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1 Uvod

1.1 Biologicka aktivita

Biologicka aktivita je schopnost latek, zménit jednu nebo vice chemickych nebo
fyziologickych funkci bunky, tkané, organu nebo celého organismu. Biologicka
aktivita neni urcena pouze fyzikalni a chemickou strukturou latek, ale také jejich
koncentraci a délkou trvani expozice. MlzZe mit také tzv. dominovy efekt, to
znamena, Ze zména jedné funkce narusi normalni aktivitu jedné nebo vice dalSich
funkci. [1] V ptipadé této diplomové prace rostlinnych extraktd vybranych drog
pouzivanych vtradi¢ni ¢inské mediciné a izolovanych alkaloidd, které maji
schopnost inhibovat enzym acetylcholinesterazu.

Biotesty s ZabronoZkami jako testujicim organismem jsou snadnou metodou
pro testovani toxicity ptirodnich latek, kromé toho mohou byt také indikatory pro
potencidlni protinadorovou, antifugalni a insekticidni aktivitu latek. Mechanismus
toxického plsobeni neni presné znamy, ale vysledky koreluji s mnohem
specifictéjsimi testy biologické aktivity. Testy s Zdbronozkami patii mezi atraktivni
metody pre-screeningového hodnoceni tohoto plisobeni ptirodnich latek. Diky své
nenaroc¢nosti a nizkym nakladim milze byt testovano velké mnozstvi latek

v relativné kratkém case. [2]

1.2 Tradic¢ni ¢inska medicina

Pro hodnoceni biologické aktivity prirodnich latek byly v pripadé této
diplomové prace pouzity vodné extrakty rostlin, které nachazi své uplatnéni
v tradi¢ni ¢inské mediciné.

Tradi¢ni ¢inska medicina je celostni 1éCebny systém znamy témér 5000 let.
Mezi jeji hlavni pilife patii teorie jinu a jangu a teorie péti prvkd, které vychazi ze
starodavné cinské filozofie. Tradi¢ni ¢inskd medicina klade diiraz na podrobnou
individualni diagnostiku. Pak se podle Cinnosti vSech vnitfnich organti, emocni
zatéZe a zdravotni historie pacienta usuzuje jeho zdravotni stav. Pri 1éCeni se
zaméruje nejen na nemoc, ale i na pacientovu kKonstituci. Diky témto poznatkim je
pak moZné pripravit kazdému pacientovi léCbu na miru. [3] [4]

Mezi jednu z oblasti tradi¢ni ¢inské mediciny patri fytoterapie. Lécivé smési

byvaji pripravovany z 5 - 20 drog. Nejcastéji se pouzivaji ve formé odvari. Ddle je
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moZzné se setkat spraskem namletym zdrog, se sirupy, tabletami nebo
pokroutkami, tzv. wan. Fytoterapie v tradi¢ni ¢inské mediciné nepredstavuje
alternativni metodu lécby, ale jednd se o plnohodnotnou alternativu zapadni

terapie. [3] [4]

1.3 Alzheimerova choroba

Izolované alkaloidy, které byly v této praci testovany, maji schopnost inhibovat
enzym acetylcholinesterazu. Latky s timto mechanismem ucinku se vyuzivaji pri
terapii Alzheimerovy demence.

Alzheimerova choroba je typ demence, kterd zpisobuje problémy s myslenim,
paméti a chovanim. Jedna se o nejcastéjsi typ demence, vyskytuje se v 60 - 80%
pripadi vSech demenci. Postihuje hlavné lidi starsi 65-ti let. Symptomy se obvykle
rozviji pozvolna a postupné se zhorsuji, aZ zasahuji do béZnych dennich ¢innosti.
Mezi ¢asné symptomy patfi obtiZné vzpominani na nedavno ziskané informace,
postupné se pridava desorientace, zmény chovani a nalady, zmatek v case i
prostoru, neopodstatnénd nedlivéra ve vlastni rodinu a pratele a potize
s mluvenim, polykanim a chiizi. [5] Pri¢ina onemocnéni neni presné znama, ziejmé
se jedna o kombinaci genetickych faktorti, Zivotniho stylu a Zivotniho prostredi.
U¢inky na mozek jsou ale jasné, nemoc poskozuje a zabiji mozkové buriky.
V mozkové tkani je pak moZné pozorovat dva typy abnormalit - plaky B-amyloidu
a shluky proteinu tau. [6]

V soucasné dobé neexistuje zZadna 1écba, kterd by dokazala Alzheimerovu
demenci vylécit, pouze zpomaluje progresi onemocnéni. Pouzivaji se inhibitory
acetylcholinesterazy a to donepezil, galanthamin a rivastigmin. Ty zvySuji hladinu
neurotransmiteru acetylcholinu, kterého je v mozku pti Alzheimerové chorobé
nedostatek a zlepSuji tak kognitivni symptomy onemocnéni. [6] DalSim lé¢ivem
srozdilnym mechanismem tucinku je memantin. PlGsobi jako nekompetitivni

antagonista NMDA receptori. [7]



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit moZnou akutni toxicitu vodnych
extraktl vybranych rostlinnych drog nasi fléry a rostlin, které se vyuzivaji v
tradi¢ni ¢inské mediciné a dvou izolovanych alkaloidid a u téchto latek stanovit
LCso. Mezi vybranymi rostlinami byly Salvia officinalis, Apium graveolens, Coptis
chinensis, Evodia rutaecarpa, Zanthoxylum nitidum a Ziziphus jujuba, z alkaloidi
byly testovany galantamin a huperzin A. Pro testovani byl pouZit morsky korys
Artemia salina, protoZe je snadno komercné dostupny, je dostatecné citlivy a

z téchto dlivodii ma potencial pro vyuZiti ve screeningovém testovani toxicity.
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3 Testujici organismus

3.1 Taxonomické zaiazeni
tiSe: Animalia (Zivocichové)
kmen: Arthropoda (¢lenovci)
trida: Crustacea (korysi)
rad: Anostraca (Zabronozky)
celed’: Artemiidae (Zabronozkoviti)
rod: Artemia (Zabronozky)

druh: Artemia salina (ZabronoZka solna) [8]

3.2 Stavba téla

Artemia je typicky primitivni korys s ¢lankovanym télem. Délka téla dospélych
samci je obvykle 8 - 10 mm, u dospélych samic pak 10 - 12 mm. Sitka t&la obou
pohlavi véetné koncetin je asi 4 mm. Télo je rozdélené na hlavu, hrud’ a zadecek.
[9]

Hlavovou cast tvoii 6 clanki a predstavuje nejvice specializovanou cast téla.
Jsou zde umistény koncetiny se specializovanou funkci, smyslova a nervova tkan.
Zabronozky maji 2 sloZené o¢i s fotoreceptory. Mezi o¢ima se nachaz{ labrum, Gstni
cast, ktera je relativné velkd, pruzna a svalnatd. V hlavové ¢asti je lokalizovan par
tykadel, témi se odlisuji dospéli samci od samic. [9]

Hrud je tvorena 11 segmenty. Ke kazdému c¢lanku je klouby pripojen par
koncetin. Koncetiny jsou vyuzivany pti pohybu, osmoregulaci, dychani a prijmu
potravy.

Na hrudni ¢ast navazuje zadecek, ktery je slozen z 8 ¢lankl. Prvni ¢lanek je
preménén na gonopody, u samci jde o parovy penis, u samic pak o vajec¢ny vak. [9]

[10]

3.3 Organové soustavy

Travici soustava je jednoducha trubice vedouci po celé délce téla. Usta jsou
lokalizovana uprostied hlavové ¢asti. Stfevo je obklopeno hemocelem, do kterého
prechazi Ziviny pres tenkou sténu stieva. Je ukoncena konecnikem v zadeckové

¢asti téla. [11]
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Potravou pro artemie ve volné prirodé jsou mikotasy, bakterie, prvoci a detrit.
V domacich chovech je moZné ZabronoZky prikrmovat pekarskym drozdim nebo
mikrorasami. [12]

Obéhova soustava je, typicky pro korySe, oteviend, to znamena, Ze se krevni
buniky rozlévaji volné po téle a omyvaji organy. Krevni buiiky artemii se nazyvaji
hemocyty, maji améboidni tvar, obsahuji relativné malé jadro a cytoplasma je
vyplnéna granulemi. [9]

Osmoregulace je zajiStovana dychacim a vyluCovacim systémem. Dychaci plyny
jsou vyménovany pres propustnou plochu phylopod, koncetin se specializovanou
funkci. Dusik je vylu¢ovan jako amoniak pres plochu phylopod. [11]

Nervova soustava je tvofena mozkem ulozenym v zadové ¢asti hlavy, parovymi
kruhovymi nervy a parovymi ganglii.

