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Protizanétliva aktivita prirodnich latek
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Chemické latky piirodniho pivodu vykazuji Siroké spektrum biologicky aktivnich
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Alkaloidy pfedstavuji jednu z nejrozmanitéjSich tfid sekundarnich metabolitt, které jsou
produkovany riiznymi organismy, a to véetné rostlin, kde slouzi pfedevsim k jejich ochrané
pred bylozravci a patogeny nebo také jako atraktanty pro opylovace. Nékteré alkaloidy maji
schopnost inhibovat produkci oxidu dusnatého a dalSich zanétlivych mediatort v in vitro
studiich. Tyto zanétlivé mediatory jsou nezbytné pro rozvoj zanétlivé reakce, avsak jejich
nadmérna a ni¢im neregulovana produkce mutize vést k zdvaznym zdravotnim obtizim. Zanét
ptredstavuje nezbytnou obrannou reakci organismu, ktera je zprostfedkovana imunitnim
systétmem vuci infekénim patogenim. Akutni zanétliva reakce je nezbytna pro regeneraci
poskozené tkané a k obnoveni homeostazy v organismu. Avsak pokud akutni zanétliva reakce
pretrvava, mize piejit do stavu nazyvaného jako chronicky zanét, ktery mize vést k rozvoji
celé fady vaznych civiliza¢nich onemocnéni.

Testovano bylo 11 alkaloidi celedi Amaryllidaceae na jejich schopnost inhibovat
produkci oxidu dusnatého pomoci Griessova ¢inidla na bunééné linii mySich makrofagh RAW
264,7. Zaroven se stanovenim inhibice produkce oxidu dusnatého byla stanovena jejich toxicita
pomoci tetrazol bromidu. Pro stanoveni cytotoxicity byly alkaloidy testovany pii koncentracich
10; 5; 2,5; 1,25; 1, 0,625; 0,5; 0,3125; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 uM. Nasledné¢ pro testovani
jejich schopnosti inhibice produkce oxidu dusnatého byly vyuzity testované alkaloidy pii
koncentracich 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 uM pro alkaloidy homolykorin, masonin, odulin,
hippeastrin, norpluvin, haemanthidin a tazettin, pi koncentracich 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125 uM pro alkaloidy haemanthamin, galanthamin a montanin a pti koncentracich 1,25;
0,625; 0,3125 uM pro alkaloid lykorin.

Nami testované bunéné linie vykazaly cytotoxicitu na ctyii alkaloidy (lykorin,
haemanthidin, haemanthamin a montanin) s hodnotou 1Cyo pro lykorin 1,41 + 0,46 uM,
respektive 3,65 + 1,25 uM pro haemanthidin, 2,35 + 0,84 uM pro haemanthamin a 1,54 + 0,44
uM pro montanin. Inhibice produkce oxidu dusnatého byla zaznamenana nejvyssi
u hippeastrinu a to o 54,3 % pfii koncentraci 10 uM, dale u haemanthaminu o 52,7 % pfi
koncentraci 1 uM, lykorinu o 49,0 % pfi koncentraci 1,25 uM, norpluvinu o 43,8 % pfi
koncentraci 10 uM a galanthaminu o 40,6 % pii koncentraci 1 uM. Naopak u alkaloidu tazettinu
byla zjiSténa indukce produkce NO o 128,8 % pfii koncentraci 5 uM a o 51,0 % pfi koncentraci
10 uM. Schopnost inhibovat produkci NO nebyla dale zjisténa u alkaloidd homolykorinu,
masoninu, odulinu, haemanthidinu a montaninu.

Ze zjisténych vysledkt vyplyva, ze i pii nizkych koncentracich jsou nékteré alkaloidy
celedi Amaryllidaceae schopny ¢aste¢né inhibovat produkci NO a z tohoto ditvodu jsou vhodné
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Anti-inflammatory activity of natural products

Summary

Chemical products of natural origin show a wide range of biological activities, from
antioxidant or anti-proliferative effects to anti-inflammatory effects. Alkaloids represent one of
the most diverse classes of secondary metabolites, which are produced by various organisms,
including plants, where they serve primarily to protect them from herbivores and pathogens or
also as attractants for pollinators. Some alkaloids can inhibit the production of nitric oxide and
other inflammatory mediators in in vitro studies. These inflammatory mediators are essential
for the development of an inflammatory response, but their excessive and unregulated
production can lead to serious health problems. Inflammation is a necessary defense response
of the body, which is mediated by the immune system against infectious pathogens. An acute
inflammatory reaction is necessary to regenerate damaged tissue and restore homeostasis in the
body. However, if the acute inflammatory reaction persists, it can progress to a condition called
chronic inflammation, which can lead to the development of several serious diseases of
civilization.

Eleven alkaloids of the Amaryllidaceae family were tested for their ability to inhibit nitric
oxide production by Griess reagent on the RAW 264,7 murine macrophages cell line.
Simultaneously with the determination of the inhibition of nitric oxide production, was
determined their toxicity using tetrazole bromide. Alkaloids were used for the determination of
cytotoxicity at concentrations of 10; 5; 2,5; 1,25; 1; 0,625; 0,5; 0,3125; 0,25; 0,125; 0,0625;
0,03125 uM. The alkaloids were then tested for their ability to inhibit nitric oxide production
at concentrations of 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125 uM for the alkaloids homolycorine,
masonine, oduline, hippeastrine, norpluvine, haemanthidine and tazettine and at concentrations
of 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 uM for the alkaloids haemanthamine, galanthamine,
montanine and at concentrations of 1,25; 0,625; 0,3125 uM for alkaloid lycorine.

The tested cell lines showed cytotoxicity to four alkaloids (lycorine, haemanthidine,
haemanthamine and montanine) with 1Cyo values for lycorine of 1,41 + 0,46 uM and 3,65 +
1,25 uM for haemanthidine, 2,35 + 0,84 uM for haemanthamine and 1,54 + 0,44 uM for
montanine. Inhibition of nitric oxide production was recorded highest in hippeastrine by 54,3
% at a concentration of 10 uM, then by haemanthamine by 52,7 % at a concentration of 1 uM,
lycorine by 49,0 % at a concentration of 1,25 uM, norpluvine by 43,8 % at a concentration of
10 uM and galanthamine by 40,6 % at a concentration of 1 uM. In contrast, the alkaloid tazettin
induced the production of NO by 128,8 % at 5 uM and by 51,0 % at 10 uM. The ability to
inhibit NO production was not detected with the alkaloids homolycorine, masonine, oduline,
haemanthidine and montanine.

The results show that even at low concentrations, the alkaloids of the Amaryllidaceae
family are able to partially inhibit NO production and they are suitable for further detailed
testing of their anti-inflammatory activity.

Keywords: Nitric oxide; anti-inflammatory activity; RAW 264,7; lipopolysaccharide,
inhibition.
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1 Uvod

V adaptaci proti napadeni patogeny a vuci pusobeni stresu okolniho prostiedi produkuji
rostliny latky, které vykazuji rtizné biologické aktivity. Tyto latky jsou malé organické
molekuly, které pochdzeji ze sekunddrniho metabolismu rostlin. LéCivé rostliny tedy
predstavuji velmi zajimavy zdroj biologicky aktivnich latek, které mohou byt ucinné v 1écbé
riznych onemocnéni, véetné téch zanétlivych (Nunes et al. 2020).

Zanét predstavuje zakladni obrannou odpovéd’ organismu, ktera je zprostfedkovana
imunitnim systémem v zavislosti na pfitomnosti patogenu, poskozeni tkani ¢i bunék. Mezi
pfiznaky zanétu muzeme zafadit zarudnuti (rubor), zvysenou teplota (calor), otok (tumor),
bolest (dolor) a ztratu funkce (functio laesa). Zanét je pohotovou reakci organismu, ktera ma
za ukol obnoveni tkané a znovu nastoleni homeostazy v organismu, tato reakce byva nazyvana
jako akutni zanét. Ov§em pokud akutni zanétliva reakce nedokaze patii¢ny patogen eliminovat
a zanét pretrvava, je tento stav nazyvan jako chronicky zanét. Chronicky zanét nemusi byt
zpusoben pouze perzistentnimi patogeny V organismu, ale mize byt vysledkem jinych pticin
poskozeni tkané, jako jsou napiiklad autoimunitni reakce (Kumar et al. 2014). Tento chronicky
stav muze vést krozvoji celé fady vaznych civilizacnich onemocnéni, a to zejména
kardiovaskularnich onemocnéni, aterosklerdzy, diabetu mellitu 2. typu, revmatoidni artritidy
a nadorovych onemocnéni (Sugimoto et al. 2016).

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae byly po celd staleti vyuzivany v lidovém 1écitelstvi.
Tradi¢né byly rostliny ¢eledi Amaryllidaceae pouzivany pii 1é¢bé zanétlivych onemocnéni,
obéhového a nervového systému. Terapeutickd hodnota téchto rostlin je pfipisovana
ptitomnosti alkaloidd, jez jsou odvozeny od aminokyseliny tyrosinu. Tyto alkaloidy vykazuji
nejen cytotoxické a antivirové Ucinky, ale také mnoho dalSich fyziologickych ucinkd, jako je
inhibovat acetylcholinesterazu, ¢ehoz je vyuzivano pti 1é¢bé Alzheimerovy choroby (Ding et
al. 2017).

Nicméné potencial amarylkovitych alkaloidii byl prozatim studovan pouze Easte¢né.
Z tohoto divodu je tedy nezbytny dal$i védecky vyzkum, ktery by objasnil mechanismus
pusobeni amarylkovitych alkaloidt a vedl k objeveni novych a t¢innych terapeutickych latek.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Chemické latky ptirodniho charakteru maji schopnost inhibovat produkci oxidu
dusnatého.

Cilem prace je pomoci in cellulo metod stanovit potencionalni ucinnost pifirodnich latek na
inhibici produkce oxidu dusnatého na bunééné linii mysich makrofagi RAW 264.7.



3 Literarni reSerse

3.1 Imunitni systém

Imunitni systém ptedstavuje souhrn mechanismu, které lidsky organismus chrani pted
cizimi antigeny, jako jsou mikroorganismy, viry a toxiny. Timto pisobenim udrzuje imunitni
systém integritu organismu. Imunitni systém je tvofen nespecifickymi mechanismy, které
byvaji nazyvany jako vrozend imunita a antigenné specifickymi mechanismy, nazyvané jako
adaptivni imunita (Obr. 1). Tyto mechanismy se vzajemné ovliviiuji a dopliuji, pficemz vady
obou mechanismi mohou vyvolat autoimunitni onemocnéni, imunodeficienci a mnoha
zanétliva onemocnéni. Vrozena imunita piedstavuje prvni obrannou linii proti pronikajicim
patogentim. Tato imunitni reakce neni zavisla na antigenu, proto také byva casto nazyvéana
imunitou nespecifickou, kterou organismus pouziva neprodlené po kontaktu s patogenem
(Kumar et al. 2014). Naproti tomu adaptivni imunita je zavisla na antigenu a je specificka pro
dany antigen, proto dochazi k delsi ¢asové prodlevé mezi expozici antigenu a imunitni reakci.
Charakteristickym znakem adaptivni imunity je kapacita paméti, kterd umozZiluje organismu
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dosahnout rychlejsi a efektivnéjsi imunitni reakce po nasledné expozici antigenu (Marshall et
al. 2018).

VROZENA IMUNITA ADAPTIVNI IMUNITA
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Obr. 1: Zakladni mechanismy vrozené a adaptivni imunity. NK bunky z anglického natural killers cells.
Upraveno dle Kumar et al. (2014).

3.1.1 Vrozena imunita

Vrozena imunita je V organismu pfitomna od narozeni a je pfipravena poskytovat obranu
proti patogenim a eliminovat poSkozené bunky (Kumar et al. 2014). Vrozena imunita
predstavuje soubor obrannych mechanismti, které jsou zavislé na receptorech pro rozpoznavani
molekulovych vzorid. Tyto receptory umoznuji imunitnim bunikdm detekovat a rychle reagovat
na Sirokou Skalu patogend, které maji spolecné struktury, zndmé jako molekularni struktury
typické pro patogeny (PAMPS), toto oznaceni je odvozeno z anglického nazvu (pathogen-
associated molecular patterns). K typickym piikladim PAMPs patii bakterialni komponenty
bunééné stény, jako jsou lipopolysacharidy (LPS). Cilem vrozené imunity je vyhledani
patogent a jejich nasledna eliminace. Toho je docileno pomoci tzv. systému komplementu,



jedné se o biochemickou kaskadu, jejiz funkce spocivé Vv identifikaci a nasledné opsonizaci
patogent. Diky tomuto systému jsou patogeny nasledné¢ fagocytovany. Béhem fagocytozy jsou
odstranovany mrtvé buiiky ¢i cizi latky pfitomné v orgdnech, tkanich, krvi a lymfe.

Pro reakci vrozené imunity je typicky rychly nabor imunitnich bunék do mist infekce s
produkci cytokini a chemokinti s naslednou tvorbou zanétu. Produkce cytokini mobilizuje
mnoho obrannych mechanismii v celém téle a zaroven aktivuje bunécné reakce v misté
poranéni nebo infekce. Klicové zanétlivé cytokiny uvoliiované na pocatku reakce na bakterialni
infekci jsou faktor nadorové nekrézy (TNF — Tumor Necrosis Factor) a interleukiny 1 (I1L-1)
a interleukin 6 (IL-6). Tyto cytokiny jsou dulezité pro zahajeni naboru bungk, které vytvareji
lokalni zanét, ktery je nezbytny pro odstranéni patogent. Ackoliv jsou zanétlivé cytokiny
nezbytné pro tvorbu lokalni zanétlivé odpovédi, ktera je potfebna pro odstranéni infek¢énich
patogend, muze jejich nadmérnd a neregulovatelnd produkce zpusobovat zanétliva
a autoimunitni onemocnéni.

Na reakci vrozené imunity se podili mnoho bunék, jako jsou fagocyty (neutrofily
a makrofagy), dendritické bunky, zirné bunky, bazofily, eosinofily, NK bunky a pfirozené
lymfoidni buniky. Fagocyty se déli na neutrofily a makrofagy, tyto buniky sdileji stejny tkol
atim je fagocytéza patogeni a jejich eliminace. Dendritické bunky jsou také schopny
fagocytdzy, ale zaroven maji schopnost ptisobit jako tzv. antigen prezentujici buniky (APC),
toto oznaceni je odvozené z anglického nazvu (antigen presenting cell). Jedna se o bunky, které
podnécuji reakci ziskané imunity a zaroven pusobi jako duleziti poslové mezi vrozenou
a ziskanou imunitou (Marshall et al. 2018). Zirné buriky a bazofily sdileji mnoho vyznamnych
funkcich a ob& jsou napomocné pii zahajeni akutnich zanétlivych reakcich. Naproti tomu
eosinofily jsou granulocyty, které maji fagocytické vlastnosti a hraji dileZitou roli pfi likvidaci
parazitl, kteti mohou byt az pfili§ velci na to, aby mohli byt fagocytovani. Taktéz NK bunky
maji vyznamnou roli pfi eliminaci naddorovych bun€k a bunék, které byly infikovany virovymi
patogeny. Eliminace infikovanych bunék je dosazeno uvolnénim perforinii a granzymut
z granuli NK bungk, které indukuji apoptozu (Stone et al. 2010).

Kromé vyse zminénych mechanismit maji zasadni vliv na udrzeni integrity organismu
anatomické a fyziologické obranné linie. Anatomické a fyziologické bariéry tvoii zakladni
obrannou linii proti vstupu patogentt do organismu. Mezi tyto bariéry patii napiiklad
neporusena kize, mukociliarni clearance, nizké pH Zaludku ¢i bakteriolytickym lysozym, ktery
je ptitomny v krevni plazmé, slzach, slinach a dal$ich té€lnich tekutinach (Turvey & Broide
2010).

