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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AP1.42 B-amyloid slozeny z daného poc¢tu aminokyselin
ADINACO Alzheimer's Disease and Natural COmpounds
AChE acetylcholinesterasa

AK aminokyselina

APP amyloidovy prekurzorovy protein

BuChE butyrylcholinesterasa

CNS centralni nervova soustava
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HepG2 liver hepatocellular carcinoma
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IL-1B interleukin 1

AV intravendzni aplikace

NMDA N-methyl-D-aspartat

TNF-a tumor necrosis factor o



1 UVOD



Civiliza¢ni (chronické) nemoci jsou v dnes$ni dobé komplikovanou problematikou nejen
Vv zapadnich zemich svéta, avSak také i Vv rozvojovych zemich jejich pocet postupné
stoupa. Je to dano stylem zivota, pro ktery je charakteristicky vysoky pfijem energie,
minimum pohybové aktivity, stres, ale i znecisténi Zivotniho prostiedi. Primérna délka
zivota populace se pomoci modernéj$ich postupti v mediciné prodluzuje. Diky Spatnému
zivotnimu stylu vzrlsta pocet chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni
choroby, osteopordza, autoimunitni poruchy, neurodegenerativni nemoci a demence®.

Demence je syndrom chronického a progresivniho charakteru vznikajici pfevazné
nasledkem onemocnéni mozku. Mezi hlavni pfiznaky demenci patii narusSeni
kognitivnich funkci, aktivit denniho zivota a chovani, pfi kterych dochazi k poskozeni
paméti, orientace, feéi, mysleni a uceni. Tyto ptiznaky jsou dost ¢asto spojovany také
s poruchou kontroly, zvladani emoci nebo zménou motivace. V né€kterych ptipadech se
mohou u pacientll objevit i psychotické znaky. NejrozSifené&jSim typem demence je
Alzheimerova choroba®.

Alzheimerova nemoc vznika pomalu a ma progredientni prub¢h, ktery se vyznacuje
charakteristickymi pfiznaky. V ¢asném stadiu postihuje typické rysy osobnosti, nemocni
ztraceji zékladni navyky, pravidla a zvyklosti. Dochéazi k poruse kratkodobé paméti
a dalsich korovych funkci jako jsou apraxie, afdzie, agnozie. Nemocni nezvladaji
zakladni pé&i o sebe’.

V pokroc€ilém stadiu se objevuji poruchy jemné pohyblivosti a chiize, t¢Zké poruchy
paméti, chovani, emoci a aktivit denniho Zivota. Na zdklad¢ patofyziologie, dostupné
terapie, péfe 0 pacienta a jinych socialnich aspekti je prub&éh a délka choroby
individualni. Nemoc trva vétsinou po objeveni prvnich priznakt 7-10 let a kon&i smrti®,

Pocet pacientil trpicich Alzheimerovou chorobou celosvétové nartstd. V soucasné
dobé je to jeden znejzavazngjSich problémii socidlni a zdravotnické politiky
s nezanedbatelnou ekonomickou zatézi. Vroce 2007 dosahl pocet pacientd
s Alzheimerovou chorobou v zemich Evropské unie 6,1 miliond. V roce 2010 se tento
pocet zvysil jiz na 7,3 miliont nemocnych. Celkové naklady na 1é¢bu byly odhadnuty na

130 miliard eur, pfi¢emz vice nez polovina byla vynaloZena na rodinnou péi’.



Vzhledem Kk rostoucimu poétu lidi trpicich demenci a zejména také proto, ze
v soucasné dobé je kdispozici mald skupina lécivych ptipravkll S prokdzanym
klinickym efektem, se naznacuji nékteré moznosti prevence demenci. PfedevSim se
jedna o duSevni afyzickou aktivitu, socialni kontakty, slozeni stravy a faktory
samotného zivotniho stylu. Dale se jedna o intervenci farmakologickou, ve které se
nejvice zvazuje moznost hormonalni substitucni terapie u zen, antihyperlipidemik,
antihypertenziv, preparatii z Ginkgo biloba nebo pouziti nesteroidnich antirevmatik®.
Z n¢kolika studii zabyvajicich se U¢inkem antihypertenziv potvrdily preventivni efekt
pouze dvé, PROGRESS a Syst-Eur, které dokazuji snizeni rizika kongitivniho deficitu
055 %. Takovy mechanismus nabizi napfiklad blokator kalciového kanalu, ktery
prostupuje mozkomisni bariérou a mize pravdépodobné piisobit protektivné. Existuji i
dukazy pro Géinnost antioxidantli, n-3 mastnych kyselin nebo flavonoidu obsazenych
zejména v &aji a kave®,

V soucasném vyzkumu novych 1é¢iv. na Alzheimerovu nemoc dochazi
Kk rozporuplnym vysledkiim. U mnoha skupin 1é¢iv existovaly kladné vysledky druhé
faze klinickych zkousek, ale tieti faze pfinesla vysledky negativni. Mohlo dojit bud’
k chybam v oblasti vybéru kandidatnich 1é¢ivych ptipravkd, davkovani, dobé podavani,
ve strategii 1éCby vcetné podrobného definovani neuropatologie anebo stadia
onemocnéni. Zvazuje Se proto ustanoveni novych pravidel pro preklinické a klinické
studie®.

Soucasné zaméieni na problematiku t-proteinu a f-amyloidu je pomalu piekonano
a bude nutné zkoumat komplexngjsi mechanismy, zejména funkci bunéénych organel,
neuronalni regeneraci a metabolické faktory v souvislosti s metabolickym syndromem.
Jednim z kli¢u K etiopatogenezi mohou byt i synaptické funkce, které ptimo souvisi

s funkci mitochondrii®,
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2 CIL PRACE
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Cilem moji rigorézni prace byl screening vybranych morfologickych ¢asti vysSich

rostlin  z hlediska inhibi¢ni aktivity vici lidské acetylcholinesterase (AChE) a butyryl-

cholinesterase (BuChE), zahrnujici:

1) Literarni reSer$i na taxony s obsahem ptedevsim isochinolinovych alkaloidt, které
nebyly dosud sledovany z hlediska vlivu na uvedené enzymy,

2) Vybeér rostlinnych taxont a zajisténi vzorkti morfologickych ¢asti,

3) Piiprava alkaloidnich koncentrati pro biologické testy in vitro,

4) Zjisténi inhibi¢ni aktivity na lidskou erytrocytarni AChE a lidskou sérovou BuChE,

5) Vyhodnoceni vysledkd,

6) Navrh taxonu pro dalsi studium.
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3.1 Alzheimerova demence

3.1.1 Alzheimerova demence — avod

Pojem Alzheimerova nemoc pivodné pochazi z roku 1910 od Emila Kraepelina, ktery ji
nazval dle Aloise Alzheimera, autora jejiho prvniho popisu. Alois Alzheimer vydal
v roce 1907 ptivodni praci o chorobé svého pacienta, v niz popsal cetné amyloidové
plaky a neurofibrilarni spleti v mozkové tkani°.

Nemoc se rozviji zcela nenapadné. Zpocatku se vétSinou diagnostikuje jako mirna
porucha kognitivnich funkci. Pomérné brzy se rozviji také poruchy orientace v c¢ase a
prostoru. Pacienti zacnou bloudit ve znamych, ale sporadicky navstévovanych mistech.
vlastnim byté. V disledku ztraty ¢asové orientace jdou nakupovat napiiklad v noci. Jsou
kompletné dezorientovani. V priub&hu choroby dochazi k zapominani pojmi, jmen a ke
snizovani slovni zasoby”.

U mensiho poctu pacientl je postizeno Alzheimerovou chorobou vice pokrevnich
ptibuznych v rodin€. Z tohoto divodu byly hledany genetické faktory pro vznik
samotného onemocnéni. Nekolik genovych mutaci bylo nalezeno na chromozomech
21, 14 a 1. Zmény v genetickém zapisu vedou ke spusténi tvorby a ukladani B-amyloidu,
bilkoviny zpisobujici chorobu. Mezi rizikové faktory patii i genetické polymorfismy.
Geneticky zakddovana bilkovina se mize vyskytovat v nékolika formach. Formy mohou
byt odlisné nékterou z aminokyselin, ale u vSech forem zustava zachovana zakladni
funkce. Takovou latkou je napiiklad bilkovina pfenasejici cholesterol apolipoprotein E.
Forma €4 se u alzheimerovskych pacientli vyskytuje podstatné Castéji nez u ostatni
populace, avSak neni nezbytnou pfic¢inou ke vzniku choroby. K rozvoji onemocnéni je
nutné genetické podminéni na vice mistech, ale velmi dilezitou roli hraji i faktory
negenetické3.

Riziko zvySeni vyskytu demence milZze ovlinit 1 nedostatek kyseliny listové
a vitaminu By, pravdépodobné tim, ze dojde ke snizeni produkce neurotransmitert
noradrenalinu, serotoninu adopaminu. Poskozeni funkce mozku muze zplsobit
I zvySena hladina cholesterolu, nebot mozkové cévy mohou byt postizeny stejné tak,
jako cévy v jinych castech téla. VEtsi vyskyt choroby ovlivituji 1 nizké sérové hladiny
vitamint C, E, B-karotenu a dalsich dileZitych antioxidantt. U¢innymi metodami pro

sniZzeni rizika onemocnéni je udrZzeni normalnich hodnot glykemie a krevniho tlaku,
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optimalni hladina cholesterolu, vyvazena strava, omezend reakce na stres, dostatek

intelektulni a fyzické aktivity®,

3.1.2 Neuropatologie u Alzheimerovy choroby
Nékteré patologické nalezy v mozku jsou spole¢né pro vSechny nemocné, ale existuje
ur¢ita interindividualni variabilita mezi dobou vzniku, rychlosti progrese, genetické
predispozice adalsich faktorGi ovliviwjicich vznik a pribéh choroby. U vétSiny
mozkovych nalezl lze prokazat obraz kortiko-subkortikalni atrofie. Atrofie se vyskytuje
v medidlnich temporalnich strukturdch (amygdala, hipokampus a parahipokampalni
kira) a doprovazi ji rozsifeni temporélnich rohd v postrannich mozkovych komoréch’.

