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Souasneé terapeutické moznosti mediciny utgzdoZivat se stale vysSiho a vyssiho
véku. To s sebou nese mimo jiné zvySeni naklad I&bu, kdy moznosti jsou v nadsazce
témet neomezené, nicmérfinancni nar@&nost pouziti novych lék stoji leckdy proti jejich
casgjSimu vyuziti. Starnutim populace dochazi kisé&r onemocEni souvisejicich s vysSim
vékem. Jedna ser@devSim o neurodegenerativni onendoérjako Alzheimerova choroba
(AD) ¢i Parkinsonova choroba. Uédhto onemoceéni dochazi v poslednich desetileti
k velkému naistu pacient praw v disledku vysSiho &ku populace a schopnostem efekiivn
|&Cit ostatni choroby tykajici se kkigladu soustavy srdei, pohybové a dalSich.

Pres vSechny poznatky moderni terapieg@ba si ugdomit, Ze ve ¥tSin¢ rozvojovych
zemi nenf ,,zapadni“ medicina a komplexni téka pée jako takova pli§ dostupnd. Podle
odhadi swtové zdravotnické organizace (WHO) vice nez 80%tms# populace vyuZiva
rostliny jako primarni zdroj k eni nemocf. Piitom napf. 60 - 90% obyvatel Afriky je
casténe ¢i uplné odkazano na tbu l&ivymi rostlinami a az 60% obyvatel Jihoafrické
republiky se nechavadi tradicnimi lidovymi I&iteli, kterych je pes 200 000 aipdevsim ve
venkovskych oblastech jsou dosttjin nez Bzni Iékdi.>’ V souvislosti s dne$ni medicinou
muzeme zminit, Ze lidové déelstvi se stalo velkou zasobarnou zdrdgcivych latek a
zejména ve 20. stoleti, po zdokonaleni izoieh, fyzikalre-chemickych a syntetickych
metod, byly mnohé z jeho poznatkbjasiny, wdecky zdivodniny a vyuZity. V sotiasné
dok®, kdy jsou k dispozici dokonalé chromatografick@l@&ni techniky a skdy servis
fyzikalnich metod pro weni struktury acistoty izolovanych latek, neni problém ziskat
z rostlin latky ve velmicistém stavu a podrobit je zakladnim screeningovyatooém na
biologickou aktivitu. ProtoZe jsou rostliny obroysk zdrojem uz hotovych, ifsodou
piipravenych potenciatnlégivych latek, je Zadouci jich vyu#t.

Poprvé se o AD zminilamecky I1ék& Alois Alzheimer v roce 1907 jako o kaptjsi
formé¢ demence charakterizované umrtim &unv mozkové kie. Vroce 2000 AD
postihovala celogtové 25 milionu lidi s tim, Ze ser@dpoklada, Ze v roce 2050 vzroste toto
&islo na 114 milion.® Jedna se o velmi zgujici chorobu, devastujici kvalitu Zivota jak
samotnych nosité] tak i jejich blizkych rodinnych islusniki, ktei o ne petuji.

V souwasnosti zatim nedovedeme ADXitékauzal, mizeme vSak fiznivé ovlivnit jeji
prabsh a oddalit#7kéa stadid®

V terapii AD maji velky vyznam ifrodni latky, popipad jejich derivaty. Jednou
z nich je galantamin — alkaloid izolovany z rasfliGalanthus sppz ¢eledi Amaryllidaceae
v polovirg 20. stolett’ Spolu s rivastigminem a donepezilemipato skupiny inhibitoi
acetycholinesterdzy (AChE) uZivanychi gehkych a stedrs tszkych stadiich AD?
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Rivastigmin vznikl @i syntéze slotenin podobnych fysostigminu, ktery je
prototypem inhibitail acetylcholinesterazy. Fysostigmin, latka izolova@dsemen rostliny
Physostigma venenosuse pouzival § ritualnich olfadech jako ordalni jed v jihovychodni
Nigérii. Na zaklad farmakologickych studii prokazal schopnost inhioperiferd AChE.
Roku 1935 nasledovalagsné uteni jeho struktury. Odtud uz vedl jen krok k aim jeho
chemické struktury a nalezeni skemniny schopnéiekonat hematoencefalickou bariéfd**°

Predmétem této prace bylaifprava sumarnich ethanolovych a alkaloidnich exirak
zastupd jednodloznych rostlin (pedevSim zZeledi Liliaceae) a stanoveni jejich biologické
aktivity (inhibice cholinesteraz, antioxiéla aktivita) za delem vytipovani rostlin pro

piipadné podrobné fytochemické studie.



2. CIL PRACE



Cile diplomové prace:

1) Priprava sumérnich ethanolovych a alkaloidnich exiraky/branych zastupic
jednodloznich rostlin.

2) Priprava vzork na biologické testovani.
3) Stanoveni inhildni aktivity obou ty@d extrakfi vaci lidské erytrocytarni
acetycholinestraze a sérové butyrylcholinesteraze.

4) Stanoveni antioxidai aktivity pomoci DPPH testu u obou typxtrakf.
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3. TEORETICKEAST
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3.1 Demence

Demence je syndrom, ktery vznikd néasledkem onesmcrmozku, obvykle
chronického nebo progresivniho charakteru. Doclkazaruseni vysSich korovych funkci,
vcetrg pantti, mysleni, orientace, schopno#i, uceni a usudku, kdy zarowerédomi neni
zastené. ZhorSeni uvedenych funkci je doprovazenekdyn dokonce pedchazeno)
zhorSenim kontroly emoci, socialniho chovani nelmivace. Diagndézu demence Ize tudiz
stanovit na zaklad klinického obrazu - psychiatrického (neuropsycaického) a
psychologického vyS&ni. K jejimu ukeni nestéi pouze patologicky nalez zobrazovacich
technik (CT, MR, PET, SPECT), naebmira atrofie¢i funkéniho postizeni nemusi zakahit
korespondovat se stwgm demence. CT a MR e odhalit atrofické zemy, v rekterych
piipadech i wasnych stadiich?

3.2 Alzheimerova choroba

AD je chronicko-progresivni onema@imi  nervové soustavy na podkéad
degenerativniho zaniku neufors tvorbou charakteristickych histopatologickychémmJe
negastjsi piicinou demence ve igdnim a vysSim &ku (odtud fvodni nazvy presenilni
demence, senilni demence, demence Alzheimerova).typsouvislosti s celogovym
trendem prodluzovani lidskéhocku a vzhstajicim pdtem starych osob v populaci se
Alzheimerova nemoc stava jednim z nejza¥@inh zdravotnich a socioekonomickych

problémi sowasnostt’

3.2.1 Rizikové faktory

Owetenymi rizikovymi faktory pro vznik AD jsou &k a familiarni agregacecetre
genetickych vliwi, k nimz se fifazuje Dowiiw syndrom. Diskutovanymi rizikovymi vlivy
jsou zenské pohlavi, porami hlavy, nizsi vzéani, hypertenze, kdani a hlinik, nov se
uvadi i vys8i hladina sérového homocystétu.

Riziko wku lIze vyjadit tak, Ze ve ¥ku nad 65 let dochazi kazdych 5 let ke
zdvojnasobeniifjpadi demence. Rodinna anamnéza demence zvySuje rizikkwiikrat az
styfikrat, zejména vedku nad 80 let?

Mezi ochranné vlivy snizujici vyskyt choroby s@di uZzivani nesteroidnich

antirevmatik, postmenopauzalni estrogenova teiiapievani statif.™®
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3.2.2 Patofyziologie

AD jako progresivni primagdegenerativni onemoéni CNS se projevuje kortiko-
subkortikalni atrofii. Rozsah této atrofie nemusidtovat s tizi demence. Makroskopicky
nalézame zterené mozkoveé iy, rozstené sulky, roz&ené jsou i komory mozkové. Atrofie
byva vyznamnd i v oblasti hipokarinpdale nalézame rozéhi temporalnich rahpostrannich
komor?®

Mikroskopicky nalézame extracelularni a intracafni&meny.

Zakladni a nejalezitéjSi extracelularni patologickou zmou je ukladani beta-
amyloidu. Takto uloZena depozita beta-amyloiduitebluky, kolem kterych vznika komplex
dalSich neurodenegerativnich prace$imto zmisobem vznikaji utvary, které se nazyvaji
Alzheimerovské plaky. Platiifma ungra mezi pdétem plaki s funkenim postizenim, tedy tizi
demence. Beta-amyloid je ttem z fragmerit amyloidového prekurzorového proteinu (APP).
Ve zdravém mozku je APP ¢gen alfa-sekretdzou na fragmenty, které jsou rdmpus
(nazyvaji se beta-peptid). U mozku postizeného Abhdzi k patologickému &teni APP.
Podileji se nadm beta- a gama-sekretazy. APP je té&k&ba na jiném mistnez je tomu
Stpeni alfa-sekretdzou. Vznikaji tak fragmenty, kieegsou rozpustné a které koaguluji. Tak
vznikd beta-amyloid, ktery je z&kladem pilakV okoli doch&zi nasledn k dalSim
degenerativnim procésy — apoptéze neurér®

