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1. UVOD



Alzheimerova choroba (AD) je nejcastéjsi pri¢inou demence u starSich
osob %, Je to chronické neurodegenerativni onemocnéni mozku, charakterizované
poruchou vice korovych funkci, vcetné paméti (hlavné kratkodobé), usudku,

Bl Maze byt doprovéazend

orientace, chapani, schopnosti uceni a jazyka
depresemi, strachem nebo paranoiou ™. Na vzniku se podileji faktory vn&jsiho

prostiedi (stres, toxiny, priony, viry) i genetické vlivy 2.

Makroskopickym projevem tohoto onemocnéni je atrofie mozku. V disledku
redukce bilé hmoty dochazi kroziiteni mozkovych komor ™. Nejdulezitéjsi
mikroskopickym znakem jsou senilni plaky. Senilni plaky, jinak zvané senilni druzy,
jsou chuchvalce amyloidnich fibril. Obsahuji extracelularni amyloid a kromé toho
jesté deformované dendrity a axony s abnormdlnimi intracelularnimi
neurofibrilami ©*.. Senilni plaky se mohou vyskytovat i u osob bez klinické odezvy 4
Specifickd pro AD je jejich velkd cetnost a hustota vyskytu 2 vznik té&chto

netypickych cytoskeletalnich elementd &asto vede k zaniku neurond .

Ke snizeni poctu nervovych bunék dochazi vrlznych castech mozku,
predevsim v hippokampu, stim je spojend i snizend tvorba neurotransmiter(
v mozku, hlavné acetylcholinu. Typicka pro toto onemocnéni je snizena koncentrace
acetylcholintransferazy az o 90 % Bl Ve zdravém mozku je acetylcholinesteraza

VVVVVV 18] Dochazi viak
k poklesu koncentrace i u dalSich neurotransmiter(i, napfiklad noradrenalinu,

serotoninu nebo somatotropinu 2

Terapie AD je symptomaticka, nemoc nelze vylédit. Existuji vSak latky, které
dokazi pribéh nemoci zpomalit M Mezi nejdUleZitéjsi a soucasné i nejpouzivanéjsi

patfi inhibitory AChE [11 1261

Vzhledem k progresivnimu charakteru nemoci, jsou zapotrebi terapeutické
prostfedky proti AD pusobici na rlznych patologickych urovnich. V poslednich
letech jsou intenzivné studovany pfirodni latky, které by mohly farmakologicky

ovlivnit neurodegenerativni procesy AD 431,



Jednou z vyzkumnych skupin, zabyvajici se Alzheimerovou chorobou je
skupina ADINACO, ktera plsobi na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové. Skupina izoluje latky (alkaloidy) z rostlin a hub v sekci Eumycota,
provadi jejich identifikaci a stanoveni biologické aktivity. Potenciondlné ucinné latky
ovliviiujici vyvoj Alzheimerovy choroby, jsou podrobeny daldimu vyzkumu . zde

patfi i hodnoceni akutni toxicity, na které je zamérena tato diplomova prace.



1.1. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo zavést metodu toxikologického screeningu
pomoci bezobratlého organismu Artemia salina pro testovani prirodnich latek,
nasledné pomoci této metody vyhodnotit 4 Ilatky. ZkouSené Ilatky se fadi

k alkaloid(im, jsou to: skulerin, kanadin, tetrahydropalmatin a stylopin.



2. TEORETICKA CAST
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2.1. ARTEMIA SALINA, LINNAEUS, 1758

2.1.1. TAXONOMICKE ZARAZENI

obr. 1: Artemia salina, L. pfevzato z © mirrir.co.uk (70l

Fise: ANIMALIA (ZIVOCICHOVE)
kmen: ARTHROPODA (CLENOVCI)
podkmen: CRUSTACEA (KORYSI)
trida: Brachiopoda (lupenonoZci)
fad: Anostraca (zdbronozky)

rod: Artemia

druh: Artemia salina (Zdbronozka solna) [28]
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2.1.2. ANATOMIE A MORFOLOGIE

kmen: ARTHROPODA (CLENOVCI)

Kmen clenovci je druhové nejpocetnéjsi skupina organismi s vysokym
stupném télesné organizace. Télo se sklada z nékolika segmentll a ty splyvaji ve

vétsi celky. Koncetiny jsou ¢ldnkované, jednotlivé ¢lanky jsou spojeny kloubovité

a tak jsou také pfipojeny k télu. Télo i konéetiny jsou kryté chitinem 2711281,

Clenovci jsou gonochoristi, s Eastym pohlavnim dimorfismem 128,

podkmen: CRUSTACEA (KORYSI)

Korysi jsou prevainé vodni ¢lenovci, jen minimum druh( je suchozemskych a
i ti preferuji vysokou vzdusnou vlhkost. Télo je ¢lankované, déli se na oddily: hlava,
hrud a zadecek. Hrudni ¢lanky casto srastaji s hlavovym oddilem za vzniku
hlavohrudi. U starobylych forem se télo ¢leni na hlavu a trup (truncus). Povrch téla
je kryty kutikulou, ktera maze byt silné inkrustovand uhli¢itanem vapenatym CaCO;

a vytvaret tak kruny¥ 12 28,

Hlava je tvofena 6 €lanky. Prvni ¢ldanek (akron) je bez koncetin, nésledujici
¢lanky nesou organy koncetinového plvodu (tykadla, kusadla, Celisti). Komplexné se
hlavové konéetiny nazyvaji cephalopody (28]

Hrud' je tvorena riznym poctem ¢lankd. Koncetiny (thoracopody) na prvnich
tfech ¢lancich jsou casto zménény v Celistni nozky (maxillipedy). Ostatni hrudni
koncetiny maji pohybovou funkci nebo slouzi k dychani, rozmnozovani ci filtraci
potravy 12° (28],

Koncetiny mohou byt jednovétevné (slouzi k lezeni) nebo dvouvétevné (ty
vétSinou slouzi k plavani, dychani, filtraci potravy aj.). Dvouvétevné koncetiny se
sklddaji z C¢astinerozeklané (protopodit) a z Ccasti rozeklané (exopodit
a endopodit) (28]

Zadecek je obvykle bez koncetin, vyjimku tvofi tfida Malacostraca (rakovci).
Posledni télni ¢lanek (telson) je bez koncetin a byva zde i fitni otvor. Telson muze

byt opatien vidlikou (furka) nebo ploutvickou 2! 1281,
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Trdvici soustava je trubicovitd, u jednotlivych skupin koryst je rdzné
diferencovand. Do stfeva usti vyvodni jaterni Zlazy (hepatopankreas) rizného
tvaru 8,

Dychani zajistuji zabry, které jsou umistény ve formé epipoditovych privésk
na koncetindch. Suchozemské formy dychaji pomoci vzdus$nicovych plic. Néktefri
kory3i, hlavné malé formy, mohou dychat celym povrchem téla 12! (2811301,

Cévni soustava je oteviena s dominujici dorzdlni cévou. U nékterych nizsich
skupin korysd je cévni soustava zredukovana na srdce (perloocky) nebo uUplné
vymizela (klanonoZci) [28]130]

Vylucovaci organy (modifikovana metanefridia) jsou umistény bud u baze
druhého paru celisti (maxilarni Zldzy) nebo u bdze druhého paru tykadel
(antendlIni zlazy) 2°1 281,

U nizSich tfid korysa tvofi nervovou soustavu parovitd ganglia v jednotlivych
¢lancich téla. Nejvétsi je prvni ganglion (nadhltanovy). U nékterych ttfid dochazi ke
splyvani ganglii v hlavé svytvofenim mozkového ganglia. Smyslové organy
mechanoreceptory a chemoreceptory jsou umisténé na tykadlech. O¢i mohou byt

jednoduché a poharkové (naupliové ocka) nebo slozené (251 [28]

Korysi jsou zpravidla gonochoristi. Maji parovité pohlavni zlazy s parovitymi
vyvody. U nizsich tfid korysu pozorujeme napadny pohlavni dimorfismus — samci
jsou mensiho vzristu a jejich rozmnozovaci koncetiny jsou velmi napadné. Vyvoj
probihd pfimo nebo pres larvalni stadium. Zakladnimi typy larev jsou nauplius a
zoea. Nauplius se vytvari u vsech trid korys(, pouze u tfidy Malacostraca vyjimecné.
Ma ovalné télo, prvni tfi pary koncetin a jednoduché naupliové ocko. Zoea se vytvari
pouze u tridy Malacostraca, prevainé u morskych druhl. Nékteré tridy se

rozmnozuji pomoci partenogenese. 1> 2%,

tfida: Brachiopoda (lupenonozZci)

Charakteristickym znakem jsou lupenité nozky, které slouzi k filtraci potravy,
pohybu a dychani — nachazeji se zde Zzabry. Mnoho druhi Zije pouze v periodickych

stojatych vodach [251 128],
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rad: Anostraca (zdbronozky)

Télo zadbronozZek tvofi hlava, 11 hrudnich ¢lankd a 9 zadeckovych ¢lanku
s furkou. Télo je dlouze protdhlé, ze stran mirné zmacknuté, bez ochranného
krunyfe. Je jantarové zabarvené a asi dva centimetry dlouhé. Tykadla samecku se
podstatné lisi od samicich. Na hlavé se nachazi sloZzené oci na stopkach a mezi nimi
je umisténo jednoduché naupliové ocko. Hrudni nozky maji rizné funkce. Larvalnim
stddiem je nauplius. Celkem je zndmo pres 180 druhl ZabronoZek. Identifikace
jednotlivych druhi a poddruh( byva dost obtizna, nebot Zabronozky dokazou ménit

vnéjii vzhled podle prostredi 2712811291

druh: Artemia salina (zdbronozka solnd)

Je typicky primitivni ¢lenovec se segmentovanym télem. Patfi mezi
kosmopolitné rozifeny druh. Zije ve stojatych vodach, ¢asto v pfimorskych tdnich a
slanych jezerech. Artemia salina je natolik ptizplUsobiva, Ze je schopna Zit ve slané,
brakické i sladké vodé, je tedy euryhalinnim organismem [2°! 261 [281134]