3.1.2 Adaptivni imunita

K rozvoji adaptivni imunity napoméha reakce vrozené imunity a jeji akce je zasadni, kdyZz
je vrozena imunita net¢innd pii eliminaci infek¢nich patogent. Primdrni funkci adaptivni
imunitni odpovédi je rozpoznani konkrétniho antigenu a vytvofeni imunologické paméti, ktera
napomahd k rychlému rozpoznani a nasledné eliminaci daného patogenu pii dalsi expozici
(Bonilla & Oettgen 2010). Adaptivni imunitni reakce je zakladem pro efektivni imunizaci proti
infekénim chorobam. Buiky adaptivniho imunitniho systému zahrnuji T-lymfocyty
a B-lymfocyty (Marshall et al. 2018).
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T-lymfocyty

T-lymfocyty (T-bunky) se utvaieji v hematopoetickych kmenovych bunikach v kostni
dreni a nasledn¢ putuji do brzliku, kde dozravaji. Tyto buniky exprimuji na svych membranach
jedinecné receptory vazajici antigeny, které jsou znamy jako T-bunécné receptory (TCR).
Kazda T-bunka exprimuje jeden typ TCR a ma schopnost rychle se mnozit a diferencovat,
pokud dochazi k ptijmu patiiénych signali. T-bunky vyzaduji ke svému pusobeni piitomnost
APC Kk rozpoznani konkrétniho antigenu (Marshall et al. 2018). Povrchy APC exprimuji
skupiny proteini znamé jako hlavni histokompatibilni komplex (MHC). MHC jsou
klasifikovany do dvou tfid, liSici se zdrojem vazaného peptidu. Molekuly MHC I piedstavuji
endogenni (intracelularni) peptidy, zatimco molekuly MHC 1II pfedstavuji exogenni
(extracelularni) peptidy T-bunikam. Molekuly MHC zobrazuji fragmenty antigend, v piipadé
MHC I kdyZ je buiika infikovana intracelularnim patogenem a v piipadé MHC II se jedna
0 patogeny, které byly fagocytovany (Bonilla & Oettgen 2010).

K aktivaci T-lymfocytd dochazi pii kontaktu s APC, které fagocytovaly antigen
a ,,zobrazuji* fragmenty antigenu (peptidu) navazané na své molekuly MHC. Ptilezitost pro
kontakt pfislusnych T-lymfocytd s APC nesouci vhodny MHC komplex se zvySuje cirkulaci
T-lymfocyti v téle prostiednictvim lymfatického systému, krevniho ob&hu a jejich akumulaci
spolecné s APC Vv miznich uzlindich. MHC komplex aktivuje TCR a T-lymfocyty zacinaji
produkovat cytokiny, které dostdvaji imunitni odpovéd’ pod svou kontrolu. Nasledné dochézi
k diferenciaci T-lymfocytd na cytotoxické T-lymfocyty (CD8+ bunky) nebo pomocné
T-lymfocyty (CD4+ buiiky). CD8+ se primarné podileji na destrukci bunék infikovanych cizimi
latkami, jako jsou viry a zaroven se podileji na eliminaci nddorovych bunék. CD4+ nevykazuji
cytotoxickou nebo fagocytickou aktivitu, ale zprostiedkovavaji imunitni odpovéd” vhodnym
,hasmérovanim* dalSich bun¢k k provadéni téchto tkoll a tim tak reguluji imunitni odpoved’
(Marshall et al. 2018).
B-lymfocyty

B-lymfocyty (B-buiky) pochazeji stejné jako T-lymfocyty z hematopoetickych
kmenovych bunék v kostni dieni, kde dochdzi k jejich dozravani a poté opousti kostni dien. Na
rozdil od T-lymfocyti mohou B-lymfocyty rozpoznavat antigeny ptimo, bez potieby APC,
prostiednictvim jedine¢nych protilatek exprimovanych na jejich bunééném povrchu. Hlavni
funkci B-lymfocytii je produkce protilatek proti cizim antigentim, coz vyzaduje jejich dalsi
diferenciaci (Bonilla & Oettgen 2010). Pii aktivaci cizimi antigeny, ke kterym maji vhodny
receptor, dochazi k jejich proliferaci a diferencuji se na plazmatické bunky vylucujici protilatky
nebo pamétové bunky. Pii opakované expozici stejného antigenu, pamét'ové builky rychle
reaguji a produkuji protilatky a eliminuji antigeny (Marshall et al. 2018).

3.2 Zanét

Zanét predstavuje zakladni obrannou reakci organismu, ktera je zprostiedkovana
imunitnim systémem v zavislosti na ptitomnosti patogenu, posSkozeni tkani ¢i bunék. Jedna se
0 kaskadu komplexnich biologickych jeva, které zahrnuji rizné bunééné, nervové, hormonalni
a humoralni systémy. Z histologického hlediska zahrnuje celou fadu udalosti, véetné dilatace
arteriol a kapildr, extravazace tekutin a migrace plazmatickych proteinli a leukocytt do
poskozené oblasti. Typickymi pfiznaky jsou zarudnuti (rubor), zvysena teplota (calor), otok
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(tumor), bolest (dolor) a ztrata funkce (functio laesa) (Kumar et al. 2014). Hlavni tlohou
zanétlivé reakce je likvidace, zfedéni nebo odstranéni Skodlivé latky z poskozené tkané
a v neposledni fad¢ také obnoveni struktury a funkce poskozené tkané (Feuerstein et al. 2007).
Podle délky doby trvani mizeme zanét rozdélit na akutni a chronicky. Pocate¢ni, rychla reakce
na infekci a poskozeni tkani se nazyva akutni zanét. Obvykle se vyviji béhem nékolika minut
nebo hodin a mé kratké trvani, nejcastéji nckolik hodin az né€kolik dni. Hlavnimi
charakteristikami akutniho zanétu je exsudace tekutin a plazmatickych proteinli a emigrace
leukocytl, prevazné neutrofilli. V momenté¢, kdy akutni zanét dosdhne svého cile a odstrani
infek¢éni patogeny, zanétliva reakce odezni, avSak pokud nedojde k odstranéni infekéniho
patogenu, zanétliva reakce muize pokracovat do zdlouhavé faze, kterd byva nazyvana chronicky
zanét. Chronicky zanét je dlouhodoba reakce, ktera muze trvat tydny az mésice. Dochazi
Kk poskozeni tkané a je pro n¢j typicka pritomnost lymfocytt, makrofagh a tvorba vaziva
(Kumar et al. 2014).
3.2.1 Prifiny zanétu

Zanétliva reakce mize byt vyvolana nékolika faktory, jednd se o faktory biologické,
chemické a fyzikdlni. Nejcastéji byva zanétliva reakce vyvolana zavaznym porusenim
homeostazy, ktera mlize byt zptisobena infekcemi (bakteridlni, virové, plisiové, parazitarni)

a mikrobidlnimi toxiny. Induktory zdnétu mizeme rozdé€lit podle piivodu na endogenni nebo
exogenni (Obr. 2) (Medzhitov 2008).

. oG - PAMPs
Mikrobidlni - Virulentni faktory
Exogenni
- Alergeny
Nemikrobialni ——————— - Iritanty
- Toxicke slouceniny
Bunééné
- Signaly uvolnéné z nefunkénich
nebo odumielych bunék a
Endogenni Tkanoveé poskozenych tkani
- Produkty rozpadu extracelularni
matrix
Plazmatické

Obr. 2: Pfi¢iny zanétu. Upraveno dle Medzhitov (2008).

Razné infekeni patogeny vyvolavaji rizné zanétlivé reakce, od mirného akutniho zanétu,
ktery zpusobuje malé nebo zadné trvalé poskozeni a uspeésné eradikuje infekci, az po zdvazné
systémové reakce, které mohou mit fatdlni nasledky, pfipadné mize dochéazet k chronickym
zanétim, které zpusobuji rozsahlé poskozeni tkdn¢. Déle miize byt zanét vyvolan nekrozou
tkan¢ bez ohledu na pfi¢inu bunééné smrti, ktera muze zahrnovat ischemii, trauma nebo
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fyzikélni ¢i chemické poskozeni, naptiklad tepelné poskozeni (popéleniny, omrzliny), ozéaieni
nebo vystaveni nékterym chemickym latkam v Zivotnim prostiedi (Kumar et al. 2014).

3.2.2 Mediatory zanétu

Induktory zanétu vyvolavaji produkci mnoha zanétlivych mediatort, které méni
funkcnost tkani a organt. Bunééné mediatory mohou byt produkovany specializovanymi
leukocyty, predev§im tkanovymi makrofagy ¢i zirnymi bunikami nebo buiikami pfitomnymi
vV mistnich tkani. N&které meditory, jako je naptiklad histamin a serotonin jsou preformovani
aulozeny v granulich zirnych bunék, bazofilti a krevnich desticek. Jiné mediatory cirkuluji jako
neaktivni prekurzory v plazmé, jejich koncentrace se mize vyrazné zvysit v disledku zvysené
sekrece prekurzorii hepatocyty béhem akutni faze zdnétu. Dalsi mediatory jsou produkovany
ptimo v reakci s induktory zanétu. Zanétlivé mediatory mohou byt rozdéleny na zaklad¢ jejich
biochemickych vlastnosti na vazoaktivni aminy, vazoaktivni peptidy, fragmenty slozek
komplementu, lipidové mediatory, cytokiny, chemokiny a proteolytické enzymy (Kumar et al.
2014).

Vazoaktivni aminy a peptidy

Vazoaktivni aminy, histamin a serotonin jsou produkovany béhem degranulace zirnych
bunck a trombocytid. Komplexné plisobi na vaskulaturu, zpisobuji vaskularni permeabilitu,
vazodilataci nebo vazokonstrikci (Kumar et al. 2014). Vazoaktivni peptidy mohou byt
skladovany v aktivni form¢ v sekre¢nich vaccich, napiiklad substance P nebo mohou byt
generovany proteolytickym zpracovdnim neaktivnich prekurzori v extracelularni tekuting,
jedna se naptiklad o Kkininy, fibrinopeptidy a produkty degradace fibrinu. Substance P je
uvolilovana smyslovymi neurony a miize sama zpusobit degranulaci zirnych bunék. Dalsi
vazoaktivni peptidy jsou generovany proteolyzou Hagemanovym faktorem, trombinem nebo
plazminem a zptsobuji vazodilataci a zvySenou vaskularni permeabilitu. Hagemantv faktor
hraje kli¢ovou roli pfi koordinaci téchto reakci a plisobi jako senzor vaskularniho poskozeni
a zaroven jako induktor zanctu. Tento faktor aktivuje kininovou kaskadu, produktem této
kaskady je bradykinin, ktery ma vliv na vaskulaturu a zaroven se podili na vnimani bolesti.
Pocit bolesti ma dulezitou fyziologickou roli béhem zanétlivé reakce, protoze varuje
organismus pfed abnormalnim stavem poskozené tkan¢ (Medzhitov 2008).

Cytokiny

Cytokiny jsou rozpustné, nizkomolekularni glykoproteiny, které¢ se iCastni nekolika
biologickych procest. Cytokiny jsou produkované mnoha bunécnymi typy, zejména lymfocyty,
makrofagy a dendritickymi buiikami, které zprostfedkovavaji a reguluji imunitni a zanétlivé
reakce (Kumar et al. 2014). Zanétlivé cytokiny jsou klasifikovany jako interleukiny (IL), IL-1,
IL-2, IL-6 a IL-7, interferon-y (IFN-y), faktory nadorové nekr6zy (TNF), transformacni ristovy
faktor (TGF) a chemokiny, které jsou primarné produkovany k naboru leukocytli do mista
infekce nebo poranéni (Turner et al. 2014). Cytokiny moduluji imunitni reakci na infekci ¢i
poranéni a reguluji pribéh zanétu. Nicméné nadmeérnd produkce zanétlivych cytokini miize
vést k poskozeni tkani, hemodynamickym zménam, selhani orgéni, a nakonec miizou zptsobit
smrt (Chen et al. 2018a).

Jako prvni prozanétlivy mediator, ktery je uvolnén po poskozeni tkan¢ a zahajuje
zanétlivou reakci je TNF-a. ZvySujici se produkce TNF-a indukuje produkci dalSich
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prozanétlivych cytokinti a zaroven pfispiva k produkci prostaglandinu E2 (PGE). Podobné
ucinky jako TNF-a ma IL-1, ktery stimuluje produkci cyklooxygenazy 2 (COX-2) a oxidu
dusnatého (NO) a je nésledovan produkci IL-6, ktery je zodpovédny za vyvolani syntézy
proteinti akutni faze. Plsobeni téchto cytokini spousti syntézu dalSich prozanétlivych
mediatort, coz zpusobuje Sifeni zanétlivé odpovédi (Ribeiro et al. 2018). Dalsimi cytokiny,

rrrrr
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fadi naptiklad IL-4, IL-10 a IL-13 (Munroe et al. 2010).
Oxid dusnaty (NO)

NO je zanétlivy mediator, ktery je indukovany prozanétlivymi cytokiny v riznych typech
bun¢k véetné makrofagi (Wu et al. 2016). Vznik NO je katalyzovan prostiednictvim syntaz
oxidu dusnatého (NOS) a vznika reakci L-argininu a molekularniho kysliku. Enzymy z rodiny
NOS jsou strukturné a funkéné velmi komplikované ve srovnani s jednoduchosti molekuly,
kterou produkuji. V soucasnosti jsou znamy tii izoformy NOS, neuronalni NOS (nNOS),
endotelidlni NOS (eNOS) a indukovatelna NOS (iNOS). Neuronélni a endotelidlni NOS jsou
konstitutivné exprimovany v nizkych koncentracich a produkujici NO. Nizké koncentrace NO
v organismu pusobi k regulaci tonusu hladkého svalstva a v nervové soustavé jako
neurotransmiter v adrenergnich a cholinergnich nervech. Naproti tomu iNOS je aktivovana
pisobenim urcitych cytokinl, piipadné ptsobenim lipopolysacharidu (LPS) a nasledné
syntetizuje NO ve vétSim mnoZstvi, ¢imZ se odliSuje od nNOS a eNOS. Hlavni fyziologickou
roli NO je cytotoxické pisobeni vii¢i invazivnim patogentim. V makrofazich NO reaguje se
superoxidem za vzniku vysoce reaktivnich volnych peroxynitritovych radikald. Tyto volné
radikaly atakuji a poSkozuji lipidy, proteiny a nukleové kyseliny mikrobii. Nicméné nadmérna
a nekontrolovatelna produkce miiZze pisobit cytotoxicky pisobit na vlastni buiiky organismu
(Kumar et al. 2014). Z tohoto divodu maji latky s inhibi¢ni aktivitou vi¢i NO znacny potencial
stat se vhodnymi terapeutickymi prostiedky pii 1é¢bé zanétt (Swindle & Metcalfe 2007).

Eikosanoidy

Arachidonova kyselina (AA) ptedstavuje hlavni slozku membranovych fosfolipida ve
mediatori zanétu nazyvané eikosanoidy. Eikosanoidy jsou syntetizovany dvéma hlavnimi
skupinami enzymt, cyklooxygenazami, které syntetizuji prostanoidy a lipoxygenazami
syntetizujici leukotrieny a lipoxiny (Kumar et al. 2014).

Prostanoidy se podileji na vaskularnich a systémovych reakci zanétlivé odpovédi a jsou
produkovany mastocyty, makrofagy a endotelidlnimi bunkami (Johnson 2018). Jsou
syntetizovany pusobenim enzymu cyklooxygenaza, ktery se vyskytuje ve dvou izoformach:
cyklooxygenaza-1 (COX-1) a cyklooxygenaza-2 (COX-2) (Bailey 2013). COX-1 je také
nazyvana jako konstitutivni, protoZe je stabilné pfitomna v organismu a je exprimovana ve
veétsing tkani, kde mize slouzit k udrzovani homeostatické rovnovahy. Naproti tomu COX-2,
kterd je oznaCovana jako inducibilni, neni stabilné pfitomna v organismu a je indukovana
zanétlivymi cytokiny a ndsledné generuje prostaglandiny, které jsou zapojeny v zanétlivych
reakcich. Nejvyznamnéj$imi prostanoidy béhem zanétlivé reakce jsou prostaglandiny (PGEo,
PGD., PGF2a), prostacyklin I> a tromboxan A2, z nichz je kazdy odvozen od specifického
enzymu. Zvysené hladiny prostaglandint byly zjistény u pacientd trpici revmatoidni artritidou
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a osteoartrozou (Kosaka et al. 2013). Prostaglandiny hraji také dulezitou roli v patogenezi
nékolika typt nadorovych onemocnéni, jako je rakovina prsu, jater a plic, zvySenou expresi
COX-2 a nadprodukci prostaglandinu (Abdulkhaleq et al. 2018).

