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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra Farmakognozie

Kandidat: Mgr. Helena Hendrychova
Skolitel: doc. PharmDr. Lenka Tamova, CSc.

Nazev diserta¢ni prace: Fytochemicka studie jednotlivych taxonu rostlin rodu Bergenia

Bergénie, pivodni asijsky druh, patifi mezi nejhodnotngjsi zdroj 1é¢ivych latek zejména v
tradicni C¢inské a indické medicin€. VyuZiti nalézaji jiz po staleti pii 1écb& rtznych
onemocnéni. Cenény jsou pro svoji schopnost rozpoustét mocové a ledvinové kameny.
Vyuzivany jsou pii 1écbé infekci dychacich cest a nachlazeni. Prokazany u nich byly

rrrrr

antidiabetické, antitusické, hepatoprotektivni a diuretické ucinky.

Cilem této disertacni prace bylo stanovit obsah sekundarnich metaboliti (arbutinu, celkovych
polyfenolli, bergeninu a anthokyani) ve tfech taxonech rostlin rodu Bergenia - Bergenia
crassifolia (L.) Fritsch, Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. a Bergenia x ornata Stein., soucasné
porovnat jejich biologicke aktivity a ur¢it nejvhodnéjsi druh bergénie s nejvét§im potencidlem
pro vyuziti v 1é€ebné terapii. Hybrid rostliny B. X ornata byl viibec poprvé hodnocen na obsah
fenolickych latek a biologickou aktivitu. Extrakty z bergénii byly testovany na antioxidacni,
antiradikéalovou, tyrozinazovou, antiparazitickou, imunostimula¢ni, antiagregacni aktivitu a na

schopnost inhibovat enzym COX-1 a tvorbu PGHa.



V extraktech zelenych a Cervenych listd bergénii byl stanoven obsah arbutinu, celkovych
polyfenoli, bergeninu a anthokyant v susiné. Nejvyssi obsah fenolického glykosidu arbutinu
byl stanoven v listech druhu B. crassifolia (58,85 + 0,71 mg.g™') a B. x ornata (51,04 + 1,21
mg.g’l). Nejvyssi obsah celkovych polyfenol byl urcen u druhti B. X ornata (49,36 + 1,31
mg.g™) a B. crassifolia (48,74 + 1,14 mg.g™). Statisticky nejvyssi obsah bergeninu byl zjistén
v listech B. x ornata (6,23 + 0,09 mg.g™). V &ervenych listech bergénii byla také prokézéna
pritomnost anthokyanii (5,41 (+ 0,06) az 8,30 (+ 0,08) mg C3G.g™). Obsah polyfenold a
bergeninu byl podobn¢ jako u arbutinu nejvyssi u vzorka listii sbiranych na podzim. Jak bylo
prokazano korela¢nimi analyzami, obsah sekundarnich metabolitl je z&visly na aktualnich

klimatickych podminkéch (pfedevsim na vlhkosti a tthrnu srazek).

Statisticky vyznamné a pozitivni korelace byly stanoveny mezi obsahem fenolickych latek a
vysledky z méfeni antiradikalové a antioxidacni aktivity (metodami DPPH, ABTS, NADH,
FRAP). VysS§imu obsahu arbutinu, polyfenol, bergeninu a anthokyani Vv podzimnich
mésicich odpovidala zvySena antioxida¢ni aktivita. Nejprukaznéji to bylo patrné u druhu B.
crassifolia. Z téchto vysledkd je zfejmé, ze fenolické sekundarni metabolity piimo ovliviiuji
antioxidacni a antiradikalovou aktivitu. K vyssi aktivité pfispivaji také anthokyany, obsazené
v ervenych listech bergénii. Etanolové extrakty bergénii prokazaly schopnost inhibovat
aktivitu houbové tyrozindzy. Korela¢ni zavislost mezi obsahem arbutinu a inhibici aktivity
tyrozinazy ale nebyla prikaznd. Antiparaziticka aktivita byla testovana na larvach tasemnic
druhu Mesocestoides vogae. Larvicidni uéinek bergeninu, arbutinu a extraktd bergénii vSak
nebyl prokazéan. Testované latky naopak povzbudily metabolismus a Zivotaschopnost larev
(pfedevsim arbutin a vodny extrakt B. crassifolia). Sledovan byl také vztah mezi
metabolickou aktivitou a obsahem celkovych lipida v larvach. Pfi vyzkumu imunostimulaéni
aktivity byla prokazéana stimulace exprese CD69 na povrchu lymfocyti. Nejucinnéji aktivoval

lymfocyty etanolovy extrakt B. x ornata v koncentracich 3,13 a 6,25 mg.ml™. Antiagrega&ni



aktivita byla prokazana u bergeninu (41,64 £ 0,97 %) a etanolového extraktu B. x ornata,
ktery signifikantné snizil agregaci trombocytl az na 28,53 + 0,96 % a byl analogicky u¢inny
s kyselinou acetylsalicylovou (24,17 + 1,02 %). Stejny extrakt byl ucinny i pii stanoveni
inhibice cyklooxygenazy (COX-1). Extrakt B. X ornata prokazal schopnost inhibovat tvorbu

prostaglandinu PGH; na 60,68 + 1,05 %.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacognosy

Candidate: Mgr. Helena Hendrychova
Supervisor: doc. PharmDr. Lenka Ttimova, CSc.

Title of Doctoral Thesis: Phytochemical study of individual plant species of Bergenia genus

Bergenia, native to central Asia, is promising source of medicinal compounds mainly in the
system of Chinese and Indian traditional medicine. These species have been used for centuries
in therapy of various diseases. They are valued for their ability to dissolve kidney or bladder
stones. Bergenia plants are used for therapy of pulmonary diseases and cold. They have
demonstrated antioxidant, antibacterial, antiviral, immunostimulant, anti-inflammatory,

anticancer, antidiabetic, antitussive, hepatoprotective and diuretic effects.

The main aim of this thesis was to determine the content of secondary metabolites (arbutin,
total polyphenols, bergenin and anthocyanins) in three taxons of Bergenia genus - Bergenia
crassifolia (L.) Fritsch, Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. a Bergenia x ornata Stein., to
compare their biological activities and to identify the most appropriate kind of Bergenia plants
with the greatest potential for use in therapy. Plant hybrid B. x ornata was evaluated on the
content of phenolic compounds and biological activity for the first time. Bergenia leaf extracts
were tested for antioxidant, antiradical, tyrosinase, antiparasitic, immunostimulating, anti-

platelet activity and its ability to inhibit the enzyme COX-1 and the formation of PGH,.



The contents of arbutin, total polyphenols, anthocyanins and bergenin (in mg.g™ of dry weight
DW) were determined in the extracts of green and red leaves of Bergenia plants. The highest
content of phenolic glycoside arbutin in the leaves of B. crassifolia (58,85 + 0,71 mg.g™ DW)
and B. x ornata (51,04 + 1,21 mg.g® DW) was found. The highest content of total
polyphenols in B. x ornata (49,36 + 1,31 mg.g* DW) and B. crassifolia (48,74 + 1,14 mg.g™
DW) was detected. The highest total amount of bergenin in the leaves of B. x ornata (6,23 +
0,09 mg.g™* DW) was revealed. The anthocyanins were also determined in the red leaves of
Bergenia (from 5,41 (+ 0,06) to 8,30 (+ 0,08) mg C3G.g™ DW). The highest amount of
polyphenols, bergenin and arbutin in leaf samples collected in autumn was found. The content
of secondary metabolites correlated significantly with the meteorological data (mainly with

relative humidity and water precipitation).

Significant positive correlations between phenolic contents and results from the measurement
of antiradical and antioxidant activity (by methods DPPH, ABTS, NADH, FRAP) were
demonstrated. Higher content of arbutin, polyphenols, bergenin and anthocyanins of the tested
samples during autumn correlated with the higher antioxidant activity. The highest correlation
was obtained for B. crassifolia. Great percentage content of phenolic compounds is
responsible for the radical scavenging activity. Anthocyanins in red leaves are responsible for

the antioxidant activity as well.

Ethanol extracts of Bergenia proved the ability to inhibit the activity of mushroom tyrosinase.
But the correlation dependence between the total amount of arbutin and inhibiting activity of
tyrosinase has not been significant. Antiparasitic activity was tested on the larvae of flat
worms Mesocestoides vogae. Larvicidal activity of bergenin, arbutin and Bergenia extracts

has not been established. Tested biological substances encouraged metabolism and viability of



larvae conversely (mainly aqueous extract of B. crassifolia and arbutin). The relationship

between metabolic activity and the amount of total lipids in the larvae was also revealed.

Lymphocytes were markedly activated (as measured by CD69 expression) by ethanolic
extracts of B. x ornata in concentration of 3,13 and 6,25 mg.ml™, as revealed in the
imunostimulatory assay. Antiplatelet activity was proved for bergenin (41,64 + 0,97 %) and
aqueous extract of B. x ornata, which siginificantly reduced the platelet aggregation up to
28,53 + 0,96 % and was effective in analogy with acetylsalicylic acid (24,17 + 1,02 %). The
same extract was active in the inhibition of cyclooxygenase (COX-1). B. x ornata extract
demonstrated the ability to inhibit the production of prostaglandin PGH, up to 60,68 + 1,05

%.
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1. UvVoD

Rostlinnd fise je velkym zdrojem chemickych sloucenin a latek, které maji velky
farmaceuticky vyznam. Do dnes$ni doby vSak bylo prozkoumano jen malé procento rostlinnych
druhti s potencialnimi 1é¢ivymi G¢inky. Odedavna byly latky ptirodniho pivodu vyuzivany
k vylepSovani zdravotniho stavu. Tvofily jediny zdroj materialu az do doby, kdy se lidé zacali
zabyvat Uspésnou cilenou chemickou preménou latek. V soucasné dobé produkce 1éCiv stoupa
s jejich spottebou, coz se odrazi i na spotiebé 1é¢ivych rostlin. Vice nez ¢tvrtina u nas
vyrabénych 1éCivych piipravkil obsahuje biogenni latky rostlinného puvodu nebo z nich
ziskané derivaty. Rod Bergenia patii mezi nejhodnotné&jsi zdroj 1é¢ivych latek. V soucasnosti je
na celém svét€¢ znamo 31 taxonidl S potencidlné vyznamnou farmaceutickou hodnotou.
Bergénie, plivodni asijsky druh, je jednou z nejvice vyuzivanych rostlin v tradi¢ni ¢inské a
indické (ajurvédské) medicin€. Vyuziti naléza jiz po staleti pii 1é¢bé plicnich onemocnéni, pii

r v , ’ v Yo - ’ v ’ o v ’ ;s - 1
zastave krvéceni, pii rozpousténi ledvinovych a mocovych kamenti ¢i pro posileni imunity. )

2. CiL PRACE

Hlavnim cilem disertacni prace bylo provést celkové zhodnoceni obsahu sekundérnich
metabolitd ve tfech taxonech rostlin rodu Bergenia - Bergenia crassifolia (L.) Fritsch,
Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. a Bergenia X ornata Stein. a soucasné stanovit a porovnat

jejich biologické aktivity. VytyCeny byly nasledujici dil¢i cile:

e Provést reSersi literatury tykajici se obsahovych latek a biologické aktivity rostlin rodu
Bergenia. Stanovit obsah sekundarnich metaboliti — polyfenold, arbutinu, bergeninu,
anthokyand. Sledovat vliv klimatickych podminek na produkci sekundarnich
metaboliti.

e Testovat antioxida¢ni, antiradikalovou, imunostimula¢ni,  antiparazitickou,
tyrozinazovou a antiagregacni aktivitu a schopnost inhibice enzymu COX-1.

e Na zakladé€ ziskanych vysledkl urcit ze tii testovanych druhii bergénii tu, s nejveétsim

potencialem pro vyuziti v 1é¢ebné terapii.
1



3. TEORETICKA CAST

3.1. Historie vyuziti

Podle Svétové zdravotnické organizace 70 % indické populace uzivé na lécbu riznych chorob
piredevsim alternativni medicinu. V soucasnosti je zde takto vyuzivano okolo 800 druht
puvodnich rostlin. Diky dlouhodobému historickému pouzivani a spolehlivosti ptirodnich
1é¢iv, se tak na indickou tradi¢ni medicinu zamétuje stale vice farmaceutickych spolec¢nosti,
které zde nalezly vyborny zdroj pro hledani novych bioaktivnich slozek. Jednim
z vyznamnych zdroju aktivnich latek, na ktery je soustied’ovana pozornost je i rod Bergenia.
2 Na ubogich Himalaje (od Kasmiru po Bhutan) se vyskytuji rostliny Bergenia ciliata Sternb.
a Bergenia ligulata (Wall.) Engl., znamé pod jménem Pasanabheda ¢i Pakhanbhed (coz
v prekladu znamena ,;rozpustit kdmen®), pod timto jménem jsou i soucasti oficiadlniho
Indického Ajurvédského Lékopisu. % 9V indickém lidovém légitelstvi Ajurvéda jsou tyto
rostliny jiz po staleti vyuzivany na lé¢bu riznych onemocnéni. Piiklady tradi¢niho vyuZiti
jsou uvedeny v Tabulce ¢ 1. Cenény jsou predevS$im pro svoji schopnost rozpoustét
ledvinové a mocové kameny. ® Vyuzivany jsou pii 16¢bé infekei modovych cest,
hemeroidech, krvaceni a epilepsii. Extrakty se pouZivaji na 1écbu infekei dychacich cest a pfi
nachlazeni. Koten rostliny se vyuziva jako antidiabetikum a antidotum pfi intoxikaci opiem.
Kofenovymi extrakty se podporuje vylucovani, 1écba zanétu spojivek, horecky, kasle,
uplavice a prijmovych onemocnéni. Pfi profezdvani détskych zoubkll se kofeny zvykaji
s ptfidavkem medu a snizuji tak podrazdéni. Tibet'ané aplikuji Cerstvou pastu z listli bergénii
na pokozku a chrani se tak pted Skodlivym ultrafialovym zafenim. V tradicni nepalské
medicing€ se bergénie vyuziva k 1é€bé zaludecnich obtizi a zejména jeji extrakty jsou ucinné
pfi 1écbeé zaludecnich viedi. V Indociné se drcenim listd ziskdva Stdva na lécbu zanéth
zevniho zvukovodu. V Ciné se suchy prasek pouziva k posileni imunity a pii 16¢bé astmatu,

kasle &i zavrati. 619



B. crassifolia je jedinou rostlinou z rodu Bergenia zahrnutou ve Statnim Lékopise SSSR (11.
edice, 1990). ¥ Jako droga je zde uvedena Rhizomata bergeniae s adstringentnim,
Vv gynekologii pfi masivnim krvaceni, pro posileni kapilarni stény, pro lokélni vasodilatacni
ucinky, pifi vysokém tlaku a k posileni ¢innosti srdce. Extrakty z oddenkid bergénii jsou
Vv ruské tradi¢ni mediciné vyuzivany pro 1éCbu chiipky, horecky, enterokolitidy, gastritidy a
prijmovych onemocnéni. Pouzivaji se také pii 1é¢bé onemocnéni dutiny ustni (stomatitida,
gingivitida ¢i krvaceni dédsni). Burjatové a Mongolové z pfezimujicich ¢ernych listi bergénie
tucnolisté pfipravuji €aj, povazovany za zdravi prospéSny ndpoj bez Skodlivého kofeinu.
V oblasti Altaje jsou pro lécebné cely nejvice vyuzivany Cerné piezimujici listy z divodu

vyssiho obsahu tiislovin, zndmé jako chagirsky ¢aj. 12-15)

3.2.  Popis a vyskyt rostlin rodu Bergenia

Rod Bergenia, z ¢eledi lomikamenovité (Saxifragaceae), v soucasnosti zahrnuje 10 pivodnich
asijskych druhti (Tab. & 2), sedm z nich roste v Cing, ztoho tii patii mezi endemické.
V taxonomické databéazi IPNI (The International Plant Names Index) je uvedeno 31 taxonil ze
sekci Bergenia, Ciliatae a Scopulosae (Tab. ¢&. 3). Tento seznam zahrnuje vSechny znamé
druhy, jejich variety a hybridy. * *® Rodové jméno je odvozeno od jména Karla Augusta
z Bergenu (1704-1759), némeckého 1ékate a botanika. Kompletni systematické ¢lenéni rodu
Bergenia shrnula Borisova v roce 1956. Popsala 11 druhi v¢etné jejich synonym, morfologie,
roz$ifeni a ekonomického vyuZiti. 12 Soucasné védecké zkoumani je zaméfeno piedev§im na
5 druhli bergenii rostoucich ve vychodni Asii, v jihovychodni ¢éasti centradlni Asie a Vv
severnich regionech jizni Asie. Patii mezi né druhy Bergenia ciliata (Haw.) Sternb., Bergenia
stracheyi Engl., Bergenia crassifolia (L.) Fritsch, Bergenia ligulata (Wall.) Engl. a Bergenia

himalaica Boriss. Rostliny se vyskytuji ve vyssich nadmoiskych vyskach okolo 3 000 m n. m.



v pohotich Himélaje a Altaje, na izemi Indie, Nepalu, Kasmiru, Pakistanu, Ciny, Mongolska
a Ruska. 1" 1® Vsechny bergénie jsou charakteristické silnymi plazivymi oddenky, napadné
velkymi tuhymi listy a masitymi stonky S mnozstvim velikych, péticetnych kvéti
V cymoznich kvétenstvich. 19) Bergénie jsou ¢astym dopliikem okrasnych zahrad. Nejznamé;jsi
je bergénie tucnolista (B. crassifolia), ze sekce Bergenia, nejéastéji péstovana okrasna
bergénie nejen v Ceské republice, s velikymi listy a se zvonkovitymi bledé razovymi az
tmav¢é purpurovymi kvéty. O néco robustnéjsi je pak bergénie srdcitolista (Bergenia
cordifolia (Haw.) Sternb.) s okrouhlymi listy se ztloustlymi okraji a srd¢itymi bazemi a se
stoleti. Mezi oblibené zahradni bergénie patii i ptivodné tibetska Bergenia purpurascens
(Hook. & Thoms.) Engl., s mensimi obvej¢itymi listy, syté Cervenymi stonky a svitivé
purpurovymi kvéty. Z druha ze sekce Ciliatae je nejvice rozsifena Bergenia stracheyi Engl.,
S kratkymi po obvodu pilovité brvitymi listy a bilymi az bledé riZzovymi vonnymi kvéty.
Sekci Scopulosae zastupuje jediny taxon Bergenia scopulosa T.P.Wang. se zcela lysymi
kvétenstvimi, plivodné rostouci ve vySce 3 400 m n. m. Bergénie jsou ptidopokryvné rostliny
se stalezelenym olisténim, na podzim vyrazn€ cervené zabarvenym. 19 Divoce rostouci
bergénie jsou ve své domoviné hojné vyuZivany pro své blahodarné 1é¢ivé t€inky. Diky tomu
jsou vsak silné ohrozeny, nejen nadmérnym vykopavanim oddenkd, ale i destrukci ptivodniho
prostiedi. 20.183) pro 16¢ebné ucely jsou vyuzivany jak oddenky, tak i listy, v suSeném i

X . 21
Gerstvém stavu. 2V

3.2.1. Bergenia crassifolia (L.) Fritsch

Synonymum: B. bifolia Moench, Saxifraga crassifolia L.; mongolské jméno: Zuzaannavchit
(Badgar) ¢i Badaan; tibetské jméno: Gadur; anglické jméno: Leather Bergenia, Leatherleaf
Berginia, Thickleaved Berginia; ¢eské jméno: badan tuénolisty, bergénie tuénolistd. Celed:

Saxifragaceae Juss. (lomikamenovité), typové sekce rodu: Bergenia. ** 2



Vytrvala bylina, 15 az 50 cm vysoka, s plazivym nékolik metrii dlouhym oddenkem tmavé
hnédé barvy (primér 10 az 18 mm) a masitym dolervena zbarvenym stonkem. Rapikaté,
Siroce obvejCité az okrouhlé, celokrajné az vroubkované lesklé¢ listy bez trichomi (priimér 15
az 30 cm). Péticetné temné purpurové az bledé¢ razové kvéty ve stazenych latach
s obvejéitymi korunnimi listky (pramér 10 az 12 mm). Plodem je tobolka. Semena jsou mala,
tmaveé hnéda. Bergénie se piirozené vyskytuji na skalnich sutich a balvanech pii horni hranici
lesa ve vysce kolem 2 000 m n. m. v Cing, Severni Koreji, Mongolsku a Rusku. Rostliny se

péstuji jak pro okrasné tak i pro 1é¢ebné vyuziti a byly zna¢né hybridizovany. 12,19.23,24)

3.2.2. Bergenia ciliata (Haw.) Sternb.

Synonymum: Megasea ciliata Haw., Bergenia thysanodes (Lindl.) Schneid.; nepalské jméno:
Pakanabadha; hindské jméno: Pakhenbhed; perské jméno: Gashah; kasmirské jméno:

Pashanbhed. Celed: Saxifragaceae Juss. (lomikamenovité), typové sekee rodu: Ciliatae. ** %)

Vytrvald, az 35 cm vysokd bylina s pevnym, vélcovitym a hnédym oddenkem aromatické
ving a sviravé chuti. Listy ovalné az Siroce obvej¢ité (primér 3 az 11 cm), po obou stranach i
obvodu brvité. Bilé az do rizova zabarvené kvéty v jednostranné laté jsou Siroce zvonkovité
se zlaznatymi, Cervenymi kalichy. Semena jsou protahla, hnéd¢ zabarvena. Tento druh
bergénie se piirozen¢ vyskytuje na skalnatych svazich zapadniho Himalaje do nadmoiskeé
vySky kolem 2700 m n. m. Je pivodni v Afghdnistanu, jiznim Tibetu, Bhuatdnu a

severovychodni Indii (Zapadni Bengalsko, Arunacalpradés, Méghalaja, aj.). 23)

3.2.3. Bergenia x ornata Stein.
Synonymum: Saxifraga ornata Decne. Celed”: Saxifragaceae Juss. (lomikamenovité).

Jedna se o hybrid poprvé uvedeny v roce 1878, vzesly spraSenim Bergenia crassifolia (L.)
Fritsch s B. ciliata (Haw.) Sternb. Z dalsich hybridt, vzniklych i z kiizeni s B. purpurascens

Engl., vznikly desitky péstovanych odrad jiz v povale¢nych letech, vSechny dodnes vysoce
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cenéné pro podzimni vybarveni svych listi. B. X ornata je vytrvald, do 30 cm vysoka bylina,

s okrouhlymi, pyfitymi listy s brvitym okrajem. Bilé az riizové kvéty jsou Siroce zvonkovité

se zlaznatymi kalichy. 19)

Tabulka ¢&. 1: Piiklady tradi¢niho ajurvédského pouziti rostlin znamych jako Pashanbheda. ®

26 - 28)

Onemocnéni

Pouzivana ¢ast rostliny

Zpusob uziti

Ledvinové, mocové kameny

Oddenky

Suseny prasek uzivany vnitiné

Kasel, chiipka

Listy, Oddenky

Vyluh piipraveny ve vrouci vodé
a uzivany vnitiné

Hojeni ran Listy, oddenky SuSeny praSek podavany piimo
na rany

Astma Oddenky Oddenkova  §tava  uzivana
vnitiné

Zazivaci potize Oddenky Zvykani erstvych oddenki

Popaleniny, fezné rany Oddenky Rozdrceny oddenek smichany
s tvarohem a ptikladany na rany

Kozni infekce Oddenky Pasta z ¢erstvych oddenki

Afrodiziakum Oddenky Suseny prasek uzivany vnitiné

Tabulka &. 2: Deset paivodnich druhi rostlin rodu Bergenia, sedm z nich se vyskytuje v Cing,

z toho tfi endemicky (*). 29-32)

Pilivodni druhy rodu Bergenia

Druh Sekce Vyskyt Pfirozeny vyskyt
v rozpéti
nadmoiské vysky
(mn.m.)
1 | Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. Ciliatae Nepal, Afghanistan, 1800 -3 000
Pakistan
2 | Bergenia crassifolia (L.) Fritsch | Bergenia Sibit, stfedni Asie (200) — 2 000
(Primorje, Korea,
Cina - Xinjiang)
3 | Bergenia emeiensis Wu & Pan * | Ciliatae Sichuan, Cina 1600 — 4 200
4 | Bergenia hissarica Boriss. Ciliatae Uzbekistan 1200 -1 600
5 | Bergenia pacumbis (Buch.-Ham.) | Ciliatae zapadni Himalaj, 1200 -3 000
Wu & Pan Tibet, Yunnan, Nepal
6 | Bergenia purpurascens (Hook. & | Bergenia Himalaj, Tibet, 2 800 — 4 800
Thoms.) Engl. Yunnan, Nepal
7 | Bergenia scopulosa T. P. Wang * | Scopulosae | Cchin - ling, Cina, 2 400 — 3 600
Shaanxi
8 | Bergenia stracheyi (Hook. & Bergenia Afghanistan, Tibet, 3000 -4 600
Thoms.) Engl. zapadni Himalaj
9 | Bergenia tianquanensis Pan * Ciliatae Sichuan, Cina 2 200 — 3400
10 | Bergenia ugamica Pavlov Ciliatae Kazachstan 2 600 — 2 800




Tabulka €. 3: Seznam druht rostlin rodu Bergenia (ze sekci Scopulosae, Bergenia a Ciliatae)

zahrnujici znamé variety a hybridy. *° 30)
Druh Cely nazev

1 | Bergenia beesiana Bergenia beesiana Hort. ex C. Schneider

2 | Bergenia biflora Bergenia biflora Moench
Bergenia bifolia Moench

3 | Bergenia ciliata Bergenia ciliata A. Braun ex Engl.
Bergenia ciliata Stein
Bergenia ciliata (Haw.) Sternb.

4 | Bergenia cordifolia Bergenia cordifolia Sternb.

5 | Bergenia coreana Bergenia coreana Nakai

6 | Bergenia crassifolia Bergenia crassifolia (L.) Fritsch var. sajanensis Stepanov
Bergenia crassifolia (L.) Fritsch

7 | Bergenia delavayi Bergenia delavayi Engl.

