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SOUHRN

Uvod: Macleaya cordata (Willd.) obsahuje kvarterni benzolclfenanthridinové alkaloidy sangui-
narin a chelerythrin. Alkaloidovy extrakt M. cordata (MCE) je znam pro své antimikrobialni a pro-
tizanétlivé ticinky a je uzivan jako aktivni slozka v pripravcich tstni hygieny.

Cil prace: Prace se zabyva ovérenim ti¢inku MCE na zanétlivou reakci a oxidaéni stres vyvola-
ny v lidskych gingivalnich fibroblastech ptisobenim bakterialniho lipopolysacharidu (LPS).

Material a metodika: U¢inek MCE (0,01-10 pg/ml) na viabilitu lidskych gingivélnich fibro-
blastt byl hodnocen stanovenim inkorporace neutralni ¢ervené do bunék. Netoxické koncentrace
extraktu (0,25 a 0,5 pg/ml) byly pouzity pro studium vlivu MCE na hladinu redukovaného glu-
thathionu (GSH), produkci reaktivnich kyslikovych sloucenin (ROS), expresi cyklooxygenazy-2
(COX-2) a interleukinu-6 (IL-6) v buiikidch vystavenych ptisobeni LPS.

Vysledky: Ptisobenim obsahovych slozek MCE doslo u gingivalnich fibroblastt vystavenym LPS
ke zvySeni intracelularniho GSH, sniZeni produkce ROS a k redukci exprese IL-6 a COX-2.

Zavér: Alkaloidovy extrakt M. cordata potlacil zanétlivou reakci a oxidaéni stres v lidskych gin-
givalnich fibroblastech a mutize byt prakticky vyuZit pfi oSetfeni parodontitid a alveolitid.

Klicova slova: Macleaya cordata — protizanétlivy i¢inek — antioxida¢ni ui¢inek — reaktivni kys-
likové slouc¢eniny — gluthathion - lipopolysacharid — interleukin-6 - cyklooxygenaza-2

SUMMARY

Introduction: Macleaya cordata (Willd.) contains quaternary benzo[c]phenantridine alkaloids
sanguinarine and chelerythrine. The alkaloid extract of M. cordata (MCE) is known for its anti-
microbial and anti-inflammatory activities and thus is used as an active component in dental ca-
re products.

Aim of work: The study examined the effects of MCE on lipopolysaccharide-induced inflam-
mation and oxidative stress in human gingival fibroblasts.

Material and Methods: The effect of MCE (0.01-10 pg/ml) on human gingival fibroblasts via-
bility was evaluated using neutral red incorporation in the cells. Non-toxic concentrations of the
extract (0.25 and 0.5 pg/ml) were used for evaluation of MCE effects on GSH level (GSH), reacti-
ve oxygen species (ROS) generation, cyclooxygenase-2 (COX-2) and interleukine-6 (IL-6) expressi-
on in cells treated with lipopolysaccharide (LPS).
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Results: MCE components induced the increase in intracellular GSH, decrease in ROS gene-
ration and reduction of the IL-6 and COX-6 expression in LPS-treated human gingival fibroblasts.

Conclusion: The alkaloid extract of M. cordata suppresses the inflammation and oxidative stress
in human gingival fibroblasts and it could be practically used in the treatment of periodontitis
and alveolitis.

Key words: Macleaya cordata — anti-inflammatory effect — anti-oxidative effect — reactive oxy-
gen species — glutathione - lipopolysaccharide — interleukine-6 - cyclooxygenase-2
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(Seznam pouZitych zkratek je uveden na konci ¢lanku.)

