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1. Uvod a cil prace

Do pogedi se v poslednich letech dostava uloha reakhvioiem kysliku (ROS,
z angl. reactive oxygen species) a dusiku (RN8gt eeactive nitrogen species)
pii oxidatnim stresu u Zivych organismMezi nefastjSi formy ROS pdt hydroxylovy
radikal (OH), superoxidovy radikal (), hydroperoxydovy radikal (H £, alkoxylovy
radikal (RO), peroxid vodiku (HO,), kyselina chlorna (HOCI), ozon gPa singlet kysliku
(10,). Mezi RNS séadi oxid dusnaty N© peroxynitrit ONOQ, nitroxid NO,
nitrosyl NO", kyselina dusita HNg oxid dusny NOs a nitronium NQ™ (1).

Volné radikaly jsou atomy, molekuly nebo ionty, i&ésou schopné samostatné
existence a maji ve svém elektronovém obalu je@panovy elektron, event. vice
neparovych elektran Proto se snazi ziskat dalSi elektron a viytwak stabilni
konfiguraci. Vysledkem je velka reaktivita a omezeloba existence. Volné radikaly
reaguji nejen mezi sebou, ale i s inaktivnimi molakni a tim vytvéeji dalSi volny
radikal. Tento & ma tendenci pokeavat formourettzové reakce. Mze tak dochazet
k poskozeni lipid v lipoproteinech a bustnych membran, nukleovych kyselin, sacharid
i bilkovin v¢etrg enzymi.. Vysledkem pak rize byt £€Zké posSkozeni tkani a celych or§an
(2).

Mezi nejvice prostudované volné radikalyipatiperoxid, ktery vznika
z molekularniho kyslikuigmutim jednoho elektronu. Sam molekularni kysgkv/plnym
radikalem. Ze superoxidového radikalu sertdalSi volné radikaly, detre radikalu
hydroxylového, hydroperoxidového a peroxidu vodikydroxylovy radikal je potenciatn
nejsilngjSi oxidant vyskytujici se v biologickych systémgeshadno reaguje éanymi
molekulami a vznika rozkladem peroxidu vodiku Fewtmou reakci (katalyzatorem reakce
je F&€"), interakci superoxidu s peroxidem vodiku Haberd&iou reakci, nebo také
pii reakci peroxidu vodiku s iontyrechodnych kot (3).

ROS a RNS hraji v organismech dvaoji roli, pozitimmegativni. Negativni roli, které
je v sowasné dob vénovana velka pozornost, je nadprodukce ROS (vypilgiviaud’
z fetézce mitochondrialniho transportu nebo nadmé stimulace NAD(P)H), ktera ma
za nasledek oxidai stres. Tak nazyvame Skodlivy proces, ktery lagio picinou
posSkozeni buktné struktury, vetrg lipidi a membran, proteina DNA (4). Vysledkem
muze byt mutageneze, karcinogenezeanik buiky (1). Naproti tomu prosgné efekty
ROS/RNS se vyskytuji pouze v nizkych koncentraaighhrnuji fyziologickou roli
v burg¢nych odpovdich, jako nafiklad v obra# proti infekéinim agens (East



v protizargtlivych reakcich), Gast v procesu fagocytézy, zprestkovavaji bu&nou
signalizaci nebo indukci mitogenni odgav. ROS bez buk pisobi jako sekundarni
posel v intracelularnich signalnich kaskadach ggghisobuji bugeny rast
rakovinotvornych bugk. ROS vSak ize navozovat buné¢né starnuti a apoptézu aige
proto fungovat jako protinadorovy druh.

Pozornost se souef’uje na souvislost mezi ROS/RNS, jejich vznikenyeojem
rakoviny, kardiovaskularnim onemagnm, aterosklerézou, hypertenzi, ischemickym a
reperfuznim poskozenirdiabetem mellitus, neurodegenerativnim poskozenim
(Alzheimerova choroba, Parkonsonova choroba), résida artritidou a starnutim.
Aktuélnim tématem dizkuzi je otazka, zda nadm tvorba volnych radikalje primarni
piicinou nebo nasledekem poskozeni tkéd).

Mezi zdroje pispivajici k oxidénimu stresu pétfotosyntéza, respiéai iettzec
mitochondrii, expozice bwk atmosférickému kysliku, slutiei z&eni, znéna teploty,
patogeny, vzdusné polutanty (0zon,,5®ovy aj. Aktivni formy kysliku se vyti@ji
hlavre v chloroplastech (3), v nichz dochazi k redukalkgu za vzniku superoxidového
radikalu (1) a v mitochondriich (3), kde takténhika superoxidovy radikal redukci jedné
molekuly kysliku. Peroxisomy jsou zodpminé za tvorbu peroxidového a superoxidového
radikalu. DalSimi zdroji superoxidoveého radikalaysendoplazmatické retikulum,
plazmaticka membrana, CytP450, neutrofily (1), sopie se také tvid ve fagocytujicich
bunkach, kde pomaha it viry a bakterie, nebo vznik&ipchemickych havariich. DalSim
moznym zdrojem ROS je reakce katalyzovana lipoxggen, i které dochazi
k peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin.ikérperoxiderivaty podléhaji
autokatalytické degradacifigkteré dochazi k tvogbradikal iniciujicichiettzové reakce
peroxidace lipid (5).

Oxidani stres vede k tvoitkyslikovych radikal a dochazi tak k oxidativnimu
poSkozeni. Pokud intenzit@gobeni stresoru n&gkrati letalni Uroveé, dochazi
k mobilizaci ochrannych mechanignkteré snifuji ke zvySeni odolnosti organismucy
pusobicim faktom. Tyto ochranné systémy jsou sloZeny z hydrofiirddipofilnich
metabolifi s antioxid&nimi vlastnostmi (askorbat, glutathiantokoferol, karotenoidy,
polyfenoly, B-karoten, koenzym €3, stopové prvky (Se, Zn), kyselina tovd, melatonin),
Z enzynii, které se setkavajiimo s toxickymi oxidanty (superoxiddismutaza, katgl
peroxidazy, glutathionperoxidaza) a z enaykteré udrzuji zasobu antioxidant
v redukovaném stavu (dehydroaskorbatreduktazagtbionreduktaza). K nejdezitejSim

enzymim ochranného systému fiaguperoxiddismutaza (SOD). SOD je metaloenzym,



ktery urychluje dismutaci superoxidu gady za vzniku peroxidu vodiku, ktery je déle
redukovan (2).

Oxidani stres vSak nevznika pouze nasledkem nadprodR&X'RNS, ale rive byt
vyvolan i nadprodukci antioxidaitnebo naopak snizenim jejich koncentréice
kombinaci &chto staw.

Pazet civilizatnich onemocni, které souvisi stgobenim volnych radika)

v moderni spoknosti stoupa. Virsta tak zajem o zjivani antioxidanich vlastnosti jak
cistych @irodnich latek, tak i rostlinnych extraéikicoz ma za nasledek vytrehi
spolehlivych metod pro stanoveni jejich antioxXiiaaktivity. VétSinu girodnich
antioxidanti navic fijimame jako sotést slozitych sisi, jejichZ slozky mohou reagovat
s riznymi radikaly fiznymi mechanismy a mohou téz na sebe vzajgmsobit

synergicky i inhibéng (1).



Cil prace

V posledni dob se velky vyznamifklada girodnim latkam, zejména polyfenolickym
Jejich zdrojem jsou n@pzelenina, ovoceaj, vino, aromatické adé/é rostliny.Rubus
fruticosus L., Rubusidaeus L., Fragaria vesca L. a Agrimonia eupatoria L. jsou rostliny,
jejichz hlavni slozkou jsou préyolyfenolické slogeniny. V této praci jsem se zéfila

na stanoveni jejich antiradikaloveé aktivitgcév radikalu DPPH a superoxidovéemu radikalu.



2. Metody uzivané v hodnoceni antioxidéni aktivity

Metody pro stanoveni antioxitla aktivity prirodnich latek Ize roziit do dvou
skupin. Na metody chemické a metody fyzikalni (1).

Chemické metody spévaji nefastji v pouziti ¢inidel poskytujicich s volnymi
kyslikovymi radikaly barevné produkty. Pokud vzomsahuje antioxidanty, ke vzniku
barevnych produktnedochazi. Intenzita zabarveni se&asgji méti spektrofotometricky.

Fyzikalni metody se zabyvaji 2Zmou fyzikalnich vlastnosti, které doprovazeji
chemické procesy.ifkladem je stanoveni redox potencialu, chemilusti@nce nebo
stanoveni oxidénich znén pomoci®O (6, 7).

Pro vzjemné porovnavani antioxtdé&ch &inka raiznych smisi je pouzivan pojem
celkova antioxideéni aktivita (total antioxidant activity TAA). TAe parametrem, ktery
kvantifikuje kapacitu vzorku biologického materia@liminovat radikaly a charakterizuje
tak paate:ni dynamiku pitbéhu antioxid&niho procesuifp urcité koncentraci

antioxidantu (1, 8).

2.1. Metody zaloZené na eliminaci radika

Metody spdivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat ealadikaly, jako
nag. kyslikovée radikaly (hydroxyl, peroxyl, superoxidoanion-radikal) nebo syntetické
stabilni radikaly (DPPH, ABTS, galvinoxyl) (1).

2.1.1. Metoda DPPH

Tato metoda je povaZzovana za jednu ze zakladnétbdik a spdiva v reakci
testované latky se stabilnim radikalem difenylpikygrazylem (DPPH
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl), ktenyiky své struktte mize gejit do
redukované formy DPPH-H, difenylpikrylhydrazinu.dRee je najastji sledovana
spektrofotometricky v absotpim maximu 517 nm a projevuje se fialovym zbarvenim
Piisobenim antioxidaftse intenzita fialového zbarveni DPRIdstupg méni na zluté.
Tato zn€na je zf@isobena pikrylovou skupinou vyskytujici se v torradikalu. Rychlost a
mira odbarveni jsou (gmeé antioxidani aktivit¢ vzorku.

M¢teni se provadi po uplynutidiiého konstantnihdasu nebo se pracuje

v kinetickém rezimu (1, 6).
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DPPH + AH — DPPH-H + A [1]
DPPH ... DPPH radikal
AH ... donor elektrof
DPPH-H ... redukované forma

A- ... volny radikal

DPPH + R — DPPH-R [2]°
O,N OyN
¥
N—N" NO, 4+ R ~—= N—N NO,
o ay

2.1.2.. Metoda ABTS-TROLOX
Je jednou z nejpouzivgiich metod pro stanoveni celkové antioXiaaktivity
(TAA). Vyslednd antiradikalova aktivita vzorku jeognavana s antiradikalovou aktivitou
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-24@xylovou kyselina), a proto je tato
metoda také oziavana jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxitl&apacity).
Reakci diamonné soli a peroxidisiranu v gom?:1 vznik4 radikalovy kationt
ABTS™ (2,2 -azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazolirs@ifonat)), ktery vytvé roztok
zelenomodré barvy. Paigani vzorku se &t absorbanceip734 nm. Antioxidani
aktivita vzorku je pimo unerna ubyvajici intenzét zabarveni zelenomodrého roztoku.
Procisté latky je TEAC definovana jako milimolarni kamtrace Troloxu vykazujici
stejnou antioxidéni aktivitu jako testovana latkd&igkoncetraci 1 mmol}. Pro snisi
TEAC udavéa koncentraci Troloxu (mmél)] kterd je rovna antioxidai aktivits vzorku
1, 7).

TEAC (mM ) = ( A’:\’Zorku __A;:‘p JX Cstandard [3]

11



2.1.3. Galvinoxylova metoda

Galvinoxyl (2,6-diterc-butyl-4-[(3,5-diter c-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-
yliden)methyllfenoxyl) je stabilni radikal, kterykazuje s¥tle Zluté zbarveniipvinové
délce 428 nm. Princip metody sypea v redukci radikalu galvinoxylu (odbarveni rdzai(p
latkami poskytujicimi vodik. Odbarveni roztoku jénpo urerné aktivit antioxidantu (1).

2.1.4. Metoda DCI (2,6-dichlorfenolindofenolovéa), retoda MEBAK

Tato metoda je standardni metodou dopavanou MEBAK (Mitteleuropanische
Brautechnische Analysenkommission). Principem g&ee 2,6-dichlorfenolinfenolu
s endiolovou skupinou polyfenioka vzniku bezbarvych dioxosléenin. Zngéna zbarveni
se stanovuje spetrofotometricky nebo se pouzivédkaace s voltametrickou detekci
v pripadech, kdy neni mozno pouzit optickych metod y#raztoky). Vysledky jsou
vyjadrovany jako ekvivalenty mnozstvi kyseliny L-askorBpktera slouzi jako standard

(6).

2.1.5. Metoda ORAC

Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacaghbti schopnost testované
latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakcitékee je zaloZena na Ubytku
fluorescewniho¢inidla, p-fykoerytrinu B-PE) po reakci s hydroxylovymi radikaly.

P¥i stanoveni antioxidani kapacity polyfendi vSakp-PE vykazuje jista omezeni.
Fykoerytrin se ziskavaRorphyridium cruentum, a proto se jeho vlastnosgtasto lisi
v zavislosti na SarzZi, coz vede k begnosti vysledk Fykoerytrin je navic odbarvovan i
po vystaveni sitla urcité vinoveé délky a éktere latky, nap polyfenoly, vazp-PE
nespecifickou vazbou. Oba tyto faktory mohou sn&#d&@RAC hodnotu. Zavedenim

jiného typu fluoresceimi sondy, fluoresceinu (FL), se metoddeguje (1, 9).

