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Shrnuti

Tématem diplomové prace byla identifikace aktivatora Nrf2 drahy ziskanych
z rostlinnych extraktd. Molekula Nrf2 se nachdzi v cytoplasmé bunky vazand na protein
Keapl. Po aktivaci se Nrf2 vyvazuje z vazby s Keapl a putuje do jadra bunky, kde se

ptipojuje ke genové sekvenci ARE/EpRE, a tim zahajuje transkripci antioxidacnich enzymi.

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat odbornou reSerSi zabyvajici se
antioxidanim systémem, transkripnim faktorem Nrf2 a také bioassay-guided fractionation.
V experimentadlni Casti jsem se v prvni fad¢ testovala rostlinné extrakty na bunécéné linii

EpRE-LUX a méfila aktivitu luciferdzy v zavislosti na aktivité standardu kyseliné lipoové.

Aktivni rostliny Crocus sativus a Satureja hortensis, byly poté zméfeny pomoci
necilené LC-MS. Koncentrace vSech detekovanych metaboliti byla nasledn¢ korelovana
pomoci Spearmanovy korelace srelativni aktivitou luciferdzy u jednotlivych vzork.
Metabolity s nejvyssim korela¢nim koeficientem, jakozto nejpravdépodobnéjsi kandidati Nrf2

aktivujicich latek, byly predbézné identifikovany a bylo urceno jejich elementarni sloZeni.



Summary

The theme of thesis was to identify activators of Nrf2 pathway obtained from plant
extracts. Nrf2 molecule is bound to Keapl protein which is located in cytoplasm. When Nrf2
is activated, it is released from Keapl protein, and translocated to cell nucleus where it
initiates transcription of antioxidant enzymes by binding to ARE/EpRE gene sequence. The
aim of this thesis was to compose theoretical instroduction focused on antioxidant system,
Nrf2 transcription factor and bioassay-guided fractionation. In the experimental part, plant
extracts were tested against EpRE-LUX cell line and their ability to activate Nrf2 was

compared to that of lipoic acid.

The active plants of Crocus sativus and Satureja hortensis were then measured by
untargeted LC-MS method. The concentration of all detected metabolites was subsequently
correlated by Spearman's correlation with the relative luciferase activity of the individual
samples. The metabolites with the highest correlation coefficient, as the most probable
candidates for Nrf2 activating substances, were tentatively identified and their elemental

composition was determined.
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1. Uvod

Jeden z obrannych mechanismii organismu je antioxidacni systém, ktery reguluje
hladinu volnych radikald, které vznikaji rozkladem molekul a poSkozuji bunky. Aktivatory
antioxidacniho systému se nachazi volné¢ v potravé, ale mizeme je vyrobit i synteticky.
Hlavnim regulatorem genii kddujicich antioxidac¢ni systém je transkripcni faktor Nrf2, ktery je
v bunice umistén v cytoplasmé a ukotven ve vazbé s proteinem Keapl, ktery zaroven reguluje
hladinu Nrf2 v cytoplasmé. Po aktivaci se Nrf2 odpoutava od proteinu Keapl a putuje do
jadra, kde se vaZe na promotor genové sekvence zvanou ARE/EpRE a tim spousti transkripci
antioxidacnich enzymu. Mezi nejvyznamngjsi antioxidaéni enzymy patii superoxid

dismutdza, glutathioperoxidaza a katalaza.

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pfedbézné charakterizovat ptirodni
aktivatory Nrf2 drahy z vybranych rostlinnych druhd. Pro ucel této prace bylo vybrano
nekolik desitek rostlin, které byly, extrahovany, frakciovany a nasledné byla zmétena relativni
luciferazova aktivita jednotlivych extraktii pomoci mysi bunécné linii EpRE-LUX. Tato
bunécna linie obsahuje ve svém genetickém kodu luciferazovy plasmid, ktery se nachézi
pobliz promotorové sekvence ARE/EpRE. Pii aktivaci Nrf2 drdhy a nasledné expresi
antioxidacnich enzymii se luciferazovy plasmid transkribuje spole¢né s antioxida¢nimi
enzymy ve stejném pomeru. Rostliny, které vykazovaly nejvétsi relativni luciferazovou
aktivity byly déale zkoumany pomoci LC-MS za ucelem urceni aktivnich slozek extrakta.
Toho bylo dosazeno pomoci korelace relativnich ploch v§ech metabolitl s aktivitou luciferazy
v raznych frakcich. Vysledny seznam kandidatt aktivnich molekul byl ¢astecné anotovan a u

vSech polozek bylo uréeno elementarni slozeni.



2. Teoreticka cast

2.1. Vyznam antioxida¢niho systému

V kazdé bunce se nachazi volné radikaly, které se dostavaji o organismus zvenci nebo
vznikaji v disledku metabolickych procesu v buiice samovolné. Volné radikaly se nachazi ve
dvou forméach jako aktivni formy kysliku (ROS) nebo aktivni formy dusiku (RNS). V kazdé
normalni buiice existuje systém, ktery vyrovnava hladiny volnych radikal, pokud je tento
systém poskozen dochazi k oxidativnimu stresu (Inhad M. et al., 2002). Aby nedoslo
k poSkozeni bunky v dlsledku nadmérného mnozstvi volnych radikalti, ma kazdd bunka
antioxidacni obranny mechanismus, ktery udrzuje hladinu RNS a ROS v normé (Gupta V. et

al., 2013)

Antioxidacni systém obsahuje antioxidanty, coz jsou latky nebo slouceniny, které
zpomaluji nebo zabranuji tvorbé volnych radikali, poptipadé zamezuji Sifeni volnych radikala
(Brewer, M. et al., 2011). Antioxidanty existuji v ptfirodni form¢ ¢i v syntetick¢é formé.
V ptirodni form€ se do organismu dostdvaji prostfednictvim potravy, zejména v ovoci,

zelenin€ a koteni. (Isabel M. C. ef al., 2013)

Antioxidanty se déli do Ctyf linii antioxida¢ni obrany. Prvni linie antioxida¢ni obrany
se sklada z preventivnych antioxidantd, které potladuji O* a rozkladaji ho na H,O,. Mezi anti-
oxidativni enzymy prvni linie patii superoxid dismutadza, které je obsazena v kazdé burice,
jedna se o hlavni antioxida¢ni enzym, ktery katalyzuje dismutaci superoxidu na peroxid
vodikil a dioxygen. Dale do prvni antioxidacni obrané linie patii glutathionperoxidaza, které
za pritomnosti bilkoviny gluthationu redukuje peroxid vodikti na vodu.(Bounous G., Sukkar
S., Molson J.H., 2003). Poslednim diilezitym enzymem jsou kataldzy, které katalyzuji
dismutaci peroxidu vodikli na kyslik a vodu. Mezi pomocné antioxidaéni prvky prvni linie

patfi selen, zinek a méd’(Inhad M. et Chaudhuri P.S. 2002).

