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1 UVOD

Rostliny byly jiz odpradavna ¢lovékem vyuzivany jako terapeutické 1éCebné prostiedky. Prvotné se
zpracovavaly a upravovaly celé rostliny nebo jejich Casti, ponévadz nebylo znamo, ktera latka ¢i skupina
latek ma vlastni 1é¢ebny efekt. Jejich ucinek byval zjistovan pouze empiricky, ¢asto byl vSak pripisovan
nadpfirozenym silam a magii. V dnes$ni dob¢, s rozvojem analytickych a separa¢nich metod jsme schopni
identifikovat, izolovat, zkoumat a nasledn¢ vyuzivat fadu rostlinnych substanci. Spektrum pfirodnich
obsahovych latek je velmi rozsadhlé a mnozstvi jejich ucinkd taktéz, coz predstavuje znaéné moznosti,
terapeutického vyuziti piilécbé chorob, z nich nékteré jsou v soucasnosti syntetickymi 1é¢ivy hufe
1écitelné [1].

Neurodegenerativni onemocnéni pfedstavuji rozsahlou skupinu chorob centralniho nervového
systému (CNS), pii kterych predcasné zanikaji nékteré populace nervovych bunck, coz ma za nasledek
velmi vazné psychické a neurologické ptiznaky.

K degeneraci nervovych bunék CNS vedou patologické procesy jako excitotoxicita, oxidacni
stres, apoptdza a fada dalSich faktori, které nejsou dosud zcela objasnény. Vysledkem jejich ptisobeni je
poskozeni a smrt buiniky. Excitotoxicitu zplisobuji excitacni aminokyseliny pfi vystupiiované stimulaci
NMDA-receptort, ale i ostatnich specifickych receptorti pro excitacni aminokyseliny, s indukovanym
abnormalnim zvySenim intracelularni koncentrace vapnikovych iontd. Velké mnozstvi volnych
vapnikovych iontd v bunce pfispiva rovnéz k aktivaci proteas, tvorbé volnych radikald a per oxidaci
lipidt. Pii oxida¢nim stresu jsou neurony k procesim excitotoxicity citlivéjsi. K apoptdoze spojené
s agregaci chromatinu a fragmentaci DNA v bunééném jadie dochazi pii nedostateCném pisobeni
nervovych rustovych faktori, kdy je posSkozena genova transkripce, a naopak jsou aktivovany specifické
proteasy inaktivujici fadu intracelularnich proteinti. Neurony CNS maji ve srovnani s jinymi télovymi
buiikami velmi omezenou schopnost regenerace, proto je pii jejich smrti ztrata trvald. Ubytek nervovych
bun¢k vyvolava zmény tady rtznych funkci CNS spojené s demenci. Jednim z hlavnich moznych
pristupt k 1é¢bé neurodegenerativnich poruch je farmakologicky zasah ovliviiujici aktivitu jednotlivych
neurotransmiterovych systémt CNS [2].

Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova choroba piedstavuji jedny z nejzévaznéjSich
neurodegenerativnich onemocnéni.

Podle Svétové zpravy o Alzheimerové chorobé (World Alzheimer’s Report 2013) se v pfistich
piiblizné 40 letech pocet seniord, ktefi jsou zavisli na zdravotni péci v disledku neurodegenerativniho
onemocnéni témer ztrojnasobi — ze 101 miliont v roce 2010 na 277 milionti v roce 2050. Témét polovina
seniorl pfitom trpi Alzheimerovou chorobou nebo jinou formou demence. Zdravotni péce o tyto pacienty
je odhadovana na vice nez 600 miliard USD [3].

Projekt EuroCoDe (European Collaboration on Dementia) prokazal, ze pocet lidi s demenci

v zemich Evropské unie v roce 2007 byl 6,1 milionu. V roce 2010 to bylo jiz 7,3 milionu. Celkové
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néklady na demenci v téchto zemich byly odhadnuty na 130 miliard euro. V Ceské republice je 110 000 —
130 000 lidi postizenych syndromem demence, z toho asi dvé tfetiny trpi Alzheimerovou nemoci.
Na zaklad¢ demografickych prognéz lze predpokladat, ze se tento pocet do roku 2040 zdvojnasobi. Podle
epidemiologickych studii je patrné, Ze prevalence onemocnéni se s vékem zvysuje. Kdyby se teoreticky
podafilo progresi onemocnéni oddalit u potencionalniho pacienta o 5 let, snizil by se celkovy pocet
nemocnych o polovinu [5].

Parkinsonova choroba je dal$im velmi Castym neurodegenerativnim onemocnénim, majici tfi
hlavni projevy: svalovou ztuhlost (rigor), nehybnost (akineze) a tfes v klidu (tremor), ktery je patrny
predevsim na rukou. Toto onemocnéni souvisi s naruSenim dopaminergnich neuronti, které vedou
od substantia nigra ke corpus stritatum, kde se podileji na regulaci extrapyramidovych motorickych
vystupll tim, ze tlumi aktivitu cholinergnich nervl. Pfi¢inou onemocnéni je nedostatek dopaminu
s relativni pfevahou acetylcholinu. Soucasnd 1écba spocivd v potlaceni cholinergni aktivity nebo
vyrovnani nedostatku nerotransmiteru dopaminu [6].

V soucasnosti existuje jen lécba substitucni (L-DOPA) a symptomaticka (anticholinergika). Vedle
L -dopy se terapeuticky vyuziva selegilin, u kterého jsou ve vyssSich davkach pozorovany antidepresivni
ucinky, ponévadz nedostatek dopaminu se podili i na patogenezi depresivni poruchy [7].

Tieti v potadi je progresivni autosomalné¢ dominantné dédi¢na Huntingtonova choroba.

Toto geneticky podminéné onemocnéni, které se nejcastéji zatina projevovat ve 4. az 5. dekadé zivota.
Genetickou podstatou choroby je abnormni zmnozeni tripleti CAG v lokusu genl lokalizovaného
na kratkém raménku 4. chromozomu, jehoz patologickym produktem je vadny protein huntingtin, ktery se
zifejmé podili na apoptickych procesech zejména ve stfedné velkych ostnitych GABA-ergnich neuronech
striata. Tato vzacna nemoc se projevuje kombinaci neurologické (choreatické hyperkineze, distonie,
poruchy chiize apod.) a psychiatrické (zmény osobnosti, afektivni, Uzkostné chovani, psychotické
ptfiznaky a demence) symptomatologie [8, 9, 10, 11].

Z téchto udaji jasné vyplyva, ze AD a jiné neurodegenerativni choroby jsou nejcastéjSimi
ve zdravotnické, socialni a zejména ekonomické sféte.

Ptestoze v minulych letech nebyla vénovana tomuto onemocnéni dostatecna pozornost, dnes patii
vyzkum Alzheimerovy choroby mezi priority. Timto se nabizi Siroké spektrum pro novy vyvoj a vyzkum
ucinnych latek syntetického a ptirodniho ptivodu.

V oblasti ptirodnich [éCiv predstavuji perspektivni skupinu alkaloidy, sekundarni metabolity
rostlin, jejichZ vyznam pro rostliny neni zcela objasnén; pravdépodobné je syntetizuji pro vlastni ochranu
proti Skidctim, snad hraji roli pfi biosyntetickych pochodech rostlinného metabolismu. Jsou
syntetizovany z aminokyselin, ve své molekule obsahuji dusik ¢asto vazany do heterocyklu. Vyjimkou
jsou pseudoalkaloidy (steroidni, terpenické), které maji jiny biosynteticky ptivod. Rostlina obvykle
obsahuje jeden hlavni alkaloid doprovazeny fadou strukturné pfibuznych typti. Obsah alkaloidi se méni

zevnimi vlivy plsobicimi na rostliny, kolisa béhem vegetace a zpravidla se snizuje Ci se jejich tvorba
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zastavuje pii zacatku kveteni. Ve vysokych davkach maji toxické az letalni ptisobeni, v nizkych davkach
jsou prospésnymi farmaky [1, 12]. VyuZzivaji se jako parentni latky nebo slouZzi jako modelové struktury
pro tvorbu novych substanci s vyhodnéj$imi vlastnostmi [13].

V soucasné dob¢ nelze Alzheimerovu chorobu vylécit, 1ze v§ak véasnym zahdjenim 1é¢by prubéh
onemocnéni zna¢né zpomalit. V medicinské praxi nachazi uplatnéni galanthamin, ktery inhibuje
acetylcholinesterasu a zaroven zesiluje plisobeni acetylcholinu na nikotinovych receptorech. DalSimi
pouZzivanymi inhibitory acetylcholinesterasy jsou donepezil, rivastigmin [14].

Jak uz bylo feceno, hledani novych perspektivnich inhibitord cholinesteras je v centru pozornosti
fady vyzkumnych skupin. Jednou z nich je pracovni skupina ADINACO Research Group na katedfe
farmaceutické botaniky Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové dfive pod vedenim Prof. RNDr.

Lubomira Opletala, CSc., nyni pod vedenim Prof. Ing. Lucie Cahlikové, Ph.D.
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2 CILPRACE

Cil rigordzni prace:

1) Na zakladé literarni reSerSe provést vybér 10 taxont vysSich rostlin s obsahem alkaloidd, u nichz je
predpoklad Géinku na metabolismus mozkové tkané.

2) Zajistit vzorky morfologickych ¢asti téchto rostlin.

3) Provést pfipravu sumarniho ethanolového extraktu a vycisténého ethyl acetatového extraktu
(alkaloidniho koncentratu).

4) Podilet se na stanoveni aktivity vuci lidské acetyl- a butyrylcholinesterase (in vitro) u obou typi
extraktd (stanoveni 1Cso).

5) Vyhodnotit vysledky a navrhnout taxon, ktery je z hlediska vySe uvedenych biologickych tc€inkt

perspektivni pro dalsi studium (izolaci ucinnych latek).
Tato prace voln€ navazuje na mou diplomovou préci Biologicka aktivita obsahovych latek XVI.

Alkaloidy Papaver somniferum L. a jejich u¢inek na acetylcholinesterasu, v niZ jsem izolovala

z makoviny thebain a sledovala jeho aktivitu na erytrocytarni AChE a sérovou BuChE.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

3.1.1 Demence

Pojem senilni demence nalezneme jiz v Blancardové slovniku anatomickych a klinickych nazva, ktery
byl vydan v Londyné v roce 1726 [15]. V ptipadé demence Alzheimerova typu se po skrytém zacatku
nemoci objevuji klinické ptfiznaky pocinajici demence u rizikové skupiny osob starSich 60 let jako
sporadicka forma Alzheimerovy nemoci (AD). Téméf 10 % nemocnych s AD vSak trpi geneticky
podminénou familiarni formou nemoci, u nichz Ize prvni pfiznaky demence pozorovat jiz po 40. roce
Zivota.

Demence jsou choroby, vznikajici na podkladé poruchy kognitivnich funkci (pamét, vnimani,
motivace, mysleni aj., souhrnné oznacované jako inteligence). Demence Ize zjednodusené rozdelit
na demence primarné degenerativni (neurodegenerativni, atroficko-degenerativni poruchy) a na demence
sekundarni neboli symptomatické, kde demenci spousti systémové onemocnéni, intoxikace, infekce
a dal$i noxy, postihujici také centralni nervovy systém. Sekundarni demence se daji rozdélit jesté
na demence vaskularni a ostatni (napf. infekéni etiologie, prionové, posttraumatické, alkoholové a dalsi).
Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pri¢ina demence, predstavuje minimalné 50 % vSech demenci ve své
¢isté form¢ a dalSich 1020 % demenci je smiSené etiologie, kde je Alzheimerova choroba smiSena
s jinou pri¢inou, jako jsou vaskularni pficiny a jiné [16].

Z hlediska pric¢iny délime syndrom demence zjednodusen¢ takto: primarni demence, ktera ma
neurodegenerativni zéklad, sekundarni demence vznikajici na podkladé rtznych pfi¢in a demence
smiSena, majici v urcité proporci ob& piedchozi formy. Hlavni pfedstavitelé primarni demence jsou
Alzheimerova nemoc (sporadickd AD), familiarni Alzheimerova nemoc (FAD) a frontotemporalni
demence (FTD). NejvyznamnéjS$im zéastupcem sekundarnich demenci je vaskuldrni (multiinfarktova)
demence.

