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1 UVOD

Rostliny hraji dulezitou roli v oblasti lidského zdravi jiz od nepaméti. Nejstarsim
dokladem toho tvrzeni je nalez pfirozené mumifikovaného téla zamrzlého v ledu, které
bylo objeveno spolecné s kusy houby Piptoporus betulinus vyznacujici se projimavymi
a antiparazitickymi Gcinky. Pitvou tohoto téla byla zjisSténa pritomnost vajicek parazita
Trichuris trichiura, je tedy zfejmé, Ze jiz v dobé kolem 3 300 let pfed nasim letopoctem
vyuzival ¢lovék pfirodni zdroje k [écebnym ucellim. Objevovani léCivych rostlin probihalo
metodou pokus — omyl, lidé neméli pfedstavu o existenci obsahovych latek a pouziti
rostlin kléCeni bylo zaloZeno pouze na zkuSenosti. Srozvojem védy, predevsim
analytickych metod a pozndvanim chemické struktury latek, dochazelo postupné
k odhalovani zdroju lé¢ebnych vlastnosti rostlin — obsahovych latek. Tyto sekundarni
metabolity (alkaloidy, tfisloviny, flavonoidy, kardioglykosidy a dalsi) nasly uplatnéni
v lé¢bé rliznych onemocnéni nebo se staly predlohou novych molekul s biologickou

aktivitou. [1; 2]

Bezesporu nejvyznamné;jsi skupinou sekunddarnich metabolitl rostlin z pohledu
mediciny jsou alkaloidy, ptirodni latky obvykle s heterocyklicky vdzanym dusikem, které
se vyznacuji velmi specifickymi Ucinky. Dusik, ktery je zdrojem bazicity téchto sloucenin,
se v nich mlzZe vyskytovat i ve formé alifaticky vazané aminoskupiny (napf. efedrin,
kolchicin) —tyto latky jsou oznacovany jako protoalkaloidy. Biosyntéza alkaloid( probiha
zpravidla z aminokyselin (vlastni alkaloidy), v nékterych pripadech je dusik zabudovan
do struktury transaminaci na konci syntézy (pseudoalklaoidy). Uplatnéni téchto latek
zasahuje do rlznych oblasti mediciny, vyuZivaji se jako analgetika, narkotika,
antiarytmika, chemoterapeutika, antiparazitika, lokalni anestetika, anticholinergika

ajiné. [3]

Vyznamnou roli v 1é¢bé Alzheimerovy choroby (AD) sehrdly alkaloidy obsazené
v taxonech celedi Amaryllidaceae — predevSim galantamin. Taxony celedi
Amaryllidaceae obsahuji alkaloidy rozmanitych struktur vyznacujici se ucinky
cytotoxickymi, antivirovymi, antibakteridlnimi, analgetickymi a predevsim inhibi¢ni
aktivitou vaci cholinesterazam, ¢ehoz se s Uspéchem vyuziva pri lécbé AD. Praveé tento

terapeuticky pfistup se stal klinicky nejpouzivanéjsim pfi terapii AD.
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Alkaloidy inhibujici cholinesterdzy nejsou ovSem obsazeny pouze v Celedi
Amaryllidaceae. Typickym prikladem je alkaloid fysostigmin, ktery se nachazi
v semenech rostliny Fysostigma venenosum (Fabaceae). Fysostigmin je ovsem pro svij
kratky biologicky polocas a velké mnoZstvi nezadoucich Gcinkd pro terapii nevhodny,
proto se stal spiSe strukturni prfedlohou. Jeho derivat rivastigmin je dnes hojné
pouzivany v terapii AD. Pravé strukturni rozmanitost alkaloid( schopnych inhibovat
lidské cholinesterdzy je dlvodem screeningu rdznych rostlinnych taxonl a jejich

obsahovych latek za uc¢elem nalezeni novych potencidlné ucinnych |éCiv. [4]
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2 CIL PRACE

Zpracovani reserse k problematice zadanych taxon( (vyskyt, Gcinky, obsahové
latky)

Pfiprava sumarnich extraktud a alkaloidnich koncentrat(

GC/MS analyza alkaloidnich extrakt(, identifikace obsahovych latek
Stanoveni inhibic¢ni aktivity alkaloidnich extraktl vici acetylcholinesteraze
a butyrylcholinesteraze

Vyhodnoceni vysledk( a sepsani prace
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je degenerativni onemocnéni nervové soustavy, které
vznikd na podkladé zaniku neuront, jehoz klinickym projevem je demence. Postihuje
pfedevsim lidi stfedniho a vy$siho véku, je pfi¢inou zhruba 60 % demenci.
Alzheimerovou chorobou trpi priblizné 1 % populace a je 4. nej¢astéjsi pficinou smrti.
Obecné je AD poddiagnostikovana z divodu pfisuzovani symptomU pfirozenému
procesu starnuti. V lepSim pripadé je objevena az ve vyssich stadiich, proto je ucinna

|é¢ba poskytnuta pouze malému vzorku populace. [5; 6; 7]
3.1.1 Patofyziologie

Patogeneze AD neni dodnes zcela objasnéna. Je Uzce spojena s procesem
starnuti, kdy dochdzi k pfirozenym zménam, jako je zmensSovani velikosti mozku, atrofii
neuron a zménam na synapsich, které jsou u pacientd trpicich AD znatelnéjsi, nez
u zbytku populace. Ddle dochdazi kdegeneraci mozkovych proteinli atvorbé
patologickych proteind, které tvofi plaky. Tyto zmény u AD lze klasifikovat do dvou

urovni — makroskopické a mikroskopické. [8; 9]

Zmény na makroskopické urovni se projevuji kortiko-subkortikalni atrofii mozku,
ztencenim mozkovych gyrd a z toho plynouciho rozsifeni sulkl a mozkovych komor,
atrofii neuront zejména v oblasti hipokampu a entorhindlniho kortexu. Charakteristicky
nalez predstavuji extraceluldrni senilni plaky (tzvn. Alzheimerovské plaky) tvorené
predevsim nerozpustnym B-amyloidem a intracelularni depozita neurofibrilarnich
klubek tvorena rozpustnym t-proteinem, které jsou dlisledkem zmén mikroskopickych.

(8; 10]

Mikroskopické zmény na extraceluldrni drovni jsou spojeny s ukladanim
patologické bilkoviny B-amyloidu vznikajici z fragmentl amyloidového prekurzového
proteinu (APP). APP je za béznych podminek Stépen enzymem a-sekretdzou na solubilni
fragmenty, které obsahuji 40 — 42 AMK a jsou nezbytné pro spravné fungovani neuronu

—napf. pro tvorbu novych neuronalnich synapsi. Pfi patologickém procesu je APP Stépen
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enzymy B- ay-amyldzou na fragmenty o délce 42 nebo 43 AMK. Tyto oligopeptidy
nejprve oligomeruji (spojeni dvou ¢dastic mezi sebou) a nasledné koaguluji
v extraceluldrnim prostoru kortexu. Polymeraci téchto neurotoxickych oligomer(
vznikaji jiz zminéné B-amyloidové senilni plaky, které jsou mistem rlznych
degenerativnich procesu, jako je sterilni zanét, uvolnéni excitacnich AMK nebo aktivace
nékterych proteinkindz, jejichz dlsledkem je apoptdza postizenych neuron(l. Tento

proces je rovnéz popisovan jako amyloidni teorie vzniku AD. [8;9; 11; 12]

Amyloidni teorie ovSsem neni schopna vysvétlit poruchu kognitivnich funkci
u pacientll s AD, ta vychazi z cholinergni teorie. Jiz vranych stadiich onemocnéni je
porusen centrdlni acetyl-cholinergni systém, ktery je dalezity napf. pro mechanismy
kratkodobé paméti. Dochdzi ke sniZzené tvorbé a uvolfiovani neurotransmiteru
acetylcholinu (ACh) na presynaptickych zakoncenich. Soucasné je snizena hladina
enzymu cholinacetyltransferazy odpovédného za syntézu ACh z jeho prekurzort (cholin
a acetylkoenzym A). Je také zvySeno Stépeni ACh v presynaptické Stérbiné enzymy
cholinesterazami, které Stépi ACh na cholin a kyselinu octovou. Fyziologicky se vyskytuji
v lidském mozku 2 typy acetylcholinesterdz (AChE) — majoritni tetramerni forma G4
vyskytujici se vrozpustné a membranové (vazané) formé a minoritni monomerni
rozpustna forma G1. Jejich pomér se v rliznych ¢astech mozku lisi. U pacientl s AD je G4
forma v membranové formé v nékterych oblastech mozku selektivné snizena az o 90 %,
hladina formy G1 zUstava relativné zachovdna. Vyskyt téchto molekularnich izoforem
AChE je pfi¢inou rGzné ucinnosti inhibitord AChE v jednotlivych c¢astech mozku
zpusobené odlisnou afinitou k jednotlivym izoformdm. V oblastech plaki jsou tvofeny
enzymy butyrylcholinesterazy (BuChE), které vyrazné pripivaji k odbouravani ACh. Dale
dochazi k redukci poctu nikotinovych cholinergnich receptor(i (mnozstvi muskarinovych
receptorll nebyvd zménéno). Témito mechanismy dochazi ke zietelnému poklesu

cholinergni transmise v mozku, ktera je pricinou klinickych projevi onemocnéni. [6; 13]

