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CiLE PRACE

1. Vypracovat literarni reSerSi s kliCovymi slovy: Allium, sirné aminokyseliny,
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy, alliinasa.

2. Zavedeni metody kvantitativni analyzy vybranych sirnych sloucenin v cesneku
kuchynském a ptibuznych druzich.

3. Stanoveni enzymové aktivity alliinasy ve vybranych biologickych materialech.



1 UvVOoD

Cesnek je starobylou plodinu, kterd je nékdy taktéZ oznacovana jako nutraceutikum.
Svym silnym specifickym aroma si ziskala neotfesitelnou pozici v kulinafském svété
i v povédomi Siroké vefejnosti. Za vSim stoji Siroké spektrum specifickych sirnych
latek, kterym je vénovana teoreticka cast této prace. V neporuSenych pletivech jsou
uloZeny zasobni sirné latky. V pripadé uvolnéni alliinasy, enzymu katalyzujici jejich
preménu, poskozenim pletiv dochazi k rychlé produkci tékavych latek. Tyto tékavé
latky jsou nositeli aroma a biologickych uc¢inki. Spektrum Gcinki je velmi bohaté a jiz
v davné minulosti neziistalo nepovSimnuto, jeZ je doloZeno ve zminkach v antické
literatufe. V dnesni dobé se Cesnek stale tési velké oblibé a v celosvétovém méritku 1ze
pozorovat neustale zvysujici se produkci Cesneku.

Experimentalni Cast prace je vénovana stanoveni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidl, jiz
zminénych zasobnich latek. K tomuto ucelu byla vyuZita kapilarni elektroforéza,
konkrétné jeji modifikace, micelarni elektrokineticka chromatografie. Jednou z vyhod
kapilarni elektroforézy jsou nizké provozni naklady a nizkéa spotfeba chemikalii. Tento
smér byl zohlednén a stal se z jednim cild optimalizace.

Nedilnou soucasti sirnych latek je enzym s nimi spjaty. Druhym z cilt bylo stanoveni
aktivity alliinasy. V podobném trendu byl bran zfetel na minimalizaci méfitka
experimentu. Cést je veénovana i pribéhu reakce s dalsimi substraty a Cast

i charakterizaci odriid cesneku z pohledu aktivity alliinasy ve strouZcich.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Cesnek kuchyrisky

Cesnek kuchymisky (Allium sativum L.) je nedfevnat trvala bylina rodu Allium, ktery
¢ita mezi 600 aZ 750 druhy, fadici se podle systému APG III k amarylkovitym
(The Angiosperm Phylogeny Group, 2009). Lidstvu je tato rostlina znama od nepameéti,
kulturni vyznamnost této plodiny dokazuji casté zminky v antické literature. SlouZzil
jako potravina, ale i jako medicinalni ptfipravek. Byl aplikovan preventivné i akutné pfi
riznych onemocnénich. Latky pritomné v Cesneku maji rozmanité biologické ucinky,
a prospésnych ucinkt, avSak nékteré jsou z dneSniho pohledu smyslené az bajné.
Slouzil napriklad pfi 1écbé plicnich onemocnéni, a to bronchitidy ¢i zapalu plic nebo
Zaludecnich problémt. Vérilo se, ale i v jeho afrodiziakalni tucinky ¢i schopnost
prodluZovat délku Zivota (Aviello et al., 2009; Block, 2010). Po staleti lidé vyuZivali
antimikrobialnich Gcinka Cesneku, kterym oSetfovali rany, mezi které miZeme zahrnout
trzné rany od zvirat ¢i pokousani. Z téchto skutecnosti pravdépodobné vyvstala povéra,
podle které Cesnek slouzi k ochrané pred bajnymi upiry. Antimikrobidlnich t¢inki
si také vSiml Louis Pasteur v 60. letech 19. stoleti, coZ nasledné vedlo k vyuZiti Cesneku
jako prevence gangrény v prvni a druhé svétové valce (Rose et al., 2005).

Rostlina obvykle doriistd vySky az 90 cm a vytvari typickou podzemni ¢lenénou
cibuli obalenou nékolika suchymi suknicemi bilé nebo fialové barvy. Clenitost cibule
se liSi, A. sativum ssp. sativum vytvari cibuli s velkym poctem strouzkii v nékolika
vrstvach, které mohou pripominat soustiedné spiraly, kdeZto A. sativum
ssp. ophioscorodon vytvari jednu fadu velkych strouzkd okolo zdfevnatélého stonku
(Block, 2010). Listy jsou dlouhé kopinaté, vétSinou zelené barvy, mohou byt
modrozelené i lehce naSedlé. Kvétenstvi se vytvari na konci stonku, které je navic
obaleno jako celek v listu. K nasazovani kvéti dochazi v Cervenci a konci v srpnu,
nejCastéji je vSak mnoZen vegetativné sadbou strouzkii (Aviello et al., 2009).

Ptivodem pravdépodobné pochazi z centralni Asie a jihozdpadni oblasti Sibite, dnes
je Cesnek péstovan prevazné v Ciné a Jihovychodni Asii. V roce 2017 bylo vypéstovano
celosvétové pres 28 mil. tun Cesneku, z ¢ehoZ 78,8 % bylo vypéstovano v Ciné a 6,0 %
v Indii. Mezi vyznamné evropské producenty se fadi Rusko (0,92 % svétové produkce),

Spanélsko (0,98 %) a Ukrajina (0,66 %). V Cesku bylo v roce 2017 vypéstovano
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1340 tun ¢esneku. Za posledni roky se produkce ¢esneku v Cesku i celosvétové neustéle
zvysuje. K nejvétsimu poklesu péstovani v Cesku doslo po roce 2001, kdy se produkce

snizila 0 96,5 % (FAOSTAT, 2019).

2.1.1 Chemie cesneku

Studium chemického sloZeni cesneku zacalo velmi brzo uZz na zacatku 20. stoleti
a dodnes Ccesnek zlistavd jednou z nejvice studovanych plodin, pfevazné diky
prokdzanym zdravi prospéSnym ucinkiim. NejvyznamnéjsSi z téchto prospésnych
chemickych komponent 1ze rozdélit do dvou skupin. Na organické slouceniny, které
ve své struktufe obsahuji siru a ty které ji neobsahuji. Prospésné tcinky jsou predevsim
pripisovany unikatnim sirnym slouceninam, z nichZ nejznaméjsi a nejvice studovanou
je allicin (Aviello et al., 2009). Ten vSak paradoxné neni v neporuSenych pletivech
pritomny a ani neni rostlinami pfimo produkovan. Pochopeni chemie Cesneku a cibule
kuchytiské (Allium cepa L.) trvalo fadu let, avSak dnes je znamo, Ze v neporuSenych
pletivech se vyskytuje par zasobnich sloucenin. Z fadové jednotek zasobnich sloucenin
miZe vzniknout pfiblizné 50 tékavych sirnych sloucenin zajiStujici aroma nejen
Cesneku, ale i pfibuznych plodin. Tato chemickd rozmanitost je jednim z divodu

velkého zajmu o studium Cesneku (Rose et al., 2005).
2.1.2 Slouceniny siry

2.1.2.1 Sirné aminokyseliny

Dvéma zakladnimi sirnymi aminokyselinami v Zivych organismech jsou cystein
a methionin. Obé jsou klicové pro spravnou funkci metabolismu, a to nejen pro syntézu
proteind. V proteinech cystein zastdva nékolik funkci, pomoci disulfidovych vazeb
pomaha utvaret jejich terciarni a kvarterni strukturu, ma taktéZ katalytickou funkci
a jako soucast FeS klastrii je nezbytny pro elektronovy prenos fotosyntézy a respirace.
V metabolismu hraje vyznamnou roli, jelikoz je jedinym donorem sulfidu pro vystavbu
fady dalSich latek obsahujici siru v redukované formé. Reaktivita nukleofilniho thiolu
¢ini z téchto latek mnohostranné molekuly. Pro primarni metabolismus to jsou
koenzym A, glutathion, biotin, kyselina lipoova a thiamin (Hell et al., 2002). Na druhou
stranu vysoce reaktivnhi povaha cysteinu je pricinou toxickych ucinkd, zvlasté
ve zvySenych koncentracich a jeho hladina je proto prisné regulovana. Jednou

z moznosti regulace je degradace. Pti katabolismu cysteinu dochazi k uvolnéni siry,
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kterd je zabudovana do zminénych FeS klastrii nebo je uvolnéna ve formé sulfanu,
dilezité signalni molekuly (Hildebrandt et al., 2015).

Metabolismus methioninu je pfimo svazany s cysteinem, ze kterého ziskava atom
siry. Pri proteosyntéze slouZzi jako iniciator translace mRNA a stejné jako cystein
je prekurzorem pro Fadu dalSich latek jako napriklad polyaminy, vitaminy, kofaktory,
osmoprotektanty ¢i ethylen. Nejprve je preveden v aktivovanou formu
S-adenosylmethonin (SAM), koenzym methyltransferas. SAM miiZe slouZit jako donor
methylové skupiny (tvorba osmoprotektanti) ¢i celého uhlikového skeletu (produkce

polyamini) (Wirtz a Droux, 2005).

2.1.2.2 Derivaty cysteinu

Specifické sirné slouceniny jsou odvozeny od cysteinu. V pletivech jsou kumulovany
ve dvou formach, prvni z téchto forem jsou biosyntetické meziprodukty dipeptidy
y-glutamyl-S-alk(en)ylcysteiny (yGC) a druhou formou koncové produkty biosyntézy,
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy (ACSO). Ackoliv se jedna o sekundarni metabolity, tak jsou
tyto latky intenzivné produkovany a v zasobnich organech jsou uchovavany
ve vysokych koncentracich. V pripadé Cesneku veskeré sirné latky zastavaji hmotnostni
podil mezi 1 aZ 5% suSiny. Z ACSO nasledné vznika skupina atraktivnich latek
nazyvané thiosulfinaty (Jones et al., 2004).

Znamy jsou cCtyri zakladni ACSO a dalSi minoritni (viz obr. 1). Mezi majoritni
zastupce fadime alliin (S-allyl-L-cysteinsulfoxid), methiin (S-methyl-L-cysteinsulfoxid),
isoalliin ((E)-S-(1-propenyl)-L-cysteinsulfoxid) a propiin (S-propyl-L-cysteinsulfoxid)
(Rose et al., 2005). Minoritnimi zastupci jsou nedavno objevené slouceniny ethiin
(S-ethyl-L-cysteinsulfoxid) a butiin (S-n-butyl-L-cysteinsulfoxid) identifikovany
v Cesneku sicilském (Allium siculum Ucria) (Kubec et al., 2000; Kubec et al., 2002).
Vice o ojedinélych zastupcich ACSO niZe v textu.

Profil ACSO je druhové specificky. Alliin miZe byt povaZzovan za pomérné vzacny,
existuje pouze maly pocet druhti, jimizZ je produkovéan ve vysokych mnoZstvich. Jedna
se predevsSim o Cesnek kuchynsky (A. sativum L.), Cesnek medveédi (Allium ursinum L.)
a nebo tfeba pazitku ¢inskou (Allium tuberosum Rotler ex Spreng). Methiin na druhou
stranu je velmi rozsifeny. Pro prehled Ize uvést cibuli kuchytiskou (Allium cepa L.), por

zahradni (Allium ampeloprasum var. porrum L.), pazitku pravou' (Allium

1 Ceska nomenklatura pfevzata dle Hybl et al. 2016
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Obr. 1: Znami  zastupci  S-alk(en)ylcysteinsulfoxidi  (ACSO).  (A) methiin

(S-methyl-L-cysteinsulfoxid), (B) ethiin (S-ethyl-1-cysteinsulfoxid), (C) propiin
(S-propyl-L-cysteinsulfoxid), (D) isoalliin  ((E)-S-1-propenyl-L-cysteinsulfoxid),
(E) alliin (S-allyl-L-cysteinsulfoxid), (F) butiin (S-butyl-1-cysteinsulfoxid),

(G) homoisoalliin (S-1-butenylcysteinsulfoxid), (H) petiveriin (S-benzylcysteinsulfoxid) a (I)
cykloallin  ((G)a(H) adaptovano  dle Kubecet al., 2010; (I) adaptovano dle
Ichikawa et al., 2006; ostatni adaptovano dle Rose et al., 2005).
schoenoprasum L.) Ci Cesnek medvédi, v Cesneku kuchyniském je zastoupen minoritné.
Dokonce je produkovan nékterymi druhu celedi Brasicaceae ku prikladu hlavkové zeli
(Brassica oleracea var. capitata L.), brokolice (Brassica oleracea var. asparogoides
DC.) ¢i pekingské zeli (Brassica pekinensis (Lour.) Rupr.). Propiin je produkovan
fadou druhti pribuznych cibuli, avSak v nizkych koncentracich. Ethiin byl prokazan
u nékolika druhti ve velmi malych koncentracich. Isoalliin je typickym majoritnim
zastupcem cibule kuchymiské a pribuznych druhii (Krest et al., 2000; Kubec et al., 2000;
Kubec a Dadakova, 2008).

Mezi ACSO lze zatadit piibuznou latku cykloalliin, kterd byla identifikovana
v plodinach Allium. Jednd se o heterocyklickou slouZeninu odvozenou
od thiomorfolinu, kterd vznika cyklizaci isoalliinu. Jeho funkce stile znama neni, ale
Ichikawa et al. (2006) na n€j nahliZi jako na moZny marker kvality skladovani Cesneku.
Béhem dormance stale dochazi ke zménam obsahu ACSO u vSech plodin. Cykloallin
je jednim z nich a pfi neZadoucich vysSich teplotach jeho koncentrace nartista rychleji

neZ pri teplotach niZsich, které jsou vhodné pro dlouhodobé skladovani. Tento trend
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je vS8ak podobny nejen pro cykloalliin, ale i pro ostatni ACSO (Kamata et al., 2016).
Koncentrace isoalliinu se navic napfic kultivary Cesneku velmi odliSuje (Ovesna et al.,

2007).

2.1.2.3 Thiosulfinaty a dalsi tékavé latky

K pfeméné zasobnich sloucenin je nutny enzym alliinasa (alliinlyasa EC 4.4.1.4), ktera
je uchovavana ve vakuole. Jeji substraty jsou uloZeny v cytoplasmatickych vezikulach
a pouze po dekompartmentaci dochazi k rychlé preméné. PriCinou miZe byt spasani,
napadeni mikroorganismy ¢i kulinarské vyuZiti clovekem. Alliinasa katalyzuje rozklad
ACSO na prislusnou sulfenovou kyselinu, kyselinu pyrohroznovou a amoniak (Shimon
et al., 2007). Sulfenové kyseliny jsou vysoce reaktivni a vzajemnou kondenzaci dochazi
k jejich Castecné stabilizaci za vzniku thiosulfinatd, biologicky aktivnich latek. Z alliinu
vznikajici diallylthiosulfinat se nazyva allicin, ten je typicky vyraznym aroma cesneku
aostrou vuni. Aroma vznikajictho dimethylthiosulfinatu ptivodem 2z methiinu
je popisovano jako viiné Cerstvé cibule ¢i viiné zeli (Jones et al., 2004).

Pri vysoké koncentraci maji neptijemné senzorické ucinky. Allicin a diallyldisulfid
(viz dale v textu) sdili nékteré strukturni prvky s allylisothiokyanatanem. Jedna
se o latky, které aktivuji TRPA1 a TRPV1 receptory, jeZ se podili na signalizaci bolesti
u savcd, a plni funkci repelentu zvitecich predatorti (Bautista et al., 2005, Salazar et al.,
2008).  Aktivovany disulfid disponuje silnymi antimikrobidlnimi ucinky, dalsi
vlastnosti, kterou prildkaly pozornost ¢lovéka, je, Ze se jedna pravé o latky zajisStujici
silné, specifické aroma a chut’ typické pro cely rod Allium (Block, 2010).

Thiosulfinaty (viz obr. 2) vznikaji kondenzaci dvou sulfenovych kyselin, které

nemusi byt identické. Tato skutecnost je diivodem vysoké rozmanitosti vznikajicich

RR= ---57 RR = 57 NS
RR= ---87 N RR'= g7 NF
RR= ---s7 "  RR= --s

RR'= ---s7 >\

Obr. 2 Obecna struktura thiosulfinatti. Alk(en)ylové skupiny koresponduji s pfirozenymi ACSO,
ze kterych pochazi (Adaptovano z Rose et al., 2005; a Kubec et al., 2010).
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sirnych sloucenin. Kombinaci postrannich skupin miiZe vzniknout pocetnd skupina
unikatnich sloucenin, avSak v biologickych materidlech ptevaZzuji pouze nékteré,
napriklad nékteré symetrické (allicin, dimethyl-) nebo asymetrické vznikajici kombinaci
neidentickych sulfenovych kyselin (allyl- + methyl-, 1-propenyl- + methyl-). Profil
thiosulfinatt je druhové specificky, jelikoZ je pfimo provéazany s profilem ACSO (Rose
et al., 2005).

Thiosulfinaty jsou stdle nestabilni a podléhaji dalSim reakcim. Rychlost rozpadu
téchto latek zavisi na okolni teploté a povaze rozpoustédla. Pfeménou Ci rozpadem
thiosulfinatl vznika Siroké spektrum novych latek, jez 1ze roz¢lenit do tfech skupin, a to
acyklické sulfidy, cyklické sulfoxidy a dithiiny (viz obr. 3). Mezi acyklické sulfidy patti
ajoeny a (poly)sulfidy. Skupina cyklickych sulfoxidid byla objevena teprve nedavno.
Tvori ji velka skupina garlicninti, ktera ma i zastupce acyklické i mezi dithiiny. Dithiiny
jsou tékavé heterocyklické latky vznikajici z thioakroleinu. Jedna z moZnych reakci
allicinu je jeho rozpad za vzniku jedné molekuly ptvodni sulfenové kyseliny a jedné
molekuly thioakroleinu. Vychozimi latkami pro tyto skupiny produktt jsou predevsim
alliin (Cesnek kuchyrnsky) nebo isoallin (cibule kuchyrniska). Nenasycené vazby
ve struktufe vznikajicich sulfenovych kyselin a thiosulfinati umozZiuji rozmanité
strukturni zmény. Podstatnou skuteCnosti je to, Ze tyto latky si i nadale zachovavaji
biologickou aktivitu a klinickymi studiemi byly prokazany zdravi prospésné ucinky
(Nohara et al., 2013; Nohara et al., 2014; Nohara et al., 2015). Zajimavou skupinou
latek jsou zwibelany (viz obr. 3) typické pro cibuli kuchynskou. Symetricky
thiosulfinat vznikly kondenzaci dvou molekul kyseliny 1-propenylsulfenové podléha
rychlému vnitinimu presmyku a vznika tak bicyklicka molekula (Block, 1992).

