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1. UVOD

Pouzivani rostlin pro blaho cloveéka je prastaré. Mnohou léCivou rostlinu
uchovava tradice od antiky pres stfedovék aZ do nasi doby. K léEebnym
metodam za pomoci nejriznéjsich bylin se uchylovali lidé skutecné od nepaméti.
Vyplyvd to zdochovanych egyptskych papyra, pochézejicich z davnovéku.
Doklady existuji i z oblasti Severni a Jizni Ameriky anebo Dalného vychodu,
které Ize datovat piiblizné do doby 4000 let pt. n. 1. Asyfané a Babylonané znali
Jiz v 17. stoleti pt. n. 1. 65 druhti lé¢ivych rostlin. Stafi fecti ucenci se témito
poznatky hojné inspirovali, Hippokrates rozd¢lil byliny na horké, studené, suché a
mokré, a Dioscoridiiv herbéi jiz zahrnuje vice nez 600 bylinnych druhd. Rim
navéazal na poznatky Reki a jesté je prohloubil, Arabové rozsitili poznatky o nové
byliny z exotickych kraji, nemluvé 0 tradi¢ni ¢inské medicing a starych perskych
herbafich. Nejstar§im cCeskym herbaifem je Knieha lekarska zroku 1517
litomyslského 1ékate J. Cerného, ktery zde popisuje 380 bylin s lé&ivymi
Gi¢inky.®

Vétsina u¢innych latek se ziskava izolaci, nékteré Castecnou nebo uplnou
syntézou, mikrobiologickymi metodami nebo kombinaci téchto postupt. Izolaci
se ziskavaji zejména alkaloidy, polysacharidy, kardioglykosidy, antraglykosidy,

flavonoidy, kumarinové derivaty, hormony, enzymy a néktera antibiotika.®

Alkaloidy jsou v naprosté vétsin¢ produkty zelenych rostlin, jen velmi maly
poCet se vyskytuje v niZzSich houbach (ndmel) a vkoZnich sekretech
obojzivelniki. Néazev dostaly od alkalické povahy, a¢ néktefi zastupci jsou
neutralni latky. V rostliné jsou vazany na organické kyseliny (Stavelovou,
jable¢nou, vinnou, citronovou, mekonovou, chelidonovou). Casto se vyznacuji
silnym fyziologickym ucinkem, a proto od pradavna slouzily (byt ve formé

hrubych extrakti) jako 1éCiva, uspavaci prostredky a jedy.
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Pfes velmi rozmanité u¢inky nezname jejich ptirozenou funkci a zda se, ze jsou

pro rostliny postradatelné.

Alkaloidy obsahuje jen asi 10% vSech rostlinnych druhti a 20% rostlinnych
Celedi, vétsinou dvoudéloznych, a to v mnozstvi pod 0,5% suSiny, vétsi obsahy
jsou V}'ljimeéné.(4) Vétsina alkaloidii je povazovana za dusikaté odpadni latky
rostlinného organismu. Uplné odstranéni alkaloidi z rostlin, pokud je proveditelné
experimentaln¢, obvykle nema na rostlinu vliv. Biosynthesa alkaloidi vSak
znamena pro rostlinu zna¢nou spotiebu energie a predpoklada ptitomnost vysoce
specifickych enzymil, coz nasvédcuje urcité uloze alkaloidi, ktera vSak zatim neni

zcela zndma.

Alkaloidy se uplatiuji jako analgetika, narkotika, kardiaka, prostiedky
ovliviiujici krevni ob&h a dychéni, chemoterapeutika, antiparasitika, uterotonika,

lokéln{ anestetika, mydriatika a amara.®
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2. CIL PRACE

Ma diplomova prace snazvem ,Stanoveni alkaloidi ve vodnim mechu
Fontinalis antipyretica” se zabyva stanovenim mnozstvi alkaloidt ve vySe
zminéném vodnim mechu a zjisténim piitomnosti dalSich latek s moZnou

biologickou aktivitou.

Cilem préce bylo:

1. Zjistit vyskyt vodniho mechu Fontinalis antipyretica na Gzemi CR a ve
vybranych lokalitach ziskat vzorky.

2. Zmetit fyzikalni faktory prostiedi, ve kterém se Fontinalis antipyretica
vyskytuje.

3. Zvladnout stanoveni alkaloidi ve Fontinalis antipyretica a porovnat
mnozstvi alkaloidi u vzorkd z riznych lokalit CR.

4. ldentifikovat hlavni flavonoidy obsazené ve Fontinalis antipyretica.
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3. TEORETICKA CAST

Mechorosty patii mezi nejstars$i suchozemské rostliny, prvni fosilie pochazeji
z devonu, tj. z obdobi pted 360 — 370 miliony let. Pfedchidci mechorostl nejsou
znami, ale predpoklada se, Ze se jedna o tfasy ztadu Charales. Vyvojové tvoii
mechorosty tfi samostatné vyvojové skupiny s nejasnymi vzajemnymi vztahy —
hleviky (Anthocerophyta), jatrovky (Hepatophyta, Marchantiophyta) a mechy
(Bryophyta). V soucasné dob¢ je znamo ptiblizn€ 20 tisic druhi mechorosti. Jsou
témét kosmopolitné rozsifené, ale nikdy se nevyskytuji ve vodach mofi a oceantl.
Bryophyta tvofi nejpocetnéjsi skupinu mechorostl s ptiblizné¢ 10 000 druhy
v ptiblizn€ 700 rodech.

Mechorosty musi byt schopny vyrovnat se s nepravidelnou dostupnosti vody.
Vodu pfijimaji celym povrchem téla. U mechorostii s vyvinutou kutikulou, kter
je na nékterych mistech slabsi, pfipadné zcela chybi, je tak umoznén cileny piijem
vody do urcitych oblasti. Pfijatd voda je vedena vnittkem stélky, a to jak
mezibunéénymi prostory, tak i specializovanymi bunkami, hydroidami. Omezen
je i pfijem Zivin ze substratd, ale mechorosty dokazi Iépe vyuzivat latky obsazené
ve srdZkach. Tento pfijem neni omezen jen na latky mineralni, ale i na ruzné
polutanty, diky ¢emuz mohou mechorosty vystupovat jako citlivé bioindikatory
zne¢istént.® Mechorosty nemaji koteny, nybrz kofinkim podobna vlédkna
(rizoidy) s odlisnym utvafenim, s jejichz pomoci mohou byt zakotveny

v podkladu.®
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3.1 Fontinalis antipyretica HEDW (pramenicka obecna)

Rise: Plantae

Odd¢leni: Bryophyta

Ttida: Bryopsida

Podtrida: Bryidae

Rad: Hypnales

Celed”: Fontinalaceae

Rod: Fontinalis HEDW

Druh: Fontinalis antipyretica HEDW"¥

3.1.1 Botanicky popis rostliny

Prameni¢ka obecna — Fontinalis antipyretica je vodni mech, ktery se
vyskytuje v tekoucich vodach, ve vodach mirné znecisténych, vzacné ve vodach
stojatych jak v niZinach, tak i v horskych oblastech. Neroste na vapenitych pidach
a je velmi odolna proti vyschnuti.

Lodyzky vyrastaji v syté¢ tmavozelenych 100 - 400 mm dlouhych a bohaté
vétvenych svazcich s cetnymi vyhonky. Listky na lodyzkdch i postrannich
vétvickach jsou vyrazné sestaveny ve tfech fadach. Jsou dlouhé 3 - 5 mm, bez
Zebra, ¢lunkovité, vejéité podlouhlé a celokrajné. Stét je dlouhy jen 1 —5 mm a
vyrasta z postrannich kratkych vétvicek, takze vejéité tobolky zdanlivé rostou
mezi listky. Vytrusy dozravaji v1été. Cepelné buiiky jsou tekované,
obdélnikovité. Peritechialni listky poharkovité obaluji tobolku. Peristom je
dvojity, bradavi¢naté papilnaty, tmavo&erveny. Jedna se o rostlinu dvoudomou.®®
% Rod Fontinalis je rozsifen po celé Evrops. V Cechach roste hlavné v oblasti
Sumavy (horni feky K¥emelné®”) a Krkono$ (Upska jama®). Je znamo zhruba
14 druha®, pficemz u nas byly doposud objeveny téi druhy: Fontinalis

antipyretica, Fontinalis squamosa a Fontinalis hypnoides HART M.