Pti Alzheimerové degeneraci se vyskytuji v extracelularnich prostorach mozkového
kortexu chomace nervovych vlaken, v jejichz stfedu se objevuje hrudka tvofena
patologickym proteinem B-amyloidem. Na zakladé tohoto nalezu vznikla hypotéza, ze
B-amyloid poskozuje vybézky nervovych bunék. Dalsi charakteristické patologické
zmény jsou napiiklad tvorba samotného B-amyloidu a formace plakl, amyloidova
angiopatie, selektivni zanik acetylcholinergnich neuront, degenerace t-proteinu,
pusobeni volnych kyslikovych radikali ¢i vysoky obsah monoaminoxidasy typu B’.

Odloucenim kratSiho useku z ,,matefské* molekuly amyloidového prekurzorového
proteinu pomoci B- a y-sekretasy vznika patologicky B-amyloid. Podobné koncentrace
celkového B-amyloidu byly nalezeny i u zdravych jedincti. Proto se detailngjsim
vyzkumem prokézalo, Ze odli$it zdravé jedince od nemocnych mizeme pomoci riznych
isoforem B-amyloidu podle délky aminokyselinové sekvence. Opakované byla zjiSténa
U pacientit Vv mozkomi$nim moku snizena koncentrace B-amyloidu o 42 AK (ABa2)
zhruba na polovinu. Ukladanim amyloidu ve sténach mozkovych cév vznika amyloidni
angiopatie”®.

1-Protein se fadi mezi fosfoproteiny spojujici mikrotubuly v axonech. Jeho
fyziologickou funkci je podpora polymerizace a dilezZitou tlohu hraje i pfi axonalnim
transportu. Caste¢né se také podili na uspofadani a stabilité mikrotubulti. V patologicky
protein se pfeméni T-protein pii nadmérné fosforylaci neuronovych mikrotubulll a v této
hyperfosforylované formé vede k jejich polymerizaci. Degenerace je spusténa nékterymi
muze byt aktivovana B-amyloidem. Degenerovany t-protein poté utvaii heliakalni
filamenta, ktera jsou zakladem neurofibrilarnich uzlickl, tzv. tangles. Napadené

neurony poté zanikaji”®.
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Pii vzniku sterilniho zanétu v oblasti plaki dochazi v akutni reakéni fazi k aktivaci
COX-2, uvolnéni cytokind a volnych kyslikovych radikald, které peroxiduji neuronové
lipidové membrany. Témito procesy jsou zplusobeny dal§i neurodegenerativni zmény.
Pfi degeneraci neuronil jsou uvolnovany excitacni aminokyseliny (aspartat, glutamat),
které jsou vazany v CNS na své receptory. Nadmeérna excitace NMDA receptort, ktera
je spojena s otevienim kalciového kanalu, vede k influxu vapniku do neuront.
Porusenim stability vnitiniho prostfedi neuronti dochéazi k aktivaci proteinkinas a
nasledné nastava jejich smrt. Dochazi ke kaskadové reakci a k opétovnému uvolnéni
excitatnich aminokyselin. U pacienti postizenych Alzheimerovou chorobou je
v kortexu poruseno zpétné vychytdvani glutamatu, ¢imz je zvySena excitotoxicita.
Nadmérnou aktivaci NMDA receptort dochazi k tvorbé pifenosovych Sumi a
k nedostate¢nému prenosu podnétu piisobiciho na receptor’.

Pti Alzheimerové degeneraci je snizeno uvolilovani acetylcholinu z presynaptického
zakoncCeni acetylcholinergnich receptori. Je snizena i aktivita enzymu cholinacetyl-
transferasy, ktera syntetizuje acetylcholin z acetyl-koenzymu A a cholinu. Post- i pre-
synaptické nikotinové a muskarinové acetylcholinergni receptory jsou zachovany
relativné dobfe. Po uvolnéni acetylcholinu z vazby na receptorech je acetylcholin
odbouravan enzymy acetylcholinesterasami a v pripadé Alzheimerovy choroby i buty-
rylcholinesterasami®.

Acetylcholinesterasy maji vice forem. Tetramerni forma G4 pievlada v mozku
zdravého jedince, naopak jeji mnozstvi klesd u nemocného. Monomerni forma G1 je
u zdravého jedince obsazena pouze minoritné, u nemocného ale jeji obsah stoupa.
Butyrylcholinesterasa se za normalnich podminek vyskytuje pouze v minimalnim
mnozstvi, avSak u alzheimerovskych pacientli je tvofena aktivovanymi gliovymi
elementy v oblasti plakii. Tento enzym se podili na odbouravani acetylcholinu. Diky
tomuto jevu pocet molekul acetylcholinesterasy klesa, ale zvySuje se pocet molekul

butyrylcholinesterasy®.
3.1.3 Lécba Alzheimerovy choroby

3.1.3.1 Inhibitory acetylcholinesterasy
Hypotéza cholinergni neurotransmise je zakladem 1écby urcené k udrzeni a zvySeni
aktivity zbyvajiciho cholinergniho systému. Inhibice synaptické cholinesterasy je

vyhodnéjsi z divodu vétsiho piirozeného uvolnovani acetylcholinu, ¢imz pomaha
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k oddaleni progrese nemoci, zlepSuje denni aktivity a je také 1épe snasena oproti celkové
stimulaci muskarinovych a nikotinovych receptori™.

Inhibitory acetylcholinesterasy by mély byt dle doporuceni britského vefejného
zdravotniho ufadu National Institute for Clinical Excellence (NICE) uréeny pro terapii
lehké az stfedné t&zké demence™.

V praxi se ale bézn¢ setkavame S tim, ze existuji patrné rozdily v rychlosti progrese
a efektivita jednotlivych typti IAChE neni u vSech pacient stejna. Rozdil je dan riiznou
selektivitou iAChE vii¢i AChE. Uginnost iAChE byla prokazana i u pacientii trpicich
vaskularni demenci, Parkinsonovou chorobou nebo demenci s Lewyho téliskylo.

Nékteré inhibitory inhibuji pouze acetylcholinesterasy, jiné také vyznamné kromé
acetylcholinesteras i butyrylcholinesterasy. Od inhibitord se ocekava dobry prostup
HEM a specificka inhibice mozkové, nikoliv periferni formy acetylcholinesteras.
Dalsim piedpokladem iAChE je jejich schopnost snizit tvorbu B-amyloidu ovlivnénim
enzymu y-Sekretas. Tato chemicky nejednotna skupina se lisi v typu inhibice a v reakci
na molekuly butyrycholinesterasy®.

V soucéasné dobé jsou k dispozici tii inhibitory acetylcholinesterasy. Do této skupiny
patii galanthamin, rivastigmin a donepezil. Nejpouzivanéj$im centralnim inhibitorem na
svété je donepezil. Chemicky se jedna o piperidinovy derivat. Preferenéné ovliviiuje
acetylcholinesterasu mechanismem reverzibilni inihibice. Vzhledem k vysoké vazbé na
plazmatické proteiny se mliZze v plazmé akumulovat. Metabolismus probiha pies jaterni
enzymaticky systém P450, nepiisobi hepatotoxicky a je veelku dobfe tolerovan®*°,

Pseudoireverzibilni inhibitor rivastigmin se fadi mezi karbamatové derivaty a kromé
mozkovych AChE inhibuje i BuChE. Jeho ucinnost byla prokdzana fadou studii
a samotnou klinickou praxi. Jeho vazba na plazmatické proteiny je nizka, coZz sniZuje
moznost kumulace a tim i potencial k 1ékovym interakcim®*°.

Galanthamin ma dualni pusobeni. Reverzibilné inhibuje acetylcholinesterasu
a allostericky moduluje nikotinové receptory. Tim zlepSuje vydej acetylcholinu
z presynaptického zakonceni a také zabranuje ztraté citlivosti postsynaptickych
muskarinovych receptord.

Ve fazi klinickych zkouSek se nachézi také preparat s nazvem TAK-157. Tato latka
ma dvoji mechanismus ucinku. Nejenze inhibuje acetylcholinesterasu, ale také jeho

pusobenim dochdzi k uvoliiovani nervovych rustovych faktort. Dalsi perspektivni

latkou je eptastigmin, ktery je v soucasné dobé také ve fazi klinickych testi’.
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3.1.3.2 Antiamyloidni terapie

Tato skupina 1éCiv, kterd jsou vétSinou ve fazi klinickych studii, brani tvorbé
B-amyloidu. Zejména se jednd o latky pasobici na sekretasy, enzymy Stépici amyloid
prekurzorovy protein. Pokud je tento glykoprotein $tépen y- a [B-sekretasou, vznika
fragment, B-amyloid, ktery ma tendenci k agregaci a vytvaieni amyloidovych plakd. Pi
Stépeni glykoproteinu o-sekretasou se tvofi solubilni fragmenty, které neagreguji.
V posledni dobé se zdlraznuje i vyznam oligomert B-amyloidu. Oligomery 1épe
prochazeji extracelularnim prostorem mozku a ovliviiuji negativné synaptické funkce.
Jednim z vyznamnych intramembrandznich komplext je y-sekretasa, ktera $tépi kromeé
B-amyloidu i jiné proteiny™.

Do klinickych studii vstoupilo n€kolik preparatii s i¢inkem na tento enzym. V roce
2008 byly zah4jeny dvé vyznamné randomizované studie, ve 3.fazi klinického vyzkumu
se nachazi latka semagacestat, ktera snizuje produkci B-amyloidu v mozku a koncentraci
B-amyloidu v plazmé. Vysledky jsou stale v ofekavani, ale latka se prozatim jevi
nadéjné. Begacestat je dal$i nadéjnou latkou ovliviujici y-sekretasu s omezenim
vedlejsich G&inka®,

Mezi 1é¢iva, modulatory vy-sekretas, lze také zafadit nécktera nesteroidni
antirevmatika (indometacin, ibuprofen, aj.). Testovan byl i R-enantiomer Tarenflurbil,
avsak pro nizky prinik mozkomi$ni bariérou mél velmi malou schopnost modifikovat y-
sekretasu. Dalsi cestou k vyvoji nového 1é¢iva je vyzkum aktivatori a-sekretas. Enzym
Stépi APP na solubilni fragmenty a tak mize plsobit neuroprotektivné. Nekolik skupin
1é¢iv je schopno stimulovat tento enzym, ale u zadné se neprokazal klinicky efekt. Dalsi
vyvoj léCiv se zaméfuje na ovlivnéni agregace P-amyloidu. Ani v této skupiné

neprokéazaly zkoumané preparaty vyznamné klinické efektylz.