NejzavaznejSi intracelularni (intraneuralni)énou je degenerace tau-proteinu. Jde o
bilkovinu, ktera je spojena s neuronalnimi vlakieykrotubuly tau-proteinu jsou patologicky
fosforizovany, vlakna jsou zkracovana, tim doché&ei ztrat jejich funkce a tvor®
neuronalnich klubek — tangles. To vede k zanikutipessych neuroi, k jejich apoptoze.
Témito dwma zakladnimi procesy se spousti kaskada dalSigendeativnich projei
V oblasti plaki dochazi k projevu sterilniho z&n. Dochazi k aktivaci gliovych elemént
buiky mikroglie se transformuji do podoby mikrofaguvdlhuji se cytokininy, zasadni
vyznam ma #ejm¢ uvolreni interleukinu 1. Dochazi k aktivaci zélivého enzymu
cytooxygenazy a k syntéze prostaglandinu. ZvySse uvohuji excita&ni aminokyseliny
(glutamat, aspartat). Ty se vazou na receptorygkiéviraji iontové kanaly, a tagdevsim
cestou receptdrNMDA (N-methyl-D-aspartat). Timto mechanizmem dazihke zvySenému
vstupu kalciovych iorit do neurofi, ¢imZz se aktivuje dalSiada enzym, coZz vede
k destabilizaci vniniho prostedi neurof. Disledkem je aktivace apoetickych mechanizn

smrt neuron.'®
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Vyznamnym patogenetickyntinitelem u AD je i zvySené mnoZstvi volnych
kyslikovych radikal. Do ugité miry maji tyto kyslikové radikély své fyziolagié funkce. Za
patologickych podminek jsou vSak uioVany nadrdrné a CNS neni schopna toto mnozstvi
odbourat. Volné kyslikové radikaly pak vyvoléidu nezadoucich reakci. Pod jejich vlivem
dochéazi nab k peroxidaci lipidi neuronalni membrany, ale také k inaktivéaily enzynd.
Neurony, u nichz do$lo k peroxidaci, se stavajhegvapoptickymi-®

Béhem procesu degenerace dochazi také ke snizeriatietau v neuronech, coz Ize
dokazat nap pozitronovou emisni tomografii (PET) nebo jednofmvou emisni
positacovou tomografif (SPECTY

Topograficky nejvice postizenou oblasti je nucldssis Meinerti, toto postizeni
ovliviiuje pimo kortex. Velmi vyznamhije poskozena také oblast hipokanip

Z neuromediatorovych syst@ne nejvice postizen systém cholinergni. Je naaugsn
syntéza acetylcholinu, tak jeho uiolani, zarovie schopnost ztiného vstupu cholinu do
neuronu. U Alzheimerovy demence nalézame navicitlefhzymu cholinacetyltransferazy.
Jde o enzym, ktery syntetizuje acetylcholin z dkegnzymu A a z cholinu. Pokud jde o
cilové organy psobeni acetylcholinu — postsynaptické i presynigtiacetylcholinergni,
muskarinové a nikotinové receptoty — tystavaji relativd dlouho zachovany. K jejich
degeneraci dochazi aZ v pokitejsich stadiich nemocf.

Acetylcholin je v synoptické &tbiné odbourdvan za fyziologickych podminek
acetylcholinesterazou. U AD, zvl&at pokraiilejSich stadiich, se kro¥racetylcholinesterazy
uplatiuje i butyrylcholinesteraz¥.

Role butyrylcholinesterazy je nejasna. Zatim netalezen Zadny endogenni substrat,
ktery by byl uteny pro tento enzym. Nicmé&rse domnivame, Zze BUChE hraje jen velmi
malou roli v cholinergnim ig@nosu. Je znamo, Ze hydrolyzuje toxické estery jepiklad
kokain, tudiZ je muisuzovana detoxifikeni funkce?

V prabéhu zhorSovani demence dochazi k postizeni dalSmlromediatorovych

systénti, jak vidime v tabulcé®

Tabulka | zakladni patologické mediatorové &my u AD'

» sniZeni aktivity acetylcholintransferaz
» centralni ubytek aktivity
- acetylcholinu

- serotoninu

14



- noradrenalinu / dopaminu
- GABA
- somatostatinu
- vazopresinu
- nervovéhoitistového faktoru
- substance P
» zvySeni mnoZstvi a aktivity
-excit&nich aminokyselin (glutamét, aspartat)
- MAO-B

3.2.3 Klinicky obraz

Alzheimerova choroba je nemogepevsim vysSihoéku. S prodluzujicim seékem
populace ndrsta péet alzheimerovskych paciéntHovai se proto o jakési tiché epiderfii.

Manifestnimu rozvoji demence tedchazi Wasnych stadiich onemasanr
beziznakové obdobi, kdy aktivaci latentni mozkové reggsou jest zajiS€ny normalni
kognitivni funkce. S postupem chorobného procesak vdochazi k W§erpani rezerv a
objevuji se prvni kognitivni poruchy a snizeni famkvykonnosti, které si jiz wdomuje sém
nemocny nebo jeho okoli. Toto geini stadium je pak nasledovano postupujicimi projevy
globalniho kognitivniho tbytku. Kokaé stadium Alzheimerovy nemaoci se vyzu@ uplnou
ztratou sobstainosti a postuphi rozpadem zékladnich socialnich vazeb a osobiubstydi
nemocného. Jednotliva stadia onentménize tedy charakterizovat postupnou ztratou giam
a solgstaznosti nemocnéhd’

1) Demence mirného stupn patatenim stadiu Alzheimerovy nemoci (obvykle 1-4
roky od za&atku onemoceni) se projevuje ffedevSim poruchou schopnostieni novym
informacim s relativl zachovanym vybavovanim starSich ddaNemocny méa obtize
S pozorovanim, v8povanim a vybavovanim recentnich udalostéznipch informaci, hleda
nedavno odloZzenér@dnety, zapomina vykonavatébné rutinni Gkony. NiZe se objevit
selektivni obtiz s vybavovanim jmen osob a uzivamiém obvyklych slov. Pokles pati a
dalSi poruchy jsou naiekazku dennimc¢innostem, ale neomezuji j&StsokEstainost

nemocnéhd’
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2) Stedni stadium onemoéni (2-10 let od z&tku Alzheimerovy nemoci) se
vyzna&uje zavaZznou poruchou péti ktera uchovava pouze hluboce vstipenou nebdedob
znamou latku. Nové informace lze vstipit jen vyjim&a na velmi kratkou dobu. Pacient si
nevybavuje ani svou domaci adresu, ani zakladmirnmice o mist kde se nachazi, co
nedavno dal. Je dezorientovany, ztraci se i ve znamém fedst Nevybavuje si jména
znamych osob. Seébtainost nemocného jimsem zavazhnarusend’

3) V pozdnim, &kém stadiu onemoeéni (7 az 14 let od zatku onemocni) je
témef Uplna ztrata padti s neschopnosti vsStipeni nové informace, vybawdgi pouze
nesourodé utrzkyitve ziskanych informaci. Nemocny nepoznava ankéliasoby, je zcela
nesol¥stasny, vegetativni funkce probihaji spontarh

4) Poruchy dalSich kognitivnich funkci krénpan®ti jsou zn&né interindividualrg
rozdilné co do vyskytu i rychlosti progrese. PastizZecovych funkci (poruchy plynulosti
feCi, pojmenovani, porozuéni) a poruchy zrakoprostorové orientace mohou hbykterych
nemocnych dokonce patesnimi priznaky onemoaini. Zvlast zadvaznym zfisobem sniZzuje
sokestaitnost nemocného postizeni vykonnych (exekutivniamkéi zajigujicich cilenou
¢innost,feSeni problérin a @izptsobeni se zevnim pozadéwk. Nemocny ztraci schopnost
pracovat, pozg]i neni schopen samostétoestovat, nakupovat, nakladatésgzi. Od p@atku
onemocgni dochazi ke zgmadm osobnosti, objevuji se etmd poruchy a zrny chovani
(deprese, agitovanost, Uzkost, agresivita). Psichetprojevy (halucinace a bludyasto
paranoidni) mohou komplikovat pog#i pribsh.*’

U nekterych nemocnych se mohou objevit fizmaky mimo psychickou sféru,
napiklad extrapyramidova rigidita, poruchy icte, myoklonus nebo epileptické z&chvaty
zvlase v pozdnich stadiich onemasni. Jsou-li vylodeny jiné choroby, je nutno tyto projevy
prigist variabilit mozkového postizeni u Alzheimerovy nemti.

AD trva primérné od objeveni se prvnichrignaki do exitu 7-10 let. Bkdy postizeni
piezivaji i déle nez 15 let, jindy umirajiasré — i do ti let po objeveni se prvnicttipnaka
(ptedevsim u geneticky podngmych forem ssasnym za#atkem)*®

Alzheimerovsti pacienti umiraji vidledku neurodegenerace jako zakladfitipy
smrti na bronchopneumonie, Urazy a dalSi bezfmdst giciny, v disledku kterych by stefn
stary ¢lovék bez této choroby nezéel. Hypoteticky dochazi k selhani neurohumoralniho
fizeni homeostazy, k selhani adaptace organizmuwaitinh odpoxdi. Pacienti gkdy umiraji
na Urazy, které by neuttpstejns staryclovék bez gitomnosti Alzheimerovy choroby?

3.2.4 L&ba Alzheimerovy choroby
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Lécba Alzheimerovy choroby i dalSich demenci neurodegaivniho gvodu vychazi
ze znalosti jednotlivych patogenetickydéanka, nikoli ze znalosti zakladniriginy. Sowasna
terapie nam tedy umaije chorobu modulovatiedevsim prodluZovat lehka stadia demence,
ktera jsou spojena s nesshainosti a silnou z&Fi jak pacient, tak jejich péovatet.

