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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABTS
AD
ATP
APP
Ach
AChE
BA
BuChE
CAMP
cGMP
DPPH
DTNB
FC ¢inidlo
GPx
GSH
GSSG
KAT
KM
KoQ
NMDA
RFD
RFK
RFKD
SIA
SOD
TEAC
TLC

2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Alzheimerova nemoc
Adenosin-trifosfat

Amyloidovy prekurzorovy protein
Acetylcholin

Acetylcholinesteraza

Beta amyloid

Butyrylcholinesteraza

Cyklicky adenosin-monofosfat
Cyklicky guanosin-monofostat
2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylovy radikal
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo
Glutathionperoxidaza

Glutathion (redukovana forma)
Glutathion disulfid (oxidovana forma)
Kataldza

Kyselina mocova

Koenzym Q

N-methyl-D-asparagova kyselina
Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy kysliku

Reaktivni formy kysliku a dusiku
Sekvencni injek¢ni analyza
Superoxiddismutaza

Trolox equivalent antioxidant capacity

Tenkovrstva chromatografie



1. UVOD

Rise hub (Fungi) pfedstavuje jednu ze tii hlavnich vétvi vyvoje mnohobunéénych organizmi.
Houby jsou eukaryontni, heterotrofni, rostou typicky jako vétvena vldkna zvané hyfy, tvoii
vytrusy (spory) a jejich bunééna sténa obsahuje chitin a glukany (Deacon, 2005).

V této praci se drzime definice Changa a Milese (1992), ktera popisuje houby (anglicky
,mushrooms®) jako makromycety s charakteristickymi plodnicemi, které mohou byt bud
podzemni nebo nadzemni a jsou dostate¢né velké na to, aby byly viditelné pouhym okem a daly
se ruén¢ sbirat. Z taxonomického hlediska sem tedy patii hlavné oddéleni Basidiomycota a
néktefi zastupci oddéleni Ascomycota. Znamych je nejméné 14 000, ale nékteré odhady
predpokladaji existenci vice nez 100 000 druhu (Lindequist et al., 2005).

Houby jsou organizmy produkujici Sirokou Skalu sekundarnich metaboliti. V mnoha
piipadech je nam jejich vyznam nejasny. Avsak zajem o tyto latky stoupa, protoze mnoho z nich
se uplatiuje v prumyslu, zeméd¢lstvi a Iékatstvi. Nékteré jsou Skodlivé (napf. mykotoxiny), jiné
naopak prospésné (antibakterialni latky)(Calvo et al., 2002).

Prvni zaznamy o pouZiti hub pro své 1é¢ebné vlastnosti pochazeji ze starovéké Indie a Ciny
a jejich vék se odhaduje na stovky az tisice let pfed nasim letopoc¢tem. Dnes je dokdzano, ze fada
hypocholesterolemické a hypotenzivni U¢inky. Podrobné se studuji i jejich protinddorové
a imunomodulacni vlastnosti (Borchers et al., 1999). V neposledni tad¢ je slibny vyzkum
antioxidacnich latek hub a latek s i€inkem na centralni nervovy systém (Lindequist et al., 2005).

S ohledem na posledni dva uvedené fakty védci zamétuji svlij vyzkum na onemocnéni jejichz
etiologie zahrnuje 1 oxidativni stres vyvolany volnymi radikély (reaktivnimi formami kysliku
a dusiku), které jsou v organizmu normalné nepostradatelné a plni pozitivni funkce. Na druhou
stranu, jejich nadprodukce miize vést k poSkozovani bunéénych struktur vcetné lipidi
a membran, proteinti a DNA. Proto se pocita s podilem volnych radikali na vzniku mnoha
onemocnéni napt. plic, kardiovaskularniho systému, onkologickych a neurodegenerativnich
onemocneéni atd. (Kimakova et al., 2011; Valko a Mazur, 2008).

Mnohokrat se uptednostiiuji piirodni antioxidanty pied syntetickymi, protoze i pies jejich
casto niz§i aktivitu se povazuji za vSeobecné bezpecné (Pokorny, 2007).

Nerovnovaha v oxidativnim metabolismu se dava do souvislosti 1 S Alzheimerovou nemoci,
kdy dochazi k naruseni tvorby neurotransmiterti, zejména pak acetylcholinu. Na farmaceutickém
trhu existuji 1é¢iva jakymi jsou donezepil, rivastigmin a galanthamin pUsobici

anticholinesterazovym mechanizmem. Soucasny vyzkum hledé tzv. dudlni inhibitory ucinkujici



proti lidské acetylcholinesteraze (AChE) i butyrylcholinesteraze (BuChE), popfipadé dalSim
strukturam zapojenych do patofyziologie Alzheimerovy nemoci. | ptes zna¢ny pokrok jejich
ucinnost neni uspokojivd ahledaji se dalsi moznosti jako napiiklad dudlné¢ pusobici
(anticholinesterazové a antioxidaéné) hybridy tacrinu a melatoninu (Patyar et al., 2011; Zigova,
2011)

Pfirodni rostlinné extrakty puasobici inhibiéné na cholinesterazy obsahuji znacné mnozstvi
alkaloidi, coz podporuje fakt, ze inhibitory AChE maji ve své molekule vétSinou dusik. Proto
jsme se Vv této praci zamé&fili i na zjiSténi obsahu alkaloidu, které jsou v nékterych houbach
popisovany (Filho et al., 2006; Ribeiro et al., 2008).

Rada studii pfedstavuje makromycety jako zajimavy zdroj latek s biologickou aktivitou. Patii
sem fenolické latky s dokumentovanym antioxidaénim plsobenim, dale terpenoidy a
polysacharidy s protirakovinnymi G¢inky a jiz vzpominané alkaloidy (Cheung et al., 2003; Greve
et al., 2010; Ribeiro et al., 2008; Zhang et al., 2007).



2. CIL PRACE

Touto praci pokracujeme v meéfeni biologickych aktivit makromycet, které na katedie
farmaceutické botaniky a ekologie dlouhodob¢ probiha.

Cilem této prace je piiprava lyofilizovanych extraktd 25 riznych druhi makromycet,
nasledna tenkovrstvd chromatografie téchto vzorkll pro zjiSténi obsahu alkaloidl s indikaci
Dragendorffovym ¢inidlem.

V neposledni tfadé chceme stanovit celkové mnozstvi fenolickych latek ve vzorcich
Folin-Ciocolteuovou metodou.

DalSim tkolem je stanoveni antioxidacni aktivity extraktdl metodou sekvencni injekéni
analyzy se spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikalu a ABTS" radikalu.

Poslednim z cild je zjistit inhibi¢ni aktivity extrakti vuci acetylcholinesteraze a

butyrylcholinesteraze Ellmanovou spektrofotometrickou metodou.



3. TEORETICKA CAST

3.1. CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH DRUHU HUB

3.1.1. Oddéleni Ascomycota
3.1.1.1. Leotiales

Leotia lubrica (Scop.) Pers. — Paty¢ka rosolovita (Leotiaceae) (Obr. 1)

v—

o Je t0 2-7 cm vysoka houba s voskovité rosolovitymi
W lodnicemi. Klobouk diky 1-2  com, v mladi
polokulovity, pozd¢ji nepravideln¢ lalocnaty, na
povrchu slizky, Zlutozeleny az Zzlutoolivovy. Tien je
mirné rozsifeny, duty, slizky na povrchu, okrové Zluty.
Roste skupinové ve vlhké holé lesni padé (Antonin et

al., 2006).

LA -

Obrazek 1.. Leotia lubrica (Scop.) Pers.
(© Renée Lebeuf, 2008)

3.2.2. Oddéleni Basidiomycota
3.2.2.1 Agaricales

Agaricus lanipes (Meller & J. Schiff) Sing. — Zampion vinaty (Agaricaceae) (Obr. 2)
Klobouk Siroky 6-14 c¢cm, s plochym temenem a zbytky plachetky na okraji, s hnédymi az
cervénavé hnédymi vlaknitymi Supinami. Lupeny
v mladi nartzovélé, pozd€ji masové nacervenalé,
potom hnédé az Cerné. Tren valcovity, na bazi
vétSinou hlizovité ztloustly, na vrcholu hladky, pod
prstenem vloCkaty, bélavy az nahnédly. Prsten
tlustoblanny, zvrchu bélavy a ryhovany, ze spodni
strany hnéd¢ vlockaty. DuZina tvrda, pevnd, bélava
az Sedohnéda. Roste v listnatych lesich a parcich.

Jedla houba (Hagara, 1998).

Obrazek 2.: Agaricus lanipes (Mgller & J. Schiff)
Sing. (© Thierry Duchemin, 1992 web mycodb)



Agaricus macrosporus (Meller & J. Schiff.) Pilat — Zampion velkovytrusy (Agaricaceae)
(Obr. 3)
Klobouk S§itky 5-25 cm, dlouho uzavfeny, tlustomasy, na temeni lysy, jinak vlockaty,

@4l krémovy, na otladenych mistech koZové Zloutnouci.
Lupeny husté, krémové, pozdéji Sedocervenave,
nakonec Cernohnédé. Tren v mladi Siroky jako klobouk
a napadné Supinaty, bélavy, pozdéji az svétle okrovy.
Duzina tlustd, pevna, voni anyzové v mladi, ve stari
nepiijjemné. Roste na loukédch i v jehli€natych lesich.
V mladi chutny, staré plodnice se nekonzumuji (Hagara,

1998).

Obrazek 3.: Agaricus macrosporus
(Mpgller & Schiff.) (© Rob Foster, 2009)

Cortinarius cotoneus Fr. — Pavudinec vinaty (Cortinariaceae) (Obr. 4)

Klobouk S§iroky 4-12 cm, zvoncovity, poté sklenuty,
masity a rozloZeny. Jemné Supinkata, plstnata pokozka,
olivové zelend, stafim olivové nahnédla. Lupeny tlusté,
oddalené, olivové hnédé barvy. Tien piimy, kyjovity,
nazloutly, u lupent casto s olivovymi pasky. Duzina
voni fedkvickou, sladce nahotklé chuti. Roste

Vv listnatych lesich. Slab¢ jedovaty (Kubicka, 1980).

Obrazek 4.‘.' Cortinarius cotoneus Fr.
(© Manuel Martinez Rey, 2011)

Cortinarius praestans Cordier — Pavu¢inec naramkovcovy (Cortinariaceae) (Obr. 5)

Patii mezi nejvétsi evropské pavucince. Klobouk ma v priméru 10-20 cm, v mladi je maly,
A zavojem spojeny s tfeném. Pozd&ji je klenuty,
kastanové hnédy s fialovym odstinem. Malo slizky.
Pokozka je vlaknitd, pokrytd drobnymi vlockami.
Lupeny bélavé, u tiené vykrojené. Kyjovity tieii obaluje
plachetka bélavé az fialové barvy. Duzina je bila,
pozdé&ji nazloutld, nemeéni se, je nevyrazné chuti a téméf
bez zapachu. Jedlda a chutna houba (Dermek, 1976;

*: ‘Pf ‘-ﬂ“' i Svréek a Vancura, 1987).

Obrazek 5. Cortin'a‘rius praestans Cordier
(© Stefano Vianello, 2010)

.



Galerina marginata (Batsch) Kiihner — Cepi¢atka okrajova (Strophariaceae) (Obr. 6)

Roste na podzim na odumfielé dievni hmoté jehli¢nant.
Klobouk je 15-50 mm Siroky, klenuty, za vlhka mirné naslizly,
zlutohnédé barvy. Lupeny husté, skotficové hnédé. Tien 2-6 cm
dlouhy, zbarven podobné jako klobouk, nahofe s blanitym
opadavym prstencem. Vytrusny prach rezavé hnédy. Jednad se
0 jedovatou houbu obsahujici o-amanitin (Svréek a Vancura,
1987; Kléan, 1989).

Obrazek 6.: Galerina marginata (Batsch) Kiihner

(© Lasse Christensen, 2010)

Hygrophorus capreolarius Kalchbr. — Stavnatka vinova (Hygrophoraceae) (Obr. 7)

Kalchbr. (© Renée Lebeuf, 2007)

Svréek a Vancura (1987) uvadi, ze do celedi
Hygrophoraceae patii rizné zbarvené houby, jejichz
spole¢nym znakem jsou velmi tlusté a fidké, sbihavé nebo
na tfeil pfirostlé lupeny. Povrch plodnic Casto pokryty
slizem.

Barva plodnice této St'avnatky je nartizovéla az vinove

¢ervena.

Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. — Stavnatka Zlutolupenna (Hygrophoraceae) (Obr. 8)

Velikost klobouku 3-7 c¢m, na okraji podvinuty a husté pokryty zlutymi vlockami, pokozka

viceméné slizkd, v mladi bélava, brzy zlatozlutd. Lupeny
nepfili§ husté, bélavé, u velmi malych plodnic se Zluté
vlockatym osttim. Tfen valcovity, v mladi plny, pozdé&ji
vycpany, v horni tfetiné pokryty Zlutymi vlockami a ¢asto
drobnymi kapi¢kami. DuZina je pomérné masita, Stavnata,
bélava, pod pokozkou nazloutld. Roste predevSim

v buéinach. Jedla (Hagara, 1998).

Obrazek 8.: Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr.

