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Seznam pouzitych zkratek

AD arogenat dehydrogenasa

ADT arogenat dehydratasa

ARE antioxida¢ni responzivni element
AS anthranilat synthasa

ATCC American Type Culture Collection
BHI bujon bujon z mozkosrdcové infuze
CCM Ceska sbirka mikroorganismti

CM chorismat mutasa

DAHP 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat
DHQ 3-dehydrochinat

DHS 3-dehydrosikimat

DMSO dimethylsulfoxid

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
EPSP 5-enolpyruvylSikimat 3-fosfat

ES- negativni ionizaéni mod

FK kyselina ferulova

He radikal vodiku

HRP kfenova peroxidasa

IGPS indol-3-glycerol fosfat synthasa
LCso letalni koncentrace

LDso letaini davka

MBC minimalni baktericidni koncentrace
MEKK methylester kyseliny kumarové
MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace
MS hmotnostni spektrometrie

Nrf2 nuclear factor erythroid 2 related factor 2
PAI fosforibosylanthranilat isomerasa
PAL fenylalaninamoniaklyasa

PAT fosforibosylanthranilat transferasa
PAT prefenat aminotransferasa

PEP fosfoenolpyruvat

p-KK kyselina p-kumaorva

Re radikal organické latky

ROO- peroxidovy radikal

ROOH hydrogenperoxid

RT reten¢ni ¢as

S3P Sikimat-3-fosfat

TIC Total lon Current

TS tryptofan synthasa

UHPLC ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie



1 Uvod

Fenylpropanoidy tvofi velkou skupinu sekundarnich metabolitt rostlin odvozenych od
aminokyseliny fenylalaninu. Zakladnim meziproduktem biosyntézy je kyselina
skoficova a jeji derivaty: kyselina kumarova, ferulova a sinapova. Mezi nejpoCetnéjsi
a zaroven nejvyznamnéjsi zastupce fenylpropanoidl se fadi: flavonoidy, kumariny,
stilbeny, lignany a rotenoidy. Tyto rostlinné metabolity maji velmi Siroky rozsah
biologickych funkci a u€inku jak v rostliné samotné, tak i v pusobeni na organismy
jinych druhd.

V souCasné dobé stoji pfirodni i syntetizované fenylpropanoidy v popfedi zajmu, a to
diky jejich antibakterialnim, antioxida¢nim, antidiabetickym a protinadorovym ucinkim,
¢ehoz se nasledné vyuziva v potravinarském, kosmetickém i farmaceutickém

prumyslu.

Ve své bakalarské praci jsem se proto zaméfila na necilenou syntézu a
vyhledavani latek odvozenych od kyseliny kumarové s naslednym urCovanim jejich

biologické aktivity.



2 Cile prace

1. Pripravit sadu reakCnich smeési oxidaci methylesteru kyseliny kumarové
2. U pfipravenych smési urcit biologickou aktivitu
3. Provést chemickou analyzu reakénich smési pomoci metody UHPLC-MS
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3 Teoreticka cast

3.1 Charakteristika fenylpropanoida

Fenylpropanoidy jsou sekundarni metabolity rostlin s mnoha vyznamnymi biologickymi
funkcemi a ucginky, které pasobi na samotné rostliny, tak i na organismy jinych druh(.
Siroka chemicka rozmanitost fenylpropanoidl je vysledkem mnoha metabolickych
drah, vedoucimi k znaéné omezenému poctu kliCovym produktim. Enzymovymi
pfeménami téchto produktd nasledné vznikaji derivaty jako jsou lignany, flavonoidy,
kumariny, rotenoidy a stilbeny (Harmatha J., 2005). Tyto metabolity jsou v rostliné
produkované zejména v reakci na bioticky nebo abioticky stres, ktery mize byt
zpusoben infekci, zranénim, UV zafenim, pusobenim ozonu nebo znecisténim
prostfedi. V souCasné dobé se zvySuje zajem o pfirodni i synteticky vyrobené
fenylpropanoidy, a to diky jejich antibakterialnim, protizanétlivym a antioxidacnim
ucinkam (Korkina, L. G., 2007).

Fenylpropanoidy patfi do skupiny fenolickych latek, pro které je charakteristicka
pfitomnost aromatického kruhu, ktery nese vzdy nejméné jednu hydroxylovou skupinu.
Na tento fenolovy kruh se dale pfipojuje tfiuhlikaty fetézec, coz je dalSi charakteristicky
znak fenylpropanoidd. Jejich formaini slozeni tedy je Ce—Csz. Mezi zakladni
fenylpropanoidy se fadi kyselina skoficova a jeji derivaty jako napfiklad kyselina
kumarova, kavova, ferulova a sinapova. Tyto latky vznikaji deaminaci aminokyseliny

fenylalaninu za pfitomnosti enzymu fenylalaninamoniaklyasy (PAL).

3.2 Biosyntéza prekurzoru fenylpropanoidi
3.2.1 Sikimatova draha

Sikimatova draha je sled sedmi reakci (Obrazek 1), které probihaji pouze u rostlin a
mikroorganismd, nikdy vSak u zivocichl. Toho Ize nasledné vyuzit pfi vyrobé herbicidu,
antibiotik a Zivych vakcin. Tato biochemicka draha, ktera je lokalizovana
v chloroplastech, je hlavnim spojovatelem mezi primarnim a sekundarnim
metabolismem vysSich rostlin (N. F. Santos-Sanchez et. al., 2019).

Prvnim krokem Sikimatové drahy je kondenzace fosfoenolpyruvatu (PEP)
s erythrosa-4-fosfatem za vzniku 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat (DAHP) a
uvolnéni jedné fosfatové skupiny, tato reakce je katalyzovana DAHP synthasou.
Druhym krokem je odstranéni dalSiho fosfatu z DAHP za vzniku 3-dehydrochinatu
(DHQ). Reakce je katalyzovana DHQ synthasou. V tfetim kroku dochazi za katalyzy
DHQ dehydratasy k dehydrataci DHQ a vzniku 3-dehydro$ikimatu (DHS). Ctvrtym
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krokem Sikimatové drahy je redukce DHS za vzniku Sikimatu. Tato reakce je v
DHQ

dehydrogenasou. V patém kroku je Sikimat pomoci Sikimat kinasy pfeménén na

rostlinach  katalyzovana  bifunkénim  enzymem dehydratasa-Sikimat
Sikimat-3-fosfat (S3P). V Sestém kroku do reakce vstoupi dalsi PEP, které kondenzuje
s S3P za vzniku 5-enolpyruvylSikimat 3-fosfatu (EPSP) a fosfatové skupiny. Tato
zvratna reakce je katalyzovana EPSP synthasou. V poslednim kroku spolu reaguje
EPSP a enzym chorismat synthasa za vzniku chorismatu. Pfi této reakci se uvolni

posledni fosfatova skupina (Herrmann K. M, Lisa M. W., 1999).

COO
2 N HO COO0 . HO coo
03PO—0 CH, POS o PO>
fosfoenolpyruvat
OH H #0,P0—0 2
Sch; OH =
0.PO-0 DAHP synthasa DHQsynthasa O OH
3
\C (0] OH
H, OH
OH 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat 3-dehydrochingt

erythrosa-4-fosfat

DHQ dehydrogenasa #Hzo

[efe]e] coo coo
ATP
AN o
2 sikimat kinasa DHQ dehydratasa-
"03PO—O0 OH HO OH Sikimat dehydrogenasa o OH
OH OH OH
sikimat-3-fosfat coo &ikimat 3-dehydrosikimat
EPSP synthasa #04P0—0 CH,
fosfoenolpyruvat
coo coo
3-
C Hz POy CH,
- M
“o;p0—0 COO chorismat synthasa © coo
OH

5- enolpyruvyIS|k|mat 3-fosfat chorisméat

Obrazek 1 Zakladni schéma Sikimatové drahy.

3.2.2 Biosyntéza aromatickych aminokyselin

Aromatické aminokyseliny tyrosin, tryptofan a fenylalanin jsou nepostradatelnou
soucasti v8ech proteind v zivych burnkach. K biosyntéze téchto tfi aminokyselin
dochazi pouze u rostlin, hub a bakterii, ZivoCichové je tedy musi pfijimat v potravé. V
rostlinach se syntetizuji z kone€ného produktu Sikimatové drahy, chorismatu, coz je
meziprodukt Fady pfirodnich produktd, které hraji dulezitou roli v rastu, vyvoji,

reprodukci a obrané rostlin. (Maeda H., Dudareva N., 2012).
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Prvni krok biosyntézy fenylalaninu a tyrosinu (Obrazek 2) je katalyzovany
chorismat mutasou (CM), ktera pfeméfuje chorismat na prefenat. DalSi dva
enzymatické kroky pfemény prefenatu na fenylalanin nejsou dosud zcela objasnény.
Predpoklada se, ze aktivaci enzymu prefenat aminotransferasy (PAT) a arogenat
dehydratasy (ADT) vznika arogenat, ktery se nasledné pfeméni na fenylalanin.
V pfipadé, Ze posledni krok katalyzuje enzym tyrosin arogenat dehydrogenasa (AD)
vznika aminokyselina tyrosin (Obrazek 2).

Prvni krok biosyntézy tryptofanu (Obrazek 3) je katalyzovany anthranilat
synthasou (AS) a zahrnuje pfenos aminoskupiny glutaminu na chorismat za vzniku
anthranilatu a pyruvatu. Druhym enzymem v biosyntetické draze je
fosforibosylanthranilat transferasa (PAT), ktery pfenasi fosforibosylovou skupinu z
fosforibosylpyrofosfatu na anthranilat, a tak vznika fosforibosylanthranilat. Nasledné
dochazi k ireverzibilnimu  pFfesmyku fosforibosylpyrofosfatu na  1-(o-
karboxyfenylamino)-1-deoxyribulosu-5-fosfat za katalyzy fosforibosylanthrnilat
isomerasa (PAI). Aktivaci enzymu indol-3-glycerol fosfat synthasy (IGPS) vznika
v dalSim kroku indol-3-glycerol fosfat, ktery se navaze do reakcéniho centra a
podjednotky tryptofanu synthasy (TS), ktera nasledné $tépi indol-3-glycerol fosfatu na
indol a glyceraldehyd-3-fosfat. V poslednim kroku f podjednotka katalyzuje
kondenzaci indolu se serinem za vzniku tryptofanu (Tzin V., Galili G., 2010; Maeda H.,
Dudareva N., 2012).
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3.2.3 Biosyntéza fenylpropanoid

Enzym PAL, jak jiz bylo zminéno katalyzuje deaminaci Phe za vzniku kyseliny
skoficové, ktera se dale hydroxyluje na kyselinu kumarovou pomoci enzymu cinnamat-
4-hydroxylasy. V nasledujicim kroku, ktery je katalyzovany 4-kumarat CoA ligasou
vznika 4-kumaryl CoA (Singh K. et al., 2009). A pravé 4-kumaryl CoA pfedstavuje
dalezity meziprodukt v biosyntéze lignanl, flavanoidd, kumarini a dalSich
fenylpropanoidu (Obrazek 4) (Vogt T., 2010).

Coumarins

e
Isoflavonoids Flavonoids “Phenylalanine

v A

HO g
p-Coumaroyl CoA Cinnamate

' . . - ‘A O~glucose

.
'.‘ OH . '.‘ CH:O .
OH ¢ ' ._‘
. -
. CHO N HO
'

,+'HO. o) ' N . Lo
Aurones -’ ‘ e
Y OH - HO . Phenylpropanoid esters
. i .

; v
"" Catechin Lignans Phenylpropenes "“
’ +

Cutin Acylated Polyamines
Suberin
Sporopollein

Lignin

v

Proanthocyanidins

Obrazek 4 Hlavni prekurzor vzniku fenylpropanoidt 4-kumaryl CoA; upraveno a prevzato z
Vogt T., 2010.
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3.3 Zastupci fenylpropanoidi

3.3.1 Kumariny

Kumariny (Ce-Cs3) a jeho derivaty jsou pfitomné pfedevSim v semenech, plodech a
kvétech rostlin. Vznikaji hydroxylaci ortho polohy kyseliny skoficové s naslednou
laktonizaci. Svou strukturou se tedy fadi mezi benzopyrany. Kumariny se vyznacuji
mnohymi farmakologickymi U€inky, nizkou toxicitou a Sirokym spektrem pusobeni. V
praxi se nejvice vyuziva jejich antikoagula¢nich vlastnosti. Mezi nejznamé;jsi

antikoagulanta kumarinového typu se fadi Warfarin (Matos M. J. et al., 2015).