2.1.6. Stanoveni reduéni sily 2,2'-bipyridylem
Tato metoda je zaloZena na reakci Zelezitychiiert, 2" -bipyridylem, kdy vznikly
komplex reaguje se Sirokou skupinou redukujicitekli@a néni se z bezbarvé oxidované

formy nacervenou, redukovanou. Tuto Znu Ize ngiit spektrofotometricky 510 nm

(6).
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2.1.7. Metody zaloZené na vychytavani OH-radikal

P¥i téchto metodach jsou OH-radikaly generovainymi postupy (Fentonovou
reakci, UV fotolyzou peroxidu vodiku, fotolyzou $gtickych derivat).

Detekce je zaloZena na vychytavani radikatkami (nap. kyselina salicylova,
2,2-dimethyl-H-pyrrol-1-oxidu (DMPO), deoxyrib6za), jejichZ reak produkty Ize
snadno stanovit. Antioxidanty vychytavajici O#tizuji tvorbu &chto produkii. Vyhodou

tohoto postupu je moznost stanovit jak antioidatak i prooxidani vlastnosti latek (1).

2.1.8. Metody zaloZené na vychytavani superoxidov@lanion-radikalu

Metoda spoiva v redukci nitrotetrazoliové méds radikalem vytvienym nap.
reakci PMS/NADH (5-metylfenaziniummethylsulfatu a
3 — nikotinamidadenindinukleotidu) nebo systém kemtkanthinoxidasa. Detekce se
provadi spektrofotometrickyfp550-560 nm. Nitrotetrazoliovd mbdhize byt nahrazena
syntetickym formazanovym barvivem WST-1 (2-(4-loglofl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-
disulfofenyl)-2H-tetrazolium) (1).

2.1.9. Metody hodnotici eliminaci lipidové peroxidae

Lipidova peroxidace vyvolana volnymi radikaly gdpim z nejvyznan#gich
patologickych pochadv organismu.

Tato metoda sgdva v hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidoperoxidaci.
Pro testovani lipidové peroxidace byla vyvinutédd¢atla vicesi mére slozitych metod.

Nejjednodussi metody pracuiji s jednoduchymi lipiasjslozigjSi vyuzivaji biologické

membrany jako matrici (1, 6).

2.2. Metody zaloZzené na hodnoceni redoxnich vlasstolatek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizojaky redukni ¢inidla, ktera

reaguji s oxidanty, redukuiji je a tim je inaktivuji

2.2.1. Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducting Antioxidant Poteljti@ zalozena na redukci
komplexu F&'- (2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (F&-TPTZ) antioxidanty ze vzorku
za vzniku fialovych barevnych produkEe*. Mirou antioxid&ni aktivity vzorku je natst

absorbanceip593 nm odpovidajici mnoZstvi komplex\?EEPTZ (1, 7).
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2.2.2. Cyklick& voltametrie

Cyklicka voltametrie indukuje schopnost latek égévat elektrony. Zjituje se, jak
shadno je latka schopna poskytovat elektrotiyraje ochotiji poskytuje, tim nize byt
lepSim antioxidantem. Poté je moznéiumetodu na stanoveni antioxiaa kapacity. Je

prokazano, ze iack piipadi koreluji nap. s lipoperoxidaci nebo s metodou DPPH (1).

2.2.3. HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Metoda HPLC umaiuje analyzovat komplexni sisi a identifikovat v nich jednotlivé
acinné antioxidani komponenty na zakladodnoty potencialu aplikovaného
na elektrodu. Hodnoceni antioxishdch viastnosti latek pomoci této metody koreliggn
s metodou DPPH (1).

2.3. Metody uzivané v hodnoceni antioxidai aktivity t ¥islovin

Metody aplikované pro testovani antioxidaaktivity extraké vybranych
téislovinnych drogrubi idael folium, Rubi fruticos folium, Fragariae folium a Agrimoniae

herba shrnuje tab¢. 1.

Tabg.1: Frehled metod stanoveni antioxédé aktivity

Metody Citace literatury

DPPH 17, 76, 90, 93, 97, 102, 105, 106, 107, 108
ORAC 16, 26, 65, 69, 74, 77, 84, 101

FRAP 14,70, 73, 76, 101, 108

TEAC 17, 93, 98, 101, 103, 105, 106, 108
Lipidova peroxidace 72,76, 103, 104

Metoda zaloZzena na vychytavani OH 15
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3. Trisloviny

Ttisloviny jsou rostlinné polyfenoly trpké, sviravéuti, ve voa rozpustné, slab
kyselé, s molekulovou hmotnosti 500-3000 D. Jsali§ovany d¥ hlavni skupiny,
kondenzovanéisloviny a hydrolyzovatelnéisloviny, které se liSi strukturou a
biogenetickym pivodem (10, 11).

3.1. Hydrolyzovatelné Fisloviny

Hydrolyzovatelnétisloviny jsou estery culir(negastji D-gluk6za) a fenolickych
kyselin.

Pokud je glukoza esterifikovana kyselinou galowanikaji galotaniny, pokud
kyselinou hexahydroxydifenovou, jdegtagotaniny. Do této skupiny dale zahrnujeme
flavanoly, prokyanidiny aflavonoly, které se oznauji jako modifikované elagotaniny
vznikajici navdzanim derivatu fenylchromanu na adkl strukturu.

Charakteristickeé jsou pro krytosemenné dwdoizhé rostliny, zejména pro pditty
Rosidae, Dileniidae aHammamelidae (10).

COH HO,C COH

s HO HO OH OH

kyselina galova kyselina hexahydroxydifenova

3.1.1. Struktura hydrolyzovatelnych #islovin

Kyselina galova vznika Sikimatovou cestotinpou dehydrogenaci
kyseliny 3-dehydroSikimové nebo oxidaci kyselingtpkatechové. Glukosylace s&adtni
uridinfosfatgluk6za (UDP-GIc) za vznikit1-O-galoyl-D-glukézy a dalSimi kroky vznika
1,2,3,4,6-pent®-galoyl-D-glukdza, ktera je zakladni sk&eninou hydrolyzovatelnych
téislovin (10).

1,2,3,4,6-pent®-galoyl$3-D-glukoza
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3.1.2. Rozdleni
3.1.2.1. Monomerni hydrolyzovatelnéstoviny

RIS

NejbsznejSi trislovinou je pentaester 1,2,3,4,6-pedtaraloyl{3-D-glukdzy, ktery
hraje kltovou roli v metabolismuislovin, jelikoz \¥tSina rostlin tento ester snadno dale
metabolizuje. Bdnimfetézenim, spojovanim galoylovych jednotek (tvorba etagini),
oxidaci, oteyenim nebo feskupenim cyki vznikaji monomernittsloviny jako nap.
pedunkulagin, kasuariktin, potentilin nebo geraniyskytujici se WeledichFagaceae,

Rosaceae, Myrtaceae a Theaceae (10).

HO

HO
HO

HO

R = H; Pedunkulagin Kastalagin
R = Gg; Potentilin

3.1.2.2. Oligomerni hydrolyzovatelnésloviny

Tato velmi strukturalirozmanita skupinaislovin o molekulové hmotnosti
2000-5000 D vznika intermolekularnim oxidativninoggvanim vazeb (C-C nebo C-O-C).
Nachazeji se v dvogbbZnych rostlinach a jako prvni dimer byl popsanragniin z éeledi
Rosaceae. Mezi dalSi oligomernitisloviny pati nag. oenothin Qenotheraceae) nebo

sanguiin Rosaceae) (10).

Oenothin B
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3.2. Kondenzovanéitisloviny
Kondenzovanéisloviny se rozduji na oligomeni a polymerni proantokyanidiny a
jsou tvaeny jednotkami flavan-3-olu spojené C-C vazbamisk{juji se ve vSech

skupinach rostlin, §etré nahosemennych rostlin a kaggraostech (10, 11).

R
E 3
OL\T‘P’J“‘H\'}"J

: v “OH
Flavan-3-ol

3.2.1. Struktura kondenzovanych ¥islovin

Z&kladni strukturalni jednotkotahto polymeit je flavan-3-ol: katechin a
epikatechin, galokatechin a epigalokatechin nebetifiinin a mé&ab&zné afzelechin a
epiafzelechin. Flavan-3-oly vznikaji v metabolisftavonoidi 3-hydroxylaci flavanonu

za vzniku 2,3-dihydroflavon-3-olu a naslednou redwd¢ na flavan-3-ol (10).

R
OH

-

]’. _(,:T,
HO. ~ O J_ e

L,

H

Az

OH

a—¢ Y

2R, 3Stada: R = R,= H; Afzelechin
R: = OH, R = H; Katechin
R; = R,= OH; Galokatechin
2R, 3Rtada: (OH-3¢): Epiafzelechin, Epikatechin, Epigalokatechin

3.2.2. Rozdleni
3.2.2.1. Proantokyanidiny typu B (B-1, B-2, B-3 &B

Tato skupinaifslovin pati mezi nejjednodussi dimery ttemé spojenim jednotek
(2R,3S)-(+)-katechinu a (2R,3R)-(-)-epikatechinzhau G—Cg nebo spojenim vzdy

jedné jednotky w nebop konfiguraci. Tyto protoantokyanidiny se vyskytugilné a jsou

Siroce roz&eny, nap. v ¢celedichRosaceae, Theaecea, Hippocastanaceae a Lauraceae
(10).
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Nl | OH
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OH J
Hﬂ,l_ L, A
- e e H*'DH
aH

Procyanidin B-1

3.2.2.2. Proantokyanidiny typu A

Tato skupina se sklada z dimer dv¥mi interflavanoidnimi vazbami (-Cs a
C,—0—C;). NejznandjSi jsou aeskulitaniny nachazejici se v osemestulus sp. a
v kafe skdicovnikucinského. Zname jsou také prokyani@ina C-glukosidy vyskytujici

se VRhei radix aTheae folium (10).

Prokyanidin A

3.2.2.3. Oligomery

Oligomery jsou tvéeny postupnym spojovani jednotek flavanu. Ve skupifsou

znamy nap C-1 trimery (fi molekuly epikatechinu spojené vazbarfii48) a C-2 trimery
(téi molekuly katechinu spojené vazbanfi-48) a odpovidajici oligomery. Skupina A

zahrnuje trimery a oligomery t¥ené dimerem a 2 vazbaniigojeny monomer (10).

oH

Epikatechin-($—8)-epikatechin- (B—8)-katechin (trimer)
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3.2.2.4. Polymery

vvvvv

polyepikatechiny a kopolymery prokyanidin-prodelgtinu. Interflavanoidni vazba typu

C,—Cgje vzdy v polozdrans- k 3-hydroxyloveé skupi& (10).

3.3. Fyzikalné-chemické vlastnosti

Podle miry polymerizace jsotigloviny rozpustné ve végv alkoholu a acetonu
za tvorby koloidnich roztak S €zkymi kovy, bilkovinami a alkaloidy twd nerozpustné
sloweniny, odtud jejich pouziti jako antidoté ptravach. Reakci s Zelezitymi ionty
vznikaji sraZzeniny u hydrolyzovatelnydiistovin modr@éerného zbarveni,

u kondenzovanycltislovin zelenoh&dého zbarveni. fIsloviny jsou latky velmi
nestabilni, elagotaniny séialhrati s anorganickou kyselinou v organickém rozpialiét
piengnuji na srazenindervené barvy.

Pri kyselé hydrolyze hydrolyzovatelngdloviny uvaiuji cukr a kyselinu galovou
nebo kyselinu hexahydroxydifenovou neb&.dkyselina hexahydroxydifenova se pégd
pienenuje na kyselinu elagovou. Hydrolyza oligoreede ke tvord slowenin s temi
neboctyimi aromatickymi kruhy. U kondenzovanydistovin dochazi ke 8peni vazeb
mezi flavany.

Skladovanim se kondenzovaiiglbviny oxiduji na vysokomolekularni, biologicky

ne&inné, hrkdocerné produkty tzv. flobafeny (10, 11).

3.4. Biologické vlastnosti ¥islovin
Zakladem farmaceutického vyuzitidlovin je jejich adstringentniggobeni, které
vyplyva ze schopnostiislovin precipitovat bilkoviny za vzniku sléenin odolnych proti
proteolytickym enzyram. Tiisloviny a drogy je obsahujici se tak pouZzivaji
pii povrchovych zraénich a popaleninach. Vznikly ochranny povlak poerehizoluje
poskozenou tk§ zmimuje podrazéni a zast, vasokonstrikci malych povrchovych cév
brzdi sekreci a urychluje tak regeneraci tkan pripadt velkoplosnych popalenin se
téisloviny nesndji pouzivat pro jejich toxicky &inek na jaterni beky. T¥isloviny jsou take
acinné @i zaretlivych onemocani kiZze, zagtech Gstni dutiny a jicnu, hemoroidech,
inhibuji vznik zubniho plaku a viiit¢ pisobi proti nespecifickym pymam. Bez ohledu
na zmsob podavani byly prokadzany antibakterialni §&kterie) a antimykotickésinky.
K dalSim vlastnostem gaantioxida&ni (Cinky. Velké mnozstviifslovin pisobi jako

vychytava&e radikah (zejm. superoxidového, hydroxylového a peroxylavédikalu),
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které gremeénuji reaktivni kyslik na stabibijSi radikél. Pikladem toho je inhibice lipidové
peroxidace, enzythxantinoxidazy a 5-lipoxygenazy (geraniin, corylggiAntihypertenzni
acinek proantokyanidit a elagotanith se zaklada na inhibici angiotensin konvertazy
(ACE). Inaktivaci glukosyltranferazy baktefs eptococcus mutans dochazi

k inhibici vzniku zubniho plaku.Tento enzym kataljetvorbu dextrain které se usazuiji
na zubech, a tim umndji prichyceni bakterie na hladky povrch zubu. Testyitro bylo
prokdzano, ze hydrolyzovatelriéstoviny a prokyanidiny inhibuji reverzni transkégu, a
tim replikaci viruHerpes simplex a jeho adsorpci na cilové misto. Tellimagrandin,
agrimoniin a epigalokatechin galat prokdzaly antagenni dinky inhibici

proteinkinazy C.

