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1. UVOD



Soucasny zivotni styl projevujici se hlavné stravovacimi navyky,
uspéchanosti spojenou se stresem, malou pohybovou aktivitou a
znecisténym ovzdusim, pfispiva ke vzniku mnoha civilizaCnich chorob.
Dochazi k narustu cévnich a srdeCnich onemocnéni, rakovinnych
onemocnéni, metabolickych, imunitnich, ale i neurodegenerativnich
poruch. Mnohalety svétovy vyzkum civilizacnich nemoci ukazal, Ze tato
velka skupina zdanlivé nesourodych nemoci ma pficinu v nitrobunécné
metabolické poruse, pfi které dochazi k zvySeni hladiny homocysteinu.
Tato patologicka aminokyselina se vtéle hromadi vlivem ubytku
zastoupeni pfirozenych zdroji folatl a pyridoxinu &i jejich sniZzenou
resorbci ztraviciho traktu. SniZzeni je pfimo Umérné mnozstvi
spolupfitomného tuku. Tato onemocnéni maji Casto také geneticky
podklad [1].

Vefejnosti donedavna méné zminovanou, ale rozSifenou
skupinou civilizaCnich chorob jsou neurodegenerativhi onemocnéni,
poruchy centralniho i perifernino nervového systému. NejrozSifengjsi
z této skupiny jsou Parkinsonova a Alzheimerova choroba.

Parkinsonova choroba postihuje asi 1% osob starSich 60 let.
Pfi¢inou je ubytek neuromediatoru dopaminu, coz ma za nasledek
svalovou ztuhlost, zpomaleni pohybl a tfes, zejména na hornich
koncetinach. Pacienti maji méné stabilni chlzi, chodi v drobnéjSich
kraCcich. V pozdéjsi fazi se casto vyskytuji psychické komplikace
(demence, psychdza) a tzv. pozdni hybné komplikace (neschopnost
zacit pohyb, rozejit se aj.)

Alzheimerova choroba tvofi vice nez polovinu vSech demenci.
Vznika pfedevsim u lidi starSiho véku. Ve skupiné 65letych je postizeno
zhruba 2 — 3% populace, se zvysujicim se vékem toto procento
vyznamné stoupa. Ve véku 80 let je postizena polovina lidi [2].

Tato choroba se vyviji velmi nenapadné. Primarné je postizena
pameét. Pacienti zapominaji jména rodinnych pfislusnika, ztraceji
povédomi o ¢ase, pozdéji nepoznavaji své blizké. V poslednich stadiich

nemoci jsou zcela odkazani na pomoc druhych.



Komplexni znalost pfiCiny vzniku neni doposud v plné mife
neexistuje. Existuje Fada rizikovych faktor(, které zvySuji
pravdépodobnost vzniku nemoci. Jsou to prfedevSim vysSSi vék a
genetické dispozice, mezi neovérené faktory patfi Zenské pohlavi, nizsi
vzdélani, koufeni, hypertenze, uraz hlavy, nezdravy Zivotni styl a dalSi
[2].

NejpostizengjSim  neuromediatorovym  systémem je u
Alzheimerovy choroby acetylcholinergni systém. Tato skuteCnost vedla
k hledani latek pusobicich v této oblasti, které by v budoucnu mohly byt
pouzity pro farmakoterapii této choroby. Velmi dulezitymi zdroji
ucinnych latek jsou zdroje pfirodni. Potencialnimi inhibitory
acetylcholinesterazy (AChE) mohou byt nékteré alkaloidy rostlin
pouzivanych v klasické cinské mediciné. Moje rigorézni prace je
prispévkem k feSeni tohoto problému [2].

Pfi studiu latek, které by mohly byt vyuzity jako potencialni |éCiva
pfedevsSim Alzheimerovy choroby, jsou sledovany také pfirodni latky,
hlavné sekundarni metabolity rostlin a znich pfichazeji v uvahu
alkaloidy. Z etnofarmakologickych zkuSenosti fady geografickych
oblasti (pfedevSim neevropskych) mohou byt zdrojem tohoto studia
nékteré taxony, které vSak mohou vykazat urcitou toxicitu, a proto je
potfebné vénovat jim pozornost nejen z hlediska terapeutického, ale i
primarné toxikologického. Latky, které jsou v in vitro pokusech zajimavé
z hlediska inhibice acetyl- a butyrylcholinesterazy (BuChE), ovliviuji
vSak negativnim zplsobem jiné enzymové systémy nebo tkané, jsou
z hlediska praktického pouziti bezvyznamné [2].

Studium alkaloidnich drog pfedevSim z asijskych oblasti, které
jsou v této praci uvedeny, tvofi prvni ¢ast zajmu o uvedeny typ latek;
pokud bude néktera zlatek aktivni, bude ji vénovana predevSim

toxikologicka pozornost [2].



2. CIL PRACE



Vramci probihajiciho vyzkumného projektu na katedfe
farmaceutické botaniky a ekologie zabyvajiciho se screeningem
rostlinnych latek alkaloidni povahy (zalozené na struktufe rdznych
heterocykll) s potencialni anticholinesterazovou aktivitou bylo cilem
rigorozni prace:

1. snazit se propracovat metodu pro hodnoceni inhibice
acetylcholinesterazy alkaloidnich extraktd z
riznych rostlin, vyuzivanych prfedevsim v tradiéni Cinské medicing,
pomoci tenkovrstvé chromatografie,

2. porovnat je zhlediska Dbiologického uCinku se standardy
(fysostigminem a galanthaminem),

3. provést tento zakladni screening u 9 morfologickych €asti rostlin: list
Laurus nobilis L., vétvicky a list Buxus sempervirens L., nat
Lycopodium clavatum L., tyCinky a oddenek Nelumbo nucifera
Gaertn., hliza Fritillaria thunbergii L., hliza Fritillaria cirrhosa L.,

kofen Stemona ssp. a kofen Stephania tetrandra S. Moore.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1 DEMENCE

Demence je syndrom zpusobeny chorobou mozku. Postizena je
zejmeéna pamét, mysSleni, orientace, chapani, schopnost u€eni [3] a jiné
kognitivni funkce. Nezfidka predstavuji zakladni pfi€inu smrti. Mohou se
projevit jiz v détstvi, jejich vyskyt vSak vyrazné stoupa s vékem. Podle

priCiny je Ize rozdélit do tfi skupin [4]:

e atroficko-degenerativni demence — mezi néz patfi Alzheimerova
nemoc, korova nemoc s Lewyho télisky, demence pifi
Parkinsonové chorobé aj;

e ischemicko-vaskularni demence - vznikajici jako nasledek
cévnich postizeni mozku. Do této skupiny patfi napfiklad
multiinfarktovd demence, vaskularni demence s nahlym
zaCatkem, nebo Binswangerova choroba;

e symptomatické demence - jsou zpusobeny postizenim mozkové
funkce v dlsledku jinych chorob, zranénim mozku nebo

intoxikacemi.

Podle specifickych znakll muzeme prabéh demence rozdélit do
tfi stadii na demenci mirnou, stfedné téZzkou a tézkou. Stadium mirné je
charakterizovano poklesem paméti, coz se projevi obtizemi pfi
vykonavani béznych dennich €innosti a t€zSim zapamatovanim novych
informaci. V této fazi je vSak pacient schopen vést sobéstacny Zivot bez
potfeby pomoci zvencCi. Stfedné téZka demence se vyznacuje znaénym
porusenim pameéti ve vSech jejich sloZzkach, které ovlivhuje schopnost
samostatného vykonavani smysluplné Cinnosti. Pfi demenci tézké jsou
vSechny sloZzky paméti poSkozeny natolik, Ze postiZzeni nejsou schopni

vykondavat ani rutinni €innosti a jsou plné odkazani na péci okoli [4].
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U demenci se vyskytuji tfi zakladni funkéni okruhy postizeni [3]:

e oOKkruh kognitivnich funkci — jsou postizeny primarné. Na
poCatku byvaji poruchy paméti, nejdfive novopaméti (Spatné
si zapamatovavaji nové pojmy, jména ap.) a postupné i
staropaméti (napf. nepresné vzpominky);

e behavioralni a psychologické pfiznaky demence — patfi sem
psychologické  poruchy chovani, psychotické symptomy
(halucinace, bludy, afektivni poruchy), poruchy emotivity,
poruchy cyklu spanek — bdéni;

e aktivity denniho Zivota - byvaji u demence vyrazné poruseny.
Zpocatku dochazi k ubytku profesnich aktivit a konicka,

pozdéji zanikaji i bézné denni aktivity.

Dulezité je postihnout zacatek demence, aby bylo mozno v&as

udélat spravnou diagnozu a zahdijit terapii [3].