3.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy (Ce-C3-Ce) jsou derivaty flavanu, které vznikaji ze dvou slozek. Prvni
slozkou je kyselina z Sikimatové drahy a druhou slozku tvofi tfi molekuly malonylu-
CoA (Harmatha J., 2002). U rostlin zodpovidaji za zbarveni a vini kvétd. Napomahaji
kliceni semen a celkovému rustu rostlin. Tvofi nepostradatelnou slozku v nutriénich,
farmaceutickych a kosmetickych aplikacich. Maji pfiznivé u€inky na Ié€bu riznych
nemoci jako je rakovina, ateroskleréza €i Alzheimerova choroba (Panche A. N., et
al., 2016).

3.3.3 Lignany

Rostlinné lignany se nachazeji pfedevsim v celozrnnych obilovinach, fazolich,
Inénych a sezamovych seminkach (Adlercreutz H., 2007). Podle chemické struktury
je Ize rozfadit do péti hlavnich skupin: lignany, neolignany, norlignany, hybridni

lignany a oligomerni lignany.

Lignany (Ce-C3)2 predstavuji velmi Cetnou skupinu fenylpropanoidl, které
vznikaji oxidaCni dimerizaci dvou fenylpropanovych jednotek. K dimerizaci téchto dvou
jednotek dochazi v postrannich fetézcich konkrétné v polohach C8 a C8" (Obrazek 5
A-C). DalSimi oxidanimi reakcemi zakladnich typu A-C dochazi k zvySovani
strukturni variability lignantd (Obrazek 5 1-V). Tato variabilita je dana pfitomnosti

dvojnych vazeb a substituentt hydroxy- nebo oxy- (Harmatha J., 2005).
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Obrazek 5 Strukturni variabilita lignant (A-dibenzylbutanovy typ, B-aryltetralinovy typ, C-
dibenzocyklooktanovy typ; I-butanova forma, lI-butandiolova forma, 111-9,9°-epoxy forma, V-

hemiacetalova forma, V-butanolidova forma); upraveno a pfevzato z Harmatha J., 2005.

V mnoha studiich byl prokazan vliv lignanu na biologickou aktivitu. Pfedpoklada
se, ze pritomnost methylendioxyfenylové skupiny lignand ma protikarcinogenni ucinky.
Prokazany byly také antimitotické ucCinky, které inhibuji polymeraci tubulinu a tim
pozastavi metafazi bunéfného cyklu. V jiné studii bylo zjisténo, ze kyselina
dihydroguajaretova a norisoguajacin pusobi antimikrobialné na bakterie rodu

Streptococcus, Staphylococcus a Bacillus (MacRae W. D., Towers G. H. N., 1984).

3.3.3.1 Podofylotoxin

Rostlinny druh Podophyllum byl Siroce vyuzivan jako |éCiva rostlina jiz pfed 2000 lety
v asijskych a americkych kulturach, kde se vyuzival jako protinadorové IéCivo.
Podofylotoxin (Obrazek 6) je lignan, ktery se izoluje z oddenkll a kofenl vySe
zminéného druhu rostliny. Tento sekundarni metabolit je pfedchudcem
semisyntetickych 1€kl etoposidu, teniposidu a etopofosu, které se klinicky pouzivaji v
terapeutické IéCbé rakoviny. (Silva C.G. et al., 2017).

Podofylotoxin a jeho derivaty vykazuji antimitotickou aktivitu a schopnost
inhibovat syntézu DNA, RNA a proteint v HeLa burikach. Inhibice spociva v tom, ze
se spolu nedokazou sparovat pfislusné komplementarni baze nukleovych kyselin.
Mezi dalSi vlastnosti podofylotoxinu patfi jeho antivirové ucinky, kterych se vyuziva pfi
IéCbé condyloma acuminata, coz je pohlavné pfenosné onemocnéni zpusobené virem
lidského papilomaviru (MacRae W. D., Towers G. H. N., 1984; Chang G. J., Welton M.
L., 2004).
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Obrazek 6 Chemicka struktura podofylotoxinu.

3.3.3.2 Sesamin a sesamolin

Rostliny rodu Sesamun se vyznacuji pfitomnosti lignanl jako jsou sesamin a
sesamolin (Obrazek 7). Tyto lignany se nachazeji v semenech sezamu, ze kterych se
vyrabi sezamovy olej, ktery je vysoce stabilni vi¢&i Zluknuti. Bylo zjisténo, Ze za tuto
stabilitu je zodpovédna pritomnost methyldioxyfenylové skupiny (Bedigian D. et al.,
1985).

Sesamin i sesamolin snizuji krevni tlak, hladinu sérovych i jaternich lipidd,
potladuji aktivitu enzymu podilejicich se na syntéze mastnych kyselin a sou¢asné
stimuluji jejich oxidaci. Bylo prokazano, ze sesamolin je ve srovnani se sesaminem
ucinnéjsi pfi zvySovani aktivity enzymu, které jsou zapojeny do oxidace mastnych
kyselin (Lim J. S. et al., 2007; Kamal-Eldin A. et al., 2011). Tyto dva lignany maji slabou
antioxidacni aktivitu in vitro, avSak silny antioxidacni ucinek in vivo, Pfedpoklada se,
Ze za zesileni tohoto u€inku je zodpovédna pfitomnost hydroxylové skupiny, ktera
vznika pfi latkovém metabolismu. Produkty, které vzniknou poté Iépe eliminuji volné
radikaly (Wan Y. et al., 2015). ZlepSuji efekt insekticidl jako jsou pyretriny a retenony.
Bylo potvrzeno, Zze za tento ucinek je zodpovédna methyldioxyfenylova skupina
(Kamal-Eldin A. et al., 2011).
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sesamin sesamolin

Obrazek 7 Chemické struktury sesaminu a sesamolinu pfitomnych v sezamovém oleji.

3.3.3.3 Enterodiol a enterolakton

Secoisolariciresinol a metairesinol jsou rostlinné lignany, které se nachazeji predevsim
v aleuronové vrstvé Inéného seminka (Linum usitatissimum). Tyto prekurzory jsou
bakteriemi stfevni mikrofléry metabolizovany na enterolakton a enterodiol (Obrazek 8),
a poté se vstfebavaji gastrointestinalnim traktem do jater. V jatrech dochazi ke
konjugaci téchto lignanl s kyselinou glukoronovou a naslednému vstupu do krevniho

obehu.

Tyto enterolignany pravdépodobné snizuji plazmatické hladiny estradiolu a
testosteronu, a tudiz Ize jimi ovlivnit vyvoj hormonalné zavislych chorob. Prokazalo se,
Ze inhibuji proliferaci bunék lidského karcinomu prsu a tlustého stfeva (Raffaelli B. et
al., 2002).

. J

OH
0

OH
OH l OH

enterodiol enterolakton

HO

Obrazek 8 Strukturni vzorce enterolignand.
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3.4 Oxidacni transformace

3.4.1 Kfrenova peroxidasa

Enzym kifenové peroxidasy (HRP) poprvé objeveny v kofenu kfene selského
(Armoracia rusticana) ma Siroké uplatnéni v mnoha biochemickych odvétvich. Tento
enzym patfi do skupiny oxidoreduktaz, které jsou charakteristické pfenosem jednoho
nebo vice elektront mezi jednotlivymi substraty. Je znamo nékolik izoenzymu HRP, z
nichz nejvice zastoupenym izoenzymem je HRP C. Ve své struktufe HRP C obsahuje
dva atomy vapniku a jeden atom Zeleza, ktery je zaclenén do stfedu protoporfyrinu IX
a spolu tvofi hemovou skupinu. Atomy vapniku i Zeleza jsou dulezité pro strukturni a

funk&ni aplnost enzymu.

HRP spolu s peroxidem vodiku se vyuziva k oxidaci Sirokého spektra
organickych i anorganickych slou€enin. Mezi organické substraty se fadi aromatické
fenoly, fenolové kyseliny, indoly, aminy a sulfonaty (Veitch, 2004). Oxidace je
tfikrokovy, cyklicky proces, ve kterém je nejprve enzym oxidovan peroxidem vodiku, a
poté redukovan zpét do puvodni formy ve dvou krocich zahrnujicich tvorbu dvou

enzymovych meziproduktt, HRP | a HRP Il (Obrazek 9).

Prvni krok spociva v zaClenéni jednoho atomu kysliku pochazejiciho z peroxidu
vodiku do nativni HRP. Timto zpisobem vznika meziprodukt HRP I, ktery obsahuje ve
své struktufe atom Fe'V a nové vznikly porfyrinovy kationtovy radikal. HRP | je o 2
oxidacni stupné vySe nez klidovy stav enzymu. Mechanismem jednoelektronové
redukce je HRP | schopna oxidovat pfislusné substraty, coz vede k tvorbé druhého
enzymového meziproduktu HRP I, ktery obsahuje taktéz hemovou skupinu s atomem
Fe!V, ale na rozdil od HRP | méa niz$i oxidaéni stuperi nez klidovy stav HRP. HRP Il
poté redukuje dalSi jednoelektronovou redukci molekulu substratu za vzniku radikalu,
zatimco slouc¢enina HRP Il je pfevedena zpét do nativniho stavu (Azevedo A. M. et al.,
2003; Veitch, 2004).

Procesem oxidace tedy vznikaji dva volné radikaly, které se spojuji za vzniku
dimerl. Pokud ve vodé rozpustné dimery spolu znovu reaguji s HRP, vznika jesté vétsi
poctem volnych radikalt. Tyto radikaly se kombinuji za vzniku polymer(, které Ize z
roztoku vysrazet. (Vasudevan P.T., Li L.O., 1996). Aby volné radikaly byly schopné
polymerizovat je nutné vybrat vhodny druh substratu, vhodné reakéni médium,
hodnotu pH a také je nutné, aby reakéni pomér peroxidu k substratu byl 0,5:1.
V pfipadé jednoelektronové oxidace fenoll vznikaji fenoxylové radikaly, které

vzajemnou rekombinaci a pfenosem radikal vytvareji polymery fenoll (Obrazek 10).
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Pokud je pfi této reakci vyuzit bézny katalyzator obvykle vznikaji nerozpustné produkty.
Naproti tomu peroxidasova katalyza umoznuje tvorbu rozpustnych produktd. PFi této
katalyze je reaktivni p-fenol blokovan, takZe k vzniku radikalu dochazi hlavné v poloze
ortho (Reihmann, M., Ritter, H. 2006; Vasudevan P.T., Li L.O., 1996).

N——N H:0: H20 N—H——_...N
Af?!."'/ N\ s

e £

Nativni HRP HRP |

HRP 11

Obrazek 9 Katalyticky cyklus HRP, znazorfiujici enzymové meziprodukty HRP |, HRP I,
substraty (AH) a radikalové produkty As; upraveno a pfevzato z Azevedo A. M., 2003.

OH o’
A HRP + H,0,
o’ B oH | OH B o ]
v v
B + _— +
o 7 o ] — 7
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Obrazek 10 Polymerace fenolll katalyzovana HRP. V &asti A dochazi k vzniku fenoxylovych
radikald v disledku reakce fenolu s HRP a peroxidem vodiku. V €asti B spolu dvé molekuly
radikalu dimerizuji a dochazi k pfenosu radikalll mezi monomernim fenoxylovym radikalem a
polymerem fenolu za vzniku radikalniho polymeru fenolu. V &asti C spolu reaguji dva
radikalové polymery fenolu za vzniku polymeru fenolu; upraveno a prevzato z de Regil, Ruben
de R., Georgina S., 2013.
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3.4.2 Molekularni kyslik

Organické latky jako jsou potraviny, jedlé oleje, léCiva a rizné kosmetické pfipravky
podléhaji spontanni oxidaci vyvolané pusobenim molekularniho kysliku, ktera vede ke
zméné jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Tento proces se obecné nazyva
autooxidace. Prakticky vSechny organické slouCeniny jako jsou lipidy, proteiny,
sacharidy a nukleové kyseliny podléhaji autooxidaci. Nejvice nachylné k této reakci
jsou nenasycené slouceniny, které obsahuji ve své struktufe slabé C-H vazby s
alkylovymi substituenty. Latky podléhajici autooxidaci se nejprve prevadéji na
hydrogenperoxidy a nasledné na alkoholy, ketony, aldehydy, kyseliny a estery
(Lucarini M., Pedulli G. F., 2010).

