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Abstrakt

Ve své préci jsem se zaméfil na problematiku vyzkumu biologické aktivity rostlinnych
latek, jakozto potencialnich zdroji budoucich 1éCiv. V teoretické casti se zabyvam
samotnym procesem vyzkumu rostlinné drogy az samotnych ucinnych latek a popisuji
teorii extrakce drogy. Hloubé&ji zde také rozvijim principy a vyznam postupi uzitych

Vv praktické ¢asti.

Jadrem prace je prakticka ¢ast, ktera ¢asteCné navazuje na mij predchozi vyzkum
levandulové silice z predesliého roku. Opét jsem se zaméfil na tfi kultivary levandule
uzkolist¢ (Lavandula angustifolia Mill.): 'Beta’, 'Krajova' a 'Bila’. Srovnal jsem
zastoupeni terpent v levandulové silici navzajem mezi jednotlivymi odriidami a také
s vysledky z 1éta roku 2014. Dale jsem provedl horkovodnou extrakci a extrakci maceraci
kvéth kultivaru 'Bild'. Ze ti testovanych koncentraci drogy v extrahovadle byla pro kazdé
rozpoustédlo vybrana koncentrace, pfi které extrakce probéhla s nejvysSim vytézkem.
Jako extrahovadla byly pouzity: vrouci voda, methanol, ethylethanoat, propan-2-ol
a heptan. Byly provedeny in vitro testy levandulovych extraktti zahrnujici méfeni
cytotoxicity a inhibiéniho u¢inku na Na'/K*-ATPasu méfenou pomoci koncentrace
fosfatl zjistované Baginského metodou. Pro méteni cytotoxicity byly vyuzity nadorové
linie HeLa, MCF7 a G-361 a nenadorova kontrola, lidské pokozkové fibroblasty BJ.
Bunécna viabilita byla zjiStovana fluorimetrickou eseji s Calceinem AM. Posléze byla
opét uskuteénéna extrakce, tentokrat vSech tii odrud, ktera jiz probéhla za pouziti postupu
S nejvetsi vytéznosti zjisténého u kultivaru 'Bild’, a cytotoxické uéinky takto ziskaného
horkovodného a methanolového extraktu byly vzajemné porovnany za tcelem vybrat

nejucinnéjsi extrakt dané odrady.

Kli¢ova slova

Levandule uzkolista (Lavandula angustifolia Mill.), extrakt, hydrodestilace, silice,
antiproliferacni aktivita, HeLa, MCF7, G-361, fibroblasty BJ, Baginského metoda,
Na'/K*-ATPasa



Abstract

In this thesis | focused on the issue of plant substances biological activity research as
a potential source of future medicines. In theoretical part of the thesis | characterize the
process of investigation of plant drug or active substance and describe the theory of crude
drugs extraction. The principle of the procedures used in the practical part are also deeply
discussed.

The core of the thesis is the practical part which partly builds on my previous research of
lavender essential oil from a year before. Again | focused on three narrow-leaved lavender
(Lavandula angustifolia Mill.) cultivars: 'Beta’, 'Krajova' and 'Bila". I compared relative
representations of terpenes in lavender essential oils between each individual cultivar and
also with results from summer 2014. Furthermore, crude drug represented by flowers of
'Bila' cultivar was infused with boiling water and macerated with various solvents. From
three tested concentrations of crude drug in the solvents the highest extract yield
providing drug concentration was chosen for each type of the solvents (boiling water,
methanol, ethyl acetate, propan-2-ol and heptane). Obtained lavender extracts were
in vitro tested, performed assays included investigation of cytotoxicity in various cells
and inhibitory activity on Na'/K'™-ATPase measured via inorganic phosphate
concentration determined using Baginsky assay. Cytotoxicity was measured in Hela,
MCF7, and G-361 tumour lines and non-malignant control BJ human foreskin fibroblasts
using cell viability Calcein AM fluorometric assay. Subsequently the extraction of crude
drugs was performed again, that time all of the three cultivars were represented, using the
highest extract yield providing process found previously for 'Bila' cultivar. Extraction was
conducted with methanol maceration and boiling water infusion. Cytotoxic activity of

extracts were compared in order to choose the most active extract.

Keywords

Narrow-leaved lavender (Lavandula angustifolia Mill.), extract, hydrodistillation,
essential oil, antiproliferative activity, HeLa, MCF7, G-361, BJ fibroblasts, Baginsky
assay, Na*/K*-ATPase
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UvVOD

Rostliny jsou cennym zdrojem biologicky aktivnich latek, pficemz jisté druhy jich
obsahuji znacné mnozstvi a t€lo na n¢€ poskytuje rozli¢nou biochemickou az biologickou
odpovéd’. Vyzkum na tomto poli mize byt velmi pfinosny z hlediska nachézeni takovych
novych latek, které maji potencial stat se 1éCivy. Velka pestrost fytochemikalii poskytuje
rozsahlé zifidlo moznych adeptli pro podrobné&jsi zkoumdni, které se jiz od samého
pocatku odehrava v ptipad¢ rostlinnych latek v odliSném schématu, nez je tomu pfi

vyzkumu ptisobeni latek syntetickych.

V piipad€ rostlin existuje moznost piedchozi lidové empirické zkuSenosti
S pouzitim drogy, kterou mohou badatelé zohlednit a stanovenim pracovnich hypotéz
fokusovat svilj vyzkum ke konkrétnéjSim cilim, které mohou byt s touto zkuSenosti
Vv souladu. Takova moznost vyuziti ,,empirickych dat* ohledné biologického ptisobeni se
v pfipadé zcela noveé nasyntetizované latky nenabizi, piesto vSak v ramci souc¢asného
moderniho vyzkumu byva jeji struktura modelovana tak, aby jistou ptredpovidanou

biochemickou odezvu vyvolala.

DalSim specifickym faktorem vyzkumu fytochemikalii je fakt, Ze se jedna
o rostlinné metabolity, coZ je spojeno s mnoha nékolika vyhodami i nevyhodami
z hlediska jejich ziskavani, které v praci dale rozvadim. JiZ jen samotny proces izolace
ucinné latky z drogy mtize byt znaéné narocny. Navic v ne¢kterych pripadech mize byt
ucinny pouze cely komplex ne€kolika fytochemikalii, a jedna i¢inna slozka tedy nemtize
byt nalezena. Zpravidla plati, ze v biologické aktivité se uc¢inky slozek extraktu dané

drogy vzajemné moduluji.

Cesty vyzkumu pfirodnich a syntetickych latek se v§ak mohou potkavat hned
v n¢kolika bodech a dopliovat se, napt. vyvoj syntetické latky miize byt inspirovan jiz
znamou skupinou latek ptfirodnich nebo tieba muize byt zndma piirodni latka dale
chemicky modifikovana tak, aby méla z hlediska své aktivity lepsi parametry — moznosti

je tedy mnoho.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Biomedicinsky vyzkum rostlin a klinické zkousky

Taktka nepietrzité se v nescetné mnoha svétovych laboratotfich snazi védci hledat uc¢inné
latky, které by mohly pomoci zlepsit kvalitu zdravi clovéka, at’ uz ve stavu nemoci nebo
pouze Vv ramci prevence. V soucasnosti je peclivy primarni vyzkum tykajici se biologické
aktivity a chemického slozeni G¢innych latek zakladem pro potencidlni klinické zkousky

vedouci k registraci ur¢ité latky nebo skupiny latek jako Ié¢iva.

1.1.1 Klinicka hodnoceni

Vyzkum vztahujici se k in vitro testovani biologické aktivity a naslednému in vivo
testovanim na zvifatech mtize v ptipad¢ pozorované vyznamné;jsi aktivity latky postoupit
do klinického hodnoceni, kter¢ si kladou za cil zjistit, zda je dana latka bezpecna a i€inna,
jejich soucasti je také popis chovani latky v organismu (farmakokinetika
a farmakodynamika) a stanoveni terapeutické davky. Jejich ufelem je také porovnat
ucinnost testované nové 1éCby s 1€¢bou jiz existujici, napt. s tzv. zlatym standardem, coz
je lékatskou obci obecné akceptovany klasicky postup terapie pifi dané diagnoze, ktery
byl odvozen ze zavéri vérohodnych klinickych studii [1]. (Mezi Iéky jsou klasifikovana
také homeopatika, jejich klinické testovani se od nasledujiciho popisu li$i, obecné je cely

proces jednodussi a trva kratsi dobu.)

Vystupem preklinické faze vyvoje potencidlniho 1é¢iva je mimo experimentalni
data tzv. protokol, coz je dokument, kterym se klinické zkousky nasledn¢ tidi. Obsahuje
plan vyzkumu — uvadi ucel studie a piedpokladanou dobu jejiho trvéani, definuje
zpusobilost ke vstupu do klinické zkousky (kritéria ti¢asti) a potfebny pocet participantt,
vyjmenovava zaznamenavané udaje o ucastnicich, dale obsahuje podrobnosti ohledné
davkovani testované latky nebo prib&hu testované terapie aj. [2]. V prubéhu klinickych
zkousek je protokol sestavovan opakované pro kazdou fazi a jeho obsah se odviji od

poznatkil nabytych v pfedeslém vyzkumu. Plati, Ze pied vstupem do klinické zkousky



jsou budouci ucastnici vzdy obezndmeni s délkou jejiho trvani. Klinické testovani se
odehrava v nemocnicich, 1ékafskych ordinacich nebo i na univerzitich, coz je spise
vzacnosti. Provadi ho 1ékafi a védeCti pracovnici s posilou zdravotniki nebo tieba

socialnich pracovnikd.

Zakon o 1écivech presné definuje pravidla vztahujici se k procesu schvalovani
latky nebo skupiny latek jako lé¢iva a podrobnosti jeho nasledného uvadéni na trh ve
formé 1é¢ivého piipravku. V Ceské republice ma registrovani a dohled nad 1éky na trhu
na starosti Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL), vramci Evropy se pak jedna
0 Evropskou Iékovou agenturu (EMA). Registraci predchazi velice slozity, extrémné
nakladny a nakonec i zdlouhavy proces jiz zmifiovanych klinickych zkousek, ktery navic
vétSina latek zriznych divodi ani nedokonéi. Déle uvadim nejcastéji uzivanou
klasifikaci a popis jednotlivych fazi tohoto procesu, které¢ uvadi ve svych materialech také

SUKL.

Faze I, zahrnuje klinické hodnoceni bezpecnosti, pfi kterém skupina desitek
dobrovolnikii uziva testovanou latku. Dobrovolnici jsou zdravi lidé, ale pokud je latka
pro zdravé jedince zv1ast’ nebezpecna, dobrovolniky tvoii pacienti — tak je tomu napf. pii
testovani cytostatik. Jsou zjistovany farmakokinetické a farmakodynamické parametry
latky v lidském organismu a jeji nezadouci G€inky. Stanovuje se maximalni tolerovana

davka latky postupnym zvySovanim jejiho davkovani od nizkych mnozstvi na poc¢atku.

Faze II, zahrnuje klinické hodnoceni U¢inki. Teprve v této fazi zacne testovani
latky na pouze na pacientech, a ti musi spliiovat piisna kritéria vstupu do studie. V ramci
této faze se zjist'uji GcCinky testované latky a rizika spojend s jejim uzivanim, také se

upiesiiuje jeji davkovani. Ve fazi Il participuje obycejné az 500 pacientd.

Faze Il zahrnuje klinické hodnoceni prospésného ucinku, ktery byl vyselektovan
Vv piedchozich fazich a nyni je podrobné zkouman z hlediska jeho efektivity a bezpe€nosti.
Prokazuje se casto i Gcinnost potencialniho nového 1é¢iva vii¢i soucasnému zlatému
standardu a latka se testuje v kombinacich sjiz zavedenymi postupy. Z riznych
testovanych mnoZstvi se hled4 optimalni podavana davka. V Ceské republice probihaji
Vv této fazi nejcastéji studie mezindrodni nebo multicentrické. Faze 111 miize trvat nékolik

let a pacientl zahrnuje stovky az tisice, obycejné do 5 000.



Registrace, jak jiz bylo zminéno vyse, je proces schvalovani 1é¢iva, ke kterému se
doklada velice rozsahld dokumentace vsech provedenych testd. Miize trvat mésice az
roky nez je latka schvalena jako léCivo ¢Cili 1é¢iva latka. Farmaceutické firmy pak
z 1é¢ivych latek (samotné aktivni substance) vyrabéji v adekvatni 1€kové formé 1écivy
ptipravek, ke kterému se priklada ptibalovy letdk shrnujici vysledky vyzkumu

provedeného s 1é¢ivou latkou.

Faze IV zahrnuje testy, které rozSifuji poznatky o léku a zaméfuji se na
vyhledavani vzacnych vedlejsich ucinka a studium farmakogenetiky. Také se prichazi na
ucinky projevujici se v del§im intervalu uzivani lé¢iva. Ve fazi IV je latka schvalena jako

1é¢ivo na trhu distribuovana ve formeé 1écivého pripravku.