3.2 ALZHEIMEROVA DEMENCE

Alzheimerova choroba (ACH) je nejCastéjsi pfi¢inou demence
vubec (60-70% pfipadd syndromu demence). Nalezi mezi nékolik
nejzavaznéjSich a nejnakladnéjSich chorob. Zavaznost spociva
v Cetnosti, mife postizeni kvality Zivota nemocnych i vtom, Zze
predstavuje jednu z nejCastéjSich pfi€in smrti. S prodluzujicim se
vékem narusta pocet alzheimerovskych pacientd. Nemoc zacina velmi
pomalu, plizivé, nenapadné. Primarné jsou postizeny kognitivni funkce
— pamét, intelekt, motivace. Pomérné casné se vyviji porucha
soudnosti a logického uvazovani. Pacienti maji problémy s orientaci
v prostoru, s ¢asovou lokalizaci deéjl, dochazi k poruseni vykonnych
funkci. V pokrocilych stadiich prestavaji rozeznavat znamé osoby,
nakonec nepoznaji ani své nejblizSi pfibuzné. V terminalnich stadiich

se vyskytuje inkontinence moc€i i stolice, nemocni se bez pomoci
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nenajedi, neobléknou, jsou plné odkazani na pomoc okoli — rodiny Ci
instituce [5,6].

ACH ma 3 formy, a to ranou (nastup pfiznakid do 60. roku
zivota), pozdni (nastup pfiznakll po 60. roku zivota) a velmi pozdni
(propuka ve véku 85 a vice let). Etiologie ACH neni plné objasnéna [3].

Ovérenymi rizikovymi faktory pro vznik ACH jsou vék a familiarni
vyskyt v€etné genetickych vlivll. Diskutovanymi rizikovymi vlivy jsou
Zenské pohlavi, poranéni hlavy, nizSi vzdélani, koufeni a dalSi. Mezi
ochranné vlivy snizujici vyskyt choroby se fadi uzivani nesteroidnich
antirevmatik, postmenopauzalni estrogenova terapie a uzivani statint
[3].

Anatomické zmény mozku pfi ACH se do jisté miry pfekryvaji se
zménami doprovazejici starnuti. Numericka atrofie neuront v priubéhu
nemoci pfevySuje numerickou atrofii doprovazejici starnuti jak
v mozkové kufe, tak v podkorovych oblastech, méni se dendritické
systémy. Destrukce neuronl je zejména v oblasti cholinergniho
systému [2, 3].

Klasickymi diagnostickymi znaky doprovazejici Alzheimerovu

nemoc jsou senilni plaky a neuronalni klubka (tangles):

¢ senilni plaky jsou nepravidelné okrouhlé utvary velké 10-200 ym,
které obsahuji amyloid. Vznika Stépenim transmembranového
amyloidového prekurzorvého proteinu (APP) B-sekretazou.
Amyloidovy B-protein snadno agreguje a akumuluje. Agregovany
B-amyloid poSkozuje neurony;

e neuronalni klubka, Alzheimerovy zmény neurofibril, se jevi
v mikroskopu jako chomace hrubSich vidken. Zakladni slozkou
spiralnich vlaken je T-protein, protein s vyS8Si molekulovou
hmotnosti (podminéno nadmérnou fosforylaci) nez Tt-protein

zdravého mozku [3].
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Mechanismem poSkozujicim mozkovou tkan v pribéhu vyvoje
ACH je i zanétliva odpovéd. V pribéhu onemocnéni se prokazuje
abnormalni ukladani slozek komplementu, reaktantd akutni faze,

riznych cytokinl a vy$si aktivita cyklooxygenazy [3].
3.2.1 Terapie

Idealni terapie je terapie kauzalni. Doposud bohuzZel nezname
komplexni etiologii Alzheimerovy choroby, a proto vyuzivame postupy,
které ovlivhuji znamé patologické fetézce, nebo se snhazime ovlivnit
jednotlivé symptomy choroby [6].

Terapie demenci by se neméla omezovat pouze na jeden pfistup
(napf. na farmakoterapii), ale méla by byt kombinovana a zahrnovat jak
biologicke, tak psychosociologické pfistupy.
spravna diagndza. Ta je zakladem pro zahajeni uc¢inné farmakologické
terapie a zachovani uspokojivého funkéniho stavu. Bohuzel je zatim
obecné znamou skutecnosti, Ze od prvnich pfiznakl demence uplyne

mnoho mésicl, nez se pacient rozhodne vyhledat Iékafskou pomoc [5].

3.2.1.1 Terapie kognitivnich poruch

Lécba kognitivnich poruch vyuziva farmaka (kognitiva), ktera
ovliviuji pozitivné centralni acetylcholinergni systém. Cholinergni
systém je nejpostizenéjsi ze vSech neuromediatorovych systému. Je
snizena hladina enzymu syntetizujiciho acetylcholin -
cholinacetyltransferaza (CAT). Acetylcholin je syntetizovan z acetyl-
koenzymu A a z cholinu. Acetyl-koenzym A je tvofen v Krebsové cyklu.
Cholin neni tvofen vmozku a velmi obtizné pfechazi pres
hematoencefalickou bariéru. K tvorbé acetylcholinu je ziskavan
pfedevSim z latek, které jej obsahuji, jako je fosfatidylcholin. Po
uvolnéni z presynaptického zakonceni se acetylcholin vaze na své

postsynaptické i presynaptické muskarinové i nikotinové receptory. Tyto
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receptory byvaji u ACH zachovany. Po uvolnéni z vazby na receptory je
acetylcholin  odbouravan enzymy acetylcholinesterazami a u
Alzheimerovy choroby i butyrylcholinesterazami. Acetylcholinesterazy
maji nékolik forem. V mozku zdravého Clovéka prevlada tetramerni
forma G4 a pouze minoritni je monomerni forma G1. U ACH roste
vyrazné podil formy G1 a klesa podil G4. Navic u ACH se uplatnuje
dalsi enzym, ktery je za normalnich podminek zcela minoritni —
butyrylcholinesteraza. Ta je novotvofena aktivovanymi gliovymi
elementy v oblasti alzheimerovskych plakd a podili se na odbouravani
acetylcholinu [3, 5].

Cholinesterazy se také podileji na tvorbé B-amyloidu, a tak
zasahuji pfimo do zakladnich neurodegenerativnich mechanisma ACH
[3].

K latkam ovliviujicim cholinergni systém patfi:

e prekurzory tvorby acetylcholinu - acetylcholin ma velmi kratky
polo¢as, a proto je nepouzitelny. Cholin velmi Spatné
prochazi hematoencefalickou bariérou, lecitin pomalu
uvolniuje cholin (vysledky klinickych studii byly neuspokojivé).
LepSi vysledky byly ziskany pfi pouziti cholin-alfosceratu
(Gliatilin).  ZkouSeny jsou také  fosfatidylserin a
fosfatidylinositol [3];

e inhibitory cholinesteraz - uziti inhibitorit mozkovych
cholinesteraz je nejuzivanéjSi postup v terapii ACH,
prfedevSim lehkych az stfednich forem. U této choroby je
porusena predevsSim presynapticka Cast acetylcholinergniho
neuronu, je snizeno uvoliovani acetylcholinu
z presynaptického zakonceni [6].

Inhibitory cholinesteraz zablokuji nadmérné odbouravani
acetylcholinu, udrzuji molekuly acetylcholinu ve stavu, kdy
jsou schopné navazat se na své pre- i postsynaptické

receptory. Nékteré inhibitory inhibuji pouze
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acetylcholinesterazy, jiné odbouravaji kromé toho i
butyrylcholinesterazu. Od centralnich inhibitord esteraz je
oCekavano, ze budou dobre prochazet pres
hematoencefalickou bariéru, ze budou specificky inhibovat
mozkove, nikoliv periferni formy acetylcholinesteraz, a ze
budou dobfe tolerovany. Mezi dalSi poZzadavky na inhibitory
AChE patfi i pfitomnost aminu v molekule, ktery diky pH
prostfedi ziskava kladny naboj, dale by méla molekula
obsahovat ¢ast schopnou tvofit vodikové  vazby
s asparaginovou doménou receptoru a malou skupinu, ktera
se vaze k hydrofobni ¢asti receptoru [6, 7].

Existuji 3 formy inhibice: reverzibilni, ireverzibilni a
pseudoreverzibilni (v molekule cholinesterazy dojde ke
kompetitivnimu vytésnéni acetylcholinu inhibitorem, ktery je
pak sam odbouravan cholinesterazami [3, 6].

