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Abstrakt

Bakalaiska prace byla zamétend na studium bunécnych kultur, pfedev§im na zavedeni
technik kultivace lidskych bungk in vitro a optimalizaci jejich vyuziti v testech cytotoxicity.
Pozornost byla zaméfena prevazné na ptirodni latky a liposomy s jejich obsahem, které jsou
vhodné k vyuziti do kosmetickych pripravki.

V teoretické Casti byla zpracovana literarni reSerSe zaméiend na rozdéleni bunécnych
kultur, vhodné kultiva¢ni podminky pro in vitro testovani a ptehled cytotoxickych testi.

V ramci experimentdlni casti prace byly charakterizovany piirodni extrakty s
antimikrobialnim G¢inkem z hlediska obsahu polyfenolii, flavonoidii a antioxida¢ni aktivity.
Déle byly tyto extrakty enkapsulovany do liposomt. Stanovena byla enkapsula¢ni u¢innost,
distribuce velikosti ¢astic metodou dynamického rozptylu svétla a stabilita ptipravenych
castic. Také byla sledovana jeji dlouhodoba stabilita ve vodném prostiedi a v prosttedi gelu.
Soucasti prace bylo téz studium kultivace bunééné kultury lidskych keratinocytli a piiprava
téchto bun€k pro testovani cytotoxicity vybranych ptirodnich latek a liposomti metodou MTT.

Abstract

This thesis is aimed on study of cell cultures, primarily on introduction of techniques for
cultivation of human cells and optimization of their usage in cytotoxicity tests. The thesis is
aimed preferably on natural substances and liposomes that are suitable to be used in
cosmetics. Theoretical part contains literature review focused on overview of cell cultures,
appropriate cultivation conditions for in vitro testing and summary of cytotoxicity tests.
Experimental part contains characteristics of natural extracts with antimicrobial effect in
terms of content of polyphenols, flavonoids and antioxidant activity.

Further, these extracts were encapsulated into the liposomes. Encapsulation effectivity was
determined. Distribution of particles size by dynamic light scattering and finally also stability
of prepared particles were also determined. Long-term stability in water and gel environment
was tested too. This thesis also contains study of optimization of cell culture of human skin
keratinocytes cultivation and use of those cells for testing cytotoxicity of selected natural
substances by MTT method.

Klic¢ova slova
Bunééné kultury, bylinné extrakty, liposomy, antimikrobialni latky, Kkeratinocyty,
cytotoxické testy, MTT

Keywords
Cell cultures , herbal extracts, liposomes , antimicrobials, keratinocytes, cytotoxic assays ,
MTT
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1 UVOD

Hlavni naplni této prace je vyuziti bunéénych kultur k testovani cytotoxicity ptirodnich
extraktll a pripravenych liposomt s jejich obsahem. Vybrany byly ptirodni latky, které jsou
vhodné jak svou vini, tak svymi blahodarnymi u¢inky do kosmetickych ptipravkda.

Hlavni komponentou v kosmetickych ptipravcich je pfedevsim obsah antioxidacnich latek,
coz jsou latky, které zachytavaji volné radikaly a zabranuji tak poskozeni bunéénych kultur a
naslednému starnuti kiize. Bylinky, které obsahuji tyto aktivni latky, jsou naptiklad skofice,
echinacea, ¢erny bez, rozmaryn ¢i zazvor. Z vonnych ptirodnich latek byla vybrana levandule
¢1 hiebicek, jejichZ G€¢innymi latkami jsou silice, které maji zklidiiujici U€inky a pomahaji
naptiklad pii bolestech hlavy a vyuzivaji se téZ k aromaterapii. DalSimi uziteCnymi G¢inky
prirodnich latek je schopnost prokrvovani pokozky a hojeni ran, které byly objeveny u
matefidousky, jitrocele a Salvéje.

PtfedloZend prace se zaméfuje na charakterizaci téchto ptirodnich latek a moznosti jejich
enkapsulace do liposomt. Liposomy jsou uméle vytvofené cCastice, které napomahaji
Kk transportu a pozvolnému uvoliovani aktivnich latek do ktze ¢i sliznice. A mohou byt tudiz
pouzity nejen jako soucast kosmetickych piipravka, ale také v potravinaistvi.

Vsechny nové latky ¢i materidly, které se zavadi do lidského organismu, musi byt nejprve
testovany na toxicitu pro buinky a tkén€. S pfichodem liposomii a dalSich nanocCastic a
nanomaterialii je tak nutné testovani i téchto Castic. Proto i v ptipadé pfirodnich extrakta
enkapsulovanych do liposomi bylo nutné zavedeni testi k hodnoceni bezpecnosti pro lidské
zdravi. K testovani bezpecnosti jsou idealni metody in vitro, protoze vytvareji
reprodukovatelné vysledky rychle a levné bez pouziti zivych zvifat.

Vyvoj a vyzkum v testovani cytotoxicity na bunécénych kulturach se v posledni dobé velmi
rozs8ifil. Testovani je nyni nedilnou soucasti jak pro farmaceutické spoleCnosti, tak pro
kosmetologické firmy, kdy je zapotiebi provétit bezpecnost jejich produkti pred uvedenim na
trh. Vyuziti bunéénych kultur ma své vyhody pfevazné v moznosti ve vétsi mife testovat vice
vzorkli. MUZeme pracovat s charakteristickym bunéénym typem, provadet experimenty bez
etickych problémd. Na druhou stranu se musi brat v potaz, ze se kultivované bunky péstuji
v uméle vytvofeném prostredi, diky kterému se mizou vysledky miry toxicity mirné lisit. Je
zapotiebi citlivé zachdzeni s bunkami ve specialnich laboratofich za sterilnich podminek a za
stalého dozoru. Proto této problematice byla v bakalafské praci vénovana zvySena pozornost.

Vyvojem se rozsifilo velké mnozstvi riznych metod a technik k testovani cytotoxicity na
buné¢nych kulturach, kdy se napiiklad vyuziva kolorimetrickych metod. Za pouziti vhodného
barviva lze testovat poSkozeni bunék, napiiklad s vyuzitim trypanové modfi, ktera prostupuje
jen do bungk s narusenou kozni membranou nebo pomoci neutralni ¢erveni, ktera se hromadi
v lysozomech jen zivych bunék. VétSina testti je velmi rychla a nenaro¢na, kdy se snadno
rozpoznaji Zivé buniky od téch nezivych. V praci byla vybrana jedna kolorimetrickd metoda
pro experimentalni ¢ast, a to tzv. MTT test, kdy je zluty roztok MTT (3-[4, 5-dimethyl-2-
thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium) redukovan v Zivych bunkach na fialovou srazeninu
formazanu, ktery je pak spektrofotometricky vyhodnocovan.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Testovani cytotoxicity in vitro

Pojem in vitro znamena v prekladu do ¢estiny mimo lidské télo, tedy ve skle. Jde o testy,
které jsou provadény ve zkumavkach, na sklicku ¢i Petriho misce ve vhodném prostiedi
Vv laboratofich. Vyuzivaji se k tomu tkanové kultury ¢i bunééné linie. Testovanim cytotoxicity
se stanovuji u¢inky chemickych a toxickych latek na buikach. Cytotoxicitou se rozumi
schopnost bunék nebo chemickych latek nicit jiné bunky [1].

2.1.1 Toxicita

Vsechny latky ¢i materidly, které se zavadi do lidského organismu, musi byt testovany na
toxicitu pro buiiky a tkan¢. Toxicitou rozumime miru vlivu, jakym ptlisobi jedovaté latky na
zivy organismus. Védecky obor zabyvajici se témito vlivy, jejich pfi¢inami a dusledky je
znamy jako toxikologie. Tkanové kultury se vyuzivaji pro hodnoceni toxicity akutni, ne
chronické. Pro akutni toxicitu latek je pfevdzné rozhodujici mnozstvi pisobici latky na
konkrétni ¢ast v téle [2]. Cituje se znama fraze ,, Vsechny véci jsou jedy...jen davka urcuje

¢

jed.
2.2 Tkanové a bunééné kultury

Tkanové kultury jsou tvotfeny vice buiikami, které nejsou od sebe oddéleny, proto na sebe
vzajemné pisobi jako v organismu. To znamena, Ze se hojné vyuZivaji pii testovani
v kosmetice, napt. pfi testovani kozni drazdivosti.

Bunéénymi kulturami se rozumi rostlinné, zivocisné nebo lidské buiky, které jsou
péstovany uméle vytvotfenou technikou v laboratofi. Jsou to bunky, které jsou od sebe
oddéleny a rostou v jedné vrstvé, kde je nezbytné zajisténi optimalnich podminek pro
rozmnozovani. Diky riznym metodam lze péstovat celou fadu specializovanych bunék.

Primarni bunétné kultury a bunécné linie pro testovani cytotoxicity lze ziskat diky
organizacim jako je ATCC (American Tissue and Cultures Collection) a ECACC(European
Collection of Cell Cultures). Tyhle organizace zajistuji nejen lidské, ale 1 zivocisné a
rostlinné bunécné linie. Buiiky se uchovavaji ve zmrazené form¢ a v laboratofich je mozné je
kdykoliv obnovit.

Nejznaméjsi buné¢nou lini je buné¢na linie HeLa, ktera byla izolovana z karcinomu
délozniho krcku Henrietty Lacksové. Jde o epiteloidni typ bun€k. Také bunécna linie, ktera se
uziva pies 50 let a je znama jako bunécna linie L piedstavuje buiky, které byly ziskany
Z pojivové tkané mysi a jde o buiky fibroblastoidniho typu [3][4].

2.2.1 Primarni kultury

Primarni kultury neboli primokultury jsou buiiky, které jsou ziskany pifimo z odebrané
tkang, kdy se tkan rozvolni do bunétné suspenze. Tahle suspenze pak obsahuje nékolik
ruznych bunéénych typl a je pak potieba dalsi kultivace k dosazeni urcitého typu bunék.
Buiiky v primokultufe se mnozi velmi pomalu, ale pak se namnozi do vzniku tzv.
monolayeru. Tento souvisly monolayer uz pak nadale neni schopny déleni. Je pak zapotiebi
jej prenést do novych kultivaénich nadob, smisit s novym médiem — tzv. pasazovani. Timto
zpusobem pak vznika sekundarni kultura neboli subkultura [4][5].
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2.2.2 Sekundarni bunééné kultury

Sekundarni bunécné kultury vychézi z primarnich kultur. Jsou to kultury normalnich
diploidnich bunék, které byly jiz alesponn jednou pasazovany. Oproti primarni bunéénym
kulturam maji pouze jeden vyselektovany typ bunék. Nevydrzi se délit donekonecna, po
ur¢itém mnozstvi déleni bunky zanikaji, z divodu zkracovani telomer [4].