Isoalliin je v cibuli (A. cepa L.) zpracovavan celkem dvéma enzymy, nejprve
alliinasou a v ndavaznosti 1-sulfinylpropanisomerasou® (EC 5.3.99.M1). Dochazi
ke katalyze pfemény 1-propenylsulfenové kyseliny za vzniku 1-sulfinylpropanu® (1SP),
tékavé latky zpisobujici iritaci sliznic a stimulujici slzeni, které je s cibuli notoricky
spjaté (Imai et al., 2002). Tohoto poznatku vyuZili Eady et al. (2008) a ve své praci

modifikovali cibuli. Uml¢enim Ifs genu, byla vyrazné sniZena aktivita 1SPisomerasy.

2V anglické literatufe je uvddén nazev ,Jachrymatory factor synthase“ ¢i ,,LFsynthase®. I pfes zaZity
nazev syntasy se jedna o isomerasu (intramolekuldrni oxidoreduktasu).
3 Obdobné jako enzym je tato latka zndma v anglické literatufe jako ,lachrymatory factor®.
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Obr. 3 Vybrané tékavé slouCeniny siry. (A) je skupina dithiind a (B) skupina ajoent, obé
skupiny vznikaji z allicinu. (C) zahrnuje skupinu (poly)sulfidi. (Adaptovano dle Rose et al.,
2005). (D) reprezentuje vybér z garlicninti, které zastupuji jak acyklické sulfidy, dithiiny
tak i cyklické sulfoxidy (Nohara et al., 2012; Nohara et al., 2013; Nohara et al., 2015).
(E) zahrnuje latky vznikajici z isoalliinu, 1= (E)-1SP a (Z)-1SP, 2 =bicyklicky zwibelan.
(F) je vybér latek potvrzenych v Kubec et al., (2010), 3 = cyklohomoisoalliin, 4 = petivericin
(dibenzylthiosulfinat), 5 = 1-sulfinylbutan.

Tim byla vyslechténa cibule, ktera po poSkozeni pletiv neprodukuje velka mnoZstvi

iritujiciho 1SP a zaroven tim dochazi k vyraznéjsi produkci thiosulfinat.
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Kubec et al. (2010) potvrdili fadu novych latek opét v Cesneku sicilském a v Allium
tripedale Trauvt. a vyznamné tak rozviji seznam znamych sirnych latek v rodu Allium.
Vedle jiZ znamého butiinu je v téchto rostlinach pritomen i homoisoalliin
(S-trans-1-butenyl-L-cysteinsulfoxid). Homoisoalliin podléha stejné cyklizaci jako
isoalliin a vznika tak homocykloalliin. Analogicky je taktéZ substratem alliinasy
i 1SPisomerasy. 1-butenylsulfenova kyselina tak miize dat vzniku novym zwibelantim
nebo 1-sulfinylbutanu ¢i novym asymetrickym thiosulfinatim. V Petiveria alliaceae L.
byla potvrzena pritomnost prvniho aromatického ACSO S-benzylcysteinsulfoxidu (viz

obr. 1), ze kterého vznika ¢innosti alliinasy thiosulfinat petivericin (viz obr. 3).

2.1.3 Produkce sirnych sloucenin in vivo

Vysoka produkce sirnych sloucenin je mimotradné narocnd na metabolismus siry.
Rostliny pfijimaji siru ve formé siranti z ptidy. Experimentalné byla prokazana pozitivni
korelace mezi koncentraci siry v ptidé a pletivech Cesneku a cibule. Hnojeni s diirazem
na vysoky obsah siry vede k intenzivnéjsi produkci ACSO. Docileno toho bylo jak
mineralnimi, tak i organickymi hnojivy (Arnault et al., 2003; Lundegardh et al., 2008)
ZvySené koncentrace mohou byt priznivé z nutricniho hlediska, také umoziuji delsi
dobu skladovatelnosti a plodiny s vySSim obsahem sirnych latek jsou vhodnéjsi
ke zpracovani pro farmaceutické ucely (Bloem et al., 2004; Bloem et al., 2010).

Pro vSechny organické slouceniny rostliny vyuZivaji anorganického sulfatu. Po pfijeti
kofeny je aktivovan ATP-sulfurylasou na 5'-adenylylsulfat (APS). Dochéazi k uplné
redukci na sulfid a je zabudovan do molekuly cysteinu cysteinsynthasou
(O-acetylserin(thiol)lyasa, EC 2.5.1.47). Cystein je vychozim bodem pro vSechny sirné
latky biologického ptivodu vcetné ACSO a klicovou aminokyselinou glutathionu, ktery

je prekurzorem vSech ACSO (Jones et al., 2007).

2.1.3.1 Biosynteticka draha

Zajem o biologicky aktivni sirné latky vedl taktéZ ke zkoumani vzniku jejich
se 0 analyzy a sledovani davkovanych radioaktivné znaCenych slouCenin, zejména
izotopu siry *S a predpokladanych prekurzorti. Nicméné az v neddvné dobé bylo
popsano nékolik enzymi katalyzujicich jednotlivé kroky, ¢imz byly zaroven objasnény
nékteré nejasnosti v navrZzenych drahach (Lancaster a Shaw, 1989; Yoshimoto a Saito,

2017).
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Vychozi latkou biosyntetické drahy je glutathion (viz obr. 4) a celou drahu lze
shrnout do Ctyf zakladnich reakci. Prvni reakci je alkylace volné thiolové skupiny.
Nedavné publikace uvadi, Ze zdroj methylové skupiny charakteristické pro methiin stale
neni dodnes znam (Yoshimoto a Saito, 2017). V pripadé alliinu, isoalliinu a propiinu,
jakoZzto tfiuhlikatych derivati, je zdrojem Fetézce valin, coZ bylo potvrzeno davkovanim
znaCeného valinu jak v Cesneku (Suzuki et al., 1962), tak i v cibuli (Turnbull et al.,
1980). Pritomnost 2-karboxypropylglutathionu byla potvrzena a pravdépodobné vznika
konjugaci glutathionu s kyselinou methylakrylovou. Methylakrylyl-CoA je toxicky
meziprodukt vznikajici pfi katabolismu valinu, pfitomnost i produkce byla prokazana
prozatim u Zivocicht. U rostlin se predpokladd vznik methyakrylyl-CoA
v mitochondriich a peroxisomech, nicméné enzymy nebyly charakterizovany pro
vSechny kroky degradace vétvenych aminokyselin. Katabolismus vétvenych
alifatickych aminokyselin je prevazné spolecny. Pouze degradace valinu produkuje
toxicky meziprodukt (Hildebrandt et al., 2015). Pti poSkozeni enzymatického aparatu,
které vedlo k hromadéni vysokych koncentraci aktivovaného methylakrylatu,
byla zjiSténa pritomnost atypickych aminokyselin v lidské moci,
a to 2-karboxypropylcysteinu a 2-karboxypropylcysteaminu (Truscott et al., 1981).
thiolovym skupinam (Hildebrandt et al., 2015).

Navazujicim krokem je odstépeni glycinu z alkyl derivatu glutathionu. AvSak enzym
pro tuto reakci nebyl identifikovan. Pfedpokladana je podobnost s enzymem, ktery
katalyzuje posledni biosyntetickou reakci tvorby glutathionu, karboxypeptidasou (Jones
et al., 2004).

Posledni dvé reakce zahrnuji deglutamylaci a oxidaci meziproduktti. Na zakladé
je biosynteticka draha navrZena tak, Ze oxidace predchazi deglutamylaci (Lancaster
a Shaw, 1989). V nedavnych studiich (Yoshimoto et al., 2015a; Yoshimoto et al., 2015b)
identifikovali a charakterizovali enzymy pro oba biosyntetické kroky prozatim pouze
v Cesneku kuchynském. Vysledky nové naznacuji, Ze oxidace je finalnim krokem
biosyntézy. Vzhledem k tomu, Ze nové experimenty vychazi pouze z Cesneku, se tyto

vysledky vzajemné zcela nevylucuji.
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a oxidaci na finalni produkt.
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Obr. 4 Biosyntetickd draha ACSO zobecnéna na biosyntéze alliinu (H). Vychozim bodem
je glutathion (A), ktery reaguje s methakrylyl-CoA (B) za vzniku S-(2-karboxypropyl)glutathionu
(C), z ného? je nasledné odStépen glycin za vzniku y-glutamyl-S-(2-karboxypropyl)cysteinu (D).
Navazujici dekarboxylaci vznika y-glutamyl-S-allylcystein (E) (dekarboxylace neprobiha
béhem biosyntézy methiinu). Pokracovani drahy ve sméru (1) predpoklada nejprve oxidaci
za vzniku y-glutamyl-S-allylcysteinsulfoxidu (G) a naslednou deglutamylaci na (H). Draha (2)
zahrnuje doposud jediné popsané kroky (tucné), ato deglutamylaci na S-allylcystein (F)
*Predpoklddand reakce (B) s biosyntetickym predchtidcem
glutathionu y-glutamylcysteinu za vzniku (D) (Drdha adaptovana dle Lancaster a Shaw, (1989)

a upravena dle Yoshimoto a Saito, (2017)).
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Yoshimoto et al. (2015a) identifikovali pomoci EST databaze Cesneku tfi nové geny
(AsGGT1, AsGGT2 a AsGGT3) pro y-glutamyltranspeptidasy (y-glutamyltransferasy)
katalyzujici deglutamylaci biosyntetickych meziproduktd. Rekombinantni proteiny
AsGGT1, AsGGT2 a AsGGT3 exprimované v Saccharomyces cerevisiae vykazovaly
vyrazné vySsi afinitu vGaci substrdtu  y-glutamyl-S-allylcysteinu nez  vaci
y-glutamyl-S-allylcysteinsulfoxidu, coZ nasvédcuje tomu, Ze in vivo deglutamylace
predchazi oxidaci, jelikoZ deglutamylace oxidovaného substratu témér neprobihala.
Identifiované enzymy se vzajemné liSily i kinetickymi konstantami. OdliSna byla taktéz
kompartmentace, AsGGT1 a AsGGT3 byly lokalizovany v cytosolu a AsGGT2
ve vakuole. Rozdilné kinetické parametry a kompartmentace nasvédCuji, Ze kazdy
enzym hraje svoji roli v rtznych vegetacnich obdobich. Vysoka afinita AsGGT?2,
lokalizace ve vakuole a exprese v listech nasvédCuje, Ze se tento enzym aktivné podili
na produkci ACSO béhem ristu a vyvoje rostliny. AsGGT1 a AsGGT3 jsou
exprimovany v zasobni cibuli a kofenech.

V navazujici praci Yoshimoto et al. (2015b) identifikovali a charakterizovali jediny
enzym podilejici se na oxidacni reakci. V EST databazi cesneku byl identifikovan gen
AsFMOI1 kodujici monooxygenasu obsahujici flavinovy kofaktor. Rekombinantni
enzym AsFMO1 exprimovany v S. cerevisiae vykazoval vyssi afinitu vaci
S-allylcysteinu oproti y-glutamyl-S-allylcysteinu. Tento poznatek upeviiuje hypotézu,
Ze deglutamylace predchazi oxidaci, ktera je tedy zavérecnym krokem biosyntézy. Mira

exprese AsFMO1 napric rostlinnymi organy je podobna.

2.1.3.2 Profily sirnych sloucenin béhem skladovani

K produkci a zméné profili ACSO dochézi i dlouho po sklizni plodin. Jak jiz bylo
zminéno vyse, tak béhem skladovani dochazi k nartstu obsahu cykloalliinu. Nejedna
se 0 jedinou zménu, ke které dochéazi. yGC jsou spolecné s ACSO béhem vyvoje
rostliny transportovany do zasobnich pletiv. Transpeptidasova aktivita v zasobni cibuli
béhem dormance je minimalni a nedochazi k vyraznému poklesu hladin yGC.
AZ v intervalech nékolika meésici lze sledovat tbytek zasobnich yGC a nardst
koncentrace ACSO. Pred unikem z dormance lze pozorovat narist transpeptidasové
aktivity. Pti vysokych skladovacich teplotach k této preméné dochazi vyssi rychlosti,

stejné tak dochazi i k dfivéjSimu tniku z dormace (Kamata et al., 2016).
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2.1.4  Alliinasa
Jak jiz bylo zminéno vySe, ACSO jsou substraty alliinasy. Jedna se o homodimerni,
pyridoxal-5-fosfat (PLP) dependentni enzym (viz obr. 6), ktery katalyzuje a,-eliminaci.
Produkty reakce jsou aminoakrylat (konjugovana baze kys. aminoakrylové)
a alk(en)ylderivat sulfenové kyseliny (dle matefského ACSO). Aminoakrylat se vSak
po reakci okamZité rozpada za vzniku pyruvatu (konj. baze Kkys. pyrohroznové)
a amoniaku. Uvolnéni aminoakrylatu vede opét ke vzniku Schiffovy baze mezi PLP
a aminoskupinou postranniho fetézce lysinu 251, vychozimu stavu enzymu (viz obr. 5).
Alliinasa byla charakterizovana v nékolika druzich, cibuli kuchynské, poru zahradnim,
Cesneku medvédim a paZitce Cinské (Manabe et al., 1998; Lancaster et al., 2000).
V Cesneku kuchyniském byla dokonce zjiSténa jeji struktura RTG krystalografii.
Podobnost sekvenci se pohybuje mezi 51-70 %. Monomer alliinasy Cesneku sestava
ze 448 aminokyselin a celkova molekulova hmotnost monomeru c¢ini 51,5 kDa.
Glykosylace je specifickd vysokym obsahem mannosy, pficemZ sacharidova slozka
tvofi odhadem 5,5-6 % hmotnosti proteinu (Shimon et al., 2007). Ve strouZcich cesneku
byly nalezeny dva lektiny vazajici mannany (ASAI a ASAIIL, ASA z angl. ,allium
sativum agglutinin®), z nichZ ASAI tvori komplex s alliinasou (Dam et al., 1998).
Alliinasa je bohaté zastoupena a zvlasté v Cesneku kuchyniském, u kterého tvori 10 %

hmotnosti vSech rozpustnych proteinti ve strouZcich. V cesneku je lokalizovana
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Obr. 5: Schéma reakce katalyzované alliinasou. Cervené je vyznacena soucast enzymu, cerné
substrat a vychazejici produkty, modre princip katalyzy (Adaptovéano dle Shimon et al., 2007).
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Obr. 6: Alliinasa s detailnim pohledem na kofaktor (struktura dle Kuettner et al., 2002). Snimek
porizen za pomoci softwaru PyMOL.

v blizkosti cévnich svazki, coZ pravdépodobné odrazi jeji funkci pfi ochrané zasobnich
cibuli pred predaci a hnitim (Ellmore a Feldberg, 1994). Na druhou stranu se jedna
o citlivy termolabilni enzym, ktery snadno denaturuje v pfitomnosti surfaktantt, a jeho
skladovatelnost je omezena. MitiZe byt dodatecné stabilizovan kompatabilnimi osmolyty
jako napriklad glycerol, sorbitol, sacharosa nebo trimethylaminoxid. Princip
mechanismu, jak je enzym stabilizovan, znam stale neni. Pfedpokladem je omezeni
interakci s molekulami vody, ¢imZ je nasledné preferovan sloZeny stav nativniho
enzymu neZ rozvolnéna struktura enzymu denaturovaného (Street et al., 2006; Shin
et al., 2018).

Produkty reakce alliinasy i 1-sulfinylpropanisomerasy jsou draZdivé nejen pro
predatory, ale i pro rostlinu samotnou. Inhibice allinasy je nutna pro zamezeni tvorby
dodatecnych thiosulfinatt ¢i sulfinylderivatd, jako prevence vedlejSich Skod a efekt tak
zustal zacilen pouze v zasaZeném misté. Nové experimenty na rostliné P. alliaceae
prokazaly, Ze alliinasa je inhibovana synergickym plisobenim vlastnich produkti,
pyruvatu a thiosulfinatti, v ptipadé P. alliaceae petivericinem. Alliinasa je inaktivovana
kratce po dekompartmentaci jeSté pred vyCerpanim dostupnych ACSO (He et al., 2018).

Na druhou stranu Weiner et al. (2009) nepozorovali tplnou ztratu aktivity alliinasy
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z Cesneku po modifikaci navazdnim biotinu na volné thioly cysteinti, které podléhaji

reakci s thiosulfinaty.

2.1.5  Sirné latky vznikajici zpracovanim cesneku

Ne vSechny latky, jejichZ prospésné ucinky jsou zkoumany, vznikaji in vivo. A taktéz
ne vSechny, které vznikaji béhem zpracovani jsou Zadouci. Za Zadouci jsou povaZovany
S-allyl-L-cystein (SAC) a S-allylmerkapto-L-cystein (SAMC) (viz obr. 7). SAC
je biosyntetickym meziproduktem alliinu, avSak nejsou hromadény. Koncentrace
nepiekracuji hranici 30 pg-g* Cerstvé hmoty (Kodera et al., 2002). BohatSim zdrojem
SAC je pravé Cesnek, ktery prochazi upravou a jednou z téchto forem je Cerny Cesnek.
V poslednich letech se Cerny Cesnek stava popularnéjsi, predevSim v oblasti Koreje
(Choi et al., 2014). Ziskavan je dlouhodobym vystavenim cesneku vysoké teploté
a vlhkosti. Maillardovou reakci, karamelizaci a oxidaci fenolickych latek je ziskdvana
¢erna barva, zaroven dochézi k prudkému poklesu pH, priblizné pétinasobnému nartistu
koncentrace SAC a zvySeni antioxidacni kapacity (Bae et al., 2014).

Druhou formou bohatou na SAC a SAMC je vyzrdly Cesnek. Ten na rozdil
od Cerstvého Cesneku neni aromaticky. Jeho piiprava trva az 20 mésicd. Cesnek
je homogenizovan a naloZen v nerezovych tancich do 10-15% ethanolu, zrani probiha
pii nizké teploté. Nasledné je smés zfiltrovana a zakoncentrovana, taktéZ za nizkych
teplot. Béhem dlouhé doby zrani dochazi k preméné zasobnich latek. Proteiny jsou
degradovany za uvolnéni volnych aminokyselin, ACSO jsou pievedeny na thiosulfinaty,
z nichZ Cast reaguje s cysteinem ¢i cystinem za vzniku SAMC a cast je odpafena, stejné
jako jejich produkty rozpadu, proto vyzraly cCesnek nenese Zadné aroma. yGC jsou
transpeptidasami/hydrolasami prevedeny na S-alk(en)yl-L-cysteiny, kam lze zaradit jiz
zminény SAC, ktery se po zrani stava jednou z nejvice zastoupenych sirnych latek
(Colin-Gonzales et al., 2012).