Inhibitory acetylcholinesteraz predstavuji nejednotnou
chemickou skupinu. Patfi sem:

- skupina akridinovych pfipravkl - inhibice je
reverzibilni. Dfive byl pouzivan takrin, ale pro
hepatotoxicitu byl stazen. DalSi jsou klinicky
zkouseny [3];

- skupina piperidinovych derivatd - Kklinicky je
pouzivany donepezil (Aricept). Ve stadiu klinického
zkouseni je ikopezil[3, 6];

- karbamatové derivaty - Siroce klinicky uzivanou
latkou je rivastigmin (Exelon), pseudoreverzibilni
inhibitor, ¢aste¢né inhibuje i butyrylcholinesterazu.
Je vysoce specificky va¢i monomerni formé
acetylcholinesteraz [3, 6];

- alkaloidy - galanthamin (Reminyl) je alkaloid
z nékterych druhl Celedi Amaryllidaceace, jako je

napf. Cinska rostlina Lycoris radiata Herb. a
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evropskych bylin Galanthus nivalis L. a Narcissus
spp. Navazuje reverzibilni inhibici
acetylcholinesterazy a allostericky moduluje pre- i
postsynaptické receptory. Randomizované klinické
zkousSky ukazaly dobrou toleranci a vyznamné
zlepSeni poznavacich funkci. DalSi perspektivni
latkou je alkaloid Cinské rostliny Huperzia serrata
Thunb. (Huperziaceae) - huperizin A. Vykazuje
vySSi selektivitu pro acetylcholinesterazu nez pro
butyrylcholinesterazu, podobné jako alkaloid
berberin, izolovany ztaxonu Coptis chinensis
Franch. Jednim z alkaloidul, ktery byl zkou$en pro
svou inhibi¢ni aktivitu na cholineterazy je takeé
fysostigmin, izolovany ze semen Physostigma
venenosum Balf. ZpUsoboval vSak znaéné
nezadouci periferni u€inky (hypersalivace, nauzea,
bradykardie, svalové kfeCe, poruchy centralniho
nervového systému a dalSi), a proto neni
vyuzivany v klinické praxi. Rutekarpin, alkaloid
izolovany z Evodia rutecarpa Benth. vykazuje
navic i inhibi¢ni aktivitu na COX-2 [3, 6, 7];

terpeny a dalSi sekundarni metabolity — etanolové
extrakty a silice nékterych druhd taxont Salvia (S.
officinalis L., S. lavandulaefolia Vahl.) byly
zkouSeny na antiacetylcholinesterazovou aktivitu.
Tato aktivita byla dokazana jiz v pomérné nizkych
koncentracich. Za tento ucinek jsou zodpovédné
predevSim cyklické terpeny 1,8—cineol a a—pinen,
ucinnéjsi je vsak silice nez jednotlivé izolované
latky. Farmakologicky aktivni pfi [éCbé mozkovych
cévnich onemocnéni ¢i pfi dysfunkci neuropeptidd,

vyznamnych u neurodegenerativnich chorob, jsou
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pfirodni latky kofene S. miltiorrhiza Bung. Inhibic¢ni
ucinek na AChE je zprostfedkovan diterpeny. DalSi
rostliny, které zlepSuji poznavaci funkce jsou
Melissa officinalis L. (silice ziskané zlistu) a
Origanum majorana L. (ucinnou sloZzkou je
triterpenova kyselina ursolova).

Withanolidy, skupina latek se steroidni strukturou,
byly nalezeny v nékterych druzich Celedi
Solanaceae, pfedevSim u rostliny Withania
sitoindosidy a withaferiny. Pfi [|éCbé uzkosti a
nervovych poruch se jako ucinna ukazala bylina
Magnolia officinalis Rehd. et Wils. Uginnymi latkami
jsou bifenoly honokiol a magnolol, umocnujici

GABAergni neurotransmisi [7].

pfimi muskarinovi a nikotinovi antagonisté - tato 1éCebna
strategie je fazi klinického zkouseni. Uginek se o8ekava napt.
u lobelinu z Lobelia inflata L. [3, 7];

latky ovliviiujici acetylcholinergni systém pomoci jinych
transmiterovych systémd - jsou hledany latky puUsobici
parcialné antagonisticky ke GABA-systému tak, aby byla
odstranén inhibi¢ni uc€inek na acetylcholinergni systém [3];
latky pusobici proti volnym kyslikovym radikalim nebo tlumici
Jejich nadmérnou tvorbu - pouzivaji se tzv. scavengery
volnych radikall, napf. a-tokoferol (vit. E), extractum Gingko
bilobae;

nootropni latky - tyto latky neprokazaly dostateCny ucinek u
ACH. Radi sem nap¥. piracetam, pyritinol, nicergolin [3, 6];
latky stimulujici uvolnéni nervovych rastovych faktort - zde se
pouziva pfedevSim cerebrolysin, vysledky studii vSak nebyly

jednoznacné [6];
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e nekompetitivni  inhibitory NMDA receptor(i excitacnich
aminokyselin - zatim klinicky uzivana pouze jedna latka —
memantin (Exiba). NMDA (N-methyl-D-aspartatové) receptory
otviraji iontové kanaly pro Ca®* U ACH a dal$ich poruch CNS
dochazi k nadmérnému uvolnéni excitacnich aminokyselin a
nadmérné excitaci NMDA receptord. Radou mechanizmd
dojde k odkryti genu pro apoptézu a k nadmérnému zaniku

neuronu [6].

3.2.1.2 Terapie nekognitivnich poruch

V |éCbé pridruzené deprese jsou pouzivana antidepresiva,
pfedevSim druhé, tfeti (fluoxetin, citalopram) a Cctvrté generace
(mirtazapin, venlafaxin).

K ovlivnéni uzkosti jsou stale Castéji pouzivany
benzodiazepinové pfipravky (oxazepam, lorazepam).

Pfi poruchach spanku maji dobry efekt hypnotika zopiklon a
zolpidem, ovSem i ta maji sva uskali a mohou pfispét k neklidu pacientd
(zolpidem) [3].

3.2.1.3 Nefarmakologické pfistupy v terapii Alzheimerovi demence

K nefarmakologickym pfistuptm patfi pfedevsim:

e kognitivni rehabilitace - jedna se o r0zné, zpravidla
zjednoduSené a nesoutézivé slovni hry;

e reminiscencni terapie - tato metoda vyuziva vzpominek a jejich
vybavovani prostfednictvim rdznych podnétd (vypravéni starych
pribéhu, zpivani, tanec...)

e adaptace prostredi pro pacienty s demenci - Uprava prostfedi,
aby bylo pochopitelné, pfehledné, predvidatelné;

e vedeni k sobéstacnosti;
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e lifestyle approach - jedna se o ,navod Kk pacientovi, o
vzajemném sdéleni mezi pecujicimi, co je schopen ucinit sam,

v ¢em potfebuje pomoc [5].
Velmi dulezitd soucCast terapie ACH je prace s pecCovateli,
rodinnymi pFislusniky alzheimerovskych pacientd. Jsou zfizovany
spole¢nosti a instituce poskytujici pomoc v terapii a edukaci (u nas

Ceska Alzheimerovska spolegnost) [3].

3.3 SLEDOVANE TAXONY

3.3.1 Laurus nobilis L.

3.3.1.1 Systematika

Laurus nobilis L. (Vaviin obecny) je rostlinny druh z cCeledi
Lauraceae (Vavfinovité).
Pavodné pochazi z Malé Asie a jihu Balkanského poloostrova |,

nyni je roz8ifeny v celé stfedozemni oblasti [8].

3.3.1.2 Botanicky popis

Stalezeleny, 1 — 8 m vysoky kef ¢i menSi strom. Kdra je temné
Seda, matna, hladka ve stafi popraskana. Vétve jsou Sikmo vystoupavé

s jednoduchymi, Fapikatymi listy. Ty jsou na lici temné zelené, lesklé,
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rub je svétle zeleny, po rozemnuti silné voni. Kvéty jsou jednopohlavne,
drobné, zelenozluté. Plodem je bobule, ktera je zpocCatku zelena,
pozdéji modroCerna, leskla. Rozmnozuje se nejen semenem, ale i

kofenovymi vybézky [8,9].

3.3.1.3 Obsahové latky

Obsahuje az 3% silice s velkym obsahem laurinu, cineolu a
geraniolu. Své zastoupeni zde maiji i hofc€iny, Skrob, cukry ale i
alkaloidy. Ty se izoluji pfevazné zlistl. Je to napf. retikulin, boldin,
iIsodomesticin, launobin, kryptodorin, xylopin, dicertrin, berberin, chinin
a dalSi [10,11].

e Boldin

e Retikulin
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3.3.1.4 VyuZiti rostliny v praxi

Vavfinové listy se ceni pfedevsim jako kofeni, tzv. bobkovy list.
Sbiraji se v letnim obdobi. Pouzivaji se Cerstvé, ale hlavné susené listy.
V Cerstvém stavu chutnaji pomérné hofce, ale béhem suseni se horkost
ztraci, ale aroma zlstava zachované. Z bobuli se lisuje &i destiluje
hustd nazelenala silice, ktera slouzi zejména v Itali a Recku jako
pfimés do likérd a mydel.

V lidovém [éCitelstvi se vaviinovy nalev pouziva pfi kasli a
katarech, pfi poruchach krevniho obéhu a koznich chorobach. Vyuziti
ma takeé pfi 1écbé cukrovky Il. typu. Silice se vyuzZiva v podobé& masti
tiSici bolesti (revma apod.).

