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Nézev bakalarské prace: Studium cytotoxicity rostlinnych extrakti na oralnich

bunécnych liniich

Tato bakalarska prace se zabyva vyzkumem cytotoxicity rostlinnych extrakti na bunky
dutiny Gstni. Ve spolupraci s prof. Egle Milia z University of Sassari byly z Italie zaslany

do Ceské republiky tfi rostlinné extrakty:

1. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata (MMM)
2. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris (MMT)
3. Pistacia lentiscus (PLL)

Cytotoxicita téchto extraktl byla testovana na tfech bunécnych liniich: dysplastickych
oralnich keratinocytech (DOK), lidskych gingivalnich fibroblastech (HGnF) a lidskych
periodontalnich vazivovych fibroblastech (HPLF). Mé¢éfeni bylo uskute¢néno
kolorimetrickym testem WST-1, u Pistacia lentiscus se navic pozoroval vliv na bunénou
aktivitu metodou xCELLigence RTCA. Provedenym vyzkumem bylo zjiSténo, Ze vodné
vyluhy MMM a MMT neovliviiuji bunéénou proliferaci. Vodny vyluh PLL se projevil
jako cytotoxicky od koncentrace 50 pg/ml do 200 pg/ml.



ABSTRACT
Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Author: Thi Hoang Huong Bui
Supervisor: prof. Ing. Barbora Szotdkova, Ph.D.

Consultant: doc. RNDr. Véra Kralova, Ph.D.

Title of bachelor thesis: Study of cytotoxicity of plant extracts on oral cell lines

This bachelor's thesis investigates cytotoxicity of plant extracts on oral cavity cells. In
collaboration with prof. Egle Milia form the University of Sassari, three plant extracts

were sent from Italy to Czechia:

1. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata (MMM)
2. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris (MMT)
3. Pistacia lentiscus (PLL)

The cytotoxicity of these extracts was tested on three cell lines: dysplastic oral
keratinocytes (DOK), human gingival fibroblasts (HGnF) and human periodontal
ligament fibroblasts (HPLF). The measurement was carried out by the WST-1
colorimetric assay, and in addition, the effect of Pistacia lentiscus on cellular activity was
observed by xCELLigence RTCA. The research carried out revealed that MMM and
MMT water extracts do not affect cell proliferation. The PLL extract was shown to be

cytotoxic from a concentration of 50 pg/ml to 200 pg/ml.
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1 UVOD

Uzivani rostlinnych 1éCivych piipravkti a doplikii stravy se v poslednich tfech
desetiletich velmi rozsifilo. Odhaduje se, Ze 88 % vSech zemi pouziva tradi¢ni medicinu,

jako jsou bylinné 1éky, joga a dalsi (1).

Ptestoze terapie zahrnujici rostlinné produkty prokazaly slibny potencial a Gc¢innost,
mnoho z nich ziistdva netestovano a jejich uzivani je bud’ nedostate¢né monitorovano,
nebo dokonce neni monitorovano vitbec. Diisledkem toho jsou nedostatecné znalosti o
zpusobu jejich tcinku, moznych nezadoucich ucincich a kontraindikacich. Vzhledem k
tomu, ze bezpecnost je 1 nadale hlavnim problémem pii pouzivani rostlinnych ptipravki,

je proto nezbytné je testovat.

Ve své bakalatské praci jsem se zabyvala, ve spolupraci s prof. Egle Milia z University

of Sassari, toxicitou tfi rostlinnych extrakth:

1. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata (MMM)
2. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris (MMT)
3. Pistacia lentiscus (PLL)

Test byl proveden na oralnich bunéénych liniich — dysplastickych oralnich keratinocytech
(DOK), lidskych gingivalnich fibroblastech (HGnF) a lidskych periodontdlnich
vazivovych fibroblastech (HPLF).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Studované rostliny

2.1.1 LentiSek

S 24

Pistacia lentiscus (feCik lentiSek) je stalezeleny kefovity strom =z celedi
ledvinovnikovitych (4Anacardiaceae), ktery dortsta vysky az 4 m. Pochdzi z oblasti
Stftedozemniho mofe a je znamy pro svou pryskyfici, ziskdvanou z kliry. Ta se ale tézila
pfevazné na feckém ostrové Chios, podle kterého je zndma pod nazvem ,,mastix van
Chios* (2, 3). Pryskyfice svou vlni pfipomina borovici a vyrabi se z ni fermez, ktera
se, diky svym dezinfekénim ucinkim a schopnosti zastavit krvaceni, pouziva do

naplasti (2).

LentiSek ma aromatické, drobné, kozovité, 10 cm dlouhé, olivové zelené listy, rozdélené
na 3-5 pari listkd. Jeho stonky jsou v mladi naCervenalé barvy a v dospélosti Sednou. Je
dvoudomy, s oddélenymi sam¢imi a samicimi stromy. Kvetou na jafe a jejich kvéty jsou
velmi malé, zelené a nenapadné. Po samicich kvétech se na podzim objevuji nejedlé jasné
cervené plody (Obrazek 1), které po dozrani z€ernaji. LentiSek je sice ptibuzny s pistacii

(Pistacia vera), ale neprodukuje jedlé ofechy (4).

Obrazek 1: Pistacia lentiscus

Jeho riizné ¢asti obsahuji fadu chemickych sloucenin, které jsou Iékatsky vyznamné, jako
je jiz zminéna pryskyfice, silice, kyselina gallovd4, antokyany, flavonové glykosidy,
triterpenoidy a tokoferol. V tradi¢ni mediciné se diky svym silnym antioxidacnim,
protizanétlivym a antimikrobialnim ucinkiim pouzivala k 1é¢bé fady onemocnéni,
napiiklad pfi gastrointestinalnich chorobach, ekzémech a infekcich v krku. Pomaha i pii

1é¢beé hypertenze a ma diuretické vlastnosti. Uvadi se, Ze je ucinny také pti 1écbé svrabu



a revmatismu. Tyto zdravi prospé$né vlastnosti lentiSku jsou také piipisovany riznym

biologicky aktivnim latkam, jako jsou fenolické slouceniny (3).

2.1.2 Mata

Mentha spicata (mata klasnatd) je 1€¢iva rostlina z ¢eledi hluchavkovitych (Lamiaceae).
Jedna se o plazivou, vytrvalou bylinu se silnou aromatickou vini, dortstajici vysky
30-100 cm, s rGzné chlupatymi stonky a listy a Siroce rozprosttenym podzemnim
oddenkem (5). Pochazi z Evropy a Asie a byla zdomacnéna v Severni Americe a
nékterych ¢astech Afriky (6). Listy jsou vejCité az kopinaté, 5-9 cm dlouhé a 1,5-3 cm
siroké, s vroubkovanym okrajem (Obrazek 2). M4 charakteristicky ¢tvercovy tvar stonku

a vytvafi rizové nebo bilé kvéty ve §tihlych klasech (5).