U Alzheimerovy choroby jsou 2 farmakoterapeuticlkstppy, které jsou zaloZzeny na
dikazech (evidence — based) - tj vysledcich vicesatgch, multicentrickych,
multietnickych, randomizovanych, dvgjislepych studii. Jsou to inhibitory cholinesteraz a
inhibitory NMDA receptoi. ** *°

3.2.4.1 Inhibitory mozkovych acetylcholinesteraz

Inhibitory cholinesteraz jsou donepezil (Aricemgalantamin (Reminyl) a rivastigmin
(Exelon). Naceském trhu byl prvni donepezil, nasledoval rivastig a poté galantamin.
Takrin k ndm nebyl nikdy oficiath dovazerf® Tato I&iva piiznivé ovlivijici centralni
acetylcholinergni fenos, nalezi do skupiny tzv. kognitiv. Stala sdadki pro |€bu lehkych
az stednich stadii AD, i kdyz dkteré studie prokazaly pozitivni efekt i &Zkych stadii.
Zablokovanim enzyfh odbouravajicich acetylcholin — esteraz se zvyjgéet molekul
acetylcholinu, schopnych vazby na své nikotinovéuiskarinové receptory. Za normalnich
podminek jsou v mozkuiffomny gedevsSim acetylcholinesterazy, a to ve dvou forméch,
ozn&ovanych jako G1 a G4. Forma G4 je majoritni, i kdggau rozdily v jednotlivych
korovych oblastech; u Alzheimerovy choroby vSakazy¥ stoupa G1. Navic u Alzheimerovy
nemoci se podileji na odbouravani acetylcholinyeryzbutyrylcholinesterazy, které vznikaji
piedevSim v mobilizovanych gliovych elementech v stilplak. Od inhibitoit cholinesteraz
se tedy oekava, Zze budou deéd prochazet hematoencefalickou bariérou, budouigwiat
periferni formy cholinesteraz, aby rigobily nezadouci vedlejSi efektyéleré z inhibitoé
inhibuji i mozkové butyrylcholinesterazy. @b inhibice je reverzibilni (inhibice trva tak
dlouho, jak dlouho je fitomna latka nebo jeji aktivni metabolit v plagmnebo
pseudoireverzibilni (inhibice trva déle, nez j@@mnost dinné latky v plazm, farmakon je
odbouravanoifmo molekulami cholinesterazf *°

Takrin byl prvnim inhibitorem cholinesteraz, ktefyyl klinicky uzit pi lécbé
Alzheimerovy nemoci. Byl pouzivan v prvni polo¥i®0. let minulého stoleti. Takrin byl
vyrazrgjSim inhibitorem BuChE neZz AChE. Na jeho historii mtiZzeme ukazat, za jak
zavaznou poruchu je Alzheimerova nemoc povazovAnas 1/3 @ipadi zpisoboval takrin

zavazné hepatopatie, gepto byl Siroce pouzivan i v tak na bexpest Fisnych zemich, jako
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nag. USA ¢i Japonsko. To ukazuje mj. némo na vyznam problému demence a do jisté
miry i na rekteré z priorit, které musi medicirtaSit. | hladina ostatnich vedlejSichiinkua
byla vy3si, neZ je tomu u dnesnich inhihitdr

Donepezil je reverzibilni a selektivni inhibitor edglcholinesterazy. Je prvnim a
nejvice prostudovanym zastupcem druhé generadaitimtii acetylcholinesterazy. Ma dobrou
biologickou dostupnost a metabolizuje se na cyttir P450 2D6 a 3A4, coz je spojeno
s rizikem Iékovych interakci. Donepezil ma dloulolgdas, vice nez 70 hod., coz umaje
podavani jednou deanDoporiena davka je 10 mg deha nejnizsi efektivni davka je 5 mg
denrs. 10,19
Rivastigmin pseudoireverzibiéninhibuje acetylcholinesterazu a butyrylcholinedter,
ale klinicky vyznam tohoto dualniho¢iaku zistdva nejasny. Latka mé nizSi intehak
potencial, protoZe je metabolizovana esterazamiwovana mei. Kvili kratkému pol@asu
musi byt podavan dvakrat denmicméré od roku 2007 je dostupny ve foérdenni naplasti.
10,19

Galantamin je terciarni alkaloid izolovanyayodné z cibuli siZenky Galanthus
woronowia pozdji z dalsich rostlinteledi Amaryllidaceaé® Jiz od 60. let 20. stoleti se tato
latka pouzivala fevazre ve vychodni Evrop pro swvij antikurarovy efekt k antagonizovani
neuromuskularni blokady vyvolané pachykurarovyntkdéni a pro terapii neurologickych
poruch, nap paralytické myelitidy nebo myastenie grafis.

Galantamin je posrné cisty inhibitor acetylcholinesteraz a krénoho i alostericky
modulator nikotinovych receptior Ma kratSi poldas, podava se 1x denhw retardované
formé nebo 2x denhiv neretardované forén™®

Zatimco v zapadnim 8&i& jsou sodasti |ékopisu a klinické praxe rivastigmin a
galantamin, satasti tradini ¢inské mediciny se stal jiny \ipode se vyskytujici inhibitor
cholinesteraz — huperzin A. Huperzin A je jedenlkaloidi izolovanych z rostlinjHuperzia
serrata (Lycopodiaceae). Pouziva seizmych formach podaniipproblémech spojenych
s poruchami paitii, ke zvySeni krevni cirkulace afiphoreice a zadtu.** Reverzibilré

inhibuje AChEin vitro ain vivo?>?°

3.2.4.2 Inhibitory NMDA receptori glutamatergniho systému

Z této oblasti l&iv je zatim pouZzivan jedinyffpravek — memantin (Ebixa). ZkuSenosti
S memantinem jsou podstatkratSi, nez je tomu u IChE. V Evropské unii jéZdt dispozici

v této indokaci od roku 2002, Geské republice od roku 2003. Tentppavek je parcialni
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inhibitor NMDA receptoti. Tyto receptory jsou spojeny s otemim iontovych kandl pro
Cd* a N& ionty. U AD dochéazi k exototoxicit— k nadnérnému uvohiovani excitanich
aminokyselin (glutamét, aspartat), které pak veHdwyperexcitaci svych receptoncetrg
NMDA typu. Tato aktivita je navic zvySena tim, Zendkterych oblastech mozku
(hipokampus) dochazi k snizeniapeho vychytavani glutamatu. Tim dochazi k naar@mu
vstupu kalciovych iorit do neurof, k aktivaci rkterych enzym, ménicich strukturu
proteimi (proteinkindz), ke zvySené expresékterych gefi, v disledku ¢cehoZz nastava
zvySena apoptoza neutofaktivace programované biimé smrti neuronu). Excitoxicitou je
také ruSen jeden ze zakladnich mechafiameni — dlouhodobé potenciace (long-term
potentiation), ktery probihd na receptorech NMDApuy Memantin vyrazh sniZuje
excitoxické fisobeni na neurony’ 1% %

Memantin (Ebixa) je podavan perorém davce 2x denn10 mg. Je to latka obetn
dohkfe snasena, s minimem nezadoucich éfeRbkud se vyskytnou, projevuji se teejtji
jako nezadouci excitace nebdepghodny vyskyt halucinacki jinych psychotickych
symptomi.*°

3.2.4.3 Léky ovliviujici pozitivné metabolismus CNS

Lécba €mito Iéky neni vzdy zaloZzena na rigoroznichkazech, jecasto spise
empirick&a. Do této skupiny naleziggevSim tvz. nootropni farmaka.

Extractum Ginkgo bilobgTanakan, Tebokan, z dalSichigravki Gingium a dalSi)
obsahuje sk mnozstvi farmakologicky aktivnich latek. Jsoudtky zlepSujici neuronalni
metabolizmus, scavengery volnych kyslikovych raldikdatky inhibujici faktor aktivujici
krevni destiky, latky s velmi slabym inhiknim (inkem na NMDA receptory. Kontrolované
klinické studie ukazaly do jisté miry pozitivniignbeni demenci, ale efekt je rozhédtabsi,
nez je tomu P pouziti IChE ¢i memantinu. Rizikem extraktu ginkga dikyiiku na
trombocyty je i vznik krvdceni CNSi CMP. Hesto je Extactum Ginkgo bilobaxkdy
pouzivano v l&¢ demenciiiznych typ, ale spiSe v kombinaci s inhibitory cholinesterazy
s memantinem nez v monoterapii. Piracetam (Nodir@peratam, Piracetam AL a dalSi)
zlepSuje neuronalni oxidativni metabolizmus a pidast erytrocyti. Kontrolované klinické
studie u demenci vSak nevyiynjednoznéné pozitivre. Je zkouSen u mirnych kognitivnich
poruch, postintoxikénich i postkomeénich staw a u stau s akutni hypoxii. Pyritinol
(Encephabol, Enerbol) ma krénpozitivniho efektu na neuronalni oxidativni metarous

jesSe slabsi protizéttlivy efekt a scavenger-efekt na vychytavani vomykyslikovych
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radikaki. Nicergolin (Ergotop, Sermion) je derivat namelohryalkaloidi. Podili se na
zlepSeni mozkové krevni perfuze a na zlepSeni néintho metabolizmu. Vazodilatancia
typu pentoxifyllinu (Agapurin) nebo naftidrofurylEnelbin) zlepSuji reologické (fiokove)
vlastnosti krve, jsou proto indikovany u vaskulémidemenci a jinych stavspojenych

s cerebrovaskularnim onemaaiim ¢ 2°

3.2.4.4 Léky omezuijici volné radikaly

Volné kyslikové radikaly jsou u demenci nebo letikymruch kognitivnich funkci
vytvaieny a uvatovany v nadbytku, a podileji se na neurodegeneriativprocesech. Proto
ma& smysl pokusit se jejich tvorbu omezit a vyareé likvidovat. Tato skupina lékse nazyvéa
scavengery volnych kyslikovych radikalOpst jde o moznou podpnou terapii, nikoli krok
zakladni. P&t sem nafiklad vitamin E, a to ve velkych davkach 2000 ILhae Podobny
efekt poskytuje teoreticky i vitamin C, melatoniatinol, beta-karoten, selen, tak&tractum
Ginkgo biloba Rovrez inhibitory monoaminooxidazy typu B sniZuji tvorbwolnych
kyslikovych radikai. Jde o selegilin (Junec a dalSi). Jeho uziti o tédikaci je empirické,

nikoli zaloZené na studiicl§:*
3.2.4.5 Léky &inné cestou nervovych fistovych faktora