8 | Bergenia emeiensis Bergenia emeiensis C.Y.Wu ex J.T.Pan
Bergenia emeiensis C.Y.Wu ex J.T.Pan var. rubellina
J.T.Pan

9 | Bergenia fortunei Bergenia fortunei Stein

10 | Bergenia gorbunovii Bergenia gorbunovii B.Fedtsch. & Boriss.
Bergenia gorbunovii B.Fedtsch.

11 | Bergenia himalaica Bergenia himalaica Boriss.

12 | Bergenia hissarica Bergenia hissarica Boriss.

13 | Bergenia ligulata Bergenia ligulata (Wall.) Engl.

14 | Bergenia media Bergenia media Engl.

15 | Bergenia milesii Bergenia milesii Stein

16 | Bergenia orbicularis Bergenia orbicularis Stein

17 | Bergenia X newryensis Bergenia newryensis Yeo

18 | Bergenia ornata Bergenia ornata Stein & Guillaumin
Bergenia ornata Stein

19 | Bergenia pacifica Bergenia pacifica Komarov

20 | Bergenia pacumbis Bergenia pacumbis (Buch.-Ham. ex D.Don C.Y.Wu &
J.T.Pan

21 | Bergenia purpurascens Bergenia purpurascens Engl.
Bergenia purpurascens (Hook.f. & Thomson) Engl.
Bergenia purpurascens (Hook.f. & Thomson) Engl. var.
sessilis H.Chuang

22 | Bergenia schmidtii Bergenia schmidtii (Regel) Silva Tarouca

23 | Bergenia scopulosa Bergenia scopulosa T.P.Wang

24 | Bergenia smithii Bergenia smithii Engl.

25 | Bergenia x schmidtii Bergenia schmidtii (Regel) Silva Tarouca, prospec. &
Yeo

26 | Bergenia spathulata Bergenia spathulata Nagels ex Guillaumin

27 | Bergenia stracheyi Bergenia stracheyi Stein
Bergenia stracheyi (Hook.f. & Thomson) Engl.

28 | Bergenia thysanodes Bergenia thysanodes (Lindl.) C.Schneider

29 | Bergenia tianquanensis Bergenia tianquanensis J.T.Pan

30 | Bergenia ugamica Bergenia ugamica V.N.Pavlov

31 | Bergenia yunnanensis Bergenia yunnanensis Hort.
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3.3. Obsahové latky

Do soucasnosti bylo z oddenk a listd rodu Bergenia izolovano a identifikovano vice nez 100
ruznych chemickych latek. Seznam vSech dosud izolovanych latek z oddenka a listi B.
crassifolia udava Tabulka €. 4. Mezi hlavni bioaktivni slou¢eniny vyskytujici se v bergéniich
patii polyfenoly, flavonoidy a chinony. Bergénie obsahuji bioaktivni slozky piedevSim ve
svych oddencich. Oddenky jsou tak naptiklad hlavnim zdrojem fenolickych latek arbutinu,
bergeninu a (+)-afzelechinu. *¥ Semena obsahuji bergenin, kumariny, tisloviny, kyselinu

gallovou, mineraly a vosky.
Fenolické slouceniny

Listy a oddenky bergénii jsou vyznamnym zdrojem fenolického glykosidu arbutinu (4-
hydroxyfenyl-B-D-glukopyranosid) (Obr. €. 1a). Ten byl z Cerstvych listi B. crassifolia
izolovan poprvé jiz v roce 1930. 12) Volny aglykon arbutinu hydrochinon (Obr. ¢&. 1b) se v
Cerstvé rostliné vyskytuje jen ve stopach. B. crassifolia je v literatufe uvadéna jako jeden z
nejbohatsich pfirodnich zdroji arbutinu (oddenky: 17 — 23 %, listy kolem 7,5 %). 3* %)
Arbutin se ve vy$§im mnozstvi vyskytuje také v listech druhu Arctostaphyllos uva-ursi L. (8
%). ¥ Dale naptiklad ve Vaccinium vitis-idae L., Pyrus communis L. a Lathyrus sp. 3% Z
farmakologického hlediska jsou zajimavé dva zpUsoby terapeutického vyuziti arbutinu. Prvni
je jeho schopnost inhibovat produkci melaninu a snizovat tak aktivitu tyrozinazy. Hlavni
aktivni slozkou je pfitom necukerna ¢ast jeho molekuly hydrochinon, ktery vznika hydrolyzou
arbutinu pusobenim B-glukosidazy. Hydrochinon je vyuzivan jako zesvétlujici latka. Ma
schopnost inhibovat produkci melaninu a sniZzovat tak aktivitu tyrozinazy. Toxicita pro
melanocyty nebyla prokazana. Velmi casto je vyuzivan v 3% koncentraci v zesvétlujicich

kosmetickych pfipravcich ptfedev§im v Japonsku. Arbutin izolovany z Cerstvych plodi

Aesculus californica (Spach) Nutt. je vyuzivan pii 1é¢bé kozni hyperpigmentace, zptisobené



hyperaktivni funkci melanocytl. Inhibitory tyrozinazy jsou dilezité také pti 1é€b¢ malignich
melanomi. ¥ ~*) Druhé terapeutické vyuziti nalezl arbutin pti 1é€b€ onemocnéni genito —
urinalniho traktu. Aktivni slozkou s antibakterialnim uc¢inkem je hydrochinon (desinficiens
modovych cest) a metylarbutin. *® V listech B. crassifolia byly taktéz identifikovany tfi
galloyl estery arbutinu: 2-O-caffeoylarbutin, 6-O-galloylarbutin a p-galloyloxyfenyl B-D-

glukosid. 123441

Mezi dalsi dalezité fenolické latky, vyskytujici se v bergéniich ve znacném mnozstvi, patii
taniny (tfisloviny). Obsah tanint v listech mtze byt az dvakrat vyssi nez v oddencich. Zelené
listy obsahuji kolem 55 % ellagotaninii, 29 % derivath kyseliny gallové a 11 % flavonoidd,
vyznamny je také obsah kyseliny gallové, arbutinu, bergeninu a kyseliny chlorogenové.
Fermentované listy obsahuji kolem 31 % kyseliny gallove, 28 % ellagotanint, 18 % derivath
kyseliny gallové a 18 % flavonoida. %) Z oddenkt byly izolovany hydrolyzovatelné
tiisloviny: +(-)katechin, (-)-3-O-galloylepikatechin, (-)-3-O-galloylkatechin (Obr. &. 1c, d, €)

a polymerni proanthocyanidiny. 43)

Z ellagotaninii se v zelenych listech vyskytuje
tellimagrandin a pedunkulagin (Obr. €. 2a, b), z derivati kyseliny gallové (Obr. €. 2e) pak
monogalloyl kyseliny chinové, 1-O-galloylglukoéza, 1,2,6-tri-O-galloylglukéza (Obr. €. 2f, g),
1,2,3,4,6-penta-O-galloylglukoza. Dale pak metylgallat a kyselina ellagova (Obr. &. 2c, d).
Izolovany byly také 1,2,4,6-tetra-O-galloyl-B-D-glukopyranéza, pyrogallol, kyselina
chlorogenova (Obr. ¢&. 3g). Z fenolickych kyselin byly v listech stanoveny napiiklad kyselina

acetylsalicylova, fumarova, furankarboxylova, jable¢na a chinova (Obr. €. 3f). 12,42, 44, 45)

Z kotenu B. crassifolia byl poprvé izolovan bezbarvy krystalicky polyfenol bergenin (C-
glykosid 4-O-metyl kyseliny gallové) (Obr. €. 3a). Jedna se o hydrolyzovatelny tanin a
izokumarinovy derivat se tfemi hydroxylovymi a dvéma fenolickymi skupinami. Obsah
bergeninu v oddencich je az osmkrat vyssi nez v listech. 32 Bergenin vykazuje antivirové,

/////

antiarytmické,  neuroprotektivni,  hepatoprotektivni,  protizanétlivé,  antikoagulacni,
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protirakovinné, cytoprotektivni a imunomodula¢ni Gcinky. 4641 pagobi jako antioxidant a
u¢inny likvidator volnych radikali. Redukuje aktivitu transamindz a dehydrogenaz
uvoliiovanych z tetrachlormetanem intoxikovanych jaternich bunék. V ramci vyzkumu ucinka
bergeninu, ziskaného z lomikamenu vybézkatého (Saxifraga stolonifera Meerb.), za ucelem
oSeteni pacientll s benigni hyperplazii prostaty, byl zjistén jeho pozitivni t¢inek na prostatu
pii lécbé tohoto onemocnéni. Dulezitou roli v biologické aktivité bergeninu hraji jeho
hydroxylové skupiny. Vstiebavani bergeninu v tenkém stievé odpovida pasivnimu transportu.

Na absorpci ma vliv piedevsim koncentrace a pH. *¢ -5V

Vyzkumy ukazuji, ze biologickd aktivita bergeninu miiZze byt optimalizovana selektivni
modifikaci chemické struktury. Tak byl deacylaci bergeninu s pomoci lipaz ziskan derivat
bergenin-3,4,10,11-tetraacetat s prokazatelnymi antimikrobialnimi G¢inky. Bergenin a jeho
derivaty byly izolovany naptiklad i z Macaranga peltata Roxb. Mueller, Mallotus
philippensis Muell., M. japonicus Miill., Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., Ardisia
japonica Blume, Flueggea virosa Roxb. ex Wild, Sacoglottis uchi Huber, Astilbe chinensis
Franch. et Savat a Rodgersia sambucifolia Hemsl. Z oddenkt B. crassifolia byly izolovany
derivaty bergeninu 3,11-di-O-galloylbergenin, 4,11-di-O-galloylbergenin a 11-O-(p-
hydroxybezoyl)bergenin. %259 V/ zelenych listech byl dale prokazan bergapten, norathyriol a
trihydroxykumarin. ° V listech se dale vyskytuji norbergenin, flavonoidni glykosidy
kvercetin a kaempferol (Obr. &. 3b, ¢, d). *? Z oddenka B. ligulata byl izolovan flavanol (+)-
afzelechin (Obr. &. 3e). Jedna se o inhibitor alfa-glukosidazy, ktery ma schopnost blokovat
aktivitu stfevni alfa-glukosiddzy a snizovat tak vstfebavani glukézy. Mize tak potlacit

postprandidlni hyperglykémii a hyperinzulinémii. %0)
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Ostatni latky

Ze zelenych listd B. crassifolia byl izolovan pektinovy polysacharid bergenan, slozeny
pievazné z kyseliny galakturonové (82 %), galaktozy (2 %), rhamnozy (1,1 %), arabindzy a
glukozy. Jednd se o hlavni strukturni slozku rostlinnych bunéénych stén s prokazanym
imunostimula¢nim G¢inkem in Vvivo na peritonealni makrofagy, leukocyty a fagocytické
bunky. Fagocytdozu bergenan zvySuje zvétSenim bunécéné piilnavosti. 57) Z kotenovych
extrakta B. ligulata byla poprvé izolovana sloucenina pashaanolacton, neboli 4(4’-B-D-
glukopyranosyloxy-1'-benzoyloxy)-6-metyltetrahydropyran (Obr. & 4a). 2 °® Zlista byl
ziskan také glukosid rhododendrin, sitosterol, dale B-sitosterol-D-glukosid a leucocyanidin
(Obr. ¢&. 4Db, c). Listy bergénii akumuluji také lipofilni latky jako je chlorofyl, karotenoidy a
vitaminy A a E. SusSené zelené listy bergénii obsahuji kolem 0,05 % silic. Nejvétsi zastoupeni
z nich maji 3-metyl-2-buten-1-ol (26,56 %) (Obr. ¢&. 4d) a linalol (5,63 %). Z dalSich se zde
vyskytuji -eudesmol, karyofylen, fytol (Obr. &. 4e, f, g) a bisabolol. *” V listech jsou dale
obsazeny kyselina palmitova (16,06 %), kyselina laurova (9,99 %), kyselina linolova (4,10 %)
a kyselina myristova. *) Fermentaci zelenych listd se obsah nckterych latek zvySuje
(napiiklad geraniolu, linalolu a nerolidolu). *® Vyse zmin&né obsahové latky piispivaji k
insekticidnimu G¢inku extraktd B. ligulata, které tak aktivné pisobi proti druhu D.

melanogaster. %*
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Obrazek €. 1: Strukturni vzorce obsahovych latek z extrakti rostlin rodu Bergenia: a —
arbutin, b — hydrochinon, ¢ — +(-)katechin, d — (-)-3-O-galloylepikatechin, e — (-)-3-O-

galloylkatechin.
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Obrazek €. 2: Strukturni vzorce obsahovych latek rostlin rodu Bergenia: a — tellimagrandin,
b — pedunkulagin, ¢ — metylgallat, d — kyselina ellagova, e — kyselina gallova, f — 1,2,6-tri-O-
galloylglukoéza, g — 1-O-galloylglukéza.
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Obrazek ¢. 3: Strukturni vzorce obsahovych latek rostlin rodu Bergenia: a — bergenin, b —
norbergenin, ¢ — kvercetin, d — kaempferol, e — (+)-afzelechin, f — kyselina chinova, g —

kyselina chlorogenova.
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Obrazek ¢&. 4: Strukturni vzorce obsahovych latek rostlin rodu Bergenia: a — pashaanolacton,
b — leucocyanidin, ¢ — B-sitosterol-D-glukosid, d — 3-metyl-2-buten-1-ol, e — B-eudesmol, f —
karyofylen, g — fytol.
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Tabulka ¢&. 4: Seznam vsech dosud izolovanych chemickych latek z listd a oddenkut rostlin
druhu Bergenia crassifolia.

2,11, 12, 34, 35)

* Klicové chemické struktury izolované z listi B. crassifolia.

** Chemické latky doposud izolované pouze z oddenku B. crassifolia.

Aldehydy Flavonoidy
1 2,4-Heptadienal 37 Bergapten
2 Benzaldehyd 38 Kaemferol 3-O-xylosylgalaktosid
3 Benzenacetaldehyd 39 Kaemferol 3-O-xylosylglukosid
4 Decadienal 40 Kaemferol 3-O-arabinosid
5 Decanal 41 Kaemferol 3-O-rutinosid
6 Dimetyl cyklohexan acetaldehyd 42 Norathyriol
7 2-Decenal 43 Kvercetin 3-O-xylosylgalaktosid
8 2-Nonenal 44 Kvercetin 3-O-xylosylglukosid
9 Nonanal 45 Kvercetin 3-O-arabinosid
10 | p-Menthenal 46 Kvercetin 3-O-galaktosid
47 Kvercetin 3-O-glukosid
Terpeny 48 Kvercetin 3-O-rhamnosid
49 Kvercetin 3-O-rutinosid
11 | p-Damascenon 50 Kvercetin 3-O-xylosid
12 | p-Damascon 51 | Trihydroxykumarin
13 | 3-Thujen-2-on
14 | Karyofylen Tiisloviny
15 | Cedranol
16 | 2-Decenol 52** | (+)-Katechin 3,5-di-O-gallat
17 | Farnesol 53** | (+)-Katechin 3-O-gallat
18 Farnesyl aceton 54 1,2,3,4,6-penta-O-galloylglukoza
19 | Geraniol 55** | 1,2,3,4,6-tetra-O-galloyl-p-D-
20 | Geranyl aceton glukopyran6za
21 | Hexahydrofarnesyl aceton 56 1,2,6-tri-O-galloylglukdza
22 | lonone 57 1-O-galloylglukéza
23 | Linalol 58 Monogalloyl kyseliny chinové
24 | m-Cymen 59 Pedunculagin
25 | Nerolidol 60 Tellimagrandin |
26 | Fytol
27 | p-Ment-1-en-4-ol Dalsi fenolické latky
28 | Prenol
29 | Thymol 61 2-O-caffeoylarbutin
30 | a-Bisabolol 62 6-O-galloylarbutin
31 | a-Bisabololoxid B 63* | Arbutin
32 | a-Cadinol 64* | Bergenin
33 | a-Terpineol 65 Norbergenin
34 | B-Elemene 66** | 11-O-(p-hydroxybezoyl)bergenin
35 | B-Eudesmol 67** | 3,11-di-O-galloylbergenin
36 | 8-Cadinene 68** | 4,11-di-O-galloylbergenin
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69* | Kyselina ellagova 86 | Kyselina 9-oktadekanova
70* | Hydrochinon 87 | Karotenoidy
71 | p-galloyloxyfenyl B-D-glukosid 88 | Chlorofyl
72 | Pyrogallol 89 | Kyselina dekanova
73 | Metylarbutin 90 Kyselina dodekanova
91 | Kyselina hexadekanova
Fenolické kyseliny 92 | n-Cetyl alkohol
93 | n-eicosanol
74 | Kyselina acetylsalicylova 94 | n-hentriacontan
75 | Kyselina chlorogenova 95 | n-heptacosan
76 | Kyselina fumarova 96 | n-nonacosan
77 | Kyselina furankarboxylova 97 | Kyselina pelargonova
78* | Kyselina gallova 98 | n-pentacosan
79 | Kyselina jablecna 99 | Kyselina pentadekanova
80* | Kyselina dihydroxybenzoova 100 | Rhododendrin
81 | Kyselina chinova 101 | Kyselina stearova
102 | Kyselina tetradekanova
Ostatni latky 103 | Tetrametyl hexadekenol
104 | Trimetyl dihydronaftalen
82 | Bergenan 105 | Trimetyl-3-metylen hexadekatetraen
83 | 4-methoxystyren
84 | 3-metyl-2-buten-1-ol
85 | Kyselina 9,12-oktadekadienova
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3.4. Biosyntéza sekundarnich metaboliti

3.4.1. Biosyntéza arbutinu

Jako terapeuticky vyznamny sekundarni metabolit je arbutin dilezitou obsahovou slozkou
listd bergénii. Soucasné biotechnologické pokusy se soustied’'uji na jeho mozné ziskavani
biotransformacni pfeménou jeho prekurzorti. Arbutin je syntetizovan vy$$imi rostlinami
ztyrozinu ¢i L-fenylalaninu pfes kyselinu p-kumarovou (hydroxyskoficovou) a 4-

hydroxybenzoovou, ktera prechazi oxidativni dekarboxylaci a glukosylaci na arbutin (Obr. &.

5) 61, 62)

COOH
\ COOH OH
peroxidaza /©/
— ——
HO HO

HO

kyselina p-kumarova kyselina 4-hydroxybenzoova hydrochinon
(hydroxyskoricova)

glykosylace HO
B
A
UDPG UDP OH
OH
arbutin

Obrazek €. 5: Biosyntéza arbutinu.

3.4.2. Biosyntéza anthokyani

Anthokyany jsou rostlinna barviva zodpovédna za Cervené, fialové a modré zabarveni listi,
kvéth a plodii. Stavebné jsou slozeny z aglykonu (anthokyanidinu) a cukerné slozky. Mezi
nejCastéji se vyskytujici sacharidy v anthokyanech patii gluk6za, rhamnoza, xyldza,

galaktdza, arabindza a fruktéza. Jejich klasifikace se provadi podle poctu a povahy
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sacharidovych jednotek v molekule. V rostlinach se vyskytuje 6 béznych anthokyanidini
(pelargonidin, kyanidin, peonidin, delphinidin, petunidin a malvidin). Anthokyany se
vyuzivaji jako barviva v potravinaiském primyslu, posledni dobou vSak o n¢ roste zdjem i

Z divodu jejich antioxidacnich a protirakovinnych u¢inka. 63)

Metabolicka draha anthokyant spada do celkové biosyntézy flavonoidii. K syntéze dochazi
v cytosolu a nasledné jsou uklddany ve vakuolach. V ramci buniky je mozno anthokyany

nalézt v bunécénych sténach, chloroplastech i v extracelularnim prostoru. 64)

Klicovym mechanismem tvorby anthokyanu je kondenzace tii molekul malonyl-CoA a p-
kumaroyl-CoA katalyzovana chalkonsyntazou. Produktem této reakce je zluté zabarveny
chalkon (4,2,4,6-tetrahydroxychalkon ¢i naringenin chalkon). Biosynteticka cesta dale vede

k ostatnim t¥idam flavonoidi, kumarin, polyfenolt a nakonec k anthokyantim. %

Malonyl-CoA je syntetizovan z acetyl-CoA a CO,. Ester koenzymu A a hydroxyskoficové
kyseliny p-kumaroyl-CoA vznika pies fenylalanin. Tato aminokyselina je tvofena pomoci
enzymu Sikimatové drahy, kterd zac¢ina aldolovou kondenzaci fosfoenolpyruvatu a erytroza-4-
fosfatu, dvou produkti karbohydratového metabolismu. Enzym fenylalanin amonium lyaza
odnima aminoskupinu fenylalaninu a vytvari kyselinu skoficovou. 4-hydroxylaza kyseliny
skoficové z enzymatického systému monooxygenaz cytochromu P450, pfidava do molekuly
hydroxylové skupiny a vznika p-kumarat. Koenzym A ligdza aktivuje p-kumarat pfipojenim
CoA na tii uhlikaty postranni fetézec (Obr. €. 6). Poté nastava kondenzace p-kumaroyl-CoA
s ttemi molekulami malonyl-CoA spomoci chalkonsyntazy a vytvaii se 15 uhlikaty
flavonoidni skelet. Ve vétsiné rostlinnych druhd se jedna o naringenin-chalkon. Chalkon
syntetizovany chalkonsyntaizou muze byt pfeménén na naringeninovy flavonon (5,7,4-
trihydroxyflavanon) enzymem chalkonizomerazou. Nasledujici modifikace naringeninu vedou

k vytvofeni anthokyand (Obr. & 7). %)
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3.5. Biologicka aktivita rostlin rodu Bergenia

3.5.1. Antioxida¢ni aktivita

Antioxidanty hraji dilezitou roli v tlumeni a likvidaci volnych radikal a poskytuji tak

ochranu pied infekci a degenerativnimi chorobami. Syntetické antioxidanty byvaji Casto

N 24

oy e

etanolové extrakty B. ciliata a B. crassifolia vykazuji antioxidacni aktivitu proti 1,1-difenyl-2-
picrylhydrazylovému radikalu (DPPH) a hydroxylovému radikalu. Nejac¢innéjsi ptitom byly
70% etanolové extrakty ze zelenych listd B. crasssifolia. Dale byla zjisténa schopnost
extraktd bergénii redukovat kationty Fe ** - Fe ®* a tlumit lipidovou peroxidaci. Prokazana
byla také ochrana molekuly DNA proti oxidativhim zménam metodou UV fotolyzy za
ptitomnosti peroxidu vodiku. Separaci individualnich slozek ze zelenych, hnédych a ¢ernych
listd (analyzou HPTLC s DAD detektorem) a naslednym méfenim aktivity DPPH bylo
zjisténo, ze nejvetsi aktivitu vykazovala kyselina gallova, poté arbutin, kyselina ellagova,
hydrochinon a kyselina askorbova (s hodnotami IDsy 0,488; 0,879; 0,937; 1,227 a 3,080
nmol). Antioxidaéni aktivita zelenych listd je zptisobena vysokym obsahem arbutinu, naproti
tomu hlavni bioaktivni slozkou extraktu z Cernych listh je kyselina gallova. Antiradikalova
aktivita B. crassifolia tak souvisi s vysokym obsahem fenolickych latek. I z dalSich studii
vyplyva, ze metanolové extrakty B. ciliata chrani biomolekuly pied oxida¢nimi zménami a
maji protizanétlivy ucinek. %) Také antioxida¢ni aktivita bergeninu byla prokazana DPPH
metodou a Fentonovou reakei. °" ¢ Vyznamné antioxidaéni ucinky vykazuji také nékteré

derivaty bergeninu a katechiny: (+)-katechin 3-O-gallat a (+)-katechin 3,5-di-O-gallat. ** >* &

70)
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3.5.2. Antibakterialni aktivita

Antibakterialni G¢inky byly prokézany u druhu B. ciliata, B. ligulata a B. purpurascens. "™

Vodné, etanolové, hexanové, etylacetatove, chloroformové a butanolové extrakty z kofenil a
lista B. ciliata (5 mg.ml™) byly testovany proti deseti riznym druhim grampozitivnich a
gramnegativnich bakterii. Jejich kultury byly pfipraveny kultivaci na sojovém agaru (TSA).
Vsechny vysSe uvedené kofenové extrakty zastavuji rist bakterii Bacillus subtilis, Bacillus
megaterium a Pseudomonas aeruginosa. Krom¢ butanolovych a etanolovych, jsou vSechny
ostatni kofenové extrakty ucinné i proti Escherichia coli. Etanolové, hexanové, butanolové a
chloroformové extrakty nebyly u&inné proti Streptococcus viridians. Zadny z extrakti neni
aktivni proti Salmonella typhi, Salmonella typhi para a Shigella sonnnei. Pfi studiu
antimikrobialni aktivity riznych listovych extrakti z B. ciliata byl prokazan Géinek proti
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, u vodnych, chloroformovych a
butanolovych pak i proti Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus megaterium a Bacillus
micrococcus. Zadny z listovych extrakti neprokazal aktivitu proti Streptococcus viridians,
Salmonella typhi a Shigella sonnei. Fungicidni u¢inek extraktd byl dokazan proti
Microsporum canis, Pleuroetus oustreatus a Candida albicans. Za ucinnou antimikrobialni
aktivitu extraktl z bergénie jsou pravdépodobné zodpovédné benzenové kumariny, steroidy a
tiisloviny. 2539 \/ ramci studia antibakterialni aktivity bergeninu, izolovaného z B. stracheyi,

byl prokézan uginek proti Escherichia coli. ™~

Také extrakty z oddenkd B. ligulata (10, 25 a 50 mg.ml™") byly testovany pro svoji schopnost
inhibovat riist Escherichia coli, Bacillus subtilis a Streptococcus aureus. V davce 50 mg.ml™
byl antibakteridlni efekt extraktli nejpriikkaznéjs$i. Antimikrobidlni Ginek byl srovnatelny

s ciprofloxacinem (25 mg.ml™). 3373
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Antimikrobialni aktivita listovych extraktl z B. crassifolia byla prokazana proti Pseudomonas
aeruginosa v koncentraci 25 mg.ml™?, proti Staphylococcus spp., Micrococcus spp.,
Enterococcus spp. v koncentraci 3,125 mg.ml™. 80% etanolové listové extrakty byly u¢inngjsi
proti P. aeruginosa, Bacillus cereus, E. coli a S. aureus. Zatimco kofenové extrakty byly

uginng&jsi proti B. cereus, Candida albicans a E. coli. * '

3.5.3. Antivirova aktivita

Vyzkum riznych rostlin pouzivanych v tradi¢ni nepalské mediciné prokéazal, ze metanolové
extrakty B. ciliata také vykazuji vyznamnou antivirovou aktivitu. Z divodu bunééné toxicity
hexanu a dichlormetanu, byly pro testovani pouzity pouze metanolové extrakty. Aktivita byla
zkoumana proti viru lidské chiipky typu A (HINT1) a proti viru Herpes simplex typu 1 (HSV-
1). Infikovanymi bunikami se staly buiky typu MDCK a Vero. Antivirova aktivita byla
meéfena s pomoci zjisténi inhibi¢ni koncentrace ICsq (koncentrace, ktera ochrani 50 % bunék
pted destrukci virem). Extrakt z B. ciliata prokazal vysokou aktivitu proti viru HSV-1, s
koncentraci mensi nez 6,25 pg.ml™, proti viru chiipky A pak s koncentraci 8 az 10 ug.ml™. ™

~80) Vysokou antivirovou aktivitu vykazuji v rostliné obsazené¢ fenolické latky.

