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Abstrakt

PredloZzena bakalai'ska prace byla zameétena na piipravu a charakterizaci produkti s obsahem
ptirodnich antimykotickych slozek. V teoretické ¢asti byla shrnuta aktualni problematika
zvySeného vyskytu mykoz a kvasinkovitych onemocnéni v souvislosti s rozsifenim
problému snizené imunity. Dale zde byl popsan problém syntetickych 1é¢iv a antimykotik
ve srovnani s alternativy pfirodniho ptvodu. V experimentalni casti prace pak byly
ptfipraveny a charakterizovany vybrané extrakty (vodné, ethanolové a lipidické), které byly
nasledné enkapsulovany do liposomu. Sledovan byl obsah polyfenolu, flavonoidu i celkova
antioxidacni aktivita extraktd. U liposoml byla zméfena enkapsulacni ucinnost, velikost,

stabilita 1 dlouhodoba stabilita.

Dale byla v praci sledovana antimykoticka aktivita jednotlivych extraktl i liposomi viici
kvasince Candida glabrata. Pro srovnani byla otestovana také antimykoticka aktivita
komeréniho 1é¢iva klotrimazolu. Z pfipravenych extrakti vykazovaly nejvyssi
antimykoticky ucinek lipidické extrakty, proto byly pravé tyto extrakty pouzity k ptiprave
antimykotickych gelt a ¢ipkd. Presnéji byly pouzity lipidické extrakty z lichofefisnice,
skofice, zazvoru a liposomy s jejich obsahem. U téchto piipravki byla taktéz otestovana
a potvrzena jejich antimykoticka aktivita. Na zavér bylo testem cytotoxicity na linii lidskych
bunck HaCaT prokézéno, Ze jsou pouzité extrakty a liposomové castice bezpecné
a ptipravené produkty by tedy mohly do budoucna slouzit jako alternativa synteticky

pfipravenych antimykotik.
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Abstract

This bachelor thesis was focused on preparation and characterization of products containing
natural antimycotic ingredients. The theoretical part summarizes the current issue of
increased presence of mycoses and yeast diseases in connection with the extension of the
problem of reduced immunity. Furthermore, the problem of synthetic drugs and antimycotics
compared to alternatives of natural origin was described. In the experimental part, selected
extracts (aqueous, ethanolic and lipidic) were prepared, characterized and subsequently
encapsulated into liposomes. The content of polyphenols, flavonoids and the total
antioxidant activity of extracts was measured. In liposomes, the encapsulation efficiency,

size, stability and long-term stability were measured.

In addition, the antimycotic activity of individual extracts and liposomes against Candida
glabrata was studied. For comparison, the antifungal activity of the commercial drug
clotrimazole was also tested. Lipidic extracts showed highest antimycotic activity from all
of the prepared extracts, which is why these extracts were used to prepare antifungal gels
and suppositories. More specifically, lipidic extracts of nasturcium, cinnamon, ginger and
liposomes containing them were used. Their antimycotic activity was also tested and
confirmed for these preparations. Finally, the cytotoxicity test on the HaCaT human cell line
showed that used extracts and liposome particles are safe and that the prepared products

could thus serve as an alternative to synthetically prepared antimycotics in the future.
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1 Uvod

Problém sniZzené¢ imunity organismu trapi stdle vétSi mnoZzstvi osob. Setkdvame se
S problémem, kdy 1€kati pfedepisuji pacientim nadmérné mnozstvi 1é¢iv, mnohdy i velmi
unahlené a lidské télo nestihne samo zacit bojovat proti infekci. Stale ¢astéji se potkavame
s piipady, kdy ptijde cloveék s kaslem do ordinace a odchézi s Sirokospektralnimi antibiotiky,
a to je v dnesni dob¢ jedna z hlavnich pfi¢in oslabené imunity. Navic bakterie, kvasinky
I jiné patogenni mikroorganismy tak ziskavaji rezistenci vuci rutinné podavanym léktim
anasim cilem musi byt vyvoj stale novych 1éCivych piipravka. Dalsi kapitolou jsou lidé
s vaznymi chorobami jako je rakovina ¢i kupiikladu HIV, kdy clovék pod vlivem
chemoterapeutik a dalSich organismus zatéZujicich 1é¢eb trpi oslabenou imunitou. Pravé
rezistenci mikroorganismii se tyka téma mé bakalatské prace, a to piredevsim problému
mykoz. Nekterd diive pouzivand antimykotika se prokazala byt nevhodnymi, at uz
sohledem na jejich cytotoxicitu nebo tim, Ze piestavaji Uéinkovat a patogenni

mikroorganismy se vici nim staly rezistentnimi.

Presnéji je cilem této prace predstavit a ovéfit moznosti piirodni 1é€by mykoz
antifungélnimi latkami v podob¢ extrakti z rostlin, které jiz po staleti pouzivali nasi
predkoveé k 1éEbé a jsou ptiznivéjsi na chod organismu nez synteticky vyprodukovana 1éciva.

A4

Dalsim cilem je vybrat nejvhodnéjsi druh extraktli S nejvyssim antimykotickym ucinkem,

v

liposomovych ¢astic, ktery by byl vhodny k pozdéjsimu 1ékaiskému vyuziti.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Mykézy

Mykozy jsou invazivni infekce vyvolané mikroskopickymi houbami. U lidi rozeznavame
Ctyfi zakladni skupiny mykéz — povrchové, kutanni, subkutdnni a systémové. Zvysujici se
vyskyt téchto chorob vyzaduje intenzivni hledani uc¢innych lé¢ebnych postupt.

Mikroskopické houby délime na kvasinkovité a vlaknité houby (plisn¢) [1], [2].

2.1.1 Mykoézy zpisobené kvasinkovymi mikroorganismy

Z kvasinkovitych mikroorganismu zpusobuji mykézy piedevs§im piislusnici rodu Candida.
Nejcastéji se jedna o druh C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata a C. kruseli

[1].

Slizni¢ni mykozy se nejcastéji nachdzeji v dutiné ustni. Kde je asty napiiklad akutni
zanét, znamy pod nazvem soor, ktery postihuje pfedevsim novorozence, star§i osoby,
pacienty trpici zdvaznym onemocnénim (AIDS, zhoubné nadory) a projevuje se bélavym
povlakem na jazyku. Dale se u lidi se zubni protézou vyskytuje tzv. chronicka atroficka
kandidoza. Kandidy také Casto vyvolavaji zanét vaginalni sliznice, se kterym se setka az

75 % zen v prub¢hu jejich zivota a mnohé z nich trpi témito mykdzami opakované [1].

Systémové kandidozy jsou podstatné hiie diagnostikovatelné, zpravidla je nelze odlisit
od jinych infek¢nich chorob. Postizeny mohou byt rizné partie traviciho traktu, plice,
ledviny ¢i jatra. Kandid6za dolnich mocovych cest se objevuje v disledku mocového katétru
nebo v souvislosti s cukrovkou. Mezi dalsi, Castéji se u nas vyskytujici kvasinkovité

mikroorganismy patii druh Malassezia furfur, piivodce onemocnéni pityriasis versicolor [1].

2.1.2 Mykozy zpiisobené vlaknitymi houbami

Z vlaknitych hub jsou nejc¢astéjsimi pivodci povrchovych mykotickych infekci dermatofyta,

Vv piipadé systémovych mykoz aspergillia [1].

Mezi dermatofyta fadime rody Trichophyton, Epidermophyton a Microsporum. Z nich
zpusobuje humanni mykozy kolem 10 druhi. Néktera dermatofyta jsou antropofilni, piisobi

na lidsky organismus, jina zoofilni nebo geofilni, kdy se infekce pienese ze zvitat na ¢lovéka
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(napt. psu, kocek), nebo z pudy. Dermatofyta, vzhledem k jejich schopnosti utilizovat

keratin, mohou vyvolat i vazna onemocnéni kize [1].

Spory vlaknitych hub rodu Aspergillus se bézné vyskytuji v ovzdusi, proto jsou nejcastéji
infikovany plice a paranazalni dutiny. Zde dominuje druh Aspergillus fumigatus. Casto

fataln¢ kon¢i plicni infekci u 0sob s oslabenou imunitou a hematologickymi chorobami [1].
2.1.3 Nejcastéji vyskytujici se mykozy

Mykoézy trapi nas organismus od utlého mladi az do vysokého véku [3]. Nasledujici

podkapitoly proto dale uvadéji nejéastéji se vyskytujici mykozy.
2131 Soor

Znamou formou kandidozy, ktera se vyskytuje i u velmi malych déti je tzv. soor. VétSinou
se objevuje jako bélavy povlak na jazyku, ktery se da setfit. Pod povlakem se nachéazeji
zacervenald ohrani¢end mista. Vedle této formy sooru existuje také forma bez bélavych
povlakt, ta se objevuje vétSinou po uzivani Sirokospektralnich antibiotik, projevuje se
cervenym zbarvenim a palenim sliznice v tstech. Soor se vyskytuje i u Cerstvé narozenych
nedonoSenych novorozenct, kdy je zdrojem infekce matka. Pro 1é€bu se pouziva 1é¢ivo

nystatin, flukonazol, itrakonazol nebo cyklodextrin [3].
2.1.3.2 Vaginalni mykoza

Hlavnim puvodcem vaginalnich mykoz je Candida albicans, ktera je soucasti vaginalni
mikroflory, pfi pfemnoZeni se miiZe ale stat nepfijemnou soucasti Zivota Zen. Tento druh
mykozy zplisobuje zarudnuti, svédéni a paleni vulvovagindlni sliznice. Casto se objevuje pii
uzivani peroralni antikoncepce, antibiotik nebo pii diabetu. Bylo prokazano, ze 75 % Zen na
svété v reprodukcénim véku, alespoi jednou za Zivot tuto mykozu prodé€la. Z nichz priblizné
58 %, coz déla 150 milionu Zen po celém svéte, trpi touto mykozou opakované. To vede ke
chronickému podrazdéni vulvovaginalni sliznice, které vyzaduje 1é¢bu alespon k ¢astecné
kontrole symptomtl, vétSinou azolovymi antimykotiky. Ackoli je tato lécba U€innad pro
se proto onemocnéni navraci a zptisobuje opakované mykozy. Je tedy nutné stale vyvijet

nova antimykotika [4].
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2.1.3.3 Systémové mykozy u HIV pozitivnich pacientii

Houbovité mikroorganismy jsou pro zdravy organismus vétSinou neSkodné. Pii oslabené
imunité, zejména u HIV pozitivnich pacienti mohou vsak zpusobit vazna onemocnéni.
Celosvétove, spolu se zvySujicim se poctem osob se sniZzenou imunitou, nartsta pocet
onemocnéni zpusobenych patogeny jako je Candida, Cryptococcus a Pnemocystis. Bylo
odhadnuto, ze HIV/AIDS ma za nasledek téméf 10 miliont piipadi oralni kandidozy
a 2 miliony ptipada plicnich mykéz roéné. V poslednich letech piedstavuje jesté vyssi obavy
velmi vysoka mortalita spojena s invazivnimi houbovymi infekcemi, kterd ¢asto dosahuje

50 % navzdory Sirokému spektru 1é¢iv na trhu [5].