Mezi eikosanoidy se také fadi leukotrieny, které jsou produkovany leukocyty a mastocyty
pusobenim enzymu lipoxygenaza a podileji se na reakcich cév a hladkého svalstva. Existuji tii
ruzné lipoxygenazy, pticemz v neutrofilech pfevazuje 5-lipoxygenaza. Tento enzym prevadi
AA na 5-hydroxyekosatetraecnovou kyselinu, ktera je chemotakticka pro neutrofily a je
prekurzorem leukotriend. Leukotrien B4 pisobi jako silné chemotaktické Cinidlo a aktivator
neutrofildi, které zpisobuje agregaci a adhezi bunék k venularnimu endotelu, uvolnéni
reaktivnich forem kysliku (ROS) a uvolnéni lysozomélnich enzymu. Cysteinylové leukotrieny
LTCs, LTD4a LTE4 zplsobuji intenzivni vazokonstrikci, bronchospazmus a zvySenou cévni
permeabilitu. Lipoxiny jsou také generovany z AA pisobenim lipoxygenazy, ale na rozdil od
prostanoidu a leukotrienti tlumi zanétlivou reakcei, tim Ze inhibuji nabor leukocytt. (Kumar et
al. 2014).

3.2.3 Pribéh zanétu

Mrwe .

Bez ohledu na pfic¢inu vzniku zanétu, se zanét pravdépodobné vyvinul jako adaptivni
odpovéd’ na obnoveni homeostazy (Medzhitov 2008). Typicka zanétliva reakce se sklada ze
¢tyt slozek: induktory zanétu, senzory detekujici induktory zanétu, medidtory zanétu a cilové
tkan¢ (Obr. 3). Pribéh zanétlivé reakce zavisi na povaze zanétlivého induktoru (Kumar et al.
2014).

Akutni zanét Odeznéni zinétu
- ZvySeni vaskulirni permeabilita - Odstranéni $kodlivych podnéti
- Mobilizace neutrofilii - Odstranéni medidtori a akutnich
- Mediatory zanétlivych bunék

- Odstranéni odumi‘elych bunék
- Normalni funkce

- Ischemie lmiERES
- Bakterialni infekce @ BB Q@_ @
i G- L . (9:2@)  Tvorba hnisu (absces)

- Trauma

: oy %

Progrese

Hojeni @©®

&P >
Hojeni
- Virové infekce
- Chronické infekce -
Fibréza

- Autoimunitni onemocnéni - Ztrata funkce

Chronicky zinét
- Angiogeneze
- Mononukledrni infiltrat
- Fibréza

Obr. 3: Prubéh zanétlivé reakce. Upraveno dle (Kumar et al. 2014).

Akutni zanétliva reakce vyvolana infekci nebo poskozenim tkan€ zahrnuje koordinovany
pfisun krevnich slozek (plazmatickych bilkovin a leukocytl, zejména neutrofili) do mista
infekce nebo poranéni (Kumar et al. 2014). Tato reakce mize byt vhodné popsana na piikladu
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mikrobialni infekce, kdy je zanétliva reakce vyvolana receptory vrozené imunity, jako jsou
napiiklad Toll-like receptory a NOD (nucleotid-binding oligomerization-domain protein)
receptory (Barton 2008). Toto pocatecni rozpoznani infekce je zprostfedkovano makrofagy
a zirnymi bunikami, coz vede k produkci zanétlivych mediatoru jako jsou chemokiny, cytokiny,
vazoaktivni aminy, eikosanoidy a produkty proteolytickych kaskad. Hlavnim a bezprosttednim
ucinkem téchto medidtort je vyvolani lokalniho zanétlivého exsudatu do extracelularniho
prostoru v misté poSkozeni (Pober & Sessa 2007). V momenté, kdy se neutrofily dostanou do
postizeného mista dochazi k jejich aktivaci pfimym kontaktem s patogeny anebo jsou
aktivovany pusobenim cytokind. Neutrofily maji nasledné za kol eliminovat zdroj infekce
pomoci uvolnéni toxického obsahu jejich granuli, které zahrnuji ROS, reaktivni formy dusiku
(RNS), proteinazu 3, katepsin G a elastazu. Tyto vysoce ucinné efektory nedokazou rozlisit
hostitelské bunky a infekéni builky, z tohoto divodu dochézi k vedlejsimu poskozeni tkané
(Medzhitov 2008). Akutni zanétliva reakce byva zpravidla ukoncena, jakmile je odstranén
induktor zanétu, infekce je odstranéna a poskozena tkan je opravena. Ukonceni zanétlivé reakce
a ptfechod do homeostatického stavu je aktivni a vysoce regulovany proces, ktery je nazyvan
odeznéni zénétu. Pro odeznéni zanétu je klicova pifeména v lipidovych medidtorech
nabor neutrofilli a misto toho podporuji ndbor monocytd, které odstranuji odumielé bunky
a iniciuji remodelaci poskozenych tkanich (Medzhitov 2010).

V piipadé, ze akutni zanétlivd reakce nedokaze patogen eliminovat, zanétlivy proces
pfetrvava a ziskdva nové vlastnosti. Neutrofily jsou nahrazeny makrofagy a v ptipad¢ infekce
také T-lymfocyty. Pokud je kombinovany ucinek téchto bunck stale nedostatecny, nasleduje
chronicky zanétlivy stav, ktery zahrnuje tvorbu granulomu a tercidrnich lymfoidnich tkani.
Vlastnosti tohoto stavu se mohou liit v zavislosti na tfidé efektor piitomnych T-lymfocytu.
Kromé perzistentnich patogend mize byt chronicky zanét vysledkem jinych pfic¢in posSkozeni
tkang, jako jsou autoimunitni reakce nebo nedegradovatelna cizi télesa (Kumar et al. 2014).
Chronicky zanét mize vést k rozvoji celé tady civiliza¢nich onemocnénich, jako jsou
kardiovaskularni onemocnéni, aterosklerdza, diabetes mellitus 2. typu, revmatoidni artritida
a nadorova onemocnéni (Sugimoto et al. 2016).

s __r

3.2.4 Protizanétliva léciva

Hlavnimi skupinami protizanétlivych 1é¢iv jsou kortikosteroidy a nesteroidni
antiflogistika (NSA), které se lisi ve zpisobu jejich pisobeni (Lima & Alvim 2018).

Kortikosteroidy jsou jedinymi terapeutickymi latkami, které jasn€ tlumi zanét ptitomny
v mnoha chronickych zanétlivych onemocnéni riznych organti a pticin. Kortikosteroidy se déli
na lokélni a systémové kortikosteroidy, které maji podobné farmakologické ucinky lisici se
ucinnou davkou podanou do cilového organu (Caramori et al. 2019). Z obecného hlediska vede
ucinek kortikosteroidli k vyraznému snizeni poctu a aktivace infiltrujicich bunék, vcetné
zirnych bunék, makrofagl, T-bunék a eosinofilii v zanicené tkani (Adcock & Mumby 2016).
Kortikosteroidy jsou vyuzivany pii 1€cbé astmatu, chronické obstrukéni plicni nemoci,
nespecifickych stfevnich zanétech, zanétlivych onemocnéni pokozky a celé fady dalSich
onemocnénich. Nicmén¢ jejich uzivani vede k celé fadé neptiznivych vedlejSich ucinki. Projev
vedlejSich Gc¢inkt je ovlivnén rezimem davkovani konkrétniho kortikosteroidu a individuélni
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systémové kortikosteroidy, avsak i aplikace lokélnich kortikosteroidii mize vést k vyvolani
nezéddoucich ucinkl. NejcastéjSimi vedlejsimi cinky, které jsou spojovany s uzivanim
kortikosteroidi je systémova arteridlni hypertenze, zvysend lamavost kosti, nevolnost, zvraceni,
metabolické problémy (napiiklad piiristek hmotnosti, hyperglykémie a diabetes mellitus
druhého typu) a Sedy zakal (Rice et al. 2017).

NSA jsou celosvétove nejbéznéji pouzivana 1é¢iva (Virshette et al. 2019) k 1é¢b¢ akutni
a chronické bolesti zpusobené zanétem (Lima & Alvim 2018). Hlavnim mechanismem
pusobeni NSA je inhibice cyklooxygenaz, interferujicich s metabolismem arachidonové
kyseliny na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany. Existuje nékolik zpusobt, jak
klasifikovat NSA, lze je rozdé€lit na neselektivni NSA, preferen¢ni inhibitory COX-2 a vysoce
selektivni inhibitory COX-2. Z historického hlediska byla k 1é¢b¢ zanét vyuzivana 1é¢iva, jako
je kyselina acetylsalicylova, indomethacin, ibuprofen a piroxicam. Tato tradi¢ni NSA pusobi
neselektivné a inhibuji obé formy COX, coz vede k jejich vedlejsim uc¢inkim (Hayashi et al.
2011). Selektivni inhibitory COX-2 jsou vyznamnymi terapeutickymi latkami v 1é¢bé bolesti,
zejména u pacientd s revmatoidni artritidou nebo osteoartritidou. Tyto selektivni inhibitory
COX-2 vyrazné snizuji vyskyt vedlejSich Uc¢inkidl ve srovnani s neselektivnimi NSA, jejichz
vedlejsi ucinky vedli k defektu gastrointestinalni sliznice. Nicméné dlouhodobé uzivani téchto
rizika kardiovaskuldrnich a cerebrovaskularnich ptihod s vyssi prevalenci u pacientli se
zvySenym rizikem trombozy (Dinarello 2010).

3.2.5 Slouceniny prirodniho charakteru s protizanétlivymi ucinky

Rostlinné fenolové slou€eniny, proantokyanidiny, alkaloidy, terpenoidy a steroidni

-----

sekundarni metabolity pisobi na rizné cile, které se podileji na zanétlivé reakci (Ribeiro et al.
2018).

Rada flavonoidii vykazuje protizanétlivou aktivitu jak in vitro, tak i v in vivo podminkach.
Pro vysvétleni protizanétlivych aktivit in vivo je navrZzeno nékolik mechanismd ucinku,
nicméné nejsou vsak zcela objasnény. Hlavnim mechanismem ptlisobeni pro protizanétlivou
aktivitu je inhibice enzymi generujicich eikosanoidy vcetné fosfolipazy A2, cyklooxygenaz
a lipoxygenaz, coz vede ke sniZzeni hladin prostanoidi a leukotrienti (Kim et al. 2004). Mezi
dalsi mechanismy patii inhibice uvoliiovani histaminu, fosfodiesterdzy a proteinovych kinaz
antioxida¢nich G¢inkd, jako ,lapace volnych radikalt, zhasece ROS/RNS nebo jako chelatory
kovovych iontl, které se pfipisuji fenolickym hydroxylovym skupinam (Rice-Evans et al.
1997). K tvorb¢ volnych radikali mize v lidském téle dochazet pravé béhem zanétlivé reakce.
Priklady ROS zahrnuji singletovy kyslik, superoxid ¢i peroxyl. Volné radikaly se ucastni fady
procest, napiiklad oxidaéni fosforylace v mitochondrii, regulaci bunécného ristu
a mezibunééné signalizaci. Pokud vSak dojde k nerovnovaze mezi tvorbou volnych radikala
a obrannymi mechanismy té€la, mohou volné radikaly napadat lipidy v buné¢nych membranach,
proteiny v tkanich nebo mohou zpisobit poskozeni DNA, coz muze vést az k mutacim.
Predpoklada se, ze oxidacni poSkozeni hraje diileZitou roli u fady civiliza¢nich onemocnénich,
jako jsou chronické zanéty, nadorova onemocnéni, kardiovaskularni onemocnéni (Ribeiro et al.
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2018) nebo také neurodegenerativni onemocnéni, jako je Alzheimerova choroba
a Parkinsonova nemoc (Chan et al. 2017).

1é¢ivych rostlin jsou terpenoidy. Protizanétlivé ucinky jsou pfipisovany piredevsim triterpentim,
konkrétn¢ lupanového strukturniho typu, protoze jsou schopny inhibovat syntézu
prostaglandinu E2 a oxidu dusnatého. Piikladem muze byt lupeol, jednd se pentacyklicky
triterpen izolovany z kmenové kiry, brazilské rostliny Pterodon emigrantus patiici do ¢eledi
seskviterpeny, které se nachazeji v Siroké skale silic, napiiklad v a-humulenu (De Moraes et al.
2012).

Alkaloidy jsou dalSimi pfirodnimi slou¢eninami vykazujici protizanétlivé ucinky, které
byly jiz popsany v odborné literature (Ratheesh et al. 2013; Fujii et al. 2017; Andreicut et al.
2018). Mnoho alkaloidti bylo izolovano z ptivodnich rostlin z Brazilie, které byly studovany
v souvislosti s protizanétlivymi Géinky (Ribeiro et al. 2018). Jedna se napiiklad o alkaloid
bukittinggin, ktery byl izolovan zrostlin Sapium baccatum z ¢eledi Euphorbiaceae
(pryscovité), ktery je schopen snizovat hladiny Prostaglandinu E2 (Panthong et al. 1998).

3.2.6 Lécba zanétlivych onemocnéni pomoci piirodnich latek

Navzdory rychlému pokroku ve vyvoji nékolika zptsobt 1é¢by zanétu, miize byt u€innost
ucinkl. Lécivé rostliny predstavuji pozoruhodny zdroj biologicky aktivnich latek, které mohou
byt ndpomocné v 16€bé chronickych zanéti a onemocnénimi s nimi souvisejicimi (Maione et
al. 2016). Hlavnimi vyhodami uZivani rostlinnych lé¢ivych pfipravka jsou nizké naklady,
cenova dostupnost a obvykle mén¢ vedlejSich ucinkd. Vyzkum uskute¢nény na IéCivych
rostlinach je velmi dulezity pro potvrzeni jejich bezpe¢nosti a uc¢innosti (Bhattacharya 2017).
Zaposlednich 10 let bylo v odborné databazi Web of Science publikovano pies 3000 odbornych
¢lankid zabyvajicich se touto problematikou, coz potvrzuje velky z4jem o vyzkum piirodnich
latek v souvislosti s 1é¢bou zanétlivych onemocnénich.

Zanétliva onemocnéni kloubu

U nékterych onemocnénich imunitni sytém spousti zanétlivou reakci v momenté, kdy
nejsou piitomny patogeny, které by vyvolaly imunitni odpovéd’. ZvySeny pocet zanétlivych
bunck a prozanétlivych medidtorid v oblasti kloubu, méd za nésledek ubytek kostni hmoty,
destrukci chrupavky, zaniceni kloubni vystelky a otok kloubniho pouzdra (Benson et al. 2015).
Tato onemocnéni jsou nazyvana autoimunitnimi onemocnénimi a piikladem mize byt
revmatoidni artritida. Nej€astejSimi typy artritidy spojené s autoimunitnim zanétlivym stavem
zahrnuji zanétlivou artritidu, revmatoidni artritidu a psoriatickou artritidu (Buttgereit et al.
2015). Provedené in vivo a in vitro studie (Tab. 1) ptedkladaji presvédcivé dikazy, ze pii 1écbé
zanétlivych onemocnéni kloubt hraji diileZitou roli riizné pfirodni slouceniny.
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Tabulka 1: Vliv slouéenin rostlinného ptivodu na zanétliva onemocnéni kloubd.