B. ligulata, ktera je taxonomicky blizce pfibuzna s B. ciliata, brzdi rast viru chiipky typu A
v bundénych kulturach s koncentraci ICsy kolem 10 pg.ml™. Jeji extrakt rovn&Z inhibuje

virovy protein a syntézu virové RNA nukleové kyseliny. *

Také listové extrakty B. crassifolia byly testovany proti viru Herpes simplex (HSV-2). Vodny
extrakt inhiboval virem indukovany cytopaticky efekt z 95 % pii koncentraci 1,5 — 15 pg.ml™.
Inhibi¢ni aktivita galloyl glukosidu byla testovana in vitro také proti virové hepatitidé typu C.
Inhibice penta- a tri-galloyl-B-D-glukésy byla pii koncentraci 100 pg.ml™ v rozmezi 98,7 az

94,7%. 12
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3.5.4. Antimalaricka aktivita

Malarie je jednou z hlavnich pfi¢in vysoké morbidity a mortality v mnoha tropickych a
subtropickych oblastech. Zivotni cyklus malarickych parazitii zahrnuje dva hostitele. Béhem
sani infikované samice komara rodu Anopheles dochazi spolu se slinami K inokulaci
sporozoitli do ¢loveka (mezihostitel). Sporozoiti infikuji jaterni bunky, kde se mnozi a méni
ve schizonty (merozoity), ktefi se uvoliuji z infikovanych bunék. Po této inicidlni replikaci
V jatrech, se paraziti nepohlavné rozmnozuji v erytrocytech. Krevni stadia jsou zodpovédna za

.. . . « . 81,82
klinickou manifestaci onemocnéni. )

Etanolové extrakty B. ciliata byly testovany na antimalarickou aktivitu in vivo u mysi. Listové
extrakty vykazovaly aktivitu proti ptivodci malarie, parazitickému prvokovi rodu Plasmodium
berghei. Akutni toxicita extraktu byla stanovena na > 5g.kg™ (per oral). Extrakty v davce
250, 500, 750 a 1000 mg.kg™ inhibovaly vytvafeni schizontii v napadenych jaternich
bunkach (IC50 < 10 pg.ml'l) Z 69,68 %; 81,38 %; 86,54 % a 87,5 %. Standardni latka uzivana
k1é¢bé a chemoprofylaxi malarie chlorochin (5 mg.kg'l) inhibovala vytvéafeni schizontd

7 96,82 %. &Y

rrrrr

3.5.5. Imunostimula¢ni a protizanétliva aktivita

Utinek listovych extraktt bergénii na specifickou imunitni odpovéd’ byl testovan u mysi in
ViVO (s minimalnim mnozstvim arbutinu kolem 18 %). Extrakty vedly k normalizaci obsahu
imunokompetentnich bunék ve sleziné testovanych zvitat. Extrakty snizily projev zanétlivého
procesu zabranénim akumulace lymfocytu a redukci schopnosti bunék produkovat cytokininy.
Hlavni vliv na redukci prozanétlivych cytokinind pfitom vykazuje arbutin a bergenin. 12)

Bergenin je selektivnim inhibitorem cyklooxygenazy COX-2 in vitro, naproti tomu neni

aktivni proti cyklooxygenaze COX-1 a fosfolipaze A2. OSetieni mysi bergeninem v dévce 50
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a 100 mg.kg™ vedlo ke snizeni hyperalgezie, edému a sniZilo produkeci cytokininéi (TNF-a a

IL-1B). 8

Z cerstveé nasbiranych zelenych listt B. crassifolia byl extrakci vodnym roztokem $tavelanu
amonného a naslednym vysrdZenim etanolem, ziskan pektinovy polysacharid bergenan.
Podavani roztoku bergenanu mysim (2 mg.ml’l) po dobu 3 tydnii se projevilo zvySenim
imunitni odpovédi typu DTH (opozdéna hypersenzitivita). DTH je soucasti imunitni odpovédi
na mnoho nitrobunécnych infekci mikroorganismy, specialné téch, které zptisobuji chronicka
onemocnéni. Timto in vivo pokusem tak byl odhalen stimula¢ni efekt bergenanu na T —
lymfocyty a dalsi pomocné bunky potiebné k vyvolani reakce. Bergenan byl dale schopen
béhem in vitro testovani zvysit absorpéni kapacitu lidskych neutrofilti pti koncentraci 100
pgml™ a stimuloval vznik kyslikovych radikala peritonedlnimi makrofagy mysi.
Mechanismus stimula¢niho efektu pektind na fagocytujici buniky zatim neni znam. Je mozné,

~ v s r vy, ’ R - 84
7e bergenan zvysuje fagocytozu rozsifenim bungéné prilnavosti. 24

Metanolové extrakty B. ciliata a B. ligulata vykazuji vyznamnou protizanétlivou aktivitu.
Testovani probihalo na zvifecich modelech. Extrakty v davce 300 mg na kg télesné hmotnosti

zpuisobily maximalni ubytek edému z 32,4 %, ktery byl indukovéan pomoci karagenanu. 5

3.5.6. Protirakovinna aktivita

Etanolové extrakty (40%) z oddenkd B. crassifolia vykazuji cytotoxicitu proti lidskym
lymfoblastickym buiikim a zabrafiuji jejich riistu témé& ze 100 % pii koncentraci 200 pg.ml™,
zatimco alkoholové extrakty ze zelenych listd jsou mén¢ aktivni a inhibuji jejich rtst z 82 %
pii stejné koncentraci. 87) Pedunkulagin (ellagotanin izolovany ze zelenych listi bergénii) ma
in vivo cytotoxicky efekt proti chronické lymfatické leukémii, promyelocytické leukémii a

lymfoidnim nadoréim. Protirakovinné G&inky vykazuji také extrakty z B. ciliata. ** %
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Metanolové a vodné extrakty z oddenkd B. ciliata maji chemoterapeutické vyuziti diky
potencialnimu pusobeni proti vedlejSim ucinkiim 1€ka, které jsou vyuzivany k zacileni

nadort, s cilem zjistit stav rakovinného riistu a malignity. 25)

3.5.7. Antidiabeticka aktivita

Metanolovy extrakt (50%) z oddenkuti B. ciliata vedl| k izolaci dvou aktivnich slozek 3-O-
galloylepikatechinu a 3-O-galloylkatechinu, které vykazuji enzymovou inhibi¢ni aktivitu in

Vivo proti stievni o-glukosidaze a pankreatické a-amylaze. % 88)

Bergenin (v davee 10 mg.kg™ per oral) snizuje hladinu krevni glukozy in vivo u zdravych
mysi, které byly vystaveny funkénimu zatéZovému testu oGTT (oralni glukézovy tolerancni
test). Ten hodnoti, zda je organismus schopen udrzet hladinu glukézy v Krvi v normalu i po
z4atézi. Histopatologické studie také ukazuji regenerativni efekt bergeninu na pankreatické 3
buiiky. ** ®) Etanolové extrakty B. himalaica pisobi na uvoliiovani inzulinu. Testovani
probihalo in vitro s pouzitim bunék INS-1 v pfitomnosti glukozy. %) Antidiabeticky potencial
téchto latek miize pomoci s vyvojem potravnich dopliikl a pfirodnich 1é¢iv pro osoby trpici

diabetem.

Etanolové (70%) extrakty z oddenkd B. crassifolia inhibuji lidskou pankreatickou lipazu in
vitro. Extrakty z dernych fermentovanych listd B. crassifolia (50 mg.kg™ per oral, 7 dni) maji
schopnost ovlivnit energeticky piijem u mysi s indukovanou obezitou. Denni kaloricky piijem
u zkoumané skupiny tak klesl o 40 % Vv porovnani s kontrolou. Po sedmi dnech doslo
k prikazné upravé glukozové tolerance. Derivaty galloyl-bergeninu vykazuji také

antilipidovou akumulaci in vitro. 2
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3.5.8. Antitusicka aktivita

Metanolové extrakty oddenku z B. ciliata byly zkoumany pro svij potencial tlumit kasel
indukovany oxidem sifi¢itym in vivo u mysi. Antitusicka aktivita extrakti (10 mg.kg™ t&lesné
vahy) byla srovnatelnd s fosforecnanem kodeinu. Extrakty v davce 100, 200 a 300 mg.kg'1
vykézaly jednoznacny pokles kaslaciho reflexu o 28,7; 33,9 a 44,2 % v ramci 90 minutového
experimentu. > Také samotny arbutin (v davee 50 a 100 mg.kg™ per oral) shizuje intenzitu a

frekvenci kasle u kocek. ¥

3.5.9. Diureticka aktivita

Etanolové extrakty B. ligulata vykazuji diuretickou aktivitu in vivo. 3¥ Nizké davky extrakti
(0,5 mg.kg™) podporuji diurézu, ve vyssich davkach naopak vyluGovani moéi redukuji (100
mg.kg ™). Podavanim arbutinu mysim se zvysilo vyludovani mo¢i, doprovazené zvysenym
vylucovanim kreatininu a drasliku, zatimco hydrochinon zptisobil vys$si vylucovani moci bez

. v 7 . . , 91
ovlivnéni exkrece kreatininu a drasliku. °%

Alkoholové extrakty B. ligulata a B. ciliata maji pozitivni Gi¢inek na rozpousténi ledvinovych
a moc¢ovych kament, indukovanych s pomoci krystali hydrogen fosfatu vapenatého v médiu
ze silikagelu. % % Extrakty z oddenkd B. ligulata inhibuji agregaci krystali §tavelanu

vapenatého, stejné tak 1 vytvareni krystali v metastabilnich slouc¢eninach. 33)

3.5.10. Hepatoprotektivni aktivita

Hepatoprotektivni uginky extrakti z B. crassifolia (v davce 50 mg.kg™) byly prokazany in
vivo u mysi intoxikovanych kyselinou allyloctovou. Arbutin ma ochranny ucinek proti terc-
butyl hydroperoxidu. Bergenin vykazuje ochranny ucinek proti indukovanému poskozeni jater

D-galaktosaminem u mysi. * Podavanim bergeninu (v davce 20 — 200 mg.kg™?, per oral, 7
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dni) se snizila enzymaticka aktivita alanin/aspartat aminotransferazy, sorbitol dehydrogenazy,
y-glutamyltransferazy a zvySila se hladina malondialdehydu. Bergenin obnovuje snizené
mnozstvi jaterniho glutationu a snizuje aktivitu glutation transferaz a reduktaz. 12) Bergenin
taktéz redukuje aktivitu transaminaz a dehydrogenaz, uvoliovanych z tetrachlormethanem
intoxikovanych jaternich bunék u laboratornich potkani. %.9) Etanolové extrakty z oddenkt
B. ligulata také maji prokazatelny hepatoprotektivni ucinek. Tato aktivita byla zkoumana
méfenim hladin sérové glutamat-pyruvat transamindzy, glutamat-oxalacetat transaminazy,

fosfatazy a celkového bilirubinu. 33)

3.5.11. Tyrozinazova aktivita

Melanin, odvozeny od aminokyseliny tyrozinu, hraje dilezitou roli v ochrané pokozky pted
Skodlivymi ultrafialovymi paprsky, urcuje fenotyp, absorbuje Skodlivé latky a chemikalie.
Jeho nejbéznéjsi formou je hnédocerny polymer eumelanin, druhou formou pak ¢ervenohnédy
polymer feomelanin. Barva kuze zavisi na mnozstvi, velikosti a typu melaninu, ktery je
produkovan melanocyty. Melanocyty jsou dendritické bunky v tésném kontaktu s blizkymi
epidermalnimi  keratinocyty. Abnormalni akumulace melaninu zplsobuje vyskyt
hyperpigmentace, melasmy ¢i pigmentovych skvrn. Katalyticky aktivni tyrozindza je
klicovym enzymem, ktery se ucastni tfi odlisnych reakci syntézy melaninu v melanocytech
V procesu zvaném melanogeneze (protein TRP 1 a 2). Nejprve katalyzuje hydroxylaci
tyrozinu na DOPA a poté oxidaci DOPA na DOPA-chinon. TRP 2 (DOPA-chrom
tautomeraza) katalyzuje preménu DOPA-chromu na 5,6-dihydroxyindol-2-karboxylovou
kyselinu (DHICA), TRP 1 oxiduje karboxylovou kyselinu na indol-chinon. Inhibitory
tyrozinazy maji potencial pii oSetfovani pacientl s hyperpigmentaci a jsou vyuzivany

v kosmetice jako zesvétlujici latky. Arbutin, je jako inhibitor tyrozinazy vyuzivan V tradi¢ni
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indické medicin€ pro zesvétlovani pokozky a je soucasti komercéné dostupnych kosmetickych

piipravkd. 97, 98)

3.5.12. Vedlejsi ucinky a toxicita

Jak uvadi Sokolov a kol. %

ruské oficialni medicina doporucuje jako bezpecnou denni davku
vyluhu z oddenku B. crassifolia (10 g na 200 ml vody) pro vnitini uziti 1 az 2 polévkové 1zice
tiikrat denn€. V Rusku jsou tyto vyluhy dostupné v 1ékarnach bez receptu. Extrakty z ¢ernych
fermentovanych listti B. crassifolia (10 g/100 ml vody) byly podavany po sedm dni my$§im v
davee 9 ml.kg™, tato davka byla shledana jako bezpedna. Po tydennim podavéani v mnoZstvi

50 mg.kg™ za den taktéZ nebyla zjisténa zadna toxicita. ™ 12)

Uzivani bergeninu a norbergeninu bylo shledano jako bezpe¢né az do davky 2 000 mg.kg™,
bez zjevné zmény v chovani nebo Gmrtnosti testovanych zvifat. Intraperitonealni podavani
bergeninu v davce 50 a 100 mg.kg™ nezpiisobilo Zadné viditelné télesné zmény & znamky
intoxikace. Bergenan ze zelenych listd B. crassifolia byl taktéz shledan netoxickym, a
neprokézal Zadny vliv na zmé&nu hmotnosti mysi. ® Studium akutni toxicity arbutinu (v davce
1 000 a 2 000 mg.kg™) neukézalo 7a4dné abnormalni zmény v chovéni, t&lesné hmotnosti a
nevedlo k vyskytu jakychkoliv makroskopickych nalezi. ° Toxicita arbutinu nebyla
prokézana ani po intraperitonealnim podavani v davee 8 000 mg.kg™. Nemél 7adny vliv na
svalovou kontrakci, respiracni aktivitu, krevni tlak ani na ¢innost srdce. *» Hydrochinon
(0,05% az 0,2%) podavany v dennich davkach pokusnym mySim nezptisobil zménu télesné ¢i
jaterni hmotnosti. Mikroskopickym vySetfenim bylo navic zjisténo, Ze sniZil velikost jaterniho
nadoru, ktery byl indukovan 2-acetylaminofluorenem. Lidé toleruji hydrochinon az do denni

davky 450 mg nebo 6,5 mg na kilogram té€lesné hmotnosti pii pétimésicnim uzivani. 10
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Naopak Chauhan a kol. udava, ze B. ciliata muze v nékterych piipadech vykazovat silnou
toxicitu. 2 Nitrokozni podani zptsobilo vznik erytému a edému. Akutni systematicka toxicita
se projevovala dychacimi problémy a gastro-intestinalnimi problémy u experimentalniho
modelu zvifat. Mechanismus toxického Gdinku je predmétem zkoumani. *¥ Nekteré zdroje
udavaji, ze extrakty z bergénii mohou ve vysSich davkach putsobit hepatotoxicky C¢i
nefrotoxicky. Doposud vsSak nebyla provedena zadna klinickda studie toxického ucinku

extraktii z bergénii. 25)
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4, EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Material a metody

4.1.1. Pouzité chemikalie

Acetonitril, HPLC grade, Merck (Némecko)

Arbutin, > 98%, Fluka (Némecko)

2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) (ABTS), >99%, Sigma Aldrich

(Némecko)

Bergenin, analytical standard, Fluka (Némecko)

B-nikotinamid adenin dinukleotid (NADH), >95%, Sigma Aldrich (Némecko)

COX-1 (cyklooxygenaza), >30 000 units/mg, Sigma Aldrich (Némecko)

DAPI dihydrochlorid, >98%, Sigma Aldrich (Némecko)

1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl (DPPH), >85%, Fluka (Némecko)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, p.a., Kemika (Chorvatsko)

Dihydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, p.a., Kemika (Chorvatsko)

Dimetylsulfoxid (DMSO), >99,6%, Sigma Aldrich (Némecko)

Etanol, HPLC grade, Sigma Aldrich (Némecko)

Etylacetat, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Heparin, analytical standard, Fluka (Némecko)
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Heptan, p.a., Merck (Némecko)

Hexahydrat chloridu Zelezitého, p.a., Riedel-de Haén, Sigma Aldrich (Némecko)

HexakyanoZelezitan draselny, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Chlorid cinaty, p.a., Sigma Aldrich (Némecko)

Chloroform, >99,5%, Merck (Némecko)

Kozni prasek, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina acetylsalicylova (ASA), analytical standard, Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina arachidonova, p.a., Sigma Aldrich (Némecko)

Kyselina askorbov4, p.a., Fagron (Ceska republika)

Kyselina citrénova, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Kyselina gallova, >98%, Fluka (Spanélsko)

Kyselina chlorovodikova, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Kyselina sirova, p.a., Penta Chrudim (Cesk4 republika)

Kyselina trihydrogenfosfore¢na, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Kyselina trichloroctova (TCA), p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

L-DOPA, >98%, Sigma Aldrich (Némecko)

Médium RPMI, 1640, Sigma Aldrich (Némecko)
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Metanol, HPLC grade, Sigma Aldrich (Némecko)

5-metylfenazinium-metyl-sulfat (PMS), >90%, Sigma Aldrich (Némecko)

Monoklonalni protilatky, CD 69 PE, Immunotech (Francie)

MTT Formazan (Thiazolyl formazan), >97%, Sigma Aldrich (Némecko)

Nile Red (Nile blue A oxazone), for microscopy, Sigma Aldrich (Némecko)

Nitrotetrazoliova modr (NBT), >98%, Sigma Aldrich (Némecko)

Paraformaldehyd, >95%, Fluka (Némecko)

PBS (Phosphate Buffered Saline), pH 7,4, Sigma Aldrich (Némecko)

Peroxodisiran amonny, >98%, Sigma Aldrich (Némecko)

Petrolether, p.a., Penta Chrudim (Ceska republika)

Phytohemaglutinin (PHA), >95%, Sigma Aldrich (Némecko)

Polyetylenglykol (PEG), reference standard, Fluka (Némecko)

Pycnogenol®, Biolandes (Francie)

Tyrozinaza, T3824, >1 000 unit/mg, Sigma Aldrich (Némecko)

Vanilin, 99%, Sigma Aldrich (Némecko)

X-VIVO médium, Bio-Wittaker (USA)
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4.1.2. Pristrojové vybaveni

Agregometr, Multiplate, Cobas/Roche (Svycarsko)

Analytické vahy, Santorius A2005 (Némecko)

Centrifuga, Centric 400R, Tehtnica (Slovinsko)

Cytometr, Cytomics FC500, Beckman Coulter (USA)

Elektricky mlynek, ETA 0010 (Ceska republika)

Fluorescen¢ni mikroskop, Leica DM 4 000 (Némecko)

Kryostat, Leica CM 1950 (Némecko)

Lyofiliza¢ni p¥istroj, Heto PowerDry LL3 000 (Ceska republika)

Spektrofotometr UV-VIS, Nanocolor, Macherey-Nagel (Némecko)

Spektrofotometr UV/VIS, Shimadzu UV-1601 (Japonsko)

Su§arna, Binder (Némecko)

Svételny mikroskop s fotozarizenim, Leica DM 1000 (Némecko)

Ultrazvukova vodni lazen, Sonorex RK 100H, Bandelin (Némecko)

Versa Max ELISA Microplate Reader, Molecular Devices (USA)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), Hitachi sL-7400 UV detektorem

(USA)
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Pouzity software: Vzorce chemickych sloucenin byly vytvofeny programem MarvinSketch

5.10.2., statistické analyzy programem GraphPad Prism 6.

4.1.3. Rostlinny material

Listy druhti Bergenia crassifolia (L.) Fritsch, Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. a Bergenia X
ornata Stein. byly sbirany vzdy na podzim a na jafe v prabchu let 2011 az 2013 v Botanické
zahrad¢ Zahradnické fakulty Mendelovy Univerzity v Lednici. Péstebni plochy bergénii jsou
zachyceny na Obrazku ¢. 58 — 60. Detail kvétu B. crassifolia je pak na Obrazku &. 61 (viz
kapitola Obrazova pfiloha). Sbirané rostlinné druhy byly vzdy ptfesn¢ odborné identifikovany,
oznaceny a rozdéleny (podle barvy listli na Cervené a zelené zabarvené). Sledované rostliny
byly vysety v roce 2004 a vysazeny v roce 2005. Celkem bylo za celé sledované obdobi
nasbirano 130 vzorkt. Z nich byl pak vybran uzsi vybér 32 vzorka pro testovani biologickych
aktivit (Tab. €. 5). Rostlinny material byl ususen v susarné pii 40 a 50°C, poté byl rozdrobnén

elektrickym mlynkem na prasek o velikosti ¢astic pfiblizné 0,1 mm.

Priprava lyofilizovanych rostlinnych extrakti

Pro stanoveni tyrozinazové, antiparazitické, imunostimulac¢ni a antiagregacni aktivity a pro
stanoveni inhibice COX-1 byly pfipraveny etanolové a pro porovnani i vodné lyofilizované
rostlinné extrakty bergénii. 2 g rozdrobnéné drogy byly extrahovany 30 ml etanolu (60%,
w/w) nebo 30 ml destilované vody v ultrazvukové vodni lazni Sonorex RK 100H po dobu 30
minut za laboratorni teploty. Extrakt byl poté zfiltrovan, znovu promyt 2 x 5 ml etanolu ¢i
vody. Filtraty byly spojeny a znovu piefiltrovany. Takto pfipravené extrakty byly zamrazeny
a lyofilizovany na pfistroji Heto PowerDry LL3000. VysuSeny extrakt byl pfeveden do 10 ml

lahvicek, uzavien a skladovan bez pfistupu svétla pfi teploté -18°C az do zacatku méfeni. Pro
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ostatni stanoveni byly pfipraveny jednotlivé extrakty samostatné tak, jak je uvedeno u

konkrétni metodiky.

Tabulka €. 5: Seznam vzorkil zelenych (z) a Cervenych (€) listi z jednotlivych bergénii

ozna¢enych pismeny (BCR — B. crassifolia; BOR — B. x ornata, BCL — B. ciliata) a ¢isly

(jedna se o oznaCeni konkrétni rostliny). Z kazdé rostliny byly odebirany listy v prub&hu

jarniho (J) a podzimniho (P) obdobi v letech 2011 az 2013 (viz termin sbéru). Rostlinny

material byl suSen pfi riznych teplotach (40 nebo 50°C).