Toxické &inky po p.o. podaniislovin nebyly prokazany (10, 11).
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4. Druhy rodu Rubus obsahové latky a vyuZziti

Tento rod zahrnujici okolo 700 driufe Siroce roz$éeny po celém g€, obzvlag
v mirnych oblastech Severni polokoule&kikéré druhy roduRubus jsou cegné pro své
plody a tradin¢ se vyuzivaji v terapii. Obsahovym latkdmcniam je venovano mnoho
experimentalnich studii.

Tradiénim vyuzitimtohoto rodu je l&a zagta. Uziva se takéipporarenich,

popaleninach, iedovych onemoami, pi Iécbé prijmu, kolikové bolesti nebdiabetes
mellitus. Byly prok&zany antibakteridlni, antimykotick@mtioxidani (€inky. Nekteré
druhy roduRubus jsou z&kladni saidsti tradinich orientalnich Iéka pouzivaji se jako
spasmolytika, antikonvulziva, myorelaxancia, antikgea sedativa u symptanspojenych
s nervovymi poruchami (12).

Pro druhy rodurubus je typicka schopnost syntetizovat a hromad#aviny,
zejména dimerni elagotaniny. Obsahuji minini&@o tislovin. Hlavni skupina v
Rubus sp. jsou hydrolyzovatelnéisloviny (galo- a elagotaniny) a antokyany. Z daiSi
latek byly identifikovany organické kyseliny, flawoidy a triterpeny (10).

Vybrané druhy rodiRubus

Rubus idaeus L., ostruzinik malinovy, malinik obegrRosaceae

Charakteristika rostliny

Malinik obecny je trvaly kies plazivym kdenem, ze kterého wystaji dvouleté pryty,
které jsou v prvnim roce zpravidla réxené fidce chlupaté nebo tence plsnaté. Ostny
jsou roztrousené az shkmné nebo zcela chyfici rozmistné po celém obvodu prytu.
Listy jsou opadavé, niapiku maji slabé ostny. Rub listu je Sedobile pistnSouplodi je
kulovité, vegité az mirg kuzelovité, vyduté getnymi peckowikami snadno se odulijici
od lizka (13).

Kvete v k¥tnu acervnu a sbirano&asti je list Foliumrubi idaei) a plod Eructus
rubi idaei) (14).

Obsahové latky

Listy obsahuji zn&né mnozstviiislovin, flavonoidy, antokyany, organické kyseliay
ponerné velké mnozstvi vitaminu C (15). Obsah kyselinyabkveé v listectR.idaeus se
uvadi v rozmezi 16,8 - 39,8 mg/100 g (15, 16).
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Fenolické kyseliny

V extraktu z plod R.idaeus (100 g) byly identifikovany tyto fenolické kyseliny
Kyselina kavova (3g), kyselina chlorgenova (24,83), kyselina p-kumarova
(3676,7u9), kyselina ferulova (55,69), kyselina gentisova (136;8)),
kyselina sinapova (24493), kyselina galova (1126,@) a kyselina elagové a jeji
konjugaty. Kyselina elagova prokazala vysokou kargenni aktivitu (17, 18).

Flavonoidy
V extraktu z plod R.idaeus (100 g) byly identifikovany tyto flavonoidy: chrysi

(104,0u9), galangin (7,21g), hesperetin (212,4g), kempferol (98,3.g), naringenin
(252,5u9) a kvercetin (87,19) (17).

Z listi R.idaeus byly izolovany kvercetin, kempferol a jejich kogjty a rutin
v mnozstvi 0,11 mg/1 g suchychiigi18, 19, 20).

O
OH

OH OH OH

OH

kvercetin kemferol

Anthokyany
1 gcerstvych plod obsahoval 0,65 + 0,03 mg antokyiaa toho

89,25% kyanidin-3,5-diglukosidu a 10,75% kyanidigi@kosidu (20).

Hlavnimi antokyany, které byly izolovany z extralz plodi R.idaeus, byly
kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-soforosidy, kyanieB-(2°-glukosyl-rutinosid),
kyanidin-3-rutosid, pelargonidin a jeho glykosid@d{.

Extrakty z plod péstovanych kultuR.idaeus obsahovaly kyanidin-3-glukosid
v rozmezi od 1,3 mg do 49,1 mg/100 g dd5).

Trisloviny
V plodech maliniku bylo identifikovano velké mno#giislovin. Majoritni

téislovinou byl sanguiin H-6, zodps&sny za 30 % antioxidai aktivitu, dale byly
identifikovany sanguiin H-10, lambertianin C, nodioin A a sanguisorboyl (18).
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HO OHO OH

sanguiin H-6
Ostatni latky
Semena maliniku, Zluté barvy s nepatrnym rybinazhpm, obsahujitiplizné
10,7 % oleje tvteného z 93,7 % neutralnimi lipidy, 3,5 % fosfolip@ 2,7 % volnymi
mastnymi kyselinami. Dale bylo identifikovano 0,78,10 % fytosterolu aizné mnozstvi
tokoferoli, kterd uvadi tabulk& 2. Hlavnim tokoferolem byj-tokoferol, ktery je dlezity
stejre jako a-tokoferol v prevenci degenerativnich onem#toh (22).

Tab¢.2: Obsah vitaminu E (mg/100 g) v oleji ze serRadaeus (22)

a-tokoferol | y-tokoferol | &-tokoferol

Olej extrahovany hexanem’l + 0,5 272+26| 174+05

Olej za studena lisovany 46,1 +2pP 144+ 11,7 =017

Jak je vi@t z nasledujicihoighledu (Talk. 3), je zajimavée také slozeni mastnych

kyselin v oleji ze semen maliniku (23).

Tabg£.3: SloZzeni a mnozstvi mastnych kyselin v olejiainikovych semen

Mastné kyselinySurovy olej | Neutralni lipidyVolné mastné kyselinyFosfolipidy
Frakce (%) 93,7+2,0 3,5+1,13 3,5+1,13
C16:0 2,69 + 0,14 2,68 1,46 10,92
C18:0 0,97 £ 0,01 1,02 1,26 -

Ci8:1 11,99 + 0,01 12,11 26,62 19,24
C18:2 54,52 + 0,1 55,12 47,28 63,55
C18:3 29,11 + 0,0p 28,74 14,353 6,29
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Pouziti:

Malinik je hospodi&sky nejvyznamgsi druhRubus sp. u nas. Jeho plody se
konzumuji jako pochutina, dale se z nich vyrabimedady, dZzemy, kompoty, limonady a
malinova $ava, ktera se vyuziva mimo jiné ve farmaceutickéimyslu (13). Plody byly
doporwovany pro své potopudnéidky pii horetkach (24).

Mladé suSené listy maliniku se uZivaji samostatbo ve sisi s listy jinych rostlin
jako ¢ajovina. Pro své adstringentriinky se vodny nalev z malinikovych lispouzival
v lidové medicis jako kloktadlo pi zarstech Ustni dutiny, @jmech, hemeroidech,
zaretlivych stavech Zaludku aistv. Je sotasti Zlwopudnych a méopudnychéajovych
smesi, jako spazmolytikum tlumiikee, kolikové a menstrgai bolesti a zfisobuje
relaxaci hladkého svalstv&ldhy. Ma antibakterialni &inky a vyuzival se k¢isteni krve®
i jako antidiabetikum. (10, 23, 24)

Olej ze semen fize byt pouZzit do kosmetickychipravki, zubnich past, kréfnpro
prevenci podrazshi pleti, olejovych koupeli, do kréimpo holeni, antiperspiraint
Sampori a pomad na rty diky svym protizélivym Ucinkam (22).

Rubus fruticosus L..ostruzinik #ovity, Rosaceae

Charakteristika rostliny

Ostruzina je dvouleta nebo viceleta rostlina glpavymi lodyhami, které jsou
kvétonosné. Lodyhy maji obvykle ostny, listy jsou f@ kratce chlupaté, na rubu
béloplstnatéfapiky ma rovez ostnité. Plodem je ostruZina, sloZzena z malychkqeacek,
v doke zralosticerna.

Kvete vcervnu acervenci a sbiranotasti je list Foliumrubi fruticosi) (14).

Obsahové latky

Listy obsahuji zejméndisloviny (10 % galotaniin, katechin, epikatechin), déle
flavonoidy (glykosidy kvercetinu) (25), antokyarsgopy silice a organické kyseliny (13,
14).

Celkové mnozstvi fendlv plodech ostruziniku je 9,8 mg/g (26).

Kyanidin-3-glukosid byl primérnim antokyanem zisien z plod: ostruziniku
(87,5 %), dalSimi antokyany byly kyanidin-3-xylosid/anidin-3-(600-malonyl) glukosid,
kyanidin-3-dioxaloylglukosid, kyanidin-3-rutosidnaalvidin-3-glukosid (26). &tované
kultury R. fruticosus (100 g plod) obsahovaly jako hlavni antokyanin kyanidin-3-giaid
v rozmezi od 125,6 mg do 152,2 mg (15).
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MnoZstvi kyseliny askorbové v plodeBtfruticosus se udava v rozmezi
14,3 - 36,0 mg/100 g (15, 16).

PlodyR fruticosus obsahuji cukry: 55-61 % glukdzy, 22-29 % arabindz3;8-15 %
manozy, 0,65-1,2 % fruktozy, 0,5-0,8 % galakt6z$-0,8 % xylozy a 0,5 % rhamndzy
(27).

kyanidin-3-glukosid

Pouziti:

Listy R.fruticosus maji adstringentni, diuretické a hypoglykémickéky. Nalev
pripraveny z lish ostruziniku se uzivalipprajmech, Zaludénich obtiZich a také jako
prostedek proti kasli. Zewhse pouzival jako kloktadlorppzarstech v Ustni duti&

k ptipraw koupeli @i ekzémech a koznich nemocech nebo k oliktagii hemoroidech
(10, 14).
Plody jsou pochutinou a maji povzbuzujici a pgmiuicinek na organismus (24).

Rubuschamaemorus L., ostruzinik moruska, Rosaceae

Ostruzinik moruska je vytrvalé bylina bez asgdlouhym plazivym rozitvenym
oddenkem. Neitvené lodyhy jsou huskratce pyité. Souplodi peckovek je kulovite,
vyduté, za zralosti se disuvohujici od plodnihodzka. Peckowiky jsou nejdive s\tle
cervene, pak zZlutavnebocervena¥ oranZzove az hilavé, savnaté, pijemn: nakyslé a
aromatické. Nachazi se héjm zemich Severni Evropy, Asie a Ameriky, ale také
v Cechéch, v Krkonosich (13).

Shiranowasti je plod Fructus R. chamaemori)

Plody maji antibakterialnicinky a jsou Bzn¢ konzumovany jako bohaty zdroj

stopovych prvik. Nalev z list se uzival fi prijmech (24).

Rubus ulmifolius Schott, ostruzinik skedozemni, Rosaceae

Ostruzinik stedozemni séadi mezi trvalé ki@ rostouci v Africe a v Evra@p

od 1100 m n. m. Vysokoobloukovité pryty jsoufedtranaté, zlabkované, fiakovervene,

25



posléze gtbrit¢ Supinkaté, husthwézdicovite chlupaté. Kétenstvi je velmi ostnité, plodni
lazko hust chlupaté a souplodi je drobné, mataviaté (13).

Shiranowasti je plod Fructus R. ulmifolii)

Cerstvé podrcené listy se pouzivaji jako lidovyvékalii pii abscesech aredech.
Odvary z listi se pouzivaly zevnna Zervenalé ¢i, afty, vaginalni vyplachy a vrité pii
prijmech, hemoroidech arenich zastech. V Chilské medicinse uplatoval i
hypoglykémickych stavech (24).

Z nadzemnickiasti tohoto ki byly izolovanéit nové anthrony, rubanthron A, B a C.
Rubanthron A psobil protiStaphylococcus aureus (28). Dale byly izolovany
kvercetin-30-B-m-glukuronid, kaempferol-&-p- D-glukuronid, kyselina galov4, ferulova
a tilirosid (29).

éJH E CH
H COOCH,

Rubanthron A

RubusallegheniensisPort., ostruzinik aleghensky, Rosaceae

Pryty jsou vzpimené, hranaté se Zlabkovanymi stranami, ostnyijsice roztrousené.
Listy jsou na rubu sametdwnékce chlupaté. Souplodi je jehlancovité nebo podmuh
valcovité, lesklgerné, chutné, slozen&etnych peckowiek. Tento druh je roz&n i u
nas (13).

Shiranowasti je plod Fructus R. allegheniensii).

Z plodi byl identifikovan novy triterpen, rubussid A, spd niga-ichigosidemF
(30).
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Rubus laciniatusWilld. , ostruzinik dfipeny, Rosaceae

Tento ostruzinik mé obloukovité pryty, hranatéssanami plochymi nebo
Zlabkovanymifidce odstale chlupaté a ostnité. Rub listu ¢&cer chlupaty, souplodi
podlouhlégerné. Tento druh je roZéh i u nas (13).

Sbiranowésti je plod Fructus R. laciniatii).

V plodechR.laciniatus byl nalezen antokyanin, kyanidin-3-dioxalyl-glukadgP1).

Rubus occidentalid.., ostruzinik ojirfny, Rosaceae

Pryty tohoto kée jsou vzpimené, nebo vysokoobloukovité, lys€, voskovym pketha
bile ojirené, pozdji castocervenohide nakehlé. Ostny jsoutidké, kratké, na bazi
rozSiené a strany sniklé. Souplodi je ploSe polokulovité, tmanachové aZerné a
velmi chutné (14).

Shiranowasti je plod Fructus R. occidentalii).

V plodech ostruziniku ojimém byly nalezeny kyanidin a jeho konjugéty a

pelargonidin-3-rutinosid (31).

DalSi druhy rodu Rubus

Rubus imperialisCham. & Schltdl., Rosaceae

Rubus imperialis rostouci hojg v jizni Brazilii jec¢asto pouzivan jako trathi 1€k i
diabetes mellitus a bolesti (24).
Z plodi byl izolovan nigaichigosid H32).

