91 

kuwanon U 19,69 10,11 

kuwanon E 23,79 16,21 

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 

Myrtaceae 
Cleistocalyx operculatus  

(Roxb.) Merr. & Perry 

myricetin-3'-methylether  

3-O-β-D-galaktopyranosid 
19,9 152,5 

176 

myricetin-3',5'-dimethylether 

3-O-β-D-galaktopyranosid 
37,8 >800 

kvercetin 25,9 177,8 

kempferol 30,4 62,5 

tamarixetin 22,3 160,6 

Rosaceae Agrimonia pilosa Ledeb. 

kvercetin 353,9 420,8 177 

kvercetin 19,8 –c 
178 

tilirosid 23,5 –d 

Rutaceae Citrus junos Siebold ex. Tanaka naringenin 66f –c 179 

Scrophulariaceae Linaria reflexa Desf. 

linariin 0,27 –c 

180 isolinariin A 0,28 –c 

isolinariin B 0,30 –c 

Zygophyllaceae Zygophyllum eurypterum Boiss. 

atrikarpan A –b 12,5 

181 
atrikarpan B –b 65,5 

atrikarpan C –b 19,5 

atrikarpan D 20,5 30,5 

Zdroj neznámý 

kvercetin 76,2i 46,8i 

182 genistein -bi 65,7i 

luteolin-7-O-rutinosid 24,7i 54,9i 
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Tab. 11   Flavonoidni inhibitory cholinesteras (pokračování) 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Zdroj neznámý 

naringinin –bi 13,7i 

182 silibinin –bi 51,4i 

silymarin –bi 43,2i 

galangin 85,6ej 6,9ek 

183 

apigenin 121,6ej 37,4ek 

myricetin 37,8ej 71ek 

fisetin 100,2ej 90ek 

rutin 65,8ej 166,1ek 

a TLC bioautografická metoda (µg); b neaktivní, c netestováno; d detekční limit inhibice AChE na TLC desce (ng); e Ki 

(µM); f procentuální inhibice při konc. 210 µg/mL; g procentuální inhibice při konc. 200 µg/mL; h procentuální inhibice 

při konc. 200 µM; i procentuální inhibice při konc. 1 mg/mL; j rekombinnantní lidská AChE; k lidská sérová BuChE 

3.1.5.3.2 Kumarinové inhibitory cholinesteras 

Tab. 12   Kumarinové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Apiaceae 

Angelica gigas Nakai 

dekursinol 28 –a 

184 

marmesin 67 –a 

nodakenin 68 –a 

Angelica gigas Nakai, 

Angelica dahurica Maxim. 
isoimperatorin 69 –a 

Angelica acutiloba 

 (Siebold & Zucc.) Kitag.,  

Angelica gigas Nakai 

xanthotoxin 
54 –a 

0,58b –a 

185 
Angelica acutiloba  

(Siebold & Zucc.) Kitag. 
isopimpinellin 0,32b –a 

Angelica dahurica Maxim. 

oxypeucedanin 89,1c –a 

186 imperatorin 63,7c –a 

isoimperatorin 74,6c –a 

Angelica officinalis L. bergapten 37,7d 84,8d 187 

Rutaceae 
Murraya paniculata  

(L.) Jack 

murranganon 79,1 74,3 

188 
panikulatin 31,6 >100 

Solanaceae Scopolia carniolica Jacq. skopoletin 168,6 –a 189 

Ulmaceae Celtis chinensis Perss. N-p-kumaryltyramin 122 –a 190 
a netestováno; b IC50 (µM/mL); c myší mozková AChE; d procentuální inhibice při konc. 12,5 µg/mL 

3.1.5.3.3 Xanthonové inhibitory cholinesteras 

Tab. 13   Xanthonové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Látka 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Clusiaceae 

Garcinia livingstonei 

T.Anderson 

3H,7H-pyrano[2,3-c]xanthen-7-on 1,9a –b 

37 4-(3´,7´-dimethylokta-2´,6´-dienyl)-

1,3,5-trihydroxy-9H-xanthen-9-on 
26,8a –b 

Garcinia polyantha Oliv. 

polyanxanthon A 41,8d 7d 

191 polyanxanthon B 46,3d 25,5d 

1,3,5-trihydroxyxanthon NA 93 
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Tab. 13   Xanthonové inhibitory cholinesteras (pokračování) 

Čeleď Rostlina Látka 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Clusiaceae 

Garcinia polyantha Oliv. 
1,5-dihydroxyxanthon NA 2,54 

191 
1,6-dihydroxy-5-methoxyxanthon NA 74,4 

Allanblackia monticola  

Staner L.C. 
allanxanthon A 95 19,1 192 

Gentianaceae 

Chironia krebsii Griseb. 

mesuaxanthon A 53a –b 

37 1-hydroxy-3,5-dimethoxyxanthon 15,4 –b 

dekussatin 28,7a –b 

Gentiana campestris L. 

bellidin 0,15c –b 

193 
bellidifolin 0,03c –b 

norswertianolin 1,20c –b 

swertianolin 0,18c –b 

Moraceae 
Maclura pomifera  

(Raf.) Schneid. 
makluraxanthon 8,47 29,8 177 

Polygalaceae Polygala nyikensis Exell 1,7-dihydroxy-4-methoxyxanthon 44a –b 37 
a Ki pro kompetitivní inhibici (µM); b netestováno; c minimální inhibiční koncentrace na TLC; d procentuální inhibice 

při konc. 200 µM; NA = neaktivní 

3.1.5.3.4 Lignanové inhibitory cholinesteras 

Tab. 14   Lignanové inhibitory cholinesteras 

Čeleď Rostlina Látka 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Apocynaceae Leptadenia arborea (Forssk.) Schweinf. syringaresinol 200b –c 194 

Magnoliaceae Magnolia officinalis Rehder & Wilson 4-O-methylhonokiol 12de –c 195 

Schisandraceae Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. 

gomisin A 15,5d –c 196 

gomisin C 6,71d –c 

197 
gomisin G 6,55d –c 

gomisin D 7,84d –c 

schisandrol B 12,57d –c 

Verbenaceae Vitex negundo L. 

negundin A >300 85 

198 

negundin B 254 194 

diasyringaresinol NAa 300 

lyoniresinol 263,3 NAa 

vitrofolal E 106,5 35 
a neaktivní; b IC50 (µg/mL); c netestováno; d myší mozková AChE; e IC50 (nM). NA = neaktivní 

3.1.5.3.5 Fenolové inhibitory cholinesteras různých strukturních typů 

Tab. 15   Fenolové inhibitory cholinesteras různých strukturních typů  

Čeleď Rostlina Strukturní typ Látka 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Apiaceae Ferula asafoetida L. fenolová kyselina ferulová kyselina 30ab –c 199 

Dipterocarpaceae 
Hopea hainanensis 

Merr. & Chun 
stilbenový oligomer hopeahainol A 4,33 –c 200 

Fabaceae 
Caragana chamlague 

Lam. 
stilbenový oligomer 

(+)-α-viniferin 2 NAd 

201 
kobofenol A 115,8 NAd 

Theaceae 
Camellia sinensis  

(L.) O.Kuntze 
fenolové sloučeniny polyfenoly 0,03ef 0,05df 202 

a procentuální inhibice (0,3 µg); b AChE z homogenátu nervové tkáně plže Lymnaea acuminata; c netestováno; d sérová 

lidská BuChE; e lidská AChE; f IC50 (mg/mL); NA = neaktivní 
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3.1.5.4 Ostatní inhibitory cholinesteras různých strukturních typů  

Tab. 16   Ostatní inhibitory cholinesteras různých strukturních typů 

Čeleď Rostlina Strukturní typ Sloučenina 
Aktivita IC50 (µM) 

Ref. 
AChE BuChE 

Apocynaceae Cynanchum atratum Bunge 
pregnanový 

glykosid 

cynatrosid A 6,4 –a 

203 
cynatrosid B 3,6 –a 

cynatrosid C 52,3 –a 

cynascyrosid D 152,9 –a 

Asteraceae 
Tanacetum artemisioides 

Schultz. 
ceramid 

tanacetamid A 67,1 –a 

204 
tanacetamid B 74,1 –a 

Moraceae Fatoua villosa Nakai purin zeatin 109b –a 205 
a netestováno; b AChE z homogenátu bunečných kultur PC12 
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3.2 Inhibice BACE1 

3.2.1 Význam BACE1 v organismu 

BACE1 (EC 3.4.23.46) patří do rodiny transmembránových aspartátových proteas. Je 

příbuzná pepsinovým a retrovirovým aspartátovým proteásam. Tento enzym se nachází 

především v kyselých vnitrobuněčných kompartmentech (např. endosomech, Golgiho 

aparátu) s aktivním místem uvnitř vesikulů, ve kterých se nalézá kyselé prostředí (pH ~ 

4–4,5) nutné pro optimální aktivitu tohoto enzymu
206

. Nejvyšší hladiny BACE1 se nalé-

zají v neuronech. BACE1 je zřejmě jediný enzym fyziologicky štěpící APP v mozku – 

u myší s vyřazeným genem pro BACE1 byla prokazatelně zrušena tvorba Aβ
222

. Kromě 

APP a jeho homologů (APLP1 a APLP2)
207

 byly identifikovány jiné substráty BACE1: 

neuregulin
218,221

, β 2 a β 4 podjednotka napětově řízených sodíkových kanálů
208,209

. Tyto 

proteiny jsou štěpeny podobně jako APP a hrají důležitou roli pro normální vývoj a funk-

ci mozku. U dalších domnělých substrátů není přímá fyziologická role BACE1 jedno-

značně prokázána
210,211,212,213

. Nedávno po objevení BACE1, byl identifikován strukturně 

podobný enzym – BACE2, který má 64% aminokyselinovou sekvenční podobnost. Na 

rozdíl od BACE1 se nachází v neuronech v nízkých koncentracích a nemá stejnou štěpící 

aktivitu vůči APP jako BACE1
206

. 

Z patofyziologického hlediska, u AD je BACE1 zodpovědná za tvorbu Aβ42 – vlákni-

tou formu Aβ o délce 42 aminokyselin. V amyloidní cestě, BACE1 štěpí transmembráno-

vý APP za vzniku transmembranového fragmentu (C99). Tento fragment je dále štěpen 

dalším enzymem – γ-sekretasou za uvolnění zralého Aβ. V neamyloidní cestě je APP 

štěpen třetí proteasou – α-sekretasou, která štěpí APP v rámci Aβ domény a zabraňuje tak 

vzniku Aβ. Aβ agregáty v extracelulárních placích představují jeden z histopatologických 

znaků AD
214,215

.  

Z důvodu klíčových rolí uvedených enzymů v patogenezi AD se inhibitory 

γ-sekretasy a BACE1 staly terapeutickými cíly ve vývoji nových léčiv pro nesympto-

matickou léčbu AD. Terapeuticky je význam inhibitorů γ-sekretasy vnímán negativně, 

protože γ-sekretasa je esenciální součástí Notch signální cesty, a tudíž jsou tyto inhibitory 

při chronickém podávání nepřijatelně toxické
216

. Co se týká toxikologického hlediska 

u BACE1, vypnutí genu pro BACE1 nebylo u myší letální, docházelo k zablokování 

produkce Aβ
217

, nicméně bylo shledáno, že myelinová pochva periferních nervů u takto 

poškozených myší byla mnohem tenčí – BACE1 hraje důležitou roli ve štěpení neuregeli-

http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.23.46
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nu-1
218

, dále docházelo k nárůstu spontánních a indukovaných záchvatů
219,220,221

 a byla 

zvýšena neonatální letalita
222

. 

3.2.2 Inhibitory BACE1 

3.2.2.1 Mechanismus působení 

Enzymová aktivita BACE1 může být ovlivněna navázáním inhibitoru na aktivní místo 

enzymu
223

 nebo vazbou na „vnější místo“ enzymu
224,225

. 

3.2.2.2 Použití  

Zdá se (alespoň v této době), že by se inhibitory enzymu mohly stát významným terapeu-

tickým příspěvkem při ovlivňování průběhu AD nesymptomatickou léčbou, jak bylo uve-

deno výše. Výsledky uvedené v literatuře ukazují, že řada přírodních látek, které se běžně 

vyskytují v potravinách (např. stilbeny ve víně, katechinové deriváty v čaji, nebo látky 

podobné flavonoidům např. v lékořici) mohou mít určitý význam v prevenci neurodege-

nerace, který by neměl být opomíjen. Je nesporné, že některé přírodní látky se v průběhu 

následující doby stanou leading structure pro vývoj kandidátů nových léčiv, inhibujících 

BACE1. Výzkum v oblasti přírodních látek inhibujících sekretasu, není dosud tak široký 

jako je tomu v případě cholinesteras, nicméně jedná se o téma velmi nosné a není pochyb, 

že se bude v nejbližší době velmi intenzívně rozvíjet. 

3.2.3 Detekce inhibice BACE1 

Pro testování nových potenciálních inhibitorů BACE1 byla popsána řada metod. Mezi 

nejčastěji používané metody patří ty, které můžeme rozdělit podle využívaných principů 

na: 

 fluorescenční metody 

 metody využívající imobilizovaný enzym 

 spektrofotometrické metody 

 metody používající biosenzory 

3.2.3.1 Flurescenční metody 

Pro měření inhibice hrBACE1 jsou nejčastěji použivány fluorimetrické metody založené 

na principu fluorescenčního rezonančního přenosu energie (FRET princip)
226

. FRET sub-
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strát se skládá  ze dvou flouroforů: fluorescenčního donoru a zhášecího akceptoru, které 

jsou navzájem spojené peptidovým řetězcem. Po rozštěpení peptidového řetězce BACE1 

dochází k opětovnému uvolnění energie donoru, aktivita enzymu je lineárně úměrná ná-

růstu fluorescence. 

 

Obr. 3   Schéma principu FRET metody pro stanovení aktivity BACE1 

Pro FRET metody bylo navrženo několik substrátů, které obsahují ve struktuře odlišné 

fluorescenční donory, zhášecí akceptory ale i rozdílnou délku a složení spojovacího pep-

tidového řetězce. Se strukturně rozdílnými substráty používaných v jednotlivých testech 

souvisí i potřeba nastavení rozdílných vlnových délek pro excitaci a emisi, použití rozdíl-

ných koncentrací substrátu a koncentrací BACE1
227

.  

FRET metody poskytují homogenní výsledky, jsou citlivé, ale mají několik nevýhod 

jako je dlouhý čas analýzy, vysoká spotřebu enzymu, nemožnost automatizace a zno-

vupoužití enzymu a tvorba falešně pozitivních/negativních reakcí (některé ligandy mohou 

díky své omezené rozpustnosti za testovaných podmínek tvořit agregáty, které se mohou 

adsorbovat na enzymy nebo inkorporovat do enzymů; jiné mohou obsahovat ve své struk-

tuře fluorescenční aromatické systémy, které mohou produkovat interferenční fluorescen-

ci)
227

. 

Jako alternativnou ke studiu BACE1 inhibice vzhledem k nevýhodám klasických 

FRET metodám může být použita metoda využívající TRF-Q („time-resolved fluorescen-

ce quenching“) technologii, kterou publikovali Porcari et al
228

. V této metodě je flou-

rescence vzorku monitorována funkcí času po excitaci světlem nebo zábleskem. Tato me-

toda používá peptid s navázaným chelátem Eu
3+

 na N-konci a organický flouroforový 

zhášeč navázaný na C-konci peptidu. Po excitaci při λ = 330 nm, poskytuje produkt ště-

pení nárůst fluorescence při λ = 615 nm, která je lineární vzhledem k enzymové aktivitě. 
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Metoda poskytuje menší riziko falešně pozitivních/negativních reakcí. Nevýhodou této 

techniky je vysoká cena použitého substrátu a přístroje. 

3.2.3.2 Metody využívající imobilizovaný enzym 

Použití IMER zapojeného do HPLC systému může být vhodným řešením pro uvedené 

nevýhody FRET metod
229

. Použití chromatografického systému umožňuje separovat pro-

dukty enzymového štěpení a testovaných látek od substrátu, a tak eliminovat interference. 

Navíc, použitím průtokového systému existuje menší riziko vzniku precipitace testované 

látky, substrátu a/nebo tvorby agregátů. Andrisano a spol. používala IMER, který byl při-

praven chemickým navázáním hrBACE1 na EDA monolitického disku, jako flurogenní 

peptidový substrát byl používán M-2420 s λex/λem = 320/420 nm, který obsahuje v pepti-

dovém řetězci β-sekretasový štěpící segment švédské mutace APP s navázaným flu-

orescenčním donorem – (7-methoxykumarin-4-yl)acetylová skupina a akceptorem – di-

nitrofenolová skupina. Výhodou této metody je možnost používat takto připravený stabil-

ní imobilizovaný enzym po delší dobu, cena a požadovaný čas na analýzu. 

3.2.3.3 Spektrofotometrické metody 

Andrisano a spol. vyvinula pro screening BACE1 inhibitorů na mikrotitračních destič-

kách spektrofotometrickou metodu, ve které se jako substrát používá BAPNA
230

. BAPNA 

je štěpena enzymem na N-α-benzoyl-D,L-arginin a žlutý produkt p-nitroanilin, jehož ab-

sorbance je monitorována při λ = 405 nm. Pomocí této metody byly stanoveny IC50 zná-

mých inhibitorů cholinesteras (galanthaminu, donepezilu, rivastigminu a takrinu) vůči 

BACE1 a tyto výsledky byly porovnávány s fluorescenční metodou využívající jako sub-

strát kasein-FITC (kasein značený fluorescenčním isothiokyanátem). Metoda využívající 

BAPNA poskytla dostatečnou přesnost a opakovatelnost, zjištěné hodnoty IC50 se řádově 

nelišily ve srovnání s použitou fluorescenční metodou. 

