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SOUHRN

SOUHRN

Macleaya cordataobsahuje benzoffenanthridinové alkaloidy (BA) sanguinarin (SG)
a chelerythrin (CH), které jsou znamy pro své ailiabialni, antiparazitické
a protizastlivé (cinky. M. cordataje sloZzkou rostlinného aditiva Sangrovit¢emého
do krmiv pro hospodéka zvfata.Sanguiritrin, alkaloidova frakceM. cordatg obsahuje
SG a CH a je aktivni komponentou wigvavcich Ustni hygienyady Santoin. Naproti
tomu jsou SG a dihydrosanguinarin (DHSG) stale @mgadv literatde jako toxicka
sloZzka oleje semeArgemone mexicanayvolavajici u lidi ,Epidemic dropsy* syndrom
(otoky velkych klouli, selhani kardiovaskularniho systému).

Téma biobezpmosti BA, pro jejich aplikaci v humannich a vetérnich gipravcich,
je stale aktualni. Proto byla zkoumana jejich tidajcmetabolické femeny a kumulace
pii dlouhodobém pouzivani.

V predkladané disertai praci byly studovany dkteré biologické aktivity intaktni
M. cordatg alkaloidového extraktusanguiritrinu a alkaloidi SG, CH, DHSG
a dihydrochelerythrinu (DHCH). Prace byla z#ena na studium i) toxicity SG, CH
a dihydroderivat na potkanich hepatocytech a hepatomové linii Hepiiejich vlivu
na aktivitu a expresi kaspasy-3 na potkanich hegtdoh a hepatomové linii HepG2, iii)
metabolickych pemén SG, CH a dihydroderivat v lidskych hepatocytech, iv)
farmakokinetiky DHSG na potkanu, v) be#Zpesti DHSG, aditiva Sangrovitu
a sanguiritrinu pti dlouhodobém podavani potkan, vi) ochranného dinku Sangrovitu
asanguiritrinuna experimentatnvyvolanou kolitidu u potkain

SG i CH vykazovaly na bgtnych modelech koncenthia i ¢asow zavislou toxicitu
a vedly k aktivaci kaspasy-3. Naproti tomu DHSGHMH byly netoxické a nedty vliv
na kaspasu-3.

Bylo prokdzano, Ze se SG a CH redukigi vitro/in vivo na dihydroderivaty.
Dihydroderivaty byly zptné oxidovany pouze z 3-5 %. CH byl ve srovnani s SG
redukovan ve &Sim mnozstvi.

Dlouhodobé podavani krmiva obsahujiciho DHSGkaitm vedlo ke zvySeni
hmotnosti zviat, nenglo vliv na sledované parametry hematologie, kligéiddochemie
a oxid&niho stresu. Nebyla prokazana genotoxicita DHS€&ha pliv na strukturu jater,
tenkého gseva, ledvin, srdce, jazyku a dasni. Z farmakokokgtth dat je #ejmé, Ze

DHSG podstupuje enterohepatélni cyklus a z organjsmylowen do 18 hodin.



SOUHRN

Dlouhodobé podavani diety obsahujici Sangrowbonsanguiritrin nenglo vliv
na parametry hematologie, klinické biochemie a a%itho stresu. Pouze skupina iati
krmena dietou obsahujici 15000 ppm Sangrovitu wykala statisticky vyznamné
zvySeni hladiny glutathionu a aktivity superoxiddigasy v jatrech. Genotoxicita
a morfologické zrény jater, tenkého #va, ledvin, srdce a jazyka nebyly prokéazany.
Bylo zjiSttno, Zze se SG a CH v organismu neakumuluji a jsducgyany trusem,
pievazr jako dihydroderivaty.

Sangrovit (500 ppm), podavany v dipbtkarim s experimentalni kolitidou, vyvolanou
dextransulfatem sodnym, énprotektivni &inek na stevni sliznici. Ten byl prokazan
snizenim &Zkych morfologickych zrén steva o 45 %. Protizé&tlivy Uc¢inek Sangrovitu
se projevil poklesem hladiny cyklooxygenasy-2 azenim aktivity myeloperoxidasy
ve stew. Sanguiritrin (600 ppm) a vySSi davka Sangrovitu (15000 ppmyagané
v die€, nently vliv na poSkozeni gtva vyvolané dextransulfatem sodnym.

SG a CH, které jsou im vitro experimentech toxické, jsou v organismu savc
metabolizovany na netoxické dihydroderivaty. Dlodbloé podavani intaktmil. cordata

nebosanguiritrinuv krmivu nevyvolavalo nezadouctigky na organismus potkana.

Kli¢cova slova: Macleaya cordata benzo€]fenanthridinové alkaloidy, sanguinarin,
chelerythrin, dihydroderivaty, Sangrovitsanguiritrin, in vitro/in vivo toxicita,

biobezpé&nost, dextransulfat sodny, ulcerdzni kolitida



SUMMARY

SUMMARY

The benzaflphenanthridine alkaloids (BA), sanguinarine (S@¢ @helerythrine (CH)
contained inrMacleaya cordatare known for their anti-microbial, anti-parasiéind anti-
inflammatory activities. In animalgyl. cordata is used in the natural feed additive
Sangrovit. Sanguirithrin, the alkaloid extractMf cordatacontains SG and CH and is
a constituent of the dentifrice, Santoin. On thieeothand SG and dihydrosanguinarine
(DHSG) are considered the toxic agentsArgemone mexicangeed oil causing the
~Epidemic dropsy“ syndrome.

That aside, the safety of the BAs is accepteith@g are in use in human and veterinary
preparations.

The present thesis focuses on the biologicavigcof M. cordata,its alkaloid extract
sanguirithrin  and the benzg]phenanthridine alkaloids SG, CH, DHSG
and dihydrochelerythrine (DHCH) with particular eéefnce to i) the toxicity of SG, CH,
DHSG and DHCH on cell lines, ii) the effects of SG{, DHSG and DHCH on caspase-
3 activity, iii) the metabolism of SG, CH, DHSG aBHCH in human hepatocytes, iv)
safety assessment of DHSG, Sangrovit sadguiritrin in a 90-day feeding experiment,
v) the pharmacokinetics of DHSG and, vi) the effecSangrovit andanguirithrin on
dextran sulfate sodium induced-colitis in rats.

SG and CH showed toxicity in both tested ceatled. The toxicity was time and
concentration dependent. It also concentrationudpatly induced caspase-3 activity
DHSG and DHCH were not toxic and they had no inflkeeon caspase-3 activity.

When SG and CH were metabolized, their redudbtoDHSG and DHCH was proven.
CH was reduced to a greater degree than SG. DHEM@BCH were oxidized to SG
and CH in 3-5 %.

Long-term administration of DHSG led to signditt increase in rat body weight but it
had no effect on hematological, biochemical or akite stress parameters. No
genotoxicity, or changes in the morphology of livieum, kidneys, heart, tongue and
gingivae were observed. The pharmacokinetic parimishowed that DHSG entered the
enterohepatic circulation and was eliminated frdasma and liver over 18 hours.

The long-term administration ofsanguirithrin and Sangrovit had no effect
on hematological, biochemical or oxidative streasameters, with the exception of the
dose of 15000 ppm Sangrovit which produced a saamt increase in liver glutathione
level and superoxidedismutase activity. No genaioxior changes in the morphology of
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liver, ileum, kidneys, heart and tongue were observ Neither SG nor CH accumulated
in the organism. They were eliminated in the fexgsdihydroderivatives.

Sangrovit (500 ppm) administered to rats witltdln sulfate sodium induced-colitis
reduced colon injury caused by dextran sulfate By %. This dose also caused
a reduction in cyclooxygenase-2 and myeloperoxi@daseity. Neithersanguirithrin nor
Sangrovit (15000 ppm) had any effect on the dancagsed by dextran sulfate sodium.

SG and CH which both showed toxicitly vitro were metabolized to non-toxic
dihydroderivatives in the organism. The long-temmanistration of these alkaloids either

from the whole plant or as an extract or in purenfthad no adverse effects.

Keywords: Macleaya cordata, benzof]phenanthridine alkaloids, sanguinarine,
chelerythrine, dihydroderivatives, Sangrovdéanguirithrin in vitro/in vivo toxicity,

safety, dextran sulfate sodium, ulcerative colitis
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1. UVOD

Rostliny jsou pouzivany lidmi jiz po¢kolik tisicileti a staly se nedilnou stasti
kazdodenniho Zivota. Jsou vyuZzivany jako stavebateri@l, zdroj potravy a &&vych
latek nebo jako okrasné rostliny, které majizpivy vliv na psychiku. Lé&vé rostliny
hraji nezastupitelnou roli jak v tradii, tak klasické medicén Obsahuji pestrou paletu
strukturré odlisnych latek nap alkaloidy, fenolové latky, terpensi glykosidy, jejichz
pozitivni &inky jsou znamy a vyuzivanyiiplécbé raiznych onemoatni. U rekterych
Z chto latek jsou znamy jak jejictripnivé, tak nezadouckiiinky na organismus.

Benzof]fenanthridinové alkaloidy (BA) se vyskytuji fgdevSim v celedich
Papaveraceae Fumariaceae,Rutaceae, Caprifoliacea@a Meliaceae (Cordell, 1981,
Siméanek, 1985). Zejménargemone mexicanaChelidonium majus Dicranostigma
lactucoides, Eschscholtzia californica Macleaya cordata Sanguinaria canadensis
a rekteré druhyZanthoxylumjsou zdrojem BA a pro své&znorodé biologické dinky
(antibakteridlni a protiza&tlivé) jsou vyuzivany v lidovem &telstvi, v homeopatii
a pipravcich I€by koznich onemoemi (McDaniel et al, 2002) a zaZivacich potizi
(Kruegeret al, 2009). Ve veterinarni medi&nsou pouzivany k ¢ koznich nadar
(Fox, 2008) a v zenuélstvi jako biodegradabilni pesticidy (US EnvironrtedrProtection
Agency, 2002). Alkaloidovy extrakiMacleaya cordata- sanguiritrin, ktery obsahuje
hlavné sanguinarin (SG) a chelerythrin (CH), je aktiviidZ&ou v gipravcich ustni
hygieny (Food and Drug Administration, 2003). Nadné cast Macleaya cordata
standardizovana na 1,5 % SG, je &l aditiva Sangrovit, které séigava do krmiva
hospodéskych zvfat (Internetovy zdrog. 1). Naproti tomu jsou dkterym BA nebo
rostinnym  extrakim je  obsahujicim ipisovany = neZé&douci  ¢inky.
SG a dihydrosanguinarin (DHSG) jsou povaZzovanyazackou sloZzku oleje ze semen
Argemone mexican&tery byl v Indii gfidavan obchodniky do jedlého itaného oleje
(Sharma et al, 1999). Poziti kontaminovaného oleje vede k adidnu stresu
v organismu a fize vést az k smrti jedince.iBné nazory se objevuji také n&innhost
a bezpénost gipravka zubni hygieny obsahujicicdanguiritrin. Byla publikovana prace,
ktera uvadi, Zeipdlouhodobém uzivani zubni pasty obsahujici BAngée vyskytnout
leukoplakie (Munrcet al., 1999).

Z divodi, Ze BA jsou ¥tSinou ve formd extrakfi souwdasti mnoha humannich
a veterinarnich igpravki, mela by byt podrob&i zkouméana jejich bezgeost, vliv

na metabolické drahy, ptipact mozné interakce s biomolekulami, ale i jinyniigpavky
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¢i lécivy. Dilezita je i znalost jejich zakladnich farmakokickfich dat jako jsou
absorpce, distribuce ve tké&nich, metabolick&npny a zmsob jejich vyl@ovani
z organismu. Disertai prace byla zagiiena na studien vitro a in vivo bezpénosti

vybranych BA a preparatkteré je obsahuiji.
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2. BENZO[C]FENANTHRIDINOVE ALKALOIDY
Alkaloidy jsou bazické, nizkomolekularni latkypsahujici dusik, produkované 20 %
krytosemennych rostlin (Wink, 2008). Rostliny jeogukuji jako ochranuipd patogeny

a bylozravci. Alkaloidy se roztlji na a)_pravé alkaloigyodvozené od aminokyselin

a s dusikem d&lerénym do heterocyklu, b) pseudoalkalojdgteré nejsou odvozeny
od aminokyselin a c) protoalkaloidykteré nemaji dusik clerény do heterocyklu.
Alkaloidy se vyskytuji ve &Sin¢ rostlinnychceledi (Bennetet al, 1994), maji mnoho

biologickych ®&inki a fada z nich je vyuzivana v medigjnnag. atropin jako

anticholinergikum, morfin jako analgetikum a vingtia jako cytostatikum (Wink, 2008).

2.1 VYSKYT A DELENI BENZO[ c]JFENANTHRIDINOVYCH ALKALOID U
Benzof]fenanthridinové alkaloidy p#tdo velké skupiny isochinolinovych alkaldid
a jsou syntetizovanyipvazre v rostlinnych ¢eledich Fumariaceae(zemgdymovite),
Papaveraceae (makovité), Rutaceae (routovité), Caprifoliaceae (zimolezovité)
aMeliaceae(strdivkovité) (Cordell, 1981; Simanek, 1985). Meejvice zkoumané druhy
rostlin produkujici tyto alkaloidy p#t Argemone mexicanaChelidonium majus
Dicranostigma lactucoidesEschscholtzia californicaMacleaya cordata Sanguinaria
canadensis druhyZanthoxylum BA mazeme dlit do Sesti skupin (Simanek, 1985):
a) hexahydrobenzofenanthridiny
b) dihydrobenzofenanthridiny
c) N-demethylbenzofenanthridiny
d) kvartérni benzofenanthridiny
e) dimerni dihydrobenzofenanthridiny
f) sekobenzofenanthridiny
Dosud je znamo 25 kvartérnich BAirpdniho mivodu (tab. 1) a ¢kolik dalSich
synteticky gipravenych (Kraneet al, 1984; Nakanishét al, 2000). Podle substituént
na kruhu D nizeme kvartérni BA rozdit na alkaloidy odvozené od sanguinarinu,
nitidinu a ostatni (tab. 1). Skupina odvozena atysaarinu ma na kruhu D substituenty
v polohach C7 a C8. Skupina odvozena od nitidinusoiastituenty v polohach C8 a C9
(obr. 1). SG a CH jsou diky svym biologickyndinkam nefastji studované kvartérni
BA.
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\ - HaCO ~
8] sanguinarin rutidin

Obrazek 1. Obecna struktura kvartérnich BA, sanguirarinu a nitidinu.

Tabulka 1. Kvartérni BA izolované z rostlin.

Skupina odvozena od nitidinu R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 Literatura
Avicin G-CH,—O H H G-CH,—O H H Siméanek, 1985
8-Demethylnitidin (terihanin) G-CH,—O H H OH OCH;,; H H Bentley, 1998
9-Demethylnitidin (isoterihanin) O-CH,—0 H H OCH,; OH H H Halsteacet al., 2006
Fagaronin OH OCH, H H OCH; OCH,; H H Simanek, 1985
6-Methylnitidin G-CH,—O CH, H OCH; OCH, H H Bonguiet al., 200¢
Nitidin O-CH,—O H H OCH; OCH, H H Simanek, 1985
8-Methoxynorchelerythrin G-CH,—O OCH; H OCH; OCH;, H H Huetal., 200¢
9-Methoxychelerythrin G-CH,—O H OCH; OCH; OCH; H H Bentley, 1998
Skupina odvozena od sanguinarinu

Chelerythrin OG-CH,—O H OCH; OCH,; H H H Siméanek, 1985
Chelirubin (bocconin) G-CH,—O H G-CH,—O H OCH, H Simanek, 1985
Chelilutin G-CH,—O H OCH;  OCH,; H OCH; H Simanek, 1985
7,8-Demethylensanguinarin G-CH,—O H OH OH H H H Simanek, 1985
7,8-Demethylen-7,8- G-CH,—O H 0 0 H H H Kraneet al., 1984
dehydrosanguinarin

12-Ethoxychelerythrin G-CH,—O H OCH; OCH, H H OCHs Simanek, 1985
Fagaridin G-CH,—O H OH OCH; H H H Siméanek, 1985
10-Hydroxychelerythrin G-CH,—O H OCH; OCH, H OH H  Tanahashet al., 1990
12-Hydroxychelirubin G-CH,—O H G-CH,—O H OCH;, OH Tanahashét al., 1990
10-Hydroxysanguinarin G-CH,—O H G-CH,—O H OH H  Tanahashet al., 1990
Isofagaridin ©G-CH,—O H OCH; OH H H H Bentley, 1998
Makarpin O-CH,—O H O-CH,—O H OCH; OCH, Simanek, 1985
Punktatin OCH; OH H OCH; OCH, H H H Siméanek, 1985
Sanguilutin OCH; OCH, H OCH; OCH, H OCH, H Simanek, 1985
Sanguinarin G-CH,—O H OG-CH,—O H H H Siméanek, 1985
Sanguirubin OCH; OCH,; H O-CH,—O H OCH, H Simanek, 1985
Ostatni

Bucconin G-CH,—O H OCH, H G-CH,—O H Phillipset al., 1981

2.2 BIOSYNTEZA BENZO[cJFENANTHRIDINOVYCH ALKALOID U

Biosyntéza BA vychazi z aminokyseliny tyrosirne, které se tvd (S)-norkoklaurin,
obsahujici d¥ benzenova jadra. Z norkoklaurinu je dalSittyimi kroky syntetizovan
tetrahydrobenzylisochinolin (S)-retikulin, ktery jeychozi slodeninou pro syntézu
isochinolinovych alkaloitl. Z retikulinu se déale syntetizuje (S)-skoulerimpazi enzymu
(S)-retikulin:oxidoreduktasy — twici methylenovy nistek (BBE). (S)-skoulerin je dale
oxidovdn na stylopin dma specifickymi cytochrom P450 oxidasami

(S)-cheilanthifolinsynthasou a (S)-stylopinsynthasia stylopin je navazana methylova
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skupina z S-adenosyl-L-methioninu enzymem (S)-tstleoprotoberberin-N-methyl
transferasou za vzniku (8)s-N-methylstylopinu. RBsobenim
methyltetrahydroprotoberberin-14-monooxygenasy k&mrotopin, ktery je igmenovan
na nestabilni 6-hydroxyprotopirti@kem protopin-6-monooxygenasy (cytochrom P450).
Ten spontanfaipiechazi az na DHSG, ktery je v poslednim kroku oxdsiona SG pomoci
dihydrobenzofenanthridinoxidasy (DHBO), jak je ugad na obrazku 2 (Kutchan, 1996).
DHSG mize byt také hydroxylovan V pozici 10 pomoci
dihydrosanguinarin-10-hydroxylasy (cytochrom P4B8)10-hydroxydihydrosanguinarin
a methylovan 10-hydroxydihydrosanguinarin-10-O-rgktansferasou
na dihydrochelirubin. Dihydrochelirubin dhe byt pomoci DHBO igménén
na chelirubin nebo na dihydromakarpin. Dihydrompkar vznika hydroxylaci
dihydrochelirubinu katalyzovanou dihydrochelirudia-monooxygenasou a methylaci
fizenou 12-hydroxydihydrochelirubin-12-O-methyltreerasou. Z 8 pak oxidaci
pomoci DHBO vznikd makarpin (Zenk, 1994). BiosyatéBA je spjata se signélni
kaskadou zahrnujici protein kinasu C a vyZadij@mnost vapenatych ioh{Mahadyet
al., 1998).
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Obrazek 2. Syntéza benza]fenanthridinovych alkaloid . Upraveno dle Zenk, 1994.

Biosyntéza BA probiha v cytosolu kikn koreni i nadzemnich ¢asti rostlin.
Syntetizované BA jsou skladovany v &iné s&né idioblasti, coz jsou zvlastni hiky
vymeéSovaciho pletiva. V idioblastech jsou skladovany feemé v&kn, které mohou

fuzovat s vakuolami. \Ch. majugsou BA vylwovany do mlénic (Klein et al, 2009).
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Biosyntéza alkaloid zavisi cast&éné na @Fitomnosti elecital, latek, které stimuluji
obrannou reakci rostlinipd lok&lnim poskozenim, é#pobenym herbivornim hmyzem
nebo ped infekci plisami. Elicitory mohou byt glykoproteiny tmnich hub a bakterii
(Weisset al, 2006)¢i rostlinami tvadeny methyljasmonat. Po napadeni rostlinngkgu
patogeny dochazi k aktivaci gera syntéze obrannych molekul, fytoalexinkteré
znesnaduji pronikani patogenu. P mechanickém poSkozeni rostliyy osmotickém
stresu se uvolni signalni molekula, kyselina jasovan(Heil et al, 2002). Kyselina
jasmonova je syntetizovana z linolenové kyselinynpoi lipoxygenasy. Spolu se svym
methylderivatem je produkovana na zakl&dbtického (patogenni organismy, herliiyo
parazitické rostliny) a abiotického stresu (osnigtistres, mechanické po3Skozeni, nizka
¢i vysoka teplota, vodni deficit, pH). Mimo obranhyeakci rostliny sedastni fiznych
fyziologickych pochod v rostline nag. regulace istu rostliny, vyvoje ketd, plodi
a semen. Také zpomalujist kareni, ovliviwuji starnuti a opadavani lista syntézu
alkaloidi (Bennettet al, 1994; Creelmast al, 1995).

SG pati mezi fytoalexiny diky své silné antimikrobiélniktaité, schopnosti
interkalovat do DNA, inhibovatdkteré mitochondrialni enzymyi vazat se na glutathion
a tak snizovat jeho mnoZstvi. SG je rostlinnyminkami vyluwtovan do apoplastu
(meziburénych prostor) (obr. 3). Rostliny tak chrani vlasiiky pied poskozenim
reaktivnim SG a zarovigisou uloZzenim SG na povrch rostliny chyay pred pisobenim
Skadci z vrejsku (Vogel, 2007).

BA jsou v rostlig syntetizovany do vzniku dihydroderivatk oxidaci dihydroderivdi
BA dochéazi pouze viftomnosti elicitofi (Facchini et al, 1996). Syntézu BA Ize
experimentalé navodit glykoproteinem z kvasinek, methyljasmenat okyseleninti
mirnym osmotickym stresem (Farketral, 2003). Jako dalSi induktory syntézy BA byly
popsany barbituraty (Haidet al, 1997), chitin (Angelovat al, 2006) nebo fytohormon
abscisova kyselina, kterd v ligné kultde Sanguinaria canadenszpomaluje jeji st
(Mahadyet al, 1998). Syntéza SG se také zvySuje fidgmi plis Botrytis k suspenzi

burgk Papaver somniferurFacchiniet al, 1996).
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Biosyntéza BA

NADPH+H*

Meziburéeny prostor Cytosol

Obrazek 3. Cyklicky pochod SG v buice.Upraveno dle Weisst al 2006.

Enzym katalyzujici posledni krok syntézy SG jelBD. Mimo SG katalyzuje tento
enzym syntézu chelirubinu a makarpinu z jejich diogerivat (obr. 2). Je tvilen ¥emi
podjednotkami. Majoritnéast ma velikost 77 kDa, dalSi @vasti maji velikost 59 kDa
az 67 kDa (Arakawat al, 1992). Pro jeho funkci je nezbytnadha pH okolo 7,0
(Ignatovet al, 1997). B reakci katalyzované DHBO je redukovan kyslik zaiku H,O,
(Kutchan, 1998). V rostlih vznikajici HO- je pro svou toxicitu &¢i patogenu vyuZit
v obranné reakci rostlin a dale se zapojuje do leegugen, které se podili na tvotb
dalsi obrannych molekul (Neillet al, 2002). V bus¢né suspenziEschscholtzia
californica mize byt DHBO indukovan jiz zmémymi elicitory, oligosacharidy
z kvasinekei chitinem. Oligosacharidy i methyljasmonét indukeipzymy prvnich krok
biosyntézy BA, vedouci k tvo#bskoulerinu a maji i schopnost indukovat DHBO, coz
vede k produkci SG. Methyljasmonat indukuje expi2diBO pouze minimalkh (Cho et
al., 2008). DHBO je inhibovan kyanidem draselnymdam sodnym, dithiotreitolerti
merkaptoethanolem (Kutchan, 1998).