10
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Posledni zminény druh byl objeven aZz nedavno v nevelkém mnoZstvi
v jiznich Cechach. Je velmi podobny Fontinalis antipyretica, od kterého je t&Zko

’ v . v v roor 2
rozeznatelny. Je fazen mezi nedostateéné znamé druhy.®

3.1.2 Historie a pouziti

Mechorosty ve srovnani s vy38imi rostlinami maji pouze omezeny vyznam
pro Cloveéka; vyznamnéjsi roli hraji spiSe v ptirodnich ekosystémech. Donedavna
se hovotilo pouze o vyuziti mechorostli jako obalového materidlu pro dekoraci;
ekonomicky vyznamné bylo jedin¢ pouziti raseliny. V Japonsku jsou jesté
popularni ,mechové“ zahradky, vyuzivajici estetického vzhledu riiznych
mechorostii. Casem se za¢aly pouzivat mechorosty jako stanovistni indikatory.
Srozvojem fytochemie ptibylo vyuziti sekundarnich metabolitt; zvlasté u
jatrovek byly nalezeny vyznamné slouceniny.

Clovék vyuzival nékterych vlastnosti mechorostii jiz od starovéku. Jiz
Z neolitu je znamo baleni $pic¢ek Sipii do mechorostli za celem ochrany hrotd. Od
pradavna byly také polStafe mechii pouzivany jako vystelka loze, pozdéji jako
napln primitivnich matraci, ¢i polstaru. S touto skutecnosti je spojeno rodové
jméno mechu Hypnum (= ,spaci“ mech). Bylo pouZito jiz Lineém, ktery
samoziejm¢ znal tuto souvislost zoblasti Laponska. Podobné mechorosty
pouZivaji (hlavné v tropickych deStnych pralesech druhy rodt Frullania,
Floribundarie, Meteorium, Papillaria aj.) ptaci ke stavbé hnizd a nékteii savci pro
vystelku svych pelechtl. Jako vystelka hrobd byly mechorosty pouzivany dlouhou
dobu Japonci a Eskymaky.

Mnohem vice byly mechorosty vyuzivany c¢lovékem jako vhodny tésnici
material pro nejriznéjsi vyplné. Mechem byly utésiiovany skuliny mezi kmeny
Vv primitivnich dievénych stavenich, mechy slouzily rovnéz k utésnéni mezer
vV ¢lunech. U severskych narodi byly skuliny mezi kominem a stavenim
vyplhovany vodnim druhem Fontinalis antipyretica jako ochrana proti ohni.

RovnéZ tuto skuteénost prevzal Linné do druhového jména mechu (antipyretica =

11
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proti ohni). Dodnes jsou mechy lokalné pouzivany jako vypli beden pfi transportu
kiehkého materialu, ovoce, zeleniny, navlhéené pfi transportu zahradnich rostlin
apod. Na Filipinach jsou mechy (hlavné raseliniky) pouzivany jako obal vajicek
krokodylt v inkubatorech krokodylich farem.

Jako izola¢ni material kolem lahvi (obdoba termosek) a jako obvazovy
material na odfeniny byly mechorosty pouzivany jest¢ v 1. svétové valce.
V diivejsich dobach (u nas bézné v obdobi renesance) a donedavna u primitivnich
narodl se setkavame s jejich pouzitim misto plenek, toaletniho papiru, jako napli
damskych vlozek ¢i vlozek do bot. Fungicidni a baktericidni ucinky dodnes
vyuzivaji severoamericti Indidni, ktefi pfipravuji z mechi masti na odfeniny.
V orientalnim lidovém 1é¢itelstvi (zvlasté v Cing) je vyuZzivano asi 40 druhd
mechorost  k 1éCeni  zanét, ekzému, bronchitidy, anginy apod. PouZiti
mechorostt k dekoracnim tcelim je starého data. Zejména v kvétinaCich se
prekryva ptida mechorosty dodnes, napf. pti péstovani bonsaji, dale vanoc¢ni
dekorace jeslicek a pouziti do vénci.

Mechorosty piedstavuji prosttedi pro zivot fady roztoc¢l, chvostoskok,
zelvusek a vifniki. Pro vysoky obsah tfislovin nepatii k vyznamnym slozkdm
potravy zadného druhu Zzivocichti. Zvlastnim piipadem jsou vSak lumici, ktefi
nutné potiebuji poziit urCité mnozstvi mechu; to jim slouzi potom jako jakasi
vystelka v zaludku, umoznujici spravné traveni potravy. Jako pomérné
jednoduché rostliny jsou mechorosty vyuZivany jako modelové organizmy pro

genetické, biochemické a dalsf studie.®”

12
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3.1.3 Obsahové latky Fontinalis antipyretica a Fontinalis squamosa

Obsahové latky rodu Fontinalis byly zatim prozkouméany pouze u Fontinalis
squamosa. Hlavnimi obsahovymi latkami tohoto mechu jsou harmol, fontinalin a
ester kyseliny harmolpropionové.”” Harmol patii do skupiny p-karbolinovych
alkaloidi, konkrétné¢ do podskupiny harmanovych derivatta. Tyto latky ziskaly
sviij nazev podle rostliny Peganum harmala (Zygophillaceae), z niz byly poprvé
izolovany. (41) B-karbolinové alkaloidy jsou rozsitenou skupinou latek, kterou lze
nalézt vraznych rostlinnych ¢eledich, napt. Apocynaceae (tojestovité),
Elaegnaceae (hloSinovité), Fabaceae (bobovité), Passifloraceae (mucenkovité) a
Zygophyllaceae (kacibovité).®) Nachézi se také v cigaretovém koufi, grilovanych
potravinach a ve vinu.®*?

Obsahové latky mechu Fontinalis squamosa nebyly doposud podrobné
zkoumany (prace Salma et al. byla zaméfena pouze na tii vySe uvedené latky-
harmol, fontinalin a ester kyseliny harmolpropionové - o jinych obsahovych
latkach se nezminuje). Vzhledem k tomu, Ze se v jinych rostlinach vyskytuje vzdy
vice B-karbolinovych alkaloidd (resp. latek harmanového typu) najednou, lze
predpokladat, Zze se v mechu Fontinalis squamosa nachazeji kromé harmolu jesté
dalsi harmanoveé derivaty, tzn. harman, norharman, harmin, harmalin nebo
harmalol. (Nelze vyloucit, ze se zde nachazeji jesté dalsi B-karbolinové derivaty
odlisné struktury a pravdépodobné také latky uplné jiné stuktury, vzniklé
primarnim nebo sekundarnim metabolismem).

Zakladni strukturou harmanovych alkaloidd je tricyklicka latka 9H-pyrido
[3,4-b] indol. Podle nasycenosti pyridinového kruhu se rozdéluji na derivaty p-
karbolinti (harman, norharman, harmin a harmol), dihydro-B-karbolinti (harmalin

a harmalol) a tetrahydrokarbolinii (napk. tetrahydroharman). %

13
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X

/N
N
H

Struktura 9H-pyrido [3,4-b] indolu

X
harman: R = -H

=N
harmin : R = -OCH; R H
harmalol : R = -OH CH3

Jednotlivé alkaloidy se mezi sebou liSi substituentem (hydroxylovd nebo
methoxylova skupina) v poloze 7. Nékteré z téchto alkaloidl, napf. harman a
norharman, jsou béznou soucasti lidskych tkani a télnich tekutin (nalézaji se
v mozkové kize a jinych mozkovych tkanich, ale také v jatrech a
nadledvinach).®* Jiné pB-karbolinové alkaloidy, harmin a harmalin, jsou
pravdépodobné spoluodpovédné za halucinogenni efekt napoje ,,ayahuasca“, ktery
se pfipravuje z pralesnich lidn Banisteriopsis caapi a Psychotria viridis a pouZiva

se pii nabozenskych obradech v Jizni Americe a v Africe.>®)

Struktura esteru kyseliny harmolpropionové a fontinalinu byla poprvé zjisténa
a popséna v praci Salma et al.\”? Ester kyseliny harmolpropionové patii podle své
struktury také mezi B-karbolinové derivaty, stejné jako jeho prekurzor kyselina
harmolpropionova. Struktura fontinalinu je vsak odlisna. Je to N-(3,5-dimethoxy-
4-hydroxybenzoyl) asparagova kyselina. Obsahové latky Fontinalis antipyretica
nebyly zatim blize zkoumany. Lze vSak predpokladat, Ze budou podobné latkam

ve Fontinalis squamosa.

