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1. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA araSidonova kyselina

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

ASA acetylsalicylova kyselina

ATP adenosintrifosfat

CNS centralni nervovy systém

CcoL kolagen

COX-2 cyklooxygenasa-2

DPPH 2,2 difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal
d.f. destickovy faktor llI

EEG elektroencefalogram

FRAP ferric reducing antioxidant power
GIT travici Ustroji

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat
HMWK vysokomolekularni kininogen

5-HT 5-hydroxytryptamin, serotonin

LOX lipoxygenasa

LT leukotrien

NF-kB Nuklearni faktor-«B

NO oxid dusnaty

iNOS inducibilni synthesa oxidu dusnatého
t-PA tkanovy faktor aktivujici plazminogen
u-PA urokindsovy faktor aktivujici plazminogen
PAF faktor aktivujici desticky

PAI-1 inhibitor aktivatoru plazminogenu 1
PAI-2 inhibitor aktivatoru plazminogenu 2
PDGF destic¢kovy rastovy faktor

PG prostaglandin

PGl, prostacyklin

PPP plazma bez desticek

PRP plazma bohata na desticky



ROS
SOD
TGF-B
TNF-a
TR

X

reaktivni formy kysliku

superoxiddismutasa

transformujici rlstovy faktor-f

tumor necrosis factor (faktor nekrézy tumoru)
trombin

tromboxan

von Willebranddv faktor



2. UvoD

Zatimco v prvni poloviné minulého stoleti byla hlavnim problémem infekéni onemocnéni v cele s
tuberkuldzou, v poslednich padesati letech dochazi ke zietelnému nardstu tzv. civilizaénich chorob,
resp. zhoubného bujeni a kardiovaskularnich onemocnéni. Z epidemiologického hlediska se jedna o
vyznamné otevienou kapitolu, které se vénuje mnoho autor( (napt. Conti, 2000; Bjorntorp, 2000).
Na jejich nasledky rocné zemfe vice nez 33 milidn( lidi. Obecné se da fici, Ze se jedna o choroby,
které jsou spojeny s Zivotnim stylem (Schnall, 2000) pfedevsim moderni doby a vétSich mést
(Schwella, 2000). Hlavnimi pfi¢inami jejich vzniku jsou primyslova potravinarska velkovyroba a
druhotné i pfijem kaloricky bohatych potravin zejména tucnych, slanych a preslazenych jidel, které
jsou prevainé z Zivocisnych zdrojl, dale pak vyznamny uGbytek fyzického pohybu, nadmérna
konzumace jidla, alkoholu a cigaret a zvyseny stres — v disledku téchto negativnich vlivl se vyviji
predevsim metabolicky syndrom, ndsledné diabetes mellitus 2. Typu a ndsleduje postiZzeni
kardiovaskularniho systému (Azcona, 2000; Betlejewski, 2007; Camacho, 2000; Garber, 2000; Gerber
2002; Martin 2000; Perry, 2000; Ravussin, 2000).

V disledku toho dochazi také kromé jinych negativnich projevl ke vzniku oxidacniho stresu,
ktery je definovan jako nerovnovdha mezi vznikem a odstrariovanim reaktivnich forem kysliku (ROS)
(Stipek, 2000). Je vyvolan zvy$enou tvorbou kyslikovych radikal( (nastava pii celé Fadé patologickych
stavl) nebo snizenim kapacity antioxidacni ochrany (snizend aktivita enzymd, snizeni hladin
jednotlivych nizkomolekularnich antioxidant( a redukénich ekvivalent().

Tvorba ROS je nevyhnutelnou soucasti aerobniho metabolismu. Jeho nejvétSim generatorem
v téle je sdm dychaci fetézec mitochondrii, a pak také aktivované fagocyty, které pomoci enzymu
NADPH oxidasy produkuji superoxid proti mikrobdm a uplatniuje se také v pribéhu zanétlivé reakce.
Superoxid spontanné nebo plsobenim antioxida¢niho enzymu superoxiddismutasy (SOD) prechazi na
peroxid vodiku. Ten je sdm o sobé stabilni, ale vyznacuje se reaktivitou s redukovanymi redoxné
aktivnimi prfechodnymi kovy (v téle jsou to atomy Zeleza nebo médi). Tato tzv. Fentonova reakce

poskytuje vysoce reaktivni hydroxylovy radikal, ktery povazujeme za vlastni agens, startujici oxidacni



poskozeni biomolekul organismu. Radikalové poskozeni ma ¢asto podobu retézové reakce, nebot
volny radikal se typicky stabilizuje vytrzenim elektronu z jiné struktury, ¢imz ji preméni na jiny radikal
a proces pokracuje. Vsechny typy biomolekul mohou byt, a realné také béhem lidského Zivota jsou,
poskozovany oxidaci. Nedostatecna eliminace volnych radikalll mlzZe v organismu vyvolat fadu
nezadoucich uc¢inkd. Retézova oxidace polynenasycenych mastnych kyselin v lipidech vede k
lipoperoxidaci (Zluknuti tuk(), oxidace proteinu s enzymatickou funkci mize zpUsobit naruseni, nebo
Uplné vypnuti jeho katalytické schopnosti a oxidace DNA vede k mutaci. Naruseni genetické
informace a poskozeni kontrolnich a regulacnich procest pak muzZe pfispét aZ ke vzniku zhoubnych
novotvard (Stipek, 2000).

ROS hraji tedy vyznamnou ulohu v rozvoji zdvainych zdénétlivych a degenerativnich
onemocnéni, jako je aterosklerdza, diabetes mellitus, hypertenze, chronické stfevni zanéty, nékteré
typy zhoubného bujeni, ischemicko-reperfuzni poskozeni srdce a jinych organd, mozkové
trauma/ischemie, Parkinsonova nemoc, Alzheimerova nemoc atd. (Platenik, 2009).

Hlavnimi chorobami soucasnosti jsou tedy zhoubné novotvary a postizeni kardiovaskularniho
systému. Zde jsou pravé hledany latky se schopnosti tento degenerativni proces zabrzdit (Frusciante,
2000; Eskin, 2006). Nejvyhodnéjsi by bylo uZivani téchto pripravkl preventivné, jako doplikd stravy.
Jednim z perspektivnich zdroji je Celed Asteraceae, ktera obsahuje mnoho vyznamnych lécivych
rostlin s hlavnimi obsahovymi latkami, jako jsou flavonoidy rlznych struktur, seskviterpenové
laktony, polysacharidy ad. latky. Taxony této celedi jsou vyznamné také ve stfedni Evropé. Pfed 50
lety jim zacala byt vénovdna vyznamna pozornost na Ustavu organické chemie a biochemie AV CR
v Praze (seskviterpenové laktony) predevsim z chemotaxonomického hlediska a vlivu na bezobratlé
zivocichy. Minimalné 15 let se jimi také zabyva pracovni tym na Farmaceutické fakulté UK v Hradci
Kralové (Chobot, 2003; Koleckar, Brojerova, 2008; Koleckar, Opletal, 2008; Opletal, 1997). Biologické
ucinky a toxicita latek rostlin této celedi jsou ¢astecné znamé, ale probiha vyzkum na dalsi biologické

ucinky, které dopliuji pohled na pfipadny terapeuticky zajem nebo toxicitu.



Proagregacni a antiagregacni plsobeni taxonl této celedi vsak neni pfili§ podrobné
prozkoumano. Proto bylo testovano 32 taxonU celedi Asteraceae a za vyuZiti metody bioguided assay
byl vybran nejefektivnéjsi taxon — Leuzea carthamoides (Asteraceae). Aktivni latky byly izolovany
opét za vyuZiti bioguided assay a byla u nich stanovena antiagregacni aktivita (ICsq) s pouzitim

agonistl: COL, AA, ADP, TR.
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3. CiLPRACE

1. provést sbér vzork( vybranych taxoni z ¢eledi Asteraceae, rostoucich anebo péstovanych na
tzemi Ceské republiky (lé¢ivé rostliny, rostliny vyuZivané potravinarsky, specidlni plodiny,
Casto se vyskytujici plevely), katalogizovat tyto vzorky, ususit a adjustovat,

2. pfripravit extrakty 70% ethanolem z 5 g susSenych rostlinnych ¢asti, predcistit je a lyofilizovat
(pro prvotni screening na antiagregacni aktivitu),

3. provést stanoveni antiagregacni aktivity u téchto vzork( za pouZiti agonistl COL, AA, ADP, TR,

4. vybrat perspektivni taxon, pfipravit z ného sekvencni extrakty a metodou bioguided assay
zjistit nejaktivné;jsi typ extraktu,

5. tento extrakt ziskany z vétSiho mnozstvi materialu (10 kg suchého rostlinného materidlu)
chromatograficky rozdélit s cilem izolace aktivnich latek opét za vyuziti bioguided assay,

6. izolované latky vycistit, podilet se na strukturni analyze a stanovit u nich antiagregacni
aktivitu (ICsp) s pouzitim agonistl COL, AA, ADP, TR a ECs, aktivitu antioxidacni (DPPH test,
FRAP test),

7. zhodnotit ptipadnou toxicitu izolovanych latek s ohledem na pouziti vegetabilnich ¢asti

parchy saflorové.
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4. TEORETICKA CAST
4.1. Morfologie a vznik trombocyti

Z hlediska morfologie jsou trombocyty bezjaderné a bezbarvé krevni elementy majici tvar
nepravidelnych okrouhlych diskd o priméru 2 — 4 um a tloustce 0,5 — 1 um. U zdravého ¢lovéka je
pramérny pocet krevnich desti¢ek v rozmezi 150 — 300 x 10°I™* krve a nezavisi na véku. Asi tietina se
jich nachazi ve sleziné, v sinusech, nebo mezi burikami pulpy. Zbyla ¢ast volné cirkuluje v obéhu,
pficemz neustdle dochazi k vyménam desticek ze sleziny s volné cirkulujicimi (Trojan, 1994).

Trombocyty vznikaji z megakaryocytl kostni diené, coz jsou velké (35 — 160 um) polyploidni
bunky pochazejici z pluripotentni kmenové burky kostni dfené. V dfeni se téchto polyploidnich
bunék nachazi malé mnozZstvi. Vyvoj megakaryocytl je fizen tak, aby nedochazelo k vétsim vykyvim v
poctu desticek. Regulujicimi télovymi faktory jsou nékteré cytokiny a trombopoetin. Zanikajici
trombocyty jsou pohlcovany makrofagy v jatrech, plicich a sleziné (Silbernagl, 1993; Trojan, 1994).
Jejich doba Zivota v obéhu je 8 — 11 dni. Zanik je v rovnovaze s tvorbou a proto jejich pocet kolisd jen
velmi malo (Ldllman, 2002).

Desticky jsou elementy s omezenou nebo Zadnou schopnosti proteosyntézy. Obsahuji
pomérné maly pocet mitochondrii. Jejich metabolismus probiha s velkou intenzitou, v cytoplazmé i
organeldch maji bohaté enzymatické vybaveni. Hlavnim zdrojem jejich energie je glukosa, kterou
ziskavaji z plazmy. V cytoplazmé desticek se nachazi shluky zrnek zdsobniho glykogenu. Obsah ATP
v destickach je 150 x vétsi nez v erytrocytech (Trojan, 1994).

Tvar cirkulujicich trombocytll je udrZovan marginalnimi mikrotubuly, které pini funkci
bunécného skeletu. V cytoplazmé se rozvétvuje rozsahly spongidzni systém vzajemné spojenych
kanalkd a vesikul. Tento systém komunikuje s povrchem desti¢ek a je dlleZity pro jejich sekrec¢ni
funkci. V destickach se nachazeji tfi typy granul obsahujici latky nezbytné pro jejich vlastni funkci i pro
dalsi déje. Denzni neboli skladovaci granula obsahuji ADP, ATP, vdpnik a 5-HT. Druhym typem granul
jsou pocetnéjsi a-granula obsahujici smés proteinll pochdzejicich z megakaryocytl a dale latky

ziskané z plazmy (destickovy faktor IV, ktery je antagonistou heparinu, PDGF, trombospondin, B-
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tromboglobulin, cytokin TGF-B, fibrinogen, vVWF, faktor V, albumin, protilatky typu IgG a inhibitor
aktivator(l plasminogenu). Tretim typem desti¢kovych granul jsou lysosomy, které obsahuji enzymy
Stépici bilkoviny a sacharidové komplexy.

V trombocytarni cytoplazmé je ddle pritomen denzni tubuldrni systém, ktery patfi
k organelam a predstavuje zbytky hladkého endoplazmatického retikula megakaryocyt(. Je nositelem
enzymuU syntetizujicich derivaty AA a je jednim ze zdroji vapniku pro biochemické reakce.

Trombocyty poskytuji také fosfolipidy (destickovy faktor lll) predstavujici 70 % celkového
obsahu lipid( v destickach. Fosfolipidy jsou termostabilni a jsou poutany pfedevsim v povrchové
membrané. Pfi hemokoagulaci se na né vazou koagulacni faktory. Jsou také zdrojem AA, kterd je
vychozi latkou pro syntézu agregacné pusobiciho TXA, (Trojan, 1994). Mikrotubularni cytoskelet
desticek také obsahuje kontraktilni bilkoviny aktin a myosin, které se uplatiuji pfi zméné tvaru
aktivovanych destic¢ek a pfi uvolfiovani obsahu granul. DalSim kontraktilnim proteinem desticek je

trombostenin (Silbernagl, 1993; Trojan, 1994).

4.2.  Funkce trombocyti

Trombocyty se uplatiuji pfi zanétlivych procesech, pfi zménach permeability kapilar, pfi
odstranovani cizorodych castic, virt a bakterii i pfi rejekci transplantatu a jsou souéasti hemostatické
slozky imunitnich reakci. Dale jsou vehikulem pro celou fadu latek, které jsou na jejich povrch
adsorbovany. PDGF (z a-granul) stimuluje migraci a déleni bunék hladké svaloviny stény cév a
fibroblastll a tim se uplatiuje pfi udrZovani cévni stény a pfi hojeni poranéni. Je také silnym
stimuldtorem polymorfonukledrnich leukocytll, na které plsobi chemotakticky a indukuje
fagocytozu. Chemotaktickymi ucinky se vyznacuji také destickovy faktor IV a TGF-B. Nejdulezitéjsi
funkci desticek je vSak ochrana organismu pred ztratou krve. Zde se uplatiuji jak biochemicky, tak i

mechanicky (Trojan, 1994).
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4.3, Hemostaza

Hemostdaza neboli zastava krvaceni je Zivotné dulezity déj, ktery chrani organismus pred nadmérnou
ztratou krve. Hemostdaza spociva ve vzajemné souhie nékolika déj. (Schéma 1)
1. reakce cév v misté poranéni (vazokonstrikce),
2. cinnost krevnich desticek (adheze, agregace, vytvoreni hemostatické zatky a uvolnéni
granul),
3. srazeni krve — hemokoagulace — (vzajemna reakce plazmatickych faktor(, koncici vytvorenim
fibrinu a definitivniho trombu),
4. zhojeni poranéni (odstranéni trombu fibrinolyzou, zhojeni za pomoci fibroblast( a hladkych

svalovych bunék) (Trojan, 1994).
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d.f. 1,

zevni systém

trombocyty vnitfni systém
N ADP [
adheze L (d. f. llI+V+Ca?*)+Xa | < vy E
' |
agregace
) trombin L protrombin

viskdzni metamorfdza desticek,
uvolnovaci reakce

fibrin |«—x fibrinogen
serotonin
destickovy — .
definitivni organizace
trombus, > .
. trombus hojeni
vazokonstrikce

Obr. 1 Schema zastavy krvaceni (Silbernagl, 1993)

1) Vazokonstrikce

V misté poranéni nastdva rychla vazokonstrikce, kterd ma charakter primé odpovédi cévni stény na
poskozeni. Sousedni cévy reaguji patrné na zakladé sympatickych vazokonstrikénich reflex(. Dochazi
k uvolnéni serotoninu z desti¢ek, ktery ma silné vazokonstrikéni ucinky, dale se uvolnuji i jiné
vazoaktivni aminy (adrenalin) a fibrinopeptidy, které vznikaji odstépovanim pti pfeméné fibrinogenu
na fibrin (Trojan, 1994). Nejvétsi vazokonstrikce nastava ale vlivem myogenni reakce cév na poranéni.
Proces vazokonstrikce hraje zasadni roli v zastavé krvaceni zejména u vétsich cév (Martinkova, 1990;

Silbernagl, 1993).
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2) Cinnost krevnich desticek

PFi poruseni kontinuity cévni stény je ¢innost desti¢ek primarnim déjem, ktery spociva v jejich adhezi,
zméné tvaru, sekreci obsahu granul a agregaci. Bezprostfedné po naruseni cévy adheruji trombocyty
na subendotelidlni matrix. Adheze je zprostfedkovana kolagenem a vWF, ktery se vdzZe na receptory
desticek a pouta je tak k subendotelu. Kolagen trombocyty silné stimuluje. Desticky formuji tzv. bily
trombus, ktery je provizorni hemostatickou zatkou zejména v mikrocirkulaci (kapilary, malé venuly).
Aktivované adherujici desticky méni tvar diky ¢innosti cytoskeletu a kontraktilnich bilkovin — ztraceji
svlj plosné diskovity tvar a stavaji se sférickymi. Tato zména nastava do 2 sekund. Do okoli vysilaji
dlouhé a tenké vybézky — filopodie. Tvarové zménéné desticky se shlukuji a pfimykaji k sobé vlivem
aktivatoru trombinu, ktery vznikd po uvolnéni tkanového tromboplastinu pfi srazeni krve v misté
naruseni cévy. Dochazi tak k procesu agregace, cehoZ se ucastni i dalsi latky; napf. ADP uvolfiované
z poskozenych endotelovych bunék a erytrocytd. ADP je nejmohutnéjsim stimulatorem agregace.
Jeho vlivem také dochdzi na membrané aktivovanych trombocytl k expozici receptorli pro
fibrinogen, ktery se na né v pfitomnosti dvojvaznych iont( vaze a jeho dimérni molekuly vzajemné
spojuji shlukujici se trombocyty. Soucasné se také z destickovych fosfolipid( uvolfiuje AA, ktera je
metabolizovana enzymy pochazejicimi z denzniho tubuldrniho systému trombocytli na labilni
endoperoxidy a TXA,. Jejich GcCinek je proagregacni a soucasné i vazokonstrikéni. Proces adheze,
zmény tvaru a dosavadni tzv. primdrni agregace, ktera je spojend smirnym zvySenim
trombocytarnich Ca** iontd, jsou vratné. Destitky se mohou jesté rozvolnit a rozptylit se v krvi.
Sekundarni, ireverzibilni agregace, spojend s uvolfiovaci reakci, pfi které dochazi k secernaci jejich
granul, vyzaduje vy3si koncentraci Ca®*. Cinnosti aktivovanych kontraktilnich proteint jsou
shromazdéna granula ve stfedu desticky, jejich membrana splyne se sténami kanalikularniho systému
a obsah granul se vyléva do vnéjsiho prostiedi mimo desti¢ku. Z denznich granul je secernovano ADP.
Agregaci dale podporuji i adhezivni molekuly trombospondinu z a-granul a také narlstajici mnoZstvi
TR wvznikajici pti koagulaci. Pfi pozdéjSim uUplném rozpadu a splynuti desticek (tzv. viskdzni

metamorféze) je uvolnén i obsah lysosomalnich granul. Mezi dalsi latky vyvolavajici agregaci patfi
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adrenalin, serotonin, rGzné imunitni komplexy a PAF uvolfiovany z aktivovanych leukocytll. Agregace
desti¢ek mlzZe nastat také v pripadé aktivace komplementu pfi imunitni zanétlivé reakci. Reverzibilni
agregace slouzi k uzavirdni stdle se tvoficich mist prostupu v cévnim endotelu a k zacelovani malych
defektd v subendotelu vlivem PDGF z a-granul. Ireverzibilni agregace je pak zakladem hemostatické
funkce desticek. Provizorni zatka vznikla z desti¢ek potfebuje pro svou konsolidaci a stabilizaci jesté
fibrinova vldkna, ktera se v trombu z desticek zachycuji (Trojan, 1994).

Destickova agregace je déj s tzv. dvousmérnou regulaci. Oproti vySe popsanému procesu maji
desticky také opacny systém regulace, ktery zabranuje jejich spontanni adhezi a agregaci. Jsou to
latky (inhibitory agregace) zvysujici aktivitu adenylatcyklasy a obsah cAMP a snizujici intracelularni
koncentraci Ca®*. Nejucinnéj$im blokatorem agregace je PGl, uvolfiovany endotelovymi burikami
stejné jako NO. Obé latky inhibuji agregac¢ni funkce trombocytd a maji také vazodilatacni Ucinek
(Murray, 2000). Sekreci PGl, a NO stimuluje ADP uvolfiovany z desti¢ek (a vyvoldvajici jejich agregaci)
a dale TR, vznikly pfi aktivaci koagulacni kaskady. To pUsobi jako zpétna vazba, kterd omezi dalsi
agregaci a adhezi desticek, vazospazmus a také tvorbu trombu. Buriky endotelu navic $tépi ADP na
AMP a adenosin. Adenosin ma, kromé jinych efekt(, silné vazodilatac¢ni ucinky. Pokud je néjakym
zplsobem (napf. pri ateroskleréze) porusena normalini funkce endotelu, uvolfuji se NO a PGl,
v nizSim mnoizstvi neZz je obvyklé a dochazi k nadmérné hyperaktivni Cinnosti trombocytld a tim

k riziku tromboembolickych komplikaci (Martinkova, 1990; Trojan, 1994).

3) Hemokoagulace
Srazeni krve (hemokoagulace) je souborem enzymatickych reakci, kdy za spolulcasti plazmatickych
protein(, fosfolipid(i a iontli dochazi k preméné tekuté krve na nerozpustny gel.

Smyslem celého systému interakci koagulacnich faktor( je preména rozpustného fibrinogenu
na nerozpustny polymer fibrin Gcinkem TR. Fibrinova vlakna zpeviuji primarni trombocytarni zatku a
trombus se tak stane hustSim, mechanicky odolnéjsim. Latky potfebné pro vytvoreni TR pochazeji

z plazmy, desti¢ek a tkani. Aktivni koagulacni faktory jsou obvykle charakteru proteolytickych
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enzyml, v jejichZ aktivnim centru se nachazi zpravidla serin s histidylovymi zbytky. Oznacuji se proto
jako serinové proteasy. Sled déju, ktery vede k vytvoreni protrombinu je kaskadovity. Spociva vidy ve
Stépeni proenzymu na aktivni enzym enzymem aktivovanym v predchozi reakci. Navic v celé kaskadé
dochazi postupné k zesilovacimu (amplifikacnimu) efektu, kdy aktivace nanogrami enzym( na
polatku vyudsti v pfeménu miligramd fibrinogenu na fibrin. Vysledné zesileni je tedy az do ¥adu 10°.
Pro véechny reakce je spole¢nym znakem nezbytna pfitomnost Ca®* iontd.

Koagulacni déje muizZeme rozdélit do dvou zakladnich systému: systému vnitiniho, jehoz
véechny faktory jsou obsaZeny v plazmé a systému zevniho, ktery zacind uvolnénim tkanového
tromboplastinu. Oba systémy spolu konverguji pfi tvorbé faktoru Xa a dalsi sled reakci vedoucich
k vytvoreni fibrinu lze tedy oznacit za spolecny (Silbernagl, 1993; Trojan, 1994).