(© Renée Lebeuf, 2010)



Limacella guttata (Pers.) Konr. & Maubl. — Slizobedla slziva (Amanitaceae) (Obr. 9)

Houba dosti podobnd muchomirkam. Klobouk 50-120 mm, kozové¢ zluty, okrovy nebo

V4 % ® Cervenohnédy, nejdiiv polokulovity, pozdé€ji zvonkovity az
‘ i N klenuty, pak plochy, za vlhka Supinaty, na okraji hladky a
neryhovany. Lupeny husté, bilé a u tfené volné. Tren
valcovity, na bazi ztlustély, bélavy, v horni tfetiné s bilym
blanitym prstenem, na kterém byvaji Zlutozelenavé
kapénky, za sucha mizici. DuZzina bild, s mirnou chuti a

mouc¢nou vuni. Jedla, ziidkava houba (Dermek, 1976).

Obrazek 9.: Limacella Guttata (Pers.)
Konr. & Maubl. (© Erminio Ferrari, 2008)

Pholiota aurivella (Batsch) P. Kummer — Supinovka zlatozavojna (Strophariaceae)

Klobouk ma velky 4-12 cm, vmladi polokulovity,
S podvinutym okrajem, slizky a mazlavy za désté, zlaté zluté
barvy stidkymi Supinami. Lupeny vysoké a husté,
narezavélé, u tréné zoubkem vykrojené. Tten dortsta do 12
cm, plny, suchy, vmladi pokryty Supinkami. Duzina
nazloutla snenapadnou vini a natrpklou chuti. Roste na
dievé listnacu (Dermek, 1976; Hagara, 1998).

Obrazek 10.: Pholiota aurivella (Batsch) P.
Kummer (© Jason Sturner, 2008)

Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. — Hliva plicni (Pleurotaceae) (Obr. 11)

Podobné jako ostatni hlivy, klobouk ma 5-12 cm, lopatkovity nebo lasturovity, v mladi nizce
" sklenuty a na okraji podvinuty. Lupeny pruzné, husté,
daleko sbihajici na tfefi, bélavé az krémové. Tien
excentricky, Casto aZ bocni, bily, casto ryhovany. Duzina
mladych plodnic pruzna a Stavnatd, ve stafi tuhd a sussi,
bila, nasladlé chuti. Roste v trsech na Zivém i1 odumielém
dievu rtiznych listnacl, zejména bukl. Velmi chutnd houba

v mladi, avSak starSi houzevnaté plodnice jsou hiie

stravitelné (Dermek, 1976).

Obrizek 11.: Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél.
(© Otto Loesel, 2008) substrat: Gymnocladus
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Tricholoma lascivum (Fr.) Gillet — Ciréivka smrduta (Tricholomataceae) (Obr. 12)
Je dosti podobna cCirtivce bilé, kterd ma klobouk Siroky 50-100 mm, kuZzelovité klenuty,

hedvabné leskly, bily az krémovy pfip. zlutohnédy.
Lupeny pfipojen¢ zoubkem. Tien je valcovity,
zakiiveny, nahofe vlockaty, nize vlaknity, b&lavy. C.
smrduta se od €. bilé lisi tedy hlavné pachem, ktery je za
mladi stejné sladkasty nebo moucny, ale pozdéji duzina
starych plodnic nabyde protivny svitiplynovy zapach
(Antonin et al., 2006).

Obrdazek 12.: Tricholoma lascivum (Fr.) Gillet
(© Christophe Quintin, 2010)

Tricholoma portentosum (Fr.) Quél. — Cirtivka havelka (Tricholomataceae) (Obr. 13)

S podvinutym okrajem, pozd¢ji nizce sklenutym a zvinénym,
zpravidla s hrbolkem, za vlhka trochu slizkym, barvou
' hnédoSedy az CernoSedy, Casto s olivovym nebo fialovym
odstinem. Tten a lupeny bilé s citronové zlutym nadechem.
Duzina bélava, s mou¢nou vini a s chuti liskovych ofiska, ve
tteni roztrhand. Roste v jehli¢natych lesich na pisc¢ité pide.
Je to jedla a lahodna houba (Dermek, 1976; Hagara, 1998;
Svréek a Vancura, 1987).

Obrazek 13.:Tricholoma portentosum (Fr.) Quél.
(© Ina Dijstelberge, 2011)

3.2.2.2. Boletales

Aureoboletus gentilis (Quél.) Pouzar — H¥ib pruzny (Boletaceae) (Obr. 14)
7 W Klobouk Sitky 2-7 cm, slizky za vlhka, za sucha leskly,

Sedortizovy, masové Cervenavy, karminovy. Rourky pruzné,

zativé zlatozluté, ve staii solivovym nddechem. Ttien je

valcovity, trochu lepkavy, vhorni tfetiné sitovany nebo

ryhovany sbihajicimi rourkami. Pokozka na vrcholu

zlatozlutd. Roste v teplych lesich, pod duby a buky, na

vapnitych ptidach (Antonin et al., 2006).

Obrdzek 14.: Aureoboletus genills (Quél.) Pouzar)
(© Jindfich Pofiz, 2011 web BioLib)
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Boletus pinophilus Pilat & Dermek — H¥ib borovy (Boletaceae) (Obr. 15)

J 24

Velice oblibend jedld houba. Klobouk 6-25 cm, v mladi polokulovity, ve stafi rozprostfeny,

I -y

SRR masity, vrascity, tmaveé cervenohnédy. Rourky krémové, ve
4 RSN

stafi olivovozluté. Tren je vejcovity, robustni, vétSinou
kyjovity, krémové nacervenaly, pod kloboukem dlouho
bélavy. Duzina bila, neméni barvu na fezu, piijemné
houbové viin€ a chuti. Vytrusy olivovohnédé. Roste hlavné
l V borovych lesich, preferuje piscitou pudu (Dermek, 1976;
o R o, 1098).

/

ZIW, ' 5
Obrazek 15.:Boletus pinophilus Pilat et Dermek
(© Juraj Komar, 2007)

Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara — H¥ib cizopasny (Boletaceae) (Obr. 16)

Jde o cizopasnou houbu parazitujici na plodnicich pestice obecného - Scleroderma citrinum
Pers. Ma klobouk Siroky 25-55 mm, sametovy,
zlutohnédy az olivovozeleny. Rourky jsou hnédoZluté az
olivovohnédé, pory jsou dlouhé az 1 mm. Tren valcovity,
dlouhy 26-65 mm, doli zizeny, zluty, jemné vlockaty a
vlaknity. Duzina je bledozlutd, mirné chuti a nevyrazné
viné. Vyskytuje se ziidka v1ét¢ a na podzim na
raSelinovych pidach. Z pestice obecného vyrasta
zpravidla 3-8 plodnic. Je jedly, ale ztidkavy a chranény
(Antonin, 2006; Dermek, 1976; Klan 1989).

‘ €5 i, oY
Obrazek 16.: Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara
(© Renée Lebeuf, 2011)

3.2.2.3. Geastrales

Geastrum rufescens Pers. — Hvézdovka ¢ervenava (Geastraceae) (Obr. 17)
V Evropé roste asi 30 druhi hvézdovek a vSechny patii mezi skvosty nasi pfirody.
Plodnice je cibulovitd. M4 nartizovelou zakrovku, kterou se 1i$i od ostatnich podobnych druhd.
Vn¢jsi zakrovka puka na 5-9 koncistych a nestejnych cipu, které jsou nejdiiv velice tlusté a
hnédavé, pozdé€ji vysychaji, ztencuji se a tmavnou na hnédocerveno. Vnitini zdkrovka kulovita,
svétle okrova az tabakové hnédd, umisténa na kratkém krcku velkém nanejvys 5 mm. Rostou
Vv jehli¢natych lesich, neziidka v listnatych, ale i na mistech ovlivnénych hospodatskou ¢innosti.

Nejedla (Svréek a Van¢ura 1987; Antonin et al. 2006).
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Obrdzek 17.: Geastrum rufescens Pers.
(© Juraj Komar, 2009)

3.2.2.4. Gomphales
Ramaria apiculata (Fr.) Donk — Kuiatka nazelenala (Gomphaceae) (Obr. 18)

Plodnice je znacné rozvétvend, 4-10 cm vysoka.
Vétvicky jsou nahustény na sebe, nazloutlé, zlutohnédé
az tmavé hnédé. Rostouci vrcholy nazelenalé. Jsou
zakonceny ozubenymi Spickami. Duzina houzevnata,
pevna, bila, na fezu tmavnouci. Roste v seskupenich na
dievé nebo v pidé sdruzena s rozkladajicimi se ¢astmi

jehli¢énant (Nasim et al., 2008).

Obrazek 1.: Ramaria apiculata (Fr.) Donk
(© Ron Wolf, 2011)

3.2.2.5 Phallales

Mutinus caninus (Huds.) Fr. — Psivka obecna (Phallaceae) (Obr. 19)

V prvnim vyvinovém stadiu je tato houba vejlita,
vysokd 2-4 cm, Sirokd 1,5 — 3 cm. Bily blanity obal ma
na bazi provazkovité mycélium. V Case zralosti se obal
trhd a vyristd znéj bily nebo cervenooranZovy nosi¢
Snasazenym kuZelovitym kloboukem, povleceny
olivovozelenym slizkym obalem (glébou). Po vymizeni
gléby je klobouk oranzovy, jamkaty. Roste v lété ve

P\ W stinnych lesich, Casto na odumielém dievé. Nejedla
; / /‘ “ (Dermek, 1976).

Obrdzek 19.: Mutinus caninus (Huds.) Fr.
(© Tamara Horova, 2010 web BioLib)
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3.2.2.6. Polyporales
Sparassis nemecii Pilat & Vesely — Kotr¢ Némcuv (Sparassidaceae) (Obr. 20)

Houba velice podobna kotr¢i kadetavému - Sparassis crispa (Wulf.) Fr rostoucimu na
| borovici. Na rozdil od n¢j je kotr¢ Némcuv vazan
na jedli (Abies alba). Plodnice je mohutnéjsi,
sklada se z velkého mnozstvi srostlych vétvicek, na
koncich lupenovité zplostélych a zvinénych,
krémové barvy, ne tak kadetavych. Dosti tuha
duzina voskovitého vzhledu. Jedla houba (Antonin

et al., 2006).

Obrazek 20.: Sparassis nemecii Pilat & Vesely
(© Stanislav Krej¢ik, 2005 web BioLib)

3.2.2.7. Russulales

Lactarius subdulcis (Pers.) Gray — Ryzec nasladly (Russulaceae) (Obr. 21)
Pro ryzce je typicky obsah mlé¢nic, ze kterych po nafiznuti vytéka mléku podobna latka.
Velikost klobouku u r. nasladlého je 2-7 cm, vétSinou s hrbolem uprostfed, matny, suchy,
cervenohnédy, pozdéji kozoveé nahnédly. Lupeny jsou
husté, sbihajici na tfen, svétle krémové az okrové. Tren
byvé dlouhy 30-75 mm a tlusty 3-10 mm, ve staii duty,
S rezavé oranzovym odstinem. DuZina bélava az okrové
narezla, popisovan je pach po plosticich. Vytrusny prach
krémové nazloutly. Roste v listnatych lesich pod duby a
: buky. Nejedly pro nepiijemnou chut' a pach (Dermek,
“5\, 1976; Hagara, 1998, Klan 1989).
Obrazek 21.: Lctaius sﬁbdulcis (Pers.) Gréy
(© Vaclav Hrdina, 2010 web BioLib)
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Russula amara Kuéera — Holubinka hoika (Russulaceae) (Obr. 22)

Klobouk Siroky 4-7 cm, tmavé fialovy nebo
lildkové ruzovy, Setikovy, mirné¢ prohloubeny, na
sttedu s malym hrbolkem. Pokozka lysa, je vyrazné
hoika, stejn¢ tak pokozka tiené. Roste v mykorrhize
s borovicemi (Antonin et al, 2006; Vesely et al, 1972).

Obrazek 22.: Russula amara Kucera
(© Ina Dijstelberge, 2011)

Russula fragilis Fr. — Holubinka ki'ehka (Russulaceae) (Obr. 23)

Ma klobouk Siroky 2-7 cm, splostély, uprostfed prohlouben, fialov€ purpurovy, fialové
cerveny, uprostied nékdy bledsi, né¢kdy Sedozeleny, jindy
tmavsi, fialoveé ¢erny. Na okraji bledne. Lupeny bilé, jemné
pilkovité. Tten je valcovity, naspodu roz$ifeny, bily, na
poranénych mistech Zloutne. Duzina bild, s kyslastou viini a
velmi palivou chuti. Roste hojné¢ v lesich, na kyselich

pudach (Antonin et al., 2005).

Obrazek 23.: Russula fragilis Fr.
(© Renée Lebeuf, 2008)

Russula undulata Velen. — Holubinka zprohybana (Russulaceae) (Obr. 24)

Klobouk 5-10(-15) cm, polokulovity v mladi, v dospélosti zplostély, nebo prohloubeny,
napadné zvinény, na okraji az lalo¢naté vykrajovany,
tvrdy, pevny. Pokozka hladkd, sklovit¢ leskla,
cervenofialovd az cernofialova. Lupeny jsou husté,
velmi nizké, kiehké, bélavé az svétle krémové. Tien
valcovity nebo uzce kyjovity, bélavy nebo Sedavy bez
cervenych nebo fialovych tonl. Duzina tvrda, sucha,
bélava, za vlhka naSedld, pod pokozkou fialové
nadechld. Roste zejména V doubravach a borech.

Nejedla (Hagara, 1998).