Vznik AD vyznamné ovliviiuji rizikové faktory, jakymi jsou nartstajici vék populace, nadvaha,
hypercholesterolémie a dale onemocnéni diabetes mellitus typu 2, které az zdvojnasobuji
pravdépodobnost vzniku sporadické (pozdni) formy AD. Tato forma ma i své vyznamné genetické riziko.
Tyka se genu pro alipoprotein E (APOE), kdy pfitomnost dvou kopii alely €4 ptedstavuje 50% riziko
vzniku sporadické formy AD. Také pfibuzni osoby trpici AD maji téméf 40% riziko, Ze onemocni AD,
pokud se doziji 85 let. Toto zjisténi doklada, ze zaklad sporadické formy AD je dan jednim nebo vice
kandidatnimi geny s neuplnou penetraci jako kombinace téchto gent s rizikovymi faktory prostredi.
Naopak FAD je monogenné podminéné onemocnéni vyznacujici se autozomalné dominantni dédicnosti.
Tu charakterizuje vysoka penetrace jednoho ze 4 uvedenych genti: gen pro amyloidni prekurzorovy

protein (APP) na dlouhém raménku chromozému 21, gen pro t-protein na chromozému 17, gen
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pro presenilin 2 (PS2) na chromozomu 1 a gen pro presenilin 1 (PS1) na chromozomu 14. Mutace PS1
piedstavuje hlavni geneticky defekt u FAD, podminujici ¢asny zacatek nemoci. Pfi¢inou je zvySené
Stépeni APP na AP peptidy. Proto se soucasny védecky vyzkum soustied’'uje na studium degradace APP
cestou metabolické (amyloidni) kaskady. Rozviji-li se cévni poSkozeni spoleéné s AD, vznika smiSena
demence [17].

Pribéh demence zacind velmi pozvolné a nenapadn€, nejprve poruchami kratkodobé paméti,
zapamatovanim si novych informaci, poruchami pozornosti a feci. Pacient obtizn€ nachazi slova
k vyjadteni. Postupné dochazi k poruse logického mysleni, soudnosti, mlize se objevit dezorientace v Case
i prostoru. Témer pravidelné dochazi k vyskytu tzv. behavioralnich a psychologickym ptiznaklim
demence (BPSD), jako jsou poruchy emoci typu depresivni nebo uzkostné nélady, poruchy spanku a jiné
typy poruch chovéani. Schopnost pacienta v aktivnim Zzivoté (napf. telefonovat, schopnost obléct se,
udrzovat zakladni télesnou hygienu, samostatné se najist) se v pozdnich stadiich znacné snizuje. PostiZeni
Casto umiraji na interkurentni choroby a trazy, na které by pravdépodobné stejné stary jedinec bez AD
nezemiel. Pribéh demence Alzheimerova typu byva obvykle 7-10 let od prvnich pfiznakd do smrti.

Existuji i ptipady kdy trva i vice nez 15 let nebo naopak i kratsi (pfedevsim u FAD) [18].

3.1.2 Patogeneze Alzheimerovy choroby

U AD je snizena centralni acetylcholinergni transmise. PostiZzena jsou zejména acetylcholinergni vlakna,
vedouci z bazalniho Meynertova jadra difuzné do kortexu, ale také dalsi acetylcholinergni vlakna, napf.
kmenova, podilejici se na regulaci kvalitativni urovné védomi [19].

Hladina enzymu, ktery syntetizuje acetylcholin zcholinu a acetylkoenzymu A -
cholinacetyltransferasy je sniZzena. Nizsi je také tzv. vysoko afinitni natrium-dependentni cholinové
zpétné vychytavani, a tedy nabidka substratu pro syntézu acetylcholinu. Dusledkem tohoto procesu je
snizeni presynaptického uvolnéni acetylcholinu. Rovnéz je sniZen pocet nikotinovych acetylcholinergnich
receptorii, zatimco pocet muskarinovych acetylcholinergnich receptorti zlistava relativné nezménén.
Acetylcholin je odbouravan v synaptické S§térbiné enzymy cholinesterasami: v naprosté pievaze je
acetylcholinesterasa (AChE), zatimco podil butyrylcholinesterasy (BuChE) je zanedbatelny. U AD se
podil molekul BuChE zvySuje, dochazi k novotvorbé téchto molekul ve zmobilizovanych gliovych
elementech v oblasti plakii. BuChE se poté podili na odbouravani acetylcholinu a tak pfispiva k jeho
nedostatku. M¢éni se také zastoupeni jednotlivych forem AChE. Za standartnich podminek je v mozku
jako majoritni tetramer ozna¢ovany jako G4 a jako minoritni (zastoupeny asi 3 %) monomer ozna¢ovany
jako G1, kdeZto pfi Alzheimerové chorobé vyrazné roste proporcionalni zastoupeni G1 [19].

Porucha acetylcholinergni transmise je pritomna jiz v pocatenich stadiich Alzheimerovy
choroby. Podili se pfedevsim na poruSe paméti i dalSich kognitivnich funkci, ale také na poruchach aktivit
denniho Zivota i tzv. behavioralnich a psychologickych ptiznacich demence (poruchy chovani, pfidruzené

psychotické ptiznaky, poruchy emotivity i spanku) [19].
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Dalsim zakladnim neurodegenrativnim ¢lankem je patrné tvorba patologického proteinu
B amyloidu [20].

B-amyloid se fadi mezi proteinové klastry. Je to mezibunécény protein tvotici plaky, které likviduji
mitochondrie okolnich bunék, a navic znemoznuji bunéénou regulaci. Predpoklada se, Ze zni¢eni plakd by
vedlo k zastaveni nebo alespon potlaceni progrese AD. Tato moznost terapie je vsak dnes pouze ve fazi
vyzkumu [21].

Tento polypeptid o 3943 AMK a M; 4,5 kDa, vznika pii degradaci APP, coz je integralni
membranovy glykoprotein s jednim transmembranovym usekem, ktery obsahuje sekvenci B-amyloidu
[21].

Predpoklada se, ze amyloid funguje jako membranovy receptor, autokrinni ristovy regulator nebo
protein podilejici se na adhezi bunék (podobné¢ jako konektin).

Patogenetické mechanismy vyvolané B-amyloidem, které vedou k poskozeni funkce anakonec
k odumirani neuronti, a tim k projeviim onemocnéni, nejsou znamy [21].

V mozku pacienta trpiciho Alzheimerovou chorobou se vyskytuji dva riizné proteinové agregaty:
smotky chybné slozeného cytoskeletarniho proteinu 7 a plaky z proteinovych agregati tvofenych
fragmenty APP. Pfitomnost dvou druhl proteinovych agregati AR vedla ve védecké obci k prudkym
sporim o to, ktery z téchto proteint je skutecnou pficinou onemocnéni a jaky jen vedlej$im pfiznakem.
Pokud jeAPP Stépen nadméme, vznikaji pak delsi fragmenty (o 42—43 aminokyselinach) [21]. APP je
transmembranovy protein nejasné biologické funkce. Blizko N-konce tohoto proteinu se vyskytuje
sekvence 42 aminokyselin zvana amyloidni B-peptid. Pravé tento fragment totiz vytvaii ony proteinové
agregaty nalézané v mozku pacientt pfi diagnostikované AD. Tento peptid snadno vytvari fibrilarni
agregované struktury, které jsou neurotoxické a vedou k rozvoji tohoto onemocnéni [21].

Neurotické plaky se nachazeji sporadicky i u kontrolnich jedinci. U pacientil s AD jsou
amyloidni plaky pfitomny ve velkém mnozstvi, zejména v hippocampu. Postupem doby jsou plaky
infiltrovany reaktivnimi mikroglialnimi bunikami a obklopovany astroglidlnimi bunkami. Pfitomnost
téchto bunc¢k v okoli amyloidovych plakti je spojena suvoliiovanim velkého mnozstvi volnych
kyslikovych radikali a cytokinl, coz vede az k projevim aseptického zanétu, a nakonec k odumirani
okolnich neurond.

APP je $tépen tiemi specifickymi proteasami: a-sekretasou, B-sekretasou, y-sekretasou [21].

APP je pii normalnich podminkéch $tépen enzymem a-sekretasou na fragmenty, které jsou plné
solubilni a maji své fyziologické ulohy. Za patologickych podminek Alzheimerovy choroby a demenci
s Lewyho télisky je APP nasledné Stépen patologickymi enzymy B- a y-sekretasou na delsi fragmenty, nez
odstépuje a-sekretasa. Tyto fragmenty (42 a vice aminokyselin) jsou pak solubilni, koaguluji a polymeruji
v extracelularnim prostoru, a vznika tak B-amyloid, jenz pak tvoii zéklad plakd. Toxicita f-amyloidu

nasledné ziejmé vede k dal§imu typu proteinové generace — k hyperfosforylaci intraneuronalniho
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t-proteinu. Ten ve své zménéné formé tvori parové helikalni filamenta, ktera jsou podkladem neuralnich
klubek (tangles). Takto postizené neurony pak podléhaji bunééné smrti — apoptoze [19].

Vyrazné¢ je postizen centralni acetylcholinergni systém, a pozdéji i systém excitacnich
aminokyselin (glutamatergni systém) a dal$i neurotransmiterové systémy.

Systém excitaénich aminokyselin (glutamat, aspartat aj.) je snejvétsi pravdépodobnosti
nejroz§ifenéj§i mozkovy neurotransmiterovy systém. Receptory excitacnich aminokyselin se déli
na metabotropni (aktivuji druhé posly) a ionotropni (oteviraji iontové kanaly). N-methyl-D-aspartatové
(NMDA) receptory jsou receptory, které oteviraji Ca?* kanaly. Na NMDA receptorech se odehrava jeden
ze zakladnich mechanismii paméti — dlouhodoba potenciace (long-term potentiation); pifi opakovaném
pusobeni stejného podnétu jsou nésledné excitacni postsynaptické potencialy vzdy vétsi. U Alzheimerovy
choroby, ale také u jinych neurodegenerativnich zmén i u vaskularnich a posttraumatickych zmén CNS,
se nadmérné uvoliiuji excitatni aminokyseliny (excytotoxicita); nédsledn¢ pak dochazi ke zvySenému
influxu iontl vapniku do neurond, k aktivaci enzyma typu proteinkinas a fosfatas, ke zménam
nitrobunéénych proteinti, a nakonec k odkryti genu pro programovanou bunécnou smrt — apoptdzu.
Postizené neurony zanikaji. Jiny typ excitotoxicity spociva v tom, ze na NMDA receptorech vznikaji
jakési pfenosové Sumy — vytvari se velké mnozZstvi potencidl, mezi nimiz zanika potencial, ktery ma byt

pfenesen. Tim je naru$en mechanismus dlouhodobé potenciace [19].
3.1.3 Lécba AD

3.1.3.1 Soucasné farmakologické postupy v 1é€bé Alzheimerovy choroby

Lécba AD 1 dalsich demenci vychazi ze znalosti jednotlivych patogenetickych pochodi, nikoli
z objasnéni pravé pficiny vzniku onemocnéni. SouCasna terapie nam tedy umoziiuje chorobu pouze
modulovat, pfedev§im prodluzovat lehka stadia a oddalovat tézka stadia demence, ktera jsou spojena
s nesobéstacnosti a silnou zatézi jak pacient, tak jejich peCovatelti [16].

Obecné muzeme hovofit o dvou postupech vyuzivanych v dnesni terapii AD.

®  Evidence based testament (IChE, inhibitory NMDA receptori)

" Non evidence based treatment (piidatna farmaka)

Relativné nedéavno byly do praxe zavedeny farmaka prokazatelné¢ zpomalujici pribch choroby.
Jejich wuziti je tedy racionalni, zaloZzené na dikazech (evidence based), ziskanych z kvalitnich, dvojité
zaslepenych, placebem kontrolovanych studii. Jedna se o inhibitory AChE (IChE) u lehkych a stfednich
forem AD a inhibitory NMDA receptord (memantin) v pokrocilych stadiich AD [20].
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3.1.3.2 Inhibitory cholinesteras

Tato 1éCiva pfiznivé ovliviiuji centralni acetylcholinergni pfenos, nalezi do skupiny tzv. kognitiv.
Od IChE se ocekava, ze budou dobie prochazet hematoencefalickou bariérou, budou ovliviiovat ob&
formy mozkovych AChE a nebudou ovliviiovat periferni formy cholinesteras, aby neptisobily nezadouci
vedlejsi efekty. Neékteré z inhibitorti inhibuji i1 mozkové butyrylcholinesterasy. Zptsob inhibice
cholinesteras je reverzibilni (inhibice trva tak dlouho, jak dlouho je pfitomna latka nebo jeji aktivni
metabolit v plazm¢) nebo pseudoireverzibilni (inhibice trva déle, nez je ptitomnost uc¢inné latky v plazme,
farmakum je odbouravano ptimo molekulami cholinesteras) [16].