Mezi dalsi nové vznikajici latky patfi i nezadouci barviva. Pro jejich vznik je dtileZité
alespon minimalni zastoupeni isoalliinu. Podstatna je 1-propenylova skupina
ve vznikajicich asymetrickych thiosulfinatech, které nasledné reaguji
s aminokyselinami. Vznika tak sloZitd smés barviv, kter& mohou byt v nékterych
biologickych materidlech maskovana pfitomnym chlorofylem ¢i anthokyany. V Cesneku
jsou pozorovana zelena a modra barviva, v cibuli a péru pak pigmenty rizové barvy

(Kubec et al., 2004).
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2.1.6  Dalsi aktivni latky cesneku

VétsSina publikaci, ktera se vénuje chemii Cesneku je zamérena predevSim na sirné latky.
Avsak v plodinach rodu Allium je pfitomno mnoho dalSich skupin atraktivnich latek (viz
obr. 7). Mimo Siroce znamé vitaminy a jejich ucinky, volné aminokyseliny ¢i mineralni
latky se jedna napfiklad o skupinu steroidnich saponini. Na rozdil od sirnych latek jsou
rozpustné ve vodeé a odolavaji tepelnému zpracovani. V Cesneku jsou pritomny skupiny
erubosidii (viz obr. 6) a sativosidli (Lanzotti et al., 2014). Matsuura (2001) pozoroval
na zvifecich modelech sniZenou absorpci cholesterolu ve stfevnim lumenu dc¢inkem
saponinid obsaZenych v extraktu z vyzrdlého Cesneku’. Vedle téchto ucinkd byly
pozorovany i ucinky cytotoxické a antifungdalni (Lanzotti et al., 2014).

Vzristajicimu zdjmu se t€Si i fruktany, zasobni polysacharidy rostlin. Od Skrobu
se odliSuji tim, Ze vznikaji polymeraci fruktofuranosy nikoli glukopyranosy a jsou
rozpustné ve vodé. Pro rod Allium jsou typické a bohaté zastoupeny (Cesnek 9-16 %,
cibule 1,1-7,5 % celkové hmoty). Podle typu vazeb a polymeracniho stupné jsou dale
fruktany déleny na vice typl, a to inuliny, levany ¢i fruktany keostosového typu.
V Cesneku jsou produkovany fruktany neokestosové. Fruktany maji prebiotické
a antioxidacni Gc¢inky. Vzhledem k tomu, Ze lidsky organismus je neni schopen fruktany
stravit, se dostavaji ke stfevni mikroflofe v téméf nezménéném stavu, dochéazi pouze
k minoritni hydrolyze v prostfedi Zaludku. Mikroflora je schopna zuZitkovat fruktany,
atim je stimulovan rlst prospéSnych bakterii — bifidobakterii a laktobacili. Mimo
stimulujici funkci maji i funkci ochranou, jelikoz jsou schopny zhaSet reaktivni formy
kysliku (ROS) (Baumgartner et al., 2000; Peshev a Van den Ende, 2014).

DalSimi netékavymi latkami v prfirodnich materiadlech jsou fenolické latky. Jejich
obsahy v potravinach jsou povazovéany za duleZité parametry, jelikoZz se vyznamné
podili na antioxidacni kapacité a pro fadu latek byly pozorovany i specifické Gcinky.
Jednémi z téchto latek jsou rozmanité flavonoidy, které jsou v Allium plodinach
vyznamné zastoupeny v porovnani s béZné konzumovanymi zeleninami. Pomyslny
rekord prozatim prislusi cibuli jarni (Allium fistulosum L.) (2,7 g-kg" celkovych
flavonoidd na Cerstvou hmotu). V cesneku je bohaté zastoupen myricetin a apigenin,

v cibuli kvercetin (viz obr. 7), luteolin a kaempferol. U¢inky flavonoid# jsou intenzivné

4V anglické literatufe uvadéno jako ,,aged garlic extract”, zkrdcené ,,AGE“.
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Obr. 7: Vybrané latky obsazené v Cesneku. Prvni trojice je ze skupiny latek neobsahujici siru.
A = obecny vzorek fruktanti neokestosového typu (dle Nelson a Spollen, 1987), B = steroidni
saponin erubosid b (dle Lanzotti et al., 2014), C = kvercetin (dle Lanzotti, 2006).
Nasleduji sirné latky vznikajici zpracovanim cCesneku. D = S-allyl-L-cystein
a E = S-allylmerkapto-L-cystein (dle Kodera et al., 2002).

sledovany. Napriklad kvercetin je studovan v souvislostech sniZeni rizika srdecnich

onemocnéni Ci rakoviny (Miean a Mohamed, 2001; Lanzotti, 2006).
2.2 Farmakologické vyuziti cesneku

2.2.1 Farmakologické preparaty

Dlouholeté povédomi o prospésnosti konzumace plodin rodu Allium v Siroké vefejnosti
a hledani latek zodpovédnych za biologické ucinky vedlo v nedavnych letech k velké
oblibé téchto plodin a rozsifeni predevsim cesnekovych preparati. Cesnekové dopliiky
stravy se velmi odliSuji v pripravé, obsaZenych latkach i biologické dostupnosti
(Amagase et al., 2001; Lawson a Hunsaker, 2018).

Zakoncentrovani acinnych latek je provedeno extrakci. V zavislosti na zptsobu
extrakce se lisi ziskané skupiny latek. Cesnekova silice je pfipravena hydrodestilaci
a v takto pripraveném oleji jsou pritomny predevSim (poly)sulfidy, allicin pritomen
neni. Komercné je dodavan v tobolkach zfedény rostlinnym olejem pro potlaceni

intenzivniho aroma. Olejové maceraty jsou ziskany rozdrcenim Cesneku v prostredi
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oleje, ktery extrahuje pouze nepolarni latky. Jedna se o produkty rozpadu allicinu —
ajoeny, dithiiny a (poly)sulfidy a ostatni nepolarni sloZky cesneku a Castecné i reliktni
ACSO. Dehydratovana forma Cesneku ¢i suSeny cesnek je dobfe znam. Predpokladem
je zachovani si vSech ptivodnich sloZek jako u Cerstvého Cesneku, nicméné primyslové
procesy vedou k vyznamnym ztratdam ACSO. Ve vSech téchto pripravcich neni allicin
pfitomen. DalSimi pripravky jsou extrakty. O extraktu z vyzralého cesneku bylo
jiZ pojednano vySe v kap. 2.1.5 (Amagase et al., 2001).

Lawson a Hunsaker (2018) se vénovali studiu biologické dostupnosti sirnych latek
vCetné allicinu z biologickych materialG a dopliiki stravy. ZjiSténim bylo, Ze dopliiky
obsahujici alliin a aktivni alliinasu jsou schopny zajistit totoZnou biologickou
dostupnost sloZek jako Cerstvy cesnek. Rada vyrobcd produkuje potahované tablety,
které maji zajistit ochranu alliinasy pred kyselym prostfedim Zaludku, v némz
ireverzibilné denaturuje. Pfekvapivym zjiSténim bylo, Ze biologicka dostupnost allicinu
z nepotahovanych tablet je podobna jako pfi uZivani potahovanych. Vyznamnym
faktorem na druhou stranu je Zaludecni obsah. Potraviny obsahujici vysoké mnozstvi
bilkovin opoZd'uji Zaludec¢ni vyprazdiovani a dopliiky stravy jsou tak vystaveny tomuto
prostfedi po vyrazné delSi dobu (6 a vice h). DalSim prekvapivym zjiSténim je,
Ze i tepelné upraveny Cesnek je stdle vyznamnym zdrojem allicinu a nedochazi

k predpokladanym, témér totalnim, ztratam.

2.2.2  Biologické ucinky S-alk(en)ylcysteinsulfoxidii

Bohaté zastoupeni ACSO neodmyslitelné vedlo ke studiu jejich biologickych ucinki.
V literatufe jsou predevSim oznacovany pouze jako prekurzory chutovych a aktivnich
latek. Na rozdil od thiosulfinati jsou stabilni a dobfe rozpustné ve vodé. U diabetickych
mysi vedla administrace alliinu k hypoglykemickému a hypolipidemickému tucinku,

zvySeni citlivosti na insulin a zmény sloZeni mikroflory (Zhai et al., 2018).

2.2.3  Biologické ucinky thiosulfinati - allicinu
Utinky thiosulfinatii 1ze zobecnit na Gcincich allicinu, ktery je nejintenzivnéji studovén.
Spektrum ucCinki je velmi Siroké. Jednd se napriklad o ucinky antibakterialni,
antifungalni,  antiparazitické,  antikancerogenni,  protizanétlivé,  antioxidacni
¢i antihyperlipidemické (Rose et al., 2005; Aviello et al., 2009).

Jiz v roce 1944 Cavallito a Bailey védéli o antibakteridlnim piisobeni extraktu

z Cesneku. Biologicky aktivni sloZku izolovali a nazvali allicin. U¢innost byla srovnana
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s penicilinem a jednim z dtlezZitych zjiSténi bylo, Ze se allicin projevuje stejnym
inhibi¢nim tc¢inkem jak Gram pozitivnich (G") tak i Gram negativnich (G°) bakterii.
Cutler a Wilson (2004) se pokusili vyreSit problém se stabilitou allicinu, jehoZ
nestabilita jej vyrazné omezuje pti praktickych aplikaci. I ptes jeho lipofilni povahu byl
vytvoren jeho vodny roztok, ktery si zachoval antimikrobidlni ucinky, které byly
ovéreny na methicillin-rezistentnim Staphylococcus aureus (MRSA).

Reiter et al. (2017) dopliuji informace o antibakteridlnich G¢incich allicinu. Mimo
bézné primé aplikace vystavili bakteridlni patogeny vyparim allicinu. Tékavost
thiosulfinati tak umoziuje vyhodnou a jednoduchou aplikaci pfi terapii. Zvolenymi
patogeny byly pravé ty, jeZ zplsobuji zavaznd onemocnéni dychacich cest. Jedna
se o kmeny Pseudomonas aeruginosa s mnohocCetnou lékovou rezistenci (dale
jen MDR), Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes (MDR), Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus agalactiae a Staph. aureus. Ve srovnani s antibiotiky
ucinkuje allicin pouze ve vysSich koncentracich, G¢inné koncentrace antibiotik jsou
az o tfi fady nizZsi. Vyhodou je aplikovatelnost i vici rezistentnim kmentim, vzhledem
k nespecifickému 1ucinku allicinu na Zivé buiky. Na druhou stranu se jedna
o komplikaci od praktického zavedeni, jelikoZ toxicita vysokych koncentraci sniZuje
terapeuticky index. Mozna kombinace antibiotik a thiosulfinatli prozatim provérena
nebyla.

Aplikace plynné formy obchazi jeden z nejvétSich problémt allicinu, a tim je jeho
biologicka dostupnost. Pfi oralnim podani biologického materidlu v Zaludku dochazi
k inaktivaci alliinasy, tim je zastavena dalSi produkce thiosulfinatii a taktéZ dochazi
k hydrolyze allicinu a metabolismu na allylmethylsulfid, allylmethylsulfoxid
a allylmethylsulfon, které jsou z téla vylouCeny moc¢i a casteCné dechem.
Pti intraven6zni aplikaci opét dochazi k rychlé hydrolyze (Scheffler et al., 2016;
Gruhlke et al., 2019).

Pokud je problém biologické dostupnosti prekonan a allicin se setkava s burnikami,
tak snadno a Setrné prochazi cytoplazmatickou membranou. Nedochazi k naruSeni jeji
funkce ani vzniku péra ¢i shlukovani vezikul. V intracelularnim prostoru vSak velmi
rychle reaguje. Jedna molekula thiosulfinatu je schopna thioalk(en)ylovat dvé molekuly

obsahujici volny thiol (Miron et al., 2000).
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V zavislosti na davce allicin ptsobi toxicky. Béhem oxidativniho stresu slouzi
glutathion jako prvni linie obrany. Jeho oxidaci vznika dimerni forma (GSSG), ktera
miZe byt revertovana glutathionreduktasou (EC 1.8.1.7) za spotieby NADPH. Thioly
proteinti pfi oxidativhim stresu jsou chranény glutathionylaci, zpétné odstranéni
glutathionu zajiStuji glutaredoxiny (Poole, 2015). V pritomnosti allicinu dochazi
k obsazeni dostupnych thioli, dostupny GSH je vycerpavan, jelikoZ béhem reakce
s allicinem vznikd S-allylmerkaptoglutathion a volné thioly proteinti jsou
S-thioallylovany. NiZsi davky allicinu jsou buriky schopny tolerovat, coZ je naznakem
pritomnosti mechanismu, ktery se snazi s timto stresem vyrovnat. Experimentalné bylo
prokazana schopnost glutathionreduktasy ze S. cerevisiae redukovat GSSA na GSH.
Zda je GSSA substratem i lidské glutathionreduktasy prozatim ovéreno nebylo (Horn et
al., 2018).

Mimo naruSeni redoxniho potencidlu buriky dochazi k ovlivnéni funkce proteind.
Gruhlke et al. (2019) vystavili imortalizované T lymfocyty davkam allicinu. PostiZeny
byly predevSim proteiny cytoskeletu, bunécného cyklu, chaperony i enzymy
metabolismu, predevSim glykolyzy, obecné vysoce zastoupené proteiny a enzymy.
Interference s aktinovym cytoskeletem a mikrotubuly se projevila zménou morfologie
bunék. Pozoruhodna je inhibice kaskady glykolyzy, osm z celkovych deseti enzymi
a laktatdehydrogenasa (EC 1.1.1.27, LDH) jsou inhibovany S-thioallylaci. V soucasné
dobé je jednim z molekularnich cilt 1écby rakoviny enzym enolasa (EC 4.2.1.11),
katalyzujici dehydrataci 2-bisfosfoglyceratu. S-thioallylaci cysteinu v aktivnim misté
enolasy dochazi k jeji deaktivaci. Pro rakovinné burky je specificky Warburgtv efekt,
ktery se projevuje tim, Ze bunky preferuji zisk energie prostfednictvim glykolyzy
a nikoli respiraCnim fetézcem. Inhibice enolasy se proto jevi v lécbé rakovinnych
onemocnéni velmi prominentné. S-thioallylace pravdépodobné ovliviiuje uZ i samotnou
proteosytézu i posléze indukuje nespravné skladani proteinti (Borlinghaus et al., 2014).
Allicin a antikancerogenni ucinky jsou spolecné sklonovany velmi frekventované. Pfi
dostatecnych koncentracich je schopen zabrzdit rychlou proliferaci rakovinnych bunék
¢i u nich indukovat apopt6zu (Shao et al., 2012).

PrestozZe allicin ptisobi jako prooxidant, tak v nizSich fyziologickych koncentracich
vykazuje antioxidacni ucinky, jelikoZ indukuje produkci enzymu druhé faze detoxikace

aniZ by zaroven doSlo k vyraznému poSkozeni buné€k. Allicin indukuje systém
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Nrf2/Keapl, ktery je transkripcnim faktorem pro skupiny enzymi zajist'ujicich ochranu
proti ptisobeni oxidativniho stresu a produkci glutathionu. Tim je chranén lipoprotein
nizké hustoty (LDL), jehoZ vyrazna oxidace je spojena se vznikem atherosklerozy, ktera
je jednou z hlavnich pricin kardiovaskularnich onemocnéni. DalSim principem prevence
kardiovaskularnich onemocnéni, kterym allicin pfispiva, je silna inhibice
hemokoagulace. Allicin vykazuje vyrazné silnéjsi ucinky neZ kys. acetylsalicylova.
Tento efekt spolecné s produkci H,S, ktery navozuje relaxaci hladkého svalstva a vznika
degradaci allicinu ¢i jeho produktd, vede k prevenci ischemickych onemocnéni

(Borlinghaus et al., 2014, Shouk et al., 2014).

2.2.4 Biologické ucinky produktii rozpadu allicinu

Do této problematiky lze predevSim zaradit Gcinky diallyl(poly)sulfidi a ajoeni.
Diallyl(poly)sulfidy jsou vysoce podobné allicinu, avSak co se tyce antimikrobialnich
ucinki, tak jsou vyzadovéany vyrazné vyssi koncentrace pro dosaZeni stejného tcinku
jako allicinu (Borlinghaus et al., 2014). Podobnost mechanismt ucinkl sulfida
s allicinem vyustuji v podobné odezvy v Zivych systémech, kdy byla taktéZ pozorovana
indukce produkce enzymt druhé faze detoxikace a inhibice proliferace rakovinnych
bunék (Ariga a Seki, 2006).

Ajoeny jsou prevaziné spojovany s antikoagulacnimi tucinky a jejich potencial
je srovnatelny s kys. acetylsalicylovou (Khanum et al., 2004). Spojeni uc¢inkt ajoent
s nékterymi chemoterapeutiky vedly k synergickym ucinkim v indukci apoptézy.
Efekty, které prinasi dithiiny, nejsou tak bohaté popsany. Jejich farmakokinetika
je zjednoduSend, jako polarni latky jsou snadno absorbovany a distribuovany, nicméné

nedochazi k Zadnému metabolismu (Gao et al., 2013).

2.2.,5  Biologické ucinky S-allylcysteinu

Rozsah studii tékavych sirnych latek zanechal studium ucinkt SAC upozadéno. Dnes
je SAC vénovano vice pozornosti. Jedna se o stabilni latku, jejiz farmakokinetika
ma jednoduchy prtbéh, rychle je vstiebana a taktéz rychle distribuovana, na druhou
stranu eliminace probihd velmi pomalu (10-30 h). Dlouha exkrece je zpiisobena
protichtidnym metabolismem, v jatrech dochéazi k N-acetylaci a v ledvinach zpétné
k deacylaci. Toxicita této latky je srovnatelna s toxicitou esencidlnich aminokyselin.
Letalni davka SAC v porovnani s allicinem ¢i diallylsulfidem je vyrazné vyssi. Pri

dlouhodobém wvystaveni toxickcyh koncentraci dochazi k ubytku t€élesné hmotnosti,
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naruSeni funkce jater a ledvin a pravdépodobné k atrofii pankreatu, ¢imZ dochazi
ke sniZeni sekrece inzulinu (Kodera et al., 2002, Colin-Gonzaéles et al., 2012).

Mezi prospésné ucinky, které byly pozorovany, lze zaradit antioxidacni ucinky
a neuroprotektivni ucinky (Colin-Gonzales et al., 2012). Saravan et al. (2010)
kupftikladu pozorovali u mySi s vyvolanym diabetem sniZené koncentrace glukosy
a glykoproteint v krvi jatrech a ledvinach. Bézné uzivané antidiabetikum je gliclazid,

SAC disponoval srovnatelnymi ti¢inky ve 30 krat vysSich koncentracich (150 mg/kg).