Obrazek 24.: Russula undulata VeIe.
(© Pieter Gordiin, 2007)
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Russula virescens (Shaeff.) Fr. — Holubinka nazelenala (Russulaceae) (Obr. 25)

Holubinka nazelenalda mé klobouk velky 5-12 cm, polokulovity v mladi, pozd&ji sklenuty, na
sttedu az vtlaCeny a pevny, s neslupitelnou, polickovité
rozpraskanou pokozkou cCernoolivové nebo médénkove
zelené barvy srezavé hnédymi skvrnami. Lupeny Siroké
5-11 mm, husté, bélavé az svétle krémové. Tien valcovity,
vysoky 6-12 cm, vmladi velice pevny a plny, pozdéji
komiirkové duty a drobivy. Duzina bild, hnédnouci,
nenapadné ofiskové chuti. Roste v doubravach a biezinach.

Jedld houba (Dermek, 1976; Hagara, 1998; Klan 1989).

Obrazek 25.: Russula virescens (Shaeff.) Fr.
(© Erminio Ferrari, 2008)

3.2. CHEMICKA STAVBA HUB

Houby jsou heterotrofni organizmy, tudiz hmotu pro stavbu svych tél ziskdvaji z latek
rostlinného nebo zivocisného ptvodu a to bud’ saprofyticky (rozklddaji odumfielé organizmy)
nebo paraziticky, rozsifena je i symbidza hub s rostlinami (Klan, 1989).

Charakteristickou slozkou bunéénych stén vlaknitych hub je chitin. Je pfitomen v podhoubi i
plodnicich a povazuje se za pfiCinu t€z8i stavitelnosti hub, 1 kdyz na druhé strané podporuje
peristaltiku stfev. V bunécnych sténach jsou dale slozené cukry a bilkoviny (Semerdzieva a
Veselsky, 1986).

V plasmé houbovych bun¢k najdeme vodu (70-95 %), bilkoviny, cukry, tuky, mineralni latky
a fadu latek, které fadime mezi sekundarni metabolity. Mohou jimi byt isoprenoidy, alkaloidy,
aromatické slouceniny, organické kyseliny a dalsi, které budou dale rozebrany. Dilezitou roli
hraji i enzymy, které umoznuji katalyzu metabolickych déji houbovych bun¢k. Nékteré houby,

jak znamo, obsahuji toxické latky a latky s 1é¢ebnym ucinkem (Semerdzieva a Veselsky, 1986).

3.2.1. Primarni metabolity
3.2.1.1. Sacharidy

vvvvvv

polygalakturonova kyselina, mannany a vzacné celuldza. Zasobni latkou hub je glykogen a
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trehaldza. Polysacharidy se vyskytuji i ve vazbé s dalSimi makromolekulami a tak tvofi
glykoproteiny a glykolipidy. Slizové latky jsou rovnéz tvotené cukry — polyuronidy a pentozany.

Chitin je tvofen fetézci N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek vazanych B-1—4 vazbami.
Glukany jsou vétvené polymery glukozy (B-1,3-glukanu, B-1,6-glukanu, B-1,4-glukanu) spojené
glykosidickou vazbou. Glykogen je tvofen glukézovymi jednotkami spojenymi v polohach
a-—4 a o-1—6. Biosyntéza je patrné shodna s zivociSnou buiikou. Trehal6éza je transporni

disacharid slozeny z glukézovych jednotek (Klan, 1998; Vesely et al., 1972).

3.2.1.2. Lipidy

Tvoii 0,5-1,5 % vahy hub. Nejvice se vyskytuji ve sporach a myceliu. VétSinou jde o
triacylglyceroly vyskytujici se ve form¢ kapicek (tuky) nebo krystalkt (ergosterol). Maji ulohu
rezervnich latek. V bunénych membranach se také nachazeji fosfolipidy (Klan, 1989;

Semerdzieva a Veselsky, 1986).

3.2.1.3. Proteiny

V houbéch tvoti 0,3-3,5 % hmotnosti. Zakladem vSech proteinti jsou aminokyseliny. Houby
obsahuji 20 zakladnich aminokyselin tvoficich se z dusikatych a uhlikatych komponent.
Zajimavosti je, ze vétSina hub tvoii aminokyselinu lysin z kyseliny a-aminoadipové, zatimco
plisné vajecné, bakterie a vysSsi rostliny vychazeji z kyseliny asparagové. To dokazuje, Ze se
houby casné¢ oddé€lily od ostatnich eukaryontnich organizmi (Klan, 1989; Semerdzieva a
Veselsky, 1986).

Strukturu proteind v houbach maji enzymy, ale i nejprudsi znamé jedy jako napf. amanitiny,

faloidin a faloin (SemerdZieva a Veselsky, 1986).
3.2.1.4. Nukleové kyseliny

Tyto vysokomolekularni latky se u hub nachéazeji ve stejné podobé jako u ostatnich
organizml. Kazdd kyselina se skladd =z nukleotidi tvofenych sacharidem (rib6za nebo

deoxyribo6za), dusikatou bazi - purinovou (adenin, guanin) nebo pyrimidinovou (cytosin, thymin,

uracil) a kyselinou fosfore¢nou (Klan, 1989).
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3.2.2. Sekundarni metabolity

Vlaknité houby produkuji rozmanité sekundarni metabolity — malé molekuly, které zdanlivé
nepotfebuji pro normalni riist a rozvoj. Tyto metabolity maji obrovsky vyznam v lidské
spolecnosti. Nékteré jsou vyuzivany pro svoje antibiotické a farmakologické plisobeni, jiné se
podileji na patologickych interakcich s zivocichy a rostlinami. Ackoliv byly identifikovany geny
zapojené¢ do tvorby sekundarnich metaboliti, jejich role v houbovém organizmu zastava
zédhadou. Hodné hub Zzije saprofyticky a tyto molekuly je patrn€ chrani pfed jinymi organizmy
vyskytujicimi se na stejné ekologické nice. Pfedpoklada se, ze v blizké budoucnosti poodhalime
mnohem vice o téchto molekulach a o vyznamu, ktery houbovym organizmim ptinaseji (Fox a
Howlett, 2008).

Navic jsou sekundarni metabolity, na rozdil od primérnich, specifické pro jednotky riiznych
taxonomickych turovni (druh, rod, ¢eled’). Lze jich proto ¢asto vyuzivat pro chemické uréovani a
klasifikaci hub (chemotaxonomii). Je pro né pfiznacné, zZe jsou Casto velmi toxické jiz v malych
koncentracich, napiiklad amanitiny obsazené¢ v muchomirce zelené, peniciliny produkované
Stétickovcem  Zlutozelenym, kyselina lysergova produkovand pyrenomycety palickovici
nachovou a Claviceps paspali (Klan, 1989).

Ttidy sekundarnich houbovych metabolitii zahrnuji polyketidy (napt. aflatoxin, fumonisiny),
non-ribosomalni peptidy (napft. sirodesmin, peramin a siderofory jako ferricrocin), terpeny (napf.

T-2 toxin, deoxynivalenol), indolové terpeny (napf. paxillin a lolitremy)(Fox a Howlett, 2008).

3.3. BIOLOGICKA AKTIVITA HUB

Je bez pochyb, Ze sekundarni metabolity makromycet vykazuji obrovskou skalu biologickych
aktivit. Jejich fyziologické funkce a mechanizmy plsobeni vétSiny z nich stale nejsou kompletné
odhalené. Velka biodiverzita vySSich hub pfedstavuje moznost rozsifeni znamych substanci pro
pouziti ve farmaceutické chemii (Liu, 2007; Zhong a Xiao, 2009).

Uvadime nékolik ptikladi za taxony, které jsme sledovali a pokud mozno s uvedenim latek

zodpovédnych za stanovovanou biologickou aktivitu.
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3.3.1. Antimikrobialni a antimykoticka aktivita

Zastupce rodu Agaricus, a zaroven velice bézna houba A. bisporus, inhiboval v podobé
etanolového extraktu rust bakterii napf. S. aureus a B. subtilis (Jagadish et al., 2009).

Extrakt z houby Cortinarius praestans, byl aé¢inny vaci S. aureus i P. aeruginosa (Janes et
al., 2007).

Acylcyklopentendiony z plodnic Hygrophorus chrysodon byly podle Gilardoniho et al.
(2007) u¢inné vaci plisni Fusarium verticillioides, ¢astému patogenu rostlin.

Zajimavé metabolity jsou nachazeny v rodu Lactarius. Latex, ktery tyto houby tvori,
obsahuje seskviterpeny odpovédné za jeho pach a hotkost. Takové seskviterpeny patii nejcastéji
do skupin laktarand, sekolaktaranli, marasmanti, isolaktaranl, norlaktaranii a karyophylland.
Rufuslakton je laktaran izolovany z L. rufus a taktéz vykazuje antimykotickou aktivitu vaci
rostlinnym patogentim (Hrdina et al., 2004; Liu, 2007).

Pholiota aurivella je pirikladem vzacné houby, jejiz obsahova latka bisnoryangonin
vykazovala antimikrobidlni aktivitu vici Bacillus megaterium a Microbacterium foliorum,

kontaminantim potravy (Shindo et al., 2007).

3.3.2. Antioxida¢ni aktivita

Pé&t hub z rodu Agaricus bylo testovano ve studiich antioxidaéni aktivity Barrose et al. (2008).
Nejvetsi aktivitu z nich mél Agaricus sylvatica.

Dore et al. (2007) v brazilské studii popisuje Geastrum saccatum jako zdroj betaglukana
s antioxida¢ni (vychytavani hydroxylového radikalu a superoxidu v koncentraci 0,27 mg/ml), ale
1 protizénétlivou a cytotoxickou aktivitou.

Ferreira et al. (2007) studovali obsah fenolickych latek a vychytavani volnych radikalt
u metanolovych extrakti hub Lactarius deliciosus a Tricholoma portentosum. Prvni z nich
vykazoval lepsi vysledky v DPPH testu (hodnoty ECso: 8,52 mg/ml pro L. deliciosus oproti 22,9
mg/ml pro T. portentosum) i vyssi obsah fenolickych latek.

Metanolovy extrakt houby Pleurotus pulmonarius vykazoval aktivitu ve vychytavani
hydroxylového radikalu (ICsp 476,7 pg/ml)(Thekkuttuparambil a Kainoor, 2007).

Metanolové extrakty hub Ramaria flava a Russula delica byly testované riznymi metodami
véetné DPPH metody a také pro obsah fenolickych latek. Antioxidacni aktivita se zvySovala

s koncentracemi. Ramaria flava obsahovala vice fenolickych latek (Gursoy et. al., 2010).
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Polysacharidy (galaktomannany) Russula virescens byly odpovédné v jedné ¢inské studii za
vychytavani hydroxylového radikalu in vitro (Sun et al., 2010). Jina ¢inska studie popsala
fenolické latky a B-karoten v plodnicich Russula virescens a uvedla, Ze houba vykazovala urcity
potencial ve vychytyvani DPPH radikalu (Chen et al., 2010).

3.3.3. Antitumoroézni aktivita

Polysacharidy z hub jsou velmi G¢inné co do antitumordzni aktivity a na trzich se vyskytuje
fada pripravkt proklamujicich tento ucinek. Napiiklad B-glukany lentinan (Lentinus edodes)
nebo pleuran (Pleurotus spp.) jsou intenzivné studovany (Rop et al., 2009).

Extrakt z Agaricus bisporus indukoval apoptézu na leukemickych bunkach HL-60 (Jagadish
et al., 2009).

(1—>3)-B-D-glukany ziskané =z plodnic Russula virescens po sulfataci vykazovaly
antitumordzni aktivitu in vivo a in vitro (Sun et al., 2009).

Sparassis crispa obsahujici vysoce vétveny (1—3)-B-D-glukan (sparan) vykazuje imunitné

zprostifedkovanou antitumoroézni aktivitu (Kim et al., 2010).

3.4. ALZHEIMEROVA NEMOC

3.4.1. Charakteristika onemocnéni

Alzheimerova nemoc (AD — Alzheimer’s disease) je neurodegenerativni onemocnéni, které
vede k zaniku neuront a v posledni fazi k demenci popsanou Aloisem Alzheimerem. Demenci
charakterizujeme jako stav ireverzibilnich a postupujicich poruch vyssich kortikalnich funkci
(Zigové, 2001; Lincova et al., 2007).

Prevalence onemocnéni se zvySuje s rostoucim veékem. Lidé ve véku nad 65 let maji
pravdépodobnost, Ze onemocni AD asi 5 %, ve véku nad 85 let jiZ toto €islo €ini 25 %. Mize se
objevit ale i vniz8im v&ku pfi genetickém vyskytu v rodin€. Pfedpoklada se, vzhledem
K prodluzujicimu se véku obyvatelstva, ze naklady na 1é¢bu a pé¢i o nemocné bude stoupat.
Proto probihd intenzivni vyzkum na poli patogeneze AD a na jejim ovlivnéni farmaky

(Zigova, 2001).
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3.4.2. Klinické priznaky

Vzhledem k pomalé progresi onemocnéni mize AD v ranych stadiich unikat pozornosti okoli.
Poruchy cichu, zmény motoriky a pady mohou piedchdzet vdznym projeviim. Ve stadiu lehké
demence pozorujeme u pacientll kratkodobé ztraty paméti, poruchy vyjadfovani a feci, neztidka
se objevuje deprese rezistentni na 1€cbu, poruchy adaptace na nové prostiedi, ztrata zajmu o nové
¢innosti, ulpivani na stereotypech. Na demenci mtize také upozornit ztraceni véci, které vede
k podeziivavosti a konfliktim, dale nevhodné oblékani, selhani pii obsluze domacich piistroji a
jiné.

