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Inhibi¢ni aktivita rostlinnych extrakti vaci
acetylcholinesteraze a butylcholinesteraze a jejich mozné
vyuziti pri 1é¢bé Alzheimerovy choroby

Souhrn

Celosvétovy pocet pacientd s neurodegenerativnimi poruchami stale stoupa a
Alzheimerova choroba, jako jejich zastupce, kazdym rokem postihuje vét§i mnozstvi osob.
Ptesny piivod onemocnéni neni stale Gplné jasny, avSak vycet rizikovych faktori je pomérné
dlouhy od véku a genetickych piedpokladii az po nedostatek spanku, chronicky stres ¢i oxidacni
stres neboli nadmérné mnozstvi reaktivnich forem kysliku.

Pro symptomatickou 1écbu Alzheimerovy choroby se bézné€ vyuZivaji inhibitory
acetylcholinesterazy. Hydrolyzu acetylcholinu ovSem vyvolava také butyrylcholinesteraza,
tudiz je vhodné testovat i blokatory tohoto enzymu. Bézna 1é¢iva vSak Casto vyvolavaji fadu
silnych vedlejSich G¢inki a mohou byt az naprosto nedostacujici v disledku vyssiho véku
pacientll. V kontextu téchto faktli se v posledni dobé¢ identifikace a charakterizace ptirodnich
neuroprotektiv t&si velkému zajmu. Vyzkum biologické aktivity 1é¢ivych rostlin je tedy
dilezitym prostfedkem pro vyvoj novych terapeutickych cest.

V této studii bylo systematicky testovano 9 rostlinnych druhi tradi¢né vyuzivanych pro
1é¢ebné ucely piivodem z oblasti Sumavy. Konkrétné se jednalo o in vitro inhibiéni potencial
AChE a BuChE a antioxidan¢i potencial s vyuzitim testt DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)
a ORAC (kapacita absorpce kyslikovych radikala).

Z vybranych lé¢ivych bylin nebyla prokézana inhibi¢ni aktivita ani jedné cholinesterazy.
Nicméné u Ctyt rostlin byl zaznamenéan zna¢ny antioxida¢ni u¢inek u obou zminovanych testa.
Jednalo se o Kinopad obecny (Clinopodium vulgare L., DPPH 205,25; ORAC 745,25 ug TE/mg
extraktu), Devétsil 1ékarsky (Petasites hybridus L., DPPH 178,42; ORAC 718,64 ug TE/mg
ex.), Svétlik 1ékarsky (Euphrasia officinalis L., DPPH 248,45; ORAC 708,12 pg TE/mg ex.) a
Vrbovku uzkolistou (Epilobium angustifolium L., DPPH 459,14; ORAC 657,68 ug TE/mg ex.).
Na zékladé téchto vysledki by bylo mozné vyuzit jejich antioxidac¢ni potencidl ve formé
dopliki stravy ¢i bylinnych preparati. Bylo by vSak zapotiebi dalSich vyzkumi pro ovéreni

jejich bezpecnosti a aktivity in vivo.

Klic¢ova slova: inhibice cholinesteraz, antioxida¢ni aktivita, Alzheimerova choroba, doplnky

stravy, 1é¢ivé rostliny, pfirodni latky, oxidacni stres






Acetylcholine- and butyrylcholine-inhibitory activites of
plant extracts and their possible use in the treatment of
Alzheimer’s disease

Summary

Worldwide, the number of patients with neurodegenerative disorders continues to rise,
and Alzheimer's disease, as their presenter, affects more people every year. The exact origins
of the disease are still not entirely clear, but the list of risk factors is quite long, ranging from
age and genetic predispositions to lack of sleep, chronic stress and oxidative stress, or excessive
amounts of reactive oxygen species.

Acetylcholinesterase inhibitors are commonly used for the symptomatic treatment of
Alzheimer's disease. However, hydrolysis of acetylcholine is also induced by
butyrylcholinesterase, so blockers of this enzyme may also be worth testing. However, common
drugs often cause a number of strong side effects and may be totally unsufficient due to the
elderly age of the patients. In the context of these facts, the identification and characterization
of natural neuroprotective agents has recently attracted a great deal of interest. Research on the
biological activity of medicinal plants is therefore an important way to develop new therapeutic
pathways.

In the present study, 9 plant species traditionally used for medicinal purposes and native
to the Sumava region were systematically tested. Specifically, in vitro AChE and BuChE
inhibitory potential and antioxidant potential using DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and
ORAC (oxygen radical absorbance capacity) assays were investigated.

Among the selected medicinal herbs, none of the cholinesterase inhibitory activity was
found. However, four plants showed significant antioxidant effect in both assays mentioned
above. These were Kinopodium vulgare L. (DPPH 205,25; ORAC 745,25 ug TE/mg extract),
Petasites hybridus L. (DPPH 178,42; ORAC 718,64 ug TE/mg extract), Euphrasia officinalis
L. (DPPH 248,45; ORAC 708,12 pug TE/mg extract) and Epilobium angustifolium L. (DPPH
459,14; ORAC 657,68 ug TE/mg extract). Based on these results, their antioxidant potential
could be exploited in the form of dietary supplements or herbal preparations. However, further

research would be necessary to verify their safety and in vivo activity.

Keywords: cholinesterase inhibition, antioxidant activity, Alzheimer's disease, dietary

supplements, medicinal plants, natural compounds, oxidative stress
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1 Uvod

Neurologické poruchy byly béhem roku 2015 zodpovédné za 16,8 % celosvétovych
umrti, coz z nich déla druhou hlavni pfi¢inu smrti na celém svété. S rostoucim primérnym
vekem populace roste 1 zat€¢Z neurodegenerativnimi onemocnénimi zejména za poslednich 25
let a predpoklada se, Ze pocet pacientll bude i nadale narustat (Zeng et al., 2020). Nejcastejsi
formou demence je Alzheimerova choroba, kterd celosvétové postihuje az 24 miliont lidi a
tvoti 60-80 % vSech ptipadii demence. Pokud se vyskytuje pted 65. rokem véku, je povazovana
za Casnou formu AD. Mezi ochranné faktory mizeme zaradit konzumaci sttedomotské stravy,
pravidelné cviceni a vy$§i kognitivni rezervu. VeétSina piipadii se projevuje typickou
amnestickou formou, pouze 15 % je povazovan za atypické a projevuji se vyraznymi
zrakovymi, motorickymi nebo jinymi ptiznaky (Erkkinen et al., 2018).

Béznym patologickym rysem je ubytek neuronti v mozku a je pravdépodobné, ze naprava
a prevence ztraty neuronti by mohla zlepsit pfiznaky. Apoptoéza a nekréza mozku mize byt
kromé jiného zpusobena i vlivem reaktivnich forem kysliku, jejichz nadmérné mnozstvi mé za
nasledek oxidac¢ni stres organismu (Zeng et al., 2020). Krom¢ toho napomaha oxidaéni stres pfi
tvorbé f-amyloidii a Spatném skladani proteinii. Oxidacni stres je tedy jednou z piicin vzniku a
nasledné sekundarni patologie AD (Dubey et Singh, 2023).

Jako léciva proti AD se v mediciné vyuzivaji pfedevs§im inhibitory acetylcholinesterazy
(napf. rivastigmin jez se ziskava semi-syntézou z fyzostigminu obsazeném ve Fyzostigma
venenosum). V mozku jsou vSak dva typy cholinesteraz, acetylcholinesteraza (AChE) a
butyrylcholinesteraza (BuChE), pficemz hydrolyzu acetylcholinu u¢inné blokuji oba (Singh et
al., 2013). Tato lécba je vSak pouze symptomatickd a ucinna piiblizné¢ pouze u poloviny
pfipadi. Léky, které by AD dokéazaly uplné zastavit nebo vylécit bohuzZel zatim neexistuje
(Agatonovic-Kustrin et al., 2018). Z téchto diivodu se v souc¢asné dob¢ k 1é€bé Alzheimerovy
choroby vyuziva tfada novych pfistupt, jako je naptiklad terapie zabyvajici se oxidacnim
stresem nebo inhibici amyloidnich plaka (Singh et al., 2013).

V souladu s témito fakty roste poptavka po neuroprotektivnich lécich ptirodniho pavodu.
Rostlinné produkty mohou riznymi mechanismy blokovat nebo zpomalovat progresi NDO a
zaroven maji ¢asto nizkou toxicitu, kvili ¢emuz jsou povazovany za dilezity zdroj pfi vyvoji
novych Ié¢iv (Zeng et al., 2020).

Lécivé rostliny maji jedine¢né slozeni bohaté na mnozstvi biologicky aktivnich latek.
Takové rostlinné druhy a v nich obsazené latky by mohly slouzit ptfi vyvoji novych terapeutik

pro lécbu Alzheimerovy choroby a dalSich onemocnéni. Bohuzel bylo zatim popsano pouze
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omezené mnozstvi 1é€ivych rostlin, a proto zde existuje velky potencidl ve vyzkumu latek
s terapeutickym piinosem (Kopyt’ko et al., 2020). Praveé to je jednim z cili této prace, kterd
zkouma rostliny tradi¢né vyuZzivané k 1é¢bé neurodegenerativnich onemocnéni pomoci in vitro

metod zalozenych na inhibici acetylcholinesterazy a stanoveni antioxidac¢ni aktivity.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: systematické testovani rostlinnych druhi s tradicnim vyuzitim pfi 1€¢bé a
prevenci NDO, zejména Alzheimerovy choroby, miZe vést k ziskani extraktl se znacnou
inhibi¢ni aktivitou vU¢i acetylcholinesterdze ¢i butyrylcholinesterdze nebo s vyraznym
antioxida¢nim Uc¢inkem.

Cilem préace bude pomoci etnobotanické indikace vytipovat druhy rostlin, které maji
vyuziti v tradi¢ni mediciné pfi 1é¢bé a prevenci NDO, se zvlaStnim zajmem o AD. Pomoci in
vitro metod (inhibice AChE a BuChE, antioxida¢ni aktivita) potvrdit nebo vyvratit tyto ti¢inky
a ptipadné vytipovat druhy vhodné pro dalsi, presnéjsi a hlubsi testovani. Zaroven s pomoci
dal$ich zdroja nastinit pravdépodobné fytochemické sloZzeni vybranych druhti a s tim posoudit,

které sekundarni metabolity by mohly byt za potvrzenou aktivitu zodpovédné.
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3 Literarni reSerse

Neurodegenerativni onemocnéni (NDO) jsou zptisobena poruchami neuronalnich spojeni
a komunikaci mezi neurony, ¢imz je postihnuta centrdlni nervovéa soustava (CNS). Tyto
poruchy zpusobuji velmi S$iroké spektrum nemoci, nebot” jsou soucasti smyslovych,
motorickych i kognitivnich procesi. Postihuji tedy zejména zrak, sluch, pohyb, jazyk, pamét a
fe€. Obecné lze tyto poruchy charakterizovat postupnou degradaci axonii a synapsi, které

zpusobuji az smrt neuront (Wareham et al., 2022).

3.1 Prevalence

Neurodegenerativni onemocnéni jsou stale ¢astéjsi pfic¢inou umrtnosti na celém svété.
Zpusobuji razné kognitivni poruchy a onemocnéni u starSich dospélych osob. Tyto poruchy
maji raznou klinickou symptomalogii, epidemiologii, neurologické a laboratorni znaky a
neuropatii (Erkkinen et al., 2018). Pfiznaky spojené s NDO jsou do uréité miry zavislé na
postihnuté tkédni CNS. Tato tkan se u onemocnéni jako jsou Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba ¢i amyotroficka lateralni skleréza lisi. I presto
maji onemocnéni ur€ité spole¢né mechanismy a molekularni zmény, které nabizeji potencial
v moznostech vyzkumu (Wareham et al., 2022).