Zpetnou redukci SG na DHSG zajije sanguinarinreduktasa (SG reduktasa), ktera
byla nalezena v listech aiemechE. califonica Tento enzym ma velikost 29,5 kDa a je
to NADH/NADPH zavisly cytoplasmaticky enzym s vysaek substratovou specifitou.

Mimo SG se v menSi i@ &astni gemeny i dalSich BA (CH, chelirubin, makarpin)
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(Weiss et al, 2006; Kleinet al, 2009). SG reduktasa vykazuje sekirénhomologii
s rekterymi lidskymi a bakterialnimi enzymy, niapidskou biliverdin-IX{3 reduktasouwi
17{3-hydroxysteroid dehydrogenasou (Vogehl., 2010).

Pokud byl SG fidan do prosedi bur¢né kulturyE. californica bylo zjiS&no, Ze je
rychle vstebavan a &hem 24 h redukovan na netoxicky DHSG. Nppd poteby je
DHSG oxidovan na SG a ten je vytan do vijSiho prostedi. Tento vratny & dovoluje
pusobeni SG na bétném povrchu bez rizika poskozeni vlastnich molekaytoplasnd
(obr. 3) (Weisset al, 2006).Pridani SG k bu&nym kulturam rostlin, které netiioBA,
vyvolalo inhibici ristu €chto rostlin a nedoslo k redukci SG na DHSG (Vogehl,
2010).

SG reduktasa dosud nebyla nalezena wiBagch buikach. Vzhledem k tomu, Ze byla
prokdzana metabolizace SG na DHSG u potkana (Rset@al, 2006a; Derousseant al.,
2010), gedpoklada se existence nespecifické reduktasyitro byla pozorovana redukce
SG na DHSG v fitomnosti kofaktol NADH ¢i NADPH (Kové et al, 1985).

Dosud neniigsre znam mechanismuggnosu BA pes bugcnou membranu.

2.3 CHEMICKE VLASTNOSTI BENZO[ cJFENANTHRIDINOVYCH
ALKALOID U

Ve vodném progedi, @i pH menSim nez 7,0, se BA vyskytuje ve férkvartérniho
kationtu (iminiova forma). V zasadité oblastiephazi BA adici hydroxidového aniontu
na iminiovou vazbu na neutralni formu, tzv. pseudl{obr. 4). Za fyziologického pH
existuje rovnovaha mezi éimi formami (Dostalet al, 2000). Iminiova vazba reaguje
s dalSimi nukleofily, jako napthiolovou skupinou, primarnimi aminy, halogenidéty
a dalSimi, za vzniku adukt(Walterovaet al, 1995; Vavrékova et al, 1994). BA
v iminiové forme interkaluji do RNA a DNA, kde sef@dnosté vazi na sekvenci GC
(Maiti et al, 2006; Baiet al, 2006). Makarpin, chelirubin a SG je mozno poydko
fluorescekini sondy pro pitokovou cytometrii (Slaninovét al, 2008). CH je pouzivan

jako modelovy inhibitor proteinkinas C (Herbettal, 1990; Veggetet al, 2008).
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Obrazek 4. Kvartérni forma a pseudobaze sanguinarin

2.4 BIOLOGICKE U CINKY BENZO[ c]JFENANTHRIDINOVYCH ALKALOID U
Kvartérni BA jsou znamy a pouZzivany pro své raikiobiélni, protizastlivé,
antiparazitické, antihelmintické, insekticidni addakinky (Franz, 2005; Dviak et al.,
2007). Sanguirubin a sanguilutin maji antituberkalovlastnosti (Ishikawat al, 2001).
U alkaloidu ze skupiny nitidinu, fagaroninu, bylbgazan cytostaticky a antituberkul6zni
efekt (Larsenet al, 1993). Avicin, nitidin a &které syntetické derivaty vykazuji
antimalaricky dinek (Gakunjuet al, 1995; Jullianet al, 2006). Nevyhodou BA

nitidinového typu je jejich vysoka cytotoxicita.

2.4.1 SANGUINARIN a CHELERYTHRIN

(0]
o
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K/H\// o K/ /(I ScH
CH
KIO> NN
sanguinarin chelerythrin

Biologické &inky SG a CH jsou shrnuty ¥ghlednéntlanku (Zddilova et al, 2006).
Oba alkaloidy vykazuijin vitro genotoxicitu a inhibuji aktivitu SH-enzy¥imCH inhibuje
C&*ATPasu (Militante et al, 1998) a drahy ovlivmé mitogen aktivovanymi
proteinkinasami (Yangt al, 2008). SG inhibuje N&* ATPasu (Seiferet al, 1979;
Janovskaet al, 2010). Protiz&tlivé U¢inky SG i CH jsou zaloZeny na schopnosti
inhibice aktivace nuklearniho faktomB vyvolanou tumor nekrotizujicim faktorein
(Duvoix et al, 2004) a inhibice 5- a 12-lipoxygenas (Vavreck@taal, 1996). CH

snizuje tvorbu tromboxanu B2 (Koet al, 1990). Protinadorové c¢inky SG
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a CH jsou ppisovany schopnosti aktivovat apoptotick&jed v buikach nadoru
(Weerasingheet al, 2001; Wanet al, 2008; Mackraj, 2008). CH zastavuje Btmy
cyklus v G1 fazi (Vrbaet al, 2008). SG potlaje angiogenezi (Eun et al., 2004) a u mysi
inhibuje gen survivin a tim potlaje mst burgk nadoru prostaty (Suet al, 2010).
Topicka aplikace SG snizuje poskozeni koznichtkumpisobené UV zé&nim (Dinkova-
Kostovaet al, 2008).

Aplikace CH byla popsanaipgécb¢ poruch centralniho nervového systému (US Patent
20090036387¢i pii radioterapii(US Patent 6025365), kdy CH zesiluje jejinky a tim
umoziuje pouZzit nizSi davky #éni (Internetovy zdraj.2). SG a CH jsou aktivni sloZkou
piipravku Di-Sancor, ktery je doportiovan na lébu virovych onemoaini (hepatitidy,
chiipky a imunodeficitnich onemoéni). Mechanismusdinku je zaloZzen na schopnosti
BA inhibovat reverzni transkriptasu, odgonou za mnoZzeni viru.ifpravekSagra-4U
vyuzivan k |ébé chemorezistentnich malignit, aktivuje proapoptoticprotein Bax
a sniZuje syntézu antiapoptotického proteinu Bdh&ernetovy zdroj¢.3). To, co
vyvolava pochybnosti o klinickych aplikacich BA e Agentura pro kontrolu potravin
a lélka (Food and Drug Administration; FDA) a Evropska rastgea pro léivé piipravky
(European Medicines Agency; EMEA) neuvadi zadnéjelda registraci fipravki
obsahujici BA.

2.4.2DIHYDROSANGUINARIN a DIHYDROCHELERYTHRIN

e N \‘f/’f’\ﬁ W
|‘\‘~‘\x/[\/] 0 "‘\\t/\r/ | O“‘CH3
| e CH
dihy drosanguinarin |\\‘ O> dihydrochelerythrin S RGN

DHSG a DHCH jsou prekurzory v biosyntéze kvanién BA. Na rozdil od svych
oxidovanych forem, SG a CH, jsou biologicky tiemé. DHSG a DHCH izolované
z Bocconia arborearély antibakterialni Ginky vici Staphyloccocus aureus, Escherichia
coli a Candida albicangNavarroet al, 1999). OdliSny vysledek publikoval Kosiegtal,
2010. Dihydroderivaty nebyly aktivniawi vyse zmignym kmerim bakterii Lze to
vyswetlit metodikou experimentu, kdy Navarret al testovali antibakteralni aktivitu
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piimou bioautografii pomoci tenkovrstvé chromatografia &chto podminek dochazi
k oxidaci DHSG a DHCH na kvartérni BA. Fungicidndinek dihydroderivat vici
Cladosporium herbarumpopsali Ma et al Oba dihydroderivaty isobily mirrg
antimykoticky naCandida albicansa jeji flukonazol-rezistentni kmeny. Pseudobaze SG
a CH vSak maji vyraznsilngjsi €inek na vySe uvedené kmeny (Meagal, 2009).
6-Methoxyderivat DHSG {sobil antibakterialda na methicilin rezistentni kmen
Staphylococcus aurey€hoi et al, 2009) a inhiboval proliferaci bgéné linie HepG2
aktivaci kaspasy-3 (Yiet al, 2005). DHSG na rozdil od SG neinhibuje’Md ATPasu
(Janovskeet al, 2010). V patogennich houbawferticillium dahliaebyl DHSG nalezen
jako produkt pemény SG (Howellet al, 1972). U potkain byl identifikovan a stanoven
DHSG v plasmi a jatrech po oralni aplikaci SG (Psot@tal, 2006a).

DHCH snizoval tvorbu antigén HBsAg (povrchovy antigen viru hepatitidy B)
a HBeAg (e antigen viru hepatitidy B) v hepatitidafikované hepatomové bagné linii
HepG2 (Wuet al, 2007). DHCH izolovany zGarcinia lucida byl &inny proti
parazitickym prvokm Trypanosoma brucei brucea Leishmania donovanikteré
zpasobuji zavazna systémova onemadrprevazié na africkém kontinentu (Fotiet al,
2007). V testovanich na mySich vykazuji DHCH a jéhbydroxyderivat analgetické
a protizasgtlivé ucinky srovnatelné s hydrokortisonem (ldtial, 2006). Nezodpaszenou
otazkou #stava, zda biologicka aktivita dihydrobengfgnanthridini v testovanych
systémech neni Apobena jejich oxidaci na kvartérni katiorfitthnnost oxidoreduktas
nag. myeloperoxidasy, xantinoxidasy a dalSich a dotkaubace by mohla vést k této
premeng.

2.5MACLEAYA CORDATA (WILLD.)R.BR.

SynonymumBocconia cordata
Bocconia japonova
Plumme poppy

Celed’: Papaveracee

Obrazek 5. Macleaya cordatdinternetovy zdrof 4.)
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Macleaya cordatdOkecek sr¢ity) je rychle rostouci, opadavaijici trvalka. Vyskjg se
pievazre ve vychodni Asii, Japonsku a Severni Americe. Diogiyhy jsou olisiné
okrouhlymi, lal@natymi, nepravidelnymi, modrozelenymi listy d8dvym nadechem
ze spodni strany. Lodyhy nesou krémdilé az éizové kwty v latach vysokych 60 cm
a vice. Mnozi se oddenky (Turner, 2009). dstgvana zewuélsky jako zdroj alkaloid
a pati mezi oblibené dekorativni rostliny.

M. cordata obsahuje mnozstvi BA: sanguinarin, chelerythriihydrosanguinarin,
dihydrochelerythrin, protopin, homochelidoniry-allokryptopin, angolin, berberin,
chelirubin, bocconolin, chelilutin, koptisin, krygin, dehydrocheilanthifolin,
6-ethoxychelerythrin, 6-ethoxysanguinarin, makarpmysanguinarin, protopiN-oxid
(Franz, 2005), sanguidimerin, 6-methoxydihydrosamayun, norsanguinarin,
6-acetonyldihydrochelerythrin, 6-acetonyldihydragainarin, chelidimerin
a bocconarborin (Yet al, 2009). Ve stoncich a listech jsou v re&§ mie zastoupeny
protopin a allokryptopin. DalSimi obsahovymi latkamadzemnicktasti, k¥ta a semen
jsou fenolové latky, mezi nimiz maji dominantnitoagpenip-hydroxybenzoova, ferulova
a sinapova kyselina. Olej semé&h cordataobsahuje linolenovou (74,5 %), olejovou,
palmitovou a stearovou kyselinu (Kosiatial, 2010). Nadzemniast je sbirana ve fazi
kvétu, suSena a drcena. Cela rostlina se pouzivditiamedicig na |&bu absces
viedi ¢i syfilis, zacpy, nadymani, bolesti kliub otoki, zubniho kazu, z&tu kosti
a kostni derg, na zlepSeni krevniho & ¢i jako nosni analgetikum (Duke, 1975) a také
pro své antiemetické, insekticidnéistici a m@opudné vlastnosti (Franz, 2005).
Alkaloidovy extrakt z této rostliny, obsahujici S&IGCH (majoritni sloZzky) a protopin
a allokryptopin (minoritni slozky), se nazyvsanguiritrin. Blize nespecifikovany
alkaloidovy extrakt vykazovalast&ény protinadorovy efekt na hepatomové &tme linii
HepB3in vitro ain vivou mysi (Pan@t al, 2005). Etanolovy extrakt z rostlidjacleaya
microcarpastejného rodu jakd. cordatamél silné antihelmintické &inky proti hlistu
Dactylogyrus intermediyskterym byly infikovany zlaté rybky (Wanet al, 2010).Ctyi
hlavni alkaloidy (SG, CH, protopin a allokryptopiaplované zM. cordatavykazovaly
silnou aktivitu proti rostlinnym patogém (Liu et al, 2009). V praxi jsou vifpravcich
huménni a veterinarni mediciny pouzitydbwozemleta nadzemniast rostliny nebo

alkaloidové frakce sanguiritrin.



TEORETICKACAST 14

2.5.1Praktické vyuziti Macleaya cordata

Sangrovit obsahuje suSenou nadzenwsdist M. cordata standardizovanou na obsah
1,5 % SG. Sangrovit je vysoceinné, zchuiujici krmné aditivum, kteréifznivé pasobi
v gastrointestinalnim traktu. ZvySuje produkci sliginnost travicich enzyiy tvorbu
Zluci a ve stewe chrani esencialni aromatické aminokyseliny, zepnégptofan, ped
enzymatickym rozkladem na biogenni aminy. Sangnoaftrazuje pouZzivani antibiotik
na podporuiistu zviat a bylo zji&no, Ze zvysSuje ifijlem krmiva az o 6 %. Diky svym
antibakterialnim &inkam také piznivé ovliviiuje stevni mikrofléru. Jeho denni davka je
zavisla na druhu ziéte acini 20-50 ppm krmné sé&si, v pripadech enteritidy je
doporiovana davka az 70 ppm krmné &in Pouziva se jak pro ivez, tak pro
vykrmova a chovna prasata a vykrmovy skot a dojliceernetovy zdrog. 1). Vieiraet
al. studovali vliv Sangrovitu (25 a 50 ppm) nebo kamali organickych kyselin se
Sangrovitem po dobu 42 dni na brojlerech, u ktegymhorovali zvySeniiijmu potravy
i zvySeni hmotnosti (Vieirat al, 2008a,b). Obdobny vliv n&ipem potravy byl prokazan
i na rybach, Okounovci nilském, v 60ti denni studidy byl Sangrovit podavan
v koncentraci 25-100 ppm. V této studii nebyl paz@n negativni efekt na zdravi ryb,
na hematologické parametry a jaterni funkce (Rayvih al, 2009). Sangrovibyl
testovan na prasatech v koncentraci 30 ppm.tghiu studie byl monitorovan vahovy
piirastek a vliv na plasmatickou hladinu indolu, ¢awiny, cholesterolu, lysozymu
a na fagocytarni index leukodyt Autoti pozorovali zvySeni hladiny lysozymu
a fagocytarniho indexu v prvnich dnech podavang8avitu (Gudewet al, 2004).

Sanguiritrin je extrakt zZM. cordata obsahujici bisulfaty alkaloid SG a CH
(v zavislosti na kvalit od 40 % do 90 %), dale protopin a allokryptof@anguiritrinma
Siroké spektrum dinkd, pasobi proti grampozitivnim i gramnegativnim baktarii
patogennim houbam a parazitickym prémok(Vichkanoveet al, 1982). Krém s obsahem
sanguiritrinu byl pouzivan na Ibu infelkénich zagta kuze, wedi, hnisajicich ran,
dermatomykdz, periodentitid a kandid6z (Semlkétal 2005). Zubni pasta, obsahujici
M. cordataspolu sPrunella vulgaris je znama pro své protizétvé Ucinky u gingivitid
(Adamkovaet al, 2004). VCeské republice se extrakit cordatapridava do pipravki
astni hygienyrady Santoin, ktera je doportovana pacieiitn s parodontézou (Walterova
et al, 1995; Internetovy zdro§.5). V Rusku je ke kryti poopefaich jizev nabizen
piipravek Sanguicol coz je porézni houlla obsahujicisanguiritrin (Levchik et al,
1999).
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Ve veterinarni medicénse sanguiritrin pouziva pi 1é¢bé mastoiditidy krav (Faddeeva
et al, 1997). Bezpmost sanguiritrinu byla owiena v gkolika studiich, kde byl
sanguiritrin podavan v di¢t prasalm (Kosinaet al, 2004) nebo potkaimn (Psotovaet
al., 2006b; Zdariloveet al, 2008). V Zzadné zéthto studii nebyly pozorovany zmy
z&kladnich parameir klinické biochemie a hematologieSanguiritrin vazany
v liposomech, podavany brojten, priznivé ovliviioval kvalitu jejich masa (Druet al,
2009).

Dalsi uplatini nael extrakt . cordatajako fungicid v pipravku s nazver@wel™
(US Environmental Protection Agency, 2002). Tentipravek ma srovnatelnéiaky
s bzné pouzivanymi fungicidy, obsahujicimi piperalin aasi néd’naty (Newmaret al,
1999). Qwel™ dokre ulpiva na povrchu ligf je stabilni, ma nizkou fototoxicitu a je
biodegradabilni (US Patent 6277416) (Internetowppd 2).
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3. CILE DISERTA CNi PRACE
Zantrem pedkladané disertai prace bylo porovnat biologické&igky Sangrovitu,
sanguiritriny, SG, CH a dihydroderivat o jejichz bezpé&osti a moznych nezadoucich
acincich neni v sotasné dob dostatek informaci.
Konkrétni cile:
1. Invitro studium biologické aktivity SG, CH, DHSG a DHCH:
» transformace SG, CH, DHSG a DHCH na lidskych hepaézh
» stanoveni toxicity SG, CH, DHSG a DHCH na vybrangané¢nych
modelech a sledovani jejickiaka na apoptézu
2. Invivostudium bezp&osti DHSG, Sangrovitu sanguiritrinu
» dlouhodoby vliv DHSG, Sangrovitusanguiritrinuna vybrané fyziologické
parametry u potkana
» farmakokinetika DHSG

» vliv Sangrovitu asanguiritrinuna pfibeh experimental&vyvolané kolitidy
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

4.1.1 Rostlinny material a extrakty

Sangrovit (suSena nadzemiéstMacleaya cordateR.Br., standardizovana na 1,5 %
SG) byl poskytnut firmou Phytobiotics Futterzusadffe GmbH (Nemecko).
Sanguiritrin (2 Sarze s rozdilnym obsahem SG a CH) byl zakowgkefirmy CAMAS
Technologies (USA).

4.1.2 Alkaloidy

Sanguinarin (SG) a chelerythrin (CH) byly izakoy ze sanguiritrinu sloupcovou
chromatografii na oxidu hlinitém. DihydrosanguimaiDHSG) a dihydrochelerythrin
(DHCH) byly @ipraveny redukci SG a CH (saret al, 2010).

4.1.3 Buiky

Lidskad hepatomova linie HepG2 (ECACC No. 8501)43yla zakoupena od ECACC
(The European Collection of Cell Cultures, Velkdt&rie).

Primérni potkani hepatocyty byly izolovany =zjatlaboratornich potkdn kmene
Wistar, zakoupenych od firmy BioTest s.r.6R).

Lidské hepatocyty byly izolovany z jater pacierinultiorganovych daifg Fakultni
nemocnice Olomouc. VesSkera prace s jatry byla pmitne s povolenim Etické komise

FNOL a LF UP v Olomouci a v souladéaskou legislativou.

4.1.4 Zviata

Pro izolaci potkanich hepato@ya in vivo experimenty byli pouziti potkani kmene
Wistar (samci,dlesna hmotnost 180 + 10 g) zakoupeni od firmy B&iTer.o.¢i Velaz
s.r.o. CR). Veskera prace se tafy byla provasna s povolenim Etické komise LF UP

v Olomouci a v souladu&eskou legislativou.

4.2 CHEMIKALIE, ROZTOKY A P RISTROJE

4.2.1 Chemikalie

Agarosa (typ | a typ VII), askorbova kyselinacHlor-2,4-dinitrobenzen (CDNB),
disodna 8l kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), dexahaton, dimethylsulfoxid
(DMSO), disodna glycerolfosfatu, disodna Uk  redukovaného
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B-nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), dodecylsulfa sodny (SDS),
5,5"-dithio-bis(benzoovd) kyselina (DTNB), ethamola, ethidium bromid,
ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-teioctova kyselina (EGTA), fenazin
methosulfat (PMS), fetalni héxi sérum (FBS), fetalni teleci sérum (FCS),
holo-transferin, L-glutamin, L-glutathion oxidovany L-glutathion redukovany,
glutathionreduktasa (GSHred), 1-heptansulfonova elkya,
N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N‘-2-ethansulfonova kjisa (HEPEYS),
hexadecyltrimethylamonium bromid (HTAB), HistopaB7¥, ho¥zi albumin — frakce V
(BSA), chloramin T, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2diphenyltetrazolium bromid
(MTT), D-manitol, kolagenasa @lostridium histolyticuntyp IV o aktivit 415 U-mdg,
kumenhydroperoxid, linolova kyseling3-naftoflavon, nitrotetrazoliovA med(NBT),
vanadénan trisodny (N@/O.), stabilizovany roztok penicilinu (10 000 Ul se
streptomycinem (10 mg-fhl PenStrep), D-sorbitol, streptomycin  sulfat,
3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB), tetrasodna 1l s redukovaného
B-nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADPH), thimdbiturova kyselina (TBA),
N-[tris(hydroxymethyl)methyl]glycin  (Tricin), tricloroctova kyselina  (TCA),
tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Triton X-10fztok trypanové mad (0,4%),
0,25% roztok trypsin-EDTA a Williamsovo médium E WE) byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich (USA). Bovinni sérum, Eagleovo médiunodifikované Dulbeccoem
(DMEM) a meédium DMEM/F-12 (Ham) bylo koupeno odniiy GIBCO - Life
Technologies (USA).

Déle byly pouzity: Western blot lumindinidlo A ainidlo B pro chemiluminisceimi
detekci Kenové peroxidasy (HRP), primarni keliprotilatky: kaspasa-3 (rabbit
polyclonal IgG caspase-3 p20, L-18), cyklooxygeragaabbit polyclonal IgG COX-2,
H-62) a primarni kozi protilatky cytochrom P450 ¥2Xgoat polyclonal IgG CYP1A1,
G-18) a aktin (goat polyclonal IgG actin, [-19) eksndarni kozi a krali protilatky
konjugované sienovou peroxidasou (HRP) (goat anti-rabbit IgG-HRRbbit anti-goat
lgG-HRP) od Santa Cruz Biotechnology (USA), intobiproteas Complet¥ od firmy
Roche Diagnostic GmbH @hecko), roztok akrylamidu s N,N*-methylenbisakryidem
(29:1, 40%), Tween 20, glycerol, sacharosa, 108-@iycin pufr, 10x Tris-glycin-SDS
pufr, dithiotreitol (DTT) a N,N,N‘,N‘-tetramethylaylendiamin (TEMED) byly
zakoupeny od firmy Bio Basic INC (Kanada) a staddanolekulové hmotnosti
Kaleidoscop zakoupen od firmy BioRad, coomassikabtova mod G-250 a kolagenasa
NB z Clostridium histolyticumo aktivitt 0,263 U-mg od firmy Serva (Nmecko),
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fentanyl od firmy Janssen-Cilag (Belgie), medetamiad firmy Orion-Farmos Pharm.
(Finsko), diazepam od Krka, D. D. (Slovinsko), xjta od firmy Bioveta a.s.(R),
ketamin od firmy Spofa a.sCR), inzulin (100 UI-mt) od Zentiva a.s.((R), glukagon
(10 mg-mt') od Novo Nordisk A/S (Dansko), amfotericin B odidBol-Myers Squibb
(USA) a penicilin G-draseln&is(10000 U-mf") od Biotika (SR). Substrat a inhibitor pro
fluorescewni stanoveni kaspasy-3 (substrat Ac-DEVD-AMC, iitioibAc-DEVD-CHO)
byly zakoupeny od firmy Bachem (Svycarsko), sudemniéko Laktino (1,3 % tuku)
od firmy PML Protein. Mléko. Lakt6za a.£R), dextransulfat sodny od MP Biomedicals
LLC (USA) a pyruvat sodny, acetonitril, methanobetova kyselina od firmy Merck
(Némecko). Dusik, kyslik a helium byly zakoupeny odnfy Linde TechnoplynR),
bromfenolovd moi] D-glukosa, chloroform, peroxid vodiku, isopropkre ostatni

chemikalie stup&gistoty p.a. byly zakoupeny od firmy Lach-N€éiR).

