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5 UVOD

Odhadem je na svété 500 000 druh( rostlin a pouze 5 % z nich bylo farmakologicky
studovano, coz z rostlin déld potencidlni zdroj novych léciv. Znalosti léCivych ucink( rostlin jsou
prevzaty z tradi¢ni mediciny a tykaji se hlavné ptipravk( na bazi surovych extrakt(i. Podle WHO
priblizné 80% svétové populace z ekonomicky rozvojovych zemi jsou stale zavislé na rostlinach
a produktech jejich metabolismu jako zdroji primarni péce. Uvadi se, Ze za poslednich 30 let
vice jak 60 % novych aktivnich substanci pochazi pravé z pfirodnich zdroji nebo jejich syntéza
byla inspirovdna prirodnimi produkty, ale stale vétSina organickych molekul z primarnich
zdrojl nebyla chemicky popsana. 13

Rod Kalanchoe byl poprvé popsan botanikem Michelem Adansonem vroce 1763
a zahrnuje okolo 150 druhi. V nékterych oblastech je stdle uznavano rozdéleni rodu do tfi
sekci: Kalanchoe, Bryophyllum a Kitchingia, které byly poprvé zminény botaniky Mannoni
a Boiteau v roce 1947. Nalevy, kataplazmy, stavy nebo i obklady z drcenych list jsou Siroce
pouzivany v tradicni ¢inské, indické (ajurvédské) a antroposofické mediciné po celém svété,
zejména v zemich jako Indie, Cina, Jizni Afrika a Brazilie.*

Diky rozdilné stavbé bunék i jednotlivych ¢asti rostlinného téla (soubor vakuol, bunééné
stény, plastidd, idioblastl, mlécnic a dalsich) jsou rostliny schopny v sobé hromadit produkty
sekunddrniho metabolismu. Sekundarni metabolity maji vyznam v ochrané rostliny pred
predatory, houbami, mikroby, viry a jsou také nosi¢i farmakologického ucinku rostliny.
MnoiZstvi a sloZeni sekunddrnich metabolitd v rostliné se lisi podle toho, zda je rostlina
péstovana nebo divoce rostouci, zavisi také na abiotickych podminkach, roénim obdobi,
jednotlivych ¢astech rostliny a fazi rlstu. Mezi sekundarni metabolity patfi: alkaloidy,
flavonoidy, fenoly, terpeny, steroidy, kyanogenni glykosidy, iridoidy, a dal3i latky.> ©

Hlavnimi sekundarnimi metabolity rodu Kalanchoe jsou bufadienolidy a flavonoidy.
Bufadienolidy se byly poprvé identifikovany v jedu ropuchy, podle které nesou taky své jméno,
ale mohou se vyskytovat i vjinych ZivociSnych a rostlinnych organismech, jako je rod
Kalanchoe. Chemicka struktura bufadienolidd se skladd z C-24 skupiny steroid(i a obsahuji
Sesticlenny laktonovy (a-pyronovy) kruh v poloze C-178. Z farmakologického hlediska mohou
byt potencidlni skupinou steroidnich hormonl s cytotoxickymi, antivirotickymi,
antimikrobidlnimi a svalové relaxaénimi Ucinky. Flavonoidy se béiné vyskytuji v listech,
semenech, stoncich, kvétech a plodech krytosemennych rostlin. U rodu Kalanchoe jsou nejvice
studovany flavonoidy z list(i. Flavonoidy jsou metabolity pochazejici ze spojeni Sikimatové (1
x derivat kyseliny skoficové) a acetatové (3 x malonylkoenzym A) cesty, obsahuiji strukturni
typ Cs-C3-Cs. Nejcastéjsimi flavonoidy, které jsou popsané v rostlindch rodu Kalanchoe, jsou
glykosylové derivaty kvercetinu, kempferolu, eupafolinu a patuletinu a jsou zodpovédné za
antioxidacni, antimikrobidlni, antivirové, protizanétlivé, gastroprotektivni,
anticholinesterdsové a dalsi u¢inky.>>7

Pro zahdjeni fytochemickych studii je potreba dle literatury zvolit rostlinny zdroj
s vyznamnou aktivitou (podporové tradi¢nim pouzivanim a védeckym vyzkumem) a je potieba
zajistit dostupnost rostlinného materidlu. Rostliny rodu Kalanchoe jsou potencidlnimi
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kandidaty, maji Sirokou Skalu terapeutickych ucinkl, a kromé pohlavniho rozmnoZovani se
dokdzi mnozit i asexudlné. Schopnost snadného mnoZeni ze semen, listovych fizkd,
oddélenych nebo zranénych listi a adventivnich pupen(, které se nachazeji na okrajich list(
je pfimo obsaZzen v ndzvu rodu Kalanchoe. Pfedpoklada se, Ze nazev ,Kalanchoe” pochazi
z &instiny , Kalan Chauhuy”, co? v pfekladu znamend , ktery pada a roste”. >
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6 CiLPRACE

Naplni této diplomové prace bylo:

- Zpracovani literdrni reserse

- Pfiprava sumarnich ethanolovych a ethylacetatovych alkaloidnich extraktl rodu
Kalanchoe: Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh., Kalanchoe fedtschekoi Raym.-Hamet
& H.Perrier, Kalanchoe blossfeldiana Poelln. a Kalanchoe manginii ‘Wendy‘ Raym.-
Hamet & H.Perrier

- Fytochemicka analyza extrakt( dikazovymi reakcemi se zamérenim na steroidni latky
a alkaloidy, vyhodnoceni vysledkd a porovnani s vyhledanou literaturou

- Stanoveni biologické aktivity alkaloidnich extraktl na inhibici acetylcholiesterdsy
(AChE) a butyrylcholinesterasy (BuChE) a vyhodnoceni vysledk(

- Vyhodnoceni celkovych dosaZzenych vysledk

12



7 TEORETICKA CAST

7.1 Celed Crassulaceae (Tlusticovité)

Rostliny z ¢eledi Crassulaceae jsou dvoudélozné vytrvalé rostliny, typicky bylinného
charakteru, mohou viak byt i kefe, polokefe a stromy. Celed Crassulaceae je piibuznd s celedi

Saxifragaceae (Lomikamenovité), ale lisi se isomerickymi cyklickymi kvéty s volnymi plodolisty.
8-10

Listy jsou obvykle jednoduché, stfidavé, prisedlé, bez palist(, ale vyskytuji se i vstficné,
Fapikaté nebo preslenité listy. Nejéast&ji jsou sdruzené do riZic. Cepel listu je celokrajna,
vroubkovana nebo lalo¢nata. Rostliny jsou lysé nebo nékteré druhy obsahuji Zlaznaté chlupy
na povrchu listu. Povrch listu je ¢asto pokryty modrobilym voskem vylu¢ovanym z epidermis,
ktery plni funkci zadrZovani vody vrostliné. Kvéty jsou oboupohlavni, aktinomorfni,
dvoudomé, tfi-, CtyP- az péticetné, nejcastéji usporadané v kruzich. Tvofi vrcholi¢naté, vzacnéji
hroznovité kvétenstvi. Plodem je méchyrek, ktery mize byt blanity nebo drfevnaty. Semena
jsou drobnd s olejovym endospermem. &10

Celed je celosvétové rozsiFena, nejvice zastupcl se vyskytuje v mirnych a tropickych
oblastech, kde se vyskytuji zejména v horskych oblastech. Zahrnuje celkem 35 rodu s pfiblizné
1400 druhy. &

Svym neobvyklym vzhledem a barevnosti se ¢asto péstuji jako okrasné rostliny, které
jsou nendroéné a vyzaduji minimalni pédi.°

Kromé okrasného ucelu maji potencial i v mediciné, protoZe vykazuji antioxidacni,
antihyperglykemické, antimikrobidlni, antiulcerogenni, protirakovinné, protizanétlivé,

analgetické, hepatoprotektivni, antinociceptivni, antiartritické, antimalarické, insekticidni,
antihypertenzivni, antitrombotické a myometrické Géinky.*!

Ze studii na rGznych zastupcich celedi Crassulaceae se podafilo vyizolovat flavonoidy,
steroly, triterpenoidy, fenolické slouceniny a bufadienolidy.!!

Nejvyznamnéjsi rody Celedi Crassulaceae patfi Sedum, Crassula, Echeveria, Kalanchoe,
Rhodiola, Sempervivum, Tylecodon, Aeonium, Dudleya.*!

7.1.1 Rod Kalanchoe

Druhy rodu Kalanchoe jsou typicky vzpfimené rostouci kefe nebo byliny, které se
vyskytuji v subtropickych a tropickych oblastech, nejvice jsou zastoupené na Madagaskaru,
v Africe, Brazilii, Asii a v Australii. Jsou to vytrvalé rostliny s hustymi a zelenymi listy. Kvéty jsou
drobné a sdruzené ve shlucich, bézné jsou rizné zbarvené, nejCastéji jsou Cervené, zluté,
riZové, oranzové nebo bilé.> 4191214 Rod Kalanchoe zahrnuje kolem 150 druh( rostlin. 12
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Z riznych fytochemickych studii tohoto rodu byla izolovana cela fada sekundarnich
metabolitl rGzného typu jako napf. flavonoidy, alkaloidy, fenolové kyseliny, saponiny,
anthokyany, kumariny, bufadienolidy, triterpeny, steroly a dal3i.1% 14

Pritomnosti kardiotoxickych bufadienolid( je celd rostliny jedovatd, kdy nejvyssi obsah
bufadienolidi je v kvétech. U nekontrolovaného nepohlavniho rozmnoZovani pomoci
dcefinych rostlinek rostoucich na okrajich listl pfi silnéjSim otfesu opadaji na zem a ihned se
zakorenuji. Pravé tyto rostlinné casti mohou byt pficinou otrav nékterych hospodarskych
zvifat napf. v Australii.1> 1> 16