Droga neni vhodna pro dlouhodobé podavani a nedoporucuje se
téhotnym a kojicim zenam. P¥i pfedavkovani muze dojit k podrazdéni

Zaludku, pozdéji pfichazi stavy zmatenosti a silného rozruseni [8,11].

3.3.2.5 Farmakologické ucinky

Bohuzel vesSkera dostupna literatura neuvadi zadné prokazatelné
farmakologické ucinky, které by mohly byt vyuzitelné ve farmaceutické

praxi.

3.3.2 Buxus sempervirens L.
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3.3.2.1 Systematika

Buxus sempervirens L. (Zimostraz obecny) fadime do cCeledi
Buxaceae (Zimostrazovité).

Tento rostlinny druh je rozSifen na jihu a stfedu Evropy.
Vyhledava smisSené listnaté lesy, skalnaté suti a je hojné vysazovan

v zahradach a parcich [8].

3.3.2.2 Botanicky popis

Je to husty vzdyzeleny kef s mohutné vyvinutym kofenovym
systémem. Vétve jsou kratké, tlusté, olivové zelené. Listy jsou
jednoduché, vstficné, vejcité az podlouhle elipCité, kozZovité, na okraji
ohrnuté. Kvéty jsou v uZlabnich svazeccich, velmi drobné,
jednopohlavné. V kazdém svazecCku je jeden samiCi kvét obklopen 5-6
samCimi kvéty. Semenik je tvofen ze ftfi plodolistl. Plodem je

trojpouzdra tobolka [8,12].

3.3.2.3 Obsahové latky

V celé rostliné jsou pfitomny steroidni alkaloidy pregnanového
typu. Jejich mnozstvi se méni béhem vegetacniho obdobi a je rdzny
v jednotlivych rostlinnych Castech (nejvice v listech). Hlavni alkaloid,
ktery je nositelem toxického ucinku je cyklobuxin D. Dale zde
nalezneme alkaloidy cyklobuxin B, cykloprotobuxin, cyklovirobuxin,
buxamin, buxaminol, sempervirin, semperviraminol, buxatin a dalsi [12-
18].
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3.3.2.4 Vyuziti rostliny v praxi

Dfive se pouzivaly v terapii listy jako laxativum a antirevmatikum.
Cerstvé vyhonky se uzivaly v homeopatii.
Velmi husté a stejnomérné stavéné dfevo se pouziva k vyrobé

dfevénych hudebnich nastroju [8,12].

3.3.2.5 Farmakologické ucinky

o Antibakterialni ucinek — za tento ucCinek je zodpovédny
predevsim alkaloid buxaquamarin [19];

e presorické — po podani vyvolava kratkodobé zvyseni tlaku,
které je nasledovano vyraznou hypotenzi. Uginek je

vysvétlovan puasobenim alkaloidu buxaminolu E na
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centralni i periferni muskarinové receptory a inhibici
AChE [20,21];

e protizanétlivé — ucinek byl sledovan u mysi. Peroralné jim
byl podavan cyklobuxin D [20];

e anticholinergni — extrakt z Cerstvého rostlinného materialu
vykazoval silny inhibicni efekt na sérovou cholinesterazu
v lidské a koriské krvi [22,23].

3.3.3 Lycopodium clavatum L.

3.3.3.1 Systematika

Lycopodium clavatum L. (Plavun vidlacka) patfi do Celedi
Lycopodiaceae (Plavuniovité).

RozS8ifena hojné v mirném a chladném pasmu Eurasie i Severni
Ameriky, téz v subtropickych a tropickych oblastech, v horach jen misty.
Vyskytuje se na kyselych pudach, viesovistich, v svétlych jehli¢natych
lesich [24].

3.3.3.2 Botanicky popis

Vytrvala vzdyzelena bylina. Hlavni lodyha je dlouze plaziva,
kofenujici, postranni vétve jsou vystoupavé az pfrimé. Listy jsou

Carkovité kopinaté, 3 — 5 mm dlouhé, celokrajné nebo jemné zoubkaté,

26



zakoncCené dlouhym bilym chlupem. Jen fertilni lodyhy jsou vzpfimené,
az 25 cm vysoké, na koncich s 2 — 3 vytrusnicovymi klasy na fidce
olisténych, Zlutozelenych stopkach. Sporofyly jsou okrouhlé, rovnéz
prodlouzené v bezbarvou Stétinu, asi dvakrat delSi nez vytrusnice
[24,25].

3.3.3.3 Obsahové latky

Rostlina  obsahuje celou fadu latek, znichz jsou
cca 0,12 % a méni se béhem vegetacniho obdobi, maxima dosahuje
vV meésici srpnu a zafi.

Hlavnim alkaloidem je lykopodin, z celkového mnozZstvi alkaloidU
zaujima 84,5 %. DalSimi rostlinnymi alkaloidy jsou klavatin, klavatoxin,
lykoklavin, lykodin, lykodolin, klavolonin, lykoflexin, nikotin atd
[26,27,28].

e Lykopodin
H.C
N O
e Klavatin
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3.3.3.4 Vyutziti rostliny v praxi

V lidovém [éCitelstvi se pouziva ¢&aj pfi dné, revmatismu,
hemeroidech a ledvinovych kolikach. Velmi oblibena je tato rostlina
v terapii jaternich onemocnéni jako je hepatitida, fibroza ¢&i rakovina

jater. Vytrusy se dfive pouzivaly jako pilulkové konspergens [24,25].
3.3.3.5 Farmakologické ucinky

e Antibakterialni ucinek — byl dokazovan na celé fadé
mikroorganisml. Nejvy$Si efekt vykazovaly rostlinné
extrakty na kmeny Staphylococcus aureus [29];

e antiviroticky ucinek — inhibicni efekt byl pozorovan na virus
Herpes simplex [30];

e antipyreticky ucinek — pfi testech na mysich se jevil velmi
silné. Je za néj zodpovédny predevsim alkaloid lykopodin,
dale téz klavatin a klavatoxin [31];

e protizanétlivy ucinek — za tento efekt je zodpovédny opét
alkaloid lykopodin [29].

3.3.4 Nelumbo nucifera Gaertn.
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3.3.4.1 Systematika

Nelumbo nucifera Gaertn. (Lotos indicky téZz ofechonosny) patfi
do Celedi Nelumbonaceae (Lotosovité).

Tato nadherna tropicka rostlina je puvodni v Indii, jiZzni Asii a
severni Australii. Ma celou fadu variet, které se liSi nejcastéji barvou
kvétu. Lotosovy kvét byl a je v Fadé nabozenstvi posvatnou kvétinou a
dulezitym symbolem. Uctivali ho stafi Egyptané, dodnes ho cti Indové a
buddhisté [32,33,34].

3.3.4.2 Botanicky popis

Tropicka vodni rostlina. Listy jsou dlouze rapikaté, jednoduché,
okrouhlé, zdvizené nad vodni hladinou nebo plavou pod ni
(aerohydrofyt), velké az 60 cm. Jsou pokryty tenkou voskovou vrstvou,
ktera jim dodava modrozelenou barvu. Kvéty jsou oboupohlavné,
pravidelné ruzové, pfijemné vonici. Mohou dosahovat v priméru az 20
cm. Maji mnoho korunnich listkd a ty€inek, pfes den jsou oteviené, na
noc se zaviraji. Doba kveteni je 3 dny a vyZaduje optimalni teplotu a
vihkost. Plodem je duznata bobule, ktera je jedla [32,33,34].

3.3.4.3 Obsahové latky

Vedle flavonoidl, ffislovin, saponin(, sterold a jinych latek,
obsahuje tento rostlinny druh alkaloidy, a to pfedevsim isochinolinové.
Jsou to napf. nuciferin, nornuciferin, remerin, neferin, lotusinliriodenin,

armepavin a dalsi [35-41].
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3.3.4.4 Vyuziti rostliny v praxi

Cela rostlina je jedla. V Indii, Ciné a Japonsku se pouziva jak
syrova tak varena (napf. do polévek). Je zdrojem Fady vitaminu,
aminokyselin a stopovych prvk(. Dale se vyuziva pro dekoracni ucely
nebo jako pfisada do €aju. V tradi¢ni Cinské mediciné nasla své misto

diky sedativnim (susena semena) a hemostatickym ucinkum [32,33,34].

3.3.4.5 Farmakologickeé ucinky

e Protizanétlivy, analgeticky, antitusicky, antiserotoninovy,
antiandrenergni, antibakterialni, hypolipidemicky,
antioxidacni — za tyto ucinky je zodpoveédny predevsim
alkaloid nuciferin, zpracovava se do peroralnich lIékovych

forem napf. tobolek, tablet, sirupl [42, 43];
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e antivirovy — pfedmétem studii je antiHIV efekt [44];

e antiarytmicky — ucinek byl sledovan na srdcich psu, byla
pozorovana inhibice fosfodiesterazy a tim zpomaleni
prevodniho systému srdec¢niho [45];

e sedativni, hypnoticky — po podani thiopentalu mySim

zpusobuje prodlouzeni spanku [46].