uvoD

Macleaya cordata (Willd), (Okecek srdc¢ity) patii do ¢eledi makovitych (Papaveraceae).
Rostlina obsahuje biologicky aktivni latky zejména kvarterni benzo[clfenanthridinové al-
kaloidy (KBA) [12]. M. cordata je po dlouhou dobu vyuZivana pro své protizanétlivé a an-
timikrobialni vlastnosti v tradi¢ni ¢inské mediciné. Jeji alkaloidovy extrakt, sanguiritrin,
je na Ukrajiné a v evropské ¢asti Ruska pouzivan jako antiseptikum u lidskych a zvire-
cich koZnich onemocnénich. Extrakt z M. cordata (MCE) je aktivni sloZkou Sangrovitu®,
ktery se ve statech EU pouZiva jako aditivum do krmiv pro hospodarska zvirata. Hlavni
alkaloidy obsaZené v M. cordata, sanguinarin (SG) a chelerythrin (CHE), plni funkci fy-
toalexint, tedy sekundarnich metabolitti chranicich rostlinu pred ptisobenim patogen-
nich mikroorganismu. U téchto alkaloidti byla prokazana inhibi¢ni aktivita vi1¢i Siroké-
mu spektru gram-pozitivnich a gram-negativnich bakterii (Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis a Can-
dida albicans), ktera je srovnatelna s gentamycinem. Vedle antimikrobialniho byl po-
psan také protizanétlivy ti¢inek [5, 13, 25]. V klinickych studiich bylo popsano, Ze po ap-
likaci MCE dochazi ke zmirnéni zanétu gingivy [24]. PrestoZe jsou SG a CHE vyuZivany
v pripravcich ustni hygieny (Santoin), je stale diskutovana jejich biobezpec¢nost. Jedna
z praci poukazuje na skutec¢nost, Ze tyto alkaloidy by mohly byt pfi¢inou leukoplakie [6].
Studie provadéné in vivo, zamérené na sledovani genotoxicity a mutagenicity ¢i onkoge-
netické studie naproti tomu tyto neZadouci uc¢inky nepotvrdily [15, 21].
riodontalni tkané. Pri vzniku gingivitidy, parodontitidy a alveolitidy dochazi k produkci
celé fady chemickych mediatorti napt. prostaglandinu E, a zanétlivych cytokinu [1, 8].
V in vitro studiich se béZné jako modelovy systém pro studium onemocnéni periodoncia
pouzivaji primarni lidské gingivalni fibroblasty, u nichZ se k vyvolani zanétlivé reakce
a stimulace tvorby mediatort zanétu vyuziva intoxikace lipopolysacharidem (LPS) izolo-
vanym z bakterialni stény Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli nebo Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans [2, 11]. Inkubace gingivalnich fibroblasta s LPS vede ke zvy-
Sené produkci prozanétlivych cytokinti (interleukinu-1p (IL-1p), interleukinu-6 (IL-6),
interleukinu-8, tumor nekrotizujiciho faktoru- (TNF-o)) a reaktivnich kyslikovych slou-
¢enin (ROS) [16, 23]. Prozanétlivé cytokiny (IL-1B a TNF-a) siln€ indukuji expresi cy-
klooxygenazy-2 (COX-2), jejiz hladina je za normalnich okolnosti velmi nizka. Prozanét-
livé cytokiny pronikaji pfi zanétlivé reakci v urcéitém mnozstvi do sliny pasivni filtraci
a mohou tak ovliviiovat i vzdalenégjsi ¢ast tkané [7]. Pri zvySené produkci ROS tyto reak-
tivni slou¢eniny atakuji okolni molekuly v€etné nenasycenych mastnych kyselin pritom-
nych v biomembranach. Pri jejich oxidaci vznika rada dalSich produktt jako je 4-hy-
droxynonenal, malondialdehyd a hydroxyalkény a je naruSena integrita membran. Pokud
je lipidova peroxidace v rovnovaze s tkanovym gluthathionem (GSH) a jeho peroxidazou,
k poskozeni membran nedochézi. Pri parodontitidé se vSak produkty lipidové peroxida-
ce hromadi a naopak klesa hladina antioxidantt véetné GSH, coZ mtiZe vést k destruk-
ci postiZené tkané [10].