4.2.2 Roztoky
VSechny roztoky pro praci s tikami byly gripraveny sterilni.

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)

PBS NaCl (0,137 mol?), KCI (2,68 mmol1), NaHPO, (8,96 mmolt), KH.PO,
(1,47 mmol1), pH 7,4. Pro experimenty byl zasobni roztok 1@edm deionizovanou
vodou (diH0O).

Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék

Primarni kultura potkanich hepatocyit

Centrifugaéni roztok: NaCl (161 mmol#t), NaHPQO, (0,7 mmolt), CaCh
(6,75 mmol 1), KCI (3,09 mmolt), HEPES (32,7 mmol?)

Hanksiv roztok I: NaCl (137 mmol1), KCI (5,37 mmol), MgSQ; (0,81 mmol-1),
NaHPO, (0,34 mmol 1), K;HPO, (0,34 mmol 1), NaHCQ (25 mmol-1), HEPES
(12,6 mmol 1), pH 7,4, EGTA (0,6 mmol?)

Hanksiiv roztok 11 : NaCl (137 mmol), KCI (5,37 mmol), MgSQ, (0,81 mmol-t),
NaoHPO, (0,34 mmolf), K;HPO, (0,34 mmolt), NaHCQ (25 mmol-1), HEPES
(12,6 mmol-1), pH 7,4, CaGl (4,5 mmol-1), kolagenasa NB
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Kultivaéni médium: Williamsovo médium E (WME), dexamethason inol-I),
penicilin G (0,063 mg), streptomycin sulfat (0,5 mif), L-glutamin (1 %), inzulin
(0,35umol-I"), FBS (10 %, v/v)

Bezsérové médium WME, dexamethason (tmol-I*), penicilin G (0,063 mgY),

streptomycin sulfat (0,5 md, L-glutamin (1 %), inzulin (0,3&mol-I*)

Lidské hepatocyty

Premix: smes Premix 1 (50 ml), Premix 2 (5 ml) a Premix 3 ( m

Premix 1 glukosa (0,7 mmolY), glutamin (0,24 mmolY), penicilin G
(0,016 mmol-1), streptomycin sulfat (9,6mol-I")

Premix 2 pyruvat sodny (0,4 mmof*), dexamethason (1,78nol-), holo-transferin
(0,06 umol-")

Premix 3 ethanolamin (2% v/v), inzulin (10 @) glukagon (1 g?), linolova kyselina
(25 umol-I")

Promyvaci roztoky a média

HEPES 1 HEPES (20 mmol¥), NaCl (120 mmol1), glukosa (0,5 %), KCI
(5 mmol-1Y), amfotericin B (4,1 pg?), PenStrep (1%), manitol (Ojmol-I), sorbitol
(0,1 pumol-I*), glutathion redukovany (0gdmol-r), pH 7,4

HEPES 2 HEPES (20 mmol¥), NaCl (120 mmol1), glukosa (0,5 %), KCI
(5 mmol-1"), amfotericin B (4,1 pg?), PenStrep (1%)

HEPES 3 HEPES (20 mmol¥), NaCl (0,12 mol?), glukosa (0,5 %), KCI
(5 mmol-1*), amfotericin B (4,1 pg#), PenStrep (1%), Ca£{7 pmol 1), kolagenasa typ
IV (600 mg-1")

HEPES 4 HEPES (20 mmol¥), NaCl (120 mmol¥), glukosa (0,5 %), KCI
(5 mmol-1*), amfotericin B (4,1 ug?), PenStrep (1%), bovinni sérum (5%, v/v)

EGTA: KCI (5,4 mmol-1), KH.,PO, (0,44 mmolt), NaCl (140 mmol),
NaoHPOy-12H,0 (0,34 mmol:f), EGTA (0,5 mmol:f), Tricin (25 mmol-1), amfotericin
B (4,1 pg-1), PenStrep (1%), pH 7,2

Kultiva ¢ni médium ISOM : WME (0,5 I), DMEM/F12 (Ham) médium (0,5 1), pHZ{
askorbova kyselina (15 mg), premix (37 ml), bovisé@ium (5%, v/v)

Bezsérové médium ISOMWME (0,5 I), DMEM/F12 (Ham) médium (0,5 1), pHZ7,

askorbova kyselina (15 mg), premix (37 ml)
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Bunécna linie HepG?2

Kultivaéni médium: Eaglovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM)nBe&ep
(1%), FBS (10%, v/v), L-glutamin (2 mmob)
Bezsérové médiumDMEM, PenStrep (1%), L-glutamin (2 mmaj|

4.2.3 Ostatni material
Elisa kit pro stanoveni potkaniho CRP (BioVendtR)
Fotograficky film Kodak X-Omat AR Film XARS3otografickd vyvojkaKodak GBX
fotograficky ustalova Kodak GBX(Eastman Kodak, USA)
PVDF membranémmun-Blot™ (0,2 um, Bio-Rad Laboratories, USA)
Sterilizasni filtry 0,22um Millex®-GS (Millipore, USA)
Kultiva¢ni lahve, kultivéni desky, filtry a centrifugai zkumavky (Nunc, Dansko)
Plastové injekni stikacky (B Braun Melsungen, &necko)
Plastové mikrozkumavky (Eppendorfgéidecko)
Zkumavky NaEDTA a Heparin-Lithium (Sarstedt,dshecko)

4.2.4 Ristroje
Chlazena centrifuga 323 K(Hermle Labortechnik, &mecko)
Chlazena centrifugilikro 22 aRotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Bmecko)
CentrifugalLabofuge 40@Heraeus, Mmecko)
CentrifugaMiniSpin® (Eppendorf, Nmecko)
Fotometr pro n&eni absorbance v 96-jamkovych desk&hnrise RemotgTecan,
Svycarsko)
Hematologicky analyzatakBX Micros ABC VetHoriba, Velka Britanie)
Hlubokomrazici boxlouan VXE 38@Jouan, Francie)
HomogenizatoUltra-Turax T 25 basi¢lka Werte, Nmecko)
InkubatorCellstar (Qeueue System, USA)
Inverzni fluoresceini mikroskopOlympus IX 70 S8FOlympus, Japonska kamerou
PCO VC 45-CG-23CCD Imaging, Nmecko)
Laminarni boxCLF (Schoeller Instrument§;R)
Luminiscergni spektromett.S 50 B(Perkin Elmer, USA)
Magneticka michéka IKA RH basic KT/Qllabo, CR)
Mikro-Dismembrator U (B Braun Melsungeng¢idecko)
Mikroskop CK40aBX40(Olympus, Japonsko)
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pH-metr inoLab Level 1(Schoeller InstrumentsCR) s elektrodouSenTix41(WTW,
Némecko)

Soxhletiv extraktor (Fisher Scientific s.r.€CR)

Systém pro elektroforézwini-Protearf 3 Cell se zdrojemPowerPac 200nebo
PowerPac 300@Bio-Rad Laboratories, &necko)

TermomixerComfort(Eppendorf, Nmecko)

Trepatka Duomax 103{Heidolph, Nmecko)

UltracentrifugaOptima™ LE-80K (Beckmann Instruments dhecko)

Ultrazvukova sond&P200sse sondou S1 (Dr. Hielscher GmbH;m\ecko)
Ultrazvukova termostatova vodni ld&zeS 01000ANotus-Powersonic, SR)

UV-VIS spektrofotometiJV-2401PC(Shimadzu, Japonsko)

Vahy AX105 DeltaRand®(Mettler Toledo, Svycarsko)
VakuovécerpadloVaccu-spacéChromservisCR)

Vakuova rotani odparka s vodni lazotavapor R-300(Biichi, Svycarsko)

Zatizeni pro pipravu deionizované vodyltrapur (Watrex,CR)

Systém s jednoduchym kvadrupdlem pro HPLC/MSHR 1100 (Hewlett-Packard,
Némecko) byl vybaven odpipvaiem G1322A, binarni pumpou G1312A,
autoinjektorem G1313A, termostatem kolony G1316é&ymiostatem kolony G1316A,
detektorem s diodovym polem G1315A a kvadrupdloWMSD detektorem G1946A
(Hewlett-Packard, USA).

Systém s iontovou pasti pro HPLC/MS-$himadzu Class VE&himadzu, Japonsko) byl
vybaven fidici jednotkou SCL-10Avp odplyniovacem DGU-14A ventilem kontroly
praitoku FCV-10AIVE binarni pumpouLC-10ADvp autoinjektorem SIL-10ADvp
termostatem kolony CTO-10ACvp UV detektorem SPD-10Avp a hmotnostnim
detektorenLCQ Fleet(Thermo Scientific, USA).

Systém pro cyklickou voltametrii Potenciostat/Galestat model 273 (EG & G Princeton
Apllied Research, USA) byl vybaven pracovni sklewu uhlikovou elektrodou MF2012
(Bioanalytical Systems, USA), pomocnou platinovolekgodou a referemi

kalomelovou elektrodou (Hg/HGl./nasyceny roztok KCI).
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4.3 STATISTICKA ANALYZA

VSechny experimentyin vitro byly provedeny v tripletech vefeich nezavislych
opakovanich. Vysledky jsou vyjgehy jako pamér £ SD. Statistické vyhodnoceni
in vitro ziskanych dat bylo provedeno pomoci programu M$eER006 (Microsoft,
USA) se Studentovyritestem.

VSechny hodnoty z dlouhodobych experinhema zviatech byly zpracovany systémem
ANOVA a vyjadreny jako pimér + SD (p < 0,05). Pro vyjateni statistické vyznamnosti
v pripact rastovych Kivek byla pouZzita regresni analyza. Data z expartmevlivu
Sangrovitu asanguiritrinu na kolitidu byla zpracovana neparametrickym Wilmocvym
testem a vyjéittna jako pimer £ SD ( < 0,05).

4.4 METODY
4.4.1 Studium biologické aktivity SG, CH, DHSG &©HCH — In vitro
Izolace SG, CH, DHSG a DHCH

Sanguiritrin (1 g) byl rozpu&n v 500 ml vody, alkalizovan amoniakem a extrahovan

etherem. Etherovy odparek byl rozpustv roztoku 1% kyseliny octové v benzenu
a nanesen na kolonu oxidu hlinitého (150 g). SG H I&yly eluovany vazistajici
koncentraci ethanolu ve fazi 1% kyseliny octovéenzenu. Po okyseleni eluatu byly
Z jednotlivych frakci ziskany alkaloidy SG AH14CINO4; Mr 367,79 cistota 98,1 %)
a CH (GiH1sCINO4; Mr 383,83 cistota 95 %). DHSG (£H1sNO4; Mr 330,29 cistota
99 %) a DHCH (GHiNOg4; Mr 346,33 cistota 95 %) byly fipraveny z SG (CH)
redukci NaBH v methanolu (Mar et al, 2010).

Priprava zasobnich roztoli alkaloidi
Zasobni roztoky alkaloid (SG a CH: 0,2-1 mmol}| DHSG a DHCH: 0,125-20
mmol-I*) byly pripraveny v dimethylsulfoxidu (DMSO).

Kultivace hepatomové nadorové linie HepG2

Kryoprezervované lilky byly vyjmuty z hlubokomraziciho boxu, stetilpieneseny
do 5 ml kultiv&niho média a zcentrifugovany (1 min, 1@0>X20 °C). Pelet byl
rozsuspendovan v kultiveim médiu a fenesen do 25 cmlahve. Buiky byly
uchovavany v inkubatoru nasyceném vodnimi paramB8p °C a v atmosté 5% CQ,

médium bylo minéno kazdych 48-72 hodin. Po dosazeni monovrstvy Hylgky
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oplachnuty sterilnim PBS a uvaélmy inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu v EDTA
(0,5 ml, 2-3 min, 37 °C), rozsuspendovany ve 20knitivatniho média a fgneseny
do 75 cn lahve a dale kultivovany. Po dosaZeni monovrstyly buiiky oplachnuty
sterilnim PBS a uvokny inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu v EDTA (1 @43 min,
37 °C). Nasled& byl burgény pelet rozsuspendovan v 10 ml kultiaého média a pouzit

pro experimenty. Bitky byly v experimentech pouzivany mezi 5-25 pasazi.

Ptiprava linie HepG2 pro experimenty

Paet burgk byl stanoven v Birker@komirce na zaklagl barveni trypanovou maeid
Bunky byly naediny prislusnym kultivénim médiem a vysety na 96-jamkové
a 6-jamkové desky v koncentraci 12Hunsk/cn?. Po dosaZzeni monovrstvy (24 h) bylo

kultivacni médium vyminéno za bezsérove.

Izolace a kultivace potkanich hepatocyt

Potkani hepatocyty byly izolovany z potkanickejamodifikovanou dvoustujovou
kolagenasovou perfuzi (Moldées al, 1978). Po intraperitonealni anestezii (2% xylazi
1,2 ml-kg* &élesné hmotnosti a 10% ketamin-1,2 m*kglesné hmotnosti) a nasledné
kanylaci portalni vény byla jatra vyjmuta z dutifyiSni a promyvana Hanksovym
roztokem | (5 min) pro odstrani C&" a nasled& v Hankso¢ roztoku Il (5 min),
obsahujicim kolagenasu o aktivB U-mi. Poté byla jatraignesena do sterilni kadinky
s centrifug&nim roztokem (100 ml), doépbyly opatrré vytiepany uvolgné hepatocyty
a nasleda prefiltrovany ges gazu, centrifugovany (1 min, 5f)x 20 °C) a promyty
centrifug&nim roztokem (3x). Po posledni centrifugaci bylyiky rozsuspendovany
v kultivatnim meédiu. Zivotnost a et burgk byly stanoveny na zakladbarveni
trypanovou motl. Hepatocyty byly vysety v kultidd@im meédiu na fedem pipravené
kolagenované desky.

Kolagenovani desek

Na 96-jamkovou a 6-jamkovou desku byl aplikovértok kolagenu | (2l respektive
400 pl/jamka) izolovaného z potkanich oda@Berry et al, 1991). Oteiené desky byly
umiseény pod UV lampu do laminarniho boxu (20 min). Psctanuti (12 h) byly desky
uzawveny a pipraveny k pouziti.
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Piiprava primarnich kultur potkanich hepatocytua

Hepatocyty byly n@ediny kultivatnim médiem a vysety na kolagenem pokryté
96-jamkové a 6-jamkové desky v koncentraci 1-blirsk/cn?. Buiky byly dale
kultivovany v inkubatoru nasyceném vodnimi paraiini3y °C a v atmosf@& s 5% CQ.

Po stabilizaci 4 h bylo kultivai médium vyrgnéno za bezsérové médium a inkubace

pokraiovala do dalSiho dne.

Izolace lidskych hepatocyi

Lidské hepatocyty byly izolovany &sti jater multiorganovych darcdvoufazovou
kolagenovou perfuzi (Picharet al, 1990). Jatra (cca 250 g) byla promyvana roztoky
v nasledujicim piadi: HEPES 1, EGTA, HEPES 2, oplachnuta sterilAi@i a promyta
roztokem HEPES 3. Poté byla jatra r@émmina v roztoku HEPES 4 a uveimé buiky
byly prefiltrovany gres sterilni gazu, centrifugovany (1 min, §0>4 °C) a promyty
kultivaénim médiem ISOM. Nasledovala centrifugace (1 midxgh 4 °C) a promyti
kultivacnim médiem (3x). Po posledni centrifugaci bylynky rozsuspendovany
v bezsérovém médiu ISOM. Zivotnost aspbburgk byly stanoveny na zékladarveni

trypanovou motl.

Priprava suspenznich kultur lidskych hepatocvi

Hepatocyty byly n@dny bezsérovym meédiem ISOM na koncentraci dbun
4-16 burskhl™ a greneseny do bak na rotani odparku i teplo® vodni lazi 37 °C.

4.4.1.1 Stanoveni bufného poskozeni

Cytotoxicita studovanych alkaloidi

K burééné linii HepG2 nebo kulite potkanich hepatodytha 96-jamkové desce byly
piidany SG a CH vifislusném bezsérovém médiu ve vysledném koncantrarozmezi
1-5 pmol-I* a DHSG a DHCH v koncenifaim rozmezi 0,625-100mol-I* nebo Triton
X-100 (1%, v/v). Vysledna koncentrace DMSO v mébila 0,5 % (v/v). Kontrolni
bunky byly pfipraveny inkubaci sifslusnym objemem DMSO. Po inkubaci 1, 3,6 a 24 h
(37 °C, 5% CQ) byl sledovan vliv alkaloidl na bugéné poSkozeni pomoci uvaéimé
laktatdehydrogenasy (LDH) do kultis@iho média a pomoci MTT testu.
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Stanoveni aktivity LDH v médiu

Princip metodyredukce pyruvatu na laktat je katalyzovana LDiyték NADH, ktery

je nezbytny pro pibéh reakce, je sledovan spektrofotometrickiy3#0 nm (Bergmeyest
al., 1974).
Roztoky pro stanoveni aktivity LDH
LDH pufr : NaHPO, (0,05 mol-1), pyruvéat sodny (1,22 mmoty, pH 7,5
Reakéni smeés; NADH (0,4 mmol-T) v LDH pufru
Postup k 50 pl média bylo fidano 150 pl reali snési a ihned po promichani byl

meien pokles absorbance po dobu 4 min. Relativni igktivDH (%) byla stanovena

podle nasledujiciho vztahu:

(Av-Ay)

Aktivita LDH (%) = (mj 100

Av...zmé¢na absorbance vzorku za min {ky inkubované s alkaloidy)
Ak...zména absorbance kontroly za min fiby inkubované s DMSO)

Ar...zména absorbance tritonu za min iy inkubované s Tritonem X-100)

MTT test
Princip metody Zluta tetrazoliovA 8 MTT je redukovana mitochondrialnimi

dehydrogenasami metabolicky aktivnich &knna fialové, ve vo# nerozpustné
formazanové barvivo, jehoz koncentrace je po roZpuSv organickém rozpouixtle
stanovena spektrofotometrickyi 40 nm (Sieuwertst al, 1995).

Postup buiky na 96-jamkové desce byly oplachnuty sterilnimSP&8 nasledh bylo
aplikovano 100 péerstvého bezsérového média a 10 pl roztoku MTT ¢&ni PBS).
Po inkubaci 3 h (37 °C, 5% GYDbylo médium odsato a do jamek bylo aplikovano g00
DMSO s 1 % NH. Po 5 min byla rffena absorbance vzniklého modrofialového roztoku.

Zivotnost buik byla pa&itana ze vztahu:
> . Av
Zivotrna®o) = — 100
o0) =
Av...absorbance vzorku

As...absorbance kontroly
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4.4.1.2 @inek DHSG a DHCH na expresi a aktivitu kaspasy-3
Vliv SG, CH, DHSG a DHCH na apoptotické procdsy zkouman na busnych
liniich HepG2 a potkanich hepatocytech fluoregsoénmetodou (réfeni aktivity

kaspasy-3) a Western blot analyzou (mnoZstvi akéiné kaspasy-3).

a) Exprese kaspasy-3 (Western blot)

Priprava vzork z burcnych linif:

K burg¢né linii HepG2 nebo kultie potkanich hepatodykultivovanych na 6-jamkoveé
desce byly fidany SG a CH v bezsérovém médiu ve vysledném kdrasaim rozmezi
1-5 pmol-t* a DHSG a DHCH ve vysledném konceitrim rozmezi 10-5Qumol-I*.
Kontrolni buiky byly inkubovany s fislusnym objemem DMSO. Po 3 a 6 hodinové
inkubaci (37 °C, 5% C¢@ bylo z burk odsato médium a kky byly oplachnuty
ledovym PBS. Naslednbyly buiky seSkrdbnuty do 0,5 ml PBS a centrifugovany
(10 min, 150®, 4 °C). Supernatant byl odsat, pelet byl lyzovaB80vul cerstw
piipraveného lyzéniho pufru (30 min, 4 °C) a zcentrifugovan (10 n®&700>g, 4 °C).

V supernatantu byla stanovena koncentrace piiot@nadford, 1976), supernatant byl
zamrazen na -80 °C a naslégrouZzit na stanoveni exprese kaspasy-3.

Lyzani pufr.

Tris (2,0 molt), EGTA (0,005 molt), NaCl (0,15 mol?), glycerolfosfat
(0,02 mol-1), NaVO, (0,001 molt), NaF (0,001 mol?), Triton X-100 (1%, v/v),
Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteas ComplBfg(1 tableta v 50 ml), pH 7,5

Stanoveni koncentrace protgin

Princip metodybarvivo (coomassie briliantova mio@-250) tvdi s proteiny ve vzorku

komplex. Barvivo se vyskytuje veéech formach: kation (470 nn¢erveny), neutralni
molekula (650 nm, zeleny) a anion (595 nm, modiazba proteinu stabilizuje
aniontovou formu a vyvolava zmu zbarveni, ktera je ¢fena fotometricky i 595 nm
(Bradford, 1976).

Roztoky pro stanoveni koncentrace praiein

Coomassie briliantovd mbd0,01%, m/v), ethanol (50 ml, 95%) &R0, (100 ml,
85%) doplrny do 1000 ml vodou.

Standardni roztoky hegiho albuminu (BSA) v koncentraci 0,0625-0,5 ‘giro

sestrojeni kalibreni kiivky.
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Postup k 10 pl standardu BSA/vzorku bylotjgldno 100ul roztoku pro stanoveni
koncentrace proteina po promichani byla zffena absorbanceib95 nm. Koncentrace
byla odé€tena z kalibrani kiivky BSA.

Western blat metoda je zaloZena na elektroforéze prdteialkovych lyzai burek,
které jsou rozéleny v polykarylamidovém gelu s dodecylsulfatemrsgd (SDS-PAGE),
pieneseny na membranu a nastedetekovany pomoci specifickych protilatek.

Roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu a Western:blot
Migra &ni pufr: Tris (0,025 mol-t), glycin (0,192 mol), SDS (0,1%, m/v), pH 8,3
Migra ¢ni get 7,5-15% polyakrylamidovy gel

Zaostrovaci gel 10% polyakrylamidovy gel
Pienosovy puft Tris (0,025 molt), glycin (0,192 mol?), methanol (20 %, v/v), SDS
(0,1%, m/v), pH 8,3
TBS: Tris (0,1 mol-t), NaCl (0,137 mol}), pH 7,6
TBS/T: Tris (0,1 mol-1), NaCl (0,137 mol?), pH 7,6, Tween 20 (0,05 %, v/v)
TBS/T/mléko: Tris (0,1 mol-t), NaCl (0,137 mol?), pH 7,6, Tween 20 (0,05 %, V/v),
susené mléko (5 %, m/v)
TBS/T/BSA: Tris (0,1 mol-1), NaCl (0,137 mol?), pH 7,6, Tween 20 (0,05 %, v/v),
BSA (5 %, m/v)
Vzorkovy pufr : Tris (0,125 molf), pH 6,8, SDS (4 %, m/v), glycerol (20 %, v/v), DT
(0,2 mol-1*), bromfenolova maid(0,02 %, m/v)

Postup stanoveni kaspasy-3

Vzorky byly rozmrazeny a medny 0,8x vzorkovym pufrem a denaturovany
povaenim (5 min, 95 °C). V apardti pro elektroforézu bylipraven 10% sepakni
a 15% zaogbvaci polyakrylamidovy gel o tlotiée 1,5 mm. Do jamek zadsvaciho gelu
byly aplikovany vzorky s obsahem 50g proteini/standard molekulové hmotnosti.
Elektroforéza byla provedena v migném pufru @i proudu 60 mA. Po rozdeni proteiri
nasledoval jejich f@nos na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membrantankovém
uspdadani v penosovém pufru (60 min, 400 mA, 4 °C).