Nazev je odvozen z teckého an = bez, ostrakon = skofapka, nemaji tedy
ochranny krunyr. Celkova délka téla u sameck(l je okolo 8-10 mm, u samicek kolem
10-12 mm. Sitka obou pohlavi, véetné nohou, je kolem 4 mm. Télo je rozdéleno na
hlavu, hrud a zadecek. Podle potravy a koncentrace kysliku ve vodé dokdZzou ménit

barvu od zelenavé po jasné ¢ervenou [25]126] [29]

Hlava (cephalon) predstavuje nejspecializovanéjsi ¢ast téla. Najdeme zde
vyvinuté smyslové a nervové tkané, komplex svalového a kosterniho systému. Je
zde umisténd i ¢ast traviciho systému a exkrecnich orgdnl. Ma Sest segment(: prvni
segment (akron) je bez tykadel, za nim ndsleduje 5 metamernich (opakujicich se)
¢lankl. Kazdy z téchto péti ¢lankl nese par koncetin. Z prvniho ¢lanku vyrastaji
malad prvotni tykadla (antenuly) — poddajné, valcovité trubicky, které lze ohnout
vsemi sméry. Druhy clanek nese par tykadel (anteny), u sameckd jsou velmi
mohutné ve tvaru klesti, slouzi k pfidrzovani sami¢ky béhem kopulace (tzv.
objimavé koncetiny). K tfetimu ¢lanku jsou pfipojena kusadla (mandibuly). Kazdé

kusadlo je vybaveno zuby. Ctvrty a paty &lanek nese &elisti (maxily) 1259,
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Hrud' (thorax) je tvofena jedenacti ¢lanky, z nichZ kazdy nese na bfisni strané
par rozeklanych nozek. Maiji riznou funkci: slouzi k pohybu (plavani), dychani, vyZivé
a osmoregulaci. Plovaci nozky na prvnim a jedenactém segmentu jsou nejmensi,
smérem ke stfedu hrudi se jejich velikost zvétSuje. Trny a brvy na koncetinach

eV es

také efektivnim nastrojem k filtrovani potravy. Typické je plavani hfbetem dolQ,

74bronozky se pFetaceji pouze vyjime&né (pfi vireni a filtraci sedimentu) 1% 261130]

Zadecek (abdomen) se skldadd z osmi kruhovych ¢lank(, na kterych jsou
umistény pohlavni organy: parovy penis nebo vajecny vak. Druhy az sedmy segment
je bez privésk(. Osmy segment je dlouhy, pravdépodobné vznikl spojenim dvou

&lankd a je zakonéen vidlickou 1261 B9,

Celé télo pokryvad tenky, ohebny chitinovy exoskelet, ke kterému jsou
z vnitini strany upevnény pfricné pruhované svaly. Kutikula je rozdélena do tfi
tenkych vrstev. Larvy mivaji kutikulu pfiblizné stejné tlustou na vSech ¢astech téla
(0,3 az 1,0 um), kdezto u dospélych jedinct je jeji tloustka rizna v zavislosti na ¢asti

téla. Chitinovy exoskelet je béhem ristl pravidelné svlékan (ekdyze) 12 B4,

Obéhovy systém

Je otevieny. Srdce je jednoduchd podélnd trubice, uloZend dorzalné
k zazivacimu traktu v télni dutiné. Na boénich stranach srdce jsou parové otvory,
zvané ostia. Krevni bunky maji améboidni tvar, obsahuji pomérné malé jadro a

cytoplasmu s granulemi 2611391,

Travici systém

Tvofi jednoducha travici trubice uloZend volné v hoemocoelu, zde je
omyvana hemolymfou. Déli se na tfi oblasti, které se mezi sebou lisi histologicky.
Bunky stfedni casti stfeva jsou lemovany mikroklky potazenymi vldknitou latkou,

pravdépodobné mukopolysacharidem 26 B9,
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Vylucovaci systém
U dospélych jedinch probiha exkrece pomoci maxilarnich Zlaz, které jsou
umistény hned za kusadly. Nizsi vyvojova stadia pouzivaji zlazy tykadel, které

postupem &asu zakrni 12° 26],

Respiracni systém

Vnéjsi vyména plyn( probiha pres permeabilni povrch polypodii [30]

Reprodukcni systém

Samci rozmnozovaci aparat tvofi dvojity penis, par varlat a pfidavné zlazy. Ve
varlatech jsou jak somatické, tak i zarodecné bunky.

Samic¢i rozmnozovaci organy tvori déloha, par vajecniki a vejcovodu.
Dospéla samice ovuluje pfriblizné kazdych 140 hodin. Doba ovulace zavisi na
okolnich podminkach, a na tom, jakou ze dvou moznych cest bude pokracovat vyvoj

vajitek (vejcorodost, vejcozivorodost) 2,

Nervovy systém

Je sloZen z dorzalniho mozku a fady parovych ganglii, které jsou umistény
v télnich segmentech. Jsou zndmy dva typy nervovych bunék: vétsi gangliové buriky
a mensi neurony s jednim nervovym vybézkem. Protocerebrum pfijima signdly z
frontalnich organl a oci. Deuterocerebrum je od protocerebra zietelné oddéleno,
zde se nachazi propojend ganglia prvniho paru tykadel. V blizkosti mozkového
ganglia je umistén ganglion druhého paru tykadel, ktery inervuje senzorické

receptory 2°116,
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obr. 2: Vyvojovy cyklus Zabronozky, pfevzato s Upravou z © advancedaquarist.com [7a]

Artemia salina se rozmnoZuje pohlavni cestou nebo partenogenezi
(bez oplodnéni).

Vyvoj zabronozky solné je nepfimy. Postembryonalni vyvoj zacina larvou
(naupliem), pokracuje pres dalsi larvalni a juvenilni stadium az k dospélému jedinci.

Samicka klade vajicka dvéma zpUsoby v zavislosti na podminkach okolniho
prostredi. Prvni zplsob je vejcoZivorodost (nauplia se lihnou hned po nakladeni),
probiha za pfiznivych podminek. Druhy zpUsob je vejcorodost (vajicko se zapouzdfi
a stane se z ného cysta ve stadiu diapauzy) pokud okolni podminky nejsou pfivétivé.
Diapauza (stddium vegetativniho klidu) je ukonéena, jakmile jsou okolni podminky

privétivé pro dalsi vyvoj, tzn. optimalni dostupnost kysliku, teplota a sloZeni vody.
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Larvy vylihnuté po ukonceni diapauzy jsou morfologicky stejné jako ty, které se
wylihly ihned po nakladeni 2.

Larvy Zabronozky maji rGizné morfologické a anatomické rysy. U cerstvé
vylihnutych nauplii neni epitel traviciho traktu ve styku s vnéjsSim médiem. Studie na
larvdlnich etapach vyvoje Zdbronozky ukazuji, Ze propustnost travici trubice v
pocatecnim stadiu larvy neni kompletni. Diky tomu existuje vyrazny rozdil v citlivosti
mezi larvami instaru | a instaru lI-lll. Vyrazné citlivéjsi jsou larvy instaru lI-lll, nez
larvy instaru | 351,

Cysty Zabronozky jsou velmi odolné, snesou i nékolikaleté vyschnuti a
extrémni podminky (hluboké vakuum, ionizujici zafeni, puUsobeni agresivnich

tekutin, extrémni sudeni, anaerobni podminky) 2>,

Partenogeneze je béznd, pokud nejsou k dispozici jedinci samciho pohlavi.
Samicka klade neoplodnéna vajicka, mohou byt bud' diploidni, tetraploidni, nebo

oktoploidni Y.

2.1.4. OSMOREGULACE

Dospéli jedinci piji vnéjsi slané médium a ndsledné transportuji ionty a
tekutiny ze stfeva do hemolymfy pfiblizné stejnou rychlosti, jakou tekutina opousti
télo skrze t&lni sténu ¢,

Zabronozka si dokaZe udriet své hypotonické vnitfni prostiedi vi¢i vnéjsimu
médiu Y. Sodné ionty jsou transportovany z téla diky sodno-draselnym pumpam,
které je pumpuji ven proti osmotickému spadu. Vysoka aktivita téchto pump je u
metepitopodii, které jsou umisténé na plovacich nozkach. Celistni Zlazy se také
podileji na osmoregulaci. Produkuji mo¢, kterd vSak neni schopna koncentrovat
anorganické ionty. Cim vy3§i je salinita prostiedi, tim vice energie z4bronozka vyda

pro regulaci osmozy ¢,
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2.1.5.  VYUZITI

2.1.5.1. Solarni produkce soli

Sul je typicky ziskavana cerpanim morské vody z jednoho odparovaciho
jezirka do druhého, coz umozniuje vysrazeni uhli¢itand a sadrovce. Nakonec se
vypousti nasyceny roztok NaCl do krystaliza¢niho jezirka, a tim dojde k vysrazeni
chloridu sodného. Abychom zabranili kontaminaci chloridu sodného bromidy (i
jinymi solemi, musime odpustit matec¢ny louh, neZ dojde k celkovému vysrazeni

NaCl. Timto postupem ziskame nej&istéi moznou formu soli: 99,7 % v suging 126141,

Kvalitu a kvantitu muUZeme do znacné miry ovlivnit hydrobiologickou
aktivitou v jezircich. Vodni fasy jsou obecné prospésné, zajisti vyssi absorpci tepla,
zrychli se vypafovani a zvysi se vytéZek soli. Rasy musi byt véas metabolizovany,
jinak dojde k redukci velikosti krystalG a snizi se kvalita soli. V nejhorsim pfipadé

mUze zvydend viskozita GpIné zastavit srazeni NaCl 26114°],

Artemia salina je konzumentem fas a tak dokdZze kontrolovat jejich mnozstvi
v jezircich. Prostfednictvim svych metabolitl poskytuje zakladni Ziviny pro Siteni
Halobacterium v krystalizaénich jezircich. Vysokd koncentrace této bakterie
umoznuje snizit mnoZstvi rozpusténych organickych latek, ¢imz se sniZi i viskozita.