Obrazek 2: Mentha spicata

Vyznacuje se schopnosti syntetizovat silice. Jiz od pradavna pouZzivala marocka populace
matu klasnatou, konkrétné nadzemni ¢asti, proti nemocem, véetné cukrovky, zazivacich
a respiracnich poruch, krénich a koznich onemocnéni. Rtizné populace také pouzivaji

nadzemni ¢asti této rostliny k ptiprave caje (5).

Spektroskopickd analyza extrakth a silic pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS),
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) a
ramanovy spektrometrie odhalila pfitomnost nékolika fytochemickych bioaktivnich
sloucenin patticich do riznych tfid sekundarnich metaboliti, zejména do tfid flavonoidd,
fenolickych kyselin a terpent. Studie in vitro a in vivo ukazaly, ze extrakty a silice
vykazuji pozoruhodné biologické aktivity, v€etné antimikrobialnich, antiparazitarnich,

protizanétlivych a protinadorovych ucinkt (5).



2.1.3 Sléz

Malva sylvestris (sléz lesni), jednoleta bylina bézné vyskytujici se v Asii, Evropé a
severni Africe, se fadi do celedi slézovitych (Malvaceae) (7). Kvéty ma zativeé rizové s
fialovymi liniemi a listy ve tvaru javorového listu s 5-7 laloky (Obrazek 3). Listy a kvéty
této rostliny se po staleti pouzivaly v tradi¢ni medicing k 1é¢b¢€ riznych onemocnéni, jako
je kasel, nachlazeni, prijem a zacpa (8). V minulosti se sléz pouzival ptevazné jako 1éCivy
¢aj, kvtli velkému mnozstvi slizovych latek, které svym zmirnujicim G¢inkem poméahal

proti kasli (2, 9).

Obrazek 3: Malva sylvestris

Fytochemicka analyza ukézala, Ze kvéty a listy Malva sylvestris obsahuji rizné bioaktivni
slouceniny, jako jsou flavonoidy, terpenoidy, derivaty fenolu, kumariny, steroly,
ttisloviny, saponiny a alkaloidy. Tyto fytochemikalie jsou zodpovédné za mnohé
farmakologické aktivity, jako jsou protizanétlivé, antimikrobialni, hepatoprotektivni,

projimavé, antiproliferativni a antioxidacni vlastnosti (8).

PrestoZe se Casto pouziva v lidské vyzivé a tradi€ni medicing, toxikologické testy

ukazaly, ze pti vysokych davkach mize mit negativni zdravotni ucinky (8).

2.1.4 Tymian

Thymus vulgaris (tymidn obecny) je vytrvala bylina patfici do ¢eledi hluchavkovitych
(Lamiaceae), pivodem ze Stfedomoii. Aromaticka rostlina, kterd se po mnoho staleti
celosvétové pouziva k lécebnym a kulinarskym ucelim. Do zapadni Evropy byla
pfinesena benediktiny v 11. stoleti (10, 11). Tvoii nizky polstat vétvicich se dievnatych

stonkil, které jsou obaleny malymi, ¢arkovitymi az vejcitymi, tmavé Sedozelenymi



listy (Obrazek 4). Listy jsou velmi aromatické a Casto se pouzivaji cerstvé nebo susené
jako koteni do riiznych pokrmti. Na konci jara az zacatkem léta se na Spickach stonkii

objevuji koncové klasy malych, spirdlovitych, bilych nebo riizovych kvéta (12).

Obrazek 4: Thymus vulgaris

Ma mnoho pozitivnich u¢inkt na lidské télo. Produkuje velké mnozstvi silice obsahujici
Siroké spektrum latek, hlavné thymol, karvakrol, p-cymen, saponiny, flavonoidové
glykosidy aj. Pravé tyto latky v silici ptisobi antisepticky, antimykoticky, napoméahaji
traveni, odstraiiuji zdpach z Ust, zabrafiuji nadymani a vyuzivaji se k oSetfeni zanéti
dutiny Ustni a nosohltanu (9, 10). Jonas a Kuchar (10, s. 317) uvadi: ,,7ymian je povazovan

za jednu z nejsilnéji pusobicich antibiotickych drog.*

Chemické slozZeni silice zavisi na dobé sbéru rostlinného materialu, fenologické fazi
rostliny, oblasti péstovani rostlin a dalSich parametrech. Vysledky studii chemického
sloZenti silice tymidnu se tedy li§i (11). Pomoci GC-MS bylo zjisténo, ze hlavni slozkou
silice je thymol (41 %), karvakrol (8 %), y-terpinen (11 %) a p-cymen (13 %) (13).
Thymol a karvakrol maji antioxida¢ni vlastnosti. V humanni a veterindrni mediciné a v

ochrané rostlin byla popsana jejich antibakterialni a antimykoticka aktivita (11).

2.1.5 Medunka

Melissa officinalis (meduiika l1ékafska) je kefovita trvalka vonici po citronu. Patii do
¢eledi hluchavkovitych, stejné jako tymidn (14). Pochazi z Evropy a je jednou z
nejoblibengjSich a nejrozsitenéjsich 1€civych rostlin ve stfedni a jizni Evropé, v oblasti
Stiedomoti a zdpadni Asii (14, 15). Dosahuje vysky 60-100 cm. Mékké, chlupaté listy
jsou 2-8 cm dlouhg, jsou tmave zelené a maji tvar srdce (Obrazek 5). Povrch listi je hruby

a hluboce Zilkovany, okraj je vroubkovany nebo zubaty a je bohaty na biologicky aktivni



latky (16). Na jate a v 1ét¢ vyriistaji v mistech, kde se listy setkavaji se stonkem, hrozny

drobnych, svétle zlutych kvéta (15).

Obrazek 5: Melissa officinalis

Medurika je Siroce pouZzivana v asijské tradiéni medicin€ k 1é€bé mnoha psychiatrickych
poruch, jako je deprese, uzkost, nespavost, palpitace vyvolané tzkosti a stres. V
klinickych studiich na CNS medunka prokazala anxiolytické, antidepresivni a
neuroprotektivni ucinky a byly zkoumany jeji u€inky na zlepSeni nalady, kognitivni

vykon a pamétové funkce (14).

Meduntka mé celkové slozité chemické slozeni s mnoha biologicky aktivnimi
slouceninami, které se 1iSi v zavislosti na zptisobu extrakce a na casti rostliny, ktera se
extrahuje. Chemické studie jejiho slozeni ukazaly, Ze obsahuje pfedev§im flavonoidy,

terpenoidy, fenolové kyseliny, tfisloviny a silici (16).