Druhé linie antioxidacni obrany obsahuje vysokomolekuldrni antioxidanty, coz jsou
proteiny, které jsou schopny vézat ptrechodné prvky, jako jsou zelezo a méd’ a ménit jejich
oxido-reduk¢ni vlastnosti tak, aby piestaly katalyzovat radikalové reakce. Mezi vysoko
molekularni antioxidanty fadime bilirubin, albumin, feritin a dal$i. Dale zde patfi
nizkomolekuldrni antioxidanty, mezi které patfi vitamin C, ktery funguje jako redukéni
¢inidlo, redukuje anorganické a organické radikaly. Vitamin E, ktery je hlavni antioxidantem

membran, preménuje alkylperoxilové radikaly na hydroperoxidy, také tlumi peroxidaci lipida
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a lipoproteini v membranach. Karotenoidy odstrafiuji radikdly v lipidech (Inhad M. et

Chaudhuri P.S., 2002).

2.2. Transkrip¢ni faktor Nrf2
Transkripéni faktor Nrf2 je hlavnim regulatorem genli kodujici antioxida¢ni enzymy
druh¢ faze a antioxidaCni stresové proteiny, v reakci na oxidativni stres. Nrf2 je v bunce
lokalizovan v bunééné cytoplasmé, konkrétné v blizkosti bunééného jadra, kde ho

v pohotovosti udrzuje protein Keapl. (Zhang D., 2008)

2.2.1.Mechanismus aktivace

Signalizace transkripniho faktoru Nrf2 je regulovdna segregaci jednotlivych casti.
Nfr2 je v klidovych podminkach ptitomen v cytoplasmé buiiky vazany na regulaéni protein
Keapl. Pfi oxidacnim stresu Nrf2 pronikd do jadra, kde spousti transkripci gent, které
vyvolavaji antioxidacni reakci. Pro findlni spusténi antioxidani reakce je za potiebi
kombinace nejméné Ctyf komponentl, jmenovité se jedna o Nrf2, Keapl, skupinu malych
proteinii muskaponerotického fibroblastu (zkracené Maf) a enhanceru ARE/EpRE (Wenge L.
2009).

ROS

|
©

Aktivace Nrf2, presun do
jadra bunky

]
Detoxikacni ( Antioxidacni

enzymy proteiny

Obr.¢. 2 Schématické znazornéni antioxidacni stresové odpovédi pomoci Nrf2 a ARE/EpRE

systému, podle Ishii T. et al., 2000
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Nrf2 je zékladnim transkripénim faktorem leucinového zipu. Struktura Nrf2 ma
nékolik homolognich domén (Neh). Jednotlivé domény maji své specifické funkce. Doména
Nehl umoziuje vytvatreni heterodimeru s proteiny Mef. (Motohashi H, Yamamoto M., 2004)
Doména Neh2 vazana na Keap 1 a umoziuje rozvdzani vazby s cytosolovym represorem
Keapl. Doména Neh4 a NehS spole¢né zodpovidaji za trans aktivacni aktivitu Nrf2. Doména
Nah6 se nachazi v intervenujici oblasti a propojuje Neh5 a Nehl. Nehl je také oblast, ktera

umoznuje navazani Mef proteint a vaZe se k DNA. (Nioi P. ef al., 2005)

Nef2 Nef4 Nef5 Nef6 Nefl Nef3

NH2 |

Oblast navazaniKeapl Trans aktivni oblast Oblast navazani Mef

proteinu

Obr. ¢ 1. Struktura Nrf2, podle Abed et al., 2015

Keapl je silnym cytosolovym represorem Nrf2, ktery se sklada z péti domén. Keapl je
také adaptérem Cullin 3-dependentni substratovy aparat pro komplex ubikvitin ligdzy E3,
takze Nrf2, ktery je ukotven s Keapl je zaroven i konstantné degradovan. Keapl je protein
bohaty na cystein, pticemz nékteré jsou reaktivni cysteiny (Cullinan S. et al., 2004). Tedy se
ptedpokladd, Zze Keapl ma dulezZitou roli jako primarni redukéni €inidlo, které v ptitomnosti
redukéniho stresu miize modifikovat nékteré z cysteinit a vyvolat tim zménu konformace a
nasledn¢ uvolnit Nrf2 z vazby. Nrf2 se poté transportuje do jadra a vytvaii heterodimer se
skupinou nukledrnich proteini Maf, Fos, Jun a jiné. Heterodimer Nrf2/Maf se poté vaZe na
enhancer ARE/EpRE umistény v promotoru genu, coZ iniciuje transkripci genti, tvorbu

proteinil a antioxidac¢ni reakci (Wenge L. 2009).

2.2.2. Aktivované enzymy
Aktivovany Nrf2 transkripéni faktor se premisti do jadra, kde aktivuje transkripci gent
a tim vznik novych enzymi, které se podili na antioxida¢nim systému organismu.
Mezi nejvyznamnéjsi antioxidacni enzymy fadime superoxiddismutazu, glutathioperoxidazu a
katalazu. Nesmirné diilezita je souhra vSech anntioxida¢nich enzymi navzdjem i s ostatnimi

vnitrobunéénymi neenzymovymi antioxidanty. (Kensler T.W. ef al., 2007)

2.2.2.1. Superoxiddismutaza
Superoxiddismutdza patfi do skupiny zékladnich antioxida¢nich enzymad.

Superoxidovy radikal je reaktivni kyslikova ¢astice, kterd vznika jednoelektronovou redukci
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molekuového kysliku. AvSak mohou se vytvaiet 1 reaktivnéj$i formy kysliku jako jsou
hydroxilovy radikal, peroxidovy radikal ¢i kyselina chlorna. Superoxid dismutdza je jeden
z kliCovych enzyml katalyzujici dismutaci superoxidovaného aniontového radikdlu na

peroxid vodiku a molekelarni kyslik (Miriaja S. ef al., 2011)

