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Z.0ZNAM POUZITYCH SKRATIEK

AD Alzheimerova choroba

ACh acetylcholin

AChE acetylcholinesteraza

APP amyloidovy prekurzorovy protein
ApoE4 apolipoprotein E4

ATChI acetyltiocholin jodid

ATP adenozintrifosfat

BACE B-sekretaza

BuChE butyrylcholinesteraza

BuTChl butyryltiocholin jodid

CNS centrdlna nervova sustava

CT pocitacova tomografia

DMSO dimetylsulfoxid

DTNB 5, 5’-ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina
EGb Extractum ginkgo bilobae

GSK-3p glykogénsyntazakinaza-3[3

hAChE huménna acetylcholinesteraza
hBuChE huméanna butyrylcholinesteraza

ChAT cholinacetyltransferaza

ICso inhibi¢na aktivita

MAO-A monoaminooxidaza typu A

MAO-B monoaminooxidaza typu B

MMSE mini-mental state examination

MR magnetické rezonancia

MTDLs multi-target-directed ligands

NMDA N-metyl-D-aspartat

PET pozitrénova emisna tomografia

SNRI inhibitory spdtného vychytavania serotoninu a noradrenalinu
SSRI inhibitory spdtného vychytdvania serotoninu
TLC tenkovrstvova chromatografia
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1 Uvop

Starnutim populdcie v Ceskej republike a vietkych krajinach zapadného sveta dochadza
k predlzovaniu strednej diZky Zivota. Je to dané jednak trvalo klesajucou porodnostou
a zaroven znizujucou sa umrtnostou vo vsetkych vekovych skupinach. Pribadaji preto
chronické degenerativne poruchy ako su osteoporédza, kardiovaskularne choroby, kogni-
tivne poruchy a demencie'.

Alzheimerova choroba patri medzi najCastejSie demencie, je to progresivne de-
generativne ochorenie centralnej nervovej sustavy, ktoré sa vyznacuje charakteristicky-
mi klinickymi a patofyziologickymi priznakmi. Ochorenie sa prejavuje vypadkami pa-
méti a poruchou az stratou kognitivnych funkcii. Pri patogenéze vzniku Alzheimerovej
choroby dochédza k ubtidaniu neurénov a znizeniu synaptickej plasticity. Prvym po-
stihnutym neurotransmiterovym systémom je systém acetylcholinergny'.

Sucasné odporucania pre liecbu Alzheimerovej choroby a ostatnych demencii
vychadzaji z mediciny zaloZenej na dokazoch. Zatial’ nie je k dispozicii ziadna kauzal-
na terapia tohto neurodegenerativneho ochorenia, ktora by umoznila vylieCenie. Existu-
ju vsak dva farmakoterapeutické pristupy ovplyviiujuce priebeh ochorenia, a to predo-
vSetkym spomalenie progresie a oddialenie tazkych stadii. Prv skupinu lie¢iv predsta-
vuju inhibitory cholinesteraz, ktor¢ zvySuji hladinu acetylcholinu v mozgu
a predstavuji najucinnejsiu terapiu v lieCbe I'ahkej a stredne tazkej demencie. Druhym
pristupom st antagonisti N-metyl-D-aspartatovych glutamatergickych receptorov?.

Procesy patofyzioldgie Alzheimerovej choroby, ktoré vedu k destrukcii neurd-
nov a strate mozgovej kory su komplikované a navzajom sa kombinuji. Spolo¢ne s ich
lepSim porozumenim sa objavuji aj nové moznosti ako terapeuticky ovplyvnit’ vznik
a vyvoj choroby. Spektrum pouZzivanych zlucenin je obmedzené, a preto sa v sti€asnosti
hl'adaju d’alSie perspektivne lie€iva, aj medzi lie¢ivami prirodného pdvodu. Medzi po-
tencialne latky patria tie, ktoré ovplyviuju aktivitu sekretdz, inhibujii neuronalny zapal
indukovany B-amyloidom, zabrafiuju fosforylacii t-proteinu a d’alsie’.

Tato praca vychadza z ¢innosti vyskumnej skupiny ADINACO, ktora sa zaobera
Stadiom sekundarnych metabolitov rastlin a sledovanim ich biologickej aktivity. Jej
zamerom je tieZ hl'adanie latok potencidlne uplatnitenych v terapii Alzheimerovej cho-

roby, pripadne ich vyuzitie v terapii nddorovych ochoreni.



2 CIEL PRACE

V ramci tejto diplomovej prace bol vykonany screening morfologickych casti vybra-
nych taxonov vyssich rastlin z hl'adiska schopnosti ich sekundarnych metabolitov inhi-

bovat’ 'udsku acetylcholinesterazu a burytylcholinesterazu.
Ciele experimentalnej prace su nasledujuce:
1. Spracovanie udajov z literatury na taxony s obsahom sekundarnych metabolitov,
u ktorych je predpoklad neurotrépnej aktivity, vacSinou na zaklade tradi¢nej l'u-
dovej mediciny.

2. Vyber 7 taxonov vyssich rastlin a zaistenie vzoriek morfologickych casti.

3. Priprava sumarnych etanolovych extraktov, vycistenych etylacetatovych extrak-

tov a vykonanie tenkovrstvovej chromatografie a skupinovej detekcie latok.

4. Stanovenie inhibi¢nej aktivity na acetylcholinesterdzu a butyrylcholinestarazu

u oboch typov extraktov.

5. Spracovanie vysledkov anavrhnutie taxénov potencidlne uplatnitelnych

v d’alSom §tadiu.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Alzheimerova choroba

3.1.1 Uvod a charakteristika demencii

Organické dusevné poruchy su spdsobené ochorenim, irazom alebo inym poskodenim
mozgu a vedu k prechodnej alebo stalej mozgovej dysfunkcii. Ich spolo¢nym znakom je
narusenie kognitivnych funkcii, liecba je vicSinou iba symptomatickd. NajCastejSimi
a najvyznamnej$imi poruchami st prave demencie, ktorych hlavnym rizikovym fakto-
rom je vek®.

Z epidemiologického hladiska je situacia v Ceskej republike podobna ako v os-
tatnych krajinach Europy. Vo veku 65 rokov je postihnutych pociato¢nou demenciou
5 % obyvatelov a potom sa kazdych 5 rokov vyskyt demencie zdvojnasobuje, Co
v populacii 80 ro¢nych predstavuje 25 — 30 % T'udi s roznym stupiiom rozvoja demen-
cie. Vzhl'adom na vekové rozlozenie to znamena priblizne 10 % populacie nad 65 ro-
kov. Odhaduje sa, Zze v nasledujucich 30 rokoch dojde v Ceskej republike k zvyseniu
po&tu obyvatel'ov trpiacich touto chorobou zo sti¢asnych 150 000 na 380 000°.

Pri demencii dochadza k naruseniu vysSich korovych funkcii, vratane pamaiti,
myslenia, orientacie, schopnosti reci, ucenia a usudku, priCom zhorsenie tychto funkcii
je sprevadzané zhorSenim kontroly emocii, socidlneho spravania a motivacie. Ide
o ziskanu poruchu poznavacich funkcii, ktora ma zadsadny vplyv na d’alSie funkcie a tym
aj zivot pacienta'.

Demencie sa didakticky delia na primarne pri neurodegenerativnej dysfunkcii
mozgu, kde patri napriklad aj Alzheimerova choroba (AD), demencia s Lewyho telies-
kami, frontotemporalna demencia. Sekundarne symptomatické demencie su také, kedy
je mozog postihnuty ako jeden z organov pri celkovom ochoreni organizmu®. Sekun-
darne demencie st nesurodou skupinou ochoreni, kde patria napriklad vaskularne de-
mencie, posttraumatické, infek¢né, metabolické pri poruchach pecene, respiraéného
systému, obli¢iek, d’alej pri nedostatku vitaminov, endokrinnych ochoreniach, pri tumo-
roch a epilepsii’.

NajcastejSou pri¢inou demencie je AD, pricom vécsina demencii je zmieSanych,

kedy u jedného pacienta sa vyskytuje viacero ochoreni mozgu stcasne*.
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3.1.2 Charakteristika Alzheimerovej choroby

V roku 1906 predniesol nemecky psychiater Alois Alzheimer na 37. schodzi juhone-
meckych psychiatrov v Tiibingene prednasku o 51 ro¢nej Zene s demenciou, znamej ako
Augusta D., u ktorej popisal klinické priznaky demencie. Skumal jej mozog a popisal
typické neuropatologické zmeny. Pri autopsii mozgu nasiel neuritické plaky, neurofibri-
larne klbka a arteriosklerotické zmeny. Choroba bola neskéor nazvana jeho menom?®.

Alzheimerova choroba je progredientné neurodegenerativne ochorenie defino-
vané patologickymi nalezmi, v ktorych existuje urcitd interindividudlna variabilita tyka-
juca sa doby vzniku, rychlosti progresie, pritomnosti genetickych a d'alSich faktorov
ovplyviujicich rozvoj a priebeh choroby®.

Najvyznamnej$im a zdroven neovplyvniteInym rizikovym faktorom je vek pa-
cienta. Medzi rizika patri tiez pritomnost’ alely pre apolipoprotein E4 (ApoE4), vasku-
larneho ochorenia, d’alej zenské pohlavie, niZSie vzdelanie, Grazy hlavy. Genetické fak-
tory sa tykaju zmien, ktoré su pravdepodobne zakddované na Styroch chromozdémoch.
Na chromozomoch 1 a 14 su gény pre preseniliny 1 a 2, chromozom 19 je spdjany so
zvySenou tvorbou lipoproteinov E4. Mutacia chromozému 21 sposobuje zvySenu tvorbu
amyloidového prekurzorového proteinu'’.

Ochorenie sa prejavuje kortiko-subkortikadlnou atrofiou, pozorovateInou mak-
roskopicky, pri ktorej mézeme pozorovat’ stencenie mozgovej kory, rozsirenie zarezov
a mozgovych komor, predovsetkym tempordlnych rohov postrannych komor. Atrofii
podliehaju aj oblasti hipokampu'.

Mikroskopicky st nachddzané extracelularne a intracelularne  zmeny.
V extracelularnych priestoroch mozgového kortexu sa nachadzaji chumace rozpadnu-
tych nervovych vladken, v ktorych sa v strede objavuje hrudka tvorend bielkovinou
B-amyloidom, preto vznikla hypotéza, ze P-amyloid poskodzuje vybezky nervovych
buniek. Medzi d’alSie charakteristické neuropatologické nalezy pri Alzheimerovej cho-
robe patri samotnd tvorba fB-amyloidu a formacia plakov, degeneracia t-proteinu
a tvorba neurofibrilarnych uzlikov, sterilny zapal a posobenie volnych kyslikovych ra-
dikdlov, nedostatok nervovych rastovych faktorov, vysoky obsah monoaminooxidazy
typu B (MAO-B), selektivny zéanik predovsetkym acetylcholinergnych neurénov®.

Tvorba patologickych proteinov je typickym nalezom pri AD. B-Amyloid je do-
lezity degenerativny protein tvoriaci zdklad alzheimerovskych plakov, okolo ktorych

dochadza k vzniku sterilného zapalu a spusteniu d’alSich neurodegenerativnych proce-
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sov. Jeho ukladanim v stendch mozgovych ciev vznik4d amyloidna angiopatia. Zdrojom
B-amyloidu je amyloidovy prekurzorovy protein (APP), ktory je za fyziologickych
podmienok Stiepeny enzymom a-sekretdzou na fragmenty solubilné a neuroprotektivne,
nazyvané PB-peptid. Avsak za patologického stavu sa presadzuju enzymy PB-sekretaza
(BACE) ay-sekretaza, ktoré¢ Stiepia APP na inych miestach, vznikaju tak fragmenty
dlhsie. Tieto atypické fragmenty nie st rozpustné, v extraceluldrnych priestoroch korte-
xu koaguluju a polymerizuju, ¢im vznikd samotny B-amyloid. Existuje tiez hypotéza, ze
ku koagulécii rozpustného B-peptidu prispieva pritomnost’ ApoE4°.

Dalsim patologickym proteinom je nadmerne fosforylovany t-protein neuréno-
vych mikrotubulov. Zatial' ¢o defosforylovany t-protein stabilizuje neuronalne tubuly,
hyperfosforylovana forma ich polymerizuje, vytvara parovo helikéalne filamenty, ktoré
tvoria zaklad neurofibrilarnych uzlikov. Degenericia je spustend enzymami protein-
kinazami, predovSetkym glykogénsyntazoukinazou-3p (GSK-3p), ktord je pravdepo-
dobne aktivovana p-amyloidom. Takto postihnuté neurdny podliehaju apoptoze®.

Tieto dve zakladné neurobiologické zmeny spustaju kaskadu d’alSich degenera-
tivnych prejavov. V oblasti plakov dochddza k sterilnému zapalu, aktivécii gliovych
elementov a buniek mikroglii. Aktivuje sa zapalovy enzym cyklooxygenaza, uvolnuju
sa cytokiny a volné kyslikové radikaly. Za patologickych podmienok nadmerne uvol-
nované volné kyslikové radikaly, vyvolavaji peroxidaciu lipidov bunkovej membrany
neurénov a tym spdsobuju ich zanik. Vo zvySenej miere su uvoliiované aj excitacné
aminokyseliny (glutamat, aspartat), ktoré po védzbe na ionotropné N-metyl-D-
aspartatové (NMDA) receptory otvaraju ionové kanaly, ¢o vedie k nadmernému influxu
kalcia do neurénov. Dochédza tym k destabilizacii vnatorného prostredia neurénov
a naslednej aktivacii apoptickych mechanizmov a zaniku neurénov'.