Po ukokieni grenosu proteith byla membrana 3x promyta (5 min, TBS) pro odsinéan
pienosového pufru, blokovana (1 h, TBS/T/mléko, 2D &hkubovana s primarni kréli
protilatkou (kaspasa-3, TBS/T/mléko, 1:1000, 4 PEes noc), 3x promyta (10 min,
TBS/T) a nasledh inkubovana se sekundarni kozi protilatkou ¢emau Kenovou
peroxidasou (goat anti-rabbit IgG-HRP, TBS/T/mIékd20 000, 2 h, 20 °C). Poté byla
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membrana 3x promyta (10 min, TBS/T) a proteiny edsl detekovany pomoci
chemiluminiscetniho systému Immun-Stat a fotografického filmu.

Postup stanoveni aktinu

Postup byl stejny jako u stanoveni kaspasyithgozdilem, Ze byla pouzita primarni
kozi protilatka k detekci aktinu (goat polyclongd actin, I-19, TBS/T/BSA, 1:1000,
4 °C, ges noc) a nasledrsekundarni krad protilatka zndena kenovou peroxidasou
(rabbit anti-goat IgG-HRP, TBS/T/mléko, 1:10 000, 2 20 °C). Proteiny byly

detekovany stejnym ggobem jako u stanoveni kaspasy-3.

b) Aktivita kaspasy-3

Princip stanoveni aktivity kaspasy-&ktivni kaspasa je schopn&mpst fluorochromy

(derivaty kumarinu), kterymi je ztan peptid (Asp-Glu-Val-Asp, DEVD). MnoZstvi
odSgpeného fluorochromu je &eno fluoresceiné (Ochuet al, 1998).

Roztoky pro stanoveni aktivity kaspasy-3
Lyzaéni pufr: HEPES (0,05 mol¥), pH 7,4, Triton X-100 (0,5%, v/v), inhibitor peds
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 moh)l
Reakéni pufr: HEPES (0,02 molY), pH 7,1, EDTA (0,002 mol#), inhibitor proteas
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 mot)l
Zasobni roztok substratu pro kaspasu-3Ac-DEVD-AMC v DMSO (0,01 mol-f)
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspasu-3 Ac-DEVD-CHO v DMSO (0,002 mol?¥)
Reakéni smés se substratem995 pul reakéniho pufru, 5ul substratu Ac-DEVD-AMC
(0,05 mmol 1)
Reakéni smés se substratem a inhibitorem 995 ul reakéniho pufru, 5ul substratu
Ac-DEVD-AMC (0,05 mol-1), 0,5ul inhibitoru Ac-DEVD-CHO (0,001 mmol)

Piprava vzork:

K burgéné linii HepG2 nebo kultie potkanich hepatodytna 6-jamkové desce byly
pridany SG a CH v koncentraim rozmezi 1-5 pmoll a DHSG a DHCH
v koncentranim rozmezi 10-5@mol-*. Kontrolni buiky byly inkubovany s fislusnym
objemem DMSO. Po inkubaci 3 a 6 h (37 °C, 5%, Ckylo z bugk odsato médium,
buiky byly oplachnuty ledovym PBS, seSkrabany do O0J5RBS a centrifugovany
(10 min, 150%, 4 °C). Supernatant byl odsat a pelet byl lyzov&® ul lyzaéniho pufru
(15 min, 4 °C) a znovu centrifugovan (20 min, 118804 °C). V supernatantu byla
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stanovena koncentrace protei(Bradford, 1976), supernatant byl zamrazen na°@0
a nasleda& pouzit na stanoveni aktivity kaspasy-3.

Postupsupernatant byl rozmrazen i a smichan s 8(l realkéni snesi se substratem
nebo reakni snesi se substratem a inhibitorem. Po inkubaci (1 5,°G) bylo 20ul
odebrano, smichano se 180diH,O a byla zrmitena fluorescencefiphex 3s6 Aemaso NM
na luminiscetnim spektrometrl.S 50 B Aktivita kaspasy-3 byla vyhodnocena podle
nasledujiciho vztahu:

(Fy +s-Fy +))

Akiia kaspasy-3 (IUg* =(
pasy-3 (IUg") (Fk +s —Fk +1)

/CJ 100

Fv+s...fluorescence vzorku se substratemidyunkubované s alkaloidy)
Fv+ ...fluorescence vzorku se substratem a inhibitoramkyp inkubované s alkaloidy)
Fk+s ...fluorescence kontroly se substratemifouinkubované s DMSO)
Fk+1 ...fluorescence kontroly se substratem a inhibitofeuiky inkubované s DMSO)

Cuvrnenn koncentrace proteinu (@)|

4.4.1.3 Studium transformace SG, CH, DHSG a DHCHa lidskych hepatocytech

Transformace (metabolizace) byla pros@a na primarnich kulturach lidskych
hepatocyt a nasledna analyza pomoci metody HPLC/MS-IT.

Friprava vzork pro HPLC/MS-IT analyzu

Suspenze hepatodybyly inkubovany pi 37 °C na rotaéni odparce po dobu 1 a 2 h
s SG a CH (5 pmol}) a DHSG a DHCH (50 umotY). Po uplynuti doby inkubace byl
odebran 1 ml suspenze Rna centrifugovan (10 min, 150x 4 °C). Médium bylo
odebrano na analyzu, tky byly proplachnuty PBS a centrifugovany (10 mis0xqg,

4 °C).

K 0,5 ml média bylo fidano stejné mnozstvi 1 % HCI v methanolu,ésnibyla
vortexovana a centrifugovana (10 min, 15090% °C) a supernatant byl nanesen
na kolonu. K bitkam bylo gidano 0,2 ml 1 % HCI v methanolu, iky byly sonikovany
10 s, vortexovany a centrifugovany (2 min, 15004 °C). Supernatant byl nanesen
na kolonu.

HPLC/MS-IT analyza

HPLC/MS-IT analyza byla provéda na chromatografickém systéi8himadzu Class

VP (Shimadzu, Japonsko) s chromatografickou kolonddclipse XDB-CN
150 mm x 2,1 mm, bm (Agilent Technologies, USA), v mobilni fazi 10%etanol
(VIV)I1% octova kyselina v gradientu se 100 % metthem (B). Program gradientu:



EXPERIMENTALNI CAST 31

0-9 min (10-55 % B), 9-12 min (55-60 % B), 12-1#in (60-10 % B), 12,1-16 min (10
% B), piitok mobilni faze 0,4 nihin™, nastikované mnoZstvi vzorku bylo 10 pl. Teplota
nastiku byla 10 °C, teplota kolony 30 °C. Kapalinovyrematograf byl on-line napojen
na hmotnostni spektrometr LCQ Fleet, vybaveny iootiopasti. Vzorky byly ionizovany
elektrosprejem v pozitivnim modu s nasledujicimrapaetry: napti zdroje 4,75 kV,
teplota kapilary 375 °C, napp na kapilde 30 V. Dusik byl pouzit jako suSici plyn a
helium jako kolizni plyn. Ritok suSicich ply@ (sheath, auxiliary a sweep) byl 50, 5 a 1
relativnich jednotek. Sledovana byla intenzita M@&gment s pouZitim CID (kolizi
indukovana

disociace; aplikovana byla energie o velikosti 35n%aximalni intenzity)u vybranych
MS/MS pechodi (SG 332,14304,17, CH 348,14333,17, DHSG 334,14319,17

a DHCH 350,25-»335,17nv/2).

4.4.2 Studium biologické aktivity DHSG, Sangrotu a sanguiritrinu —In vivo

4.4.2.1 Vliv DHSG na vybrané fyziologické paramey potkana p¥i dlouhodobém
podavani

4.4.2.1.1 Pibéh experimentu

Potkani kmene Wistar (18 saimctélesna hmotnost 24 8 g) byli chovani
za standardnich podminek v boxech po 2atech s volnym iistupem k potrava vodt,
pii pokojové teplat 23+ 3°C s 12 hodinovym cyklem &to/tma. Potkani byli roz&leni
do 3 skupin po 6ti zvatech. Skupina 1 (kontrolni) byla krmena 90 dnhdgadni dietou,
skupina 2 dietou obsahujici 100 mg DHSG/kg krmivakapina 3 dietou obsahujici
500 ppm DHSG. V gibéhu experimentu byla sledovana debl krmiva, hmotnost
zvirat (2% tydr) a sbiran trus. Obsah SG a DHSG v krmivu a trugdunipnitorovan
metodou HPLC/MS-Q.

Experiment byl ukoten po 90 dnech odlem krve a orgah v celkové anestezii
(fentanyl-0,04 mgg™’ t&lesné hmotnosti; medetomidin-0,2 tkgj® tlesné hmotnosti;
diazepam-5 megg’ tslesné hmotnosti). Krev byla odebrana z¥mit hrdelni Zily
do zkumavky s heparinem (Sarstedgniécko) a z aortalniho rozweni do zkumavky
s NaEDTA (Sarstedt, Rimecko).Cast krve byla odebrana pro analyzu poskozeni DNA.
Zbytek krve byl centrifugovan (10 min, 426x4 °C), ziskand plasma byla r@imha
na alikvoty, které byly uchovanyip-80 °C. Erytrocyty (bu&nacast krve) byly promyty

PBS, rozdleny na alikvoty a zamrazeny na -80 °C. Plasma pwlazita pro stanoveni
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parameti klinické biochemie (sodik, draslik, chloridy, bilbin, cholesterol, mmvina,
kreatinin, alaninaminotransferasa (ALT), aspartatatnansferasa (AST),
gama-glutamyltransferasa (GMT), alkalicka fosfatggd.P), cholinesterasa (CHE),
celkovy protein a prealbumin), pro stanoveni obsalkaloidi, celkové antioxidéni
kapacity (TAC), hladiny celkovych SH-skupin, prodiukpokrasilé oxidace proteit
(AOPP) a produkt lipoperoxid&niho poSkozeni (TBARS). Erytrocyty byly pouZzity
na stanoveni hladiny glutathionu (GSH), TBARS, enayeé aktivity katalasy,
glutathionperoxidasy (GPx) a superoxiddismutasy pOJatra byla oplachnuta
vychlazenym PBS, zvaZena&ast byla pouZita pro stanoveni parametxidatniho stresu
— TAC, GSH, TBARS, aktivity SOD, GPx, katalasy, kielého mnozstvi cytochromu
P450 (cyt P450) a pro analyzu poskozeni DNA. J&dwiny, srdce, mozek a brzlik byly
zvazeny;cast jater, ledvin, svalu, srdce, mozku, jazykarkébo steva byla odebrana
pro HPLC/MS-Q analyzu #ast jater, ledvin, srdce, tenkéhdesta, jazyka a dasni byla
odebrana pro histologickou analyzu.

4.4.2.1.2 Stanoveni obsahu alkalaid SG, DHSG) v die€ a biologickych vzorcich

Obsah alkaloi@l v die€, trusu, mei, plasné¢ a vybranych organech byl stanoven
pomoci metody HPLC/MS-Q.

Rriprava vzork:

Dieta (5 g) byla extrahovana 12 h 1 % HCI v matiiu (350 ml) v Soxhlet@yv

extraktoru a odgana na vakuové odparcéi @7 °C na objem cca 20 ml. Objem byl

doplren okyselenym methanolem na 40 Redinim (2x) mobilni fazi B byl fipraven
vzorek pro HPLC/MS-Q analyzu. Kakny vzorek byl centrifugovan (2 min, 1200§)x
20 °C) a supernatant (10 ul) byl aplikovan na HRonu. Vzorky mei a plasmy (0,4
ml) byly smichany s methanolem (0,6 ml respektive8 Oml), vortexovany
a centrifugovany (15 min, 12006x 4 °C). Supernatant byl podroben HPLC/MS-Q
analyze. Vzorky tkani a trusu byly homogenizovany-ieptansulfonové kysetin
(0,01 molll*) v 95% acetonitrilu. Homogenét byl vortexovan atdéugovan (15 min,
9700>g, 4 °C) a supernatant byl naslédodpaen @i 47 °C v dusikové atmosie.
Odparek byl rozpush v methanolu, filtrovan iges 0,45um teflonovy filtr a podroben
HPLC/MS-Q analyze.

Mobilni faze pro HPLC/MS-Q analyzu

Mobilni fize A: mravean amonny (0,01 mol*); mobilni faze B: methanol
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HPLC/MS-Q analyza
HPLC/MS-Q analyza byla provedena na chromatark@&m systémuHP 1100
(Hewlett-Packard, Bmecko) s chromatografickou kolonoziorbax SB-CN (Agilent,

USA). Analyza byla provagha na Ustavu chemie a biochemie, Agronomické fakult
MZLU Brno.

4.4.2.1.3 Biochemicka analyza

Biochemické parametry krevni plasmy: sodik, likaghloridy, bilirubin, cholesterol,
mocovina, kreatinin, ALT, AST, GMT, ALP, CHE, celkowrotein a prealbumin byly
stanoveny na analyzatoilab 600 (Instrumentation Laboratory, Sp&sko) v Oddleni

laboratorni mediciny v Nemocnici Sternberk.

4.4.2.1.4 Parametry oxid&niho stresu
Ptiprava vzork:

a) Jatra — po rozmrazeni byfipraven 10% homogenat ve vychlazeném PBS
b) Erytrocyty — po rozmrazeni byfipraven 1% a 10% lyzéat ve vychlazeném PBS

c) Plasma byla pouzita ke stanovefingo

Stanoveni mnoZzstvi protéirve vzorcich

MnoZstvi proteifi v plasng a jatrech bylo stanoveno podle kapitoly 4.4.2.1.a.

Stanoveni produkti lipoperoxidace

Princip metody kyselina thiobarbiturovd (TBA) reaguje s produkperoxidace

polynenasycenych mastnych kyselin, zejméfaoveho malondialdehydu, za tvorby
komplexu, jehoz mnoZstvi je stanoveno fotometripkiy535 nm (Buegeet al, 1978).
Latky reagujici s TBA se obetmznauji jako ,thiobarbituric acid reactives substances"”
(TBARS).

Reakini snes pro stanoveni TBARS
Kyselina trichloroctova (TCA, 0,025 mah), TBA (0,918 mol-t)

Postup 50 pul plasmy/250ul jaterniho homogenéatu/1Qd 10% lyzatu erytrocyt bylo

smichano s 1000l reakeni snesi a zaltato (30 min, 90 °C). Po ochlazeni a centrifugaci
(10 min, 600y, 4 °C) byla ndfena absorbance. Slepy vzorek byilppven stejnym
postupem, ale bez zawWani. MnoZstvi produkit lipoperoxidace (TBARS) bylo
vypaocitano podle nasledujiciho vztahu:
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1) — (Avz-Asl)
el le

Produktiypoperoxidace (molg Tredeni

A,;...absorbance vzorku

Aq...absorbance slepého neptem@eho vzorku
¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cni?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (gl-)

Stanoveni hladiny redukovaného glutathionu

Princip metody = mnoZzstvi glutathionu (GSH) je stanoveno reakci
5,5 -dithiobis(benzoové) kyseliny (DTNB) s GSH kallckém prosiedi, kde vznika
Zluty 5-thio-2-nitrobenzoat (TNB), jehoz absorbangemnmeiena pi 412 nm (Carlberget
al., 1985).

Roztoky pro stanoveni GSH
GSH pufr: Tris (0,8 mol-), EDTA (20 mmol-1), pH 8,9
Reakéni smeés; DTNB (3 mmol-1Y) v GSH pufru

Postup400yul 10% lyzatu erytrocyt/400 ul jaterniho homogenatu bylaigano ke 100

ul 25% TCA, promichano na vortexu a centrifugovafb (in, 4310y, 4 °C). Slepy
vzorek obsahoval mistaiglusného vzorku 5% TCA. Ke 20 supernatantu bylofmlano
200yl reakeéni snesi. Po 4 min byla z&tena absorbance. MnoZstvi GSH bylo Witéno

podle nasledujiciho vztahu:

Hladina GSH (mofg™?) = %ﬁedéni

Aa...absorbance vzorku

Ab...absorbance slepého vzorku

¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cni?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (gl-)

Hladina celkovych SH-skupin

Princip metodystanoveni celkovych SH-skupin vyuziva stejny @pnjako stanoveni
GSH (viz vySe) (Het al,, 1994).

Postup 100 ul plasmy bylo smichano s 30 GSH pufru, 20ul DTNB (4 mg-mt),

1580 ul methanolu a vSe bylo promichano na vortexu. Rabaci (20 min, 4 °C) byl
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vzorek centrifugovan (10 min, 60§x4 °C) a poté zgtena absorbance supernatantu.
Hladina celkovych SH-skupin byla vygitana podle nasledujiciho vztahu:

1) — (Avz-Aa-Ab) Fedsni

Hiad SH-skupin (molg O
Avz...absorbance vzorku

Aa...absorbance vzorku obsahujiciho vie kr@iNB

Ab...absorbance vzorku obsahujiciho vie kiqgriasmy

¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cm?)

L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (G}

Aktivita superoxiddismutasy (SOD)
Princip metodyaktivita SOD byla stanovena ri@po v systému nitrotetrazoliova mod
(NBT)/NADPH/fenazin methosulfat (PMS). Reak snts produkuje superoxidovy

anion, ktery reaguje s NBT za vzniku modrého produfehoZz mnoZstvi je stanoveno
fotometricky i 560 nm. Vychytavani generovaného superoxidovétionau pisobenim
SOD je nepimo ungrné intenzi¢ vzniklého produktu (Ewingt al, 1995).

Roztoky pro stanoveni SOD
SOD pufr: KH.PQ, (50 mmol 1), EDTA (0,1 mmol-t), pH 7,4
Reakéni smes: NBT (62 mmol 1), NADH (98 umol-I*) v SOD pufru
PMS: PMS (33 pmol1) v SOD pufru

Extrakce jaterniho homogenake 30 mg KHPQ,, 250 ul chloroformu a 90Qul vody

bylo piidano 100ul jaterniho homogenatu. S byla vortexovana a centrifugovana
(30 min, 10809, 4 °C). Slepy extrakt obsahoval mistidspuSného biologického vzorku
100ul PBS. Po extrakci byly vzorky 1Geckny PBS.

Postup k 25 ul extraktu/1% lyzatu erytrocyt bylo pidano 200ul reakéni snesi.
Reakce byla spusita 25ul PMS. Po 5 min byla gfena absorbance. Aktivita SOD byla
vyjadiena v U-g, coZ je mnoZstvi enzymu, které je fetmé k 50% inhibici rychlosti

redukce NBT. Aktivita byla vyp&itana podle nasledujiciho vztahu:

_1) — (Aa- Ab) — (Avz— Ab)

Akiig SOD (U-g (Ao AD)

2 Gedeni

Avz...absorbance vzorku
Aa...absorbance slepého vzorku (#3°MS, 25ul pufru a 200 ul reakni snesi)
Ab...absorbance pozadi (s pufru a 200ul reakéni snmeési)
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Aktivita glutathionperoxidasy (GPx)
Princip metodyke stanoveni aktivity GPx byl vyuZit systém GSldigthionreduktasa/

NADPH/kumenhydroperoxid. V reakci katalyzované GPpe GSH oxidovan
kumenhydroperoxidem a vznikajici oxidovany glutath{GSSG) je zfin¢ redukovan
glutathionreduktasou (GSHred) za dpbly NADPH, jehoZz pokles je monitorovadi p
340 nm (Tappett al, 1978).

Roztoky pro stanoveni GPx
GPx pufr: Tris (50 mmolt), EDTA (0,1 mmol-t), pH 7,6
Reakéni smés: GSH (0,3875 mmol™), NADPH (0,186 mmol}), GSHred (1,55 U-rii
v GPx pufru, kumenhydroperoxid v dié (0,1 %, m/v)

Postup ke 20 ul 1% lyzatu erytrocyi/jaterniho homogenatu bylofigano 200 ul
reakeni snesi. Po inkubaci (5 min, 37 °C) bylgigano 10ul kumenhydroperoxidu a byla
meiena znéna absorbance za 1 min. Aktivita GPx byla wipina podle nasledujiciho

vztahu:
Aktivita GPx (mol -min-t.g?) = 28840 e
elLle

AA340...zIMENaA absorbance za minutu
¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cni?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (gl-)

Aktivita katalasy
Princip metody katalasa katalyzuje ipmenu peroxidu na vodu a jeho Ubytek je

pozorovan fotometrickyip240 nm (Beergt al, 1952).
Roztoky pro stanoveni katalasy

Fosfatovy pufr: KH,PQO, (50 mmol-1), pH 7,0

Peroxid vodiku (30 mmol*) ve fosfatovém pufru

Postup 40 ul jaterniho homogenatu/1% lyzatu erytracytylo smichano s 1964l
fosfatového pufru, reakce byla nastartovana 0,5perbxidu vodiku a byla #tena
absorbance ip 240 nm po dobu 30 sekund. Aktivita katalasy bylgpocitana podle
nasledujiciho vztahu:

Aktivita katalasy (mol-mint.g) = 22290 Geqsng
elLle

AA240...ZzmeNa absorbance vzorku za minutu
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¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cni?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (gl-)

Celkové antioxidatni kapacita (TAC)

Princip _metody celkova antioxidéni kapacita byla stanovena cyklickou voltametrii
(Kohenet al, 2000). B této metod se na pracovni elektrodu vklada potencialovy puls
s ukitou rychlosti polarizace a stasré se sleduji proudové odezvy v roztoku vzorku.
Redukni schopnost latky se vyhodnocuje ze ziskaného amdan cyklického
voltamogramu. Z jeho tkvky je moZzné od&st hodnotu flvinového anodického
potencialu oxidéniho piku B, a odpovidajici hodnotu anodického proududan je
hodnota E,mensi, tim snadii latka odevzdava elektrony atide byt lepSim redukim
¢inidlem.

Postup plasma a jaterni homogenat (10%) byitgdny fosfatovym pufrem (KgPQy,

50 mmolt, pH 7,4 v ponru 2:1. Mseni bylo provedeno s pouZitim
Potenciostatu/Galvanostatu mo@a13 v rozmezi od -0,2 do 1,0 V, rychlosti 100 mV-s
pii pokojové teplot. Pracovni elektroda bylaigd kazdym réfenim leStna 0,05um

oxidem Kemkiitym. Ze ziskanych voltamogranbyl odeten E,, charakterizujici oxido-

reduléni vliastnosti latek (typ) a la charakterizujici mstvi €chto aktivnich latek.

Hladina produkt @ pokrocilé oxidace proteini (AOPP)
Princip metodyoxidované proteiny v pragtdi jodidu draselného absorbuii 40 nm.

Koncentrace oxidm¢ modifikovanych proteih byla zjiSEna s vyuzitim kalibréni
kiivky chloraminu-T (Witko-Sarsadt al, 1996).

Postupke 200ul chloraminu-T (0, 1, 2, 5, 10 a 20nol-I") nebotedsné plasmy v PBS
(1:5) bylo gidano 10ul KI (1,16 mol-I") a 20l kyseliny octové a ihned byla &fena
absorbanceip340 nm.

4.4.2.1.5 Stanoveni mnoZzstvi hemoglobinu

Princip metody hemoglobin se viftomnosti kyanidu rni na kyanomethemoglobin,

jehoz absorbance jedtiena spektrofotometrickyip540 nm (Evelyret al, 1938).
Roztok pro stanoveni hemoglobinu
NaHCQ; (12 mmol-1), KCN (0,77 mmolt), Ks[Fe(CN)] (0,6 mmol-1)
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Postup k 10 pl lyzatu erytrocyt (1% a 10% lyzéat) bylo fiddno 200ul roztoku
a po 10 min byla zgfena absorbanceiip540 nm. MnoZstvi hemoglobinu bylo

vypocitano podle nasledujiciho vztahu:

Gedeni

Kondesce hemoglobinu (moll™) = Ai_ Ab

Aa...absorbance vzorku
Ab...absorbance slepého vzorku (PBS)
¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cm?)