14



Diplomova préace Monika Vostfelova

O COOH

MeO COOH
NH
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Struktura fontinalinu

3.1.4 Biologické Gc¢inky B-karbolinovych derivati

U pB-karbolinovych alkaloidii mlizeme nalézt Siroké spektrum ucinkd,
pfedevS§im na muskularni, kardiovaskularni a centralni nervovou soustavu. Tyto
u¢inky v sob& zahrnuji inhibici enzymu, napi. acetylcholinesteraza (ACHE) a
butylcholinesteraza (BUCHE), monoaminooxidaza (MAO) A a B, vazbu na
benzodiazepinové, serotoninové, dopaminové a imidazolinové receptory, dale
konvulzivni a antikonvulzivni G¢inky a také G¢inky anxiolytické, tremorogenni a
imunomodula¢ni. Tyto alkaloidy maji také schopnost interkalace DNA a inhibice
enzymu (napt. DNA topoizomerazy), maji mutagenni efekt na rizné organismy,

TR A 2
antioxida¢ni a neuroprotektivni ucmky.( 0

Inhibice ACHE a BUCHE

Mezi nejznaméjsi onemocnéni, kterd souvisi s poruchami v cholinergnim
systétmu patfi Alzheimerova choroba a myasthenia gravis. Soucasti
farmakoterapie Alzheimerovy choroby je substituce neurotransmiterti, kterych u
Alzheimerovy choroby ubyva (acetylcholin, serotonin, dopamin).’""®"® Na p¥imé
posileni funkce cholinergniho systému pusobi inhibitory ACHE (ACHEI) a
jednou ze skupin alkaloidd pisobicich jako inhibitory ACHE jsou pravé (-
karbolinové alkaloidy. Jsou znamy vysledky pokust, které byly provadény
s derivaty harmanu a norharmanu. Jako nejucingjsi inhibitory pusobily kvartérni
soli, jejichz aktivita byla srovnatelnd s referen¢nimi drogami, kterymi byly

15
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galantamin a fysostigmin. Selektivnéji na ACHE putsobily methyl derivaty v
poloze N 9, bez této substituce byla aktivita smiSena. Také terciarni alkaloidy
vSak vykézaly vyznamnou aktivitu. Terciarni alkaloidy navic oproti solim snadno
pfechdzi pfes bariéru mezi mozkem a krvi, mohly by se tak stat idealnimi
prekurzory pro kvartérni alkaloidy.®"Jeliko? B-karbolinové alkaloidy vykazuji
aktivitu na inhibici ACHE, né€které z nich by se mohly stat ptfedlohou pro nové
ACHEI pouzivané pro 1écbu myasthenia gravis. Neinvazivnim zplsobem Iécby
tohoto nervosvalového onemocnéni je symptomatickd terapie, ktera vyuziva
ucinek  ACHEI  (samostatné nebo v kombinaci s imunosupresivy-

kortikosteroidy).®®

Inhibice MAO Aa MAO B

Abnormalni aktivita MAO B je zodpovédna za neurologickd onemocnéni
jako Alzheimerova a Parkinsonova choroba, zatimco MAO A hraje dtlezitou roli
napf. pri depresi.® Byly provedeny pokusy tG&inku B-karbolinovych a dihydro-p-
karbolinovych alkaloidi na inhibici MAO a B a vysledky ukazaly, Ze vSechny
pouZzité alkaloidy jsou reverzibilni kompetitivni inhibitory s vy3si afinitou k MAO
A. Vys8i ucinky mély latky s 1-methyl-7-methoxy substituci, pfi¢emz nejvyssi
inhibi¢ni aktivitu vykazoval harmalin a harmin spoleéné s jeho derivaty

s methylovou skupinou v poloze 2 a 9.6

Dale byl studovan uc¢inek vyse zminénych alkaloidi (harmalin a harmin) na
lécbu Parkinsonovy choroby. Pii pokusu na krysich jatrech byly pouzity harmin,
harmalin a extrakt z pralesni liany Banisteriopsis caapi (Malpighiaceae), ktera
tyto dvé latky obsahuje. Nejucinnéjsi byl extrakt a také harmalin vykazoval
dobrou biologickou aktivitu. Harmin byl v pouzité koncentraci téméf neti¢inny.
Vzhledem k témto vysledkiim je pravdépodobné, ze na G¢inku extraktu se podileji
jesté jiné obsahové latky B. caapi nebo zde mize dochazet k synergismu.(83) B-
karbolinové alkaloidy se nachazeji také vkaveé. V inhibici MAO A byl
nejucinnéj$i norharman a harman, na MAO B norharman. Tyto dvé latky byly

objeveny i v cigaretovém koufi, kde se rovn&Z idastni inhibice MAO.®
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Vazba B-karbolinovych derivati na serotoninové, dopaminové, benzodiazepinové

a imidazolové receptory

Bylo zkou3eno, jak se jednotlivé p-karboliny v&Zi na serotoninové a
dopaminoVvé receptory. Z vysledkt vyplynulo, Ze se B-karbolinové alkaloidy vazi
s mirnou afinitou na receptory 5-HT2A, pfiCemz jejich afinita je zavisla na
substituentech a nasycenosti kruhl. Z pln¢ aromatickych alkaloidi vykazoval
nejvyssi afinitu harman a harmin, u ¢aste¢né nasycenych pak harmalan a 5-
methoxyharmalan a u tetrahydrodervati 8 a 5-methoxytetrahydroharman. Afinita
ke zbyvajicim serotoninovym a dopaminovym receptorim byla zanedbatelnd. |
kdyZ s dopaminovymi receptory B-karboliny nereaguji, dopaminergni systém je
ovliviiovan inhibici MAO (viz. ptedchazejici odstavec)®®. Diky stimulaci 5-HT

receptorti zpiisobuji harmalové alkaloidy hypotermii.®*

Dobrou afinitu k benzodiazepinovému receptoru vykazuji p-karbolinovée
derivity B-CCM (methyl-B-karbolin-3-karboxylat)®® a DMCM (methyl-6,6-
dimethoxy-4-ethyl-B-karbolin-3-karboxylat). Navazéni na tento receptor
zptisobilo konvulzivni ¢inky.®® Také norharman je zndmy svou reaktivitou
v hippokampu, neokortexu, hypothalamu, thalamu, nucleu accumbens a

amygdalae.®®

Bylo potvrzeno, Ze pB-karbolinové alkaloidy se véaZzi na imidazolinové
receptory 11, 12 (v€etné pozitivniho efektu)(87) a tato vazba na zminéné receptory
mize mit za nasledek zvySeni sekrece insulinu z Langerhansovych ostrivka ve
slinivce bfisni. Tato skupina latek se tedy jevi jako potencialni insulinové

sekretagogum.®®

Antioxidaéni a antimutagenni aktivita

Nekteré z B-karbolinovych alkaloidi (harman, harmalin a harmalol) vykazuji

antioxida¢ni aktivitu tim, Ze inhibuji peroxidaci lipidi v jatrech® a zmiriiuji
oxidativni poskozeni kyseliny hyaluronové, kolagenu v chrupavce nebo
imunoglobulinu G. B-karboliny také chréni neurony proti cytotoxickému efektu
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dopaminu a glutamatu. Z vysledkd prace Moura et al. vyplynulo, Ze B-karbolinové
alkaloidy maji vyrazny antioxidacni efekt a jejich schopnost vychytavat volné
OH-radikaly ptispiva k jejich antimutagennimu a antigenotoxickému ucinku. Tyto
ucinky jsou =zavislé na koncentraci a chemické struktuie-dehydrogenace
pyridinového kruhu a zaména hydroxylové skupiny za methoxylovou vede ke

snizeni antioxida¢niho u¢inku. Nejvyssi aktivitu vykazoval harmalol.®

Ostatni u¢inky

Harman lze povaZovat za potencialni hypotensivum. Bylo totiz zjisténo, ze
tato latka puisobi na endotelialni bunky, které produkuji oxid dusny (vasorelaxans)
a také ze inhibuje napéti hladkého svalstva vazbou na napétove fizené vapnikové