Stiedné tézka demence se vyznacuje takovym ubytkem paméti, Ze nemocny neni schopen
vykonavat bézné c¢innosti. Slovni zasoba se redukuje, nemocnému unikd kontext déni kolem
sebe. Bez pomoci se ztraci mimo své obydli. Objevuji se poruchy socialniho chovani az
halucinace a bludy. Postizeny ¢lovék neni schopen samostatné existence a je odkazan na pomoc
pecovatele.

Té&zké stadium je spojeno s tzv. teCkovitou paméti, kdy nemocny ztratil schopnost ukladat do
paméti nové a vybavovat si staré vzpominky. Nemusi poznat ani blizké osoby a nechépe déni
kolem sebe. S tim souviseji stavy zmatenosti, neklidu a uzkosti. Pfetrvava agitovanost, poruchy
spanku. Lze pozorovat zhorSovani chiize, postizeny ztraci i schopnost ovladat sfinktery.

V kone&ném stadiu je imobilizovany na lizku a plné odkazany na pééi okoli (Zigova, 2001).

3.4.3. Moznosti 1écby

Z dosavadnich poznatkd dokazeme ovlivnit pouze nékteré znamé patogenetické mechanizmy
AD. Soucasné nejvice uzivana 1éCiva ze skupiny antidementiv jsou donezepil, rivastigmin a
galanthamin. Jejich mechanizmus u¢inku je zaloZen na ovlivnéni nedostatku acetylcholinu (Ach)
inhibici acetylcholinesterdzy (AChE) a butyrylcholinesterazy (BuChE). Procesy vedouci
k nedostatku acetylcholinu jsou podle tzv. amyloidni hypotézy zavislé na tvorbé patologického
beta-amyloidu (BA). Rivastigmin ma dualni ucinek — inhibuje kromé AChE, po vzestupu
neurodegenerativnich zmén, také BuChE. Naproti tomu dualni G¢inek galanthaminu spociva
krom¢ inhibice AChE, také v alosterické modulaci nikotinovych receptort ¢imz dale potencuje
ucinek Ach.

K dal§imu typu léCiv pouzivanych v terapii AD patii memantin. Je to nekompetitivni

antagonista glutamatovych NMDA (N-methyl-D-asparagova kyselina) receptori. Mechanizmus
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ucinku objastiuje glutamatova teorie vychazejici z poznatku, Ze nadmérna nabidka glutamatu
V neurodegenerativni kaskadé plsobi na neurony excitotoxicky, hlavné prostiednicvim
ionotropnich receptorit typu NMDA. Tato nadmérna excitace neuronii vede po vyplaveni
vépenatych iontdl k jejich smrti, to se tykd glutamatergnich i cholinergnich neuront (Zigova,
2011; Lincova et al., 2007).

K pfinosim symptomatické 1é¢by inhibitory lidskych cholinesteraz a memantinem je nutno
dodat fakta publikovana v zahrani¢nim nezavislém tisku. V ¢asopisu Prescrire se ohledné 1écby
AD piSe, Ze ,,inhibitory cholinesteraz maji pfinejlepSim jenom mirné ucinky trvajici jenom
nékolik mésict ptiblizné u 10 % pacientd. Pro své cholinergni vlastnosti sdileji
gastrointestinalni, neurologické, urologické a kardiologické nezadouci uc¢inky. Memantin,
nedostate¢né prozkoumané 1€¢ivo s nejistymi benefity, nese riziko neurologickych nezadoucich
ucinkl. Navic, vSechna tato 1éCiva ptinaSeji vysoké riziko Iékovych interakci zvySujici mozZnost
nezadoucich ucinkd a také smrti.” (Prescrire International, 2008)

Z vyse uvedeného je patrnd potieba nachazet nova, bezpecnéjsi a ucinngjsi 1é¢iva. Probihaji
studie slatkou Rember (methylenova modf) atakujici tau-protein (t-protein). U hypotézy
S t-proteinem se jednd o hyperfosforylovany protein, ktery zplsobuje kolaps mikrotubulii
neurontl. Vytvafi se v disledku stresu nebo na zakladé jiného poskozeni mozku. Patologicky
T-protein se za jistych okolnosti mize chovat jako infekéni agens, neni eliminovan imunitnim
systémem a méni i zdravy t-protein v okoli na patologicky. Dale se zkoumaji peptidy strukturné
blizké BA, které dokéazi proti nému vyvolat imunitni reakci bez nezddoucich autoimunitnich a
zanétlivych reakci.

Casto se mluvi o antioxidantech v 1é¢b& a prevenci AD. I kdyZz se objevuji nizory, Ze
antioxidanty se mohou uplatnit spiSe v prevenci a na rozvinutou nemoc nemaji patrny vliv, slibné
vypada vyzkum dualng plsobicich hybridli melatoninu a tacrinu. Takové hybridy vykazuji vyssi
anticholinesterdzovou a antioxidacni aktivitu, nez kdyby byly tyto latky aplikovany oddélené

(Patyar et al., 2011; Zigova, 2011).

3.4.4. Role oxida¢niho stresu u Alzeheimerovy nemoci

Oxidacni stres je vysledkem metabolickych reakci vyuzivajicich kyslik a pfedstavuje naruseni
rovnovahy prooxidaénich a antioxida¢nich reakci v Zivych organizmech. Nadbytek reaktivnich
forem kysliku a dusiku (RFKD) miiZze poSkozovat lipidy, proteiny a DNA inhibici jejich funkce.

Oxidacni stres se povazuje za pticinu fady onemocnéni vcetné procest starnuti.
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Neni nahodou, ze mozek je osobitné citlivy na oxidacni stres, protoZze pro svoji ¢innost
vyuziva velké mnozstvi kysliku. Dale obsahuje velké mnozstvi polynenasycenych mastnych
kyselin a pfitomné jsou i piechodné kovy tcastnici se redoxnich dé&ji jakymi jsou ionty zeleza
nebo medi (Valko a Mazur, 2008).

K typickym projevim AD patii hromadéni amorfnich proteinovych agregati oznacovanych
pojmem amyloid. S tim souvisi tvorba senilnich plaki. Navic jsou histopatology zdokumentové
spleti zménénych neurofiblril a zanik neuronii pfedevSim ve frontdlnim, parietdlnim a
temporalnim laloku. Vyznamné je postizen cholinergni systém (Stipek et al., 2000).

Zvysena produkce BA jako preventivniho antioxidantu mozku vié¢i poskozeni lipoproteini
vlivem oxidacniho stresu se povazuje za hlavni pfi¢inu rozvoje AD. Pfitom toxicita BA zavisi na
jeho konformacnim stavu a délce fetézce. BA se nachdzi bud’ v amorfnim, nefibrilarnim
(non-B-sheet structure) stavu, ktery je benigni, anebo je jeho struktura organizovana ve formé
B-skladaného listu (B-sheet) fibrilarni povahy s cytotoxickymi vlastnostmi, generujici peroxid
vodiku a ostatni reaktivni formy kysliku. Velké mnozstvi patologického BA je ukladano u
jedinci se zménami na genech kodujicich jeden ze tifi transmembranovych enzymi -
amyloidovy prekurzorovy protein (APP), presenilin-1 a presenilin-2. Preseniliny jsou regulaéni
proteiny, které se vazi na APP. Pokud jsou nefunk¢ni, dovoluji alternativni proteolyzu APP
ve prospéch patologického BA (Butterfield et al., 2002; Stipek et al., 2000).

APP 1 BA maji schopnost vazat kovy, jakymi jsou méd’ a zinek, maji silnou Cu-reduktdzovou
aktivitu (vznik Cu® z Cu?"). Mé&dny iont je potentnim medidtorem vysoce reaktivniho
hydroxylového radikalu a APP nebo PBA-vazany Cu’ by mohl piispivat ke zvySenému

oxida¢nimu stresu charakteristickému pro mozek s AD (Butterfield et al., 2002).

3.5. VOLNE RADIKALY A ANTIOXIDANTY

3.5.1. Co to jsou volné radikaly?

Volné radikaly jsou atomy, molekuly nebo jejich fragmenty, které maji jeden nebo vice
neparovych elektroni a jsou schopny, i kdyz jen kratce, samostatné existence. Jsou bud’
elektroneutralni, nebo mohou mit i iontovy charakter. Kdysi byly opomijené bud’ proto, Ze se
nepovazovaly za dulezité a nebo proto, Ze se pochybovalo o jejich pfitomnosti v biologickych
systémech. Se studiem volnych radikal jako meziprodukt biochemickych reakci se vSak zacaly
volné radikaly chapat i jako soucast patogeneze nékterych lidskych onemocnéni. Studuje se

pfedevsim jejich tloha v procesech starnuti, kancerogeneze, kardiovaskularnich, metabolickych,
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neurodegenerativnich chorob, stejné tak i pfi mechanizmech imunitnich a autoimunitnich
(Durackova, 1998).

Tyto latky mohou pohotové reagovat s riznymi biologickymi strukturami, jakymiz jsou
lipidy, proteiny, nukleové kyseliny, a tak je poskozovat primarné i1 sekundarné. Tomuto
Skodlivému ucinku se fika pojmy oxidativni a nitrosativni stres (Valko a Mazr, 2008). Na druhé
stran¢ ale mohou fungovat jako prostfednici pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalni
molekuly bunécné regulace, coz dokazuje jejich nezastupitelnou tulohu v zivé piirodé
(Durackova, 1998; Stipek et al., 2000).

Mezi nejjednodussi radikal patii atom vodiku, protoze disponuje jen jednim elektronem. Déle
zname volné radikaly odvozené od kysliku, dusiku, jako i radikaly vazané organicky. Ac¢koliv by
se pojmy ,,volné radikaly” a ,reaktivni formy kysliku“ méli rozliSovat, pro zjednoduseni se
setkdme s pouzitim pojmu ,,volné radikaly” pro ob& skupiny téchto latek (Durackova et al.,

1999).

3.5.2. Vznik volnych radikali

V téle vzniké celd fada reaktivnich forem kysliku (RFK) a reaktivnich forem dusiku (RFD).
Nejcastéjsi formou vzniku téchto molekul v biologickych systémech je elektronovy pienos
(redoxni d¢je).

Vznikem radikalu mize zapocit sled celého fetézce dalSich reakci. To zpravidla nastava,
pokud se radikal dostane do stfetu s dalsi neradikalovou slouceninou, kterych je vétSina. Pokud
se ale potkaji dva radikaly, mohou vytvofit ze svych neparovych elektronti par a ukoncit tak
radikalovou fetézovou reakci (Durackova, 1998; Stipek et al., 2000).

Mezi endogenni zdroje tvorby volnych radikalti fadime naptiklad: xanthinoxiddzu (vznik
kyseliny mocové pfi Urazech, nekrdzéach atd.), mitochondrie, peroxysomy, reakce katalyzované
kovy piechodnych prvki, fagocyty (jejich aktivace pii zanétu), kaskadu kyseliny arachidonové
(autooxidace prostaglandinil), intenzivni cviceni a jiné.

Mezi exogenni zdroje tvorby volnych radikal pocitdme: ionizujici zafeni, znécisténé zivotni

prostredi, UV svétlo, n¢ktera 1éCiva, potravu, 0zon, cigaretovy kouf (Kimakova et al., 2011).
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3.5.3. Reaktivni formy kysliku

Molekula kysliku je ve své podstaté biradikdlem — Vv molekulovych orbitalech ma dva
neparové elektrony. Pfijetim jednoho elektronu se redukuje na monoradikdl — superoxidovy
aniont (O,"). Dalsi elektron bude redukovat superoxid na peroxid vodiku (H,Oy). Je-li
Vv blizkosti dalsi elektron, molekula peroxidu se rozpadne na hydroxidovy aniont (OH") a velice
reaktivni hydroxylovy radikal (HO-). Ackoliv peroxid vodiku neni radikdlem, k RFK ho fadime,
protoze je dilezitym intermedidtem pii vzniku volnych radikéli. K dal$im neradikalovym RFK

fadime singletovy kyslik (*O5), kyselinu chlornou (HCIO) a 0zén (O3)(Stipek et al., 2000).

3.5.3.1. Superoxid

Jak uz jsme vySe uvedli, superoxid (O;") vznika jednoelektronovou redukci O,. Jeho
reaktivita je zavisla predev§im na prosttedi. Z vodnych roztokl rychle mizi. Je toxicky hlavné
kvili tvorbé dalSich reaktivnich molekul, jako je peroxid vodiku, hydroxylovy radikal, pfipadné
singletovy kyslik. Sdm muZe biologicky vyznamné molekuly poskozovat jako redukéni i
oxidaéni ¢inidlo (Durackova, 1998).

Cest, kterymi muze superoxid v organizmech vznikat, je fada. Patii sem enzymy jako
xanthinoxidaza (ischemicko-reperfuzni traumata) a NADPH-oxidaza (metabolické vzplanuti
profesionalnich fagocytll) a cytochromoxidazovy komplex. Oxyhemoglobin v erytrocytech je
potencialnim zdrojem superoxidu a bylo dokazano, ze 3 % hemoglobinu v lidskych erytrocytech
denné vytvaii superoxid. Erytrocyty proto maji vysoce sofistikovany antioxidacni systém

(Duragkova,1998).

3.5.3.2. Peroxid vodiku

Je nejstabilnéj$Sim intermediatem pii proméné kysliku na vodu. Z mista svého vzniku mize
proto difundovat na vzdalen&j$i misto a také prochizet bunéénou membranou (Durakova,
1998).