Superoxiddismutdza kontroluje hladinu superoxidu v bufice tim, Ze urychluje dismutaci
superoxidu. U Zivych organismii rozeznavame tfi druhy superoxiddismutazy (SOD), které se
1i8i kofaktorem, coz je vzdy atom kovu, ktery zastava roli v katalytickém ucinku daného

enzymu. (Yuewei Sheng et al., 2014)
a) Mn+ SOD a Fe+SOD

Jedna se o homotetramer, ktery obsahuje atom manganu, ktery cirkuluje mezi Mn™ a
Mn"? béhem dismutace superoxidu. Exprese Mn-SOD je nezbytna pro preziti acrobniho

Zivota a pro vyvoj bunécné rezistence vici toxicité¢ zpusobenou kyslikovymi radikaly.
b) Cu/Zn SOD

Hraje hlavni roly v ochrané¢ cytoplasmy. Cu/Zn SOD byl spojen s amyotrofickou

laterarni skler6zou a jeho nedostatek je spojen s urychlenym starnutim.
c) NiSOD

Je slozen ze Ctyt identickych podjednotek, je stabilni pii pH 4,0-8,0 a az pt1 70°C. je

inhibovan kyanidem

2.2.2.2. Glutathionperoxidaza

Jedna se o enzym peroxidadzy obsahujici ve své struktufe selen, ktery katalyzuje
redukci rtiznych hydroxyperoxidl za soucasné oxidace glutathionu, ¢imz chrani bunky pied
oxidacnim poskozenim. Aby glutathionperoxidaza mohla plynule zajiStovat odbouravani
peroxidu vodiku, je tieba regenerovat glutathion v redukované formé za vyuziti koenzymu

NADPH.

U savcu existuje pét riznych izoenzymi GPX, ackoliv exprese vSech GPX probiha ve
vSech tkanich, hladina jednotlivych izoenzymu se lisi v zavislosti na typu tkang. (Khan, M. A.

et al., 2010)

GPX1 a fosfolipid hydroperoxid glutathion peroxiddza GPX4 se nachéazeji ve vétSiné
tkani. GPX4 se nachazi vcytozolu, tak v membrané. GPX4 mohou pfimo redukovat
fosfolipidové hydroperoxidy a hydroperoxidy cholesterolu. GPX1 je pievazné piitomen

v erytrocytech, ledvinach a jatrech. GPX4 je vysoce exprimovan v builkkach rendlnich
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epitelidlnich bun€k a varlatech. Intracelularni GPX2 a extracelularni GPX3 jsou pfitomny ve
vSech tkanich a vyjimkou gastrointestindlniho traktu a ledvinach. Poslednim je GPXS, ktery

byl objeven v mysim epidermu.

2.2.2.3. Katalaza

Kataldza je tetramerni enzym sestavajici se ze Ctyf identickych tetrahedralné
spofadanych podjednotek. Kataldza je jeden z nejicinnéjSich enzymd, protoze pusobi na
peroxid vodiku ve vysokych koncentracich, ¢imz se liSi od peroxidaz, které plsobi v nizkych
koncentracich. Preménuje peroxid vodiku na vodu a molekularni kyslik a pfi nizkych
koncentracich peroxidu vodiku pomédhad k oxidaci nizkomolekuldrnich alkohold. I kdyz
katalaza neni nezbytna pro vSechny typy bunék, hraje dilezitou roli pti ziskdvani tolerance
k oxidativnimu stresu v adaptivni odezv€é bun€k. Nachazi se hlavné v mitochondriich,

peroxisomech hepatocytl a v cytoplasmé enterocytu.

2.2.3. Aktivatory transkrip¢niho faktoru Nrf2
Aktivatort transkripcniho faktoru je mnoho, avSak ne u vSech je objeven
mechanismus, jakym plsobi na cely antioxidac¢ni systém. Aktivatory Nrf2 se déli do

rozliénych chemickych tfid:

—

Oxidovatelné difenoly a chinony

2. Michaelové akceptory
3. Isothiokyanaty

4. Thiokarbonaty

5. Trojmocné arsenikyty
6. Dithioletriony

7. Hydroperoxidy

8. Teézké kovy

9. Polyeny

Nejprozkoumangjsi jsou isothiokyanaty, do kterych patii nejzndméjsi aktivator Nrf2

v

sulforafan a dithiolethiory, kde nejznamé;jsi je oltipraz. (Kensler T.W. et al., 2010)

Sulforafan patii do skupiny isothiokyanatii nachazejicich s v kofenové zelening,
obzvlasté¢ v brokolici. Byl identifikovdn jako chemopreventivni cinidlo zalozené na
schopnosti aktivovat Nrf2 drahu. V souCasné dobé se fadi mezi nejucinngjs$i aktivatory
antioxidacnich drah. Jeho Uc€innost spofivd v modifikovani vSech péti domén Keapl, kdy

specifické cysteinové zbytky plsobi jako senzor, na které se sulforafan navéaze, coz vede
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k rozvolnéni vazby mezi Nrf2 a proteinem Keapl. DalSim mechanismem, kterym mize
sulforafan aktivovat jsou, geny fizené ARE je prostifednictvim drahy aktivované mitogenem

proteinkinazy (Myzak M.C. et al., 2006).

Oltipraz je dobfe znamy induktor NADPH. Jedna se o chemopreventivni slou¢eninu
pattici do tfidy dithiolethionas. Jeho plisobeni zvySuje expresi fady enzymi prvni a druhé faze
detoxika¢niho procesu. Za normalnich podminek je Nrf2 asociovan v cytosolu s Keap1, ktery
pusobi jako adaptér pro ubikvitin ligdzu Cullin 3. Pfedpokladda se, Ze mechanismus ucinky
optiprazu spoc¢ivd vtom, ze se vaze na elektrofilni vazbu k Keapl a tim narusi proces
ubikvitinace a inhibuje degradaci Nrf2, kdy v ndvaznosti na to koncentrace Nrf2 stoupa.