O
/
\N H
/ \/\o
Obr. ¢. 1 - Acetylcholin
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V patofyziologii AD hraje nedilnou roli také glutamatergni systém, ktery je
dllezity pro proces uceni a paméti. Jedna se o nejrozsirenéjsi neuromedidtorovy systém
v mozku viilbec. Aminokyselina glutamat se v tomto systému vaze na 3 druhy receptort
— NMDA (N-methyl-D-aspartatovy), AMPA ((S)-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-
izoxazolepropionové) a kainatovy receptor. Mechanismem dlouhodobé potenciace
potom dochazi k tvorbé pamétovych stop. Glutamatergni neurony jsou lokalizovany
predevsim v kortexu, amygdalach, hipokampu a bazdlnich gangliich. Pfi AD dochazi
k nadmérnému uvolfiovani glutamatu idalSich excitacnich aminokyselin (napf.
aspartat), coz ma za nasledek vznik SumU na receptorech a naruseni dlouhodobé
potenciace. Nadmérna stimulace glutamatergniho systému také podporuje

programovanou bunécnou smrt —apoptézu. [6; 14]
3.1.2 Klinicky obraz

Hlavnim projevem AD je demence, ta mlze byt ovSsem zplsobena i jinymi
klinickymi jednotkami — napf. Parkinsonova choroba, demence s Lewyho télisky,
frontotemporadlni lobalni demence, tumor, roztrousena skleréza, Lymskd borelidza
a dalsi. Pfiznaky demence byvaji ¢asto pfisuzovany procesu starnuti, proto byva AD
u pacientll odhalena az v pokrocilejsich stadiich. Demence se vyznacuje zapominanim,
poruchou prostorové predstavivosti a orientace, celkovou zmatenosti, poruchami
soudnosti a poklesem intelektu. Potize pacient( se stupnuji od ob¢asného zapominani
pres poruchy spanku, chovani, logického mysleni, patickych nalad az po absolutni
nesobéstacnost (inkontinence moci a stolice, hygiena, potrava). Progrese onemocnéni
od prvnich projevl do exitu je primérné 7-10 let, tato doba muze byt diky véasnému
zahdjeni terapie prodlouzena aZz na 15 let a vice. Pfi¢inami smrti pacient s AD byvaji

vétsinou bronchopneumonie a neobvyklé Urazy jako disledek neurodegenerace. [9; 15]

Dle zavaznosti jednotlivych projevi onemocnéni lze pribéh nemoci rozdélit do
tfi stadii. Prvni stddium je charakteristické pouze mirnymi a snadno prehlédnutelnymi
pfiznaky, jako je zhorSovani paméti, prostorova desorientace, docasna casova
desorientace nebo ztrata iniciativy. Ve druhém stadiu se priznaky stupnuji a brani
postizenému rutinné vykondvat kazdodenni cinnosti, napf. oblékani, stravovani,
hygienu. Obcas se vyskytuji halucinace a dochazi ke zhorSovani fe¢ovych schopnosti.
Treti stadium se projevuje absolutni nesobéstacnosti a kognitivni poruchy vedou az
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k rozpadu osobnosti. Ostry prechod mezi stddii neni mozino stanovit, ne vidy se
u kazdého pacienta projevi vSechny pfiznaky charakteristické pro jednotliva stadia nebo
se objevi dfive ¢i pozdéji. Pfechod mezi jednotlivymi stadii maze byt velmi rychly nebo

trva i nékolik let. [16]
3.1.3 Diagnostika

Vcasné stanoveni diagndzy a zahdjeni |écby je hlavnim predpokladem pfiznivé
progndzy u pacientl s AD. Prvnim krokem diagnostiky je stanoveni demence a vylouceni
jejich dalSich mozZnych pficin. DulezZité je vylouceni stavli demenci pfipominajicich (jina
somatickd onemocnéni, psychické vycerpani aemocni nestabilita) metodami
diferencidlni diagnostiky. Vyznamny je prlibéh a klinicky obraz, predevsim pak rychlost

progrese jednotlivych projeva. [5; 9]

Pro stanoveni zavaznosti onemocnéni existuji riznd kritéria a Skalovaci systémy.
Diagnosticka kritéria NINCDS-ADRDA (Nationial Institute of Neurological and
Communicative Disorders — Alzheimer‘s Disease and Related Dementias Association)
z roku 1984 déli diagndzu na 4 typy — pravdépodobnou, moznou, nepravdépodobnou
a jistou. Dle téchto kritérii jsou pacienti testovani klinicky i psychologicky v oblasti
jednotlivych kognitivnich domén, kterymi jsou pamét, fe¢, vnimani, pozornost,
orientace, feSeni problému a schopnost normalniho fungovani. [17] Tato kritéria byla
pozdéji rozsifena o dalsi oblast — zhodnoceni biomarkerd, které se déli do 2 skupin
— markery ukladani B-amyloidu (snizeni hladiny AB42 v mozkomiSnim moku) a markery
neuronalniho poskozeni aneurodegenerace (zvySeni koncentrace t-proteinu
a fosforylovaného t-proteinu v mozkomisnim moku, temporalni a parietalni atrofie na
magnetické rezonanci mozku). Biomarkery jsou povazovany za podporujici ndlezy ke
kriteriim NINCDS-ADRDA. Kritéria Americké psychiatrické asociace (DSM-IV) jsou velmi
podobnd a maji stejné vystupy jako NINCDS-ADRDA. Symptomy demence (dle DSM—IV)
jsou porucha paméti, porucha abstraktniho mysleni, porucha usudku a planovani,
poruchy komunikace, apraxie, kognitivni Ubytek omezujici nemocného, pokles
schopnosti oproti minulosti. Skala ASAD (Alzheimer’s Disease Assessment Scale) zkoumad

kognitivni i nekognitivni slozku onemocnéni, je tedy komplexnéjsi. [5; 17; 18]
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Na problematiku diagnostiky lze také nahlizet z pohledu testld a provadénych
vySetfeni. MSSE (Mini-Mental State Examination) je orientacni screeningovy nastroj,
ktery testuje kognitivni funkce pomoci 30bodové skaly. Zdravy jedinec by v tomto testu
mél dosahnout 24 a vice bodl. Je také tfeba vzit v Uvahu ovlivnéni vysledkl rdznymi
faktory — napt. dosazené vzdélani, pozornost, verbdlni droven. DalsSim testem je CDT
(Clock Drawing Test), ktery se Casto pouzivd spolu s MSSE v kumulativnim skére. Pro
potvrzeni diagndzy jsou vyuzivany zobrazovaci metody (napf. magnetickd rezonance)

k zjisténi strukturdlnich zmén v mozku. [19; 15]
3.1.4 Terapie

Vzhledem k neuplné znalosti etiopatogeneze AD lze pouZit pouze l|écbu
symptomatickou — zmirfujici pfiznaky, zpomalujici progresi onemocnéni a oddalujici
nastup termindlnich stadii. Kauzalni 1é¢ba, kterd by byla schopna AD vylécit, neni zatim
znama. Lécbu farmaky je mozno rozdélit na kognitivni (ovliviujici postizené kognitivni
funkce) a nekognitivni (fesi pridruzené priznaky jako deprese, psychdzy, nespavost
a zmény chovani). Nedilnou soucasti terapie jsou nefarmakologické pristupy — trénink

paméti, specidlni reZimova opatreni, rehabilitace a obecné péce o pacienta.

V soucasné dobé se k 1é¢bé AD pouzivaji 2 skupiny latek. Jedna se o inhibitory

mozkovych cholinesteraz a inhibitory NMDA receptor(. [9]
3.1.4.1 Inhibitory mozkovych cholinesteraz

Pouziti inhibitord cholinesteraz pfi 1é¢bé AD vychazi z cholinergni teorie vzniku
této nemoci. Mechanismem Uucinku této skupiny léCiv je inhibice cholinesteraz
— acetylcholinesterdz (obou jejich izoforem, tzn. G1 i G4) a butyrylcholinesteraz. Nékteré
inhibitory (galantamin, donepezil) jsou relativné selektivni k acetylcholinesteraze, druhd
skupina (rivastigmin) jsou koinhibitory obou typu esteraz (dualni inhibitory). Plsobenim
téchto léciv dochazi ke zvyseni koncentrace ACh schopného vazby na své receptory
atedy ke zvySeni cholinergni neurotransmise, ktera ovSem muzZe vyvolat zavainé
nezddouci ucinky (NU). Typickym piikladem téchto NU je nevolnost, zvraceni,
extrapyramidové symptomy, bradykardie, neklid. Frekvence vyskytu vye uvedenych NU
se u jednotlivych IéCiv lisi a dle jejich zavaznosti ¢asto byva dlivodem ukonceni terapie.