GSH je jednim z nejvyznamnéjSich bunéénych antioxidantti. Je kofaktorem dulezitych
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oxidoreduktaz a podili se mimo jiné na odstrafiovani peroxidu vodiku a detoxikaci vol-
nych radikalt, ¢imZ ptsobi jako ochrana bunék pred oxida¢nim stresem [10]. Z tohoto
dtivodu byla hladina intracelularniho GSH vybrana jako marker pro posouzeni schop-
nosti MCE sniZit oxida¢ni poskozeni gingivalnich fibroblastt1, vyvolané ptisobenim LPS.

Tato prace se zamérila na studium schopnosti alkaloidového extraktu M. cordata po-
tlacit zmény vyvolané v lidskych gingivalnich fibroblastech ptisobenim bakterialniho LPS.
Experimenty sledovaly ti¢inky na vybrané parametry oxidac¢niho poSkozeni a markery
zanétu.

MATERIAL A METODIKA

Material

Pro stanoveni IL-6 byl pouZit specificky imunologicky kit firmy R&D Systems (USA).
Western blotting luminol reagent Solution A a Solution B, primarni krali¢i protilatka pro
detekci COX-2, primarni kozi protilatka pro detekci aktinu (I-19), sekundarni kozi a kra-
li¢i protilatky konjugované s kifenovou peroxidazou byly zakoupeny od firmy Santa Cruz
Biotechnology (USA). Dihydrofluorescein acetat dodala firma Fluka Chemie (SRN) a 5,5°-
dithio-bis(benzoovou kyselinu) firma Serva (SRN).

Dale byl pouzit proteazovy inhibitor Complete™ (Roche Diagnostic GmbH, SRN). Dul-
becco’s modified Eagle’s medium (DMEM), L-glutamin, stabilizovany roztok penicilinu
se streptomycinem, sterilni dimethylsulfoxid (DMSO), roztok trypsin-EDTA, roztok try-
panové modri a neutralni cervené (NC) a dalsi chemikalie, které dodala firma Sigma-Al-
drich (USA).

Extrakt M. cordata

MCE (identifika¢ni ¢islo 051044, obsahujici 59,6 % KBA z toho 44,9 % SG a 14,7 %
CHE) byl ziskan od firmy Phytobiotics Futterzusatzstoffe GmbH, Eltville (SRN).

Zasobni roztoky MCE (0,02-2 mg/ml) byly pfipraveny v DMSO a pred aplikaci na bun-
ky byly naredény v bezsérovém DMEM tak, aby vysledna koncentrace DMSO v médiu by-
la 0,5 % (v/v).

Bunéény model

Lidské gingivalni fibroblasty byly izolovany ze zdravé gingivalni tkané ziskané od pa-
cient pfi chirurgickych zakrocich, provadénych na Klinice tistni, celistni a obli¢ejové
chirurgie, FN Olomouc. Odbéry a zpracovani byly provadény se souhlasem etické komi-
se FN a LF UP Olomouc. VSichni pacienti byli pfed odbérem tkané pouceni o smyslu
a cilech studie a podepsali informovany souhlas. Izolace a kultivace lidskych gingivalnich
fibroblastu se uskutec¢nila na Ustavu 1ékafské chemie a biochemie LF UP Olomouc a je
podrobné popsana v praci Zdarilové a spol. [26].

Do experimenttl byly buriky vysety na 6- nebo 96jamkové kultiva¢ni desky a po dosa-
Zeni 95% monovrstvy byly pouzity pro jednotliva stanoveni.