Pti srazeni krve se uplatiuje fada koagulaénich faktor( (Tab. 1), vlastni mechanismus srazeni

je prisné konsekventni (Obr. 2):
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Tab.1 Koagulacni faktory (Ganong, 2005)

Faktor Nazev
I fibrinogen
Il protrombin
1 tromboplastin, TPL, trombokinaza
\Y, ionty Ca**
Vv proakcelerin, labilni faktor
Vil prokonvertin
Vi antihemofilicky faktor A
IX Christmasuv faktor, PTC
X Stuartdv-Prower(v faktor
XI antihemofilicky faktor C, PTA
Xl Hageman(v faktor
Xl fibrin stabilizujici faktor, FSF
HMW-K vysokomolekularni kininogen, Fitzgeralddv faktor
Pre-K prekallikrein
Ka kallikrein
PL destickové fosfolipidy

(faktor VI neni samostatnou jednotkou a byl vypustén (dfive byl tak

nazyvan aktivovany faktor V) (Ganong, 2005))
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Obr. 2 Mechanismus srazeni (Ganong, 2005)
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Jednim z Ciniteld, ktefi zplsobuji agregaci trombocytl je trombin. Ten vznika ze srazeciho faktoru Il —
protrombinu — vysledného produktu srdzeci kaskady.

Proces hemokoagulace Ize rozdélit do tfi fazi:

a) Vznik protrombin-konvertniho systému

Téchto déji se ucastni vnitini i vnéjsi systém. Inaktivni koagulacni faktory jsou enzymaticky
pfeménovany na aktivni, které maji charakter proteas (s vyjimkou faktoru V a faktoru VI, které jsou
kofaktory). Zacatek fetézu ve vnitfnim systému zahajuje faze kontaktu, kdy obnaZeny kolagen spolu
s dalSimi slozkami subendotelu vaze faktor Xll, ktery je proteolyticky aktivovan kallikreinem za
pfitomnosti HMWK na faktor Xlla. Faktor Xlla zaroven stimuluje preménu plazmatického
prekallikreinu na kallikrein za pritomnosti HMWK, ktery cely déj urychluje a zesiluje. Faktor Xlla za
pritomnosti HMWK dale aktivuje pfeménu faktoru XI na Xla. Faktor Xla za pfitomnosti Ca** aktivuje
proteolyticky vznik faktoru IXa z faktoru IX. Jedna se o postupnou aktivaci, kdy aktivovany faktor
aktivuje dalsi zymogen (fenomén kaskady). Vnitini systém kondi vytvorenim aktivacniho komplexu,
ktery se sklada z faktort IXa, VIII, Ca** a desti¢kovych fosfolipidil. Tento komplex konvertuje faktor X
na Xa. Zevni srazeci systém se sklada z faktoru Vlla, iont( Ca”, tkariového tromboplastinu a faktoru X.
Tyto latky tvofi lipoproteinovy komplex, s pomoci kterého vznika aktivovany faktor Xa z faktoru X.
Zatimco doba aktivace faktoru X ve vnitfnim systému zahrnuje celou fadu interakci mezi vice faktory
a trvad nékolik minut, v zevnim systému cini nékolik sekund. Pro tvorbu faktor( II, VII, IX a X je
zapotrebi v organismu dostatecna hladina vitaminu K. Chybi-li vitamin K v organismu, nebo jsou-li
blokovany jeho ucinky, vyplavuji se z jater do krve biologicky neucinné prekurzory (Martinkova, 1990;
Trojan, 1994). Vitamin K je kofaktorem enzymové reakce pfi karboxylaci glutamovych zbytk( na N-
terminalnich proteinovych fetézcich syntetizovanych koagulaénich faktora (Lillman, 2002; Silbernagl,

1993).
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b) Konverze protrombinu na trombin

Je to vicestupriova reakce. V této fazi tvofi faktor V, faktor Xa, Ca®* ionty a trombocytarni fosfolipid
lipoproteinovy komplex s protrombinem a aktivuji jej. Vznika tak faktor lla — TR, ktery se sklada ze
dvou fetézcl navzajem spojenych disulfidickymi mUstky — z lehkého fetézce A a z tézkého retézce B

(Martinkova, 1990; Silbernagl, 1993).

c) Stépeni fibrinogenu na fibrin

Posledni faze koagulacnich déji zahrnuje stépeni fibrinogenu na fibrin a jeho stabilizaci. TR odstépi
béhem nékolika sekund dva pary malych peptidd, fibrinopeptidu A a fibrinopeptidu B z velké
molekuly fibrinogenu. Zbyla molekula se nazyva monomer fibrinu. Rozpustné monomerni molekuly
fibrinu se postupné shlukuji plsobenim nekovalentnich interakci za vzniku fibrinu rozpustného v
roztoku mocoviny. Faktor XIIl aktivovany TR za pfitomnosti Ca** na faktor Xllla napojuje kovalentné
monomery fibrinu. Jeho transpeptidasa stabilizuje za pfitomnosti Ca** fibrin polymer tvorbou
isopeptidickych vazeb. Vznika fibrin jiz nerozpustny v mocovingé, odolnéjsi proti plsobeni latek
s fibrinolytickym Gc¢inkem. Nedochazi tak k jeho predéasnému naruseni, coz by mélo za ndsledek
opétovny vznik krvéaceni. Sit fibrinovych vlaken pak zpevriuje desti¢kovy trombus a tvofi se definitivni
hemostaticka zatka. Prostorova sit fibrinu nasledné zachycuje ¢ervené krvinky — vznikd tak trombus
cerveny. Ukladani fibrinu v misté poranéni pfispiva k reparac¢nim procesim.

Po urcité dobé nastdva retrakce koagula, coZ Ize pozorovat napt. ve zkumavce pti srazeni
krve. Z koagula dochazi k vytlaceni krevniho séra, které se lisi od plazmy neptitomnosti nékterych
faktord (1, 11, VIII a Xlll) spotfebovanych pfi srazeni. Retrakce koagula je funkci desti¢ek a zacina, kdyz
fibrinovych vldken a jakmile se zkrati, dojde ke smrsténi celé hmoty (Martinkova, 1990; Trojan, 1994).

Tendence ke srazeni je vyvaZovana reakcemi, které srazeni krve brani a odbouravaji vzniklé
srazeniny. Patfi sem napf. odstranovani aktivovanych faktorl zkrve jatry, snizeni dodavky

koagulacnich faktorl, jez jsou béhem srazeni konzumovany, vzajemné plsobeni agregaci
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stimulujiciho TXA, a protisrazlivého PGl,. NejdlleZitéjsi je inhibice humoralni, ktera zahrnuje celou
fadu zpétnych vazeb a specifické inhibitory. Typickym pfikladem zpétné vazby je uUloha konecného
produktu celého déje — fibrinu — jako inhibitoru, ktery ma silnou afinitu pro TR a reverzibilné jej vaze.
Nejdualezitéjsim inhibitorem je vsak plazmaticky protein antitrombin I, ktery tvori komplex
s trombinem a dalSimi koagulacnimi faktory (IXa, Xa, Xla, Xlla a kallikrein) a tim je inaktivuje.
Antitrombin Il je kofaktorem heparinu, ktery mu po navazani zplsobi zménu jeho konformace a
usnadni tak vazbu na protrombin a dalsi substraty. DalSim antikoagulacnim faktorem je protein C,
ktery je aktivovan komplexem: TR, trombomodulin (glykoprotein z cévniho endotelu). Aktivovany
protein C ve spojeni s kofaktorem proteinem S degraduje koagulac¢ni faktory Va a Vllla.

Sled koagulacnich déji je dokonale modulovan fadou aktivacnich i inhibi¢nich faktor(,
zUstdva omezen na misto poranéni a je limitovan i ¢asové (Ganong, 2005; Liillman, 2002; Murray,

2002; Trojan, 1994).

4) Fibrinolyza
Po urcité dobé, kdyz krevni srazenina splnila svoji funkci, je fibrinovd usazenina odstranéna
enzymatickym Stépenim fibrinu plasminem na degradacni produkty. Fibrinolyticky systém ma ctyfi
slozky:

e neucinny plasminogen,

e Ucinny plasmin,

e aktivatory plasminogenu a

e inhibitory plasminu a plasminogenu.

V plazmé se normadlné vyskytuje neudcinny prekurzorovy globulin, proenzym plasminogen.

Jeho hladina stoupd pfi infekci, operaci, infarktu myokardu, pfi poranéni aj. procesech.
Proteolytickym Stépenim je plasminogen konvertovan na Ucinny plasmin o dvou fetézcich — tézkém
(A) a lehkém (B). K jeho aktivaci mlze dojit tfemi zpUsoby. Bud' latkami obsaZzenymi v krevni plasmé

(faktor Vlla, kallikrein, TR), nebo latkami pochazejicimi z cévni stény a bunék témér vSech organl
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(proteasy — t-PA); t-PA jsou pro aktivaci plasminogenu nejduleZitéjsi. Do tieti skupiny patfi latky
exogenni (u-PA, izolovana zlidské moci a streptokinasa, protein produkovany bakteriemi
Streptococcus haemolyticus). Pro samotnou aktivaci plasminogenu je nezbytna vazba na fibrin. Ten
zde funguje jednak jako substrat budouciho plasminu a také jako kofaktor pfi jeho vzniku.
Plasminogen, ktery se navaze na vnitrni lysiny fibrinového retézce, mize byt nasledné Stépen na
plasmin. Tato nutnost vazby na fibrin pfed samotnou aktivaci omezuje plsobnost plasminu pouze na
samotnou fibrinovou sraZeninu a zamezuje vzniku generalizované fibrinolyzy. Samotny plasmin je
extracelularni nespecifickd serinovad proteasa rozpoustéjici fibrin na malé fragmenty, které jsou
eliminovény z ob&hu jatry a také butfikami mononukledrniho fagocytarniho systému. Stépi déle
fibrinogen, protrombin, faktory V a VIII a rozpousti v téle malé tromby (zejména v mikrocirkulaci) a
srazeniny vznikajici pti trombdze hlubokych Zil nebo pfi trombdze koronarni.

Opacné pusobeni maji inhibitory plasminu a inhibitory aktivatord plasminogenu. V plasmé
jsou inaktivator C; (slozka komplementu), inhibitor fibrinolyzy zplsobené faktorem Xlla, komplex
heparin-antitrombin Il a plazmaticky lipoprotein a,-makroglobulin, ktery tvofi ireverzibilni komplexy
s celou fadou proteas. Inhibitory zevniho systému tvofi v plazmé reverzibilni komplexy s aktivatory,
které v pritomnosti fibrinu disociuji. Mezi hlavni inhibitory plasminu patfi a,-antiplasmin (plazmaticky
glykoprotein). Tvofi komplexy s plasminem a inaktivuje jej. a,-antiplasmin se uvolriuje také z a-granul
aktivovanych desticek. Patfi mezi inhibitory proteas a Ucinné zabranuje volné cirkulaci plasminu.
Plasmin navazany na fibrin je vSak pred jeho aktivitou chranén a zlstava aktivni. Fibrinolyza tak
probiha predevsim lokalné v misté trombu.

Fibrinolyticky systém je v Uzké vazbé a rovnovaze se systémem koagula¢nim. Porucha tohoto
vysoce integrovaného systému vede bud’ k trombdze, nebo ke krvaceni (Martinkovd, 1990; Trojan,

1994; Silbernagl, 1993; Murray, 2002).
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4.4, Antiagregancia

Antiagregancia brani aktivaci a agregaci trombocytl a tak zamezuji tvorbé destickovych trombd.
Proces agregace reguluji mimo jiné dva antagonistické faktory: TXA,, ktery agregaci zvySuje a PGl,,
ktery ji naopak inhibuje. Jak bylo dfive vysvétleno, obé latky vznikaji plisobenim enzymu COX z AA
(schéma 3). Posledni krok této reakce je fizen synthasou tromboxanu, respektive prostacyklinu. TXA,

vznika zejména v destickach, PGI, v endotelu cév (Llllman, 2002; Silbernagl, 1993).

fosfolipidova membrana

r fosfolipasa A,

ARASIDONOVA KYSELINA
15-lipoxygenas

(15-LOX)
lipotoxin
<4+—— cyklooxygenasa
(COX)
5-lipoxygenasa —%,
(5-LOX)
PGH,
5-hydroxyikosatetraenova kyselina, LTA,, LTB,
prostacyklin-synthasa —;
PGD,
& tromboxan-synthasa
LTC4, LTD4, LTE4 PG|2 PGEZ

6-ketoPGF,,
TXA,

Obr. 3 Metabolismus AA (Williamson, 1996)
Podavani inhibitorl agregace trombocytld slouzi k profylaxi vzniku tromb0 v arteridinim
fecisti. Arterialni trombus vznika na zakladé agregace trombocyt(, které se uloZily na defekt cévni

X

stény a na této vzniklé ,hlavé” slozené z trombocytl se zacne vylucovat fibrin. Na rozdil od nich
tromby ve vendznim redisti vznikaji prevazné na zakladé zpomaleni proudu a méstnani. Jsou slozeny

pouze zfibrinu, desticky zde nehraji vyznamnou roli. Pti terapii arteridlnich tromb( jsou tedy

25



podavana antitrombotika zabrafujici vzniku tromb(, zatimco pfi terapii tromb0 vendznich jsou to

fibrinolytika, ktera brani vzniku fibrinu, nebo ho rozpoustéji (LGllman, 2002).

Antiagregancia podle mechanismu ucinku

V soucasné dobé existuje mnoho latek pfirodniho i syntetického charakteru s antiagregacnim
Ucinkem, které plsobi rliznym mechanismem ucinku. Jejich prakticka vyuZzitelnost jako referencni
latky pro farmakologické pokusy, predevsim vsak jako lécivo, je problémova. Proto zde uvddim
jednoznacné ovérené latky, které jsou v soucasnosti pouzivany jako |éCiva, pfipadné standardy pro

biologické pokusy.

1. Inhibice cyklooxygenasového systému

Kyselina acetylsalicylova (ASA)

V trombocytech a bunkach endotelu ireverzibilné acetyluje, ¢imz inhibuje COX systém desticek
Ucastnicich se tvorby TXA,. Trombocyty jsou k ASA velmi citlivé. Pro obnoveni funkce enzymu v téle
musi dojit k jeho syntéze de novo. ASA inhibuje i tvorbu PGI, v endotelovych burkdach. Ty vsak na
rozdil od desti¢ek regeneruji COX aktivitu béhem nékolika hodin. V bezjadernych trombocytech
naproti tomu k zddné nové syntéze nedochazi a jsou tedy postizeny do konce své Zivotnosti (tzn.
nejdéle 8 — 11 dni) a tak je vysledna aktivita posunuta ve prospéch PGI, (Murray, 2002; Williamson,
1996). Utlum agregace desti¢ek nastavd, podava-li se ASA tak, aby byla umoZnéna regenerace
syntézy PGl,. Z dlvodu zabranéni vzniku ikosanoidld, musi ASA proniknout do mista Ucinku
v nezménéné chemické formé, aby byla schopna acetylovat enzym. ASA zabrafuje agregaci
trombocytd, nikoliv vSak jejich adhezivité. Nezabrani vzniku vendznich tromb(. Poddva se pfi
nestabilni angina pectoris, k sekunddarni profylaxi po infarktu myokardu a k profylaxi okluzi po
chirurgickém bypassu. ASA snizuje incidenci mozkovych infarktli a tranzitornich ischemickych atak

(LGllman, 2002; Suchopdr, 1999). SlouZi i jako standard pro biologické testovani (Williamson, 1996).
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acetylsalicylova kyselina indobufen

Indobufen

Blokuje COX podobné jako ASA, avsSak na rozdil od ASA je ucinek této latky reverzibilni a funkce
desticek se spontanné obnovi do 24 hodin od ukonceni poddavani. Indobufen nema vliv na hladinu
koagulacnich faktor(. Podava se u stejnych indikaci jako ASA, protoze je v3ak finanéné naro¢néjsi, je
poddvan pouze v pripadé, je-li ASA kontraindikovdna nebo je-li zapotfebi inhibici agregace rychle

prerusit (Suchopar, 1999).

Sulfinpyrazon

J¢inek spociva v kompetitivné reverzibilni inhibici COX (antiagregace) a inhibici adheze desti¢ek na
kolagen. Pfiznivy ucinek byl prokazan pouze v profylaxi tromboembolickych pfihod u nemocnych
s mitralni stendzou. P¥i jinych indikacich (ischemické choroby srdecni, tranzitorni mozkové pfihody)

efekt selhal (Suchopar, 1997).
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Aminofenazon
Z dlivodu nezZadoucich Gcinkl je pouZivan uz jen jako standard pro biologické pokusy. Inhibuje COX
cestu metabolismu AA tim, Ze zhasi volné radikdly (endoperoxidy), tvofené v prvnim kroku syntézy

prostaglandin( (Williamson, 1996).

Indometacin
Nesteroidni antirevmatikum, antiflogistikum, analgetikum (v soucasnosti s omezenym terapeutickym
pouzitim z divodu nezadoucich vedlejsich ucinkd), standard pti biologickém testovani (Williamson,

1996).

Fenidon

Kromé inhibice COX, blokuje i LOX aktivitu. Pouzivd se jako standard v biologickych pokusech

(Williamson, 1996).

H3CO /N
COOH NH

indometacin fenidon

2. Inhibice fosfolipasy C

Tiklopidin, klopidogrel

R8s,

tiklopidin klopidogrel
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Chemicky pribuzné latky. | mechanismus pulsobeni je podobny — spociva v inhibici fosfolipasy C a
blokddé membranovych receptorll pro ADP s naslednou inhibici adheze a degranulace desticek.
Zabranuji navazani kontaktu mezi fibrinogenem a glykoproteinovymi molekulami (llb/lIlla)
lokalizovanymi na povrchu desticek a tim znemoznuji vytvoreni trombocytové sité za Ucasti molekul
fibrinogenu. U¢inek se vyviji teprve v prib&hu nékolika dni a pouze in vivo. Tiklopidin a klopidogrel se
podavaji pfi poruchach cerebrdlni cirkulace. Snizuji incidenci ikt a infarktu myokardu. Uzivani
tiklopidinu byvd vsSak spojeno svyraznymi neZzadoucimi ucinky (prGjmy, neutropenie,
trombocytopenie, koZni reakce). Je proto vhodné ho podavat pouze u pacientll s intoleranci ci
rezistenci ASA, nebo dat prednost klopidogrelu, ktery ma vyskyt nezadoucich Gcink( nizsi (Léllman,

2002; Suchopdr, 1999).

3. Inhibice fosfolipasy A,
Propranolol
Inhibici fosfolipasy A,, brani uvolnéni AA z membrany trombocytl. Patfi do skupiny lééiv —

betablokatorl — a je pouZivan také jako standard v biologickych testech (Williamson, 1996).

CH, O
PY /=
o N CH N
/Y\H 3 Q /N
OO ) O Cl
propranolol klotrimazol

4. Inhibice tromboxan-synthasy
Klotrimazol
Inhibuje posledni krok pfi syntéze tromboxan. Je to |éCivo patfici mezi antimykotika, slouZi také jako

standard pfi biologickém testovani (Williamson, 1996).
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5. Inhibice fosfodiesterasy

Dipyridamol

Mechanismem antiagregacniho plsobeni této latky je zvyseni hladiny cAMP inhibici fosfodiesterasy
(transformuje cAMP na neucinny 5°’AMP) a stimulaci adenylcyklasy (podminiuje tvorbu cAMP z ATP)
trombocytl. Za ucelem vyssiho efektu jej lze v terapii kombinovat s ASA z davodu jejich rozdilného
mechanismu ucinku. Podavani dipyridamolu neni vhodné u ischemické choroby srdecni, protoze ve
vysSsich davkach vyvolava vazodilataci s poklesem cévniho odporu, coZ mizZe vyvolat odklon krevniho
proudu od ischemickych oblasti. Pouzivd se v kombinaci s antikoagulaéni terapii k profylaxi

tromboembolickych komplikaci u chlopennich nahrad (Martinkova 1990; Suchopar, 1999).
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6. Blokace glykoproteinu llb/llla

Abciximab

Abciximab je F,, fragment protilatek, které blokuji vazebny protein fibrinogenu, glykoprotein lib/llla,
takZe vysledkem je neschopnost fibrinogenu se na proteiny navazat. Blokadou glykoproteinu llb/llla
dojde kinhibici konec¢ného spolecného Useku jinak rozdilnych mechanism( aktivace trombocyta.
Abciximab se poddava intravendzné a ve specialnich pripadech, pfi perkutanni transluminaini

koronarni angioplastice, v kombinaci spolu s heparinem (Lillman, 2002; Suchopar, 1999).
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Tirofiban, eptifibatid

Jsou to blokatory glykoproteinu Ilb/Illa. Tirofiban patfi mezi fibany, samy nemaji charakter protilatek,
jsou to nepeptidova léciva. Eptifibatid patfi mezi syntetické inhibitory. Poddvaji se podobné jako
abciximab intravendzné pfi infarktové symptomatologii pfi nestabilni angina pectoris, kdy maji

zabranit Uplnym uzavértim (LGllman, 2002; Suchopar, 1999).
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tirofiban
7. Antagonismus PAF
BN 52021 (ginkgolid B), BN 52063 (smés ginkgolidii)
Pfirodni latky izolované z Ginkgo biloba (Ginkgoaceae), slouZi jako standardy pfi biologickych
pokusech (Williamson, 1996). Latka 52021 (fy Beaufour-Ipsen) je vyznamnym potenciadlnim léCivem

v terminalnim stadiu schvalovani vyuZitelnym pfti [é¢bé septického Soku.
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ginkgolid B kolchicin
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8. Inhibice kontraktilniho aparatu trombocytu

Kolchicin

Alkaloid izolovany zhliz (semen) Colchicum autumnale (Colchicaceae). Je to mitoticky jed,
v trombocytech inhibuje mikrotubularni systém. Pouziva se jako standard pfi biologickych testech a

jako léc¢ivo — antiuratikum — k 1é¢bé zachvatd dny (Williamson, 1996).

9. Antagonismus na tromboxanovych a prostaglandinovych receptorech
Analoga tromboxanu A,
Tyto slouceniny se uplatiuji na receptorech pro tromboxany a prostaglandiny, pouzivaji se jako

standardy pti biologickych pokusech (Williamson, 1996).

analoga tromboxanu A,

10. Antagonismus a-adrenergnich receptort
Yohimbin
Alkaloid z kliry stromu Pausinystalia yohimbe (Rubiaceae) brani agregaci trombocytl navozené

adrenalinem, pouziva se jako standard pfi biologickych testech (Williamson, 1996).

H,C
N% CH,
CH,
N OCH,4
H,CO OCH, OCH,
yohimbin verapamil
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11. Vliv na transport Ca**
Verapamil
Jako lé¢ivo pat¥ mezi antiarytmika, vazodilatancia; ovliviiuje vstup Ca*" do bunék. Je také &asto

pouzivan jako standard pfi studiu antiagregacnich Gcink potencialnich 1é¢iv (Williamson, 1996).

Trifluorperazin
V soucasnosti se jednda o léfivo — fenothiazinové neuroleptikum, které inhibuje kalmodulin
(intraceluldrni bilkovina, kterd vaze Ca), brani agregaci zptisobené vice agonisty. Pouziva se jako

standard pfi biologickém testovani (Williamson, 1996).