Prestoze ptesnost odhadii umrtnosti miize byt spornd, je velmi pravdépodobné, ze
houbovité a kvasinkovité infekce, zabiji kolektivné asi jeden a pil milionu lidi ro¢né, coz je
prakticky stejny pocet lidi, ktefi roén¢ umiraji na tuberkulézu ¢i malarii. Mykozy zlstavaji
v povédomi lidstva velmi podhodnoceny, a proto je cilem vyvinout dal$i ucinna a nova

antimykotika [5].
2.1.34 Mykozy u 0sob s rakovinou

Invazivni mykotické infekce se objevily jako hlavni pfi¢ina umrtnosti u kriticky nemocnych
pacientl. Pacienti s rakovinou na jednotkach intenzivni péce maji velké sklony pro invazivni
houbové infekce. Prevazna vétSina téchto infekei je zptsobena kvasinkou rodu Candida.
Vyskyt invazivni kandidézy se v poslednich dvou desetiletich rapidné zvysil nejen na
jednotkach intenzivni péce ale také na onkologickych jednotkach. VEasna diagnostika
invazivni kandidozy zUstavd vyzvou navzdory nové zavedenym mikrobiologickym
postuptim. Pti zpozdéném zahdjeni 1écby se rapidné zvysuje tmrtnost. Hlavni klinické studie
ucinnosti novych antifungalnich ptipravkii nezahrnuji pacienty s rakovinou. V poslednich
letech se také objevila aspergiléza a mucormykoza, jako vyznamné pti¢iny morbidity

a mortality u pacientd s hematologickym karcinomem na jednotkach intenzivni péce [6].

Dostupnost novych chemoterapeutickych latek a transplantacnich postupli vyznamné
zlepsila miru preziti pacientll s rakovinou. Avsak invazivni mykotické infekce zlstavaji
vyznamnou terapeutickou vyzvou pro lékafe a nadale predstavuji potencialni hrozbu pro
pacienty, ktefi rakovinu pteziji. Nékolik infeket, které byly kdysi povaZzovany za vzacné, se

stale Cast&ji hlési z riiznych 1écebnych center. Prvotni a rozhodujici je rychléd detekce mykoz
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u vysoce rizikovych pacientli, v€asna diagnéza a vhodnd lécba. Tyto postupy se ale
komplikuji diky rezistenci kvasinek a houbovitych mikroorganisma k rutinné pouzivanym

antimykotikam [7].

Vysoka umrtnost spojend s témito vzacnymi invazivnimi plisnovymi infekcemi odrazi
potfebu spolehlivéjsich, neinvazivnich, vc€asnych diagnostickych néstrojii a novych
antifungalnich 1éka s vétsi ucinnosti. Pribézny vyzkum v mykotické oblasti diagnostiky
aterapeutiky by usnadnil zavedeni novych, ucinnéjSich antimykotik, vcetné
imunomodulacénich terapii, které nakonec zlepsi morbiditu a mortalitu téchto zavaznych

infekcei [7].
2.2 Antimykotika

Antimykotika jsou piirozené se vyskytujici nebo syntetické slouceniny, které maji in vitro
iin vivo aktivitu proti kvasinkam, kvasinkovitym mikroorganismim nebo plisnim.
Antimykotika inhibuji napt. syntézu proteini, RNA a DNA nebo zvySuji permeabilitu
bunécné stény hub, kdy je dasledkem unik makromolekul z buiikky vedouci k jejimu
usmrceni. Z hlediska struktury pfedstavuji antimykotika rozmanitou skupinu slouc¢enin. Jako
antimykotika ptisobi i n€ktera antibiotika, nenasycené mastné karboxylové kyseliny, nékteré

aromatické kyseliny, derivaty imidazolu atd.[8], [9].

2.2.1 Historie antimykotik

V padesatych letech minulého stoleti bylo k dispozici na trhu pouze né&kolik druhil
antimykotickych 1é¢iv. Toto se vSak ke konci Sedesatych let dramaticky zménilo zavedenim
nov¢jSich Sirokospektralnich antimykotik, jako jsou napf. jodované trichlorfenoly
a imidazoly, které narusuji buné¢nou membranu houbovitych bunék. Déle byly vyvinuty

1é¢iva jako itrakonazol nebo flukonazol [10].

2.2.2 Polyenova antimykotika

Tato antimykotika se vazi na ergosterol a tim narusuji permeabilitu cytoplazmatické
membrany. Disponuji Sirokym spektrem Gcinkii. Jedna se o latky produkované Streptomyces
nodosus [11], [13].
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2.2.2.1 Amfotericin B

Pouziva se pro 1écbu systémovych a organovych mykoz. Je lipofilni povahy ale jeho koloidni
disperze s deoxycholatem sodnym umoznuje rozpustnost ve vode. Velkou nevyhodou je také
mnoho nezddoucich u€inkl jako napf. nefrotoxicita. Ma Siroké spektrum tc¢inku s nizkym
vyskytem rezistence. Jako jediné antimykotikum ptisobi proti zygomycetam a protozoim.
Resistentni vaci Amfotericinu B mohou byt vzacné nékteré druhy kandid jako C. lusitaniae

nebo kmen Pseudoallescheria boydii [11], [12].

Nezadouci tcinky se d€li na ranné a pozdni. Akutni toxicita se projevi nékolik hodin po
infuzi zvracenim, horeckou, tfesavkou ¢i bolestmi hlavy nebo svalt. Jeho nefrotoxicita je
dana jeho vazbou na cholesterol membran, ¢imz se porusi membranova permeabilita, a tudiz
1 pronikdni iontl a latek skrz membranu. Hematotoxicita se projevuje anémii, méné

leukopenii a trombocytopenii [11], [12], [13].
2.2.2.2 Nystatin a Natamycin

Tato 1é¢iva se na rozdil od Amfotericinu B pouzivaji k lokalni 1é¢b¢, a to k 16€bé koznich
a vaginalnich mykoz, ¢asto v kombinaci s antibiotiky nebo kortikosteroidy. Vétsinou je

sezeneme ve formé masti, krém, vaginalnich globuli ¢i vaginalnich masti [11], [12].
2.2.3 Azolova antimykotika

Azolova antimykotika se pouZivaji od 60. let minulého stoleti. Prvni fada téchto syntetickych
1é¢iv mé strukturu zaloZenou na imidazolu (klotrimazol, mikonazol), novéjsi 1éciva maji
strukturu zalozenou na triazolu (flukonazol, itrakonazol). Imidazoly se pouzivaji zejména
pro 1écbu lokalnich mykoz, zatimco triazoly naSly uplatnéni v 1écbé systémovych mykoz
[11], [12].

Mechanismus jejich U€inku spociva v inhibici biochemického procesu vzniku
ergosterolu, tim padem naruSuje stabilitu bunéfnych membran. Bohuzel azolova
antimykotika interaguji sfadou 1éCiv jako napt. s warfarinem, antiretrovirotiky C¢i

imunosupresivy [11], [12], [13].
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2.2.3.1 Flukonazol

Flukonazol je antifungalni ¢inidlo uréené pro 1é¢bu systémovych i lokalnich mykéz. Toto
1é¢ivo pusobi dobie proti kryptokokim a Sirokému spektru kandid (Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida lusitaniae, ...), bohuzel neptisobi na kmen Candida krusei. Je
mozné ho uzivat ve form¢ peroralni suspenze, sirupu, tobolek ¢i infuzniho roztoku [11], [12],
[13].

2.2.3.2 Klotrimazol

Klotrimazol se pouziva pouze pro 1é¢bu lokalnich myko6z ve formé krému, pasty, emulze-
krému, spreje, vaginalniho krému ¢i vaginalnich tablet. Je Casto pfedepisovan pro 1écbu

vulvovaginalni kandidozy [11], [12], [13].
2.2.3.3 Echinokandiny

Tato antimykotika, vyvinutd na zacatku 21. stoleti, jsou urfena vyhradné pro 1écbu
systémovych mykoz, zpisobenych non-albicans kandidami (nebo kmeny C. albicans
rezistentnimi k flukonazolu) a aspergilami. Na rozdil od jinych skupin antimykotik inhibuji
syntézu glukani v bunééné stén¢. U kandid ptsobi fungicidné. Maji minimalni nezadouci
ucinky a jsou podavany pouze parenteralné. Chemicky se jedna o slozité cyklické

lipopeptidy [11], [12], [13].
2.2.4 Allylaminy

Tato 1é¢iva inhibuji skvalenepoxidazu, ¢imz dochazi v bunécné membrané k deficienci
ergosterolu a akumulaci skvalenu, tudiZ ptsobi fungicidné. Jejich Gcinek je rychlejsi nez
u azold. Pusobi na plisné, ale jiz méné na kvasinky. Patii mezi né terbinafin (vhodny k 1é¢bé
koznich myko6z, onychomykdz) a naftifin. Nezadoucimi ucinky jsou alergie, vzacné jaterni

toxicita [11], [12].
2.2.5 Ciklopirox

Ciklopirox (jeho triethanolaminové sul, ciklopiroxolamin) piasobi inhibi¢n€ na transport

dilezitych latek (napft. bilkovin) uvnitt bun¢k hub. Podava se pouze lokaln¢ jako krém, mast,

w1
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kvasinkovité mikroorganismy ale také na fadu grampozitivnich kokl. Bohuzel, jako

nezadouci ucinek, mizeme zminit alopecii ¢i diskoloraci vlasa [11],[13].
2.3 Prirodni latky s potencialnim antimykotickym t¢inkem

2.3.1 Zazvor lékaisky (Zingiber officinale)

Zazvor je nam znam hlavné jako koteni, jeho oddenek je vsak dilezitou lékopisnou
surovinou. V potravinach a napojich je bézn¢ pouzivan pro svou charakteristickou pikantni
chut’. V Iékarstvi byl pouzivan jiz ve starovéku pro 1écbu mnoha chorob, bolesti, zanétt ¢i
Zalude¢nich problémti. Mnoho pfiznivé pisobicich latek v zazvoru (gingeroly) jiz bylo
zkoumano a ovéteno. Zazvor pusobi skvéle na snizeni mnozstvi nadbyte¢ného tuku v téle,
antioxidacni ucinky. Antimykotické u¢inky ethanolového extraktu byly potvrzeny in vitro
v n¢kolika studiich, je zde ale sporné, jak silny je jeho antifungalni G¢inek bez vlivu ethanolu
[14], [15], [16].

2.3.2  Cesnek kuchyiisky(Allium sativum)

Cesnek je bézné znamou zeleninou, ktera se pouziva k ptipravé pokrmil po celém svéts jiz
od roku 3 000 pt.n.l. Tato rostlina je hojné pouzivana v mediciné, jelikoz obsahuje mnoho
bioaktivnich latek, zejména derivaty siry (alicin — hlavni bioaktivni sloZka), zdroj vitamini
E, C, minerald a polyfenol. Jeho chemické slozeni a antioxida¢ni vlastnosti jsou stale

piredmétem vyzkumu [17], [18].

Védecké studie prokazaly, Ze Cesnek lze pouzit k prevenci i 1é€bé mnoha onemocnéni
jako je ateroskler6za, infarkt myokardu, rakovina, nachlazeni, travici problémy, bakterialni,
virova i plisiova onemocnéni. Dle studie, mysi, kterym byl pravidelné¢ podavan Eesnek,

bojovaly u¢innéji proti houbové infekei [17], [18].

Na rozdil od antibiotik, neoslabuje ¢esnek na$ imunitni systém, naopak jej podporuje.

Jeho prospésné vlastnosti jsou zptisobeny predevsim silnou antioxidaéni aktivitou [17], [18].

2.3.3 Skoricovnik pravy (Cinnamomum verum)

Skoticovnik pravy je tropicky ket, ktery doriistd vysky 10 metri a pochazi z jihovychodni

Asie. Skoftice, ktera se ziskava z kiry skoficovniku, se pouziva jako kofeni, pfisada do
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bonbontl, zubnich past i parféml. V tradi¢ni mediciné se pouziva jako antitusikum,
antimikrobidlni, antifungalni, antioxida¢ni a protizdnétlivé Cinidlo. Hlavnimi slozkami
skofice jsou cinnamaldehyd, cinamat a kyselina skoficova. Obsah téchto slozek se s vékem

rostliny zvySuje. Ve skofici se také nachazeji esencialni oleje napt. eugenol [19], [20].

Podle poslednich studii mtze skofice zabranit ¢i zpomalit diabetes, rakovinu tlusté¢ho
stteva, krvaceni i roztrousenou skler6zu. Studie prokazala antifungalni u¢inek ethanolového
extraktu skofice na kmenech C. albicans a C. krusei. Prokazatelnost tohoto ucinku a formy
1é¢by je nutné ale dale provérit [19][20],[21].

