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Seznam pouzitych zkratek:

ABTS - 2,2"-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
AChE - acetylcholinesteraza

BHA - 2(3)-terc-butyl-4-hydroxyanizol

BHT - 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen
BuChE - butyrylcholinesteraza

CAT - katalaza

CNS - centralni nervova soustava

CT - computed tomography
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EEG - elektroencefalogram

EKG - elektrokardiogram
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GPx - glutathionperoxidaza

GSH - glutathion

HIV - human immunodeficiency virus
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MR - magneticka rezonance

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
NMDA - N-metyl-D-aspartat

PAF - platelet activating factor

RNA - ribonukleova kyselina

RNS - reactive nitrogen species

ROS - reactive oxygen species

SOD - superoxiddismutaza

TLC - tenkovrstva chromatografie

VR - volny radikal

XOD - xantinoxidoreduktaza
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1. UVOD

Houby tvofi rozmanitou skupinu organismii a mikroorganismi, kterd je
hodnocena jako samostatna fiSe — fiSe hub (Fungi), nepatii mezi rostliny ani
zivoCichy. Na rozdil od rostlin neobsahuji houby chlorofyl, nemaji schopnost
fotosyntézy, a proto ziskavaji svoji vyzivu z rozkladajici se organické hmoty nebo
z zivych rostlin a zivoCichti. Nékteré mohou mit hostitelské vztahy vzajemné
prospésné, jde o symbiotické houby. Naptiklad tzv. mykorrhizni houby proniknutim
do kofenli zZivych stromu ziskavaji pfistup k uhlohydratim. Tyto houby naopak
opatfuji pro dieviny mineralni latky. Dal§im typem symbidzy je lichenismus. Jde
0 pevné souziti houby a zelené fasy nebo sinice. Vznika komplexni organismus —
lisejnik. Neékdy muize byt vztah paraziticky. Parazitické houby Cerpaji vyzivu pfimo
z 7ivého téla rostlin nebo Zivoc€ichl tim, Ze svymi vlakny pronikaji do tkané hostitele.
Houby jako napt. padli a rzi, zijici jako parazit¢ na zivych rostlinach, rostlinu
poskozuji, ale nezabijeji. V jinych pripadech parazitickd houba svého hostitele zabiji,
ale sama pietrvava v jeho mrtvé organické hmot¢ a stava se saprofytem (Bielli, 2001;
Keizer, 1998; Kohte, 2000; Lassae, Del Conte, 2004; Svréek, 2002).

Houby Ize rozdélit do ¢tyi oddéleni. Oddéleni Myxomycota (hlenky),
Chytridiomycota (prvohouby), Oomycota (fasohouby) a Eumycota (vyssi houby)
(Volf et al., 1988).

Vys$si houby se ¢leni na &tyfi téidy: zygomycety (Zygomycetes) — skupina
vyhradné mikroskopickych hub, vieckovytrusné (Ascomycetes), stopkovytrusné
houby (Basidiomycetes) a houby tzv. nedokonalé (Deuteromycetes) (Kohte, 2000).

Ascomycetes jsou velmi rozmanitou tfidou hub. Jsou charakteristické ptitomnosti
utvarti obsahujicich vytrusy, tzv. viecek (asci, jedn. ¢. ascus). Typické viecko je
valcovité a obvykle obsahuje osm vytrusii, které se uvolituji vrcholem viecka. Tato
skupina obsahuje jedlé houby, naptf. smrze a lanyze. Mnohé houby se vyznacuji
miskovitymi nebo terCovitymi plodnicemi, zatimco jiné maji lahvovity vzhled.
Celedi, pattici do této tiidy, se li§i zptisobem uvoliiovani vytrusii z viecek (Lassoe,
Del Conte, 2004).

Mezi Basidiomycetes patfi mnozstvi vzajemné nepodobnych druhti: lupenaté
houby, pychavky, rosolovky, houby s kyjovitymi, koralovitymi, konzolovitymi
I rozlitymi plodnicemi a houby s vytrusnym rouskem ostnitym. Pod mikroskopem je

vSak jejich pfibuznost jasna. Vytvareji své vytrusy na mikroskopickych kyjovitych



utvarech zvanych bazidie (stopky), obvykle se c¢tyfmi vyristky (sterigmaty),
na vrcholcich s pohlavnimi vytrusy (Lessee, Del Conte, 2004).

Houby viditelné pouhym okem se nazyvaji makromycety. Plodnici maji vétsi nez
1 mm a rozmnozuji se vytrusy, které vznikly na zakladé sexualnich pochodt.

Mikromycety jsou houby s plodnici mensi nez 1 mm, rozmnozuji se v asexudlni
fazi vyvojového cyklu. Nepohlavni spory, konidie, se vytvareji na povrchu nebo
uvnitf konidiofor, coZ jsou specializované nosiée spor (Keizer, 1998).

Prevazna ¢ast zivotnich pochodi hub probihd, na rozdil od vétSiny zivocichl
arostlin, skryté. V pudé, ve dievé nebo v jiném organickém substratu se nachazi
vlastni té€lo houby skladajici se z vldken zvanych hyfy, které tvoii rozvétvenou
pavuéinu souborné zvanou podhoubi (mycelium). Podhoubi roste v substratu
a vstiebava ziviny. Kazda plodnice obsahuje tisice vytrust, které pokud dopadnou
na vhodné misto, mohou vykli¢it a vytvofit nové podhoubi. K ristu a vykli¢eni
vytrusii jsou zapotiebi pfiznivé podminky, piedevs§im vlhké a vétrné pocasi,
charakter ptdy, chemické a mineralni slozeni ptdy, pH pidy a pfizniva teplota
ovzdusi (Kohte, 2000; Kovar, 1999; Kubat et al., 1998).

V piirodé maji jak velké, tak mikroskopické houby vyznamné a jinymi
organismy nezastupitelné postaveni. Vedle podilu na rozkladné ¢innosti organickych
V symbioze s cévnatymi rostlinami (mykorrhiza), s fasami ¢i sinicemi (lichenismus)
nebo s zivocichy (Klan, 1989; Kubat et al., 1998).

Houby hraji vyznamnou roli v nékterych odvétvich potravinarského primyslu.
Nékteré¢ druhy nizSich 1 vySSich hub se pouZzivaji k boji proti hmyzim Skidcim
V polnohospodafstvi, sadafstvi a zahradnictvi (Keizer, 1998; Svréek, 2002).

Plodnice jedlych druht velkych hub, makromycetli, se znacnym obsahem
bilkovin jsou vyznamnou soucasti lidské vyzivy. Jedlé houby lze v kuchyni pouzivat
cerstve, susené nebo 1 konzervované. Maji malou energetickou hodnotu, zato vysoky
podil minerélnich latek a vitamin. Aromatické latky obsazené v houbach podporuji
vyméSovani travicich §tav. Cast nestravitelnych bilkovin a polysacharidti piisobi
pfiznivé na peristaltiku stfev. Houby jsou rovnéz soucésti redukcnich diet, protoze
vyvolavaji pocit nasyceni (Keizer, 1998; Klan, 1999; Kovar, 1999; Mikulcova,
2006).

Negativni vliv hub se projevuje napadanim Zivych organismi, rostlin, zivo¢ichti

i ¢lovéka samotného. Houby parazitujici na lidském nebo zvifecim téle vyvolavaji



mykozy. Také vytrusy nékterych hyfomyceti mohou pfiilezitostné pronikat
do dychacich cest a vyvolat zdravotni obtize.

Mnoh¢é druhy hub obsahuji jak toxické latky zptisobujici akutni otravy, tak toxiny
hromadici se v lidském téle pfi jejich opakovaném poziti, které pak mohou narusit
¢innost predevsim zazivacich organt (Svrcek, 2002).

Houby se uplatiiuji také v medicin€. Prvni zpravy o lé¢ivych vlastnostech hub
pochézeji ze staroveke Cinské a indické literatury. V Evropé se objevuji prvni zpravy
o lé¢eni houbami u starofeckych filozofui a 1ékait (Keizer, 1998).

Velky vyznam v moderni medicin€ maji antibiotika, ktera jsou vyrabéna od roku
1943. Jako prvni se na trhu objevil penicilin, uc¢inny proti bakteriim. S léky
vyrabénymi z hub se muzeme setkat i v homeopatii. Poddvani homeopatickych
houbovych 1 jinych 1€ki je pouze dopliikovou lécbou. Svij vyznam maji v uzké
oblasti dlouhotrvajicich obtizi chronického a alergického ptivodu (Kovaf, 1999).

Mimo antibiotickych G¢inkli maji nckteré houby také antivirovou,
antiparazitickou, cytotoxickou aktivitu. Rovnéz existuji druhy hub, které jsou
schopné vychytavat volné radikaly (Klan, 1989).

Reaktivni formy kysliku a dusiku, jako je naptiklad superoxid, hydroxylovy
radikél, oxid dusnaty a dalsi, se v lidském téle uplatiuji jak pfi fyziologickych,
tak pii patologickych procesech. Pti oxida¢nim stresu, kdy dochazi k nerovnovaze
mezi produkei reaktivnich forem kysliku a dusiku a antioxidacnimi obrannymi
mechanizmy, mohou byt naruseny rizné organové systémy. Poskozen mize byt
nervovy systém, srdce a krevni ob¢h, ledviny, jatra, slinivka bfis$ni, §titnd Zlaza
a dalsi. Radikalové reakce se podili na rozvoji nemoci jako je mozkova mrtvice,
diabetes mellitus, pepticky vied, Crohnova nemoc, pankreatitida, poSkozeni zraku,
zanéty, onemocnéni ledvin, nddorova onemocnéni, skler6za multiplex, Parkinsonova
nemoc a také Alzheimerova nemoc (Mandelker, 2009; Zima et al., 1996).

Alzheimerova nemoc je neurodegenerativni onemocnéni projevujici se
poruchami paméti, chovéni a postizenim béznych kazdodennich ¢innosti. Dochazi ke
ztraté cholinergnich neuronti a snizeni hladin acetylcholinu, a timto k poskozeni
kognitivnich funkci. V 1é€bé Alzheimerovy nemoci se nejvice pouzivaji inhibitory
cholinesteraz — galantamin, donepezil a rivastigmin, dale inhibitory NMDA (N-
metyl-D-aspartatovyh) receptord — memantin. Scavengery volnych radikali se pfi
1é€be Alzheimerovy nemoci pouzivaji pouze doplitkoveé. Predmétem zdjmu tady

experimentl jsou nové latky pfirodniho ptivodu, které by bylo mozné vyuzit v 1é€bé



Alzheimerovy nemoci. Mezi zdroje téchto u€innych latek patii také houby (Bednatik

etal., 2010; Jedlicka et al., 2005; Jirak, 2009).
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2. CIL PRACE

Cilem této rigorozni prace je kvantifikace antioxidac¢ni aktivity vodné-
ethanolickych extraktd hub rodu Cortinarius (metoda vychytavani ABTS™
s vyuzitim metody sekvenéni injek¢ni analyzy (SIA)).

Dale je cilem prace kvantifikace inhibi¢ni aktivity vodné-ethanolickych
houbovych extrakti vici erytrocytdrni AChE a sérové BuChE pomoci Ellmanovy
spektrofotometrické metody.

Posledni cast rigorozni prace je zaméfena na kvantifikaci celkového mnozstvi
fenolickych latek Vv houbovych extraktech s vyuzitim Folin-Ciocalteu cinidla

a zjisténi pritomnosti alkaloidl v extraktech pomoci tenkovrstvé chromatografie.
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3. TEORETICKA CAST
3.1 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH TAXONU

Sledované taxony systematicky fadime do ¢eledi Cortinariaceae (pavucincovité),
fadu Agaricales (lupenaté), které patii do téidy Basidiomycetes (stopkovytrusné),

oddéleni Eumycota (pravé houby), fise Fungi (houby) (Bielli, 2001).

3.1.1 Systematické zarazeni jednotlivych taxont a jejich morfologicka

charakteristika

Agaricales — lupenaté houby

Houby fadu Agaricales maji plodnice Stavnaté nebo pevné masité, vétSinou
rozliSené v klobouk (pileus) a tfen (stipes), ktery miize byt n€kdy redukovan, takze
plodnice piiseda ptimo k substratu. Hymenofor je lupenity, vyjimecné jsou lupeny
nizké, zilkovité nebo zebrovité, ptipadné je hymenofor zcela hladky. Vytrusny prach
je rizné zbarveny, vytrusy jsou bezbarvé nebo zbarvené, nékdy dextrinoidni nebo
amyloidni, hladké nebo ornamentované. Plodnice byva v mladi zahalena zavojem
(velum partiale) nebo obalem (velum universale). Obal zanechava na jejim povrchu
rizné zbytky (utrzky na klobouku, pochvu naspodu tfené apod.). Zavoj se
po rozvinuti klobouku roztrhne a na tieni zistane prstenec (annulus). Rad obsahuje
asi 10 000 druhd. Jedna se o druhy jedlé i jedovaté, vétSinou saprofytické (Svréek,
2002; Volf et al., 1988).

Cortinariaceae — pavudincovité
velikosti a tvarti a obsahuje velice obtizné urovatelné rody. Do této celedi patii jak
houby vytvarejici mykorrhizni vazby, napt. vlaknice (Inocybe), slzivky (Hebeloma),
sluky (Rozies) a pavuéince (Cortinarius), tak i bez nich, napt. ¢epicatky (Galerina)
a Supinovky (Gymnopilus). Tient pavuéincovitych byva vétSinou tenky a valcovity,
mimo zastupct rodu trepkovitka (Crepidotus), u kterych lopatkovity klobouk piiseda

Kk substratu. Lupeny byvaji sbihavé nebo volné. Spolecnym znakem pavucincovitych
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je zbarveni vytrusného prachu, ktery miva nejriznéjs$i odstiny hnédé nebo rezavé
(nejcastéji je hlivoveé nebo rezavé hnédy), jen vyjimecné je bily. Vytrusy jsou Casto
ornamentované, bradavi¢naté, vétsinou bez zietelného kli¢niho poru. Celed’ zahrnuje
krzatka (Naucoria) a supinovka (Pholiota). Rod pavucinec (Cortinarius) je pomérné
dobfe rozeznatelny. Mladé houby maji mezi kloboukem a tfeném siln¢ vyvinuty
pavuéincovity zavoj (velum partiale). Tento zavoj se pii rustu plodnic pozvolna
rozpousti a zanechava na tfeni pouze slabé lepkavy prstencovity prouzek. Houby
z Celedi pavuéincovitych jsou vétsinou nejedlé nebo jedovaté (Bielli, 2001; Lassoe,

Del Conte, 2004; Svrcek, 2002).

Rod: Cortinarius (pavudinec)

Druh: Cortinarius alboviolaceus (Pers.:Fr.) Fr. (pavué¢inec bélofialovy)

Syn: Inoloma alboviolaceum (Pers.: Fr.) Wiinsche

Klobouk 3-8 cm $iroky, nizce
vyklenuty, vyhrbly, pomérné tence
masity, bélo fialovy, hedvabite,
jemné vlaknity, suchy, hladky.
Lupeny zoubkem pfirostlé, nehusté,
Sed€ fialové nebo Sedé namodralé,
pak  skoficové  hnédé.  Tien

véalcovity, 5-12 cm dlouhy, 8-15

mm tlusty, dolt kyjovity, na bazi

Obrazek 1: Cortinarius alboviolaceus (Pers.:Fr.) Fr.
(Opletal, 2005a) zakrouceny, bélo fialovy,

V poloviné délky s uzkym vlaknitym prstencem a pod nim s né¢kolika pferusovanymi
vlaknitymi pasky. DuZnina bé¢lo fialovd, bez zvlaStniho pachu a chuti. Vytrusny
prach je rezavé hnédy. Roste v jehlicnatych i listnatych lesich, hlavné v dubinach.
Tvofi mykorrhizu s listnaci i jehli¢nany, ¢asto na kyselych pudach. Jedly. Je nutno
dat pozor na zaménu za p. malachitovy (C. malachius) s Supinatym kloboukem
a rostoucim V jehlicnatych lesich a za p. kafrovy (C. camphoratus) a p. kozli (C.
traganus), rovnéz rostoucimi pod jehlicnany, ale s vyraznym odliSnym pachem

(Antonin, Kotlaba, 2003; Lassae, Del Conte, 2004; Svréek, 2002).