Tato skutecnost vede k tomu, Ze se formuiji vétsi krystaly soli [26] 1451,

Timto zplGsobem ziskdme nejen vysoce kvalitni stl, ale i cysty Artemia salina

a jeji biomasu [26]

2.1.5.2. Akvaristika

Artemia salina je v akvaristice velmi populdrni. Je oblibenym a casto

vyuzivanym krmivem pro morské i sladkovodni druhy ryb. Popularitu si ziskala
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predevsim diky snadnosti reprodukce kdykoli v priilbéhu roku a schopnosti prezit i

v ndro¢nych podminkach. Jako krmivo se pouZivaji vSechny tfi faze Zivotniho cyklu.
Vajicka bez skorapky maji vysoky obsah proteint, jsou skvélym krmivem pro

malé druhy ryb. Nauplia slouZi jako pocatecni krmivo pro malé akvarijni ryby.

Dospélé zabronozky jsou vhodnym krmivem pro vétsSinu druht dospélych ryb (291,

Vyzivové vlastnosti Zabronozky se daji ovlivnit a popfipadé upravit. Po
vylihnuti probihd neselektivni filtrace ¢astic, které jsou mensi nez 25 um. Diky tomu
Ize do téla Zabronozky vpravit potfebné latky (vitaminy, esencidlni mastné kyseliny,

proteiny aj.). Tento zplsob obohacovani se nazyva bio-enkapsulace (28]

Zivd biomasa ma nejvy$si vyZivovou hodnotu, Ize ji viak zmrazit nebo
zpracovat v jinou formu krmiva. Dospélé jedince lze ziskat kultivaci nebo shérem ze

solnych jezirek 2,

EM

proteiny

vitaminy 3.

pigmenty

obr. 3: Schéma prenosu specifickych sloZzek do larvy ZabronoZky, ktera je pouzita jako

vektor pro dalsi transport, pfevzato s Upravou z © advancedaquarist.com [72]

2.1.5.3. Véda

Artemia salina nabizi moznost ziskat velké mnozstvi Zivych jedinc(, ktefi jsou
ihned po vylihnuti pouzitelni pro test. Odpada tak narocny chov. Velkou vyhodou je

vysokd homogenita jednotlivc( 371,
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Artemia se téSi vyuZitim vrlznych védnich oblastech. Uplatiuje se
v ekotoxikologii pro stanoveni test(l toxicity, v genetice a molekularni biologii pro
testovani DNA, RNA. Své misto ma i ve farmacii v rdmci preklinického testovani.
Biochemici izoluji z Zabronozky enzymy, hemoglobin a dalsi potfebné slozky.
Ekologové ji pouzivaji jako krmivo pro sva pokusna zvirata (28],

Vyuziti nasla i u radiobiologli. Vroce 1982 byl tento kory$ vybran pro
experimenty, které na obéiné draze kolem Zemé provadéla sovétsko-francouzska

posadka. Zkoumali vliv kosmického zafeni na jeji cysty a na semena rostlin 1%,

Ekotoxikologie

Akutni testy toxicity s rGznorodymi vodnimi druhy predstavuji zakladni
kamen postupd, které se vyuzivaji pro monitorovani a predvidani disledkd ptsobeni
chemikalii a odpadnich vod. Ve velké mife se vyuZivaji bezobratli. Stdle Castéji se
vSak mlzeme setkat s vyuzitim testovacich kitl. Obsahuji bioindikatory ve formé
opouzdienych vajicek, jejich vyhodou je, Ze se nechaji lihnout az v dobé potreby.
Pro toxikologické testy moirského prostiedi se pouzivaji zejména cysty Artemia
salina. Vhodnost testll zGstava otdzkou, kvlli nedostatecné citlivosti pro mnoho
b&znych $kodlivin 2.
V urcitych pripadech lze pouzit Zabronozku jako biosenzor a sniZit tak

mnozstvi pokusu provadénych na vyssich obratlovcich (321,

2.1.6. ODOLNOST ARTEMIA SALINA

2.1.6.1. Diapauzalni cysta

Trehalosa

Disacharid trehalosa umoziuje cystam prezit témé&r Uplné vyschnuti. Proces
vysychani ma devastacni ucinky na membrany a proteiny. Trehalosa dokaze
nahradit vodu ve struktufe membran a protein(, a tim je chrani. Tento proces se
nazyva teorie nahrady vody, v anglickém podani ,, water replacement hypothesis”.

Trehalosu dokdzou ve velkém mnoZstvi kumulovat organismy schopné odolat

21



vyschnuti. Tento objev umoznil jeji praktické wvyuZziti. Napfiklad chrani lidské
pankreatické ostrivky pred zni¢enim chladem nebo liposomy pred zni¢enim
vyschnutim. V soucasné dobé se zkouma schopnost trehalosy ochranit lidské krevni
destitky pied chladem 2!,

Trehalosa se zacind syntetizovat asi druhy den po oplodnéni, ale pouze u
embryi, kterd jsou v diapauze (cysty). Trehalosa je cukr a vétSina se ji tedy vyuZije
jako zdroj energie pro vystoupeni z rezimu spanku. Zbytek se preméni na glykogen a

glycerol. U dalsich vyvojovych stadii se trehalosa nenachazi %%,

Antioxidanty

Vyschlé cysty jsou predevsim citlivé na oxidaci, potfebuji tedy pfisun
antioxidantu, které je ochrani pred ptsobenim molekularniho kysliku. U Zabronozky
hraji dllezitou roli karotenoidy, které ziskavaji z morskych fas. V tucich rozpustné
karotenoidy jsou zaclenény do oocytd Zabronozky a jsou hlavni slozkou lipidd
opouzdieného embrya. Karotenoidy jsou skvélé antioxidanty a hraji dalezitou roli
v detoxika&nim procesu, bé&hem kterého se neutralizuji volné radikaly 1.

V cysté se nachazi i jiné antioxida¢ni systémy, napf. vitamin E (tokoferol)
nebo vitamin C (kyselina askorbovad) (28]

PFicinou oxidacniho stresu jsou Zeleznaté a Zelezité ionty, které reaguji se
Sirokou Skalou sloucenin za vzniku Skodlivych produktl. lonty Zeleza jsou u

zabronozky vazané rGznymi proteiny, zvlasté feritinem (28]

2.1.6.2. Rehydratovana a aktivovana cysta

Anoxie

Na rozdil od jinych Zivych organismu, dokdzou cysty Artemia salina prezit i
nékolik let bez ptisunu kysliku. Bylo vypozorovano, Ze zhruba 60 % cyst preZije 4
roky anoxie a témér 10 % preZije vice nez 6 let. Pfi nedostatku kysliku se
metabolismus zpomali a pfevede do stavu reverzibilniho klidu jiz béhem prvniho

dne anoxie. Vyvoj pokraduje, jakmile se okolni podminky upravi ¢,
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Zména pH

Anoxie zplUsobuje zménu pH. Dochazi k rychlému snizeni hodnoty pH z >7,9 u
aerobnich embryi na pH 6,9 po nékolika dnech. Kyselé prostfedi inhibuje RNA,
syntézu a degradaci proteinli a nékteré zdsadni enzymy pro reakce, kterych se
ucastni trehalosa. Jakmile je hladina kysliku dostatec¢nd, hodnota pH se zvysi a
latkovd preména se obnovi.

Zména pH je jednim z hlavnich reguldtori metabolismu cyst, to je jednim

z ddvodu, proé se cysty vyuzivaji ke studiu biologickych probléma 12°,

2.1.6.3. Odolnost vici teplu

Tepelnd odolnost zavisi na vyvojovém stadiu. Nejodolnéjsi jsou vyschlé cysty
ve stadiu diapauzy, které snesou extrémni vykyvy teplot. Preziji expozici -270 °C, ale
ani vysoké teploty kolem 103 °C pro né nepredstavuji problém. Dulezitou roli zde

hraje trehalosa [26]

U hydratovanych cyst je schopnost termoregulace nizsi. | v tomto pfipadé
dokdZzou prezit hodinovou expozici 49 °C, coz ma velky obdiv mezi ZivoliSnymi

burikami. U hydratovanych cyst nedochazi k vyvoji termoregulace [26]

Dospéli jedinci maji nejhorsi schopnost tolerovat vysoké teploty. Vydrzeli
30 minutovou expozici 38 °C. Dospéli jedinci maji schopnost termoregulace, na
rozdil od cyst, ale nemaji dostatek trehalosy a stresovych protein(, jejich odolnost

vuci vysokym teplotam je nizka (261
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2.1.7. CELOSVETOVE ROZSIRENiI

Zastupce rodu Artemia najdeme po celém svété. Obyvaji vSech pét
kontinentd, Ziji ve slanych jezerech, pobfeznich lagunach a v solnych dolech. Na
rozsiteni zabronozky se podili dva faktory. Prvni je dostatek vody, vzhledem k tomu,
Ze zabronozky Ziji celorocné ve vodé a druhym faktorem jsou optimalni podminky
sivotniho prostiedi 1%,

Charakteristickym znakem vSech mist, ve kterych se vyskytuji zastupci rodu
Artemia, je vysoka salinita. V prostfedi s vysokou salinitou se pfirozeni predatofi
vykytuji minimalné oproti prostredi, kde je obsah soli nizsi.

Vysoka salinita je tedy bezpochyby jeden z hlavnich abiotickych faktor(, ktery ma
vliv na geografické rozsireni.

Ostatni faktory Zivotniho prostfedi jako jsou: teplota, mnoiZstvi potravy,

intenzita svétla, ovlivni kvantitativni stranku rozsifeni populace a mohou zpUsobit

do&asnou nepfitomnost zabronozek na ur&itém misté 2!,

V soucasné dobé je zaznamenano 7 druhl tohoto organismu (291,

e Artemia tunisiana (Evropa a severni Afrika)

e Artemia species (Amerika, ¢ast Evropy, Asie)

e Artemia franciscana (Amerika, ¢ast Evropy)

e Artemia parthenogenetica (Evropa, Afrika, Asie, Australie)

e Artemia sinica (stfedni Asie, Cina)

e Artemia persimilis (Argentina)

e Artemia urmiana (iran)

Zabronozky Zijici v Ceské republice, jsou pfevainé ohrozené a preZivaji na

poslednich lokalitach (zaplavové oblasti v povodi Dyje, Moravy, Polabi aj.). Na

Slovensku najdeme v nékterych tatranskych plesech 1 druh jako glacidlni relikt (251,
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2.2. ALKALOIDY

2.2.1. CHARAKTERISTIKA

Alkaloidy jsou pfirodni dusikaté latky zasaditého charakteru (baze), rizné
chemické struktury a biologickych uc¢inkd. Ve své struktufe maji obvykle
heterocyklus .