Peroxid vodiku je slabym oxida¢nim c¢inidlem a mize pfimo inaktivovat nékteré¢ enzymy,
napiiklad oxidaci thiolovych skupin, jako je tomu u glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaze. Jeji
inhibice mé za nasledek vycerpani ATP. Je ale znam také jako vyznamny antimikrobni metabolit

imunocytd (tvoten ze superoxidu)(Durackova, 1998).
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V piitomnosti piechodnych prvka (Fe”*, Cu*) se mechanizmem Fentonovy reakce (viz niZe)
pohotové redukuje na hydroxylovy radikal (HO-), hydroxidovy aniont (OH’) za vzniku

piislusného oxidovaného kationtu kovu (Stipek et al., 2000).

MOD* + H,0, — M™ + OH + HO-

3.5.3.3. Hydroxylovy radikal

Jako produkt ttielektronové redukce O, nebo jednoelektronové redukce H,O; je tento radikal
extrémné reaktivni oxidant reagujici s vétSinou biomolekul. I pro sviij kratky polocas existence
je schopen zpusobit jejich velké poskozeni. Miize latkam odebirat vodik (reakce s deoxyribdzou
v DNA a jeji nasledné poskozeni), adovat se (napiiklad na aromaticky kruh purinovych nebo
anorganickou nebo organickou latku. VZdy se tvofi novy typ radikald a reakce se propaguji dale
(Durackova, 1998).

3.5.3.4. Singletovy kyslik

Za urc€itych okolnosti se miize neparovy elektron dikysliku O, dostat do excitovaného stavu
s vys§i energetickou hladinou a pfitom zménit sviij spin. Sigma singletovy kyslik (‘60y) je
nestabilni, ma dva neparové elektrony s opaénym spinem a piechéazi na stalejsi delta singletovy
kyslik, ktery jiz nemé nepéarovy elektron (*605).

Jednim ze zpusobt jeho vzniku jsou fotosenzibiliza¢ni reakce, kdy senzibilizator po absorbci
svételného kvanta preda excitatni energii molekule Oy, &imZ vznikne *O,. Senzibilizatory mohou
byt riizna barviva — retinal, chlorofyl, bilirubin a mnohé jiné. Singletovy kyslik miize atakovat
jak molekuly ve své blizkosti, tak samotny senzibilitzator, ¢imz zméni jeho barvu
(fotodynamicky efekt).

Singletovy kyslik je schopen peroxidace lipidi svou vazbou na atom uhliku, za soucasného

presunu dvojné vazby a vzniku hydroperoxidi (Stipek et al., 2000; Durackova, 1998).
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3.5.3.5. Kyselina chlorna

Je syntetizovana neutrofilnimi granulocyty pomoci myeloperoxidazy z H,O,, CI" a protonu
vodiku. HCIO je silnym oxidantem, neutrofily ji pouzivaji spolu s dal§imi RFK a RFD jako
mikrobicidni prostiedek (Stipek et al., 2000).

3.5.4. Reaktivni formy dusiku
3.5.4.1. Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO*) je mala molekula obsahujici v jednom ze svych molekulovych orbitald
neparovy elektron, a proto ho fadime mezi volné radikaly. In vivo vznika specifickou
enzymatickou cestou pomoci NO synthazy, ktera obstarava pfeménu L-argininu na L-citrulin
ptes pétielektronovou oxidoredukéni reakei (Ghafourifar a Cadenas, 2005).

Jeho biologickd funkce spoc¢ivd v aktivaci nebo inhibici nékterych vyznamnych enzymd.
Ptikladem je reakce s hemovou ¢asti guanylatcyklazy, jejiz vysledkem je alosterickd modifikace
a aktivace enzymu. Zménou poméru cGMP (cyklicky guanosin-monofosfat) k CAMP (cyklicky
adenosin-monofosfat) v buiice se indukuje vasodilatace (Durackova, 1998; Lincova et al., 2007).

Kromé dalSich u€inkl na cévni endotel, kdy NO- siln¢ inhibuje adhezi a agregaci trombocyti,
neutrofili a monocytl, se uplatiiuje v déjich nespecifické imunity svym cytotoxickym pfip.
cytostatickym uc¢inkem na patogeny. Znamy je i jeho U¢inek napodobujici neurostrasmiter. Po
svém vzniku v neuronech obsahujicich NO synthasu, pfenasi oxid dusnaty signdl na neurony s
guanylatcykldzou. Takto mize NO- projevovat svoji cytotoxicitu vii¢i teréovym neuroniim, coz
je za jistych okolnosti potfebné pro spravny vyvin mozku, ale za jinych okolnosti to mlze vést
k jeho poskozeni (Bredt a Snyder, 1992; Ferencik et al., 1994; Lincova et al., 2007).

Toxikologicky vyznam oxidu dusnatého vyplyva i z jeho moZné reaktivity se superoxidem a
kyslikem. V prvnim piipadé vznikne nitrozoperoxylovy aniont (ONOO’), ve druhém pak pres
nitrézoperoxylovy radikal (ONOQO-*) vznikne oxid dusi¢ity (NO,*). VSechny tyto RFD se rtiznou
mirou, v zévislosti na podminkach, pravdépodobné podileji na poSkozovani bunck. Predpoklada
se 1 pfima vazba NO- na biologicky cil. Nitrosativni stres mlze vést k nitrosylaénim reakcim,
které nasledn¢ mohou meénit strukturu biomolekul a znemoZznovat jejich normalni funkci

(Czapski a Goldstein, 1995; Valko a Mazar, 2008).
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3.5.5. Antioxidacni systém organizmu

Proti toxickému plisobeni volnych radikélu si organizmy vybudovali ochranné mechanizmy,
které¢ bud’ znemoziuji jejich tvorbu, anebo snizuji negativni dopady jiz vytvorenych radikalt. I
kdyz pojem antioxidant pochéazi plivodné z potravinarské chemie 40. let a izce oznacoval latku
schopnou zastavit fetézové radikalové reakce typu peroxidace lipidl, je antioxidacni ochrana

organizmu, jak vime, daleko komplexn&jsi (Durackova, 1998; Platenik, 2009).

3.5.5.1. Endogenni enzymatické antioxidanty

3.5.5.1.1. Superoxiddismutaza

Objev superoxiddismutazy (SOD) McCordem a Fridovichem V roce 1969 znamenal velky
prilom v pozndni u¢inkl volnych radikalt v biologickych systémech.

Obsazena v kazdé bunce, katalyzuje dismutaci superoxidu na molekulovy kyslik a peroxid
vodiku. Ma nékolik izoforem lisicich se hlavné obsahy atomt kovt v aktivnich centrech. Zname
Cu, Zn-SOD, Mn-SOD a Fe-SOD. Ptenos elektronu z jedné molekuly superoxidu na druhou
obstardva v redoxnim cyklu atom kovu tak, ze se nejdiive redukuje a pak zpétné oxiduje
(Cu**-Cu*-Cu®")(Stipek et al., 2000).

Jako posledni byla objevena extracelularni SOD (EC-SOD). Jeji pfesny biologicky vyznam
zatim neni objasnén, ale pfedpokldda se, ze je vyznamnym moduldtorem aktivity oxidu

dusnatého a RFD, které maji vliv na relaxaci hladkého svalstva (Oury et al., 1996).
3.5.5.1.2. Glutathionperoxidaza

Funkci glutathionperoxiddz (GPx) je eliminovat peroxidy. Chemicky to jsou selenoproteiny.
V aktivnim centru enzymu je selén pfitomen ve formé selenocysteinu (Durackova, 1998).

Selenocystein redukuje peroxid dvéma elektrony na hydroxylovou skupinu (nebo vodu) a sam
se oxiduje na selenol (-C-Se-OH). Ten se pak regeneruje elektrony dvou glutathiond (GSH) zpét
na selenocystein (Stipek et al., 2000).

Rozlisujeme dvé formy enzymu: GPx na selenu nezavislou (glutathion-S-transferaza
katalyzujici detoxikaci rtiznych xenobiotik) a na selenu zavislou GPx. U lidi byly dokazané ctyfti
rozdilné  selen-zavislé  GPx:  cytoplazmaticka,  plazmaticka,  gastrointestindlni a

fosfolipidhydroperoxid-GSH-peroxidaza. ~ Posledni =~ dokaze  redukovat  fosfolipidové
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hydroperoxidy na neSkodné hydroxyderivaty v membranach, bez uvolnéni mastnych kyselin

Z lipida (Duraékové, 1998; Stipek et al., 2000).
3.5.5.1.3. Katalaza

Tento enzym se u Clovéka nachazi ve vSech dulezitych organech, hlavné v jatrech a
erytrocytech. Intracelularné se vaze na peroxisomy. V aktivnim centru katalazy (KAT) se
nachazi hem s koordinovanym trojmocnym zelezem. KAT usnadnuje rozklad H,O, na vodu a
kyslik (Duraékova, 1998).

3.5.5.2. Endogenni neenzymatické antioxidanty

Do této skupiny fadime rtuzné bilkoviny, které vazou piechodné prvky. V tomto smyslu sem
patfi plazmaticky transferin a laktoferin leukocytdi. Vazou Fe** a zamezuji mu tak vstup do
Fentonovy reakce (Stipek et al., 2000).

Za antioxidaéni muZzeme povazovat i haptoglobin a hemopexin, které jsou schopné
extracelularné¢ védzat hem obsahujici prooxidacni zelezo a inhibovat lipoperoxidaci, coz bylo
potvrzeno u nékterych patologickych stavii (Gutteridge a Smith, 1988).

Dalsim plazmatickym vychytavacem volnych radikalt je ceruloplazmin. Umoziuje uvolnéni
zeleza z bungk a jeho ptedani trasferinu. Vaze méd, ktera je podstatna pro ferooxiddzovou reakci
(oxidace Fe** na Fe®"). Pii ni se kyslik oxiduje &tyfmi elektrony na vodu, bez vzniku toxickych
meziprodukti. (Attieh et al, 1999). Albumin dopliuje aktivitu ceruloplazminu tim, Ze vystupuje
jako ,,samoobétujici se* antioxidant. Cu®" iont vazany na albumin se HyO; miZe oxidovat na
toxicky Cu**. Tento iont se viak neuvoliluje z vazby a poskozuje jen okolni struktury na proteinu
(Halliwell a Gutteridge, 1989).

Metalothioneiny obsahuji az 33 % cysteinu a syntetizuji se v buiice v urcité¢ fazi déleni.
Prostfednictvim siry na cysteinu chelatuji kovové ionty. Ve vétsi mife se syntetizuji pocas

oxidaéniho stresu a jsou schopné vychytavat hydroxylovy radikal (Meneghini, 1997).

3.5.5.3. Nizkomolekularni antioxidanty

3.5.5.3.1. Kyselina askorbova (vitamin C)

Antioxidacéni ucinek askorbatu spocivad vtom, ze redukuje radikdly fady organickych i

anorganickych slou€enin. Pfi téchto reakcich ztrati elektron a zméni se na dehydroaskorbat
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neboli askorbylovy radikal. Regeneruje se dehydrogenazou za tGcasti NADH zpét na askorbat
nebo dismutuje na askorbat a dehydroaskorbat. Regenera¢ni enzymy vitaminu C jsou
lokalizované¢ vice V intracelularnim prostoru, proto se v prubehu oxidacniho stresu
Vv extraceularnim prostoru muiize jeho zasoba rychle vycerpat. Rozmanité funkce této latky jsou

shrnuty v tabulce 1 (Bendich et al., 1986; Stipek et al., 2000).

Taulka 1.: Funkce vitaminu C v organizmu. (modifikovino podle Durackové, 1998)

Funkce Vyznam

Kofaktor hydroxylaz

Prolinhydroxylaza, lysinhydroxylaza Biosyntéza kolagenu

Dopamin-B-hydroxylaza Pieména dopaminu na noradrenalin

Redukcni Cinidlo

Pro Fe** — Fe?* Resorbce ve stieve

Pro Cu** — Cu* Potieba redukované formy piechodnych
prvkl v aktivnim centru hydroxylaz

Redukce nitrososloucenin Eliminace kancerogenti

Redukce organickych radikali Antioxidacni

Lapa¢ O, 7, *OH, ‘R Antioxida¢ni

Reakce s radikalem vitaminu E Regenerace vitaminu E

3.5.5.3.2. a-tokoferol (vitamin E)

Vitamin E zahrnuje skupinu osmi isomerl, znichz je biologicky nejucinnéjsi praveé
a-tokoferol. Jeho nejvétSim vyznamem je antioxidacni funkce, pomoci niz zastavuje radikalové
reakce v lipidech membran a lipoproteinech nebo pfimo vychytava kyslikové radikaly. Takto
vznikly tokoferylovy radikal se mtze redukovat zpét na a-tokoferol askorbatem, glutathionem i
ubichinolem (Stipek et al., 2000).

3.5.5.3.3. Karotenoidy

Jednd se o pigmenty rostlinného nebo mikrobidlniho plivodu a fadime je mezi isoprenové
sloudeniny (terpeny). Zivo¢ichové je neumi syntetizovat. Zname zhruba 600 derivat
karotenoidl, mezi nimi jsou nejvyznaméjsi B-karoten, a-karoten, lykopen, lutein, zeaxantin a
kryptoxantin. 10 % z nich se dokaze metabolizovat na retinol, tedy vitamin A (Durackova,
1998).
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Jako antioxidanty jsou schopné odstranovat organické radikaly v lipidech. Mohou také zhaset
singletovy kyslik (Stipek et al., 2000).

Studuje se 1 jejich uloha v prevenci a 1é€bé onkologickych onemocnéni. Vysledky takovych
studii jsou ale nejednoznacné, antioxidacni mechanizmus nebyl na molekulové irovni dokézan,
proto je ovlivnéni tzv. ,,volnoradikalovych* onemocnéni karotenoidy zatim jen hypotézou (Rock

etal., 1996).

