OPONENTSKY POSUDEK

disertacni prace Mgr. Zuzany Krskové
,,Inhibi¢ni aktivita extraktd z Fontinalis antipyretica a B-karbolinovych alkaloidt na
acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu.

Disertacni prace byla vypracovana na Katedie farmakognosie Farmaceutické fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Kralové pod vedenim doc. RNDr. Jaroslava Duska, CSc.

Vseobecny zdjem o produkty zivé ptirody, které se vyznacuji zajimavou biologickou
aktivitou, a mohly by slouzit jako cenna l1éCiva, neutucha. Mezi né€ rozhodné patii latky, které
inhibuji acetylcholinesterasu a butyrylcholinesterasu, tedy enzymy, které¢ hraji dulezitou roli
pii defektech acetylcholinovych neurotransmisi souvisejici s nedostatkem acetylcholinu
vV CNS a rovnéz porucha glutamatovych neurotransmisi. Tyto poruchy se manifestuji jako
Alzheimerova choroba (AD), ktera postihuje stile vice lidi. Mezi pouZivanymi 1é¢ivy jsou
inhibitory acetylcholinesterazy, které jsou hlavné symptomatické prostiedky. Vzhledem
k zavaznosti AD se vyzkum v této oblasti soustfedi na ptipravu ACHEI jak syntetickych, tak
na hledani novych molekul s pozadovanym ucinkem. Do této oblasti Ize pfiradit i
posuzovanou praci, zameéfenou na aktudlni problematiku a zajimavou vybérem
experimentalniho rostlinného materialu.

Cilem disertani prace byla analysa obsahovych latek ve Fontinalis antipyretica se
zamétenim na B-karbolinové alkaloidy, cemuz predchdzelo urceni lokalit s vyskytem vodniho
mechu — prameni¢ky obecné a jeji sbér. Dal§im cilem bylo vypracovani HPLC metody,
vhodné pro analysu B-karbolinovych alkaloidt. V ¢asti zaméfené na biologickou aktivitu bylo
cilem stanovit inhibi¢ni aktivitu extraktl z pramenicky obecné a vybranych B-karbolinovych
alkaloidi na ACHE a BUCHE metodou ,,Fast Blue B salt“ a Ellmanova testu. Dal$im cilem,
plynoucim z pouzitych chemikalii bylo zjistit, zda solubilizator dimethylsulfoxid ma vliv na
inhibi¢ni aktivitu studovanych B-karbolinovych alkaloidd. Tyto cile autorka experimentalni
praci dosahla.

K vyfeSeni shora uvedenych cil zvolila Mgr. KrSkova pfistupy, které umoznily ziskat
potiebné Udaje se Zadouci spolehlivosti. Z dil¢ich cild vyplyva ndro€nost teoreticka i
experimentalni. Oceniuji pouzité¢ techniky, které ve spojeni s detekénimi metodami vedly
k fadé poznatki. Ziskané vysledky maji svou hodnotu a poskytuji solidni zaklad k dal§im
studiim, zamé&fenym na obsahové latky Fontinalis antipyretica. Konstatuji proto, ze Mgr.
Krskova zvolila spravné metody a piistupy a prokazala schopnost jejich interpretace.

Mgr. KrSkova predklada praci o celkovém rozsahu 164 stran. Prace ma tradicni strukturu,
autorka cituje 116 literarnich pramenti. Teoreticka ¢ast (31 stran) mé reSers$ni charakter a
postupné se zamétuje na botanické aspekty Fontinalis antipyretica, obsahové latky a jejich
farmakologické vlastnosti. Nasleduji kapitoly o f—karbolinovych alkaloidech, jejich vyskytu a
biologické aktivité. Pozornost je vénovana Alzheimerové nemoci a myasthenia gravis.
Pomérné obsahla je ¢ast popisujici v§eobecné znalosti o enzymech. Celou ¢ast uzavira
informace o principech hodnoceni inhibi¢ni aktivity latek na ACHE a BUCHE.

Teoretické ¢ast je zpracovana piehledné, ¢imz autorka dokazala, ze se v problematice
zorientovala a umi zpracovat literarni udaje. Mohla vSak uplatnit vlastni kritické stanovisko
k rozpornym udajim v nékterych citovanych pracich.