Inhibitory cholinesteraz vyznamné pfispivaji ke zlepSeni kognitivnich i nekognitivnich
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symptomU pacientll s AD, na druhou stranu neexistuji dikazy svédcici o zpomaleni

pribéhu onemocnéni. [13; 20]

Galantamin (GALANTAMIN MYLANO®O) je alkaloid, ktery se nachazi v taxonech
Celedi Amaryllidaceae (rody Chlidanthus, Eucharis, Eustephia, Galanthus, Leucojum,
Lycoris, Narcissus) a nékterych dalSich — Agavaceae, Haemodoraceae, Hypoxidaceae, ve
kterych je zastoupen v mnoiZstvich obvykle menSich nez 0,01 % (obr. ¢ 2). Pro
terapeutické ucely je galantamin vyrabén synteticky. Vyhodou tohoto alkaloidu je oproti
ostatnim inhibitordm schopnost alosterické modulace nikotinovych receptord, kterd
vede ke zvySeni hladin ACh. Mezi dalsi ucinky galantaminu patfi antagonizace
dechového Utlumu navozeného opioidy, antikurarovy efekt a antagonizace centrdlniho
anticholinergniho syndromu zptsobeného skopolaminem. Galantamin je v soucastnosti
pouzivan jako standard inhibi¢ni aktivity AChE pro srovnani G¢innosti ostatnich léciv. [21;

22]

Donepezil (DONEPEZIL ACTAVISO, ARICEPTO, PROMEMORE®O, YASNAL) je
piperidinovy derivat schopny reverzibilni nekompetitivni blokady AChE, ucinek na
butyrylcholinesterazu je pomérné slaby (obr. €. 2). Jedna se o relativné dobie snasené
|éCivo s nizkou frekvenci vyskytu nezadoucich ucinkd, které lze vyuZziti k terapii demence

s Lewyho télisky. [23]

Rivastigmin (RIVASTIGMIN ACTAVIS©O, NIMVASTID©, EXELONO, PROMETAX®©)
je karbamatovy derivat odvozeny od fysostigminu (na rozdil od jinych analogt pronika
hematoencefalickou bariérou diky terciarni aminoskupiné), jehoZz mechanismem ucinku
je pseudoireverzibilni inhibice cholinesteraz predevsim v oblastech hipokampu
a neokortexu (obr. ¢. 2). Rivastigmin je léCivo s nizkym interakénim potencidlem
pouzivané také k terapii demence s Lewyho télisky a demence u Parkinsonovy choroby.
Mezi vyznamné nezadouci Ucinky rivastigmminu patfi gastrointestinalni poruchy. [20;

24]

Do skupiny inhibitord cholinesteraz patfi také mnoho pfirodnich latek, jez jsou
predmétem zajmu soucasnych studii. Alkaloid sanguinin byl objeven v rostlindch
Eucharis grandiflora a Galanthus nivalis (Amarillidaceae), ve kterych je obsazen pouze
ve stopovych mnozstvich. Chemicky se jednd o derivat galantaminu, ktery vykazuje
mnohondsobné vyssi inhibi¢ni aktivitu k AChE neZ galantamin (ICspache = 0,10 uM),
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ovsem bylo dokdzano, Ze je oproti galantaminu velmi rychle metabolizovan, proto nebyl
zaveden do klinické praxe. Dalsi skupinu novych potencidlnich |éCiv pfedstavuji derivaty
lykorinu (1-acetyllykorin, hamayn) nachdzejici se v druzich Ammocharis conarica,
Crinum, Galanthus a Brunsvigia, které rovnéZz vykazuji AChE inhibi¢ni aktivitu.
Rutaekarpin, chinolizidinovy alkaloid izolovany z plodd Evodia rutaecarpa (Rutaceae),
také vykazoval inhibi¢ni aktivitu vici cholinesterdzam, ovsem z divodu vysoké incidence
nezddoucich uc¢inku neni v terapii pouzivdn a je spiSe predlohou pro pfipravu

semisyntetickych derivata. [22; 25]

—0 C

Obr. ¢. 2 — A galantamin, B rivastigmin, C donepezil

Nadéjnou latkou se jevi huperzin A, chinolizidinovy alkaloid, ktery je obsazen
v rostlinach Celedi Lycopodiaceae (Huperzia serrata, H. herteriana, H. ovatifolia) a rodu
Selaginella. Oproti vy$e zminénym léciviim se huperzin A vyznacuje nizSim vyskytem
perifernich ucéinkl a rychlejSim prostupem hematoencefalickou barierou. Kromé
inhibic¢ni aktivity vii¢i AChE ma dalsi popsané ucinky —antioxidacéni, antagonismus NMDA
receptorll, regenerace arust mozkovych bunék. Tato molekula a derivaty od ni

odvozené jsou v soucasné dobé predmétem mnoha klinickych studii. [22; 26]
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Molekula 1Cs0,ache 1Cs0,Buche
galantamin 0,3-0,7 uM 7-20 uM
donepezil 2-10 nM 2-10 uM
rivastigmin 0,7-1,5 uM 0,3-1,0 uM
huperzin A 0,079 uM 74,43 uM

Tabulka ¢. 1 — ICsp vybranych inhibitort [27; 28; 29]

3.1.4.2 Antagonisté NMDA receptord

Jedinym zdstupcem této skupin pouzivanym kterapii AD je memantin
(MEMANTIN APOTEX©, COGNOMEN®, NEMDATINE©, POLMATINEO®, a dalsi).
Memantin patfi do skupiny aminoadamantan(, vyznacuijici se tricyklickou strukturou, do
které patfi také amantadin — latka pouZivana jako antivirotikum a u Parkinsonovy
nemoci. Memantin inhibici NMDA receptor( pfispiva ke spravné funkci glutamatergniho

systému a zlepsuje tak kognitivni schopnosti pacientd a sniZuje zavislost na pédi. [14]

3.2 Desmodium adscendens

3.2.1 Popis

Desmodium adscendens (Sw.) D.C. var. adscendens (Stuzkovec vystoupavy,
Manayupa) je vytrvald kefovita rostlina celedi Fabaceae, vyznacujici se vystoupavym
plazivym stonkem ovijejicim se kolem kmenu, ktery ¢asto drevnati a je pokryt trichomy
(obr. ¢. 3). Rostlina dosahuje vzristu 50—100 cm. Listy jsou ovalné celokrajné se
zperenou Zilnatinou. Kvéty maji svétle fialovou az rdzovou barvu, plodem je lusk. [30;
31; 32] Rostlina je hojné rozsifena v Peru, v lJizni Americe, Australii a na zapadnim
pobrezi Afriky. [33] Rod Desmodium ¢itd zhruba 350 druh( rozsifenych predevsim
v tropickych a subtropickych oblastech, pravé 28 v Ciné, kde se staly roziifenym

prostfedkem tradi¢ni ¢inské mediciny (TCM). [34]
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Obr. ¢. 3 — Desmodium adscendens [35]

3.2.2 Uginky

Rody druhu Desmodium (Desmodium styracifolium, D. gyrans, D. pilosum,
D. podocarpum a dal$i) TCM k 1é€bé réiznych onemocnéni, jako astma, hore¢ky, maldrie,
k vnéjsimu i vnitfnimu poufZiti, nebo v nativnim stavu (Stava z listd). [34] Desmodium
adscendens uplatnéni v TCM nenasla, jelikoz se v Ciné nevyskytuje, na rozdil od Jizni
Ameriky. V tradiénim jihoamerickém |écitelstvi je tato rostlina nazyvana ,runa mana
youpana“, coz v prekladu z kecuanstiny znamena ,jeji vlastnosti jsou nescetné”. lJiz
Inkové ji dobte znali, predevsim vyssi privilegované vrstvy, kde pouziti mélo kultovni az
obradni charakter. Tradi¢ni jihoamerické pfirodni |éCitelstvi pfisuzuje rostliné ucinky na
astma, na jatra a Zlu€nik (zanéty), uvolnéni svalovych kreci, gastroprotektivni a celkové
protizanétlivé Ucinky. Také je hojné vyuzivana k 1é¢bé nemoci kize, jako je akné, ekzémy
a vyrdzky, dale k zastavé krvaceni a urychleni hojeni ran diky obsahu tanin(. [31]
Brazilska tradi¢ni medicina vyuZiva rostlinu pfi lécbé vagindlnich zanétd, zanétl
vajecniku, bolesti, kapavky a prijmu. V africkém lidovém lécitelstvi nachazi uplatnéni

v lé¢bé astmatu a spasmU hladkého svalstva. [33]

In vivo byl prokazan hepatoprotektivni ucinek ethanolického extraktu,
antioxidacni aktivita a schopnost vychytavat volné radikaly. [36] Ethanolicky extrakt
rovnéz vyvolava hypotermii a plsobi analgeticky u mysi a inhibuje kontrakce hladkého
svalstva. Vodny extrakt u morcat snizuje mnozstvi hladiny histaminu v plicich a inhibuje
kontrakce stfeva vyvolané histaminem. Ug&inky na lidsky organismus nebyly zcela

objasnény, ovéren byl analgeticky a spasmolyticky Uc¢inek, dale aktivace kalcium
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dependentnich K* kandlld, inhibice NADPH-dependentni oxygenace kyseliny

arachidonové a role v regulaci uvolfiovani histaminu. [34; 37; 38; 39]