Naupliové oko je soucasti smyslové soustavy. Objevuje se v ¢asnych larvalnich
stadiich, je zachovano po celou dobu Zivota Zabronozky a je diileZité pro orientaci
podle svétla. Artemia ma dvé sloZené oci tvorené mnoha ommatidii. [9] [11]

Gonady u obou pohlavi jsou trubicovité a parové, jsou lokalizovany v hrudni a
zadeCkové Casti. Samic¢i rozmnoZovaci soustava je tvorena parem vajecnikli a
vejcovodul vedoucich do vajecného vaku. Samci pohlavni soustava je sloZena z paru

varlat, chdmovodi a penisu. [9] [11]

3.4 Rozmnozovani

Artemie se mohou rozmnozovat dvéma zplisoby: pohlavné, nebo nepohlavné,

to znamena partenogenezi.

3.4.1 Nepohlavni rozmnoZovani
Partenogeneze je zplsob nepohlavniho rozmnoZovani, kdy neni potiebné
oplodnéni vajicka saméimi pohlavnimi bunikami. Tento jev se vyskytuje tam, kde
jsou podminky pro Zivot stadlé a neménné. Pii partenogenetickém rozmnozovani je

produkovan vétsi pocet samicek nez samct. [13]

3.4.2 Pohlavni rozmnoZovani
Pii pohlavnim rozmnoZzovani klade samicka vajicka do vajecnych vakut. Pokud

jsou podminky pro rozmnoZovani nepriznivé, dochazi k pozastaveni vyvoje vajicka
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a vznikaji cysty. Cysty jsou tvorené tvrdou skoifapkou, maji mimoiadnou
Zivotaschopnost a znacnou odolnost vii¢i vnéjsim vliviim. [12]

Pokud jsou podminky ptiznivé, z cyst se vylihnou larvy, nazyvané nauplie.
Béhem vyvoje projdou artemie 14 az 17 rliznymi stadii. Kazdé stadium je od
nasledujiciho oddéleno svlékanim exoskeletu a riistem nového vétsiho. Kdyz jsou
podminky pro vyvoj idedlni, mlze zabronozka dosdhnout dospélého stavu za
pouhych 8 dni, béZna doba vyvoje je ale 3 az 6 tydnti. [14]

Dormant

® Cysts
. 0%
od . o Hatching
~»

Fermale »
Active .
Adults young .
Male
]
L L]
Naupliar
Juveniles stages

Female

Male

Obr. 1 Zivotni cyklus Artemia salina ©[15]

3.5 Vyvojova stadia

3.5.1 Cysty
Cysty se nachazi ve vyvojovém stadiu gastruly. Tak mohou preckat i nékolik let.
Cysty jsou velmi malé, v priméru 0,2 - 0,25 mm. Po zlepSeni Zivotnich podminek
absorbuji cysty snadno a rychle vodu a zac¢ina vyvoj a rist jedince. Za jeden az dva

dny se z cysty prasknutim vylihne larva Zabronozky. [14]

3.5.2 Nauplius
Nové vylihnuta larva nevypada jako dospéla ZabronoZka. Je to v podstaté hlava

schopna plavat s malym nevyvinutym trupem. Mlady nauplius je Ziven Zloutkem
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uloZenym v bunikdch téla. Behem nékolika dni se vyvine travici systém a larva
zacina prijimat potravu. Naupliové oko zajistuje pohyb za svétlem. Béhem dalsSiho
vyvoje zacinaji naupliim vyriistat padlovité koncetiny nazyvané thoracopoda. Je

zapocat vyvoj sloZenych oCi umoziujicich vidéni. [14]

3.5.3 Zoea
Stadium zoey je nazyvano také jako post-larvalni stadium. Jedinci vypadaji jako
mali dospélci. Thoracopody se stavaji plné funkcnimi, to znamend, Ze zajistuji
prisun potravy, dychani a plavani. V pozdéjsich stupnich vyvoje jsou jiz patrné

rozdily mezi pohlavimi. [14]

3.6 Vyuziti

Nejvyznamnéjsi vyuziti artemii je v akvaristice a chovu ryb jako jejich potrava.
Vyhodou je, Ze mohou byt pouzity jako krmivo jiZ po jednodenni inkubaci. Jsou
bohaté na ziviny a diky malé velikosti je s nimi snadna manipulace.

Dalsi uplatnéni ZabronoZek je jako modelovy organismus pfi toxikologickych
zkouskach, diky své pomérné vysoké citlivosti. [16] Pri testovani se pouzivaji i
z toho divodu, Ze jejich odchov je jednoduchy a levny, nejsou naro¢né na Ziviny a
dokazou se prizplsobit zménam teploty a salinity. Artemie se mohou pouzivat
samostatné, jako jediny druh v testu, nebo v kombinovanych studiich spole¢né
s jinymi druhy organismi. [17]

Rlzné obmény biotestli s Zdbronozkami se pouzivaji pro hodnoceni akutni a
nékdy také chronické toxicity mnohych anorganickych a organickych latek, véetné
rostlinnych extraktt. [18]

Dnes se ke stanovovani toxicity ¢asto vyuZivaji komercné vyrabéné sety. Pro
testovani toxicity na artemiich je dostupny ARTOXKIT M. Set obsahuje vSechen
potiebny material potfebny pro testovani véetné cyst artemii. Mezi dal$i vyhody
setu patii jednoduchost, rychlost, citlivost a cenova prijatelnost. Desticka s 24
koncentrace po nejvyssi, priCemz prvni sloupec jsou jamky kontrolni naplnéné
pouze vodou. Poté se do kazdé jamky napipetuje 10 cyst a desticka se vloZi do
inkubatoru. Vyhodnoceni testu se provadi po 24 hodinach. Hodnoti se LCso. [19]

Rajabi a kolektiv provedli test toxicity nanocastic. BéZné se pro stanoveni

toxicity nanocastic pouZzivd MTT test, ale je to zdlouhavd a drahd metoda.
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Vysledkem studie bylo porovnani MTT testu a testu s artemii. Nékolik nanocastic
bylo testovano obéma metodami. Po porovnani vysledkl testi nebyly zjistény
zadné vyznamné rozdily mezi testy. Studie tak prokazala, Ze test s ZdbronoZkami
muze byt pouzit pro hodnocenf toxicity nanocastic. [20]

Vjiné praci byly testovany nanocastice nevazného Zeleza (Fe®). Nanocastice
byly pripraveny chemickou a biologickou syntézou. Akutni toxicita byla hodnocena
ve Ctyrech intervalech, po 24, 48, 72 a 96 hodinach expozice, a ve tiech riznych
koncentracich nanocastic, 1, 10 a 100 mg/l. Vysledky studie neukazaly vyznamné
rozdily v toxicité mezi chemicky a biologicky pripravenymi nanocasticemi Zeleza.
hodinach expozice. Zivotaschopnost artemii zde byla 10 + 0,58%. Koncentrace
nanocastic 1 mg/l po 24 hodinach expozice pro artemie naopak toxicka nebyla.
[21]