2.2.3 Bunééné linie

Bunééné linie (imortalizované) jsou schopny se neomezené bunééné délit. Bunééné linie
vznikaji z nadorovych bunck nebo selekci z embryonalnich tkani. Tudiz se lisi od primarnich
bun¢k. Nadorové buiky se lépe kultivuji a také mnozi. U takovych bunék nedochazi ke
zkracovani telomer, tedy starnuti kultury, diky vyskytu telomerazy. Bunky z embryondlnich
tkani se opét snaze péstuji a maji delsi Zivotnost. Byvaji vSak nachylnéjsi ke zménam
fenotypu [4].

2.2.4 Typy bunéénych kultur

Podle morfologie mizeme mit kultury fibroblastoidnich buné€k, jsou to buiky protahlé a
rozvétvené, dale lymfoblastoidnich bunék, které maji v suspenzi kulovity tvar a epitelialnich
bunék, které maji tvar zplostély a polygonalni [6].

17 .
IS

Obrizek 1: Fibroblastodini butky [T]
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Obrazek 3: Epitelialni buriky [9]

Dale mizeme buné¢né kultury rozd¢lit podle zpisobu jejich kultivace.

Suspenzni kultury jsou butiky pievazné krevniho ptivodu. Je nutné je péstovat v suspenzi,
kdy by ptipadna adheze vedla k transformaci do jiného bunééného typu. Suspenzni kultury
jsou tedy volné€ dispergované v médiu.

Adherentni kultury rostou na vhodném kultivaénim povrchu. NejCastéji se pouzivaji
plastové (polystyrenové) nadoby ¢i nddoby ze skla. Tady je nutna faze pfilnuti (adherence),
ke které slouzi elektrostaticky nabité plasty. V n€kterych ptipadech je k pfilnuti potieba
povrch potahnout vhodnou latkou, napiiklad elastinem ¢i kolagenem [10][11].

2.3 Rust bunék

Rist buné¢né kultury prochazi nékolika fazemi. Pfi nasazeni bunék do kultivacnich nadob
se nejprve buiky pfizpisobuji danému médiu, kdy se nemnoZi a pfipravuji se k bunéénému
déleni. Je to pocatecni faze, tzv. lag-faze.

10
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Obrazek 4: Zndzornéni ristu bunécné kultury [12]

Pii adaptovani na dané prostfedi se zacnou bunky exponencidlné mnoZit. Je to faze
nazyvana log-faze (logaritmicka).

AZ se bunky namnoZi, dochazi k postupnému vyc€erpavani zivin z média. Rychlost rlstu
postupné klesd, projevuji se inhibi¢ni mechanismy, napiiklad kontaktni inhibice, kdy se
zastavi déleni zivociSnych bunc¢k vzajemnym dotykem. Této fazi se fikd Stacionarni faze
neboli také plato faze.

Po vy€erpani zivin v médiu dochazi k postupnému odumirani bunék. Této fazi se fika faze
ubytku bun¢k — odumirani.

VétSina bunéénych kultur dosahne ¢asem konfluence, to znamena, ze se na kultivatnim
povrchu vytvori hustd, souvisla vrstva bun€k, které se vzajemné dotykaji. Konfluentni kultura
je usporadana do jediné vrstvy (monolayer), pak se dal$i mnozeni zastavi [10].

2.4 Kultivace bunék a kultiva¢ni podminky

Aby bunky bylo mozné uchovat po co nejdelsi dobu, je potfeba jim zajistit vhodné prostiedi
s vhodnymi podminkami pro rast bunék. Je potieba zajistit vhodné kultivaéni nadoby,
kultivaéni medium ¢i teplotu a prostiedi. Pro kultivaci je dilezité zjisténi typu kultivovanych
bunék a podle toho se fidit pii kultivovani [6].

2.4.1 Kultiva¢ni média

Aby mohly buiiky rist, je potfeba je dat do vhodného kultivacniho média, které nahradi
extracelularni tekutinu. Jde o roztok, kde se nachazi i n€kolik desitek slozek. Kultiva¢ni
média musi dodat buitkam spravné ziviny, poskytnout spravné pH roztoku ¢i osmolaritu [13].
Jednotlivé komponenty média a jejich tloha jsou uvedeny v tabulce:

Tabulka 1: Hlavni komponenty média [13]

Komponenty: Uloha:

Chlorid sodny Upravuje osmoticky tlak
Anorganické soli Rovnovéha elektrolytli
Hydrogenuhli¢itan sodny Pufrovaci kapacita
Glukoza Zdroj energie
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Aminokyseliny Zdroj dusiku

Vitaminy Kofaktory

Riistové faktory a hormony Stimuldtor rlstu

Antibiotika Zabranéni kontaminaci

Fenolova Cerven Vizudlni indikator pH

Zivodisné sérum Podpora rtstu, doplnék
2 >F B

ANIMAL CELL CULTURE

Obrazek 5: Kultivacni média [14]

242 pH

Spravné pH kultivatniho média pro spravny rast bun¢k se uvadi kolem 7,4. Vybéru
spravného pH roztoku vSak zalezi na typu kultivované bunky. Napiiklad fibroblastoidni
buniky rostou nejlépe pii pH v rozmezi 7,4 — 7,7. Spravné pH se udrzuje v médiu pridanim
acidobazického indikatoru - fenolova Cerven. Pfi pH 7,4 ma pak kultivatni médium jasné

prostiedi se méni na fialovou. Zezloutnuti média je znamkou toho, Ze ho musime vyménit [4].

243 CO;

Bunky se kultivuji ve specidlnich inkubatorech. Atmosféra v inkubatoru se obohacuje o
oxid uhli¢ity, jehoZ mnozstvi se pohybuje okolo 5 %. ZvySené mnozZstvi CO; se podili na
udrzeni pH médii s bikarbonatovym pufrem. Také vySsi koncentrace rozpusténého CO; lépe
odpovida pomértim v extracelularni tekutiné [15].

2.44 Kyslik

Kwviili absenci nékterych transportnich molekul, které se vyskytuji v extracelularni tekuting,
napt. hemoglobinu, se stava kyslik pro burky toxicky. Nenavdzana forma kysliku zptsobuje
tvorbu volnych radikald, které naruSuji bunééné struktury. Z tohoto ditvodu je pak potieba do
média pridat antioxida¢ni latky nebo sérum, které tyto latky jiz obsahuje [16].

2.4.5 Osmolalita, teplota, viskozita

Spravna osmolalita se uvadi mezi 320 a 340 mOsm/kg. Optimalni teplota pro kultivovani
bunék je teplota, ktera se ptiblizuje teploté organismu, tedy 37° C. Mira viskozity je podstatna
pfi pouziti mechanickych michadel, pokud je totiz pfili$ nizka, muze dojit k poskozeni [17].
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2.4.6 Vybaveni laboratore

Prace s bunéénymi kulturami musi probihat ve velmi sterilnim prostiedi, aby nedoslo ke
vn¢j$i kontaminaci. Je nutné pracovat ve vyhrazené laboratofi, aby se minimalizovalo
mnozstvi kontaminujicich ¢astic ve vzduchu. Zakladnim vybavenim laboratofe je laminarni
box, ktery umoziuje sterilni praci v prostiedi s filtrovanym vzduchem. Dale je pro bunécné
kultury potfeba inkubator, kde je pfesnd teplota vhodna pro kultivaci bunék a také vhodna
atmosféra s fizenym piisunem oxidu uhli¢itého. Mimo jiné je potifeba opticky mikroskop
vybaveny fazovym kontrastem a obvyklé laboratorni pfistroje jako je centrifuga,
hlubokomrazici box, vodni lazen apod. [18].

2.4.7 Kryoprezervace kultivovanych bunék

Kryoprezervace nyni patfi mezi zakladni postupy v bunécné laboratofi. Jiz kultivované
buiiky je mozné podle potieby zmrazit a uchovat je tak na delsi dobu. Bunky se vSak musi
zmrazit tak, aby nedoslo k jejich poskozeni. Aby nedoslo k poskozeni bungk, je nutné pridat
do kultivaéniho média vhodné kryoprotektivum, které ochrani kultivované buiky pred
poskozenim krystalky vody. Nejvice pouzivané kryoprotektivum je dimethylsulfoxid neboli
DMSO [4][18].

2.5 Hodnoceni cytotoxicity in vitro

Buriky pfti kontaktu s toxickou latkou reaguji riznym zptisobem. Dojde-li k poskozeni, kdy
se bunka dostane do abnormalniho stavu a mize dojit k zdniku buniky. AvSak také samovolny
zénik buiiky je nedilnou soucasti fungujiciho organismu, slouzici jako regulace poctu bunck.
Za fyziologickych podminek buiika aktivuje sebevrazedny program a dochazi k zaniku.
Tomuto procesu se fika apoptoza. Naopak, kdyz je buiika vystavena extrémnim podminkam,
dochazi k zaniku bunky. Tato smrt nastane, kdyz poskozeni nevratné poskozuje bunécnou
strukturu nebo buné¢né organely. Tomuto zaniku se fika nekroza [19].

25.1 Toxicita

Toxicita je méfena jako stiedni letadlni koncentrace LCsp je to koncentrace toxické latky,
ktera je schopna usmrtit 50% populace bunék. Cytotoxicita se také hodnoti pomoci hodnoty
ICs0, je to stfedni inhibi¢ni koncentrace. Jde o koncentraci, ktera zptisobi 50% inhibici. Cim
toxiCtejsi se dana substance, tim nizsi vykazuje hodnotu 1Csg,

Mira cytotoxicity se hodnoti pomoci kfivky, ktera se nazyva dose-response kiivka. Na osy
kiivek se vynese zavislost koncentrace toxické latky (davka) a zastoupeni ptezivSich bungk.
Tato zavislost ndm pak predstavuje hyperbolicka kiivka. Pokud vSak pouzijeme logaritmické
vyjadieni koncentrace, dostaneme sigmoidni kiivku. Hodnota ICsg se pak vyjadii jako inflexni
bod na sigmoidni kiivce [20].

2.5.2 Cytotoxické metody

Cytotoxické testy jsou zaloZeny na rliznych metodach. Jedna z nejvice pouzivanych metod
je kolorimetricka. Je to optickd metoda zaloZena na pozorovani zbarveni sledované suspenze.
Pomoci spektrofotometru se méti absorbance (pohlcovani svétla v riznych vinovych délkach)
pouzitych barviv. Vzorky jsou mikropipetou davkovany do urcitych vice jamkovych desticek,
nejCastéji do 94 - jamkovych, tato destitka je pak vyhodnocena pomoci ctecky ve
spektrofotometru [19].
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Dalsi pouzivanou metodou je pritokova cytometrie, ktera dosahla velkého pokroku. U
pratokové cytometrie se pouziva laserovy paprsek, diky kterému Ize identifikovat chemické a
fyzikalni vlastnosti zkoumanych latek. Na zdklad¢ rtiznych optickych vlastnosti bunék 1ze
napiiklad stanovit pocet bun¢k v suspenzi [21].