Vyskytuji se v rlznych ¢astech nékterych rostlin (kofeny, plody, semena
atp.), vétSinou jako smés pribuznych slouéenin a jejich obsah znaéné kolisa (6] 8],
Jako hlavni se oznacuje ten, ktery je zastoupeny v nejvétsSim mnozstvi. Nachazeji se
zejména v Celedi makovité, lilkovité, prysScovité, hvézdicovité, routovité a
zimostrazovité "%, Alkaloidy nejsou prakticky vibec obsazeny v ¢eledi
hluchavkovité a riZovité. Obsah alkaloidd v jednotlivych rostlinach je razny .
Vzacné se mohou vyskytnout také u hub a Zivocich(l, napf. mlokd, Zab ¢i ryb jezik(
(tetrodotoxiny). Maji hlavné ochrannou funkci - odpuzuji byloZzravce nebo slouzi k
lakani opylovaga 1101,

Diky jejich zasaditému charakteru se v rostlinach vyskytuji ve formé soli
karboxylovych kyselin (kyseliny S$tavelové, octové, mlécné, jablecné, vinné,
citronové, mekonové a pod.). Jako volné baze se v rostlinach vyskytuji vzacné [61 18]
Pro izolaci alkaloidu je tfeba ho nejdfive vytésnit silnéjsi zdsadou a nasledné

extrahovat ¢i vydestilovat s vodni parou [10]

Vétsina alkaloid( jsou pevné bezbarvé latky, horké chuti a bez zapachu 61,
Jsou nerozpustné ve vodé, ale dobfe rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech (napft.
alkoholech ¢i chloroformu) 7] pyi vysSich teplotdch se za normalniho tlaku obvykle
rozkladaji. Jen mald cast alkaloid( je tekuta (koniin, nikotin, spartein). Prirozené
alkaloidy jsou ¢asto opticky aktivni t6],

Biosyntéza v rostlindch vychazi z aminokyselin. Mohou vsak vznikat také jako
meziprodukty biosyntézy terpenoidl, steroid(, nékterych kyselin nebo purin(

G&inkem amind a amoniaku ©.
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Velka ¢ast alkaloid( ma silné fyziologické Gcinky na Zivogichy. Rada z nich se
vyuziva ve farmacii jako cennd léciva. Mohou byt také zneuzZivany jako navykové
latky Ci jedy. Alkaloidy, které ovliviiuji centralni nervovy systém a vyvoldvaji tak
zvlastni stavy (halucinace, euforii, poruchy rovnovahy, agresivitu atd.), oznacujeme
jako omamné drogy. Pfi jejich opakovaném podani, v nékterych pripadech i po
prvnim pouziti, miZe vzniknout zavislost — narkomanie .

Doposud je izolovano vice jak 6000 alkaloid(i a jejich pocet stale stoupa.
Duraz se klade na parcialni a totdlni syntézu alkaloid(. Vyuziva se zvlasté tam, kde je
nutno ziskat vétsi mnozstvi alkaloidu, jehoZz mnozstvi v rostliné je minimalni nebo je
rostlina zcela nedostupna ¢i chranéna. V nékterych pfipadech je parcialni ¢i totalni
syntéza natolik ekonomicka, Ze vytlacila ¢astecné nebo Uplné izolaci z rostlinného
materidlu. Jako ptiklad Ize uvést kofein nebo lobelin 2

Chemicky se od sebe alkaloidy velmi liSi, proto je jejich toxikologicky a
farmakologicky ucinek razny. Déli se podle heterocyklu, ktery je soucasti jejich

molekuly &1,

2.2.2. ROZDELENI ALKALOIDU

2.2.2.1. Tropanové alkaloidy

Obsahuji sedmiclenny kruh tropan [l

atropin a kokain 71,

. Mezi hlavni zastupce této skupiny patfi

Atropin se vyskytuje v celedi lilkovité (Solanaceae), je prudce jedovaty,
drdzdi centralni nervovou soustavu, rozsifuje zornice, zpomaluje srdecni tep a tlumi
kifece. Vyuziva se jako spasmolytikum, ¢i k vySetfeni ocniho pozadi (je soucdsti
oénich kapek) 1P,

Kokain se nachazi v Celedi rudodrevovité (Erythroxylacea) Bl M3 girokou
biologickou aktivitu, je to lokdlni anestetikum s vazokonstrikénimi Ucinky, plsobi na

srdce a stimuluje CNS — blokuje zpétné vychytavani katecholamin(i a serotoninu

vmozku do presynaptickych neuronli, tim zvySuje koncentraci téchto
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neuromedidtord v synaptickych Stérbinach [ 81 velmi rychle na néj vznika
zavislost. Pro vyuZiti v Iékarstvi se nahrazuje syntetickymi derivaty, které nemaji
omamné ucinky 51, Listy zastupcl této Celedi jsou zahrnuty do jednotné Uumluvy o

omamnych latkach, seznamu 1 4.,

2.2.2.2. Chinolizidinové alkaloidy

Nékdy se nazyvaji jako lupinové alkaloidy, podle jejich hojného vyskytu
v rostlindch rodu Lupinus (Celed Fabaceae) 2
Toxikologicky vyznamny je cytisin a spartein. Spartein se ziskdva z janovce

(Sarothamnus scoparius, ¢eled Fabaceae) [61,

2.2.2.3. Steroidni alkaloidy

Tato skupina alkaloidi se biosyntetizuje ze steroidnich prekurzor(. Podle
povahy steroidu, ktery tvofi zaklad struktury, je délime do tfi skupin: alkaloidy typu
pregnanu, cholestanu a O-nor-D-homocholestanu 81,

Casto se vyskytuji ve formé glykoalkaloid(i. Nékteré maji teratogenni Gcinky,
schopnost inhibovat acetylcholinesterdzu ¢i destruovat bunééné membrany —
podobné jako saponiny (6],

Alkaloidy pregnanového typu maji v zakladnim skeletu 21 atom( uhliku.
Najdeme je v Celedi tojestovité (Apocynaceae) a zimostrazovité (Buxaceae).

Alkaloidy cholestanového typu maji v zdkladnim skeletu 27 atom( uhliku.
Radime zde solanidin a tomatidin.

Charakteristikou alkaloidi O-nor-D-homocholestanového typu je péticlenny

kruh C a Sesticlenny kruh D. Do této skupiny radime protoveratrin A a

protoveratrin B z rodu Veratrum (Celed Melanthiaceae) (8],
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2.2.2.4. Purinové alkaloidy

Mezi hlavni zastupce této skupiny pat¥i kofein, theofylin a theobromin .

Nékdy se oznacuji jako pseudoalkaloidy, protoze i kdyz obsahuiji ¢tyti atomy dusiku,
nevykazuiji zasadity charakter a netvofi soli s kyselinami . Vyskytuji se predevsim u
druhl rodu Coffea (Celed Rubiaceae), Thea (Celed Theaceae), Theobroma a Cola

[11]

(Celed” Sterculiaceae) Povzbuzuji organismus (maji slaby psychostimulacni

utinek) a ptisobi diureticky 93!,

2.2.2.5. Pyrrolizidinové alkaloidy

Pyrrolizidinové alkaloidy jsou v ptirodé znacné rozsifené. Jejich vyskyt je
charakteristicky pro nékteré rostliny z celedi Asteraceae, Boraginaceae a Fabaceae.
Jsou silné hepatotoxické .

Pomérné velky obsah pyrrolizidinovych alkaloidd najdeme u kostivalu
(Symphytum officinale, Celed’ Boraginaceae), nehodi se tedy k vnitfnimu pouziti, ale
vyuziva se zevné jako hojivé stimulans a antiflogistikum.

Pouziti pyrrolizidinovych alkaloiddi se znacné omezilo po objeveni

karcinogenniho ucinku [11].

2.2.2.6. Pyridinové alkaloidy

NejzndméjSim zastupcem je nikotin, je obsaZen v listech tabaku (Nicotina
tabacum, celed Solanaceae) BI I e silng toxicky, ma mirné psychostimulaéni
ucinky, negativné ovliviiuje Zaludecni sliznici a cévni systém (dochazi ke zuzeni cév)
7111181 po organismu se dostdvad koufenim (nové je soucasti elektronickych
cigaret), zvykanim & &fiupanim tabaku ™. Produkty, které vznikaji b&hem kouteni
nikotinu, podporuji vznik rakoviny plic. Ma pozitivni vliv na Alzheimerovu a
Parkinsonovu chorobu. Oxidaci nikotinu kyselinou dusi¢énou vznika kyselina

nikotinova ..
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2.2.2.7. Alkaloidy typu fenylethylaminu

Mezi zastupce fadime bazicky efedrin a pseudoefedrin. Produkuji je druhy
rodu Ephedra (Zeled Ephedraceae) '®. Alkaloidy jsou odvozeny od fenylalaninu .

Efedrin dobfe pronikd hematoencefalickou bariérou diky své vysoké lipofilité
a stimuluje CNS. PouZiva se jako dekongestant (zejména nosni sliznice) a také je
soucasti antiastmatické terapie v kombinaci s dalSimi latkami.