Dnes se péstuji zejména jako pokojové a okrasné rostliny. V lidovém l|écitelstvi se
pouzivaji nadzemni ¢asti a Stava z rostlin k |é¢bé zanétd, alergii, koZnich onemocnéni. Vytazky
z rostlin se uZivaji vnitiné k l1éc¢bé Zaludecnich vied(, astmatu, infekci, nddor( a k regulaci
krevniho cukru. 1% 1 Tyto rostliny jsou podrobeny celé fadé studii, kde vykazuji zajimavé
farmakologické aktivity (anthelmintické, imunosupresivni, protizanétlivé, cytotoxické,
antihyperglykemické, hepatoprotektivni, nefroprotektivni, antioxidacni, antimikrobidlni,
analgetické, antikonvulzivni, antipyretické, antihistaminové). VySe zminéné farmakologické
aktivity jsou pripisovany vétsinou flavonoidiim a bufadienolid(im, které se rfadi mezi hlavni
sekundarni metabolity nalezené v extraktech rodu Kalanchoe. Bufadienolidy se poji hlavné
s cytotoxickymi, antivirovymi, antimikrobnidlnimi, antioxidaénimi a svalové relaxacnimi
aktivitami. Flavonoidy jsou uvadény jako protizanétlivé Iatky a latky napomahajici pfi hojeni
ran, ddle maji antioxidacni, antimikrobialni, antivirové, leishmanicidni a dalSi ucinky,
preventivné  plsobi  také  proti  kardiovaskuldrnim a  neurodegenerativnim
onemocnénim. > 1% 14,17

Historie ¢lenéni rodu Kalanchoe

V prvni pulce 20.stoleti byl rod Kalanchoe rozdélen do tfi sekci: Kalanchoe,
Bryopyhllum a Kitchingia. RozliSovaly se podle tvaru kalichu a korunni trubice, misto napojeni
tyCinek ke koruné, pomérem délky semeniku k délce ¢nélky, prostorového usporadani rostliny
a tvaru stopky. 4 18

Nazev rodu Bryophyllum je pfevzat z fectiny a znamenad ,klicici list“. Pro tyto rostliny
jsou charakteristické previslé kvéty, ohnuta kvétni stopka, zvonkovity nebo kulaty kalich,
srostlé kalisni listky, korunni trubice je ziZena nad semenikem, nitky ty¢inek jsou bazalné
srostlé s korunou, ¢nélka je vyrazné delsi nez semenik, ma ctyrhranné nebo pllkruhové
Supinovité nektarium. U vétsSiny druhl Bryophyllum se nachazeji na okrajich listu adventivni
pupeny a druhy maji haploidni pocet chromozom( (17). Vyskytuji se prevainé na
Madagaskaru, kromé druhu Bryophyllum pinnatum. * & 1°

Zastupci rodu Kalanchoe se vyznacuji vzpfimenymi kvéty, prfimou kvétni stopkou,
valcovitym tvarem kalichu, nesrostlymi kalisSnimi listky nebo srostlymi pouze v poloviné své
délky, rovnou korunni trubici, nitky ty¢inek jsou srostlé s korunou centrdlné nebo po délce,
¢nélka je kratsi nez semenik, linedrnim Supinovitym nektariem. Na listech nejsou Zadné

14



adventivni pupeny. Zakladni pocet chromozom( je 18. Tyto rostliny rostou na africkém
kontinentu a na jihu Madagaskaru.* 18

Par druhd rodu Kitchingia bylo zahrnuto do rodu Bryophyllum, jsou pro né typické
trubkovité kvéty, které nejsou v blizkosti otvoru trubice zizené.* 18

Odborna botanicka spolecnost zabyvajici se touto problematikou se shodla na tom, zZe
vSechny vySe jmenované druhy jednotlivych dfive rodl se nové zarazuji do jednoho
spole¢ného rodu Kalanchoe.* 18

Taxonomické zafazeni?®

Rise Plantae Rostliny

Podrise Tracheobionta Cévnaté rostliny
Oddéleni Magnoliphyta Krytosemenné
Trida Rosopsida Vyssi dvoudélozné
Rad Saxifragales Lomikamenotvaré
Celed’ Crassulaceae Tlusticovité

Rod Kalanchoe Kolopejka

Tabulka 1 - Taxonomické zafazeni?°

7.1.1.1 Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh. (syn. Kalanchoe tubiflora Raym.-Hamet.)

Kultivar pfipominajici tvarem lustr pochazi z Madagaskaru a dorlsta do vysky dvou
metr(. Jednd se o dvouletou az vytrvalou lysou rostlinu. Stonek je vzpfimeny, nevétveny
vétSinou Sedavé nebo rlZovo-Sedavé barvy s pfisedlymi, duZnatymi, Sedozelenymi
a valcovitymi listy na vrcholu (Obr.1). Rostlina je zndmad svym vegetativnim rozmnozovanim,
kdy na koncich stonku na listech tvori adventivni pupeny, které se oddéli od materskeé rostliny,
spadnou na zem, zapusti kofeny a vyrostou z nich nové rostliny. Previslé kvéty jsou nejéastéji
razové, fialové, oranzové a cervené barvy se zvonkovitym kalichem a trubkovitou korunou.
Kvétenstvim jsou hustd lata. Hnédé zbarvena semena jsou drobnd a jsou unasena vétrem
avodou. 621,22

Z ethanolového extraktu z celé rostliny K. delagoensis byly izolovany bufadienolidy
(bryofyllin A, bersaldegenin- 1,3,5- orthoacetat a bersaldegenin-1-acetat) a kardenolidové
latky (kalantubosid A a B). Tyto latky jsou zodpovédné za cytotoxickou aktivitu proti ¢tyrem
lidskym rakovinnym bunécnym liniim: A549 (adenokarcinom plic), Cal-27 (ordlni
adenoskvamazni karcinom), A2058 (melanom) a HL-60 (promyelocytarni leukémie). Navic
bufadienolidy (daigremontianin a bersaldegenin- 1,3,5- orthoacetdt) maji také silné sedativni
ucinky, které u mysi pfi vysSich davkach vyvolavaji paralyzu a krfecCovité svalové kontrakce.
Fenolické slouceniny (myricetin a malvidin), nalezené v extraktech, vykazuji antioxidacni,
protizanétlivé a antifungalni ucinky (Aspergillus ochraceus). V nékterych zdrojich se setkdme
i s potvrzenim pritomnosti alkaloidnich latek, konkrétni strukturni typy nebyly popsany. Dnes
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je péstovana predevsim jako pokojova rostlina, ale napf. v Brazili se stale uziva pro své hojici
ucinky. Rostlina ma Siroké vyuziti vlidovém lécitelstvi, kde se pouZiva klécbé infekci,
revmatismu, zanétl a hypertenze.® > 10,21, 23

Obrazek 1 - Kalanchoe delagoensis %*

7.1.1.2 Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-Hamet & H.Perrier

Sukulentni rostlina pdvodem z Madagaskaru je pojmenovan podle ruského botanika
Borise Alexejevice Fed¢enka (1872-1947). Vytrvalda lysa rostlina dorGstajici vysky 50 cm, roste
predevsim v suchych, kamenitych oblastech a na skalach. Stonek je pfimy, dlouhy 20-30 cm
a purpurové zbarveny. Listy jsou duznaté, pokryté voskem s obvejéitym az okrouhlym tvarem
a vyskytuji se na koncich stonku. Mladé listy jsou svétle modrozelené zbarvené s purpurové
zvyraznénym lemem. Kvéty jsou previslé s Uzce zvonkovitou oranZzovou nebo cervenou
korunou a tvofi chocholi¢nata kvétenstvi (Obr. 2). Tyto rostliny maji drobnd semena a jsou
péstovany pfedevsim jako okrasné. V Brazilii se pouZiva jako analgetikum. 26

Ethanolovy extrakt z nadzemni ¢asti véetné drevnatych stonkl, ethanolovy extrakt
z nadzemni Casti bez drevnatych stonkl a ethanolovy extrakt pouze z dfevnatych stonku
rostliny Kalanchoe fedtschenkoi byly podrobeny testovani proti patogenim ESKAPE (tato
zkratka se poji s ndzvy Sesti vysoce virulentnich a na antibiotika rezistentnich bakteridlnich
patogenu: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter spp.), které jsou
zodpovédné za vétSinu nozokomidlnich infekci na celém svété. VSechny tfi zminéné extrakty
vykazovaly antimikrobidlni aktivitu proti tfem patogenim z Sesti: Staphylococcus aureus,
Acinetobacter baumanni a Pseudomonas aeruginosae. Antimikrobialni aktivitu vykazuji
flavonoidy a fenolické slougeniny, konkrétné kvercetin, kempferol a kyselina kdvova.?®
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‘meaded bymgkorest Starr & Kim Starr.

Obrézek 2- Kalanchoe fedtschenkoi

7.1.1.3 Kalanchoe blossfeldiana Poelln.

Druh pochazejici z Madagaskaru je zndmy jako Vanoc¢ni kalanchoe. Jedna se o vicelety
ket nebo poloker dorustajici vysky 15-40 cm s tmavé zelenymi, vroubkovanymi a duznatymi
listy. Kvéty jsou malé, paprscité a zluté zbarvené, vyskytuji se ve shlucich a tvofi okoli¢nata
kvétenstvi (Obr. 3).2830

Ze studii vyplyva, Ze ethanolovy extrakt z nadzemni ¢3asti K. blossfeldiana ma potencidl
viécbé rakoviny a bakteridlnich infekci zplsobenych grampozitivnimi bakteriemi
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Corynebacterium diphteria, Staphylococcus
epidermis, Enterococcus hirae) a gramnegativnimi bakteriemi (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa), dadle ma protizanétlivé, analgetické, diuretické, hepatoprotektivni, antioxidacéni
ucinky. Extrakty z nadzemni ¢asti rostliny obsahuji flavonoidy (kvercetin, kvercetin-3-O-B-p -
glukosid), fenolické slouceniny, tfisloviny, steroly (stigmasterol a B-sitosterol), triterpeny,
alkaloidy, kardioaktivni glykosidy, kumariny, anthokyaniny a dalsi latky. Obsah sekundarnich

metabolitd se liS$i podle zbarveni kvétd. Péstuje se jako pokojovd a okrasna
rostlina. 1012, 28, 31,32
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Obrézek 3 - Kalanchoe blossfeldiana 3

7.1.1.4 Kalanchoe manginii “‘Wendy‘ Raym.-Hamet & H.Perrier

Rostlina plvodem z Madagaskaru je prezdivana ,madagaskarsky zvonek” dor(sta
vySky az 30 cm. Stonek je duznaty s kopinatymi az obvejcitymi listy, které jsou na okrajich
zubaté nebo vroubkované. Zvonkovité kvéty jsou previslé a riZzové nebo ¢ervené zbarvené se
Zlutym zakonéenim (Obr. 4). Péstuje se pfedevsim jako okrasna rostlina.3437

‘38

Obrézek 4 - Kalanchoe manginii “‘Wendy
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7.1.1.5 Kalanchoe prolifera Raym.-Hamet.