L...délka optické drahy (cm)

4.4.2.1.6 Celkové mnozstvi cytochroinP450
Princip _metody redukovany cyt P450 poskytuje v komplexu s oxidemelnatym

charakteristické absothi spektrum s maximentipi50 nm (Omuraet al., 1964).
Roztoky pro izolaci mikrosoinz jater

Homogenizani pufr: sacharosa (0,25 mat)] EDTA (0,001 mol:t), pH 7,4

Promyvaci pufr: KCI (0,15 mol 1), Tris (0,05 mol:t), pH 7,4

Zpracovani tk&h jaterni mikrosomy byly izolovany ultracentrifuga&e vzorku jater

VVVVV

(3%, 10 s) a poté centrifugovana (15 min, 8§04 °C). Supernatant byl znovu
centrifugovan (20 min, 1000@x 4 °C) a novy supernatant byl fgmesen
do ultracentrifugénich zkumavek, doptm homogenizénim pufrem a oft centrifugovan
(90 min, 350008, 4 °C). K ziskanému sedimentu byidan promyvaci pufr, pelet byl
zhomogenizovan tmim homogenizatorem (Potter Elvehfam homogenizator)
a nasledovala centrifugace (90 min, 350904 °C). Pelet byl rozmichan v 0,3 ml
promyvaciho pufru, nasledovala @phomogenizace homogenizatorem, ve vzorku
mikrosomi byla zn€fena koncentrace protdir(viz kapitola 4.4.1.2.a), mikrosomy byly
rozctleny na alikvoty a zamrazeny na -80 °C.

Stanoveni cyt P450

Mikrosomy byly 50x pedény promyvacim pufrem (4@l mikrosonmi a 1960ul pufru),
bylo pridano 30 mg Nz5,0,4 a sngs byla vortexovana. Roztok bytgpipetovan do kyvet
a pistroj byl vynulovan. Poté byla jedna z kyvet nasye CO a naslednzmérena
absorbanceip450 a 500 nm. Celkovy obsah cyt P450 byl Witan podle nasledujiciho

vztahu:
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Celkowfsah cyt P450 (mot™) = %Eﬁedénl’

Asso...absorbance vzorkuipd50 nm
Asgo...absorbance vzorkuigb00 nm

¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cni?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (gl-)

4.4.2.1.7 Western blot analyza cytochromu P45@&1/2 (CYP1A1/2)
Priprava vzork: Jaterni mikrosomy byly ijpraveny dle kapitoly 4.4.2.1.6. Vzorky

z kazdého zwete ze skupiny byly ffadny na stejnou koncentraci a smichany ve stejném
objemu, byly pipraveny snmisné vzorky. Ssné vzorky byly ng&ediny 0,8% vzorkovym
pufrem a denaturovany paesmim (5 min, 95 °C) (viz kapitola 4.4.1.2.a). Jgazitivni
kontrola indukce CYP1A1/2 byly pouzity mikrosomyjater potkad, kterym byl
intraperitonealé aplikovanp-naftoflavon (Shoret al, 2004).

Nasledujici kroky byly provedeny podle postupuedeného v kapitole 4.4.1.2.a
s €mito rozdily: doba fenosu z gelu na membranu byla 100 min, byla poyatitaarni
kozi protilatka CYP1Al1 (CYP1Al G-18, goat polyclonigG, TBS/T/BSA, 1:500
a sekundarni krdi protilatka zn&ené kenovou peroxidasou (rabbit anti-goat IgG HRP,
TBS/T/mléko, 1:10 000).

4.4.2.1.8 Histologicka analyza

Tkaiové vzorky jater, ledviny, srdce, tenkéhdesh, jazyka a dasni byly ihned
po odlEru fixovany v Bakerov snisi (10% formaldehyd, 35 mmot-ICaCh ve vod),
odvodrény a zality do parafinu. Poté byly nakrajeny naui silnéifezy na roténim
mikrotomu. Rezy byly barveny hematoxylinem — eosinem, Alcionovoodi a reakci
PAS. Preparaty byly vyhodnoceny s pouzitickteiného mikroskopOlympus BX 40
Histologicka analyza byla prov&ca na Ustavu histologie a embryologie, LF UP,

Olomouc.
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4.4.2.1.9 Stanoveni poskozeni DNA metodami Conassay &2P-Postlabeling

Comet assay (jednobu&na gelova elektroforéza)

Princip metody metoda sleduje poskozené DNA v jednotlivychikach, které jsou

fixovany v agarosovém gelu. Po lyze membran sedutoelektroforéza, ip které dojde
v elektrickém poli k migraci fragmeintjaderné DNA, coZ se projevi vznikem komet,
které jsou pozorovany mikroskopicky po obarveni DUorescetinim barvivem (Tice
et al, 1990).

Roztoky pro stanoveni poSkozeni DNA
Lyzaéni pufr: NaCl (2,5 mol-), EDTA (0,1 mol-, Tris (10 mmol-1), pH 10,0
Neutralizaéni pufr: Tris (0,4 mol1), pH 7,4
Roztok na elektroforézu NaOH (0,3 mol), EDTA (1 mmol-T
Fluorescer¥ni barvivo: Ethidium bromid (20 pg-r)

Izolace lymfocyii: ke 30 ul krve byl giddn 1 ml 10% FCS v PBS, vzorek byl

promichan a inkubovan 30 min na dedPo inkubaci byla s#s podvrstvena 10Ql

Histopaku 1077 a centrifugovana (3 min, 26804 °C). Po centrifugaci byly lymfocyty
(sttedni bil4 vrstva mezi PBS a Histopakenig¢pgipetovany do 1 ml 10% FBS v PBS
a opt centrifugovany (3 min, 20@Qx 4 °C). Poté byl pelet odsat do sucha,
rozsuspendovan v 501 10% FCS v PBS afan k 85ul 1% nizkotuhnouci agarosy
vytemperované na 37 °C.

Priprava skléek mikroskopicka sklika (76x26 mm) byla vywana v 6% peroxidu

vodiku (30 min), nasledrnbyla dikladrgé promyta v diHO a usuSena. Poté byla potazena
Z jedné strany 1% agarosou, usuSenaé&vokm vzduchu a naslegrv susara (30 min,
60°C). Red pokusem bylo na kazdé potazenéckkliaplikovano 85ul vysokotuhnouci
agarosy (1%) aijkryto krycim skltkem. Po ztuhnuti agarosy (15 min, 4 °C) bylo kryci
sklicko sejmuto.

Priprava buénych prepardt 85 pl izolovanych lymfocyi obsahujici asi 2-f®ursk

v 1% nizkotuhnouci agarose byléepeseno na vrstvu vysokotuhnouci agarosskrgto
krycim skltkem a ochlazeno na 4 °C (5 min). Po zatuhnuti ayabylo kryci skitko
sejmuto a podlozni skka s bukami zafixovanymi v gelu byla tpnesena
do vychlazeného lyzaiho pufru (60 min, 4 °C) a nasleddo roztoku pro elektroforézu
(40 min, 4°C), aby doSlo krozvani Sroubovice DNA. Poté byla provedena
elektroforetickd separace DNA (20 min, 20V, 4 °®p elektroforéze byla skka

3x promyta neutralizaim pufrem (5 min) a ususena.



EXPERIMENTALNI CAST 41

VyhodnoceniRoztok ethidium bromidu (20 [rgl™) byl aplikovan na plochy agarosy
s buikami a ot prikryt krycim sklickem. PoSkozeni DNA (vzniklé ,kometky*) bylo
pozorovano mikroskopicky s vyuzitim fluoresértho mikroskopuOlympus IX 70
a programuOlympus MicrolmagePoskozeni bylo vyhodnoceno na 100 jadreclitsili
Bunky byly vizualre rozdileny do skupin od O (neposkozené) do 4 (maxigaln
poskozené; obr. 6). Kazd4 kometka byl#azana do skupiny podle uvedeného stupn
poskozeni. Pro kazdé sktb bylo spegitano celkové poskozeni (viz vztah nize), které
se pohybovalo v rozmezi od 0-400 arbitrarnich jeeko

(No D+ N, 0+ N, 2+ N, B+ N, @)

Celkové poskozenk

100

No, N1, N2, N3, N4...mnoZzstvi budk v jednotlivych skupinach od 0 do 4

3 4

Obrazek 6. Hiklady poskozené bugéné DNA pro vizuélni hodnoceni.

32p_postlabeling

Princip metody metoda detekuje modifikované nukleotidy z hydrolyané DNA.
(Stiborovaet al, 2008). Tato metoda byla prowéa na Katetk Biochemie, BF UK,

Praha.

4.4.2.2 Farmakokinetika DHSG

4.4.2.2.1 Pibéh experimentu s nefferusenym enterohepatalnim ohem

Potkani kmene Wistar (86 saimélesna hmotnost 260 10 g) byli chovani za stejnych
podminek jako v fedchozim experimentu (viz kapitola 4.4.2.1.1).

DHSG byl potkaim podavan gastrickou sondou v davkach 9,1 mg/kd ang/kg
télesné hmotnosti potkana v objemu 1 ml vody.idtad (3 zvfata na kazd¢asovy Usek)
byla uspana (viz kapitola 4.4.2.1.1) a po 0, 0,2,13, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22, 24, 28 a 32 h byla odebirana krev. Krewa loglebrana zit$ni aorty do NsEEDTA
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zkumavek, centrifugovana (10 min, 42> °C) a ziskana plasma a erytrocyty byly
zamrazeny na -80 °C. VSem potkan byla také odebrana jatra a po oplachnuti PBS
zamrazena na -80 °C. Stanoveni alkaloiglasng a jatrech bylo provedeno dle kapitoly
4.4.2.1.2.

4.4.2.2.2 Pibéh experimentu s grerusenym enterohepatalnim cyklem

Potkani kmene Wistar (46 saimélesna hmotnost 260 10 g) byli chovani za stejnych
podminek jako v fedchozim experimentu (viz. kapitola 4.4.2.1).

DHSG byl potkatim podan gastrickou sondou v davce 91 mgitgshé hmotnosti
v objemu 1 ml vody. Bezprasdre po oralni aplikaci DHSG byly potkém v anestezii
podvazany Zltovody a byla odebirana krev v intervalech 0, 0,2,13, 4, 5,6, 7,8a9h
(3 zvirata na kazdyasovy Usek). Zpracovani krve a jater a bylo promedstejnym
zpiasobem jako v kapitole 4.4.2.1.1, stanoveni alkdloiglasng dle kapitoly 4.4.2.1.2.

4.4.2.3 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na vybrané fyziologické parametry
potkana p¥i dlouhodobém podavani

4.4.2.3.1 Piibéh experimentu

Potkani kmene Wistar (30 saimélesna hmotnost 312 12 g) byli chovani za stejnych
podminek jako v kapitole 4.4.2.1.1. Potkani byledé&eni do 5 skupin po 6ti zidtech.
Skupina 1 (kontrolni) byla krmena 90 dni standantiatou, skupina 2 dietou obsahujici
100 ppm Sangrovitu (2 ppm SG), skupina 3 dietouabbgci 7000 ppm Sangrovitu
(140 ppm SG), skupina 4 dietou obsahujici 14000 angrovitu (280 ppm SG)
a skupina 5 dietou obsahujici 600 ppsanguiritrinu (367 ppm SG). V fbchu
experimentu byla sledovana sfeita krmiva, hmotnost Zt (2x tydi) a sbiran trus.
Obsah SG a DHSG v krmivu a trusu byl monitoror@iodou HPLC/MS-Q.

Experiment byl uka¥en po 90 dnech odlem krve a organ v celkové anestezii.
V biologickém materialu bylo provedeno émni parametr hematologie, Kklinické
biochemie, paramdir oxidainiho stresu a poskozeni DNA (viz. kapitola 4.4.2.1)
Ve vzorcich plasmy, mi, trusu, jater, ledvin, srdce, tenkéhdesta a jazyku byla
provedena stanoveni SG, CH, DHSG a DHCH pomoci HRIS3Q analyzy (viz kapitola
4.4.2.1.2). Histologicka analyza jater, srdce, iedwuenkého geva a jazyku byla
provedena podle kapitoly 4.4.2.1.9.
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4.4.2.4 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na zargt tlustého streva

4.4.2.4.1 Pibéh experimentu

Potkani kmene Wistar (75 saimélesna hmotnost 266 19 g) byli chovani za stejnych
podminek jako v kapitole 4.4.2.1.1. Potkani bylzag@leni do 5 skupin. Skupina 1
(kontrolni, 5 zvifat) a 5 (5% dextransulfat sodny, DSS; 10iayibyly krmeny 14 dni
standardni dietou, skupina 2 (20 fatj dietou obsahujici 500 ppm Sangrovitu (9 ppm
SG), skupina 3 (20 zkdt) dietou obsahujici 15000 ppm Sangrovitu (270 &)

a skupina 4 (20 ziat) dietou obsahujici 600 ppsanguiritrinu (270 ppm SG). Skupinam
2-5 byl druhy tyden experimentu podavan DSS v pitaé&. Po 14 dnech od zapeti
experimentu byli potkani usmrceni v anestezii aabjytn odebrana krev do MNaDTA
zkumavek a zpracovana postupem uvedenym v kapidi®.1.1. Jatra a slep&esto
byly oplachnuty PBS a zvazeny. Tenké a tlustéevst byly podéld rozstizeny,
oplachnuty PBS, tlusté isvo bylo zmdfeno a zamrazeno na -80 °Cast tenkého

i tlustého steva byla fixovana v Bakeréwoztoku a naslednpouzita na histologickou
analyzu (viz kapitola 4.4.2.1.8f4st krve byla pouZita na stanoveni krevniho obrazu.
Krev, plasma i tlusté &vo byly pouZity na stanoveni paranietxidatniho stresu: GSH,
SH-skupiny, TBARS, C-reaktivni protein (CRP), ak#iv myeloperoxidasy (MPO)
a glutathiontransferasy (GST). Homogenatews byl pouZit na stanoveni exprese
cyklooxygenasy-2 (COX-2) a na stanoveni obsahulatka pomoci metody HPLC/MS-
IT.

Rozdilné péty zvirat ve skupinach byly zvoleny s ohledem na stakiétiyhodnoceni
studie. Experimentalni skupiny krmené testovanyatkdmi nély 20 zviat (pozadovany
pocet dle norem Organizace pro hosp@#tau spolupraci a rozvoj) a kontrolni skupina
(n=5) a skupina zvat, které byl podavdn 5% DSS (n=10) byly z etickyivodi

zmenseny.

4.4.2.4.2 Stanoveni krevniho obrazu

Krevni obraz (p&et erytrocyt, leukocyfi a trombocyd, hematokrit a hemoglobin) byl
stanoven na hematologickém automatickém analyza&xi Micros ABC VetHoriba,
Velka Britanie).

4.4.2.4.3 Mireni aktivity enzymi
Stanoveni hladiny GSH, TBARS a SH-skupin bylovedeno podle kapitoly 4.4.2.1.4.
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Priprava vzork:

a) Strevo — po rozmrazZeni bykipraven 10% homogenat ve vychlazeném PBS
b) Erytrocyty — po rozmrazeni byfipraven 10% lyzat ve vychlazeném PBS

c) Plasma byla pouzita ke stanovetingo

Stanoveni mnoZstvi protdirve vzorcich

MnozZstvi proteifi v plasnt a stew bylo stanoveno podle kapitoly 4.4.2.1.a.

Aktivita glutathiontransferasy (GST)
Princip metodyGST katalyzuje tvorbu konjugatu 1-chlor-2,4-dioiienzenu (CDNB)

s glutathionem, jehoz absorbance jéfena spektrofotometrickyip340 nm. Jednotka
enzymové aktivity je definovana jako mnozstvi enayikteré katalyzuje tvorbu gmol
S-2,4-dinitrofenylglutathionu za minutu (Warho&hal, 1985).

Roztoky na stanoveni aktivity GST
GST pufr: KH,PQ; (0,1 mol-1), pH 6,5
Reakéni smés. GST pufr, CDNB (20 mmol¥) v 96% ethanolu, redukovany GSH
(20 mmol-1*) v diH,O

Postup k 10 ul lyzatu erytrocyi/homogenétu bylofddno 170ul GST pufru a 1Qul
GSH. Po pidavku 10ul CDNB byla neéfena absorbancefip340 nm po dobu 3 min.
Aktivita GST byla vypgitana podle nasledujiciho vztahu:

Aktivita GST (mol -ming?) = 2254 g
cL[E

AA3z40...Zzmeéna absorbance vzorku za minutu
¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cm?)
L...délka optické drahy (cm)

c...koncentrace bilkovin (¢}

Aktivita myeloperoxidasy (MPO)

Princip _metody MPO je marker lokalniho zétu a je produkovana aktivovanymi

neutrofily a makrofagy (Quieroet al, 2009). MPO rozklad4 peroxid vodiku a &asré
dochazi k oxidaci substratu tetramethylbenzidinMB), ¢imz se tvéi mode zbarveny
produkt, ktery se po zastaveni reakce pomo8Q4d meéni na Zluty. Naslednje zneiena

absorbance Zlutéeho produktti 50 nm (Marqueet al, 1997).
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Roztoky pro stanoveni aktivity MPO
MPO pufr: KH.PO, (0,05 mol-1), HTAB (5%, m/v), pH 5,4
Reakéni smés: TMB v DMSO (1,6 mmol:f), peroxid vodiku (0,1 mmol}) v MPO
pufru, SO, (2 mol-1) v diH,O

Zpracovani tkah k 50 mg tka byl piidan 1 ml MPO pufru, tka byla
zhomogenizovana, nasledrzesonikovdna (30 s, 4 °C) a zcentrifugovana (1@, mi
9700>g, 4 °C).

Postup ke 20ul supernatantu bylofmlano 150ul pufru a 10ul TMB a reakce byla

nastartovana 2(il peroxidu vodiku. Reakce byla po 3 min inkubatie3g °C zastavena
piidavkem 10ul H,SO, a byla znéiena absorbanceiipd50 nm. Aktivita MPO byla

vypccitana podle nasledujiciho vztahu:

Aktivita MPO (mol -mint.g?) = 450 e
elLle

AAss0...zmeéna absorbance vzorku za minutu
¢ ...molarni absorni koeficient (mof-1-cm?)
L...délka optické drahy (cm)
c...koncentrace bilkovin (G%)

Stanoveni hladiny C-reaktivniho proteinu
CRP je marker akutniho z#fin produkovany v jatrech a adipocytech na @bdn
interleukinu-6 (Jailakt al, 2004).

Princip _metody princip metody je zaloZzen na imunochemické datekmetoa

(ELISA) vyuZzivajici enzymo¥ znaenou kralti CRP protilatku. Enzymova reakce je
doprovadzena barevnou #mou substratu TMB. Koncentrace CRP ve vzorku byla
stanovena pomoci kalibmai kiivky standardu CRP v koncentrdm rozmezi 1,5-130

ng-mi. Ke stanoveni koncentrace byl pouZit kosméikit od firmy Biovendor CR).

4.4.2.4.4 Western blot analyza COX-2
Priprava vzork: Tlusté stevo (150-200 mg) bylo zhomogenizovano v trojnasobku

objemu PBS a 100xtedno. Ve vzorcich byla stanovena koncentrace protéuiz
kapitola 4.4.2.1.a). Vzorky z kazdého ietée ze skupiny byly rfadny na stejnou
koncentraci a smichany ve stejném objemués@ vzorky). Sisné vzorky byly
nareckny 0,8x vzorkovym pufrem a denaturovany p@dm (5 min, 95 °C) (viz.
kapitola 4.4.1.2.a).
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Nasledujici elektroforetickd separace pratejrjich p'enos a detekce byla provedena
podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.1.2.a. Bparace jednotlivych proteinbyla
pouzita rozdilnd koncentrace zaosticiho polyakrylamidového gelu (12%), doba
pienosu z gelu na membranu byla 100 min, primardidknarotilatka COX-2 bylaedna
v BSA v porngru 1:500. Sekundéarni kozi protilatka byladkna v 5% mléko/TBS-T
v poneru 1:10 000.

4.4.2.4.5 Histologicka analyza

Tkéaiové vzorky tenkého a tlustéhoresta byly zpracovany stejnym igopbem jako
v kapitole 4.4.2.1.8. Bylo sledovano osm parametiestrukce epitelu, dilatace krypt,
redukce poharkovych bgk, zarétlivy infiltrat, edém, kongesce, tvorba kryptovych
absces a atrofie. Kazdy parametr byl hodnocen podle higiokého skore (stugn
poskozeni) od 0-3 (tab. 2). Histologicka analyzéahyovedena na Ustavu histologie
a embryologie, LF UP, Olomouc.

Tabulka 2. Histologickeé skore.

Rozsah 0 1 2 3
Histologicky nalez  normalni mirny/loZiskovy istini/zonalni  &ky/difazni

4.4.2.4.6 HPLC/MS-IT analyza steva
Obsah SG, CH, DHSG a DHCH byl stanoven metodeuGiMS-IT.

Piprava vzork:

Vzorky tlustého seva (0,5 g) byly homogenizovany ve 2 ml okyselengtethanolu
(1 % HCI). Homogenat byl vortexovan, centrifugovéd min, 3500y, 4 °C)
a supernatant (0,5 ml) byl odea v dusikové atmosie i 40 °C. Odparek byl rozpust
ve 250 ul vodného roztoku methanolu (70 %, v/v)eatgfugovan (10 min, 1500@x
4 °C). Na kolonu bylo naneseno 10ul supernatanRLEIMS-IT analyza byla provedena
podle kapitoly 4.4.1.3.
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5. VYSLEDKY

5.1 BIOLOGICKA AKTIVITA SG, CH, DHSG a DHCH — In vitro

5.1.1 Cytotoxicita SG, CH, DHSG a DHCH

Pro stanoveni toxicity SG, CH, DHSG a DHCH byguzity potkani hepatocyty
a burg¢na linie HepG2. Toxicita byla sledovana pomoci #iesti bugk (MTT test)
a merenim aktivity laktatdehydrogenasy (LDH) uvéh® do média. Biky byly
inkubovany v bezsérovém médiu s SG, CH (@®II") a jejich dihydroderivaty DHSG,
DHCH (0,625-100umoll*) nebo detergentem Tritonem-X (1%, v/v) po dobu316
a 24 h. Triton byl pouzit jako pozitivni kontrolagongieni LDH (100% poSkozeni
burgk). SG i CH vykazovaly koncenta zavislou toxicitu u obou typburek, ktera se
prohlubovala s dobou inkubace (obr. 7-10). Toxi8ita a CH na potkanich hepatocytech
se v koncentraci mimoll* po 24 h blizila 100% poskozeni kn(obr. 7-8). DHSG
a DHCH nensly toxicky (inek do 50pmol@*. Koncentrace 10@qmolD* vyvolala po
24 h statisticky vyznamné snizeni Zivotnasthbou tyg bungk. Pri méieni aktivity LDH

byla nan¢tena data srovnatelna s kontrolnimikami (obr. 7-10).

7a 100 4
. m6h  @24h 7b 00 |

m6h B24h

Zivotnost
(% kontroly’
v
8
Zivotnost
(% kontroly'
g

1,0 2,5 1,0 2,5

Koncentraceymoll™) Koncentraceymoll™)

7c Olh ®m3h m6h m@24h 7d 1 Olh m3h m6h m@24h
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© g
o o

[=2]

o
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©
3
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Obrazek 7. Toxicita alkaloidia stanovena MTT testem v potkanich hepatocytectsG
(7a), CH (7b), DHSG (7c), DHCH (7d). * Hodnota tatssticky vyznama odliSna od kontrolyg < 0,05).
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Obrazek 8. Toxicita alkaloidi v potkanich hepatocytech vyjadtena jako aktivita

LDH. SG (8a), CH (8b), DHSG (8c), DHCH (8d). * Hodnotastatisticky vyznamnodlina od bugk
inkubovanych s tritonenp(< 0,05).
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Obrazek 9. Toxicita alkaloidia stanovena MTT testem v buitkdch HepG2.sG (9a), CH
(9b), DHSG (9c), DHCH (9d). * Hodnota je statisiickyznamr odliSna od kontroly < 0,05).
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Obrazek 10. Toxicita alkaloidi v buiikdch HepG2 vyjadrena jako aktivita LDH. SG

(10a), CH (10b), DHSG (10c), DHCH (10d). * Hodngta statisticky vyznam# odliSna od bu¥k
inkubovanych s tritonenp(< 0,05).