(Merrell M. et al., 2008)

2.2.4. Inhibitory transkrip¢niho faktoru Nrf2

Stejné€ jako existuji aktivatory transkripcniho fakturu Nrf2, byly objeveny 1 inhibitory
této drahy. Bylo prokézéano, ze transkrip¢ni faktor Nrf2 hraje svou roli v onkogenezi a zvazuje
se, ze inhibice Nrf2 by se mohla stat prospéSnou pii 1€¢beé pokrocilych stadii rakoviny. Na
rozdil od cetné identifikovanych aktivatord Nrf2 je velmi malo objevenych inhibitort.
Nejznaméj$im inhibitorem Nrf2 je brustol, coz je chemicka latka ze skupiny kvasinoinoida,
ktera byla izolovéana z Bracea javanica. Brustol zptisobuje zrychlenou ubikvitinaci a degradaci
Nrf2 a tim sniZzuje jeho koncentraci v buiice. Polo¢as zivota molekuly Nrf2 je za normalnich
podminek 62 minut, brustal snizuj tuto zivotnost na pouhych 25 minut. (Dongmei Ren ef al.,
2010) Dalsim prokdzanym inhibitorem je luteolin, flavonoid pfitomny naptiklad v celeru,
paprice ¢i petrzeli. Neddvno objevenym inhibitorem je také alkaloidni ZenSen. Podrobny
mechanismu vSech popsanych inhibitorli neni zndm, ale predpoklada se, ze vSechny urychluji

ubikvitinaci a degradaci Nrf2.

2.3. EpRE-LUX

Je prokdzano, ze chemopreventivni latky aktivuji antioxidacni systém druhé faze.
Zvysena aktivita se d&je na urovni transkriptu, ktery se nazyva elektrofilné citlivy prvek
(EpRE), diky elektrofilni povaze aktivatori této sekvence. Diive se pro detekci aktivity EpRE
pouzivalo prechodné transfekce s luciferazovymi reportérovymi genovymi konstrukty, coz

bylo velmi neefektivni. Proto byla vyvinuta stabilni linie buné€k s luciferazovym reportérem.

V prvni fadé byl zkonstruovan reportérovy plasmid luciferazy, ktery byl vlozen do jadra
buiiky v blizkosti promotoru genu EpRE. Vysledkem je konstrukce bunék, které poskytuji

expresi luciferazy fizené transkripci sekvence EpRE v buiice.
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Ve finadle byly izolovany pouze bunky sukotvenym plasmidem luciferazy, kdy
exprese luciferazy ve vytvofenych bunéénych liniich jsou v souladu s ptfedpokladanou expresi

EpRE (Boerboom A-M. et al,. 2006).

2.4. Vyhledavani biologicky aktivnich latek
2.4.1.Extrakeni techniky

Extrakce je separa¢ni metoda. Z pohledu fyzikalni chemie je proces extrakce prechod
sloZzky mezi fazovym rozhranim dvou nemisitelnych latek. Piechod &astic z jedné faze do
druh¢é je zpiisobeno interakci rozpoustédla a rozpusténé latky. Existuje spousta extrakcnich

technik, v této resersi jsem zminila pouze ty nejpouzivané;si.

2.4.1.1. Ultrazvukova extrakce

Provadi se v ultrazvukové vané. Postup techniky je takovy, ze rozemlety vzorek je
smichan s vhodnym rozpoustédlem. Mechanismus je zaloZen na kavitaci, kdy se béhem
procesu vytvaii kavitacni bubliny, které rostou az do kritick¢ho bodu, kdy se bublina zhrouti a
uvolni se velké mnozstvi energie, které vyvolavaji velky tlak. Analyt se tak pifevadi do
rozpoustédla. Po ukonceni se extrakt piefiltruje a zkoncentruje odpatenim rozpoustédla. Jedna
se o rychlou a levnou metodu. Vyhodou je, Ze ultrazvuk miize snizit extrakci bilkovin a dle
vysledki mize zvysit extrakci aromatickych latek.
2.4.1.2. Enzymova extrakce

Enzymy se vyznacuji vysokou specificnosti a také vysokou Uc¢innosti. Pfi enzymové
extrakci se vyuziva celuldza, pektindza a hemiceluloza. Tyto enzymy lze ziskat z hub, rostlin,
ovoce a zivoc€iSnych organll. Bylo prokazano, Ze techniky enzymové extrakce zlepSuji
extrakéni ucinnost antioxidant. Nedavno bylo vyvinuto spojeni enzymové extrakce
s ultrazvukovou ¢i mikrovlnou extrakci. Spojenim téchto metod byla prokdzana vyssi vytézek

extrakce pfi nizSich ndkladech.

2.4.1.3. Superkriticka fluidni extrakce

Metoda pracuje se specifickymi vlastnostmi superkritické tekutiny. Superkriticka
tekutina je z pohledu fyzikalné chemickych vlastnosti tvofena prechodem mezi plynnou a
kapalnou fazi a tim vykazuje specifické vlastnosti, jako jsou napiiklad vysoka hustota, velka
solvelaéni schopnost a také nizka viskozita. VSechny tyto vlastnosti jsou vyhodou pro extrakci
organickych latek z tuhych matric. Nejvyznamnéj$im rozpoustédlem se stal oxid uhlicity,

jehoz vyhodou je snadné dosazeni nadkritické teploty a tlaku, je netoxicky, nehoflavy a velmi
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ekonomicky. Superkritickd fluidni extrakce se pouziva k vytézZeni éterickych olejii a jejich

derivati hlavné v kosmetickém a farmaceutickém primyslu (Dong-Ping Xu et al., 2017).

2.4.2.Frakcionace

Po ziskani extraktu je nutnost provést Cistici procesy, které predchdzeji samostatné
kone¢né analyze. Frakcionace u surovych extraktii je nezbytnd, protoze mulze existovat
moznost, ze se ve smesi nachazeji dalsi pfimeési, jako jsou vosky, chlorofyly, tuky, terpeny a
jiné. Dale je frakcionace dulezitd pro za koncentrovani jednotlivych skupin analyti a tim
provést separaci piivodniho vzorku na ur€ity pocet frakci, kdy kazda urcita frakce obsahuje

rozdilny pomér jednotlivych sloZek ptivodniho vzorku. (Haleem J. Issaq ef al., 2002)

2.4.2.1. Frakcionace (extrakce) na pevné fazi.

Povazuje se za jeden z nejucinnéjSich technik jak pro rostlinné tak i1 pro biologické
vzorky. Jednéd se o metodu, kterd vyuziva interakci organickych latek s SPE kolonou a poté
nasleduje jejich postupné vymyvani, ¢im ziskame frakce s podobnymi latkami. Sorbenty se

déli na tfi skupiny polarni, nepolarni a iontova.
Frakcionace se provadi ve Ctyiech krocich

e Kondicionace — funk¢ni skupiny sorbentu jsou aktivovany a ptipraveny pro
interakci se vzorkem

e Retence — analyt interaguje se sorbentem a je vazan

e Selektivni promyti — odstranéni nezZadoucich slozek, které nebyli navazany

e Eluce — analyt je vyvazan z vazby se sorbentem a jiman do zkumavek

V diplomové praci byly pouzity kolonky C18. Pro postupné uvolilovani latek pouziva
rozdilné polarity roztoku vody a metanolu v rozmezi od 0% do 100%, kdy se postupné v prvni
fadé vymyvani latky polarni a v posledni fadé€ latky malo polarni nebo nepolarni. Metoda SPE
je rychla dobte reprodukovatelné a levna. Provadi se pfevazné pro kapalné vzorky. (Buldini P.