2.2 Testy cytotoxicity/analyza Zivotaschopnosti

Metody in vitro se staly zékladnim kamenem objevovani 1éka a Siroce se pouzivaji pti
studiu pfirodnich produktti, surovych extraktti a izolovanych sloucenin, a to jak pro
screeningove, tak pro mechanistické studie. VétSina dosud izolovanych produkti byla

testovana pouze na nékolika z nes€etnych dostupnych modeli bun¢k a tkani (17).

At uz zkoumame cytotoxické, Skodlivé nebo ochranné ucinky, stanoveni
koncentraci, které jsou pro bunécny model cytotoxické, by mélo byt primarnim krokem
testovani in vitro. V zavislosti na rozsahu vyzkumu a na dalsich cilech, jejichZ splnéni se
o¢ekava, mize nebo nemusi byt cytotoxicita sama o sobé koncovym bodem. Napiiklad
ve studiich, které se snaZi rozlustit farmakologickou aktivitu bylin, které se tradi¢né

pouzivaji (u nichz se neocekéavaji Zadné nebo jen nizké toxické ucinky), by méla byt



omezena toxicita vii¢i bunéénym kulturdm in vitro, zejména pfi pouziti spravnych davek

nebo inkubacnich dob (17).

Hlavni techniky pouzivané k vySetfeni a vyhodnoceni cytotoxicity bylinnych
komplexnich smési, mohou byt zaloZzeny na metabolické aktivité¢ (testy na bazi
tetrazoliovych soli, Alamar blue, test neutralni ¢erveni a test syntézy ATP), na integrité
membrany (test trypanovou modii, LDH test a fluorescen¢ni znaceni), na morfologickych
vlastnostech (velikost a tvar buiiky, videomikroskopie a bodovani bunééného odchlipeni)
a na rastu bunék (pifimé pocitani bunék, hodnoceni distribuce fazi bunécného cyklu, testy
zalozené na méteni syntézy DNA, klonogenni test). Testy na bazi tetrazoliovych soli jsou
pravdépodobné nejpouzivangjsi testy ke stanoveni bunécné zivotaschopnosti. Mezi tyto
testy patii MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid), MTS
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-tetrazoli

um), XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid) a
WST-1 (4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2 H-5tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat). Jedna
se o kolorimetrické testy, pusobici jako redoxni senzory. Mohou byt redukovany
metabolicky aktivnimi bunkami na derivaty formazanu, které mohou byt nasledné
rozpustény pro spektrofotometrické hodnoceni (17). Pfevratnym objevem byl systém

xCELLigence, umoziujici monitorovani dynamickych procesii v redlném case (18).

22,1 MTT

MTT test zahrnuje konverzi ve vodé rozpustného zlutého barviva MTT na nerozpustny
purpurovy formazan ptisobenim mitochondridlni reduktazy (19). Formazan se potom
solubilizuje a koncentrace se stanovi pomoci optické hustoty pti 570 nm. Vysledkem je

citlivy test s linearitou az na ~10° bunék na jamku 96jamkové desticky (19).

222 MTS

U MTS se tvoii oproti MTT formazanové produkty, které jsou piimo rozpustné v
bunééném kultivaénim médiu (20). Formazanové barvivo se kvantifikuje méfenim
absorbance pii 490-500 nm. Test MTS je Casto popisovan jako ,,jednokrokovy* MTT
test, ktery nabizi pohodli pfidani ¢inidla pfimo do bunécné kultury bez pferusovanych

krokli vyZzadovanych v testu MTT (21).



223 XTT

XTT je zalozen na redukci zluté tetrazoliové soli na oranzové formazanové barvivo
metabolicky aktivnimi buiikami. Vytvotfené barvivo je rozpustné ve vodnych roztocich a
je ptimo kvantifikovdno pomoci skenovaciho vicejamkového spektrofotometru. MTS je
ve srovnani s XTT rozpustnéjsi a netoxicky, coz umoziuje bunkam vratit se do kultury
pro dalsi hodnoceni. Avsak stejné¢ jako MTS, tak 1 XTT vyzaduje k a¢inné redukci
pritomnost fenazin methosulfatu (PMS) (21).

224 WST-1

WST-1 je rozsifeny kolorimetricky test pro stanoveni zivotaschopnosti bun¢k. V principu
WST-1 reaguje s mitochondrialni sukcinat-tetrazolium reduktdzou za vzniku ve vodé
rozpustného formazanu (22). Mnozstvi vytvofeného barviva je pfimo zavislé na
metabolické aktivité bunék. Ve srovnani s MTT a XTT ma ¢inidlo WST-1 nékolik vyhod,

mezi které patii rozpustnost ve vod¢, rychlost, vEtsi stabilita a citlivost (23).

WST-1 se provadi v 96jamkové desticce, kde muizou byt buiky ovliviilovany
slouceninami nebo Cinidly, které maji vliv na proliferaci. Bunky jsou detekovany
proliferacni reagencii, ktera je konvertovana mitochondrialnimi dehydrogenadzami zivych
bun¢k z tetrazoliové soli WST-1 na formazan za pfitomnosti elektronového
mediatoru (mPMS) a bunééného NADH (Obrazek 6). Absorbance vzniklého produktu je
méfena spektrofotometricky. Vzestup bunécné proliferace je spojeny se zvySenou
aktivitou mitochondridlnich dehydrogenéz, pfibude formazanu a dojde tedy k zesileni
signalu. Zatimco zeslabeni muze indikovat toxicky efekt sloZzek nebo neoptimalni

kultiva¢ni podminky (24).
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Obrdzek 6: Preména WST-1 na formazan



2.2.5 Alamar blue test

Alamar blue test je Siroce pouzivan ke zkoumani cytotoxicity, bunéné proliferace a
bunéné metabolické aktivity v raznych oblastech toxikologie. Je zaloZzen na
fluorometrickém redoxnim indikatoru resazurinu, modfe zbarvené nefluorescencni
sloucening. Po intracelularnim pfijmu je oxidovany resazurin redukovan na fluorescencni
resorufin diky redukénimu prostfedi cytosolu v bunikach. Resorufin produkuje jasné
cervenou fluorescenci, kterou lze kvantifikovat (intenzitu fluorescence) a pouzit jako
méfitko zivotaschopnosti bunck (25). Resazurin je pro buniky netoxicky, avSak pii
interferenci s bunéénym redoxnim potencidlem muze aktivovat produkci reaktivnich
forem kysliku, coz ma za nésledek zhorSeni mitochondridlniho dychéni se snizenou

rychlosti proliferace (17).

2.2.6 Test neutralni éerveni

Neutralni Cerven je inkorporovana pouze zivymi buiikami, kde se hromadi v lysozomech.
Po bunééné lyze mize byt hodnocena spektrofotometricky a ukazuje lineérni korelaci s
poctem zivych bun¢k. Pti fyziologickém pH je naboj barviva nulovy, coZ mu umoziuje
pronikat bunéénymi membranami pasivni diftzi. Kdyz barvivo dosdhne lysozomd, kde
pH klesne, ziska ndboj a zlstane zachyceno. Pouziti vysSich koncentraci nebo delsi
inkubac¢ni doby, stejné jako sniZeni teploty nebo pH, miiZze vést k vysraZeni neutralni

¢ervené, coz muze primo ovlivnit bunéénou zivotaschopnost (17).