Mechanismus autooxidace probiha ve tfech krocich (Obrazek 11). V prvnim
inicianim kroku, se pusobenim tepelné nebo svételné energie na organicky substrat
vytvari volny radikal organické latky (Re) a radikal vodiku (He). Iniciace je katalyzovana
ionty kovll jako jsou Cu?*, Ni** a Fe®*. Ve druhém kroku (propagace) se molekularni
kyslik vaze s volnym radikalem, coz vede k vytvoreni peroxidového radikalu (ROO-).
Tento radikal poté pfijima atom vodiku z molekuly substratu za vzniku nového radikalu
(Re) a hydrogenperoxidu (ROOH). Cely proces je ukonen terminacni reakci, ve které
se dva peroxidové radikaly spojuji a vznika neradikalni produkt. Timto krokem se

zastavi cela fetézova reakce (Lucarini M., Pedulli G. F., 2010; Loftsson T., 2014).

Iniciace: RH — Re + He
Propagace: Re + 0, — ROOe
ROOe + RH — ROOH + Re

Terminace: ROOe + ROOe — neradikalni produkt

Obrazek 11 Mechanismus autooxidace organickych sloucenin; upraveno a pfevzato z Lucarini
M., Pedulli G. F., 2010.

3.5 Kultivace bunéénych linii in vitro
Mezi zakladni techniky vyuzivané v zakladnim a aplikovaném vyzkumu patfi prace s
buné&nymi kulturami. Mezi velké vyhody buné&énych kultur oproti vyuzivani pokusnych
modell zvifat patfi snadna kultivace a kratka doba pro ziskani pfesné definovaného
bunécného materialu. Kultivované buriky se péstuji in vitro, tedy za nefyziologickych
podminek, tudiz nemusi dobfe odrazet poméry za podminek in vivo.
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Primarni bunécna kultura vznika pfimou izolaci bunék z laboratorniho potkana,
mySi, kralika nebo ¢lovéka. Poté, co se buriky namnozi a nasledné se prenesou do
novych kultivaCnich nadob, vznika sekundarni kultura. Tento proces se nazyva
pasazovani bunék a je nutné jej pravidelné opakovat. U bunék pochazejici z
normalnich tkani dochazi po nékolika pasazich k zestarnuti kultury, kdy se bunky
pFestanou délit a postupné umiraji. Proto se nej¢astéji kultivuji buiky nadorové, které

se lépe mnozi a nepodléhaji starnuti.

Rust buné¢nych kultur Ize rozdélit do nékolika fazi. Prvni fazi je lag-faze, ktera
je charakteristicka nizkym po&tem bunék a pomalym rozmnozovanim. Je to zplisobeno
tim, Ze koncentrace rlstovych faktor( je pfili§ nizka a buriky jsou daleko od sebe a
nemuzou mezi sebou komunikovat. Tato faze je typicka pro buriky, které se prenesly
do nového kultivaéniho média. V log-fazi se burnky v kultufe mnozi pfiblizné
exponencialné aZz do doby, kdy dojde ke kontaktni inhibici a jsou vyCerpany vSechny
Ziviny neboli faze stacionarni (dosazeni platd). A pravé pfed dosazenim této faze je
nutné kulturu nafedit a pfenést do novych kultivacnich nadob v takovém mnozstvi, aby
opét kultura rostla exponencialné. Aby se bunky odlepily od povrchu kultivacni nadoby
je nutné odstranit dvojmocné ionty vapniku a hof¢iku pomoci chelatort (napf. EDTA)

a kratkou dobu na burky pusobit proteazou (napf. trypsin).

Aby probihala kultivace bunék uspésné je nutné zajistit vhodné podminky. Mezi
také teplota a slozeni atmosféry v inkubatoru. Jelikoz se ke kultivaci vyuZzivaji
pfedevsim adherentni buriky, je nutné, aby byl povrch kultivaéni nadoby hydrofilni
z toho duvodu se pouZzivaji nadoby vyrobené z polystyrenu. Kultivacni teplota se
pohybuje blizko teploté zdrojového organismu, tedy 37 °C. Atmosféra v inkubatoru se
obvykle obohacuje o 5 % oxidu uhli¢itého, ktery odpovida realnému mnozstvi
v extracelularni tekutiné. V inkubatoru se také musi udrzovat vysoka 90 % vlhkost,
z toho dlvodu, aby se nezacala odparovat voda z média. Slozeni kultivaénich médii
ma podobné slozeni jako extracelularni tekutina a umoznuje vydej oxidu uhli€itého a
pFijem kysliku. Kultivacni média obsahuji anorganické soli, pufry, glukosu, bilkoviny,
vitaminy, rGstové faktory a stopové prvky. Casto se do média pfidava krevni sérum, a
to predevsim fetalni sérum, ve kterém je vyS$Si obsah rastovych faktoru, které urychluji
rist bunék. Pro spravnou proliferaci je také dllezité udrzovat stalou hodnotu pH a
udrzovat osmoticky tlak média. To zajiStuji smési vhodnych anorganickych soli a oxid

uhlicity. Zakladnim zdrojem energie pro buriky je glukosa a také glutamin. Aby nedoslo
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ke kontaminaci bakteriemi musi se do meédii pfidavat antibiotika, a to pfedevsim

penicilin a streptomycin.

S bunéénymi kulturami se musi manipulovat pouze ve sterilnich podminkach

z tomuto ucelu se vyuziva laminarnich boxu (Vejrazka M., 2008).

3.6 Antioxidacéni aktivita

Antioxidanty jsou latky, které tlumi nezadouci ucCinky reaktivnich forem kysliku a
dusiku, ¢&imz chrani bunku pfed poSkozenim. Reaktivni formy se vytvafi b&hem
fyziologickych déja probihajicich v burikach, kde slouzi jako zdroj energie, metabolit(
a jako ochrana pred rlznymi mikroorganismy. Nezadoucim ucinkem téchto reaktivnich
forem je moznost vzniku oxidaCniho stresu. Oxidacni stres vznika v dusledku
nedostatku antioxidacnich latek nebo nadmérnou oxidaci biologickych procesu v téle,
které nasledné narusuiji biologickou funkci proteind, lipidi a nukleovych kyselin. Pokud
oxidacni stres v organismu pretrvava delSi dobu, mulze vyustit v fadu riznych

onemocnéni.

Mezi antioxidacni latky se fadi vitaminy (C, E, A a skupiny B), aminokyseliny
(methionin, histidin, arginin, cystein, glycin), proteiny a enzymy (albumin, thioredoxin,
bilirubin, tranferin, superoxidodismutasa, katalasa, peroxidasa), rostlinné polyfenoly
(derivaty kyseliny hydroxyskoficové, flavonoidy, stilbeny, lignany, karotenoidy),
mineraly (zinek, Zelezo, méd, selen, chrom) a metabolity (kyselina mocova nebo
lipoova) (Cornelli U., 2009).

Hlavnim mechanismem obrany proti oxidacnimu a elektrofiinimu stresu je
aktivace transkripcniho faktoru nuclear factor erythroid 2 related factor 2 (Nrf2), ktery
fidi expresi cytoprotektivnich gent, které koduji antioxidaéni proteiny, detoxikacni
proteiny | a Il faze, transportni proteiny, proteasomy a rustové faktory. VSechny tyto
geny obsahuji v oblasti promotoru antioxidacni responzivni elementy (ARE) slouZzici
jako vazebné misto pro Nrf2. Za fyziologickych podminek se Nrf2 nachazi v burice
v neaktivnim stavu. Za deaktivaci zodpovida protein Keap1, ktery negativné reguluje
aktivitu Nrf2. Nasledkem oxidacniho nebo elektrofilniho stresu v burice dochazi k
odstépeni proteinu Keap1 od transkripéniho faktoru Nrf2 a tedy i k jeho aktivaci.
Nasleduje translokace aktivniho Nrf2 do buné&ného jadra, kde indukuje transkripci

cytoprotektivnich gen(.
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Ve stresovych situacich je aktivace Nrf2 dulezitda pro udrzeni celkové
homeostazi bunék a pro zabranéni vzniku nemoci. NedostateCna aktivita signalni
drahy Keap1-Nrf2—ARE zhorSuje oxidacni a zanétliva poskozeni buriky, které souvisi
s mnoha onemocnénimi, v€etné Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby,
chronické obstrukcni plicni choroby, astmatu, aterosklerézy, cukrovky, roztrouSené
sklerézy a revmatoidni artritidy. Skodliva je i nadmérna aktivita této signalni drahy,
jelikoz maze podporovat rust nadorli, a proto pravé u malignich bunék by méla byt
aktivita Nrf2 inhibovana, tak aby se narusila vnitfni homeostaza a poté doslo k
inaktivaci obranych mechanismu buriky a zvySila se ucinnost chemoterapeutickych
[&Civ (Lu M. Ch. et al., 2016; Nguyeny T., Nioi P., Pickett C.B., 2009).

3.7 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni latky se vyuzivaji k ochrané a samotné terapii infekénich onemocnéni.
Ty latky, které jsou pfi pfipraveny chemicky se oznacuji jako chemoterapeutika. Jako
antibiotika se oznacuji latky mikrobialniho plvodu. Podavana davka antimikrobialniho
léCiva musi byt dostatecné velka na to, aby usmrtila nebo alespori inhibovala rist

mikroorganismu, ale zaroven nenarusSila normaini ¢innost organismu.

Chemoterapeutickym indexem vyjadfuje pomér mezi davkou toxickou pro
hostitelsky organismus a davkou u€innou pfi mikroorganismus. Podle jejich ucinku lze
antimikrobialni latky rozdélit do dvou skupin baktericidni a bakteriostatické.
Baktericidni ucinky jsou takové, které usmrti mikroba rychle a ireverzibilné do 48 hodin.
Vyuziva se jich u vaznych stavi a pfi snizené imunité nemocného. Bakteriostatické
latky zastavuji reverzibilné rast a mnozeni mikrobu. Klinicky efekt byva patrny do 3 az

4 dnu. Pokud se prerusi lé¢ba témito latkami, mohou se mikroby opét zalit mnozit.

Mechanismus ucCinku antimikrobialnich latek spoc€iva vtom, Ze dochazi
k inhibici syntézy bunécné stény, nukleovych kyselin, proteini anebo také k poskozeni
funkce bun&&né membrany. Uginnost antimikrobidlnich latek se vyjadfuje minimalni
inhibiéni koncentraci (MIC), minimalni baktericidni koncentraci (MBC) a minimalni
bakteriostatickou koncentraci (MBS). Hodnota MIC je nejniZzSi naméfena
antimikrobialni latky, ktera inhibuje rist a mnozeni cileného mikroorganismu. Hodnota

v v

usmrtit (Votava M., Broukal Z., Vanék J. 2007).
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3.8 Cytotoxicka aktivita

Cytotoxicita je vlastnost nékterych chemickych latek vyvolat zmény v morfologii buriky
a tim narusit bunécnou signalizaci, proliferaci a celkovy metabolismus buriky. Nékteré
cytotoxické latky vSak pro bunky nejsou nebezpecéné, jelikoz je dokazi metabolizovat

na netoxické produkty.

Pokud vlivem toxickych latek dojde k naruseni funkce bunky, ktera se velmi jiz
velmi liSi od fyziologického stavu, nastava bunécna smrt. Pokud se narusi bunééna
membrana, za¢ne do bunky proudit voda spolu s extracelularnimi ionty, cela burika
zvétSi svij objem a nakonec praskne. Cytoplazmaticky obsah v&etné lysozomalnich
enzymu se dostane do extracelularni tekutiny, kde zpusobi zanétlivou reakci. Tento
patofyziologicky zplsob bunéné smrti se nazyva nekréza nebo také
nekontrolovatelna bunécna smrt. Naopak apoptéza je fyziologicky proces zaniku
bunky vyvolany predev§im nedostatkem rustovych faktorG nebo zménou
hormonalniho prostfedi bunky. Nasledné dochazi k smrsténi bunék, aktivaci kaspaz a
fragmentaci chromozomu. Vysledkem apoptdzy je vznik apoptickych télisek, ktera jsou

rychle rozpoznana s nasledné fagocytovana (Miret S., et al., 2006).