3.1.3.3 Imunoterapie
V soucasné¢ dobé je ve fazi klinickych vyzkumii nékolik latek bez neurotoxického
potencidlu fungujicich na principu pasivni i aktivni imunizace. Ve fazi klinickych
zkousek jsou latky gantenerumab a solanezumab fungujici na principu pasivni
imunoterapie, ktera je zalozena na zachovani umélych hladin protilatek ptisobicich na
B-amyloid (IgG). Latky vykazuji vyssi efektivitu u ¢asnych stadii nemoci. Podavaji se
ve formé infuzi a zabraiiuji akumulaci p-amyloidu®®,

Mezi pasivni imunizaci je fazena i aplikace komplexni smési imunoglobulinti (i. v.),

jejiz soucasti jsou protilatky proti P-amyloidu a smés pfirozenych lidskych
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imunoglobulini. Preparat vykazoval v poc¢atecnich pilotnich studiich vysokou efektivitu
proti vzniku B-amyloidu, pomahal jeho vylucovani z mozku a chranil neurony pted
toxicitou zprostfedkovanou [-amyloidem. Protilatky nejsou schopné rozpoznat
chemické sloZzeni B-amyloidu, ale identifikuji jeho tvar a Spatné slozeni, aniz by

poskodily zdravé molekuly. Latka se nachézi jiz v zavérecné fazi klinickych zkougek™.

3.1.3.4 Antagonisté NMDA receptori

Glutamat je jednou z excita¢nich aminokyselin umoznujici pfenos signalu na 40-60 %
synapsich v CNS. Vaze se na ionotropni receptory, které poskytuji rychly pienos
kationtii (K*, Ca**, Na"). Tyto receptory se dale d&li na NMDA (N-methyl-D-aspartat)
a AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazopropionova kyselina).

Za fyziologického stavu je iontovy kanal NMDA blokovan Mg?*. K depolarizaci
membrany dochézi po uvolndni glutamétu a Mg®* opousti kanal. Dochézi k influxu Na*
a Ca?* a k effluxu K*. Receptor ziistava po aktivaci otevieny delsi dobu a dochéazi ke
vstupu Ca?*. Soucasnou aktivaci AMPA dochézi k parcialni depolarizaci membrany,
ktera teprve odblokuje Mg2+ z iontového kanalu a tim umozni vstup Ca?* do neurond™.

Jedinou dnes pouzivanou latkou patfici do této skupiny je memantin. Pivodné byl
vyvijen jako perordlni antidiabetikum, avSak hypoglykemizujici uc¢inek nikdy prokazan
nebyl. Memantin ovliviiuje i stiedné tézké a tézké formy demence, které se doposud
zdaly farmakologicky neovlivnitelné. Jako nekompetitivni antagonista nahradi Mg?*
V iontovém kandlu a tim blokuje vstup Ca®* jonti do bungk. Timto zpisobem chrani
neurony pied toxickym glutamatem. Memantin je vysoce napétové zavisly, takze po
prislusném impulsu opousti z presynapse iontovy kanal a tim davéa prostor fyziologické
funkci glutamatu v oblasti paméti a uceni. Z toho vyplyva, ze blokuje funkci pouze
patologickou, ale fyziologickou aktivitu NMDA receptort podporuje. Memantin
nevykazuje u¢inek pouze na NMDA receptory, ale také blokuje serotoninové 5-HT;
receptory, které potlacuji narusenou gastro-intestinalni motilitu a nauzeu. Proto se ¢asto
ptidava k donepezilu ke zmirnéni nepfijemnych nezadoucich ucinkt. Ve vyssich
koncentracich je schopny antagonizovat i nékteré receptory nikotinové. Memantin je

. ¥ ’ v v s v . ’ . o~ 14
pacienty dobie sndSen a predstavuje i€innou necholinergni alternativu lécby ™.
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3.1.4 Jiné perspektivni sméry

Neutrofin neboli neuronalni ristovy faktor umoznuje preziti i obnovu neurond. Infuzni
1é¢ba prokazala urcity efekt u alzheimerovskych pacientli, avSak problematicka je
samotna aplikace dostateCné davky a transport pires mozkomisni bariéru. V soucasné
dob¢ se zvazuje jina forma aplikace, at’ uZ moznost intranasalni aplikace roztoku nebo
moznost genové terapie scilem zvySit hladinu neurondlniho rdstového faktoru
v mozku'?,

Samotny B-amyloid muze byt ovlivnén i nepiimo metodou plazmaferesy.
Piedpokladem této metody je existence rovnovahy mezi obsahem amyloidu v periferni
krvi alikvoru. Snizenim hladiny v periferni krvi dojde i k jejimu snizeni v likvoru.
Tento smér 1éCby se jevi nadéjné, ovSem klinickému vyuziti bude branit slozitost
samotné procedury.

Dalsi perspektivni slouéeninou je latka zabrafujici agregaci p-amyloidu oznacena
BPT2. Inhibice probiha za pomoci médi a zinku. Ukoncené klinické studie dokazaly, ze
redukuje hladiny AB4,. Zcela odlisny smér vyzkumu se zaobira problematikou efektivity
1écby v zavislosti na fenotypu (zavaznost, dynamika, v€k, propuknuti onemocnéni) a
genotypu apolipoproteinu E. Tento piistup zlepSuje moznost vyuziti doposud

.o 1
pouzivanych farmak 3,

3.1.5 Adjuvantni terapie

Tato skupina lécivych piipravkd neni podloZena pifimymi dikazy o jejich Ucinnosti,
nebot’ jejich prikaznost je velmi nizka. Pouzivaji se vétSinou jako piidatna terapie k
terapii klasické. Patii sem latky rdznorodého puvodu, mimo jiné rostlinného i
Zivo&isného®.

Pti Alzheimerové degeneraci je uvoliovano vétsi mnozstvi volnych kyslikovych
radikalt, které poSkodi nékteré enzymy. Vlivem tohoto jevu dochazi k lipoperoxidaci
neuronalni membrany, a tak jsou urychleny apoptické dé&je. K zachyceni volnych
kyslikovych radikalii se pouzivaji tzv. scavengery, nebo-li zametace. Antioxida¢nim
mechanismem a samotnym zlepsenim neuronalniho metabolismu plsobi extrakt Ginkgo
biloba (Egb 761). Jedna se 0 smés ucinnych latek, které funguji riznymi mechanismy
ucinku. Pouziva se jako pfidatné 1é¢ivo k memantinu a inhibitorim mozkovych
cholinesteras™".

Mezi dalsi antioxidacni latky se fadi vitamin E, ktery v davkach 200 IU denné

podavany po delsi dobu vykazuje urCity preventivni efekt na rozvoj Alzheimerovy
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demence. Mezi antioxidanty s preventivnim efektem dale patii kyselina lipoova,
B-karoten, melatonin, resveratrol. Selen je taktéz latka likvidujici volné kyslikové
radikdly. OdlisSnym mechanismem plsobi nicergolin, ktery zesiluje mozkovou
mikrocirkulaci a tim je schopen zvysit acetylcholinergni prenos®*®.

Neraciondlni je podavani nootropnich farmak. Pyritinol ani piracetam neprokazaly
pfi 1écbe dostateCnou ucinnost. Selegilin pisobi jako ristovy faktor v tkanovych
kulturach, avsak efekt in vivo prozatim dokazan nebyl. K syntéze rustovych hormont se
pouziva hydrolyzat vepifovych mozki Cerebrolysin obsahujici aminokysliny a velmi
kratké peptidy. Podava se v infuzi, ale v klinickych studiich efekt prokazan nebyl.
Preventivni ucinek je sporny i u estrogenni substituce u postklimakterickych Zen,
ackoliv estrogeny stimulaci estrogennich receptori v mozku maji pfiznivé trofické

efekty na mozkovou tkan auvoliuji rlstové faktory. Vice nad&nych latek se dale

ovéiuje v preklinickych a klinickych V)’/zkumechg’15.
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3.2 Piirodni latky v terapii Alzheimerovy choroby

3.2.1 Inhibitory acetylcholinesterasy a butyrylcholinesterasy

3.2.1.1 Galanthamin

Galanthamin se po chemické strance fadi mezi terciarni alkaloidy. Poprvé byl izolovan
pocatkem padesatych let zcibulek divokych snézenek (Galanthus woronowi)
bulharskymi farmakology (Proskurnina, Jakovleva). Thned po objevu byl vyuzivan ve
vychodni Evropé jako antidotum kurare pod nazvem Nivalin. Inhibi¢ni vliv na
acetylcholinesterasu byl popsan pocatkem Sedesatych let a vroce 1964 prostup
hematoencefalickou bariérou do CNS. Jeho schopnost allosterické modulace
nikotinovych receptorti byla objevena v prvni polovin¢ devadesatych let. Prvni pozitivni
vysledky studie s galanthaminem u nemocnych s Alzheimerovou chorobou byly
publikovany v roce 1989 a 1994, po provedeni dalSich kontrolnich studii byl registrovan
v roce 2000 —2002 v fadé zemi svéta'®.

Galanthamin je reverzibilni a kompetitivni inhibitor acetylcholinesterasy. Po jeho
podani se zvySuje koncentrace acetylcholinu v synpasich CNS. Je natolik specifickym
inhibitorem, ze ma minimalni schopnost ovlivnit butyrylcholinesterasu. Cholinergni
pienos je zlepSen také allosterickou modulaci nikotinovych receptort, hlavné podtypt
a4, B2 a a7. K zesileni cholinergni transmise dochazi ovlivnénim postsynaptickych
nikotinovych receptort, naopak modulace presynaptickych receptori zvySuje syntézu a
uvolnovani nejen acetylcholinu, ale i serotoninu, dopaminu, glutamatu a GABA.
Neopomenutelnym ucinkem galanthaminu je také jeho neuroprotektivni efekt. Reguluje
pfimo antiapopticky element bel-2, brani zaniku nikotinovych receptor vlivem B-amy-
loidu diky aktivaci receptoru podtypu a7, chrani buiky pted toxickym [B-amyloidem
V bunéénych kulturdch a brani St€épeni APP za zvySené tvorby solubilniho APP.
Galanthamin je tedy kongnitivum s dualnim péisobenim™.