2.2.7 ATP test

Bioluminiscence ATP je zaloZena na enzymaticky katalyzované biochemické reakci (26).
ATP se tvofi vyhradné¢ v mitochondriich a je vSeobecné povazovan za faktor vymény
energie, ktery pohani procesy kontrakce, fosforylace a aktivniho transportu. Nejlepsi
metodou pro méteni intracelularniho ATP je pouZiti luciferazy svétluSek. Vyuziva ATP
zavislost luciferazy, ktera katalyzuje oxidaci d-luciferinu na oxyluciferin (27). Emitované
svétlo je kvantifikovano v relativnich svételnych jednotkach pomoci luminometru a miize
byt pfevedeno na koncentraci ATP pomoci kalibra¢ni kiivky, podle niZ se pak odecte

mnozstvi ATP (26, 27).

2.2.8 Trypan blue test

Vyuziva selektivniho barveni mrtvych bunék trypanovou modii a mikroskopické

vySetfeni na hemocytometru je jednou z nejCastéji pouzivanych rutinnich metod pro



stanoveni poc¢tu bunék a procenta zivotaschopnosti v populaci buné¢k. Obecnou koncepci
je, ze trypanova modr je vyloucena z zivych bun€k (energeticky zavisly proces vyzadujici
ATP), ale u mrtvych bun¢k s poSkozenou plazmatickou membranou pronikd do
cytoplazmy a zbarvi ji modfe. Delsi inkubace s roztoky trypanové modii mize mit za
nasledek slabé zabarveni Zivotaschopnych bunék v populaci, pravdépodobné v disledku
pomalého piijmu molekul barviva. Hlavnimi nevyhodami této techniky jsou chyby
spojené¢ s mefenim jediného vzorku, subjektivni usudek uzivatele o ureni toho, co je
mrtva buiika nebo zabarvené pozustatky, nekonzistence mezi operatory, ¢as a manualni

préace spojené s me¢fenim vice vzorka (17, 28).

2.2.9 LDH test

Ptitomnost mrtvych buné€k, které ztratily integritu membrany, lze detekovat méfenim
markerd, které unikaji z cytoplazmy do kultivaéniho média. Nejbéznéjsim markerem
pouzivanym pro tento typ testu je laktatdehydrogenaza (LDH). Katalyzuje pfeménu
laktatu na pyruvat, a pitom pfeménuje NAD" na NADH. Reduk¢ni kapacita NADH mize
byt pouzita k redukci riznych molekul substratu na produkty, které jsou bud’ barevné,

fluorescen¢ni nebo luminogenni (28).

2.2.10 Fluorescenéni znaceni

Fluorescenc¢ni barviva, kterd pronikaji do bunék v pfipad€ naruseni integrity membrany a
obecné se vazou na DNA a/nebo RNA, svéd¢i o odumirani nebo jiz mrtvych bunkach.
Tato barviva jsou vhodna pro Sirokou Skalu aplikaci, jako je mikroskopické zobrazovani,
pritokova cytometrie nebo méteni fluorescence na mikrotitra¢nich desti¢kach. Propidium
jodid patii mezi nejpouzivangjsi z téchto fluorofori. Jakmile je fixovan na nukleové

kyseling, vykazuje intenzitu fluorescence 20-30krat vyssi nezZ nevdzana forma (17).

2.2.11 XCELLigence RTCA (Real Time Cell Analyzer)

Systém xCELLigence je technologie, kterda umoznuje hodnoceni bunc€k v jejich
pfirozeném prostiedi v redlném Case, bez znaceni, ¢imz se vyhyba potencidlné negativnim
dopadim rtznych detekénich sloucenin, jako mutze byt 1 WST-1, na bunétné
procesy (18). Optimalni in vitro kultivaéni prostiedi je zajiSténo umisténim destiCky v
COz inkubatoru po celou dobu méteni. Takto je moZné sledovat chovani bunék az né€kolik
dni.
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Technologie je zalozena na impedanci, kterd neinvazivné monitoruje bunéény stav v
realném case pomoci zlatych mikroelektrodovych senzor, k nimZz Ize generovat
elektrické pole, tzv. E-plates (Obrazek 7). Senzory jsou umisténé na dné jamek
kultivacnich desti¢ek. Toto elektrické pole je modulovano po¢tem bun€k piipojenych na
elektrody a zménami v bunééné morfologii. V nepfitomnosti bunék je impedance elektrod
minimélni. Pokud jsou vsak bunky pfitomny, pfichyti se na povrch elektrodového

senzoru, pusobi jako bariéry elektrického pole a vedou ke zvysSeni impedance (18).

Impedanc¢ni udaj oznacovany jako bunécny index (CI) digitaln¢ vyjadiuje morfologické
zmény a zmény poétu bunék v dané mikroelektronické jamce. Cim vétsi je tedy

cytotoxicita slouceniny, tim nizsi je pocet bunék rostoucich na elektrodach a tim nizsi je

hodnota CI impedance elektrody (18).
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Obrdzek 7: xCELLigence RTCA — detekce Zivotaschopnosti a motility bunék na zakladeé
impedance
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3 CIiL PRACE

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit toxicitu rostlinnych extraktt (MMM — Malva
sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata, MMT — Malva sylvestris, Melissa
officinalis a Thymus vulgaris a PLL — Pistacia lentiscus) na oralnich bunécnych liniich:
dysplastickych oralnich keratinocytech (DOK), lidskych gingivalnich fibroblastech
(HGnF) a lidskych periodontalnich vazivovych fibroblastech (HPLF). Pro ziskani
vysledkt bylo potieba provést:

e Nasazeni buné¢nych linii na kultiva¢ni desticky
e Ovlivnéni bunéénych linii rostlinnymi extrakty

e Test cytotoxicity WST-1

Me¢teni bunééné proliferace pomoci systému xCELLigence
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Biologicky material
4.1.1 Dysplastické oralni keratinocyty (DOK)

DOK (ECACC 94122104) byly izolovany z kousku dorzalniho jazyka od 57letého muze.
Po odstranéni spinocelularniho karcinomu pacienta, ktery byl silny kutak, byla nasledné
odstranéna zbyvajici dysplazie (lehky az stiedni stupeni dysplazie) a pouzita k iniciaci
primarnich kultivaci vedoucich k zalozeni DOK. Bunky obsahuji keratinovy profil
podobny ptivodni dysplazii. Buniky jsou netumorogenni u athymickych nahych mysi.
Kultivace probihala v DMEM s piidavkem 2 mM glutaminu, 5 pg/ml hydrocortisonu a
10% fetalniho bovinniho séra (FBS) (29).