13



Druh: Cortinarius anomalus (Fr. ex Fr.) Fr. (pavucinec odchylny)

Klobouk nepravidelné sklenuty, pramér 5-8 cm,
hedvabité¢ vlaknity, hebky, se suchym povrchem,
Sedé¢ matny az zluto hnédy, pifi okrajich svétle
stiibfit¢ modry lesk. Lupeny husté, Vv mladi
namodralé, poté fialové az fialové hnédé se svétlym
ostfim. Tten je 7-10 cm dlouhy a 10-15 mm tlusty,
fialovy, nad prstencovou zénou modie zbarveny a
pod ni svétle bélavé okrovy se stiibfitymi pasky,
W 4 S A s W s bazi krytou fialovym myceliem. DuZnina je bledé

Obrdzek 2: Cortinarius anomalus o ) ) ) )
(Fr. ex Fr.) Fr. (Opletal, 2005b) fialova. Viné nenapadnd. Barva vytrusného prachu

je rezavé hnéda. Dost hojny v listnatych a smiSenych lesich, v parcich a alejich
na chudych piscitych i jilovitych pudach. Nejedly (Evans, Kibby, 2007; Keizer,
2005)

Druh: Cortinarius armillatus (Fr.:Fr.) Fr. (pavu¢inec naramkovity)

Klobouk 5-10 cm  Siroky,
zvoncovity, pak Siroce vyklenuty,
uprostfed tup€ vyhrbly, na okraji
dol zlomeny a spojeny S tfeném
svétle Cervenym zévojem, cely
cihlové az hnéd¢ cerveny, suchy,

jemné vlaknity. Lupeny vykrojené,

zoubkem ptirostle, profidle,

Obrdzek 3: Cortinarius armillatus (Fr.:Fr.) Fr. . , - . , oy
(Opletal, 2005¢) nazloutlé, pak skoficové rezavé. Tren

10-15 cm dlouhy, valcovity, robustni, dole az na 3 cm kyjovité az hlizovité rozsifeny,
svétle hnédy, obycejné s nékolika Zivé cihlové Cervenymi, preruSovanymi pasy
zavoje. Duznina nahnédld, bez zvlastniho pachu a chuti. Vytrusny prach je rezavé
hnédy. Roste ve skupinach v mechu a listi pod bfizami ve vlh¢ich jehli¢natych lesich
a bazinatych mistech na kyselych pudach. Vytvari mykorrhizu s bfizou a mozna
i s dal§imi stromy. Siroce roziifeny a hojny v celém severnim mirném pasmu.

Nejedly (Lassoe, Del Conte, 2004; Svrcek, 2002).

14



Druh: Cortinarius bolaris (Pers.:Fr.) Fr. (pavuéinec ¢ervenoSupinny)

Klobouk 2-6 cm Siroky, sklenuty, uprostied
vyhrbly, na bélavém nebo nacervenalém podkladé
zdobeny pfitisklymi, rumélkové nebo vinovée
Cervenymi vlockovitymi Supinkami, okraj v mladi
spojeny bilou pavucinkou s tieném, oschly,
vybledajici, suchy. Lupeny mirné husté, vykrojené
ptirostlé, svétle hnédé. Tren 5-8 cm dlouhy a 5-12
mm  Siroky, valcovity, nahoie bily, ojinéné
vlockaty, dole rumélkové Ccervené vlaknity.

Duznina bild, pomackanim trochu zloutnouci,

Obrézek 4-Cortinarius bolaris bez zvlastniho pachu, nahotklé chuti. Vytrusny

Pers.:Fr.) Fr. (Opletal, 2005d . T f . .
( JFr-(©p ) prach je rezavé Zzluty. Roste vzacné v listnatych

J 24

lesich na kyselejsich pudach. Vytvaii mykorrhizu s listnaéi, piedev§im duby
a biizami. Nejedly (Lassoe, Del Conte, 2004; Svrcek, 2002).

Druh: Cortinarius infractus (Pers. ex Fr.) Fr. (pavudinec olivovy)

Klobouk 5-8 cm  Siroky,
obvykle nizce vyklenuty, slizky,
S podvinutym  okrajem, olivove
Sedy az hnédo zeleny, na stfedu
vybledéavajici. Lupeny jsou stfedné
husté, ktfeni pfipojené, olivove

rezavé, pozdéji olivoveé hneédé. Tren

Obrazek 5: Cortinarius infractus (Pers. ex Fr.) Fr. ; . Lo o
(Junek, 2005a) valcovity, s kyjovitou bazi, bélavy,

5-10 c¢m dlouhy a 1-1,5 cm Siroky,

stiibfité Sedy az olivové hnédavy, s pomijivou olivové hnédou pavucinkou. Duznina
byva olivové Sedd, mramorovand, hotké chuti. Vytrusny prach je rezavé hnédy.
Roste v listnatych a jehlicnatych lesich. Je barevné proménlivy s nékolika odrtidami.

Nejedly (Antonin, 2006; Erhartovi, 1995; Gminder, Bohning, 2009).
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Druh: Cortinarius malachius Fr. (pavucinec malachitovy)

Obrdazek 6. Cortinarius malachius Fr. (Kibby,
2008)

Klobouk 4-8 cm Siroky, vyklenuty,
v mladi stiibiité fialovy, poté svétle
zluto  hnédy, nckdy s hrbolkem,
vyrazné Supinaty. Lupeny nejsou piilis
husté, svétle modro Sedé az rumélkové
hnédé. Tren 5-12 cm dlouhy a 1-2 cm

siroky, vélcovity, dole kyjovity, Zluto

' hnédy. Duznina bélava, bez vyrazného

pachu a chuti. Barva vytrusného prachu

je rezavé hnéda. MykKorrhizni s jehlicnany. V Evropé se vyskytuje pouze misty,

svétové rozsSifeni neni znadmo. Roste ve skupinach na jehli¢i a v mechu pod

jehli¢nany. Nejedly (Gminder, Bohning, 2009; Lassee, Del Conte, 2004).

Druh: Cortinarius mucosus (Bull. ex St. Am.) Kickx (pavu¢inec slizky)

Syn: Myxacium mucosus (sliznatka slizka)

Obrazek 7: Cortinarius mucosus (Bull. ex St. Am.)
Kickx (Opletal, 2005¢)

Klobouk 5-12 cm Siroky, nizce
vyklenuty, pak rozlozeny, mirné
vyhrbly, dost masity, zluto hnédy,
medové hnédy az kaStanové hnédy,
za vlhka pokryty tlustou vrstvou slizu,
leskly, hladky. Lupeny zoubkem
ptirostlé, nehusté, svétle hlinove

hnédé, pak skotficové rezavé, na ostii

zubaté. Tten valcovity, stejné tlusty, jen na bazi kratce ziZzeny, 5-15 cm dlouhy a 1-2

cm Siroky, Cisté bily, slizky, se zbytkem zavoje v podobé vyvysSeného slizovitého

krouzku pod lupeny. Duznina bélava, bez zvlaStniho pachu a chuti. Barva vytrusného

prachu je rezavé hnéda. Roste hojné v piscitych borech. Jedly (Leassae, Del Conte,

2004; Svrcek, 2002).
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Druh: Cortinarius multiformis (Fr.) Fr. (pavu¢inec mnohotvarny)

zluto hnédy az zlato Zluty, na stiedu
s vlockami az plstnatymi, bélavymi
zbytky vela. Lupeny jsou bélavé,
pozdéji krémové, ve stafi rezavée
hnédé, sjemné zubatym ostiim.

Tien 6-9 cm dlouhy a 1,5-3 cm

/ : X
Obrazek 8: Cortinarius multiformis (Fr.) Fr. (Jirasek,
2007) s odsedlou hlizou bélavy, naspodu

Siroky, kyjovity, na bdzi nékdy

nazloutly, ve stafi az okrové hnédy. Duznina bleda, ve Spicce tiené okrové zluta,
medové ving. Vytrusny prach je rezavé hnédy. Roste Vv listnatych a jehli¢natych
lesich na vapnitych padach. Jedly (Antonin, 2006; Gminder, Bohning, 2009).

Druh: Cortinarius pholideus (Fr. ex Fr.) Fr. (pavu¢inec Supinonohy)

Klobouk je 5-10 cm Siroky,
v mladi polokulovité sklenuty, pak
rozloZeny, s vyraznym hrbolem,
na Sedo hnédém podkladu tmavée
hnédé Supinkaty, naspodu
smodravé  fialovymi,  pozd&ji

skoficové  zbarvenymi  lupeny

By N a doli mirn€ ztloustlym, brzy duty,
Obrdzek 9: Cortinarius pholideus (Fr. ex Fr.) Fr. asi do dvou tfetin tmavymi

(Opletal, 2005f) Supinami  pokrytym, 5-10 cm

dlouhym a 1-2 cm Sirokym tfeném, v horni tfetin€ zprvu modravym. Duznina je
hnédavéa a mé slabou viini po mandarinkdch. Vytrusny prach je Zluté rezavy. Roste
spiSe nehojné¢ az vzacn€ v listnatych, smiSenych 1 jehli€natych lesich
a na raseliniStich. Obvyklym mykorhiznim partnerem je bfiza, ale mlize byt vazan

I na jiné dfeviny. Jedly (Atonin, Kotlaba, 2003; Leassee, Del Conte, 2004).
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Druh: Cortinarius traganus (Fr. ex Fr.) Fr. (pavucinec kozli)

,.‘)—‘ -

(Opletal, 2005g)

Obrdzek 10: Cortinarius tragan (Fr. ex Fr.) Fr.

Klobou 5-10 c¢m 8iroky, vyklenuty,
svétle modraveé fialovy az okrovy,
ktery je smérem do stfedu tmaveéji
okrové hnédy. Lupeny jsou Siroké,
jasn¢ zluté¢ okrové, v dospélosti
syté rezavé. Kyjovity ten je svétle
modravé fialovy az témér bily,
Vhorni ¢asti  kryty pavucinou.

Duznina je masita, hnédo oranzova,

mramorovand a silné vonici po acetylenu nebo po zralych hruskédch. Barva

vytrusného prachu je rezavé hnéda. Roste jednotlivé nebo v malych trsech v listovém

opadu listnatych nebo jehli¢natych stromd, pfedev§im na kyselych ptudach, s oblibou
mezi borivkami. Nejedly (Evans, Kibby, 2007; Gminder, Bohning, 2009).

Druh: Cortinarius triumphans Fr. (pavudinec zlaty)
Syn: Phlegmatium triumphans (pahtib vitézny)

Obrazek 11: Cortinarius triumphans Fr.
(Opletal, 2005h)

Klobouk sklenuty az rozlozeny, prumér 5-14
cm, za vlhka slizky, leskly, za sucha matny,
okrové zluty, zlato Zluty, citronové Zluty az
zluto hnédy. Lupeny bledé, bélave,
S modravym odstinem, pak smetanové
nahnédlé az skoticové hnédé. Tren 8-16 cm
dlouhy a 1-3 cm Siroky, bélavy, okrové
zlutavy az Zluty na vrcholu, s pomijivymi
vlaknitymi 1 vlnatymi prstenéitymi zonami.
Duznina bé€lava, nazloutla, nahofe ve tfeni
i modrava. Chut mirna. Vin¢ slaba. Barva
vytrusného prachu je Zluto hnéda. Roste

roztrouSené pod bfizami v listnatych
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a smiSenych lesich i mimo les na zivinami bohatych ptidach. Jedly. Podobné jsou p.
vietenonohy (C. saginus), p. zlatozluty (C. sliduchus) a p. mokvavé slizky (C. olidus)
(Keizer, 2005;Lasswoe, Del Conte, 2004).

Druh: Cortinarius trivialis Lange (pavu¢inec osikovy)
Syn: Myxacium trivialis (sliznatka osikova)

Klobouk je 5-12 cm Siroky,
ZVOoncovity, pak rozlozeny,
uprostied s hrbolem, olivové zluto
hnédy nebo okrové hnédy, za vlhka

siln¢ slizky, oschly svétle zluty

a leskly. Lupeny  vykrojené,

IS By Rk, s - . v 11
e zoubkem pfirostlé, profidlé, zprvu

Obrazek 12: Cortinarius trivialis Lange (Opletal,

2005ch) svétle fialové, pak hlinové hnédavé,

posléze rezavé hnédé. Tren 4-14 cm dlouhy a 0,7-2 cm Siroky, valcovity, dole
zuzeny, potazeny slizem a pod nim svétle modravy, rozpukany v pfi¢né, preruSované
Supinovité pasky. Duznina bélava nebo nazloutla, ve vrcholu tfené namodrald,
bez zvlastniho pachu a chuti. Vytrusny prach je rezavé hnédy. Roste v jehli¢natych
I listnatych lesich. Hlavné pod osikami. Nejedly (Keizer, 2005; Svréek, 2002).

Druh: Cortinarius varius (Schaeff.: Fr.) Fr. (pavudinec razny)
Klobouk 5-12 c¢m Siroky, zprvu

polokulovity, pak nizce vyklenuty,
vyhrbly, na  okraji  znacné
podvinuty, tlust¢ masity, oranZové
zluty, zluto hnédy nebo rezavé
liskové oranZovy, za vlhka slizky,

oschly, leskly, vmladi spojeny

g s tieném Cist¢ bilym, hedvabité

Obrazek 13: Cortinarius varius (Schaeff.. Fr.) Fr. leskl¥ .. Lupen
(Jirdsek, 2000) esklym zavojem. upeny

vykrojené, zoubkem pfirostlé, nehusté, zprvu namodralé, pozdéji skoticove rezavé.

Tten valcovity, 5-8 cm dlouhy a 1-3 cm Siroky, dola zvolna kyjovity, plny vlaknity
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nebo vlockaty, bily nebo s modravym nadechem, silny. Vldkna pavucinky nejprve
spojuji okraj klobouku se tfeném, pozd€ji vytvaii prstencovitou zonu, kterd je
od vytrusu rezavé hnédé zbarvena. Duznina bila, v téeni nazloutla, slabé houbového
pachu a mirné chuti. Vytrusny prach je rezavé hnédy. Roste v jehli¢natych lesich,

zvlasté smrkovych, na vapencovych podkladech. Jedly (Laux,2006; Svréek 2002).

Druh: Cortinarius venetus (Fr.:Fr.) Fr. (pavu¢inec Zlutozeleny)

Klobou 3-6 cm, vyklenuty, s tupym
hrbolem, olivové zeleny, pozdéji
zluto zeleny az olivové hnédy,
jemn¢ vlockaté¢ plstnaty, poté
olysavajici. Lupeny jsou zlutavé
az olivové, nasledné¢ Safranové

rezavé. Trenl 5-8 cm dlouhy a 0,7-1

cm siroky, kyjovity, stejné zbarveny

Obrazek 14 Cortinarius venetus (Fr.:Fr.) Fr. (Strauss, ) L e ,
zoorg)z ¢ ( JFr jako klobouk, na bazi Zlutavy,

S pomijivym zlutym velem. Roste v bu¢indch i pod jehlicnany. Nejedly (Antonin,
2006).

Druh: Cortinarius violaceus (L.) S. F. Gray em. Moser (pavucdinec fialovy)
Klobouk je 6-14 cm $iroky, masity, vV mladi
kuzelovity nebo polokulovity, pozdé&ji az plose
rozlozeny, vlaknité Supinkaty, fialovy, naspodu
S hustymi, vysokymi, zoubkem pfirostlymi,
tmavé fialovymi lupeny a fialovym, vlaknitym,
hlizovité¢ kyjovitym 6-12 cm dlouhym a 1-2,5
cm Sirokym tieném. DuZnina je svétle fialova,
@ necvyrazné chuti, viing. Vytrusny prach je rezavé
hnédy. Roste v malych skupinach v humoéznich
listnatych a smiSenych lesich. Nejedly (Antonin,
Kotlaba, 2003; Lassee, Del Conte, 2004).

Obrazek 15: Cortinarius violaceus (L.) S.
F. Gray em. Moser (Junek, 2005b)
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3.2 CHEMICKA SKLADBA HUB

Ze zakladnich Zivin, které ma houbova buiika k dispozici, se syntetizuji vSechny
organické slouceniny jak vysokomolekularni, tak nizkomolekuldrni. Syntézy
probihaji postupné jako série jednoduchych chemickych reakci, které tvoti souhrnné
prislusnou metabolickou drahu.

Vétsina organické hmoty v bunice se skladd z relativné velkych molekul, které
nalezeji k nukleovym kyselinam, bilkovinam, polysacharidim a slozenym lipidim.
Tyto latky vznikaji postupné z jednodussich latek. Nukleové kyseliny se syntetizuji
z nukleotidti, bilkoviny z aminokyselin, polysacharidy z jednoduchych cukra.
Slozené¢ lipidy vznikaji z riznych vychozich latek, jako jsou mastné kyseliny,
polyalkoholy, monosacharidy, aminy a aminokyseliny. Na stavbé uvedenych ctyt
typtt bunéénych slozek se ucastni 60 — 70 riznych nizkomolekularnich organickych
sloucenin. Mimo to je v bufice asi dvacet typt nizkomolekularnich sloucenin, které
vSak nefunguji jako budouci stavebni slozky makromolekul, ale maji vyznam pii
katalytickych reakcich v kombinaci s enzymy. Buinka musi svymi metabolickymi
drédhami syntetizovat minimalné¢ 100 — 200 typl nizkomolekularnich organickych
latek. VSechny tyto slouceniny se syntetizuji z podstatné menSiho poctu typl
organickych latek, které v houbové bunce tvoii organickou rezervu — tzv. centralni
intermediarni metabolity bunky napi. fosforylované sacharidy a kyselinu
pyrohroznovou, Kkyselinu octovou, kyselinu Stavelovou, Kkyselinu jantarovou
a kyselinu a-ketoglutarovou (Klan, 1989).

Cerstvé houby obsahuji 70 — 95 % vody. Susina hub obsahuje 5 — 30 % bilkovin.
Jejich mnoZstvi zaleZi na druhu houby a jejim stafi (nejvice bilkovin je v mladych
plodnicich). Stény houbovych bunék jsou zpravidla sloZeny ze sloucenin cukrii
a chitinu, ktery je sice nestravitelny, ale zvySuje pohyb stfev, a tim v pfiméfeném
mnoZzstvi napomaha traveni. Obsah stravitelnych bilkovin je velmi proménlivy.
| kdyz je v suSiné hub mnohem méné stravitelnych bilkovin nez v mase a jinych
zivo¢iSnych produktech, kvalitativné jsou tyto bilkoviny rovnocenné. V houbach
se nachazeji také tuky, ale v zanedbatelném mnozstvi (v susin€ jich je 0,5 — 3,5 %),
0 néco bohatgji jsou v susin¢ hub zastoupeny cukry (1 — 6 %). Klobouk je bohatsi na
ziviny nez tfeit. Dale houby obsahuji mineralni latky, vitaminy a dal$i latky jako

napf. aromatické slouCeniny, alkaloidy, izoprenoidni lipidy (terpeny, steroidy),
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kyseliny a latky podilejici se na charakteristické vuni a chuti hub (Hagara, 1995;
Janitor et al., 2006; Klan, 1989; Semerdzieva, Veselsky, 1986; Smotlacha, 1999).