Pro testovani cytotoxicity in vitro se v sou€asnosti nejvice vyuzivaji tkanové
kultury, proto, aby se nemuselo testovani provadét na pokusnych zvifatech s nimiz
souvisi mnoho etickych pravidel, které je nutné pfi praci v laboratofi dodrzovat
(Vejrazka M., 2008).

NaruSeni metabolické aktivity sniZzuje nebo dokonce inhibuje mitochondrialni a
cytoplazmatickou aktivitu enzymd. Toho Ize vyuzit k detekci zZivotaschopnosti bunék
specifickymi biomarkery nebo indikatorovymi reakcemi. Kvantifikaci adenosintrifosfatu
Ize méfit celkovou viabilitu bunék. Jiné testy jsou zaloZzené na redukéni sile koenzyma
oxidoreduktaz, ktera je vyuzivana k pfeméné substratl na barevné produkty, které Ize

detekovat zménou emisni vinové deélky.
Uginky akutni toxicity se vyjadfuji jako letalni davka oznadujici se LDso nebo
letalni koncentrace, LCso. Pfedstavuji takovou davku toxické latky, ktera je schopna

usmrtit pravé polovinu exponované populace (Ukelis U., et al., 2008).

3.9 Anthelminticka aktivita

Parazitické hlistice jsou mnohobunécné organismy schopné naruSovat tkané hostitelt

mnoha zivoc€idnych druhl v€etné Clovéka. Jsou to také Casti parazité rostlin, jenz maji
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za nasledek snizeni celosvétové produkce mnoha zemédélskych plodin, a tedy
pfedstavuji globalni hrozbu pro zajisténi dostateCného mnozZstvi potravin. K feSeni
tohoto problému se vyuziva anthelmintik, coz jsou léCivé latky, které pusobi proti
infekcim zplUsobenymi hlisticemi. AvSak velkym problémem téchto anthelmintickych
latek je to, ze postupem Casu dochazi k rezistenci hlistic k pouzivanym latkam
(Holden-Dye L., Walker J. R., 2014).

Modelovym organismem pro studium anthelmintickych ucinkd se stalo hadatko
obecné neboli Ceanorhabditis elegans. C. elegans je bakteriemi Zivici se pudni
hlistice, které nezije parazitickym zplsobem zivota. Vzhledem k tomu, Ze tato hlistice
je fylogeneticky pfibuzna parazitickym hlisticim, |ze pfedpokladat, Zze pokud bude
testovana latka ucinna proti C. elegans bude zaroven ucinna i proti parazitujicim
druhiim. Mezi dal$i vyhody vyuziti modelového organismu C. elegans patfi jeho kratky
zivotni cyklus, ktery trva pouze 3 dny pfi kultivaéni teploté 20 - 25 °C. Cyklus zahrnuje
Ctyfi larvalni stadia L1 — L4 (Obrazek 12). Kultivace probiha na agarovych miskach,
které byly pfredem naocCkovany bakterii Escherichia coli, ktera slouzi C. elegans jako
zdroj potravy. Po celou dobu vyvoje tedy od vajiCka az po dospélce jsou tyto Cervi
pruhledné, coz usnadriuje mikroskopické pozorovani struktur téla a umozriuje jejich
barveni. Pfi dlouhodobém uschovani C. elegans se populace hadatek vétSinou L1 a

L2 zmrazuje v tekutém dusiku na neomezené dlouhou dobu (Burglin T. R. et al., 1998).

Za mechanickou odolnost téchto ¢ervi mulze predevSim polysacharid chitin,
ktery je soucasti vajeCnych oball. A pravé proto je chitin povazovan za cilovou
molekulu, ktera maze ovlivnit vylihnuti larev C. elegans. V souCasné dobé se tedy
zvysSuje zajem o chitinazové enzymy, které predstavuji potencionalni feSeni k ochrané
hostitell pfed nematody (Gortari C. M., Hours A.R., 2008).

Pfi testovani latek s potencionalné anthelmintickymi vlastnostmi se vyuziva
chitinazového testu. Tento test umozniuje urcit mnozstvi vylihnutych potomku, které
byly pfedem ovlivnény testovanymi latkami. Princip tohoto testu spociva v aktivaci
enzymu chitinasy, ktery rozklada vaje¢né obaly hlistic. Cast tohoto enzymu se také
uvolriuje do kultivaéniho média, kde jej Ize detekovat pomoci fluorogennich substratu
chitinasy. Principem tohoto testu je, Ze pokud testovana latka ovliviiuje negativné
produkci vaji¢ek tedy je toxicka, bude pozorovana nizsi aktivita chitinasy (Ellerbrock
R. B. et al., 2004).
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Obrazek 12 Vyvojova stadia Caenorhabditis elegans. V levém hornim rohu vaji¢ka, larvaini
stadia L1-L4 a v pravém dolnim rohu dospély hermafrodit; upraveno a prevzato z Sutphin G.
L., Kaeberlein M., 2009.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie, roztoky a média

Necilena syntéza smési

Aceton, VWR International s. r. 0., Stfibrna Skalice, Cesko

Dimethylsulfoxid (DMSO), Merck, Darmstadt, Némecko

Hexakyanozelezitan draselny, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kyselina octova, VWR International s. r. 0., Stfibrna Skalice, Cesko

Methanol, VWR International s. r. o., Stfibrna Skalice, Cesko

Methylester kyseliny p-kumarové, katedra organické chemie, UP Olomouc

Octan sodny, PENTA, Praha, Cesko

Peroxid vodiku, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Peroxidase from horseradish type II, Sigma Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Uhli¢itan draselny, Lach-ner, Neratovice, Cesko

Kultivace bunéénych linii, testovani aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 a
cytotoxické aktivity
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA):

e 8gNaCl, PENTA, Praha, Cesko

e 1 gglukosa, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
2 g KCI, PENTA, Praha, Cesko

NaHCOs, PENTA, Praha, Cesko

0,2 g EDTA, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

10x fosfatovy pufr (PBS):

e 23,1 g NazHPO4 - 12 H20, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 2 g KH2POa4, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA

e 80 g NaCl, PENTA, Praha, Cesko
e 2gKCI, PENTA, Praha, Cesko

- rozpusténo v 1000 ml destilované vody
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Kultivaéni médium EMEM:

e 440 ml EMEM médium (MO0643), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA, bylo
rozpusténo v 1 | destilované vody a poté bylo pfidano 2,2 g/l NaHCOs, PENTA,
Praha, Cesko

- prefiltrovano pres sterilni filtracni papir a pfidano:

e 50 ml fetalni sérum (S0O0D41000B), Biowest, Riverside, USA
e 5 ml antibiotikum penicillin-streptomycin (P4333-100ML), Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA

e 5 ml gluthamin (G7513-100ML), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Kultivaéni médium DMEM:

e 440 ml DMEM médium (D5523), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e 50 ml fetalni sérum (S00D41000B), Biowest, Riverside, USA

e 5 ml antibiotikum penicillin-streptomycin (P4333-100ML), Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA

e 5 ml gluthamin (G7513-100ML), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin:

e 25 ml trypsin solution from porcine pankreas (T4549-100ML), Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

e 25ml EDTA

Kultivaéni médium EMEM/DMEM s 1 % glutaminu:
e 0,4 ml glutamin (G7513-100ML), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e 40 ml zakladni médium EMEM/DMEM

Lyzacni pufr:
e 12,1 mg 10 mM Tris, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e 3,08 mg2mM DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
e 7,3mg 2 mM DCTA (trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid
monohydrate), Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

- pH lyzaéniho pufru upraveno na hodnotu 7,8 pomoci 0,1 M NaOH
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Flash Mix:

e 35,8 mg 20 mM tricin N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycine)], Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA

e 52mg 1,07 mM (MgCO3)s- Mg(OH)2 - 5 H20, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

e 13,48 mg 2,67 mM MgSOs4 - 7 H20, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

e 27,6 mg5 mM ATP disodium salt, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

e 10 pl ze zasobni roztok (9,4 mM v DMSO) 0,094 mM luciferin, Sigma Aldrich,
St. Louis, USA

- pH Flash Mixu bylo upraveno na hodnotu 7,8 pomoci 0,1 M NaOH

Resazurin:

e 0,4 mlresazurin (6,25 mg/100 ml), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e 16mllxPBS

Testovani anthelmintické aktivity

K testovani byl pouzit substrat pro chitinasu 4-metylumbelliferyl 3-D-N, N", N"’-
triacetylchitotriosid a pozitivni kontrola invermectin, které byly zakoupeny od firmy
Merck, Darmstadt, Némecko. Kvasnicovy extrakt, trypton, pepton a agar pochazely z
VWR International s. r. o., Stfibrna Skalice, Cesko. Od firmy Lach-ner, Neratovice,

Cesko byly zakoupeny zbylé chemikalie.

Rustové médium pro nematoda:

1,2 g NaCl

1 g pepton

e 7,89gagar

e ddH20 do 400 ml

e 400 ul cholesterol (5mg/ml v ethanol)

- autoklavovano a po zchladnuti pfidano:

e 200 pul 1M CacCl: (sterilni)
e 400 pl 1M MgSOs (sterilni)
e 10 ml fosfatovy pufr pH 6 (sterilni)
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LB médium pro rist vSech bakterii:

e 10 g trypton

e 5 g kvasnicovy extrakt
e 10 g NaCl

e ddH20Odo 1l

- autoklavovano

Roztok pro vyvojovou synchronizaci C. elegans:

e 8 mlvoda
e 1.5 mlroztok NaClO
e 0,5ml10M NaOH

- pfipraveno Cerstvé

Pufr na chitinazovy test:

e 40 g NaOH
e 75 gglycin
e ddH20 do 1 000 ml

- pH bylo srovnano na hodnotu 10,6

S-bazalni médium:

e 59gNaCl

e 50 ml fosfatovy pufr (nesterilni)

e 1 ml cholesterol (5mg/ml v ethanol)
e ddH20 do 1 000 ml

- autoklavovano
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Fosfatovy pufr:

e 136 g KH2PO4

e ddH20 do 900 ml

e pH na 6,0 pomoci 5M KOH
e ddH20 do 1 000 ml

- autoklavovano

Stopové prvky:

e 1,86 gNaEDTA

e 0,699 FeSO4 - 7H20
e 0,20 g MnCl2 - 4H20
e 0,299 ZnSO4 - 7TH20
e 0,016 g CuSOq4

e ddH20 do 1 000 ml

- autoklavovano

S-kompletni médium:
Do 1 000 ml S-bazalniho média pfidat:

e 10 ml fosfatovy pufr (sterilni)
e 10 ml stopové prvky (sterilni)
e 3 ml 1M CaCl: (sterilni)

e 3 ml 1M MgSOs (sterilni)

M9 médium:

e 159 Na2HPO4- 12 H20
e 39 KH2PO4

e 5gNaCl

e 0.25g MgSOs4 - 7H20

e ddH20Odo1l



Testovani antimikrobialni aktivity
Bujon z mozkosrdcové infuze (M210-100G), HiMedia, Brno, Cesko
Krevni agar (H1544), Trios, Praha, Cesko
Anaerobni krevni agar (PB0111), Oxoid, Brno, Cesko
Sabouraudilv agar (PO0161), Oxoid, Brno, Cesko

UHPLC-MS analyza smési

Kyselina mravenci, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Acetonitril (= 99,9%) pro LC-MS, LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko
Methanol (= 99,9%), LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko

4.2 Biologicky material

K testovani biologické aktivity byly pouzity nenadorové bunécné linie BJ pochazejici
z American Type Culture Collection, USA a adherentni bunééné linie EpRE-LUX. K
vyvoji EpRE-LUX byly vyuZzity bunécné linie lidského hepatoblastomu HepG2 a

Hepa-1clcc? linie odvozena z mysiho hepatoceluarniho karcinomu.

Ke studiu anthelmintickych ucinkld byla pouzita wild-type linie Caenorhabditis
elegans N2 a bakterie E. coli OP50 pochazejici z Ceanorhabditis genetic center,
Minnesota, USA.