4.1.2 Lidské gingivalni fibroblasty (HGnF)

HGnF (katalog #2620) od Science Research Laboratories byly izolovany z lidské déasné,
kryokonzervovéany a dodany zmrazené. Kazd4 lahvi¢ka obsahovala pies 5 x 10° bunék v

1 ml objemu (30).

HGnF jsou mezenchymalni bunky, které¢ jsou hlavni sloZzkou gingivalni tkané.
Zodpovidaji za syntézu extracelularni matrix v pojivové tkani a hraji dulezitou roli v
hojeni ran. Patfi mezi jeden z nejvice dostupnych typti sav€ich bunék a také mezi
nejjednodussi typ bunék pro rast v kultute. Exprimuji Sirokou skalu povrchovych molekul
véetné CD9, CD26, CD55, CD59, CD63, CD71, CD86, CD95, CD117, ale také mRNA
pro proteazou aktivovany receptor-1 (PAR-1) a PAR-3 (30).

4.1.3 Lidské periodontalni vazivové fibroblasty (HPLF)

HPLF (katalog #2630) taktéZ od Science Research Laboratories byly ziskdny z lidské
periodontalni tkan€é. Obdobn¢ jako HGnF byly kryokonzervovany a dodany zmrazené v

lahvi¢kach (pfes 5 x 10° bunék v 1 ml objemu) (31).

Periodontéalni vaz je pojivova tkan lokalizovana mezi cementem zubt a alveolarni kosti
dolni celisti. Hraji nedilnou roli pfi Gdrzbé a regeneraci periodontalni tkané. I pftes
morfologickou podobnost s gingivalnimi fibroblasty jevi periodontdlni vazivové
fibroblasty (PLF) odlisné funk¢ni aktivity pfi udrzovani tkanové integrity. Je znamo, ze

PLF produkuji proteiny extracelularni matrix souvisejici s osteoblasty a vykazuji vyssi
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aktivitu alkalické fosfatazy ve srovndni s gingivalnimi fibroblasty. Aktivné se podili na

imunitnich a zanétlivych procesech u onemocnéni periodontu (31).

4.2

4.3

Pouzité chemikalie
D-MEM (Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium), Sigma Aldrich
Destilovand voda
DMSO (Dimethylsulfoxid), Sigma Aldrich
FBS (Fetalni bovinni sérum), Gibco
Kolagen (z lidské placenty), Sigma Aldrich
PBS bez iontti Ca?" a Mg**
Penicilin/Streptomycin, Gibco
Trypsin 0,05 % + EDTA, Sigma Aldrich
WST-1 (4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2 H-5-tetrazolio]-1,3-benzen
disulfonat), Roche

Pristrojové vybaveni

Cellometer Auto T4, Nexcelom Bioscience

Centrifuga Allegra™ X-12 R Centrifuge, Beckman Coulter
Invertovany mikroskop CK2, Olympus

Laminarni box MSC — ADVANTAGE 1.2, Thermo Scientific
Laminarni box Telstar Bio-II-A/G

Lednice — BRANDT Apollo

Pipetboy Swiftpet, Thermo Scientific

Pocita¢ ASUS

Pocita¢ HP

Spektrofotometr Tecan infinite M200pro, Tecan

Termostat CO» Incubateur IG 150, JOUAN

Termostat Sanyo CO> incubator MCO-18 AIC (UV), Sanyo
Vodni ldzen Memmert

Vortex MS2 Minishaker, IKA

xCELLigence RTCA Analyzer, Boehringer Mannheim, Roche
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4.4 Spotiebni material

e 96jamkové mikrotitracni UV desticky s plochym dnem, Nunc, Thermo Scientific
e Automatické pipety a jednorazové Spicky, Finnpipette

e E-plates, Boehringer, Mannheim, Roche

e Injekeni stiikacka, Sartorius

e Invertovany mikroskop, CK2, Olympus

e Korytka pro multikanalovou pipetu

e Kultivacni lahve s filtrem, Nunc, Thermo Scientific

e Lahve pro média, Pyrex

e Mikrozkumavky Eppendorf

e Odmérné sklo — odmérné valce, pipety, kadinky

e Petriho misky

e Pocitaci komirky Cellometer Counting Chambers, Nexcelom Bioscience
e Rukavice — latexové, nitrilové

e Stojanky na zkumavky

e Vanicky pro multikanalovou pipetu

4.5 Metodika
4.5.1 Priprava rostlinnych extraktu

Prof. Milia byly v Italii na University of Sassari pfipraveny tfi vodné vyluhy:

1. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata (MMM)
2. Malva sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris (MMT)
3. Pistacia lentiscus (PLL)

Posléze byly lyofilizovany pro stabilni uchovani a poslany do Ceské republiky. Pied
vlastnim testovanim cytotoxicity bylo navazeno 100 mg kazdého lyofilizovaného
extraktu a ptfiddno 5 ml redestilované vody. Pomoci sonikace byly extrakty rozpustény.
Roztoky byly poté sterilizovany pftes filtr, kterym se odstranil 1 mirny zakal. Vysledkem
byly tfi roztoky (MMM, MMT a PLL) o objemu 5 ml a koncentraci 20 mg/ml, které byly

nasledné rozpipetovany po 500 pl a vloZzeny do mrazéku (-20 °C).
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4.5.2 Priprava pracovnich roztoki

Pro méteni bylo potieba si pfipravit roztoky rostlinnych extraktt (MMM, MMT a PLL)
o koncentraci 1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml a 200 pg/ml D-MEM média.
Nejprve byl ze zasobniho roztoku (20 mg/ml) steriln¢ zhotoven roztok o koncentraci

200 pg/ml a ten byl nasledné pouzit na ptipravu zbyvajicich koncentraci (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: Postup redéni rostlinnych extraktii na jednu 96jamkovou desticku

Mno2stvl pfidaného extraktu [ml] | MnooZstvi pfidaného média [ml) erskdndkummmkuw_
0,04 (zisobniho roztoku) 3,96 200
1 (200 pg'ml roztoku) 1 1040
0,5 (200 pp/ml roztoku) 1,5 50
0,1 (200 pp/ml roztoku) 1.9 10
0,01 (200 pp/ml roztoku) 1,99 1

Pro metodu WST-1 byl podle doporuceni vyrobce ptipraven pracovni roztok smichanim

9,5 ml D-MEM média s 0,5 ml zdsobniho roztoku WST-1 (v poméru 20:1).

4.5.3 Test cytotoxicity WST-1

Nasazeni a ovlivnéni bunécnych linii

Prvni den byly nasazeny buniky (DOK, HGnF a HPLF) do 96jamkovych desti¢ek po
100 pl suspenze o hustoté 6000 bun€k/jamku a nechaly se inkubovat 24 hodin v CO2
inkubatoru (pi1 37 °C, 5 % CO: a konstantni vlhkosti). Kazd4 desti¢ka obsahovala
kontroly (buiiky inkubované pouze v Cistém médiu, bez pfidanych extraktl) a slepé

vzorky, tzv. blank. Slepé vzorky byly pfipraveny inkubaci média bez bunék.

