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1. UVOD

Inhibitory acetylcholinesteras jsou latky vyuzivapg lécbé myasthenia
gravis a v posledni dekhlavre v 1&cbé Alzheimerovy choroby.

Alzheimerova choroba je onemaen, které je v lidské populaci stale
castjSi. Jedna se neurodegenerativni proces, kterjhpgsirevazrie starsi populaci
nad 65 let. Resto, Zze se jiz dlouhou dobu zkoumaficimy a patologie tohoto
onemocgni, do dneSniho dne nebylo vSe &lobjasino. Postupé v souvislosti
s vysledky vyzkum je snaha najit co nejlepSici¢o, které by alespo zmirnilo
piiznaky tohoto onemoe¢ni a zvysilo tak kvalitu Zivota pacient

Jako terapeuticky nejslibj$i latky se v sotasné dob jevi inhibitory
cholinesteras. Jednou z podminek jejich terapegitickvyuziti byl donedavna fakt,
Ze by ngli byt co nejselektivijSi na acetylcholinesterasu. Pokud totiZ inhibakiét
butyrylcholinesterasu, coz se figtka stavd, mohou #pobit nezadouci dinky
v podolg kieci. Z poslednich vyzkufh ale vyplyva, Ze v pozdnich fazich
Alzheimerovy choroby dochazi ke zvySeni hladinyybgltholinesterasy, pro tuto
fazi by tedy mohla byt zvySenda inhibi aktivita na butyrylcholinesterasu naopak
vyhodou.*'?

Jako inhibitory acetylcholinesterasyigobi rekteré girodni latky, nafiklad
alkaloidy. Jejich nevyhodou je vSalasto Spatna biologickd dostupnost (latka se
rychle rozklada nebo Spatiprostupuje fes hematoencefalickou membranu). Tento
problém se #&dci snazi viesSit tvorbou semisyntetickych deriuats lepSimi
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi.

DalSim problémem je fin&ni nar@nost izolace firodnich latek, $tSinou se
totiz v rostlinach vyskytuji jen ve velmi malém nastvi. Idealni by tedy bylo, aby
se tyto latky daly snadno a levan€le nasyntetizovat.

Stale se proto hledaji nové zdroje inhibit@holinesteras. Jednim z nich by

mohl byt také vodni medkontinalis antipyretica (Fontinalaceae).



Tato dizertani prace, kterd ma nazev ,Inhthi aktivita extraki z Fontinalis
antipyretica a p-karbolinovych  alkaloid na  acetylcholinesterasu a
butyrylcholinesterasu”, se zabyva testovanim irdnmibiaktivity methanolového a
acetonoveho extraktu z antipyreticaa vybranychp-karbolinovych alkaloid na
aktivitu ACHE a BUCHE.

Cilem této prace bylo:

- zjistit lokality vyskytuFontinalis antipyreticgFontinalaceae)

- skér vzorki, identifikace a stanoveni alkaldidobsaZzenych ve-.
antipyretica

- vypracovat HPLC metodu pro analygkarbolinovych alkaloid

- stanovit inhibéni aktivitu extraki z Fontinalis antipyreticaa -
karbolinovych alkaloidl na ACHE a BUCHE pomoci testu ,Fast Blue B salt* a
Ellmanova testu

- zjistit vliv dimethylsulfoxidu na inhiini aktivitu p-karbolinovych

alkaloid



3. TEORETICKA CAST

Lécivé rostliny se jiz v minulosti pouzivali jako zgeopiirodnich I€iv.
Nekteré z nich se stéle aktigrvyuzivaji, jinécasem upadly v zapordni. Jednou
z téchto rostlin je také vodni mech pram#@ (zdrofivka) obecna -Fontinalis
antipyretica (Fontinalaceae)V herb& z roku 1899 je o jejim Eebném vyuZiti
zminka, dnes je to vSak z terapeutického hledisisdlima neznama. Sekundarni
metabolity tohoto mechu nebyly zatim blize prozkéogy nicmén v rod
Fontinalis byly objeveny latky dusikaté povahy (alkaloidyp-karbolinovou
strukturou) a existuje ipdpoklad, Ze se podobné sleainy nachazi také

v pramenice obecné.

3. 1. Popis rostlinyFontinalis antipyretica

Vodni mech prametka obecna Kontinalis antipyretica, Fontinalaceae)
roste wistych i mirrg zn&isténych tekoucich vodach, vzacwe vodach stojatych.
Vyskytuje se jak v nizinach, tak v horskych oblabteNeroste na vapenitycligach
a je velmi odolny proti vyschnuti.

LodyZzky vymistaji v sy¢ tmavozelenych 100 az 400 mm dlouhych a bbhat
vétvenych svazcich &tnymi vyhonky. Listky na lodyzkach i postrannich
vétvickach jsou vyrazé sestaveny veréchtadach. Jsou dlouhé 3-5 mm, bez Zebra,
¢lunkovité, vegité podlouhlé a celokrajné. &tje dlouhy jen 1-5 mm a vista
z postrannich kratkychéwicek tak, ze vejté tobolky zdanli¢ rostou mezi listky.
Vytrusy dozravaji v 1ét Cepelné biiky jsou t&kované, obdélnikovité. Peritechialni
listky pohéarkovi¢ obaluji tobolku. Peristom je dvojity, brad&wag papilnaty,
tmavaierveny. Jsou to rostliny dvoudonté?

Rod Fontinalis je rozsfen po celé Evrap V Cechéach je jeho vyskyt hladen

predevsim v oblasti Sumavy (horni tigky Kiemelné)® a Krkono$ (Upska jamé),



ale Ize ho nalézt také v dalich lokalitachJe znamo 14 driihtohoto rodu®,
piicemz vCeské republice byly doposud objeveny zatiin F. antipyretica F.
squamosa (pramenéka neboli zdrajvka Supinatd) a F. hypnoides Hartm.
(pramentka neboli zdrajvka chabd). feti zmirgny druh byl objeven aZz nedavno
v nevelkém mnozstvi na jih@ech. Je velmi podobny druhi. antipyretica od

ného? Ize jendzko rozeznat. J&azen mezi nedostat® znamé druhy’®

3. 2. Vyuziti Fontinalis antipyretica

V herb&i z roku 1899 je uvedeno toto vyuziti: "Plody ndérgotebuji se
proti zimnici, odvar pak z nich dava se do koupelegi prsnich neduzich™®
V souwasné dob neni tato rostlina pouzivana k terapeutickytehim. Nicmér své
vyuziti nalezla. Vodni meck. antipyreticase vyznauje zajimavou vlastnosti — je
schopen v sabkumulovat ¢Zké kovy a také nafklad latky pouzivané na dbu
bakterialnich infekci. Proto se pouZziva jako biokeampro zji¥ovanicistoty vodnich

tokag. 1t 12

3. 3. Obsahoveé latky rodu-ontinalis

Fontinalis antipyreticanebyl doposud, co se tyka obsahovych latek, mnoho
prozkouman. Prace Kalachevy G. S. a kol. byla &@ama na analyzu mastnych
kyselin a tuk. Nasycenych MK je v mechu pouze malé mnozst¥gviadaji
polynenasycené MK s dvojnou vazbou - PUFA (30%ck3kIK) a s dvojnou a
trojnou vazbou — acetylenové kyseliny (40% vSech)MKnenasycenych MK PUFA
se v mechu nachazi kyselinaa y linolenova, arachidonova a ikosapentaenova.
Acetylenovych kyselin mech obsahuje celkem 7, wejdastoupené jsou kyselina
octadeca-9,12-dien-6-ynova, octadeca-9,12,15-Bigneva a ikosa-11,14-dien-8-
ynova. Poprvé byla v mechu identifikovana ikosat4]17-trien-8-ynova kyselina.
Nenasycené mastné kyseliny tohoto mechu jsdezdou sodasti potravy vodnich
Zivocichi. 1)
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Obr. & 1: Ukazka struktur mastnych kyselin veFontinalis antipyretica **
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V ptibuzném mechirontinalis squamoséyly objeveny 4 dusikaté latky
fontinalin, harmol, kyselina harmolpropionova a ijegster 4,5-dihydro-9-
hydroxykanthinon. Struktura fontinalinu a esterusddiny harmolpropionové byla
ZjiSttna a popsana vpraci Salma R. F. a kol. poprvé.mblar kyselina
harmolpropionova a jeji ester pasvou strukturou mezp-karbolinové alkaloidy.
Fontinalin neobsahuje typickditkarbolinovou strukturu, jedna se prapddobré o

prekurzor nebo rozkladny produkt latkyatek sp-karbolinovou strukturod?

11



Obr. &. 2: Struktury dusikatych latek ve Fontinalis squamosa *¥
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3.4. Biologické &inky Fontinalis antipyretica

Rovrez biologické @inky obsahovych latelontinalis antipyreticanejsou
témet vibec prozkoumany.

V praci Veljice M. a kol. byly studovany antimikrobialni a antigalni
acinky methanolového extraktd. antipyretica. Antimikrobialni aktivita byla
testovana proti Gram (+)Bécillus subtilis, Micrococcus flavua Staphylococcus
epidermidi3 a Gram (-) Escherichia colia Salmonella enteritidjs baktériim.
Antifungélni aktivita extraktu byla testovana nakmimycetechrlrichoderma viride,
Penicillium funiculosuma ochrochloron, Aspergillus fumigatus, flavs niger.
Aktivita extraktu byla pozitivni, nejvyssi aktivitwykazoval extrakt proti G (-)

baktériim.*®
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3.5. pB-karbolinové alkaloidy a jejich vyskyt

B-karbolinové alkaloidy jsou ffrodni latky pordrné znamé pro sveé
dobu v lidovém léitelstvi, prevazrié v tropickych oblastech. Mnoho &chto (&inka
bylo védecky prokazano. Jsou stalegmitem ttiznorodych vyzkum, v poslednich
letech se zkoumaji hlagnejich protirakovinné &inky.

B-karbolinové alkaloidy jsou roz&hou skupinou latek, které Ize nalézt
v riznych rostlinnych ¢eledich, nap Apocynaceae(toje¥ovité), Eleagnaceae
(hloSinovité),Fabaceag(bobovité),Passifloraceadmucenkovité) aZygophyllaceae
(kacibovité).*® Tyto alkaloidy jsou také dkdy nazyvany harmalové, protoze byly
poprvé izolovany z rostlinfPeganum harmala (Zygophyllacea®).

Krom¢ rostlin lze B-karbolinové alkaloidy nalézt v cigaretovém kou
grilovanych potravinach a ve vint{:?” Nekteré z nich jsou dokoncesou sodasti
lidskych a zutecich tkani aénich tekutin. Nalézaji se v mozkovéik a dalSich
mozkovych tkanich, v jatrech a nadledvin&ch??

Tab.& 1:  Zastupci rostlin s obsaheng-karbolinovych alkaloidi 2

Nazev rostliny Obsazené alkaloidy

Banisteriopsis caapgbp. (Malpighiaceae) |harmin, harmalin, tetrahydroharmin

Eleagnus angustigolia. (Eleagnaceae) [tetrahydroharman, tetrahydroharmg

Passiflora incarnatd.. (Passifloraceae) |harmin, harman, harmol

Peganum harmala. (Zygophyllaceae) harmin, harmalin, harmalol, harmidin

Symplocos racemo$oxh.(Symplocaceae)harman

Zygophyllum fabaga. (Zygophyllaceae) |harmin, harman, harmol

13



3. 6. Vyuziti B-karbolinovych alkaloidi

Mezi terapeuticky vyuzZivané rody rostlin obsahufidéarbolinové alkaloidy
pati Anadenanthera spp. (Fabaceae), Banisteriopsis spperapteris spp.
(Malpighiaceae)a Passiflora spp. (Passifloracea€y Brazilii jsou pouzivany pro
jejich antispasmodické a sedativiginky. 2 V tradicni medicir indiani se rostliny
rodu Desmodium spp(Fabaceae)obsahujici B-karbolinové alkaloidy pouzivaji
k 1é&¢b¢ o¢nich onemocEni a stevni malnutrice. Tento dinek je pravdpodobr
zpiisoben schopnosti inhibovat acetylcholinesterdsu.

Krom¢ terapeutickych &inkt jsou rekteré drogy s obsaherfi-karbolini
pouzivané pro zlepSenkiaki halucinogennich latekipnabozenskych dgadech
v Jizni Americe a v Africe. Konkré¢nse jedna o halucinogenni napoj ,ayahuasca®,
ktery se pipravuje z pralesnich liarBanisteriopsis caapi(Malpighiaceae) a
Psychotria viridis (Rubiaceae) Alkaloidy v napoji msobi jako inhibitory
monoaminooxidasy a zvySuji tak biodostupnost diylatptaminu obsazeného v
napoji, ktery ma prokazany halucinogenni efekt mogoefektu LSD. Samotné

B-karbolinové alkaloidy maji praggdodobré také utité halucinogenni dinky. 2°~ %"

3. 7. Zakladni struktury B-karbolinovych alkaloidu

Zakladni strukturou p-karbolinovych alkaloid je latka s tricyklickou
strukturou 9H-pyrido[3,4-b]indol. Podle nasycengsftiidinového kruhu se rozblji
na derivatyp-karbolini (harman, norharman, harmin a harmol), dihyghkarbolin
(harmalin a harmalol) a tetrahydrokarbdliftetrahydroharman)?”" ?® Jednotlivé
alkaloidy se mezi sebou liSi substituentem (hydi@mxy nebo methoxylova skupina)

v poloze 7.
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Obr. €. 3: Rozdleni p-karbolinovych alkaloidi
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3.8. Biologické &inky B-karbolint

B-karbolinové alkaloidy maji Siroké spektrumcinka, predevSim na
muskularni, kardiovaskularni a centralni nervovawussavu. V této praci byl
zkouman jejich inhikini &inek na enzymy acetylcholinesterasu a
butyrylcholinesterasu. Mezi dalS€iaky p-karbolinovych alkaloifl pati inhibice i
jinych enzynii, nag. monoaminooxidasy A a B, vazba namé druhy receptér
nag. benzodiazepinové, serotoninové a imidazolinaw@imiz souvisi &inky
konvulzivni a antikonvulzivni, anxiolytické a tremogenni, dale maji schopnost
interkalace do DNA, zjsobuji mutace viznych typech organisina opomenuty

nesmi Astat ani jejich Ginky antioxidani, neuroprotektivni a imunomodaits.

3. 8. 1. Inhibice acetylcholinesterasy a butyrylcHmesterasy

3.8.1.1. Acetylcholin a cholinesterasy

Acetylcholin pati mezi dilezité mozkové neurotransmitery. Je syntetizovan
nesynaptickymi neurony zcholinu a acetyl-CoA piedictvim enzymu
cholinacetyltransferasy po depolarizaci membranyim@uje nesynaptické a
postsynaptické muskarinové a nikotinové receptorgisobi bu’ jako
neurotransmiter, nebo jako neuromodulator ufpligti excit&ni nebo inhibini
Gcinek na vzdalejSi neurotransmiterové systémy. Reakce navozerigletoelinem
(ACH) odeznivaji, kdyZ je acetylcholin v synaptick&rbine katabolizovan centrain
puasobicim enzymem acetylcholinesterasou (ACHE) neleoifgoné Gcinkujici
butyrylcholinesterasou (BUCHE). ACH je neurotrangmizaji§'ujici pozornost
(prefrontalnikortex), operani pant (hippokampus) a schopnosteni.>”

ACHE a BUCHE jsou serinové esterasy.éQlisponuji velkou molekulérni
diverzitou, ktera je dana geneticky a daldhdm posttranskrimi a posttranstani
faze i jejich tvorke. Jsou znameé 3 podjednotky ACHE - podjednotka R H.
Kazda z nich je kddovana specifickou mRNA. U BUCBWE identifikovan jen jeden
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transkript, jehoz proteinovy produkt se nachézékotika globularnich formach (G1,
G2 a G4) a iize se vyskytovat v hydrofilni nebo amfifilni foénv zavislosti na
sdruzovani podjednotek do monorietimeri nebo tetrametr. >

Nejlépe prozkoumanou funkci ACHE a BUCHE je hygiral estei cholinu,
pificemzZ substratova specifita BUCHE je mnohem SirSi A€HE. Ol esterasy
mohou hrat ovSem i jinou roli nez je katalytickakd signalni molekula se ACHE
podili na proliferaci a diferenciaci b&ky burééné sekreci, cytoskeletalni organizaci,
burg¢né kohezi, neuritogenezi (mapdopaminergni hiky v substantia nigra),
hematopoéze, tumorogenezi, apoptdze, imunitni agppoa dalSich. Jeji funkce
z&inda jiz v rané embryogenezi. BUCHE se podili nalpgickém procesu tvorby
amyloidnich plak pii pozdni fazi Alzheimerovy choroby' 3232

Aktivity ACHE v ¢ervenych krvinkach a BUCHE v séruigou byt pouZzity
jako potencidlni ukazatelé jejich pattané nebo zvySené aktivity v centralnim a
perifernim nervovém systému. Pod vlivem organotdsf@esticidi, anestetik a
raznych drog jako je nd&fklad kokain, u skterych neurodegenerativnich siee i
nemocech jater jsou aktivity ACHE a BUCHE selekéivadukovany>¥

Mezi nejznanyjSi onemoc#ni, kterd souvisi s poruchami v cholinergnim

systému, pdt Alzheimerova choroba a myasthenia gravis.

3.8.1. 2. Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba (AD) je postupny a progredujieurodegenerativni
proces, ktery postihuje z&i@ procento populace zejména wkw nad 65 let. Ze
vSech drubh demenci tvii AD pies 50%. V roce 2005 & demenci 29,3 miliain
lidi na celém sgts, v roce 2009 se et zvysil na 34,4 miliof. V Ceské republice
v roce 2009 trdo demenci 108 951 obyvatef’ Je &tvrtou hlavni picinou Gmrti
v zapadnich zemich. Nemoc je spojena s deficity arughami fady
neurotransmiterovych systénzejména systému cholinergniho. Je charakterizovan
postupnou ztratou paiti, neschopnosti vykonavat ¢mé denni aktivity,

osobnostnimi  z&nami, postupujici dezorientaci, upadajici schopn@studku,
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poruchami fe¢i, posupnym rozpadem osobnosti a nakonec vede Kkei.sm
Charakteristickymi znaky AD na b&meé urovni je odumirani neurdmprojevujici se
jako atrofie mozku hlawh v oblasti kortexu a hippokampu, akumulace serilnic
plaki (shluky odunbelych ¢asti nervovych bufk s masivnim jadrem t¥enym
bilkovinou beta-amyloidem) a neuralnich klubek knla stmelené proteinem tau) a
celkovou dezorganizaci neuronalniésiZa rizikové faktory pro vznik AD se
povazuje vysSi &k, genetické faktory, demence v rodinné anamnézoekiany Uraz
hlavy, Zenské pohlavi, hypothyreéza, deprese, itlefimminu B12, nizk4 Grove
vzaklani a Gzka duevni aktivitd: >

Ke vzniku AD vSak mohou ijspet i jiné faktory. V praci Husaina K. a
Somaniho S. byl na krysach zkouman vliv fyzickéwoceni a podavani ethanolu
v souvislosti s inhibici ACHE a BUCHE. Z vysledkvyplynulo, Ze cweni,
chronickd konzumace alkoholu a jejich kombinace owhegiznivé pisobit na
funkci hypothalamu, coz e mit za nasledek nejen poruckiiesné teploty, ale
hlavrg poruchy kognitivnich funkci a chovarni”

Naopak protektivnimi faktory AD je vySSi psychiclativita i ve vySSim
véku, antioxidanty, lecitin, hormondlni substituc&en, nesteroidni antiflogistika a
véasna léba deprese. Zatim neexistuje kauzaltlh#eAD, pouze symptomaticka.

Terapie AD by nila byt komplexni, ila by I&it jak kognitivni deficity, tak
i neuropsychiatrické symptomy a krénfarmakoterapie by w#ta zahrnovat i
kognitivni trénink. Strategie farmakoterapie je ytesubstituce neurotransmitgr
kterych i AD ubyva (ACH, serotoninu, dopaminu), podavanieka ovliviiujici
receptory, zhase volnych radikal, rastoveé faktory, antiflogistika, latky oviiwjici
tvorbu amyloidu a u Zen podavani estrogenu. K awhv kognitivnich funkci se
v terapii vyuzivaji prekurzory ACH (sojovy lecitinytimulatory muskarinovych a
nikotinovych receptar (milamelin, xanomelin), zvySeni syntézy enzymu
acetylcholintransferasy (ergeloid), zvySeni obraQH (L-karnitin), léky branici
ukladani  beta-amyloidu (inhibitory COX-2) a né&jngSi inhibitory

acetylcholinesterasy (ACHEI), které&gobi gimo na posileni funkce cholinergniho
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systéemu a zmiiji tak jeho deficit, ktery se povazuje za hlavratgqgenni
mechanismus nemocf

Dlouhodobé podavani ACHEI ma za nasledekkavany pokles aktivity
ACHE. V pozdnich stadiich nemoci vS8ak dochazi kefenz&nimu mechanismu
organismu, ktery reaguje zvysenim hladiny BUCHP.V pozdnich stadiich AD by
se tedy mohly v terapii dé® uplatnit také inhibitory BUCHE.

Inhibice ACHE a BUCHE v terapii AD

Inhibitory acetylcholinesterasy jsou latky, kteréush dolie pronikat pes
HEM a zarové nesmndji inhibovat periferg se vyskytujici BUCHE, nelo
v disledku toho by vznikaly nezadoudtitiky, jako jsou nafiklad kiece. Zaroveé
ACHEI negimo aktivuji muskarinové a nikotinové receptoryphaxi se vyuziva
hned rkolik skupin ACHEI. Jsou to akridinovétipravky (tacrin), piperidinové
piipravky (donepezil), karbamaty (fysostigmin a ri@®min), organofosfaty
(metrifonat) a alkaloidy (galanthamin a huperziknohé pouzivané ACHEI vSak
maji své nevyhody. Piéatmezi r& kratky nebo naopakiis dlouhy poléas &inku,
kiece kosterniho svalstva a interakce s dalSimi |ékyedem k jejich metabolismu

v jatrech % Z tohoto divodu je tedy objev novych ACHEI stale aktualnim abem.