Pri Alzheimerovej degeneracii dochadza k poklesu niektorych neurénov, poctu
synapsii a k zniZeniu plasticity neuréonov. Z neuromedidtorovych systémov je najviac
postihnuty systém cholinergny, vyznamny pre kognitivne funkcie. Narusend je syntéza
acetylcholinu (ACh) v presynaptickej oblasti neurénu, jeho uvolfiovanie a taktiez
schopnost’ spitného vychytdvania cholinu do neur6nu. Naviac je pritomny deficit
enzymu cholinacetyltransferdzy (ChAT), ktory syntetizuje ACh z acetylkoenzymu
A a cholinu. Postsynaptické aj presynaptické muskarinové a nikotinové acetylcholiner-
gné receptory zostavaju relativne zachované. V neskorsich stadidch demencie dochadza

k ich degeneracii a postihnutiu aj d’al$ich neurotransmiterovych systémov (somatostati-
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nu, serotoninu, noradrenalinu, kyseliny y-aminomaslovej, substancie P
a neuropeptidu Y)!7.

ACh je v synaptickej S$trbine odburavany enzymom acetylcholinesterazou
(AChE). V l'udskom mozgu sa vyskytuji dve formy tohto enzymu, a to tetramer G4,
ktory za fyziologickych podmienok prevlada a monomer G1, ktorého podiel sa zvysuje
pri AD. V pokrocilejsich stadiach tejto choroby sa na odburavani vyrazne podiela aj
enzym butyrylcholinesterazy (BuChE), tvoreny gliovymi elementami v oblasti pla-
kov'S,

Dal§imi patogenetickymi zmenami st neuronalny hypometabolizmus vznikajuci
vplyvom poSkodenia mitochondrii, mutacia mitochondridlnej DNA, znizend oxidacia
glukozy, hyperaktivita sukcinyldehydrogenazy a ostatnych enzymov. Napriklad zvySena
hladina MAO-B je dovodom vécsej biodegradacie dopaminu, pri ktorej sa uvoliuju
vol'né kyslikové radikaly. Predpoklada sa tiez nedostatok nervovych rastovych faktorov,
vytvaranych gliovymi bunkami, doleZitych pre nervovu plasticitu®.

K zakladnym diagnostickym kritéridm demencie patri zlyhavanie pri zvladani
dennych aktivit a strata sebestacnosti v dosledku narusenia kognitivnych funkcii®.

Zékladom diagnostického procesu je podrobna anamnéza od opatrovatel’a, psy-
chiatrické vySetrenie so zakladnymi neuropsychologickymi testami (test psychickych
funkcii (MMSE), test kresby hodin, vySetrenie fatickych funkcii), neurologické
a interné vysetrenie. Vhodné je tiez biochemické vysetrenie krvi®.

Zobrazovacie vySetrenia mozgu, ako st pocitacova tomografia (CT), magneticka
rezonancia (MR), pozitronova emisna tomografia (PET), nedokazu diagnézu demencie
potvrdit, ale vylucia iné pri¢iny poruchy psychického stavu ako neurodegenerativne,
a to napriklad vnutrolebkovy hematém, mozgové tumory a mozgové infarkty*.

Ku klinickej diagnéze pravdepodobnej AD sa da dospiet kombinaciou MR
mozgu, Specializovanych psychometrickych testov a vysetrenia hladin niektorych prote-
inov v mozgomiechovom moku, ktorym zacina byt’ v sti¢asnosti venovana velka pozor-
nost. Napriklad hladina B-amyloidu v mozgomiechovom moku je paradoxne zniZena
oproti zdravym ludom ahladina rt-proteinu a fosforylovaného t-proteinu
v mozgomiechovom moku je zvysena u AD oproti zdravym l'udom?®.

K zékladnym klinickym priznakom patria kognitivne poruchy ako st poruchy
pamati, intelektu. Su postihnuté aj iné psychické funkcie ako myslenie, orientacia v ase

a priestore, osobnost, emdcie, vola, jednanie, vnimanie®.
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Syndrém demencie je charakterizovany kognitivnou poruchou a d’al§imi psychic-
kymi symptémami a poruchami spravania. Rozne Stadia Alzheimerovskej demencie su
definované na zéklade klinického pohladu a potrieb pacientov v jednotlivych fazach
rozvoja®.

Prvé stadium zacinajiicej a miernej demencie ako stav, kedy je pacient eSte pre-
vazne sebestacny. U pacientov je vSak rozvinuta porucha kognitivnych funkcii, ktora je
dobre kompenzovana ro6znymi opatreniami. KI'ai¢ovym momentom v tejto faze je sprav-
ne stanovenie diagndzy a jej oznamenie pacientovi. V tejto faze zdorazitujeme podporu,
pomoc rodiny aj psychologickl pomoc a poradenstvo. V terapeutickom plane u pacienta
s AD predstavuji jednoznaénii volbu kognitiva, ktorych efekt je symptomaticky.
V sucasnosti sa klinické skiiSania zaoberaji moznost'ou imunoterapie a d’alSimi lieci-
vami ovplyviiujicimi sekretdzu, agregaciu amyloidu a podobne. Doélezité je sledovat
uroven kognitivnych funkcii a patrat’ po priznakoch depresie a izkosti, aby sa vcas za-
héjila potrebna farmakoterapia®,’.

V druhom S$tadiu stredne pokrocilej arozvinutej demencie pri AD dochadza
k vyraznému obmedzeniu sebestacnosti v zdkladnych aktivitich denného Zivota. Pa-
cienti nie st schopni samostatne zit, v tejto faze demencie sa mo6zu vel'mi 'ahko dostat’
do neocakéavanej a nebezpecnej situacie. Poruchy spravania sa daju zvladat’ psychoso-
cidlnymi intervenciami a psychotropna medikacia by nemala byt pokial mozno v tejto
faze pouzivana. Dolezitym prinosom pre pacientov st zmysluplné denné ¢innosti a roz-
vrhnutie dia, ktoré bude najviac reSpektovat’ ich doterajsie navyky. Do zasad farmako-
terapie patri vypracovanie vhodného planu lieCby kognitivami, pretoze prave ta moze
viest' s lepSiemu porozumeniu danym situaciam spolo¢ne s nefarmakologickymi me-
todami. Dalej je mozné nastavit’ terapiu memantinom, bud’ v monoterapii, pripadne ku
kognitivam®?.

V §tadiu tazkej demencie v dosledku progresie syndromu postupne dochddza
k zhorSovaniu celkového stavu, sebestacnosti. Vyskytuji sa komplikacie ako somatické,
tak aj psychické. Pacienti potrebuju individualizovanu asistenciu, pretoze ochorenie uz
preslo do stavu, kedy programované denné aktivity im prindSaji viac dyskomfortu,
mnohym z nich nerozumeji. Aj v tejto faze dbame o zachovanie prirodzené¢ho diurnal-
ného rytmu a casti na zmysluplnom Zivote. Je potrebné, aby starostlivost’ bola posky-
tovana kvalifikovanymi a v problematike demencie poucenymi zdravotnikmi, ktori bu-

du vediet’ adekvatne reagovat na vyskytnuté komplikéacie®’.
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Starostlivost’ o pacienta s demenciou v termindlnom S$tddiu ochorenia spdsobuju-
cich demenciu ma byt starostlivostou paliativnou, ktord bude dbat’ predovsetkym na
zlepSenie kvality Zivota. V tejto faze je potrebné dostato¢né zaistenie analgetikami, zva-
zujeme aj benzodiazepiny s ohladom na bolestivé kfce a kontraktiry, snazime sa

o adekvatnu potrebn hydrataciu®”’.

3.1.3 Farmakoterapia Alzheimerovej choroby

3.1.3.1 Lieciva ovplyviiujuce acetylcholinergny systém

Acetylcholinergny systém je prvym neurotransmiterovym systémom, ktorého funkcia je
pri AD naruSena. Pritomny je deficit enzymu ChAT, ktory syntetizuje ACh, je obme-
dzené spétné vychytavanie cholinu zo synaptickej Strbiny a je zvySena tvorba BuChE,
ktora taktiez odburava ACh. Tento systém je nevyhnutny pre pamit'ové mechanizmy,
pre kratkodobli pamit’ a zapamétanie si novych informacii'’.

PouZivajii sa inhibitory mozgovych cholinesterdz, ktoré priaznivo ovplyviuji
centralny acetylcholinergny prenos. Tato skupina kognitiv tvori zéklad pre liecbu lah-
kych a strednych Stadii Alzheimerovskych demencii, v Studiach bol preukazany ich
efekt aj u tazsich foriem. Zablokovanim enzymov odburavajucich ACh sa zvysuje pocet
molektil ACh schopnych viizby na svoje nikotinové a muskarinové receptory'!.

Inhibitory cholinesteraz by mali dobre prechadzat’ hematoencefalickou bariérou,
ovplyviiovat’ obe formy mozgovych AChE a zaroven neovplyviiovat’ periférne formy
cholinesteraz''. Dalej je u nich predpoklad zasahu do neuropatologického deja, do tvor-
by B-amyloidu tak, Ze znizuju jeho tvorbu ovplyvnenim enzymov y-sekretaz'>.

V stcasnosti su pouzivané tri inhibitory mozgovych cholinesteraz. Donepezil
ako reverzibilny nekompetitivny inhibitor AChE s vysokym stupfiom selektivity
k centralnej forme enzymu a nizkou afinitou k periférnym formam. Rivastigmin je inhi-
bitor AChE aj BuChE, karbamatového typu®. Galantamin je alkaloid, ktory ma dualis-
tické pdsobenie na acetylcholinergny systém, kedy reverzibilne inhibuje AChE
a allostericky moduluje nikotinové receptory2,

Perspektivnou latkou v §tadiu klinickych skuSok je preparat oznaceny ndzvom

TAK-157, ktory je inhibitorom AChE a zarovef uvoltiuje nervové rastové faktory'?,
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3.1.3.2 Lieciva blokujiice NMDA glutamatovy receptor

Dal§im zasiahnutym systémom je systém glutamatergicky. Dochadza k nadmernému
uvolneniu glutamatu a d’alSich excitacnych aminokyselin, znizenému spatnému vychy-
tdvaniu glutamatu. Ten sa nadmerne viaze na svoje ionotropné receptory typu NMDA,
dochadza k nadmernému otvoreniu kalciovych kanalov, k zvySenému vstupu kalcia do
neurénov anasledne sa spusta kaskada dejov, ktoré vedu v konecnom dosledku
k neuronalnej apoptoze. Naviac NMDA receptory sa podielaji na jednom zo zéklad-
nych dejov u€enia dlhodobou potenciaciou, kedy je tento proces vplyvom hyperexcita-
cie NMDA receptorov naruseny'’.

Pouziva sa memantin, nekompetitivny antagonista NMDA receptorov, ktory
chrani neurony pred excitotoxickym pdsobenim glutamatu tym, ze nahradi na iGnovom
kanali Mg?* a blokuje vstup Ca?* i6nov do buniek. Vd’aka jeho nizkej afinite a vysokej
napét'ovej zavislosti po impulze rychlo opusta i6novy kanal, ¢im umoznuje glutamatu
vykonavat’ svoju fyziologicka funkciu v procese u€enia a paméti. Dokaze ovplyvnit’ aj
stredne tazké a tazké formy demencie, ktoré boli povazované sa terapeuticky neov-

plyvnitelné'.

3.1.4 Perspektivne smery v liecbe demencie

V sucasnosti klinicky pouzivané lie¢ivd memantin a inhibitory AChE predstavuju sym-
ptomaticku lieCbu, ktorad nedokéze zastavit’ progresiu demencie, ale vedie k zmierneniu
priznakov a k dofasnému spomaleniu straty kognitivnych a behaviordlnych funkcii.
Napriek mnozstvu klinickych stadii, v poslednych rokoch neboli schvalené Ziadne nové
latky na liecbu AD. Dévodom ich neuspechu boli predovsetkym zavazné neziaduce
ucinky alebo nedostato¢na terapeutickd t¢innost’ tychto liediv'4.

Pri vyvoji a progresii tohto ochorenia je naruSeny serotoninergny neurotransmi-
terovy systém, pri¢om sa predpokladd, Ze ovplyvnenim 5-HTs receptorov exprimova-
nych primarne v oblasti mozgu zapojenych do procesov ucenia a pamiti mézeme zvysit
cholinergni neurotransmisiu. Medzi antagonistov tychto receptorov patri idalopirdin,
ktory spociatku vykazoval priaznivé vysledky, avSak v III faze klinickej $tidie nepreu-
kazal svoju uginnost oproti placebu. Daldou testovanou latkou je intepirdin, ktory sa
doposial’ javi ako nadejny, a to v kombinacii s donepezilom'*.,

Skusanou latkou bol aj enceniclin, parcidlny selektivny agonista a7 nikotinovych

acetylcholinovych receptorov, ktory posobi zvySenim cholinergnej signalizéacie, dolezi-
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tej pre liecbu kognitivnych deficitov a poskodenia paméti. Posobi aj ako nosi¢ navia-
zaného extraceluldrneho B-amyloidu, ¢im inhibuje jeho neurotoxicitu. Klinické Stadie
boli pozastavené v III faze, kedy sa zistilo, Ze vykazuje gastrointestindlne neziaduce
Gcinky!?,

Ciel posobenia terapeutik by mohli predstavovat’ sekretdzy, enzymy zohravajice
zakladnt ulohu pri Stiepeni APP a pri vytvarani B-amyloidu. Inhibitory BACE tretej
generacie vykazuji vyhovujlicu farmakokinetiku a klinické udaje v prebiehajucich stu-
diach. Ide predovsetkym o latky E2609, AZD3293, CNP520 a JNJ-5486191. Latka ve-
rubecestat sice znizovala mnoZstvo B-amyloidu v centralnej nervovej sustave (CNS),
avSak klinické stadie boli zastavené z dovodu nedostatocnej ucinnosti u pacientov trpia-
cich miernou aZ stredne tazkou formou demencie. Daliou moznostou je inhibicia
y-sekretazy, enzymu pozostavajiceho zo Styroch podjednotiek, pricom kazda znich
predstavuje potencialny ciel lie¢iv pre moduléciu produkcie B-amyloidu a zvySenie jeho
odbtravania. Bolo testovanych niekol’ko latok, tie vSak nevykazovali priaznivé vysled-
ky, a preto boli ich klinické Stadie prerusené. V II faze testovania je NIC5-15, pinitol,
prirodzene sa vyskytujuci cyklicky cukrovy alkohol, ktory moduléciou y-sekretazy zni-
7uje produkciu f-amyloidu'.