3.3.5 Fritillaria cirrhosa L., Fritillaria thunbergii L.

3.3.5.1 Systematika

Rod Fritillaria (Rebé&ik) patti do &eledi Liliaceae (Liliovité). Jedna
se o velmi variabilni druh, druh Fritillaria cirrhosa L. a Fritillaria
thunbergii L. tvofi jen maly zlomek celkového mnozstvi druhd (100 —
130). Oba tyto druhy jsou pGvodni v Ciné. U nas se setkdme pouze
s druhy Fritillaria meleagris L. a Fritillaria imperialis L., které jsou

péstované jako okrasné [12,47].

3.3.5.2 Botanicky popis

Jedna o vytrvalé pozemni byliny, 60 — 100 cm vysoké, s cibulemi.
Nékdy jsou pfritomny i vedlejSi cibulky. Lodyha je silna, pfima, ve
stfedni Casti bohaté listnata, na bazi a pod kvétenstvim bezlista. Listy

jsou stfidavé, nékdy vytvareji pfeslen, jsou jednoduché, pfisedlé, s
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listovymi pochvami. Cepele listd jsou celokrajné, vétsinou &arkovité,
kopinaté az vejcité, Zilnatina je soubézna, u nekvetoucich rostlin je list
jen jeden. Kvéty jsou oboupohlavné, jsou v kvétenstvich, zpravidla
fidkych hroznech, nékdy je pfitomen pouze jeden kvét. Kvéty jsou
napadné, ve tvaru zvonku &i €isky, riznych barev, okvéti se sklada z 6
okvétnich listkd ve 2 pfeslenech (3+3), které volné. TycCinek je 6 (3+3).
Gyneceum je sloZeno ze 3 plodolistl, je synkarpni, semenik je svrchni.
Plodem je tobolka [47].

3.3.5.3 Obsahové latky

Fritillaria cirrhosa L.

Alkaloidy jsou lokalizované predevsim v cibuli. V Cerstvém stavu Cini
jejich obsah az 0,12%. Jedna se nejCastéji o steroidni alkaloidy
s chinolizidinovym systémem. Pro rod Fritillaria jsou typické alkaloidy
peimin a peiminin. Dale zde najdeme imperialin, verticin, isoverticin,
verticinon, peimisin, ebejedin a dihydrojervin [48-50].

Fritillaria thunbergii L.

Vedle vySe zminénych zde najdeme alkaloidy yibeinosid A, sinpeimin,
dongbeimin a dalSi [49-54].

e Peimin

CH

OH
CH CH,

HO
OH
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e Peiminin
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3.3.5.4 Vyuziti rostliny v praxi

V tradi¢ni Cinské mediciné se pouZivaji susené cibule jako
antitusikum. Jinak se tyto byliny vyuZivaji jako okrasné a medonosné
[55].

3.3.5.5 Farmakologické ucinky

e Hypotenzni ucinek — vysokou schopnost snizit krevni tlak maji
pfedevsim alkaloidy peimin a peiminin, letalni davka je 0,9 mg/kg
po i.v. podani [50,53];

e antitusicky a sedativni — oba tyto u€inky jsou pfredmétem Cetnych

studii, v mediciné zatim bez vyuziti [55].
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3.3.6 Stemona ssp.

3.3.6.1 Systematika

Rod Stemona fadime do celedi Stemonaceae. Tato Celed
zahrnuje asi 30 druh(, které nejdeme na Uzemi Asie (pfedevsim Cina a
Japonosko) ale i Australie. Jedna se o tropické druhy, hojné vyuzivané
v tradicni Cinské a japonské mediciné. V ramci této prace byl
zpracovany druhy Stemona sessilifolia Mig., Stemona japonica Mig. a
Stemona tuberosa Lour. [56,57,58].

3.3.6.2 Botanicky popis

Tyto rostlinné druhy jsou kefe nebo popinavé byliny s masivnimi,
hlizovitymi, chomackovitymi kofeny. Stonek je pfimy nebo plazivy. Listy
jsou stfidave, vejCité Ci kopinaté. Kvétenstvi vyrusta nejCastéji z uzlabi
listd, nékdy je vrcholové. Tyc€inky vétSinou volné, u nékterych druhu
jsou na bazi srostlé. Plodem je tobolka. Semena jsou protahla, podélné

zebrovana [58].

3.3.6.3 Obsahové latky

Pro tento rostlinny druh jsou charakteristické alkaloidy
s pyrrolo[1,2]azepinovym popf. pyrido[1,2]azepinovym jadrem. Dale je
muzem c¢lenit podle struktury na stichoneurinové, protostemoninové a
kroominové alkaloidy. Jejich celkovy obsah se pohybuje mezi 0,26 —
3,1% [57,59-62].
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Druh Stemona sessilifolia obsahuje napf. tyto alkaloidy:
stemonin, protostemonin, sessilistemonamid A-H, sessilifoliamid, stenin
[60,63,64,65].

Druh Stemona tuberosa obsahuje napf. tuberostemonin,
neotuberostemonin, tuberospironin, kroomin, stemonin, protostemonin
[64,66].

Druh Stemona japonica obsahuje napf. alkaloidy japonin A-D,

stilbostenin, neostemonin, stemonamid, stemodiol a dalSi [67].

e Tuberostemonin

e Stenin

e Kroomin
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3.3.6.4 VyuZiti rostliny v praxi

Tradi¢ni Cinska a japonska medicina vyuziva susSené kofeny
k 1éCbé kasSle, plicni tuberkuldzy, bronchitidy €i vaginitid. Je oficialni

v Cinském lékopise [57].
3.3.6.5 Farmakologické ucinky

e Insekticidni ucinek — vytazek z Cerstvych kofenl ma velmi
silny ucinek proti hmyzu [68];

e antisepticky ucinek — tento ucinek byl sledovan pfi |éCbé
akné [69];

e antitusicky ucinek — pro tento uCinek je dulezita

pyrrolobezazepinova struktura (tuberostemonin) [70,71].

3.3.7 Stephaniatetrandra S. Moore

3.3.7.1 Systematika

Rod Stephania patfi do Celedi Menispermaceae (Chebulovité).
Je pavodni ve vychodni a jizni Asii a Australii. Je to velice rozsahly rod,
vedle druhu Stephania tetrandra S. Moore zahrnuje dalSim téméf 30
druha [72].
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3.3.7.2 Botanicky popis

Jedna se popivanou az 4 m vysokou bylinu, s listy vyrustajicimi
spiralovité na stonku. Bohuzel Zzadna dostupa literatura neuvadi blizsi

popis rostliny [72].
3.3.7.3 Obsahové latky

Hlavnimi obsahovymi latkami, které davaji tomuto druhu celou
fadu charakteristickym farmakologickych Gc&inkd, jsou alkaloidy.
1,3 %. Dale zde nalezneme stefanin, demethyltetrandrin, fangcholin,
norfangcholin, cyklanolin, oblongin, fenfangin, berbamin, stefenantrin,

isokorydin a celou fadu dalSich [73-79].

e Stefanin

e Tetrandrin

X OMe
N _—OMe o N_
H.C CH,
O O
OMe
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3.3.7.4 Vyuziti rostliny v praxi

Tento druh je oficialni v Cinském Iékopise. Pouziva se k [é&bé

artritidy a silikézy [72].
3.3.7.5 Farmakologickeé ucinky

e Bakteriostaticky ucinek — ucinek je dan pusobenim
alkaloidd, inhibuje rast Mycobacterium tuberculosis [80];

e antitumordzni ucinek — byl testovan a kladné vyhodnocen
pfi [éCbé ZaludecCniho a kolorektalniho tumoru [81,82];

e protizanétlivy ucinek — nejvyraznéjsi ucinek ma tetrandrin,
ktery pusobi pfes COX-2;tento ucinek se sleduje pfi [éCbé
jaterni a plicni fibrozy [83,84];

e Kkardivaskularni ucinek — pUsobi pfes vapnikové kanaly
v srdci, coz lze vyuzit pfi léCbé hypertenze, anginy
pectoris, arytmii [85,86];

e hypnoticky a analgeticky ucinek — tyto ucinky nejsou pfilis
vyrazné jako vySe uvedené [87,88];

e inhibice AChE - aktivitu vykazuji norfangcholin a
berbamin [89,90].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Uprava rostlinného materialu

Rostlinné casti byly sbirany za suchého a slunného pocasi,
suSeny za pokojové teploty ve stinu. UsuSené rostlinné casti byly
rozdrobnény na mlynku na velikost 1-3 mm, pFed pfipravou extraktu

byly rostlinné ¢asti dale rozemlety a hmota sitovana (0,2 — 0,6 mm).

4.1.2 Uprava rozpoustédel destilaci

Rozpoustédla vyuzivana pro pripravu alkaloidnich koncentrata
byla pfed pouzitim Cerstvé destilovana. Po odstranéni tzv. pfedku bylo
ziskano Cisté rozpoustédlo, které bylo uchovavano v zasobnich lahvich

za nepfistupu svétla.