EDTA (kyselina ethylendiaminotetraoctovd)
Je to chelatotvornd latka, ktera vaze Ca’* do nedisociovaného komplexu a tim snizuje jeho

dostupnost. Pouziva se predevsim experimetnalné (Williamson, 1996).
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trifluorperazin EDTA

12. Zvyseni hladiny cAMP
PGl,
Zabranuje agregaci zpUsobené mnoha agonisty, slouZi jako standard v biologickych pokusech

(Williamson, 1996).
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4.5.  Seskviterpenové laktony celedi Asteraceae

Seskviterpenové laktony (dale jen laktony) fadime spolu s ostatnimi seskviterpeny do nejvétsi znamé

skupiny sekundarnich metabolitli — terpend. Terpeny jsou odvozovany ze zékladni stavebni jednotky

— pétiuhlikatého 2-methylbutadienu (isoprenu). Podle poctu isoprenovych téchto jednotek tuto

skupina délime na: hemiterpeny Cs, monoterpeny C,,, seskviterpeny Cys, diterpeny C,o, sesterpeny

Cys, triterpeny Cyga karoteny Cu. (Jahodar, 2004).

aldolova

thiolasa redukce
acetyl-CoA + acetyl-CoA  ——» acet-acetyl-CoA ———— » [-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA —p
kondenzace NADPH
-H,0
— kys. mevalonova ﬂb mevalonyldifosfat ———— isopentenyldifosfat = IPP = isopren
-COOH

Obr. 4 Vznik isoprenu

izomerizace + PP + PP
IPP ————— » dimethylallyldifosfat geranyldifosfat ——» farnesyldifosfat

v

-H2,-PP

—» seskviterpeny

Obr. 5 Vznik seskviterpenl (ramcové schema)
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V rostlindch se vyskytuji prakticky 3 skupiny seskviterpenovych sloucenin:

a)

b)

c)

seskviterpenové uhlovodiky; lze je ziskat destilaci s vodni parou, pfi normalni teploté jsou
olejovité,

seskviterpenové alkoholy; pfti izolaci za pomoci vodni pary se zpravidla nerozkladaji, s vodni parou
tékaji, pri normalni teploté jsou zpravidla olejovité nebo krystalizujici. Jsou |épe rozpustné
v nizkomolekuldrnich alkoholech nez v uhlovodicich,

seskviterpenové glykosidy; vychazeji z alkoholU, jsou rozpustné v polarnich rozpoustédlech a jsou
v pfirodé necetné,

oxidované formy seskviterpend; zahrnuji fadu slouc¢enin s mnoha funkénimi skupinami (alkoholy,
epoxidy, aldehydy, karboxylové kyseliny, estery s mastnymi kyselinami kratkych fetézcd, laktony).
S vodni parou jsou jen velmi obtizné tékavé (prakticky netékavé), jsou rozpustné spise v méné
polarnich rozpoustédlech. Polarita téchto latek (resp. logP) je dana povahou funkcénich skupin,
poctem dvojnych vazeb a prostorovym usporadanim konkrétni molekuly.

Seskviterpenové laktony pravé predstavuji velmi vyznamnou skupinu téchto latek. Jednd se o
Sirokou skupinu funkénich derivat seskviterpend, z nichZ hlavni a nejcastéji se vyskytujici latky
patfi do 8 strukturnich skupin (Hansel, 2004): elemanolidy, germakranolidy, eudesmanolidy,
eremofilanolidy, xanthanolidy, guajanolidy, ambrosanolidy a helanalolidy. Je vSak nutné fici, Ze
v pfirodnim materidlu nalézdme slouceniny, které se fadi k dalsim strukturnim typidm téchto

lakton(l (Jahodar, 2004), nebyvaji vsak zpravidla tak cetné.

CH, CH, CHs

[0} [0} ¢}

elemanolid germakranolid eudesmanolid

Laktony se hojné vyskytuji predevsim v fadu Asterales (znacné v Celedi Asteraceae). Maji

hotkou chut, nebo pusobi jako vonné slozky taxon( uvedené celedi (Jahoda¥, 2004). Jsou uskladnéné
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ve specidlnich orgdnech rostlin, jako jsou napf. laticiferni bunky, pryskyfricné kanalky nebo trichomy

(Gopfert, 2009).
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Vykazuji jak pozitivni biologické efekty, tak i nezadouci, toxické a alergenni Ucinky. Mnoho
rostlin ¢eledi Asteraceae obsahujici laktony bylo po staleti uzivano v lidovém lécitelstvi mnoha kultur
a naddle bude vyuZivano také v moderni fytoterapii. VétSina biologickych ucink(i béznych typu
lakton(l je zprostfedkovana alkylaci makromolekul (Schmidt, 2006). Otazkou je jejich vstiebavani do
organismu. Vysledky studie na provéreni farmakokinetickych vlastnosti laktonl ukazaly, ze vSech 30
zkoumanych lakton( izolovanych z feckych druhli rodu Centaurea nem(ze byt vstfebano pres stievni
bariéru, ma nizkou afinitu k plasmatickym proteinim a neprekonavd hematoencefalickou bariéru
(Koukoulitsa, 2006). Siroké vyuZiti maji rostliny celedi Asteraceae predeviim diky svym
zpUsobovat alergické kontaktni dermatitidy (Rios, 2005). V fadé odbornych publikaci byly tyto
alergické kontaktni dermatitidy zpUsobené laktony popsany (Jovanovic, 2003; Reider, 2001). Pouze

jedna studie zpochybnila tento Ucinek laktond (napt. parthenolidu) a pfisoudila jej monoterpeniim
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(Christensen, 1999). Vétsina toxickych a alergennich lakton( patfi mezi: guajanolidy, eudesmanolidy,
germakranolidy, pseudoguajanolidy, sekoguajanolidy, sekoeudesmanolidy a sekopseudoguajanolidy.
Pfitomnost exocyklické a-methylenové skupiny je podminkou vyvolani kontaktni hypersenzitivity
(vazba laktoni na aminokyseliny). Toto zjisténi pfindsi zavér o potencialni alergenni aktivité u vice
nez 400 laktonl identifikovanych v ¢eledi Asteraceae (Jahodar, 2004). Senzibilizujici vlastnosti mohou
mit i laktony bez methylenové skupiny, ale s obsahem epoxyskupiny nebo s cyklopentenovym
kruhem. Pfikladem mohou byt: brevelin A, arnikolid D, tenulin a 16a-(1-methyl-1,2-
epoxypropyl)eremantholanolid (Hausen, 1985). Navic u jedincU citlivych k témto laktoniim dochazi ke
zkfizené reaktivité — prokazuji hypersenzibilitu i pti kontaktu s jinym rostlinnym druhem obsahujicim
laktony (Hausen, 1983; Lundh, 2006; Lundh, 2007). Laktony jsou nizkomolekuldrni latky, jejich
schopnost indukovat hypersenzibilitu pozdniho typu je podminéna pfimym kontaktem s k{zi
(Schwanitz, 1988; Stingeni 1999). Vrfadé pfipadd tuto dermatitidu zplsobuje parthenolid z
Tanacetum parthenium (Hausen, 1983; Paulsen, 2007). Dehydrokostuslakton, alantolakton a
kostunolid patfi mezi dalsi nej¢astéjsi senzitizatory alergické kontaktni dermatitidy, které se zaroven
pouzivaji v alergologii pfi ,patch testing” (Goulden, 1998; Paulsen, 1999; Paulsen, 2001).
Senzibilizujici schopnost byla prokazana i u dalsich laktond jako je napf. anthekotulid izolovany z
Anthemis cotula (van Klink, 2003), a-peroxyachifolid (pomérné silny iritant) z Achillea millefolium,
(Hausen, 1991) helenalin z Arnica montana, laktucin a laktukopikrin z Cichorium intybus, knicin z
Cnicus benedictus, grossheimin z Cynara scolymus, achillin z Achillea spp., ambrosin a koronopilin z
rodu Ambrosia, arteglasin A z Artemisia douglasiana a Dendrathema indicum, (-)-frulanolid z rodu
Frullania, glukosid taraxinové kyseliny z Taraxacum officinale, pyretrosin z Tanacetum cinerariifolium

a Anthemis cupaniana, tetraneurin A z rodu Parthenium a dalsi (Jahodar, 2004).
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studii. Laktony zasahuji do zanétlivych procest rliznymi mechanismy ucinku. Nékteré laktony inhibuji
NF-kB (transkripcni faktor, ktery hraje vyznamnou roli pfi syntéze zanétlivych mediatord, jako jsou
cytokiny a chemokiny) (Merfort, 2002). Takto pUsobi napf. melampolidy enhydrin a uvedalin (Schorr,
2007). Rovnéz vsech tfinact laktond izolovanych z Milleria quinqueflora, ktera je v lidovém lécitelstvi
pouzivana na lécbu koznich infekci, inhibovalo NF-kB (Castro, 2000). Jind cesta protizanétlivych
pochodll vede pres inhibici COX systému. Pfikladem mohou byt laktony guajanolidového typu z
Ainsliaea fragrans: 2'-O-E-kaffeoyl-8a-hydroxy-11a,13-dihydro-3B-O-B-D-glukozaluzanin C, 8a-
hydroxy-11a,13-dihydro-33-0-B-D-glukozaluzanin C, 8a-hydroxy-11a,13-dihydrozaluzanin C, 3a-
hydroxy-11,13-dihydro-8a-0O-B-D-glukozaluzanin C, 3B-hydroxy-118,13-dihydro-8a-O-B-D-
glukozaluzanin C, 3B-0-B-D-glukozaluzanin C. Vykazuji inhibi¢ni aktivitu proti COX-1 i COX-2 (Wang,
2009). Inhibi¢ni aktivitu vtestu oxidacniho vzplanuti prokazaly lychnofolid, centratherin a
goyazensolid, které byly izolovany z Lychnophora pohlii. lejich mechanismus uUcinku spociva
pravdépodobné v inhibici nékterého zenzym( nutného pro vznik ROS (Kanashiro, 2006).
Mechanismus plisobeni protizanétlivého helenalinu, Siroce rozsifeného laktonu v celedi Asteraceae,
spociva v ireverzibilni inhibici LTC, synthasy vtrombocytech; v granulocytech helenalin inhibuje
kromé LTC, synthasy i 5-LOX. Kromé této aktivity ma i antinoeplastické ucinky (Tornhamre, 2001).
Jiny protizanétlivy mechanismus uc¢inku maji millerenolid a thieleanin, které inhibovaly in vitro
produkci NO u krysich makrofagl (Dupuy, 2008). Tuto aktivitu projevuji také: hemistepsin B,

kumambrin B, tulipinolid a kostunolid (Jang, Yang et al., 1999) nebo kumanin (ambrosanolid), ktery

38



prokazal velmi silny efekt (Lastra, 2004). Dalsi studie protizanétlivé aktivity zkoumala vliv laktonl na
uvolnéni prozanétlivého enzymu elastasy z lidskych neutrofilG in vitro. Laktony rGznych struktur
(eudesmanolidy, guajanolidy, pseudoguajanolidy a germakranolidy) inhibovaly uvolnéni elastasy
z lidskych neutrofil(l (Siedle, 2003). Protizanétlivou aktivitu projevily také hypokretenolidy (mala
skupina laktonl s netypickou kruhovou strukturou) z Leontodon hispidus, které byly podrobeny
dvéma in vitro a nasledné jednomu in vivo testu. 14-hydroxyhypokretenolid-B-D-glukosid-4'-14"-
hydroxyhypokretenoat prokazal aktivitu ve vsech tfech pouzZitych zkouskach (Zidorn, 1999).
1B,10a,4a,5B-diepoxy-8a-angeloyloxy-kostunolid izolovany z Dimerostemma brasilianum ukazal
jednoznacné protizanétlivé plsobeni (Stefani, 2006), stejné jako deoxyelefantopin a
isodeoxyelefantopin z Elephantopus scaber, které jsou pouzivany pro |écbu Siroké skaly zanétlivych
ovatifolinu, ovatifolinacetatu, deacetylovatifolinu a 1,10-epoxyovatifolinu, které byly izolovany z
Podanthus ovatifolius a Podanthus mitiqui. VSechny cCtyfi laktony vykazaly vyrazny pozitivni efekt;
ovatifolin mél dokonce vétsi inhibi¢ni potenci neZ indometacin (Cespedes, 2000). Santonin — lakton —
ktery se bézné vyskytuje v Celedi Asteraceae ma kromé protizanétlivych Gcink( také antipyretické a
parthenolid izolovany z Tanacetum vulgare (Schinella, 1998). Obsah parthenolidu (hlavni
seskviterpenovy lakton rostliny) vyznamné ovliviiuje uvolfiovdni serotoninu z trombocytl (Marles,
1992); tento ucinek maji i jiné laktony z Celedi Asteraceae (Wagner, 2008). Extrakt z Tanacetum
parthenium, parthenolid a dalsi laktony z rostliny také podporuji rist vlasd (Masaki, 2008), avsak
nejvyznamnéjsi plisobeni parthenolidu spociva v terapii migrény (Cutlan, 2000).

Mnohé laktony vykazuji také znacnou antimikrobidlni aktivitu. TricetSest lakton(
guajanolidového a germakranolidového typu bylo testovano na antibakteridlni aktivitu. U tficeti
znich byla prokazana aktivita proti rliznym bakteridlnim kmendm, nejaktivnéjsi byl lakton typu

melampolidu proti methicilin-rezistentnimu kmenu Staphylococcus aureus (Cartagena, 2008).
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kostunolid artemisinin santonin

Laktony izolované z rodu Tanacetum prokazaly antibakterialni aktivitu proti Staphylococcus aureus
(gram-pozitivni), Escherichia coli, a Salmonella sp. (gram-negativni) (Stefanovic, 1988). Proti gram-
pozitivnim bakteriim byly aktivni vSechny testované laktony ve studii (Jawad, 1985). 13-
acetylsolstitialin A izolovany z Centaurea solstitialis mél jednoznacnou pozitivni aktivitu proti
Enterococcus faecalis, kterd byla srovnatelna s ampicilen (referencni latka). Podobny efekt prokazal i
proti DNA viru (Ozcelik, 2009). Sest lakton(l izolovanych z Acanthospermum hispidum inhibovalo
tvorbu bakteridlni biovrstvy v kultute Pseudomonas aeruginosa (Cartagena, 2007). 3B,8a-
dihydroxyguajan-4(15),10(14),11(13)-trien-6,12-olid (8-desacylcynaropikrin), 3B,9B-dihydroxyguajan-
4(15),10(14),11(13)-trien-6,12-olid a 8a-hydroxy-4a(13),11B(15)-tetrahydrozaluzanin C — antibakte-
rialné pusobici laktony — byly izolovany z Crepis cameroonica (Ndom, 2006). Proti kmendm Bacillus
subtilis a Pyricularia oryzae vykazaly silnou aktivitu methylester 8B-methakryloyloxymelampolid-14-
ové kyseliny a fluktuanin, které byly izolovany z listG Smallanthus sonchifolius (Lin, 2003). 13-sulfo-
dihydrodehydrokostuslakton ze Saussurea lappa (s netypickou sulfonovou skupinou) vykazuje
antibakteridlni aktivitu (Yin, 2007). Laktony pUsobi i antimykoticky. Dehydroleukodin a 3,4-
epoxyleukodin (guajanolidy) jsou aktivni proti gram-pozitivnim, gram-negativnim bakteriim,
kvasinkdm a dermatofytim (Giesbrecht, 1990). Tomentosin izolovany zInula viscosa prokdzal
antimykotickou aktivitu proti Microsporum canis, Microsporum gypseum a Trichophyton
mentagrophytes (Cafarchia, 2001). Encelin izolovany z Montanoa speciosa ovliviiuje rlst a
morfogeneticky proces houbovych bunék (Sabanero, 1995). Antimikrobidlni a cytotoxicka aktivita

byla prokazana také u tagitininu C a F ve studii (Mungarulire, 1990). Glaukolid B izolovany z Vernonia
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eremophila méa kromé antimikrobidlni a cytotoxické aktivity i analgetické a schistosomicidni Ucinky
(Burim, 1999).

Seskviterpenové laktony jsou aktivni nejen proti bakteriim, virlm a houbam, ale pusobi i na
dalsi organismy. Jednim z mnoha pfikladd je artemisinin, lakton svyznamnym antimalarickym
pUsobenim, ktery je velmi efektivni proti multirezistentnimu kmenu Plasmodium falciparum
(Ferreira, 1994; Ro, 2006; Simonnet, 2006). V dnesni dobé, kdy se neustdle zvysuje rezistence prvoka
Plasmodium falciparum na tradicni lé¢iva typu chlorochinu a meflochinu, hraje artemisinin
(komeréné oznacovany Qinghaosu) hlavni roli pti vyvoji novych antimalarik (De Magalhaes, 1997).
Mirnou antiplasmodialni, ale silnou antimykobakteridlni aktivitu prokazaly také laktony izolované z
Camchaya calcare. Nékteré z nich jsou cytotoxické (Vongvanich, 2006). Psilostachyin a peruvin jsou
antiprotozodlné plsobici laktony izolované z Ambrosia tenuifolia. Oba zpUlsobily silny trypanocidni
efekt proti epimastigotdm Trypanosoma cruzi a zaroven vyrazny leishmanicidni ucinek proti rodu
Leishmania (Sulsen, 2008). Anthekularin izolovany z Anthemis auriculata prokazuje
antitrypanosomalni a antiplasmodialni aktivitu (Karioti, 2007). Inhibici rlstu parazitl z kmenu
Leishmania mexicana, Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis vykazuje ethanolovy extrakt z
Neurolaena lobata, ze kterého byly izolovdny 3 germakranolidy. V Cisté formé jsou vysoce aktivni
proti Leishmania mexicana a Trypanosoma cruzi (Berger, 2001). Dehydrozaluzanin C (guajanolid)
izolovany z Munnozia maronii inhibuje in vitro rlst promastigot Leishmania amazonensis a
epimastigot Trypanosoma cruzi (Fournet, 1993). Neékteré laktony vykazuji také ucinky proti
mékkysam (Borkosky, 2009; Slacanin, 1988).

Jiné laktony pusobi insekticidné (Guillet, 2000). Prikladem muZe byt knicin (Landau, 1994).
Pro kobylku lu¢ni Melanoplus sanguinipes je nejvice toxickym laktonem parthenin (Isman, 1985).
Isoalantolakton > alantolakton > parthenin > koronopilin > bipinnatin > hymenolin (sefazeny podle
klesajici aktivity) pfedstavuji toxicitu pro komara Aedes atropalpus (Arnason, 1985). Dehydroleukodin
(guajanolid) z Artemisia tridentata vasevana prokazal inhibi¢ni efekt na rist (moucného cerva)

Heliothis zea (Wisdom, 1983). Jsou znamé také laktony ochranujici rostlinu proti poZeru hmyzem
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(Rodriguez, 1985). Jsou to napf. helenalin, schkuhriolid, desacetylarktolid, erivanin, ursiniolid,
arktolid, ageratriol, akroptilin, 3-hydroxygrandiolid a 3-oxograndiolid. (Nawrot, 1983). Tento ucinek
helenalinu potvrdila studie (Nawrot, 1986). Na druhou stranu, nékteré laktony mohou byt jinymi
organismy vyuzivany. Napf. damsin a kyselina damsinovd z Ambrosia ambrosioides jsou vyuzivany
byloZzravym ¢lenovcem Physonota arizonae k obrané pred nepftitelem (Aregullin, 2003).

Toxicitu pro Zabronozku Artemia salina predstavuji laktony z Stachycephalum argentinum.
Nejvice aktivni se jevil kostunolid (Alarcon, 2000).

Cytotoxicita byla prokdzana u celé rady laktond celedi Asteraceae (akroptilin, alantolakton,
alatolid, ambrosin, anisatin, arktolid, aromaticin, arteglasin A, autumnolid, baileyin, bakkenolid A,
budlein A, cynaropikrin, damsin, deoxaelefantopin, desacetoxymatrikarin, desacetyleupaserin,
diplofylin, elefantopin, eleganin, encelin, epitulipinolid, eremantolid A, eriolangin, eupachlorin,
eupakumin, fantomolin, farinosin, fastigilin B a C, florinelanin, gailardin, geigerin, graminiliatrin,
groshemin, helenalin, hiyodorilakton A, hymenoflorin, hymenoxon, chamissonin diacetat,
chlorohyssopifolin A, chlororepdiolid, ivalin, izohelenol, kalaxin, kanin, liatrin, linifolin A, ludovicin A,
mexikanin E a |, mikrohelenin A a C, molefantin, molefantinin, multigilin, niveusin C, nobilin,
onopordopikrin, orizabin, paucin, pleniradin, plenolin, provincialin, radiatin, ridentin,
salonitenolidsantamarin, a-santonin, B-santonin, spikatin, stramonin B, tagitinin F, tamaulipin A,
tenulin, tulipinolid, ursiniolid A, vermeerin, vernodalin, viguiestenin, xanthatin (Jahodar, 2004). Podle
jedné studie je cytotoxicka aktivita laktonl zplsobena reakci a,B-nenasycené karbonylové skupiny
s thioly (napf. cystein) a tak podporuje hledisko, Ze laktony inhibuji rlist nddoru selektivni alkylaci
biologickych makromolekul, které plsobi jako reguldtory ristu (klicové enzymy kontrolujici bunécné
déleni). Tim inhibuji rGzné bunécné funkce a nakonec dojde k apoptdze (Fernandes, 2008; Stefanovic,
1985). Tomentosin a inuviskolid z Inula viscosa byly testovany na antikarcinogenni aktivitu proti
lidskym melanomovym burikdm. Vysledky ukazaly, Ze oba laktony inhibuji proliferaci téchto bunék
(Rozenblat, 2008). 8-Epi-xanthatin a epoxid 8-epi-xanthatinu jsou xanthanolidy izolované z list(

Xanthium strumarium, které predstavuji in vitro silnou inhibi¢ni aktivitu pro bunécéné kultury raznych
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druh@ lidskych nadorl. Projevily také silnou inhibici farnesyltransferasy (enzym, ktery prevadi
farnesyl isoprenoid na urcité proteiny bunééné membrany; inhibitory tohoto enzymu tlumi rist
nadorovych bunék s minimalnim ovlivnénim bunék zdravych) (Kim, 2003). Tuto inhibici prokazaly
také angeloylkumambrin B a tigloylkumambrin B (Jang, Kwon et al. 1999). Antikarcinogenné plsobi i
kostunolid ze Saussurea lappa, ktery inhibuje angiogenezi (Jeong, 2002). 4a,5a-epoxy-10a,14-
dihydroinuviskolid, 2,3-dihydroaromomaticin, telekin a ivalin izolované z Carpesium abrotanoides
projevily cytotoxicitu srovnatelnou s cisplatinou (Lee, 2002). Hemistepsin B, kumambrin B, kostunolid
a tulipinolid ukazaly silnou cytotoxickou aktivitu proti lidskym rakovinovym bunkam, nejaktivné;jsi byl
kostunolid. Navic kumambrin A, hendelin a kostunolid mély mnohem vétsi aktivitu nez referencni
latka adriamycin (Jang, 1998). Ixerochinolid (guajanolid) z Ixeris chinensis prokazal také silnou
cytotoxickou aktivitu proti lidskym rakovinovym burikdm (Khalil, 2005). Z hypokretenolidi
izolovanych z Leontodon hispidus vykazuje vyraznou aktivitu 14-hydroxyhypokretenolid, jeho B-D-
glukosid nebyl aktivni dokonce ani pfi vysoké koncentraci a jeho ester 14-hydroxyhypokretenolid-B-
D-glukosid-4',14"-hydroxyhypokretenoat projevil dokonce mnohem vétsi cytotoxicitu nez
porovnavaci latka helenalin (Zidorn, 1999). Vyraznou cytotoxickou aktivitu maji také hemistepsin a 6-
O-(2-methylpropenoyl)-3-hydroxy-4(15),10(14),11(13)-guajatrien-12,8-olid izolované z Hemisteptia
lyrata (Jang, Yang et al. 1999), stejné jako solstitialin monoacetat a matrikarin (Gurkan, 1998).
Ovatifolin acetat izolovany z Podanthus ovatifolius vykazuje kromé cytotoxicity také
antineoplastickou aktivitu (Alarcon, 1992). Erioflorin acetat a erioflorin-methakrylat (Podanthus
ovatifolius) jsou laktony s cytotoxickou aktivitou (Jahodar, 2004), avsak v testu genotoxicity Zadnou
aktivitu neprokazaly (Cea, 1990). Kumanin projevil jen velmi nizkou cytotoxicitu (Lastra, 2004).
Nékteré laktony jsou schopné ovlivnit imunitni systém. Pfikladem muze byt arglabin
izolovany z Artemisia myriantha, ktery prokazal imunomodulacni vlastnosti (Bottex-Gauthier, 1993),
nebo millerenolid s imunosupresivnimi Ucinky; ma také velmi nizkou cytotoxicitu (Omar, 2008).
Dalsim prikladem biologickych ucinkG je inhibice ulcerogenni aktivity. Jako droga

s antiulceréznim ucinkem je v lidovém Iécitelstvi pouZivdna Conyza bonariensis, ktera obsahuje
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laktony (napf. damsin, koronopilin, 3-hydroxydamsin, ambrosin, kumanin a odoratin) (Fusco, 1999).
Chlorojanerin, 13-acetylsolstitialin A a solstitialin A jsou laktony, které inhibuji ulcerogenni aktivitu
zpusobenou riznymi agens (Gurbuz, 2007).