Skiimanym terapeutickym pristupom k AD je aj imunoterapia proti -amyloidu.
V stadii aktivnej imunizacie je latka CAD106, ktorej cielom je vyvolat silni protilat-
kovu reakciu a suCasne zabranit’ zapalovej aktivacii T-lymfocytov. Pasivna imunizécia,
ktora patri medzi najpokrocilejSie stratégie v terapii, vyuziva princip zachovania ume-
lych hladin protilatok proti -amyloidu. Vo faze klinického vyskumu st napriklad latky
crenezumab, gantenerumab a aducanumab'.

V stcasnosti sa zvysuje zaujem o moznost ovplyvnenia t-proteinu prostrednic-
tvom zlicenin, ktoré by viedli k zniZeniu, stabilizacii a prevencii jeho agregacie
a hyperfosforylacie. Terapeutické vyuzitie by mohli mat’ najmé inhibitory agregacie
T-proteinu, z ktorych testovanou latkou v III faze je TRx0237. Jednym z testovanych
pristupov su latky, ktoré zvySuji odburavanie fosforylovaného t-proteinu pomocou ak-
tivnej imunizacie!*!3,

Nakol'ko sa predpokladd stvislost medzi zapalom navodenou hyperaktivaciou
mikroglii pri tvorbe amyloidnych plakov a progresiou demencie, boli vyvinuté inhibito-
ry mikroglidlnej aktivacie. Medzi tieto latky patri azeliragon, v III faze Stadii, ktory je

spajany so znizenim hladiny B-amyloidu v mozgu a zlep$enim kognitivnych funkcii'®.
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Plazmaferéza predstavuje nepriamu metdédu ovplyvnenia B-amyloidu. Tato me-
toda je zalozend na predpoklade, ze existuje dynamickd rovnovdha medzi pomerom
amyloidu v likvore a v periférnej krvi. Mechanizmus liecby spociva v zisteni, Ze znize-
nie jeho hladin v periférnej krvi vedie k zniZeniu hladin v likvore. Prvé vysledky vyka-
zuju pozitivny vplyv na kognitivne funkcie, praktickému vyuzitiu vSak bude branit’ pro-
cedurilna zloZitost’ liecby'.

Novinkou v klinickej praxi dostupnych kognitiv st nové aplikacné liekové for-
my, ktorych uzitie zmierniuje vyskyt niektorych neziaducich Gc€inkov. Zavadzané su

napriklad naplasti a roztoky, ktoré su¢asne umoziiujii jednoduchsie podanie'’.

3.1.5 Adjuvantna terapia

Pri AD st terapeuticky skuSané nootropika a d’alSie latky zvySujlice mozgovy metabo-
lizmus, kde patri napriklad piracetam, nicergolin. Pouzivany Standardizovany extrakt
z Ginkgo biloba L. posobi aj ako vychytavac volnych kyslikovych radikélov, inhibitor
NMDA receptorov, ma tiez vazoaktivne vlastnosti. VolIné kyslikové radikaly, ktorych je
uvolnované nadmerné mnozstvo, urychl'uji apoptické deje. Na ich odstraneni sa podie-
l'aja vychytdvace, medzi ktoré tiez zaradzujeme o-tokoferol, melatonin, resveratrol
a d’alsie. Inhibitor MAO-B, selegilin inhibuje odburavanie dopaminu, dej, pri ktorom
vznika velké mnoZstvo tychto radikalov'?.

Nervovych rastovych faktorov, ktoré sa podiel’aju na neuronalnej plasticite a na
reperacnych procesoch je nedostatok. Pouziva sa preto cerebrolyzin, hydrolyzat bravco-
vych mozgov obsahujuci peptidy. Podavanie estrogénov u postklimakterickych zien ma
skor preventivny vyznam. Tie okrem uvolnovania rastovych faktorov stimulaciou svo-
jich receptorov, zlepsuju prekrvenie mozgu'%.

Pri Alzheimerovej demencii s Casté neuropsychiatrické symptomy. Tieto taz-
kosti oproti kognitivnym poruchdm spdsobuju viacero komplikacii, vyznamnejSie zni-
Zenie kvality Zivota a pre pacientov su vel'mi zatazujuce. Medzi najCastejSie symptomy
patri depresia a Gzkost’, postupne sa objavuju aj agitacia, agresia, bludy, halucinécie,
apatia a poruchy spanku. Individualne volime medzi zé&stupcami atypickych antipsy-
chotik (kvetiapin, risperidon, olanzapin), ktoré maji najvicsie vyuzitie. V terapii de-
mencie nasli najvacsie uplatnenie inhibitory spidtného vychytavania serotoninu (SSRI)
(citalopram, escitalopram, sertralin). PouZivaji sa aj inhibitory spédtného vychytavania

serotoninu a noradrenalinu (SNRI) (venlafaxin) a inhibitor monoaminooxidazy typu A
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(MAO-A) (moklobemid). Pri vybere farmakoterapie je nutné rozliSovat’ medzi rozdiel-
nou efektivitou a bezpe¢nostou jednotlivych latok. Specifikom lietby je doraz kladeny
na nefarmakologické opatrenia sluziace na odstranenie a zmiernenie priznakov choro-
by'¢.

Neoddelitel'nou sucastou lieCby je spravny psychologicky pristup k chorému,
ktory vyzaduje velku trpezlivost’ od osetrujucich. S progresiou demencie a degradaciou
pacientovej premorbidnej osobnosti je nutné pouzivat’ stale jednoduchsie psychoterape-
utické metddy, ktorych snahou je udrzat pacienta o najdlhSie zapojen¢ho do aktivit
bezného Zivota. NajdolezitejSou ulohou pre pacienta je precviCovanie paméti a roznych

zruénosti neustalou aktivizaciou, stimulaciou a konfrontaciou s realitou’.
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3.2 Prirodné latky v terapii Alzheimerovej choroby

3.2.1 Inhibitory AChE a BuChE

Galantamin
Galantamin bol povodne izolovany z Galanthus nivalis L. (Amaryllidaceae) v 40. ro-
koch 20. storocia a neskor aj z d’alSich druhov rastlin ¢elade Amaryllidaceae. Patri me-
dzi izochinolinové alkaloidy. Ide o dlhodobo posobiaci, selektivny, reverzibilny
a kompetitivny inhibitor AChE, ktory tiez allostericky moduluje pre- aj postsynaptické
receptory!’.

Galantamin pdsobi neuroprotektivne proti toxicite f-amyloidu a oxidativnemu
stresu. Znizuje tvorbu vol'nych kyslikovych radikédlov jednak inhibiciou AChE a jednak
allosterickou moduléaciou a7 podjednotiek nikotinovych acetylcholinergnych recepto-
rov. Dalej pdsobi protizapalovo prostrednictvom imunomodulacie, znizeného uvol’io-
vania zapalovych cytokinov a protektivne proti poruchdm membranovej fluidity
a mitochondridlneho membranového potencidlu'®.

Pouziva sa v terapii 'ahkej a stredne tazkej demencie pri AD, priCom pre tera-
peutické pouzitie je vyrabany aj synteticky. Preukdzal sa jeho priaznivy efekt nielen na
kognitivne funkcie, ale aj na behavioralne a psychologické priznaky demencie. Vel'mi
dobre sa vstrebava po perordlnom podani a jeho davka sa postupne titruje. V sucasnosti
je preferovana forma s predizenym uvolfiovanim, u ktorej sa lie¢ba zahajuje davkou

8 mg 1x denne a zvysuje sa az na davku 24 mg 1x denne'®.

H5CO

Obrazok 1 Galantamin

Huperzin A
Huperzin A je alkaloid, ktory sa vyskytuje v rastline Huperzia serrata (Thunb. Ex Mur-
ray) Trevis. (Huperziaceae) a dlhé stdrocia sa pouziva v tradicnej ¢inskej medicine na

liecbu Sirokého spektra chorob. Primarne inhibuje G4 formu AChE, ktora je podstatne;j-
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Sia z hladiska predizeného pdsobenia ACh a ulahdenia synaptickej neurotransmisie.
Popisané boli aj d’alSie u¢inky ako znizenie f-amyloidom vyvolanej degeneracie neu-
rénov, zmiernenie apoptickych procesov indukovanych B-amyloidom a volnymi radi-
kalmi, inhibicia glutamatom spdsobene;j toxicity'®.

U huperzinu A oznacovaného ako silny, reverzibilny, selektivny inhibitor AChE
bol vykonany velky pocet preklinickych a klinickych $tidii hodnotiacich ucinnost’
a bezpecnost’, ktoré preukazali potencialny u¢inok huperzinu A v lie¢be AD. Na zaklade
vykonanej metaanalyzy sa zistilo, Ze vykazuje niektoré priaznivé ucinky na zlepSenie
kognitivnych funkcii a aktivit denného Zivota, avSak na jeho zavedenie do terapeutické-
ho pouzitia si potrebné prisnejSie klinické Stidie monitorujuce dlhodobt bezpecnost’

liecby?.

Obréazok 2 Huperzin A

Juliflorin

Alkaloid juliflorin, derivat piperidinu a indolizinu, ziskany z listov rastliny Proposis
juliflora (Sw.) DC. (Fabaceae) je nekompetitivnym inhibitorom enzymov AChE
a BuChE v zavislosti od koncentracie. Pri preskimani moznych spdsobov interakcie
tejto zltceniny s aktivnym centrom AChE sa zistilo, Ze vzniknuty komplex enzym-
inhibitor je stabilizovany hydrofébnymi, vodikovymi vézbami a n-m interakciami. Julif-
lorin tiez vykazuje spasmolytickt aktivitu a blokovanie vapnikovych kanalov buniek na
izolovanom jejune kralika. Vd’aka tymto i¢inkom a priaznivému bezpecnostnému profi-
lu testovaného na l'udskych neutrofiloch sa povazuje za vhodného kandidata na liecbu

AD?!,
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Obrazok 3 Juliflorin

Withaferin A

Withanolidy st skupinou prirodzene sa vyskytujucich sekundarnych metabolitov
v ajurvédskej rastline Withania somnifera (L.) Dunal (Solanaceae) so Struktirou steroi-
dov s laktonovym postrannym retazcom. Z nich predovsetkym withaferin A je vyznam-
ny svojou inhibi¢nou aktivitou na cholinesterazy. Inhibuje aktivitu BuChE
(ICs0 125,0uM), a tiez je ucinny proti AChE (IC50 84,0 uM). Tieto vlastnosti mu uda-
vaju urcity potencial zlepSovat’ nedostatocnu cholinergnu funkciu v mozgu. Povazuje sa

preto za nového kandidata pre terapeuticku lie¢bu a prevenciu AD a d’alsich demencii®.

Obrazok 4 Withaferin A

3.2.2 Latky ovplhyviujuce nikotinové receptory

Anabasein
Anabasein je latka izolovana z pasnice Amphiporus lactifloreus Johnston (Amphipori-
dace). Pri syntéze skupiny derivatov tohto toxinu sa zistilo, ze analdog DMXB, oznaco-

vany aj GTS-1, ma cytoprotektivne ucinky. ZvySuje pamédtové funkcie vd’aka schop-
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nosti ovplyviiovat’ 04p a a7 podtypy nikotinového receptora. V sucasnosti je vo faze

klinického testovania ako potencidlna latka proti AD*.

“
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Obrazok 5 Anabasein
3.2.3 Latky ovplyviujuce beta amyloid

Kurkumin
Z rastliny Curcuma longa L. (Zingiberaceae) je ziskavany polyfenol kurkumin, ktory je
sucastou tradi¢nej ¢inskej mediciny a indickej mediciny Ajurvédy. Pomocou Sirokého
spektra posobenia umoznuje zésah do procesov vzniku AD. Kurkumin inhibuje tvorbu
a podporuje dezagregaciu P-amyloidnych plakov, zmierfiuje hyperforforylaciu
t-proteinu, inhibuje AChE, brani mikroglidlnej zapalovej aktivite. Je potrebné zlepsit
jeho biologicku dostupnost’, aby sa tuspech preklinickych stadii mohol previest’ do kli-
nickych vysledkov?.

Kurkumin ma vSak zanedbateInu rozpustnost’ vo vode, je rychlo metabolizovany
a vylu¢ovany z obehového systému, dosahuje vel'mi nizku koncentraciu v plazme. Vy-
znamnou prekazkou je hematoencefalicka bariéra pozostavajliica z tesne spojenych en-
dotelialnych buniek, ktord zabranuje jeho prestupu do mozgu. Nanocasticové systémy
predstavuju  vhodni volbu na prekonanie tychto problémov. Ide predovsetkym
o lipidové nanocastice, ktoré mozu kontrolovat’ uvolniovanie latky a posobit’ ako nosic¢
pre cielenu distribuciu, a tym zvysit’ dodanie kurkuminu do mozgu. Tato metoda sa javi
ako nadejnd a mdze sluzit’ ako nova terapeuticka stratégia k aplikacii kurkuminu pri

lie¢be portich CNS?.

H4CO

HO

Obrazok 6 Kurkumin
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Berberin

Berberin, izochinolinovy alkaloid nachadzajuci sa vo viacerych druhoch rastlin ako su
Coptis sinensis Franch. (Ranunculaceae), Hydrastis canadensis L. (Ranunculaceae), sa
pouziva v ¢inskej a ajurvédskej medicine. Ma niekol’ko farmakologickych aktivit, ktoré
ho predurcuji ako prospesného pre AD. V patogenéze obmedzuje tvorbu extracelular-
nych amyloidnych plakov a intracelularnych neurofibrilarnych spleti. Bol identifikova-
ny ako latka posobiaca zmiernenie oxida¢ného stresu a neuronalneho zépalu v mozgu.
Existuje perspektiva, Ze berberin je pravdepodobne ufinnym potencialnym terapeutic-

kym pristupom v prevencii a oneskoreni procesu vzniku AD?®.
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Obrazok 7 Berberin

3.2.4 Latky iného pésobenia

Extractum ginkgo bilobae
Extractum Ginkgo biloba EGb761, ktory sa vyraba z listov stromu Ginkgo biloba L.
(Ginkgoaceae) obsahuje zmes viacerych aktivnych latok. Hlavnymi nosite'mi r6znych
farmakologickych aktivit su flavonové glykozidy (kvercetin, kempferol) a terpenové
laktony (ginkgolidy A, B, C a bilobalidy), ktoré pdsobia spolu s d’alSimi latkami. Medzi
hlavné ucCinky patria antioxida¢ny efekt vychytdvanim volnych radikdlov, ochranné
posobenie na mitochondrie a s tym suvisiace ovplyvnenie bunkového energetického
metabolizmu. Posobi aj na vaskuldrne a reologické vlastnosti, inhibiciou faktora aktivu-
juceho krvné dosticky zlepSuje hemodynamiku a mikrocirkulaciu. Nepriamo zniZuje
tvorbu B-amyloidu a B-amyloidnych fibril, ma neuroprotektivne ucinky. Dochadza
k zvySeniu syntézy a uvolfiovania ACh a k zvySeniu poctu nikotinovych acetylcholiner-
gnych receptorov?’.