U kognitivnich poruch je prokazovan nedostatek oeyeh ristovych fakto#, snizena
citlivost a hustota receptinrna které tyto faktorygsobi. Jsou pouzivanyizné latky. Pat
sem cerebrolyzin, ktery je i aminokyselin, jeZ slouzi jako prekurzory tvommsrvovych
rastovych faktodi, dale jiz zmigny selegilin, ktery mén vitro vlastnosti nervovehaistoveho
faktoru, tento efekt vak nebyl s jistotou prokaZan’

Estrogeny zfisobuji rovieZz uvolréni nervovych #fistovych hormot a také zlepSuji
krevni patok CNS. Terapeuticky efekttiplécbé demence u postklimakterickych Zen
prokazan nebyl. Zda se, Ze mohou mit vliv prevenci rozvoje demence u této skupiny

pacientek®%
3.2.4.6 Nové l&bné strategie u Alzheimerovy choroby

Vzhledem k pouze symptomatickému efektu éesmych kognitiv se hledaji nova

Iéciva, kterd by zasahla do patogenetického mechanisbia mela chorobu-modifikujici
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efekt. Usili je smfovano kp-amyloidu, ktery je u AD hlavnim sposem
neurodegenerativnich Zm Antiamyloidni farmakoterapie u AD v s&asnosti zahrnuje
zabragni tvorby p-amyloidu ovlivienim enzyni, které jej od&tpuji z amyloidového
prekurzorového proteinu. Jde o inhibitgdysekretaz a inhibitorgi modulatoryy-sekretaz.
Slibnych vysledk bylo dosaZzeno s nesteroidnim antiflogistikem téhoebilem, R-
enantiomerem flurbiprofenu modulujicim-sekretazu. Jeho podavani vede ke snizZeni
produkce toxickéhoB-amyloidu a vedlo v klinickych studiich ke zlepSekagnitivniho
vykonu I&enych pacierit Z dalSich mechanisirse uplatuji latky zabraujici agregaci nebo
latky zvySujici rozpustnos-amyloidu (nap. glykosamintramiprosat) a v posledni dob

antiamyloidni imunoterapie s vyuZitim monoklonamfirotilatek %%

3.2.5 Nefarmakologicka |éba

Terapie Alzheimerovy choroby m& byt komplexni. jistetak jako ma vyznam
farmakoterapie, je nezbytna psychosocioterapieladalk je spravny psychologickytiptup
k pacientovi trpicimu demenci. Tentéigiup vyZaduje od zdravotnickeého personalu velkou
trpelivost. Vysledky byvajicasto zklamanim, nelzetekavat vyrazné ugphy za kratkycas.
Psychoterapie ma byt spiSe zdilema na problémé&z na snahu o restrukturalizaci osobnosti.
Cim je demencesEsi, a Gnarné tomu i vyrazejsi degradace pacientovi osobnosti, tim &én
je mozné pouzit strukturovgsi, sofistikovawjSi psychoterapii. Psychoterapie ma byt spiSe
zantiena na uchovaniébnych dennich aktivit a navgk Je teba udrzovat a rozvijet ty
funkce, které jedtpacientovi astaly, které jsou intaktni nebo jen relativmalo postizen&®

Na gerontopsychiatrickych odlénich ¢i v Ustavech socialni pé€, kde jsou pacienti
s AD, byvaji organizovany terapeutické skupiny pati. Zde je teba, aby byli z@azovani
pacienti bez vyrazfSich senzorickych defekii poruch fatickych funkci, aby byli schopni
komunikace. Neni mozné izeovat lidi trpici &Sim stupdm demence, inkontinendii
vyrazrgjSimi poruchami chovani branicimi udrzet delSi dpbaornost. Obsahem skupinové
terapie byva #Sinou nacvik parti a orientacedi nacvik zakladnich Ukandenni rutiny.
Procviuji se fizné dovednosti, které postizenitstedku demence zapominaji.

Velmi dulezita je terapie pomoci kontroly realitou. Postizenaji mit dobe citelné
kalend#de, ozndeni mistnosti (ndp WC), v nemocrinich oddlenich a v Ustavech socialni
pé&e maji mit ozn&eny postele'®

21



3.3 Obecna charakteristika¢eledi Liliaceae

Jednd se o vytrvalé byliny s cibulemi nebo stonkaivializami. Listy jsou sfdaveé
nebo v peslenech, iisedle, rkdy fapikaté, carkovité az vaejité, s Zilnatinou ¥tSinou
soulEznou. Kwty jsou fizné velikosti, 8kdy tvari kvétenstvi nebo jsou jednotlivé. Plodem
jsou tobolky nebo bobule. Charakteristickymi metapgsou steroidni saponiny a steroidni
alkaloidy. Rostliny jsou blizké octnovityf.

3.3.1 RodFritillaria

Fritillaria je jeden z nejrozsahlejSich fod ¢eledi Liliaceae. Dosud bylo popsano
okolo 130ti druli na celém sité.?® Mnoho druli Fritillaria je v tradini ¢inské medicia jiz
2000 let pouzivano jako antitusika a expektoramiel nazvem ,,Beimu“. Oficiai je
,,Beimu* ziskavan z cibuli 9ti drdrFritillaria obsazenych ¢inském Lékopise (2000). Mezi
tyto druhy pati F. thungergiiMiq., F. cirhossaD.Don., F. unibracteataHsiao et HsiaF.
przewalskiiMaxim ex Batal,F. delavayiFranch,F. ussuriensisMaxim., F. walujewii F.
pallidifiora Schrenk aF. hupehensigisiao et K.C. Cibule ¢kterych ostatnich dradhrodu
Fritillaria jsou v&inském vnitrozemi uZivany dinském lidovém l&itelstviZ® Doposud bylo
izolovano 140 slotenin z asi 35 druhFritillaria . Mezi prozatim nalezenymi sléeninami
prevladaji isosteroidni alkaloidy (72,7%), déle astasteroidni alkaloidy (11,5%) a
nealkaloidni latky (15,8%). Farmakologické studeéeniznych ,,Beimu® extraktech &stych
sloweninach izolovanych z drdh Fritillaria  demonstrovaly, Ze &Sina isosteroidnich

alkaloidi jsou primarg aktivni latky zodpogdné za antitusickou aktiviti.

3.3.1.1 Taxonomické zEazeni

RiSe:Plantae

Podise Magnoliophyta
Oddleni: Magnoliopsida
Trida Liliopsida

Rad: Liliales

Celed Liliaceae

Rod Fritillaria
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3.3.1.2 Chemotaxonomické znaky

RodFritillaria pati do ¢eledi Liliaceae, ktera jeatezita hlavé obsahem steroidnich
alkaloidi. Steroidni alkaloidy Zeledi Liliaceae se vyziaji 27 uhlikovym cholestanovym
skeletem s ¢i Sesti karbocyklickymi nebo heterocyklickymi kruhf?odle zakladniho
skeletu je miZeme rozdit na isosteroidni a steroidni alkaloidlyPiedchozi fytochemicky
vyzkum na 34 druzich rodgritillaria ukézal, Ze isosteroidni alkaloidy jsou hlavni kloZ
v rodu Fritillaria . Zarover také isosteroidni alkaloidy odvozené odu Scevaninu jako
nagiklad peimin, peiminin a imperialin jsou povaZzovamy charakteristickou chemickou
slozku roduFritillaria .3

Cao a kolektiv se zadfili na izolaci novych steroidnich alkaldica zkoumani Sesti
jiz znamych isosteroidnich alkald@ic cibuliFritillaria delavayi. Jednim z nich je i delavidin
(Obr. 1), novy verazinovy typ steroidniho alkaloglpyrrolidinovymietzcem a neobvyklou
12-oxo0 substituci a sléaniny peimin, peimisin (Obr. 1) a peiminin byly kasy zFritillaria
delavayi poprvé. VSechny sl@eniny jsou v souladu se skmninami Bzn¢ ziskavanymi
z Fritillaria , coZz naznéuje, Ze tyto sloéeniny maji chemotaxonomicky vyznam na darovni
rodu® Na druhou stranu steroidni alkaloidy s pyrrolidifim postrannimietizcem se jen
Ztidka vyskytuji v roduFritillaria . Je velice dlezité zminit, Ze delavidin je dosud prvni
piiklad steroidniho alkaloidu verazinového typu srpldinovym postrannimiettzcem a
neobvyklou 12-oxo substituci izolovaného z drufritillaria, coz niize slouZzit jako

specificky marker k rozliSeri. delavayiod ostatnich druhFritillaria.