Antihepatotoxickou  aktivitu  predstavuje cichotybosid, seskviterpenicky glykosid
guajanolidového typu (2a,6B,7B,15-tetrahydroxy-1(10),4(5)-dien-guajan-9a, 12-olid-7-0O-B-kaffeoyl-
15-0-B-D-glukosid). Aktivita je srovnatelna se silymarinem (referencni latka) (Ahmed, 2008).

Budlein A, zaluzanin A, a glaukolidy D a E uvoliuji kontrakce hladkého svalstva krysi délohy
indukované chloridem draselnym. Zaluzanin A dokazal relaxovat i kontrakce navozené oxytocinem
(Van Calsteren, 2008).

Hiyodorilakton A izolovany z Pectis trifida inhiboval pfitopické aplikaci (v krému) tvorbu
melaninu (Yokoyama, 1993). Stejny ucinek ma i molefantinin. V mysim melanomovych bunkach
tlumil tvorbu melaninu inhibici tyrosinasy (Hasegawa, 2005).

Laktony jsou také potencionalnimi bioherbicidy (latky pfirodniho plvodu, které maiji vliv na
rast rostlin). Je pravdépodobné, Ze pro tento herbicidni Ucinek jsou nezbytné o-methylen-y-
laktonové nebo jiné a,B-nenasycené uskupeni (Cespedes, 2006). Prikladem muzZe byt glaukolid B,
laktony z Vernonia fruticulosa (Barbosa, 2004), nebo trilobolid-6-O-isobutyrat, 1B-acetoxy-4a,9a-
dihydroxy-6B-isobutyroxyprostatolid, 1B,9a-diacetoxy-4a-hydroxy-6B-isobutyroxyprostatolid, 1B,9a-
diacetoxy-4a-hydroxy-6B-methakryloxyprostatolid, 1pB,4a-dihydroxy-9a-tigloyloxy-6B-methylpropa-
noylprostatolid a 9a-angeloyloxy-1B,4a-dihydroxy-6B-methylpropanoylprostatolid, které byly
izolovany z Wedelia trilobata (Zhang, 2004). Dehydrozaluzanin C byl v testu regulace rlstu rostlin
dokonce vice aktivni nez porovnavaci latka, herbicid Logran (Macias, 2000). Isoalantolakton
vyznamné inhibuje kliceni nékterych druh( plevelnych rostlin a na druhou stranu neovliviiuje kliceni
kulturnich rostlin, coZz naznacuje jeho potenciondlni vyuZiti v zemédélstvi (Picman, 1988). Jina studie
ukazala pomérné znacnou inhibi¢ni schopnost isoalantolaktonu na kliéeni semen p3enice. V testu

fytotoxicity laktony inhibovaly kliceni semen pSenice vtomto pofadi (od nejaktivnéjsiho): stizolin >
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isoalantolakton > B-santonin > helenin > artemin > artemisinin > gaillardin > tauremisin (Starykh,
1997).

Nékteré laktony maji prokdzano vice aktivit, napf. angeloylkumambrin B, tigloylkumambrin B,
tulipinolid a kostunolid projevily kromé vyse popsanych ucink( také silnou inhibici acyl-konezym
A:cholesterol acyltransferasy (EC 2.3.1.26) (Jang, Park, Ko, et al., 1999). Inulicin, lakton z Inula
japonica, predstavuje celou fadu ucink(: stimuluje CNS a hladkou svalovinu stfeva, pulsobi
protizdnétlivé a antiulcerogenné a mad diureticky ucinek. V nizkych davkach neovliviiuje srdecni
¢innost, ale ve vyssich ji mUZe inhibovat; je relativné malo toxicky (Belova, 1981). Také helenalin ma
vicero efektl. Tento cytotoxicky lakton s prokdazanym protizanétlivym Gcinkem, byl aktivni v in vitro
testu na kardiotonickou aktivitu (Itoigawa, 1987). Vulgarin, cytotoxicky lakton izolovany z rodu
Artemisia a Achillea inhibuje apoptdzu lidskych T-bunék navozenou arsenitanem sodnym (Bernard,
2005). Guajanolidy 10-epi-8-deoxykumambrin B, dehydroleukodin a ludartin inhibuji aromatasovou

aktivitu v lidskych placentarnich mikrosomech (Blanco, 1997).

4.6. Leuzea carthamoides L.

Parcha saflorova — Leuzea carthamoides L. — patfi mezi zastupce Asteraceae obsahujici mimo jinych

latek i seskviterpenové laktony guajanolidového typu.

a) Popis a vyskyt

Parcha saflorova (lidové maralovi korfen), je vytrvald rostlina s difevnatéjicim oddenkem, z néhoz
vyrlstd nékolik korenl a nevétvenych lodyh s jednotlivymi kulovitymi Gbory na kazdém vrcholu.
Kvéty jsou rliZzovo-fialové, oboupohlavné, plody jsou Zebrované nazky s tuhym chmyrem (Opletal,
1997). Vyrlsta az do vysky 150 cm. Pochazi z Altaje a jizni Sibite, kde roste v nadmofské vysce 1200 —
2300 m. Pro znacné lécivé ucinky je jiz nékolik desitek let péstovana i ve stfedni a jizni Evropé.

V tradi¢nim [écitelstvi na Sibifi byla po staleti pouZivdna proti slabosti z pfepracovani nebo
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k rekonvalescenci po nemoci. V minulém stoleti byla hodné vyuZivana ruskymi sportovci k regeneraci

sil (Kokoska, 2009).

Obr. 6 Leuzea carthamoides L. (UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hr. Kralové, Botanicka zahrada

[éCivych rostlin)

b) Obsahové latky
Z kofend a nati (list) parchy saflorové bylo postupné izolovano nékolik rdznych skupin latek.
Hlavnimi obsahovymi latkami jsou ekdysteroidy a fenolické latky (flavonoidy a fenolické kyseliny)
doprovazené polyiny (polyacetyleny), seskviterpenovymi laktony, triterpenovymi glykosidy a terpeny
(malé mnoZstvi silice) (Kokoska, 2009).

Jako jedny z prvnich ekdysteroidll byly izolovany inokosteron a 20-hydroxyekdyson, ktery je
nejrozsirenéjsim ekdysonem ve vsech ¢astech rostliny. BEhem dalsich 30 let bylo ziskdno 50 rdznych

ekdysteroidd. Z kofent byly déle izolovany napf.: B-sitosterol, stigmasterol, A’-avenasterol,
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kampesterol a cholesterol; ze semen — cholesterol, stigmasterol, B-sitosterol, B-sitostanol (Kokoska,
2009).

Flavonoidy se vyskytuji v kofenech, v nati i v kvétenstvi (Koleckar, Opletal et al, 2008). V roce
1998 byla z korenu izolovana latka biogeneticky Uzce pfibuzna s flavonoidy: (E)-3,30-dimethoxy-4,40-
dihydroxystilben. Vedle flavonoid(l se v rostliné vyskytuji také fenolické kyseliny, nékteré lignany
(napf. karthamogenin, karthamosid, trachelogenin a trachelosid) a taniny (napf. kyselina ellagova
vyskytujici se jak v kofenech, tak i v nati). Semena obsahuji serotoninové fenylpropanoidy, konkrétné:
N-(Z)-feruoylserotonin, N-(Z)-isoferuoylserotonin, N-(E)-feruoylserotonin a N-(E)-isoferuoylserotonin
(Kokoska, 2009).

Z kofen( byly také izolovany rGizné polyacetyleny (napf. (E)-2-[5-(hept-5-en-1,3-diinyl)-thien-
2-yl]-ethan-1,2-diol) (Chobot, 2003) a seskviterpenové laktony (cynaropikrin, repdiolid, chlorojanerin,
repensolid = cebellin E a janerin) (Kokoska, 2009).

Triterpenové glykosidy se nachazeji jak v podzemni, tak i v nadzemnich ¢astech a jsou to
napf. rhapontikosidy A, B, C, D, E, F, G, H. Karthamenol a karthamenyl-acetat jsou triterpenoidy
izolované z kofen( rostliny (Kokoska, 2009).

L. carthamoides obsahuje také silici, jejichZ sloZeni neni jeSté zcela presné stanoveno

(Kokoska, 2009).

c) Biologicka aktivita

Z hlediska biologické aktivity skryva L. carthamoides obrovsky |éCebny potencidl. Rizné extrakty i
jednotlivé latky poskytuji rGzné farmakologické Uucinky na rGzné organy (mozek, krev,
kardiovaskuldrni a nervovy systém) nebo biochemické procesy a fyziologické funkce. L. carthamoides
je oznaCovdna jako adaptogen — zvySuje odolnost organismu proti stresu (poranéni, Uzkosti,
vyCerpani). Experimentdlni farmakologické a klinické vyzkumy provedené béhem poslednich 25 let
ukazaly, Ze extrakt L. carthamoides i jednotlivé izolované latky z rlznych ¢éasti rostliny vykazuji

specifické biologické efekty se znacnymi adaptogennimi vlastnostmi, jako jsou stimulace imunitniho
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systému, eliminace volnych radikald, zvySeni biosynthesy proteinl a praceschopnosti spolu s vydrzi a
vykonem a zlepS$eni kardiovaskularnich funkci a mysleni (Opletal, 1990; Kokoska, 2009).

Kardiovaskularni systém a krev ovliviiuje L. carthamoides vyznamné. Studie provddéna na
kockach potvrdila znacny hypotenzivni ucinek jejiho ethanolového extraktu. Bylo prokazano, ze 20-
hydroxyekdyson stimuluje sekreci Zlu¢e a upravuje jeji chemické vlastnosti diky tomu, Ze snizuje
obsah cholesterolu a zvysuje hladiny Zlucovych kyselin a bilirubinu. Ethanolovy extrakt z korene
prokdzal vyznamny antidiabeticky efekt — u mysi a krys s indukovanym diabetem — snizil hladinu
krevni glukosy a zvysil redukovanou hladinu jaterniho glykogenu. Jina studie ukdzala pozitivni efekt
extraktu L. carthamoides na rheologické vlastnosti krve. Opakované podavani preparatu zalozeného
na extraktu L. carthamoides vyvolalo zfetelny antiarytmicky acinek. 20-Hydroxyekdyson
v opakovanych davkach zvysuje obsah erytrocytl a hemoglobinu. Preparat vytvoreny z izolovanych
flavonoidl (hesperetin, kvercetin, kvercetagetin, luteolin, kempferol, isorhamnetin, chrysanthemin a
cyanin) zabranuje ukladani cholesterolu a triglyceridi v cévach, potlacuje lokalni mechanismy
aterogeneze a podstatné redukuje projevy aterosklerézy (Kokoska, 2009). Sumarni ethanolovy
extrakt L. carthamoides také znacné sniZuje in vitro agregaci trombocytl zplsobenou agonisty COL a
ADP; flavonoidy (eriodiktyol a patuletin) ovliviiuji trombocytdrni agregaci indikovanou COL a AA
(Koleckat, Brojerovda et al, 2008). Pozitivni efekt flavonoidd a 20-hydroxyekdysonu na
kardiovaskuldrni systém a krev byl potvrzen ¢etnymi studiemi in vivo na zvifecich modelech (Kokoska,
2009).

Nékolik in vivo testli provadénych na krysach a kralicich ukazalo znacny vliv ekdysteroidd, N-
feruloylserotoninovych isomerl a rGznych extraktl L. carthamoides na savci nervovy systém (zvyseni
lokomocni aktivity a excitace CNS, zlepSeni uceni a paméti, prevence destruktivnich zmén kdry
mozkové pri mozkové ischemii). Podani ekdystenu kralikim — jako modelovym zvifatliim — vyvolalo
jasnou aktivaci jejich EEG a probuzeni z thiopentalem navozeného spdnku. Frakce bohatd na N-
feruloylserotoniny izolovana ze semen L. carthamoides redukovala u krys indukovany stres. Co se

tyka vlivu na CNS, byla provedena pouze jedna humanni studie extraktu L. carthamoides. Vysledky
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ukazaly, Ze extrakt L. carthamoides upravil depresivni projevy u alkoholikl v depresivnim stadiu a u
pacientl s GIT bolesti zlepsil zdravotni stav (Kokoska, 2009).

Vysokd antioxidacni aktivita methanolového extraktu L. carthamoides (zpUsobena vysokym
obsahem polyfenolickych latek — flavonoidd a flavonol() pfi zhaseni DPPH byla prokdzana ve studii
(Miliauskas, 2005). Tento extrakt byl vyhodnocen jako nejucinnéjsi z testovanych extraktl. Tyto
vysledky potvrdila srovnavaci studie 88 extrakt(i Celedi Asteraceae a Cichoriaceae, kde byl opét
extrakt L. carthamoides vybran jako nejefektivnéjsi. Antioxidacni aktivita byla vyhodnocena pomoci
DPPH a FRAP testll a porovnavana s troloxem a kvercetinem (referenéni latky). Oba testy vyhodnotily
jako nejucinnéjsi antioxidant 6-hydroxykempferol-7-O-(6""-O-acetyl-B-D-glukopyranosid) (Koleckar,
Opletal et al, 2008).

Z imunologického hlediska prokazal extrakt L. carthamoides také urcité efekty. Frakce (z
Cerstvych listh L. carthamoides) bohatd na polysacharidy zvysila proliferaci lidskych lymfocytl a
snizila uvolrovani kyslikovych radikal( lidskymi granulocyty in vitro, coz vypovida o tom, Ze rostlina
obsahuje latky simunomodulaénimi vlastnostmi. Jind studie prokazala, Ze ekdysteroidy (20-
hydroxyekdyson, polypodin B, ajugasteron C, inokosteron, makisteron A, karthamosteron,
poststeron, rubrosteron a dihydrorubrosteron) za tuto aktivitu nezodpovidaji (Kokoska, 2009).

Nékteré studie potvrdily protinddorové plsobeni. Napt. lipofilni extrakt z kofene L.
carthamoides byl efektivni proti lidskym nddorovym burikdm, zatimco 20-hydroxyekdyson neprokazal
zadny ucinek, stejné jako vodny, methanolovy a chloroformovy extrakt z listll (Kokoska, 2009).

Thiofenovy  polyin, (E)-2-[5-(hept-5-en-1,3-diinyl)-thien-2-yl]-ethan-1,2-diol, izolovany
z ethanolického extraktu kofenl L. carthamoides vykazal vyznamnou antimykotickou aktivitu
(Chobot, 2003). Kromé toho, jiné in vitro testy prokazaly inhibi¢ni aktivitu rlznych sumdrnich
extraktld z kofene nebo nati L. carthamoides, nebo izolovanych frakci proti bakteriim a plisnim.

20-Hydroxyekdyson je také zakladnim steroidnim hormonem hmyzu (hraje ddleZitou roli v
kontrole rdstu, vyvoje, metabolismu, metamorféze a reprodukce), a tak je pravdépodobné, Ze i

nékteré dalsi ekdysteroidy budou mit na hmyz podobné efekty. Slouzi k ochrané rostlin proti pozZeru,
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nebo jako repelenty. U¢inek na hmyz maiji také dva lignanové glykosidy (trachelosid a karthamosid) a
seskviterpenové laktony (chlorojanerin).
Z toxikologického hlediska byla L. carthamoides vyhodnocena jako velmi bezpecna rostlina

(Kokoska, 2009).
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5. MATERIAL A METODY
5.1. Chemikalie, rozpoustédla, standardy

Chemikalie
Adenosindifosfat (Chrono-Log Co. (Havertown, PA, USA)
2-Amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol puriss. (TRIS) (Sigma-Aldrich)
Arasidonova kyselina (Chrono-Log Co., Havertown, PA, USA)
Citran sodny 3,8% (Biotika, Slovenska Lupca)
2,2’-Difenyl-1-pikrylhydrazyl radikal (DPPH) (Sigma-Aldrich)
Dipyridamol (izolovan z pfipravku Curantyl N 75 (Berlin-Chemie)
Chlorid Zelezity hexahydrat p. a. (Fisher Scientific)
Kolagen (Chrono-Log Co. (Havertown, PA, USA)
Kvercetin (Carl Roth)
Kyselina acetylsalicylova (CL 2002)
Kyselina chlorovodikova 36% p. a. (Fisher Scientific)
Kyselina sirova 95% p. a. (Fisher Scientific)
Pufr acetatovy (300 mM, pH 3.6)
Siran Zeleznaty heptahydrat (Fisher Scientific)
Tri(2-pyridyl)-s-triazin puriss. (TPTZ) (Sigma-Aldrich)
Trolox (Sigma-Aldrich)
Trombin (Chrono-Log Co. (Havertown, PA, USA)

Vanilin €. (Sigma-aldrich)

Rozpoustédla

Acetonitril Chromasolv for HPLC, gradient grade (Sigma-Aldrich) (AcCN)
Benzin (CsL 4)

Diethylether €. (Penta, CR) (Et,0)
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Dichlormethan p. a. (Penta, CR) (CH,Cl,)

Dimethylsulfoxid bezvody purin. (Sigma-Aldrich) (DMSO)

Ethanol 95% denaturovany 1 % metanolu (Lihovar Hrobice, CR) (EtOH)
Ethyl-acetat €. (Penta, CR) (EtOAc)

Chloroform p. a. (Penta, CR) (CHCl5)

Chloroform pro NMR deuterovany (Sigma-Aldrich) (CDCls)

Methanol p. a. (Penta, CR) (MeOH)

Petrolether pur., t. v. 30—70 °C (Reachim Bucuresti) (Pe)

Toluen ¢&. (Penta, CR) (C¢HsCHs)

Vanilin-kyselina sirovd (OPLETAL, 2005)

Roztok 1: 1% roztok vanilinu v ethanolu.

Roztok 2: 95% kyselina sirova.

Tésné pred pouzitim se smicha 9 dild roztoku 1 s1 dilem roztoku 2 (v/v), smési se postfika

chromatograficka deska a zahfeje na 100-120 °C az do objeveni barevnych skvrn.

5.2. Priprava chromatografickych adsorbenti a susidel

Silikagel L 100/250 (Lachema Brno) pouZity pro chromatografii byl pfipraven z obchodniho preparatu
— presitovan na potfebnou frakci, vsypan do chromatografické trubice, promyt chloroformem,
methanolem a vysusen. Poté byl 4 hodiny aktivovan v susarné pfi 160 °C ve vrstvé ne vyssi nez 2 cm.
Po zchladnuti byl deaktivovan pfidavkem 10 % destilované vody a po dobu 1 hodiny ekvilibrovan za
stdlého tfepani na karuselu kulového mlyna.

Silikagelové perly (susidlo do exsikatoru) byly vysuseny v horkovzdusné susarné pfi 160 °C po dobu 3

hodin.
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5.3. Destilace rozpoustédel

VSechna pouZivana rozpoustédla, kterd nebyla stupné Cistoty p. a. nebo pro HPLC byla pted pouZitim
predestilovana. Prvnich 5 % destilatu bylo odlozeno a po destilaci ponechan zbytek kapaliny asi o

objemu 10 %.

5.4.  Sloupcova chromatografie

Chromatograficky sloupec byl ptfipraven nalitim suspenze adsorbentu v rozpoustédle obvyklym
zpUsobem pfi otevieném odtokovém kohoutu. Sklenény sloupec byl v dolni ¢asti opatfen vatovym
filtrem. Na povrch usazeného adsorbentu byl nanesen vysuseny roztér vzorku s absorbentem. Roztér
vzorku byl pfipraven zatepla smisenim rozpusténého vzorku s adsorbentem (hmotnostni pomér
vzorek + adsorbent 1 : 3) a vysuSsenim na vodni l|azni. DosuSeni bylo provedeno ve
vakuovém exsikatoru nad perlami silikagelu po dobu 24 hodin (cca 0,66 kPa). Vrstva s délenou smési

byla ptikryta koleckem filtraéniho papiru, ktery byl poté zatizen sklenénymi kulickami.

5.5. Odparovani frakci

Frakce ziskané sloupcovou chromatografii byly odparovany vakuovou destilaci pti teploté do 50 °C a
tlaku 1,33 kPa v aparatufe s kapildrou nebo na vakuové odparce za pouZiti difuzni membranové

vyvévy.

5.6. Suseni extraktQ, frakci a izolovanych latek

Rostlinné extrakty, frakce a izolované latky byly vysouseny bez pristupu svétla ve vakuovém
exsikatoru za normalni teploty a tlaku 0,66 kPa nad silikagelovymi perlami po dobu minimalné 12
hodin.

Ztrata susenim byla stanovena obvyklym zptsobem (CL 2005 — Dopl. 2006).
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5.7.  Tenkovrstva chromatografie (TLC) orientacni

Orientacni tenkovrstva chromatografie byla provadéna na komercnich deskach silikagelu Kieselgel 60
Fys4 (Merck AG, Darmstadt, Némecko) bez indikatoru i s UV indikatory pro oblast A = 254, 366 nm.
Chromatogramy byly vyvijeny vzestupnym zplsobem v normdlnich chromatografickych komorach,

nasycenych parami mobilni faze, nejdfive za 2 hodiny po naliti elu¢ni soustavy.

5.8.  Tenkovrstva chromatografie (TLC) preparacni

Desky Silufol 20 (200 x 200 mm, Kavalier Votice) byly nejprve v chromatografické komore promyty
¢istou mobilni fazi, odvétrany a takto pfipraveny k nandseni vzorku. Nandska cinila 0,5 mg latky na 1
cm desky. Chromatogramy byly vyvijeny v normalnich chromatografickych komordch nasycenych
parami mobilni faze, nejdfive za 2 hodiny po naliti eluéni soustavy a pak vysuSeny v digestofi.
Jednotlivé latky byly pak na adsorbentu detekovany pomoci UV, seskrabany a eluovany z adsorbentu
ve chromatografickych sloupeccich potrebného objemu. Adsorbent ve sloupcich byl promyt smési

EtOH + CHCl; 1:1 v poméru 1:5 (w/v) a eludty byly odpareny obvyklym zplsobem.

5.9. Méfeni teploty tani

Teplota tani izolovanych krystalickych latek (nekorigovand) byla mérena na mikrovyhfevném stolku
Boetius. Latky byly pfedem vysuseny ve vakuovém exsikatoru nad silikagelovymi perlami po dobu 24

hodin za normalni teploty a tlaku 0,66 kPa.

5.10. Preparativni HPLC

Preparativni HPLC bylo provedeno na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie za nasledujicich

podminek:
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Pfistroj: Merck HPLC Preparative System: Knauer Preparative Pump K-1800, Detector DAD K-

2700 (Knauer), Blchi Fraction Collector B-684, Termostat Knauer D-14163)

Kolona: Hibar, LiChrosorb RP18, 7 um, 250 x 25 mm
Pritok: 12 ml min™
Detekce: A=234a210 nm

Mobilni faze: 30 % AcCN/70 % vody (v/v), za 20 min 50 % AcCN a dale isokraticky.

5.11. Nuklearni magneticka rezonance

NMR analyza byla provedena na Katedre anorganické a organické chemie (Farmaceuticka fakulta UK,
Hradec Kralové) na pfistroji VARIAN Mercury — Vx BB 300 spectrometer (Varian, Inc. Corporate
Headquarters, Palo Alto, USA): 'H NMR 300 MHz a *C NMR 75.46 MHz. lzolované latky byly

rozpustény v DMSO nebo CDCls.