3.2.1 Primarni metabolity

3.2.1.1 Sacharidy

Cukry tvoii 1 — 6 % obsahu hmotnosti. Jedna se o pentozy (xyloza, riboza),
methylpentéozy (rhamnéza a fukoéza), hexozy (glukoza, galaktéza, mandza),
cukernaté alkoholy (mannitol, inositol, volemitol, sorbitol, erythritol, arabitol),
uronové kyseliny (galakturonova a glukuronova), disacharidy (sachardza). Jednim
Z cukrii obsazenych v houbach, pfitomnym vsSak pouze v mladych plodnicich, je
disacharid trehaldza. Na $tépeni tohoto cukru je potfebny enzym trehaldza, ktery se
nachdzi ve stfevech vétSiny lidi. Nékteré osoby vSak trpi poruchou tvorby tohoto
enzymu, ¢imz se u nich vysvétluje neschopnost travit houbové pokrmy (Hagara,
1995; Klan, 1999; Semerdzieva, Veselsky, 1986; Svréek, 2002).

Polysacharidy jsou soucasti jak bunécné stény, tak plazmy hub jako rezervni
cukry.

Chitin (poly-1—4-N-acetyl-D-glukosamin, 7,5 %) je tvofen dlouhym fetézcem
N-acetyl-D-glukosaminovych jednotek vazanych B1—4 vazbami. Je zakladni
slozkou bunécnych stén hub, s vyjimkou oomyceti, které maji celulozu. Chitin
znaéné piipomina celuldozu, u niz byla hydroxylova skupina na druhém uhliku
nahrazena acetaminoskupinou a je pfitomen jak v podhoubi, tak v plodnicich (Klan,
1989; Semerdzieva, Veselsky, 1986; Smotlacha, 1999).

Glukany (8 %) jsou vétvené polymery glukozy (B31—3-glukan, 31—6-glukan,
B1—4-glukan) spojené glykosidickymi vazbami.

Zasobnimi sacharidy hub jsou glykogen (5 %) a trehaloza. Glykogen se sklada
z glukézovych jednotek uspofadanych do fetézce a spojenych vazbami ol—4
aal—6. Trehaléza je slozena ze dvou jednotek glukdzy a v bunce plni funkci

transportniho disacharidu (Klan, 1989).
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3.2.1.2 Bilkoviny

Aminokyseliny jsou nezbytné pro syntézu bilkovin, jsou zadkladni stavebni
slozkou peptidd, které tvori molekuly bilkovin (Klan, 1989).

Houby ve své suSiné¢ obsahuji dvacet zakladnich aminokyselin, z toho
esencidlnich aminokyselin je 2,6-7,6 %. Jedna se piedevsim o leucin a lysin, nejméné
je methioninu. Lidské t€lo si téchto osm tzv. nepostradatelnych aminokyselin
nedokéze samo vytvofit, a proto je musi piijimat v potravé. Nékteré houby (napf.
hiiby a Zampiony) obsahuji vice esencialnich aminokyselin nezZ maso. V houbach
jsou vsak 1 takové druhy aminokyselin, které lidské t€lo nevyuziva. Predpoklada se,
ze nékteré z nich vyvolavaji alergické reakce (Hagara, 1995; Klan, 1989).

Obsah bilkovin se pohybuje mezi 15 a 30 %. Obsah stravitelnych bilkovin je
velmi proménlivy. Velkd ¢ast znich se vaze na chitinové bunééné blany,
tzv. mykochitin, ktery je pro ¢lovéka nestravitelny. Obsah stravitelnych bilkovin se
1i81 u jednotlivych druht hub. Napt. v liskach dosahuje pouze asi 4 %, v nékterych
druzich Zampioni az 25 % susiny hub. Stravitelnost hub se da zvysit pomletim nebo
rozmixovanim, ¢imz se zkrati také Cas vafeni z 2 hodin na 10 minut pii zachovani

maximalniho obsahu vyzivnych latek (Hagara, 1995; Janitor et al., 2006).

3.2.1.3 Lipidy

Lipidové latky jsou u hub zastoupeny v relativné malém mnozstvi. V suSing jich
je 0,5 — 3,5 %. Jde o slouceniny glycerolu a nenasycenych ¢i nasycenych mastnych
kyselin. Vétsina lipida jsou triacylglyceroly (tuky). Tuky byvaji souéasti bunécnych
struktur nebo jsou rozptyleny ve vakuolach, ergosterol v podobé krystald,
triglyceridy jako kapicky.

Tuky plni funkci energeticky hodnotnych zasobnich latek, podileji se
na metabolickych procesech a také mohou signalizovat degeneraci bunék.

Vyznamnou sloZzkou bunécnych membran hub jsou fosfolipidy, které ptiznive
ovliviluji jejich propustnost a elasticnost. Fosfolipidy obsahuji ve své molekule
alkoholovou skupinu glycerolu esterifikovanou kyselinou fosfore¢nou, na kterou je

navazana dusikata slozka — cholin, etanolamin (Klan, 1989).
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3.2.1.4 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou vysokomolekularni latky slozené z nukleotida. Ty jsou
tvofeny ze sacharidu, dusikaté baze a kyseliny fosfore¢né. U deoxyribonukleové
kyseliny (DNA) je cukrem deoxyrib6za, u ribonukleové (RNA) je jim ribdza.
Purinovymi dusikatymi bazemi jsou adenin a guanin, pyrimidinovymi jsou cytosin
athymin. V RNA je misto thyminu uracil. RNA se pfimo uCastni biosyntézy
bilkovin. DNA je nositelem genetické informace, je tak chemickou podstatou

dédi¢nych faktori — gend. Tvoii chromozémy lokalizované v jadie (Klan, 1989).

3.2.1.5 Enzymy

Vyznamnou ulohu ve fyziologii houbové buniky hraji enzymy, které umoznuji
rozklad a vyuzivani substratu. Houby se podileji Castecné nebo upln€ na vyrobé
pektindzy, B-glukanaza, celulazy, hemiceluldzy, dextrandzy, laktazy a proteazy.
Plisné Mucor miehei, M. pusillus a vyssi houby Endothia parasitica se vyuZzivaji jako
producenti syfidlovych enzymt srazejicich bilkoviny v mléce na tvaroh. Diky
houbam mohou byt vyrabény také jogurty, kefiry a dalsi mlééné vyrobky (Klan,
1989; Kovar, 1999; Semerdzieva, Veselsky, 1986) .

3.2.2 Sekundarni metabolity

Yv oW

Sekundarni metabolity jsou rozmanité druhy latek, jedné se o témét Ctyficet typt
a az tisic sloucenin. Jde naptiklad o steroly, terpeny, antibiotika, pohlavni hormony,
alkaloidy, indolové derivaty, derivaty pyridinu a latky odvozené od aminokyselin.
Sekundarni metabolity se nelcastni zékladnich metabolickych drah Zivych
organismd, jsou to piimé produkty metabolismu. Latky podilejici se na syntéze
sekundarnich metabolitd jsou sacharidy, aromatické aminokyseliny, Kkyselina
mevalonova, kyselina Sikimovd a mastné kyseliny. DuleZitou roli zde hraje
predevsim acetylkoenzym A.

Syntéza nového sekundarniho metabolitu vede k produkci biologicky aktivnich
latek dtlezitych pro existenci jednotlivych druhti. Schopnost tvorby sekundarnich
metabolitd mize byt prechodna. Rovnéz je typickd pro rizné taxonomické jednotky,

¢ehoz lze vyuZit pii rozliSovani a ur€ovani hub (Klan, 1989).
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3.2.2.1 Pigmenty

Jednim z dilezitych rozliSovacich znakl stopkovytrusnych a vieckovytrusnych
velkych hub je barva plodnic, ktera vSak nemusi byt stald. Zbarveni je déno
chemickymi latkami, které jsou souhrnné oznacovany jako pigmenty. Naptiklad
zluté zbarveni zpisobuji xantony, Cervené zbarveni nékteré derivaty piperazinu
a pyrazinu. Podobné chinoidni latky dévaji houbam rtizna zbarveni (Kovar, 1999;
Smotlacha, 1999).

Jednotlivé druhy hub jsou charakteristické svym zbarvenim, které je ovlivnéno
mistem vyskytu hub, svételnymi podminkami, teplotou, vlhkosti, vyzivou a staiim
plodnic. Pestfe zbarvené houby obvykle rostou vice v zastinénych mistech,
na svétlych a otevienych mistech rostou spise druhy s nevyraznymi bilymi, Sedivymi
a hnédavymi pigmenty. Barevné¢ pestré druhy, které se ocitnou na slunci, maji
svétlejSi pigmentaci nez stejné druhy rostouci v lese. Kazda houba ma jiné chemické
sloZeni pigmenti, stejné muze byt jen u né€kolika druht (Kovat, 1999).

Chromoforni pigmenty jsou obsazeny v buiikdch hub (v cytoplazmé nebo
vakuolach), chromoparni pigmenty se nachazeji mimo buiitku houby.

Nékteré houby méni svou barvu po roziiznuti nebo otlaceni, coz je dano oxidaci
pigmentd, na jinou barevn€ odliSnou formu. Po usuSeni nékterych druht hub se
zméni barva plodnic na tmavou az ¢ernou. To je dano obsahem nekropigmentt.

Biologicky vyznam pigmentace neni dosud jasny. Nekteti ji povazuji za odpadni
produkt metabolismu. Ukazuje se vSak, Ze nékteré pigmenty maji antibiotické
vlastnosti nebo funguji jako ptrenaseci vodiku pii dychacich pochodech nebo slouzi

jako ochrana pted pfimym UV zafenim (Klan, 1989).

3.2.2.2 Viuné, pachy a chut'ové latky hub

Ziejm¢ nejcennéjSi slozkou hub jsou aromatické latky, dale také pryskyiicné
(terpenické) latky, alkaloidy, kyseliny a dals$i. Na nich zavisi vin€¢ a chut
jednotlivych druht hub. Svym drédzdivym ucinkem také podporuji tvorbu slin
a zaludecnich $tav, ¢imz podporuji traveni (Hagara, 1995; Smotlacha, 1999).

Chut’ hub hraje dtilezitou roli pii jejich vyuziti k piipravé pokrmi. Jedlé houby
maji chut’ nasladlou, mirnou, ofiskovou, nejedlé¢ houby se vyznacuji chuti nahoiklou
Stiplavou a pal€ivou. I kdyz ne vzdy je chut’ rozliSujicim faktorem jedlosti nebo

jedovatosti houby.
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Aroma vétSiny druhlt divoce rostoucich i péstovanych hub obsahuje jako
klicovou vonnou slouc¢eninu alkohol 1-okten-3-ol, ktery vznika enzymovou oxidaci
linolové kyseliny. Ten byva doprovazen fadou dalSich slouc¢enin. Pro aroma hub jsou
dalezité také nékteré netékavé slouceniny, zejména nukleotidy. Jako slozky aroma
suSenych hub se uplafuji také cetné karboxylové kyseliny, laktony, sirné slouceniny
a rovnez heterocyklické slouceniny (Velisek, 1999).

Viné a pachy hub, vychdzejici z jejich chemického slozeni, jsou u nékterych
druht velmi vyrazné a mohou byt snadnym rozliSovacim znakem pii uréovani

daného druhu (Pfihoda et al., 1988).

3.2.3 Mineralni latky a voda

Ve stopovych mnozstvich jsou v houbéch pfitomny také minerdlni latky napft.
draslik, fosfor, vapnik, Zelezo, sodik, méd’, mangan a jiné. V houbdch je podstatné
vice mineralnich latek nez v zelenych rostlinach. Jejich obsah zavisi na misté ristu,
slozeni pidy, véku a druhu houby. V 1 kg suSiny bedly vysoké je az 180 mg médi,
dualezité napft. pfi tvorbé Cervenych krvinek. Houby vSak vstiebavaji ze svého okoli
také nékteré nezadouci prvky, a to i jedovaté, napt. rtut’, arzén, kadmium, chrom,
vanad, berylium. Koncentrace téchto prvkt mize byt v houbach nékolikrat vyssi nez
v okolni pudé. Obsah téchto latek stoupa se stafim plodnice (Hagara, 1995;
Smotlacha, 1999).

V cerstvych houbach je obsazeno 70-95 % vody, po ususSeni se z hub vétSina

vody odpatfi a tim se jeji hmotnost snizi az desetinasobné (Hagara, 1995).

3.2.4 Vitaminy

Houby obsahuji také nékteré vitaminy, pfedevS§im provitamin A ¢ili karoten
(nejvice je ho v liSce obecné), vitaminy skupiny B (Bi, By, Bs a Biy), které jsou
nejvice obsazeny v hiibech. Déle jsou zastoupeny také vitaminy D, E, K a C.
Ptitomnost vitaminu D v houbé4ch je zajimava, nebot’ tento vitamin neni obsaZen
Vv jinych rostlinach a zlistdva zachovan 1 v suSenych houbach. Tepelnou upravou hub
se obsah vitaminu C, By, Bi,, kyseliny listové a vitaminu K snizuje (Hagara, 1995;
Kovar, 1999; Smotlacha, 1999).
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3.2.5 Latky izolované z testovanych roda hub

V nasledujici tabulce 1 jsou uvedeny latky izolované znékterych druht
testovanych v této praci. Zdruhi C. alboviolaceus, C. bolaris, C. malachius,
C. mucosus, C. multiformis, C. pholideus, C. traganus, C. triumphans, C. trivialis,
C. varius a C. venetus zatim cisté latky izolovany nebyly.

Latky izolované z dalSich druht a blize nespecifikovanych druhti rodu Cortinari

us jsou rovnéz uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Latky izolované z hub rodu Cortinarius

Rod/Druh Izolované latky Citace
Cortinarius | kys. asparagova, kys. glutamova, serin, glycin, Perseca et
anomalus alanin, kys. y-aminomaselna al., 1985
arabitol, mannitol, trehal6za, frukt6za, kys. 4- Badalyan et

hydroxybenzoova, cholin, kortinarin A al., 1994

Cortinarius  "qermolutein, dermorubin, endokrocin-6,8-

armillatus | gimethylether, cinnalutein, nordermorubin, Besl et al.,
dermorubin-6-methylether, emodin-6,8- 1978
dimethylether
alkoloidy - infraktopikrin, 10-hydroxy- Geissler et
infraktopikrin al., 2010
Cortinarius . _ ) Brondz et
kys. B -karbolin-1-propionova
infractus al., 2007
derivaty B-karbolinu - infraktin, 6-hydroxy- Steglich et
infraktin al., 1984
Cortinarius )
) zelezity komplex (R)-p-dopa Gill, 2003
violaceus
N-1-B-glukopyranosyl-3-(karboxymethyl)-1H- ]
. Teichert et
indol, N-1- B -glukopyranosyl-3-(2-methoxy-2-
al., 2008a

Cortinarius sp. | oxoethyl)-1H-indol

B -karbolinové alkaloidy - brunnein A-C, kys. 3- | Teichert et
(7-hydroxy-9H- B -karbolin-1-yl)propionova al., 2007
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Tabulka 1: Pokradovani

Rod/Druh Izolované latky Citace
kys. 6-hydroxychinolin-8-karboxylova, kys. 4-
amino-6-hydroxychinolin-8- karboxylova, kys. Teichert et
7-hydroxy-1-oxo-1,2-dihydroisochuinolin-5- al., 2008b
karboxylova
3-aldehyd-2-amino-6-methoxypyridin, (R)-
glycidyloktadekanoat, steroly ergostanového Huetal,
typu 2003
kortenuamid A ((4E,8E)-N-D-2'-
hydroxytetrakosanoyl-1-O-f3-
D-glykopyranosyl-9-methyl-4,8-sfingdienin),
kortenuamid B ((4E, 8E)-N-D-
2'-hydroxytrikosanoyl-1-O-B-D-glykopyranosyl-
9-methyl-4,8
sfingdienin, kortenuamid Tan et al.,

o C ((4E, 8E)-N-D-2'-hydroxydokosanoyl-1-O-- 2003

Cortinarius sp. D-glykopyranosyl-9-methyl-4,8-sfingdienin),
(4E, 8E)-N-D-
2'-hydroxyoktadekanoyl-1-O-p-D-
glykopyranosyl-9-methyl-
4,8-sfingdienin, (4E,8E)-N-D-2'"-
hydroxypalmitoyl-1-
O-B-D-glykopyranosyl-9-methyl-4,8-sfingdienin
nesymetricky disulfid oxidu kortamidinu Nicholas et
al., 2001

1,4-anthrachinonové derivaty - rufoolivacin, Zhang et al.,
rufoolivacin B 2009
rufoolivaciny A-D, (3S)-
torosachryson-8-O-methylether, fyscion, 1- Gazooeltoal.,

hydroxy-6,8-dimethoxy-3-methylanthrachinon,
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Tabulka 1: Pokradovani