CHs

delavidin peimisin

Obr. 1 Priklady strukturnich vzorcalkaloidi izolovanych Z. delavayi

23



3.3.1.3 Klasifikace alkaloidi rodu Fritillaria

Alkaloidy rodu Fritillaria jsou podle své cheméktruktury zeéazeny do 5 zakladnich
typii; cevaninovy, veratraminovy, jervininovy, solaniciry a verazinovy:
V nasledujici tabulce jsou zobrazeny jednotlivérulgurni typy spoléné

s nejvyznamgSim alkaloidem aibkladem rostliny ze které byl izolovan (Tabulka II)

Tabulka Il Strukturni typy alkaloidl roduFritillaria , jejich giiklady a druhy je obsahujici

Strukturni typ piiklad alkaloidu relnny druh

Cevaninovy typ Fritillaria Verticulata **

Veratraminovy typ Fritillaria ningguoensis®

CHj

Ningpeisin

Jervininovy typ Fritillaria unibracteata*°

=

Songbeisin
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Solanidinovy typ Fritillaria delavayi >’

H

Verazinovy typ Fritillaria camtschatcensig®

Hapepunin

3.3.1.4 Biologické aktivita alkaloidi izolovanych z roduFritillaria
3.3.1.4.1 Antihypertenzni aktivita

Chuanbeinon, alkaloid izolovany z rostlikyitillaria delavayi, prokazal
vazorelaxani aktivitu jako koronarni vazodilatator o MIC 21§ mI™* v srdci motetein
vitro.*®

Biotestestem vedena frakcionace BuOH-rozpustnélaley Fritillaria ussuriensis
vedla k izolaci verticinonu, verticinu a peimisi(@br. 2). Tyto alkalody inhibovali aktivitu
angiotensin konvertujiciho enzymu v zavislosti rivag, picemz hodnoty 50% inhibni
koncentrace (I6) byly 165,0uM, 312,8uM a 526,5uM. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
captopril, jehoz 16, bylo 20 nM. Ritomnost &chto aktivnich latek rize byt alespid z ¢asti
zodpowdna za antihypertenzni aktivitu cibéitillaria ussuriensis™
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CH3

verticinon R=0

/H

",
7
OH

peimis

verticin R

Obr. 2 Strukturni vzorce verticinu, verticinonu, peimisinu

3.3.1.4.2 Antitumorova aktivita

Z Fritillaria pugiensis byly izolovany alkaloidy pugienin A, pugienin Bugietinon,
N-dementhypugietinon a  pugietinosid (Obr 3). Tystoweniny byly testovany na
antitumordzni aktivitu za pouziti linie rakovinnygblicnich burk A549, linie lidskych
jaternich rakovinnych bwk BGC-823 a linie lidskych promyelotickych leukemyjch burgk
HL60. PouzeN-dementhylpugietinon v koncentraci 10M prokazal slabou aktivitu proti
buitkdmtady HL-60 (51% inhibice§*

CH3
“HICH,

pugienin A R $3-OH, H pugietinon R=H, R=CHg
pugieninB R =0 N-dementhylpugietinon R R,=H
pugietinonosid 1 RB-D-Glc, R = CHs

Obr. 3 Strukturni vzorce alkaloidizolovanych Z-ritillaria puquiensis.
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3.3.1.4.3 Antiastmaticka a antitusicka aktivita

Z rostliny Fritillaria hupehensisbyly izolovany steroidni alkaloidy, u nichZ byla
testovana antiastmaticka a antitusicka aktivitadndese o verticin, verticinon, ebeidin,
ebeidinon, hupehenin, hupeheninosid (Obr. 4) aesls@. Z vysledk vyplynulo, Ze ebeinsin
vykazal vyznamnou antiastmatickou aktivitu na arakfalkoholem indukovany kasel u mysi
v davce 3,3 mg k8 Zatimco ebeiedin a hupeheninosid prokézaly asitkou aktivitu na
acetylcholin chlorid-histamin indukované astma #aor davce 3 mg k§*?

Sloweniny puquienin A, pugienin B, pugietinonN-demethylpugitinon a
pugietinonosid projevovalin vivo antitusickou aktivitu na amoniak-alkoholem induay
kaSel u mysi. Tyto slaeniny prodlouZily latentni stadium a vyznagnredukovaly dobu
trvani kasle v davkach 5 a 10 mgkgPra¥ pritomnost &chto slogenin ve Fritillaria

Pugiensige zodpo¥dna za léivy ucinek *

ebeiedin R= -OH, R= a-CHjs, Rs=B-CH3;  hupehenin R H, R=p-OH, Rs=a-CHjs
ebeiedinon = O, R= a-CH3z R3= B-CH3; hupeheninosid & -D-Glc, R=-OH R3= a-CHjs
Obr. 4 Strukturni vzorce alkaloidizolovanych Z-ritillaria hupehensis.

3.3.1.4.4 Anticholinergni aktivita

Z Fritillaria imperialis byly izolovany steroidni alkaloidy — ebeinon, ediia,
edpetilidin, vercicinon a isoverticin, které bylgsledr testovany na jejich inhitmni aktivitu
viici acetylcholinu. Bylo zji&tno, Ze ebeinon (g mL™) vykazoval inhibéni aktivitu Vici
acetylcholinu izolovaného zefev a atria matete, zatimco ostatni sléeniny byly inaktivni

(az do 30pg mLY).*® Na alkaloidech ze stejné rostliny byl provedenesning na jejich

27



inhibi¢ni aktivitu na acetycholinesterazu a butyrylchddteeazu také impericin, forticin,
delavin, persicanidin A a imperialin. Tyto st@miny se zdaji byt spiSe selektivnimi inhibitory
butyrylcholinesteraz§/!

Ebeinone, alkaloid izolovany row¥n z Fritillaria imperialis, byl testovan pro svoji
schopnost fisobit na M a Ms receptorech acetylcholinu. Tento alkaloid projexiSi afinitu
na muskarinovych Mreceptorech nez najvleceptorech u moete, a také u krys allostericky

interagoval na atrialnich Meceptorech?

3.3.1.5Fritillaria imperialis

Fritillaria imperialis (Obr. 5) je lido¥ pouZzivana k l&ni iznych neduh jako teba
bolesti v krku, kasle, astmatu, bronchitidy, nddatysurie a hemoptyZ¥:*” Fytochemické
studie u této rostliny vyustily v nalezendkolika steroidnich alkaloitl s anticholinergnim a
cholinesterazu inhibujicimcinkem#344*8Jedn& se o impericin, forticin, delavin, persidimi

a imperialin.

Obr. 5 Fritillaria imperialis *°
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Tyto alkaloidy byly podrobeny screeningu na jejigthibi¢ni cholinesterazovou
aktivitu. Jak jsem jiz uvedl vySe, v lidskénslg existuji d¢ formy cholinesterdzy, a to
acetylcholinesterdza (AChE) a butyrylcholinester@azChE). Inhibice mozkové AChEiae
zmirnit kognitivni giznaky spojené s projevy Alzheimerovy chorobyekdlik alkaloida
izolovanych z této rostliny ukazalo anticholinergaktivitu. Tato studie popisuje inhiwi
efekt alkaloidi na acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterdzwndéntrace slaienin
inhibujicich enzym z 50% jsou uvedeny v tabulce Bserin [(-)-physostigmin] byl pouZzit
jako standardni inhibitor. Zé&wy této studie jsou takové hodnot v tabulce 1l iylo,ze tyto

sloweniny jsou spise selektivni inhibitory BuCHE.

g o
4

Re

1R R> Rs Ra Rs Re R7 Rs

/OH

Forticin "y B-H  aH Ckh H CH H o-H
/OH

Delavin K B-H B-H H Chl ChHs H a-H
/OH

Persicanidin A M g-H B-H H CHl H Ch a-H
/OH

Imperialin “w BH BH OH CH CH H aH

Obr. 6 Strukturni vzorce alkaloidizolovanych Z-ritillaria imperiallis.
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Tabulka Ill  Kvantitativni inhibice alkalotlin vitro**

Slouseniny AChEsQuM) BuChE 461uM)
Impericin 07 £ 2,46 1,607 + 0,12
Forticin >500 100,5 + 0,455
Delavin 0515 + 1,452 1,706 + 0,11
Persicanidin H2 4,036 245 + 0,079
Imperialin (64 121,5 + 6,612
Eserin (standard) 0,40,601 07850,008

3.3.1.6Fritillaria ussuriensis Maxim

F. ussuriensis, F. pugiensis, F. hupehensis, Frhasa a F. ebeiensisjsou
pouzivanymi bylinami inském tradinim I&itelstvi pro swj antitusicky a expektotai
ieinek jiz vice nez 2000 1&f. F. ussuriensis Maxinje navic obsaZenadinském Iékopise
z roku 2005. Jejimi hlavnimi obsahovymi latkami yscstejé jako u ostatnich druih
Fritillaria, steroidni alkaloidy. Je znamo, Ze pomahaji ti&@Sel, odstrigovat hlen a
zmimovat astma. Jsou to pingbeimunon A, ussuriedin,zdf@B]flureno[2,1]quinolizin
cevan-3,6,16,20-tetrol, ebeiedinon, pingbeimin\@icin >~

V jedné ze studii na rostlinFritillaria ussuriensis Maximbyly tyto alkaloidy
testovanyin vitro na inhib&ni aktivitu vi¢ci AChE za pouziti Ellmanovy metody. Jako
pozitivni kontrola byl pouzit Huperzin A. Bohuzeldny z vySe uvedenych alkaléid
nevykazoval fi koncetraci 100ug/ml dostatény inek. Konkrétni hodnoty jsou shrnuty
v tabulce (Tabulka IV}®

