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1. UVOD

1.1. Prvoci

Termin protozoa neboli prvoci zacal byt pouzivdn uz v roce 1845 Carlem
Theodorem von Sieboldem, ktery definoval prvoky jako Zivocichy na urovni bunky.
Za objevitele jednobunécnych Zivocichi je pokladan Anthony van Leeuwenhoek,
ktery v 17. stoleti sestrojil prvni mikroskop a pomohl sledovani téchto mikroskopickych
organismu. Oznaceni protozoa zahrnuje prevazujici skupinu nalevnikl, ale také

Zahavce, houby a mechovky (Hausmann, Hilsmann, 2003).

Mezi prvoky najdeme autotrofy, heterotrofy nebo mixotrofni organismy. Pfijem
nezbytnych latek pro Zivot mlzZe probihat pinocytésou nebo fagocytdsou. Pinocytdsa
neboli bunécné piti umoziuje prijem tekutych Zivin a fagocytdsou jsou pfijimany ¢asti
potravy. Nalevnici vyuZivaji cilii k vytvoreni vodniho proudu pomoci néhoz si potravu
nasmeéruji k ustnimu otvoru. Potravni vakuoly vznikaji vchlipenim membrany, ve které
je potrava ohranic¢ena. Podminkou tvorby vakuoly je nepfitomnost ¢asti kortexu,
tak aby vakuola mohla vzniknout. Na tvorbé membrdny potravni vakuoly se podili
stovky vezikul, které vznikaji diky Golgiho aparatu a obsahuiji travici enzymy. Samotné
traveni se uskutecnuje splyvanim vezikul a potravnimi vakuoly (Hausmann, Hiilsmann,

2003).

Vétsina prvokd mirného pasma je kosmopolitni. Vyskytuji se na rlznych
stanoviStich a pro jejich Zivot je nezbytné alespori malé mnozZstvi vody. Na zcela
suchych mistech nejsou pfizpdsobeny Zit. Mnozi prvoci jsou schopny tvorby cyst,
v nichZ jsou schopny prezit a mohou byt odolné i vic¢i mrazu. Diky své velikosti

si vystaci s malym mnozstvim kysliku (Hausmann, Hiilsmann, 2003).

Do skupiny nalevnik(l v dnesni dobé patfi okolo 8000 druht. Jejich hlavnimi
spole¢nymi rysy jsou kortex, jaderny dualismus a konjugace. Kortex udrzuje tvar téla
nalevnikd a je asi 1 - 4um silny. Je sloZen z pelikuly a ciliarnich korend. Bunécna
membrana patfi k pelikule a tésné pod ni se nachdzi membranové alveoly, které jsou

vétsinou druhové specifické a mohou kortex vice zpevnit. K pelikule se radi bilkovinna



epiplazma a spolu s pasky mikrotubul( dava kortexu vétsi oporu. V kortex se nachazi
extrusomy, myonemy, mitochondrie, endoplazmatické retikulum. (Hausmann,

Hilsmann, 2003).

Diploidni micronucleus je nositelem genetické informace zatimco vétsi
macronucleus umoznuje chod burnky. DNA prvok( se nachazi v chromatinu spolecné
s histony. U Tetrahymena thermophila bylo identifikovano 5 histonl stejné tak
nalezenych u Zivocichu. Histony nalevnik( se vsak odlisuji od histon( Zivocichli v poradi
aminokyselin. Somatické jadro je také nositelem mnohondsobnych kopii genetickych
informaci. Konkrétné v macronucleu Tetrahymena thermophila je az nékolikanasobné
vétsi obsah DNA neZ v micronucleu (Hausmann, Hilsmann, 2003). Hlavnim procesem
rozmnozovani je konjugace, pfi které po spojeni dvou jedincli téhoZ druhu, dojde
k vytvoreni cytoplazmatického mustku (http://www.ucmp.berkeley.edu). Schopnost
nalevnika konjugace mulze byt ovlivnéno svétlem, teplotou nebo slozenim média.
Buriky se nejprve spoji svymi brvami a az za nékolik hodin splynou. Spojenim bunék
dojde k iniciaci jaderného déleni. Micronucleus se meioticky a mitoticky déli za vzniku
dvou haploidnich jader tzv. plvodniho a migrujiciho. Migrujici jadra prejdou
pres mustek do druhé bunky, kde splynou s plavodnim jadrem. Vznika diploidni
synkaryon a buriky se od sebe vzdali. Synkaryon je oznaceni pro jadro, které vzniklo
splynutim dvou jader z rlznych bunék. V pribéhu konjugace macronucleus zanika
a novy vznikd z diploidniho jadra, které se dale mitoticky déli a poskytuje jadra nova.
Pfi bunééném déleni somatické jadro putuje do roviny déleni, tam se rozprostre
stejnomérné mezi dcetfinymi burikami a oddéli se na poloviny pfed rozdélenim
dcefinych bunék (Hausmann, Hiilsmann, 2003). Po konjugaci ziskd kazdy obrveny
jedinec novou genetickou informaci a kazdé dalsi generace pfinesou dalsi kombinace
genl. Konjugace je vlastné nezbytnd pro preziti téchto druhd, nebot zplsob

nepohlavniho déleni neni mozny donekonecna (http://www.ucmp.berkeley.edu).



1.2. Tradi¢ni éinské medicina (TCM)

Vzhledem k pouzitym rostlinam v této préaci bych se rada zminila o tradi¢ni
¢inské mediciné, kterd vyuzivd metody celostni mediciny. Jeji vyznam v dnesni dobé
neustale narlistd a vétSina pouzitych rostlin v této praci nachazi uplatnéni pravé
v ¢inské medicind. Vyhodou TCM oproti zdpadni mediciné je celkovy pfistup
v nahlizeni na pacienta. V ¢inské mediciné je clovék chapan jako samostatny
energeticky systém jehoZ drahy jsou navzajem propojeny a pravé tento zplsob
nahlizeni pomaha lécCit zejména dlouhodobé, pretrvavajici nemoci a degeneracni
nemoci se kterymi si ¢asto zapadni medicina nevi rady (Gascoigne, 2000). Hlavnim
cilem celostni mediciny je odstranit pficinu onemocnéni a nikoli potlaceni priznakl
jakymi se nemoc muizZe projevovat, nebot pfi¢ina potizi nemusi byt stejna s projevy

jakymi se nemoc jevi navenek (http://www.prirodnimedicina.cz).

Cinska medicina vznikla jiz pred 4000 let, rozsifila se postupné do celého svéta
a dnes zaziva novy rozmach. Pocet lidi, ktefi se o tradi¢ni ¢inskou medicinu zajimaji
nebo ji vyuzivaji jako lé¢ebnou metodu neustale roste. TCM vyuziva celkem osm metod
jak se citit Iépe nebo se uzdravit. Prvni je meditace, jejiz ucinek je vsestranny a pUsobi
na viechny roviny. Druhou a tfeti metodou je vyZiva a pohyb. Ctvrtou metodou je
masaz, kterd pomaha odstranit blokddy a posiluje tok ¢chi v téle. Patou moznosti je
akupunktura, kterd se zaméruje na tok cCchi, Sestou jsou lécivé byliny a poslednimi je
astrologie a tzv. feng-suej, které napomahd lidem Zit v souladu s ¢chi a okolnim

prostfedim (Gascoigne, 2000).

Za hlavni jadro Cinské mediciny je povazovana energie ¢chi. Pokud tato energie
proudi v téle clovéka plynule a harmonicky, ¢lovék je zdrav. Tato ¢chi protéka
tzv. meredidny (12), které pfislusi vidy k jednomu orgdnu. Na meredidnech jsou
drazdivé body, diky kterym se dostaneme k ¢chi a miZeme tak |écit konkrétni organ.
Energie Cchi vznika na zdkladé vyvazeného poméru jin a jang. Pokud jeden z poméru

prevazi, harmonie je narusena a my se nemuZeme uzdravit (Gascoigne, 2000).

Staletim ovérené byliny pfindsi velmi dobré vysledky a pomahaji vratit se

do rovnovahy. Kazda bylina ma svou energii a je potieba, aby se shodovala s energii



Clovéka, proto je velmi dulezité stanovit spravnou a presnou diagnozu. Vnéjsi Casti
rostlin, které rostou nad zemi se casto vyuZivaji k lécbé vnéjsSich casti téla
(jako napfiklad vétve skoficovniku nachdzi uplatnéni v 16¢bé chiipky, nebot podle TCM
je to nemoc zplsobend chladem a vétrem). Kofeny a hlizy potom pomahaji uzdravit
vnitini organy. Velmi se Casto se podavaji rizné smési bylin nez byliny jednotlivé,
nebot je potvrzeno, Ze smési se lépe dokazi sZit s energii clovéka a jejich kombinace

poskytuje mnohem |épe dany ucinek (Gascoigne, 2000).

V mnoha studiich o tradi¢ni ¢inské rostlinné mediciné se provadi identifikace
a kontrola kvality lécivych rostlin a jejich metabolitll s vyuZitim kvantitativnich
a kvalitativnich metod. Je vsak nutné zdokonalit urcité kombinace metod, které mohou

poskytnout u nezndmych sloucenin vysledky presné a rychle (Huang et al., 2016).