Je to vytrvala sukulentni rostlina, kterd roste v tropickych oblastech na kamenitych
pUdach a dorlstd vysky az 3 m. Lodyha je vzpfimend, ¢tyfhranna, nevétvena a drevnata.
Rapikaté a zpefené listy jsou masité, robustni, gumovité s fialovymi a zubatymi okraji (Obr. 5).
Kvétenstvim je lata a je tvofeno aZ 700 kvéty. Cervené zbarvené kvéty jsou zvonkovitého tvaru.
Listy se v tradi¢ni mediciné v Indonésii uzivaji k Ié€bé horecky, infekci, revmatismu a koznich
onemocnéni. 3940

Obrézek 5 - Kalanchoe prolifera #* 42

7.1.1.6 Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Je to vytrvaly ket dorastajici vysky 1 — 1,5 m. Stonek je duty, vétveny s fialovym
nadechem. Listy jsou vstficné, lichozperené s kopinatou ¢epeli a vroubkovanym, nacervenale
zbarvenym okrajem. Kvétenstvim je lata s mnoha previslymi ¢ervenymi nebo fialovymi kvéty
zvonkovitého tvaru (Obr. 6). 4344

Rostlina obsahuje fadu biologicky aktivnich |atek: flavonoidy, bufadienolidy, fenoly,
saponiny, tfisloviny, triterpeny, steroidy, alkaloidy, lipidy a dalsi. S oblibou se vyuZiva
v ajurvédské, cinské a antroposofické mediciné klécbé zanétl, infekci, kasle, astmatu,
ledvinovych kament, viedq, alergii, prajmam, dny, Zloutenky, bolesti hlavy a nékolika dalSich
antidiabeticky, protinadorovy, protialergicky, antimikrobialni, antiviroticky, antioxidacni,
nefroprotektivni, insekticidni, antiulcerézni, anthelminticky, acetylcholinesterasovy,
antileishmanidzni, tokolyticky. S Sirokym spektrem terapeutickych Gcinkd je tato rostlina
nejstudovanéjsim druhem rodu Kalanchoe s nejvyssim poctem odbornych ¢lankl a je také
uvedena v Némeckém homeopatickém Iékopisu (HAB) 2014 a v brazilském Seznamu
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71 |éCivych rostlin, které vypracovalo Brazilské ministerstvo zdravotnictvi v roce 2009
(The National List of Plants of Interest to the Unified Health Sytem — RENISUS). > 10, 4> 46

Obrézek 6 - Kalanchoe pinnata #

7.1.1.7 Kalanchoe tomentosa Baker

V prirodé tato sukulentni rostlina miiZze dosahnout vysky az 1 m. Lodyha je vzpfimen3,
drfevnatd, rozvétvend a pokryta chlupy. Svym vzhledem je znama jako ,antistresova rostlina“
kvlli mékkym bélavym az modrozelenym chloupklm, které pokryvaji listy (Obr. 7). Listy
stfidavé, prisedlé, ovalné, masité a na vrcholu jsou usporadané do rlzic. Okraje listu jsou
zaoblené nebo zubaté s hnédavym nadechem. ,Tomentosa” je v prekladu z latiny husté
vinény nebo sametovy, husté chloupky na povrchu listu snizuji transpiraci vody z jejich
povrchu. Kvétenstvim je lata sloZzena z vidlicnaté vétvenych postrannich vétvicek. Kvéty jsou
drobné a zvonkovité.* 48 4°

Mezi hlavni obsahové latky této rostliny mUZzeme zaradit flavonoidy, které vykazuji
protinddorové Gcinky.> *°
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Obrazek 7 - Kalanchoe tomentosa >V %2

7.1.1.8 Kalanchoe crenata (Andrews) Haworth (syn. K. brasiliensis Camb.)

Brazilska vytrvald bylina dorlsta vysky 30-200 cm. Jemné Zlaznaté chlupata lodyha je
pfima, duznata, lysa a témér nevétvena. Zelené az nahnédlé listy jsou vstficné, kratce fapikaté,
tvarové vejcité az kopistovité, nepravidelné a jsou seskupené ve spodni ¢asti lodyhy. Okraj
listu je vroubkovany. Kvétenstvi tvori 30—100 kvét( a je latnaté. Kvéty jsou Ctyrcetné a typicky
Zluté, naoranZovéle nebo ¢ervené zbarvené (Obr. 8). >3 >4

Hlavni obsahové latky v této rostliné jsou flavonoidy. Maji antioxidacni, antibakterialni,

/////

inhibi¢éni  aktivitu. V Africe se listy doporucuji khojeni pupeénikovych ran
u novorozencu. 31954

55

Obrazek 8 - Kalanchoe crenata

21



7.1.1.9 Kalanchoe daigremontiana Raym. — Hamet and H. Perrier

Sukulent prezdivany jako , matka tisici“ nebo ,dablova pater” je robustni rostlina
dorUstajici vySky az 1 m. Stonek je vzpfimeny, jednoduchy a madlo vétveny. Horni a spodni
strana listu je rzné zbarvena, horni strana je leskle zelend nebo bronzova a spodni strana je
nepravidelné skvrnitd a Sedozelené, zelené nebo hnédé zbarvend. Na okrajich list( vyruastaji
adventivni pupeny, které po malém otfesu rostliny spadnou na zem a zakoreni se (Obr. 9).
Sedofialové kvéty maji trubkovity tvar. 5657

Vzhledem k jednoduchému mnozZeni se podafilo vykultivovat mnoho hybrid( této
rostliny, pfikladem je Kalanchoe daigremontiana x delagoensis. Kromé okrasného uUcelu se
pouzivala v tradi¢ni mediciné k 1é¢bé artritidy, Zaludecnich vied(l, revmatismu, kasle, horecky
a Uzkosti. Z rostliny byly izolovany flavonoidy, bufadienolidy, steroly, fenolické slouceniny,
polysacharidy a lipidy. Vyznacuji se antivirovymi, sedativnimi, protinddorovymi, insekticidnimi
a larvicidnimi t¢inky.3 > 10 46,58

Obrézek 9 - Kalanchoe daigremontiana >°

7.1.1.10 Kalanchoe gastonis-bornieri Raym-Hamet et Perrier

Vytrvaly sukulent dorlsta vysky az 70 cm. Stonky jsou vzptimené, hladké a Sedivé
barvy. Listy jsou fapikaté, Siroce vejcité, skvrnité, usporadané v bazalnich rdzicich a pokryté
voskovitym bilym povlakem, ktery plni Gcel ochrany pred primym sluneénim zarenim
(Obr. 10). Okraje listd jsou tupé vroubkované. Kvétenstvi je lata s previslymi, zvonkovitymi
a Zluté zbarvenymi kvéty. 6061

Ve vodném extraktu z celé rostliny (hlavné extrakt z podzemnich &asti rostliny) byly
detekovany lignany, které maji potencial v Ié¢bé benigni hyperplazie prostaty. Jsou zndmy
svymi protizanétlivymi, antioxida¢nimi, larvicidnimi a AChE inhibi¢nimi ucinky. V Latinské
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Americe se v tradi¢ni mediciné uZival vodny extrakt z rostlin jako hormonadlni antikoncepce,
dale také pfiléébé mocovych a vagindlnich infekci. V Ekvadoru ma vyuZiti také proti prvokim
rodu Leishmania. 5254

Obrézek 10 - Kalanchoe gastonis-bonnieri 5
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7.1.2 Biologicka aktivita rostlin rodu Kalanchoe

7.1.2.1 Cytotoxicka/ Protinadorova aktivita

Bufadienolidy | Kalantubosid A Protinadorova Kalanchoe Ethanolovy 5

(11) aktivita na delagoensis extrakt z celé
karcinom plic, Eckl. & Zeyh. | rostliny

Kalantubosid B ustni dutiny,

(12) melanom a
leukémii

Bryofyllin A (7)

Bersaldegenin-

1,3,5 —o-acetat

(9)

Bersaldegenin- 1-

acetat (13)

Flavonoidy Glykosidy Aktivita na Hela | Kalanchoe Ethanolovy 14
kvercetinu, buriky blossfeldiana | extrakt
kempferolu a (karcinom Pollen. z nadzemnich
myricetinu délozniho ¢asti rostliny

¢ipku), také na
bunécné linie
rakoviny jater
HEPG?2,
karcinom
tlustého streva
HCT-116,
dlazdicového
HEP-2 hlavy a
krku a rakoviny
prsu MCF-7

Bufadienolidy | Bersaldegenin- Protinadorova Kalanchoe Extrakt z list(i 5,10, 46
1,3,5-0-acetat (9) | aktivita na Raji daigremontia

bunky na x
Daigremontianin | (lymfoblastoidni | delagoensis
(10) buriky) — virus
Epstein-Barrové
Flavonoidy Astragalin (34) Cytotoxicita Kalanchoe Methanolovy a | 5, 50
proti buikdm tomentosa ethyl-
Afzelin (30) mysi leukémie Baker acetatovy

Kempferol (35)

P-388

extrakt z listd
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Sekundarni Obsahové latky Aktivita Cast rostliny Literatura

metabolity

Bufadienolidy | Bryofylin A, B, C Protinadorova Kalanchoe Stéava z listl 5,10, 46
(7,8,16) aktivita na pinnata
karcinom plic, (Lam.) Pers.

tracniku a
nosofaryngeadlni
karcinom, Raji
bunky

Bersaldegenin-3- | Protinadorova
acetat (14) aktivita na
karcinom plic,
karcinom ustni

dutiny,
melanom a
leukémii a Raji
buriky
Flavonoidy Kvercetin (24) Cytotoxicita Kalanchoe Methanolovy | 5,39
proti burikdm prolifera extrakt z listQ
Astragalin (34) mysi leukemie Raym. -
P-388 Hamet

Afzelin (30)
Kempferol (35)
Isokvercitrin (28)

Kvercetin-3-0O-
soforosid (36)

Tabulka 2 - Cytotoxicka/ Protinddorova aktivita

7.1.2.2 Sedativni aktivita

Klasifikace Obsahové latka Cast rostliny Literatura

slouceniny
Bufadienolidy Daigremontianin (10) | Kalanchoe Extrakt z list( 10
delagoensis Eckl. &
Bersaldegenin- 1,3,5- | Zeyh.