Alkaloidy

K prvnim pouzivanym ifrodnim latkam ze skupiny ACHEI gdteserin
(fysostigmin). Ziskava se semen rostlidkiysostigma venenosum (Fabaceaggji
anticholinergni tinky se jiz dive vyuZivali hlave v ocnim lékdstvi a jako
antidotum pi otraw atropinem.38) V terapii AD se bohuzel brzy projevily jeho
hepatotoxické a gastrointestinalni nezadoutinky, a proto se od jeho uzivani

postupr upustilo a z&aly se hledat pro terapii AD nové latky
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Jednou ze skupin alkaldgidpisobicich jako ACHEI jsous-karbolinové
alkaloidy. Prace Scotta Y. a kol. navazuje na pfakbsala S. a kol., ktera byla
zantiena na zkoumani tetrahydro- a glaromatickychp-karbolinovych derivii,
véetns jejich kvartérnich soli, na inhibici ACHE. &které z nich mily 1/6 aktivity
fysostigminu, ktery je pouzivanym refetaim ACHEI. Pokusy v nasledujici praci
byly provadny s derivaty harmanu a norharmanu. Jako amapdjSi inhibitory
pusobily kvartérni soli, jejichz aktivita byla srowe#na s referefmimi drogami,
kterymi byly galanthamin a fysostigmin. Selek#jinna ACHE pisobily derivaty
s CH; skupinou v poloze N 9, bez této substituce byldvak smiSena. Také
terciarni alkaloidy vSak vykazaly vyznamnou aktivitVysSi aktivitu derivai
s kvartérnimi a terciarnimi komponentami Ize Wb tim, Ze jsou struktumh
podobné frodnimu substratu acetylcholinu. Bylo také 2, Ze z terciarnich
alkaloidi jsou gimo v mozku in vivo tvoreny pomoci fenylethanolamin-N-
methyltransferasy a 2N-methyltransferasy kvart&@tniktury. Terciarni alkaloidy
navic oproti kvartérnim solim snadnéephazi pes barieru mezi mozkem a Kkrvi,
mohly by se tedy stat idealnimi prekurzory pro kéari alkaloidy

DalSimi alkaloidy s inhild@ini aktivitou na ACHE jsou derivaty rutaekarpinu,
chinazolinokarbolinového alkaloidu izolovanéh&wodia rutaecarpaas (Rutaceae)
Vykazuiji silnou inhibéni aktivitu a vysokou selektivitu na ACHE

Vrostline Senna spectabilis (Fabaceaey}e nachazi dva alkaloidy
piperidinového typu 3-O-acetylspektalin a spektakteré se staly fiedlohou pro
pripravu novych selektivnich ACHEI mozkové ACHE (zkeéno na krysachj®

Galanthamin, ziskavany zroduGalanthus a Narcissus z¢eledi
Amaryllidaceae pati také mezi znamé inhibitory ACHE. V praci PaglidsaB. a
kol. byl zkouman vliv dalSich isochinolinovych alémia celedi Amaryllidaceae
(montanin, hippeastrin and pretazettin) na inhibACHE. NejvysSi aktivitu
vykazoval montanin, kteryipkoncentraci 1 mM inhiboval vice nez 50 % aktivity
enzymu (1 mM roztok galanthaminu inhibovéés 90% enzymu}?

Huperzin A, alkaloid lykodinového typu isolovanyHuperzia serrata

(Lycopodiaceag) je znamy selektivni inhibitor ACHE. Vzhledem keésdobré

20



toleranci pat mezi nadjné 1éky na AD. 3% V Lycopodium annotium
(Lycopodiaceae¥e nachazi dalSi lykopodiové alkaloidy, konk&dirkopodanoveho
typu. Ty vSak ukézaly v porovnani s fysostigmineam jslaby inhikini vliv na
ACHE i BUCHE.*?

Alkaloid isaindigoton (latka se selektivni inhibi aktivitou na BUCHE
strukturre podobna tacrinu pouzivaného k& AD) izolovany z kéeni ¢inské
rostliny Isatis indigoticaFranch(Brassicaceae$e stal pedlohou pro syntézu dalSich
jeho derival, které prokazaly vyznamnou inhibi aktivitu na ACHE i BUCHE se
selektivitou zavislou na chemické substitdd.

Na zaklad oxoisoaporfinové struktury alkalaid které se nachazeji v dalsi
¢inské rostli®  Menispermum  dauricum DC (Menispermaceae) byly
nasyntetizovany nové alkaloidy svyraznou inkibi aktivitou sI1Gy jiz
v nanomol&rnim mnoZstvi a vyraznou selektivitou&HE. *¥

Také derivaty bereberinu, kvartérni baze izolovakareni Coptis chinensis

Franch.(Ranunculaceagjsou ACHEI jiz v submikromolarnim mnozsty?)

Latky dalSich struktur

DalSimi girodnimi latkami s éinkem na inhibici ACHE i BUCHE jsou latky
kumarinové struktury*®

Jako ACHE a BUCHE inhibitory byly zkoumany takeé igéty flavonoidi.
Jejich inhibéni aktivita byla vySSi nez aktivita rivastigminu.eMyssSi aktivitu
prokazal isoflavonovy derivat 6,7-dimethoxy-3-[44plidin-1-yl-methyl)-fenyl]-
4H-chromen-4-on, ktery byldnngj$im inhibitorem ACHE ne? donepeZil’

DalSim zdrojem ACHEI mohou byt mikrobialni metalbgli konkrétré
arisugacin A a B ziskanéPenicillium sp.FO-4259. Latky jsou meroterpenoidni
struktury  (meroterpeny jsou tkeny terpenoidni slozkou s navazanym
polyketidickym rettzcem). Arisugacin A je vysoce selektivni inhibit&dCHE,

BUCHE in vitro neinhibuje *®
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3.8.1. 3. Myasthenia gravis

Myasthenia gravis je nervosvalové onemwdn klinicky definované
nadnérnou svalovou unavitelnosti a slabosti kosternilvalstva. Jedna se o
autoimunitni onemocami, u rehoz byly prokdzany protilatky proti nikotinovému
acetylcholinovému receptoru na postsynaptické ménibnervosvalové ploténky.
Prevalence tohoto onemaden je 70-150 gipadi na milion obyvatel, vyskytuje se
¢ast€ji u euroidni rasy v mirném klimatu. Zakladni relimunopatogenezi hraje
thymus. Zde vznikaji autoreaktivni T lymfocyty. Poon cytokimi pak dochazi
k aktivaci B lymfocyfi, které produkuji protilatky proti acetylcholinovéameceptoru.
Klinicky obraz je typicky manifestaci slabosti aawitelnosti postizenych svalovych
skupin jako jsou svaly extraokularni, faciobulbagijové, pletencové a respir.
Jednou z moZnostidBy je chirurgické odstrami thymu. Jako neinvazivni épob
lécby je symptomaticka terapie, ktera vyuzivacasgji ucinek ACHEI podavanych
samostath nebo v kombinaci s imunosupresivy, kterymi jsourtikosteroidy.
Nevyhodou ACHEI je satasna stimulace muskarinovych receptocoz ma za
nasledek parasympatickou hyperaktivftl.

Jak je uvedeno vys@:karbolinové alkaloidy vykazuji inhitmi aktivitu na
ACHE. Nekteré z nich by se tedy mohly std@egdlohou pro nové ACHEI pouzivané

pro I&bu myasthenia gravis.

3. 8. 2. Dalsi biologické &inky p-karbolinovych alkaloida

3.8.2.1. Inhibice monoaminooxidasy A a B

Monoaminooxidasa (MAO) je flavin-adenosid-dinukidofFAD) obsahuijici
enzym, ktery je lokalizovan na &8i membrad mitochondrii, v mozku, jatrech,
intestindlni mukdze a jinych organech. Katalyzujexidativni deaminaci
neuroaktivnich a vazoaktivnich biogennich aimivyskytuje se ve dvou forméach -

jako MAO A a MAO B. Kazdy z enzytnje kddovan jinymi geny a charakterizovan
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odliSnymi biochemickymi a imunologickymi vlastnostniejich tvorba probih&a
v riznych typech buik a je zavisla na vyvoji a starnuti. Zvibdu této rozdilnosti
hraje velkou roli specifita inhibitoru. MAO A katguje gedevSim serotonin a
noradrenalin, MAO B fenylethylaminy a benzylaminyyramin, dopamin a
tryptamin jsou substraty obou enzymAbnormalni aktivita MAO B je zodp@dna
za neurologicka onemoeémi jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba et
MAO A hraje dileZitou roli napiklad pi depresi>®

Parkinsonova choroba (PD) jetimobena nedostateou tvorbou dopaminu
v substantia nigra (SN) v oblasti bazalnich ganglinozku v disledku zaniku
nervovych bugk. Za fyziologickych podminek je dopamin tem v SN a je dale
transportovan do striata, odkud je uwmlan do synapsi. Pokud je dopaminu na
synapsich nedostatek, dochazi k poruSe regulageohifpk projewm Parkinsonovy
choroby. Zarove dochézi také ke z&nam jinych transmitér, nag. serotoninu,
glutamatu a kyseliny-aminomaselné (GABA). Mezi hlavnitignaky této nemoci
patfi tres (tremor), svalova ztuhlost (rigidita), celkoy@bmalenost a chudost pohiyb
(bradykineze, akineze, hypokineze) a poruchy stogiize, poruchy vegetativniho
nervstva a poruchy psychické. Prevalence tohotonooeini je v Evrog 84-187
nemocnych na 100 000 obyvatel. Standartribdé spdiva v podavani latek
nahrazujici dopamin (levodopa, agonisté dopaminu)laegek pisobicich na
metabolismus levodopy a dopaminu a na jiné systéragvovych penasSeéd
(inhibitory MAO B a katechol-O-methyltransferasynantadin a anticholinergika).
Mnohé z uvedenych latek vSak maji své nezadotinky. Kupiikladu levodopa méa
sice rychly nastupdinku v I&b¢, ale zarov se zde objevuji jako nezadoucinky
nepedvidatelné a mimovolni pohyby. Ztohotaivddu se stéle hledaji nové
terapeutické latky’* 52

V praci Kima H. a kol. byly provedeny pokusy dinku p-karbolinovych a
dihydro$-karbolinovych alkaloiti na inhibici MAO A a B. Jako zdroj MAO A byla
pouzita lidsk& jatra, zdrojem MAO B byla hav jatra. Vysledky ukazaly, Ze
vSechny pouzité alkaloidy jsou reverzibilni kompetii inhibitory s vySSi afinitou

k MAO A. Vy&Si &inky mely latky s 1-methyl-7-methoxy substitucifigemz
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nejvyssi inhibéni aktivitu vykazoval harmalin a harmin sp&té s jeho derivaty
s methylovou skupinou v poloze 2 a 9. Inhibicec$pid v tom, Ze alkaloidy reaguji
s kovalentd navazanym flavinem¢imz se zmini konformace proteinovéasti
enzymu, ktery timto ztrati dasré svou aktivitu>®

V praci Schwarze M. J. a kobyl studovan &inek prag¥ téchto dvou
nejieinngjSich alkaloidi (harmalinu a harminu) nadéu PD. Ri pokusu na krysich
jatrech byly pouzity harmin, harmalin a extraktralpsni lianyBanisteriopsis caapi
(Malpighiaceae) ktera tyto d¥ latky obsahuje. Latky gsobily v zavislosti na
koncentraci inhibici MAO A, na MAO B {wsobily jen minimald. P vysSi
koncentraci (2,5 mg/ml) Zgobily dokonce vyznamné zvySeni dopaminu pomoci
zvySeného uvabvani ve striatu krys. NefinnéjSi byl extrakt a také harmalin
vykazoval dobrou biologickou aktivitu. Harmin byl pouZité koncentraci té&h
nel&inny. Vzhledem kdmto vysledkm je pravédpodobné, Ze se n&idku extraktu
podileji jeSt jiné obsahové latky rostlinyB. caapi nebo Ze zde dochazi k
synergismu®?

B-karboliny se nachézeji také v kavBylo zjiS€no, Ze u pravidelnych
konzumeni kavy se sniZzilo riziko vyskytu PD az o 30%. Vilwibi MAO A byl
nej&inngjSi norharman a harman, na MAO B norharman. Tyt¢ Bhiky byly
objeveny také v cigaretovém kidukde se rovi¥? (&astni inhibice MAO”

V mozku MAO aktivuje pemeénu proneurotoxinu N-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinu  (MPTP) na N-methyl-4-fenylpymiim (MPP), ktery je
zodpowdny za patogenezi PB?Y Bylo zjistno, Ze pacienti trpici idiopatickou PD, u
které neni znamaiigina vzniku, maji v plaz# a mozkomiSnim moku zvySenou
hladinu B-karbolini, hlavre N2-methylovanych derivaf a Ze hraji tedy
pravcEpodobré roli v patogenezi PD. Tyto derivaty jsou strukiipodobné MPP
iontu — maji neurotoxickydinek a misobi jako mitochondrialni inhibitory. Zisobuji
vSak také inhibici MAO A. Jejichdinek na organismus se projevuje tremorghr?
Ochrana proti PD pomoci MAO inhibitibrje pravé&podobré zpisobena nejen
snizenim aktivity toxif, ale také redukci produkce peroxidovych, amonibvgc

aldehydovych radikal 5
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3.8.2. 2. Inhibice dalSich enzym

Norharman kromd MAO a ACHE inhibuje je& dalSi dva enzymy —
indolamin-2,3-dioxygenasu (IDO) a nitric oxid syesu (NOS). IDO je
imunomodul&ni enzym produkovany makrofagy a dalSiminkami imunitniho
systému. Katalyzuje ipmenu tryptofanu na neurotoxické metabolity kynureninu
Makrofagy vSak také uvlji znané mnozstvi oxidu dusnatého (NO), kteryza
hrat klicovou roli v patogenezi neurologickych onemé&tn Norharman nejen Ze
zpisobuje snizeni tvorby kynureninovych derivétle dokonce sniZuje také tvorbu
NO pomoci inhibice enzymu NO syntasy (NOS).u&gbuje také inhibici tohoto
enzymu v koronarnich cévach)

Dalsi B-karbolinovy derivat 5-bromo-6-methofykarbolin  prokazal
inhibi¢ni aktivitu na enzymuB kinasu. Tento enzym potaje transkripci NF<B
(nuklearni faktor kapa B), ktery se podili na espprozastlivych cytosinm, adhezi
molekul, istovych faktoit a proteiri pasobicich proti apoptoze bk Tato latka

mé tedy potencial k &¢ zaretlivych onemociini a rakoviny>®

3.8.2.3. Vazb@-karbolinovych derivdit na serotoninové, dopaminové,

benzodiazepinové, imidazolinové a glutamatove recgp

Vazba na serotoninové a dopaminové receptory

Serotoninové receptory sélddo 4 zakladnich skupin — 5-HT 5-TH; a 5-
TH4 rcp jsou spojeny s adenylatcyklasou, 5,Tidp s proteinkinasou C a 5-%H
pusobi na kationové kanaly. 5-Thcp hraji roli v kontrakci artérii a cév, 5-Fcp
jsou zodpowdné za konstrikci hladké vaskularni i nevaskulasvaloviny a
neuroexcitaci, 5-Tklrcp souvisi s vomitem a také se podileji se naldegaci CNS
a periferniho nervového systému, 54Tkcp zvySuji EEG energii v mozku a
periferre  zvySuji motilitu  zaZivaciho traktu. VSechny reagpt souvisi

s emocionalnimi z&nami v organismu. Latky vazici se na serotonin@ceptory
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hraji roli vI&b¢ Uzkosti, deprese, schizofrenie, migrény, zvracdmwypertenze,
motility GIT, bolesti a pi problémech funkce srdc¥’

Dopaminové receptory sedld do dvou hlavnich skupin Da D,. Na D
receptory se vazi benzazepiny a aktivuji adenykédsy, D receptory hraji roli
v pisobeni ¥tSiny neuroleptik.Dopaminové receptory se podileji nakterych
druzich onemoai, jako je Parkinsonova choroba, schizofrenie atigtonova
choroba, dale hraji roli v zavislosti na kokainu akoholu, @ stresu a
hypertenzi>® %

Na serotoninové receptory v mozku se vaZsina znamych halucinogén
Nekteré halucinogeny, n&pLSD, se kroma serotoninovych receptbvazi rovigz na
dopaminové receptory, kdeugobi jako agonisté. Vzhledem ktomu, Ze jsou
B-karbolinové alkaloidy strukturni analogy DMT, exig zde moZznost, Ze by mohly
také vykazovat stejnécinky jako tato latka - DMT pat mezi indolalkylaminy
s halucinogenni  aktivitou. Kontrolované studie lalogennich  &inka
B-karbolinovych derivédt sice chybi, ale figsto se da naénusuzovat vzhledem
k reakcim, které vyvolavaji rostliny obsahujiciatyitky. V pokusu, ktery provedl
Glennon R. A. a kol.,, bylo zkouSeno, jak se jedwétlp-karboliny vazi na
serotoninové (5-Hia, 5-HToc a 5-HTia) a dopaminove receptory. Z vysleédk
vyplynulo, Ze sé-karbolinové alkaloidy vazi s mirnou afinitou naeptory 5-HTa,
piicemz jejich afinita je zavisld na substituentech asyeenosti kruln Z plng
aromatickych alkaloidl vykazoval nejvyssi afinitu harman a harmin,éasté&ne
nasycenych pak harmalan a 5-methoxyharmalan a wahjelroderival
8 a b5-methoxytetrahydroharman. Afinita ke zbyvajiciserotoninovym a
dopaminovym receptém byla zanedbatelna. | kdyZ s dopaminovymi recgptor
nereaguji, i pesto vSak dopaminergni systém owliji, a to inhibici MAO (touto
tématikou se blize zabyva kapitola 3. 8. 2. 1.pakusgi vyplynulo, Ze &koliv jsou
B-karboliny strukturnimi analogy DMT, vazi se prépddobr na 5-HT, receptory
s jinou orientaci struktury nez DMT. Nelze je pratgistotou zéadit mezi 5- HEa
agonisty a tim padem ani mezi klasické halucinogdeyzde také moznost, Ze je

jejich halucinogenni efekt asoben vazbou na jinou skupinu receftéf
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Diky stimulaci 5-HT receptdrzpisobuji harmalové alkaloidy hypoternfi?’

Vazba na benzodiazepinoveé receptory

Benzodiazepinové receptory jsou &asti tzv. GABAergniho komplexu.
GABAergni komplex je sloZzeny pentamer obsahujiceptor benzodiazepinovy,
GABAergni, steroidni, barbituratovy a pikrotoxinovyeho dtdem prochazi
chloridovy kanal. Nachazi seqvazrié v hippokampu, bulbu olfactoriu, substancia
nigra, mozeéku, striatu, mozkovém kmeni a miSe. Navazanim bdiazepiri na
tento receptor dochazi k otewi CI kanalu, nasledné hyperpolarizaci a tim
k utlumu. Latky vazici se na benzodiazepinovy remrgmsobi jako anxiolytika nebo
naopak fsobi anxiogen®) dale zfisobuji amnesii, maji dinky antikonvulzivni
nebo konvulzivni, sedativni a hypnotické, centgalmyorelaxgni a mirg
hypotonické Y

Dobrou afinitu k benzodiazepinovému receptoru vykiaz-karbolinové
derivaty methylg-karbolin-3-karboxylat f-CCM) 2" a methyl-6,6-dimethoxy-4-
ethylB-karbolin-3-karboxylat (DMCM). Vazbaithto alkaloidi na tento receptor
vyvolava konvulzi®?

Také norharman je znamy svou reaktivitou s bezegismvymi receptory
v hippokampu, neokortexu, hypothalamu, thalamulawaccumbens a amygdalae.
Positivni efekt norharmanu na retrogradni amnépiisabenou diazepamem a
brotizolanem je zgsoben pravépodobr praw vazbou na tyto receptory.

Antiretrogradni efekt norharmanuuge byt podpten také vazbou norharmanu na

receptory 5-HT a dopaminov&

Vazba na imidazolinové receptory

Jsou znamy dva typy imidazolinovych recefitot;, klonidinové receptory, a
I, receptory idazoxanové. Imidazolinové receptooy jskupinou receptdy na které

se vazi latky imidazolinové nebo guanidinové sunkt Tato vazba Zjsobuje
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sniZzeni aktivity sympatiku, krevniho tlaku a nittoéo tlaku. Antidepresiva vazici
se na imidazolinové receptory tigobuji jeho down-regulaci. Bylo zj&to, ze |
receptory v mozku jsou zvySené u padaietrpicich depresi a;lreceptory jsou
zvySené fi Alzheimerow chorolg. %4 ¢

Pokusy Aricioglu-Kartala F. a kohyly provedeny na krysach zavislych na
morfinu. Vysledky ukéazaly, Ze harman a harmiglynna abstinetni syndrom
pozitivni vliv, pricemz harmin se ukadzal mnohem efek#gn nez harman. Krotn
vyswétleni pisobeni &chto latek pes imidazolinové receptory zde byla popsana také
moznost, Ze je tentaiiinek zpisoben pomoci zpragtdkovani inhibice syntézy oxidu
dusnatého, ktery by mohl byt podl€kterych hypotéz zodp@dny za opioidni
fyzickou zavislost®®

Vazbap-karbolinovych alkaloidl na imidazolinové receptory; & b, vetn
pozitivniho efektu byla potvrzena rasinv praci Husbanda S. M. a kdi”

Také pokusy s norharmanem ukézaly pozitivéinky tohoto alkaloidu na
odstragni abstinetnich p@iznaki u krys zavislych na morfinu dénych
naloxonem®®

Vazba p-karbolinovych alkaloid na imidazolinové receptory the mit za

nasledek také zvySeni sekrece insulinu z Langedvgnk ostéivkia ve slinivce

bridni. Tato skupina latek se tedy jevi jako poteinéi@zulinové sekretogogurf

Vazba na glutamatové receptory

Glutamét paf mezi hlavni exciténi mediatory v mozku. Glutamétové
receptory se &i na ionotropni (AMPA, NMDA a KA) a metabotroprgkupina I, Il
a lll). Vazba latek na AMPA a NMDA receptory ma masledek konvulzivni a
antikonvulzivni @inky, latky vazici se na KA receptory mohouagpbit poruchy
v limbickém systému. Metabotropni receptory jsodpm&dné za zrény vodivosti
K* kanah a naptove fizenych C&' kanati. "
B-karboliny se podle studie Moury D. J. a kedZzi na NMDA receptory

kalciovych kanal, které se pravghodobré podileji také na formulaci paft Pln¢
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aromatické alkaloidy, harmin a harmol, zvySovaly pokusech fedevSim
kratkodobou pawt’ (STM), zatimco dihydroderivaty zvySily pa&tkratkodobou i
dlouhodobou (LTM). Proces formovani p&mje vSak sloZgjSi a zahrnuje &Si
mnoZstvi receptdr Je tedy mozné, zeipobeni &chto latek probiha takéigs jiné
receptory, nab serotoninové’ Tyto latky by se tedy mohly pouZitipéhe poruch

pantti.