4.1.3 Digesce

2,0 g suchého jemné mletého rostlinného materialu bylo
nasypano do Erlenmeyerovy bariky a bylo extrahovano 30 ml 95%
ethanolu za varu na vodni lazni 30 minut za obCasného protfepani.
Poté byl extrakt ponechan asi 15 — 30 minut za ob&asného protfepani
stat. Roztok byl Zfiltrovan pfes bezpopelovy filtr a zbytek drogy byl
promyt 5 — 10 ml 95% ethanolu.

4.1.4 Odparovani

Ethanolovy extrakt byl zahusStén na vakuové odparce za

snizeného tlaku a teploté do 40°C.

4.1.5 Tenkovrstva chromatografie (TLC)

Tenkovrstva chromatografie byla provadéna na komeréné
vyrabénych deskach (Kieselgel 60 F254, Merck) v systému nasycenych
komor. Syceni komor probihalo po naliti a mirném protfepani mobilni
faze minimalné 60 min. Extrakty a referencni latky byly nanaseny na
chromatogram ve formé Carek podle zvoleného objemu (délka cca 1

cm) pomoci kalibrovanych kapilar Qualicolor. Po vyvinuti byl
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chromatogram vyjmut z komory a vysuSen nejprve teplym, potom
studenym vzduchem. Poté byla provedena detekce, v prvni fazi pod UV

lampou a v dalsi fazi postfikem detekénim Cinidlem.

4.2 Potreby

4.2.1 Rozpoustédla

Cyklohexan €.

Diethylamin €.

Ethanol 95%, denaturovany methanolem, €.
Chloroform €.

Methanol €.

Voda

4.2.2 Chemikalie

Acetylcholinesterasa z elektrického uhofe (electric eel)
Argon

Dusi¢nan bismutity p.a.

Fast blue B €.

Hovézi sérovy albumin

Jodid draselny C.

Kyselina vinna €.

1-Naftylacetat C.

TRIS

Standardy: fysostigmin (Sigma), galanthamin (Sigma)

4.2.3 Detekcni ¢inidla

D1: Dragendorffovo €inidlo modifikované podle Muniera
Roztok A: 1,7 g zasaditého dusiCnanu bismutittho a 20 g kyseliny
vinné bylo rozpusténo v 80 ml vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml vody.
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Zasobni roztok: byl pfipraven smisenim roztokd A a B v poméru 1:1;

muZze byt uloZzen nékolik mésicl v chladnicce.

Cinidlo pro analyzu: bylo pfipraveno tak, Zze se k roztoku 5 g kyseliny

vinné rozpusténé v 50 ml vody bylo pfidano 5 ml zasobniho roztoku

[91].

D2: UV A =254 nm

Detekce chromatogramu pod UV lampou pfi vinové délce 254 nm.

4.2.4 Vyvijeci soustavy

S1: Chloroform+methanol+voda 65+35+5
S2: Cyklohexan+diethylamin 90+10

4.2.5 Chromatografické adsorbenty

Kieselgel 60 Fzs4 (Merck)

4.3 Priprava sumarnich extraktu

4.3.1 Material

Pouzity rostlinny material Plvod materialu Cinské nazvy
Laurus nobilis L. (L-N) Listy 08/2006, Lindava -
Buxus sempervirens L. (B-S) Vétvicky, listy 8?42006' ZLR u Farm. Fak. -
Lycopodium clavatum L. (L-C) Nat Pragon, Praha Shen Jincao
Nelumbo nucifera Gaertn. (N-N) Oddenky Pragon, Praha Oujie
Nelumbo nucifera Gaertn. (N-S) Tycinky Pragon, Praha Lianxu
Fritillaria thunbergii L. (F-T) Hliza Pragon, Praha Zhebeimu
Fritillaria cirrhosa L. (F-C) Hliza Pragon, Praha Chuanbeimu
Stemona ssp. (S) Koren Pragon, Praha Baibu
Stephania tetrandra S. Moore (S-T) | Koren Pragon, Praha Fangji

Tab. 1: Druh a pavod rostlinného materialu
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4.3.2 Extrakce drogy a zpracovani extraktu

Priprava surového extraktu - Nejdfive byla provedena digesce
rostlinného materialu (viz. 4.1.3 Digesce). Poté bylo provedeno
zahusténi na vakuové odparce na maly objem. Vznikly roztok (2 — 4
ml) byl pfeveden do injekénich ampulek, do kterych byla zavedena
Pasteurova pipeta a na mirné teplé vodni lazni (40°C) bylo
odpafeno rozpoustédlo. Ampulky byly suSeny ve vakuovém
exsikatoru cca 12 hodin nad silikagelem. Po usuSeni byly zvazeny,
naplnény argonem, zataveny a do doby zpracovani uchovavany pfi

4°C v chladnicce.

Oznaceni materialu Hmotnost drogy [g] 0] Extrakt [%]

L-N 2,00 0,0228 1,14
B-S 2,00 0,0226 1,13
L-C 2,00 0,0240 1,20
N-N 2,00 0,0180 0,90
N-S 2,00 0,0194 0,97
F-T 2,00 0,0230 1,15
F-C 2,00 0,0200 1,00
S 2,00 0,0200 1,00
S-T 2,00 0,0198 0,99

Tab. 2: Hmotnost a procentualni obsah extraktt

4.3.3 Bioautograficka metoda [92]

Z jednotlivych vytfepkG bylo odebrano 20 mg vzorku a
rozpusténo v 1,0 ml methanolu. Standardy byly rozpustény v methanolu
na koncentraci 1 mg/1 ml. AChE z elektrického uhofe byla rozpusténa
v 150 ml 0,005M pufru TRIS — kyselina chlorovodikova o pH 7,8.
K tomuto roztoku byl pfidan hovézi krevni albumin (150 mg) za ucelem
stabilizace enzymu béhem biologické zkousky.

Na start TLC chromatogramu byly nanaseny roztoky vytfepku o
objemu 15 pl ve formé c&arek délky 10 mm. Pro porovnani byly
naneseny i roztoky standardd, o objemu 10 pl. Chromatogramy byly
vyvijeny v soustavé S1. Po vyvinuti byly vysuSeny nejdfive teplym, poté
studenym vzduchem. Nasledné se provedl nastiik AChE,
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chromatogramy byly mirné& vysuSeny a inkubovany v komofe
prostoupené vodnimi parami pfi 37°C po dobu 20 min. Po ubéhnuti
doby inkubace byly chromatogramy postfikany detekCnim Ccinidlem,
vzniklym smisenim roztoku 1-naftylacetatu (koncentrace 250 mg/100 mi
ethanolu) a roztoku Fast Blue B (koncentrace 400 mg/160 ml vody)

v poméru 1:4.
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5. VYSLEDKY
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5.1 Detekce alkaloidi Dragendorffovym cinidlem (D1)

v neutralni vyvijeci soustave (S1)

L-N BS LC NN NS FT FC S ST
Obr. 1: Detekce alkaloidii Dragendorffovym Cinidlem (D1) v neutralni
vyvijeci soustavé (S1)
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5.2 Detekce alkaloidli bioautografickou metodou

v neutralni vyvijeci soustaveé (S1)

Obr. 2: Detekce alkaloid(i bioautografickou metodou v neutralni vyvijeci
soustaveé (S1)

Obr. 3: Detekce standardu (fisostigminu a galanthaminu)
bioautografickou metodou v neutralni vyvijeci soustavé (S1)
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6.

DISKUSE
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Vzhledem k tomu, Ze Alzheimerova choroba postihuje nemalé
procento populace, probiha v poslednich letech velice intenzivni
studium latek (potencialnich |éCiv), které by mohly byt terapeuticky
vyuZzitelné v IéCbé tohoto zakefného onemocnéni. Vedle syntetickych
latek, kterych vsak je jako realnych IéCiv jen nékolik, hraje nemalou roli
sledovani latek pfirodniho pavodu, pfedevsim alkaloidni povahy.

Z hlediska pfirodnich latek je k dispozici relativné Siroka skupina
slou€enin, které v testech in vitro vykazuji inhibici AChE, jak bylo
uvedeno v mé teoretické Casti. Pokud bychom vSak uvazovali o jejich
praktickém vyuziti, pfevazna vétSina z nich bude nepouzitelna (nizka
biologicka dostupnost, nebo nutna vysoka davka, po které se objevi
ovlivnéni jinych metabolickych systému a tim nezanedbatelné vedlejsi
ucinky, soucasné velka finanéni naroCnost pfi jejich ziskavani
z pfirodniho materialu, toxicita atd.). Je napadné, Ze nemala cast
spektra potencialnich I€Civ je pfedstavovana terciarnimi, ale pfedevsim
kvartérnimi alkaloidy. Ztoho faktu lze do jisté miry usuzovat, Ze
alkaloidy, které jsou obecné latkami farmakologicky aktivnimi, budou
projevovat svUj uc€inek i v této oblasti.