Mnoho studif bylo zaméreno na testovani toxicity extraktli rostlinnych drog v
riznych castech svéta. Vjedné zpraci bylo vyuzito pro testovani 211
methanolovych extrakti ziskanych zrostlin typicky rostoucich vlesich
severozapadniho Pacifiku. 17 extrakti vykazovalo po 24 hodinovém pilisobeni
Angelica arguta s LCso < 10 pg/ml. 137 rliznych extraktl toxickych naopak nebylo.
[2] Dale byla testovana cytotoxicka a protinddorova aktivita methanolovych
extrakti ziskanych zrostlin endemicky rostoucich v Portoriku. Nejvétsi toxicita
LCso = 23,7 pg/ml byla zméfena u extraktu z listG Simarouba tulae. Naopak 12
testovanych extraktl toxickych nebylo, jejich LCso byla vyssi nez 200 pg/ml. [22]
Na univerzité v Brazilii byla hodnocena biologicka aktivita ethanolovych extraktt
rostlin pouZivanych v lidové mediciné v severovychodni Brazilii. Celkem jich bylo
s LCso = 18,76 pg/ml. Naopak 3 z testovanych extraktli (ptripravené z nati Moringa
oleifera, Justicia pectoralis, Equisetum sp.) byly vyhodnoceny jako netoxické. Jejich
LCso byla vyS$Si nez 1000 pg/ml. [23] Testy szabronozkami byly pouzity pro
stanoveni toxicity a antimalarického piisobeni péti vodnych extraktii, které byly
(285,8 pg/ml) zde mél extrakt kotene Azadirachta indica. To je povazZovano za

nizkou toxicitu. Extrakty z kiry Tamarindus indica (LCso = 516,4 pg/ml), kofene
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Grewia trichocarpa (LCso = 545,8 ug/ml), korene Acacia seyal (LCso> 1000 pg/ml) a
kotene Dicrostachys cinerea (LCso > 1000 pg/ml) byly vyhodnoceny jako témér
netoxické. Antimalarické plisobeni téchto extrakti bylo stanovovano in vivo na
mysich infikovanych Plasmodium berghei. Ve srovnani extrakti s chlorochinem
maji zanedbatelnou antimalarickou aktivitu. [24] U 30 vodnych extraktd
pripravenych zvybranych rostlinnych drog fléory vychodni Nicaraguy byla
testovana jejich biologicka aktivita. V této praci byly zméreny vSechny hodnoty

LCso vy$Si nez 1000 ug/ml, proto jsou povaZzovany za netoxické. [25]
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4 Pouzité rostliny

4.1 Salvia officinalis L.

4.1.1 Taxonomické zarazeni
riSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Lamiales (hluchavkotvaré)
Celed: Lamiaceae (hluchavkovité)
rod: Salvia (Salvéj)

druh: Salvia officinalis L. (Salvéj 1ékarska) [26]

Obr. 2 Salvia officinalis © [27]

4.1.2 Morfologicky popis a obsahové latky
,Salvéj lékaiska tvoii vytrvalé silng aromatické polokefe. Lodyhy jsou
rovnomérné olisténé a Sedoplstnaté. Rapikaté listy maji podlouhle vejéitou
Sedoplstnatou ¢epel. Kvéty maji pouze dvé tycinky. Plodem je tvrdka.
Lékopisnou surovinou je Salviae officinalis folium a Salviae herba. Rostlina
obsahuje znacné mnozstvi silice sloZené z terpenovych slozek - thujonu, borneolu,

cymolu, také tiisloviny, hot¢iny a flavonoidy.“ [26]
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4.1.3 U¢inky a uZziti

,Vnitiné se uziva pri travicich poruchach s kolikami, ptri nedostatecné tvorbé
Zaludelni stavy, pri nechutenstvi, infekcich zaZivadel a zanétech sliznic. Dalsi
osvédCené vyuziti je pri mentalnim a fyzickém vycerpani (zklidiiujici ucinek).
Vodny a alkoholovy extrakt sniZuje nadmérnou potivost. Zevné se droga uZiva
k vyplachiim ust a kloktani pfri infekCnich zanétech, pii anginé nebo na hnisavé
rany, nehojici se kozni defekty, zanéty rtG (protizanétlivy, adstringentni a
antisepticky uc¢inek).” [28]

S Salvéjovym extraktem byla provedena dvojité zaslepend, randomizovanj,
placebem kontrolovand Kklinickd studie u pacientii s diagnostikovanou
Alzheimerovou chorobou v pocatecnich stadiich. Vysledkem bylo zméreni ADAS-
cog score (Alzheimer’s Disease Assessment Scale, kognitivni test pouzivany
v klinickych studiich) a CDR score (Clinical Dementia Rating Scale, dotaznik
k urceni stupné demence). Studie trvala 16 tydnd, na zacatku nebyly ve vysledcich
testll Zadné vyznamné rozdily mezi skupinou uZzivajici extrakt a skupinou uzivajici
placebo. U pacientl uzivajicich extrakt bylo pozorovano vyznamné snizeni ADAS-
cog jiZ po 4 tydnech 1écby, snizeni CDR score se projevilo po 8 tydnech 1écby.
K ovéreni platnosti vysledkli studie je nutné provést dalsi testovani. To zatim
provedeno nebylo, nebo jeho vysledky nejsou dostupné. [29]

Vjiné dvojité zaslepené, randomizované, placebem kontrolované Kklinické
studii byl testovan antihyperlipidemicky efekt Salvéjového extraktu. Mérenymi
parametry zde byly celkovy cholesterol, triglyceridy, VLDL, LDL a HDL cholesterol,
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kreatinin a jaterni enzymy (AST, ALT). Pri pocatetnim méreni nevykazovaly
hodnoty Zadné vyznamné rozdily mezi skupinami pacientli, kromé hodnoty
triglyceridi. Skupina uZivajici Salvéjovy extrakt méla pred zahdjenim studie
hodnoty triglyceridi vy$si neZz skupina uzivajici placebo. Po 2 meésicich byly
zjiStény nizS§i hodnoty celkového cholesterolu, triglyceridd, VLDL a LDL
cholesterolu a vy$si hodnoty HDL cholesterolu u skupiny, ktera uZzivala extrakt. Na
hodnoty ALT, AST a kreatininu nemélo uzivani extraktu Zadny vyznamny vliv. [30]

Nasledné byla provedena randomizovana placebem kontrolovana klinicka
studie zabyvajici se zlepSenim glykemické kontroly a lipidového spektra u pacientti
s diabetem 2. typu, kteri uzivaji Salvéjovy extrakt. Sledovanymi parametry zde byly
glykémie, glykovany hemoglobin, celkovy cholesterol, triglyceridy, LDL a HDL
cholesterol, kreatinin, ALT a AST. Studie trvala 3 mésice. Potvrdily se vysledky
predchozi studie. Hodnoty glykémie a glykovaného hemoglobinu byly u skupiny

uzivajici extrakt namérené nizsi neZ u pacientli uzivajicich placebo. [31]
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4.2 Apium graveolens L.

4.2.1 Taxonomické zarazeni
iSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Araliales (aralkotvaré)
Celed: Apiaceae (mirikovité)
rod: Apium (celer)

druh: Apium graveolens L. (celer vonny) [26]

Obr. 6 Apium graveolens ©[32]

4.2.2 Morfologicky popis a obsahové latky
Celer je dvouletd rostlina se sekrecnimi burilkami ve vSech vegetativnich
Castech a oplodi. Prvni rok vyriista podzemni bulva a listy kofenité viiné. Druhy
rok pak zbulvy vyrostou lodyhy nesouci kvétenstvi. Kvétenstvi je tvoreno
slozenym okolikem z okolickd. Plodem je rozpadava dvounazka.
Rostlina je bohatd na silice ftalidového typu (3-butyftalid), mezi dalSi obsahové

latky patfti flavonoid apiin, vitamin C a mineralni soli. [26] [33]
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4.2.3 Uéinky a uziti

Nejvétsi vyuziti ma celer jako zelenina. V tradi¢ni mediciné se vyuziva pro sviij
diureticky a antirevmaticky ucinek. [26]

Vodny extrakt z listii celeru byl testovan na vliv na spermatogenezi u zdravych
samci mysi. Mysi byly rozdéleny do 3 skupin, 1. - kontrolni skupina - dostavala
destilovanou vodu, 2. a 3. skupina dostavala 100 mg/kg/den, resp. 200 mg/kg/den
extraktu po dobu 30-ti dni. Vysledky studie ukazaly zvySeni poctu semenotvornych

kanalkili, spermatocytli, spermatogonii a spermii u skupiny 2 a 3, ale vyznamny
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rozdil v poCtu bunék byl pouze u tieti skupiny. Objem varlat byl zna¢né zvétSen u
obou testovanych skupin, jejich vdha ale byla vyraznéji zvySena jenom u skupiny ¢.
3.[34]

Podle vysledkd vyzkumu védci z c¢inské univerzity v Taianu ma celerovy
extrakt schopnost in vitro inhibovat lidské nadorové BGC-823 bunky Zaludku.
Inhibice bunék je zprostredkovana apoptézou pres mitochondrie, mira uc¢inku

apoptozy zavisi na koncentraci a ¢ase plisobeni extraktu. [35]
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4.3 Coptis chinensis Franch.