Rubus apelatu$oir., Rosaceae

V jizni Ugand je pouZzivan proti @imum a Zaludénim bolestem (24).

Rubus coreanudMiquel ., ostruzinik korejsky, Rosaceae

V Korei aCing jsou nezralé plody traghi¢ vyuZivany pi lé¢bé impotence, samovolné
ejakulaci (poluce), pontovani, astmatu, alergickych onemei také se pouziva jako
stomachikum, tonikum arplécb¢ diabetes mellitus (24).

Z plodi R.coreanus byly izolovany nigaichigosid fa 23-hydroxytormentilova
kyselina (33).

Rubus chingiiHu., Rosaceae

“Wu-zi-yan-zong-wan”, viceslozkovy tradini ¢insky lék s dlouhou historii pouzivajici

se jako tonikum, obsahuje plo&y chingii. Tradin¢ je indikovan pi ledvinove
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nedostaténosti, zpomaluje proces starnuti a sniZzuje alkahalelukovanou
hepatotoxicitu.

Z plodi byly izolovany kyseliny ursolova,c2hydroxyursolova §-sitosterol (24).

kyselina ursolova [-sitosterol

Rubus suavissimu§. Lee Rosaceae

Tento jednolety Keje Siroce roz$eny v jihozapadn{ing. Listy jsou hoji pouzivany
v horskych oblastech Guangxi jakaj (sladky listovy¢aj). Studie ukazuji, Ze obyvatelé
zde Zijici jsou zdrayjSi a més se u nich vyskytuje rakovina a jina vdzna onemintc(4).

Rubus sanctus$Schreb., Rosaceae

Nadzemntasti tohoto druhu rostouci divoce v Egypbsahuji doposud neznamy
piirodni elagotanin, 2,8-hexahydroxydifenoyl-4,&-sanguisorboyl,p)-glukosid (34).

R.aleaefoliusPoir., Rosaceae

Z tohoto druhu byly izolovany dva nové elagotanimjpuphenol a sanguiin H-2 ethyl
ester, spolu s kyselinou elagovou, ethyl galate3}4,6-penta-O-galo-D-
glucopyran6zou a 1,2,3,6-tetra-O-gal@y-glucopyranozoy35).

Rubus lambertianusSer, Rosaceae

V listechR.Iambertianii byly nalezeny nové elagotaniny, dimery lambertanh a B,
trimer lambertianinu C a tetramer lambertianin(1R).

Z nadzemnickastiRubus coriifoliusFockebyly izolovany (-)-epikatechin,

(+)-katechin, hyperin, nigaichigosid,B-sitosterol-30- 3-D-glukopyranosid a
kyseliny galova a elago&6).

Nowe byly izolovany triterpenoidy, stigmasta-5,22-digol, f-sitosterol a
pB-sitosterol-B-D-glukosid zRubus ursinusL. (37).

Z koremi Rubus crataegifoliusBungebyl izolovan crataegiosid (ilexosapogenin A

ester 28-O3-D-glukopyranosylu) (38).
V Rubus sieboldiBlume byla identifikovana kyselina tormentilova a euskaya
(39).
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Farmakologické aktivita

Antioxida éni aktivita

PlodyR. ideaeus, R. occidentalis, R. fruticosus, hybridni kultura maliniku a
ostruziniku,R. laciniatus aR. ursinus ukazaly vyznamnou antioxidiai aktivitu, zejména
diky vysokému obsahu fenolickych stamin a antokyaim. NejvySsi aktivitu rél
ostruzinik ojigny (40).

Vysokou antioxidani aktivitu proti superoxidu, peroxidu vodiku, hggylovému
radikalu a singletoveho kysliku prokazaly pldelyidaeus aR. occidentalis (41).

Extrakt z plod R. chingii branil pisobeni terc-butyl hydroperoxidu, ktery indukuje
oxidativni poSkozeni a byl také schopny ztoirat cytotoxicitu dalSich oxidain{(42).

Pisobenim fenolickych sl@enin nachazejicich se v roBubus, se zvySuje ochrana
proti lipidové a proteinové oxidaci. Nagelagotanin sanguiin H-6 byl hlavni st@minou
zvySujici antioxidani kapacitu plodl R. ideaeus. OstruZnikovat&va z plod R. fruticosus
obsahovala kyanidin-3-O-glukosid a ,vychytéVaeroxydusitanu, které &y ochranny
efekt proti endoteliarni dysfunkci a cévnim porunhiadukovanych peroxydusitanem
(43).

Protizanétliva aktivita

Extrakty z plod R. idaeus inhibovaly enzymy s elastazovou aktivitou oviliyici
zaretlivé procesy aktivované neutrofilnimi granulocytyi). Protizastliva aktivita oleje
ze semeiR.idaeus byla patrna fi prevenci gingivitid, ekzémech a dasich koznich
problémech (23).

Etanolovy extrakt z pladR. coreanus byl zkoumann vitro pro jeho dinek na
osteoblastické MC3T3-E1 blky a ukazalo se, Ze osteoblastick&gbeni R. coreanus
muze vést k prevenci osteoporézy agémych onemocsini kosti (44). Extrakt také
potlatoval produkci oxidu dusnatého a prostaglandipw Epopolysacharidy
stimulovanych RAW 264,7 mySich makrofazich a bytepaialnim induktorem hemové
oxygasy-1 (45). Takeé redukoval faktor revmatoidtiitedy a faktor C-reaktivniho
proteinu vin vivo zkouskach (33).

Z rostlinyR.sieboldii byly izolovany triterpenoidy kyselina tormentiloga
euskafikova s protiz&tiivou aktivitou (39).
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Protinddorova aktivita

Souasné studie ukazuji potencialni chemopreventivtiviak rodu Rubus.

Vodny extrakt z plodl R. coreanus inhiboval bu¢nou proliferaci a stimuloval
apoptozu HT-29 buik (46). Metanolovy extrakt gerstvé rostlinyR.coreanus vyznamm
inhiboval faktor cévniho endoteliarnihisstu (47). PlodyR.idaeus bohaté na polyfenoly
vykazovaly cytotoxickou aktivitu proti citlivé legknické HL 60 bu&né linii (48) a
inhibovaly proliferaci lidskych butk zpisobujici rakovinu dozniho¢ipku (HeLa) vin
vitro testech (21). PlodR. chingii vyznamr inhibovaly fist hormon-sensitivnich a
hormon-dependentnich nadgrostaty a metanolovy extrakt zikoi R.crataegifolius byl
silnym induktorem proliferace bek zpisobujicich nador prsu (49, 52).

Studiemiin vitro bylo zjiS€no, Ze extrakt z pladR.occidentalis ma
antiangiogenetické vlastnosti v rovzniklé fibrinové srazenth Extrakt komplet
inhiboval angiogeneteticky cévnist (52). Vodné extrakty z litR.suavissimus
inhibovaly iniciaci angiogeneze i nasledriggtrnovych cév u vzork které jiz ngly
zahajenou angiogenetickou odpd\v51).

Elagotaniny, rubufenol a sanguiin H-2 ethyl estaslované zR.aleaefolius,
inhibovaly bu¢nou progresi tumorovych bk v Go/G; fazi s hodnotou MIC 7,8M a
6,6 uM (36). Antitumorové dinky také ukézaly triterpenoidy, stigmasta-5,22qdszol, -

sitosterol g3-sitosterol-$-D-glukosid izolované z pladR.ursinus aR.fruticosus (37, 38).

Protiinfek &ni aktivita

Extrakt z plod R.idaeus vykazoval vyznamnou antibakterialni aktivitu prB#cillus
subtilis a jen nepatrnou pro&taphyl ococcus aureus, S. epidermidis, Micrococcus luteus,
E. coli aCandida albicans. ProtiAspergilus niger byl ne&inny (53).

Extrakt z plod R.chamaemorus m¢l antibakterialni aktivitu prots. epidermidisa
Bacillus subtilis, nepatrnou aktivitu prot. aureus, Micrococcus luteus aE. coli.
Antimykoticka aktivita tohoto extraktu praflandida albicans nebyla prokazéana, avsak
proti tomuto druhu kvasinky aktivitu vykazoval eadtt z listi R.chamaemorus, ktery
pusobil také proti gram-pozitivnim a gram-negativrbakteriiim (53, 54) a vykazoval
amebostatickou aktivitu proti roddcathamoeba (akantaméba) Zigobujici
granulomatdzni z&h mozku, akantamébovou keratitidu a #4plic (55).

Biologicka aktivita proti lidskym patogém Staphyl ococcus aureus, Streptococcus

faecalis a Candida albicans byla nalezena u extraktu z rostliRyapel atus (56).
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Metanolovy extrakt Rrigidus (Afrika) inhiboval aktivitu enzymu HIV-1 reverzni
transkiptazy (57) a vodny extrakRzcoreanus byl aktivni proti viru hepatitidy B (58).

Giardialamblia je stevni parazit zfisobujici prudké zapachajicitpny u ¢lovéka.
Proti tomuto parazitugsobil extrakt z nadzemnigastiR. coriifolius a dale také
vykazoval aktivitu protEntamoeba histolyca zpisobujici ndhlé krvave fimy.
Zodpowdny za tyto dinky je prav@podobrg (-)-epikatechin (36, 59).

Hypoglykémické inky

Mezi rozSfené uziti gkterych druti roduRubus pati hypoglykémicky dinek, ketry
zkoumali Jouad et al. u vodnych extraktlisti R. fruticosus na zdravych potkanech a na
potkarn s diabetes mellitus. U obou skupin potkanmglo jednorazové i opakované p.o.
podani extraktu za nasledek vyznamny pokles hlaglmyozy v krvi (60).

Hypoglykemicky @inek mely také metanolove extrakty z nadzemndéisti
R. imperialis (61).

Spasmolytické &inky

Jak je jiz zndmo, v trathim I&itelstvi se malinik obecny pouzival pro své
spasmolytické €inky jako relaxant dohy, tlumil kolikové a menstruai bolesti. Tento
acinek byl testovan naigwe pokusného kralika. V metanolovém extraktu zilRidaeus

byly identifikovany triterpenické glykosidy a sitesol s touto aktivitou (22, 62, 63).
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5. Fragaria vesca L., obsahové latky a vyuziti

Fragaria vesca L. jahodnik obecny,Rosaceae

Charakteristika rostliny

Lodyha jahodniku jeiiimd, bezlista, v dolniasti hust chlupata, listy trajetné,
Vv prizemni dzici. Kvétni stopky jsou fitiskle chlupaté. Souplodi (jahoda) je kulovité az
kuzelovité, krva¥ cervene, aromatické, snadno opadavé a lysé. Nadkynja vrcholu
protazené veretelny zobanek, rovha¥me rozlozené na povrchu jahody (13).

Tato vytrvala bylina kvete v K&nu a z&éi a sbiranowasti je list Folium fragariae)
(14).

Obsahové latky

Jahodnik je sstové rozSteny a jeho plody jsou vyznamnym zdrojem mineralnich
prvki a vysokého mnozstvi antioxidantlejich obsah Gzce souvisi se zranim ovoce (64).
1 g plodi Fragaria vesca obsahoval 5,32 mg fenolickych st@nin, gstované jahody
obsahovaly 3,5 mg feniblv 1g plodi (65). Ve 100 g jahodoveho dZzemu bylo nalezeno
58-136 mg celkovych fendl(66). Jahodové pyré&ipravené z duziny obsahovalo
vyznamné mnozstvi antoky&mp-kumaroyl glykosid a kyseliny askorbové. Obohacenim
pyré o nazky vzrostlo mnozstvi deritdyseliny elagove, proantokyam celkovych
fenold. Po skladovaniipteplot 6°C a 22°C po 8 a 16 tydnech mnozstvi kyseliny
askorbové a antokyamapidre kleslo. Antioxid&ni aktivita se flis nenenila (73).

Fenolické kyseliny

V plodechFragaria vesca byly identifikovany kyselina elagova a p-kumaravgejich
konjugaty (67, 68). Kyselina elagova a jeji konjiygayly také izolovany z naZzek jahod
Fragaria ananassa (69).

100 g jahodového dZzemu obsahovalo 0,4-2,9 mg Jolséliny elagové a

0,17-29,5 mg kyseliny elagové a jeji konjugaty (66)

TFisloviny
Ttisloviny pati k hlavnim obsahovym latkdm jahodniku. Listovagi&r@bsahuje

minimalné 8 % tislovin. V ka‘enu se nachazigvazrt kondenzovanéisloviny a v

listech hydrolyzovatelné&isloviny (pedunkulagin a agrimoniin) (10).
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PlodyFragaria ananassa a jeho nazky obsahuiji elagotaniny a galotaniny 769.
Po poziti 250 gerstvych jahod bylo detekovano 2,8 % metabalagotanif v maii
dobrovolniki (71).
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Antokyany

V 1gcerstvych plod jahodniku bylo nalezeno 5,32 mg antokyaa 1géerstvych
ploda (65) a mezi hlavni p#ly kyanidin a pelargonidin a jejich konjugaty (638, 70, 72).
Hlavnim antokyanem v plodeétragaria ananassa byl pelargonidin-3-glukosid, zatimco
nazky obsahovaly téen stejné mnoZzstvi kyanidin-3-glukosidu a pelargami8liglukosidu
(69).

V jahodovém dZemu byly antokyany detekovany jeneleni malém mnozstvi (66).

Flavonoidy
V plodech a listeckragaria vesca byly identifikovany gevazr flavonoidy kvercetin

a kempferol (67, 68). Glykosidy kempferolu byly \émn flavonoidem zastoupenym
v 100 g jahodového dZzemu v mnozstvi 0,38-1,05 nydykosidy kvercetinu byly
piitomny v mnozstvi 0,14-1,2 mg (66).