2.5.3 Pocitani bunék
Urceni poctu bun¢k je zdkladnim postupem pii péstovani bunek. VétSinou staci stanovit
pocet bunék odhadem, kdy se odhaduje pocet bunék v zorném poli mikroskopu pii daném
zvétSent.
—emnt  Z=mmt Zhmnt
25 100 400"
|

1 mm 1mm‘

Obrdzek 6: Biirkerova komiirka [22]

Casové naro¢nou metodou a pracnou je poéitani bunék v cytometrické komirce, jedna se o
piesnéjsi metodu. Nejpouzivangjsi je Biirkerova komdrka, jde o specialné upravené podlozni
sklicko, které obsahuje dvé miizky definovanych rozméra.

Miizky jsou rozdéleny na devét ctvercovych poli o délce 1 mm. Na tuto miizku se nanese
suspenze bunék a prikryje se krycim sklickem, které se upevni pomoci dvou klipst. Mezi
touto miizkou a sklickem se vytvoii prostor definovaného objemu. Pocitanim je zjistén pocet
bunék na polich miizky, dale pak pomoci vypoétu muzeme vyjadiit pocet bunék v 1ml
analyzované suspenze bunék. Buriky se pocitaji pod mikroskopem pfi ur¢itém zvétseni [22].

2.5.4 Cytotoxické testy
2.5.4.1 Tests trypanovou modri

Test s trypanovou modii je velmi levnou a rychlou metodou, diky které pozname, zda jsou
buiiky Zivé ¢i mrtvé. Vyuziva se toho, ze trypanova modf neprostupuje do Zivych bunék,
pouze do bunék s naruSenou plazmatickou membranou. Toto azobarvivo se udrzuje na
mrtvych ¢i poSkozenych bunkach, které zbarvuje tmavé modrou barvou. Nikdy vSak
neprostoupi do neposkozenych bunek. Takto je pak snadné od sebe buiiky odliSit. Poskozené
¢1 neposkozené bunky se pak pocitaji pod mikroskopem naptiklad v Biirkerové pocitaci
komurce [23].
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Obrdzek 7. Chemicky vzorec trypanové modri [24]

2.5.4.2 Test s neutrdlni éerveni

Test s neutralni Cerveni je velmi Casto pouzivand, levnd a jednoduchéd kolorimetricka
metoda. Test spoc¢iva v tom, Ze neutralni erven se v zivych bunkach hromadi v lysozomech a
obarvi bunku. Mrtvé buiky toto barvivo absorbovat nedokdzou, to znamena, Ze se buniky

vvvvv

vyhodnocuje pomoci spektrofotometrie [25].

H,C N\
e o
H,N N N(CH,)
3/2
Obrdzek 8: Chemicky vzorec neutralni cervené [26]
2.5.43 MTT test
MTT neboli 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid je Zluty
solubilni roztok tetrazoliové soli. Je to prvni kolorimetrickd metoda, kdy je MTT redukovan
v zivych buiikach mitochondridlnimi dehydrogendzami na fialové-modrou srazeninu
formazanu. Tuto srazeninu je vSak nutné rozpoustét pred samotnym meéfenim. MnoZstvi
formazanu je vyhodnocovano spektrofotometricky a ukazuje nam zivotaschopnost bunék.
Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi zivych buné€k, tudiz ¢im tmavsi barva, tim
vyS$i je procento zivych bungk. Tento test ma vSak par nevyhod, jako je nedostate¢na redukce

MTT, a také se ukazalo, Ze tento test je ovlivnén fadou parametrii, jako napiiklad pH média.
Avsak na druhou stranu je test velmi nenaro¢ny [27].

CH,

CH, s

S I Yon
Ny [\ CH,  +2H N=NTR ’

\ | * N - \ /H

~N

N N—N

Br HBr

MTT Formazan
Obrazek 9: Chemicka reakce MTT na formazan [28]
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2.5.4.4 BrdU test

Diky tomuto testu mizeme posoudit bunécny rist, replikaci DNA. Béhem S faze
bunééného cyklu se BrdU, chemickym nazvem 5-brom-2-deoxyuridin za¢leni do bunééné
DNA. Zallenéni je mozné, protoze brdU je analogem prekurzoru DNA — thyminu, coz je
derivat uridinu. Detekce replikace DNA je pak mozna diky reakci specifickych protilatek
sbrdU. Tento test se vyhodnocuje pravé v S fazi za pomoci metody fluorescenéni
mikroskopie [29].

0

Br.

HO N O
O

OH
Obrdzek 10: Struktua brdU [30]

2.6 Vybrané prirodni latky

2.6.1 Levandule lékarska

Levandule 1ékatska, latinskym nazvem Lavandula angustifolia je bohaté vétveny poloket,
ktery patii do &eledi hluchavkovitych. Vyskytuje se v zdpadnim Stfedozemi aZ po Recko.
Sbira se kvét nebo celd kvetouci nat. Mezi hlavnimi t¢innymi latkami levandule jsou silice —
zejména linaliacetat, borneol, geraniol, cineol, a také tfisloviny. DalSimi latkami jsou
antokyany, pryskyfice a hoi¢iny.

Levandule ma ptirozen¢ antimikrobialni Gcinek. Uplatituje se v lé¢bé revmatismu, dny,
uprave stievni ¢innosti nebo pomaha ke snizeni krevniho tlaku. Mimo jiné se silice levandule
vyuzivaji v aromaterapii pro své zklidiiujici G¢inky a pomahaji pii stresu, bolesti hlavy a
K lepSimu spanku. Silice maji nejvétsi uplatnéni, diky své vonné schopnosti, v parfumerii a
v kosmetice [31][32].

Obrazek 11: Levandule lékarska [31]
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2.6.2 Bez cerny

Bez cerny latinskym nazvem Sambucus nigra je ket nebo i strom, ktery patii do celedi
zimolezovitych. Vyskytuje se témét po celé Evropé. Sbiraji se prevazné kvéty nebo plody, ale
také i listy, kira a kofeny. Hlavnimi u¢innymi latkami kveétd jsou glykosidy — rutin,
sambunigrin, sliz, cholin, tfisloviny, silice a aktivni latky plodu - antokyany, organické
kyseliny, hof¢iny, silice, vitamin A a B. Listy a kura jsou jedovaté, obsahuji glykosid
sambucinigrin a alkaloid sambucin.

Obrazek 12: Bez Cerny — okvéti [31]

Kvéty bezu cerného se vyuzivaji prevazné v 1é€be cév, nachlazeni, podporuji poceni a ma
mocopudné ucinky. Bez Cerny ma antimikrobidlni ucCinky, vyluhy z kvéti pomahaji v 1é¢bé
akné. Plody maji protizanétlivy Gcinek, vyuzivaji se pii potizich trojklaného nervu, kloubd,
patete a také pomaha pii migrénach. Ve formé zéball se vyuzivaji i listy bezu ¢erného v 1écbé
revmatismu. Bez Cerny ma vyuziti nejen v l€Citelstvi ¢i kosmetice, ale také v potravinarstvi.
Z plodu tzv. bezinek se vyrabi marmelddy, vina, sirupy, med ¢i ocet. Plody vSak musi byt
tepelné upraveny, Cerstvé plody zpusobuji prijmy [31][33].

2.6.3 Jitrocel kopinaty

Jitrocel kopinaty latinskym nazvem Plantago lanceolata je vytrvala bylina, ktera patii do
celedi jitrocelovitych. Vyskyt jitrocele je velmi hojny, je zavleCen do mnoha casti svéta. Pro
1écivé ucinky se sbiraji listy. Hlavnimi a¢innymi latkami listu jsou glykosidy, fenylethanoidy,
tiislové kyseliny, slizy, kyselina kfemicita, draslik a vapnik. Ve formé& sirupl se jitrocel
vyuziva prevazné k 1é€bé dychacich cest. Zmiriiuje drazdéni ke kasli a uvoliiuje hleny. Nalevy
Z jitrocele se vyuzivaji k 16¢bé zandtu o¢i. Zvykanim semen se snizuje hladina cukru v Krvi a
milZze se vyuZit jako projimadlo. Jitrocel ma také protizanétlivy G¢inek a pomaha k zaceleni
ran, hoji popaleniny, zanéty a viedy. Diky jeho antimikrobidlnim G¢inkiim (glykosid aukubin)
se uplatiuje i v kosmetice [31][33].
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Obrazek 13: Jitrocel kopinaty [31]

2.6.4 Trapatka nachova

Ttapatka nachova latinskym nazvem Echinacea purpurea je vytrvala bylina, ktera patii do
celedi hvézdnicovitych. Echinacea je piivodem ze Severni Ameriky.

V| /8 \
Obrazek 14: T Fapatka nachova [31]

Nejvice se v léCitelstvi uziva koten, ale také list nebo kvét. Obsahuje ucinné latky jako
estery mastnych kyselin, polysacharidy, silice, seskviterpenické alkoholy, tfisloviny a dalsi.
Jeji vyuziti se uplatiiuje pfevazné v posileni funkce imunitniho systému jako prevence a
zvySeni obranyschopnosti. Pro své velké desinfek¢ni, antibakterialni G¢inky se tfapatka
vyuziva i v koznim lékaftstvi [31].

2.6.5 Tymian obecny

Tymian obecny s latinskym nazvem Thymus vulgaris je velmi blizce pfibuzny matefidousce
obecné a patii do Celedi hluchavkovitych. Tymidn je velmi aromaticka bylina a vyskytuje se
jako nizky poloket.
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Nachazi se prevazné v jizni Francii, Spanélsku a jizni Italii, ale rozsifil se do dalsich ¢asti
Evropy. Sbira se pfevazné jeho kvetouci nat. Hlavnimi G¢innymi latkami tymianu jsou jeho
silice s obsahem thymolu, karvakrolem, cineolem, pinenem, linalonem a borneolem. Pfitomny
jsou i ttisloviny, flavonoidy, flavonové glykosidy, metylované flavony a rtizné mineraly.
Tymidn ma velké desinfekéni Gcinky, proto se uplatituje v 1é¢bé dutiny ustni a také celkove
traviciho systému, kdy snizuje nadymani ¢i bolesti v btiSe. V domacim 1écCitelstvi se vyuziva
V 1é¢beé kaSle nebo mocového mechyie. Zevné se pouziva pii onemocnéni pokozky, pokozku
prokrvuje a hoji zanicené rany. VyuZziti ma nejen v léCitelstvi, ale pro své vyrazné aroma také
ve formé kofeni k ochucovani pokrmu [31][32].

2.6.6 Salvéj lékaiska

Salvéj 1ékaiské latinskym nazvem Salvia officinalis je vytrvaly, silné aromaticky polokef,
ktery patii do Celedi hluchavkovitych.