Bruh Cislo Barva | Termin | Teplota Cislo Barva Termin | Teplota
vzorku listti sbéru suseni °C vzorku listt sbéru suseni °C
BCR 1 z P 2011 40 BCR 3 z P 2012 50
BCR 2 z P 2011 40 BCR 3 ¢ P 2012 50
BCR 3 z P 2011 50 BCR 5 z P 2012 50
o BCR1 z J 2012 50 BCR 5 ¢ P 2012 50
g BCR 2 z J 2012 50 BCR 6 z P 2012 50
§ BCR 3 z J 2012 50 BCR 1 z J 2013 50
o0 BCR 4 z J 2012 50 BCR 4 z J 2013 50
BCR1 z P 2012 50 BCR 5 z J 2013 50
BCR 2 z P 2012 50 BCR 6 z J 2013 50
BCR 2 ¢ P 2012 50
BCL 1 z P 2011 40 BCL1 ¢ P 2012 50
E BCL 1 z J 2012 50 BCL 2 z J 2013 50
z BCL 2 z P 2012 50 BCL1 z J 2013 50
BCL 1 z P 2012 50
< BOR 1 z P 2011 40 BOR 1 z P 2012 50
~ElBoR1| z | J2012 50 BOR 1 ¢ P 2012 50
° |1 BOR2 | z | J2012 50 BOR 1 z 12013 50

37




4.1.4. Vliv klimatickych podminek na sbér rostlinného materialu

Jednim z cila této prace bylo také urceni nejvhodnéjsi doby pro sbér rostlinného materialu.
Pro urceni vlivu klimatickych podminek na obsah sekundarnich metabolitl a s tim spojenou
biologickou aktivitu, byly porovnavany hodnoty ze stanoveni obsahovych latek s
meteorologickymi udaji (Tab. &. 5) ze sbérné meteorologické stanice Mendelovy Univerzity v
Lednici (164 m n. m.), kde probihal sbér veskerého rostlinného materidlu. Tento sbér probihal

v letech 2011 az 2013 vzdy v mésicich kvéten a fijen.
4.1.5. Stanoveni obsahu sekundarnich metabolita

U vSech metod stanoveni obsahu sekunddrnich metabolitl byla do vyslednych hodnot
zapoditana vypoctena ztrata susenim. Ztrata susenim byla stanovena dle metodiky uvedené v
Ceském 1ékopise 2009. Mnozstvi sekundarnich metaboliti pak bylo vyjadieno v mg na g
susiny. 192 Do stanoveni obsahu arbutinu a celkovych polyfenol bylo zahrnuto 130 vzorka
bergénii z jarnich a podzimnich sbérii zlet 2011 az 2013. Z nich pak bylo vybrano 32
obsahov¢ statisticky vyznamnych vzorki, které byly zahrnuty do stanoveni obsahu bergeninu

a biologickych aktivit.
4.1.5.1. Stanoveni obsahu arbutinu

Celkové mnozstvi arbutinu v zelenych a ¢ervenych listech bergénii B. crassifolia, B. ciliata a
B. x ornata bylo stanoveno dle 1ékopisné metodiky pro stanoveni obsahu arbutinu u drogy

Uvae ursi folium uvedené v Ceském 1ékopise 2009. 1%
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4.1.5.2. Stanoveni obsahu celkovych polyfenoli

Celkové mnozstvi polyfenoli v zelenych a cervenych listech bergénii B. crassifolia, B. ciliata
a B. x ornata bylo stanoveno dle metodiky pro stanoveni tfislovin v rostlinnych uvedené

v Ceském lékopise 2009. 1%

4.1.5.3. Stanoveni obsahu bergeninu metodou HPLC

Celkové mnozstvi bergeninu v zelenych a Cervenych listech sledovanych bergénii bylo
provedeno dle metodiky pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC), kterou
popsali Reddy a kol. ® a Singh. a kol. ¥ sngkolika tpravami. 0,600 g susenych a
rozm&lnénych listd (B. crassifolia, B. ciliata, B. x ornata, celkem 32 vzork) bylo
extrahovano 2 x 20 ml metanolu ve vodni ldzni pod zpétnym chladi¢em. Extrakty byly
zfiltrovany a protfepany s 2 x 30 ml petroléteru a odpateny. VSechny vzorky byly pied vlastni
analyzou zfiltrovany pfes membranovy nylonovy mikrofiltr (pramér 0,5u). Pro
chromatografickou analyzu byl zvolen multisolventni systtm HPLC Hitachi s L-7400 UV
detektorem, s pouzitim kolony Waters C 18 (250 x 4,6 mm, S5um). Mobilni faze se skladala
Z vody : acetonitrilu : kyseliny trihydrogenfosfore¢né (s linearnim gradientem od 94 : 5: 1 do
69 : 30 : 1). Analyza trvala 20 minut pii 25°C s priutokem mobilni faze 1 ml/min. Detekce
probihala na DAD detektoru pii vlnové délce 200 nm. Piky byly identifikovany na zakladé
porovnani reten¢nich ¢ast s absorbénim spektrem s vyuzitim standardu bergeninu (0,2 mg.ml’
). Mnozstvi bergeninu ve vzorcich bylo odetteno ze sedmibodové kalibraéni kiivky
standardniho bergeninu (koncentrace od 0,0125 do 0,2 mg.ml™), (Obr. & 8). Kazdy vzorek
byl stanoven ve tfech opakovanich. Zdznam HPLC chromatogramu standardniho bergeninu a
extraktu ze zelenych listi B. crassifolia zobrazuje Obrazek ¢. 9. Mnozstvi bergeninu ve

vzorku bylo vyjadfeno v mg na g susiny.
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Obrazek ¢. 8: Kalibracni kiivka bergeninu.
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Obrazek ¢. 9: Zaznam HPLC chromatogramu standardu bergeninu (1) a extraktu ze zelenych

listti B. crassifolia (2).

4.1.5.4. Stanoveni obsahu anthokyanu

Metodika pro stanoveni obsahu anthokyanii v listovych extraktech bergénii byla upravena dle
praci Giusti a kol. 1°? a Lee a kol. ®® Obsah anthokyanii se nejéastdji vyjadiuje jako
ekvivalent obsahu nejbéznéji se vyskytujiciho kyanidinu-3-O-B-glukosidu (C3G). S pomoci
tohoto standardu byl také hodnocen obsah anthokyanid v cCervenych listech bergénii.

Zaznamenavala se vzdy spektra (250 — 650 nm) barevné a bezbarvé formy standardu.
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Diferencni kiivka, ktera predstavuje rozdil absorbance barevné a bezbarvé formy ve vhodné
oblasti spektra (obvykle 380 — 600 nm), byla vyhodnocena pomoci automatického programu
spektrofotometru (Obr. €. 10). Automatickym programem byla provedena integrace a zjiSténa

plocha pod diferenc¢ni kiivkou.

Obrazek ¢. 10: Spektralni zaznam standardu kyanidinu-3-O-f-glukosidu; ¢erna kiivka -
barevna forma anthokyant; Cervena kiivka - bezbarva forma anthokyanti; modra kiivka -

rozdilova (diferencni kiivka).

Vysledna kalibracni kiivka odpovidala zavislosti plochy pod diferen¢ni kfivkou na
koncentraci standardu ve vzorku. Kalibraéni graf byl sestrojen pomoci Sesti dvojic
kalibra¢nich vzorkli. Ze zdsobniho roztoku standardu o koncentraci 200 ug.ml'1 (5 mg
standardu na 25 ml 50% etanolu) byly pfipraveny dvé sady kalibra¢nich roztoki, nafedénych
pufrem o pH 1,0 nebo 4,5 na koncentrace 2 — 25 pl/ml. Kalibra¢ni vzorky byly proméfeny
spektrofotometrem s programem umoznujicim odecitani a integrace absorbanci. Pro vypocet

koncentrace anthokyant ve vzorku byla pouzita rovnice:

¢ (ug C3G.mlI™) = A AUC 350-600 nm/ 5,6409
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kde ¢ (ng C3G.mlI™) je koncentrace anthokyand v m&feném vzorku vyjadfena jako ekvivalent
kyanidinu-3-O-B-glukosidu; A AUC 350600 nm j& plocha pod diferen¢ni spektrofotometrickou

kiivkou.

Pro stanoveni anthokyani byly pouzity rozemleté ¢ervené listy bergénii (vzorky z podzimniho
sbéru 2012: BCR 3, BCR 5, BOR 1 a BCL 1). Vzorky rostlinného materialu (20 g) byly
homogenizovany 2 ml kyseliny citrénové. Déle bylo navazeno 1,1 g smési, ke které se pridalo
10 ml 48% etanolu, roztok byl na 10 min vlozen do ultrazvukové vodni 14zn¢ pfi laboratorni
teploté. Vzorky se centrifugovaly 15 min, pii 5000 ot. Ziskany supernatant byl slit do
kalibrované centrifugacni zkumavky, ke zbytku se ptidaly 4 ml etanolu a vzorek se znovu
centrifugoval. Supernatanty se spojily a doplnily do 15 ml 48% etanolem. Z kazdého vzorku
byl pfipraven vzorek C (nafedéni s 10 ml pufru C) a L (nafedéni s 10 ml pufru L). Pufr C: pro
méfeni barevné formy: 0,025 M roztok KCI o pH = 1,0 (1,86 g KCI do 1 000 ml 0,1M HCI).
Pufr L: pro méfeni leukoformy: 0,4 M roztok octanu sodného o pH = 4,5 (1,641 ¢
CH3COONa do 400 ml H,0). Redéni bylo upraveno podle intenzity zbarveni vzorku tak, aby
absorbance barevné formy (C) spadala do rozsahu kalibra¢ni kiivky. Jako slepy vzorek byl
pouzit pufr C respektive L. Vzorky byly méfeny pii vinové délce 250 — 700 nm. S pomoci
programu spektrofotometru se vyhodnotila diferenéni kiivka a vypoécitala plocha pod
diferen¢ni kiivkou v rozsahu vlnovych délek 380 — 600 nm. Pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky
kyanidin-3-O-B-glukosidu byla z ploch pod diferenéni kiivkou vypocitana koncentrace
anthokyanovych barviv v pg C3G.ml™. Vysledny obsah anthokyant byl vyjadien v

ekvivalentu kyanidin-3-O-B-glukosidu v mg C3G.g™ rostlinného materialu.
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4.1.6. Biologicka aktivita

4.1.6.1. Antioxida¢ni a antiradikalova aktivita

Pouzité metodiky méfeni antioxidacni a antiradikalové aktivity vychdzely z diplomové prace
Krakar. 19 Z divodu validace upravenych metod byla vyhodnocena jejich denni a mezi-denni
opakovatelnost. Pro kazdy roztok vzorku a kontroly se provedla tfi nezéavisla stanoveni.
Vysledky byly vyjadieny jako variacni koeficient. Nejprikaznéj$i metodou je ta, u které
doséhla opakovatelnost < 10 %, ale mez tolerance je <20 %. Denni opakovatelnost vyjadiuje
pfesnost metody béhem jednoho dne. Mezi-denni opakovatelnosti se stanovuje
reprodukovatelnost nové metody a jeji schopnost poskytovat jednotné vysledky v nékolika po

sobé€ jdoucich dnech.

Antioxidac¢ni a antiradikalova aktivita byla stanovena u 32 vzorkl zelenych a ¢ervenych list
bergénii (B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata) ze vsech sbérnych obdobi z let 2011 az 2013.
Za standardy pro porovnani antioxida¢nich u¢inku rostlinnych extraktti bergénii byly pouzity:
suchy extrakt z kiry borovice pfimoiské Pycnogenol® (Biolandes, Francie), suchy extrakt
z kury jedle bélokoré abigenol, abigenol rozpustény v polyetylenglykolu (PEG) a kyselina

askorbova (vitamin C).

Standard abigenol byl pfipraven dvoustupniovou extrakci: 5 kg kury jedle bélokoré (Abies
alba) bylo extrahovano 25 litry vody pii 70°C po dvé hodiny. Vodny extrakt byl odpafen ve
vakuu az do objemu 5 1. Ve druhém stupni byl koncentrovany vodny extrakt extrahovan 3 x 3
1 etylacetatu. Etylacetatovy extrakt byl poté pridan k 25 ml polyetylenglykolu a nasledné byl
odpaten. Takto bylo ziskdno 50 ml viskozniho extraktu jedlové klry. Suchy extrakt byl

pfipraven vysrazenim s 300 ml heptanu, s vytéZkem reakce 20 g.
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4.16.1.1. Metody zaloZené na eliminaci radikali

Tyto metody spocivaji v hodnoceni schopnosti vzorku vychytavat volné radikaly. Radikaly
mohou byt v reakéni smési generovany nebo jsou do reakéni smési piidavany. Z hlediska
chemického jde o radikaly kyslikové (superoxidovy) nebo syntetické stabilni radikaly (DPPH,

ABTS™). 19

41.6.1.1.1. Metoda DPPH

Jedna ze zakladnich metod pro posouzeni antiradikalové aktivity Cistych latek 1 smésnych
vzorkll. Spociva v reakci testované latky se stabilnim radikalem difenylpikrylhydrazylem —
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). Pfi reakci dochazi k redukei radikalu za
vzniku DPPH-H (Obr. ¢. 11). Tato reakce zpusobi zménu zbarveni vzorku z fialové na

7lutou. 1%8 109

1,000 g rozemletého listového materialu vybranych vzorku bergénii byl extrahovan 10 ml
vody ve vodni 14zni po dobu 30 min. Vzorky byly dale centrifugovany (centrifuga Centric
400R, Tehtnica; 10 min., 5 000 ot.) a zfiltrovany. Vodné extrakty byly dale rozfedény na
koncentrace 1; 0,5; 0,3; 0,25 a 0,125 mg.ml™. Poté byl 1 ml metanolového roztoku DPPH (2
mg na 50 ml) pfidan k 36 ul kazdého vzorku vcetné kyseliny gallové, ktera byla pouZita jako
kontrola. Reakce probihala 30 min pii laboratorni teploté. Po této dobé byla zméfena
absorbance vzorku na spektrofotometru Nanocolor UV-VIS (Macherey-Nagel) pii 517 nm.

Antiradikalova aktivita (AA) vyjadiena v % byla vypocitana ze vzorce:

AA (%) = [(Aslepy vzorek — szorek) / Aslepy vzorek ~ Akontrola] X lOO

kde Axontrola j€ absorbance kyseliny gallové (0,01 mg.ml'l), Avzorek j€ absorbance testovanych

extraktil a agiepy vzorek j€ absorbance roztoku slozeného z vody a DPPH.
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02N N—N + Fenol A 02N N—N +  Fenoxylovy radikal
H
DPPH radikal (fialové zbarvenil DPPHH (zluté zbarveni)

Obrazek €. 11: Zhaseni DPPH volného radikalu fenolickou slouceninou (antioxidantem). 67)

41.6.1.1.2. Metoda ABTS

Nejpouzivangj$si metoda pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity. Testuje schopnost
vzorku zhaset kation-radikdl ABTS™ (2,2'-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-
sulfonat). Zhaseni radikalu ABTS™ antioxidanty, které se chovaji jako donory vodiku, se

sleduje na zdklad€ zmén absorpéniho spektra a zabarveni roztoku. 108)

1,000 g rozemletého rostlinného materidlu vybranych vzorkl bergénii byl extrahovan 10 ml
vody ve vodni lazni po dobu 30 min. Vzorky byly dale centrifugovany (10 min., 5 000 ot.) a
zfiltrovany. Vodné extrakty byly dale rozfedény na koncentrace 1; 0,5; 0,3; 0,25 a 0,125
mg.ml'l. ABTS a peroxodisiran amonny (APS) byly rozpuStény v destilované vod¢ na
koncentrace 7 mM a 140 mM. 10 ml 7 mM roztoku ABTS se smichalo se 178 ul 140 mM
roztoku peroxodisiranu amonného a tento roztok byl uchovan bez pfistupu svétla 16 hodin pii
laboratorni teploté. Vznikly ABTS ™ roztok byl poté ziedén etanolem tak, aby naméfena
absorbance roztoku byla pfi 734 nm 0,700. 1 ml etanolového roztoku ABTS ™ byl ptidan k 26
ul kazdého vzorku a ke kontrole (kyselina gallova). Po 6 minutové inkubaci pii laboratorni
teploté byla zméfena absorbance pti 734 nm.
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Procentudlni inhibice radikélu vyjadiena v % byla vypocitana ze vztahu:
AA (%) = [(As1epy' vzorek — szorek) / Aslepy vzorek ~ Akontrola] x 100

kde za Axontrola S€ dosazuje zmétena absorbance kyseliny gallové (0,01 g.ml'l), Avzorek J€

absorbance extraktl a standardu, Agiepy vzorek j€ absorbance roztoku vody a radikalu ABTS ™.
4.1.6.1.1.3. Metoda NADH

Metoda zaloZena na vychytavani superoxidového anion-radikalu. K produkci radikalu je
vyuzivana reakce 5-metylfenazinium-metyl-sulfatu (PMS) a NADH (Obr. €. 12). Vznikly

radikal redukuje nitrotetrazoliovou modt (NBT). 108)

1,000 g rozemletého listového materialu vybranych vzorkl bergénii byl extrahovan 10 ml
vody ve vodni lazni po dobu 30 min. Vzorky byly dale centrifugovany (10 min., 5 000 ot.) a
zfiltrovany. Extrakty byly dale zfedény ve vodném fosfatovém tlumivém roztoku na
koncentrace 1; 0,5; 0,3; 0,25 a 0,125 mg.ml™. Poté bylo pfidano 0,5 ml 156 pmol/l roztoku
nitrotetrazoliové modii (NBT) a 0,5 ml 468 umol/l roztoku NADH (v 0,1 mol/l fosfatovém
pufru o pH 7,4) k 50 ul kazdého vzorku véetné kontroly (voda). Nasledné bylo ke vzorkiim
dodano 50 ul 60 umol/l roztoku 5-metylfenazinium-metyl-sulfatu (PMS). Po 5 minutové
inkubaci pii laboratorni teploté byla zmétena absorbance vzorkl pii 560 nm. Procentualni

inhibice superoxidového radikalu byla vypocitana ze vztahu:
% inhibice Oy = [(Axontrola = Avzorek) / Akontrola] X 100

kde za Axonrola S€ dosazuje zméfena absorbance kontroly (voda), Avzorek je absorbance

extraktu.
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2NADH + 20, _IMS__ 2NAD + 20, + 2H*

NBT + 2H" + 20" — % NBT-H+O,
NBT + 2NADH +20, M5 _  NBT-H, + 2NAD + O,

Obrazek ¢. 12: Redukce nitrotetrazoliové modii (NBT) superoxidovym radikalem

generovanym z reakce NADH/PMS. %)

4.1.6.1.2. Metoda zaloZena na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

Neenzymové antioxidanty mohou byt charakterizovany jako redukéni Cinidla, kterd reaguji

s oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji. 109)

41.6.1.21. Metoda FRAP

Na principu redoxni reakce je zalozena metoda FRAP (ferric reducing antioxidant power). Pti

této reakci redukuji antioxidanty ze vzorku komplex Fe** na Fe?". 19

1,000 g rozemletého listového materialu vybranych vzorkd bergénii byl extrahovan 10 ml
vody ve vodni lazni po dobu 30 min. Vzorky byly dale centrifugovany (10 min., 5 000 ot.) a
zfiltrovany. Extrakty byly dale zfedény na koncentrace 1; 0,5; 0,3; 0,25 a 0,125 mg.ml’l. Ke
125 pl kazdého vzorku vcetné kontroly (kyselina gallova) bylo pfidano 125 pl fosfatového
pufru (pH 7,0) a 250 ul 1% roztoku hexakyanozelezitanu draselného (K3Fe(CN)g). Vzorky se
nechaly inkubovat 20 minut pti 50°C. Poté se ke kazdému ptidalo 125 pl 10% kyseliny
trichloroctové (TCA) a 500 ul destilované vody. Prvni absorbance byla zméfena pii 700 nm.
Poté se ke vzorkim piidalo 125 pl 0,1% roztoku chloridu Zelezitého (FeCls) a byla zméfena

druha absorbance pti 700 nm.
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Redukeni sila antioxidantu vyjadiena v procentech, byla vypocitana ze vztahu:

RS (%) = [(A2vzorek - Alvzorek) / (A2k0ntrola - Alkontrola)]

kde za Aontrola S€ d0sazuje zméfena absorbance kyseliny gallové (0,01 mg.ml™), Avzorex je
absorbance extraktd. Vysledna antioxidacni aktivita byla vyjadiena v ekvivalentu kyseliny

gallové v mg GAE.100g™. Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové je zobrazena na Obrazku & 13.
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y =0,6368x + 0,1367
R2=0,9721

Absorbance

0,3
0,2

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Koncentrace kyseliny gallové (mg.100g?)

Obrazek €. 13: Kalibraéni kiivka kyseliny gallové.

Vsechny uvedené metodiky méfeni antioxidacni a antiradikélové aktivity byly vypracovany
ve spolupraci s dr. N. Kocevar Glava¢ na katedfe Farmaceutické botaniky, Farmaceutické

fakulty, Univerzity v Ljubljani (Slovinsko).
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4.1.6.2. Tyrozinazova aktivita

Metoda pro méfeni tyrozinazové aktivity byla upravena dle prace Xie a kol. 19 Jedn4 se o
spektrofotometricky bezbunéény test na stanoveni miry inhibice houbové tyrozinazy
rostlinnymi extrakty. Ke stanoveni byly vyuzity pfipravené vodné a etanolové lyofilizované
extrakty B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata (vzorky: BCR 3, BCL 1 a BOR 1
z podzimniho sbéru 2012). Vzorky byly piediedény etanolem a vodou na koncentrace 31
pgml™ 63 pgml?, 125 pgml™* a 250 pg.ml™, poté byly napipetovany na mikrotitradni

destic¢ku.

K50 ul kazdého vzorku, kontrole (rozpoustédlo: etanol, voda) a ke standardu (kyselina
citronova: zasobni roztoky o koncentraci 125 pg.ml™, 250 pg.ml™ a 300 pg.ml™ ) se pridalo
50 pl tyrozinazy (tyrozinaza: 0,5 mg.ml™ = 2138 U/ml; zasobni roztok nafedény ve
fosfatovém pufru na koncentraci 400 U.ml?, vysledna aktivita v reakci 100 U.ml™Y), po
promichéani nésledovala inkubace 2 az 5 min pii laboratorni teploté. Poté se ke vzorkim,
kontrole a standardu ptidalo 100 pl substratu L-DOPA (zasobni roztok natedény ve
fosfatovém pufru na koncentraci 2 mg.ml™, vyslednd koncentrace v reakci 1 mg.ml™).
Absorbance byla zméfena pii 405 nm (Versa Max Elisa Microplate reader - Molecular
Devices) v casové ose 0, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 min. Jako slepy vzorek pro kontrolu
samovolné oxidace substratu, byl pouzit roztok 50 pl rozpoustédla (voda nebo etanol), 50 pl
pufru a 100 ul L-DOPA. Vysledna hodnota tyrozindzové aktivity byla vyjadiena jako

inhibiéni aktivita sledované latky v porovnani s kontrolou.

Tyrozinazova aktivita rostlinnych extraktd byla meéfena ve spolupraci s firmou Contipro

(Dolni Dobrouc), ve spolupraci s Mgr. I. Doleckovou, Ph.D.
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4.1.6.3. Antiparaziticka aktivita

Ke studiu antiparazitické aktivity byly vybrany lyofilizované vodné (BCR 2, P2012) a

etanolové (BCL2 P2012; BOR1 P2012) extrakty bergénii.

4.1.6.3.1. Sledovani vlivu ¢istych latek a extrakti na morfologii larev M. vogae

Ke sledovani antiparazitické aktivity listovych extrakti z bergénii (B. crassifolia, B.ciliata, B.
X ornata) a cistych latek (arbutinu a bergeninu) byly vyuzity larvy plochych Cervli druhu
Mesocestoides vogae. Ty byly sterilné¢ odebrany z bfisni dutiny pokusnych mysi. Nasledné
byly promyty PBS a pieneseny sterilné do kultivaénich lahvi¢ek (75 ml) vybavenych CO,
filtrem (CO, filtr byl pouzit pouze pro aerobni kultivaci, anaerobni kultivace probihala
Vv lahvi¢kach s plnym uzavérem) s RPMI médiem a antibiotikami (10 ml). Do takto
ptipravenych kultivacnich lahvicek byly pfidany ve vodé rozpusténé chemicky cisté latky —
arbutin a bergenin (pro lep$i rozpustnost s pfidavkem 10% DMSO) v koncentracich 200
pg.ml™ (2 mg/10 ml), 100 pug.ml™ (1g/10ml), 50 pg.ml™* (0,5mg/10ml). Vodné a etanolové
lyofilizované extrakty B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata byly rozpustény ve sterilnim
médiu v koncentraci 1 mg.ml™ a nasledné pfidany k larvam v kultivanim médiu s vyslednou
koncentraci 10 mg/10 ml. Takto pfipravené lahvi¢ky s larvami byly kultivovany v termostatu
pii 37°C. Po 5 hodinové, 24 hodinové, 3 denni a 7 denni inkubaci bylo provedeno zhodnoceni
vlivu testovanych latek na motilitu, zménu tvaru larev a sledovani larvicidniho ucinku.
Ktomuto ucelu byl vyuzit inverzni mikroskop. Vytvofena byla také doprovodna

fotodokumentace (viz. Obrazova piiloha).
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4.1.6.3.2. Test metabolické aktivity (MTT)

Test metabolické aktivity umoziiuje zjistit ucinek testovanych latek na bazalni metabolismus
larev (vliv na dychaci fetézec, enzymy, tvorbu ATP na mitochondriich). Jednd se o
spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymd, které redukuji MTT (3-(4,5-Dimetylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) na modfe zabarveny formazan (Obr. ¢. 14). Analogicky
test je vyuzivan pii sledovani G¢inkt latek na viabilitu a metabolickou aktivitu respektive
tvorbu reaktivnich molekul kysliku v bunkéach savct. Cilem testu bylo zjistit, zda ptirodni
extrakty stimuluji nebo potlacuji metabolickou aktivitu larev kultivovanych ve fyziologickych
anaerobnich podminkach (bez pftistupu CO, pii 37°C), a pro porovnani i v aerobnich

podminkach. 11)

K pripravenym roztokiim arbutinu a bergeninu (v koncentracich 200 pg.ml™, 100 pg.ml™, 50
pg.ml™ a 25 pgml™) a extraktim bergénii (v koncentraci 1 mg.ml™) v kultivaénim médiu
s larvami byl pfidan roztok MTT (1 mg.ml™) a inkubovan po dobu 4 — 5 hodin. Roztoky byly
poté centrifugovany (3 000 ot., 5 min.), médium bylo odsato vodni vyvévou. Larvy se zvazily
na analytickych vahach a bylo k nim ptidano 200 pl 10% DMSO, nasledovala homogenizace
pistem. Tyto byly pfes noc uschovany, zabalené v alobalu v chladni¢ce. Rano byla provedena
centrifugace pii 3 000 ot. po dobu 5 min. a supernatanty se pienesly pipetou na 96 jamkovou

mikrotitra¢ni desti¢ku. Absorbance se zmétila pii 550 nm v piistroji Microplate reader.
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Obrazek ¢. 14: Redukce MTT (3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
na modfe zabarveny formazan. Reakce je katalyzovana mitochondridlni sukcinat

dehydrogendzou II. komplexu dychaciho fetézce.
4.1.6.3.3. Stanoveni celkovych lipidua u larev Mesocestoides vogae

Stanoveni celkovych lipida extrakti larev, dle metody Mishra a kol. 112) 5 drobnou modifikaci,

probihalo ve fyziologickych anaerobnich podminkach.