EGb761 ma dobru biologicki dostupnost’ v mozgu a vynikajuci bezpecnostny

profil. Vysledky klinickych §tadii u demencii vykazuji mierne az stredné zlepSenie
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kognicie a nekognitivnych symptomov demencie, preto je urceny predovsetkym pre
liecbu miernej kognitivnej poruchy, miernej demencie Alzheimerovho typu, vaskular-
nych demencii a zmieSanych demencii. Pouziva sa tiez ako pridavna latka k inhibitorom

AChE a k memantinu?®’.

Obrazok 8 Ginkgolid B

Ginsenozidy

Druh Panax ginseng C. A. Mey. (Araliaceae) poskytuje drogu Ginseng radix, ktory sa
vyuziva v tradi¢nej vychodnej medicine a na organizmus poOsobi zvySenim fyzickej
a psychickej odolnosti a odstranenim unavy. Hlavnymi farmakologicky aktivnymi 14t-
kami st ginsenozidy, saponiny triterpenového typu. Pdsobia antioxidacne
a protizapalovo. Chrénia nervové bunky pred toxickym pdsobenim B-amyloidu a znizu-
ju jeho ukladanie v nervovom tkanive, zvysSuju expresiu ChAT a hladinu ACh, znizuja
aktivitu AChE a zlepSuju kognitivne funkcie u pokusnych zvierat, ako je pamét
a udenie?®.

Neuroprotektivny uc¢inok obsahovych latok preukazal aj v niekolkych klinic-
kych stadiach pozitivny vplyv na kognitivne funkcie, priCom z tohto hl'adiska st najlep-
Sie preskumané ginsenozidy Rb; a Rgi. Predpokladé sa preto, Ze ginsenozidy by mohli
najst’ uplatnenie pri liecbe neurodegenerativnych ochoreni, su vsak potrebné d’alsie kva-

litné a rozsiahlejsie $tadie, ktoré by tento priaznivy G¢inok overili?®.
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Obrazok 9 Ginsenozid Rg;

Krocin

Hlavnu zlozku suchej ¢nelky kvetu z rastliny Crocus sativus L. (Iridaceae) predstavuje
krocin. Ide o vo vode rozpustny karotenoid, ktory preukazal urcity potencidl v zlepSeni
ucenia a pamiti. Krocin preukazal viacero aktivit ako je ochrana mozgovych buniek,
modulécia agregacie B-amyloidu a t-proteinu, zmiernenie kognitivnych a paméatovych
poruch. Vykazoval tiez podporné ucinky na zlepSenie depresie, uzkosti a oxidacného
stresu, ktoré patria medzi Casté priznaky u pacientov s AD. Javi sa ako perspektivna
prirodna alternativa v prevencii a liecbe AD, aj napriek obmedzenému poctu doposial’

vykonanych klinickych $tadii?’.

Obrazok 10 Krocin
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3.3 Popis rastlinnych taxonov

3.3.1 Annona muricata L.

Cel'ad: Annonaceae

Obrazok 11 Annona muricata L.>'

Annona muricata zndma tiez ako graviola alebo guanabana pochidza z najteplejSich
tropickych oblasti v Strednej a Juznej Amerike, Afrike ajuhovychodnej Azii. Ide
o vzdyzeleny strom dosahujici vySku 4 az 8 m. Listy su striedavé, na vetvach népadne
dvojrado usporiadané, kopijovité, lesklé, celistvookrajové, na vrchole zaSpicatené. Kve-
ty vyrastajuce najCastejSie priamo z kmena s tvorené Zltavymi okvetnymi listkami.
Gyneceum tvori vacsi pocet volnych plodolistov, ktoré sa pri dozrievani menia na me-
churiky, navzdjom zrastaju a vytvaraji nepravy plod. Tento plod je jedly, mé nepravi-
delny srdcovity tvar, je tmavozeleny, na jeho povrchu st médkké ostne. Kora, plody,
semena a listy sa tradi¢ne pouzivaju na zvladnutie mnohych chorob ako je malaria, cuk-
rovka, parazitoza®®>!,

Fytochemické hodnotenia na réznych castiach rastliny preukdzali pritomnost’ ur-
¢itych rastlinnych zloziek a zlucenin. Z listov boli izolované alkaloidy, ktorych celkovy

obsah tvoril 0,125 %. Ide o aporfinové alkaloidy anonain, izolaurelin, xylopin

a benzyltetrahydroizochinolinovy alkaloid koklaurin. Dalej boli pritomné acetogeniny
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(annonacin, izoannonacin, annomuricin A, annomuricin B, annomuricin C, annomuta-
cin, annohexocin, muricatocin A, muricatocin B), flanovoidy (kvercetin, kempferol,
katechin) a polyfenolické zluceniny (anoiond A, vomifoliol, rutin), silice (d-kadinen,
a-kadinol)*>%.

Vodny extrakt z listov a metanolovy extrakt po podrobeni fytochemickému skri-
ningu preukazali pritomnost” sekundarnych metabolitov ako su alkaloidy, terpenoidy,
flavonoidy, saponiny, taniny a glykozidy. Analyzou vodného extraktu listu bola zistena
pritomnost’ neenzymatickych antioxidaénych zloZiek ako je vitamin C a E, ktoré udava-
ju listom vyznamny antioxidaény potencial vyuzitelny v prevencii neoplazmat.

Acetogeniny vzbudzuji v poslednych rokoch vyznamny vedecky zéaujem,
v dosledku Specidlnej Struktiry a rozsiahlej biologickej aktivity. Z rastliny sa zvyc€ajne
extrahuji pouzitim etanolu ako organického rozpustadla. Tieto zluCeniny si vysoko
toxické pre naddorové bunky, priCom cytotoxicita je sposobend depléciou hladin ade-
nozintrifosfatu (ATP) prostrednictvom ubichin6n oxidoreduktizy. Predpoklada sa, Ze st
tiez neurotoxinmi, ktoré st zodpovedné za vznik neurodegenerativnych poruch vratane
atypického parkinsonizmu. Zluceniny spolocne vykazuji okrem protinadorovych tiez
paraziticidne, pesticidne a antimikrobialne G¢inky>>%.

Boli vykonané in vitro stidie zamerané na stanovenie antibakterialnej, protiples-
novej avolné radikaly vychytavajucej aktivity. Testovali sa hexanovy, metanolovy
a etylacetatovy extrakt z listov, priCom sa zistilo, Ze inhibuji rast baktérii a hub
a vykazuju tiez antioxidanu aktivitu vychytavanim radikalov pri r6znych koncentra-
ciach jednotlivych extraktov. Tieto vlastnosti opravituji pouzitie extraktu pri lieCbe roz-

nych bakteridlnych infekénych chorob ako su pneumonia, hnacka, infekcie mocovych

ciest, kozné infekcie’®.
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Obrazok 12 Anonain
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3.3.2  Leonotis leonurus (L.) R. Br.

Cel'ad’: Lamiaceae

Obrézok 13 Leonotis leonurus (L.) R. Br.*

Leonotis leonurus je listnaty vzdyzeleny subtropicky poloker povodom z juznej Afriky,
znamy svojimi lie€ivymi a psychoaktivnymi vlastnostami, hovorovo sa nazyva ,,wild
dagga“ alebo tiez ,,levie ucho®. Je Siroko rozsireny na velkej Casti juznej Afriky vratane
vychodného a zdpadného Kapska, provincii KwaZulu-Natal a Mpumalanga, dalej
v tropickej Azii a juznej Indii. Rastie pozdiz lesnych okrajov najmi na brehoch riek, na
skalnatych stanoviStiach a travnatych porastoch. Rastlina je I'ahko kultivovatel'na, odol-
néa voci suchu, rychlo rastica, dosahujiica vysku 2 — 5 m a Sirku 1,5 m. Zaklad rastliny
tvori zhrubnuta drevnata vetvena byl’ so svetlohnedou Stvorhrannou stonkou a mladymi
nezrelymi sivozelenymi stonkami. Listy st protistojné, stopkaté, podlhovasté so zubka-
tym okrajom. Kvety st oranzovej, marhulovej alebo bielej farby, vyrastaju v zhlukoch.

Plod je 2 mm tvrdka®”-,
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Mnoho rokov sa vyuziva v tradicnej medicine ako napriklad liek pri vysokom
krvnom tlaku, kasli alebo bolesti hlavy. Listy a kvety rastliny sa tradi¢ne faj¢ia kvoli
zmierneniu epilepsie a ¢iastoéného ochrnutia®”-*,

Hlavnymi zluceninami ndjdenymi v rastline st terpenoidy, najmé labdanové di-
terpény (leoleorin A — J, leonurun, marubiin, premarubiin), monoterpény (o-pinén, li-
monén, B-ocimén, p-cymén), seskviterpény (-karyofylén, karyofylén oxid, a-humulén).
Fytochemické analyzy preukazali tiez pritomnost’ trieslovin, alkaloidov (leonurin), ste-
roidnych a triterpenoidnych saponinov, flavonoidov (luteolin, luteolin 7-O-glukozid,
apigenin, vitexin), chinénov pri skimani etanolového, acetonového a vodného extraktu
z roznych &asti rastliny®*-*.

Biologické a farmakologické vlastnosti extraktov a izolovanych zlucenin zahfna-
ju antibakterialnu, antifungalnu, antiprotozoalnu, enzymy indukujicu, protizapalova
aktivitu a modulaciu funkcie imunitnych buniek. Vodnému extraktu z listov sa tieZ pri-
pisuje antikonvulzivna, antidiabetickd, protizapalova, antioxidac¢nd, anthelminticka ak-
tivita*®4!,

Extrakty z Leonotis vykazuji vplyv na CNS a ovplyviiujua rozne procesy. Pri tes-
tovani vdzbovej afinity izolovanych zlicenin na receptory v CNS niektoré zluceniny
inhibovali vizbu ligandu na 5-HTia a 5-HT3 serotoninové receptory, iné vykazovali
aktivitu na D; dopaminovom a H; histaminovom receptore, pricom modulacia dopami-
nergného systému je povazovana za dovod upokojujiceho ucinku dymu zo suchych
listov. Leoleorin F a leoleorin C inhibovali vdzbu na M3 acetylcholinové a o1 receptory.
Etanolovy extrakt listov vykazoval miernu inhibi¢na aktivitu vo¢i monoaminooxidaze
(ICso = 63 ng/ml) a vodny extrakt mal slabu neselektivnu a Specificku inhibiciu mono-

aminooxidazy’*3°.
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Obrazok 14 Leoleorin G
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3.3.3  Turnera diffusa Willd. ex Schult.

Cel'ad’: Passifloraceae

Obrazok 15 Turnera diffusa Willd. ex Schult.*?

Turnera diffusa, znama tieZ ako damiana, je opadavy ker dorastajuci do vysky 30 cm az
2 m. Vyskytuje sa v suchych a polosuchych oblastiach zapadnej Indie, Juznej Ameriky,
Mexiku a Spojenych Statoch americkych. Ovalno-kopijovité striedavé listy maji zubka-
ty okraj. Kvety su malé 8 az 12 mm dlh¢, tvorené piatimi ZItymi okvetnymi listkami,
ktoré vyrastaju v pazuchach vrchnych listov. Plodom je mala tobolka, ktora meria asi
5 mm a pri dozrievani uvolfiuje dve aZ Styri semend*.

V rdznych oblastiach sveta sa damiana pouZziva na rozne Gcely. Sthrne sa da po-
vedat’, Ze je Siroko pouzivanym tonickym a sexualnym stimulantom s dlhou tradiciou v
strednej Amerike, zatial’ ¢o inde sa Casto povazuje za U€innu proti chorobdm zaltidka
a cukrovky®.

Medzi hlavné bioaktivne zlozky Turnera diffusa patria flavonoidy (apigenin
7-O-glukozid, luteolin 8-C-glukozid, diosmetin 8-C-glukozid, pinocembrin), fenoly,
fenolové kyseliny a ich zli€eniny (maltol 3-O-glukozid, arbutin), kyanogénne gluko-
zidy (tetrafylin B), silice (1,8-cineol, oplopenon, kadalén, kubenol, B-karyofylén oxid,
tymol), seskviterpeniody (1-hydroxyeremofil-6,9-dien-8-6n a karyofylén epoxid), triter-
penoidy (skvalén a B-sitosterol), polyterpeniody (fikaprenol), mastné kyseliny, xantino-

vé derivaty, sacharidy*>*4.
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Experimentélne tdaje na podporu tradicného uzivania tohto druhu vykazuju po-
zitivnu biologicku aktivitu, a to napriklad antianxieticku, antidiabeticku, afrodiziakalnu,
gastroprotektivnu a hepatoprotektivnu. Neexistuju vsak ziadne dvojito zaslepené klinic-
ké studie na 'ud’'och, ktoré by sluzili ako kone¢ny dokaz prislusnej biologickej aktivity.
Jedinou publikovanou vedeckou stidiou vykonanej na I'ud’och, je preukazanie posobe-
nia damiany ako lieku proti obezite a ako vyrobku na zvySenie sexudlnej funkcie Zien,
kde vsak boli pritomné aj extrakty z inych rastlinnych druhov*.