3.2.3 Obsahové latky

Rod Desmodium se vyznacuje obsahem flavonoidd, alkaloid(, triterpenickych
saponinli a aminU. Zatimco flavonoidy byly objeveny predevsim v kvétech, typickym
mistem vyskytu alkaloidd a saponinl (sojasaponin() je list a stonek. Kvalitativni
charakteristika téchto latek zavisi na misté a podminkdach kultivace. Minoritné jsou pak
zastoupeny terpenoidy, steroly, fenolické slouceniny (rutin, katechin, kys. gallovd),

glykosidy a dalsi. [34; 33; 40]

Skupinu flavonoid(, pfedevsim pak isoflavonoidl, obsaZzenych v taxonech rodu
Desmodium, predstavuji nasledujici strukturni typy: flavony, 7,8-prenyllaktony,
flavonoly, flavononoly, flavan-3-oly, isoflavony, isoflavonony, pterokarpany
a kumarochromony. Jmenovité pak byly v D. ascendens nalezeny vitexin, jeho izomerni
forma isovitexin, apigenin, kaempferol, v méné vyznamném mnoizstvi pak diosmetin
a quercetin. Vétsinou prevazuje glykosylovana forma v mnoha riznych podobach pred

samotné vyskytujicimi se aglykony. [34; 39; 40]

JiZz 40 rUznych alkaloid bylo izolovano z druhl rodu Desmodium, typickymi
strukturnimi typy pak jsou indolovy, fenylethylaminovy, pyrrolidinovy, amidicky
a alkylaminovy. Zastupci alkaloidli obsazenych pravé v D. ascendens jsou hordenin,

dimethyltryptamin, dimethoxyfenylethylamin a salsolin (obr. ¢. 4). [34; 39]
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Obr. ¢. 4 — A hordenin, B dimethyltryptamin, C dimethoxyfenylethylamin,
D salsolin

3.3 Codonopsis pilosula

3.3.1 Popis

Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf. (Pazvonek chloupkaty, Dangsen) je vytrvald
2-3 mdlouha liana celedi Campanulaceae (obr. €. 5). Rod Codonopsis Citd 46 druhf,
které se vyskytuji predevsim ve Vychodni, Severovychodni a Stfedni Asii, 39 druh( pak
v Ciné. Codonopsis pilosula je mimo dfive zminéné oblasti roziiten rovnéi v Koreji
a Rusku, pfirozené se vyskytuje na okraji lest a podél vodnich tokd. Tradi¢né pouzivanou
Casti rostliny je mrkvovity, nékdy kuZelovity koten, tvarem, zabarvenim a vlni
pfipominajici kofen Zensenu. Listy jsou chlupaté, stfidavé nebo vstficné, celokrajné
s vejCitymi nebo eliptickymi cepelemi. Listy po rozemnuti charakteristicky voni.
Zvonkovité kvéty jsou péti¢lenné, zbarvenim od Zluté, modré, fialové az k zelené
s fialovym Zilkovanim. Plodem je v dobé zralosti tfemi otvory pukajici tobolka obsahujici

velké mnoistvi semen. [41; 42; 43]

Obr. ¢. 5 — Codonopsis pilosula [44]
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3.3.2 Uginky

Druhy rodu Codonopsis jsou soucasti TCM jiz od dob dynastie Qing, pfisuzovany
jim byly ucinky na slezinu, plice a oCistu krve. PouZivanou ¢asti rostliny je predevsim
koren, ktery pfipomina vzhledem i Gcinky (tonikum) kofen ZenSenu. Droga Codonopsis
radix (,Dang shen“) je souéasti Cinského Iékopisu od roku 1963, odvary z této drogy lze
vyuzit k lé¢bé mnoha onemocnéni — zZaludku, sleziny, prdjmu, plic, krve. Codonopsis
radix je v Ciné velmi oblibenym doplfikem stravy, je mu pfisuzovdna schopnost posilovat
srdce, zklidiovat mysl, ocistovat krev, sniZzovat noc¢ni poceni a zmirfiovat nachlazeni.
Dale se koren vyuziva k vyrobé vin a naplasti — ty jsou pouzivany jako adjuvantni terapie
chronické obstrukéni choroby (CHOPN), rakoviny plic, tuberkuldézy a bronchiektazie
(chronické rozsiteni bronchld doprovazené chronickym zanétem). Kase z kofene
C. pilosula se pouZziva pfi poruchach Zaludku a sleziny, snizené chuti k jidlu, dyspnoe a pfi
poruchach krvetvorby. Dalsi oblibenou tradi¢ni rostlinou je C. lanceolata, pouzivand

v Cing, Japonsku a Korei v obdobnych indikacich. [41]

Provedené studie prokazaly ucinky extraktu z kofene C. pilosula pfi profylaxi
a lécbé peptického viedu, zlepSeni paméti a procesu uceni, prohlubovani spanku,
posileni imunity a stimulace aktivity makrofag(. Déale byla popsana inhibice oxidace
proteint, inhibice NO-syntdazy, antimikrobidlni a protinadorova aktivita (pfedevsim pak
u ndadorl vajecnikd), priznivé Gcinky pfi onemocnénich korondrnich cév a pfiznivé

ovlivnéni diabetu Il. typu. [41; 45; 46; 47]
3.3.3 Obsahové latky

Druhy rodu Codonopsis se vyznacuji pfitomnosti celé fady slouéenin, zahrnujici
polyacetyleny, polyeny, sacharidy, flavonoidy (hesperidin), lignany, kumariny (angelicin,
psoralen), alkaloidy, terpenoidy, steroidy, sacharidy a dalsi (silice, aminokyseliny, prvky

—Fe, Zn). [41]

Sacharidy zpuUsobuji sladkou chut kofene, v C. pilosula byly objeveny
monosacharidy, oligosacharidy i polysacharidy, jmenovité napf. inulin, synanthrin
a levulosa. Sacharidy jsou nedilnou slozkou glykosidU, v glykosidické formé se vyskytuje

vétSina z vySe uvedenych latek.
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Steroidy obsazené v C. pilosula predstavuji steroly, sterony a jejich glykosidy.

Jmenovité pak spinasterol, stigmasterol, stigmasteron a dalsi.

Alkaloidy obsazené vtéto rostliné jsou nasledujicich strukturnich typQ:
pyrrolidinové, indolové a chinolinové. Zastupci této skupiny obsahovych latek jsou
kodonopsin, kodonopsinin, kodotubulosin A, kodonopyrrolidium B a 5-hydroxy-2-

hydroxymethylpiridin (obr. €. 6). [41; 48]

Obr. ¢. 6 — A kodonopsin, B kodonopsinin, C kodotubulosin A,
D kodonopyrrolidium B

3.4 Centella asiatica

3.4.1 Popis

Centella asiatica (Linn.) Urban (Pupecnik asijsky, Gotu kola, Hydrocotile asiatica)
je vytrvala bahenni popinava rostlina celedi Apiaceae, nékterymi autory fazena do celedi
Hydrocotylaceae (pupecnikovité), rozsSifend v jihovychodnich oblastech Asie a Jizni
Africe (obr. €. 7). Pfirozené se vyskytuje v oblastech s vlhkymi pis¢itymi pGdami,

v zaplavovych oblastech a podél vodnich tokl. Rod Centella ¢ita 40 popsanych druhd.
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Rostlina dorlsta vysky 15 cm, stonek je lysy, pficné pruhovany, plazivy, rostlina ¢asto
vytvari koberce. Listy jsou stfidavé, okrouhlé s dlouhym Fapikem, dlanitou Zilnatinou
a vroubkovanou cepeli. Kvéty jsou péticetné, bilé nebo rGzové barvy, shlukujici se
v okolicnatém kvétenstvi. Plodem je hnédosedd okrouhld Zebrovana dvojnazka

rozpadajici se na 2 semena. [38; 49; 50]

Obr. ¢. 7 — Centella asiatica [51]

3.4.2 Ucinky

C. Asiatica je l1éCiva rostlina vyznacujici se mnohymi ucinky na lidsky organismus.
Jiz nékolik stoleti je hojné vyuzivdna rdznymi tradi¢nimi léCitelskymi sméry v rlznych
oblastech svéta k |écbé rlGznych onemocnéni. V Indii (Ajurvédské |écitelstvi, Unani) se
pouziva k Ié¢bé astmatu, nemoci klize, onemocnéni zaludku, ledvin, jater, krve a dalSich
ve formé nélevi z listd. Postaveni v TCM zaujima pii 1é¢bé prijmu a dysenterii, pfi
zvraceni, zanétu mandli, krvaceni z nosu, zlomeninach a tuberkuléze. V Nepdlu nachazi
uplatnéni pfi [éCbé revmatismu, ztratach paméti nebo lepre. C. asiatica je dale soucasti

tradi¢ni mediciny v Malajsii, Bangladési, Brazilii nebo na Fidzi. [50]

Farmakologické ucinky C. asiatica zahrnuji protinadorovou aktivitu — predevsim
pak pfi rakoviné plic, antibakteridlni a antifungalni aktivitu, protizanétlivou aktivitu,
neuroprotektivni aktivitu a hepatoprotektivni aktivitu. Dale plsobi jako antioxidant
a byla prokazana i role pfi diabetu. Mimo jiné byl prokazan i sedativni a anxiolyticky
ucinek, antidepresivni ucinek, gastroprotektivni a kardioprotektivni ucinek. Rostlina je
diky své schopnosti zlepsovat pamét a mentalni deficit ¢asto vyuzivana jako podptrna

terapie pfi AD. [52; 53]
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3.4.3 Obsahové latky

Obsahové latky druhu Centella asiatica jsou triterpenoidy (saponiny), silice,
mastné kyseliny, alkaloidy, glykosidy, fytosteroly (stigmasterol, sitosterol, kampesterol),

flavonoidy (derivaty kvercetinu a kempferolu) a dalsi (vitamin B, AMK, tanin).