Centralni IChE jsou doposud nejuéinngjsi 1é¢iva pro terapii lehkych az stfedné pokrocilych
Alzheimerovych demenci. Podstata terapeutického pusobeni uAD je zablokovani enzymi
odbouravajicich acetylcholin a tim prodlouzeni vazby acetylcholinu na jeho receptory s nasledujicim
zvySenim acetylcholinergni transmise. Bylo zjisténo, ze molekuly cholinesteras se vyskytuji v mozku
i v jinych lokalizacich, nez jsou distribuovana acetylcholinergni vlakna. Podileji se ziejmé na tvorbé
a toxicité f-amyloidu. Inhibitory AChE pfedevsim maji efekt na zpomaleni pribéhu alzheimerovskych
demenci, na oddaleni pfechodu demence do tézkych stadii. V dne$ni dobé jsou v nasi republice
i ve vétSin€ zemi Evropy a v USA terapeuticky vyuzivany 3 latky: donepezil, rivastigmin, galanthamin

[22].

e Donepezil (ARICEPT®) je v soucasnosti nejuzivangjsi centralni inhibitor AChE ve svété, u nés je
rovnéz uzivan. DalSim zastupcem piperidinovych derivatu je potencialni Ikopezil, ktery se
momentalné nachazi v tercialnim stadiu klinické studie. Vynika vyssi specifitou pro molekuly

AChE [23].

e Rivastigmin (EXELON®) derivat karbamatu, jeden ze tii u nas pouZivanych (a ve svété
nejpouzivangjsich) inhibitori cholinesteras. Plsobi pseudoireverzibilni inhibici cholinesteras

a kromé¢ cerebralnich AChE ¢inn¢ inhibuje i BuChE [23].

e Galanthamin (REMINYL®) tento alkaloid vyskytujici se u nékterych druht snéZenek a narcisii
je latka pouZzivand i u nas. Ma dualistické ucinky na acetylcholinergni systém; mimo toho,
ze zpusobuje reverzibilni inhibici AChE, taktéz alostericky moduluje pre-, i postsynaptické

nikotinové receptory [23]. A mnoho dalSich viz. latky pfirodniho ptvodu.

3.1.3.3  Parcialni inhibitory NMDA receptorti (memantin)
Dulezitym patologickym ¢lankem u AD je stimulace apoptickych dé&ju, je zvySeny vstup vapniku
do neuronii. Tento proces je zprostiedkovan kalciovymi kanaly, které jsou u této choroby pravdépodobné

tvofeny vice nez za normalnich podminek. Inhibitory vapnikovych kanalii napétové fizenych (otviraji
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a zaviraji se dle zmén potencialu neuronalni membrany) nebyly shledany u AD samy o sob& dostate¢né
uc¢innymi (cinnarizin, nimodipin aj.). Odlisny typ vapnikovych kanali je adiktivni na ionotropnich
receptorech  excitacnich aminokyselin. Klinicky efekt byl shleddn u blokatoru NMDA

(N-methyl-D-aspartatového) receptoru memantinu (Akatinol) [23].

3.1.3.4 Dalsi latky uzivané k terapii — piidatna farmaka (non-evidence based)
Jsou znamy i dal§i moznosti terapie vychazejici z obecnych patogenetickych fetézct, ale jejich pouziti jiz
neni jednoznaéné zaloZeno na dikazech. Tyto substance, uzivané ke zlepSeni kognitivnich funkci, nemaji
ucinnost jiz tak presvéd¢ivé dokazanou jako inhibitory cholinesteras a memantin. Jejich ucinek neni jiz
jednoznaéné zalozen na dostate¢nych dikazech, nékdy je spise empiricky [22].

Nektera z nich presto vykazuji mirnéjsi prokazatelné efekty na kognitivni i nekognitivni funkce
a jsou tedy vhodné pro kombinaci s IChE i s memantinem. Mezi takovato 1é¢iva fadime napf. extractum
ginkgo bilobae nebo nicergolin. Déle jsou pouzivana farmaka s nootropni aktivitou (piracetam, pyritinol),
zametace volnych kyslikovych radikalti (tokoferol), nervové ristové faktory (celebrolysin), které jsou
dalezité pro plasticitu a rust neurontl. Cerebrolysin zvySuje prinik glukosy do mozku a ma pfiznivy vliv

na poruseny oxidativni metabolismus v mozkové tkani, aplikace probiha ve form¢ inftze [20, 24].

3.1.3.5 Nové perspektivy farmakoterapie

Jednim diskutovanym tématem je vakcinace proti f-amyloidu. Tato vakcina by obsahovala monoklonalni
protilatky, které by zabranovaly jeho vzniku. Na formaci B-amyloidu se nedilné podili i enzym
glykogensyntasakinasa 3-B (GSK-3B), proto jsou hledany substance schopné tento enzym ovlivnit,
nejlépe inhibovat. Uginek na snizeni aktivity GSK-3p byl zjistén u antidiabetika rosiglitazonu
a u modulatoru nalady lithia.

Soucasny vyzkum je zejména zaméfen na inhibitory - a y-sekretas. Slibnou substanci byl
semagacestat (Fleisher et al., 2008) [25], inhibujici gama-sekretasu, dnes jiz definitivné vyfazena z tieti
faze klinického badani.

Je zkouman rovnéz klinicky ucinek nekolika latek majici pozitivni vliv na acetylcholinergni
transmisi jinymi cestami nez inhibici cholinesteras. Dale jsou vyvijeny nové druhy inhibitori
cholinesteras [19]. Dalsi ze skupiny zkoumanych latek jsou statiny [19]. V mnoha recentnich studiich byl
potvrzen vztah AD s poruchami metabolismu lipidi. Byl jiz podrobné popsan vztah AD zvySenou
hladinou cholesterolu, tak s ptitomnosti izoformy ApoE4. Jejich tloha v tomto sméru je stale ovéfovana
v ¢etnych studiich [26].

Jiné cesty inovativni terapie vychazi z inhibice pedevsim cholinesterasy mimo acetylcholinergni
vlakna. Tato vlastnost se pfedpoklada u tolserinu, jehoz aplikace by minimalizovala toxicitu B-amyloidu.

Nadéjnou moznosti je pouziti Cistych inhibitortt BuChE (cymserin aj.). I kdyz se piimo nejedna
o terapii farmaky, je potfeba zminit se o implantaci kmenovych buné¢k do mozkové tkané pacienta

s Alzheimerovou nemoci jako o budouci 1é¢ebné metodé.
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Mezi jiné zplsoby zasahu do cholinergni transmise v mozku je aplikace selektivnich agonisti
nikotinovych receptord. V fad¢ vyzkumnych praci bylo prokazano, ze jejich stimulace pfispiva k poklesu
tvorby a ukladani neurotoxického B-amyloidu, coz by mohlo mit pro zpomaleni pribéhu choroby nemaly
vyznam. Rada epidemiologickych studii poukazuje na sniZeni incidence AD u kufaki. Tento efekt je
ptipisovan nikotinu, coZ podminilo intenzivni sceening latek s nikotinovym ucinkem, které by slouzily
jako nova potencialni 1é¢iva AD. Dvé takovéto latky byly nedavno nalezeny. Prvni v sekretu jedové Zlazy
severoamerického mravence Aphaenogaster rudis a druhd vtoxickém sekretu jihoamerické Zzaby

Epipedobates tricolor [28].

3.2 Biologicky aktivni latky prirodniho ptivodu s potencialem ovliviiovat AD

Z ptirodnich latek je dnes jedinym registrovanym léCivym piipravkem s indikaci lécby AD alkaloid
galanthamin, proto byl je§t¢ donedavna vyzkum primdmé soustiedén na pfirodni latky
s anticholinesterasovou aktivitou alkaloidniho typu. Dnes je pole zkoumani rozsifeno i o pfirodni latky
nealkaloidni. Hlavnim cilem védeckého zkouméni je nalézt takovou substanci, kterd by vykazovala
efektivni inhibi¢ni aktivitu vii¢i cholinesterasam nebo by ovliviiovala dal$i patofyziologické procesy
spojené s AD (vznik B-amyloidu ukladani senilnich plakd, oxida¢ni stres, aj.) bez toxického dopadu
na organismus pacienta. Do popfedi zajmu zapadniho svéta a Evropy se dostavaji rostliny tradi¢ni

vychodni mediciny.

3.2.1 Galanthamin

(Galanthus woronoviii, Narcissus sp. atd.; Amaryllidaceae) terciarni alkaloid galanthaminového typu;
vyrazné¢ mén¢ ucinné jsou alkaloidy lykorinového typu (assoanin, 4 x nizsi aktivita z ditvodu plandrni
struktury molekuly). V klinické praxi uzivan pro silny inhibi¢ni efekt proti AChE. Selektivni, dualni
inhibitor. Reverzibiln¢ inhibuje AChE a zaroven posiluje 0U¢inek acetylcholinu na nikotinovych
receptorech alosterickou vazbou. Dusledkem této modulace dochazi k vyraznému posileni cholinergniho
systému a tim zlepSeni kognitivnich funkci pacienta. Dobie snasen, urcité periferni cholinergni Gc¢inky,

v

podstatné ucinnéjsi inhibitor nez takrin [29], dnes obsoletni pro svou hepatotoxicitu.[30]

MeO "’>

Obrazek €. 1: Galanthamin
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3.2.2 Huperzin A

(Huperzia serrata, Huperziaceae), alkaloid, vyrazny inhibitor AChE, neuroprotektivni aktivita
s vyraznym efektem na zlepSeni pamétovych funkci, usp&sné terapeuticky vyuzivan v Ciné na zakladé
dvojité zaslepené klinické studie, jeZ potvrdila bezpecnost a vysoky terapeuticky index v AD. Je nutno
fici, Ze jeho schopnost zvySovat nabidku acetylcholinu v mozkové kufe je 2x az 8x efektivnéjsi nez

u jinych inhibitorti [31]. V Evropé pravé probiha klinicka studie s prolécivem ZT-1 [32].

NH

7 / 0 Ho

NH, \—

Obrazek ¢. 2: Huperzin A

Obrazek €. 3: Prekurzor ZT1

3.2.3 Leptomerin, skimmianin

(Esenbeckia leiocarpa, Rutaceae), alkaloidy testovany in vitro, potvrzena silna inhibicni aktivita
proti AChE, u leptomerinu s hodnotami ICso = 2,5 uM; jako referencni latka byl pouzit galanthamin
s hodnotou ICso = 1,7 uM [32].

3.2.4 Chelidonin

(Chelidonium majus L., Papaveraceae), alkaloid, struktura isochinolinu, vyzkum probéhl na katedie
farmaceutické botaniky, Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlove. Byl prokazan
vyznamny inhibi¢ni efekt va¢i lidské krevni acetylcholinesterasy (HuAChE) a plazmatické

butyrylcholinesterasy (HuBuChE) [34].

3.2.5 Stefarotudin

(Stephania rotunda, Menispermaceae), zcela novy protoberberinovy alkaloid, izolovan z extraktu kotene.

Anti-acelylcholinesterasové plisobeni na krysi cerebralni ACh in vitro [37].

3.2.6 Serpentin, katarantin, ajmalicin

(Catharanthus roseus, Apocynaceae), vroce 2011 probéhla prvni studie in vitro téchto ti¥i latek.
I pfes zjisténi niz§iho inhibi¢niho ucinku se predpoklada, ze po drobnych modifika¢nich upravach

struktur, se jedna o velmi perspektivni a silné inhibitory AChE 38.
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3.2.7 Berberin

(Coptis chinensis, Berberidaceae aj.), isochinolinovy alkaloid (souc¢ast tradi¢ni ¢inské bylinné mediciny
Rhizoma coptidis ext.) s antioxida¢nimi vlastnostmi. Studie na potkanech objasnila jeho pfiznivy vliv
pii léébé AD. Oxidativni stres s nadprodukci volnych radikalit ma podil na patogenezi Alzheimerovy
choroby. Zda jde o primarni pfi¢inu AD nebo pruvodni jev neni objasnéno. Vyzkum byl zaméien
na protektivni ucinek berberinu pii oxida¢nim stresu u nervovych bunék PC12 vyvolaném H,O»
pti indukované apoptoze. Zivotaschopnost bunék PC12 se zvysila prostfednictvim antioxidaénich uginkd

berberinu [35,36 ].

3.2.8 Vinkamin

(Vinca minor L., Apocynaceae), alkaloid, extrahovan z kofene, periferni vasodilatator, ktery zvysuje
cerebralni prutok krve a kysliku s vyuzitim glukézy nervové tkané. Stopové prvky jsou nezbytné
pro normalni mozkové funkce, pomahaji pfi tvorbé neurotransmiterd a podili se na antioxida¢ni obrané
a intracelularni regulaci a modulaci nervovych bunék. Neurodegenerativni onemocnéni mimo jiné souvisi
se poruchou hladiny stopovych prvkl v mozku v dusledku starnuti. Cilem této studie bylo detekovat
hladinu zinku (Zn), médi (Cu), zeleza (Fe), selenu (Se), a chromu (Cr), v mozku potkanti 1écenych i. m.
vinkaminem a bez n¢j. Vinkamin snizil koncentraci vSech danych prvkid, u Fe se hladina redukovala

o vice nez 50 % [39].
3.2.9 Ginkgolid B
(Ginkgo biloba, Ginkgoaceae) antioxidant, glikosid, v terapeutické praxi bézné vyuzivan.