3.2.3.4 Metody využívající biosenzory 

Pro rychlý screening inhibitorů lze použít metodu využívající technologii povrchové 

plasmonové rezonance (SPR)
231

. Tato technologie patří mezi velmi citlivé bioanalytické 

metody, která umožňuje objasnit vazebný mechanismus, kinetiku nových potenciálních 

inhibitorů BACE1 a poskytuje informaci o afinitě inhibitorů, ale ne inhibiční data. Meto-

da se jeví jako doplňková k  inhibičním studiím. 
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3.2.3.5 Eliminace zkreslení výsledků testů pro BACE1 inhibici 

Pro stanovení inhibice BACE1 je vhodné vzhledem k různorodosti užívaných testů použít 

nejméně 2 různé metody k eliminaci falešně pozitivních nebo negativních reakcí
227

. Pří-

kladem falešně pozitivní reakce je (–)-epigallokatechin-gallát, který vykazoval 

v publikované práci Jeona a spol. signifikatní inhibici enzymu (IC50 = 1,6 µM)
241

. Nao-

pak, ve studii Chenga a spol. bylo shledáno, že (–)-epigallokatechin-gallát není inhibito-

rem BACE1, ale díky jeho fyzikálně-chemickým vlastnostem se může jevit jako inhibitor 

– byla u něj prokázána fluorescenční zhášecí schopnost za testovaných podmínek, která 

snižovala fluorescenční intenzitu štěpeného produktu substrátu, což se pak jevilo jako 

inhibice enzymu
240

. 

3.2.4 Inhibirory BACE1 rostlinného původu 

Z důvodu klíčové role BACE1 v patogenezi AD začaly být inhibitory tohoto enzymu in-

tenzívně zkoumány. Zajímavé inhibiční aktivity vůči BACE1 byly objeveny i u látek ros-

tlinného původů různých strukturních typů. Přehled, který je zde uveden, nezahrnuje 

všechny přírodní látky, o kterých se zmiňuje literatura, ale vybrány pouze příklady, které 

pokládám za reprezentativní a důležité. 

Tab. 17   Inhibitory BACE1 rostlinného původu 

Čeleď Rostlina Strukturní typ Sloučenina 
IC50 (µM) 

Ref. 
BACE1 

Apiaceae 
Angelica dahurica 

(Fisch.) Benth. & Hooker 
furanokumarin 

isoimperatorin 244,2 ± 8,2 

232 

imperatorin 91,8 ± 7,5 

(+)-oxypeucedanin 359,2 ± 9,6 

(+)-bakangelikol 104,9 ± 2,4 

(+)-byakangelicin 219,7 ± 7,6 

Fabaceae 
Psoralea corylifolia L. isoflavon 

neokorylin 0,7 ± 0,1 

233 

bakuchiol 21,3 ± 0,3 

bavachromen 7,2 ± 0,2 

isobavachromen 9,8 ± 0,3 

bavachalkon 10,2 ± 0,3 

7,8-dihydro-8-(4-

hydrofenyl)-2,2-dimethyl-2-

H,6-H-[1,2-B:5,4-B']-

dipyran-6-on 

1,6 ± 0,1 

bavachinin 3,8 ± 0,2 

Glycyrrhiza glabra L. chalkon 2,2´,4´-trihydroxychalkon 2,45 234 

Lamiaceae 
Perilla frutescens var. 

acuta 

flavon luteolin 0,5 
235 

fenolová kyselina rosmarinová kyselina 21 

Moraceae Morus lhou Koidz. flavon 

norartokarpetin 60,6 ± 2,7 

236 

kuwanon C 3,4 ± 1,3 

morusin 59,4 ± 12,7 

kuwanon A 5,3 ± 0,2 

cyklomorusin 101,2 ± 5,3 

morusinol 135,9 ± 22,8 

neocyklomorusin 146,1 ± 7,1 
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Tab. 17   Inhibitory BACE1 rostlinného původu (pokračování) 

Čeleď Rostlina Strukturní typ Sloučenina 
IC50 (µM) 

Ref. 
BACE1 

Moraceae Morus lhou Koidz. flavon mormin 103,5 ± 17,4 236 

Polygalaceae 
Polygala tenuifolia 

Wild. 

triterpenový  

saponin 

tenuifolin 76,1a 237 

tenuigenin 0,25b 238 

Ranunculaceae 
Coptis chinensis 

Franch. 

protoberberinový  

alkaloid 

epiberberin 8,55 ± 1,29 
127 

groenlandicin 19,68 ± 1,42 

Smilacaceae Smilax china L. stilben 

trans/cis-resveratrol 15 

239 
oxyresveratrol 7,6 

verafenol 4,2 

cis-scirpusin A 10 

Theaceae 
Camellia sinensis  

(L.) O.Kuntze 
katechin 

(–)-epigallokatechin-

gallát 

NA 240 

1,6 

241 

(–)-epikatechin-gallát 2,5 

(–)-gallokatechin-gallát 1,8 

(–)-katechin-gallát 6 

(–)-gallokatechin 2,5 

(–)-epigallokatechin 2,4 

(+)-katechin 35 

(–)-katechin 30 

(+)-epikatechin 28 

(–)-epikatechin 23 

Vitaceae Vitis vinifera L. stilben 

(+)-vitisinol E 14,4 ± 0,3 

242 

(+)-ε-viniferin 10,6 ± 0,2 

(+)-ampelopsin A 26,6 ± 0,2 

(+)-vitisin A 0,8 ± 0,1 

(−)-vitisin B 0,4 ± 0,1 
a procento inhibice při koncentraci 100 µg/ml; b koncentrace v µg/m); NA neaktivní 
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3.3 Antioxidační aktivita 

Je známo, že RONS hrají zásadní roli ve fyziologii člověka (vznikají při metabolismu 

živin, fyzické námaze, stresu), podílejí se na patofyziologických procesech, vedoucích 

k vývoji obecně rozšířených chorob (onemocnění kardiovaskulárního systému, zánětlivé 

a autoimunitní procesy v pohybovém systému, tvorba zhoubných nádorů) a hrají také 

významnou roli v rozvoji a progresi AD
243,244

. 

Ačkoliv jsou živočišné organismy fylogeneticky vybaveny do určité míry ochranou 

před oxidačním poškozením významných biomolekul vlastními endogenními látkami 

(glutathion, kyselina močová, koenzym Q10), není často tento způsob ochrany zcela do-

stačující, a proto existuje snaha o zvýšení antioxidační kapacity tkání přísunem netoxic-

kých látek, především z potravy (vitamín C, tokoferoly, karotenoidy). S přijímaným ovo-

cem a zeleninou se uplatňují v lidském organismu také některé sekundární metabolity 

rostlin, především fenolového charakteru (flavonoidy, katechiny, stilbeny aj.), které mo-

hou přispět ke snížení rizika AD
245,246

. 

Aby bylo možné vhodně využít vlastností antioxidantů, je nutné mít k dispozici validní 

testy pro zjištění antioxidační aktivity. Zde však nastává problém: studované látky se vět-

šinou chovají jinak v postředí in vitro, než v prostředí in vivo, ve kterém dochází 

k různým interakcím a mnohé  látky, které se jeví jako nadějné in vitro, lze jen velmi těž-

ko uplatnit. Oxidačního stresu je velmi rozmanitý a složitý proces ať už místem, kde 

RONS vznikají, anebo povahou těchto nežádoucích látek V současné době existuje něko-

lik desítek testů v oblasti poznání anti- a prooxidační aktivity látek, které lze použít pro 

sledování antioxidační aktivity. Tento proces je však časově a finanční náročný a 

v primárním screeningu není vůbec potřebný. Pro stanovení antioxidačních účinků je 

vhodné nejprve zjistit celkovou antioxidační kapacitu (TAC – total antioxidant capacity), 

která uvádí schopnost látky (nebo směsi látek) eliminovat radikály
247

. Paulová a spol. 

uvádí základní metody stanovení antioxidační aktivity
248

, které lze rozdělit na metody 

založené na eliminaci radikálů a metody založené na hodnocení redoxních vlastností lá-

tek. Při stanovení TAA jsou nejběžněji používány metody založené na eliminaci radikálů 

(ABTS, DPPH, ORAC), z metod založených na hodnocení redoxních vlastností látek pak 

metoda ORAC. Teprve po zjištění významné antioxidační aktivity výše uvedenými meto-

dami jsou používány metody, které mohou detailněji objasnit antioxidační aktivitu často 

s ohledem na biologické prostředí, v němž má být tato antioxidační aktivita realizována 

(mozková tkáň). 
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Při použití řady léčiv je antioxidační aktivita pouze aktivitou doplňkovou, zvláště po-

kud je zřejmé, že léčivo bude podáváno v nízkých dávkách a může tak doplňovat aktivitu 

přirozených a netoxických antioxidantů, které se v případě AD podávají (tokoferoly)
249

. 
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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
250

. 

3.4.1 Taxonomické zařazení 

Oddělení:  Magnoliophyta 

Třída:  Magnoliopsida 

Podtřída: Ranunculidae 

Řád:  Papaverales 

Čeleď: Fumariaceae 

Rod: Corydalis DC. 

Druh: Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte – dymnivka dutá
251

 

3.4.2 Botanická charakteristika 

Rod Corydalis DC. obsahuje asi 80 druhů rostoucích v mírném pásmu Erasie, s těžištěm 

rozšíření ve střední a východní Asii. Na území České republiky roste několik druhů dym-

nivek: Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte – dymnivka dutá (obr. 4), Corydalis in-

termedia (L.) Mérat – dymnivka bobovitá, Corydalis pumila (Host) Rchb. – dymnivka 

nízká a Corydalis solida (L.) Clairv. – dymnivka plná. Vyskytují se i kříženci uvedených 

druhů
251

. 

 

Obr. 4   Corydalis cava (L.) Schweigg. et Koerte
 252
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3.4.2.1 Morfologický popis 

Dymnivka dutá je vytrvalá bylina s velkou, dutou podzemní hlízou, s kořínky na celém 

povrchu. Přímá, lysá lodyha je 10–35, vzácně až 50 cm vysoká, jednoduchá, zelená až 

červenohnědá s 2(–3) dlouze řapíkatými lodyžními listy. Tyto listy jsou široce trojúhelní-

kovité s 2krát trojčetně dělenou modrozelenou čepelí. Květenstvím je přímý hrozen 

s 8-20 květy. Listeny jsou vejčité nebo skoro eliptické, celokrajné, většinou sivomodře 

zbarvené. Květy jsou nachové, bílé či řidčeji růžové s ostruhou na konci pravoúhle dolů 

ohnutou. Tobolky v obrysu podlouhle kopinaté, 20–25 mm dlouhé. Kvete od března do 

května
251

. 

3.4.2.2 Stanoviště a rozšíření 

Dymnivka dutá roste většinou ve světlých humózních hájích, lužních lesích a smíšených 

listnatých lesích, na humózních půdách, a to jak v nížinách, tak i v podhůří. Obvykle mů-

žeme vidět červeně i bíle kvetoucí rostliny pohromadě. Roste v celé střední a jižní Evro-

pě. V ČR se vyskytuje hojně
251

. 

3.4.3 Obsahové látky  

Rod Corydalis DC. obsahuje jako hlavní sekundární metabolity isochinolinové alkaloidy 

patřící do různých strukturních typů. Nejčastěji jsou zastoupeny alkaloidy protoberberi-

nového, protopinového, ftalidisochinolinového typu, často také aporfinového a benzo-

fenanthridinového typu. Dále jsou přítomny alkaloidy kularinové a spiroisochinolinové, 

jednoduché isochinoliny, ojediněle baze dibenzazoninového, indanobenzazepinového, 

promorfinanového, nebo sekoberberinového skeletu
15,253

.  

Kromě alkaloidů byly v dymnivkách identifikovány anthocyanidiny
254

, flavonoidní 

glykosidy
255,256

, anthrachinony, triterpeny, steroidy
257

, kumariny
258

, silice
259,260

 a fumaro-

vá kyselina
12

. 

3.4.3.1 Isochinolinové alkaloidy dymnivky duté 

Dosud bylo izolováno a identifikováno v dymnivce duté přibližně 40 alkaloidů patřících k 

různým strukturním typům, z kvantitativního hlediska je hlavním alkaloidem bulbo-

kapnin
12,14,15,102,261,262,263

. Obsah alkaloidů se v jednotlivých morfologických částech rost-

liny velmi liší. Nadzemní části rostliny obsahují 0,84%, semena 0,45% a hlízy dokonce 
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4–6% alkaloidů
14, 264

. Z dymnivky duté byly izolovány alkaloidy různých strukturních 

typů: 

Protoberberinový typ

N

OCH3

OCH3

OCH3

H3CO

H

(+)-tetrahydropalmatin
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OCH3

H3CO CHO
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O

OH3C

(+)kanadin

Ptotopinový typ
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O

O

O

O

O

CH3
protopin
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H3CO OH OCH3

O

N

CH3

(-)-sinoakutin
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O
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O

O

OH

CH3

CH3

H

(+)-korynolin

Ftalidisochinolinový typ

N

O

OCH3

O

H H

O
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(-)-kapnoidin

Aporfinový typ

O

O
OH
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CH3

H
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Sekoftalidisochinoliný typ
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O

COOH

O

O
O

N
H3C CH3

adlumidicein

 

Obr. 5   Strukturní typy isochinolinových alkaloidů dymnivky duté 

 

 protoberberinový: 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. 

 sekoberberinový: (+)-kanadalin a (–)-kanadalin. 
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 protopinový: allokryptopin, (±)-korykavamin, (+)-korykavamin, (+)-korykavidin, 

(±)-korykavidin a protopin. 

 benzofenanthridinový: (+)-korynolin. 

 promorfinanový: (–)-sinoakutin. 

 ftalidisochinolinový: (–)-kapnoidin. 

 sekoftalidisochinolinový: adlumidicein. 

 aporfinový: (+)-bulbokapnin, (+)-bulbokapninmethohydroxid, dehydronantein, 

(+)-domestin, (+)-glaucin, (+)-isoboldin, (+)-korydin, (+)-korytuberin, 

(+)-magnoflorin, (+)-N-methyllaurotetanin a (+)-predicentrin. 

3.4.4 Biologická aktivita obsahových látek 

3.4.4.1 Dymnivka dutá v lidovém léčitelství 

Ve středověku byly hlízy dymnivky duté používány při ochrnutí končetin, bolestech, bo-

lestech hlavy a neurózách
12

. V lidovém léčitelství našly uplatnění v terapii paměťové dys-

funkce
3
, nálevy a tinktury při onemocnění tasemnicemi, menstruačních obtížích

265
, 

parkinsonismu a Ménièrově chorobě
266

. Vodné extrakty se používaly zevně jako obklady 

na špatně se hojící rány a vředy
267

. Daleko větší uplatnění v lidovém léčitelství našly ně-

které druhy dymnivek používané po staletích v tradiční asijské medicíně: C. amabilis 

Migo, C. ambigua Kuntze, C. decumbens (Thunb.) Pers. a C. turtschaninovii Bess.
268

. 

Hlízy těchto druhů dymnivek hrají důležitou roli jako analgetika, zvláště v terapii křečo-

vých, bříšních a menstruačních bolestí
269

.  

3.4.4.2 Přehled biologických aktivit alkaloidů dymnivky duté 

U isochinolinových alkaloidů obsažených v dymnivce duté byly prokazány tyto biologic-

ké aktivity (v přehledu jsou uvedené jen alkaloidy vykazující biologickou aktivitu): 

 allokryptopin: inhibice cytochromu CYP 2D6
410

, aminotransferasy (AST)
403

, NADH 

dehydrogenasy
399

, aldosareduktasy
400

 a efluxu K
+
 iontů v myocytech z králičího srd-

ce
270

; aktivita nematocidní (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis, Toxoca-

ra canis) a cytotoxická
300,348

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

lactiae)
391

, insekticidní (larvy Culex pipiens pallens)393
, antifungální (Microsporum 

gypseum, Epidermophyton floccosum)
395

 a antiprotozoální (Plasmodium falcipa-
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rum)
397

; zvýšení vazby γ-aminomáslené kyseliny (GABA) na membránové synaptické 

receptory
271

, 

 berberin: inhibice cytochromu CYP 2D6
272

, AChE a BuChE
99

, alkoholdehydrogena-

sy
358

, xantinoxidasy a superoxidového aniontu
319

, uvolňování katecholaminů a zvýše-

ní koncentrace Ca
2+

 iontů vyvolané acetylcholinem
320

, topoisomerasy I
273

, monoami-

nooxidasy (MAO-A)
322

, aldosareduktasy
382

,
 
biosyntézy dopaminu v buněčné linii 

PC12 (inhibice tyrosinhydroxylasy)
379

, Na
+
/K

+
 ATPasy

274
 a proliferace buněk hladké-

ho svalstva cév
275

; aktivita hepatoprotektivní, antiflogistická
324

, antibakteriální (Sta-

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

lori)
373,276,327,329

, cytoprotektivní (protektivní efekt proti zastavení G0/G1 fáze buněč-

ného cyklu)
330

, antihyperglykemická
340

, neurotropní (potenciace účinku NGF na vý-

voj neuritu v buněčné linii PC12)
277

 , antifungální (Candida albicans)
278

 , insekticidní 

(larvy Hyphantria cunea, dospělí jedinci Agelastica coerulea)
127,376

, antihyperlipide-

mická (snížení hladiny sérového cholesterolu a LDL-cholesterolu)
279

, vasorelaxační 

(působení na endotel hladkého svalstva, inhibice ACE, uvolnění NO/cGMP, anatago-

nista α1-receptorů, aktivace K
+
 kanálů, blokace uvolňování intracelulárních Ca

2+
 iontů 

a antagonista vápníkových kanálů), antiaterosklerotická
280

, imunomodulační
281

, anti-

fotooxidační
332

, nematocidní (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis) a cyto-

toxická
348

, antiprotozoální (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni)
359,326