Pouzita

Botanicky nazev Celed Sst Utinna latka Utinek Zdroj
Glycirrhiza uralensis Fabaceae Kofen Glyeyrol Il(rz)l\g;gnséunp:rese (Fu etal.
(Lékotice uralska) (Bobovité) indukované artritidy 2014)
In vitro snizeni
. . produkce zanétlivych .
Malus domestica Rosaceae Slupka Ursolova meditort (Padua et
(Jabloni domaci) (Ruzovité) kyselina o al. 2014)
SOUVISG_]ICICh S€
synovidlnim zanétem
Saussurea Asteraceae Cela Chlorojanerin In vitro inhibice (Saklani et
heteromalla (Hvézdnicovité) rostlina funkce monocytl al. 2012)

Zanétliva onemocnéni pokozky

Zanétlivd onemocnéni kiize jsou nejcastéjsimi dermatologickymi onemocnénimi. Tato
onemocnéni zahrnuji mnoho fyziologickych stavili, od mirného svédéni az po zavazné zdravotni
komplikace. Nejfrekventovanéj$§imi onemocnénimi pokozky jsou atopicka dermatitida
a psoridza. Bézné se vyznacuji zarudnutim, vyrdzkami, svédénim, otoky, puchyfti a hnisavymi
koznimi zanéty (Miyagaki & Sugaya 2015). Pochopenim bunéénych a biochemickych
mechanismu, které se podileji na zanétlivych onemocnénich kuze, by bylo mozné vyvinout
ucinnéjsi lokalni nebo injekéni piipravky k 1é€beé téchto onemocnénich (Maione et al. 2016).
Ptilozena tabulka 2 uvadi rostliny, které vykazuji tento terapeuticky potencial.

Tabulka 2: Vliv slou¢enin rostlinného ptivodu na zanétliva onemocnéni pokozky.

Pouzita Uc¢inna

Botanicky ndzev Celed Cast latka Utinek Zdroj
In vitro sniZeni
Citrus unshiu Rutaceae Plod Citrusina produkce NO v LPS (Noh et
(Mandarinka unsiu) (Routovité) Xl stimulované bunécné  al. 2015)
linii RAW 264,7
Curcuma longa A Modulace naruSeni
(Kurkumovnik Z!nglber’acea}e' Oddenek  Kurkumin pokozky in vivo/in (::ang et
dlouh) (Zazvornikovité) vitro al. 2003)
Mangifera mgllca Anacardiaceae o In vivo inhibice (Rivera
(Mangovnik (Ledvinovnikovité) Plod Mangiferin rodukee 10E etal.
indicky) vinovnikov P g 2006)

Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni jsou celosvétové hlavni pficinou Umrti. Hlavnim
patologickym Cinitelem, ktery zapticiiiuje infarkt myokardu, cévni mozkové ptihody a periferni
cévni onemocnéni je ateroskler6za. I kdyz je role lipidi pfi rozvoji aterosklerézy dobie
prostudovana, zanét je povazovan za hlavni patologicky rys ve vyvoji tohoto onemocnéni.
Charakteristickym znakem jakéhokoliv vaskularniho ateromu nebo plaku, jsou makrofagy
fagocytujici modifikovany cholesterol v ¢asticich lipoproteinti. Pfredpoklada se, Ze apoptoza
nadmérné zatizenych makrofagii uvoliiuje celou fadu zanétlivych mediétorti, které zhorSuji
tento zanétlivy proces (Feuerstein et al. 2007). V pfilozené tabulce 3 jsou uvedeny 1éCivé
rostliny, o jejichz slouceninach a zptisobech jejich plsobeni se predpoklada, Ze jsou ucinné pii
1é¢be kardiovaskuldrnich onemocnénich souvisejicich se zanéty.
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Tabulka 3: Vliv slou¢enin rostlinného ptivodu na kardiovaskularni onemocnéni.

Pouzita

Botanicky nazev Celed Sst Uginna latka Utinek Zdroj
. . . In vitro inhibice .
e s e iiny Ao produkce mos, (oL
TNF-a a IL-6
. In vitro inhibice .
Forsythia koreana Oleaceae N o (Lim et
(Zlatice korejska) (Olivovnikovité) Plod Phylligenin aktIVIti)ll\Ig(S)X-Z a 2008)
Schisandra sphenanthera Schisandraceae Schinsantheria In vitro inhibice (Cietal.
" . ey Plod produkce NO, IL-6
(Klanopraska oranzova)  (Klanopraskovité) A a TNF-a 2010)

Dalsi zanétliva onemocnéni

Nadmérné uvoliovani prozanétlivych cytokinli a mediatori z rezidentnich plicnich
neutrofili a eosinofilli zplsobuje akutni poskozeni plic, hyperreaktivitu dychacich cest
a hypersekreci hlenu (Tomassetti et al. 2015). Dalsim pfikladem mohou byt neurodegenerativni
onemocnéni souvisejici se zanétem. V centralnim nervovém systému, véetné mozku a michy,
jsou nejvyznamngjsi imunitni buiiky zastoupeny mikrogliemi, které se aktivuji v reakci na
rizné¢ podnéty a maji neuroprotektivni i neurotoxické ucinky. Nicméné nekontrolovana
a nadmérna aktivace mikroglii Casto pfispiva k rozvoji neurodegenerativnich onemocnénich
zapti¢inénych zanétem (Barrientos et al. 2015). Dalsimi zanétlivymi onemocnénimi, které jsou
vyvolané nevyvazenou produkci prozanétlivych mediatorti a hyperinfiltraci leukocytt jsou
zanétliva onemocnéni stiev. Ulcerdzni kolitida a Crohnova choroba jsou dvé nejcastéjsi formy
zanétlivych onemocnéni stfev a byvaji oznacovany jako idiopatické stfevni zanéty (IBD).
Farmakologické strategie vyvinuté v poslednich letech byly soustiedény na monoklonalni
protilatky zaméfené na prozanétlivé cytokiny a adhezni molekuly, které reguluji infiltraci
leukocytid do stfevni sliznice (Maione et al. 2016). IBD ptedstavuji chronicka zanétliva
onemocnéni stfev, ktera se mohou projevovat jako Crohnova choroba (CD) nebo ulcerdzni
kolitida (UC). UC se projevuje jako nespecificky hemoragicko-kataralni nebo ulcerdzni zanét
tlustého stfeva a kone¢niku. Naproti tomu CD mize postihovat jakoukoliv ¢&ast
gastrointestinalniho traktu (GIT) a je obvykle transmuralni (Kumar et al. 2014). IBD vznikaji
Vv disledku dysfunkéni interakce mezi bakterialni mikroflorou ve stfevé a slizni€nim imunitnim
systémem. Normalni stav imunologické tolerance viéi mikrobialnim antigenim v GIT je
naruSen bud’ pfitomnosti dysregulované populace T bunécnych efektorti sliznice, ktera
nepfiméfene reaguje na obvyklé mikrobialni antigeny, ptipadné ptitomnosti defektni populace
regulacnich T-bunék sliznice, kterd nedostatecné reaguje na obvyklé mikrobidlni antigeny tak,
ze ani normalni efektorové T-buriky nejsou korektné modulovany (Bouma & Strober 2003).
Existuje nékolik moznych faktort, které hraji roli pti vzniku IBD. Ackoliv se tyto onemocnéni
lisi svymi klinickymi pfiznaky, sdileji stejnou etiologii. Predpoklada se, ze za vznikem IBD
stoji kombinace genetickych predispozic, enviromentalnich rizikovych faktorGi a zmén
sttevniho mikrobiomu. Mezi enviromentalni rizikové faktory, které prispivaji v prevalenci
téchto onemocnéni muiZeme zafadit vliv zivotniho stylu, gastrointestindlni infek¢ni
onemocnéni, uzivani né€kterych 1é¢iv, stres, koufeni a v neposledni fad¢ také vliv stravy (Long
& Ponder 2013). V soucasnosti je stfevni mikrobiota piijimana jako stéZejni etiologicky faktor
v patogenezi IBD (Denson et al. 2013). Predpoklada se, Ze prvni rok Zivota je kritickym
casovym obdobim pro vyvoj mikrobiomu jedince a potencionalné napomaha urcit, zda dojde
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K udrzeni homeostazy nebo rozvoji IBD. Jako dilezité se ukazalo, ze epigenetické Ucinky
zprostiedkované bakteriemi na slizni¢ni imunitni systém v raném véku ovliviiuji vyvoj
imunologicky zprostfedkovaného onemocnéni v dospélosti (Olszak et al. 2012). Dalsim
faktorem, ktery mize byt zodpovédny za rozvoj IBD je tzv. hygienicka hypotéza. Tato hypotéza
Ve své podstaté navrhuje, Ze ,,CistSi“ prostiedi s niz§i mirou infekénich ¢initeltl je spojovano
s vyS8$i prevalenci IBD a naopak méné ,,Cisté* prostiedi ma protektivni vliv v rozvoji téchto
onemocnénich (Long & Ponder 2013).

Lécivé rostliny, které byly zkoumany vin vivo a in vitro studiich a ptedstavuji
potencionalni terapeutické latky v 1écbé téchto zanétlivych onemocnénich, jsou uvedeny
v tabulce 4.

Tabulka 4: Vliv slougenin rostlinného ptivodu na zanétlivd onemocnéni 2 plic, ° centralniho
nervového systému a © gastrointestinalniho systému.

Botanicky nazev Celed’ P%l;ita Utinna latka Utinek Zdroj
=
i clfnrilc?:(()gglfvét Rosaceae List Ursolova In vitro inhibice IL-8 (Lee et al.
1apo , (Rizovité) y kyselina aiNOS 2008)
japosnky)
a
ch:?oIri?(;(laiz Fabaceae In vitro a In vivo (Yang et al
Yo - Semena Psoralidin inhibice aktivity g '
(Dételnik (Bobovité) COX-2 a 5-LOX 2011)
liskolisty)
bCratoxylum Hypericaceae List Formosumon r(')g:g: II\InOhI\t/)I;eVZ (Xiong et al.
formosum (Ttezalkovité) y A P Do ot 2014)
bOlea europea . In vitro protizanétlivé
. J Oleceae Masklinova i1 (Huang et al.
(Ollvovn}k (Olivovnikovité) Plod kyselina efekty na kortikalni 2011)
evropsky) astrocyty
¢‘Commiphora BUrseraceae In vitro a In vivo (Mencarelli
mukul (Myrhovnik . o Pryskytice Guggulsteron regulace intestinalnich
(Biezulovité) et al. 2009)
mukul) efektorovych T-bungk '
. . In vivo inhibice .
‘Dumortiera Marchantiaceae . . . . o, (Liu et al.
hirsuta (Porostnicovité) Stélka Riccardin D intestinalniho 2012)

adenomu u mysi

3.2.7 Vliv stravy na zanétliva onemocnéni

O nékterych potravinach je znamo, Ze maji silné G¢inky na zanétlivé reakce v téle. Peclivy
vybér potravin, které maji protizdnétlivou povahu, spolecné s omezenim konzumace potravin,
které puisobi zanétlive je ustiednim prvkem protizanétlivé diety (Ricker & Haas 2017).

Sacharidy

Jednim z hlavnich stravovacich faktori negativné ovliviujicich zanét je spotieba
rafinovanych sacharidii a sacharidd s vysokou glykemickou naloZi. Pravidelnd konzumace
sacharidii s vysokou glykemickou nalozi ma za nasledek chronickou hyperglykemii, ktera
prostfednictvim riznych mechanismt zvysSuje produkci volnych radikalti a prozéanétlivych
cytokinii. Ve snaze snizit hladinu glukézy v krvi vylu€uje pankreas inzulin, kromé toho, ze
vylucuje glukézu z krevniho ob€hu, plisobi inzulin na enzymy 6-6 a 6-5 desaturaza, které
reguluji pfeménu linolové kyseliny na arachidonovou kyselinu. Cim vys$i je tedy inzulinova
odpovéd na vysokou glykemickou ndloz, tim vice arachidonové kyseliny je produkovano. Za
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zminku stoji glukagon, ktery ma inhibi¢ni G¢inek na desaturazové enzymy, ¢imz dochazi ke
snizeni produkce arachidonové kyseliny (Ricker & Haas 2017).

Tuky

Dalsim dulezitym aspektem piispivajicim k zanétu je hladina konzumovanych N-3 a N-
MK jsou povazovany za prozanétlivé. Ackoliv jsou ob¢ tyto skupiny MK esencialnimi zivinami
pro lidsky organismus, je to praveé jejich nevyvazeny pomér ve straveé, ktery pravdépodobné
zpusobuje zdravotni komplikace souvisejici se zanéty (Simopoulos 2016a). Nicméné piesny
pomér podporujici zdnét neni zndm, predpoklada se, ze pomér N-6 : N-3 MK vyssi nez 10 : 1
je povazovan za prozanétlivy faktor (Simopoulos 2016b). Kyselina linolova (N-6 MK) slouzi
jako prekurzor fady prozanétlivych eikosanoidii produkovanych kyselinou arachidonovou.
Vysledkem je, ze ¢im vice N-6 MK je ve stravé konzumovano, tim vyssi je riziko vyskytu
rozdil od u¢inku inzulinu, jak bylo uvedeno v piedchozi kapitole, N-3 MK inhibuji enzym -6
desaturaza a tim snizuji produkci arachidonové kyseliny. Jakmile dojde k produkci
arachidonové kyseliny, N-3 MK mohou nepfimo omezit tvorbu prozanétlivych eikosanoidi,
tim Ze dochazi ke kompetici s arachidonovou kyselinou o prostor ve fosfolipidové dvojvrstveé
bunécnych membran (lbarguren et al. 2014). Zarovenn mohou N-3 MK zmirnit jiz existujici
2010).

Kromé& mnoZzstvi a poméru konzumovanych polynenasycenych mastnych kyselin ma vliv
na vyskyt zanétlivych onemocnénich také konzumace trans nenasycenych mastnych kyselin.
Trans nenasycené mastné kyseliny se vyskytuji v mase a mléce piezvykavci a zaroven se
vyskytuji v potravinach vyrobenych z ¢aste¢né hydrogenovanych rostlinnych oleji (Ricker &
Haas 2017). V provedenych studiich byla konzumace trans nenasycenych mastnych kyselin
spojovana se zvySenymi zanétlivymi markery, zahrnujici TNF, CRP (Baer et al. 2004;
Mozaffarian & Clarke 2009; Mazidi et al. 2017) a IL-6 (Lopez-Garcia et al. 2005).

Energeticky prijem

Kromé vlivu uvedenych skupin makroZivin, chronicky zanét je také ovlivnén kalorickym
ptijmem. Nadmérny kaloricky pfijem, zejména u jedincu, kteti nemaji dostatecnou fyzickou
aktivitu vede ke zvySené adipozité. Tukova tkan je metabolicky aktivni tkan, kterd piimo
pfispiva k rozvoji chronického zanétu uvoliiovanim prozanétlivych cytokini, véetné TNF-a
a IL-6. Béhem rustu adipocytl hrozi vznik zanétu v disledku infiltrace a aktivace makrofagu,
které produkuji dalsi zanétlivé cytokiny. V disledku nadmérné tukové tkané dochéazi k fadé
dalSich prozanétlivych zmén, véetné zvySené inzulinové rezistence a aktivace sympatického
nervového systému (Ricker & Haas 2017).

Na rozdil od nadmérného kalorického pfijmu bylo u obéznich pacientli prokdzano, ze
sniZeni jejich kalorického pfijmu s dostate¢nym zastoupenim makronutrientli vykazuje dilezité
protizanétlivé ui¢inky. Redukce poctu adipocytt v téle snizuje hladinu prozanétlivych adipokint
a cytokinl. Redukce adipocytli vede také ke zlepSeni citlivosti tkani na inzulin a snizeni hladiny
glukozy v plazmé, ¢imz snizuje produkci konecnych produktid pokrocilé glykace. Snizeni
produkce koncovych produkti pokroCilé glykace tlumi aktivaci drah, které by jinak
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podporovaly expresi adheznich molekul a chemokini, indukovaly oxidac¢ni stres a uvoliiovaly
zanétlivé cytokiny (Ricker & Haas 2017).