1.3. Cil prace

Cilem této prace bylo vyhodnotit cytotoxicitu - antiprotozoalni aktivitu extraktd
ziskanych z rdznych rostlinnych ¢asti na jednobunééném organismu Tetrahymena
thermophila metodou MTT. Mezi vybrané rostliny patfi Salvia officinalis, Apium
graveolens L. var. rapaceum, Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum

a Ziziphus jujuba.
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2. TEORETICKA CAST

V této Casti je popsdna Tetrahymena thermophila - zatazeni, charakteristika,
rast a vyziva. Dale jsou popsany jednotlivé rostliny, z nichZ byly ziskany extrakty

a na zavér kapitoly je probrdna metoda MTT.

2.1. Tetrahymena thermophila (Nanney& McCoy)

Obrazek ¢. 1: Tetrahymena thermophila

(http://41.media.tumblr.com/7ddcbc4a2294e844f04f6d8e7ee88c2a/tumblr_msmf13r
Z771rhb9f502_r1_1280.jpg ©) 7. 3. 2016
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2.1.1. Zarazeni

NadriSe: Eukaryota

Zahrnuji velké mnozZstvi od jednobunéénych po vicebunécné jedince. Na rozdil
od prokaryotni bunky tyto organismy maiji své jadro, které je od cytoplazmy oddéleno
membranou. Kromé bakterii, sinic a nebunécénych vir( jsou vsechny organismy fazeny
do eukaryot. Mohou vystupovat jako parazité nebo Zit v rovnovaze s ostatnimi
organismy. Vyznacuji se pritomnosti specifickych organel jako napfriklad alveoly,
mitochondrie, chloroplasty, trichocysty, Golgiho aparat, biciky, endoplasmatické
retikulum, které plni svou funkci v burice. U nékterych jedinc je zpUsob ochrany
tvorba cyst nebo spor, diky nimZz se mohou Sifi i do okoli. Jednobunééné organismy

se mohou rozmnozZovat nepohlavné nebo pohlavné (Sedlak, 2000).
Rie: Protozoa

Prvoci tvofi prevaznou ¢éast velké skupiny zvanou protista. Protista je oznaceni
pro eukaryotni jednobunécéné organismy. Na rozdil od fas, hub se odliSuji nemoznosti

fotosyntézy a schopnosti pohybu diky pohybovym organelam (Sedlak, 2000).
Podfise: Alveolata

Zahrnuje tfi podstatné kmeny Ciliophora, Apicomplexa a Dinoflagellata
(http://palaeos.com). Znamy vytrusovec rodu Plasmodium je plvodcem onemocnéni
maldrie (Sedlak, 2000). Obrnénky ziji ve sladkovodnich nebo motskych vodach jako
symbionti napfiklad pro polypy, jejichZ zasluhou vznikaji koralové utesy

(http://www.sinicearasy.cz).
Kmen: Ciliophora

Povrch nalevnik(i je pokryt pohybovymi ciliemi, které slouzi zaroven k ziskani
potravy. Specifickym rysem je kortex, ve které mlZeme najit alveoly, trichocysty
(pfi podrazdéni povrchu vytvofi ochranny obal bunky), komplex mikrotubuld.
Typickymi rysy nalevnikl jsou potravni, osmoregulacni organely a jaderny dualismus.
Mohou se mnoZit pohlavné konjugaci nebo pucenim, rozpadem struktury. Vétsina

zastupcl se uplatiiuje k méreni miry znecisténi (Sedlak, 2000).
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Ttida: Oligohymenophorea
Rad: Hymenostomatida

Jsou to primdrné sladkovodni obrveni prvoci. Zndmym predstavitelem tohoto
radu je kozovec rybi, ktery je ektoparazitem ryb (Sedldk, 2000). Trepka velkd je
pouzivand jako bioindikator znecisténych vod, modelovy organismus v genetickém

vyzkumu nebo funkci brv (https://microbewiki.kenyon.edu).
Celed: Tetrahymenidae
Rod: Tetrahymena

Druh: Tetrahymena thermophila (Sedlak, 2000)

2.1.2. Charakteristika

Tetrahymena thermophila je jednobunécny sladkovodni organismus,
ktery se pohybuje prostfednictvim brv neboli cilii. Je vyuzivdn jako modelovy
organismus eukaryot. Ma prakticky vSechny zakladni znaky ZivociSné burky s vyjimkou
intermedidlnich filament a chybi mu znaky rostlinné bunky, kaZzdopadné
a Siroky je cca 20 um. Jejim hlavnim rysem je jaderny dualismus a usporadani struktur
v kortex. Diploidni mikronucleus je nositelem genomu a uplatriuje se ve fazi konjugace.

Makronucleus je povazovan za somatické jadro (Asai, 2000).

Prace s Tetrahymena thermophila prinesla mnoho poznatkl o pohybovych
organelach, objeveni dyneinu jakoZzto skupiné bilkovin, které jsou motory buriky.
Umoznuji napriklad pohyb biciki nebo transport organel uvniti bunky (Asai, 2000),

(http://www.merriam-webster.com).

Tetrahymena thermophila a lidé maji velmi podobné pozadavky na vyzZivu a tato
vlastnost z ni ucinila vhodny organismus k testovani potravin pro konzumni spole¢nost

(Asai, 2000).
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2.1.3. Rust a vyzZiva

Tetrahymena thermophila mlzie ridst pomérné dobre v rlznych mediich.
Generacni Cas se pohybuje v rozmezi 2-3 hodin, optimalné 1,4 hodin. Za vhodnych
podminek roste exponencidlni fadou 2x10° bunék na mililitr. Rozmezi bunééné hustoty

se pohybuje 1x10° bunék na mililitr (Asai, 2000).

Jedny z prvnich Zivnych medii byly navrieny v letech 1940. Rozsahlé studie
prokazaly, Ze Tetrahymena thermophila pro svlj rast potrfebuje 11 esencidlnich
aminokyselin, vitaminy skupiny B, kyselinu lipoovou, Zelezité ionty, guanin, uracil

a nékteré stopové prvky napriklad méd, draslik a hot¢ik (Asai, 2000).

Pokud je Zivena bakteriemi nebo je v peptonu, roste rychle s vysokou ucinnosti.
Bunky se poprvé rozmnozily v bakterialnim nalevu zeleninového plvodu. Tetrahymena
thermophila je velmi citlivd na necistoty, mydlovad rezidua a je zapotiebi pouzit
deionizovanou nebo destilovanou vodu vysoké Cistoty a stejné tak laboratorni sklo.
Vhodnym Zivnym médiem pro rlst bunék je protedzni pepton (PP). Velmi vyborné
pro rast je tzv. SSP médium (slozené z 2% PP, 0,1% extraktu drozdi, 0,2% glukdzy
a 0,003% sekvestrantll (Fe-EDTA) ). Rast v peptonu muze byt limitovan Zelezem,
v takovém pripadé muize byt doplnén solemi Zelezitymi. Nevyhodou FeCls je,
Ze precipituje v autoklavu. Obecné doplnéni Zeleza je jedna z prvnich variant,

kdyZ chceme zvysit rychlost rstu (Asai, 2000).

2.2. Rostliny

2.2.1. Salvia officinalis L.

Tato silné aromatickd rostlina patfi do celedi Lamiaceae. Dorlsta do vysky
polokere a jeji listy jsou rapikaté a Sedoplstnaté. Kvéty se skladaji pouze ze dvou
tyCinek. Pro lékopisné ucely se pouziva Salviae officinalis folium a Salviae herba
(Jahodar, 2009). Zbarveni kvétd mlze byt narGZovélé az modrofialové (Castleman,

2004). Pro tuto praci byl extrahovan list.
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V Salvia officinalis nachazime silice. Jejich hlavnimi slozkami jsou: kafr, 1,8-cineol,
a-thujon, B-thujon, borneol, kamfen, B-karyofyllen, a-humulen, a-pinen. Zminované
a-, B- thujon jsou toxické pro nasi centralni nervovou soustavu a zvlasté opatrni pfi uziti
Salvéje by mély byt téhotné Zeny a déti. V poslednich letech byly provadény pokusy
na snizeni obsahu téchto slozek (Opletal, Skfivanovd, 2010). P{i pripravé nalevu
se velka ¢ast thujonu degraduje takze riziko otravy je velmi nizké. Zvlastni opatfeni ma
samotnd Salvéjova silice, kterda je toxickd a neni moZno ji konzumovat vnitfné
(Castleman, 2004). V nati miZeme najit derivaty kyseliny hydroxyskoricové (kyselina
rozmarinova), diterpen kyseliny karnosolové (salvin) a diterpenicky hofcin pikrosalvin.
Salvia officinalis obsahuje také flavonoidy, tfisloviny (Opletal, Skfivanova , 2010).

Nazev Salvia pochazi z latinského slova salvere a zndmena citit se zdrav, lécit.
V praxi se Salvia officinalis vyuzivd jako karminativum, spasmolytikum, antioxidant,
antiseptikum, diaforetikum (Garran, 2009). Je obsazena v pfipravcich, které jsou
doporucovany proti nadmérnému poceni. Je soucasti nékterych Ustnich vod, zubnich
past, mydel, plefové kosmetiky (http://naturstuff.sweb.cz). U¢innost Salvia officinalis
pfi bolestech v krku je vysvétlovana pfitomnosti tfislovin s adstringentnim ucinkem.

7 s

Uzivani Salvia officinalis by se méli vyhnout téhotné a kojici Zzeny, z divodu zastaveni

tvorby materského mléka (Garran, 2009).