2.3 Kvantifikace sirnych latek

Rozmanitost sirnych latek se patficné odrazi na rozmanitosti zptisobt jejich stanoveni.
Sirné slouceniny i ve své nejstabilnéjsi formé (ACSO) jsou termolabilni, coZ limituje
pouziti nékterych metod. Thiosulfinaty svoji labilitou a tékavosti vyZaduji specidlni
opatreni, avSak i za laboratorni teploty dochazi k vyraznym ztratam. Prchavost plynnych
sirnych latek a cetné nespecifické reakce vyrazné omezuji jejich stanoveni
¢i uz samotné zkoumani, které muze zahrnovat identifikaci novych latek, podstaty
reakcnich mechanismi ¢i pochopeni biologickych tucinkt. Poodhalovani chemie
Cesneku zacalo velmi brzo, ale aZ s nastupem modernich technologii se podafrilo
objasnit néktera zakladni fakta jako je napfiklad detekce volnych sulfenovych kyselin

(Ramirez et al., 2017, He et al., 2018, Gruhlke et al., 2019).

2.3.1 Casté pristupy pro stanoveni S-alk(en)ylcysteinsulfoxidii

Dominantnim pristupem pro stanoveni obsahu ACSO ztistava vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC), avSak lze se setkat s pristupy vyuZivajici plynovou
chromatografii (GC) ¢i kapilarni elektroforézu. PouZiti GC je vSak diskutabilni
s ohledem na labilitu analytu, proto kazdé nasazeni GC bylo doprovazeno nutnou
derivatizaci vzorku. Vysoké teploty ohroZuji sulfoxidovou a karboxylovou skupinu
molekuly a vyZaduji redukci (Kubec et al., 2000, Ramirez et al., 2017).

Od zvoleného zptisobu detekce pri pouZiti HPLC se odviji nutna opatieni. Pro UV
detekci je témér vidy volena derivatiazce vzorkd, jelikoZ ACSO neobsahuji chromofor.
BéZné jsou uZivana derivatizacni Cinidla aminokyselin. Nejcastéji se jedna o kombinaci
o-ftaldialdehydu (OPA) s tert-butylthiolem. OPA je cenové dostupny, ale derivaty jsou
nestabilni a méné vhodné pro dlouhé série analyz. DalSimi vyuZivanymi jsou

fluorenylmethylchlorformiat (FMOC) a dansylchlorid (Dns-Cl) (Ramirez et al., 2017).
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Dns-Cl disponuje nejvyssi stabilitou derivati a FMOC derivaty jsou dostatecné stabilni
i pro ptfipadné dlouhé sekvence analyz (Kubec a Dadakova, 2009).

Ne vSechny aplikace pro HPLC vyZaduji derivatizaci, byly vyvinuty i metody, které
umoZziuji stanovit ACSO bez derivatiazce vyménou za sniZenou citlivost (Arnault et al.,
2003). Hmotnostni spektrometrie se nepotyka s témito problémy, a proto nasazeni
LC-MS metod v nedavnych publikacich poskytlo lepsi vykon a propustnost oproti
predchozim metodam (Lundegardh et al., 2008, Kamata et al., 2016).

2.3.1.1 Kapilarni elektroforéza ve stanoveni
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidtu

V porovnani s chromatografickymi metodami je vyuZiti kapilarni elektroforézy (CE)
ke stanoveni ACSO vzacné (Ramirez et al., 2017). Elektroforéza vyuziva faktu, Ze latky
mohou byt separovany v elektrickém poli v zavislosti na poméru naboje a molekulové
hmotnosti. Deskova gelova elektroforéza je nejcastéji vyuzivana pro separaci hmotnych
biomakromolekul v gelu. CE na druhou stranu je vyuZivana pro separaci menSich latek,
avSak separace biomakromolekul je stdle moZna. Kremenna kapilara je napliovana
zakladnim elektrolytem, nejcastéji vodnym roztokem, ale miZe se jednat i o pevné
vazany Ci dynamicky gel. Vneseni soustavy do tuzké kapilary nese fadu vyhod, z nichz
lze zminit nejpodstatnéjsi, jako je vyrazné omezeni difuze a snadny odvod vznikajiciho
Joulova tepla. LepSi odvod tepla umoZiiuje zvySeni vloZeného napéti, ¢cimz je zkracena
doba analyzy a zvySena tucinnost separace. Ucinnost separace je vyjadiena poctem
teoretickych pater, pro CE se pocet pohybuje okolo 4-10° pater/m, pro HPLC 1-10°
a GC 3-10° pater/m. Objemy nanasenych vzorkd se pohybuji Fadové v nanolitrech,
coz je vyhodné pro méfeni vzorkd, které nelze ziskat ve velkych objemech, nevyhodou
na druhé strané je nizsi citlivost (Frazier et al., 2007).

Kapilarni zénova elektroforéza je jednim z médid CE. V jednoduchém usporadani
systému, jeZ zahrnuje stejny elektrolyt na obou elektrodach, jsou separovany pouze
nabité molekuly. Elektroosmoticky tok vznikly vloZenim napéti unasi vSechny latky
smérem ke katodé. Kationty migruji v kapilare nejrychleji, jelikoZ se pohybuji ke katodé
a jsou zaroven unaSeny el. tokem, neutralni latky samy nemigruji a jsou unaseny pouze
el. tokem, anionty migruji proti sméru toku, nicméné jsou vétSinou el. tokem strZzeny

a putuji ke katodé (Frazier et al., 2007).
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Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) je dalS$im médem CE, ktery byl
vyvinut Terabe et al. (1984). Do zakladniho elektrolytu je pfidana povrchové aktivni
latka ve vétSi koncentraci neZ je kriticka micelarni koncentrace. Pti koncentracich
vysSich, nez je kriticka micelarni koncentrace, dochazi ke vzniku micel v roztoku, které
jsou taktéZ pohyblivé v elektrickém poli. Micely tvofi pseudofazi, se kterou neutralni
u slabSich interakci nedochazi k tak vyraznému zpomaleni. MEKC tedy poprvé
umoZziuje separaci neutralnich latek v CE.

Pro stanoveni alliinu a methiinu byla vyvinuta metoda s nepfimou detekci, ktera
nevyZaduje derivatizacni krok. Nese s sebou mnoha omezeni, jimiZ jsou dlouha doba
analyzy a nedostateCna separace, aplikace na dalSi ACSO taktéZ nebyla ovérena (Horie
a Yamashita, 2006). Druhou moZnosti je vyuZiti MEKC s detektorem s diodovym
polem. MEKC je zvolena, protoZe vzorky jsou derivatizovany fluorenylmethylchlorformiatem
(FMOC), ¢imZ je vnesen objemny neutralni a nepolarni chromofor. Doba analyzy
je vyrazné kratSi a separovano je vice analytd, nicméné absorpcni spektrum analyti

je po derivatizaci totoZné (Kubec a Dadakova, 2008).

2.3.2 Stanoveni enzymové aktivity alliinasy
Enzymova aktivita je jeden ze stéZejnich parametrti, kterym Ize enzym alliinasu popsat.
Daéle to mohou byt informace naptiklad o tom, které rostlinné druhy alliinasu produkuji,
jaka je jeji struktura a jak se napfi¢ rostlinnymi druhy lisi. Informace o zastoupeni
enzymu v daném biologickém materidlu mize byt zprostfedkovana jeho mnoZstvim,
které muze byt stanoveno kupfikladu Bradfordovou metodou (1976), ¢i to miZe byt jiz
zminéna aktivita enzymu. Aktivita je béZné vyjadfovana dvéma jednotkami,
a to jednotkou katal (kat) a mezinarodni jednotkou (IU, z angl. ,international unit),
ktera vSak nevychazi ze soustavy SI. Enzymova aktivita 1 kat je definovana jako
mnoZstvi enzymu, které katalyzuje pfeménu 1 mol substratu za 1 s, 1 IU odpovida
mnoZstvi enzymu, jeZ katalyzuje preménu 1 pmol substratu za 1 min. Aktivita enzymu
miZe byt sledovana narGstem koncentrace produktu ¢i dbytkem substratu (National
Comittee of the International Union of Biochemistry, 1978).

Jsou vyvinuty HPLC metody, kterymi lze stanovit obsah alliinu i allicinu, substratu

i produktu, jednou analyzou (Arnault et al., 2003). Propustnost a nizZsi nakladnost

32



spektrofotometrickych metod zajistily, Ze jsou prevazné zvoleny pro stanoveni aktivity
alliinasy (Schwimmer a Mazelis, 1962; Miron et al., 2002).

Spektrofotometrické metody vychazeji z Lambert-Beerova zakona. Jednim z p¥istupt
stanoveni aktivity alliinasy je enzymaticka esej, ve které je reakce alliinasy spraZena
sreakci LDH. Jeden z produkti alliinasy je pyruvat, ktery je substratem LDH
a je redukovan na laktat (konj. baze kys. mlécné) za souCasné premény NADH,
pozorovan je ubytek absorbance pri 340 nm (Schwimmer a Mazelis, 1962).

Stanoveni aktivity sprazenim s LDH nese fadu komplikaci. Nejedna se o primé
stanoveni, je vyZadovan nakup enzymu a dalSich chemikalii. Proto byla vyvinuta
metoda, ktera umoziuje stanovit produkci thiosulfinati pfimo. K tomu je nutné ¢inidlo,
které je zaroven chromoforem obsahujici volny thiol a pfi reakci dochazi ke zméné jeho
absorpniho spektra. V praxi jsou nejvice vyuZivana dvé, prvnim z nich
je 2-nitro-5-thiobenzoova kyselina (NTB), ktera je vSak komercné nedostupna (Miron
et al. 1998). Druhym vyuZivanym CcCinidlem je 4-merkaptopyridin (4-MP), které
je komercné dostupné je (Miron et al. 2002) a bylo zvoleno i pro tuto praci (schémata

reakci uvedeny na obr. 8).
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Obr. 8: Schéma reakci thiosulfinatt pfi stanoveni enzymové aktivity alliinasy. Prvni zahrnuje
reakci allicinu s 2-nitro-5-thiobenzoovou kyselinou dle Miron et al. 1998. Druha zahrnuje reakci
allicinu 4-merkaptopyridinem dle Miron et al. 2002.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a pristroje
3.1.1 Chemikalie

(+)-Alliin; (+)-S-Allyl-L-cysteinsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko)

(2)-Alliin; (£)- S-Allyl-L-cysteinsulfoxid (Sigma-Aldrich, Némecko)

(+)-Methiin; (+)-S-Methyl-L-cysteinsulfoxid (Abcam, Spojené kralovstvi)

(2)-Propiin; (2)-S-Propyl-L-cysteinsulfoxid (Abcam, Spojené kralovstvi)

Proteogenni L-aminokyseliny (glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin, serin, threonin,
cystein, methionin, kys. glutamova, glutamin, kys. asparagova, asparagin, arginin, lysin,
histidin, prolin, fenylalanin, tyrosin, tryptofan) (Fluka, Némecko)

Tetraborian sodny dekahydrat p.a. (Lach:Ner, Cesko)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)
O-(karboxymethy)hydroxylamin-hemihydrochlorid (Sigma-Aldrich, Némecko)
4-merkaptopyridin (Sigma-Aldrich, Némecko)

Pyridoxal-5-fosfat n-hydrat (Sigma-Aldrich, Némecko)

Dihydrogenfosfore¢nan sodny p.a. (Lach:Ner, Cesko)

Hydroxid sodny p.a. (Penta Chemicals, Cesko)

Disodna stil ethylendiamintetraoctové kyseliny p.a. (Lanch:Ner, Cesko)
Fenylmethansulfonylchlorid (Roche, Némecko)

Voda vysoké cistoty (deionizovana, Milli-Q)

Methanol (Honeywell, USA)

Acetonitril (Honeywell, USA)

Kyselina mravenci (Honeywell, USA)

Ethanol (Penta Chemicals, Cesko)

3.1.1.1 Biologicky material

Biologicky materidl byl z ¢asti poskytnut z genového fondu VURV v.v.i. Ing. Helenou
Stavélikovou, Ph.D. a z ¢asti zakoupen v komercnich Fetézcich. Z genového fondu byly
ziskany nasledujici odridy cesneku (A. sativum L.): Anin, Dukat, Havran, Lukan
a Mojmir.

Nasledujici biologicky material byl zakoupen v komercnich TFetézcich: Cesnek
kuchyiisky (A. sativum L.): oznaceni etikety - Cesky Cesnek (Tesco Stores CR a.s.;

AHOLD Czech Republic a.s.); cibule kuchyniska (A. cepa L.): oznaceni etikety - cibule
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7luta a cibule Cervena (Tesco Stores CR a.s.); cibule zimni (A. fistulosum L.): oznaceni
etikety - jarni cibule (Tesco Stores CR a.s.); pazitka pravad (A. schoenoprasum L.)
(Tesco Stores CR a.s.); cibule 3alotka (A. cepa var. aggregatum L.) (Tesco Stores

CR a.s.); pér zahradni (A. ampeloprasum var. porrum L.) (Tesco Stores CR a.s.).

3.1.2 Instrumentace a pomiicky

Sestava kapilarni elektroforézy G1600 AX (Agilent Technologies, USA)

Systém pro pripravu vody vysoké Cistoty MilliQ (Millipore, Némecko)
Spektrofotometricky reader SynergyHT (BioTek, USA)

Automatické pipety o objemech 1-10 pl; 10-100 pl, 0,1-1 ml, 1-5ml (Eppendorf,
Némecko; Labnet International, USA)

Laboratorni sklo (kadinky, odmérné valce, aj.; Simax, Cesko)

Lyofilizator (Martin Christ, Némecko)

Oscilacni kulovy mlyn; Mixer Mill MM 400 (Retsch, Némecko)

Analytické vahy AEJ (Kern, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Mikrocentrifuga Labnet PRISM (Labnet International, Edison, USA)

Stolni centrifuga, Centrifuge 5804R (Eppendorf, Némecko)

Ultrazvukova lazeni, Bandelin Sonorex Digitec DT 102 HR-C (Bandelin Electronic,
Némecko)

pH metr, Multifunction meter CX-505 (Elmetron, Polsko)

Trepacka vortex, CLASSIC vortex mixer (VELP Scientifica, Italie)

Polypropylenové vialky (Macherey-Nagel, Némecko)

Sklenéné vialky (Macherey-Nagel, Némecko)

Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (Dionex UltiMate 3000 + TSQ
Quantum Access Max, Thermo Fisher Scientific, USA; Acquity UPLC Plus + Synapt
G2-Si, Waters, USA)

Dialyzac¢ni membrana Cut-off molekulové hmotnosti 14 kDa (Carl Roth, Némecko)
Chromatograficka kolona Acquity BEH C18 (Waters, USA)
3.1.3 Software

Pro vypracovani této diplomové prace byl pouZit freeware balicek LibreOffice v.6.2
a Microsoft Excel 365. Pro pfipadnou upravu obrazkt freeware GIMP v.2.8. Nastroje

pro kresbu chemickych vzorkii ChemBioDraw a ChemSketch. Pro vygenerovani
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isotopového zastoupeni v hmotnostnich spektrech byl vyuZit online nastroj (dostupné z:

https://www.envipat.eawag.ch; 15.4.2019). Obrazek obsahujici strukturu alliinasy (obr.

6) byl vytvoren pomoci programu PyMOL.
3.2 Metody

3.2.1 Extrakce a derivatizace pro stanoveni
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidu

Pred zahajenim extrakce byly veSkeré biologické vzorky lyofilizovany. Pokud byly pred
lyofilizaci vzorky déleny, tak bylo nejprve nutné zamrazeni pfi -20 °C den predem, pro
co nejvetsi omezeni ztrat ACSO pri poSkozeni pletiv. V pripadé Cesneku se jednalo
o béZzny postup, jelikoZ celé strouzky vykazuji vysokou odolnost proti vysychani
a nebyly zcela vymrazeny ani po dvou lyofilizacnich cyklech. Samotna lyofilizace
probihala 72 h ve dvou fazich, pti prvni fazi byly vzorky vymrazovany 36 h pii -80 °C
(teplota kondenzori) a tlaku 0,31 mbar, béhem nasledujicich 36 h byl dodatecné sniZen
tlak na 0,01 mbar. Lyofilizovany material byl homogenizovan prostfednictvim
oscilacniho mlynu v patronach z nerezové oceli o objemu 25 ml (kulicky z nerezové
oceli, d = 7 mm). Uplnd homogenizace byla docilena pfi frekvenci 27 Hz po dobu

5 min, vyrobce uvadi vyslednou velikost castic ~5 pm.

3.2.1.1 Extrakce s vyuzitim inhibitoru alliinasy

Jednim ze dvou zvolenych zplisobti inhibice alliinasy je aplikace
O-(karboxymethy)hydroxylamin-hemihydrochloridu (OCMHA). V pripadé Cesneku,
cibuli a pazitky bylo navazeno 25 mg (s presnosti 0,5 mg) homogenizovaného
materialu, navazka péru Cinidla 50 mg (s presnosti 1,0 mg). Material byl extrahovan
smési 900 pl MeOH obsahujici OCMHA (1,1 mg-ml™") a 100 pl deionizované vody
(dH-O) obsahujici interni standard (IS) norleucin (5 mg-ml™). K urychleni extrakce byly
vzorky sonifikovany po dobu 15 min s vychozi teplotou lazné 25 °C. P¥i dlouhodobych
sonikacich nebylo mozZné zajistit stalou teplotu vody, tudiZ byl pro kazdou sadu vzorki

vymeénén cely objem lazné.

3.2.1.2 Extrakce s vyuzitim kyseliny mravenci
Druhym aplikovanym zptisobem inhibice bylo sniZeni zdanlivého pH béhem extrakce
kyselinou mravenci. Nasledné byly oba zpisoby srovnany a vyhodnoceny. Navazky

vzorkil byly totozné, jak bylo popsano vyse v textu. Vzorky byly nasledné extrahovany
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smési 900 pl MeOH s 0,05 % kys. mravenci (v/v) a 100 pl dH,O s IS norleucinem

(5 mg-ml™). Nasledna extrakce sonikaci probihala za stejnych podminek.

3.2.1.3 Extrakce Cerstvé hmoty
Pro extrakci Cerstvé hmoty bylo nutné odvozeni nového poméru navazky a extrakcniho
¢inidla. Zachovan byl pomér extrak¢niho ¢inidla vici suSiné. Lyofilizat je extrahovan
v poméru 1:40 (25 mg : 1 ml) (w/v). Pro extrakci Cerstvé hmoty byl odhadnut podil
susiny, ktery se ve vétSiné pripadti pohybuje okolo 35 %. Nové odvozeny pomér pro
Cerstvou hmotu byl 1:14 (w/v). Extrak¢ni Cinidlo obsahovalo jako inhibitor kyselinu
mravenci, OCMHA nebylo moZné vyuZit vzhledem k vysokym navazkam.