Rod/Druh Izolované latky Citace
torachryson-8-O-methylether, citreorosein 6,8-
dimethylether, sinapichinon, Gao et al.,
anhydroflavomannin-9,10-chinon 2010
6,6',8'-tri-O-methylether
(3'S,P)-anhydroflegmacin-9,10-chinon-8'-O-
methylether, dermokanarin 4, kys. N-[9-(4-
hydroxyphenyl)nona-2,4,6,8- Gill, 2003
tetraenoyl|glutamova (skaurin
A), kys. N-[9-(3',4"-dihydroxyfenyl)nona-
2,4,6,8-tetra-enoyl]glutamova (skaurin B)
) Miiller et
flegmacin Ay, B,
al., 2004
Cortinarius sp. Gill et al.
dermokanarin 4 ’
1998
(3S,3'S,P)-
_ Elsworth et
anhydroflegmacin-9,10-chinon 8'-O-methyl ether
) al., 1999
a jeho (2'S)-hydroxy derivat
3-aldehyd-2-amino-6-methoxypyridin,
vibratilicin (3-[3-(dimethylamino)-4- Zhong,
(hydroxyamino)-4-oxobutoxy]-2-(palmitoyloxy) | Xiao, 2009
propyl(9E,12E)-oktadeka-9,12-dienoat)
o Elsworth et
8-0O- B -D-gentiobiosid
al., 2000
o Sontag et
sodagnitin A-F
al., 1999

29



Tabulka 1: Pokradovani

(austrokortinin)

Rod/Druh Izolované latky Citace
sinapichinon (1,2-anthrachinonovy chromophor), Gill,
sinapikolon (dihydroanthracenon-anthron Milanovic,
tetramer) 1999

o Gill et al.,
kys. 6-nitro-iso-vanilova
1987
vl hispidin bi ) Watling et
styrylpyrony — hispidin bis-noryangonin
yrylpyrony p yang al., 1992
) Kopanski et
leprocybin
al., 1982
Gill,
deoxyaustrokortilutein, deoxyaustrokortirubin Smrdel,
1987
Cortinarius sp. Reininger et
cinnarubin, cinnalutein
al., 1972
vibratilicin - 3-[3-(dimethylamino)-4-
(hydroxyamino)-4-oxobutoxy]-2-
(palmitoyloxy)propyl (9E,12E)-oktadeka-9,12- Wang et al.,
dienoat, ergosta-5,7,22-trien-3p-ol, 50,8 a- 2004
epidioxyergosta-6,22-dien-3p-ol, kys. p-anizova,
N-(2-hydroxyhexadekanoyl)-4-sfingenin
anthrachinony - 6-methylxanthopurpurin-3-
methylether, xanthorin, 1,4-dihydroxy-2- Archard et
methoxy-7-methyl-9,10-anthrachinon al., 1985

geosmin (seskviterpenovy derivat)

Breheret et
al., 1999




Tabulka 1: Pokradovani

Rod/Druh Izolované latky Citace
kortinarin A, kortinarin B, orellanin, orellin, Hrdina et
Cortinarius sp. | orellinin al., 2004
o Caddy,
kortinarin C
1984

3.3 HOUBOVE TOXINY A OTRAVY HOUBAMI

Houbové toxiny (mykotoxiny) vznikaji jako pfimé produkty metabolismu hub,
jejich biosyntéza vSak neni spjata se zédkladnimi procesy pfi tvorb¢é biomasy (Klan,
1989).

Asi ze 6 000 evropskych velkych hub je jen okolo 180 jedovatych nebo
podezielych. Jen nékteré z nich vSak maji pro zivot C¢lovéka nebezpecné toxiny.
Prvni 0daje o jedlosti a jedovatosti hub nachdzime uz u antickych ucenct.
Prevladajici ndzor byl, ze houby mohou ziskdvat jedovatost v disledku vnéjSich
vlivi, napft. tim, Ze rostly v blizkosti jedovatych rostlin nebo pobliz rezavého hiebiku
a starych shnilych hadra.

Teprve koncem 18. stoleti se ptislo na to, Ze jedovatost hub je neménna vlastnost
ur¢itych druhi a tedy vnéjsi okolnosti nehraji Zadnou roli. Ve stejné dob¢ se zacaly
zkoumat a charakterizovat prvni houbové jedy (Kohte, 2000).

Otravy, které zpusobuji velké houby, lze rozdélit na lehké, tj. na ty, které se
projevuji u zdravého cloveéka pouze gastrointestinalnimi obtizemi (nevolnosti,
zvracenim, sttevnimi potizemi) a na tézké, tj. takové, pfi kterych je poSkozen néktery
dalezity organ téla, napft. jatra, ledviny, pficemz tyto otravy mohou koncit smrti.

Obsah toxinu v plodnicich kazdé jedovaté houby kolisd v zavislosti na denni
dobé, klimatickych a puadnich faktorech, stafi plodnice apod. RovnéZ distribuce
toxinu v plodnici neni rovnomérna.

Houbu povazujeme za jedovatou, jestlize po poziti malého mnozZstvi nebo
opakované¢ malé davky (kumulativni jedy) se dostavi zdravotni obtize vlivem

obsazenych latek. Houby jedovaté pro zivocichy s fizenou télesnou teplotou nemusi
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byt toxické pro jiné zivocichy. Rovnéz i vnimavost k houbovym toxinim byva

u jednotlivych zivoc¢isnych druhi rizna (Klan, 1989).

3.3.1 Toxiny pavudinci

Hlavnimi toxiny jsou orelaniny — bipyridilové derivaty. 3,3',4,4'-tetrahydroxy-
2,2'-bipyridin-N,N’-dioxid je chemicky vzorec orelaninu. Vyskytuje se v houb¢ jako
ve vod¢ rozpustna sill nebo protonovana nerozpustnd forma. Pti 150 °C se rozklada
a kondenzuje jako orelin. Fotolyzou vznika zpocatku mono-N-oxid orelininu
a pozdg¢ji orelin. Orelanin a orelinin jsou stejné toxické, orelin je netoxicky. Orelanin
pisobi predevsim na ledviny, protoze se v nich hromadi a trvale poSkozuje ledvinové
kanalky (Klan, 1989; Hrdina et al., 2004).

Prvni pfiznaky otravy se projevi teprve za 2-4 dny, nékdy az za 14 dni
nevolnosti, bolestmi hlavy, bficha a v k#izi, zvracenim a nadmérnym mocenim.
Z 1ékatského hlediska mluvime o neurotoxickém syndromu (Klan, 1989).

Orelaninovy syndrom pasobi tyto druhy — pavucinec plySovy (Cortinarius
orellanus), pavucinec nadherny (Cortinarius rubellus) a nékteré vzacné druhy
pavuéinci (Kohte, 2000).

3.3.2 Toxiny neznamé povahy

Vyskytuji se u mnoha hub, vyvoldvaji lehké otravy, projevuji se nevolnosti,
ke svalovym kie¢im nebo ob&hovym porucham. Mluvime o tzv. gastrointestinalnim
syndromu (Klan, 1989; Kohte, 2000).

Tyto druhy hub jsou toxické za syrova, vafené i suSené, krom¢ hiibu satana,
jehoz toxiny se varem rozkladaji (Klan, 1989).

Gastrointestinalni otravy pusobi pecarka zapasna (Agaricus xanthodermus), hiib
kiist’ (Boletus calopus), hiib satan (Boletus satanas), zavojenka olovova (Entoloma
sinuatum), zavojenka vmackla (Entoloma rhodopolium), zavojenka jarni (Entoloma
vernum), cechratka podvinuta (Paxillus involutus), ¢irivka tygrovana (Tricholoma
pardalotum) a dalsi cirivky, urcit¢é holubinky (Russula), ryzce (Lactarius),

pavuéince (Cortinarius) a voskovky (Hygrocybe) (Kohte, 2000).
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3.4 BIOLOGICKA AKTIVITA HUB

3.4.1 Antimikrobialni aktivita hub rodu Cortinarius

Historie betalaktamovych antibiotik se datuje od roku 1928, kdy A. Flehming
na kolonii stafylokokti pozoroval uc¢inek antibakterialni latky, kterou produkovala
kontaminujici plisent Penicillium notatum. Podatilo se mu piipravit pouze malo staly
koncentrat ucinné latky, kterou nazval penicilin. Jeho snaha 0 izolaci U¢inné latky
nebyla Uspé$nd. Na zacatku druhé svétové valky byla objevena metoda cisténi
penicilinu Floreyem a Chainem, coz umoznilo vroce 1941 prvni pokusy
s penicilinovou 1é¢bou u lidi. Jiz v roce 1943 se penicilin zacal vyrabét v USA (Hartl
et al., 2006; Klan, 1989).

Jelikoz nartistd bakterialni rezistence, je tieba hledat dal$i potencialni zdroje
antibakterialn¢ ucinnych latek. Mikromycety jsou dulezitym zdrojem antibioticky
pusobicich latek. Ale zatim existuje pouze nékolik latek izolovanych z makromycet,
které byly testovany na antimikrobialni aktivitu (Murgo et al. in Beattie et al., 2010).

Dichlormethanovy extrakt z C. elegatior vykazoval aktivitu proti Bacillus
subtilus, dichlormethanovy extrakt z C. hercynius vykazoval aktivitu proti B.
subtilus a Escherichia coli (Yayli et al. in Beattie et al., 2010).

Kortamidin, izolovany z nékterych druht rodu Cortinarius, také vykazoval
antimikrobialni aktivitu (Nicholas et al., 2001).

U pigmentd (antrachinon emodin, doprovazeny physcinem) izolovanych
z Cortinarius basirubescens byla prokazana antibakterialni aktivita proti G+
Staphylococcus aureus a proti G- Pseudomonas aeruginosa. Rovnéz antibakterialni
aktivitu proti S. aureus a P. aeruginosa vykazuji lipofilni latky obsazené v druzich C.

austrovenetus, C. canarius, C. clelandii a C. persplendidus (Beattie et al., 2010).

3.4.2 Antikancerogenni aktivita hub rodu Cortinarius

Latky ucinné proti zhoubnému rakovinnému bujeni byly nalezeny jak mezi
mikromycety, tak mezi makromycety. Antikancerogenni aktivitu proti P388
leukemické bunécné linii testované na Celedi mysSovitych vykazoval kortamidin

izolovany z Cortinarius sp. (Nicholas et al., 2001). Sodagnitin A a C izolované
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z C. sodagnitus a C. fulvoincarnatus, sodagnitin C izolovany z C. arcuatorum pusobi

cytotoxicky proti L1210 rakovinnym bunikam (Sontag et al., 1999).

3.4.3 Acetylcholinesterazova a butyrylcholinesterazova inhibi¢ni
aktivita hub rodu Cortinarius

Infraktopikrin a 10-hydroxy-infraktopikrin izolované z C. infractus vykazovaly
acetylcholinesterazovou inhibi¢ni aktivitu a dokonce vyssi aktivitu nez galantamin
(Geissler et al., 2010).

Jak acetylcholinesterazovou tak butyrylcholinesterazovou inhibi¢ni aktivitu
vykazoval p—karbolinovy alkaloid - brunnein A izolovany z C. brunneus (Teichert et
al., 2007).

3.4.4 Dalsi aktivita hub rodu Cortinarius

Trans-4-hydroxy-flavomannin-6,6’-di-O-methyl ether A izolovany z C. vitellinus
a C. splendens vykazoval antiplasmoidalni aktivitu (Francois et al., 1999).
Dichlormethanovy extrakt z Cortinarius elegatior vykazoval aktivitu proti

mékkysi Biomphalaria glabrata (Yayli et al. in Beattie et al., 2010).

3.5 ALZHEIMEROVA NEMOC A ROLE
INHIBITORU ACETYLCHOLINESTERAZY
A BUTYRYLCHOLINESTERAZY

Alzheimerova nemoc je progresivni neurologické onemocnéni charakterizované
demenci, pfedevs§im ubytkem paméti a dale poruchami chovani a postiZzenim béZznych
zivotnich ¢innosti. Vznika na podklad€ degenerativniho zaniku mozkovych neuront,

ktery mimo jiné vede k nedostatku acetylcholinu v mozku (Bednatik et al., 2010).
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3.5.1 Epidemiologie

Demence je jednim z nejCastéjSich zdravotnich problému stafi. Jeji prevalence
V populaci star$i 65 let dosahuje 10 %, pfi€emz s rostoucim vékem se vyskyt zvySuje
a demence postihuje vice nez 30 % osob starSich 80 let. Alzheimerova nemoc je
¢tvrtou az patou nejcastéjsi pri¢inou smrti (Jedlicka et al., 2005).

Statisticky nejvyznamngj$im rizikovym faktorem vzniku Alzheimerovy nemoci
je vék. Vedlejsimi rizikovymi faktory jsou zenské pohlavi, nizké vzdélani a vyskyt
Alzheimerovy nemoci nebo Downova syndromu Vroding€, cerebrovaskularni
onemocnéni a trauma hlavy v osobni anamnéze. Arteriani hypertenze, jejiz vztah
K rozvoji cévniho onemocnéni mozku a vaskularni demence je znam, byla odhalena
jako vyznamny rizikovy faktor také pro rozvoj Alzheimerovy nemoci (Bednatik et
al., 2010).

3.5.2 Etiopatogeneze a patofyziologie

v

se pribézné vyvijeji v souladu s novymi poznatky. Alzheimerova nemoc je pfevazné
sporadick¢ onemocnéni, ale jsou popsany familiarni piipady s autozomalné
dominantni dédi¢nosti. Genetické markery a specifické geny zjisténé u familiarnich
forem Alzheimerovy nemoci vSak u nemocnych se sporadickou formou nemusi byt
pfitomny, i1 kdyZ i zde genetické Cinitele nejspise také hraji svou roli.

Pravdépodobné klicovym patogenetickym mechanismem vzniku Alzheimerovy
nemoci je tvorba a ukladani patologického proteinu (-amyloidu. V neuronech je
pfitomna pfirozend bilkovina amyloidovy prekurzorovy protein. Amyloidovy
prekurzorovy protein je Stépen enzymem a-sekretdzou na fragmenty o délce do 39-
40 aminokyselin. Tyto fragmenty (B-peptid) jsou stabilni a maji své role.
Za patologickych podminek se u Alzheimerovy nemoci uplatiuji na Stépeni
amyloidového prekurzorového proteinu i enzymy - a y-sekretdza, které §tépi delsi
fragmenty o 42 1 43 aminokyselinach. Tyto fragmenty pak piestavaji byt solubilni,
srazeji se v extracelularnim prostoru a polymerizuji. Tak vznikd B-amyloid, ktery
tvoti zdklad Alzheimerovych plakli. V oblasti plakdi dochazi k zaniku synapsi,
k degenerativnim projevim a postupnému zaniku neuront, k aktivaci gliovych

elementi a ke sterilni zanétlivé reakci vcetné aktivace cyklooxygenazy II. Dale
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K uvolnéni fady latek, jako jsou volné kyslikové radikaly, excita¢ni aminokyseliny,
cytokiny a dalsi, které jsou v nadbytku Skodlivé a pasobi dalsi neurodegenerativni
zmény. Patogenetické teorie Alzheimerovy nemoci zohlednuji nejriznéjsi
mechanismy (akcentovand apoptdza, excitotoxické déje, toxické ptisobeni aluminia
a dalSich prvkd a volnych radikal®, lipoperoxidac¢ni déje). Podstata chorobného
procesu nicméné nebyla plné vyjasnéna.

Pokud jde o patofyziologii projevii Alzheimerovy nemoci, V soucasnosti
uznavand cholinergni hypotéza predpoklada, ze ztrata cholinergnich neuronti
Vv predilekénich oblastech mozkové kiiry (entorindlni kiira temporalniho laloku,
hipokampus, pozd¢ji asociacni oblasti neokortexu) a podkoii (nukleus basalis
Meynerti) a tim zptisobené sniZzeni hladin acetylcholinu jsou hlavnim podkladem
kognitivnich poruch. Tize projevii onemocnéni skuteéné koreluje s poklesem
mnozstvi cholinacetyltransferdzy, enzymu tvoficiho acetylcholin a se snizenim

hustoty receptor v mozcich pacientt (Jedlicka et al., 2005).

3.5.3 Klinicky obraz

Manifestnimu rozvoji demence piedchazi v Casnych staddiich onemocnéni
bezptiznakové obdobi, kdy aktivaci latentni mozkové rezervy jsou jeSté zajiStény
normdlni kognitivni funkce. S postupem chorobného procesu vSak dochazi
K vyCerpani rezerv a objevuji se prvni kognitivni poruchy a snizeni funkéni
vykonnosti, které si jiZ uvédomuje sdm nemocny nebo jeho okoli.

Demence mirného stupné v pocatecnim stadiu Alzheimerovy nemoci (obvykle 1
az 4 roky od zacatku onemocnéni) se projevuje predevsim poruchou schopnosti uc¢eni
novym informacim s relativné zachovanym vybavovanim star§ich tidaji. Nemocny
ma obtize s pozorovanim, v§t€povanim a vybavovanim recentnich udalosti a béznych
informaci, hledd nedavno odlozené predméty, zapomina vykonavat bézné rutinni
ukony. Mohou se objevit selektivni obtize s vybavovanim jmen osob a uZivanim
mén¢ obvyklych slov. Pokles paméti a dalsi poruchy jsou na piekazku dennim
¢innostem, ale neomezuji jesté sobéstacnost nemocného.