4.3.1 Taxonomické zarazeni
iSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Ranunculales (pryskyinikotvaré)
Celed’: Ranunculaceae (pryskytrnikovité)
rod: Coptis (koptis)
druh: Coptis chinensis Franch. (koptis ¢insky) [26]

Obr. 9 Coptis chinensis © [36]

4.3.2 Morfologicky popis a obsahové latky
Koptis je viceleta rostlina 20 - 50 cm vysoka. Listy maji trojhrannou cepel,
kvétenstvi je vrcholik. Oddenek ma na povrchu Zlutohnédou barvu, uvniti je
ZlutooranZzovy. Je pokryty ¢etnymi uzliky a ¢asto z néj vyristaji malé korinky.
Hlavnimi obsahovymi latkami jsou berberin a dalsi protoberberinové alkaloidy
- palmatin, coptisin a berberastin. Charakteristickou obsahovou latkou celedi

pryskyinikovitych je lakton protoanemonin. [26] [37]
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4.3.3 U¢inKy a uziti

Tradicné je koptis pouzivan ke zmirnéni priznakl prijmu, zvraceni, uplavice,
pri bolestivé stolici, pti krvaceni do stolice a pfi potiZich se Zlu¢nikem. Bylinkari
byva predepisovan jako prostredek ke zlepSeni traveni. Také je vyuzivan pri lécbé
nespavosti a stavech podrazdéni. Koptis ma schopnost sniZovat hladinu
cholesterolu v krvi. Diky antioxidacni a protirakovinné aktivité je mozné pouziti
pii riznych typech nadorovych onemocnéni. Pro zlepSeni stavu pokozky se
pouzivaji obklady z koptisu, ve formé kloktadla pomaha pri 1écbé bolesti v krku, aft
a oteklych dasni. [38]

Na mysich byl testovan efekt vodného extraktu koptisu pii poskozeni klize
zplsobené ozarovanim. Mysi byly rozdéleny do c¢tyr skupin po péti jedincich:
kontrolni skupina, skupina, ktera dostavala extrakt, ozafena skupina a skupina,
ktera byla ozarena a léCena. Zvirata byla ozarena [-zarenim v davce 45 Gy. Bylo
zjiSténo, Ze pri delsi dobé podavani extraktu je ochranny efekt vyznamnéjsi. Pro
potvrzeni ic¢inku je nutné provést dalsi studie. [39]

BéZné se koptis pouziva ke zmirnéni bolesti bficha a prijmu, ale dosud nebyl
znam efekt koptisu na syndrom drazdivého trac¢niku, proto byla provedena studie
na mysich. Jednim ze znak syndromu drazdivého tra¢niku je opakujici se
visceralni bolest. Touto studif bylo zjiSténo, Ze extrakt koptisu zmenSuje visceralni
bolest sniZenim produkce serotoninu a vylucovanim cholecystokininu ve strevé.

[40]
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4.4 Evodia rutaecarpa Benth.

4.4.1 Taxonomické zarazeni
iSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Rutales (routotvaré)
Celed: Rutaceae (routovité)
rod: Evodia (ampak)
druh: Evodia rutaecarpa Benth. (ampak routoplody) [26]

Obr. 14 Evodia rutaecarpa © [41]

4.4.2 Morfologicky popis a obsahové latky
Evodia rutaecarpa je opadavy strom s velkymi lesklymi listy a bilymi aZ
cervenymi kvéty. Doriista do vysky okolo 9-ti metri. Plody jsou vrascité, maji silné
aroma. Sklizeji se nezralé pro lékarské ucely. [42]
Mezi hlavni obsahové latky evodie patii alkaloidy evodiamin a rutaecarpin.
Dale plody obsahuji derivaty limoninu - evodin a evodol, které jsou zodpovédné za
horkou chut. Zplodd byly také izolovany nékteré flavonoidy a flavonoidni

glykosidy napt. diosmetin, isorhamnetin nebo 3-0-galaktosid. [43]
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4.4.3 UéinKky a uZziti

Plody ampaku se pouzivaji jako analgetikum, antiemetikum a adstringens pfi
léc¢bé bolesti hlavy, brisni kolice a epigastrické bolesti. Vnéjsi aplikace ampaku se
vyuziva pri lécbé ustnich viedl a hypertenzi. [43]

Na mySich byla provedena studie, kterd hodnotila uc¢innost ampdakového
extraktu proti prijmu. Prijem byl vyvoldn podanim ricinového oleje. Vysledky
studie ukazaly, Ze UCinnost je zavisla na davce extraktu, nejvétsi protiprijmovy
efekt byl po 15 minutach po podani extraktu a trval 45 minut. [44]

Vodny, methanolovy a ethanolovy extrakt ampaku byly testovany pro
potencionalni antinociceptivni aktivitu. Studie byla provedena na mySich obou
pohlavi. Bolestivé podnéty byly mysSim zplsobovany intraperitonedlnim
podavanim 1% kyseliny octové. Vysledky studie byl prokazan analgeticky efekt

vV

extrakt. [45]
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4.5 Zanthoxylum nitidum Roxb.

4.5.1 Taxonomickén zarazeni
iSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Rutales (routotvaré)
Celed’: Rutaceae (routovité)
rod: Zanthoxylum (Zlutodrev)

druh: Zanthoxylum nitidum Roxb. [26]

Photo by: Li Shijin

Obr. 17 Zanthoxylum nitidum © [46]

4.5.2 Morfologicky popis a obsahové latky
Zlutodiev je aromaticky popinavy ket volné rostouci v de$tnych pralesech.
Kira je svétle hnéd4a, hladka a tenkda, dievo ma svétle Zlutou barvu. Stonky jsou
opatieny pevnymi trny. Lichozpetené listy vyriistaji ze stonku stiidavé. Kvétenstvi
tvori 4 - 5 kvétl usporadanych do laty. [47]
Hlavnimi obsahovymi latkami jsou alkaloidy benzofenantridinového typu, a to

fagaronin a nitidin. [43]
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4.5.3 U¢inky a uziti
Zlutodfev je vyuzivan pro své analgetické uc¢inky pii 16¢bé traumatickych
poranéni, pii revmatickych bolestech kloubti a pii bolestech biicha a zubti. Externé
je pouzivan pri léCbé popalenin. [43]
Z ethanolového extraktu kofene Zlutodrevu byly izolovany
benzofenantridinové alkaloidy, které byly dale testovany na analgetické a

protizanétlivé ucinky. Alkaloidy byly testovany na mysich. Bolestivé podnéty byly

/////

/////

Dalsi studie se zabyvala synergistickym plisobenim kumarini izolovanych
z extraktu Kkotene Zlutodfevu a antibakterialnich latek proti methicilin
resistentnimu  Staphylococcus aureus (MRSA). Ctyfi izolované kumariny byly
pridavany k antibiotikiim a byla stanovovana minimalni inhibi¢ni koncentrace u
kazdé kombinace. Dle vysledkii studie mély nejvyznamnéjsi synergisticky ucinek

proti MRSA kombinace gentamicinu s kumarinem isopimpinellinem,
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chloramphenicolu s phellopterinem a minocyklinu s 5-granyloxy-7-

methoxykumarinem. [49]
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4.6 Ziziphus jujuba Mill.