L. et al., 2002)
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2.4.2.2. Frakcionace (extrakce) kapalina-kapalina

Pouziva se pro ptipravu vzorkil pro kvantitativni a kvalitativni analyzu. Jedna se o
nejstarS$i metodu. Mechanismus extrakce je zaloZen na relativni rozpustnosti analytu ve dvou
nemisitelnych fazich. Praktiky se jedna o ptrechod rozpusténé latky z jedné kapaliny do druhé.

(Ridgway K. et al., 2007)

2.4.3.Dereplikace

Dereplikace je definovdna jako rychld identifikace dfive izolovanych sloucenin
automatizovanym  zpusobem. Identifikuje  slouCeniny srovnavadnim zpracovanych
experimentalnich dat s daty zndmych sloucenin. Pro proces dereplikace je proto potieba
riznych vypocetnich zdroji jako jsou databaze. Standardni experimentdlni postup pro
identifikaci latek zacind purifikaci bioaktivnich sloucenin pomoci frakcionace fizenou
bioanalyzou z pfirodnich extraktl. Dale se zméii spektrdlni udaje, které jsou manudlné
interpretovany, aby se nasledné odvodila struktura slouceniny pomoci literdrnich zdroji.
Avsak tento postup je s rostouci pravdépodobnosti izolace jiz znamych slou€enin ¢asové i
ekonomicky naro¢ny a neptiméfeny koneénym vysledkiim. Dereplikace vyziva pfedchozich
znalosti difv izolovanych slou€enin pro vcasnou identifikaci za Ucelem minimalizovat
vylouceni jiz identifikovanych sloucenin. Velkou tcast v rychlé identifikaci jiz znamych
sloucenin mé rozvoj digitalnich databazi. Databaze obsahuji chemické slouceniny s jejich

biologickymi a fyzikalnimi vlastnostmi.

Délime je na obecné databdze a databaze specifické pro ptfirodni produkty. Pojem
obecna databaze zahrnuje celkovée asi 15 chemickych databazi, které pokryvaji vice nez 10%
Jiz izolovanych ptirodnich produktl, obsahuje asi 4 tisice polozek, v€etné syntetickych a
prirodnich sloucenin a také obsahuji diilezité informace pro dereplikaci, jako jsou bioaktivita
latek, zdrojovy organismus nebo vyslednd spektra izolovanych latek. Navzdory Sirokému
pokryti neni vyhledavani pro dereplikaci v téchto databdzich jednoducha, protoze obsahuji i
seznamy syntetickych sloucenin. Dale existuje asi 15 databazi specifickych pro ptirodni
produkty, které obsahuji katalog molekul pouze piirodniho plvodu. Nékteré specifické
databaze maji nizsi pokryti, protoze se zaméiuji pouze na konkrétni slouceniny ¢i bioaktivitu
nebo na konkrétni skupinu zdrojovych organismu. I pies velky pokrok jsou vypocetni ndstroje

pro dereplikaci stale jesté ve vyvoji (Ahmed Mohamed et al., 2016).
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2.4.4.Korelac¢ni pristupy

Korelace je statistické méfitko vztahli mezi dvéma veli¢inami pokud se jedna méni a
druha ne. Pokud se mezi dvéma veli¢inami ukédze korelace, je zde pravdépodobnost, ze se
sobg zavisi. Aby se predstavil zavislost mezi veli¢inami X a Y, lze ziskat tak, Ze tyto znaky
sledujeme u n statistickych jednotek. Korelacni analyza je zdkladni metodou pro zkoumani
zéavislosti mezi proménnymi. Cilem korela¢ni analyzy je popsat vzajemny vztah mezi dvéma
proménnymi. Vysledkem korela¢ni analyzy jsou urcit¢é hodnoty v zavislosti na Skale
v intervalu <-1;+1>. Korelace mezi proménnymi lze méfit s pouzitim riznych indexti neboli
koeficientid. Nejpouzivanéjsi koeficienty jsou Kendalliv koeficient, Pearsontiv koeficient a

Spearmantv koeficient (Hauke, J. et al., 2011).

Kendalliv kolera¢ni koeficint mtize byt pouzit jako alternativni ke Spearmanovu
koeficientu pro data ve formé fad. Jak ekl Kendall:,,Koeficient, ktery jsme zavedli, poskytuje
prumérnou hodnotu mezi dvojicemi clent“. Hlavni vyhodou Kendellova koeficientu je
skutecnost, ze jeho distribuce ma mirné¢ lepSi statistické vlastnosti a existuje piima
interpretace této statistiky z hlediska porovnavani shodnych a neshodnych dat (Hauke, J. ef

al., 2011).

Pearsontiv koeficient byl objeven v roce 1846 Bravisonem, ale byl to az Karl Pearson,
ktery nejprve popsal jeho vypocet a ukazal, Ze se jedna o jednu z nejlepSich moznych
koeficientll. Pearsonliv korelacni koeficient je métitko sily linedrniho vztahu mezi dvéma
proménnymi. Tedy miiZe charakterizovat pouze linedrni vztah, odraZi pouze variabilitu kolem
linearniho trendu. Nabyva hodnoty od <-1;+1> s tim, Ze hodnota R je kladnd, kdyz vyssi
hodnota X veli€iny souvisi s vy§§imi hodnotami veli€iny Y a naopak. Hodnoty 1 ziskdme
pouze v ptipad¢, kdy body lezi v bodovém grafu na ptimce s kladnou smérnici. (Bonett D.,

1999)

Spearman prtijal Pearsontiv koeficient jako miru sily vztahu mezi dvéma proménnymi,
které nelze kvantitativné métit. Spearmentv korelacni koeficient je ne parametricka statistika,
navrzena jako méfitko sily spojené mezi dvéma proménnymi. Nejedna se o méfitko linearniho
vztahu mezi dvéma proménnymi. Spearmaniiv koeficient pracuje pouze s pofadim
pozorovanych hodnot. Na rozdil od Pearsonova koeficientu, ktery popisuje linearni vztahy
mezi dvéma veli¢inami X a Y, Spearmaniiv koeficient popisuje vztah mezi veli¢inou X a 'Y a

odpovidd monténnim funkcim, které mohou byt 1 nelinedrni.(Haukeet J. ef al., 2011)
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2.4.5.LC-MS metabolomika