Alzheimerova choroba (AD) predstavuje 60-80 % piipadi demence (Wareham et al.,
2022). Onemocnéni postihuje odhadem 24 miliont lidi na celém svété (Erkkinen et al., 2018).
Tim se stava nejcastéjsi formou NDO v zapadnim svété a nejcastéji se vyskytuje u jedinct po
60. roce zivota (King et al., 2020). Prevalence onemocnéni se zvySuje s rostoucim vékem,
konkrétn¢ mezi 65. a 85. rokem zivota byl zaznamenidn az patndctinasobny narust.
V konkrétnich tidajich se rizné studie pomérné lisi, nicméné jedna studie naznacuje, Ze u osob
starSich 85 let dosahuje prevalence AD az 50 %. Jina studie v§ak odhaduje prevalenci ve véku
90 let kolem 22 %. Zaroven se zda ze riziko vzniku AD je vys§i u Zen z divodu Skodlivého
genu ApoE e4, coz potvrzuje i fakt, ze Alzheimerovou demenci trpi vice zeny (Erkkinen et al.,
2018). Definitivni diagndza ale zavisi na neuropatologickém vySetfeni, ¢imz se jeji diagnoza
zna¢éné komplikuje (King et al., 2020).

Jako nejdiilezitéj$i mechanismy spojované s neurodegeneraci je nutné zminit neurozanét,
nerovnovahu v proteinové homeostazi a mitochondrialni dysfunkci. Avsak konkrétni
mechanismy stale nejsou znamy, a proto ani neexistuji u¢inné moznosti 1écby (Pefia-Bautista

etal., 2020).
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Sohledem na starnuti svétové populace se piedpokladd rlst poctu ptipada
neurodegeneraci a demenci. Je tedy aktualnim védeckym cilem dosdhnout hlubsiho pochopeni
vzniku, mechanismi a spoleénych ryst téchto onemocnéni a néslednym vySetfenim novych

moznosti terapeutickych cest (Wareham et al., 2022).

3.1.1 Rizikové faktory

Obecné Ize tici, Ze mezi rizikové faktory vzniku neurodegeneraci patii starnuti, genetické
piedpoklady, traumatické poskozeni mozku, oxidacni stres, zanét, expozice toxickymi latkami
a stres (Pefia-Bautista et al., 2020).

Kromé toho byla potvrzena souvislost mezi nedostatkem hlubokého spanku a
Alzheimerovou chorobou. V knize Why We Sleep (Walker, 2018) se této problematice autor
podrobné vénuje. Bylo dokazano, ze spankové poruchy se s AD navzajem dopliuji. Plaky B-
amyloidu totiZ vznikaji pravé v té ¢asti mozku, ktera ma zasadni roli pfi vzniku hlubokého
NREM spanku, a naopak pii nedostatku této spankové faze dochazi k hromadéni 3-amyloidu
v mozku. V rdmci hluboke faze se z mozku vyplavuji necistoty a toxické slouc¢eniny, s obsahem
také p-amiloidu i tau proteint, za pomoci mozkomi$niho moku. Lze tedy konstatovat, ze vazny
nedostatek spanku v pribéhu zivota zvySuje vyrazné riziko rozvoje Alzheimerovy poruchy (A.
S.P.Limetal., 2013).

Pti hledani pti¢in NDO byly zjistény spolecné rysy neurodegenerace a deprese, kdy se
jako hlavni faktor projevti objevuje neurozanét. Jeho omezenim prostfednictvim neuroportektiv
dochazi ke snizeni deprese a blokace neurodegenerativniho procesu. Nejslibnéji piisobi
neuroportektiva ptirodniho pivodu, jako napiiklad nikotin, alkohol, resveratrol, kurkumin a
ketamin. Princip jejich u¢inku spoc¢iva v regulaci uvoliiovani cytokinii. SilnéjSich protektivnich
ucinklt bylo dosazeno jejich kombinaci (napt. kurkumin a resveratrol), kterou dojde k
vicetroviiové mediaci zanétu, ¢imz se zvysSuje Sance na ovlivnéni projevih NDO a deprese
(Hurley et Tizabi, 2013).

Dalsim velmi dualezitym rizikovym faktorem je stres, ktery je Uzce spojovan se
soucasnym zivotnim stylem. Jeho vlivem dochazi k nespecifickym neurodegenerativnim
procesim v mozku, nebot byla prokazana korelace dlouhodobého stresu s visinin-like
proteinem-1 v mozkomi$nim moku. Spojeni stresu a neurodegenerace by mohlo byt
charakterizovano dysfunkci osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny, ktera vyvolava bunééné
zmény. Snizeni stresovych stavi jiz od détstvi by mohlo snizit riziko demence a
neurodegenerace Vv pozdéjsim veéku. K tomu se vyuzivaji rizné antistresové terapie, jako

napfiklad cvi€eni jogy, meditace, hudebni terapie ¢i pfirodni latky. Takova lécba u pacientii
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s riznymi NDO vSak vykazovala spiSe pozitivni vliv na kvalitu zivota, nikoliv oddaleni
patologickych stavii. SniZeni stresu by se tedy mohlo vyuzivat spiSe pro preventivni ucely

(Pefia-Bautista et al., 2020).

3.1.2 Rozdéleni NDO

Jednotlivé neurodegenerativni onemocnéni se odlisuji dle postihnuté tkané CNS, s ¢imz
jsou spojené i jejich priznaky. Lze vSak definovat spolecné rysy, jako jsou nékteré molekularni
zmény a mechanismy, diky kterym je zde potencial vyzkumu vice téchto chorob dohromady
(Wareham et al., 2022).

Jak bylo jiz vySe zminéno, celosvétové nejCastéjsi formou neurodegenerace je
Alzheimerova choroba tvorici 60-80 % vsSech ptipadi demence (Erkkinen et al., 2018).
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nejprevalentnéjs$i onemocnéni z neurodegenerativnich chorob,
dalsi literarni reSerSe se detailné&ji zabyva pravé timto onemocnénim.

Mezi NDO fadime kromé& Alzheimerovy choroby také Huntingtonovu chorobu (HD),
Parkinsonovu chorobu (PD), amyotrofickou lateralni skler6zu (ALS) a dalsi. Etiologie téchto i
dalSich demenci je vSak velmi komplexni. Patofyziologické zmény lze pozorovat post mortem

a fadime sem hlavné ukladani nerozpustnych proteinovych agregaci (Wareham et al., 2022).

3.2 Alzheimerova choroba

Nejcastéjsi formou demence je tedy jiz zminéna Alzheimerova choroba a postihuje spise
star§i ¢ast populace (Wareham et al., 2022). Termin Alzheimerova choroba se ¢asto pouziva
pro popis jak klinického syndromu, tak patologické nemoci. Pro klinicky syndom spojeny se
specifickymi neuropatologickymi procesy je vSak dle nékterych odbornikli pfesnéjsi termin
Alzheimerova demence. Obvykle se tedy pouziva k popisu klinického fenotypu (Erkkinen et
al., 2018).

U pacienti S AD postupné dochazi k progresivni ztraté paméti a kognitivnich funkci dle
lokalizace degenerace neuroni. Zavaznost piiznaki koreluje s patofyziologickymi déji v kuie
mozku. Jednd se o proteinové agregace histologicky prokazané jako fibrily a plaky
B-amyloidu (AP) a neurofibrilarni spleti s obsahem hyperfosforylovaného proteinu Tau (HP-
Tau). Stépenim amyloidniho prekurzorového proteinu vznikaji peptidy AP o délce 38-43
aminokyselin. Takové monomery maji schopnost tvofit vzajemné vazby a vytvaret nerozpustné
plaky ¢i oligomery. Pravé hromadéni a ukladani téchto oligomeri se obecné povazuje za hlavni
faktor patogeneze AD. Zaroven jde o nejvice toxicky faktor pro neurony (Wareham et al.,
2022).
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Finalni diagnéza vSak vyplyva az z neuropatologického vysetfeni, kdy jsou neuritické
plaky a neurofibrilarni klubka spole¢né s tibytkem neurond jasnymi neuropatologickymi rysy.
Dosud vS8ak neni jasné, jaky vzdjemny vztah maji proteiny amyloid beta a hyperfosforylovany
onemocnéni je P-amyloid, zatimco sekundarnim jevem je akumulace HP-Tau ve
neurofibrilarnich spletich, neuritech a neuropilovych vléken. V poslednich letech se diky
vétsimu zajmu, CastéjSimu odbéru vzorku post mortem nervové tkané a rozsahu protilatek
ukazuje 1 dal$i patologie u pacientd s typickymi znaky AD. Jedna se o infarkty, dal$i cévni
onemocnéni, Lewyho téliska a TDP-43. Pfitomnost téchto jevli znacné ovliviiuje studie se
zajmem o prokazani hypotézy amyloidové kaskady, a také mlize mit vliv na vyvoj dalSich
biomarkert AD (King et al., 2020).

Pomoci anatomickych ndlezii z mozkl pacienti byla objevena role cholinergniho
systému v AD. Jedna se o poskozeni cholinergnich neuront v jadrech, coz vede ke ztraté
cholinergni aktivity, zejména v mozkovych oblastech odpovédnych za vyssi psychické funkce.
Dale bylo zjisténo, Ze acetylcholinesteraza (AChE) je slabé homologni s peptidem pB-amyloidu.
To poukazuje na podil AChE pii tvorbé amyloidnich fibril v neuritickych placich, a tedy i na
jejich toxicité. In vitro bylo dokazano, ze AChE siln¢ stimuluje tvorbu fibril peptidu f-amyloidu
a urychluje jejich sestavovani za vzniku komplexu amyloid-AChE. Dalsi in vivo vyzkumy
po aplikaci tohoto komplexu vykazovala vétsi ubytek neuronalnich bunék nez v piipadé

samotného B-amyloidu (Mushtaq et al., 2018).

3.2.1 Cholinergni systém

Mezi nejCastéj$i neurotrasmiterové zmény v mozku pacienti s AD je ztrata
acetylcholiesterazy a cholinergnich markert cholin acetyltransferazy (ChAT) (Talesa, 2001).

Cholinesterazy patii mezi serinové hydrolazy hydrolyzujici rizné ucinné estery cholinu.
V lidském téle se vyskytuji dvé formy dle kodujiciho genu, acetylcholinesteraza a
butyrylcholinesterdaza (BuChE). AChE je pfitomna v nervové tkani, svalech, krevnich buiikach
a plazm¢ a jeji nejdialezitéjsi funkci je rychla hydrolyza acetylcholinu v cholinergnich

synapsich (Schéma 1).
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Schéma 1: Z presynaptického neuronu se ACh uvolituje do synaptické $térbiny, kde se
pusobenim AChE rozklada na cholin a kyselinu octovou, a tudiz nedojde k pfenosu nervového
vzruchu. V piipadé pouziti inhibitoru se AChE navaze na inhibitor, nerozlozi ACh, ktera se

navaze na receptor a vstupuje do postsynaptického neuronu (Pefia-Bautista et al., 2020).

Jeji kvartérni struktura vykazuje slozity molekulédrni polymorfismus. U pacientti s AD
tedy dochazi k selektivni ztraté jejich molekularnich forem. Ty lze rozd¢lit na asymetrické
formy a globularni formy. Asymetrické formy AChE jsou lokalizovany pifevazné
v nervosvalovém spojeni v rdmci extraceluldrniho matrix pomoci kolagenového konce.
Globuléarni formy mohou byt vylouceny v rozpustné formé nebo piipojeny k membrangé.
Nékteré jsou k membrané vazany hydrofobni vazbou pievazné v CNS, jiné pomoci
glykolipidové vazby ve svalech, nervech, erytrocytech a lymfocytech. Globularni formy se
mohou vyskytovat jako monomery, domery nebo katalytické tetramery (Talesa, 2001).

Druhy cholinesterdzovy enzym, butyrylcholinesteraza, je nespecifického typu a
hydrolyzuje rtizné typy cholinovych esterd, Nazyva se také jako pseudocholinesteraza a
vyskytuje se v celém tél&. Nejvice se lokalizuje v centralnim nervovém systému, jatrech,
krevnim séru a slinivce bfisni. V mozku je BUChE nejvice spojovana s endotelovymi a
gliovymi bunikami. V souvislosti s AD muze riziko onemocnéni podporovat bud’ samostatné
nebo v synergii BUChE-K s odpovidajici alelou apolipoproteinu. Toto spojeni zvysuje riziko
AD s pozdnim nastupem, prevazné ve véku pod 75 let. Kromé toho zvysena hladina BuChE
v mozku pfispiva k patogenezi AD a pozitivné koreluje se vznikem neuritickych
neokortikalnich plakt a neurofibrilarnich klubek (Mushtaq et al., 2018).