Saponiny (triterpenické) jsou nejvyznamnéjsi sekundarni metabolity obsazené
v této rostliné. Tato skupina latek zahrnuje asiatikosidy (trisacharidovd jednotka
+ aglykon kys. asiatikové, kys. madasiatikové nebo madekassosid), centellosid,
thankunisid, brahmosid a brahminosid. Z rostliny bylo rovnéZ izolovdno nepocetné
mnozstvi pentacyklickych triterpenickych kyselin — v samostané formé nebo jako
aglykony saponina (kys. asiatikova, kys. brahmova, kys. betulinova, thankuniova a dalsi).
Saponiny jsou zodpovédné za hojeni ran, ucinky na hladké svalstvo, kardiovaskularni

systém a CNS. Struktura derivat( kyseliny asiatikové je znazornéna na obrazku ¢. 8.

Jedinym alkaloidem izolovanym z listd této rostliny je hydrokotilin (C22H33NOs).

[50; 53; 54]

R' R'=0H,R2?=H: kys. asiatikova
R'=0OH,R?=0: kys. madekasova
R'=0-glu-glu-glu,R?*=H: asiatikosid

R'=0-glu-glu-glu,R>=0OH: madekassosid

Obr. ¢. 8 — Derivadty kyselina asiatikové
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3.5 Bacopa monnieri

3.5.1 Popis

Bacopa monnieri (L.) Pennell. (Bakopa drobnolista, Brahmi) je vytrvald plaziva
sukulentni rostlina ¢eledi Scrophulariaceae, nékterymi autory je rod Bacopa fazen téz do
Celedi Plantaginaceae (obr. €. 9). Tato bylina se pfirozené vyskytuje v Indii a tropickych
a subtropickych oblastech Afriky, Australie a Ameriky v mistech vyskytu vihké pldy,
mélkych vodach a baZindch. Rostlina dosahuje vzrlistu 10-30 cm, listy jsou jednoduché,
celokrajné, eliptické az vejcité, duznaté, stonek je lysy. Péticetné (nékdy ctyréetné) kvéty
maji narGzovélou aZ bledé modrou barvu, plodem je tobolka s mnoha semeny. Rod Bacopa
zahrnuje vice nez 100 druhd roziitenych v Indii, Nepdlu, Cin&, na Sri Lance, ale také na

Floridé a v nékterych jiznich statech USA. [55; 56]

Obr. ¢. 9 — Bacopa monnieri [57]

3.5.2 Uginky

B. monnieri je tradi¢ni léCivou rostlinou ajurvédského Ié¢itelstvi, které ji pouziva
jiz 3000 let. Rostlina poskytuje drogu Brahmi, kterd je tradicné pouzivana jako
nootropikum. Ddle se vyuziva k Ié¢bé astmatu, epilepsie, Uzkosti, anorexie, anémie,
kasle, artritidy a nervového vycerpdani. Tradi¢ni pouziti také zahrnuje IéCbu prijmu,

zacpy a zaludecnich problému. Rostliné jsou rovnéz pfrisuzovany protizanétlivé,

analgetické a anxiolytické ucinky. [54; 58; 59]

Hlavni farmakologické Gcinky B. monnieri byly popsany mnoha studiemi. Jedna

se o uCinky na centrdlni nervovy systém: zlepSeni paméti, inteligence a pozndvacich

27



procesl, anxiolyticky ucinek, antidepresivni, antikonvulzivni a sedativni Ucinky. Rostlina
hraje rovnéz vyraznou roli pfi neurodegenerativnich onemocnénich — byl zjistén ptiznivy
ucinek pri AD a Parkinsonové chorobé na kognitivni a behavioralni funkce, sumarni
extrakt z B. monnieri dokonce snizuje mnozstvi B-amyloidu v mozku pfi AD. Tyto Ucinky
na CNS jsou prisuzovany obsazenym saponinim a alkaloidiim, ale také antioxidacni
aktivité (snizeni oxidacniho stresu neuron() a inhibici AChE extraktu. [60; 61] Dale byly
pfi lécbé a profylaxi peptickych viedd, zastaveni prljmu, antimikrobidlni aktivita
metanolového a etherového extraktu, role pfi regulaci uvolfiovani histaminu a relaxaci

hladkého svalstva, cytotoxicita, reverzibilni potlaceni spermatogeneze a dalsi. [60; 62]
3.5.3 Obsahové latky

Obsahovymi latkami B. monnieri jsou saponiny, alkaloidy, sacharidy, fenolické
slouceniny, flavonoidy, fytosteroly (stigmastanol, B-sitosterol) a dalsi (kys. betulinova,

terpenoidy, steroidy, taniny, draselné soli, proteiny).

Nejvyznamnéjsi skupinu sekundarnich metabolitl této rostliny predstavuji
saponiny (bakosidy) — bakosid A a jeho opticky izomer bakosid B (kyselou hydrolyzou
téchto sloucenin vznikd smés aglykont (bakogeniny) a pravych sapogenin( - jujubogenin
a pseudojujubogenin). Mezi dalsi izolované saponiny patfi bakopasaponin A, B, C, D a G,
bakopasid |-V a hersaponin. Déle byla izolovana skupina kukurbitacind — bakobitaciny,
cytotoxicky kukurbitacin E a skupina fenolickych glykosidd — monnierasid | a I,
plantiosid B. Obsah saponin( v B. monnieri se pohybuje v rozmezi 5-22 %. Obecnd

struktura bakopasidu je znazornéna na obr. ¢. 11.

Skupinu alkaloid( reprezentuji brahmin, prvni izolovany alkaloid z této rostliny,

herpestin a nikotin, které byly izolovany pozdéji. [60; 63; 64]
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Obr. ¢. 11 — Obecnd struktura bakopasidu

3.6 Epimedium sagittatum

3.6.1 Popis

Epimedium sagittatum Sieb. et Zucc. (Skornice $ipolista) je vytrvald rostlina ¢eledi
Berberidaceae. Rod Epimedium citd 52 druh( pfirozené se vyskytujicich v blizkosti
vodnich tokd a horskych oblastech Ciny, nékteré druhy také v Japonsku, Korei, Indii,
Severni Africe a Evropé (obr. €. 12). E. sagittatum dorusta vysky 30-50 cm, stonek je lysy,
listy troj¢etné, vejcité s protahlou Spickou, s koZzovitym povrchem a dlouhym rapikem,
podzemni ¢ast rostliny tvofi kratky oddenek s ¢etnymi adventivnimi kofeny. Kvéty jsou
rGzové nebo Zluté, kvétenstvi jsou fidka i bohata, plodem je tobolka s mnoha diploidnimi
semeny. Rostlina preferuje kyselejsi pady bohaté na Ziviny a vlahu, byla prokazana
souvislost mezi podminkami kultivace a obsahem sekunddrnich metabolit(. Droga
Epimedii herba je soucasti Cinského lékopisu, poskytuje ji 5 rodd druhu Epimedium

vCetné E. sagittatum. [65; 66; 67]

29



Obr. ¢. 12 — Epimedium sagittatum [68]

3.6.2 Uginky

Epimedium je tradi¢ni |éCiva rostlina asijského |écitelstvi, jsou ji pfisuzovany
vlastnosti afrodisiaka. TCM pouzivd nadzemni ¢ast E. sagittatum k |1é¢bé impotence,
erektilni dysfunkce, osteoporézy, revmatoidni artritidy a hypertenze, oddenek pak pfi
revmatismu. V Ciné je rovnéi rostlina oblibenym doplfikovym prostiedkem posilujici
zdravi a télesnou kondici ve formé odvard, |éCivych vin, kapsli nebo tablet. Také v dalSich
zemich jsou druhy rodu Epimedium hojné vyuzivany v obdobnych indikacich — napf.

v Korei (E. koreanum) nebo v Japonsku. [65]