Tabulka IV Inhibi¢ni aktivita slogenin obsaZenych F. ussuriensi$laxim na AChE>®

Slowenina ACNhE inhibi éni aktivita (%) @
Pingbeimunon A 40

Ussuriedin 21
Benzo[7,8]fluoreno[2,1-b]quinolizine cevane-3,6 AGetrol 12

Ebeiedinon 46

Pingbeimin C 19

Verticin 25

Huperzin A 100

& Koncentrace vzorkje 100pg/mL.
P positivni kontrola (1641 uM).
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3.3.1.7Fritillaria wabuensis

Bulbus Fritillaria cirrnosae (BFC) miZze byt odvozen od Sesti rostlin Fritillaria
cirrhosa, Fritillaria wabuensis, Fritillaria unibrateata, Fritillaria przewalski, Fritillaria
delavayi a Fritillaria taipaiensis. Cibule Fritillaria wabuensis S. Y. Yang a S. C. Yueh
(BFW) jsou tak jednim je zdrdjBFC. V tradéni medicig se pouziva jaskovana droga
k 1é¢eni kasle, a to v davce 3-10 g za den. Pouziti BRFViécbe kaSle a astmatu je po staleti
v Cing velice roz&ené. Pro sk dobry terapeuticky &inek a méalo nezadoucickeinka byl
zaazen do Cinského Lékopisu 2010. Farmakologické studie demnovaly znany
antitusicky, expektokmi a antiastmaticky dnek surového alkaloidniho extraktu
BFC/BFW>"°89

Navic gredchozin vitro studie naznaly, Ze alkaloidy verticin, imperialin, imperialin-
3-B-glukosid, B-acetylimperialin a sinpeinin A by mohly mit antimaticky &inek 2652

/B

o) ol

Obr. 9 Fritillaria wabuensig®

Védcei vCing testovali antitusicky &inek vyse zmisnych alkaloidi pti hydroxidem

amonnym indukovaném kasli. Testovani probihaiovpsokych (4,5 mg/kg), stdnich (3,0
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mg/kg) a nizkych davkach (1,5 mg/kg)#i Rrysokych a gednich davkach testované
sloweniny vyrazg prodluZzovaly obdobi bez kasleti Rizkych davkach pouze isoverticin a
isoverticing-oxid prodlouzovaly klidové obdobi v porovnani sanslartem (kodein fosfat).
Ve vSech davkach vSechny alkaloidy &ma snizovaly frekvenci kaSle, zejména pak p
sttednich divkach my nékteré alkaloidy tém stejnou antitusickou aktivity jako
desetindsobn& davka kodein fosfatu. Navic impar@lisoverticin snizovali frekvenci kasle

v zAvislosti na davc¥.

3.3.1.8 DalSi druhy roduFritillaria
V nasledujicim fehledu jsou shrnuty dalSi vybrané druhy rdetitillaria , kterym
byla wnovana pozornost po fytochemické strance. U kazdéhlou jsou uvedeny alkaloidy,

jez byly v dané rostliidentifikovany (Tabulka V).

Tabulka V DalSi druhy rodurritillaria a jejich alkaloidy
Druh Izolované alkaloidy

Fritilllaria cirrhosa (22R, 22S) — Solanidin, Thymidin,

Adenosir§>%®

Fritillaria delavayi Delavin, Delavinon, Chuanbeinon,

Delafrinon, Delafrifi’**%°

Fritillaria eduardi Edpetisidin Petilin, imperialin-N-oxid,

(Petilium eduardi) Edpetisinin, Peimisin, Edpetilidin,
Edwardinin, Edpetisin, Edpetilin, Eduardin,
Edpetinosii® 1727374

Fritillaria imperialis Isobaimonidin, Imprlin, Verticinon, Ebainon,

Eduardin, Edpetilidin, Isoverticin, Imperonir

=

Imperolin, Imperialin, Impranin,
Isobaiminidin, Dihydroimpranin, Korsevin,

Forticin, Impericin, Ningpeisin, Sipeimin

(imperialiny'®7>76.77.78

Fritillaria monatha Pengbeimin A, Pengbeimin B, Pengbeimin|C,
Pengbeimin O'*%°

Fritillaria thunbergi Zhebeinon, Zhebeinin, Dongbeirin,

Dongbeinin, Peimin, Peiminin, Isoverticin,

Verticin, Reticinon, Solanidin; alkaloidni
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glykosidy jako Zhebeinosid,
Picopodophylotoxif*%*

Fritillaria ussuriensis(Pin Bei Mu) Pingeimin A, Pingepeimin B, Peimisin,
Sipeimin,Pingbeinon, Heilonin, Ussurienin,
Ussurienon, Ussuriedin, Ussuridinon;
glykosidy jako Sipeimin-3-D-glykosid a

Pingbeininosid %

Fritillaria wabuensis Imperialinf3-N-oxid, Imperialin, Peimisin,

Ebeinone, Isoverticir8’108.109.110

3.3.2 RodEucomis

Rod EucomisL ‘Herit je maly rod domorodych cibulovitych rostlSiroce roz&enych
v Jihoafrické republicé™***3Rod Eucomispatici do&elediHyacinthaceagktera zahrnuje
geofyty s cibuli jako zasobnim organem. Listy jsopiizemni fizici a kwtenstvi je
hroznovité™** Hroty kwstii pripominaji ananas? Zasobnim organem je velka, opliu
cibule vejcovitéhosi kulovitého tvaru-*>*® Stonek s kity dorista do vysky od 30 cm do
vice jak 100 cm podle druHt®

Rod Eucomisse sklada z asi 13ti drahptirozert se vyskytujicich v Jihoafrické
republice.Firozené prosedi jsou vihké louky od pdbZi aZ po oblast Drakensbergér*®*’
Tyto populace jsou zranitelné, jelikoz jsou v&mné dob dostupné pouze ve vzdalenych
oblastech ve vysokych nadis&ych vyskachH!® E. bicolor hojng nalezneme na Upati
vihkych skal v okoli Drakensbergu a ve vihkych eldégh od 1800 m do 2600 m, zatini€o
humilis se vyskytuje népstji mezi 2400 a 2900 M Druhy rodu Eucomisjsou v lét
rostouci geofyty kromE. regia ktery roste v zifta hyne zkraje lét&°

Cibule roduEucomisjsou sowdasti mediciny kmeh Zulu, Tswana, Sotho a Xhosa.
Pouziva se odvar z oloupanych cibuli d@ekb pripravenych ve voginebo mléku. Pouziva se
jako jedna z ingredienci nalevu. Primé&isou uzivany v l&ni bolesti a hotdky, nicmérk
cibule E. autumnalisjsou povaZovany za toxick&: Dale se pouZivaji k &&ni onemoceni
motového néchyre, ledvin, nauzey a kast& 1?2
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3.3.2.1 Taxonomické zeazeni

Ri%e:Plantae
PodiSe:Trachebionta
Odctleni: Magnoliophyta
Trida: Liliopsida

Ré&d: Asparagales

Celed: Hyacinthaceae
Rod: Eucomis

Obr. 10 Eucomis bicolol?®

3.3.2.2 Biologicka aktivita a obsahove latky

Z fytochemického hlediska obsahuiji druhy rdglucomisnasledujici latkyE. comosa

a E. bicolor Siroké spektrum homoisoflavondd*'?> E. comosachromanon, 5,7,8-
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trihydoxy-4-chromanof?®, dale E. autumnaliskromé homoisoflavonoid také spirocyklické
nortriterpenoidy, benzopyranony, autumnariol a aurtariniol (Obr. 11)27:128:129
Homoisoflavonoidy nalezi do malé homogenni skupieyerocykl, ve kterych se
prirozere vyskytuje kyslik a jsou &sSinou, ale ne vzdy omezeny na peléd’ Hyacinthoidae.
Studie o biologické aktivit homoisoflavonoid popisuji jejich dinky jako protizastlivy,
antibakterialni, antihistaminovy, antimutagenni,giaprotektivni a schopné inhibovat

fosfodiesteraz(®O131:132

R, l o l Rs

Ry o)
R1 R R R R
1.H OH H OGH 3. 0CH; OH H OH OH
2.0CH; OH H OH 5. H OH H OH ae
70CHs OH OH OH OH

8. 6. Chs =0
9. CHOH H
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1. 7-hydroxy-5-methoxy-3-(4"-hydroxybenzyl)-4-chronean

2. 3,9-dihydropunctatin

3. puctatin

4. (Z)-eucomin

5. (E)-eucomin

6. eucosterol

7. pole-evansin

8.scillascillin

9. (235)-14,23-epoxy-B,28,29-trinydroxy-27-norlanost-8-en-24-on
Obr. 11 Struktury latek izolovanych Eucomis comosd&ucomis schijffia Eucomis
pallidiflora subsppole evansii
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odpavani

Rozpou&tdla byla ged pouZzitim destilovdna; nejprve byl zachycaedek (asi 5%;
vétSinou s vodnym azeotropem), poté bylo vydestilovabylych cca 90 % rozpousia.

Rozpou&tdla byla uchovavana v kdych nadobéach.

Odpaovéani chromatografickych frakci bylo prowéd na vakuové odparce iehi

Rotavapor R 114 vybavené vodni |aziicBi Waterpath B-480ip40 °C za snizeného tlaku.