Pseudoefedrin plisobi pfevazné neptfimo, ma nizsi stimulaéni uc¢inek na CNS.
Ma broncholidatacni, vazokonstrikéni a dekongescenéni Ucinek na prekrvenou nosni
sliznici. VyuZivd se ke kratkodobé symptomatické lécbé akutnich onemocnéni
hornich cest dychacich v kombinaci s analgetiky-antipyretiky 2.
Dalsim zastupcem je halucinogenni alkaloid mezkalin produkovany nékolika

druhy kaktust (napt. Trichocereus, Lophophora), ktery je odvozen od tyrosinu (1181

2.2.2.8. Indolové alkaloidy

Indolové alkaloidy predstavuji velmi rozsahlou a terapeuticky dobre
vyuzitelnou skupinu sekundarnich metabolitd. VétSina rostlin, ve kterych jsou
obsaZeny, se v nasi fléfe nevyskytuje. Intoxikace hrozi pfi nedodrieni davkovani
lé&iv s jejich obsahem .

Mimoradné bohatym zdrojem indolovych alkaloidd je celed
tojestovité (Apocynaceae), z jejichZ zastupcu se izoluji cenna prirodni [éCiva. DalSim
vyznamnym zdrojem je rod Claviceps (Celed Clavicipitaceae). Hojné jsou také
zastoupeny u ¢eledi Loganiaceae, Rubiaceae a Euphorbiaceae. Radime zde i nékteré
alkaloidy pritomné v rodu Cinchona (¢eled Rubiaceae) 2

Indolové alkaloidy tvofi ¢tvrtinu z celkového mnoiZstvi dosud objevenych

alkaloidd ®. Délime je na:
Jednoduché indolové alkaloidy
Jednim z predstavitell je psilocybin obsazeny v houbach Celedi Agaricaceae,

znamy svymi halucinogennimi ucinky.
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Patfi zde také fyzostigmin (alkaloidy fyzostigminového typu), obsaZzeny
v semenech Physostigma venenosum (&eled Viciaceae) . Pouziva se hlavné v oénim
lékarstvi jako kratkodobé miototikum a ke snizeni nitroo¢niho tlaku. V praxi se
pouzivaji také jeho derivaty (neostigmin, pyridostigmin) k |é¢bé postoperacni atonie

stfev a mocového méchyfe & myastenia gravis 2.

Slozené indolové alkaloidy
Terapeuticky vyznamnym zastupcem je vinkamin obsazeny ve Vinka minor

]

z teledi tojedtovité (Apocynaceae) 1. Plsobi vazodilatatné na cévy, zvyiuje

mozkové prokrveni a utilizaci kysliku, mize negativné ovlivnit kardiovaskularni

systém 1,

Dimerni indolové alkaloidy

Jsou to dimery terpenickych indolovych alkaloidG. Nejvyznamnéjsi se jevi
vincristin  a vinblastin, vyskytuji se ve Vinca rosea celedi tojestovité
(Apocynaceae) 8. V praxi se vyuzivaji jako antineoplastika — inhibitory mitézy ** 14,
Jsou vSak neurotoxické, coZ se projevi poruchou funkce perifernich nerv(. Pro tento
zavazny vedlejsi ucinek se v terapii vyuZivaji jejich polosyntetické derivaty, u kterych

je prokazana nizsi neurotoxicita 241,

Hemiterpenické indolové alkaloidy

Oznaduji se také jako namelové alkaloidy nebo alkaloidy ergolinové & Jsou
to produkty sklerocia houby palickovice nachové (Claviceps purpurea, cCeled
Clavicipitaceae), najdeme je i v nékterych jinych houbach (Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus). Mezi nejzndméjsi zastupce patti ergotamin a ergometrin (&1 221

Ergometrin  vyvolava stahy hladkého svalstva délohy a pUsobi
vazokonstrikéné, ¢ehoz se vyuziva v porodnictvi k zastavé nadmérného poporodniho
krvaceni. V soucasné dobé se jiz nepouziva, na trhu je dostupny jeho polosynteticky

derivat, ktery ma vyhodnéjsi vlastnosti 121,

Ergotamin m3 specifické antimigrenozni Ucinky =
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2.2.2.9. Isochinolinové alkaloidy

Benzylisochinolinové alkaloidy

Najdeme zde strukturné rozliéné a v prirodé hojné rozsirené alkaloidy, které
vykazuji Siroké spektrum farmakologickych aktivit ©® *!. Nachazeji se v rostlinach
z Celedi Papaveraceae, Rutaceae, Fumariaceae, Ranunculaceae, Rhamnacea,
Laureaceae, Berberidaceae, Menispermaceae a dalSich 8]

Radime zde alkaloidy kurare (protokuridin), opiové alkaloidy (narkotin,
narcein, papaverin) a tubokurarové alkaloidy (tubokuranin).

D-forma tubokurarinu je soucdsti Sipového jedu a je prudce jedovata.
Vyuzivd se pfi Sokové |écbé nékterych psychickych poruch a odstrafuje krece

[15]

vyvolané tetanovym toxinem Vyskytuje se vrostliné Chondrodendron

tomentosum (&eled Menispermaceae) Y.
Papaverin je jeden z pfirodnich alkaloidl opia, které se ziskdva z nezralych
tobolek nebo izolaci z makoviny mdku setého (Papaver somniferum, celed

) [11] [12

Papaveraceae I,V dnedni dobé se papaverin pfipravuje vétsinou synteticky.

Farmakologicky se vyuzZiva jako muskulotropni spasmolytikum pfi Zluénikovych,

v , v . , v o ’ . , / ’ 12
stfevnich ¢i ledvinovych spasmech a pfi rlznych spastickych stavech cévnich 121,
Péstovani mdaku setého, manipulace s makovinou a opiem se fidi Zakonem

& 167/1998 SB., o navykowych latkach Y.

SloZzené benzylisochinolinové alkaloidy

Vyznamnym zastupcem je alkaloid emetin zrodu Cephaelis (Celed
Rubiaceae) 8 [ Emetin je neptimé sekretolytikum — lokdlné drazdi zaludecéni
sliznici, ¢imZ je podrdzdén parasympatikus a nasledné dojde ke zvyseni sekrece

hlenu ™, ve vysSich davkach vyvoldva nauzeu a zvraceni (18]

Morfinanové alkaloidy

DaleZitym meziproduktem pri biosyntéze morfinanovych alkaloidl je
norlaudonosolin. Zakladni uhlikaty skelet morfinani vznikd, pokud pfi prepisu
norlaudonosolinu dojde k ortho-para spojeni. Sledem nékolika dalSich reakci vznika

thebain, pak kodein a z néj morfin 18],
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Morfin je jednim z hlavnich alkaloidd opia, které jiz bylo zminéno vyse 1 ze
zazivaciho traktu je pomérné Spatné absorbovan, proto se zpravidla podava
injek&n&. Radi se mezi analgetika-anodyna ™. Pouziva se k tlumeni krutych bolesti,
které nelze zvladnout jinymi zpisoby, vietné farmak "\, Mechanismus jeho Géinku
spociva ve vazbé na opioidni receptory. Existuje vice typl opioidnich receptord,
zpravidla rozliSujeme tfi skupiny: mi, kappa a sigma - na vSechny morfin pUsobi jako
agonista. Zadny pfFirodni & synteticky opioid neplisobi selektivné, pouze na néktery
typ receptoru, vzdy tedy ocekdavame vyskyt vedlejsich ucink( (Utlum dechového

centra, nevolnost, zvraceni, zacpu, euforii ¢i vznik navyku) (23]

Protoberberinové alkaloidy

Velkd cast protoberberinovych alkaloidi se v pfirodé vyskytuje
v tetrahydroprotoberberinové formé nebo jako kvarterni protoberberinové soli. Do
skupiny protoberberinovych alkaloid(i radime stylopin, tetrahydropalmatin, kanadin

a skulerin. VSechny alkaloidy jsou odvozeny od laudanosinu [221,

2.2.2.9.1. Stylopin

Obr. 4: Struktura stylopinu

Stylopin jinak zvany chelidamin, je alkaloid obsazeny ve vlastovi¢niku

vétdim (Chelidonium majus, teled Papaveraceae) *1112%,
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Skulerin prechazi oxidacni kondenzaci hydroxylové a methylové skupiny (za

vzniku methylendioxy seskupeni) na stylopin 8],

Inhibuje cytochrom CYP 2D6, CYP 2C19 a CYP 3A4 *°. M4 chemoprotektivni

k [53]

a nematocidni ucine 541 Je insekticidem pro Drosophilu melanogaster, inhibuje

jeji acetylcholinesterazu %, Paisobi cytotoxicky (na nékteré linie karcinomu prsu a

prostaty) a antiflogisticky * &7,
2.2.2.9.2. Tetrahydropalmatin
O/\
0]
N
H5CO
OCH,

Obr. 5: Struktura tetrahydropalmatinu

Tetrahydropalmatin je alkaloid obsazeny v dymnivce duté (Corydalis cava,

v " . 11
Celed Fumariaceae) =

Plsobi inhibicné na mozkové GABA transaminasy a P-glykoprotein R E
hypolipidemickou aktivitu a sniZuje hladinu dopaminu ve striatu u potkana (58] 1611,
Dokaze inhibovat cytochrom P 450 [60].