Antimikrobialni aktivita byla testovana na celkem 9 bakterialnich kmenech
(Tabulka 1). Bakterialni kmeny s Cislem kmene zacinajici na CCM pochazely z
Ceské sbirky mikroorganisma Masarykovy univerzity v Brné a referenéni kmen

oznaCeny ATCC pochazel z American Type Culture Collection se sidlem ve Virginii.
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Tabulka 1 Referenéni bakterialni kmeny.

Druh Cislo kmene

Grampozitivni koky

Enterococcus faefalis CCM 4224
Staphylococcus aureus CCM 3953
Streptococcus mutans CCM 7409

Grampozitivni ty¢inky
Bacillus cereus CCM 2010
Grampozitivni anaerobni koky/ty€inky
Actinomyces odonytolyticus CCM 4740
Clostridium perfringens CCM 4435

Gramnegativni ty€inky

Escherichia coli CCM 3954

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Kvasinky

Candida albicans ATCC 90028

4.3 Pristrojové vybaveni

Necilena syntéza smési

Analyticka vaha RADWAG AS 220.R2, RADWAG, Sumperk, Cesko
Laboratorni magneticka michacka Heidolph MR 3001 K, Heidolph, Némecko
Ozone module, ThalesNano, Budapeét, Madarsko

Vakuova rotaéni odparky Interface 1-300, Biichi, Svycarsko

Analyticka vaha OHAUS Pioneer PA214C, Ohaus, Parsippany, USA
Dusikovéa odparka TurboVap, Biotage, Uppsala, Svédsko

Tfepacka BioSan Vortex V-1 plus, BioSan, Riga, LotySsko

Ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner, VWR International s.r.o., Stfibrna Skalice
Termoblok WiseTherm HB-R, Witeg, Wertheim, Némecko

Automaticke pipety labopette®, Hirschmann-Laborgerate, Eberstadt, Némecko
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Kultivace bunéénych linii, testovani aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 a
cytotoxické aktivity

Laminarni box typ BIO, Alpina, Konin, Polsko

CO:zinkubator Sanyo Galenkamp, Sanyo, Osaka, Japonsko

Mikroskop Olympus CK2, Olympus, Tokio, Japonsko

Multikanalova automaticka pipeta Eppendorf Xplorer, Eppendorf, Rigany u Prahy,
Cesko

Pipetor Accu-Jet, BRAND, Wertheim, Némecko
Tfepaci inkubator Thermoshaker, Grant-bio, Pensylvanie, USA
pH metr, Lab Phenomenal, VWR International s. r. 0., Stfibrna Skalice, Cesko

Hlubokomrazici box New Brunswick Innova, New Brunswick Scientific, Ontario,
Kanada

Multidetekéni reader infinite M200 PRO, TECAN, Mannedorf, Svycarsko

Testovani anthelmintické aktivity
Analyticka vaha ER-182A, A&D Company, Tokyo, Japosko
TFepaci inkubator MB-102, BIOER, Hangzhou, Cina
Multidetek&ni reader infinite M200 PRO, TECAN, Mannedorf, Svycarsko
8 kanalova pipeta Transferpette S-12, BRAND, Wertheim, Némecko
Mikrocentrifuga C1301-B, Labnet International, Edison, USA
Pipetor SWIFTPET PRO, HTL, Varsava, Polsko
Svételny mikroskop Leica DMIL LED, Progolab s.r.o, Praha, Cesko
Stereo mikroskop ICD LED, Bresser, Rhede, Némecko
Inkubator na bakterie E.coli pfi (37 °C), Medline, Chalgrove, Velka Britanie
Chlazeny inkubator Q-Cell, POL-LAB, Wilkowice, Polsko
Laminarni box aura HZ 72 T, BIOAIR, Siziano, Italie
Centrifuga BR4i, Jouan, Pays de la Loire, Francie
Trepacka IKA KS 260 basic, IKA, Staufen, Némecko
Automatické pipety, Eppendorf, Ri¢any u Prahy, Cesko
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Testovani antimikrobialni aktivity
LatalGv anaerobni systém, Trios, Praha, Cesko
Hlubokomrazici box, Sanyo, Osaka, Japonsko
Kahan, Trystom s.r.o., Olomouc, Cesko
Laboratorni inkubator Ecocell, BMT Medical Technology s.r.0., Brno, Cesko
MIC inokulator kalibrovany na 1 pl, Trios, Praha, Cesko
Mikrotitrani desticka U, Grama Group a.s.

12 kanalova pipeta, Eppendorf, Ri¢any u Prahy, Cesko

UHPLC-MS analyza smési
Hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si, Waters, Etten-Leur, Nizozemsko

MassLynx, ver. 4.0, Micromass, Manchester, Velka Britanie

4.4 Necilena syntéza smési

Vysledna koncentrace smési 1—4 odpovidala 50 mM MEKK (8,5 mg/ml). Takto
pfipravené smési byly uskladnény vtmavé, sklenéné nadobé v chladniCce.
Koncentrace smési 5-6 odpovidala 70 mM MEKK (12,7 mg/ml). Tyto smési byly

uskladnény v mraznicce pfi — 80 °C.

4.4.1 Postup pripravy smési produkti oxidace 1

Za laboratorni teploty 20 °C bylo rozpusténo 100 mg methylesteru kyseliny p-
kumarové (MEKK) spolu s hexakyanoZelezitanem draselnym (18,44 mg, 10 % molarni
koncentrace MEKK) v 6 ml methanolu. Takto vznikla smés byla na magnetické
michacce michana a soucasné do této smési byl po dobu 30 min pfivadén molekularni
kyslik (100 ml/min). Po ukonceni oxidace byl vysledny roztok prefiltrovan do tmave
uzaviratelné skleniCky a odparen na rota¢ni vakuové odparce. Poté bylo k 85 mg

vzniklého odparku, pfidano 10 ml dimethylsulfoxidu (DMSO).

4.4.2 Postup pripravy smési produktii oxidace 2

Testovana smeés 2 byla pfipravena stejnym zplsobem jako smés 1 s tou vyjimkou, ze
do smési byl navic pfidan bezvody uhli¢itan draselny (774 mg, 10 ekvivalent().
Nasledujici postup rozpusténi, prefiltrovani, odpareni rozpoustédla a rozpusténi v

DMSO byl stejny jako pfi pfipravé smési 1.
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4.4.3 Postup pripravy smési produktli oxidace 3

Krystalicka latka MEKK (100 mg) byla rozpusténa spolu s hexakyanozZelezitanem
draselnym (18,44 mg, 10 % molarni koncentrace MEKK) a octanem sodnym (460 mg,
10 ekvivalentd) v 6 ml methanolu. Nasledujici postup rozpusténi, prefiltrovani,

odpareni rozpoustédla a rozpusténi v DMSO byl stejny jako pfi pfipravé smési 1.

4.4.4 Postup pripravy smési produktl oxidace 4

Stejné jako v pfedchozich pfipadech bylo 100 mg MEKK rozpusténo v 6 ml methanolu
s hexakyanozelezitanem draselnym (18,44 mg, 10 % molarni koncentrace MEKK).
Poté byla do smési pfidana kyselina octova (0,32 ml, 10 ekvivalent(). Nasledujici
postup rozpusténi, prefiltrovani, odpafeni rozpoustédla a rozpusténi v DMSO byl

stejny jako pfi pfipravé smési 1.

4.4.5 Postup pripravy smési produktl oxidace 5

Do mikrozkumavky byl pfipraven 1 ml, 102 M roztoku 35% acetonu, ve kterém bylo
rozpusténo 1,9 mg MEKK. Mikrozkumavka byla nasledné umisténa na vortex a
michana po dobu 1 minuty, poté byla pfenesena na 5 minut do ultrazvukové lazné.
Roztok byl rozdélen do péti mikrozkumavek a doplnén do 1 ml 35% acetonem na
koncentraci 2-10* M. Do kazdé mikrozkumavky bylo pfidano 3 pl 30% peroxidu vodiku
a 50 pl roztoku HRP (1 mg/ml), ktery spustil peroxidasovou reakci. Po dobu 60 minut
byly mikrozkumavky ponechany na temném misté v laboratofi. Proto, aby se zastavila
reakce byly vzorky pfeneseny na 5 minut do termobloku vyhfatého na 95 °C. Poté byly
smési pfeneseny na dusikovou odparku, kde byly pfes noc odpafeny a nasledné
rozpustény v 150 yl DMSO.

4.4.6 Postup pripravy smési produktt oxidace 6

V mikrozkumavce bylo smichano 1 ml 35% acetonu, 3 pl 30% peroxid vodiku a 50 pl
roztoku HRP (1 mg/ml). Nasledné se mikrozkumavka ponechala hodinu na temném
misté pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 60 minut byla zkumavka pfenesena na 5 minut
do termobloku vyhfatého na 95 °C. Nakonec byl vzorek odparen, rozpustén v 150 pl
DMSO.
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4.5 Testovani aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 a cytotoxické

aktivity

4.5.1 Kultivace bunéénych linii

Pro kultivaci bunééné linie EpRE-LUX bylo pouZito kultivacni médium EMEM, které
bylo obohaceno o 10 % fetalniho séra, 1 % antibiotika penicilin—streptomycin a 1 %
aminokyseliny glutaminu. Pro kultivaci BJ bunécné linie bylo pouzito kultivacni
médium DMEM, které bylo taktéz obohaceno o 10 % fetalniho séra, 1 % antibiotika
penicilin-streptomycin a 1 % glutaminu. Bunééné linie byly uchovavany v plastovych
kultivaCnich lahvich a veSkera manipulace s burfikami probihala vzdy za sterilnich
podminek v prostfedi laminarniho boxu. EpRE-LUX linie bunék pomérné rychle
rostla, proto byla pasazovana jednou za 2 dny, zhruba na 25 %. Pasaz u BJ linie
probihala jednou za 3 dny na 40 %, jelikoz tyto buriky rostly ve srovnani s EpRE
pomaleji. Inkubovani bunék probihalo pfi 37 °C a atmosféfe obsahujici 5 % oxidu
uhli¢itého.

Pasazovani bunék

VSechny potfebné roztoky: trypsin, kultivacni médium a 1x PBS byly pfeneseny

z chladnicky do vodni lazné, aby se ohfaly na teplotu 37 °C. Roztoky se poté
prenesly do sterilniho laminarniho boxu. Narust bunék &i pfipadna kontaminace byla

pfed kazdym pasazovanim zkontrolovana pod mikroskopem.

Pomoci sterilni skelnéné Pasteurovy pipety bylo ze stény lahve odsato staré
kultivacni médium. K bufikdm bylo poté pfidano 5 ml 1x PBS, tak aby se buriky
neodlepily od stén lahve. Buriky byly promyty opatrnym naklanénim lahve a nasledné
bylo pomoci Pasteurovy pipety odsato PBS se starym médiem do odpadu. Pfimo
na bunky byly pfidany 2 ml trypsinu, které se nasledné nechaly inkubovat spolu s
burikami 3 minuty pfi 37 °C v termostatu. Po inkubaci bylo zkontrolovano uvolnéni
bunék z povrchu kultivaéni lahve pod mikroskopem. K burikam bylo pfidano 8 ml
nového kultivaéniho média a tim doSlo k neutralizaci plsobeni trypsinu. Sklenénou

pipetou byla bunécna suspenze nékolikrat promichana.

V kultivaéni lahvi bylo ponechano podle vizualniho zhodnoceni nartstu asi jen
20-40 % bunék. Buriky, které zbyly asi 70-80 % byly vyuzity k testovani biologické

aktivity pfipravenych smési. K bunikam, které zlstaly v kultivacni lahvi bylo doplnéno
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kultivaéni médium na celkovy objem 15 ml. Timto zpusobem zpasazovana kultivacni

lahev s bunikami byly uloZena v inkubatoru na 2—3 dny a poté znovu zpasazovana.