Stfedni stddium onemocnéni (2 az 10 let od zacatku Alzheimerovy nemoci) se
vyznacuje zavaznou poruchou paméti, kterd uchovava pouze hluboce vstipenou nebo
dobfe zndmou latku. Nové informace Ize vStipit jen vyjimecné a na velmi kratkou

dobu. Pacient si nevybavuje ani svou domaci adresu, ani zakladni informace o misté,
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kde se nachézi, co nedavno dé¢lal. Je dezorientovany, ztraci se i ve znamém prostiedi.
Nevybavuje si jména zndmych osob. Sobéstacnost nemocného je Casem zavazné
narusena.

V pozdnim, tézkém stadiu onemocnéni (7 az 14 let od zacatku onemocnéni)
nastava témer uplnd ztrata paméti s neschopnosti vstipeni nové informace, vybavuji
se pouze nesourodé utrzky diive ziskanych informaci. Nemocny nepoznava ani
blizké osoby, je zcela nesobéstacny, vegetativni funkce probihaji spontanné.

Poruchy dalSich kognitivnich funkci jsou zna¢né interindividudlné rozdilné co
do vyskytu i rychlosti progrese.

Obecné lze fici, Ze Alzheimerova nemoc ma plizivé, nenapadné zacatky a prubch
je chronicky progresivni, bez vyraznéjSiho kolisani. Od zji$téni prvnich piiznaki trva
nemoc prumérmé 7 az 10 let, pak konc¢i letaln€. Trvani choroby se prodluzuje
S léCebnym uzitim inhibitord acetylcholinesterazy a pti dobré celkové péci

0 postizeného (Jedlicka et al., 2005).

3.5.4 Diagnéza

Klinické diagn6za vychazi ze standardizovanych diagnostickych kritérii demence
a zkritérii pro diagnézu Alzheimerovy nemoci. Aby trvalé globalni zhorSeni
kognitivnich funkci a intelektudlni vykonnosti mohlo byt prohldSeno za demenci,
jenutno kromé objektivizace poruchy prokazat, Ze postizeni je natolik tézké,
Ze snizuje béZnou osobni a pracovni vykonnost nemocného. Nutnym ptredpokladem
klinické diagnozy je pak vylouceni jinych moznych pficin demence.

Podezieni na demenci se ovétuje jednoduchymi klinickymi testy. Nejuzivang)si
je tzv. MMSE (Mini-Mental State Examination) skladajici se ze skorovanych otazek
a ukolt zamétfenych na orientaci, vybavnost zékladnich informaci, recentni pamét’,
pozornost, feCove, zrakoprostorové a praktické schopnosti. Nevyhodou testu je mala
citlivost pro lehké formy demence. PiesnéjSimu diagnostickému rozpoznani a
kvantifikaci demence slouzi komplexni neuropsychologické S$kaly. Objektivni
informace o funkcnich schopnostech a sobéstac¢nosti pacienta je nutno ziskat od osob
o pacienta pecujicich, nejlépe pomoci strukturovaného dotaziku.

Hlavnim ucelem pomocnych vySetfovacich metod je zachytit pfipadné 1é¢itelné
pfi¢iny demence. Samoziejmosti je kompletni biochemické a hematologické

vySetieni, endokrinologické vySetieni, EKG, rentgen plic, CT nebo MR mozku. Déle
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se podle anamnézy a doprovodné symptomatiky indikuje vysetieni sérologie lues a
HIV, metabolismu vitaminu Bj; a kyseliny listové, pfipadné dalsi vySetieni (EEG,
lumbalni punkce, toxikologie — tézké kovy aj.) U mladSich dospé€lych je nutno myslet
na pozdé nastupujici vrozené metabolické vady, zejména na Wilsonovu nemoc

(Jedlicka et al., 2005).

3.5.5 Terapie

Zatim neni mozné Alzheimerovu nemoc 1é¢it kauzalné, protoze neni komplexné
znama etiologie. Snahou je ovlivnit znamé patogenetické mechanismy. Dosavadni
terapie neumoziiuje vyléCeni, ale pouze zpomaleni progrese choroby, oddaleni
tézkych stadii, ktera jsou spojena s vyraznym zhorSenim kvality Zivota pacientu,
S plnou zavislosti na péci okoli.

Zalozeny na dikazech jsou zatim pouze dva farmakoterapeutické pfistupy —
pouziti inhibitora cholinesteraz a inhibitort NMDA receptorti. Memantin a inhibitory
cholinesteraz lze vzajemné kombinovat. Tato kombinace je terapeuticky vyhodna,

ale velmi nakladna (Jirak, 2009).

3.5.5.1 Inhibitory cholinesteraz

Mezi inhibitory cholinesteraz patii jak inhibitory acetyl-,
tak butyrylcholinesteraz. Spravna funkce cholinergniho systému mozku je nezbytna
pro pamétové funkce a pro udrzeni kvalitativni urovné védomi. Cholinergni systém
je prvni postizeny neurotransmitérovy systém u Alzheimerovy nemoci. Je snizena
tvorba a vydej acetylcholinu. Tyto latky vedou k blokddé enzymi odbouravajicich
Vv synaptické §térbin¢ acetylcholin (acetylcholinesterazy a u Alzheimerovy choroby
patologicky zmnozené, jinak minoritni butyrylcholinesterazy), a tim zlepSuji
porusenou acetylcholinergni transmisi. Nekteré inhibitory mozkovych cholinesteraz
blokuji pouze acetylcholinesterdzy, jiné i butyrylcholinesterazy. V soucasné dobé¢
jsou Klinicky pouzivané tfi latky.

Donepezil je velmi dobfe tolerovany a ma maly vyskyt nezadoucich efektt
(Jirdk, 2009).

Galantamin je alkaloid puvodné izolovany z Galanthus nivalis (snézenka

podsnéznik). I dnes je izolovan z ptirodnich zdroji, synteticky je produkovan
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vV mens$i mife. Jedna se 0 pomé&rn¢ Cisty inhibitor acetylcholinesterazy a kromé toho
I alostericky modulator nikotinovych receptor. Ma kratsi poloCas, podava se
1x denn¢ ve formé s prodlouzenym uvolniovanim nebo 2x denné v neretardované
formé. Je obvykle dobie snasen a ma minimum nezadoucich efekta (Isensee et al.,
2007; Jirak, 2009).

Rivastigmin je jak inhibitor mozkovych acetylcholinesteraz,
tak i butyrylcholinesteraz. Ma proto o néco vice nezadoucich gastrointestinalnich
efekti, zpravidla pouze pirechodnych. Velmi dobie ovliviiuje psychotické ptiznaky.
Je také pouzivan k 1é¢b¢ parkinsonskych demenci. Ma naprosté minimum lékovych
interakeci.

Vyhodné z hlediska uspéSnosti 1écby je jejich pouZiti u pocinajicich demenci.
Inhibitory mozkovych cholinesterdz jsou kontraindikovany u aktivni viedové
choroby gastrointestinalni a u tézSich pfevodnich poruch srdce. NejcastéjSimi
nezddoucimi ucinky jsou gastrointestinalni, ptedev§im dyspepsie, nechutenstvi,
nauzea, vyjimecné vomitus. Ziidka se vyskytuje zpomaleni srde¢ni frekvence, kiece,

cefalalgie a neklid (Jirdk, 2009).

3.5.5.2 Inhibitory NMDA receptoru

Zatim je z inhibitori N-metyl-D-aspartaitovyh  receptori  (NMDA)
glutamatergniho systému pouzivan pouze memantin. Memantin je parcialni inhibitor
NMDA receptorti. Tyto receptory jsou spojeny s otevienim iontovych kandli
pro Ca®* a Na" ionty. U Alzheimerovy choroby dochazi v pozdgjsich stadiich
k excitotoxicité — K nadmérnému uvoliiovani excitacnich aminokyselin (glutamat,
aspartat), které pak vedou k hyperexcitaci svych receptorti véetné NMDA typu. Tato
aktivita je navic zvySena tim, ze v nékterych oblastech mozku dochazi ke sniZeni
zpétného vychytavani glutamatu. Tim dochazi k nadmérnému vstupu kalciovych
bun¢k do neuronti, k aktivaci nékterych enzymt, ménicich strukturu proteind,
ke zvySené expresi nékterych geni, v dusledku ¢ehoZ nastava zvySena apoptoza
neurond. Excitotoxicitou je také rusen jeden ze zdkladnich mechanizml uceni —
dlouhodobé potenciace, ktery probiha na receptorech NMDA typu. Memantin
vyrazné snizuje excitotoxické plisobeni na neurony. Dal$i pozitivni efekt memantinu
je inhibice proteinkinazy GSK3pea (glykogen syntaza kinaza), ktera spousti

degeneraci neuronalniho tau proteinu. Memantin je dobfe snaseny s minimem
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nezadoucich efektd. Pokud se vyskytnou, projevuji se nejCastéji jako nezadouci
excitace nebo prechodny vyskyt halucinaci ¢i jinych psychotickych symptomu (Jirdk,
2009).

3.5.5.3 DalSsi mozZnosti terapie

Déle existuje fada jinych farmakoterapeutickych pfistupt, které vychazeji
z ovlivnéni znamych patogenetickych fetézct, ale jejichz pouziti neni zalozeno
na diikkazech. Tyto pfistupy jsou pouzivany jako dopliikové, nebot vyzaduji
dukladnéjsi, rozsahlejsi a sofistikovanéjsi klinické studie. Mezi tyto pristupy patii
uziti nootropik, extrakti z Ginkgo biloba, scavengerti volnych radikalt, latek
zvySujicich tvorbu nervovych rastovych faktort, estrogenni hormonalni substituce
u postklimakterickych zen. U vétSiny vSak klinické studie nepotvrdily dostate¢ny
terapeuticky efekt, u nékterych se uvazuje o urcitém preventivnim efektu (Jirdk,
2009).

Poruchy chovani, emocni labilita a agitace ¢asem vyzaduji symptomatickou
psychotropni 1écbu. V ptipad¢ nutnosti antipsychotické ¢i antidepresivni 1é¢by maji
pfednost piipravky s minimem anticholinergnich Uc¢inkl, aby se neprohluboval
zakladni chorobny deficit acetylcholinu. K tlumeni agitace a psychotickych projevi
se zvlasté u starych nemocnych osvédcuje tiaprid. Vhodna jsou také novéjsi atypicka
neuroleptika risperidon, olanzapin, quetiapin a jiné. K uvolnéni deprese se nabizeji
moderni antidepresiva ze skupiny SSRI (citalopram, fluoxetin), je mozné pouZit také
latky ze skupiny selektivnich inhibitorGi zpétného vychytavani noradrenalinu
a serotoninu  (venlafaxin) nebo reverzibilni inhibitory monoaminooxiddzy
(moclobemid). Oxazepam se osvédCuje u epizodické uzkosti, ale benzodiazepiny
jsou obecné u geriatrickych a dementnich nemocnych malo vhodné pro své
paradoxni ucinky. Pro ovlivnéni poruch spanku se misto klasickych hypnotik
doporucuje napiiklad melatonin (Jedlicka et al., 2005).

Dale jsou vyvijeny latky zabranujici syntéze, ukladani a shlukovani p-amyloidu.
Jsou zkouseny nékteré inhibitory protedz, zatim vSak neni zadny v klinickém pouZiti.
Zkousena je také vakcinace B-amyloidem i podavani monoklonalnich protilatek proti
B-amyloidu. RovnéZ jsou zkouSeny postupy blokujici degeneraci tau proteinu i fada

dalSich metod (Jedlicka et al., 2005; Jirdk, 2009).
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Nedilnou soucasti 1écby jsou psychotické metody a socialni podpora.
Psychoterapie md vyznam zejména v Casnych stadiich, kdy lze zpomalit progresi
pamétové  poruchy riznymi  technikami  procvicovani  paméti  vcetné
specializovanych pocitacovych programii. Cileny kognitivni trénik podporuje rozvoj
zachovanych funkci, tzv. realitni terapie vede k tvorbé ndhradnich mechanismu
podporujicich bézné denni aktivity (zapisovani poznamek, orientaéni body
Vv zivotnim prostiedi). Stejn¢ dualezita jako péce o pacienty jsou edukace a socidlni

a psychoterapeutickd podpora o né pecujicich osob (Jedlicka et al., 2005).

3.6 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

3.6.1 Volné radikaly

Vétsina volnych radikald v téle jsou derivaty kysliku, nazyvané reaktivni
slouceniny kysliku (ROS — reactive oxygen species) a derivaty dusiku, nazyvané
reaktivni slouc¢eniny dusiku (RNS — reactive nitrogen species) (Mandelker, 2009).

Radikal je jakakoli molekula, atom nebo ion, ktery ma ve valen¢ni sféfe jeden
nebo vice neparovych elektroni. Radikdly mohou vznikat bud’ homolytickym
Stépenim kovalentni vazby molekuly, pfi némz si kazdy fragment ponecha jeden
elektron (napf. $tépenim C-H vazby v methanu CH,4 vznikne methylovy radikal CHze
a radikal vodiku He) nebo vznikaji ztratou jednoho elektronu (oxidace) ¢i adici
jednoho elektronu (redukce). Jako volny radikal se oznacuje radikal, ktery je schopen
samostatné existence po jakkoli kratkou dobu. Volny elektron dava radikaltim jejich
vysokou reaktivitu a tim i nestabilitu (Zima et al., 1996).

Volné radikaly se dostavaji do organismu zvenci, velké mnozstvi vSak vznika
I v pribéhu metabolismu. Podle toho rozdé€lujeme pti¢iny vzniku volnych radikald na
modré svétlo, vysoky obsah Skodlivin Vv ovzduSi, koufeni, intoxikace
(polychlorované bifenyly, tetrachlormethan, chloroform, alkohol), potrava (volné
radikaly vznikaji pii tepelné Gprave, drcenim, vlivem svétla). Mezi endogenni priciny
patii vznik kyseliny mocové (v reakci katalyzované xantioxiddzou, napf. pfi urazech,
nekrozach, pooperacnich stavech), rozpad fagocyti a makrofagl (zanéty,

popaleniny), vznik methemoglobinu, syntéza prostaglandinti, zvySeny metabolismus
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estrogend, autooxidace thiol, hyperglykémie, reperfuze po ptedchozi ischemii
vcetné svalového vykonu na kyslikovy dluh (Racek, 2003).
Metabolické procesy probihajici v jatrech piedstavuji hlavni zdroj vzniku

volnych radikalu (Mandelker, 2009).

3.6.2 Reaktivni formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku jsou molekuly ¢i atomy vznikajici redukci kysliku
a zahrnuji volné radikalové formy, ke kterym patii superoxid (*O;"), hydroxylovy
radikal (¢OH, nejreaktivnéjsi z kyslikovych forem, je schopen atakovat vSechny typy
biologicky vyznamnych molekul, lipidy, proteiny, DNA), alkoxy radikaly (*RO),
peroxylové radikaly (¢\ROO), hydroperoxylovy radikal (*HO,) a neradikalové formy
jako je peroxid vodiku (H20,), kyselina chlorna (HOCI), ozon (O3), singletovy kyslik
(*Oy). Reaktivni formy kysliku jsou produkovany z vétsi &asti v ramci normalniho
mitochondrialniho dychani. Dilezitou ulohu v radikalovych reakcich maji pfechodné
kovy, které mohou byt donory i akceptory elektronu, a tim i u¢innymi iniciatory
vzniku volnych radikdli. V lidském organismu se uplatiiuji pfedevSim ionty Zeleza
amédi (Fe** + ¢ — Fe?* nebo Cu** + e — Cu") (Kamenikova, 2000/2001;
Mandelker, 2009).

Mezi volné radikalové formy dusiku patii oxid dusnaty (eNO), oxid dusicity
(*NOy). Mezi latky nalezici do skupiny reaktivnich forem dusiku, ale které nejsou
volnymi radikaly, fadime peroxynitrit (ONOO), alkylperoxynitrit (ROONO),
nitrosyl (NO™), nitroxid (NO"), nitronium (NO,"), oxid dusity (N203), oxid dusicity
(N204), kyselinu dusitou (HNO,) (Kamenikova, 2000/2001).