V klinické praxi se Epimedium vyuziva k |é¢bé osteopordzy, mirnéni priznaku
klimakteria a koronarniho syndromu. Byl prokazan ucinek pfi 1é¢bé erektilni dysfunkce
inhibicni aktivitou vac¢i fosfodiesterdze-5 (PDE-5), také zvySuje libido a produkci
testosteronu a dalSich pohlavnich hormontd. Také byl dokazan ucinek na kostni
metabolismus — podpora ¢innosti osteoblastd a inhibice ¢innosti osteoklastll, ¢ehoz Ize
vyuzit pfi terapii osteopordzy. Mezi dalsi klinicky ovérené Uucinky rostliny patfi

/////

a antimikrobialni ucinek. [65; 69]

3.6.3 Obsahové latky

Jiz vice nez 260 molekul bylo objeveno v druzich rodu Epimedium, jedna se
o flavonoidy, lignany (ikarisidy Ei—E7), jonony (ikarisidy Bi—Bio), fenolické glykosidy,

seskviterpeny a dalsi (steroly, fenolické kyseliny, polysacharidy, vitamin C).
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Flavonoidy jsou nejvyznamnéjsi skupinou sekundarnich metabolit( této rostliny
zodpovédné za vétsSinu biologickych ucink(. Skupina zahrnuje tyto strukturni typy:
flavonoly, flavonony, chalkony, flavanony, prenylflavonony, benzopyranony, resinoly
a jejich glykosidy (cukernou slozkou je glukdza, rhamndza, xyléza a jejich derivaty).
NejvyznamnéjSimi zastupci jsou icariin (obr. ¢. 13), epimedin A, B, C, bauhousid,

sagittasin A—C, breviflavon B, kaempferol. [65; 70]

OH

Obr. ¢. 13 —Icariin
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 VSeobecné postupy

4.1.1 Destilace a odparovani

VSechna pouzitd rozpoustédla byla pfedem predestilovana. Destilacni predek
(cca 5%) byl zachycen — vétSinou s vodnym azeotropem a poté byl destilovan zbytek

rozpoustédla. VSechna rozpoustédla byla uchovavana ve sklenénych hnédych lahvich.

Rozpoustédla byla z extraktl odparovana pomoci vakuové rotaéni odparky

Heidolph Laborta 4010 pfi teploté cca 50 °C na vodni lazni za snizeného tlaku.

4.2 1zolace a GC/MS analyza

4.2.1 Material a vybaveni

4.2.1.1 Rozpoustédla
Aceton (Penta)
Cyklohexan (Penta)
Diethylamin (Penta)
Ethanol 95% (Penta)
Ether (Penta)
Ethyl-acetat (Penta)
n-Hexan 99% (Penta)
Toluen (Penta)

4.2.1.2 Chemikalie

Amoniak (Penta)
Dusi¢nan bismutity (Lach-ner)

Chlorid rtutnaty (Lachema)
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Jodid draselny (Lachema)

Kyselina chlorovodikova 35% (Penta)
Kyselina vinnd (Penta)

Siran sodny (Lach-ner)

Uhli¢itan sodny (Lachema)

4.2.1.3 Detekcni Cinidla

D1: Cinidlo Dragendorffovo [Muniuer R.: Bull. Soc. Chim. Biol. 35, 1225 (1953)]

Roztok A: 1,7 g dusi¢nanu bismutitého zasaditého a 20 g kyseliny vinné se rozpusti
v 80 ml vody.

Roztok B: 16g jodidu draselného se rozpusti v 40 ml vody.

Zasobni roztok: roztoky A a B se smisi v objemovém poméu 1:1. Vznikly roztok je

uchovavan v chladni¢ce pfi 4 °C po dobu nékolika mésica.

D2: Mayerovo &inidlo [Ceskoslovensky lékopis, vyd. 3. dil I., Avicenum, Praha 1971]

5 g jodidu draselného se rozpusti v 30 ml vody a do vzniklého roztoku se pfida
1,35 g chloridu rtutnatého. Objem cinidla se doplni do 100 ml. Roztok musi byt Ciry,
nazloutlé, nejvyse svétle Zluté barvy. Roztok je uchovavan v chladnicce pfi 4 °C po dobu
nékolika mésicu.

4.2.1.4 Vyvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S1: Toluen:Et,NH 90:10
S2: Cyklohexan:Aceton:NH3 50:50:2

4.2.1.5 Chromatografické adsorbenty
Kieselgel 60 F254 (Merck)

4.2.1.6 Pristroje
Analytické vahy (Sartorius)
Elektricky vafri¢ (Eta)

Vakuova odparka Heidolph Laborta 4010
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Plynovy chromatograf Agilent 7890A GC 597 inert (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA)

Akvaristicky motorek
4.2.2 Biologicky material

Pro pfipravu extraktd byly pouzity komeréné dostupné drogy dodané firmou

BylinyBylin.cz (Lednice), jejichZ prehled je uveden v tabulce €. 2.

Komercni nazev Rostlina Vyrobce Zemé puvodu

MANAYUPA 50g Desmodium Salvia paradise Peru
adscendens

DANG SHEN kofen | Codonopsis Paty Element neuvedeno

100 g pilosula

GOTU-KOLA Centella BioRenesance.cz neuvedeno

Pupecnik asijsky asiatica

250 g

BACOPA monnieri Bacopa Hesh Indie

(Brahmi) Monnieri

prasek 100g

Skornice $ipolistd, | Epimedium Paty Element Cina

YIN YANG HUO — sagittatum

Bylina

prostopasného

kozla 100g

Tabulka ¢. 2 — Prehled pouzitého biologického materidlu

4.2.3 Priprava extraktl pro screening

4.2.3.1 Priprava sumarniho extraktu

Jednotlivé drogy se rozemlely na velikost ¢astic cca 1-2 mm a potifebné mnozstvi
bylo vsypano do destilacni banky a prevrstveno EtOH 95% tak, aby hladina presahovala
rostlinny material pfiblizné o 2 cm. Po vlozeni varnych kamink( byla smés varena 30 min.
se zpétnym chladi¢em na vodni 1azni. Po vychladnuti se smés zfiltrovala pres vliselin
a postup byl opakovan jesté 2x. Z vysledného filtratu se na rotacni odparce odpafilo
rozpoustédlo. Vzorky téchto sumarnich extraktl jsou uloZzeny na Katedre farmakognozie

pod oznacenimi uvedenymi v tabulce €. 3.
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Oznaédeni Rostlina Celed
AL-599 Desmodium adscendens Fabaceae
AL-600 Codonopsis pilosula Campanulaceae
AL-601 Centella asiatica Apiaceae
AL-602 Bacopa Monnieri Scrophulariaceae
AL-604 Epimedium sagittatum Berberidaceae

Tabulka ¢. 3 — Prehled oznaceni zpracovdvanych drog

4.2.3.2 Kontrolni tenkovrstva chromatografie

Pfiblizné 1 mg extraktu se rozpustil v mikrozkumavce nejprve v 1-2 kapkach
EtOH, nasledné byly pfidany 1-2 kapky chloroformu. Po usazeni necistot se Ciry roztok
nanesl v prouzku na chromatografickou desku a nechal se vyvijet v pouzitych soustavach
rozpoustédel Toluen:EtNH (90:10) a Cyklohexan:Aceton:NHs (50:50:2). Po vysuseni
vyvinutych desek se skvrny detekovaly UV zafenim (254 nm, 366 nm) a Dragendorfovym

Cinidlem (obr. ¢. 14 a 15).

Obr. ¢. 14 — Kontrolni tenkovrstvd chromatografie extrakti
Kieselgel 60 F254 — Merck, Toluen:Et;NH 90:10, komora nasycend, detekce UV
+ Dragendorfovo cCinidlo
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Obr. ¢. 15 — Kontrolni tenkovrstva chromatografie extrakti
Kieselgel 60 F254 — Merck, Cyklohexan:Aceton:NH3z 50:50:2, komora nasycend,
detekce UV + Dragendorfovo cCinidlo

4.2.3.3 Priprava alkaloidniho extraktu

Sumdrni extrakt se rozpustil v potfebném mnoizstvi 2% HCI (pfiblizné 100 ml)
a vznikly roztok se prefiltroval pfes vrstvu kiemeliny ve filtra¢nim tubusu. Ciry roztok se
po zfedéni vodou vytfepaval cca 1/3 svého objemu n-Hexanem 99 %. Toto vytfepavani
se provedlo celkem tfikrat z dlivodu zbaveni nezddoucich nedistot (silice, tuky). Spodni
kyseld vodna vrstva se prevedla do délici ndlevky, do které byl pfidan EtOAc a nasledné
10% NaCO3 v mnoiZstvi potfebném k alkalizaci roztoku na pH 10 (univerzalni pH
papirek). Alkalicky roztok se 3x vytfepal 1/3 svého objemu predestilovanym EtOAc.
Spojené EtOAc vytiepky se vysusily priblizné 5 g Na,S0a, prefiltrovaly pres filtraéni papir
a nasledné se vSechen EtOAc odpafil na rotacni odparce. Ve zbylé vodné fazi byla po
okyseleni na pH 3 ovérena nepfitomnost alkaloid(i reakci s Mayerovym Ccinidlem.
Alkaloidni extrakt byl po zvaZeni a rozpusténi v malém mnozstvi EtOAc rozplnén do tfi
ampulek tak, aby v prvnich dvou ampulkach bylo 10-12 mg a ve treti zbytek vytiepku.
Rozpoustédlo bylo zampulek odpafeno na jehle vproudu vzduchu pomoci
akvaristického motorku. Ampulky se susily v exsikatoru nad perlami silikagelu po dobu
24 hod. a byla zjiSténa hmotnost extraktu. Pfehled hmotnosti ziskanych estraktd je

uveden v tabulce ¢. 4.
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Oznaceni | Rostlina Hmotnost | Hmotnost | Hmotnost Vytéinost
drogy sumdrniho | alkaloidniho
extraktu extraktu
AL-599 Desmodium 50¢g 104 ¢g 0,0469 g 0,45 %
adscendens
AL-600 Codonopsis pilosula 200 g 13,69g 0,0969 g 1,40 %
AL-601 Centella asiatica 50g 124¢ 0,0724 g 0,58 %
AL-602 Bacopa monnieri 200 g 2545¢g 0,1128 g 0,44 %
AL-604 Epimedium sagittatum | 200 g 26,24 g 0,2352 g 0,90 %