Stanoveni Zzivotnosti bunék

Buniky na 96jamkové kultivaéni desce byly inkubovany s MCE (0,1; 0,25; 0,5; 1; 5
a 10 pg/ml; DMSO) v bezsérovém DMEM. Kontrolni buniky byly kultivovany v bezséro-
vém DMEM, obsahujicim DMSO (0,5%, v/v). Po 24hodinové inkubaci (37 °C; 5 % CO,)
bylo médium s latkami odstranéno a byl aplikovan roztok neutralni ¢ervené (100 pl/jam-
ka). Po ¢tyfech hodinach byl roztok neutralni ¢ervené odstranén, burnky byly oplachnu-
ty roztokem formaldehydu (0,5%, v/v) s CaCl, (0,125%, v/v) a nasledné lyzovany
v 100 pl roztoku kyseliny octové (1%, v/v) v methanolu (50%, v/v). Po péti minutach by-
la zméfena absorbance pfi 540 nm (Sunrise, Tecan, Svjfcarsko).
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Vliv MCE na uéinky vyvolané LPS v gingivalnich fibroblastech

Burniky byly 24 hodin preinkubovany s LPS (1 nebo 10 pg/ml; sterilni voda), poté
oplachnuty fosfatovym pufrem (PBS). Nasledné byl aplikovan MCE (0,25 a 0,5 pg/ml;
DMSO) v bezsérovém DMEM. Kontrolni burnky byly preinkubovany se sterilni vodou
(misto LPS) a nasledné byl na bunky aplikovan MCE (0,25 a 0,5 pg/ml; DMSO) nebo ¢&is-
té DMSO (0,5%, v/v) v bezsérovém DMEM. Po ¢tyrhodinové inkubaci bylo odebrano mé-
dium pro stanoveni IL-6. Bunky byly oplachnuty roztokem PBS a zpracovany pro sta-
noveni hladiny GSH, produkce ROS a exprese COX-2.

Stanoveni hladiny GSH

Po odstranéni média a oplachnuti PBS byly buriky seSkrabany do 1% HCIO, a homo-
genizovany ultrazvukem. Cast vzorku byla odebrana pro stanoveni proteinu dle Brad-
fordové [3]. Zbytek bunééné suspenze byl centrifugovan (10 min, 13 000 rpm, 4 °C). Su-
pernatant byl pouzit pro stanoveni hladiny GSH, které je zaloZzeno na reakci GSH
s 2,2 dinitro-5,5 dithiobenzoovou kyselinou za vzniku Zlutého chromoforu, ktery je mé-
ren spektrofotometricky pri 412 nm [19].

Stanoveni hladiny ROS

Ke sledovani produkce ROS v burikach byla pouZita pre-flourescenéni sonda dihy-
drofluorescein acetat [17]. Po odstranéni média byly bunky oplachnuty PBS a byl k nim
aplikovan dihydrofluorescein acetat (5 pmol/1, 30 min) v bezsérovém médiu. Poté byly
burnky oplachnuty PBS, sesSkrabany do 1 ml PBS a homogenizovany ultrazvukem. Bu-
nécny lyzat byl centrifugovan (10 min, 13 000 rpm, 4 °C) a fluorescence supernatantu
byla méfena pifi 500/525 nm (INFINITE M200, Tecan, Svycarsko). Koncentrace protei-
nu byla stanovena podle Bradfordové [3].

Stanoveni hladiny IL-6

Koncentrace IL-6 byla stanovena pouZitim specifického imunologického kitu (Quanti-
kine®, R&D Systeme, USA). Test byl proveden podle protokolu dodaného vyrobcem. Mé-
dium bylo naredéno (1:2) a aplikovano na 96jamkovou kultivaéni desku pokrytou spe-
cifickou monoklonalni protilatkou. Po inkubaci (2 hod., pokojova teplota) bylo médium
odstranéno a jamky oplachnuty promyvacim pufrem (3krat). Nasledné byl aplikovan roz-
tok enzymaticky znacené sekundarni protilatky (2 hod., pokojova teplota). Poté byl roz-
tok odstranén, jamky oplachnuty promyvacim pufrem (3krat) a byl pridan roztok sub-
stratu. Po inkubaci (30 min., pokojova teplota, tma) byla reakce ukonéena zastavovacim
roztokem a zméfena absorbance vzniklého produktu pfi 450 nm (Sunrise, Tecan, Svy-
carsko).