3.2.10 Kurkumin

-----

flavonoid zlepSuje kognitivni funkce u pacientd s AD, schopnost inhibice aktivity AP-1, transkripéniho

faktoru, ktery se podili na expresi amyloidu [40].

3.2.11 o-Mangostin

(Garcinia mangostana, Clusiaceae), xanthon, flavonoid, silnd antioxidant, zabratiuje shlukovani a vznik
depozit B-amyloidu [41].
A mnoho dal$ich jako jsou inhibitory propylendopeptidasy, vasodilata¢ni latky, latky modifikujici

zanét, stimulatory nikotinovych receptord, M; antagonisté muskarinu aj.
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3.3 Vybrané rostlinné taxony

3.3.1 Euonymus europaeus L.

brslen evropsky (Celastraceae)

Obrazek €. 4: Plody brslenu evropského [91]

Opadavy zeleny kef, listy jednoduché, kopinaté, plodem je tobolka. VSechny casti rostliny vykazuji
toxicitu, zejména plody. Cervena semena charakterizuji oranzovy misek [42]. Semena obsahuji alkaloidy
a kardioaktivni glykosidy ruznych struktur. Hlavni zastoupeni maji seskviterpeny — majoritni je alkaloid
evonin izolovan ze semen, dalSimi jsou deoxyevonin, isoevonin, evozin, evolin, evomin aj. Nové byly
izolovany makrolidy frangulin, frangamin, frangufolin a alkaloid 1- benzyltetrahydroisochinolové
struktury armepavin znamy jako alkaloid D. Tyto nové latky podléhaji chemotaxonomickému zajmu.
Listy rostliny obsahuji alkaloidy kofein a theofylin, teobromin byl izolovan ze semen [43, 44, 45, 46, 47,
48, 49].
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3.3.2 Evolvulus alsinoides (L.) L.

vyvinutec kufimorovy (Convolvulaceae)

Obrazek €. 5: Kvéty vyvinutce kurimorového [92]

Synonymum: Convulvulus alsinoides; Dwarf Morning Glory

Kvetouci bylina, stonky jsou 20-70 cm dlouhé, nebyvaji propletené. Obvykle velmi silné pokryta jemnym
bilymi chloupky po celém téle. Listy kopinaté az vej¢ité, vrchol je tupy s malym. Kvéty jsou svétle modré
nebo téméf bilé, 6 - 8§ mm v priméru. Plodem je tobolka, obvykle obsahuje 4 semena. Obsahové latky:
alkaloidy (betain, Sankapuspin, evolvin, skopolin, skopoletin aj.), steroly, tfisloviny, fenolické slouc¢eniny
atd.
v tradi¢ni medicin€ Ayurveda v celé vychodni Asii [49].

V poslednich letech probé€ly klinické studie, které potvrdily jeho pozitivni u€inek na kognitivni
funkce. Jako silny antioxidant (anti-ROS aktivita) a nootropikum se jevi jako slibny kandidat pti 1é¢be

neurodegenerativnich chorob nejen u AD [50, 51, 52].
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3.3.3 Flueggea suffruticosa (Pall.) Baill.

tvrdodiev kiovity (Phyllanthaceae)

......

Obrazek €. 6: Plody tvrdodievu kiovitého [93]

synonymum: Securinega suffruticosa (Pall.) Rehder

Opadava dievina, vétve tenké, listy jednoduché, kvéty malé, zelenkavé. Koruna chybi. Kalich poskladan
z péti listkli. Semenik svrchni, obsahuje 3 srostlé plodolisty. Plodem je tobolka kulovitého tvaru. Tradi¢ni
kei Vychodni Asie. V CR péstovana jen ojedinéle jako soucast parkid. Latinské pojmenovani podle
vlastnosti dfeva: securis (sekera) a nego (odporuji) [76].

V tradi¢ni ¢inské medicin€ je zatfazen mezi 50 zakladnich lécivych bylin. Pouziva se k terapii
impotence, rizného druhu ochrnuti, dusevnich poruch a jako antirevmatikum [77].
Tento terapeuticky potencial zalozen na pfitomnosti alkaloidi strukturné odvozeny od indolizidinu.
Predstavitelem je securinin. Velmi pozitivni az prekvapivé vysledky byly pozorovany u pacient trpicich
amyotrofickou lateralni skler6zou, kdy doslo k vyraznému zlepSeni mozkovych funkei. Tento efekt by
mohl pomoci i pii dalSich neurodegenerativnich onemocnéni véetné AD [78, 79]. Mezi jeho dalsi
detekované ucinky patii: stimulace aktivity makrofagli (moznost fizeni infekce), antikarcinogenni, kdy
doslo k poklesu vyskytu metastaz u kolorektalniho karcinomu (autofagie a apoptéza rakovinotvornych
bungk) [80, 81, 82].

Sekurinin se jevi jako velmi perspektivni latka a je soucasti mnoho klinickych studii.
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3.3.4 Fritillaria imperialis L.

komonka kralovska (Liliaceae)

Obrazek €. 7: Kvétenstvi komonky kralovské [94]

Vytrvala rostlina ptivodem z orientu. Velké zvoncovité kvéty oranzové az ¢ervené, vzacné zluté, tvorici
okolik, lodyha ptima az 1 m vysoka, ve stiedni ¢asti husté olisténa, poté zcela hola, nad kvétenstvim
vytvaii mnoholisty chochol. Listy podlouhlé az 15 cm dlouhé. Cibule asi 6 cm velka [42]. Pro obsah
steroidnich alkaloidt jedovata. Nejvyznamnéjsi alkaloidy jsou imperialin, impericin a forticin izolovany
z cibule rostliny, u niz byl zji$tén inhibi¢ni efekt vii¢éi AChE i BuChE. Imperialin se navic prokazal jako
selektivni antagonista receptoru M.

V soucasnosti Fritillaria neni farmaceuticky vyuzivana, ale u¢inky alkaloidi jsou nadale

zkoumany [53, 54, 55].
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3.3.5 Laurus nobilis L.

vaviin uslechtily (Lauraceae)

Vzdyzelena dievina. Listy jsou lesklé, stiidavé, podlouhlé. Znamy jako kofeni bobkovy list. Plodem je
bobule. Charakteristickym sekundarnim metabolitem je silice [42].

V lidovém lécitelstvi jsou listy vyuzivany ke zlepSeni koncentrace a jako antirevmatikum.

Vroce 2010 probehla studie, kterd testovala neuroprotektivni Gcinky spirafolidu, slouceniny
izolované z listl rostliny, proti dopamin (DA) indukované apoptoze v lidskych neuroblastomech SH —
SY5Y bungk. Doslo k poklesu intracelularni hladiny volnych kyslikovych radikald. Tyto reaktivni formy
kysliku jsou dulezitymi mediatory v mnoha neurodegenerativnich onemocnéni, véetné Alzheimerovy
a Parkinsonovy choroby. Tyto vysledky ukazuji, ze spirafolid ma neuroprotektivni ucinky proti DA
toxicité a mohou ptispét k terapii neurodegenerativnich chorob [56].

Neuroprotektivni a antiamyloidogenni aktivita vyuzitelné v ovlivnéni AD byla sledovana

u flavonoidu v listech vaviinu [ 95].

3.3.6 Lycopodium clavatum L.

plavun vidlacka (Lycopodiaceae)

r = J
i
Pl

© Jus=f Dorrzl

Obrazek €. 8: Habitus plavuné vidlacky [ 96]
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Chranéna stale zelena vytrusna rostlina, rozSifena po celém svété mimo Stfedomoiskych oblasti. Lodyha
plaziva i pfes 1 m dlouhd, vidli¢naté rozvétvena. V dolni Casti lodyhy husté olisténa v horni fid¢eji. Listy
jsou drobné, jehlicovité, kopinaté, zakonCeny bé&lavou vlaskovitou osinkou. Vytrusnice, v niz vznikaji
drobné vytrusy (Sporae lycopodii), nesou obvykle dva stopkovité, dlouhé protahlé klasy.

Spory obsahuji vysoké procento mastného oleje, dale pryskyfici, stopy alkaloidd, sporonin, —
polymerni terpen, zplsobujici nesmocitenost rostliny [57], odtud vznik nazvu plavun. Dalsi alkaloidy
jsou: lykopodin, klavatin, klavatoxin, lykoflexin, lykoklavin [58, 59, 60].

Lykopodiové alkaloidy se déli na 4 hlavni skupiny: lykopodinovou, lykodinovou,
fawcettiminovou a smiSenou [62]. Mezi lykodinové alkaloidy patii i huperzin A [63].

V lidovém léc¢itelstvi se uzivaji hlavné vytrusy ve formé prasku a odvaru per os pfi onemocnéni
jater, urogenitalniho aparatu, zevné ve form¢ zasypu v terapii koznich chorob jako adstringens,
antiglogistikum. Nat' se pro svou toxicitu uziva zejména zevné, per os jen v omezeném mnozstvi,

napf. pii astmatu ¢i nadorovych onemocnéni [61].

3.3.7 Magnolia officinalis Rehder & E.H.Wilson

Sacholan Iékatsky (Magnoliaceae)

Opadavy strom dortstajici az 20 m. Kvéty vyrazné, jednotlivé, bilé az 15 cm velké, silné aromatické.

Listy jsou vejcitého tvaru, hladkeé leskleé.

U nés péstovan jako okrasna dfevina, v Ciné a Japonsku jako souéast tradiéni i oficialni mediciny pro své
glykosidy, tfisloviny a vonné silice [42].

Charakteristickymi metabolity jsou derivaty fenolu odvozené z bifenylu. Nejvetsi podil alkaloidi
obsahuje kiira. U alkaloidii iriodeninu, anonainu, roemerinu, lysikaminu, magnoflorinu a magnokurarinu
byla potvrzena inhibi¢ni aktivita vac¢i o-glykosidase. Nejvyssi aktivitu vykazovali anonain
a magnokurarin. Tyto alkaloidy by mohly byt pouzity jako inhibitory a-glykosidasy v 1écbé diabetu [64,
65].

V roce 2012 se uskute¢nila studie vlivu obsahovych latek Magnolia officinalis na pamétové
dysfunkce a amyloidogenezi v transgennim mysim modelu AD. Ukazalo se, Ze ethanolovy extrakt

M. officinalis u¢inn¢ zabranil zhorSeni paméti pres down-regulaci B-sekretasy [66].
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3.3.8 Papaver orientale L.

mak vychodni (Papaveraceae)

Mak vychodni patti mezi tzv. thebainové maky nevytvarejici morfin.

Vytrvala rostlina s mlé¢nicemi, kvéty jednotlivé, oranzoveé zbarvené. Semenik tvofi pouzdro. Celé
télo pokryvaji $tétiny. Plodem je tobolka s mnoha semeny, jez obsahuji znacné mnozstvi oleje [42].
Hlavni alkaloidy nalezi do isochinolinové skupiny (oripavin, thebain, orientalidin, brakteolin, alpinigenin,
salutaridin aj.) [67]. Thebain vykazuje velmi nizky anticholinesterasovy i analgeticky ucinek. Proto se
s nim v terapeutické praxi nepo¢ita.

Diky absenci morfinu a tedy znemoznéni zneuziti opia, se thebainové maky dostavaji do poptedi
zajmu farmaceutického primyslu. Thebain lze wvyuzit jako vychozi surovinu pro pfipravu
polosyntetickych opioidnich analgetik a tak se stdva velmi zadanou substanci. Nejnovéjsi studie jsou
zaméfeny 1 na alkaloid oripavin a nové detekovany oripavidin nachazejici se v latexu i kvétech Papaver

orientale L., jako dalsi zdroje opioidnich analgetik.

Obrazek ¢. 9: Thebain Obrazek ¢. 10: Oripavin

3.3.9 Papaver somniferum L.

maék sety (Papaveraceae)

Jednoleta az 1,5 m vysoka rostlina, stonek zelenomodie zbarven. Listy jsou zubaté, zvinéné, podlouhlé.
Kvéty jednotlivé, barevné rozmanité, oboupohlavné. Kalistni listky opadavé, korunni uspofadany ve dvou
kruzich. Blizna ptisedla k pestiku. Semenik ze dvou a vice plodolisti. Plodem je tobolka. Semena bohata
na olej. Velky pocet tyCinek [42]. Vyuzivan v potravinaiském (odridy s vysokym obsahem oleje
v semenech a min. obsahem morfinu) a farmaceutickém primyslu. Celé bylina je protkana cévnimi
svazky s mlé¢nicemi, produkujici mlé¢nou tekutinu — latex. Nejvice mléénic se nachazi v praveé tobolkach

neboli jinak fedeno v makovicich. Latex obsahuje fadu latek a sekundarnich metabolitd rozmanitych
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chemickych struktur, kdy nejvyznamnéjsi skupinou jsou alkaloidy odvozeny od isochinolinového
heterocyklu. Tento soubor alkaloidi je oznagen jako opium (laudanum) [69]. V Ceském lékopise 2009
uvadén Opium crutum a opii pulvis normatum jako surovina.