Je to naZloutla, jemné krystalickd latka s teplotou tani 141-143 °C [66]
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2.2.2.9.3. Kanadin

OCH;

OCHs

H,CO

OCHs

Obr. 6: Struktura kanadinu

Kanadin, jinak zvany tetrahydroberberin, je alkaloid obsaZeny v dymnivce
duté (Corydalis cava, ¢eled Fumariaceae) a vodilce kanadské (Hydrastis canadensis,

teled Hydrastidaceae) ' 129,

PUsobi jako sedativum a svalové relaxans “?. Inhibuje acetylcholinesterazu a
mozkové GABA transaminazy [621169] "y/zhledem k jeho antioxidacni aktivité a nizké

toxicité je slibnym kandidatem v uplatnéni jako novy typ antioxida¢niho ¢inidla 5],
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2.2.2.9.4. Skulerin

OH

OCH;

HsCO

OH

Obr. 7: Struktura skulerinu

Skulerin jinak zvany diskretamin, je dllezity meziprodukt pfi tvorbé alkaloid(

ftelidtetrahydroisochinolivé skupiny. Nachazi se v dymnivce duté (Corydalis cava,

Celed FUmariaceae)[S] [11] (19] [20]

Skulerin vznika z laudanosinu pfes retikulin (&,

Ma antiagregacni, sedativni a cytotoxické ucinky [631[641165) Skulerin vykazoval

silnou inhibi¢ni aktivitu vU0¢i topoizomerdze |, ktera byla srovnatelnd s

kamphotecinem, typickym inhibitorem topoizomerazy | (231,

g [5°1 [69]

Je inhibitorem acetylcholinesterazy a cytochromu CYP 2D . Bylo

zjisténo, Ze je také agonistou receptoru GABAA a D1l-dopaminovych

receptorg 1711681,

Je to slabé narlzovéla, jemné krystalicka latka bez zapachu s teplotou tani

200-203 °C [,
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. POUZITA METODA

Larvy Artemia salina se pouzivaji jak k toxikologickému screeningu, tak i v
ekotoxikologickych testech [40]

Kratkodobé testy toxicity s vyuZzitim Artemia salina se provadéji v mnoha
laboratofich po celém svété. Existuje nékolik variant tohoto testu. VyuZivaji se
Petriho misky, zkumavky nebo mikrotitracni desticky. Pokusem se stanovi procento
uhynulych nauplii Artemia salina v rlznych koncentracich k ziskani hodnoty LCsg
(letdlni koncentrace) #7..

V nasem pripadé jsme provedly alternativni screeningovy test, pro stanoveni
toxicity p¥irodnich produktd a jejich LCso 1.

Pouzily jsme mikrotitracni desticky. Nami pripravenou redici fadu roztoku
zkoumané latky jsme napipetovaly do jamek desticky. Nasledné jsme do kazidé
jamky prenesly 10 nauplii Zabronozky. Provedly jsme nékolik paralelnich stanoveni
v€etné kontroly. Cely test probihal v prostfedi morské vody. Ndasledujici den (po 24
hodindch) jsme zaznamenaly Umrtnost nauplii pomoci pozorovani pod
mikroskopem. Jako uhynulé jsme oznadily ty jedince, ktefi nevykdzali po

mechanickém drazdéni sebemensi pohyb 7adné &asti téla 28,

3.2. TESTOVANY ORGANISMUS

Pro experiment jsme poutzily cysty (vaji¢ka) Artemia salina, které lze zakoupit
v béZnych akvaristickych pottebach. Prodavaji se v konzervach nebo neprodysnych
saccich. Uchovavaji se v lednici pfi 5°C. Po otevfeni je nutno zamezit pristupu svétla
a vzdugné vihkosti 5. Cysty umisténé do slané vody rehydratuji a jejich rozvoj mlze
pokracovat 4], Z jedné konzervy lze ziskat i nékolik miliond nauplii u nichz je
zarucena vysoka homogenita (stejné vlastnosti). Pro sledovani toxicity jsou vhodna

nauplia, nebot jsou vysoce citlivé na celou fadu chemickych latek 22,
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obr. 8: larva Artemia salina, L. 48 hodin stary jedinec, dorzalni pohled

(poskytla RNDr. Jitka Vytlacilova, Ph.D.)
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3.3. POUZITY MATERIAL

3.3.1. CHEMIKALIE

Testované latky:

Skulerin hydrochlorid izolovan z Corydalis cava

Stylopin hydrochlorid izolovan z Chelidonium majus
Kanadin hydrochlorid izolovan z Hydrastis canadensis
Tetrahydropalmatin hydrochlorid izolovan z Corydalis cava

MnClz x4 Hzo

VSechny testované latky, kromé MnCl; byly ziskany z katedry farmaceutické

botaniky a ekologie.

Latky pro pripravu moiské vody:
NaCl (PENTA)

MgCl, x 6 H,0 (PENTA)

CaCl, (PENTA)

KCl (PENTA)

Na,SO, (PENTA)

deionizovana voda

39



3.3.2. POMUCKY A PRISTROJE

Pomticky:

Kadinky 25 ml a 50 ml

Vazenka

Laboratorni IZicka

Automatické mikropipety a Spi¢ky 20-200 ul; 50-200 ul; 100-1000 ul; 0,5-5,0 ml
Sklenéné zasobni lahve s plastovym uzavérem 100 ml; 250 ml; 500 ml a1000 mi
Petriho misky sklenéné (primér 10 cm)

Teplomér

Zkumavky se zdbrusem

Stojan na zkumavky

Mikrotitracni desky s 96 jamkami

Pristroje:

ultrazvukova lazeri (SONOREX DIGITAL 10P BANDELIN)
predvazky (KERN)

analytické vahy (KERN ABJ)

inkubator

stereomikroskop (LEICA EZ4 D)
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3.4. PRACOVNI POSTUP

3.4.1. PRIPRAVA

3.4.1.1. Priprava morské vody

Standardné pfipravena moiska voda slouZi jako médium pro lihnuti cyst i pro

samotny experiment, jeji salinita je v rozmezi 35 + 1 %o 1*®..

SloZzeni na 1000 ml morské vody:

Chlorid sodny (NaCl) 23,00 g

Chlorid hotec¢naty (MgCl, x 6H,0) 11,00 g
Siran sodny (Na,SO4 x 10H,0) 9,07 g
Chlorid vapenaty (CaCl,) 2,11 g

Chlorid draselny (KCl) 0,70 g

Deionizovana voda do 1000 ml

Vsechny pevné slozky jsme navazily do odmérné nadoby s ryskou o objemu
1000 ml. Poté doplnily deionizovanou vodou po rysku. Uzavienou nadobu jsme
umistily do ultrazvukové lazné, kde doslo k Uplnému rozpusténi vsech soli.

Po rozpusténi se pH morské vody pohybovalo kolem 8 + 0,2. Pokud pH
nevyhovovalo stanovenému rozmezi, bylo moziné ho upravit pomoci roztoku
kyseliny chlorovodikové nebo hydroxidu sodného. Pro odstranéni pfipadnych
necistot jsme vodu zfiltrovaly pfed provedenim vlastniho pokusu.

Mnozstvi rozpusténého kysliku by nemélo klesnout pod 90 %.
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3.4.1.2. Priprava testovaného organismu

Nejdfiv jsme nechaly vylihnout naulia. Lihnuti probihalo v morské vodé pfi
teploté 25 +/- 2 °C. Petriho misku s nauplii uzavienou vickem jsme umistily asi
30cm od lampy se 100 W Zarovkou. Po hodiné zahfivani jsme misku s vajicky
premistily do inkubatoru, ve kterém bylo zamezeno pfistupu svétla. K vylihnuti
doslo za 24 hodin. Pokud byly pouzity kvalitni cysty, lihnivost se blizila k 100 %. Po
vylihnuti leZely mrtvé cysty na dné misky a prazdné skordpky plavaly na hladiné.
Polovinu Petriho misky jsme zakryly materidlem nepropoustéjicim svétlo. Diky
pozitivni fototaxi se zivé larvy (nauplia) nahromadily na nezakryté strané, ¢ehoz
jsme vyuzily pti ndsledném loveni. Za dokonalych podminek byla Zivotnost nauplii

96-120 hodin B7).

3.4.1.3. Priprava testovanych latek

MnoiZstvi latky, které odpovidd nejvyssi koncentraci, jsme navazily do
zabrusové zkumavky a rozpustily. Jako rozpoustédlo jsme pouzily mofskou vodu.
Pro dokonalé rozpousténi jsme pouzily ultrazvukovou lazen, testované latky jsme
zde nechaly nékolik hodin.

Redici fadu jsme pripravily tak, Ze vzorek s nejvyssi koncentraci jsme Fedily
mofrskou vodou v poméru 2:1 (fedici faktor 1,5). Timto zpUsobem jsme pfipravily

jedendct koncentraci v sestupné radé.

3.5. VLASTNI PROVEDENI POKUSU

Vychazi z metodiky, kterou navrhl Paul Vanhaecke a kol. Pokusy jsme
provadély v plastovych 96 jamkovych mikrotitracnich destickach. Kazdd desticka
méla 8 fad a 12 sloupci. Do jedenacti sloupct (1-11) jsme napipetovaly predem
pfipravenou fedici fadu roztoku zkoumané latky. Dvanacty sloupec plnil funkci

kontroly (K), do néj jsme napipetovaly pouze moirskou vodu. V fadach (A-G) bylo 7
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paralelnich stanoveni. Jamky v prvni fadé slouzily jako promyvaci (P). Schéma

pokusu je znazornéno v tabulce 1.

Tabulka 1: Schéma pokusu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 K

Cl CZ C3 C4 C5 C6 C7 Cg C9 ClO Cll morska voda

Cl CZ C3 C4 C5 C6 C7 Cg C9 ClO Cll morska voda

Cl Cz C3 C4 C5 C6 C7 Cg Cg ClO C11 mofska voda

C, G, Cs C, Cs Ce G Cs Co Cio Ci1 morska voda

o o m| >»| ©

C, G, Cs C, Cs Ce G Cs Co Cio Ci1 morska voda

E C; C, Cs (o Cs Ce G Cs Co Cio Ci1 morska voda

F C; C, Cs (o Cs Ce G Cs Co Cio Ci1 morska voda

G C, G, Cs (o Cs Ce G Cs Co Cio Ci1 morska voda

Dle uvedeného schématu jsme napipetovaly celou mikrotitracni desticku a
do kazdé jamky jsme umistily 10 nauplii. Nejdfiv jsme odlovily vétsi mnozstvi nauplii
z Petriho misky a prenesly je do promyvaci jamky. Z té potom pomoci Pasteurovy
pipety jsme prenesly po deseti kusech nauplii do zkoumanych jamek v ramci
jednoho sloupce. Timto zpldsobem jsme naplnily celou desticku. Odlov Zabronozek
jsme provedly co nejrychleji a snaZily jsme se prendset Zdbronozky s co nejmensim
objemem vody, aby nebyly pfilis vystaveny stresu a nedochazelo k dalSimu naredéni
roztoku.

Naplnénou desticku jsme pfriklopily vickem a vlozily na 24 hodin do
inkubatoru. Inkubace probihala pfi 25 °C.