3.6.3 Fyziologické piisobeni radikali

V tad¢ fyziologickych reakci vznikaji v lidském téle volné radikaly. Napiiklad
Vv dychacim fetézci v mitochondriich, pfi oxidativni deaminaci aminokyselin (vznik
peroxidu vodiku). Pii syntéze prostaglandint se ucastni kyslikové radikaly, vznikaji
endoperoxidy obdobné jako pii lipoperoxidaci. Radikaly vznikaji také pii
metabolismu a  detoxikaci xenobiotik (napf. aromatickych  sloucenin,
halogenovodikil), ale také antibiotik (tetracyklini) a cytostatik (doxorubicin,

dactinomycin) (Mandelker, 2009; Zima et al., 1996).
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Granulocyty, eozinofily, monocyty a makrofagy maji ve své buné¢né membrane
enzymovy komplex NADPH-oxidazu, ktery po aktivaci téchto bunék zacne
produkovat obrovské mnozstvi superoxidu za soucasné redukce cytoplazmatického
NADPH. Jeho produkce se zdd nezbytnd pro usmrceni fagocytovanych mikrobii.
Neutrofily maji jest¢ dal§i baktericidni systém, enzym myeloperoxidazu, ktery
z peroxidu vodiku a chloridovych aniontG vytvaii kyselinu chlornou. Tvorba
kyslikovych radikali se vyznamné podili na destrukci tkdné Vv misté zanétu,
U autoimunitnich chorob se tyto zbrané obraceji proti vlastni tkani. Reaktivni formy
kysliku se mohou i jinak podilet na rozvoji zanétlivé reakce. Superoxid stimuluje
adhezi neutrofilii, fada produkt oxidace lipidi muize pisobit chemotakticky. Také
endotelialni buiiky produkuji superoxid, ktery se pravdépodobné podili s oxidem
dusnatym na regulaci cévniho tonu. V mirnych hladindch hraji reaktivni formy
kysliku a dusiku dulezitou regulacni Glohu jako prostfednici v mnoha buné&¢nych
signalizacnich procesech. Mnoh¢ z téchto ROS-zprostiedkovanych reakci skutecné
chrani buiiky proti oxidacnimu stresu a obnovuji ,,redox homeostazu®, normalni
rovnovahu oxidantt a antioxidanti v bufice. Vys$$i organismy vyuZivaji oxid dusnaty
a ROS jako signaliza¢ni molekuly v mnoha fyziologickych funkcich. Patfi sem napt.
sledovani tenze kysliku pfi kontrole ventilace, vyroba erytropoetinu a pfenos signalu
z membranovych receptorti v riznych fyziologickych procesech. Navic jsou ROS
nezbytné pro fadu biologickych funkci. Napiiklad peroxid vodiku je nepostradatelny
pro spravnou funkci S$titné zlazy — pomaha piipojit atomy jodu k tyreoglobulinu pfi

syntéze tyroxinu (Mandelker, 2009; Stipek et al., 2000; Zima et al., 1996).

3.6.4 Oxidaéni stres

Oxidaéni stres Ize definovat jako stav, ktery se vyskytuje tam, kde dochazi
kK vyznamné nerovnovaze mezi produkci ROS a antioxidacnimi obrannymi
mechanizmy. Obecné pfic¢iny oxidacniho stresu zahrnuji toxemie, infekce, hypoxie-
ischemie, hyperglykemie, xenobiotika, hyperlipidemie, hyperproteinemie,
onkologické procesy, zanéty, fagocytarni a imunitni reakce a zvySené metabolické
aktivity. Podle vSeho podléhd kazdd bunka v nékterém stadiu své existence

oxida¢nimu stresu (Mandelker, 2009).
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3.6.5 Patologické ptsobeni radikalu

Volné kyslikové radikdly mohou reagovat se vSemi biologicky vyznamnymi
molekulami, s lipidy, proteiny, nukleovymi kyselinami a sacharidy (Zima et al.,
1996).

Dobtfe charakterizovany je proces neenzymové, nespecifické peroxidace
nenasycenych mastnych kyselin - lipoperoxidace. Tento d&j tvoii kaskada reakeci,
na jejimz pocatku volny radikal atakuje nenasycenou mastnou kyselinu. Tyto zmény
ve struktufe membranovych lipidi vyvoldvaji zmény v propustnosti membran
avyznamné¢ naruSi funkce membran, jako je transport iontli, rozpoznavani
a signalizace receptord a osmotické gradienty. V prubéhu lipoperoxidace vznikaji
také vedlejsi toxické produkty dale poskozujici organismus i vzdalené¢ od mista
svého vzniku (napf. malondialdehyd, alkany, alkeny, alkanaly, alkenaly apod.).
Malondialdehyd vyvolava zesitovani a polymeraci proteini a bazi v DNA
S moznymi a naslednymi mutacemi a kancerogennim ucinkem (Mandelker, 2009;
Zimaet al., 1996).

Lipoperoxidace a zesitovani proteini v membranach jsou pfi¢inou strukturniho
poskozeni a starnuti bunky. Radikaly poSkozuji proteiny nejcastéji oxidaci SH-
skupin aminokyselin s naslednou zménou struktury proteinti, dale dochazi k agregaci
a sitovani, k framentaci a S$tépeni. Oxidované proteiny jsou v buiice rychle
proteolyticky degradovany. RovnéZz dochdzi ke zméné v transportu iontd
a ke zménam v aktivité enzymd. Reaktivni formy kysliku ovliviiuji syntézu kolagenu
a polymeraci kyseliny hyaluronové s néaslednym porusenim bazdlni membrany
a uvolnénim endotelialnich bun¢k (Kamenikova, 2000/2001; Zima et al., 1996).

Vsechny slozZky DNA 1 RNA mohou byt napadeny a poskozeny hydroxylovym
radikdlem nebo singletovym kyslikem. Enzymy opravujici poskozenou DNA lze
povazovat také za soucdst antioxidacni ochrany. Radikélové poskozeni DNA miize
zpusobit aktivaci protoonkogenu nebo inaktivaci nadorového supresorového genu,
amit tak za nasledek iniciaci, propagaci a progresi nadorového bujeni. Timto
mechanismem se mohou uplatinovat volné radikaly v procesu kancerogeneze (Zima
et al., 1996).

Priklady patofyziologickych stavli, u kterych se predpokladd vyznamna ucast
radikalovych reakci na jejich patogenezi, jsou diabetes mellitus, pepticky vied,

Crohnova nemoc, pankreatitida, glomerulonefritida, urémie, nefroticky syndrom,
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poruchy §titné zlazy, ateroskleroza, ischemicko-reperfuzni poskozeni (nejvice

diskutovano je v kardiologii), mozkova mrtvice, trombozy, néktera nadorova

onemocnéni, artroza, rozvoj Parkinsonovy nemoci, Alzheimerovy nemoci, sklerdzy

multiplex, rychlé starnuti, zanéty, dokonce i poskozeni plodu, Sedy zakal a dalsi,
véetné poskozeni svall (Foit, 2002; Kamenikova, 2000/2001; Zima et al., 1996).

3.6.6 Antioxida¢ni ochrana organismu

Lidsky organismus vytvarel po dobu své fylogeneze ochranné antioxidacni

systémy, které za fyziologickych podminek postacuji k inaktivaci volnych radikalt.

Antioxidacni latky mohou vychytdvat reaktivni radikaly (pfeména superoxidu

superoxiddismutdzou) nebo inhibovat jejich tvorbu (blokovani aktivace fagocytl)

vazbou iontl Zeleza nebo médi, prevenci vzniku hydroxylového radikalu, rozkladem

lipidovych hydroperoxidl, reparaci poSkozeni (tokoferol se vaze na peroxylovy

radikal) anebo kombinaci téchto moznosti (Zima et al., 1996).

Antioxidanty tvofi riznorodou skupinu latek a je mozné je délit podle riznych
hledisek.

podle ovlivnéni tvorby volnych radikali na primarni (brani vzniku VR —
volnych radikal; napf. inhibitory NADPH-oxiddzy ¢i xantinoxidazy,
vzniklé VR; latky s redukénim ucCinkem, katalyzatory jako napf.
superoxiddismutaza), terciarni (opravuji ¢i eliminuji molekuly poskozené
pusobenim VR; naptf. enzymy zajiStujici opravu poSokozené¢ DNA
¢1 mechanismy vylucujici proteiny modifikované oxidaci)

podle piivodu na endogenni (tvofici se v organism) a exogenni (pochézejici
zvenci)

podle rozpustnosti ve vodé a v tucich na hydrofilni (rozpustné¢ ve vod¢;
poméme rychle se dostavaji do organismu, ale nepronikaji pfes bunécnou
membranu do bun¢k ani do CNS), lipofilni (rozpustné v tucich; dostavaji se
na misto u¢inku pomaleji, pisobi vSak v lipoproteinech a membranach)
a amfofilni (spojuji vlastnosti obou predchozich)

podle lokalizace na extracelularni a intracelularni

podle  velikosti  molekuly na  vysokomolekularni (bilkoviny)

a nizkomolekularni
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- podle mechanismu ucinku na katalyzatory (enzymy), chelata¢ni latky
(vazi prechodné kovy; stejné pusobi i nckteré bilkoviny jako transferin,
haptoglobin, laktoferin), inhibitory enzymi a ostatni

- podle typu volného radikalu, na ktery pusobi — antioxidanty likvidujici
superoxid (superoxiddismutaza), hydroxylovy radikal (albumin,
cholesterol, mannitol, dopamin, probucol), singletovy Kkyslik (histidin,
vitamin C, vitamin E, p-karoten, tryptofan), peroxid vodiku
(glutathionperoxidaza, katalaza), oxid dusnaty (aminoguanidin, N-metyl-L-
arginin), kyselinu chlornou (sulfasalazin, histidin, methionin, kyselina 6-
aminosalicylova) (Racek, 2003).

Antioxidacni systémy lze té¢Z rozdélit do dvou skupin: na antioxida¢ni enzymy

a antioxida¢ni substraty. Antioxida¢ni enzymy zahrnuji superoxiddismutazu
(SOD), glutathionperoxidazu (GPx), katalazu (CAT), laktoperoxidazu a
mitochondrialni cytochromoxidazovy system P-450. Antioxida¢ni substraty
muzeme dale délit na membranové (lipofilni) — tokoferoly, karotenoidy (retinol,
lutein, zeaxantin, lykopen), flavonoidy a polyfenoly (resveratrol, kvercetin,
pycnogenol), koenzym Q10, kyselina lipoova - a na nemembranové (hydrofilni) —
kyselina askorbova, glutathion, thioly, cystein, ceruloplazmin, transferin, albumin,
kyselina mocova, bilirubin, feritin. Mezi antioxida¢ni substraty patii dale sylimarin,
astaxantin, melatonin a Ginkgo biloba, ktery ma neuroprotektivni a protistarnouci
ucinky (Kamenikova, 2000/2001; Mandelker, 2009; Foft, 2002;Zima et al., 1996).

Antioxidacni enzymy patii mezi metaloproteiny a organismus k jejich syntéze
potiebuje dostatecné mnozstvi stopovych prvkil jako je zinek, mangan, méd’, selen,
zelezo.

S fadou syntetickych antioxidant se setkdvame v potravinarskych vyrobcich.
Nejcastéji se uzivaji fenolové derivaty: 2(3)-terc-butyl-4-hydroxyanizol (BHA)
a 3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen (BHT). Tyto latky inhibovaly vznik nékterych
druhti nddord, avSak ve vysSich koncentracich naopak ptsobily kancerogenné a dale
poskozovaly organismus. U téchto latek je tieba si uvédomit zvySené riziko infekce,

protoze potlacuji i fyziologické baktericidni psobeni radikala (Zima et al., 1996).
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3.6.7 Antioxidacni terapie

Cilem by m¢lo byt snizeni incidence onemocnéni v rdmci prevence a pfi terapii
pozitivni ovlivnéni prtibéhu nemoci a rekonvalescence. Antioxida¢ni latky maji
branit rozvoji radikalového posSkozeni vychytavanim iniciujicich radikalt, vazat
ptechodné kovy s néslednou prevenci generovani radikall, odstranovat peroxidy
a branit dal$im reakcim aktivnich radikalt, ale i reparovat vznikld posSkozeni.
Je dilezité vhodné zvolit antioxidant podle mista tvorby VR. Dilezita je rovnéz
vhodna doba podani antioxidantli i davka antioxidantu (Racek, 2003; Zima et al.,
1996).

Moznosti antioxidacni terapie lze rozd¢lit na pouziti

- antioxida¢nich enzymu

- antioxida¢nich substrati

- stopovych prvki

- kombinovanych pripravki (kombinované multivitaminovych ptipravki, které
n¢kdy obsahuji také stopové prvky)

- syntetickych antioxidanti

- 1é¢iv s antioxida¢ni aktivitou (Zima et al., 1996).

Mezi syntetické antioxidanty patii Chelataéni latky - chelatory - mohou snizovat
tvorbu volnych radikali vyvazanim ptechodnych kovi, predev§im volného Zeleza,
event. médi. Patii zde napt. Na,EDTA, desferoxamin, penicillamin a dexrazoxan,
ktery ptisobi kardioprotektivné pii chemoterapii (Zima et al., 1996).

Dal§imi syntetickymi antioxidanty jsou inhibitory xantinoxidoreduktazy
(XOD) -allopurinol, oxypurinol a dale Kyselina listova, pterin-6-aldehyd, amflutizol
awolfram. Inhibitory NADPH-oxidazy - mezi tyto inhibitory tvorby radikalt
enzymem NADPH-oxidazou v neutrofilech a makrofazich patfi nesouroda fada latek:
adenosin, lokalni anestetika, blokatory kalciového kanalu, nesteroidni antiflogistika
a také monoklonalni protilatky proti NADPH-oxiddze. Antineutrofilni latky -
antineutrofilni sérum, antiadhezni latky a PAF (platelet activating factor) inhibuji
adhezi neutrofilii k endotelu bun¢k a nasledny rozvoj zanétlivé reakce s tvorbou
radikald. Thioly chrani pfed ionizujicim zafenim. Mezi thioly fadime GSH
(glutathion) a jeho prekurzory (cystein, cysteamin), dale dimercaprol a
mercaptopropionylglycin (MPG). Acetylcystein (N-acetylcystein) ma ochranné

antioxidacni ucinky prokazané ve studiich in vitro. Redukovana forma Kkyseliny
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lipoové - kyselina dihydrolipoovd - ma schopnost vychytavat superoxid a
hydroxylovy radikal in vitro. Dietni suplementace kyselinou lipoovou preventivné
chrani pied vznikem ischemicko-reperfuzniho poskozeni, preventivné ptisobi téz u
diabetes mellitus. Probucol je lapacem hydroxylového radikalu, snizuje hladinu
cholesterolu a inhibuje tvorbu oxidativné modifikovaného LDL (low density

lipoprotein). Timto mechanismem puisobi antiskleroticky (Zima et al., 1996).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 POTREBY

4.1.1 Rozpoustédla

Ethanol (EtOH)
Chloroform (CHClI5)
Voda supercista (voda)

4.1.2 Chemikalie

Acetylthiocholin jodid

2,2’-Azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) (ABTS)
Butyrylthiocholin jodid

5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina (DTNB)

Dusi¢nan bismutity zasadity

Folin-Ciocalteu ¢inidlo (F-C ¢inidlo)

Fosfatovy pufr pH 7,4

Galantamin hydrobromid, (Changsha Organic Haerb Inc., China)

Huperzin A, (TAZHONGHUI — Taian zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd.,China)

Jodid draselny
Kyselina askorbova
Kyselina gallova
Kyselina vinna
Persulfat draselny
Skulerin

Trolox

Uhli¢itan sodny
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4.1.3 Pristrojové vybaveni

Pocitacové fizeny (pomoci programu FIAlab for Windows 5.0) FlIAlab 3000
analyzator (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) opatfeny pistovym
¢erpadlem o objemu 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, USB2000-UV/VIS
spektrofotometrem s halogenovou lampou LS-1 (Ocean Optics, USA)
a pratokovou detekéni celou SMA-Z s optickou délkou 1 cm; objem misici civky
je 0,6 ml a spojovaci teflonové hadicky (PTFE; Watrex, Prague, Czech Rep.)
maji pramér 0,72 mm.

Spektrofotometr Shimatzu UV-1611 (Shimatzu, Columbia, Maryland, USA)
Ultrazvukova lazen SONOREX Super 10P (Bandelin, Némecko).

Vakuova odparka Rotavapor R-114 a vodni lazen Waterbath B-480 (Biichi,
Svycarsko).

4.1.4 Detekeéni ¢inidlo

Dragendorffovo ¢inidlo podle Muniera

Roztok A: 1,7 g zasaditého dusi¢nanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo

rozpusténo vV 80 ml destilované vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného bylo rozpusténo ve 40 ml destilované vody.

Zasobni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A a B v poméru 1:1 (v/v), ktery

muze byt uchovavan po nékolik mésica v lednici.

Detekeni roztok byl pfipraven rozpusténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované

vody a pfidanim 5 ml zasobniho roztoku. Alkaloidy byly po reakci s detekénim

¢inidlem zbarveny oranzové (Stahl, 1969).

4.1.5 Vyvijeci soustava pro tenkovrstvou chromatografii

S: CHCl; + EtOH (95%) (50:50)
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4.1.6 Chromatograficky adsorbent

TLC desky - oxid hlinity 60, F,s4, neutralni (Merck, Némecko)

4.1.7 Testované druhy hub

V této ramci prace byly testovany sumarni extrakty z:

Cortinarius  alboviolaceus, Cortinarius anomalus, Cortinarius armillatus,
Cortinarius bolaris, Cortinarius infractus, Cortinarius malachius, Cortinarius
mucosus, Cortinarius multiformis, Cortinarius pholideus, Cortinarius traganus,
Cortinarius triumphans, Cortinarius trivialis, Cortinarius varius, Cortinarius

venetus, Cortinarius violaceus.
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4.2 METODY

4.2.1 Priprava extrakti

V experimentech byly pouzity extrakty, které byly piipraveny v ramci predeslych
diplomovych praci vypracovanych na Katedie farmaceutické botaniky a ekologie.

Pro ilustraci je nize popsana piiprava extrakti.