Patentova ochrana 1é¢iva trva 20 let, ale je nutné si uvédomit, ze do této doby
spada také klinické hodnoceni a registrace, coz samo o sob¢ mize zabrat 8-12 let. Po
vyprseni doby platnosti patentu mohou i jiné firmy zacit vyrdbét 1éCivé piipravky se
stejnou latkou, ale pod jinym obchodnim nazvem. Takové léky se nazyvaji generika
ajejich cena je vyznamné niz$i oproti origindlnimu Iéku. Registrovani generik
nevyzaduje provadéni Klinickych studii, avSak je nutné prokazat tzv. bioekvivalenci
VvV ramci bioekvivalen¢ni studie, ktera prokaze, Ze generikum ma stejné vlastnosti jako
origindlni 1ék. Prominuti klinickych zkouSek nelze vztdhnout na biotechnologicky
pfipravené léky, které neni mozné dokonale charakterizovat po strukturni strance, a proto
je nutné klinickou studii s nové pfipravenim biologickym 1éCivem provést znova.
Biotechnologicka 1éCiva vyrobena po skonceni ochranné lhity patentu podle vzoru
originalniho biologického 1é¢iva se oznacuji jako biosimilars — nelze u nich zcela ptesné

napodobit originalni 1€k, coz je dano pravé zpusobem jejich ziskavani [3;4].

1.1.2 Vyznam biomedicinského vyzkumu rostlin

Piedtim, nez zapocne testovani uc¢inné latky v klinickych zkouskach, musi existovat
dostatek tzv. preklinickych udaji o dané latce, jejichz obsahem jsou pravé vysledky
biomedicinského vyzkumu. Konkrétné se jedna samoziejmé o informace o strukturni
identit¢ dané molekuly nebo skupiny molekul, dale také o vysledky in vitro testt (na

bunécnych kulturach, chemické pristupy k méteni antioxidacni aktivity,...) a in vivo testd



(na zvifatech) — vyznamné jsou piedevsim informace o mechanismu G¢inku, u¢innosti

a toxicité latky.

Poznani struktury latky je zasadni jak z hlediska jeji aktivity, tak pokrocilejsiho
vyzkumu v ramci klinickych studii, pokud by aktivita latky byla v jistém smyslu nadéjna.
Dnesni pokrocilé metody analytické chemie ndm dovoluji velice efektivni analyzy a diky
pokroku na poli strukturni biologie, biochemie a bioinformatiky jsme schopni, napf.
pomoci vypocetni chemie, odhadovat interakce mezi studovanou latkou a bunécnymi
strukturami nebo metabolickymi drahami. Pfikladem mohou byt napf. inhibitory enzymi
hledané¢ metodou molekulového dokovani, regulatory transkripce zjistované na zaklade
transkriptomickych analyz, pfedpoklad antioxidacni aktivity na zaklad¢ struktury,
simulace pfechodu latky pfes membranu nebo existujici softwary odhadujici napft.
proteinové interakce v disledku up nebo down regulace proteint. Zjistit celkovou
biologickou aktivitu dané latky metodami zhola teoretickymi vSak zatim nelze, proto tyto
metody slouzi jako velice ucinné katalyzatory pohangjici vyzkum kupiedu a s jejich
pomoci jsme schopni spravné interpretovat nezbytnd experimentalni data. Co je vSak
znacéné slozitéjsi, je zjistit komplexni chovani studované latky v téle organismu. K tomu
slouzi preklinické testovani na zvifatech a klinické studie na lidech. V ramci testt in vitro
muze latka plisobit pfimo na buiiky s konkrétnim postiZenim nebo mize vykazovat jistou
aktivitu, napf. inhibovat enzym nebo plsobit jako antioxidans, av§ak v kontextu podéani
latky v nekteré z pfijatelnych forem, jaké zname u 1€k, musime zapocitat faktory
farmakokinetické, farmakodynamické a nalezité metabolické procesy probihajici na

urovni organismu.

Automatizované vysokoobjemové testy umoziuji zjiStovani aktivity obrovskeé
knihovny molekul v ramci daného testu ve velmi kratkém Case oproti tradi¢nim postuptim
a vybiraji z nich pouze ty i¢inné molekuly, na které se nasledny vyzkum zaméti. Vysoky
vykon v mnozstvi protestovanych latek za Cas je dana robotizaci testovani i jeho
vyhodnocovani samotného. V soucasnosti Ize ziskat pomoci syntéz nepieberné mnozstvi
molekul s potencialni aktivitou, od kterych se odvozuje dalsi velké mnozstvi jejich
derivatl a neni tedy v silach ¢lov€ka ani vyzkumného tymu, aby testy téchto latek
provadél sam, proto byly vyvinuty automatizované vysokoobjemové testy, které je
vyhodné pouzivat pfedevSim v ptipad¢ snadno syntetizovatelnych nizkomolekuldrnich

latek. Multidimenzionalni optimalizace zahrnuje modifikace zkoumané latky tak, aby



méla co nejvyssi pozadovanou aktivitu, aby byla organismem co nejlépe tolerovana a aby
se pfi jejim uzivani vyskytovalo co nejméné vedlejSich ucinkd. Uvadi se udaj, Ze ze

100 000 novych latek postoupi do klinického hodnoceni pouze 5-10 z nich [5].

Mnozi vyzkumnici se zamé&tuji na studium piirodnich latek, tedy takovych, které
se vytvaii v ramci biochemie néjakého organismu. Pfirodni latky z exogenniho zdroje
mohou byt lidskému organismu vlastni (fikejme alogenni) nebo cizi (xenogenni).
Alogenni latky jsou v lidském téle pfirozen¢ obsaZeny, jedna se o pfirozenou soucast
biochemickych pochodl v lidském téle. Xenogenni latky nejsou pfirozenou soucasti
lidského metabolismu, a proto se jich télo snazi zbavit detoxikacnimi procesy. Piedtim,
nez tak ucini, mize latka v lidském organismu vyvolat charakteristickou biologickou
odpovéd, coz plati i v ptipad€ dodavani alogenni latky do téla, nebot’ dochazi k posilovani
jistych metabolickych drah a oslabovani drah jinych, pfipadné se mohou zapojit takové
dréhy, které se neprojevuji v pripadée ptirozené koncentrace dané latky v téle. Za vyuziti
empirickych poznatkii, které nasbirala lidova tradice, a strukturnich analyz je mozné

efektivné se zaméfit na vyzkum potencidlnich uc¢innych latek v pozitivnim slova smyslu.

Presto, ze mnoho zkoumanych nebo jiz v mediciné vyuzivanych biologicky
aktivnich pfirodnich latek mé xenogenni povahu, tim, Ze vznikaji v rdmci pfirozenych
mechanickych pochodii, mohou byt télem 1épe snaSeny. Jisté, Ze vzdy zalezi na konkrétni
molekule a hned nas napadne spousta zivotu nebezpecnych piirodnich toxint, ale nyni
uvazujeme obecné srovnani uméle pfipravenych, rozumé&me pouze clovékem
vytvofenych, latek a latek ptirodnich, u kterych nachazime vice zastupct lidskym télem
lépe snesitelnych. Je to dano tim, Ze centralni metabolické pochody (neuvazujeme ted’
drahu specifickou pouze pro néjakou danou skupinu organismit) ve kterych vznikaji dle
definice ptirodni latky, jsou pro Zivot univerzalni — v ramci nich mohou byt syntetizovany
1 degradovany. Pravdou je, Ze vétSinou velice zajimavou biologickou aktivitu vyvolavaji
ty latky, které vznikaji pravé v drahach, jez se v €loveku neuskute¢niuji. Pro nazornost
uvedu syntézu antibiotik v bakteriich — napf. vancomycin je pfirodni latkou xenogenni
povahy, glykopeptidovy halogenderivat, ktery ma na télo vyrazné pusobeni. Déle lze
uvést celou tfidu B-laktamovych antibiotik. Pfirodni xenogenni latky, které jsou télu
cizorodé do vysoké miry (napf. praveé halogenderivaty), mohou mit také zadvazné vedle;jsi
ucinky a ocitame se tedy u stejného problému, ktery zptisobuji umélé molekuly. Na druhé

stran¢ uvedu napft. lecitin, ktery dokéaze zlepSovat kognitivni aktivitu — také se jedna



0 pfirodni latku s terapeutickym vyznamem, pifesto vSak minimem vedlejSich G€inkt
[6;7]. Takovych piikladd Ize najit mnoho, tézko Ize tedy problematiku néjak
generalizovat, ale jisté je, ze mezi latkami pfirodnimi najdeme vice latek pro télo

snesitelnéjsich, nez je tomu u vétSiny umélych latek.

Organismy, ze kterych je ucinna latka ziskdvana, ndm poskytuji tu vyhodu, Ze
slouzi jako jakési ,,tovarna® na tuto latku. Z biotechnologického hlediska je pak mozné
zkoumat, jak by se dala syntéza dané latky v organismu jejiho pavodu zvysit. Casty
problém pii ziskavani urcité latky z néjakého organismu je kolisani jejiho obsahu
a variabilita jejiho slozeni v piipadg, Ze se jedna o smés riiznych molekul. Uginné piirodni
latky se Casto ziskédvaji extrakei, kterd bézné poskytuje Siroké spektrum latek podobné
polarity v ramci extraktu, a proto je nutné extrakt dale zpracovavat a v pfipadé jeho
vyuziti jako léku zavést jeho tzv. standardizovanou podobu nebo vyselektovat hlavni

ucinnou slozku extraktu, nebot’ 1é¢iva latka musi byt nalezité charakterizovana [8].

Rostlinny produkt obsahujici drogu nebo nékteré jeji ucinné latky miize byt
klasifikovan jako dopln€k stravy nebo tradi¢ni rostlinny 1€k. Zatimco doplitkem stravy
muze byt prakticky jakakoli latka, ktera neni jedovatd, u tradi¢niho rostlinného 1éku musi
prob&hnout zjednoduseny schvalovaci proces, jenz potvrdi, Ze latka splituje definici
tradiéniho rostlinného 1éku a je bezpeénd. Jak uvadi SUKL na své webové strance

v souvislosti s registraci 1€k, tradi¢ni rostlinné 1éky

- ,Jjsou urceny k podani usty, zevné nebo inhalaci,

- jsou urceny k podani vyhradné v urcité sile a davkovani,

- jejich indikace odpovidaji vyhradné indikacim tradicné pouzivanych rostlinnych
lékii, urcenych a navrzenych na zaklade jejich sloZeni a ucelu pouZiti pro pouziti
bez dohledu [ékare potiebného pro diagnostické ucely, predepsani nebo pro
monitorovani léecby,

- pFipravek se pouziva minimalné 30 let, z toho nejméné 15 let v EU

- je prokazano, Ze tento pripravek za danych podminek pouziti neni Skodlivy, Ze
farmakologické ucinky nebo ucinnost tohoto pripravku jsou ziejmé na zaklade

dlouhodobého pouzivani a zkusenosti.* [9]



1.1.3 Uskali biomedicinského vyzkumu rostlin

Proto, aby se poznatky ze zakladniho biomedicinského vyzkumu prakticky uplatnily, je
tieba drogu uvést na trh jako produkt s pozadovanym ucinkem, piipadné jistou formou
zpopularizovat vysledky védeckého badani v dané oblasti tak, aby se o tom dozvédéla
Sirsi vetejnost. Vyroba dopliku stravy nebo zvlasté pak klinické testovani vyzaduje
nakladnou investici, kterou si kazdé pracovisté¢ nemtze dovolit, ¢imz je odkazano bud’to
na sponzory klinického vyzkumu nebo prodej svého duSevniho vlastnictvi jiné firmé,

ktera nalezité prostiedky vynalozit miZze.

VétSina vyzkumnych center a univerzitnich laboratofi nemé prostiedky pro
pokryti ndkladl na klinické testovani, proto jsou odkazéani na investory, kterymi jsou
pochopitelné nejéastéji farmaceutické firmy. Tyto koncerny se vSak chovaji jako klasické
trzni subjekty a pozaduji financni ndvratnost prostiedkii vynalozenych na klinické
zkousky, nebot’ nelze, aby vyzkum pouze donekonecna sponzorovaly, pak by neméla
jejich existence dlouhého trvani. K ndvratu investice jim napomahaji patenty na testované
latky, které maji byt budoucimi Iéky. Pokud by totiz latka prosla Gspésné zkouskami
a byla schvalena jako 1é¢ivo, mohla by jej zacit produkovat jakakoli zptsobild firma
a vyrazné se snizi pravdépodobnost, ze prodej 1éku pokryje naklady svého klinického
testovani. Tento fakt ptirozené vede k tomu, Ze farmaceutické firmy investuji pfedev§im
do vyvoje pouze téch latek, které jsou pod ochranou patentu, aby jim bylo zaruceno, Ze
po dobu platnosti patentu maji privilegium vyroby l€éku a jind firma muze zahdjit
generickou produkci az po jeho vyprseni. Pokud je objevena nadéjna ptirodni latka, ktera
ma potencidl postoupit z preklinické faze do klinické, stejné se obycejné hledaji jeji
syntetické derivaty. Smyslem tohoto snaZeni je samoziejmé najit jeji ucinngjsi formu,
cilené¢ modifikovat jeji aktivitu, ale je to také dasledek snahy, aby byla latka z vyse

zminénych divodi chranéna jako dusSevni vlastnictvi.