3.8.2.4. Antioxidani a antimutagenni aktivita

Nekteré zB-karbolinovych alkaloid (harman, harmalin a harmalol) vykazuji
antioxidani aktivitu tim, Ze inhibuji peroxidaci lipid v jatrech ™ a zmikuji
oxidativni poSkozeni kyseliny hyaluronové, kolagenuchrupavce nebo
imunoglobulinu G. Také bylo zji&o, Ze B-karboliny chrani neurony proti
cytotoxickému efektu dopaminu a glutamatu. Jinéistwkazaly, Ze tyto alkaloidy
maji ochranny efekt proti oxidativnimu neuronalnipeskozeni diky vychytavani
reaktivnich forem kysliku. Ty jsou zodp#miné za oxidativni stres a mohou aktivovat
fytopatologické procesy a chronické nemoci jakonggs. diabetes, Alzheimerova
choroba, Parkinsonova choroba a htavakovina. V praci Moury D. J. a kdbyla
testovana aktivitgs-karbolinovych alkaloid v souvislosti s jejich antioxid¢aimi a
antimutagennimi &inky. Pokusy byly provathy na kvasinceS. cerevisiaea na
sawich buikach. Z vysledis vyplynulo, Ze tyto alkaloidy maji vyrazny antiosishi
efekt a jejich schopnost vychytavat volné Otddikaly gispiva také Kk jejich
antimutagennimu a antigenotoxickémuinku. Tyto &inky jsou zavislé na
koncentraci a chemické strukéu— dehydrogenace pyridinového kruhu a &dan
hydroxylové skupiny za methoxylovou vede ke snizanfioxida&niho &inku.
Nejvy3si aktivitu vykazoval alkaloid harmaléf’

Antitumordzni aktivita byla zkoumana také v pra@aCR. a kol.. Byly zde
umgle nasyntetizovany dalSi derivaty harminu, kteryzsld byt diky své vysoké
cytotoxické aktivi¢ proti tumorovym lidskym bikam nejperspektiv)si. Jako

nejleinngjSi latky se ukazaly derivaty s benzylovym substitiem v poloze 2,
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pficemZz akutni toxicita alkaloid se dramaticky snizila pomoci vhodnych
substituent v poloze 3 a 9p-karbolinova struktura by se tedy mohla v budoucnu
stat velmi dilezitym zéakladem pro syntézu novych iéhka rakovinu, které by &y
vyznamnou antitumorézni aktivitu a zaréveizkou toxicitu.™

Prace Ishidy J. a kol. také potvrzuje, Ze harmjahe derivaty se zdaji byt
proti rakovirg nejiinngjsi. ™

Harman a norharman poskytuji komutagenni efekizsymi komponentami
v Salmonella typhimuriurTA98 ™ a v kulturach sasich burgk. ® Obs tyto latky
maji schopnost indukovat SCE (sister chromatid argk) v lidskych lymfocytech.
Tyto &inky spaivaji ve schopnosti interkalagekarbolini do DNA.”” Navic jsou
schopné indukovat apoptézu BUrSH-SY5Y lidského neuroblastonfd

DalSi  antitumordzni dinek tchto latek, konkréth harminu, spdiva
v inhibici enzymii cyclin-dependentnich kinas. Tyto enzymy hraji hiavoli ve
fungovani buséného cyklu. Wastni se nafklad také diferenciace btk a
apoptozy. Inhibice tohoto enzymu sp@ v kompetici harminu s molekulou Mg-

ATP. V pokusu Songa Y. a kol. &gobil inhibici DNA replikace tumorovych bk

a tim jejich proliferaci, aniz by ovlitoval fibroblasty’®.

3.8.2.5. DalSi &inky

Vazorelaxéni efekt

V praci Shi Ch. Ch. a kol. byl zkouman vliv harmama vazorelaxaci. Bylo
Zjisténo, Ze tato latkagsobi na endotelialni iy produkujici vazorelaxai latku
oxid dusnaty (NO) a dale inhibuje riphladkého svalstva vazbou na s@émpve
fizené vapnikové kanaly. Harman je tedy potenctipbtenzivum’®

V praci Berrouguiho H. a kol. byla zkouSena akévitarminu a harmalinu.
Vysledky ukazaly, Ze vazodilatai (inek €chto latek je zfisoben inhibici PDE
(fosfodiesterasy) a indukci relaxacegep prostacyklin. Oba alkaloidyigobi také

jako kompetitivni antagonistéay-adrenergnich receptor Obé latky navic
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vychytavaji volné radikaly, coz ime také pspivat K jejich vazorelaxai

aktivits. &

Antibakterialni a antimykotické aktivita

Norharman disponuje antimikrobialni aktivitou prothznym drulim

cyanobakterii, G (+) a G (-) bakteriim a proti kves Candida albicans?®

Vazba na cytochrom

V pokusech bylo dokazano, Zze se norharman vazesakey afinitou na
steroidni cytochromy P450 (CYP) typu CYP 11 a CYR Ma P450 zsobuje
inhibici metabolismu latek benzo[a]pyrenového tygumutagenicity. Na podtypu
CYP 17 dochazi ke kompetitivni inhibici norharmasprogesteronem a je tedy

potencionalnim endogennim modulatorem biosyntéapistnich hormoin. 8V

Regulace exprese receptoru PRAR

Harmin, regulator exprese receptoru PRARperoxisome proliferator-
activated receptor gama), centralniho regulatooudiferenciaci a expresi adipo@yt
ktery se podili na lipidovém a gluk6zovém metalolis je potencialni latkouip
lécb¢ inzulinové rezistence u obéznich paadianpicich diabetes typu 2. Ovlignim
exprese PPARdochazi k antidiabetickému efektu. Oproti thiadiolovych latkam,
které se v praxi pouzivaji, nagmbuje naist hmotnosti paciefita ukladani lipid

v jatrech.8?

Vliv na BDNF

Harmin zpisobuje zvySeni BDNF (brain-derived-neurotrophic tdac
v hippokampu. BDNF se podili nargZivani, podpi@ a fAstu mozkovych a
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perifernich neuroin Bylo zjiS€no, Ze pacienti trpici depresi maji tento faktor

snizeny®) Harmin by tedy mohl timto mechanismetispivat ke zlepSeni depresi.

3.8.2.6. Toxicita

Pres vSechny pozitivni ginky na l&bu miznych onemoaini jsou rekteré
karbolinové alkaloidy toxické substance. Kilkgadu halogenovany derivéat
1-trichloromethyl-1,2,3,4-tetrahydro-karbolin (Tallie progresivni neurotoxif?
Harman a norharman se ukézaly jako neurotoxigheérboliny s mutagennimi a
komutagennimi  &nky, podobnost harmanu s neurotoxinem N-methyl-4-
fenylpyridinium miZze dokonce fispst k vyvolani idiopatické Parkinsonovy
choroby.>?

DalSi nezadouci dinky karbolinovych alkaloidl u prokaryotickych a
eukaryotickych bugk jsou zmisobeny interkalaci alkalaiddo DNA, které vedou
k alteracim v replikaci DNA a enzymatickych aktivitprocesech oprav DNA?
Konkrétre harmin a jeho derivaty ukazaly velkou schopnottrikalace do DNA a
navic inhibici topoizomerasy ¥ Praw interkalace latek do DNA fite byt na jednu

stranu vyznamna vlastnosit jpoji proti rakovinrg, ale zarov zde hrozi nebezpe

posSkozeni zdravych bek.

3.9. Biosyntéza3-karbolina

V rostlinach se B-karbolinové alkaloidy syntetizuji Mannichovou/Rict
Spenglerovou reakci. Jednd se o kondenzaci indloy#eninu (tryptaminu)
s aldehydem nebo sketokyselinou. B reakci s aldehydem vznikne Shiffova baze
(iminovy kation), poté dojde ke ztgprotonu na C2 a kruh se zacykli. Naslednou
oxidaci vznikaji dihydrdg3-karboliny a dale pknasycen@-karboliny.

Pri reakci sa-ketokyselinou (naip s kyselinou pyrohroznovou) dojdedbke
kondenzaci. DalSim krokem je oxidativni dekarbogglaktera da vzniknout dihydro-

B-karbolimmm. Ty se mohou dale redukovat na tetrahygHarboliny, nebo se
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oxiduji na pl& aromatické B-karbolinové struktury. Takto n#&glad vznika
methoxysubstituci (pomoci hydroxylace a naslednéhyiece) dihydroderivdt
harmalin, ktery se idfe dale oxidovat na harmin, nebo redukovat na
tetrahydroharmin®®

Analogické reakce probihaji také v potravinach {n&sojové omée nebo
uzeném mase), kde jsou jako vychozi latky L-trygtofa formaldehyd nebo
acetaldehyd a jako ngsgjSi produkt vznikad kyselina tetrahydpekarbolin-3-
karboxylova. Tyto reakce jsou zavislé na teppH. 2"

V lidském ¢€le jsou vychozimi latkami pro syntézirkarbolini biogenni
aminy tryptofan, tryptamin a serotonin, které rgagws aldehydy nebo

a-ketokyselinami®

Obr. & 4:  Syntézap-karbolini %

NH, N H Mannichova
N _CHO N\ 4 reakce
N * R R
\ N
H !

tryptamin aldehyd _
Schiffova baze

Mannichova NH NH O
reakce — \ — >
—_— —_—
\N\+H R N\ R
H H
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\
H

beta-karbolin
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harmin harmalin tetrahydroharmin

3.10. Enzymy

Enzymy jsou biokatalyzatory oviiwjici rychlost, kterou probihaji
biochemické reakce v organismech. Snizuji hodnddiivani energie E cozZ je
energie patbna k peméné substratu na produkt. Pomoci enziyge reakce rozdi
do rekolika dilcich reakci, z nichz kazda méetelre nizSi hodnotu Ea tim enzymy

prispivaji k urychleni reakce.
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VétSina enzymi jsou sloZzené bilkoviny. Skladaji se z bilkovingésti
apoenzymu a nebilkovinn#sti kofaktoru. Kofaktor rive byt na bilkovinnowéast
pevre navazan (prostetickd skupina) anebo jej lze &obdclit (kofaktor).
Kofaktorem jsou w®tSinou nukleotidy nebo modifikované vitaminy. Sanyot
apoenzym ani koenzym katalytickou aktivitu nemigfolekulovd hmotnost enzyim
je rizna, pohybuje se od 10 000 az k obrovskym hodnotam.

Na molekule enzymu jsou aktivni a allostericka misda aktivni mista se
vazi substraty aipmenuji se zde v produkty, na allosterickd mista sd eéktory,
které dale ovliviuji prabéh reakce.

Aktivni misto je charakterizovano trojroZmym seskupenim zbyik
aminokyselin. Nachazi se zde skupiny vazebné, k@&i&uji vazbu se substratem, a
katalytické, které se podili na vlastni katalytick@kci. Substrat se na enzym véze
slabymi nevazebnymi interakcemi, jako jsouifildpd vodikové nistky, hydrofilni
interakce a van der Waalsovy sily. Aktivni mistoojgevykle umistno v prohlubni
nebo zlabku.

Vyznanym rysem enzyifh je specifita jejich fisobeni. Enzym katalyzuje
piemeEnu jen utitého substratu (specifita substratovda) a reakctaljkaovana
enzymem probiha jen &itym zpisobem (specifita dinku). DalSi vyznamnou

vlastnosti enzytinje jejich vysoka &innost.® &

3.10. 1. MéFeni enzymové aktivity

MnoZstvi enzymu lze vyjadvat v gramech nebo molech jako u jinych latek,
ale pouze v fipact, Ze se pracuje@stym enzymem, jehoZz molekulova hmotnost je
znama. Protoz&éasto neni tato podminka spia, je obvyklejSi vyjaibvat mnozstvi
enzymu jeho aktivitou. Abychom mohli stanovit kgtadkou aktivitu enzymu, je
tieba znat chemickou podstatu reakce, kterou enzymlykaje a mit k dispozici
jednoduchou metodu pro sledovani Ubytku substrabongirastku produktu
sc¢asem. Jeréba znat hodnotu Michaelisovy konstanty pro dany substrat, aby se

meieni provadio pii satur&ni koncentraci substratu, kdy reakce probiha Kioeti
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0. f&du, tzn., Ze rychlost reakce je &ma koncentraci enzymu (Michaelisova
konstanta je koncentrace substrati, @iz enzymova reakce probiha polovinou
maximalni rychlosti). Také jgdba znat pH optimum enzymu a vliv teploty &g n
Standartni jednotka enzymové aktivity U je takoveoistvi enzymu, které
pifeméni 1 pmol substratu za 1 minutu za standartnichmpoek (pH optimum
enzymu a 25 °C). V Sl systému jednotek byla zavedednotka enzymové aktivity
katal (kat), coZ je mnozstvi enzymu, kteféngni 1 mol substratu za 1 sekundu, tzn.
1 kat = 6E07 U. Koncentrace enzymu se Vi@l v aktivie vztazené na jednotku
objemu (U/ml). Mirougistoty enzymového preparatu je specificka aktivitaz je
aktivita vztazena na mnozstvi proteinu (U/mg). Mikatalytické schopnosti enzymu
je jeho molekularni aktivita, tj. get molekul substratu ipménénych jednou

molekulou enzymu za 1 minuti: 89

3.10. 2. Ovlivréni aktivity enzymu

Aktivita enzymu je ovliviovana ®kolika faktory. Je to fedevSim teplota,

pH, koncentrace enzymu a substratditopnnost aktivatar nebo inhibitoé enzymu.

3.10.2.1. Vliv teploty a pH

Rychlost ¥tSiny chemickych reakci zavisi na teplotlejich rychlost se
piiblizné dvakrat zvySi p zvySeni teploty o 10 °C. Pokud vSak teplotakpati
kritickou hodnotu, pevazi tepelna denaturace proteinové molekuly kaéadyu a
rychlost enzymové reakce&e klesat. Teplotni optimum enzymu je tedy vysledke
téchto dvou protichdnych proces.

Aktivita enzymi zavisi na koncentraci 'Hv prostedi. \&tSinou ma tato
zavislost tvar kivky s maximem, které odpovida pH optimu. Podstatieu H je
acidobazicky charakter molekuly enzymu, zwagtaktivnim centru. Hodnota pH

optima se nemusi shodovat s p#,kterém musi enzym fungovat v organisit®?
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3.10.2. 2. Modulatory aktivity enzyim

Modulatory jsou latky, které ovliluji rychlost enzymové reakce tim, Ze
interaguji s katalyzatorem.

Latky, které zvySuji aktivitu enzym, se nazyvajitiaktory. Jedna se
piedevsim o organickeé sléeniny a anorganickeé ionty.

Inhibitory jsou naopak latky, které aktivitu enzynmmizuji. Fyzikalnich
faktory a agresivni latky jako jsou silné kyseliny hydroxidy, organicka
rozpoustdla, detergenty a soliézkych kowi sice aktivitu enzymu také inhibuiji,
nicmeére se za vlastni inhibitory nepovazuiji.

Specifické inhibice jsou reverzibilni (vratné), kdg enzym vaze na enzym
jen slabymi vazebnymi interakcemi, a ireverzibiinévratné), kdy se inhibitor vaze
na enzym kovalentna modifikuje funkni skupiny.

Reverzibilni inhibice se dale ¢d na kompetitivni, akompetitivni a
nekompetitivni.

a) K kompetitivni inhibici se substrat a inhibitor v&dba na aktivni misto
enzymu a vzajenth o toto misto sowki. Kompetitivni inhibitory jsou latky
chemicky pibuzné se substratem. Kompetitivni inhibitor je ggudn vazby do
aktivniho mista, ale neni schopen konverze na ptodokud zvySime koncentraci
substratu tak, Ze sinprevazi nad koncentraci inhibitoru, kompetitivni lbe se
prakticky odstrani. Silu interakce inhibitorem azymem charakterizuje inhini

konstanta Kdefinovana jako disocdiai konstanta komplexu El.

[£]1.[7]
Ki= [£]]

Ki ... inhibié¢ni konstanta
[E] ... koncentrace enzymu
[1] ... koncentrace inhibitoru

[El] ... koncentrace komplexu enzym-inhibitor
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b) Fi akompetitivni inhibici se inhibitor nevaze na mglenzym, ale az na
komplex ES.

Tento typ reakci se vyskytuje u dvousubstratovgakci.

[E5].[1]
Ki"= [E5N]

Ki"... inhibi¢ni konstanta
[ES]... koncentrace komplexu enzym-substrat
[1]... koncentrace inhibitoru

[ESI] ... koncentrace komplexu enzym-substrat-inkibit

c) Fi nekompetitivni inhibici se vaze substrat na akitimisto enzymu a
inhibitor mimo aktivni misto. Vazba inhibitoru émi konformaci enzymu a
zpomaluje tvorbu produktu. Nekompetitivni inhibifomaji chemickou strukturu
odliSnou od substratu. Nadbytkem substratu nelzgbici odstranit. Inhibitor

interaguje s volnym enzymem a komplexem ES seaiegfinitou, tedy

Ki = Ki" 8889

B-karboliny inhibuji cholinesterasy pr&t¥imto mechanismem, jedna se tedy

o nekompetitivni inhibitory?®

3.11. Metody stanoveni inhikdni aktivity latek na ACHE a BUCHE

Existuje mnoho metodik, jeZ byly pro stanoveni \lti cholinesteras
vyvinuty. Mezi nefastji pouzivané jsouazeny metody elektrometricke, titrd,
kolorimetrické, méfeni zneény pH s vyuzitim indikatoru, spektrofotometricke,
fluorimetricke, radiometrické, polarografické a gmové. VySe uvedené metody,

s vyjimkou kolorimetrické, vSak nemohou byt zavedelo rutinni praxe z mnoha
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duvoda, zvlaSe pak naréné Upravy vzorku, dlouhé dobyeheni nebo nedostateé
specificity enzymu k substrattt

Ke stanovovani inhibni aktivity latek na ACHE a BUCHE byly v této praci
pouzity 2 testy — ,Fast Blue B salt” test a Ellniartest. Oba tyto testy gatmezi
kolorimetrické metody a Ize je prowdicha TLC desce (pro prvnigdkEzné zjiséni,
zda ma latka inhiléni aktivitu) nebo se #ti absorbance roztoku v kywepomoci

spektrofotometru (proipsné zji&tni inhibicni aktivity).

3.11. 1. Test ,Fast Blue B salt”

Tento test je zaloZzen na reakci kyselmyaftyloctové (substratu) s ACHE
nebo BUCHE (enzymy) a naslednou reakci vznikléhmaftolu s ,Fast Blue B salt".
Produktem reakce je purpugbzbarvené azobarvivd? V této praci byl tento test
proveden na TLC desce. Vysledkem reakce je zbaxdesky do purpurova. Pokud

je na desce nanesen inhibitor, v rajsho vyskytu astane bila skvrna.
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Obr. & 5:  Reakce ,Fast Blue B salt®?
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3.11. 2. Ellmaniv test

Tento test je zalozen na reakci acetylthiocholinlidJa (ATCHI) nebo
butyrylthiocholin jodidu (BUTCHI) (substraty) s ggmem ACHE nebo BUCHE.
Reakci vznikly thiocholin dale reaguje s™&d&hiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
(DTNB) za vzniku 5-merkapto-2-nitrobenzoatovéhooaii (TNB’), ktery se projevi
vznikem Zlutého zbarven?® % Tento test byl proveden metodowsieni znény
absorbance roztoku pomoci spektrofotometru.fiYomnosti inhibitoru v roztoku

jsou hodnoty zrfny absorbance nizsi a Zluté zabarveni roztokunméanzivni.
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Obr. & 6.  Reakce Ellmanova testd* *
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4, EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Chemikalie a fFistroje

4.1. 1. Chemikalie

- acetylcholinesterasaElectrophorus electricugelectric eel), 0,77 mg,
658 U/mg, 1210 U/mg proteinu, typ V-S; acetylthioth jodid > 99 %;
a-naftyloctova kyselina> 98%; bovinni sérovy albumin 98%; butyrylcholineata
z koniho séra, 526,32 mg, 11,4 U/mg, 19 U/mg pnotebutyrylthiocholin jodid>
98%; dimethylsulfoxid> 99,6%; 5,5dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina) 99 %;
eserin; eserin salicylat 97%,; ,Fast Blue B salt" 95%; harmalin p. a.; halima
hydrochlorid 95%; harman 98%; harmin98%; harmalol hydrochlorid dihydrat
98%; norharman krystalicky; norharman hydrochldsgistalicky - Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim

- aceton p. a.; diethylether p. a.; dihydrogenfo®foan draselny p. a.;
dodekahydrat dihydrogenfosféreanu sodného p. a.; etanol 96%; kyselina
chlorovodikova 36%; kyselina octova 99%; methand.poctan sodny taveny p.a. -

Pinta, Chrudim

4.1. 2. Ristroje

- analytické vahy CPA-225D-0OC, SARTORIUS, Gattinger

- HPLC chromatograf JASCO¢drpadlo PU-2089, autosampler AS-
2055, detektory MD-2015 a FP-2020), Jasco Inteonatj Tokyo

- termostat kolony JETSTREAM Il PLUS, Langenzer$dor

- chromatografickd  kolona LiChrospher RP-18 250x45unf)
s predklonkou, Merc Darmstadt

- mikrostikacka Hamilton, Fisher Scientific, Hampton
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- pH metr ACIDIMETR 333, DRUOPTA, Praha

- spektrofotometr SHIMADZU UV-1601, SCHIMADZU, Kyo

- termostat ISOTEMP 125 D, Fisher Scientific, @tia

- vakuova roténi odparka LABOROTA 4002, Heildoph, Schwabach
- vodni lazé KL, Laboratorni pistroje, Praha

- suSarna Memmert 500, Memmert, Schwabach

- swtelny mikroskop Olympus CX31,0lympus Comporationkyo

4.2. Rostlinny material

4. 2. 1. Lokality skEru

Rostlinny material byl sbirdn v obdobi duben # zé@ jednotlivych vodnich
tocich. Mech Fontinalis antipyreticabyl identifikovan na zaklad botanického
popisu a mikroskopického pozorovahf”

Lokality skéru Fontinalis antipyreticabyly vytipovany na zaklad mapy
uvedené na webovych strank&Cleského hydrometeorologického ustavliByly
vytipovany lokality Labe v Debrném¥ a Metuje nedaleko obce RychnoveR)
Zkoumana byla také Ticha Orlice v Kiticich. °® Na zaklad Ustnich sdeni a
vlastniho piizkumu byly objeveny dalSi dv lokality — Dédina v Ledcich a

Rokytenka v Kunvaldu.
4. 2. 2. Zpracovani rostlinného materialu
Vzorky byly po sbru nejprve vysusSeny filttamim papirem a nasleén

dosusSeny v susatnpii 50°C. Poté byly rozemlety a uchovavany v tmavych

stojatkach se zabrusem.
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4. 2. 3. Ztrata suSenim, celkovy popel a popel nepustny v kyselirg

chlorovodikové

4.2.3. 1. Ztrata suSenim

Ztrata suSenim je ztrata hmotnosti vygmh v hmotnostnich procentech
(m/m).