BuChE se vice hromadi s postupnou progresi AD a jeji hladina se zvySuje s hustotou

plakl a patogenitou. Zaroven jeji mnozstvi souvisi i s f-amyloidem v konformaci skladaného
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listu. Plocha neuritickych plakii vykazujicich aktivitu BuChE byla pétkrat az Sestkrat vetsi
v piipadé mozku dementnich pacientii oproti jedinciim nepostizenych demenci. Dale se
predpokladad, Ze se BuChE podili na pfeméné ptivodni benigni formy B-amyloidu na kone¢nou
maligni formu neuritickych plakl, které zptsobuji degeneraci mozkové tkané a klinickou
demenci u AD (Mushtaq et al., 2018).

Vyzkum inhibice acetylcholinesterazy se prvotné zabyval vyvojem silnych neurotoxind
(sarin, soman) svyuzitim pro valeéné ucely. V soucasnosti se jejich zaméfeni
pretransformovalo a jednd se o vyzkumy s terapeutickym zaméfenim (fysostigmin). Role
inhibitort acetylcholinesterazy byla tedy nedavno piehodnocena z neurotoxinti na neuron-
protektivni latky v ptipadé onemocnéni s poruchou neurotransmise acetylcholinem, mezi které
patii 1 AD. AChE se tedy ukazuje jako nejperspektivnéjsi terapeuticky cil pro symptomatickou
1é¢bu AD (Singh et al., 2013). Do dnesniho dne vsak stale neexistuje 1é¢ivo, které by kompletné
vylécilo Alzheimerovu chorobu.

Oba enzymy maji asi 65 % strukturni shodu. Za normalnich okolnosti ma v mozku BuChk
pouze podpiirnou roli a zastupuje pouze asi 10 % cholinesterdzové aktivity. BuChE se stejné
jako AChE podili na hydrolyze neurotransmiteru acetylcholin, a proto by mohl byt také
vhodnym terapeutickym cilem u AD. AChE a BuChE maji rGzné kinetické reakce na
koncentraci ACh. V ptipadé nizké koncentrace acetylcholinu je AChE vysoce Gi¢inna oproti
BuChE, zatimco pf1 vys$si koncentraci acetylcholinu je AChE substratove inhibovana a BuChE

se stava vysoce ucinnou pii hydrolyze (Mushtaq et al., 2018).
3.2.2 Biomarkery

Pfiznaky neurodegenerace se u pacientti bohuzel mohou projevit az v pozdni fazi. Vyuziti
neuroprotektivni 1é€by na pocatku onemocnéni tedy vyzaduje vC€asné a definitni biomarkery.
To je vSak omezeno naSimi znalostmi d&ju pfi progresi onemocnéni, pleiotropnim charakterem
choroby a nedostatecnou citlivosti pti detekci biomarkerti. Piesto, ze genetické rizikové faktory
oznaCuji vysoce rizikové pacienty, nemusi se onemocnéni vzdy projevit. Identifikace
biomarkerti v ¢asném stadiu umozni terapeuticky zasah dfive nez dojde k neurodegeneraci a
poskozeni mozku (Wareham et al., 2022).

Definice terminu biomarker Narodnim institutem zdravi je nasledujici: "charakteristika,
ktera je objektivné méfena a vyhodnocovana jako indikator normalnich biologickych procest,
patogennich procesti nebo farmakologické odpovédi na terapeuticky zasah". Hlavnimi znaky
kvalitniho biomarkeru jsou robustnost, reprodukovatelnost a spolehlivost klinickych informaci

o onemocnéni. Tedy o prognoéze vzniku, progresi nebo vysledku terapie. Zaroven by
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identifikace skupin pacientll se stejnymi biomarkery mohla pomoci pfi hledani G¢innéjsich
terapiich (Wareham et al., 2022).

Hlavni neuropatologické znaky AD jsou znamé jiz vice neZz sto let, avSak 1 pfes to neni
diagndza onemocnéni jednoducha. V poslednich letech ¢asté odbéry vzorkti z mozku a zaroven
zavedeni imunohistochemickych technik zpusobili neuropatologickou diagnozu velmi
narocnou. Po smrti pacienta se v mozku bézné objevuje mozkova atrofie a ptivodni diagndza
byla tedy zaloZena na detekci neuritickych plakli a neurofibrilarnich klubek pomoci barveni
stiibrem. Az v 90. letech minulého stoleti byla zavedena imunohistochemie. Hlavnimi
pouzivanymi protilatkami jsou proti B-amyloidu, které zvyrazni plaky a hyperfosforylovany
protein Tau ve formé¢ neuritickych plakd, neurofibrilarnich klubek a neuropilovych vlaken
(King et al., 2020).

Protoze onemocnéni prochazi fadou stédii, je potieba stanovit diagndzu formou protokolu
stagnace. Jednotlivé faze jsou oznaceny 0-5 a zahrnuji rozsah patologie Ap, Braakovo skore a
oznaceni CERAD plaku. Kombinace téchto znakii poskytuje pravdépodobnost stupné
neuropatologickych zmén pii AD v konkrétnim ptipad€. Pro kone¢né urceni stupné je pred
finalni diagndzou nutné zvazit fadu dalsich faktorti. Naptiklad patologie s podobnymi znaky
AD, jako jsou ruzné tauopatie, které mohou koexistovat s AD a komplikovat jeji diagnézu
(King et al., 2020).

V posledni dobé také znaéné pokroCila detekce Casnych fazi neurodegenerativnich
onemocnéni pomoci biomarkerti v biologickych tekutinach, jako jsou sliny, krev a mozkomisni
mok. Mezi primarné detekované cile patii biomarkery patologie AP, tau, ¢i a-synukleinu,
proteiny souvisejici s neurodegeneraci a markery gliové aktivity (Wareham et al., 2022).

Dalsim u¢innym zptisobem pro v¢asné odhaleni neurodegenerativnich onemocnéni mize
byt neurologické zobrazovani. Mezi soucasné vyuzivané zobrazovaci metody patii magneticka
rezonance (MRI) a analyza pozitronové emisni topografie (PET). Kombinace téchto dvou
metod umoznila dal$i posun v pochopeni zmén v neuronalni tkani u neurodegeneraci. Stale
vSak nedokazi odhalit neinvazivni progresi onemocnéni nebo potvrdit i€innost terapie pacienti
(Wareham et al., 2022).

Rozsahlou neurodegeneraci v mozku je mozné odhalit pomoci strukturdlni magneticke
rezonance. MRI umoznuje piesné stanovit zmény v objemech Sedé¢ a bilé mozkové hmoty, coz
je vyuzivano v klinickych studiich. Bohuzel vsak MRI nedokaze detekovat specifické bunécéné
populace, které pravé mohou byt velmi nachylné k neurodegeneracim. Jako dal$i zptsob
detekce biomarkerd souvisejicich s NDO se vyuziva neurofilamentovy lehky protein (NfL).

Pomoci NfL Ize prokazat ptitomnost poskozeni mozku u fady NDO, lysozomalni a
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autofagozomalni markery jako projevy bunécné degenerace a neurogranin, ktery je markerem
postsynaptické degenerace. Objevenim neurozanétlivych marker by mohla byt umoznéna
vCasna detekce celé fady neurodegenerativnich onemocnéni, které mechanismus neurozanétu
spojuje. Nové markery by mohly poskytnout identifikaci pacientd s ¢asnym i pozdnim stadiem

onemocnéni a umoznit postupy pro nové terapeutické metody (Wareham et al., 2022).

3.2.3 Vliv oxidaé¢niho stresu na rozvoj AD

Ptesto, ze kyslik je pro Zivot nezbytnym prvkem, jeho nadmérné mnozstvi miize pasobit
toxicky a mit vliv na molekuldrni poskozeni. Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou riizné
chemicky aktivni molekuly radikalovych a neradikalovych derivata O2. Pojmy kyslikové volné
radikaly a ROS jsou ¢asto mylné povazovany za synonyma, nebot’ nékteré ROS, jako napiiklad
peroxid vodiku, nejsou volnymi radikaly. VVolny radikal obsahuje jeden nebo vice neparovych
elektronil a zaroven je schopen samostatné existence. Protoze volné radikaly obsahuji orbital
s neparovym elektronem, jsou chemicky reaktivni, a tudiz maji snahu se stabilizovat tim, Ze si
navazou elektron nebo atom vodiku ze sousedni molekuly, kterd se touto reakci také méni na
radikal. Tim vznikd nepfetrzity fetézec reakci. Mezi reaktivni formy kysliku patii
superoxidazovy aniontovy radikal, superoxid, peroxid vodiku ¢i hydroxylovy radikal.
Superoxidovy aniont sice neni vysoce reaktivi, ale mize rychle reagovat s oxidem dusnatym za
vzniku vysoce toxického peroxynitritu (Fatokun et al., 2008).

Nerovnovaha mezi hladinou oxidativnich stresorti a antioxidanti pisobi stav nazyvany
jako oxidaéni stres. Lze popsat také jako zvySend hladina nabitych ¢astic, volnych radikalt a
reaktivnich forem ptsobicich bunééné poskozeni. Neregulovany nartist oxida¢niho stresu je
rizikovym pro strukturu a funcki neurontt v mozku (Dubey et Singh, 2023).

Oxidacni procesy v biologii vSak nemaji jen negativni a Skodlivé projevy, nebot’ se
ucastni fady biologicky dulezitych procesu. Jedna se napiiklad o mitochondrialni oxidativni
fosforylaci, bunécnou signalizaci, tvorbu riiznych biologicky aktivnich molekul a fagocytézu.
Zaroven bylo prokazano, ze patofyziologické poruchy mohou byt disledkem jak nadmérné, tak
nedostate¢né tvorby volnych radikald. Presto, ze tvorba volnych radikali je pfirozena, jejich
urc¢ité kombinace mohou zpusobit fadu skodlivych projevii. Proto jsou v organismu vyvinuty
antiradikalové ochranné systémy neboli antioxidacni systémy (Denisov et Afanas’ev, 2005).
Mezi antioxidaéni enzymové systémy fadime superoxiddismutdzy, superoxidreduktazy,
katalazy, peroxiredoxiny, glutathionperoxidazy a dalsi glutathionové enzymy (Fatokun et al.,
2008). Atioxida¢ni systémy dale zahrnuji endogenni nizkomolekularni antioxidanty

(glutathion, ubichinon, kyselina mocov4 atd.), exogenni antioxidanty, lapace volnych radikalda,
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chelaty ziskané s potravou nebo jako lé¢iva ¢i vitaminy (vitamin E a C) (Denisov et Afanas’ev,
2005).

Jako ochrana ptfed oxidacnim poskozenim a odumirdnim bunck existuje fada strategii.
Miuzeme bud’ omezit hladinu ROS v mozku nebo snizit miru jeho poskozeni. Slibnou strategii
je také podavani vitamint, antioxida¢nich molekul nebo dopliiki, jako je téeba vitamin C, E,
melatonin, kyselina mocova, kreatin, ubichonin, karotenoidy, flavonoidy a tada dalSich.
Vitamin C je dulezity pro funkci CNS ale ma i dalsi funkce, které vedou k neuroprotekci. Po
jeho podani vSak miize piasobit 1 prooxida¢né naptiklad za pfitomnosti zeleza nebo médi
(Fatokun et al., 2008).

Bylo zjisténo, ze oxidacni stres pfispiva k tvorbé B-amyloida a hladinu oxida¢niho stresu
Ize snizit pomoci antioxidantd, které chrani bunky pied neurotoxicitou v dusledku Ap nebo
inhibuji tvorbu jeho fragmentl. Zaroven v prub&éhu starnuti dochazi k postupné oxidaci
bilkovin. Jednou z pfic¢in patogeneze a nasledné sekundarni patologie Alzheimerovy choroby
je tedy 1 oxidacni stres. Kromé toho zptisobuji toxické ROS v neuronech také spatné skladani
proteinti. S patogenezi AD je spojeno n€kolik druhti oxida¢niho stresu. Patfi mezi n¢ naptiklad
oxidacni stres zprostfedkovany mitochondriemi, zprostiedkovany NMDA receptory, kinazami
nebo tau-fosforylaci (Zeng et al., 2020).