Obrazek 16: Salvéj lékarska [31]

Vyskyt je ptivodné v jizni Evropé a v Malé Asii, v CR je péstovana. Sbiraji se pievazné
listy Salvéje. Hlavnimi u¢innymi latkami jsou silice, které obsahuji thujon, salviol, cineol,
kafr, borneol. Dal§imi latkami jsou tfisloviny, organické kyseliny (kyselina kavova),
triterpenoidy, lakton, vitaminy fady B a dalsi. Salvéj ma velmi Siroké vyuziti jak
v kosmetologii, Vv léCitelstvi, tak i pro své aroma k ochucovani pokrmt. V lécitelstvi se
pouZziva ke sniZzeni poceni, poméaha pii gynekologickych potiZich, pfi zanétech ¢i zacinajici
menstruaci. Jeji antibiotické ucinky se vyuzivaji v 1é€bé anginy, mocovych cest nebo také
S problémy zazivaciho Ustroji. Jako zevni pouZiti se vyuziva k lepSimu hojeni ran, pti 1écbé
akné ¢i jako kloktadlo pii bolestech v krku [31][32].
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2.6.7 Rozmaryn lékaisky

Rozmaryn I€katrsky latinskym nazvem Rosmarinus officinalis je stalezeleny, vyrazné
aromaticky poloket, ktery patii do ¢eledi hluchavkovité. Vyskytuje se ve Stfedozemi, u nas se
péstuje. Sbira se pievazné list. U¢innymi latkami rozmarynu jsou silice — borneol, Kafr,
limonem, verbenon, dale také flavonoidy, diterpenové hoiciny, tfisloviny a dal$i. Rozmaryn
se vyuziva prevazné ke zlepSeni traviciho systému, dochdzi ke zvySovani tvorby travicich
stav a zluce. Také pomaha k lepSimu prokrveni, pfi bolestech svald, snizuje pocit chladu
v koncetinach, upravuje krevni tlak. Rozmaryn ma silné antioxida¢ni u¢inky. Vyuziva se také
Vv parfumerii ve form¢ vonnych olejickti a aromalamp. V potravinafstvi slouzi jako kofeni
k ochuceni pokrmi. Jako droga se nesmi piekracovat doporucena davka, protoze muze
zpusobit kifeCe. Je téz zakadzdna v pruib&hu tchotenstvi, kvili jejimu plsobeni na
délohu [31][32].

Obrazek 17: Rozmaryn lékarsky [31]

2.6.8 Zazvor obecny

Zazvor obecny latinskym nazvem Zingiber officinale je vytrvalad bylina, ktera patii do
¢eledi zazvorovitych. Zazvor je piivodem exoticka, vyslechténa rostlina, ktera pochazi z Indie.
V soucasnosti se volné uz nevyskytuje a péstuje se v tropickych oblastech. Nejvice uzivanou
¢asti zazvoru jsou jeho koteny — oddenky. Tyto oddenky obsahuji silice - seskviterpeny,
zingiberin, diky nimZ ma zazvor aromatickou viini, také bisaboleon, farnesol, borneol.

Dale obsahuje aktivni latku gingerol, ktery ma za nasledek typickou hotkost. Také miZeme
zvySenim teploty ziskat zingeron, coZ je silné¢ aromatickd latka. Diky této typické chuti
zazvoru a aromatu je jeho nejvétsi vyuziti v potravinaistvi a v parfumerii.

V potravinafstvi se pouziva jako kofeni. Pomahd pii zazivacich potiZich, nevolnostech.
Také snizuje hladinu cholesterolu. Pro své antioxida¢ni u¢inky pomaha jako prevence proti
nachlazeni. Velké uplatnéni nachazi i v kosmetologii, kdy pomahé k prokrveni pokozky a ma
dezinfekéni ucinky [32][34].
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Obrdzek 18: Zazvor obecny - oddenek [34]

2.6.9 Hrebicek vonny

Hiebickovec vonny, latinskym nazvem Syzigium aromaticum je stalezeleny strom, ktery
patii do ¢eledi myrtovitych. HiebiCkovec je pivodem z Indonézie. Nyni se péstuje na ostroveé
Pemba, ktery tvoii Cast statu Tanzanie. Sklizi a suSi se predev§im poupata — hiebicek.
Hlavnimi G¢innymi latkami hiebicku jsou vyrazné aromatické silice, které obsahuji eugenol a
caryophyllen. DalSimi latkami jsou fenolkarbonové kyseliny, tfisloviny, flavonoidy a dalsi.
Nejvetsi vyuziti hiebicku je v potravinaistvi ve forme koteni. Dalsi vyuziti naléza v zubnim
lékatstvi, kdy pomaha ve zmirnéni bolestivosti a citlivosti zubnich nervi, dasni, 1€¢i afty a
odstrafiuje zapach z ust. Hrebicek také podporuje traveni a snizuje nadymani. Své vyuziti ma
I v parfumerii, ¢i vyuziti vonného extraktu v kosmetologii [32][35].

Obrazek 19: Hrebickovec vonny [32]

2.6.10 Skorice

Skofice se ziskdva ze skoficovnikili, napiiklad skoficovniku ¢inského latinskym nazvem
Cinnamonum casia. Skoficovnik je tropicky strom, ktery patii do Celedi vaviinovitych.
Skoticovnik se péstuje v tropickych oblastech napiiklad na Cejlonu, v Cin& nebo Javé. Sklizi
se predev§im klra stromu, kdy plati, ¢im star$i, tim vice ucinnych latek. Mezi u¢innymi
latkami jsou pfevazné silice, které obsahuji eugenol, phellandrin a aldehyd kyseliny
skoficové.

Dale také obsahuje tfisloviny, slizy, pryskyfice a dal$i. Skofice se vyuZiva pievazné jako
aromatické kofeni do jidel, ale 4 také i1 pfiznivé G¢inky na lidské té€lo. Ma velké dezinfekéni
ucinky, antioxida¢ni u€inky, pomaha ke zlepSeni travicitho systému a je vhodna pfi
nachlazeni. SniZuje cholesterol a hladinu krevniho cukru. Skofice také dokaze zahiat tclo
v zimnich obdobich, protoze dokaZe rozproudit krev v Zilach. U skofice byl také potvrzen
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blahodarny G¢inek na zastavu Sitfeni rakoviny ¢i leukemie. Vyuziva se v kosmetologii, ale také
I jako vyborné afrodiziakum [32][34].

¢

Obrizek 20 Hiebickovec vonny [32]

2.7 Antioxidacni latky

Antioxidacni latky jsou latky, které napomdhaji k zachyceni volnych radikald. Volné
radikaly jsou vysoce reaktivni molekuly s neparovymi elektrony, které¢ muzou poskodit
bunééné membrany, proteiny, lipidy ¢i DNA. Tyto volné radikaly vznikaji béhem normalnich
procesit metabolismu nebo také vlivem okoli. Pfi rostoucim veéku tvorba volnych radikalt
pfevladd nad obrannym mechanismem. To vede k poSkozovani bunéénym kultur a
naslednému urychlenému starnuti ktize. Proto jsou tyto latky jedny z nejpouzivangjSich
v kosmetickych produktech [36].

2.7.1 Polyfenoly

Polyfenoly jsou latky obsahujici ve své struktufe benzenové jadro s hydroxylovymi
skupinami. Nejvétsi zastoupeni polyfenold je v zeleném a ¢erném caji. Polyfenoly maji velmi
pozitivni vliv na lidské zdravi, plisobi proti riznym chronickym onemocnénim, pii 1écbé
rakoviny, cukrovky, kardiovaskularnich problému [37].

2.7.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou skupinou polyfenold, které jsou znamy jako pigmenty zbarvujici napiiklad
stromy. Nejvétsimi zdroji flavonoidii jsou ovoce nebo zelenina, vyskytuji se také v Caji Ci
vinu. Vykazuji velmi vysoky antioxida¢ni ucinek, kdy ptitahuji volné radikaly a tim chrani
buiiky pred toxickym ptisobenim $kodlivych latek. Uginki je vyuzivano pievazné v medicing
- vléebeé proti riznym infekcim ¢i1 v kosmetologii ve vyrobé kosmetickych
piipravku [37][38].

2.8 Enkapsulace

Enkapsulace je proces, kdy je zachycena aktivni latka v nosném materidlu. Hlavnimi
divody enkapsulace je tedy ochrana jadra pted vnéjSim prostfedim a kontrolované uvoliovani
aktivni latky [39].

Hlavnim diivodem enkapsulace pro kosmetické vyuZiti je prenos aktivni latky pfes koZni
bariéru k dosazeni cilové vrstvy kiize. Hlavni koZni bariérou je kozni vrstva stratum corneum,
ktera patii do ¢asti pokozky. Tato vrstva ma vysoce nepropustny charakter a prostupnost pies
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tuto Cast je jeden z hlavnich problému transdermalniho dodani u¢inné latky. Jednou z metod
enkapsulace pro prekonani kozni bariéry je tvorba ¢astic, jako jsou naptiklad liposomy [40].

2.8.1 Liposomy

Liposomy jsou uméle vytvofené cCastice - vezikuly, které jsou tvofeny nejcastéji
zZ cholesterolu a ptirod¢ ziskanych fosfolipidi (vaje¢ny zloutek). Jejich velikost se pohybuje
okolo 25 az 5000 nm. Které se vytvafeji pfevazné jako nosice, do kterych mohou byt
zapouzdreny aktivni latky.

Membrany lipozomt jsou slozeny z fosfolipidové dvojvrstvy, ktera obklopuje vnitini
vodnou cast. Fosfolipidy maji amfifilni charakter, skladaji se z hydrofilni hlavicky a
hydrofobniho ,,ocasku* slozené¢ho z dlouhého uhlovodikového fetézce. Ve vodném prostredi
ptfi zvySovani fosfolipidovych molekul dochazi ke shlukovani téchto latek do dvojvrstev a
tvorby praveé liposomil. Membrana fosfolipidt je velmi podobna lidské ktzi, tudiz se mtze do
ni snaze integrovat a uvoliovat pottebné aktivni latky. Lipozomy se tvoii napiiklad pomoci
ultrazvuku [41][42].
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3 CIL PRACE

Cilem predlozené bakalaiské prace bylo seznameni se s moznosti vyuziti bunéénych kultur
k testovani cytotoxicity pfirodnich latek.
V ramci prace byly feSeny nasledujici diléi tkoly:
e Charakterizace vybranych pfirodnich extraktii — optimalizace metod stanoveni
obsahu polyfenolt, flavonoidi a antioxidaéni aktivity za pomoci spektrofotometrie.
e Seznameni s moznosti enkapsulace pfirodnich extrakti.
e Vyhodnoceni cytotoxicity pfipravenych preparati pomoci cytotoxického testu
MTT.
e Nasledné mozné vyuziti pfipravenych preparatti v kosmetickych ptipravcich.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a pomiicky

4.1.1 Standardni a specialni chemikalie
3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid, Sigma-Aldrich (Némecko)
ABTS(2,2-azinobis-(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma-Aldrich
(Némecko)

Acuutase (Biosera), Biotech (Némecko)