2.3.4 LichoreriSnice vétsi (Tropaeolum majus)

Tato rostlina byla v 16. stoleti pfevezena do Evropy z Jizni Ameriky. Jedna se o rostlinu
s mnohymi Ié¢ivymi G¢inky a obsahem bioaktivnich latek, které jsou snadno absorbovatelné
lidskym organismem. Kvéty, listy 1 semena jsou bohatym zdrojem drasliku, fosforu,
vapniku, médi i zeleza. LichofefiSnice ma potencialni antimikrobidlni, antifungélni,
hypotenzni i protirakovinové ucinky. Antifungalni u¢inky byly potvrzeny na krysach
s onychomykdzou. Antioxidacni ucinnost této rostliny je zplUsobena vysokym obsahem
anthokyani, polyfenoli a vitaminu C. VVzhledem k bohatému obsahu fytochemickych latek
lze lichofefis$nici pouzit pro onemocnéni dychaciho ustroji izazivaciho systému. Diky
vysokému obsahu kyseliny erukové v semenech umoziuje také 1écbu adrenoleukodystrofie

[22], [23].
2.3.5 Hrebickovec koienny (Syzygium aromaticum)

Hiebickovec kofenny, obecné znamy jako hiebicek, je stiedné velky, vZdy zeleny strom 8-
12 m vysoky, piivodem z vychodni Indonésie. Komer¢ni ¢ast tohoto stromu je jeho nerozvity
suSeny pupen, ktery se sklizi po 4 letech od zasazeni, tésn¢ pied kvetenim tohoto stromu.
Hiebicek piedstavuje jeden z hlavnich zdroju fenolickych slouéenin, jako jsou flavonoidy,
hydroxybenzoové kyseliny nebo hydroxyfenylpropeny. Hlavni bioaktivni sloZzkou hiebicku
je eugenol, ktery se zde nachéazi v koncentracich od 9,4-14,659g ve 100 g cerstvého
hiebicku. Esencidlni oleje se v samotném nerozvitém pupenu nachéazeji v koncentracich az
do 18 %, z toho 89 % z nich je zastoupeno eugenolem a zbyla procenta jsou tvofena napf.

a-humulenem nebo B-pinenem, limonenem ¢i benzaldehydem [24], [25].
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Dle studii bylo potvrzeno, Ze olej z hiebicku narusuje funkci cytoplazmatické membrany
kvasinek i plisni. Ma tedy zajimavy potencidl jako terapeutickd moZznost proti plisnim
a kvasinkam patogennich pro clovéka. Hiebicek se da zatradit mezi Sirokospektralni Cinidla,
ktera inhibuji dermatofyty, dale druhy Aspergillus a Candida, ale také kandidy rezistentni
vuci flukonazolu. Bylo by tedy vhodné dale prostudovat jeho §ir§i vyuziti v 1ékafstvi [24],
[25].

2.3.6 Kurkumin

Kurkumin je pfirodni latka, ktera je izolovana extrakci z oddenku kurkumovniku dlouhého.
Tato rostlina pochazi z jizni Asie a je jiz po staleti vyuzivana v medicing, vV posledni dob¢ je
ale také dulezitym predmétem zkoumani. Nejvetsim producentem zndmého zlutého kotend,

které zname pod nazvem kurkuma, je Indie [26].

Preklinické in vitro a in vivo studie zaznamenaly velké mnozstvi biologickych u¢inku
kurkuminu potencialné vyuzitelnych v medicing, napf. protizanétlivy Gc¢inek, antioxidacni
ucinek, imunomodulaéni efekt, indukce apoptézy ¢&i protirakovinotvorny ucinek.
Nevyhodou je jeho hydrofobnost. Obecné je kurkumin povaZovan za bezpecné l1é€ivo do
davky 12 g denné, musime ale brat na védomi, Ze pti podani ¢istého kurkuminu se zvySuje

diky jeho antikoagula¢nim a antitrombotickym u¢inkim krvacivost [26], [27].

V ptipadé¢ antifungélnich u¢inkd byl zaznamendn inhibi¢ni Uc¢inek na kandidy kment
vyskytujicich se u pacientti s AIDS, které¢ byly izolovany z bun¢k bukalni sliznice. Tato
skutecnost dokazuje, ze se kurkumin jevi jako vhodny k 1é¢bé mykotickych onemocnéni, ale

vyzaduje dal$i zkoumani moznosti jeho terapeutického vyuziti [26], [27].
2.4 Prirodni versus synteticka antimykotika

Infekéni onemocnéni se stala svétovym problémem a hlavni pfi¢inou pfedcasnych amrti
priblizn¢ 50 000 lidi denné. Tato situace je alarmujici nejen v rozvojovych ale také
V rozvinutych zemich, a to diky nevhodnému podavani antibiotik. Lécba pacientl se
sniZzenou imunitou se stava komplikovanéjsi z divodu zvySujici se rezistenci patogennich

mikroorganismu [28].

Nejcastéjsi houbovou infekci je kandidéza zplsobend kvasinkami, vétSinou druhem

Candida albicans, coz je druh dimorfni houby. Nejvhodnéjsi teplota pro jeji riist se pohybuje
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v rozmezi od 25 do 37 °C. Kolonizuje povrchy peroralni a vaginalni dutiny i zaZivaci trakt.
Dal§imi predispozi¢nimi faktory pro kandidézu je HIV/AIDS, stres, nedostatek Zzivin,

diabetes ¢i mononukle6za [28].

Syntetické antifungdlni 1éky piisobi ve vétsin€ na proces syntézy ergosterolu v bunécné
membran¢ hub. Jejich nevhodnym pouzitim, blokuji ¢innost antibiotik tak, ze méni cilové
misto uinku ¢i schopnost penetrovat bunky, coz muZze zpusobit poSkozeni ledvin,

abnormality ve funkci jater nebo zazivaci problémy [28].

V soucasné dob¢ se patogenni mikroorganismy stavaji stale vice odolnéjSimi vuci
lécivim na trhu, a vyzkum se zaméfuje na hledani novych antimikrobialnich
a antifungalnich latek z jinych alternativnich zdroja jako jsou napf. rostliny ¢i ovoce. Tim
by se mohla snizit nejen cytotoxicita 1é¢iva, ale mohlo by byt omezeno i mnozstvi vedlejSich
ucinkl. Tato 1éciva by byla také méné finanéné narocna na vyrobu. Musime vSak zvazit

mozné alergie a otestovat cytotoxicitu jednotlivych novych 1é¢ivych latek [28].
2.5 Enkapsulace do liposomii

Liposomy jsou kulovité utvary slozené z dvojvrstvy fosfolipidii o praméru 50-1000 nm,
které slouzi jako velmi vhodné nosice pro biologicky aktivni latky. Jejich aplikace ma velké
moznosti vyuziti nejen v dermatologii, ale také pii podavani protirakovinovych 1éCiv.
Enkapsulace ucinnych latek do liposomt sniZuje napf. jejich cytotoxicitu, zvysuje dobu
cirkulace v krvi a u¢innost. Liposomy jsou zvlasté ucinné pii 1é€b€ onemocnéni, ktera
ovliviiuji fagocyty naseho imunitniho systému. Fagocyty analyzuji liposomy jako

abnormalni uto¢niky a liposomy maji tendenci se v téchto fagocytech hromadit [29].

Vyhody a omezeni liposomii jako nosi¢t 1é¢iv zavisi piedev§im na jejich interakci
s buiikami. In vitro a in vivo studie ukazaly, ze ptevladajici interakce liposomt s buiikami je
bud’ jednoducha adsorpce, nebo nasledna endocytéza. Fuze s bunéénymi membranami Se
objevuje velmi zfidka. Ctvrtou moznou interakci je vyména komponentii dvojvrstev, jako

jsou cholesterol a lipidy [29].

Télo se pred vnéjSimi vlivy chrani komplexnim imunitnim systémem. Pfi vstupu do téla
zpusobuji vEétsi objekty tvorbu trombi a jejich povrch je zneskodnén obklopenim a ptilnutim
biomakromolekul, zatimco malé ¢astice spolu s mikroorganismy a koloidy jsou zni¢eny

buitkami imunitniho systému. Tyto odezvy imunitniho systému na c¢astice vniklé do

20



organismu vyvolaly zna¢nou snahu vyvinout biokompatibilni, biodegradabilni

a nerozpoznatelné povrchy [29].

2.5.1 Vyhody aplikace liposomii

Podobnost lipidického slozeni liposomli a membran v epidermis umoziuje liposomim
proniknout skrz membranovou bariéru. To ma za nasledek zvySeni vstrebavani latky do ktize
a snizeni rychlosti doby vylouceni 1é¢iva ven z organismu. Diky jejich amfipatickému
charakteru mohou nést hydrofilni i lipofilni 1é¢iva. Jsou biokompatibilni a biodegradabilni.
Diky enkapsulaci nékterych nestabilnich latek do liposomid, mizeme zvysit prave jejich
stabilitu. V dermatologii se i prazdné liposomy stavaji velmi oblibenymi, diky jejich

schopnosti hydratovat pokozku [30].
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3 Cil prace

Cilem mé bakaléiské prace je pfipravit antimykoticky pfipravek na pfirodni bazi, ktery bude

moci konkurovat antimykotickym ptipravkiim na trhu. Tomu ptfedchazi ptiprava riznych

druhti extrakt z pfirodnich latek a jejich nasledna enkapsulace do liposomu. Néasleduje

testovani antioxida¢nich uc¢inka extrakta 1 ¢astic, dale také testovani jejich antimykotické

aktivity na kvasince Candida glabrata a testovani cytotoxicity na koznich buiikach. Tato

préce se da shrnout do nasledujicich bodu:

Ptiprava a charakterizace vybranych rostlinnych extraktt

Stanoveni antimykotické aktivity piipravenych extrakti ve volné
i enkapsulované formé a srovnani jejich u¢inku s antimykotickym 1é¢ivem
Néavrh a testovani antimykotického pfipravku s obsahem pfirodni

antimykotické slozky
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Mikroorganismy pouZzité pri testovani antimykotické aktivity

V této praci byl pouzit referencni kmen kvasinky Candida glabrata CCM 8270, z ¢eské

sbirky mikroorganismti Masarykovy univerzity v Brn¢.
4.2 Pouzité chemikalie

Klotrimazol, Sigma-Aldrich (SRN)

Folin- Ciocalteau &inidlo- p.a., Lach-Ner (CR)
Uhli¢itan sodny- p.a., Lach-Ner (CR)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

Dusiénan sodny- p.a., Lach-Ner (CR)

Ethanol pro UV/VIS 99%, Penta (CR)

Ethanol 96%, Penta (CR)

Chloroform, Lach-Ner (CR)

Methanol, Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

Chlorid hlinity, Lach-Ner (CR)

Dusitan sodny, Lach-Ner (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

Lecitin, Sigma-Aldrich (SRN)

Cholesterol, Sigma-Aldrich (SRN)

D-glukéza bezvoda- p.a., LachNer (CR)

Pepton aus Casein, Roth (SRN)

Agar, HiMedia(India)

Yeast Extrakt Powder, HiMedia(India)

ABTS 2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, Sigma-
Aldrich (SRN)

Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)
Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

Carbomer, Polygel CA, Mi¢a a Harasta, s.r.o (CR)
Kakaové maslo, 1. AROMATERAPEUTICKA KH a.s. (CR)
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Dulbecco's DMEM/high glucose, with 4,0 mM L-glutamine and phenol red, without sodium
pyruvate, Lonza (CH)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

MTT, Duchefa Biochemie(NL)

Trypsin Versene EDTA, P-Lab (CR)

FBS, HyClone (USA)

Antibiotic-Antomycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)

4.3 Pouzité pristroje a pomicky

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Vortex V-1 plus, Biosan (LV)

Centrifuga Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (SRN)

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf (SRN)

Magneticka michacka s ohfevem, Benchmark Scientific (USA)
Koloidni DLS analyzator ZetaSizer Nano ZS, Malvern (UK)
ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (USA)

Ultrazvukovy homogenizator Bandelin Sonoplus HS3200, Sonorex Technik (SRN)
Spektrofotometr NanoPhotometer, Implen (SRN)

Vakuova rota¢ni odparka Werke RV06-ML, IKA Werke (SRN)
Temperovana tiepacka Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Temperovana tiepacka Heidolph Promax 1020, Labicom (CR)
Extraktor typu Soxhlet SOXTHERM, Gerhardt (SRN)
Automatické pipety

CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)

Inverzni biologicky mikroskop I-101 L-Scientific, Laboserv (CR)

Laminarni box Aura mini, Bioair (ITA)

4.4 Pouzita koreni, bylinky a latky pro extrakty
Hrebicek cely, Prymat (PL)
Skoftice mleta, Prymat (PL)

Zazvor mlety, Prymat (PL)
Cesnek suseny, Prymat (PL)
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Lichotefinice semeno, Légivé rostliny (CR)

Kurkumin 95%, Sigma-Aldrich (USA)

4.5 Priprava extrakti

Byly pfipraveny vodné, ethanolové a olejové extrakty.