Navazeny ocistény vzorek plodnice hub (max. 15 g) byl po rozmixovani
extrahovan 70% EtOH (pomér houby (g) : 70% EtOH (ml) = 1 : 15). Extrakce
probihala sonikaci v ultrazvukové lazni pfi laboratorni teploté, stupni intenzity 10,
po dobu 30 minut. Filtraci byl oddélen pevny podil od extraktu a pevny podil byl
promyt tiikrat 10 ml 70% EtOH. Filtrat byl zahustén na vakuové rotacni odparce pii
teploté 50 °C az do odstranéni ethanolu. Do baiiky bylo pfilito cca 10 ml supercisté
vody a roztok byl zfiltrovan pies kiemelinu na filtranim tubusu za sniZzeného tlaku
do 100 ml banky. Filtracni vrstva byla promyta tfikrat 5 ml supercisté vody. Extrakt
byl c¢éastecné odpafen, dobfe uzavien a uschovan v lednici. Poté nasledovala
lyofilizace. Lyofilizat byl umistén pfes noc do exikatoru, kde doslo k odstranéni
zbytkové vody. Lyofilizovany extrakt byl pfeplnén do penicilinek, ptevrstven
argonem a uzavien. Takto pfipravené extrakty se uchovavaji v mraznicce a jsou

vychozim materialem pro stanoveni biologické aktivity a pro dal$i hodnoceni.

4.2.2 Dukaz obsahu alkaloidu barevnou reakei na TLC

Vzorky pro tenkovrstvou chromatografii (TLC) byly pfipraveny rozpusténim
10 mg lyofilizatu v 1 ml 50% EtOH. Tenkovrstva chromatografie byla provadéna
vzestupnym zpusobem v chromatografické komote sycené 60 minut parami elu¢ni

soustavy.

Adsorbent: TLC desky - oxid hlinity 60, Fas4, neutralni (Merck, Némecko)
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Draha:; 80 mm

Soustava: CHCI3 + EtOH (95%) (50:50)

Drahy jednotlivych vzorkt hub 1 - 15 (viz. tabulka 2)

Standard: skulerin

Detekéni ¢inidlo: Dragendorffovo ¢inidlo podle Muniera

4.2.3 Stanoveni inhibi¢ni aktivity houbovych extrakti vici

erytrocytarni AChE a sérové BuChE

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICsp) byla pouzita Ellmanova kolorimetricka
metoda s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny (DTNB) modifikovana
podle Bajgara. Jako substraty se pouzivaji estery thiocholinu, které jsou
cholinesterazami S§tépeny na thiocholin a pfislusnou kyselinu. Stanovuje se SH-
skupina thiocholinu, kterd se navaze na DTNB. Vysledny produkt je Zluté zbarveny
a stanovuje se spektrofotometricky pii vlnové délce 436 nm. Sleduje se nartist
absorbence za jednu minutu. Vyhodou této metody je specifita reakce, jednoduchost
provedeni a vysoka citlivost, ktera dovoluje zaznamenat 1 minimalni zmény aktivity.
Metoda je pouZitelnd jak pro malé mnozstvi vzorku tkan¢, tak pro nizké koncentrace

enzymu (Bajgar, 1972; Ellman et al., 1961).

4.2.3.1 Material

Jako zdroj acetylcholinesterdzy byla pouzita pouzdra lidskych erytrocyti.
Zdrojem butyrylcholinesterazy byla lidska plazma.

4.2.3.2 Pristroj pouZity pro stanoveni cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

Spektrofotometr Shimatzu UV-1611 (Shimatzu, Columbia, Maryland, USA)
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4.2.3.3 Podminky méfeni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- pfi laboratorni teploté

- Vv prostiedi fosfatového pufru (pH 7,4)

- pfi vlnové délce spektrofotometru 436 nm

- Vjednorazovych polystyrénovych kyvetach (opticka délka 10 mm)

4.2.3.4 Priprava erytroctarnich pouzder

Erytrocytarni pouzdra byla pfipravena z Cerstvé odebrané krve, ke které¢ byl
pridan 1 ml citratu sodného na 10 ml krve podle upravené metody Stecka a Kanta
(Steck, Kant, 1974). Plazma (HuBuUChE) byla odstranéna z plné krve centrifugaci pfi
rychlosti 4 000 ot./min za pouziti centrifugy Boeco U-32R s rotorem Hettich 1611.
Erytrocyty byly pfemistény do 50 ml zkumavek a tfikrat promyté 5 mM fosfatovym
pufrem (pH 7,4) obsahujicim 150 mM chloridu sodného (12 000 ot./min, Avanti J-
301, rotor JA-30.50). Promyté erytrocyty byly michany s 5 mM fosfatovym pufrem
(pH7,4) po dobu 10 minut, ¢imz doslo k jejich lyze. Nasledné byly centrifugovany
rychlosti 20 000 ot./min a vznikld pouzdra (HUAChE) byla tiikrat promyta

fosfatovym pufrem.

4.2.3.5 Postup prace

Nejprve byl ptipraven slepy vzorek. Do kyvety bylo postupné pfidano 10-25 pl
erytrocytarnich pouzder nebo plazmy, 200 pl 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
(DTNB), 25 ul rozpoustédla (50% EtOH) a doplnéno na objem 900 pl pufrem (0,1
M fosfatovy pufr pH 7,4). Nasledné bylo ptidano 100 ul substratu (acetylthiocholin
jodid nebo butyrylthiocholin jodid). Nartst absorbance byl méfen pii vinové délce
436 nm po dobu jedné minuty. Métfeni bylo provadéno ve tfech opakovanich.
Pro vypocet poklesu nartistu absorbance byla pouzita primérnd hodnota.

Poté byl pfipraven testovany vzorek. Do kyvety bylo postupné ptidano 10-25 pl
erytrocytarnich pouzder nebo plazmy, 200 ul 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny
(DTNB), 25 pnl testovaného vzorku v riznych koncentracich a doplnéno na objem
900 ul pufrem (0,1 M fosfatovy pufr pH 7,4). Nasledné bylo ptidano 100 pl substratu
(acetylthiocholin jodid nebo butyrylthiocholin jodid). Nartst absorbance byl méfen
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pfi vlnové délce 436 nm po dobu jedné minuty. Méfeni bylo provadéno ve tiech
opakovanich.

Pokles AA (nartistu absorbance) byl vypocten podle vzorce
% pokles AA =100 — (AAsa/ AAg *100)

AAsp — narust absorbance za 1 minutu u méfeného vzorku
AAgL — narlst absorbance za 1 minutu u slepého vzorku

Z vypoctenych hodnot byla pomoci statistického programu GraphPad sestrojena
ktivka, ze které byla odectena hodnota 1Cso. Vysledky byly porovnany s hodnotami
ICs0 znamych inhibitord cholinesteraz: galantaminem (ICsp HUAChE = 2,59 + 0,15
pg/ml, HuBUChE = 58,02 + 2,34 pg/ml), huperzinem A (ICsp HUAChE = 0,061 +
0,01 pg/ml, HuBuChE >500 pg/ml).

4.2.4 Stanoveni antioxidacni aktivity ABTS™ testem s vyuZitim
SIA

Metoda stanoveni antioxidacni aktivity je zalozena na odbarveni vzorku
pusobenim antioxidantu. Radikal ABTS™ vznika oxidaci ABTS (2.,2’-azinobis (3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) persulfatem draselnym a je redukovan
za ptitomnosti vodik dodavajicich antioxidantii. Tvorba ABTS™ vytvaii zéklad jedné
ze spektrofotometrickych metod, které byly pouzity pro méfeni antioxidacni aktivity
roztokil &istych latek, vodnych smési. Tato technika tvorby ABTS™ zahrnuje
produkci zelenomodrého ABTS™ chromoforu b&hem reakce ABTS a persulfatu
draselného. Pfidanim antioxidantu ke vzorku dojde k redukci ABTS™ na ABTS,
rozsah zalezi na antioxidac¢ni aktivité, na koncentraci antioxidantu a délce reakce.
Redukce ABTS™ je doprovézena poklesem absorbance pfi charakteristické vinové
délce. Absorpéni maximum pro ABTS™ je pii 734 nm. Metoda je pouZitelna jak
pro antioxidanty rozpustné ve vodé, tak antioxidanty rozpustné v tucich, Cisté latky
i extrakty (Re et al., 1999).

Tato metoda byla modifikovana pro pouziti sekvencni injekéni analyzy (SIA).
SIA patii do skupiny pritokovych technik, které umoznuji racionalizovat a
automatizovat slozité postupy pii analyze velkych sérii vzorkl instrumentalnimi

metodami.
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Analyt, ktery je obsazeny v roztoku, je nutno pievést na detekovatelny produkt
reakci s ¢inidlem a zméfit vhodnou analytickou vlastnost tohoto produktu. Pro SIA
jsou charakteristické oddé€lené méfici cykly. Nejprve jsou zény nosného média,
vzorku a cinidla postupné aspirovany do jednokandlového systému s vyuzitim
selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla a poté je pohyb pistu cerpadla
obracen, ¢imz dojde k promiseni zony vzorku a ¢inidla a vznikly produkt je dopraven
do detektoru. Tim je jeden cyklus ukoncen. Analyticky signal je registrovan ve forme
piku. Jde o zaznam zmény koncentratniho gradientu reakcniho produktu pfi
prichodu jeho zény detektorem.

Systém je tvofen jednokandlovym dvousmérnym pistovym cerpadlem,
vicecestnym selekénim ventilem, vhodnym detektorem, misici civkou a spojovacim
materialem (obvykle plastikové hadicky). SIA systém pracuje v cyklu
naprogramovanych pohybl pistu Cerpadla, synchronizovanych s pfepindnim pozic
selek¢éniho ventilu. Pfesnd synchronizace a opakovatelnost téchto krokii je nutnou
podminkou k dosaZeni reprodukovatelné disperze jednotlivych zon v SIA systému
atim 1 k ziskdni reprodukovatelného koncentra¢niho gradientu reakéniho produktu,
resp. odpovédi detektoru. Nezbytnou soucasti SIA systému musi byt i vhodny
mikroprocesor (nejlépe PC) s pfisluSnym programovym vybavenim, ktery fidi kroky
méfticiho cyklu a sou€asné sbira, uchovava a vyhodnocuje vystupni data.

V praxi se SIA uplatiiuje pfi stanoveni nékterych anorganickych iontl ve vodé
rizného pivodu za ucelem kontrol jeji kvality, stanoveni obsahu herbicidi, které
ovlivituji Zivotni prostfedi. Rovnéz se vyuzivd pii urcovani stopovych mnozstvi
nékterych t€Zkych kovli, monitorovani hladin 1é¢iv nebo jejich metaboliti v télnich
tkanich, sledovani odpovédi bunék, membran ¢i orgdnl na rizné vné&jsi podnéty.

Potencial SIA je zna¢ny a nadale se bude rozsifovat (Pasekova et al., 1999).
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VZOREK CINIDLO DETEKTOR

ODPAD
DETEKTOR

PISTOVE
CERPADLO

VZOREK

Obrazek 16: Princip SIA (Manudl k ptistroji FIAlab 3000 analyser)

4.2.4.1 Piistroj pouZity pro stanoveni antioxidaéni aktivity pomoci ABTS™

Pocitacové fizeny (pomoci programu FIAlab for Windows 5.0) FIAlab 3000
analyzator (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) opatieny pistovym
Cerpadlem o objemu 2,5 ml, Sesticestnym selekénim ventilem, USB2000-UV/VIS
spektrofotometrem s halogenovou lampou LS-1 (Ocean Optics, USA)
a pratokovou detekéni celou SMA-Z s optickou délkou 1 cm; objem misici civky je
0,6 ml a spojovaci teflonové hadicky (PTFE; Watrex, Prague, Czech Rep.) maji

primér 0,72 mm.

4.2.4.2 Program

Pokus 60s 70 micro.fia

4.2.4.3 Podminky méfeni

Experiment byl provadény za téchto podminek:
- pfi laboratorni teploté

- pii vinové délce spektrofotometru 734 nm
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4.2.4.4 Postup prace

Byl piipraven roztok ABTS™ radikalu. Roztok byl ziskan pfidanim 2.4 mM
roztoku persulfatu draselného (K>S,0g) k 7 mM roztoku ABTS (2,2"-azinobis (3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny). Ptes noc, kdy byla smés ponechana pii
pokojové teploté, doslo k vytvofeni ABTS™ radikalu. Bylo odpipetovano 500 pl
do mikrozkumavky a ulozeno v mraznicce.

Jako rozpoustédlo pro ptipravu vzorki, jako slepy vzorek a jako nosny proud
Vv systému byl pouzit 50% EtOH (tato metoda byla v nasi laboratofi optimalizovana
pro vyse uvedené rozpoustédlo).

Pied samotnym méfenim byl nejprve zméfen slepy vzorek (hodnota poklesu
absorbance by méla byt cca 0,7 = 0,02). Nasledn¢é byl zméfen standard — trolox —
postupné v koncentracich od ¢ = 0,01 az ¢ = 0,07 mM. Z hodnot zavislosti
procentudlniho poklesu absorbance na koncentraci troloxu byla sestrojena piimka
line4rni regrese o ur¢itém sklonu pomoci programu GraphPad Prism 5.02 (R2 >R2>
R? > 0,98). Jako posledni byly mé&feny vzorky houbovych extraktii, aby jejich
aktivita byla cca 20-80%. Vzorky byly odvzdusnény v ultrazvukové lazni. Poté byly
sestrojeny piimky zévislosti aktivity vzorkill na koncentraci jednotlivych vzorkl (opét
pomoci programu GraphPad Prism 5.02, R?> 0,98). Vsechna méfeni byla provadéna
ve tfech opakovanich a absorbance byla métena pti vinové délce 734 nm.

Antioxidacni aktivita byla vyjadfena pomoci vzorce:
TEAC = sklon pfimky vzorku / skon piimky troloxu

Pro srovnani byla zmétena antioxida¢ni aktivita kyseliny askorbové.

4.2.5 Stanoveni celkového mnoZzstvi fenolickych latek

Ke stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek v houbovych extraktech
se pouziva Folin-Ciocalteu metoda. Ke vzorku je ptfidano Zluté zbarvené F-C ¢inidlo
a uhli¢itan sodny. Vysledny produkt je zbarveny modife a pomoci spektrofotometru
je zmefena jeho absorbance pti charakteristické vinové délce 765 nm. Snizeni
absorbance produktu souvisi s koncentraci fenolickych latek v testovaném vzorku.
Mnozstvi fenolickych latek se porovnava se standardem, v tomto piipadé kyselinou

gallovou (Singleton, Rossi, 1965).
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4.2.5.1 Pristroj pouZity pro stanoveni celkového mnoZzstvi fenolickych latek

Spektrofotometr Shimatzu UV-1611 (Shimatzu, Columbia, Maryland, USA)

4.2.5.2 Podminky méfeni

Experimenty byly provadény za téchto podminek:
- pfi laboratorni teploté

- pfi vlnové délce spektrofotometru 765 nm

- Vjednorazovych polystyrénovych kyvetach (opticka délka 10 mm)

4.2.5.3 Postup prace

Nejprve byla namétena kalibracni kiivka. Na jeji ptipravu bylo smichano 125 pl
ethanolického roztoku kyseliny gallové o koncentracich 0,025 — 0,25 mg/ml s 625 ul
FC ¢inidla (Folin-Ciocalteu) a 500 pl 7,5% uhli¢itanu sodného. Smés byla
ponechédna 30 minut pfi pokojové teploté a poté byla odectena absorbance pfi vinové
délce 765 nm.

Dale byly méteny vzorky houbovych extraktd. 125 pl ethanolického extraktu (1
mg/ml) bylo smichdno s 625 pl FC cinidla (Folin-Ciocalteu) a 500 ul 7,5%
uhli¢itanu sodného a po 30 minutich, kdy byly vzorky ponechany pii pokojové
teploté, byla méfena absorbance pii 765 nm. VSechna méfeni byla provadéla ve ttech
opakovanich.

Celkovy obsah fenolickych latek byl odeten z kalibra¢ni kiivky pomoci
programu UV Probe a vyjadfen jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové na mg

extraktu (GAE/mg).
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5. VYSLEDKY

51 VYHODNOCENI REAKCI
NA ALKALOIDY

PRO DETEKCI

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Obrazek 17: Detekce na alkaloidy

Obrdazek 18: Barevna reakce standardu skulerinu

12 13 14 15
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Vysvétlivky k tabulce 2

ST + pozitivni reakce na detekci na startu

ST 0 pozitivni reakce na startu nebyla po detekci pozorovana

X+  pocet pozitivnich reakci na detekci na draze (X=1,2,3...)