Neékolik strouzki Cesneku (priblizné 15 g) bylo rozmixovéno ty¢ovym mixerem
priblizné v 80 % celkového objemu extrakcniho Cinidla (90 % MeOH + kys. mravenci,
10 % dH>O + IS). Po homogenizaci byla smés kvantitativné prevedena do odmérného

valce a doplnéna na finalni objem a intenzivné protfepana.

3.2.1.4 Derivatizace ¢inidlem FMOC

Odbéru vzorku pro derivatizaci predchazela centrifugace pri 7600 g po dobu 15 min.
Pro derivatizaci bylo odebrano 100 pl supernatantu a v pfipadé vzorki Cesneku pouze
50 pl (doplnéno 50 ul MeOH) kviili vysokému obsahu ACSO. Supernatant byl smichan
s 650 pl boratového pufru (20 mmol-1" Na,B,O7; pH 9,2), zavérem bylo pfidano 150 pl
derivatiza¢niho ¢inidla (10 mmol-1"" fluorenylmethylchlorformiat (FMOC)
v acetonitrilu). VZdy doslo k vytvoreni zakalu. Po jeho rozptyleni které nastalo ptiblizné
po 5 min, byly nezreagované zbytky derivatizacniho Cinidla vytfepany do 1 ml hexanu.

Takto pripravené vzorky byly nasledné analyzovany.

3.2.2 Analyza micelarni elektrokinetickou chromatografii

Prvni experimenty zahrnovaly obmény podminek elektrokinetické separace. Zvolené
findlni parametry byly nésledujici: délka kiemenné kapilary cinila 80,5 cm, z toho
efektivni délka 72 cm. Obé elektrody byly béhem separace ponofeny ve stejném
zdkladnim elektrolytu, ktery vychazel z boratového pufru (20 mmol-1" Na,B,O;
20 mmol-1" SDS; pH 9,2; 10 % MeOH (v/v)). Nové zavedena kapildra byla promyvana
10 min 1 mol-1"* NaOH, nasledné 10 min dH,O a poté 15 min zakl. elektrolytem. Pfed
jednotlivymi analyzami byla kapilara promyvana obdobné, 30 s 0,1 mol-1" NaOH, 30 s

dH,O a 2 min zakl. elektrolytem. Davkovani vzorku bylo provedeno aplikaci tlaku
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50 mbar po dobu 1 s. Analyza probihala za vloZeného napéti +30 kV s pocatecni
rampou +1 kV/s. Pro dlouhé sekvence analyz byl zaveden dopliujici systém, ktery
kaZdou treti analyzu vyménil zakl. elektrolyt v polypropylenovych vialkach, jelikoz
béhem elektroforézy dochazelo k jeho zméndm. Do katodového prostoru jsou navic
vyplavovany analyty.

1 1 zékladniho elektrolytu byl pfipraven rozpusténim 7,63 g Na,B,O--10H,0, 5,77 g
SDS v dostatecném mnozstvi dH,O, pH nasledné upraveno pomoci NaOH. Roztok byl
doplnén do 900 ml dH,O a nasledné ve valci do 1 1 MeOH. Odlisny zpiisob pfipravy

vedl k odliSné separaci.
3.2.3 Stanoveni enzymatické aktivity alliinasy

3.2.3.1 Priprava hrubého extraktu alliinasy

Piprava hrubého extraktu probihala za neustalého chlazeni na 0 °C. Cerstvy material
byl spole¢né s extrak¢nim fosfatovym pufrem (50 mmol-1" NaH,PO,, 2 mmol-1" EDTA,
pH 6,5) vychlazen na ledu, prfed samotnou homogenizaci byl pfidan inhibitor
serinovych proteas fenylmethansulfonylfluorid (PMSF) ve vysledné koncentraci
1 mmol-1". Smés byla homogenizovana ty¢ovym mixerem. Hruba smés byla zfiltrovana
pres Ctyfi vrstvy nesterilni gazy. Filtrat byl dodate¢né centrifugovan pri 4 °C pri
17949 g, 15 min. Zavérem byl supernatant filtrovan pres nylonovy mikrofiltr 0,45 pm.

Podle aktualni potfeby byl vyuZit pro stanoveni enzymatické aktivity ¢i zamrazen.

3.2.3.2 Stanoveni aktivity a méreni kinetiky

Pred zahajenim reakce bylo nutné hrubé enzymové extrakty oSetfit 1 mmol-1" roztokem
4-merkaptopyridinu (4-MP), roztoky byly miseny v poméru 1:4 (hruby extrakt :
oSetfujici roztok). V hrubém extraktu jsou stale pritomny endogenni thiosulfinaty, které
jsou oSetfujicim roztokem odstranény.

Stanoveni aktivity byla uskutecnéno v celkovém objemu 100 pl. Reakce byla
zahdjena pridanim oSetfeného hrubého extraktu do reak¢ni smési v pomeéru 1:4. SloZeni
reak¢ni smési se liSilo pouze v koncentraci substratu pfi méfeni kinetiky. Spolecna cast
zahrnovala 20 mmol-1"' NaH,PO,, 2 mmol:1' EDTA, 0,2 mmol:1" 4-MP, 0,02
mmol-1" pyridoxal-5-fosfat, pH 7,2. Zvolenymi koncentracemi alliinu pro méfeni

kinetiky byly 2; 1; 0,5; 0,3 a 0,25 mmol-1"'. Koncentrace methiinu pro méfeni kinetiky
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byly nasledujici: 8; 2,789; 1,686; 1,208; 0,941; 0,771; 0,650; 0,569 a 0,5 mmol-1".

Koncentrace methiinu pro stanoveni specifické aktivity byla 20 mmol-1™.

3.2.3.3 Stanoveni celkovych proteinii
Pro stanoveni celkovych proteini v hrubych extraktech byla vyuzita Bradfordova
metoda (1976). Pro sestrojeni kalibracni fady byly vytvofeny roztoky hovéziho
sérového albuminu o koncentracich 1,4; 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4 a 0,2 mg-ml™.

Zasobni roztok Bradfordova cinidla Coomassie Brilliant Blue G250 byl nafedén
v poméru 1:4 dH,O. 5 pl blanku (dH,0), kalibracniho roztoku ¢i vhodné nafedéného
vzorku bylo smichano s 45 pl dH,O a nasledné s 200 pl nafedéného cinidla. Po 10min

inkubaci ve tmé byla zméfena absorbance pfi 595 nm.

3.2.4  Identifikace produktu reakce

Produkt reakce dimethylthiosulfinatu s 4-MP byl identifikovdn pomoci hmotnostni
spetromerie s vysokym rozliSenim. Nejprve byl pripraven hruby extrakt alliinasy
z Cesneku, ktery byl dialyzovan pri 5 °C (Cut-off hodnota molekulové hmotnosti
14 kDa). Vymeéna pufru (10 mmol-1" NaH,PO,, 1 mmol-1" EDTA, pH 6,5) probihala
kazdé 4 hodiny (popf. pres noc) v objemu 1 l. Nasledné ke 150 pl reakcni smeési
(methiin 9 mmol-1?*, 4-MP 10 mmol-1", PLP 1 mmol-1", rozpousténo ve fosfatovém
pufru 20 mmol-1" NaH,PO,, 2 mmol-1" EDTA pH 7,2) byla pfiddno 50 pl Gaste¢né
purifikované alliinasy. Po 10 min byla reakce ukoncena pfidavkem 200 pl MeOH.
Denaturovany enzym byl odstranén filtraci smési ptes filtr 0,22 pm.

Chromatograficka separace probihala na koloné Acquity BEH 100x2,1 mm (1,7 pm),
pii teploté 25 °C. Pribéh binarniho gradientu (A = dH20 + 1% kys. mravenci; B =
acetonitril + 1 % kys. mravenci) byl nasledujici: 0-3 min 20 % B, 3-5 min 50 % B, 3,5-4
min 50 % B, 4-4,1 min 20 % B, 4,1 — 6 min 20 % B.

Pro identifikaci molekulového iontu méfeni probihalo v médu Q1 Full Scan
s pozitivni polaritou v rozsahu m/z 50 aZ 200 se skenovacim casem 1 s. Napéti
na kapilafe bylo nastaveno na 3 kV, teplota vaporizéru byla nastavena na 350 °C
a iontové trubice 320 °C. Pro fragmentaci méfeni probihalo v médu Product ion scan
za identickych podminek, méreni ve stejném rozsahu m/z, kolizni energie 30 eV, m/z

matefského iontu bylo nastaveno na 158.

39



4 VYSLEDKY

4.1 Uprava extrakce biologického materialu

Prvnim sledovanym parametrem byla stabilita derivatizacniho cinidla FMOC
v acetonitrilu. Na zdkladé analyzy nékolika orientacnich vzorkd bylo zjisténo,
Ze dochazi k vice jak 10% ztratam cinidla za 1 d i po zmrazeni na -20 °C. Neni tedy
mozné pripravit jeho zasobni roztok, a proto bylo nutnosti pripravit kazdy den Cerstvy
roztok.

Ve snaze zachovat jednoduchost pfipravy vzorki byly vytvoreny orientacni vzorky,
které hexanem extrahovany nebyly. Vynechani tohoto kroku vsak vedlo k vyraznému
zvySeni pozadi a mnohonasobnému nartstu plochy piku slepého vzorku. Postup
zahrnujici extrakci 1 ml hexanu dostateCné sniZil pozadi a vyrazné redukoval pik
slepého vzorku. Pro orientaci bylo provedeno i vytfepani do 2 ml hexanu (v davkach
1+1 ml). Toto opatfeni nevedlo k dodate¢nému sniZeni pozadi a pik slepého vzorku byl
jiz dostatecné redukovan pri extrakci do 1 ml. Naopak byl pozorovan negativni efekt.
Derivatizované latky Castecné prechazi do nepolarniho hexanu a s jeho dalSi davkou
dochazi i ke sniZeni plochy piki analytli, ¢imz je i zarovei sniZovana citlivost metody.

Uc¢innost inhibitord alliinasy, kys. mraventni a OCMHA, béhem extrakce byla
srovnana. Za totoZznych podminek byly oba pristupy ovéreny. Experiment byl proveden
ve dvaceti replikatech jednoho vzorku komercné dostupného cesneku (AHOLD Czech
Republic a. s., zemé ptivodu Spanélsko). Vzorky byly analyzovany a kvantifikovany.
Vysledné obsahy v suché hmoté analyt nasledné porovnany v krabicovém grafu (viz
obr. 9). Soubory obsahti byly srovnany oboustrannym neparovym t-testem. Extrakce
vzorki s kys. mravenci vedla u vSech analyti k ziskani statisticky signifikantné vyssich
hodnot obsahti nez v pfipadé OCMHA. Extrakci s kys. mravenci byly ziskany priimérné
hodnoty obsahti alliinu 3,57 %, methiinu 0,33 % a isoalliinu 0,97 %, s inhibitorem
OCMHA byly ziskany priimérné hodnoty alliinu 3,36 %, methiinu 0,26 % a isoallinu
0,93 %. Extrakce s pridavkem kys. mravenci se ukazala o to vhodnéjsi pro nadchazejici
aplikace v porovnani s OCMHA, jelikoZz OCMHA ve své struktufe obsahuje primarni
amin, ktery v tomto usporadani taktéZ podléha derivatizaci a produkuje dalSi pik
v chromatogramu. Pik inhibitoru migruje v blizkosti piku alliinu, v pfipadé zhorSeni
separacnich podminek, které mohou byt napiiklad zplisobeny stavem a opotfebovanim

kfemenné kapilary, mtize hrozit riziko nedostate¢né separace téchto dvou latek.
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Obr. 9: Krabicovy graf hmotnostnich podilti analyt ve vzorku Cesneku (komercné dostupny).
ZELENE jsou znazornény hodnoty ziskané po extrakci s kys. mravenci, FIALOVE extrakce
s OCMHA. VevsSech pripadech jerozdil statisticky vyznamny na zdkladé srovnani
prostfednictvim neparového oboustranného t-testu (p < 0,05) (n = 20).

Po zvoleni vhodného inhibitoru byla stanovena Gcinnost extrakce. Navazka vzorku
Cesneku (odrida Havran) byla extrahovana dvakréat totoZnou extrakcni smési (90 %
MeOH + kys. mravenci, 10 % dH,O + IS). V druhém extraktu se signal methiinu
propadl pod limit kvantifikace a signal isoalliinu pod limit detekce (viz Tab. 1).
Z vysledki je patrné, Ze prvni extrakci je extrahovano vice nez 90 % vSech ACSO,
v pripadé alliinu necelych 88 %. Nicméné je pravdépodobné, Ze tyto hodnoty jsou
ve skutecnosti o néco vysSi. Pri pripravé druhého extraktu nebylo moZné
v mikrozkumavce zcela oddélit zbytky predchoziho extrak¢niho cinidla od navazky
cesneku. ACSO z tohoto reliktu nadhodnotily vysledné koncentrace v druhém extraktu.
Vysledek miiZze byt taktéZ zkreslen nizkym linearnim dynamickym rozsahem metody
(viz niZe kapitola 4.2.1). Ziskané odezvy signalu alliinu se pohybovaly na spodni
hranici kalibracni pfimky, kde byl predpokladan vétsi vliv pozadi, chyba integrace

a kvantifikace.
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Tab. 1: Utinnost extrakce. Analyty v extrakech byly kvantifikovany, nasledné bylo vypocteno
jejich procentudlni zastoupeni v prvnim a druhém extraktu. *V druhém extraktu se na celkovych
ACSO podili pouze alliin, jelikoZ methiin byl mimo rozmezi kvantifikace a isoalliin nebyl
detekovan (n = 6).

Parametr 1. extrakt 2. extrakt
Obsah alliinu (g - 100 g*) 2,91+ 0,07 0,40+ 0,03
Celkové ACSO (g - 100 g1) 4,18+ 0,11 0,40 £ 0,03 *
Obsah alliinu v extraktu 87,83+ 0,88 % 12,17+ 0,88 %
Obsah celkovych ACSO v extraktu 91,2 + 0,65 % 8,80+ 0,65 % *

Cennou informaci bylo porovnani extrakci cerstvé hmoty a lyofilizovaného
materialu. Srovnani bylo provedeno v technickém hexaplikatu c¢esneku (AHOLD Czech
Rep. a.s., zemé ptivodu Spanélsko). Realizace ve vétsim poctu replikatd nebyla mozna
vzhledem k nadmérnym spotfebam rozpoustédel a chemikalii (zejména IS). Od pouZiti
OCMHA prti extrakci Cerstvé hmoty bylo upuSténo vzhledem k velkym mnoZstvim
nutnych na provedeni experimentu. Ve vysledku bylo zjisténo, Ze oba zplisoby extrakce
poskytuji podobné wvysledné obsahy ACSO. Extrakce lyofilizovaného materialu
poskytuje informaci o obsahu ACSO v suché hmoté. Proto byly tyto hodnoty
matematicky prevedeny na obsah v Cerstvé hmoté prostfednictvim obsahu suSiny
(32,32%). Soubory obsahti analyti a celkovych ACSO byly porovnany oboustrannym
neparovym t-testem. Stanovené obsahy alliinu vykazovaly nejvétsi shodu (viz obr. 10),
nasledovaly isoalliin a celkové ACSO (p = 0,59, p = 0,31, p = 0,09 respektive), mezi
obsahy methiinu byl statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).

4.1.1 Stabilita analyta po derivatizaci

DalSi navazujici podstatnou informaci, ktera byla ziskana, je stabilita derivati ACSO
s FMOC. Tyto latky samy o sobé nejsou dlouhodobé stabilni ve vodnych roztocich,
proto byla utvorena trojice vzorki vychazejici z redlného vzorku cesneku (AHOLD
Czech Rep. a.s., zemé& plivodu Spanélsko), nikoli z Cistych standardd. Vzorky byly
inkubovany v chladni¢ce a v pribéhu dvou mésicti analyzovéany a sledovany odezvy
signalti analytt. Kazdy ze vzorki byl v dany termin analyzovan tfikrat. Na obr. 11
je vyobrazen pribéh odezvy signalu v Case. Méfeni ve dnech 17 a 21 v grafu bylo
vynechéno kvili technickym komplikacim. Z grafu je zfejmé, Ze z dlouhodobého
pohledu nedochézi k vyraznym ztratam. Pokud dochazi k vyznamné degradaci, tak
dochézi taktéZ k degradaci derivatu IS, coZ kompenzuje chybu pfi kvantifikaci. Ubytek

analytu miZe byt orientacné sledovan plochou pikii, nicméné neni vhodné sledovat
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Obr. 10: Krabicovy graf zobrazujici stanovené obsahy stejného vzorku ¢esneku. ZELENE jsou
zndzomény obsahy ziskané po extrakci lyofilizovaného materidlu. FIALOVA reprezentuje
obsahy stanovené po extrakci Cerstvé hmoty. Statisticky vyznamny rozdil je pouze v pripadé
methiinu, vyuZzit byl oboustranny neparovy t-test (n = 6).
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Obr. 11: Graf stability FMOC derivati ACSO. V prubéhu Casu byla sledovana odezva signalu.
Vzorky byly uchovavany v chladnicce (n = 3; Primér + SD).
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pouze tento parametr, ktery je u kapilarni elektroforézy zavisly na migracnim case.
Z praktického hlediska tento vysledek vypovida o tom, Ze vzorky mohou byt pripraveny
s dlouhodobym predstihem a uschovany v chladnicce. I po dvou tydnech byla namérena

odezva signalu vyssi nez 95 %.