Casto se navic objevuji nezadouci iginky na buiiky (v disledku pak i tkéng
a organy) jiného druhu, neZz na kterych byla pozitivni aktivita latky primarné zjist'ovéana.
A dale, mnoho latek je sice ucinnych, ale az v takovych koncentracich, kterych neni
realné mozné dosahnout v organismu podstupujicim farmakoterapii nebo ve kterych se
jiz zalinaji zéasadn€ projevovat nezadouci ucinky. Pfechod mezi pozitivnimi
a negativnimi ucinky Casto neni diskrétni, ale spojity a hleda se takova latka, u které jsou

negativni uCinky v idedlnim pfipad€é zanedbatelné vii¢i tém pozitivnim. Z praxe vSak



vime, Ze o vétSing 1€Civ lze tvrdit v tomto ohledu pouze to, Ze pozitivni Gcinky prevysuji
ty negativni, a vzdy je otazkou, do jaké miry tomu tak je. K podani l1é¢iv, kterd maji toto
rozpéti malé, se 1ékar uchyluje v ptipad¢, ze dusledky nemoci by byly tézsi nez nezddouci
ucinky léciva. Vidime, Ze se nam diskutovana tématika uzce prolind s védeckou

a 1ékatskou etikou.

Oblast vyzkumu pfirodnich latek celi také riziku prosazovani osobniho
piesvédCeni védce. Této oblasti se totiz Casto vénuji lidé se zajmem o nekonvencni
zpusoby 1écby, jako je tradi¢ni lidové 1€cCitelstvi nebo fytoterapie, a mohou s vysledky
pracovat neobjektivné nebo je dokonce manipulovat tak, aby stranili alternativni terapii,
coz rozhodné nelze povazovat za védecky pftistup. Jako piiklad lze uvést zfalSované
studie o blahodarném puisobeni resveratrolu obsahujici vymyslené vysledky, které
publikoval prof. Dipak Kumar Das. Tyto studie, ve kterych bylo prokazano celkem 145
piipadu plagiatorstvi a manipulace s vysledky, musely byt nasledné stazeny [10]. Tento
neblahy fenomén, kdy pfedem existuje pfedstava o vysledku, kterou se snazi védci
V ramci studie prokézat i za cenu manipulace prubehu vyzkumu nebo jeho vysledkt, se
jisté tykd i vyzkumu na poli umélych latek. Nejedné se dokonce ani o ojedinélou zélezitost,
nybrz se to dé&je Castéji, nez bychom asi ofekavali. Farmaceutické firmy se v téchto
ptipadech snaZi prorazit hranici mezi védou a marketingem, aby vysledky klinickych

studii vedly k uspés$né registraci 1é¢iva nebo rozsiteni indikaci 1é¢iva jiz existujiciho [5].

Dalsi problémy mohou byt disledkem zavedenych systéml hodnoceni védecké
préce jednotlivych pracovist. Pokud tento systém nezohlediiuje kvalitu publikaci, nybrz
pouze jejich pocet, laboratofe se snadno stavaji jakymisi ,,fabrikami na vysledky*, které
ziskavaji rychle za pomoci levnych testi s malou vypovidaci hodnotou do praxe, jen aby
vykézaly védeckou ¢innost. Tento ptistup €asto neposouva vyzkum kupiedu, ale vede
k pouhé rutiné a shromazd’ovani dat ze zakladniho vyzkumu bez jeho postupu do dalSich

fazi smérem k praktickému vyuziti poznatki.

Nakonec ve své ivaze uvedu asi nejvetsi problém z pohledu uspéSnosti vyzkumu,
a to jest fakt, ze vysledky ziskané in vitro se ¢asto neshoduji s pozorovanym ucinkem in
vivo v ramci preklinického testovani, a pokud latka postupuje do klinickych zkousek,
hned v pribéhu prvni faze se na ¢lovéku Casto nepotvrdi ucinek pozorovany ve zvitecich

studiich.



1.2 Teorie extrakce drogy

Principem separacni metody extrakce je prechod Castic z jedné faze latky extrahované do
druhé¢ faze reprezentované extrahovadlem. Extrahovana smés latek se rozd€luje mezi obé
faze na zékladé rozdilné rozpustnosti a dochdzi k postupnému ustalovani rovnovahy.
Obecnym cilem extrakce je bud’ samotné ziskdni analytu, nebo jeho ptecistovani
extrahovanim rusicich latek. Extrakce ma vyhodu v tom, Ze ji lze uskuteCiiovat za
rozli¢nych fyzikalnich podminek, ¢imz je mnohdy umoZznéno ziskat Sirokou Skalu analyta
s vysokou vytéznosti a minimalnimi ztratami. Setrnost nékterych extrakénich technik

ocenujeme zvlasté v ptipadé nutnosti ziskat termolabilni analyt.

1.2.1 Eluotropni Fada rozpoustédel

Na zaklad¢ hodnot relativnich permitivit (gr) rozpoustédel, které kvantitativné vyjadiuji
miru jejich polarity, je mozné sestavit tzv. eluotropni fadu rozpoustédel, v niz jsou
sefazena podle vzrlstajici polarity. Polarita rozpoustédla roste S hodnotou relativni
permitivity. Pro srovnani uvadim &r ¢asto pouzivanych rozpoustédel. Zvyraznéna jsou

rozpoustédla, které jsem vyuZil k extrahovani drogy v praktické ¢asti mé prace.

Latka &r Teplota [°C] Latka &r Teplota [°C]
Pentan 1,84 20 Ethylethanoat* 6,02 25
Hexan 1,89 20 Tetrahydrofuran®* | 7,58 25
Heptan 1,92 20 Pyridin* 12,4 20
Cyklohexan | 2,025 20 Isopropanol* 19,92 25
Chlorid uhlicity | 2,24 20 Aceton 20,7 25
Benzen 2,284 20 Ethanol 24,51 25
Toluen 2,39 20 Methanol 32,65 25
Sirouhlik 2,64 20 Acetonitril* 37,5 20
Diethylether | 4,34 20 DMSO* 46,68 20
Chloroform* | 4,81 20 Voda* 80,1 20

Tab. 1: Casto uzivand rozpoustédla sefazend podle vzriistajici polarity do tzv. eluotropni Fady
rozpoustédel (prevzato z [11]* az [12])
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Z toho plyne, ze rozpoustédla lezici v eluotropni fad¢ blizko u sebe budou mezi
sebou dobfe misitelna, ale s jejich vzrlstajici vzdalenosti jejich vzajemnad misitelnost

klesa.

1.3 Na'/K*-ATPasa

Po zjisténi u¢inéném na pocatku dvacatého stoleti, ze se excitabilnim svalovym buitkam
nasledkem tvorby akcnich potencialti snizuje postupné koncentrace intraceluldrnich
K" iontl a zvySuje se koncentrace Na® iontl, vyvstala otdzka, jak se buiky s timto
nepomérem dokazi vyrovnavat. Za vysvétleni tohoto problému se zaslouzil dansky 1ékar
Jens Christian Skou, kdyZ s prvotnim ucelem studia ptisobeni anestetik v padesatych
letech odhalil enzym transportujici Na“ a K* ionty. Vyznamnou studii na tohle téma
publikoval v roce 1957, ve které se vSak pro pouhé nepiimé dikazy jesté neodvazoval
oznacit enzym za iontovou pumpu. Béhem konference ve Vidni se seznamil s Robertem
Postem, ktery ho pfivedl na experimenty s ouabainem. Sdm Post totiZ zjistil stechiometrii
transportu Na* a K* iontli u erytrocytdi a k zainhibovani priibéhu tohoto d&je vyuzival
ouabain. Usp&snou inhibici Skouova enzymu ouabainem, Ktera byla nasledné provedena,
se tedy definitivné prokazalo, ze se jedna o iontovou pumpu — Na*/K™-ATPasu. Za tento
znamenity objev ziskal v roce 1997 Nobelovu cenu s 50% podilem, jejiz udéleni bylo
opodstatnéno jako ,for the first discovery of an ion-transporting enzyme,
Na*,K*- ATPase* [13].

1.3.1 Struktura a funkce Na*/K*-ATPasy

Na*/K*-ATPasa je enzym patfici mezi transmembranové prenasece, které za soucasné
intracelularni hydrolyzy ATP ptendsi proti elektrochemickému gradientu tfi sodné
kationty ven z bunky a nasledné dva draselné kationty do burky, jedna se tedy o ptipad
aktivniho transportu. Timto procesem se Na*/K*-ATPasa primarné podili na ustanoveni
klidového membranového potencialu (i) a tvorbé gradientu K* iont (ii) mezi bunikou
aokolim. Elektrogenni uc¢inek Na'/K*-ATPasy vyrovnava elektricky potencial
snizovanim napéti na membrané, protoze normdln€é pumpuje ti1 kationty do
extracelularniho prostiedi a pouze dva kationty do buiky. V buiice je nizsi koncentrace

Na* ionti nez K* iontii a v extracelularnim prostoru je naopak nizsi koncentrace K* iontl
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nez Na* ionti — to je diivod, pro¢ musi pumpa vyuzivat k pfenosu energii z ATP, transport
se totiz uskutecniuje proti elektrochemickému gradientu. Druhotné je pak nerovnovéazné
iontové rozlozeni mezi buiikkou a extracelularnim prostfedim zdrojem energie pro
sekundarni aktivni transport, pfi kterém se vykonava prace na Ukor vyrovnavani
iontovych hladin. Zcela obecné vyznam popsané¢ho déje spociva v zajiSténi integrity
prakticky kazdé bunky, zvlasté dilezity je pak ve fyziologii nervové a svalové ¢innosti,
ktera je zaloZena na zméné¢ membranového potencialu. Popsany proces se podili také na
tvorbé optimalniho osmotického tlaku Vv buiice, a tim udrzovani jejiho objemu, a na
hodnoté osmolarity krve (sekundarné umoziiuje reabsorpci Na* z primarni mo¢i zpét do
krve v kanalcich nefronu), ale také napf. na stabilnim uzkém intervalu optimalniho pH
organismu. Esencialni vyznam této iontové pumpy vyzdvihuje fakt, ze v klidu padne na
jeji aktivitu 20-30 % celkové produkce ATP, v piipadé neuronli mohou energetické

vydaje dosahnout az na 2/3 spotieby ATP [14;15].

Na*/K*-ATPasu klasifikujeme jako ATPasu P-typu, kterou charakterizuje mimo
enzymatickou hydrolyzu ATP také specificky reakéni cyklus. Funkce ATPas P-typu je
zajisténa fosforylaci aspartylového zbytku (,,P“ typ od angl. phosphate) na ukor ATP,
¢imz se aktivni misto dostane do energeticky bohatého stavu, coZz umozni transport latek
v dusledku konformacnich zmén proteinu. Cyklus zahrnuje dva mezni konformacni stavy
enzymu oznacované jako E1 a Ez, pro které je charakteristicka afinita ke konkrétnimu
substratu. Transportér vSak prochazi mezi stavy E: a E2 jeSté nékolika konformaénimi
mezistupni, coz pro pfipad Na*/K*-ATPasy dale rozvedu. Ve stavu E1 vykazuje enzym
vysokou afinitu k ¢asticim nachézejicim se uvnitf prostoru ohrani¢eném membranou,
které podstupuji eflux, a naopak nizkou afinitu k ¢asticim podstupujicim influx, které se
nachazeji v prostoru od opa¢né strany membrany. Stav E> charakterizuje situace zcela
opacnd, kdy vysoka afinita ptislusi ¢asticim importovanym a velmi nizka afinita ¢asticim

exportovanym.

Diky tomuto mechanismu je zarucen stfidavy eflux a influx dvou rozdilnych
druht latek. Z toho vidime, Ze se nejedna o ptipad antiportu, jak by se pifi velice
zjednoduSeném popisu funkce pump tohoto typu mohlo na prvni pohled zdat. Neni
splnéna podminka kotransportu proto, ze ATPasy P-typu nejprve transportuji jeden druh
latky, a nasledné se miize v disledku konformacnich zmén enzymu pienést druhy druh

latky opaénym smérem — tento dé&j neni soucasny, ale sousledny.
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Na'/K*-ATPasa spada do P-typu ATPasa topologické t¥idy II, ktera se vyskytuje
pfedev§im u eukaryot a zahrnuje transportéry se specifitou k Na*, K*, H*, Ca?*, Mg?*
a fosfolipidim (Chan et al., 2010). Piesné se jedna o typ IIC, ktery ma specifitu pro
K" ionty a strukturné obsahuje podjednotku B. Z celé rodiny ATPas P-typu Na'/K*-
ATPasa spole¢né s H/K™-ATPasou jako jediné obsahuji vice neZz jednu podjednotku

a ob¢ tyto pumpy tvoii zminénou topologickou t¥idu IIC [17].