Stanoveni exprese COX-2

Bunky byly oplachnuty roztokem PBS a seSkrabany do vychlazeného lyza¢niho pufru.
Po inkubaci (15 min, 4 °C) byl lyzat centrifugovan (14 00O rpm, 10 min, 4°C) a byla sta-
novena koncentrace proteinu dle Bradfordové [3]. Proteiny byly separovany s vyuZitim
elektroforézy na 10% SDS-polyacrylamidovém gelu a preneseny na polyvinylidendifluo-
ridovou membranu. Po prenosu byla membrana blokovana (5% odtu¢néné mléko, Tris
pufr (100 mmol/1; pH 7,5) s pfidavkem 0,05% Tween-20 (TBS/T), 2 hod., pokojova te-
plota) a poté inkubovana v primarni protilatce proti COX-2 nebo aktinu (I-19) (5% od-
tuénéné mléko v TBS/T, pres noc, 4 °C). Nasledné byla membrana promyta TBS/T a in-
kubovana se sekundarni krali¢i nebo kozi protilatkou znacenou kfenovou peroxidazou
(5% odtuénéné mléko v TBS/T, 2 hod., pokojova teplota). Exprese COX-2 a aktinu byla
detekovana chemiluminiscen¢né (Western blotting luminol reagent) a zaznamenana na
fotograficky film.
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Statisticka analyza

Data jsou vyjadrena jako primér + SMODCH (smeérodatné odchylka) ze tfi nezavis-
lych experimentt provedenych v tripletech v kazdém pokusu. Pro statistickou analy-
zu byl pouZit Studentuv t-test. Signifikance byla stanovena na hladiné p < 0,01 (#)
resp. p < 0,05 (*).

VYSLEDKY

Zivotnost bunék

Bunky byly inkubovany s MCE v koncentracnim rozmezi 0,1-10 pg/ml po 24 hodin.
Z vysledku (graf 1) vyplyva, Ze koncentrace 0,1, 0,25 a 0,5 pg/ml vyrazné neovliviiovaly
Zivotnost bunék (do 90 %) ve srovnani s kontrolnimi burnikami (DMSO). V koncentracich
1-10 pg/ml MCE signifikantné (p < 0,01) sniZil viabilitu fibroblasti (25 % kontroly).

Pro studium protizanétlivych a antioxida¢nich vlastnosti MCE byly na zakladé inkor -
porace neutralni ¢ervené do bunék vybrany koncentrace 0,25 a 0,5 pg/ml.

Vliv MCE na LPS vyvolané oxida¢ni poSkozeni

Inkubaci bunék se samotnym MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) nedoslo k ovlivnéni ba-
zalni hladiny intracelularniho GSH (graf 2A). Naproti tomu u bunék inkubovanych s LPS
(1 pg/ml, 24 hod.) doslo k vyraznému sniZeni hladiny GSH (graf 2B). Po aplikaci MCE
(0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) na buriky preinkubované s LPS doSlo ke zpétnému zvySeni in-
tracelularniho GSH (graf 2B) u obou testovanych koncentraci MCE. Nicméné protekce
byla signifikantni (p < 0,05) pouze u niZsi koncentrace MCE (0,25 pg/ml).
schopnosti MCE sniZit oxida¢ni poSkozeni bunék, vyvolané ptisobenim LPS, byla hod-
nocena hladina ROS v lidskych gingivalnich fibroblastech. Jak je patrné z grafu 3A, MCE
v pouzitych koncentracich (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) neovlivnil hladinu ROS. U bun¢k
vystavenych ti¢inktim LPS (1 pg/ml, 24 hod.) doSlo k vyraznému zvySeni produkce ROS
(graf 3B). Aplikace MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) k burikdm preinkubovanym s LPS mé-
la za nasledek redukci tvorby ROS v zavislosti na koncentraci MCE (graf 3B).