Do vazenky pedem vysusSené za podminekegepsanych pro zkouSku se
navazil 1 g upraSkované drogy. Droga se susSiladinios susaré pii 105°C. Poté se
vazenky s drogou nechaly vychladnout v exsikatomvazily se.’” Ztrata susenim

se vypgitala podle vzorce:

hmotnost pred sugenim — hmotnost po suseni

navarka . 100

4.2.3. 2. Celkovy popel

Kiemenny kelimek se Zihal 30 min &erveného Zaru, nechal se vychladnout
v exsikatoru a zvazil se. Poté se do kelimku navdagiupraskované drogy. Kelimek
se susil 1 h v susarmii 105°C a poté se zihal 40 minut v muflové petige5°C."

Celkovy popel se vypgtal podle vzorce:

hmoinost popela
naraika . 100

4.2.3.3. Popel nerozpustny v kyseélahlorovodikové

Je to podil ziskany po extrakci siranového nebkowého popela kyselinou
chlorovodikovou R fepcaitany na 100 g drogy.
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Do kelimku obsahujiciho zbytek po stanoveni celkov@opela se fidalo
7,5 ml vody R a 5 ml HCI. Kelimek sé¢ikryl hodinovym sklem a mimhse zakival
na vodni lazni 10 minut. Po ochlazeni se obsahmikeli zfiltroval bezpopelnym
filtrem, zbytek na filtru se promyl teplou destibovou vodou do neutrdini reakce
filtratu. Filtracni papir se poté v kelimku vysusil, spalil a pohtgdnuti v exsikatoru

se zvazil?"

4.3. HPLC

Pro HPLC analyzu byly ffpravovany vzdy dva extrakty, methanolovy a

acetonovy.

4. 3. 1. Riprava vzorki

8 g susSené upraskované drogy se smichalo s 50 thianwu (acetonu) a
nechalo se macerovat za pokojové teploty 72 h@®long). Poté se extrakt zfiltroval
pies vatu a droga spolu s vatou segjeskolikrat promyly methanolem (acetonem),
dokud nebyl vytékajici filtratiry. Methanolovy (acetonovy) extrakt se na vakuové
odparce zahustil zhruba na 50 mltalip se do dlici nalevky. K extraktu seilalo
50 ml éteru aftkrat se vytepavalo s 15 ml roztoku 2% kyseliny octové. Spojené
kyselé vytepky se odpd@ly na vodni lazni do sucha. Odparek se rozpugtibvml

destilované vody a poté seefiltroval mikrofiltrem 0,4 pm®)

4. 3. 2. HPLC analyza

HPLC metoda pro stanovefikarbolinovych alkaloifl byla vytvadena na
zaklad experimeni provedenych tymem Louise E. D. a k&Y.

HPLC analyzy byly provéaghy na chromatografické sestayasco derpadlo
PU-2089, detektor MD-2015, fluores¢emn detektor FP-2020, autosampler AS-
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2055), vybavenéfpdkolonovym filtrem a kolonou LiChrospher RP-18 25@5uum)
s ochranou fedkolonkou. Analyzy probihaly 33 min.

Pro HPLC analyzu byla zvolena izokraticka eluce.bMu faze se skladala
ze 70% z methanolu a ze 30 % z fosfatového pufru7pH(fosfatovy pufr o sile
50 mM, pgipraveny z0,3312 % (hm./obj.) KRO, a 0,8509 % hm./obj.
NaHPO, . 12 HO)

Pratok mobilni faze v pitbéhu analyzy se zvySoval z 1,1 ml/mirtase 0 do
1,5125 ml/min ase 33 min.

Detekce probihala na DAD detektoru v rozmezi vimbvydélek
200 - 480 nm, na fluorescarim (FP) detektoruipextinkéni vinové délce 300 nm a
emisni 435 nm. Obsah sledovanych latek byl vigo z pik z FP detektoru ip

vinové délce fi 330 nm.

Obr. ¢. 7: Ukazka chromatogramu standardi alkaloida na
fluorescernim detektoru; harman RT = 5 min, harmalol RT = 7 nin 12 s,

harmin RT = 7 min 54 s, harmalin RT =22 min 54 s
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Obr. ¢. 8: Ukazka chromatogramu standardi alkaloida na DAD

detektoru; harmalol RT =7 min 12 s, harmin RT = 7min 54 s
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Obr. ¢. 9: Ukazka chromatogramu vzorku methanolového extktu

s pouzitim DAD detektoru
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Obr. ¢. 10: Ukazka chromatogramu vzorku methanolového exaktu
s pouzitim fluorescerniho detektoru; harmalol RT = 7 min 12 s, harmin

RT=7min54s
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Obr. €. 11: Kalibraéni krivka harminu

Calibration curve: harmal-FP - hatmin
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Obr. ¢. 12: Kalibraéni krivka harmalolu

Calibration curve: harmal-FP - harmalal
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4. 3. 3. Validace HPLC

Validace znamena &teni platnosti zvoleného analytického postupu
(metody).

Instrumentalni validace je zaj#ta vyrobcem HPLC sestavy (Jasco) a to
normou ISO 9001 (International Organization forrtstardization).

Zpusobilost chromatografickych systémbyla navic o¥iena testem
opakovaného na#tu — tzv. test na i@snost (provedeno vzdy Sest hiast tymz
vzorkem, vypdtena relativni sgrodatna odchylka byla vzdy mensi nez 1,5 %) a
testem linearity (na zakladoéti riznych koncentraci standardu se linearni regresni
analyzou zjisti hodnota korelaiho koeficientu r, ktera musi byttéi nez 0,9900).
Pro hodnoceni analytického éreni byly dale pevzaty metody z Evropského
lékopisu, 4. vydant®®: Asymetrie piku a Ret teoretickych pater.

Pro hodnoceni celé metody byly pouZity tyto validgparametry:
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Spravnost metody - jedna se o statisticky vyznamnozdilnost mezi
ziskanou a skudeou hodnotou (tedy porovnanim &wvanych hodnot se
standardem, porovnanim sjinou jiz &d¥enou metodou, nebo srovnanim
s refereinim materidlem).

Kvantitativni limit — jde o nejmensi hodnotu, ktgeameiitelna s gijatelnou

presnosti a spravnosti (relativni &wodatna odchylka mensi nez 15 98§. %%

4. 4. Stanoveni inhibéni aktivity p-karbolinovych alkaloidi a extrakta

na ACHE a BUCHE (test .Fast Blue B salt”, Ellmaniv test)

4. 4. 1. Riprava

4.4.1.1. Fiprava soli alkaloitl

Soli harman hydrochlorid a harmin hydrochlorid nighyomené dostupné,
musely byt tedy fipraveny v laborati.

Harman (harmin) se rozpustil v malém mnoZstvi 96%tamolu. Poté se
k roztoku pidala 36% HCI, roztok se z#&dl, za horka fefiltroval a nasled&odpdil
na vodni lazni. Vzniklé krystaly seskolikrat promyly etherem a vysusily na vodni
lazni dosucha.

Baze harmalolu také nebyla korse¥ dostupnd. BohuZel se vSak harmalol

z harmalolu hydrochloridu nepaila pripravit.

4.4.1. 2. Fiprava roztolk

Koncentrace roztak byly zvoleny na zaklad experimeni, které byly
provedeny ¥deckymi tymy Martson Aa kol., % Nino J. a kol}*”a Darvesh S. a

kol.. 199
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Roztoky alkaloid, methanolového a acetonového extraktu, ATCHI,
BUTCHI, DTNB a roztok pro detekci v testu ,Fast BIB salt* byly gipravovany
vzdy cerstvé pro kazdy den dfeni. Pufr byl pipraven, uchovavan v lednici a
pouzivan po dobu 5 dn Roztoky enzym byly po gipraw zmraZzeny a v tomto
stavu uchovavany po dobu maximakh mesial (vyrobce uvadi, Ze po tuto dobu si
naredsny enzym uchova svou aktivitu)® Byly rozmraZzeny fi pokojové teplot

vzdy jen jednou, a t@&s$ne pred jejich pouzitim.

Roztoky alkaloid a extraki

Methanolovy a acetonovy extrakt s@ppavily jiz popsanym postupem (viz.
kapitola 4. 3. 1.). Pro provedeni testu ,Fast BRiesalt" se alkaloidy (harman,
harmin, harmalin, harmalol hydrochlorid a norharinan methanolovy extrakt
rozpustily v methanolu, acetonovy extrakt v acetonu

Pro stanoveni inhibni aktivity pomoci Ellmanova testu se jednotlivé
alkaloidy (eserin, eserin salicylat, harman, harnmgdrochlorid, harmin, harmin
hydrochlorid, harmalin, harmalin hydrochlorid, haidal hydrochlorid, norharman a
norharman hydrochlorid) rozpustily ve vodsoli) nebo ve s&si DMSO a vody
v poneru 5 ml DMSO a 2,6 ml vody (soli a baze). Tento porayl zvolen na
z&klad zkousky rozpustnosti jednotlivych alkaléi@ tim, Ze byl pouZzit po&én pro
nejmért rozpustny alkaloid, kterym byl harman. NejvysSh&entrace roztakbyla
0,01 M a dalSi koncentrace bykedny vodou nebo s#si DMSO s vodou na
z&klad vysledki pro vytvdeni Kivky inhibi¢ni aktivity. Celkovy methanolovy a
acetonovy extrakt se rozpustily ve &nDMSO s vodou v posiu 5 ml DMSO a 2,6
ml destilované vody na nejvyssi koncentraci 20 nhghyly piefiltrovany pges

mikrofiltr 0,4 um a poté byly dalieediny snesi na patebné koncentrace.
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Roztoky ATCHI, BUTCHI a DTNB

Pro stanoveni inhibni aktivity extrakti a alkaloidi byla pouzita pro ATCHI
a BUTCHI koncentrace rozték14 mM. Byly gipraveny rozpugnim ATCHI a
BUTCHI v destilované vody.

Roztok DTNB o koncentraci 3 mM bylfipraven rozpughim DTNB
s pridavkem CHCOONa v destilované véd CH;COONa byl pouzit pro zlepSeni

rozpustnosti a zvyseni stability DTNB ve wod?* 17

Roztok pro detekci pro test ,Fast Blue B salt”

62,5 mg 1-naftylacetatu bylo rozp&so ve 25 ml etanolu. 100 mg ,Fast Blue
B salt“ bylo rozpudtno ve 40 ml destilované vody¢dne pired nanesenim na TLC
desku se smichalo 5 ml roztoku 1-naftylacetatu anP@oztoku ,Fast Blue B salt".

Roztok byl uchovavan v temntf

Fosfatovy pufr pH 7.9

Fosfatovy pufr pH 7,9 bylipraven smisenim 92,6 ml roztoku A a 7,4 ml
roztoku B. Roztok A sefjpravil rozpus¢nim 4,73 g NgHPO, . 12 HO ve 200 ml
destilované vody. Roztok B bylfipraven rozpughim 0,45 g KHPO, v 50 ml
destilované vody!®® Vv pufru, ktery byl pouZivan pro praci s ACHE, by#ld
rozpusén BSA v koncentraci 1 mg/ml, jak je udano vyrobcef? BSA slouzi

k udrZeni stability enzymu. Pdipraw pufru bylo jeho pH oteno na pH metru.
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Roztoky ACHE a BUCHE

Red:ni ACHE

Pro n@edni enzymu pro stanoveni inhiii aktivity alkaloidi a extraki byl
pouzit nasledujici postup: Obsah latkyi (0,77 mg) se nejprve rozpustil v 0,5 ml
fosfatového pufru pH 7,9. 0,5 ml bylo dale rélmho do 20 Eppendorfovych
mikrozkumavek po 25 ul a kazda zkumavka se dophyiaz pufrem do objemu
0,5 ml. Kazda zkumavka se dale réidd do 5 mikrozkumavek po 100 ul a kazda
byla ogt doplrena pufrem do 1000 pl.fPposlednimiedéni se enzym roziil po
60 ul do 16 mikrozkumavek a kazda byla depbn pufrem do 1000 ul. Vysledna
aktivita ACHE poredeni byla 0,3 U/ml.

Pro gipravu roztoku ACHE pro test ,Fast Blue B salt* &ypouzita
mikrozkumavka s 0,5 ml roztoku enzymu o aktai0,667 U/ml z pedchazejiciho
fedni. Obsah mikrozkumavky séedil fosfatovym pufrem pH 7,9 na celkovy objem

15 ml. Vysledna koncentrace enzymu byla 3,38 U/ml.

Redni BUCHE

Pro stanoveni inhibni aktivity alkaloich a extrakl bylo pouZzito totaedini:
Nejprve se 43,86 mg BUCHE rozpustio v 1 ml pufro dppendorfovy
mikrozkumavky. Poté se objem ratitido 10 mikrozkumavek po 100 ul a kazda se
doplnila fosfatovym pufrem pH 7,9 do 1000 ul. Tald® enzym razdil celkem
tiikrat. Vysledna koncentrace enzymuigdni byla 0,5 U/ml.

Pro provedeni testu ,Fast Blue B salt* byl peokni pouzit roztok BUCHE o
koncentraci 5 U/ml zigdchazejicihdgedni. Z tohoto roztoku se odebralo 676 ul a
doplnilo se fosfatovym pufrem do 10 ml. Vyslednankentrace roztoku BUCHE

byla 3,38 U/ml.
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4. 4. 2. Postupy

4.4.2. 1. Test ,Fast Blue B salt“ na TLC

Celkem byly vytvéeny 4 TLC desky. VSechny byly nejprve vyvinuty
acetonem a poté se nechaly wobschnout na vzduchu. Na prvni desku se nanesly
pomoci mikrogtikacky roztoky eserinu, na druhou roztoky alkaloid na teti a
¢tvrtou desku roztoky extrakt Ve vysledku byl na prvni desce nanesen eserin ve
¢tyfech fiznych mnozstvich (1 — 0,001 pg), na druhé bylo 2P harmanu,
norharmanu, harminu, harmalinu a harmalolu hydathi, na feti 15 pg
metanolového a acetonového extraktu a dmarté 150 pg metanolového a
acetonového extraktu. Desky se poté nechaly vyvinasoustay CHCl: MeOH
v poneru 9:1. Rozpousétllo se nechalo vothodpdit. Poté se na desky nanesl| roztok
ACHE (BUCHE) vytemperovany v termostatu na 30°Cesky se nechaly vain
schnout 5 minutip pokojové teplot. Nasled byl na desky nanesen detakroztok
sloZzeny z roztok kyseliny a-naftyloctové a ,Fast Blue B salt*. Po 3 minutagfich
provedeno od#eni vysledk - po reakci se deska zbarvila purpuroa bylo
zjisStovano, zda v mistech, kde se na desce nachazefloidlk zistaly bilé

skvrny.%?

4.4.2. 2. Ellmanova metoda

Nejprve se nawfila inhibicni aktivita kontroly. Do zkumavky bylo
napipetovano 150 pl ATCHI (BUTCHI), 750 ul DTNB &Q pl testovaného
extraktu nebo alkaloidu viznych koncentracich podle peby. Zarové se gipravil
do druhé zkumavky kontrolni roztok slozeny ze 15RAUCHI (BUTCHI), 750 ul
DTNB a 150 pl rozpoustlla extraktu nebo alkaloidu (vody nebo ¢&snvody a
DMSO). Ol& zkumavky se nechali 15 minut inkubovat p0°C v termostatu. Poté
se do prvni fidalo 150 pl ACHE (BUCHE) a do druhé 150 pl pufRoztoky se
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pielily do semimikrokyvet a &fila se zndna absorbance roztdlpii 412 nm po dobu
3 minut.

Podobnym zfisobem se gfila inhibi¢ni aktivita ve vzorcich Do obou
zkumavek se napipetovalo 150 pl ATCHI (BUTCHI), 760 DTNB a 150 pl
roztoku testovaného extraktu nebo alkaloidu. Donprkumavky se po 15 minutach
inkubace v termostatufidalo 150 pl ACHE (BUCHE), do druhé 150 pul pufru.
Roztoky se felily do semimikrokyvet a &fila se znéna absorbancefip412 nm po
dobu 3 minut.

U kazdého extraktu a alkaloidu bylo dale provedemeni kontroly proti
vodé. Do prvni zkumavky bylo napipetovano 150 pl ATCHAUTCHI), 750 ul
DTNB a 150 pl nejvysSi pouzité koncentrace extrakéo alkaloidu, do druhé
1200 ul destilované vody. Po 15 minutach inkubacéemwnostatu se do prvni
zkumavky pgidalo 150 pl pufru a do druhé 150 pl destilovanélyoroztoky se
pielily do semimikrokyvet a afi se ngfila zména absorbanceiip412 nm po dobu
3 minut.**¥
Vysledky byly geneseny do grafa byly vytvaeny inhibEni kiivky extrakii

a jednotlivych alkaloitl a nasledé zjisteny hodnoty 1Go.

4.5. Detekce alkaloidd pomoci Dragendorffovaédinidla

Pro dikazovou reakci alkaloidbylo pouzito Dragendorffovéinidlo.

4. 5. 1. Riprava ¢inidla

Zakladni roztok: 0,85 zasaditého dumnu bismutitého se rozpustilo ve
smesi 40 ml destilované vody a 10 ml koncentrovanékygg octové. Pak sefjlalo
50 ml roztoku KI (5009/l) arépalo se do rozpusti.

V¢as poteby se smichalo 1 ml zakladniho roztoku s 2 ml katrované

kyseliny octové a 10 ml destilované vod}?
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4.5. 2. Postup

Dvé TLC desky se nechaly vyvinout v acetonu a rozpolidtse nechalo
volné odpdit. Poté se na jednu desku nanesly roztoky alkalaida druhou roztoky
extrakti ve stejném mnozstvi jako v testu ,Fast Blue B“sdMesky se nechaly
vyvinout v sousta¥ CHCL: MeOH v pongru 9:1. Rozpousgtio se nechalo voin
odpdit. Na suché desky se n#&khul Dragendorfiiv roztok pro detekci. Odéeni

vysledki bylo provedeno bezprdstreé po provedeni nasku.

4.6. Statistické zpracovani vysledk

Statisticka vyznamnost naienych vysledi byla vypaitana podle

nésledujicich matematickych vztah

Aritmeticky pramér:

a

DX

i=1
a

X=

kdex; = nangiené hodnotya =rozsah souboru

Smérodatna odchylka:

kde x =aritmeticky pfimér, x, =namgiené hodnotya =rozsah soubortf?
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Faktor pro vypoet specifické absorbance:

Pro spravné @eni specifické aktivity enzymu musel byt do spektremetru
zadan faktor. Faktor jeislo, které vyjatlje korekci mezi specifickou aktivitou
uvedenou vyrobcem enzymu na latvd a experimentanzjisttnou hodnotou. Do

vypoctu bylo zahrnuto takéredini enzymu.

AA/min=¢.c.|

AA/min ... zmEna absorbance roztoku za minutu
¢ ... molarni absomni koeficient

| ... délka kyvety

Molarni absorpni koeficient ¢ = 14,15E-03 Nf.cmi®) pro TNB byl zjistn
z literatury. 9

Vysledny faktor pro ACHE f = 1505,4 a pro BUCHE 83,549.
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5. VYSLEDKY

Tab. ¢&. 2:

Mista skéru Fontinalis antipyretica a jejich lokalizace

Misto shéru

GPS

Dédina (Ledce)

50°13°42,195" N, 16° 2" 44,736 E

Labe (Debrné)

50°29744,521"" N, 15° 44" 1,942 E

Metuje (Rychnovek)

50° 20" 51,102"" N, 15° 58" 334 E

Rokytenka (Kunvald)

50° 6" 35,116 N, 16° 29" IRZ E

Tab. ¢&. 3:

Ztrata suSenim, celkovy popel a popel nerozptrsy v HCI

Lékopisné zkousky Rdina Labe Metuje Rokytenka
ztrata suSenim (%) 6,15 6,60 7,56 6,55
celkovy popel (%) 19,45 56,92 11,68 70,13

popel nerozpustny v HCI (%) 11,48 30,78 4,94 34,33
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Tab. ¢&. 4:

¢ervenec 2009)

Tabulka obsahu alkaloidi ve Fontinalis antipyretica (sbér

reka harmalol (%) harmin (%) obsah alkaloidi (%)*
Dédina 0 0,0012 0,0012
Labe 0 0,0008 0,0008
Metuje 0,0014 0,0059 0,0073
Rokytenka 0,0006 0,0065 0,0071

*celkovy obsah alkaloil byl vypaiten jako

harminu
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M¢éteni inhibEni aktivity jednotlivych kontrol a koncentraci esdti bylo
provedeno celkentikrat. Na konci kazdého &eni byla vzdy zréiena jest jednou
aktivita kontroly z dvodu owieni stability enzymu. Vysledky byly zpracovany

v programu Microsoft Excel a GrafPad.

kontrola 1 — 5 = eny roztok bezipdavku extraktu

extrakt 1 — 5 (c = 20 — 2,5 mg/ml) =¢meny roztok sfidavkem extraktu
v prislusnych koncentracich

kontrola = oieni stability enzymu po kazdémetani

AA/min = zmgna absorbance roztokwease

smodch = srrodatna odchylka

aktivita = aktivita enzymu

Barevné ozn&eni v grafech

modré ozné&eni = methanolovy extrakt

cervené ozn&ni = acetonovy extrakt

log ¢ = logaritmus jednotlivych koncentraci extfakt
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Tab. ¢. 5: Methanolovy extrakt F. antipyretica s ACHE

AA/min | smodch specificka aktivita aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1144 2,88 172,1750 100,0d
extrakt 1: 20 mg/ml | 0,0493 0,30 74,2490 43,14
kontrola 0,1139 171,5200 99,56
kontrola 2 0,1173 2,30 176,5150 100,04
extrakt 2: 15 mg/ml | 0,0914 1,53 137,5650 77,92
kontrola 0,1081 162,7500 92,16
kontrola 3 0,1131 0 170,2400 100,00
extrakt 3: 10 mg/ml | 0,1023 0,29 153,9900 90,45
kontrola 0,1150 173,1200 101,68
kontrola 4 0,1178 2,29 177,3750 100,0d
extrakt 4: 5 mg/ml | 0,1139 2,28 171,4900 96,69
kontrola 0,1185 178,3600 100,56
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 6: Acetonovy extraktF. antipyretica s ACHE

AA/min | smodch specificka aktivita aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1175 3,53 176,7900 100,0¢
extrakt 1: 20 mg/ml | 0,0421 5,59 63,2985 35,80
kontrola 0,1240 186,6500 105,58
kontrola 2 0,1251 0,64 184,3400 100,00
extrakt 2: 15 mg/ml | 0,0787 0,70 118,4400 62,87
kontrola 0,1297 195,2300 103,68
kontrola 3 0,1148 0,04 172,7700 100,00
extrakt 3: 10 mg/ml | 0,0938 0,21 141,2400 81,74
kontrola 0,1112 167,3700 96,91
kontrola 4 0,1263 0,67 185,9550 100,0¢
extrakt 4: 5 mg/ml 0,1144 2,84 172,1450 90,57
kontrola 0,1226 184,6100 97,11
kontrola proti vod é 0 0 0
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Obr. €. 13:

Methanolovy extraktF. antipyretica s ACHE
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Obr. ¢. 15:  Souhrn inhibiéni aktivity extrakt @ F. antipyretica s ACHE
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Tab. ¢ 7: Methanolovy extrakt F. antipyretica s BUCHE

AA/min | smodch specificka aktivita aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2166 2,49 7,2667 100,0¢
extrakt 1: 20 mg/ml | 0,1422 3,97 4,7701 65,63
kontrola 0,2161 7,2500 99,77
kontrola 2 0,2413 3,01 8,0953 100,00
extrakt 2: 15 mg/ml | 0,1830 2,95 6,1394 75,85
kontrola 0,2386 8,0048 98,90
kontrola 3 0,2237 1,34 7,4848 100,0¢
extrakt 3: 10 mg/ml | 0,1893 0,85 6,3508 84,62
kontrola 0,2275 7,6324 101,70
kontrola 4 0,2233 0,56 7,4915 100,0¢
extrakt 4: 5 mg/ml 0,2008 2,02 6,7366 89,92
kontrola 0,2214 17,4277 99,17
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 8: Acetonovy extraktF. antipyretica s BUCHE

AA/min | smodch specificka aktivita aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2402 1,39 8,0585 100,0(
extrakt 1: 20 mg/ml | 0,0011| 42,86 0,0369 0,44
kontrola 0,2159 17,2432 89,90
kontrola 2 0,2568 0,02 8,6154 100,0(
extrakt 2: 15 mg/ml | 0,0054 1,85 0,1812 2,10
kontrola 0,2306 17,8773 89,81
kontrola 2 0,2198 3,28 7,3740 100,0(
extrakt 2: 12,5 mg/ml| 0,0109 0 0,3657 4,96
kontrola 0,2548 8,5483 115,92
kontrola 3 0,2258 2,15 17,5754 100,0(
extrakt 3: 10 mg/ml | 0,0863 6,43 2,8953 38,21
kontrola 0,2254 7,5619 99,84
kontrola 4 0,2619 0 8,7865 100,00
extrakt 4: 5 mg/ml | 0,2131 2,04 7,1493 81,35
kontrola 0,2625 8,8066 100,23
kontrola 5 0,2293 1,33 7,6928 100,0(
extrakt 5: 2,5 mg/ml | 0,2195 1,71 7,3640 95,73
kontrola 0,2252 7,5552 98,23
kontrola proti vod é 0 0 0
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Obr. €. 16:
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Obr. ¢. 18:

Souhrn inhibiéni aktivity extrakt @ F. antipyretica s BUCHE
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M¢éteni inhibeni aktivity jednotlivych kontrol a koncentraci al&alt bylo
provedeno celkentikrat. Na konci kazdého &eni byla vzdy zréiena jedt jednou
aktivita kontroly z dvodu owieni stability enzymu. Vysledky byly zpracovany

v programu Microsoft Excel a GrafPad.

kontrola 1 - 6 = néteny roztok bez ipdavku alkaloidu

inhibitor 1 - 6 (c = 1E-02 — 1E-07 M) = dfeny roztok s fidavkem alkaloidu
v prislusnych koncentracich

kontrola = oieni stability enzymu po kazdémetani

AA/min = zména absorbance roztokuase

smodch = srrodatna odchylka

aktivita = aktivita enzymu

Barevné ozn&eni v grafech jednotlivych alkalaid

modré ozn&ni = baze alkaloidv DMSO/H0O
éervené ozngeni = soli alkaloid v H,O

zelené ozneni = soli alkaloid v DMSO/H0

log ¢ = logaritmus jednotlivych koncentraci alkali
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Tab. ¢. 9.:

Eserin v DMSO/H,0O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1169 0,43 176,0250 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0004 71,43 0,5919 0,30
kontrola 0,1158 174,3500 99,06
kontrola 2 0,1199 0,42 180,4650 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0005 11,11 0,6156 0,38
kontrola 0,1184 178,2100 98,75
kontrola 2 0,0689 0,65 103,5550 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0026 1,96 3,8016 3,70
kontrola 0,0608 102,4300 88,31
kontrola 2” 0,0815 8,71 122,7050 100,0
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,0097 1,55 14,5875 11,84
kontrola 0,0730 109,8600 89,57
kontrola 3 0,1252 0,40 188,4100 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0482 1,14 72,4670 38,46
kontrola 0,1263 190,1000 100,84
kontrola 3 0,0835 8,86 125,6600 100,0
alkaloid 3": 5E-05 M 0,0431 4,30 64,8100 51,56
kontrola 0,0724 108,9600 86,71
kontrola 3" 0,0881 7,55 132,5700 100,0
alkaloid 3"": 2,5E-05 M | 0,0595 0,08 89,4685 67,52
kontrola 0,0752 113,2500 85,41
kontrola 4 0,1313 2,36 197,6950 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1135 1,85 170,8550 86,44
kontrola 0,1359 204,6500 103,5
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kontrola 5 0,1246 0,28 189,0100 100,0
alkaloid 5: 1E-06 M 0,1191 0,59 179,3050 95,62
kontrola 0,1242 186,9900 99,72
kontrola proti vod é 0,0012 4,35 1,6980
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Tab. ¢. 10:  Eserin salicylat v HO s ACHE

AA/min smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,4356 3,96 657,12 100
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0005 0 0,142 0,01
kontrola 0,3873 583,07 88,73
kontrola 1 0,4413 0,17 665,465 100
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0005 0 0,0931 0,01
kontrola 0,3474 522,92 78,72
kontrola 2 0,3966 0,54 597,04 100
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0005 20 0,7641 0,13
kontrola 0,3873 583,01 97,67
kontrola 2" 0,4165 0,48 626,99 100
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0007 0 1,065 0,17
kontrola 0,3818 574,74 91,67
kontrola 3 0,4195 2,54 631,445 100
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0328 24,58 49,319 7,81
kontrola 0,4349 654,65 103,68
kontrola 3 0,4252 2,26 640,12 100
alkaloid 3": 5E-05 0,0865 1,79 130,105 20,33
kontrola 0,4453 670,29 104,73
kontrola 3™ 0,3961 0,08 596,275 100
alkaloid 3"": 2,5E-05 M| 0,2163 4,39 325,595 54,61
kontrola 0,4264 641,96 107,65
kontrola 4 0,4208 4,81 633,405 100
alkaloid 4: 1E-05 M 0,3104 1,11 467,235 73,76
kontrola 0,372 560,02 88,41
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kontrola 4’ 0,4143 3,69 623,715 100
alkaloid 4”: 5E-06 M 0,3453 3,68 519,79 83,35
kontrola 0,4022 605,48 97,08
kontrola 5 0,4474 4,46 673,47 100
alkaloid 5: 1E-06 M 0,4311 2,77 648,885 96,36
kontrola 0,4095 616,42 91,54
kontrola 6 0,4534 4,38 682,45 115,2
alkaloid 6: 1E-07 M 0,3855 1,12 580,33 97,97
kontrola 0,3935 592,31 100
kontrola proti vod é 0,0005 55,56 0,6853
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Tab. ¢. 11:

Eserin salicylat v DMSO/HO s ACHE

0

0

0

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1260 0,48 189,6600 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0013 20,00 1,9070 0,99
kontrola 0,1123 169,0100 89,13
kontrola 2 0,1125 3,87 169,2550 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0004 14,29 0,5263 0,31
kontrola 0,1219 183,5100 108,40
kontrola 2 0,0725 7,80 109,0300 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0006 9,09 0,8784 0,76
kontrola 0,0578 86,9410 79,78
kontrola 2™ 0,0648 10,73 102,2530 100,G
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,0065 20,00 9,7891 10,04
kontrola 0,0473 71,2040 73,05
kontrola 3 0,1282 1,79 192,9850 100,0
alkaloid 3: 1E-04 0,0480 5,32 72,1545 37,40
kontrola 0,1278 192,4600 99,69
kontrola 3 0,0721 12,62 108,5485 100,
alkaloid 3": 5E-05 M 0,0375 2,13 56,4165 52,01
kontrola 0,0533 80,2920 73,93
kontrola 4 0,0710 11,27 106,8720 100,G
alkaloid 4: 1E-05 M 0,0514 0,49 77,3450 72,32
kontrola 0,0603 90,8320 84,93
kontrola 5 0,0698 7,02 105,0695 100,0
alkaloid 5: 1E-06 M 0,0576 0,43 86,6275 82,45
kontrola 0,0592 89,1390 84,81

0

0

0

0

0
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0

kontrola 6 0,0784 8,42 118,0600 100,0
alkaloid 6: 1E-07 M 0,0615 1,46 92,5665 78,44

kontrola 0,0646 97,2040 82,40
kontrola proti vod é 0,0024 4,17 3,5737
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Tab. ¢. 12:

Harman v DMSO/H,O s ACHE

AA/min specificka aktivita | aktivita
vzorky smodch (%)
(min) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1100 2,77 165,5550 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0149 0,34 22,4185 13,51
kontrola 0,1068 160,8300 97,14
kontrola 1 0,1024 3,03 154,1400 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0222 1,13 33,3280 21,63
kontrola 0,1012 152,3400 98,83
kontrola 2 0,1125 0,13 169,2500 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0600 0 90,3245 53,36
kontrola 0,1113 167,5700 98,98
kontrola 2’ 0,1058 1,32 159,2850 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0761 3,29 114,5800 71,93
kontrola 0,1145 172,3900 108,24
kontrola 3 0,1042 2,26 156,7700 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,9615 2,76 144,7650 92,32
kontrola 0,1043 156,9900 100,14
kontrola 4 0,1157 0,86 174,1600 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1069 3,74 160,9150 92,39
kontrola 0,1103 166,0800 95,33
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 13:

Harman hydrochlorid v H,O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,4181 5,05 629,4050 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0337 1,93 50,7010 8,05
kontrola 0,3207 482,8400 76,70
kontrola 1 0,4434 2,05 667,4900 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0541 0,18 81,4105 12,20
kontrola 0,3548 534,0800 80,02
kontrola 1™ 0,4208 0,15 633,4100 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0680 1,55 102,3550 16,40
kontrola 0,3419 514,6300 81,26
kontrola 2 0,3991 1,50 600,7850 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1194 1,21 179,6550 29,90
kontrola 0,3959 595,9800 99,20
kontrola 2 0,4152 2,07 625,0650 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1656 1,18 249,2000 39,87
kontrola 0,4142 623,5200 99,76
kontrola 2™ 0,4263 1,98 641,7000 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,2209 1,95 332,5750 51,82
kontrola 0,4332 652,1400 101,6
kontrola 3 0,4417 0,59 664,8900 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,3054 1,78 459,6400 69,13
kontrola 0,4500 675,1200 101,8
kontrola 4 0,4358 2,91 656,0450 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,4094 1,25 616,2600 93,94
kontrola 0,4367 657,3400 100,2
kontrola proti vod é 0,0006 45,45 0,8183
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Tab. ¢. 14:

Harman hydrochlorid DMSO/H,O s ACHE

AA/min | smodch | specifickd aktivita |aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1169 2,01 175,9250 100,00
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0128 2,34 19,2575 10,95
kontrola 0,1120 168,5800 95,85
kontrola 1’ 0,1340 5,26 201,6350 100,90
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0237 2,11 35,6635 17,69
kontrola 0,1176 177,0300 87,79
kontrola 1™ 0,1439 1,18 216,6600 100,00
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0416 2,29 62,5305 28,87
kontrola 0,1305 196,3900 90,69
kontrola 2 0,1129 1,64 169,8750 100,00
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0602 3,74 90,5595 53,30
kontrola 0,1126 169,4700 99,78
kontrola 2 0,1239 2,06 186,3950 100,00
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0800 1,06 120,3850 64,55
kontrola 0,1301 195,8900 105,04
kontrola 2™ 0,1290| 3,53 194,1250 | 100,00
alkaloid 2”": 2,5E-04 M | 0,1094 2,24 164,6250 84,80
kontrola 0,1295 194,9700 100,43
kontrola 3 0,1313 1,94 197,6100 100,00
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1209 0,17 182,0450 92,11
kontrola 0,1334 200,7500 101,64
kontrola 4 0,0672 0 101,1400 100,00
alkaloid 4: 1E-05 M 0,0626 1,60 94,2080 93,15
kontrola 0,0597 89,9050 88,84
kontrola proti vod é 0,0095 5,26 1,4309
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Tab. €. 15:

Harmin DMSO/H->0O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,0945 0,90 142,2200 100,00
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0070 25,18 10,4310 7,36
kontrola 0,0590 88,7690 62,47
kontrola 1 0,1038 2,36 156,2000 100,00
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0105 4,76 15,8065 10,12
kontrola 0,0828 124,6300 79,81
kontrola 1™ 0,0947 3,96 142,4250 100,00D
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0158 3,80 23,7710 16,69
kontrola 0,0898 135,1800 94,88
kontrola 2 0,0993 2,37 149,4350 100,00
alkaloid 2: 1E-03 0,0323 1,55 48,6180 32,54
kontrola 0,0901 135,6500 90,78
kontrola 2 0,0968 0,83 145,7200 100,00
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0441 4,08 66,3535 45,56
kontrola 0,1009 151,8400 104,24
kontrola 2™ 0,1101 5,36 165,7250 100,00
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,0732 1,45 110,1750 66,49
kontrola 0,1210 182,1600 109,90
kontrola 3 0,0993 0,45 149,4400 100,00
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0840 1,25 126,3650 84,58
kontrola 0,1053 158,5700 106,10
kontrola 4 0,1033 1,50 155,4350 100,00
alkaloid 4: 1E-05 M 0,0962 0,62 140,1600 93,17
kontrola 0,1068 160,8000 103,44
kontrola proti vod é 0,0027 25,93 4,0414
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Tab. ¢. 16:

Harmin hydrochlorid v H,0 s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,4846 0,14 729,5350 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0491 10,59 73,8445 10,13
kontrola 0,2797 421,0700 57,72
kontrola 1 0,4617 4,32 695,0000 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0521 1,54 78,4135 11,29
kontrola 0,3380 650,5700 73,22
kontrola 1" 0,4363 0,93 656,7000 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0651 0,77 98,0360 14,92
kontrola 0,3478 523,5400 79,72
kontrola 2 0,3621 3,71 545,0350 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0810 1,05 121,7900 22,36
kontrola 0,3786 570,0200 104,5]
kontrola 2 0,4294 1,09 646,4250 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1143 0 172,0800 26,62
kontrola 0,4274 643,3400 99,53
kontrola 3 0,4550 1,46 684,8350 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2334 0,17 351,4000 51,30
kontrola 0,4703 707,9300 103,3]
kontrola 3 0,4633 0,25 697,3650 100,0
alkaloid 3": 5E-05 M 0,2856 0,91 429,9750 61,65
kontrola 0,4489 675,7400 96,90
kontrola 4 0,4532 1,92 682,1800 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,4050 1,01 609,6750 89,36
kontrola 0,4501 677,5600 99,32
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kontrola 5 0,2641 6,00 397,5250 100,0
alkaloid 5: 1E-06 M 0,2355 0,74 354,4300 89,17
kontrola 0,2350 353,7600 89,00
kontrola proti vod é 0,0310 10,97 46,6800
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Tab. ¢&. 17:

Harmin hydrochlorid v DMSO/H ,0 s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1300 1,58 195,6300 100,00
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0082 0 12,2905 6,31
kontrola 0,1199 180,5000 92,27
kontrola 1 0,1114 3,59 167,6800 100,00
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0119 0 17,9305 10,68
kontrola 0,1123 168,9800 100,8[L
kontrola 2 0,1108 7,40 166,8200 100,40
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0373 2,28 56,0770 33,62
kontrola 0,1267 190,8000 114,3p
kontrola 2 0,1206 0,58 181,5850 100,40
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0528 0,38 79,4910 43,78
kontrola 0,1190 179,1300 98,67
kontrola 2” 0,1195 1,38 179,8100 100,00
alkaloid 2”": 2,5E-04 M | 0,0694 0,72 104,4450 58,10
kontrola 0,1174 176,6800 98,2§
kontrola 3 0,1238 0,89 186,3700 100,00
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0930 2,31 139,9150 75,08
kontrola 0,1238 186,3600 100,0p
kontrola 4 0,1268 0,75 190,9450 100,00
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1187 2,23 178,6250 93,61
kontrola 0,1257 189,1900 99,17
kontrola proti vod é 0,0007 42,86 1,0422

82



Tab. ¢. 18:

Harmalin v DMSO/H,0 s ACHE

AA/min [ smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1138 0,11 171,2450 100,0p
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0013 4,00 1,8776 1,10
kontrola 0,0994 149,6600 87,38
kontrola 1 0,1019 1,57 153,3700 100,0P
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0055 13,76 8,1718 5,35
kontrola 0,0989 148,9300 97,06
kontrola 1™ 0,0994 3,72 148,3000 100,0P
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0204 3,92 30,7020 20,52
kontrola 0,0957 144,6000 96,28
kontrola 2 0,0975 6,97 157,0800 100,0P
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0423 0,36 63,5645 43,33
kontrola 0,1088 163,7300 104,31
kontrola 2 0,1058 4,35 159,2800 100,0P
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0565 2,65 85,1145 53,40
kontrola 0,1066 160,4200 100,7¢
kontrola 3 0,1033 2,66 155,4350 100,0P
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0898 1,73 135,1050 86,92
kontrola 0,1006 151,3900 97,43
kontrola 4 0,1128 3,68 169,7150 100,0P
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1072 1,45 161,3550 95,03
kontrola 0,1093 164,4800 96,94
kontrola proti vod é 0,0003 0 0,0364
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Tab. ¢. 19:

Harmalin hydrochlorid v H,O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,3507 2,38 527,8500 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0038 36,00 5,6679 1,07
kontrola 0,3623 545,4700 103,32
kontrola 1 0,3879 4,00 583,9500 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0057 3,51 8,5912 1,47
kontrola 0,3435 517,0600 88,55
kontrola 1" 0,3853 0 580,0700 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0486 7,20 73,1250 12,61
kontrola 0,3915 589,4000 101,6]
kontrola 2 0,4091 2,80 615,7650 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1119 3,49 168,4500 27,36
kontrola 0,3878 583,7200 94,81
kontrola 2 0,3911 1,05 588,7400 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1430 0,45 215,3100 36,55
kontrola 0,3950 594,0000 101,0
kontrola 2" 0,3917 3,97 589,5500 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,2140 1,54 322,1600 54,64
kontrola 0,3936 592,4600 100,5
kontrola 3 0,4484 2,49 674,7100 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,3039 2,70 457,4700 67,78
kontrola 0,4595 691,9700 102,44
kontrola 3 0,4277 1,39 643,7550 100,0
alkaloid 3": 5E-05 M 0,3306 0,68 497,6400 77,29
kontrola 0,4164 626,8300 97,37
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kontrola 4 0,4116 1,82 619,6450 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,3998 5,03 601,8600 97,13
kontrola 0,4198 631,9500 101,94
kontrola proti vod é 0,0031 41,94 4,6190
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Tab. ¢. 20:

Harmalin hydrochlorid v DMSO/H ;0 s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1226 3,92 184,5950 100,0P
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0018 25,71 2,1345 1,06
kontrola 0,1248 187,8800 101,79
kontrola 1 0,1786 0,81 268,7700 100,0P
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0051 14,85 7,5501 2,83
kontrola 0,1853 278,9900 103,78
kontrola 1™ 0,1928 0,26 290,1900 100,0P
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0300 3,84 45,1040 15,53
kontrola 0,1919 288,9200 99,53
kontrola 2 0,1219 3,90 183,4800 100,0P
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0477 3,88 71,7395 37,59
kontrola 0,1300 195,7800 106,69
kontrola 2 0,2105 1,16 316,8400 100,0P
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1271 0,67 191,2450 60,37
kontrola 0,1735 261,2300 82,44
kontrola 3 0,1276 2,94 192,0550 100,0P
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1058 1,09 159,1550 83,81
kontrola 0,1225 184,4900 96,04
kontrola 4 0,1707 2,87 249,5000 100,0Pp
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1403 1,96 211,1350 82,16
kontrola 0,1558 239,1200 91,27
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 21:  Harmalol hydrochlorid v H,O s ACHE
AA/min | smodch | specifickda aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,3239 1,74 487,5300 100,0p
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0013( 92,00 1,8867 0,39
kontrola 0,2593 390,4300 80,07
kontrola 1 0,3023 1,54 455,0550 100,0p
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0070 28,57 10,5197 2,32
kontrola 0,2704 407,0800 89,46
kontrola 2 0,3880 3,72 583,9900 100,0p
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1369 1,02 206,0950 35,29
kontrola 0,3886 585,0400 100,17
kontrola 2" 0,4166 0,42 627,0500 100,0P
alkaloid 2": 5E-04 0,2217 1,92 333,7000 53,21
kontrola 0,4207 633,2600 101,00
kontrola 3 0,3544 0,37 533,4700 100,0p
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2839 1,66 427,3600 80,11
kontrola 0,3557 535,4700 100,37
kontrola 4 0,4049 2,45 609,5700 100,0p
alkaloid 4: 1E-05 M 0,4119 3,12 620,0250 101,72
kontrola 0,4112 618,9700 101,5¢
kontrola proti vod é 0 0 0,0364
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Tab. ¢. 22:

Harmalol hydrochlorid v DMSO/H,O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1466 1,60 220,5800 100,0P
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0025 24,00 3,7642 1,71
kontrola 0,1327 199,7800 90,55
kontrola 1 0,1382 3,98 208,0150 100,0PD
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0043 5,88 6,3442 3,08
kontrola 0,1362 204,9800 98,55
kontrola 1™ 0,1209 2,73 182,0250 100,0P
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0127 3,56 19,0940 10,46
kontrola 0,1322 198,9400 109,3%
kontrola 2 0,1322 0,68 199,0350 100,0P
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0635 1,97 95,5310 48,00
kontrola 0,1307 196,7200 98,87
kontrola 2 0,1182 3,13 177,9450 100,0PD
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0805 1,99 121,2000 68,10
kontrola 0,1266 190,5400 107,11
kontrola 2™ 0,1274 1,65 191,8050 100,0P
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,0997 0,15 150,0350 78,22
kontrola 0,1308 196,8800 102,67
kontrola 3 0,1324 1,89 199,2550 100,0P
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1224 1,55 184,2650 92,45
kontrola 0,1347 202,8000 101,74
kontrola 4 0,1374 0,51 206,8300 100,0p
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1274 2,51 191,8450 92,72
kontrola 0,1376 207,2100 100,1%
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 23:

Norharman v DMSO/H,O s ACHE

AA/min | smodch | specifick& aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1197 0,79 180,1500 100,0P
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0451 0,44 67,8050 37,69
kontrola 0,1246 187,5500 104,14
kontrola 1 0,1208 1,20 181,7750 100,0P
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0613 2,37 92,1430 50,72
kontrola 0,1399 210,5900 115,86
kontrola 2 0,1322 0,19 198,9600 100,0P
alkaloid 2: 1E-03 0,1102 0,41 165,8250 83,35
kontrola 0,1300 195,6800 98,37
kontrola 2 0,1161 1,29 174,7450 100,0p
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1190 0,04 179,0900 92,64
kontrola 0,1284 193,2200 100,00
kontrola 3 0,1247 0,72 187,7050 100,0P
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1181 2,24 177,7550 94,67
kontrola 0,1220 183,6300 97,83
kontrola 4 0,1289 1,16 194,0400 100,0P
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1286 1,48 193,5900 99,77
kontrola 0,1309 197,0300 101,5%
kontrola proti vod é 0,0036 0 5,4145
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Tab. ¢. 24:

Norharman hydrochlorid v H,O s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,4601 0,24 691,0700 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0458 1,97 68,9835 9,95
kontrola 0,3812 585,9100 82,85
kontrola 1 0,4596 1,15 691,9450 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0830 0,48 124,9000 18,06
kontrola 0,4452 670,2500 96,87
kontrola 2 0,4246 1,17 639,1000 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,2043 1,10 307,4700 48,11
kontrola 0,4429 666,7600 104,32
kontrola 2 0,4522 1,02 680,8000 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,3200 0,44 481,7300 70,77
kontrola 0,4404 662,9800 97,39
kontrola 3 0,4300 2,29 647,2650 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,3899 1,22 586,9450 90,67
kontrola 0,4404 663,0500 102,43
kontrola 4 0,4574 0,60 688,5050 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,4484 1,43 675,0700 98,04
kontrola 0,4609 693,8200 102,74
kontrola proti vod é 0,0005 60,00 0,7706
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Tab. ¢. 25:

Norharman hydrochlorid v DMSO/H,0 s ACHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1261 1,55 189,7750 100,0P
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0363 3,45 54,5880 28,76
kontrola 0,1241 186,8800 98,45
kontrola 1 0,1232 1,58 185,4350 100,0Pp
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0595 1,09 89,4710 48,27
kontrola 0,1247 187,6900 101,26
kontrola 1™ 0,1164 0,56 175,1250 100,0P
alkaloid 1"": 2,5E-03 M | 0,0681 3,52 102,5605 58,53
kontrola 0,1164 175,2200 100,04
kontrola 2 0,1317 0,61 198,2600 100,0P
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1041 1,63 156,7100 79,04
kontrola 0,1261 189,8600 95,75
kontrola 2 0,1160 0,65 174,5700 100,0P
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0990 1,97 148,9450 85,34
kontrola 0,1256 189,0300 108,32
kontrola 3 0,1280 1,45 192,6250 100,0P
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1231 0,93 185,2550 96,17
kontrola 0,1284 193,3500 100,3%
kontrola proti vod é 0,0013 0 1,9083
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Obr. €. 19:

Eserin v DMSO/HO s ACHE
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Obr.