Na*/K*-ATPasa je slozena ze dvou katalyticky aktivnich podjednotek (o a PB)
tvoricich nejmensi funkéni jednotku. aff heterodimer miize byt sdruzeny jesté s modulacni
podjednotkou spadajici mezi FXYD proteiny, které obecné reguluji iontové rozlozeni
Vv prostorach oddélenych membranami tim, Ze ovliviiuji aktivitu iontovych kanali a pump,
jako je tomu v piipadé Na*/K*-ATPasy. Kazda podjednotka miZe mit vice isoforem
s odlisSnymi kinetickymi parametry, takze ve vysledku existuje vice kombinaci
podjednotkového slozeni pumpy, které se odviji od typu tkdn¢ v zavislosti na genetické
distribuci konkrétnich isoforem — tak vznikd nékolik kineticky odlisnych isozymi.
Teoreticky miize existovat az dvanact isozymi Na*/K*-ATPasy tvofenych kombinacemi

existujicich Ctyt isoforem podjednotky a a tii isoforem podjednotky B.
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EC klasifikace Na*/K*-ATPasy

EC dislo Enzym
EC3 Hydrolasa
EC 3.6 Plsobici na anhydridy kyselin

EC 3.6.3 | Katalyzatory transmembranového pienosu

EC 3.6.3.9 ATPasa P-typu

Tab. 2: EC klasifikace Na*/K*-ATPasy

Obr. 1: Na*/K*-ATPasa

Podjednotka o (cervené), podjednotka S (modre), protein FXYD (cyan)
a navazané K* ionty (zelené)
PDB ID: 27ZXE (rozliseni 2,4 A) [16]
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Obr. 2: Na*/K*-ATPasa, PDB ID: 2ZXE (rozliseni 2,4 A) [16]
A: Cytosolova cast podjednotky o ve stavu E>—Pi (Cervené), Zluté [MgF4]* mimikujici
navdzany fosfat, zelené K* ion
B, C, D: Transmembrdanova cast ve stavu E>—Pi tvorena a-helixy podjednotek o
(Cervene, 10 a-helixit) a B (modre, 1 a-helix) a proteinu FXYD (cyan, 1 a-helix)
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Podjednotka o obsahuje deset transmembranovych a-helixd a plni samotnou
katalytickou a transportni funkci — vaze a hydrolyzuje ATP a ptendsi kationty. ATP
vazebna doména se nachazi v cytosolu, zatimco vazebna mista pro ionty v membranové
¢asti podjednotky. Sestava se piiblizn¢ z 1 000 aminokyselin a jeji molekulova hmotnost
je asi 110 kDa. Byly identifikovany ¢tyii isoformy této podjednotky, coz je vyznamny
poznatek z hlediska farmakologie, nebot pravé podjednotka o obsahuje vazebna
mista pro aktivatory a inhibitory enzymu, coz bude dale rozvedeno. Transmembranové
a-helixy jsou spojeny ¢tyimi kratkymi smyc¢kami a vétsi smy¢kou mezi sedmym a osmym
a-helixem (E78) zasahujicimi do extracelularniho prostoru a cCtyfmi smyckami
0 intracelularni smyc¢ky mezi a-helixy M2 a M3 (C23), M4 a M5 (C45) a M6 a M7 (C67).
Smycky utvaieji domény se specifickou funkce, jak bylo popsano v kinetickém modelu
SERCA (sarkoplazmatickd/endoplazmaticka retikularni Ca?* ATPasa). Centralni smycka
C45 je slozena ptiblizné ze 430 aminokyselin a utvari dvé domény — N a P — celkové tak
tvoti ptiblizné 40 % hmoty podjednotky o [17]. Smycka C23 se sklada asi ze
120 aminokyselin ~ a  formuje  spolecné s  N-terminalni  ¢asti  proteinu
doménu A (z angl. actuator). Nukleotid-vazebna doména N (z angl. nucleotide binding)
vaze molekulu ATP, ktera je po navazani tif Na* ionti hydrolyzovana a uvolnény fosfat
se vaZe na aspartat vdoméné P (z angl. phosphorylation) za vzniku aspartylfosfatu.
Doména P se nachazi mezi dv€ma vyrazné separovanymi segmenty domény N. Nejmensi
je doména A, kterd slouzi jako pfevodnik energie uvolnéné pii fosforylaci, kterou jakozto
Sifici se konformacni zménu piedava do transmembranové ¢asti pumpy. Dalsi jeji funkei
je defosforylace aspartylového zbytku po navdzani dvou K* iontd, ¢imZ jsou opét
indukovany konformacni zmény a dochdzi k obnové nukleotid vazebné funkce a cely
reakéni cyklus miize byt opakovan. Obecné je prenos energie uvolnéné hydrolyzou ATP
v ramci proteinu velice diskutovanou tématikou a bylo dokonce prokéazéano, Ze lokalni
snizeni hodnoty elektrostatického povrchového potencialu v piipadé oteviené
konformace pumpy ovlivni nabitd rezidua ve smycce C67, coz pfispiva ke konformacni
transdukci, jinak feceno ke vzajemné komunikaci mezi cytosolovou a transmembranovou

¢asti Na*/K*-ATPasy [18].
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Podjednotka f zasahuje do membrany pouze jednim a-helixem a je vétSinou silné
glykosylovana ve specifickych mistech v extracelularnim prostoru — pravé mira
glykosylace rozhoduje vedle podjednotkového slozeni o vysledné molekulové hmotnosti
enzymu. Puasobi primarné jako chaperon podjednotky o, nasledné pomaha jejimu
zabudovani do membrany a obecné podjednotku a konformacné stabilizuje a celkové je
podjednotka B nezbytna pro enzymatickou aktivitu Na*/K*-ATPasy, i kdyzZ ji sama o sobé
nevykonava. Extracelularni ¢ast podjednotky  ma globulinim podobny tvar a shora zcela
pokryva smycky E56 a E78. Strukturné je formovana pomoci tii disulfidickych mastkd,
které jsou vyznamné v procesu zabudovani podjednotky oo do membrany. Specifickymi
interakcemi s podjednotkou a moduluje jeji aktivitu, afinitu k obéma kationttim a ti¢astni
se vazby K" ionti i jejich okluze. Transmembranovy a-helix je vytoCeny pfiblizné
0 32° a je témeft paralelni s a-helixem M7 podjednotky a. Dalsi fakt, ktery nasvédcuje
vyznamu podjednotky P pfi katalytickych procesech, je to, ze béhem ptechodu mezi stavy
E: a E2 dochézi k vyznamnym dynamickym zménam zahrnujicim konformacni zmény

podjednotky B a vzajemny pohyb podjednotek a a  vici sobé.

Podjednotka FXYD spada do rodiny malych transmembranovych
proteinti 0 jednom a-helixu (vyjimkou je FXYD3, ktery muze obsahovat
dva transmembranové a-helixy v disledku zachovani signalni sekvence), které vsechny
maji spole¢ny aminokyselinovy motiv FXYD, podle ¢ehoZ dostaly své pojmenovani.
Podjednotka FXYD reguluyjici aktivitu Na*/K*-ATPasy je tvofena jedinym
transmembranovym a-helixem a je schopna interakce pouze s komplexem podjednotek
ap, ne zvlast' s kazdou z téchto podjednotek. Jedna se zaroven o tkanove specificky
protein, ktery je indukovan ve stresovych podminkach a ma schopnost modulovat
transportni aktivitu pumpy Upravou jejich kinetickych parametri — napf. ji stabilizuje ve
stavu E:. V literatuie se vyskytuje pro tuto podjednotku také oznaceni vy, coz je spravné
nazev pouze pro ledvinovy FXYD regula¢ni protein, ktery byl prvné€ vyizolovan pevné

vazany ke komplexu podjednotek off z ledvinné tkané.
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V sav¢ich buiikach byly nalezeny celkem ¢étyfi isoformy podjednotky o (o1— o)
a tii isoformy podjednotky B (B1— Bs). Samotna Na*/K*-ATPasa pak funguje jako dimer
komplexu off podjednotek. Je nutné zminit, ze se nabizi vice alternativnich modelt pro
strukturu a kinetiku Na*/K*-ATPasy. Kromé& heteromonomerni aff varianty enzymu byla
béhem experimentll zjiSténa také heterodimerni (af) nebo heterotetramerni (af)4
varianta. Nazory jednotlivych védeckych skupin se v tomto ohledu lisi a je nutné ziskat

dalsi informace z experimentu, nejlépe in vivo.

Rezidua, jenz se nachazeji v a-helixech M4, M5, M6 a M8, utvaieji vazebna mista
pro kationty, ktera jsou spole¢na jak pro Na™, tak i K* ionty. Helixy M7-M10 podstupuji
Vv pribehu reakéniho cyklu rozsahlé konformaéni zmény, ¢imz umoziuji prechod pumpy
mezi stavy E1 a E2. Vazebné misto pro ionty Na* je vysoce specifické, pouze v malé mife
je schopno vazat H* nebo Li* ionty, coz vSak nelze tvrdit o vazebném misté pro K* ionty,

které miiZe poutat také amoniak, Li*, Rb*, Cs+, TI", dokonce i Na* nebo ion zadny [17;18].

1.3.2 Reakéni cyklus Na+/K+-ATPasy

Pumpy typu P prochazeji charakteristickym cyklem, ktery byl popsan Albersem a Postem.
Z dne$niho hlediska se jedna vzhledem k narGstajicim poznatkiim o model K plnému
objasnéni kinetiky enzymu nedostacujici, ale je velice nazorny, procCez je také

nejznaméjsi, a to pod nazvem Albers-Postiv cyklus nebo Albers-Postovo schéma [17].

Jednotlivé kroky Albers-Postova cyklu lze zapsat v nasledujicich reakénich
schématech, ke kterym uvadim kratky komentatr (vytvoieno podle [19;13]) Protoze se
pumpa nachazi ve dvou meznich stavech, E1 a E2, oznacuje se tento model také jako E1/E2
teorie. Nasledujici popis se vztahuje na pfirozenou funkci Na*/K*-ATPasy, kdy uvazuji
transport 3Na*/2K™:

Ve stavu E: je pumpa svou konformaci oteviena do cytosolu, vykazuje vysokou

afinitu k Na* iontim, které po navazani do kationtového vazebného mista indukuji

Mrwe

misté (doména N). Z enzymu se uvolituje ADP a fosfat se vaze na aspartylovy zbytek ve

fosforylaénim mist¢ (doména P) — jedna se o typicky znak ATPas P-typu, jak bylo
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zminéno vyse. Stav E1~P[3Na’] je konformaé¢né charakterizovan okluzi Na* iontd, tzn.,

ze cytosolova i extracelularni hradla pumpy jsou uzaviena.
E,[ATP] + 3Na* - E;[ATP][3Na*]
E,[3Na*][ATP] » ADP + E,~P[3Na"]

Nasledné se pumpa z okludovaného stavu zvrati do stavu E>~P[3Na*], kdy se

otevira smérem do extracelularniho prostoru, pficemz se uvolfiuji 3Na* ionty.
E;~P[3Na*] -» E,~P[3Na*]
E,~P[3Na*] » E,~P + 3Na*

Vazba K* iontl je ve stavu Ex~P vysokoafinitni. Vidime, ze stavy E1/E> jsou
opravdu meznimi jak z hlediska konformace pumpy (E: — oteviena do cytosolu,
E> — oteviena do extracelularniho prostoru), tak jejich vazebnych vlastnosti (E1 — vysoka
afinita pro Na" a velice nizka pro K*, E2 — vysoka afinita pro K* a nizka pro Na*). Vazba
K* iontd indukuje hydrolyzu aspartylfosfatu, ¢emuz nasleduje uzavieni extracelularnich

hradel a nastava okluze pumpy v defosforylovaném stavu.
E,~P + 3K* > E,~P[2K*]
E,~P[2K*] + H,0 —» E,[2K*] + P,
E,[2K*] + ATP — E,[ATP][2K*]

Stav Ez[2K™] je stabilni, pomalu poutda ATP, a tim se pumpa prepina do stavu
Ei[ATP][2K™], kdy je oteviena smérem do cytosolu.