Ze struktury galanthaminu bylo pfipraveno mnoho derivati. Derivaty se ziskavaly
obménou funkénich skupin, terCiarni aminoskupiny a methoxyskupiny. V testech
vykazovaly vyssi inhibici acetylcholinesterasy nez ptivodni galanthamin, avsak jejich
vy$$i polarita jim rovnéz brani proniknout do CNS. Jako nadéjny se ukazuje ester
galanthaminu N-butylkarbamat, ktery ma niz$i polaritu, je méné toxicky a in vitro

dosahl inhibice 85% inhibi¢ni aktivity galanthaminu. Dalsi derivaty vychazeji z bis-
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galanthaminovych (homodimery) a galanthamin-galanthaminiovych (heterodimery) soli.
Vyssi acetylcholinesterasovou aktivitu vykazovaly slouceniny heterodimerové série.

, v I RTRIN v . C e , .17
Zda se, ze kliCovou strukturou pro inhibi¢ni elekt slouceniny je iminova skupina™'.

Obr. 1 Galanthamin

3.2.1.2 Sanguinin

Sanguinin je po chemické strance derivatem galanthaminu (9-O-demethylgalanthamin).
V pokusech in vitro vykazuje mnohem vys§i ucinost nez samotny galanthamin.
Vyskytuje se v cibulich rostlin Galanthus nivalis (snézenka podsnéznik) a Eucharis
grandiflora (libenka velkokvéta) z celedi Amaryllidaceae. Jeho izolace probéhla

mnohem pozdé¢ji, protoze jeho vyskyt v cibulich je pouze ve stopovém mnozstvi®®,

3.2.1.3 1-O-acetyllykorin

Tato latka je derivatem alkaloidu lykorinu, vyskytujiciho se v africké rostling
Ammocharis coranica z ¢eledi Amaryllidaceae, ktera se péstuje i pro okrasné ucely.
Z Celedi Amaryllidaceae bylo izolovano celkem dvacet tii alkaloidii vykazujicich
inhibi¢ni aktivitu. Inhibi¢ni efekt AChE vaci 1-O-acetyllykorinu je srovnatelny s ga-

lanthaminem*&*°,

3.2.1.4 Montanin, hippeastrin, pretazettin

Vsechny tii latky se fadi mezi isochinolinové alkaloidy. Ovéfeni inhibi¢ni aktivity na
acetylcholinesterasu probihalo podle Ellmanovy metody. Slouceniny byly testovany
Vv koncentracich 1 mM, 500 uM, 100 uM. Nejvyssi ucinek prokazoval montanin, jehoz
inhibice dosahovala v koncentraci 1mM pies 50 %, ve 500 um a 100 um 30 — 45 %.

Vysledky hippeastrinu a pretazettinu nebyly pfi studiich nikterak Vyznamnézo.
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3.2.1.5 Huperzin A

Huperzin je alkaloid vyskytujici se v rostliné Huperzia serrata (vranec pilovity) z ¢eledi
Huperziaceae, ale i Vv nékterych plavunich z ¢eledi Lycopodiaccae a v malych
mnozstvich iV rostlinach rodu Selaginella. Vranec pilovity se pouziva jiz stovky let
v tradicni ¢inské medicin€é pod ndzvem selagin. Vyuziti nasel predevSim v 1écbé
pohmozdénin, krevnich ztrat, otokti a schizofrenii®’.

Huperzin ma mnoho strukturnich typu (huperzin A, B, C — W). V rostlinach
je nejcastéji obsazen huperzin A, ktery ma majoritni postaveni a dale huperzin B.
Huperzin B prokazuje SirSi terapeuticky index, avSak ma niz$i afinitu k AChE.
Huperzin A se vyskytuje ve dvou optickych izomerech, (+)-huperzin A a (-)-huperzin A.
Enantiomer (-)-huperzin A je az 7x terapeuticky aktivné&jsi a prokazuje i vyssi afinitu
k AChE. Testovan byl i racemat, jehoz organicka syntéza je ekonomicky vyhodnéjsi.
Huperzin A je reverzibilni inhibitor vykazujici vysokou specifitu k AChE. Selektivné
inhibuje formu G4 AChE, pfi¢emz ostatni dosud pouzivana 1é¢iva inhibuji i G1 formu.
Huperzin A zplsobuje zvySeni hladiny acetylcholinu az 8x vice neZ ostatni inhibitory
a tento efekt je 1 déletrvaji0121.

Popsany byly i urcité antioxidacni vlastnosti huperzinu A. Experimentalné doslo ke
zmirnéni apoptickych procestt vyvolanych neurotoxickym [-amyloidem. Popsana byla
i schopnost ptisobit jako antagonista N-methyl-D-aspartatového receptoru. Huperzinu A
jsou pfipisovany i jiné pozitivni u¢inky na organismus. Jeho schopnosti je regenerovat
a podporovat rist mozkovych bunék po hypoxii nebo po ischémii®.

Prozatim probéhla dvojité zaslepena studie v Cing, kde byl huperzin A prohlasen za
ucinnou a bezpecnou latku. Latka byla podavana jednou az dvakrat denné v dévce
1 ugkg". Prokazany cholinergni efekt po podani pretrvaval minimalng 6 hodin.
Na ¢inském trhu je jiz huperzin A a dalSich 38 podptrnych latek obsazenych v preparatu
registrovan pod nazvem Focus Fast. V Evropé probihd klinickd studie s prolécivem
ZT-1, coz je Schiffova baze huperzinu A. Podle preklinickych vysledkt Ize soudit, ze
tato latka ma vyssi biologickou dostupnost v jednotlivych mechanismech nez samotny
huperzin A. V soucasné dobé probihaji klinické zkousky na pacientech s lehkou

a sttedn¢ tézkou demenci a vysledky se prozatim jevi velmi nadéjné21'22.
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Obr. 2 Huperzin

3.2.2 B-Karbolinov¢ alkaloidy

Drogy obsahujici B-karbolinové alkaloidy se V tradi¢ni indické medicin€ pouzivaji
k 1é¢bé stfevni malnutrice a o¢nich onemocnéni. DalSimi prokazanymi G¢inky jsou
efekty na soustavu kardiovaskularni, muskularni a centralni nervovou soustavu. Velky
rozsah jejich biologické aktivity je dan schopnosti inhibovat monoaminooxidasy
a AChE, vazat se na serotoninové, benzodiazepinové, dopaminové a imidazolinové
receptory. Vykazuji i mutagenni efekt, ktery je dany schopnosti interkalace DNA
a inhibice enzymi zapojenych do syntézy DNA™.

Zajimavé B-karbolinové alkaloidy byly nalezeny i v nékterych druzich hub. Plodnice
pavudince tmavohnédého (Cortinarius brunneus) obsahovala ¢tyfi p-karbolinové
alkaloidy — brunneiny A — C a 3-(7-hydroxy-9H-beta-karbolin-1-yl)propanovou
kyselinu. Nejvyssi aktivitu vaci AChE vykazoval brunnein A. Z dalSich hub ¢eledi
Cortinariaceae, konkrétné z pavucince olivového (Cortinarius infractus), byly izolovany
dva alkaloidy, infraktopikrin a 10-hydroxy-infraktopikrin. Obé latky prokazaly inhibi¢ni
aktivitu na AChE a mnohem vys$i selektivitu nez galanthamin. Nizka cytotoxicita

sloucenin je dobrym piedpokladem pro dalsi vyzkum moznych perspektivnich 16¢iv?2.

COOH
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—
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Obr. 3 Brunnein A
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3.2.2.1 Kassin a spektalin

Oba hydroxypiperidinové alkaloidy byly izolovany z rostliny Senna spectabilis z ¢eledi
Fabaceae, které prokazaly celkem dobrou ucinnost na AChE. Z obou alkaloidt byly
piipraveny polosyntetick¢é derivaty s vystupniovanym inhibi¢nim potencidlem,
(-)-3-O-acetyl-kassin hydrochlorid a (-)-3-O-acetyl-spektalin hydrochlorid. Té&chto
poznatkli se vyuziva k dalSimu vyzkumu vztahu mezi potencidlnim terapeutickym

efektem a velikosti postranniho Fetézce®.

3.2.2.2 Isaindigoton

Isaindigotin je alkaloid izolovany z kofent ¢inské rostliny Isatis indigotica z celedi
Brassicaceae. Tato latka strukturalné podobna takrinu ma selektivni uc¢inek na BUChE.
Diky témto vlastnostem se stala ptfedlohou pro syntézu novych derivatl, jejichz
selektivita vu¢i cholinesterasam je pomoci jednoduché substituce ovlivnitelna.
Selektivita k AChE je spojovana piedev§sim stypem a délkou postranniho fetézce

apiaa 182
u aromatického jadra'®?,

3.2.3 Latky ovliviujici nikotinové receptory

Mezi tuto skupinu latek patfi se svym dualnim plsobenim galanthamin, epibatidin,
fantasmidin, ale i samotny nikotin. U dlouhodobych kufaki trpicich Alzheimerovou
chorobou byl prokazan nartst nikotinovych receptori a nékolik epidemiologickych
studii ukazalo na pozdé€jsi nastup ptiznakli demence. Tyto poznatky se staly podnétem
k analyze afadé experimentalnich studii, které prokazaly neuroprotektivni pusobeni
vici glutamatové cytotoxicité, B-amyloidové toxicité a tvorbé amyloidnich plaki.
Vzhledem k nezadoucim vedlej$im u¢inkiim vyplyvajicich z neselektivni aktivace vSech
typt 1 podtypi nikotinovych receptort je tato latka terapeuticky nevyuiitelnéze.

Dalsi zajimavou latkou ovnivilujici nikotinové receptory je epibatidin, toxin
ekvadorské zaby Epipedobates tricolor (pralesnicka tfibarva). Tento zivocisny alkaloid
je velmi specifickym a silnym agonistou centralnich nikotinovych receptorti. Nejvyssi
afinitu vykazuje k podjednotkam 7a, které maji vztah zejména ke kognitivnim funkcim
mozku. V soucasnosti byl izolovan ze stejného zdroje novy alkaloid fantasmidin, ktery
je tvofen velmi rigidni tetracyklickou molekulou. Vaze se podobné jako epibatidin,

avsak specifikuje se na podjednotky 4. Vzhledem k omezenému vzorku biologického

26



materidlu byla vypracovana metoda syntetické pifipravy fantasmidinu a tim se oteviela

cesta k vyzkumu jeho dalsich farmakologickych tginké®’.