; aktivační 

účinek na myší mikroglie (linie N9 buněk)
282

; indukce apoptózy v promyelotických 

buňkách (linie HL-60)
283

; snížení hladin Aβ v humáních nádorových buňkách neuro-

glie (linie H4)
284

; snížení inzulinové rezistence (zvýšení citlivosti na buněk inzulín, 

zvýšení exprese mRNA inzulinových receptorů, zvýšení sekrece inzulínu, stimulace 

glykolýzy, potlačení tvorby adipocytů); snížení produkce NO, snížení exprese TNF-α, 

pokles hladiny IL-1α
285

; zvýšení produkce reaktivních forem kyslíku po excitaci UVA 

zářením
333

; tvorba nekovaletního komplexu s DNA
334

; zhášení hydroxylového radiká-

lu a chelatace Fe
2+

 iontů
383

; snížení koncentrací adrenalinu a noradrenalinu 

v plazmě
286

; relaxační účinek na izolovanou prasečí tracheu
287

, 

 (+)-bulbokapnin: inhibice cytochromu CYP 3A4
410

,
 
AChE

13
 a BuChE

92,102
, koňské 

alkoholdehydrogenasy
288

; aktivita
 
antioxidační (inhibice mikrosomální lipidové pero-

xidace)
289

,
 
neuroleptická, antikonvulzivní, analgetická

290
; induktor chromozomální 

aberace)
291

; antagonista D1, D2 receptorů
292,293

; snížení hladiny dopaminu v buněčné 

linii PC12 (inhibice biosyntézy dopaminu – inhibice tyrosinhydroxylasy) a hladiny in-
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tracelulárních Ca
2+

 iontů
294

;
 
 zvýšení transportu sodných iontů přes žabí kůži

295
 a vy-

volání katatonie
17,296

, 

 dehydroapokavidin: účinek cytotoxický (buněčné linie Saos-2, A375 a Hela)
360

 a 

antivirotický (inhibice aktivity viru hepatitidy B)
297

, 

 dehydrokorydalin: inhibice mozkové GABA transaminasy
350 

a aldosareduktasy
298

; 

účinek chemoprotektivní
317

, antiflogistický
299

, nematocidní (Strongyloides ratti, 

Strongyloides venezuelensis, Toxocara canis) a cytotoxický
300,348

; tlumení alergických 

reakcí
301

, 

 (+)-domestin: inhibice koňské alkoholdehydrogenasy
288

, 

 (+)-glaucin: inhibice mozkové GABA transaminasy
350

,
 
AChE

99
, trombocytární ag-

regace
318

, adenylátcyklasy v CNS
302

 a koňské alkoholdehydrogenasy
288

; působení an-

tifungální (Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton mentagrophy-

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

ostreatus, Polyporus sulphureus)
303,395

,
 
antihyperglykemické (stimulace uvolnění in-

zulínu)
386

,
 
antivirotické (poliovirus, kmen Sabin II)

312
, cytotoxické (HeLa nádorové 

buňky, leukemie P388 a L1210, melanom B16, karcinom močového měchýře MBC2, 

karcinom tlustého střeva Colon 26, indukce chromozomální aberace)
304,305,291

, neuro-

leptické, antikonvulzivní a analgetické
290

, bronchospasmolytické (selektivní inhibice 

fosfodiesterasy-4, inhibice vápníkových kanálů)
306

, imunosupresivní (inhibice lipopo-

lysacharidy vyvolané proliferace splenocytárních buněk in vitro)
307

, antioxidační 

(inhibice lipidové peroxidace)
289,308

, antiprotozoální (Trypanosoma cruzi)
385

, vasore-

laxační (inhibice vápníkových kanálů)
309

, chemoprotektivní
317

, antiflogistické
299

; an-

tagonista D1, D2 dopaminových
310

, serotoninových
311

 a α1-adrenergních receptorů
387

, 

 isoapokavidin: agonista GABAA receptorů
261

, 

 (+)-isoboldin: aktivita antivirotická (poliovirus, kmen Sabin II)
312

, antifungální (Al-

ternaria alternata, Colletotrichum nicotianae, Saccharomyces cerevisiae)
313

, spasmo-

lytická (relaxace hladké svalstva na izolované morčecí trachey)
314

; suprese splenocy-

tární proliferace vyvolané lipopolysacharidy
315

 a syntézy protilátek proti ovčím ery-

trocytům
316

; inhibice fagocytární aktivity myších peritoneálních makrofágů,  

 (–)-isokorypalmin: agonista GABAA receptorů
261

, chemoprotektivní
317

 efekt a inhi-

bice trombocytární agregace
318

, 

 jatrorrhizin: inhibice alkoholdehydrogenasy
358

, xanthinoxidasy a superoxidového 

aniontu
319

, uvolňování katecholaminů a zvýšení koncentrace Ca
2+

 iontů vyvolané ace-
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tylcholinem v bovinních buňkách dřeni nadledvinek
320

, trombocytární agregace
321

, 

inhibice monoaminooxidasy (MAO-A, MAO-B)
322

 a inhibice AChE a BuChE
92,124

; 

aktivita neuroprotektivní (snížení poškození buňky peroxidem vodíku)
323

, antioxidač-

ní (zhášení peroxynitritových radikálů)
127

, hepatoprotektivní, antiflogistická
324

, anti-

protozoální (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni) a antifungální (Candida albi-

cans)
325,326

, antibakteriální (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Pro-

teus vulgaris, Escherichia coli)
327,328,329

 , antihyperglykemická a cytoprotektivní (sní-

žení produkce peroxynitritového radikálu v buňce, snížení fragmentace DNA, zvýšení 

životnosti buněk)
330

, antitumorová (buněčná linie rakoviny prsu MCF-7/6)
331

 a antifo-

tooxidační
332

; zvýšení produkce reaktivních forem kyslíku po excitaci UVA záře-

ním
333

, tvorba nekovaletního komplexu s DNA
334

, indukce kontrakcí hladkého sval-

stva (aktivace M3-muskarinových receptorů a ovlivnění influxu Ca
2+

 iontů vápníko-

vými kanály)
335

; snížení exprese TNF-α
285

, 

 (+)-kanadalin: inhibice AChE a BuChE
102

; působení antibakteriální (Staphylococcus 

aureus, Streptococcus sanguis, Escherichia coli, Psaeudomonas aeruginosa)
336

 a ad-

renolytické (blokování účinku adrenalinu na králičí aortu)
337

; relaxační účinek na izo-

lovanou prasečí tracheu (působení na adrenergní a adenosinové receptory)
287

; induk-

tor kontrakcí haldkého svalstva morčecího izolovaného ilea (uvolnění acetylcholinu 

z nervového zakončení)
338

, 

 (+)-kanadin: inhibice AChE
102

 a mozkové GABA transaminasy
350

, 

 kapnoidin: inhibice cytochromu CYP 2D6, CYP 2C19 a CYP 3A4)
410

, 

 kolumbamin: inhibice AChE a BuChE
92

; účinek antiflogistický (inhibice tvorby NO 

a aktivace NF-κB v buňkách makrofágů buněčné linie RAW264.7)
339

 a antihypergly-

kemický
340

, 

 koptisin: inhibice alkoholdehydrogenasy
358

, MAO
341

, aldosareduktasy
342

, AChE 

a BuChE
92,127

 a proliferace buněk hladkého svalstva cév
275

; aktivita nematocidní 

(Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis) a cytotoxická
348

, antivirotická 

(inhibiční aktivita vůči viru hepatitidy B)
372

, antifotooxidační
332

 a spasmolytická (izo-

lované morčecí ileum)
343

, cytotoxická (buněčné linie Saos-2, A375 and Hela, interka-

lační působení na DNA, cytoprotektivní (snížení produkce peroxynitritového radikálu 

v buňce, snížení fragmentace DNA, protektivní efekt proti zastavení G0/G1 fáze bu-

něčného cyklu)
330

, antihyperglykemická
340

, antibakteriální (Bifidobacterium adol-

escentis, Escherichia coli)
329,373

, insekticidní (dospělí jedinci Agelastica coerulea)
376

, 
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antifungální (inhibice růstu Candida albicans)
344

; tvorba nekovaletního komplexu 

s DNA)
334,345,360

; zhášení hydroxylového radikálu a chelatace Fe
2+

 iontů
383

; protektiv-

ní efekt na membránu buněk mukózy žaludku proti poškození vyvolané ethanolem
346

, 

zvýšení exprese genu pro P-glykoprotein v hladkém cevním svalstvu (buněčná linie 

A10) a stimulace efluxu rhodaminu
347

, 

 (+)-korydalin: účinek antifungální (Cladosporium herbarum)
436

, chemoprotektiv-

ní
317

, nematocidní (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)
348

 a antihyperli-

pidemický
357

; inhibice cytochromu CYP 3A4
410

, migrace a proliferace nádorových 

buněk tlustého sřeva (buněčná linie 26-L5)
349

, trombocytární agregace
318

 

a AChE
97,102

, 

 (–)-korydalin: agonista GABAA receptorů
261

 a inhibice mozkové GABA transamina-

sy
350

, 

 (+)-korydin: inhibice CYP3A4
410

; působení antiprotozoální (Plasmodium falcipa-

rum)
351

, cytotoxické (poškození aktivity DNA, leukemie P388 a L1210, melanom 

B16, karcinom močového měchýře MBC2, karcinom tlustého střeva Colon 26, mito-

genem vyvolané proliferace lymfocytů)
305,352

, 

 (+)-korykavamin: selektivní inhibice CYP 2D6
410

, 

 (±)-korykavidin: inhibice BuChE
102

, 

 (+)-korykavidin: inhibice cytochromu CYP 2D6 a CYP 3A4
410

, 

 (+)-korynolin: aktivita antifungální (inhibice růstu rostlinného patogenu Cladospori-

um herbarum)
436

, cytotoxická (nádorové buňky A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 a 

HCT15)
353

, antiflogistická
354

 a hepatoprotektivní (inhibice tetrachlormethanem vyvo-

lané mikrosomální lipidové peroxidace)
355

; inhibice cytochromu CYP 3A4, 

CYP 2C9)
356

 a inhibice AChE
101

, 

 (+)-korypalmin: působení hypolipidemické
357

; inhibice AChE
102

, 

 korysamin: inhibice alkoholdehydrogenasy
358

; aktivita antiprotozoální (Plasmodium 

falciparum)
359

 a cytotoxická (buněčné linie Saos-2, A375 a Hela)
360

, 

 (+)-korytuberin: účinek neuroleptický, antikonvulzivní a analgetický (inhibice akti-

vity zádových končetin krys, zvýšení poklesu víček, katalepsie, hypotermie, prodlou-

žení anestézie thiopentalem, redukce bolestivosti, antikonvulzívní aktivita, v nízkých 

dávkách antagonizování analgetického účinku morfinu)
290

. 

 (+)-magnoflorin: aktivita antivirotická aktivita (inhibiční aktivita vůči viru hepatitidy 

B)
372

, cytoprotektivní (snížení produkce peroxynitritového radikálu v buňce, snížení 
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fragmentace DNA, zvýšení buněčné životnosti)
330

,
 
antioxidační (zhášení DPPH a pe-

roxynitritového radikálu)
361

,
 
antiflogistická (inhibice serotoninem vyvolaného edé-

mu)
362

, antihyperglykemická
340

,
 
cytotoxická (hepatocelulární nádorová buněčná linie 

HEPG2 a mozková nádorová buněčná linie U251)
363

 a imunosupresivní (potlačení 

vyvolané zpožděné hypersenzitivní reakce)
364

; inhibice AChE a BuChE
99,127

, 

 13-methylberberin: inhibice alkoholdehydrogenasy
358

 a AChE
91

; účinek cytotoxický 

(různé linie buněk)
365

, antiprotozoální (Plasmodium falciparum)
366

 a antibakteriální 

(Staphylococcus aureus)367
, 

 (+)-N-methyllaurotetanin: agonista 5-HT1A receptorů
368

; působení antifungální (Ce-

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

tus, Polyporus sulphureus)
303

, antivirotické (poliovirus, kmen Sabin II)
312

 a antioxi-

dační (zhášení DPPH radikálu; inhibice lipidové peroxidace
369

 a trombocytární ag-

regace
370

, 

 palmatin: aktivita cytotoxická
408

, antivirotická (HSV-1, virus hepatitidy B)
371,372

, 

antiprotozoální (Plasmodium falciparum, Babesia gibsoni) a antifungální (Candida 

albicans)
325,326

, hepatoprotektivní, antiflogistická
324,339

, antibakteriální (inhibice růstu 

Staphylococcus aureus, Bifidobacterium adolescentis, Pasteurella multocida, Acti-

nobacillus pleuropneumoniae, Escherichia coli)
327,329,373,374

, cytoprotektivní (snížení 

produkce peroxynitritového radikálu v buňce, protektivní efekt proti zastavení G0/G1 

fáze buněčného cyklu)
330

, antihyperglykemická
340

, sedativní (snížení koncentrace do-

paminu a kyseliny homovanilové v mozkové kůře, serotoninu v mozkovém kmeni 

krys; zvýšení serotoninu v mozkové kůře a kys. 5-hydroxyindoloctové v mozkovém 

kmeni)
375

 a insekticidní (larvy Hyphantria cunea, dospělí jedinci Agelastica coeru-

lea)
376

; inhibice AChE, BuChE
127,377

, alkoholdehydrogenasy
358

, uvolňování katecho-

laminů a zvýšení koncentrace Ca
2+

 iontů vyvolané acetylcholinem v bovinních buň-

kách dřeni nadledvinek
320

, sekrece Cl
-
 iontů aktivovaných Ca

2+
 ionty a cAMP ve 

střevní mukóze krys
378

, biosyntézy dopaminu v buněčné linii PC12 (inhibice tyrosi-

nhydroxylasy)
379

, monoaminooxidasy (MAO)
380

, kontrakcí hladkého arteriálního 

svalstva (pokles intracelulární koncentrace vápenatých
 
iontů a influxu Ca

2+ 
iontů váp-

níkovými kanály)
381

 a aldosareduktasy
382

; zvýšení produkce reaktivních forem kyslíku 

po excitaci UVA zářením
333

; tvorba nekovaletního komplexu s DNA
334

; zhášení hyd-

roxylového radikálu a chelatace Fe
2+

 iontů
383

, pokles hladiny IL-1α
285

,  
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 predicentrin: inhibice trombocytární agregace
384

; aktivita antiprotozoální (Trypano-

soma cruzi)
385

 a antihyperglykemická (stimulace uvolnění inzulínu)
386

; selektivní an-

tagonista α1-adrenergních receptorů
387

, 

 protopin: aktivita antiagregační (inhibice fosfolipasy a tromboxansynthasy)
318,407,388

, 

cytotoxická
408

, nematocidní (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)
348

, an-

tivirotická (inhibiční aktivita vůči viru hepatitidy B)
372

, cytoprotektivní (hepatoprotek-

tivní)
389

, spasmolytická
390

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

lactiae, H. pylori)
276,391

, neuroprotektivní (snížení intracelulární koncentrace Ca
2+

 ion-

tů a inhibice apoptózy, exprese kaspasy-3 a oxidativního stresu vyvolaný H2O2 

v buněčné linie PC12)
392

, insekticidní (larvy Culex pipiens pallens)393, vasodilatační 

(zvýšení koncentrace cAMP a cGMP, snížení hladin Ca
2+

 iontů, přemístění proteinki-

nasy C (PKC) z cytosolu k buněčné membráně)
394

, antifungální (Microsporum canis, 

Trichophyton mentagrophytes, Cladosporium herbum)
395,396

, antiprotozoální 

(Plasmodium falciparum)
397

, antihypertenzívní, antiarytmická a negativně inotropní 

(inhibice vápníkových kanálů)
398

; inhibice cytochromu CYP 2D6
410

, inhibice NADH 

dehydrogenasy
399

, aldosareduktasy
400

, inhibice mozkové GABA transaminasy
350

, 

inhibice AChE a BuChE
99

; alosterická modulace GABAA receptorů
401

; regulace hla-

din glutamátu v mozku (stimulační efekt na glutamátdehydrogenasu)
402

; zvýšení akti-

vity aminotransferasy (AST)
403

; antagonista opiodních δ-receptorů
404

; indukce 

apoptózy v promyelotických buňkách (linie HL-60)
283

, 

 (–)-sinoakutin: účinek antivirotický (inhibiční aktivita vůči viru hepatitidy B)
372

, 

vasorelaxační
405

, cytoprotektivní (protekce před poškozením buňky H2O2)
406

 a anti-

protozoální (Plasmodium falciparum, Entamoeba histolytica)
397

, 

 (–)-skulerin: aktivita antiagregační
407

, cytotoxická
408

 a sedativní
409

; inhibice 

AChE
102

, cytochromu CYP 2D6
410

, lipidové peroxidace a zhášení volných hydroxy-

lových radikálů
411

; agonista GABAA
261

 a D1-dopaminových receptorů
412

,  

 (–)-stylopin: inhibice cytochromu CYP 2D6, CYP 2C19 a CYP 3A4
410

; účinek che-

moprotektivní
317

, nematocidní (Strongyloides ratti, Strongyloides venezuelensis)
348

, 

insekticidní (inhibice AChE u Drosophila melanogaster)
97

, cytotoxický (buněčné li-

nie karcinomu prsu MCF a prostaty DU-145)
413

 a antiflogistický
414

, 

 (+)-tetrahydropalmatin: inhibice cytochromu CYP 2C
415

, mozkové GABA transa-

minasy
350

, P-glykoproteinu
416

; aktivita hypolipidemická
357

 a snížení hladiny dopami-

nu ve striatu potkana
417

, 
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 (–)-tetrahydropalmatin: antagonista D1-,D2- a α1-, α2-adrenergních receptorů; ago-

nista GABAA receptorů
261

; působení na D3-dopaminové a serotoninové receptory
418

, 

aktivita analgetická
419

, cytotoxická
408

, sedativní, hypnotická
420

 a spasmolytická
421

; 

inhibice P-glykoproteinu
422

, lipidové peroxidace
411

 a vápníkových kanálů
423

, 

 (±)-tetrahydropalmatin: účinek chemoprotektivní
317

, nematocidní (Strongyloides 

venezuelensis), cytotoxický (HL60)
348

, antiflogistický
424

, cytoprotektivní (pozitivní 

účinek proti oxidačnímu stresu a poškození buňky γ-zářením)
425

, analgetický
426

, cyto-

toxický (buněčné linie LS174T a HepG2)
427

, antikonvulzivní a antiepileptický
428,429

, 

antihypertenzní
430,431,432

, sedativní
409

 a anxiolytický
433

; inhibice cytochromu P450 

(CYP2D6)
410

, klíčení spór vybraných saprofytických a patogenních druhů hub
434

 a 

AChE
97

; snížení pohybové aktivity, snížení koncentrace noradrenalinu, dopaminu v 

mozkové kůře a kmeni krys, ve vyšších dávkách i serotoninu, zvýšení koncentrace 

kyselin homovanilové a 5-hydroxyindoloctové
435

, 

 (+)-thaliktrikavin: aktivita antifungální (inhibice růstu Cladosporium herbarum)
436

, 

inhibice cytochromu CYP 1A2 a CYP 2B6
410

. 
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3.5 Alzheimerova choroba 

3.5.1 Charakteristika nemoci 

Alzheimerova nemoc (AD) je progresivní neurodegenerativní onemocnění, z hlediska 

četnosti se jedná vůbec o nejrozšířenejší formu demence – je zodpovědna za 50-60 % 

všech demecí
437

 a postihuje až 5 % populace starší 65 let. Počet pacientů trpících AD 

však neustále roste
438

. AD je charakterizována silným poklesem funkcí centrálního choli-

nergního systému, což vyvolává závažné kognitivní poruchy (postupná ztráta paměti, 

úvahy, orientace a úsudku)
439

 a vývojem četných behaviorálních funkcí zahrnujících zma-

tenost, depresi a agresi. Má se za to, že, kognitivní a behaviorální stránky nemoci jsou 

důsledkem změněných neuronálních funkcí a ztrátou neuronů prvotně se vyskytujících 

v hippokampu. Při dalším rozvoji AD dochází k postižení dalších oblastí mozku, včetně 

mozkové kůry
440

. 