3.5.5.3.4. Ubichinon (koenzym Q)

Koenzym Q (KoQ) je derivat benzochinonu, ktery ma v postrannim fetézci isoprenové
jednotky, jejichZ pocet se druhové lisi (u ¢loveéka 10 jednotek). Ovliviiuje vnitini mitochondrialni
transmembranovy protonovy gradient, ktery ma za nasledek tvorbu ATP (Stipek et al., 2000).

Dava se také do souvislosti s metabolizmem volnych radikala jednak pro své prooxidacni, ale
1 antioxidacni vlastnosti. Tlumi radikalové reakce spolu s tokoferolem, také ziem¢ napomaha

jeho regeneraci (Durackova, 1998; Stipek et al., 2000).

3.5.5.3.5. Bilirubin

Bilirubin vznika pfi metabolismu hemu redukéni reakci z biliverdinu. V plasmé se vaze na
albumin. Byla zjisténa jeho schopnost plisobit antioxidanéné pii peroxidaci lipidi, také pusobi

synergicky s vitaminem E (Dudnik, 1998).

3.5.5.3.6. Kyselina mocova

Kyselina mocova (KM) byla plvodné chapana jen jako konecny produkt metabolismu
purinovych latek. Pfedpoklada se vSak, Ze zvySeni primérného véku lidi pocas evoluce je
umoznén diky vysokému obsahu KM v plasmé. Je to disledek ztraty enzymu urikazy, kterd se u
jinych zivoCichii starda o pfeménu KM na snadnéji vyluditelny allantoin. Je vyznamnym
zhéaSeCem singletového kysliku a lapa¢em hydroxylového radikalu (Ames, 1981).

Diky svym chelatacnim schopnostem vaze ionty zeleza a médi do formy nepodporujici

radikalové reakce (Pechan, 1995).
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3.5.5.3.7. Glutathion

K vyznamnym nizkomolekulovym antioxidantim patii také redukované thioly (GSH) a
disulfidy (GSSG). Jako tripeptid (y-glutamylcysteinylglycin) se nachazi ve vSech savcich
bunkach. Je to redoxni pufr buniky, snadno se oxiduje s dalsi molekulou glutathionu na disulfid
(GSSG). Odstranuje RFK, udrzuje v redukované form¢ sulthydrylové skupiny proteind,
cysteinu, koenzymu A a regeneruje tokoferol a askorbat. Jeho funkce jako substratu

glutathionperoxidazy jiz byla na¢rtnuta (Stipek et al., 2000).
3.5.5.3.8. Kyselina lipoova

Bylo prokazano, ze tato nerozpustna latka je téméf univerzalnim antioxidantem — reaguje
s volnymi radikaly ptimo, chelatuje ionty pfechodnych kovi, recykluje antioxidanty a ovliviiuje

expresi genti (Durackova, 1998; Stipek et al., 2000).

3.5.5.4. Exogenni antioxidanty

3.5.5.4.1. Prirodni antioxidanty — flavonoidy

Jsou to latky fenolické povahy, Siroce rozsifené v rostlinné fisi. Jsou hojné zastoupeny
v lidské potravé a intenzivné se studuji jejich ptinosy pro zdravi. K zdkladnim strukturdm, na
kterych stoji chemie flavonoidi patii: flavan-3-ol, flavanon, flavon, flavon-3-ol, anthokyanidin a
chalkon (Van Acker et al., 1996).

Nejvice jsou v potravé zastoupeny flavanoly (katechiny a proanthokyanidiny). Jejich
nejvetsimi zdroji jsou ovoce a ndpoje (ovocné §t'avy, vino, €aj, kdva, ¢okolada a pivo), méné pak
zelenina, lusténiny a obiloviny. Denni piijem fenolickych latek se odhaduje na kolem 1 g/den.
Hodnoty v plazmé po podani vétsiho mnozstvi malokdy piekrodi 1 pmol.l? Chybi nam
dostatecné znalosti 0 jejich absorpci a metabolismu (Scalbert a Williamson, 2000).

Velky vliv na antioxida¢ni schopnosti ma jejich struktura. Plati, Ze vice fenolickych skupin
znamena vyraznéj$i antioxidacni vlastnosti (Cao et al., 1997).

Pfijima se nazor, ze flavonoidy jsou pfinejmensim tak dobré antioxidanty, ne-li lep$i, za jaké
jsou povazovany vitamin C a vitamin E. Vyhodou je, Ze jsou aktivni jak ve vodném tak i

v lipofilnim prostiedi (Rice-Evans et al., 1996).
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3.5.5.4.2. Syntetické antioxidanty

Antioxidac¢ni aktivitu vykazuji i 1é¢iva a dalsi latky. Neékteré z nich jsou shrnuty v tabulce 2
podle Dura¢kové (1998) a Racka (2003).

Tabulka 2.: Syntetické antioxidanty

Léciva Cinidla
N-acetylcystein Butylhydroxytoluen
Allopurinol Dimethylsulfoxid
Kaptopril Dimetylthiourea
Probukol

Propranolol

Promethazin

Statiny

Fenylbutazon
21-aminosteroidy (lazaroidy)
Blokatory kalciovych kanala
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. POTREBY

4.1.1. Chemikalie

Acetylthiocholin jodid 98% (Sigma, CZ)

2,2'- Azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) 98% (ABTS)(Sigma, CZ)
Butyrylthiocholinjodid 98% (Sigma, CZ)

Dihydrogénfosfore¢nan sodny (Sigma, CZ)
5,5"-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)(Sigma, CZ)
Dusi¢nan bismutity zasadity ¢. (Sigma, CZ)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo 2M (Sigma, CZ)

Galanthamin hydrobromid 98% (Changsha Organic Herb Inc., China)
Huperzin A (Tai'an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)
Jodid draselny ¢. (Sigma, CZ)

Kyselina askorbova ¢. (Sigma, CZ)

Kyselina gallova 98% (Roth, DE)

Kyselina vinna ¢. (Sigma, CZ)

Peroxodisiran draselny 99% (Sigma, CZ)

Skulerin — izolovano na katedie farmaceutické botaniky a ekologie
Trolox 97% (Sigma, CZ)

Uhli¢itan sodny ¢. (Sigma, CZ)

4.1.2. Rozpoustédla

Diethylamin ¢. (Penta, CZ)

Dimethylsulfoxid (DMSO)(Sigma, CZ)

Etanol (EtOH) 96% denaturovany metanolem (Penta, CZ)
Chloroform (CHCI;3)(Penta, CZ)

Toluen ¢. (Penta, CZ)

Voda supercista (voda)
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4.1.3. Testované druhy hub
V¢étSina testovanych druht hub (tab. 3) byla ziskana z vystavy hub, ktera se kona kazdoro¢né
v Muzeu vychodnich Cech v Hradci Kralové. Jednotlivé druhy hub byly identifikovany pani

RNDr. Vérou Samkovou, PhD.

Tabulka 3.: Testované druhy hub

Taxon Pavod Sbér
Agaricus lanipes (Meller & Schéfft.) Sing. vystava 11.10.2010
Agaricus macrosporus (Meller & Schéft.) vystava 11.10.2010
Aureoboletus gentilis (Quél.) Pouzar vystava 11.10.2010
Boletus pinophilus Pilat & Dermek vystava 11.10.2010
Cortinarius cotoneus Fr. vystava 11.10.2010
Cortinarius praestans Cordier vystava 11.10.2010
Galerina marginata (Batsch) K. vystava 11.10.2010
Geastrum rufescens Pers. vystava 11.10.2010
Hygrophorus capreolarius Kalchbr. vystava 11.10.2010
Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. vystava 11.10.2010
Lactarius subdulcis (Pers.) Gray vystava 11.10.2010
Leotia lubrica (Scop.) Pers. vystava 11.10.2010
Limacella guttata (Pers.) Konrad&Maubl. vystava 11.10.2010
Mutinus caninus (Huds.) Fr. vystava 11.10.2010
Pholiota aurivella (Batsch) P. K. vystava 11.10.2010
Pleurotus pulmonarius Fr. (Quél.) vystava 11.10.2010
Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara vystava 11.10.2010
Ramaria apiculata (Fr.) Donk vystava 11.10.2010
Russula amara Kucera vystava 11.10.2010
Russula fragilis Fr. vystava 11.10.2010
Russula undulata Velen. vystava 11.10.2010
Russula virescens (Schaeff.) Fr. HI. n/VItavou 20.9.2010
Sparassis nemecii Pilat & Vesely vystava 11.10.2010
Tricholoma lascivum (Fr.) Gillet vystava 11.10.2010
Tricholoma portentosum (Fr.) Quél. vystava 11.10.2010
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4.2. OBECNE POSTUPY

4.2.1. Odparovani extrakta

Pro odpafovani (zahuStovani) extraktli za snizen¢ho tlaku byla pouzita rota¢ni vakuova
odparka Biichi.

Nejprve byl z extraktti odpafen etanol pii teploté vodni lazné okolo 50°C. Nasledné, po
filtraci vzniklych vodnych roztokli byly tyto zahuSténé v odparce na objem vhodny pro

lyofilizaci.

4.2.2. SuSeni extrakta

Extrakty bylo nutné zbavit vody, abychom je mohli zvézit, uchovavat a pouzivat pro
planované experimenty.

Pro odstranéni zbytkové vody z extraktd bylo pouzito metody mrazové sublimace
(lyofilizace). Po piedeslém zahusténi vodnych roztokt byly extrakty v lyofiliza¢nich baiikach
Setrné zmrazené pomoci tekutého dusiku tak, aby zmrazena vrstva zajimala v banice co nejvétsi
plochu.

Takto pfipravené extrakty byly vysuSeny v lyofilizatoru za snizeného tlaku, kdy byl za

n¢kolik hodin ziskan kypry produkt.
4.2.3. Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)
Vzorky pro analytickou TLC majici za cil zjistit pfitomnost alkaloidi v extraktech byly

piipravené rozpusténim 10 mg extraktu v 1 ml rozpoustédla (etanol 50%) a dvakrat naneseny na

desky. Eluce probihala vzestupné v komote sycené 30 minut parami elu¢ni soustavy.

Adsorbent: oxid hlinity s indikatorem (10 x 20 cm)

Draha: 8cm

Soustava: toluen : chloroform : ethanol : diethylamin (70 : 20 : 10 : 3)
Standard: skulerin

Detekéni €inidlo: Dragendorffovo ¢inidlo
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4.3. PRIPRAVA EXTRAKTU

Ocisténé plodnice hub byly po zvazeni rozmixovany v rozpoustédle (EtOH 70%) v mnozstvi
asi 15 ml EtOH na 1 g vahy houby. Nésledné probihala extrakce v ultrazvukové lazni po dobu 30
minut, pii laboratorni teploté a intenzit¢ 10. Filtraci pfes buni¢inu byl oddélen extrakt od
pevného podilu a pevny podil byl promyvan 3 X 10 ml rozpoustédla. Etanol z filtratu byl
odstranén na rota¢ni vakuové odparce. Do banky s takto zahusténym extraktem bylo pfilito asi
10 ml supercisté vody. Tento roztok byl filtrovan do 100ml ban€k na filtranim tubusu za
snizeného tlaku pies vrstvu Cisténé kiemeliny. Filtra¢ni vrstva byla promyta 3 X 5 ml supercisté
vody. Ziskany roztok byl ¢astecné odpafen na vakuové odparce, uzavien abyl uchovavan
v chladu az do lyofilizace. Po lyofilizaci byly banky umistény do exikatoru a dal$i den byly
extrakty preplnéné do penicilinek, oSetiené argonem a dobie uzavieny. Takto piipravené
extrakty byly uchovavany v mrazu a piedstavovaly hlavni material pro stanovené cile. Vytéznost

je shrnuta v kapitole 5.1. (tab. 4).

4.4. HODNOCENI EXTRAKTU POMOCI TLC

Jelikoz za inhibici lidskych AChE a BuChE jsou nejéastéji odpovédné alkaloidy (Filho et al.,
2006), zajimalo nas, jsou-li v testovanych makromycetach ptitomny. Proto jsme piipravené
extrakty podrobily tenkovrstvé chromatografii S naslednou UV detekci a postiikem
Dragendorffovym c¢inidlem (roztok dusi¢nanu bismutitého a jodidu draselného v kyselin¢). Je
znamo, 7e alkaloidy jako slabé baze tvofi stimto cinidlem komplexni tetrajodobismutité

slouceniny zbarvené na Cervenohnédo.
4.5. HODNOCENI BIOLOGICKE AKTIVITY

4.5.1. Hodnoceni inhibice acetylcholinesterazy a butyrylcholinesterazy

Stanoveni  inhibice uvedenych enzymi bylo provadéno pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody modifikované Bajgarem s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové
kyseliny (DTNB)(Bajgar, 1972; Ellman et al., 1961). Substratem pro stanoveni byly estery
thiocholinu, které jsou §tépeny cholinesterazami na thiocholin a ptislusnou kyselinu. Principem
je, ze uvolnéna thiolova skupina se navaze na DTNB a vznika Zluty produkt vhodny pro
spektrofotometrické stanoveni pii vinové délce 436 nm. Sleduje se nariist absorbance za jednu
minutu. Pokud jsou ale enzymy inhibované, k reakci thiocholinu s DTNB nedochazi a produkt

zlutého zabarveni nevznika.
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Jako zdroj lidské AChE byla v experimentu pouzita lidska erytrocytarni pouzdra. Zdrojem
BuChE byla lidska plasma. Uvadime zkraceny postup ziskani obou enzymd.