(1)

kanaly. Vasodilata¢ni efekt harminu a harmalinu je zplsoben inhibici

fosfodiesterasy a indukci relaxace ptfes prostacyklin. Obé latky navic vychytavaji
volné radikaly, coz mize také pfispivat k jejich vasorelaxacni aktivits.®? U
norharmanu byla prokdzdna antibakterialni aktivita proti riznym druhim
cyanobakterii, G+ a G- bakteriim a proti kvasince Candida albicans.®

Pies vSechny pozitivni ucinky na 1é¢bu riznych onemocnéni jsou nékteré
karbolinové alkaloidy toxické substance.®® Jako neurotoxické pB-karboliny
s mutagennimi u¢inky se ukazaly byt harman a norharman.®” Harmin a jeho
derivaty dale prokazaly velkou schopnost interkalace do DNA a navic inhibici

topoizomerasy.®

3.1.5 Biologické ucinky flavonoida

Z biologickych ucinkl flavonoidl je nejvyznamnéj$i vyrazna antioxidacni
aktivita, kterd se po dlouhodobéjsim uzivani mize projevit zvySenou stabilitou
cinky.®® Rada flavonoidd i dalsich polyfenolii inhibuje enzymy zodpovédné za
produkci peroxidového anion-radikalu (napf. xanthinoxidasu, proteinkinasu C).
Inhibuji 1 dal$i enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikalt
(cyklooxygenasa, lipoxygenasa, mikrosomalni monoxygenasy). Ne¢které
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z flavonoidt ptisobi jako inhibitory topoisomerasy a induktory apoptosy. V této
souvislosti je studovan jejich antikancerogenni u¢inek. Na druhé strané nelze
vyloucit ani roli nékterych flavonoidii pfi kancerogenezi. Tato role je diskutovana

zejména ve vztahu k bezpe¢nému piijmu flavonoid.

Flavonoidy jsou nejcastéji se vyskytujici polyfenoly ve vyziveé ¢lovéka. Mezi
hlavni skupiny flavonoidl ve vyzivé ¢loveka patii flavanoly, flavanony, flavony,
flavonoly, proanthokyanidiny, kyanidiny a izoflavonoidy. Dominantni flavonoid
ve vyzivé Cclovéka je flavonol kvercetin, ktery se nachdzi ve vysokych
koncentracich v bézné piijimanych potravinach (cibule, jablka, kapusta, ¢ervené
vino, zeleny a cerny ¢aj). Rutin (kvercetin-3-O-rhamnoglukosid-patrné jeden
Z n¢jCastéjSich flavonoidt v rostlinné ¥isi vubec) je soucasti 1ékt pouZivanych

jako venofarmaka, jelikoz sniZuje permeabilitu a fragilitu kapilar.

Skupina isoflavonoidl je strukturné podstatn¢ uzsi nez skupina flavonoidd,
ale v lidské vyzivé hraji patrné¢ vyznamngjsi roli nez flavonoidy. Od téchto se lisi
relativni strukturni drobnosti (aromaticky bo¢ni kruh neni na pyranovy skelet
navazan v poloze C-2, ale C-3). Krom¢ antioxida¢niho efektu disponuji ur¢itymi
estrogennimi ucinky (fadi se do skupiny tzv. fytoestrogeni), ale mohou tlumit
také aktivitu nékterych enzymovych systémi, které jsou zodpovédné za vyvoj
kancerogeneze.®® Je sledovana jejich mozna role p¥i prevenci vzniku nadort prsu

a 0steoporosy.

3.1.6 Biosyntéza B-karbolind

Tyto latky se vrostlinach syntetizuji Mannichovou/Pictet-Spenglerovou
reakci. Jedna se o kondenzaci indolylethylaminu (tryptaminu) s aldehydem nebo
a-ketokyselinou. Pti reakci s aldehydem vznikne Shiffova baze (iminovy kation),
poté dojde ke ztrat€¢ protonu na uhliku cislo 2 a kruh se zacykli. Naslednou
oxidaci vznikaji dihydro-B-karboliny a dale pln¢ nasycené B-karboliny. Pfi reakci
s kyselinou opét dojde ke kondenzaci (napt. v piipadé syntézy harminu se jedna o
kyselinu pyrohroznovou). DalSim krokem je oxidativni dekarboxylace, ktera da
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vzniknout dihydro-p-karbolinim. Ty se mohou déle redukovat na tetrahydro-p-
karboliny, nebo se oxiduji na plné aromatické B-karbolinové struktury (napf.
harman). Methoxysubstituci (pomoci hydroxylace a néasledné methylace)
dihydroderivati vznika harmalin, ktery se mtize dale oxidovat na harmin, nebo
redukovat na tetrahydroharmin®”. Analogické reakce probihaji také v potravinach
(napf. v sojové omdacce nebo uzeném mase), kde jsou jako vychozi latky L-
tryptofan a formaldehyd nebo acetaldehyd a jako nejcastéj$i produkt vznika
kyselina tetrahydro-3-karbolin-3-karboxylovéa. Tyto reakce jsou zavislé na pH®™®.
V lidském téle jsou vychozimi latkami biogenni aminy tryptofan, tryptamin a

serotonin®®,

Schéma biosyntézy B-karbolint: a-uhlik vystupuje jako nukleofil

vznik Schiffovy baze Mannichova reakce
pomoci aldehydu

N) H+
‘ \OHC_’ )
\+

tautomerie vede k
obnoveni aromaticity

— 2
5 /N
6
\1
7 N g
8

struktura B-karbolinu
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Schéma biosyntézy B-karbolinii: Mannichova reakce s pomoci keto-kyseliny

Mannichova reakce eleagnin (tetrahydroharman)

NH NH

NH,
\ o — > \ \ RS

>;COOH \ CHLOOH CH,
N H \

N
H HsC H
T redukce
oxidativni dekarboxylace \
/N
CH
N 3
/ "
l oxidace

e

N e

\_

N

N/

N

MeO H N CH,
harmalin \ H
harman
oxidace

NH

— \ RS
N
\ / \ CHs
MeO H
CH,
MeO N .
H tetrahydroharmin
harmin

Biosyntéza fontinalinu nebyla zatim popsana. Pravdépodobné vznika reakci
kyseliny gallové s kyselinou asparagovou. Kyselina gallovd vznika Sikiméatovou

cestou, tedy stejn¢ jako tryptofan, ktery je vychozi latkou pro syntézu B-karbolint.
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3.1.7 Biosyntéza flavonoidu

Biosyntéza flavonoidii vychazi z metabolizmu kyseliny ikimové. Sikiméatova
cesta probiha jen u mikroorganizmu a rostlin a jejimi produkty jsou esencialni
aminokyseliny, u zivoCichli pfijimané jenom potravou. Biosyntéza zacina
aldolovou  kondenzaci  fosfoenolpyruvatu s D-erytroso-4-fosfatem  pies
meziprodukt na prvni cyklickou slouc¢eninu — kyselinu 3-dehydrochinovou. Ta
dehydrataci a nékolika redukénimi reakcemi pifes mezikrok kyselinu 3-
dehydrosikimovou vytvoii kyselinu Sikimovou. Od kyseliny Sikimové se ptimo
odvozuji kyselina gallova a pyrokatecholova jako zdkladni slou¢eniny mnoha
ptirodnich produktd (napf. tanniny). Fosforylaci kyseliny Sikimové vznika
kyselina chorismova a pies kyselinu prefenovou vznikd prvni esencialni
aminokyselina — L-fenylalanin. Produkty paralelnich reakci jsou L-tyrosin, L-
tryptofan a kyselina anthranilovd, zakladni stavebni kameny mnoha znamych
slou¢enin jako kyselina salicylova, kyselina listov4, dopamin a katecholaminy,
kumariny a alkaloidy. Deaminaci L-fenylalaninu enzymem PAL
(phenylalanineammonia lyase) vznika kyselina skoficova, kterd je pfeménéna na
kyselinu p-kumarovou (hydroxyskoficovou) a ta je po prijeti koenzymu A
schopna reagovat se tfemi molekulami malonyl-CoA vzniklych acetatovou
biosyntetickou cestou. Tim vznikne polyketidickd sloucenina, kterd se podle
podminek prostiedi pfeméni enzymem chalkonsyntdzou bud’ na naringenin nebo
liquiritigenin, dvé slouceniny urcujici strukturu flavonoidld. Z téchto dvou
flavanonti vznikaji flavony, dihydroflavonoly a z nich déle flavandiol, katechiny,

anthokyanidiny, leukoanthokyanidiny a ostatni derivaty*°®.
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Schéma biosyntézy flavonoidi od L-fenylalaninu:

NH,
HOOC -NHZHOOC \ HOOC \
> — OH
PAL
L-fenylalanin kyselina skoticova kyselina hydroxyskoficova
(p-kumarova)
0
\ + CoA
| SCOA + 3x malonylCoa
o]
/ / OH
o)
© reduktaz
chalkonsyntaza / \ eduktaza
chalkonlzomeraza Chalkonsyntaza

naringenin \ / liquiritigenin

ostatni flavanony

23



Diplomova préace Monika Vostfelova

4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

411

4.1.2

Chemikélie

methanol pro HPLC: Fluka, Buchs, acetonitril: Merck, Darmstadt,
kyselina fosfore¢na: Lachema, Brno, standardy alkaloidt: harman,
harmalol, harmin, harmalin, standardy flavonoidd: rutin, quercitrin,
apigenin, vitexin, vitexin-rhamnosid, quercetin, myricetin, myricitrin
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, hyperosid Merck, Darmstadt, kyselina
kavova, kyselina chlorogenova Fluka, Buchs;

ether p.a., kyselina chlorovodikova p.a.: Penta a.s., Chrudim, Mayerovo
¢inidlo (chlorid rtutnaty p.a. a jodid draselny p.a.: Lachema, Brno), p-
dimethylaminobenzaldehyd p. a., dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a.,
hydrogenfosfore¢nan draselny p.a.;

methanol p.a., petrolether p.a., chloroform p.a., hydroxid draselny p.a.,
aceton p.a., kyselina octova p.a., amoniak p.a.: Penta a.s., Chrudim,

kyselina chlorovodikova p.a., kyselina vinna p.a.: Lachema, Brno;

Piistroje a chromatografické doplhitky

analytické vahy A 200S: Sartorius, Gottingen;

vodni lazen KL: Laboratorni ptistroje, Praha;

vakuova rotacni odparka LABOROTA 4002, Heidolph, Schwabach;

HPLC chromatograf JASCO (Cerpadlo PU-2089, detektor MD-2015,
autosampler AS-2055, detektor FP-2020): Jasco International, Tokyo;
chromatograficka kolona LiChrospher RP-18 250x4 (5pm)
s predkolonkou: Merck, Darmstadt;

Multimeter multi 340: WTW, Weilheim Germany;

susarna MEMMERT model 500;
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e mlynek Bosch KM13, Ljubljana, Slovinsko;
e mikrofiltr TESSEK, Praha;
e tiepaCka LT2, KAVALIER, Sazava.

4.2 Sbér a zpracovani rostlinného materialu

4.2.1 Vybér lokalit sb&ru na izemi CR

Rostlinné vzorky byly nasbirdny v ptedem vytipovanych lokalitach. Ke
zjisténi vyskytu Fontinalis antipyretica na izemi CR byly pouZity webové stranky
Ceského hydrometeorologického Gstavu™®. Zde byly vybréany lokality: feka Labe
- Horni Debrné a feka Metuje — Rychnovek (z divodu vyskytu a ptistupu k fece
bylo zvoleno misto sbéru 0 2 km proti proudu). Zkoumana byla i feka Orlice,
ovdem vysledek vyskytu Fontinalis antipyretica byl negativni. Lokality Ledce a

Kunvald byly zvoleny na zéklad¢ tstnich sdéleni a vlastniho prizkumu.

4.2.2 Mgfeni fyzikilnich podminek v danych lokalitdch

Multimetr s ptislusnou sondou byl zkalibrovan na kalibra¢ni roztoky. Sonda
byla vlozena do tekouci vody na dané lokalité¢ a piislusna veli¢ina zméfena.
Zjistovanymi fyzikdlnimi veli¢inami byly: pH vody, teplota vody, vodivost a

relativni mnozstvi rozpusténého kysliku ve vode.
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Konkrétni lokality sbéru a jejich popis pomoci GPS soutadnic:
e feka Dé&dina — Ledce: 50013 48" s.8., 1602°44"" v.d.
e feka Rokytenka — Kunvald: 5006740 s.5., 16029°19"" v.d.
e fcka Labe — Horni Debrné: 50029°44"" s.3., 15044°7"" v.d.
e feka Metuje — Rychnovek: 5002051 s.8., 15058°33"" v.d.

4.2.3 Vlastni sbér materidlu

Sbér rostlinného materidlu probihal ve vSech lokalitach stejnym zptisobem.
Rostlinky byly shirdny piimo ze dna feky celé véetné kotenové Casti, nasledné
byly oplachnuty vodou, zbaveny hrubych necistot a lehce prosuSeny pomoci
filtratniho papiru. DalSi zpracovini materidlu probihalo na katedfe
farmakognozie. Suseni celych rostlinek probihalo na filtracnim papife pii teploté

50aC po dobu 24 hod. Usudeny material byl rozdrobnén v mlynku.

4.2.4 Ztréta suSenim

Byla provedena ztrata susenim podle Iékopisu CL 2002¢?. Vazenka s vickem
byla suSena v susarné do konstantni hmotnosti pti 100 cC, poté byla pfemisténa do
exsikatoru, kde vychladla a nasledné byla i s vickem zvazena. Do vdZenky byl
navazen 1,000 g rozdrobnéného rostlinného materialu a vdZenka s vickem a
materialem byla vloZena do su$arny. Suseni probihalo ve tiech vazenkach pii 100

aC do konstantni hmotnosti.

4.2.5 Zkousky totoznosti provedené dle &lanku Secale cornutum CsL 2 (diikaz

pritomnosti alkaloidu)

Metoda byla prevzata z CsL2®? a obménéna z divodu piedpokladané nizké

koncentrace alkaloidii ve Fontinalis antipyretica.
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UsuSend a rozdrobnéna droga v mnozstvi 0,5 g byla protfepavana ve
zkumavce 5 min se 4 ml etheru a Sesti kapkami amoniaku. Obsah zkumavky byl
rychle zfiltrovan ptes maly kousek vaty a filtrat se dale protfepaval 2 ml 0,1 M
kyseliny chlorovodikové. Po ustaleni a rozdé€leni vrstev byla spodni vrstva

odebréna pipetou a rozdélena do dvou zkumavek.

a) K1 ml ziskaného roztoku bylo pfidano 5 kapek Mayerova cinidla,
Vv ptitomnosti alkaloidd vznika srazenina.

b) K1 ml ziskaného  roztoku byly pfidiny 2 ml p-
dimethylaminobenzaldehydu. V piitomnosti alkaloidi se na styku tekutin

objevi modry prstenec, po protiepani se cely roztok zbarvi do modra.

4.2.6 Stanoveni celkového popela dle CL 2002

Keramicky kelimek byl zihan 30 min do Cerveného Zaru, poté se nechal
vychladnout v exsikatoru a zvazil se. Do kelimku byl navazen 1,000 g praskované
rostlinné drogy, kelimek se susil 1 hod pti 100 dC az 105 oC a poté se Zihalo do
konstantni hmotnosti v muflové peci pii 600 £ 25 oC. Po kazdém Zihani se
nechalo vychladnout v exsikdtoru. Béhem zkousky se nema objevit plamen.
Pokud jesté po opakovaném zihani obsahuje popel cerné ¢astice, ptida se horka
voda, prefiltruje se ptes bezpopelny filtracni papir a papir se zbytkem se spali a
vyZihd. Kpopelu se pfida filtrat, opatrné se odpaifi do sucha a vyziha se do

konstantni hmotnosti.