Déle byla v mozku pacientl s AD zaznamenana zvyS$ena hladina oxidovanych bazi DNA
(tj. 8-ox0-2-dehydroguaninu, 8-hydroxyadeninu, 5-hydroxyuracilu) v disledku oxidace jaderné
a mitochondrialni DNA. Dokonce byly zvy$ené hladiny 8-hydroxyguaninu zjistény u pacientt
s predklinickym stadiem AD. Oxidace DNA mize mit za nasledek kromé¢ oxidace bazi i
fragmentaci fet¢zce DNA, coz by mohlo pfispét ke vzniku neurofibrilarnich spleti a tim
podopofit rozvoj neurodegenerace. Pokud se na amyloid-p navazou redoxné aktivni kovové
ionty, tak mohou produkovat ROS, zejména hydroxylovy radikal, a tim ptispét k oxida¢nimu
poskozeni jak samotného P amyloidu, tak okolnich molekul, napt. proteinii nebo lipidi
(Cheignon et al., 2018).

Z toho divudu se u pacientd s Alzheimerovou demenci pouzivaji antioxidanty jako
soucast terapie, za u¢elem omezeni produkovanych ROS a kontroly oxidaéniho stresu (Dubey
et Singh, 2023). Krom¢ toho nadmérné mnozstvi ROS ni¢i oxidaci lipida, proteind a
nukleovych kyselin buneéné struktury a funkce az k vyvolani apoptézy nebo nekrozy. Peroxid

vodiku, jakozto zdroj ROS muze vyvolat praveé apoptdzu neuronti (Zeng et al., 2020).
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3.3 Lécba

Za nejperspektivnéjsi terapeuticky cil pro symptomatickou 1écbu Alzheimerovy choroby
je aktualné povazovana acetylcholinesteraza (Singh et al., 2013). Zaroven 1é¢ba pomoci
inhibitorti cholinesterdz je dosud nejspolehlivéjsi terapeutickou strategii. Jiz bylo dokazéano, Ze
enzymy acetylcholinesteraza a butyrylcholinesteraza nejen ovliviiuji hladinu acetylcholinu, ale
také jsou klicové v Casnych stadiich tvorby plaku pti agregaci -amyloidu. Obtiznost 1écby AD
souvisi i s diagnostickymi metodami a studiem patologickych znaki. Nékteré vyzkumy se
zabyvaji 1 heterocyklickymi molekulami, nebot’ jsou slibnymi kandidaty pfi vzniku novych
selektivnich 1é¢iv (Martorana et al., 2016).

Tato 1éciva vSak poskytuji pouze symptomatickou lécbu a pouze u pfiblizné 50 %
pacientl oddaluji pokles kognitivnich funkci. U tézkych nebo pokrocilych ptipadi AD je vSak
jejich ucinek velmi maly. Jejich omezena terapeuticka ucinnost a dlouhodoba snasenlivost je
dana $patnou biologickou dostupnosti, hepatotoxicitou a neselektivitou. V soucasnosti bohuzel
neexistuji schvalené l1éky, které by progres AD dokazaly zastavit nebo Uplné onemocnéni
vylécit (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

VétSina vyzkumi se vSak po schvaleni FDA inhibitoru acetylcholinesterazy, takrinu,
jako léku na Alzheimerovu chorobu, vénuje praveé této oblasti terapie (Singh et al., 2013). Dnes
vyuZzivané léky donepezil, galanthamin, rivastigmin a huperzin A jsou reverzibilni nebo
kompetitivni inhibitory AChE. Zadny z 1ékii viak neprokézal snasenlivost u Sirokého spektra
pacientt (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Krom¢ inhibitorii AChE se k 1écbé Alzheimerovy choroby pouzivaji i dalsi terapie
(Singh et al.,, 2013). Napiiklad FDA schvaleny 1ék memantin funguje na principu
nekompetitivniho antagonisty N-methyl-D-asparatovych receptort (NMDA). Principem je
pfeména odpovédi mozku na glutamat, ktery se podili na vSech mozkovych funkcich, véetné
uceni a paméti. Nadmérna stimulace NMDA receptortl totiz zptisobuje vstup vét§iho mnozstvi
AD pouze mirny ucinek (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Dalsi terapie mohou byt zaloZzené na Tau proteinu, zabyvat se oxidativnim stresem, cilit
na transport Ca?* v bufikach, zaméfené na amyloid (inhibitory B-sekretazy, modulatory y-
hladiny B-amyloidu a blokady vSech nasledujicich krokt patogeneze AD. Oproti tomu
modulatory y-sekretazy snizuji produkci pouze AB42 bez vlivu na celkovou hladinu B-amyloidu

(Singh et al., 2013). Ptesto, ze se tento typ terapie jevi pomérné slibné, byl zatim na trh uveden

22



pouze jeden lék na principu snizeni mnozstvi f-amyloidu, Aduhelm. Schvaleni FDA ziskal

v roce 2021 a stal se velmi kontroverznim tématem ve farmacii obecné (Maulden, 2022).

3.3.1 Vyvoj inhibitord AChE

Prvni inhibitor acetylcholiesterazy byl nalezen bez znalosti mechanismu jeho uéinku pfi
1é¢be glaukomu jiz v 19. stoleti. Jednalo se konkrétné o latku fysostigmin. Inhibitory AChE
byly pozd€ji pouzivany jako pesticidy a vyzkumy se tak vénovaly jejich selektivnimu
pesticidnimu pisobeni. Selektivita téchto latek byla se zacatkem valky vyuZita pro vyvoj sarinu
jako prvniho nervového plynu. Vyzkumy se tedy zabyvaly jejich dal§im hledanim vcetné
ucinnych protilatek. Z toho divodu byly objeveny inhibitory AChE, pievazné fosfaty,
vyuzivané jako nervové plyny a jako antidota oximy (Singh et al., 2013).

Pusobeni nervovych plynt lze popsat jako interakci s acetylcholinesterazou pomoci
fosforylace. To zptisobi CNS, respiracni selhdni a zachvaty. Ptikladem takovych plynt jsou
tabun, sarin, soman, cyklosarin a VX. Mezi dal$i projevy patii napiiklad kasSel, dusnost, poceni,
slinéni, zvraceni, hyperglykémie, metabolickd acid6za, ketoza, hypotenze, bolesti hlavy,
zavraté, poruchy paméti, uzkosti, letargie, emocni nestabilita, dechova deprese a silné svalové
kontrakce néasledované paralyzou. Mechanismus G¢inku byl objeven za druhé svétové valky
némeckymi, anglickymi a americkymi védci, ale publikace dosahl az po vélce. Principem téchto
latek je tvorba reverzibilniho komplexu s AChE. K jeho reaktivaci dojde pomoci antidotti, mezi
néz tadime i atropin, skopolamin a antikonvulzivni Iéky. Jako chemické reaktivatory
inhibované acetylcholinesterazy pusobi oximy a musi byt podany vzdy po expozici nervovym
plynem. Oximy reaktivuji vazbu odstranénim organofosfatu z komplexu s AChE. Jako prvni
vysoce toxicky organofosfat byl v Némecku vyvinut tabun za t¢elem vyzkumu syntetickych
insekticidl. Dalsi, jiz jako nervové paralyticky, byl objeven soman. Poprvé byly nervové plyny
pouzity v druhé svétové valce. Nejsmrtelnéjsi z nich je sloucenina VX (jedovaté sloucenina X)
(Singh et al., 2013).

Za pocatky farmakoterapic Alzheimerovy choroby je obvykle povazovano objeveni
prvniho cholinesterdzového inhibitoru. Nejcastéji jsou pouzivany cholinergni Iéky donepezil,
galanthamin a rivastigmin. VSechny zminéné 1éky jsou vhodné pro mirnou az stiedné tézkou
formu AD. Pfesto, ze tyto léky maji mirné odlisné farmakologické vlastnosti, tak vSechny
plsobi na principu inhibitoru AChE. Posiluji cholinergni neurotransmisi tim, ze zpomaluji
odbouravani acetylcholinu uvoliiovaného do synaptickych §térbin. Jejich maximalni ac€inky se
mohou projevit jako modifikace symptomi onemocnéni. I pfes mirné rozdily ve zpiisobu

ucinku u zminénych 1€kl neexistuji ditkazy o rozdilech v jejich u€innosti. Ov§em jedna studie
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poukazuje na mensi mnozstvi nezadoucich ucinku pii 1é¢bé donepezilem v porovnani
s rivastigminem. Pti studiich byla totiz 1é€ba spojena s fadou velmi nepfijemnych vedlejsich
ucinkt, které Casto zplisobuji opusténi od 1é€by pacienta. Jednd se napiiklad o nevolnost,
zvraceni, prijem, bolest hlavy a bficha a anorexii. U 1€kl vSak byla prokdzana G¢innost na
zlepSeni v oblasti kognitivnich funkei, aktivit denniho Zivota, chovani a celkového klinického
stavu (Birks et Js, 2006).

Léciva AD lze obecné klasifikovat na zéklad¢ jejich chemické struktury. Jedna se o riizné

ptirodni, polosyntetické a syntetické derivaty (Singh et al., 2013).

3.3.2 Klasifikace inhibitori AChE

Prvni skupinou jsou derivaty tetrahydroakridinu. Takrin byl v roce 1993 prvnim
schvalenym lékem pro 1é¢bu Alzheimerovy choroby. Projevuje silnou inhibici AChE i BuChE.
Jeho struktura byla modifikovana na zakladé 4-aminopyridylové substituce
na tetrahydroakridinovy systém. Tato struktura se ukazala byt podstatnou pro jeho silnou
aktivitu (Singh et al., 2013). Takrin se vSak jiz nedoporucuje uZzivat z duvodu jeho
hepatotoxicity (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Dalsi skupinou jsou N-benzylpiperidinové derivaty. Patii mezi n¢ 1ék donepezil, ktery byl
schvalen pro 1é¢bu mirné az stiedné té¢zké formy onemocnéni v roce 1996. Byl vytvoien jako
bivalentni inhibitor AChE. Zakladni struktura donepezilu byla modifikovana dle vlivu na jeho
inhibi¢ni potencial (Singh et al., 2013). V soucasnosti se jedna o nejrozsifenéjsi 1€k proti
Alzheimerové chorobé. Specifi€nost benzylpiperidinti vi¢i AChE je dana rozdilem mezi
perifernimi aniontovymi misty AChE a BuChE. Vazba na molekuly cholinesterdzovych
sloucenin je disledkem objemnosti subsituenti na benzylovém nebo piperidylovém kruhu,
délkou ftetézce odde€lujici heterocyklicky kruh a zasaditou povahou dusiku. Dusik
v piperidinovém kruhu zvySuje aktivitu a tim ma ve slouceniné také dulezitou roli. Pfesna
vazebna mista enzymu v$ak nebyla doposud identifikovana (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Derivaty benzofenonu jsou skupinou slouc¢enin s aromatickym jadrem spojenym
s aminomolekulou. Konkrétn¢ se jedna o benzofenonové jadro a N,N-benzylmethylamin.
Slouceniny na 25 a 26 misté maji optimalni inhibi¢ni potencial AChE (Singh et al., 2013).

Skupina di-benzofuranovych analogii je zastoupena lékem rivastigminem (Singh et al.,
2013). Jedna se o karbamatovy inhibitor AChE, ktery tvoti kovalentni vazby s enzymem. Vazba
je tvofena karbonylovym uhlikem z karbamatové ¢asti slouceniny, zatimco arylova skupina
interaguje s dalsi casti enzymu. Protoze je karbonylova skupina je nakonec hydrolyzovana,

oznacuje se rivastigmin jako pseudoirreverzibilni inhibitor (Agatonovic-Kustrin et al., 2018).
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Jedna se 0 malou molekulu, ktera snadno putuje krevnim feéistém do mozku, kde ptsobi na
AChE a BUChE. V roce 2000 byl schvalen pro 1é¢bu mirné az stiedné tézké Alzheimerovy
choroby. V roce 2007 byl zménén zptisob jeho podani na dermalni naplast. To vedlo ke sniZeni
nepiiznivych vedlejsich ucinki na travici trakt ve srovnani s ptivodnimi peroralnimi kapslemi
a testovany byly rizné¢ modifikované struktury. Nejvyssi aktivitu vykazoval derivat 5-thia-1-
azacyklopenta[a]naftalenu. Zatimco zaména methylového fetézce za ethylovy vedla ke snizeni
inhibi¢ni aktivity AChE az 23ndsobn¢ a zaména za 1-fenylethylovy substituent snizila dokonce
inhibici AChE i BUChE (Singh et al., 2013).