Bylo odpipetovano 150 pl z extraktii bergénii (1 mg.ml™), arbutinu a bergeninu (200 pg.ml™,
100 pg.ml™ a 50 pg.ml™) s larvami do 8 ml zkumavek a rozpuiténo ve smési chloroformu a
metanolu. Rozpoustédla byla nasledné odpafena zahiatim na vodni lazni pti 60°C po dobu 10
min. Ke vzorkiim se pfidalo 100 ul vody a 2 ml konc. H,SO,. Nasledovala hydrolyza ve
vodni 1azni pti 100°C po dobu 15 min. Po ochlazeni bylo odpipetovano 0,5 ml hydrolyzatu a
ptfidano 1,25 ml fosfo-vanilinového ¢inidla. Vzorky byly inkubovéany pii 37°C po dobu 20
min. Absorbance se méfila pfi 530 nm. Vysledky byly odecteny z kalibra¢ni kiivky a
prepocitany na navazku larev. Fosfo-vanilinové ¢inidlo se pfipravilo v den méfeni z 60 mg

vanilinu, 1 ml etanolu, 9 ml deionizované vody a 40 ml konc. H3PO,.
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K dokéazani piitomnosti lipidii na kryofezech larev M. vogae byl vyuzit fluorescencni
mikroskop. Preparat byl pfipraven z larev, které byly oSetieny n-heptanem (kryoprotekce) a
nasledn¢ byly zmrazené v montovacim médiu pro mikroskopii. Z blocku se ptipravily fezy
(12 um hrubé) na Kryostatu (Leica), které se lepily na podlozni sklicka a pired samotnym
barvenim byly fixovany v 4% roztoku paraformaldehydu v PBS. K obarveni preparatu
slouzila barviva DAPI (pro zvyraznéni chromatinu jader) a Nile-RED (pro zvyraznéni

neutralnich lipida).

Antiparaziticka aktivita rostlinnych extraktli s vyuzitim larev Mesocestoides vogae byla

zkouména na Parazitologickém ustavu Slovenské Akademie véd v KoSicich, ve spolupraci s

RNDr. G. Hr¢kovou, DrSc.
4.1.6.4. Imunostimulaéni aktivita

Touto metodou, upravenou podle prace Cheel %), byl sledovan vliv listovych lyofilizovanych
etanolovych extraktli bergénii B. crassifolia, B. ciliata, B. x ornata (BCR 2 P2012, BCL 2
P2012, BOR 1 P2012), na aktivaci CD69 lymfocytl s vyuzitim pritokové cytometrie.
Testovani probihalo na 96 jamkové mikrotitra¢ni desticce. Pro testovani byla pouZzita periferni
heparinizovana krev od tii zdravych darci. 100 pl této krve bylo inkubovéano se 100 ul X-
vivo média a s testovanymi extrakty ziedénymi podle vzristajici koncentrace a kontrolou.
Extrakty byly pfipraveny z 0,8 mg lyofilizatu s 10 pl DMSO (koncentrace v roztoku do 0,5%)
a 1 ml X-vivo média. Jako slepy vzorek byl pouzit roztok 100 ul X-vivo média se 100
pl krve. Pozitivni kontrola byla ptipravena ze 100 pl krve a 100 pl PHA (phytohemaglutinin
v koncetraci 10 pg.ml™ X-vivo média). Jako kontrola byl pfipraven i 0,5% roztok DMSO.
Vzorky byly pied vlastni analyzou pfiefiltrovany pifes mikrofiltr (0,2 pum). Konecné
koncentrace testovanych latek byly vrozmezi 0,2 — 0,8 mg.ml* a 2 — 50 mg.ml™
Mikrotitracni desticky byly inkubovany pii 37°C po 24 hodin v pfitomnosti 5% CO,. Po
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inkubaci bylo 40 ul suspenze promichano s fluorescenéné-labilnimi protilatkami (CD 69 PE).
K analyze byl vyuzit pratokovy cytometr Cytomics FC500 (Beckman Coulter), data byla
analyzovana s vyuzitim CXP analytického softwaru (Coulter Electronic). Aktivace lymfocyt
(z toho 90 % T-lymfocytd) byla sledovana s pomoci vzristajici fluorescenéni intenzity (MFI),
ktera byla zplsobena expresi CD69 na bunééném povrchu. Fluorescencni signaly byly
zaznamenany logaritmicky jako zesilené signaly. Hodnoty aktivace byly vyjadieny jako
aktivacni indexy (Al), které byly ziskdny porovnanim fluorescencni intenzity testovanych
vzorkl a kontroly a stimula¢nimi indexy (SI), které odpovidaji poméru hodnot aktivovaného
vzorku k negativni kontrole (eliminuji tak variabilitu darci). Pozitivni imunitni bunécné

odpovéd’ byla definovéna jako Al > 2. 14)

Me¢feni imunostimulacni aktivity vybranych rostlinnych extrakti bergénii probihalo na
Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni Nemocnice Hradec Kralové ve spolupraci

s PharmDr. D. Vokurkovou, Ph.D.
4.1.6.5. Antiagregacni aktivita

Krevni desticky adheruji za riznych podminek a v pfitomnosti celé fady endogennich latek.
Agregace muZe byt indukovana pfidavkem latek vyvolavajicich agregaci do plazmy
obohacené destickami nebo do plné krve. Prib¢h agregace zavisi na koncentraci vapenatych
iontd, fibrinogenu, plazmatickych faktorech a pfitomné antiagregacni latce. Jako latka
indukujici agregaci (agonista agregace) byla pouzita kyselina arachidonova (AA). Je vhodnou
metodou, kterd umoznuje urcit, zda latka pridand k nativnim trombocytim pied samotnym
agonistou agregace ovlivituje jim nasledné vyvolany proces agregace, tedy zda latka plisobi

pro nebo proti-agregacng. 3 16
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Vliv listovych extrakti bergénii a chemicky cCistych latek (arbutinu, bergeninu) na agregaci
krevnich desti¢ek byl sledovan pomoci pfistroje Multiplate (Cobas/Roche). K testovani byly
pouzity lyofilizované vodné vzorky B. x ornata (BOR 1 P2012) a etanolové vzorky B.
crassifolia, B. x ornata a B. ciliata (BCR 2 J2012, BOR 1 J2013, BCL 2 P2012), které byly
pred vlastnim méfenim rozpuitény v 10% DMSO na koncentrace 0,25 — 10 mg.ml™.
Antiagrega¢ni aktivita byla sledovana také u chemicky ¢istych latek bergeninu a arbutinu
V koncentracich 3 — 30 mM. Vysledné hodnoty inhibice agregace byly porovnany se

standardem kyselinou acetylsalicylovou (ASA) v koncentracich 0,8 — 244 uM.

Darci krve pro agregometrii byli nekufaci, ktefi neuzivali tyden pfed odbérem Zadnou latku
ovlivityjici funkce trombocytd. VSichni podepsali informacni souhlas s odbérem krve a

provadénou studii.

Do sklenéné kyvety temperovaného méticiho prostoru agregometru (37°C) bylo pfeneseno
300 uL fyziologického roztoku, 300 pL krve a DMSO nebo ASA nebo testovana latka
vobjemu 5 pL. Desticky zacaly reagovat a zmény v transmitanci (agregaci) byly
zaznamenany pocitacem agregometru. Protoze pro agregaci desticek je nutny jejich vzajemny
kontakt, magnetické michadélko zajistilo michani testovaného vzorku b&hem méfeni.
Sledovan byl vliv riiznych koncentraci testovanych latek na proces agregace. Vysledné
hodnoty byly uréeny jako maximalni mira inhibice agregace nebo jako plocha pod kiivkou

AUC.

4.1.6.6. Stanoveni inhibice COX-1

Cyklooxygenazy (COX) jsou enzymy pusobici konverzi kyseliny arachidonové na
prostaglandin H,. Prostaglandiny hraji klicovou roli ve fyziologickych a patofyziologickych

procesech organismu. Existuji dvé izoformy tohoto enzymu — COX 1 (cyklooxygenaza 1) a
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COX 2 (cyklooxygenaza 2). Aktivitou COX 1 je udrzovani homeostatickych funkci. COX 1
je povazovana za konstitutivni enzym (exprimovan buiikkami trvale), jenz se vyskytuje ve
sliznici zaludku, stiev, v ledvinach ¢i trombocytech, ovlivituje tonus cév a reguluje krevni
prutok ¢i hraje tlohu v imunitni odpovédi. COX-1 (prostaglandin endoperoxid H syntaza-1,
PGHS-1) katalyzuje pifeménu volné kyseliny arachidonové, uvolnéné z fosfolipidové
membrany prostiednictvim enzymu fosfolipazy A, na prostaglandin PGH,. COX-1 je
2 je naopak indukovany enzym, tvoieny v buiitkdch pouze za specifickych podminek. Za
normalnich okolnosti jsou koncentrace tohoto enzymu v tkdnich minimdlni, pfitomnost ve

vyssich koncentracich je prokazana v patologicky zménénych tkanich (zanét, nador). 1>~ 1)

Uvedena metoda stanoveni inhibice COX-1 vychazela z COX Inhibitor Screening Assay Kit,

Item No. 560131, Cayman Chemical Company, USA, 2012.

Pro stanoveni schopnosti inhibice COX-1 byl vybran lyofilizovany vodny extrakt B. x ornata
(BOR 1 P2012), ktery prokazal nejvyssi antiagregacni aktivitu v in vitro studii za pouziti AA

jako induktoru agregace, ve finalnich koncentracich 1 - 100 uM.

Pro testovani byl vyuzit ov¢i rekombinantni enzym. VZdy bylo smichano v reaktivnim pufru
20 pul DMSO nebo testované latky s 10 pl hemu (40 pl hemu natedéno v 960 pl reaktivniho
pufru) a 10 pl COX-1. 60 pl rekombinantniho enzymu COX-1 bylo rozpusténo v 240 pl
reakéniho pufru. Vzorky byly poté inkubovany 10 minut pti 37°C. Inkuba¢ni doba byla stejna
pro vSechny testované vzorky. Vlastni reakce byla zahdjena pifiddnim 10 pl kyseliny
arachidonové ke vSem testovanym vzorktim. Vzorky byly poté inkubovany 2 minuty pii 37°C.
Enzymova katalyza byla ukoncena pfidanim 50 pul 1 M kyseliny chlorovodikové a 100 pl

roztoku SnCl; (0,125 g / 2,5 ml HCI). Jako kontrola byl pouzit roztok s DMSO. Vzorky byly
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poté analyzovany pomoci PGs enzyme imunoimetric assay (EIA). Vysledné hodnoty byly

vyjadieny jako procentualni inhibice tvorby PGH; (%).

4.1.6.7. Statisticka analyza

Vsechny experimenty byly provedeny ve tfech az Ctyfech opakovanich. Do vysledki byla
zapocCitana smérodatnd odchylka (+ SD). Pro statistické zhodnoceni vysledkt byl pouzit
analyticky test ANOVA. Pro ur€eni korelac¢ni analyzy a linearni regrese zavislosti celkovych
polyfenoltl, arbutinu a bergeninu na klimatickych podminkéch a biologické aktivité byl vyuzit
software GraphPad Prism 6 (hodnota p < 0,05). Pfi upravé metodik pro méfeni antioxidacni
aktivity byla provedena také opakovatelnost metod (mezidenni, denni) a stanovena jejich

linearita.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Stanoveni obsahu sekundarnich metabolitu

Do stanoveni obsahovych latek (celkovych polyfenoli a arbutinu) bylo zahrnuto 130 vzorkt
Zjarniho a podzimniho sbéru z let 2011 az 2013. Nasledné¢ bylo urceno 32 statisticky
obsahové vyznamnych vzorku, které byly zahrnuty do dalSich chemickych a biologickych
hodnoceni (Tab. €. 5). Pro porovnani byl sledovan obsah sekundarnich metabolitt také
v Cervené zbarvenych listech vybranych bergénii. VSechny ziskané hodnoty pak byly
zahrnuty do porovnani zavislosti obsahovych latek na biologickych aktivitach. Bergenia X
ornata, hybridni rostlina ziskana kiizenim B. ciliata a B. crassifolia, byla viibec poprvé
hodnocena na obsah sekundarnich metaboliti a biologickou aktivitu. Prozatim pro tento druh

nebyla zpracovana Zadn4 fytochemicka studie.
5.1.1. Stanoveni obsahu arbutinu

Celkovy obsah arbutinu v listech vSech studovanych bergénii (B. crassifolia, B. ciliata a B. x
ornata) byl stanoven dle metodiky uvedené v Ceském Iékopise 2009. % Hodnoty obsahu
arbutinu v susing se pohybovaly v rozmezi od 24,6 (+ 1,10) do 58,85 (+ 0,71) mg.g™* pro B.
crassifolia; od 34,2 (+ 0,90) do 51,04 (+ 1,21) mg.g™ pro B. x ornata a od 5,9 (+ 0,61) do 9,43
(+ 0,57) mg.g™ pro B. ciliata (Tab. & 7, str. 67). Nejvyssi hodnoty obsahu arbutinu byly
stanoveny u druhu B. crassifolia (58,85 + 0,71 mg.g™) a B. x ornata (51,04 + 1,21 mg.g™),
crassifolia byly o néco nizsi nez zjistila Arok a kol. (47,9 — 98,3 mg.g™) * a Pozharitskaya a
kol. (69,6 mg.g?) *. Jiang a kol. ™® udava obsah arbutinu v listech B. purpurascens

v rozmezi od 15,1 — 63,6 mg.g™.
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Ze ziskanych vysledkli vyplynulo, ze obsah arbutinu v pribéhu roku kolisal. Na jafe byla
koncentrace arbutinu v listech bergénii nejniz$i, na podzim naopak vzrostla. Tato tendence
byla pozorovana u vzorku ¢. BCR 1, ktery byl odebiran vzdy z jedné rostliny v pribéhu let
2011 az 2013 (podobn¢ jako vzorek BOR 1 a BCL 1). Obsah arbutinu v listech sbiranych na
podzim byl 32,41 (+ 0,14) mg.g™ (rok 2011) a 41,70 (+ 1,01) mg.g™ (r. 2012), na jafe pak

31,93 (+ 0,91) mg.g™ (r. 2012) a 25,07 (+ 1,0) mg.g™* (r. 2013) (Tab. &. 7).

Jak vyplyva z literatury, podobné kolisani arbutinu v pribéhu roku bylo pozorovano nejen u
B. crassifolia ** ale i Arctostaphyllos uva-ursi. **¥ Vyssi obsah arbutinu zji§tény na podzim,
mize byt ovlivnén i klimatickymi podminkami. Proto byl také zkouman vliv
meteorologickych podminek (Tab. €. 6) na obsah arbutinu a polyfenold u vSech studovanych
bergénii. Tyto udaje byly dulezité pro stanoveni nejvhodnéjsiho druhu bergénie za ucelem
ziskavani sekundarnich metaboliti pro 1ééebné vyuziti. Pozitivni korelacni zavislost mezi
obsahem arbutinu a relativni mési¢ni vlhkosti u druhu B. ciliata zobrazuje Obrazek €. 15 (p <
0,05; R? = 0,994). Zavislosti mezi klimatickymi podminkami a obsahem arbutinu u druhd B.

crassifolia a B. x ornata jiz nejsou tolik prukazné jako u druhu B. ciliata (Obr. €. 16 a 17).

Obsah arbutinu mize byt navic ovlivnén i stafim rostliny. Jak uvadi Lubsandorzhieva a kol.
2% 185 ‘mnozstvi arbutinu je nejvyssi v jednoletych listech, se starnutim rostliny postupné

klesa. Sledovan byl rovnéz i vliv teploty suSeni (40°C, 50°C) na obsah sekundarnich

metabolitti (Tab. &. 7). Vyznamny rozdil ve vyslednych hodnotach zde vSak nebyl prokazan.
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Tabulka ¢. 6: Meteorologické udaje (mési¢ni priimér) pro sbérné obdobi fijen/kvéten 2011 -

2013. (Meteorologické tidaje ze stanice Ceského hydrometeorologického ustavu CR v Lednici

byly poskytnuty pracovniky Zahradnické fakulty Masarykovy univerzity.)

Obdobi sbéru Primérna teplota Vodni srazky Slunecni svit Relativni vlhkost
§(©) (mm) (hod) (%)
Rijen 2011 9,3 42,8 126,4 76,2
Kvéten 2012 111 16,9 2139 59
Rijen 2012 10,8 39,7 130,6 82

Kvéten 2013 14,6 59,1 181,5 75

) =&~ Slunecni svit (hod)

= 2507 -m~ Relativni vihkost (%)

= 2004 XF/; :'297‘%3%)( +1055 = Srazkovy uhrn (mm)

_i— =¥ Pramérna teplota (°C)

£ 1501 Rijen 2011

< ° Kvéten 2012

S Rijen 2012

° - =20,81x - 69,62

g 100 .%/. Kvéten 2013

) ;

3 504 y =24,33x 1271/A‘/A

o e b ) —

o - y =-0,3636x + 13,94

§ 0 R —(),437I * . \ 4 : ¥ RIZZO.OOG I

= 5.5 6.0 6.5 7.0 75 8.0

Obsah arbutinu (mg.g™)

Obrazek & 15: Zavislost obsahu arbutinu B. ciliata (mg.g") na meteorologickych

podminkach za sledované obdobi z let 2011 az 2013.
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Obrazek & 16: Zavislost obsahu arbutinu B. crassifolia (mg.g™") na meteorologickych
podminkach za sledovana obdobi z let 2011 az 2013.
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Obrazek & 17: Zavislost obsahu arbutinu B. x ornata (mg.g?') na meteorologickych
podminkach za sledovand obdobi z let 2011 az 2013.
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5.1.2. Stanoveni obsahu celkovych polyfenola

Celkovy obsah polyfenolu v listech druht B. crassifolia, B. ciliata a B. X ornata byl stanoven
dle metodiky uvedené v Ceském lékopise 2009 **¥. Hodnoty obsahu polyfenolii v suging se
pohybovaly v rozmezi od 24,90 (+ 0,98) do 48,74 (+ 1,14) mg.g™* pro B. crassifolia; od 28,63
(+ 1,03) do 49,36 (+ 1,31) mg.g™* pro B. x ornata a od 24,70 (+ 0,93) do 32,44 (1,20) mg.g*
pro B. ciliata. Statisticky nejvyssi obsahy polyfenold byly zjistény u druhd B. X ornata (49,36
+ 1,31 mg.g™) a B. crassifolia (48,74 + 1,14 mg.g™"), nejnizsi u B. ciliata (24,70 + 0,93 mg.g°
1. Vysledna mnozstvi celkovych polyfenolii zjisténa u B. crassifolia odpovidaji vysledkim
uvedenych v praci Arok a kol. (37,0 — 50,1 mg.g™). %) Obsah polyfenold v listech bergénii se
ménil v pribéhu roku. Jak je patrné u vzorku €. BCR 1, obsah polyfenold byl, podobné jako u
arbutinu, nejvyssi na podzim a v priabéhu jarnich mésicti poklesl (Tab. €. 7).

Vliv na obsah sekundérnich metaboliti ma také aktudlni vyvojova faze rostlin. V porovnani
s vegetativnim stadiem, se listové extrakty z rostlin v generativnim stadiu vyznacuji poklesem
obsahu fenolickych latek. Obsah téchto latek se méni v zavislosti na vyvoji rostliny. 120) Jak
udava Lisiewska a kol. *Y obsah polyfenolt vzriista s vékem rostliny.

Podobné jako u arbutinu, byl sledovan vliv klimatickych podminek na obsah polyfenold
Vv listech bergénii. Zavislost mezi meteorologickymi podminkami za vSechna sledovana
obdobi a celkovym obsahem polyfenolt pro B. ciliata zobrazuje Obrazek ¢. 18 (p < 0,05).
Pozitivni korela¢ni zavislost byla stanovena mezi obsahem polyfenoli a relativni mési¢ni
vlhkosti vzduchu (R? = 0,991). K vyznamné zavislosti dochazi i mezi obsahem polyfenoli a
mésicnim thrnem srazek. U ostatnich bergénii nejsou zavislosti na relativni vlhkosti a
srazkovém uhrnu natolik patrné (Obr. €. 19 a 20). U B. crassifolia vsak vychazi pozitivni
korela¢ni z&vislost mezi obsahem polyfenold a primérnym poctem hodin slune¢niho svitu (R?

= 0,993). Zavislost mezi obsahem polyfenoll a slune¢ni radiaci uvadi jiz ve své praci Toor a

kOI 122)
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Dle praci Borges a kol. * a Sampaio a kol. **%

ovlivituji mnozstvi ptfitomnych
hydrolyzovatelnych tfislovin nejen srazky, ale také pfitomné padni ziviny. Vliv
environmentalnich faktort, jako je slozeni pudy, primérna teplota, srazky a UV zafeni, na
obsah fenolickych latek uvedli jiz Kouki a kol. 2, Monteiro a kol. }*®, Gobbo-Neto a kol. *2”
Obsah hydrolyzovatelnych tfislovin muZze byt piimo ovlivnén nejen environmentalnimi
zménami, ale také se méni v zavislosti na vyvoji rostliny, podobn¢ jako u arbutinu 128) Obsah
fenolickych latek pfitom piimo ovliviiuje kvalitu rostlinného materialu pro lé¢ebné vyuziti.
129) Vyznamny vliv na obsah polyfenolt v rostlinach maji rastové ziviny a mikroprvky jako je
dusik, véapnik, mangan a draslik. Rostliny s vy$§im obsahem vépniku disponuji vyssi
odolnosti proti nemocem a dochdzi u nich ke zvySeni syntézy fenolickych latek za ucelem
udrzeni této rezistence. Také piitomnost drasliku snizuje pfitomnost rostlinnych chorob.
Pokud se ho vSak rostliné nedostdva, miize tento nedostatek nahradit zvySenou syntézou
hydrolyzovatelnych tfislovin a zvysit tak svoji obranu proti patogeniim. 123) Také nedostatek
manganu vede k akumulaci fenolickych slouéenin v rostlinnych tkanich. Neékolik studii
dokazuje pfimy vliv manganu na syntézu fenolickych latek (flavonoidd, tfislovin a ligninu)
prostiednictvim cesty kyseliny Sikimové. 130. 13D jak ukazuji tyto studie, vyznamny vliv na

obsah fenolickych latek vcetné polyfenolli ma také lokalita sbéru rostlinného materialu.
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Obrazek & 18: Zavislost obsahu celkovych polyfenold B. ciliata (mg.g?) na

meteorologickych podminkach za sledovana obdobi z let 2011 az 2013.
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Obrazek & 19: Zavislost obsahu celkovych polyfenola B. crassifolia (mg.g™) na

meteorologickych podminkach za sledovana obdobi z let 2011 az 2013.
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Obrazek & 20: Zavislost obsahu celkovych polyfenola B. x ornata (mg.g™?) na

meteorologickych podminkach za sledovana obdobi z let 2011 az 2013.

5.1.3. Stanoveni obsahu bergeninu

Celkovy obsah bergeninu V listovych extraktech B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata
(celkem 32 vzorku) byl stanoven vysokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC s UV
detektorem), dle upravené metodiky Reddy a kol. 109 a Singh a kol. 1 Mnozstvi bergeninu
bylo odecteno z kalibracni kiivky sestavené ze sedmi riznych koncentraci standardniho
bergeninu (Obr ¢. 8). Namétené hodnoty bergeninu v susiné se pohybovaly od 0,13 (+ 0,05)
do 5,7 (+ 0,14) mg.g™* u B. crassifolia; od 3,97 (+ 0,05) do 6,23 (+ 0,09) mg.g™ u B. x ornata
a od 0,23 (+ 0,05) do 3,21 (+ 0,10) mg.g™* u B. ciliata. Statisticky nejvyssi obsah bergeninu
byl stanoven u hybridu B. x ornata (6,23 + 0,09 mg.g™), ktery byl na obsah bergeninu
zkouman vibec poprvé. Nasledovan B. crassifolia (5,70 + 0,14 mg.g™) a B. ciliata (3,21 +
0,10 mg.g™). Nejnizsi hodnoty byly uréeny u vzorkil druhu B. crassifolia (0,13 + 0,05 mg.g™)

a B. ciliata (0,23 + 0,05 mg.g™).
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Boros a kol. ¥*? uvedl ve své praci velmi podobny obsah bergeninu v listech B. crassifolia
v rozmezi od 0,25 do 5,34 mg.g™. Reddy a kol. '® stanovil obsah bergeninu u druhu B.
ligulata od 1,3 mg.g™ (v listech) do 9,1 mg.g™* (v oddencich). Jeho obsah v listech a stoncich
byl ptitom az 8 krat nizs$i nez v oddencich. Singh a kol. 108) odhalil vys§i mnozstvi bergeninu
v oddencich B. stracheyi (32,7 mg.g™) a B. ciliata (32,8 mg.g™) oproti B. ligulata (24,2 mg.g°
1), Také Dhalwal a kol. ™2 uvedl obsah bergeninu v oddencich B. ciliata vy3§i nez v jinych
gastech rostliny (listy: 1,4 mg.g™"; oddenky: 7,2 mg.g™). K podobnym hodnotam obsahu
bergeninu v listech B. ciliata dospél také Dharmender a kol. (2,2 mg.g™). 134) Vysledné
hodnoty z naseho stanoveni obsahu bergeninu Vv listech tii sledovanych bergénii jsou vyssi,
nez uvadi literatura. Rozdily ve stanoveném obsahu bergeninu mohou byt zplsobeny
rozdilnymi klimatickymi podminkami. Ve sledovanych vzorcich byl patrny vy$$i obsah
bergeninu, podobné jako u polyfenoll a arbutinu, V listech sbiranych na podzim (Tab. €. 7).
Jak uvadi Srivastava a kol. *** *®) biosyntéza bergeninu vzriisté i se stoupajici nadmoiskou

vyskou. Jedna se o reakci rostliny na dané environmentalni podminky.
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Tabulka €. 7: Vysledné hodnoty obsahu arbutinu, celkovych polyfenoli a bergeninu

v zelenych a ¢ervenych listech u druhit B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata z podzimnich

(P) a jarnich (J) sbéru z let 2011 az 2013 (statisticky nejvys$$i hodnoty jsou vyznaeny

cerveng).
Druh | Vzorek Blgr\fa Terfnin T? plgta Olpszln _?rbutinu pO%’?Z?lr(])lﬁ becr)gbesr?ihnu
ista sbéru suseni °C mg.g~ + SD mg.g™ £ SD mg.g™ = SD
BCR 1 z P 2011 40 32,4140,14 | 4037091 | 0,83+0,05
BCR 2 z P 2011 40 27,240,16 43,9 £ 0,90 0,13 + 0,05
BCR 3 z P 2011 50 24,64 +£1,10 | 48,74+ 1,14 514022
BCR 1 z 32012 50 31,93 +0,91 257 + 0,40 0,4+ 0,14
BCR 2 z 32012 50 28,70 + 0,72 24.9+0,98 12+0.28
BCR 3 z 32012 50 25,11+ 0,63 32,3 + 0,85 477 40,42
BCR 4 z 32012 50 37,3+0,78 26,71 + 1,00 0,8 + 0,42
. | BCR1 z P 2012 50 41,70 £ 1,01 40,9 1,11 0,3+0,05
S | BCR2 z P 2012 50 33,3+ 1,05 33,1+ 1,04 0,5+ 0,41
% | BCR2 | ¢ | P2012 50 2478+0,22 | 2936+0,98 | 0,13+0,05
z BCR3 | z | P2012 50 368051 | 3238+123 | 5,13+0,05
BCR 3 ¢ P 2012 50 29,77+1,00 | 31,91+0,56 57+0,14
BCR5 z P 2012 50 4425+044 | 3517+1,65 | 4,55+0,05
BCR 5 ¢ P 2012 50 51214091 | 3653+1,09 | 523+0,09
BCR 6 z P 2012 50 5885+0,71 | 3931+0,60 | 3,73+0,09
BCR 1 z 50 2507+1,00 | 32,10+£023 | 049+0.22
BCR 4 z 50 3921+ 1,11 | 2521040 | 0,53+0,26
BCR 5 z 50 51,22+0,91 | 26,74+028 | 3,43+0,05
BCR 6 z 50 34,6+ 1,00 31,26+ 030 | 0,92+0,01
BCL 1 z P 2011 40 7,00 + 1,74 26,5+ 1,21 0,93+ 0,19
BCL 1 z 32012 50 6,20 + 0,41 32,44 + 1,20 1,0+ 0,22
g | BCL2 z P 2012 50 7,84 40,55 2564+0,19 | 023+0,05
= BCL1 z P 2012 50 7,32+1,00 24,70 + 0,93 2,83+0,17
o | BCL1 ¢ P 2012 50 9,43 40,57 29,68 +0,61 | 321+0,10
BCL 2 z 50 5,90 + 0,61 30,25+0,31 | 3,13£0,05
BCL 1 z - 50 6,90 + 0,80 26,35+0,65 | 0,57+0,05
BOR 1 z P 2011 40 38,80+ 1,00 | 28,63+1,03 | 6,23+0,09
« | BOR1 z 32012 50 3580+0,61 | 3692+120 | 4,67+0,33
€ | BOR2 z 32012 50 51,00+0,89 | 4936=131 | 553+0,76
< | BOR1 z P 2012 50 51,04+121 | 3534+123 | 437+0,05
©  ["BOR1 ¢ P 2012 50 36,48+ 0,61 | 30,14£092 | 3,97+0,05
BOR1 | z [NOISN 50 3420+0,90 | 3842+1,02 | 49+028
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5.1.4. Stanoveni obsahu anthokyani

Stanoveni obsahu anthokyanti bylo provedeno pH — diferenéni metodou. Z hodnot méfeni
absorbance kalibra¢nich roztokt kyanidinu-3-O-B-glukosidu (C3G) pii vinovych délkach 350
— 600 nm proti slepému vzorku (pufr) byl vygenerovan graf zavislosti absorbance na vilnové
délce. Automatickym programem pak byla vyhodnocena diferen¢ni kiivka, jako rozdil
absorbanci barevné a bezbarvé formy kalibra¢nich roztokd (Obr. €. 10). Vysledné hodnoty
odpovidaly plose pod diferencni kiivkou AUC. Z hodnot ploch pod kiivkou pii rtiznych
koncentracich byla sestavena kalibra¢ni kiivka pro vypocet obsahu anthokyanli ve vzorcich.
Vysledny obsah anthokyanti byl vyjadien v ekvivalentu kyanidin-3-O-B-glukosidu, v mg
C3G.g™" rostlinného materialu.