Opium bylo vyuzivano odnepaméti. Terapeuticky jako silné analgetikum k tiSeni nesnesitelnych
bolesti, ale také jako droga vyvolavajici euforii a tézkou zavislost bez znalosti obsahovych latek.
Do soucasnosti bylo identifikovano vice nez 50 riiznych alkaloidd tvofici opium. Jako prvni byl objeven
v 19. stoleti morfin, jeho chemicka struktura byla zcela popséna az v roce 1952.

Mezi dal§i jiz znamé alkaloidy patfi: kodein, tebain, neopin, pseudomorfin, oripavin
(morfinanovy typ), papaverin, retikulin, laudanin, noskapin, laudanosin (benzylisochinolinovy typ),
berberin (berberinovy typ), somniferin (protoberberinovy typ), protopin, kryptopin (protopinovy typ),
narkotin (ftalidisochinolinovy typ), magnoflorin, luciferin (aporfinovy typ) a mnoho dal§ich napf.
rhoedin, kodamin, braktein aj. [70]. Obsah alkaloidii v makovicich se méni béhem dne - nejvice rano
a procentualni obsah specifickych alkaloidd je zavisly i na poddruhu maku. Existuji dva postupy
ziskavani opia. Z nezralych makovic, které se cilené nafezavaji a roni bily latex, ktery se po zaschnuti
a zhnédnuti sbira [71]. U nas se vyuziva tzv. makovina (makovice se stonkem, stonek pod tobolkou
do 15 cm dlouhy) nebo tzv. makova slama (celé rostliny kromé kofenti a semen) [72].

Majoritni zastupci v opiu: Morfin — anodynum, do soucastnosti nejsilnéjsi rostlinné analgetikum.
Schopnost imitace aktivace descendentni nociceptni soustavy uvolilujici endogenni opioidy, ty spole¢né
s morfinem inhibuji neurotransmiter bolesti (substanci P) a nasledné zabranuji pienos impulzu bolesti.
V praxi k terapii silné az nesnesitelné bolesti. Zneuzivan k vyrobé nelegalnich navykovych latek napt.
heroin.

Opium, izolované alkaloidy (morfin, thebain, kodein), péstovani maku setého i manipulace

s makovinou je oSetfeno zakonem €. 167/1998 Sb., o navykovych latkach.

Obrazek €. 11: Morfin

28



Kodein — vznika metylaci morfinu, mnohem slabsi analgeticky i navykovy efekt na organismus. V praxi
pouzivan hlavn¢ jako antitusikum a k tiSeni mirné az stfedni bolesti, vétS$inou v kombinaci s analgetikem

neoplodni povahy [73].

e

HOY™
Obrazek ¢. 12: Thebain

Tebain — prekursor morfinu, mozna vychozi surovina pro zisk polysyntetickych porodnich 1éCiv.

Papaverin — muskulotropni spasmolytikum s ,,chinidinovym* u¢inkem na myokard, na rozdil od morfinu
bez centralnich ucinkd. Mozné uplatnéni pii 1é€beé cerebralnich vasospasmi. Dnes ptipravovan synteticky

[74].

H,CO

H,CO
OCHs

OCH,

Obrazek ¢. 13: Papaverin

Narkotin — neboli noskapin, postrada analgeticky i narkoticky ucinek.
Tlumi centrum kasle, a proto je v nékterych zemi uzivan jako antitusikum. Pfi velmi nizkych davkach ma
excitacni vliv na dechové centrum, proto se doporucuje pacientiim, kterym je podavan morfin. Snizuje se

tak riziko atlumu dechu [75].

U papaverinu, berberinu, thebainu, narkotinu a dalSich alkaloidii isochinolinové struktury byla objevena
anticholinesterasova aktivita. Proto je i tento typ alkaloid podrobovan védeckému studiu a hledani nové

efektivni substance v boji s AD a jinymi neurodegenerativnimi chorobami.
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3.3.10 Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC.

femdihak plstnaty (Rubiaceae)

Obrazek €. 14: Zahnuté trny na bazi listi vilkakory [ 97]

Synonyma: Vilkakora; Koci¢i drap, Ufia de Gato
Popinava rostlina Amazonie a stfedoamerickych deStnych pralest. Listy vejcovité, celistvé. Kvéty
mnohocetné oranzoveé zbarvené. Pod kazdym parem listl rostou trny ve tvaru drapu, které umoziuji
pevnéji obepinat jiné rostliny. Stonek zdievnatély. Pro své nevidané lécebné ucinky byla Inky
povazovana za svatou bylinu. Jeji popularita je dnes celosvétova. Druh obsahuje ptiblizné 60 terapeuticky
vyznamnych latek, které jsou v riznych fazich biochemickych a l¢kafskych vyzkumt nejen v Peru [83].

Mezi hlavni zastupce jsou indolové alkaloidy obsazeny majoritné v kulfe (pteropodin,
isopteropodin, neopterin, mirtafylin, isopteropodin, speciophyllin, rhynchofylin aj.)

U pteropodinu byly potvrzeny antioxidacni, protizanétlivé, cytotoxické, antimutagenni
a imunomodulacni u¢inky [84, 85, 86, 87], dale se jevi jako modulator muskarinového receptoru M,
a SHT2 receptor pro serotonin [88]. Klinické studie in vivo tak in vitro potvrdily schopnost téchto
indolovych alkaloidi inhibovat proliferaci nadorovych bunék nékterych typt tumorG a inhibovat
nezadouci aktivitu lymfocyti u pacientd s HIV [89, 90].

Pentacyklicky oxindolovy alkaloid vilkakory se vaze na B-amyloid 1-40 a tim by mohl snizit

agregaci tohoto proteinu a zaroven jeho toxicitu v ramci patofyziologie AD [ 98].
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Specificky extrakt vilkakory (jednou shlavnich obsahovych latek byl identifikovan proantokyanidin B2)
ma schopnost pfedchazet formaci filment t-proteinu (a tim tvorb&é neurondlnich klubek) a agregace
B-amyloidu (1-42 a 1-40) do fibril; nebo oba typy filament a agregati desintegrovat. /n vivo extrakt
vyrazné snizil mnozstvi senilnich plakt a zlep$il kratkodobou pamét u transgennich mysi (model
londynské a Svédské mutace AD). Proantokyanidin B2 také snizuje zanétlivou reakci v mozku, které bylo
prokazano sniZzenim astrocytézy a glidozy u transgennich mys$i TASD-41. Zaroven byla na krysach
sledovana a potvrzena schopnost hlavnich obsahovych latek piekonat hematoencefalickou bariéru. Objev
téchto ucinkd vilkakory je pokladan za potencialni prilom pro ovlivnéni normalniho starnuti mozku

i zmén pii AD[ 99]
Uncaria tomentosa se v poslednich desitkach let stala jednou z nejvice zadanych rostlin svéta. Jeji

pouziti uz zdaleka neni jen v tradicni peruanské medicingé, dnes se dostavd do poptfedi i mediciny

oficialni.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a vybaveni

4.1.1 Rozpoustédla

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, p.a. (Penta); EtOH
Ethyl acetat, p.a. (Penta), EtOAc

Diethylether, p.a. (Penta); Et,O

Dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich), DMSO

Voda cisténa (Millipore)

4.1.2 Chemikalie

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Aldrich)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny, p.a. (Lachema)
5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina, > 98% (Sigma-Aldrich); DTNB
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a. (Lachema)
Dusi¢nan bismutity zasadity, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

Eserin (Sigma-Aldrich)

Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc.)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai’an zhonghui Plant Biochemical Co.)
Chlorid rtutnaty p. a. (Fisher Scientific, Pardubice)

Jodid draselny, p.a. (Penta)

Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Lachema)

Kyselina vinna, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

Uhli¢itan sodny bezvody, p.a. (RNDr. Jan Kulich, s.r.0.)

4.1.3 Pristroje a programy

Ptistroj pouzity pro stanoveni cholinesterasové inhibiéni aktivity Reader SynergyTM HT Multi-Detection

Microplate Reader (BioTek, USA)

Program GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA
Odstiedivka Avanti J-301 s rotorem JA-30.50 (Beckman Coulter, Brea, California, USA)
Odstiedivka Boeco U-32R (Boeco, Hamburg, Germany) s rotorem Hettich 1611 (Hettich, Tuttlingen,

Germany)

pH metr PHM 220 (Radiometer, Copenhagen, Denmark)
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4.1.4 Material

Jako zdroj AChE byla pouzita lidska erytrocytarni pouzdra. Jako zdroj BuChE byla pouzita lidska

plazma; méteni bylo provedeno v mikrotitranich destickach.

4.1.4.1 Pomocny material

Kiemelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma Aldrich, Praha)
Silikagel susici perly (Ing. Svec — Penta, Praha)
Siran sodny bezvody p. A. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na;SO4)

4.1.5 Detekéni ¢inidla

4.1.5.1 Dragendorffovo ¢inidlo

Zasobni roztok Dragendorffova cinidla byl pfipraven smichanim roztoku 1,7 g bazického dusi¢nanu
bismutitého ptidan¢ho do roztoku 20 g kyseliny vinné v 80 ml vody) a roztoku 32 g KI v 80 ml vody).
Vlastni detek¢ni €inidlo bylo ptipraveno pfidanim 50 ml roztoku 20% kyseliny vinné k 5 ml zasobniho

roztoku. Oba typy roztokl (zasobni a k posttiku) byly uchovavany v chladu pii 4 °C.

4.1.5.2 Mayerovo ¢inidlo

Mayerovo ¢inidlo bylo pfipraveno rozpusténim 5 g KI ve 30 ml vody a do vzniklého roztoku bylo
pridano 1,35 g chloridu rtutnatého v prasku. Vznikla srazenina byla michana, dokud nebyl roztok Ciry

a bezbarvy nebo svétle Zluté barvy. Cinidlo bylo uchovavano v chladu pti 4 °C.

4.1.6 Rostlinny material

Ovéfeni totoznosti rostlin a rostl. drog byla provadéna Prof. RNDr. Lubomirem Opletalem, CSc.
Dokladné vzorky drog jsou uloZeny pod piislusnym oznacenim na Katedfe farmaceutické botaniky

Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, UK.

Tabulka €. 1: Oznaceni, pivod a hmotnost jednotlivych rostlinnych drog pro screening

Oznaceni Rostlinna droga Misto sbéru/dodavatel Datum sbéru Hmotnost*

Papaver  somniferum - ZLR FaF -2 dny pfi 50 °C 08-07-08 47¢g
AL 14 .

nezralé tobolky
AL 15 Euonymus europeus - plod Velky Grunov 09-10-02 32¢
AL 25 Papaver orientale - list Lindava 08-07-06 8g
AL 35 Magnolia officinalis - listy Lindava 09-07-18 18g
AL 36 Lycopodium clavatum - nat’ Ridka Blana /Ole$nik 09-07-25 24¢g
AL 39 Laurus nobilis - list Lindava 09-09-03 33¢g
AL 49 Fritillaria imperialis - cibule  Lindava 10-04-25 13¢g
AL 103 Flueggea suffruticosa - nat’ Pragon 2008 4g
AL 107 Uncaria tomentosa - klira Oxalis 2006 46¢g
AL 197 Evolvulus alsinoides - nat’ Avicenna, Praha 01-10-12 102 g
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4.2 VSeobecné postupy

4.2.1 Destilace a odparovani

Pred pouzitim byla rozpoustédla (diethylether, ethanol, ethyl acetat) piedestilovana destilaci
podle tabelarni teploty varu ptecistovaného rozpoustédla. Nejprve byla zachycena prvni ¢ast destilatu
(vétsinou do 5 % celkového objemu; vétSinou vodny azeotrop), nésledné byl vydestilovan zbytek
rozpoustédla; ca 90 %. Rozpoustédla byla uloZzena do hnédych sklenénych nadob.

Odparovani bylo provadéno na vakuové odparce Biichi Rotavapor R 114 s vodni lazni Biichi Waterbath
B-480 pfti ca 40 °C za snizeného tlaku nebo na vodni lazni pii teploté¢ 90-100 °C za odfoukavani par

vzduchovacim motorkem.

4.2.2 Filtrace

Pro zékladni filtraci sumarnich ethanolovych extraktii drog byl pouzivan vlizelin, ktery byl slozeny
v nalevce; pro naslednou filtraci spojenych sumarnich extrakti nebo okyselenych extraktti byl pouzit
elucni sloupec s vatou a s ca 3cm vrstvou kiemeliny.

Po suseni alkaloidnich roztoki siranem sodnym bezvodym byly suspenze filtrovany ptes filtracni papir.