4.6.1 Taxonomické zarazeni
iSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Magnoliophyta (semenné rostliny)
trida: Magnoliopsida (dvoudéloZné rostliny)
rad: Rhamnales (feSetlakotvaré)
Celed: Rhamnaceae (feSetlakovité)
rod: Ziziphus (cicimek)

druh: Ziziphus jujuba Mill. (cicimek holy) [26]

Obr. 20 Ziziphus jujuba ©[50]

4.6.2 Morfologicky popis a obsahové latky
Cicimek je trnity opadavy ket nebo maly strom dosahujici vySky az 10 m. Trny
vyrustaji ve skupinach po dvou, jeden znich je rovny, druhy zahnuty. Ovalné
kopinaté listy jsou rapikaté a vyristaji stiidavé. Kvétenstvim je vrcholik. Plody jsou
masité vejcité peckovice, zralé maji cervenohnédou barvu. [51]
.,V plodech se vyskytuji triterpenoidni kyseliny oleanolova, betulinova,
ursolova, bilkoviny, sacharidy, sliz, provitamin A, vitaminy B2 a C a flavonoidy.

Semena obsahuji triterpenoidni saponiny jujubosid A a B a jejich sapogenin
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jujubogenin. Zajimavy je obsah triterpenoidniho glykosidu ziziphynu, ktery

inhibuje vnimani sladké chuti.“ [52]
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Obr. 22 oleanolova kyselina
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Obr. 24 ziziphyn

4.6.3 U¢inky a uziti
Plody cicimku, znamé také jako cinské datle, se pouzivaji jako pochutina.

v

Konzumuji se Cerstvé nebo suSené. V tradic¢ni Cinské mediciné se pro své lé¢ebné
ucinky vyuzivaji plody a semena. Jejich hlavni uziti je pri 1é¢bé nespavosti, inavé,
celkové slabosti, fyzickém vycCerpani, hypertenzi a podvyzivé. Dale také tlumi kasel,

sniZuji poceni a zpomaluji starnuti. [52]

33



V placebem kontrolované klinické studii védci ziranské univerzity byla
sledovana ucinnost cicimkového extraktu pri 1écbé chronické idiopatické zacpy.
Sledovanym parametrem byl cas, za ktery projde potrava travicim traktem od tust
ke konelniku, tzv. TT test. Vysledky studie prokazaly vyraznou zménu ve
vysledcich TT testu u skupiny pacientl uzivajicich extrakt. VétSina pacientl
uzivajici placebo studii nedokoncila kviili zhorsujicim se priznakiim zacpy. Dal$imi
studiemi je tfeba prokazat dlouhodobou ucinnost a bezpecnost uZivani extraktu.
[53] [54]

V dalsi studii byl hodnocen ochranny efekt vodného extraktu plodu cicimku
proti nefrotoxicité zptisobené uzivanim ibuprofenu. U¢inek byl testovan na mysich.
Podle histologického vySetreni a biochemickych parametrli v séru bylo prokazano,
ze podavanim extraktu je moZné ochranit ledviny pred poSkozenim. Hodnoty
antioxida¢nich enzymii nebyly extraktem nijak ovlivnény. To znamena, Ze
antioxida¢ni schopnosti cicimku nemaji vliv na ochranu ledvin. [55]

Ethanolicky extrakt cicimku byl testovan pro své antimikrobialni vlastnosti in
vitro. Hodnocena byla minimalni inhibi¢ni koncentrace (=MIC) extraktu na gram-
pozitivni bakterie (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus), gram-negativni
bakterie (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) a houby (Candida albicans,
Aspergillus fumigatus). Vysledky studie prokazaly dostate¢nou antimikrobidlni i

vV,

zjiSténa u Escherichia coli, nejvy$si MIC pak u Aspergillus fumigatus. [56]
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5 Testované alkaloidy

5.1 Galanthamin

5.1.1 Popis

Galanthamin je alkaloid, ktery byl izolovany z cibuli kavkazské snéZenky

vvvvvv

obsazen i vdalSich druzich rostlin napt. Narcissus sp., Lycoris sp.. [51] [57]

Galanthamin je tercidlni amin, ma tfi chiralni centra a je levotocivy. [58]

Obr. 25 Galanthamin

5.1.2 U¢inKky a uziti

Galanthamin ma dvoji mechanismus uc¢inku. Jednd se o inhibici
acetylcholinesterazy a to tak, Ze se vaze kompetitivné a reverzibilné na aktivni
misto acetylcholinesterazy a tim zabranuje zpétnému vychytavani acetylcholinu.
Druhym mechanismem ucinku je pozitivni alosterickd modulace nikotinovych
k acetylcholinu. [57] [59]

V tradi¢ni mediciné se galanthamin vyuziva k dlouhodobé 1é¢bé Alzheimerovy
nemoci. Ma priznivé ucinky na celkové, kognitivni i behavioralni symptomy
nemoci. Vklinickych studiich, které byly randomizované, dvojité zaslepené,
kontrolované placebem a probihaly vriznych mistech svéta, byla prokazana

bezpecnost a ucinnost galanthaminu u pacienti s lehkou az stiedné tézkou formou
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Alzheimerovy demence. [59] V Ceské republice je vsoucasné dobé registrovan

1é¢ivy pripravek s obsahem galanthaminu, a to Galantamin Mylan®. [60]
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5.2 Huperzin A

5.2.1 Popis
Huperzin A byl izolovan zrostliny Huperzia serrata, je mozné ho nalézt i
v dalSich druzich ¢eledi Huperziaceae a vdruzich Cceledi Lycopodiaceae a
Selaginellaceae. [61] Huperzin A je nenasyceny seskviterpenovy alkaloid. Je

opticky aktivni a prirozené se vyskytuje izomer (-)-huperzin A. [62]

Obr. 26 Huperzin A

5.2.2 UéinKky a uziti

Mechanismem ucinku huperzinu A je silnd kompetitivni a reverzibilni inhibice
acetylcholinesterazy. Ve srovnani s ostatnimi inhibitory acetylcholinesterazy, jako
napr. takrinem, donepezilem nebo rivastigminem, ma huperzin A vyS$s$i nebo
stejnou ucinnost jako tyto inhibitory. A to z divodu, Ze huperzin A inhibuje
prednostné tetramerni formu acetylcholinesterazy, kterd se vyskytuje prevazné
v savéim mozku. Huperzin A je schopny vazat se na dva hlavni enzymy, a to
acetylcholinesterazu a  butyrylcholinesterazu, ale vyssi afinitu ma
k acetylcholinesteraze.

Bylo provedeno nékolik klinickych studii zamétrenych na Gcinnost huperzinu A
ptfi lécbé Alzheimerovy demence. VétSina studii byla dvojité zaslepens,
randomizovanad a kontrolovana placebem, nékteré studie byly multicentrické.
Ué¢innost byla hodnocena pomoci pamétovych testdi, mezi nejéastéji vyuzivané
patii MMSE, MQ, ADAS-COG a ADL testy. Vysledky studii prokazaly, Ze huperzin A
ma priznivé ucinky na kognitivni funkce u pacienti s lehkou nebo stredné tézkou

formou Alzheimerovy demence. [61]
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Dals$i ze studii byla zameéfena na lécbu vaskuldrni demence. Studie byla
randomizovand, kontrolovana placebem a dvojité zaslepena. U pacientii obou
skupin byl hodnocen MMSE a CDR test po 4, 8 a 12-ti tydnech 1écby. Z vysledkii
testd vyplyva, Ze dlouhodobé uzivani huperzinu A vyznamné zlepSuje kognitivni

funkce u pacienti trpicich vaskularni demenci. [63]
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6 Prakticka cast

6.1 Pouzity material

6.1.1 Testovany organismus
Pro testovani prirodnich latek byla pouzita jednodenni nauplia artemie.
Artemia salina je primitivni morsky korys s vysokou citlivosti na zmény Zivotnich
podminek, pouZivany pii toxikologickych zkouskach. Cysty artemii byly dodany
spolecnosti JBL GmbH & Co. KG.