Po 24 hodinach jsme vyjmuly desticku z inkubatoru a pomoci mikroskopu
jsme zhodnotily umrtnost v kazdé jamce (kromé jamek promyvacich). Za mrtvé jsme
povazovaly vSechny larvy, u kterych nebyl pozorovan pohyb déle neZ deset sekund.

Kazdy test jsme provedly 2-3x pro potvrzeni vysledku.
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3.6. VYHODNOCENI VYSLEDKU

Pro kazdou koncentraci jsme vypocitaly procento uUmrtnosti nauplii
zabronozky a pomoci statistického programu GraphPadPrism 6 jsme ziskaly hodnotu
24hLCsq v jednotkach mM pro vSechny testované latky.

Vysledky jsme povazovaly za platné, pokud procento umrtnosti v kontrolach

nepresahlo 10 %.
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4. VYSLEDKY
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4.1. STYLOPIN

Jednim ze Ctyf testovanych alkaloid( je stylopin. Ten jsme si pfipravily v

inicialni koncentraci 1,00 mM. Koncentrace po naredéni geometrickou fadou jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Primér umrtnosti A. salina v procentech a smérodatna odchylka pro kazdou

koncentraci pfi pouZiti stylopinu.

c(mM) 1,00 0,67 0,44 0,30 0,20 0,13 [ 0,09 | 0,06 | 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,00
Prumeér | 100,00 | 98,67 | 87,00 | 78,00 | 71,00 | 16,67 | 8,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
SD + 0,00 2,31 2,65 2,00 3,46 551 | 1,53 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Graf zavislosti imrtnosti A. salina na koncentraci stylopinu
120 -
100 - 2 L 4
—_ 2
X 80 - . 4
S
= 60 -
£
e 40 -
20 - .
2
0 m T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace (mmol/l)
Obr. 9: Zavislost umrtnosti A. salina na koncentraci pfi pouiiti stylopinu 1,0 mM

GraphPadPrism 6 je:

24hLC5=0,179 + 0,011 mM
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4.2,

Koncentrace po narfedéni geometrickou rfadou jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Primér umrtnosti v procentech a smérodatna

TETRAHYDROPALMATIN

Tetrahydropalmatin jsme si pfipravily v inicidlni koncentraci 1,00 mM.

koncentraci pti pouZiti tetrahydropalmatinu.

odchylka pro kazdou

c(mM) 1,00 0,67 0,44 | 0,30 | 0,20 | 0,23 | 0,09 | 0,06 | 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,00
Pramér | 100,00 | 92,30 | 25,67 | 8,00 | 2,67 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
SD + 0,00 2,56 1,15 1,00 | 0,58 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
Graf zavislosti umrtnosti A. salina na koncentraci
tetrahydropalmatinu
120 -
100 -
’ ‘
X 80 -
8
'T‘“ 60 -
=t
o i
£ 40
20 - ¢
L
0 oMo . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

koncentrace (mmol/l)

Obr. 10: Zavislost umrtnosti A. salina na koncentraci pfi pouziti

tetrahydropalmatinu 1,0 mM

GraphPadPrism 6 je:

24hLCs0 = 0,500 + 0,009 mM
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4.3. KANADIN

Kanadin jsme si pfipravily v inicidlni koncentraci 1,00 mM. Koncentrace po

nafedéni geometrickou fadou jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4: Primér umrtnosti v procentech a smérodatna odchylka pro kaZdou

koncentraci pfi pouziti kanadinu.

c(mM) 1,00 0,67 0,44 0,30 | 0,20 | 0,13 | 0,09 | 0,06 | 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,00
Prameér | 79,33 | 45,00 | 16,67 | 13,33 | 7,67 | 2,33 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
SD + 9,02 8,89 5,77 2,89 | 058|058 | 0,00 (0,00 {000/ 000|000 /| 000
Graf zavislosti umrtnosti A. salina na koncentraci kanadinu
100 -
90 - 7S
80 -
;\? 70 -
< 60 -
473 50 -
s 401 .
€ 30 -
20 - L g
L g
10 7S
0 oMo : : : : .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
koncentrace (mmol/l)

Obr. 11: Zavislost umrtnosti A. salina na koncentraci pfi pouziti kanadinu 1,0 mM

Hodnota letdlni koncentrace vypocétend pomoci statistického programu

GraphPadPrism 6 je:

24hLC50 = 0,691 + 0,036 mM
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4.4.

SKULERIN

Skulerin jsme si pfipravily v inicidlni koncentraci 1,00 mM. Koncentrace po

naredéni geometrickou rfadou jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Primér umrtnosti v procentech a smérodatna odchylka pro kaZdou

koncentraci pfi pouZiti skulerinu.

c(mM) 1,00 0,67 0,44 0,30 | 0,20 | 0,13 | 0,09 | 0,06 | 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,00
Prumeér | 39,00 | 23,33 | 23,33 | 10,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
SD + 3,61 5,77 2,89 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | O,00 | O,00 | 0,00 | 0,00 | O,00
Graf zavislosti umrtnosti A. salina na koncentraci skulerinu
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Obr. 12: Zavislost umrtnosti A. salina na koncentraci pfi pouZiti skulerinu 1,0 mM

Hodnota letdlni koncentrace vypoctend pomoci statistického programu

GraphPadPrism 6 je:

24hLCs50=1,318 + 0,189 mM
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4.5. CHLORID MANGANATY

ve vodé. Tato latka slouZila jako standard, pro ovéreni citlivosti testovanych

Chlorid manganaty MnCl, je narUZovéla, krystalicka latka, dobfe rozpustna

Zzabronozek.

Tabulka 6: Primér umrtnosti v procentech a smérodatna odchylka pro kaidou

koncentraci pfi pouziti MnCl,,

¢ (mM)

250,00

167,00 | 111,00 | 74,00 | 49,00 | 33,00 | 22,00 | 15,00

10,00

0,00

Pramer | 92,50

76,25 | 51,25 | 31,25 10,00 | 3,75 1,25 2,50

0,00

0,00

SD +

8,29

16,54 | 7,81 10,53 | 5,00 2,84 1,01 1,33

0,00

0,00

100 -+

mortalita (%)

90 -
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Graf zavislosti umrtnosti A. salina na koncentraci MnCl,
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Obr. 13: Zavislost umrtnosti A. salina na koncentraci pfi pouZiti MnCl,

Hodnota letdlni koncentrace vypocétend pomoci statistického programu

GraphPadPrism 6 je:

24hLCs0 = 118,8 + 6,6 mM
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5. DISKUSE
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Tato prace byla zaméfena na stanoveni toxicity alkaloid( a jejich LCso pomoci
alternativniho preescreeningového testu na ZabronoZce solné. Testované alkaloidy
nam poskytla védecka skupina ADINACO, ktera studuje latky ziskané z rostlin a hub.
Jeji vyzkum je zaméren na latky, které ovliviuji vyvoj Alzheimerovy choroby na
patologické drovni 4,

Artemia salina patfi mezi bezobratlé Zivocichy a je schopna se pfizpusobit
zna&nému rozpéti salinity (5 — 250 g-I'%) a teplot (6 — 35 °C) [“91 %] Bghem testl je
vSak nutné zajistit optimalni salinitu, kterd umozni spravny vyvoj a rlst nauplii
zabronozky.

V poslednich letech byl vyvinut velky pocet kratkodobych testli toxicity
s vyuZitim bezobratlych Zivocichl. Obrovskou vyhodou alternativnich testl s
vyuzitim zdbronozky, je moznost jejich miniaturizace. Mikrobiotesty jsou snadno
dostupné, cenové i ¢asové nendrocné, Usporné z hlediska pracovnich sil i prostoru a
nevyzaduji ndkladné laboratorni vybaveni. | kdyz jsou tyto testy fazeny mezi
alternativni metody, jsou provadény in vivo. To znamena, Ze organismus, se kterym
pracujeme, ma zachovany Zivotni funkce po celou dobu testovani 1! (471,

Védci tvrdi, Ze Zzdbronozka je velmi vhodnym kandidatem pro vyvoj
standardniho biotestu s moznosti celosvétového vyuziti 351 Zabronozku Ize také
vyuzit jako biosenzor ve farmakologii a farmakotoxikologii 21, Diky stale ¢astéjsSimu
vyuzivani alternativnich testi mulzeme snizit pocet pouzivanych laboratornich
zvitat B2,

Jednotlivd vyvojova stadia (instary) Artemia salina maji rGznou citlivost.
Vyrazné citlivéjsi jsou larvy instaru II-lll nez larvy instaru |. Pfechod mezi
jednotlivymi vyvojovymi stadii zavisi na teploté, mnozstvi a kvalité potravy. Pokud
larvy nemaji prisun zZivin, umiraji béhem tretiho nebo ¢tvrtého vyvojového stadia.
Pro test pouzivame pouze Cerstvé odlovena nauplia [351 48],

Nutno podotknout, Ze vlastnosti a citlivost k chemikdliim, se mezi
jednotlivymi kmeny Zabronozek lisi. Pro reprodukovatelnost testu je tedy nutné
znat presny geograficky plivod kmene zabronozky. Dlraz je také kladen na dodrzeni
podminek experimentu, jako je ¢asové rozpéti mezi vylihnutim a zacatkem testu,
teplota a salinita média, teplota béhem inkubace a lihnuti, a pouzZiti stejného

[48]

vyvojového stadia A. salina ™. Pti nedodrZeni podminek test nelze hodnotit.
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Paralelné s kazdym testem by mél probihat kontrolni test se standardnim
toxinem, v naSem pfipadé jsme pouZily chlorid manganaty.

Artemia salina je Casto porovnavana s dalSim vodnim Zivocichem — Daphnia
magna (hrotnatka velkd), kterd je sladkovodnim organismem a pouZivd se pfi
standardnich ekotoxikologickych testech. V zdavislosti na mineralizaci média, volime
testovany organismus. Citlivost hrotnatky se s rostouci mineralizaci snizZuje, proto ve
vysoce mineralizovaném prostfedi pouzivdme pro testy toxicity Zabronozku.
Citlivost Zzabronozky vuci testovanym latkam je vSak ve srovnani s hrotnatkou o néco
nizsi 1,

Pti hodnoceni vysledkd musime brat v potaz, Ze pfima extrapolace ziskanych
dat na ¢lovéka neni mozna. Lidsky organismus bude mit vzdy urcita specifika, ktera
u testovaného organismu nenajdeme.