4.2.3 Priprava sumarnich a alkaloidnich extrakti rostlinnych drog

Ptiprava ethanolového sumarniho extraktu rostlinné ¢asti byla zajisténa 30min varem na vodni 1azni pod
zpétnym chladicem 95% ethanolem v poméru 9:1 (v/w). Po dekantaci a filtraci byl rost. vzorek vracen
zpét do banky pro opakovanou extrakci. Ziskané ethanolové extrakty byly spojeny, prefiltrovany
a ethanol odpaten na vakuové odparce za snizen¢ho tlaku. K zahu$ténému extraktu bylo pfidana 5% HCI
a voda, v mnozstvi nutné pro dosazeni pH 1. Tato smeés byla opét zfiltrovana a vznikly roztok extrahovan
EtO (2x objemem 1:3 vi¢i V vytiepavaného roztoku) pro odstranéni tuki a lipofilnich latek
nealkaloidniho typu. Et;O vytfepky byly zkontrolovany na pfitomnost alkaloidii zakoncentrovanim
malého mnozstvi Et;O vytfepku, aplikaci na TLC desku a detekci Dragendorffovym ¢inidlem. Vodny
roztok byl dale alkalizovan 10% Na,COs na pH 9-10 a extrahovan EtOAc 3x objemem 1:3 viéi V
vyttepavaného roztoku. Spojené EtOAc roztoky byly vysuSeny piidanim bezvodého Na SO, nasledné

(po 1 h suseni) zfiltrovany a odpafeny za sniZzeného tlaku.

4.2.4 Stanoveni inhibi¢ni aktivity alkaloidi viici cholinesterasam

Me¢feni byla provedena pii teplot¢ 37 °C v prosttedi fosfatového pufru (pH 7,4) pfi A = 436 nm

v mikrotitra¢nich desti¢kach.

4.2.4.1 Ptiprava zdroht lidskych cholinesteras
Erytrocytarni pouzdra (zdroj AChE) byla pfipravena z Cerstvé odebrané lidské krve, ke které byl pfidan
roztok citratu sodné¢ho (1 ml citratu sodného na 10 ml krve) podle lehce upravené metody Stecka a Kanta.
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Plazma (zdroj HuBuChE) byla oddé¢lena z krve centrifugaci pii rychlosti 4000 ot./min za pouziti
centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byly pfemistény do 50ml zkumavek a 3x
promyvany SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM NaCl (12 000 ot./min., Avanti J-301,
rotor JA-30.50). Promyté ¢ervené krvinky byly smiseny s SmM fosfatovym pufrem (pH 7,4) a 10 min
michany, ¢imz doslo k jejich Iyze. Potom byly centrifugovany rychlosti 20 000 ot./min a odseparovana

pouzdra byla 3x promyvana fosfatovym pufrem.

4.2.42  Stanoveni cholinesterasové inhibicni aktivity

Pro stanoveni hodnoty ICso (koncentrace potfebna pro 50% inhibici enzymu) byla pouZita upravena
Ellmanova spektrofotometrickda metoda s pouzitim DTNB. Jako substraty byly pouzity acetyl-
a burylestery thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin a piislusnou kyselinu.
Stanovovana je thiolova skupina thiocholinu, kdy po vazbé na DTNB vznika Zluty produkt, ktery je
stanoven spektrofotometricky pii vinové délce 436 nm. Sledovan byl nardst absorbance A za 1 min.
Hodnoty ICsy byly pocitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity HUAChE nebo HuBuChE nelinearni
regresi v programu GraphPaD Prism. Vysledky byly porovnany s hodnotami ICs standardnich inhibitord
cholinesteras: galanthamin (ICso fuache = 1,71 £ 0,065 uM, 1Cso musuche = 42,30 + 1,30 uM), huperzin A
(ICs0 muache = 0,033 £+ 0,001 uM, ICso nuuche >1000 uM), eserinem (ICso nuache = 0,063 £ 0,001 pM,
ICs0 musuche = 0,130 = 0,004 uM). I (inhibice) byla pocitana podle vzorce:

AdAR

%1 = 100 — (lﬂD X E
B

AAg; = narust A slepého vzorku ("blank"); AAs. = narast A vzorku ("sample").
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5 VYSLEDKY

V nize uvedené tabulce ¢. 2 jsou uvedeny hodnoty ICsy vici lidskym cholinesterasam EtOH (sumarnich)
a EtOAc (alkaloidnich) extraktii studovanych rostlinnych drog. Rovnéz je mozné provnaty grafy ziskané
ze stanoveni aktivity vyjadtujici pokles A pfi riznych koncentracich extrakti.

Pro porovnani aktivity jsou v tabulce uvedeny hodnoty ICso znamych IChE, a to jednotkach pM i v ug/ml

pro snadnéjsi porovnani aktivity.
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Tabulka €. 2: Inhibi¢ni aktivita extrakti rostlinnych drog viici lidskym cholinesterasam

EtOAc

EtOH
Ozn. R.d. ICsp pg/ml
HuAChE HuBuChE HuAChE HuBuChE
AL 49 161,5 65,41 102,0

Fritillaria imperialis - cibule

Graf

Fritillaria imperialis - cibule

3 2 -
log koncentrace [mg/ml]

HUAChE (EtOH)
HuBuChE (EtOH)
HUAChE (EtOAc)
HuBuChE (EtOAc)
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Magnolia officinalis - list

100+ —+ HUAChE (EtOH)
—e— HuBUChE (EtOH)
—+— HUAChE (EtOAc)

g
2
S
§ 3 ——  HuBuChE (EtOAc)
AL 35 S >250 >250 > 250 61,81 §
s g
g
S
0 I 1 ) 1
-4 -3 -2 -1 0
log koncentrace [mg/ml]
EtOH EtOAc
Ozn. R.d. ICso pg/ml Graf
HuAChE HuBuChE HuAChE HuBuChE
Papaver orientale - list
—.  HUAChE (EtOH)
—«—  HuBUChE (EtOH)
—+—  HUAChE (EtOAc)
——  HuBUChE (EtOAc)
AL 25 > 250 > 250 195,00

Papaver orientale - list

1 T
-5 -4 -3 =2 -1 0
log koncentrace [mg/ml]
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Lycopodium clavatum - nat

100 . HUAChE (EtOH)
—«_ HuBUChE (EtOH)
% 80
g .~ HUAChE (EtOAc)
IS 3 60+ ——  HuBUChE (EtOAc)
3 S
S S 40 z
AL36 T >250 > 250 > 250 > 250 -
s N /
ey -
N 0 e lﬁ—-_r—_ » a— T 1
Y -4 -3 -2 -1 0
E\ log koncentrace [mg/mi]
EtOH EtOAc
Ozn. R.d. ICso png/ml Graf

HuAChE HuBuChE HuAChE HuBuChE
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Laurus nobilis - list

100+ ——  HUAChE (EtOH)
% - —+—  HuBUChE (EtOH)
2 < HUAChE (EtOAc)
AL39 §  >250  >250  >250  >250 g HUBUCHE (EtOAC)
X
g g
N
=
S
~
0 T T T 1
-4 -3 -2 -1 0
log koncentrace [mg/ml]
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. 100+ . HUAChE (EtOH)
§ - —«— HuBUChE (EtOH)
: HUAChE (EtOAc)
2 g
i) s —e— HuBuChE (EtOAc)
<
AL107 & >250 > 250 > 250 154,7 =
8 Q.
=
N
S
S
b 0 T EET — T 1
-4 8 .. -1 0
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Flueggea suffruticosa - nat

. 100+ —— HUAChE (EtOH)
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S —*—  HUAChE (EtOAc)
z g
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Euonymus europeus - plod
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ICso pg/ml
HuAChE HuBuChE HuAChE HuBuChE

> 5 4
;; Papaver somniferum - nezralé tobolky
3
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Oranzové jsou oznaceny vyznamné hodnoty ICso > 20 ng/ml

Tabulka ¢. 3: Inhibi¢ni aktivita standardua vici lidskym cholinesterasam

Litka ICso nM ICso ng/ml

HuAChE HuBuChE HuAChE HuAChE
Eserin 0,063 0,13 0,017+0,001 0,036+0,001
Huperzin A 0,033 >1000 0,008+0,001 >1000
Galanthamin 1,714 42,03 0,491+0,019 12,155+0,374
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6 DISKUZE

Vyznamna aktivita byla sledovane pouze vii¢ci HuBuChE u dvou rostlinnych drog.

Listy Papaver orientale je mozné povazovat za zdroj potencialnich inhibitordt HuBuChE
s hodnotami ICso < 10 pug/ml. Na rozdilu v aktivitich vi¢i HuBuChE mezi ethanolovym a ethyl
acetatovym extraktem Ize vidét, Ze za sledovanou aktivitou budou patrné odpovédné alkaloidy.
extraktd Papaver orientale, se kterymi by mohly vysledky porovnany.

Fritillaria imperialis — cibule — je patrné, ze ptipravou alkaloidniho ethyl acetatového extraktu
dochazi ke zvySeni aktivity, tfebaze neni natolik vyznamnd u HuAChE ICsoron = 161,5 pg/ml
— ICsoroac = 65,41 pg/ml jako u HuBuChE ICso eion = 102,0 pg/ml — 1Cso groac = 11,39 pg/ml. Z cibuli
Fritillaria imperialis byly jiz dfive izolovany steroidni alkaloidy s vyznamnou aktivitou vi¢i BuChE
(Impericin, Delavin, Persikanidin A s hodnotami ICsp < 10 uM), nicméné tato aktivita byla stanovena
vici BuChE z koiiské plazmy [ 100].

Mezi alkaloidni extrakty s ICso < 100 pg/ml vi¢i HuBuche patii jesté Magnolia officinalis — listy.
V jiném druhu $acholanu — Magnolia x soulangeana byl nalezen alkaloid taspin s vyraznou inhibi¢ni
aktivitou vii¢i AChE s hodnotou ICsp = 0.33 + 0.07 uM, nicméné i alkaloidni extrakt listli této péstované
odridy mél vyznamné niz§i hodnotu ICsy 7,81 + 1,22 ug/ml nez extrakt listt Sacholanu lékaiského v této
praci, nicméné ve zminéné studii byla pouzita AChE z elektrického tthote [101].

Extrakty nati Flueggea suffruticosa, plodi Euonymus europeus, listt Laurus nobilis, nati
Lycopodium clavatum, nati Evolvulus alsinoides, nezralych tobolek Papaver somniferum a kiry Uncaria
tomentosa nelze pokladat za vyznamné aktivni vaéi lidskym cholinesterasam ICso > 100 ug/ml, byt
mohou obsahové latky mit jiné neuroprotektivni G¢inky.

Anticholinesterasova aktivita latek ¢&i extrakti Fuonymus europeus, Flueggea suffruticosa
a Uncaria tomentosa dosud publikovéana nebyla.

Rizné extrakty Evolvulus alsinoides (ziskané maceraci v: n-hexanu, chloroformu, ethyl acetatu,
methanolu a vode) jiz byly zkoumany z pohledu aktivity vi¢i AChE a tyto extrakty byly pomérné
vyrazné aktivni ICso < 10 pg/ml, nicméné postup extrakce byl odlisny (nejen pouzitymi rozpoustédly,
ale i postupem extrakce ¢i zdrojem AChE pro stanoveni aktivity — elektricky thot) [102].

Nevyznamna inhibicni aktivita extraktd listt vaviinu vici AChE byla jiz dtive sledovana, coz je
v souladu s nyn&jSimi vysledky [103].

V nati plavuné vidlacky byl diive objeven kromé Huperzinu A jest¢ dalsi silny inhibitor AChE —
terpenoid a-onocerin [104], nicméné v této studii byl sumarni i alkaloidni extrakt bez vyrazné aktivity
vuci cholinesterasam.

Zanedbatelna aktivita rdznych extraktG (vodny, methanolovy, ethyl acetatovy) Papaver

somniferum byla sledovana jiz diive a nyné&jsi vysledky jsou v souladu s jiz publikovanymi [105].

44



10.

11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.

22.

7 LITERATURA

Minatik, J.: Farmakognosie, str. 384, Avicenum, 1. vyd., Praha 1979.

Lincova, D., Farghali, H., et al.: Zdkladni a aplikovand farmakologie, str. 144, Galén, 2. vyd.,
Praha 2007.

Jirak, R., Obenberger J., Preiss M.: Alzheimerova choroba. Maxdorf, Praha 1998.

http://www.alz.co.uk/research/world-report-2013, stazeno 22. Biezna 2014.

Holmerova, I.: MozZnosti prevence kognitivni poruchy a demence. Practicus. 4,

21-22,2011.

Lillmann, H., Mohr, K., Ziegler, A.: Atlas farmakologie, str. 184, Grada Publ., 1. vyd.,

Praha 1994.