4.5.2 Aktivace Nrf2 drahy

Aktivace Nrf2 drahy byla studovana na EpRE-LUX buné&cné linii. Prvni dva dny
probihalo testovani v laminarnim boxu, tfeti den se jiz pracovalo za nesterilnich

podminek laboratore.
Prvni den:
Poditani bunék v Burkerové komurce:

Pomoci pipety bylo pfeneseno 10 pl promichané bunécné suspenze po sténé kryciho
skla na Burkerovu komurku. Pod svételnym mikroskopem bylo spocitano 5

poli Burkerovy komUrky a poté se vypocetl primérny pocet bunék v jednom &tverci.
Podle poctu spocitanych bunék byla nafedéna bunécna suspenze, tak aby v kazdé
jamce bylo 150 ul bunééné suspenze s 2 000 burikami. Objem bunécné suspenze a
kultivaéniho média byl spoé&itan podle obrazku 13. Redéni bylo provedeno ve sterilni

Petriho misce a nasledné dobfe promichano.

pocet jamek - pocCet bunék na jamku (tj. 20 000)

Objem bunéc¢né =
Jem bunecie suspenze primérny pocet bunék - pocet bunék v 1 ml (tj. 10 000)

Objem kultivatniho média = (pocetjamek - 0,15) — objem bunécné suspenze

Obrazek 13 Vzorce pro vypocet potfebného mnozstvi bunééné suspenze a kultivaéniho

média.

Do 96-jamkové mikrotitracni destiCky bylo vysazeny 8-kanalovou pipetou EpRE-LUX
buriky, tak aby se v kazdé jamce bylo pfitomno 2 000 bunék a objem bunécné
suspenze byl 150 pl. Buriky se nasadily do jamek 12 E-H. Po vysazeni bunék se

titracni desticky nechaly inkubovat do dalSiho dne pfi 37 °C.
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Druhy den:

Do sterilnich rezervoart byly pfipraveny smeési médii EMEM s 1 % glutaminem a
rozpusténymi testovanymi vzorky 1-6. Pfed aplikaci testovanych smési k burikam,
byly vSechny smési 200x nafedény, aby koncentrace DMSO nepievySovala 0,5 %.
Vysledna koncentrace smési 1-4 odpovidala 250 uM pfipadné u smési 5-6

odpovidala 350 uM.

Od kazdé testované smeési byla desitkovym Fedénim pfipravena koncentracni
fada Ctyf koncentraci (Tabulka 2). Pfed kazdym fedénim bylo dulezité dobre

promichat pfipravené roztoky smési s kultivacnim médiem.

Staré kultivacni médium bylo plynule odsato skelnénou Pasteurovou pipetou ze
stén vSech jamek, tak aby nedoslo k odsati vysazenych bunék. Do jamek bylo
pfidano pomoci 4-kanalové pipety 150 ul nafedénych testovacich a kontrolnich

roztokl. Buriky oSetfené smési produkti oxidace byly inkubovany po dobu 24 hodin
pfi teploté 37 °C.

e pozitivni kontrola: 100 uM, 10 uM, 1 uM a 0,1 uM kyselina lipoova
e negativni kontroly: DMSO v koncentraci odpovidajici nejvyssi koncentraci
testovanych smési a médium s burikami

e blank: médium bez bunék

Tabulka 2 Rozmisténi a koncentrace testovanych smési na mikrotitracni destiCce pfi

testovani aktivace Nrf2 a cytotoxicity. VSechny smési byly testovany v triplikatu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 100 HM kys,elma 250 uM smés 1 250 uM smés 2 250 uM smés 3
lipoova
B 10 “M kySt,allna 25 uM smés 1 25 uM smés 2 25 uM smés 3
lipoova
C 1 uM kyselina lipoova 2.5 uM smés 1 2.5 uM smés 2 2.5 uM smés 3

0.1 uM kyselina

lipoova

250 uM smés 4
25 uM smés 4
2.5 uM smés 4

0.25 uM smés 4

0.25 uM smés 1
350 uM smés 5
35 uM smés 5

3.5 uM smés 5

0.35 uM smeés 5
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0.25 uM smeés 2
350 uM smés 6
35 uM smés 6

3.5 uM smés 6

0.35 uM smés 6

DMSO

0.25 uM smés 3

médium
médium bez bunék



Treti den:

Bylo odsato kultivacni médium s testovanymi smeési i kontrolami. Do kazdé jamky se
pfidalo 100 ul 1x PBS pufru a nechalo se 2 minuty v tfepacim inkubatoru
temperovaného na 37 °C, po promyti se pufr odsal do odpadu. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 8-kanalovou pipetou 50 ul €erstvého lyzacniho pufru. Mikrotitracni
destic¢ka byla po dobu 15 minut uloZzena v lednice a pak na 3 hodiny ponechana pfi —
80°C v hlubokomrazicim boxu. Poté byla mikrotitracni desti¢ka s burikami
rozmrazena v tfepacim inkubatoru vyhratém na 37 °C. VSechny zlyzované bunky
byly pfeneseny do bilé 96-jamkové mikrotitraCni destiCky a pfidalo se do kazdé jamky
100 pl Cerstvého Flash Mixu. Poslednim krokem bylo zmé&Feni luminiscence luciferinu

na multidetek&nim readeru v ¢ase 0 minut, 2 minut, 5 minut, 10 minut a 15 minut.

4.6 Testovani cytotoxické aktivity

Prvni a druhy den probihal experiment stejnym zplsobem jako u testovani aktivace
Nrf2 pouze s tim rozdilem, Ze druhy den se k bunkam pfidaly testované smési, které
byly pfedem nafedény v Cistém kultivacnim médiu DMEM (Tabulka 2). Treti den bylo
odstranéno staré kultivacni médium s testovanymi smésmi a k bunkam se pfidalo 20
ul roztoku resazurinu. Bunky se poté nechaly inkubovat pfi 37 °C po dobu 3 hodin.
Po skon&eni inkubace se zméfila fluorescence resofurinu na multidetekénim readeru
pfi excitacni vinové délce 535 nm a emisni 598 nm. Méfeni probihalo v ¢asech 0-60

minut vzdy po 10 minutach.

4.7 Testovani anthelmintické aktivity

Priprava bakterialni suspenze Escherichia coli (OP50)

Do Erlenmayerovy barky bylo pfipraveno tekuté LB médium, do kterého se
naocCkovala jedna kolonie E. coli OP50 z kultivacni misky. Inokulované médium bylo
umisténo na tfepacku a kultivovalo se 24 hodin pfi 37 °C. Vznikla bakterialni
suspenze se pienesla do pfedem zvazenych zkumavek a stocila se v centrifuze pfi
3000 x g, po dobu 15 minut. Supernatant byl nasledné slit do tekutého odpadu a
pelet se byl dvakrat omyt sterilni vodou. Zkumavky byly opét zvazeny a pelet byl
rozsuspendovan v S-kompletnim médiu tak, aby koncentrace bakterialni suspenze
byla 60 mg/ml. Takto pfipravena suspenze byla uschovana v lednici.
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Sklizeni a kultivace C. elegans

Na udrzovaci misku s rustovym médiem pro nematoda se napipetovalo S-kompletni
médium. Nasledné byly skelnénou pipetou sklizena a pfenesena vSechna hadatka
do Cisté zkumavky. K takto vzniklé suspenzi hlistic byla pfidana pfipravena

bakterialni suspenzi E. coli OP50.

Vyvojova synchronizace C. elegans
Populace C. elegans s velkym mnozstvim téhotnych dospélcl byla z agaru smyta M9

médiem a pfenesena do mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly zcentrifugovany po
dobu 10 s a nasledné byl vznikly supernatant odebran. Stejnym zpusobem byla
suspenze jesté dvakrat promyta od bakterii E. coli (OP50). Po omyti byl k hadatkim
pfidan roztok na vyvojovou synchronizaci C. elegans, ktery rozpustil vSechny
vyvojova stadia kromé stadia vajiCek obsahuijici chitin. Pfipravené mikrozkumavky
potom byly umistény na tfepaci inkubator nastaveny na pokojovou teplotu pfi 1500 x
g. Po vizualnim zhodnoceni toho, Ze hadatka byla rozpusténa obvykle po 5-10
minutach, doSlo ke kratkému zcentrifugovani a odsati roztoku na vyvojovou
synchronizaci. Pelet vaji¢ek byl tfikrat promyt M9 médiem, 2x S-kompletnim médiem
a sto€en na mikrocentrifuze. OCiStény pelet byl pfenesen do centrifugacni zkumavky
a pridalo se k nému S-kompletni médium. Poslednim krokem bylo umistit vajiCka
pfes noc na tfepacku v inkubatoru pfi 20 °C a nasledujici den sklidit L1 larvy, které

byly pouzity v experimentu.

Aplikace reakénich smési na populaci C. elegans
Vylihnuté larvy L1 byly spocitany a stanovila se jejich koncentrace v 1 ml. Do
sterilniho rezervoaru byla pfipravena suspenze larev spolu s bakteriemi E. coli OP50,

tak aby vysledna koncentrace bakterii v médiu Cinila 3 mg/ml.

Smési byly testovany ve &tyfech koncentracich odpovidajici 500-25 uM MEKK u
smési 1-4, pfipadné 700-35 uM MEKK u smési 5—6. Jako pozitivni kontrola byla
zvolena latka invermectin, jejiz koncentrace pfi nejvy3si testované koncentraci smési
byla 100 uM a jako negativni kontrola pak roztok DMSO (Tabulka 3). Desky byly
prelepeny folii, aby se zabranilo vypafovani média a nasledné se nechaly inkubovat
na tfepacce (150 x g) pfi 20 °C po dobu 3 dni.
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Tabulka 3 Rozmisténi a koncentrace testovanych smési 1-6 pfi testovani anthelmintické

aktivity. VSechny smési byly testovany v triplikatu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 500 uM smés 1 50 uM smés 1 250 uM smeés 1 25 uM smés 1
B 500 uM smés 2 50 uM smés 2 250 uM smés 2 25 uM smés 2
C 500 uM smés 3 50 uM smés 3 250 uM smés 3 25 uM smés 3
D 500 uM smés 4 50 uM smés 4 250 uM smés 4 25 uM smés 4
E 700 uM smés 5 70 uM smés 5 350 uM smés 5 35 uM smés 5
F 700 uM smés 6 70 uM smés 6 350 uM smés 6 35 uM smés 6
G 100 uM invermectin =~ 10 uM invermectin 50 uM invermectin 25 pM invermectin
H 1% DMSO 0.1% DMSO 0.5% DMSO 0.05% DMSO

Chitinazovy test

Po 3 dnech inkubace na tfepacce byly C. elegans pozorovany v mikroskopu a byl
zhodnocen jejich stav (mrtvé, zastaveni vyvoje, zpomaleni vyvoje, méné potomstva a
vSe v poradku). Deska byla sto¢ena (1 500 x g) 2 minuty, aby se zbavila kondenzace
na folii. Do jamek byl pfidan substrat pro chitinasu (0,8 mM 4-metylumbelliferyl 3-D-
N, N, N“-triacetylchitotriosid), deska se poté opét stocCila (1 500 x g, 2 minuty) a
ponechana 1 hodinu v inkubatoru pfi 37 °C. Na zavér byl do jamek pfidan pufr pro
chitinazovy test a poté byla zméren signal fluorescence pfi excitaéni vinové délce

360 nm a emisni 460 nm.

4.8 Testovani antimikrobialni aktivity

Kultivace a uchovani bakterii

Mikroorganismy byly uchovany v hlubokomrazicim boxu pfi — 80 °C

v kryozkumavkach. Z kryozkumavek byly bakterialni kultura vyo€kovana pomoci
sterilni bakteriologické kliCky na krevni agar a nasledné inkubovana pfi 37 °C po
dobu 24 hodin, u bakterii Actinomyces odontolyticus a Clostridium perfringens
inkubace probihala v Latalové anaerobnim systému pfi 37 °C po dobu 48 hodin a
kvasinky byly inkubovany také po dobu 48 hodin pfi teploté 30 °C.
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Stanoveni antimikrobialni aktivity mikrodiluéni metodou

Byl pfipraven BHI bujon, ktery se nasledné rozpipetoval v objemu 50 nul do
mikrotitracni desticky v fadach B—H. Do zkumavek s BHI bujonem byly pfidany
testované smési, tak aby byly nafedény 50x z toho davodu, Zze samotné DMSO

pusobi antibakterialné (vzdy je nutné se dostat s koncentraci DMSO pod 0,5 %).

Do jamek A1, A2, A11 a A12 bylo pfidano 100 pl Cistého BHI bujonu. Do jamek
A3, A4 bylo napipetovano 100 ul nafedéné testované smési 1, jamky A5, A6
obsahovaly 100 ul smési 2, jamky A7, A8 obsahovaly 100 ul smési 3 a v jamkach A9,
A10 bylo pfitomno 100 ul smési 4. Poslednich 50 pl testované smési z fady H bylo

vzdy vypusténo do odpadu.