E,[ATP][2K*] — E,[ATP][2K*]
E,[ATP][2K*] - E,[ATP] + 2K*

Ve stavu E1~P[ATP] vykazuje pumpa vysokou afinitu k Na* iontim a cely cyklus

muze zacit od znova.
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Cely reakéni cyklus Na*/K*™-ATPasy je za vynechani jednotlivych mezikrokt
mozné zjednodusen¢ shrnout v nasledujicim schématu, které ukazuje vysledek ¢innosti

tohoto enzymu:

2« Og

‘ 3Na*

ATP + H20

‘ 3Na* 2« O

Schéma 1: Hydrolyzou ATP ziskdva Na*/K*-ATPasa energii pro transport 3Na* ionti
ven z buritky a 2K* iontii dovniti- buriky proti koncentracnimu gradientu — primdrné se
Jjeji ¢innosti vytvari chemicky gradient iontii a stechiometrii transportu 3:2 vede jeji
cinnost smérem k hyperpolarizaci membrany, tyto déje prispivaji k
,, housekeepingu *“ bunky (upraveno podle [C])

Nat/K*-ATPasa ADP + Pj

1.3.3 Farmakologie Na+/K+-ATPasy

Steroidni glykosidy je mozné délit na kardenolidy a bufadienolidy, pfi¢emZ se oznacuji
také jako kardioglykosidy, nebot’ vyznamné plisobi na myokard a otrava témito latkami
vede az k srde¢ni zastavé. Jejich podavani v malém mnozstvi je ale vyuZzivano
v kardiologii jako farmakoterapie pii srde¢nich chorobach, napt. arytmii. Inhibi¢né
pisobi na Na*/K*-ATPasu steroidni aglykon téchto latek, ktery interaguje se svym

vazebnym mistem v extracelularni ¢asti podjednotky o [20].

Podjednotky o maji riznou selektivitu ke kardenolidim, a2 a o3 vykazuji oproti
a1 az Ctyrikrat vyssi afinitu k digitalisovym glykosidim digoxinu, B-methyldigoxinu
a digitoxinu, zatimco na o1 se nejpevnéji vaze ouabain, ptiblizné s 2,5krat vétsi afinitou
oproti a2 [21]. Disocia¢ni konstanta pro ouabain klesa v fad¢ a1, 03 a az. U digitalisovych
glykosidil je z hlediska selektivity rozhodujici sacharidova slozka molekuly, ktera se

podili na upoutdni inhibitoru v receptorovém misté pomoci vodikovych vazeb.
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1.4 Baginského test ATPasové aktivity

Aktivitu Na*/K*-ATPasy je mozné zjistovat na zakladé toho, kolik se vyprodukuje jeji
¢innosti anorganického fosfatu. Tohoto predpokladu vyuziva test, ktery jsem pouzil

Vv praktické ¢asti.

Po ur¢itou dobu se na Na'/K'-ATPasu necha pusobit testovany inhibitor.
Ptidanim ATP k pumpé doposud inkubované pouze s inhibitorem, miize byt zahéjena jeji
ATPasova aktivita. Poté, co uplyne doba, po kterou nechdme pumpu pracovat
Vv pfitomnosti ATP a pfipadného inhibitoru, se pfidd do reakce roztok obsahujici
molybdenan amonny a kyselinu askorbovou. Volny anorganicky fosfat tvofi
s molybdenanovymi anionty komplexni slouceninu, kterd se redukuje kyselinou
askorbovou do fialového zbarveni za vzniku molybdenové modii. Barveni se ukoncuje
pfidanim citratu sodného a bismutitého — citrat stabilizuje vznikly fosfomolybdenat
a bismutity kation zamezi vzniku dalS§iho fosfomolybdenatu, protoZze veskery volny
molybdenanovy anion se s nim slouci, a sekundarné i zvysuje citlivost testu. Tim je
reakce ukoncena a pro komplex molybdenové modii je nasledné stanovena absorbance
pii 710 nm. Plati iméra, ze ¢im vyssi je absorbance, tim vice bylo ptitomno fosfatt, a tedy

tim vy$§i byla mira aktivity Na*/K*-ATPasy.

Urcité mnozstvi enzymu nemusi byt citlivé k inhibitorim a mize $tépit ATP
I v jejich pfitomnosti, proto je tfeba tohle mnozstvi enzymu z testu vyloudit, aby
nezkreslovalo vysledek miry aktivity Na*/K*-ATPasy méfené na zakladé koncentrace
anorganického fosfatu. Provadi se tedy paralelni test, ve kterém mimo testovanou latku
a ATP jako hlavni sloZky vystupuje 1 inhibitor, o kterém zcela jisté¢ vime, Ze aktivité
Na'/K*-ATPasy uplné zamezi — vyuziva se ouabain. Pokud se v tomto testu ocitne né&jaka
Na*/K*-ATPasa rezistentni K ouabainu, jeji vliv je z testu odstranén odeétenim zméfené
absorbance od testu, ve kterém se méfi ucinek potencialniho inhibitoru bez ouabainu.
Takto ziskame vysledek vypovidajici pouze o mite aktivity pumpy ovlivnéné testovanou

latkou.
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 Sbér a suseni drogy

Rostlinny material pochazel z vyzkumnych poli pracovist¢ Oddéleni genetickych zdroji
zelenin, 1éCivych rostlin a specidlnich plodin spadajiciho pod Vyzkumny ustav rostlinné
vyroby. Jednalo se o tii kultivary levandule uzkolisté (Lavandula angustifolia Mill.):
'Beta’ (09A5500003/ 2285), 'Krajova' (09A5500001/2287) a 'Bila’, jejiz $lechténi nebylo
dokonceno, takZe nema jinak v zavorce uvadéné evidencni ¢islo v systému Genové banky
Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby. Kvetouci nat’ levandule tizkolisté (L. angustifolia
Mill.) byla sklizena zacatkem cervence v dopolednich hodinéach. Jak ve dnech sbéru, tak
Vv nejblizsi dobé okolo téchto dnii bylo vyrazné sucho a velmi slunné pocasi. Droga schla
ve stinné a suché mistnosti se vzdusnou cirkulaci. Schnouci naté byly zarovnany v jedné
tenké vrstvé na sitoving, aby byl zajistén piistup proudiciho vzduchu z obou stran drogy.
Proces usychani trval ptiblizn€ tyden, na jeho konci byla nat’ vyrazné lamava, droga si
zachovala pfijemnou viini a nebyla pozorovana nezadouci zména barvy kvétl, kterd by
indikovala snizeni kvality drogy. UsuSend nat levandule byla Setrné sklizena do
sitovinovych pytli, ve kterych byla uloZena do tmavé a suché mistnosti k pozdé&jsimu

zpracovani.

2.2  Analyza silice

Protoze mé zajimala zména relativniho zastoupeni tékavych latek v levandulové silici
v roce 2014 ve srovnani s rokem 2015, provedl jsem dle stejného schématu hydrodestilaci
drogy a nasledny rozbor za pouziti techniky GC-MS. Nasledné posuzuji meziro¢ni zménu

relativniho zastoupeni hlavnich komponent silice.
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2.2.1 Hydrodestilace

Zaulelem ziskani silice z kvétl byla provedena hydrodestilace v Clevengerové aparature.
Z celkového mnozstvi suSené drogy daného kultivaru byla ta ¢ast pro hydrodestilaci
vybrana ndhodné a z nékolika mist v pytli a jeji mnozstvi piesahovalo mnozstvi pro
hydrodestilaci nezbytné, aby mohly byt kvéty jeste Setrné promichany. Tento postup mél
vylouc¢it moznost, ze by se k dalSimu zpracovani dostala droga pouze z jedné rostliny.
Kvéty byly z naté rucné odstranény pied hydrodestilaci a jejich navazka Cinila 20 g na
aparaturu. Po dosazeni bodu varu byly kvéty dale vareny v aparatute tii hodiny. Na konci

hydrodestilace byl kazdy kultivar zastoupen péti vzorky levandulové silice, na zakladé

kterych byla mj. vypocitana vytéznost silice, kterou ukazuje tab. 3.

Kultivar L. angustifolia Mill.

VytéZnost silice

'Bila’ 44,6 = 0,02 ml/kg
'Krajovd' 35,8 0,01 ml/kg
'Beta’ 79,8 + 0,04 mi/kg

Tab. 3: Vysledky hydrodestilace

2.2.2 GC-MS analyza

Kazdy ze vzorki silice byl podroben analyze metodou plynové chromatografie sprazené

s hmotnostnim spektrometrem. GC/MSD byl zakoupen od firmy Agilent Technologies

(USA). Déale uvadim podrobnosti ohledné pouzitych pfistrojii a kolony:

e Plynovy chromatograf: 7890A GC

e Pfidruzeny hmotnostni spektrometr:

Inertni MSD 5975C s Triple-Axis

detektorem a moznosti spektralni dekonvoluce

e Automaticky vzorkova¢ GC Sampler 80/120
e Kolona: kapilarni HP-5ms, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum,

fenyl)methylpolysiloxan
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Provozni parametry plynového chromatografu:

e Teplotni gradient kolony: 70 °C po dobu jedné minuty, pak zvySovani teploty
2 °C/min az do 180 °C

e Nosny plyn: He s prutokem 1 ml/min

e Splitovaci pomér: 1:100

e Objem nastiikované smési: 1 ml

e Teplota injektoru: 220 °C
Provozni parametry hmotnostniho spektrometru:

e Teplota MS detektoru: 150 °C
e Teplota ionizatoru: 230 °C
e Standardni rozsah a Cetnost skenovani hmotnostnich spekter

e Jonizacni energie: 69,9 eV

2.2.3 Meziro¢ni zmény v relativnim zastoupeni komponent silice v letech 2014—
2015

Nasledujici vysecové grafy ukazuji relativni zastoupeni hlavnich slozek silice v roce 2014,

které cituji ze své piedchozi prace [22]*, ve srovnani s vysledky GC-MS analyzy silice

ziskané stejnym postupem v roce 2015.

Co se tyce kultivaru 'Bild’, mezirocni zmény zastoupeni jednotlivych hlavnich
komponent se nejvice projevily v ptipad¢ linalyl acetatu, jehoz zastoupeni bylo v roce
2015 asi 1,73krat vétsi oproti roku 2014. Hlavni slozka této silice — linalool — si v§ak
zachovala své lehce nadpolovi¢ni zastoupeni. Mizeme Fict, ze v roce 2015 bylo oproti

predeslému roku pii stejné citlivosti metody zastoupeno obecné mensi mnozstvi analytd.

Silice kultivaru 'Krajova' zaznamenala v roce 2015 v celkovém zastoupeni vsech
latek narast linaloolu asi 0 4 %, skoro na tfetinové zastoupeni vSak poklesl lavandulyl

acetat. Zastoupeni linalyl acetat vzrostlo dokonce o 82 % oproti hodnot¢ z roku 2014.

V piipadé silice kultivaru 'Beta’ se zastoupeni linaloolu opét drzi mezi obéma roky

na podobné hodnoté. Linalyl acetat zaznamenal zhruba 40% nértst.
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Na tomto misté se musime omezit pouze na konstatovani zmén v zastoupeni
jednotlivych komponent, pokud bychom chtéli zjistit pfi¢iny téchto zmén, bylo by nutné
provést podrobné;jsi studii, kterd by brala v potaz naptiklad molekularné genetické faktory
zmen exprese genll pro enzymy syntetizujici tyto komponenty ¢i se jinak podilejici na

jejich metabolismu a bylo by nutné zvazit také ptislusné regulacni mechanismy.
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'BiLA'

20147 L ol e 2015
Relativni zastoupeni slozek silice
Okt-1-en-3-yl acetat  3-Karen
0,58 0,53 %
Karyophylen ~ B-terpinen
Geranyl acetat_ g-myrcen 1,32 % 0,97 %
1,00% 0,65 % _ B-myrcen
B-ocimene E%l,(??;y‘%m BZ?SEISTZn a-terpineol 04398
1,22 %
’ Ostatni 1,35% Ostatni
6,51 % Trans-p-ocimen 2,84 %

Trans-p-ocimen
1,31%
Karyophylen
1,42 %
D-limonen
1,52 %

B-Farnesen
2,24 %
a-terpineol
2,39 %
Lavandulol
3,57 %

Lavandulyl acetat
6,33 %

Linalool
51,18 %

Terpinen-4-ol
11,96 %

Linalyl aceta
6,80 %

26

2,11 %
Lavandulol
2,31 %

B-farnesen
2,67 %

Lavandulyl acetat

11,77 %

Linalool

Terpinen-4-al
51,81 %

15,01 %



2014 "KRAJOVA'

2015
Relativni zastoupeni slozek silice
Eukalyptol
p-myrcen 0.67 % Endo-borneol
0,99 % ’
B-oci ’ 0,83 % Okt-1-en-3-yl acetat
-ocimene 0
1,129%_ Lavandulol Germakren D e
’ 1,12 % Eukalyptol
’ B-Farnesen 1,21% 0,91 % B-myrcen
Karyopgylen 0,56 % 0,50 %
119% Ostatni _ a-santalen
Endo-borneol 5,99 % a-terpineol 1,62 % Ostatni
1,21 % Linalool 1,85 % 1,30 %
[0)
Okt-1-en-3-yl acatét 26,67 %

Linalyl acetat

Karyophylen 38,56 %
1,23 % 1,88 %
3-Karen :
0 Terpinen-4-ol
1,23 %
Trans-p-ocimen o
2,01 % P éozcirg/in
Geranyl acetat Trans-f-ocimen
2,37 % 6,88 %
Terpinen-4-ol Lavandulyl aceta
3,14 % 7,72 %
a-terpineol
5,84 % Lavandulyl
. . acetat
Linalyl acetat 0 Linalool
219 %% 22,78 %

30,64 %
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'BETA'

2014* —_— . - 2015
Relativni zastoupeni slozek silice
Endo-borneol
111% Endo-borneol
B-myrcen 0,72%  D-limonen
-myrcen
Bl 4)6 o Lavandulol 1,13% 0,50 %
A 0,13 % _ 3-Karen
P B-Farnesen Trans-p-ocimen 0,82 %
Tranls SB7 %ﬁol TN 156% Ostatni 1.36%
J 1,77 % . i
) Linalyl acetat Okt-l-inég-(;l acetat (gsztff;l
Okt-1-en-3-yl acetat 26.75 % 63 %0 4170 Linalvl acetat
1,70 % yl aceta
Eukalyptol 37,56 %
Eukalyptol 1,73 %
1,76 % Geranyl aceta
ek
, (0}
Geranyl acetat Kagy??g l('%len
1,87 % ’
p-ocimene B-ocimen
2,05 % 2,39 %
Karyophylen Terpinen-4-ol
268 % 5,64 %
Terpinen-4-ol a-terpineol
5,59 % Linalool 7,17 %

0,
Lavandulyl acetat a-terpineol 2592 % Lavandulyl acetat

7,64 % 8’04 % 7,63 % Linalool

24,95 %
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2.3 Priprava extraktu

2.3.1 Pouzita extrahovadla

-----

rozdilné polarity. Miru polarity jsem zvazoval dle umisténi extrahovadel v eluotropni fadé¢

rozpoustédel (viz ¢lanek 1.2.1).