Z etiologického hlediska patří AD mezi multifaktoriální onemocnění – příčiny AD 

mohou být genetické, zánětlivé, často poúrazové a také v důsledku cerebrální ischemie 

(iktu)
441

. Z patofyziologického hlediska je AD charakterizována primárně dvěma nálezy: 

degenerací centrálních cholinergních funkcí (cholinergní teorie) a tvorbou významných 

amyloidních plak v mozku (Aβ peptidová teorie)
442

, celá situace je však složitější a pře-

devším terapeutický zásah do průběhu patofyziologických procesů je svízelnější, jak 

o tom hovoří sdělení z nedávné doby
443

.  

Podle amyloidní teorie je akumulace Aβ (extracelulární ukládání Aβ v neuritických 

placích) primární příčinou patogeneze AD. Aβ je hlavní amyloidní protein skládající se 

z 39–43 aminokyselin. Další proces, tvorba neurofibrilárních klubek (NFT), obsahujících 

hyperfosforylovaný τ-protein, je pokládán za následek nerovnováhy mezi produkcí a od-

straňování Aβ
444

.  

Podle cholinergní teorie AD, vyplývá ztráta cholinergních funkcí v centrálním nervo-

vém systému z poklesu hladin neurotransmiteru ACh a přispívá ke snížení kognitivních 

funkcí. Cholinergní systém, zodpovědný za cholinergní inervaci v mozkové kůře a dal-

ších oblastech mozku, je u AD významně poškozen
445

. U choroby dochází k snížení akti-

vity enzymu cholinacetyltransferasy (ChAT)
446

, syntetizující ACh z cholinu a acetylkoen-

zymu A. V pozdní fázi dochází k poklesu hladin AChE až o 85% a BuChE se stává pře-

važující cholinesterasu v mozku
447

. BuChE, primárně spojována s gliovými buňkami, 
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ale rovněž se specifickými neuronovými dráhami
448

, štěpí ACh podobným způsobem jako 

AChE a ukončuje jeho fyziologické působení
449

. 

 

Obr. 6   Patogeneze Alzheimerovy choroby
450

 

3.5.2 Léčiva používaná v současnosti 

Protože etiologie AD není ještě plně objasněna, vychází se ve farmakoterapii ze známých 

etiologických řetězců. Nejrozšířenějším typem biologické terapie je farmakoterapie, za-

měřená především na ovlivnění poznávacích a výkonných funkcí. V současné době jsou 

používány 2 hlavní farmakoterapeutické postupy: 

1) kognitiva (inhibitory cholinesteras) 

2) inhibitory NMDA receptorů. 

V terapii AD existuje další farmakoterapeutické přístupy, které nejsou tak jednoznač-

ně účinné jako inhibitory cholinesteras a NMDA receptorů. Jejich použití již není jedno-

značně založeno na důkazech, jsou brány jako doplňková léčba, nebo se podávají u leh-

kých forem demence AD. Tyty přístupy mohou farmakologicky ovlivnit vlastní neurode-

generativní procesy na různých úrovních (např. nootropika, antioxidanty, nesteroidní anti-

flogistika)
21,249

. 
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3.5.2.1 Inhibitory cholinesteras 

Užití inhibitorů mozkových cholinesteras je nejužívanější postup v terapii AD, především 

u lehkých až středních forem. Tyto látky náležejí do skupiny kognitiv, ovlivňujících příz-

nivě centrální acetylcholinergní transmisi. Předpokládá se, že acetylcholinergní neurony 

tvoří substrát pro reverberační okruhy, které zprostředkují krátkodobou paměť a paměťo-

vou konsolidaci. 

Inhibitory acetylcholinesteras představují chemicky nejednotnou skupinu, jednotlivé 

látky se liší také v typu inhibice a v tom, zda inhibují nebo neinhibují BuChE. V součas-

nosti je spektrum klinicky využitelných anticholinesterasových látek relativně úzké
451,452

. 

V ČR jsou de facto používány 3 inhibitory AChE: rivastigmin, donepezil a galantha-

min
249

. Donedávna používaný takrin se stal v terapii nepoužívaným pro svůj hepatotoxic-

ký účinek
453,454

. 

3.5.2.2 Inhibitory NMDA receptorů 

U AD a dalších neurodegenerativních poruch dochází k nadměrnému uvolnění excitač-

ních aminokyselin (glutamát, aspartát aj.) a nadměrné excitaci NMDA receptorů (excito-

toxicita). Následně dochází k nadměrnému influxu kalcia do neuronů, které způsobí akti-

vaci řady enzymů – především proteinkinas a fosfatas, což má za následek změnu neuro-

nálních proteinů včetně jejich prostorového uspořádání. Nakonec dochází k aktivaci genu 

pro apoptózu a neurony ve zvýšené míře zanikají. Nadměrnou excitací NMDA receptorů 

také dochází ke zvýšení přenosových šumů, které pak brání přenosu žádoucích potenciá-

lů. Nekompetitivní a parciální inhibitory NMDA receptorů pak zabraňují těmto jevům. 

V ČR je registrovaný jediný inhibitor NMDA receptorů pro terapii střední až těžké formy 

AD – memantin
249

. 

3.5.3 Perspektivní přírodní látky pro terapii Alzheimerovy choroby 

3.5.3.1 Inhibitory cholinesteras 

Zásah do aktivity (resp. inhibice) obou cholinesteras lidského mozku z hlediska zlepšení 

kognitivních funkcí je stále významným krokem k ovlivnění průběhu tohoto nevyléčitel-

ného onemocnění, ačkoliv jsou hledána (a jsou používána nebo jsou perspektivní) i léčiva 

jiných farmakoterapeutických skupin
443

. Mnoho látek přírodního původu vykazuje signi-

fikantní inhibici cholinesteras, ale v současnoti se jedná de facto jen o jednu látku, která 
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se jeví jako perspektivní pro  terapii mírné až střední formy AD a nachází se v 2. fázi kli-

nického zkoušení – huperzin A
455

. 

N
H

O

NH2

H3C

CH3  

Obr. 7   (–)-huperzin A 

Huperzin A (Hup A) je alkaloid chinolizidinového typu, který byl prvně izolován 

z Huperzia serrata (Thunb. ex Murray) Trevis. (Huperziaceae) a rovněž byl nalezen v 

Huperzia selago (L.) Bernh. ex Schrank & Mart. (Huperziaceae) a Lycopodium varium 

R.Br. (Lycopodiaceae)
456

. Hup A je reverzibilní inhibitor AChE, který inhibuje mnohem 

výrazněji AChE než BuChe (IC50 = 0,082 µM a IC50= 74,43 µM)
457

. Hup A je opticky 

aktivní látka, v přírodě se vyskytuje jen (–)-enantiomer. Syntetická racemická směs je in 

vitro 3krát méně učinná než přírodní látka (IC50 = 0,3 µM oproti IC50 ~ 0,1 µM), přesto je 

racemická směs in vitro mnohem účinějším inhibitorem AChE než fysostigmin (IC50 = 

0,6 µM)
458

. Hup A se stal předlohovou strukturou pro syntézu nových látek potenciálně 

využitelných v terapii AD. Huperzin-takrinové deriváty (hupriny) vykazovaly velmi vý-

raznou inhibici AChE v subnanomolekulárních koncentracích
459

. 

U opic zlepšoval Hup A in vivo parametry paměti, která byla experimentálně narušena 

reserpinem a yohimbinem
460

. K zlepšení paměťového deficitu u krys, vyvolaného skopo-

laminem, bylo potřeba v případě p. o. podání Hup A nížších dávek než u syntetického, 

komerčně dostupného inhibitoru takrinu. Hup A navíc vykazoval vyšší biologickou do-

stupnost a lepší průchodnost přes hematoencefalickou bariéru
8
. 

V Číně byl Hup A testován v několika klinických studiích a byla prokázána jeho 

účinnost u 447 pacientů trpících demencí, nebo stařeckou paměťovou dysfunkcí. Nejčas-

těji vyskytující nežádoucí účinky (závratě, nevolnost a průjem) souvisely s jeho choli-

nergními vlastnostmi. Nebyla prokazána žádná jaterní, ani ledvinová toxicita
111,461

. 

Hup A vykazuje další farmakologické vlastnosti. Studie používající buněčné kultutry 

ukázaly, že Hup A snížuje neurální buněčnou smrt vyvolanou toxickými hladinami glu-

tamátu
462

, chrání neurony před apoptózou vyvolanou Aβ
463

, zvyšuje sekreci sαAPP (se-

krečního amyloidního prekurzorového proteinu α)
464

. Hup A je rovněž znám jako silný 

http://en.wikipedia.org/wiki/Thunb.
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Trevis.&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Carolus_Linnaeus
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antioxidant – zvyšuje aktivitu antioxidačních enzymů gluthationperoxidreduktasy, super-

oxiddismutasy, katalasy a potlačuje lipidovou peroxidaci
465

. 

3.5.3.2 Další farmakoterapeutické postupy 

V současné době jsou přírodní látky, které by mohly farmakologicky ovlivnit neurodege-

nerativní procesy AD, intenzívně studovány. Jsou zkoumány zejména sloučeniny, které 

ovlivňující aktivitu sekretás (enhancery α-sekretasy, inhibitory BACE1 a γ-sekretasy, 

které nezasahují do Notch systému), inhibující tvorbu a agregaci Aβ i jím vyvolanou neu-

rotoxicitu a zánět
466

.  

V různých fázích klinického testování se nachází několik přírodních látek. Mezi in-

tenzívně studované látky patří např. kurkumin – nachází se ve 2. fázi klinických zkoušek, 

který vykazuje široké spektrum aktivit potenciálně přínosných pro terapeutické použití u 

AD – protizanětlivé, chemoprotektivní, antioxidační účinky. Navíc vykazuje i další tera-

peuticky využitelné vlastnosti (destabilizace Aβ agregátů a zmírňuje neurotoxicitu vyvo-

lanou Aβ). Další zajímavá látka – resveratrol se nachází v 3. fázi klinických zkoušek, 

vykazuje široké spektrum biologických aktivit, u AD redukuje oxidativní stres a snižuje 

zánětlivé procesy v mozku. Intenzívně jsou zkoumány i aktivity epigallokatechin-galátu 

(EGCG), v současné době je testován ve 2. fázi klinických zkoušek. EGCG vykazuje neu-

roprotektivní účinky, které jsou způsobeny nejen antioxidační aktivitou, down regulací 

genů pro programovanou buněčnou smrt ale i ovlivňuje mitochondriální funkce. Navíc, 

reguluje toxické hladiny Aβ aktivací α-sekretasy a chrání před agregací Aβ
466

. 

Navzdory vykazujícím slibným potencionálně terapeutickým aktivitám některých 

zkoumaných přírodních látek, zejména v  in vitro testech, nejsou zatím tyto látky využi-

telné pro klinickou terapii AD a budou muset být dále testovány v dalších studiích (in 

vivo testech) pro ověření jejich biologických aktivit využitelných farmakologicky u AD. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiál 

4.1.1 Chemikálie 

 acetylthiocholin jodid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (použit 10mM roztok) 

 butyrylthiocholin jodid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (použit 10mM roztok) 

 dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich, CZ) (DMSO) 

 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoová kyselina ≥ 98% (Sigma-Aldrich, CZ) (použit 5mM 

roztok) 

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

 huperzin A 95% (TAZHONGHUI – Tai´an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., 

China) 

 L-askorbová kyselina ≥ 99% (Sigma-Adrich, CZ) 

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

 fysostigmin 99% (Sigma-Adrich, CZ) 

 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylová kyselina (Trolox) ≥ 97% (Sig-

ma-Aldrich, CZ) 

 kvercetin č. (Sigma-Adrich, CZ) 

 L-vinná kyselina p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) 

 jodid draselný p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) 

 zásaditý dusičnan bizmutitý č. (LachNer, CZ) 

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

 bezvodý octan sodný p. a. (Sigma-Adrich, Italy) 

 HEPES ≥ 99,5% (Sigma-Adrich, Italy) 

 CHAPS ≥ 98% (Sigma-Adrich, Italy) 

  substrát 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) (Et2NH) 

 azid sodný p. a. (Sigma-Adrich, Italy) 
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 triethanolamin 99% (Sigma-Adrich, Italy) 

 chlorid ammoný p. a. (Sigma-Adrich, Italy) 

4.1.2 Rozpouštědla 

 chloroform p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (CHCl3) 

 ethyl-acetát p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (EtOAc) 

 deuterizovaný chloroform pro NMR (Sigma-Adrich, CZ) (CDCl3) 

 diethylether č. (LachNer, CZ) (Et2O) 

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

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

 toluen p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (C6H5CH3) 

 hexan p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (C6H14) 

 cyklohexan p. a. (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (C6H12) 

 kyselina octová 99% (Sigma-Aldrich, Italy) (AcOH) 

 kyselina fosforečná 85% (Sigma-Aldrich, Italy) (H3PO4) 

 kyselina sírová 99% (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (H2SO4) 

 lékařský benzin lékopisné kvality ČL 2009 (Penta a.s., ing. Švec, CZ) (benzin) 

 superčistá (Millipore, Milford, MA, USA) (H2O) 

4.1.3 Pufry 

4.1.3.1 Stanovení cholinesterasové inhibiční aktivity 

 100mM fosfátový pufr, pH 7,4  

(600 ml obsahuje: 57 ml roztoku A (200 mM roztok NaH2PO4) a 243 ml roztoku B 

(200 mM roztok Na2HPO4) a 300 ml vody); 

 5mM fosfátový roztok, pH 7,4  

(600 ml obsahuje: 57 ml roztoku A (10 mM roztok NaH2PO4) a 283 ml roztoku B (10 

mM roztok Na2HPO4) a 300 ml vody. 
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4.1.3.2 Stanovení hrBACE1 inhibiční aktivity 

4.1.3.2.1 FRET assay 

 10mM HEPES pufr, pH 7,50 (řědění skladovacích roztoků substrátů v DMSO na po-

žadovanou koncentraci před vlastním testováním inhibice BACE1) 

 20mM octan sodný obsahující 0,1 % (m/v) azidu sodného, pH 4,5 

4.1.3.2.2 hrBACE1-IMER assay 

 50mM chlorid amonný obsahující CHAPS 0,1 % (m/v), 25mM TEA+DMSO 95:5, 

pH 4,0 (pufrovaná mobilní fáze pro BACE1-IMER metodu). Mobilní fáze byla před 

použitím na HPLC přelitrována přes membránový filtr (0,45 µm) a odplyněna. 

 50mM octan sodný obsahující 0,1 % (m/v) azidu sodného, pH 6 (skladovací pufr pro 

hrBACE1-IMER) 

4.1.4 Materiál pro měření BACE1 inhibice 

 černé mikrotitrační destičky Corning (96 jamkové, Sigma-Aldrich, Italy) 

 EDA-CIM disk (3mm×12mm vnitřní průměr, 0,34 ml vnitřní objem, BIA Separati-

ons, Ljubljana, Slovenia). 

4.1.5 Chromatografické adsorbenty 

 sloupcová chromatografie: silikagel (Sigma-Aldrich, CZ) 

Silikagel Fluka 0,063-0,20 mm byl před použitím nejprve přečištěn (promyt) chlorofor-

mem a ethanolem a následně vysušen. Přečištěný silikagel byl aktivován v sušárně po 

dobu 4 hodin při teplotě 160 ºC (tloušťka vrstvy silikagelu nepřesáhla 20 mm). Vychladlý 

aktivovaný silikagel byl následně desaktivován mícháním s přídavkem vody po dobu 1 

hodiny. Silikagel pro sloupcovou chromatografii obsahoval 10 % vody (w/w ). 

 analytická TLC: Kieselgel 60 F254 fuer TLC desky 20×20 cm (Merck, CZ) 

 preparativní TLC (nalévané desky se silikagelem): Kieselgel 60 GF254 (Merck, CZ) 

4.1.6 Vyvíjecí soustavy pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) 

S1: C6H5CH3 + CHCl3 + EtOH + Et2NH (70:20:10:3) 

S2: C6H12 + Et2NH (97:3) 
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S3: C6H5CH3 + Et2NH (95:5) 

S4: C6H12 + Et2NH (95:5) 

S5: C6H5CH3 + Et2NH (9:1) 

4.1.7 Pomocné materiály a roztoky 

 křemelina Celite C 535 John´s Manville (Sigma-Aldrich, CZ) 

 kyselina sírová 2% (w/w) 

 silikagel sušicí perly (Penta a.s., ing. Švec, CZ) 

 síran sodný bezvodý č. 

 uhličitan sodný 10% roztok (w/w) 

4.1.8 Přístroje 

 HPLC systém: pumpa Jasco PU-1580 spojená s  autosamplerem Jasco AS-2055 a 

detektorem Jasco FP-2020 (Jasco, Cremella, Italy) 

 mikrovýhřevný stolek BOETIUS (Miw Wägetechnik Rapido, Dresden, Germany) 

 odstředivka Avanti J-30I s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California, 

USA) 

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

(Hettich, Tuttlingen, Germany) 

 pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark) 

 PC řízený analyzér FIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., WA, USA) vybavený 2,5 

ml písťovou pumpou, 6cestným selekčním ventilem, spektrofotometrem USB2000-

UV/VIS se světelným zdrojem (Ocean Optics, USA) a průtokovou celou SMA-Z 

(délka 1cm); objem misící cívky byl 0,6 ml a spojené PTFE hadičkami s vnitřím prů-

měrem 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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 spektrometr ESI-MS Thermo Finnigan LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New 

York, USA) 

 spektrometry Varian VNMRS500 a Varian VNMRS500 (Varian, Palo Alto, California, 

USA) 

 ultrazvuková lázeň Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany) 

 vakuová odparka Büchi Rotavapor R-114 (Büchi, Flawil, Switzerland) 

 vakuová odparka pro poloprovozní použití Laborota 20 Heidolph (Heidolph, Germa-

ny) 

 statistický program GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, San Diego, CA, 

USA) 

4.1.9 Rostlinný materiál 

Sušené hlízy Corydalis cava (Fumariaceae) byly dodány firmou Megafyt s. r. o., (Vrané 

nad Vltavou, 04/2006). Droga pochází ze sběru firmy Jugodrvo (Chorvatsko), verifikace 

doc. RNDr. Lubomír Opletal, CSc. 
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4.2 Metody 

4.2.1 Obecné postupy 

4.2.1.1 Příprava a čištění rozpouštědel 

Všechna komerčně používána rozpouštědla byla před použitím čištěna destilací. Destilace 

probíhala podle standardních postupů
467

 a hlavní frakce byly jímány podle tabulárních 

hodnot teploty varu
468

. 