4.1.2 Zvoleni reprezentativniho vzorku cesneku

Poslednim feSenym problémem spjatym s extrakci bylo zvoleni vhodného
reprezentativniho vzorku Cesneku. Na rozdil od cibule kuchynské ¢i péru zahradniho jej
nelze rovnomérné deélit. Strouzky vznikajici béhem zrani zasobni cibule cesneku
narusuji jeji symetrii. Pro experiment bylo vybrano celkem Sest velmi podobnych
a priblizné stejné hmotnych zas. cibuli cesneku (Tesco Stores a. s., zemé ptivodu
Cesko). Kazdy strouzek byl analyzovan zvlast, zjistény byly obsahy ACSO, obsah
susiny a pozice strouzku. Matematicky byly odvozeny primérné obsahy ACSO v celych
zas. cibulich a porovnany. Pro zhodnoceni byly sledovany pouze obsahy alliinu
a methiinu. Obsah isoalliinu byl chybné stanoven u strouzkd z prvniho a druhého
vzorku, coZ nasledné vedlo i k chybnému vypoctu celkovych ACSO a experiment
nemohl byt opakovan. V krabicovych grafech (Obr. 12) jsou vyobrazeny obsahy analyt
ve strouzcich prislusnych cibuli (1.-6. vzorek), nasledné spolecné vSechny strouzky
apro srovnani obsahy v celych cibulich. V pfipadech obou analyti bylo patrné,
Ze rozptyl jejich obsahi byl vyrazné nizsi v piipadé celych cibuli neZz rozptyl obsahti
ve strouzcich jednoho vzorku. Na zdkladé obou grafii se jevi vhodnéjsi pro presné
stanoveni ACSO analyzovat celou zas. cibuli namisto strouzki. DalSi z moZnosti
je cibuli vhodné rozdélit. JiZ pfed samotnou analyzou byly pozorovany vyznamné
rozdily mezi strouzky. Jedna se predevSim o rozdil hmotnosti strouzkd, ale i o rozdil
v podilu suSiny, ktery se pohyboval v rozmezi 31,6-46,5 %. Rozd€éleni zasobni cibule
Cesneku na strouzky a jejich vhodny vybér umoZiuje zpracovani vyrazné mensiho
mnoZstvi biologického materialu. Proto byla vyhodnocena korelace mezi parametry
strouzkul, které lze ziskat jeSté na pocatku pripravy vzorki, a to hmotnost strouzki,
a po lyofilizaci podil suSiny. Na obr. 13 jsou zndzornény zavislosti mezi obsahem alliinu
(v suché hmoté) a podilu suSiny na hmotnosti strouzkii a zavislost obsahu alliinu. Velmi
slaba korelace byla pfitomna mezi obsahem alliinu a hmotnosti strouzkia (R = 0,369;

R*=0,136). U zbylych dvou vyneseni korelace neni.
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Obr. 12 Krabicové grafy obsahil alliinu a methiinu ve strouZcich ¢esneku. BAREVNE jsou
zobrazuje obsahy ve strouzcich pfisluSnych cibuli, sedmy zahrnuje vSechny strouzky. Posledni
jsou odvozené obsahy v celych cibulich s vyrazné niz§im rozptylem hodnot.
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Zavislost podilu suSiny a obsahu alliinu na hmotnosti strouzki a obsahu alliinu na podilu suSiny
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Obr. 13: Grafy korelace. Prvni graf zndzorfiuje zavislost mezi podilem suSiny a obsahem alliinu
na vaze cCerstvé hmoty strouzku. Druhy uvadi zavislost obsahu alliinu na podilu suSiny
ve strouzcich.

Mensi strouzky jsou zpravidla lokalizovany bliZe stfedu cibule a vznikaji oddélenim
od vétSich strouzkd. Nicméné korelace je velmi slaba a zvoleni malého poctu strouzki

ze zas. cibule mtize vést ke stanoveni odliSného obsahu ACSO, neZ pri zpracovani celé

zas. cibule.

4.2 Analyza micelarni elektrokinetickou chromatografii

Z vychozi prace Kubec a Dadakova (2008) byl vyrazné upraven extrakcni postup, ale
i podminky separace musely byt pozménény. Prvnim z odliSnych parametri byla délka
kifemenné kapilary. Ta je prednastavena vyrobcem sestavy kapilarni elektroforézy.
Analyzy byly provedeny celkem na tfech odliSnych délkach, jednalo se o 48; 80,5
a 112,5 cm (efektivni délka 40,5; 72 a 104 cm respektive, v autorské praci 67 cm).
SloZeni ZE ztistalo nezménéno, pri vloZeném napéti 30 kV nejvice vyhovovala efektivni
délka 72 cm. Pri zvoleni kratSi kapilary nebyly analyty dostatecné separovany. Zejmeéna
pik methiinu, ktery migruje v blizkosti dalSich tfech latek. Analyza na delsi kapilare

trvala dvojnasobnou dobu a nezajistila lepSi separaci. Vysledny elektroferogram
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je zobrazen na obr. 14. TaktéZ bylo oproti autorské praci zvySeno napéti, ¢imZ byla
vyrazné zkracena doba analyzy. PrestoZe nemohly byt zachovany totoZné podminky,
bylo dosaZeno podobné separace v kratSim Case na delSi kapilare.

Identifikace latek byla provedena porovnanim migracnich Casti s Casy Cistych
standard(i a pfidavkem standardu k redlnému vzorku. Methiin a alliin jsou komer¢né
dostupné latky, isoalliin nikoliv. Jeho identifikace probéhla odliSnym postupem.
Z literatury (Rose et al., 2005) je znamo, Ze isoalliin je majoritnim zastupcem ACSO
cibule a pribuznych druht (napf. cibule Salotka (Allium cepa var. aggregatum L.)).
Proto byl pFipraven extrakt ze Zluté cibule (Tesco stores a. s.). NejvySsi pik byl prifazen
isoalliinu, nasledné byl extrakt pfidan k vzorku cesneku pro identifikaci piku
v elektroferogramu cesneku. Vzhledem k nedostupnosti Cistého standardu byla

kvantifikace vztaZena na kalibraci alliinu.
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Obr. 14: Elektroferogram realného vzorku Cesneku. Identifikované latky: 1 = methiin, 2 = alliin,
3 =isoalliin, 4 =1S; a = glutamin, b = asparagin, c = serin, d = threonin, e = alanin, f = smés
nékolika latek (identifikovany glycin, prolin), g = valin.
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Ostatni latky v elektroferogramu byly identifikovany na zakladé porovnani
migracnich Cast Cistych standardt a nasledné pridavkem standardu k redlnému vzorku.
NejpribuznéjSimi latkami ACSO, které podléhaji derivatizaci FMOC, jsou volné
L-aminokyseliny. V tésné blizkosti pred pikem methiinu migruje pik glutaminu. Methiin
CasteCné komigruje s asparaginem. Mira jejich separace je velmi zavisla na aktudlnim
stavu kapilary a zakl. elektrolytu. Pfi opotfebovani kapilary dochazi ke zhorSeni
separace. Spatny stav zakl. elektrolytu vede k vy$simu projevu pozadi. Kvantifikace
nizkych koncentraci methiinu je o to vice zatiZena chybou. Pfi vyborném stavu kapilary
i zakl. elektrolytu je tento kriticky par téméf separovan na zakladni linii.
Za asparaginem migruje pik serinu, threoninu a alaninu. Po alliinu migruje smés latek,
vnichZz byl identifikovan glycin a prolin. Nasleduje migrace isoalliinu a wvalinu.
Za migraci valinu nasleduje cystein a methionin, nicméné v plodinach rodu Allium

se nevyskytuji v koncentracich vyssich nez je limit detekce této metody.

4.2.1 Kalibrace
Horni hranice kalibracniho rozsahu je omezena derivatizaci vzorki. V soucasném
postupu je latkové mnoZstvi pridavaného derivatizacniho cinidla 1,5 pmol. Toto
mnoZstvi jiZ nelze zvysit, jelikoZ nasledné nedochazi ke ztraté zakalu a ¢asem dochazi
ke vzniku nerozpustné bilé sraZeniny. Tato skuteCnost byla experimentdlné ovérena
na Cistém standardu methiinu. Spodni hranice kalibrace je omezena citlivosti metody.
Kalibracni pfimka byla vytvorena z dvanacti bodii v nasledujicich koncentracich: 75;
67,5; 60; 52,5; 45; 37,5; 30; 22,5; 15; 7,5; 5 a 2,5 pg-g" (viz obr. 15). Nejnizsi bod
kalibrace se pohybuje na limitu kvantifikace. Sledovanymi parametry byly plochy piki
a migracni Cas analytd a IS. Migracni c¢as byl zaznamenavan, jelikoZ neslouzi pouze
k identifikaci, ale i ke kvantifikaci. Na rozdil od kapalinové chromatografie
se s migraCnim Casem neméni pouze geometrie piku, ale i jeho plocha. Tento jev
je zplisoben tim, Ze analyty prochazi detektorem odliSnou rychlosti. Rychle migrujici
latky setrvavaji v oblasti detektoru kratSi dobu a poskytuji signal po kratSi dobu nez
latky migrujici nizsi rychlosti (Baker, 1995). Odezva signalu (korigovana plocha piku

vztazena korigovanou plochu IS) byla vypoctena nasledujicim zpiisobem:

X AN a = analyt; IS = interni standard
X = =l 1 R=E] ¢; S = plocha peaku; R, = migracni cas
t t c = 25 (koncentracelIS)
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Kalibracni primka
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Obr. 15: Kalibra¢ni pfimka methiinu a alliinu.

Pfi vypoctu byla zpoCatku zahrnuta koncentrace interniho standardu (25 pg-g?),
nicméné ve findlnim provedeni extrakce i derivatizace miZe tento parametr byt
vynechén. Jeho koncentrace ziistala nezménéna jak pfi sestrojovani kalibrace tak
i analyzy wvzorkil (lyofilizovanych i cCerstvych). Zahrnuti tohoto parametru bylo
podstatné pri prvotnich experimentech, napf. pilotni experimenty extrakce Cerstvé
hmoty (data neuvedena). Tato hodnota ziistala ve vypoctech zachovana pro prehlednéjsi
orientaci a snadnéjsi praci s ¢iselnymi hodnotami.

Kalibrace byla sestrojena i pro (+)-propiin, avSak uvedena neni, jelikoZ v Zadném
realném vzorku nebyl detekovan. (+)-propiin poskytuje v chromatogramu dva piky,
ackoliv racematy nemohly byt identifikovany na zakladé porovnani s Ccistym
standardem. Podle Kubec a Dadakova (2008) bylo predpokladano, Ze k eluci (+)-ACSO
dochazi drive nez k (-)-ACSO. Podobna situace nastala v pfipadé D,L-norleucinu, ktery
taktéZ poskytuje dva piky vZdy o stejném pomeéru ploch. VeSkeré vypocty byly vztaZeny
na prvni pik. Vypocet mohl byt vztaZzen na soucet obou ploch, avSak migracni cas

druhého piku prodluZoval celkovou dobu analyzy.
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4.2.2  Analyza ACSO v dalSich matricich

Aplikovatelnost této metody na dalsi plodiny jako je cibule (kuchynska, zimni, Salotka),
paZitka prava ¢i por zahradni byla ovéfena. Volbé reprezentativniho vzorku nebyla
vénovana takova pozornost jako v pripadé cesneku vzhledem k symetrii biologickych
vzorki. Vzorky byly kvartovany. Oproti Cesneku jsou ACSO v téchto plodinach
zastoupeny ve vyrazné nizSich koncentracich. Zjistény byly i odliSné podily suSiny,
orientacné se jedna o hodnoty 11-13 % v cibuli kuchytiské, 17 % v cibuli Salotce, 8 %
v cibuli zimni, 13 % v pdéru a 9 % v paZitce.

Nizsi zastoupeni ACSO bylo kompenzovano vysSimi navazkami a vétSimi objemy
extraktu pridavaného k derivatizacni smési. Mensi zastoupeni ACSO vede k vyznamné
komplikaci, vysSimu poméru volnych aminokyselin vii¢ci ACSO. Methiin je majoritnim
zastupcem poru, avSak jeho presna kvantifikace je znemoZnéna komigraci s rozsahlymi
piky glutaminu a asparaginu.

Stanovené obsahy ACSO v plodinach jsou uvedeny v tab. 2 spolecné s daty uvadéné
v literatufe. Podily jednotlivych ACSO se vyrazné odliSuji. Na celkovych ACSO
v Cesneku se methiin podili 6,0-6,8 %, alliin 79,2-79,6 % a isoalliin 14-14,4 %. Obsah
obou vzorkii se pohyboval v rozmezi 12522 az 13801 pg-g™’ Cerstvé hmoty. V péru
methiin tvoFi podil 15,7 %, isoalliin 84,3 %, celkovy obsah ¢inil 670 pg-g”* ¢. hm.
V pazitce se methiin podili 13,4 %, alliin 6,1 % a isoalliin 80,5 %, celkovy obsah ACSO
1387 pg-g' ¢. hm. V rtznych druzich cibule jsou podily podobné. V cibuli zimni
methiin tvoii 9,9 % a isoalliin 91,1 % s celkovym obsahem 776 pg-g* ¢. hm., v cibuli
Salotce tvori podily 12,3 % a 87,7 % methiin a isoalliin respektive s celkovym obsahem
1044 pg-g' €. hm., v cibuli kuchynské pak 12,8-13,0 % a 87,0-87,2 % s celkovym
obsahem 866-1150 pg-g* ¢. hm.

4.2.3  Stabilita migracnich casu

Béhem celé prace se MEKC analyzy potykaly s problémem stability migracnich cast
(RSD = 1,7 %). Posun migracnich casi nevyvolaval problém identifikace analytt,
poradi pikd zlstalo nezménéno, vzdy doSlo k posunu celého elektroferogramu.
Problematicky je nartist ploch pik pfi opozd'ovani. Kvantifikace je vZdy vztaZena
na korigovanou plochu interniho standardu. V pripadé, Ze dochazi ke stejnému
relativnimu nariistu migracnich cCasti a ploch vSech analytl vcetné standardu, dochézi

k matematické korekci pri vypoctu odezvy signalu. Byla vytvorena dlouha sekvence
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Tab. 2: Obsahy stanovenych ACSO v této praci a dal$ich publikacich. Sedé podbarvené jsou
hodnoty ziskané v této diplomové praci. (-) = bez detekce, (x) = nesledovano, a — Kubec et al.,
2000; b — Ovesna et al., 2011; ¢ — Kubec a Dadakov4, 2008; d — Krest et al., 2000; T v publikaci
uvedeno jako Allium longicuspis Rgl., £ v publikaci je sledovanym parametrem, ale hodnoty
neuvedeny. V piipadé analyz vice vzorki jednoho druhu v publikaci je uvedeno vzorek 1 a 2.
Pro tuto diplomovou praci vzorek cesneku 1 a 2 = komer¢né dostupné (zemé piivodu Cesko),
vzorky cibule kuchyriské 1 a 2 = komer¢né dostupné (cib. Cervena a Zluté respektive)

Druh Obsah Obsah v Cerstvé hmoté (pg-g?) * Metoda
ru suSiny Methiin  Alliin Isoalliin Propiin Ethiin stanoveni
Vzorek 1 36,90 % 844 9921 1757 - X CE-FMOC
Vzorek 2 35,90 % 825 10991 1985 - X CE-FMOC
& K guzorek 1f - 1047 11840 <2 <2 <2 GC
GSDEX — quaorek 21 - 1073 9241 <2 - <2 GC
kuchynisky
b - I 5536-10254 I - X HPLC-OPA
c - 1230 9963 1107 - X CE-FMOC
d - 330 1730 230 - X HPLC-OPA
13,50 % 105 <35 565 - X CE-FMOC
Pér zahradni a - 40 <2 176 <2 <2 GC
- 184 <20 1346 <20 X CE-FMOC
Pazitk 9,40 % 187 56 1116 - X CE-FMOC
azitka - 322 21 310 66 5 GG
prava
- 539 <20 1911 <20 X CE-FMOC
Cibule zimni 7,80 % 77 - 699 - X CE-FMOC
17,30 % 128 - 916 - X CE-FMOC
Cibule gvzorek 1 - 414 11 927 177 29 GC
Salotka gvzorek 2 - 217 26 197 34 19 GC
C - 256 <20 1094 - X CE-FMOC
Cibul Vzorek1 13,70 % 150 <35 1000 - X CE-FMOC
PUC  Vzorek2 11,40% 111 - 755 - X  CE-FMOC
kuchyriska
c - 106 - 484 - X CE-FMOC

analyz, davkovani bylo provedeno pouze z jediného vzorku a sledovan byl vyvoj
migracnich casti v dlouhé sekvenci analyz. Tento pribéh je zobrazen na obr. 16. Pro
kazdy analyt byl odvozen primérny ¢as béhem 44 analyz. V grafu je vynesen relativni
posun migracniho Casu od primérné hodnoty, a je patrné, Ze nartist neni relativni.
Nejvétsi relativni nartist byl sledovan u interniho standardu, nejmensi u methiinu,
analytu s nejkratSim migracnim casem. Vzhledem k tomu, Ze je pozorovan mezi analyty
neidenticky relativni nardst migracnich Casu, ve vysledku je ovlivnéna i kvantifikace.
Vypocet odezvy signalu vyZaduje ctyfi proménné, z nichZ znamy jsou pouze dvé
(migracni Casy). Mira s jakou nardstaji plochy piki v Case vyZaduje v tomto piipadé
mnohem vétSi pocet analyz vzhledem k jejich vyrazné variabilité, ktera je zpiisobena

chybou méfeni a integrace pikli. Odhadnuti chyby bylo proto provedeno empiricky.
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Vyvoj migracniho ¢asu v sekvenci analyz
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Obr. 16: Graf vyvoje migracnich ¢asii analytt.

Byla sledovana zavislost ploch pikti na migracnim Case interniho standardu (graf
neuveden). Velmi slaba pozitivni korelace byla pozorovana mezi plochou piku
norleucinu a jeho migracnim casem (R = 0,234, R2 = 0,055). Déle byla pozorovana
zavislost odezvy signalu alliinu na migracnim Case pro zjiSténi zda existuje korelace
mezi nimi a jakym zptsobem ovliviiuje kvantifikaci. Na obr. 17 je uveden graf relativni
odchylky odezvy signalu na migracnim case. ZjiSténa byla slaba negativni korelace
(R =0,343; R* = 0,118). Tento trend udava podhodnoceni vysledku o 1 % pfi
prodlouzZeni migracniho Casu o 45,5 s.

Jako opatfeni proti tomuto jevu byla zavedena Cast€jSi vyména zakl. elektrolytu.
Degradace zakl. elektrolytu se projevuje v grafu na obr. 16 repetitivnimi useky,
znehodnocovéni elektrolytu vede ke sniZovani migracnich cast. Z obav, Ze se jedna
o jev zapriCinény matrici Cesneku, byl totoZzny experiment proveden na Ccistych
standardech. Méfeni s Cistymi standardy vedlo ke stejnému zavéru.

I pfes vyrazné zmény migracnich Cast se v extrémech jedna o posuny 1 min, které
podle trendu pfinasi chybu podhodnoceni priblizné 1,3 %. Relativni smérodatna

odchylka davkovani vzorku se pohybuje v oblasti 1,5 % pro vSechny sledované analyty,
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Obr. 17: Graf zavislosti relativni odchylky odezvy signdlu v zavislosti na migratnim casu
interniho standardu. Pozorovana je slaba negativni korelace.