Bylo pouzito celkem pét druhti rozpoustédel, jak uvadi nasledujici tab. 4.

Relativni
Rozpoustédlo o Druh extrakce
permitivita er
Destilovana voda 80,1 (20 °C)* Digesce
Methanol p.a. (Penta) 32,65 (25 °C) Macerace
Ethylethanoat p.a. (Penta) 6,02 (25 °C)* Macerace
Isopropanol p.a. (Penta) 19,92 (25 °C) Macerace
Heptan p.a. (Penta) 1,92 (20 °C) Macerace

Tab. 4: Extrahovadla pouzita pro extrakci kvétit L. angustifolia, relativni permitivita
prevzata z [11]* a z [12]

2.3.2 Podminky extrakce

Droga byla nanejvy§ dvé hodiny pfed zapocnutim extrakce zhomogenizovana do
praskoveé podoby, aby extrakce probihala za plisobni rozpoustédla na co nejvétsi plochu
drogy. Vhodné podminky extrakce levandulového kvétu se mi nepodatilo v dostupné
literatute dohledat, autofi studii asto pouzivali rozdilné postupy a rozpoustédla, pticemz
malo kdy byl postup podrobné&ji rozveden. Proto jsem se rozhodl provadét extrakei danym
rozpoustédlem vzdy ve tfech riznych koncentracich drogy, abych zjistil, v jaké

koncentraci ziskam extrakt s nejvyssi vytéznosti.

Extrakce destilovanou vodou probihala jako digesce — droga byla v bance zalita
vrouci vodou a ponechina za laboratorni teploty. Zbylad extrahovadla byla vyuzita

k maceraci — tzn., ze cela extrakce probihala za laboratorni teploty.
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Homogenizace Zaliti: Ultrazvuk Ttepacka Odpatovéni

Filtrace

(max. 2 hpred) i digesce / macerace 30 min 24h p

Schéma 2: Naznaceni poradi jednotlivych krokii extrakce

Bezprostredné po zaliti drogy extrahovadlem byly bailkky po dobu 30 min
ultrazvukovany v ultrazvukové vané Sonorex Digitec DT 103 H, BANDELIN electronic
(Némecko). Nasledovalo 24hodinové konstantni protfepavani na ttepac¢ce Multi PSU-20,

Biosan (LotySsko), aby bylo zajisténo neustalé aktivni promichavani fazi.

Po ukonéeni doby extrakce byly extrakty zfiltrovany podtlakem ve filtra¢ni bance
pomoci Biichnerovy nalevky, pfi¢emz jsem dbal na jejich kvantitativni pfeneseni. Baiiku
a nasledné i prefiltrovanou drogu v Biichneroveé nalevce za podtlaku jsem proplachoval

uzitym rozpoustédlem, aby byl extrakt co nejefektivnéji prenesen.

2.3.3 Odparovani extrahovadla

Zfiltrované extrakty byly odpafeny na vakuové rotacni odparce Hei-VAP Value,
Heidolph (Némecko) za snizeného tlaku (asi 5 mbar), ¢imz se snizil bod varu
rozpoustédel, a tak byla omezena mira tepelné degradace ucinnych latek v extraktu.

Podrobnéji viz nasledujici tab. 5.

Extrahovadlo | Teplota vodni | Otacek
lazné [°C] zamin
Voda 60
Methanol 40
Ethylethanoat 60 150
Isopropanol 50
Heptan 40

Tab. 5: Teplota vodni lazné odparky a pocet otacek za minutu
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Extrakty byly pfeneseny z odpatfovaci banky do sklenéné uskladnovaci vialky
pfimo pomoci Spachtle a nedostupné zbyty extraktu byly z banky vyplachnuty za pomoci
rozpoustédla vyuzitého k dané extrakci. Vyplachnuty rozpustény extrakt byl nasledné ve
sklenéné vialce zahiivan na topné desce koncentratoru (Thermo Scientific, USA), aby
bylo rozpoustédlo postupné odpafovano a doslo pfinejmensim k zakoncentrovani roztoku
extraktu. Pokud nebylo dosazeno uplného vytékani rozpoustédla, zahustény rozpustény
extrakt byl doodpaien proudem plynného dusiku. Takto ziskany $pachtli nepieveditelny
zbytek extraktu byl opakované pfevazovan, abych se ujistil, ze doslo k uplnému odpareni
rozpoustédla, a nésledné byl pfidan ke Spachtli pfevedenému extraktu. Extrakty byly

skladovany pfi teploté¢ —20 °C ve sklenéné skladovaci vialce zadélané parafilmem.

2.3.4 Vyhodnoceni extrakce a vybér vzorku pro testy biologické aktivity

Ziskané extrakty byly zvazeny a pro kazdy z nich byla stanovena vytéznost, coz bylo
mozné, nebot’ béhem extrakce byly dodrzeny zasady kvantitativniho zpiisobu prace. Byl
stanoven piedpoklad, ze extrakt ziskany s nejvétsi vytéznosti bude obsahovat nejveétsi
mnozstvi latek s potencialni aktivitou, tudiz byl pro testy biologické aktivity vybran od
jednoho druhu rozpoustédla vzdy extrakt s nejvétSi vytéZnosti, a proto, ze v dané
koncentraci drogy extrakce probihala v triplikatu, jsem v disledku testoval 3 x 5 extraktt

V ramci screeningovych testa.

 EE——

1g/50ml
Voda 2,5g/50ml
N ‘ Schéma 3: Droga byla
Methanol 5g/50ml extrahovana danymi

- . rozpoustédly vzdy ve trech
Extrakt Ethylethano4t koncentracich (naznaceno

\ J pouze pro vodny extrakt)

Isopropanol
Heptan
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Kultivar 'Bila’

Druh Obj(fnv] Hmotnost | Koncentrace Priumérna Primérna
rozpoustédla rozpoustedla drogy [g] | drogy [g/ml] hmotnost vytéznost [o]
[ml] extraktu [mg]
Voda 1 0,02 267,78 £ 9,52 26,78 + 0,95
vrouci 2,5 0,05 499,75 £ 46,26 19,99 + 1,85
5 0,1 579,52 + 60,24 11,59 +1,20
1 0,02 194,55 +£ 19,77 19,45 £ 1,98
Methanol 2,5 0,05 572,15+ 32,40 22.89+1,30
5 0,1 909,34 + 123,66 18,19 £ 2,47
1 0,02 83,11 £8,29 8,31 +0,83
Ethylethanoat 50 2,5 0,05 210,87 +£29,33 8,43+ 1,17
5 0,1 405,41 + 38,64 8,11+0,77
1 0,02 85,42 + 25,06 8,54 +£251
Isopropanol 2,5 0,05 204,42 £ 12,73 8,18+ 0,51
5 0,1 457,84 + 28,48 9,16 £ 0,57
1 0,02 69,13 £ 15,55 6,91 £ 1,55
Heptan 2,5 0,05 28,95+ 1,91 1,16 £ 0,08
5 0,1 90,28 + 10,47 1,81 £0,21

Tab. 6. Shrauti vysledkii extrakce kvetit kultivaru L. angustifolia 'Bila’

Extrakce v kazdé ze tii koncentraci probihala v triplikdtu; modre vyznaceny extrakty
S nejvyssi vyteznosti, které byly dale vyuzity ke screeningovému testu cytotoxicity na

nadorove linii HeLa
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VODA

Extrakéni Hmotnost . Hmotnost  Primérnd  Smérodatna ., Primérna . ,
N Koncentrace , , Hmotnost banky Procentualni .., Smérodatna
Vzorek pomeér drogy [g/ml] pr?zdne s extraktem [g] extraktu hmotnost odchylka wtdinost [%] p,rovcventualnl odchylka [%]
[g/50 ml] banky [g] [mg] extraktu [mg] [mg] vytéznost [%]
Al 56,74823 57,27322 524,99 21,00
A2 2,5 0,05 46,84621 47,28107 434,86 499,75 46,26 17,39 19,99 1,85
A3 46,05299 46,5924 539,41 21,58
B1 48,62169 49,20304 581,35 11,63
B2 5 0,1 57,3935 57,89834 504,84 579,52 60,24 10,10 11,59 1,20
B3 52,0722 52,72457 652,37 13,05
Cc1 67,68966 67,96399 274,33 27,43
Cc2 1 0,02 74,65066 74,90498 254,32 267,78 9,52 25,43 26,78 0,95
C3 67,07976 67,35444 274,68 27,47
Tab. 7: Zdznam extrakce kveti kultivaru L. angustifolia 'Bila’ — digesce vodou
METHANOL
Extrakéni Hmotnost . Hmotnost Primérnd  Smérodatna - Prdmérna Smérodatnd
N Koncentrace . , Hmotnost bariky Procentudlini o
Vzorek  pomér drogy [g/ml] pr?zdne s extraktem [g] extraktu hmotnost odchylka wytésnost [%] p,rovcventualm odchylka
[g/50 ml] banky [g] [mg] extraktu [mg] [mg] vytéZznost [%] [%]
D1 48,32639 48,53756 211,17 21,12
D2 1 0,02 67,08149 67,2872 205,71 194,55 19,77 20,57 19,45 1,98
D3 56,75074 56,91751 166,77 16,68
E1 71,28 71,89108 611,08 24,44
E2 2,5 0,05 65,61692 66,14867 531,75 572,15 32,40 21,27 22,89 1,30
E3 67,6934 68,26702 573,62 22,94
F1 74,65161 75,44922 797,61 15,95
F2 5 0,1 78,08305 79,16477 1081,72 909,34 123,66 21,63 18,19 2,47
F3 56,56696 57,41565 848,69 16,97

Tab. 8: Zdznam extrakce kveti kultivaru L. angustifolia 'Bila’— macerace v methanolu
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Vzorek

Gl
G2

Vzorek

K1
K2
K3
L1
L2
L3
M1
M2
M3

Extrakéni
pomér
[g/50 mi]

2,5

Extrakéni
pomér
[g/50 ml]

2,5

Koncentrace
drogy [g/ml]

0,02

0,05

0,1

ETHYLETHANOAT

Hmotnost . Hmotnost Prdmérnd  Smérodatnd Procentualni  Prlmérna N .
prazdné Hmotnost bafiky extraktu hmotnost odchylka vytéZnost procentudlni Smerodatr:a
ariky [g]  ° UM mg) extraktulmgl  [mg] % vyteinost [ CochIka %]
78,08287 78,17638 93,51 9,35

74,65025 74,72346 73,21 83,11 8,29 7,32 8,31 0,83
65,6156 65,69822 82,62 8,26

56,7461 56,92648 180,38 7,22

67,69127 67,94174 250,47 210,87 29,33 10,02 8,43 1,17
71,2783 71,48005 201,75 8,07

48,32899 48,75003 421,04 8,42

56,56492 56,91717 352,25 405,41 38,64 7,04 8,11 0,77
67,08059 67,52353 442,94 8,86

Tab. 9: Zaznam extrakce kveti kultivaru L. angustifolia 'Bila'— macerace v ethylethanodtu

Koncentrace
drogy [g/ml]