5.12. Hmotnostni spektrofotometrie

Meéreni bylo provedeno na kapalinovém chromatografu Agilent HP1100 (Agilent, Palo Alto, USA),
sestdvajicim z vakuové odplynovaci jednotky (model G1322A), kvartérniho cerpadla mobilni faze
(G1311A), automatického davkovace vzorku (G1313A), UV-VIS detektoru s proménlivou vinovou
délkou (G1314A), fluorescencniho detektoru (G1321A) a hmotnostniho detektoru (G1946VL).

Latky byly rozpustény ve vodé nebo methanolu. Roztok byl potom sekvencné davkovan do
proudu vody (pratok 0,2 ml min™) a zaveden do hmotnostniho detektoru. Nastaveni MS detektoru —
elektrosprej: tlak susiciho plynu 60 psig, pritok susiciho plynul2 | min, teplota susiciho plynu 350°C,
napéti na kapilafre 6000 V. Hmotnostni detektor: napéti na fragmentoru 0 — 300 V, detekce v modu

SCAN (50 — 400 m/z).
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5.13. Priprava lyofilizovanych rostlinnych extraktu

Rostliny (Tab. 2) byly sbirdny na riznych mistech Ceské Republiky b&hem roku 2001 a 2002. Rostlinny
material byl ususen (pfiblizné 5 g) a rozdrobnén v elektrickém mlynku na smés o velikosti castic
priblizné 0,1 mm. 5 g rozdrobnéné drogy bylo extrahovédno 75 ml ethanolu (70%, w/w) v ultrazvukové
lazni Sonorex Super 10P (Bandelin) pfi stupni 10 po dobu 30 min za laboratorni teploty. Extrakt byl
poté zfiltrovan a rostlinny materidl znovu promyt 3 x 10 ml ethanolu (70%, w/w). Filtraty byly
spojeny, spojeny filtrat ¢astecné odparen (60 °C), ochlazen a prefiltrovan pres sloupec Cisté kiemeliny
(Hyflo Super Cel) a nasledné Uplné odparen na vakuové odparce (60 °C) do sirupovité konzistence.
Pomoci kapalného dusiku byl zamrazen a po dobu 3 hod lyofilizovan na pfistroji FreeZone (fy
Labconco, USA). Vysuseny extrakt byl preveden do 10 ml lahvicek, pfevrstven argonem a hermeticky

uzavren. Lahvicky byly skladovany bez pfistupu svétla a pfti teploté -23 az -27 °C aZ do zacatku méreni.

5.14. Metodika méreni agregace desticek

Uroveri agregace desticek byla sledovdna agregometrem ChronolLog 500Ca spojenym s osobnim
pocitaem. Proces agregace byl vyhodnocovan programem Aggro/Link for Windows, verze 4.75.
ProtoZe je uvedena metodika vyuZivdna pouze na vétSich klinickych pracovistich a agregometr
nepatfi mezi béiné laboratorni pfistroje, jsou v ndsledujici ¢asti podrobnéji popsany principy
agregometrie a pouzity pristroj.

Desticky adheruji za rGznych podminek a v pfitomnosti rozlicnych latek. Termin "agregace
desticek" vyjadruje proces adheze jedné desticky ke druhé. Tento jev muze byt indukovan pridavkem
latek vyvolavajicich agregaci do plazmy obohacené destickami nebo do plné krve. Pribéh agregace
desticek zavisi na koncentraci vapenatych iontq, fibrinogenu, jednom ¢i vice plazmatickych faktorech
a pritomné agregacni latce. Agregace probéhne specificky, v zavislosti na typu latky vyvoldvajici
agregaci a na jeji koncentraci. Pro optickou agregometrii se jako faktory indukujici agregaci (agonisté

agregace) pouzivaji AA, ADP, epinefrin, COL, TR a ristocetin.
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Vybér téchto latek ma zdklad v mechanismu srdZzeni. ADP a epinefrin jsou obsaZeny
v organelach desti¢ek, odtud jsou uvolfiovany pfi tvorbé primarni trombocytarni zatky a tim
podporuji dalsi agregaci desticek. COL ale na druhou stranu v destickach obsazen neni, je pritomen
v endotelu cév a je povazovdn za prvni srazeci nebo prokoagulaéni faktor, se kterym se setkaji
destic¢ky po cévnim poranéni. Tim jsou in vitro studie reakce desti¢ek na COL velmi vyznamné.

Agregace destic¢ek in vitro umoznuje v klinické praxi kontrolu funkce desti¢ek a dovoluje tak
najit vhodnou terapii pro pacienty s poskozenou funkci sraZzeni a poznani dédi¢nych dysfunkci. Je vSak
také vhodnou metodou, kterd umoznuje urcit, zda latka pridana k nativnim trombocytim pred
samotnym agonistou agregace ovliviiuje jim nasledné vyvolany proces agregace. Tedy zda latka
plsobi pro- nebo antiagregacné. Obvykle jsou pouzivany dva zakladni typy agregacnich testa:
— opticka agregometrie v PRP

— impedancni agregometrie v plné krvi (Jun, 2005).

Opticka agregometrie

Desticky v suspenzi plazmy jsou izolovany ze vzorku plné krve s protisrazlivou Upravou odstfedénim
pfi nizkych otackach (10 min, 240 x g za chlazeni na 20 °C). Tim se ziska PRP — cozZ je plazma, ve které
jako majoritni krevni elementy prevazuji trombocyty. Odstfedénim pri vysokych otackach je ziskana
takzvand PPP, tedy Cistd plazma bez krevnich element(l. Agregometr Bornova typu nebo opticky
agregometr je spektrofotometr s fixni vinovou délkou a s prostorem na vzorky termostatovanym na
teplotu 37 °C. ProtoZe pro agregaci desti¢ek in vitro je nutny jejich vzajemny kontakt, je zajisténo
michani testovaného vzorku béhem méreni magnetickym michadlem, které se vklada do kyvety pred
zapocetim méreni. Vlastni méfici prostor je u agregometru ChronoLog 500Ca feSen tak, Ze paprsek
infraderveného zareni o vinové délce 950 nm prochazi pres dvé kyvety, z nichZ jedna obsahuje PRP
(vzorek) a druha PPP (kontrola). Kfemikové fotodiody detekuji zafeni proslé pres kyvety se vzorky:
PRP je povaZovana za vzorek s 0% transmitanci ¢i agregaci a PPP za vzorek se 100% transmitanci i

agregaci. Kazda kyveta ma svUij zdroj zareni i snimac, principem jde tedy o dvoupaprskovy fotometr.
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Rozdil ve vystupnim signalu fotodiod pak vypovidd o aktudlnim stavu transmitance (neboli agregace)
méreného vzorku, jelikoZ vznikajici agregaty trombocytl kontinudlné zvysSuji optickou propustnost
vzorku. Stiskem tlacitka na agregometru se nastavi hodnoty pro 0% a 100% transmitanci. Pro
testovani je nutny pocetni rozdil trombocytl mezi testovanym a referencnim vzorkem minimalné 30
x 10°" plazmy. V p¥ipadé Ze rozdil transmitance obou vzorkd klesne pod hodnotu odpovidajici této
koncentraci, vystup agregometru upozorni obsluhu na chybu.

Poté co je priddn do PRP agonista agregace a desticky zacinaji reagovat, nastdvaji
odpovidajici zmény v transmitanci a jsou kontinualné zaznamendvany ptipojenym pocitacem. Jakmile
desticky prodélaji tvarovou zménu jako odpovéd na podnét (agonistu, agregacni latku), jejich vétsi
rozmér zpUsobi snizeni prlichodu svétla pres PRP a tim se sniZi relativné k PPP aktualni transmitance.
Jestlize je davka Ilatky dostacujici k vyvolani vzdjemného shlukovani desticek a k vytvoreni
destickovych agregat(, zvysi se naopak prichodnost vzorku pro infracervené zareni. Namérené

hodnoty transmitance se postupné blizi k Urovni odpovidajici PPP (Jun, 2005).

5.15. Testovani rostlinnych extraktti, jednotlivych vytfepku a frakci na antiagregaéni aktivitu

Darci krve pro agregometrii byli nekuraci, ktefi neuzivali 10 dni pfed odbérem Zadnou latku ovliviujici
funkce desticek. Odbér byl proveden do jednorazové sterilni stfikacky obsahujici jako antikoagulaéni
latku 3,8% citran sodny, ktery neovliviiuje agregaéni funkce desti¢ek. Vysledny objemovy pomér
roztoku citratu a krve byl 1 : 9. Krev byla do 30 min po odbéru centrifugovana (centrifuga U-32R,
Boeco, Hamburg, Germany) 10 min pfi 240 x g za laboratorni teploty. Tim byla jako supernatant
ziskana PRP. Po jejim oddéleni byla krev dale centrifugovana 15 min pti 600 x g za chlazeni na 20 °C
pro ziskani PPP.

Po zméfeni poctu desticek v PRP (Oddéleni klinické hematologie, 2. interni klinika, Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové) byla ndsledné nastavena koncentrace desti¢ek v PRP s pomoci PPP jako

diluéniho média na hodnotu 250 x 10°™%.

58



Rostlinny extrakt byl pfed vlastnim méfenim znovu zhomogenizovan sklenénou tycinkou. Pro
testovani byl ptipraven roztok extraktu v DMSO nebo 0,1 M Tris-HCl pufru, pH 7,4 o koncentraci 25
mg ml™ PRP (vztaZeno na susinu).

Absorbance PRP byla vzata jako 0% uroven agregace, absorbance PPP jako uroven 100%. Do
sklenéné silikonizované kyvety bylo pfeneseno 490 pl PRP. Kyveta byla vloZzena do temperovaného
(37 °C) méficiho prostoru agregometru, obsah byl promichavan magnetickym michadlem. Po 3
minutach bylo pfidano 10 ul pufrovaného roztoku extraktu (vysledna koncentrace v PRP byla 0,5 mg
ml™) nebo samotného pufru (kontrola). Po 5 minutach byl do kyvety pfidan jeden z agonist( agregace
(AA, vysledna koncentracce v kyveté 0,5 mM, ADP, vysledna koncentrace byla 10 uM, COL vysledna
konc. 2 pg ml* nebo TR vyslednd konc. 1 U ml™). Tyto koncentrace byly zvoleny tak, aby u
primérného vzorku zdravé populace lidi vyvolaly v PRP agregaci trombocytl v rozsahu 70 — 99 %.
Pokud by byl darce postizen nékterou z poruch agregace desticek nebo by uzil Iék, ktery ji sniZuje,
projevilo by se to pti méreni kontrolniho vzorku.

Nasledny proces agregace byl sledovan a vyhodnocovan po dobu 5 minut s pouZitim software

Aggro/Link (Jun, 2005).

5.16. Statistické hodnoceni agregace

Statistickd vyznamnost rozdilu mezi naméfenymi hodnotami agregace a kontrolou byla
vyhodnocovdna parovym Studentovym t-testem v programu GraphPad Prism Version 3.02 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Jednotlivd méreni byla opakovana trikrat. Vyse

uvedeny program byl pouZit i pro vypocet hodnot ICs, u mérenych latek (Jun, 2005).

5.17. Meéfeni antioxidacni aktivity — DPPH test

Metoda je zaloZzena na reakci stabilniho fialové zbarveného radikdlu DPPH (2,2'-difenyl-1-

pikrylhydrazyl radikal) s antioxidantem. Tim dochazi ke zhaseni DPPH radikdlu projevujici se
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blednutim DPPH a poklesem jeho absorbance mérené pfi A = 525 nm. Pokles absorbance je Umérny
koncentraci antioxidantu ve vzorku. Tato metoda pracuje s programovatelnym SIA (sekvenéni
injekéni analyza) systémem. Méreni aktivity latek bylo provedeno na pocitatem fizeném pfristroji
FlIAlab 3000 (FIAlab Instruments Inc., Bellevue, WA, USA) vybavenym 2,5ml pistovym cerpadlem,
Sesticestnym prepinacim ventilem, USB2000-UV/VIS spektrofotometrem s LS-1 svételnym zdrojem
(Ocean Optics, USA) a SMA-Z pritokovou celou. Objem misici civky byl 0,6 ml, pramér 0,72 mm
(Watrex, Praha, Ceska Republika).

Zakladni roztoky izolovanych latek byly pfipraveny rozpusténim 1 mg vzorku v ethanolu (50%
v/v) tak, aby vyslednd koncentrace byla 1,0 mg ml™. Rozpousténi probé&hlo v ultrazvukové lazni pti
stupni 10 po dobu 10 min za laboratorni teploty. Zakladni roztoky byly ddle nafedény ethanolem
(50% v/v) na koncentrace 10 uM, 50 uM, 100 uM, 250 uM, 500 uM a 750 uM. Jako nosny proud byl
pouZit ethanol (50% v/v). Roztok DPPH byl pfipraven rozpusténim 3,9 mg DPPH do 100 ml 50% (v/v)
etanolu. Pro kazdou koncentraci vzorku bylo provedeno troji méfeni.

DPPH zhaseci aktivita vzork( byla popsana zhasecim indexem (%Q) definovanym jako

relativni pokles absorbance DPPH roztoku vyvolany pfidavkem antioxidantu:

Q:wxloo

AO
kde A, je absorbance samotného DPPH roztoku bez vzorku a A, je absorbance DPPH roztoku po
pfidani a promichani se vzorkem. U kazdého vzorku byla zmérena a vypocitdna hodnota Q pro
uvedené koncentrace a sestrojena kfivka zavislosti Q na koncentraci vzorku. Vysledna hodnota Q pro
danou koncentraci byla vypoctena jako primér ze tfi provedenych méreni. Pro vypocet hodnot ECsq
byl pouZit program GraphPad Prism Version 3,02 for Windows (GraphPad Software, San Diego, USA)

(Koleckat, Opletal et al, 2008).
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5.18. Méreni antioxidacni aktivity — FRAP test

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) test je spektrofotometrickd metoda zaloZzend na
schopnosti antioxidantt redukovat Fe** na Fe®. Zeleznaté ionty tvofi s tri(2-pyridyl)-s-triazinem
(TPTZ) modre zabarveny komplex, ktery je spektrofotometricky detekovan pti 595 nm.

+antioxidant

[Fe(Il1)(TPTZ),]** <> [Fe(ll)(TPTZ),]** Armax = 595 nm
"

Méreni bylo provedeno na mikrotitracnich destickdch s 96 jamkami Brand 400 pl (Fisher
Scientific, Pardubice) pfistrojem Anthos 2010 (Eugendorf, Rakousko). Pro pfipravu FRAP roztoku bylo
pouzito 10 ml acetatového pufru (300 mM, pH 3.6), 1 ml hexahydratu chloridu Zelezitého (20 mM)
rozpusténého ve vodé a 1 ml TPTZ (10 mM) rozpusténého v roztoku chlorovodiku (40 mM). Na
mikrotitracni destic¢ky bylo ¢tyfnasobné pipetovano 25 ul izolované latky (nebo heptahydratu siranu
Zeleznatého) rozpusténé v methanolu nebo DMSO v koncentracnim rozmezi 10 — 200 uM. Do tfech
jamek byl pfidan FRAP roztok (175 pl) zahtaty na teplotu 37 °C a do ¢tvrté jamky acetatovy pufr. Do
dalSich tfi jamek bylo pipetovano 25 pl acetadtového pufru se 175 pl FRAP roztoku. Absorbance byla
monitorovana v Casovych intervalech od 4 do 120 minut. Redukéni schopnost testovanych latek

v Case t byla popsana FRAP hodnotou (FRAP hodnota t) vypoctenou podle vzorce:

a.test.latka
FRAPhodnota, (M) = (t—jx 10°°

a, Fe’'

kde a; test. Idtka je zména absorbance vztazend k testovanému vzorku v ¢ase t (4. nebo 60. minuta) o
vysledné koncentraci 10 pl a a, Fe’* je zména absorbance vztazena k heptahydratu siranu Zeleznatého
ve stejném case a stejné koncentraci. VSechna méfeni byla tfikrat opakovana. Vypocty byly

provedeny v programu SigmaPlot 2002 Verze 8.0 pro Windows (Rehakova, 2009).
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6. EXPERIMENTALNIi CAST

6.1.

Vysledky antiagregacniho screeningu rostlin celedi Asteraceae

Tab. 2 Antiagregacni aktivita testovanych rostlinnych extraktd

Snizeni agregace vyvolané agonistou*

Nazev taxonu

Cést rostliny

AA

ADP

coL

TR

Achillea millefolium

kvétenstvi

Antennaria dioica

kvetouci nat

Artemisia dracunculus

nat bez kvét(

Artemisia pontica

nat bez kvétd

Bidens tripartita

kvetouci nat

Calendula officinalis

nat bez kvétd

Centaurea jacea

kvetouci nat

Cimicifuga racemosa

koren

Cirsium arvense

kvetouci nat

Cota tinctoria

kvetouci nat

Echinacea purpurea

listy

Echinops sphaerocephalus

kvetouci nat

Erigeron canadensis

kvetouci nat

Eupatorium cannabinum

kvetouci nat

Galinsoga parviflora kvetouci nat - - - -
Helianthus annuus listy - - - -
Helianthus annuus kvétenstvi - - - -

*  Pro toto méreni byla pouZita koncentrace suchych extrakti 0,5 mg ml™
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Tab. 2 pokracovani

Snizeni agregace vyvolané agonistou*

Nazev taxonu Cést rostliny AA ADP coL TR
Hieracium laevigatum kvetouci nat - - - -
Chrysanthemum
leucanthemum kvetouci nat - ) - -
Inula oculis-christi kvetouci nat - - - -
Inula racemosa listy - - - -
Leontodon lapidus kvetouci nat - - - -
Leuzea carthamoides listy - 33+6% |95+5% -
Matricaria discoidea kvétenstvi - - - -

Pyrethrum corymbosum

kvetouci nat

Scorzonera hispanica

kvetouci nat

Senecio fuchsii

kvetouci nat

Senecio vulgaris

kvetouci nat

Solidago virgaurea

kvetouci nat

Sonchus asperus

kvetouci nat

Sonchus oleraceus

kvetouci nat

Taraxacum officinale

kvétenstvi

Taraxacum officinalis

listy

Tragopogon pratensis

nat bez kvét(
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Obr. 7 Antiagregacni aktivita sumarniho extraktu L. carthamoides

Z testovanych taxon( vyvolal pouze jeden signifikantni sniZeni agregace trombocytd. Zadna
z testovanych rostlin nevykazala proagregacni plsobeni, pozorovatelné béhem inkubace desti¢ek
s extraktem do doby pred pridanim agonisty agregace. Leuzea carthamoides (listy) sniZila agregaci
navozenou ADP 0 33 £+ 6 % a COL 0 95 + 5 %. ProtoZe parcha v experimentu prokazala inhibi¢ni

pUsobeni na agregaci trombocytU, byla zvolena pro dalsi izolaci antiagregacné ucinnych latek.

6.2. Extrakce listti parchy saflorové

Listy parchy saflorové byly ziskany od fy Simakova (Ohni$ov, Ceskd Republika, sbér &erven 2002). 10,5
kg suchych rozdrobnénych listd bylo vioZzeno do perkolatoru, zalito 95% ethanolem a po 24 hodinach
perkolovano za stalého doplfiovani ethanolu tak, aby za 2 — 2,5 hod. vyteklo 5 litr( extraktu. 105 |
ziskaného extraktu bylo odpafeno na 4,5 | pfi teploté 50 °C na vakuové odparce Laborota 20 Control,
Heidolph Némecko. K tomuto syté zelenému viskdznimu extraktu (s velkym obsahem chlorofylu) bylo
pfidano stejné mnozstvi (4,5 I) horké destilované vody. Extrakt byl zahfan na 80 °C a promichan. Po
zchladnuti na 50 °C byl Zzfiltrovan pres vrstvu bunicité vaty tak, aby chlorofyl zilstal v nadobé.

Chlorofyl v nadobé byl smichan s 80 °C horkou destila¢ni vodou, promichan a extrakt prefiltrovan.
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Oba svétle hnédé, zakalené filtraty byly spojeny (primarni extrakt tvofil celkem 9 I). Primdarni extrakt
byl vytfepdn 6 x 2,5 litry chloroformu. Hmotnost odparfeného vodného zbytku byla 9,67 kg, hmotnost
chloroformového odparku byla 34 gram(. Chloroformovy odparek byl rozpustén v 600 ml 80%
methanolu (v/v) a vznikly roztok byl vytfepan 7 x 120 ml petroletheru. Tento nepolarni vytfepek
(tmavé zeleny, velmi viskdzni o hmotnosti 2,6 g) byl odstranén. Methanolovy vytifepek byl odparen a

vysusen za vzniku 31,4 g hnédozeleného odparku.

primarni extrakt
L. carthamoides

7
7
'
7
4
7
7

| chloroformovy extrakt
vodny extrakt | (34 g)

| (967 g)

7
s
s
__________________ 1 Ve
s
s
X

i methanolova faze
(2,6 8) | (31,48)

sloupcova
chromatografie

A 4

izolované latky

Obr. 8 Zakladni postup extrakce a izolace latek z listd L. carthamoides

Antiagregacni aktivita jednotlivych vytfepk( a frakci byla testovdna stejnym postupem jako u

sumarnich rostlinnych extraktil. PouZitd koncentrace frakce pro méreni byla 0,25 mg ml™* PRP. Jako

rozpoustédlo byl zvolen DMSO, ve kterém byly pfi uvedené koncentraci vSechny vytrepky i frakce
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rozpustné. Vysledny obsah DMSO v kyveté byl 5 % (v/v). Pro dal$i zpracovani byly vidy vybirany

frakce s nejsilnéjsim antiagregacnim ucinkem.

120
X 100 -
©
f§ 80 4 OAA
£
& 60 | W ADP
S @EcoL
@ 40 -
7y OTR
gn 20 A
% 0 T T T T
ethanol methanol chloroform petrolether voda
vytiepek

Obr. 8 Antiagregacni aktivita vytrepkl Leuzea carthamoides L.

6.3. Sloupcova chromatografie precisténého CHCI; vytiepku

Pro sloupcovou chromatografii byl odparek rozpustén v dichlormethanu. Roztok byl smisen s 65 g
adsorbentu, smés byla vysusena v proudu teplého vzduchu (ca 50 °C) a dosusena ve vakuovém

exsikatoru (24 hodin).

Odparek: 314¢

Adsorbent: Silikagel L 0,1-0,2 mm, deaktivovany 10 % vody, 950 g

Délici loze: 6x76cm

Vrstva s extraktem: 6 x5,5cm

Frakce: 200 ml

Doba toku frakce: 15— 20 min.

Kontrolni TLC: z kazdé frakce bylo po dikladném promichani odebrano 0,25 — 0,50 ml do

mikrozkumavky, na vodni lazni bylo pfi 50 °C v proudu vzduchu odpareno
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rozpoustédlo, odparek byl rozpustén v 1-2 kapkach chloroformu a po zfedéni
1-2 kapkami ethanolu nanesen na desku TLC:

Kieselgel 60 F,s4, 50x75 mm, vyvijeci soustava Et,0, vyvijeno jednou, detekce
UV A = 254 a 366 nm, vanilin-H,SO,. Na zdkladé provedené TLC byly shodné

frakce spojeny.