Obr. 4 Fantasmidin

3.2.4 Latky ovlivnujici f-amyloid

Silny antiamyloidni efekt prokazuje kurkumin, latka izolovana z kofent a ztlustélych
oddenku rostliny Curcuma longa z ¢eledi Zingiberaceae. Kurkumin je soucasti tradi¢ni
¢inské mediciny a indické mediciny Ayurvédy. V lidovém lécitelstvi se pouziva pfi
chorobéch ledvin, zluéniku a jako stomachikum. Mezi dal§i pozitivni U¢inky patii
protizanétlivy ucinek, antioxidacni efekt, ochrana jater pfed toxickym poskozenim
a zvyseni produkce Zluci. Jeho Siroké spektrum piisobeni umoziuje uvazovat o ném jako
0 mozném lécivu nékterych neurodegenerativnich chorob a nékterych typt zhoubného
bujeni. Pfed ¢asem byla zahdjena druha faze klinickych zkousek této ptirodni latky jako

potencialniho 1é¢iva Alzheimerovy choroby?®,
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3.3 Popis rostlinnych taxont

3.3.1 Dictamnus albus L. (tfemdava bila)

Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr. 5 Dictamnus albus L.

Ttemdava bila je vytrvala, pomalu kvetouci statna rostlina, vysokd 40 — 100 cm. Kvéty
jsou soumérné v koncovych hroznech, ¢tyfi horni korunni listky jsou vzpiimené, dolni je
sklonény. Barvu kvétu ma rtizovou S tmavsi Zilnatinou (existuje i Cisté bila odrada).
Kvete od kvétna do Cervna, plodem je tobolka. Vyskytuje se v jizni a sttedni Evropé,
Cing, zapadni a stiedni Asii. U nas se vyskytuje v teplych oblastech velmi roztrousend
(Palava). Roste v pdsmu od niZiny po pahorkatinu, ve svétlych lesich a lesostepich.
Tfemdava bila patii Kk ohrozenym druhtim?.

Mezi obsahové slouceniny patii furanokumarin xanthotoxin, benzofuranové
glukosidy knidiosid A, methylknidiosid A, knidiosid B, methylester knidiosidu B
a flavonové glykosidy rutin, isorhamnetin-3-O-p-D-rutinosid a kaempferol-3-O-B-D-
rutinosid*®.

Dalsi dilezitou slozkou jsou furochinolinové (furanochinolinové) alkaloidy, které
byly izolovany z kary kofent rostliny. Prozatim bylo nalezeno pét alkaloidd, diktamnin,
y-fagarin, skimmianin, robustin a haplopin®".

Diktamnin je tidajn¢ toxicka sloucenina. Prokazana letalni davka u mysi je 0,05 —
0,055 mg. Farmakologické tucinky alkaloidu jsou zavislé na pouzité koncentraci.

V koncentraci 1:1000000 nepatrné zvySuje tonus srde¢ni svaloviny, v 1:2500 se projevil
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jako silny vasokonstriktor na izolovaném krysim uchu. Dalsi efekty byly zkoumany na
déloznim svalu morcete a krysy v koncentraci 1:250000. K posouzeni vSech uc¢inkt jsou
nutné dalsi klinické studie®. Ackoliv je uvadéna toxicita u tohoto alkaloidu, vykazuje

latka in vitro uré¢ité neuroprotektivni ucinky (viz druh D. dasycarpus).

OCHj
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Obr. 6 Diktamnin

3.3.2 Dictamnus dasycarpus L. (tfemdava hunatoploda)
Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr. 7 Dictamnus dasycarpus L.

Rostlina dortsta vysky 40 — 100 cm. Mladé vyhonky, listy a kvéty jsou umistény po
lodyze fidce. Na povrchu listu jsou rozmistény prisvitné mazové zlazky. Listy maji
elipticky, podlouhly nebo vejcity tvar a jsou pfisedlé tésn¢ k lodyze. Hroznovité
kvétenstvi je uzpiisobené z kvéti do elipsoidniho tvaru. Okvétni platky kopinatého tvaru
maji narizovélé bilou az rizovou barvu s fialovymi prouzky uvnité. Doba kvétu je od
kvétna do srpna. NejCastéji se vyskytuje na svazich, v houStinich a travnatych

v ’ ’ F s ’ +33
otevienych lesich na Dalném vychodé™.
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Dictamnus dasycarpus se pouzivda pod nazvem Bai-Xian-Pi v tradi¢ni c¢inské
mediciné na 1é¢bu Zloutenky, kasle, revmatismu a nékterych koznich onemocnéni.
Provedlo se mnoho pokusti s lipofilnimi komponenty rodu Dictamnus a vysledkem byla
izolace ucinnych latek.

Raznorodou skupinu obsahovych sloucenin tvori furochinolinové
(furanochinolinové) alkaloidy, limonoidy a seskviterpeny. Z kury kofeni bylo noveé
ziskano 5 seskviterpenovych glykosidi pojmenovanych diktamnosidy A — E*.
Z alkaloidi byly v kiife kofenti zastoupeny diktamnin, haplopin, skimmianin, y-fagarin a
limonoidy obakunon, fraxinellon atd*®.

Neuroprotektivni charakter byl prokazan u alkaloidi diktamninu a haplopinu, ale i u
limonoidi obakunonu a degradovaného fraxinellonu. Vyzkum probihal na hipokam-
palnich bunkach laboratornich mysi, kde obakunon v koncentraci 100 — 150 uM
prokazal protektivni efekt vici neurotoxickému pisobeni glutamatu. Tento vysledek
svéd¢i otom, ze obakunon by mohl byt potencidlnim kandiditem na 1écbu
neurologickych onemocnéni, které jsou podminéné oxida¢nim stresem®. Obsahové
latky kiiry kofenti vykazuji idajné neuroprotektivni i€inky na kulturach hipokampélnich

bunék mysi (sniZeni glutamatové neurotoxicity)%.

Obr. 8 Obakunon
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3.3.3 Evodia rutaecarpa L. (evodie routoploda)

Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr. 9 Evodia rutaecarpa L.

Evodia rutaecarpa je strom péstovany zejména v Ciné a na Korejském poloostrové.
V Japonsku nebo v Australii introdukovan. Po vice nez 2000 let je nedilnou soucasti
tradi¢ni ¢inské mediciny, ve které se pouzivaji drobné cervenohnédé plody sbirané
v letnich mésicich®.

Susené plody se pouzivaji celé i drcené, nejcastéji ve formé odvari. Moderni
medicina prozatim studuje farmakologické ucinky drogy a jeji dal$i mozné vyuziti
vV humanni mediciné. Ve formé doplnku stravy je soucasti piipravka k redukci
hmotnosti*®.

Hlavni obsahové latky jsou chinazolinkarbolinové alkaloidy evodiamin, dehydro-
evodiamin, rutekarpin a jeho metabolit 10-hydroxyrutekarpin, wuchuyin, rhetsinin
a chinolinové alkaloidy evokarpin, dihydroevokarpin. Dal§imi slozkami jsou flavonoidy
a limonoidy, které jsou s nejvétsi pravdépodobnosti také biologicky aktivni***.

Indolopyridochinazolinovy alkaloid rutekarpin prokazal uc¢inky na kardiovaskularni
systém, mezi né€z patii nejen efekty inotropni a chronotropni, ale i u¢inky vasorelaxacni,

..... 4142

Cytotoxické efekty ma i alkaloid evodiamin, jehoZ schopnosti je indukovat apoptozu
u vSech typt karcinomil, avsak nejvyssi efekt byl prokazan u bunek zaludku. Evodiamin
muze ovlivnit i progresi Alzheimerovy choroby. Studie probihaly na transgennich
mysSich rozdélenych do dvou skupin. Jedné skupiné se podavala davka 100 mg/kg, druhé
50 mg/kg. K porovnani farmakologickych u¢inkd bylo pouzito 1é¢ivo Aricept a jako
kontrolni skupina sourozenci netransgennich mysi. Po 4 tydnech 1é¢by se hodnotila

schopnost uceni a paméti. Davka 100 mg/kg vyrazné zmirnila degeneraci kognitivnich
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procest. Dal§im efektem bylo zmirnéni inhibice vychytavani glukézy, ale byla také

snizena exprese zanétlivych markerd IL-1pB, IL-6, TNF-o a COX-2. Vysledky studii

poukazuji na potencialni smér vyvoje novych 1é¢iv Alzheimerovy demence**.

I
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Obr. 10 Evodiamin

3.3.4 Nelumbo nucifera L. (Lotos indicky)

Celed’ Nelumbonaceae (Lotosovité)

Obr. 11 Nelumbo nucifera L.

Lotos indicky (ofechodarny) se vyskytuje v oblasti jihozapadni Asie az po Filipiny
a Australii, dalsi nalezi$té¢ byla objevena v Evropé v jiznim Povolzi a termalnich
pramenech v Rumunsku. Nelumbo nucifera je vytrvala vodni bylina s vétvenymi
oddenky, ze kterych vyristaji sttidavé listy. Na konci sezony se na vrcholu oddenku
vytvareji hlizovité zasobni organy. Velké kvéty jsou jednotlivé umistény na dlouhych
stvolech a maji bilou, bled¢ Zlutou, ale také rizovou barvu. Plody jsou nepukavé
ofisky, semena maji velké embryo a tenky endosperm. Stanovisté charakteristické pro

lotosy jsou stojaté a pomalu tekouci mé&lké vody subtropi a tropt™.
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Mezi obsahové¢ latky patii fada zcela béznych flavonoid, polyfenolické katechiny
a alkaloidy s dvéma riznymi strukturnimi zaklady. Nejvétsi zastoupeni mayji
bisbenzylisochinolinové alkaloidy, mezi néz patfi nelumboferin, nelumborin A,
nelumborin B a hlavni biologicky aktivni alkaloid neferin. Strukturné¢ podobné neferinu
jsou alkaloidy linesinin a isolinesinin. Druhou skupinou alkaloidi jsou aporfinové
alkaloidy se zastupci N-methylasimilobinem, nuciferinem a nornuciferinem®®4"4.

Tato aporfinova skupina byla izolovanad z listi rostliny a podle vysledki studii
prokazovala inhibi¢ni aktivitu va¢i AChE. Nejsilnéjsim inhibitorem se jevil
N-methylasimilobin, jehoz aktivita vi¢i AChE dosahovala v koncentraci 1,5 mg/mi
50 %. Mechanismus inhibice probihal nekompetitivn¢ a reversibilngé. Alkaloidy
nuciferin a nornuciferin prokazovaly oproti N-methylasimilobinu cholinesterasovou
aktivitu nizsi*.