Posledni skupinou jsou analogy galanthaminu. Tento lék byl schvalen v roce 2001 pro
1écbu mirné az stredné t€zké AD. Galanthamin je alkaloid izolovany ze snézenky kavkazské
(Galanthus woronowii) a z cibulek celedi Amaryllidaceae. Je to selektivni, reverzibilni,
centralni a kompetitivni inhibitor acetylcholinesterazy a zaroven je modulatorem neuronalniho
nikotinového receptoru pro acetylcholin (Singh et al., 2013). Aktivaci nikotinovych ACh
receptori pusobi neuroprotektivné proti glutamatové toxicité. Diky stimulaci tohoto
nikotinového receptoru jsou méné nachylni k Parkinsonové chorobé kutaci. Spole¢nym
pusobenim galanthaminu a memantinu vznika synergicky neuroprotektivni ucinek. Je
dokazéano, Ze na neuroprotektivnim u¢inku galanthaminu proti neurotoxicité zplisoben¢ NMDA
se podileji predev§im nikotinové receptory. Kromé toho kombinace galathaminu a memantinu
muze vést az k plné neuroprotekci. Tento vyzkum poskytuje strategii pii vyvoji novych 1€k,
tzv. viceucelovych ligandi (MTDL) s maximalnim ucinkem. Dle této strategie byly navrzeny
hybridni slouceniny se zakladem v dualnim vazebném pfistupu spojenim dvou molekul 1é¢iv
(Agatonovic-Kustrin et al., 2018).

Tim, jak populace starne a vyskyt Alzheimorova onemocnéni roste bude u¢inna strategie
lécby a prevence neuronedegenerativnich onemocnéni stdle aktudlnéjSim tématem této
spole¢nosti. K dosazeni téchto cilti bude nutné 1épe pochopit spolecné patologické mechanismy
napii¢ celym spektrem NDO. VétSina aktualnich studii se tedy nezaméfuje pouze na propojeni
jednoho onemocnéni s patologickymi mechanismy, které by mohlo vést k izolovanému
pohledu na problematiku a nedostatecnym vysledkim nevyuzitelnych pro SirSi spektrum
chorob. Spole¢né mechanismy téchto onemocnéni vedou od agregace pies mitochondrialni
dysfunkci a zmény metabolismu aZ po poruchy neuronalné-vaskularni signalizace. Bude nutné
se zabyvat spravnym chapanim zakladnich molekularnich d&ji ke kterym v mozku dochézi, ale
také jejich nacasovanim. K objeveni novych 1é¢ebnych postupt a klinickych strategii by bylo
tedy dobré najit spolecné rysy jednotlivych onemocnéni, které¢ poskytuji nové prilezitosti pro

vyzkum (Wareham et al., 2022).
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DalSim smérem ve vyvoji novych 1é€iv AD je jiZ zminéna strategie viceucelovych ligandi
(MTDL). Takov¢ slouc¢eniny maji potencial komplexnéji zasahnout dysfunkéni cile, které maji
podil na patogenezi AD. Jsou navrzeny ze znamych biologicky aktivnich molekul S riznymi
ucely a misty plsobeni. Zaroven tento piistup umoziuje soucasné podani 1éCiv s odliSnou
biologickou dostupnosti, metabolismem a farmakokinetickymi profily (Agatonovic-Kustrin et
al., 2018).

3.3.3 Vyuziti pfirodnich zdroji

V poslednich letech se velmi populéarni v 1é¢bé chronickych onemocnéni stala alternativni
a doplnkova medicina. Pfirodni produkty jsou vyuzivany jako dopliky stravy ¢i léky a zahrnuji
razné bylinné preparaty, fytoprodukty, mineraly, vitaminy a probiotika. Jejich systematicky
vyzkum byl zaveden az od 19. stoleti a az v poslednich desetiletich se podafilo
experimentalnimi a klinickymi studiemi prokazat jejich terapeutické hodnoty. Na rozdil od
syntetickych 1é¢iv se jednd o smés fytochemickych slou¢enin pfitomnych v rostlinnych
extraktech. Syntetické molekuly maji Casto omezeny pocet matefskych molekul a nizsi
sterickou slozitost nez ptirodni metabolity, jejichz farmakokinetické vlastnosti a chemickou
strukturu je moZzné jeSté dale zdokonalit. Ve fytomedicinskych vyzkumech je nejvétsi pozornost
vénovana terapeutické roli ptirodnich antioxidanttl, jako jsou alkaloidy, flavonoidy, triterpeny,
saponiny a polyfenoly (Parvez, 2017).

Utinek antioxidantdi je zaloZen na tlumeni poskozeni bundk, které je zpiisobeno
hromadénim oxidaénich sloucenin, pfedevsim volnymi radikaly, jako jsou reaktivni oxida¢ni
formy (ROS). Pravé jejich produkce a oxidaéni stres maji svou roli pti poskozeni neuronalnich
bundk a jejich nasledné smrti, véetné patogeneze AD. Siroké spektrum fytoproduktil paisobi
v organismu nékolika mechanismy, napiiklad antiapoptické drahy pomoci regulace a-
synukleinu, dopaminu, prozanétlivych cytokini a modifikace jaderné a bunééné zanétlivé
signalizace, zlep$eni neurotrofickych faktori a celkového antioxidac¢niho stavu (Parvez, 2017).

Mezi piirodni slouceniny, které vykazuji inhibici acetylcholinesterazy patii napiiklad
alkaloid fyzostigmin. Ziskava se izolaci z rostliny Physostigma venenosum f. Fabaceae,
konkrétn¢ z jejich semen a je schopny priniku do CNS, kde vykazuje inhibi¢ni aktivitu AChE.
Zaroven se jedna o prvni inhibitor AChE, ktery byl zkouman pro 1é¢bu AD. Proto byl
fyzostigmin vhodnou variantou pro vyzkum derivati. Diky tomu byly objeveny jeho analogy
jako fenserin a geneserin. Fenserin ma dokonce dva typy u¢inku. Snizuje mnozstvi proteinu pro
prekurzor B-amyloidu a zaroven vykazuje reverzibilni inhibici AChE. Diky tomu dosahl az II1

faze v klinickych studiich. Dal$im analogem fyzostigminu je tolserin. Byl prokazan jeho vysoce

26



inhibi¢ni G¢inek lidské AChE oproti jeho strukturnim analoglim. Zaroven je 200krat
selektivngjsi vaci AChE oproti BuChE (Singh et al., 2013). Fyzostigmin jako takovy ma
bohuzel kratky polocas a Gzky terapeuticky index, coz velmi omezuje jeho terapeutické vyuziti.
Misto toho se v8ak ¢asto vyuziva jako referen¢ni slou¢enina v enzymatickych testech. K 1é¢bé
AD se vyuziva jeho karbamatovy analog, diive zminény rivastigmin (Agatonovic-Kustrin et
al., 2018).

Dalsi skupinou alkaloidl s inhibi¢nim t¢inkem AChE jsou piperidinové alkaloidy. Patii
mezi n¢ spektalin, ktery byl ziskan z kvéta rostliny Senna spectabilis sin. Cassia spectabilis f.
Fabaceae. Ve struktufe téchto alkaloidu se podatilo rozpoznat acetylcholinovy fragment, coz
podnitilo syntézu novych polysyntetickych piperidinovych alkaloidii a ocekévani jejich
inhibi¢ni aktivity AChE. Tyto slou¢eniny prokazaly selektivitu vi¢i AChE v mozku a slabou
inhibici BUChE v tkani potkand (Singh et al., 2013).

Témto slouceninam piibuzny alkaloid piperin byl prokdzan jako modulator osy
hypotalamu hypofyza-nadledviny pomoci inhibice enzymti monoaminooxidazy. Tim zvySuje
hladinu serotoninu a noradrenalinu v mozku. Berberin, patii do skupiny protoberberint
benzylisochinolinovych alklaoidi (Parvez, 2017). Jeho derivaty byly hodnoceny jako silné
inhibitory acetylcholinesterazy. Ukazalo se, Ze jejich inhibi¢ni Gi€¢innost Gizce souvisi s délkou
alkylenového fetézce. Nejlep$imi inhibitory mezi témito derivaty jsou slouceniny se Ctyfmi
methylenovymi skupinami mezi berberinovym a aromatickym kruhem (Singh et al., 2013).
Berberin samotny ma v nékolika studiich prokazany serotoninergni, noradrenergni a
dopaminergni ti¢inek (Parvez, 2017).

K této skupiné alkaloidl patii také derivaty huperzinu. Huperzin A a B se izoluji z ¢inské
byliny Huperzia serrata sin. Lycopodium serratum f. Huperziaceae. Vyuziva se v tradi¢ni
¢inské mediciné a vyvolava znaéné zlepSeni paméti u starSich pacienti s Alzheimerovou
chorobou. Oba alkaloidy jsou silnymi reverzibilnimi inhibitory AChE, nicméné huperzin A je
ucinnéjsi nez huperzin B, ktery ale vykazoval vyssi terapeuticky index. V rdmci vyzkumu byly
syntetizovany hybridy takrinu a huperzinu A. V Cing je huperzin A schvélen jako 1ék pro 1é¢bu
AD (Singh et al., 2013).

Dalsi skupinou latek s inhibicnim potencidlem vi¢i AChE jsou karbazolové alkaloidy.
Mahanimbin se izoluje z listt rostliny Murraya koenigii f. Rutaceae a divodem jeho aktivity je
pravé karbazolové jadro. Inhibi¢ni aktivita vici AChE karbazolovych alkaloidi se uvadi
Ellmanovou metodou, kterd je pro tyto ucely nejpouzivanéjsi. Dale byly identifikovany
inhibi¢ni vlastnosti pii tvorbé B-amyloidnich fibril u riznych struktur karvediolu. Tento

potencial byl poté potvrzen i u dalSich derivati karbazolu, jako jsou 9-acetylkarbazol a

27



hydroxykarbazol. Vznikl tak cil syntézy derivatu, ktery by byl zaméfen na inhibici AChE a
agregace B-amyloida zaroven. Sloucenina karbakrin je spojenim karbazolové ¢asti karvediolu
a derivatu takrinu. Karbakrin tedy je schopen inhibice AChE, blokovat agregaci p-amyloidu,
antagonizovat NMDAR a zaroven snizovat oxidacni stres (Singh et al., 2013).

Terpenoidy jsou velmi rozmanitou pfirozené se vyskytujici skupinou organickych
slouCenin, které se jiz tradicné€ vyuzivaji k lé¢ebnym ucelim. Ve vyssich rostlinach jsou
vSudypfitomném a jiz je znamo vice nez 20 000 terpenoidu (Dai et al., 2022). Nové
meroterpenoidni inhibitory AChE byly izolovany z mikrobialnich metabolita Aspergillus
terreus f. Trichocomaceae. Tyto inhibitory obsahuji heterocyklus, ktery interaguje
s katalytickym mistem a substituenty na atomu dusiku, ktery se vaze na periferni misto enzymu
(Singh et al., 2013). Byly pojmenovéany jako terreusterpeny A-D, pficemz terreusterpeny D
vykazuji velmi dobrou inhibi¢ni aktivitu na AChE a tudiz maji potencial ve vyvoji vicecilovych
inhibitort proti AD. Aspergillus terreus je z rodu Aspergillus, ktery patii mezi bézné ptadni
houby. Nevyuziva se v§ak k fermentaci potravin, jako jiné houby z tohoto rodu. Jeji ucel je
V biochemickém pramyslu a medicin€ jako priimyslova bakterie pro vyrobu kyseliny a l1é¢iv
(Dai et al., 2022).

Dalsi skuinou projevujici inhibi¢ni uéinky vaéi AChE jsou piirodni steroidy. lzolaci ze
Sarcococca saligna f. Buxaceae byly ziskany slouceniny pregnanového typu se steroidnim
skeletem. U téchto latek byla prokazana inhibice AChE i BuChE v mikromolarnim rozsahu.
Dulezitou roli v inihibici hraji aminodusikaté atomy v polohach C-3 a/nebo C-20 ve struktuie
zkoumanych steroidt (Singh et al., 2013).