Tab. 3 Vysledky sloupcové chromatografie predcisténého chloroformového vytiepku

SRZLe;é Frakce Eluéni soustava Ot;?:rt;uo(s;) Popis odparku

1(15-47) 15-20 CH,Cl, + benzin 3 :1 0,9814 viskézni, zelenohnédy
21-29 CH,Cl,
30-31 CH,Cl,
32-36 CH,Cl, + EtOAc99:1
37-40 CH,Cl, + EtOAc 98 : 2
41-47 CH,Cl, + EtOAc95: 5

2 (48-60) 48-53 CH,Cl, + EtOAc95:5 0,5671 viskozni, Zlutohnédy, s
54-60 CH,Cl, + EtOAc90: 10 krystaly

3(61-71) 61-63 CH,Cl, + EtOAc90: 10 0,1079 velmi viskozni, svétle
64-71 CH,Cl, + EtOAc 85 : 15 hnédy, s ndznakem

krystal(i
4 (72-73) 72-73 CH,Cl, + EtOAc 85 : 15 0,3318 svétle hnédy s velmi
drobnymi krystaly

5(74-88) 74-82 CH,Cl, + EtOAc 85 : 15 7,7011 velmi viskozni, svétle
83-88 CH,Cl, + EtOAc 80 : 20 hnédy

6 (89-114) 89-97 CH,Cl, + EtOAc 80 : 20 6,9151 viskdzni, zelenohnédy
98-114 CH,Cl, + EtOAc 60 : 40

7 (115-132) | 115-118 CH,Cl, + EtOAc 60 : 40 2,0233 viskodzni, zelenohnédy
118-132 EtOAc
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Timto zplsobem bylo ziskdno 8 spojenych frakci, které byly testovany na antiagregacni aktivitu v
koncentraci 250 pg ml™ PRP za téelem zjisténi nejaktivnéj$iho podilu ze sloupcové chromatografie.

V nasledujicich obrazcich (Obr. 9 — 11) je shrnuta antiagregacni aktivita spojenych frakci.

Agonista agregace: AA
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X
b
3 80-
X
©
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©
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=
c
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0 = T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
¢islo spojené frakce
Obr.9 Antiagregacni aktivita spojenych frakci 1-7 (AA)
Agonista agregace: ADP
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Obr. 10 Antiagregacni aktivita spojenych frakci 1-7 (ADP)
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Agonista agregace: COL
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Obr. 11 Antiagregacni aktivita spojenych frakci 1-7 (COL)

Z uvedenych obrazk( vyplyva, Ze vSechny frakce byly z hlediska antiagregaéniho efektu vysoce aktivni
u agregace indukované COL a AA. U agregace indukované ADP byly nejaktivnéjsi spojené frakce 1 a 5.
Zadna ztestovanych frakci neovlivnila agregaci navozenou TR. Jelikoz viechny frakce prokazaly

pomérné vysokou aktivitu, byly podrobeny dalsi separaci.

6.4. Sloupcova chromatografie spojené frakce 5

Pro sloupcovou chromatografii byl odparek rozpustén v chloroformu. Roztok byl smisen s15 g

adsorbentu, smés vysusena v proudu teplého vzduchu (ca 50 °C) a dosusena ve vakuovém exsikatoru

(24 hodin).

Odparek: 7,78

Adsorbent: silikagel L 0,1-0,2 mm, dezaktivovany 10 % vody, 370 g
Délici loze: 2,4x79cm

Vrstva s extraktem: 2,4 x3,65cm

Frakce: 50 ml
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Doba toku frakce: 25-30 min.

Kontrolni TLC: z kazdé frakce bylo po dikladném promichani odebrano 0,25 — 0,50 ml do
mikrozkumavky, na vodni azni bylo pfi 50 °C v proudu vzduchu odpareno
rozpoustédlo, odparek rozpustén v 1 — 2 kapkach chloroformu a po zfedéni 1
— 2 kapkami ethanolu nanesen na desku TLC:
Kieselgel 60 F,s4, 50 x 75 mm, CgHsCH; + EtOAc 3 : 2, vyvijeno jednou, detekce
UV A = 254 a 366 nm, vanilin-H,SO,. Na zadkladé provedené TLC byly shodné
frakce spojeny.

Tab. 4 Vysledky sloupcové chromatografie spojené fr. 5

Spoi Hmotnost
?r J- Frakce Elucni soustava odparku Popis odparku
' (8)

5-1 | 2637 CHCl; 0,0188 svétle hnédy, velmi viskdzni
38-68 CHCl;+ EtOAc99: 1

5-2 | 69-75 CHCl; + EtOAc 98 : 2 0,1079 svétle hnédy s krystaly
76-81 CHCl; + EtOAc 98 : 2

5-3 82-85 CHCl;+ EtOACc 98 : 2 0,0751 svétle hnédy, velmi viskdzni

5-4 | 86—-105 CHCl; + EtOAC 98 : 2 4,0264 svétle zluty, fidce viskdézni

5-5 106-151 CHCl;+ EtOACc 98 : 2 3,3464 svétle Zluty, velmi viskézni

Pro dalSi zpracovani byla vybrana subfrakce 5-2.

6.5. Separace frakce 6

Frakce €. 6 byla podrobena preparativni HPLC. Bylo ziskano 0,1916 g LC-1 a 0,1546 g LC-2.

6.6.  Sloupcova chromatografie spojené frakce 7

Pro sloupcovou chromatografii byl odparek rozpustén v minimalnim objemu chloroformu tak, aby
byla frakce zfedéna do fidké konzistence. Roztok byl smisen s 5 g adsorbentu, smés byla vysusena

v proudu teplého vzduchu (ca 50 °C) a dosusena ve vakuovém exsikatoru (24 hodin).
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Odparek: 2,0233 g

Adsorbent: silikagel L 0,1-0,2 mm, deaktivovany 10 % vody, 430 g

Délici loze: 2,65 x75cm

Vrstva s extraktem: 2,65 x 5,6 cm

Frakce: 50 ml

Doba toku frakce: 25 —30 min.

Kontrolni TLC: z kazdé frakce bylo po dikladném promichani odebrano 0,25 — 0,50 ml do

mikrozkumavky, na vodni azni bylo pfi 50 °C v proudu vzduchu odpareno
rozpoustédlo, odparek byl rozpustén v1 — 2 kapkach chloroformu a po
zfedéni 1 — 2 kapkami ethanolu nanesen na desku TLC:

Kieselgel 60 Fy4, 50 x 75 mm, vyvijeci soustava: Et,0, vyvijeno jednou,
detekce UV A = 254 a 366 nm, vanilin-H,SO,. Na zakladé provedené TLC byly
shodné frakce spojeny.

Tab. 5 Vysledky sloupcové chromatografie spojené fr. 7

S?:j' Frakce Eluéni soustava o%?::l?uo(sé) Popis odparku
7-1 1-10 CHCl;+ EtOAc9: 1 0,114 viskdzni, tmavéhnédy
7-2 11-15 | CHCl;+ EtOAc9:1 0,1129 viskdzni, zelenohnédy
7-3 16-21 | CHCl;+ EtOAc9:1 0,1726 viskdzni, zelenohnédy
7-4 21-42 | CHCl3+ EtOAc9:1 1,452 viskdzni, hnédy

43-51 | CHCl;+ EtOAc 8:2

52-55 | CHCl;+ EtOAc1:1

v

Na zdkladé orientaéni TLC byla podrobena dalsi izolaci pouze subfrakce ¢. 7-4, protoZe ostatni
subfrakce obsahovaly predevsim latku LC-1 (jiz izolovanou z prfedchozi frakce €. 6) a z kvantitativniho

hlediska byly zastoupeny v malém mnozZstvi.
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6.7.  Analyza subfrakce 7-4

Subfrakce ¢. 7-4 byla podstoupena preparativni HPLC. Bylo ziskdno 0,4639 g LC-3.

6.8.  Cisténi latek LC-1, LC-2, LC-3

Ziskané latky LC-1, LC-2, LC-3 byly precistény pomoci HPLC za podminek uvedenych v kap. 5.10.
Precisténim bylo ziskano 0,0335 g LC-1, 0,0713 g LC-2 a 0,2051 g LC-3 ¢Cistych bezbarvych viskdznich

latek sklovitého vzhledu.

6.9.  Separace a CiSténi krystalh z frakci 2,4 a 5

Separace krystalického podilu z frakce €. 2 byla provedena zfedénim odparku smési CHCl; + EtOH 1 :
1, odsatim krystalické podild na frité, kratkym promytim vySe uvedenou smési a ndslednou
rekrystalizaci ze smési CHCl;—EtOH. Po odsati a vysuseni bylo ziskano 0,0231 g Zluté krystalické latky
LC-4 s teplotou tani 224 — 227°C.

Na zakladé TLC byla zjisténa totoZznost latek z krystalickych podild vyloucenych ze
zahusténych odpark( frakci €. 4 a ¢. 5-2. Obé frakce byly smési dvou latek, po spojeni byl sumarni
odparek délen pomoci TLC na deskach Silufol. Nanaska Cinila na 1 cm desky 0,5 mg latky rozpusténé
ve smési EtOH + CHCI; 1 : 1. Kazdy chromatogram byl vyvijen v chromatografické komore jedenkrat.
Poté byl absorbent s jednotlivymi latkami z desek separovan a eluovan v chromatografickych
kolonkach 100 ml smési EtOH + CHCl; 1 : 1 a eluaty odpareny. Latka LC-5 byla dvakrat rekrystalovéna
ze smési EtOH—CHCl;. Po odsati a vysusSeni bylo ziskano 0,0378 g naZloutlé krystalické latky LC-5
s teplotou tani 285 — 290 °C. Druhou latku se nepodafilo ziskat, protoze ji bylo vizudlné malé
mnozstvi a béhem celého procesu Cisténi se rozkladala (intenzivné hnédla, jeji strukturu se

nepodafilo urdit).
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7. VYSLEDKY

7.1.  Analyzaizolovanych latek

Tab. 6 Latky izolované ze suchych list(i parchy saflorové

Oznaceni Néazev Frakce Vzhled a puvod Hm?;)n ost VZI?SiteOCL;]p((;r:)i*
LC-1 cynaropikrin 6 bezbarva sklovita 0,0335 3,4 x 107
LC-2 chlorojanerin 6 bezbarva sklovitd 0,0713 7,3 x10°
LC-3 repdiolid 7 bezbarva sklovitd 0,2051 2,1x10"
LC-4 jaceosidin 2 svétle Zlutd jemné 0,0231 2,4 x 107

krystalicka
LC-5 hispidulin 4,5 svétle Zluta, jemné 0,0378 3,9x 107

krystalicka

* pfepocteno na susinu listl, ktera byla 92,5+ 0,16 %
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API-ES-MS: m/z 347 [M + H]"

NMR:

'H NMR (300 MHz, DMSO) 6 6.17 (1H, bs, CH,, H3’), 6.02-5.97 (1H, m, CH,, H13), 5.90 (1H, bs, CH,,
H3"), 5.52-5.47 (1H, m, CH,, H13), 5.30-5.00 (6H, m, CH, H8, CH,, H14, H15, 2x OH), 4.82 (1H, bs,
CH,, H14), 4.46-4.27 (2H, m, CH, H3, H6), 4.16 (2H, bs, CH,, H4"), 3.27-3.12 (1H, m, CH, H7), 3.00—
2.76 (2H, m, CH, H1, H5), 2.70-2.57 (1H, m, CH,, H9), 2.31-2.18 (1H, m, CH,, H9), 1.97-1.82 (1H, m,
CH,, H2), 1.73-1.52 (1H, m, CH,, H2) (pFil. 1).

3C NMR (75 MHz, DMSO) & 169.1, 165.1, 153.9, 143.2, 141.1, 138.6, 124.4, 121.0, 117.2, 110.6, 79.4,

78.4,73.9,72.2,59.8,49.8, 46.5, 44.2, 36.5 (pfil. 2)

Na zakladé porovnani MS a NMR analyzy s Udaji z literatury (Sang Zin Choi, 2005) bylo zjiSténo, Ze

izolovand latka LC-1 je seskviterpenovy lakton cynaropikrin.

CH,

8-(2-hydroxymethylpropenoyl)-3,8-dihydroxy-4(15),10(14),11(13)-guajatrien-12,6-olid

(10, 3B, 50, 60, 8a))
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API-ES-MS: m/z 399 [M + H]"

NMR:
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 6.34 (1H, bs, CH,, H3"), 6.21 (1H, d, J=3.2 Hz, CH,, H13), 5.96 (1H, bs, CH,,
H3’), 5.62 (1H, d, J=3.2 Hz, CH,, H13), 5.21-5.12 (2H, m, CH, H8, CH, H14), 4.83 (1H, bs, CH,, H14),
4.74 (1H, dd, J=11.0 Hz, J=9.1 Hz, CH, H6), 4.39 (2H, bs, OCH,, H4"), 4.34 (1H, d, J=11.8 Hz, CH,, H15),
4.18 (1H, d, J=5.8 Hz, CH, H3), 3.96 (1H, d, J=11.8 Hz, CH,, H15), 3.68—3.55 (1H, m, CH, H1), 3.23-3.11
(1H, m, CH, H7), 2.67 (1H, dd, J=14.8 Hz, J=4.9 Hz, CH,, H9), 2.60-2.40 (2H, m, CH,, H2, H9), 2.38-2.28
(1H, m, CH, H5), 1.60 (1H, dd, J=14.6 Hz, J=8.0 Hz, CH,, H2) (p¥il. 3).

3C NMR (75 MHz, CDCl;) & 168.6, 165.3, 142.1, 139.2, 136.7, 126.8, 122.8, 118.0, 84.5, 77.3, 76.2,

74.1,62.4,57.5,49.9, 47.1, 46.4, 37.7, 35.1 (pfil. 4).

Na zékladé porovnani MS a NMR analyzy s udaji z literatury (Khan Sher Bahadar, 2005;

Budésinsky 1994) bylo zjisténo, Ze izolovana latka LC-2 je seskviterpenovy lakton chlorojanerin.

CH,

8-(2-hydroxymethylpropenoyl)-15-chloro-3,4,8-trihydroxy-10(14),11(13)-guajadien-12,6-olid

(10, 3B, 4a, 50, 6a, 8a)
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API-ES-MS: m/z 347 [M + H]"

NMR:
'H NMR (300 MHz, CDCl3) & 6.23 (1H, d, J=3.2 Hz, CH,, H3'), 6.21-6.18 (1H, m, CH,, H13), 5.72-5.66
(2H, m, CH,, H13, H3), 5.61 (1H, d, J=2.8 Hz, CH,, H15), 5.43 (1H, d, J=2.8 Hz, CH,, H15), 5.22 (1H, d,
J=2.5 Hz, CH,, H14), 5.12 (1H, dd, J=9.9 Hz, J=2.5 Hz, CH,, H14), 5.02 (1H, bs, CH, H8), 4.35-4.27 (1H,
m, CH, H3), 4.25-4.14 (1H, m, CH, H6), 3.78 (1H, dd, J=10.4 Hz, J=8.2 Hz, CH, H2), 3.28-3.15 (1H, m,
CH, H7), 3.09-2.96 (1H, m, CH, H1), 2.81 (1H, t, J=10.3 Hz, CH, H5), 2.50 (2H, d, J=3.6 Hz, CH,, H9),
1.99 (3H, bs, CHs, H4") (pfil. 5).

3C NMR (75 MHz, CDCl3) 6 168.9, 166.4, 147.1, 139.2, 136.9, 135.9, 126.8, 122.8, 120.7, 114.0, 79.1,

78.9,77.8,73.4,51.5,47.7, 46.4, 35.8, 18.4 (pfil. 6).

Na zékladé porovnani MS a NMR analyzy s Udaji z literatury (Singh, 1988; Budésinsky, 1994)

bylo zjiSténo, Ze izolovana latka LC-3 je seskviterpenovy lakton repdiolid.

8-(2-methylpropenoyl)-2,3,8-trihydroxy-4(15),10(14),11(16)-gujatrien-12,6-olid

(1a, 2B, 3a, 5q, 60, 8a)
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API-ES-MS: m/z 331 [M + H]"

NMR:
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 13.08 (1H, bs, OH), 10.69 (1H, bs, OH), 9.97 (1H, bs, OH), 7.58-7.53 (2H,
m, H2', H6°), 6.92 (1H, d, overlapped, J=9.9 Hz, H5°), 6.90 (1H, s, H3), 6.61 (1H, s, H8), 3.88 (3H, s,
OCHs), 3.74 (3H, s, OCH;) (pfil. 7).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 182.4, 163.9, 157.4, 153.0, 152.6, 150.9, 148.2, 131.5, 121.7, 120.5,

115.9, 110.4, 104.3, 102.9, 94.5, 60.2, 56.1 (pfil. 8).

Na zakladé porovnani NMR a MS analyzy s udaji z literatury (Agrawal 1989; Tan 1990) bylo

zjiSténo, Ze izolovana latka LC-4 je flavonoid jaceosidin.

HO

H,CO

4’,5,7-trihydroxy-3°,6-dimethoxyflavon
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API-ES-MS: m/z 301[M + H]*

NMR:
'H NMR (300 MHz, DMSO) & 13.07 (1H, bs, OH), 10.67 (1H, bs, OH), 10.37 (1H, bs, OH), 7.97-7.87
(2H, m, AA’, BB’, H2', H6), 6.96-6.86 (2H, m, AA", BB’, H3’, H5'), 6.78 (1H, s, H3), 6.58 (1H, s, H8),
3.74 (3H, s, OCH;) (pfil. 9).

C NMR (75 MHz, DMSO) & 182.3, 164.0, 161.4, 157.5, 153.0, 152.6, 131.5, 128.7, 121.4, 116.2,

104.3, 102.6, 94.4, 60.2 (pil. 10).

Na zakladé porovnani NMR a MS analyzy s udaji z literatury (Agrawal 1989; Tan 1990) bylo

zjiSténo, Ze izolovana latka LC-5 je flavonoid hispidulin.

HO

H,CO

4’,5,7-trihydroxy-6-methoxyflavon
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7.2.

7.3.

7.4.

Antiagregacni aktivita izolovanych latek

Tab. 7 Antiagregacni aktivita izolovanych latek

Antiagregacni aktivia (ICso, uM)
Latka
ADP coL AA TR
LC-1 cynaropikrin 336+ 17 300 £33 1050+ 34 > 1300
LC-2 chlorojanerin >1300 552 +£19 > 1300 > 1300
LC-3 repdiolid 630 £ 12 1050 £ 25 490 £ 30 > 1300
LC-4 jaceosidin 1190 £ 31 382+13 136 £ 16 > 1300
LC-5 hispidulin 1060 £ 54 100 £ 24 522 +13 > 1300
ASA - 84,811 16,1+1,2 -
dipyridamol 122,5+13 - - -

Vysledky antioxida¢niho DPPH testu

Tab. 8 Antioxidacni aktivita izolovanych latek (DPPH test)

Latka ECso (LM)
LC-1 cynaropikrin > 1000
LC-2 chlorojanerin > 1000
LC-3 repdiolid 259+ 14,2
LC-4 jaceosidin 411+17,8
LC-5 hispidulin 769,6 + 25,7
trolox 27,8+1,7
kvercetin 25,3+1,6

Vysledky antioxidacniho FRAP testu

Tab. 9 Antioxidacni aktivita izolovanych latek (FRAP test)

FRAP hodnota

FRAP hodnota

Latka 4min (uM) 60 min (uM)
LC-1 cynaropikrin ~0 ~0
LC-2 chlorojanerin ~0 ~0
LC-3 repdiolid ~0 ~0
LC-4 jaceosidin 14,5 39,2
LC-5 hispidulin 1,2 2,6
trolox 215 22,2
kvercetin 66,9 98,3
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8. DISKUSE

Parcha saflorovd — Leuzea carthamoides DC., Asteraceae (syn. Rhaponticum carthamoides (Willd.)
Iljin), plvodni taxon zjizni Sibife je rostlinou, o niZz existuje v literatufe prakticky od poloviny
minulého stoleti 293 relevantnich publikacnich udaji (review, originalni prace, patenty); nejvyssi
dekadovy narlst publikaci je od r. 2001 (114 praci). Tato rostlina byla v 60. letech minulého stoleti
oznacCovana za adaptogen nejen pro humanni potrebu, ale i pro Zivoc¢iSnou vyrobu (Opletal, 1990).
Problém zasahu do obecného adaptacniho syndromu (hlavni G¢innou latkou byvaly uvadény
ekdysteroidy) je zaleZitosti sloZitou, experimentdlni modely jsou narocné a sledovat adaptogenni vliv
sumarnich blize nedefinovanych extraktll je problémové, a proto byl vici této rostliné evropsky
IékaFsky terén pomérné rezervovany. Dalsim z dlivodd byla patrné skutecnost, Ze vétsina téchto praci
pochazela z byvalého SSSR a zdjem o rostlinu proto nijak neupevnily. Postupem doby se vSak do
studia rostliny zacaly zapojovat i jiné pracovni tymy a pokladat studium obsahovych latek za nosné,
coz se odrazilo na publikacni aktivité v souc¢asnosti.

Dosud existuji tfi rozsahlé studie, které rozebiraji zevrubné obsahové Iatky rostliny a jejich
biologickou aktivitu (Opletal; 1990; Huang, 2008; Kokoska 2009). Za hlavni obsahové latky jsou
v téchto prehledovych studiich pokladany ekdysteroidy, flavonoidy, guajanolidy, triterpenové
glykosidy, polysacharidy, fenolické kyseliny, lignany a polyiny. Biologické uc¢inky sumarnich extrakt( z
kofenli nebo nati jsou pojaty pomérné Siroce: adaptogenni, antitumorové, imunostimulacni,
antihyperlipidemické, antihypercholesterolemické, antidiabetické, celkové posilujici (roboracni). Je
viak nutné konstatovat, Ze biologicka aktivita sloucenin, které byly izolovany, je podstatné uZzsi:
komplexni biologicky ucinek extraktli mize byt zplisoben synergickym vlivem jednotlivych sloucenin
(coz neni mozné prakticky experimentalné zjistit), a také nedostatkem seridznich farmakologickych
studii z posledni doby. lJisté vsak je, Ze studium biologické aktivity mnohych sloucenin je
z toxikologického hlediska nutné (zejména latek typu ekdysteroid(i, guajanolid(, polyinl a lignant),
protoze rostlina je pouzivana v pomérné siroké geografické oblasti a tlak na jeji vyuZiti v CR se urcité

bude zvySovat.
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Jak ukazuji udaje za poslednich 10 let, tvofi v celém profilu nejvyssi pocet publikaci prace
ruskych autor(. Pokud se zminim jen rdmcové o hlavnich smérech pouZiti extraktd z rGznych
morfologickych ¢asti rostliny, pak musim uvést, Ze jsou pouzivany nejen jako fytofarmakum, ale také
tvori v Sirokém méftitku soucast doplikd stravy, coZ bylo mozné ocekavat, protoze nadzemni ¢ast této
rostliny byla (a zcela urcité je v zemich byvalého SSSR) pouZivana jako bioaktivni stimulator ve vyzivé
hospodarskych zvifat (Opletal, 1990). Pfipravky jsou doporucCovany napf. pro zvySeni imunity a
pracovni vykonnosti (Slepysheva, 2001), adaptace organismu a jeho posileni (Glyzyn, 2002; Nikolajev
2005), je pokladdna za rostlinu vhodnou k preventivnimu pouziti do klimaticky chladnych oblasti
(Galambosi, 2003), jako soucast pfripravk( s antioxidacnim ucinkem (s dals$imi latkami z rostlin)
(Nyrkova, 2009). Je soudasti nealkoholickych napojl (Filonova, 2006), soucasti fytoterapeutického
prostiedku, jehoZ slozky plsobi vyznamné synergicky v pfipadé kardiovaskularnich potizi a Zenskych
endokrinnich problém( (Olalde, 2007), uplatiuje se jako jedna z hlavnich soucasti bioaktivni aditivni
smési vyuzitelné jako doplnék stravy (Gavrikov, 2002, Pilat, 2003), tvofi soucast pripravku pro léceni
alkoholizmu (Ponomareva, 2000). Extrakty jsou soucasti patentového sdéleni pfipravku navrzeného
pfi mirnéni projevl chronického Unavového syndromu (Lukasina, 2010) a jako doplnék sportovni
vyZivy pro zvySeni svalové sily (Elistratov, 2010).