Tato prace je zahajenim SirSiho fytochemického screeningu
zahajeného na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie, jehoz cilem
je sledovani rdznych alkaloidu rostlin na aktivitu (inhibici) AChE za
pomoci jednoduchého testu vyuzivajiciho tenkovrstvou chromatografii,
ale také BuChE, jejiz propracovani chromatografii na tenké vrstvé se
dosud na pracovisti nezdafilo, ackoliv jedna literarni prace uvadi, Ze je
to mozné [92]. Postup sledovani antiAChE u€inku na TLC jsem
pouzivala jiz ve své diplomové praci a ukazal se jako velice vhodny.
Jednak je ktomuto screeningu tfeba jen malé mnozstvi rostlinného
materialu, neni pfilis§ naroény na provedeni ani na pouZzité chemikalie a
je pomérné rychly. Sledovani alkaloidl probihalo u rostlin vyuzivanych
v tradicni €inské mediciné, u kterych se predpoklada aktivita z hlediska
inhibice AChE.
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Pfi feSeni otazky, jaky postup pouzit pro frakcionaci téchto

bazickych latek jsem méla dvé moznosti:

1. pfipravit z malého mnozstvi rostlinné drogy (1-3 g) sumarni extrakt,
ten nanést na TLC, za pouZiti vhodné soustavy extrakt rozdélit na
deskach silikagelu a provést barevnou reakci,

2. pfipravit extrakt z vétSiho mnozstvi drogy (50-200 g suchého
materialu) - nejlépe perkolat (perkolace je  prakticky
z technologického hlediska vac&i metabolitdm nejSetrnéjsi) - extrakt
zahustit, pfevést do vodného prostfedi a sekvenéné (pfi rizném pH)
vytiepat; v jednotlivych vytfepcich jsou alkaloidy rizného

charakteru.

Pro tuto studii jsem zvolila prvni postup: je vyhodny pro prvotni
screening, protoze kjeho realizaci staCi i velice malé mnozstvi
rostlinného materialu, ma jednoduché a rychlé provedeni a po jeho
vyhodnoceni Ize separovat ty rostlinné druhy, u nichZ byla sledovana
inhibi¢ni aktivita a ty pak podrobit podrobnéjSimu studiu. Vedle téchto
vyhod zde existuji i nevyhody. Sumarni extrakt obsahuje i velké
mnozstvi latek nealkaloidni povahy, které mohou davat faleSné reakce
na inhibici AChE.

PFi této metodé jsem postupovala podle nasledujicich kroku:
a) pfiprava surového extraktu vhodnou extrakéni metodou za
pouziti nizkomolekularniho alkoholu (zvolila jsem ethanol),
b)  zahusténi extraktu na maly objem a vysuseni,
c) provedeni TLC, ktera umoziiuje sledovani pfitomnosti

alkaloidu a jejich inhibi¢ni aktivitu na AChE.
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PFi vybéru metody pro TLC screening vlivu alkaloidd na AChE

jsem uvazovala o jedné ze dvou metod:

a) modifikované Ellmanové metodé [93], ktera sleduje dva typy
extraktl: ethyl-acetatovy (TLC soustava toluen-ethyl-acetat-
methanol 30:8:1) a vodny (soustava ethyl-acetat-methanol-voda
100:13,5:10); desky jsou po vysuSeni postfikany roztokem
acetylthiocholinjodidu a 5,5 -dithiobis[2-nitrobenzoové kyseliny] a
po vysuSeni se postfika roztokem AChE z elektrického uhofe
(TRIS, pH 8, inkubace 3-5 min. 37 °C). Vznikaji bilé skvrny na
Zlutém podkladé, nebo

b) bioautografické metodé [92], vyuzivajici také vzniku azobarviva:
TLC desky se po naneseni vSech vytfepku vyvinou v soustavé
chloroform-methanol-voda 65:35:5 (nebo jiné vhodné soustavé),
postfikaji roztokem AChE, inkubuji ve vihkém prostfedi (pH ~8,
TRIS pufr, 37 °C, 20 min) a postfikaji smési roztoka 1-naftyl-
acetatu a Fast Blue B Salt; po 2-5 min. dochazi k barevnému
zviditelnéni: na svétle fialovém podkladu zlstavaji bilé skvrny

oznacujici aktivni latky. Mechanizmus reakce je nasledujici:

0-COCH; OH
Acetylcholinesterase Cﬁ:l + CH3;CO0H
- 3
Naphthyl a-Naphthaol
acetate
H1CO,
N=R NN 2e
OCH4
Fast Blue Salt B
OH H3CO, v OH
OCH,

Azo dye (purple)

Obr. 3: Reakce AChE s 1-naftylacetatem a podstata tvorby

fialového azobarviva u TLC bioautografické metody
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Pro tuto praci jsem vybrala metodu b), protoze s ni byla na
pracovisti urCita zkuSenost a také proto, Zze prubéh reakce byl
vyraznéjSi nez u metody predeslé. Je vSak nutno fici, ze tato metoda je
na provedeni citliva: pouzita AChE musi mit aktivitu min. 3 U/ml,
inkubace musi probihat v prostfedi vodnich par v rozmezi teplot 35-37
°C a 1-naftyl-acetat, pouzity pro pfipravu Cinidla musi byt uchovavan pfi
-22 °C, jinak je vybarveni chromatografické desky malo zietelné.

Pro vlastni screening byla provedena nanaska 15 pl zasobniho
roztoku extraktd (20 mg/1 ml methanolu) a 10 ul roztokd standardu
(fysostigmin, galanthamin; methanolu; R hodnoty obou standardnich
alkaloidl jsou bohuzel v pouzité soustavé prakticky stejné); tyto objemy,
které se ukazaly jako optimalni, byly zjistény v pfedpokusech.
Standardy alkaloidd byly naneseny z duvodu porovnani relativni
intenzity skvrn. Desky pro inkubaci AChE byly vyvijeny v neutralni
soustavé (S1). Zaroven byla na jinych deskach provedena detekce
Dragendorffovym €indilem (D1), aby bylo mozné provést porovnani.

Jistou nevyhodou pfi tomto sledovani je skuteCnost, Ze
v neutralni rozpoustédlové soustavé (bez pfidavku alkalizacnich Cinidel
— diethylaminu, amoniaku) se alkaloidy zpravidla nedéli tak ostie a
dobfe jako v pfipadé soustav alkalickych; pro zjisténi antiAChE ucinku
lze vSak pouzit pro vyvijeni chromatogramd pouze neutralni soustavy.
Alkaliza¢ni latku lze totiz z vrstvy podle mé zkuSenosti jen velmi obtizné
odstranit (neni to mozné ani proudem teplého vzduchu, patrné dochazi
zCasti k sorpci na kysely silikagel) a jeji pfitomnost vyrazné snizuje
stabilitu AChE, i kdyZ se pracuje v pufrovaném roztoku.

Vhodna soustava, ktera by dobfe délila jak terciarni, tak kvartérni
alkaloidy, dosud u nas nalezena nebyla a patrné nebude, vzhledem
k rozdilné chemické povaze latek. Proto je tato bioautograficka metoda
skute¢né predbézna, davajici prehled jen o tom, jsou-li v primarnim
(sumarnim) extraktu opravdu néjaké silné ucinkujici latky (vizualné,

nikoliv kvantitativné porovnano se standardy fysostigminem a
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glanthaminem). Pokud se takové latky vyskytnou, je uz zalezitosti dalSi
fytochemické prace je ziskat, urcit jejich strukturu a zméfit 1Csp.

Lze predpokladat, Zze presnéjSi vysledky by pfineslo na TLC
pouziti pouze koncentratl alkaloidl, pfipravenych c&isténim perkolatl
(metoda 2., jak jsem se o ni zminila). ProtoZe jsem u nékolika vzorku
tuto metodu provadéla pro srovnani, mohu konstatovat, Ze je pracovné
(Casové) velice narocna a vysledky nejsou vzdy zcela pfesvédcivé
(obtizné lze ziskat Cistou smés kvartérnich alkaloidli, které jsou
zpravidla in vitro nejucinnéjsi). Toto byl dalsi divod, pro€ jsem zvolila
metodu 1. (pfipravu primarniho sumarniho extraktu), ktera je jako
predbézny test dostacuijici.

Rostlinny material, ktery jsou pro pokusy pouzivala, byl ziskan
komercéné: list vaviinu z potravinarskych surovin a ostatni morfologické
asti byly ziskany pfimym dovozem komerénich drog z Ciny. To je
urCita nepfizniva okolnost: potravinarsky list vaviinu byl patrné zcasti
fermentovan (resp. je nezodpovéditelnou otazkou, v kterém
fenologickém obdobi byly listy sbirany a jak dlouho a za jakych
podminek byly uskladhovany), a tak mohl byt vyskyt alkaloidd zcela
minoritni. Ostatni drogy, pavodem z Ciny, z oficialniho trhu, byly po
makroskopickém a mikroskopickém studiu shledany ponékud nizSi
kvality (pfesto jsem je pouzila, protoze jina moznost ziskani neni a
pokud by tato surovina byla pouzivana k izolaci alkaloidud, vychazelo by
se stejné z komercniho dodani). Kvalita Cinskych IéCivych drog byva
Casto velmi proménliva a kolisajici v zavislosti na expedicnich podnicich
(resp. kvalifikovanosti sbéracu a tim renomovanosti firem, které je

dodavaiji).