Antibiotic-Antomykotic (Biosera), Biotech (Némecko)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Dodecylsiran sodny, Serva (Némecko)

Dusitan sodny, p.a., — Vitrum LachNer (CR)

Ethanol, p.a., — Vitrum, LachNer (CR)

Folin-Ciocalteau ¢inidlo, Serva (Némecko)

Hexahydrat chloridu hlinitého, p.a., — Vitrum, LachNer (CR)

Hexahydrat chloridu Zelezitého, p.a., LachNer (CR)

Hydrogenfosfore¢nen disodny, p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Hydroxid sodny, p.a., — Vitrum, LachNer (CR)

Chlorid draselny, p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Chlorid sodny, p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Chloroform, p.a., — Vitrum, LachNer (CR)

Cholesterol — smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-3p-olu, Serva (Némecko)
Katechin, Sigma-Aldrich (Némecko)

KGM-Gold™ Keratinocyte Growth Medium, Biotech ((Némecko)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina chlorovodikova, p.a., Vitrum-LachNer (CR)

Lecithin - sojovy, Serva (Némecko)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (Némecko)

Sephadex LH-20, Sigma-Aldrich (Némecko)

Thiokyanat amonny, p.a., LachNer (CR)
Trolox(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramsethylchroman-2-karboxylova kyselina), Sigma-Aldrich
(Némecko)

Trypanova modf, Biotech (Némecko)

Uhli¢itan sodny, p.a., — Vitrum, LachNer (CR)

4.1.2 Pristroje a pomicky

Analytické vahy, Boeco (Némecko)

Automatické pipety v rizném rozsahu objemu — Discovery (SRN) a Biohit (Némecko)
Biohazard box, model Airstream, tiida IT - ESCO, Biotech ((Némecko)

CelCulture CO2 inkubator — ESCO, Biotech (Némecko)

Centrifuga, Sartorius Sigma (Némecko)

ELISA reader BioTek EIx808, BioTek (Némecko)

Inverzni biologicky mikroskop, Laboserv (CR)
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Koloidni DLS analyzator Zetasizer ZS, Malvern (UK)

Opticky mikroskop a Software Dino —Capture 2.0 (CR)
Spektrofotometr Helios y, Unicam (VB)

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls HS3200, Bandeline (Némecko)
Vortex, TK3S, Kartell spa (USA)

4.2 Charakterizace prirodnich extrakti

4.2.1 Priprava prirodnich extrakti

Na ptipravu bylinnych extraktti bylo navazeno 0,1 g suSené byliny. Toto mnozstvi bylo
zalito 10 ml vielé vody (100 °C). Doba louhovani byla 15 min.

4.2.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace polyfenoli

Do zkumavek byl napipetovanl ml destilované vody, 1 ml desetkrat zfedéného Folin-
Ciocalteuova ¢inidla a 50 pl vzorku. Roztoky byly promichény na vortexu a po 5 minutach
piidan nasyceny uhli¢itan sodny. Roztoky byly opét promichdny na vortexu a po 15 minutach
byla zméfena absorbance pii 750 nm. Kalibra¢ni fada byla sestavena z nafedéné kyseliny
gallové o koncentracich 0,1-0,7 mg/ml (celkem 7 rtznych koncentraci). Slepy vzorek
obsahoval misto vzorku destilovanou vodu.

4.2.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace flavonoidi

Do zkumavek bylo napipetovano 1,5 ml destilované vody, 0,2 ml 5% roztoku dusitanu
sodného a 0,5 ml vzorku — nafedény katechin. Roztoky byly promichany na vortexu a po 5
minutdch byl pfiddn 10% roztok chloridu hlinitého, roztoky byly zase promichiany a
ponechany 5 minut stat. Nasledné byl do zkumavek ptidan 5% roztok hydroxidu sodného a 1
ml vody. Naposledy byly roztoky promichany a po 15 minutach byla zmétfena absorbance pti
510 nm. Pro sestaveni kalibra¢ni fady bylo ze zasobniho roztoku katechinu o koncentraci
Img/ml ptipraveno 6 roztokd o koncentracich 0,5-0,3 mg/ml. Slepy vzorek obsahoval misto
vzorku vodu.

4.2.4 Spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS

Na zagatek byl pfipraven kation ABTS®' tak, Ze byl rozpustén ABTS ve vodé na
koncentraci 7mM. Radikélovy kation byl piipraven pfidanim peroxodisiranu draselného na
kone¢nou koncentraci 3,45 mM. Tento pfipraveny roztok byl ponechan 12 hodin ve tmé. Pied
pouzitim byl ABTS®" zfedén etanolem na absorbanci 0,700 + 0,02, méfeni bylo pfi vinové
délce 734 nm-proti etanolu. Pfed zatatkem méfeni byla zjisténa hodnota Ag z 1 ml ABTS®" a
10 pl destilované vody, od které se pak dalSi naméfené hodnoty absorbance odecitaly.
Samotné méfeni probihalo v zizené kyveté, kdy byl pfidan 1ml ABTS®*" s 10 pl vzorku a byl
sledovan pokles absorbance. Po 10 minutach byla dand absorbance zaznamenana. Pro
sestaveni kalibra¢ni fady byl nafedén roztok Troloxu na rozmezi koncentraci od 50-400
pg/ml, ktery byl rozpustén v 60 % etanolu. Slepy vzorek byl etanol.
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4.3 Priprava a charakterizace ¢astic

4.3.1 Priprava liposomovych ¢éastic

Nejdtive byly pfipravené bylinné extrakty o koncentraci 10mg/ml. Do sady kadinek bylo
navazeno 10 mg cholesterolu, 90 mg lecitinu a ptidan 10 ml extraktu. Roztok byl za pomoci
ty¢ového ultrazvuku promichan s intenzitou 85% po dobu 1 minuty.

4.3.2 Stanoveni enkapsulaé¢ni ucinnosti

Stanovenim enkapsulacni G¢innosti bylo zjisténo, kolik aktivni latky bylo enkapsulovano
do liposomtl. Uinnost enkapsulace byla zjisténa za pomoci stanoveni koncentrace volnych
polyfenolii. Z rozdilu celkové koncentrace polyfenolii v roztoku (pied enkapsulaci) a
koncentrace po enkapsulaci (neenkapsulované slozky) byla zjisténa ucinnost enkapsulace a
vyjadiena v procentech.

4.3.3 Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic

Pro stanoveni dlouhodob¢ stability byly liposomové ¢astice uchovany ve vodném prostredi
v poméru 1:3 a v prostfedi carbomeru ve stejném poméru a skladovany v lednici. Stabilita
Castic byla vypoc¢tena na zaklad¢ uvoliovani polyfenoli do okoli, kdy byla ode¢itana hodnota
namétfend hned po enkapsulaci od hodnoty naméfené v Case tyden, 2 tydny a 2 mésice od
ptipravy castic.
4.3.4 Stanoveni koncentrace liposomi pomoci Stewart testu

Pro stanoveni koncentrace prazdnych liposomovych castic byla vyuzita metoda s nazvem
Stewartiv test. Tato metoda je zalozena na schopnosti fosfolipidi tvofit komplex
s ferrothiokyanatem amonnym. Na ptipravu ferrothiokyanatu amonného bylo navazeno 27,03
g hexahydratu chloridu zelezité¢ho s 30, 4 g thiokyanatu amonného a doplnéno destilovanou
vodou do 1 1. Dale bylo ptipraveno 10 ml roztoku fosfolipida s chloroformem v koncentraci
0,1 mg/ml. Kalibra¢ni fada byla ptipravena podle nasledujici tabulky:

Tabulka 2: Kalibracni Fada — Stewartiiy test

Eppendorfova Standard Chloroform Ferrothiokyanat
Zkumavka [ml] [ml] [ml]
0 0 1 1
1 0,05 0,95 1
2 0,1 0,9 1
3 0,2 0,8 1
4 0,3 0,7 1
5 0,4 0,6 1
6 0,5 0,5 1

Kazda zkumavka byla promichana na vortexu a centrifugovana 10 min pfi 1000 otackach
za sekundu. Spodni ¢ast byla Pasterovou pipetou odebrana a byla spektrofometricky zmétena
absorbance pii1 485 nm.
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V piipad¢ liposoml bylo pfi méfeni koncentrace fosfolipidi pipetovano 0,5 ml roztoku
ptipravenych lipozomu, 0,5 ml chloroformu a 1 ml ferrothiokyanatu.

4.3.5 Optimalizace metody filtrace liposomi

V praci byla optimalizovana i metoda filtrace liposomii-pro jejich oddéleni dle velikosti.
Filtrace byla provedena pomoci déleni castic v gelové kolonce. Gelové kolona byla
pripravena pomoci Sephadex LH-20. Byly pfipraveny kolony s vrstvou 4 cm gelu s primérem
Iecm. Po ptipraveni kolony byla vzdy odstranéna voda pomoci centrifugy. Po odstranéni vody
z kolony se pridal 1 ml liposomovych ¢astic, vzorky byly odsttedény v centrifuze pti 600, 800
ptipadné 900 otackach po dobu 2 minut.

4.3.6 Stanoveni velikosti a stability ¢astic pomoci DLS a zeta potencialu

Piipravené castice byly analyzovany na koloidnim analyzatoru Malvern Zetasizer ZS
metodou dynamického rozptylu svétla. Proméfeny byly pfipravené liposomové Castice se
vSsemi bylinkami jednak neupravené, dale upravené pies 220 nm filtr kvili sterilité a také
upravene pres Sephadex k docileni vhodné velikosti Castic.

Vzorky byly proméfovany v kyvetach a umistény do pfistroje, kde byla namétena
distribuce velikosti ¢astic. V druhém méfeni byl do kyvety pfidan elektrodovy ndstavec,
kterym byl prométen zeta potencial. Ze zeta potencialu byla odvozena stabilita ¢astic.

4.4 Kultivace koznich bunék

Pro MTT test byly vybrany kozni bunky — keratinocyty. Tyto buniky byly uchovany
Vv zamrazeném stavu ve specialnich zkumavkach. Buiiky se médiem byly rozpipetovany do
kultivacnich lahvicek, které byly vloZzeny a uchovavany v termostatu pii teploté 37° C s 5%
obsahem CO, . Veskera prace s buitkami probihala za sterilnich podminek, v rukavicich ve
sterilnim boxu. Kultivaéni médium v lahvickach bylo ménéno podle potteby 2-3x do tydne.

€60

ColCulture €O, INCUBATOR

Obrazek 21: Termostat

Keratinocyty byly kultivovany v komerénim médiu (KGM-Gold ™ Keratinocytes Growth
Medium). Hotové medium bylo pfed pouZitim jen vytaZzeno z chladnicky a ponechdno
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vytemperovat na laboratorni teplotu. Buiiky v kultiva¢ni lahvi byly vytazeny v rukavicich z
CO; kultiva¢niho boxu.