Posledni zde zminénou skupinou latek jsou saponiny. Radi se mezi glykosidy
s komplexni strukturou. Mezi nejznaméjsi saponiny patii ginsenosidy, izolované z Zen$enu
(Panax sp. f. Araliaceae), ktery se péstuje pievazné v severovychodni Ciné. Ve vychodni
mediciné se vyuziva jiz tisice let, mimojiné i jako ochrana poskozeni mozku, pro zvySeni
odolnosti a imunity a zlepSeni paméti (Dai et al., 2022). Ginsenosidy vykazuji velmi slibné
neuroprotektivni uc¢inky a déli se na dvé kategorie, protopanaxadioly a protopanaxatrioly. Jejich
neuroprotektivita se projevuje regulaci synaptické plasticity, neurozanétlivych porcesi,
uvolnovanim neurotransmiterti, U€inky proti neurozanétu a mozkovému oxida¢nimu stresu
(Parvez, 2017). Konkrétné u ginsenosidi Re a Rc byl experimentalné prokazan inhibiéni ti¢inek
na AChE, coz poukazuje na nové moznosti zaméfeni vyzkumu v 1é¢bé AD (Dai et al., 2022).

Vyuziti alternativni a doplitkové mediciny je v posledni dobé popularni pravé u
chronickych onemocnéni. Nicméné v piipadé 1écby naptiklad geriatrickych pacienti,

refrakternich na konven¢ni 1écbu nebo u jedincii s anesteziologickym rizikem je takova l1écba
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uzitend nejvice. Zarovei jsou v takovych pripadech dulezité ptirodni antioxida¢ni slouceniny,

latky s vlivem na nervovy systém a s protizanétlivymi uéinky (Parvez, 2017).

3.4 Rostliny vyuzité v této studii

Cernys lesni (Melampyrum sylvaticum L.) z &eledi krti¢nikovitych (Scrophulariaceae) je
hemiparazitem a slouzi jako telidlni hostitel rzi vejmutovkové (Kaitera et Witzell, 2016).
V tradi¢ni medicin¢ se druhy rodu Melampyrum Siroce uplatiiovaly jako sedativni,
identifikovany flavonoidy, fenylkarboxylové kyseliny, alkaloidy, iridoidy, triterpenoidy a
steroly. V disledku toho maji rostliny tohoto rodu prokazan sedativni i¢inek na neurotransmisi,
al., 2018). Konkrétné u druhu ¢ernyse lesniho byl v listech prok&zéan vyskyt fenolickych kyselin
a flavonoidu, konkrétn¢ kaempferol, luteoliny a chrysoerioly. Tyto slouc¢eniny mohou mit
antagonistické ucinky na patogeny a funguji také jako specifické signaly a chemoatraktanty pro
symbiotické houby (Kaitera et Witzell, 2016). V jiné studii potvrdili obsah iridoidi aukubinu a
melampyrosidu (Ahn et Pachaly, 1974). Aukubin ma rozsahlé biologické ucinky. Antioxidacni,
zjisténo, Ze zvysuje zivotaschopnost bunck a antioxida¢ni aktivitu enzymil, snizuje nekrozu a
celkové poskozeni bunék. Vyzkum také prokazal, ze snizuje apoptdozu neuront v oblasti
hypokampu (Zeng et al., 2020).

Do ¢eledi hluchavkovitych rostlin (Lamiaceae) patii rostlina Kinopad obecny
(Clinopodium vulgare L.) nazyvany také divokou bazalkou. Rostlina kvete od ¢ervna do fijna
a obvykle se vyskytuje na okrajich lest a viesovist. V tradi¢ni mediciné z oblasti Balkanu se
tato bylina vyuZzivala pfi 1é¢bé travici soustavy, zejména ve formé nalevi. Kvéty a listy rostliny
mély své vyuZziti jamo imunostimulanty, kardiotonikum a pfi lé¢b€ koznich onemocnéni. Jiz
diive analyzované rostliny byly bohaté na polyfenolové slouceniny, které casto vykazuji
potencidl v ochrané biologickych molekul ptred oxidaci ¢i v inhibici enzymi cholinesterazy.
Tyto vysledky poukazuji na potenciél v 1é¢bé onemocnéni souvisejicich s oxidacnim stresem.
Mezi identifikovanymi slou¢eninami v extraktech byly nejdominantnéjsi kyseliny rosmarinova
a elagova a zaroven byla prokazana dobra antioxida¢ni aktivita a potencial v ochrané lipida
pred oxidaci (BektaSevi¢ et al., 2022).

Velmi rozsifeny plevel Violka rolni (Viola arvensis Murray) z ¢eledi Violaceae se bézné
vyskytuje naptiklad na polich. Kvéty maji krémovou barvu se zlutou skvrnou uprostred

spodniho listku a horni okvétni listky mohou mit fialové zakon¢eni (Cheptou et al., 2022). Rod
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violek obsahuje kolem 500 druhti a je rozsifen po celém svéte. V tradi¢ni medicing€ se nadzemni
casti vyuzivaji k 1écbé rtznych koznich onemocnéni, bronchitidy ¢i revmatismu. Maji
Jedna se o saponiny, flavonoidy, slizy, salicylové derivaty, karotenoidy a cyklotidy. Tyto
bioaktivni polypeptidy maji protinadoroveé, uterotonické a anti-HIV vlastnosti (Toiu et al.,
2010). Ve violce rolni bylo konkrétné identifikovano mnozstvi alifatickych latek, derivaty
kyseliny Sikimové, monoterpeny a seskviterpeny (Toiu et al., 2009).

Dalsim rostlinnym druhem s obsahem iridoidii je Zb&hovec plazivy (Ajuga reptans L.)
zZ Celedi hluchavkovitych. Bylina ma modrofialové kvéty v disledku antokyanovych pigmentt.
V tradi¢ni medicin€ se pouzival ve sttedomofti pfi kardiovaskuldrnich problémech a na kozni
onemocnéni. V Rakousku se vyuzival k 1é€bé potizi dychacich cest ve formé Caje. Studie
prokézaly, ze pfitomnost polyfenoll zajist'uje protizanétlivé ucinky a iridoidy jsou zodpovédné
za protipriijmové, antiulcerogenni, hepatoprotektivni vlastnosti a hojeni ran. Obecné rod Ajuga
ma dlouhou historii v tradi¢ni mediciné jako ptipravek na hojeni ran, diuretikum, diaforetikum
acetylcholinesterazova a butyrylcholinesterazova inhibi¢ni aktivita (Goger et al., 2021).

Devétsil 1ékaisky (Petasites hybridus L.), vytrvala bylina z ¢eledi Asteraceae dortsta az
do vysky 3 metrt. BéZné roste u biehl fek, vlhkych loukach a dalSich stinnych a humidnich
mistech. Bylliné ptipravky z devétsilu se hojné vyuzivaly v tradi€ni mediciné k 1é¢bé kasle,
bronchitidy, astmatu, migrény, viedd, nechutenstvi, zanéti traviciho a mocového ustroji a
dalSich. V soucasné dob¢ ziskava na popularité¢ pro své 1é€ivé ucinky jako doplnék stravy
vV podobé kapsli, exktraktl, tinktur ¢i softgel. Obsahuje mnozstvi aktivnich latek
S terapeutickym potencidlem, ale zaroven i toxické pyrrolizidinové alkaloidy. Studie zaméfena
na esencialni olej potvrdila jejich nepfitomnost, coz naznacuje vhodné praktické vyuziti oleje.
Zaroven vykazoval protizanétlivou aktivitu, potencidl repelentu proti hmyzu a také v 1écbé
neurodegenerativnich chorob, z divodu reaktivity pii inhibici acetylcholinesterazy (Mihajilov-
Krstev et al., 2020).

Dalsi rostlinou hojné vyuzivanou v tradi¢ni mediciné€ je Vrbovka tzkolista (Epilobium
angustifolium L.). Tato IléCivka z Celedi pupalkovitych se mimo jiné hojné vyuziva
vV kosmetickém a potravinaiském pramyslu. Piipisuji se ji vlastnosti jako naptiklad
antioxida¢ni, imunomodulac¢ni, analgetické, antimikrobialni, protizanétlivé, antiandrogenni a
antiprolifera¢ni ucinky. Tradi¢né se tedy vyuziva k 1écbé mocovych cest, pti apoptdze bunék
rakoviny prostaty, priijmu, onemocnéni gastrointestinalniho traktu, onemocnéni a podrazdéni

ktize a sliznic, zanéti a epilepsie. Mezi bioaktivni latky, které Vrbovka tzkolistd bohaté
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obsahuje patfi hydrolyzované tfisloviny, polyfenoly, flavonoidy, steroidy, mastné kyseliny
a triterpeny. Konkrétné jde o myricetin, kvercetin, kaempferol, kyselinu ellagovou, kyselinu
valonovou, kyselinu protokatechovou, dilakton, kyselinu chlorogenovou, kyselinu gallovou,
kyselinu ferulovou, kyselinu skoficovou a kyselinu kdvovou. V nejvétSim mnozstvi jsou
zastoupeny ellagitanniny (Kavaz Yiksel et al., 2021).

Svétlik 1ékatsky (Euphrasia officinalis L.) je jednoletou, poloparazitickou bylinou taktéz
hojn¢ vyuzivanou v lidovém léCitelstvi. Tradicné se vyuziva hlavné k 1écbé ocnich
onemocnéni, jako jsou konjunktivitida, hordeolum, oc¢ni alergie a dalsi. Kromé toho bylina
vykazuje celou tadu biologickych aktivit. Byly prokdzany protizanétlivé, antioxidacni,
antimikrobidlni, antivirové, hepatoprotektivni, antiepileptick¢ a také regeneracni UCinky.
Aktivita extrakti této byliny je zalozena na akumulaci siln€ u€innych sloucenin, mezi které
patii jiz vySe zminované iridoidy, flavonoidy, fenolové kyseliny ¢i éterické oleje (Paduch et al.,
2014).

Jiz dlouho se ve formé¢ nalevill, odvart a lihovych vyluhli pouZziva v tradi¢ni mediciné

Chrastavec rolni (Knautia arvensis, subsp. Arvensis) z ¢eledi §tétkovitych (Dipsacaceae). Jeho

-----

-----

antimikrobidlni, diureticka, analgeticka a antioxidaéni aktivita. Pfestoze chemické sloZeni jesté
nebylo dostate¢né prozkoumano, ve vétSiné zkoumanych extraktd z rozdilnych oblasti se
vyskytovaly fenolkarboxylové kyseliny, flavonové glykosidy, flavonoidy, kumaroly, téisloviny
a chlorogenova kyselina. Také bylo zjiSténo, Ze polysacharidy chrastavce maji protizanétlivou
aktivitu (Kopyt’ko et al., 2020).

Bé&zna, plané rostouci, vytrvala bylina Podbél 1ékaisky (Tussilago farfara L.) je také
bézné vyuzivana v tradi¢ni medicin€. Kvétni pupeny se pouzivaji k 1é¢bé kasle a chrapotu.
antioxidacni, antimikrobidlni a protirakovinné ucinky. Jednou z hlavnich chemickych slozek je
seskviterpenoid tussilagon, ktery potlacuje expresi volnych radikalti v mikroglidlnich buiikach
a tim potlacuje aktivaci mikroglii. Vysledky studie, ve které izolovali ¢tyfi seskviterpenoidy
(vCetn¢ tussilagonu) ukazuji, Ze tyto slouCeniny mohou mit pfiznivy terapeuticky potencial

pfi 1é¢beé neurodegenerativnich onemocnéni (H. J. Lim et al., 2015).
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4 Metodika

4.1 Rostlinny material

Rostlinny material byl vybran na zaklad¢ predchozich etnobotanickych tidaji o tradicnim
vyuziti k 16¢bé neurodegenerativnich onemocnéni souvisejicich s inhibici acetylcholinesterazy
nebo oxida¢nim stresem. Jedna se o druhy Melampyrum sylvaticum L., Clinopodium vulgare
L., Viola arvensis Murray, Ajuga reptans L., Petasites hybridus L., Epilobium angustifolium
L., Euphrasia officinalis L., Knautia arvensis subsp. Arvensis a Tussilago farfara L. (Tabulka
1). Devét vzorkli 1é¢ivych rostlin bylo nasbirano v oblasti Sumavy v obdobi od dubna do
ervence roku 2022 Bc. Markem Zingakem. Botanicka identifikace byla provedena Ing. Karlem
Boublikem, Ph.D. (Fakulta Zivotniho prostiedi, CZU) pomoci taxonomickych kli¢t a

porovnanim s herbafovymi exemplafi. Nomenklatura byla sjednocena dle Kli¢e ke kvétené CR.