Zhlediska vlivu na kardiovaskuldrni systém byly experimentdlné u extraktld zjistény
antiarytmické a kardioprotektivni Uc¢inky (Maslov, 2007); obsahové latky extraktu plsobi ochranné na
ischemizovany krysi mozek (Plotnikov, 2005), rostlina je navrZena jako soucast herbdlni smési pro
ovliviiovani kardiovaskularnich onemocnéni (Losevskoj, 2003) a s dalsSimi komponentami k Upravé
rheologickych vlastnosti krve — sniZeni jeji viskozity (Plotnikov, 2002). Existuje navrh slozeni fyto-
nutraceutické smeési pfiznivé ovliviiujici srdecni ¢innost (Olalde 2008) a také pfipravku k prevenci
kardiovaskuldrnich onemocnéni, Alzheimerovy choroby, diabetes mellitus (k regulaci krevni glukosy a
ovlivnéni inzulinové rezistence) (Mazed 2010). V této souvislosti je velmi zajimavy Udaj o biologickém
ucinku N-feruloylserotoninovych derivatll (Yamamotova, 2007), u nichZ byl zjistén selektivni Géinek

proti negativnim stresovym faktordm. Dosud existuje sdéleni o izolaci téchto latek z nazek

81



(generativnich organd) (Harmatha, 2007), neni vSak zndmo, zda jsou tyto latky pfitomny v listech i
korenech. Pokud by byly potvrzeny také vnati a kofenech, byl by to logicky pfispévek
k adaptogennimu efektu parchy saflorové.

Tento taxon byl vybran pro dalsi studium sekundarnich metabolitl rostlin z ¢eledi Asteraceae
v ramci systematického vyzkumu na trombocytarni antiagregacni a antioxidacni aktivitu jako jediny
z32 druhlG béinych rostlin této celedi (léCivych, plevelnych a specidlnich plodin), které byly
k dispozici. Sledovani vyse uvedené biologické aktivity pfispélo k dalSimu poznani rostliny, které bylo
na katedfe farmaceutické botaniky a ekologie vénovano mnoho pozornosti formou grantl (Opletal,
1994; Sovova, 1994; Sovova, 2001; Rozkot, 2004; Koleckdr, 2005; Rozkot, 2007) a védeckych
konferenci v ramci projektu CADISO (Opletal, 1993; Opletal, 1995; Opletal, 1998).

Latky izolované v této praci patfi do skupiny guajanolidd a flavonovych aglykond. Byly ziskany
z listl taxonu péstovaného v Ceské republice (fy Simakovd, Ohnidov) ziskaného z osiva, pGvodné
importovaného z Ukrajiny (J. Bajer, zahradnictvi ADAVO, Velky Osek). ProtoZe jsou popisovany
zamény s taxonem Leuzea rhapontica (L.) Holub (syn. Rhaponticum scariosum L.) — parcha léciva a
existuji dva poddruhy a jedna forma: L. carthamoides ssp. eucarthamoides a L. carthamoides ssp.
orientale a forma alpinum (Opletal, 1990), bylo nutné provést verifikaci za pomoci herbarovych
poloZek. Na zakladé této identifikace (L. Opletal, V. Samkova) byla konstatovano, Ze se jednd o L.
carthamoides s. |., nikoliv ssp. orientale, spiSe ssp. eucarthamoides. S jednoznacnosti vsak tento
poddruh nemohl byt potvrzen, protoze nebyly k dispozici herbarové polozky plvodnich rostlin
rostoucich v jizni Sibifi, pti analyze se vychazelo z dostupnych exsikatli a popisu a nebylo mozné
provést genetickou analyzu. Proto je taxon v této praci oznacen pouze jako L. carthamoides.

Extrakt pro izolaci latek byl pfipraven z listli sbiranych na zacatku tvorby kvétl (Cerven);
v této dobé jsou listy velmi dobfe vyvinuty, neusychaji a neZloutnou. Listy byly suseny pfi normalni
teploté. Po extrakci a predbézném vyciSténi jsem ddle zpracovdvala méné polarni chloroformovy
extrakt (viz kap. 6.2). Tzv. vodny extrakt obsahoval polarni latky (flavonoidni glykosidy, prevaznou

Cast ekdysteroidd, organické kyseliny ad.) a byl naplni doktorské prace mimo ramec této studie. Po

82



odstranéni nezZadoucich lipofilnich podild z chloroformového extraktu (tuky, kutikularni vosky,
nizkomolekularni tékavé terpeny) bylo moiné predpoklddat vyskyt méné poldrnich a stfedné
polarnich sloucenin. ProtoZe v nati parchy saflorové nebyly dosud nikdy nalezeny polyiny,
predpokladala jsem na zdkladé literatury (Kokoska 2009) vyskyt pouze guajanolidd, derivati N-
feruloylserotoninu a lignan(l. Je nutné konstatovat, Ze pritomnost flavonovych aglykonli ve
chloroformovém vytrepku neni prekvapenim: ackoliv lze tyto latky z rostlinnych extraktl ziskat
vytfepanim ethyl-acetatem (a oddélit je tak od flavonoidnich glykosid(l), je zde nutné vzit v Gvahu, Ze
v primarnim extraktu je rada slouéenin, které mohou pusobit solubilizacné ve smyslu prechodu
téchto latek do chloroformu (tento jev je ve fytochemii zcela bézny). Obsah téchto flavonovych
glykosidl ve vytfepku byva vSak nizky; lze predpokladat, Ze latky zlstaly v prevainé vétsiné
v polarnim vodném extraktu. Naopak guajanolidy jsou latky méné az stfedné polarni a je
nepochybné, ze prevazna ¢ast téchto sloucenin byla ziskdna do chloroformového extraktu.

U vSech ziskanych latek (LC-1 (cynaropikrin), LC-2 (chlorojanerin), LC-3 (repdiolid), LC-4
(jaceosidin) a LC-5 (hispidulin)) neni potfebné provadét blizsi rozbor spektralnich charakteristik (MS,
'H-NMR, C-NMR), protoZe se jedna o latky zndmé, jejich charakteristiky byly porovnany s literarnimi
Udaji a nalezena shoda. Obsah téchto latek v suchych listech byl zjistén vypocltem jako velmi nizky:
pohybuje se fadové mezi 10 a7 10 % (viz tab. 6). Tyto Gdaje jsou viak velmi informativni, nelze je
brat zcela jednoznacné, protoze izolace si nikdy neklade za cil kvantitativni hledisko; latky mohou byt
pfitomny jesté v jinych frakcich (viz kap. 6.3). Rovnéz je nutné vzit v Uvahu, Ze Zadny z literdrnich
pramenl nedefinuje presné pouZity taxon a také je potifeba mit na paméti klimatické podminky,
v nichz se rostlina vyskytovala. Otazkou z(stava, proc se pfi této studii nepodafrilo izolovat cebellin E a
janerin, ackoliv byly latky polskymi autory z nadzemni ¢asti L. carthamoides izolovany uz v minulém
stoleti (Nowak, 1988). Jednim z vysvétleni je to, Ze uvedené latky nemusely vykazat antiagregacni
aktivitu a tak zUstaly pf¥i izolaci nepovsimnuty.

Stanoveni obsahu cynaropikrinu (LC-1) v souvislosti s vypracovanim postupu superkritické

fluidni extrakce v rostlinném materialu péstovaném v oblasti OhniSova (ovSem v roce 2006 poskytlo
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hodnotu 0,046 % cynaropikrinu v listech (Sovovd, 2008). Chlorojanerin (LC-2) a repdiolid (LC-3)
stanovovany nebyly, nejsou o jejich obsahu v rliznych surovinach ddaje ani v literatufe a tak nelze
v této véci provést jednoznaény zavér. V této chvili vSak takovy zavér neni potfebny, protoze
izolovanych latek bylo dostate¢né mnoizstvi pro provedeni pfislusnych biologickych testl, které
poskytly odpovéd na otdzku proagregacni, antiagregacni aktivity a antioxidacni.

Antiagregacni aktivita guajanolidd nebyla dosud studovana; v pfipadé celedi Asteraceae chybi
dosud vyznamna prehledna prace na téma biosyntézy, vyskytu a biologické aktivity guajanolidd, tak
jak to bylo zpracovano napf. pro Celed Apiaceae (Drew, 2009). Obecné lIze fici, Ze trombocytarné
antiagregacéni ucinek seskviterpenovych laktond jakékoliv struktury nebyl dosud pfilis studovan.
Antitrombocytarni aktivitu vykazuje napf. vernolepin (Vernonia amygdalina), lakton strukturné blizky
eudesmanoliddm (Laekeman, 1982), latka ma zajimavou antiagregaéni aktivitu pfi pouZiti agonistd
AA a ADP (Laekeman, 1983). Antiagregacni aktivitu a sniZzeni uvolfovani latek z granul (5-HT) vykazuje
také extrakt z fimbaby obecné (Tanacetum parthenium) (Heptinstall, 1998); tento ucinek je patrné
navozen parthenolidem, ovSem extrakt obsahuje jesté dalsi (minoritni) seskviterpeny a tak neni
mozné udélat jednoznacény zavér o jejich vlivu. Helenalin H a 11a,13-dihydrohelenalin z prhy horské
(Arnica montana) inhibuji agregaci navozenou COL, tvorbu tromboxanu a 5-HT; inhibi¢ni aktivita
obou latek nastdva v dlsledku interace se sulfhydrylovymi skupinami trombocytl a je spojena se
snizenim aktivity fosfolipasy A2 (Schroeder, 1990). Laktony melikofyllony A, B a C (Melicope triphylia)
vykazaly silnou inhibiéni aktivitu, byly aktivni vic¢i AA a COL (desticky potkana) (Su, 1998), bakkenolidy
izolované z kofenl Petasites formosanus vykazaly inhibi¢ni aktivitu vic¢i PAF (bakkenolidy G, H)
deisobutyrylbakkenolid H v(ci AA a COL na podobném modelu jako v predeslém pripadé (Wu, 1999).
Nelze snad uZ pokladat za zajimavost (na zakladé fakt( z literatury uvedenych v této praci), ze
prevazina ¢ast laktond, které disponuji antiagregacni aktivitou, ma zaroven protizanétlivé, nékdy tzv.
protirevmatické ucinky (Willuhn, 1996; Heptinstall, 1998; Thastrup, 1987; Arakawa, 2008). Zcela
jednoznacné se jedna o zdsah do metabolismu AA; napf. v pfipadé helenalinu bylo zjiSténo, Ze tento

lakton ma vliv na aktivitu 5-LOX a leukotrien C(4) synthasy (Tornhamre 2001).
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Pfi sledovani inhibice agregace (ICso) byly vysledky nasledujici: cynaropikrin (LC-1) 336 + 17 uM
pro ADP, 300 £ 33 uM pro COL, 1050 + 34 uM pro AA, agregaci indukovanou TR cynaropikrin
neovlivnil; chlorojanerin 552 + 19 uM pro COL, agregaci indukovanou TR, ADP, AA chlorojanerin
neovlivnil; repdiolid 630 + 12 uM pro ADP, 1050 + 25 uM pro COL, 490 + 30 uM pro AA, agregaci
indukovanou TR repdiolid neovlivnil. Agregaci navozenou ADP nejvice ovlivnil cynaropikrin,
v porovnani s dipyridamolem (122,5 + 13 puM) u néhoz byla ICs, priblizné 2,7x vyssi. Lze tedy
konstatovat, Ze nejucinnéjsi latkou z hlediska antiagregacniho je cynaropikrin: ADP je prakticky
nejmohutnéjsim stimuldtorem shlukovani krevnich desticek pfi agregacnim procesu a blokovani
tohoto agonisty miZe byt terapeuticky velmi Uspésné jako v pripadé dipyridamolu. Dipyridamol
inhibuje kromé fady dalsich ucinkl fosfodiesterasy, které za normalnich podminek ovliviiuji hladinu
cAMP (zvysuji bunécnou hladinu cAMP a blokuji trombocytarni odpovéd na ADP) a/nebo cGMP
(pFinasi jeSté dopliikovou vyhodu, je-li sou¢asné pritomen NO nebo statiny). Dochazi tedy k inhibici

vychytdvdani adenosinu v trombocytech, erytrocytech i endotelidlnich burikach.

CH,

cynaropikrin chlorojanerin repdiolid

Zadny z izolovanych lakton(l neovlivnil zménu metabolismu desti¢kovych fosfolipid(i ve smyslu
uvolnéni AA, kterd by pod vlivem enzymd denzniho tubuldrniho systému navodila vznik
endoperoxidll a TXA, s velkou pravdépodobnosti proagregacniho pulsobeni.

Podle vlivu na metabolismus AA lze s jistou davkou opatrnosti fici, Ze jisty (ovSsem slaby)

protizanétlivy ucinek by mohl vykazat repdiolid. To je ovSem teoretickd Uvaha, protoZe sledovani
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protizanétlivého efektu latek musi experimentalné zahrnovat mnohem S$irsi spektrum ucinkd, nez je
pouhé sledovani vlivu na metabolismus AA, navic v omezeném rozsahu.

PFi posuzovani antioxidacni aktivity (DPPH test) se ukazalo, Ze cynaropikrin a chlorojanerin
byly prakticky nedcdinné (ECs, > 1000 uM) pfi porovnani s troloxem (ECs, 27,8 = 1,7 uM) a
kvercetinem (ECsq 25,3 £ 1,6 uM), zatimco repdiolid byl vyznamné aktivnéjsi (ECso 259 + 14,2 uM).
Z tohoto porovnani je vsak ziejmé, Ze biologicka aktivita repdiolidu je spiSe formalni, protoze je
prakticky 10x niz$i neZ v pfipadé standard(l. Pfitom musime vzit také v uvahu, Ze ani jeden
z izolovanych laktonl nebyl antioxidacné ucinny ve FRAP testu.

Seskviterpenové laktony typu guajanolidl se v zastupcich Celedi Asteraceae vyskytuji bézné.
V literatufe nejsou dosud zadné relevantni Udaje o antiagregacni aktivité téchto latek; vztah mezi
strukturou a Ucinkem nelze proto zodpovédné vyvodit, ani se o né pokusit.

Patrné nejcastéjsi latkou této strukturni skupiny je cynaropikrin. Jeho hlavnim zdrojem jsou
listy artyCoku zeleninového (Cynara scolymus L., Asteraceae). Sucha komeréni droga obsahuje
seskviterpenovych laktonl 0 az 4 %, z toho 43—-87 % tvori cynaropikrin s Cislem horkosti ca 400 000
(listova droga s béZznym obsahem 1 % cynaropikrinu ma ¢islo horkosti 11 5000). Latka se vyznamné
podili na choleretickém a digestivnim Gcinku (Glasl 2007; Blaschek, 2009), snizuje hladinu sérovych
triglyceridd (Yoshikawa, 2006). Je také popisovana spasmolytickd aktivita (Emendoerfer, 2005).
Cynaropikrin patfi do skupiny latek s vyznamné hotkou chuti (Rodgers, 2006); jeho derivaty jsou
sledovany z hlediska vztahu struktura-horkost (Scotti, 2007). Ma pomérné Siroké cytotoxické ucinky,
napf. proti bunkam sarkomu S-180 a Ehrlichové karcinomu (Zong, 1994), vykazuje in vitro
cytotoxickou aktivitu vicéi bunécnym liniim malignich nadord melanomu (SK-MEL), epidermoidnim
(KB), (BT-549) a ovaridlnim bunkam (SK-OV-3) (Muhammad, 2003). Plsobi dale proti lidskym
kancerdznim bufkam SK-OV-3, LOX-IMVI, A549, MCF-7, PC-3, a HCT-15 (Ha, 2003) — v pfipadé MCF-7
je tato aktivita vsak slaba (Li, 2005), burikdm U937, Eol-1 a Jurkat T (Cho, 2004). Kromé cytotoxického

ucinku byl prokazan také efekt chemoprotektivni (Kang, 2007).
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Z dalSich antiinvaznich uc¢inkG vykazuje in vitro zajimavy Ucinek proti trypomastigotlim
Trypanosoma cruzi (Schinor 2004) a pusobi jako hmyzi deterrencni latka (proti Skiidcim Trichlorepis
glaberrima, Diacrisia obliqua, Philosamia ricini) (Bhattacharyya, 1995), rovnéZ tak proti béznym
typam skladistnich skadca (Sitophilus granarius, Trogoderma granarium a Tribolium confusum) (Cis,
2006). Cynaropikrin se ukazal také jako silny ireverzibilni inhibitor bakteridlniho enzymu MurA
(Bachelier, 2006) .

Latka ma protizanétlivy ucinek pusobi na TNF-a, uvoliiovani NO a proliferaci lymfocyt(; bylo
zjisténo, Ze muUZe participovat na zanétlivé odpovédi inhibici tvorby prozanétlivych mediatord a
proliferaci lymfocytl a jejich inhibiénim efektem v disledku reakce se sulfyhydrylovymi skupinami
cilovych protein (Cho, 2000).

Velmi zajimavy je inhibi¢ni Ucinek na NF-kB aktivaci, vyuzitelny nejen ve farmacii, ale i
kosmetice (Okamoto 2006, Tsuboi, 2007, Iddamalgoda 2009) a to v souvislosti s ochranou pfed UVB
zafenim.

Chlorojanerin ma velmi podobné jako cynaropikrin in vitro cytotoxickou aktivitu vuaci
bunéénym liniim malignich nadorl melanomu (SK-MEL), epidermoidnich bunék (KB), (BT-549) a
ovarialnim burikam (SK-OV-3) (Muhammad, 2003). Je rovnéz aktivni proti béznym typam skladistnich
skadcl (Sitophilus granarius, Trogoderma granarium a Tribolium confusum) (Cis, 2006).

Repdiolid nebyl do této doby podroben zadnym biologickym testim; tak jako v predeslych
obou pripadech u néj byla nalezena urcita aktivita proti hmyzim skGdclm (Sitophilus granarius,

Trogoderma granarium, Tribolium confusum) (Cis, 2006).

Flavonoidy jsou jednou z nejrozsifenéjsich skupin sekundarnich metabolit( rostlin; od roku 2000 bylo
publikovano pres 2500 prehlednych ¢lankl, za 7 mésicll roku 2010 je to relevantnich 102 ¢lanka.
Jejich biologicky ucinek jak in vitro, tak zejména in vivo je Siroky a pfesahovalo by téma této prace jej
uvadét, zminim se pouze o zdkladnich oblastech, ve kterych tyto latky mohou najit uplatnéni,

zejména diky svym Ucinklim antioxidaénim (chemoprotektivnim), antineoplastickym, antiinvaznim
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(ve smyslu mikrobnich a protozodlnich agens), antiflogistickym, antiulceréznim, antihistaminovym,
neuroprotektivnim (pfi ovliviiovani ethylizmu), antiaterogennim ad. Flavonoidni latky Sirokého
strukturniho spektra zasahuji znacnou mérou do metabolismu enzym (coz je jeden z jejich hlavnich
mechanismu ucink(), plsobi napf. na enzymovou rodinu cytochromu P450 (Androutopsoulos, 2010),
maji vliv na metalloproteinasy (Rashidi, 2010) a funguji jako inhibitory fosfodiesteras (ovliviiujicich
pravé dilataci cév, relaxaci hladkého svalstva, pUsobicich antidepresivné, antitromboticky,
protizanétlivé, zvysujicich kognitivni aktivitu) (Rahimi, 2010). Uplatriuje se také jejich vliv na modulaci
ABC transportérd (P-glycoprotein, MRP2, BCRP) (Alvarez, 2010). Rozhodujicim faktorem této skupiny
latek je vsak jejich biologickd dostupnost: ackoliv jsou to latky polarni (polyfenoly), je jejich
rozpustnost v biologickych tekutinach lidského organismu pomérné nizka. Jsou proto hledany cesty
pro zvySeni rozpustnosti, resp. biologické dostupnosti, jako je nap¥. uvedeni do formy fytosomdi
(Pandey, 2010), nebo tvorba nanocastic (Leonarduzzi, 2010), aj. S flavonoidy se ¢lovék kazdodenné
bézné setkava ve formé zeleniny a ovoce a jejich pfijem za den dosahuje nékdy az 1 gram, nebo i vice
(v pripadé extrémnich diet). Na tomto misté je vhodné pfipomenout napr. jablka, caj, kakao, séju,
z l1éCiv flavonoidy citrusovych plodd (hlavné rutin), jinan dvoulalocny aj.

Flavonoidy vykazuji antiaterogenni vlastnosti: konzumace ovoce a zeleniny ve vétSim
mnoZstvi miZe sniZit riziko vyvoje kardiovaskuldarnich onemocnéni, chrani cévni endotel, snizuji
oxidaci LDL, snizuji krevni tlak, upravuji dyslipidemii, zasahuji do metabolismu LOX, COX, synthas NO
aj. (Gross, 2004; Harnafi, 2007; Mulvihill, 2010). Tyto soucasti potravniho fetézce jsou v posledni
dobé podrobeny kritickym studiim formou kontrolovanych potravnich intervencnich studii tykajicich
se vlivu na trombocytarni agregaci (napf. Ostertag, 2010). Studie jsou vsak velmi narocné na
provedeni, sledovani parametrd resorpce latek, stanoveni jejich obsahu, protoZe traveni potravy je
sloZity multifaktorialni jev, a proto nemusi byt vysledky nékdy presvédcivé (nutno vsak fici, Ze dvojité,
placebem zaslepené studie nékterych béznych latek, jako jsou tokoferoly a B-karoten, které byly
provadény s cilem jednoznacného prokdzani jejich ,vitaminového” Ucinku, poskytly z&asti také

nepresvédcivé vysledky). U flavonovych aglykon( kvercetinu, luteolinu a apigeninu z olivovych plodu
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bylo zjiSténo, Ze snizuji trombocytarni agregaci u ¢lovéka; zasah do metabolismu cAMP a cGMP-
fosfodiesteras je jednim z mechanism( jejich ucinku (Dell’Agli, 2008). U kvercetinu, ktery je patrné
nejrozsirenéjsim flavonovym aglykonem a dalSich flavonoidnich aglykon( bylo v rdmci studia inhibice
trombocytarni agregace zjistén ucinek na cAMP-fosfodiesterasu. Ukazalo se, Ze antiagregacni ucinek
klesa, je-li dvojna vazba na C-2 a C-3 nasycena, chybi-li v poloze C-4 karbonyl, nebyla-li provedena na
C-3 glykosylace a zvysi-li se substituce hydroxylovymi skupinami na skeletu (Beretz, 1982).
Antiagregacni aktivitu maji také glykosidy na bazi flavonového aglykonu kempferolu (Fattorusso,
2001).

Jaceosidin, LC-4 (4°,5,7-trihydroxy-3’,6-dimethoxyflavon) a hispidulin, LC-5 (4°,5,7-trihydroxy-
6-methoxyflavon), které byly v této praci izolovany, jsou zndmé flavonové aglykony zndmé déle nez

30 let, z nadzemni ¢asti parchy saflorové vsak byly izolovany poprvé.

HO

H,CO

jaceosidin hispidulin

Z hlediska antiagregacni aktivity vykazaly oba aglykony nasledujici vysledky (tab. 7, tab. 8): pfi
pouziti agonisty ADP bylo ICsy > 1000 uM (jaceosidin 1190 + 31 uM, hispidulin 1060 + 54 uM,
dipyridamol 122,5 + 13), jedna se o nevyznamny efekt. Pfi pouZiti COL a aplikaci jaceosidinu byla
odezva nevyznamna (ICso 382 + 13 uM), podstatné vyznamnéjsi byla v pfipadé hispidulinu (ICs, 100
24 uM) v porovnani s ASA (ICsy 84,8 + 11 uM). Slaby uUcinek pfi pouziti AA (ICso 16,1 £ 1,2 uM) se
projevil u jaceosidinu (ICsq 136 + 16 uM), v pripadé hispidulinu byl nevyznamny (ICs, 522 + 13 uM). PFi
pouziti TR nemad smyslu u obou latek o antiagregacni aktivité hovofit (ICs > 1000 uM).

PFi posuzovani antioxidac¢ni aktivity (DPPH test) byly oba flavonové aglykony (jaceosidin, ECs
411 + 16,8 uM; hispidulin, ECsq 796,6 + 25,3 uM) rovnéz malo aktivni v porovnani se standardnimi

latkami troloxem (ECso 27,8 £ 1,7 uM) a kvercetinem (ECso 25,3 = 1,6 uM). V pfipadé antioxida¢niho
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FRAP testu vykdazal nejvy$si hodnotu jaceosidin (39,2 UM po 60min. expozici) v porovnani se
standardy za stejnou dobu expozice troloxem (22,2 uM) a kvercetinem (98,3 uM).