o-acetat (9)
Kalanchoe
daigremontiana
Raym. — Hamet and
H. Perrier

Tabulka 3 - Sedativni aktivita
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7.1.2.3 Antioxidacni a nefroprotektivni ucinek

Flavonoidy Myricetin a Antioxidacni Kalanchoe | Ethanolovy 23
malvidin aktivita delagoensis | extrakt
Eckl. & z nadzemnich
Zeyh. Casti rostliny
Flavonoidy Kvercitrin (25) Chrani ledviny krys | Kalanchoe | Vodny 5,46
pred pinnata extrakt z listQ
Kvercetin-3-O-a- | histopatologickymi | (Lam.) Pers.
L- zménami
arabinopyranosyl | vyvolanymi
(1->2)-a-L- gentamycinem
rhamnopyranosid
(26) Antioxidacni
aktivita
a-rhamnoisorobin
(32)
Tabulka 4 - Antioxidac¢ni a nefroprotektivni Gcinek
7.1.2.4 Antimikrobni aktivita
Flavonoidy | Glykosidy Staphylococcus Kalanchoe Ethanolovy 14
kvercetinu, aureus blossfeldiana | extrakt
kempferolu a Staphylococcus Pollen. z nadzemni
myricetinu epidermis casti rostliny
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa
Enterococcus hirae
Corynebacterium
diphtheria
Flavonoidy | Kvercetin (24) Acinetobacter Kalanchoe Ethanolovy 26
Kempferol (35) | baumannii fedtschenkoi | extrakt
Pseudomonas Raym.-Hamet | z nadzemni
Fenolické Kyselina kdvova | aeruginosa & H.Perrier Casti rostliny
slouceniny Staphylococcus
aureus
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Flavonoidy | Myricetin a Aspergillus Kalanchoe Ethanolovy 23
malvidin ochraceus delagoensis extrakt
Eckl. & Zeyh. | z nadzemnich
Casti rostliny
Flavonoidy | 5-methyl-4,5,7- | Bacillus subtilis Kalanchoe Methanolovy, | 10, 14, 26,
trihydroxyflavon | Escherichia coli pinnata ethanolovy a 16
Proteus vulgaris (Lam.) Pers. ethylacetatovy
3,4,5,7- Shigella extrakt z listu
tetrahydroxy-5- | dysenteriae
methyl-5- Staphylococcus Methanolovy,
propenamin aureus chloroformovy
anthokyanidin Helicobacter pylori a vodny roztok
Enterococcus z kotfenu
o- faecalis
rhamnoisorobin | Pseudomonas
(32) aeruginosa,
Salmonella typhi,
Candida albicans,
Cryptococcus
neoformans
Vyssi
antibakterialni
aktivita nez u
ciprofloxacinu proti
Pseudomonas
aeruginosa
Flavonoidy Escherichia coli Kalanchoe Vodné 26, 66
Pseudomonas crenata methanolovy,
aeruginosa (Andrews) extrakt a $tava
Klebsiella Haworth z listQ
pneumoniae
Shigella flexneri Extrakt
Salmonella z palmového
paratyphi vina z listl
Citrobacter spp.
S. aureus
Enterococcus
faecalis
B. subtilis

Candida albicans

Tabulka 5 - Antimikrobni aktivita
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7.1.2.5 Antivirova aktivita

Bufadienolidy | Bryofyllin A (7) Inhibi¢ni ucinky | Kalanchoe Methanolovy | 5, 10, 46
na Epstein- pinnata (Lam.) | extrakt z list(
Barrovy virus Pers.
Bryofyllin C (16)
Aktivita proti
Bersaldegenin-3- | viru hepatitidy C,
acetat (14) viru herpes
simplex, viru
Flavonoidy Kvercetin (24) japonské
encefalitidy
Flavonoidy Kempferol-3-O-B- | Antiherpesvirova | Kalanchoe Vodny 5,57
D-xylopyranosyl | aktivita daigremontiana | extrakt z listQ

(1->2)-a-L-
rhamnopyranosid
(22)

Kvercetin-3-O-B-
D-xylopyranosyl
(1->2)- a-L-
rhamnopyranosid
(23)

Raym. — Hamet
and H. Perrier

Tabulka 6 - Antivirova aktivity
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7.1.2.6 Acetylcholinesterasova inhibicni aktivita

Sekundarni Hlavni obsahové Aktivita Cast rostliny Literatura
metabolity latky
Flavonoidy | 3,7-di-O-a-L- Inhibi¢ni vlastnosti Kalanchoe | Vodné 67
raminopyranosyl- | cholinesterasy crenata ethanolovy
8- v experimentech (Andrews) | extrakt
methoxykvercetin | provadénych s rectus Haworth | z Cerstvych
abdominis izolovanym list{
3,7,-di-O-a-L- ze Zab
raminopyranosyl-
8-
methoxykemferol
Flavonoidy | Kvercetin (24) Neuroprotektivni Kalanchoe | Ethylacetatovy | 5, 67
ucinek (neurotoxicita | pinnata extrakt z listQ
Luteolin zpUsobena chloridem | (Lam.)
hlinitym u potkanu) Pers.
Isorhamnetin
Acetylcholinesterdsova
Luteolin-7- aktivita
glukosid
Flavonoidy | 3,7-di-O-a-L- Acetylcholinesterasova | Kalanchoe | Extrakt z listG | 10, 67
raminopyranosyl- | aktivita gastonis-
8- bornieri
methoxykvercetin Raym-
Hamet et
3,7,-di-O-a-L- Perrier
raminopyranosyl-
8-
methoxykemferol

Tabulka 7 - Anticholinesterazova inhibi¢ni aktivita

7.1.2.7 Protektivni ucinky proti anafylaktickému Soku/ Antihistaminové ucinky

Sekundarni
metabolity

L [EYA
obsahové
latky

Aktivita

Cast rostliny

Literatura

Flavonoidy Kvercitrin Zabranil fatalni | Kalanchoe Cerstvé listy 5,46
(25) anafylaxi u 75% | pinnata
|éCenych zvifat | (Lam.) Pers. | Vodny extrakt z
listd

Tabulka 8 - Protektivni Ucinky proti anafylaktickému Soku/ Antihistaminové ucinky
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7.1.2.8 Insekticidni a larvicidni aktivita

Sekundarni Hlavni obsahové Druh Cast rostliny Literatura

metabolity latky

Bufadienolidy Bryofyllin A, B Kalanchoe pinnata | Methanolovy, 10, 67
(7,8) (Lam.) Pers. n-hexanovy,

ethylacetatovy
extrakt z listd
Bufadienolidy Daigromentianin | Kalanchoe Methanolovy 10
(10) daigremontiana extrakt z listQ
Raym. — Hamet
and H. Perrier

Bufadienolidy Daigremontianin | Kalanchoe Methanolovy 10
(10) delagoensis Eckl. & | extrakt z list(
Zeyh.

Tabulka 9 - Insekticidni a larvicidni aktivita

7.1.2.9 Hojeniran

Sekundarni Hlavni obsahové Aktivita Cast rostliny Literatura
metabolity latky
Flavonoidy Kvercetin-3-O-a-L- | Zvirata K. pinnata Ethanolovy 5,46
arabinopyranosyl oSetrena (Lam.) Pers. | extrakt z list(
(1->2)-a-L- krémem
rhamnopyranosid | obsahujici
(26) tento flavonoid

vykazovala 97,5
+ 0,8% hojeni
12.den |écby

Tabulka 10 - Hojeni ran
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7.1.2.10 Antileishmanialni aktivita/ vliv na koZni leishmaniézu (Leishmania amazonensis,
Leishmania donovani, Leishmania braziliensis promastigotes)

Flavonoidy Kvercitrin (25) Kalanchoe Vodny extrakt 5, 10, 46
pinnata (Lam.) z listd
Kvercetin-3-0O-a-L- Pers.
arabinopyranosyl
(1->2)-a-L-

rhamnopyranosid (26)
Kvercetin (24)

4’,5-dihydroxy-3°,8-
dimethoxyflavon-7-O-
B-D-glukopyranosid
(29)

Kapinnatosid
(Kemferol-3-0-a-L-
arabinopyranosyl
(1->2)-a-L-
rhamnopyranosid)
(31)

Afzelin (30)

Tabulka 11 - Antileishmanialni G¢inky/ vliv na kozni leishmanidzu

7.1.2.11 Antiulcerdzni aktivita

Flavonoidy | Kvercetin-3-O-a-L- | Ochranny Kalanchoe Methanolovy | 5,10
arabinopyranosyl ucinek proti pinnata extrakt z lista
(1->2)-a-L- Zaludecnim (Lam.) Pers.
rhamnopyranosid |ézim vyvolané Vodné
(26) aspirinem, ethanolovy
indometacinem, extrakt z listd
Kvercitrin (25) serotoninem,
reserpinem,
stresem a
ethanolem

Tabulka 12 - Antiulcerdzni aktivita
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7.1.2.12 Anthelminticka aktivita

Sekundarni
metabolity

Cast rostliny

Literatura

Polyfenolické
latky

Hlavni Test

obsahové provedeny

latky na:

Trisloviny Pheretima
posthuma
Ascaridia
galli

Kalanchoe
pinnata
(Lam.) Pers.