V takto pfipravené desti¢ce bylo provedeno dvojkové fedéni pro pfipravu
koncentracni fady testovanych latek. Vysledné koncentrace testovanych smési
odpovidaly 950-7,42 uM MEKK (170 — 1,33 pg/ml).

Dale bylo pfipraveno bakterialni inokulum, kde se 2-3 bakterialni kolonie nabraly
sterilni bakteriologickou kli¢kou, rozsuspendovaly ve fyziologickém roztoku.
Koncentrace inokula byla upravena za pomoci sterilni vody, tak aby byla dosazena
koncentrace 1 - 10° bunék/ml. Pfipravena bakteridlni suspenze byla nalita do Petriho
misky, ze které byla MIC inokulatorem neboli jeZkem naokovana do jamek
mikrotitracni destiCky. Pfed kazdym oCkovanim byl inokulator vysterilizovan tak, ze

byl umistén do 96 % ethanolu a nasledné vyzihan plamenem.

Naockované destiCky byly uloZzeny do inkubatoru pfi 37 °C po dobu 24 hodin. Po
inkubaci byla vizualné odectena hodnota MIC, coz byla prvni jamka bez viditelného
zakalu. Pro ur€eni toho, jestli testované smési plsobily na bakterie bakteriostaticky
nebo baktericidné byly jednotlivé jamky vyoCkovany MIC inokulatorem na krevni
agar. Naockované plotny byly poté vloZzeny do termostatu pfi 37 °C po dobu 24 hodin

a nasleduji den byla vizualné odectena hodnota MBS a MBC.

4.9 Chemicka analyza smési metodou UHPLC-MS

Priprava vzorku pro analyzu UHPLC-MS
K odparkum testovanych smési byl pfidan 80% methanol v takovém objemu, aby
vysledné koncentrace pfipravenych vzorku odpovidaly 1 mg/ml. VloZzenim zkumavek

na ultrazvuk a vortex byly odparky promichany a rozpustény. Pro analyzu bylo jesté
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nutné vzorky 100x nafedit 20 % methanolem na vysledny objem 1 ml. Smési byly
prefiltrovany pres 0,45 um mikrofiltr z recyklované celulézy pomoci centrifugy pfi
3000 x g po dobu 2 minut. VSechny pfipravené smési byly pfelity do vialek pro
UPLC-MS analyzu. Vysledné koncentrace analyzovanych smési tedy odpovidaly 56
uM MEKK.

Analyza oxidac¢nich produkti MEKK

Smési byly separovany na reverzni fazi na koloné C18 1,7 um s rozméry 150 x 2,1
mm. Teplota kolony byla nastavena na 30 °C a teplota vzorkl 4 °C. Nastfikovy objem
vzorkl byl 5 ul. Pro separaci byly vyuzity mobilni faze = 99,9% acetonitrila 5 mM
kyselina mravenci v deionizované vodé. V prabéhu separace je ménil gradient

sloZeni jednotlivych mobilnich fazi (Tabulka 4).

Detekce separovanych analyt byla provedena na hmotnostnim spektrometru
s iontovym zdrojem (ESI) a analyzatory kvadrupélem a TOF v tandemovém
usporadani (QqTOF). Samotna analyza probihala v negativnim moédu. Jako zmlzZujici
plyn a plyn na vstupni stérbiné byl zvolen dusik. Jako lockspray byl pouzit leucin-
enkefain (5 ng/ul). Ostatni parametry hmotnostniho spektrometru (Tabulka 5). Sbér
dat byl provadén v DDA (Data Dependent Acquisition) reZzimu. Data byly
zaznamenana ve formatu centroid. Celkova doba analyzy jedné smési trvala 22

minut.

Tabulka 4 Gradient slozeni mobilnich fazi.

0 0.25 5 95
0.1 0.25 5 95
1 0.25 10 a0
12 0.25 35 65
17 0.25 70 30
17.5 0.25 100 0
19 0.25 100 0
19.5 0.25 5 95
22 0.25 5 95
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Tabulka 5 Nastaveni hmotnostniho spektrometru pfi detekci.

Parametr Nastaveni
rozsah méfenych hmotnosti 50-1500 Da
kapilarni napéti 2 kv
teplota iontového zdroje 120 °C
cone voltage 15V
desolvataéni teplota 500 °C
pritok cone gas 30 I/hod
pritok desolvata¢niho plynu 600 I/hod
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni aktivace transkrip€niho faktoru Nrf2
Experiment byl proveden na bunécné linii EpRE-LUX. K testovani byly pouZzity smési

1-6 pfipravené oxidaci MEKK.

Bylo zjisténo, Ze smési 1 a 3 aktivovaly drahu Nrf2 vice nez 17x silngji
v porovnani s negativni kontrolou. Tyto smési dokonce vykazovaly 2x vySSi aktivitu
nez samotna pozitivni kontrola. Smési 2 a 4 aktivovaly Nrf2 drahu 6-7x vice nez
negativni kontrola, ale méné nez kyselina lipoova. Nejméné aktivni byla smés 6, jejiz
naméfené hodnoty aktivace Nrf2 drahy byly blizké hodnotam negativni kontroly
(Obrazek 14).
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Obrazek 14 Testovani aktivity Nrf2 smési 1-6, po 24 hodinové inkubaci s buné&énou linii
EpRE-LUX. Koncentrace testovanych smési 1—4 odpovida 250 uM MEKK, pfipadné 350 uM
MEKK u smési 5-6. Koncentrace pozitivni kontroly, kyseliny lipoové odpovida 100 uM.
Negativni kontrola, roztok DMSO. Naméfené hodnoty fluorescence luciferinu jsou vztazené
k negativni kontrole, DMSO (100 %). Sloupce znazorfiuji primérné hodnoty a chybové usecky
smérodatnou odchylku (n = 3).
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5.2 Stanoveni cytotoxickych ucinku

Vliv reakénich smési na viabilitu bunék byl studovan na bunéc¢né linie BJ. K testovani
byly pouzity smési 1-6 pfipravené oxidaci MEKK.

VétSina testovanych smési plsobila na buriky mirné cytotoxicky a sniZzovala
zivotaschopnost 0 12-23 % v porovnani s kontrolou. Opacny efekt byl pozorovan u

smeési 3, kde se mirné zvySovala fluorescence resorufinu. (Obrazek 15).
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Obrazek 15 Cytotoxicita testovanych smési, po 24 hodinové inkubaci s bunécnou linii BJ.
Koncentrace testovanych smési 1—4 odpovida 250 uM MEKK a koncentrace smési 5-6
odpovida 350 uM MEKK. Roztok DMSO, byl zvolen jako negativni kontrola. Naméfrené
hodnoty fluorescence resofurinu jsou vztazené k negativni kontrole, DMSO (100 %). Sloupce

znazorfuji primérné hodnoty a chybové Usecky smérodatnou odchylku (n = 3).

5.3 Stanoveni anthelmintické aktivity

Anthelminticky efekt testovanych smési 1-6 byl studovan na vyvojové

synchronizované populaci ¢ervu C. elegans.

Pfi nejvysSi testované koncentraci odpovidajici 500 uM MEKK, nejvyraznéji
klesla chitinazova aktivity u smési 1 a to 0 82 %. Lihnuti vajicek bylo inhibovano i u

smési 3, kde se snizila chitinazova aktivita o 76 %. K mirnému snizeni doSlo i u smési
49



1 a 4, kde se hodnoty chitindazové aktivity pohybovaly v rozmezi 45-59 %. Pfi
koncentraci testovanych smési 250 uM MEKK se sniZila aktivita chitinasy o 48-56 %.
Pfi nizSich testovanych koncentracich nedoslo u zadné testované smési k viditelnému

poklesu chitinazové aktivity v porovnani s kontrolou (Obrazek 16).
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Obrazek 16 Chitinazova aktivita C. elegans, po 72 hodinové inkubaci na tfepacce pfi 20 °C.
Studované smési byly testovany ve ¢tyfech koncentracich smési 1—4 odpovidajici 500-25 uM
MEKK, pfipadné 700-35 uM MEKK u smési 5—6. Koncentrace pozitivni kontroly, invermectinu
pfi nejvyssi testované koncentraci MEKK odpovida 100 uM. Naméfené hodnoty signalu jsou
vztazené k negativni kontrole, DMSO (100 %). Jednotlivé sloupce znac&i primérné hodnoty ze

tfech opakovani a chybové usecky smérodatnou odchylku (n = 3).

5.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Mikrodiluéni metodou byl studovan vliv pfipravenych smési 1—4 na rast bakterii. Po
stanoveni hodnoty MIC se v8echny jamky pfeoCkovaly na krevni agar, aby se zjistilo,

jestli testované smési pusobi bakteriostaticky nebo bakteriocidné.

Pouze smés 3 inhibovala rust bakterii Staphylococcus aureus (MIC 950 uM
MEKK) a Actinomyces odontolyticus (MIC 950 uM MEKK). Po pfeoCkovani na krevni

agar bylo zjisténo, Zze smés 3 pusobila bakteriostaticky na oba bakterialni kmeny
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(Tabulka 6). Vliv ostatnich smési na rist nebo usmrceni bakterii nebyl zaznamenan
(Tabulka 6, 7 a 8).

Tabulka 6 Vysledky mikrodiluéni metody v testovanych koncentracich 950-7,42 uM (170-
1,33 pg/ml) MEKK u bakterialnich kment Enterococcus faefalis, Staphylococcus aureus a

Streptococcus mutans.

_ Staphylococcus
Enterococcus faefalis Streptococcus mutans
aureus
MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
@M @M (M) @M @M M) @M) M) (M)

Smés 1 - - - - - - - - -

Smés 2 - - - - - - - - .
Smés 3 - - - 950 950 - - - -
Smés 4 - - - - - - - - .

MIC = minimalni inhibiéni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace; MBC =

minimalni baktericidni koncentrace

Tabulka 7 Vysledky mikrodiluéni metody v testovanych koncentracich 950-7,42 uM MEKK
(170-1,33 ug/ml) u bakterialnich kmenu Bacillus cereus, Actinomyces odontolyticus, a

Clostridium perfringens. Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans.

_ Actinomyces Clostridium
Bacillus cereus ] )
odontolyticus perfringens
MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC
kM) @M M) M) M) M) M) (M) (uM)

Smés 1 - - - - - - - - -

Smés 2 - - - - - - - - .
Smés 3 - - - 950 950 - - - -
Smés 4 - - - - - - - - .

MIC = minimalni inhibiéni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostatickd koncentrace; MBC =

minimalni baktericidni koncentrace
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Tabulka 8 Vysledky mikrodiluéni metody v testovanych koncentracich 950-7,42 uM MEKK

(170-1,33 ug/ml) u bakterialnich kmend Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Candida

albicans.
Escherichia coli Pseudo-monas Candida albicans
aeruginosa

MIC MBS MBC MIC MBS MBC MIC MBS MBC

kM) M) @M M) M) M) M) (M) (M)
Smés 1 - - - - - - - - -
Smés 2 - - - - - - - - -
Smés 3 - - - - - - - - -
Smés 4 - - - - - - - - -

MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace; MBS = minimalni bakteriostaticka koncentrace; MBC =

minimalni baktericidni koncentrace

5.5 Identifikace vzniklych produkti smési
Analyza smési pfipravenych oxidaci MEKK byla provedena v negativnim ionizacnim
modu (ES-). Analyzované smési odpovidaly koncentraci 55 uM MEKK. Data byla

zpracovana v programu MassLynx.

Pfi analyze smési 1 byly detekovany dva vyraznéjSi piky v retenCnich €asech
(RT) 12,8 a 14,01. RT 12,8 znadil pfitomnost neznamé latky s hodnotou m/z 248 a v
RT 14,01 byla detekovana pfitomnost MEKK (Obrazek 17).
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Obrazek 17 Chromatogram smési 1 v ES-. Zobrazeni v rezimu Total lon Current (TIC), ktery
zaznamenal v8echny vzniklé ionty. Zaznam prvniho piku v RT 1,24 znazorfioval nastfik vzorku.
Piky v RT 17,0 — 21,39 detekovaly pfitomnost kontaminaci z eluované kolony. Cerné $ipky

oznacuji jednotlivé RT.
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V reakéni smési 3 byla detekovana pouze latka MEKK s RT 13,97 (Obrazek 18).