Marek, J. a kol.: Farmakoterapie vnitrnich nemoci, str. 641, Grada Publ., 3. vyd., Praha 2005.
Perry, T. L., Hansen, S., Kloster, M.: Huntigton’s chorea: deficiency of gamma aminobutiric acid
in brain. New Engl. J. Med. 288, 337-342, 1973.

Rektorova, 1., Rektor, 1. a kol.: Centralni poruchy hybnosti v praxi, str. 21-70, Triton 2003.

Saudou, F., Finkbeiner, S., Devys, D. et al.: Huntigtin acts in the nucleus to induse apoptosis but
death does not correlate with the formation of intranuclear inclusions. Cell. 95, 55-66, 1998.
Spokes, E. G. S.: Neurochemical alterations in Huntigton’s chorea. A study of post mortem brain
tissue. Brain. 103, 179-210, 1980.

Moravcova, J.: Biologicky aktivni piirodni latky, str. 108, VSCHT, Praha, 2006.

Chin, Y. W., Balunas, M. J., Chai, H. B., Kinghorn, A. D.: Drug Discovery From Natural

Sources. AAPS J. &, 239 (2006).

Koulik, F., Jirdk, R.: Alzheimerove nemoc a dalsi demence. 1. vyd. Grada Publ., Praha 1998.
http://www.medical-academy.cz/cla/revue_1_2004.pdf

Jirak, R.: Farmakoterapie demenci. Prakt. Iékarenstvi. 4 (6), 286290, 2008.

http://www.healingwell.com/library/alzheimers/info2.asp

http://www.lf2.cuni.cz/info2lf/ustavy/nkd/pred/demence.pd

Jirak, R.: Kongitivni farmakoterapie Alzheimerovy choroby: Soucasny stav a vyhlidky do blizké
budoucnosti. Farmakoterapie 6, 604—609, 2005.

Tilser, I.: LécCba demenci (antidemecia, kognitiva) 2008. Pfednasky z farmakologie,
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Hradec Kralové 1. 10. 2008.

Amyloidni protein. Amyloidni prekurzorovy protein. online cit. 2011-5-2.

Dostupné z: http://www.zbynekmlcoch.cz/inc_medic/amyloidni protein.doc.

Jirdk, R.: Farmakoterapie Alzheimerovy choroby. Klinick4d farmakologie a farmacie 18, 212—

214, (2004).

45


http://www.alz.co.uk/research/world-report-2013
http://www.medical-academy.cz/cla/revue_1_2004.pdf
http://www.healingwell.com/library/alzheimers/info2.asp
http://www.lf2.cuni.cz/info2lf/ustavy/nkd/pred/demence.pd

23.

24.

25.
26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Jirak, R.: Soucasné trendy v kongitivni farmakoterapii Alzheimerovy choroby. Neurologie pro
praxi 2, 101-105, (2004).

Zhang, R. W., Tang X. C., Han, Y. Y., Sang, G. W., Zhang, Y. D., Ma, X. Y.: Acta Pharmacol.
Sin. 250 (1991)

Pydychova, E.: Alzheimerova nemoc. Solutio 2000/2003, 21-28, (2002).

Patocka, J.: Semagacestat — nova cesta v terapii Alzheimerovy nemoci. Psychiatrie 13(1), 15-17,
(2009).

Cibickova, L., Palic¢ka, V.: Alzheimerova choroba, cholesterol a apolipoprotein E — nové
souvislosti. Klin. Biochem. Metab. 13(34), 127-130, (2005).

Patocka, J.: Jak miZe toxikologicky vyzkum mravencti nebo Zab prospét psychiatrii? Psychiatrie
4(4), (2000).

Opletal, L., Opletalova, V.; SouCasné uplatnéni nékterych ptirodnich latek v terapii demenci
Alzheimerova typu; Sbornik abstraktli z 34. konference: Syntéza a analyza 1éCiv; Brno 12-14.9.
2005, 26, 2005.

Rogers, S. L., Farlow M. R., Doody R. S., Mohs R., Friedhoff L. T.: Neurology 50, 136-145,
(1998).

Wang, R., Tang, X. C.: Neurosignals /4, 71, (2005).

Martin J., Krskova Z., Dusek J.: Huperzin A a jiné pfirodni latky v 1é¢bé Alzheimerovy nemoci.
Praktické 1ékarenstvi 2011, 7(1), 39-41, (2011).

Lopes, C., Monteiro, E., Maier, J. A; Rogerio da Silva, M., Regasini, L. O., Simote S.Y., Lopes,
N. P., Pirani, J. R., Vanderlan da Silva, B., Young, M. C. M.: Alkaloids from stems of
Esenbeckia leiocarpa Engl. (Rutaceae) as potential treatment for Alzheimer disease. Molecules
15,9205-9213, (2010).

Cahlikova L., Opletal L., Kurfurst M., Macakova K., Kulhankova A., Host'alkova A.:
Acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory compounds from Chelidonium majus
(Papaveraceae). Natural Product Communications, 5(11), 1751-1754, (2010).

Xu, D., Zhou, Ch.: Antioxidative effects of berberine pre-treatment on hydrogen peroxide-
induced PC12 cell toxicity. Neural Regeneration Research, 5(18), 1391-1395, (2010).
Skoumalova, A.: Periferni markery oxida¢niho stresu u Alzheimerovy choroby. K/in.

Biochem. Metab., 19 (40), 218-222, (2011).

Hung, T M., Nguyen H. D., Kim, J. Ch., Jang, Han-Su., Ryoo, Sung-Woo., Lee, J. H., Choi, J.
S., Bae, K. H., Min, B.: Alkaloids from roots of Stephania rotunda and their cholinesterase
inhibitory aktivity. Plant. Med., 76(15), 1762-1764, (2010).

Pereira, D. M., Ferreres, F., Oliviera, J. M. A., Gaspar, L., Faria, J., Valentao, P., Sottomayor,
M., Andrade, P. B.: Pharmacological effects of Catharanthus roseus root alkaloids in
acetylcholinesterase inhibition and cholinergic neurotransmission. Phytomedicine, 17(8-9), 646-

652, (2010).
46



39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Fayed, Abdel-Hasseb A.: Brain Trace Element Concentration of Rats Treated with the Plant
Alkaloid, Vincamine. Biological Trace Element Research 136(3), 314-319, (2010).

Kim GY, Kim KH, Lee SH, Yoon MS, Lee HJ, Moon DO. Curcumin inhibits
immunostimulatory function of dendritic cells: MAPKs and translocation of NF-B as potential
targets. J Immunol. 2005; 174:8116-24. [PubMed]

Wang, Y., Xia Z., Xu J. R., Wang, Y. X., Hou L. N., Qiu, Y., Chen, H. Z.: a-mangostin, a
polyphenolic xanthone derivative from mangosteen, attenuates B-amyloid oligomers induced
neurotoxicity by inhibiting amyloid aggregation. Nemacologurophary 62, 871 (2012).

Jahodat, L.: Farmakobotanika — semenné rostliny, Karolinum, Praha 2011.

Descoins, CH. Jr., Bazzocchi, Lopez, 1., Ravelo, Gutierrez, A.: New sesquiterpenes
from Eonymus europeus (Celastraceae).

Bohing, P., Colnaric, M.; Hidajat, S.; Primozic J: Xanthinic alkaloids of the pegwood-Euonymus
europaeus L. Farm. Vestnik (Ljubljana, Slovenia) 27(3), 149-56, (1976).

Dubravkova, L.; Dolejs, Ladislav; Tomko, J.: Isoevonine a novel alkaloid from Enonymus
europaea containing wilfordic acid. Collection of Czechoslovak Chem. Communications 38(7),
2132-6, (1973).

Bishay, D. W., Kowalewski, Z., Phillipson, J. D.: Identification of peptide alkaloids from
Euonymus europaeus (Celastraceae). Journal of Pharmacy and Pharmacolo 24,169, (1972).
Budzikiewicz, H., Roemer, A., Taraz, K.. 4-Deoxyevonine new alkaloid from Euonymus.
Zeitschrift fuer Naturforschung. 27(7), 800-805, 1972).

Bishay, Daoud W., Kowalewski, Z.: Alkaloids of Euonymus europaeus growing in Poland. II.
Alkaloids of leaves and seeds. Herba Polonica 17(3), 233-241, (1971).

Bishay, Daoud W., Kowalewski, Z.: Alkaloids of Evonymus europaca growing in Poland. I.
Alkaloids of the stem and root. Polonica 17(1-2), 97-109, (1971).

Nabhata, A.: Effect of Evolvulus alsinoides Linn. on learning behavior and memory enhancement
activity in rodents.UK Patil, Phytotherapy Research 24(4), 486—493, April (2010).

Sudhakumari, N. K., Aamir J.,, Manish, J., Muralidhar, S.: Cardioprotective Effects
in Methanolic Extract of Evolvulus Alsinoides Linn on Isoproterenol - Induced Myocardial
Infarction in Albino Rats. [IIBMSP. 53(2), 2049-4963, (2012).

Subramaniyan, N. K., et al.: Radical Scavenging Activity of Evolvulus alsinoides on Glutamate
Induced Neurodegeneration. IRJP 2 (1), 169-174, (2011).

Cao, X., Chen, S. B, Li, J., Xiao, P. G. Ch.: Steroidal alkaloids from the bulbs of Fritillaria
delavayi Franch. (Liliaceae). Shi-Lin. Biochem. Systematics and Ecology 36(8), 665-668,
(2008).

Lin, B. Q., Ji, H., Li, P, Jiang, Y., Fang, W.: Antagonism activity of alkaloids from bulbs
Fritillariae at muscarinic receptors: Functional studies. European Journal of Pharmacology

551(1-3), 125-130, (2006).
47



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.
70.

71.
72.
73.

Atta-ur-RahmanAkhtar, Nadeem, M., Igbal, Ch. M., Yoshisuke, T., Bilge, S., Khalid, Assad K.,
Masood, P.: New steroidal alkaloids from Fritillaria imperialis and their cholinesterase
inhibiting activities. Chemical & Pharmaceutical Bulletin 50(8), 1013-1016, (2002).
Ham, A., Kim, B., Koo U., Nam, K. W., Lee, S. J., Kim, K. H., Shin, J., Mar, W.:
Spirafolide from bay leaf (Laurus nobilis) prevents dopamine-induced apoptosis by decreasing
reactive oxygen species production in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Pharm. Res.
33(12), 1953-1958, (2010)
Hron, F., Zejbrlik, O.: Rostliny strani, skal, kiovin a lesii: Statni pedagogické nakladatelstvi,
Praha 1990.
Khomenok, V. S., Georgievskii, V. P.: Alkaloid content in Lycopodium clavatum grass
Rastitel'nye Resursy. 10(3), 382-385, (1974).
Ayer, W. A., Fukazawa, Y., Singer, P. P., Altenkirk, B.: Lycoflexine, a new type of lycopdium
alkaloid. Tetrahedron Letters (50), 5045-5048, (1973).
Rodewald, W. J., Grynkiewicz, G.: Minor constituents of Lycopodium alkaloids. Chemical
nature of clavatoxine and isolycopodine. Bulletin de I'Academie Polonaise des Sciences, Serie
des Sciences Chimiques (1967), 15(12), 579-81, (1967).
Janca, J., Zentrich J. A.: Herbar lécivych rostlin. ¢. 4, s. 287, Eminent, 1994,
Ayer, W. A., Trifonov, L. S.: Lycopodium Alkaloids. Academic Press., San Diego 1994.
Bai, D. L.: Pure Appl. Chem. 79, 469 (2007).
Wang, M., Qu, Q., Yu, K.: Method for extracting total alkaloids of Magnolia officinalis for
treating diabetes. Faming Zhuanli Shenqing. ACS. (2011).

Qu, Q., Zhu, Q., Yu, K., Wang, M.: Constituents with inhibitory activity against a-glycosidase
from Magnolia officinalis. Yingyong Yu Huanjing Shengwu Xuebao 15(6), 796-79, (2009).
Lee, Y., Choi D. Y., Han, S. B., Kim, Y. H., Kim, K. H., Hwang B. Y., Kang J. K., Lee, B. J,,
Oh, KW, Hong J. T.: Inhibitory effect of ethanol extract of Magnolia officinalis on memory
impairment and amyloidogenesis in a transgenic mouse model of Alzheimer's disease via
regulating B-secretase activity. Phytother Res. 26(12):1884-92, (2012). Epub 2012.
Israilov, I. A.; Denisenko, O. N.; Yunusov, M. S.; Murav'eva, D. A.; Yunusov, S. Y.: Alkaloids
from Papaver orientale. Khimiya Prirodnykh Soedinenii (4), 474-475, (1978).
Carrol, R. J., Leisch, H., Hudlicky, T.: Conversion of thebain to morphine derivates. PAT Appl.
Publ., (2009).
Korbelaft, J., Endris, Z., Krejca, J.: Nase rostliny v lékarstvi, s. 496, Avicenum, Praha, 1973.
Novak, J., Preininger, V.. Taxonomické a fytochemické hodnoceni rodu Papaver
(Papaveraceae), s. 157, Vysoka §kola zem&délska, Praha, 1981.
Jaros, Z.: Lécivé latky z rostlin, Dona, Ceské Budgjovice, 1992, 79 s.
Vasak, J. (Ed.) et al., Mak, Powerprint, s. 336, Praha, 2010.