Experimentalni ¢ast piindsi, jak je obvyklé, popisy chemikalii, pfistrojl, zpracovani
rostlinného materialu, pouzité pracovni postupy a zplisob statistického zpracovani vysledki.
Domnivam se, Ze obr. €. 7 az 10 mély byt zatfazeny v kapitole vysledky, protoze se tykaji
HPLC analyzy studovanych alkaloidii a methanolového extraktu Fontinalis antipyretica.



Dosazené vysledky jsou dokumentované piemirou tabulek a grafii bez jakychkoliv

znalosti o ucincich testovanych B-karbolinovych alkaloidi, jednak pfinaseji nové poznatky o
Fontinalis antipyretica. Pfitomnost B-karbolinti v pokusném materialu ztstava podle mého
soudu nejasna.

Nepochybuji, ze sepsani disertace byla vénovana péce, nepokladam ji vSak za adekvéatni
vyznamu piedlozené prace. V praci se vyskytuji nepiesnosti (str. 7, 9, 10, 12, 14, 18, 19, 20,
21, 25, 29, 34, 40, 42, 52, 54, 56, 144, 145) a pravopisné chyby na str. 7, 9, 54, jejichZ
odstranéni u praci, které budou archivovany, pokladam za bezpodmine¢né. Literatura
neni citovana podle doporucenych zptsobt.

K praci mam nasledujici pfipominky a otazky:

str. 10 a nasledujici — chybné oznaceni uhlovodiku s 20 uhlikovymi atomy — spravné je
eikosan, nikoliv ikosan

str. 10 prosim bliZe objasnit vyuziti Fontinalis antipyretica jako biomarkeru latek
pouzivanych na 1écbu bakterialnich infekei

str. 15 ve vzorcich alkaloidii chybi na atomu dusiku pyrolového kruhu atom vodiku a ve
vzorcich harmalinu a harmalolu chybi dvojna vazba (jsou to derivaty dihydro-p-karbolinu)
str. 20 prosim objasnit blize alkaloidy spektalin a jeho 3-O-acetylderivat

str. 21 uvedeny pyrolidinovy derivat isoflavonu je rostlinny metabolit?

str. 36 prosim objasnit jednotku katal a vysvétlit udaj, Ze 1 kat = 6E07 U

str. 43 kdo proved| botanickou identifikaci vodniho mechu? Je ulozena herbarova polozka?
Jaké mnozstvi Fontinalis antipyretica bylo nasbirano a jaka byla hmotnost po vysuseni?
str. 45 proc se pripravovaly extrakty methanolem a acetonem? Pouzil se diive popsany
postup, nebo jde o postup pivodni?

str. 45 ,,HPLC metoda ...byla vytvotena na zaklad¢ experimentd provedenych tymem Louise a
kol.“ Jaky je Vas pfinos k metod¢?

str. 50 ptiprava roztokil podle citovanych praci. Jaké ve skute¢nosti koncentrace byla, neni
uvedeno. Prosim doplnit.

str. 57 prosim vysvétlit zptisob stanoveni faktoru pro vypodet specifické absorbance. Cim je
déan propastny rozdil mezi faktory pro ACHE a BUCHE?

str. 141 ptedposledni odstavec zna¢né znejist'uje. Pokud neni test s ,,Fast Blue B Salt*
stoprocentni, ¢emu lze vefit?

Zaveér:

Piiméfend prezentace vysledki formou publikaci v odborné literatufe nebo prednaskami,
rozhled autorky v problematice, pfistup k feSeni definovanych cilii s vyuzitim adekvéatnich
metodik, charakterizuji Mgr. Zuzanu Krskovou jako kvalitni védeckou pracovnici. Pfestoze
ptitomnost B-karbolint ve Fontinalis antipyretica nebyla jednozna¢né prokazana, predstavuje
prace piinos pro veédni disciplinu a zarovein je vychodiskem pro dalsi experimenty zamétené
na latky interagujici s ACHE a BUCHE. I pfes vySe uvedené pozndmky konstatuji, Ze prace
splnuje pozadavky kladené na disertacni praci. Proto navrhuji po respektovani doporucenych
uprav pfipustit Mgr. Zuzanu Krskovou k obhajobé a po Uspésné obhajobé¢ disertacni prace
udélit ji titul Ph.D.

Prof. RNDr. Vaclav Suchy, DrSc.