4.2.1.2 Odpařování extraktů a frakcí 

Sumární ethanolový extrakt z hlíz dymnivky odpařen na poloprovozní vakuové Laborota 

20 Heidolph na vodní lázni při 50 ºC a tlaku ca 1,33 kPa, frakce získané 

z chromatografických sloupců a preparativní TLC byly odpařeny na vakuové odparce 

Büchi Rotavapor R-114 na vodní lázni do 40 ºC. 

4.2.1.3 Sušení extraktů, frakcí, izolovaných čistých látek a jejich skladování 

Alkaloidní extrakty, jednotlivé frakce získané z chromatografických sloupců a chemicky 

čisté izolované látky byly vysoušeny v exikátoru (vakuum ca 1,33 kPa) nad silikagelem 

po dobu minimálně 24 hodin: alkaloidní extrakty a čisté chemická individua byly násled-

ně uskladněny v chladničce při 2‒8 ºC. 

4.2.1.4 Detekce alkaloidů 

4.2.1.4.1 TLC detekce 

Pro zjištění přítomnosti alkaloidů ve frakcích získaných sloupcovou chromatografií, nebo 

čistoty izolovaných alkaloidů se používala detekce v oblasti UV světla (chromatogram 

byl pozorován pod UV lampou při vlnové délce λ = 254 a 366 nm), následovaná postři-

kem detekčním činidlem (Dragendorffovo činidlo dle Muniera). 

Dragendorffovo činidlo: nejprve byl připraven zásobní roztok, který vznikl smísením 

roztoků A (1,7 g bazického dusičnanu vizmutitého a 20 g kyseliny vinné se rozpustí v 80 

ml vody) a B (16 g jodidu draselného se rozpustí ve 40 ml vody); oba roztoky byly smí-

chány v poměru 1:1 (v/v). Postřik pro detekci byl připraven smísením 5 ml zásobního 
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roztoku s 50 ml vody obsahující 10 g kyseliny vinné. Pozitivní reakce na alkaloidy se 

projeví oranžovým zabarvením
469

. 

4.2.1.4.2 Detekce alkaloidů v roztoku 

Pro přípravu alkaloidních koncentrátů získaných vytřepáváním z vodné fáze o určitém pH 

do organického rozpouštědla bylo použito pro monitorování přítomnosti alkaloidů ve 

vodné fázi Mayerovo činidlo. 

Mayerovo činidlo: bylo připraveno rozpuštěním 1,36 g chloridu rtuťnatého a 5 g jodidu 

draselného ve 100 ml vody za vzniku tetrajodortuťnatanu draselného, který v neutrálním 

nebo slabě kyselém prostředí reaguje s alkaloidy za tvorby nažloutlé sraženiny (ČsL 4). 

4.2.1.5 Příprava sloupcové chromatografie se silikagelem 

Chromatografický sloupec byl připraven postupným naléváním suspenze silikagelu 

v mobilní fázi při částečně otevřeném kohoutu. Chromatografovaná směs látek byla nane-

sena na kolonu na sedimentovaný adsorbent ve formě roztěru, který byl připraven rozpuš-

těním extraktu v chloroformu a přidáním malého množstvím adsorbentu (poměr směs: 

adsorbent 1:3). Ze vzniklé suspenze bylo rozpouštědlo odpařeno na vodní lázni a roztěr 

byl následně dosušen v exikátoru za sníženého tlaku po dobu 24 hodin před aplikací na 

kolonu. 

4.2.1.6 Příprava litých vrstev pro preparativní TLC 

Preparativní TLC lité vrsty se připravily nalitím suspenze, obsahující komerční silikagel 

(6,5 g) Kieselgel 60 GF254 (Merck, CZ) a destilovanou vodu (~ 20 ml), na skleněné desky 

(15x15 cm) se zdrsněným povrchem, které se nechaly schnout 24 hodin před použitím. 

4.2.1.7 Příprava alkaloidních koncentrátů 

Alkaloidní koncentráty byly připraveny z rostlinného materiálu vytřepáváním alkaloidů 

organickými rozpouštědly z vodných roztoků o rozdílném pH (nebazické alkaloidy; terci-

ární baze střední bazicity (pH ~ 9); silně bazické alkaloidy (pH > 12) vytřepatelné diethy-

letherem a chloroformem; jodidy kvartérních bazí ze slabě kyselého prostředí, jodidy 

kvartérních bazí ze slabě alkalického prostředí) podle Slavíka
14

. 
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4.3 Izolace alkaloidů 

4.3.1 Screening cholinesterasové inhibiční aktivity alkaloidů dymnivky duté: 

bio-guided assay využívající Ellmanovu metodu 

Obsahové látky dymnivky duté byly vybrány pro bližší studium cholinesterasové inhibič-

ní aktivity na základě rešerše a výsledků diplomové práce Lucie Řepové
22

, která pro scre-

ening taxonů obsahující potenciální inhibitory používala bioautografickou metodu na 

TLC dle Hostettmanna
44

. Podle dosažených výsledků této kvalifikační práce alkaloidní 

výtřepky z hlíz dymnivky duté vykazovaly signifikantní cholinesterasovou inhibiční akti-

vitu. Je známo, že TLC metody pro screening cholinesterasové inhibiční aktivity vykazují 

falešně pozitivní reakce
43

, a proto byla pro verifikaci cholinesterasové inhibiční aktivity 

obsahových látek z hlíz dymnivky duté použita bioguided assay využívající modifikova-

nou spektrofotometrickou Ellmanovou metodu, která eliminuje tvorbu falešně pozitivních 

reakcí. 

4.3.1.1 Příprava sumárního alkaloidního extraktu pro screening 

Sumární alkaloidní extrakt ze sušených hlíz dymnivky duté byl připraven podle následu-

jícího postupu: suché, rozdrobněné hlízy (velikost částic 1‒2 mm o celkové hmotnosti 

4,30 g) byly vsypány do Erlemayerovy baňky a přelity 95% EtOH v poměru 1:7 (m/v) 

a droga byla extrahována 3x varem pod zpětným chladičem po dobu 15 min. Jednotlivé 

ethanolové podíly byly po zchladnutí zfiltrovány přes vliselin, matolina v baňce překryta 

vrstvou ethanolu a sonikována 10 minut při stupni 10 na ultrazvukové lázni. Směs byla 

opět zfiltrována přes vliselin, spojené ethanolové filtráty znovu zfiltrovány přes vrstvu 

křemeliny ve filtračním tubusu. Filtrát byl zahuštěn do řídkého extraktu, přidáno 10 ml 

vody a na vakuové odparce byl odpařen zbytek ethanolu. Odparek extraktu byl zředěn 

s 10 ml 2% H2SO4 a baňka s touto suspenzí sonikována na ultrazvukové lázni po dobu 5 

minu při stupni sonikace 10. Kalná tekutina byla následně zfiltrována přes vrstvu křeme-

liny, která byla následně promyta 10 ml vody. Čiré kyselé filtráty byly spojeny, objem 

doplněn vodou a vytřepán 2×Et2O. Diethyletherová vrstva byla odložena, vodná fáze byla 

zalkalizována 10% Na2CO3 na pH ~9–10 a vytřepána 3×EtOAc. K spojenému ethyl-

acetátovému výtřepku bylo přidáno ~ 5 g Na2SO4, po vyčeření (30 minutách) byla tato 

organická fáze zfiltrována přes vatu a odpařena dosucha na vakuové odparce při 40 ºC 

a odparek byl dosušen v exikátoru po dobu 24 hodin. Celkové množství alkalodního ex-
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traktu bylo 180,3 mg, což může teoreticky představovat ~ 4,19 % obsahu alkaloidů 

v sušině. 

4.3.1.2 Cholinesterasová aktivita sumárního alkaloidního extraktu 

Ze sumárního alkaloidního extraktu bylo odebráno potřebné množství extraktu, které bylo 

naředěno DMSO na roztoky o požadované koncentraci (20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml) 

pro zjištění hodnoty IC50 sumárního alkaloidního extraktu modifikovanou Ellmanovou 

motodou. Hodnoty IC50 byly vypočítány z naměřených hodnot poklesu aktivity AChE 

a BuChE nelineární regresí v programu GraphPaD Prism. Výsledné hodnoty IC50 byly 

porovnány s hodnotami známých inhibitorů cholinesteras galanthaminem, huperzinem A 

a fysostigminem. 

Tab. 18   Cholinesterasová inhibiční aktivita alkaloidního extraktu dymnivky duté 

Testovaný vzorek 
IC50 (µg/ml) 

AChE BuChE 

alkaloidní 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 

Sumární alkaloidní extrakt z hlíz dymnivky duté potvrdil při použití spektrofotome-

trické Ellmanovy metody signifikantní cholinesterasovou inhibiční aktivitu vůči lidskýcm 

cholinesterasám. Alkaloidní extrakt vykazoval výraznější inhibici BuChE než AChE. 

4.3.2 Izolace isochinolých alkaloidů pro biologické testy 

4.3.2.1 Příprava alkaloidních koncentrátů 

Alkaloidy z hlíz dymnivky duté byly rozděleny na alkaloidní koncentráty obsahující alka-

loidy o rozdílné bazicitě, které byly získané vytřepáváním alkaloidů organickými roz-

pouštědly z vodných roztoků o rozdílném pH dle Slavíka
14

 podle následujícího postupu 

(obr. 8): 

11,3 kg suchých hlíz dymnivky duté bylo perkolováno 95% ethanolem (1:10), extrakt 

byl zahuštěn do řídkého sirupu, bylo přidáno 5 litrů 1,5% H2SO4, suspenze byla promí-

chána a zfiltrována přes křemelinu (Celite 535) a po promytí vodou byl roztok doplněn na 

8,8 litru (pH  1,5). Roztok byl po částech vytřepán 3×2,2 litry Et2O (výtřepek L, 3,3 g 

černý, velmi viskózní, nealkaloidní), následně byl zalkalizován 10% Na2CO3 na pH 9-10 

a vytřepán 4×2,9 litry Et2O (alkaloidní výtřepek A, 279 g, hrubě krystalický hnědo-
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zelený). Vodná fáze byla dekantována od nerozpustného pryskyřičného podílu, zalkalizo-

vána 50% NaOH na pH  12 a roztok a vytřepán 4×2,7 litry Et2O (alkaloidní výtřepek 

B-Et2O, 9,7 g, žlutohnědý) a následně 4×2,7 litry CHCl3 (alkaloidní výtřepek B-CHCl3, 

80 g, hnědý, velmi viskózní). Louhový zbytek byl zneutralizován HCl na pH  2, zfiltro-

ván (14 litrů) a bylo přidáno 2,1 litru 2% vodného roztoku reineckátu amonného. Po 15 

hodinách stání byla provedena dekantace, okrová sraženina oddělena na papírovém filtru, 

promyta vodou a vysušena (alkaloidní koncentrát Q, 87,7 g, okrový prášek). 

Pro bližší studium vybraných biologických aktivit byl vybrán pro izolaci alkaloidů vý-

třepek s obsahem terciárních bazí získaných při pH  9–10 (alkaloidní výtřepek A), jenž 

vykazoval v předpokuse signifikantní inhibiční cholinesterasovou aktivitu. 

Před separací terciárních alkaloidů na chromatografickém sloupci byl alkaloidní vý-

třepek A přečištěn. Odparek byl rozpuštěn při  40 °C ve 2,5 litrech 1,5% H2SO4, zfiltro-

ván přes Celite 535 a doplněn vodou na 3 litry, zalkalizován 10% Na2CO3 na pH ~9–10 

a následně byl vytřepán 7×900 ml Et2O a organická fáze byla zahuštěna na 1 litr. Po 

zchladnutí byly odfiltrovány šedavé pískovité krystaly, byly promyty Et2O a vysušeny 

v exikátoru (sloučenina JC-1, 46,5 g), matečný louh byl odpařen dosucha, celkově bylo 

získáno 200 g přečištěného, velmi viskózního, tmavého odparku alkaloidního výtřepku A. 

 

Obr. 8   Schéma přípravy alkaloidních koncentrátů 
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4.3.2.2 Separace alkaloidního výtřepku A na chromatografickém sloupci 

Přečištěný diethyletherový výtřepak A (200 g) byl separován preparativní sloupcovou 

chromatografií obvyklým způsobem, jako stacionární fáze byl použit silikagel (silikagel 

Fluka, zrnitost 0,063–0,20 mm, 4,5 kg adsorbentu desaktivovaného 10 % vody, dělicí 

vrstva sloupce: ×výška = 10×115 cm), se stupňovitým způsobem eluce. Eluce byla pro-

vedena v následující řadou směsí rozpouštědel: C6H14+CHCl3 (90:10, 40:60, 50:50) 

a pokračovala směsí CHCl3+EtOH (99:1, 97:3, 95:5, 90:10, 85:15, 75:25, 70:30, 65:35, 

60:40, 50:50). Každá frakce (po počátečním odstranění rozpouštědla z mrtvého objemu 

sloupce) měla objem 500 ml; celkem bylo získáno 142 frakcí, které byly kontrolní TLC 

(vyvíjecí soustava S1) spojeny do 7 souhrnných frakcí (A-G). 

Z frakce A (150 mg) byly vyizolovány reparativní TLC na 15 analytických deskách 

o rozměrech 20×10 cm (vyvíjecí dráha 8,5 cm, vyvíjecí soustava S2, počet vyvíjení 3×) 

ze zóny 1 (Rf 0,65) sloučenina JC-2 (10 mg) a ze zóny 2 (Rf 0,55) sloučenina JC-3 (30 

mg).  

Frakce B (65 g) byla dále chromatografována na sloupci se silikagelem (adsorbent 

1,95 kg, dělicí vrstva sloupce: ×výška = 8×78 cm) postupnou stupňovitou elucí směsí 

C6H12 + CHCl3 (1:1, 2:3, 1:4, 1:9). Každá frakce měla objem 250 ml; celkem bylo získá-

no 94 frakcí, které byly kontrolní TLC (vyvíjecí soustava S3) spojeny na 3 podfrakce 

(B/1-B/3). Sloučenina JC-4 (2,55 g) byla izolována z podfrakce B/1 (4,3 g) sloupcovou 

chromatografií na silikagelu (adsorbent 130 g, dělicí vrstva sloupce: ×výška = 3×37 

cm) za použití eluční směsi C6H14-CHCl3 (3:2) a přečištěna krystalizací ze směsi 

CHCl3-EtOH. Podfrakce B/2 (38 g) poskytla opakovanou krystalizací ze směsi 

CHCl3-EtOH sloučeninu JC-5 (29,3 g). Podfrakce B/3 (1,5 g) byla podrobena opakované 

preparativní TLC na litých vrstvách 15×15 cm (adsorbent Kieselgel 60 GF254), vyvíjecí 

soustava S4, počet vyvíjení 3×, dráha 12 cm, 2 hlavní zóny (Rf 0,55 a 0,30). Opakovaná 

preparativní TLC vedla k izolaci sloučenin JC-6 (136 mg, zóna 1) a JC-7 (55 mg, zóna 

2).  

Z frakcí C (250 mg) a D (480 mg) byly opakovanými krystalizacemi ze směsi 

CHCl3-EtOH získány sloučeniny JC-8 (115 mg) a JC-9 (179 mg).  

Frakce E (5,5 g) byla separována na chromatografickém sloupci se silikagelem (ad-

sorbent 330 g, dělicí vrstva sloupce: ×výška = 4×52 cm) za použití mobilní fáze 

C6H14+CHCl3 (1:4), Každá frakce měla objem 100 ml; celkem bylo získáno 42 frakcí, 

které byly kontrolní TLC (vyvíjecí soustava S5) spojeny do 2 souhrnných frakcí E/1 (2,5 
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g) a E/2 (2,2 g). Obě podfrakce byly dále podrobeny preparativní TLC na litých vrstvách 

15×15 cm (Kieselgel 60 GF254), vyvíjecí soustava S3 (počet vyvíjení 3×), které vedly 

k izolaci sloučeniny JC-10 ze zóny 1 (Rf 0,67; 1,4 g, krystaliace z EtOH) a sloučeniny 

JC-1 ze zóny 2 (Rf 0,43; 1,06 g, krystalizace EtOH).  

Frakce F (3,2 g) byla dále chromatografována na silikagelovém sloupci (200 g adsor-

bentu, dělicí vrstva sloupce: ×výška = 2×32 cm) za použití stupňovité eluce směsí 

CHCl3 + EtOH (9:1, 4:1 a 3:2), každá frakce měla objem 100 ml, celkový počet frakcí 25, 

které byly monitorovány kontrolní TLC (vyvíjecí soustava S5). Z frakce č. 13 (1,5 g) byly 

preparativní TLC na litých deskách 15×15 cm (vyvíjecí soustava S5, dráha 12 cm, počet 

vyvíjení 3×) a následnou krystalizací získány ze zóny 1 (Rf 0,73) sloučenina JC-11 (85 

mg) a ze zóny 2 (Rf 0,45) sloučenina JC-12 (451 mg).  