45.1 Priprava vodnych extrakti

K piipravé vodnych extrakt byl pouzit 1 g pfirodni latky. Navazka byla louhovana v 10 ml
destilované vody na tifepacce po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byly vzniklé extrakty

zfiltrovany a pfelity do Cisté zkumavky.

4.5.2 Priprava ethanolovych extrakti

K ptipravé ethanolovych extraktii byl pouzit 1 g pfirodni latky. Navazka byla louhovana
v 10 ml 40% ethanolu na tiepaéce po dobu 24 hodin. Po 24 hodinach byly vzniklé extrakty

zfiltrovany a pfelity do Cisté zkumavky.

4.5.3 Priprava lipidickych extrakti pomoci pristroje SOXTHERM

Do prazdnych vysuSenych extrakénich patron bylo navdzeno vzdy takové mnozstvi latky,
aby byla patrona naplnéna do tii ¢tvrtin jejiho objemu. Patrony byly navrchu ucpany
smotkem vaty a byly vlozeny do draténych drzaku extrakénich nadobek. Poté bylo do
extrakénich nadobek nalito dostatecné mnozstvi hexanu (extrakéniho ¢inidla). Extrakéni
nadobky byly opatrné vlozeny do pfistroje SOXTHERM a poté nasledovala extrakce pomoci
pfedem nastaveného programu celkové po dobu 3 hodin a 4 minut. Po skonceni extrakce
a astecném vychladnuti byly extrakéni nadobky vyjmuty z pfistroje a jejich obsah byl
kvantitativné pfenesen do pfedem vysusené a zvaZzené slzickové barky, ktera byla pfenesena
na vakuovou odparku, kde se postupné odpatil zbytkovy hexan. Slzickové barky byly znovu
zvazeny na analytickych vahach, aby byl zaznamenan vytézek extrakce. Ziskany lipidicky

extrakt byl uschovan ve zkumavkach Eppendorf v chladu, aby nedochazelo k degradaci.
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4.6 Charakterizace extraktu

4.6.1 Stanoveni celkovych polyfenoli spektrofotometricky

Do zkumavek bylo napipetovano 1 ml 10x fedéného Follin-Ciocaltautova cinidla, 1 ml
destilované¢ vody a 50 ul vzorku. Roztok byl promichdan a ponechdn 5 minut stat pii
laboratorni teploté. Do zkumavky byl poté pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhli¢itanu
sodného. Roztok byl opét promichdn a ponechdn 15 minut stat pii laboratorni teploté. Po
15 minutach byla zméfena absorbance roztoku pii vinové délce 750 nm oproti blanku, kdy
byla misto vzorku ptidana voda. Mnozstvi polyfenoli bylo p¥epocteno na 1 g piirodni latky

(koteni).

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibrac¢ni fada kyseliny gallové od 0,1

do 0,7 mg/ml. Koncentrace polyfenold byla vypog¢itana z kalibra¢ni rovnice y = 1,0819 x.

4.6.2 Stanoveni celkovych flavonoidii spektrofotometricky

Do zkumavky bylo pipetovano 0,5 ml vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 5% roztoku
dusitanu sodného. Roztok byl promichan a nechan 5 minut stat pifi laboratorni teploté.
K roztoku bylo ptidano 0,2 ml 10% chloridu hlinitého. Roztok byl opét promichan
a ponechan stat 5 minut. Poté bylo k roztoku ptidano 1,5 ml 5% roztoku hydroxidu sodného
a 1 ml destilované vody. Roztok byl ponechin 15 minut stat pfi laboratorni teploté a poté
byla méfena absorbance pfi vlnové délce 510 nm oproti blanku, jimZ byla destilovana voda.

Mnozstvi flavonoidil bylo pfepoc¢teno na 1 g ptfirodni latky (koteni).

Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky byla pfipravena kalibracni fada katechinu rozpusténého
Vv ethanolu v koncentraénim rozmezi 0,05-0,30 mg/ml. Obsah flavonoida byl vypocitan

Z kalibra¢ni rovnice y = 3,9326 X.

4.6.3 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci ABTS

Roztok ABTS byl rozpustén v destilované vodé na koncentraci 7 mmol/l.
Reakcei s 2,45 mmol/l peroxodisiranu draselného byl ziskan radikalovy aniont ABTS'+.
Takto pfipraveny roztok byl ponechan 12 hodin ve tmé. Pfed métenim byl roztok ABTS
ziedén ethanolem na hodnotu absorbance ptiblizné¢ A = 0,700. Méfeni bylo provadéno pii
vinové délce 734 nm oproti ethanolu. K méfeni byla pouzita zuzenad kyveta, do které byl

napipetovan 1 ml ABTS a 10 pl vzorku. Byl zaznamenan pokles absorbance po 10 minutach.
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Jako blank byl pouzit ethanol. Antioxida¢ni aktivita byla pfepocitana na ekvivalentni

mnozstvi troloxu vztazené na 1 g prirodni latky (kofeni).

Kalibraéni roztok troloxu (rozpustény v 60% ethanolu) byl pfipraven v koncentra¢ni fadé

40-400 pg/ml. Antioxidacni aktivita byla pocitana z kalibra¢ni rovnice y = 0,00137 X.
4.7 Priprava liposomi

Z kazdého typt testovanych extraktti (vodného, ethanolového i hexanového) byly ptipraveny

liposomy metodou sonikace, a to pomoci tycového ultrazvukového homogenizatoru.

4.7.1 Priprava liposomu z vodnych extrakti

Do kadinky bylo pfipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu, byl ptidan 1 ml vodného
extraktu a 9 ml destilované vody. Tato smés byla v kadince sonikovana pomoci ty¢ového
ultrazvukového homogenizatoru po dobu 1 minuty ve ¢tvrtminutovych intervalech, aby
nedoslo k nadmérnému zahtivani vzorku. Pfipravené liposomy byly slity do ¢isté zkumavky

a uchovany v chladu pii teploté 5 °C.

4.7.2 Priprava liposomi z ethanolovych extrakti

Do kadinky bylo pfipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu, byl piidan 1 ml
ethanolového extraktu a 9 ml destilované vody. Tato smés byla v kadince sonikovana
pomoci tycového ultrazvukového homogenizatoru po dobu 1 minuty ve ¢tvrtminutovych
intervalech, aby nedoslo k nadmérnému zahtivani vzorku. Ptipravené liposomy byly slity do

¢isté zkumavky a uchovany v chladu pfi teploté 5 °C.

4.7.3 Priprava liposomi z lipidickych extrakti pomoci rozpousténi

v chloroformu

Do kadinky bylo ptipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu. V' 1 ml chloroformu bylo
rozpusténo 10 mg lipidického extraktu, tento 1 ml byl také pfidan do kadinky spolu s 10 ml
destilované vody. Tato smés byla v kddince sonikovana pomoci ty¢ového ultrazvukového
homogenizatoru po dobu 1 minuty ve ctvrtminutovych intervalech, aby nedoslo
k nadmérnému zahiivani vzorku. Kadinka byla vloZena na magnetickou michacku a zde byla
ponechéna, dokud se neodpatil veskery chloroform. Poté byly ptipravené liposomy slity do

Cisté zkumavky a uchovany v chladu pii teploté 5 °C.
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4.7.4 Priprava liposomi z lipidickych extrakti pomoci rozpousténi v hexanu

Do kadinky bylo ptipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu. V 1 ml hexanu bylo
rozpusténo 10 mg lipidického extraktu, tento 1 ml byl také vlit do kadinky spolu s 10 ml
destilované vody. Tato smés byla v kddince sonikovana pomoci ty¢ového ultrazvukového
homogenizatoru po dobu 1 minuty ve c¢tvrtminutovych intervalech, aby nedoSlo ke
zbytecnému zahiivani. Kadinka byla vlozena na magnetickou michacku a zde byla
ponechana, dokud se neodpafil veskery hexan. Poté byly piipravené liposomy slity do ¢isté

zkumavky a uchovany v chladu pfi teploté 5 °C.

4.7.5 Priprava liposomi z ¢istého kurkuminu

Do kadinky bylo pfipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu. VV 1 ml 96% ethanolu bylo
rozpusténo 10 mg kurkuminu, tento 1 ml byl také vlit do kadinky spolu s 9 ml destilované
vody. Tato smés byla vkadince sonikovdna pomoci tyCového ultrazvukového
homogenizatoru po dobu 1 minuty ve Cctvrtminutovych intervalech, aby nedoslo ke
zbyte¢nému zahiivani. Poté byly ptipravené liposomy slity do ¢isté zkumavky a uchovany

v chladu pfi teploté 5 °C.
4.7.6 Priprava liposomi s klotrimazolem

Do kadinky bylo piipraveno 10 mg cholesterolu a 90 mg lecitinu. VV 1 ml 96% ethanolu bylo
rozpusténo 10 mg klotrimazolu, tento 1 ml byl také vlit do kadinky spolu s 9 ml destilované
vody. Tato smés byla vkéadince sonikovana pomoci tyCového ultrazvukového
homogenizatoru po dobu 1 minuty ve c¢tvrtminutovych intervalech, aby nedoSlo ke
zbyte¢nému zahiivani. Poté byly pfipravené liposomy slity do ¢isté zkumavky a uchovany

v chladu pii teplote 5 °C.
4.8 Charakterizace liposomi

U liposomu byla zkoumana velikost, Zeta potencial, index polydisperzity, enkapsula¢ni
ucinnost, antioxida¢ni G¢inek a jejich dlouhodobd stabilita (Zeta potencial a antioxida¢ni

ucinek) po trech mésicich.
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4.8.1 Stanoveni enkapsula¢ni Gi¢innosti

Byl odebran maly objem liposomt do zkumavky typu Eppendorf. Toto mnoZzstvi bylo
centrifugovano 5 minut (14 000 ot./min), aby se usadily nejvétsi Castice. Nasledné byl
supernatant opét vlozen do nové zkumavky typu Eppendorf a byl centrifugovan po dobu
60 minut (11 000 ot./min). Poté byl supernatant slit a liposomy na dné zkumavky byly
rozsuspendovany v 1 ml destilované vody. V supernatantu byl stanoven obsah volnych
polyfenolt (viz 4.6.1) a to jako podil neenkapsulované slozky k celkovému mnozstvi slozky

V puvodnim roztoku.

4.8.2 Stanoveni antioxidac¢niho uc¢inku liposomu

Antioxida¢ni u¢inek liposomt byl vyhodnocen u rozsuspendovanych liposomi (viz 4.8.1)
metodou stanoveni antioxida¢ni aktivity (viz 4.6.3). Vysledek byl pfepocitan na ekvivalentni

mnozstvi troloxu v 1 ml liposomii.

4.8.3 Stanoveni velikosti liposomii pomoci DLS

Roztok liposomi byl pied samotnym méfenim stokrat nafedén destilovanou vodou. Pomoci
DLS pristroje Malvern Zetasizer byl vzdy tfikrat u kazdého druhu liposomi zjistén

distribuéni koeficient a samotna velikost ¢astic.