Protizanétliva dieta

-----
-----

rrrrr

pomért makronutrientt i aspekty sttedomotské diety a okinawské diety (Ricker & Haas 2017).
Stfedomotskéa dieta se vyznacuje vys$i konzumaci zeleniny, ovoce, ryb, olivového oleje
a pfimétenou konzumaci ¢erveného vina. Okinawska dieta je podobna té sttedomotské, lisi se
niz§im celkovym pfijmem tukd a niz$i konzumaci cerveného masa a mléénych vyrobkl
(Willcox et al. 2009). Naopak typicka zapadni dieta, zahrnuje vyssi konzumaci ¢erveného masa,
jednoduchych sacharidii a niz§i konzumaci ryb, zeleniny a ovoce, nez je tomu u sttedomotské
¢i okinawské diety (Grotto & Zied 2010).

-----

-----

-----

2015). Bylo prokazano, Ze strava bohata na ovoce a zeleninu koreluje s niz§imi hladinami
zanétlivych markeru v krvi (Esmaillzadeh et al. 2006; Nanri et al. 2007).

-----

-----

vys$s$i mnozstvi N-3 MK (Ricker & Haas 2017). Z tohoto diivodu by méla byt vénovana zvlastni
pozornost vhodnému vybéru zdrojii zivocisnych bilkovin. Je doporu¢ena konzumace ryb, jako
je napftiklad losos, makrela, halibut ¢i sled’, pficemz by mél byt bran ztetel, aby se jednalo
0 ryby voln¢ ulovené, které obsahuji vyssi mnozstvi N-3 MK nez ryby pochazejici z farem (Van
Vliet & Katan 1990). Podobné jako vybér vhodnych ryb, tak i vybér vhodného masa ma sva
specifika. Maso pochdzejici z ekologického chovu ma niz§i pomér N-6 : N-3 MK ve srovnani
nékterych Zivocisnych bilkovin, mély by v této dieté prevazovat bilkoviny rostlinného piivodu.
Vhodnymi zdroji rostlinnych bilkovin jsou zejména so6jové boby a potraviny z nich
ptipravované, jako je naptiklad tempeh nebo tofu. Fytonutrienty, proteiny a vhodné slozeni MK
s6ji souvisi s poklesem zanétlivych markerd, jako je IL-6, TNF-o a CRP (Wu et al. 2012;
Nicastro et al. 2013).

3.3 Alkaloidy
3.3.1 Charakteristika

Alkaloidy jsou skupinou pfirozené se vyskytujicich organickych latek, které jsou
produkovany rliznymi organismy vcetné rostlin, bakterii, hub a zivocichl. Vyzkum alkaloida
byl zahajen Friedrichem Wilhelmem Sertiirnerem, ktery jako prvni dokazal izolovat alkaloid
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z ptirodniho produktu, konkrétné¢ se jednalo o alkaloid morfin. Autorem prvni definice
alkaloidi byl némecky farmaceut Dr. Karl Wilhelm Meifner, ktery jako prvni v roce 1819
predstavil termin alkaloid. Alkaloidy definoval jako latky ziskané z rostlin, které reaguji jako
alkalie. Od té doby byla definice terminu alkaloid né€kolikrat pozménéna a v soucasné dobé je
nejrozsifenéjsi definice, ze termin alkaloid pfedstavuje pfirozené vyskytujici se organické
slou¢eniny obsahujici dusik, které maji vét$i nebo mensi stupen zasaditosti (Hesse 2002;
Aniszewski 2015).

Alkaloidy ptedstavuji jednu z nejrozmanitéj$ich tiid sekundarnich metabolitd. Jsou
syntetizovany specifickymi metabolickymi cestami, které zahrnuji prekurzory aminokyselin
a vykazuji Siroké spektrum farmakologickych aktivit (Wink & Roberts 1998). Alkaloidy
vznikaji jako sekundarni metabolity rostlin a slouzi predevsim k jejich ochrané pted bylozravci
a patogeny. Dale alkaloidy v rostlinach ptisobi jako atraktanty pro opylovace, rlstové
regulatory, piipadné jako zasoby dusiku (Waller & Nowacki 1978; Ahmed et al. 2017).

Alkaloidy lze klasifikovat podle jejich biologické a ekologické aktivity, chemické
struktury nebo biosyntézy.

Z hlediska biologické aktivity je mozné alkaloidy rozd¢€lit na neutralni nebo slabé bazické
molekuly, zivocisné alkaloidy, moiské alkaloidy, alkaloidy pfitomné v houbach nebo
mechovych porostech, bakterialni alkaloidy a neptirozené vyskytujici se alkaloidy, které jsou
bud strukturné modifikované nebo se jedna o0 jejich analogy. V navaznosti na mnohé
farmakologické vyzkumy se skupina nepfirozené vyskytujicich alkaloidii velmi rychle rozrista.
Tento trend je nezbytny zdivodu infekénich onemocnéni, které jsou vyvolany
mikroorganismy, které se stavaji rezistentnimi vici komeréné dostupnym antibiotikiim). Dale
mohou byt alkaloidy klasifikovany ¢isté podle jejich chemické struktury smétujici na jejich
alkaloidovy zéklad a lze je rozdé€lit na alkaloidy akridinové, aromatické, imidazoly, indoly,
chinony, chinoliny, isochinoliny, piperidiny, puriny, pyrolidiny, terpenoidy a dalsi.

Podle zptisobu biosyntézy alkaloidli, mizeme alkaloidy rozdé€lit na pravé alkaloidy,
protoalkaloidy a pseudoalkaloidy. Pravé alkaloidy jsou slou¢eniny, které jsou odvozené od
aminokyselin a maji heterocyklickou strukturu, ktera obsahuje dusik. Jedna se o vysoce
reaktivni latky, které vykazuji biologickou aktivitu v nizkych davkach. Pravé alkaloidy se
vyznacuji hotkou chuti, jedna se bilé pevné latky s vyjimkou nikotinu, ktery tvoii hnédou
kapalinu. V rostlinach se mohou vyskytovat ve volném stavu, jako soli nebo jako N-oxidy.
Primarnimi prekurzory pravych alkaloidl jsou aminokyseliny, jako je napiiklad L-ornitin, L-
lysin, L-fenylalanin, L-tyrosin, L-tryptofan a L-histidin. Mezi zastupce se fadi atropin,
dopamin, chinin, morfin, nikotin a kokain. Protoalkaloidy jsou slouc¢eniny obsahujici dusik
odvozeny od aminokyselin, ktery neni soucasti heterocyklu. Tyto alkaloidy jsou odvozeny od
L-tyrosinu a L-tryptofanu. Mezi predstavitele této skupiny se tfadi adrenalin a efedrin.
Pseudoalkaloidy jsou slouceniny, které nemaji jejich zakladni uhlikovy skelet odvozen od
aminokyselin. Jsou odvozeny od prekurzori a postkurzort aminokyselin. Zastupci
pseudoalkaloidt jsou kofein, theobromin a kapsaicin (Aniszewski 2015; Roy 2017).

3.3.2 Biologicka aktivita alkaloidu

Vseobecné jsou alkaloidy povazovany za velmi toxické latky, nicméné jejich biologicky
ucinek je zavisly na velikosti davky a délce jejich piijmu. V nizkych a pfedem urcenych
davkach ptisobi alkaloidy jako 1éCiva.
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Cisté, izolované rostlinné alkaloidy a jejich syntetické derivaty jsou vyuzivany jako 16¢ivé
ptipravky po celém svété pro své analgetické, antispasmodické a baktericidni ucinky (Roy
2017). V uplynulych letech byla vénovana také znacna pozornost alkaloidim v souvislosti
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zkoumana pomoci otoku krysich tlapek indukovaného karagenanem, jako pozitivni kontrola
byl pouzit diclofenac (20 mg/kg), ktery je komeréné vyuzivan jako NSA. Skimmianin byl
pouzit v riznych koncentraci, konkrétné¢ 1,0 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 7,5 mg/kg a 10,0
mg/kg. Z vysledki méteni otoku tlapek je patrné, Ze minimalni koncentrace skiammianinu,
ktera maximalné inhibovala otok byla 5,0 mg/kg, tato koncentrace se jevila znacné u¢inné;si
v inhibici otoku nez diclofenac. Po provedeni analyzy otoku byly nasledné krysy usmrceny,
aby mohly byt tlapky a krev dale analyzovany. Vysledky provedenych analyz prokazaly snizeni
MRNA hladin TNF-a a IL-6, které stoji na zacatku zanétlivé reakce. Dale bylo zjisténo sniZeni
hladiny NO a PGE: a sniZeni aktivit COX-2 a 5-LOX. Z vysledku této studie 1ze povazovat
skimmianin za perspektivni terapeutickou latku v 1é¢bé mnohych zanétlivych onemocnénich.
Dalsi studie provedena Andreicut et al. (2018) se zamé&fila na protizanétlivou aktivitu alkaloidd,
které byly izolovany zkiry mahonie cesminolisté (dfistalovité), Mahonia aquifolium
(Berberidaceae). Etanolové extrakt kiry obsahoval alkaloidy: berbamin, berberin, jatrorrhizin
a palmatin. Zéanétliva reakce byla u laboratornich krys indukovana pomoci terpentynového
oleje, ktery vyvolal produkci zanétlivych cytokinii a NO. Etanolové extrakty byly laboratornim
krysam podavany oraln¢ po dobu sedmi dni pfed vyvolanim zanétlivé reakce, v mnozstvi 1 ml
a ve tfech riznych koncentracich (100%, 50% a 25%). Jako pozitivni kontrola byl v této studii
inhibici produkce NO a TNF-a. Etanolové extrakty o koncentraci 50% a 25% vykazovaly
srovnatelny ucinek v porovnani s diclofenacem v inhibici NO, avsak tyto extrakty vykazovaly
metanolového extraktu kiry korkovniku amurského (routovité), Phellodenron amurense
(Rutaceae). V metanolovém extraktu byl identifikovan isochinolinovy alkaloid berberin
a limonoidy limonin a obakunon, které byly nasledovné separovany. V této studii byla
které byly stimulovany IL-1 B. Z vysledku této studie vyplyva, ze alkaloid berberin a pouzité
limonoidy vyznamné snizovaly produkci NO. Alkaloidy maji celou fadu farmakologickych
ucinku (Tab. 5).
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Tabulka 5: Vybrané alkaloidy a jejich farmakologické G¢inky.

Alkaloid Rostlina Celed’ Utinek Zdroj
N . - Apocynaceae Antiarytmicky, anti- (Yang et al.
Ajmalin Rauvolfia verticillata (Tojestovité) proliferatni aktivita 2018)
. . Anisodus tanguticus . " . L, (Zhang et
Anisodamin (Pablen tangutsky) Solanaceae (Lilkovité) Cholinolyticky al. 2018)
. Coptis chinensis Ranunculaceae e, (Fang et al.
Berberin (Koptis &insky) (Pryskynikovité) Antilipidemicky 2018)

- . . , Rubiaceae . . (Wen et al.
Chinin Cinchona (Chinovnik) (Mofenovité) Antimalarikum 2018)
Efedrin Ephedra sinica Ephedraceae Stimulace srde¢ni (Wang et al.

(Chvojnik) (Chvojnikovité) kontraktility 2018a)
. . Wang et al.
. Coffea arabica Rubiaceae . (
Kofein (Kéavovnik arabsky) (Moftenovité) Stimulace CNS 2018b)
. Papaver somniferum Papaveraceae . (Kong et al.
Morfin (Mik setg) (Makovité) Analgetikum 2018)

V historii byly rostliny obsahujici alkaloidy pouzivany Vv tradi¢nim lidovém lécitelstvi po
celém svété (Roy 2017). Vyuzivano bylo velké mnozstvi rostlin z riznych ¢eledi, napiiklad
Capparidaceae (kaparovité), Rutaceae (routovité), Berberidaceac (dfistalovité) ¢i
Amaryllidaceae (amarylkovité) (Aniszewski 2015), kterym je v soucasnosti vénovana zna¢na
pozornost zejména diky jejich protinadorovym téinktim (Nair & van Staden 2014) a také diky
schopnosti inhibovat acetylcholinesterazu (Ding et al. 2017).

3.4 Celed Amaryllidaceae

Rostliny ¢eledi Amaryllidaceae (Amarylkovité) jsou viceleté, jednodélozné rostliny,
které se stavaji ze 3 podceledi (Agapanthoideae, Allioideae, Amaryllidoidaeae) a pfiblizné
71100 druhti v 75 rodech (Berkov et al. 2012). Celed Amaryllidaceae je hojné rozsifena
Vv tropickych, subtropickych a teplych oblastech svéta, véetn€ Jizni Ameriky, Stfedomoii a Jizni
Afriky (Nair et al. 2013). Rostliny z &eledi Amaryllidaceae je mozno nalézt i v Ceské republice,
jedna se zejména o zastupce v podobé narcisti (Narcissus), bleduli (Leucojum) a sné€Zenek
(Galanthus) (Chase et al. 2009). Po cela staleti se rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae péstuji nejen
jako okrasné rostliny obsahujici éterické oleje a majici krasné barevné kvéty, ale zejména také
pro své vyuziti v lidové medicing proti riznym chorobam. Tradi¢né byly rizné druhy této ¢eledi
vyuzivany pii 1é¢bé zanétl, onemocnéni obéhové soustavy a neurologickych onemocnéni.
Farmakologicky ucinek rostlin z ¢eledi Amaryllidaceae je piipisovan pfitomnosti alkaloida
odvozenych od aminokyseliny tyrosinu, které jsou produkovany pravé rostlinami této Celedi.
Tyto alkaloidy maji nejen cytotoxické a antivirové ucinky, ale také mnoho dalSich

-----

a antibakterialni u¢inky (Jin 2005).
3.4.1 Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae

V soucasnosti je znamo na 20 000 druhti alkaloidd, které jsou pfevazné rostlinného
puvodu. Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae patii do po¢etné skupiny isochinolinovych alkaloidd,
isochinolinové alkaloidy se spole¢né s indolovymi alkaloidy se fadi mezi dvé nejvétsi skupiny
alkaloidi. Prvnim izolovanym alkaloidem z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae byl v roce 1877
Lykorin z rostliny Nacrcissus pseudonarcissus. Do dnes bylo identifikovano na 600 alkaloid
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pochazejici z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae a tento pocet jisté neni koneény (Desgagné-Penix
2020).

3.4.2 Biosyntéza alkaloidii ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy ¢eledi Amaryllidaceae jsou tvoieny biogeneticky intramolekularni oxida¢ni
vazbou norbelladini, které jsou odvozeny od aminokyselin L-fenylalaninu a L-tyrosinu, tento
proces byva nazyvan norbelladinova cesta (Obr. 4) (Kilgore & Kutchan 2016). Béhem tohoto
procesu se L-tyrosin méni na tyramin a L-fenylalanin na 3,4-hydroxybenzaldehyd. Po n¢kolika
reak¢nich stupnich se z tyraminu a 3,4-hydroxybenzalaldehydu stava 4’-O-methylnorbelladin.
V zavislosti na zptisobu oxida¢ni cyklizace 4"-O-methylnorbelladinu vznika osm elementarnich
strukturnich typti amarylkovitych alkaloidt. Jednotlivé strukturni typy jsou pojmenovany podle
svého hlavniho zastupce: lykorinovy typ (lykorin), homolykorinovy typ (homolykorin),
krininovy typ (krinin), haemanthaminovy typ (haemanthamin), galanthaminovy typ
(galanthamin), tazettinovy typ (tazettin) a pankratistatinovy typ (pankratistatin). Mezi dalsi
vyznamné strukturni typy patfi norbelladinovy typ (belladin), ze kterého vychazeji vSechny
ostatni strukturni typy a montaninovy typ (montanin), ale biosynteticka cesta vedouci ke vzniku
tohoto typu alkaloidli neni prozatim zcela objasnéna (Steglich et al. 2000; Bastida et al. 2006).
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Obr. 4: Biosyntéza alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae. Upraveno dle Dalecka et al. (2013).
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3.4.3 Zakladni strukturni typy Amaryllidaceae alkaloidu
Lykorinovy typ

Alkaloidy pattici do této skupiny jsou derivaty pyrrolo[de]fenantridinu, ktery vznika
ortho-para oxidativnim spojenim O-methylnorbelladinu. Hlavni zastupce je alkaloid lykorin,
ktery byl viibec prvnim izolovanym alkaloidem z ¢eledi Amaryllidaceae, roku 1877 z rostliny
Nacrcissus pseudonarcissus (Narcis zluty) a jeho struktura byla poprvé popsana v roce 1956
(Dalecka et al. 2013). Mezi dalsi zastupce alkaloidt lykorinového typu patii napiiklad 1-O-
acetyllykorin, pseudolykorin, lykoren, galanthin, norpluvin nebo amarbellisin (Evidente et al.
2009). Mezi zastupce rostlinnych zdroji obsahujici lykorinovy typ alkaloidu patii hned nékolik
rodu, naptiklad Ammocharis (Machocho et al. 1999), Crinum (Refaat et al. 2012), Galanthus,
Leucojum, Narcissus (Kintsurashvili & Vachnadze 2007) nebo Lycoris (Toriizuka et al. 2008).