Frakce G (4,2 g) byla separována na silikagelovém chromatografickém sloupci (250 

g adsorbentu, dělicí vrstva sloupce: ×výška = 2×40 cm) stupňovitou elucí směsí 

CHCl3 +EtOH (4:1, 3:2, 1:1 a 1:4). Každá frakce měla objem 100 ml, celkový počet frak-

cí 33, která byly kontrolní TLC (vyvíjecí soustava S1) spojeny do 3 podfrakcí G/1 (2,6 g), 

G/2 (0,83 g) a G/3 (0,57 g). Každá z nich byla podrobena preparativní TLC na litých des-

kách na silikagelu. Vyvíjející soustava byla použita S1, počet vyvíjení 2×), která vedla po 

následných krystalizacích z EtOH k získání sloučenin JC-13 (1,63 g), JC-14 (476 mg) 

a JC-15 (265 mg). 
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4.3.3 Strukturní analýza 

4.3.3.1 MS analýza 

ESI-MS spektra byla měřena na spektrometru LC/MS Thermo Finningan LCQDuo 

s inotovou pastí, elektrosprejovou ionizací v kladném módu (ESI+). LC/MS spektra byla pro-

váděna při kolizní energii 40 eV. Alkaloidy byly rozpuštěny v MeOH.  

4.3.3.2 NMR analýza 

NMR spektra byla měřena na spektrometrech Varian Inova 500 a Varian VNMRS500 

s pracovní frekvencí 500 MHz pro 
1
H a 125 MHz pro 

13
C jádra. 

13
C NMR spektra byla 

měřena v 5 mm SW širokopásmové sondě, 
1
H v inverzní 5 mm ID PFG sondě s využitím 

standardních pulsních sekvencí. Experimenty byly měřeny v CDCl3 při 25°C. Hodnoty 

chemických posunů jsou v ppm a jsou vztaženy k internímu standardu (hexamethyldisilan 

nebo TMS, 0,04 ppm, v 
1
H spektrech) nebo signálu solventu (76.99 ppm, v 

13
C spek-

trech).  

4.3.3.3 Optická otáčivost 

Optická otáčivost byla měřena na polarimetru ADP 220 BS a látky byly rozpuštěny 

v příslušném rozpouštědle (CHCl3, MeOH a EtOH). 

4.3.3.4 Teplota tání 

Teploty tání byly stanoveny na mikrovýhřevném stolku BOETIUS. Výhřevnost byla na-

stavena tak, aby teplota do 100 ºC stoupala rychle a potom pomalu. 

  



65 

4.4 Testování biologických aktivit izolovaných látek 

4.4.1 Stanovení antiradikálové aktivity DPPH testem 

Antiradikálová aktivita izolovaných látek byla měřena stabilním DPPH radikálem 

(2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl) SIA metodou
470

. Za normálních okolností fialový DPPH 

radikál reaguje s látkami fungujícími jako donor vodíku
471

; dochází k redukci DPPH radi-

kálu (redukovaná forma má žlutou barvu) spojené s odpovídajícím odbarvením fialového 

roztoku. Kvantitativní míra poklesu absorbance se zjišťuje při λ = 525 nm a souvisí 

s koncentrací antioxidantu v testovaném roztoku. 

Zásobní roztok testované látky (10 mM) byl připraven rozpuštěním v 50% (v/v) etha-

nolu během 10 minutové ultrazvukové sonikace (Sonorex SP, stupeň sonikace 10). Ze 

zásobního roztoku byly následným ředěním připraveny roztoky o sestupné koncentraci (5, 

1, 0,5 a 0,1 mM). Roztok DPPH radikálu (0,1 mM) byl připraven rozpuštěním 3,9 mg 

DPPH radikálu ve 100 ml 50% (v/v) ethanolu rovněž za použití sonikace. Všechna použí-

vaná rozpouštědla pro testované látky, DPPH radikál a mobilní fázi SIA metody byla před 

použitím degasována 10 minutovou sonikací. 

DPPH antiradikálová aktivita byla měřena na PC řízeném analyzéru FIAlab 3000 vy-

bavený 2,5 ml písťovou pumpou, 6cestným selekčním ventilem, spektrofotometrem 

USB2000-UV/VIS se světelným zdrojem a průtokovou celou SMA-Z (délka 1cm); objem 

misící cívky byl 0,6 ml a spojené PTFE hadičkami s vnitřím průměrem 0,72 mm. 

Antiradikálová zhášecí aktivita jednotlivých měřených látek byla vyjádřena jako zhá-

šecí index % QDPPH, který vyjadřuje procentuální pokles absorbance DPPH radikálu po 

přidání vzorku obsahující antioxidačně působící látku. Zhášecí index % QDPPH byl vypočí-

tán podle vzorce: 

% QDPPH = (1 – Ax/A0) × 100 

kde A0 je průměrná absorbance, naměřená u slepého vzorku (EtOH místo roztoku antio-

xidantu) a Ax je absorbance, naměřená po přidání roztoku antioxidantu od které je ode-

čtena absorbance samotného roztoku vzorku. Všechna měření byla prováděna 3×. Pomocí 

programu GraphPad Prism byla vypočtena hodnota EC50 – 50% účinná koncentrace anti-

oxidační aktivity a získané hodnoty EC50 testovaných látek byly porovnávany 

s hodnotami EC50 standardů (kvercetinem, troloxem a kyselinou askorbovou). 



66 

4.4.2 Stanovení cholinesterasové aktivity Ellmanovou metodou 

4.4.2.1 Příprava erytrocytárních pouzder 

Jako zdroj AChE byla použita pouzdra lidských erytrocytů, zdrojem BuChE byla lidská 

plazma. Erytrocytární pouzdra byla připravena z čerstvě odebrané krve zdravých dobro-

volníků, ke které byl přidán 1 ml citrátu sodného na 10 ml krve podle metody Stecka 

a Kanta
472

. Plazma byla odstraněna z plné krve centrifugací při rychlosti 4000 ot.min
-1

 na 

centrifuze Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly přemístěny do 50 ml 

zkumavek a třikrát promyty 5mM fosfátovým pufrem (pH 7,4) obsahujícím 150 mM 

chloridu sodného (12 000 ot.min
-1

, centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté 

erytrocyty byly míchány s 30násobkem 5mM fosfátového pufru (pH 7,4) po dobu 

10 minut, čímž došlo k jejich lýze. Následně byly centrifugovány rychlostí 20 000 ot.min
-

 1
 a vzniklá pouzdra byla třikrát promyta fosfátovým pufrem. 

4.4.2.2 Inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy 

Pro stanovení cholinesterasové inhibiční aktivity látek byla použita upravená Ellmanova 

spektrofotometrická metoda s použitím 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) 

a substrátů acetylthiocholinjodidu (ATChI) a butyrylthiocholinjodidu (BuTChI)
34

. 

Do kyvety bylo přidáno 25-50 µl erytrocytárních pouzder (AChE) nebo plazmy (Bu-

ChE), 200 µl DTNB, 650 µl 100mM fosfátového pufru a 25 µl vzorku nebo příslušného 

rozpuštědla (DMSO) jako slepého vzorku. Reakce byla iniciována přidáním substrátu 

(ATChI nebo BuTChI). Konečný poměr DTNB a substrátu byl 1:1. Nárůst absorbance 

byl měřen při λ = 436 nm po dobu 1 minuty při normální teplotě (25 ºC) na spektrofoto-

metru Shimadzu UV-1611. Každé měření bylo opakováno 3×t. Hodnoty IC50 byly vypo-

čítány z naměřených hodnot poklesu aktivity AChE nebo BuChE nelineární regresí 

v programu GraphPad Prism 5.02. Výsledné hodnoty IC50 byly porovnány s hodnotami 

známých inhibitorů cholinesteras galanthaminem, huperzinem A a fysostigminem. Pro-

centa inhibice (% I) byla vypočtena podle vzorce: 

% I = 100 – (ΔABL/ΔASA) x 100 

kde ΔABL je nárůst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a ΔASA je nárůst absorbance 

měřeného vzorku. 
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4.4.3 Stanovení inhibice hrBACE1 

4.4.3.1 Stanovení potenciální interference alkaloidů se substrátem M-2420 

Před vlastním testováním látek na inhibici BACE1 byly izolované alkaloidy studovány na 

potenciální interferenci se substrátem M-2420. Pro zjištění interference byly u sloučenin 

proměřeny fluorescenční a UV spektra. Získané spektra byly porovnávány se spektry en-

zymové aktivity a substrátu. Fluorescenční spektra byla měřena na spektrofluorometru 

Jasco FP-6200. Vlnová délka pro excitaci byla nastavena na 320 nm a emisní spektra byla 

zaznamenávána v rozmezí vlnových délek 330-550 nm. UV spektra byla zaznamenavána 

spektrofotometrem UV/VIS Lamba Bio 20 v rozmezí 200-550 nm. Složení vzorků 

v kyvetách odpovídalo koncentracím jednotlivých složek v mikrotitračních jamkách 

u FRET metody (tab. 19). 

Tab. 19   Složení testovaných vzorků v kyvetě při meření fluorescenčních a UV spekter 

Testované vzorky Složení testovaných roztoků v kyvetě 

Testované sloučeniny 875 μl pufru CHAPS + 25 μl testované látky + 100 μl pufru HEPES 

Enzymová aktivita 
875 μl pufru CHAPS s BACE1 + 100 μl pufru M-2420 + 25 μl DMSO 

(15 minut inkubační doba) 

Substrát M-2420 875 μl pufru CHAPS bez enzymu + 100 μl pufru M-2420 + 25 μl DMSO 

4.4.3.2 Testování inhibice hrBACE1 

Vlastní inhibice hrBACE1 byla měřena 2 rozdílnými metodami:  

1) na mikrotitračních destičkách (FRET assay) 

2) pomocí imobilizovaného enzymového reaktoru (IMER) zapojeného do HPLC systé-

mu.  

4.4.3.2.1 FRET assay 

Inhibiční studie využívající černé mikrotitrační destičky Corning (96 jamkové, Sigma-

Aldrich, Italy) byly měřeny s dvěma peptidickými FRET substráty M-2420 (Bachem, 

Germany) a Panvera substrátem (Invitrogen, Milan, Italy). Panvera substrát byl používán 

u látek fluorescenčně interferujícími s M-2420. 

Testování inhibice BACE1 se substrátem M-2420 bylo prováděno podle následujícího 

postupu: 5 µl roztoku testované látky o požadované koncentraci nebo slepého vzorku 

(DMSO) bylo preinkubováno 1 hodinu při 25 ºC se 175 µl BACE (20,7 nM, finální kon-

centrace enzymu) ve 20 mM octanu sodném (pH 4,5) obsahujícím detergent CHAPS 
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(0,1% m/v). Následně bylo přidáno 20 µl substrátu M-2420 (3 μM, finální koncentrace), 

který byl 15 minut inkubován se směsí. Fluorescenční emise byla detegována na spektrof-

luorometru při λ = 405 nm (excitace λ = 320 nm).  

Testování inhibice BACE1 s Panvera substrátem bylo prováděno podle následujícího 

postupu: 20 µl roztoku testované látky o požadované koncentraci nebo 20 mM octanu 

sodného (pH 4,5) bylo preinkubováno 60 minut s 20 µl enzymu (20,7 nM, finální koncen-

trace). K nastarování reakce bylo přidáno 20 µl Panvera substrátu (0,25 µM, finální kon-

centrace) do každé jamky. Směs byla inkubována 60 minut při 37 ºC a poté reakce byla 

zastavena přidáním 20 µl BACE1 stop roztoku (octan sodný 2,5 M) do každé jamky. Ná-

sledně byl měřen fluorescenční signál při λ = 590 nm (excitace λ = 544).  

Procentuální inhibice testovaných látek byla vypočtena z naměřených flourescenčních 

intenzit podle následujícího vzorce: 

100 – (IFi/IF0)×100 

kde IFi a IF0 jsou fluorescenční intenzity získané pro BACE1 v přítomnosti 

a nepřítomnosti inhibitoru. Rušící signál pozadí byl měřen v kontrolních jamkách 

obsahující všechny reagencie kromě hrBACE1 a byl odečten od hodnot měřených látek. 

4.4.3.2.2 hrBACE1-IMER assay 

Stanovení inhibice hrBACE1 metodou IMER (hrBACE1-IMER), který byl vložen do 

HPLC systému skládající se z pumpy Jasco PU-1580, autosampleru Jasco AS-2055 

a fluorescenčního detektoru Jasco FP-2020, byla měřena se substrátem M-2420, flu-

orescenční detektor byl nastaven na λ = 320 nm (excitace) a 450 nm (emise). Imobilizo-

vaný reaktor s navázánou BACE1 byl připraven metodou in situ kovalentním navázáním 

BACE1 na CIM-EDA disk
473

. Mobilní fáze (pH = 4,5) obsahovala 50 mM chloridu am-

moného, 25 mM triethanolaminu, CHAPS (0,1 % m/v)+DMSO v poměru 95:5 (v/v), prů-

tok mobilní fáze byl nastaven na 1,0 ml/minutu, nástřikový objem 10 µl. Chromatografic-

ká analýza probíhala při normální teplotě (25 ºC). Nepoužívaný hrBACE1-IMER byl 

skladován při 4 ºC ve skladovacím pufru (50 mM octan sodný, pH 6,0 obsahující 0,1% 

azidu sodného jako konzervační přísadu). Finální koncentrace testované látky v koloně 

(reaktoru) byla u screeningu inhibice BACE1 5 µM (pro stanovení IC50 byly připravené 

rozdílné finální koncentrace testované sloučeniny podle aktivity) a 0,44 µM pro substrát 

M-2420. Enzymová aktivita byla vztažena k ploše pod křivkou (AUC). Pro každou kon-
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centraci měřeného vzorku byla vypočtena průměrná AUC ze dvou měření. Procentuální 

inhibice byla získána dle následujícího vzorce: 

100 – (AUCi/AUC0) × 100 

kde AUCi a AUC0 jsou fluorescenční intenzity získané pro substrát M-2420 v přítomnosti 

inhibitoru (AUCi) a s absencí inhibitoru (AUC0). Inhibiční křivky pro výše uvedené 

metody byly získány vnesením do grafů jako procentuální inhibice vůči logaritmu 

koncentrace inhibitoru v testovaném vzorku a byly extrapolovány hodnoty IC50 

testovaných látek (GraphPad Prism 5.0 2006 (Graph PaD Software, San Diego, CA, 

USA). Získané hodnoty IC50 byly porovnány s hodnotami IC50 inhibitorů BACE1. 
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5. VÝSLEDKY 

5.1 Strukturní analýza izolovaných alkaloidů 

Všechny izolováné alkaloidy byly již dříve strukturně popsány, a proto byly naměřená 

spektrální data z NMR a MS analýzy, teploty tání a hodnoty optické otáčivosti porovnány 

s údaji v databázích SciFinder a Dictionary of Natural Products
474

. 

5.1.1 (+)-Bulbokapnin (JC-1) 

N

OH

H3CO

O

O

CH3

H

 

Obr. 9   (+)-bulbokapnin 

Bílá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání: 200–202 ºC. 

5.1.1.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = +306º (c 0,252, MeOH).  



71 

5.1.2 (+)-Kanadin (JC-2) 

N

OCH3

H3CO

H

O

O

 

Obr. 10   (+)-kanadin 

Tmavě žlutá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 130–132 ºC. 

5.1.2.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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).
 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
24

 = +241º (c 0,0228, CHCl3). 
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5.1.3 (+)-Korydalin (JC-3) 

N

OCH3

H3CO

H
CH3

OCH3

OCH3

 

Obr. 11   (+)-korydalin 

Tmavě žlutá, jemná krystalická látka bez zápachu, t. tání 133–135 ºC. 

5.1.3.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 6.90 (1H, d, J = 8.3 Hz); 6.82 (1H, 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = +121º (c 0,066, CHCl3). 
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5.1.4 (–)-Korykavamin (JC-4) 

N

O

O

O

O

O

CH3

CH3

 

Obr. 12   (–)-korykavamin 

Bílá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 145–147 ºC. 

5.1.4.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 

(1H, q, J = 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = -51º (c 0,2556, CHCl3). 
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5.1.5 (+)-Tetrahydropalmatin (JC-5) 

N

OCH3

H3CO

H

OCH3

OCH3

 

Obr. 13   (+)-tetrahydropalmatin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka, t. tání 141–143 ºC. 

5.1.5.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

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

O

O

N
O

O

H3C

CH3

H

OH  

Obr. 14   (+)-korynolin 

Nažloutlá krystalická látka bez zápachu, t. tání 178–179 ºC. 

5.1.6.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 (1H, s); 3.16 (1H, 

d, J =17.8 Hz); 3.09 (1H, dd, J = 17.8, J = 4.6 Hz); 2.23 (3H, s); 1.14 (3H, s). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
23

 = +97º (c 0,0516, CHCl3). 
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5.1.7 (±)-Korykavidin (JC-7) 

O

O N

OCH3

OCH3

CH3

CH3

O

 

Obr. 15   (±)-korykavidin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 191–193 ºC. 

5.1.7.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Hz). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = 0 (c 0,932, CHCl3). 
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5.1.8 (+)-Kanadalin (JC-8) 

N

O

OH3C

H3CO

OCH3

CHO

 

Obr. 16   (+)-kanadalin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 117–119 ºC. 

5.1.8.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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, s); 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
23 

= +23° (c 0,0848, CHCl3). 
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5.1.9 Allokryptopin (JC-9) 

O

O N

OCH3

OCH3

O

CH3  

Obr. 17   allokryptopin 

Jemně žlutá krystalická látka bez zápachu, t. tání 159–161 ºC. 

5.1.9.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

Neměřena (sloučenina není optický aktivní – nemá chirální centrum). 
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5.1.10  (+)-Korydin (JC-10) 

N

OCH3

OCH3

H3CO

CH3

HO

H

 

Obr. 18   (+)-korydin 

Růžová, jehlicovitě krystalická látka bez zápachu, t. tání 147–149 ºC. 