Cerstvé ziskana lidska krev se centrifugovala 10 minut pii 4000 ot./min (centrifuga Boeco
U-32R s rotorem Hettich 1611). Oddé&lena plasma byla rozplnéna do mikrozkumavek. Cervené
krvinky byly odebrany a 3x pfemyty pétinasobnym mnozstvim SmM fosfatového pufru (pH 7,4)
s obsahem 150 mM NaCl a centrifugovany pii 12000 ot./min (centrifuga Avanti J-301, rotor
JA-30.50). Jeden ml ocisténych Cervenych krvinek se 10 minut michal se 40 ml 5mM
fosfatového pufru (pH 7,4). Takto vznikla pouzdra ¢ervenych krvinek se nakonec centrifugovala
po dobu 10 minut pti 20000 ot./min a byla tfikrat promyta fosfatovm pufrem (pH 7,4).

Slepy vzorek pro meéteni byl pfipraven tak, Zze do jamek mikrotitracnich desti¢ek bylo
napipetovano 8,3 ul plasmy nebo erytrocytarnich pouzder; 67 pul DTNB; 8,3 ul rozpoustédla
(EtOH); 215 pul 100mM fosfatového pufru (pH 7,4) a 33,5 ul roztoku substratu.

Me¢éteni vzorki hub bylo provadéno podobné, s tim rozdilem, ze misto Cistého rozpoustédla
byly pfidavany roztoky extraktli o rizné koncentraci (20,0; 10,0; 2,0; 1,0; 0,2 mg/ml). Méteni
bylo provadéno pfi teploté 37 °C, vlnové délce 436 nm v kinetickém moddu po dobu jedné
minuty (sedm méfent).

Z namétenych hodnot poklesu aktivity AChE a BuChE byly v programu GraphPaD Prism
(verze 3.02 pro Windows; vyrobce Graph PaD Software, San Diego, CA, USA) vypocitany
nelinearni regresi hodnoty ICsp. Zarovenn byly tyto hodnoty porovnany s hodnotami znamych
inhibitorti cholinesteraz — galanthaminem, huperzinem A a eserinem. Vysledky jsou shrnuty
v kapitole 5.3. (tab. 5 a 6).

Procenta inhibice byla vypocitana pomoci vzorce:

% 1= 100-(AABL/AA3A) x 100

AAg| — nartst absorbance za 1 minutu u slepého vzorku

AAsp — narust absorbance za 1 minutu u méfeného vzorku
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4.5.2. Metoda vychytavani DPPH radikalu s vyuzitim SIA

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity extrakti bylo provedeno sekvencni injek¢ni analyzou (SIA) se
spektrofotometrickou detekci pomoci DPPH radikalu (Polasek et al., 2004).

Tato  automatizovand metoda je  zalozena na zndmé  reakci  stabilniho
2,2'-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu (DPPH) s antioxidanty in vitro, kterda vede
k odbarveni DPPH.

Pfed méfenim byl ptipraven 1x 10 M roztok DPPH rozpu$ténim 3,9 mg DPPH v 60 ml 95%
EtOH, s naslednou sonikaci a doplnénim na 100 ml supercistou vodou. Jako rozpoustédlo pro
ptipravu vzorkd, jako slepy vzorek a nosny proud v systému byl pouzit 50% EtOH.

Dale byly piipraveny roztoky extraktl o koncentraci 1 mg/ml atedenim byly pfipraveny
koncentrace 1,0; 0,5; 0,25 a 0,1 mg/ml. V experimentu byla jako standard pouzita kyselina
askorbova. Kazda koncentrace byla méfena tfikrat pii vinové délce 525 nm. Vysledky byly
shrnuty v kapitole 5.4. (tab. 7 a 8).

Vypocet indexu zhaseci ti¢innosti (% Q) bylo provedeno pomoci vzorce:

% Q=(1-Ax/Ag) x 100

A — priimérna vyska piku namétend u slepého vzorku

Ay — primérna vyska piku namétend po pfidani roztoku antioxidantu

Hodnota ECsp (50% ucinna koncentrace) byla uréena pomoci programu GraphPad Prism.

4.5.3. Metoda vychytavani ABTS' radikélu s vyuZitim SIA

Sekvencni injekéni analyza byla pouZzita 1 pfi stanovovani antioxidacni aktivity pomoci
ABTS" radikalu. Experiment je zaloZen na reakci modrozeleného ABTS" radikalu s antioxidanty
vzorku in vitro. Mé&ii se pokles absorbance pii 734 nm (Re et al., 1999).

Nejprve byl piipraven roztok ABTS® radikalu smichanim 7mM roztoku ABTS'
(2,2"-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové  kyseliny)) s2,4mM  peroxodisiranem
draselnym a jeho ponechénim pfes noc pii pokojové teploté. 500 pl bylo odpipetovano a uloZzeno

Vv mrazu.
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50% EtOH byl pouzit jako rozpoustédlo, slepy vzorek a nosny roztok v systému. Standardem
byl trolox v koncentracich 0,01 mM — 0,06 mM. Z vysledkti méfeni aktivity troloxu byla
sestrojena p¥imka linearni regrese v programu GraphPad Prism (R®> > 0,98). Potom byly
promé&feny rizné koncentrace vzorku houbovych extraktl tak, aby jejich aktivita byla 20-80 %
anasledn¢ byly sestrojeny piislusné piimky zavislosti antioxida¢ni aktivity na koncentraci
(R? > 0,98). Mé&feni bylo provadéno vzdy tiikrat u kazdého vzorku.

Vysledky byly v kapitole 5.4. (tab. 7 a 8) vyjadfeny jako hodnota TEAC (z angl. — trolox

equivalent antioxidant capacity) podle vzorce:

TEAC = sklon pfimky vzorku / sklon ptimky troloxu

4.5.4. Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek

Obsah fenolickych latek byl stanoven pomoci metody dle Folin-Ciocalteua (Singleton a
Rossi; 1965).

V experimentu je zluté zbarvené FC ¢inidlo ptidano K roztoku etanolovych extrakti (EtOH
50%) aspolu se 7,5% uhli¢itanem sodnym se roztok v ptitomnosti fenolickych latek barvi
modie. Absorbance zavisla na koncentraci fenolickych latek byla métfena na spektrofotometru
Shimadzu UV-1601 a odecitana za pomoci UV Probe softwareu. Jako standard byla pouzita
kyselina gallova.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena méfenim roztoku vzniklého smichanim 0,125 ml
etanolového roztoku kyseliny gallové o koncentracich 0,025 — 0,125 mg/ml; 0,625 ml FC ¢inidla
a 0,5 ml 7,5% uhli¢itanu sodného. Absorbance byla méfena po 30 minutach pii pokojové teploté
pii 765 nm.

Z kazdého etanolového houbového extraktu o koncentraci 1 mg/ml bylo vzato 0,125 ml a toto
mnozstvi bylo smichano se stejnymi Cinidly jako standard a nasledné proméfeno za stejnych
podminek.

Kazdy vzorek byl méfen tfikrat a celkové mnozstvi fenolickych latek v extraktech po
odecteni na kalibra¢ni kiivce bylo vyjadieno v kapitole 5.5. (tab. 9) jako ekvivalent kyseliny

gallové na mg extraktu (GAE/mg).
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5. VYSLEDKY

5.1. VYTEZKY EXTRAKCE

Tabulka 4.: Navazené mnozstvi a konecné vytézky pri extrakci sledovanych taxonii

Taxon Navazka (g) Vyt("':$ Iaﬁ(?tzga/h)
Agaricus lanipes (Moller & Schiff.) Sing. 17,70 1800 10,17
Agaricus macrosporus (Meller & Schiff.) 16,50 1310 7,94
Aureoboletus gentilis (Quél.) Pouzar 4,56 780 17,11
Boletus pinophilus Pilat & Dermek 25,47 1070 4,20
Cortinarius cotoneus Fr. 24,10 810 3,36
Cortinarius praestans Cordier 19,80 1330 6,72
Galerina marginata (Batsch) K. 5,48 280 511
Geastrum rufescens Pers. 1,38 230 16,70
Hygrophorus capreolarius Kalchbr. 9,13 560 6,13
Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. 5,40 530 9,81
Lactarius subdulcis (Pers.) Gray 1,65 180 10,90
Leotia lubrica (Scop.) Pers. 15,25 230 1,51
Limacella guttata (Pers.) Konrad&Maubl. 12,18 1080 8,87
Mutinus caninus (Huds.) Fr. 3,12 40 1,28
Pholiota aurivella (Batsch) P. K. 23,30 1060 4,55
Pleurotus pulmonarius Fr. (Quél.) 19,20 760 3,96
Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara 3,53 660 18,70
Ramaria apiculata (Fr.) Donk 26,40 620 2,35
Russula amara Kucera 10,72 900 8,40
Russula fragilis Fr. 9,96 400 4,02
Russula undulata Velen. 15,11 1280 8,47
Russula virescens (Schaeff.) Fr. 12,42 620 5,07
Sparassis nemecii Pilat & Vesely 23,82 520 2,18
Tricholoma lascivum (Fr.) Gillet 17,44 1420 8,14
Tricholoma portentosum (Fr.) Quél. 18,40 870 4,73

5.2. HODNOCENI PRITOMNOSTI ALKALOIDU

V extraktech nebyly na zakladé pouzité metodiky zjistény alkaloidy.
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5.3. HODNOCENI INHIBICE ACETYL- A BUTYRYLCHOLINESTRAZY

Tabulka 5.: Hodnoceni inhibice AChE a BUChE

AChE BuChE
ICso % 1 (500
o
Taxon % 1 (500 pg/ml) ug/ml ug/ml) ICs0 png/ml
éf;;?‘;ss';;'pes (Moller& 4379 4 g >500 1527 + 272 >500
ggg(:;f;é;”si‘igi’s'oor”s (Moller 754 + 034  >500 1527 = 251  >500
é(‘)‘;‘;gf’o'ews gentilis (Quél) 1743 . 931 >500 2080 + 218 > 500
[B)cé'rifl‘éip'”c’ph"us Pilat & ) >500 526 + 158  >500
Cortinarius cotoneus Fr. 12,41 + 2,07 > 500 7,88 + 1,26 > 500
Cortinarius praestans Cordier 7,90 £ 1,72 > 500 19,70 + 2,12 > 500
Galerina marginata (Batsch)K. 8,36 + 0 > 500 14,74 + 1,12 > 500
Geastrum rufescens Pers. 21,65 + 2,38 > 500 12,56 + 2,51 > 500
EZ?Crﬁé)rhorus capreolarius i > 500 788 + 1,26 > 500
e : >500 788212 >50
Ic_;a;g;arlus subdulcis (Pers.) i > 500 1868 + 171 > 500
Leotia lubrica (Scop.) Pers. 25,52 + 2,46 > 500 21,18 + 0,92 > 500
E&?ggfhﬁ;mta (Pers.) ] >500 616 = 2,06  >500
Mutinus caninus (Huds.) Fr. 10,36 + 1,77 > 500 22,66 + 2,44 > 500
Eho“‘)ta aurivella (Batsch) P. 455 4 397 5500 2026 + 065  >500
f(';l“érlo)tus AL 11,38 + 1,72  >500 2094 + 0,74  >500
Egi‘ljld)ogl‘ﬂi‘f parasiticus 1149 + 086  >500 1256 = 035  >500
Ramaria apiculata (Fr.) Donk 33,04 + 2,45 > 500 35,47 + 0,35 > 500
Russula amara Kucera - > 500 9,85 + 1,69 > 500
Russula fragilis Fr. - > 500 2291 + 2,29 > 500
Russula undulata Velen. - > 500 9,61 + 1,39 > 500
Russula virescens (Schaeff.) Fr. - > 500 9,61 + 1,39 > 500
Sparassis nemecii Pilat&Vesely 12,69 + 0,62 > 500 31,32 +£ 1,12 > 500
Tricholoma lascivum (Fr.)Gillet 17,59 + 2,41 > 500 31,77 + 2,54 > 500
Tricholoma portentosum (Fr.) > 500 1084 + 1.39 > 500

Quél.