Homolykorinovy typ

Alkaloidy homolykorinového typu jsou strukturné odvozeny od 2-benzopyrano[3,4-
glindolu a stejné¢ jako alkaloidy lykorinového typu Vznikaji oxidativni cyklizaci ortho-para
(Bastida Armengol et al. 2011). Hlavnim piedstavitelem alkaloidl tohoto typu je homolykorin,
dale se do této skupiny fadi napiiklad lykorenin, masonin, hippeastrin, radiatrin, ungerin
a odulin (Ramawat & M¢érillon 2013). Tyto zastupce mizeme najit v rodech Crinum (Refaat et
al. 2012), Galanthus (Berkov et al. 2012), Narcissis, Leucojum (Ramawat & Mérillon 2013)
nebo Hippeastrum (Giordani et al. 2011).

Krininovy a haemanthaminovy typ

Alkaloidy krininového a haemanthaminového typu vznikaji oxidativni cyklizaci para-
para a vychazeji ze stejného strukturniho =zéakladu, jednd se o molekulu 5,10b-
ethanofenantridinu. Spole¢né s alkaloidy lykorinového typu se jedna o nejvice rozsifené
alkaloidy v rostlinach z ¢eledi Amaryllidaceae (Ramawat & Mérillon 2013). Hlavnimi zastupci
jsou krinin a haemanthamin, mezi dalsi zastupce patti ambellin, buphanisin, bulbispermin,
flexinin, haemanthidin, krinamin, krinamidin, powellin, udulatin nebo vittatin (Refaat et al.
2012). Zastupce téchto amarylkovitych alkaloidi mtzeme nalézt v rodech Ammocharis
(Machocho et al. 1999), Crinum (Refaat et al. 2012), Galanathus (Bozkurt-Sarikaya et al.
2014), Hippeastrum (Giordani et al. 2011), Nerine, Lycoris (Ramawat & Mérillon 2013),
Narcissus (Kornienko & Evidente 2008) nebo Zephyranthes (Herrera et al. 2001).

Tazzetinovy typ

Tazzetinovy strukturni typ zahrnuje alkaloidy, které jsou odvozeny od
2-benzopyrano[3,4-clindolu, jejich zaklad je stejné jako wu alkaloidd krininového
a haemanthaminového typu odvozen od norbelladinu cyklizaci typu para-para (Bastida
Armengol et al. 2011). Hlavni zastupce této skupiny je tazzetin, ktery byl poprvé izolovan
v roce 1934 z rostliny Narcissus tazetta (Narcis taceta). Mezi dalsi zastupce patéi makronin,
ornamin, ornazidin a kriwellin. Alkaloidy tazzetinové typu mtzeme nalézt v rodech Crinum
(Refaat et al. 2012), Eucharis (Ramawat & Mérillon 2013), Galanthus, Hippeastrum, Leucojum
a Narcissus (Berkov et al. 2014).
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Pankratistatinovy typ

Alkaloidy tohoto typu jsou odvozeny od fenanthridinu a vznikaji podobné jako alkaloidy
haemanthaminového ¢i krininového typu cyklizaci para-para (Bastida Armengol et al. 2011).
Hlavnim zastupcem je pankratistatin, ktery byl poprvé izolovan z cibule Hymencallis littoralis
(lilie havajska), dalsimi zastupci jsou naptiklad narcisklasin, trisferidin nebo bikolorin
(Kornienko & Evidente 2008; Berkov et al. 2010).

Galanthaminovy typ

Pro alkaloidy galanthaminového strukturniho typu je typické dibenzofuranové jadro
a vznikaji para-ortho oxidativnim spojenim (Bastida Armengol et al. 2011). Hlavnim
ptedstavitelem je galanthamin, tento alkaloid byl izolovan poprvé v roce 1952 z rostliny
Galanthus wonowii (snéZenka Woronova) (Krejéova & Sevelova 2003). Dal§i piedstavitele,
které mtizeme zafadit do této skupiny jsou norgalanthamin, narcisin, chlidantin, sanguinin,
norlykoramin ¢i leukoverin (Ramawat & Mérillon 2013). Mezi zastupce patii rody Amaryllis,
Crinum, Galanthus, Hippeastrum, Leucojum, Lycoris, Narcissus ¢i Zephyrantes (Kintsurashvili
& Vachnadze 2007; Berkov et al. 2009).

3.4.4 Biologicka aktivita alkaloidu ¢eledi Amaryllidaceae

Alkaloidy izolované z rostlin ¢eledi Amaryllidaceae vykazuji celou $kalu biologickych
aktivit, v¢etné antibakterialnich, antifungalnich, antimalarickych, antivirovych, analgetickych
vynikaji vyraznou protinadorovou aktivitou. Jejich ptednosti je selektivita k naddorovym
bunkam a relativné nizka toxicita vic¢i bunkam zdravym. V neposledni fadé maji schopnost
inhibovat acetylcholinesterazu, z ¢ehoz vypliva jejich vyuziti v terapii Alzheimerovy choroby.
(Dalecka et al. 2013; Jin & Yao 2019).

Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéjsi pficinou vzniku demence postihujici star$i
populaci a je jednou z deseti nejcastéjSich pficin umrti na celém svété (Jin & Yao 2019). Jedna
se neurodegenerativni onemocnéni souvisejici s vékem a poruchou paméti. Cholinergni
hypotéza Alzheimerovy choroby piedpoklada, ze poruchy paméti u pacienttii s touto chorobou
jsou podmétem pro 1é¢bu zaméfenou na zlepseni cholinergni funkce v prabéhu Alzheimerovy
choroby (Guillou et al. 2000). Inhibitory acetylcholinesterazy (AChE), enzymu, ktery se podili
na metabolické hydrolyze acetylcholinu (ACh) u cholinergnich synapsich podporuji zvySeni
koncentrace a trvani synaptické akce Ach, ¢imz slouzi jako terapeutickd latka v 1écbé AD.
Alkaloid galanthamin je vysoce u¢inny pii inhibici AchE (ICso = 1 uM), ktery byl schvalen pro
klinickou 1écbu AD v Evropské unii a USA (Houghton et al. 2006). Dale galanthamin stimuluje
presynaptické a postsynaptické nikotinové receptory, které mohou zvySovat uvoliiovani
neurotransmiterll a ptimo tak stimulovat funkci neuront. Zaroven pfichazi v tivahu, ze by
stimulace nikotinovych receptorti chranila pted apoptézou vyvolanou toxicitou f-amyloidu, coz
z galanthaminu dé€la slibného kandidata pro 1é¢bu onemocnéni nervového systému (Ding et al.
2017). Vzhledem ke komerénimu tspéchu galanthaminu je ziejmé, Ze rostliny z Celedi
Amaryllidaceae vyvolavaji zna¢ny zajem védeckych kolektivli, vedouci k objevu novych
terapeutickych latek (Nair et al. 2011). Dalsimi alkaloidy z této ¢eledi, které mohou byt vyuzity
jako inhibitory AchE s opravdovym potencidlem pro klinické vyuziti je naptiklad alkaloid
sanguinin (ICsp = 0,1 uM) a 1-O-acetyllykorin (ICso = 0,96 uM) (Nair & van Staden 2012).
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Alkaloidy z ¢eledi Amaryllidaceae jsou z farmakologického hlediska vyznamné také
zejména pro své protinddorové pusobeni. Mnohé studie zabyvajici se protinddorovym
pasobenim amarylkovitych alkaloidi zjistili, Ze tyto alkaloidy ptisobi cytotoxicky (Ang et al.
2015; Carvalho et al. 2015; Liu et al. 2015), cytostaticky (Lamoral-Theys et al. 2009)
a antiproliferativné (Masi et al. 2015; Presley et al. 2016) na nadorové buiiky. U¢inek lykorinu
proti lidské leukemické bunécné linit HL-60 spociva v potlaceni riistu bunék a snizeni preziti
bunék zastavenim bunééného cyklu ve fazi G2/M a indukci apoptézy nadorovych bunék (Nair
& van Staden 2014). Byly také studovany mozné mechanismy inhibi¢nich G¢inkt lykorinu na
bunécnou linii lidského mnohocetného myelomu KM3. Rychlost ristu bunék KM3 se zjevné
zpomalila v dasledku podani lykorinu, dale byly detekovany bunécné fluorescencni apoptotické
morfologické zmény a fragmenty degradace DNA, coz naznacuje vyskyt bunééné apoptodzy po
osetfeni lykorinem (Liu et al. 2007). Studie Van Goietsenoven et al. (2010) zkoumala
antiproliferativni vlastnosti amarylkovitych alkaloidi, jako je napiiklad haemanthamin,
haemanthidin, amarbellisin, lykorin a pseudolykorin proti Sesti odlisSnym bunéénym liniim
rakoviny, v¢etné A549, OE21, Hs683, U373, SKMEL a B16F10. Alkaloidy haemanthamin,
haemanthidin, amarbellisin, lykorin vykazovaly cytostatickou aktivitu, pficemz pseudolykorin
vykazoval cytotoxické ucinky. Vysledky této studie naznacuji, ze vybrané alkaloidy rostlin
z Celedi Amaryllidaceae by mohly byt potencidlnimi terapeutickymi latkami v 1écbé
nadorovych onemocnénich.

Mezi dalsi biologické ucinky amarylkovitych alkaloidd se ftadi antibakteridlni
a antifungalni G¢inky. Provedena studie védeckym kolektivem (Evidente et al. 2004) se
zabyvala antimikrobidlni aktivitou alkaloidi pochazejicich z cibule rostliny Amaryllis
belladonna L. (Amarylka spanild). V ramci této studie byly izolovany alkaloidy, jako je
amarbellisin, ktery byl prvné izolovan pravé z Amaryllis belladonna L., lykorin, pankracin,
vittatin a 11-hydroxyvittatin. VSechny tyto alkaloidy prokazaly antimikrobidlni aktivitu
v diskovém difuznim testu. Alkaloidy amarbellisin, pankracin, vittatin a 11-hydroxyvittatin
vykazovaly antibakterialni aktivitu proti Grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus.
Antibakterialni aktivitu vic¢i gramnegativni bakterii Escherichia coli vykazoval amarbellisin
a vittatin. VSechny izolované alkaloidy z Amaryllis belladonna L. vykazovaly antifungalni
aktivitu proti Candida albicans, zejména pak lykorin (MIC = 39 pg/ml), amarbellisin (MIC =
63 pg/ml) a vittatin (MIC = 31 pg/ml). Cheesman et al. (2012) ve své studii identifikovali
alkaloidy buphanidrin a distichamin pochazejici z cibule rostliny Boophone disticha, ktera byla
vyuzivana v lidovém lécitelstvi k 1écb¢ infekei a hojeni ran. V této studii byly testovany oba
izolované alkaloidy buphanidrin a distichamin a také extrakt z cibule této rostliny, proti
grampozitivnim bakteriim (Bacillus subtilus a Staphylococcus aureus) a gramnegativnim
bakteriim (Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae). V tomto testu pusobil antibakterialné
proti grampozitivnim a gramnegativnim bakteriim jiz samotny extrakt z cibule, pficemz kazdy
alkaloid zvlast’ se ukazal jako dvakrat uc¢innéjsi nez samotny extrakt a nejlepsi namétena MIC
byla stanovena na 6,3 ug/ml.

V neposledni fad¢ jsou rostliny z ¢eledi Amaryllidaceae zkoumany pro své antimalarické
ucinky. Malarie je infek¢ni onemocnéni lidi a zvifat, jehoZz vyskyt se kazdy rok zvySuje a je
potieba proti nému hledat nové, u€inné terapeutické latky z divodu nedostate¢né ucinnosti téch
soucasnych. Toto infekéni onemocnéni je zpisobeno prvoky rodu Plasmodium, ktefi jsou
pfenaseny samickami komara rodu Anopheles (He et al. 2015). Studie provedena Campbell et
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al. (1998) se zabyvala antimalarickou aktivitou lykorinu a 1,2-di-O-acetyllykorinu, které byly
izolované z rostliny Brunsvigia littoralis (Brunsvingie). Tyto alkaloidy byly testovany proti
dvéma druhiim Plasmodium falciparum, konkrétn¢ proti chlorochin-senzitivnimu (D210)
a chlorochin-rezistentnim (FACS8). Lykorin a 1,2-di-O-acetyllykorin vykazovali solidni
inhibi¢ni koncentraci proti chlorochin-senzitivnimu D10 kmenu (ICs0) = 0,62 pug/ml (lykorin);
1,0 pg/ml (1,2-di-O-acetyllykorin). Vyborné hodnoty pifedvedly obé sloueniny i proti
chlorochin-rezistentnimu (FAC8) kmenu, ICso = 0,7 pg/ml (lykorin) a 1,0 ug/ml (1,2-di-O-
acetyllykorin).

Studie (Citoglu et al. 1998; Kang et al. 2012; Park 2014; Chen et al. 2018b) zabyvajici se
protizanétlivou aktivitu rostlinnych extraktii vychazi z historickych etnobotanickych poznatk
Rostliny celedi Amaryllidaceae byly tradi¢né vyuzivany pii 1é€bé otokt, astmatu, horecky
2011). Studie Kang et al. (2012) se zabyvala inhibici exprese iNOS a COX-2 a inhibici
produkce NO a PGE; stimulované LPS v bunééné linii mySich makrofagi RAW 264,7.
Lykorin, ktery byl izolovan z cibule rostliny rodu Lycoris, byl testovan v péti rtznych
koncentracich (10 uM, 5 uM, 3 uM, 1 puM a 0,1 uM). Z vysledkt této studie je patrné, ze
inhibice INOS a COX-2 byla zavisla na koncentraci pouzitého lykorinu a nejucinngjsi
koncentrace byla 5 puM. Lykorin vykazoval inhibi¢ni ucinek na produkci NO a PGEy,
pravdépodobné v dasledku inhibice exprese iNOS a COX-2. V ramci této studie byl porovnan
inhibi¢ni uc¢inek lykorinu a Dexamethasonu, ktery je kortikosteroidnim lé¢ivem, ktery je
vyuzivan k 1é¢bé zanétlivych onemocnénich. Bylo zjisténo, Ze lykorin vykazoval mnohem
silngj$i inhibi¢ni aktivitu vaéi iNOS a COX-2 nez Dexamethason. Citoglu et al. (1998)
zkoumali protizanétlivou aktivitu alkaloidl lykorinu a haemanthidinu, které byly izolovany
pomoci otoku mysich tlapek indukovaného karagenanem. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit
indomethacin, ktery je komercéné vyuzivan jako NSA. V této studii bylo zjisténo, Ze alkaloid
haemanthidin vykazoval vyssi protizanétlivou aktivitu nez indomethacin, pfi¢emz alkaloid
ve své studii izolovali z cibule rostlin Crinum latifolium 4 nové alkaloidy odvozené od
kripowellinu, konkrétn¢ 4,8-dimethoxy-kripowellin C, 4,8-dimethoxy-kripowellin D, 9-
methoxy-kripowellin B a 4-methoxy-8-hydroxy-kripowellin B. Tyto alkaloidy vykazovaly
zna¢nou schopnost inhibovat enzym COX-1 (> 64%) a COX-2 (>90%). V dalsi provedené
amarylkovitych alkaloidl. Potenciondlni protizdnétlivy G€inek norberlladinu byl zkouman jako
schopnost inhibovat COX-1. V této studii byl norberlladin porovnavan s aspirinem, ktery je
pouzivan jako NSA a je o ném zndmo, Ze tlumi zanétlivou reakci. Z vysledki této studie je
patrné, ze norberlladin silngji inhiboval COX-1 nez aspirin. Obé¢ latky byly testované v riznych
koncentracich (0,05 uM, 0,25 uM a 0,50 uM), pricemz jako netcinnéjsi koncentrace se jevila
koncentrace 0,25 pM. V této koncentraci byl norberlladin schopen inhibovat COX-1 silnéji nez
aspirin, konkrétné inhiboval COX-1 z 51%. Dale byla v této studii pozorovana schopnost
norberlladinu inhibovat enzym COX-2 v porovnani s NS-398, ktery je vyuzivan ve védeckych
studiich jako specificky inhibitor COX-2. Podobn¢ jako u inhibice COX-1 byly pouzity
koncentrace (0,05 uM, 0,25 uM a 0,50 uM), tak i u inhibice COX-2 byla nejucinné;si
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koncentrace 0,25 uM. Pii této koncentraci norberlladin inhiboval COX-2 z 25%, podobné jako
NS-398.