5.1.10.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
23

 = +203º (c 0,9992, CHCl3). 
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5.1.11 (–)-Isokorypalmin (JC-11) 

N

OH

OCH3

H

H3CO

OCH3  

Obr. 19   (-)-isokorypalmin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 241–242 ºC. 

5.1.11.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 (1H, 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
24

 = -256º (c 0,162, CHCl3). 
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5.1.12 (+)-Korypalmin (JC-12) 

N

OCH3

OH

H

H3CO

OCH3  

Obr. 20   (+)-korypalmin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 234–236 ºC. 

5.1.12.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
24

 = +266º (c 0,216, CHCl3). 
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5.1.13 (–)-Skulerin (JC-13) 

N

OH

OCH3

H

H3CO

OH  

Obr. 21   (–)-skulerin 

Slabě narůžovělá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 200–203 ºC. 

5.1.13.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = -252º (c 0,2024, MeOH). 
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5.1.14 (–)-Sinoakutin (JC-14) 

OHH3CO OCH3

O

N
CH3

 

Obr. 22   (–)-sinoakutin 

Bílá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 196–198 ºC. 

5.1.14.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 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, s); 3.76 (3H, s); 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). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
25

 = -172º (c 0,1976, CHCl3). 
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5.1.15 (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) 

N

OCH3

H3CO

H3CO

HO

CH3

H

 

Obr. 23   (+)-N-methyllaurotetanin 

Nažloutlá, jemně krystalická látka bez zápachu, t. tání 157–159 ºC. 

5.1.15.1 MS analýza 

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 analýza 

1
H NMR (CDCl3, 25°C): δ 8.06 (1H, s); 6.81 (1H, s); 6.58 (1H, s); 3.89 (3H, s); 3.88 (3H, 

s); 3.65 (3H, s); 3.16 (1H, m); 3.03 (1H, 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 = 3.9Hz). 

13
C NMR (CDCl3, 25°C): δ 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 Optická otáčivost 

[α]
23

= +311º (c 0,0852, CHCl3). 
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5.2 Biologické testy izolovaných alkaloidů z hlíz dymnivky duté 

5.2.1 Inhibiční aktivita vůči AChE a BuChE 

Tab. 20   Hodnoty IC50 (µM) izolovaných alkaloidů vůči AChE a BuChE 

Izolované alkaloidy 
IC50 (µM) 

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 ± 7,8 46,2 ± 2,4 

JC-8 (+)-kanadalin 20,1 ± 1,1 85,2 ± 2,2 

JC-9 allokryptopin 250 ± 2,5 530 ± 28,2 

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 

– fysostigmina 2,17 ± 0,1 1,62 ± 0,06 

– galanthamina 6,9 ± 0,3 156 ±  6,9 

– huperzin Aa 0,252 ± 0,01 >1000 

a referenční inhibitory cholinesteras 

5.2.2 Antiradikálová aktivita 

Tab. 21   Hodnoty EC50 (µM) izolovaných alkaloidů 

Izolované alkaloidy EC50 (µM) 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 (µM) izolovaných alkaloidů (pokračování) 

Izolované alkaloidy EC50 (µM) 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 

– kvercetina 25,3 ± 1,3 

– troloxa 27,8 ± 0,39 

– L-askorbová kyselinaa 51,15 ± 3,27 

a referenční antioxidanty 

5.2.3 Inhibice hrBACE1 

5.2.3.1 Stanovení potenciální interference testovaných látek  

5.2.3.1.1 Fluorescenční spektra JC1-15 
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Obr. 24   Porovnání fluorescenčních spekter JC-1 až JC-15 a slepého vzorku se spektrem enzymové aktivity 

5.2.3.1.2 UV spektra JC-1 až JC-15 

  

  

  

 

Obr. 25   Porovnání UV spekter JC 1-15, substrátu M-2420 a enzymové aktivity 
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5.2.3.2 Inhibiční aktivita izolovaných alkaloidů vůči hrBACE1 

Tab. 22   Hodnoty IC50 (µM) izolovaných alkloidů (FRET a hr BACE1-IMER assay) 

zolované alkaloidy 
IC50 (µM) 

FRET assay hrBACE1-IMER assay 

JC-1 (+)-bulbokapnin NAc NT 

JC-2 (+)-kanadin NAc 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 0b 15,86 ± 2,64e 

JC-8 (+)-kanadalin 0b 18,07 ± 0,11e 

JC-9 allokryptopin 0b 16,86 ± 4,35e 

JC-10 (+)-korydin NAc NT 

JC-11 (-)-isokorypalmin 0b 17,20 ± 5,82e 

JC-12 (+)-korypalmin NA 0d 

JC-13 (–)-skulerin 0b 19,02 ± 1,59e 

JC-14 (–)-sinoakutin NA NA 

JC-15 (+)-N-methyllaurotetanin NAc NT 

– inhibitor IVa 0,02 ± 0,00 0,46 ± 0,06 

a referenční inhibitor BACE1; b absence korelace mezi koncentrací testované látky a inhibicí enzymu; c inhibice BACE1 

byla měřena s Panvera substrátem; d chromatografická interference; e procentuální inhibice při 5µM koncentraci; NA = 

testovaná sloučenina nevykazovala žádnou inhibiční aktivitu v 5µM koncentraci; NT = netestováno (interference se 

substrátem M-2420). 
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6. DISKUSE 

6.1 Výběr rostlinné drogy pro izolaci sekundárních metabolitů 

Pro bližší studium cholinesterasové inhibiční aktivity sekundárních metabolitů rostlin 

alkaloidního typu byla vybrána Corydalis cava (L.) Schweigg. & Koerte – dymnivka du-

tá. Některé alkaloidy izolované z této dymnivky, nebo z dalších druhů dymnivek byly již 

testovány na cholinesterasovou aktivitu
13,100

. 

Cholinesterasová inhibiční aktivita alkaloidního extraktu z hlíz dymnivky duté byla 

potvrzena ve vlastním bio-guided testu (tab. 18). Pro screening cholinesterasové aktivity 

byla použita spektrofotometrická Ellmanova metoda, která dovoluje nejen kvantifikovat 

cholinesterasovou inhibiční aktivitu extraktu (porovnání hodnot IC50 extraktu s inhibitory 

cholinesteras), ale i eliminovat falešně pozitivní reakce, které se běžně vyskytují při pou-

žití screeningových metodách na TLC
43

. 

6.2 Izolace alkaloidů 

Je známo, že kvarterní dusík hraje při vazbě na cholinesterasy důležitou roli
475

. Nicméně, 

tyto sloučeniny mohou mít problém procházet přes hematoencefalickou bariéru
476

. 

Z tohoto důvodu byla tato práce zaměřena na izolaci terciárních alkaloidů – u vysoce ak-

tivních látek lze očekávat jejich toxickou ale i terapeutickou aktivitu vůči mozkovým cho-

linesterasám. 

Pro zjednodušení izolace terciárních alkaloidů byly nejprve připraveny ze sumárního 

alkaloidního extraktu alkaloidní výtřepky organickými rozpouštědly z vodných roztoků 

o rozdílném pH (obr. 8). Na rozdíl od Slavíkova postupu
14

 nebyla alkaloidní frakce A 

obsahující terciární alkaloidy dále dělena roztřepáváním na jednotlivé typy alkaloidů, 

jejichž chloridy jsou rozpustné/nerozpustné v CHCl3: Slavík dále tyto 2 podfrakce dělil 

dalším roztřepávání na alkaloidy fenolové a nefenolové. Při vlastní preliminary studii s ~ 

1 g frakce A se tento postup neosvědčil, neboť pomocí TLC a MS/MS analýzy bylo pro-

kázáno, že v jednotlivých 4 pofrakcích byly přítomny prakticky všechny alkaloidy, i když 

v různém kvantitativním poměru, a proto byly alkaloidy frakce A děleny dále jako jeden 

celek. 

Z alkaloidního výtřepku A obsahující terciární alkaloidy bylo vyizolováno sloupcovou 

chromatografií a preparativní TLC 15 sloučenin, které poskytly pozitivní reakci 
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s Dragendorffovým činidlem. Na základě MS analýzy a 
1
H a 

13
C NMR spekter lze izolo-

vané alkaloidy rozdělit do 6 strukturních typů: na protoberberinové, benzofenanthridino-

vé, sekoberberinové, aporfinové, morfinanové a protopinové alkaloidy. Srovnáním spek-

trálních dat v literatuře a optické otáčivosti byly izolované alkaloidy určeny 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 kvantitativního hlediska mezi majoritní izolované 

alkaloidy patřily (+)-bulbokapnin, kterého bylo vyizolováno 47,5 g 

a (+)-tetrahydropalmatin (29,3 g), ostatní alkaloidy byly získány nejčastěji v desítkách až 

stovkách miligramů. Literární údaje o tom, že (+)-bulbokapnin je uváděn jako hlavní al-

kaloid, byly i v tomto případě potvrzeny
12,14

. 

Alkaloidy (–)-korykavamin (JC-4), (+)-kanadalin (JC-8), (+)-korynolin (JC-6) 

a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) nebyly z hlíz dymnivky duté dosud izolovány. 

(+)-Kanadalin byl dříve nalezen pouze v Hydrastis canadensis L.
477

. (+)-Kanadalin náleží 

do malé strukturní skupiny benzylisochinolinových alkaloidů nazývané sekoberberiny; 

jsou považovány za intermediární produkty v biosyntéze ftalidisochinolinových alkaloi-

dů
478

. Zajímavé je, že jeho enantiomer (–)-kanadalin byl identifikován v historické sbírce 

substancí, jež byly izolovány z dymnivky duté v letech 1898–1928
263

. (–)-Korykavamin, 

(+)-korynolin a (+)-N-methyllaurotetanin byly již izolovány z jiných druhů dymnivek 

(např. z C. incisa (Thunb.) Pers., C. bungeana Turcz., C. ambigua Kuntze a C. taliensis 

Franch)
101,436,479,480,481

. Ostatní izolované alkaloidy byly izolovány z různých částí dym-

nivky duté a bežně se vyskytují v rostlinách z čeledí Fumariaceae a Papaveraceae. 

6.3 Cholinesterasová inhibiční aktivita izolovaných alkaloidů 

Cholinesterasová inhibiční aktivita izolovaných 15 alkaloidů byla studována in vitro 

spektrofotometrickou Ellmanovou metodou. Jako zdroj AChE byla použita pouzdra lid-

ských erytrocytů, zdrojem BuChE byla lidská plazma. Výsledky byly vyjádřeny jako 

hodnoty IC50 (µM), galanthamin, huperzin A a fysostigmin byly použity jako pozitivní 

kontroly (tab. 20). Galanthamin a huperzin A jsou selektivními inhibitory AChE (IC50 = 

6,9 ± 0,3 µM a IC50 = 0,252 ± 0,01 µM). Huperzin A byl vůči BuChE inhibičně zcela 

neaktivní (IC50 >1 mM), galanthamin vykazoval nevýraznou inhibici (IC50 = 156 ± 6,9 
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µM). Na druhou stranu, fysostigmin inhiboval významně jak AChE, tak BuChE (IC50 = 

2,17 ± 0,1 µM a IC50 = 1,62 ± 0,06 µM). Minoritní sekoberberinový alkaloid 

(+)-kanadalin (JC-8) významně inhiboval AChE i BuChE (IC50 = 20,1 ± 1,1 μM a IC50 = 

85,2 ± 3,2 μM). Nejvýraznější inhibiční aktivitu vůči AChE vykazoval protoberberinový 

alkaloid (+)-kanadin (JC-2, IC50 = 12,4 ± 0,9 μM). Vyšší inhibiční aktivitu BuChE než 

galanthamin vykazovaly protopinový alkaloid (±)-korykavidin a (+)-bulbokapnin (JC-7, 

IC50 = 46,2 ± 1,5 µM; JC-1, IC50 = 67,0 ± 1,8 µM) mající aporfinový skelet. Navíc, 

(±)-korykavidin (JC-7) vykazoval i slabou inhibici vůči AChE (IC50 = 223 ± 7,8 µM). 

Zajímavé je, že (+)-bulbokapnin (JC-1), který je v literatuře zmiňován jako inhibitor 

AChE z elektrického úhoře (IC50 = 40 ± 2 μM)
13

, nevykazoval žádnou inhibiční aktivitu 

vůči AChE (IC50 >1000 µM). Naopak, jeho inhibiční aktivita vůči sérové bovinní BuChE 

(IC50 = 83 ± 3 µM)
13

 byla srovnatelná s výsledky dosažené v této práci. Dále, 

(+)-korydalin (JC-3) vykazoval podobné hodnoty IC50 u AChE z elektrického úhoře
13

, 

krysího mozku
100

 a rovněž v této studii na AChE (IC50 = 40,5 ± 1,9 µM). Ve studii z roku 

2002 byl (+)-korynolin (JC-6), patřící do skupiny benzofenanthridinových alkaloidů, 

shledán jako nekompetitivní, reverzibilní inhibitor AChE, jeho inhibiční aktivita byla 

stanovena na mozkové myší AChE (IC50 = 30,6 µM)
101

. Stojí za zmínku, že v této studii 

byl vůči cholinesterasam zcela neaktivní (IC50 >1000 µM). Na ostatní izolované alkaloidy 

lze nahlížet jako významně neaktivní látky vůči AChE a BuChE (IC50 > 100 µM).  

Rozdílné hodnoty IC50 látek testovaných v této studii a v literatuře souvisí s použitými 

modely cholinesteras (pro sledování závislostí mezi strukturou a biologickou aktivitou je 

nutné vždy používat vybraný stejný enzymový systém). Pro testování inhibice AChE jsou 

většinou používány AChE z elektrického úhoře (Electrophorus electricus), rekombinantní 

lidská AChE, bovinní erytrocytární AChE, lidská a potkaní krev jako zdroj erytrocytární 

AChE, erytrocyty, nebo erytrocytární pouzdra a homogenáty potkaního mozku, svalu, 

srdce, žaludku, jater nebo plic. Jako zdroje BuChE jsouv testech používány lidská rekom-

binantní BuChE, sérová koňská, lidská nebo potkaní BuChE. Použití lidských cholineste-

ras dává větší předpoklad, že získané výsledky z tohoto modelu by mohly odpovídat inhi-

bičním (toxickým/terapeutickým) aktivitám in vivo – v lidském organismu. V této studii 

byla použita lidská erytrocytární AChE a sérová BuChE. Protože se v těle obratlovců se 

vyskytují 3 formy AChE (jak už bylo řečeno), může erytrocytární AChE (G2 forma) po-

skytovat poněkud rozdílné výsledky než v případě použití mozkové AChE. Optimální by 

bylo použít rekombinantní mozkovou AChE, ale tato AChE se poměrně rychle rozkládá, 
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je drahá, práce s ní je velmi náročná a během jejího používání v naší laboratoři nepřináše-

la efektivní výsledky
482

. 

6.4 Antiradikálová aktivita izolovaných alkaloidů 

Je všeobecně bráno a uznáváno, že antioxidanty ať endogenní nebo exogenně přijaté, hra-

jí klíčovou roli v ochraně zdraví. Jsou shopné zhášet reaktivní formy kyslíku a dusíku 

tvořené při oxidačním stresu, které mohou být spuštěny patologicky, nebo xenobiotiky 

a chrání celistvost DNA před genotoxickými látkami. Nicméně, existuje spousta látek 

s nejasnými, neurčenými antioxidačními/prooxidačními aktivitami. Prooxidační (toxická) 

aktivita antioxidantů se může projevit za určitých pomínek (např. při jejich vysokých 

koncentracích a za přítomnosti přechodných kovů)
483,484,485

. 

Antiradikálová aktivita izolovaných látek byla měřena stabilním DPPH radikálem 

(2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazyl) SIA metodou
470

. Hodnoty antiradikálové aktivity byly 

vyjádřeny jako EC50 (µM) vzhledem ke troloxu, kvercetinu a L-askorbové kyselině jako 

pozitivní kontrole. Trolox, L-askorbová kyselina a kvercetin jsou antioxidačně působící 

látky, které jsou často používané jako referenční antioxidanty v různých modelových tes-

tech na stanovení antioxidační/antiradikalové aktivity. V této studii, trolox, L-askorbová 

kyselina a kvercetin vykazovaly významnou zhášecí (antiradikálovou) aktivitu (EC50 = 

27,8 ± 0,39 µM, 51,15 ± 3,27 µM a 25,3 ± 1,3 µM). Berberinový alkaloid (–)-skulerin 

(JC-13), obsahující ve své struktuře 2 fenolové hydroxyskupiny, vykazoval nejvýraznější 

zhášecí aktivitu DPPH radikálu (EC50 = 102,0 ± 4,9 µM), ostatní testované berberinové 

alkaloidy (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3), (–)-isokorypalmin (JC-11), 

(+)-korypalmin (JC-12) a (+)-tetrahydropalmatin (JC-5), obsahující jako substituenty 

pouze methoxyskupiny nebo methoxyskupiny skupiny a jednu fenolovou hydroxyskupinu 

skupinu, byly neaktivní (hodnoty EC50 byly větší než 1 mM). V dřívěji publikované práci, 

(–)-skulerin (JC-13) vykazoval antiradikálovou aktivitu v  in vitro testu, ve kterém snižo-

val Fe
2+

-vitamínem C indukované hladiny malondialdehydu a zhášel volné OH radikály 

v potkaních jaterních mitochondriích (IC50 = 7,7 ± 2,0 µM a 0,59 ± 0,15 µM). Dále, pro-

morfinanový alkaloid (–)-sinoakutin vykazoval srovnatelnou antiradikálovou aktivitu 

s aporfinovým alkaloidem (+)-bulbokapninem, (JC-14, EC50 = 209,0 ± 8,3 µM; JC-1, 

EC50 = 79 ± 15,1 µM). V dříve publikovaných pracích (–)-sinoakutin vykazoval ochranný 

vliv (zhášecí radikálovou aktivitu) před poškozením buněk (linie PC12) vyvolané peroxi-

dem vodíku
406

, (+)-bulbokapnin inhiboval železitými ionty indukovanou mikrosomální 
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lipidovou peroxidaci a železitými ionty a peroxidem vodíku indukovanou degradaci ribo-

sy
486

. Další aporfinové alkaloidy, (+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin 

(JC-15) lze považovat z hlediska antiradikálové zhášecí schopnosti vůči DPPH radikálu 

za neaktivní (EC50 >1 mM). Je zajímavé, že v dřívější studii (+)-N-methyllaurotetanin 

vykazoval DPPH radikálovou zhášecí aktivitu (IC0,200 = 24,9 ± 0,6 µM), ve které byly 

testovány alkaloidy izolované z Hernandia nymphaeifolia (Presl.) Kubitzki na antioxi-

dační aktivitu
 487

. Mezi neaktivní látky (EC50 >1 mM) v této studii patřily alkaloidy proto-

pinového typu (±)-korykavidin (JC-7), (–)-korykavamin (JC-4) a allokryptopin (JC-9) 

a benzofenanthridinový alkaloid (+)-korynolin (JC-6). Allokryptopin nevykazoval vý-

znamnou antioxidační aktivitu v  in vitro testu, ve kterém byla testována inhibice oxidace 

LDL-cholesterolu. Tato látka inhibovala oxidaci LDL-cholestrol při koncentraci 5 µg/ml 

z 34 ± 0,2 %
488

. 