Farmakologicky zajimavy je také alkaloid neferin. Testy byly provedeny na
zviratech, u kterych byla navozena pomoci skopolaminu ztrata paméti. Po podani
neferinu doslo k vyraznému zlepSeni kognitivnich funkci. Neferin rovnéz prokazal

pozoruhodnou inhibi¢ni aktivitu proti peroxidaci lipidi a i v antioxidacnich studiich

prokazal dobré V}'/sledky49.
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Obr. 12 Nuciferin
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3.3.5 Phellodendron chinensis L. (korkovnik ¢insky)
Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr.13 Phellodendron chinensis L.

Korkovnik ¢insky je dvoudomy opadavy strom dorustajici vysky 10 m. Koruna je Siroce
rozloZena, tenka borka ma Sedozelenou az Sedohnédou barvu. Letorosty jsou barvy
¢ervenohnédé az Sedohnédé. Vejcité, nékdy také kopinaté listy jsou utvorené ze 7 — 13
zaSpicatélych listk. Licova strana listkli je tmave zlutozelena a rubova strana mekce
chlupata. Kvéty jsou slozené do kuzelovitych lat, plody maji barvu ¢ernou a jsou velké
zhruba 9 mm. Nejcast&ji se vyskytuje ve stiedni Cing™.

Nejrozsifenéjsi skupinou obsahovych latek jsou protoberberinové alkaloidy.
Nejvétsi zastoupeni ma alkaloid berberin, v mensim mnozstvi jsou obsazeny palmatin,
jatrorrhizin, felodendrin a magnoflorin. Berberin se pouziva v tradi¢ni ¢inské medicing.

-----

vliv berberinu na hepatomové bunky HepG2, u kterych prokazal schopnost indukovat
apoptozu, ktera byla zprostfedkovana oxidacnim poékozenimm’sz.

Nejaktualngjsi klinické studie probihaji s ethanolovym extraktem kulry
korkovniku a jsou zaméteny na neuroprotektivni uc¢inky obsahovych latek. Experiment
probiha v PC12 bunkach (bunéna linie odvozena z feochromocytomu krysi diené
nadledvin). PC12 bunky jsou oSetfeny nervovym rlstovym faktorem, poté dojde
k vytvoreni linie buné€k, ktera slouzi jako modelovy systém pro diferenciaci nervovych
bunék. Na takto upravenych bunkach je indukovana neurotoxicita. Testovani je
zamé&feno na ochranny efekt uc¢innych latek proti B-amyloidu; vysledky se jevi nadéjné.
Vlivem potlaceni apoptozy zde dochazi k ¢asteénému neuroprotektivnimu ptisobeni a ke

v 7o . v1.53 v r ’ , v . r . ,
zvyseni zZivotaschopnosti bunék™. Je vSak nutné vzit v uvahu, Ze se jedna o specificky

modelovy test, bude nutné prokazat prestup pies hematoencefalickou bariéru.
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Obr.14 Berberin

3.3.6 Zanthoxylum bungeanum L. (Zlutodfev bungetv)
Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr. 15 Zanthoxylum bungeanum L.

Zlutodiev je jednou z mnoha rostlin pouzivanych v tradi¢ni ¢inské medicing. Predev§im
ktira stromu se pouzivala na utiSeni bolesti zubi, kolik rizného piivodu a revmatické
stavy. V dnesni dobé se nékteré druhy rodu Zanthoxylum péstuji jako okrasné bonsaje54.

Jedna se o opadavy strom, ktery dortsta vysky 3 — 7 m. Nalezisté¢ se nachazeji
predev§im v asijské oblasti (Anhui, Fujian, Sichuan, Bhutan, atd.) pod hranici
3 200 metrti. Z kminkt i vétévek vyrastaji malé ostny, listy jsou slozené z 5 — 13
piisedlych vejcitych listkii se zubatym okrajem. Vietenovité kvétenstvi je slozené ze
zlutozelenych kvéti.

Susené plody jsou nachové Cervené barvy a pouZivaji se jako kofeni obzvlasté v

seCuanské kuchyni jako tzv. seucuansky pepf55.
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Rozmanitost obsahovych latek neni pfili§ vysoka, nejvétsi podil zde maji predevsim
alkaloidy a lignan sesamin, ktery je spole¢ny celému rodu Zanthoxylum. Hlavni slozkou
izolovanou z kofene rostliny je pyrano-2-chinolonovy alkaloid zanthobungeanin.
V menSim mnozstvi byly zastoupeny také alkaloidy benzofenanthridinové
(11-methoxychelerythrin, des-N-methylchelerythrin), furochinolinové (skimmianin),
amottianamid a novinkou izolovanou poprvé z kofene rostliny je sloucenina
I-N-acetylanonain. Své zastoupeni v obsahovych latkach ma i steroid [-sitosterol.
Ziskané slouCeniny vykazovaly Sirokospektré antimykotické uc¢inky, avsak jejich
aktivita byla velmi slaba®®’,

Farmakologicky slibné¢ se jevi smés extraktli z oplodi Zanthoxylum bungeanum,
ploda Cnidium, kotenti Sophora flavescens a kofeni Phenodendron. Tato smés dokaze
snizit pH pochvy pfi vagindlnich zanétech a prokazuje také antimikrobialni aktivitu.

, v . R . ’ v 58
Jedna se 0 moZnou alternativu v 1é¢bé gynekologickych onemocnéni™.

CH,

O/
TN
—

ON

CH,

Obr. 16 Skimmianin
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3.3.7 Zanthoxylum nitidum L. (zlutodfev leskly)
Celed’ Rutaceae (Routovité)

Obr. 17 Zanthoxylum nitidum L.

Zanthoxylum nitidum, nazyvany v Assamese Tez-mui, je velky pichlavy kef. Ve vétsiné
oblasti svého vyskytu méd rozmanit¢ morfologické promény. RozSifeny je prevazné
Vv jihovychodnich asijskych zemich, v severni Austrdlii a v severovychodni Indii
(Assam, Sikkim a Nagaland). V Indii se cela rostlina hojné pouziva v lé¢itelstvi. Kofen
se uziva na snizZeni bolesti zubti, pfi horecce a revmatismu, plody pfevazné na zaludecni
problémy a vétvicky nebo kira z nich na 1é¢bu cholery. Extrakty z celé rostliny
prokazuji i antibakterialni ﬁéinkySg.

Listy jsou slozené z mnoha malych ovalnych listki, zelenozluté kvéty se vyskytuji
v pazdi listd. Plodem je &ervenohnédy méchyiek®.

Z hlediska obsahovych latek je Zanthoxylum nitidum bohaty. ObsaZzeny jsou v ném
prevazné ruzné typy alkaloidu, flavonoidy, amidy kyslin a lignany. Extrakty z rostliny
vykazuji Sirokou ucinnost, pfedevSim se jedna o efekty antibakterialni, antimykoticke,
cytotoxické a antivirotické. Nejvétsich farmakologickych ucinki dosahuji pfedevsim
alkaloidy diktamnin, 5,6-dihydro-6-methoxynitidin, y-fagarin, skimmianin a 5-methoxy-
diktamnin. Nejnovéjsi poznatky o extraktech rodu Zanthoxylum prokazuji také
anticholinergni efekt. Pfedevsim se jedna o furochinolinovy alkaloid skimmianin, jehoz
aktivita v této oblasti dosahovala v porovnani s fysostigminem nejlepSich

, 061,62
vysledki®™®#3,
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Obr. 18 y-Fagarin
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Obecné metody

4.1.1 Pfiprava a Cisténi rozpoustédel

Vsechna rozpoustédla byla precisténa destilaci komercnich rozpoustédel. Po zachyceni
a odstranéni destilacniho pfedku byla jimana podle tabelarné stanovené teploty varu
hlavni frakce.®* Timto procesem bylo predestilovano max. 90 % objemu rozpoustédla.

Cista rozpoustédla byla uchovana v hnédych zasobnich lahvich.

4.1.2 Odpateni extraktii a jejich uchovavani

Extrakty vzorka drog byly odpafovany na vakuové odparce pii maximalni teploté 40 °C.
Ptipravené odparky extraktti (ethanolové — sumarni a ethyl-acetatové — alkaloidni) ur¢ené
ke zméfeni biologické aktivity byly pteplnény do injek¢énich ampulek o objemu 5 ml
a nadsledné¢ odpatovany. Odpatfovani probihalo na vodni lazni pti teplot¢ do 60 °C
Vv proudu filtrovaného vzduchu. Po odpateni rozpoustédla byly ampulky dale suseny ve
vakuovém exsikatoru nad silikagelem. Po vysuseni byl obsah ampulek naplnén argonem,

ampulky zataveny a do doby analyzy uchovavan pii teploté -22 °C.

4.1.3 Rostlinny material

Rostlinny material pro screening byl ziskan nakupem dle nasledujicich udaji:

Tab. 1 Pfehled rostlinného materialu

Oznag.* Taxon Morfol. Piivod Fimot-
Cast nost**
AL-236 | Dictamnus albus koten Kottas Wien, 11-03-30 50g
AL-241 | Dictamnus dasycarpus ktira Pragon Praha, 11-04-05 15¢
kotfent

AL-229 | Evodia rutaecarpa plod Pragon Praha — Wuzhuyu, | 15¢g
11-04-05

AL-240 | Nelumbo nucifera embryo | Pragon Praha —Lianzixin, | 15¢
11-04-05

AL-246 | Nelumbo nucifera semena | Pragon Praha — Lianzi, 11- | 15¢
04-05
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Tab. 1 pokracovani