0 zadna pozitivni reakce na detekci na draze

Tabulka 2: Pozitivni reakce na detekci u sledovanych taxonti

Cislo vzorku Taxon Detekce na alkaloidy
1 Cortinarius alboviolaceus STO,0
2 Cortinarius anomalus STO,0
3 Cortinarius armillatus STO,0
4 Cortinarius bolaris STO,0
5 Cortinarius infractus STO, 1+
6 Cortinarius malachius STO,0
7 Cortinarius mucosus STO,0
8 Cortinarius multiformis STO,0
9 Cortinarius pholideus STO,0
10 Cortinarius traganus STO,0
11 Cortinarius triumphans STO,0
12 Cortinarius trivialis STO,0
13 Cortinarius varius STO,0
14 Cortinarius venetus STO,0
15 Cortinarius violaceus STO,0

61



5.2 VYSLEDKY STANOVENI INHIBICNI AKTIVITY
VUCI

HOUBOVYCH
ERYTROCYTARNI AChE A SEROVE BuChE

EXTRAKTU

Tabulka 3: Vysledky cholinesterazové inhibi¢ni aktivity

AChE BuChE
0 0
Taxon C/":po‘fg'frfgﬁrﬁl ICso pg/ml C/":pgf;'fjgﬁrﬁl ICso pg/ml
C. alboviolaceus 0 > 500 0 > 500
C. anomalus 0 > 500 7,25+ 0,34 > 500
C. armillatus 9,29 + 0,39 > 500 6,08 +£2,03 > 500
C. bolaris 60,35 + 1,47 308,1 28,48 £ 1,63 > 500
C. infractus 91,96 £ 0,06 7.9 50,98 + 0,89 482,6
C. malachius 0 > 500 0 > 500
C. mucosus 15,86 £ 1,14 > 500 24,75 £ 0,63 > 500
C. multiformis 9,14 £ 0,96 > 500 11,44 £ 1,39 > 500
C. pholideus 9,91 +0,32 > 500 6,42 + 0,46 > 500
C. traganus 6,93 +£0,36 > 500 12,08 £ 0,63 > 500
C. triumphans 0 > 500 9,50+ 0,07 > 500
C. trivialis 0 > 500 10,59 + 1,21 > 500
C. varius 22,86 +0,29 > 500 26,75+ 1,04 > 500
C. venetus 25,86 £1,43 > 500 10,90 + 0,69 > 500
C. violaceus 9,50+ 0,93 > 500 20,97 £ 1,55 > 500

Tabulka 4: Hodnoty cholinesterazové inhibiéni aktivity standarda

HUAChE HuBuChE
Standard
I1Cs0 pg/ml ICs0 pg/ml
galantamin 2,59+0,15 | 58,02+2,34
huperzin A 0,061 £ 0,01 >500
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5.3 VYHODNOCENI

HOUBOVYCH EXTRAKTU

Tabulka 5: Hodnoty antioxida¢nich aktivit u sledovanych taxont

ANTIOXIDACNI  AKTIVITY

ABTS™
Taxon
TE mM
C. alboviolaceus 0,017
C. anomalus 0,052
C. armillatus 0,060
C. bolaris 0,219
C. infractus 0,106
C. malachius 0,022
C. mucosus 0,015
C. multiformis 0,050
C. pholideus 0,033
C. traganus 0,036
C. triumphans 0,050
C. trivialis 0,028
C. varius 0,015
C. venetus 0,029
C. violaceus 0,066
kyselina askorbova 5,987
trolox 1,000
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5.4 VYSLEDKY STANOVENI CELKOVEHO
MNOZSTVI FENOLICKYCH LATEK

Graf 1: Kalibraéni ktivka pro méfeni celkového mnozstvi fenolickych latek

absorbance
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Tabulka 6: Celkové mnozstvi fenolickych latek

Taxon

celkové mnozstvi fenolickych
latek

primér ugGA/mg + SD

C. alboviolaceus 5,00 + 0,00
C. anomalus 17,67 +£ 0,47
C. armillatus 14,33 £ 0,47
C. bolaris 38,33 + 2,36
C. infractus 20,67 £ 1,25
C. malachius 4,67 +0,47
C. mucosus 9,00+ 2,16
C. multiformis 10,00 £ 0,82
C. pholideus 7,00 + 0,00
C. traganus 8,67 +0,47
C. triumphans 12,33 £0,47
C. trivialis 4,67 + 0,47
C. varius 8,33+ 1,25
C. venetus 16,00 = 0,00
C. violaceus 26,00 £ 0,00
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6. DISKUZE

Tato rigordézni prace byla vytvofena s cilem zjistit taxony hub, které¢ vykazuji
signifikantni hodnoty antioxida¢ni aktivity. Zjistit mozny vztah mezi obsahem
fenolickych latek a antioxidacni aktivitou. V neposledni fad¢ také zjistit taxony
S potencidlni inhibi¢ni aktivitou vici erytrocytdrni AChE a sérové BuChE. Prace je
soucasti fytochemického vyzkumu vysSich hub probihajictho na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie.

Latky, které plsobi proti oxidacnimu stresu, se nazyvaji antioxidanty.
Pti oxidacnim stresu dochdzi k nerovnovdze mezi produkci reaktivnich forem
kysliku a dusiku a antioxidaénimi obrannymi mechanizmy organismu. Tato
nerovnovaha a negativni vliv reaktivnich forem kysliku a dusiku se podili na vzniku
a rozvoji mnoha chorob jako je diabetes mellitus, pepticky vied, Crohnova nemoc,
nefroticky syndrom, urémie, ateroskleréza, ischemicko-reperfuzni poskozeni,
skler6za multiplex, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc a dal$i. Antioxidanty
se uplatiuji v terapii téchto chorob, spiSe vSak jako 1écba doplikova (Kamenikova,
2000/2001; Maldeker, 2009; Zima et al., 1996).

Alzheimerova nemoc je progresivni neurologické onemocnéni, které se projevuje
poruchami  paméti, chovadni a postizenim béznych Zivotnich ¢innosti.
Pii Alzheimerové nemoci dochézi ke ztraté¢ cholinergnich neurontli a snizeni hladiny
acetylcholinu. Pfi 1é¢bé Alzheimerovi nemoci se vyuzivaji inhibitory cholinesteraz a
inhibitory NMDA receptor. Dopliikové se pouzivaji antipsychotika a antidepresiva.
Pouziti nootropik, extrakti z Ginkgo biloba, latek zvySujicich tvorbu nervovych
rustovych faktord a antioxidantli se vyuziva v daleko mensi mife. Antioxidanty jsou
obsazeny jak v kazdodenni stravé, tak v celé fad¢ potravnich doplikid a nékterych
druzich hub (Bednatik et al., 2010; Jedlicka et al., 2005; Jirak, 2009; Kamenikova,
2000/2001).

Houby nasly své uplatnéni v medicin€. Latky v nich obsaZené maji antibioticke,
antivirové, antiparazitické, cytotoxické a antioxida¢ni ucinky. Plodnice jedlych druht
makromycetd jsou soucasti lidské vyzivy s vysokym obsahem bilkovin, mineralnich
latek a vitamini. Diky aromatickym latkdm podporuji vyméSovani travicich $t'éav.
Vlaknina pfiznivé plisobi na stfevni peristaltiku. Negativni vlastnosti nekterych

druhii hub je jejich napaddni Zivych organismi. Urcité druhy hub obsahuji toxické
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latky, které zplsobuji otravy. Mezi tyto houby se fadi i nékteré pavucince, jejichz
hlavnimi toxiny jsou orelaniny (Keizer, 1998; Klan, 1989; Mikulcova, 2006).

V této praci byly pouzity jiz piipravené extrakty ziskané z plodnic hub postupem
uvedenym v kapitole 4.2.1. Piiprava extraktt. Tyto extrakty byly pfipraveny v ramci
ptedeslych diplomovych praci vypracovanych na Katedfe farmaceutické botaniky a
ekologie.

Ethanolické extrakty hub byly podrobeny tenkovrstvé chromatografii (TLC).
Bylo nutné zvolit vhodnou vyvijeci soustavu. Soustava ve sloZeni toluen + CHCl3 +
EtOH + Et,NH, (70:20:10:4) nevyhovovala. Pouziti soustavy obsahujici samotny
chloroform nevedlo k dostateénému rozdéleni extraktli. Soustava ve slozeni CHCl3
+ EtOH (50:50) jiz umoznila vyhovujici d€leni extraktt.

Na zéklad€ provedené tenkovrstvé chromatografie je mozné vyvodit nasleduji
Zaver:

Pozitivni reakci na draze na detekci na alkaloidy (s vyuzitim Dragendorffova
¢inidla podle Muniera, obrazek 17) vykazoval pouze C. infractus. Z tohoto druhu
byly jiz diive izolovany alkaloidy (Geissler et al., 2010), jak jiz bylo zminéno
v tabulce 1.

Pfi screeningu antioxidacni aktivity byla pouzita metoda, pfi niz se vyuziva
znalosti barevné reakce mezi ABTS™ radikilem a antioxidantem (dochéazi
k odbarveni roztoku radikalu v dasledku interakce s analytem).

Metoda pouzitd pii tomto stanoveni byla modifikovdna pro pouziti se SIA
za pouziti ptistroje FIAlab 3000 analyzator (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA,
USA). Tato metoda je vhodna pro testovani velkého mnozstvi lyofilizovanych
houbovych extraktii diky své rychlosti a moZnosti pouZiti pouze malého mnozstvi
vzorku.

Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval extrakt z C. bolaris, druhy nejucinné;si
byl extrakt z C. infractus a tfeti nejuc¢inné;si byl extrakt z C. violaceus (tabulka 5).

Pfi porovnani se standardnim antioxidantem, Kyselinou askorbovou (tabulka 5),
jsou naméfené hodnoty antioxidacni aktivity natolik nizké, Ze tyto extrakty neni
mozné povazovat za vhodny zdroj antioxida¢né pusobicich latek.

Je mozZné pozorovat ur€itou souvislost mezi antioxidacni aktivitou a obsahem
fenolickych latek. Extrakt snejvyS$$im obsahem fenolickych latek byl extrakt

z C. bolaris, druhy byl extrakt z C. violaceus a tieti byl extrakt z C. infractus
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(tabulka 6), coz naznacuje, ze fenolické latky obsazené v extraktech mohou byt
zodpovédné za jejich antioxidacni aktivitu.

Pro stanoveni inhibi¢ni aktivity (ICsgp) vici erytrocytarni AChE a sérové BuChE
byla pouzita Ellmanova spektrofotometricka metoda s pouzitim 5,5'-dithiobis-2-
nitrobenzoové kyseliny (DTNB) modifikovand podle Bajgara. Pfi stanoveni
se vyuziva barevné reakce mezi SH- skupinou thiocholinu a DTNB (vznikéd zluté
zbarveny produkt). Tato metoda je velice citliva a jednoducha na provedeni. Nejvyssi
koncentrace pouzita pii tomto méfeni byla 0,5 mg/ml.

Nejvyssi inhibicni aktivitu v0¢i erytrocytarni AChE vykazoval extrakt
z C. infractus, druhy byl extrakt z C. bolaris (tabulka 3). Nejvyssi inhibi¢ni aktivitu
vici sérové BuChE vykazoval extrakt z C. infractus (tabulka 3). Z druhu C. infractus
byly jiz v minulosti izolovany dvé ucinné latky s cholinesterazovou inhibi¢ni
aktivitou (Geissler et al., 2010). Ve srovnani s hodnotami ICsy znamych inhibitord
cholinesteraz (galantaminem (ICso HUAChE = 2,59 + 0,15 pg/ml, HuBuChE = 58,02
+ 2,34 pg/ml), huperzinem A (ICso HUAChE = 0,061 = 0,01 pg/ml, HuBuChE >500
pg/ml)) je inhibi¢ni aktivita extraktu z C. infractus, ktera je fadové srovnatelna
S inhibi¢ni aktivitou galantaminu, vyznamna. Inhibi¢ni aktivita extraktu z C. bolaris

je sice nizsi, ale neni zanedbatelna.
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7. ZAVER

Predlozena prace byla zaméfena na kvantifikaci antioxidacni aktivity,
kvantifikaci cholinesterdzové inhibi¢ni aktivity, kvantifikaci celkového mnozstvi
fenolickych latek a zjisténi pfitomnosti alkaloidt v extraktech hub rodu Cortinarius.

Rod Cortinarius byl pro tuto praci vybran proto, ze z druhu C. infractus byly jiz
diive izolovany dvé ucinné latky s cholinesterazovou inhibicni aktivitou. Cilem tedy
bylo provéfit, zda se podobné ucinné latky vyskytuji i v jinych druzich rodu
Cortinarius. Bohuzel bylo zjisténo, ze ptitomnost téchto latek je pravdépodobné
specificka pouze pro jeden nebo maximalné dva z testovanych druhti (C. infractus a
C. bolaris).

Extrakt z C. infractus ma pomérné vysokou cholinesterazovou inhibi¢ni aktivitu.
Uvéazime-li, Ze jde o sumarni extrakt, lze ptredpoklddat, ze Cistd Uc¢inna latka
izolovana z tohoto druhu bude mit jesté vyssi anticholinesterazovou aktivitu. Proto se
tento druh jevi vhodny pro dalsi testovani a zkoumani s moznosti vyuziti ziskanych
poznatkd v budoucnu napiiklad pii 1é¢bé Alzheimerovy nemoci.

Jak bylo v praci zjisténo, obsah fenolickych latek vyskytujicich se v houbovych
extraktech by mohl mit souvislost s antioxida¢ni aktivitou téchto extrakti. Nejvyssi
obsah fenolickych latek byl prokazan u druhu C. bolaris, C. violaceus a C. infractus.
A pravé tyto extrakty byly také antioxidacné nejvice aktivni.

Bohuzel zjisténé hodnoty antioxida¢ni aktivity testovanych druhG hub rodu
Cortinarius nebyly nijak vyznamné. Proto se tyto houby a extrakty z nich nejevi jako
mozny zdroj antioxida¢né aktivnich latek a jejich vyuziti jako antioxidanti do
budoucna neni pfili§ perspektivni.

Obsah alkaloidii byl detekovan pouze u druhu C. infractus. U ostatnich

testovanych druhti nebyla pfitomnost alkaloidli prokazana.
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Nézev rigor6zni prace Biologicka aktivita makromycet — C

Klicova slova: houby, Cortinariaceae, cholinesterazova inhibi¢ni aktivita,

antioxida¢ni aktivita, ABTS™, fenolické latky, alkaloidy

V ramci této rigordzni prace bylo testovano 15 taxond hub z celedi
Cortinariaceae. Extrakty jednotlivych druhd hub byly hodnoceny na obsah alkaloidu
za pouziti tenkovrstvé chromatografie (TLC), kterd byla realizovdna vzestupnym
zptisobem v chromatografické komote. Obsah alkaloidi byl detekovan u druhu
Cortinarius infractus, coz bylo v souladu s dfive publikovanym vysledkem.

U vSech testovanych druhii byl proveden screening antioxida¢ni aktivity pomoci
ABTS™ testu s vyuzitim sekven¢ni injekéni analyzy (SIA), kterd umoziiuje
monitorovani a vyhodnocovani antioxida¢ni aktivity ve velkém poctu vzorki.
Nejvyssi antioxidaéni aktivitu z testovanych vzorkt vykazoval taxon Cortinarius
bolaris (0,219 TE mM).

Dale bylo stanovovano celkové mmnoZstvi fenolickych latek v jednotlivych
houbovych extraktech za pouZiti Folin-Ciocalteu metody. Mnozstvi fenolickych latek
bylo porovnavano se standardem - Kkyselinou gallovou - a vyjadfeno jako
ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové na mg extraktu (GAE/mg). Nejvyssi
mnozstvi fenolickych latek bylo obsazeno v taxonu Cortinarius bolaris (38,33 +
2,36 ugGA/mg + SD). To naznacuje souvislost mezi obsahem fenolickych latek a
antioxidacni aktivitou u tohoto druhu.

Vsechny testované druhy hub byly podrobeny stanoveni cholinesterazoveé
inhibi¢ni aktivity za vyuZiti Ellmanovy spektrofotometrické metody s pouzitim
kyseliny 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoové modifikované podle Bajgara. Tato metoda je
vysoce specificka, citlivd a jednoduch4 na provedeni. Nejvyssi cholinesterazovou
inhibi¢ni aktivitu z testovanych vzorka vykazoval taxon Cortinarius infractus (ICsg
AChE = 7,9 npg/ml, 1Cso BUChE = 482,6 ng/ml). Aktivita extraktd byla porovnana se
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standardnimi inhibitory galantaminem (ICs HUAChE = 2,59 + 0,15 ng/ml,
HuBuUChE = 58,02 + 2,34 ug/ml), a huperzinem A (ICsp HUAChE = 0,061 + 0,01
pug/ml, HuBUChE >500 pg/ml). Druh C. infractus lze povazovat za vhodny zdroj

inhibitord cholinesteraz.
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15 species of mushrooms from the family Cortinariaceae were tested for their
biological activity. The extracts of the individual mushroom species were tested for
the alkaloid content by a thin-layer chromatography (TLC) method, which was
carried out in an ascending mode in the chromatographic chamber. The alkaloids
were detected only in the case of Cortinarius infractus, which has already been
presented in the literature.

A screening of the antioxidant activity was performed for all of the tested
species by the ABTS™ test with sequential injection analysis (SIA), which enabled
monitoring and evaluation of the antioxidant activity simultaneously for many
samples. The highest antioxidant activity was observed in the case of Cortinarius
bolaris (0.219 TE mM).

To compare the antioxidant activity of the studied species with their total
amount of the phenolic compound, each mushroom extract was tested by the Folin-
Ciocalteu method. This amount of the phenolic compound was compared to the
standard gallic acid, and then presented as an equivalent amount of the gallic acid per
1 mg of the extract (GAE/mg). Cortinarius bolaris contained also the highest amount
of phenolic compunds (38.33 = 2.36 ugGA/mg + SD). This could be a proof of the
relation of the antioxidant activity and content of phenolic compounds.

Besides that, all of the studied species were tested for the cholinesterase
inhibition activity by the Ellman’s spectrophotometric method using the 5,5'-
dithiobis-2-nitrobenzoic acid modified by Bajgar. This approach is very specific,
sensitive and simple to use. The highest cholinesterase inhibition activity was

observed in the case of Cortinarius infractus (ICsp AChE = 7.9 ng/ml, ICso BUChE =
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482.6 pg/ml). The activity of extracts was compared withstandard inhibitors
galanthamine (ICso HuAChE = 2.59 £ 0.15 pg/ml, HuBuChE = 58.02 + 2.34 pg/ml),
and huperzine A (ICso HUAChE = 0.061 + 0.01 pg/ml, HuBuChE >500 pg/ml). The
species C. infractus can be considered as suitable source of the cholinesterase

inhibitors.
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