Tabulka 1: Prehled vybranych rostlinnych druhti

Rostl.  Latinsky nazev Celed’ Cesky nizev C. vzorku

cast

herba Melampyrum sylvaticum L. Orobanchaceae Cernys lesni 1

herba Clinopodium vulgare L. Lamiaceae Kinopad obecny 2

herba  Viola arvensis Murray Violaceae Violka rolni 3
Zbchovec

herba  Ajuga reptans L. Lamiaceae plazivy 4
Devétsil

herba Petasites hybridus L. Asteraceae 1ékatsky 5
Vrbovka

herba Epilobium angustifolium L. Onagraceae Uzkolista 6

herba  Euphrasia officinalis L. Orobanchaceae Svétlik 1ékatsky 7

Knautia arvensis, subsp.
herba  Arvensis Caprifoliaceae  Chrastavec rolni 8
rhizoma Tussilago farfara L. Asteraceae Podbél 1ékaisky 9
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4.2 Priprava vzorki

Vzorky rostlinného materidlu byly usuSeny pomoci horkého vzduchu. Nésledné
rozemleté vzorky byly extrahovany 80% ethanolem pii pokojové teploté po dobu 24 hodin
pomoci laboratorni tfepacky. Extrakty vzorkd byly poté zfiltrovany a rotacni odparkou
odpareny do sucha ve vakuu pfi teploté¢ 40 °C. VysusSené zbytky byly rozpustény ve 100%
dimethylsulfoxidu (DMSO). Tim byl vytvoien zasobni roztok kazdého extraktu s koncentraci

51,2 mg/ml. Extrakty byly skladovany az do testovani pfi teplote -20 °C.

4.3 Chemikalie a reagenty

Acetylcholiesteraza (AChE) typu VI-S, z elektrického uhoie, butyrylcholinesteraza
(BuChg) zkonského séra, acetylcholinjodid, butyrylcholinjodid, 5,5°-dithiobis-2-
nitrobenzoova kyselina (DTNB), neostigmin jako referen¢ni sloucenina inhibice AChE, 2,2-
difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), 2,2‘-azobis(2-methylpropionamidin)  dihydrochlorid
(AAPH), floresceinova sodna stl (FL), 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova
(Trolox) pouzity jako referenéni vzorek v antioxida¢nich metodach, byly zakoupeny komeréné
u Sigma-Aldrich (Praha, Ceska repulika). Organickd rozpoustédla o analytické kvalité jako
napiiklad methanol, DMSO a dalsi, byla pofizena u Penta Chemicals (Praha, Ceska republika).

4.4 Inhibice AChE a BUChE

Inhibicni ucinek extrakti na acetylcholinesterazu a butyrylcholinestrazu byl stanoven
pouzitim Ellmanovy spektrofotometrické metody modifikované Eldeenem a kol. (2005). Do 96
jamkové mikrotitracni desticky byly napipetovany vSechny vzorky, vcetné referencni
slouceniny, po 25 pul vzdy v koncentrac¢nich fadach o kone¢né koncentraci od 512 do 4 pg/ml.
Po vytvoirni koncentra¢nich fad bylo do kazdé jamky ptidano 125 pl 3mM DTNB (rozpusténa
v pufru C = 50 mM Tris-HCI, pH 8, s obsahem 0,1 M NaCl a 0,02 M MgCl2*6H20), 50 pl
pufru B (50 mM Tris-HCI, pH 8, s obsahem 0,1 % hovéziho sérového albuminu-BSA) a
nakonec 25 pl 15 mM ATCI (rozpustén v ddH20). Poté byla desticka inkubovéana po dobu 5
minut na tmavém misté (obrazky 1-2). Po uplynuti intervalu bylo do vSech jamek ptidano 25
pl Cerstveé pripravené AChE (0,2 IU/ml). Absorbance byla méfena pii 405 nm (Synergy H1,
BioTek, USA). Vysledné hodnoty vzorka byly vyjadieny pomoci hodnoty 1Cso (koncentrace
vzorku vykazujici 50% inhibici AChE), ktera byla ziskana vynesenim procentudlni inhibice

neostigminu proti koncentraci extraktu.
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V pfipad¢ testovani inhibice butyrylcholinesterazy byla pfiprava a pribéh méteni téméef
shodné s rozdilem vyuziti butyrylcholinjodidu a butyrylcholinesterazy namisto ATCI a

acetylcholinesterazy.

4.5 Antixodaéni aktivita

45.1 InhibiceDPPH radikalu

Prvni test pro ur¢eni antioxida¢ni aktivity vzorkt byl proveden pomoci metody zalozené
na inhibici DPPH radikalu (Sharma et Bhat, 2009). Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky
extraktd a Troloxu (pozitivni kontrola) s pocateéni koncentraci 1024 pg/ml metanolu. Do
96jamkové mikrotitraéni desticky byla poté ptipravena dvojndsobna seriova koncentra¢ni fada
vzorkl. Nasledné bylo do vSech jamek napipetovano 100 pl ¢erstvé piipraveného 0,25 mM
roztoku DPPH v metanolu. Tim bylo vytvofeno rozmezi koncentraci vzorka od 4 do 512 pg/ml
na kone¢ny objem jamek 200 pl. Poté byla desti¢ka inkubovana ve tmé po dobu 30 minut
(obrézky 3-4) a nasledné spektofotometricky namétena absorbance pti 517 nm pomoci ¢tecky
Synergy H1 (BioTek, USA). Vysledky byly vyjadifeny jako poloviéni maximalni inhibi¢ni
koncentrace (ICso v pg/ml) a nasledné piepocCitainy na ekvivalenty Troloxu (Hg TE/mg

extraktu).

4.5.2 Test absorp¢ni kapacity kyslikovych radikali (ORAC)

V testu absorpcni kapacity kyslikovych radikalii byla vyuzita mirné upravend metoda
diive popsana Ou et al. (2001). Cerna absorpéni 96jamkova mikrotitraéni desti¢ka byla nejprve
naplnéna 200 pl destilované vody do vnéjsich jamek, pro zajisténi lepsi tepelné stablity vzorkd.
Vzorky a veskeré reagenty v tomto testu byly piipraveny v 75 mM fosfatovém pufru s pH 7,0.
Nasledné bylo na desti¢ku napipetovano 25 pl Troloxu a extraktt, ke terym bylo piidano 150
ul FL (48 nM) a takto piipravena desticka byla inkubovana 10 minut pti 37 °C. Reakce byla
nasledné zahajena piidanim 25 pl Cerstvé piipraveného AAPH (153 mM) . Tim byl dosahnut
kone¢ny objem 200 pl v kazdé jamce. Zmény fluorescence byly méfeny s emisni a absorp¢ni
vinovou délkou nastavenou na 487 nm a 528 nm v 1minutovych intervalech po dobu 120 minut.
Kone¢na koncentrace extraktti pfi testovani byla 12,8 pg/ml. Standardni kalibra¢ni kiivky
Troloxu byly naméfeny z péti kone¢nych koncentra¢nich urovni v rozmezi 0,5-8 pg/ml, tedy
0,5, 1, 2, 4 a 8 pg/ml. Antioxidac¢ni kapacita byla nakonec vypoctena kvantifikaci plochy pod
kalibra¢ni kfivkou (dle navrhu Cao a Priora 1998) a vyjadiena jako ekvivalenty Troloxu (pg

TE/mg extraktu). Absorbance byla méfena opét pomoci ¢tecky Synergy H1 (BioTek, USA).
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4.6 Statisticka analyza

Vsechny analyzy byly provedeny ve tfech az ¢tyrech (ORAC) nezévislych testech vzdy
po tfech opakovanich. Vysledky jsou vyjadfeny jako primérné hodnoty se smérodatnymi
odchylkami (primér * SD). VSechna data byla transformovédna na specifické parametry

konkrétnich testi pomoci Microsoft Office Excel 365.
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5 Vysledky

V této praci bylo zkoumano 9 1é&ivych rostlin s piivodem z oblasti Sumavy v Ceské
republice. Rostliny jsou tradi¢né pouzivany pii 1écbé fady onemocnéni souvisejicich a
oxida¢nim stresem, neurodegenerac¢ni poruchou nebo s pfedpokladem pro inhibicni aktivitu
acetylcholinesterazy, butyrylcholinesterazy a antioxidaéni aktivitou in vitro. Zadny z druht
neprojevoval vyznamnou inhibici vii¢i AChE ¢1 BuChE. Nicméné Etyfi z vybranych druhil
vykazovaly zna¢nou antioxida¢ni aktivitu. Jednalo se o Kinopad obecny (Clinopodium vulgare
L.), Devétsil 1ékarsky (Petasites hybridus L.), Svétlik 1ékarsky (Euphrasia officinalis L.) a

Vrbovku Gzkolistou (Epilobium angustifolium L.).

5.1 Inhibi¢ni aktivita AChE a BuChE

Bohuzel inhibi¢ni aktivita vG¢i acetylcholinesterdaze ani butyrylcholinesteraze
Ellmanovou metodou nebyla prokazana u zadného z testovanych rostlinnych druhti. Metoda se
vsak potvrdila jako ucinnd v pfipadé referencni slouceniny neostigminu, ktery je bézné
pouzivan pti 1écbé Alzheimerovy choroby. Vysledky rostlinnych extrakti nebyly statisticky

vyznamné, a proto nejsou Vv této praci konkrétné uvedeny.

5.2 Antioxidaéni aktivita (DPPH a ORAC)

Kompletni vysledky testovanych rostlin na antioxida¢ni aktivitu jsou shrnuty v tabulce 2.
Vsechny vysledky jsou sjednocené vyjadieny v ekvivalentech Troloxu. V piipadé testu DPPH
byly nejvyssi hodnoty zjistény u druhu Vrbovka Uzkolista (459,14 + 95,72 pg TE/mg extraktu),
dale mély pomérné vysokou aktivitu Svétlik 1€karsky, Kinopad obecny a Devétsil 1€katsky
(248,45 + 31,91; 205,25 + 30,72 a 178,42 + 26,58 pug TE/mg extraktu). U ostatnich rostlin se
ekvivalent Troloxu pohyboval v rozmezi <0,01 — 101,43 pg TE/mg extraktu. Nejlepsi vysledky
testu ORAC byly zjistény u rostliny Kinopad obecny (745,25 + 20,31 pg TE/mg extraktu).
Podobn4 aktivita byla zaznamenéana také u Devétsilu 1ékaiského a Svétliku 1ékarského (718,64
+47,15a 708,12 £+ 26,84 pug TE/mg extraktu). Vrbovka uzkolista méla v tomto testu az ¢tvrtou
nejvyssi hodnotu (657,68 + 28,24 ug TE/mg extraktu). Jen o néco nizsi aktivitu mél Chrastavec
rolni (601,23 + 111,32 pg TE/mg extraktu), v§ak s pomérné vysokou smérodatnou odchylkou,
tudiz se jedna o znacné nepresny vysledek. Ostatni testované rostliny mély hodnotu ORAC
v rozmezi 133,83 - 539,94 pg TE/mg extraktu. Zadny z extrakti ale nevykazoval silngjsi

antioxida¢ni u¢inek nez referenéni sloucenina Trolox.
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Tabulka 2: Celkové antioxidaéni aktivita testovanych rostlinnych extrakti

C. vzorku Nazev druhu Antioxida¢ni aktivita / pramér + SD?

DPPH (ug TE®’mg  ORAC (ug TEP/mg
extraktu) extraktu)

1 Melampyrum sylvaticum L. >0.01 133,83 + 10,05

2 Clinopodium vulgare L. 205,25 + 30,72 745,25 + 20,31

3 Viola arvensis Murray 54,34 £+ 6,37 539,94 + 26,15

4 Ajuga reptans L. 38,23 +£9,27 243,93 +11,48

5 Petasites hybridus L. 178,42 + 26,58 718,64 + 47,15

6 Epilobium angustifolium L. 459,14 + 95,72 657,68 + 28,24

7 Euphrasia officinalis L. 248,45+ 31,91 708,12 + 26,84

Knautia arvensis, subsp.
8 Arvensis 101,43 £ 16,32 601,23 + 111,32
9 Tussilago farfara L. 68,50 + 18,28 450,38 + 13,17

asmérodatna odchylka,  ekvivalent Troloxu
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6 Diskuze

Je jiz prokazano, Ze zvySena syntéza neurotransmiteru acetylcholinu vede k rozvoji
Alzheimerovy choroby. Z toho diivodu se jako nejcastéjsi 1€¢ivo tohoto onemocnéni pouzivaji
inhibitory AChE. Zaroven vime, ze dochazi ke zvysSené produkci antioxidantl pfi vyuzivani
inhibitort AChE pro symptomatickou lécbu AD ¢imZz chrani buiiky pfed oxida¢nim
poskozenim (Kavaz Yksel et al., 2021). Tato studie jako prvni pfinasi vysledky anticholinergni
a antioxida¢ni aktivity vSech zminénych rostlinnych druhii, vybranych na zaklad€ vyuziti
Vv tradi¢ni mediciné.