4.3 Stanoveni indolovych alkaloidi dle CsL 2

Metoda byla pievzata z CsL 2 z ¢lanku Secale cornutum® a obménéna
z divodu predpokladané nizké koncentrace alkaloidi ve vodnim mechu

Fontinalis antipyretica. Zmény se tykaly navazky drogy a mnoZstvi acetonu
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pouZitého k extrakci. Zména byla téZ provedena v posledni fazi metody, kdy bylo

vynechano fedéni.

Usu$ena a rozdrobnéna droga v mnoZzstvi 5,000 g byla spoleéné s 25 ml
acetonu a 0,5 ml amoniaku vlozena do Erlenmayerovy baiiky. Banka byla
opatfena vatovou zatkou a hrdlo banky bylo piekryto a utésnéno alobalem. Takto
uzaviena barika byla tfepana 25 min na tfepacce. Obsah batiky byl poté zfiltrovan
ptes filtracni papir a filtrat byl odpafen na zhruba 10 ml, coz ptredstavovalo
ptiblizné polovinu puvodniho roztoku. Odpatfovani probihalo za normalni teploty
v digestofi.  Ziskany roztok byl umistén do d¢lici nalevky a
extrahovan trojndsobnym mnozstvim etheru. DalSi extrahovani probihalo
tiikrat 10 ml 2% roztoku kyseliny vinné. Kyselé vytiepky, které piedstavovaly
vodnou fazi, byly umistény do odmérné banky na 50 ml, banka byla zahfivana na
vodni lazni po dobu pfiblizné 10 min, ¢imz byly odstranény piipadné zbytky
etheru. Po vychladnuti byl objem banky dopInén 2% roztokem kyseliny vinné po
znacku a dikladné promisen. K 1 ml tohoto roztoku byly pfidany 2 ml p-
dimethylaminobenzaldehydu a po 30 min byla zméfena absorbance tohoto

roztoku pti 590 nm proti vode.

4.4 Stanoveni alkaloidi pomoci HPLC

4.4.1 Piipravy extraktu

Postup 1:

Ususena a rozdrobnéna droga v mnoZzstvi 3,000 g byla spole¢né¢ s 50 ml
methanolu udrzovana ve varu pod zpétnym chladi¢em po dobu 30 min. Extrakce
probéhla celkem tiikrat, po ukonceni prvni a druhé extrakce byl roztok zfiltrovan
pomoci malého kousku vaty. Tento kousek vaty i s extrahovanou drogou byly
vloZeny zpét do banky spoleéné s 50 ml methanolu a proces se opakoval. Po

ukoncend tteti extrakce byl roztok zfiltrovan skladanym filtrem. Ziskany filtrat byl
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vysusen do sucha na rotacni odparce a zbytek byl rozpustén v 50 ml 2% kyseliny
chlorovodikové a zfiltrovan. Filtrat byl dale dvakrat extrahovan v délicce 20 ml
petroletheru (pro odstranéni chlorofylu). U ziskanych vytiepki bylo upraveno pH
na hodnotu 10 pfidanim 7,5 ml hydroxidu draselné¢ho (hydroxid draselny byl
ptidavan postupné po 0,5 ml do pozadované hodnoty pH). Takto upraveny roztok
byl extrahovan tfikrat 30 ml chloroformu, ziskané vytiepky byly spojeny a
odpafeny na rotacni odparce. Zbytek po odpafeni byl rozpustén v 10 ml

methanolu (upraveny na pH 7-8) a piefiltrovan pies mikrofiltr.

Postup 2:

UsuSena a rozdrobnéna droga v mnozstvi 3,000 g byla spole¢né s 20 ml smési
methanol-voda (140 ml methanolu a 60 ml vody) udrzovéna ve varu pod zpétnym
chladi¢em po dobu 15 min. Extrakce byla provedena celkem ttikrat s 20 ml smési
methanol-voda dle postupu 1. Po ukonceni tieti extrakce byl roztok zfiltrovan
skladanym filtrem a ziskany filtrat byl odpafen na rotac¢ni odparce. Zbytek po
odpateni byl rozpustén v 5 ml smési methanol-voda (viz. vy3e) a pfidanim 2 ml
kyseliny octové bylo upraveno pH extraktu na hodnotu 3-4. Takto upraveny
extrakt byl dvakrat tfepan petroetherem (pro odstranéni chlorofylu)v mnozstvi
ptiblizné stejném s extraktem, prefiltrovan pfes mikrofiltr a doplnén smési

methanol-voda (viz vy3e) na objem 8 ml.

Postup 3: dlouhodoba macerace za studena

8,000 g ususené a rozdrobnéné drogy bylo smichano s 50 ml acetonu a takto
ziskanad smés se nechala macerovat za pokojové teploty po dobu 60 hod (3 dny).
Ziskany extrakt byl zfiltrovan pfes vatu a droga s vatou byla jesté nc€kolikrat
promyta acetonem, dokud nebyl vytékajici filtrat Ciry. Acetonovy extrakt se
vakuové odparce zahustil na zhruba 50 ml. Ziskany extrakt byl ptelit do délici
nalevky, k extraktu bylo pfidano 50 ml etheru a tento roztok byl tiikrat tfepan 15
ml 2% roztoku kyseliny octove. Kyselinové vyttepky byly spojeny a odpafeny na

29



Diplomova préace Monika Vostfelova

vodni lazni do sucha. Odparek byl rozpustén ve 4 ml destilované vody a

prefiltrovan mikrofilmem.
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4.4.2 HPLC analyza

HPLC analyzy byly provadény na chromatografické sestavé Jasco (Cerpadlo
PU-2089, detektor MD-2015, fluorescen¢ni detektor FP-2020, autosampler AS-
2055, kolonovy termostat Jetstream Il plus). Sestava byla vybavena
ptedkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochrannou
ptedkolonkou.

Metoda byla isokratickd. Mobilni faze se skladala ze 70% z methanolu a ze
30 % z fosfatového pufru pH 7,8 (fosfatovy pufr o sile 50 mM, piipraveny z
0,3312 % (hm./obj.) NaH,PO, a 0,8509 % hm./obj. Na,HPO, . 12 H20).

Délka analyzy byla 33 min. Prutok mobilni faze v prub¢hu analyzy rostl z 1,1
ml/min v ¢ase 0 do 1,5125 ml/min v ¢ase 33 min. Nastfikovany objem vzorku byl

100 pl.

Vzhledem Kk vysSi citlivosti  fluorescenéniho detektoru byly alkaloidy
harmalol a harmin analyzovéany a jejich obsah hodnocen podle tohoto pfistroje.

PouZzita byla extink¢ni vinova délka 300 nm a emisni vinova délka 435 nm.
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Ukézka chromatogramu — standardy, detektor DAD
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4.5 Stanoveni flavonoidi pomoci HPLC

45.1 Piiprava extraktu

Ususena a rozdrobnéna droga v mnozstvi 1,000 g byla spoleéné s 10 ml
methanolu udrZzovana ve varu po dobu 25 min. Extrakce probéhla celkem tiikrat,
po ukonceni prvni a druhé extrakce byl roztok zfiltrovan pomoci malého kousku
vaty. Tento kousek vaty i s extrahovanou drogou byly vlozeny zpét do banky
spole¢né s 10 ml methanolu a proces se opakoval. Ziskané extrakty byly spojeny a
objem byl upraven methanolem do 20 ml. V dalSim kroku byl z extraktu
odstranén chlorofyl pomoci tfepani s petroletherem, které probéhlo celkem tiikrat

s 30 ml petroletheru. Nasledné byl roztok zfiltrovan ptes mikrofilm (0,45 pum).

4.5.2 HPLC flavonoidu

HPLC analyza byla provadéna na chromatografické sestavé Jasco, vybavené
ptedkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 250x4 (5um) s ochranou
predkolonkou. Nasttikovany objem byl 20 ul a pouzita byla gradientova metoda

(viz tabulka). Voda i acetonitril obsahovaly 0,15% kyseliny fosforecné.

Cas [min] Acetonitril [%6] Voda [%0]
0 8 92
30 18 82
55 60 40

Pratok mobilni faze byl 1 ml/min a detekce probihala na DAD detektoru

v rozmezi vinovych délek 200-600 nm.
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Ukézka chromatogramu — flavonoidy standardy
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45.3 Validace HPLC analyzy

Validace znamend ovéfeni platnosti zvoleného analytického postupu

(metody).