Tabulka ¢. 4 — prehled hmotnosti ziskanych sumdrnich a alkaloidnich extrakti

4.2.4 GC/MS analyza

Analyza alkaloidnich extrakt(i vybranych druh rostlin byla provedena pomoci
plynového chromatografu Agilent 7890A GC 597 inert pracujici s hmotnostnim
detektorem pfi elektronové ionizaci 70 eV (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
kolona HP-5 MS (30m x 0,25 mm x 0,25 um; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).
Byl pouzit nasledujici teplotni program: 100 °C — 180 °C (15 °C/min), 180 °C (1 min), 180
—300 °C (5 °C/min), 300 °C (15 min). Nosnym plynem bylo helium o pritokové rychlosti
0,8 ml/min. Nastrik vzorku byl proveden pfi teploté 280 °C. Byl nastfiknut 1 pl

methanolického roztoku alkaloidniho extraktu (koncentrace 1 mg/ul) pfi splitu 1:10.
4.3 Méreni inhibi¢ni aktivity extraktd vici HUAChE
a HuBuChE

4.3.1 Chemikalie a materidl

4.3.1.1 Chemikalie
Acetylthiocholin jodid 10 mM (Sigma-Aldrich)
Butyrylthiocholin jodid 10 mM (Sigma-Aldrich)
Dimethylsulfoxid p.a. (DMSQ) (Sigma-Aldrich)

5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98 % (DNTB) (Sigma-Aldrich)
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Galanthamin hydrobromid 95 % (Changsha Organic Herb Inc., China)

Huperzin A 95 % (TAZHONGHUI — Tai'an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
4.3.1.2 Pufry

5mM fosfatovy pufr (pH 7,4)
5mM fosfatovy pufr (pH 7,4) obsahujici 150 mM chloridu sodného

100mM fosfatovy pufr (pH 7,4)

4.3.1.3 Material

Zdrojem AChE byl hemolyzat lidskych erytrocyt(l. Jako zdroj BuChE byla pouzita lidska

plazma.
4.3.2 Pristroj pouzity ke stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader (BioTek, USA)

’

4.3.3 Podminky méreni

Teplota 37 °C
Prostredi fosfatového pufru (pH 7,4)
VInova délka spektrofotometru 436 nm (AChE) a 412 nm (BuChk)

Mikrotitracni desticky
4.3.4 Priprava hemolyzatu

Erytrocyty byly ziskany z ¢erstvé lidské krve od zdravych dobrovolnikd, do které
byl pfidan citrat sodny jako protisrazlivé ¢inidlo (18 ml krve + 2 ml 3,4% roztoku citratu
sodného). Nasledné byla krev rozdélena do zkumavek po 5 ml a byla provedena
centrifugace rychlosti 4000 ot./min. po dobu 10 minut pomoci centrifugy Boeco U-32R
s rotorem Hettich 1611. Po centrifugaci byla oddélena plazma pro stanoveni inhibi¢ni
aktivity vaci BuChk, kterd byla uchovavana ve zkumavkach pfi teploté 4 °C, maximalné
6 hodin do dalSiho zpracovani. Zbytek plazmy byl odsan pomoci bezpopelného
filtraéniho papiru a byl zméfen objem erytrocytarni masy. K erytrocytim byl pfidan

5mM fosfatovy pufr (pH 7,4) obsahujici 150 mM chloridu sodného a erytrocyty jim byly
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3x promyty pomoci centrifugy (12 000 ot./min.). Promyté erytrocyty byly poté smichany
s 5mM fosfatovym pufrem (pH 7,4) vpoméru 1:9 (pufr:erytrocyty) a nechaly se
spontanné hemolyzovat. Po ukonceni hemolyzy se okamizité zméfila aktivita
hemolyzatu, pfipadné byla upravena jeho absorbance na hodnotu 0,08-0,15 pomoci
5mM fosfatového pufru, a naredény hemolyzat byl uchovavan pfi teploté -22 °C.
Cholinesterazova aktivita plazmy byla stanovena stejnym zpUsobem (hodnota
absorbance v rozmezi 0,15-0,20), ziskana plazma byla uchovavana stejnym zplsobem

jako hemolyzat.
4.3.5 Stanoveni cholinesterazové inhibicni aktivity (hodnoty 1Csp)

Pro stanoveni hodnoty ICso byla vyuzZita Ellmanova spektrofotometrickd metoda
s pouzitim DTNB. Jako substraty zde slouzi estery thiocholinu, které jsou

cholinesterdzami Stépeny na thiocholin a pfislusnou kyselinu.

Byla stanovena koncentrace thiolovych skupin thiocholinu, které se vdzi na DNTB
za vzniku Zluté zbarveného produktu, ktery se stanovuje spektrofotometricky pfi
vinovych délkach 436 nm (HUAChE) a 412 nm (HuBuChE). Byl sledovan nar(st
absorbance za 1 minutu. Hodnoty ICso byly vypoditany z namérenych hodnot poklesu
aktivity AChE a BuChE nelinearni regresi v programu GraphPad. Prism. Vysledky byly
porovnany s hodnotami ICsp referencnich inhibitord AChE — galantaminem (ICso Huache =
1,71 £ 0,07 uM, ICso Husuche = 42,30 £ 1,30 uM) a huperzinem A (ICso Huache = 0,033 £ 0,001

UM, 1Cs0 Husuche > 1000 uM. Inhibice (I) v % byla vypoctena z nasledujiciho vzorce:
| =100 — (AAsL/ DAsa) x 100

kde AAgL je narlst absorbance slepého vzorku za 1 minutu a AAsa je narlst absorbance

méreného vzorku.
4.3.5.1 Stanoveni aktivity enzymu

Do jamek mikrotitracnich desticek se napipetovalo 8,3 ul plazmy nebo
hemolyzatu, pfidalo se 283 ul 5 mM DTNB, 8,3 ul DMSO (6 jamek vedle sebe). Po
promichani na mikrotifepaccce po dobu jedné minuty se smés inkubovala v komore
pFistroje Reader Synergy™ HT Multi-Detection Microplate Reader po dobu 5 minut pfi

teploté 37 °C. Nasledné se pridalo 33,3 pl roztoku substratu (10 mM
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acetylcholinthiojodidu nebo 10 mM butyrylthiocholinjodidu) a po 2 minutdach se zjistila
absorbance pfi pfislusné vinové délce. VySe popsanym zplsobem se vypocetl rozdil

a stanovil priimér se smérodatnou odchylkou.
4.3.5.2 Stanoveni aktivity extrakt(

PF¥i méreni extraktl se postupovalo stejné, fedéni extrakt( bylo 20, 2, 0,2, 0,02

a 0,002 mg/ml v DMSO.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 GC/MS analyza extraktd

Pfipravené extrakty byly podrobeny GC/MS analyze za ucelem identifikace
obsahovych latek, oviem vysledky této analyzy nepfinesly Zzadnd interpretovatelna
zjisténi, pritomné alkaloidy se budto nezplyriuji, nebo kontrolni TLC byla falesné
pozitivni, tudiz testované drogy alkaloidy neobsahovaly. To mize byt zplsobeno
kvalitou rostlinného materialu nebo podminkami a mistem kultivace matecnych rostlin,

pfipadné necitlivou extrakéni metodou.

Extrakt z Bacopa monnieri nebyl podroben analyze, jelikoz kontrolni TLC
neprokazala prfitomnost alkaloidl v extraktu. Dle literarni reserSe byly z Bacopa
monnieri izolovany 3 alkaloidy — brahmin, nikotin a herpestin, nicméné struktura
brahminu a herpestinu nebyla identifikovana, tudiz by se dalo uvazovat o nepfitomnosti
alkaloidl v této rostliné. Nepfitomnost alkaloid(i v testované droze mohla byt také

zpUsobena kvalitou drogy, podminkami a mistem kultivace matecné rostliny.
5.2 Inhibicni aktivity izolovanych alkaloidnich extraktd vUci

HUAChE a HuBuUChE

Ziskané alkaloidni extrakty byly testované na inhibi¢ni aktivitu vici erytrocytarni
HUAChE a sérové HuBuUuChE. Ziskané vysledky jsou zaznamendny v tabulce €. 5, inhibi¢ni

aktivity standardt v tabulce ¢ 6.