Tradiéni pouziti

List jahodniku ma mirhsviraveé a protizaslivé u¢inky, proto se pouzival vriité¢
jako dezinficiens a roboransgigéretech stevni sliznice spojenych sijjmy a [
chorobéch ledvin a ledvinovych kaméncich. Zese jahodnikova droga uzivala jako
dermatologikum v obkladecHigkrvacivych hemoroidech, mokvajicich ranach, kakkani
pii zanstech Ustni dutiny aipzapachu z ast. List jahodniku je také vhodnyaovych
smesi, avSak jeho pouzivani v |éktvi je povaZzovano za zastaralé (10, 14).

Plody jahodniku jsou potencialnim zdrojetirpdnich antioxidarit Pro velky obsah
antokyari se ukazuje jejich progpny efekt v prevenci kardiovaskularnich onemoén

zaretlivych a iznych degenerativnich onemaan (74).
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Farmakoloqicka aktivita:

Antioxida éni aktivita

Antioxidatni aktivitu plodi jahodniku Fragaria ananassa) vyznamm ovliviuji
polyfenoly (fenolické kyseliny, flavonoidy, antokyga tisloviny) a kyselina askorbova
prispivajici k antioxidani aktivité z 24 %, zatimco elagotaniny a antokyany se padilej
219 % a 13 % (67). Zejména antokyany obsazenédeph jahodniku vyznamirsniZuji
oxidatnim stresem indukovanou neurotoxicitu (75). NaZlyragaria ananassa, které
tvorily 1% hmotnosti plod, obsahovaly 11 % fenolickych sk®nin a jejich podil
na antioxidani aktivité jahod byl 14 % (69).

Antioxidasni aktivita vi¢i DPPH v 100 g plod jahodniku Fragaria veirginia var.
camarosa) byla ekvivalentni 183 mg vitaminu C a 483 mg witau E (76).

Antioxidatni kapacita jahodovych dzémvyjadiena v mmol BHT
(butylhydroxytoluen) se smila od 0,55 do 0,76 mmol BHT/g (66).

Zhang et al. studovali antioxi¢iai aktivitu pomoci metody TEAC, jak pléd
jahodniku, tak i polyfendlz nich izolovanych. Byly zjighy tyto hodnoty: antioxidani
aktivita plodi jahodniku byla 62,9 mM Troloxu/mg, kyanidin-3-gagidu 7,156 mM
Troloxu/mg, pelargonidinu 4,922 mM Troloxu/mg agrglonidin-3-rutosidu 5,514 mM
Troloxu/mg (68).

Wang SY et al. pouZili metodu ORAC pro stanoverticxidani aktivity u
R. fruticosus, Fragaria X ananassa, R.ideaeus aR. occidentalis. Ostruzinik a jahodnik
mély nejvySSi antioxidéni aktivitu kthem Kistové faze, zatimco nejvyssi antioxida
aktivitu u maliniku ngly zralé plody. Se stén lista se celkovy obsah fenolickych latek
snizoval, u plod melo jejich st&i vliv na snizujici se mnoZzstvi antokyarJ ¢estvych
plodi se antioxidani aktivita pohybovala v rozmezi 7,8 - 33M¥ (TE)/g, u suchych
plodi 35,0-162,1uM (TE)/g. U ¢erstvych list byla nangtena antioxidéni aktivita
v rozmezi 69,7 - 182,2M (TE)/g a u suchych liftv rozmezi 205,0-728,8M (TE)/g
(77).

Ukazalo se, Ze vlastnosti a antioxidaaktivita plodi jahodniku jsou také z velké

miry ovlinény jeho genetickymiprzodem (78).

Antiproliferativni aktivita

Extrakty z plod osmi iznych od#id jahodniku (Earliglow, Annapolis, Evangeline,
Allstar, Sable, Sparkle, Jewel a Mesabi) vyznamhibovaly proliferaci HepG(2)
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lidskych jaternich rakovinovych bgk. NejvySsi antiproliferativni aktivitu a obsah
antioxidant m¢la kultura Earliglow (79).

Extrakty zcerstvych plod jahodniku a slateniny z nich izolované (polyfenoly)
inhibovaly fist lidskych rakovinovych bwik Ustni dutiny (CAL-27, KB), sev (HT-29,
HCT-116), Zaludku, prsu (MCF-7) a prostaty (LNCBRI145) s rozdilnou citlivosti
pozorovanou mezi b@anymi liniemi a také byla prokadzana jejich protizéiva aktivita
inhibici COX-2 (68, 70, 80Plody gti odrid jahodniku prokazaly inhibmni efekt
na rakovinné bitky HT-29 v rozmezi 41-63% (fimér 53%) a 26-56% (@mer 43%)
na rakovinné bitkky MCF-7 (81).

Extrakty z listt maliniku Rubus ideus) a jahodniku Fragaria ananassa) vykazovaly
vysokou cytotoxickou aktivitu jak proti senzitivimiii leukémickych bugk HL60, tak i
proti jeho MDR sublinii (82).

Extrakty z plod Fragaria ananassa inhibovaly proliferaci lidskych rakovinovych
burgk plicniho epitelu bugtné linie A549 a snizily TPA-indukovanou neoplastick
transformaci mysich epidermalnich kkrdB6 P+ (83).

Cévni endotelialnitistovy faktor (VEGF) hraje hlavni roli ve vaskulat tumoru.
Extrakty ze semen maliniku a jahodniku vyznanmhibovaly jak HO,, tak i TNFa
indukovanou expresi VEGF lidskych keratinacgt pisobily tak antiangiogeneticky.

Tento &inek byl zpisobeny flavonoidy (84).

Ateroskleroza

Extrakty z plod variet jahod (Nohime, Kumure IH-1, Kumure 58) u§zvyznamny
antitromboticky efekin vitro i po podanin vivo. Variety Kumure IH-1 a Kumure 58
vyznamm pasobily sniZzeni rizika vzniku endotelialni dysfunké&ze aterosklerozy) (85).

Plody jahod obsahujici vyznamné mnozstvi fenolitkiatek pomahaly sniZzovat
riziko kardiovaskularnich onemogmi inhibici oxidace LDL-cholesterolu, podporovaly
stabilitu krevnich destek, zlepSovaly vaskularni endoteliarni funkci, sngly tendenci

vzniku trombo6z a také ovlivovaly ptibéh zarttlivé reakce (72).

Vazodilataéni G¢inky

Vazodilat&ni potencial vodnych extraktisti jahodniku Fragaria vesca) byl
srovnavan s vazodilatai aktivitou vodného extraktu lists kwty hlohu Crataegus
oxycantha L.) na izolovanych aortalnich krouzcich krys. Obaakty vyvolaly obdobnou

vazodilataci. Extrakt z ligtjahodniku vyvolal 72,2 + 4,4 % relaxaci, extrakisti hlohu
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81,3 + 4,5 % relaxaci. DalSimi experimenty byl&®#mo, Ze vodny extrakt z litFragaria
vesca je piimym, na endoteliumisobicim vazodilatatorem, jeho#igmbeni je
zprostedkovano NO a produkty COX a jehodinek je podobny ¢inku vodného extraktu
hlohu (86).

Protiinfek &ni aktivita:

Lyofylizaty ziskané z platlFragaria ananassa prokazaly dinek proti
Saphylococcus aureus a Salmonela enterica. Na inhibici €chto G+ a G- bakterii se zvI&st

podilely elagotaniny (87).

DalSi vlastnosti

Mnoho praci je énovano podminkam skladovani a zajstkvality ¢erstvych plod.
Jak se ukazuje, ovliwny jsou nejen senzorické vlastnosti, ale také absalatky.

Plody odfid jahodniku (Northeaster a Earliglow) byly skladoy#i teplot 3°C
po dobu 20 dni vdZnych podminkach a v ovzdusi obsahujici 20 %.&hormalnim
ovzdusi byla koncentrace fenolickych slenin a antioxidéni aktivita vyssi, zatimco
koncentrace kyseliny dehydroaskorbové vzrostladngiokach s vySSim C88).

P¥i zpracovani plotl jahodniku na dzus a pyré doSlo jak k poklesu mnozs
fenolickych slodenin obsazenych v plodech, tak i k poklesu anti@xidaktivity,

s vyjimkou tepelného oSeni, kdy doslo k naéstu antioxidani aktivity vliivem tvorby
vedlejSich produkits antioxid&ni aktivitou (89).

Pasobenim latek thymolu, eugenolu a mentholu, obgadew silicich rostlin byla
prodlouZzena doba skladovani pidéragaria ananassa. Thymol vyznama ovliviioval
kvalitu jahod, menthol a eugenol paéteraly fungalni éist. OSatené jahody @y vyssi
obsah cuki, organickych kyselin, fent} antokyari a flavonoidi. Silice také zvysily
antioxidani a antiproliferani aktivitu (inhibice HT-29 butné proliferace) (90).

OSetenim plodi jahodFragaria vesca 2-nonanem (antifungalni nestala slemina
piirozere se vyskytujici v jahodachkbem skladovani ve stalém priesti (¥ teplog 10°C

a 22°C bylo zabramo ristu plisi Botrytis cinerea a také ztrét obsahu antokyan(91).
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6. Agrimonia eupatoria L., obsahové latky a vyuZit

Agrimonia eupatorial ., repik |ékai'sky, Rosaceae

Charakteristika rostliny

Repik Iékasky je vytrvala bylina sifimou, jednoduchou nebo chudtvenou
lodyhou, na které jsou listy zejména v dalasti. Listy jsou lichozp@né, na rubu Sedo- az
béloplstnaté a listky hlavnichiiam jsou ose Sptaté a pilovité. Zlatozluté Ky jsou
uspdadany v konénych klasovitych hroznech, které jsottSinou 50kéte. ZraléceSule
jsou obracetikuzelovité, pitiskle chlupaté s hkky (13).

Kvete odcervna do z& a sbiranogasti je nd (Herba Agrimoniae) (14).

Obsahové latky:

Na’ obsahuje fevazi tiisloviny (min. 5%) a flavonoidy. Charakteristicke/yyskyt
agrimoniinu (10).

V 1 g extraktu bylo nalezeno 2,3 - 8,3 mg fén@2). Celkovy obsaltislovin v nati
Agrimonia eupatoria maze dosahnout az 10,08 %, mnoZzstvi flavodd@iB3 % a
fenolickych kyselin az 2,26 %. Mezi dominantni fecloé kyseliny pati
p-hydroxybenzoova, protokatechova, vanilova a dgenova kyselina. Mezi hlavni
flavonoidy pati luteolin a jeho glykosidy, apigenin glukosid, ak&tin glukosid, kvercetin,
kempferol a jejich glykosidy (10, 93, 94, 95) Agrimonia eupatoria byly dale

identifikovany flavan-3-oly (katechin, prokyanidimyepikatechin-epikatechin-katechin)
(93).

Agrimoniin

Farmakologické aktivita

Repik Iékasky mé adstringentni, protizé&tivé a diuretické &inky, pasobi

protiprajmove a dezinfekné pii infekcich ma@&ovych cest a jater. Viité se uzival jako
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stomachikum a cholagogumij poruchach traveni a latkové v¢my, zevrg se pouziva
jako adstringensipsilné rynt k vyplachu nosu, ke kloktanfiganstech dutiny Ustni,
k obkladim pri koZnich odeninach, hemoroidech, Zilni nedostaesti (pocitu &zkych
nohou) a jako fisada do koupelefikoznich onemoaiich (10, 14, 96).

Antioxida éni aktivita

Flavonoidy a fenolické kyseliny obsazené v extraknhatirepiku lekdéského ukazaly
vyznamnou antioxidani aktivitu. Extrakt velmi rychle reagoval s radisn DPPH,
superoxidovym, peroxylovym, hydroxylovym, hydroxypeidovym radikalem, kyselinou
chlornou a peroxynitritem (97, 98).

Protizanétliva aktivita
U prokyanidirii, kemferol-3-O-(6"-O-p-kumaroyl)-glukosidu a kveticeglykosidi

byla prokazana protizétiiva aktivita (93).

Antivirova aktivita

Vodny vyluh natiAgrimonia eupatoria inhiboval povrchovy antigen viru hepatitidy
typu B. Vyluh gipravovany pi teplot 60°C vykazoval nejvyssi aktivitu. Inhiii aktivita
extraktu se také émila v zavislosti na dabshkéru nati, nejvyssi byla ¥ervenci. Inhibice

byla zjiS€na i uAgrimonia pilosa a Agrimonia coreana pilosella (99).

Hypoaglykémickd aktivita

Uginky exktraktu natiAgrimonia eupatoria na glukzovou homeostazu byly
studovany u zdravych a nemocnych mysSich. Poiggoiku Iékéského vedlo ke snizeni

stupré hyperglykémie u krys s diabetem (100).
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7. Experimentalni ¢ast

7.1. Rostlinny materidl

List ostruziniku, list maliniku, list jahodniku na’ fepiku byly zakoupeny v prodejn

lécivych rostlin, dodavatel Naturadin.

7.2. Chemikélie

Chemikalie pouzité pro stanoveni superoxidu:

Hydrogenfosforénan draselny p.a., LachentzR

Hydroxid draselny p.a., Lachem@R
5-methylfenaziniummethylsulfat Sigma Aldrich (8Btis, MO, USA)
3-nikotinamid adenin dinukleotid Sigma Aldrich (8tis, MO, USA)
Nitrotetrazolinova motl Sigma Aldrich (St. Luis, MO, USA)
Chemikalie pouZité pro stanoveni DPPH
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl Sigma Aldrich (St. Lsii MO, USA)
Methanol p.a, Pent&R

7.3. Standardy

Epigallokatechingaléat - EGCG (Carl Roth GmbH, Karse, NNmecko)
(-)-epikatechin (Carl Roth GmbH, Karlsruheiecko)

(+)-katechin (Carl Roth GmbH, Karlsruheg¢iNecko)

7.4. Fistrojové vybaveni

Analytické vahy KERN, Mmecko

Laboratorni vahy KERN, &mecko

Ultrazvukova lazgé Bendelin Sonorex, Fisher ScientifiéR
Mikrodavkova BIOHIT, Fisher ScientificCR

Dvoupaprskovy UV-VIS spektrofotometr UV 1601 Shiawma, Japonsko
Lyofilizator MLW — LGA 05, Medizintechnik LeipzigNémecko

7.5. Fiprava vyluhu z drogy

3,0 g drogyRubus idaeus jsem v bace @elila 500 ml vrouci vody. Bi&u jsem

piikryla hodinovym skitkem a nechala 30 min vyluhovat, poté jsem vyluhrafiala.
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Vyluh byl vysuSen lyofilizaci a nadale uchovavaexikatoru. Stejny postup jsem pouzila
u extrakfi z drogRubus fruticosus, Fragaria vesca a Agrimonia eupatoria.