Pro stanoveni obsahu anthokyanli byly vybrany cervené listy bergénii z podzimniho sbéru
2012 (BCR 3, BCR 5, BOR 1 a BCL 1). Nejvyssi obsah anthokyanti v susiné byl stanoven
v &ervenych listech B. crassifolia (8,30 + 0,08 mg C3G.g), nasledovan B. ciliata (6,10 + 0,01
mg C3G.g™?) a B. x ornata (5,41 + 0,06 mg C3G.g™), (Obr. &. 21).

Haslam " izoloval proanthokyanidiny z oddenkt B. crassifolia a B. cordifolia. Prozatim
vSak neexistuji zadné studie, které by porovnavaly obsah anthokyanii v listech ¢i oddencich

riznych druht bergénii.
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Obsah anthokyani ve vzorcich podzimnich ¢ervenych lista bergénii

Obrazek ¢. 21: Primé&mé koncentrace anthokyani Vv listovych extraktech ¢ervenych listi B.
crassifolia (BCR 3 a 5), B. x ornata (BOR 1) a B. ciliata (BCL 1) vyjadiené v mg C3G.g™

rostlinného materialu.
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5.2. Biologicka aktivita

5.2.1. Antioxida¢ni a antiradikalova aktivita

Antioxidacni a antiradikalova aktivita byla stanovena podle upravenych metodik dle prace
Krakar. 1% pro vSechny metody (DPPH, ABTS, NADH, FRAP) byla také stanovena jejich
linearita a opakovatelnost (denni a mezi-denni). Antioxida¢ni a antiradikalova aktivita byla
testovana u 32 vybranych vzorka cervenych a zelenych listd bergénii ze vSech sbérnych

obdobi z let 2011 az 2013.
5.2.1.1. Metoda DPPH

Synteticky radikal DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) patfi mezi nejbéznéji
vyuzivané latky pro stanoveni antiradikélové aktivity pfirodnich slou€enin. Pro tuto metodiku
byla stanovena jeji opakovatelnost vyjadiend jako varia¢ni koeficient (denni: 12,04 %,
mezidenni: 17,34 %) a linearita. Na Obrazku €. 22 je znazornéna zavislost antiradikalové
aktivity (v %) na vzristajici koncentraci standardii (Pycnogenol®, suchy extrakt abigenol,
abigenol rozp. v PEG, kyselina askorbova) a listovych vodnych extrakti B. crassifolia (BCR
1 a 5, P2012). Extrakt BCR 5 z Cervenych listi pfitom vykazoval mnohondsobné vyssi
aktivitu nez vzorek ze zelenych listt BCR 1 a blizil se aktivité kyseliny askorbové. Rozdil
mohl byt zpisoben obsahem antiradikalové aktivnich anthokyanti, které byly u vzorku z
cervenych listh BCR 5 prokdzany. Testované extrakty vykazovaly rozdilné hodnoty
antiradikalové aktivity pii stejné koncentraci (0,5 mg.ml™) jak je patrné z Tabulky &. 8.
Antiradikalova aktivita byla nejvyssi u B. crassifolia a pohybovala se od 20,67 (+ 2,1) do
54,94 (£ 0,4) %. Nasledovana aktivitou B. x ornata (19,61 (+ 0,2) az 39,99 (+ 0,7) %) a B.
ciliata (13,13 (+ 0,8) az 28,83 (= 1,6) %). Vysokou aktivitu B. ciliata a B. crassifolia proti
syntetickému radikalu DPPH uvadgji ve svych vysledcich jiz Uddin a kol. **®, Rajkumar a

kol. ® Pozharitskaya a kol. *® a Bagul a kol. **
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Obrazek ¢. 22: Zavislost stanovené antiradikalové aktivity metodou DPPH na vzristajici
koncentraci standardi a listovych extrakti bergénii: vzorek ¢. BCR 1 (zelené listy, sbér

podzim 2011 a vzorek €. BCR 5 (Cervené listy, sbér podzim 2012).

5.2.1.2. Metoda ABTS

Synteticky radikal ABTS (2,2'-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat) patii
podobné jako DPPH mezi nej€astéji vyuzivané latky pro stanoveni antiradikalové aktivity.
Pro tuto metodiku byla stanovena jeji opakovatelnost vyjadiend jako varia¢ni koeficient
(denni: 10,95 %, mezidenni: 11,75 %) a linearita. Na Obrazku &. 23 je znazornéna zavislost
antiradikalové aktivity (v %) na vzristajici koncentraci standard (Pycnogenol®, suchy
extrakt abigenol, abigenol v PEG, kyselina askorbova) a listovych vodnych extraktti zelenych
(BCR 1) a ¢ervenych listdi (BCR 5) B. crassifolia. Extrakty z bergénii se blizily aktivité
Pycnogenolu. Testované extrakty vykazovaly rozdilné hodnoty antiradikalové aktivity pfi
stejné koncentraci (0,5 mg.ml™Y) jak je patrné z Tabulky & 8. Antiradikalova aktivita byla
nejvyssi u B. crassifolia (12,63 (£ 0,9) az 44,23 (+ 0,7) %), nasledovana B. x ornata (24,12 (=

0,8) az 42,24 (1,2) %) a B. ciliata (4,46 (£ 1,1) az 19,24 (= 1,1) %). Jak vyplyva z literatury,
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lepsi schopnost zhaset ABTS™ radikal (z 30 — 90 %) vykazuji extrakty z oddenk®l bergénif,

konkrétné z B. purpurascens, jak doklada prace Bajracharya a kol. 140)
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Obrazek ¢. 23: Zavislost stanovené antiradikalové aktivity metodou ABTS na vzriistajici
koncentraci standardi a listovych extrakti bergénii: vzorek €. BCR 1 (zelené listy, sbér

podzim 2011 a vzorek €. BCR 5 (Cervené listy, sbér podzim 2012).

5.2.1.3. Metoda NADH

Také pro tuto metodiku byla stanovena jeji opakovatelnost vyjadiend jako variacni koeficient
(denni: 20,66 %, mezidenni: 14,37 %) a linearita. Vzhledem k vysokym odchylkam lze tuto
metodu povazovat za nejméné prikaznou pii stanovovani antiradikdlové aktivity. Na
Obrazku €. 24 je zndzornéna zavislost antiradikélové aktivity NADH (v %) na vzristajici
koncentraci standardd (Pycnogenol®, suchy extrakt abigenol, abigenol rozp. v PEG, kyselina
askorbovd) a listovych vodnych extrakti zelenych (BCR 1) a Cervenych listi (BCR 5) B.
crassifolia. Extrakty z bergénii se blizily aktivit¢ Pycnogenolu s tim, ze extrakt z ¢ervenych
listt BCR 5 opét prokazal vyssi aktivitu (podobné jako u metody DPPH). VSechny testované

extrakty vykazovaly rozdilné hodnoty aktivity pfi stejné koncentraci (0,5 mg.ml™) jak je
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patrné z Tabulky €. 8. NejvysSich hodnot inhibice superoxidového radikalu dosahovaly
extrakty B. crassifolia (26,12 (= 1,5) az 54,21 (= 0,9) %), nasledovany B. x ornata (29,27 (+
1,5) az 36,23 (1,0) %) a B. ciliata (15,95 (+ 1,3) az 35,73 (= 0,3) %). Jak uvadi Mandal a kol.
140 B, ciliata vykazuje silnou antiradikalovou aktivitu a je schopna inhibovat superoxidovy

radikal az ze 48,91 %, o néco méne nez kvercetin (72,67 %).
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Obrazek ¢. 24: Zavislost stanovené antiradikalové aktivity metodou NADH na vzristajici
koncentraci standardi a listovych extraktl bergénii: vzorek €. BCR 1 (zelené listy, sbér

podzim 2011) a vzorek ¢. BCR 5 (Cervené listy, sbér podzim 2012).
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Tabulka ¢&. 8: Antiradikalova aktivita extraktii zelenych a Cervenych listi B. crassifolia, B.

ciliata a B. x ornata, z podzimnich (P) a jarnich (J) sbérG z let 2011 az 2013, stanovena
metodami DPPH, ABTS a NADH (v % + SD). Aktivita extraktl byla porovnavana pii stejné

koncentraci (0,5 mg.ml™). Nejvyssi hodnoty aktivity jsou barevné vyznadeny.

Bl | VamEk Bgrva Termin | Teplota DPPH ABTS NADH
listti sbéru suseni °C % % %
BCR1 | z | P2011 40 288512 | 4242413 | 3248%06
BCR2 | z | P20l1 40 5494404 | 3151+1,1 | 4267=19
BCR3 | z | P2011 50 271719 | 200118 | 4047+12
BCR1 | z | J2012 50 40,66+0,6 | 12,63+09 | 424512
BCR2 | z | J2012 50 350513 | 1896+0,7 | 2612%15
BCR3 | z | J2012 50 282418 | 174712 | 357206
BCR4 | z | J2012 50 3244+19 | 1556+0,9 | 2876%009
_ | BCR1| z |[Paow2 50 5407+0,6 | 22,65+0,1 | 397109
S BCR 2 z P 2012 50 29,83+ 1,7 15,89+ 0,7 37,02+ 1,5
2 [ BcrR2 | ¢ | P2012 50 254719 | 228+14 | 31.21+04
g BCR3 | z | P2012 50 3419+0,9 | 3475+2,1 | 50.87%0.7
BCR3 | ¢ | P2012 50 30,4+ 1,3 1957+ 1,6 | 3614=12
BCR5 | z | P2012 50 4253407 | 27,14+06 | 4427+0,1
BCR5 | ¢ | P2012 50 48,08+0,7 | 4423+07 | 542109
BCR6 | z | P2012 50 2442+1,4 | 2645+07 | 4427%0.1
BCR1 | z | 50 4757404 | 1873+09 | 3423%12
BCR 4 z  [N20I8N 50 2281409 | 2198+1,1 2829+ 1.1
BCR5 | z | 50 20,67+2,1 | 2524+10 | 27.69+09
BCR6 | z | 50 3436+0,7 | 1557408 | 29.89+15
BCLL | z | P20il 40 13,134 0,8 9,45+ 2,1 15,05+ 1,3
BCLL | z | J2012 50 2883+1,6 | 178612 | 27.72%13
g | BCL2 | z | P01 50 222+04 1842+ 1.0 | 357303
S BCL1 z P 2012 50 1692+ 1,4 8,99+ 0,5 25,63+1,9
o | BCL1 g P 2012 50 21,87+ 1,8 4,46+ 1,1 34,17+ 1,2
BCL2 | z 50 250102 | 1924+1,1 | 2302%11
BCL1 | z - 50 172313 | 1245410 | 1876=19
BOR1 | z | P2011 40 1961£02 | 4224+12 | 293118
s | BORL | z | J2012 50 3999407 | 33,13+£15 | 3041+13
€ [ Bor2 | z | 32012 50 32,59+40,9 | 2839+19 | 3623%10
X [ BorR1 | z | P2012 50 2357+ 11 | 33.65+09 | 2927=15
© [BOR1 | & | P2012 | 50 27.03:1,7 | 2902:23 | 349416
BOR1 | z [SUP0ISN 50 36,1217 | 241208 | 29.98+12
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5.2.1.4. Metoda FRAP

Metoda FRAP je vyuzivana k vyjadifeni celkové antioxidacni kapacity a redukc¢nich
schopnosti testované latky. Také pro tuto metodiku byla stanovena jeji opakovatelnost
vyjadiend jako variaéni koeficient (denni: 1,88 %, mezidenni: 6,72 %) a linearita. Vzhledem
k velmi dobré opakovatelnosti je tato metoda nejprikaznéjsi. Na Obrazku ¢&. 25 je
znazornéna zavislost antioxida¢ni aktivity (vyjadiend v mg GAE.lOOg'l) na vzrustajici
koncentraci standardii (Pycnogenol®, suchy extrakt abigenol, abigenol rozp. v PEG, kyselina
askorbovd) a listovych vodnych extraktt zelenych (BCR 1) a cervenych listd (BCR 5) B.
crassifolia. Extrakty z bergénii se blizily aktivit¢ abigenolu a Pycnogenolu. Testované
extrakty vykazovaly rozdilné hodnoty antioxida¢ni aktivity pfi stejné koncentraci (0,5 mg.ml
1) jak je patrné z Tabulky & 9. Nejvyssich hodnot antioxidagni aktivity dosahovaly extrakty
B. crassifolia (4,13 (+ 0,80) az 21,48 (+ 0,24) mg GAE.100g™), nasledovany B. x ornata
(12,46 (£ 0,31) az 15,17 (+ 1,00) mg GAE.100g™) a B. ciliata (5,48 (+ 0,73) az 15,63 (+ 0,21)
mg GAE.100g™).

1 69

Jak uvadi Rajkumar a ko , extrakt ziskany z B. ciliata ma silnou schopnost inhibovat

komplex Fe**/Fe*, srovnateln& jako dibutyl-hydroxy-toluen (BHT). Aggarwal a kol. *?

uvadi ve své studii silnou redukéni silu bergeninu srovnatelnou s komeréné dostupnym

antioxidantem tokoferolem.
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Obrazek €. 25: Zavislost stanovené antioxidacni aktivity metodou FRAP vyjadiené v mg
GAE.100g™ na vzristajici koncentraci standardi a listovych extraktil bergénii: vzorek &. BCR

1 (zelené listy, sbér podzim 2011) a vzorek ¢. BCR 5 (Cervené listy, sbér podzim 2012).
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Tabulka €. 9: Antioxidacni aktivita extraktd zelenych a Cervenych listd B. crassifolia, B.
ciliata a B. x ornata, z podzimnich (P) a jarnich (J) sbéri z let 2011 az 2013, stanovena
metodou FRAP (vyjadfena v mg GAE.100g™ = SD). Aktivita extrakti byla porovnavana pii

stejné koncentraci (0,5 mg.ml'l). Vyssi hodnoty aktivity jsou vyznaceny barevngé.

Druh | Vzorek Bgr\fa Terfnin T? plgta FRAP 1
listd sbéru suSeni °C | mg GAE.100g
BCR 1 z P 2011 40 14,31 £ 0,87
BCR 2 z P 2011 40 12,23 + 0,74
BCR 3 z P 2011 50 14,68 + 0,89
BCR 1 z 32012 50 12,16 = 0,40
BCR 2 z 32012 50 12,43 + 0,47
BCR 3 z 32012 50 10,01 % 0,90
BCR 4 z 32012 50 10,04 + 0,66
. | BCR1 z P 2012 50 13,48 + 0,75
S | BCR2 z P 2012 50 11,32 + 0,07
% | BCR2 | ¢ | P2012 50 1333+ 1,52
2 BCR3 | z | P2012 50 15,92 0,87
BCR 3 g P 2012 50 13,05 + 0,63
BCR5 z P 2012 50 15,63 = 0,36
BCR 5 ¢ P 2012 50 21,48 + 0,24
BCR 6 z P 2012 50 14,17 £ 0,67
BCR 1 z 50 8,44 + 0,12
BCR 4 z 50 6,70 £ 0,16
BCR5 z 50 4,13 +0,80
BCR 6 z 50 8,43+021
BCL 1 z P 2011 40 6,77 0,07
BCL 1 z 32012 50 11,08 + 0,49
s | BCL2 z P 2012 50 15,63 £0,21
= | BCL1 z P 2012 50 10,03 £ 0,70
o BCL 1 g P 2012 50 12,36 + 0,50
BCL 2 z 50 6,17+ 0,74
BCL 1 z - 50 5,48 + 0,73
BOR 1 z P 2011 40 13,43 + 0,81
« | BOR1 z 32012 50 15,17 % 1,00
¢ | BOR2 | z | J2012 50 12,46 + 0,31
< | BOR1| z | P2012 50 14,42 % 0,90
@ | BOR1 8 P 2012 50 13,53+ 0,55
BORL | z [BOISN 50 13,66 + 0,44
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5.2.1.5. Stanoveni zavislosti antiradikalové aktivity na obsahu sekundarnich metabolitu
Mnohé védecké studie uvadéji silnou zavislost mezi obsahem fenolickych latek a

143 -

antiradikdlovou aktivitou. 145, 167, 168) Statisticky vyznamna a pozitivni korelace byla

stanovena mezi vSemi pouzitymi metodami méfeni antiradikalové a antioxidac¢ni aktivity
(DPPH, ABTS, NADH, FRAP) a obsahem sekundarnich metabolitti (arbutinu, polyfenola a
bergeninu). Pro metodu DPPH byla stanovena nejtésnéjsi zavislost mezi antiradikalovou
aktivitou a obsahem celkovych polyfenoli (R® = 0,469, p < 0,05), (Obr. &. 26), nasledovala
zavislost na obsahu bergeninu (R? = 0,350, p < 0,05), (Obr. & 27). Nejmensi zavislost na
aktivité zde vykazoval obsah arbutinu (R? = 0,253, p < 0,05). Naopak u metody ABTS byla
zjisténa nejprukaznéjsi statistickd zavislost mezi zjiSténou aktivitou a obsahem bergeninu (R?
= 0,614, p < 0,05), (Obr. & 29) a arbutinu (R* = 0,602, p < 0,05), (Obr. & 28). Statisticka
zavislost mezi obsahem arbutinu a antiradikdlovou aktivitou byla prokédzéna i metodou
NADH (R? = 0,474, p < 0,05), (Obr. & 30). Také vyssi obsah bergeninu je diivodem vyssi
inhibice superoxidového radikalu, jak ukazuje Obrazek & 31 (R? = 0,387, p < 0,05). Extrakty
bergénii maji schopnost redukovat ze vzorku také komplex F ¢** na Fe?*, jak bylo prokazano
metodou FRAP, kterou se stanovuje celkova antioxida¢ni aktivita. Statisticka zavislost na
antioxida¢ni aktivité byla prikazné pro bergenin (R? = 0,588, p < 0,05), (Obr. &. 33) a arbutin
(R? = 0,470, p < 0,05), (Obr. & 32).

Vysledné hodnoty z méteni antioxidacni aktivity (metodou FRAP) vzorkt zelenych listi BCR
1, BCL 1 a BOR 1, byly porovnany s vysledky ze stanoveni obsahu sekundarnich metabolit.
Sledovéna pfitom byla nejen zéavislost mezi aktivitou a obsahem fenolickych latek, ale také
zéavislost na daném sbérovém obdobi. Z tohoto porovnani vyplynulo, Ze vyS§imu obsahu
sekundarnich metabolitd v podzimnich mésicich odpovida i1 zvySend antioxidacni aktivita.
Nejprukaznéji je to patrné u vzorku B. crassifolia (BCR 1), jak je zobrazeno na Obrazku ¢.

34, méné pak u vzorku B. ciliata (BCL 1) a B. x ornata (BOR 1), (Obr. ¢. 35 a 36).
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Z téchto vysledkl je zfejmé, ze fenolické sekundarni metabolity piimo ovlivituji schopnost
extraktd bergénii eliminovat radikaly. Jiz Rajkumar a kol. ® uvedl statisticky vyznamnou
zavislost mezi celkovym obsahem fenolickych latek u B. ciliata a antiradikalovou aktivitou
proti DPPH a hydroxylovému radikalu (R2 =0,902 a 0,994, p < 0,05).

Z vyse uvedeného statistického porovnani vyslednych hodnot vyplyva, ze antiradikalova
aktivita listovych extraktl bergénii je ovlivnéna, nejen pifitomnosti bergeninu, arbutinu a
polyfenold, ale i dal§imi latkami. Jak stanovil Roselli a kol. *®), vyssi antiradikalovou aktivitu
nez bergenin a arbutin vykazovaly u B. cordifolia slouceniny typu (+)-katechin 3-O-gallat,
(+)-katechin 3,5-di-O-gallat a 1,2,4,6-tetra-O-galloyl-p-D-glukopyranosid. Aktivita mize byt
ovlivnéna i1 dalSimi sekundarnimi metabolity. Pozharitskaya a kol. ) yvadi, ze antiradikalova
aktivita listovych extraktd B. crassifolia je pfimo umérna ptitomnosti fenolickych latek.
Nejvyssi aktivitu pfitom vykazuji kyselina gallova, arbutin, kyselina ellagova a hydrochinon

147) 4 1
1. ¥ uvadi

(kyselina gallova > arbutin > kyselina ellagova > hydrochinon). Také Shilova a ko
zavislost mezi fenolickymi latkami obsazenymi v listovych extraktech B. crassifolia a

antioxidacni aktivitou. Nejvyssi aktivitu pfitom vykazuji hydrochinon, kvercetin a kyselina

gallova.
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Obrazek ¢. 26: Zavislost antiradikalové aktivity stanovené metodou DPPH na obsahu

arbutinu a celkovych polyfenold pro vybrané vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 27: Zavislost antiradikalové aktivity stanovené metodou DPPH na obsahu

bergeninu pro vybrané vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 28: Zavislost antiradikalové aktivity stanovené metodou ABTS na obsahu

arbutinu a celkovych polyfenold pro vybrané vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 29: Zavislost antiradikalové aktivity stanovené metodou ABTS na obsahu

bergeninu pro vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 30: Zavislost antiradikdlové aktivity stanovené metodou NADH na obsahu

arbutinu a celkovych polyfenola pro vybrané vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.

87 B. crassfolia
B. ciliata
P B. x ornata

y =0,1013x +0,5036
R?=0,387

Bergenin (mg.g™)
5

O 1 1 1
0 20 40 60

NADH (%)

Obrazek €. 31: Zavislost antiradikdlové aktivity stanovené metodou NADH na obsahu

bergeninu pro vzorky B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.

82



y = 3,150x - 9,946 -eo— Polyfenoly
. R?=0,470

601 - Arbutin
504 v B. crassfolia
B. ciliata
40- B. x ornata
°
y =0,7602x +22,72

R2=0,213

Polyfenoly, arbutin (mg.g™)
w
S

20-
104 v Yy
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

FRAP (mg GAE.100g™)

Obrazek €. 32: Zavislost antioxidac¢ni aktivity stanovené metodou FRAP na obsahu arbutinu

a celkovych polyfenolt u B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 33: Zavislost antioxidacni aktivity stanovené metodou FRAP na obsahu

bergeninu u B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata.
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Obrazek ¢. 34: Porovnani antioxida¢ni aktivity stanovené metodou FRAP s odpovidajicim
obsahem sekundarnich metabolitd stanovenych u vzorku B. crassifolia BCR 1, ktery byl

odebiran v prabéhu sezén 2011 az 2013 z jedné rostliny (P — podzim, J - jaro).
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Obrazek ¢. 35: Porovnani antioxidac¢ni aktivity stanovené metodou FRAP s odpovidajicim
obsahem sekundarnich metaboliti stanovenych u vzorku B. ciliata BCL 1, ktery byl odebiran

Vv pritbéhu sezén 2011 az 2013 z jedné rostliny (P — podzim, J - jaro).
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Obrazek ¢. 36: Porovnani antioxida¢ni aktivity stanovené metodou FRAP s odpovidajicim
obsahem sekundérnich metaboliti stanovenych u vzorku B. ornata BOR 1, ktery byl odebiran

v prubéhu sezon 2011 az 2013 z jedné rostliny (P — podzim, J - jaro).