Pod mikroskopem byl zkontrolovan stav bun¢k v celé lahvicce, zda tam neni kontaminace a
zda jiz lahvicka kompletné narostla. Pokud nebyl v lahvi¢ce zaznamenan dostateény pocet
bunék, bylo pouze vyménéno médium, v ptipad¢ kdy bylo butikami porostlé celé dno lahve,
byly bunky pasazovany.

Pii vyméné média bylo v sterilnim boxu vylito z lahvicky médium a nahrazeno 5 ml
nového média.

Pti pasazovani bylo opét z lahvicky sterilné vylito médium, bunky byly dvakrat az tiikrat
pofadné proplachnuty pfipravenym sterilnim PBS pufrem (vzdy cca pét mililitrit). Po
proplachnuti bylo pfidano 0,5 enzym akutazy a lahvicka byla vlozena do termostatu (37 © C)
na cca pét az deset minut. Poté bylo pod mikroskopem zkontrolovano, zda doslo k odlouceni
bun€k ode dna lahvicky. Po odlouceni vSech buné€k bylo steriln¢ ptidano do lahvicky cca Sml
PBS pufru a bunky v ném byly homogenizovany a pifeneseny do sterilni centrifugacni
zkumavky. Poté byly buiky odstiedény (cca Smin, 360g), pak byl pufr slit (bunky byly
usazeny v peletce na dné). Do centrifugacni zkumavky bylo pfidano médium, buiiky v ném
byly rozsuspendovany a pteneseny do nové lahvicky, ptfipadné rozdélen¢ do nékolika
lahvicek (v tomto ptipadé byl ¢istym médiem doplnén objem na 5 ml na lahvicku). Na zaveér
bylo zkontrolovano pod mikroskopem, zda byly buiiky opravdu v lahvicce a lahvicky byly
vraceny do kultivaéniho termostatu.

Obrazek 22: Kultivacni lahvicky s burikami

4.4.1 Priprava bunék na cytotoxicky test

Lahvi¢ky byly vyjmuty ztermostatu a nachystany ve sterilnim boxu. Z lahvicky bylo
steriln€¢ vylito médium, bunky byly dvakrat aZ tfikrat pofadné proplachnuty ptipravenym
sterilnim PBS pufrem (vZdy cca pé&t mililitrit). Po proplachnuti bylo pfidano 0,5 enzymu
akutdzy a lahvicka byla vloZena do termostatu (37 © C) na cca pét az deset minut. Poté bylo
pod mikroskopem zkontrolovano, zda doSlo k odlouceni bun€¢k ode dna lahvicky. Po
odlouceni vSech bungk bylo steriln€ pfidano do lahvicky cca 5Sml PBS pufru a buiiky v ném
byly homogenizovany a pieneseny do sterilni centrifugaéni zkumavky. Poté byly buiky
odstfedény (cca 5Smin, 360g), pak byl pufr slit (buiky byly usazeny v peletce na dn¢). Do
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centrifugani zkumavky bylo pfiddno malé mnozstvi média, builky v ném byly
rozsuspendovany a podrobeny testu viability a naslednému pocitani bunék.

4.4.1.1 Pocitani bunék a test viability s trypanovou modii

Z pripravenych bunék bylo pipetou odejmuto 10 pl roztoku a kapnuto na miizku Biirkerovy
komurky spolu s 10 ul trypanové modii. Pod mikroskopem se pak sledovalo, zda bunky
pfijimaji toto barvivo nebo nepiijimaji a jsou zivé. Nadale byly buiky spocitany v kazdém
Ctverci miizky a vypoc¢itan primér, ze kterého byla nasledné stanovena koncentrace bunék na
Iml. Pro zaplnéni 60 jamek v mikrotitraéni destidce bylo pro test potieba 1,3-10° bundk
celkem. Nasledné se pak vypocetlo, zda vysledné mnozstvi bun¢k bude stacit na provedeni
testu, piipadtim zda je tieba buiiky fedit novym médiem, tak aby jejich koncentrace byla 2-10*
bunék/100ul.

442 MTT test

Pro stanoveni cytotoxicity pfirodnich extrakt a liposomovych castic byl vybran MTT
test. Na MTT test je tteba 96 - jamkovou desticku. Tato desticka je tvofena osmi fadami od A
po H a dvanicti sloupci. Desticka byla rozvrhnuta tak, aby se otestovaly vSechny piirodni
extrakty salesponn Ctyfmi riznymi koncentracemi i se vzorky liposomovych ¢astic.
Analyzovanymi vzorky byly vSech 10 piirodnich extrakti ve 4 koncentracich — 1 g/ml, 0,5
g/ml, 0,1 g/ml a 0,05 g/ml. Déle byly otestovany liposomové Castice s hiebickem, cernym
bezem, skofici, Salvéji, rozmarynem a echinaceou. Pro porovnani byly otestovany i1 prazdné
liposomy a jako blank byly ponechany burky bez vzorki.

Nejprve se napipetovaly bunky - 100 pl do kazdé jamky, kdy se do krajnich jamek
desti¢ky napipetoval pufr (PBS) k zamezeni pfipadnému vysychani. MTT desticka se poté
nechala na 24 hodin inkubovat v termostatu.

Po uplynuti 24 hodin se do jamek k buinkam piidaly testované latky v rtiznych
koncentracich, vzdy 20 pl. Desticka se nechala opét inkubovat 24 hodin. Poté se k bunkdm
piidalo 20 pl ptipraveného MTT (2,5 mg MTT na 1 ml PBS) a po tfech hodinach 100 pl
piipraven¢ho SDS (1 g SDS na 10 ml PBS). Takto pfipravena desticka se nechala 2 dny ve
tme pii laboratorni teploté. Pomoci pfistroje ELISA reader se zméfila absorbance pti vinové
délce 562 nm.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Charakterizace prirodnich extrakti

5.1.1 Priprava prirodnich extrakta

Ptiprava ptirodnich extraktli byla provedena podle postupu 2.1. Pro pfipadné analyzy byly
roztoky centrifugovany. Extrakty byly pfipraveny z hiebicku, rozmarynu, matefidousky,
levandule, jitrocele, skofice, echinacea, ¢erného bezu, Salvéje a zdzvoru.

Obrdazek 24: Prirodni extrakty — skorice, cerny bez, Salvéj, echinacea, zdzvor

5.1.2 Stanoveni koncentrace celkovych polyfenolu

Podle postupu v kapitole 4.2.2 byla stanovena kalibracni zavislost kyseliny gallové.
Vsechna méteni byla provedena tiikrat a z naméfenych hodnot byl vypocitan primér.
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Obrdzek 25: Kalibracni zavislost polyfenolii
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Byla stanovena celkova koncentrace polyfenolii v pfipravenych bylinnych extraktech jako
vzorek. Vypocitana byla z rovnice regrese kalibrac¢ni kiivky v miligramech na gram bylinky.
Kazdy extrakt byl naméfen tfikrat a z namétenych hodnot vypocitany primér. Vysledky viz
Tabulka 3.

Tabulka 3: Vysledny obsah polyfenolii v extraktech

bylinka hiebifek rozmaryn matéiidouska levandule jitrocel
c[mg/g] 58,960 6,279 7,157 6,787 25,279
g9 +0,018 +0,019 +0,021 + 0,003 +0,011
bylinka skofice echinacea ¢erny bez salvéj zazvor
c[mg/g] 0,854 19,646 71,496 13,401 14,786
g9 +0,0003 +0,011 +0,016 + 0,002 + 0,006
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Obrdzek 26: Obsah polyfenolii v extraktech

Z grafu (Obrazek 26) jsou viditelné nejvyssi obsahy polyfenoli ve vodném extraktu u
Cerného bezu - 71,5 mg/g a hiebicku — 58,9 mg/g. Minimalni obsah polyfenoli byl u
skoftice — 0,9 mg/g. Zbytek obsahu polyfenol u dalSich vodnych extrakta se pohyboval do 25
mg na gram bylinky.

5.1.3 Stanoveni koncentrace celkovych flavonoidu

Podle postupu v kapitole 4.2.3 byla stanovena kalibraéni zavislost katechinu. Celkova
koncentrace flavonoidi byla provedena v pifipravenych vodnych bylinnych extraktech jako
vzorek. Vypocitana byla z rovnice regrese kalibracni kiivky v miligramech na gram bylinky
(Obrazek 27). Kazdy extrakt byl naméfen tiikrat a z naméfenych hodnot vypocitany pramér.
Vysledky viz Tabulka 4 a Obrazek 28.
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Obrazek 27: Kalibracni zavislost flavonoidii
Tabulka 4: Vysledny obsah flavonoidii v extraktech

bylinka hiebifek rozmaryn matéiidouska | levandule | jitrocel
e[mu/] 13,391 10,564 20,890 9,717 25,086

gy + 0,003 + 0,001 + 0,002 £0,000 | +0,001
bylinka skofice echinacea ¢erny bez Salvéj zazvor
e[ma/dl] 0,999 9,989 19,467 8,902 5,435

gy +0,001 + 0,002 + 0,003 £0,001 | 40,001

25 +

mg/g bylinky
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Obrazek 28: Obsah flavonoidii v extraktech

Z grafu (Obrazek 28) jsou viditelné nejvy$si obsahy flavonoidii ve vodném extraktu u

jitrocelu - 25,1 mg/g, matetidousky — 20,9 mg/g a ¢erného bezu 19,5 mg/g. Minimalni obsah
flavonoidii byl jednoznacné namétfen u skotice — 1,0 mg/g. Zbytek obsahu flavonoidd se
pohyboval kolem 10 mg/g bylinky.

5.1.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Podle postupu v kapitole 4.2.4 byla stanovena kalibra¢ni zavislost Troloxu (Obrazek 29).

Antioxida¢ni aktivita byla provedena vV ptipravenych vodnych bylinnych extraktech.
Vypocitana byla z rovnice regrese kalibra¢ni kiivky v miligramech na gram bylinky. Kazdy
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extrakt byl naméfen tfikrat a z naméfenych hodnot vypocitany pramér. Vysledky viz Tabulka

5 a Obrazek 3
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Obrazek 29: Kalibracni zavislost antioxidacni aktivity
Tabulka 5: Antioxidacni aktivita
bylinka hiebicek rozmaryn matéridouska levandule | jitrocel
55,653 15,030 40,915 16,728 33,233
c[mg/g] + 0,001 +0,014 +0,013 + 0,007 +0,021
bylinka skofice echinacea ¢erny bez Salvéj zazvor
5,261 7,070 24,076 16,756 16,143

c[mg/g] + 0,006 + 0,016 + 0,008 + 0,005 + 0,006
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Obrazek 30: Antioxidacni aktivita

Z grafu (Obrazek 30) je viditelna nejvy$si antioxidacni aktivita ve vodném extraktu u
hiebiCku - 55,7 mg/g a matefidousky — 40,9 mg/g. Minimalni antioxida¢ni aktivita byla
naméfena u skofice — 5,3 mg/g.
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5.2 Charakterizace pripravenych ¢astic

5.2.1 Stanoveni enkapsulaéni u¢innosti

Bylinné extrakty byly enkapsulovany do liposomu (viz postup v kapitole 4.3.2). V téchto
enkapsulovanych extratech byla stanovena spektrofotometricky koncentrace zbylych volnych
polyfenoll, stejné jako byla stanovena koncentrace polyfenolt ve vzorcich pted enkapsulaci.
Z téchto dvou hodnot byla vypoctena koncentrace enkapsulované slozky v liposomech.
Vsechna méteni byla méfena tiikrat a z naméfenych hodnot vypocitany primer.