Lie€ivé druhy rastlin st zdrojmi neuroaktivnych multi-target directed ligands
(MTDLs). Aj v tomto pripade, bola snaha aplikovat’ extrakty a izolované zluceniny na
prevenciu alebo aspon oneskorenie progresie velkej depresivnej poruchy
a neurodegenerativnych poruch ako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba. Bol preto
skamany fenolicky profil vodného extraktu z Turnera diffusa pomocou HPLC-DAD-
ESI/ MS", ktory preukdzal pritomnost’ luteolin 8-C-glukozidu, luteolin 6-C-
ketohexozidu, kvercetin 3-O-glukozidu, apigenin 7-O-glukozidu, derivatov luteolinu
a vykazoval neuroaktivny potencial inhibujuci MAO-A (ICso= 129,80+ 11,97 ng/ml),
AChE a BuChE (IC25= 0,352+ 0,011 a 0,370+ 0,036 mg/ml). Jeho inhibi¢na aktivita sa
hodnotila proti I'udskej rekombinantnej MAO-A, AChE a BuChE. Bola sledovana aj
schopnost’ extraktu posobit’ proti toxicite indukovanej glutaméatom pouzitim bunkove;j
linie Pudskych neuroblastdomov SH-SY5Y*.

Extrakt je tvoreny bohatou zmesou flavonoidov a ich derivatov, predovsetkym
derivatov luteolinu, ktorého C-glykozylacia zvySuje antioxidacné, antialzheimerovské
a antiflogistické pdsobenie. Flavonoidy patria medzi nadejné viaccielové zliCeniny
a v sucasnosti sa pouzivaju v terapii pri v€asnom zvladani neurodegenerativnych po-
ruch. Prispievaju k pozorovanej neuroaktivite, a to bud’ priamou inhibiciou CNS enzy-
mov alebo zniZenim intracelularnej tvorby reaktivnych foriem SH- SY5Y*346,

Monoaminooxiddzy, ktoré taktieZ zohravaji tlohu v metabolizme neurotransmi-
térov, predstavuji zaujimavé miesta posobenia vo farmakologickej terapii. Selektivne
inhibitory MAO-B sa pouzivaju pri liecbe Parkinsonovej choroby a ako kombina¢na
liecba pri terapii AD. Flavonoidy ako vyznamné sekundarne metabolity izolované
z damidny boli hodnotené na inhibi¢ni aktivitu proti l'udskym rekombinantnym
MAO-A a MAO-B, pri¢om akacetin 7-metyléter vykazal najsilnejSiu selektivnu inhibi-
ciu voc¢i enzymu MAO-B*.

Pri testovani cytotoxickej aktivity extraktov, frakcii a ¢istych zlucenin z damiany

proti bunkovym liniam mnohopocetného myelomu (NCI-H929, U266 a MM1S) sa zisti-
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lo, ze flavony ako napriklad apigenin, chryzin a luteolin blokuju katalyticku aktivitu
v nadorovych bunkéich a indukuji bunkovli smrt v bunkdch myelému. Naringenin
a apigenin 7-O-glukozid vykazovali najvyznamnejsie cytotoxické ucinky proti testova-

nym liniam*®.
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Obrazok 16 Apigenin 7-O-glukozid
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3.3.4 Hamelia patens Jacq.

Cel'ad: Rubiaceae

Obrazok 17 Hamelia patens Jacq.*

Hamelia patens znama tiez ako ,,firebush* alebo ,,scarlet bush* je ker, ktory zvycajne
dorasta do vySky 1,4 az 3m. Jeho pdvodnym vyskytom st stredoamerické
a juhoamerické tropické oblasti od juznej Floridy cez Mexiko a Zapadoindické stiostro-
vie po Braziliu a Argentinu. Vetvicky st oranzovo az fialovo sfarbené. Listy st proti-
stojné alebo praslenovité, kedy z jedného uzla stonky vyrastaju tri az $tyri listy, su jem-
ne chlpaté az lysé. Stopka je 1 az 3,5 cm dlha a ¢epel’ ma vajcovity az obrateno vajcovi-
ty elipticky tvar s ostrym alebo Spicatym vrcholom, je celistvookrajnd. Kvetenstvom je
vrcholi¢natd lata s trubkovitymi kvetmi, ktoré su 1,2 az 2,2 cm dlhé, oranzovo az Cerve-
no sfarbené. Plodom je bobul’a, gulovitého alebo eliptického tvaru, v zrelosti Cerveno az
gierno sfarbend™.

Fytochemické studie ukazali, Ze rastlina obsahuje flavonoidné glykozidy, nari-
rutin, kyselinu rozmarinova a niekol’ko alkaloidov ako su pteropodin, izopteropodin,
rumberin, palmirin, maruchin, d’alej alkaloidy — alkaloid A, tetrahydroalstonin, aricin,
hamelin, uncarin, speciofylin, efedrin. Niektor¢ alkaloidy st spajané s vplyvom na kon-

traktilitu myometria’'.
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Pri skiimani extraktov stoniek sa preukazala pritomnost’ sterolov a triterpenoidov
v petroléterovom extrakte a v chloroformovom extrakte pritomnost’ alkaloidov, glyko-
zidov, sterolov a triterpenoidov. Metanolovy extrakt preukédzal pritomnost’ alkaloidov,
sterolov, glykozidov, flavonoidov, trieslovin, proteinov a sacharidov™.

Rastliny sa pouzivaju v 'udovom liecitel'stve proti roznym chorobdm. Hamelia
sa pouziva v rastlinnej medicine na liecbu atletickej nohy, koznych 1ézii a ustipnutie
hmyzom, nervového $oku, reumatizmu, zapalu, bolesti hlavy, Giplavice a astmy>2.

Pouzitie rastliny v tradicnej medicine opraviiuje prave pritomnost’ polyfenolov,
flavonoidov a alkaloidov, pri¢om najvyssia koncentréacia fenolovych zlicenin v extrakte
sa ziskala pomocou rozpustadiel s vysokou polaritou. Vysoky obsah fenolovych zluce-
nin a vyznamna linedrna korelacia medzi hodnotami koncentracie fenolovych zluc¢enin
a antioxida¢nou aktivitou listov a stoniek naznacuju, ze tieto zliCeniny prispievaju
k silnej antioxidacnej aktivite™.

Prirodné bioaktivne zlu¢eniny, ako st fenoly a flavonoidy st vel'mi dolezitymi
rastlinnymi zlozkami vykazujucimi antioxidacnu aktivitu tym, Ze inaktivuju lipidové
volné radikaly a brédnia rozkladu pripadne pritomnych hydroperoxidov na voI'né radika-
ly. Je zndme, ze fenolové zluceniny maju biologické vlastnosti ako napriklad antioxi-
dacné, antikarcinogénne, chraniace pred kardiovaskularnymi chorobami, imunitnymi
alebo autoimunitnymi chorobami, dysfunkciou mozgu ako napriklad Parkinsonovou
a Alzheimerovou chorobou®>>?.

Metanolové extrakty z listov Hamelia patens boli testované na inhibiciu AChE,
enzymu ziskaného z mozgového homogenatu Danio rerio, sladkovodnej kaprovitej ry-
by. Hodnotenie aktivity AChE in vitro ukéazalo, ze metanolovy extrakt z Hamelia patens
znizil enzymovu aktivitu. Po pridani 0,5 ml extraktu sa zistilo, Ze enzymaticka aktivita
je 0,406 umol/min apridanie 0,6 ml extraktu ukdzalo enzymatickii aktivitu
0,184 pmol/min oproti kontrole vykazujtcej 2,47 umol/min. Test in vivo taktiez ukazal,
ze rastlinny extrakt znizuje enzymovu aktivitu. Po pridani 0,3 ml extraktu bola hodnota
aktivity 0,554 umol/min v porovnani s kontrolnou hodnotou. Rastlina je preto poten-
cialnym zdrojom AChE inhibitorov, ktoré moézu byt’ pouzité na lie€bu neurodegenera-
tivnych portich. Vyzaduja sa vSak d’alSie Stidie na urcenie konkrétnych zlucenin, ktoré

taku aktivitu vykazuja**.
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Obrazok 18 Izopteropodin
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3.3.5 Uncaria guianensis (Aubl.) J. F. Gmel.

Cel'ad: Rubiaceae

Obrazok 19 Uncaria guianensis (Aubl.) J. F. Gmel.>

Uncaria guianensis bezne znamy ako ,,garabato* je endemicky v amazdnskych regio-
noch Bolivie, Brazilie, Kolumbie, Ekvadoru, Guyany, Francuzskej Guyany, Peru, Suri-
name a Venezuele®. Rastlina, ktora rastie ako $plhava liana dorasta az do 10 metrovej
dizky, na baze listov mé tenké zahnuté tine viac ako 180°. Listova ¢epel je vajcovitého
az eliptického tvaru, obojstranne lysa. Kvetenstvo dosahuje v priemere 1,4 — 3 cm, kve-
ty ulozené na stopkach maju lievikovity kalich a korunu Zlto sfarbent, neskor docerve-
na. Semen4 st podlhovastého tvaru s kridlom>”.

Pouziva sa v domorodych populaciach na liecbu astmy, artritidy, dermatitidy,
cukrovky, gastritidy, zdpalu urogenitdlneho traktu, naddorov a vredov. Farmakologické
studie potvrdili protinadorové, antidiabetické, antimikrobidlne, protizapalové, antioxi-
daéné, antiparkinsonické a imunostimulaéné U€¢inky extraktov, priCom tieto vlastnosti sa
pripisuju pritomnosti pentacyklickych oxidolovych derivatov, najmd mitrafylinu
a izomitrafylinu®.

Pri skimani fytochemického zloZenia rastlin rodu Uncaria sa zistilo, ze medzi

najvyznamnejSie zluCeniny patria alkaloidy. Vynimkou nie je ani Uncaria quianensis,
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ktorej hlavnymi bioaktivnymi zlozkami st indolové alkaloidy. Tie sa d’alej klasifikuju
ako tetracyklické oxidolové alkaloidy a pentacyklické oxidolové alkaloidy. Patri tu na-
priklad rhynchofylin, rhynchofylin N-oxid, izorhynchofylin, izorhynchofylin N-oxid,
mitrafylin, mitrafylin N-oxid, izomitrafylin, izomitrafylin N-oxid, angustolin, dihyd-
rocorynantein, hirsutin, pteropodin (uncarin C), izopteropodfin (uncarin E)*®. Izolovali
sa aj iné zlozky, a to pentacyklické triterpény ursanového typu, flavonoidy, fenoly, fe-
nylpropanoidy”’.

Uncarin C a E boli izolované z kory Uncaria guianensis vramci systematického
hl'adania potencidlnych protinddorovych latok z rastlin. Uvadza sa, ze obe zluCeniny
vykazujii slabu, ale reprodukovatelni cytotoxicitu pre niekol’ko bunkovych linii
a aktivitu pre RS322 a RS321 kvasinkovych testov®.

Terapeutické ucinky rastlin Uncaria na choroby centralneho nervového systému
boli Siroko prestudované in vitro a in vivo metddami. Pri skimani posobenia extraktov
proti AD sa zistilo, Ze izorhynchofylin mdze zlepSovat’ deficit pamaiti zlepSenim antio-
xidacného a protizdpalového tu¢inku na mozgové tkaniva mySi indukovanych
D-galaktézou. Ako d’al§i mozny terapeuticky pristup je modulacia neurotoxicity indu-
kovanej B-amyloidnym peptidom na zmiernenie nastupu a progresie AD, pricom sa zis-
tilo, Ze alkaloidy rhynchofylin a izorhynchofylin maji ochrannu aktivitu proti neuréno-
vej toxicite indukovanej B-amyloidmi, ktora je vysledkom inhibicie vnutrobunkového
pretazenia vapnikom a fosforylacie t-proteinu®.

Pre zabezpecenie G¢innosti a bezpecnosti pri klinickom pouziti je potrebny d’alsi
vyskum biologickych zlucenin, farmakologickych mechanizmov a toxicity rastlin rodu

Uncaria®®.

Obrazok 20 Rhynchofylin
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3.3.6 Allamanda cathartica L.

Celad’: Apocynaceae

Obrazok 21 Allamanda cathartica L.

Allamanda cathartica znama aj ako ,,zlatd trubka* je drevnaty popinavy vzdyzeleny
krik rastaci az do vysky 6 metrov, patriaci do ¢elade Apocynaceae. Povodnym vysky-
tom su tropické oblasti pocinajic Strednou Amerikou az po Braziliu. Listy su eliptické
az obrateno vajcovité, protistojné alebo ulozené v praslenoch. Kvety su zltej farby
s lievikovitym tvarom korunnej rurky, patpocetné, maji podobnu velkost ako listy.
Plodom je tobolka s pichliaémi, semena st okridlené®"-%?, V tradi¢nej medicine sa pou-
ziva ako lie€iva rastlina na uzdravenie roznych chordb, najmi zltacky a malérie, kvety
sa pouzivaji ako laxativum®,

Pocetné fytochemické vyskumy poukazali na pritomnost’ sekundarnych metabo-
litov z extraktov listov, kvetov, stoniek, stonkovej kory, koretiov a vyhonkov. Prikla-
dom st fenoly (glabridin), flavonoidy (epikatechin, naringenin, kempferol), alkaloidy
(chinolin-3-ylamin, heptandiamid), steroidy (B-sitosterol), terpény (skvalén, lutein,
B-amyrin, vitamin E, B-karotén), laktony (allamandin, plumericin, izoplumericin, acety-

lallamandin, allamdin, allamandicin), ako aj saponiny, antrachinény, kumariny®'3.
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Rozne Studie potvrdili, Ze extrakty a u€inné latky izolované z Allamanda cathar-
tica vykazuju viaceré farmakologické Gcinky. Pri identifikécii terapeutického potencialu
boli odhalené analgetické, protizdpalové, antidepresivne, antidiabetické, trombolytické,
antihyperlipidemické, antimikrobidlne, antimalarické a antioxida¢né vlastnosti, d’alej
lie¢ba neplodnosti a podpora hojenia ran®.