Obrazek €. 2: Salvia officinalis

(http://www.thepavilion.ie/wp-content/uploads/2012/08/salvia.jpg?79f2cf ©)
18. 10. 2015
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Obsahové latky v Salvia officinalis:

B-thujon

Molekularni vzorec: C1gH160

Molekulovd hmotnost: 152,233 g/mol

Systematicky nazev: (15,4S,5R)-4-methyl-1-propan-2-ylbicyclo[3.1.0]hexan-3-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/6553876)

a-thujon

Molekularni vzorec: C1gH160

Molekulova hmotnost: 152,233 g/mol

Systematicky nazev: (1S,4R,5R)-4-methyl-1-propan-2-ylbicyclo[3.1.0]hexan-3-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/261491)

Kafr

Molekularni vzorec: C1gH160

Molekulovd hmotnost: 152,23 g/mol

Systematicky nazev: 4,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-3-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/2537)

1,8-Cineol

Molekularni vzorec: C1gH150

Molekulovd hmotnost: 154,24 g/mol

16



Systematicky nazev: 2,2,4-trimethyl-3-oxabicyclo[2.2.2]octane

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/2758)

Salviol

Molekularni vzorec: CyoH300;

Molekulovd hmotnost: 302,45 g/mol

Systematicky ndzev: (3S,4aS,10aS)-1,1,4a-trimethyl-7-propan-2-yl-2,3,4,9,10,10a-

hexahydrophenanthrene-3,6-diol
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/13966146)

Kyselina rozmarynova

Molekularni vzorec: C1gH1605

Molekulovd hmotnost: 360,31 g/mol

Systematicky nazev: 3-(3,4-dihydroxyphenyl)-2-[(E)-3-(3,4-dihydroxyphenyl)

prop-2-enoyl]oxypropanoic acid

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5281792)

CHj

HsC CHs
CHs
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Tabulka vzorcu €. 1: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Salvia officinalis: 1. B-thujon,
2. a-thujon, 3. kafr, 4. 1,8-cineol, 5. salviol, 6. kyselina rozmarynova (vytvoreno

v programu chemdraw)

2.2.2. Apium graveolens L. var. rapaceum (Mill.) Gaud.

Cesky nazev celer bulvovy pati do ¢eledi Apiaceae. Celer je znama jako kofenova
zelenina, u které najdeme mnoho |écivych latek, obzvldsté v nati a semenech. Obé
rostlinné ¢asti nejsou jedovaté (Castleman, 2004). Pouzitd odrida Celer maxim je
vhodna i pro priimyslové vyuziti. Poskytuje 300kg bulev/ 100m? a primérna hmotnost
bulvy ¢ini 540g (http://ozahrade.webnode.cz). Pro ziskani extraktu byla pouZita
semena.

Celer je zdrojem vlakniny, vitamin( A, B, C, E a dale obsahuje vysoky obsah
drasliku, sodiku, fosforu, Zeleza a hofciku (http://greenearthinstitute.org). Ma velmi
nizky obsah cholesterolu a spolu s obsazenou vldkninou je vybornou zeleninou
pfi snaze snizZit cholesterol. U izolované latky 3-n-butylftalid byla prokdzana ucinnost
na snizeni hladiny cholesterolu u vybranych zvifat (Castleman, 2004). Uvadi se,
Ze slozkou silice je sedanolid a zminovany butylftalid, které davaji této zeleniné

typickou vlni (http://www3.hhu.de). Dalsi vyznamnou latkou ze skupiny
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furanokumarinl jsou psoraleny. Jejich uplatnéni najdeme v |écbé psoriazy, vitiliga
nebo lymfom0 T-bunék (Castleman, 2004). Psoraleny patfi mezi fototoxické latky
které, mohou u péstovateld vyvolat nepfijemnou vyrazku (http://www.dermanet.cz).
Ve stfedovéku byla semena celeru povazovéana jako nejlepsi Iék na dnu a o 800let
pozdéji vyzkumy dané tvrzeni prokdazaly. Bylo zjiSténo, Ze celerovy extrakt odbourava
kyselinu mocovou a pusobi protizanétlivé. 800mg tableta s obsahem extraktu semen
celeru vyda za jednu tabletu allopurinolu, ktery je lékem 1. volby pfi Ié¢bé dny. Apium
graveolens mlze pomoci také jako diuretikum, antihypertenzivum a jako sedativum

pfi nespavosti nebo stavech uzkosti (Castleman, 2004).

Obrazek €. 3: Apium graveolens L. var. rapaceum

Obrazek ¢. 4: Apium graveolens L. var. rapaceum

(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a7/Knolselderij_plant_(Apium_g
raveolens_var._rapaceum)_'Dolvi'.jpg ©) 20. 10. 2015

(http://www.bio-
gaertner.de/sites/default/files/images/Botanikus/Apium_graveolens_var. rapaceum.j

pg ©) 2. 11. 2015
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Obsahové latky v Apium graveolens L. var. rapaceum
3-Butylftalid

Molekularni vzorec: C1oH140,

Molekulova hmotnost: 190,24 g/mol

Systematicky ndzev: 3-butylphthalide

(http://www.eurochem.cz/index.php?EURID=321032121&CompNo=1&PropNo=
0&LtoB=1&QSAS=4&QSPG=1&MN=3-
BUTYLFTALID&ID=0&MLEV=0&DT=134217728&SPC=0&ACT=30&M_ID=0&M_MLEV=0
&M_SPC=08&LA=CS)

Sedanolid

Molekularni vzorec: C1,H150;

Molekulovd hmotnost: 194,27 g/mol

Systematicky ndzev: 3-butyl-3a,4,5,6-tetrahydro-3H-2-benzofuran-1-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5018391)

D-Limonen

Molekularni vzorec: CioH1s

Molekulovd hmotnost: 136,23 g/mol

Systematicky ndzev: 1-methyl-4-prop-1-en-2-ylcyclohexene

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/22311)
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Psoralen

Molekularni vzorec: C11HgO3

Molekulovd hmotnost: 186,16 g/mol

Systematicky ndzev: 7H-Furo[3,2-g]chromen-7-one

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.5964.html)

Apiin

Molekularni vzorec: CygH25014

Molekulovd hmotnost: 564,49 g/mol

Systematicky nazev: 7-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3-[(2S,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-

(hydroxymethyl)oxolan-2-ylJoxy-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-
5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chromen-4-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5280746)

Cholin

Molekuldrni vzorec: CsH;4NO*

Molekulovd hmotnost: 104,17 g/mol

Systematicky nazev: 2-hydroxyethyl(trimethyl)azaniu

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/305)
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Tabulka vzorcu €. 2: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Apium graveolens L. var.
rapaceum: 1. 3-butylftalid, 2. sedanolid, 3. D-limonen, 4. psoralen, 5. apiin, 6. cholin

(vytvoreno v programu chemdraw)

2.2.3. Evodia rutaecarpa L.

Tato rostlina pdvodem pochazejici z Ciny patii do celedi Rutaceae. Celed
Rutaceae je tvorena prevainé stromy a kefi, které rostou v tropech a subtropech.

Je pro né charakteristické, Ze jejich listy jsou proti svétlu teckované. Kvéty nachdzime
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ve vrcholi¢natych kvétenstvich (Novak, Skalicky, 2008). Evodia rutaecarpa je nedilnou
soucasti tradic¢ni ¢inské mediciny (Jahodar, 2009). Pro tuto praci byl pouzit plod.

Hlavnimi slozkami jsou chinolové a indol-chinazolinové alkaloidy. Jednou
z prvnich latek izolovanych z Evodia rutaecarpa byl evodiamin, povazovany za hlavni
alkaloid rostliny. Dalsim daleZitym alkaloidem je rutaecarpin.

(http://www.itmonline.org).

Plody Evodia rutaecarpa jsou vyuzivany v tradi¢ni ¢inské mediciné pti bolestech
hlavy, bficha dale pti prljmech, gastrointestinalnich potizich, pneumonii u déti nebo
hypertenzi (http://www.chineseherbshealing.com). Nachazi se v fadé redukénich
doplnk, které napomahaji spalovani tukl (Kobayashi et al., 2001). Evodiamin vykazuje
rdzné biologické ucinky jako napftiklad protizanétlivé (Chiou et al., 1997), proti obezité
(Kobayashi et al., 2001) vazodilatac¢ni (Chiou et al., 1992), termoregulacni (Tsai et al.,
1995). Nékteré studie poukazaly na to, Ze evodiamin inhibuje aktivitu bunék karcinomu
tlustého stfeva a ne jen jeho (Ogasawara et al., 2001). Inhibuje rlist nadorovych bunék

a spousti apoptdzu nadorovych bunék (Liao et al., 2005).

Obrazek €. 5: Evodia rutaecarpa

(http://traditionalherb.org/wp-content/uploads/2015/05/evodia_fruit_opt.jpg ©)
2.11. 2015
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Obsahové latky v Evodia rutaecarpa
Evodiamin

Molekularni vzorec: C1gH17N30

Molekulovd hmotnost: 303,35 g/mol

Systematicky nazev: 14-Methyl-8,13,13b,14-tetrahydroindolo[2',3":3,4]pyrido

[2,1-b] quinazolin-5(7H)-one

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.133343.html)

Rutaecarpin

Molekularni vzorec: C1gH13N30

Molekulovd hmotnost: 287,31 g/mol

Systematicky ndzev: 8,13-Dihydroindolo[2',3":3,4]pyrido[2,1-b]quinazolin-5(7H)-one

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.59175.html)

Ir=
=

/ NH

HsC

Tabulka vzorct €. 3: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Evodia rutaecarpa:

1. evodiamin, 2. rutaecarpin (bylo vytvoreno v programu chemdraw)
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2.2.4. Coptis chinensis L. (Franch.)