7.6 ZhaSeni superoxidového radikalu

Superoxidovy radikal byl generovan reakci 5-mdénaziniummethylsulfatu (PMS) a
nikotinamiduadeninudinukleotidu (NADH).

7.6.1. Riprava ¢inidel pro stanoveni antioxidani aktivity
VSechn&inidla byla gripravena v den gteni.
Pufr KH,PO, 19 mM, pH 7,4:
2,6 g KHPO, jsem rozpustila ve vaéda doplnila do objemu 1000,0 ml. pH 7,4 jsem

,,,,,

Roztok NADH 166uM:
Navazila jsem 7,0 mg NADH do 10,0 ml kalibrovak@mavky, doplnila pufrem a

roztok jsem nechala 10 minut rozpaii$t ultrazvukové lazni. Poté jsem zkumavku
zabalila do alobalu a dala do ledu.
Roztok NBT 43M (Nitrotetrazolova mofj:

3,3 mg latky jsem rozpustila v 50,0 ml pufru. Rizfsem uchovavala v alobalem

obalené Erlenmayeré\baice.
Roztok PMS 2,1M (N-methylphenazonium methylsulfat):

Navézila jsem 0,01 g latky a rozpustila v 1,0 nifirp. Poté jsem vypsitala,
v jakém mnozZzstvi tohoto roztoku je obsazen 1,0 M& R odpovidajici objem roztoku
jsem grevedla do ependorfky a doplnila do 1,0 ml pufrentiolZoto roztoku jsem odétila
250ul, prevedla do alobalem obalené Erlenmayerowukiga doplnila ho pufrem do

objemu 50,0 ml.

7.6.2. Vzorek hodnocené drogy

Ve 4 ml pufru KHPO, jsem rozpustila 0,0202 g lyofylizaRubi idaei folium. Ve
stejném mnozstvi pufru jsem rozpustila 0,010 gylywatu Agrimoniae herba. Pro
rozpuséni 0,0040 g lyofylizatuRubi fruticosi foliuma pro 0,0080 g lyofylizatkragariae
foliumjsem pouzila 10 ml pufru K#PO,. Roztoky jsem vzdyiefiltrovala a pro nasledné

meieni jefedila.
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7.6.3. Roztoky standard
Jednotli¥ jsem v 10 ml pufru rozpustila 0,002 g EGCG, 0,01(2)-epikatechinu a
0,012 g (+)-katechinu. Pro dalSEfani jsem roztoky daldila.

7.6.4. Méreni antioxidani aktivity

7.6.4.1. Antioxidani aktivita kontrolniho vzorku
Nejprve jsem zjiovala aktivitu kontrolniho vzorku. Do kyvety jseragtupré

odnetrovala roztoky v nasledujicim faudi:

Slepy kontrolni vzorek:

150ul roztoku pufru KHPO, 19 mM, pH 7,4

150ul roztoku NADH 166uM

450pl roztoku NBT 43uM

150l roztoku pufru KBPO, 19 mM, pH 7,4

Kontrolni vzorek:

150ul roztoku pufru KHPO, 19 mM, pH 7,4

150l roztoku NADH 166uM

450ul roztoku NBT 43uM

150ul roztoku PMS 2,1M

M¢teni jsem provatla vzdy tikrat, a to ihned poifdani PMS u kontrolniho vzorku.

Absorbanci jsem z#tila po 2 minutach ve dvoupaprskovém spektrofotometr
nastaveném na kinetickou funkctj pinové délce 560 nm,ippokojove teplat.

7.6.4.2. Antioxid&ni aktivita vzork @
Nasledr jsem n&fila aktivitu vzorki. Odneienim roztok do kyvet jsem fipravila

slepy vzorek a vzorek stanovované drogy dle uvduzpéadi:

Slepy vzorek:
150ul roztoku vzorku

150l roztoku NADH 166uM
450ul roztoku NBT 43uM
150ul roztoku pufru KHPO, 19 mM, pH 7,4
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Vzorek:

150l roztoku vzorku

150ul roztoku NADH 166uM
450ul roztoku NBT 43uM
150ul roztoku PMS 2,1M

Za stejnych podminek jsem provedla&ani pro vzorek, a to vzdyikrat pro kazdou
koncentraci.

Aktivitu standard jsem ngtila za stejnych podminek jako aktivitu vzorku.

Vysledky jsem vyjatlla v procentech inhibice redukce NBT v porovnakoatrolnim
vzorkem.

Inhibici redukce NBTjsem vypditala podle vzorce:

% inhibice redukce NBT = (1— %} 100

kde:
Av ... nafist absorbance vzorkudase t = 2 min

Ak ... nafist absorbance kontrolniho vzorkdase t = 2 min

Vysledky n&teni aktivity pro drogurubii idael foliumjsou uvedeny v tabulkach 20,
21, 22 a grafd. 1.

Vysledky n&teni aktivity pro drogurubii fruticosii foliumjsou uvedeny v tabulkach
¢. 23, 24, 25 a grafa 2.

Vysledky n&teni aktivity pro drogurragariae folium jsou uvedeny v tabulkach 26,
27, 28 a grafi. 3.

Vysledky n&teni aktivity pro drogudgrimoniae herba jsou uvedeny v tabulkach
29, 30, 31 grafd. 4.

Jako porovnévaci latky byly pouzity EGCG, (-)-egigchin a (+)-katechin. Vysledky
uvadi tabulky. 32 — 40 a grafg. 5- 7.

Hodnotu 1G5 u jednotlivych vzork jsem odeéetla z grafu.

42



7.7. ZhaSeni radikalu DPPH

7.7.1. Riprava zakladniho roztoku DPPH

0,05 g DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) 90% seozpustila v 25,0 ml methanolu
a pro uplné rozpu&hi jsem roztok nechala 5 minut v ultrazvukové lagd ochlazeni
jsem doplnila objem do 25,0 ml methanolem a takijpraveny roztok jsem uchovéavala v
lednici.

V kazdém dni néreni jsem zrétila absorbanci (ifp A = 517 nm) kontrolniho vzorku
proti methanolu. Kontrolni vzorek byl tien 0,2 ml zakladniho roztoku DPPH a 4,8 ml

methanolu. Vzorek jsem nechala 30 min stat vedrpoté jsem zgila jeho absorbanci.

7.7.2. Vlastni vzorek
0,005 g lyofylizovaného vzorkur(bii idaei folium, Rubii fruticosii folium, Fragariae
folium, Agrimoniae herba) jsem rozpustila v 10,0 ml methanolu, roztok jsaefifirovala

a vzorek daléedila.

7.7.3. Roztoky standard
Jednotli¢ 0,005 g EGCG, 0,005 g (-)-epikatechinu a 0,005)ekbtechinu jsem

rozpustila v 10,0 ml methanolu a pro dal&iremi jsem roztoky daliedila.

7.7.4. Stanoveni antiradikalové aktivity

Do 5,0 ml odmdrnych bagk jsem odngtila methanolové vzorky jednotlivych vylih
drog a standafdv mnoZzstvi od 0,05 do 0,55 mkigala jsem 0,2 ml zadkladniho roztoku
DPPH a doplnila do objemu 5 ml methanolem. @avé baiky jsem nechala ve tpo
dobu 30 minut. Poté jsem 2ziila jejich absorbanciipvinové délce 517 nm proti slepému
vzorku — methanolu.

Z nangienych hodnot jsem vygdala procento redukce DPRiddle vzorce:

% redukce DPPH = (1—%) 100 kde, Av = absorbance vzorku

Ak = absorbance kontrolniho vzorku

Vysledek ngieni pro drogliRubii idael folium je uveden v take. 41 a grafie. 8.
Vysledek ngieni pro droglRubii fruticosii foliumje uveden v tak:. 42 a grafle.9.
Vysledek n&ieni pro drogu Fagariae folium je uveden v take. 43 a grafie. 10.
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Vysledek ngieni pro drogu grimoniae herba je uveden v take. 44 a grafw. 11.
Jako porovnavaci latky byly pouzity EGCG, (-)-egigchin, (+)-katechin. Vysledky
uvadi tabulky. 45 — 47 a grafy. 12 - 14.

Ze sngrnice @imky jsem vypditala hodnotu I& u jednotlivych vzork.
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8. Vysledky

8.1. ZhaSeni superoxidového radikalu
8.1.1. Aktivita vzorku Rubi idaei folium

Tabg.20: Vzoreks.1

I. RUBUS IDEAEUS

navazka m = 0,0202 g

Antiradikalova aktivita

jednotlivych koncentraci vzorku

KONTROLA 420ug/ml 230 pg/ml |105 pg/ml | 53ug/ml | 26pg/ml
0,244 0,01 0,059 0,113 0,086 0,214
0,244 0,243 0,017 0,057 0,058 0,244 0,216
0,242 0,007 0,055 0,093 0,103 0,194
pramér | 0,011 0,057 0,088 0,144 0,208
NBT (%) | 95,34 76,58 63,84 40,68 14,52

Tabg.21: Vzoreke.2

II. RUBUS IDEAEUS

navazka m = 0,0202 g

Antiradikalova aktivita

jednotlivych koncentraci vzorku

KONTROLA 420pg/ml {230 pg/ml |105pg/ml (53 pg/ml |26 pg/ml
0,172 0,014 0,029 0,044 0,105 0,230
0,161| 0,164 0,017 0,032 0,052 0,109 0,194
0,160 0,016 0,028 0,048 0,120 0,174
pramér 0,016 0,030 0,048 0,111 0,199
NBT (%) 90,47 81,95 70,79 32,25 -21,30
Tab¢.22: Piimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentraceig/ml 420ug/ml | 230pg/ml  |105pg/ml {53 pg/ml (26 pg/ml
inhibice redukce NBT % 92,90 79,26 67,31 36,47 -3,389
smérodatna odchylka 2,438 2,686 3,478 4,217 17,909

Graf&.1: Vliv extraktuRubi idaei folium na inhibici redukce NBT
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8.1.2. Aktivita vzorku Rubi fruticosi folium

Tabg.23: Vzoreks.1

I. RUBUS FRUTICOSUS

navazka m = 0,004 g

Antiradikalova aktivita

jednotlivych koncentraci vzorku

KONTROLA 200ug/ml | 100pg/ml 75 pg/mi 50 pg/ml 37,5 ug/mi
0,231 0,027 0,053 0,116 0,118 0,148
0,214 0,214 0,035 0,051 0,106 0,126 0,130
0,198 0,020 0,058 0,104 0,106 0,150
pramér 0,027 0,054 0,109 0,117 0,143
NBT (%) 87,25 74,81 49,30 45,57 33,44

Tabg.24: Vzoreke.2

Il. RUBUS FRUTICOSUS

navazka m = 0,004 g

Antiradikalova aktivita

jednotlivych koncentraci vzorku

KONTROLA 200ug/ml | 100pg/ml 75 pg/ml 50 pg/mi 37,5 yg/mi
0,178 0,024 0,058 0,134 0,133 0,174
0,168 0,170 0,032 0,053 0,118 0,128 0,158
0,165 0,029 0,063 0,070 0,136 0,200
pramér 0,028 0,058 0,107 0,132 0,177
NBT (%) 83,37 65,95 36,99 22,31 -4,11
Tab¢.25: Pimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace pyg/ml 200pg/ml 100 pg/ml 75 pg/ml 50 ug/ml  |37,5 pg/ml
inhibice redukce NBT % 85,31 70,38 43,14 33,94 14,66
smérodatna odchylka 1,941 4,428 6,157 11,629 18,773

Graf ¢.2 Vliv extraktuRubi fruticosi folium na inhibici redukce NBT
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8.1.3. Aktivita vzorku Fragariae folium

Tabg.26: Vzoreks.1

navazka m = 0,008 g
I. FRAGARIA VESCA Antiradikalova aktivita  jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 200ug/ml | 100pg/ml |70 ug/ml |50 ug/ml |25 ug/ml |10 pg/ml
0,253 0,051 0,074 0,103 0,148 0,229 0,230
0,250 0,254 0,053 0,077 0,095 0,137 0,213 0,232
0,258 0,043 0,065 0,110 0,145 0,215 0,227
primér 0,049 0,072 0,103 0,143 0,219 0,230
NBT (%) 80,68 71,62 59,53 43,50 13,67 9,46
Tab¢.27: Vzoreke.2
navazka m = 0,008 g
Il. FRAGARIA VESCA Antiradikalova aktivita  jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 200pg/ml | 100pg/ml |70 pug/ml |50 ug/ml |25 pug/ml |10 pg/ml
0,363 0,060 0,114 0,160 0,209 0,293 0,316
0,347 0,352 0,071 0,116 0,160 0,185 0,298 0,302
0,347 0,060 0,114 0,171 0,195 0,271 0,284
pramér 0,064 0,115 0,164 0,196 0,287 0,301
NBT (%) 81,93 67,46 53,55 44,28 18,45 14,66
Tab¢.28: Piimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace ug/ml 200 pg/ml | 100 pg/ml | 70 pg/ml | 50 pg/ml | 25 pg/ml | 10 pg/ml
inhibice redukce NBT % 81,31 69,54 56,54 43,89 16,06 12,06
smérodatnd odchylka 0,623 2,081 2,990 0,390 2,391 2,601