Dalsi den (po 24 hodinach) se opatrné odsalo médium s ohledem na spodni vrstvu
bunék, kterd by pfi naruSeni zkreslila vysledek. Nasledné bylo k bunikam ptidano 100 pl
pracovniho roztoku (MMM, MMT a PLL) o koncentraci 1 pg/ml, 10 pg/ml, 50 ng/ml,
100 pg/ml a 200 ng/ml (viz Tabulka 2). Kontroly a slepé vzorky byly doplnény novym
médiem bez extraktu. Poté se desti¢ky opét vlozily do COz inkubétoru a buriky se nechaly

ovlivnit na 24 hodin.
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Tabulka 2: Rozlozeni koncentraci extraktit na 96jamkové desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
A | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
B | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
€ | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
D | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
E | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
E_ | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
G| blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
H | blank kontrola | 200 | 100 | 50 | 10 1
Vyhodnoceni

Po ub&hnuti 24 hodin byly z CO; inkubatoru vyjmuty destic¢ky, ze kterych bylo nasledné
opatrné odsato médium. Do jamek bylo napipetovano po 100 pl pracovniho roztoku
WST-1 v médiu. Desticky byly uloZeny na 2 hodiny do CO> inkubatoru (pii 37 °C, 5 %
CO> a konstantni vlhkosti). Poté byla zméfena absorbance pomoci spektrofotometru
Tecan infinite M200pro pfi vinové délce 450 nm a referencni vinové délce 690 nm.

Rozdil téchto métfeni byl pouzit na analyzu cytotoxicity rostlinnych extrakti.

4.5.4 XCELLigence

Ptred nasazenim bun¢k byly 16jamkové desticky E-plates pfipraveny piidanim 80 pl
média do kazdé jamky. Nechaly se inkubovat na hodinu v CO: inkubatoru, aby se
vytemperovaly. Posléze byly vloZeny do stanice xCELLigence RTCA Analyzeru (v CO:

inkubatoru) a zméftilo se pozadi (tzv. background).

Nasledné¢ byly nasazeny DOK, HGnF a HPLF do 16jamkovych desticek E-plate
(6000 bun&k/jamku po 100 pl bunécné suspenze). Pfed vloZenim desticek zpatky do
systému se nechaly na 30-60 min stat v lamindrnim boxu, aby se bunky pfipravily na

pfisednuti na dno.

Bunky byly monitorovany v 15minutovych intervalech. Po 24 hodinach byl test zastaven
a desticky E-plate byly vyjmuty ze systému xCELLigence. Média byla opatrné
odstranéna a nahrazena 100 pl extraktu lentiSku (PLL) o tfech koncentracich (10 pg/ml,
50 pg/ml a 100 pg/ml média), u kontroly bylo star¢ médium vyménéno za nové (100 pl)
viz Tabulka 3. Desticky byly vlozeny zpét do systému xCELLigence a bunky byly
sledovany po dobu 72 hodin. Vysledky byly vykresleny pomoci softwaru RTCA 2.1.
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Tabulka 3: Rozlozeni koncentraci PLL na E-plate
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5 VYSLEDKY

Cytotoxicita kazdého extraktu (MMM, MMT a PLL) byla testovana metodou WST-1 ve
ttech opakovénich. Cytotoxicita feciku lentiSku (PLL) byla navic ovéfena metodou

xCELLigence také ve tfech opakovanich.

5.1 Stanoveni cytotoxicity rostlinnych extrakti metodou WST-1

Cytotoxicita jednotlivych extrakt byla sledovdna u bunék tfi oralnich bunécnych linii
pomoci metody WST-1. Pro kontrolu pozadi bylo pouzito kultivaéni médium s WST-1
bez bun¢k (blank). Absorbance slepého vzorku byly odecteny od absorbanci vzorku.
Buné¢na viabilita (méfeno jako redukce WST-1) byla vynesena vzhledem ke kontrolnim
bunkam, které byly normalizovany na 100% pieziti. VSechny udaje byly vyjadieny jako
pramér ze tfi nezavislych méfeni se smérodatnou odchylkou (SD), pro vétsi prehlednost
byly v grafech vyobrazeny pouze kladné odchylky. Vysledky byly zpracovany v
programu Microsoft Excel a nasledné vyhodnoceny v podob& grafi pomoci programu
Graphpad Prism 9.5.1. Statistickd vyznamnost byla vypoctena pomoci jednosmérné
analyzy rozptylu (one-way ANOVA). Hodnoty P nizsi nez 0,05 byly povazovany za

vyznamne.

5.1.1 Cytotoxicita MMM

K signifikantnimu sniZeni viability, vlivem extraktu MMM, nedoslo ani u jedné z tii

bunécnych linii viz Obrazek 8, Obrazek 9 a Obrazek 10.
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Obrdazek 8: Graf zndzornujici viiv MMM na Zivotaschopnost DOK — metoda WST-1. Priimér ze
tri nezavislych mérent + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena hvézdickou
(p <0,05).
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Obrdazek 9: Graf zndzornujici viiv MMM na Zivotaschopnost HGnF — metoda WST-1. Priumeér ze
tri nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena hvézdickou
(p <0,05).
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Obrdzek 10: Graf znazornujici viiv MMM na Zivotaschopnost HPLF — metoda WST-1. Priimér
ze 171 nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamnd zména oproti kontrole oznacena
hvezdickou (p <0,05).

5.1.2 Cytotoxicita MMT
Extrakt MMT, stejné jako extrakt MMM, nemél statisticky vyznamny vliv na bunéénou

Zivotaschopnost ani u jedné bunécné linie viz Obrazek 11, Obrazek 12 a Obrazek 13.
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Obrdazek 11: Graf znazornujici viiv MMT na Zivotaschopnost DOK — metoda WST-1. Priimér ze

7l nezavislych mérent + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena hvézdickou
(p <0,05).
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Obrazek 12: Graf znazornujici viiv MMT na Zivotaschopnost HGnF — metoda WST-1. Priimer
ze 171 nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamnd zména oproti kontrole oznacena
hvezdickou (p <0,05).
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Obrazek 13: Graf znazornujici viiv MMT na Zivotaschopnost HPLF — metoda WST-1. Priumeér

ze tri nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena
hvezdickou (p <0,05).