V prekladu nitolist ¢insky patfi do vyznamné celedi Ranunculaceae. Je vyuzivan
jako rostlina tradi¢ni c¢inské mediciny. Korfen je zbarven hnédozluté a uvniti je
Zlutooranzovy. V pfizemni rUZici ma rapikaté, dlanité délené listy. Kvétenstvim je
vrcholik. Plodem je méchyrek s mnoha semeny (Valicek et al., 1998). Extrakt byl ziskan
z oddenku.

Pro tuto Celed je typicky vysoky obsah alkaloid(i. Konkrétné v Coptis chinensis
rhizoma nachazime protoberberinové alkaloidy coptisin, worenin, berberin, palmatin,
jatorrhizin (Valicek et al., 1998). Berberin se izoluje z oddenku rostliny a je dominujici
surovinou pro jeho izolaci (Jahodat, 2009).

Coptis chinensis je hojné vyuzivan pri rdznych zanétlivych onemocnénich,
indukuje tvorbu Zluce, da se vyuzit pfi stfevnich potizich, zevné ho lze aplikovat do ran
nebo popalenin (http://www.celostnimedicina.cz). V minulosti vyuzivaly tuto rostlinu
Ciflanky k zabranéni pfenosu infekce od matky nebo proti jeddm u novorozencl

(Valicek et al., 1998).

Obrazek ¢. 6: Coptis chinensis
Obrazek €. 7: Coptis chinensis

(http://www.itmonline.org/image/impet2.jpg ©) 20. 10. 2015
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(http://dentomed.u-toyama.ac.jp/syouyaku/SCC000007_2.jpg ©) 2.11. 2015

Obsahové latky v Coptis chinensis
Coptisin

Molekuldrni vzorec: C1oH14N*04

Molekulovd hmotnost: 320,31 g/mol

Systematicky ndzev: 6,7-Dihydro[1,3]dioxolo[4,5-g][1,3]dioxolo[7,8]isoquinolino

[3,2-alisoquinolin-5-ium

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.65268.html)

Worenin

Molekuldrni vzorec: CooHigN* 04

Molekulovd hmotnost: 334,34 g/mol

Systematicky nazev: 14-Methyl-5,6-dihydro[1,3]dioxolo[4,5- g][1,3]dioxolo
[6,7]isoquinolino[3,2-alisoquinolin-7-ium

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.16736097.html)

Berberin

Molekuldrni vzorec: CooH1gsN* O,

Molekulovd hmotnost: 336,36 g/mol

Systematicky ndzev: 9,10-Dimethoxy-5,6-dihydro[1,3]dioxolo[4,5-glisoquinolino

[3,2-alisoquinolin-7-ium
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(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.2263.html)

Palmatin

Molekuldrni vzorec: C21H2oN 0,

Molekulovd hmotnost: 352,40 g/mol

Systematicky ndzev: 2,3,9,10-tetramethoxy-5,6-dihydroisoquinolino[2,1-b]

isoquinolin-7-ium (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/19009)

Jatorrhizin

Molekuldrni vzorec: CooH2oN"04

Molekulovd hmotnost: 338,37 g/mol

Systematicky nazev: 2,9,10-trimethoxy-5,6-dihydroisoquinolino[2,1-blisoquinolin-

7-ium-3-ol (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/72323)

1 2
0 0
o = \ o = l
~ O> HsC N
o
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Tabulka vzorcu €. 4: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Coptis chinensis: 1. coptisin,
2. worenin, 3. berberin, 4. palmatin, 5. jatorrhizin (bylo vytvofeno v programu

chemdraw)

2.2.5. Zanthoxylum nitidum L.

Tento trnity popinavy kef nebo strom je fazen do ¢eledi Rutaceae. Cesky nazev
zni zlutodrev (http://databaze.dendrologie.cz). Listy jsou lichozperené a dorlstaji délky
3-15 cm. Jejich spodni strana listu je ochlupend. Trny nachazime na kmeni i vétvich.
Plodem je jedly méchyrek, ktery obsahuje 4mm ¢ernd, kulatd semena
(http://www.rostliny.net). Rod Zanthoxylum zahrnuje asi tak 250 druhd, z nich 12
druh( je vyuzivano v tradi¢ni ¢inské mediciné (Hu et al., 2007). Zanthoxylum nitidum je
pomeérné variabilnim druhem, ktery roste jako lidna v destnych pralesich nebo jako ker
na suchych mistech. Siroce je rozsifen predeviim po celé jihovychodni ¢asti Ciny (Kong
et al., 1996). Pro ziskani extraktu byl pouzit kofen.

Hlavnimi obsahovymi latkami v Zanthoxylum nitidum jsou alkaloidy typu

benzofenantridinu, které jsou pro celed Rutaceae typické (Kong et al., 1996).
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Dale se podatilo identifikovat flavonoidy, kumariny a lignany, které byly izolovany
z korene Zanthoxylum nitidum (Shen et al., 2005). Mezi vyznamné latky v rostliné
s vyuzitelnou farmakologickou aktivitou patii nitidin a chelerythrin se silnym
protinadorovym ucinkem. Bylo potvrzeno, Ze inhibuje topoizomerdzu I. a stabilizuje
komplex enzym-DNA (Fang et al.,, 1993). U alkaloidu liriodeninu bylo zjisténo,
Ze inhibuje topoizomerazu Il. a blokuje proliferaci bunéénych linii karcinomu jater
(Hsieh et al., 2005). Protoberberinové alkaloidy coptisin, berberin byly jako prvni
nalezeny pravé u celedi Rutaceae (Kong et al., 1996). U vétsiny identifikovanych
alkaloidl v Zanthoxylum nitidum se predpoklada, Ze tyto latky se vyskytuji i u jinych
druhl rodu Zanthoxylum (Hu et al., 2007).

Zanthoxylum nitidum je vyuzivan v tradi¢ni ¢inské mediciné k 1écbé zaludecnich
potizi, pfi bolestech zubul, pfi horecce, pri revmatismu, paréze nebo jako insekticid
a pesticid (Bhattacharya et al., 2009). Dalsi vyuziti ma plod, kterym je mozno tesit
koliky, kasel, zvraceni a prlijem (Chen et al., 2011). Biologické ucinky rodu Zanthoxylum
zahrnuji aktivitu antimikrobidlni, protizanétlivou, analgetickou, antiparazitarni,

protinadorovou a protivirovou (Patifio et al., 2012).

Obrazek ¢. 8: Zanthoxylum nitidum

(http://flora.huh.harvard.edu/FloraData/Gallery/1109/Zanthoxylum%20nitidum-
lsj.jpg ©) 17. 11. 2015
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Obsahové latky v Zanthoxylum nitidum
Nitidin

Molekuldrni vzorec: Co1H1gN* O,

Molekulovd hmotnost: 348,37g/mol

Systematicky ndzev: 2,3-dimethoxy-12-methyl-[1,3]benzodioxolo[5,6-c]phenanthridin-

12-ium (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4501)

Chelerythrin

Molekuldrni vzorec: C,1HigN* O,

Molekulovd hmotnost: 348,37 g/mol

Systematicky ndzev: 1,2-dimethoxy-12-methyl-[1,3]benzodioxolo[5,6-c]phenanthridin-

12-ium (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/2703)

Liriodenin

Molekularni vzorec: C;7HgNO3

Molekulovd hmotnost: 275,26 g/mol

Systematicky nazev: 8H-[1,3]Benzodioxolo[6,5,4-de]benzo[g]quinolin-8-one

(http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.9738.html)

Skimmianin

Molekularni vzorec: C14H13NO4

Molekulovd hmotnost: 259,26 g/mol

Systematicky nazev: 4,7,8-trimethoxyfuro[2,3-b]quinoline

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/6760)
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Decarin

Molekularni vzorec: C19H13NO4

Molekulovd hmotnost: 319,31 g/mol

Systematicky ndzev: 1-methoxy-[1,3]benzodioxolo[5,6-c]phenanthridin-2-ol

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/179640 )
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Tabulka vzorct €. 5: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Zanthoxylum nitidum:
1. nitidin, 2. chelerythrin, 3. liriodenin, 4. skimmianin, 5. decarin (bylo vytvoreno v

programu chemdraw)

2.2.6. Zizyphus jujuba L.

Cesky nazyvany Cicimek holy je opadavy strom, ktery dava tzv. &inské datle. Je
taxonomicky fazen do celedi Rhamnaceae (Novak, Skalicky, 2008). Od ostatnich druh
cicimku se odlisuje vyskytem list( az v horni poloviné stromu (Jahodar, 2009). Ziziphus
jujuba pochazi z Ciny, ale postupné se rozsiFil do Asie, USA a Australie. Tento nanejvyse
8-metrovy strom preferuje slunna stanovisté se suchymi padami. Listy jsou stridavé,
kratce fapikaté 2-4 cm dlouhé. Palisty se méni v trny (http://botany.cz). Zlutozelené
péticetné kvéty vyruastaji v Uzlabi listd. Plodem je peckovice 2-5 cm velka s lesklym
hnédym oplodim (Valicek et al., 1998). Extrakt |atek byl izolovan z plodu.

Z kary a listd se podafilo ziskat latky charakteru isochinolinovych, indolovych,
indolizidinovych a makrolidovych alkaloid(i, saponiny, pentacyklické triterpeny
B-amyrinového, lupanového typu a flavonoidy (Jahodar, 2009). Ziziphi jujubae fructus
obsahuje kyselinu betulinovou, ursolovou, vitamin B2, C, stopové prvky kobalt, Zelezo,
jéd. Vsemenech mlzZeme najit triterpenoidni saponin jujubosid A a B, flavonoidni
glykosidy swertisin, spinosin. V listech se nachazi triterpenoidni glykosid ziziphyn,
ktery blokuje receptory pro vnimani sladké chuti (Valicek et al., 1998).