4.8.4 Stanoveni stability liposomii pomoci méfeni Zeta potenciilu

Roztok liposomt byl stokrat nafedén destilovanou vodu. Do Dip cely byl umistén tento
roztok a Dip cela byla vlozena do DLS pfistroje Malvern Zetasizer. Zeta potencial byl méten
u kazdého druhu extraktu tiikrat. Céstice se povazuji za stabilni, pokud je hodnota Zeta

potencialu mimo interval hodnot —25 mV az 25 mV.

4.8.5 Stanoveni dlouhodobé stability liposomu

Po 3 meésicich byl znovu stanoven antioxida¢ni Uc¢inek liposomd (viz. Stanoveni
antioxida¢niho G¢inku liposomu) a byl porovnan s antioxida¢nim tuc¢inkem liposomi ihned
po jejich piipraveé. Byl také zméfen Zeta potencial vSech liposomt (Vviz. Stanoveni stability
liposomi pomoci méfeni Zeta potencialu) a porovnan se Zeta potencialem liposomi, ktery

mely liposomy ihned po jejich piiprave.
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4.9 Piiprava gelu a jeho optimalizace

Byly ptipraveny gely o tfech riznych koncentracich carbomeru, aby bylo mozno ur¢it, ktera
koncentrace je vhodna pro zevni pouziti a ktera je vhodna pro vaginalni gel. Nejdiive byl
navazen carbomer a poté bylo navazeno takové mnozstvi destilované vody, aby carbomer
tvofil hmotnostné 1 %, 2 % a 4 %. Tyto dve slozky byly promichavany tak dlouho, aby byly

dokonale smiseny a vytvofily gel.

Obrazek 1 Optimalizace pripravy gelii — riizné koncentrace carbomeru

4.9.1 Priprava gelu ¢.1 s liposomy zazvoru, skofice a lichofeFiSnice

Byl ptipraven gel ¢.1, kde carbomer tvofil hmotnostné 4 %. Pro piipravu 1 g gelu byly

navazeny jednotlivé slozky dle nasledujici tabulky:

Tabulka 1 priprava gelu ¢.1

SLOZKY MNOZSTVI [g]
Carbomer 0,04
destilovana voda 3,96
liposomy s lipidickym extraktem ze zazvoru 2,00
liposomy s lipidickym extraktem ze skofice 2,00
liposomy s lipidickym extraktem ze lichofefiSnice 2.00
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Obrdazek 2 Gel s liposomy z lipidickych extrakti zazvoru, lichorerisnice a skorice

4.9.2 Priprava gelu ¢.2 s liposomy zizvoru a lichoreriSnice

Byl pfipraven gel ¢.2, kde carbomer tvofil hmotnostné 4 %. Pro pfipravu 10 g gelu byly

navazeny jednotlivé slozky dle nésledujici tabulky:

Tabulka 2 Priprava gelu ¢.2

SLOZKY MNOZSTVI [g]
Carbomer 0,04
destilovana voda 3,96
liposomy s lipidickym extraktem ze zazvoru 3,00
liposomy s lipidickym extraktem ze lichofefiSnice 3,00

Obrazek 3 Gel s liposomy z lipidickych extraktii zazvoru a lichorerisnice
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4.9.3 Priprava hmoty pro vyrobu vaginalnich ¢ipki lipidickymi extrakty

Byly pfipraveny dva druhy vagindlnich ¢ipkti A sniz§im a Cipky B s vy$§im obsahem
lipidickym extraktii. K pfipravé hmoty bylo ve vodni 1azni rozpusténo kakaové maslo. Po
¢aste¢ném vychladnuti byly pfidany lipidické extrakty. Hmota byla ve formé ¢ipka i volné
uchovana v chladu pfi teploté¢ 5 °C. Vsechny slozky i jejich mnozstvi jsou uvedeny

V nasledujici tabulce:

Tabulka 3 Priprava cipku

CIPKY A CIPKY B
PRISADA MNOZSTVI [g] MNOZSTVI [g]
kakaové maslo 9,5 9,3
lip. extrakt - zazvoru 0,2 0,3
lip. extrakt - lichofeti$nice 0,3 0,4

Obrazek 4 |mprovizovana forma cipku

4.9.4 Testovani antioxida¢ni aktivity gelu a ¢ipka

U testovani antioxida¢ni aktivity gelu (viz 4.6.3) bylo 10 ul vzorku nahrazeno 10 mg gelu.
Testovani antioxidacni aktivity Cipkli probihalo podobné, ale misto 10 pl vzorku bylo

pouzito 10 ul roztoku, kdy bylo 10 mg hmoty pro ¢ipky rozpusténo v 1 ml ethanolu.
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410 Testovani antimykotické aktivity

Pro testovani antimykotické aktivity byla vybrana kvasinka Candida glabrata. Pro

provedeni testu bylo nutné nejprve kvasinku nakultivovat na tekutém médiu.

4.10.1 Priprava tekutého média a kultivace kvasinky C. glabrata

Tekuté¢ médium bylo pfipravovano do Erlenmeyerovych banék o objemu 100 ml. Potiebné
mnozstvi chemikalii: Yeast Extrakt Powder (10 g/l), Pepton aus Casein (20 g/l), D-glukosa
(20 g/l). Tyto suroviny byly doplnény do objemu 50 ml destilovanou vodou a médium bylo
sterilovano 35 minut pii teplot¢ 100 °C. Po vychladnuti byla C. glabrata pieockovana
z agarové plotny do tekutého média a byla ponechana ke kultivaci po dobu 24 h a pfi teploté
37 °C. Po 24 hodinach byl odebran 1 ml inokula do dal$iho sterilniho tekutého média

a s timto roztokem inokula byl proveden antimykoticky test.

4.10.2 Antimykoticky test — dilu¢ni metoda

Pro tento antimykoticky test byla pouzivana mikrotitraéni desticka pro 96 jamek. Do jamek
bylo vzdy ve tfech opakovanich pipetovano 150 ul kvasinkové kultury a 50 ul vzorku (u gelu
a ¢ipka vzdy mnozstvi 25 mg). Nebyl opomenut blank, ktery byl nutny pro sledovani rustu
kvasinky. Stanoveni antimykotické aktivity bylo provedeno pro samotné extrakty, jejich
kombinace, liposomy, gely i ¢ipky. Byla zmétena absorbance pomoci spektrofotometrického
stanoveni V Case 0 a po 24 hodinéch pfi vinové délce 630 nm. Rozdil absorbance jamek se
vzorky po 24 hodinach byl porovnan s rozdilem absorbance jamek s blankem, a tak byla

vypocitana antimykotickd aktivita.
411 Kultivace humannich koznich bunék

Buiiky linie HaCaT byly kultivovany v komerénim médiu DMEM. Médium bylo nutné pied
pouzitim vytemperovat na teplotu 37 °C. Prace s bunikami probihala vzdy za sterilnich
podminek. Buniky byly kultivovany ve specialnich lavickach v inkubatoru pii teploté 37 °C,
5% obsahu CO: a relativni vlhkosti 90 %. Po vytazeni bunék z inkubatoru byly pied kazdou
praci peclivé zkontrolovany jednotlivé lahvicky. Byl sledovan celkovy stav bunék, jejich
morfologie, mnozZstvi a ptipadné kontaminace. Podle mnozstvi bun€k bylo bud’ vyménéno
médium (kazdé dva dny), nebo v ptipad€ vysokého procenta konfluence (stavu, kdy buiky

zaplni povrch dna nadoby a dostanou se do vzajemného kontaktu) byly bunky pasazovany
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(pteneseny) do nové kultiva¢ni naddoby. Pfi vyméné média bylo staré médium odstranéno

a nahrazeno novym.

Pfi pasazovani bylo postupovano podobné. Po odstranéni média byl cely povrch
kultiva¢nich lahvicek dvakrat promyt pomoci PBS. Po proplachnuti byla ptidana protedza
v adekvatnim mnozstvi alahviéka s enzymem byla vlozena do kultivaéniho boxu na
10 minut. Po dané dobé& bylo pod mikroskopem zkontrolovano, zda se buniky odloucily ode
dna lahvicky. Cely povrch lahvicek byl promyt pomoci PBS a poté byla suspenze bunék
napipetovana z lahvi¢ek do centrifugac¢nich zkumavek a byla centrifugovana 5 minut pri
360g (RCF). Nasledné byl opatrné slit supernatant tak, aby peletky bunck zlstaly usazeny
na dné. K bunkam bylo napipetovano médium, v némz byly rozsuspendovany, a byly
pieneseny do nové lahvicky. Médium v nové lahvicce bylo doplnéno na pozadovany objem.

Na zavér byly bunky opét zkontrolovany pod mikroskopem a vraceny do inkubatoru.
4,12  Testovani cytotoxicity liposom pomoci MTT testu

Po nariistu bun¢k na dostatecné mnozstvi byly buiky pouzity k testovani cytotoxicity
pomoci MTT testu. Bunky byly vhodné zfedény médiem tak, aby jejich vysledna
koncentrace byla 2-10% bunék/100 pl. Takto pfipravena suspenze byla pipetovana po 100 ul
na 96 jamkovou desticku. Desticka byla zkontrolovana pod mikroskopem, jestli se buiiky
nachdzeji v kazdé¢ jamce, a na 24 hodin byla desticka ddna do inkubdtoru. Poté bylo z jamek
odpipetovano médium a pridano 100 pl sterilniho vzorku v médiu do kazdé jamky v rtiznych
koncentracich. Nasledné byla desticka vracena na 24 hodin do inkubatoru. Po uplynuti 24
hodin byl odpipetovan vzorek a do kazdé jamky bylo napipetovano 20 ul MTT o koncentraci
2,5 mg/ml v PBS. Buiiky byly ponechany ke kultivaci v inkubatoru po dobu 3 hodin.
Nakonec bylo do kazdé jamky piidano 100 ul 10% SDS v PBS. Desticka byla ponechana ve
tmé pii laboratorni teploté na dalsich 24 hodin. Po 24 hodinach byla zméfena absorbance pii
vlnové délce 562 nm. Viabilita bun¢k byla vypocitana jako pomér absorbance vzorku viici

kontrole, ktera obsahovala po celou dobu jen médium.
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5 Vysledky a diskuze

51 Obsah polyfenolu v jednotlivych extraktech

Obsah polyfenolti v extraktech byl méfen dle bodu 4.6.1. a je zobrazen v nasledujicich

tabulkach (Tabulka 4, Tabulka 5) a na nasledujicim grafu (Obrazek 5). Kazdy z extrakti byl

analyzovan ve tiech opakovanich a vysledkem je primérnd hodnota a smérodatné odchylka

Z téchto tii métfeni v mg polyfenol na 1 gram latky (kofeni).
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Obrazek 5 Graficky prehled mnozstvi polyfenolii v jednotlivych extraktech

Tabulka 4 Prehled mnozstvi polyfenoli v jednotlivych extraktech

druh extraktu vodny | 40% ethanolovy lipidicky
nazev mg polyfenoli/ g latky

hiebi¢ek 22,86+ 0,16 8,08 +£0,14 301,03 +9,71
skorfice — mleta 22,68 +£0,17 3,76 £ 0,07 214,79 £ 3,36
¢esnek — suSeny 2,51+0,12 0,51 £ 0,00 2,11+0,03
zazvor — suseny 422 +0,12 1,25+ 0,03 62,02 £0,13
lichofefi$nice — Semeno 2,10+ 0,05 0,59+ 0,00 22,02 £ 0,08
kurkumin — standard 0,14 + 0,00 0,25+0,01 —
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Tabulka 5 Mnozstvi polyfenolit v 96% ethanolovém extraktu standardu kurkuminu

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev mg polyfenoli/ g latky
kurkumin - standard 169,13 + 0,34