Tabulka 6: Enkapsulované mnozstvi polyfenolii v prirodnich extraktech

Poéatedni Koncentrace E“kapf“l""'a“é
koncentrace polyfenoli po mnozstvi
polyfenolii [mg/ml] | enkapsulaci [mg/ml] [mg/ml] [%0]
Skofice 0,078 0,020 0,739 73,9
Cerny bez 0,715 0,292 0,591 59,1
Hrebicek 1,551 0,757 0,512 51,2
Rozmaryn 0,287 0,169 0,412 41,2
Levandule 0,307 0,212 0,307 30,7
Zazvor 0,148 0,111 0,252 25,2
Salvéj 0,185 0,140 0,240 24.0
Jitrocel 0,253 0,209 0,174 17,4
Materidouska 0,288 0,251 0,129 12,9
Echinacea 0,196 0,187 0,047 4,7
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Obrazek 31: Enkapsulacni ui¢innost vyjadrend v procentech

Dle grafu (Obrazek 31) i tabulky (Tabulka 6) muzeme vidét, Ze nejvice aktivni latky
(polyfenoltl) se enkapsulovalo do ¢astic se skotfici 73,9 %, déle s cernym bezem 59,1 % a
hiebickem 51,2 %. Tyto Castice také budeme déle podrobovat cytotoxickému testu.
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5.2.2 Stanoveni dlouhodobé stability ¢astic

Dlouhodoba stabilita byla sledovana jednak ve vodném prostiedi a také v prostredi
viskdznéjsiho prostfedi carbomeru. Byla hodnocena jako mnozstvi aktivni latky uvolnéné
z ¢astic v prubehu dlouhodobého uchovavani. Prirastek koncentrace v roztoku predpoklada

rozpad Castice a uvolnéni obsahu. VSechny vysledky viz Tabulka 7 a Tabulka 8.

Tabulka 7: Diouhodoba stabilita castic ve vodném prostiedi

Tydenni stabilita 2 - tydenni 2 - mésicni
[%0] stabilita [%0] stabilita [%0]
H¥ebitek 8,34 10,78 1,93
Rozmaryn 8,87 20,01 -10,78
Materidouska 36,18 36,18 -33,70
Levandule 37,34 53,12 16,70
Jitrocel 8,03 37,24 10,39
Skorice 49,00 4,42 -10,64
Echinacea -101,88 44,38 -108,13
Cerny bez -0,59 2,12 -9,11
Salvij 26,30 27,86 -9,64
Zazvor 15,02 25,23 -37,00

Po tydnu vykazovalo nejmensi uvolnéni polyfenolti z ¢astic extrakty jitrocele, hiebicku a
rozmarynu. U zazvoru, matefidousSky, levandule, Salvéje a skofice doSlo k vyraznéjSimu
uvolnéni polyfenolii z €astic, to znamena, ze tyto Castice nejsou tak stabilni. U ¢erného bezu a
echinacea doslo naopak k poklesu koncentrace uvolnénych polyfenoli, coz mize byt
zpusobeno jejich degradaci ve volném roztoku.

Po dvou tydnech vykazovalo nejmensi uvolnéni koncentrace polyfenolt z Castic u hiebicku.
U rozmarynu, zézvoru, Salvéje doslo k vyraznéjSimu nartistu koncentrace polyfenol nez pied
tydnem. U matefidousky nebyl zadny rozdil v narGstu koncentrace po tydnu. Nejvyssi
uvolnéni polyfenolti vykazovala levandule. U skofice doSlo naopak ke snizeni koncentrace, to
znamena, ze degradace ptrevahovala nad jejim uvolnovanim.

Po mésici u vSech bylinnych extrakt doslo k vyraznému poklesu koncentrace uvolnénych
polyfenoll, coz znamend, ze opét degradace pievahovala nad jejich uvoliiovanim.

Ve vodném prostiedi byla tedy nejstabilngjsi ¢astici, ¢astice s hiebickem, kdy se po dvou
tydnech uvolnilo necelych 11%.

Tabulka 8: Dlouhodoba stabilita castic v prostiedi carbomeru

Tydenni stabilita 2 - tydenni 2 - mésicni

[%6] stabilita [%6] stabilita [%0]
Hriebicek 6,75 9,45 -12,48
Rozmaryn 14,30 -7,70 -23,53
Materidouska 6,83 -84,47 -86,34
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Levandule 18,06 11,38 7,74
Jitrocel -35,00 -46,05 -83,16
Skof¥ice -18,17 -14,56 -35,64

Echinacea -103,75 -101,25 -106,25

Cerny bez 3,22 -2,02 -7,43

Salvéj 60,29 -56,12 -27,99
Zazvor -19,81 -31,89 -85,76

V prostfedi carbomeru po tydnu vykazovaly nejmensi uvolnéni koncentrace polyfenoli
Castice s Cernym bezem, hfebickem a matefidouskou. Vyraznéjsi ndrast koncentrace byl u
rozmarynu a levandule. U Salvéje doSlo k nejvyrazné€jSimu nartistu koncentrace o celych
60 %. Zaporné hodnoty u ostatnich bylinek vykazuji to, Ze obsah jednotlivych latek je mensi
nez hodnota naméfend v ase 0. To mohlo byt zplisobené degradaci polyfenold ve volném
roztoku.

Po tydnu doSlo pouze u ¢astice s hiebickem k uvolnéni koncentrace polyfenoli. U zbytku
castic doslo k jeji degradaci. Po dvou mésicich uz vykazuji degradaci vSechny cCastice.
V prostiedi carbomeru je tedy nejstabiln€jsi Castice s hiebiCkem, kdy se po dvou tydnech
uvolnilo necelych 10 %.

Pfi porovnani prostfedi vody a carbomeru byly ¢astice stabilnéj$i ve vodném prostiedi a
nejstabilnéjsi ¢astice byla s hiebickem.

5.2.3 Stanoveni koncentrace liposomi pomoci Stewartova testu

Byl piipraven vzorek prazdnych liposomovych ¢éstic a nasledné zmétena kalibracni fada
dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.4. Koncentrace byla vypoctena dle rovnice regrese
kalibra¢ni kiivky (Obrazek 32). Vzorek liposomovych castic byl proméfen tiikrat a vypocitan
pramér.
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Obradzek 32: Kalibracni zavislost Stewart testu

Dle kalibra¢ni kiivky byla stanovena koncentrace pryzdnych liposomovych ¢éstic na
3,630 + 0,009 mg/ml.

5.2.4 Stanoveni velikosti a stability ¢astic pomoci DLS a zeta potencialu

Ptipravené vzorky byly proméfeny na koloidnim analyzatoru Malvern Zetasizer ZS,
ktery dal zékladni data o Casticich jako primérnd velikost Castic, distribuce velikosti ¢astic a

37



index polydisperzity. Déle také diky elektrodovému nastavci byl proméfen zeta potencial,
diky kterému se da urcit stabilita castic.

5.2.4.1 Priumérna velikost a distribuce Cdastic

Z vysledkt uvedenych v nasledujici tabulce (Tabulka 9) je vidét, Ze nejvétsi byly liposomy
s enkapsulovanym extraktem z jitrocele jejichz primérna velikost dosahovala 480 nm, naopak
jako nejmensi byly stanoveny liposomové Castice s enkapsulovanym extraktem z levandule
(196 nm). U castic, které byly filtrovany ptes bakteriologicky filtr, pfipadné upraveny filtraci
pomoci Sephadex LH20 bylo zaznamenano snizeni jejich primérné velikosti a rovnéz snizeni
indexu polydisperzity.

Tabulka 9: Velikost pripravenych liposomovych cdstic

Vzorek !ndex _ Primérna
polydisperzity | velikost ¢astic [nm]
Cerny bez 0,251 221,0
Hrebicek 0,229 206,6
Rozmaryn 0,312 208,0
Zazvor 0,366 236,0
Jitrocel 0,251 471,8
Levandule 0,136 196,0
Skoftice 0,387 260,0
Matefidouska 0,272 300,8
Salvgj 0,310 233,9
Echinacea 0,262 223,5
Prazdné liposomy — sterilni 0,188 1445
Liposomy se skofici — sterilni 0,189 168,3
Liposomy s hiebickem — sterilni 0,223 184,4
Liposomy s ¢. bezem — sterilni 0,128 162,9
Prazdné liposomy — Sephadex 600 0,244 177,4
Prazdné liposomy — Sephadex 900 0,233 170,1
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Obrazek 33: Primér velikosti pripravovanych liposomovych castic
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5.2.4.2 Zeta potencidal

Z hodnot zeta potencialti uvedenych v nasledujici tabulce (Tabulka 10) lze fici, ze vSechny
liposomy byly stabilni. Za nestabilni se povazuji ¢astice, u kterych se hodnoty zeta potencidlu
pohybuji v rozmezi od -30 mV do 30 mV.

Jako nejstabilnéjsi byly vyhodnoceny liposomové Sastice s enkapsulovanym extraktem
Salvéje, hodnota jejich zeta potencidlu byla -50,6 mV. Nejméné stabilni byly v ptipadé
enkapsulace zvolenych extrakti liposomy s enkapsulovanym rozmarynem (-33,6 mV).
Celkove byly ale nejméné stabilni liposomy filtrované ptes Sephadex pti 600 ot./min, tyto
Castice se s hodnotou -29,2 pohybovaly na hranici stability.