Metabolomika je v&dni obor zabyvajici se komplexni analyzou vSech metabolitii
v biologickém systému, tim dopliluje transkriptomiku a proteomiku, protoze poskytuje
kvantitativni hodnoceni analytti, které maji molekulovou hmotnost mensi nez 1800 Da. (Zhou

B.etal., 2013)

2.4.5.1. Princip LC-MS

Kapalinovd chromatografie je nejbéznéjSi pouzivanou separacni technikou.
Analyzovany vzorek je v prvnim kroku pfeveden do kapalného roztoku a misen s mobilni
fazi, smes posléze prochazi pod tlakem pies pevnou stacionalni fazi umistnénou v kolong. Pti
pruchodu kolonou jsou jednotlivy ¢asti analytu zpomalovany v zavislosti na specifickych
interakcich se staciondlni fazi. Mira pomaleni analytu tedy zavisi na povaze vzorku, sloZeni
mobilni faze 1 na slozeni staciolndlni faze. Analyt je poté z kolony postupné¢ vymyvan ve
specifickém reten¢nim case. NejCastéji se pouzivaji faze, kdy jedna se hydrofilni a druha
hydrofobni. U kapalné chromatografie existuji dvé zdkladni typy kolon a to kolony s normalni

a kolony s reverzni fazi (obracené¢) (Huber C.G, Oberacher H., 2001)

Kolony s normalni fazi pracuji na pripcipu seperace analytu v zavislosti na jeho
polarité. Kolona (staciolndlni faze) je v tomto ptipad¢ naplnéna polarnim materidlem. Mobilni

faze je v tom ptipadé nepolarni a je tvofena ze smési hydrofobnich rozpoustédel.

Kolony sreverzni fazi jsou opakem normalni faze. Staciondlni fize je nepolarni.
Kolony jsou plnény silikagelovymi kulickamy o priméru né€kolika pm, na které jsou
navazany nerozvétvené alkylové fetézce o délce 8-18 uhlikd. Mobilni faze se poté sklada
z polarnich rozpoustédel napiiklad metanolu ¢i vody. Kapalinové chromatografie s reverzni
fazi jsou v metabolomice pouzivangj$i, protoze se metabolity 1épe rozpousti v polarni mobilni

fazi a v koloné 1épe interaguji s nepolarni staciondlni fazi. (Dousa, M 2002)

Existuji 1 dalsi typy kapilarni chromatografie jako jsou iontoméni¢ovéa chromatografie

¢1 gelova permeacni chromatografie (Manz et al., 2015).

Dal$im parametrem, ktery ovliviluje separaci vzorku je vnitini primér kolony, kdy
kolony v niz§im primérem maji lepsi citlivost s mensi spotiebu vzorku. Pro separaci LC/MS

se vyuzivaji kolony o priméru 1-2 mm.

Detektory pouzivané ve spojeni s LC jsou zaloZeny na absorpci UV zateni, absorpci
sekundarniho zateni UV, detektory zalozené na méfeni intenzity rozptyleného svétla a

v neposledni fadé hmotnostni spektrometry.
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Pumpa Vstiikovaci
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Detektor Kolona

Obr.¢.3. Schéma HPLC, ptevzato dle https://slideplayer.fr/slide/11721109/

Dle vSeobecné¢ platné definice je hmotnostni spektrometrie fyzikalné-chemicka
metoda, kterd vyuziva separace urychlenych ionizovanych ¢astic ve vakuu, dle jejich
hmotnosti pifi prichodu magnetickym polem. Principem je tedy pfevod neutralné nabité
castice na kladné ¢i zaporné ionty, ty jsou poté hodnoceny na zaklad¢ m/z (efektivni hmota),
kde m je hmotnost a z je naboj Castice. Hmotnostni spektrometr se sklada ze tii Casti

iontového zdroje hmotnostniho spektrometru a detektoru. (Huber C.G, Oberacher H., 2001)

Prvnim krokem je ptfevod analytu do ionizovaného stavu. Nejcastéjsi typem ionizace
je ionizace elektorosprejem (ESI) a chemicka ionizace za atmosférického tlaku. ESI je mékka
ioniza¢ni technika. Principem ionizace touto metodou je, ze kapicky roztoku, které obsahuji
analyt, jsou rozprasovany za atmosférického tlaku. Mezi vstfikovanim kapaliny a vstupem do
MS analyzatoru je vloZeno napéti (3-5kV), ¢im se z kapicek stavaji nabité kapicky, ze kterych
se postupné odparuje rozpoustédlo, ¢imz na povrchu kapicky vznikd vySSi napéti, az ke
kritickému bodu. V momenté¢, kdy je napéti na povrchu kapicky pftilis velké, dojde k rozpadu
kapicky na jednotlivé ionty, tento jev se nazyva coulombicka exploze. Tato metoda je vhodna

pro anality, které jsou polarniho charakteru. (Fenn J.B., 2002)

Chemicka ionizace za atmosférického tlaku patifi do skupiny mékkych ionizaénich
technik se soucasnou desorbci. Mobilni faze proudi zchromatografického systému
vyhiivanou vnitini kapilarou, ktera obsahuje napéti 2,5-5 kV, jejich konec vede do MS
analyzatoru. Na konci kapilary je mobilni faze rozpraSena na drobné kapicky, které jsou
vysuSovany, ¢imz vzrista povrchové napéti a z kapky se postupné uvolnuji ionty. Tato

ionizace se hodi pro nepolarni a lehce polarni latky.
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Mezi dalsi ionizaéni techniky paiti MALDI, kterd se pouziva pro studium proteind, ¢i

elektronova ionizace, kterd vede k fragmentaci molekul.

Dalsi nedilnou soucdsti hmotnostniho spektrometru je hmotovy analyzator, ktery
slouzi k rozd€Ini iontl podle hodnoty m/z. Existuje nékolik typh analyzatorti. Prvnim z nich je
kvadrupolovy hmotovy analyzator, ktery vyuziva oscilujiciho elektrického pole pro stabilizaci
iontu. lonty prochdzeji mezi ¢tyfmi ty¢emi, kterymi prochazi napéti opacné polarity. lonty ve

sttidavém elektrickém poli osciluji a dle nastaveni filtru selektuji ionty o ur¢itém poméru m\z.