¢. 21: Eserin salicylat v DMSO/HO s ACHE
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Obr. ¢. 22:  Souhrn inhibiéni aktivity eserinu s ACHE
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Obr. ¢. 23:  Harman v DMSO/H,O s ACHE
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Obr. ¢. 24: Harman hydrochlorid v H,O s ACHE
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Obr. ¢. 25:  Harman hydrochlorid v DMSO/H,0O s ACHE
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Obr. ¢. 26:  Souhrn inhibiéni aktivity harmanu s ACHE
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g 801 -= harman hydrochlorid v H,0
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Obr. é¢.

27:

Harmin v DMSO/H,O s ACHE
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Obr. ¢&. 28:

Harmin hydrochlorid v H,0O s ACHE
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Obr. ¢.29: Harmin hydrochlorid v DMSO/H ;0O s ACHE
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Obr. ¢. 30:  Souhrn inhibiéni aktivity harminu s ACHE
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Obr. ¢. 31:

Harmalin v DMSO/H,0 s ACHE
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Obr. ¢. 32;

Harmalin hydrochlorid v H,O s ACHE

aktivita enzymu (%)

120

=
N A O ©® O

o

1
(o]

-5 -4 -3 -2 -1
log ¢ (M)

-B pez alkaloidu
-8 s alkaloidem

98




Obr. ¢. 33:  Harmalin hydrochlorid v DMSO/H ,0O s ACHE
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Obr. ¢. 34:  Souhrn inhibiéni aktivity harmalinu s ACHE
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Obr. ¢. 35:  Harmalol hydrochlorid v H,O s ACHE
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Obr. ¢.36: Harmalol hydrochlorid v DMSO/H 0O s ACHE
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Obr. ¢. 37:  Souhrn inhibi¢ni aktivity harmalolu s ACHE
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Obr. ¢. 38:

Norharman v DMSO/H,O s ACHE
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Obr. ¢&. 39;

Norharman hydrochlorid v H,O s ACHE
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Obr. ¢. 40:  Norharman hydrochlorid v DMSO/H,0O s ACHE
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Obr. ¢. 41:  Souhrn inhibiéni aktivity norharmanu s ACHE
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Obr. €. 42:  Souhrn inhibi¢ni aktivity alkaloid @ v DMSO/H,O s ACHE
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Obr. ¢. 43:  Souhrn inhibiéni aktivity soli alkaloidd v H,O s ACHE

1201 - eserin salicylat v H,0
S 1001 -= harmalin hydrochlorid v H,O
g 80- harmalol hydrochlorid v H,O
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Obr. €. 44:  Souhrn inhibi¢ni aktivity soli alkaloidia v DMSO/H,O s ACHE

120 - eserin salicylat DMSO/H,0
S 1009 B -& harmalin hydrochlorid
g 80 DMSO/H,0
4 harmalol hydrochlorid
g 607 DMSO/H,0
.g 401 harman hydrochlorid
S DMSO/H,0
% 201 . .
harmin hydrochlorid
0 DMSO/H,0
-8 norharman hydrochlorid
DMSO/H,0
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Tab. ¢é. 26: Eserin v DMSO/H,0O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2058 0,97 6,9044 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0013 7,69 0,0436 0,63
kontrola 0,2026 6,7970 98,45
kontrola 1 0,2318 2,42 17,7767 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0044 8,05 0,1476 1,88
kontrola 0,3046 10,2190 131,41
kontrola 1" 0,2219 8,23 7,4445 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0140 1,08 0,4700 6,29
kontrola 0,2241 7,5183 101,01
kontrola 2 0,2074 1,23 6,9581 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0539 1,86 1,8083 25,99
kontrola 0,2095 7,0285 101,04
kontrola 2 0,2438 1,60 8,1792 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1133 0,66 3,8011 46,45
kontrola 0,2365 7,9343 97,01
kontrola 2™ 0,2315 0,17 7,7666 100,0
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,1508 1,82 5,0912 65,12
kontrola 0,2318 17,7767 100,13
kontrola 3 0,2004 3,12 6,7232 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1846 0,79 6,1931 92,11
kontrola 0,2102 7,0520 104,97
kontrola 4 0,2376 5,83 7,9712 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2394 4,74 8,0316 100,76
kontrola 0,2767 9,2830 116,49
kontrola proti vod é 0,0010 5,26 1,7128
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Tab. €. 27:  Eserin salicylat v HO s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2898 5,73 9,7225 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0002 50,00 0,0067 0,05
kontrola 0,2615 8,7730 90,23
kontrola 1 0,2797 4,17 9,3836 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0002 50,00 0,0067 0,07
kontrola 0,2677 8,9812 95,73
kontrola 2 0,2941 2,09 9,8668 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0005 40,00 0,0168 0,17
kontrola 0,2827 9,4843 96,14
kontrola 2 0,2437 2,54 8,1759 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0025 6,12 0,0839 1,01
kontrola 0,2374 7,9646 97,41
kontrola 2” 0,2170 6,18 7,2801 100,0
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,0089 3,95 0,2986 4,08
kontrola 0,2284 17,6626 105,21
kontrola 3 0,2605 0,10 8,7395 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,0534 4,03 1,7915 20,48
kontrola 0,2643 8,8670 101,44
kontrola 3 0,2622 2,21 8,7965 100,0
alkaloid 3": 5E-05 M 0,1042 3,65 3,4958 39,74
kontrola 0,2564 8,6020 97,79
kontrola 3" 0,2789 0,20 9,3568 100,0
alkaloid 3"": 2,5E-05 M | 0,1855 1,24 6,2233 66,52
kontrola 0,2560 8,5885 91,81
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kontrola 4 0,2528 2,51 8,4812 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2114 0,07 7,0923 83,62
kontrola 0,2438 8,1792 96,46
kontrola 4 0,2252 4,04 7,5552 100,0
alkaloid 4”: 5E-06 M 0,2292 1,75 7,6894 92,49
kontrola 0,2478 8,3134 100,0(¢
kontrola 5 0,2662 2,57 8,9307 100,0
alkaloid 5: 1E-06 M 0,2519 0,38 8,4510 94,63
kontrola 0,2619 8,7864 98,40
kontrola proti vod é 0,0003 60,00 0,0100
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Tab. ¢. 28:  Eserin salicylat v DMSO/HO s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2562 1,27 8,5952 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0004 14,29 0,0134 0,14
kontrola 0,2533 8,4980 98,89
kontrola 1 0,2271 1,54 7,6190 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0049 11,34 0,1643 2,14
kontrola 0,2263 7,5921 99,65
kontrola 1™ 0,2379 0,13 7,8270 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0192 2,60 0,6441 8,07
kontrola 0,2333 7,8270 98,07
kontrola 2 0,2631 1,62 8,8267 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0536 0,47 1,7982 20,36
kontrola 0,2495 8,3704 94,85
kontrola 2 0,2452 1,26 8,2262 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1204 3,32 4,0393 49,10
kontrola 0,2452 8,2262 100,0d
kontrola 2™ 0,2243 3,48 7,5250 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,1657 2,26 5,5591 73,85
kontrola 0,2195 7,3640 97,86
kontrola 3 0,2468 0,06 8,2799 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1977 0,28 6,6326 80,10
kontrola 0,2293 7,6928 92,93
kontrola 4 0,2435 0,86 8,1692 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2368 0,95 7,9444 97,23
kontrola 0,2376 7,9712 97,58
kontrola proti vod é 0,0005 80,00 0,0168
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Tab.¢.29:  Harman DMSO/H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2029 1,28 6,8071 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0022 16,28 0,0738 1,06
kontrola 0,2052 6,8842 101,13
kontrola 1 0,2010 4,38 6,7433 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0054 10,28 0,1811 2,66
kontrola 0,1839 6,1697 91,49
kontrola 2 0,2211 2,69 17,4177 100,0
alkaloid 2: 1E-03 0,0638 2,35 2,1404 28,86
kontrola 0,2129 17,1426 96,31
kontrola 2 0,1900 2,47 6,3743 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1046 5,45 3,5092 55,05
kontrola 0,2083 6,9882 109,63
kontrola 3 0,2022 0,96 6,7836 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1851 1,51 6,2100 91,57
kontrola 0,2116 7,0990 104,671
kontrola 4 0,2078 1,42 6,9714 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2173 3,01 7,2902 104,57
kontrola 0,2239 7,5116 107,71
kontrola proti vod é 0,0008 20,00 0,0268
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Tab. ¢. 30:  Harman hydrochlorid H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2692 4,63 9,0314 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0036 7,04 0,1208 1,32
kontrola 0,1927 6,4649 71,60
kontrola 1™ 0,3381 0,49 11,1356 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0275 2,37 0,9226 8,12
kontrola 0,2628 8,8167 77,74
kontrola 2 0,2437 4,86 8,1759 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0532 0,56 1,7848 21,83
kontrola 0,2432 8,1591 99,82
kontrola 2" 0,3188 2,31 10,6954 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1032 4,55 3,4623 32,38
kontrola 0,3195 10,7190 100,24
kontrola 2” 0,2756 1,98 9,2461 100,0
alkaloid 2": 2,5E-04 M | 0,1370 1,02 4,5962 49,72
kontrola 0,2783 9,3367 101,0d
kontrola 3 0,2671 0,36 8,9609 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1850 1,22 6,2066 69,26
kontrola 0,2689 9,0213 100,69
kontrola 3 0,2999 2,03 10,0613 100,0
alkaloid 3": 5E-05 M 0,2412 0,27 8,0920 80,41
kontrola 0,3155 10,5847 105,2(
kontrola 4 0,2474 3,07 8,3000 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2386 0,04 8,0048 96,44
kontrola 0,2473 8,2967 99,96
kontrola proti vod é 0,0003 33,33 0,0100
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Tab. ¢. 31:  Harman hydrochlorid v DMSO/H,0O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2704 2,61 9,0716 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0022 6,98 0,0738 0,80
kontrola 0,2385 8,0014 88,22
kontrola 1™ 0,2665 4,05 8,9408 100,0
alkaloid 1"": 2,5E-03 M | 0,0212 2,13 0,7112 7,94
kontrola 0,2763 9,2696 103,64
kontrola 2 0,2517 1,17 8,4443 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0474 28,19 1,5902 18,82
kontrola 0,2415 8,1021 95,97
kontrola 2 0,2758 4,33 9,2528 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1322 5,37 4,4352 47,94
kontrola 0,2501 8,3906 90,70
kontrola 2” 0,2729 2,09 9,1555 100,0
alkaloid 2”": 2,5E-04 M | 0,1904 1,02 6,3877 69,75
kontrola 0,2652 8,8972 97,18
kontrola 3 0,2442 3,38 8,1927 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2197 2,05 7,3707 89,99
kontrola 0,2468 8,2799 101,04
kontrola 4 0,2461 2,26 8,2564 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2527 2,36 8,4778 102,68
kontrola 0,2553 8,5651 103,76
kontrola proti vod é 0,0002 50,00 0,0067
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Tab. ¢. 32:  Harmin v DMSO/H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1829 6,26 6,1361 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0010 0 0,0335 0,55
kontrola 0,1803 6,0489 98,61
kontrola 1 0,1954 3,63 6,5554 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0022 16,28 0,0738 1,10
kontrola 0,1679 5,6329 85,93
kontrola 2 0,1938 2,01 6,5018 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0258 1,16 0,8656 13,31
kontrola 0,2105 7,0621 108,64
kontrola 2 0,1974 0,71 6,6226 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0565 12,04 1,8956 28,62
kontrola 0,2016 6,7635 102,19
kontrola 2” 0,2425 0,45 8,1356 100,0
alkaloid 2”": 2,5E-04 M | 0,1344 0,48 4,5090 55,40
kontrola 0,2383 7,9947 98,27
kontrola 3 0,1998 0,85 6,7031 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1639 0,88 5,4987 82,01
kontrola 0,1879 6,3031 94,04
kontrola 4 0,1983 0 6,6528 100,0(
alkaloid 4: 1E-05 M 0,1991 4,62 6,6796 100,40
kontrola 0,2075 6,9614 104,64
kontrola proti vod é 0,0060 5,00 0,2013
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Tab. ¢. 33:  Harmin hydrochlorid v H,0 s BUCHE

AA/min [ smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,3225 0,76 10,8196 100,0(
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0217 16,13 0,7280 6,73
kontrola 0,2469 8,2832 76,57
kontrola 1™ 0,3095 3,31 10,3834 100,04
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0256 2,34 0,8589 8,27
kontrola 0,2916 9,7829 94,23
kontrola 2 0,2878 2,62 9,6554 100,0¢
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0633 3,00 2,1237 22,00
kontrola 0,3129 10,4975 108,74
kontrola 2 0,3098 1,73 10,3935 100,0(
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1144 0,48 3,8380 36,92
kontrola 0,2916 9,7929 94,14
kontrola 2 0,3161 1,22 10,6048 100,04
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,1810 2,63 6,0724 57,25
kontrola 0,2985 10,0144 94,45
kontrola 3 0,3061 0,42 10,2693 100,0(
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2527 5,17 8,4778 82,54
kontrola 0,3239 10,8665 105,82
kontrola 4 0,2408 3,30 8,0786 100,0C
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2569 1,62 8,6187 106,68
kontrola 0,2432 8,1591 100,98
kontrola proti vod é 0,0290 32,41 0,9729
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Tab. ¢. 34:  Harmin hydrochlorid v DMSO/H ;0O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2854 0,98 9,5749 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0017 9,09 0,0570 0,58
kontrola 0,2416 8,1054 84,65
kontrola 1™ 0,3049 0,92 10,2291 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0088 4,00 0,2952 2,87
kontrola 0,2953 9,9070 96,85
kontrola 2 0,2456 1,20 8,2396 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0283 3,18 0,9494 11,53
kontrola 0,2685 9,0079 109,31
kontrola 2 0,2501 1,58 8,3906 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0749 0,80 2,5128 29,95
kontrola 0,2691 9,0280 107,62
kontrola 2 0,2647 2,36 8,8804 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,1583 3,25 5,3108 59,80
kontrola 0,2854 9,5749 107,84
kontrola 3 0,2736 1,19 9,1790 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2106 2,92 7,0654 76,97
kontrola 0,2680 8,9911 97,97
kontrola 4 0,2638 2,77 8,8502 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2348 1,09 17,8773 88,99
kontrola 0,2427 8,1423 92,00
kontrola proti vod é 0,0015 0 0,0503
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Tab. €. 35:

Harmalin v DMSO/H,O BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2042 0,78 6,8507 100,0(
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0023 46,67 0,0772 1,10
kontrola 0,2062 6,9178 100,98
kontrola 1 0,2010 5,42 6,7433 100,04
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0041 14,63 0,1376 2,04
kontrola 0,1913 6,4179 95,17
kontrola 1™ 0,1985 2,22 6,6595 100,0(
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0395 5,70 1,3252 19,87
kontrola 0,1963 6,5119 98,89
kontrola 2 0,2144 2,10 7,1929 100,0(
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1231 1,99 4,1300 57,39
kontrola 0,1941 6,5119 90,53
kontrola 2 0,2025 8,22 6,7937 100,04
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1511 1,46 5,0693 74,64
kontrola 0,1902 6,3810 93,95
kontrola 3 0,2024 0,15 6,7903 100,0(
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1956 0,20 6,5622 96,64
kontrola 0,1961 6,5790 96,89
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 36:  Harmalin hydrochlorid v H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2318 0,39 7,7767 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0012 82,61 0,0403 0,50
kontrola 0,1974 6,6223 85,16
kontrola 1 0,2225 1,06 7,4647 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0039 25,64 0,1308 1,75
kontrola 0,2353 7,8941 105,78
kontrola 1" 0,2234 0,31 7,4948 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0435 0,16 1,4594 19,47
kontrola 0,2290 7,6827 102,51
kontrola 2 0,2314 2,05 7,7632 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,1352 2,51 4,5358 58,44
kontrola 0,2460 8,2531 106,33
kontrola 2 0,2291 1,46 7,6861 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1674 0,93 5,6161 73,06
kontrola 0,2260 7,5821 98,67
kontrola 3 0,2267 1,30 7,6056 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2155 0,72 7,2298 95,06
kontrola 0,2347 7,8740 103,55
kontrola 4 0,2669 1,16 8,9542 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2442 0,84 8,1927 91,48
kontrola 0,2343 7,8605 87,79
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 37:  Harmalin hydrochlorid v DMSO/H ;0 s BUCHE

AA/min [ smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min) (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2539 0,18 8,5181 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0042 9,52 0,1409 1,65
kontrola 0,2623 8,8000 103,34
kontrola 1 0,2632 1,03 8,8301 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0046 19,57 0,1543 1,75
kontrola 0,2611 8,7596 99,20
kontrola 1™ 0,2442 2,38 8,1927 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0329 3,04 1,1038 13,47
kontrola 0,2295 7,6995 93,98
kontrola 2 0,2420 0,39 8,1189 100,0
alkaloid 2: 1E-03 0,1181 1,23 3,9621 48,79
kontrola 0,2374 7,9645 98,12
kontrola 2 0,2321 0,80 17,7867 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1721 2,67 5,7738 74,17
kontrola 0,2333 17,8270 100,54
kontrola 3 0,2501 2,94 8,3906 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2494 5,81 8,3671 99,73
kontrola 0,2505 8,4040 100,0d
kontrola proti vod é 0,0090 33,33 0,3019
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Tab. ¢. 38:  Harmalol hydrochlorid v H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (%) (%)
kontrola 1 0,2479 5,14 8,3168 100,00
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0014 92,59 0,0470 0,54
kontrola 0,1880 6,3072 75,85
kontrola 1 0,2164 2,20 7,2600 100,00
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0010 47,37 0,0333 0,44
kontrola 0,2005 6,7266 92,67
kontrola 2 0,2327 2,08 7,8069 100,00
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0314 0,32 1,0534 13,50
kontrola 0,2310 7,7498 99,29
kontrola 2 0,2370 5,25 7,9511 100,0p
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0451 0,33 1,5130 19,01
kontrola 0,2459 8,2497 103,78
kontrola 3 0,3125 0,35 10,4841 100,00
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1353 0,81 4,5392 43,30
kontrola 0,2786 9,3468 89,15
kontrola 3 0,2766 2,53 9,2797 100,00
alkaloid 3": 5E-05 M 0,1495 0,27 5,0156 54,05
kontrola 0,2483 8,3302 89,77
kontrola 4 0,2905 1,39 9,7460 100,00
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2506 3,15 8,4074 86,28
kontrola 0,2557 8,5785 88,04
kontrola 5 0,2537 0,65 8,5114 100,00
alkaloid 5: 1E-06 M 0,2504 1,64 8,4007 98,72
kontrola 0,2553 8,5651 100,6%
kontrola proti vod é 0 0 0
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Tab. ¢. 39:

Harmalol hydrochlorid v DMSO/H,0 s BUCHE

AA/min [ smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2213 2,08 17,4244 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0013| 44,00 0,0436 0,56
kontrola 0,2209 7,4110 99,82
kontrola 1 0,2350 2,30 7,8840 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0022 6,98 0,0738 0,91
kontrola 0,2078 6,9715 88,43
kontrola 1™ 0,2249 6,36 7,5452 100,0
alkaloid 1”": 2,5E-03 M | 0,0091 14,29 0,3053 4,05
kontrola 0,2290 17,6827 101,84
kontrola 2 0,2146 3,12 7,1996 100,0
alkaloid 2: 1E-03 0,0796 3,96 2,6705 37,07
kontrola 0,2280 7,6492 106,24
kontrola 2 0,2290 0,90 17,6827 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1127 0,31 3,7810 49,20
kontrola 0,2380 17,9847 103,95
kontrola 2” 0,2186 6,72 7,3338 100,0
alkaloid 2: 2,5E-04 M | 0,1487 3,23 4,9887 68,02
kontrola 0,2135 17,1627 97,67
kontrola 3 0,2206 1,02 7,4009 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1876 2,16 6,2938 85,04
kontrola 0,2255 7,5653 102,24
kontrola 4 0,2372 3,01 7,9578 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2199 1,11 17,3774 92,71
kontrola 0,2190 71,3472 92,35
kontrola proti vod é 0 0 0