5.2.2. Tyrozinazova aktivita

Na zaklad¢ prokazané piitomnosti arbutinu v listech B. crassifolia, B. ciliata a B. x ornata
bylo provedeno stanoveni inhibice enzymu houbové tyrozinazy. K tomuto ucelu byly pouzity
vodné a etanolové extrakty bergénii (vzorky BCR 3, BCL 1, BOR 1; vSe z podzimniho sbéru
2012) v koncentracich 31, 63, 125 a 250 pg.ml™. Jako standard byla pouzita kyselina
citrobnova. Vysledna hodnota tyrozinazové aktivity byla vyjadiena jako inhibi¢ni aktivita
sledované latky v porovnani s kontrolou (kontrola je rovna 1). Vysledky jsou primérem ze tii

az Ctyf stanoveni.

Nejvyssi pokles aktivity houbové tyrozinazy zpusobil v porovnani se standardem kyselinou

citrénovou (0,70 %) nejkoncentrovangjsi etanolovy extrakt B. x ornata (250 ug.ml™; 0,67 (+
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0,11) %). Vyznamné inhibice tyrozinazy dosahl také etanolovy extrakt B. ciliata. Aktivita
tyrozinazy postupné klesala s rostouci koncentraci extraktt, (Tab. & 10). Etanolové extrakty
tii studovanych bergénii vykazovaly velmi podobnou schopnost inhibovat tyrozinazu. Pii
porovnani inhibice enzymu tyrozindzy u Cervenych a zelenych listd B. crassifolia nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil (zelené listy — 0,76 (£ 0,08) %; Cervené listy — 0,77 (*
0,06) %). Z vyslednych hodnot vyplynulo, Ze vyssi inhibice tyrozinazy dosahly etanolové
extrakty (Obr. ¢. 37). Vodné extrakty bergénii (Tab. €. 11) naopak prikaznou tyrozinazovou

aktivitu nevykazovaly (Obr. ¢. 38).

Jak vyplyva z literatury, podobnou inhibici jako arbutin vykazuje také hydrochinon a
kvercetin, latky taktéz piitomné v listovych extraktech bergénii (Tab. ¢. 4). 148, 199) A gkoliv je
arbutin ve vod¢ dobfe rozpustny, hydrochinon a kvercetin jsou latky ve vodég, na rozdil od
etanolu, témét nerozpustné. To mlze byt divodem pro¢ vyssi inhibice aktivity houbové
tyrozinazy dosdhly etanolové extrakty v porovnani svodnymi, u kterych nebyla tato
schopnost prokdzdna. Taktéz nebyla prokazana statistickd zavislost mezi zjiSténymi
hodnotami obsahu arbutinu a inhibici aktivity tyrozinazy. To také nasvédcuje tomu, ze pokles

aktivity tyrozinazy maji na svédomi i dalsi chemické slouceniny.

Tyrozinaza (monofenol monooxygendza) vyuziva molekularniho kysliku k hydroxylaci L-
tyrozinu na o-difenol-3,4-fenylalanin (DOPA) a oxidaci DOPA na dopachinon, ktery je
prekurzorem eumelaninu a feomelaninu. Dopachinon je spontanné preveden na
leukodopachrom, nésledné na dopachrom a po sérii oxidaéné-redukcnich reakei na
monomericky prekurzor 5,6-dihydroxyindol (DHI) a DHI-2-karboxylovou kyselinu
(DHICA). V piipadé, Ze dopachrom nepodléha spontanni dekarboxylaci na DHI, je
enzymaticky pfeveden na DHICA, ktera je pak oxidovéana prostiednictvim TRP 1. DHICA a

151)

DHI nasledné polymerizuji a tvoii eumelanin. ** Studie Tada a kol. odhalila, ze
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v pribé¢hu katalytické pfemény L-tyrozinu na dopachinon jsou produkovany hydroxylové
radikaly. Tyrozindzové inhibitory tak mohou ovlivnit oxidativni zmény v kazi inhibovanim
pravé téchto radikalti. Arbutin ma schopnost inhibovat nejen oxidaci L-DOPA, ale také
hydroxylaci L-tyrozinu, zmirfiuje tak oxidativni stres vyvolany melanogenezi. Navic ma
protizanétlivé Ucinky a zmiriiuje kozni zanét zptisobeny vystavenim pokozky UV radiaci. 15)
Qin a kol. ¥ uvadi rozdilnou aktivitu arbutinu proti monofenol monooxygenaze a difenol
monooxygenaze, ktera katalyzuje oxigenaci monofenolt (tyrozinu) na difenoly a dale oxidaci
difenoll na chinony. Arbutin inhiboval enzymatickou aktivitu monofenoloxygenazy,
difenoldzovou aktivitu houbové tyrozinazy vSak spiSe povzbuzoval. Schopnost arbutinu
inhibovat melanogenezi dokazal s pomoci ex vivo tkanovych kultur koznich bunék i Lim a
kol. ° K dalsim latkam, které maji schopnost inhibovat tyrozindazovou aktivitu patii

aromatické kyseliny ¢i kyselina kojova. 148, 149)
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Tabulka €. 10: Vysledky inhibice aktivity houbové tyrozinazy etanolovych extrakti B.
crassifolia, B. ciliata a B. x ornata a standardu kyseliny citronové (v porovnani s kontrolou,

ktera je rovna 1). Vysledna hodnota je primérem ze 4 stanoveni (TYROI - 04).

Koncentrace | TYRO1 | TYR02 | TYR03 [ TYR04 | Priimér + SEM
em™ | &) (A) (A) (A) (%)
CorR 100 100 | 100 | 100 | 100 | 1,00+000
Standard 125 0,61 0,68 0,89 082 | 075+0,06
(Kyselina 250 0,56 0,75 0,76 072 | 0,70+0,05
citrénova) 300 0,74 0,61 0,53 0,67 0,64 + 0,04
31 0,92 0,77 0,75 1,09 | 0,88+0,08
B. crassifolia 63 0,89 0,85 0,79 099 | 088+0,04
(zelené listy) 125 0,80 0,89 0,74 095 | 084%0,05
250 0,72 0,77 0,58 0,96 | 0,76+0,08
31 1,10 1,04 0,82 1,14 1,03+ 0,07
B. crassifolia 63 1,07 1,07 0,98 0,97 1,02 0,03
(Eervené listy) 125 0,92 1,06 1,00 084 | 095+0,05
250 0,67 0,85 0,65 09 | 077+0,06
31 0,86 0,87 0,65 099 | 084+0,07
o 63 0,82 0,87 0,66 095 | 083+0,06
B. ciliata
125 0,74 0,80 0,65 1,03 | 0,81+0,08
250 0,67 0,72 0,65 1,04 | 0,77+0,09
31 1,02 0,95 0,75 101 | 093+0,06
63 1,00 1,01 0,93 095 | 097+0,02
B.xornata 125 0,86 1,00 | 087 | 087 | 090=0,03
250 0,49 0,71 0,53 095 | 067+0,11
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Tabulka ¢. 11: Vysledky inhibice aktivity houbové tyrozindzy vodnych extrakti B.
crassifolia, B. ciliata a B. x ornata a standardu kyseliny citronové. Vysledna hodnota je

prumérem ze 3 stanoveni (TYRO1 - 03).

Koncentrace | TYROL | TYR02 | TYR03 | Pramér = SEM
(ugm™) | A (A) (A) (%)

(I'f_c’[;‘ggﬁ) 100 100 | 100 | 1,00 1,00+ 0,00
Standard 125 091 | 090 | 088 0,90 0,01
(Kyselina 250 091 | 080 | 082 0,84+ 0,04
citronova) 300 0,84 0,81 0,73 0,79 + 0,03
31 105 | 099 | 099 1,01+ 0,02
B. crassifolia 63 1,04 1,01 0,99 1,01 £0,01
(zelené listy) 125 106 | 103 | 103 1,04 0,01
250 116 | 108 | 1,04 1,09+ 0,03
31 088 | 111 | 114 1,05+ 0,08
B. crassifolia 63 1,01 1,10 1,10 1,07 £0,03
(ervens listy) 125 112 | 114 | 117 114+ 0,01
250 114 | 124 | 122 1.20 0,03
31 107 | 109 | 111 1,09+ 0,01
3 63 112 | 112 | 112 112 £ 0,00
B.ciliata 125 116 | 121 | 1.20 1.19 < 0,01
250 119 | 128 | 124 1.23+ 0,03
31 104 | 111 | 141 1,09+ 0,02
63 104 | 107 | 113 1,08+ 0,03
B.x ornata 125 111 | 114 | 117 1.14 £ 0,02
250 115 | 118 | 123 1.19 + 0,02
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Obrazek ¢. 37: Porovnani poklesu aktivity houbové tyrozinazy u etanolovych extraktd
Z bergénii a standardu kyseliny citronové (v porovnani s kontrolou, ktera je rovna 1). Aktivita

tyrozindzy postupné klesa s rostouci koncentraci extraktli a standardu.

Tyrozinazova aktivita v porovnani
s kontrolou (%)

Kontrola

Kyselina B. crassifolia B. crassifolia B. ciliata B. x ornata
citronova (zelené listy) (Cervené listy)

Koncentrace (ug.ml?)

Obrazek ¢. 38: Stanoveni poklesu tyrozindzové aktivity u vodnych extraktd bergénii a

standardu kyseliny citronové.
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5.2.3. Antiparaziticka aktivita

Larvalni stddium (tetrahyridium) druhu Mesocestoides corti (tasemnice) bylo poprvé
izolovano z jestérek 169 4 po systematickém urCeni a zatazeni bylo pfejmenovano na M.
vogae. 1'% Jedinci M. vogae se rozmnozuji nepohlavné délenim v jatrech a peritonealni duting
riaznych hostitelt (hlodavci, masozravci, ptaci, plazi) a nékdy migruji do plic a ledvin.
Anatomicky se skladaji z tegumentu (povrch téla), parenchymu (pojivova tkam), ptisavek,
svaloviny, nervové a exkrecni soustavy (protonefridie). Nékolik imunocytochemickych studii
odhalilo, Zze larvy maji velmi dobfe vyvinuty nervovy systém s pfitomnymi signalnimi
molekulami, jako jsou acetylcholin, serotonin, neuropeptid F a glutamat. ‘™ " Larvalni
pohyb zajist'uje svalovina skladajici se ze tii vrstev a umoznujici longitudinélni, diagonélni a
cirkularni pohyb. 1) Larvalni stadium M. vogae je experimentalnim modelem pro zjist'ovani

vlivu drog na nervosvalovou aktivitu. *2

V této studii byl sledovan vliv chemicky ¢istych latek obsazenych v listech bergénii (arbutin,
bergenin) a vliv vodnych (BCR 2, P2012) a etanolovych (BOR 1, BCL 2 P2012)
lyofilizovanych extraktti B. crassifolia, B. x ornata a B. ciliata na tvar a motilitu (pohyb)
larev M. vogae Vv anaerobnich podminkach, které jsou ptirozené pro tkanové helminty jako

jsou larvy tasemnic. Cilem bylo prokazat ¢i vyvratit larvicidni ucinek téchto latek.

Morfologické zmény larev byly sledovany pomoci inverzniho mikroskopu po 4 az 24
hodinové a 3 aZ 7 denni inkubaci. Fotodokumentace se nachazi v kapitole Obrazova pftiloha.
Pro porovnani byla pfipravena kontrola s obsazenym médiem bez pfidanych testovanych latek
(Obr. €. 62). IThned po piidani Cistého bergeninu a arbutinu byly patrné okamzité zmény
V pohybu larev. Bergenin zptisobil vyss$i motilitu, nékteré z larev byly schopné d€leni (Obr. €.
63). Motilita larev postupné klesala, ale i po 3 denni inkubaci larev v médiu s obsazenym

bergeninem byl patrny intenzivnéjsi pohyb (Obr. €. 68). Arbutin mél také vliv na vyssi
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motilitu larev, kterd byla zavisla na pouzité koncentraci vzorku a s klesajici koncentraci
klesala (Obr. ¢&. 64). Extrakty bergénii vykazovaly narust motility larev po 5 az 6 hodinach
inkubace. U né¢kterych exemplait larev byl po pfidani testovanych latek do média, pozorovan
nepiirozeny atypicky tvar (Obr. €. 65, 66). Pouze ojedinéle byl zachycen mrtvy jedinec (Obr.
¢. 67). Nepfirozeny zvrasnély povrch larev po 3 denni inkubaci v médiu s arbutinem
zobrazuje Obrazek €. 69. Ackoli se po 7 denni inkubaci zaCaly objevovat v médiu
s arbutinem ¢i bergeninem patologické tvary larev M. vogae (Obr. & 71 - 73), celkové
testované prirodni latky umrtnost larev nezvysily, spiSe naopak povzbudily jejich aktivitu.

Ani extrakty bergénii neprokazaly toxické piisobeni na larvy M. vogae (Obr. €. 70).

Po ukonceni 7 denni kultivace byl stanoven podil mrtvych a zivych larev a urcena latka
S prokazatelné ptiznivym G¢inkem na larvy M. vogae (Tab. €. 12). Arbutin ovlivnil nejvetsi
mérou piezivani larev pii koncentraci 200 pg.ml™ (3,77 %). Z extrakti byl pak nejucinng&jsi
vodny extrakt B. crassifolia v koncentraci 1 mg.ml™ (4,36 %). Prokazateln& pozitivni vliv
testovanych latek na ptezivani larev v porovnani s kontrolou (Cist¢ médium) ukazuje
Obrazek €. 39. Larvicidni G¢inek vodnych a etanolovych extrakti bergénii, ani bergeninu a
arbutinu nebyl prokazan. Naopak tyto latky ptispivaji k vyssi aktivité a zivotaschopnosti larev

M. vogae.
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Tabulka & 12: Uginek inkubace s latkami/extrakty na piezivani larev Mesocestoides vogae
V anaerobnich podminkach v médiu RPMI (objem média 10 ml, doba inkubace 7 dni, 37°C).

Vysvétlivky: B. crassifolia — vodny extrakt; B. x ornata — etanolovy extrakt.

Testovana latka Koncentrace Pocet vSech larev Poceita?;r\tvych Podil v %
Kontrola (médium) - 603 55 9,12
Bergenin 200 pug.ml™ 316 20 6,3
Bergenin 50 ug.ml™ 370 26 7,0
Arbutin 200 pg.ml* 397 15 3,77
Arbutin 100 pg.ml™ 298 27 9,06
Arbutin 50 pg.ml™” 492 46 9,3
B. crassifolia 1 mg.ml'1 298 13 4,36
B. X ornata 1 mg.ml™ 314 21 6,68

Podil mrtvych larev (%)

Obrizek €& 39: Utinek 7 denni inkubace s testovanymi latkami (bergeninu, arbutinu a

extraktd B. crassifolia a B. x ornata) na piezivani larev Mesocestoides vogae v anaerobnich

podminkach.
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5.2.3.1. Test metabolické aktivity

MTT (3-(4,5-Dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid) test slouzi ke stanoveni
aktivity enzymt, které¢ jsou schopny redukovat MTT na fialové zbarveny formazan. Tento
nerozpustny formazan je poté rozpustén v DMSO. Vysledna absorbance roztoku odpovida
indexu metabolické aktivity. Hlavni aplikaci této metody je sledovani viability a proliferace
bun¢k. Vyuziva se vSak také k urCeni cytotoxicity. Cilem tohoto testu bylo stanovit, zda
testované latky stimuluji nebo potlacuji metabolickou aktivitu larev kultivovanych
V anaerobnich i aerobnich podminkach.

Bergenin v koncentraci 200 pg.ml™ a 100 pg.ml™ vykazoval nejvyssi metabolickou aktivitu
Vv anaerobnich podminkach po 4 hodinové inkubaci s larvami M. vogae (Obr. ¢. 41). Po 24
hodinové inkubaci se aktivita vyrazné propadla. Podobny, 1 kdyz ne tak vyrazny, G¢inek na
metabolickou aktivitu larev vykazoval i arbutin v koncentraci 200 pg.ml™ po 24 hodinové
inkubaci (Obr. & 40). V aerobnich, pro larvy nepiirozenych, podminkach byla taktéz
pozorovana zvysena metabolickd aktivita v roztoku bergeninu o koncentraci 200 pg.ml™ a
100 pg.ml™ (Obr. & 43). Tato aktivita se viak po 24 hodinové inkubaci vyrazn& propadla.
Vliv na zvySeni metabolické aktivity mél 1 roztok arbutinu o koncentraci 200 ;,Lg.ml'1 (Obr. ¢&.
42). Index metabolické aktivity se vyrazné zvysil po ptidani listovych extraktd bergénii
k larvam M. vogae v aerobnich podminkach, nejvice u etanolového extraktu B. x ornata (1
mg.ml™). Po 24 hodinové inkubaci se aktivita op&t vyrazng propadla (Obr. & 44).

U vnitinich parazitii se rozvinula fada specifickych fyziologickych funkci nutnych pro zivot
V anaerobnim prostfedi hostitele. Kazdy vnitini parazit pfitom prochazi ur¢itym zivotnim
faktorem pro pfeziti je jejich energeticky metabolismus a schopnost dychaciho fetézce
adaptovat se rozdilnym podminkdm. V takovém systému hraji mitochondrie parazitl rizné

role a jsou schopny se morfologicky ptizplsobit aktudlni potfebé. Pfedchozi studie ukazaly
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vyznam druhého komplexu dychaciho fetézce v energetickém metabolismu paraziti. 153)

Fosfoenolpyruvat karboxykinazo (PEPCK) — sukcinatovad cesta (anaerobni glykolyza)
produkuje ATP v prostfedi se snizenym obsahem kysliku. Prvni polovina této drahy, pfi které
vznikd fosfoenolpyruvat (PEP), probihd podobné jako u savcli. Aerobni metabolismus
zahrnuje pireménu PEP na pyruvat prostfednictvim pyruvat kindzy a rozklad CO; a vody pies
acetyl koenzym A a Krebsuv citratovy cyklus. Naproti tomu u parazitii je CO, vazan na
fosfoenolpyruvat karboxykindzu za vzniku oxalacetatu. Oxalacetat je pfemeénén na malat
(malat dehydrogenazou) a transportovan do mitochondrii, kde je pfeménén na pyruvat a
fumarét. V zédvéreCném kroku této pfemény pak NADH uvolnéné pii vzniku pyruvatu,
redukuje fumarat na sukcinat. Tuto reakci katalyzuje systém NADH-fumarat reduktazy, ktery
zajist'uje anaerobni elektronovy transport v mitochondriich paraziti. 153, 154) A prave sukcinat
je donorem elektronii pfi intraceluldrni redukci MTT na formazan prostfednictvim
mitochondridlni sukcinat dehydrogendzy II. komplexu dychaciho fetézce. %) Tuto reakci
mohou ovlivnit také enzymy katalyzujici preménu NAD(P)H na endoplazmatickém retikulu.
Metoda MTT je zaloZena na schopnosti mitochondridlnich enzymt Zivotaschopnych bunék
transformovat MTT tetrazolium bromid na formazan. ™ Ziskané hodnoty metabolické
aktivity koresponduji s aktualni adaptaci dychaciho fetézce M. vogae na ménici se podminky
prostfedi a odrazeji ptipadny oxidativni stres a toxicitu. Toxicita testovanych latek a listovych
extrakti nebyla MTT testem prokdzana. Naopak doSlo k vyraznému zvySeni metabolické
fetézce. Po delsi inkubaci doslo K vyraznému sniZzeni této aktivity, to mohlo byt zptisobeno
oxidativné-metabolickym stresem. Vliv testovanych pfirodnich latek na metabolismus a
dychaci tfetézec M. vogae je predmétem dalSiho vyzkumu. Cilem studia ptirodnich latek je
najit tu, kterda by byla schopna selektivné blokovat ncktery z enzymi, naruSila tak

metabolismus a zpisobila smrt parazita.
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Obrazek ¢. 40: Vliv riznych koncentraci ¢istého arbutinu na metabolickou aktivitu
(vyjadiend jako index metabolické aktivity V porovndni s neovlivnénymi larvami, kde je index

1) larev Mesocestoides vogae v anaerobnich podminkach.
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Obrazek ¢. 41: Vliv riznych koncentraci €istého bergeninu na metabolickou aktivitu larev

Mesocestoides vogae v anaerobnich podminkach.
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Obrazek ¢. 42: Vliv riznych koncentraci €istého arbutinu na metabolickou aktivitu larev

Mesocestoides vogae v aerobnich podminkach.
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Obrazek ¢. 43: Vliv riznych koncentraci €istého bergeninu na metabolickou aktivitu larev

Mesocestoides vogae v aerobnich podminkach.
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Obrizek & 44: Utinek extraktii bergénii (vodného B. crassifolia; etanolovych B. ciliata a B.

X ornata) na metabolickou aktivitu larev Mesocestoides vogae v acrobnich podminkach.

5.2.3.2. Stanoveni celkovych lipida u larev Mesocestoides vogae

Lipidy maji velky vyznam jako energeticky bohaté rezervni latky. Pfi pfijmu zivin nad
normalni spotiebu se tuky ukladaji a v obdobi nedostatecného piijmu potravy se odbouravaji.
Prvnim krokem je §tépeni tukii lipazami na glycerol a mastné kyseliny. Stépné produkty
lipidii jsou dale metabolizované. Glycerol slouZi k syntéze sacharidii, mastné kyseliny se
odbouréavaji p-oxidaci. Uloha tukii v metabolizmu plochych &ervi je viak stale nejasna.

157 Metabolické studie tak mohou pfinést vyznamna zjiSténi o mechanismu plisobeni

potencialnich antiparazitickych 1éciv.

Stanoveni koncentrace lipidd v larvach M. vogae bylo provedeno v anaerobnich (pfirozenych)
podminkach (Tab. €. 13). Testované Cisté latky arbutin a bergenin v koncentraci 50, 100 a
200 pg.ml™ snizily p¥itomnost lipidd v larvach nejpritkaznéji po 3 denni inkubaci (Obr. &. 46).
Nejméné byla koncentrace lipidi v larvach ovlivnéna po 5 hodinové inkubaci (Obr. €. 45). Po
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7 denni inkubaci koncentrace lipidi opét stoupla (Obr. €. 47). Vliv listovych extrakti B.
crassifolia, B. ciliata a B. x ornata na koncentraci lipidi v bunikach larev byl sledovan po 5
hodinové a 7 denni inkubaci. Nejprikaznéjsi vliv na snizeni koncentrace lipidii mély extrakty
po 5 hodinové inkubaci s larvami (Obr. €. 48). Po 7 denni inkubaci za¢alo mnozstvi lipida

opét stoupat (Obr. €. 49).

K dikazu pritomnosti lipidi v larvach M. vogae byly vyuzity piipravené kryoiezy larev
s modie zvyraznénym chromatinem (jadra bunék) a Cervené¢ zabarvenymi lipidy, vysledny

zaznam z fluorescenéniho mikroskopu je na Obrazku €. 74 a 75 (viz Obrazova piiloha).

Alternativni energetické zdroje jsou pouzivany riznymi druhy tasemnic pro pieziti v

rozdilngch podminkach prostiedi.

Vyuziti mastnych kyselin a fosfolipidi jako
energetického zdroje pro zvyseni produkce ATP, v piipadé nedostatku glukézy u druhu
Spirometra erinacei popsal jiz Fukushima a kol. **® DileZitym regulatorem v metabolismu
lipidii je neurotransmiter serotonin syntetizovany z tryptofanu. Serotonin nejprve indukuje
geny B-oxidace a poté lipidy jeho Gcinek redukuji. Serotonin tak pfimo ovlivituje akumulaci
lipida v perifernich tkéanich. 157.159) Byla také zjisténa jeho pfima spojitost s motilitou larev M.
vogae — se vzrustajici motilitou larev se jeho koncentrace zvySuje, tim navozuje geny -
oxidace. **? B-oxidace je dilezitym zdrojem energie a vede k postupné oxidaci mastnych
kyselin az na acetyl koenzym A. Vyssi aktivita ma za nésledek redukci ptitomnych lipida.
Koncentrace lipida v larvach M. vogae tak ptimo souvisi s jejich viabilitou a motilitou, tedy
S jejich aktualnim energetickym metabolismem. Testované piirodni latky a listové extrakty
bergénii zpiisobily snizeni koncentrace lipida, coz vedlo k jejich vySsi motilité a vzrostla také
jejich metabolickd aktivita. Po nékolikadenni inkubaci vSak koncentrace lipidii poklesla a

s tim souvisel i pokles metabolické aktivity. Na pokles endogennich lipidi muze mit vliv

prokazana antioxidac¢ni aktivita testovanych latek.
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Tabulka ¢ 13: Stanoveni koncentrace lipidd v larvach druhu Mesocestoides vogae po 5

hodinové, 3 denni a 7 denni inhibici.

Vysvétlivky: B. crassifolia — vodny extrakt; B. X ornata, B. ciliata — etanolovy extrakt.

: Koncentrace lipidu (mg.g'l + SD)
Latk: Koncentrace - = .
ata inkubace 5 hodin | inkubace 3 dny inkubace 7 dni
Arbutin 200 ug.ml™* 2,59+0,11 2,38 +0,84 6,80 + 0,54
100 pg.ml™ 6,56 = 0,63 2,86 +0,1 4,25+0,27
50 pg.ml™ 6,56 + 0,36 4,19 £ 0,94 6,05+ 0,44
Bergenin 200 ug.ml'1 4,76 £0,38 5,54 +£0,46 5,50+0,26
100 pg.ml™” 6,42 +0,24 2,21 +0,29 5,36 £ 0,43
50 pg.ml™ 4,93 +0,34 4,20 + 0,47 4,75+ 0,37
B. crassifolia 1 mg.ml'1 4,93 +0,36 - 3,85+0,45
B. X ornata 1 mg.ml'l 5,24+ 0,38 - 6,88 + 0,44
B. ciliata 1 mg.ml'l 5,54 +0,21 - 5,62 £0,33
8
R T -+ = 200 pg.mit
o 6 = 1 100 pg.mi?t
> |
£ 50 pg.mil
£ - +~ [soug
S
= s |
g
=
X
0 . -
Arbutin Bergenin
Koncentrace (ug.ml™?)