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 testovány vůbec poprvé na antiradikálovou/antioxidační aktivitu. Při použití 

50% EtOH jako rozpouštědla a nosného proudu v použité validované SIA metodě nebyly 

některé látky plně rozpustné při přípravě vzrorků v testovaných koncentracích (snížena 

rozpustnost byla pozorována u (+)-kanadinu (JC-2), (+)-korydinu (JC-10), 

(+)-korypalminu (JC-12), (+)-kanadalinu (JC-8) a (±)-korykavidinu (JC-7). Snížená roz-

pustnost některých testovaných vzorků mohla způsobit vznik zákalu roztoků a vést 

k chybám v měření. Isochinolinové alkaloidy jsou zpravidla velmi lipofilní látky a použítí 

50% EtOH se jeví poněkud nevhodné vzhledem k jejich omezené rozpustnosti v tomto 

rozpouštědle. Pro ověření jejich zhášecí aktivity by bylo vhodné modifikovat použitou 

SIA metodu - použít buď jiné rozpouštědlo, ve kterých se budou testované látky lépe roz-

pouštět (např. dimethylsulfoxid) nebo terciární alkaloidy převést na rozpustnější soli. Pro 

ověření antiradikálové/antioxidační aktivity testovaných alkaloidů by se měly látky otes-

tovat další metodou, neboť přestože je používání DPPH radikálu velmi rozšířené, 

v některých případech dává nesprávné výsledky a velmi důležité z hlediska aktivity testo-

vaných látek je i použité rozpouštědlo
489

. 
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6.5 Inhibice hrBACE1 

6.5.1 Výběr substrátu 

Protože některé látky obsahující aromatické systémy mohou produkovat interferenční 

fluorescenci, byly látky nejprve JC-1 až JC-15 testovány na potenciální interferenci se 

substrátem M-2420 – u látek byla proměřena flourescenční a UV spektra. Sloučeniny 

(+)-bulbokapnin (JC-1), (+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) 

vykazovaly významnou fluorescenční interferenci způsobenou aromatickým systémem 

v jejich struktuře (výše uvedené sloučeniny patří strukturně mezi aporfinové alkaloidy), 

dále vykázal výraznou interferenci protoberberinový (+)-kanadin (JC-2). Tyto látky 

nemohly být testovány na BACE1 inhibiční aktivitu s fluorogenním peptidovým 

substrátem M-2420, a proto byla BACE1 inhibice těchto látek měřena s Panvera 

substrátem, u kterého se používá pro excitaci λ = 544 nm a pro emisi λ = 590 nm (obr. 

24). UV spektra testovaných látek prokázala minimální interferenci látek (adsorbci) při 

λ = 320 nm (obr. 25). 

6.5.2 FRET assay 

Testované látky (+)-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 považované za neaktivní, protože 

v 5 µM koncentracích nevykazovaly žádný procentuální pokles intenzit při použití pozi-

tívní kontroly – inhibitoru IV. (–)-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 µM koncentraci 21–41% inhibici BACE1. 

Tyto látky byly dále opakovaně testovány (3–4×) v 1–150 µM koncentracích pro stano-

vení hodnot IC50. Kromě alkaloidů (–)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) ne-

byla u ostatních látek shledána závislost mezi koncentrací testovaných látek a enzymovou 

inhibicí. (–)-Korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) vykazovaly inhibici BACE1 

(IC50 = 41,16 ± 7,85 µM a 33,59 ± 0,23 µM), ne však tak výraznou v porovnání s refe-

renčním inhibitorem inhibitor IV (IC50 = 0,20 ± 0,0 µM). 



95 

6.5.3 hrBACE1-IMER assay 

Výsledky inhibice immobilizované hrBACE1 v HPLC systému odpovídaly výsledkům 

z předchozího FRET testu (tab. 22). (+)-Bulbokapnin (JC-1), (+)-kanadin (JC-2), 

(+)-korydin (JC-10) a (+)-N-methyllaurotetanin (JC-15) nebyly testovány z důvodu inter-

ference s M-2420 substrátem. Navíc, v předchozím testu s Panvera substrátem nevykazo-

valy na BACE1 žádnou inhibiční aktivitu. (+)-Korypalmin (JC-12) vykazoval za měře-

ných podmínek chromatografickou interferenci (nebylo možno vypočítat procentuální 

inhibici z AUC). (+)-korydalin (JC-3), (+)-tetrahydropalmatin (JC-5) a (–)-sinoakutin 

(JC-14) v  5 µM koncentracích nevykazovaly žádnou inhibiční 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 stanovení IC50 byly vybrány jen (–)-korykavamin (JC-4) a (+)-korynolinu (JC-6), 

neboť z inhibičně aktivních látek vykazovaly v předešlém testu závislot inhibice enzymu 

na koncentraci testované látky. (–)-Korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6) inhibova-

ly BACE1 v závislosti na koncentracích s IC50 1690 ± 545 µM a 89,07 ± 15,08 µM. 

Hodnoty IC50 byly porovnány se standardem inhibitorem IV (IC50 = 0,46 ± 0,06 µM). 

Rozdílnost hodnot IC50 (–)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolinu (JC-6) při porov-

nání obou použitých metod je způsobena rozdílným množstvím (koncentrací enzymu) 

v obou testech a rozdílnými podmínkami při měření, zjištěné výsledky korelují s údaji 

v literatuře. Ze stanovených hodnot IC50 (–)-korykavaminu (JC-4) a (+)-korynolinu 

(JC-6) vyplívá, že tyto látka vykazují řádově podobnou inhibiční BACE1 aktivitu 

v porovnání s inhibitorem pepstatinem A (IC50Fret assay = 21,19 ± 0,35 µM a IC50hrBACE1-

IMER = 481,95 ± 10,70 µM), ale ne tak výraznou jako např. standardní inhibitor IV 

(IC50FRET assay = 0,02 ± 0,0 µM a IC50hrBACE1-IMER = 0,46 ± 0,06 µM). 
229

. Srovnatelná 

inhibiční aktivita BACE1 byla nalezená u kvarterních isochinolinových alkaloidů izolo-

vaných z Coptidis rhizoma (groenlandicin, IC50 = 19,68 ± 1,42 µM; epiberberin, IC50 = 

8,55 ± 1,29 µM)
127

. 

6.6 Shrnutí dosažených výsledků 

Závěrem lze shrnout, že alkaloidní frakce z hlíz dymnivky duté nebude s velkou pravdě-

podobností vykazovat z toxikologického hlediska (při terapeutickém použití jako obsolet-

ního léčiva nebo v případě otravy) významný centrální cholinomimetický efekt na zákla-
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dě zhodnocení, které níže uvádím. Alkaloidy, které mají významnou inhibiční aktivitu 

vůči AChE, tj. (+)-kanadin (JC-2), (+)-korydalin (JC-3) a (+)-kanadalin (JC-8), byly 

izolovány v kvantitativně nízkém množství (JC-2 10 mg; JC-3 30 mg; JC-8 115 mg) 

vzhledem k obsahu v droze. Vůči BuChE byly aktivní (+)-bulbokapnin (JC-1), 

(+)-korykavidin (JC-7) a (+)-kanadalin (JC-7). (+)-Bulbokapnin (JC-1) je sice majorit-

ním alkaloidem (46,5 g), jeho aktivita vůči BuChE však není tak výrazná (IC50 67 ± 2,1 

μM), u ostatních alkaloidů, ovlivňujících poznatelně BuChE, byl izolační zisk opět nízký 

(JC-7 55 mg; JC-8 115 mg). Důležitým nálezem je, že druhý majoritní alkaloid, 

(+)-tetrahydropalmatin (JC-5), je z hlediska inhibice BuChE neúčinný, z hlediska ovliv-

nění AChE prakticky neaktivní a lze tudíž předpokládat případné „zředění“ toxického 

účinku.  

Nicméně, může vzniknout námitka, že tento závěr je spekulativní, protože v  hlízách 

(ať v suchých nebo nativních) nebyly žádnou objektivní analytickou metodou (např. 

HPLC) přesně stanoveny hodnoty obsahu jednotlivých alkaloidů. Navíc by mohl vznik-

nout názor, že při aplikaci směsi alkaloidů přítomné v hlízách, by mohlo docházet 

k synergizaci účinku. Tyto úvahy však pokládám osobně za neopodstatněné, protože na 

základě zkušeností z izolace, kterou jsem provedl, nepředpokládám, že stanovení obsahu 

HPLC by se řádově lišilo od izolovaného množství těchto látek. Co se týká možného sy-

nergismu účinků izolovaných alkaloidů na cholinesterasy, v  literatuře nejsou pro případ 

alkaloidů ovlivňujících cholinesterasy popsány případy, kdy by se málo aktivní alkaloidy 

ve svém účinku navzájem synergizovaly ve smyslu silnějších účinků. 

Sledování inhibiční aktivity vůči BACE1 za použití testů uvedených v této práci uká-

zalo jako příspěvek k toxikologii alkaloidů z Corydalis cava nemá smysl vůbec komento-

vat (viz tab. 22). 

Z hlediska terapeutického připadá do úvahy využití některých aktivních alkaloidů jako 

leading structure pro vývoj nových potenciálních léčiv. (+)-kanadin (JC-2, IC50 12,4 ± 

0,9 μM) a (+)-korydalin (JC-3, IC50 40,5 ± 1,9 μM) vykazují zajímavou aktivitu z hledis-

ka inhibice AChE, ale vůči BuChE jsou aktivitou významově nezajímavými látkami. Za-

jímavou aktivitu vůči BuChE vykázal (±)-korykavidin (JC-7; IC50 46,2 ± 2,4 μM). Jinak 

je tomu u (+)-kanadalinu (JC-8), aktivnímu vůči AChE (IC50 20,1 ± 1,1 μM) i BuChE 

(IC50 85,2 ± 2,2 μM). (+)-Kanadalin (JC-8) se zdá být nejperspektivnější látkou 

z hlediska dalšího potenciálního studia; procentuální inhibice BACE1 při koncentraci 

látky 5 μM byla při použití hrACE1-IMER assay 18,7 ± 0,11 % (v případě inhibitoru IV 

byla IC50 0,46 ± 0,06 μM), je to však látka, která je aktivní jak vůči cholinesterasám, tak 
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vůči BACE1. Zda bude perspektivní pro další studium, ukáže příprava derivátů a jejich 

biologická aktivita. 

Zhodnotím-li vliv izolovaných alkaloidů pouze na BACE1 (i když atraktivnější jsou 

látky inhibující jak β-sekretasu, tak cholinesterasy), pak zde existují dvě potenciálně za-

jímavé sloučeniny: (–)-korykavamin (JC-4) a (+)-korynolin (JC-6). Tyto alkaloidy byly 

aktivní v obou použitých testech na rozdíl od (+)-kanadalinu (JC-8). 

Obecná antioxidační aktivita DPPH testem přinesla výsledky, které se daly očekávat 

na základě hodnot, které poskytly jiné isochinolinové alkaloidy studované pracovní sku-

pinou ADINACO Research Group – tj. hodnoty významově zanedbatelné. Je to aktivita 

doplňková; vezmeme-li v úvahu, že by některý z alkaloidů mohl být teoreticky používán 

jako inhibitor cholinesteras, pak by se jeho denní dávka pohybovala řádově maximálně 

v miligramech. Při takovém množství by se antioxidační účinek nemohl nijak významně 

projevit, i kdyby se blížil hodnotě troloxu nebo kvercetinu (tab. 21). Nicméně, pro potvr-

zení antioxidačních aktivit testovaných látek by bylo nutné použít sérii dalších antiradiká-

lových/antioxidačních testů, které dostatečně validně poskytují pohled na chování látky 

z různých hledisek. Tyto testy (ABTS, ORAC, FRAP, AAPH) jsem však ve své práci 

nepoužil, protože prvotní studie s DPPH ukázala, že by to nebylo produktivní. 

Závěrem, pro případné další studium alkaloidů ovlivňujících Alzheimerovu chorobu 

je vhodné věnovat pozornost (+)-kanadinu, (+)-korydalinu, (+)-korykavaminu), 

(±)-korykavidinu, (+)-korynolinu a (+)-kanadalinu. 
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Hlízy dymnivky duté byly vybrány na základě bio-guided spektrofotometrické Ellmanovy 

metody jako zdroj isochinolinových alkaloidů pro studium jejich vybraných biologických 

aktivit. Hlízy dymnivky duté byly extrahovány EtOH a sumární směs s terciárními alka-

loidy (frakce A) byly separovány sloupcovou chromatografií na silikagelu použitím stup-

ňovité eluce C6H14, CHCl3 a EtOH. Opakovaná sloupcová chromatografie, preparativní 

TLC a krystalizace vedly k izolaci 15 isochinolinových alkaloidů. Chemická struktura 

izolovaných sloučenin byla určena na základě spektroskopických technik a srovnáním 

s daty v literatuře. Izolované alkaloidy byly testovány na schopnost inhibovat erytrocytár-

ní AChE, sérovou BuChE (IC50), BACE1 a zhášet volné radikály (EC50). 

Cholinesterasová inhibiční aktivita byly určena in vitro modifikovanou spektrofoto-

metrickou Ellmanovou methodou. (+)-Kanadalin inhiboval AChE i BuChE způsobem 

závislý na dávce s hodnotou IC50 = 20,1 ± 1,1 μM a 85,2 ± 3,2 μM. (+)-Kanadin byl nejú-

činějším inhibitorem AChE (IC50 = 12,4 ± 0,9 μM), zatímco (±)-korykavidin 

a (+)-bulbokapnin byly efektivními inhibitory BuChE (IC50 = 46,2 ± 2,4 μM a 67,0 ± 2,1 

μM). Další izolované alkaloidy byly považovány za neaktivní (IC50 > 100 μM). 

Zhášecí aktivita volných radikálů u izolovaných alkaloidů byla testována in vitro 

DPPH testem. Nejvyšší aktivitu této skupiny látek vykazovaly (–)-skulerin, (–)-sinoakutin 

a (+)-bulbokapnin (EC50 = 102 ± 6,2 µM, 209 ± 8,1 µM a 279 ± 16,7 µM). Další alkaloi-

dy byly považovány za neaktivní (EC50 >1000 μM). 

BACE1 inhibiční aktivita izolovaných alkaloidů byla měřena 2 odlišnými metodami: 

FRET testem na mikrotitračních destičkách a hrBACE1-IMER testem. FRET assay byla 
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prováděna na multijamkovém spektrofluorometru za použití substrátu M-2420 a Panvera 

substrátu. Fluorescenční signály byly detegovány u těchto substrátů při λex/λem = 320/405 

nm a 544/590 nm. Panvera substrát byl použit u 4 alkaloidů, které fluorescenčně interfer-

ovaly se substrátem M-2420 při λem = 405 nm. hrBACE-IMER byl zapojen do HPLC 

system a pro chromatografickou analýzu byl používán substrát M-2420. Fluorescenční 

detektor byl nastaven na λex/λem = 320/405 nm. (–)-Korykavamin a (+)-korynolin 

vykazovaly BACE1 inhibiční aktivitu v obou metodách: ve FRET testu (IC50 = 41,16 µM 

a IC50 = 33,59 µM) i v hrBACE-IMER testu (IC50 = 1690 µM a IC50 = 59,07 µM). 

Ostatní sloučeniny byly neaktivní nebo nevykazovaly závislost mezi koncentrací látky 

a enzymovou inhibicí. Žádná z testovaných látek nemůže být považována jako lead struc-

ture pro BACE1 inhibici v porovnání s BACE1 standardním inhibitorem – inhibitorem IV 

(IC50 = 0,02 µM – FRET assay). Použití obou výše uvedených metod představuje vhodný 

přístup pro screening a určení BACE1 inhibiční aktivity testovaných sloučenin. 
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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 (IC50), BACE1 and for its 

free-radical scavenging activity (EC50). 

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 IC50 values 20.1 ± 1.1 μM and 85.2 ± 3.2 μM, respecti-

vely. (+)-Canadine with an IC50 value 12.4 ± 0.9 μM was the most potent inhibitor of ace-

tylcholinesterase, whilst (±)-corycavidine and (+)-bulbocapnine were effective inhibitors 

of butyrylcholinesterase with IC50 values 46.2 ± 2.4 μM and 67.0 ± 2.1 μM, respectively. 

Other isolated alkaloids were considered inactive (IC50 > 100 μM). 

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 EC50 values 102 ± 6.2 µM, 209 ± 8.1 µM and 279 ± 16.7 µM, 

respectively. Other isolated alkaloids were considered inactive (EC50 >1000 μM). 
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BACE1 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 λex/λem = 

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 λ = 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 BACE1 inhibitory activity in both FRET assay (IC50 = 41,16 µM and 

IC50 = 33,59 µM, respectively) and in the hrBACE-IMER assay (IC50 = 1690 µM and 

IC50 = 59,07 µM, 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 BACE1 inhibition in comparison with 

BACE1 standard inhibitor IV (IC50 = 0.02 µM). 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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