Smrtelna
davka pfi
koncentraci
100mg/ml za
kratsi ¢as nez
referencni
Iék: Piperazin
citrat

Chloroformovy,
methanolovy a
vodny extrakt

z korene

46

Tabulka 13 - Anthelminticka aktivita

7.1.2.13 Antihyperglykemicka/antidiabeticka aktivita

Sekundarni Hlavni obsahové Aktivita Cast rostliny Literatura
metabolity latky
Flavonoidy Kvercetin (24) Antidiabetickd | Kalanchoe | Vodné 10, 68
aktivita crenata ethanolovy
Keampferol (35) (Andrews) | extrakt z rostliny
Haworth
Flavonoidy Kvercitrin (25) Inhibice a- Kalanchoe | Vodny extrakt 5
glukosidazy pinnata z list
Kvercetin-3-0-a-L- | pro lécbu (Lam.)
arabinopyranosyl | diabetu Pers. Vodné
(1->2)-a-L- mellitu Il.typu ethanolovy
rhamnopyranosid extrakt z rostliny
(26)
3 4
dimehoxykvercetin
(33)

Tabulka 14 - Antihyperglykemicka/ antidiabeticka aktivita
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7.1.2.14 Hepatoprotektivni aktivita

Sekundarni Hlavni Aktivita Cast rostliny Literatura
metabolity obsahové
latky
Test na krysach | Kalanchoe Ethanolovy 31
----------------- proti blossfeldiana extrakt
hepatotoxicité | Pollen. z nadzemni ¢3sti
vyvolané CCl4 rostliny
Test na krysach | Kalanchoe Stéava 10, 46
------------------ proti pinnata (Lam.) | z erstvych list(
hepatotoxicité Pers. a ethanolovy
vyvolané CCl4 extrakt
Vysvétlivky: -=-=------ =V literature nebylo uvedeno, jaké latky jsou zodpovédné za hepatoprotektivni aktivitu

Tabulka 15 - Hepatoprotektivni aktivita

.« 7

7.1.2.15 Protizanétliva aktivita

Sekundarni  Hlavni obsahové Aktivita Cast rostliny Literatura
metabolity latky
Organické Kalanchosin Protizdnétlivd Kalanchoe Extrakt z listl 10
soli dimalat aktivita crenata ziskanych pred
(Andrews) | obdobim kvétu
Haworth
Lyofilizovana
$tava K.
brasiliensis
rozpusténa ve
vodé
Flavonoidy Kvercetin-3-O-a-L- | Inhibice COX-1 a | Kalanchoe Vodny a 5
arabinopyranosyl COX-2 pinnata methanolovy
(1->2)-a-L- (Lam.) Pers. | extrakt z list(
rhamnopyranosid Inhibice
(26) fosfodiesterasy
4 (PDE4)

.....
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7.1.2.16 Imunosupresivni aktivita

Flavonoidy Kalambrosid A Inhibice Kalanchoe | Stava
(patuletin-3-0-(4""- | proliferace crenata z Cerstvych
O-acetyl-a-L- lidskych (Adrews) listd a stonkd
rhamnopyranosyl)- | lymfocyt( Haw.
7-0-(2"""-0O-acetyl-a-

L-rhamnopyranosid)

(19)

Kalambrosid B

(patuletin-3-

rhamnosid-7-(2""'-

acetylrhamnosid)

(20)

Patuletin 3-O-(4""-O-

acetyl-a-L-

rhamnopyranosyl)-

7-0-(3"""-0-acetyl-a-

L-rhamnopyranosid)

(21)

Flavonoidy Kvercetin (24) Inhibice Kalanchoe Extrakt z listG

proliferace pinnata

Kvercitrin (25) lymfocytt (Lam.) Pers.

Kvercetin-3-O-a-L-

arabinopyranosyl Poprvé

(1->2)-a-L- hlaseno pro

rhamnopyranosid K. pinnata

(26) imunosuprese
lymfocytt

Miquelianin (27) mysi

Isokvercitrin (28)

Tabulka 17 - Imunosupresivni aktivita
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V nasledujicim prehledu jsou vyobrazeny vySe zminéné chemické struktury bufadienolidu
(Obr. 11) a flavonoidt (Obr. 12) rostlin Kalanchoe.
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8 EXPERIMENTALNI CAST

8.1 Chemikalie, rozpoustédla a pristrojové vybaveni pro pfipravu a hodnoceni
extraktl druhli Kalanchoe

8.1.1 Chemikalie a rozpoustédla
Acetanhydrid €. (Sigma Aldrich, Praha)

2-aminoethyldifenylborinat ¢. (Fluka, Bukurest, Rumunsko)
Destilovana voda (H20)

Dusi¢nan bismutity zasadity p. a. (Sigma Aldrich, Praha)
Ethanol 96% denaturovany metanolem (EtOH), (Ing. Svec — Penta, Praha)
Ethylacetat p. a. (EtOAc) (Lachner s.r.0.)

Hexan p. a. (Penta a.s.)

Chlorid hlinity €. (Lachema, Brno)

Chloroform p. a. (CHCl3), (Ing. Svec — Penta, Praha)

Jodid draselny €. (Sigma Aldrich, Praha)

Kyselina fosfore¢na €. (Fluka, Bukurest, Rumunsko)

2% kyselina chlorovodikova (HCI)

Kyselina sirova 96% p. a. (Ing. Svec — Penta)

Kyselina vinna €. (Ing. Svec — Penta, Praha)

Methanol (MeOH) (Ing. Svec — Penta, Praha)
Polyethylenglykol 4000 €. (Sigma Aldrich, Praha) (PEG 4000)
10% uhli¢itan sodny (Na2COs) (Ing. Svec — Penta, Praha)
Vanilin (Fluka, Bukurest, Rumunsko)

8.1.2 Pomocny material
Kfemelina

Vata
Siran sodny bezvody (Na,SOs) (Ing. Svec — Penta, Praha)

Vliselin
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8.1.3 Chromatograficky material
TLC Silica gel 60 Fsa (Merck, Némecko) — pro analytické ucely byly pouzity desky o
vySce 10 cm a variabilni Sifce podle poctu analyzovanych vzorkd.

8.1.4 Vyuvijeci soustavy pro tenkovrstvou chromatografii
S 1: To-MeOH-Et;NH = 95:10:5

S 2: To-CHCl3-MeOH-Et;NH = 70:25:10:5

8.1.5 Pristrojové vybaveni
Vakuova rotacni odparka Heidolph — Hei-VAP Advantage G1

Ultrazvukovi lazen Sonorex Super 10P (Bandelin, Berlin, Germany)
Odparovani vzduchem na jehle Maxima-R

Magneticka michacka s topenim Heidolph — MR Hei-Standard
Vaha laboratorni Sartorius

Elektricky laboratorni mlynek IKA A1l basic (IKA — WERKE GMBH & CO. KG, Staufen,
Némecko)

8.1.6 Detekce sekundarnich metabolit(i
8.1.6.1 D 1: UV zafenioA =254 nm
Pritomnost sekunddrnich metabolitli se projevila vznikem tmavych skvrn riizné
intenzity, pfi kterych doslo ke zhaseni fluoreskujictho barviva na desce
chromatogramu.

8.1.6.2 D 2: UV zafenio A =366 nm
Pritomnost sekundarnich metabolitl se projevila vznikem barevnych skvrn
rdzné intenzity na desce chromatogramu.

8.1.6.3 D3: Dragendorffovo Cinidlo (dikaz alkaloid()
Roztok A: 1,7 g dusiénanu bismutitého a 20 g kyseliny vinné bylo rozpusténo
v 80 ml destilované vody.

Roztok B: 16 g jodidu draselného se rozpustilo ve 40 ml destilované vody.
Zasobni roztok byl pfipraven smichanim roztoku A a roztoku B v poméru 1 : 1 (v/v).
Roztok muze byt uchovavan nékolik mésic v lednici. Detekéni roztok byl pfipraven
rozpusténim 10 g kyseliny vinné v 50 ml destilované vody a doplnén pfidanim 5 ml
zasobniho roztoku.

V pritomnosti alkaloidd se skvrny zbarvily s detekénim Cinidlem oranzové.

8.1.6.4 D4: Liebermann-Buchardovo ¢inidlo (dikaz steroidl a terpent)

5 ml acetanhydridu bylo za chlazeni opatrné smichano s 5 ml koncentrované
kyseliny sirové. Tato smés byla pomalu pfidavana do 50 ml ochlazeného absolutniho
ethanolu. Cinidlo bylo pfipraveno tésté pred pouzitim. Po postiiku byl chromatogram
zahfivan 10 minut pfi 100 °C.
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Pfi pozitivni reakci vznikly fluoreskujici skvrny, které byly viditelné pfi
A =366 nm.

8.1.6.5 D5: Cinidlo s kyselinou fosforeénou a vanilinem (diikaz steroidnich latek)
Cinidlo bylo pfipraveno smisenim 1g vanilinu ve 100ml 50% kyseliny
fosforecné. Chromatogram byl po postfiku zahtfivdn 10 minut na 110 °C, dokud
nedoslo ke zméné v intenzité skvrn.

8.1.6.6 D6: Chlorid hlinity (dikaz seskviterpent a flavonoidt)
Chromatogram byl postfikan 5 % roztokem chloridu hlinitého v EtOH a zahfivan
10 — 15 min na 120 °C. Pozitivni reakce se projevila pfi UV A = 366 nm.

V pripadé seskviterpent byla viditelnd fialovd nebo hnéda, Zluta &i zelend
fluorescence. Zatimco v pfipadé flavonoidl se okamzité objevila Zlutd nebo hnéda
barva.

8.1.6.7 D7: 2-Aminoethyldifenylborinat — PEG (D(kaz flavonoid(, kumarin(, anthront
a anthranol()
Chromatogram byl nejprve  postiikan 1% MeOH roztokem
2-aminoethyldifenylborinatu a nasledné 5% EtOH roztokem PEG 4000. Pfi UV
A =366 nm se pozitivni reakce projevila vznikem intenzivni zluté, oranzové a zelené
fluorescence u flavonoidli, modré u kumarinG a intenzivné Zluté u anthrond a
anthranol(.

8.2 Vseobecné postupy

8.2.1 Uprava rozpoustédel pfed pouzivanim

VSechna rozpoustédla vyuzivana béhem experimentalni ¢asti, byla pfed pouzitim
predestilovana. Nejprve byl zachycen destilacni predek, coz Cini asi 5 % pUvodniho objemu.
Dale nasledovalo zachyceni hlavni frakce, pficemz bylo predestilovano maximalné 90 %
plvodniho objemu rozpoustédla. Dand rozpoustédla byla poté uchovavana v souladu s
predpisy ve spravné oznacenych Sirokohrdlych lahvich, chranénych pred svétlem

8.2.2 Odparovani roztoki a suseni extraktt

Rozpoustédla byla z rostlinnych extraktd v barice odparovana za snizeného tlaku pomoci
vakuové rotacni odparce Heidolph — Hei-VAP Advantage G1 ve vodni |dzni, kterd byla
vytemperovana na teplotu mezi 40 az 50 °C.

8.2.3 Obecné podminky provedeni tenkovrstvé chromatografie

Vzorky pro tenkovrstvou chromatografii byly pfipraveny rozpusténim 10 mg extraktu
v 1 ml MeOH. Tenkovrstvd chromatografie byla provadéna vzestupnym zpUsobem v
chromatografickych komorach sycenych po dobu 20 minut parami mobilnich soustav. Vzorky
extraktl byly nanasené v ¢arce — aplikaci predem pripravenych MeOH roztok( o koncentraci
10 mg/ml, pocet nandaseni 3x. Drahy jednotlivych vzork( rostlin 1 — 7 uvedenych v Tabulce 19
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mérily 80 mm. Pro detekci byly pouZity vyvijeci smési S1 a S2. Jednotlivé detekce byly
provadény detekénimi Cinidly D1 — D7.