Ziziphus jujuba je hojné vyuzivana v tradi¢ni ¢inské mediciné pro své ucinky. Je
vhodnad k lécbé nespavosti, psychickych poruch nebo |é¢bé vysokého krevniho tlaku
(valicek et al.,, 1998). U kyseliny betulinové byl prokdzan protizanétlivy Gcinek
a protinadorovy ucinek proti nékterym nadorovym bunéénym liniim (Kim et al., 1998).

Semena a listy maiji vyuziti pfi nespavosti nebo k zmirnéni uzkosti (Peng et al., 2000).
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Obrazek €. 9: Ziziphus jujuba
Obrazek €. 10: Ziziphus jujuba strom

(http://jardinerie.jardiland.com/back-office/photos/2476-ziziphus-jujuba-zizyphus.jpg
©)17. 11. 2015

(https://mythosandfaith.files.wordpress.com/2013/06/jujuba-tree.jpg ©)17. 11. 2015

Obsahové latky v Ziziphus jujuba
Kyselina betulinova

Molekularni vzorec: C3gH4s03

Molekulovd hmotnost: 456,71 g/mol

Systematicky ndzev:(1R,3aS,5aR,5bR,7aR,9S,11aR,11bR,13aR,13bR)-9-hydroxy-

5a,5b,8,8,11a-pentamethyl-1-prop-1-en-2-yl-1,2,3,4,5,6,7,7a,9,10,11,11b,12,13,133,
13b-hexadecahydrocyclopentala]chrysene-3a-carboxylic acid

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/64971)
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Kyselina ursolova

Molekularni vzorec: C3gH4s03

Molekulovd hmotnost: 456,70 g/mol

Systematicky ndzev: (1S,2R,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-10-

hydroxy-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahydro-1H-picene-4a-carboxylic acid

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/64945 )

Swertisin

Molekularni vzorec: Cy;H2,010

Molekulovd hmotnost: 446,40 g/mol

Systematicky ndzev: 5-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-methoxy-6-

[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJchromen-4-one

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/369636)

Spinosin

Molekularni vzorec: CysH3,015

Molekulovd hmotnost: 608,54 g/mol

Systematicky nazev: 6-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-dihydroxy-6-(hydroxymethyl)-

3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-ylJoxyoxan-2-yl]-5-

hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-methoxychromen-4-one

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/155692)

34



HC  C

T
5

Tabulka vzorct €. 6: jednotlivé vzorce ucinnych latek v Ziziphus jujuba: 1. kyselina
betulinova, 2. kyselina ursolova, 3. swertisin, 4. spinosin (bylo vytvoreno v programu

chemdraw)

2.3. Metoda MTT

Tento zpUsob zkousky je Siroce vyuzZivany pro zkoumani cytotoxicity cizorodych
latek, pro vyhodnoceni rychlosti proliferace a analyzy bunécéné aktivity (Jaszczyszyn,
2008). Podstatou kvantitativni spektrofotometrické metody je redukce MTT neboli
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) (Dias, 1998).
Tetrazolinové barvivo je redukovano na nerozpustny fialové zbarveny formazan
mitochondridlnimi dehydrogenazami. Vysledkem redukce barviva jsou formazanové
krystaly ve vodé nerozpustné (Stowe et al, 1995). Mohou byt pozorovany
v mikroskopu nebo rozpustény v dimethylsulfoxidu a spektrofotometricky

vyhodnoceny (Mosmann, 1983).
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DavodU pro urcitda omezeni metody MTT je nékolik. Jednim z nich je mozZnost,
Ze testované slouceniny budou interagovat s tetrazolinovym barvivem (Ulukaya, 2008).
Pfikladem je kyselina askorbovd redukujici zabarveni MTT v bezbunééném systému.
Naopak v pritomnosti retinolu je zabarveni intenzivnéjsi (Chakrabarti, 2000).
Pfed samotnym zahajenim méreni je nezbytné vyloudit interakce, které by mohly vést
k faleSnym vysledkim. DalSim omezenim muze byt pritomnost testovanych latek,
které mohou narusit aktivitu mitochondridlni dehydrogenazy a zpUsobit preceni
(aktivace MTT redukujici dehydrogenazy) nebo podcenéni vysledk (inhibice
mitochondridlni dehydrogenazy) (Ulukaya, 2008). Prikladem muzZe byt méreni
s doxorubicinem, ktery indukoval intracelularni generaci volnych radikdld a tyto
radikaly zpUsobily vétsi redukci MTT (Collier, 2003).

Pro Zivotaschopnost bunék je nezbytnd pfitomnost média, pokud je
odstranéno, burika hyne. Nevyhodou pritomnosti média je to, Ze médium pepton
obsahuje proteiny, které se stretdvaji se ¢tenim optické hustoty a mohou snizovat

citlivost testu (Dias , 1998).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

V této kapitole jsou popsany potrebné materidly, pomducky k testovani
organismu, jejich priprava, vlastni postup provedeni experimentu a zpUsob

vyhodnoceni.

3.1. Pouzity material

3.1.1. Testovany organismus

Pro dany experiment jsme pouzZili jednobunécny organismus Tetrahymena
thermophila, ktery jsme si predkultivovali cca 24 hodin pred zacadtkem provadéni

pokusu.

3.1.2. Pouzité chemikalie

Vodné extrakty z rostlinnych ¢asti vybranych rostlin Salvia officinalis, Apium graveolens
L. var. rapaceum, Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum, Ziziphus

jujuba

Dichroman draselny (Mr=294,18g/mol) (FLUKA)

Proteose-pepton (FLUKA)

Deionizovana voda

MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid) (SIGMA-ALDRICH)
DMSO (dimethyl-sulfoxid) (SIGMA-ALDRICH)

75% Ethanol k dezinfekci rukavic
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3.1.3. Vybaveni

Pomucky:

Stojan na zkumavky

Zkumavky 12x75mm

Odmeérné bariky

Malé prachovnice

Eppendorfovy zkumavky

Lzicky,Lodicka

Kadinky

Automatické mikropipety a Spicky

Mikrotitracni desticka s 96 jamkami

Rukavice a lihovy fix

Ptistroje:

Analytické digitdIni vahy KERN ABJ

Trepacka VORTEX-GENIE 2

Ultrazvukova lazert SONOREX DIGITAL 10P BANDELIN
Box s laminarnim proudénim AURA 2000 M.A.C.
Reader ANTHOS 2010

Inkubator AQUALYTIC
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3.2. Pracovni postup

3.2.1. Priprava extraktu

Pred vlastnim testovanim bylo potieba extrakty ziskat z rlznych rostlinnych
¢asti. Priprava probihala na Katedfe botaniky podle ndvodu Prof. Opletala. Nejprve
jsme si rozemleli v mixeru rostlinné ¢asti na prasek a odvazili cca 5g. Na 1g rostlinné
drogy jsme pouzili 15 ml vody. Vodu jsme zahrali na teplotu cca 90°C a nalili ji do bariky
s rostlinnou drogu. Poté jsme destilacni bariku nasadili na vodni chladi¢ a zahfivali
alespon 15 minut. Drogu jsme nechali sednout ke dnu a zfiltrovali tak, aby zlstala
i nadale v barice. P¥ilili jsme opét zahratou vodu a cely proces zopakovali. Oba filtraty
jsme spojili a zfiltrovali pres tubus s vrstvou kiemeliny. Ziskali jsme roztok, ktery jsme
odpafili ve vakuové odparce za sniZzeného tlaku. Vznikl tmavy viskdzni odparek,
ktery jsme i s baftkou umistili do vakuového exsikatoru se silikagelem a takto susili
nékolik dni. Jako posledni krok jsme pftidali suchy led (CO,), diky kterému jsme ziskali
homogenizované praskové formy extraktl a z téchto extraktl jsme dale pripravili

vzorky pro provedeni experimentu.

Pouzitd ¢ast rostliny Navazka rostlinné drogy Ziskané mnozstvi
vg praskové formy extraktu
vg
Salviae officinalis folium 5,01 0,5163
Apii graveoli semen 5,03 0,7139
Evodiae rutaecarpae 3,89 0,6133
fructus
Coptis chinensis rhizoma 4,8 0,9345
Zanthoxyli nitidi radix 4,98 0,2357
Ziziphi jujubae fructus 5,03 1,82

Tabulka €. 7: Hmotnosti rostlinnych drog na zac¢atku procesu a ziskané mnozstvi

extraktd
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Obrazek ¢. 11: Vakuova odparka na Katedie botaniky a ekologie (foto autor)

3.2.2. Pfiprava suspenze s Tetrahymena thermophila

Suspenzi jednobunécného organismu pro experiment jsme ziskali v rlstovém

médiu cca o 1 den drive pred pokusem, tak aby byl zajistén dostatecny pocet jedinca.

3.2.3. Pfiprava média

Vhodnym prostiredim pro Tetrahymena thermophila je médium slozené z 1,5%
peptonu a 0,025% kvasnicového extraktu. Sterilizacni metoda se uplatiuje ta

v autoklavu pfi teploté 121°C a 100 KPa.
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3.2.4. Priprava vzorkl

Navazili jsme potfebné mnoiZstvi extraktu, tak aby skutec¢na koncentrace byla
75 mg/ml (redlna 25 mg/ml). Odvazené mnoistvi testovaného extraktu jsme rozpustili
v 600 ul deionizované vody a umistili na vortex do uplného rozpusténi. Pro lepsi
rozpustnost jsme zkumavku umistili na par minut do ultrazvukové lazné. Vytvofili jsme

fadu 20-ti klesajicich koncentraci extraktu s 1,5 fedénim.