Laurus nobilis — list: ackoliv je tento rostlinny druh vyuzivan
predevsim pro vysoky obsah silice, je znamo, Zze obsahuje i celou fadu
alkaloidu. Bohuzel detekci Dragendorffovym c¢inidlem nebyla patrna

vyrazna pozitivni reakce a ani nebyl prokazan zadny inhibitor AChE.
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Buxus sempervirens — vétvi€ky a listy: zde byla pozorovana velmi
silna pozitivni reakce na pritomnost alkaloidd. Literatura uvadi, Ze jejich
nejvy$Si koncentrace je pravé vlistech a jedna se o alkaloidy
pregnanoveho typu. Inhibitory AChE byly pozorovany v blizkosti startu,
s intenzitou nizSi nez vykazovaly pouzité standardy. Témto latkam je
potfeba vénovat dalSi pozornost — ackoliv se zdaji byt uc€inné, jsou to

pravé latky z nichz nékteré mohou mit vyraznou toxicitu [94].

Lycopodium clavatum — nat’: obsahuje celou fadu alkaloidd, z nichz
nejvétsi zastoupeni ma lykopodin. V testu na inhibi¢ni aktivitu AChE se
ale extrakt jevil jako neaktivni. Nizky obsah alkaloidi je podle mého
nazoru zpusoben nizkou kvalitou drogy — nebylo v§ak mozné ziskat tuto

morfologickou &ast sbérem v CR.

Nelumbo nucifera — oddenek: u tohoto extraktu byla prikazna velmi
silna inhibi¢ni aktivita na AChE, na chromatogramu se jevily 3 intenzivni
skvrny a nékolik méné vyraznych. Tyto reakce byly pravdépodobné
zplUsobeny pfitomnosti isochinolinovych alkaloidd jako je napf.
nuciferin, nornuciferin, remerin, neferin, lotusinliriodenin, armepavin a
dalSi [35-41].

Nelumbo nucifera — ty€inky: extrakt nevykazal tak intenzivni reakci
jako tomu bylo v pfedchozim pfipadé. Literatura bohuzel neuvadi, ktera
rostlinna Cast je na alkaloidy bohatsi, tak nelze s jistotou urcit, jestli byla
reakce ovlivnéna experimentalnimi podminkami nebo mnozstvim

pozitivné reagujicich latek.
Fritillaria thunbergii — hliza: je znamo, Ze v této rostlinné casti se

nachazi velké mnozstvi alkaloidl, pfevazné steroidniho typu. Nebyla

vSak prokazana jejich pfitomnost ani inhibi¢ni afekt na AChE.
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Fritillaria cirrhosa — hliza: podobné jako u vySe zminéného druhu je
nejvétsi koncentrace alkaloidl v hlize. Zde byla v8ak pozorovana
intenzivni reakce v podobé bélavé skvrny, ktera tak urCuje pfitomnost
inhibitord AChE.

Stemona ssp. — kofen: u této, na alkaloidy pomérné bohaté rostliny

nebyla reakce a AChE pfili§ pfesvédciva.

Stephania tetrandra — kofen: ani zde neni mnozstvi alkaloidu
zanedbatelné, nejvyraznéjSi je tetrandrin. Jejich pfitomnost se jevila
v testu s Dragendorff. €inidlem. Literatura uvadi, ze tyto alkaloidy maiji

inhibi¢ni aktivitu, ale pomoci bioautografické metody nebyla prokazana.

Vysledky své rigorozni prace bych shrnula takto:

1) bioautograficka metoda vyuzivajici na TLC barevné reakce s 1-
naftylaminem a Fast Blue B Salt je vhodna a dobfe pouzitelna,

2) pro zakladni screening lze pouzit i malé mnoZstvi rostlinné
drogy,

3) pro bliz§i studium se jako vhodné ukazuji taxony Buxus
sempervirens L., Nelumbo nucifera Gaertn., Fritillaria cirrhosa L.

a Stemona ssp.
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Novakova, J.: Biologicka aktivita obsahovych latek rostlin XVII. Vliv
alkaloidd z rGznych rostlinnych taxon( na acetylcholinesterazu.
Rigordzni prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta,

Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec Kralové 2008, 71 s.

V ramci rigorozni prace byl proveden screening latek alkaloidni
povahy z nékterych rostlinnych druhl pouzivanych anebo toxikologicky
vyznamnych v Evropé, pfedevSim vSak v tradicni Cinské mediciné na
inhibici acetylcholinesterazy (AChE). Vhodnou extrakéni metodou byly
ziskany sumarni extrakty z morfologickych ¢asti rostlin Laurus nobilis L.
(list), Buxus sempervirens L. (vétvicky a list), Lycopodium clavatum L.
(nat), Nelumbo nucifera Gaertn. (ty€inky a oddenek), Fritillaria
thunbergii L. (hliza), Fritillaria cirrhosa L. (hliza), Stemona spp. (kofen)
a Stephania tetrandra S. Moore (kofen).

Jednotlivé extrakty byly ziskany digesci a dale sledovany pomoci
TLC v neutralni a bazické soustavé na silikagelu na obsah alkaloidd
(Dragendorffovo Cinidlo). Nasledné byly podrobeny zjiSténi inhibicni
aktivity na AChE pomoci autobiografické metody spolu se standardy
(fysostigmin, galanthamin) s pouzitim TLC (silikagel, jen neutralni
vyvijeci soustava). AChE pochazela z elektrického uhofe, pro barevnou
reakci byl zvolen 1-naftylacetat a Fast Blue B Salt; vysledkem pozitivni
reakce byly bilé zény na fialovém pozadi.

Ve vétsiné sledovanych vzorcich rostlinného materialu byla
prokazana pritomnost inhibitori AChE, ktefi vykazovaly rlzny stupen
aktivity. U nékterych taxonU bohuzel nebyla inhibi¢ni aktivita patrna,
ackoliv obsahuji celou fadu latek alkaloidni povahy. Je mozné, Ze tuto
aktivitu nemaji nebo byla potlacena vlivem reakCnich podminek
(nedostatek rostlinného materialu, pfitomnost balastnich latek).

Pro dalSi studium se z hlediska intenzity inhibice AChE zdaiji byt
vhodné taxony Buxus sempervirens L. (vétvicky a listy), Nelumbo

nucifera Gaertn. (oddenek) a Fritillaria cirrhosa L. (hliza).

Klicova slova: vyssi rostliny — alkaloidy — acetylcholinesteraza - inhibice
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Novakova, J.: Biological activity of plant metabolites XVII. Influence of
alkaloids from several taxons of plants on acetylcholinesterase.
Rigorous thesis. Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in
Hradec Kralové, 2008. p. 71.

Within the frame of the rigorous thesis, a screening of alkaloids
from some botanical taxons used or toxikologically significant in Europe
(and also in traditional Chinese medicine) on inhibition of
acetylcholinesterase (AChE) was performed. Using a suitable extraction
method the summary extracts from morfological parts of Laurus nobilis
L. (leaf), Buxus sempervirens L. (sprigs and leaf), Lycopodium clavatum
L. (aerial parts), Nelumbo nucifera Gaertn. (stamens and bulb),
Fritillaria thunbergii L. (tuber), Fritillaria cirrhosa L. (tuber), Stemona
spp. (root) a Stephania tetrandra S. Moore (root) have been obtained.

Individual extracts were prepared by digestion and further
analyzed by TLC on silica gel in neutral and basic system for alkaloid
content (Dragendorff-reactant). Inhibitory activities of the extracts and of
the standards (physostigmine, galanthamine) were subsequently
determined by means of autobiographical method using TLC (silica gel,
only neutral developing system). AChE came from eletrical conger, 1-
naphtyl acetate and Fast Blue B Salt were used for the detection. As
the result of a positive reaction, white zones on a purple background
could be observed.

In most of examined botanical samples the presence of AChE
inhibitors - exhibiting various levels of potency has been demonstrated.
Unfortunately, no perceptible inhibitory activity was observed in some
taxons, although they contain substances of alkaloid character. It is
possible that they really lack the activity or thein aktivity was
suppressed by influence of reaction conditions (lack of botanical
material, presence of ballast material).

Based on the intensity of AChE inhibition, the taxons Buxus

sempervirens L. (sprigs and leaf), Nelumbo nucifera Gaertn. (stamens
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and bulb) and Fritillaria cirrhosa L. (tuber) seem to be suitable for

further studies.

Keywords: higher plants — alkaloids — acetylcholinesterase — inhibition
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