8.3 Rostlinny material

Rostlinnym materidlem pro pfipravu extraktl byly susené nafezané drogy rodu
Kalanchoe, které byly ziskany ze Zahrady léCivych rostlin Farmaceutické fakulty Univerzity
Karlovy v Hradci Kralové.

Susené narezané drogy byly uchovavany v mrazicim boxu a pred pfipravou extraktd
byly ponechdny na laboratornim stole pfi pokojové teploté do rozmrznuti.

Oznaceni Rostlina Rostl. ¢ast | Hmotnost | Hmotnost | Hmotnost | VytéZnost
drogy [g] | sumarniho | alkaloidniho | alkaloid(
extraktu | extraktu [g] (%)

(e]

AL-755 Kalanchoe kofen 13,6500 1,570 N N
blossfeldiana
Poelln.

AL-756 Kalanchoe kvét + nat 50,5400 6,940 0,0125 0,025
blossfeldiana
Poelln.

AL-757 Kalanchoe kvét a nat 43,3585 3,625 0,0216 0,050
manginii
‘Wendy’

Raym.-Hamet

& H.Perrier

AL-758 Kalanchoe koren 9,8100 1,000 N N
manginii
‘Wendy’

Raym.-Hamet

& H.Perrier

AL-759 Kalanchoe kvét 18,5658 1,969 0,0290 0,156
delagoensis
Eckl. & Zeyh.

AL-761 Kalanchoe koren 14,4753 2,390 N N
fedtschekoi
Raym.-Hamet
& H.Perrier

AL-762 Kalanchoe kvét anat | 49,5945 6,860 N N
fedtschekoi

Raym.-Hamet
& H.Perrier

Vysvétlivka: N — nebyl pfipraven alkaloidni extrakt

Tabulka 18 - Prehled pouZzitého rostlinného materidlu, jejich oznaceni a prehled hmotnosti ziskanych sumarnich
a alkaloidnich extrakta
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8.4 Ptiprava sumarnich extrakti

Jednotlivé usuSené casti rostlinnych drog se nejprve zvazily a poté byly rozemlety
elektrickym laboratornim mlynkem na velikost ¢astic ca 1 az 2 mm. Rozemleté drogy byly
prevedeny do Erlenmayerovy banky a byly zality dostate¢nym mnozZstvim EtOH 96% tak, aby
byly ponofeny a nad ni bylo alespori 3 cm kapaliny. Do Erlenmayerovy bariky byly vloZzeny
varné kaminky a obsah barky se vafil 20 minut pod zpétnych chladi¢em na vodni Iazni, po této
dobé se vyjmula barika z vodni [dzné a 15 minut se ponechala zchladnout. Droga v pribéhu
chladnuti sedimentovala na dné banky a tekutina byla zfiltrovdna do predem zvaiené
odmeérné barky pres filtr ze silnéjsiho vliselinu. Toto vyvareni bylo provedeno dohromady
trikrat. Spojené filtraty byly nakonec prefiltrovany pres vrstvu (2 cm) neutrdlni kfemeliny ve
filtraénim tubusu za pomoci vakua. Nasledné byly prefiltrované extrakty odpareny na vakuové
rotacni odparce tak aby bylo vysledného extraktu cca 20 ml, ze kterého bylo odebrano 5 ml
do vytarované penicilinky na didkazové reakce. Odebrané sumdarni EtOH vytiepky se
v penicilince odpafily do sucha na vodni lazni pfi cca 50 °C. Dosuseni vzork( bylo provedeno
v exikatoru po dobu 24 hodin nad aktivovanymi susicimi perlami silikagelu. Penicilinky se
po vysuseni nad perlami silikagelu oznacily pfifazenym cislem vzorku ve formé AL-755 az
AL-762.

8.5 Priprava sumarniho alkaloidniho extraktu

Zbylé odparené ethanolové extrakty byly rozpustény v cca 100ml 2 % HCl za pomoci
ultrazvukové lazné SONOREX a sonifikovany pfi normalni teploté a stupni 10 po dobu 5 minut.
Zakalena tekutina byla vakuové zfiltrovana pres maly tubus s nizkou vrstvou neutralni
kiremeliny. Ciry filtrat byl zfedén 40-50 ml destilovanou vodou a byl 2x vytfepan s 1/4 svého
objemu predestilovanym n-hexanem, tim byly odstranény nezadouci necistoty. Do vodné
kyselé vrstvy bylo prfidano malé mnozstvi EtOAc a poté zalkalizovano 10 % roztokem Na»COs
na pH 9-10. Zalkalizovany roztok byl vytfepan 3x % svého objemu predestilovanym EtOAc.
Spojené EtOAc vytrepky byly v zabrouSené barice smichany a protfepany s malym mnozstvim
(2-5g) bezvodého Na;SO4 az do vycereni kapaliny, ¢imz byl roztok zbaven vody. Alkaloidni
roztok byl nakonec zfiltrovan pres filtracni papir do predem zvazené bariky a do sucha odparen
na vakuové odparce.

U vzorkl, kde byla prokazana pritomnost alkaloidd pomoci kontrolni TLC byl jejich
odparek zvazen, rozpustén v malém mnozstvi EtOAc a rozplnén do 2-3 zvazenych injekcnich
ampulek tak, aby v prvnich dvou ampulkach bylo 10-12mg v kazdé ampulce a ve 3. ampulce
zbytek vytfepku. Rozpoustédlo bylo odstranéno z ampulek na jehle v proudu vzduchu.
Oznacené ampulky byly dosuseny ve vakuovém exsikatoru nad perlami silikagelu a nakonec
zvazeny.
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8.6 Stanoveni inhibic¢ni aktivity alkaloidnich extraktd vici AChE a BuChE

8.6.1 Chemikalie
Acetylthiocholin jodid p.a., (ATChl), (Sigma Aldrich s.r.0.)

Butyrylthiocholin jodid p.a., (BuTChl), (Sigma Aldrich s.r.o.)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny bezvody p.a., (KH2PO4), (Lach-Ner, Neratovice)
Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat p.a., (NaH2P04), (ing. Svec —Penta, Praha)
Dimethylsulfoxid p.a., (DMSO), (Sigma Aldrich, Némecko)
5,5‘-dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina > 98%, (DTNB), (Sigma Aldrich, Praha)
Hydrogenfosforeénan disodny bezvody p.a., (NaH2P0O4), (ing. Svec — Penta. Praha)
Galanthamin hydrobromid 95% (Changsha Organic Herb Inc., China)

Huperzin A 95% (TAZHONGHUI — Tai’an Zhonghui Plant Biochemical Co., Ltd., China)

Fysostigmin (eserin) (Sigma Aldrich s.r.o.)

8.6.2 Cinidla
Roztok 5 mM DTNB

Roztok 10 mM ATChl

Roztok 10 mM BuTChl

8.6.3 Tlumivé roztoky (pufry)
100 mM fosfatovy pufr (pH 7,4)

8.6.4 Pristrojové vybaveni a pouzité programy
Reader SynergyTM HT Multi. Detection Microplate Reader (BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, Vermont, USA)

Trepacka VWR standard analog shaker 1000 (VWR, Radnor, Pensylvania, USA)

Program pro vyhodnoceni statistickych dat GraphPad Prism (GraphPad Software, San
Diego, California, USA, 2006)

8.6.5 Rekombinantni enzymy
Enzymy pouZité pro zméreni biologické aktivity jednotlivych sumarnich extraktt byly
pripravovany rekombinantni technologii na Katedife chemie, Pfirodovédné fakulty Univerzity
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Hradec Kralové. Pouziva se médium obsahujici enzymy, které se v ¢as potfeby nafedi 100 mM
fosfatovym pufrem o pH 7,4 tak, aby hodnota absorbance byla pro AChE 0,08-0,15 a pro
BuChE 0,15-0,20. Médium je rozpipetovano do Eppendorf zkumavek. Nasledné je médium
zamrazeno a uchovdvano v mrazicim boxu pfti teploté -22 °C do doby poufZiti.

8.7 Stanoveni inhibicnich aktivit

8.7.1 Stanoveni inhibic¢ni aktivity enzymd

Ke stanoveni vlastni inhibi¢ni aktivity jednotlivych enzym( Ellmanovou
spektrofotometrickou metodou bylo do 6 jamek mikrotitracni desti¢cky napipetovano 8,3 ul
média a priddno 283 ul 5 mM DTNB a 8,3 pl DMSO. Vse bylo po dobu jedné minuty
promichdvano na mikrotfepacce a poté byla smés inkubovana v komofte readeru pfi teploté
37 °C po dobu 5 minut. Po této inkubaci bylo pfiddno 33,3 ul roztoku substratu. Po uplynuti
dvou minut byla pti vinové délce 412 nm promérena absorbance vysledného produktu. V
prabéhu analyzy byl sledovan narUst absorbance za jednu minutu.