RSD technickych replikati se ve vice jak v 90 % analyz pohybuje pod 5 %. Proto

v nasledujicich analyzach nebyl na posun migracnich casti bran zfetel. Vyraznéjsi

posuny vedly k okamZitému selhani analyz. Pficinou byl Spatny stav kapilary, nejcastéji

prasknuti v oblasti detektoru.

4.2.4 Limit detekce a kvantifikace

Vzhledem k tomu, Ze zvolené ACSO jsou zastoupeny v biologickych materialech
ve vysokych koncentracich, neni limit detekce a kvantifikace klicovy. Limity pro tuto
metodu byly odvozeny z rozsahu Sumu. Ten je v3ak zavisly na aktualnim stavu zakl.
elektrolytu a kapilary. Kalibracni primka byla sestrojena tak, Ze nejnizsi body byly
spolehlivé stanoveny i za nepriznivych podminek. Odezvy signalti niZsi neZ nejnizsi bod
kalibrace alliinu jsou ve vysledcich oznaceny pod limitem kvantifikace.

4.2.5 Profily ACSO ve vybranych odrudach cesneku

Adaptovana metoda byla v zavéru vyuzita pro stanoveni obsahit ACSO ve vybranych

odriidach ¢esneku kuchyiiského, které byly poskytnuty z genového fondu VURV v.v.i.

JelikoZ se jedna o vzacny geneticky materidl, byly odridy analyzovany v jednom
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Obsah ACSO vybranych odrid cesneku

Obsah (g-100 g™)

Anin Dukat Havran Lukan Mojmir

E Celkové ACSO E Obsah Methiinu B Obsah Alliinu & Obsah Isoalliinu

Obr. 18: Sloupcovy graf obsahit ACSO ve vybranych odrtidach cesneku. Poskytnut byl jeden
biologicky replikat. (Chybové tsecky +SD, n =3)

biologickém replikatu. TaktéZ vzorky vykazovaly vétsi variabilitu velikosti cibuli oproti
komercné zakoupenym. Vysledné hodnoty obsahti jsou uvedeny v grafu (viz obr. 18).
Volba odrtid cesnekti byla zaloZena na predchozi znalosti orienta¢nich obsahit ACSO.
Nizsi zastoupeni bylo predpokladano u odrtid Anin, Havran a Lukan, vysoké zastoupeni
naopak u odrid Dukat a Mojmir. Stanovené obsahy koresponduji az na vyjimku odridy
Dukat. Pro zjisténi zda se jedna o typicky trend odrtdy, by bylo vhodné analyzovat vice

biologickych replikata.

4.3 Stanoveni enzymové aktivity
DalSim z cild prace bylo stanoveni enzymové aktivity alliinasy v odrtidach cesneku.
Pro tento ukol byla adaptovana metoda Miron et al., 2002, ktera byla dodatecné
modifikovanaa pro potteby prace.

Podle Michaelisovych konstant substrati se odviji koncentrace nutna pro stanoveni
aktivity a specifické aktivity. K, alliinu se pohybuje v Fadech jednotek mmol-1" (Miron
et al., 2002). Koncentrace, jeZz jsou nutné pro méfeni, vyZaduji minimalné

desetinasobné hodnoty, coZ se odrazi ve vysokych navazkach cCistého standardu.
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K dispozici nebylo dostate¢né mnozstvi alliinu pro provedeni vSech experimenti. Prace

se proto taktéZ vénovala adaptaci metody na druhy substrat methiin.

4.3.1  Adaptace méreni v malych objemech

Jednim ze zptisobi jak predejit velkym spotfebam substratd, bylo prevedeni analyzy
na vyrazné nizsi objemy nez 1 ml, jak uvadi vychozi publikace. Provedeni bylo
otestovano v objemech 100 pl a 2 pl. Méfeni ve 100 pl bylo provedeno na mikrotitracni
desce, objem 2 pl byl nanaSen na desku Take3 (adaptér spektrofotometrického readeru).

Optickd drdha spektrofotometrického méfeni byla vyrazné krat$i, nez pfi méreni
v kyvetach. Proto byla zvySena koncentrace 4-MP na 2-10* mol-1"' pfi méfeni v objemu
100 pl a na 3-10* mol-1" pfi méfeni ve 2 pl. Tim doSlo k posunu pocate¢ni hodnoty
absorbance z oblasti 0,2 do oblasti 0,6. Tento krok byl proveden jako opatfeni pro
snizeni chyby méfeni zptisobené monochroméatorem readeru.

Velmi atraktivni se jevila moZnost stanoveni aktivity v minimalnim objemu 2 pl,
nicméné se méreni potykalo s fadou problému. Adaptovani by muselo byt vénovano
vyrazné vice casu. Méreni aktivity v objemu 100 pl bylo bez vétSich potiZi adaptovano
s tim rozdilem, Ze pred zahajenim vlastniho méfeni byly zméreny optické drahy (900

a 980 nm) a pred individualnim méfenim byl obsah desky promichan readerem.

4.3.2  Méreni kinetiky alliinu
Jednou z moZnosti ovéreni spravnosti méreni ve 100 pl bylo stanoveni K, pro substrat
alliin. Alliinasa byla do reakcni smési pridana ve formé hrubého extraktu cesneku
(AHOLD a.s., zemé ptvodu Spanélsko, odrfida Morado). Méfeni bylo provedeno
ve tfech opakovanich. PrestoZe byla koncentraCni fada pripravena pro vyneseni dle
Lineweaver a Burka (viz obr. 19), vyhodnoceni bylo jeSté provedeno vynesenim podle
Eadie a Hofsteeho (viz obr. 20). Druhé vyneseni bylo zvoleno z diivodu nachylnosti
vyneseni Lineweavera a Burka k chybam pfi méfeni aktivity s nizkymi koncentracemi
substratu. Vyneseny byly taktéZ primérné hodnoty pocatecnich rychlosti a ziskané
hodnoty K., a Vim slouZily k sestrojeni hyperbol, které byly dodatecné proloZeny
namerenymi pocatecnimi rychlostmi (viz obr. 21).

Vynesenim Lineweavera a Burka byla ziskana hodnota K, pro alliin
1,59+0,09 mmol-1". Prostfednictvim vyneseni Eadie a Hofsteeho byla ziskdna hodnota
1,32+0,18 mmol-1". V druhém vyneseni byly vynechany hodnoty méfeni pfi nejnizZsi

koncentraci substratu, jelikoZ pozice téchto bodl se nachazely nalevo od predchozich
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Lineweaver-Burkovo vyneseni kinetického méreni alliinu
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Obr. 19: Graf vyneseni dle Lineweaver a Burka méfeni kinetiky alliinu. Méfeni ve tfech opakovanich
(BAREVNE). Vyneseny byly taktéZ reciproké hodnoty primérmych rychlosti (SEDE).

Eadie a Hofsteeho vyneseni kinetického méreni alliinu
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Obr. 20: Eadie a Hofsteeho vyneseni méfeni kinetiky alliinu. Méfeni ve trech opakovanich
vyznaceno BAREVNE. Vyneseni primérnych rychlosti (SEDE) slouZilo pro sestrojeni hyperboly.
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bodi a nikoli napravo, hodnoty v/[S] dosahovaly nesmyslnych nizZSich hodnot oproti

predchozim.
Hyperboly byly sestrojeny podle nasledujiciho vzorce:

[S] 'Vlim
[S] +K

m

Hyperbola sestrojena podle hodnot vyneseni Eadie a Hosfteeho 1épe proklada
pocatecni rychlosti pfi vySSich koncentracich substrati a neni tolik zatiZena chybou

jako vyneseni Lineweaver a Burka.

4.3.3 Produkt reakce dimethylthiosulfinatu s 4-merkaptopyridinem
Produkt reakce allicinu s 4-MP potvrzen byl (Miron et al., 2002), produkt reakce 4-MP
s dimethylthiosulfindtem (vznik pfeménou methiinu) prozatim nikoliv. Pfedpokladany
pribéh reakce je zobrazen na obr. 22. TaktéZ je vyobrazena fragmentace
predpokladaného produktu.

Produkt reakce byl pfipraven ve vysoké koncentraci za pomoci ¢astecné purifikované
alliinasy. Smés byla chromatograficky separovana a identita latky potvrzena

tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vysledky tohoto experimentu byly podporeny

Zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci alliinu
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Obr. 21 Sestrojené hyperboly ze ziskanych hodnot z obou vyneseni. Linewevaer a Burka
FIALOVE; Eadie a Hofsteeho ZELENE. Plna Céara znaroziiuje Vin. SEDE jsou znazornény
naméfené primeérné pocatecni rychlosti reakce.
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Obr. 22: Predpokladand reakce produkovaného dimethylthiosulfinatu a fragmentace produktu
reakce.

identickym experimentem pfi vysokém rozliSeni. Hmotnostni spektrum a hmotnostni
spektrum fragmentt je zobrazeno na obr. 23. Produkt reakce byl ionizovéan v pozitivhim

modu a poskytl signal pri m/z 158,0099. Nasledné byla provedena jeho fragmentace.
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Obr. 23 Hmotnostni spektrum produktu reakce v porovnani s vygenerovanym spektrem online
nastrojem. Spodni graf zobrazuje hmotnostni spektrum po fragmentaci.
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Hodnota m/z fragmenti odpovida tém uvedenym na obr. 22. Jako kontrola bylo
sledovano absorpcni spektrum produktu reakce a nebylo pozorovano Zadné absorpcni

maximum pfi 324 nm. Takto byla potvrzena identita predpokladané latky.

4.3.4  Méreni kinetiky methiinu
Méreni kinetiky methiinu bylo provedeno stejnym zptisobem jako méfeni alliinu. Pfi
prvnich experimentech bylo méfeni provedeno ve stejnych koncentracich, pfi kterych
probihalo méfeni alliinu, nicméné vysledky byly nepresné. Proto byla sestavena nova
koncentracni fada o vice bodech a vysSich koncentracich. Méreni bylo provedeno
ve tfech opakovanich. Alliinasa byla do reak¢ni smési pridana ve formé hrubého
extraktu Cesneku (AHOLD as., zemé pivodu Spanélsko). Naméfené hodnoty
pocatecnich rychlosti byly vyneseny opét podle vyneseni Lineweaver a Burka a Edie
a Hofsteeho. Vyneseni primérnych rychlosti bylo provedeno pro ziskani hodnot K.,
a Vim, které byly vyuZity pro sestrojeni hyperbol.

Vynesenim Lineweaver a Burka (viz obr. 24) byla ziskdna hodnota K, 3,49+0,60

mmol-1". Z vyneseni Eadie a Hofsteeho (viz obr. 25) byla ziskdna hodnota K

Lineweaver-Burkovo vyneseni kinetického méfeni methiinu
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Obr. 24: Graf Lineweaver a Burkova vyneseni méfeni kinetiky methiinu. Méfeni bylo
provedeno ve trech opakovanich (BAREVNE). Vyneseny byly taktéZ reciproké hodnoty
primérnych rychlosti (SEDE).
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Eadie a Hofsteeho vyneseni kinetického méfeni methiinu
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Obr. 25 Eadie a Hofsteeho vyneseni méfeni kinetiky alliinu. Méfeni ve tfech opakovanich
vyznaceno BAREVNE. Vyneseni prameérnych rychlosti (SEDE) slouZilo pro sestrojeni hyperboly.

Zavislost pocatecni rychlosti na koncentraci methiinu
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Obr. 26 Sestrojené hyperboly ze ziskanych hodnot z obou vyneseni. Lineweaver a Burka
FIALOVE; Eadie a Hofsteeho ZELENE. Plna Cara znaroziiuje Vin. SEDE jsou znazornény
nameérené primérné pocatecni rychlosti reakce.
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3,43+0,30 mmol-1". Hyperboly (viz obr. 26) sestrojené z obou vyneseni dostate¢né
reprezentuji pribéh redlnych pocatecnich rychlosti. V tomto ptipadé obé vyneseni
poskytuji podobné vysledky. Na rozdil od Edie a Hofsteeho vyneseni méfeni alliinu
nebyl vynechdn zadny bod méfeni a i pfes nizSi korelacni koeficient (R? = 0,979)

poskytuje podobné vysledky jako vyneseni Lineweaver a Burka.

4.3.5 Celkové proteiny

Pro charakterizaci odrid cesneku aktivitou alliinasy bylo provedeno stanoveni
celkovych proteinti, parametru nutného k ziskani specifické aktivity alliinasy. Pro tento
ucel byla aplikovana Bradfordova metoda. Byla sestrojena kalibracni zavislost (viz obr.
27) a vhodné naredéné hrubé extrakty cesneku byly kvantifikovany.

Obsah proteinti v mg-g™* ¢. hm. byl ve vzorcich nasledujici: Anin 15,1; Dukat 21,3;
Havran 22,5; Lukan 20,3; Mojmir 18,8. Obsah proteinti vztaZeny na suchou hmotu
strouzkii byl néasledujici (v mg-g™"): Anin 40,2; Dukat 49,1; Havran 54,3; Lukan 53,2
a Mojmir 49,4.

4.3.6  Stanoveni aktivity alliinasy ve vybranych odradach
Stanoveni aktivity alliinasy bylo provedeno s obéma substraty. Koncentrace alliinu byla

10 mmol-1", koncentrace methiinu byla zvolena 20 mmol-1". I pfes vyrazné Fedéni

Kalibra¢ni zavislost Bradfordovy metody
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Obr. 27: Kalibra¢ni zavislost Bradfordovy metody. Standardem byl hovézi sérovy albumin.
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vzorkl reakce probihala velmi rychle, fddové v jednotkdch minut. Proto byl pribéh
reakce zaznamenavan v kratkych Casovych intervalech a sledovana pocatecni rychlost
reakce. Vzorky byly nékolikrat fedény vysledny fedici faktor ¢ini 2500. Nejprve byly
fedény pétkrat oSetiujicim roztokem 4-MP, nasledné stokrat fosfatovym pufrem pH 6,5
a zavérem pétkrat pri zahajeni enzymové reakce. Stanovené specifické aktivity alliinasy
jsou zobrazeny na obr. 28. Vyobrazeny jsou hodnoty pro oba zpilisoby stanoveni, a to s
10 mmol-1" alliinem a 20 mmol-1" methiinem.

V grafu je patrny trend nartstajici specifické aktivity u odrid s vySSim obsahem

ACSO.

4.3.7  Aktivita alliinasy v dalSich matricich
Stejné jako bylo stanoveni ACSO ovéfeno v dalSich matricich, bylo provedeno

stanoveni aktivity v cibuli kuchynské, zimni a Salotce i v poru zahradnim (vSe Tesco

Srovnani specifické aktivity a obsahu ACSO

Specificka aktivita (nkat-mg™)
Obsah ACSO (g-100g™)

Anin Dukat Havran Lukan Mojmir

W S. aktivita (Alliin) M S. aktivita (Methiin) M Obsah alliinu M Celkové ACSO

Obr. 28: Specifické aktivita odriid ¢esneku v porovnani s jejich obsahem ACSO. ZELENYMI
barvami jsou zobrazeny ziskané hodnoty specifické aktivity (alliinem 10 mmol-1" a methiin 20
mmol-1". FIALOVYMI barvami jsou do kontrastu uvedeny obsahy ACSO. Chybové tisecky
odpovidaji SD, n = 3.
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Stores CR a.s.). Aktivita v hrubém extraktu v3ak byla pozorovéna pouze u paZitky
(pouze pilotni experiment) a poru. Specificka aktivita alliinasy v poéru cinila
0,17 nkat-mg™. Ve vzorcich cibule nebyly pozorovany zadné zmény absorbance ani pfi

nejvyssi mozné koncentraci hrubého extraktu (po oSetfeni 4-MP).
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5 DISKUZE

Pii volbé vhodného zptisobu extrakce jsem vychazel z nékolika publikaci (Kubec
a Dadakova, 2008; Lundegardh et al., 2008, Hrbek et al., 2013). Ve vSech téchto
pripadech se pracovalo s Cerstvou hmotou. Jednotlivé postupy jsem ovéfil a adaptoval
pro praci s lyofilizovanym materidlem. K samotné analyze ACSO byla prevzata
a modifikovdna metoda micelarni elektrokinetické chromatografie publikované autory
Kubec a Dadéakova (2008).

Prvni experimenty byly vénovany studiu stability derivatizacniho c¢inidla v roztoku,
a prestoZe je rozpuSténo v aprotickém rozpousStédle, acetonitrilu, a bylo zjiSténo,
Ze dochazi k jeho ztratam (vice jak 10 % za 24 h, pti 4 °C). Clapp et al. (1998) uvadi,
Ze ve vodném prostfedi dochazi k jeho hydrolyze a dekarboxylaci za vzniku
9-fluorenylmethanolu (viz obr. 29). Jedna se pravdépodobné o latku, ktera vytvari pik
slepého vzorku v elektroferogramu. Vzhledem k nadbytku derivatizacniho ¢inidla,
poskytuje produkt degradace Siroky pik. Proto je nutné vytfepani do hexanu. Migruje
kratce po piku interniho standardu a hrozi riziko nedostatecné separace téchto dvou
latek.

Pri kvantitaivni analyze, pomoci separanich a elektromikracnich metod je preciznost
méfeni zajiStovana pouZzitim interniho standardu. Od vychozi prace Kubec a Dadékova
(2008) bylo vyznamnou odliSnosti této diplomové prace pouZiti odliSného interniho
standardu. Ve vychozi praci zvolili interni standard S-(2-butyl)-L-cysteinsulfoxid, ktery
vSak neni komercné dostupny. Na rozdil od norleucinu, ktery je vyuZit v této praci,
je chemicky podobnéjsi analyzovanym ACSO. Nicméné prodejci ACSO (Sigma-
Aldrich, Abcam) uvadi stabilitu ve vodnych roztocich pfi -20 °C pouze 24 h. Vyhodou

norleucinu je jeho nizka cena a stabilita ve vodnych roztocich, proto mohl byt pfipraven

OYCI
o HCl + CO, OH

0O —— U

Obr. 29: Hydrolyza a dekarboxylace derivatizacniho cinidla FMOC za vzniku
9-fluorenylmethanolu ve vodném prostredi (adaptovano dle Clapp et al., 1998).
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jeho zasobni roztok. Migracni casy norleucinu jsou velmi podobné jako S-(2-butyl)-L-
cysteinsulfoxidu. Autofi vychozi prace uvadi, Ze jejich interni standard je taktéZ
substratem alliinasy a pokud je aktivni i béhem extrakce, tak dochazi i ke katalyze
premény interniho standardu a tim i ke korekci vyslednych hodnot. Avsak v této
diplomové praci se nepredpoklada, Ze by byla alliinasa aktivni, jelikoZ je lyofilizovany
material extrahovan do 90 % MeOH, ktery alliinasu denaturuje.