Obrazek €. 45: Vliv Cistych latek arbutinu a bergeninu na koncentraci lipidii v buiikach larev

po 5 hodinové inkubaci.
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Obrazek €. 46: Vliv Cistych latek arbutinu a bergeninu na koncentraci lipidii v buiikdch larev

po 3 denni inkubaci.
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Obrazek €. 47: Vliv Cistych latek arbutinu a bergeninu na koncentraci lipidii v buiikdch larev

po 7 denni inkubaci.
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Obrazek €. 48: Vliv listovych extrakti bergénii na koncentraci lipidd v bunikéch larev po 5

hodinové inkubaci. (Vysvétlivky: B. crassifolia — vodny extrakt; B. x ornata, B. ciliata — etanolovy extrakt.)
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Obrazek €. 49: Vliv listovych extrakti bergénii na koncentraci lipidit v bunikach larev po 7

denni inkubaci. (Vysvétlivky: B. crassifolia — vodny extrakt; B. x ornata, B. ciliata — etanolovy extrakt.)
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5.2.4. TImunostimulaéni aktivita

Transmembranovy glykoprotein CD69 je Casny aktivacni antigen, ktery zprostiedkovava
Casné transmembranové signaly. Maximalni exprese dosahuje uz po 18 az 24 hodinach po
stimulaci. CD69 ma velky vyznam v imunitni odpovédi. %)V této studii byl zkoumén vliv
lyofilizovanych listovych etanolovych extrakti bergénii (BCR 2, BCL 2, BOR 1 P2012) na
aktivaci lymfocytd pomoci exprese CD69 metodou pritokové cytometrie. Aktivaci bunék
doslo ke vzristu mnozstvi na n¢ navazanych protilatek. Jejich aktivace pak byla sledovdna
S pomoci vzristajici fluorescenéni intenzity. Extrakty bergénii podstatné stimulovaly expresi
CD69 na lymfocytech v kone&né koncentraci 3,13 a 6,25 mg.ml™. Naopak vy3§i koncentrace
extraktdl 25; 50 a 12,5 mg.ml™ byly pro buiiky toxické a nestimulovaly tak expresi CD69.
Nizké koncentrace (0,2 — 0,8 mg.ml™) byly naopak pro stimulaci exprese CD69 pfili§ slabé
(Obr. ¢&. 51). Hodnoty stimulaénich indext extraktti B. crassifolia (Obr. ¢. 50A) a B. x ornata
(Obr. &. 50B) se vyznamné statisticky nelisily. Nejvyssi aktivace lymfocyti dosahl extrakt B.
X ornata pii koncentraci 6,25 mg.ml™ (Obr. 50B, 51A). Histogramy na Obrazku & 52
zachycuji statisticky vyznamnou stimulaci exprese CD69 na lymfocytech pomoci listovych
extraktd bergénii v koncentracich 1,56 — 6,25 mg.ml™, v porovnani se slepym vzorkem (X-

vivo médium) a pozitivni kontrolou (PHA).

Jak vyplyva z literatury, neexistuje prozatim zadné studie, kterd by porovnavala vliv extrakta
bergénii na aktivaci lymfocytt. Jak uvadi Popov a kol. 57, prokazatelny imunostimula¢ni
ucinek a fagocytickou aktivitu vykazuje polysacharid izolovany =z listd B. crassifolia
bergenan. V praci Nazir a kol. ) byl prokazan imunomodula¢ni uc¢inek bergeninu a
norbergeninu na TH1 (zanétové TH bunky schopné piimé aktivity) a TH2 (aktivace B-

lymfocytll) lymfocyty.
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Obrazek & 50: Utinek extrakth bergénii o konec¢né koncentraci 1,56 — 6,25 mg.ml'l B.
crassifolia (A), B. x ornata (B) a B. ciliata (C) na aktivaci lymfocytd odpovidajici expresi
CD69. Z divodu eliminace variability darci jsou vysledné hodnoty vyjadieny pomoci
stimulacnich indexi (%). Jako pozitivni kontrola byl pouzit phytohemaglutinin (PHA).
Hodnoty jsou prumérem ze tii experimenti £ SD. Lymfocyty byly identifikovany na zakladé
pifimého rozptylu (FS) a bocniho rozptylu (SS). Aktivované bunky (lymfocyty) byly

identifikovany v cirkularnim gatu (D).

104




I

30 30
% 20 x 20
= 2
g 10 £ 10
by b7y
0,2 0,4 0,8 6,25 0,01 0,2
Koncentrace (mg.ml™)
[ B. x ornata PHA
C
1000
800+
% 600 w
I=ERY, S
‘6 — A
>Q 2004
lymfo
200 {
O T L4 T T L
0 200 400 600 800 1000
SS

Intenzita signalu

n_n

Koncentrace (mg.ml™)

6,25

[ B.dliata PHA

0,01

Obriazek & 51: Utinek extraktd bergénii o kone¢né koncentraci 0,2 — 6,25 mg.ml'l B. x

ornata (A) a B. ciliata (B) na aktivaci lymfocytti odpovidajici expresi CD69. Z duvodu

eliminace variability darcii jsou vysledné hodnoty vyjadieny pomoci stimula¢nich indext (%).

Jako pozitivni kontrola byl pouzit phytohemaglutinin (PHA). Hodnoty jsou primérem ze tii

experimentti = SD. Lymfocyty byly identifikovany na zakladé piimého rozptylu (FS) a

boc¢niho rozptylu (SS). Aktivované buniky (lymfocyty) byly identifikovany v cirkularnim gatu

(C).
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Obrazek €. 52: Zavislost aktivace lymfocytli na koncentraci etanolovych extraktti bergénii
(1,56 — 6,25 mg.ml™Y). Histogramy zachycuji expresi CD69 (%) na povrchu lymfocyti

V porovnani s pozitivni kontrolou (PHA), slepym vzorkem (X-vivo médium) a DMSO.
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5.2.5. Antiagregacni aktivita

Antiagregacni aktivita byla sledovana u chemicky cistych latek bergeninu a arbutinu a u
etanolovych (BCR 2 J2012, BOR 1 J2013, BCL 2 P2012) a vodnych (BOR 1 P2012)
lyofilizovanych extrakti bergénii (B. crassifolia, B. X ornata a B. ciliata). Pro porovnani miry
inhibice agregace slouzila jako standard kyselina acetylsalicylovd (ASA). Na Obrazku ¢. 53
je zobrazeno porovnani miry maximalni inhibice agregace u vSech testovanych vzorkl ve
srovnani se standardem pii stejné koncentraci. Arbutin a etanolové extrakty bergénii
nezpusobily signifikantni snizeni agregace trombocytl. Bergenin byl schopen inhibovat
agregaci trombocytli na 41,64 (£ 0,97) %, pii finalni koncentraci 200 uM. Z extraktl byl
nejucinngj§i vodny lyofilizovany extrakt B. X ornata, ktery signifikantné snizil agregaci
trombocytl na 28,53 (+ 0,96) %. Byl analogicky u¢inny s kyselinou acetylsalicylovou (24,17
+ 1,02 %). Zavislost inhibice agregace na vzrlstajici koncentraci (uM) kyseliny
acetylsalicylové a bergeninu zobrazuje Obrazek €. 54 a 55. Zavislost miry inhibice agregace
krevnich desti¢ek na koncentraci vodného extraktu B. x ornata zobrazuje Obrazek €. 56.
Schopnost bergeninu inhibovat agregaci trombocytli indukovanou kyselinou arachidonovou
uvadi jiz Alkadi a kol. 160 Bergenin pfitom inhiboval agregaci trombocytt na 27,2 (+ 0,56) az
75,3 (+ 0,7) %. Jak udavé Lee a kol. **V) derivat bergeninu 11-0-(4"-O-metylgalloyl)-bergenin
je schopen inhibovat agregaci trombocytli jeSté¢ siln€ji neZz kyselina acetylsalicylova.
Antiagrega¢ni schopnosti vykazuji také ostatni latky vyskytujici se v bergéniich jako je

kyselina gallova nebo metyl gallat. 162)
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Obrazek ¢. 53: Porovnani maximalni inhibice agregace (%) testovanych vzorku s Kyselinou
acetylsalicylovou (ASA). V porovnani jsou zahrnuty chemicky Cisté latky bergenin a arbutin,
z extraktl bergénii pak etanolové (E) a vodné (V) roztoky B. crassifolia, B. x ornata a B.

ciliata. Inhibice agregace byla stanovena pomoci porovnani plochy pod k#ivkou AUC.
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Obrazek ¢. 54: Zavislost inhibice agregace trombocyti na koncentraci Kkyseliny

acetylsalicylové (%).
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Obrazek ¢. 55: Zavislost inhibice agregace trombocytti na koncentraci bergeninu (%).
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Obrazek ¢&. 56: Zavislost inhibice agregace na koncentraci vodného extraktu B. x ornata (%).
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5.2.6. Stanoveni inhibice COX-1

Pro in vitro stanoveni schopnosti inhibice cyklooxygenazy COX-1 a prokazani mozného

ktery prokazal nejvyss$i schopnost inhibovat trombocyty (antiagregacni aktivitu) v in vitro

studii za pouziti AA jako induktoru agregace.

Extrakt B. x. ornata prokazal schopnost inhibovat tvorbu PGH,. Byla uréena zavislost
inhibice tvorby PGH, na finalni koncentraci extraktu (1 — 100 uM), vyjadiena jako
procentudlni inhibice PGH; (%), viz Obrazek €. 57. Vodny extrakt B. x ornata inhiboval

tvorbu PGH; pfi finalni maximalni koncentraci 100 uM na 60,68 (= 1,05) %.

s biosyntézou prostaglandind. Dle prace Nunomura a kol. ™ byl testovan v in vitro studii
inhibi¢ni u¢inek bergeninu ziskaného z Endopleura uchi proti enzymu COX-1. Bergenin zde

vSak nevykazoval Zadny inhibi¢ni Gi€inek na tvorbu PGHj.
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Obrazek ¢. 57: Zavislost inhibice tvorby PGH; na finalni koncentraci vodného extraktu B. X
ornata (%).
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5.3. Celkové shrnuti

Bergénie jsou jedny z nejvice vyuzivanych rostlin v tradi¢ni Cinské a indické medicing.
sekundarnich metabolitd ve tfech taxonech rostlin rodu Bergenia - Bergenia crassifolia (L.)
Fritsch, Bergenia ciliata (Haw.) Sternb. a Bergenia X ornata Stein. v zavislosti na jejich
biologickych aktivitach. Hybrid rostliny B. X ornata byl vibec poprvé hodnocen na obsah
fenolickych latek a biologickou aktivitu. Sledovédna byla nejen zavislost sekundarnich
metabolitl na biologické aktivité, ale také zavislost mezi jejich obsahem a aktudlnimi

klimatickymi podminkami.

V extraktech zelenych a Cervenych listi bergénii byl stanoven obsah arbutinu, celkovych
polyfenolti, bergeninu a anthokyant v susiné. Nejvyssi obsah fenolického glykosidu arbutinu
byl stanoven v listech druhu B. crassifolia (58,85 + 0,71 mg.g™') a B. x ornata (51,04 + 1,21
mg.g™). Vysledné hodnoty byly o néco niZ§i, neZ zmifuji literarni zdroje. Arok a kol. ** a

I 45)

Pozharitskaya a ko udavaji obsah arbutinu v listech B. crassifolia v rozmezi 69,6 az 98,3

mg.g™. Ze ziskanych vysledki vyplynulo, Ze obsah arbutinu v prib&hu roku kolisa. Na jafe je

cv v

roku zaznamenal v listech Arctostaphylos uva-ursi jiz Parejo a kol. ¥, (viz kapitola 5.1.1.).

Nejvyssi obsah celkovych polyfenoli byl stanoven u druhti B. x ornata (49,36 + 1,31 mg.g™)
a B. crassifolia (48,74 + 1,14 mg.g™). Vyslednd mnozstvi polyfenoli u B. crassifolia
odpovidaji vysledkim Arok a kol. *, (viz kapitola 5.1.2.). Statisticky nejvyssi obsah
bergeninu byl stanoven v listech B. x ornata (6,23 + 0,09 mg.g™). Podobné mnozstvi
bergeninu stanovil v listech B. crassifolia i Boros a kol. *2, (viz kapitola 5.1.3.). Obsah

polyfenolti a bergeninu byl podobné jako u arbutinu nejvyssi u vzorkd listd sbiranych na
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podzim. Jak bylo prokazano korela¢nimi analyzami, obsah sekundarnich metabolita je zavisly

na aktudlnich klimatickych podminkach, pfedevsim na vlhkosti a ithrnu srazek.

Statisticky vyznamné a pozitivni korelace byly stanoveny mezi obsahem fenolickych latek a
vysledky z méfeni antiradikalové a antioxidacni aktivity (pomoci metod DPPH, ABTS,
NADH a FRAP). Vyssimu obsahu arbutinu, polyfenolt a bergeninu v podzimnich meésicich
odpovidala zvySena antioxidacni aktivita. 174, 179) Nejprukaznéji to bylo patrné u druhu B.
crassifolia. Z téchto vysledku je ziejmé, ze fenolické sekundarni metabolity pfimo ovliviiuji
antioxida¢ni a antiradikalovou aktivitu, (viz kapitola 5.2.1.5.). K vyssi aktivité ptispivaji také
anthokyany, obsaZené v ¢ervenych podzimnich listech bergénii. Jejich obsah v bergéniich se
pohybuje od 5,41 (+ 0,06) do 8,30 (£ 0,08) mg C3G.g'1. Jak ukazalo porovnani antiradikalové
aktivity (stanovené metodami DPPH a NADH) extrakti bergénii a standardi, extrakty
z cervenych listd vykazovaly mnohondsobné vyssi aktivitu v porovnani s extrakty ze zelenych
listi. U metody DPPH se pfitom tyto extrakty blizily aktivité kyseliny askorbové, (viz

kapitola 5.2.1.1.).

Na zaklad¢€ prokdzané ptitomnosti arbutinu v listech bergénii, byla sledovdna schopnost jejich
extraktil inhibovat enzym houbové tyrozinazy. Inhibi¢ni aktivita tyrozinazy byla prokazana u
etanolovych extraktil, a to predev§im u extraktu B. X ornata a B. ciliata. Korela¢ni zavislost
mezi obsahem arbutinu a inhibici aktivity tyrozinazy vSak nebyla prokézana. To nasvédcuje
tomu, Ze pokles aktivity tyrozindzy maji na svédomi i dal§i chemické latky. Jak uvadi
literatura, podobnou inhibici jako arbutin vykazuje i jeho aglykon hydrochinon a flavonoid

kvercetin. 2439 (viz kapitola 5.2.2.).

Pfi testovani antiparazitické aktivity byl sledovan vliv arbutinu, bergeninu a vodnych a
etanolovych extraktti bergénii na tvar a motilitu larev tasemnic druhu Mesocestoides vogae.

Larvicidni ucinek téchto latek vSak nebyl prokézan. Testované piirodni latky naopak iimrtnost
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larev potlacily (v porovnani s kontrolou) a povzbudily jejich aktivitu. Pozitivni vliv na
metabolismus a zivotaschopnost larev mél predevsim arbutin (v koncentraci 200 ug.ml‘l) a
extrakt zelenych listi B. crassifolia. Sledovan byl také vztah mezi metabolickou aktivitou a
obsahem celkovych lipidii v larvach. Ziskané hodnoty metabolické aktivity koresponduji
s aktualni adaptaci dychaciho fetézce M. vogae na ménici se podminky prostfedi. Nejvyssi
metabolickou aktivitu pfitom vykazoval bergenin (v koncentracich 100 a 200 ug.ml‘l) a
extrakt B. x ornata. Také koncentrace lipidi v larvach pfimo souvisi s jejich viabilitou a
jejich metabolickou aktivitu. Na pokles endogennich lipidi a zvySeni metabolické aktivity
muze mit vliv antioxida¢ni aktivita testovanych latek, (viz kapitola 5.2.3.). Extrakt B.
crassifolia, ktery ze vSech testovanych extraktd, nejvice povzbudil motilitu larev, byl také
antioxida¢né nejaktivnéj$i u vSech metod stanoveni antiradikdlové a antioxidaéni aktivity.
Prozatim neexistuje z4dnd studie, kterd by se zabyvala antiparazitickou aktivitou extrakt
bergénii proti druhu M. vogae a zaroven sledovala vztah mezi metabolickou aktivitou a

obsahem celkovych lipidd.

Pfi vyzkumu imunostimulaéni aktivity byl zkouman vliv etanolovych extraktii bergénii na
aktivaci lymfocyti. Extrakty bergénii podstatné stimulovaly expresi CD69 na lymfocytech
v koncentracich 3,13 a 6,25 mg.ml™. Jak vyplyva z literatury vliv na imunostimulaéni aktivitu
muZze mit pfedev§im obsah bergeninu v extraktech bergénii. ™ (viz kapitola 5.2.4.). Prozatim

vsak nebyla prokazana schopnost extraktd riznych druhti bergénii aktivovat lymfocyty.

Antiagregacni aktivita byla sledovana u bergeninu, arbutinu a vodnych a etanolovych extraktt
listh bergénii. Bergenin byl schopen inhibovat agregaci trombocytl na 41,64 £ 0,97 %.
Z extraktl byl nejucinnéjsi vodny lyofilizovany extrakt B. X ornata, ktery signifikantn¢ snizil

agregaci trombocytti na 28,53 + 0,96 % a byl analogicky ucinny se standardem kyselinou
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acetylsalicylovou (24,17 + 1,02 %). Jak uvad¢ji nékteré literarni zdroje, za antiagregacni
ucinek extraktu B. X ornata mohou byt zodpovédné latky jako je bergenin, kyselina gallova ¢i

161 162) " (viz kapitola 5.2.5.). Toto by odpovidalo i nejvyssi prokazané

metyl gallat.
antiagregacni aktivité extraktu listi B. X ornata, sbiranych na podzim, kdy obsah téchto latek
vyrazné stoupa. Stejny extrakt byl uc¢inny i pii stanoveni inhibice cyklooxygenazy (COX-1).

Extrakt B. x ornata prokazal schopnost inhibovat tvorbu prostaglandinu PGH; na 60,68 + 1,05

%, (viz kapitola 5.2.6.).

6. ZAVER

Pro studium obsahovych latek a biologickych aktivit byly vybrany tfi taxony rostlin rodu
Bergenia — Bergenia crassifolia, B. ciliata a hybrid ziskany jejich k¥izenim B. X ornata. Tyto
rostliny jsou hojné vyuzivany v terapii riznych onemocnéni a jsou diilezitou soucasti tradi¢ni

mediciny asijskych zemi. Maji tak velky potencial pro jejich terapeutické vyuziti.

Dil¢i cile této prace byly nasledujici:

e Byla provedena rozsahla reSerSe literatury tykajici se obsahovych latek, biologickych
aktivit a tradi¢niho vyuziti rostlin rodu Bergenia. Tato zjisténi byla dilezitd pro
vybér vhodnych metod pro testovani biologické aktivity.

e V extraktech zelenych a cCervenych listh bergénii byl stanoven obsah arbutinu,
celkovych polyfenolii, bergeninu a anthokyanii. Obsah jednotlivych sekundéarnich
u B. ciliata. Obsah fenolickych latek ptitom v prubéhu roku kolisal. Nejvyssi obsahy

arbutinu, polyfenolil a bergeninu byly zjistény u listd sbiranych na podzim.
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Prokazana byla zavislost obsahu fenolickych latek na klimatickych podminkach
(pfedevsim na vlhkosti a thrnu srazek).

Ze stanoveni antioxidani a antiradikalové aktivity vyplynulo, Ze sekundarni
fenolické metabolity pifimo ovliviiuji schopnost extraktli bergénii eliminovat volné
radikaly.

Etanolové extrakty bergénii prokazaly schopnost inhibovat aktivitu houbové
tyrozinazy. Korelacni zévislost mezi obsahem arbutinu a inhibici aktivity tyrozinazy
vSak nebyla prokazana. Na pokles aktivity tyrozinazy tak maji vliv i dalsi chemické
slouceniny obsazené v listech bergénii.

Pii studiu antiparazitické aktivity exktrakt bergénii nebyl prokazén jejich larvicidni
ucinek proti larvam druhu Mesocestoides vogae. Testované piirodni latky naopak
umrtnost larev potlacily a povzbudily jejich metabolickou aktivitu. Cilem tohoto
vyzkumu bylo 1épe porozumét metabolickym pochodiim vnitinich paraziti.

Studiem imunostimulacni aktivity extraktl bergénii byla prok4dzdna vyrazna
stimulace exprese CD69 na lymfocytech. Neju¢ingji piitom aktivoval lymfocyty
extrakt B. x ornata v koncentracich 3,13 a 6,25 mg.ml'l.

Antiagregacni aktivita byla prokazana u bergeninu a extraktu B. X ornata, ktery
signifikantn¢ snizil agregaci trombocytti. Tento extrakt byl G¢inny i pfi stanoveni
schopnosti inhibovat tvorbu prostaglandinu PGH,.

Nejvyssi potencial pro 1é¢ebné vyuziti maji ze vSech tii taxonl testovanych bergénii
druhy B. crassifolia a B. x ornata. Ob¢ rostliny obsahuji velmi podobna mnozstvi
stanovovanych sekundarnich metabolitii. Zatimco B. crassifolia prokazala nejvyssi
antioxida¢ni a antiradikdlovou aktivitu, B. X ornata byla nejicingj$i pii studiu

imunostimulacni a antiagregacni aktivity a pfi stanoveni inhibice COX-1.
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7. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

AA — kyselina arachidonova

ABTS - 2,2"-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
ASA — kyselina acetylsalicylova

BCL — Bergenia ciliata (Haw.) Sternb.

BCR - Bergenia crassifolia (L.) Fritsch

BOR — Bergenia x ornata Stein.

CD69 — transmembranovy glykoprotein

COX (1, 2) — cyklooxygenaza

C3G - kyanidin-3-O-glukosid

DHI - 5,6-dihydroxyindol

DHICA — DHI-2-karboxylova kyselina

DMSO - dimetylsulfoxid

DOPA - o-difenol-3,4-fenylalanin

DPPH - 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
FRAP — ferric reducing antioxidant power

GAE — ekvivalent kyseliny gallové

MTT — 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
NADH - B-nikotinamid adenin dinukleotid

NBT — nitrotetrazoliova modf

PEG - polyetylenglykol

PEP — fosfoenolpyruvat

PBS — phosphate buffer saline

PGH, — prostaglandin

PHA — phytohemaglutinin

PMS — 5-metylfenazinium-metyl-sulfat
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8. OBRAZOVA PRILOHA

Obrazek ¢. 58: B. crassifolia, B. x ornata a B. ciliata vypéstované na zahradé¢ Zahradnické fakulty
Mendelovy Univerzity v Lednici. Rostliny byly vysazeny vroce 2005. Kazda rostlina je ptesné
oznacena popisnym Stitkem.

Obrazek €. 59: Podzimni do ¢ervena zbarvené listy B. crassifolia.
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Obrazek ¢. 61: Detail kvétu Bergenia crassifolia.
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Obrazek €. 62: Pfirozeny tvar larev M. vogae v médiu bez ptidanych testovanych latek na
antiparazitickou aktivitu (kontrola), po 4 hodinové inkubaci pii 37°C v anaerobnich podminkach
(zvétseni 400x).

Obrazek €. 63: Larva M. vogae zachycena pii déleni v médiu s pfidanym bergeninem v koncentraci
200 pg.ml™, po 4 hodinové inkubaci (zvétseni 400x).
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Obrizek &. 64: Vitalni larvy M. vogae v médiu s pfidanym arbutinem v koncentraci 200 pg.ml™, po
4 hodinové inkubaci. Neni zde patrna zadna zmeéna prirozeného pohybu larev (zvétseni 400x).

Obrazek €. 65: Netypicky zvrasnély povrch téla larev M. vogae v médiu s pfidanym extraktem B.
crassifolia po 4 hodinové inkubaci (zvétseni 400x).
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Obrazek €. 66: Nepiirozeny tvar larev M. vogae Vv prostiedi média s pfidanym extraktem B. ciliata,
po 4 hodinové inkubaci (zvétSeni 400x).

Obrazek €. 67: Mrtvy jedinec M. vogae v prostiedi média s extraktem B. crassifolia, po 4 hodinové
inkubaci (zvétseni 400x).
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Obriazek ¢&. 68: Larvy M. vogae v médiu s ptidanym bergeninem v koncentraci 200 pg.ml™. U larev
je viditelny nervovy aparat. Larvy po 3 denni inkubaci stale vykazovaly zvySenou motilitu (zvétSeni
400x).

Obrizek & 69: Larvy M. vogae v médiu s pridanym arbutinem v koncentraci 100 pg.ml™, po 3 denni
inkubaci. Larvy maji nepfirozené zvrasnély povrch (zvétSeni 400x).
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Obrazek ¢. 70: Ptirozené se pohybujici larvy M. vogae v médiu s pfidanym extraktem B. crassifolia
po 3 denni inkubaci. Neni zde patrny toxicky vliv testovanych latek na metabolismus larev (zvétSeni
400x).

) - i

e ) W

Obrazek ¢. 71: Patologicky tvar larvy M. vogae v médiu s ptidanym arbutinem v koncentraci 200
pg.ml™ po 7 denni inkubaci (zvétseni 400x).
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Obrizek & 72: Patologicky tvar larvy M. vogae v médiu s bergeninem v koncentraci 200 pg.ml™ po
7 denni inkubaci (zvétSeni 400x).

Obrazek ¢. 73: Patologicky tvar larvy M. vogae v médiu s ptidanym arbutinem v koncentraci 200
pg.ml™ po 7 denni inkubaci (zvétseni 400x).
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Obrazek €. 74: Zaznam z fluorescencniho mikroskopu. K dikazu ptitomnosti lipidi v larvach M.
vogae byly vyuzity kryotezy larev S modie zvyraznénym chromatinem (jadra bunck) a Cervené
zabarvenymi lipidy (zvétSeni 1 000x).

Obrazek €. 75: Zaznam z fluorescencniho mikroskopu. K obarveni preparatu slouzila barviva DAPI -

v 71 .
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