5.1.2 Winek SG, CH, DHSG a DHCH na expresi a aktivitu kaspsy-3

V piedchozich studii bylo prokazano, ze SG a CH vywjlaapoptdézu butk indukci
proaptotického proteinu Bax a inhibici antiapoptého proteinu Bcl-2, které se podili
na aktivaci/deaktivaci kaspasy-3 (Weerasingtteal, 2001; Wanet al, 2008). Byl
sledovan vliv SG, CH, DHSG a DHCH na expresi kag{ias jeji aktivitu na modelu
potkanich hepatoc§ta burg¢né linii HepG2.

5.1.2.1 Vliv SG, CH, DHSG a DHCH na expresi kagsy-3

Burséna linie HepG2 a potkani hepatocyty byly inkubov&n$G, CH (1-5umol@?Y)
a DHSG, DHCH (10-50umoll). SG indukoval expresi kaspasy-3 v koncentracich
1-5 pmol@* po 3 hodinové inkubaci (obr. 11) a v koncentragindol* po inkubaci 6 h
(obr. 12) u linie HepG2 a u potkanich hepatédgata neuvedena). CH indukoval expresi
kaspasy-3 pouze v koncentracipfolD* po 3 i 6 hodinové inkubaci (obr. 13, 14)
v buikdch HepG2 a v potkanich hepatocytech (data neueg@deDihydroderivaty
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neindukovaly expresi kaspasy-3 (obr. 11-14). Uvédelata jsou reprezentativnimi
vysledky zetiti nezavislych experimeint

SG DHSG
Koncentrace
(umolDY) 5 25 1 50 25 10 0

Prokaspasa-3 -
=W ¥y v e
Kaspasa-3 * Y
. 4 '

Obrazek 11. Vliv SG a DHSG na expresi kaspasy-3 wihikach HepG2 po inkubaci
3h.

Koncentrace SG DHSG
(umollit) 5 2,5 1 50 25 10 0
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Kaspasa-3
Aktin

Obrazek 12. Vliv SG a DHSG na expresi kaspasy-3 wlikach HepG2 po inkubaci
6 h.
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Obrazek 13. Vliv CH a DHCH na expresi kaspasy-3 v inkach HepG2 po inkubaci
3 h.
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Obrazek 14. Vliv CH a DHCH na expresi kaspasy-3 v inikach HepG2 po inkubaci
6 h.

5.1.2.2 Vliv SG, CH, DHSG a DHCH na aktivitu kapasy-3

Burgéna linie HepG2 a potkani hepatocyty byly vystaved§inku SG, CH
(1-5 pmolm*) a DHSG, DHCH (10-5Qumol@"). SG (obr. 15, 17) i CH (obr. 16, 18)
v koncentracich 1-mimoll* zvySovaly aktivitu kaspasy-3 v potkanich hepatodyteo
3 hodinové inkubaci. V hikdch HepG2 zvySovaly SG v koncentracich 2,arsoll*
a CH v koncentraci fumol* aktivitu kaspasy-3. Po 6 h do$lo k poklesu téttvake.
Aktivita kaspasy-3 nebyla ovliema po 3 a 6 hodinové inkubaci s dihydroderivaty
(obr. 15-18).

Em3h O6h

*
O T T T T T ﬁl‘ T T ﬁl‘ 1
DMSO 1 2,5 5 10 25 50

SG DHSG

Koncentrace (umdt?)

Obrazek 15. Vliv SG a DHSG na aktivitu kaspasy-3 potkanich hepatocytech.
* Hodnota je statisticky vyznamrodliSna od kontrolyd < 0,05).



52

VYSLEDKY
3- *
Em3h O6h
2
9 *
)
LL- *
14
o 5N 5N B
DMSO 1 2,5 5 10 25 50
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Obrazek 16. Vliv CH a DHCH na aktivitu kaspasy-3 vpotkanich hepatocytech.

* Hodnota je statisticky vyznamrodliSnéa od kontrolyd < 0,05).
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Koncentrace (umdt?) SG DHSG

Obrazek 17. Vliv SG a DHSG na aktivitu kaspasy-3 bunkach HepG2.

* Hodnota je statisticky vyznanrodliSna od kontrolyd < 0,05).
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m3h O6h

F.U./g

corloae

CH DHCH

Koncentrace (umdt?)

Obrazek 18. Vliv CH a DHCH na aktivitu kaspasy-3 vbuiikdch HepG2.
* Hodnota je statisticky vyznanrodliSna od kontrolyd < 0,05).

5.1.3 Transformace SG, CH, DHSG a DHCH na lidskgh hepatocytech

Lidské hepatocyty byly inkubovany 1 a 2 h s SGH (5 umoll') a DHSG a DHCH
(50 pmoll®). Médium a bitky byly analyzovany metodou HPLC/MS-IT.iiklad
chromatograr standard alkaloidi s jejich retetinimi ¢asy je zobrazen na obrazku 19.
Na zaklad MS spekter jednotlivych alkalaidbyly extrahovany chromatogramy (obr.
20). Z namgienych dat vyplynulo, Zze SG, CH, DHSG a DHCH vstuplp burgk
srovnatel® rychle. SG a CH byly metabolizovany na dihydrodé&ty. Po 2 hodinové
inkubaci hepatocyits SG bylo v bikkach nalezeno 9x vice SG nez DHSG, po 2 hodinové
inkubaci bugk s CH bylo v biikach nalezeno 3x vice CH nez DHCH;ehoZ vyplyva,
Ze CH je metabolizovan rychleji nez SG. V inkéiasnesi byly nalezeny dalSi minoritni
metabolity, jejichz identifikace zatim nebyla prdeea. B inkubaci burgk s DHSGCI
DHCH bylo zgtné oxidovano na SGi CH priblizné 3-5 % (tab. 3). Mimo feneny
DHCH na CH byl v bu&né suspenzi detekovan dalSi majoritni metabatit/zs336.
Na identifikaci tohoto metabolitu se v s@asné dob intenzivré pracuje. Diky vysoce
citivému stanoveni v kombinaci s nedostatsu cistotou alkaloid, pouzitych pro
experiment, byly v bikach inkubovanych se SG nalezeny stopy CH, respekti
v bunkach inkubovanych s DHCH byl nalezen Stb. 3).
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Obrazek 19. HPLC/MS-IT chromatogram standardi SG, CH, DHSG a DHCH

(1 pgml™). Zaznam byl extrahovan z celkového iontového tokiunp'z jednotlivych
alkaloidi uvedenych v obrazku.
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Obrazek 20. Zaznam MS spekter jednotlivych alkaloi@d. SG (A), CH (B), DHSG (C),

DHCH (D). Vy¥ez znézofkuje MS?spektra po $&peni molekulového piku.
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Tabulka 3. Distribuce SG,CH, DHSG a DHCH v hepatoctech a médiu.

Buiiky

Médium

Vzorek

SG DHSG CH

pomgr

DHCH SG/DHSG CH/DHCH

pomsr

SG DHSG CH

pomsr pomer
DHCH SG/DHSG CH/DHCH

Koncentrace

(nenl”™)

(ngml™)

SG1h
SG2h

291,4¢ 33,51
259,3¢  16,6:

3,94
1,91

9/1
16/1

263,1
228,8t  26,1¢

9/1

DHSG 1h
DHSG 2 h

108,0: 3116,4:
132,0¢ 3302,1.

1/29
1/25

79,7¢ 1643,7¢
103,9¢ 1953,8.

1/20
1/19

CH1h
CH2h

195,9!
147,47

78,2¢€
47,57

3/1
3/1

154,60
127,9.

1/33
1/30

1190,8:
1187,7!

1/38
1/24

2,73
3,21

DHCH1h
DHCH 2 h

52,7¢
84,0(

2006,4¢
1994,9:

36,1¢
40,1¢

2,57

Hepatocyty byly inkubovany s SG a CHy(@&oll*) a DHSG a DHCH (5@moll*).

5.2 BIOLOGICKA AKTIVITA DHSG, SANGUIRITRINU A SANGROVITU — In
Vivo

V 90ti dennich studiich byly potkam v die¢ podavany DHSG (100 a 500 ppm),
sanguiritrin (600 ppm) a Sangrovit (100, 7000 a 14000 ppm).diydovan vliv na zdravi
potkari, na hematologické parametry, parametry Klinickacbemie a vliv na morfologii
vybranych orgah Sowasré byla sledovana distribuce SG, CH, DHSG a DHCH
ve vybranych organech &lésnych tekutinach. Vzhledem ktomu, Ze SG vyvolava
oxidatni stres a interkaluje do DNA byly stasré sledovany vybrané parametry
oxidatniho stresu a genotoxicita testovanych latek. U BHB®yla netena zakladni

farmakokineticka data.

5.2.1 Vliv DHSG na vybrané fyziologické paramety u potkana pfi dlouhodobém
podavani

Potkani byli krmeni standardni dietou (skupinaaldietami obsahujicimi 100 ppm
DHSG (skupina 2) a 500 ppm DHSG (skupina 3). &bphu experimentu nebylo

pozorovano Zzadné zhorSeni zdravotniho stavu v3didt.z

5.2.1.1 Vliv DHSG na spatebu krmiva, celkovou hmotnost a hmotnost orgai

Denni spdaeba krmiva se pohybovala okolo 40 g/den u vSecpiskiobr. 21). Denni
davka DHSG byla pro skupinu 2 vijonéru 12,4 mg/den/potkan a pro skupinu 3 byla 58,2
mg/den/potkan. Hmotnost vybranych org&jater, srdce, ledvin, mozku a brzliku) byla
po ukorteni experimentu srovnatelnd u vSech skupinfatv{tab. 4), také nebyly
pozorovany makroskopické zZmy orgari. Hmotnost zwviat u skupiny 3 byla statisticky
vyznammié zvySena ve srovnani s kontrolni skupinou (tab. M. obrazku 22 jsou

zaznamenanyistoveé charakteristiky skupin Zgi.
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Tabulka 4. Celkova hmotnost zvfat a hmotnost organa.

Skupiny 1 2 3
Hmotnost (g) Kontrola 100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
Celkova hmotnost 526 + 29 511 +23 553 + 64*
Jéatra 12,75+ 1,58 12,17 + 0,96 13,35+ 1,75
Prava ledvina 1,63 +£0,33 1,63+0,21 1,69+0,18
Leva ledvina 1,68 £0,32 1,61+0,17 1,66 +0,16
Srdce 1,38+0,18 1,42 + 0,08 1,42 +0,19
Brzlik 0,41 £ 0,09 0,40 £0,16 0,44 £ 0,10
Mozek 2,00+£0,13 1,95+0,12 2,05+0,10
Hmotnost orgaicelkova hmotnost (%)

Jatra 2,42 £0,20 2,39+0,26 2,41 +£0,14
Prava ledvina 0,31 +0,06 0,32 +0,03 0,31+0,03
Leva ledvina 0,32 £ 0,06 0,32 £0,02 0,30 £0,02
Srdce 0,26 £ 0,02 0,28 £ 0,02 0,26 £ 0,04
Brzlik 0,08 £ 0,02 0,08 £ 0,03 0,08 £ 0,01
Mozek 0,38 £ 0,03 0,38 £ 0,02 0,38 £ 0,05

Celkova hmotnost i hmotnost ordahyly vyjadreny jako pémér + SD ze 6 zwiat. Hmotnosti organbyly

vztazeny na celkovou hmotnost. * Hodnota je sialigtvyznami odlisna od kontrolni skupiny a skupiny

krmené 100 ppm DHSGk 0,05).
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Obrézek 21. Vliv DHSG na spokebu krmiva.
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Obrazek 22. Vliv DHSG na hmotnost potkatri.

5.2.1.2 Vliv DHSG na parametry klinické biocherie

Ve vzorcich plasmy byly stanoveny nasledujiciapeetry: sodik, draslik, chloridy,
bilirubin, cholesterol, méovina, kreatinin, ALT, AST, GMT, ALP, CHE, celkoyrotein
a prealbumin Ziskané vysledky jsou uvedeny v tablc U skupiny zvat krmené
100 ppm DHSG doSlo ke statisticky vyznamnému shizgadiny ALT v porovnani
s kontrolni skupinou. Tento pokles hladiny ALT mgsilizuje patologické zémy

v jatrech, jelikoZ se hodnota pohybuje ve fyziotdgim rozmezi.
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Tabulka 5. Parametry klinické biochemie v plasng.

Skupiny 1 2 3
Parametr Jednotka Kontrola 100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
Sodik mmoliT* 146,0+1,9 146,0 + 2,6 1452+1,9
Draslik mmoliT* 3,85+£1,00 3,50+0,10 3,97 £0,76
Chloridy mmolir* 95,7+1,6 96,8+ 1,0 952+1,2
Bilirubin pmoldr* 1,57 +0,28 1,78 +0,40 1,42 +0,41
Cholesterol pmoll* 1,43+£0,23 1,70+£0,41 1,38 £ 0,27
Mocovina mmoliT* 6,02 + 1,66 6,60 + 1,36 6,52 +1,35
Kreatinin pmoll* 545+5,1 54,0+7,3 58,5+4,5
ALT nkatr* 1,03+0,11 0,76 +0,13 0,90 +0,13
AST nkatlr* 1,50+0,15 1,43 +0,29 1,64 +£0,16
GMT nkatlr* 0,03 +£0,00 0,03 £ 0,00 0,03 £0,00
ALP nkatlr* 1,28 £0,29 1,13+ 0,50 1,16 £ 0,15
CHE nkatlr* 57+0,8 55+19 55+0,5
Celkovy protein gml 73,0122 69,3+5,0 69,5+1,8
Prealbumin il 0,062 £0,017 0,058 £0,010 0,070 £ 0,026

* Hodnota je statisticky vyznanirodliSna od kontrolni skupiny& 0,05).

5.2.1.3 Vliv DHSG na hematologické parametry

Ve vzorcich krve byly sledovany nasledujici paetry: hematokrit, hemoglobin, pet
erytrocyti, leukocyfi a trombocyi a stedni objem erytrocyt U métenych hodnot nebyl
prokadzan statisticky vyznamny rozdil mezi kontrosKupinou a experimentalnimi

skupinami ziat (tab. 6).

Tabulka 6. Hematologické parametry.

Skupiny 1 2 3

Parametr Jednotka Kontrola 100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
Hematokrit I 0,45+0,04 0,4 +0,02 0,4 +0,02
Hemoglobin gt 159,8 £10,2 159,2+55 162,3+7,6
Erytrocyty terall* 9,1+0,87 8,9+0,44 9,008 £ 0,3
Stredni objem  fl 49,7+15 51,0+2,2 51,0+25
erytrocyi

Leukocyty gigall* 538 +1,23 5,02 +1,18 6,40 + 1,63
Trombocyty gigall* 832,5+114,1 881,3+44,7 895,7 + 103,0
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5.2.1.4 Vliv DHSG na parametry oxid&niho stresu a celkové mnoZstvi cytochromu
P450

Ve vzorcich plasmy byla sledovana celkova aidiai kapacita (TAC) a produkty
pokrctilé oxidace protein (AOPP), hladina SH-skupin a produkty lipoperoxiti&o
poskozeni (TBARS). Ve vzorcich erytrogyibyly méieny hladiny TBARS, glutathionu
(GSH) a aktivity glutathionperoxidasy (GPX), katglaa superoxiddismutasy (SOD).
Ve vzorcich jater byly gfeny hladiny TBARS, GSH, aktivity GPX, katalasy, SOD
a obsah cyt P450. U drenych hodnot nebyl prokazan statisticky vyznamrgdilomezi

kontrolni skupinou a skupinami Zat krmenymi experimentalnimi dietami (tab. 7).

Tabulka 7. Parametry oxidaéniho stresu v plasng, erytrocytech a jatrech a hladiny

jaterniho cytochromu P450.

Skupiny 1 2 3
Parametr Jednotka Kontrola 100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
TAC? nAg® 1854+3,69  19,61+7,10 22,13+3,8
AOPP umolir* 3585+6,13  33,30+3,44 40,37 £7,4
SH-skuping  mmolg'@ 2,56 + 0,46 2,74 +0,44 2,79+05
TBARS® nmolig @ 376,4+33,1  3979+253  4063+37,4
GSH’ umolg™® 10,06 +2,15  9,99+1,18 10,58 + 2,05
TBARS mmolg®© 3792+62,8  4193+59,7  417,0+64,7
GPX’ umolmin'g® 1654+299  1481%259  142,2+299
Katalas®  pmolmin'g® 30,84+6,96 28,64 +3,09 30,42 £4,0
soD’ ug'® 1,17 0,28 1,11+0,17 092+0,1
TAC® HAGL® 0,135+0,025 0,140+0,024 0,150 + 0,02
GSH umolg™® 16,70+ 1,50 16,50 + 0,99 17,37+2,3
TBARSS nmolg @ 150,4 + 10,8 158,0 + 23,0 153,3 + 15,8
GPX umolminlg®® 2634+16,2  264,1+346  220,8+372
Katalasf  pmolmin'g™® 29.80+501  29,44+39 26,79 5,2
sorf UG L@ 2,74 +0,57 2,54 +0,46 2,92+0,8
CytP456  umolig™® 0,36 + 0,05 0,33+0,07 0,39 +0,09

2plasma’ Erytrocyty; © Jatra® Hodnota je vyjatena na 1 gram proteinfiHodnota je vyjatena na 1 gram

hemoglobinu.
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5.2.1.5 Vliv DHSG na expresi CYP1A1/2

Exprese CYP1A1/2 byla sledovana veésnych vzorcich mikrosoinz Sesti zwiat
piislusné skupiny. Jako pozitivni kontrola indukceprese CYP1A1/2 byly pouzity
mikrosomy z jater potkana, kterému byl intrapergain® podanp-naftoflavon p-NF).

Vysledky ukazaly, Ze DHSG nema vliv na expresi CXE/2 (obr. 23).

Skupiny

CYP1A1/2

Obrazek 23. Vliv DHSG na expresi CYP1A1/2 v jatreh.

5.2.1.6 Vliv DHSG na jadernou DNA

Schopnost DHSG poskodit DNA a vyvolat tvorbunedaknovych zlomi DNA byla
stanovena v lymfocytech jednohkidnou elektroforézou. Nebyl prokézan statisticky
vyznamny rozdil v poSkozeni DNA mezi kontrolni skugu zviat a skupinami zvat

krmenych DHSG (tab. 8).

Tabulka 8. Vliv DHSG na DNA v perifernich lymfocytech.

Skupiny 1 2 3
Parametr Kontrola 100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
PoSkozené lymfocyty 14,42 +16,30 17,58 + 14,29 129288

5.2.1.7 Stanoveni DHSG a SG v diea biologickém materialu

Ke zjis€ni obsahu DHSG a SG v dietrusu, plasm a organech byla pouzita metoda
HPLC/MS-Q. Obsah DHSG a SG v plasm organech je uveden v tabulce®etekni
limit DHSG/SG v tkani byl 178 fg/g, respektive 3tfg. DHSG ani SG nebyly nalezeny
u zvirat krmenych standardni dietou. U plasmatické hia@ifiSG byl sledovan ziay
rozptyl hodnot (0,71-0,38 myl™), ktery byl zfisoben prodlouZenim doby hladow pi
postupném usmrcovani #af. V plasné zvirat krmenych 100 ppm DHSG nebyl DHSG
detekovan. DHSG byl nalezen ve vSech tkanich. Keét&j kumulaci DHSG dochazelo
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ve stew, coz bylo zfisobeno kontaktem trusu seesini sliznici. SG byl u zvat

krmenych DHSG nalezen pouze v trusu a jatrech.

Tabulka 9. Distribuce DHSG/SG v dieg, trusu, plasmé a organech.

Skupiny 2 3

100 ppm DHSG 500 ppm DHSG
Vzorek DHSG/SG (nd@™)
Dieta 97 470 £7 310/n.d. 478 090 + 20 630/n.d.
Trus 109,0 +6,8/19,7 £ 5,3 704,3 £22,5/127,4 +0,6
Plasmé n.d./n.d. 0,50 + 0,13/n.d.
Jatra 0,21 £0,22/0,19 £ 0,12 0,56 +0,33/1,34 + 1,68
Ledviny 0,32 £ 0,26/n.d. 1,77 £ 0,47/n.d.
Stievo 16,70 + 4,80/n.d. 84,79 + 36,11/n.d.
Sval 0,02 £ 0,03/n.d. 0,08 + 0,06/n.d.
Srdce 0,05 + 0,05/n.d. 0,31 +0,20/n.d.
Jazyk 0,84 + 0,56/n.d. 5,16 + 2,46/n.d.
Mozek 0,04 +£0,02/n.d. 0,21 +0,08/n.d.

2 ngml™ plasmy; n.d. — nebyl detekovan.

5.2.1.8 Vliv DHSG na morfologii tkani

U Zadné z testovanych davek DHSG vdisebyly pozorovany morfologické zmy

v jatrech, srdci, svalu, ledvinach, jazyku a tenksffavé v porovnani se skupinou #af

krmenou standardni dietou (obr. 24).

Obrazek 24. Vybrané fotografie jater a tenkého dtva u kontrolni skupiny
a skupiny krmené dietou obsahujici 500 ppm DHSG (Z8eno 60x).Jatra (A) a tenké
sttevo (C) kontrolnich zvat, jatra (B) a tenké igvo (D) zvfat krmenych dietou

obsahujici 500 ppm DHSG.
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5.2.2 Farmakokinetika DHSG

Potkarim byl gastrickou sondou jednorazopodan DHSG v davkach 9,1 a 91 mg/kg
hmotnosti zviete. Ve druhém experimenu byl potkempodan DHSG v davce 91 mg/kg
hmotnosti zviete a naslednpodvazan Zléovod a peruSen enterohepatalni cyklus. Cilem
studii bylo zjistit zakladni farmakokineticka ddd#iSG (koncentréni maximum - Gay
¢as dosazeni koncentrdho maxima -tmaxa plocha pod #vkou koncentrace latky -
AUCy_.) vplasng a jatrech za fyziologickych podminek afi ppieruseném
enterohepatalnim cyklu.

5.2.2.1 Zakladni farmakokineticka data

Casova zavislost koncentrace DHSG v plasm jatrech byla wena pro davky
9,1 a 91 mdKg (obr. 25). DHSG podavany v davce 91 ig/byl rychle vatebavan
a koncentraniho maxima dosahl 1 h po aplikaci. V dalSi¢asovych intervalech
od aplikace byla pozorovana dalSi maxima v ptasm jatrech. Z plasmy a jater byl
DHSG zcela vyloten mezi 10-18 h (obr. 25)fiPpferuseném enterohepatalnim cyklu
bylo po 5 h od aplikace DHSG dosaZeno konceénthe maxima. Z plasmy byl DHSG

vyloucen do 8 h od podani (obr. 26). Farmakokinetickaa daplasnd jsou uvedena
v tabulce 10.
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Obrazek 25. Distribuce DHSG v plasmd a jatrech v zavislosti naéase. Koncentrace

DHSG v plasm (+) a jatrech o pti jednordzovém podani gastrickou sondou v konceftna9,1 mg/kg
(A) a 91 mg/kg (B).
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Obrazek 26. Casova Wivka distribuce DHSG (91 mg/kg)v plasmé p¥i pieruseném

enterohepatalnim cyklu.

Tabulka 10. Farmakokineticka data DHSG v plasné.

Koncentrace (mg/kg) 9,1 91 91
(podvazany zleovod)

t max () 2 1 5

C may (NGENI™) 1,69 28,08 7,66

AUC,_,., (mgtl™H™) 9,88+0,36 51,86+ 2,05 38,46 £ 0,48

5.2.3 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na vybrané fyziologické parametry u potkana
p¥i dlouhodobém podavani

Potkani byli krmeni standardni dietou (skuping & dietami obsahujicimi
100 ppm Sangrovitu (skupina 2), 7000 ppm Sangroyg#kupina 3), 14000 ppm
Sangrovitu (skupina 4) a 600 ppsanguiritrinu (skupina 5). Obsah alkaldidSG a CH
v dietach byl zji&n metodou HPLC/MS-Q a je uveden vtabulce 11. dbghmu
experimentu nebylo pozorovano zhorSeni zdravotsi@eu zviat ve vSech skupinach.
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Tabulka 11. MnoZstvi alkaloidi SG a CH vztaZzené na mnoZstvi Sangrovitdi

sanguiritrinu.