Oznac.* Taxon Morfol. Ptvod Hmot-
Cast nost**

AL-248 | Nelumbo nucifera list Pragon Praha — Heye, 11- | 10 g
04-05

AL-249 | Nelumbo nucifera tyCinky Pragon Praha — Lianxu, | 159
11-04-05

AL-234 | Phellodendron chinense | kira Pragon Praha — Huang ba, | 15 g
11-04-05

AL-232 | Zanthoxylum bungeanum | oplodi Pragon Praha — Hua jiao, | 80 g
11-04-05

AL-231 | Zanthoxylum nitidum dievo Pragon Praha — Rudijinniu, | 15 g
11-04-05

* cislo vzorku z katalogizace pracovni skupiny ADINACO Group

**  hmotnost vzorku pouzita k extrakci

4.1.4 Ptiprava extraktg®

Sucha rostlinnd ¢ast byla rozemleta na drobné ¢astice velikosti cca 1 — 2 mm.
Rozdrobnénéd a navaZzena droga byla vsypana do Erlenmayerovy baiiky a pielita 95%
ethanolem (EtOH). Droga byla ponofena cela a nad ni bylo alesponi 3 cm kapaliny.
Do banky byl pfidan varny kaminek a droga byla podrobena extrakci EtOH na vodni
lazni 15 minut od zacatku varu. Poté byla baitka vyjmuta z vodni 1azn€ a ponechala se
zchladnout. Pfiblizné po 15 minutich droga sedimentovala a zbyld tekutina byla
prefiltrovana ptes silnéjsi vliselinovy filtr. Vyvafeni bylo opakovéno jesté¢ dvakrat.
Nasledné bylo k sedlin¢ v bance ptidano takové mnozstvi EtOH, aby byla matolina
piekryta pouze rozpoustédlem. Vznikla suspenze byla sonikovana v ultrazvukové lazni
SONOREX 10 minut pfi normdlni teplot¢ a stupni sonikace 10. Smés byla opé&t
prefiltrovana ptes vliselin. Spojené filtraty byly prefiltrovany ve filtracnim tubusu pies
vrstvu kiemeliny (1 cm). Ciry filtrat byl zahustén na vakuové odparce piiblizné na
desetinu objemu. Pasteurovou pipetou bylo odebrano do odvazené ampulky tolik
roztoku, aby po odpateni vazil odparek cca 50 mg. Extrakt byl odpafen obvyklym
zpisobem (vhanénim filtrovaného vzduchu) pfi max. 50 ‘C. Odparek byl zvazen

(oznaceni odparku S).
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Hlavni ¢ast ethanolového extraktu v bance (zbytek) byla zahusSténa do fidkého stavu,
poté bylo ptidano cca 10 ml vody a piebyte¢ny EtOH byl odpafen na odparce. Vznikla
suspenze byla smichana s 10 — 20 ml 2% H,SO.. Banka se suspenzi byla umisténa
do ultrazvukové lazné SONOREX a byla sonikovana piiblizné 5 minut pfi normalni
teploté a stupni sonikace 10. K zamezeni ulpivani ¢astic na sténach banky bylo nutné
S batikou V lazni obcas krouzit. Kalna tekutina byla ptefiltrovana v malém tubusu pies
vrstvu kiemeliny (cca 5 mm). Tato filtra¢ni vrstva s kiemelinou byla nejdiive promyta
vodou. Banka byla poté vyplachnuta 10 ml vody a nésledné byl tento vyplach zfiltrovan
pfes stejny tubus. Ziskany roztok musel byt &iry, nikoliv kalny. Ciry kysely filtrat byl
doplnén vodou na objem 40 — 50 ml a poté byl dvakrat vytfepan Y svého objemu
predestilovanym a Et,O pro odstranéni nezadoucich latek (lipidy, silice, atd.). Etherova
vrstva byla ostie oddélena a nasledné odstranéna. Kysela vodna vrstva byla
zalkalizovana 10% NayCO3 na pH ptiblizné 10 (pH papirek) a vytiepana tiikrat ¥4 svého
objemu piedestilovanym ethyl-acetatem (EtOAc). Ethyl-acetitova faze byla ostie
oddélena. Organické vyttepky byly spojeny v zabrousené banice minimalni velikosti, do
banky bylo pfidano malé mnozstvi (2 — 5 g) bezvodého Na,SO, a roztok byl vysusen.
Ptiblizné po 30 minutach byl ethyl-acetatovy roztok alkaloidt zfiltrovan ve filtratnim
tubusu pfes malou vrstvu vaty. Ciry filtrat byl odpafen na vakuové odparce pii teploté
max. 40 °C dosucha. Po zjisténi hmotnosti byl odparek rozpustén v malém mnozstvi
EtOAc arozdélen podle potieby do injek¢nich ampulek. Po odstranéni rozpoustédla
v proudu vzduchu byly ampulky vysuseny ve vakuovém exsikatoru nad silikagelem po

dobu minimalné 16 hodin a poté zvaZeny (oznaceni odparku B).

4.1.5 Chemikalie, rozpoustédla a pfistroje pro piipravu extrakti
Rozpoustédla:

Diethylether ¢. destilovany bez stabilizatoru (Et,0)

Ethanol €. 95%, denaturovany methanolem (EtOH)
Ethyl-acetat ¢. (EtOAc)

Chemikalie:

Argon

Kiemelina Celite C 535 John's Manville (Sigma-Aldrich)
Kyselina sirova 2% (w/w)

Silikagel (susici perly)

42



Siran sodny bezvody ¢.

Uhli¢itan sodny 10% roztok (w/w)
Ptistroje:

Ultrazvukova lazen SONOREX 10P
Vakuova odparka Biichi

4.2 Stanoveni cholinesterasové aktivity

4.2.1 Chemikalie, materidl, ptistroje

Chemikalie:

Acetylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzit 10mM roztok)

Butyrylthiocholin jodid (Sigma-Adrich) (pouzit 10mM roztok)

Dimethylsulfoxid p. a. (Sigma-Adrich)

5,5’-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma-Adrich) (pouzit SmM roztok)
Galanthamin hydrobromid (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A (TAZHONGHUI — Tai"an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

Pufry:
SmM Fostatovy pufr pH 7,4

Zasobni roztok A

10 mM roztok NaH,PO4 (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,20 g NaH,PO,).
Zasobni roztok B

10 mM roztok Na;HPO, (v 1 litru roztoku je obsazeno 1,42 g Na,HPQOy,).
Smicha se 57 ml roztoku A a 283 ml roztoku B a 300 ml vody.

SmM Fosfatovy pufr pH 7,4 obsahujici 150 mM chloridu sodného
8,766 g chloridu sodného p. a. se rozpusti v SmM fosfatovém pufru pH 7,4 a doplni se
jim do 1000 ml.

100mM Fostatovy pufr, pH 7,4
Zasobni roztok A
200mM roztok NaH,PO, (v 1 litru roztoku je obsazeno 24,0 g NaH,PQOy,).

Zasobni roztok B
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200 mM roztok NapHPOy (v 1 litru roztoku je obsazeno 28,4 g NayHPO,).
Smicha se 57 ml roztoku A a 243 ml roztoku B a 300 ml vody

Ptistroje:

Centrifuga Avanti J-301, rotor JA-30.50

Centrifuga Boeco U-32R, rotor Hettich 1611

Reader Synergy HT (BioTek)

Biologicky material:

Zdrojem AChE byla pouzdra lidskych erytrocytl. Jako zdroj BuChE byla pouzita lidska
plazma.

Z Cerstvé odebrané krve zdravych dobrovolniki byla pfipravena erytrocytarni
pouzdra. K odebrané krvi byl pfidan 1 ml citratu sodného na 9 ml krve podle upravené
metody Stecka a Kanta®. Z plné krve byla centrifugaci odstranéna plazma pii rychlosti
4000 ot.min™ pfi teploté 10 °C za pouZiti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich
1611. Erytrocyty byly pfeplnény do 50ml zkumavek a tiikrat promyty SmM fosfatovym
pufrem (pH 7.4) obsahujicim 150 mM chloridu sodného (12 000 ot.min™, centrifuga
Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly michany s SmM fosfatovym
pufrem (pH 7,4) po dobu 10 minut, ¢imz dosSlo k jejich lyze. Nasledné¢ byly
centrifugovany rychlosti 20 000 ot.min™ pii teploté 10 °C a vznikla pozdra byla tikrat
promyta fosfatovym pufrem.

Po odstranéni erytrocytl byla ziskana plazma s obsahem BuChE.

4.2.2 Stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni aktivity (ICsp)
Pro ziskdni hodnoty ICsp byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB)®’. Jako substraty byly
pouzity estery thiocholinu, které jsou cholinesterasami $tépeny na thiocholin
aprisluSnou kyselinu. Stanovuje se SH- skupina thiocholinu, kterd se navézala na
DTNB za utvofeni zluté zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky
pfi vinové délce 412 nm (Reader Synergy HT). Byl pozorovan nariist absorbance za
1 minutu.

Hodnoty ICsy byly vypocitany z naméfenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo
BuChE nelinearni regresi v programu GraphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows;
vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA). Inhibi¢ni aktivita byla porovnana

s hodnotami ICsg referencnich latek galanthaminem a huperzinem A. Procenta inhibice
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(% 1) byla spocitana dle vzorce % I = 100-(AAg/AAsa)*100, kde AApL je nartst

absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narast absorbance méfeného vzorku.

4.2.3 Metodika stanoveni inhibi¢ni aktivity
Do mikrotitrani desticky byla napipetovano do 3 jamek vzdy jedna koncentrace
roztoku extraktu (celkem 5 koncentraci v mg/ml: 20,0; 2,0; 0,2; 0,02; 0,002), do
posledni bylo napipetovano DMSO. Reakéni smés obsahovala: 8,6 ul roztoku
(suspenze) enzymu (erytrocytarnich pouzder), 283 pl roztoku DTNB a 8,3 ul roztoku
ur¢ité koncentrace extraktu. Po S5minutové inkubaci bylo pfidano 33,3 ul roztoku
acetylthiocholinujodidu nebo butyrylthiocholinujodidu a po této dobé méfena
absorbance (v pfipadé¢ inhibice AChE pii 436 nm, v pfipad¢ inhibice BuChE pii 412
nm) v Kinetickém modu po dobu 1 minuty.