Vliv MCE na zanétlivé markery stimulované LPS
v lidskych gingivalnich fibroblastech

IL-6 je zndmy prozanétlivy protein, ktery je zapojeny do mnoha déju imunitniho sys-
tému. Je produkovan gingivalnimi fibroblasty pfi odpovédi na zanétlivé stimuly [16].
Z grafu 4A je patrné, Ze MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) nesignifikantné zvysil bazalni
hladinu IL-6 v gingivalnich fibroblastech. Inkubace bunék s LPS (10 pg/ml, 24 hod.)
vedla k Sestinasobnému zvySeni hladiny IL-6 v porovnani s hladinou tohoto proteinu
v kontrolnich burikach (graf 4B). Po aplikaci MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) na bunky
stimulované LPS bylo pozorovano signifikantni (p < 0,05) sniZeni hladiny IL-6 (graf 4B).
ZvySeni hladiny IL-6 nezaviselo na koncentraci MCE.

COX-2 se fyziologicky v tkanich sice nevyskytuje, ale jeho tvorba je indukovana p1i-
sobenim zanétlivych faktort. Enzym nasledné katalyzuje tvorbu prostaglandint, které
se podili na rozvoji zanétu. LPS (10 pg/ml, 24 hod.) vyrazné stimuluje expresi COX-2
(obr. 1, sloupec 1) v porovnani s kontrolnimi burikami, které ti¢inktim LPS nebyly vy-
staveny (sloupec 2). Po aplikaci MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.) na burnky preinkubova-
né s LPS doslo k vyraznému poklesu exprese COX-2, a to v obou testovanych koncen-
tracich MCE (sloupec 3 a 4).
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Graf 1 Vliv MCE na viabilitu gingivalnich fibroblastt

Buriky byly inkubovdny s MCE (0,1-10 pg/ml) v bezsérovém médiu po dobu 24 hodin. Kontrolni burt-
ky byly inkubovdny s DMSO (0,5%; v/v). Data jsou vyjadrena jako priumér + SMODCH. # hodnota
Jje statisticky odlisna (p < 0,01) od kontroly.
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Graf 2 Vliv MCE na hladinu GSH v lidskych gingivalnich fibroblastech po preinkubaci bunék s LPS

Gingivalni fibroblasty byly (A) inkkubovdany s MCE (0,25 a 0,5 ug/ml) po dobu 4 hodin nebo (B) pre-
inkubovdny s LPS (1 pg/ml) po dobu 24 hodin a poté byl aplikovdan MCE (0,25 a 0,5 ng/ml, 4 hod.).
Kontrolni buriky byly inkkubovdany s DMSO (0,5%; v/v). Data jsou vyjadrena jalo priumér + SMODCH.
52 * p < 0,05 je statisticky odlisnd od bunék inkubovanych s LPS.
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Graf 3 Vliv MCE na produkci ROS v lidskych gingivalnich fibroblastech stimulovanou LPS

Gingivalni fibroblasty byly (A) inkubovdany s MCE (0,25 a 0,5 ng/ml) po dobu 4 hodin nebo (B) pre-
inkubovdny s LPS (1 pg/ml) po dobu 24 hodin a poté byl aplikkovan MCE (0,25 a 0,5 pug/ml, 4 hod.).
Kontrolni buriky byly inkkubovdny s DMSO (0,5%; v/v). Data jsou vyjadrena jako priimér + SMODCH.
# hodnota je statisticky odlisna (p < 0,01) od bunék inkkubovanych s LPS.