Oznaceni Rostlina 1Cs0 Huache ICs0 HuBuchE
AL-599 | Desmodium adscendens > 1000 pg/ml 211,30 + 18,82 pg/ml
AL-600 Codonopsis pilosula > 1000 pg/ml 157,05 + 15,0 pg/ml
AL-601 Centella asiatica > 1000 pg/ml 316,7 £ 35,48 pg/ml
AL-602 Bacopa monnieri nebylo stanoveno nebylo stanoveno
AL-604 Epimedium sagittatum 323,7+18,3 ug/ml | 808,13 + 77,83 ug/ml

Tabulka &. 5 — Inhibic¢ni aktivita ziskanych alkaloidnich extrakt(
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Standard 1Cs0 HuAche 1C50 HuBuchE

galanthamin 1,71+ 0,07 uM 42,30 £ 1,30 uM

huperzin A 0,033 £ 0,001 pM > 1000 pM.

Tabulka ¢. 6 — Inhibi¢ni aktivita standard(

Namérené hodnoty ICso jednotlivych extraktl vykazuji v porovnani se standardy
témér nulovou inhibi¢ni aktivitu vic¢i HUAChE, velmi slabou aktivitu vic¢i HuBuChE.
Alkaloidni extrakt z rostliny Desmodium adscendens vykazoval témér nulovou inhibiéni
aktivitu vaci HUAChE, aktivita vic¢i HuBuChE byla mirna, proto se tato rostlina nejevi jako
potencidlni pfi terapii AD. Za zminku stoji aktivita pfibuzného druhu Desmodium
gangeticum, u které byl prokazan inhibicni ucinek extraktu z korene a listd vici AChE
u mysi, sumarni methanolicky extrakt v koncentraci 250 pg/ml inhiboval AChE z 40,89 %,
latky odpovédné za tento ucinek identifikovany nebyly. [71] Z tohoto divodu byla
rostlina D. ascendens zarazena do screeningové studie, inhibi¢ni aktivita alkaloidniho

extraktu ovsem nebyla potvrzena.

Alkaloidni extrakt z Codonopsis pilosula vykazoval nulovou aktivitu pfi inhibici
HUAChE, aktivita vi¢i HuBUChE se rovnéz nejevi pouzitelnd v praxi. Pfibuzny druh
Codonopsis lanceolata je nadéjné;jsi rostlinou pfi Ié¢bé demenci, byl prokazan pozitivni
ucinek pfi AD spojeny s regulaci ukladani B-amyloidu, mechanismus tohoto ucinku je

zatim nejasny. [72]

Alkaloidni extrakt izolovany z rostliny Centella asiatica nevykazoval vyznamnou
inhibi¢ni aktivitu, nicméné tato rostlina je tradi¢né pouzivana pti degenerativnich
onemocnénich ainhibi¢ni aktivita ethanolického extraktu vic¢i AChE byla popsana
(ICs0 = 0,03 mg/ml). [73] Z naméfenych hodnot lze usoudit, Ze alkaloidy nejsou

zodpovédné za popsané inhibi¢ni ucinky.

Extrakt zrostliny Bacopa monnieri nebyl analyzovan, jelikoz kontrolni TLC

neprokazala pritomnost alkaloida.

Alkaloidni extrakt ziskany z Epimedium sagittatum se jevi z hlediska inhibiéni

vvvvvv

mirna, proto neni predpoklad jejiho praktického vyuziti v terapii a nebude podroben ani

dalsim fytochemickym pracem.
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6 ZAVER
Vramci této diplomové priace bylo pripraveno pét alkaloidnich extrakt(
z ndsledujicich taxonlG: Desmodium adscendens (Fabaceae), Codonopsis pilosula
(Campanulaceae), Centella asiatica (Apiaceae), Bacopa monnieri (Scrophulariaceae)
a Epimedium sagittatum (Berberidaceae). Tyto extrakty (s vyjimkou Bacopa monnieri)
byly podrobeny GC/MS analyze a spektrofotometrickému stanoveni inhibi¢ni aktivity

vic¢i HUAChE a HuBuChE pomoci Ellmanovy metody. Extrakt z Bacopa monnieri pti

kontrolni TLC neprokazoval pfitomnost alkaloid(, proto nebyl dale analyzovan.

Provedena GC/MS analyza extraktd nevedla k identifikaci struktury alkaloid(, to
mohlo byt zplsobeno tim, Ze pfitomné alkaloidy se nezplyiuji, nebo jejich

nepritomnosti (moZnost falesné pozitivni kontrolni TLC).

Zmérené inhibi¢ni aktivity pripravenych alkaloidnich extraktl (tabulka €. 5) se
nejevi pouzitelné v praxi. Inhibi¢ni aktivita extrakt( vic¢i HUAChE a BuChE byla oproti
referenénim inhibitordm (galanthamin, huperzin A) témér zanedbatelnd, z toho lze
vyvodit, Ze alkaloidy obsazené v analyzovanych extraktech nejsou zodpovédné za jiz
popsané inhibi¢ni U¢inky nékterych rostlin, nebo nebyly v pfipravenych extraktech nebo

pouzitych drogach obsazeny vibec.
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7/ ABSTRAKT

Sikola V.: Screeningova studie rdznych rostlinnych taxon(i a jejich vliv na lidské
enzymatické systémy I. Diplomova prdce, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta

v Hradci Krdlové, Katedra farmakognozie, Hradec Krdlové 2018, 52 s.

Pfedmétem této diplomové prace byl screening 5 vybranych rostlinnych taxon(
(Desmodium adscendens, Codonopsis pilosula, Centella asiatica, Bacopa monnieri,
Epimedium sagittatum) za ucelem identifikace obsahovych latek (alkaloid() a stanoveni
inhibicni  aktivity  extraktd  vac¢i  lidské  acetylcholinesterdze ~ (HUAChE)

a butyrylcholinesteraze (HuBuChE).

Sumarni extrakt z rostlin byl pfipraven extrakci do ethanolu, pfitomnost alkaloid(i byla
ovérena kontrolni TLC (detekce UV, Dragendorfovo €inidlo). Ze sumarnich extrakta byly
pfipraveny alkaloidni extrakty vytfepavanim alkalického roztoku sumarnich extraktl do
ethylacetatu. Jednotlivé extrakty byly podrobeny GC/MS analyze a byla stanovena jejich

inhibi¢ni aktivita vuci lidskym cholinesterazam pomoci Ellmanovy metody.

Vysledky GC/MS analyzy nepftinesly informace o obsazenych alkaloidech — alkaloidy se
nezplynovaly nebo nebyly obsazené vibec. Vysledky mérfeni inhibi¢ni aktivity
jednotlivych extraktli po porovnani se standardy (galantamin, huperzin A) vyloucily
moznost pouzivani alkaloidl v praxi, jelikoz aktivita jednotlivych extraktd byla
mnohondsobné nizsi nez u standard(. Extrakt z Bacopa monnieri analyzam podroben

nebyl, protozZe kontrolni TLC neprokazala pritomnost alkaloidd.

Klicova slova: alkaloidy, Alzheimerova choroba, Desmodium adscendens, Codonopsis
pilosula,  Centella  asiatica, @ Bacopa  monnieri, Epimedium  sagittatum,

acetylcholinesteraza.
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8 ABSTRACT

Sikola V.: Screening of various plant taxa and their influence on human enzyme systems
I. Diploma thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Krdlové,

Department of Pharmacognosy, Hradec Kralové 2018, 52 pages.

The object of this diploma thesis was the screening of 5 chosen plant taxa (Desmodium
adscendens, Codonopsis pilosula, Centella asiatica, Bacopa monnieri, Epimedium
sagittatum) to identify chemical constituents (alkaloids) and to define inhibitory
activity against human acetylcholinesterase (HUAChE) and butyrylcholinesterase

(HuBuChE).

Summary extract of plants was prepared by extraction to ethanol, the presence of
alkaloids was verified by control TLC (UV, Dragendorff‘s reagent). Alkaloidal extracts
were prepared by extraction of an alkaline solution of summary extracts to ethyl
acetate. Alkaloidal extracts were subjected to GC/MS analysis and tested for their

inhibitiory activity on human cholinesterases by Ellman’s method.

Results of GS/MS analysis did not provide information on contained alkaloids —the
alkaloids did not gasify or were not contented. Conclusions of measuring inhibition
activity of extracts in comparison to standards (galantamine, huperzine A) eliminated
an usage of alkaloids in a clinical praxis because the activity was many times lower than
standards. The extract of Bacopa monnieri was not analyzed, because control TLC did

not confirm the presence of alkaloids.

Keywords: alkaloids, Alzheimer’s disease, Desmodium adscendens, Codonopsis
pilosula, Centella  asiatica, Bacopa monnieri, Epimedium  sagittatum,

acetylcholinesterase.
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