Rastlina sluzi ako bohaty zdroj iridoidov izolovanych z koreniov, ktoré su hlav-
nym zdrojom sekundarnych metabolitov. Uvadza sa, Zze maji antileukemické
a antivirusové vlastnosti. Okrem toho, listom a stonkdm sa pripisujii adstringentné
a antimikrobidlne Gc¢inky. In vitro §tdie podporili jeho pouzitel'nost’ proti 'udskym kar-
cindomovym bunkam nosohltanu, zatial’ Co in vivo Studie etanolového extraktu z korena
vykazovali aktivitu proti P-388 leukémii u my3i®*.

Pri skiimani antimikrobidlneho potencialu petroléterového, etylacetatového
a metanolového extraktu korenov testovanych in vitro, etylacetatovy extrakt ukéazal naj-
SirSie spektrum aktivity ako schopny inhibicie gramnegativnych a grampozitivnych or-
ganizmov pouzitych v Studii. Metanolovy extrakt tieZ vykazoval silnii antibakteridlnu
aktivitu. Tieto dva extrakty sa preukazali ako nositelia dobrych antibakterialnych G¢in-
kov, mdzu preto sluzit' na rozvoj novych antibakterialnych 1atok®.

Vyhodou vicsiny netoxickych prirodnych antioxidantov su ich netoxické vlast-
nosti, lepSia tolerancia a bezpecnost. Zistilo sa, ze najvysSie hodnoty enzymatickych
antioxidantov ako su peroxidaza, superoxid dismutaza, kataldza a celkovy obsah feno-
lov boli pozorované v korefioch oproti ostatnym c¢astiam rastliny. Vysoky antioxidacny
potencial koretov Allamanda cathartica mdze byt vyuzity pri liecbe réznych chordb,

ktoré sprevadza oxidacny stres®.

O

Obrazok 22 Allamandicin
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3.3.7 Morinda citrifolia L.

Cel'ad: Rubiaceae

Obrazok 23 Morinda citrifolia L.”°

Morinda citrifolia znama ako ,,Noni*“ si kriky alebo malé stromy Siroko rozSirené
v tropickej a subtropickej oblasti Pacifiku. Ako jej povod sa uvadza tropicka Azia alebo
Polynézia. Listy su celistvookrajové, lesklé, protistojné, vajcovitého tvaru. Drobné biele
kvety vytvaraju charakteristické sukvetie, hlavku. Plodmi st zlté kostkovice tvoriace
nepravy plod®”-68,

Sluzi ako jeden z najvyznamnejSich zdrojov tradi¢nej mediciny pre miestnych
obyvatelov. Stava Noni moze pomdct’ predchadzat’ zhubnému bujneniu a inym choro-
bam a udrziavat’ tak dobry zdravotny stav. Korene, kora, listy, kvety a plody sa tradi¢ne
pouzivajui v l'udovom liecitel'stve na liecbu chordb ako je cukrovka, hypertenzia, nado-
rové ochorenie®®.

Rastlina obsahuje sekundarne metabolity, ktorym sa pripisuju antibakterialne,
antivirusové, protiplesiiové, protinadorové, anthelmintické, analgetické, hypotenzivne,
protizépalové a imunitu posilitujice vlastnosti. Okrem ovplyvnenia celkového zdravia

sa pouziva aj na prevenciu chorob postihujicich kozu, mozog, traviaci trakt, srdce, pe-
Fytochemické Stadie potvrdili obsah Sirokého spektra sekundarnych metaboli-

tov. V listoch boli identifikované zluceniny ako st flavonoidy (kvercetin), iridoidy (cit-

rifolinozid B), lignany (amerikanin A). steroly (B-sitosterol), kumariny (skopoletin),
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triterpenoidy (ursolova kyselina). V rastlinach bola zistena aj pritomnost’ alkaloidov,
saponinov, fenolov, anthrachinénov, katechinov®®7°,

V extrakte z listov Morinda citrifolia sa skimali antileukemické mechanizmy na
Pudskych leukemickych Jurkat bunkach a u leukémiou nakazenych BALB/c mysi. Ex-
trakt Standardizovany na (-)-epikatechin a skopoletin, v zavislosti od davky u mysi, zni-
zoval hladiny myeloblastov krvi a kostnej drene. Extrakt sposobil apoptézu nadorovych
buniek, potlacenie zapalu a angiogenézy. Obsahové latky listov zmiernuju leukémiu
vplyvom zmeny regulacnych mechanizmov bunkového rastu v kostnej dreni a v obeho-
vom systéme leukemickych zvierat modifikovanim signalnych drah’’.

Pozorovania na skopolaminom navodeného poskodenia pamiti naznacuju, Ze ex-
trakty plodov Morinda citrifolia moézu byt pouzité pri zlepSovani pamiti. Merali sa
ucinky etanolového extraktu a jeho frakcii v koncentraénom rozmedzi 5 — 400 pg/ml
pomocou in vitro testov vykonanych na homogenate mozgu mysi. Etanolovy extrakt
plodov a jeho etylacetatova frakcia obsahovali rutin, skopoletin a kvercetin, chlorofor-
mova frakcia obsahovala rutin a skopoletin. Tieto boli u¢inné pri amnézii navodene;j
skopolaminom, zatial’ ¢o butanolova frakcia obsahujuca len rutin nemala ziadny ucinok.
Antiamnesticky u¢inok extraktov sa da pripisat’ pritomnosti r6znych fytokomponentov
s neuroprotektivnymi vlastnost’ami. Zistila sa linearna koreldcia medzi koncentraciou

aktivnych zloZiek a efektom zlepsenia pamiiti’?.
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Obrazok 24 Amerikanin A
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 VSeobecné metody

4.1.1 Priprava a cCistenie rozpustadiel

Vsetky rozpustadla pouzivané pre pripravu extraktov boli precistené destilaciou ko-
mercnych rozpustadiel. Po zachyteni a odstraneni destilacného predku bola odobrana
hlavné frakcia podla tabelarne uvedenej teploty varu, ktora predstavovala max. 90 %
objemu rozpuitadla. Cisté rozpustadla boli uchovavané v hnedych zasobnych nado-

bach.
4.1.2 Odparovanie rozpustadiel z extraktov a ich uchovavanie

Etanolové extrakty ziskané extrakciou vzoriek drog boli odparené pomocou rotacnej
vakuovej odparky Biichi Rotavapor R-114 za zniZen¢ho tlaku (~ 10 mmHg) na vodnom
kupeli s teplotou do 40 °C do potrebnej konzistencie, ako je uvedené pri postupe ana-
Iyzy extraktov.

Malé mnozstva zahustenych extraktov pre stanovenie biologickej aktivity boli
prevedené Pasteurovou pipetou do injekénych ampuliek tak, aby sa vyslednd hmotnost’
odparku pohybovala vrozmedzi 3 — 8 mg ukazdého typu extraktu (sumarneho
a etylacetatového). Tento zahusteny extrakt bol odpareny pri max. 50 °C na vodnom
kupeli v prade dusika. Uplné vysusenie tychto extraktov v ampulkach bolo vykonané vo
vakuovom exikatore nad silikagélom (~ 10 mmHg) pocas 24 hodin. Potom bol do am-

puliek vpusteny argon, ampulky zatavené a uchovavané do doby analyzy pri -22 °C.

4.2 Potreby

4.2.1 Rozpustadla a chemikalie pre pripravu extraktov a detekciu na TLC

Acetanhydrid ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C4HO5)
Amoniak 25% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (NHsOH)
Dietyléter p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (Et20)

Dusi¢nan bizmutity €. (Lach-Ner, Neratovice) (Bi(NO3)3)
Dusitan sodny €. (Lach-Ner, Neratovice) (NaNO3)
Etanol 95% (Lihovar Chrudim, Chrudim) (EtOH)
Etylacetat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (EtOAc)
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Fast Blue B (Lach-Ner, Neratovice)

Hexakyanozelezitan draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (K3FeCNp)
Hydroxid draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (KOH)

Hydroxid sodny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (NaOH)

Chlorid Zelezity bezvody ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (FeCls)
Chloroform p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CHCI;)

Jodid draselny ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (KI)

Kyselina chlorovodikova 35% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCI)
Kyselina mravéia 85% &. (Ing. Svec — Penta, Praha) (HCOOH)
Kyselina sirova 96% p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (H2SOx)
Kyselina sulfanilova p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C¢H7NO3S)
Kyselina trifluéroctova p. a. (Sigma-Aldrich, Praha) (CF3COOH)
Kyselina p-toluénsulfonova monohydrat &. (Ing. Svec — Penta, Praha)
Kyselina vinna p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (C4HsOs)

Metanol p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (MeOH)

Metyletylketon ¢&. (Ing. Svec — Penta, Praha) (C4HsO)

Siran sodny bezvody ¢. (Lach-Ner, Neratovice) (Na>SO4)

Toluén p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsCH3)

Vanilin ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (CsHsO5)

Uhli¢itan sodny bezvody ¢. (Ing. Svec — Penta, Praha) (Na2CO3)

4.2.2 Chemikalie a material pre stanovenie cholinesterazovej aktivity

Chemikalie:

Acetyltiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (ATChI)

Butyryltiocholin jodid p. a. (Sigma Aldrich, Praha) (BuTChl)

Dihydrogenfosforecnan draselny bezvody p. a. (Lach-Ner, Neratovice) (KH2POs)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat p. a. (Ing. Svec — Penta, Praha)
(NaH2PO4 . 2H,0)

Dimetylsulfoxid p. a. (Sigma Aldrich, Nemecko) (DMSO)

5, 5'-Ditiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98% (Sigma Aldrich, Praha) (DTNB)
Hydrogenfosfore¢nan disodny bezvody p. a. (ing. Svec — Penta, Praha) (Na,HPOx)
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Reakéné roztoky:

Roztok SmM DTNB: roztok bol pripraveny priamym rozpustenim navazené¢ho mnoz-
stva DTNB v takom mnozstve 100mM fosfatového pufru pH 7,4, aby vznikol SmM
roztok. Roztok je slabo Zltej farby. Cinidlo bolo uchovavané v chladni¢ke pri 4 °C po

dobu max. 1 tyzdna.

Roztok 10mM ATChI: roztok bol pripraveny rozpustenim odpovedajuceho mnozstva
latky vo vode, aby bola dosiahnuta koncentracia 10 mM a roztok zostal &iry. Cinidlo

bolo uchovavané v chladnicke pri 4 °C po dobu max. 1 tyzdia.

Roztok 10mM BuTChI: roztok bol pripraveny rozpustenim odpovedajiiceho mnozstva
latky vo vode, aby bola dosiahnuta koncentracia 10 mM a roztok zostal &iry. Cinidlo

bolo uchovéavané v chladnicke pri 4 °C po dobu max. 1 tyzdia.

Pufre:

100mM Fosfatovy tlmivy roztok s pH 7,4 bol pripraveny zmieSanim 57 ml roztoku A,
243 ml roztoku B a 300 ml vody. Zasobny roztok A je 200mM roztokom NaH>POj4 (1
liter roztoku obsahuje 24,0 g NaH>POs). Zasobny roztok B je 200mM roztokom
NaxHPO4 (1 liter roztoku obsahuje 28,4 g Na,HPOy).

Biologicky material:

Enzymy boli pripravované rekombinantnou technoldgiou na Katedre chémie, Prirodo-
vedeckej fakulty, Univerzity Hradec Kralové. Koncentrat enzymov v tlmivom roztoku,
ktory bol uchovavany pri -22 °C bol v c¢as potreby ponechany na rozmrazenie
v chladnicke pri 4 °C a nariedeny 100mM fosfatovym tlmivym roztokom s pH 7,4 tak,
aby hodnota absorbancie bola pre AChE 0,08 — 0,15 a pre BuChE 0,15 — 0,20.

4.2.3 Detekcné cinidld”?

D 1 Amoniak
detek¢né Cinidlo: pary 25% roztoku amoniaku

Suchy chromatogram sa pozoruje v ultrafialovom Ziareni.
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D 2 Diazoniové ¢inidlo

detek¢ny roztok I: 0,5% vodny roztok soli Fast Blue B
detekény roztok II: 0,1M roztok hydroxidu sodného

Najprv sa postrieka detek¢nym roztokom I, potom II.

D 3 Dragendorffovo ¢inidlo

roztok A: 1,7 g zésaditého dusi¢nanu bizmutitého a 20,0 g kyseliny vinnej sa rozpusti
v 80 ml vody

roztok B: 16 g jodidu draselného sa rozpusti v 40 ml vody

zasobny roztok: roztok A a roztok B sa zmieSaju v pomere 1:1

detek¢ény roztok: 5 ml zasobného roztoku sa pridd k roztoku 10 g kyseliny vinnej

v 50 ml vody

D 4 Ferrikyanid draselny

roztok A: 1% vodny roztok hexakyanoZelezitanu draseln¢ho
roztok B: 15% roztok hydroxidu sodného
detek¢ny roztok: 1,5 ml roztoku A sa zmieSa s 20 ml vody a prida sa 10 ml roztoku B

Vysuseny chromatogram sa deteguje v ultafialovom ziareni.

D 5 Hydroxid draselny

detekény roztok: 5% metanolovy roztok hydroxidu draseln¢ho

Suchy chromatogram sa skontroluje v ultrafialovom Ziareni.

D 6 Chlorid zelezity

detekény roztok: 1 — 5% roztok chloridu Zelezitého v 0,5M kyseliny chlorovodikovej

D 7 Liebermann-Burchardove &inidlo

detekény roztok: 5 ml acetanhydridu sa zmieSa s 5 ml koncentrovanej kyseliny sirovej
a tato zmes sa prida do 50 ml etanolu

Zahrieva sa 10 mintt pri 100 °C. Fluorescen¢né Skvrny sa pozoruju pri UV ziareni.