Instrumentélni validace je zajiSténa vyrobcem HPLC sestavy (Jasco) a to

normou ISO 9001 (International Organization for Standardization).

Zpusobilost chromatografickych systémii byla navic ovéfena testem
opakovaného nastiiku — tzv. test na piesnost (provedeno vzdy Sest nastiiki tymz
vzorkem, vypoctend relativni smérodatna odchylka byla vzdy mensi nez 1,5%) a
testem linearity (na zdklad€¢ péti rtiznych koncentraci standardu se linedrni
regresni analyzou zjisti hodnota korelaéniho koeficientu r, ktera musi byt vétsi nez
0,9900). Pro hodnoceni analytického meéteni byly dale pfevzaty metody
z Evropského 1ékopisu, 3. vydani : Asymetrie piku a Pocet teoretickych pater.m)
Pro hodnoceni celé metody byly pouzity tyto validacni parametry:

e spravnost metody — jedna se o statisticky vyznamnou rozdilnost
mezi ziskanou a skuteCnou hodnotu (tedy porovnanim
ovéfovanych hodnot se standardem, porovnanim s jinou jiz
osvédcenou metodou, nebo srovnanim s referen¢nim
materialem) %"

e kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu, kterd je méfitelna
S ptijatelnou piesnosti a spravnosti (relativni smérodatna odchylka

mensi nez 15%%7%)
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4.6 Statistické zpracovani dat

Statisticka vyznamnost namétenych vysledkl byla vypocitana pomoci t-testu

rozdilu dvou primérti podle nasledujicich matematickych vztaht:

X

Aritmeticky pramér: X = —
%
Smérodatna odchylka: = #

Xi = namétené hodnoty,
X = aritmeticky primeér,

a = rozsah souboru

Pro vypocet testovaciho kritéria plati nasledujici vztah:

Testovaci kritérium: = —"

X1 = aritmeticky pramér kontrolniho souboru,
Xo = aritmeticky praimér pokusného souboru,

s; = smérodatné odchylka kontrolniho souboru,
s, = smérodatnd odchylka pokusného souboru,

ay = pocet Clenil kontrolniho souboru,

ap = pocet Clend pokusného souboru

Testovacimu kritériu piislusi t-rozdéleni se stupném volnosti vypoctenym

podle vzorce: = + =2
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Vypoctena hodnota testovaciho kritéria se porovna s ptislusnou tabulkovou
kritickou hodnotou t(v), pro vypocteny stupen volnosti va zvolenou hladinou
vyznamnosti p (p = 0,05). Je-li hodnota t vétsi nez hodnota t(v),, je rozdil

statisticky vyznamny na hladin¢ vyznamnosti p.(70)
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5. VYSLEDKY

5.1 Sbér vzorki Fontinalis antipyretica

Vzorky vodniho mechu Fontinalis antipyretica byly ziskany v srpnu 2009 a

zaroven byly zaznamenany nize uvedené podminky sbéru.

Relativni
Lokalita Teplota | Vodivost| . obsah
(i‘eka-misto Sbéru) Vody[oc] [HS] p y rozpu§ténéh0
kysliku [%0]
Labe-Horni Debrné 16 278 7,91 82
Metuje-Rychnovek 14 122 7.69 85
Dédina-Ledce 17 305 7,58 77
Rokytenka-Kunvald 14 108 7.88 81

5.2 Zkou3ky totoZnosti dle ¢lanku Secale cornutum CsL 2

Vysledky provedenych zkouSek totoZnosti byly negativni pravdépodobné
v disledku velmi nizké koncentrace alkaloidi ve vodnim mechu Fontinalis

antipyretica.

5.3 Vysledek chemické analyzy dle CsL 2

Provedend chemickd analyza neprokéazala ptitomnost alkaloidii. Negativni
vysledek byl pravdépodobné zplsoben nizkou citlivosti metody a velmi nizkym

mnozstvim alkaloidii, které jsou ve Fontinalis antipyretica ptfitomny. Pfitomnost
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alkaloidii nebyla prokazana ani po upravé metody, ktera zahrnovala zvySeni

mnoZzstvi drogy a zkoncentrovani extraktu.

5.4 Vysledky stanoveni alkaloidii a flavonoidi pomoci HPLC

Zjisténé hodnoty mnozstvi alkaloidd a flavonoida ve vodnim mechu

Fontinalis antipyretica pro jednotlivé lokality jsou shrnuty v tabulkéch.

Tabulka ¢. 1: Vysledky pro rok 2008

Lokalita Celkove
(Feka-misto Harmalol | Harmin | mnoZzstvi Smérodatna
« [90] [96] alkaloid odchylka
sbéru)
[%0]
Metuje- 0,0002 | 0,0054 | 0,0056 0,0007
Rychnovek
. 0,0000 0,0000 0,0000
Labe-Horni (pod (pod (pod 0
Debrné kvantitativnim | kvantitativnim kvantitativnim
limitem) limitem) limitem)
Tabulka €. 2: Zjisténé mnozstvi alkaloidti pro rok 2009
. Celkové
(fle_lg:?r::?;o Harmalol | Harmin Mnozstvi Smérodatna
« [90] [96] alkaloid odchylka
sbéru)
[%0]
Metuje-
Rychnovek 0,0014 0,0059 0,0073 0,0011
Labe-Horni 0,0000
Debrné ¥ (pod 0,0008 0,0008 0,0003
vantitativnim
limitem)
Dédina- 0,0000
Ledce (pod 0,0007 0,0007 0,0003
kvantitativnim
limitem)
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Tabulka €. 3: Zjisténé mnozstvi flavonoidt pro rok 2009

Lokalita Celkove
(Feka-misto Myricetin | Hyperosid | mnoZstvi Standardni
reka [%] [%] flavonoidi | odchylka
sbéru)
[%0]
Metuje-
Rychnovek 0,0005 0,0067 0,0072 0,005
Labe-Horni 0,0000
Debrné ‘ (pod 0,0028 0,0028 0,001
vantitativnim
limitem
Dédina- 0,0000
Ledce (pod 0,0150 0,0150 0,001
kvantitativnim
limitem
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6. DISKUZE

Tato diplomova prace se zabyvala zjiSténim pfitomnosti alkaloidi a
flavonoidi ve vodnim mechu Fontinalis antipyretica a stanovenim jejich obsahu
na riiznych lokalitich v CR. Zaroven byly méfeny i fyzikalni faktory fek, ve

kterych byla Fontinalis antipyretica sbirana.

Podle prace Salma et al jsou v piibuzném druhu Fontinalis squamosa
ptitomny alkaloidy odvozené od tryptofanu, konkrétné harmol, fontinalin a ester
kyseliny harmolpropionové.(7) Z tohoto dtiivodu byly soucasti této prace i zkousky

totoznosti a stanoveni téchto alkaloida.

Obecné zkousdky totoZnosti na indolové alkaloidy byly provedeny pro
orientani zjiSténi pfitomnosti tohoto druhu alkaloidi ve vodnim mechu
Fontinalis antipyretica. Konkrétné byly pouzity zkousky s Mayerovym ¢inidlem a
para-dimethylaminobenzaldehydem. Vysledky metody pievzaté z CsL 2 byly
negativni pravdépodobné¢ z divodu velmi nizké koncentrace tohoto typu
alkaloidi. Rovnéz metodu stanoveni tohoto typu alkaloidti dle CsL 2 nebylo
mozné pouzit pro standardni méteni obsahu alkaloidi z divodu nizké citlivosti

metody a velmi nizkého obsahu alkaloidi.

Pti stanoveni alkaloidi pomoci HPLC byly pro detekci alkaloidti pouzity dva
detektory: UV-VIS detektor a detektor fluorescencni. UV-VIS detektor nebyl pro
detekci vySe zminénych alkaloidi nejvhodnéjsi zdidvodu jejich nizké
koncentrace. Pii HPLC stanoveni pomoci fluorescen¢niho detektoru byly
detekovany dva alkaloidy, a to harmalol a harmin. Krom¢ téchto dvou alkaloida
byly na chromatogramech patrné dalsi piky neznamych alkaloidi

S fluorescenénimi vlastnostmi.