Z vyse uvedenych in vivo a in vitro studiich je ziejmé, Ze nékteré alkaloidy vykazuji
protizanétlivou aktivitu a mohou tak napomahat pii 1écbé zanétlivych onemocnénich.
Alkaloidu, které vykazuji protizanétlivé ucinky Vv in vivo a in vitro studiich je pomérn¢ velké
mnozstvi, av§ak alkaloidum ¢eledi Amaryllidaceae nebyla doposud vénovana zna¢na pozornost
v souvislosti s protizanétlivym ptsobenim. Z tohoto dtivodu je prakticka ¢ast této diplomové
prace vénovana jejich schopnosti inhibice NO po stimulaci LPS na bunééné linii mySich
makrofagh RAW 264,7.
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4 Metodika

4.1 Material

rrrrr

Amaryllidaceae byla pouzita bunééna linie mySich makrofagh RAW 264,7, RPMI 1640
medium, glukosa, fetdlni bovinni sérum (FBS), neesencidlni aminokyseliny, penicilin,
streptomycin, MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid),
lipopolysacharid (LPS) Escherichia coli 0111:B4 vse zakoupené od Sigma-Aldrich (C2),
hydroxid sodny, $tavelan sodny, kyselina octova, metanol a dimethyl sulfooxid (DMSQO) od
Lach-Ner (CZ). 96-jamkové mikrotitraéni desticky a kultiva¢ni lahve byly zakoupeny od
Thermo-Scientific (UK).

Vzorky alkaloidti byly ptipraveny na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové tymem ADINACO. Konkrétné se jednalo o alkaloidy: homolykorin, masonin, odulin,
hippeastrin, norpluvin, lykorin, haemanthidin, haemanthamin, galanthamin, tazettin
a montanin, které¢ byly izolovany z cibule rostliny Zephyrantes robusta Baker.

4.2 Metodika
Kultivace makrofaga bunééné linie RAW 264.7

Bunééna linie mysich makrofagh RAW 264.7 byla kultivovana v RPMI 1640 mediu
s ptidavkem 10% FBS, 1% roztokem penicilinu a streptomycinu, 1% neesencialnich
aminokyselin, 2 mmol glutaminu, 2% roztoku glukézy.

Buiiky byly uvolnény za pouZiti sérologické stérky a nasledné centrifugovany 10 minut
pfi 700 x g. Pivodni medium bylo odstranéno a nésledné¢ nahrazeno 10 ml nového media.
Buiiky byly kultivovany v kultivaénich lahvich (75 cm?) s 15 ml DMEM media, které byly
vlozeny do inkubatoru s fizenou atmosférou, ktera obsahovala 5 % CO2 a mé¢la teplotu 37 °C.
Bunky byly sklizeny nasledujici den mechanickym uvolnénim ode dna kultivacni lahve a poté
byly odstfedény na centrifuze po dobu 10 minut pii 500 x g. Nasledn¢ bylo odstranéno staré
medium a bunky byly nafedény v mediu. Z takto ptipravené suspenze bylo odebrano 0,5 ml
media s buitkkami a byly ptidany k 15 ml nového media RPMI 1640 v kultiva¢ni lahvi, pro dalsi
kultivaci.

Cytotoxicita (MMT)

Buriky nafedéné na koncentraci 1x10° byly napipetovany do 96-jamkové desticky
v mnozstvi 100 pl. Po 2 h inkubaci byly piidany testované vzorky v koncentraci 10; 5; 2,5;
1,25; 1; 0,625; 0,5; 0,3125; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 uM. Po 24 h inkubaci, byla desticka
centrifugovana pii 500 x g po dobu 5 minut. Nasledné bylo odstranéno staré¢ medium
a nahrazeno 100 pl kompletnim cerstvym mediem s ptidavkem MTT v koncentraci Img/ml. Po
nasledné 2 h inkubaci byla desticka opét centrifugovana a medium S MTT odstranéno
a nahrazeno 100 ul DMSO.

Nasledné byla méfena absorbance pii 550 nm a referen¢ni hodnoté 720 nm. Procento
zivotaschopnych bunék bylo vypocteno v porovnani s kontrolou bez testovanych latek.

34



Inhibice oxidu dusnatého

Buriky nafedéné na koncentraci 1x10° byly napipetovany do 96-jamkové desticky
v mnozstvi 100 pl. Desticka byla uloZzena v CO; inkubatoru po dobu 2 hodin. Po uplynuti tohoto
casového intervalu byly pfidany zkoumané vzorky spolecné s LPS, obsazené v 100 pl media
tak, aby byla ziskana potifebna koncentrace extraktu. Koncentrace se lisila pro jednotlivé vzorky
dle vysledk z MTT, pro alkaloid homolykorin, masonin, odulin, hippeastrin, norpluvin,
lykorin, haemanthidin a tazettin se jednalo o koncentrace 10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,3125 uM,
pficemz pro alkaloid haemanthamin, galanthamin a montanin se jednalo 0 koncentrace 1; 0,5;
0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 pM. Desticka byla nasledn¢ vlozena do CO2 inkubatoru na dobu
24 hodin. Poté doslo k odebrani 50 pl supernatantu, ktery byl v nové 96-jamkové desti¢ce
smichan s 50 pl Griessova €inidla. Absorbance byla méfena pii 540 nm, za pouZziti TECAN
M200 Infinite reader (Tecan, CH). Stanoveni koncentrace NO byla zjisténa na zakladé zméteni
kalibra¢ni kiivky z dusitanu sodného.

4.3 Statisticka analyza dat

Nameéfena data byla zpracovana v programu Excel (Microsoft, WA, USA). Nasledna
statisticka analyza byla provedena v programu Statistica (ver. 12, StatSoft, Inc., OK, USA).
Ziskané vysledky jsou vyjadfeny jako priméry a dale byly hodnoty testovany faktorialni
analyzou rozptylu (ANOVA; p < 0,05). Pro detailngjsi statistické vyhodnoceni byl pouzit
Dunnettv 2-stranny test a Tukeytv test.
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5 Vysledky

Provedeny in vitro experiment byl zaméten na sledovani vybranych alkaloidi celedi
Amaryllidaceae a jejich schopnosti inhibovat produkci NO, ktera byla vyvolana za pouziti LPS
na bunécné linii mySich makrofagu RAW 264,7. Nasledné byl proveden test cytotoxicity.

5.1 Vysledky testu cytotoxicity

V ramci stanoveni cytotoxicity bylo pouze u lykorinu, haemanthidinu, haemanthaminu
a montaninu byla stanovena hodnota ICo. U ostatnich vzorku bylo IC10 >10 pM.

Tabulka 6: Cytotoxicita nami zkoumanych alkaloidu.

Prumér + SD
Vzorek (ICs0 uM)
Homolykorin > 10
Masonin >10
Odulin > 10
Hippeastrin > 10
Norpluvin > 10
Lykorin 1,41 £ 0,46
Haemanthidin 3,65+ 1,25
Tazettin >10
Haemanthamin 2,35+0,84
Galanthamin >10
Montanin 1,54 £ 0,44

Hodnota 1C1o u vétsiny vzorki (homolykorin, masonin, odulin hippeastrin, norpluvin,
tazettin, galanthamin) byla > 10 uM/ml, pfi¢emz cytotoxicky potencial na bunéénou linii
mySich makrofagu RAW 264,7 byl prokdzan u alkaloiddi lykorinu, haemanthidinu,
haemanthaminu a montaninu.

5.2 Vysledky stanoveni produkce NO

Schopnost inhibice produkce NO alkaloidi celedi Amaryllidaceae pii ruznych
koncentracich byla vyjadiena jako procento produkce NO v porovnani s kontrolou osetienou
LPS, ktera ¢inila 100 % (Tab. 7.; Ptiloha 1). Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérné hodnoty
namétfené ze 4 opakovani. Vyznamnost rozdili mezi jednotlivymi vzorky byla vyhodnocena
pomoci statistické faktorialni analyzy rozptylu (ANOVA, p < 0,05).

Produkce NO ve vSech vzorcich pii uvedenych koncentracich se v porovnani s kontrolou
oSetfenou LPS pohybovala v rozmezi od 45,7 % do 228,8 %. Z nami testovanych 11 alkaloida
byla schopnost statisticky vyznamné snizovat produkci NO zjisténa u 5 vzorkl (hippeastrin,
norpluvin, lykorin, haemanthamin a galanthamin), pfi¢emz tato schopnost byla prokazana také
u DMSO pfi koncentraci 10 uM, a to konkrétné o 47,9 %. Naopak u alkaloidu tazettinu byla
prokdzana statisticky vyznamna indukce produkce NO o 128,8 % a 51,0 % pfti koncentracich 5
a 10 uM. Nejvétsi schopnost inhibice produkce NO byla prokazana u alkaloidu hippeastrinu
ato o 54,3 % pii koncentraci 10 uM, nasledovano alkaloidem haemanthaminem (52,7 %; 1
uM), lykorinem (49 %; 1,25 uM), norpluvinem (43,8 %; 10 uM) a galanthaminem (40,6 %; 1
uM). Grafické znazornéni produkce NO vV zavislosti na konkrétnim alkaloidu a DMSO
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a pfislusné koncentraci je uvedeno na obrazku 5 a 6. U ostatnich vzorkil nebyla prokézana
schopnost inhibovat produkci NO na hlading€ vyznamnosti p < 0,05.

Tabulka 7: % Produkce NO vici oSetfené kontrole LPS.

Koncentrace (uM)
Vzorek 0 03125 063 125 25 5 10
Homolykorin 100 1058 97,9 984 99,7 950 953
Masonin 100 1060 1033 1001 964 975 932
Odulin 100 976 992 991 985 959 935
Hippeastrin 100 1018 942 989 923 81,9 457*
Norpluvin 100 979 96,7 1020 101,7 996  56,2*
Lykorin 100 945 799 51,0¢ - i -
Haemanthidin 100 1053 1063 101,0 1057 99,1  106,0
Tazettin 100 1036 987 995 1025 2288* 151,0%
DMSO 100 977 889 1029 959 895 521*
Koncentrace (uM)
0 003125 00625 0125 025 05 1

Haemanthamin 100 96,2 97,1 97,4 940 67,9 47,3*

Galanthamin 100  100,0 101,2 101,12 101,0 89,7 59,4*

Montanin 100 1024 1039 1018 1018 96,4 64,7
* statisticka vyznamnost p < 0,05 oproti oSetiené kontrole LPS
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Obr. 5: Kiivky znazoriuji produkci NO v zavislosti na rozdilnych koncentracich daného vzorku.
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Obr. 6: Ktivky znazortiuji produkci NO v zavislosti na rozdilnych koncentracich daného vzorku.

Schopnost inhibice produkce NO v zavislosti na koncentraci konkrétniho alkaloidu byla
dale hodnocena pomoci faktoridlni analyzy rozptylu (Pfiloha 2). Vysledky statistického
hodnoceni prokazaly vyznamné rozdily mezi testovanymi alkaloidy, proto byl nasledné pro
detailngjs$i vyhodnoceni pouzit Tukeytv test (Pfiloha 3). Statistické hodnoceni potvrdilo, Ze
mezi jednotlivymi vzorky alkaloidi existuji vyznamné rozdily v inhibici produkce NO.
Vyznamné nejvice inhiboval produkci NO alkaloid hippeastrin pifi koncentraci 10 pM,
nasledovany alkaloidem haemanthaminem pfi koncentraci 1 uM, alkaloidem lykorinem (1,25
uM) a norpluvinem (10 uM ). Tyto alkaloidy se pfi uvedenych koncentracich od sebe vyznamné
neliSily.

Statisticky vyznamné se lisil alkaloid hippeastrin pii koncentraci 10 uM, ktery inhiboval
produkci NO o 54,3 % téméf od vsech analyzovanych vzorkt vyjma alkaloidu homolykorinu
(10; 5 puM), masoninu (10; 2,5 uM), odulinu (10; 5 uM), hippeastrinu (5; 2,5; 0,63 uM),
norpluvinu (10; 0,63 uM), Lykorinu (1,25; 0,63; 0,3125 puM), haemanthaminu (1; 0,5; 0,25;
0,0625; 0,03125 puM), galanthaminu (1; 0,5 uM) a montaninu (1 uM).

Alkaloid haemanthamin, ktery pti koncentraci 1 uM vyznamn¢ inhiboval produkci NO
ato 0 52,7 % se vyznamneé lisil od alkaloidu homolykorinu (2,5; 0,3125 uM), masoninu (1,25;
0,63; 0,3125 uM), odulinu (1,25; 0,63 uM), hippeastrinu (5 uM), norpluvinu (5; 2,5; 1,25 uM),
haemanthidinu (10; 5; 2,5; 1,25; 0,63; 0,3125 uM), galanthaminu (0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125
uM), tazettinu (10; 5; 2,5; 1,25; 0,3125 pM) a montaninu (0,25; 0,125 uM).

Dale také alkaloid lykorin, ktery pfi koncentraci 1,25 M vyznamné potlacoval produkci
NO 049 % se vyznamn¢ li$il od alkaloidu homolykorinu (0,3125 uM), masoninu (0,63; 0,3125
uM), haemanthidinu (10; 2,5; 0,63; 0,3125 uM), tazettinu (10; 5; 0,3125 uM) a montaninu
(0,0625 puM).

Alkaloid norpluvin, ktery inhiboval produkci NO o 43,8 % pii koncentraci 10 pM
a galanthamin, ktery inhiboval produkci NO o 40,6 % pii koncentraci 1 pM se statisticky
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vyznamné liSily od alkaloidu tazettinu pfi koncentraci 10 a 5 pM. Tazettin, ktery indukoval
produkci NO pii koncentraci 5 uM 0 128,8 % se statisticky vyznamné lisil od vSech alkaloidt
ve vSech koncentracich.

V neposledni fadé DMSO, ktery pii koncentraci 10 uM také vyznamné inhiboval
produkci NO, se statisticky vyznamné li$il od alkaloidu homolykorinu (0,3125 uM), masoninu
(0,3125 uM), haemanthidinu (10; 2,5; 0,63; 0,3125 uM), tazettinu (10; 5 uM) a montaninu
(0,0625 puM).
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6 Diskuze

Lécivé rostliny predstavuji cenny zdroj biologicky aktivnich latek, které mohou byt Gi¢inné
pii 1é¢bé fady onemocnéni. Z tohoto divodu je na né v soucasnosti zaméten vyzkum. Mezi
hlavni vyhody a pfednosti uzivani rostlinnych 1é¢ivych ptipravkl jsou nizké naklady, cenova
dostupnost a obvykle méné vedlejSich UCinki. Vyzkumné studie provadéné na Iécivych
rostlinach jsou nezbytné pro potvrzeni jejich i¢innosti a bezpecnosti.
mnohdy nemaji patfi¢ny ucinek v 1é€bé zanétlivych onemocnéni a jsou ¢asto doprovazeny
vedlejSimi uc¢inky, z tohoto divodu je nezbytny vyzkum latek piirodniho ptavodu. Vychozim
etnobotanické poznatky.