V analyzatoru doby letu, jsou ionty separovany pii praletu mezi zdrojem a detektorem.
Jednotlivé ionty maji rozdilnou dobu letu, kterd je ddna velikosti iontu. Dle doby letu se pak

vypocitava hodnota m/z.

lontova past vyuziva elektrické pole k uzavieni iontd v ohrani€eném prostoru, ve
kterém se ionty pohybuji po kruhové trajektorii. V momenté, kdy iont dosdhne urcitého

napéti, opusti kruhovou trajektorii a putuje smérem k detektoru.

Pro metabolomickou analyzu se vyuziva tandemové MS, tedy kombinace dvou a vice
hmotnostnich spektrometri navazujici na sebe. Nejvyznamnéj§i kombinaci jsou dva
kvadrupoly ¢i kvadrupdl a analyzator doby letu. Princip uspotaddni MS/MS je takovy, Ze
vybrany iont je podroben excitaci, vétSinou srazkou s inertnim plynem, ¢im dochézi k rozpadu

iontu a fragmenty, jejich hmotnostni spektrum je méfeno druhym analyzatorem

Obr.¢.5 Schéma hmotnostniho spektrometru, podle http://www.muj-

web.cz/vyuka/MS/kestazeni.htm
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2.4.5.2. Necilena analyza

Metabolomickd analyza se déli na cilenou a necilenou analyzu. Cileny pfistup se
zamétuje na identifikaci a kvalifikaci vybranych metabolita. U cileného piistupu jsou zndmé
chemické vlastnosti analyzovanych latek, a proto miize byt vzorkil upravena tak, aby se
snizily €inky matrice a ostatnich latek obsazenych ve slouceniné vzorka. Cileny pftistup je
vét§inou zalozen na hypotézach na rozdil od necileného ptistupu, kdy Ize vygenerovat analyzu

novou. (Zhou B. et al.,, 2013)

U necilené analyzy je nejprve navrZzen experiment, pifipravi se vzorek, prob&hne
extrakce a dale je vzorek separovan. Nasledné je separovany vzorek analyzovan, nejcastéji

pomoci hmotnostni spektrometrie.

Poté co jsou ionty zpracovany hmotnostnim spektrometrem, jsou dostupna pouze
surova data, kterd se pred konecnou analyzou musi zpracovat. Zpracovani surovych dat

zahrnuje nékolik dilezitych krokt, jako jsou:

a) Odecteni cilené¢ odchylky, kterda ma za ukol eliminovat vrcholy, které vykazuji
neptirozené velkou ¢i malou hodnotu v porovnani s ostatnimi vrcholy

b) Filtrovani, které slozi k odstranéni Sumu ¢i kontaminaci

c) lontova anotace, které¢ sdruzuje ionty, které pochazeji ze stejného metabolitu, protoze
v metabolomice zalozené na metodé¢ LC/MS mize byt jeden metabolit casto
reprezentovan vice piky, které maji rozdilné hodnoty hmoty, ale maji podobny
retencni Cas. Tedy jeden metabolit mize byt prezentovan také jako izotop, adut ¢i

fragment.

Cilem necilené analyzy je identifikovat vSechny molekuly, které¢ byly obsazeny ve
vzorku. Coz je komplikovany proces, protoze vzorek obsahuje i molekuly, které nejsou
z4jmove, proto se v praxi pouziva diferencni analyza, kterd porovnava profil molekuly mezi
dvéma vzorky, a hledaji se latky, které predstavuji rozdil mezi nimi. Pti necilené analyze jsou
ze vzorkll vyextrahovany piky latek. Jedna se o komplikovany proces, ktery vyhledava
signaly odpovidajici jedné slouceniné a spojuje je do molekulovych signalii (features), kdy
jednotlivé ionty spojuje jejich neutrdlni hmotnost.

Nasledna identifikace metaboliti necilené metabolomické analyze je dosazeno hlavné
pomoci vyhledavani na zdkladé hmoty a naslednou manualni verifikaci. Nejprve se vyhledava

hodnota m/z pozadovaného molekulového iontu oproti databdzi. Z databaze se dostane

neékolik predbéznych identifikaci molekuly, ktera ma molekulovou hmotnost v rozmezi
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k molekulové hmotnosti, kterd byla zmétena. Avsak necilena identifikace mize ziidka kdy
poskytnout jednoznac¢nou identifikaci zajmového iontu z nékolika divodu. Napiiklad bylo
zjisténo, Ze dokonce s presnosti mensi nez 1ppm je tento zpusob identifikace nedostatecny
z divodu pfitomnosti dalSich sloucenin, které maji extrémné¢ podobnou molekulovou
hmotnost jako zajmovy iont. Dal§im nedostatkem je neschopnost systému rozliSit izomery,
které maji stejné elementarni slozeni, ale maji jinou strukturu. Dal§im problémem je tvorba jiz
zminénych aduktd (Na’, K*, NH3), izotopli nebo dvojnasobné nabytych iontd, které zvysuji
pocet detekovanych vrcholli. A v neposledni fad¢€ je zde problém databazi metabolitii, které
nejsou neomezené. V praxi to tedy znamend, Ze vétSina iontl ziistava neidentifikovana nebo

v lepS$im ptipadé se objevi nékolik kandidatl pro identifikaci.(Zhou B. et al., 2013)

2.5. Rostlinny material

2.5.1. Satureja hortensis

Cesky nazev pro Saturea hortensis zni Saturejka zahradni. Z botanického hlediska se

jedna o jednoletou, vyjimecné dvouletou rostlinu, ktera je siln¢ aromaticka

2.5.1.1. Morfologie

Koften je vétveny, tenky a vietenovity. Lodyha je pfimé asi 0,3 m vysoka od spodu
vétSinou dievnata, smérem vzhiru se rostlina silné vétvi a dostdva se ji zelené ¢i fialove
barvy. Listy se skladaji z kratkého tfapiku s kopistovitou Cepeli, které byvaji 1-2,5cm dlouhé a
2-5cm $iroké. U vrcholu jsou listy zaSpicatélé, okraje listd jsou jemné brvité. Kvétenstvi je
tvoteno lichoptesleny, které poté vytvareji lichoklasy. Obdobi kveteni je od Cervence do zafi.
Kalich je 3-4mm dlouhy, zvonkovity s nezietelnymi dvoupysky. Koruna je 3-7mm dlouha
vyrazné dvoupyska, barvy vétsSinou svétle fialové ¢i rizové. Tycinky jsou kratké, dvojmocné
a z koruny nevycnivaji, semenik je svrchni a dokonale ¢tyidilny. Plodem jsou &tyfi