Obrazek €. 12: Pripravené vzorky k nanaseni do desticek (foto autor)

3.3. Vlastni provedeni testli a vyhodnoceni

Po vytvoreni klesajici fady testovaného extraktu se prace presunula
do lamindarniho boxu, kde jsme podle danych pravidel plnili mikrotitracni desticky.
Na jeden extrakt jsme potifebovali 2 desticky a okraje desticek zUstali prazdné. Ziskali
jsme Sest fad, ve které byly nasledujici latky. Nejdfive jsme do prvni fady napipetovali
150 pl peptonu. Do druhé a treti fady jsme napipetovali 100 ul peptonu a do cCtvrté,
paté, Sesté po 50 ul peptonu. Poté jsme pfidali 50 ul testovaného extraktu do druhé,
po nejvyssi. Jako posledni jsme pfidali 50 ul Tetrahymena thermophila do treti, Ctvrté,
paté a Sesté rady.
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Po naplnéni desti¢ek jsme zméfili optickou hustotu v ¢ase 0 na readeru ANTHOS
2010 pfi vinové délce 492nm. Poté jsme desticky umistili na hodinu do inkubatoru
bez pfitomnosti svétla pfi 25°C. Jako dalsi krok jsme do vSech jamek napipetovali 10 pl
MTT, umistili na par minut na vortex a poté vlozili zpatky do inkubatoru na 5 hodin

od pocatku. Po 5 hodinach jsme pfidali 150 pul DMSO do uplného rozpusténi krystald.

Obrazek €. 14: Schéma mikrotitracni desticky s 96-jamkami (foto autor + Uprava

v programu Malovani)
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Popis mikrotitracni desticky:

radek s oznacenim 1: pepton 150 pl

radek s oznacenim 2: pepton 100 pl + extrakt 50 pl

radek s oznacenim 3: pepton 100 pl + Tetrahymena thermophila 50 ul- kontrola

radek s oznacenim 4, 5, 6: pepton 50 pl + extrakt 50 ul + Tetrahymena thermophila

50 ul
Zkumavky | 1. 2. 3. 4, 5. 6. K5Cr,05
extrakt | extrakt | extrakt | extrakt | extrakt | extrakt | (mg/l)
(mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml)
1 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 25,00 300,00
2 16,67 16,67 16,67 16,67 16,67 16,67 200,00
3 11,11 11,11 11,11 11,11 11,11 11,11 133,33
4 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 7,41 88,89
5 4,94 4,94 4,94 4,94 4,94 4,94 59,26
6 3,29 3,29 3,29 3,29 3,29 3,29 39,51
7 2,19 2,19 2,19 2,19 2,19 2,19 26,34
8 1,46 1,46 1,46 1,46 1,46 1,46 17,56
9 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 11,71
10 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 0,65 7,80
11 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 0,43 5,20
12 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 3,47
13 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 2,31
14 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 1,54
15 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 1,03
16 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,69
17 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 0,46
18 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,30
19 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,20
20 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,14

Tabulka €. 8: Hodnoty rady koncentraci extraktt v jednotlivych zkumavkach
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Vyhodnoceni

Ze ziskanych hodnot jsme sestrojili graf zavislosti procentudlni inhibice
na koncentracich testovanych extraktli a pomoci statistického programu GraphPad

Prism 6 byly zjistény hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace ICsq pro vSechny testované

extrakty.
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4. VYSLEDKY

Vsechny extrakty byly naneseny na desticky ve 3 paralelnich mérenich a kazdy
experiment byl nejméné trikrat opakovan. Do vysledkl byly zaneseny hodnoty pouze

ze dvou méreni pfi vinové délce 492nm.

Vysledky procentudlni inhibice Tetrahymena thermophila na koncentraci
extraktd byly zaneseny do grafli a pro kazdy extrakt byla zjiSténa hodnota stredni

inhibi¢ni koncentrace 1Csg.

Pro kontrolu citlivosti a spravnosti testovani byl vyuzit dichroman draselny
ve své nejvyssi koncentraci 300 mg/l s fedénim 1,5. Jeho hodnota stfedni inhibi¢ni

koncentrace ICsq byla 216,65 + 6,576 mg/I.
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4.1. Extrakt €. 1 ziskany z rostl. €asti Salvia officinalis
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15: Graf zavislosti procentudlni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 1
pfi 1. méreni
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16: Graf zavislosti procentudlni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 1
pfi 2. méreni

stfedni inhibi¢ni koncentrace IC5o= 1,317 + 0,004 mg/ml
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4.2. Extrakt €. 2 ziskany z rostl. ¢asti Apium graveolens L.
var. rapaceum
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Obrazek €. 17: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 2
pfi 1. méreni
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Obrazek ¢. 18: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 2
pfi 2. méreni

Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso= 13,18 £ 0,311 mg/ml
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4.3. Extrakt ¢. 3 ziskany z rostl. ¢asti Evodia rutaecarpa
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Obrazek €. 19: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 3
pfi 1. méreni
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Obrazek €. 20: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 3
pfi 2. méreni

Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso= 13,07 £ 1,442 mg/ml
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4.4. Extrakt ¢. 4 ziskany z rostl. ¢asti Coptis chinensis
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21: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 4
pfi 1. méreni
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22: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 4
pfi 2. méreni

Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso= 0,116 £ 0,007 mg/ml
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4.5. Extrakt €. 5 ziskany z rostl. ¢asti Zanthoxylum nitidum
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23: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 5
pfi 1. méreni
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24: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 5
pfi 2. méreni

Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso= 0,225 + 0,006 mg/ml
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4.6. Extrakt ¢. 6 ziskany z rostl. ¢asti Ziziphus jujuba
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Obrazek €. 25: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 6
pfi 1. méreni
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Obrazek €. 26: Graf zavislosti procentualni inhibice na koncentraci extraktu ¢. 6
pfi 2. méreni

Hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace ICso= 0,622 £ 0,001 mg/ml
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5. DISKUSE

V této diplomové praci byla hodnocena antiprotozoalni aktivita Sesti extraktt
z dostupnych rostlinnych zdroji zpracovanych na Katedfe botaniky a ekologie.
Nékteré zmifiované rostliny nachazeji uplatnéni v 1é¢bé fady onemocnéni a informace

o jejich ucincich jsou znamy stovky let.

V prvni fadé nejstarsim Iékarskym systémem, ktery vyuziva bylinnou |écbu je
tradi¢ni ¢inska medicina. Terapie léCivymi rostlinami nachazi uplatnéni v fadé poruch
souvisejicich se starnutim organismu napfiklad poruchy paméti, ale ne jen to (Adams
et al., 2007). But uvedI ve své praci, Ze z 26 092 druh rostlin uvedenych v Flora Sinica,
19 % z nich je vyuzivdno v bylinné mediciné, kterd je stale velmi zajimavym
predmétem pro vyzkum novych potenciondlné ucinnych lécivych rostlin a jejich

metabolitli (But et al., 1980).

Celosvétové nar0stajici mortalitu a morbiditu zpUsobuji predevsim infekéni
onemocnéni. Jednou z mozZnosti terapie je lécba tradi¢nimi cinskymi bylinami,
které maji zndmé své ucinky a vyuZiti po tisice let. Ding do své studie zahrnul pres 1100
druht rostlin, které maiji vyuziti pti nachlazeni, chfipce, malarii, Uplavici, tuberkulédze
a snazil se analyzovat protiinfekéni Ucinek bylin a obsahovych latek. Zjistil, Ze vétsina
druhl pochazi z celedi Asteraceae, Fabaceae a Lamiaceae. Témér % danych druhll ma

v Ciné vyuZiti pfi zanétu nebo infekci (Ding et al., 2014).

Cilem této diplomové prace bylo porovnani antiprotozodlni aktivity ziskanych
extraktd z rostlinnych &asti Salvia officinalis, Apium graveolens L. var. rapaceum,
Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum, Ziziphus jujuba.
Jako modelovy organismus byl pouzit jednobunéény organismus z obsdhlého kmene
nalevnikG Tetrahymena thermophila, ktery se vyznacuje snadnou kultivaci, rychlym

mnozZenim a dostatecnou citlivosti vici toxickym latkam.

Z hodnot procentudlni inhibice Tetrahymena thermophila na koncentracich
testovanych extraktl byla stanovena hodnota stredni inhibi¢ni koncentrace ICsq pro

kazdy extrakt.
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Extrakt Hodnota ICso (mg/ml)
C.1 1,317 + 0,004
C.2 13,18 + 0,311
C.3 13,07 + 1,442
C.4 0,116 + 0,007
C.5 0,225 + 0,006
C.6 0,622 + 0,001

Tabulka €. 9: Hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace pro kazdy testovany extrakt

Prvnim testovanym vzorkem byl extrakt pochazejici z listu Salvia officinalis.
Tento extrakt byl jiz vyuzit v jinych studiich pfti testovani antibakteridlni, antifungalni,

antiprotozoalni nebo antioxidacni aktivity.