1: TOF MS ES-

20.38 mc
8.47¢6

124

Time

1 T T T T

T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Obrazek 18 Chromatogram smési 3. Zobrazeni negativniho médu v rezimu Total lon Current

(TIC). Cerné $ipky oznaduji vybrané RT.

Pfitomnost MEKK byla také detekovana v smési 2 vRT 14,03. VRT 8,30 hyl
identifikovan molekularni iont m/z 163, ktery odpovida pfitomnosti kyseliny kumarové

(Obrazek 19).

1: TOF MS ES-

20.39 Tic
1.45¢7

l l 16.99  18.11 18.42
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2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

— Time

Obrazek 19 Chromatogram smési 2. Zobrazeni negativniho médu v rezimu Total lon Current

(TIC). Cerné $ipky oznaduiji vybrané RT.

Nejvice novych produktl oxidace MEKK bylo zaznamenano u smési 5. Byly
detekovany 4 piky. V RT 11,26 a 13,73 byly rozpoznany molekularni ionty
s odpovidajici hodnotou m/z 263 pfipadné 371. V RT 14,17 byla v chromatogramu
zaznamenana latka MEKK. Posledni chromatograficky pik v RT 16,07 detekoval
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pritomnost latky s dvakrat vétSi molekulovou hmotnosti nez samotny MEKK, presnéji

354 g/mol (Obrazek 20).

l l 1: TOF MS ES-

16.07 177
1.25e5

1 1417

l l 16.28
17.29

11.26 13.73 18.45

T T T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00

Obrazek 20 Chromatogram smési 5. Zobrazeni ES- na pfiblizeni na oblast s molekulovou

hmotnosti odpovidajici MEKK.
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6 Diskuze

Celkem Sest reakénich smési bylo pfipraveno oxidacni transformaci MEKK. Prvni Ctyfi
smési byly pfipraveny mechanismem autooxidace a zbylé dvé smési enzymatickou
transformaci HRP. U vSech téchto smési se nasledné stanovovaly antioxidacni,
cytotoxické, antimikrobialni a anthelmintické ucinky. Na zavér byly vSechny smési

chemicky analyzovany pomoci UHPLC-MS.

Doposud nebyl studovan vliv MEKK ani jeho produkti oxidace na biologickou
aktivitu. Proto bylo srovnavani vysledku s publikovanymi daty zaméfeno predevsim na
vyhledavani biologickych aktivit kyseliny p-kumaroveé (p-KK) a kyseliny ferulové (FK),
které jsou strukturné podobné MEKK (Obrazek 21).

‘ HyCO A

HO HO HO

MEKK kyselina p-kumarova kyselina ferulova

Obrazek 21 Chemicka struktura MEKK, kyseliny p-kumarové a kyseliny ferulové

Vliv p-KK a FK na aktivaci Nrf2 drahy byl studovan v souvislosti s indukci genové
exprese cytoprotektivnich genll u potkanu. Tato studie prokazala, Zze po podani 100
mg/kg FK a p-KK testovanym potkanim po dobu 14 dni byla detekovana zvySena
aktivita srde¢nich enzymu superoxiddismutasy, katalasy a také gluthation peroxidasy,
coz jsou proteiny, které neutralizuji superoxidové radikaly a katalyzuji rozklad peroxidu
vodiku na vodu a kyslik. Zaznamenana byla také i zvySena hladina transkrip&niho
faktoru Nrf2, ktery se v promotorovych oblastech vaze na ARE oblast cilovych
cytoprotektivnich genl. Studie tedy prfedpoklada, Ze testované fenolické latky spousti
Nrf2 drahu a tim indukuji expresi vyse zminénych antioxidanich enzymu (Yeh Ch.-T,
Ching L.-Ch., Yen G.-Ch., 2009).

Jiné studie zabyvajici se antioxida¢nimi ucinky fenolickych latek prokazaly, ze
kyselina p-KK i FK plsobi jako u€inny antioxidant v in vitro testech. Bylo zjisténo, ze
tyto kyseliny dokazaly vychytavat volné radikaly, minimalizovat peroxidaci lipidd,

zpomalit tvorbu oxidacnich produktl a tim udrzovat nutriéni kvalitu potravin a léciv.
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V mnoha experimentech si dokonce kyselina p-KK vedla Iépe, nez vS§eobecné znamé
antioxidanty jako jsou kyselina askorbova, tokoferol anebo butyl-hydroxytoluen.
V dalSich studiich bylo prokazano, Ze jesté silngjSi antioxidacni ucinky nez p-KK
vykazuje FK (Kilic, I., Yesiloglu, Y., 2013; Mathew S., Abraham T. E., Zakaria A. Z,
2015). V této bakalarské praci bylo pomoci in vitro testu zjisténo, ze vSechny smési
spousti signalni drahu Nrf2—ARE silnéji neZz negativni kontrola. Ve smési 2 byla
metodou UHPLC-MS detekovana pritomnost p-KK, ktera se mohla podilet na aktivaci
Nrf2 drahy, jak bylo zjisténo v in vivo studii Yeh Ch.-T, Ching L.-Ch., Yen G.-Ch., 2009.
Nejaktivnéjsi produkty oxidace MEKK pravdépodobné vznikly ve smési 1 a 3 u niz byl

transkripCni faktor Nrf2 aktivovan dvakrat siln&ji nez v pozitivni kontrole.

PFi studiu cytotoxickych u€inku p-KK na nadorovou bunécénou linii N2a mysiho
neuroblastomu bylo zjisténo, Ze kyselina p-KK plsobi vyrazné cytotoxicky. Po 72
hodinové expozici 150 uM p-KK byla snizena viabilita bunék o 82 %. Bylo tedy
dokazano, ze p-KK zvySuje hladinu reaktivnich forem kysliku a tim narusuje
fyziologickou funkci mitochondrii, coZ vede k apoptéze bufiky N2a (S. Shailasree, et
al. ,2014). Inhibice proliferace bunék byla zjisténa také u nadorové bunécné linie plic
(A549) a tlustého stfeva (HT29-D4). Cytotoxicky efekt se projevil po 24 hodinach
inkubace s burikami otravenymi 50—1 000 uM p-KK (Bouzaiene N. N., el al., 2015). V
experimentalni ¢asti této bakalarské prace nebyl detekovan vyrazny cytotoxicky efekt
reakénich smési 1-6. Zivotaschopnost bunééné linie BJ byla jen mirné snizena o 12—
23 %.

Stead D., 1993 zjistil, Ze p-KK i FK maji inhibiéni potencial na bakterie, které
jsou pricinou zkazeni vina, Lactobacillis collinoides a Lactobacillis brevis. Ve studii
Lou. Z, et al., 2012 bylo zjisténo, ze p-KK ma vliv na inhibici rustu bakterie
Staphylococcus aureus (6538), Bacillus cereus (9372) a Escherichia coli
(ATCC25922). Hodnoty MIC odpovidaly 20 ug/ml pro bakterie S. aureus, B. cereus
pfipadné 80 ng/ml pro E. coli. Pfitomnost p-KK byla metodou UHPLC-MS detekovana
pouze ve smési 2, u které ale nebyla zaznamenana inhibice Zadného z testovanych
bakterialnich kmenu. Antimikrobialni G€inky u testovanych smési vykazovala pouze
smeés 3 u niz doslo k inhibici ristu bakterii Actinomyces odontolyticus (CCM 4740) a
Staphylococcus aureus (CCM 3953). U obou bakterialnich kment odpovidala MIC =
MBS 170 ug/ml, coz je pfiblizné devétkrat vySSi koncentrace, nez bylo zjisténo v
odborné publikaci Lou. Z, et al., 2012. Rozdilné vysledky MIC mohly byt zplsobeny
pouzitim kmenU s nizSi citlivosti na antimikrobialni latky.
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V nedavné studii byly prokazany, anthelmintické ucinky p-KK proti larvalnimu
stadiu hlistic. K experimentu byly vyuZity hlistice H. contortus, které byly ovlivnény 400
ug/ml p-KK a inkubovany po dobu 48 hodin. Po dvou dnech byl pozorovan ovicidni
ucinek v 8,7 % pfipadd, selhani lihnuti larev v 2,9 % a u 97 % z v8ech testovanych
hlistic doSlo ke zméné bunécné struktury larev (Castafieda-Ramirez S. G., et al.,
2019). V experimentalni ¢asti této prace byly hlistice C. elegans ovlivnény pétkrat nizsi
koncentraci pfipravenych smési. U smési 1 a 3 bylo po 72 hodinové inkubaci
detekovano snizeni anthelmintické aktivity o 76-82 %. Pravdépodobné tedy ve
smésich 1 a 3 vznikly produkty, které inhibovaly lihnuti larev jiz pfi nizSich

koncentracich, nez bylo zjisténo ve studii Castafieda-Ramirez S. G., et al., 2019.

Ve studii Gruz J, et al.,, 2015 byl vyuzit enzym HRP k oxidaci smési
hydroxyskoficovych kyselin (p-KK, FK a sinapova kyselina) stejnym postupem jako
byly pfipraveny smési 5-6 v bakalarské praci. Pfipravené smési byly analyzovany
metodou UPLC-MS/MS a nasledné byla detekovana kyselina disinapova s
odpovidajici m/z 358. Tato hodnota m/z byla podobna latce detekované v testované
smeési 5, |ze se tedy domnivat, Ze mohl vzniknout produkt, ktery je strukturné podobny
kyseliné disinapové. U ostatnich smési bylo detekovano jen malé mnozstvi vzniklych
produktd. Pravdépodobné vznikly latky, které se Spatné ionizovaly v ES- nebo se

chovaly nestandardné na koloné a proto nebyly v chromatogramech zaznamenany.
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7 Zaver

Cilem této bakalaiské prace bylo pfipravit potencialné aktivni smési oxidaci
methylesteru kyseliny kumarové, urcit jejich biologickou aktivitu a analyzovat
pfipravené smési metodou UHPLC-MS. VSechny tyto pfedem vytyCené cile byly

spinény.

Teoreticka Cast této prace se zabyvala charakteristikou fenylpropanoidd,
mechanismem oxidaénich transformaci a popisem ucinku biologicky aktivnich latek.
Experimentalni ¢ast byla zaméfena na syntézu Sesti smési, které byly pfipraveny
metodou necilené oxida¢ni transformace. Tento zpusob pfipravy mél tu vyhodu, Ze
soucCasné byl testovan vétsi poc€et vzniklych produkti. Nevyhodou bylo to, Ze vzniklé

produkty se mohly ve smési nachazet v nizkych koncentracich.

S vyuzitim bunécnych linii EpRE a BJ, které byly ovlivnény pfipravenymi
smésmi byla studovana mira aktivace transkripcniho faktoru Nrf2 a cytotoxicka aktivita.
Bylo zjisténo, Zze smés 1 a 3 plsobi jako ucinny aktivator transkripéniho faktoru Nrf2,
ktery se nasledné vaze do ARE oblasti promotorl, a tak spousti expresi
cytoprotektivnich enzyma. Cytotoxicky efekt reakénich smési nebyl prokazan u zadné
z testovanych smési. Dale byl pomoci mikrodiluéni metody studovan vliv smési na rust
vybranych bakterialnich kmend. Zjistilo se, Ze smés 3 byla schopna inhibovat rist
bakterii S. aureus a A. odontolyticus. Testovanim chitinazové aktivity bylo stanoveno,
Ze smési 1 a 3 pusobily mirné antheminticky na vajicka C. elegans. Posledni Casti
prace byla chemicka analyza vSech smési metodou UHPLC-MS. V nejaktivnéjSich
smésich 1 a 3 byla detekovana vychozi latka a pouze malé mnozstvi vzniklych
produktl. Pravdépodobné ve smésich vznikly produkty, které se Spatné ionizovaly
v ES- nebo se chovaly nestandardné na koloné a proto nebyly v chromatogramu
zaznamenany. Vzhledem v projevim biologické aktivity smési 1 a 3 by stalo za to dale
prozkoumat tyto smési jinymi metodami, aby se zjistilo, které nasyntetizované latky se

podili na biologické aktivité.
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