4.2 Material a vybaveni

4.2.1 Rozpou&tdla

Diethylether, p.a. (Penta)

Ethanol 95%, denaturovany metanolem, p.a. (Penta)
Ethylacetat, p.a. (Penta)

Methanol LC-MS CHROMASOLV® (Sigma-Aldrich)

4.2.2 Chemikalie

Amoniak, 25% vodny roztok, p.a. (Lachema)

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

4.3 Friprava sumarnich extrakta

4.3.1 Biologicky material

Cerstvé cibule rostlirritillaria meleagris, F. assyriaca, F. imperialigar. Lutea,F. thunbergii,

F. davisii, F. acmopetalla, Eucomis bicolor, E. aminalis, E. comosa, Bulbocodium vernum,
Brodiaea californica, Bessera elegans, Ornithigalthmrsoides byly zakoupeny od koménich
prodej& Lukon glads s.r.o. (SadskéR), Pragon s.r.o a OBI. Verifikace byla provedenaf.p
RNDr. L. Opletalem, CSc. a dokladoveé rostliny jstoZzeny v herbd na FaF UK HK.
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4.3.2 Fiprava ethanolového a alkaloidniho extraktu

Rozmletécerstvé cibule (3 x 15 g) byly 3x extrahovany ethhamo (50 ml) @i varu pod
zpetnym chladtem na vodni lazni po dobu 15 minut. &se poté Zzfiltrovala a rozpoadto

se pod snizenym tlakem odipa. Bylo odebrano 2 x 10 mg pro biologické testy
(cholinesterazova, antioxitiai aktivita). Zbyvajici odparek byl rozpgatv 10 ml 2% HCI a
za elem odstragni neutralnich slatenin vykepan diethyletherem (3 x 15 ml). Poté byl k
vodné fazi pidan 25% amoniak a pH bylo upraveno na 10. Vodrze fayla vytepana
ethylacetatem (3 x 15 ml). Organicka faze byla oeipa do sucha, vysuSena v exsikatoru a z

kazdého odparku bylo odebrano2 x 10 mg na biol@giekty.

4.4 Stanoveni inhibéni aktivity alkaloid @ a alkaloidnich extrakta viéi
erytrocytarni AChE a sérové BuChE

4.4.1 Chemikalie a material pouzité pro stanoveniholinesterazové inhibéni aktivity

Chemikalie:

10mM acetylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

10mM butyrylthiocholin jodid, (Sigma-Adrich)

0,1 M fosfatovy pufr, pH 7,4 (chemikalie prdgipravu pufru: dihydrat dihydrogenfosféreanu
sodného, p.a. (Lachema); dodekahydrat hydrogeetosfnu disodného, p.a. (Lachema)

5 mM 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselira98% (Sigma-Aldrich)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Tai"an zhonghui Plant Bleemical Co., Ltd., China)
Galanthamin hydrobromid, (Changsha Organic Haezh ©hina)

Dimethylsulfoxid, (Sigma-Adrich)

Material:
Jako zdroj acetylcholinesterdzy byla pouZita poazdiidskych erytrocyt. Zdrojem
butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

Méteni bylo provadno v mikrotitranich destikach.
4.4.2 Fistroj pouzity pro stanoveni cholinesterazové inhil&ni aktivity

Reader Synergy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
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4.4.3 Podminky néfeni

Experimenty byly provathy za €chto podminek:
- pri teplot 37 °C

- v prostedi fosfatového pufru (pH 7,4)
- pri vinové délce spektrofotometru 436 nm

- v mikrotitratnich destikach

4.4.4 Fiprava erytrocytarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra bylafipravena zerstw odebrané krve, ke které bytigan 1 ml
citratu sodného na 10 ml krve podle lehce upraveetddy Stecka a KantaPlazma (HuBuChE)
byla od&tlena z krve pomoci centrifugacé pychlosti 4000 ot./min za pouziti centrifugy Baec
U-32R s rotorem Hettich 1611. Erytrocyty byliemistny do 50ml zkumavek d&ikrat promyty
5mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mMklocidu sodného (12 000 ot./min.,
Avanti J-301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyighbpmichany s 5mM fosfatovym pufrem (pH
7,4) po dobu 10 minutimZ doSlo k jejich lyze. Nasledrbyly centrifugovany rychlosti 20 000
ot./min a vznikla pouzdra (HUAChE) bylakirat promyta fosfatovym pufrem.

4.4.5 Stanoveni cholinesterazové inhiéni aktivity (hodnoty IC s0)

Pro stanoveni hodnoty %€ byla pouzita Ellmanova spektrofotometrickd metoda s
pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny TNB)=. Jako substraty se pouZivaji estery
thiocholinu, které jsou cholinesterdzan@ip&ny na thiocholin aifslusnou kyselinu. Stanovuje se
SH- skupina thiocholinu, ktera se navdze na DTNBzraku Zlug zbarveného produktu, ktery se
stanovuje spektrofotometrickyip/inové délce 436 nm. Sleduje seigtrabsorbance za 1 minutu.
Hodnoty IGo byly vypccitany z namstenych hodnot poklesu aktivity acetylcholinesteraepo
butyrylcholinesterazy nelineérni regresi v progra@raphPaD Prism (verze 3.02 pro Windows;
vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USAxI¥gky byly porovnany s hodnotamistC
znamych inhibitoi cholinesteraz: galataminem g2HUAChE = 1,710 + 0,068V, HuBuUChE =
42,30 £ 1,3QuM), huperzinem A (160 HUAChE = 0,033 + 0,0QiM, HuBuChE >100QuM). % |
(inhibice) byla péitana dle vzorce,

%I = 100-(AABL/AASA)*100

kde AAsL je nafist absorbance slepého vzorku za 1 minutihaaje nafst absorbance.
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4.5 Stanoveni antioxid@ni aktivity alkaloidnich extrakt @

4.5.1 Chemikalie a material pouzité pro stanovenirdioxidaéni aktivity

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl radikéal, (Sigma-Adrigh
Kvercetin, (Sigma-Adrich)

Kyselina askorbova, (Sigma-Aldrich)

Trolox, (Sigma-Adrich)

4.5.2 Fistroje pouZité pro stanoveni antioxid&ni aktivity
Reader Synergwy HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)
4.5.3 Stanoveni antioxidéni aktivity (EC 50)

Antioxidatni aktivita byla testovani vitro DPPH testem. Metoda je zaloZena na reakci
stabilniho 2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH) seorkem. SniZeni absorbance DPPEfené
pti 525 nm je zavislé na koncentraci antioxidantuskeglovaném vzorku. Antiradikalova aktivita
vzorki byla vyjadena jako 50% d&inna koncentrace (EQ), ktera byla vypéitana pomoci

programu GraphPad Prism 3.02, a byla porovnana&eaymi antioxidanty: kvercetinem B
11,11 + 0,25.M, kys. askorbovou E£6= 51,61 + 3,21uM a troloxem EGo= 20,45 + 1,31uM.
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5. VYSLEDKY
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5.1 Vysledky inhibiénich aktivit via¢i AChE/BUChE ethanolovych a alkaloidnich

extrakta rostlin
Ethanolové a alkaloidni extrakty byly testovanyimi@bicni aktivitu Vi¢i erytrocytarni
acetylcholinesteraze a sérové butyrylcholinestera¥gsledky ngfeni jsou shrnuty

v nasledujicich tabulkach (Tabulka VI a VII) a gret (grafé. 1-15).

Tabulka VI Inhibi¢ni aktivita ethanolovych extrakia¢i HUAChE a HuBUChE

Ethanolovy extrakt HUAChE IC so[pM] HUAChE IC 5[uM]
Fritillaria meleagris > 500 53,14+ 251
Fritillaria assyriaca > 500 224,1+49
Fritillaria imperialis var. lutea| >500 43,35 + 2,63
Fritillaria thunbergii 135,0+ 4,8 79,56 + 3,11
Fritillaria davisii >500 396,0+£5,1
Fritillaria acmopetalla >500 344,5+5,2
Eucomis bicolor >500 >500
Eucomis autumnalis >500 >500
Eucomis comosa >500 >500
Bulbocodium vernum >500 >500
Brodiaea californica >500 >500
Bessera elegans 3250+ 5,1 79,65 + 3,06
Ornithogalum thyrsoides >500 >500
Bellevallia romana >500 >500
Gloriosa rotschildiana >500 >500
Galanthamif 1,710 + 0,065 42,30+ 1,30
Huperzird 0,033 + 0,001 > 1000
Eserirf 0,063 + 0,001 0,130 + 0,004

& Referertni latky
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Tabulka VII
BuChE

Inhibi¢ni aktivita alkaloidnich extraktrostlin roduFritillaria vaci AChE a

Alkaloidni extrakt HUAChE IC so[pM] | HUBUChE IC 50[uM]
Fritillaria meleagris > 500 40,1+25
Fritillaria assyriaca 203,8+49 13,92 + 0,88
Fritillaria imperialis var. lutea| 41,54 + 1,58 5,12 + 0,37
Fritillaria thunbergii 253,9+4,8 6,38 £ 0,45
Fritillaria davisii 372,6 +6,4 17,66 £ 1,02
Galanthamih 1,710 + 0,065 42,30+ 1,30
Huperzin A 0,033 + 0,001 >500

Eserirf 0,063 + 0,001 0,130 £ 0,004

& Referertni latky

5.1.1 Inhibéni kiivky ethanolovych a alkaloidnich extrakt

Fritillaria meleagris

T T T 1
-6 -5 -4 3 2 2 0
log koncentrace [mg/ml]