0,02

0,05

0,1

ISOPROPANOL

Hmotnost . Hmotnost Prdmérnda  Smérodatnd Procentudlni  Primérnd y ,
prazdné Hmotnost bariky extraktu hmotnost odchylka vytéZnost  procentudlni Smerodatga
baiky [g]  ° *traktem el [mg]  extraktu[mg]  [me] [%] wtesnost [%] Cdcnvika [%]
48,35032 48,40044 50,12 5,01

71,2781 71,38383 105,73 85,42 25,06 10,57 8,54 2,51
78,0797 78,18011 100,41 10,04

56,56377 56,77252 208,75 8,35

56,74824 56,96564 217,4 204,42 12,73 8,70 8,18 0,51
74,6643 74,85142 187,12 7,48

67,6914 68,11738 425,98 8,52

65,6167 66,11182 495,12 457,84 28,48 9,90 9,16 0,57
67,08016 67,53259 452,43 9,05

Tab. 10: Zaznam extrakce kvéti kultivaru L. angustifolia 'Bila’ — macerace v isopropanolu
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HEPTAN
Extrakcni Hmotnost Hmotnost Hmotnost Primérna Smérodatnad Procentuadlni Primérna

Vzorek  pomér E?:gj?;;xﬁ prazdného flakonku s extraktu hmotnost odchylka vytéznost procentudlni zg:ir;gt[;]
[g/50 ml] flakonku [g] extraktem [g] [mg] extraktu [mg] [mg] [%] vytéznost [%]
N1 21,88239 21,97328 90,89 9,09
N2 1 0,02 21,87408 21,92959 55,51 69,13 15,55 5,55 6,91 1,55
N3 20,7299 20,79089 60,99 6,10
01 21,27476 21,30239 27,63 1,11
02 2,5 0,05 21,63326 21,66491 31,65 28,95 1,91 1,27 1,16 0,08
03 20,66953 20,6971 27,57 1,10
P1 21,78432 21,88504 100,72 2,01
P2 5 0,1 21,04317 21,13733 94,16 90,28 10,47 1,88 1,81 0,21
P3 21,87022 21,94619 75,97 1,52

Tab. 11: Zdznam extrakce kvéti kultivaru L. angustifolia 'Bild’ — macerace v heptanu
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2.4  Testovani biologické aktivity

U triplikath extraktii piipravenych z péti druhii rozpoustédel byla v ramci screeningovych
testll stanovena hodnota poloviny maximalni inhibi¢ni koncentrace fluorimetrickou eseji
za pouziti Calceinu AM a dale byl u vybranych extraktii zji§tén inhibi¢ni vliv na sodno-
draselnou pumpu pomoci Baginského ATPasového testu méfenim absorbance. Néasledné
jsem se zaméfil na extrakty, které vykazovaly aktivitu, a opctovné jsem provedl

optimalizovanou extrakci, tzn. jiz za pouziti postupu poskytujiciho nejveétsi vytéznost.

2.4.1 Testy cytotoxicity extrakti
2.4.1.1 Piiprava a skladovani roztokit extraktii pro testy biologické aktivity

Kazdy z vybranych extrakti byl rozpustén ve smési slozené z 80 % tris-(hydroxymethyl)-
aminomethanu a z 20 % methanolu na zasobni koncentraci 75 mg/ml. Zasobni roztoky
byly rovnéz skladovany pfi teploté —20 °C v eppendorfkach zajisténych parafilmem, aby
byl minimalizovan neZadouci odpar. Rozied’'ovani extrakti vodou do pozadované
koncentrace probihalo bezprostfedné¢ pifed jejich testovanim a piedchdzelo mu
ultrazvukové promichani s naslednym zcentrifugovanim na stolni centrifuze, aby doslo

k usazeni nerozpusténych ¢astic v extraktu.

2.4.1.2 Bunécné linie a kultivaéni podminky

Kultivaéni médium DMEM (Sigma-Aldrich, D5523) obsahovalo pfidavek fetalniho
bovinniho séra (Sigma-Aldrich), pfidany L-glutamin (Sigma-Aldrich) a antibiotickou
smés Penicillin-Streptomycin o koncentraci penicilinu 10 000 U/ml a streptomycinu
10 mg/ml (Sigma-Aldrich). Veskeré pouzité bunécné linie byly zakoupeny od ATCC
a jejich kultivace probihala v inkubatoru za konstantni teploty 37 °C v atmosféie 5 % CO-

s relativni vlhkosti dosahujici 100 %.
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2.4.1.3 Fluorimetricka esej Calcein AM

Do kazdé jamky bylo pfidano 100 ul roztoku Calceinu AM (Sigma-Aldrich,

17783 SIGMA) o koncentraci 1 mg/ml, rozpusténo v pufrovaném fyziologickém roztoku

PBS. Buiky byly inkubovény po dobu jedné hodiny, a nasledné prob&hlo fluorimetrické

méfeni na piistroji Fluoroskan (Labsystems, Finsko) — nastavena byla excita¢ni vlnova

délka 495 nm a emisni vinova délka 515 nm za danych podminek pftislusejici Calceinu

vzniklému v zivych buiikach ptisobenim endogennich esteraz na prekurzor Calcein AM.

2.4.1.4 Selektovani vhodnych extraktii — screeningové testy

Abych zjistil, ktery z extraktl vykazuje métitelnou
cytotoxicitu, tedy na ktery z extraktii se mam dale
podrobngji zaméfit, provedl jsem screeningové
méfeni bunééné viability linie HeLa po 72hodinové
inkubaci se ziskanymi extrakty. Celkem bylo
testovano Sest riznych koncentraci extraktu, a to
Vv triplikatu — na zdkladé¢ téchto meéfeni byla
vypoctena hodnota poloviny maximalni inhibi¢ni
koncentrace — 1Cso, ktera nam ftika, Ze pii dané
koncentraci extraktu se mnozstvi bun¢k omezi praveé
na polovinu oproti kontrole. MiiZou zde hrat roli

faktory jak antiprolifera¢ni, tak i cytotoxickeé.

Extrakty s meéfitelnou hodnotou ICso jsou
v tab. 12 vyznaceny modrou barvou — u¢inné byly
tedy pouze extrakty vodné a methanolové, na které
jsem se proto v pribéhu dalsi prace zaméfil

podrobngéji.

Aktivita heptanovych extraktli byla v ramci

HelLa
Rozpoustédlo | Vzorek | 1Cso [png/ml]
C1l > 500
11 > 500
Ethylethanoat 12 > 500
13 > 500
M1 > 500
Isopropanol M2 > 500
M3 > 500
N1 > 500
Heptan N2 > 500
N3 > 500

Tab. 12: Hodnoty poloviny maximalni
inhibic¢ni koncentrace (1Cso) kultivaru L.
angustifolia 'Bila’ ve screeningovych
testech na nadorové linii HeLa

Modfre vyznaceny ucinné extrakty

testovanych koncentraci neméfitelnd, avSak i tak je nutné poznamenat, ze k tomuto

vysledku musime pfistupovat pouze orientacné, nebot’ heptanovy extrakt nebyl v pouzité

smési 80 % TRIS : 20 % MeOH velice malo rozpustny.
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c1| 500 H,0
C2 | 166,67 'Bila’
MeOH
c3 | 55,56
cs | 18,52 H,O
) Extrakt z —— 2
cs | 6,17 kultivaru aova
MeOH
ce | 2,06
‘Beta’
Tab. 13: Hodnoty koncentraci MeOH

extraktii testovanych na bunécnych
liniich, pro kazdou koncentraci

probihalo mérent vidy v triplikdtu Schéma 4: Priprava vodnych a methanolovych

extraktii z kvetu 171 kultivari L. angustifolia
('Bild’, 'Krajovd' a 'Beta’)

2.4.1.5 Priprava vodnych a methanolovych extraktit

Screeningové testy ukazaly, ze ze vSech extraktii pfipravenych z kvéta kultivaru 'Bild'
vykazuji na linii HeLa za danych podminek méfitelny cytotoxicky efekt pouze extrakty
vodné a methanolové. Na zékladé téchto zjiSténi jsem se rozhodl déle se zaméfit prave na
extrakt vodny a methanolovy a porovnat cytotoxicky ucinek extraktl ze tfech kultivar
mezi sebou. Za timto ucelem byly zminéné extrakty pfipraveny ve vétS§im mnozstvi, nez
poskytla screeningova extrakce, aby byl minimalizovan velky rozptyl v hodnotach ICso,
ktery byl navzdory dikladné homogenizaci drogy pozorovan mezi extrakty kultivaru
'Bila' v ramci jednoho triplikatu ziskaného stejnym postupem (viz tab. 12). Lze totiz
predpokladat, Ze se s vétSim mnozstvim extrahované drogy nékteré odchylky ve sloZeni
extraktu projevi méné, nez je tomu mezi nékolika extrakty pfipravenymi z menSich

mnozstvi té samé drogy.

Schéma priabéhu extrakce a vysledky uvadim nize v tab. 14. Srovnani vysledka

vytéznosti extrakce drogy uvadim v tab. 15.
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Rozpoustédlo MnoFstvi
Kultivar __ | Navazka | Koncentrace extraktu Vytéznost
Druh | MBOZStE [ drogy [g] | drogy [g/mi] [%]
[ml] [mg]
Bilg H.O 250 5 0,02 1 446,03 28,92
11a
MeOH 250 12,5 0,05 2427,50 19,42
H20 250 5 0,02 1335,81 26,72
'Krajova'
MeOH 250 12,5 0,05 2617,97 20,94
Beta H.0 250 5 0,02 1 369,80 27,40
eta
MeOH 250 12,5 0,05 2 878,65 23,03

Tab. 14: Zaznam a vysledky extrakce kvetu tri kultivari L. angustifolia ('Bila’, 'Krajova'

a 'Beta’) pripravenych metodou s nejvyssi vytéznosti zjisténou pro kultivar 'Bila’

Vytéznost [%0]
Extrakt vodny | Extrakt methanolovy
Piedpokladany vytézek | 26,78 £ 0,95 22,89+ 1,30
'Bila’ 28,92 19,42
'Krajova' 26,72 20,94
'‘Beta’ 27,40 23,03

Tab. 15: Srovnani vytéznosti extrakce kveti tii kultivarii L.
angustifolia ('Bila’, 'Krajovad' a 'Beta’) s predpokladanou vytéznosti
zjisténou v ramci screeningovych testii kultivaru 'Bild’

2.4.1.6 Cytotoxicita vodnych a methanolovych extraktii

Extrakty vodné a methanolové ziskané ze tiech kultivart byly ve dvou kolech otestovany
na cytotoxicitu na bunééné linii prsniho adenokarcinomu, MCF7, za dodrZeni vyse
popsan¢ho schématu. Vysledky métfeni shrnuje tab. 16 uvedena nize. V nékterych
ptfipadech nebyla hodnota ICso méfitelnd — jednd se o vodné extrakty kultivart 'Bild’
a 'Beta’ a methanolovy extrakt kultivaru 'Beta’ v prvnim kole testil. Je vidét, Ze aktivita
extraktd kultivaru 'Beta’ je velmi nizka, ve tfech ctvrtinach piipadt nebyla vibec
méfitelnd a v onom jednom ptipadé se hodnota ICsg blizila nejvyssi testované koncentraci
500 pg/ml. Co se tyce kultivaru 'Krajovd', aktivni byl pouze methanolovy extrakt
anejvyssi cytotoxicity dosahl extrakt kultivaru 'Krajovd', a to jak vodny, tak

i methanolovy
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MCF7
Rozpoustédlo ICso [ng/ml]
Kultivar | test . test Priamérna
hodnota
'Bila’ > 500 > 500 > 500
Voda
'‘Beta’ > 500 > 500 > 500
Methanol
'‘Beta’ > 500 486.,9 /

Tab. 16: Hodnoty poloviny maximalni inhibicni koncentrace (ICso) extraktii tii
kultivari L. angustifolia ('Bild’, 'Krajovad' a 'Beta’) v testech na nadorové linii MCF7
(modre vyznaceny ddle zkoumané ucinné extrakty)

Z provedenych testil na linii MCF7 se tedy jako nejvice u¢inné jevily extrakt
vodny kultivaru 'Krajova' a extrakty methanolové kultivaru 'Bila' a 'Krajova'. Jakozto
unejvice aktivnich latek z celého souboru doposud testovanych vzorkd u nich byl
provéten cytotoxicky t¢inek taktéz na nenddorové kontrole. Tento krok je velice dilezity
K tomu, aby se zjistilo, jak latka vykazujici inhibi¢ni G¢inek na rist nadorovych linii
pusobi na zdravé bunky, zda naptiklad neni vice toxicka pro nenadorové linie nez vlastni
nadorové bunky. Takovy ptipad by byl z hlediska kyzeného G¢inku neptiznivy, protoze

vhodné latka by méla byt naopak co nejselektivnéjsi viici nddorovym liniim.