Tento fakt podporil vysledek srovnani ucinnosti inhibitorti. V literatufe jsou uvedeny
odlisné pristupy k inhibici alliinasy. Lundegardh et al., (2008) a Hrbek et al. (2013)
vyuzili OCMHA, jeZ inhibuje PLP dependentni enzymy. Kubec a Dadakova (2008,
2009) vyuZivaji inhibice zvySenou teplotou a sniZenim zdanlivého pH kyselinou
chlorovodikovou. Pro zachovani jednoduchosti experimentu bylo od inhibice zvySenou
teplotou ustoupeno. V této diplomové praci byla vyuZita kyselina mravenci.
Prekvapivym vysledkem byla ucinnéjsi extrakce za pouZiti kyseliny oproti OCMHA.
Dtivodem pravdépodobné nebyla uc¢innéjsi inhibice enzymu. Jednim z mozZnych
vysvétleni je zlepSeni rozpustnosti ACSO v MeOH béhem extrakce sniZenim zdanlivého
pH smési. Tyto latky jsou znamé tim, Ze jejich rozpustnost v organickych
rozpoustédlech je nizka a rozpusténi obtiZné.

Jednim z davodd aplikace extrakce lyofilizovaného materidlu je minimalizace
spotieby rozpoustédel a chemikalii, predevSim MeOH. JelikoZ vétSina publikaci uvadi
extrakci ACSO z Cerstvé hmoty a nikoliv z lyofilizovaného materidlu, bylo proto
provedeno srovnani. Extrakce Cerstvé hmoty dle Kubec a Dadakova (2008) probiha
v poméru 1:30 (w:v) a pro jediny vzorek vyZaduje spotfebu 300 ml MeOH. Hrbek et al.
(2013) extrahovali Cerstvy material v pomeéru 1:3. V této diplomové praci byl Cerstvy
material extrahovan ve stejném pomeéru vztaZzenym na suchou hmotu (1:40; 1:14
vztaZzeno na Cerstvou hmotu) a bylo prokazano, Ze extrakce lyofilizované a Cerstvé
hmoty poskytuji podobné vysledky (viz obr. 10).

Pokud fyzikalné chemické vlastnosti latek neumoZznuji pouZiti konkrétni analytické
techniky, je moZzné analyty upravit derivatizacni reakci. Kubec a Dadakova (2009)
srovnali stabilitu nékolika derivatizaCnich c¢inidel aminokyselin, v nichZ bylo zahrnuto
i ¢inidlo FMOC. Nicméné v jejich experimentu byly vzorky ponechany pfi laboratorni
teploté. Proto jsem dodatecné sledoval stabilitu vzorkt pri skladovani v chladnicce.

Dtivod byl velmi prosty, chladnicka obecné poskytuje vhodnéjSi podminky
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pro skladovéni predem pripravenych vzorktl. PrestoZe pfi laboratorni teploté nedochazi
k vyrazné degradaci analyti mohou probihat reakce, jez vedou ke zvySeni pozadi
elektroferogramu. Tento jev byl v této diplomové praci pozorovan a po dvou tydnech
doslo k vyznamnému nardstu pozadi, ktery miiZe vést k chybné integraci pikt. Nizka
preciznost méfeni neumoziuje sledovat stabilitu derivati ACSO v prvnich 10 dnech,
z obr. 11 je vSak zfejmé, Ze po 30 dnech nedegradovalo vice nez 15 %.

Nékteré druhy rodu Allium produkuji symetrické zasobni cibule, jako naptiklad
cibule kuchynska ¢i por zahradni a pfi pripravé vzorkii mohou byt symetricky déleny,
¢imZ je vyrazné sniZzeno mnozZstvi materialu nutného ke zpracovani a stanoveni ACSO.
U Cesneku kuchytiského béhem vyvoje dochazi k rozdéleni zasobni cibule na jednotlivé
strouzky, jeZ narusuji symetrii. Tato skutecnost byla diivodem pro experiment zjiStujici
jaké je minimalni mnoZstvi materialu, které jeSté dostateCné reprezentuje celou zasobni
organ. Vysledky naznacuji, Ze rozptyl obsahti ACSO mezi jednotlivymi zasobnimi
cibulemi je menSi neZz rozptyl obsahi ACSO ve strouzcich jedné zéasobni cibule.
Hledanim korelaci mezi parametry obsahu ACSO, hmotnosti strouzkti a obsahem suSiny
se potvrdilo, Ze pro zvoleni reprezentativniho vzorku je vhodné zpracovani celého
organu, neni vhodné pouZit jen jeho cast (strouZek). Vysvétleni vyznamné odliSnosti
obsahu ACSO mezi strouzky je obtiZné. K transportu ACSO pravdépodobné dochazi
i po vzniku strouzki, coz miZe vést v zavérti k nerovnomérnym obsahtim. Nicméné
k vysvétleni této problematiky Zadna literatura nalezena nebyla.

Ziskané hodnoty obsahii ACSO ve vybranych plodinach rodu Allium se z vétsi Casti
shoduji s hodnotami udavanymi v literatufe. Publikace (Kubec et al., 2000; Kubec
a Dadéakova, 2008; Ovesna et al., 2011) uvadi obsahy ACSO Cesneku Fadové 10° pg-g™*
methiinu, 10* pg-g? alliinu a 1-2-10° pg-g’ isoalliinu. Do téchto rozmezi spadaji
vysledky ziskané v této diplomové praci. Obsahy ACSO v péru se napfi¢ pracemi
radové pohybuji ve stejnych oblastech, i poméry jednotlivych analytl jsou si podobné.
Obsahy ACSO v pazitce stanovené v této praci se nejvice priblizuji vysledkim
publikace Kubec a Dadakova, 2008. Nizsi hodnoty mohou byt zpiisobeny odlisSnostmi
zastoupeni ACSO v zavislosti na vegetacnim stadiu rostliny. V praci Kubec et al. (2000)
je viditelny vyznamny rozdil mezi obsahy ACSO ve dvou odridach cibule Salotky.

Hodnoty uvadéné ve vSech pracich jsou si podobné fadové, pomérem analytl
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i vyslednymi koncentracemi. Podobné vysledky byly zjiStény i u cibule kuchyniské
(Kubec et al., 2000).

Hodnoty obsahti odrtid cesneku poskytnutych z genetickych zdroji jsou specifické
nizSim obsahem ACSO v porovnani s komercné zakoupenymi vzorky. Jednim
z pravdépodobnych dtivodi je odliSnost tcelu, pro ktery jsou péstovany. Vzorky
poskytnuté z genetickych zdrojt se odliSovaly velikosti mnohem vice, nez zakoupené.
Jednim z dileZitych parametrti pro spotiebitele je ostrost a aroma zakoupeného cesneku.
To je zajiSténo sirnymi latkami, jejichZ obsah lze vyrazné podporit hnojenim s dtirazem
na vyssi obsah siry a vhodnymi environmentalnimi podminkami.

Proto, aby mohly byt odridy ¢esneku charakterizovany i z pohledu aktivity alliinasy,
byla adaptovana a upravena metoda Miron et al. (2002). Diive pouzivana metoda byla
postavena na sprazené reakci alliinasy s laktatdehydrogenasou (Schwimmer a Mazelis,
1962). Nespornou vyhodou metody Miron et al. (2002) je mensi pocet chemikalif
nutnych ke stanoveni enzymatické aktivity alliinasy. Ackoliv autofi nezminuji veSkeré
vyhody oproti predchozi metod€, je velmi podstatné, Ze cCinidlo reaguje primo
s thiosulfinaty a méfeni neni postaveno na produkci pyruvatu. Proto je umoZnéno
méfeni v hrubém extraktu ¢esneku a jinych plodin. Pyruvat je substratem fady enzymi
a taktéz je pritomen v pletivech ve vysokych hladinach, proto je nutné dvoji stanoveni —
aktivity alliinasy a koncentrace endogenniho pyruvatu. Pfimou reakci thiosulfinatd
s 4-MP je zamezeno nezadoucim reakcim thiosulfinati s volnymi thioly a nedochazi
proto ani k reakci se samotnou alliinasou a jeji potencialni inhibici. Proto se nova
metoda jevi jako vhodnéjsi.

DalSim dil¢im cilem bylo prevedeni stanoveni enzymatické aktivity alliinasy
do malého objemu, tak aby byla sniZena na minimum spotfeba nakladného substratu.
Deska Take3 pomoci readeru umoZiiuje méfeni absorbance v objemu 2 pl. Nicméné
méfeni enzymatické aktivity alliinasy v tomto objemu uspésné nebylo. I pres zdatilou
adaptaci tohoto usporadani by reprodukovatelnost vysledki s  vysokou
pravdépodobnosti zistala nizka. Problémy spocivaly v mnoha komplikacich. Pred
samotnym zahdjenim enzymatické reakce je problematické zachazeni s nizkymi objemy
kapalin. Pipetovani velmi nizkych objemi koncentrovanych roztokii proteinu
v presnych pomérech je narocné. DalSim z problémi je rychlé vyparovani malych

kapek, které se projevilo razantnim nardstem absorbance blanku (zakoncentrovani
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Cinidla 4-MP). Rychlost odparovani navic neni identicka pro kaZdou pozici desky,
na krajnich pozicich probihalo odpafovani intenzivnéji. Béhem enzymatické reakce
vstupuji dalsi komplikace. Jednou z nich je teplota, ktera je téZce udrZitelna a reakce
prakticky bézi pri teploté, kterou ma deska samotna. Z tohoto hlediska
je pravdépodobné nutné temperovani na prednastavenou teplotu. Komplikaci taktéz
zptisobuje nemoznost pravidelného promiseni a je nutné provést méfeni v kratkém case.

ZmenSeni reakce do objemu 100 pl (v mikrotitraCni desce) bylo provedeno bez
vétSich obtizi. V tomto usporadani byla provedena série méreni kinetiky alliinu
a methiinu. Vzhledem k tomu, Ze vyneseni Lineweaver a Burka vyZaduje vysokou
presnost ziskanych pocatecnich rychlosti, byly hodnoty vyneseny ipodle Eadie
a Hofsteeho. Miron et al. (1998, 2002) uvadi K, alliinu 1,9+0,8 a 1,93+1,1 mmol-1". K,
stanovené v této diplomové praci (1,32+0,18 mmol-1") spadd do Sirokych intervalti
zjiSténych v publikacich autord. Hodnota K, v této praci uvadi vyrazné nizsi
smérodatnou odchylku, jelikoZ stanoveni K, byla vénovana pozornost a méreni bylo
nékolikrat opakovano. Za vyslednou hodnotu je povaZovana ta, jeZ byla ziskana
z vyneseni Eadie a Hofsteeho. Hyperbola sestrojend podle parametrt tohoto vyneseni
mnohem lépe reprezentuje pocateCni rychlosti méfené pri vysokych koncentracich
substratu. Vysledna hodnota K, methiinu je podobna z obou vyneseni. AvSak vyssi
hodnota K,, methiinu vyZaduje jeho vyssi koncentraci pfi méfeni specifické aktivity.
Minimalni koncentrace substratti by mély zpravidla byt desetindsobné pro dostatecnou
saturaci enzymu. V pripadé alliinu je to vice jak 10 mmol-1", nicméné problémem jsou
vysoké navazky drahého standardu. Pro stanoveni aktivity prostfednictvim methiinu
byla zvolena koncentrace 20 mmol-l?, pfestoZze se nejednd o desetindsobnou
koncentraci oproti K, methiinu (3,49+0,60 mmol-1", 3,43+0,30 mmol-1"). Vy3si
koncentrace vyZaduji priliS vysoké navazky substratu. I pfi této koncentraci se pocatecni
rychlosti vyrazné priblizuji rychlosti limitni (86,2-86,5 % limitni rychlosti, pfi
30 mmol-1" 90,4-90,6 %).

Vzhledem k tomu, Ze produkt (4-(methyldithio)pyridin) reakce dimethylthiosulfinatu
(vznikajici preménou methiinu) s 4-MP nebyl doposud potvrzen, byl sestaven
experiment pro jeho identifikaci. Predpokladany produkt reakce byl identifikovan
pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim. Produkt po chromatografické

separaci poskytl signal pti m/z 158,0099 (s chybou pod 1 ppm) coZ odpovida aduktu
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s protonem. Isotopické spektrum (signdly prfi m/z 159 a 160) odpovida spektru
vygenerovanému softwarovym nastrojem. Vysoké zastoupeni téchto isotopl
je zapricinéno vysokym zastoupenim hmotnéjSich stabilnich isotopt siry. Isotopové
zastoupeni siry je nasledujici: S* (94,93 %), S* (0,76 %), S* (4,29 %), S* (0,02 %)
(Audi et al., 2003). Z vysledkii méfeni vyplyva, Ze pri fotometrickém méreni aktivity
alliinasy je pokles absorbance dan pritomnosti vznikajiciho dimethylthiosulfinatu.

Specificka aktivita alliinasy se napfic¢ odriidami cesneku vyznamné lisila. Pozorovan
byl podobny trend jako v pripadé obsahu ACSO. Je patrné, Ze odriida s nejvyssim
obsahem ACSO — Mojmir je zaroven odriidou s nejvyssi specifickou aktivitou alliinasy.
Stupniovity trend naruSuje pouze odriida Dukat, ve které byla stanovena vysoka aktivita
alliinasy, ale nizsi obsah ACSO. To miZe byt zplsobeno nespravnym stanovenim
ACSO. Vzacné dochazi béhem lyofilizace k degradaci ACSO alliinasou,
coZ se projevuje tvorbou oranZového oleje. Nicméné ztraty v takovych pripadech nejsou
vyznamné (data neuvedena). DalSim faktem je, Ze charakterizace byla provedena pouze
na jediném biologickém replikatu, jelikoZ se jednalo o vzacny biologicky material.
Nicméné pres tuto jednu vyjimku je pozorovana silna korelace mezi obsahem ACSO
a aktivitou alliinasy.

Jedna se o prvni praci srovnavajici obsah ACSO a aktivitu alliinasy v odridach
Cesneku zaroven. Pro nékteré aplikace je vhodné vysoké zastoupeni enzymu (napriklad
farmaceutické pripravky). Na zakladé téchto vysledkli vySe uvedenym tucelim vice
vyhovuji odridy s vysokou aktivitou alliinasy — Mojmir, Dukat. Pokud je zaroven
pozadovanym parametrem vysoky obsah ACSO, je vhodna volba odriidy Mojmir. Pro
charakterizaci vétSiho poctu odriid by bylo nutné ziskani vétSiho poctu biologickych
replikati i zajiSténi dostatecného mnozstvi substratu vlastni syntézou.

Adaptaci metody stanoveni aktivity alliinasy v dalSich matricich nebylo vénovano

priliS pozornosti. V pripadé cibule dokonce nebyla méfitelna aktivita enzymu.
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6 ZAVER

Prvnim cilem prace bylo podani informaci o sirnych latkach vyskytujicich se v ¢esneku
a pribuznych druzich. Byly uvedeny informace jak o zasobnich latkach, tak i o latkach
vznikajicich po pfemé&né enzymem alliinasou. Cést teoretické prace je vénovéana vzniku
a biosyntetické draze zasobnich latek. Zahrnuty jsou i informace o alliinase,
biologickych ucincich zasobnich i nové vznikajicich tékavych latek. Byly popsany
metody stanoveni sirnych latek i metody stanoveni aktivity alliinasy.

Byla adaptovéna a optimalizovdana metoda stanoveni S-alk(en)ylcysteinsulfoxida
micelarni elektrokinetickou chromatografii. Velky diraz byl kladen na minimalizaci
experimentalniho méfitka a sniZeni provoznich nakladi. Vybrané odrtidy Cesneku byly
charakterizovany z pohledu obsahu ACSO. Obsah celkovych ACSO byl nejvyssi
v odridé Mojmir, nasledovaly odriidy Havran, Lukan, Dukat a Anin s obsahy v suché
hmoté 4,73+0,39; 4,22+0,77; 4,10+0,35; 3,75+0,52; 3,32+0,54 g-100g™". Metodou byly
analyzovany dalSi matrice, a to cibule kuchynska, cibule zimni, cibule Salotka, pér
zahradni a paZitka pravd s obsahy celkovych ACSO v suché hmoté 0,84+0,01;
1,00+0,01; 0,60+0,07; 0,50+0,01, 1,45+0,08 g-100g™".

TaktéZ bylo provedeno stanoveni enzymové aktivity alliinasy. Identita derivatu
produktu premény methiinu alliinasou byla potvrzena hmotnostni spektrometrii
s vysokym rozliSenim. Hodnoty K., alliinu a methiinu byly stanoveny a porovnany
s literaturou. Dale bylo zjiSténo, Ze v odriidé Mojmir byla nejvyssi specificka aktivita
alliinasy v hrubém extraktu 52,23+1,06 nkat-mg". Nésledovaly odridy Lukan, Dukat,
Havran a Anin se specifickymi aktivitami 46,28+2,42; 43,53+£1,97; 38,09+0,91;
30,39+1,38 nkat-mg™. Vyssi aktivita alliinasy byla naméfena u odrtid s vy3$$im obsahem
ACSO. Tyto odridy jsou vhodnéjsi pro aplikace vyzadujici vysoké zastoupeni ACSO

i aktivity enzymu. MiZe se napriklad jednat o vyrobu ¢esnekovych dopliiki stravy.
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8

1SP
4-MP
ACSO
APS
ASAI(IT)

CE
dH,O
Dns-Cl
EST
FMOC
yGC
GSH
GSSG
IU
LDH
LDL
MEKC
MRSA
NTB
OCMHA
PMSF
PLP
SAC
SAMC
SDS

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

1-sulfinylpropan

4-merkaptopyridin

S-alk(en)ylcysteinsulfoxid

5'-adenylylsulfat

z angl. Allium sativum agglutinin I(II), lektin vazajici
mannosu

kapilarni elektroforéza

deionizovana voda

dansylchlorid

z agl. expresed sequence tag
fluorenylmethylchlorformiat
y-glutamyl-S-alk(en)ylcystein

glutathion (redukovana forma)

dimerni glutathion (oxidovana forma)
mezinarodni jednotka (z angl. international unit)
laktatdehydrogenasa (EC 1.1.1.27)

lipoprotein nizké hustoty

micelarni elektrokineticka chromatografie
methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus
2-nitro-5-thiobenzoova kyselina
O-(karboxymethy)hydroxylamin-hemihydrochlorid
fenylmethansulfonylfluorid

pyrixodal-5-fosfat

S-allyl-L-cystein

S-allylmerkapto-L-cystein

dodecylsiran sodny
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