Nejveétsi mnozstvi polyfenold bylo naméteno u lipidickych extrakti (s vyjimkou Cesneku,
kdy nejveétsi mnozstvi polyfenolti obsahoval jeho vodny extrakt) a to v poradi hiebicek,
skofice, zazvor a lichofefisnice. Ve vodnych extraktech figuroval opét hiebicek, skotice
nasledoval zazvor, a naopak u hydrofobniho kurkuminu byl obsah polyfenold ve vodném
extraktu minimalni. MuZeme tedy prohlasit, ze z hlediska obsahu polyfenolt jsou nejlépe
vyuzitelné lipidické extrakty az na kurkumin. U standardu kurkuminu je nejlépe vyuzitelny

96% ethanolovy extrakt.
5.2 Obsah flavonoidu v jednotlivych extraktech

Obsah flavonoida Vv extraktech byl méfen dle odstavce 4.6.2. Celkovy obsah flavonoida
v extraktech je zobrazen v nasledujici tabulce (Tabulka 6 a Tabulka 7) a na nasledujicim
grafu (Obrazek 6). Kazdy z extraktt byl analyzovan ve tfech opakovanich a vysledkem je

primérna hodnota a smérodatnd odchylka z téchto tii méteni v mg flavonoidd na gram latky

(koteni).
Tabulka 6 Prehled mnozstvi flavonoidii V jednotlivych extraktech
druh extraktu vodny | 40% ethanolovy lipidicky
nazev mg flavonoidid/ g latky
hiebicek 10,63 £ 0,24 16,20 £ 0,55 10,15+ 0,14
skofice — mleta 22,84 +0,42 50,81 £ 0,46 7,56 + 0,40
Cesnek — suseny 0,78 £ 0,03 0,31+ 0,02 2,85+0,11
z4zvor — suseny 1,64 £0,11 498 £0,14 3,19+ 0,07
lichofefisnice - Semeno 0,76 £ 0,02 1,77+ 0,01 1,14+ 0,05
kurkumin — standard 0,79 + 0,09 1,70 + 0,09 -
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Obrazek 6 Graficky prehled mnozstvi flavonoidii V jednotlivych extraktech

Tabulka 7 Mnozstvi flavonoidii v 96% ethanolovém extraktu standardu kurkuminu

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev mg flavonoidt/ g latky
kurkumin - standard 155,7 + 5,34

Nejveétsi mnozstvi flavonoidii bylo naméteno u ethanolovych extrakta (vyjimku tvofil jen
vzorek ¢esneku, kdy nejvétsi mnozstvi flavonoidt obsahoval jeho lipidicky extrakt) a to
v poradi skofice, hiebi¢ek, zdzvor a lichofefiSnice. Ve vodnych extraktech figurovala
skofice, hiebic¢ek nasledoval zazvor, ¢esnek a u kurkuminu byl obsah flavonoidi ve vodném
extraktu minimalni. MiZzeme tedy prohlasit, Ze z hlediska obsahu flavonoidd jsou nejlépe
vyuzitelné ethanolové extrakty. Nejvyssi hodnoty flavonoidi vykazoval 96% ethanolovy
extrakt kurkuminu, jelikoz kurkumin je sdm o sobé flavonoid. U kurkuminu je problém

S jeho hydrofébnosti.
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5.3 Antioxida¢ni aktivita jednotlivych extrakti

Antioxidacni aktivita extraktt byla méfena dle odstavce 4.6.3. Koncentrace flavonoidu byla
vypocitana z kalibracni rovnice y = 0,00137 X. Antioxidac¢ni aktivita jednotlivych extrakti
je zobrazena v nasledujicich tabulkach (Tabulka 8 a Tabulka 9) a na nasledujicim grafu
(Obrazek 7). Kazdy z extrakta byl analyzovan ve tiech opakovanich a vysledkem je pramérna

hodnota a smérodatna odchylka z téchto tfi méfeni v mg na gram latky (kofeni).

Tabulka 8 Prehled antioxidacni aktivity jednotlivych extraktii

druh extraktu vodny 40% ethanolovy | lipidicky
nazev mg antioxidacni aktivity/ g latky
hiebi¢ek 4,66 + 0,03 4,93 +0,03 5,15+£0,01
skofice — mleta 5,02 +£ 0,02 4,95+ 0,02 0,92 £ 0,05
Cesnek — suseny 2,67 £0,00 2,73+ 0,00 1,57 £ 0,06
zazvor — suseny 6,42 +0,04 20,46 + 0,04 3,74 £ 0,00
lichofefisnice — Semeno 5,02 +0,05 5,50 £ 0,04 0,67 £ 0,05
kurkumin — standard 4,75 £ 0,00 4,95+ 0,00 -
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Obrdzek 7 Grafickeé zndzornéni antioxidacni aktivity jednotlivych extraktii
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Tabulka 9 Prehled antioxidacni aktivity 96% ethanolového extraktu kurkuminu

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev Mg antioxidac¢ni aktivity/ g latky
kurkumin - standard 4729 + 0,67

Nejvetsi antioxidacni aktivitu vykazoval 40% ethanolovy extrakt zazvoru, poté i jeho
vodny extrakt. Vodné a ethanolové extrakty hiebicku, skofice, lichofetisnice a kurkuminu
pak vykazovaly podobnou antioxida¢ni aktivitu. V celkovém porovnani mély nejmensi

antioxidac¢ni aktivitu extrakty z ¢esneku.
5.4 Enkapsulaéni u¢innost

Pti méteni enkapsulacni t¢innosti pripravenych extrakti do liposomu bylo postupovano dle
odstavce 4.8.1. Mé&feni bylo provedeno vzdy ve tfech opakovanich a nasledné byla

vypocditana pramérna hodnota enkapsula¢ni u¢innosti v procentech.

Tabulka 10 Prehled enkapsulacni ticinnosti extraktii dle vypoctu obsahu volnych polyfenolii

druh extraktu vodny | 40% ethanolovy | lipidicky
nazev enkapsulaéni ¢innost [%]

hiebi¢ek 91,31 93,20 74,66
skofice — mleta 93,60 96,48 99,44
cesnek — suseny 61,06 67,36 97,89
Zazvor — suseny 81,90 85,22 81,73
lichofefiSnice — semeno 80,76 84,40 98,82
kurkumin — standard 49,35 56,32 -

Tabulka 11 Prehled enkapsulacni ucinnosti extraktu dle vypoctu obsahu volnych polyfenolii

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev enkapsulaéni G¢innost [%]
kurkumin - standard 62,38

Nejlepsi enkapsulaéni ucinnost vykazovaly liposomy s lipidickym extraktem ze skofice,
velmi dobré hodnoty enkapsulaéni u¢innosti mély 1 ostatni liposomy s extrakty ze skofice.
Bohuzel nejmensi enkapsula¢ni Uc¢innost vykazovaly liposomy extraktd standardu
kurkuminu. U ¢esneku byl nejlépe enkapsulovan do liposomu jeho lipidicky extrakt, kdy
doslo také ke znacnému zmirnéni zapachu, ktery byl u jeho neenkapsulované formy velmi
silny. Liposomy s vodnym a ethanolovym extraktem z ¢esneku, byly vyrazné citit, coz lze

hodnotit také z hodnoty enkapsulace kolem 60 %.
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55 Antioxida¢ni ucinek a dlouhodoba stabilita liposomt

Dle odstavce 4.8.2 byl ve tfrech opakovanich u kazdého druhu liposomti, ihned po jejich
ptipravé, zmeéten jejich antioxidacni ucinek. Vysledna hodnota antioxidacniho ucinku byla
vyjadiena jako ekvivalent Troloxu. Stejné méfeni antioxida¢niho ucinku liposomt, dle
odstavce 4.8.5, bylo provedeno po tiech mésicich, abychom mohli srovnat, zda jsou
liposomy stabilni a jejich antioxidac¢ni G¢inek pretrvava. Liposomy byly méfeny ve tfech
opakovanich a v grafech je uvedena primérnd hodnota a jeji smérodatnd odchylka v ug na
mililitr liposomi. M¢éifeni dlouhodobé stability bylo taktéz doplnéno o meéfeni Zeta
potencialu (kapitola 5.7). Antioxida¢ni ucinek liposomu ihned po pfipravé a jeho srovnani

po tfech mésicich miizeme vidét v nasledujicich grafech (Obrazek 8, Obrazek 9 a Obrazek 10).
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Obrdzek 8 Srovnani antioxidacniho uicinku liposomii Z vodnych extrakti v intervalu t7/i mésicu
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V grafu (Obrézek 8) mizeme Vyéist, jak antioxidac¢ni ucinek liposomﬁ z vodnych extraktt
aktivitu vykazovaly Ilposomy 3vodnym extraktem kurkuminu. Po tfech mésicich lze
pozorovat snizeni antioxidacni aktivity nejvice u hiebicku, Cesneku a zézvoru. Tuto
skutecnost 1ze odivodnit vodnym prostfedim, ve kterém byly liposomy uchovavany, ¢i

degradaci jednotlivych antioxidantt.
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Obrazek 9 Srovnani antioxidacniho ucinku liposomii Z ethanolovych extraktii v intervalu ti'i mésicii

Dle dosazenych vysledkti (Obrazek 9) mtizeme konstatovat, Ze antioxida¢ni Géinek
liposomt z ethanolovych extraktli klesal v potadi skofice, hiebicek, poté Cesnek, zazvor,
kurkumin a nejniz$i antioxidaéni aktivitu vykazovaly liposomy s ethanolovym extraktem
lichofetisnice. Po tiech mésicich Ize pozorovat pouze mirné snizeni antioxidacni aktivity.
Nejvice to lze pozorovat u Cesneku a zazvoru. V pribcéhu tfi mésici mize dochézet
k degradaci jednotlivych antioxidanttl, v pfipad¢ ¢esneku a zazvoru byla degradace vzorku

nejvyssi.
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Obrazek 10 Srovnani antioxidacniho ucinku liposomui Z lipidickych extraktu v intervalu i mésicii

Z grafu (Obrazek 10) mizeme vycist, ze antioxida¢ni uéinek liposomi z lipidickych
extraktl klesal v potadi hiebicek, poté Cesnek, zazvor, skofice a nakonec lichofeti$nice. Po
ttech mésicich 1ze pozorovat pouze minimalni sniZzeni antioxidacni aktivity. Nejvice stabilni
se jevi liposomy s lipidickym extraktem hiebicku a lichofefisnice, jelikoz se i po tiech
mésicich jejich antioxida¢ni G¢inek vyrazné nelisil od hodnoty detekované ihned po jejich
ptipravé. Pro piehlednost jsou souhrnné vysledky zmén antioxidacni aktivity u vSech
pfipravenych liposomt po jejich tfi mési€nim skladovani zobrazeny v nésledujici tabulce
(Tabulka 12 Procenta puvodnich hodnot antioxida¢niho u¢inku liposomu po tiech mésicich),

vysledky jsou vyjadieny v procentech ptivodni antioxida¢ni aktivity.
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Tabulka 12 Procenta piivodnich hodnot antioxidacniho ucinku liposomit po trech mésicich

Procenta piivodnich hodnot antioxida¢niho u¢inku liposomil po tfech mésicich

liposomy vodné | ethanolové | lipidické
nazev %
hitebiek 53 87 98
skofice — mleta 90 98 75
cesnek — suseny 33 37 69
zazvor — suseny 45 52 81
lichofefisnice - sSemeno 69 84 97
kurkumin - standard 80 78 -
5.6 Méreni velikosti liposomi

Dle odstavce 4.8.3 byla stanovena velikost vSech druhd liposomt obsahujicich ruzné

extrakty a také polydisperzni index (PdI). NaSe ocekavana velikost Castic pouzitelna

v kosmetice byla v rozmezi 100 az 1 000 nm. Hodnoty velikosti (Tabulka 13 a Tabulka 15)

a hodnoty polydisperznich indexti (Tabulka 14 a Tabulka 15) mtzeme vidét v tabulkach. Pro

nazornost je vysledek méfeni distribuce velikosti u jednoho vzorku zobrazen i v grafu

(Obrazek 11).