D 8 Paulyho ¢&inidlo

detek¢ny roztok: 4,5 g sulfanilovej kyseliny sa rozpusti v 45 ml 12M kyseliny chloro-
vodikovej a doriedi sa vodou do 500 ml; k 10 ml tohto roztoku sa pridd 10 ml 4,5%

46



vodného roztoku dusitanu sodného; vysledné ¢inidlo sa uchovava 15 minuat pri 0 °C

a tesne pred pouzitim sa prida rovnaky objem 10% vodného roztoku uhli¢itanu sodného

D 9 p-Toluénsulfonova kyselina

detekény roztok: 20% roztok p-toluénsulfénovej kyseliny v chloroforme

Zahrieva sa niekol’ko minut pri 100 °C. Skvrny fluoreskuju v UV Ziareni.

D 10 Vanilin-sirova kyselina

detek¢ny roztok: k 100 ml 3% roztoku vanilinu sa prida 3 ml 96% kyseliny sirovej

Zahrieva sa 7 mintut pri 110 °C.

4.2.4 Pomocné latky

Kremelina Celite C 535 John’s Manville (Sigma-Aldrich CZ)
Argon 5.0 (Linde Gas, Hradec Kralové)
Dusik 5.0 (Linde Gas, Hradec Krélové¢)

Filtra¢na tkanina vlizelin

4.2.5 Vyvijacie sustavy pre TLC a chromatografické adsorbenty

Vyvijacie sustavy (pre TLC):

Si: chloroform+etylacetat+toluén+kyselina trifluoroctova (40:30:30:0,1)

S»: etylacetat+metyletylketon+kyselina mravcia+voda (10:7:2:1)

Chromatografické adsorbenty (pre TLC):
Komercné dosky so silikagélom Merck: TLC Silikagél 60 Fass4 (fa Merck)

4.2.6 Pristroje a dalsie potreby

Kupel ultrazvukovy Sonorex HP (Fisher Scientific, Pardubice)
Mikrodosticky Nunc, 96jamkové, prirodné, dno U, nesterilné
Minitrepacka IKA MS3 (+ nastavec pre mikrodosticky)
Mlyncek IKA A10 (Fisher Scientific, Pardubice)

Odparka vakuovéa Biichi Rotavapor R-114

Pipeta nanaSacia pre TLC kalibrovana

Pipety automatické Eppendorf (Fisher Scientific, Pardubice)
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Spektrofotometer Reader Bios 11

Statisticky program GraphPad Software Prism7, San Diego, USA
Vahy analytické AET 100-5M (Fisher Scientific, Pardubice)

4.2.7 Vzorky morfologickych casti rastlin

Tabul’ka 1 Povod pouzitych suchych morfologickych casti rastlin

C. vzorky Taxon Morfol. Zdroj
Cast’

AL-603 | Annona muricata L. list Fy Petra Olivova, Lednice

AL-657 | Leonotis leonurus (L.) R. | vnat v | ZLR, Farm. fakulta UK, Hr. Kralové
Br. kvete

AL-670 | Turnera diffusa Willd. vnat Amazon.com (Amazon Herbs), USA
Ex Schult.

AL-671 | Hamelia patens Jacq. vnat’ Amazon.com (Amazon Herbs), USA

AL-672 | Uncaria guianensis kora Amazon.com (Amazon Herbs), USA
(Aubl.) J. F. Gmel.

AL-673 | Allamanda cathartica L. korefi | Amazon.com (Amazon Herbs), USA

AL-676 | Morinda citrifolia L. list Amazon.com (Amazon Herbs), USA

4.3 Priprava sumarneho a alkaloidného extraktu

4.3.1 Priprava sumarneho (etanolovéeho) extraktu

Suchd rastlinna Cast’ bola rozomletd na Casti s velkostou 1 — 2 mm. Do Erlenmayerove;j

banky bola vsypana navaZena rozomletd droga (5 — 10 g), ktora bola preliata 95% eta-

nolom (w/v pomer 1 : 7 az max. 1 : 20 v pripade vel'mi l'ahkej drogy, inak podl'a potre-

by) tak, aby droga bola celd ponorena a nad fiou boli aspont 3 cm kvapaliny. Do banky

bol vloZeny varny kamienok a droga bola podrobend varu pod spitnym chladicom vo

vodnom kupeli 15 minat od okamihu zaciatku varu. Po tejto dobe bola banka vybrata

z vodného kupel’a a ponechand asi 15 minuat schladnat. Droga sedimentovala a tekutina

bola prefiltrovana cez filter z vlizelinu (filtrat nemusi byt ¢iry). Toto vyvarenie bolo

dvakrat opakované.
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Nasledne bolo k usadenine v banke pridané také mnozstvo etanolu, aby tato usa-
denina bola prave prekryta rozpastadlom. Zmes bola sonikovand 10 minat pri normal-
nej teplote a stupni sonikacie 10 v ultrazvukovom kupeli. Zmes bola opét’ prefiltrovana
cez vlizelin ako v predchéddzajucich pripadoch. Spojené filtraty boli nakoniec sfiltrované
cez vrstvu neutrdlnej kremeliny (cca 5 — 10 cm) vo filtraénom tubuse. Ciry filtrat bol
zahusteny asi na desatinu objemu. Do odvazenej ampulky bolo Pasteurovou pipetou
odobratého tol’ko roztoku, aby po odpareni vazil odparok cca 3 — 8 mg (nutny len od-
had). Po odpareni boli ampulky s odparkami vysuSené v exikatore (vid’. vSeobecné po-
stupy).

Zvysok, t. j. hlavna Cast’ zahusteného etanolového extraktu v banke bola zahus-
tend do riedkeho stavu, bolo pridan¢ho cca 10 ml vody. Na odparke bol odpareny zvy-
Sok liehu. Vznikol viskézny extrakt, ktory bol d’alej spracovany. Tento typ extraktu sa
oznacuje ako A (alkoholovy extrakt).

4.3.2 Priprava alkaloidného (etylcetatového) extraktu

Viskozny extrakt bol zmieSany s 10 — 20 ml 2% HCI (podl'a mnoZstva odparku). Banka
so suspenziou bola umiestnena do ultrazvukového kupel'a a bola sonikovanad pri nor-
malnej teplote a stupni sonikécie 10, pokial’ bola vytvorena stabilnd suspenzia (1 — 2
minuty). Tato suspenzia bola prefiltrovand cez maly tubus a nizku vrstvu neutralnej
kremeliny (cca 5 mm). Banka bola vyplachnuta 10 ml vody, tento vyplach bol sfiltrova-
ny cez rovnaky tubus a kyslé filtraty boli spojené.

Ciry kysly filtrat bol zriedeny vodou na objem 40 — 50 ml a 2x vytrepany Y
svojho objemu predestilovanym  a nestabilizovanym éterom. Eterova vrstva
s necCistotami bola po vytrepani ostro oddelena a nasledne odstranend. Vodna kysla vrst-
va bola zalkalizovana 10% Na,CO; na pH cca 9 — 10 (univerzadlny pH papierik)
a vytrepana 3x % svojho objemu predestilovanym etylacetatom. Vytrepky boli spojené
a v zabrusenej banke bolo k organickej vrstve pridané malé mnozstvo (2 — 5 g) bezvo-
dého NaxSO4 obsah banky bol pretrepany a ponechany susit’ cca 30 minut. Etylacetatova
faza bola sfiltrovana vo filtracnom tubuse cez malu vrstvu celuldzovej vaty a Ciry filtrat
bol odpareny za zniZenej teploty a tlaku. Odparok bol zvaZeny a rozdeleny do ampuliek
po cca 5 mg, odpareny a vysuseny zvycajnym sposobom. Tento typ extraktu sa oznaci

ako E (etylacetatovy).
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4.4 Kyvaltitativna analyza oboch druhov extraktov na skupinové typy

sekundarnych metabolitov (tenkovrstvova chromatografia)

Oba typy extraktov (sumarne, A a etylacetatové, E) boli podrobené tenkovrstvovej
chromatografii na hlavné typy sekundarnych metabolitov, ktoré su u jednotlivych taxo-

nov uvadzané.

Tabul’ka 2 Pouzité ¢inidla pre réimcovu detekciu sekundarnych metabolitov

Cinidlo Detekuje sekundarne metabolity
Amoniak Flavonoidy, kumariny
Diazoniové ¢inidlo Fenoly
Dragendorffove ¢inidlo Alkaloidy
Ferrikyanid draselny Fenoly
Hydroxid draselny Antrachindny, kumariny
Chlorid zelezity Fenoly, redukujuce latky
Liebermann-Burchardove ¢inidlo | Steroidy, triterpény
Paulyho ¢inidlo Fenoly
p-Toluénsulfonova kyselina Steroidy
Vanilin-sirova kyselina Fenoly, flavonoidy, kumariny, silice, steroidy

Analyza bola vykonavana na komercénych doskach so silikagélom Merck: TLC
Silikagél 60 Fas4 (fa Merck) v sustavach S; a Sy v nasytenych komorach, deliaca draha
7,5 cm. Pre analyzu bol pouzity 2% roztok suchych extraktov v 95% etanole, nandSanie
bolo vykonané v prizku dizky 1 cm a objemu 50 pl. Po naneseni roztoku vzorku bol
pruzok vysuseny v prude vzduchu normalnej teploty a po niekolkych minttach bola
doska vyvinutd. Vyvijanie v sustave Si: extrakt A — 95% EtOH vyvijany dvakrat
a extrakt E — EtOAc vyvijany trikrat. Vyvijanie v ststave Sy: extrakt A — 95% EtOH
vyvijany dvakrat a extrakt E — EtOAc vyvijany dvakrat.
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Na dosky boli nanasané vzorky extraktov v tomto poradi:
AL-603 Annona muricata L.

AL-657 Leonotis leonurus (L.) R. Br.

AL-670 Turnera diffusa Willd. ex Schult.
AL-671 Hamelia patens Jacq.

AL-672 Uncaria guianensis (Aubl.) J. F. Gmel.
AL-673 Allamanda cathartica L.

7. AL-676 Morinda citrifolia L.

AN o e

Po vybrati a iplnom vysuseni adsorbentu na doske bola vykonana najprv detekcia pod

UV A =254 a 366 a nésledne postrek jednotlivymi Cinidlami.

4.5 Stanovenie AAChE a ABuChE inhibicie

ICs0o hodnota bola stanovend pomocou Ellmanovej spektrofotometrickej metody
s pouzitim 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoovej kyseliny (DTNB) pri A = 412 nm. Pocas sta-
novenia bol sledovany nérast absorbancie za 1 minutu. Hodnoty 1Cso boli vypocitané zo
ziskanych hodndt poklesu aktivity AChE alebo BuChE nelinearnou regresiou pomocou
programu GraphPaD Prism. Ziskané inhibi¢né aktivity 1Cso AChE a ICso BuChE pre
jednotlivé latky boli porovnavané s inhibicnymi aktivitami znamych inhibitorov choli-
nesterdz — galantaminom (ICso, AZAChE = 1,710 = 0,065 uM; ICso, ABuChE = 42,301
+ 0,065 pM) a berberinom (ICso, FPAChE = 0,705 + 0,104 uM; 1Cso, ABuChE = 30,721
+ 3,492 uM). Inhibicia bola prepocitana na percenta podl'a vzorca:
% I=100- (100x (AABL )/ (AAsa))

% I - percento inhibicie; AApL — pokles absorbancie slepej vzorky za 1 minutu; AAsa—
absorbancia testovanej vzorky za 1 minutu.

Najskor sa vykonalo screeningové meranie, pri ktorom boli vSetky extrakty me-
rané iba pri koncentracii 2,0 mg/ml, t. j. 0,05 mg/ml koncentracia v jamkéach po pridani
¢inidiel pre meranie aktivity. V extraktoch, ktoré by vykazovali pri tejto koncentracii
inhibi¢ny potencial vyssi ako 50 % by bola stanovena ICso. V extraktoch, ktoré mali
percentny inhibi¢ny potencidl niz8i ako 50 % sa nezistovala ICso, pretoZe tieto extrakty

boli malo aktivne.
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4.5.1 Metodika predbezného testu

Do mikrotitracnej dosticky bolo sucasne vedla seba do 3 jamiek napipetovaného 8,3 pl
roztoku enzymového preparatu a 283 ul roztoku DTNB. Tento postup bol opakovany
do 2 rad pod sebou. Do prvej rady bolo napipetované¢ho 8,3 ul roztoku extraktu
s koncentraciou 2,0 mg/ml respektive 0,05 mg/ml (koncentracia v jamkach). Do druhe;j
rady bol pridany iba DMSO (8,3 pul).

Dosticka bola umiestnend do minitrepacky, kde pocas 1 minuty prebehla homo-
genizacia. Potom bola inkubovana v readeri po dobu 5 minut. Po vybrati bolo rychlo do
kazde; jamky pridaného 33,3 pl roztoku substratu (10mM ATChI alebo 10mM
BuTChl). Dosticka bola asi 10 sekund pretrepand, vloZzena do pristroja a po 2 mintutach

pri A =412 nm bola od¢itana inhibicia v percentach.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky kvalitativnej analyzy extraktov na skupinové typy se-

kundarnych metabolitov

Poradie nanaSania extraktov:
1. AL-603 Annona muricata L.

AL-657 Leonotis leonurus (L.) R. Br.
AL-670 Turnera diffusa Willd. ex Schult.
AL-671 Hamelia patens Jacq.
AL-672 Uncaria guianensis (Aubl.) J. F. Gmel.
AL-673 Allamanda cathartica L.
7. AL-676 Morinda citrifolia L.