6.1.2 Latky

e vodné extrakty rostlin Salvia officinalis, Apium graveolens, Evodia rutaecarpa,
Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum, Ziziphus jujuba

e hydrobromid galantaminu, Huperzin A (izolované vyzkumnou skupinou
ADINACO, ktera ptlsobi na Katedre farmaceutické botaniky a ekologie na
Farmaceutické fakulté v Hradci Kralové)

e tetrahydrat chloridu manganatého FLUKA, p. a.

e deionizovana voda

e morskavoda

6.1.3 Pomiticky a pristroje
e analytické digitalni vahy KERN ABJ
e ultrazvukova lazenn SONNOREX DIGITAL 10P BANDELIN
e vakuova odparka
e trepacka VORTEX-GENIE 2
e inkubator AQUALYTIC
e mikroskop LEICA EZ4 D
e mikrotitracni desticka s 96 jamkami

e automatickd mikropipeta
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6.2 Pracovni postup

6.2.1 Priprava vodnych extrakti

Vybrana suchd rostlinna ¢ast byla rozlamana a v mixéru rozemleta na hruby
prasek. Tohoto hrubého prasku bylo odvaZeno priblizné 5 g a byl nasypan do
destilatni barnky. K rostlinnému materialu v destilacni bance byla pridana
deionizovana voda o teploté cca 85°C. Na 1 g suchého materialu bylo pouzito 15 ml
vody. Destila¢ni banka pak byla zahfivana na vrouci vodni lazni pod zpétnym
chladicem po dobu 15 minut. Po sejmuti banky a usazeni drogy byl extrakt
zfiltrovan tak, aby pevnd rostlinnd Cast zistala v barice. Do barky bylo znovu
priddno odmérené mnoZstvi vody a proces byl opakovan. Oba filtraty byly
zfiltrovany pres tubus se slabou vrstvou kiemeliny. Vznikly ¢iry roztok byl
odpafen na vakuové odparce za sniZeného tlaku. Poté byly barnky s odparky
vloZeny do vakuového exsikatoru se suchym silikagelem, kde se susily dva dny.
Nakonec, pro homogenizaci extraktu a snadnéjsi vyjmuti z bariky, byl k suchému

extraktu pridan pevny CO2.

Rostlinna droga Navéazka suchého hrubého Hmotnost suchého extraktu
praskuvg vg

Salviae folium 5,01 0,5163

Apii semen 5,03 0,7139

Coptidis rhizoma 4,8 0,9345

Evodiae fructus 3,89 0,6133
Zanthoxyli radix 4,98 0,2357

Ziziphi fructus 5,03 1,82

Tab. 1 Navazky praskovych drog a hmotnosti ziskanych extrakti
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6.2.2 Priprava moiské vody

NaCl PENTA 230g
MgClz . 6H20 PENTA 11,0g
Na2S04.10H20  PENTA 9,07 g
CaCl PENTA 2,11g
KCl PENTA 07g

Latky byly navaZzeny vuvedenych mnoZstvich, knim byla doplnéna
deionizovand voda do 1000 ml a po uplném rozpusSténi pevnych latek byla
pripravena morska voda vhodna k testovani.

Moftska voda obsahovala 6,5 mg/1 rozpusténého kysliku, jeji pH bylo 8,0 £ 0,1.

6.2.3 Lihnuti artemii
Do Petriho misek s morskou vodou bylo vloZeno dostatecné mnoZstvi cyst.
Misky byly umistény do inkubatoru, kde byly ponechany 24 hodin pfi inkubacni
teploté 23 £ 2 °C. Poté byla vylihla nauplia pripravena k testovani.

6.2.4 Test toxicity prirodnich latek a vyhodnoceni

Suchy praskovy extrakt byl rozpustén za pomoci ultrazvukové lazné a tiepacky
VORTEX - GENIE 2 v moiské vodé. Z roztoku byla pripravena koncentrac¢ni fada o
23 koncentracich. Nejvyssi koncentrace byla 25 mg/ml a kazda nasledujici byla
ziskana koeficientem ftedéni 1,5. Vzniklé roztoky byly prevedeny do
mikrotitracnich desticek. Do kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl roztoku. Ve
sloupcich desticky byla vzdy stejna koncentrace. Posledni, 24. sloupec desticky, byl
kontrolni, obsahoval pouze motskou vodu.

Obdobné byly ptripraveny koncentra¢ni rady galantaminu a huperzinu A.
Nejvyssi koncentrace byla 10 mg/ml, koeficient fedéni se rovnal 1,5. Do kazdé
jamky mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 100 pl roztoku.

Aby bylo co nejvice zamezeno dalSimu redéni roztokil, pri testovani bylo
vyuzito promyvacich jamek. Prvni jamka kazdého sloupce byla vidy promyvaci.
Nejprve bylo do promyvaci jamky preneseno z Petriho misek vétSi mnozstvi
nauplii. Nasledné bylo do kazdé jamky desticky vloZeno 10 nauplii. Pfi prenaseni

nauplii je diilezité postupovat co nejrychleji, aby Zabronozky nebyly vystaveny
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stresu. Desticka naplnéna nauplii byla prikryta vickem, vloZena na 24 hodin do
inkubatoru za tmy pfi inkubacni teploté 23 + 2 °C.

Po 24 hodinové inkuba¢ni dobé byl pod mikroskopem pozorovan pocet
uhynulych nauplii v kazdé jamce, kromé jamek promyvacich.

Stanoventi jednotlivych latek bylo provedeno vZzdy trikrat.
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7 Vysledky

7.1 Toxicita vodného extraktu Salviae folium
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Graf 1 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Salviae folium

Cislo méieni LCso v mg/ml
1 2,693
2 1,944
3 1,584

Tab. 2 Hodnoty LC50 extraktu Salviae folium stanovené pfi jednotlivych mérenich

Primérna hodnota LCso Salvéjového extraktu byla 2,074 + 0,462 mg/ml.
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7.2 Toxicita vodného extraktu Apii semen
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Graf 2 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Apii semen

Cislo méieni LCso v mg/ml
1 4,192
2 3,948
3 3,982

Tab. 3 Hodnoty LC50 extraktu Apii semen stanovené pii jednotlivych métenich

Primérna hodnota LCso celerového extraktu byla 4,041 + 0,108 mg/ml.
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7.3 Toxicita vodného extraktu Coptidis rhizoma
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Graf 3 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Coptidis rhizoma

Cislo méteni

LCso v mg/ml

1

0,130

2

0,140

3

0,133

Tab. 4 Hodnoty LC50 extraktu Coptidis rhizoma stanovené pti jednotlivych mérenich

Priimérna hodnota LCso koptisového extraktu byla 0,134 + 0,004 mg/ml.
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7.4 Toxicita vodného extraktu Evodiae fructus
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Graf 4 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Evodiae fructus

Cislo méieni LCso v mg/ml
1 2,405
2 1,831
3 2,263

Tab. 5 Hodnoty LC50 extraktu Evodiae fructus stanovené pii jednotlivych mérenich

Primérna hodnota LCso ampakového extraktu byla 2,166 + 0,244 mg/ml.
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7.5 Toxicita vodného extraktu Zanthoxyli radix
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Graf 5 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Zanthoxyli radix

Cislo méteni LCso v mg/ml
1 1,134
2 1,162
3 1,167

Tab. 6 Hodnoty LC50 extraktu Zanthoxyli radix stanovené pri jednotlivych mérenich

Priimérna hodnota LCso Zlutodievového extraktu byla 1,154 + 0,015 mg/ml.
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7.6 Toxicita vodného extraktu Ziziphi fructus
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Graf 6 Graf zavislosti mortality na koncentraci extraktu Ziziphi fructus

Cislo méteni LCso v mg/ml
1 1,003
2 0,602
3 0,845

Tab. 7 Hodnoty LC50 extraktu Ziziphi fructus stanovené pfi jednotlivych mérenich

Primérna hodnota LCso cicimkového extraktu byla 0,817 + 0,165 mg/ml.

7.7 Toxicita galanthaminu a huperzinu A

Pii nejvyssi testované koncentraci, 10 mg/ml, nebylo pozorovano Zzadné

toxické plisobeni na nauplia artemii.
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7.8 Toxicita standardu MnCl: (pro ovéireni spravného priubéhu

testu)
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Graf 7 Graf zavislosti mortality na koncentraci standardu MnClz

Cislo méieni LCso v mM
1 98,62
2 109,2
3 101,4

Tab. 8 Hodnoty LCso standardu MnClz stanovené pfi jednotlivych mérenich

Primérna hodnota LCso standardu MnClz byla 103,073 + 4,478 mM.