Graf¢.3: Vliv extraktuFragariae folium na inhibici redukce NBT
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8.1.4. Aktivita vzorku Agrimoniae herba

Tabg.29: Vzoreks. 1

navazka m = 0,0100 g
[.LAGRIMONIA EUPATORIA | Antiradikalova aktivita  jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 625pg/ml  |312,5pug/ml  |156,3 pg/ml |78,13 yg/ml  |39,1 pg/ml
0,158 0,021 0,049 0,053 0,107 0,179
0,184 0,175 0,015 0,048 0,055 0,112 0,180
0,184 0,007 0,049 0,086 0,101 0,224
prameér 0,014 0,049 0,065 0,107 0,194
NBT (%) 91,83 72,24 63,12 39,16 -10,84

Tabg.30: Vzoreke.2

navazka m =0,0100 g
IILAGRIMONIA EUPATORIA | Antiradikalovéa aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 625 ug/ml |312,5pg/ml |156,3ug/ml  |78,13 ug/ml [39,1 yg/ml
0,143 0,022 0,030 0,046 0,097 0,156
0,174 0,166 0,011 0,032 0,049 0,082 0,168
0,182 0,012 0,036 0,056 0,082 0,172
pramér 0,015 0,033 0,050 0,087 0,165
NBT (%) 90,98 80,36 69,74 47,70 0,60
Tab¢.31: Pimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace pyg/ml 625ug/ml |312,5ug/ml |156,3ug/ml [78,13pg/ml 39,1 pg/ml
inhibice redukce NBT % 91,40 76,30 66,43 43,43 -5,12
smérodatna odchylka 0,422 4,059 3,311 4,266 5,719

Graf¢.4: Vliv extraktuAgrimoniae herba na inhibici redukce NBT
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Standardy
8.1.5. Aktivita epigalokatechin galatu

Tabg.32: Vzoreks.1

) navazka m = 0,002 g
I. EPIGALOKATECHIN GALAT | Antiradikéalova aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 100pg/ml | 50pg/ml | 25ug/ml | 12,5pg/ml | 6,25ug/ml | 3,13pg/ml
0,130 0,027 0,056 0,065 0,103 0,134 0,180
0,158 0,149 0,022 0,046 0,071 0,108 0,123 0,156
0,158 0,013 0,044 0,070 0,084 0,104
0,021 0,049 0,069 0,098 0,120 0,168
NBT (%) 86,10 67,26 53,81 33,86 19,06 -13,00
Tab¢.33: Vrozeke.2
) navazka m = 0,002 g
Il. EPIGALOKATECHIN GALAT | Antiradikalova aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 100pg/ml | 50pg/ml | 25ug/ml | 12,5pg/ml | 6,25ug/ml | 3,13pg/ml
0,148 0,023 0,030 0,049 0,079 0,118 0,198
0,183 0,155 0,009 0,032 0,048 0,095 0,099 0,180
0,135 0,003 0,037 0,036 0,080 0,110 0,203
pramér 0,012 0,033 0,044 0,085 0,109 0,194
NBT (%) 92,49 78,76 71,46 45,49 29,83 -24,68

Tab¢.34: Piimérné hodnoty inhibice redukce NBT

koncentrace pyg/ml 100pg/ml | 50pg/ml |25 pug/ml |12,5ug/ml 6,25 ug/ml | 3,13ug/ml
inhibice redukce NBT % 89,29 73,01 62,64 39,68 24,44 -18,84
smérodatna odchylka 3,195 5,745 8,824 5,819 5,385 5,837

Graf&.5: kinek EGCG na redukci NBT
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8.1.6.Aktivita (-)-epikatechinu

Tabg.35: Vzoreks. 1

navazkam = 0,012 g
I. (-)-EPIKATECHIN Antiradikalova aktivita  jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 1200pg/ml  |600 pg/ml  [300 pug/ml  |150 ug/ml |75 pg/ml |37,5 pg/ml
0,269 0,032 0,055 0,093 0,151 0,155 0,201
0,232 0,249 0,032 0,071 0,119 0,147 0,158 0,216
0,246 0,032 0,052 0,100 0,161 0,164 0,186
pramér 0,032 0,059 0,104 0,153 0,159 0,201
NBT (%) 87,15 76,17 58,23 38,55 36,14 19,28
Tab¢.36: Vzoreke.2
navazkam =0,012g
1. (-)-EPIKATECHIN Antiradikalové aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 1200pg/ml [600 pg/ml [300 pg/ml |150 yg/ml |75 pg/ml |37,5 pg/ml
0,269 0,022 0,049 0,099 0,115 0,155 0,174
0,232 0,249 0,031 0,049 0,095 0,125 0,152 0,186
0,246 0,018 0,056 0,102 0,119 0,146 0,168
pramér 0,024 0,051 0,099 0,120 0,151 0,176
NBT (%) 90,50 79,38 60,37 51,94 39,36 29,32
Tab¢.37: Piimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace pyg/ml 1200pg/ml | 600pg/ml | 300pg/ml | 150pg/ml | 75pg/ml | 37,5pug/mi
inhibice redukce NBT % 88,82 77,78 59,30 45,25 37,75 24,30
smérodatna odchylka 1,673 1,606 1,071 6,693 1,606 5,020
Graf&.6: kinek (-)-epikatechinu na redukci NBT
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8.1.7.Aktivita (+)-katechinu

Tabg.38: Vzoreks. 1

navazkam =0,012 g
I. (+)-KATECHIN Antiradikalova aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 1200pg/ml  [600 pug/ml [300 ug/ml  |150 pug/ml |75 pg/ml  |37,5 pg/ml
0,273 0,033 0,067 0,119 0,168 0,218 0,227
0,289 0,281 0,039 0,061 0,109 0,152 0,198 0,240
0,280 0,032 0,067 0,111 0,158 0,192 0,222
0,035 0,065 0,113 0,159 0,203 0,230
NBT (%) 87,65 76,84 59,74 43,23 27,79 18,17
Tab¢.39: Vzoreke.2
navazkam =0,012g
I. (+)-KATECHIN Antiradikalové aktivita jednotlivych koncentraci vzorku
KONTROLA 1200pg/ml 600 pg/ml |300 ug/ml 150 pg/ml |75 pg/ml |37,5 pg/ml
0,215 0,033 0,072 0,101 0,134 0,169 0,213
0,227 0,221 0,032 0,067 0,101 0,155 0,169 0,219
0,221 0,026 0,051 0,116 0,155 0,186 0,213
pramér 0,030 0,063 0,106 0,148 0,175 0,215
NBT (%) 86,27 71,34 52,04 33,03 20,97 2,71
Tab¢.40: Pimérné hodnoty inhibice redukce NBT
koncentrace pg/ml 1200pg/ml  |600 ug/ml  |300 pg/ml {150 pg/ml |75 pg/ml | 37,5ug/ml
inhibice redukce NBT % 86,96 74,09 55,89 38,13 24,38 10,44
smérodatna odchylka 0,687 2,749 3,851 5,099 3,413 7,728

Graf¢.7: Kinek (+)-katechinu na redukci NBT
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8.2. ZhasSeni DPPH radikalu

8.2.1. Aktivita vzorku Rubi idaei folium

Tab¢.41: Hodnoty antiradikalové aktivity vyluhrubi idaei folium

RUBUS IDEAEUS |navé2ka m = 0,005 g
DPPH = 0,9607
Koncentrace

Objem vzorku Absorbance | Absorbance Pramérna

vzorku (ml) | (mg/ml) vzorku | vzorku Il AAL (%) |AAIL (%) |AA (%)
0,05 26,32 0,8473 0,8510 11,80 11,42 11,61
0,10 55,56 0,7012 0,7535 27,01 21,57 24,29
0,15 88,24 0,5548 0,6183 42,25 35,64 38,95
0,20 125,00 0,4161 0,5493 56,69 42,82 49,76
0,25 166,67 0,2957 0,4181 69,22 56,48 62,85
0,30 214,29 0,2147 0,3391 77,65 64,70 71,18
0,35 269,23 0,1292 0,2769 86,55 71,18 78,86
0,40 333,33 0,1029 0,2034 89,29 78,83 84,06

Graf ¢.8: Zavislost antiradikélové aktivity na koncentragluhu drogyRubi idaei folium
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8.2.2. Aktivita vzorku Rubi fruticosus folium

Tab¢.42: Hodnoty antiradikalové aktivity vyluhrubi fruticosi folium

RUBUS FRUTICOSUS

|navé2ka m = 0,005 g

DPPH = 0,9607

Objem Koncentrace Absorbance Absorbance Prameérna

vzorku (ml) |vzorku (pg/ml) |vzorku I vzorku Il AA L (%) | AA L (%) | AA (%)
0,05 26,32 0,8522 0,8191 11,29 14,74 13,02
0,10 55,56 0,7090 0,6687 26,20 30,39 28,30
0,15 88,24 0,5353 0,5028 44,28 47,66 45,97
0,20 125,00 0,3735 0,3398 61,12 64,63 62,88
0,25 166,67 0,1877 0,2301 80,46 76,05 78,26
0,30 214,29 0,1211 0,1335 87,39 86,10 86,75

Graf ¢.9: Zavislost antiradik&loveé aktivity na koncentregluhu drogyRubi fruticosi

folium
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8.2.3. Aktivita vzorku Fragariae folium

Tab¢.43: Hodnoty antiradikalové aktivity vyluhHeragariae folium

FRAGARIA VESCA

| navazka m = 0,005 g

DPPH = 0,9607

Objem Koncentrace Absorbance Absorbance Prameérna

vzorku (ml) |vzorku (pg/ml) |vzorku I vzorku Il AA L (%) | AA L (%) | AA (%)
0,05 26,32 0,7556 0,8867 21,35 7,70 14,53
0,10 55,56 0,6235 0,6921 35,10 27,96 31,53
0,15 88,24 0,4651 0,5424 51,59 43,54 47,56
0,20 125,00 0,3077 0,3942 67,97 58,97 63,47
0,25 166,67 0,1180 0,2932 87,72 69,48 78,60
0,30 214,29 0,0992 0,1475 89,67 84,65 87,16

Graf¢.10: Zavislost antiradikalové aktivity na koncewtrayluhu drogyFragariae folium
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8.2.4. Aktivita vzorku Agrimoniae herba

Tab¢.44: Hodnoty antiradikalové aktivity vyluhgrimoniae herba

AGRIMONIA EUPATORIA

| navazka m = 0,005 g

DPPH = 0,9607

Objem Koncentrace Absorbance Absorbance Prameérna

vzorku (ml) |vzorku (pg/ml) |vzorku I vzorku Il AA L (%) |AATL (%) | AA (%)
0,05 26,32 0,8247 0,8132 14,16 15,35 14,75
0,10 55,56 0,5957 0,6484 37,99 32,51 35,25
0,15 88,24 0,4347 0,4492 54,75 53,24 54,00
0,20 125,00 0,2598 0,2482 72,96 74,16 73,56
0,25 166,67 0,1865 0,1572 80,59 83,64 82,11

Graf¢.11: Zavislost antiradikalové aktivity na koncewirayluhu drogyAgrimoniae herba
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Standardy

8.2.5. Aktivita epigalokatechin galatu (EGCG)

Tab¢.45: Hodnoty antiradikalové aktivity EGCG

EPIGALOKATECHIN GALAT (EGCG)

| navazka m = 0,005 g

DPPH = 0,9607

Objem Odpovidajici Absorbance | Absorbance Pramérna

vzorku (ml) | mnozstvi ( ug) |vzorku | vzorku Il AA L (%) |AATL (%) | AA (%)
0,05 0,694 0,8776 1,0178 8,65 5,58 7,11
0,10 1,389 0,7683 0,8269 20,03 23,29 21,66
0,15 2,083 0,5995 0,6505 37,60 39,65 38,62
0,20 2,778 0,465 0,5585 51,60 48,19 49,89
0,25 3,472 0,3319 0,4088 65,45 62,07 63,76
0,30 4,167 0,2388 0,3307 75,14 69,32 72,23
0,35 4,861 0,149 0,2505 84,49 76,76 80,63
0,40 5,556 0,0681 0,0933 92,91 91,34 92,13

Graf ¢.12: Zavislost antiradikalové aktivity na koncectreCGC
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8.2.6. Aktivita (-)-epikatechinu

Tab¢.46: Hodnoty antiradikalové aktivity (-)-Epikateoli

(-)-EPIKATECHIN

| navazka m = 0,005 g

DPPH =1,02

Objem Odpovidajici Absorbance | Absorbance Pramérna

vzorku (ml) | mnozstvi ( ug) |vzorku | vzorku Il AAL (%) [|AATlL (%) |AA (%)
0,05 1,000 0,8611 0,9087 15,58 15,70 15,64
0,10 2,000 0,7318 0,7715 28,25 28,43 28,34
0,15 3,000 0,6074 0,6619 40,45 38,59 39,52
0,20 4,000 0,4989 0,5636 51,09 47,71 49,40
0,25 5,000 0,2954 0,4858 71,04 54,93 62,99
0,30 6,000 0,2897 0,3690 71,60 65,77 68,68
0,35 7,000 0,1774 0,2284 82,61 78,81 80,71
0,40 8,000 0,1687 0,2185 83,46 79,73 81,59
0,45 9,000 0,0651 0,1329 93,62 87,67 90,64

Graf ¢.13: Zavislost antiradikalové aktivity na koncestrg)-epikatechinu
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8.2.7.Aktivita (+)-katechinu

Tab¢.47: Hodnoty antiradikalové aktivity (+)-Katechinu

(+)-KATECHIN | navazka m = 0,005 g

DPPH = 1,0779

Objem Odpovidajici Absorbance | Absorbance Prameérna

vzorku (ml) | mnozstvi ( ug) |vzorku | vzorku Il AA L (%) |AATL (%) | AA (%)
0,05 1,000 0,9983 1,052 7,38 2,40 4,89
0,10 2,000 0,8571 0,9202 20,48 14,63 17,56
0,15 3,000 0,7733 0,8121 28,26 24,66 26,46
0,20 4,000 0,7269 0,7423 32,56 31,13 31,85
0,25 5,000 0,5514 0,6239 48,84 42,12 45,48
0,30 6,000 0,397 0,5317 63,17 50,67 56,92
0,35 7,000 0,4485 0,4656 58,39 56,80 57,60
0,40 8,000 0,3064 0,3718 71,57 65,51 68,54
0,45 9,000 0,2366 0,2778 78,05 74,23 76,14
0,50 10,000 0,1071 0,1934 90,06 82,06 86,06
0,55 11,000 0,1151 0,1135 89,32 89,47 89,40

Graf¢.14: Zavislost antiradikalové aktivity na konceuwtrgt)-katechinu
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9. Diskuze

Oxidani stres vznikajici nerovnovahou mezi volnymi radijka antioxidanty se stava
v dnesni do® velkym problémem celé populacdelaha volnych radikél ale i
antioxidanti miZze zpisobovat vazné posSkozeni organisméinsZ se zvysuje i pet
civilizacnich onemoc#ni. Volné radikaly, které vznikajn vivo, maji celouradu
fyziologickych funkci (nap Cast v protizagtlivych procesech),figsto jejich hlavnim
projevem je negativniggobeni na biologicky vyznamné steminy, kdy pozmiuji jejich
struktury a tim modifikuji jejich funkce. Nasledkgepak vazné poskozeni organismu (1).