AN

Vyvijacie sustavy pre TLC:
Si: chloroform+etylacetat+toluén+kyselina trifluoroctova (40:30:30:0,1)
S»: etylacetat+metyletylketon+kyselina mravcia+voda (10:7:2:1)

D 1 Amoniak

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 1 Amoniak

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

D 1 Amoniak

Si (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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D 1 Amoniak

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 2 Diazoniové ¢inidlo

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 2 Diazoniové ¢inidlo

Si1 (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)

D 3 Dragendorffovo ¢inidlo

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

56



D 3 Dragendorffovo ¢inidlo

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 4 Ferrikyanid draselny

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 4 Ferrikyanid draselny

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

D 4 Ferrikyanid draselny

Si (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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D 4 Ferrikyanid draselny

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 5 Hydroxid draselny

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 5 Hydroxid draselny

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

D 5 Hydroxid draselny

Si (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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D 5 Hydroxid draselny

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 6 Chlorid Zelezity

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 6 Chlorid Zelezity

Si1 (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)

D 7 Liebermann-Burchardove ¢inidlo

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

62



D 7 Liebermann-Burchardove ¢inidlo

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

D 7 Liebermann-Burchardove ¢inidlo

Si (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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D 7 Liebermann-Burchardove ¢inidlo

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 8 Paulyho ¢inidlo

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 8 Paulyho ¢inidlo

S1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 9 p-Toluénsulfonova kyselina

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

65



D 9 p-Toluénsulfonova kyselina

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)

D 9 p-Toluénsulféonova kyselina

Si (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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D 9 p-Toluénsulfonova kyselina

Si1 (extrakt E — EtOAc) S> (extrakt E — EtOAc)

D 10 Vanilin-sirova Kkyselina

S (extrakt A — 95% EtOH) S, (extrakt A — 95% EtOH)
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D 10 Vanilin-sirova kyselina

Si1 (extrakt E — EtOAc) S, (extrakt E — EtOAc)
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5.2 Vysledky inhibi¢nej aktivity extraktov

Tabulka 3 Vysledky inhibicie

Typ extraktu*® Inhibicia #AAChE (A%) Inhibicia ABuChE (A%)
AL-670 E 9,95+1,22 19,35+ 1,74
AL-670 A 7,62 + 1,41 7,40 £ 2,19
AL-671 E 8,80 £ 3,17 30,98 + 2,47
AL-671 A 7,33 £ 1,51 11,63 £3,27
AL-672 E 7,29 +£2,02 6,67 +1,34
AL-672 A 8,13+ 1,56 16,39 £ 0,73
AL-603 E 9,40 + 1,26 32,16 £ 0,66
AL-603_A 6,91 + 0,89 10,63 + 1,63
AL-657 E 11,77 £ 1,22 14,03 £ 2,40
AL-657 A 7,47 +0,77 3,04 = 1,60
AL-673 E 7,50+ 1,17 7,45 £ 1,10
AL-673 A 5,12+ 1,50 9,30 £ 1,32
AL-676 E 11,05 £ 1,97 20,90 = 1,85
AL-676 A 8,07 + 0,90 775+ 0,57

* E — etylacetatovy extrakt s pripadnymi bazickymi latkami;

A — etanolovy extrakt, sumarny, necisteny
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6 DISKUSIA

Morfologické casti rastlin, Studované v mojej diplomovej praci, pochadzaji z rastlin
s obsahom biologicky aktivnych metabolitov, ktorych U¢inky by mohli byt prinosné.
Bolo preto pristupené k ich primarnemu $tadiu z hl'adiska mozného vplyvu na l'udské
mozgové cholinesterazy (acetylcholinesterazu a butyrylcholinesterazu). Nakolko tieto
rastliny nepochadzajii z eurépskej oblasti, ale z oblasti Ameriky a Azie, bolo potrebné
zaobstarat’ suSené morfologické Casti zo zahranicia. Pri tomto postupe sa vSak moze
vyskytnut’ urCity problém. Pokial’ nezbierame rastliny sami v optimalnom obdobi, aby
sme presne poznali ich kvalitu, nemdzeme potvrdit’, ale ani vyvratit’ ich biologicky uci-
nok popisovany v literature. Liecivé drogy sice boli analyzované z morfologického
a mikroskopického hladiska na Katedre farmaceutickej botaniky (porovnanie
s polozkami farmakognostického archivu vykonal prof. L. Opletal), pricom nebolo po-
zorované splesnivenie ani Ziadne iné vyznamné zmeny, avsak nie je mozné vylucit’ ne-
vhodnt dobu zberu a nevhodny sp6sob skladovania, ktoré méZzu mat’ vplyv na vysledky
analyzy. Prave tieto dovody mozu byt pri¢inou vel'mi nizkej inhibi¢nej aktivity voci
cholinesterazam.

Vo svojej praci som z kazdej rastlinnej vzorky pripravila dva typy extraktov, a to
sumarny (etanolovy) a alkaloidny (etylacetatovy). Viedli ma ktomu informacie
z literatury, nakol’ko rastliny pochadzajii prevazne z alkaloidnych ¢el'adi Annonaceae’
(Annona muricata), Passifloraceae’” (Turnera diffusa), Rubiaceae’® (Hamelia patens,
Uncaria guianensis, Morinda citrifolia), Apocynaceae’’ (Allamanda  cathartica)
a z ¢el'ade Lamiaceae” (Leonotis leonurus), ktora do istej miery alkaloidy taktieZ obsa-
huje. Predpokladala som, ze v tychto druhoch budu alkaloidy pritomné, pretoze
v niektorych z nich uz izolované a identifikované boli, ako uvddzam v Teoretickej Casti
(3.3). Tento predpoklad sa vSak naplnil len vo vel'mi obmedzenej miere.

Pre analyzu sumarneho a alkaloidného extraktu pomocou tenkovrstvovej chro-
matografie na komerénych doskach (Silikagél Merck) som naSla dve sustavy, ktoré po-
vazujem za najvhodnejsie, a to sustavu S; (chloroform+etylacetat+toluén+kyselina trif-
ludéroctova Vv pomere 40:30:30:0,1) menej polarnu aS (etylace-
tat+metyletylketontkyselina mrav¢iatvoda v pomere 10:7:2:1) polarnejSiu. Pre taku
Siroku skupinu latok, akl predstavuji metabolity zo 7 vzoriek rastlin s roznym zastpe-

nim sekundarnych metabolitov nebolo I'ahké ndjst’ sustavy, ktoré by boli vhodné vo
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vsetkych pripadoch. Obe sustavy st sustavy kyslé, Si s pridavkom trifluéroctovej kyse-
liny a Sz s pridavkom kyseliny mravcej. Sustavy bazické s dietylaminom alebo s amo-
niakom nebolo mozné pouzit’ z dovodu nevyhovujiceho chromatografického delenia.

Detekcia Dragendorffovym ¢inidlom v oboch sustavach ukazala, ze v niektorych
etylacetatovych extraktoch su pritomné v malom mnozstve alkaloidy, aj napriek tomu,
ze farebna reakcia s tetrajodobizmutitanom nebola vyrazna. Vyznamne su alkaloidy
pritomné len v Annona muricata, v ostatnych pripadoch su slabo viditeI'né iba na Starte
okrem Hamelia patens, kde st pozorovateIné v poslednej tretine chromatogramu. Neo-
cakavang je, ze alkaloidy neboli detegované v rastline Uncaria guianensis, hoci literata-
ra uvadza bohaté zastipenie oxindolovych alkaloidov v rode Uncaria.”

Pre stanovenie inhibicie boli pouZité oba l'udské rekombinantné enzymy ked’ze
vysledky lepSie odpovedaju skutoCnosti ako v pripade enzymov ziskavanych z krvi
(erytrocytarna acetylcholinesteraza a sérova butyrylcholinesterdza). Pri Statistickom
hodnoteni je mozné néjst’ nizsi rozptyl.

Pri vlastnom stanoveni nebola merana cela krivka (5 koncentrécii extraktu od
20 mg/ml do 0,002 mg/ml), ale bol vykonany predbezny test, pri ktorom sa meria iba
koncentracia extraktu 2,0 mg/ml. Pokial’ sa pri merani tejto koncentracie zisti pokles
A= 50% avys§i, mad zmysel merat’ celll krivku a vypocitat’ 1Cso, pretoZze v takomto
pripade je zrejmé, Ze v extraktoch budu pritomné vyrazne aktivne latky. Avsak tento
pripad nenastal ani v jednom z extraktov, ktoré som merala.

Pokles inhibicie oboch enzymov zistovany Ellmanovou metddou oproti kontrole
sa vo vSetkych rastlinnych vzorkdch pohyboval priblizne vrozmedzi 5 — 32 %.
V pripade T'udskej acetylcholinesterazy bol vo vsSetkych vzorkach nevyznamny
s hodnotami v rozmedzi 5 — 12 %. Vyraznej$i pokles bol len v pripade butyrylcholine-
sterazy, ato iba v alkaloidnych extraktoch z Hamelia patens (AL-671 E) 30,98
+ 2,47 % a Annona muricata (AL-603_E) 32,16 + 0,66 %. Pri rastline Annona muricata
nie je toto zistenie prekvapivé, nakolko u niektorych izochinolinovych alkaloidov uz
bola tato aktivita vo¢i BuChE popisana.®

Inhibi¢na aktivita etylacetatového vytrepku z Hamelia patens méze byt spdso-
bend alkaloidmi (vid’. Dragendorffove ¢inidlo, S2, extrakt E), kde je pozorovateI'nd sla-
b4 koncentrécia tychto latok alebo inymi latkami t. j. fenolickymi latkami, triterpénmi,
pripadne steroidmi (vid’. detekcia ferrikyanidom draselnym, Liebermann-Burchardovym
¢inidlom, p-toluénsulféonovou kyselinou). Zo zvySku sumarneho etanolového extraktu,

ktory som pdvodne pripravila, som sa pokusila pripravit’ etylacetatovy extrakt, avSak
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vytazok tohto extraktu bol natol’ko nizky, Ze nebolo mozné vykonat’ delenie na mini-
malne 5 doskach Silikagélu Merck, aby bolo ziskané dostacujuce mnozstvo zon,
v ktorych by bola stanovena inhibi¢na aktivita vo¢i enzymom.

V zavere mozem konstatovat, ze vzorky rastlinnych ¢asti neboli vo vsSetkych
pripadoch v takom stave, aby podali po spracovani reprezentativnejSie vysledky. Vy-
sledky mojej prace sa nezhoduju vo vsetkych pripadoch s vysledkami literatiry, najmé
pri rastline Uncaria guianensis, v ktorej neboli detegované alkaloidy v kore. V pripade
listov Annona muricata je inhibi¢na aktivita sCasti popisana na acetylcholinesterazu
koméra Aedes aegypti®'. Mozem tiez skonstatovat, Ze Leonotis leonurus neobsahuje
alkaloidy, respektive obsahové latky viati neovplyviiuji cholinesterdzy. Tato morfolo-
gicka Cast’ bola zbierand z monokultiry na Zahrad¢ 1€€ivych rostlin FaF UK v dobe
kvitnutia, citlivo suSena a skladovand, preto povaZzujem tento negativny vysledok za
odpovedajuci.

V pripade Hamelia patens literatira uvadza, Ze ide o potencialny zdroj inhibito-
rov acetylcholinesterdzy, co sa mi nepodarilo dokazat’. Preukdzala som vSak inhibiciu

butyrylcholinesterazy, a preto si tato rastlina zaslizi pozornost’ pre d’alSie stadium.
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V ramci skiimania biologickej aktivity sekundarnych metabolitov bolo vybranych 7
taxonov vyssich rastlin. Stadia sa zaobera zakladnym vyskumom sumarnych
a alkaloidnych extraktov pripravenych z morfologickych Casti rastlin Annona muricata
(listy), Leonotis leonurus (viat)), Turnera diffusa (virat), Hamelia patens (viat), Unca-
ria guianensis (kora), Allamanda cathartica (koren) a Morinda citrifolia (listy). Pre
objasnenie zastipenia hlavnych typov sekundarnych metabolitov boli pripravené ex-
trakty podrobené dokazovym reakciam na TLC pomocou desiatich detekénych ¢inidiel.
Po detekcii Dragendorffovym ¢inidlom etylacetatovych extraktov boli alkaloidy vo vy-
znamnejSej miere zastipené iba v Annona muricata. Alkaloidy neboli detegované
v kore rastliny Uncaria guianensis.

Pomocou Ellmanovej metody boli extrakty testované na potencialnu inhibic¢nu
aktivitu voc¢i l'udskym mozgovym cholinesterazam, pre stanovenie boli pouzité oba re-
kombinantné enzymy. Ani v jednom z meranych extraktov neboli pritomné vyrazne
aktivne latky. AvSak najvyraznejsSiu aktivitu voci butyrylcholinesterdze vykazoval alka-
loidny extrakt z Hamelia patens A =30,98 = 2,47 % a Annona muricata A=32,16
+ 0,66 %.

Na zaklade vysledkov sa ako perspektivna pre d’alSie Studium javi Hamelia pa-
tens, ktorej inhibicnd aktivita mdze byt spdsobend jednak alkaloidmi a jednak inymi

latkami, medzi ktoré patria fenoly, triterpény a steroidy.

KIacové slova: Annona muricata, Leonotis leonurus, Turnera diffusa, Hamelia patens,
Uncaria guianensis, Allamanda cathartica, Morinda citrifolia, inhibicia mozgovych

cholinesteraz, sekundarne metabolity
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Basic search of selected taxons on anticholinesterase activity

As part of the study of the biological activity of secondary metabolites, 7 taxa of higher
plants were selected. The study deals with basic research of summary and alkaloid
extracts prepared from morphological parts of plants Annona muricata (leaves),
Leonotis leonurus (perch), Turnera diffusa (perch), Hamelia patens (perch), Uncaria
guianensis (bark), Allamanda cathartica (perch) and Morinda citrifolia (leaves). To
elucidate the presence of the major types of secondary metabolites, extracts were
prepared and subjected to detection reactions by TLC using ten detection reagents. After
detection by Dragendorff's reagent of ethyl acetate extracts, alkaloids were significantly
present only in Annona muricata. Alkaloids were not detected in the bark of Uncaria
guianensis.

Using the Ellman method, the extracts were tested for potential inhibitory
activity against human brain cholinesterases, using both recombinant enzymes. No
significant active substances were present in any of the measured extracts. However, the
most significant activity against butyrylcholinesterase was shown by the alkaloid extract
from Hamelia patens A= 30.98 £2.47% and Annona muricata A = 32.16 + 0.66%.

Based on the results, Hamelia patens appears to be promising for further study,
whose inhibitory activity can be caused by alkaloids and other substances, including

phenols, triterpenes and steroids.

Keywords: Annona muricata, Leonotis leonurus, Turnera diffusa, Hamelia patens,
Uncaria guianensis, Allamanda cathartica, Morinda citrifolia, inhibition of brain

cholinesterases, secondary metabolites
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