49



8 Zavér

Cilem diplomové prace bylo zjistit akutni toxicitu vodnych extraktt
pripravenych z rostlinnych drog tradi¢ni ¢inské mediciny a to Salviae folium, Apii
semen, Coptidis rhizoma, Evodiae fructus, Zanthoxyli radix a Ziziphi radix a dvou
izolovanych alkaloidli - galantaminu a huperzinu A a poté stanovit jejich LCso. Pro
testovani byl vybran morsky korys Artemia salina, ktery je dostatec¢né citlivy a
vysledky koreluji s mnohem specifictéjSimi testy, presto Ze jsou relativné
jednoduché.

Vysledky testli byly vyhodnoceny vprogramu GraphPad Prism 6. Byly
stanoveny LCso prirodnich latek, jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 9.

Testované alkaloidy neprokazaly pri testovanych koncentracich zadnou mortalitu,

proto jiZ nejsou dale uvedeny.

Rostlinna droga LCso

Salviae folium 2,074 + 0,462 mg/ml
Apii semen 4,041 £ 0,108 mg/ml
Coptidis rhizoma 0,134 + 0,004 mg/ml
Evodiae fructus 2,166 + 0,244 mg/ml
Zanthoxyli radix 1,154 £ 0,015 mg/ml
Ziziphi fructus 0,817 + 0,165 mg/ml

Tab. 9 Hodnoty LCso jednotlivych extraktl

vvvvvv

toxicita klesala v poradi Ziziphi fructus - LCso = 0,817 + 0,165 mg/ml > Zanthoxyli
radix - LCso = 1,154 * 0,015 mg/ml > Salviae folium - LCso = 2,074 * 0,462 mg/ml >
Evodiae fructus - LCso = 2,166 + 0,244 mg/ml > Apii semen - LCso = 4,041 + 0,108
mg/ml.
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9 Diskuse

Drogy, které byly pouzity pro pripravu extraktii, nachazeji uplatnéni v tradi¢ni
¢inské mediciné. Izolované alkaloidy jsou inhibitory acetylcholinesterazy a z toho
dtivodu patfi mezi potenciondalni 1é¢iva Alzheimerovy demence.

Akutni toxicita je toxicita po jednorazovém podani latky. Latka se obvykle
podava Zivému organismu. Pro ucely testovani v této diplomové praci byl vybran
korys Artemia salina. Byla hodnocena procentudlni imrtnost (mortalita) nauplii
artemiti, z té pak byla vypocitana LCso latek. [64]

Artemia salina je primitivni moisky Kkorys vysoce citlivy na abiotické
podminky. K testovani se vyuZivaji nauplia vylihla z cyst po jednodenni inkubaci.
Dlivodem pro pouZiti artemif v toxikologickych testech jsou kromé citlivosti jejich
snadny odchov v dostatecném mnozZstvi, relativné jednoduché provedeni testd a
spolehlivost. Nachazi uplatnéni i v ekotoxikologii. [16] [17]

Tradi¢ni Cinskd medicina je celostni systém znamy tisice let vychazejici ze
starodavné Cinské filozofie. Jednou z jejich oblasti je fytoterapie. Pro 1éCebné tcely
jsou vyuZzivany smési drog. [3] [4]

Alzheimerova demence je nejcastéji se vyskytujici typ demence postihujici
zejména starsi lidi. Hlavnimi symptomy jsou obtiZné rozpominani se, desorientace
a zmény vchovani. Vsoucasné dobé neexistuje lécba, ktera by dokazala
Alzheimerovu demenci vylécit. Lze pouze zpomalit progresi onemocnéni.
Mechanismy ucinku 1é¢iv jsou inhibice enzymu acetylcholinesterazy a
nekompetitivni antagonismus na NMDA-receptorech. [5] [6] [7]

Vodné extrakty byly pripraveny znasledujicich rostlinnych drog: Salviae
officinalis folium, Apii graveolens semen, Coptidis chinensis rhizoma, Evodiae
rutaecarpae fructus, Zanthoxyli nitidi radix a Ziziphi jujubae fructus. Testované
izolované alkaloidy byly galanthamin a huperzin A.

Methanolovy extrakt z listli Salvia officinalis byl hodnocen pro potencialni
protinddorovou, antibakteridlni a antifungalni aktivitu. Studii, kterd testovala
cytotoxickou aktivitu methanolového extraktu proti lidskym bunkam zptisobujicim
leukémii (Raji, U937, KG-1A), bylo zjisténo, Ze tato aktivita je zavisla na davce a
délce expozice bunék extraktem. Nejvétsi aktivitu vykazoval extrakt proti
bunécénym kulturam Raji. Pfi koncentraci 800 ug/ml a dobé expozice 48 hodin byla

stanovena hodnota ICs0 = 130,597 pg/ml. [65]
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Dals$i studie hodnotila aktivitu ethanolovych rostlinnych extrakti proti
vybranym bakteriim a kvasinkdm. Jednim z nich byl extrakt z listd Salvéje 1ékaiské.
Bylo zjisténo, Ze tento extrakt je schopny inhibovat rlist bakterii, kvasinek a
dermatofytli, nejvyssi inhibice ristu byla stanovena u anaerobni bakterie
Porphyromonas gingivalis, MIC = 2 pg/ml. [66]

Pri nasem hodnoceni biologické aktivity vodného extraktu z listi Salvéje na
Zabronozkach byla stanovena jeho LCso = 2,074 + 0,462 mg/ml.

Cinsti védci zjistili cytotoxickou aktivitu extraktu Apii semen in vitro proti
lidskym nadorovym bunkam Zzaludku BGC - 823. Mira cytotoxicity zavisi na
koncentraci a délce piisobeni extraktu. [35]

Dalsi ze studii se zabyvala antihypertenzivnimi Ucinky celerovych extrakti
ziskanych ze semen rostliny. Byly pripraveny methanolovy, vodno - ethanolovy a
n-hexanovy extrakt. Testujicim organismem byly v této studii mysi. Extrakty byly
mysSim podavany po dobu 7 tydnt. VSechny extrakty po podani vykazovaly sniZeni
krevniho tlaku, nejvyraznéjsi snizeni pak vykazoval n-hexanovy extrakt v davce
300 mg/kg. [67]

V této praci byla stanovovana hodnota LCso vodného extraktu celeru 4,041 *
0,108 mg/ml.

U extraktu Coptidis rhizoma byl testovany jeho cytotoxické ucinky na rist
lidskych leukemickych a jaternich bunék zptisobujicich rakovinu. Celkem bylo
proti leukemickym bunkam Raji, ICso = 4,1 + 0,9 pg/ml, a proti jaternim nadorovym
bunikkam SK-Hep1, ICs0=7,1 + 0,5 pg/ml. [68]

V této praci byla stanovena biologicka aktivita vodného extraktu Coptidis
rhizoma jako hodnota LCs0 = 0,134 + 0,004 mg/ml.
byla hodnocena aktivaci lidskych neutrofili prostfednictvim receptorti, N-formyl-
methionyl-leucyl-fenylaninem (fMLP), nebo bez zprostredkovani pies receptory,
phorbol-12-myrystat-13-acetatem (PMA). Vysledkem studie bylo stanoveni ICso
ethanolového extraktu Evodiae fructus proti obéma medidtorim aktivujici
neutrofily. Hodnota ICso pro fMLP byla namétena 3,3 + 1,0 pg/ml, pro PMA byla
ICs0=2,7 £ 0,3 pg/ml. [69]
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Pii hodnoceni biologické aktivity vodného extraktu Evodia rutaecarpa byla
ziskana hodnota LCso = 2,166 * 0,244 mg/ml.

Vodny a ethanolovy extrakt korene Zanthoxylum nitidum byly testovany pro
svou potencialni antibakterialni aktivitu. Pro hodnoceni byla vyuZita diskova
difuzni metoda. Extrakty prokazaly aktivitu proti vétSiné testovanych bakterif
hlavné ve vyssich koncentracich - 40 mg/ml. Ethanolovy extrakt mél nejvétsi zénu
inhibice proti Bacillus cereus, a to 17 mm, nejmensi pak proti Klebsiella pneumoniae
- 8,5 mm. U vodného extraktu byla zjisténa nejvétsi inhibi¢ni zona proti Bacillus
subtilis - 16 mm, nejmensi proti Escherichia coli - 6 mm. [70]

Stanovenim biologické aktivity na zabronoZzkach byla ziskana hodnota LCso
vodného extraktu Zanthoxyli radix 1,154 + 0,015 mg/ml.