120



Tab. ¢ 40: Norharman v DMSO/H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,1964 1,53 6,5890 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0021 7,32 0,0705 1,04
kontrola 0,1924 6,4548 97,96
kontrola 1 0,1978 1,37 6,6360 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0086 1,75 0,2885 4,32
kontrola 0,1994 6,6897 100,81
kontrola 1™ 0,2042 1,98 6,8507 100,0
alkaloid 1"": 2,5E-03 M | 0,0287 0,52 0,9629 14,03
kontrola 0,2119 7,1090 103,8(
kontrola 2 0,2391 0,90 8,0216 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0958 0,47 3,2140 40,05
kontrola 0,2218 7,4412 92,78
kontrola 2 0,2228 0,04 17,4747 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1453 3,10 4,8747 65,22
kontrola 0,2257 7,5720 101,3d
kontrola 2™ 0,2324 0,19 7,7968 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,1921 0,81 6,4448 82,66
kontrola 0,2426 8,1390 104,41
kontrola 3 0,2214 4,09 17,4277 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2076 2,70 6,9648 93,79
kontrola 0,2242 7,5217 101,24
kontrola 4 0,2219 0,79 7,4445 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2112 2,84 7,0855 95,20
kontrola 0,2236 7,5016 100,79
kontrola proti vod é 0,0023 15,56 0,0772
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Tab.¢. 41: Norharman hydrochlorid v H,O s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2391 1,99 8,0216 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0009 64,71 0,0302 0,36
kontrola 0,1952 6,5488 81,66
kontrola 1 0,2205 3,04 7,3976 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0032 3,13 0,1074 1,45
kontrola 0,2164 7,2600 98,14
kontrola 2 0,2566 0,14 8,6087 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0412 3,03 1,3822 16,06
kontrola 0,1916 6,4280 74,68
kontrola 2 0,2631 0,68 8,8267 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,0694 4,18 2,3283 26,38
kontrola 0,2362 7,9243 89,78
kontrola 2” 0,2463 0,04 8,2631 100,0
alkaloid 2"": 2,5E-04 M | 0,1073 1,40 3,5998 43,56
kontrola 0,2620 8,7898 106,371
kontrola 3 0,2638 1,33 8,8502 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,1626 0,34 5,4551 61,62
kontrola 0,2537 8,5114 96,17
kontrola 4 0,2702 1,57 9,0649 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2257 2,50 7,5720 83,53
kontrola 0,2359 7,9142 87,32
kontrola 5 0,2370 2,34 7,9511 100,0
alkaloid 5: 1E-06 M 0,2309 0,22 17,7464 97,45
kontrola 0,2357 7,9095 99,47
kontrola proti vod é 0,0004 50,00 0,0134
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Tab. ¢. 42:  Norharman hydrochlorid v DMSO/H,0 s BUCHE

AA/min | smodch | specificka aktivita | aktivita
vzorky
(min™) | (%) (U/mg) (%)
kontrola 1 0,2288 7,74 7,6760 100,0
alkaloid 1: 1E-02 M 0,0020 5,00 0,0671 0,87
kontrola 0,2178 17,3707 95,19
kontrola 1 0,2619 2,37 8,7865 100,0
alkaloid 1": 5E-03 M 0,0101 0,49 0,3388 3,88
kontrola 0,2724 9,1387 104,01
kontrola 1" 0,2799 2,47 9,3903 100,0
alkaloid 1"": 2,5E-03 M | 0,0316 1,90 1,0601 11,29
kontrola 0,2637 8,8469 94,21
kontrola 2 0,2243 4,17 7,5250 100,0
alkaloid 2: 1E-03 M 0,0915 1,47 3,0697 40,81
kontrola 0,2286 7,6693 101,84
kontrola 2 0,2747 1,77 9,2159 100,0
alkaloid 2": 5E-04 M 0,1740 2,30 5,8375 63,33
kontrola 0,2800 9,3937 101,91
kontrola 3 0,2787 4,93 9,3501 100,0
alkaloid 3: 1E-04 M 0,2456 0,24 8,2396 88,11
kontrola 0,2578 8,6489 92,48
kontrola 4 0,2491 0,02 8,3571 100,0
alkaloid 4: 1E-05 M 0,2449 2,92 8,2162 98,31
kontrola 0,2544 8,5349 102,11
kontrola proti vod é 0,0011 18,18 0,0369
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Obr. ¢é. 45: Eserin v DMSO/H0 s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120- .
- bez alkaloidu

100+ -& s alkaloidem

Obr. ¢. 46:  Eserin salicylat v HO s BUCHE
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Obr. é¢.

47:  Eserin salicylat v DMSO/HO s BUCHE

aktivita enzymu (%)

1201
1001

-& bez alkaloidu
e s alkaloidem

Obr. ¢. 48:  Souhrn inhibiéni aktivity eserinu s BUCHE

aktivita enzymu (%)

- eserin vDMSO/H,0

-& eserin salicylat v H,O

eserin salicylat v DMSO/H,0
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Obr. ¢€. 49:

Harman v DMSO/H,O s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120-
100+

- bez alkaloidu
- s alkaloidem
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Obr. &. 50;

Harman hydrochlorid v H,O s BUCHE
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Obr. ¢.51: Harman hydrochlorid DMSO/H,0 s BUCHE

120- .
- bez alkaloidu

100+ ————a s alkaloidem

aktivita enzymu (%)

-6 -5 -4 -3 -2 -1
log ¢ (M)

Obr. ¢.52:  Souhrn inhibiéni aktivity harmanu s BUCHE

120-
g 100+ N - harman v DMSO/H,0
2 801 \ -= harman hydrochlorid v H,0
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Obr. €. 53:

Harmin v DMSO/H,0 s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120-
100+

- bez alkaloidu
- s alkaloidem
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log ¢ (M)

Obr. ¢. 54

Harmin hydrochlorid v H,O s BUCHE
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Obr. ¢. 55:

Harmin hydrochlorid v DMSO/H ;0 s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120-

100+

- bez alkaloidu
s alkaloidem

-5 -4 -3 -2 -1
log ¢ (M)

Obr. ¢&. 56:

Souhrn inhibiéni aktivity harminu s BUCHE

aktivita enzymu (%)

-= harmin v DMSO/H,0
; -& harmin hydrochlorid v H,O

harmin hydrochlorid v
DMSO/H,0
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Obr. ¢.57: Harmalin v DMSO/H>,O s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120- .
- bez alkaloidu

100+ -& s alkaloidem

Obr. ¢.58: Harmalin hydrochlorid v H,O s BUCHE
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Obr. ¢.59: Harmalin hydrochlorid v DMSO/H ,O s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120-

100+

- bez alkaloidu
s alkaloidem

-5 -4 -3 -2 -1
log ¢ (M)

Obr. ¢. 60:  Souhrn inhibiéni aktivity harmalinu s BUCHE

aktivita enzymu (%)

120-
100+ - harmalin v DMSO/H,0
80 hN -# harmalin hydrochlorid v H,0
601 \ harmalin hydrochlorid v
DMSO/H,0O
40
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O 1 1 1 \"l' 1
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Obr. €. 61;

Harmalol hydrochlorid v H,O s BUCHE

120-
100+

aktivita enzymu (%)

- bez alkaloidu
-# s alkaloidem

Obr. ¢. 62;

Harmalol hydrochlorid v DMSO/H,0 s BUCHE

aktivita enzymu (%)

204

-B pez alkaloidu
s alkaloidem

-5 -4 -3 -2
log ¢ (M)
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Obr. ¢. 63:  Souhrn inhibi¢ni aktivity harmalolu s BUCHE

aktivita enzymu (%)
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1004
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40-
20-

-& harmalol hydrochlorid v H,O

harmalol hydrochlorid v
DMSO/H,0

log ¢ (M)
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Obr. é. 64: Norharman v DMSO/H,O s BUCHE

120- .
- bez alkaloidu

100+ -& s alkaloidem

aktivita enzymu (%)

O ! ! ! !

log ¢ (M)

Obr. ¢. 65: Norharman hydrochlorid v H,O s BUCHE
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Obr. ¢. 66:  Norharman hydrochlorid v DMSO/H,0 s BUCHE

120- .
- bez alkaloidu
1004 [ m— s alkaloidem

aktivita enzymu (%)

-6 -5 -4 -3 -2 -1
log ¢ (M)

Obr. ¢. 67:  Souhrn inhibiéni aktivity norharmanu s BUCHE

120
& 1007 - norharman v DMSO/H,0O
é 80+ - norharman hydrochlorid v H,0
% 60 norharman hydrochlorid v
@ DMSO/H,0
s %
£ 20
0 ]
-7 -1
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Obr. ¢.68: Souhrn inhibiéni  aktivity alkaloida v DMSO/H,0
s BUCHE

1201
S 1001 - eserin DMSO/H,0
£ 80- -~ harmalin DMSO/H,0
>
OCN) 60- s harman DMSO/H,0
S 40- harmin DMSO/H,0
2
% 204 -& norharman DMSO/H,0
C 1 1 1 1
-6 -5 -4 3 -2 -1
log ¢ (M)
Obr. €. 69.:  Souhrn inhibi¢ni aktivity soli alkaloidd v H,O s BUCHE
120+
< 1004 = eserin salicylat v H,O
g 80 -& harmalin hydrochlorid v H,0
>
g 60- -# harman hydrochlorid v H,0O
,5;3 40- harmin hydrochlorid v H,0
% 204 -= norharman hydrochlorid v H,O
0 harmalol hydrochlorid v H,O
-7 -1
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Obr. ¢. 70:

Souhrn inhibiéni aktivity soli alkaloidd v DMSO/H,O

s BUCHE
120- -& eserin salicylat DMSO/H,0
X 1007 -= harmalin hydrochlorid
5 g0 ~ DMSO/H20
5 -= harman hydrochlorid
S 607 DMSO/H,0
B 40 harmin hydrochlorid
> DMSO/H,0
< 20 norharman hydrochlorid
0 DMSO/H,0
i ' : T ’ harmalol hydrochlorid
6 5 4 3 -2 -1 bMSoH,0
log c (M)
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Hodnoty IGobyly spa@itany programem GrafPad.

ICs0 = koncentrace alkaloidu, ktera inhibuje enzym %50

aktivita'= aktivita alkaloidu vztaZena na aktivitu refetehlatky eserinu

aktivita ’= aktivita alkaloidu v souvislosti s obsahem DMSO

Tab. ¢. 43:  Hodnoty ICso alkaloida s ACHE
alkaloid IC 5o | aktivita *(%) | aktivita *(%)

harman DMSO/H,0 1,06E-03 5,79 24,15
harman hydrochlorid H,O 2,56E-04 9,84 100,00
harman hydrochlorid DMSO/H,0O | 1,02E-03 25,10
harmin DMSO/H ,0 4,60E-04 13,34 21,96
harmin hydrochlorid H ;O 1,01E-04 24,95 100,00
harmin hydrochlorid DMSO/H ,0 4,14E-04 24,40
harmalin DMSO/H ;0O 8,03E-04 7,65 37,98
harmalin hydrochlorid H ,O 3,05E-04 8,26 100,00
harmalin hydrochlorid DMSO/H ;O | 9,15E-04 33,33
harmalol hydrochlorid H ;O 6,49E-04 6,50 100,00
harmalol hydrochlorid DMSO/H ,O | 9,84E-04 65,96
norharman DMSO/H O 3,32E-03 1,85 28,13
norharman hydrochlorid H ,O 9,34E-04 2,70 100,00
norharman hydrochlorid DMSO/H ;0 | 9,15E-03 10,21
eserin DMSO/H,0O 6,14E-05 100,00 41,04
eserin salicylat HO 2,52E-05 100,00 100,00
eserin salicylat DMSO/H0 8,50E-05 29,65
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Tab. ¢. 44:

Hodnoty I1Csp alkaloidi s BUCHE

alkaloid ICso | aktivita ! (%) | aktivita *(%)
harman DMSO/H,0 5,28E-04 82,00 46,02
harman hydrochlorid H ;O 2,43E-04 17,24 100,00
harman hydrochlorid DMSO/H,O | 4,27E-04 56,91
harmin DMSO/H ;0 2,78E-04 156,12 90,29
harmin hydrochlorid H ,O 2,51E-04 16,69 100,00
harmin hydrochlorid DMSO/H ,0O 3,58E-04 70,11
harmalin DMSO/H ;0 1,23E-03 35,29 107,31
harmalin hydrochlorid H ,O 1,32E-03 3,17 100,00
harmalin hydrochlorid DMSO/H ;0O | 9,44E-04 139,83
harmalol hydrochlorid H ,O 6,65E-05 63,00 100,00
harmalol hydrochlorid DMSO/H ;O | 6,44E-04 10,33
norharman DMSO/H O 8,18E-04 53,06 25,55
norharman hydrochlorid H ;O 2,09E-04 20,05 100,00
norharman hydrochlorid DMSO/H ;0 | 8,15E-04 26,64
eserin DMSO/H,0O 4,34E-04 100,00 9,65
eserin salicylat HO 4,19E-05 100,00 100,00
eserin salicylat DMSO/H0 5,14E-04 8,15
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6. DISKUZE

Vzorky Fontinalis antipyretica byly nasbirany na vybranych lokalitach
uvedenych v tabulcé. 2. Z vytipovanych lokalit byl mech nalezen rece Labi
v Debrném a Metuji v Rychnovku (lokalita byla zveodée2 km vySe proti proudigky
vzhledem k vy3&imu vyskytu rostliny}’ Na Tiché Orlici v Kugicich mech nalezen
nebyl. Na zaklagl ustnich sdeni a vlastnich gizkumi byla nalezeny dv dalSi
lokality — Dédina v Ledcich a Rokytenka v Kunvald

Procentualni hodnoty celkového popela vidokly v jednotlivych lokalitach
raizné (tab.¢c. 3). VSechny vzorky #i vétSi hodnoty nez je u drogsiné. Vzorek
z Rokytenky dosahl dokonce vysledku 70,13%iv@em tak vysokého obsahu
anorganickych latek v drozetde byt fakt, Ze byla sbirana cela mechova rostlina
véetrg prichytnych vlaken, na kterychagtalo i ges dikladné @isténi nepatrné
mnozstvi zeminy. DalSim vysttenim vysokého procenta celkového popel&Zen
byt pritomnost vysokého podilu anorganickych latek v miedRo reakci popela
s kyselinou chlorovodikovou se obsah popela snizvSech vzorik zhruba na
polovinu.

Obsah vihkostterstvé rostliny (rostlina byla vysuSena fittndm papirem) se
po vysuSeni v susafmii 50°C snizil na 31% (@atano vzorcem na ztratu susenim).

Déle byla provedena HPLC analyza jednotlivych vaoMSechny rostlinné
vzorky byly extrahovany podle vySe zmieho postupu (kapitola 4. 3. 1.) a
zanalyzovany na HPLC. Detekce byla provedena pordddd a fluoresce#éniho
detektoru. Harman a harmalin byly detekovany ponid&D detektoru, harmalol a
harmin s pouzitim fluorescéniho detektoru. Pro jednotlivé alkaloidy byly zisy
nasledujici RT hodnoty (ret&mi ¢asy) (obrg. 7 a 8): harman 5 min 0 s, harmalol 7
min 12 s, harmin 7 min 54 s, harmalin 22 min 54Standard norharmanu byl

zakoupen az poz{ a nebyl tedy do analyzy zahrnut.
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Bylo zjisténo, Ze acetonové extrakty obsahovaly pouze stoponéZzstvi
alkaloidi pod deteknim limitem fluorescetniho detektoru. Z tohotoustodu jsou
v tabulce uvedeny pouze vysledky obsahu alkéloidmethanolovych extraktech
(tab. ¢. 4). Z provedenych analyz vyplyva, #ontinalis antipyreticaobsahuje
harmalol a harmin, fifiemz mnoZzstvi harminu je vysSi. Z chromatogramuajeno,
Ze jsou v extraktuitomny pravdpodobr jeS€ dalSi latky dusikaté povahy. Jak je
uvedeno \lanku Salma R. F. a kof¥, Fontinalis squamosarostlina fibuzna
F. antipyretica obsahuje derivaty harmolu. Mohlo by se tedy jédmaw o tyto
latky. Standard harmolu vSak bohuZzel nebyhse experimentkomegné dostupny,
proto nemohla byt tato doramka potvrzena.

Mnozstvi alkaloid v mechu (pepaiteno na obsah harmalolu a harminu) jsou
uvedena v tabulce. 4. Jednotlivd mnoZstvi byla vyptena z kalibrénich Kivek
harmalolu a harminu. Vzorky z Metuje a Rokytenkysalovaly téré shodné a
zarover nejvyssi mnozstvi sési alkaloidi (0,0073% vzorek z Metuje a 0,0071%
z Labe (0,0008% alkaloid. Harmalol byl detekovan pouze ve vzorku z Metaje
Rokytenky, harmin byl obsaZzen ve vSech vzorcichvy$8i obsah harmalolu byl
zjistén ve vzorku z Metuje (0,0014%) a nejvice harminiplgbjeveno ve vzorku
z Rokytenky (0,0065%). V porovnani s jinymi rosdlimi, které harmaloveé alkaloidy
obsahuji, je obsah alkaldidve F. antipyretica nizky. Kugikladu Banisteriopsis
caapi (Malphigiaceae)bsahuje 2,2 % harmalovych alkalbig kife a 1,1% ve
diews Y Passiflora incarnata(Passifloraceae)obsahuje &chto alkaloidi 0,01 -
0,09%.?

Pro orienté&ni zjiS€ni inhibicni aktivity testovanych alkaloida extrakt byla
pouzita TLC metoda ,Fast Blue B salt®. Tento teshinovSem stoprocentni e se
stat, Ze latka aktivitu neprokaze gegto ji ma. Pokud ma testovana latka intnbi
aktivitu, projevi se to na TLC desce jako bild slkevma purpuray zbarveném
pozadi.

Nejprve byla zji&na citlivost referetniho inhibitoru, kterym byl eserin

(fysostigmin). Z vysledk inhibi¢ni aktivity bylo patrno, Zze na TLC Ize rozeznat
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inhibi¢ni aktivitu na ACHE i BUCHE jestpri 0,01 ug eserinu na desce (obr.71 a
72). Poté byl proveden test inhihi aktivity jednotlivych alkaloid. Alkaloidy
harman, norharman, harmin a harmalol vykazovalypalainhib&ni aktivitu na
BUCHE, harmalin v pouZzité koncentraci inhibi aktivitu neprokazal. Harman a
harmin vytvdily nejprve bilé skvrny, jak je obvyklé, po velmidtkémcase se vSak
skvrny zbarvily do fialova. Detekce aktivity alkedé na ACHE byla pogkud

v mistech, kde se nachazely na TLC alkaloidy, Ipdyrny bilé skvrny. Nelze vSak
S uritostiftici, Ze to bylo opravdu zidodu inhibice enzymu.

Po detekci Dragendorffovyrtinidlem bylo potvrzeno, Ze inhibici ACHE i
BUCHE zpisobily skutén¢ alkaloidy. Alkaloidy se po nésku detekniho ¢inidla
zbarvily oranzoy.

Dale byl proveden ,Fast Blue B salt* test s celkovjnethanolovym a
acetonovym extraktem v mnozstvi 15 pg a 150 pg esced Po vyvinuti obou
extrakti na TLC desce bylo patrno, Ze slozky methanolos&hoetonového extraktu
jsou na prvni pohled velice podobnéficpmz v acetonovém extraktu jsou
zastoupeny ve vysSi koncentraci (obr.73). Z vysledi testu vyplynulo, Ze oba
extrakty v mnozstvi 15 pg na desce intbiaktivitu na ACHE ani BUCHE nemaiji.
S pouzitim vySSi koncentrace, 1p@, k inhibici ACHE roviz nedoslo (obr¢. 75).
Inhibici BUCHE vSak jiz #které slozky extrakt zpisobily (obr.¢. 76). Zarové
bylo zjiS€no, Ze inhibici BUCHE nezdginily alkaloidy, protoZe latky s inhibni
aktivitou nereagovaly s Dragendorffovyntinidlem. Alkaloidy v extraktech
s pouzitim vyvijeci soustavy CHELIMeOH 9:1 Astaly na desce na startovni linii
(slabé oranzové zbarveni) (obr.74). Inhibici zgsobily latky s retetnim faktorem
Rf = 0,23 a 0,65. V acetonovém extraktu byly nezddatky zastoupeny ve vysSi
koncentraci.

Podobny test byl proveden tymem Martsona A. a R8l.Pro testovani
aktivity tento tym pouzil methanolové extrakty st z ¢eledi Amaryllidaceae Do
této celedi pati rostliny znamé obsahem alkaldids inhibenimi €inky na

cholinesterasy. Na desku byly naneseny jednotlixkakty v mnozstvi 15 ug,
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pouzita koncentrace enzymu byla 6,67 U/ml. E&mwSechny extrakty prokézaly
inhibi¢ni efekt na ACHE (test na BUCHE nebyl gasti prace). Lze tedkici, Ze
slozky extrakt z F. antipyreticav mnozstvi 15 pug ani 150 pug nemaji v porovnani
s latkami obsaZenymi v rostlinactteledi Amaryllidaceaeprakticky zadny inhikiini
potencial na ACHE.

Nasled byla testovana aktivita extrakia alkaloidi pomoci upraveného
Ellmanova testu s pouzitim spektrofotometru. Realwlel bez pidani inhibitoru
se projevi Zlutym zbarvenim roztoku. Pomoci spd@tometru se mé&i zména
absorbance roztoku, kterd odpovida rychlosti hydsolsubstratu katalyzované
enzymem. Pokud se do roztoktida inhibitor enzymu, hydrolyza probiha v mensi
mife a vysledna hodnota 2y absorbance je nizsi. Testy byly provedeny senvse
alkaloidy i extrakty navzdory tomu, Ze ne vSechmgkazaly inhibéni aktivitu na
TLC desce v testu ,Fast Blue B salt®.

Jako referetni latka pro stanoveni inhibii aktivity extraké i alkaloidi byl
pouzit eserin.