8.7.2 Stanoveni inhibicni aktivity extraktu

Stanoveni inhibi¢ni aktivity extraktd bylo provedeno témér stejnym zplsobem, ktery
je pouzit pro stanoveni inhibi¢ni aktivity enzymu, jen s tim rozdilem, Zze misto Cistého DMSO
se pridava roztok vzorku v DMSO. Nejprve se provadi screeningové méreni, kdy se vSechny
extrakty méri pfi koncentraci 50 pg/ml. U extraktl, které vykazovaly pfi této koncentraci
inhibi¢ni potencial vy3si nez 60 %, je dale stanovena hodnota ICso. Shodny je rovnéz zpusob
méreni. Jedinym rozdilem je, Ze misto 8,3 ul DMSO se pipetuje roztok extraktu o pfislusné
koncentraci. Pro kazdou koncentraci bylo pouzito 6 jamek (1 fada) a do posledni fady byl
pipetovan DMSO namisto méreného extraktu, ktery slouzi jako slepy vzorek.
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8.8 Vysledky

8.8.1 Prehled chromatogrami jednotlivych sumarnich extraktt
8.8.1.1 Detekce pod UV 0 A =254 nm

AL 755 756 757 758 759 761 762
Obrazek 13 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D1: UV zafeni o A = 254 nm

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 14 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D1: UV zafenio A =254 nm
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8.8.1.2 Detekce pod UV oA =366 nm

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 15 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D2: UV zafeni o A = 366 nm

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 16 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D2: UV zadfeni o A =366 nm
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8.8.1.3 Detekce alkaloida

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 17 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D3: Dragendorffovo cinidlo

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 18 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D3: Dragendorffovo cCinidlo
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8.8.1.4 Dtkazy steroidnich a terpenickych latek

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrdazek 19 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D4: Liebermann-Buchardovo ¢inidlo

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 20 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D4: Liebermann-Buchardovo ¢inidlo
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8.8.1.5 Dukaz steroidnich latek

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrézek 21 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D5: Cinidlo s kyselinou fosfore¢nou a vanilinem

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrézek 22 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D5: Cinidlo s kyselinou fosfore¢nou a vanilinem

48



8.8.1.6 Dtkaz seskviterpent a flavonoidt

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 23 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D6: Chlorid hlinity

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 24 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D6: Chlorid hlinity
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8.8.1.7 Detekce flavonoidt, seskviterpeni, kumarint, anthrona a anthranoli

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 25 - S1 vyvijeci soustava pro TLC a D7: 2-Aminoethyldifenylborindt — PEG

AL 755 756 757 758 759 761 762

Obrazek 26 - S2 vyvijeci soustava pro TLC a D7: 2-Aminoethyldifenylborinat — PEG
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8.8.2 Vyhodnoceni chromatogrami

8.8.2.1 D1: Detekce pod UV o A =254 nm

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 + + + + +(4) +
S2 + + + + +(4) +

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekundarniho metabolitu a pocCet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,

- = nepfitomnost sekunddarnich metabolitd

Tabulka 19 - D1: Detekce pod UV 0 A = 254 nm

8.8.2.2 D2: Detekce pod UV o A =366 nm

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 +(5) +(2) + +(5) + +(6) +(4)
S2 +(7) +(2) +(3) +(6) +(5) +(6) +(4)

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekundarniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu, - =
nepritomnost sekundarnich metabolitQ

8.8.2.3 D3: Dukaz alkaloidli — Dragendorffovo Cinidlo

Tabulka 20 — D2: Detekce pod UV o A =366 nm

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 - + +(5) - + - -
S2 - + +(2) - + - -

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekunddrniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,

- = nepfitomnost sekundarnich metabolit{

Tabulka 21 - D3: Dikaz alkaloid — Dragendorffovo cCinidlo

8.8.2.4 DA4: Dukaz steroidii a terpenti — Liebermann-Buchardovo ¢inidlo

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 + - - + +(5) +(2) +(2)
S2 + + +(2) + +(6) +(2) +(2)

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekunddrniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,

- = nepfitomnost sekundarnich metabolit(

Tabulka 22 - D4: Dukaz steroid( a terpent — Liebermann-Buchardovo cinidlo




8.8.2.5 D5: Dikaz steroidnich latek — Cinidlo s kyselinou fosforeénou a vanilinem

Vyvijeci
soustava AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 +(7) +(3) +(7) +(7) +(4) +(7) +(9)
S2 +(6) +(2) +(8) +(5) +(3) +(7) +(7)

Vysvétlivky: + = pritomnost sekunddrniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,

- = nepfitomnost sekunddrnich metaboliti

8.8.2.6 D6: Dikaz seskviterpeni a flavonoid( — Chlorid hlinity

Tabulka 23 - D5: Dikaz steroidnich ldtek — Cinidlo s kyselinou fosfore¢nou a vanilinem

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 +(2) + - + +(5) + +
S2 + + + + +(6) + +

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekundarniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,
- = nepfitomnost sekunddarnich metabolitd

Tabulka 24 - D6: Dukaz seskviterpen( a flavonoidd — Chlorid hlinity

8.8.2.7 D7: Dukaz flavonoid@, kumarin, anthront a anthranold — 2
aminoethyldifenylborinat - PEG

Vyvijeci
soustava | AL-755 AL-756 AL-757 AL-758 AL-759 AL-761 AL-762
pro TLC
S1 + - + + +(3) + +(2)
S2 +(3) - + +(3) +(5) +(3) +(3)

Vysvétlivky: + = pfitomnost sekundarniho metabolitu a pocet zaznamenanych skvrn na chromatogramu,
- = nepfitomnost sekunddarnich metabolitd

Tabulka 25 - D7: Dukaz flavonoid(, kumarind, anthron® a anthranol(l — 2-aminoethyldifenylborinat - PEG
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8.8.3 Inhibicni aktivita sumarnich ethanolovych extraktl vii¢i AChE a BuChE

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky méreni inhibi¢ni aktivity vici
rekombinantnim enzymuim. U rostlinnych extraktl, které béhem screeningu pfi koncentraci
50ug/ml vykazovaly aktivitu vice nez 60 % byla zméfena hodnota ICso.

% inhibice

Oznaceni % inhibice AChE ICso AChE ICs0 BUChE
vzorku (50ug/ml) pg/mi BuChE pug/mil
(50pg/ml)
AL-755 36,57 + 0,45 >100 10,13 +1,44 >100
AL-756 18,11 +£0,80 >100 25,30+ 2,36 >100
AL-757 4,09 £ 0,22 >100 2,81+£1,28 >100
AL-758 40,26 £ 0,64 >100 22,14 +£0,92 >100
AL-759 34,18 + 0,52 >100 14,25+ 1,38 >100
AL-761 15,36 £ 0,89 >100 22,36 £ 2,45 >100
AL-762 9,48 + 1,86 >100 6,37 £ 2,54 >100
Galanthamin st - 2,01+0,14 - 33,69 + 2,66
Huperzin A st - 0,04 + 0,01 - -
Fysostigmin st - 0,20+0,01 - 0,30+0,01

Vysvétlivka: t = standard

Tabulka 26 - Inhibibi¢ni aktivita sumarnich ethanolovych extrakt( vici AChE a BuChE
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9 Diskuse a Zavér

Rostliny rodu Kalanchoe jsou znamy obsahem flavonoid(, bufadienolidd, fenolovych
kyselin, saponin(, anthokyanu, kumarind, triterpend, alkaloid(, sterol(l a dalSich latek. Nejvice
studovanym druhem tohoto rodu je Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers., ostatni druhy z tohoto
rodu jsou opomijeny a zanedbavany. Cilem této diplomové prace byl fytochemicky screening
biologické aktivity rGznych rostlinnych ¢asti se zaméfenim na aromatické a alkaloidni
sekundarni metabolity ¢tyf druhl rodu Kalanchoe: Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh.,
Kalanchoe fedschenkoi Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe blossfeldiana Poelln. a Kalanchoe
manginii ‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier. Pfipravené sumdrni EtOH extrakty byly
podrobeny dikazovym reakcim na TLC.

Zakladni detekci, ktera byla pouzita byla detekce pod UV rGznych vinovych délek. Na
zakladé hodnoceni pod vinovou délkou UV 254 nm doslo ke zhaseni zareni u vzork AL 756,
757 a 759, na zakladé téchto vysledkl lze predikovat pritomnost sloucenin obsahujicich
dvojnou vazbu a zhasejicich pritomny indikator na TLC desce. Fluorescence objevujici se pfi
vinové délce UV 366 nm je dikazem aromatickych sloucenin pfitomnych v extraktu. Mezi
sekundarni metabolity, které fluoreskuji pod UV o A = 366 nm, patfi napt. flavonoidy,
kumariny, fenolické kyseliny. Pravé pritomnost flavonoidnich latek byla i prokazana v ramci
raznych fytochemickych studii. DalSimi [dtkami, které byly v rdémci vyzkumnych praci dokazany
byly bufadienolidy a latky steroidniho charakteru, které vsak nejsou vidét pod UV 254 a 366
nebo tvofi slabé fluoreskujici skvrny.

Dalsi zvolenou metodou detekce bylo pouZiti Dragendorffova Cinidla, které slouzi
k detekci alkaloinich latek. V rdmci nékterych studii byla uvdadéna pritomnost fenathrenovych
alkaloidG. Prokazani nebo naopak vyvraceni této skutecnosti byl jednim z cil( této prace. Vznik
oranzové skvrny, které mohou signalizovat pfitomnost latek obsahujicich dusik, po detekci
Dragendorffovym cinidlem se objevil u tfech rostlinnych extraktl: Kalanchoe blossfeldiana
Poelln. (AL-756 — extrakt z kvétl a nati), Kalanchoe manginii “‘Wendy‘ Raym.-Hamet &
H.Perrier (AL-757 — extrakt z kvétl a nati) a Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh. (AL-759 -
extrakt z kvéta).

Ostatni zvolena ¢inidla byla volena, tak aby se prokdzala pfitomnost bufadienolid(, pro
které neexistuje zadné konkrétni derivatizacni ¢inidlo, a dalSich aromatickych latek. Pouzitim
Liebermann-Buchardova cinidla a UV o A = 366 nm byla pfi pozitivni reakci prokazana
pfitomnost steroidnich a terpenickych latek. S nejvyssi intenzitou fluoreskujici skvrny byly
zaznamenany (sefazeny sestupné) u extraktu z kvétli a nati Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-
Hamet. & H.Perrier (AL-762), dale u extraktu z kofene Kalanchoe manginii ‘Wendy‘ Raym.-
Hamet & H.Perrier (AL-758), u extraktu z kofene Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-Hamet. &
H.Perrier (AL-761) a u extraktu z kofene Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-755). Nejvyssim
poctem zaznamenanych fluoreskujicich skvrn na draze bylo zaregistrovdno u extraktu z kvét(
Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh (AL-759). Obsah steroidl a terpenl nebyl timto Cinidlem
potvrzen u extraktu z kvét( a nati Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-756) a extraktu z kvét(
a nati Kalanchoe manginii ‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier (AL-757). Tato zjisténi
neodpovidaji zjisténi z literatury, ktera naopak uvadi nejvyssi obsah bufadienolid( v kvétech.
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Liebermann-Buchardovo cinidlo vykazuje pozitivni reakci také v pfitomnosti terpenickych
latek, rod Kalanchoe z terpenickych latek obsahuje dle literatury triterpeny. Na zdkladé téchto
zjisténi byla pouzita dalsi cinidla, kterd pomohla v odliSeni steroidnich struktur od
terpenickych, flavonoidnich a dalSich aromatickych latek.