Lillmann, H., Mohr, K., Wehling, M.: Farmakologie a toxikologie. Grada Publ.,
48



74.

75.

76.
77.

78.
79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

15. vyd. Praha 2004.

Heffez, D. S.; Leong, Kam W.: Sustained release of papaverine for the treatment of cerebral
vasospasm. in vitro evaluation of release kinetics and biological activity. Neurosurgery. 77(5),
783-787, (1992).

Prokes, J. et al., Zaklady toxikologie, Obecna toxikologie a ekotoxikologie, $.248, Galén
Karolinum, Praha, 2005.

Koblizek J.: Jehlicnaté a listnaté dreviny nasich zahrad a parkii, s. 178, 2. vyd., Sursum, 2008.
Yuan, W., Zhu, P., Cheng, K., Meng, C., Wu, F., & Zhu, H.: Natural Product Research, 21,
234-242, (2007).

Raj, D., Luczkiewicz, M.: Fytoterapia, 79, 419427, (2008).

Zhang, W., Li, J., Lan, P., Sun, P., Wang, Y., Ye, W., & Chen, W.: Journal of Chinese
Pharmaceutical (2011).

Rana, S., Gupta, K., Gomez, J., Matsuyama, S., Chakrabarti, A., Agarwal, M., Agarwal, A.,
Agarwal, M., Wald, D.: FEBS Journal 24, 2126-2134, (2010).

Xia, Y. H., Cheng, C. R., Yao, S. Y., Zhang, Q., Wang, Y., Ji, Z. N.: Fytoterapia 82, 1258-1264,
(2011).

Hong, Y., Downey, T., Eu, K., Koh, P., & Cheah, P.: Clinical and Experimental Metastasis, 27,
83-90, (2010).

Gattuso, M.: Botanica. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad, (2011).
Paradowska, K., Wolniak, M., Pisklak, M., Glinski, J. A., Davey, M. H., Wawer, 1.: 13C, 15N
CPMAS NMR and GIAO DFT calculations of stereoisomeric oxindole alkaloids from Cat's
Claw (Uncaria tomentosa). Solid State Nuclear Magnetic Resonance 34(4), 202-209, (2008).
Laus, G., Wurst, K.: X-ray crystal structure analysis of oxindole alkaloids. Helvetica Chem. Acta
86(1), 181-187, (2003).

Huerta-Heredia, A. A., Marin-Lopez, R., Ponce-Noyola, T., Cerda-Garcia-Rojas, C. M., Trejo-
Tapia, G., Ramos-Valdivia, A. C.: Oxidative stress induces alkaloid production in Uncaria
tomentosa root and cell cultures in bioreactors. Engineering in Life Sciences 9(3), 211-218,
(2009).

Paniagua-Perez, R., Madrigal-Bujaidar, E., Molina-Jasso, D., Reyes-Cadena, S., Alvarez-
Gonzalez, 1., Sanchez-Chapul, L., Perez-Gallaga, J.: Antigenotoxic, antioxidant and lymphocyte
induction effects produced by pteropodine. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology
104(3), 222-227, (2009).

Kang, T. H., Matsumoto, K., Tohda, M., Murakami, Y., Takayama, H., Kitajima, M., Aimi, N.,
Watanabe, H.: Pteropodine and isopteropodine positively modulate the function of rat
muscarinic M1 and 5-HT?2 receptors expressed in Xenopus. European Journal of Pharmacology

444(1-2), 39-45, (2002).

49



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.
98.

99.

Pilarski, R., Filip, B., Wietrzyk, J., Kuras, M., Gulewicz, K.: Anticancer activity of the Uncaria
tomentosa (Willd.) DC. Preparations with different oxindole alkaloid composition.
Phytomedicine 17(14), 1133-1139, (2010).

Keplinger, K., Wurm, M., Laus, G.: Method and alkaloids for releasing a growth factor from
endothelial cells. PCT Int. Appl. (1998).

https://www.ireceptar.cz/zdravi/jedovate-dreviny-na-zahrade-buxus-a-brslen.html

http://www.jardimcor.com/catalogo-de-especies/evolvulus-glomeratus/

http://www.e-herbar.net/main.php?g2 itemld=51313

https://cz.depositphotos.com/263826608/stock-photo-crown-imperial-flowers-fritillaria-

imperialis.html
Pacifico S, Gallicchio M, Lorenz P, Duckstein SM, Potenza N, Galasso S, Marciano S,

Fiorentino A, Stintzing FC, Monaco P. Neuroprotective potential of Laurus nobilis antioxidant
polyphenol-enriched leaf extracts. Chem Res Toxicol. 21-27(4), 611-626, (2014). Epub 2014.
http://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?Ing=cz&latName=Lycopodium%?20clavatu
m&czName=plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&title=Lycopodium%?20clavatum%:20|%20pla
vu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&showPhoto _variant=photo_description&show_sp_descr=tru

e&spec syntax=species&sortby=cz

http://www.bylinky21.eu/herbar/vilcacora-nezadouci-ucinky
Frackowiak T., Baczek T., Kaliszan R., Zbikowska B., Glefisk M., Fecka I., Cisowski W.
"Binding of an Oxindole Alkaloid from Uncaria tomentosa to Amyloid Protein (AP1-40)"
Zeitschrift fiir Naturforschung C 61(11-12), 821-826 (2006)
Snow, A.D., Castillo, G.M., Nguyen, B.P. et al. The Amazon rain forest plant Uncaria tomentosa
(cat’s claw) and its specific proanthocyanidin constituents are potent inhibitors and reducers of

both brain plaques and tangles. Sci Rep 9, 561 (2019)

100. Akhtar A., Nadeem M., Igbal CH.M., Yoshisuke T., Bilge S., Assad K., Masood A. New

steroidal alkaloids from Fritillaria imperialis and their cholinesterase inhibiting activities.
Chemical & Pharmaceutical Bulletin 50(8), 1013-1016, (2002), Chem. Pharm. Bull. 50(8),
1013—1016 (2002)

Rollinger, J. M., Schuster, D., Baier, E., Ellmerer, E. P., Langer, T., & Stuppner, H.

101. Taspine: bioactivity-guided isolation and molecular ligand-target insight of a potent

acetylcholinesterase inhibitor from Magnolia x soulangiana. Journal of natural products, 69(9)

102. Mettupalayam Kaliyannan Sundaramoorthy, P., & Kilavan Packiam, K. In vitro enzyme

inhibitory and cytotoxic studies with Evolvulus alsinoides (Linn.) Linn. Leaf extract: a plant
from Ayurveda recognized as Dasapushpam for the management of Alzheimer's disease and

diabetes mellitus. BMC complementary medicine and therapies, 20(1), 129, (2020)

50


https://www.ireceptar.cz/zdravi/jedovate-dreviny-na-zahrade-buxus-a-brslen.html
http://www.jardimcor.com/catalogo-de-especies/evolvulus-glomeratus/
http://www.e-herbar.net/main.php?g2_itemId=51313
https://cz.depositphotos.com/263826608/stock-photo-crown-imperial-flowers-fritillaria-imperialis.html
https://cz.depositphotos.com/263826608/stock-photo-crown-imperial-flowers-fritillaria-imperialis.html
http://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?lng=cz&latName=Lycopodium%20clavatum&czName=plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&title=Lycopodium%20clavatum%20|%20plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&showPhoto_variant=photo_description&show_sp_descr=true&spec_syntax=species&sortby=cz
http://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?lng=cz&latName=Lycopodium%20clavatum&czName=plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&title=Lycopodium%20clavatum%20|%20plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&showPhoto_variant=photo_description&show_sp_descr=true&spec_syntax=species&sortby=cz
http://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?lng=cz&latName=Lycopodium%20clavatum&czName=plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&title=Lycopodium%20clavatum%20|%20plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&showPhoto_variant=photo_description&show_sp_descr=true&spec_syntax=species&sortby=cz
http://www.botanickafotogalerie.cz/fotogalerie.php?lng=cz&latName=Lycopodium%20clavatum&czName=plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&title=Lycopodium%20clavatum%20|%20plavu%C5%88%20vidla%C4%8Dka&showPhoto_variant=photo_description&show_sp_descr=true&spec_syntax=species&sortby=cz

103. Ferreira A., Proenca C., Serralheiro M. L., Araujo M. E. M.: The in vitro screening for
acetylcholinesterase inhibition and antioxidant activity of medicinal plants from Portugal.
Journal of ethnopharmacology. 108(1), 31-7, (2006)

104. Rollinger JM., Ewelt J., Seger C., Sturm S, Ellmerer E.P., Stuppner H. New insights into the
acetylcholinesterase inhibitory activity of Lycopodium clavatum. Planta Med. 71(11),

1040-3, (2005)

105. Kirkan, B., Ozer, M.S., Sarikurkcu, C., Copuroglu, M.; Cengiz, M., Tepe, B. Can the stalks of

Papaver somniferum L. be an alternative source of bioactive components. Ind. Crops Prod. 115,

1-5, (2018)

51



8 ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky

Autor: Mgr. Ivana Valentova

Skolitel: Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.
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Deset rostlin vybrano pro screening aktivity inhibice cholinesterasy pii hledani novych latek
pro ovlivnéni Alzheimerovy choroby. Tyto rostliny jsou tradicné pouzivany pro fytoterapii rtiznych
onemocnéni a mohly by byt zdrojem novych pfirodnich latek s lécebnym potencidlem. Z tohoto divodu
byly pfipraveny jejich ethanolové a alkaloidni extrakty, u kterych byla stanovena jejich schopnost
inhibovat lidské cholinesterasy. Pro extrakci byly vybrany konkrétné nezralé tobolky Papaver
somniferum, plody Euonymus europeus, listy Papaver orientale, listy Magnolia officinalis, nat
Lycopodium clavatum, listy Laurus nobilis, cibule Fritillaria imperialis, nat’ Flueggea suffruticosa, kira
Uncaria tomentosa a nat’ Evolvulus alsinoides.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity lidské cholinesteras byla pouzita in vitro modifikovana Ellmanova
metoda. Pouze dva alkaloidni rostlinné extrakty lze povazovat za potencialni zdroj inhibitort HuBuChE;
zadny z extraktl vyznamné neinhiboval AChE. Alkaloidni extrakt z listh Papaver orientale byl
nejsilngjSim inhibitorem HuBuChE s hodnotou ICsy 6,03 pg/ml, alkaloidni extrakt z cibuli Fritillaria
imperialis také vyznamné inhiboval HuBuChE s hodnotami ICsp 11,39 ug/ml. Ostatni extrakty byly
povazovany za neaktivni (ICso > 100 ug/ml). Zadny z extraktil viak nebyl srovnatelng aktivni v porovnani

s pouzitymi standardy.

52



9 ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Mgr Ivana Valentova

Supervisor: Prof. RNDr. Lubomir Opletal, CSc.

Title of Rigorous Thesis: Natural substances and their biological activity. Screening of alkaloid
plants on human cholinesterases inhibition

Key words: cholinesterase inhibition, Alzheimer disease, plant extract

Ten herbs were screened for cholinesterase inhibition activity within searching new anti-Alzheimer agent.
These plants are traditionally used as rerbal remedies for various diseases and they could be sources
of new potential natural compounds. For this reason, ethanolic and alkaloidal extracts plants were
prepared and their ability to inhibit human cholinesterases inhibition was determined. For the extraction
Papaver somniferum immature capsules, Euonymus europeus fruits, Papaver orientale leaves, Magnolia
officinalis leaves, Lycopodium clavatum aerial parts, Laurus nobilis leaves, Fritillaria imperialis bulbs,
Flueggea suffruticosa aerial parts, Uncaria tomentosa bark, and Evolvulus alsinoides aerial parts were
chosen.

For the determination of human cholinesterase inhibitory activity in vitro modified Ellman’s method was
used. Only two alkaloidal plant extracts could be considered as potential source of HuBuChE inhibitors;
any of extract inhibited AChE significantly. Papaver orientale leaves alkaloidal extract was the strongest
inhibitor of HuBuChE with ICsy value of 6,03 pg/ml, alkaloidal extract of Fritillaria imperialis bulbs also
significantly inhibited HuBuChE with ICsy values 11,39 ug/ml. Other extracts were considered inactive
(ICs0 > 100 pg/ml). Any of extracts did not reached activity of used standards.
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