Samy reparativni procesy nemohouggfiminovat poSkozeni biomolekul, a proto
piijem antioxidani hraje vyznamnou rolifpochrarg pred negativni fisobenim volnych
radikali. Jsou-li antioxidantyifitomny v organismu v malych koncentracich, ve séown
s latkami, jez maji chranit, mohou zatiwaat nebo omezovat oxidativni destrukaitto
latek (1).

Kromé endogennich antioxidainako nap. enzymy glutathionperoxidaza,
superoxiddismutaza, kyselina towa, koenzym g a dalsi, na vyznamu v posledni dob
nabyvaji pirodni latky s antioxidanimi (inky. Dilezité jsou ty, které jsouifimany
spole&né s potravou. Mezi n&astjSi pati vitaminy C, E, karotenoidy a polyfenolické
sloweniny. Zdrojemdchto latek jsou zelenina, ovoce, vlaknitaj, vino a aromatické a
lécive rostliny. Vedle hodnoceni antioxigtdch vlastnostéistych latek je proto zajem
poznat i antioxide&ni aktivitu rostlinnych extrakt Antioxidacni aktivita latekin vitro je
pravéEpodobrg odliSnéd od antioxidani aktivity in vivo po jejich podani do organismu.
Vysledna aktivita je ovlivéna zngénami, kterymi latky v organismu podléhaji vapéhu
vstrebavani a metabolismu (1).

Ve své préci jsem se zéfila na studium antiradikéloveé aktivitiislovinnych drog
Rubi idaei folium, Rubi fruticosi folium, Fragariae folium a Agrimoniae herba. Diky
vysokému obsahdislovin v €chto drogach je jejich hlavnintinkem adstringentni
pusobeni a vyuzZivaji se protdi porareni a zatech fizného charakteru. V posledni @ob
se také ukazala vyznamna antioxidizaktivita tislovin. Bylo dok&dzano, Ze inhibuji
superoxidovy radikal a lipoxygenazu veéest potkari a kondenzovandisloviny inhibuji
lipidovou peroxidaci potkanich jaternich Bn(10). U vySe jmenovanych drog byla v této
praci antiradikalova aktivita zfgvana s vyuzitim metody zhaseni superoxidového
radikalu a radikalu DPPH. Pro porovnani antiradikélaktivity byly pouzity standardy
epigalokatechin galat, (-)-epikatechin a (+)-katech
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Superoxidovy radikal byl generovan neenzymatisggtémem NADH/PMS
(nikotinamidadenindinukleotid a 5 — methylphenazini— methyl - sulfat) podle reakce:
NADH + H" + PMS— NAD* + PMSH, [4]

PMSH, + 2@ — PMS + 2@ + 2H [5]
Superoxid dale redukoval nitrotetrazolinovou h{(dBT) na mode zbarveny formazan a
tato zn¢na zbarveni byla stanovovana spektrofotometrigkylpové délce 560 nm.

Studovaneé vyluhy drog a standardy zhasSely supgowyiradikal v zavislosti na
koncentraci a vysledky &eni inhibice superoxidového radikalu jsou uvedengbuc. 20
- 31 a grafeck. 1 - 4. Pro porovnani jednotlivych aktivit bylyaitieny hodnoty 1Gs,
které jsou uvedeny v tabh 48 a grafw. 15.

Tab¢. 48: Antiradikalova aktivita vodnych extrdikdrog a standatd

Vodny extrakt IC 25 (ng/ml)

Fragariae folium 33,60

Rubi idaei folium 41,00

Rubi fruticos folium | 42,95

Agrimoniae herba 59,20

EGCG 6,30
(-)-epikatechin 39,35
(+)-katechin 77,90

Graf¢. 15: Porovnani antiradikalové aktivity pomoci hotltCys (ug/ml)
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NejveétSi antiradikalovou aktivitu ukazal extraktagariae folium s 1G5 33,6 ug/ml.

1,7x mensi a nejslabsi schopnost inhibice supenoxylazoval vodny extrakdgrimoniae
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herba (1C,5 59,25ug/ml). U standardl mél nejvyssi aktivitu epigalokatechin galéat

(IC2s 6,3 ug/ml), jehoz aktivita byla 5,3x vysSi neZ aktivtadného extraktrragariae
foliuma 9,4x vySSi nez vodny extrakgrimoniae herba. Nejnizsi aktivity dosahoval
(+)-katechin s 1G5 77,9ug/ml, (-)-epikatechin (1g 39,35ug/ml) meél srovnatelné hodnoty
s mefenymi exktrakty drog.

DalSi metodou pro zji&hi antiradikalové aktivity studovanych drog bylatoua
zhaSeni DPPH radikalu. Vysledkytani jsou uvedeny v tab. 41 - 44 a grafect. 8 - 11.
Hodnoty koncentraci extraka standanil pii 50 % inhibici radikalu jsou uvedeny
v tabulcec. 49 a grafié. 16.

Tab¢. 49: Antiradikalova aktivita vodnych extradikdirog a standatd

Vodny extrakt IC 50 (ug/ml)

Agrimoniae herba 91,95

Fragariae folium 102,94

Rubi fruticosi folium | 106,40

Rubi idaei folium 148,40

EGCG 4,10
(-)-epikatechin 5,93
(+)-katechin 9,90

Graf¢. 15: Porovnani antiradikalové aktivity pomoci hotltCsq (ug/ml)
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ICs0 148,40ug/ml. Ze standardradikal DPPH nejsilgi zhaSel epigalokatechin galat
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(ICs0 4,10ug/ml), coZ pedstavovalo 22x&tSi aktivitu nez vodny extral&grimoniae
herba a 25x vetSi aktivitu nez extrakt drogyagariae folium, dale (-)-epikatechin s
ICs0 5,93ug/ml a (+)-katechin s 165 9,90ug/ml.

Zjisténa antiradikalova aktivita extraktlrog je dana obsahefady latek, jejichz
antioxid&ni aktivita jiz byla experimentatrpotvrzena. Vedlgislovin jsou to zejména
flavonoidy a hydroxyskiicoveé kyseliny, kteréigchazeji do vodnych vylite drog.
Zjisténi schopnosti fsobit proti volnym radik&@im, zejména superoxidovému radikalu
muze Fispet k objasini podstaty biologické aktivity u staykteré jsou spojeny s

puasobenim volnych radikél
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10. Zawr

V praci byla hodnocena antiradikalova aktivita mgch vyluhi téislovinnych drog
Rubi idaei folium, Rubi fruticosi folium, Fragariae folium a Argimoniae herba na zaklad
schopnosti zhaSet superoxidovy a DPPH radikal.

Superoxidovy radikal byl generovan reakci NADHM®/ NBT. Zhaseni
superoxidoveho radikalu apobovaly vSechny vyluhy, nejvyssi aktivit@iwodny vyluh
Fragariae folium s 1G5 33,60ug/ml, daleRubi idaei folium (IC25 41,00ug/ml), Rubi
fruticos folium (1C25 42,95ug/ml) aAgrimoniae herba s 1G5 59,20ug/ml.

Antiradikalové aktivita testovanych standardici superoxidovému radikélu klesala v
tomto pdadi: EGCG s 1g56,30ug/ml, (-)-epikatechin s Igg 39,30ug/ml a (+)-katechin s
IC2577,90ug/ml.

Nejvyssi aktivitu wéi DPPH radikalu vykazoval vodny extrakgrimoniae herba s
ICs0 81,00pg/ml. U dalSich extraktklesala aktivita: 16 93,90ug/ml uFragariae folium,
ICs50 96,5ug/ml uRubi fruticos foliuma 1G5p 125,15ug/ml uRubi idaei folium.

U standard klesala aktivita v pi@adi: EGCG s 1&g 3,45ug/ml, (-)-epikatechin s
ICs50 5,10ug/ml a (+)-katechin s 165 7,35ug/ml.

VSechny testované extrakty prokazaly antiradikaloaktivitu \aci radikalu DPPH a

superoxidu.
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12. Abstrakt

Experimentalni a klinické praceéipaseji dikazy o vyznamném postaveni volnych
radikal, zejména reaktivnich forem kysliku v patogertadiy onemoceni. Nafist
poznatki o Uloze volnych radikélv organismu a otgledcich jejich negativnihaipobeni
s sebou Pnasi i stoupajici zajem o hledani novych latektsoaidacni aktivitou.

Predmétem této prace je testovani antiradikalové aktiviagnych extrakt z drog
Rubi idael folium, Rubi fruticosi folium, Fragariae foliumaAgrimoniae herba.

Tyto drogy se v terapii vyuZivaji diky vysokémusahu fislovin a flavonoid jako
adstringenciaip lécb¢ zarett a poragni negastji ve forme vodnych vylulii. Pro zjiseéni
antiradikalové aktivity vodnych extrakiz drog byla sledovana aktivitadi radikalu
DPPH a superoxidu. Jako porovnavaci latky byly ggwepigalokatechin galat,
(-)-epikatechin a (+)-katechin.

U vSech testovanych drog byla zji$a antioxidani aktivita fizné intenzity.

Vuci radikalu DPPH byl nejkinnéjSi extraktAgrimoniae herba s 1Go= 91,95ug/ml.
Aktivita testovanych drog déale klesala viadi Fragariae folium ICso= 102,94ug/ml,
Rubi fruticosi folium IC50= 106,40ug/ml aRubi idaei folium ICso= 148,40ug/ml. Aktivita
standard klesala v p#adi epigalokatechin galat 4= 4,10ug/ml, (-)-epikatechin
ICs50=5,93ug/ml a (+)-katechin Ig=9,90ug/ml.

NejvysSsi aktivitu wici superoxidovému radikalu ghextraktFragariae folium (1C5=
33,60ug/ml), a daleRubi idael folium (IC,5= 41,00ug/ml), Rubi fruticosi folium
(IC25=42,95ug/ml) aAgrimoniae herba (IC,5= 59,20ug/ml). Aktivita standard klesala
v paradi epigalokatechin galat 6= 6,30ug/ml, (-)-epikatechin 1g5= 39,35ug/ml a
(+)-katechin 1Gs= 77,90ug/ml.

Antiradikalova aktivita, zejména aktivitai§i superoxidu, nebyla u vodnych extrakt

studovanych drog dosud popséana.
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The experimental and clinical studies are bringiaglence of significant role of free
radicals, especially reactive forms of oxygen ithpgenesis of whole range of diseases.
Information accumulation regarding the role of fradicals in organism and of
consequences of their negative effect brings witinareased interest in searching of new
substances with antioxidant activity.

The subject of this work is testing antiradicaivaty of aqueous extracts from drugs
Rubi idael folium, Rubi fruticosi folium, Fragariae folium, andAgrimoniae herba.

These drugs are used in therapy for their cortetannins and flavonoids such as
adstringentia in inflammations and wounds treatnodein in form of aqueous tinctures.
Activity towards DPPH radical and superoxide ratiieas screened to detect antiradical
activity of aqueous extracts of drugs. As compaeasubstances were used
epigallocatechin gallate, (-)-epicatechine andgatechine.

Antioxidant activity of different intensity wasstiovered at all tested drugs. Towards
DPPH radical was the most effective extracfAgifimoniae herba with
ICs0=91,95ug/ml. The activity of tested drugs descended ireokdagariae folium
ICs50=102,94ug/ml, Rubi fruticosi folium ICso= 106,40ug/ml andRubi idaei folium
ICs50=148,40ug/ml. The activity of standards descended in oegégallocatechin gallate
ICs0=4,10ug/ml, (-)-epicatechine I§=5,93ug/ml and (+)-catechine Kg=9,90ug/ml.

Highest activity towards superoxide radical hattaot of Fragariae folium
(IC25= 33,60ug/ml) and afterwardBubi idaei folium (IC25= 41,00ug/ml), Rubi fruticosi
folium (1C,5= 42,95ug/ml) andAgrimoniae herba (ICs= 59,20ug/ml). The activity of
standards descended in order epigallocatechintgadas = 6,30ug/ml, (-)-epicatechine
IC25=39,35ug/ml and (+)-catechine
IC25= 77,90ug/ml.

The antiradical activity, especially activity tomla superoxide radical, at aqueous
extracts has not been described yet.
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