Latky, které se po prvotnich testech toxicity jevi jako vysoce toxické, by

nemély byt podrobeny dalSimu testovani. Zafazeni Zabronozky do faze

prescreeningu ndm m{zZe dovolit zachytit potencionalné toxické latky.

Toxicita byla testovdna pro cCtyfi vybrané alkaloidy: stylopin,
tetrahydropalmatin, kanadin a skulerin. Jsou to organické slouéeniny, které maji
v zakladnim skeletu isochinolinovou strukturu. Cely experiment probihal v prostredi
morské vody. Vzhledem k tomu, Ze testované latky jsou v morské vodé obtizné
rozpustné, vyuzily jsme ultrazvukovou lazen pro usnadnéni rozpousténi. | pres
pouziti ultrazvuku se nepodafilo vSechny testované latky dokonale rozpustit.
Zpravidla vznikla jemna suspenze, kterou jsme pouzily pro dalsi testovani.

Vsechny roztoky alkaloidd byly ptipraveny ve vychozi koncentraci 1 mM a
fedény geometrickou fadou s fedicim faktorem 1,5. Jejich mérenim jsme ziskaly
hodnoty letalni koncentrace 24hLCsg, coZ je koncentrace zkousené latky, kterd po
jednorazovém podani usmrti 50 % testovanych jedincl. Vidy musi byt doplnéna
¢asovym udajem (dobou expozice), ktery je pro koneény efekt rozhodujici. V nasem
pfipadé byla doba expozice 24 hodin Bl Eim nizsi je hodnota LCsg, tim toxictéjsi je

zkousena latka.
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Stylopin byl pouzZit ve vychozi koncentraci 1 mM, jak bylo zminéno vyse, coz
po naredéni odpovidalo koncentracim od 1 mM do 0,02 mM. Namérena letalni
koncentrace se rovnala 0,179 mM. Pro kanadin se hodnota LCsg rovnala 0,691 mM.
Kanadin a stylopin byl vyuZit také v jiné studii, kterd byla zamérena na hodnoceni
inhibi¢niho ucinku vicéi AKR1C3 (aldo-keto redukujici enzym). AKR1C3 je dUlezity
lidsky enzym, ktery se ucastni biotransformace xenobiotik, jako jsou léky Ci
prokarcinogeny. Jeho koncentrace je ¢asto zvySend u rGznych druhd rakoviny, proto
pfi léCbé téchto patologickych stavl je AKR1C3 terapeutickym cilem. Na inhibic¢ni
schopnost byly testovany rlizné isochinolinové alkaloidy. Vyssi inhibi¢ni Ucinnost
projevil kanadin a stylopin, kromé toho vykazuji relativné vysokou selektivitu vici
AKR1C3. Stylopin byl nejsilnéjsSim AKR1C3 inhibitorem, vyznamné inhiboval AKR1C3
u zdravych bunék bez vyrazného cytotoxického ucinku. Z tohoto dlivodu muze byt
pouzity jako model AKR1C3 inhibitor( ve vyzkumu nebo hodnocen jako moiné
protinadorové |écivo. |ICsq pro kanadin byla 0,029 mM a pro stylopin 0,0077 mM.

Stylopin snizoval Zivotaschopnost bun&k o 29 % pfi koncentraci 0,050 mM P2,

Dalsim strukturnim analogem je tetrahydropalmatin. Jeho hodnota letdlni
koncentrace byla 0,500 mM a lze ji srovnat s kanadinem. Oproti tomu ve studii,

ktera zkoumala jeho inhibi¢ni aktivitu vaci AChE, byla dosazena IC5y 0,876 mM [66],

Posledni testovanou latkou byl skulerin, ktery vici A. salina vykazoval nizkou
toxicitu. Nejvyssi dosazena umrtnost byla 42 % u maximalni méfené koncentrace
(1 mmol/l). VysSich koncentraci nebylo moiné dosahnout diky zminéné
nerozpustnosti latky. Jeho hodnota letalni koncentrace byla 1,318 mM. V jiné studii,

kde byla mérena jeho inhibi¢ni aktivita vic¢i AChE, se ICsorovnala 0,245 mM (661,
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PFi porovnavani toxicity testovanych latek vici A. salina jsme vychazely z

namérenych hodnot LCs.

Porovnani toxicity testovanych latek

1,2 1

%
1
0,8 —/
%
Vs

0,6 -
0,4 -

koncentrace (mmol/1)

Obrazek 14: porovnani hodnot LCs, testovanych alkaloidt

Pro zvySeni rozpustnosti testovanych latek by bylo mozné vyuzit DMSO do
2 % jako kosolvens. Jeho toxicita vici Artemia salina je nizkd, neovliviiuje jeji Zivotni
d&je a nemél by ovlivnit vyhodnoceni ziskanych dat &,

Dalsi variantou je pouziti pozdéjsSich vyvojovych stadii Zabronozky, které jsou

citlivejgi B,
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6. ZAVER
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Cilem této diplomové prace bylo zavést metodu toxikologického screeningu
alkaloidi na Zabronoice solné (Artemia salina) a nasledné pomoci této metody

vyhodnotit ¢tyti alkaloidy: stylopin, tetrahydropalmatin, kanadin a skulerin.

Nauplia Zabronozky jsou vhodné pro akutni toxikologicky screening. Pro
testovani byly pouZity cerstvé vylihnuté larvy odlovené do roztokl rdznych
koncentraci zkoumané latky. Byla zjistovana akutni toxicita po 24 hodinach. Cely
pokus probihal v prostfedi morské vody, protoie Artemia salina je vodnim

organismem.

Testované latky bylo nutno rozpustit v mofské vodé. Pro snadnéjsi
rozpousténi byla pouzita ultrazvukova lazen. VSechny Ctyfi zkoumané alkaloidy maji

podobnou chemickou strukturu, fadime je mezi isochinolinové alkaloidy.

vvvvvv

z vlastovicniku vétsiho. Namérend hodnota letalni koncentrace (24hLCsq) byla
0,179 + 0,011 mM. O néco méné toxicky byl tetrahydropalmatin, ktery je obsazen
v dymnivce duté. U tetrahydropalmatinu byla hodnota letdlni koncentrace (24hLCsg)
0,500 + 0,009 mM. Treti testovanou latkou byl kanadin, izolovany z vodilky
kanadské. Hodnota letalni koncentrace (24hLCso) byla rovna 0,691 + 0,036 mM.
Nejmensi toxicitu projevil skulerin, ziskany z dymnivky duté. Hodnota letalni

koncentrace (24hLCsg) pro skulerin byla 1,318 + 0,189 mM.

Test se standardnim toxinem, chloridem manganatym, pro stanoveni

citlivosti larev Zabronozky, probihal za stejnych podminek jako testy s hodnocenymi

alkaloidy.
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7. SEZNAM ZKRATEK
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ZKRATKY

AD Alzheimerova choroba

AChE acetylcholinesteraza

LCsg koncentrace, pti které zemie 50 % testovanych organismi
24hLCsg koncentrace zkousené latky majici za nasledek 50% umrtnost

testovaného organismu po 24 hodinovém pusobeni

DMSO dimethylsulfoxid

CNS centralni nervova soustava
RNA ribonukleova kyselina

CYP cytochrom P

AKR1C3 aldo-keto redukujici enzym
GABA kyselina y-aminomaselna
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Nazev diplomové prace:

Hodnoceni alkaloidli pomoci in vivo testu s Artemia salina |l.

Nejcastéjsi pricinou demence u starSich pacientd je pravdépodobné
Alzheimerova choroba (AD). Prevalence tohoto onemocnéni znacné stoupa. V
soucasné dobé se k lé¢bé AD pouzivaji hlavné inhibitory acetylcholinesterazy, ty
vsak mohou zmirnit pfiznaky AD, ale ne zastavit progresi nemoci. V dlsledku toho
jsou zapotrebi terapeutické prostfedky proti AD, které plsobi na rdznych
patologickych drovnich.

V posledni dobé jsou intenzivné studovany pftirodni latky, které by mohly
farmakologicky ovlivnit neurodegenerativni procesy AD. Pro kazdou latku je potfeba
udélat toxikologicky screening, coz bylo nasSim uUkolem. Vhodnym organismem
k hodnoceni akutni toxicity se zda byt Artemia salina, kterou jsme pouzily i v pokusu
pro Ucely této prace. Test probihal v 96 jamkové desticce.

Byly testovany cCtyfi latky, které patfi mezi isochinolinové alkaloidy: stylopin,
tetrahydropalmatin, kanadin a skulerin. Nejvétsi toxicitu vykazoval stylopin, o néco
mensi tetrahydropalmatin a kanadin. Nejmensi toxicitu z testovanych latek mél

skulerin.
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The evaluation of alkaloids using in vivo tests with Artemia salina Il.

The most common cause of dementia in the elderly is probably
Alzheimer's disease (AD). The prevalence of this disease increases considerably.
Nowadays only acetylcholinesterase inhibitors are being used for the treatment of
AD, they can relieve symptoms of AD, but can‘t stop progression of the disease.
Consequently there is a need for therapeutic agents against AD, which act on
various pathological levels.

More intensive recent studies are being carried out on natural substances
that could pharmacologically affect AD neurodegenerative processes. Our aim was
to carry out the toxicological screening for each tested substance. For the purpose
of this work we have used Artemia salina in the experiment which seems to be
suitable organism for evaluating acute toxicity. The experiment was conducted in a
miniature environment.

Four substances which belong to isoquinoline alkaloids: stylopine,
tetrahydropalmatine, canadine and scoulerine were tested. The greatest toxicity
showed stylopine, slightly lower tetrahydropalmatine and canadine. The lowest

toxicity of tested substances showed scoulerine.

68