Hodnoty ICsp byly vypocitany z namétenych hodnot poklesu aktivity AChE nebo
BuChE nelinearni regresi v programu GraphPad Prism. Vysledné hodnoty byly
porovnany s hodnotami referenc¢nich latek (galanthaminem, huperzinem A, eserinem,

tab. 4). Statistické hodnoceni (3 méfeni) se provede pomoci programu Excel.
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5 VYSLEDKY
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5.1 Stanoveni hodnot ICs,

Tab. 2 Cholinesterasova aktivita ethanolovych extraktt (extrakty S)

Cislo Taxon — morfol. &ast ICs0 AChE ICs0BUChE
(g/ml) (ng/ml)

AL-236 | Dictamnus albus > 500 > 500
AL-241 | Dictamnus dasycarpus > 500 > 500
AL-229 | Evodia rutaecarpa 90,2+11,1 52+0,6
AL-240 | Nelumbo nucifera — embryo > 500 180,8 + 20,2
AL-246 | Nelumbo nucifera — semena > 500 > 500
AL-248 | Nelumbo nucifera — list 430,1+61,3 212,6 + 24,8
AL-249 | Nelumbo nucifera — ty¢inky > 500 > 500
AL-234 | Phellodendron chinense 22+0,2 59,7+ 6,4
AL-232 | Zanthoxylum bungeanum 453,7 £ 78,5 179,4 £ 28,1
AL-231 | Zanthoxylum nitidum 458,2 + 80,4 298,4 + 33,6

Tab. 3 Cholinesterasova aktivita ethyl-acetatotvych extrakti (extrakty B)

Cislo Taxon — morfol. ¢ast ICs59 AChE IC50BuChE
(ng/ml) (ng/ml)

AL-236 | Dictamnus albus > 500 62,6 6,1
AL-241 | Dictamnus dasycarpus 439,0 + 45,7 64,8 + 6,7
AL-229 | Evodia rutaecarpa 9,8+0,9 9,7+0,9
AL-240 | Nelumbo nucifera — embryo 459+41 11,6 £1,1
AL-246 | Nelumbo nucifera — semena > 500 233,7+24,2
AL-248 | Nelumbo nucifera — list 59,2+ 6,0 241+£25
AL-249 | Nelumbo nucifera — ty¢inky > 500 190,5 + 18,5
AL-234 | Phellodendron chinense 179+1,9 52,3+5,7
AL-232 | Zanthoxylum bungeanum 246,3+22,2 29,7+2,9
AL-231 | Zanthoxylum nitidum 82,4 +84 60,3+ 6,0
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Tab. 4 1Cg referenénich latek

Latka ICs0 AChE IC50BUChE
(ng/ml) (ng/ml)
Galanthamin 0,491 + 0,019 12,155 + 0,373
Huperzin A 0,080 + 0,0002 > 0,242
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6 DISKUSE
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Pro screening inhibi¢ni aktivity jsem ve svoji praci pouzila prfedevSim morfologické
Casti rostlin z ¢eledi Rutaceae a jednoho zastupce z ¢eledi Nelumbonaceae. Z pievazné
¢asti jde o rostliny farmaceuticky nebo toxikologicky vyznamné, které jsou pouzivany
predevsim v tradi¢nich fototerapeutickych systémem v Asii.

Celed Rutaceae ma velmi pestrou $kalu svych zastupcii roz§ifenych po celém svété.
Nachazeji zde Siroké uplatnéni jako analgetika, antirevmatika, zdroje antimikrobné
ucinnych latek a také latek pusobicich protinadorove; napt. Zanthoxylum nitidum se
stale intenzivné pouZiva v indickém lidovém 1&&itelstvi®®. Zanthoxylum bungeanum
poskytujici tzv. seCuansky pepf, je rostlina vyuzivanou V tradicni ¢inské medicing.
Dictamnus albus, ktery se vyskytuje na teritoriu Evropy je rostlinou spiSe chranénou
v lokalitach piirodniho vyskytu® v evropské fytoterapii svoje misto nema. Udaje o jeji
toxicité jsou znamy uZ delsi dobu®®. Naopak Dictamnus dasycarpus je ve vychodni
mediciné vyuzivan pomérné hojné, jak bylo v diivéjsi Casti textu této prace uvedeno.
Rovnéz tak velmi znamymi a pouzivanou rostlinami (v tradi¢ni ¢inské medicing) jsou
Evodia rutaecarpa a Phellodendron chinensis. V tradi¢ni ¢inské medicing jsou rovnéz
pouzivany rtizné morfologické ¢asti lotosu, Nelumbo nucifera.

V tomto screeningovém systému jsem pouzila dva typy extraktl; jen tak je mozné
pii porovnani jejich aktivit posoudit, zda je inhibi¢ni G€inek na AChE a BuChE
zpusoben alkaloidy anebo také jinymi, nealkaloidnimi latkami. Pro pfipravu sumérnich
ethanolovych extrakti (S) a extraktt alkaloidnich (B) jsem vyuzila standardni metodu
pracovni skupiny ADINACO Research Group z katedry farmaceutické botaniky a
ekologie.

Pti porovnani vysledki inhibi¢ni aktivity jednotlivych typl extraktl se ukézalo, ze
nepiehlédnutelnou inhibi¢ni aktivitu vykazuji jen dvé rostliny: Evodia rutaecarpa a
Phellodendron chinense.

U rostliny Evodia rutaecarpa je tento fakt popisovan; pfitomny evodiamin je
z hlediska inhibi¢ni aktivity nejvyznamnéj$im alkaloidem izolovanym z rostliny. Podle
vysledkii doposud znamych studii doSlo ke zmirnéni degenerace kognitivnich

funkci*>*

. Je v8ak zajimavé, ze literatura popisuje inhibi¢ni Uc¢inek vici AChE, v tomto
ptipad¢ vsak byla vyssi inhibice v ptipadé¢ BuChE. K této aktivit¢ muze piispét ucinek
rutackarpinu a dalSich alkaloidd. Protoze je vSak aktivita tohoto sumarniho extraktu
vyssi nez u extraktu alkaloidniho, zd4 se, Ze se na u€inku podileji jesté n¢jaké dalsi latky

nealkaloidniho charakteru.
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Phellodenron chinense obsahuje protoberberinové baze piredevS§im kvartérniho
charakteru (berberin, palmatin, jatrorrhizin a dalsi). Inhbi¢ni u¢inek berberinu byl
publikovan n&kolikrat, napi.® (ICsp: AChE 0,70 + 0,10 uM; BUChE 30,7 + 3,5 uM).
Tyto hodnoty pIné koreluji s nalezenym vysledkem v mé praci, resp. svéd¢i o tom, ze
biologicka aktivita latek v extraktu z korkovniku je zpisobena kvartérnimi
protoberberinovymi bazemi, i kdyz se zde mohou uplatnit dalsi latky (viz dale).

U ethanolovych extrakti z ostatnich morfologickych ¢asti studovanych rostlin
nebyla inhibi¢ni aktivita vyznamna.

V piipad¢ alkaloidniho extraktu (B) se inhibi¢ni aktivita objevila vyraznéjSim
zpusobem. Vyznamné jsou vSak jen taxony Evodia rutaecarpa a Nelumbo nucifera
(embryo a list), zajimavy je vysledek u Phellodendron chinense a malo vyznamné jsou
aktivity u obou zastupci rodu Dictamnus a Zanthoxylum.

U Evodia rutaecarpa je patrné, ze inhibice AChE je zplisobena s nejvetsi
pravdépodobnosti alkaloidy; v ptipadé inhibice BuChE je vSak zfejmé, Ze se na tomto
ucinku podilely jesté néjaké dalsi nealkaloidni latky (porovnani tab. 2, tab. 3).

Zajimavé jsou vysledky z jednotlivych morfologickych ¢asti Nelumbo nucifera,
zjehoz listd byly izolovany aporfinové alkaloidy N-methylasimilobin, nuciferin
a nornuciferin. Tyto struktury podle studii prokazuji vyznamnou inhibi¢ni aktivitu,

464748 pozoruhodné inhibiéni

nejsilngjsim inhibitorem se jevil N-methylasimilobin
vysledky prokézal i hlavni bisbenzylisochinolinovy alkaloid Nelumbo nucifera neferin®.
V ptipadé této rostliny je vSak obtizné urcit, ktery alkaloid(y) mlze byt za inhibici
zodpovédny. Biologicka aktivita jednotlivych alkaloidi je sice zndma, 1 kdyZ je obtizné
porovnatelnd, protoZe né&které testy nebyly provadény na lidské AChE a BuChE, ale
Vv piipad¢ vzorkd, které jsem zpracovavala jsem neznala obsah jednotlivych alkaloida
v piislusnych drogach z Nelumbo nucifera, a proto nelze provést jednoznaény zavér.

U druhu Phellodendron chinense se zda, ze na inhibi¢nim uc¢inku vaci AChE se
podileji i nealkaloidni latky, jak je vidét z hodnot ICsp. Tento rozdil vSak neni tak
vyrazny, aby stélo za to jej blize experimentalné studovat.

V morfologickych ¢astech Dictamnus albus a Dictamnus dasycarpus jsou pfitomny
predevsim furochinolinové (furanochinolinové) alkaloidy, které nebyly dosud vyznamné
studovany. Je sice pravda, ze u diktamninu a skimmianinu byly nalezeny urcité
neuroprotektivni ﬁéinky‘%, nejednd se vSak o bezprostfedni inhibi¢ni €inky AChE nebo
BuChE, resp. alosterickou modulaci receptorti. Udaje o toxicité téchto alkaloidi jsou

starého data a je otazkou, zda by v soucasnosti z védeckého hlediska obstaly; rozhodné
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je nutné jejich revize. Da se vSak predpokladat, ze jejich toxicita bude vyssi nez toxicita
béznych isochinolinovych alkaloidi.

Podobny stav se vyskytuje u zastupcti rodu Zanthoxylum; obsahuji rtizné typy
alkaloidi, které sice nebyly studovany v potiebné §ifi na inhibici AChE a BuChE, ale
zda se, ze to neni ani potfebné. Hodnota ICsp, ktera je vyssi nez 30 pg/ml nenasvédcuje,
ze ptipadné izolované latky budou mit vyznamnou inhibi¢ni aktivitu.

Z nalezenych vysledkii moji prace vyplyva, Ze zajimavym objektem pro dalsi
studium muze byt embryo a list Nelumbo nucifera. Hodnoty inhibice jsou zajimavé
obzvlasté v piipad¢ inhibice BuChE. Zabyvat se témito latkami by bylo jist¢ velmi
prospésné, ale vyskytuje se zde jeden technicky problém: ackoliv jsou uvedené rostlinné
¢asti bézné€ pouzivanymi 1é¢ivymi drogami v oblasti tradi¢ni ¢inské mediciny a v ¢inské
komeréni sféfe jsou dostupné, byva jejich kvalita velmi nevyrovnand. To lze zjistit
predevsim v piipad¢ listl, které nebyvaji vzdy spravné suseny (coz lze poznat uz
vizualn€¢) a mohou se u nich vyskytnout i jiné vegetabilni pfimési, které mohou
komplikovat vysledky predbéznych biologickych testi a tim vlastn€ postavit tuto

rostlinu na okraj zajmu z hlediska uvedeného studia.
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