5.1.3 Cytotoxicita PLL
Vyssi koncentrace extraktu PLL zpisobily u vSech liniich statisticky signifikantni sniZzeni
metabolické aktivity oproti kontrole. Pokles viability DOK byl u koncentraci 100 pg/ml

a 200 pg/ml viz Obrazek 14. U HGnF a HPLF se projevil tento efekt jiz od koncentrace
50 pg/ml viz Obrazek 15 a Obrazek 16.
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Obrazek 14.: Graf znazornujici viiv PLL na zZivotaschopnost DOK, metoda WST-1. Primer ze ti'i
nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena hvézdickou
(p <0,05).
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Obrdazek 15: Graf znazornujici viiv PLL na Zivotaschopnost HGnF, metoda WST-1. Priumeér ze
tri nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zména oproti kontrole oznacena hvézdickou
(p <0,05).
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Obrazek 16: Graf znazornujici viiv extraktu PLL na zZivotaschopnost HPLF, metoda WST-1.
Primer ze /i nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zmena oproti kontrole oznacena
hveézdickou (p <0,05).

5.2 Stanoveni cytotoxicity PLL metodou xCELLigence

Cytotoxicita feciku lentiSku (PLL) byla ovéfena metodou xCELLigence RTCA, ktera
umoziiuje sledovani bun€k v redlném case. Princip experimentu je zalozen na
monitorovani buné€k ptisedlych na dno jamek E-plates. Interakce mezi ptisedlymi
buiikami a mikroelektrodami je zaznamenana jako impedance. Cim vice bunék je
pfisedlych na dné¢ jamky, tim vyss$i impedanci pfistroj naméii (18). Sila bunééné adheze
byla softwarem prevedena na bunécny index, tzv. cell index (CI, bezrozmérna veli¢ina).
Jak buniky pfilnou k E-plates, hodnota CI se od nuly zvySuje, coZ je obvykle patrné béhem
prvnich 10-15 minut po nasazeni. Poc¢ate¢ni nariist (0-4 h) CI je spojen s pfipojenim a

adhezi bunék, nasleduje Siteni a kratka faze plato.

Po 24 hodinach inkubace bunék byl pfidan roztok PLL o riznych koncentracich. Pfi
cytotoxickych koncentracich PLL bunky zacaly odumirat, coZ se projevilo sniZenim
poctu bunek, které byly pfisedlé na dné¢ E-plate a néaslednym snizenim meéfené
impedance, tedy snizenim hodnoty CI. Zmény bunécného indexu byly zaznamenany
pomoci vytvofenych kiivek v redlném cCase. Cytotoxicita PLL byla métfena ve tfech
nezavislych experimentech, které vysly velmi podobné, a posléze byl na ukazku vybran

zaznam jednoho méfeni pro kazdou bunécnou linii.
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5.2.1 Dysplastické oralni keratinocyty

Po ovlivnéni PLL je patrny néartst bunécného indexu DOK u koncentraci 10 ug/ml a
50 ug/ml. Kiivka CI pifi koncentraci PLL 10 pg/ml méla obdobny prubéh jako
kontrola, zatimco u koncentrace 50 pg/ml byl narast lehce snizeny oproti kontrole.
Nejvyssi koncentrace PLL (100 pg/ml) inhibovala bunécnou proliferaci, u téchto bun¢k

nastala faze plato viz Obrazek 17.

"t kontrola
. & 10 pg/ml DOK

- [ 100 pg/ml

Obrazek 17: Rustové kiivky DOK pred a po oviivnéni recikem lentiskem (PLL)
5.2.2 Lidské gingivalni fibroblasty

U gingivalnich fibroblastl doSlo, stejné€ jako u keratinocytil, k nartistu buné€ného indexu
u koncentraci PLL 10 pg/ml a 50 pg/ml. Pii koncentraci 10 pg/ml méla kiivka obdobny
rust jako kontrola, ale ke konci inkubace vykazovala mirny pokles, buiiky se zde dostaly
do faze odumirani. Koncentrace 50 pg/ml byla zpocatku ve fazi platé a ptiblizné€ 26 hodin
po ovlivnéni zacaly buiiky proliferovat a doslo k postupnému zvySovani CI. Koncentrace
100 pg/ml byla pro gingivalni fibroblasty toxicka, bunéény index par hodin po ovlivnéni

prudce klesl a pfiblizn€ po 11 hodinach od ovlivnéni jiZ klesl na nulu (Obrazek 18).
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Obrazek 18: Rustové kifivky HGnF pred a po ovlivnéni recikem lentiskem (PLL)
5.2.3 Lidské periodontalni vazivové fibroblasty

U HPLF se rastova kiivka koncentrace 10 pg/ml shodovala s ristovou kiivkou kontroly.
Bunky ovlivnéné koncentraci 50 pg/ml mély nartst bunééného indexu obdobny jako
kontrola, od 41. hodiny (od ovlivnéni) zacaly hodnoty klesat a ke konci méteni presly
buiiky do fdze umirani. Koncentrace 100 pg/ml byla toxicka, stejn¢ jako u gingivalnich
fibroblastl, k odumirani a oddéleni bun€k od dna doslo nékolik hodin po ovlivnéni a

pfiblizné po 26 hodinach ptesly do faze plato viz Obrazek 19.
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Obrazek 19: Riistové kiivky HPLF pred a po oviivneéni recikem lentiskem (PLL)
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6 DISKUZE

Zivotaschopnost bun&k je kliovym parametrem pro jakykoli bun&&ny model. Z tohoto
davodu bylo vyvinuto mnoho testl pro stanoveni zivotaschopnosti bun¢k (32). Navzdory
své nesporné uzitecnosti pro analyzu bunék, je potieba brat v tivahu velké mnozstvi

procesu, které probihaji v buiice soucasn¢ a které mohou ovlivnit vykonnost testu.

Nevyhodou testl na bazi tetrazoliovych soli je, Ze jsou zalozené na metabolické
aktivité, kterd nemusi vzdy souviset s zivotaschopnosti bun¢k. Buiikky by mohly rast
vic, ale metabolizovat méné napi. pii zvySené hustoté¢ a spotiebé média dochazi k

utlumeni mitochondridlnich funkci, to zptsobuje faleSné€ pozitivni cytotoxicitu (33).

Cilem této prace bylo otestovat cytotoxicitu rostlinnych extraktt (MMM, MMT a PLL)
na tfi bunécné linie dutiny ustni (HGnF, DOK a HPLF). Buné¢né linie odvozené z bunék
dutiny Ustni byly vybrany proto, Ze tyto rostlinné extrakty jsou planovany pro pouziti v
ustnich vodach a ptipravcich ustni hygieny. Pozitivni efekt jednotlivych rostlin na buiiky
byl jiz n€kolika studiemi prokazan (34), avSak jejich kombinace (MMM a MMT) jesté
nebyla otestovana. V pripad¢ lentisku byl jeho efekt jiz zkousen, vysledky se ale pokazdé
lisily (viz niZe). Hodnoceni pomoci testu WST-1 nam umoznilo studovat metabolickou
aktivitu kazdé linie po kontaktu se zvySujicimi se koncentracemi PLL, MMM a MMT.
Vodny vyluh slozeny z Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata (MMM)
nem¢l toxicky vliv na testované oralni buiiky (Obrazek 20), stejné tak 1 vyluh z Malva

sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris (MMT) (Obrazek 21).
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Obrazek 20: Souhrnny graf znazornujici viiv MMM na Zivotaschopnost HGnF, DOK a HPLF,
metoda WST-1. Primeér ze tFi nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamna zména oproti
kontrole oznacena hvezdickou (p <0,05).
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Obrdazek 21: Souhrnny graf zndzornujici viiv MMT na Zivotaschopnost HGnF, DOK a HPLF,
metoda WST-1. Priimér ze t7i nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamnd zména oproti
kontrole oznacena hvezdickou (p <0,05).