Mnozstvi Sangrovitwanguiritrinu 100 7000 14000 600
v krmivu (ppm)

Mnozstvi alkaloid SG a CH 2 140 290 367
v Sangrovitusanguiritrinu (ppm)

5.2.3.1 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na spof¥ebu krmiva, celkovou hmotnost
a hmotnost organi

Denni spdeba krmiva se pohybovala okolo 38 g/den ve vSedipislch zuiat
(obr. 27), Denni davka SG a CH byla ve skdpih primérné 0,5 mg/den/potkan,
ve skupig 3 byla 32,3 mg/den/potkan, ve skupidt byla 64,6 mg/den/potkan
a ve skupia 5 byla 45,4 mg/den/potkan. Celkova hmotnost a hogitvybranych orgdin
(jatra, srdce, ledviny) byla po uk&mni experimentu srovnatelna u vSech skupirtatvi
(tab. 12), také nebyly pozorovany makroskopické&ryrorgari. Ristové charakteristiky
zvirat prokazaly statisticky nevyznamny asir hmotnosti zwhat krmenych dietou

s obsahem 100 ppm Sangrovitu (obr. 28).

Tabulka 12. Celkova hmotnost zw\tat a hmotnost organi.

Skupiny 1 2 3 4 5
Kontrola 100 ppm 7000 ppm 14000 ppm 600 ppm

Hmotnost (g) Sangrovit  Sangrovit Sangrovit  sanguiritrin
Celkova 555 + 33 566 + 30 529 + 32 523 + 39 541 + 36
Jéatra 12,87 +0,72 13,37 +1,16 11,87 +1,28 125%8012,48 £0,52
Leva ledvina 1,74+0,23 184+0,18 169+0,14 k6818 1,69+0,13
Srdce 1,71+0,30 162+0,11 158+0,15 153+0,16,66%0,10
Hmotnost orgéicelkova hmotnost (%)

Jéatra 233+0,21 2,36+0,15 2,24+0,15 2,42+0,20,3120,15
Leva ledvina 0,32+0,05 0,32+0,03 0,32+0,03 &3IMO3 0,31+0,03
Srdce 0,31+0,07 0,29+0,03 0,30+0,03 0,30+0,0531&0,03

Celkova hmotnost i hmotnost orgéhyly vyjadieny jako pémér + SD ze 6ti zwiat. Hmotnosti orgainbyly

vztaZzeny na celkovou hmotnost.



VYSLEDKY 65

60 - + Kontrola m 100 ppm Sangrovit

)]
[$3]
I

A 7000 ppm Sangrovit A 14000 ppm Sangrovit

o 600 ppm sanguiritrin

al
o
I

=
[o]
X
S 454 »
o
= [ o .
3 40 § S * JLs" ° e ©
= . =
B 1608‘A‘2=8‘ 388 LIS B
g 35 2" 1at 41 A‘! .
= 1 A A A
£ A A A A=,
x
~ 301
o]
B
o 25 -
o
n
20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100
Cas (dny)

Obrazek 27. Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na spo#ebu krmiva.
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Obrazek 28. Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na hmotnost potkani.

5.2.3.2 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na parametry klinické biochemie

Ve vzorku plasmy byly stanoveny nésledujici peetry: sodik, draslik, chloridy,
bilirubin, cholesterol, mé&ovina, kreatinin, ALT, AST, GMT, ALP, CHE a celkovy
protein. Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulcell &x¥tenych hodnot nebyl prokazan
statisticky vyznamny rozdil v parametrech kontroinzviat a zviat krmenych dietami

obsahujicimi Sangrovit nelsanguiritrin.
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Tabulka 13. Parametry klinické biochemie v plasng.

Skupiny 1 2 3 4 5
Parametr Jednotka  Kontrola 100 ppm 7000 ppm 14000 ppm 600 ppm
Sangrovit  Sangrovit  Sangrovit sanguiritrin
Sodik mmoli* 146,0+0,9 150,3+10,3 146,705 145,7+1,0 146132
Draslik mmoli* 4,4+0,8 52+29 42 +0,2 48+13 4,6+0,3
Chloridy mmolI* 102,0+2,3 1050%+9,9 1028+1,0 103,7+x2,1 10313C
Bilirubin pmol[l]1 1,4+0,3 1,7+0,4 1,8+0,6 1,8+0,5 1,8+0,5
Cholesterol “moml 1,9+0,3 1,8+0,5 19+0,3 1,6 +0,2 19+0,3
Mocdovina mmoli* 55+0,6 6,2+0,8 59104 6,2+0,5 54+0,6
Kreatinin pmollr* 61,2+4,0 59,5+ 4,2 60,5+ 8,4 65,0+ 6,1 62,0+5,0
ALT pkal[Ul 0,96+0,17 112+0,34 0,89%+0,24 186+239 0,4
AST pkal[[[l 1,66+0,23 1,78+0,37 151+0,23 2,12+1,65 1,56522
ALP pkal[l]l 1,15+0,06 1,02+0,55 1,28+0,25 1,39+0,33 1,1826
CHE pkal[l]l 3,8+0,8 3,3+x0,8 38+04 40+0,9 3,805
Celkovy protein g 71,2+2,.2 68,0 £ 8,6 67,3+2,2 65,5+ 3,6 705+2,6

5.2.3.3 Vliv Sangrovitua sanguiritrinu na hematologické parametry

Ve vzorcich krve byly sledovany néasledujici paetry: hematokrit, hemoglobin, pet
erytrocyti, leukocyfi a trombocyi a stedni objem erytrocyt U metenych hodnot nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi kontrakiupinou zviat a skupinami zvat

krmenych dietami obsahujicimi Sangrasiisanguiritrin (tab. 14).

Tabulka 14. Hematologické parametry.

Skupiny 1 2 3 4 5
Parametr Jednotka Kontrola 100 ppm 7000 ppm 14000 ppm 600 ppm
Sangrovit Sangrovit Sangrovit  sanguiritrin

Hematokrit | 0,48+0,03 0,47+0,02 047+0,03 04685 0,46+0,03
Hemoglobin gt 156,5+9,7 153,0+4,7 1552+125 152,0+14,4 15739
Erytrocyty terell™ 8,72+0,59 8,63+047 8,61+065 8,36+0,70 8,849
Stredni objem fl 55,0+£0,9 54,0+ 2,6 55,2+0,8 54,8+1,7 55,7¢1,
erytrocyti

Leukocyty  gigall®  8,95t4,49 530£226 3,76+098 593:429 53838
Trombocyty gigall!  708,3+100,8 757,8+554 760,4+521 727,2+ 1450 5+ 1384

5.2.3.4Vliv Sangrovitu a sanguiritrinu na parametry oxidatniho stresu a celkové
mnoZstvi cytochromu P450

Ve vzorcich plasmy byla sledovana TAC, hladit&skupin a TBARS. Ve vzorcich
erytrocyti byly meieny hladiny TBARS, GSH a aktivity glutathiontrardsy (GST),
katalasy a SOD. Ve vzorcich jater byly stanovovidliagliny TBARS, GSH, aktivity GST,
katalasy, SOD a obsah cytochromu P450. Wat\Wirmenych Sangrovitem (skupina 3 a 4)
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byla prokazana statisticky vyznamrevySena aktivita SOD v jatrech ve srovnani

s kontrolni

skupinou.

U  skupiny

Zat

krmenych

dietou  obsahujici

14000 ppm Sangrovitu byla pozorovana statistickgnayn zvySena hladina GSH

Vv jatrech ve srovnani s kontrolni skupinou. Skupawirat krmena dietou obsahujici

sanguiritrin  (skupina 5) nevykazovala 2Zmy v Zadném z gfenych parameir

ve srovnani s kontrolni skupinou (tab. 15). Zat@ynpozorované u ziat skupin 3 a 4

mohou byt odpotdny jiné alkaloidy nebo dalSi obsahové latky Sawiguo

Tabulka 15. Parametry oxida&niho stresu v plasné, erytrocytech a jatrech.

Skupiny 1 2 3 4 5
Parametr Jednotka Kontrola 100 ppm 7000 ppm 14000 ppm 600 ppm
Sangrovit  Sangrovit Sangrovit  sanguiritrin
TAC? nA@'l(d) 21,78+ 0,24 26,16 +0,61 38,89+0,79 33,01+0,66 6240,64
SH-skupin§ mmolg® 1,34+0,49 154+037 145+053 163+091 1,657
TBARS nmolg*® 331,4+381 304,7+9,0 3480+353 332,3+46,2 B4R92
GsH umolg™X® 10,77 +2,51 13,34+225 10,29+2,69 11,36+ 1,53 54%1,79
TBARS nmolg € 055+0,19 0,84+044 054+019 056+0,19  0,5820
GPX umolmin?g?® 1430+21,8 1488+16,1 1363+280 1346+348 430838
Katalasd  pmolming®  924+251 11114182 9,73+244 10,78+309 281
so Ug® 375020 3,79+050 3,89+031 4,44+066 39642
TACE LAGL® 098+0,12 1,12+0,15 1,08+027 128+0,12 1,B}16
GSH umolg X 17,04+2,02 17,49+1,36 19,12+ 1,6820,02 +2,16* 17,64 +3,81
TBARS nmolg© 181,4+21,8 169,1+285 193,8+28,3 197,7+13,6 ,4882,7
GPX umolmin?g?® 179,0+23,3 171,7+30,0 199,6+584 1982+352 ,28%1,0
Katalasf  pmolmin'g?® 16,74+283 16,92+2,97 1842%4,04 17,83%2,59 02%2,56
so ug® 531+1,47 552+1,04 6,76+0,80* 6,78+0,38* 6,08 +0,68
CytP456  umolg® 0,54+0,07 051+009 055+014 050+0,07 05708

2 Plasma;® Erytrocyty; ¢ Jatra;® Hodnota je vyjatena na 1 g proteintf; Hodnota je vyjatena na 1 g

hemoglobinu, * Hodnota je statisticky vyznagrodliSna od kontrolni skupinyp(< 0,05).

5.2.3.5 Stanoveni SG/DHSG a CH/DHCH v biologicke materialu
Stanoveni SG, CH, DHSG a DHCH bylo pro#dd pomoci metody HPLC/MS-Q

v trusu, plas®, mcati a vybranych organech. V riovSech zwvfat nebyly alkaloidy

nalezeny. Vzhledem k rychlé eliminaci nebyly alkdyodetekovany ani v plashevirat

krmenych dietou obsahujici Sangrovit. Ve vSech megh zviat krmenych dietou

obsahujicisanguiritrin nebo 14000 ppm Sangrovitu byl nalezen DHSG. DHSE, C

a DHCH byly nalezeny ve i& vSech testovanych skupin. V jatrech skupinyravi
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krmenésanguiritrinembyly nalezeny SG, CH, DHSG a DHCH. VSechny alldyjdbyly

nalezeny v trusu (tab. 16).

Tabulka 16. Distribuce SG, CH, DHSG a DHCH v trusuplasmg a organech.

Skupiny 2 3 4 5
100 ppm Sangrovit 7000 ppm Sangrovit 14000 Samgrovit 600 pprrsanguiritrin
SG DHSG SG DHSG SG DHSG SG DHSG
CH DHCH CH DHCH CH DHCH CH DHCH
Vzorek (hgg’)  (ngg?) (ngg™) (ngg™) (ngg™) (ngg™) (ngg™) (ngg™)
Trus 2616 + 382 n.d. 76160 + 84562680 + 347 212160 + 2703 4521 +219 273333 +38724 73310 +5230
1560 + 184 n.d. 18592 + 1274 2107 £196 53120 + 2678 4309 £452 5289609 6120 + 1092
Plasma n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.k. n.d. 0,33+0,11
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.k. 0,12+0,14 n.d.
Jatra n.d. n.d. n.d. 0,04 £ 0,02 n.d. 0,51+0,22 232+1,13 440,25
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 3,59 + 2,66 1,93+1,57
Ledviny n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,22 £ 0,04 n.d. 1,14 +0,52
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sval n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,08 + 0,03 nd. 0,14 + 0,09
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Srdce n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,07 +0,02 nd. 3,81+0,76
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Jazyk n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0,10 + 0,05 n.d. 58,25 + 18,97
n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Strevo nd 0,04£0,02  png, 1,15 + 0,42 n.d. 2,56 + 0,64 n.d. 9,09 £ 1,43

002+0,01 731+265396+123 3223+785 824+448 91,63+2911 456,63 135,95+ 103,69

2 ugmi™ plasmy; n.d. — nebyl detekovan; n.k. — nebyl kifikaivan

5.2.3.6 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na morfologii tkani

U Zzadné ze skupin zt krmenych standardni dietou nebo dietami s olmsahe
Sangrovitu nebanguiritrinu nebyly pozorovany morfologické zmy v jatrech, srdci,
ledvindch, tenkém s\ a jazyku. Na obrazku 29 jsou uvedeny vybrané dkgdtra
a tenké sevo) zvtat z kontrolni skupiny a skupiny krmené dietou dlogizi 14000 ppm
Sangrovitu. Fotografie byly vybrany na zalkdagozorovanych zgm parameit
oxidatniho stresu v jatrech (SOD a GSH). Mikroskopické ¢myn jater nebyly

pozorovany.
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Obrazek 29. Vybrané fotografie jater a tenkého dteva kontrolnich zvifat a zvirat

krmenych dietou s obsahem 14000 ppm Sangrovitu (A @-zwétSeno 40x; B
a C-zwtSeno 60x).Jatra (A) a tenké &vo (C) kontrolnich zvat, jatra (B) a tenké

strevo (D) zvfat krmenych dietou s obsahem 14000 ppm Sangrovitu.

5.2.4 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na zargt tlustého streva

V experimentu byla sledovana schopnost Sangr@visanguiritrinu snizit poskozeni
streva potkaf vyvolané dextransulfatem sodnym (DSS). Potkani il dni krmeni
standardni dietou (skupina 1 a skupina 5) a dietamsahujicimi 500 ppm Sangrovitu
(skupina 2), 15000 ppm Sangrovitu (skupina 3) a ppM sanguiritrinu (skupina 4).
Potkarim ve skupinach 2-5 byl druhy tyden experimentu péada5% DSS ve vad
V pribéhu experimentu byl sledovan zdravotni staatva testem okultniho krvaceni
stanovovana krev ve stolicifiTzvifata krmena dietou s obsahem 15000 ppm Sangrovitu
béhem experimentu uhynula.

5.2.4.1 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na spof#ebu krmiva, celkovou hmotnost
a hmotnost organi

Denni spdtba krmiva se pohybovala okolo 18 g/den u vSecpiskiDenni davka SG
byla pro skupinu 2 v gméru 0,6 mg/den/potkan, pro skupinu 3 byla 19,3 mgjjoietkan
a pro skupinu 4 byla 19,8 mg/den/potkan. Na obrd2@ujsou zaznamenanystové
charakteristiky zvwlt. Od 12. dne experimentu bylo u iatj kterym byl podavan 5%
DSS, pozorovano statisticky nevyznamné snizeni hostit U skupiny zvat krmenych
dietou s obsahem 15000 ppm Sangrovitu byl pozorcstatisticky vyznamé nizsi
vahovy piristek v porovnani se skupinami 2 a 4 (tab. R@ ukoeni experimentu
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nebyly pozorovany makroskopické &ny orgari. Hmotnost jater byla statisticky
vyznamrié vysSSi a délka gtva statisticky vyznanennizSi ve vSech skupinach pai
v porovnani s kontrolni skupinou. Hmotnost slepé&tieva byla statisticky vyznamin
vySSi u skupin zvat krmenych dietou obsahujici Sangrovit v porovnamkiontrolni

skupinou (tab. 17).

Tabulka 17. Celkova hmotnost, hmotnost orgai a délka steva.

Skupiny 1 2 3 4 5
Kontrola 500 ppm 15000 ppm 600 ppm 5% DSS
Hmotnost (g) Sangrovit Sangrovit  sanguiritrin
Celkova hmotnost 2746 +£183 264,1+174 253,0421, 2726 £22,5 266,3 +22,2
Vahovy girtstek 54,6 +10,5 43,9+126 30,9 +15,6% 459+ 154 426+11/4
Jatra 7,22+0,64 8,11+0,79* 8,12+1,28 8,37+0,81* 7,88+1,08
Slepé sevo 1,27+0,11 1,53 +0,26* 1,56 + 0,24* 1,48+0,22* 1,56 +0,27*
Hmotnost orgéivcelkova hmotnost (%)
Jatra 2,62+0,11 3,07 £0,25* 3,22 +0,40* 3,08 £0,25* 2,95+ 0,22*
Slepé sevo 0,46 +0,05 0,58+0,11* 0,62+ 0,08 0,54+0,08 0,58 £0,10*
Délka steva (cm) 19,2+0,6 14,7 +2,1* 15,0 £ 1,6* 15,3 +1,5* 15,8 +2,0*

Celkova hmotnost i hmotnost orgahyly vyjadieny jako péimér + SD z 5ti zviat (skupina 1), 20ti zvéat

(skupina 2 a 4), 17ti zkdt (skupina 3) a 10ti ztdt (skupina 5). Hmotnosti orgérbyly vztazeny na
celkovou hmotnost zigte. * Hodnota je statisticky vyznagwodliSna od kontrolni skupiny P (< 0,05).

# Hodnota je statisticky vyznararodli$na od skupiny 4p(< 0,05), hodnota je statisticky vyznarn
odlisna od skupiny 3p(< 0,05).

350 4
¢ Kontrola —&— 500 ppm Sangrovit
—A— 15000 ppm Sangrovit —X— 600 ppm sanguiritrin
—0— 5% DSS
o
P
[2]
o
£ 250
o
S
I
150 . . . . . . .
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Cas (dny)

Obrazek 30. Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na hmotnost potkani.
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5.2.4.2 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na hematologické parametry

Ve vzorcich krve byly sledovany néasledujici paetry: hematokrit, hemoglobin, pet
erytrocyfi, leukocyfi a trombocyi a stedni objem erytrocyt U métenych hodnot byly
prokazany statisticky vyznaran zvySené hladiny leukooyt a snizené hladiny
hemoglobinu a hematokritu ve vSech skupiniaviv porovnani s kontrolni skupinou.
Zvifata krmena dietami s obsahem Sangrovitélanstatisticky vyznam snizenou
hladinu erytrocyt v porovnani s kontrolni skupinou (tab. 18). Sn&ehladiny
hemoglobinu a hematokritu vypovidaly o ztratachekposkozenou slizniciistva, coz

bylo opakova#s prokazano testem okultniho krvaceni.

Tabulka 18. Hematologické parametry.

Skupiny 1 2 3 4 5
Kontrola 500 ppm 15000 ppm 600 ppm 5% DSS
Parametr Jednotka Sangrovit Sangrovit sanguiritrin
Leukocyty gigalr* 294+041 5,48 + 3,35* 5,77 +2,79* 5,32 +3,37* 5,33 +2,18*
Erytrocyty terall” 8,74 + 0,47 6,62 = 2,19* 6,73 +2,17* 7,19 2,14 7,32+2,16
Trombocyty gigalr* 719,6 £70,9 780,4 £ 89,7 753,4 £232,3 824,6 +64,8* 799,9+91,8
Hemoglobin  gll* 164,0 £ 8,7 121,6 + 36,3* 133,5 + 48,6* 131,2 + 35,6* 133,2£36,2
Hematokrit | 0,49+0,21 0,37 +0,12* 0,37 +0,12* 0,39 +0,12* 0,41 +0,12*

* Hodnota je statisticky vyznansrodliSna od kontrolni skupiny p & 0,05).

5.2.4.3 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na parametry oxidatniho stresu a markery
zanétu

Ve vzorcich plasmy byly stanoveny hladiny CRP-skupin a TBARS. Ve vzorcich
erytrocyti byly méteny hladiny TBARS, GSH a aktivity GST a ve vzorc&tieva byly
meieny hladiny TBARS, GSH a aktivity GST a MPO. Uiatiskupiny 5 byla prokazana
statisticky vyznam& zvySena hladina GSH v erytrocytech v porovnanslagpinou 1.
Zvitata ostatnich skupin ¢a tuto hladinu srovnatelnou s kontrolni skupindiktivita
MPO byla statisticky vyznamdnzvySena v skupinach 2, 4 a 5 v porovnani s kamitrol
skupinou. Statisticky vyznamimizsi aktivitu MPO nila zvitata skupin 2 a 3 v porovnani
se skupinou 5, které byla podavana standardni di&# DSS. Zvata skupiny 4 @la
nejvyssi aktivitu MPO. Zvata krmena dietou s obsahem 15000 ppm Sangrovitu

vykazovala statisticky vyznaminvyssi hladinu TBARS a vySSi aktivitu GST veéest
v porovnani se skupinou 4 (tab. 19).
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Tabulka 19. Parametry oxida&niho stresu v erytrocytech, plasm a stre\e.

Skupiny 1 2 3 4 5
Kontrola 500 ppm 15000 ppm 600 ppm 5% DSS
Parametr Jednotka Sangrovit Sangrovit sanguiritrin
GST nkaﬁjl 2,79+£1,21 2,61+£1,18 3,25+0,77 2,59+0,77 2,911
GSH mmol@'1 160,72 £ 54,27 217,99 + 85,30 203,91 + 77,45 203,045 305,71 + 206,24*
TBARS" nmollg’l 725,46 +161,3 569,89 + 482,34 736,45 + 513,94 668,12 + 416,59  749¢65b,54
TBARS nmollg’l 33,06 £+10,00 31,04 + 20,60 31,94 + 15,97 30,15 ¥a4, 37,73 +£23,09
SH-skupiny  pmolm* 7,92 + 0,54 15,62 + 34,49 7,79 £ 1,68 9,46 +5,08 8,8488
MPO" nkatg™ 0,33+0,07 0,77 £0,40"” 0,55 + 0,34" 1,13+0,61% 0,86 +0,31*
TBARS' nmolg-1 210,81 + 102,C 349,22 + 478,57 645,76 + 880,45 236,10 + 285,70 559,94 + 822,94
GSH mmo\@'1 292,92 +134,1 325,59 + 27,26 431,92 + 252,69 361,02 + 268,48 429,97 +110,8
GST° nkaW[g'l 2,25 %0,9. 3,05+2,4 4,99 + 3,8? 2,68 £ 2,2l 3,01 +15.

2Erytrocyty; ® Plasma’ Stevo; ® Hodnota je vyjatena na 1 g hemoglobinfiHodnota je vztazena na 1 g
proteinu, * hodnota je statisticky vyznaadlisna od skupiny T, hodnota je statisticky vyznammodlisna
od skupiny 4 1§ < 0,05),” hodnota je statisticky vyznaramdlisna od skupiny 3p(< 0,05)," hodnota je
statisticky vyznam&odliSna od skupiny 5.

5.2.4.4 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na morfologii streva

Tenké gtevo ast vstupujici do slepéhdevta) attyii Useky tlustého gtva (vzestupny,
piicny a sestupny ttamik a rektum) byly podrobeny histologické analyté.zadné
Z testovanych skupin 2wt nebyly nalezeny morfologické Zny tkare tenkého seva.
Ve vzestupném aifgném tr&niku bylo u zvifat skupin 2-5 pozorovano mirné poskozeni
struktury steva srovnatelné pro vSechnaravd. V sestupném taiku zviat skupin 2-5
bylo pozorovano #edre t¢Zké poskozeni strukturyiswva (obr. 31). Skupina zwait, které
byl podavan 5% DSS ¢ta tzké, difuzni poskozeni sliznice tlustéhdest v oblasti
rekta. Ve skupié zvirat krmenych 500 ppm Sangrovitu bylo pozorovano Sgep
morfologie steva v oblasti rekta a zZwdta vykazovala pouze mirné loziskové éam
tlustého steva. Sanguiritrin (600 ppm) a Sangrovit (15000 ppm) v digtesnizovaly
v oblasti rekta poSkozeni strukturyesta vyvolané 5% DSS (obr. 32). Ve vzestupném,
piicném a sestupném tr@ku nebyl pozorovan vliv Sangrovitu arsianguiritrinu
na poskozeni &va (obr. 31). Davka 500 ppm Sangrovitu sniZzovalsblasti rekta
posSkozeni zfisobené DSS o 45 %. Celkové histologické skoreimgmych hodnot osmi

hodnocenych paramétvSechcasti tlustého geva je zndzorno na obrazku 31.
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Obrazek 31. Celkové histologické skore tlusteho isva. Vysledky jsou piimérnymi
hodnotami z osmi sledovanych parame{destrukce epitelu, dilatace krypt, redukce
poharkovych bugk, zargtlivy infiltrat, edém, kongesce, tvorba kryptovyabsces,

atrofie).
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Obrazek 32. Histologické skorecasti tlusteho steva. Histologické skore sestupného
tracniku (A) a rekta (B). Destrukce epitelu (1), dilzakrypt (2), redukce pohéarkovych
burgk (3), zartlivy infiltrat (4), edém (5), kongesce (6), tvorkeyptovych absces(7),
atrofie (8).