Nejprve byla testovdna inhilni aktivita methanolového a acetonového
extraktu na ACHE a BUCHE. Methanolovy i acetonowjuln vykézaly inhibéni
aktivitu na oba enzymy. Vifpact methanolového extraktu v koncentraci 20 mg/ml
doSlo k poklesu aktivity ACHE na 43,14% oproti kaé (100%) (tab¢. 5, obr.c.
13) a u acetonového extraktu na 35,80% (tale, obr.¢. 14). Resné hodnoty 16
program GrafPad nebyl schopenciyr praviEpodobr z divodu nedostatmého
mnoZzstvi hodnot aktivit enzyimnizSich nez 50%. Z#iit vysSi koncentrace extrakt
nebylo mozné vzhledem ke tmavému zbarveni roztBlaferertni latka, eserin ve
smési DMSO/H0, jejiz inhibEni aktivita byla ndtena za stejnych podminek,
doséahla hodnoty 1§ 0,017 mg/ml. Lze tedyici, Ze inhibéni aktivity obou extrakit
na ACHE jsou v porovnani se standardem zhruba ¥800KSi.

Inhibi¢ni aktivita extraki na BUCHE jiZ byla rozdilna. Methanolovy extrakt
v koncentraci 20 mg/ml sniZil aktivitu enzymu opriontrole (100%) na 65,63%
(tab. ¢. 7, obr.¢. 16) (gesnou hodnotu l§g program opt nebyl schopen diit),

acetonovy na 0,44% (talg. 8, obr.¢. 17), IGoy acetonového extraktu dosahla
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hodnoty 9,716 mg/ml. Hodnota d§eserinu ve sisi DMSO/HO na BUCHE byla
zjisténa 0,093 mg/ml. Vilpadt metanolového extraktu je to tedy zhruba 200krat
nizSi inhibeni aktivita, u acetonového extraktu 100krat nin&ibicni aktivita.

Z vysledki vyplyva, Ze lepsi inhibini aktivitu na ACHE i BUCHE ma
acetonovy extrakt,ijtemz nejvySSi aktivitu vykazuje acetonovy extrakiBtsCHE.
Vysledky tedy potvrdily vysledky inhibni aktivity extrakéi TLC desce.

Tym pod vedeninOrhanal. testoval pomoci upraveného Ellmanova testu
inhibi¢ni aktivitu methanolicko-chloroformovych extraktl:1) tureckych l&vych
rostlin na ACHE i BUCHE. JiZ v koncentraci 1 mg/ykazovaly vSechny pouzité
extrakty inhibéni aktivitu na ACHE i BUCHE, &Sina z nich inhibovala vice nez
50% aktivity obou enzyfh Jako referetni latka byl pouzit galanthamin, ktery
inhiboval v koncentraci 1 mg/ml 48,80% aktivity AEHa 80,31% aktivity BUCHE.
Lze tedy fici, Ze inhibéni aktivity methanolovych extrakt byly srovnatelné
s inhibiéni aktivitou galanthaminu. V porovnani s eserinegn galanthamin osmkrat
nizSi inhibeni aktivitu na ACHE a desetkrat nizsi aktivitu n&®HE. Inhibini
aktivita methanolového a acetonového extrakifu antipyretica je tedy v porovnani
s uvedenymi Gdaji posnng nizka. '3 ¥

Pri testovani inhikini aktivity alkaloidi na ACHE a BUCHE pomoci
Ellmanova testu byla testovana aktivita bazi alkllorozpusénych ve smnisi
DMSO/H,0, soli alkaloid rozpust¢nych v HO a soli alkaloid rozpus¢nych ve
smési DMSO/H,0 (tab.¢. 9 - 44, obr¢. 19 — 70). DMSO je jedno z organickych
rozpoustdel, které se pouzivafipEllmanow testu. Bylo ovSem zji§ho, Ze
ovliviiuje nejen aktivitu enzymu, ale také samotné alkigioi*> Souwsasti této prace
bylo urit, jak DMSO ovliiiuje inhibiéni aktivitu v gipadt B-karbolinovych
alkaloidi.

Vysledné hodnoty inhibni aktivity jednotlivychp-karbolinovych alkaloid
pak byly vztdhnuty k eserinu, jehoz aktivita bytarma jako stoprocentni.

Nejprve byly provedeny testy na ACHE, a to se molealkaloidi
rozpusénymi v H,O. Nangienad hodnota 1§ eserinu na ACHE za uvedenych

podminek byla 2,52E-05 M. NejvysSi aktivitu vykaabvharmin hydrochlorid,
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ICs0 = 1,01E-04 M, coz je 24,95% aktivity eserinu sdhtu. Ostatni soli alkaloid
vykazovaly aktivitu nizsi nez 10% aktivity refeten latky.

Pri me&teni inhibEni aktivity eserinu v DMSO/FD na ACHE byla nagfena
ICs0 6,14E-05 M. Inhibini aktivita se tak sniZila na 41,04%vpdni aktivity soli
v H,O. NejvySSi aktivitu vykazoval @pharmin, IGo = 4,60E-04 M, coz je 13,34 %
aktivity eserinu. Ostatni baze alkaldidneli opét aktivitu nizSi nez 10% aktivity
eserinu. Jejich inhibni aktivita byla procentuetjesg nizsi v porovnani s aktivitou
soli v H0.

ICs0 eserinu salicylatu v DMSOA® byla 8,50E-05 M, coz je 29,65%
aktivity eserinu salicylatu v #D. NejvysSi aktivitu vykazoval @b harmin,
ICs0 = 4,14E-04 M, coZ je 20,53% aktivity refecen latky. Inhibeni aktivita
ostatnich alkaloidl byla ot nizSi nez 10% aktivity eserinu salicylatu v DM$Q0D.

Inhibi¢ni aktivita eserinu jako referémi latky byla ve vSechréch fipadech
nejvyssi. Ze zkouSenych alkaléislykazal nejvyssi inhiksni aktivitu harmin. Pro to,
aby se tato latka dala vyuzit pro terapii AD, jak/$eho inhibéni aktivita pongrné
slab&. Ostatni alkaloidy vykazaly aktivitu pod 1@%orovnani s referéni latkou,
coz v porovnani s inhibini aktivitou jinych alkaloid rovréZz nejsou vyznamné
hodnoty. Kupikladu waltherin, alkaloid izolovany z brazilskéstimy Walteria
brachypellata (Sterculiaceae) koncentraci 100 pg/ml dosahuje 72,20% aktivity
eserinu*® a 1G, huperzinu A je dokoncgikrat nizsi nez eserint”

Resenim nizké aktivity3-karbolinovych alkaloitl by mohla byt obrna
jejich zakladnich struktur a syntéz&innéjSich derival. Vyzkumy s touto tématikou
uz v sodasné dob probihaji.

Métenim inhibénich aktivit B-karbolinovych alkaloid na ACHE se zabyval
také tym pod vedenim Skupa M.. Pro harman bylanc&otraci 1E-04 zjigha
inhibi¢ni aktivita 66,6%, pro norharman ve stejné kon@mts9,1%. Tyto vysledky
se od vysledk uvedenych v této dizestai praci pondrné liSi (inhibicni aktivita
harmanu byla zjisha 30,87%, norharmanu 9,33%)uMddem je pravépodobr

fakt, Ze byla pouzita acethylcholinesterasa izahdva bovinnich erytrocyt(v této
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dizertani praci byla pouzita ACHE zElectrophorus electricysa také podminky
reakce byly odligné®

Vysledky inhib&nich aktivit alkaloid v testu ,Fast Blue B salt“ nebyly
prikazré pozitivni. Jak se ukazalo v Ellmanotestu, inhibini aktivita alkaloid
byla pravépodobr natolik nizka, Ze se v v testu ,Fast Blue B sa#projevila.

Vysledky inhibice alkaloid s BUCHE byly fiznorodjSi. 1Cso eserinu
salicylatu v HO na BUCHE byla nagtena 4,19E-05 M. Latkou s nejvySSi infiti
aktivitou byl harmalol hydrochlorid s kg 6,65E-05 M, coz je 63% aktivity eserinu
salicylatu. DalSi alkaloidy vykazovaly aktivitu lesh 20% aktivity eserinu salicylatu,
jen harmalin hydrochlorid #h aktivitu pouze 3,17%.

ICs0 eserinu v DMSO/BLD byla 4,34E-04 M, coz je 9,65% aktivity oproti
eserinu salicylatu v #D. 1C5o harminu byla dokonce 2,28E-04 M, cozZ je 156,12%
aktivity eserinu za stejnych podminek. Také dalkalaidy vykazovaly porérné
aktivity eserinu.

ICs0 aktivity eserinu salicylatu v DMSOA@ byla 5,14E-04 M, coZ je 8,15%
aktivity eserinu salicylatu v ¥#0. Nejvyssi aktivitu vykazoval harmin hydrochlorid,
ICso = 3,58E-04 M, coz je 143,58% aktivity eserinu cdhtu. Také harman
hydrochlorid vykazoval vysSi aktivitu nez eserinicsdat, 4,27E-04 M, cozZ je
120,38% aktivity eserinu salicylatu. NejnizSi aktiv mél opét harmalin
hydrochlorid, 1Go = 9,44E-04 M, cozZ je 54,45% aktivity eserin sdbty.

Jako nejlepsi inhibitor na BUCHE se ukazal ve vodrpgrostedi harmalol,
ve snési DMSO/HO harmin. Jak jiz bylo zmémo, inhibice BUCHE se pro d¢éu
AD, s vyjimkou pozdnich stdy povaZzuje spiSe za nezadouci. Nejnizsi ighibi
aktivitu ve vodném progtdi vykazal harmalin, je zhruba stokrat slabSikibr
BUCHE nez eserin. Pro porovnani, inkditi aktivita huperzinu A je oproti eserinu
Sedesatkrat niz&f Harmalin je tedy latka s nizkou inhibi aktivitou na BUCHE,
zérover je vSak bohuZel velmi slabym inhibitorem ACHE @2 v porovnani

s eserinem salicylatem) a pré&Znou terapii AD je tedy tato latka neddstgci.
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Zjisténé vysledky inhikini aktivity alkaloidi na BUCHE v Ellmano¥ testu
koresponduji s vysledky oriertz@ich inhibenich aktivit na TLC desce s pouzitim
testu ,Fast Blue B salt”. Inhibini aktivita harmalinu se ukazala velice slaba, grot
tedy na TLC desce tento alkaloid inhibici neprokaza

Je patrno, zeifdavek DMSO podstatnznmenil vysledek inhibéni aktivity.
DMSO pisobi jako inhibitor ACHE a BUCHE, ipdpokladem je tedy zvySeni
inhibi¢ni aktivity latek rozpughych v tomto rozpoustlle. V ¢lanku Giovanniho S. a
kol. byl zkouman efekt DMSO na Michaelisovu konstarkK,,, na maximalni
rychlost reakce Max a na inhihini aktivitu latek. Bylo zji&tno, ze pidavek DMSO
zvySil hodnoty K, a Vmnax DMSO pisobil jako inhibitor. DMSO také ovlivnil
aktivitu pridanych inhibitoé. JeS¢ pri koncentraci 1,6% DMSO ve sisi aktivitu
alkaloidi mnoho neovlisioval, nicmég presto doslo k mirnému poklesusiC'*®

Pri pokusech s ACHE v této praci byl vSak pozorovéekiepimo op&ny,
piidavek DMSO hodnoty I§ zvySoval. Pouzita koncentrace DMSO v této praci
byla 65,79%. Nejstabipsi byl wici vlivu DMSO harmalol hydrochlorid
v DMSO/H,0, jeho aktivita poklesla v porovnani s harmalolérydrochloridem
rozpusénym pouze ve vatna 65,96%, naopak nejnm€astabilni byl harmin, jehoz
aktivita poklesla na 21,96%.

Pri pokusech s BUCHE se projevil efekt popsan§anku, u harmalinu doslo
ke zvySeni inhikini aktivity (harmalin 107,31%, harmalin hydrochtbri
v DMSO/H,0 139,83%). Harmalin se tedy zda bytiwlivu DMSO nejodolrjsi. U
ostatnich alkaloil se vSak aktivita ag snizila, nejvySSi pokles aktivity byl
zaznamenan u eserinu (eserin salicylat v DMSO/H,15%), ze zkoumanych
alkaloidi byl nejmér stabilni harmalol hydrochlorid, jehoZ aktivita peda ve
smesi DMSO/H,0 nal0,33%.

Rozdily v aktivie bazi a soli ve sési DMSO/HO byly nepatrné. Pouze u
norharmanu a norharmanu hydrochloridu s ACHE byldilonapadyjsi, hodnota

ICs0 norharmanuinila 3,32E-03 M a I1g, horharmanu hydrochloridu 9,15E-03 M.
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Duvodem zvySeni 16, s ¢imZ souvisi sniZzeni inhibni aktivity, je
pravdEpodobré fakt, Ze DMSOcasté&ne rozlozil slozky reakce. V Uvahuripada
inhibitor a substrat.

Jak se tedy ukdzalo, DMSO neni vzhledem kgamvelkému ovliwiovani
inhibi¢ni aktivity B-karbolinovych alkaloid nejvhodijsi rozpoustdlo. Bylo by tedy
vyhodné nalézt vhodysi rozpoudtdlo, které by inhikini aktivitu €chto latek
ovliviiovalo co nejméh a zarové je dolie rozpousiio. V Uvahu pipadaji
kuptikladu alkoholova rozpouidla (methanol a ethanol), pdpac jejich snési

s vodowi jinymi rozpousidly.
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7. ZAVER

- vodni mechFontinalis antipyretica(Fontinalaceae)yl nalezen v lokalitach
Dédina (Ledce), Labe (Debrné), Metuje (Rychnovek)o&yRenka (Kunvald).

- nejvyssi celkovy obsah alkalgidpaiitano na obsah harminu a harmalolu,
byl zjisttn ve vzorku z Metuje (0,0073%), nejvice harmalollobobjeveno ve
vzorku z Metuje (0,0014%), nejvice harminu obsahovaorek 2z Rokytenky
(0,0065%).

- byla vypracovdna HPLC metoda pro analykarbolinovych alkaloid.
Eluce byla izokraticka, analyza probihala 33 mimagbilni faze byla sloZzena ze
70% z methanolu a z 30 % z fosfatového pufru pBl Piitok mobilni faze
v pribéhu analyzy vzistal ze 1,1 ml/min ¥ase 0 do 1,5125 ml/mindase 33 min.

- v testu ,Fast Blue B salt* alkaloidy inhimi aktivitu na ACHE pikazre
neukazaly, na BUCHE vSechny alkaloidy kioharmalinu inhibini aktivitu nely.

- methanolovy ani acetonovy extrakt v testu ,FatieBB salt" aktivitu na
ACHE neukézaly, na BUCHE oba extrakty aktivitiélyp acetonovy extrakt byl
acinngjsi. Inhibici enzyn vSak nezpsobily alkaloidy, ale latky s Rf = 0,23 a 0,65.
- u extraké byla vysSi inhikini aktivita na ACHE i BUCHE s pouzitim
Ellmanovy metody zji$nha u acetonového extraktujq@mz nejvyssi aktivitu ukazal
acetonovy extrakt na BUCHE.

- z alkaloidi vykazoval v Ellmano¥ testu nejvyssi inhibni aktivitu na ACHE
v porovnani s eserinem w8 harmin hydrochlorid, ve stasi DMSO/HO harmin ve
formé baze i soli harmin. NejvyssSi inhdmi aktivitu na BUCHE vykazoval v 40
harmalol hydrochlorid, v DMSO/® harmin ve forrd baze i soli.

- vuci vliivu DMSO byl s ACHE nejodolgsi harmalol hydrochlorid,
naopak nejméhstabilni byl harmin. S BUCHE byl nejstaki]gi harmalin, nejméh
stabilni byl harmalol hydrochlorid. Rozdily v akité bazi a soli alkaloid ve sngsi
DMSO/H,O byly nepatrné. Pouze u norharmanu a norharmardroblyloridu

s ACHE byl rozdil napadsi.
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8. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

Zkratky jsou vys¥tleny vcestirt. Pouze u vyray, které nemajicesky

pieklad, nebo seesky geklad nepouziva, jsou u zkratek uvedeny nazvy ekgli

5-HT;14 serotoninové receptory
acetyl-CoA acetylkoenzym A
AD Alzheimerova choroba
ACH acetylcholin
ACHE acetylcholinesterasa
ACHEI inhibitory acetylcholinesterasy
a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic
AMPA
acid receptor
ATCHI acetylthiocholin jodid
ATP adenosintrifosfat
BSA bovinni sérovy albumin
BUCHE butyrylcholinesterasa
BUTCHI butyrylthiocholin jodid
CNS centralni nervova soustava
COX-2 cyklooxygenasa typu 2
CYP 1l al7 cytochrom 11 al7
DAD diode array detektor
D,, D, dopaminové receptory
methyl-6,6-dimethoxy-4-ethyp-karbolin-3-
DMCM
karboxylat
DMSO dimethylsulfoxid
DMT N,N-dimethyltryptamin

150



DNA deoxyribonukleova kyselina
DTNB 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoova kyselina)
E, [E] enzym, koncentrace enzymu
Ea aktiv&ni energie
EEG elektroencefalogram
komplex enzym-inhibitor, koncentrace komplexu
=l [E1 enzyme-inhibitor
EP komplex enzym-produkt
komplex enzym-substrat, koncentrace komplexu
ES, [ES]
enzym-substratu
komplex enzym-substrat-inhibitor, koncentrace
ESI, [ESI]
komplexu enzym-substrat- inhibitor
FAD flavin-adenosin-dinukleotid
FP fluorescetni detektor
GABA kyselina gamaaminomaselna
GIT gastrointestinélni trakt
HEM hematoencefalickd membrana
HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie
CHE cholinesterasy
L, [1] inhibitor, koncentrace inhibitoru
l1, 12 imidazolinové receptory
koncentrace latky, ktera @gobi inhibici enzymu
Ceo z 50%
IDO indolamin -2,3-dioxygenasa
IxB kinasa inhibitoB kinasa
KA kainatovy receptor
kat katal
Ki inhibi¢ni konstanta
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Km Michaelisova konstanta
I délka kyvety
LSD diethylamid kyseliny lysergové
LTM long-term-memory
MAO AaB monoaminooxidasa A a B
Mg-ATP harecnata sl adenosintrifosfatu
MK mastna kyselina
MPP+ N-methyl-4-fenylpyridinium
MPTP (N-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin)
MmRNA mediatorova ribonukleova kyselina
NF-xB nuklear factor kapa B
NMDA N-methyl-D-aspartate receptor
NO oxid dusnaty
P produkt
P450 cytochrom
PD Parkinsonova choroba
PDE fosfodiesterasa
PPARy peroxisome proliferator-activated receptor gama
PUFA omega-3-nenasyceneé kyseliny
rcp receptor
RT reteni ¢as
S,[S] substrat, koncentrace substratu
SCE sister chromatid exchange
linie lidskych neuroblastoinodvozend z
SH-SY5Y
rakovinovych metastaz v kostniehi
smodch srrodatna odchylka
SN substantia nigra
STM short-term-memory
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TA 98

kmen bugk zeSalmonella typhimurium

TaClo 1-trichloromethyl-1,2,3,4-tetrahydro-karloli
TLC tenkovrstva chromatografie

TNB™ 5-merkapto-2-nitrobenzoatovy aniont

U jednotka aktivity enzymu

V max maximalni rychlost

B-CCM methylf$-karbolin-3-karboxylat

A A/min zmeéna absorbance za minutu

molarni absorgni koeficient
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9. OBRAZOVA PRILOHA

Obr.¢. 71 a 72: Test ,Fast Blue B salt* eserinu s ACHE. 71) a BUCHE
(€. 72) (1 - 4 odpovida 1 - 0,001 pg eserinu na désce

Obr.¢. 73 a 74: TLC methanolového a acetonového extrakt(€. 73),

s Dragendorffovym ¢inidlem (¢. 74) (M = methanolovy extrakt, A = acetonovy

extrakt)
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Obr.¢. 75 a 76: Test ,Fast Blue B salt* methanolového acetonového
extraktu s ACHE (¢. 75) a BUCHE €. 76) (M = methanolovy extrakt, A =

acetonovy extrakt)
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12. SOUHRN

Tato dizertani prace se zabyva testovanim intibiaktivity methanoloveho
a acetonového extraktu z vodniho meétantinalis antipyretica (Fontinalaceae)
B-karbolinovych alkaloid na aktivitu enzyma acetylcholinesterasy (ACHE) a
butyrylcholinesterasy (BUCHE) s pouzitim ,Fast BBesalt testu na TLC desce a
Ellmanova testu provedeném na spektrofotometru.éThaklo zkoumano, jak
dimethylsulfoxid (DMSO), ktery byl pouzit ve s$i s vodou jako rozpouitlo,
ovliviiuje aktivitu enzymi a alkaloidi. DalSi sodasti prace bylo zjistit, ve kterych
lokalitach se vodni mech vyskytuje, jaké obsalfidi@rbolinové alkaloidy a v jakém
mnozZstvi se tyto alkaloidy v mechu nachazi. K tahddnoceni byla pouzita HPLC
analyza. Z vysledk vyplyva, Ze z extrakt ma vysSi inhikini aktivitu na ACHE i
BUCHE acetonovy extraktiigemz nejvyssi aktivitu vykazuje acetonovy extrakt na
BUCHE. Nejvyssi inhilini aktivitu na ACHE ma s pouzitim eserinu jako reféni
latky harmin ve forma baze i soli, a to jak v prasdi vodném, tak i ve sftasi DMSO
s vodou. NejvySSi inhibni aktivitu na BUCHE vykazuje ve vodném piesti
harmalol ve formy soli, ve smisi DMSO s vodou je nejakti¢jsi harmin ve form
baze i soli. Ukazalo se, Ze DMSO Zn&aovliviiuje nejen aktivitu enzyi) ale také

alkaloida.

Klicova slova: Fontinalis antipyretica p-karbolinové alkaloidy, ACHE,

BUCHE, inhibitory ACHE a BUCHE, DMSO, Ellméan test, test ,Fast Blue B salt*
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SUMMARY

This thesis deals with testing of inhibition adiyvof methanolic and acetonic
extracts from water modgsSontinalis antipyretica (Fontinalaceaegnd p-carboline
alkaloids on activity of enzymes acetylcholinestera (ACHE) and
butyrylcholinesterase (BUCHE) using test ,Fast BBesalt* at TLC desk and
Ellman’s test using spectrophotometer. It was alswestigated how
dimethylsulfoxide used as a solvent in combinatiath water affects activity of
enzymes and alkaloids. Another part of this worfo@ised on discovering in which
locality water moss occures and what kind and dtyaof -carboline alkaloids
contains. For this evaluation was applicated HPh@élysis. Results show that better
inhibition activity of extracts on ACHE and BUCHEa$ acetonic extract whereas
the hightest activity show acetonic extract on BUECHIarmine in form of base and
salt in water and in mixture of DMSO and water Has hightest inhibition activity
on ACHE using eserine as reference substance. Harimdéorm of salt in water and
harmine in form of base and salt in mixture of DM&@d water has the hightest
activity on BUCHE. It was find out that DMSO conerdbly affects activity of

enzymes and alkaloids.
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