LPS

coX-2

Aktin

MCE

Obr. 1 Vliv MCE na expresi COX-2 stimulovanou LPS v gingivalnich fibroblastech

Gingivadlni fibroblasty byly preinkubovdny s LPS (10 png/ml) po dobu 24 hod. a poté inkubovdany
s MCE (0,25 a 0,5 nug/mil, 4 hod.). Kontrolni buriky byly inkubovdny s DMSO (0,5%; v/v). Data jsou
reprezentativnim vysledlcem ze tii nezdvislych experimentil.
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Graf 4 Vliv MCE na expresi IL-6 v lidskych gingivalnich fibroblastech stimulovanou LPS

Gingivalni fibroblasty byly (A) inkubovany s MCE (0,25 a 0,5 ng/ml) po dobu 4 hodin nebo (B) pre-
inkubovdny s LPS (10 pg/ml) po dobu 24 hodin a poté byl aplikovan MCE (0,25 a 0,5 pg/ml, 4 hod.).
Kontrolni buriky byly inkkubovdny s DMSO (0,5%; v/v). Data jsou vyjadrena jako priimér + SMODCH.
* hodnota je statisticky odlisna (p < 0,05) od bunék inkubovanych s LPS.

DISKUSE

Zanétliva onemocnéni parodontu, zejména gingivitidy, jsou velmi rozsifena a postihuji
znacnou ¢ast populace na celém svété. Prubéh a rozsah zanétlivého onemocnéni gingi-
vy zavisi na kvantité plaku, virulenci mikroorganismti a imunitnim systému pacienta.
V poslednich letech se ukazalo, Ze prevence gingivitidy a parodontitidy je ispésna, jest-
lize se provadi dukladné a trvale. Nicméné mechanické odstratiovani plaku neni vzdy
stoprocentné uc¢inné. Z tohoto duavodu je jiZ dlouhou dobu cilem vyvinout pfipravek,
ktery by inhiboval tvorbu plaku. Za timto ii¢elem byla studovana antimikrobialni a pro-
tizanétliva aktivita mnoha ¢istych latek/smési.

V soucasné dobé jsou pri 1écbé tézkych zanétli, kdy po pocatecni terapii nedojde ke
zlep$eni stavu, podavéana nesteroidni antiflogistika. Rada studii prokazala, Ze jejich po-
davani zabranuje tvorbé plaku a tedy i zanétu gingivy. Naproti tomu bylo zjiSténo, Ze ty-
to nesteroidni 1éky maji fadu neZadoucich vedlejSich ti¢inkt (napt. zptusobuji dysfunk-
ci gastrointestinalniho traktu), které limituji jejich dlouhodobé pouZzivani [18]. In vitro
a in vivo studie ukazuji, Ze nékteré skupiny prirodnich latek maji schopnost potlacovat
tvorbu mikrobialniho plaku a mohou byt pouzity k prevenci vzniku parodontalnich one-
mocneéni [2]. Mezi tyto latky patfi i SG. U extraktu z M. cordata jsme studovali schop-
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nost potlacit oxida¢ni poSkozeni a zanétlivou reakci vyvolanou ptusobenim bakterialni-
ho LPS na lidské gingivalni fibroblasty. Vysledky potvrdily, Ze MCE obnovuje hladinu re-
dukovaného GSH a sniZuje produkci ROS vyvolanou ptisobenim bakteridlniho LPS. Apli-
kace MCE potlacuje expresi IL-6 a inducibilni formy COX-2.