Graf¢. 1: inhibini kiivky Fritillaria meleagris
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Fritillaria acmopetalla

Fritillaria davisii

100 100
86 —— AChE (EtOH) 80 —— AChE (EtOH)
—— BUChE (EtOH) —— BuChE (EtOH)
% 60+ 1 3 o ;= AChE (EtOAc)
< 8 _A.. —— BUChE (EtOAc)
S 40 S 404 /
20+ 20
B e T 0 — i .
6 5 4 3 2 - 0 6 5 4 3 2 0
log koncentrace [mg/ml] log koncentrace [mg/ml]
Graf¢. 5: inhibini kiivky Fritillaria acmopetala Graf. 6: inhibiéni kiivky Fritillaria davisii
Eucomis bicolor Eucomis autumnalis
100 100
80 80+
—— AChE (EtOH) s —— AChE (EtOH)
3 oo —— BUChE (EtOH)  §, 60 —— BUChE (EtOH)
S 40+ g 404
20 FX//{/{/‘ 20 /
0 ; . 1// . 0 : : ; / )
-5 -4 -3 2 -1 0 -5 -4 -3 2 -1 0
log koncentrace [mg/ml] log koncentrace [mg/ml]
Graf¢. 7: inhibini kiivky Eucomis bicolor Graf 8: inhibini kiivky Eucomis autumnalis
Eucomis comosa Bulbocodium vernum
1004 1004
80 80
—— AChE (EtOH) —— AChE (EtOH)
S 6ol —— BUChE (EtOH) é 60+ —— BUChE (EtOH)
g 401 S 40
20-] / 20- /
0 —L - - , 0 i ; : : :
-5 -4 -3 22! -1 0 -5 -4 -3 -2 -1 0

log koncentrace [mg/ml]

Graf¢. 9: inhibni kiivky Eucomis comosa
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Graf¢. 12: inhibEni kiivky Bessera elegans

45



Ornithogalum thyrsoides
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Graf¢. 13: inhibeni kiivky Ornithogalum thyrsoides

5.2 Antioxidaéni aktivita
Extrakty byly podrobeny testovani jejich antioxidaaktivity. Jejich vysledky jsou uvedeny
v tabulce (Tab VIII) a grafech (Graf 14 a 15).

Tabulka VIII - Antioxidacni aktivity ethanolovych extrakt(DPPH test)

Ethanolovy extrakt ECso[uM]
Fritillaria meleagris > 1000
Fritillaria assyriaca > 1000
Fritillaria imperialis var. lutea > 1000
Fritillaria thunbergii > 1000
Fritillaria davisii > 1000
Fritillaria acmopetala > 1000
Eucomis bicolor > 1000
Eucomis comosa 610,06 £9,1
Eucomis autumnalis 814,2 £10,5
Bulbocodium vernum > 1000
Brodiaea californica 146,13 + 3,5
Bessera elegans 56,54 £ 2,3
Ornithogalum thyrsoides > 1000
Bellevallia romana > 1000
Gloriosa rotschildiana > 1000
Kvercetirf 11,11 £ 0,25
Trolox® 20,45+1,31

aRefererni latka
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5.2.1 Inhibiéni k¥ivka Bessera Elegans a Brodiaea californica
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Graf¢. 14:; antioxodéni aktivita —Bessera elegans  Grafé. 15: antioxidani aktivita —Brodiaea californica
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6. ZAVER A DISKUZE
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V ramci této diplomové prace byl proveden scregrib vybranych jednatbZznych
rostlin na jejich inhibini aktivitu vi¢i lidskym cholinesterdzam ( HUAChE a HUBUChE) a na
jejich antioxid&ni aktivitu za delem vytipovani rostliny proifpadnou fytochemickou studii.
Hodnoty inhibéni aktivity (ICso) vaci lidské erytrocytarni acetylcholinesteraze a sérov
butyrylcholinestraze byly stanoveny spektrofotoricklr pomoci Ellmanovy metody.

Ziskané hodnoty pro jednotlivé extrakty jsme pokxali s &€&mito standardy —
galantaminem, huperzinem A a eserinem (galantal@ia; nuache= 1,710 + 0,06%uM; 1Csp,
nusuche= 42,30 £ 1,3QM, huperzin A: 1Go, huache= 0,033 + 0,001; 165 qusuche= >1000uM,
eserin: 1Go, quache= 0,063 + 0,001uM; ICsp, Husuche= 0,130 + 0,0041M). VSechny alkaloidni
extrakty vykazaly niZ§i inhibni aktivitu vici HUAChE neZ zvolené standardy.

U vSech rostlin byly testovany jejich sumarni etblavé extrakty a u rostlin rodu
Fritillaria jsme dale testovaly i jejich alkaloidni extrak®literatury je znamo, Ze préavod
Fritillaria obsahuje steroidni alkaloidy jako hlavni obsahokabku.

Jak jiz bylo zminino v teoretick&asti, cibule roduFritillaria maji v tradéni ¢inské
medicirgé spiSe antitusické,antiastmatické a expekturé&inky, nicmér predevsim studie na
druhu Fritillaria imperialis ukazaly také jisty anticholinergni potencial. Zm#enych
alkaloidnich extraki rostlin rodu Fritillaria vykazal nejzajimagjSi ihibicni aktivitu Wici
acetylcholinesterdze extrakt z cibuli rostliRy imperialis var. lutea(ICso nuache= 41,54 +
1,58uM; ICsp, Huguche= 5,12 * 0,37uM).

Zatimco studie Atta-Ur-Rahmana a Rdke zabyvala inhibhi aktivitou konkrétnich
alkaloidi obsazenych vE&.imperialis vici AChE a BuUChE (jednalo se o impericin, forticin,
delavin, persicanidin a imperialin, jejichz podrébrysledky jsou uvedeny v teoretickdsti v
tabulce IlIl), tato prace poskytuje vysledky obgsiho charakteru. Cilem nebylo izolovat
konkrétni alkaloidy, nybrz najit vhodnou rostlintopdalSi podrobné zkoumani. ©gtudie
nicméreé potvrzuji stejny zasr, a to sice ze alkaloidy obsazené v druzkchillaria maji
inhibi¢ni inek wici AChE i BUChE. Stejé tak je Zejmy silrgjSi inhibicni (€inek Mici
BuChE nez uci AChE. Tato skuténost souvisi s faktem, 2ém vice poznatk véda ziskava
o funkci BUChE, tim stoupa vyznam lateknnych vi¢i BUChE v I&bé AD.

Z ethanolovych extraktjsme nejlepsi aktivitu &¢i HUAChE nangtili u Fritillaria
thunbergii(ICso, quache= 135,0 + 5,1uM; ICsp, Husuche= 79,56 £ 3,1uM) a via¢i HUBUChE u
Fritillaria imperialis (ICso. quache= >500; 1Go, Husuche= 43,35 + 2,63), dalSi zajimavé vysleky
vykazaly gedevSimFritillaria meleagris (ICso, uache= >500uM; ICs0, Husuche= 53,14 + 2,5
uM) a takéBessera elegan$Cso Huache= 325,0 + 7,3; 1Go. Husuche= 79,56 £ 3,0).
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ProtoZze nezanedbatelnou roli v etiologii AD hrajeidatni stres, byly jednotlivé
ethanolové extrakty podrobeny testovani na antaxid aktivitu pomoci DPPH testu.
Namétené hodnoty byly porovnany s hodnotamisEgthamych antioxidait(kvercetin EGy
= 11,11 £ 0,25M a trolox EGo = 20,45 + 1,31uM). Velice dobrou antioxidmi aktivitu
vykazoval pedevSim extrakt rostlinyBessera eleganéECsp = 56,54 + 2,35uM) a take
Brodiaea californica(ECso = 146,13 = 3,51uM). Slabou aktivitu pak vykazoval extrakt
Eucomis comoséECsp= 610,06 + 9,121M) a Eucomis autumnali$ECso = 814,2 + 10,5
uM). Hodnoty EGp u ostatnich extraktpresahovaly 100QM a mizeme tedy konstatovat, ze
neprojevily Zzadné antioxidai schopnosti.

Pokud shrneme vSechny vysledky, tak nejzajifjd@wi rostlinami pro podrobny
fytochemicky vyzkum jsourritillaria imperialis var. lutea,kterd vykazala nejlepsi inhiii
aktivitu va¢i HUAChE aFritillaria thunbergii  diky svému dobrémutgobeni i obéma

formam cholinesterazy.
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AD
AChe
APP
A-549
BFC
BFW
BGC-823
BuChE
CMP
CNS

CT
DPPH
EC
GABA
HL-60
HUAChE
HuBuChE
IC

IChE

9]
MAO-B
MR

PET
SPECT
NMDA

Alzheimerova choeob
acetylcholinesteraza
amyloidni prekurzoygrotein
linie rakovinnych @tich bugk
cibuleritillaria cirrnosae
cibuleritillaria wabuensis
linie rakovinnych jaterhiburek
butyrylcholinesteraza
cévni mozkovidhmda
centralni nervovastaua
pacova tomografie
2,2’- bifenyl-1-pikinyldrazyl
¢iinna koncentrace
kyselingaminoméaselna
linie promyelotickydbukemickych busk
lidsk& acetylcholinestra
lidsk& butyrylcholinesteaia
inhiéni koncentrace
inhibitory cholinesézy
mezinarodni jednotky
monoaminooxidaza B
magnetické rezonance
pozitronova emismhbgrafie
jednofotonova emisrpodgtni tomografie
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