Ve studii, kterd se zabyvala antiprotozodlni aktivitou proti Leishmania major
zpUsobujici  kozni formu leishmanidzy, byly testovany methanolové extrakty
z Calendula officinalis, Datura stramonium a Salvia officinalis. Jako prvni byly
aplikovany do mikrotitracnich desticek s Leishmania major rostlinné extrakty
a kolorimetrickym stanovenim byla zjiSténa hodnota ICso. Poté byly makrofagy
infikovany timto prvokem a lé¢eny témito extrakty. Vysledky ukdzaly na to, Ze rostlinné
extrakty inhibovaly rlst rlznych stadii Leishmania major a jejich hodnoty ICso byly
108,19 pg/ml pro C. officinalis, 155,15 pg/ml pro D. stramonium a 184,32 pg/ml pro S.
officinalis. | ptesto, Zze extrakty vykazovaly podstaté nizsi toxicitu nez latka miltefosin
pouzivanou k lécbé leishmanidzy, byla potvrzena ucinnost extraktd v redukci rtiznych

forem Leishmania major (Nikmehr et al., 2014).

Cilem dalsi studie bylo optimalizovat podminky a metody vodného extraktu
z Salvia officinalis pro ziskani vétsi vytéinosti polyfenoll, flavonoidli a maximalni
antioxidacni aktivité. Optimalnich vysledk( bylo dosaZzeno pfi teploté 201,5 °C a casu

extrakce 15,8 min. Antioxidacni aktivita byla definovana inhibi¢ni koncentraci
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ICso= 13,38 ug/ml, kterd vyjadfuje v tomto pfipadé koncentraci zkouseného roztoku

k zachyceni 50% volnych radikala (Pavlic et al., 2016).

V dalsi studii byla studovana cytotoxicita extraktu Salvia officinalis a Thymus
vulgaris metodou MTT. Zvolenym subjektem byly nadorové bunky jater, které byly
vystaveny rliznym koncentracim rostlinnych extrakt( (0-100 mg/ml) po dobu 24hod.
Hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace byly u extraktu 3alvéje 5,7 mg/ml a u tymianu
4,3 mg/ml. Dale byla prokdzana vyznamna antioxidaéni aktivita extraktu Salvia

officinalis ziskaného z listu rostliny (Kozics et al., 2013).

V nasem experimentu byla zjiSténa inhibice pfi nejvyssi koncentraci 90%
a postupné se snizovala. Hodnota ICsg zjiSténd pro tento extrakt byla 1,317 + 0,004

mg/ml.

Druhy zvoleny extrakt byl ziskan ze semen Apium graveolens L. var. rapaceum.
V jedné studii byl pouzit praskovy extrakt Apium graveolens spolu s Pimpinella anisum
a Crocus sativus jako kombinace s analgetickym ucinkem na poporodni bolesti. Studie
se Ucastnily Zeny ve véku 25-30 let, které bud uzivaly tuto kombinaci pfirodniho
produktu nebo kyselinu mefenamovou ze skupiny neselektivnich inhibitorii COX.
Vysledky poukazaly na to, Ze uzivatelky s pfirodnim produktem méli patrnéjsi snizeni
bolestivosti, jedinou nevyhodou byla délka trvani Gcinku, ktery byl kratsSi nez efekt

po kyseliné mefenamové (Simbar et al., 2015)

Jedna ze studii méla za cil posoudit gastroprotektivni uc¢inek a antisekrecni
vlastnosti ethanolového extraktu Apium graveolens na krysach, kterym byl po tficeti
Sesti hodinach hladovéni poddn indomethacin. Extrakt poskytl v zavislosti na podané
davce (250-500 mg/kg) ochranu proti tvorbé viedl a snizil sekreci Zalude¢ni kyseliny.
Predpoklada se, Ze gastroprotektivni ucinek muUZe souviset s antioxidacnimi

vlastnostmi extraktu z Apium graveolens (Al-Howiriny et al., 2010).

vV

inhibici ze vsSech testovanych extraktl. Inhibice Tetrahymena thermophila byla

pfi nejvyssi koncentraci extraktu 64% a pti poslednich koncentracich byla 0%. Hodnota
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ICso zjiSténa pro tento extrakt byla 13,18 + 0,311 mg/ml a v porovnani s ostatnimi

pUsobila na Tetrahymena thermophila nejméné toxicky.

Dalsim extraktem v této diplomové praci byl pouzit extrakt ziskany z plodu
¢inské rostliny Evodia rutaecarpa. V nasledujici studii byly izolovany chinolonové
alkaloidy z plodu Evodia rutaecarpa a s pomoci spektroskopickych metod
identifikovany. In vitro u nich byla pozorovdna cytotoxickd aktivita proti Ctyfem
bunéénym nadorovym liniim (HL-60, N87, H-460, HepG2) metodou MTT. VSechny tyto
bunécné linie byly kultivovany v mediu pfi 37°C a 5% CO,. Hodnoty absorbance byly
zméreny pri 490nm. Testované alkaloidy vykazovaly inhibici v rozmezi ICsq 13-23
umol/I. VSechny chinolonové alkaloidy vykazovaly cytotoxickou aktivitu proti ¢tyfem
linilm. Rozdilnd cytotoxicita na pouzitych rakovinnych burkach je podle vseho
zpUsobena rozdilnym poctem dvojny vazeb a délkou postranniho alifatického retézce
ve strukture alkaloid(. V této studii byl potvrzen potenciondlni protinadorovy ucinek

pouzitych slouéenin (Huang et al., 2012).

V dalsi studii byla mérena antibakteridlni a cytotoxickd aktivita chinolonovych
alkaloidl izolovanych z plodu Evodia rutaecarpa. Antibakterialni aktivita byla mérena
na kmenech Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis.
Zjisténé hodnoty MIC se pohybovaly v rozmezi 4-128 pg/ml. Patrné rozdily v MIC byly
zfejmé zplsobeny rozdilnou délkou a substituci postranniho fetézce na uhliku C2.
Cytotoxicita byla stanovena metodou MTT a zvolenymi subjekty byly nadorové
bunécné linie (HepG2, Hela, BEL7402, BEL7403). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
doxorubicin s hodnotami  ICsp= 1,7-25,43 umol/l. Ziskané hodnoty ICsq pro nékteré

chinolové alkaloidy byly v rozmezi 15,85-56,36 umol/l (Wang et al., 2013).

V nasem experimentu byla zjiSténa inhibice Tetrahymena thermophila
u nejvyssi koncentrace vzorku 63% a spolu s predeslym extraktem vykazovaly nejnizsi
hodnoty procentudini inhibice. Hodnota ICso zjiSténd pro tento extrakt byla

13,07 + 1,442 mg/ml.

V poradi ¢tvrtym vzorkem byl extrakt ziskany z oddenku rostliny Coptis
chinensis, ktera je znama pro svij vysoky obsah alkaloidd. Ve studii, kterd se zabyvala

potenciadlnimi ucinky berberinu, jakozto alkaloidu izolovatelného z Coptis chinensis,
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byly shrnuty jednotlivd farmakologickd uplatnéni. Berberin je fazen mezi potencialni
léCivo, které nachazi uplatnéni v |écbé diabetes mellitus, hyperlipidemie
nebo rakoviny. Jedinou nevyhodou je velmi nizkd peroralni biodostupnost (Liu et al.,

2016).

Cilem v dalsi studii bylo ovéfit antimikrobidlni aktivitu berberinu izolovaného
z Mahonia aquifolium. Antimikrobialni aktivita byla testovana na 17 mikroorganismech
(gramnegativni a grampozitivni bakterie, kvasinky, houby). Aktivita berberinu byla
vyjadrena v ICsg a MIC. Nejcitlivéji berberin plsobil proti Staphylococcus aureus, jeho
hodnoty 1Cso byly 14,6 mg/l a MIC 212 mg/l. Naopak nejmensi aktivitu berberin
vykazoval proti Trichoderma viride. Jeho zjisténé hodnoty ICso byly 809 mg/l a MIC
1345 mg/I (Cerridkova et al., 2002).

V dalsi studii byl testovan extrakt z Coptis chinensis rhizoma na modelu potkan(
s drazdivym traénikem. Metodou HPLC byly identifikovany z extraktu c¢tyfi hlavni
alkaloidy (jatorrhizin, coptisin, palmatin, berberin). Vysledky poukazuji na to, Ze tento
extrakt vyrazné snizuje visceralni bolesti u potkana , které jsou u drazdivého tracniku
typické a také opakujici. Predpokladd se, Zze ucinek je dan snizenim uvolfovanim

serotoninu ve stfevé potkan( (Tjong et al., 2011).

V dalsi praci studovali cytotoxicitu extraktll z Rhizoma coptidis, Radix
scutellariae a Cortex phellondendri. Cilem studie bylo provéfit, zda by tyto extrakty
mohly byt pouZzity v prevenci a IéCbé ocnich infekci, zvlasté zplsobené Acanthamoeba
keratitis. U extraktu z Rhizoma coptidis doslo k poSkozeni bunééné membrany a zaniku
buriky pfi koncentraci 1% a je proto nepravdépodobné, Ze by byl pouzit k Ié¢bé ocnich
infekci. Zbyvajici dva rostlinné extrakty maji potencial do budoucna pro vyuziti v o¢nich

pfipravcich (Boost et al., 2016).