V piipadé stanoveni alkaloidi pomoci HPLC byly testovany 3 extrakéni

metody se stejnym rostlinnym materialem (¥eka Labe-lokalita Horni Debrné),
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pfiCemz nejvhodnéjsi se ukazala byt metoda ¢. 3: dlouhodoba macerace za

studena. Tato metoda byla nasledné pouzita pro v§echny analyzované vzorky.

Nejvys8i mnozstvi alkaloidi bylo dle zjisténych hodnot obsazeno
v rostlinném materialu ziskaném na lokalit¢ Rychnovek (feka Metuje). V ramci
zjisténych podminek sbéru nebyla v fece Metuje pozorovana vyrazné odli$na
specifika. Zjisténé hodnoty pH se ve vdech vySe jmenovanych lokalitach
pohybovaly v rozmezi od 7,58 do 7,91 (pH zjisténé v lokalit¢ Rychnovek bylo
7,69). Tyto hodnoty lze povazovat za pomérné bézné, odpovidaji hodnotam pH
bézn¢ uvadénych i1 pro ostatnich feky. Jedind hodnota, kterou bychom u feky
Metuje mohli povazovat za vyraznéji odliSnou od ostatnich sledovanych fek, je
mnozstvi kysliku rozpusténého ve vodé. Jeho hodnota doséhla v fece Metuje 85%
(nejvys8i mnozstvi rozpusténého kysliku ve vodé ve sledovanych lokalitach). Tato
hodnota je ovsem velmi zavisla na presném misté sbéru (charakteristicka pro
konkrétni misto sbéru, ne pro konkrétni feku). Relativni mnozstvi kysliku
rozpusténého ve vodé také ziejmé neni smérodatné pro rast Fontinalis

antipyretica, ale mize byt smérodatné pro produkci sekundarnich metabolitu.

Zaroven s analyzou piitomnych alkaloida byla téZ provedena analyza obsahu
flavonoidii. Z testovanych flavonoidi (standardy flavonoidd: rutin, hyperosid,
quercitrin, apigenin, vitexin, vitexin-rhamnosid, quercetin, myricetin, myricitrin,
kyselina ké&vova, kyselina chlorogenova) byl v nékterych vzorcich objeven
myricetin a hyperosid. Celkovy nejvyssi obsah flavonoidi byl zjistén ve vzorcich
Fontinalis antipyretica ziskanych v lokalité Ledce (feka Dédina), hodnota obsahu
flavonoidi byla stanovena na 0,0150 %. V této lokalité¢ byla zaroven zjisténa

v v,

nejvyssi teplota vody (17°C), nejvyssi vodivost (305 uS), nejkyselejsi pH (7,58) a
s jistotou tvrdit, ze obsah flavonoida souvisi s fyzikalnimi faktory, které jsme
namétili. Teplota je totiz zavisla na dobé sbéru (nejen na ro¢nim obdobi, ale i na

denni dob¢ sbéru). Co se ty¢e vodivosti, tak primérné hodnoty pro Ceské feky se
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uvadi v rozmezi od 50 uS do 500 uS. Nami ziskané hodnoty do tohoto rozmezi
zapadaji, takZe se nijak vyrazné nelisi od priméru, ktery je bézné udavan.

Z uvedenych hodnot tedy vyplyva, Ze obsah sekundarnich metabolitd
(alkaloidti a flavonoidl) byl nejvyssi v fekach Metuje a Dédina, zatimco v fece
Labe byl obsah sledovanych skupin velmi nizky.

V dalSich védeckych pracich, které by na tuto mohly navazovat, by se dalo
doporucit ovétit vliv zejména pH na obsah flavonoidi ve vodnim mechu
Fontinalis antipyretica. Zaroven by bylo dobré zjistit obsah sekundarnich
metabolitti v riznych vegetacnich stadiich rostliny. Touto tematikou se v soucasné

dob¢ zabyva disertacni prace Zuzany Krskové.
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7. ZAVER

V pribéhu této diplomové prace byl potvrzen vyskyt vodniho mechu
Fontinalis antipyretica na izemi CR, konkrétni vybrané lokality vyskytu a sbéru
vzorkt F. antipyretica byly nésledujici: Rychnovek, Horni Debrné a Ledce.
Zaroven byly zméfeny a vzajemné porovnany podminky sbéru, ovSem Zadni
z métenych fyzikadlnich wveli¢in (teplota, vodivost, pH a relativni obsah
rozpusténého kysliku) se vyrazné neliSila od primérnych hodnot bézné se
vyskytujicich na uzemi CR. Dale byla také zvladnuta metoda vysokouginné
kapalinové chromatografie (HPLC), pomoci které byl stanoven obsah alkaloidii a

také flavonoidii ve vodnim mechu Fontinalis antipyretica.

Nejvyssi obsah alkaloidtl byl zjistén na lokalité Rychnovek (feka Metuje) a
zaroven byly detekovany alkaloidy harmalol a harmin. Pti ptipravé extraktt pro
stanoveni alkaloidi pomoci HPLC byly pouzity tfi extrakéni metody, pficemz

nejvhodnéjsi se ukazala byt metoda ¢. 3: dlouhodoba macerace za studena.

Lokalitu Ledce (feka Dédina) lze podle zjisténych vysledkl oznacit za misto
Snejvyssim obsahem flavonoidd, konkrétné byly v nekterych vzorcich

detekovany flavonoidy myricetin a hyperosid.
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9. OBRAZKOVA PRILOHA

Obr. & 1: Fontinalis antipyretica™
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Obr. & 3: Fontinalis antipyretica™
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ABSTRAKT

Monika Vostielova, Obsah alkaloidi ve vodnim mechu Fontinalis antipyretica,
diplomova prace, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci
Krélové, vedouci diplomove prace: PharmDr. Jan Martin, Ph.D., Hradec Kralové,

2010, 53 stran

Diplomova prace s nazvem ,,Obsah alkaloidii ve vodnim mechu Fontinalis
antipyretica se zabyvd stanovenim obsahu alkaloidi a flavonoidi ve vySe
zminéném vodnim mechu. Cilem této prace bylo ziskat vzorky Fontinalis
antipyretica zrtznych lokalit CR (Rychnovek, Debrné, a Ledce), zjistit
pritomnost alkaloidd a flavonoidd, stanovit jejich obsah ve vzorcich z
jednotlivych lokalit a zaznamenat podminky sbéru. Obsah alkaloidd i flavonoida
byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
Z vysledkl vyplyva, Ze nejvyssi obsah alkaloidi pfipada na oblast Rychnovek
(feka Metuje) a zaroveil byly detekovany alkaloidy harmalol a harmin. Za lokalitu
S nejvyssim obsahem flavonoidii pak miZzeme oznacit Ledce (feka Dédina).
V n€kterych vzorcich byly konkrétné detekovany flavonoidy myricetin a
hyperosid. V lokalit¢ Horni Debrné (feka Labe) byl obsah sledovanych skupin

velmi nizky.

Klicova slova: alkaloidy — harmalol — harmin - Fontinalis antipyretica —

flavonoidy -
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ABSTRACT

Monika Vostielova, The volume of alkaloids in Fontinalis antipyretica, The
diploma thesis, Charles University Prague, School of Pharmacy Hradec Kralove,
diploma thesis tutor: PharmDr. Jan Martin, Ph.D., Hradec Kralové, 2010, 53

pages

This diploma thesis called “The volume of alkaloids in Fontinalis antipyretic
aquatic moss” focuses on the setting of alkaloids and flavonoids volume in the
above-mentioned aquatic moss. The aim of this thesis was to collect samples of
Fontinalis antipyretica in different habitats of the Czech Republic (Rychnovek,
Debrné, and Ledce), to determine alkaloids and flavonoids presence, to set their
volume in the samples from different habitats and to describe the conditions of
collection. The volume of alkaloids and flavonoids was determined by the method
of high-performance liquid chromatography (HPLC). The results conclude that
the highest volume of alkaloids can be found in the Rychnovek region (the Metuje
river), also harmalol and harmine alkaloids were detected there. The habitat with
the highest volume of flavonoids is Ledce (the Dédina river). In some samples
myricetin and hyperosid flavonoids were found. The volume of the monitored

groups in the habitat of Horni Debrné (the Labe river) was very low.

Key words: alkaloids — harmalol — harmine - Fontinalis antipyretica -

flavonoids
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