Inhibice acetylcholinesterazy je ve srovnani s ostatnimi biologickymi aktivitami (napft.
praveé antioxidacni) pomérné specifickou reakci. Je tedy ziejmé, ze ptirodni inhibitory AChE
jsou velmi charakteristické slou¢eniny a jejich pfirozeny vyskyt neni bézny, coz naznacuje i to,
ze by se jednalo o potencionalné silné jedy. Pouze omezené mnozstvi ptirodnich rostlinnych
latek vykazuje in vivo anticholinergni aktivitu. Piikladem takovych latek jsou galantamin ¢&i
fyzostigmin.

V porovnani s touto studii byla jiz diive prokazana slabd inhibi¢ni aktivita AChE
Ellmanovou metodou v piipad¢ rostlinného druhu Kinopadu obecného. Vodny roztok (14,6%
inhibice AChE) vykazoval vys$i aktivitu nez metanolovy (6,3% inhibice AChE), avSak
V porovnani s referen¢ni slou¢eninou byla inhibice velmi slaba (Bektasevi¢ et al., 2022). Tento
rozdil byl pravdépodobné ovlivnén zptisobem testovani inhibice AChE. Neprokazana aktivita
v této studii ve srovnani s vyse zminénym ¢lankem mohla byt ovlivnéna naptiklad zvolenym
rozpoustédlem extraktu.

V jiné studii mél rostlinny extrakt Vrbovky tzkolisté prokazatelny inhibicni uc¢inek
AChE (1Cs0 0,14 mg/ml). Jednalo se vsak o ethanolovy extrakt a postup testovani se také lisil.
Inkubacni doba byla 15 minut a pomér jednotlivych ¢inidel byl odlisny (Kavaz Yuksel et al.,
2021).

Mirnou anticholinesterazovou aktivitu prokazaly takeé esencialni oleje z listt a oddenkd
Devétsiul 1ékaiského (Mihajilov-Krstev et al., 2020). Rozdily mezi vyuzitou formou bylinného
preparatu (esenciélni olej a extrakt) mohou mit urc¢ité vliv na vysledky této studie z divodu
jejich fytochemického slozeni.

Vsechny zminéné aspekty mohou hrat svou roli na vysledKy in vitro testi. Zaroven je zde
urCita pravdépodobnost, ze extrakty s koncentraci 512 pg/ml maji tak silnou pigmentaci
(obrazek 1-2), ze pii pouziti spektrofotometrické metody neni mozné jejich inhibiéni aktivitu

zaznamenat. Bylo by tedy vhodné v piipadé opakovani testovani podobnych extraktli nejprve
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odstranit barviva pomoci vhodné metody, jako je napiiklad frakcionace pomoci
semipreparativniho-HPLC nebo zhodnotit vyuziti jiné metody ¢i jeji modifikace.

Inhibi¢ni uéinek cholinesteraz byl doposud testovan na riznych fotochemikalii. Rada
studii také wuvadi, ze fenolové slouceniny a flavonoidy maji inhibi¢ni aktivitu
acetylcholinesterazy (Kavaz Yiksel et al., 2021). Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu AChE
z flavonoidi vykazuji flavony a isoflavony (napf. pomiferin) (Bektasevi¢ et al., 2022).
Flavanon naringenin vykazuje inhibi¢ni aktivitu AChE in vitro az pii vyssich koncentracich
(ICs0 = 2045 puM) (Pinho et al., 2013). V inhibici BuChE je silnéjsi flavonol galangin nez
myricetin, kvercetin, kaempferol, luteolin, apigenin a rutin a je dvanactkrat lepSim inhibitorem
BuChE ve srovnani s inhibici AChE. Kvercetin inhibuje AChE i BuChE kompetitivnim
zpusobem. DalSimi inhibitory AChE jsou kyselina chlorogenova, rutin, kyselina rozmarynova,
gallova a ellagova (Bektasevic et al., 2022). Kyselina ellagova ma silny inhibiéni G¢inek nejen
na AChE, ale také na tyrozinazu. Zaroven vsak u¢inek konven¢niho 1éku donepezilu je piiblizné
10 000krat silngjsi pii inhbici AChE nez kyselina ellagovd. Ale vzhledem k nezadoucim
ucinktim syntetickych inhibitort je dalezité identifikovat slouceniny ptirodniho piivodu s touto
aktivitou (Kavaz Ylksel et al., 2021).

Stejn¢ jako v této studii byla diive popsana in vitro antioxidacni aktivita Kinopadu
obecného v testu DPPH (Bektasevic et al., 2022). Vysledky jsou dokonce téméf shodné, kdy
pro metanolovy extrakt vysla vysledna hodnota ICso 25,7 ug/ml a pro vodny extrakt 32,4 ug/ml
(v této studii 30,04 pg/ml). Antioxida¢ni aktivita ORAC testu v této studii méla u extraktu
z Kinopadu obecného nejslibnéjsi vysledek, 745,25 ng TE/mg extraktu. Dle studie BektaSevi¢
et al. (2022) je v metanolovém extraktu Kinopadu obecného nejvice zastoupena kyselina
rozmarynova, poté kyselina ellagova a ferulova. Prave kyselina rozmarynova je znama ti¢innou
ithnibici oxidace lipida s nizkou hustotou a proto je mozné, ze vysledky antioxidacni aktivity
souvisi s obsahem této slouceniny.

Antioxida¢ni aktivita Devétsilu lékaiského byla jiz diive prokazana u jeho esencialniho
oleje ziskaného z z listt a oddenkt v hodnotéach 1Cso 154,23 a 79,99 mg/ml (Mihajilov-Krstev
etal., 2020), pficemz G¢inek extraktu v této studii byl nasobné siln&jsi (ICso 34,58 mg/ml v testu
DPPH, 718,64 ng TE/mg extraktu v testu ORAC). Je to pravdépodobné zptisobeno rozdilnym
fytochemickym slozenim. Esencidlni oleje vSak nezptlisobily ve zminéné studii podrazdéni
ktize, coz vypovidd o tom, Ze neobsahuji toxické slouceniny. Devétsil 1ékarsky obsahuje
pyrrolizidinové alkaloidy, které jsou zodpovédné za jeho toxicitu. Obsahuje vSak také fadu
dalsich ucinnych latek, mezi které patii seskviterpenové estery petasinu a isopetasinu a

seskviterpenové laktony, které maji 1é¢ivé vlastnosti (Mihajilov-Krstev et al., 2020). S ohledem
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na diskuzi je tedy potfeba poznamenat, Ze pro dal$i vyuZiti by byla potieba i1 pfesnéjsi analyza
fytochemického sloZeni extraktu Devétsilu 1ékarského ze stejné oblasti jako v této studii.
Testovani antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH bylo také jiz diive prokazano u byliny
Svétlik 1ékarsky. V experimetu Paduch et al. (2014) naméfili hodnotu ICso 99,68 pg/ml,
zatimco v této studii byly vysledky silnéjsi (24,74 pug/ml). Zaroven ve zminéné studii testovali
aktivitu ve vice rozpoustédlech a metanolovy extrakt mél aktivitu nejsilnéjsi, coz poukazuje na
vliv rozdilu v polarité pracovniho media a extraktu na vysledek (Paduch et al., 2014). Takeé
v hodnoceni testu ORAC v této studii mél Svétlik 1ékaisky téeti nejsilngjsi i¢inek z testovanych
extrakt. Jeho antioxidacni aktivita zfejm¢e souvisi s bohatym obsahem biologicky ucinnych
latek. Mezi tyto aktivni latky patii naptiklad iridoid aukubin , tfisloviny, fenolové kyseliny,
étericke oleje a flavonoidy (Paduch et al., 2014). Aukubin je iridoidni glykosid s Sirokou Skalou

farmakologickych vlastnosti. Studie prokazaly jeho neuroprotektivni G¢inky prostfednictvim
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v mozku. Pravdépodobné tedy aukubin aktivuje antioxida¢ni odpovéd’, ¢imz dochazi k regulaci
oxida¢né-antioxidacni rovnovahy (Wang et al., 2020). Dalsi studie prokazuje preventivni
potencial aukubinu proti diabetu. Krom¢ antioxida¢niho uc¢inku totiz piispiva ke kontrole
hyperglykémie a k ochrané B-bunék pankreatu (Jin et al., 2008)

Podobné vysledky jako v této studii pro antioxida¢ni aktivitu Vrbovky uzkolisté byly
dokazany ve studii Kavaz Yuksel et al. (2021). Vysledky obou studii dokazaly, Ze extrakt
Vrbovky Uzkolisté je schopen vychytavat volné radikéaly a mohl by mit schopnost zabranit Sifeni
nckterych fetézovych reakei zplisobenych volnymi radikaly. Zminéna studie ptisuzuje
antioxidacni aktivitu tohoto druhu vysokému obsahu ellagitaninu a dalSich fenolickych
sloucenin, nebot’ struktura fenolickych sloucenin mé kli€¢ovou roli pfi vychytdvani volnych
radikalt. Rika také, Ze Vrbovka tuzkolista by diky témto vysledkim mohla dosahnout
terapeutického vyuziti pii snizovani oxida¢niho stresu (Kavaz Yuksel et al., 2021).

Avsak je nutné doplnit, Ze rostlinné extrakty jsou mirné proménlivou smési rtizné
aktivnich sloucenin, coZ ma za nasledek jejich synergicky a antagonisticky efekt, ktery mtlize

byt dal$im faktorem pro ziskané vysledky.
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[ Zavér

Zavérem lze fici, Ze u vybrannych deviti rostlinnych druhii nebyla prokdzana inhibi¢ni
aktivita acetylcholinesterdzy ani butyrylcholinesterazy. Nicméné u Ctyt z téchto druhi byl
potvrzen in vitro antioxida¢ni Gi¢inek. Jednalo se o rostliny VVrbovka Uzkolista, Svétlik 1ékatsky,
Kinopad obecny a Devétsil 1ékatsky. Na zakladé ziskanych vysledka by mohly tyto druhy byt
vyuzity jako perspektivni material pro dal§i vyvoj novych rostlinnych antioxida¢né aktivnich
latek. Jejich antioxidaéni potencial by bylo mozné vyuzit ve formé dopliki stravy nebo jinych
rostlinnych preparati. Pro ovéfeni praktického vyuziti téchto druhti by vsak bylo zapotiebi

dalsich vyzkumi, podrobna analyza chemického slozeni a vyzkum antioxida¢ni aktivity in vivo.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AD
AChE
ATCI
AAPH
BuChE
CNS
DMSO
DPPH
DTNB
FDA
FL
1Cs0
MTDL
MRI
NDO
NMDA
ORAC
PET
ROS
SD
TE

Alzheimerova demence
Acetylcholinesteraza
Acetylcholinjodid
2,2°-azobis(2-methylpropionamidin) dihydrochlorid
Butyrylcholinesteraza

Centralni nervova soustava
Dimethylsulfoxid
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
5,5¢-dithiobis-2-nitrobenzoové kyselina
Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
Fluorescein

Koncentrace vzorku vykazujici 50% uc¢inek
Multi-Target-Directed-Ligands
Magneticka rezonance
Neurodegenerativni onemocnéni
N-methyl-D-asparatovy receptor
Kapacita absorpce kyslikovych radikali
Pozitronové emisni topografie
Reaktivni formy kysliku

Smérodatna odchylka

Ekvivalent Troloxu
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Obrazek 3 a 4: Mikrotitra¢ni desticky v testu DPPH po inkubaci ptfed méfenim
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