Tabulka 13 Nameérené hodnoty velikosti liposomit obsahujicich rizné extrakty

druh extraktu vodny 40% ethanolovy | lipidicky
nazev velikost[nm]

hiebi¢ek 281,57+ 8,05 336,80+ 16,91 226,83 + 3,89
skofice — mleta 489,40 + 33,65 270,33 £ 3,56 209,43 £ 5,09
Cesnek — suSeny 202,67+ 0,68 172,27+ 4,06 255,80+ 1,06
z4zvor — suseny 158,00+ 2,51 177,03+ 4,83 264,80 + 2,65
lichofefiSnice — semeno 340,77 + 28,33 330,87 + 11,66 222,43 + 3,36
kurkumin — standard 193,40+ 8,78 581,87+ 13,03 -

Tabulka 14 Namérené hodnoty polydisperznich indexii liposomii

druh extraktu vodny | 40% ethanolovy | lipidicky
nazev Pdl [-]

hiebi¢ek 0,30+ 0,04 0,43 + 0,03 0,20 + 0,02
skofice — mleta 0,48 + 0,02 0,48 + 0,02 0,20 £ 0,00
¢esnek — suSeny 0,36 +0,01 0,25+ 0,00 0,25 +0,02
zazvor — suseny 0,25 +0,01 0,30 £ 0,01 0,21 £ 0,01
lichofefiSnice — Semeno 0,35+ 0,00 0,35+ 0,00 0,16 £0,02
kurkumin — standard 0,35+ 0,02 0,85+0,12 —
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Tabulka 15 Velikosti liposomii s 96% ethanolovym extraktem standardu kurkuminu a distribucni

koeficient této velikosti

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev velikost [nm] Pdl [-]
kurkumin - standard 384,90 + 10,59 0,43 + 0,00

Velikost liposomi je v pozadovaném rozmezi, tudiz jsou vhodné pro dalsi pouziti
a doklada to i Pdl, ktery je u vSech vzorki az na liposomy s 40% ethanolovym extraktem
pod hodnotou 0,4, znacici vyssi polydisperzitu ¢astic. Z dosazenych vysledkti mizeme dale
fici, Ze velikost liposom muiZe zaviset i na mnozstvi antioxidantd, které obsahuji. Napiiklad
u vzorku kurkuminu mizeme pozorovat velké rozdily ve velikosti liposoml s vodnym
extraktem a ethanolovymi extrakty, kde vyrazné¢ mensi byly liposomové Castice s vodnym
extraktem, tyto liposomy zaroven vykazovaly vyrazné nizsi antioxidaéni aktivitu ve srovnani
s liposomy s ethanolovym extraktem. Celkové nejmensi velikost mély liposomy s extrakty
zazvoru a ¢esneku. U hodnot indext polydisperzity 1ze fici, ze pokud se hodnota blizi nule,
jedna se o monodisperzni systém, tedy o systém S uniformnimi c¢asticemi. Liposomy
vSech ¢astic. Nejhiife s hodnotami polydisperzniho indexu jsou na tom liposomy s 96%
ethanolovych extraktem standardu kurkuminu, kdy se jedna spise o polydisperzni systém
¢astic. Miizeme fici, ze liposomy s ethanolovymi extrakty z kurkuminu nejsou vhodné pro
dalsi pouziti v kosmetice. Naopak liposomy s lipickymi extrakty se zdaji byt

nejvhodnéjSimi.
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Obrazek 11 Graf intenzitni distribuce velikosti castic z méreni liposomii s vodnym extraktem
zdzvoru
5.7 Méreni stability a dlouhodobé stability pomoci méreni Zeta

potencialu

Stabilita liposomt byla méfena nejen dle zmény antioxida¢niho tc¢inku, ale také dle Zeta
potencidlu neboli elektrokinetického potencidlu, coZ je jedna z hlavnich sil, kterd
zprostiedkovava mezicéasticové interakce. Pokud mé systém dostatecné kladny anebo
zéporny zeta potenciél je pak elektrostaticky stabilni. Castice majici dostate¢né velky naboj,
proto se nemohou k sobé pfiblizit a agregovat. Za stabilni povazujeme ¢astice s hodnotou
Zeta potencialu mimo rozsah od (—25 mV do 25 mV). Naméiené hodnoty Zeta potencialt
i s odchylkami muZzeme vidét v nasledujicich tabulkach (Tabulka 16, Tabulka 17). Vsechny
liposomy lze z méfeni, které probéhlo ihned po jejich piipraveé, povazovat za stabilni.

Nejméng stabilni byly liposomy s vodnym extraktem standardu kurkuminu.
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Tabulka 16 Hodnoty Zeta potencidlu jednotlivych druhii liposomii ihned po pripravé

druh extraktu vodny 40% ethanolovy | lipidicky
nazev zeta potencial [mV]

hiebicek —38,00 + 1,05 —33,50+2,22 -30,93 £ 0,62
skofice — mleta -37,40 £ 1,85 -30,07 £ 0,66 -31,07 £ 0,63
cesnek — suseny —35,53 £ 0,05 —32,80 + 3,45 —33,20+ 0,51
z4zvor — suseny -37,10+ 0,99 -35,30+ 1,35 -36,37+ 0,37
lichofeti$nice — semeno —35,77£2,43 -37,37+ 1,17 -30,70 £ 0,64
kurkumin — standard —29,70 + 1,45 -33,60+ 1,50 -

Tabulka 17 Hodnota Zeta potencidl liposomii s 96% ethanolovym extraktem standardu kurkuminu

Naopak

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev zeta potencial [mV]
kurkumin - standard -31,00 £ 0,67
celkové nejstabilngjsi byly castice s vodnym

extraktem hiebicku.

Nejstabilngj$imi liposomy s ethanolovym extraktem byly Castice s extraktem lichofefi$nice

a nejméné stabilni s extraktem skofice. U lipidickych extrakti byl vyhodnocen jako

nejstabilnéjsi vzorek s extraktem zdzvoru anejméné stabilni vzorek obsahujici extrakt

lichofefi$nice.

Tabulka 18 Hodnoty Zeta potencidlu jednotlivych druhii liposomii po trech mésicich

druh extraktu vodny 40% ethanolovy ‘ lipidicky
nazev zeta potencial [mV]

hiebicek -40,33 £+ 1,03 —42,90 + 4,92 -38,30+ 0,14
skofice - mleta —38,53 + 1,32 -31,40 + 0,36 41,13 +1,28
cesnek - suSeny -29,23 + 0,68 -34,77 £ 0,82 -33,57+0,53
zazvor - suseny -37,57+0,31 -39,50+ 1,35 -33,87+ 1,51
lichofefisnice - semeno —32,77+ 0,54 —34,07 £ 0,52 —40,33 + 1,48
kurkumin - standard —28,93 £ 0,47 —37,87 £1,28 -

Tabulka 19 Zeta potencial liposomii s 96% ethanolovym extraktem kurkuminu po 3 mésicich

druh extraktu 96% ethanolovy
nazev zeta potencial [mV]
kurkumin — standard —32,00 £ 1,42

Z hlediska dlouhodobé¢ stability 1ze vSechny naméfené hodnoty Zeta potencidlu po tfech

mesicich skladovani liposomi ve vodném prostiedi prohlésit za velmi dobré a liposomy jsou

tak stabilni. Nejstabilngjsi byl vzorek liposomu s ethanolovym extraktem z hiebicku.
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5.8 Testovani antimykotického ucinku

Dle odstavce 4.10.2 bylo provedeno testovani antimykotické aktivity na kvasince

C. glabrata.
Antimykoticky Gc¢inek
. do 20 % je oznacen symbolem +

o 20 % - 40 % symboly + +

o 40 % - 60 % symboly + + +

. 60%-80% + + + +

. v piipadé 100 % udinku + + + + +

o pro zadny antimykoticky u¢inek byl pouzit znak —
5.8.1 Testovani antimykotické aktivity extrakti

V nasledujici tabulce (Tabulka 20) lze vycist, Ze vodny extrakt zazvoru, lichofefiSnice
a kurkuminu neprokézal zadny antimykoticky wdinek. Zadny z vodnych extraktti nemél

100% antimykoticky u¢inek. Nejlépe z vodnych extrakti pasobil extrakt z hiebicku.

Tabulka 20 Antimykoticky ucinek vodnych extraktii

nazev vodné extrakty
hiebicek +++
skofice — mleta ++
¢esnek — suSeny +

zazvor — suseny -
lichofefiSnice — semeno —
kurkumin — standard -

V nasledujici tabulce (Tabulka 21) lze vycist, Ze ethanolovy extrakt hiebi¢ku a skofice
prokazal 100% antimykoticky u¢inek. Uginny byl také extrakt zdzvoru i lichofefinice.

Naopak 40% ethanolovy extrakt kurkuminu neprokdzal Zadny antimykoticky ti¢inek.
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Tabulka 21 Antimykoticky ucinek 40% ethanolovych extraktii

nazev ethanolové extrakty
hitebicek +++++
skofice — mleta +++++
Cesnek — suSeny +
z&zvor — suseny +++

lichofefiSnice — Semeno ++
kurkumin — standard -

V tabulce (Tabulka 22) vidime, ze lipidické extrakty jsou ze vSech druht pfipravenych
extraktli nejucinngj$i a az na lichofefisnici, kterd ma také skvély inhibi¢ni G¢inek na rist
kvasinky, vykazuji 100% antimykotickou aktivitu.

Tabulka 22 Antimykoticky ucinek lipidickych extraktii

nazev lipidické extrakty
hitebicek +++++
skofice — mleta 4+
¢esnek — suseny 4+ +++
zazvor — suseny +++++
lichofefiSnice — Semeno ++++

Vodny a 40% ethanolovy extrakt ze vzorku kurkuminu nemél zadnou antimykotickou
aktivitu, pouze u 96% ethanolového extraktu byl antimykoticky ucinek detekovan, presnéji
40 — 60 %.

Tabulka 23 Antimykoticky ucinek 96% ethanolového extraktu kurkuminu

nazev 96% ethanolovy extrakt

kurkumin — standard +++

5.8.2 Testovani antimykotického ucinku liposomii

Z liposomu obsahujicich vodné extrakty vykazovaly slaby antimykoticky ucinek pouze

liposomy s vodnym extraktem hiebicku a kurkuminu (viz Tabulka 24).
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Tabulka 24 Antimykoticky ucinek liposomii s vodnymi extrakty

nazev liposomy s vodnymi extrakty
hiebicek -
skofice - mleté -

Cesnek - suSeny +

zé&zvor - suSeny -

lichofefiSnice - Semeno -
kurkumin - standard +

Z liposomu s ethanolovymi extrakty vykazovaly slaby antimykoticky Gc¢inek do 20 %

vSechny druhy liposomd az na liposomy s ethanolovym extraktem z lichotfefiSnice (viz

Tabulka 25).

Tabulka 25 Antimykoticky ucinek liposomii s ethanolovymi extrakty

nazev liposomy s ethanolovymi extrakty
hiebicek +
skofice - mleta +
Cesnek - suSeny +
zazvor - suseny +
lichofefisSnice - Semeno -
kurkumin - standard +

Také vSechny liposomy s lipidickymi extrakty vykazovaly antimykoticky ucinek,
liposomy s lipidickym extraktem skofice pak vykazovaly ze vSech téchto liposomt nejvyssi

antimykoticky ucinek (viz Tabulka 26).

Tabulka 26 Antimykoticky ucinek liposomii s lipidickymi extrakty

nazev liposomy s lipidickymi extrakty
hiebicek +
skoftice - mleta ++
Cesnek - suSeny +
zazvor - suseny +
lichofeti$nice - semeno

Liposomy s 96% ethanolovym extraktem také vykazovaly mirny antimykoticky ucinek
(viz Tabulka 27).