V této diplomové praci bylo analyzovano celkem 11 vzorkd alkaloidi celedi
Amaryllidaceae v souvislosti se schopnosti inhibovat produkci NO na bunééné linii mySich
makrofagli RAW 264,7. Pti koncentracich 0,03125; 0,0625; 0,125; 0,25; 0,3125; 0,5a 0,63 uM
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v inhibici produkce NO u Zzadného znami
testovanych alkaloidd Vv porovnani s kontrolou, ktera byla oSetiena LPS a ¢inila 100 %.
Schopnost statisticky vyznamné snizovat produkci NO byla prokazana pii koncentracich > 1
puM u 5 alkaloidi. Konkrétné se jednalo o alkaloidy hippeastrin, norpluvin, lykorin,
haemanthamin a galanthamin. Nejvyznamnéji inhiboval produkci NO alkaloid hippeastrin,
konkrétné o 54,3 % pti koncentraci 10 uM, nasledovany alkaloidem haemanthaminem (52,7 %;
1 uM), lykorinem (49 %; 1,25 uM), norpluvinem (43,8; 10 uM) a galanthaminem (40,6; 1 uM).
V ramci této diplomové prace byla také testovana schopnost DMSO inhibovat produkci NO,
ke statisticky vyznamnému rozdilu doslo pii koncentraci 10 uM a to 0 47,9 %. Naopak tomu
bylo u alkaloidu tazettinu, ktery statisticky vyznamné indukoval produkce NO o 128,8 % pii
koncentraci 5 uM a 0 51 % pii koncentraci 10 uM. Statisticka analyza dale prokazala vzajemné
rozdily mezi jednotlivymi alkaloidy pfi urcitych koncentracich. Statisticky vyznamné se od
sebe nelisily alkaloidy, u nichZ byla prokazana vyznamna inhibice produkce NO. Naopak
alkaloid tazettin, ktery pti koncentraci 5 uM indukoval produkci NO o0 128,8 % se statisticky
vyznamné lisil od vSech alkaloidd. DMSO, ktery pii koncentraci 10 uM také vyznamné
inhiboval produkci NO, se statisticky vyznamné lisil od alkaloidu homolykorinu (0,3125 uM),
masoninu (0,3125 uM), haemanthidinu (10; 2,5; 0,63; 0,3125 uM), tazettinu (10; 5 uM)
a montaninu (0,0625 puM).

-----

rrrrr

Karthikeyan et al. (2016) ve své studii pouzili etanolovy extrakt z kvétu rostliny Hymenocallis
littoralis (Jacqg.) Salisb. Tento etanolovy extrakt obsahoval kromé alkaloidu hippeastrinu také
alkaloidy jako je lykorin, homolykorin, haemanthamin, vittatin, littoralin, tazettin, pretazettin
a dva flavonoidy kvercetin 3-glykosid a rutin. Z vysledku této studie je patrné, Ze potencionalni
protizanétlivy ucinek etanolového extraktu na bunééné linii RAW 264,7 byl piimo umérny
pouzité koncentraci. Zkoumany etanolovy extrakt pti koncentraci 500 pug/ml inhiboval produkci
NO z 68 %, jako standart byl pouzit diclofenac, ktery je komeréné vyuzivan jako NSA, jez
inhiboval produkci NO z 87 %. Pii koncentraci 100 pg/ml inhiboval etanolovy extrakt produkci
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NO z 45 %, pticemz diclofenac inhiboval produkci NO z 61 %. Nicméné z téchto vysledkt
nelze jasné usoudit, jaky vliv na inhibici produkce NO mél pravé alkaloid hippeastrin a dalsi
amarylkovité alkaloidy, z divodu pomérné Sirokého spektra G¢innych latek obsazenych
Vv etanolovém extraktu.

Podobné¢ jako hippeastrin, tak ani haemanthamin nebyl podroben mnoha studim, které by

-----
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Baker. Oba extrakty se liSily v obsahu alkaloidt, v extraktu z nadzemnich ¢asti byl nejhojnéji
zastoupeny alkaloid haemanthamin (48,3 %) a tazettin (11,12 %), zatimco v extraktu z cibule
byl nejvice zastoupenym alkaloidem galanthamin (18,16 %) a opét tazettin (15,84 %). Nasledné
byly tyto extrakty podrobeny in vitro testu, ve kterém byla pozorovana adheze monocytd na
endotel. V tomto testu byla vyuzita bunééna linie THP-1 monocyti a lidské endotelialni bunky
z pupecnikové Zily, které byly stimulovany TNF-a. Oba tyto extrakty vykazovaly statisticky
vyznamny rozdil v porovnani s neosetienou kontrolou pii koncentraci 3 ug/ml ve schopnosti
sniZzovat adhezi monocytil na lidské endotelidlni buiiky z pupecnikové Zily. Pfedpoklada se, ze
tyto extrakty snizovaly povrchovou expresi molekuly adheze endotelu, ktera zprostiedkovava
interakci monocytl a endotelialnich bun€k. Avsak podobné jako ve studii Karthikeyan et al.

-----

-----

uc¢inky v kombinaci s jinymi alkaloidy.

Naopak alkaloid lykorin, ktery Vv této diplomové praci statisticky vyznamné snizoval
produkci NO o 49 % pii koncentraci 1,25 pM, je castéjsim podnétem k pozorovani
exprese iINOS a COX-2 a inhibici produkce NO a PGE> stimulované LPS v bunétné linii
mySich makrofagh RAW 264,7. Lykorin, ktery byl izolovan z cibule rostliny rodu Lycoris, byl
testovan v péti riznych koncentracich (10 uM, 5 uM, 3 uM, 1 uM a 0,1 uM). Z vysledkt této
studie je patrné, ze inhibice iNOS a COX-2 byla zéavisla na koncentraci pouzit¢ho lykorinu
a nejucinngjsi koncentrace byla 5 uM. Lykorin vykazoval inhibi¢ni u¢inek na produkci NO
a PGE2, pravdépodobné v diisledku inhibice exprese iNOS a COX-2. V ramci této studie byl
porovnan inhibi¢ni G¢inek lykorinu a Dexamethasonu, ktery je kortikosteroidnim 1é¢ivem a je
vyuzivan k 1é¢bé zanétlivych onemocnénich. Bylo zjiSténo, ze lykorin vykazoval mnohem
siln€j$i inhibi¢ni aktivitu vi¢i iNOS a COX-2 nez Dexamethason. Citoglu et al. (1998) ve své
in vivo studii zkoumali protizanétlivy ucinek lykorinu a haemanthidinu, které byly izolovany
pomoci otoku mysSich tlapek indukovaného karagenanem. Jako pozitivni kontrola byl vyuzit
indomethacin, ktery je komer¢né vyuzivan jako NSA. Vysledky této in vivo studie udavaji, ze
haemanthidin vykazoval vyssi protizanétlivou aktivitu nez indomethacin a lykorin. Coz neni
ucinky, pficemz u lykorinu byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil v inhibici produkce NO
oproti oSetfené kontrole LPS.

Alkaloid galanthamin, ktery v ramci této diplomové prace inhiboval produkci NO o 40,6
% pii koncentraci 1 uM je komeréné vyuzivan jako terapeuticka latka v 1é¢bé AD. Sangaleti et
al. (2021) se ve své randomizované, dvojité zaslepené, placebem kontrolované studii zabyvali
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metabolickym syndromem, kteti byli rozdéleni do dvou skupin. Prvni skupin¢ byl podavan
galanthamin po dobu 4 tydnu v mnozstvi 8 mg denné S néslednym navySenim davky
galanthaminu na 16 mg po dobu 8 tydnid, druha skupina obdrzela placebo a uzivala ho ve
stejném rezimu jako prvni skupina. V této studii byla analyzovana plazma dobrovolniku a bylo
zjisténo, Ze doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni hladiny adiponektinu o 2,30 pg/ml
U dobrovolnika, kterym byl poddvan galanthamin V porovnani Se skupinou, které bylo
podavano placebo. Naopak u skupiny, které bylo podavano placebo doslo ke snizeni hladiny
Dale byla v ramci této studie analyzovéana hladina TNF-a Vv plazmé. U skupiny, které byl
podavan galanthamin doslo ke statisticky vyznamnému poklesu hladiny TNF-a o 2,50 pg/ml
v porovnani se skupinou, ktera uzivala placebo. Ke zlepSeni sledovanych hodnot doslo
pravdépodobné v dusledku antioxida¢niho plisobeni galanthaminu, jez zhaSel volné radikaly,
které jsou zapojeny do zanétlivych stavil.

Je tedy ziejmé, ze nékteré alkaloidy celedi Amaryllidaceae maji schopnost pii urcitych
koncentracich potlacovat produkci NO a dalSich zanétlivych mediatora v in vitro a in vivo
studiich a tim pfispivat k tlumeni zanétu. Nicméné je potieba vice in vivo studii, které by
potvrdily protizanétlivé pisobeni téchto latek na zivé organismy a mohly by tak byt napomocné
pti 1é€bé zanétlivych onemocnéni u lidi.
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[ Zavér

Cilem této diplomové prace bylo pomoci in cellulo metod stanovit potencionalni G¢innost
pfirodnich latek na inhibici produkce oxidu dusnatého na bunééné linii mySich makrofagt
RAW 264,7. V ramci této diplomové prace byla testovana schopnost vybranych alkaloidi
¢eledi Amaryllidaceae inhibovat produkci oxidu dusnatého.

Z vysledku je patrné, ze nékteré amarylkovité alkaloidy maji schopnost inhibovat produkci
NO na buné¢né linii mySich makrofagi RAW 264,7. Konkrétné se jednalo o alkaloidy
hippeastrin, ktery inhiboval produkci oxidu dusnatého o 54,3 % pfii koncentraci 10 uM,
nasledovany alkaloidem haemanthaminem (52,7 %; 1 puM), lykorinem (49 %; 1,25 uM),
norpluvinem (43,8 %; 10 uM) a galanthaminem (40,6 %; 1 uM). Tyto alkaloidy statisticky
vyznamné snizovaly produkci oxidu dusnatého v porovnani s osetfenou kontrolou LPS a byla
prace, ze Chemické latky prirodniho charakteru maji schopnost inhibovat produkci oxidu
dusnatého. Mezi vy$e uvedenymi alkaloidy nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil. Naopak
alkaloid tazettin pfi koncentracich 5 a 10 uM indukoval produkci NO o 128,8 % a 51,0 %,
z ¢ehoz lze usuzovat jeho mozné prozanétlivé Géinky in vitro. Alkaloid tazettin pii koncentraci
5 uM se statisticky vyznamné lisil od vSech ndmi testovanych alkaloidi.

-----
-----

-----
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9 Samostatné prilohy

Piiloha 1: Grafické znazornéni produkce NO.

Vzorek: Priméry MNC
Soucasny efekt: F(89, 210)=6,7567, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikalni sloupce oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
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Priloha 2: Statistické hodnoceni vlivu alkaloidd pfi urcité koncentraci na produkei NO.

Jednorozmémé te sty wyznamnosti pro %Produkce (Tabulkal2)
Sigma-omezena parametrizace
Dekompozice efektivni hypotézy

SC Stupné PC F p
Efekt volnost
Abs. Elen 2686217 1) 2585217 8342462 0,00
\zorek 144472 69 2094 6757 0.00
Chyba BA076 210 310




Piiloha 3: Statistické hodnoceni vlivu alkaloidt na produkci NO.

Tukeyiv HSD test; proménna %Produkce (Tabulka12)

Homogenni skupiny, affa = 05000 (Nedplné vyhledavani)

Chyba: meziskup. PC = 309,89, sv = 210,00

Vzorek %Produkce 1 2 ‘ 3 ‘ 1 ‘ L ‘ 5 ‘ 7

C. buiiky Primér
19 Hippeastrin_10 45 7182 e
46 Haemanthamin_1 47,3397 weer wem
3 Lykorin_1,25 50‘9?3} EEER P EEEE
34 DMSO_1E 52 0572 ] ey s ey
25 Morpluvin_10] 56 18GE  *er e wwms wees wees
52 Galanthamin_1 59 307(| =% wee|  wwes wwm wem
64 Maontanin_1 §5.325E  *er| wew wwms wees s
47 Haemanthamin_0,5 B7.0413 == wwwa|  wwwn www wee
32 Lykorin_0,63 79,9972 e e wma owew aee
20 Hippeastrin_5j §1 870C  #+ws  wewm wews wmes sees
38 DMS0_0,63 88.8862 ttrt e www wem wess
35 DMS0_5 89 4G0E  wrrr|  wen wwws wem wess
53 Galanthamin_0.5 BY.GTTC e mees  wem mme wee
21 Hippeastrin_2.5 92 3303 e wem e wmm e
7 Masonin_10 QI ATIE  wews wwws wwes wwws wwes
13 Odulin_10 93.62QF  +rrr wwen wwws wews wess
48 Haemanthamin_0,25 93,9551  wew| wmwn wees wwes e
23 Hippeastrin_U,ES 94 229¢ wx A wxkh wxEh wx KA Free
33 Lykorin_0,3125 94 5121 xxEh xxEE xxxk xx kR *kER
2 H0m0|yk0|—in_5 95 046F e ] P L] rmEn sk
1 Homolykorin_m 95 293( e . e e -
36 DMSOD _2 4 I
14 Odulin_5 95 GTTE  werr  wmes wma owem aee
a1 Haemanthamin_0,03125 R T e e
9 Masonin_2.5 Y e
29 Morplwin_0,62 I e e e
50 Haemanthamin_0,0625 97,0814 | wwe] o wwen wessl s
43 Haemanthamin_0,125 97,388¢ I
8 Masonin_5 97,5494
18 Odulin 0,3125 97,5821 wwwa| wawa| wwwa| waes
65 Montanin 0.5 97 593¢ PUPUTI UM SN
39 DMSD 0,3124 97,707¢ PP P T
30 Morplwin 03124 97,898¢ T T
5 Homolykorin 0,63 97 9481 PN O O [N
4 Homolykorin_1,25 98 432 anan|  wawal mmwa| | amen
15 Odulin_2,5 93 51RE P L
62 Tazettin_0,63 98 GATE e
22 Hippeastrin_1.25 93 936€ e T
16 Odulin_1,25 990964 Prey B R
LY Haemanthidin_5 99 1484 PO L e
17 Odulin_0,63 99,207€
61 Tazettin_1,25 99 533F wxwa|  wmwa|  wawa|  wmws
26 Norplwin_5| 99 611€ wxwa|  wmwa| wmwa| wms
3 Homolykorin_2.5 99 7021 wxa|  wmwa|  wawa| wms
70 Kantrola 100,000C wkwn| | wmER| wkER| | wmEh
57 Galanthamin_0,0312¢ 100,007z wewa| wman wewa wwan
10 Masonin_1,25 100.1027 wwwn| wmwn| wwwA wwA
54 Galanthamin_0,25 101.029¢ wwwn| wmwn| wwwA wwA
43 Haemanthidin_1,25 101,037: P e N L
66 Montanin_0,25 101,0494
] Galanthamin_0,125 101,06 11 Py R R
56 Galanthamin_0,0625 101,1924 T I I I
69 Martanin_0,0312§ 101,674: anwa| wman| mmwa wman
27 Norpluvin_2.5 1017452 P ey Y
24 Hippeastrin_0,312¢ 101,771: P R e -
67 Montanin_0,125 101.8677 PSR Y LY
28 Morplwin_1,24 101,9554 B T
60 Tazettin_2.5 102.4954 wown wewn wewa e
37 DMSO_1,2¢ 102,916
11 Masonin_0,63 103.3482 Fren T
63 Tazettin_0,3124 103,593 wwwa| wws wews
68 Montanin_0,0 625 105,05634 oo
45 Haemanthidin_0,3125 105,34 0€ v
42 Haemanthidin_2,5 105,67 91 e
6 Homaolykorin_0,3125 105,787C wxxa| wewa
40 Haemanthidin_10 105,97 3¢ e
12 Masonin_0.3125 106,011z P -
44 Haemanthidin_0 63 106,295¢ e
58 Tazettin_10 160,991: ==
59 Tazettin_5 228,769¢