- Extrakt nevykazal Zadnou aktivitu
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Tabulka 6.: Hodnoty inhibice AChE a BUChE pro standardy

Latka AChE BuChE
(ICs0 pg/ml) (I1Cs0 pg/ml)
Galanthamin 1,710 + 0,065 42,30 + 1,30
Huperzin A 0,033 + 0,001 > 1000
Eserin 0,063 =+ 0,001 0,130 + 0,004

5.4 HODNOCENI ANTIRADIKALOVE AKTIVITY

Tabulka 7.: Hodnoceni antiradikdlové aktivity viici DPPH a ABTS radikadliim

DPPH ABTS"
% Q
Taxon (1pg/ml) ECso ug/ml  TE (mM)

Agaricus lanipes (Mgller & Schiff.) Sing. 61,44 > 1000 0,127
?gztrlcus macrosporus (Meller & Schéff.) 76,43 452 0,230
Aureoboletus gentilis (Quél.) Pouzar 21,6 > 1000 0,108
Boletus pinophilus Pilat & Dermek 20,35 > 1000 0,088
Cortinarius cotoneus Fr. 10,87 > 1000 0,049
Cortinarius praestans Cordier 7,32 > 1000 0,042
Galerina marginata (Batsch) K. - - 0,044
Geastrum rufescens Pers. 20,63 > 1000 0,058
Hygrophorus capreolarius Kalchbr. - - 0,052
Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. - - 0,028
Lactarius subdulcis (Pers.) Gray - - 0,038
Leotia lubrica (Scop.) Pers. 26,93 > 1000 0,093
Limacella guttata (Pers.) Konrad&Maubl. 9,38 > 1000 0,021
Mutinus caninus (Huds.) Fr. - - 0,049
Pholiota aurivella (Batsch) P. K. 46,98 > 1000 0,135
Pleurotus pulmonarius Fr. (Quél.) 7,69 > 1000 0,073
Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara 47,33 > 1000 0,157
Ramaria apiculata (Fr.) Donk 27,06 > 1000 0,070
Russula amara Kucera - - 0,062
Russula fragilis Fr. 8,39 > 500 0,042
Russula undulata Velen. - - 0,041
Russula virescens (Schaeff.) Fr. - - 0,042
Sparassis nemecii Pilat& Vesely 13,21 > 1000 0,099
Tricholoma lascivum (Fr.)Gillet 34,47 > 1000 0,137
Tricholoma portentosum (Fr.) Quél. 6,19 > 1000 0,042

- Extrakt nevykazal Zadnou aktivitu
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Tabulka 8.: Antiradikdalova aktivita standardu viici DPPH a ABTS"

DPPH ABTS"
Standard % Q (1pg/ml) ECsg pg/ml TE (mM)
Kyselina askorbova 85,62 9 5,987

5.5. STANOVENI CELKOVEHO MNOZSTVI FENOLICKYCH LATEK

Tabulka 9.: Celkové mnozstvi fenolickych latek v extraktech

Fenolické latky
ramér pgGA/m

Taxon p i%%) &
Agaricus lanipes (Mgller & Schiff.) Sing. 23,67 + 1,25
Agaricus macrosporus (Mgller & Schiff.) Pilat 2933 + 1,70
Aureoboletus gentilis (Quél.) Pouzar 15,33 + 0,47
Boletus pinophilus Pilat & Dermek 12,00 + 1,41
Cortinarius cotoneus Fr. 2133 + 0,94
Cortinarius praestans Cordier 7,00 + 0,00
Galerina marginata (Batsch) K. 467 + 047
Geastrum rufescens Pers. 10,00 + 0,00
Hygrophorus capreolarius Kalchbr. 400 + 0,82
Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. 167 + 0,47
Lactarius subdulcis (Pers.) Gray 3,33 + 047
Leotia lubrica (Scop.) Pers. 2733 + 0,47
Limacella guttata (Pers.) Konrad&Maubl. 8,00 + 0,82
Mutinus caninus (Huds.) Fr. 18,67 + 0,47
Pholiota aurivella (Batsch) P. K. 28,67 + 0,94
Pleurotus pulmonarius Fr. (Quél.) 16,00 + 1,63
Pseudoboletus parasiticus (Bull.) Sutara 100,67 + 3,68
Ramaria apiculata (Fr.) Donk 967 + 0,94
Russula amara Kucera 15,33 + 0,47
Russula fragilis Fr. 533 + 0,47
Russula undulata Velen. 433 + 047
Russula virescens (Schaeff.) Fr. 433 + 047
Sparassis nemecii Pilat&Vesely 16,00 + 2,16
Tricholoma lascivum (Fr.)Gillet 28,00 =+ 1,63
Tricholoma portentosum (Fr.) Quél. 2,33 + 0,47
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6. DISKUZE

Makromycety piedstavuji cenny zdroj latek s pestrou Skalou moznych biologickych aktivit.
Ptiprava etanolovych extrakti zkoumaného materidlu probihala Setrnymi metodami za nizkych
teplot, aby nedochazelo k rozkladu obsahovych latek.

Vytéznost se u jednotlivych druhii liSila. Nejvétsi vliv na to mé patrné riizny obsah vody v
Cerstvych plodnicich, ktery koliSe v rozmezi 70 — 95 % (Semerdzieva a Veselsky, 1986).

Biologické aktivity vétSiny hub, kterym se vénuje pozornost v této praci, pravdépodobné
testovany nebyly. Navic, testovani cholinesterazové inhibic¢ni aktivity neni velmi rozsifené a
proto Ize jen obtizné srovnavat nase vysledky s ostatnimi.

Vysoce aktivni extrakt druhu Cortinarius infractus (Pers. ex Fr.) Fr. byl testovan na katedie
farmaceutické botaniky a ekologie. Vykazoval vysokou inhibi¢ni aktivitu vic¢i lidské AChE
srovnatelnou s galanthaminem (ICsp = 7,9 pg/ml). Naproti tomu, aktivita viici BuChE byla nizka
(Macakova, 2011).

Zadny z testovanych extraktil v této praci nevykazal vyznamnou schopnost inhibice AChE ani
BuChE, a to v¢etné dvou zastupct rodu Cortinarius (C. cotoneus a C. praestans). Jak je znamo
z prace Filha et al. (2006), chemicka povaha acetylcholinu a inhibitorti jeho esteraz naznacuje, ze
aktivni budou pfedevsim dusikaté slouceniny, jakymiz jsou naptiklad n&které rostlinné alkaloidy,
dnes ptedstavujici zaklad terapie Alzheimerovy nemoci (AD)(galanthamin, huperzin A).

Alkaloidy se na chromatogramu testovanych extraktid nepodafilo dokazat, coz by
vysvétlovalo jednu z moznych pficin jejich nizké aktivity.

Predpoklada se, Ze etiologie AD zahrnuje poskozeni neuronli plynouci z oxida¢niho stresu.
Jedna z nejcastéji pozorovanych a testovanych aktivit hub je pravé antioxidacni aktivita.
Z nékolika moznych metod se v této praci pouzivalo méfeni s pomoci radikalis DPPH a ABTS"
modifikovano pro sekven¢ni injekéni analyzu (Polasek et al., 2004). Tyto metody byly vybrany
pro svou nenaroc¢nost, rychlost analyzy a vysokou reprodukovatelnost.

V zahrani¢ni literatufe jsou rody jako Agaricus, Russula nebo Pleurotus na antioxidaéni
aktivitu Siroce testované a predstavuji perspektivni objekty dal§iho zkoumani.

V této praci mél nejvyssi aktivitu ze vSech sledovanych taxond Agaricus macrosporus.
V DPPH testu vykazal jeho extrakt ECsy 452 pg/ml, hodnota TEAC byla na urovni 0,230 mM
(standard kys. askorbova pro DPPH radikal ECso = 9 pg/ml, TEAC 5,987 mM).
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V extraktech jsme stanovovali fenolické 1atky, protoze v literatuie najdeme udaje o pozitivni
korelaci mezi jejich obsahem a antioxidac¢ni aktivitou (Cheung et al., 2003). Folin-Ciocaulteuova
metoda je pro tento ucel jednou z nejpouzivanéjich metod.

Z vysledkl je patrné, ze extrakty hub s nejvys$im naméifenym obsahem fenolickych latek
(Pseudoboletus parasiticus, Agaricus macrosporus, Pholiota aurivella) vykazali ve srovnani
s ostatnimi extrakty lepsi vysledky v antioxidacnich testech. Extrakty, které nevykazali
antioxidac¢ni aktivitu obsahovaly malo fenolickych latek.

Je vhodné se ale zminit o tom, Ze ipies vysoky obsah fenolickych latek v houbé
Pseudoboletus parasiticus (100,67 + 3,68 ugGA/mg) tento extrakt nedosahoval antioxidacni
aktivity extraktu Agaricus macrosporus. Z toho lze usuzovat, ze za vysokou antioxidacni aktivitu
makromycet mohou byt zodpovédné i jiné metabolity, jako napiiklad polysacharidy, testované
V jinych druzich (Sun et al., 2010).
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7. ZAVER

V nasich zemépisnych Sitkach ma tradi¢ni sbér hub velkou oblibu. Houby v§ak mohou slouzit
nejen jako zdroj nutrientdi ve vyzivée lidi, ale mohou byt i cennym zdrojem aktivnich latek pro
farmacii, z nichz fada nebyla testovana. Pfedevs§im v asijskych zemich je dokumentovano jejich
1éebné vyuziti a v zdpadnich zemich je o né stale rostouci zdjem (Lindequist et al., 2005).

Pozornost dnesni mediciny neobchazi studium tzv. civilizacnich onemocnéni, na jejichz
radikald oznadovanych jako reaktivni formy kysliku a dusiku (RFKD). Rada pfirodnich latek,
predevsim fenolického charakteru, ma schopnost tyto radikaly ,,vychytavat“ a tim potencialné
chranit organizmy pfichazejici s nimi do styku.

Nemoci, u které se predpokladd podil RFKD na jejim vzniku je Alzheimerova nemoc (AD).
V dnesni dob¢ jsou nejcastéji predepisovanymi 1éCivy U AD inhibitory cholinesterdz, z nichz
vétSina pochézi z pfirodnich zdrojii, nebo je na struktuie ptirodnich latek postavena. | latky
z hub, jako je naptiklad Cortinarius infractus, jsou schopné lidské cholinesterazy inhibovat a tak
prispét k studiu latek pouzitelnych v terapii AD.

V ramci fytochemického vyzkumu na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie jsme
pfipravily extrakty 25 rGznych druhtt makromycet a podrobily je testovani biologickych aktivit.
AZ na jednoho zastupce oddéleni Ascomycota (Leotia lubrica) se jednalo o zastupce oddéleni
Basidiomycota.

Sledované etanolové extrakty ve srovnani se standardy nepusobili vuci lidské AChE ani
BuChE inhibi¢né. Bylo to zpiisobeno patrné absenci alkaloidl v téchto extraktech.

Nejvyssi naméfena antioxidacni aktivita byla u extraktu houby Agaricus macrosporus. I kdyz
zdaleka nevykazal takovou aktivitu jako standardni kyselina askorbova, latky izolované z néj by
mohly vykazovat vyssi hodnoty.

M¢éteni obsahu fenolickych latek mélo za cil zjistit souvislost mezi naméfenymi
antioxida¢nimi aktivitami a mnozstvim fenolickych latek. Z vysledki vyplyva, Ze vy$si mnoZstvi
fenolickych latek v extraktech ma pozitivni vliv na miru antioxida¢ni aktivity, avSak vysoké
mnozstvi fenolickych latek jeSté nezarucuje vysokou schopnost antioxidac¢ni aktivity, na které se

zfejmé podili 1 jiné obsahové latky.
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8. ABSTRAKT

Vyletelka, Juraj. Biologicka aktivita makromycet I. Diplomova prace 2012. Univerzita Karlova
v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, katedra farmaceutické botaniky a ekologie.

Vedouci prace: Ing. Katefina Macakova, PhD.

Klicova slova: Ascomycota, Basidiomycota, acetylcholinesteraza, butyrylcholinesteraza,

alkaloidy, antioxidac¢ni aktivita, DPPH, ABTS, fenolické latky.

Makromycety jsou zdrojem biologicky aktivnich latek stale jesté netplné prozkoumanych. Je
znamé vyuziti fady z nich pro 1écebné ucely a zdjem o n¢ neustale roste. Tato prace se zabyva
meéfenim biologické aktivity 25 etanolovych extraktl riznych druhG hub. Byly podrobeny
meéfeni na acetylcholinesterazovou a butyrylcholinesterdzovou inhibi¢ni aktivitu Ellmanovou
spektrofotometrickou metodou. Tenkovrstvd chromatografie méla za cil detekovat alkaloidy.
Prace se zabyvéa také stanovenim antioxidacni aktivity pomoci metod vychytdvani DPPH
a ABTS" radikala modifikovanych pro sekvenéni injekéni analyzu. V extraktech byly stanoveny
fenolické latky Folin-Ciocalteuovou metodou. Na zéklad€ vysledkd uvedenych experimentt bylo
zjisténo, ze extrakty nevykazovaly vyznamnou inhibi¢ni aktivitu vici lidskym cholinesterazam,
nebyla zjisténa ani pfitomnost alkaloidi. Extrakt z Agaricus macrosporus vykazoval nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu (ECsp 452 pg/ml v DPPH testu; 0,230 mM jako hodnota TEAC v ABTS"
testu). Na zaklad€ porovnavani obsahu fenolickych latek v jednotlivych extraktech lze soudit, ze

vy$§i antioxidacni aktivita mize souviset s vy$§im mnozstvim fenolickych latek.
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9. ABSTRACT

Vyletelka, Juraj. Biological activity of macromycetes 1. Master Thesis 2012. Charles University
in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of Pharmaceutical Botany and

Ecology. Supervisor: Ing. Katefina Macakova, PhD.

Key words: Ascomycota, Basidiomycota, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, alkaloids,
antioxidant activity, DPPH, ABTS, total phenolics.

Macromycetes are the source of bioactive substances that still have not been completely
researched. Many of them are used in treatment and they are the object of a growing interest.
This work focuses on the measurement of biological activity of 25 ethanolic extracts prepared
from various mushroom species. Ellman’s spectrophotometric method was used to determine the
acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase inhibitory activities. The aim of the thin layer
chromatography was to detect alkaloids. This work also deals with the determination of
antioxidant activity by DPPH and ABTS" radical scavenging assays modified for use with
sequential injection analysis. The content of total phenolic compounds in extracts was
determined using the Folin-Ciocaulteu method. Following the results of the presented methods,
one may state that the extracts did not exhibit any significant inhibitory activity towards human
cholinesterases. Presence of alkaloids was not detected. The extract of Agaricus macrosporus
showed the highest antioxidant activity (ECso 452 pg/ml in DPPH assay; 0,230 mM as for TEAC
value in ABTS" assay). Based upon the observation of the total phenolics content in each extract,
we reached the conclusion that the higher antioxidant activity can correlate with the higher

content of total phenolic compounds.
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