5.2.4.5 Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na expresi COX-2

Exprese protein byla stanovena pomoci Western blotu zésmich vzork tlustého
streva. Zvfata, kterym byl podavan 5% DSS.¢lm statisticky vyznamh zvySenou
hladinu COX-2.Sanguiritrin tuto zvySenou hladinu nesnizoval, zatimca afupiny
zvirat krmené dietou obsahujici Sangrovit statisticignamr snizovaly hladinu COX-2
indukovanou DSS (obr. 33).
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Obrazek 33. Vliv Sangrovitu asanguiritrinu na expresi COX-2.

Kontrolni skupina (1), skupina krmend dietou s tiesa 500 ppm Sangrovitu (2), skupina krmend dietou

s obsahem 15000 ppm Sangrovitu (3), skupina krnoéetdu s obsahem 600 ppsanguiritriny, skupina
krmena 5% DSS (5).

5.2.4.6 Stanoveni SG, CH, DHSG a DHCH v tlustémisé
Stanoveni alkaloidbylo provaédno pomoci metody HPLC/MS-IT ve vzorcich tlustého

streva. Tlusté $evo vSech testovanych skupin iati obsahovalo v nejtsi mie SG
(tab. 20).

Tabulka 20. Distribuce SG, CH, DHSG a DHCH v tlustén strevé

Skupiny 2 3 4

500 ppm 15000 ppm 600 ppm
Koncentrace nig " Sangrovit Sangrovit sanguiritrin
SG 6,81 186,49 153,52
CH 0,98 26,43 19,69
DHSG 0,36 11,19 5,87

DHCH 0,6 20,25 22,32
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6. DISKUSE

Na s¥tovém trhu je Bkolik pripraviki humanni a veterindrni mediciny k zevnimu
a vnittnimu pouziti, které obsahuji kvartérni berdfghanthridinové alkaloidy. | kdyz
jsou dlouhodo®d vyuzivany, nachazime v literd& nové informace o jejich
terapeutickych, ale i nezadouciatincich. S podivem je vSak velmi malo znamo o jejich
metabolickych pemgnach u saut a jejich bezpénosti @i dlouhodobé topickéi oralni
aplikaci.

V disert&ni praci byla pozornost zatiena na metabolismus SG, CH a jejich
dihydroderivat. Literarni Gdaj, Ze SG je metabolizovan na toxickyetabolit
3,4-benzakridin (Tandoet al, 1993), nebyl potvrzen (Psotoe# al, 2006a; Food and
Drug Administration, 2003)V in vitro ain vivo experimentech bylo prokdzano, Ze se SG
metabolizuje na dihydroderivat DHSG (Deroussenal, 2010; Psotovat al, 2006a).
Deroussentet al se zabyvali studiem metabolickycliepen SG a CH na potkanich
jaternich mikrosomech s neindukovanymi a indukowainformami cytochromu P450,
na burcéné linii Ad293 transfekované lidskymi rekombinamtini cytochromy P450
a u potkana po jednorazové peroralni aplikaci. Nedetu mikrosomi detekovali jako
dominantni metabolit DHSG a déle nalezli 6 oxidah metabolii SG (faze 1)

s predpokladanou strukturou. V @igootkam byly nalezeny metabolity SG konjugované
s kyselinou glukuronovou. Jako mozné cesty metalmli SG byly navrzeny i) redukce
za tvorby dihydroderivdt ii) hydroxylace na kruhu B zaiasti cytochromu P450 1A1/2,

iii) otevieni heterocykluna kruhu D a nasledn®-demethylace methoxyskupiny

za vzniku 7,8-dihydroxysanguinarinu, iv) otewi heterocykl na kruhu A a D.

NaSe vysledky ziskané na lidskych hepatocytettrgily data publikovand v literatte.
Hlavni metabolickou fgménou SG byla redukce na DHSG. Také CH byl redukovan
na DHCH. Rychlost metabolizace SG a CH byla odligh& 2 hodinoveé inkubaci bylo
24 % CH redukovano na DHCH, zatimco u SG to bylezed8 %. Mimo dihydroderivat
byly v hepatocytech inkubovanych s SG a CH nalezdaigi metabolity, zejména
metabolit sm/z 336. MnoZstvi ostatnich metabalibylo nizké a podléhaly naslednym
metabolickym peménam: O-demethylaci, hydroxylaci a konjug@m reakcim. Nalezené
latky jsou pravépodobr strukturrg shodné s metabolity publikovanymi Deroussent
al. (2010). Pedpokladame, Ze jak z SG, tak z CHizm vznikat az 12 metabalit
Ke strukturni identifikaci metaboiitnemame odpovidajici standardy. Pokusy o jejich

syntézu byly zatim neuggne.
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Metabolické pemeny DHSG a DHCH nebyly doposud studovany. My jsnistifij ze
v lidskych hepatocytech dochazi ke oxidaci 3-5 % dihydroderiviat Tyto vysledky
jsou ve shodl s nadlezem SG v jatrech potkarkteri byli krmeni 90 dni dietou siznymi
koncentracemi DHSG. Mechanismus oxidace DHSG nan®@yl zatim vysstlen,
ale gedpoklddame, Ze se na oxidaci mohou podilet negpeciaterni oxidoreduktasy.
DalSi moznou skutmosti je oxidace dihydroderivatvzdusnym Kkyslikem v gb¢hu
piipravy vzorku pro HPLC analyzu.

Vzhledem k rozdilnym fyzikathchemickym vlastnostem SG a DHSG vs. CH a DHCH
by se daly dekavat rozdily v rychlosti prostupéchto latek do hepatoaytZe ziskanych
dat je Zejmé, Ze vSechny tyto alkaloidy vstupujfigadré se vazi na povrch hepatocytu,
stejrg intensivre.

Jak bylo zmi#gno v avodu, SG a CH jsou vzhledem fiti@mnosti iminiové vazby
reaktivni molekuly interagujici s SH-peptidy a mialy (enzymy, receptory argnasee)

a tak ovliviuji fadu signalnich drahgetné apoptézy. Vzhledem k tomu, Ze jsou SG a CH
savci geménovany na dihydroderivaty, je otazkou, zda tyto ditogerivaty ovliviuji
metabolické &je v organismu obdobnym &gpobem jako SG a CH. Dal&ast disertani
prace se zadfila na stanoveni cytotoxicity DHSG a DHCH na potlkanhepatocytech
a na butcné linii HepG2 v porovnani s SG a CH. K posouzdivuvtestovanych latek
na zivotnost bu¥k byla pouzita metoda zaloZzena na redukci tetrazgpth soli
buré¢nymi oxidoreduktasami (MTT test) a sledovani po&kdzburkcné membrany
meétenim aktivity uvolgné laktatdehydrogenasy do extracelularniho pedst Jiz po 3
hodinové inkubaci SG a CH (1 unid) s o¥ma typy bugk byla zaznamenana toxicita.
Vysledky se shodovaly s udaji, které publikovalie#lbva et al (2006). Ukazalo se, Ze
dihydroderivaty vykazovaly mirnou toxicitdimejvy3si pouzité koncentraci 100 p ol
na obou typech bk aZz po 24 hodinové inkubaci. VySSi koncentraceylyetestovany
Z divoda jejich omezené rozpustnosti. Weerasingheal. (2001) a Waret al (2008)
zjistili, Ze SG a CH vyvolavaji apoptozu indukcoapoptotického proteinu Bax a inhibici
antiapoptotického proteinu Bcl-2, které jsou zapgjelo regulace aktivity kaspasy-3.
V této préci jsme studovali zda DHSG a DHCH mohoit proapoptoticky tinek.
Vysledky experimerit ukdzaly, Ze DHSG a DHCH v 10x vySSich koncenttgcic
v porovnani s SG a CH, neaktivovaly proces apoptpmysiednictvim kaspasy-3.
Naopak SG a CH indukovaly aktivaci kaspasy-3 v obmech pouzitych buik, coz

odpovida literarnim udain.
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DalSi¢ast prace byla zatifena na réreni farmakokinetickych dat DHSG u potkana.
DHSG byl po aplikaci gastrickou sondou rychleigbin a maximalni koncentrace
v plasn¢ bylo dosazeno za 1-2 h po podani. Mimo tohoto &otraniho maxima bylo
pozorovano i #kolik dalSich maxim, ssd¢icich o enterohepatalni cirkulaci DHSG.
Obdobny trend @ koncentréni vzestup DHSG v jatrech. Po 18 h od aplikace heby
DHSG nalezen v plastrani jatrech. Pro potvrzeni, Ze DHSG podstupujerehepatalni
cirkulaci, byl po jeho podani podvazan &wuod. Doslo ke zpomaleni resorpce DHSG
a maximalni plasmatické koncentrace bylo dosazen® Ip. DHSG byl rychleji vyloten
z organismu, jiz po 8 h nebyl nalezen v plasm

Informace o dincich DHSG na Zivy organismus jsou rozporuplné.ggmal et al
(2007) uvadi, Ze olej a extrakt&. mexicanaktera obsahuje DHSG jako hlavni alkaloid,
podavané v diétpo dobu 45 dni vyvolavaji enteritidu, steatozeljat poskozeni ledvin.
Samotna semena podavana v davce 10 % (odpoviddgpb@@HSG) vyvolavala steatézu
jater a enteritidu. Podobné Gdaje uvadi Babal (2006), kté argemonovy olej podavali
v davce odpovidajici 50 ppm DHSG. Po aplikaci dokéo statisticky vyznamnym
zménam v morfologii vybranych tkani, paramethematologie a klinické biochemie.
Autori pripousti, Ze za moznou toxicitu e byt zodpo¥dna argemonova kyselina,
ne jiz dive zmirgny DHSG.

Vzhledem ktomu, Ze \n vitro experimentech na b&nych kulturach jsme
nepozorovali toxicitu DHSG, &¥ili jsme, zda dlouhodobé podavani DHSG v diet
ovlivni vybrané parametry u potkana. DHSG byl padév krmivu ve stejné davce jako
u El gamalet al 2007 (100 ppm) a v davce 500 ppm po dobu 90 drgrabéhu
experimentu nebyly pozorovany nezadou€inky na zdravotni stav potkan DHSG
v diet byl zviraty dolfe snaSen. VysSi davka DHSG vedla ke statistickynaymému
zvySeni hmotnosti ziat. DHSG v diet nentl vliv na hmotnost organ parametry
hematologie a klinické biochemie. Ve studii bylddean vliv dlouhodobého podavani
DHSG na parametry oxidaiho stresu. V literate je uvadno, Zze SG a CH vyvolavaji
tvorbu reaktivnich kyslikovych forem (Matkat al, 2008). V naSem experimentu jsme
nepozorovali vliiv DHSG na markery oxig@ho stresu v plasén erytrocytech a jatrech.
NaSe pozornost byla z&bhena také na mozné genotoxickiénky DHSG. Stiborovét al
(2002) publikovali, ze SG tize reagovat s DNA za tvorby adikiDaset al (2004)
uvadi, Ze SG aplikovany intraperitonegindavce 10 mg/kg Zigobuje poskozeni DNA
kostnich busk. NaSe experimenty neprokazaly genotoxicitu DH®@byly nalezeny

DNA adukty v jatrech ani nebylo pozorovdno poSkdzigmfocytarni DNA metodou
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jednobur¢né elektroforézy. Rowi nedoSlo k ovlivéini obsahu cytochromu P450.
Histologické vySeaeni neprokazalo zény ve struktiie tkarg jater, ledvin, srdce, tenkého
streva, svalu, dasni a jazyka. Na mozné&mynv morfologii dasni a jazyka vyvolané
DHSG jsme se za#ili, protoZze dlouhodobé pouZivanitipravka Ustni hygieny
obsahujici BA je spojovano s leukoplakii (Danetnal, 1999). Zjistili jsme, Ze DHSG
obsazeny v diétje vylucovan z organismuipdevSim trusem. JelikoZqa ukogenim
experimentu nema zvirata 16-20 h fistup k die¢, nebyly v plasm ani mai zvirat
krmenych nizsi davkou DHSG alkaloidy nalezeny. Wapsn¢ zvirat krmenych dietou
s obsahem 500 ppm DHSG byly nalezeny nizké hladdiySG, coZz koreluje
se zjisénymi farmakokinetickymi Gdaji. Ve tkaniistva byl nalezen DHSG vestéim
mnoZstvi. Malé mnozstvi SG i DHSG bylo nalezenatrvech. Pedpokladame, ze SG
muze vznikatcinnosti stevnich bakterii a poté je absorbovan do iwiffto prostedi
a dostdva se do jater. Koxidaci DHSG by mohlo talgit pisobenim jaternich
oxidoreduktas a vznikly SG by byl vylden ve forn¢ konjugati Zluci do steva a déle
do trusu. V neposlednfac€ mohlo dojit k oxidaci DHSG vzduSnym kyslikendi p
zpracovani vzorku na analyzu.

V mechanistickych studiich @& vivo experimentech byly prokazany cytostatické,
antimikrobiélni a protiz&livé Cinky SG a CH. RedevSim diky poslednim &wa
zmirgnym &inkam jsou SG a CH aktivnimi slozkami vipravcich ustni hygieny
(sanguiritrin) ¢i krmného aditiva Sangrovit. Kosinat al (2004) v experimentu
na prasatech nepozorovaliti pdlouhodobém krmenisanguiritrinem (5 mg/den/kg
hmotnosti) Zzadné zény fyziologickych parametr, stejré tak Psotovét d. (2006b), ktéi
podavalisanguiritrin potkarim v davce 10 mg/den/kg hmotnosti. Pokud byla u guaik
pouzita davka 5-60 mg/den/kg hmotnosti, nebyl pozén vliv na plodnost, reprodérki
cyklus a vyvoj plodu, obdokn pak u kralik, kterym byla podavana davka
5-25 mg/den/kg hmotnosti (Kellest al, 1998). Na druhou stranu po intraperitonealni
aplikaci SG (5 mg/kg hmotnosti) bylo pozorovano néposkozeni orgéna kostnich
burgk (Babuet al, 2004; Dat al, 2004). Jina prace uvadi, Ze intraperitonealhikage
SG (0,5 mg SG/kg hmotnosti) po dobu 14 dni nevyaatadné znamky otravy (Singi
al., 2006). Jeirjmé, Ze zfisob aplikace BA hraje vyznamnou roli.ivVvivo experimentu
jsme se pokusili odp@&dét na otazku, zda @ie dlouhodobé uZivani
Sangrovituganguiritrinu ovlivnit biochemické parametry u testovanych favia zda
mohou mit piznivy inek na organismus. Ve studii jsme se Zélnna sledovani vlivu

dlouhodobého podavani Sangrovitu v éietdavce 100, 7000 a 14000 ppm po dobu 90
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dni. Davka byla zvolena tak, abyepySovala dopoktovanou davku 20-70 ppm. Pro
zjisteni vlivu jinych komponent v Sangrovitu, nez-li SGCGH, byla gipravena dieta,
ktera obsahovala SG a CH ve f@rsanguiritrinu Sanguiritrin byl podan v davce 600
ppm a ndl srovnatelny obsah SG a CH jako davka 14000 ppmgi®aitu. Zviata
krmena dietami s obsahem 14000 ppm Sangrovitu/G8@ ganguiritrinu dostavala
pramérné 55 mg SG a CH/den/kg hmotnosti. Mipghu 90ti denniho experimentu byly
testované diety ziaty dolie tolerovany a nebyly pozorovany zdravotni problémy
U zvirat krmenych dietou s obsahem Sangrovitu regmguiritrinu byla €lesna hmotnost
a hmotnost organ srovnatelna jako u zkdt krmenych standardni dietou. Nebyly
pozorovany zrény v parametrech hematologie a klinické biocheniaké parametry
oxidatniho stresu v plasénerytrocytech a jatrech byly srovnatelné u vSdalpm zviat.
Vyjimkou byla skupina krmena 14000 ppm Sangrouitikteré doslo ke zvySeni hladiny
glutathionu a aktivity superoxiddismutasy v jatredioto zvySeni nebylo pozorovano
u skupiny krmenéanguiritrinem z ¢ehoz Ize usuzovat, Ze jej mohou vyvolavat také jiné
latky nez SG a CH. Histologické vysemni neprokazalo zény ve struktiie tkani jater,
ledvin, srdce, jazyku ani tenkéhdesta, na rozdil od publikovanych vyslédkkdy SG
podavany ve vatlv davce 10 mg/potkan/den vyvolal nekrotickésmgntkare jater (Dalvi
et al, 1985). Dale nebyl prokazan vliv na hladinu cymenu P450 a nedoSlo
k poskozeni lymfocytarni DNA a tva¥liDNA adukti v jatrech (Stiborovat al, 2008).
SG, CH, DHSG a DHCH byly, stejnako v gedesSlém experimentu, vgdovany trusem.
Dihydroderivaty DHSG a DHCH byly nalezeny ve vSeahalyzovanych tkénich.
V jatrech zviat krmenych dietou obsahujisanguiritrin byl nalezen SG, CH, DHSG
a DHCH. Ponar alkaloidu a pislusného dihydroderivatu byl wipadd SG:DHSG 5:1
a v pipadt CH:DHCH 2:1, Zehoz lze vyvodit, Ze CH je metabolizovan sngidmez SG.
Tento nélez potvrzuje Udajeirz vitro metabolickych studii. Ve igvech zviat krmenych
jak dietou obsahujici Sangrovit, taknguiritrin, byly nalezeny CH, DHSG a DHCH. SG
nebyl, stej jako v gipads zvirat krmenych DHSG, ve igvé detekovan. DHCH byl ve
strev¢ nalezen v 8-nasobném mnozstvi nez CH, ceédcso tom, Ze DHCH je metabolit
CH. Otazkou je, zda DHCH vznikaigobenim bakterialni mikroflory nebctigkem
strevnich enzym. Vysoky obsah alkaloidve stné stteva mize byt zgisoben kumulaci
BA v tkéni steva, pravépodobré kontaktem s krmivem (trusem). Z&em je moznéici,
Ze dlouhodobé podavani Sangrovitu v davce 70-14¢gBSivneZz je dopotena denni

davka, je bezpmé.
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Sangrovit je pro své antimikrobialni a protigthné U¢inky dopor@&ovan jako mozna
ndhrada syntetickych antibiotik. Zajimalo nas tedya mé podavani Sangrovitu nebo
sanguiritrinu v dieg€ ochranny vliv na sliznici géva postizené zétem. Jako model
zaretu byl pouzit 5% dextransulfat sodny (DSS) podaveeyod. DSS vyvolava vazneé
poSkozeni shy steva, které se projevuje vahovym Ubytkemialyizkracenim tlustého
streva, zvySenim pidu leukocyti a zastlivych marketi a ztratami krve, zisobenymi
krvacenim do stolice (Elsoet al, 1995). Ve studii byly pouZzity dvkoncentrace
Sangrovitu (500 a 15000 ppm) a 600 ppamguiritrinu Davka 600 ppnsanguiritrinu
odpovidala obsahem SG davce 15000 ppm SangroviawkyDbyly zvoleny podle
piedeslych experimeint kde nebyl pozorovan toxicky efekchto latek pi dlouhodobém
podavani na organismus potkana. DSS podavany dewwmolal poSkozeni organismu,
které se projevilo zvySenim hmotnosti jater a dhepsteva, zkracenim délky istva,
zmenami  hematologickych  param@étr zvySenim hladiny glutathionu (GSH)
v erytrocytech a aktivity myeloperoxidasy (MPO)xprese cyklooxygenasy-2 (COX-2)
ve stew. DSS zjisobil €Zké poskozeni stvni sliznice, zejména v oblasti rekta.

Bylo zjiS€no, Ze sanguiritrin a Sangrovit v davce 15000 ppm podavané v krmivu
nesnizovaly poskozeniisva zpisobené DSS. U zkdt krmenych dietou s obsahem
15000 ppm Sangrovitu aanguiritrinem nedoSlo k zlepSeni stavu at, kterym byl
podavan DSS (parametry hematologie a axid@o stresu). Davka 500 ppm Sangrovitu
zpusobila statisticky vyznamrenizeni aktivity MPO a inhibici indukce COX-2 véesk.
NedoSlo vSak ke zlepSeni krevniho obrazu. Histologindlez u zwat krmenych
500 ppm Sangrovitu potvrdil, Ze doSlo k mirnémup&eni za#livych zmegn steva
vyvolanych DSS, zejména v oblasti rekta (0 45 %istdtogicky pihikaz zlepSeni je
objektivrejSi a ma ¥tSi vahu nez nalezy laboratorni mediciny, ind@evniho obrazu
(Vieira et al, 2009). Z HPLC/MS-IT analyzy bylo zji&to, Ze ve tkani tlustéhoista
potkami krmenych dietou s obsahem Sangrovitu sanguiritrinu byl kumulovan
piedevsim SG.

NasSe vysledky prokazaly, Zze SG a CH jsou v dsgan metabolizovany na netoxické
dihydroderivaty, které se v organismu nekumulupiewvyvolavaji nezadouciciinky pri
dlouhodobém podavani. BA jsou v organismu metabefiny na dalSi latky, na jejichz
identifikaci dale pracujeme. Vzhledem k tomu, €euj BA sodasti mnoha huménnich
a veterinarnich ippravki, mél by byt dale detailgji zkoumana jejich absorpce
do vnittniho prostedi, distribuce a eliminace z organismu, jejich ahetismus a vliv

na metabolické drahy.
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7. ZAVERY

Disert&ni prace se zabyvala studiem biologické aktivity, $&H, DHSG a DHCH

na vybranych buftnych modelech, jejich metabolickymigménami a sledovanim vlivu

dlouhodobého podavani DHSG, Sangrovitusanguiritrinu na vybrané fyziologické

parametry potkana a vlivu Sangrovitsanguiritrinuna indukovany zat tlustého steva

u potkana. Ze ziskanych vyslédize vyvodit nasledujici z&vy:

Pri inkubaci SG a CH s lidskymi hepatocyty byly idékovany DHSG a DHCH

jako jedny z hlavnich metabalit

SG a CH vykazovalycaso¥ a koncentrén¢ zavislou toxicitu na hepatomové
burg¢né linit HepG2 a na potkanich hepatocytech a vywadiaapoptosu.
DHSG a DHCH nevykazovaly toxicitu do koncentrac® 3dmoll™* a nensly vliv

na aktivaci kaspasy-3.

Dlouhodobé podavani diety obsahujici 100 a 500 ppiBG potkaiim nentlo vliv
na €lesnou hmotnost, parametry klinické biochemie adteingie.

DHSG nezfisobil genotoxické poskozeni DNA a né&nvliv na celkovy obsah
cytochromii P450.

DHSG nevyvolal strukturni zémy ve tkanich jater, ledvin, srdce, tenkéhtewd,
svalu, jazyka a dasni.

DHSG byl vylwtovan grevazrie trusem, v malém mnozstvi se kumuloval viewt
a spolu s SG v jatrech.

Po podani DHSG doslo k jeho eliminaci z plasmyterjeo 18 h.

Dlouhodobé podavani krmiva obsahujiciho 100, 70004600 ppm Sangrovitu
a 600 ppmsanguiritrinu nenglo vliv na €lesnou hmotnost, parametry klinické
biochemie a hematologie.

Sangrovit asanguiritrin nezmisobily genotoxické poSkozeni DNA a né&wn viiv
na celkovy obsah cytochraniP450.

Sangrovit a sanguiritrin nevyvolaly strukturni zgny tkani jater, ledvin, srdce,
tenkého seva a jazyku.

Sangrovit (500 ppm) chranil sliznici tlustéhdesta i zargtu vyvolaném DSS.
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» Sangrovit(500 ppm) snizoval DSS indukovanou expresi COX&ktvitu MPO ve

stre\e.
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