Obsah seskviterpen(i a flavonoid(i byl potvrzen pfi uziti D6 — chloridu hlinitého
u rostlinného extraktu z kvétl, nati a kofenl Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-Hamet.
& H.Perrier (AL-761, AL-762). Zluto-zelené fluorescence s potvrzenim vyskytu seskviterpent
byl zaznamenan u rostlinnych extraktl z kvéta Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh. (AL-759),
rostlinného extraktu z kofene Kalanchoe manginii ‘Wendy‘ Raym.-Hamet & H.Perrier (AL-758)
a rostlinného extraktu z kofene Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-755). Zadnou nebo slabou
fluorescenci vykazoval rostlinny extrakt z kvétd a nati Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-756)
a rostlinny extrakt z kvétu a nati Kalanchoe manginii ‘Wendy‘ Raym.-Hamet & H.Perrier
(AL-757). VySe zminénd zjiSténi jsou v souladu s literaturou, ktera pfitomnost flavonoidnich
latek v extraktech z rodu Kalanchoe popisuje. V Zadné dosud publikované literatufe neni
zminén obsah seskviterpena v rostlinach rodu Kalanchoe.

Po postfiku detekénim €inidlem s 2-aminoethyldifenylborinat-PEG 4000 a naslednou
detekci pod UV o A = 366 nm a byl potvrzen obsah flavonoidl a kumarind u rostlinného
extraktu z kvét(, nati a kofen( Kalanchoe fedtschenkoi Raym.- Hamet. & H.Perrier (AL-761,
AL-762). Dale byla prokazana pfitomnost flavonoidl u rostlinnych extraktd z kvéti a nati
Kalanchoe manginii ‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier (AL-757), u rostlinného extraktu
z kvétl Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh. (AL-759) a u rostlinného extraktu z kofenu
Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-755). Modra fluorescence, ktera je charakteristicka
pro kumariny se vyskytovala u extraktu z kofenl Kalanchoe manginii ‘Wendy‘Raym.-Hamet &
H.Perrier (AL-758) a extraktu z kofenl Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-755). Vyskyt
flavonoidl a kumarinl bylo v souladu s literaturou. Flavonoidy v rostlinach rodu Kalanchoe
z kvétl a nati Kalanchoe blossfeldiana Poelln. na rozdil od kofenl nevykazoval Zadnou
fluorescenci.

U vSech rostlinnych extrakt( ze ¢tyr testovanych rostlin na startu i po celé draze
vykazuji steroidni latky s detekénim cinidlem obsahujici kyselinu fosfore¢nou a vanilin. Pfi
porovnani jednotlivych rostlinnych ¢&asti v ramci jedné rostliny ale i mezi druhy dochazi
v nékterych pfipadech k vyraznym rozdilim v ramci sloZeni extraktl. Nejslabsi intenzita skvrn
byla zaznamenana u rostlinného extraktu z kvét( a nati Kalanchoe blossfeldiana Poelln.
(AL-756), ktery v porovndani s kofenem vykazuje méné steroidnich latek. DalSim extraktem
chudym na pfitomnost steroidnich struktur byl extrakt z kvétl Kalanchoe delagoensis Eckl.
& Zeyh. (AL-759). Steroidni latky u rodu Kalanchoe zastupuji hlavné bufadienolidy a steroly.
Zajimavé vysledky prinesl rostlinny extrakt z celé rostliny Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-
Hamet. & H.Perrier (AL-761, AL-762) a Kalanchoe manginii "Wendy’ Raym.-Hamet. & H.Perrier
s nejvyssSim poctem skvrn na draze, ktery potvrdil pfitomnost steroidnich latek. V obou dvou
pfipadech se potvrdila zjisténi z literatury o vyskytu bufadienolidd predevsim v nadzemnich
¢astech rostlin. Hlavni obsahové latky Kalanchoe fedtschenkoi Raym.-Hamet. & H.Perrier jsou
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flavonoidy a fenolické slouceniny, konkrétni typ steroidnich latek nebyl dosud zminén, ale dle
zjisténi, mazeme predpokladat pritomnost bufadienolid(.

EtOH sumadrni extrakty byly také pouzity ke stanoveni cholinesterasové inhibi¢ni
aktivity. V porovndni s referenénimi l[atkami galanthaminem, fysostigminem a huperzinem A
neprinesly extrakty uspokojivé vysledky, jejich inhibi¢ni aktivita nepresahovala 60 % a proto
nebyla stanovena hodnota ICso. Kromé alkaloid(i mohou byt za cholinesterasovou inhibi¢ni
aktivitu taktéz zodpovédné flavonoidy a bufadienolidy, které byly publikovany v odborném
¢lanku®” a potvrzeny u t¥i rostlin rodu Kalanchoe: Kalanchoe crenata (Andrews) Haworth,
Kalanchoe gastonis-bornieri Raym-Hamet et Perrier a Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. V ramci
nasi studie vsak tato aktivita nebyla potvrzena.

Jednotlivé zkoumané druhy nebyly doposud fytochemicky vyznamné zpracované,
proto by bylo zajimavé se této problematice dale vénovat a zaméfit se i na dalsi biologické
aktivity, jako je napfriklad cytotoxicka aktivita, ktera je u pfitomnych metabolitl v nékterych
pfipadech zmifnovana. Jako nejvhodnéjsi druh pro fytochemické prace se jevi Kalanchoe
manginii ‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier z podrobenych dlkazovych reakci obsahuje
alkaloidy, steroidni latky, flavonoidy, triterpeny a kumariny. O této rostliné nebyla doposud
publikovana zadna literatura ohledné jeji biologické aktivity. Pro svij bohaty zdroj obsahovych
latek je vhodna pro dalsi analyzy.
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10 Abstrakt

Mai T. T.: Screening biologické aktivity rdznych druhl rostlin z rodu Kalanchoe. Diplomova
prace, Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra farmakognozie a
farmaceutické botaniky, Hradec Kralové 2023.

NaplIni této diplomové prace byl screening biologické aktivity susenych kvétd, nati a
kofenU Ctyr druht rostlin rodu Kalanchoe: Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh., Kalanchoe
fedschenkoi Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe blossfeldiana Poelln. a Kalanchoe manginii
‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier. lyvafenim susenych ¢asti rostlin s ethanolem byly ziskany
ethanolové sumdrni extrakty, které byly podrobeny kontrolnimu TLC na detekci pfitomnosti
alkaloidd za pomoci Dragendorffova Cinidla. Pfitomnost alkaloidd se potvrdila u druh(
Kalanchoe blossfeldiana Poelln., Kalanchoe manginii ‘Wendy’ Raym.-Hamet & H.Perrier,
Kalanchoe delagoensis Eckl. & Zeyh. Déle byly podrobeny dlikazovym reakcim k identifikaci
obsahovych latek na TLC. V porovnani s literaturou byla potvrzena pritomnost flavonoidd,
steroidnich latek, kumarinl, triterpent a alkaloidd u vétSiny rostlinnych extraktd.
Zanedbatelné vysledky pfinesly rostlinné extrakty Kalanchoe blossfeldiana Poelln. (AL-756 —
extrakt z kvétl a nati) a Kalanchoe manginii “‘Wendy‘ Raym. - Hamet & H.Perrier (AL-757 —
extrakt z kvétl a nati) pfi detekci s Cinidly: chlorid hlinity a
2- aminoethyldifenylborinat — PEG.

Pti stanoveni inhibi¢ni aktivity vici cholinesterasam podle Ellmanovy metody byly
ethanolové sumarni extrakty vybranych rostlin neaktivni v porovnani se standardy. Jako
referencni latky pro porovnani inhibi¢nich aktivit extrakt( vic¢i AChE a BUChE byly pouzity
galanthamin, huperzin A a fysostigmin. Kromé alkaloidi mohou byt za cholinesterasovou
inhibi¢ni aktivitu taktéz zodpovédné flavonoidy, které byly publikovany v odborném ¢lanku a
potvrzeny u tfi rostlin rodu Kalanchoe: Kalanchoe crenata (Andrews) Haworth, Kalanchoe
gastonis-bornieri Raym-Hamet et Perrier a Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Klicové slova: Kalanchoe — kotfeny — nat — alkaloidni extrakty — GC/MS analyza — biologicka
aktivita - acetylcholinesterasa — butyrylcholinesterasa



11 Abstract

Mai T. T.: Screening of biological activity of various species of the genus Kalanchoe, Diploma
thesis, Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové, Department of
Pharmacognosy and Pharmaceutical botany, Hradec Kralové 2023.

The content of this diploma thesis was the screening of the biological activity of dried
flowers, stems and roots of four species from plants of the genus Kalanchoe: Kalanchoe
delagoensis Eckl. & Zeyh., Kalanchoe fedschenkoi Raym.-Hamet & H.Perrier, Kalanchoe
blossfeldiana Poelln. and Kalanchoe manginii 'Wendy' Raym.-Hamet & H.Perrier. By boiling
the dried parts of the plants with ethanol, the summary ethanolic extracts were obtained,
which were subjected to control TLC to detect the presence of alkaloids using Dragendorff's
reagent. The presence of alkaloids was confirmed in the species Kalanchoe blossfeldiana
Poelln, Kalanchoe manginii 'Wendy' Raym.-Hamet & H.Perrier and Kalanchoe delagoensis Eckl.
& Zeyh. Furthermore, they were subjected to evidence reactions to identify the substances
contained on TLC. In comparison with the literature, the presence of flavonoids, steroids
substances, coumarins, triterpenes and alkaloids was confirmed in most plant extracts. Plants
extracts of Kalanchoe blossfeldiana Poelln (AL-756 — extract from flowers and stems) and
Kalanchoe manginii 'Wendy' Raym.-Hamet & H.Perrier (AL-757 — extract from flowers and
stems) produced negligible results with detection reagents: alumium chloride and
2-aminoethyldiphenylborinate-PEG.

The ethanolic summary extracts of selected plants were inactive in the cholinesterases
inhibitory assays using Ellman’s method compared to the standards. Galantamine,
huperzine A and physostigmine were used as reference substances for comparing the
inhibitory activities of the extracts against AChE and BuChE.

In addition to alkaloids, flavonoids may also be responsible for cholinesterase
inhibitory activity, which were published in research and was confirmed in three plants of the
genus Kalanchoe: Kalanchoe crenata (Andrews) Haworth, Kalanchoe gastonis-bornieri Raym-
Hamet et Perrier and Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Key words: Kalanchoe - roots — aerial parts - alkaloidal extracts - GC/MS analysis - biological
activity - acetylcholinesterase — butyrylcholinesterase
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