Pfi naSem méreni extrakt vykazoval 100% inhibici pro prvnich pét koncentraci
(25-4,94 mg/ml) a jesté pfi koncentraci 0,19 mg/ml byla zméfena inhibice
Tetrahymena thermophila vice nez 60%. Ze vsech testovanych extraktl pUsobil nejvice

toxicky. Hodnota ICsq zjiSténa pro tento extrakt byla 0,116 + 0,007 mg/ml.
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Patym testovanym vzorkem byl extrakt ziskany z kofene Zanthoxylum nitidum.
V jedné ze studii o Zanthoxylum nitidum byly testovany alkaloidy z klry stromu
a in vitro u nich byla hodnocena cytotoxicita na bunécnych nadorovych linii (MC-7,
NCI-H460, SF-268). Nejvice cytotoxicky z testovani vysel liriodenin s hodnotami stfedni
inhibi¢ni koncentrace v rozmezi 2,19-3,19 pg/ml. Skimmianin s hodnotami [Cso
v rozmezi 8,03-13 pg/ml. Pro posouzeni cytotoxicity byl pouZit actinomycin D

s hodnotami 1Csy 0,020-0,127 pg/ml (Yang et al., 2009).

V dalsi studii méfili u izolovanych sloucenin z Zanthoxylum nitidum inhibici
superoxidovych radikal(,které byly produkovany neutrofily a které destruovaly tkan
pfi chronické zanétlivé chorobé. Hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace nékterych
sloucenin jako napfiklad decarinu, scopoletinu, sesaminu a fagarinu byly < 7,95 pg/ml

(Chen et al., 2011).

Cilem v dalsi studii bylo prozkoumat ucinek benzofenantridinovych alkaloid(
ziskanych z korene Zanthoxylum nitidum var. fastumosum na cCtyfech rlznych
nadorovych linii (A549, Hela, SMMC-7721, EJ). U nékterych sloucenin byly zméreny
hodnoty stfedni inhibiéni koncentrace v rozmezi 16-60 umol/l. Hodnoty méreni

prokdazaly potenciondlni protinddorovy Ucinek nékterych sloucenin (Wang et al., 2015).

V nasem méreni extrakt z kofene Zanthoxylum nitidum vykazoval pfi nejvyssi
koncentraci inhibici Tetrahymena thermophila 100% a ta pretrvavala jesté dalsi tfi
koncentrace. Hodnota ICso zjiSténa pro tento extrakt byla 0,225 + 0,006 mg/ml

a ze vsech extraktd byl druhy nejtoxictéjsi.

Posledni testovany extrakt byl ziskdn z plodu rostliny Ziziphus jujuba, ktera je
hojné vyuzZivdana v tradicni cinské mediciné. V jedné ze studii byl pozorovan
gastroprotektivni ucinek extraktu ziskaného ze stonku klry Ziziphus jujuba. Vodny
extrakt vyvolal uréité zmény Zaludecni sliznice u potkanud a ucinek 400mg extraktu byl
srovnatelny s Ucinky ranitidinu podaného jiné testované skupiné potkanl (Hamedi et

al., 2015).

V dalsi studii byla testovdna kyselina betulinova jakozto latka s potenciondlnim

protinddorovym Uucinkem, kterd byla izolovdna z plodu Ziziphus jujuba. Kyselina
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betulinova byla testovana také spolec¢né v komplexu s B-cyklodextrinem, ktery zlepsil
jeji rozpousténi. Vysledky studie potvrdily inhibici ristu rakovinnych bunék MCF-7,
inhibici bunécného cyklu a indukci apoptdzy. Cytotoxicita byla vyhodnocena metodou
MTT a hodnoty absorbance byly méreny pfi 570nm. Vysledky 1Cso komplexu byly
11,60 umol/l a ICsg samotné kyseliny betulinové 25,32 umol/l. Zavér studie ukazal,
Zze komplex ma silngjsi antiproliferativni ucinek na rakovinnych burikdch MCF-7 nez

samotna kyselina betulinova (Sun et al., 2013).

Vysledkem dalsi studie bylo zjiSténi, Ze fenoly obsazené v semenech Ziziphus

vvvvv

neurond (Choi et al., 2015).

V nasem experimentu byla zjiSténa inhibice Tetrahymena thermophila
pfi nejvyssi koncentraci 100%. Hodnota ICso zjisSténd pro tento extrakt byla 0,622 +

0,001 mg/ml.

Dale bych rada uvedla k porovnani vysledky kolegyné, se kterou jsme spolecné
pracovali na ziskani extraktd a které taktéZ pouZila ve své praci. Testovanym
organismem v jeji praci byl Artemia salina. Z hodnot jejich méreni ziskala LCsp ,
které byly u jednotlivych extrakt(: S. officinalis 2,291 mg/ml, A. graveolens L. var.
rapaceum 4,07 mg/ml, E. rutaecarpa 2,334 mg/ml, C. chinensis 0,1359 mg/ml, Z.
nitidum 1,148 mg/ml, Z. jujuba 6,454 mg/ml (Jezkova, 2016).

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze nejvice toxicky pro oba organismy (Artemia
salina, Tetrahymena thermophila) byl extrakt z Coptis chinensis a také extrakt
z Zanthoxylum nitidum. Naopak nejméné toxicky pro organismus Artemia salina byl
extrakt z Ziziphus jujuba a pro Tetrahymena thermophila extrakt z Apium graveolens L.

var. rapaceum.
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6. ZAVER

Cilem této prace bylo urcit cytotoxicitu - antiprotozodlni aktivitu vybranych
extraktd ziskanych z rlznych rostlinnych Casti Salvia officinalis, Apium graveolens L.
var. rapaceum, Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum, Ziziphus
jujuba. Experimenty byly vyhodnoceny metodou MTT a jako modelovy organismus byl

pouzit Tetrahymena thermophila.

Ziskané praskové extrakty byly rozpustény v deionizované vodé a aplikovany
do mikrotitraénich desti¢ek v rozmezi koncentraci 25,0-0,01 mg/ml spolu s peptonem
a Tetrahymena thermophila. BEhem experimentu bylo pfidano barvivo MTT a nakonec
DMSO. Od pocatku provadéni pokusu byla v ¢asovych intervalech mérena opticka

hustota pfi vinové délce 492nm.

Ze ziskanych hodnot byly spocitany procentudlni inhibice organismu v zavislosti
na koncentracich testovanych extraktl a dale byly spocitany pomoci programu

GraphPad Prism 6 hodnoty stfedni inhibi¢ni koncentrace pro kazdy extrakt zvlast.

Ziskané hodnoty ICs:
Extrakt ziskany z Salvia officinalis 1,317 £ 0,004 mg/ml

Extrakt ziskany z Apium graveolens L. var. rapaceum 13,18 + 0,311 mg/ml

Extrakt ziskany z Evodia rutaecarpa 13,07 + 1,442 mg/ml
Extrakt ziskany z Coptis chinensis 0,116 + 0,007 mg/ml
Extrakt ziskany z Zanthoxylum nitidum 0,225 + 0,006 mg/ml
Extrakt ziskany z Ziziphus jujuba 0,622 + 0,001 mg/ml
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Z danych vysledkl vyplyva, Ze nejvétsi inhibici Tetrahymena thermophila
zpUsobil extrakt z C. chinensis a toxicita klesa v poradi extrakt C. chinensis > extrakt Z
nitidum > extrakt Z. jujuba > extrakt S. officinalis > extrakt E. rutaecarpa > extrakt A.

graveolens L. var. rapaceum.

Z danych vysledk( vyplyvda, Ze nejvice cytotoxicky pusobil na Tetrahymena

thermophila extrakt z C. chinensis.
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Antiprotozoalni aktivita prirodnich latek

Objevovani novych ucinnych latek a rostlin s potenciondlnim antiprotozodlnim
ucinkem je v dnesni dobé cilem mnoha studii a potfebné pro ziskani uc¢innéjsich I1éciv
v fadé protozodlnich onemocnéni. V této praci byla studovana antiprotozoalni aktivita
extraktd ziskanych z rlznych rostlinnych Casti Salvia officinalis, Apium graveolens L.
var. rapaceum, Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum nitidum a Ziziphus
jujuba. Vliv testovanych extraktd byl hodnocen na typickém jednobunécéném
organismu Tetrahymena thermophila pomoci metody MTT. Ze ziskanych hodnot byla
zjiSténa procentudlni inhibice Tetrahymena thermophila a pro kazdy extrakt spocitdna
hodnota stfedni inhibi¢ni koncentrace 1Cso. Z testovanych extraktd mél nejvétsi
antiprotozoalni aktivitu extrakt z C. chinensis, dale aktivita extraktl klesala v poradi
C. chinensis > Z. nitidum > Z. jujuba > S. officinalis > E. rutaecarpa > A. graveolens L. var.

rapaceum

Klicova slova: antiprotozoalni aktivita, Tetrahymena thermophila, cytotoxicita, pfirodni
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Antiprotozoal activity of natural substances

The discovery of new active substances and plants with a potential
antiprotozoal effect nowadays is the aim of many studies and is required for obtaining
more active drugs in a number of protozoal disease. In this study was investigated
antiprotozoal activity of extracts obtained from various plant parts Salvia officinalis,
Apium graveolens L. var. rapaceum, Evodia rutaecarpa, Coptis chinensis, Zanthoxylum
nitidum and Ziziphus jujuba. Effect of the tested extracts was evaluated in a typical
unicellular organism Tetrahymena thermophila using MTT method. From the values
obtained the percent inhibition was detected Tetrahymena thermophila and for each
extract value calculated median inhibitory concentrations 1Cso. Of the extracts tested
had the greatest antiprotozoal activity of the extract of C. chinensis, further extracts
activity decreases in the order C. chinensis > Z. nitidum > Z. jujuba > S. officinalis >

E. rutaecarpa > A. graveolens L. var. rapaceum

Key words: antiprotozoal activity, Tetrahymena thermophila, cytotoxicity, natural
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