Pfi méfeni vlivu vodného vyluhu Pistacia lentiscus (PLL) metodou WST-1, vyslo
najevo, ze koncentrace 100 ug/ml a 200 pg/ml mély negativni dopad na metabolickou
aktivitu u vSech testovanych buné¢énych linii. Tento nezadouci vliv méla také koncentrace

50 pg/ml na HGnF a HPLF (viz Obrazek 22). Metabolicka aktivita DOK nebyla PLL v
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koncentraci 50 pg/ml ovlivnéna. Odlisné vysledky mohou byt zapfi¢inéné jinym druhem

bunc¢k (dysplastické buiiky jsou vSeobecné odolnéjsi vici poskozeni).

Studie, ktera zkoumala vliv silice Pistacia lentiscus (koncentrace 1 pg/ml, 10 ug/ml,
25 pg/ml, 50 pg/ml a 100 pg/ml) metodou WST-1, ukazala, Zze silice neovliviiuje
zivotaschopnost ordlnich bun¢k (gingivalnich fibroblasti, periodontalnich ligamentovych
fibroblast, dysplastickych oralnich keratinocyti a primdrnich gingivalnich
keratinocyttl) (35). V dalsi studii se ukazalo, ze vodny vyluh Pistacia lentiscus je
hepatotoxicky, je-li podavan denné po dobu 5 tydnt (36). Pii porovnani nasich vysledka
a téch ze studii, je patrné, ze rozdilny efekt feciku lentisku je zpiisobeny jeho metodou
zpracovani, v silici a ve vodném vyluhu jsou zastoupeny jiné obsahové latky. Pfi¢inou

mohou byt i jiné podminky a lokality sbéru.
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Obrdzek 22: Souhrnny graf zndazoriujici viiv PLL na Zivotaschopnost HGnF, DOK a HPLF,
metoda WST-1. Priimér ze tri nezavislych méreni + SD. Statisticky vyznamnd zména oproti
kontrole oznacena hvezdickou (p <0,05).

K ovéfeni, ze se nejednalo o faleSné pozitivni vysledky, byla provedena druha metoda na
stanoveni cytotoxicity PLL — sledovani bunék v redlném case pomoci xCELLigence

RTCA.

Meéfieni cytotoxicity pomoci xCELLigence poskytuje uzitecné udaje pro méfeni bunécné

smrti adherujicich bunék. V porovnani s jednorazovymi ,,end-point* testy, poskytuje diky
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dynamickému ¢teni v redlném cCase informace o tom, kdy pravdépodobné dochézi k

odumirani bunék.

Metodou xCELLigence se potvrdila cytotoxicita PLL u koncentrace 100 pug/ml —bunécny
index klesl na hodnotu 0 par hodin po ovlivnéni u vSech bunécnych linii. Koncentrace
PLL 50 pg/ml zptsobila u HGnF a HPLF sniZeni proliferace (viz Obrazek 18, Obrazek
19). Toxicita této koncentrace se u DOK neprojevila, stejn€ jako u metody WST-1 (viz
Obrazek 17, Obrazek 22). Odlisné vysledky mohou byt dany typem bun¢k, jak bylo psano
vyse, nebo rozdilnou adhezi fibroblastii a keratinocytli. Z ristovych kiivek je mozné
vidét, ze po ovlivnéni dochézi u této metody ke skoku bunééného indexu (tzv. doba akutni
reakce). Tento skok je zplisoben vyménou média, nikoliv samotnym extraktem (viz

Obrazek 17, Obrazek 18 a Obrazek 19).
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7 ZAVER

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo studium cytotoxicity rostlinnych extrakt
MMM, MMT a PLL na 3 oralnich bunécnych liniich. Cytotoxicita vSech extrakti byla
sledovana metodou WST-1. Navic pro potvrzeni cytotoxicity PLL bylo vyuzito sledovani

bunék v realném case metodou xCELLigence, jehoz vystup byl srovnatelny s metodou

WST-1. Ze ziskanych vysledkt Ize ucinit zavér, ze vodni vyluh:

1. Maty klasnaté, medunky 1ékaiské a slézu lesntho (MMM) neni cytotoxicky na
DOK, HGnF a HPLF.

2. Medunky lékatské, slézu lesniho a tymianu obecného (MMT) nema toxicky vliv
na DOK, HGnF a HPLF.

3. Regiku lentisku (PLL) pii koncentraci 50 pg/ml a vyssi inhibuje proliferaci HGnF
a HPLF.

4. Retiku lentisku (PLL) pii koncentraci 100 pg/ml a 200 pg/ml pisobi toxicky na
DOK.

Zavérem lze konstatovat, ze extrakty MMM a MMT mohou byt soucésti pripravkl na
dutinu Ustni. V ptipadé¢ PLL plati totéz, je-li pouzit vyluh o koncentraci niz§i nez

50 pg/ml.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ATB

ATP

CI

D-MEM

DMSO

DOK

EDTA

FBS

HGnF

HPLF

LDH

MMM

MMT

mPMS

MTS

antibiotikum

adenosintrifosfat

bunécny index

Dulbeccovo modifikované Eagleovo médium
dimethylsulfoxid

dysplastické oralni keratinocyty

kyselina ethylendiamintetraoctova

fetalni bovinni sérum

lidské gingivalni fibroblasty

lidské periodontalni vazivové fibroblasty
laktatdehydrogenaza

Malva sylvestris, Melissa officinalis a Mentha spicata
Malva sylvestris, Melissa officinalis a Thymus vulgaris
1-methoxy-5-methyl-fenazinium-methyl sulfat

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-karboxymethoxyfenyl)-2-(4-

sulfofenyl)-2H-tetrazolium

MTT

NAD"

NADH

PBS

PLF

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
nikotinamidadenindinukleotid — oxidované forma
nikotinamidadenindinukleotid — redukovana forma
fosfatem pufrovany solny roztok

periodontalni vazivové fibroblasty
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PLL Pistacia lentiscus

PMS fenazin methosulfat
WST-1 4-[3(4-jodfenyl)-2-(4-nitrofenyl)-2 H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat
XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid
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