Vysledky testi ovéfujicich aktivitu vybranych Géinnych extraktd ukazuje tab. 17.
Zde jsou zaznamenany hodnoty ICsp jak pro nenadorovou kontrolu — lidské pokozkové
fibroblasty BJ, tak i pro maligné transformované kozni epitelialni buiky — melanom linie
G-361.

.....

methanolové extrakty — kultivaru 'Krajova' s dvakrat vyssi toxicitou oproti kultivaru 'Bila’,
Co se tyce vysledkti na melanomové linii G-361, blizko hranice maximalni testované
koncentrace dosahla hodnota 1Cso methanolového extraktu kultivaru 'Bild’, u zbylych

dvou extraktli nebyla hodnota ICsg na této linii detekovatelna.
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Kultivar 1C50 [pg/mi]
(rozpoustédlo) BJ G-361
'Krajova' (voda) 194 > 500
'Krajova' (methanol) 221 > 500
'Bila' (methanol) 442 484

Tab. 17: Hodnoty poloviny maximdlni inhibicni koncentrace (ICso) vybranych extraktii
V testech na lidskych fibroblastech BJ jako nenadorové kontrole a na maligné
transformovanych epitelialnich burikach melanomové linie G-361

Ptestoze se oba bunécné typy vyskytuji v jednom organu, a to v kiizi, pozorujeme
zde v pripadé kultivaru 'Krajova' vyznamny rozdil v cytotoxicité. Pokud u kultivaru
'Krajovd' zase srovndme testy na stejnych bunéénych typech, epitelidlnich bunikach, ale
z riznych organt, zjistime i zde zna¢né rozdily hodnot 1Cso (G-361: vodny i methanolovy
extrakt > 500 pg/ml; MCF7: vodny extrakt 270,4 pg/ml, methanolovy extrakt 413,1
pg/ml). Je znamo, ze proces maligni transformace je spojen s rozsahlymi fenotypovymi
zménami a jistou mirou dediferenciace nddorovych buné€k, kterd se navic umociiuje
kultivaci v in vitro podminkach, proto musime brat takové srovnani s nadsazkou.
Uvazime-li primérné hodnoty ICso z testli na linii MCF7, tak ndm vyjde, ze nejvice
ucinné jsou oba druhy extraktd Kultivaru 'Krajova' na fibroblastech BJ, které vsak byly

vyuzity jako nenadorova kontrola méfeni cytotoxicity.

2.4.2 Vliv extrakti na aktivitu Na*/K*-ATPasy

U vybranych extrakt ze screeningovych testli byl studovan jejich vliv na ATPasovou
aktivitu Na*/K*-ATPasy pomoci Baginského testu. Jednalo se o extrakt vodny,
ethylethanoatovy a heptanovy. Protoze jsem se potykal b&hem piipravy roztoki
heptanového extraktu se zhorSenou rozpustnosti ve smési tvofené 80 % TRIS
a 20 % methanolu, rozhodl jsem se heptanovy extrakt rozpustit v dimethylsulfoxidu
(DMSO). Koncentrace DMSO v testovacich jamkach nedosahovala takové miry, aby

pumpu inhibovalo samotné rozpoustédlo.
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2.4.2.1 Baginského test ATPasové aktivity

Metoda méieni ATPasové aktivity probihala dle Baginského testu popsaného v publikaci
Kubala et al., Frontiers in Physiology, in press. Princip testu popisuji v teoretické casti

mé prace v ¢lanku 1.4.

2.4.2.2 Vyhodnoceni aktivity Na*/K*-ATPasy

Zméfené hodnoty relativni aktivity ouabain-senzitivni Na*/K*-ATPasy jsou shrnuty
v tab. 17 a 18. Vsechny extrakty inhibovaly do ur¢ité miry ATPasovou aktivitu Na*/K*-
ATPasy. Zajimavé je, ze pfi testovani 3krat nizs$i koncentrace vodného extraktu doslo
k dalsimu poklesu ATPasové aktivity asi o 1/4. To odporuje tivaze, ze pii ubrani
inhibitoru by aktivita pumpy méla byt vétsi. AvSak pii podrobnéj$sim prozkoumani
smérodatnych odchylek a uvazeni meznich hodnot muzeme dostat pokles o pouha
4 %, navic byl test s koncentraci vodného extraktu 166 ug/ml proveden pouze v jedné
sérii ¢tyf méfeni na rozdil od tfi sérii ¢tyf méfeni v piipadé koncentrace 500 pg/ml, takze
by mél byt spravné srovndn primér ze stejného poctu sérii a je nutné provést vice méteni.
Dalsi testy by poté mély jednoznaéné vysledky zptesnit, anebo stanovit, zda se nemulze
jednat o chybu. Podstatngjsi informaci je, Zze vSechny extrakty prokazatelné snizuji
aktivitu enzymu, a miizeme tedy stanovit hypotézu, ze za nékteré z biologickych uc¢inkt
téchto levandulovych extraktl mize byt zodpovédny inhibiéni u¢inek na Na*/K*-ATPasu.
Vzhledem k tomu, Ze je v literatufe popsan vliv levandulovych extraktli na neurony

a mozkovou ¢innost, pro které je ¢innost Na*/K*-ATPasy esencialni, jedna se o velice

podnétnou oblast dalSiho badani.
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Extrakt [500 pg/ml] | Aktivita [%] | Primérna aktivita [%0]
71,56 +11,73
Voda 70,03 + 12,38 69,64 + 10,65
67,32 + 8,14
49,32 + 6,25
Ethylethanoat 46,31 + 6,02 49,29 + 6,16
52,25+ 4,44
49,83 + 9,27
Heptan 48,39 + 7,44 49,75 + 7,04
51,02 + 5,45

Tab. 18: Aktivita Na*™/K*-ATPasy inhibované vodnym, ethylethanodtovym
a heptanovym extraktem v koncentraci 500 ug/ml

Extrakt [166,7 pg/ml] Aktivita [%0]
Horkovodny 51,02 +£5,45

Tab. 19: Aktivita Na*/K™-ATPasy inhibované
vodnym extraktem v koncentraci 166,7 ug/ml
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3 DISKUZE

V této Casti uvadim nékolik poznatki, které vzesly béhem praktické ¢asti mé prace, a je

nutné, abych se na né v prub¢hu dalsiho vyzkumu zaméfil.

Screeningové testy zahrnovaly biologické triplikaty (tzn., tfi zastupce extraktu
ziskaného za dané koncentrace drogy), u kterych bylo mozné efektivné porovnavat acinek,
av8ak zjisténé hodnoty 1Cso na nadorové linii HeLa mély i v ramci triplikatu pomérné
velky rozptyl. Za G¢elem omezit zjisténé rozdily byla provedena druha extrakce, jiz za
optimalizovanych podminek a pouze za pouziti rozpoustédel poskytujicich aktivni
extrakty. Na tomto misté by bylo pro validn&jsi vysledky dobré opét ptipravit extrakt
Vv biologickém triplikatu. V rdmci ¢asovych moznosti a zna¢né nakladnosti takovych testli
s neodhadnutelnym vysledkem tak nebylo ucinéno a rozhodl jsem se nejprve otestovat
jeden dany extrakt a v pfipadé prokazani vyznamné aktivity bych provedl extrakci

a testovani jeho biologického triplikatu.

Rozpustnost heptanového extraktu ve smeési tvorené z 80 % TRIS
a 20 % methanolem byla velice nizka, proto nelze povazovat uvedenou testovanou
koncentraci 500 pg/ml za relevantni a bylo by Zadouci testy opakovat za pouziti DMSO
jako rozpoustédla. Rozpustnost heptanového extraktu v DMSO byla potvrzena v priubéhu

piipravy roztoku extraktu pro Baginského test.

Pokud by se v navazujicich testech inhibice Na*/K*-ATPasy, které se chystim
provést s optimalizovanymi vodnymi a methanolovymi extrakty kvétd tii kultivar
L. angustifolia —'Beta’, 'Krajova' a 'Bila’, prokazala jejich vyznamngéjsi uc¢innost, rad bych

provedl frakcionaci aktivnich extraktl s i€elem najit jejich nejucinnéjsi slozky.
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4 ZAVER

Préce ptinasi hned n€kolik zédsadnich poznatk na poli vyzkumu levandulovych extraktii.
Je mozné si vS§imnout jejiho rozdé€leni do dvou rovin — screeningové testy zahrnujici
hledani optimalni koncentrace extrahované drogy, kterou byl kvét L. angustifolia 'Bila’,
anasledné testy s novymi extrakty pfipravenymi ve vétsim poméru pii nalezené optimalni
koncentraci a to pro piipad tii kultivarG L. angustifolia — 'Beta’, 'Krajova' a 'Bila’, abych
mohl vysledky vzajemné porovnat. Druhé kolo extrakce bylo provedeno za ucelem
snizeni variability ve slozeni extraktt, kterd stala nejspis za vysSimi rozdily v hodnotach
ICs0 v ramci triplikatu vybraného screeningového extraktu métenych na nadorové linii

Hela.

Nenasel jsem studii, ktera by se zabyvala podrobné designem extrakce, vzdy byl
uveden pouze uzity postup bez srovnani jeho provedeni za riznych podminek, autofi se
tedy nezabyvali tim, zda se jedna o jeho idedlni variantu. Ve své praci m¢ prave tato
otazka zajimala, a proto jsem se zamé&fil na to, jak ovlivni riizna koncentrace drogy
tvofené kvétem L. angustifolia 'Bila’ extrahované celkem v péti rozpoustédlech vyslednou
vytéznost daného extrakéniho postupu, a také na to, zda se idealni koncentrace, pii které
probéhne extrakce s nejvyssi vytéznosti, bude u jednotlivych rozpoustédel lisit. Zaroven
se nasledovnou druhou extrakci ozkouSela ptesnost odhadované vytéZnosti daného

extrakéniho postupu vypocitané na zaklade screeningovych testi.

U extraktl ptfipravenych pravé za této optimalni koncentrace drogy byly déle
V ramci screeningovych testll zjistény hodnotach ICsp na nadorové linii HeLa. Veskera
méfeni bunééné viability probihala fluorimetrickou eseji s Calceinem AM. Na zakladé
méfitelné toxicity jsem vyselektoval extrakt vodny a methanolovy, na ktery jsem se
v praci dal zamétil. Provedl jsem extrakci v rezimu nejvyssi vytéznosti, tentokrat celkem
tii kultivara L. angustifolia — 'Beta’, 'Krajova' a 'Bila’. Nasledné byla testy cytotoxicity na

nadorové linit MCF7 vyjadiené v hodnotéach ICso zjisténa aktivita jednotlivych extrakti.

Z téchto testl vySly jako nejvice ucinné oba extrakty kultivaru 'Krajovd'
a methanolovy extrakt kultivaru 'Bild’, proto u nich byla zjistovéana také toxicita na
nenddorové kontrole, fibroblastech BJ lidské pokozky. Druhou nadorovou linii vedle linie
MCF7 byla vtéto fazi testovani zafazena melanomova linie G-361. Za kultivar
poskytujici nejucinnéjsi extrakty vyplynul z provedenych testii kultivar 'Krajova', ktery
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vSak byl z linii MCF7, G-361 a BJ nejtoxic¢téjsi praveé pro zdravé buiiky, fibroblasty BJ,
coz neni priznivé z hlediska dal$iho potencialniho praktického vyuziti tohoto extraktu

jako cytostaticky piisobici ptirodni latky.

Vodny, ethylethanoatovy a heptanovy extrakt ziskany v rdmci screeningové ¢asti
mé prace byly zkoumany v ohledu jejich inhibiéniho u¢inku na Na*/K*-ATPasu, ktery
byl stanovovan jako mira ATPasov¢ aktivity Baginského testem. Kazdy extrakt snizoval
aktivitu enzymu. Nejsem obeznamen se studii, kterda by se zabyvala vlivem
levandulovych extraktii na Na*/K*-ATPasu a domnivam se tedy, Ze se jedna o viibec prvni
vysledky na tomto poli, které se navic jevi velmi nadéjné¢ z hlediska dal$i mozné

navaznosti vyzkumu.

Obecné Ize shrnout, ze vodné a methanolové extrakty kultivart L. angustifolia
—'Beta’, 'Krajova' a 'Bila' ve vétSiné piipadl v rdmci provedenych testl vykazuji
cytotoxicky ucinek, avSak hodnota ICsp na nadorovych liniich je z hlediska mozné
navaznosti vyzkumu pfili§ vysokd a ve srovnani s tim byla navic zméfena vyssi mira
toxicity na nenadorové kontrole. Zajimavéjsim cilem dalsiho studia se jevi spiSe inhibi¢ni
ucinek extraktt L. angustifolia na ATPasovou aktivitu Na*/K*-ATPasy, ¢imz by bylo
mozné piispet k vysvétleni nékterych pozorovanych biologickych tc¢inkt levandulovych
extraktli, které by mohly souviset s ¢innosti tohoto enzymu. Dal§imu vyzkumu

cytotoxicity a inhibi¢niho vlivu se hodlam zcela jisté vénovat.
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