Védci v Iranu testovali ethanolicky extrakt pripraveny z plod Ziziphus jujuba
pro své antimikrobialni ué¢inky. U¢inky byly hodnoceny proti vybranym druhéim
bakterii a hub. Aktivita byla stanovovana pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace.
VysledKky studie prokazaly dostatecnou aktivitu i v nizkych koncentracich extraktu.
Nejniz§i MIC byla zjiSténa u gram-negativni bakterie Eschericha coli,
MIC = 0,65 £ 0,22 mg/ml, nejvy$si pak u houby Aspergillus fumigatus a dosahla
MIC = 2,86 £ 0,7 mg/ml. [57]

Vtéto praci v pripadé extraktu Ziziphi fructus bylo zjiSténo
LCs0=0,817 + 0,165 mg/ml.

Marylandsti védci sledovali ptlisobeni galanthaminu a huperzinu A jako
antidota proti sarinu. Sarin patii mezi organofosfatové jedy, ktefi ireverzibilné
inhibuji enzym acetylcholinesterazu. Pisobeni latek bylo sledovano na prasatech.
Hodnoceno bylo jak protektivni podani galanthaminu a huperzinu A pred expozici
sarinem, tak jejich kurativni podani po expozici sarinem. Vysledkem studie bylo
procento preziti prasat po 24 hodinové expozici latkami. Nejlepsi ochranu pied
otravou meél vobou piipadech galanthamin. Pri protektivnim podani
galanthaminu, 8 mg/kg, preZilo 100% prasat. Pti kurativnim podani galanthaminu
prezilo 90% jedinct. Huperzin A byl podavan v davce 0,3 mg/kg. Pti protektivnim i
kurativnim podani huperzinu A prezilo pouze 50% jedinct. [71]

Izolované alkaloidy galantamin a huperzin A nevykazovaly na naupliich
Zabronozek, ani pfi maximalni stanovované koncentraci 10 mg/ml, nulovou akutni

toxicitu.
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Z vysledkli uvedenych vtabulce ¢ 11 vyplyva, Ze nejtoxi¢téjsi ucinky ma
extrakt Coptidis rhizoma, LCso = 0,134 + 0,004 mg/ml. Dale nasleduji extrakt Ziziphi
fructus, LCso = 0,817 £+ 0,165 mg/ml, Zanthoxyli radix, LCso = 1,154 + 0,015 mg/ml,
Salviae folium, LCso = 2,074 * 0,462 mg/ml a Evodiae fructus, LCso = 2,166 * 0,244
mg/ml. Nejméné toxicky pak plisobi extrakt Apii semen, LCso = 4,041 + 0,108
mg/ml.

V diplomové praci kolegyné byly pouzity vodné extrakty ze stejnych
rostlinnych drog k urceni jejich antiprotozoalni aktivity pomoci jednobunécného
organismu Tetrahymena thermophila. U kazdého extraktu byla stanovovana jeho
ICso. Podle vysledkii této prace mél nejvétsi antiprotozoalni aktivitu vodny extrakt
ziskany z Coptis chinensis, jeho ICso byla 0,116 + 0,007 mg/ml. Dale nasledovaly
extrakt ze Zanthoxylum nitidum, ICso = 0,225 * 0,006 mg/ml, extrakt ze Ziziphus
jujuba, 1Cso = 0,622 * 0,001 mg/ml, extrakt ze Salvia officinalis,
IC50=1,317 £ 0,004 mg/ml], extrakt z Evodia rutaecarpa,
[Cs0=13,07 £ 1,442 mg/ml. Nejmensi antiprotozodlni aktivitu mél pak extrakt
z Apium graveolens a to ICso = 13,18 £ 0,311 mg/ml. [72]

Rostlinna droga LCso (mg/ml) ICs (mg/ml)
Salviae folium 2,074 £ 0,462 1,317 £ 0,004
Apii semen 4,041 + 0,108 13,18 + 0,311
Coptidis rhizoma 0,134 £ 0,00 0,116 + 0,007
Evodiae fructus 2,166 + 0,244 13,07 + 1,442
Zanthoxyli radix 1,154 + 0,015 0,225 £ 0,006
Ziziphi fructus 0,817 +£ 0,165 0,622 + 0,001

Tab. 10 Hodnoty LCso a ICso v mg/ml stanovovanych extraktl

Nejvétsi aktivitu proti obéma testovanym organismim (Artemia salina a
Tetrahymena thermophila) vykazoval extrakt ziskany z Coptis rhizoma. Nejméné

toxické pak byly extrakty z Evodiae fructus a Apii semen.
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11 Seznam zkratek

ADAS-COG Alzheimer’s disease assessment scale - cognitive section
ADL Activities of daily living

ALT Alaninaminotransferasa

AST Aspartataminotransferasa

CDR Clinical dementia rating scale

ICso Koncentrace, ktera zptisobi u 50% populace inhibici
LCso Koncentrace, pti které nastane u 50% populace smrt
MMSE Mini-mental state evaluation

MQ Memory quotient

MTT 3-(4,5-dimethylthyazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NMDA receptory N-methyl-D-aspartatové receptory
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Hodnoceni prirodnich latek pomoci in vivo testa s Artemia salina

Hodnoceni biologické aktivity latek je diileZité pro stanoveni jejich toxického
plisobeni na chemické a fyziologické funkce organismii a jejich c¢asti. V této praci
byl pro hodnoceni akutni toxicity pouZit morsky korys Artemia salina. Testovany
byly vodné extrakty pripravené z rostlinnych drog Salviae folium, Apii semen,
Coptidis rhizoma, Evodiae fructus, Zanthoxyli radix a Ziziphi fructus a dva izolované
alkaloidy galanthamin a huperzin A. Pro kaZdy extrakt a alkaloid byla vypoctena
chinensis, LCso = 0,134 + 0,004 mg/ml. Dale toxicita extrakt klesala v poradi
Ziziphus jujuba, LCso = 0,817 + 0,165 mg/m > Zanthoxylum nitidum, LCso = 1,154 +
0,015 mg/ml > Salvia officinalis, LCso = 2,074 +0,462 mg/ml > Evodia rutaecarpa,
LCso = 2,166 % 0,244 mg/ml > Apium graveolens, LCso = 4,041 + 0,108 mg/ml.
Testované alkaloidy neprokazaly pri hodnocenych koncentracich Zadnou toxickou

aktivitu.

Klicova slova: Artemia salina, ptirodni l1atky, alkaloidy, toxicita, biologicka aktivita
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Evaluation of natural substances using in vivo tests with Artemia salina

Biological activity evaluation of substances is important because of toxic
effect’s assessment on chemical and physiological functions of organisms and their
parts. For acute toxicity evaluation was used crustacean Artemia salina in this
study. They were tested aqueouses extracts isolated from various plant drugs of
Salviae folium, Apii semen, Coptidis rhizoma, Evodiae fructus, Zanthoxyli radix and
Ziziphi fructus and two isolated alkaloids galanthamine and huperzine A. For each
extract and alkaloid was calculated value of lethal concentration LCso. Results of
this study showned, that the extract of Coptis chinensis, LCso = 0,134 + 0,004
mg/ml, had most toxic effects. Further the extract’s toxicity decreased in the order
Ziziphus jujuba, LCso = 0,817 + 0,165 mg/m > Zanthoxylum nitidum, LCso = 1,154 *
0,015 mg/ml > Salvia officinalis, LCso = 2,074 +0,462 mg/ml > Evodia rutaecarpa,
LCso = 2,166 % 0,244 mg/ml > Apium graveolens, LCso = 4,041 + 0,108 mg/ml.
Tested alkaloids dont demonstrated any toxicity activity in determinated

concentrations.

Key words: Artemia salina, natural substances, alkaloids, toxicity, biological

activity
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