Jak antiagregacni, tak antioxidacni aktivita jsou z hlediska vztahu struktury a ucéinku u téchto
dvou latek tézko interpretovatelné, protoze v literature schazeji Udaje o latkach podobné struktury a
jejich biologické aktivité.

Jaceosidin izolovany z kvétenstvi nékterych zastupcl rodu Arnica vykazal cytotoxickou
aktivitu vdci liniim kancerdéznich bunék GLC4 (ICs, 0,44 uM) a COLO 320 (ICso 1,0 puM). VUi
jaceosidinu (a dalsim flavonoidtm) byly buriky COLO 320 citlivéjsi neZ vici GLC4 (Woerdenbag, 1994).
Jaceosidin byl izolovan pfedevsim z nadzemni ¢asti nékterych zadstupcl rodu Artemisia; jako slozka
polyfenolové smési z Artemisia sublessingiana Poljakov se s nejvétsi pravdépodobnosti podili na
cytotoxickém Gcinku vaéi burikdm Ehrlichova karcinomu a adenokarcinomu 755 (Ryakhovskaya,
1987). Latka (izolovand z Artemisia copa) vykazuje protizanétlivou aktivitu. Slabé inhibuje produkci
NO, aktivitu COX-2 v davce zavislé na koncentraci (ICsy 2,8 uM) (Moscatelli, 2006). Antioxidacni a
mediované Cu®* (ICso 10,2 puM) v thiobartiturdtovém testu podobné jako oxidace LDL pod vlivem
makrofagu. Inhiboval také NF-kB aktivitu, tvorbu NO a tlumil expresi iNOS v makrofagu RAW264.7 po
indukci lipopolysacharidem (Kim, 2008).

Aglykon hispidulin vykazuje inhibi¢ni aktivitu na cAMP-fosfodiesterasu; pfi této studii se
ukazalo, Ze O-methylované flavony maiji vyssi aktivitu nez hydroxyflavony (Nikaido, 1988); vztahu
mezi strukturou a cAMP inhibi¢nim u¢inkem za pomoci C NMR byla vénovéana $irsi studie
(Sakamoto, 1989). Také vztahu mezi strukturou a antioxidacni aktivitou flavonl a dalSich typU
flavonoidnich latek (QSAR) byly vénovany prehledné studie (Khusbaktova, 1996; Rasulev, 2005).
Antioxidacni ucinek byva spojovan s ucinkem chemoprotektivnim: ten je ¢asto oznacovan jako ucinek
»,hepatoprotektivni“ (i kdyZz tento pojem muiZe byt pokladdn za sporny): hispidulin izolovany
z Plantago depressa vykazal hepatoprotektivni aktivitu (poskozeni CCl,) za predpokladu, Ze

hepatocyty byly pred aplikaci halogenovaného uhlovodiku inkubovany s flavonem (Wu, 2006).

90



Chemoprotektivné na jatra plsobi také glykosid hispidulin 7-O-neohesperidosid (nadzemni ¢ast
Cirsium japonicum var. ussuriense): tlumi peroxidaci lipidd k niZ dochazi po aplikaci etanolu (Park,
2004). Hispidulin (izolovany z nadzemni casti Scutellaria barbata (také zchloroformové frakce)
vykazal cytotoxicky efekt na linii bunék Bel-7402 (indukce apoptdzy) (Yu, 2007). Latka (ziskana z
glandularnich trichom( Tithonia diversifolia) ma také herbivorni a protipozerovou aktivitu v0ci

babockovitému motylu Chlosyne lacinia (Ambrosio, 2008).

Zcela zavérem shrnuji, Ze chloroformova frakce z listd parchy saflorové péstované komeréné v CR,
sbiranych v obdobi tvorby kvét(, ktera obsahovala 3 dfive zndmé guajanolidy a 2 znamé, ale z této
rostliny dosud neizolované flavonové aglykony, nevykazuje proagregacni ani prooxidacni aktivitu,
kterd by byla v pouzitych testech pozorovatelnd, ale naopak c¢asteCnou aktivitu antioxidacéni a
antiagregacni; neni tedy z tohoto pohledu toxicka z hlediska poskozeni kardiovaskularniho systému,
naopak muizZe plsobit protektivné. V této chvili (az do celkového zhodnoceni polarniho, vodného
extrakéniho zbytku; u flavonoidl z ného izolovanych byla v prvni fazi zjisténa rovnéz antiagregacni
aktivita (Koleckar, Brojerova, 2008)) Ize predbéiné souhlasit s ndzorem nékterych autor( (Kokoska,

2009), Ze je to bezpecéna rostlina.
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9. SOUHRN

Rostliny Celedi Asteraceae byly testovany na proagregacni a antiagregacni aktivitu pomoci optické
agregometrie. Z testovanych zastupcu byla v in vitro testech na lidskych trombocytech antiagregacné
aktivni pouze druh Leuzea carthamoides (listy) z celkového poctu 32 sledovanych taxond. U
nékterych rostlin bylo navic hodnoceno vice d¢asti (nat, kvét apod.). Extrakt z listd Leuzea
carthamoides snizil pfi koncentraci 0,5 mg ml™ agregaci navozenou ADP 033 +6 % a COL 0 95 + 5 %.
Zadny z testovanych taxond nevykdazal proagregaéni pisobeni.

Z ethanolového extraktu pripraveného z 10,5 kg susenych listd parchy saflorové byl po
predbézném vycisténi nejaktivnéjsi chloroformovy vytfepek. Po jeho rozdéleni sloupcovou
chromatografii na 7 sumarnich frakci bylo zjisténo, Ze vSechny frakce byly z hlediska antiagregacniho
efektu vysoce aktivni u agregace indukované COL a AA. U agregace indukované ADP byly nejaktivnéjsi
spojené frakce 1 a 5. Z frakci 1 a 3, které obsahovaly podle TLC velké mnoZstvi latek, se nepodafilo
pro jejich malé mnozstvi izolovat zddnou latku. Ostatni frakce byly podrobeny dalsi separaci.

Z frakce 2 bylo rekrystalizaci ziskdno 0,0231 g nazloutlé krystalické latky, nazvané LC-4
(jaceosidin). Zfrakci 4 a 5 bylo rekrystalizaci ziskano 0,0378 g naZloutlé krystalické latky LC-5
(hispidulin). Z frakce 6 bylo preparativni HPLC ziskano 0,1916 g LC-1 (cynaropikrin) a 0,1546 g LC-2
(chlorojanerin). Z frakce 7 bylo ziskano 0,4639 g LC-3 (repdiolid).

U latek byla zjiSténa inhibice agregace (ICsp) s témito vysledky: cynaropikrin 336 + 17 uM pro
ADP, 300 + 33 uM pro COL, 1050 + 34 uM pro AA, agregaci indukovanou TR cynaropikrin neovlivnil;
chlorojanerin 552 + 19 uM pro COL, agregaci indukovanou TR, ADP, AA chlorojanerin neovlivnil;
repdiolid 630 = 12 uM pro ADP, 1050 + 25 uM pro COL, 490 + 30 uM pro AA, agregaci indukovanou
TR repdiolid neovlivnil; jaceosidin 1190 + 31 uM pro ADP, 382 + 13 uM pro COL, 136 + 16 uM pro AA,
agregaci indukovanou TR jaceosidin v neovlivnil; hispidulin 1060 + 54 uM pro ADP, 100 * 24 uM pro
COL, 522 + 13 uM pro AA, agregaci indukovanou TR hispidulin neovlivnil. Agregaci navozenou ADP
nejvice ovlivnil cynaropikrin, v porovnani s dipyridamolem (122,5 + 13 uM) byla I1C5, pfiblizné 2,7x

vyssSi. Agregaci navozenou AA nejvice ovlivnil jaceosidin, v porovnani s ASA (84,8 £ 11 uM) byla ICs
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priblizné 8,4 x vétsi. Agregace navozend COL byla nejvice ovlivnéna hispidulinem, v porovnani s ASA
(84,8 £ 11 uM) byla ECs pfiblizné 1,2x vyssi.

Pfi posuzovani antioxidacni aktivity (DPPH test) se ukazalo, Ze seskviterpenové laktony
cynaropikrin a chlorojanerin byly prakticky neucdinné (ECs, > 1000 pM), zatimco repdiolid byl
vyznamné aktivné;jsi (ECso 259 + 14,2 uM). Oba flavonové aglykony jaceosidin (ECsq 411 + 17,8 uM) a
hispidulin (ECso 796,6 + 25,7 uM) byly rovnéZz malo aktivni v porovnani se standardnimi latkami
troloxem (ECs 27,8 £ 1,7 uM) a kvercetinem (ECso 25,3 + 1,6 uM).

V pfipadé antioxida¢niho FRAP testu vykdazal nejvyssi hodnotu jaceosidin (39,2 uM po 60min.
expozici) v porovnani se standardy za stejnou dobu expozice troloxem (22,2 uM) a kvercetinem (98,3

uM).
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10. ABSTRAKT
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Kandidat: mgr. Eliska STEJNAROVA

Skolitel: doc. RNDr. Lubomir OPLETAL, CSc.

Nazev disertacni prace: Vliv obsahovych latek vybranych taxonl vyssich rostlin na trombocytarni

agregaci

Vramci systematického vyzkumu sekundarnich metabolitd rostlin z ¢eledi Asteraceae na
trombocytarni antiagregacni a antioxidacni aktivitu byly testovany sumarni extrakty z 32 druh( této
taxonomické jednotky. Antiagregacni aktivita byla hodnocena in vitro na lidskych trombocytech
v plazmé bohaté na desticky. Primarni pouZita koncentrace extraktd byla 500 pg ml™, jako agonisté
agregace byly pouzZity kyselina arasSidonova (AA), adenosindifosfat (ADP), kolagen (COL) a trombin
(TR). Z testovanych rostlin byla antiagregacné aktivni pouze Leuzea carthamoides (listy), inhibovala
agregaci vyvolanou ADP 0 33 + 6 % a COL o 95 + 5 %. Zadny z testovanych taxon(l nevykazal
proagregacni pusobeni. Z 10,5 kg susenych listd parchy saflorové byly sekvenéné pripraveny extrakty;
z nejaktivnéjsiho, chloroformového extraktu bylo sloupcovou a tenkovrstvou chromatografii
izolovano 5 latek: LC-1 (cynaropikrin), LC-2 (chlorojanerin), LC-3 (repdiolid), LC-4 (jaceosidin), LC-5
(hispidulin). Antiagregacni aktivita latek (1Csq) byla nasledujici: LC-1: 336 £ 17 uM — ADP, 300 + 33 uM
— COL, 1050 + 34 uM — AA, agregace TR neovlivnéna; LC-2: 552 + 19 uM — COL, agregace TR, ADP, AA
neovlivnéna; LC-3: 630 + 12 uM — ADP, 1050 + 25 uM — COL, 490 = 30 uM — AA, agregaci
indukovanou TR repdiolid neovlivnil; LC-4: 1190 + 31 uM — ADP, 382 + 13 uM — COL, 136 + 16 uM —
AA, agregace TR neovlivnéna; LC-5: 1060 + 54 uM — ADP, 100 + 24 uM — COL, 522 + 13 uM — AA,
agregace TR neovlivnéna. V testech na antioxidacni aktivitu (DPPH) byly LC-1 a LC-2 prakticky
neucinné (ECs, > 1000 uM), zatimco LC-3 byl vyznamné aktivnéjsi (ECsq 259 + 14,2 puM). Oba
flavonoidy byly v porovnani se standardy rovnéz malo ucinné: LC-4 (ECsy 411 + 17,8 uM) a LC-5

(ECs 796,6 + 25,7 uM), trolox (ECso 27,8 = 1,7 uM), kvercetin (ECsq 25,3 + 1,6 uM). V pripadé FRAP
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testu vykdzala nejvyssi hodnotu LC-4 (39,2 uM po 60min. expozici) v porovndni se standardy:

troloxem (22,2 uM) a kvercetinem (98,3 uM).

Klicova slova: antiagregacni aktivita, DPPH test, FRAP test, Asteraceae, Leuzea carthamoides,

cynaropikrin, chlorojanerin, repdiolid, jaceosidin, hispidulin.
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Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Eliska STEINAROVA

Supervisor: Doc. RNDr. Lubomir OPLETAL, CSc.

Title of doctoral thesis: The Influence of Compounds from Selected Higher Plant Taxons on Platelet

Aggregation

As a part of phytochemical study of secondary metabolites of plants from family Asteraceae, 32
species from this taxonomical unit were tested for platelet aggregation and antioxidant activity.
Platelet aggregation was evaluated in vitro on human thrombocytes in platelet rich plasma. The
primary used concentration of extracts was 500 pg-mL’, arachidonic acid (AA), adenosine
diphosphate (ADP), collagen (COL), and thrombin (TR) were used as agonists. Out of the tested
species, Leuzea carthamoides (leaves) was the only species which exhibited antiplatelet activity, the
extract inhibited platelet aggregation induced by ADP and COL by 33 £ 6 % and 95 + 5 %, respectively.
None of the tested taxons showed proaggregatory effect. From 10.5 kg of dried leaves of L.
carthamoide the extracts were prepared sequentially; five compounds: LC-1 (cynaropicrine), LC-2
(chlorojanerin), LC-3 (repdiolid), LC-4 (jaceosidin), LC-5 (hispidulin) were isolated from the most
active extract (chloroform) by column and thin layer chromatography. The antiplatelet activity of
compounds (ICsp) was for LC-1: 336 + 17 uM — ADP, 300 + 33 uM — COL, 1050 = 34 uM — AA,
aggregation induced by TR was not affected; for LC-2: 552 + 19 uM — COL, aggregation induced by TR,
ADP, AA was not affected; for LC-3: 630 + 12 uM — ADP, 1050 + 25 uM — COL, 490 + 30 uM — AA,
aggregation induced by TR was not affected by repdiolid; for LC-4: 1190 + 31 uM — ADP, 382 + 13 uM
—COL, 136 + 16 uM — AA, aggregation induced by TR was not affected; for LC-5: 1060 + 54 uM — ADP,
100 £ 24 uM — COL, 522 + 13 uM — AA, aggregation induced by TR was not affected. Compounds LC-1

and LC-2 were practically inactive in DPPH radical scavenging assay (ECso > 1000 uM), while LC-3 was
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significantly more active (EC50259 + 14.2 uM). Both flavonoids were also less active in comparison
with standard antioxidants: LC-4 (ECsp 411 £ 17.8 uM) and LC-5 (ECsy 796.6 £ 25.7 uM), trolox (ECso
27.8 £ 1.7 uM), quercetin (ECsy 25.3 £ 1.6 uM). In case of FRAP test the highest value showed LC-4

(39.2 uM after 60 mins exposition) in comparison with standards: trolox (22.2 uM) and quercetin

(98.3 uM).

Key words: Antiplatelet activity, DPPH assay, FRAP test, Asteraceae, Leuzea carthamoides,

cynaropicrine, chlorojanerin, repdiolid, jaceosidin, hispidulin.
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cynaropicrin

exp? stdilh
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date Feb 16 2007
solvent DMSO
file sexport/home/~
vnmri/Opletal/cyna~

ropicrin_H.fid

ACQUISITION

sfrg 300.076
tn H1
at 1.998
np 17984
sw 4500.5
fb 2600
bs 16
tpwr 54
pw 7.0
di 5.000
tof 0
nt 16
ct 16
alock
ain not used
il n
in n
dp ¥

DISPLAY
sp 4.3
wp 2419.9
vs 61
sC 0
we 200
hzmm 12.10
is 2437.50
rfl 1448.2
rfp 747.2
th
ins 100.000
nm cdc p

DEC. & VT
dfrq 300.076
dn H1
dpwr 37
dof 0
dm nnn
dmm c
dmf 11500
PROCESSING
wtfile
proc ft
fn not used
werr
wexp
whs
wnt
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5
L . P— R
4.78 3.74 7.41
4.17 3.43 24.37 7.88

PFl.1 *H NMR spektrum LC-1 (cynaropikrin)



cynaropicrin

exp? stdl3c
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date Feb 16 2007 dfrg 300.076
solvent DMSO dn H1
file sexport/home/~ dpwr 37
vnmrl/Opletal/cyna~ dof 0

ropicrin_C.fid dm yyy

ACQUISITION dmm W
sfrq 75.461 dmf 11500
tn C13 PROCESSING
at 1.815 1.00
np 68106 wtfile
sw 18761.7 proc ft
fb 10400 fn not used
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tpwr 50 werr
pw 16.2 wexp
dl 5.000 wbs
tof wnt
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alock
gain not used

n
in n
Yy
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hzmm 56.83
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PFil. 2 3C NMR spektrum LC-1 (cynaropikrin)



chlorojanerin

exp? stdih

SAMPLE
date Mar 8 2007
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file /export/home/~
vnmri/Opletal/Elis~
kaBrojerova—II-V;I~

_H.fid
ACQUISITION
sfrq 300.074
tn H1
at 1.998
np 17984
sw 4500.5
b 2600
bs 16
tpwr 54
pw 7.0
d1 5.000

tof

nt 16
ct 16
alock

ain not used
il n
in n
dp y

DISPLAY

sp 312.8
wp 1679.5
vs 64
sC 0
wc 200
hzmm 8.4
is 1475.09
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rfp 2178.5
th 20
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nm cdc ph

DEC. & VT
dfrg 300.074
dn H1
dpwr 37
dof 0
dm nnn

dmm

T 11500
PROCESSING
wtfile

proc ft
fn not used

werr
wexp
whs
wnt

AR P

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 LD ppm
4.07 8.11 12.38 4.55 4.15 6.93
3.99 8.1 - 4.86 30.23

P¥il. 3 'H NMR spektrum LC-2 (chlorojanerin)



13C OBSERVE
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repdiolid

exp? stdih
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date  Mar 7 2007

solvent coc13

file sexport/home/~
vnmri/Opletal/Elis~

kaBrojerova-II-VII~
I_H.fid
ACQUISITION
sfrg 300.074
tn H1
at 1.998
np 17984
swW 4500.5
fh 2600
bs 16
tpwr 54
pw 7.0
dl 5.000
tof 0
nt 16
ct 16
alock
ain not used
FLAGS
i1 n
in n
dp Yy
DISPLAY
sp 18
Wp 1803.7
vs
sC
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hzmm 9.02
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rfl 2883.3
rfp 2178.5
th 20
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DEC. & VT
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dn H1
dpwr 37
dof 0
dm nnn
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PROCESSING
wifile
proc ft
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/

A M
R — S — -
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— e T —_— e et —
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PFl.5 H NMR spektrum LC-3 (repdiolid)
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exp7 stdl3c
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file sexport/home/~ dpwr 37
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kaBrojerova-II-VII~ dm yyy
I_C.fid dmm W
ACQUISITION f 11500
sfrg 75.461 PROCESSING
tn c13 .
at 1.815 wtfile
np 68106 prac Tt
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b 10400
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pw 16.2 whs
di 5.000 wnt
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nt 25000
ct 8896
alock .
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in n AN
dp ¥ ~
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jaceosidin

exp? stdilh

SAMPLE
date May 23 2006
solvent DHSO
file sexport/home/~
vnmrl/0Opletal/Broj~
erova-frakce-3_H.f~

ACQUISITION

sfrq 300.077
tn H1
at 1.998
np 17984
swW 4500.5
b 2600
bs 16
tpwr 54
pw 7.0
d1 5.000
tof 1000.0
nt 16
ct 16
alock
gain not used
i1 n
in n
dp Y

DISPLAY
sp 50
wp 4157.3
Vs 8
sc
we 200
hzmm 20.79
is 1696.78
rfl 450.5
rfp 747.2
th 20
ins 100.000

nm cdc ph

DEC. & VT
dfrg 300.076
dn H1
dpwr 37
dof 0
dm nnn

c
11500

PROCESSING

wtfile

proc ft

fn not used

werr
wexp
whs
wnt

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 ppm
—— — e e
6.82 13.10 6.74 19.67
7.04 6.66 3.48 18.47

P¥l. 7 "H NMR spektrum LC-4 (jaceosidin)



Jaceosidin

exp? stdi3c
SAMPLE
date May 23 2006
solvent DMSO
file sexport/home/~
vomrl/0pletal/Broj~
erova-frakce-3_C.f~
ACQUISITION
sfrg 75.461
tn Ci3
at 1.815
np 58106
sW 18761.7
fb 10400
bs 16
tpwr 50
pw 16.2
d1 5.000
iof 0
nt 25000
ct 9248
alock s
gain not used
FLAGS
il n
in n
dp y
DISPLAY
sp 3475.0
wp 10705.4
Vs 04
sC
we 200
hzmm $3.53
is 500.00
rfl 4838.8
rfp 2995.5
th 3
ins 100.000
nm no ph

DEC. & VT
dfrg 300.076
dn H1
dpwr 37
dof 0
dm yyy
dmm
dmf 11500
PROCESSING

1.00

wtfile
proc ft
n not used

WErr
wexp
whs
wnt

182.403

163.933

157.434

152.964

150.9189

—————148.217

152.607

-131.512

—121.726
120.547

115.8944

110.352

L S - —104.285

102.949

94.515

60.166

56.148
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P¥il. 8 3C NMR spektrum LC-4 (jaceosidin)
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hispidulin
exp? stdlh

SAMPLE DEC. & VT
date May 18 2006 dfrg 300.076
solvent DMSO  dn H1
file sexport/home/~ dpwr 37 I
vnmri/0Opletal/Broj~ dof 0 #
erova-frakce-1_H.f~ dm nnn
dmm [+

ACQUISITION T 11500
sfrq 300.076 PROCESSING
tn H1 wtfile
at 1.998 proc ft
np 17984 fn not used
sW 4500.5
b 2600 werr
bs 16 wexp
tpwr 54 whbs
pw 7.0 wnt
d1 5.000
tof 500.0
nt 32
ct 3z
alock
gain not used

S
il n
in n
dp ¥
DISPLAY
sp 636.2
wp 3488.0
vs 142
scC 0
weC 200
hzmm 17.44
is 1343.83
rfl 950.7
rfp 747.2
th
ins 100.000
nm cdc pl
J L
— T L m e s e s e ey L S b e S T ™7 T — T T
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 ppm
[ e e [R— [ —' [—
7.45 16.63 B8.66
16.85 25.06 25.36

P¥l.9 'H NMR spektrum LC-5 (hispidulin)



hispidulin

exp? stdl3c
SAMPLE DEC. & VT
date May 18 2006 dfrg 300.076
solvent DMSO dn HL
file /export/home/~ dpwr 37
vnmrl/0pletal/Broj~ dof 0
erova-frakce-1_C.f~ dm yyy
i dmm w
ACQUISITION i 11500
sfryg 75.461 PROCESSING
tn c13 1.00
at 1.815 wtfile
np 68106 proc ft
swW 18761.7 fn not used
fb 10400
bs 16 werr
tpwr 50 wexp
pw 16.2 wbs
dl 5.000 wnt
tof
nt 25000
ct 9488
alock
gai not used
il n
in n
dp y
DISPLAY
sp 3785.4
wp 11010.8
vs 1185
sC 0
WC 200
hzmm 55.05
is 500.00
rfil 4838.5
rfp 2995.5
th 6 L
ins 100.000 oot
nm no ph o
o ~
-t w
~ =
2 g 5
o =1 ks
n W =
o
S L ¢ -3 . S m «
< m @ | = o~
® w + T Lo o "o
o R 5 - 2o @
e o7 8 o H % 3
o .
= ) =
R A A Bl v e i ol I R J' ) A A i
L e e N N.LANE LA (LN N R St R B s e e B B B B e B B e e e e e e B e e e e By B
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 ppm

P¥il. 10 *C NMR spektrum LC-5 (hispidulin)
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