Tabulka 10: Zeta potencidl pripravenych liposomovych Cdastic

€ — potencial & — potencial
V k V k
zore [mV] zore [mV]
Cerny bez -42.8 Salvgj -50,6
Hiebicek -43,8 Echinacea -47,9
Rozmaryn -33,6 Prézdné liposomy — sterilni -49,0
Zazvor 36,4 LlpOSOIny‘SG’SkOI‘ICI - 463
sterilni
. Li my s hiebickem —
Jitrocel -39,8 Iposomy s hrebickem 38,7
sterilni
Levandule 37,1 Liposomy s €. bezem - 41,7
sterilni
. Prézdné liposomy —
Skoft -49,6 -29,2
oriee Sephadex 600
L Prézdné liposomy —
Matetidouska 33,9 Sephadex 900 34,8

5.3 Kultivace bunék

Burky byly kultivovany podle postupu v kapitole 4.4. Rust bunék mize ovlivnit fada
faktoru, jako je pocet pasazovani, slozeni media, prostfedi. VSechno musi byt naprosto

sterilni. Pfed kazdou vyménou média byly bunky kontrolovany pod mikroskopem, zda rostou

spravné a zda tvoii vrstvu bunék na dné lahvicky.

r

Obrazek 37: Keratinocyty
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"O'b-rdée;c. 38: Kreatinocyty — mrtvé buii

Na Obrazek 37 mizeme vidét shluky bunék, které se v lahvicce tvorily. Tyto shluky vedly
k odumirani bunék. Divodem mohla byt $patna manipulace s buiikami, vykyvy teplot ¢i uz od
pocatku v zamrazené ampulce. Na Obrazek 38 je vidét vyrazné zlepSeni v poc¢tu buné€k, avsak
jejich tvar vykazuje odumirani bunék.

54 MTT test

Pro provedeni MTT testu bylo zapotiebi nejprve zjistit, zda koncentrace bunck je
dostacujici. Buniky byly pocitany pod mikroskopem (Obrazek 39) v Burkerové komirce podle
postupu v kapitole 4.4.1.1, mnozstvi bunék bylo vypodteno na 1,248-10° v 6 ml roztoku, coz
bylo dostacujici k provedeni testu. Buiiky byly také pted spocitanim vyfoceny, viz Obrazek
41 a Obrazek 42.

Obrazek 39: Inverzni mikroskop
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Obrazek 40: Biirkerova komiirka s burikami a trypanovou modri

Obrazek 41: Keratinocyty pri zvétseni 400x

Obrazek 42: Keratinocyty pri zvétseni 200x
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MTT test byl provadén na 96 - jamkové desticce podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2.
Byly testovany piirodni extrakty hiebiCku, skofice, Cerného bezu, Salvéje, rozmarynu,
echinacey, matetidousky, levandule, zadzvoru, jitrocele. Testovany byly liposomy s ptirodnim
extraktem, které mély nejlepsi antioxida¢ni u€¢innost a byly nejvice stabilni. Byly to liposomy
s hiebickem, se skofici, s Cernym bezem, se $alvéji, s rozmarynem a echinaceou. Dale pro
porovnani byly proméfeny prazdné liposomy a jako blank slouzily bunky bez ovlivnéni
vzorkem. Rozvrzeni testu na desticce je znazornéno v nasledujici tabulce (Tabulka 11) (Cislo
znamena konkrétni fedéni).

Tabulka 11: RozloZeni testovanych latek na 96-jamkové desticce

PbS | PbS PbS PbS PbS | PbS | PbS PbS PbS PbS PbS | PbS
. Hieb. | Hieb. | Hieb. Mat. Mat. Mat. .
PbS | Hieb. % 10x 20x Mat. 2% 10x 20X Pr. lip - PbS
. | Skof. | Skotf. | Skof. Lev. Lev. Lev. Pr. Lip
PbS | Skof. 2% 10x 20x Lev. ox 10x 20x % blank | PbS
Ny C. C. C. , ] ] .
PbS C. Bez Bez Bez | Zaz. Zaz. Zaz. Zaz. Pr. Lip blank | PbS
Bez 2X 10x 20x 10x
2X 10x 20x
x Sal. Sal. Sal. . Jit. Jit. Jit. ]
PbS | Sal. . 10x 20x Jit. ox 10x 20x Pr. lip | blank | PbS
. Lip. Lip. Lip. Lip. C. | Lip.
PbS | Rozm. ch(m. ng)’:"' RSS)T' ;‘5; Hieb | Hieb | Hicb | bez | Sal. |PbS
2X 10x 20x 10x 10x
. Lip. Lip. Lip. Lip. Lip.
Pbs | Ech. EZC)*(‘ 'ig')‘( ';‘5?( LP | Skor | Skof | Skoi | Roz | Ech. |PBbS
SKOT 1 oy 10x 20x 10x 10x
PbS | PbS PbS PbS PbS | PbS | PbS PbS PbS PbS PbS | PbS

Po naneseni roztokt MTT a SDS, byla stanovena na ELISA readeru absorbance pfi vinové
délce 595 nm jako pocate¢ni hodnota, z divodu zabarveni ptirodnich extrakt a mozného

ovlivnéni vysledkt (viz Obrazek 43).
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5.4.1 Vyhodnoceni testu

Vysledkem testu je absorbance, ktera je pfimo imérna Zivotaschopnosti bunék. Cim vice je
Vv jamce prezivsich bungk, tim tmavsi barva a vy$§i koncentrace. Zivé buiiky totiz dokéazi
preménit MTT na fialovy formazan. Namétené hodnoty absorbanci by byly pak prepocitany
na procentudlni mnozstvi, které¢ udava viabilitu bunék. Ziskané hodnoty se pak vynesenou do
grafii a prolozi se sigmoidedlni ,,dose-response® kiivkou, ze které se vypocita inhibi¢ni
koncentrace danych ptirodnich latek. Tato hodnota udava, pti které koncentraci dojde k 50 %
usmrceni bunék. Cim niz§i hodnota, tim toxiGt&jsi latka to je.

Po dvoudenni inkubaci nebyla zadna znamka fialového zbarveni ani u blanku (viz Obrazek
44), to znamena, ze buiky musely byt mrtvé jesté pied zacatkem aplikace testovanych latek.
To znamena, ze mohly byt bunky naruseny napiiklad pfi centrifugaci.

Obrdazek 44: 96-jamkova desticka - Vyhodnocent testu MTT

Z ptehledu dosazenych vysledki 1 z vysledktit MTT testu je patrné, Ze v pritbéhu prace byly
poprvé zavedeny v laboratofich FCH VUT v Brné postupy a testy vyuZivajici bunétné
kultury. Za timto ucelem byly zavedeny nové postupy kultivace a pasazovani lidskych
keratinocyti a postupy pouzivané pit MTT testu. Negativni vysledek miZze byt zpisoben
nedostateCnou optimalizaci podminek kultivace, s vétsi pravdépodobnosti vSak doslo ke
kontaminaci bun¢k mykoplazmaty, ptfipadné¢ néjakymi dosud nezndmymi toxickymi vlivy.
Testy cytotoxicity budou nadéle optimalizovany v navazujicich pracich.
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6 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na vyuziti bunéénych kultur k testovani cytotoxicity pfirodnich
extraktli levandule, Cerného bezu, jitrocele, skofice, Salvéje, zazvoru, matefidousky,
echinacey, hiebicku, rozmarynu a ptipravenych liposoma s jejich obsahem.

V teoretické Casti jsou popsany bunééné kultury a jejich kultivace in vitro. Podrobnéji je
tato ¢ast zamétena na kultivacni podminky a moznosti vyuziti bunék k testovani cytotoxicity.
Dale jsou v teoretické ¢asti charakterizovany vybrané piirodni latky a jsou uvedeny moznosti
jejich enkapsulace do liposomtl k naslednému vyuziti v kosmetickych ptipravcich.

V experimentalni ¢asti byly pfipraveny extrakty z vybranych bylin a charakterizovany. Pii
charakterizaci bylo urceno celkové mnozstvi polyfenoll, flavonoidi a jejich antioxidac¢ni
ucinek. Nejvetsi mnozstvi polyfenoli obsahoval extrakt z cerného bezu, nejvétsi mnozstvi
flavonoida obsahoval extrakt z jitrocele a nejvyssi antioxidac¢ni i¢inek mél extrakt z hiebicku.

Po charakterizaci byly vSechny bylinné extrakty enkapsulovany do liposomovych ¢éstic.
Nejvetsi enkapsulacni ucinnost byla stanovena u skofice, kterd dosahla uc¢innosti 73,9 %,
naopak nejmensi enkapsulacni uc¢innost méla echinacea s 4,7 %. Déle prostiednictvim
stanoveni celkovych polyfenolii byla stanovena i dlouhodobé stabilita piipravenych castic
v prostiedi vody i carbomeru, kdy bylo spektrofotometricky sledovano uvoliované mnozstvi
po dobu az dvou mésict. Castice byly stabilngjsi ve vodném prostiedi, které ma méné
viskozni charakter. V obou testovanych prostfedich byly nejvice stabilni Castice s hiebiCkem.

Stanoveni stability pfipravenych ¢astic bylo také provedeno méfenim pomoci zeta
potencialu. VSechny castice byly stabilni. Nejstabiln¢jsi ¢astici byla castice s obsahem Salvéje
(-50,6 mV). Metodou dynamického rozptylu svétla byla nasledné¢ prométfena i velikost
piipravenych liposomt. Rozmezi velikosti ¢astic se pohybovala od 196 nm do 480 nm, kdy
nejvetsi castici byla jitrocelova.

Prakticka cast byla také zaméfena na praci s lidskymi koznimi bunikami — Keratinocyty,
které byly vybrany pro nasledné provedeni cytotoxického testu. Prace s bunikami spocivala
V jejim rozpipetovani do kultivacnich nadob, vyméné média, ¢i ndslednému pasazovani.
Veskera prace probihala za sterilnich podminek ve sterilnim boxu. Déle byly buiky
podrobeny testu viability s trypanovou modii a po¢itany na Biirkerové komurce. Po dosazeni
dostate¢ného mnozstvi bunsk (1,248:10° v 6 ml) byly bylinné extrakty i s pkipravenymi
¢asticemi podrobeny ve Ctyfech riznych koncentracich cytotoxickému testu MTT. Test je
zaloZen na schopnosti zivych bunék redukovat MTT na fialovomodrou srazeninu formazanu.
Test byl proveden dvakrat, av§ak nebyly ziskany uspokojivé vysledky. Butiky byly jesté pied
zapocetim testu zfejmé poskozeny, piipadné kontaminovany mykoplazmaty, a proto se
fialové zbarveni neobjevilo ani u blanku. Soub&zné tyto bylinky byly v jiné bakalatské praci
podrobeny testu genotoxicity a vtomto piipadé nevykazovaly negativni Géinky. Proto je
pfedpokladan negativni vysledek 1 u testli cytotoxicity. Ovéfenim této teorie a moznostmi
vyuziti bylinnych extrakt v kosmetice se bude dale zabyvat navazujici diplomova prace.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ECACC - European Collection of Cell Cultures (Evropska organizace poskytujici
bunééné kultury)

ATCC - American Tissue and Cultures Collection (Americka organizace skladujici
tkan¢ a bunécné kultury)

LCso— stiedni letalni davka 50

ICs — stfedni inhibi¢ni koncentrace

DMSO — Dimethylsulfoxid

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

MTT - 3-[4, 5-dimethyl-2-thiazolyl]-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid

brdU - bromdeoxyuridin (5-brom-2-deoxyuridin)

ABTS - 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothioazolin-6-sulfonova kyselina

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecylsiran sodny)

DLS - Dynamic Light Scattering (Dynamicky rozptyl svétla)
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