Parodontalni onemocnéni jsou spojena se zvySenou produkci reaktivnich kyslikovych
slouc¢enin (ROS) [4, 23]. ROS, vznikajici ptisobenim aktivovanych neutrofilta, maji dvoji i¢i-
nek. SniZuji zanétlivé ptisobeni patogennich mikroorganismt a naproti tomu jejich zvySena
koncentrace ptisobi oxida¢ni poskozeni tkariovych lipiddi, proteintt a DNA. Gingivalni fibro-
blasty jsou vybaveny enzymatickym a neenzymatickym systémem, ktery slouZi k obrané bu-
nék pred oxida¢nim poskozenim. NejvyznamnéjSim intracelularnim antioxidantem podileji-
cim se na udrZeni redoxniho stavu bunék je GSH. U bunék preinkubovanych s LPS jsme po
aplikaci MCE (0,25 pg/ml) zaznamenali zpétné zvySeni hladiny intracelularniho GSH. Rov-
néz doslo k statisticky vyznamnému sniZeni produkce ROS (0,5 pg/ml MCE). Vysledky ko-
reluji s vysledky Slunské a spol. [20], ktefi prokazali sniZeni generovani ROS uc¢inkem SG.
Byly publikovany také prace, které poukazuji na pro-oxida¢ni ti¢inky SG [14]. Tyto studie
vSak byly provedeny na nadorovych bunéénych liniich s SG v nékolikanasobné vyssi kon-
centraci (1,8 pg/ml) nez byla koncentrace SG (0,25 pg/ml) v nami testovaném extraktu.

Dalsim pravodnim jevem parodontalniho onemocnéni je zanétliva reakce postiZené tka-
né&, na které se vyrazné podili gingivalni fibroblasty. Regulace produkce prozanétlivych
molekul predstavuje dali nadéjnou strategii v 1é¢bé/regulaci onemocnéni parodontu [22].
Rada klinickych studii se zabyvala studiem protizanétlivé aktivity extraktu ze S. cana-
densis s obsahem SG nebo zubnich past a tstnich vod obsahujicich tuto slozku [9, 24].
PrestoZe SG a extrakttim obsahujicim tento alkaloid je pripisovana protizanétliva aktivi-
ta, dosud neexistuje Zadna studie, ktera by se podrobnéji zabyvala pfimo mechanismem
jeho ptisobeni na markery zanétu. Jeho protizanétlivy ti¢inek je spojovan s jeho antimi-
krobialni aktivitou. NaSe experimenty prokazaly, Ze MCE v obou testovanych koncentra-
cich (0,25 a 0,5 pg/ml) signifikantné sniZoval produkci IL-6. Tento cytokin je hojné pro-
dukovan v zanicené tkani a stimuluje gingivalni fibroblasty k produkci kolagenolytickych
enzymu, coZ ma za nasledek destrukci postiZené tkané [22]. MCE rovnéz vyrazné inhibo-
val expresi COX-2, stimulovanou v gingivalnich fibroblastech bakteridlnim LPS.

ZAVER

Vysledky in vitro studie ukazaly, ze MCE potlacoval ui¢inky stimulované ptisobenim
LPS v lidskych gingivalnich fibroblastech sniZzenim produkce ROS, obnovenim tvorby in-
tracelularniho GSH a sniZoval expresi IL-6 a COX-2. Vysledky potvrdily, Ze potlacenim
zanétlivé reakce a oxida¢niho stresu, muZe byt MCE prospésny pro prevenci a 1é¢bu za-
nétlivych onemocnéni tstni sliznice. Protizanétlivé ti¢inky MCE jsme ovérili pri 1écbé za-
nétt zubniho ltizka po extrakci dolnich tretich molart. Vysledky klinické ¢asti studie
budou predmétem dalSiho sdéleni.

Seznam zkratek:
COX-2: cyklooxygenaza-2

DMEM: Dulbeccoem modifikované Eaglovo médium
DMSO: dimethylsulfoxid

GSH: gluthathion

CHE: chelerythrin

IL-1: interleukin-1

IL-6: interleukin-6

KBA: kvarterni benzo[c]fenanthridinové alkaloidy
LPS: lipopolysacharid

MCE: extrakt z Macleaya cordata

NC: neutralni ¢erven

ROS: reaktivni kyslikové slouc¢eniny

SG: sanguinarin

SMODCH: smérodatna odchylka
TNF-ou: tumor nekrotizujici faktor-o
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