Tabulka 27 Antimykoticky ucinek liposomii s 96% ethanolovym extraktem kurkuminu

nazev liposomy s 96% ethanolovym extraktem

kurkumin - standard +
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Liposomy vykazuji ve srovnani s extrakty pouze nizky antimykoticky ucinek diky tomu,

ze pii ptiprave je extrakt nafedén velkym mnozstvim vody (fedéni 1:9).
5.8.3 Antimykoticky u¢inek prazdnych liposomi a liposomi s klotrimazolem

Prazdné liposomy nevykazovaly zadny antimykoticky u¢inek. Liposomy s klotrimazolem

vykazovaly mirny antimykoticky G¢inek do 20 % (viz Tabulka 28).

Tabulka 28 Antimykoticky ucinek liposomui

nazev antimykoticky ucinek

prazdné liposomy -
liposomy s clotrimazolem +

5.8.4 Antimykoticky u¢inek lé¢iva Klotrimazol

V nasledujici tabulce (Tabulka 29) miZeme pozorovat antimykoticky ucinek 1é¢iva

klotrimazolu v nékolika koncentracich.

Tabulka 29 Antimykoticky ucinek klotrimazolu v jeho riiznych koncentracich

koncentrace [ug/ml] antimykoticka aktivita vii¢i blanku
14 500,00 +++++
1 450,00 +++++
145,00 +++++
14,50 +
1,45 _

Zakladni testovanou koncentraci byla koncentrace 14 500 pg/ml. I pfi zfedéni 100krat
mizeme pozorovat 100% inhibi¢ni ucinek. Pii ziedéni 10 000krat jiz nema klotrimazol
Zadny inhibicni G¢inek na rist kvasinky. Pro srovnani béZzna antimykotickd mast obsahuje

10 mg klotrimazolu na gram masti.

5.8.5 Antimykoticky ucinek kombinace liposomi s komerc¢nim lécivem

a prirodnim lipidickym extraktem

Kombinovat komeréni 1é¢iva s pfirodnimi neni snadné. Nelze totiz presné urcit a odhadnout,
jak budou spolu uméle ptipravené a prirodni latky interagovat v lidském téle. Pro zajimavost
byly pfesto otestovany tyto kombinace liposomu (viz Tabulka 30). Koncentrace

klotrimazolu byla 1 mg na mililitr liposomt.
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Tabulka 30 Antimykoticky ucinek kombinaci liposomii s clotrimazolem a piirodnimi extrakty

nazev kombinace liposomtl s clotrimazolem
hiebicek +
skoftice - mletd
cesnek - suSeny
z&zvor - suSeny -
lichofeti$nice - semeno +
kurkumin - standard -

Diky témto vysledkim lze ptedpokladat, ze liposomy spolu opravdu interaguji. Slaby

antimykoticky ucinek lze pozorovat pouze u hiebicku, skofice a lichofefisnice.

5.8.6 Antimykoticky uc¢inek kombinaci liposomu s lipidickymi extrakty

Jednotlivé ptirodni latky v réiznych kombinacich spolu mohou také interagovat. Uginky
téchto kombinaci extraktl vykazuji synergicky efekt nebo naopak antagonisticky, proto byly
otestovany nckteré kombinace extraktl. VSechny vysledky jsou shrnuty v nasledujici tabulce

(viz Tabulka 31).

Tabulka 31 Antimykoticky ucinek kombinaci jednotlivych extraktii

nazev kombinace extraktd
zazvor — ¢esnek +++++
skofice - hiebicek 4+ + o+
lichofefisnice - kurkumin ++
zazvor - lichorefiSnice +++++
skofice - zazvor 4+ ++

Skoro vSechny otestované kombinace aZ na kombinaci lichofefi$nice — kurkumin
vykazovaly 100% inhibici ristu kvasinky. Rozhodné tedy vSechny kombinace vykazuji
synergisticky efekt.

5.9 Kone¢né testovani pripravenych gela a ¢ipki

Ze vsech predchozich vysledka byly jako nejvhodnéjsi pro piipravu kone¢nych produkti
Z hlediska sily jejich antimykotického ucinku vybrany lipidické extrakty a liposomy
s lipidickymi extrakty skofice, zazvoru a lichofefi$nice. Byl otestovan nejen antimykoticky

ucinek vyrobenych produktu ale také jejich antioxidacni aktivita (4.9.4).
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V tabulce nize (viz Tabulka 32) vidime, ze antioxida¢ni aktivita ¢ipkd byla mnohem vyssi
nez u geld. To bylo ale pfedevsim zplsobeno tim, ze v ptipadé gelt byly pouzity pouze
liposomy, na rozdil od ¢ipku, ve kterych byly pouzity i extrakty. Pfesto i jednotlivé gely

vykazovaly uréitou antioxida¢ni aktivitu, coZ je pro nas velmi potéSujici.

Tabulka 32 Antioxidacni aktivita pripravenych gelu a cipkii

testovany pripravek antioxidaéni aktivita [mg/g pripravku]
gel ¢.1 0,42 £ 0,00
gel ¢.2 0,60 + 0,00
Cipky A 4,62 +£0,01
¢ipky B 4,82 +0,03

V tabulce (Tabulka 33) vidime jednotlivé produkty a jejich inhibi¢ni ucinek na rast
kvasinky. Pfestoze gely obsahovaly pouze liposomy, jejich ¢astecny antimykoticky ucinek
byl potvrzen. U ¢ipkll s vy$§imi ddvkami extraktd byl antimykoticky u¢inek ve srovnani
s ostatnimi produkty nejvyraznéjsi . Pokud by se optimalizovalo davkovani a pfiprava
produkti, mohly by tyto gely a Cipky slouzit jako lokalni antimykotikum s ucinkem

srovnatelnym s komerénimi 1é¢ivy, ale v pfirozenéjsi alternativé pro lidsky organismus.

Tabulka 33 Antimykoticky ucinek gelii a cipki

nazev inhibice
gel +
gel ¢.1
gel .2 +
Cipky A ++
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5.10 MTT test cytoxicity

Testovani cytotoxicity liposomu s lipidickym extraktem zazvoru a lichofefisnice (4.12) bylo
provedeno na imortalizovanych koznich bunkach linie HaCaT. Vysledky jsou uvedeny
V nasledujicim grafu (Obrazek 12).
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Obrazek 12 Graf zavislosti viability na koncentraci roztoku liposomii
Za hrani¢ni hodnotu viability buné¢k, kdy testovany vzorek neni cytotoxicky, se povazuje
hodnota LC50. Z dosazenych vysledkt lze tak konstatovat, ze zadny ze vzorku ve vSech

testovanych koncentracich neni cytotoxicky.
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6 Zavér

Tato bakalaiskd prace byla zaméfena na testovani antimykotického ucinku rtznych
pfirodnich extrakti a liposomd s jejich obsahem s cilem navrhnout, pfipravit
a charakterizovat produkty s obsahem téchto pfirodnich antimykotickych slozek. Pro
pripravu extrakti byly Vv této praci pouzity rtizné piirodni zdroje aktivnich latek a to

hiebicek, skofice, zazvor, lichofefiSnice, ¢esnek a standard kurkuminu.

Ze vSech téchto ptirodnich latek byly pfipraveny vodné, ethanolové (40% ethanol)
a lipidické extrakty. U vSech extrakti bylo sledovano mnozstvi aktivnich latek jako mnozstvi
polyfenolt, flavonoidt a celkova antioxidacni aktivita vztazena na ekvivalentni mnozstvi
Troloxu. Nejvice polyfenolti obsahovaly vétSinou lipidické extrakty, piedevsim pak extrakty
hiebicku (301,03 mg/g) a skofice (214,79 mg/g). U stanoveni flavonoidl na tom taktéz byly
nejlépe extrakty skotice (50,81 mg/g) a hiebicku (16,20 mg/g), ale pii extrakci do ethanolu.
V ptipad¢ stanoveni celkové antioxidacni aktivity na tom byly nejlépe ethanolové a vodné
extrakty, kde nejvysSi antioxidacni aktivitu vykazoval ethanolovy extrakt z4zvoru

(20,46 mg/g).

VSechny pfipravené extrakty byly enkapsulovany do liposomt. U vSech téchto ¢astic byla
stanovena jejich velikost a koloidni stabilita. Poté byla stanovena enkapsulaéni G¢innost
a dlouhodoba stabilita. Primérna velikost liposomt se pohybovala od 150 do 600 nm.
Stabilita ¢astic byla stanovena méfenim Zeta potencialu, kdy se hodnoty pohybovaly mimo
rozmezi —30 mV a 30 mV, a proto mohly byt pfipravené liposomy oznaceny za stabilni.
Nejlepsi enkapsula¢ni uc¢innost z hlediska mnozstvi enkapsulovanych polyfenolt
vykazovaly liposomy s lipidickym extraktem ze skofice (99,44 %), naopak nejhorsi
enkapsulaéni ucinnost byla pozorovana U liposomd s vodnym extraktem kurkuminu

(49,35 %).

Dlouhodobé stabilita liposomi byla testovana po tiech mésicich skladovani ve vodném
prostiedi pfi teploté¢ 5 °C, kdy byl méten, jak Zeta potencidl, tak antioxidacni Ucinek.
Z vysledki lze usuzovat, Ze liposomy byly dostate¢né stabilni, i kdyz v nékterych piipadech
(liposomy s vodnym a ethanolovym extraktem ¢esneku) jejich antioxida¢ni ucinek po tiech
mésicich klesl. Naopak u nékterych liposomi nedosSlo k zadné vyrazné zméné

antioxidac¢niho ucinku (liposomy s ethanolovym extraktem skofice a liposomy s lipidickym
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extraktem htebicku). Pokud bychom chtéli zvysit stabilitu pfipravenych liposomu, mizeme
inkorporovat rizné latky do membrany nebo skladovat liposomy v optimalnéjsich

podminkach, ptipadné vyuzit lyofilizace.

Dale byly provedeny dilucni antimykotické testy pfipravenych extraktti i liposomd,
véetné¢ jejich kombinaci na kvasince Candida glabrata. Pro srovnani byl proveden
antimykoticky test i s komerénim Ié¢ivem Klotrimazolem a s liposomy s jeho obsahem. Pro
kontrolu byly testovany i prazdné liposomy, které jak bylo predpokladano, nevykazovaly
zadnou antimykotickou aktivitu. Z veskerych testovanych vzorkl vykazovaly nejvyssi
inhibi¢ni ucinek lipidické extrakty a liposomy s jejich obsahem, proto lze fici, ze jsou

nejvhodnéjsi pro ptipravu ptirodnich produkti a 1éCiv s antimykotickym ucinkem.

-

byly vybrany lipidické extrakty a liposomy s lipidickymi extrakty ze skofice, zazvoru
a lichofefisnice. Byly pfipraveny dva druhy ¢ipkl a antimykoticky gel s liposomy. Nasledné
byla otestovana antioxida¢ni aktivita pfipravenych produktii a také jejich antimykoticky
ucinek. Produkty prokazaly jak antioxidaéni aktivitu, tak 1 antimykoticky Gi¢inek. Zavérecné
testovani vybranych vzorkl liposomi s lipidickymi extrakty na linii lidskych bunék HaCaT
prokézalo, ze vzorky nemaji V pouzitych koncentracich cytotoxicky ucinek a jsou tedy

vhodné pro topické aplikace.
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8 Seznam pouzitych zkratek

HIV
AIDS
RNA
DNA
ABTS
DLS
ELISA
DMEM
HaCaT
PBS
RCF
MTT
TEAC
SDS
LD50

Human Immunodeficiency Virus

Acquired Immune Deficiency Syndrome

ribonucleic acid

deoxyribonucleic acid
2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
dynamic light scattering

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Dulbecco's Modified Eagle Medium

spontaneously immortalized human keratinocyte line
Phosphate Buffered Salin

Relative Centrifugal Force
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Sodium Dodecyl Sulfate

oznaceni pro davku latky podané testovanym butnikdm, kterd zptsobi thyn

50 % testovanych bun¢k do 24 hodin
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