Sedozelené, 1-1,5mm dlouhé, hladké tvrdky. (Chrtek T. et TomSovic R., 2000)

Pivod saturejky je v jihovychodni Evropé, odkud se dale $itil do Evropy a Asie.
V soucasné dobé¢ se jako plané¢ rostouci druh vyskytuje v jizni a stftedni Evropé¢, Indii a severni

Americe. (Haban et al. 2001)

Saturejka se pouziva v potravinafstvi, farmakologii a kosmetickém primyslu, diky
svym jednoduchym kultivaénim vlastnostem. Tradi€né se pouziva proti bolesti hlavy ¢i

k 1écbe stievnich potizi. (Tepe B. et Clikiz M., 2014)
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2.5.1.2. Fytochemické sloZeni
Tékavé latky-terpeny

Satureja hortensis je obzvlasté bohatd na okysliCené monoterpeny, pri¢emz mezi
nejvyznamnéjsi patfi thymol a karvakrol. Dal§imi objevenymi terpeny jsou linalol, borneol,
limonem, myrca a dal$i. Jednotlivé zastoupeni jednotlivych esencionalnich oleji je dano
faktory prostiedi, jako jsou klimatické podminky, typ pudy ¢i
nadmotska vyska. (Tepe B. et Clikiz M., 2014)

CHs OH

OH

H 3C CH 3
Obr €.6. Strukturni vzorec thymolu a karvakrolu, pfevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
Fenoly

Bylo prokazano, ze v suchych listech je obsazeno 1,97% fenolickych slou¢enin. Déle
na zaklad vysledkl z chromatografické analyzy bylo celkové identifikovano Sest flavont a
dva fenylpropanoidy — kyseliny rozmarynové bylo prokazano 3,75% a to pfevazné v listech a
kyselina chlorogenni, ktera je pfitomna v 0,35%. Mezi dalsi fenoly patii keprova kyselina,

galova kyselina, vanilova kyselina ¢i kyslina p-kumarova. (Kemertelidze et al. 2004)
Flavonoidy

Flavonoidy se uplatiiuji v rostlinném systému jako barevné slouceniny. V piirod¢ se
vyskytuji voln¢€ nebo vdzané na glykosidy. Celkem bylo naméfeno 6,2% flavinoidii v suchém
extraktu Satureja hortensis. Skupina flavinoidt se dale déli na nékolik podskupin, jako jsou
flavony, flavonoly a flavanonaly. Flavinoidy vazici se na glykosidy se také déli do nékolika

podskupin naptiklad flavinoidni glykosidy ¢1 glukosidové derivaty.

Jako nejCastéjsi flavony u rodu Saturea byli identifikovany luteolin a apigenin, dale
bylo zjisténo, Ze pravé tyto dvé latky jsou nejvice zastoupeny v Satureja hortensis. Do

podskupiny flavonoli patii také latky kvarcilin, epiketechin-3-O-galat ¢i myrcelin.
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Kromé jiz vySe zminénych fytochemickych latek byli objeveny i dalsi. Naptiklad
mastné kyseliny, enzymy, fytosteroidy. AvSak pouze u Satureja hortensis byli objeveny
enzymy jako flavocytochorom (extrahovan z listu), cytochrom b, peroxidazovy isoenzym

(extrahovan z kofene 1 listu) nebo superoxiddismutéaza. (Tepe B. et Clikiz M., 2014)
Anorganické slouceniny

Mezi nejzajimavéj$i anorganické prvky patii draslik (nejvEétsi zastoupeni ze vSech
minerall), vapnik a sodik. Také byly prokazany stopy fosforu a hor¢iku. Mezi dalsi €¢inné
latky, které byli izolovany z listi Satureja hortensis patii vitamin C a vitamin A, kterych jsou

prokéazané antioxidac¢ni u€inky. (Kemertelidze et al. 2004)

2.5.1.3. Antioxidacni a¢inky

Jak jiz bylo te€eno u Satureja hortensis byl zjistén vysoky obsah fenolii a flavinoidd,
proto byla Satureja hortensis testovana riznymi antioxidacnimi testy, které zieteln¢ prokazali
ucinnost Satureja hortensis jako antioxidacniho ¢inidla. Také podle literatury bylo zjisténo, Ze
¢terické oleje rodu Saturea vykazuji vysokou antioxidac¢ni aktivitu v disledku jejich

okysli¢enych monoterpent, konkrétné thymolu a karvicrolu (Tepe B. et Clikiz M., 2014).

Naptiklad bylo potvrzeno, ze u potkanti, kterym byl podavan esencidlni olej ze Satureja
hortensis, vykazovali po 8 tydnech podavani prokazatelné vyssi koncentraci glukathionu a

katalazy v séru oproti kontrolni skuping. (Fereshteh J. et kol, 2016)

2.5.2. Crocus sativus

Crocus sativus Cesky znami jako Safran sety patii do tfidy jednodéloZnych vytrvalych rostlin.

2.5.2.1. Morfologie

Rostlina se skladad z hlisty dortstajici az do Scm, ma zilnaté obaly. Listy jsou
vzpiimené, zelené a lysé, obvykle 2,5cm Siroké, objevujici se vdobé kvétu. Kvéty se
vyskytuji v nachovych barvach s tmavymi vldkny a tmavé fialovym zbarvenim v hrdle kvétu.
V kazdém kvétu jsou ti1 nitkovité, 2-3cm dlouhé purpurové hnédé ¢nclky, které se sbiraji
ruéné

Pivod Safranu je v Orientu. V soucasnosti neni znam jako divoce rostouci bylina.
Nejvice se péstuje v oblasti sttedozemniho mofe a na sttednim vychodé. Hlavnimi producenty

jsou Iran, Recko a Maroko. Dle statistik se jednd o nejdraz$i kofeni na svété. (Negbi, M.

1999)
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2.5.2.2. Fytochemické sloZeni

Dle chemickych analyz se odhaduje slozeni Safrdnu nal2% bilkovin, 5% tuku, 5%
minerald a 63% cukril. Safrdn obsahuje také stopové mnozstvi vitaminii. Rozsah jednotlivych
slozek zavisi na podminkach péstovani a zem¢ plvodu. Organickd slozka Crocus sativus
obsahuje 150 rtznych tékavych a aromatickych sloucenin. Jsou tu vSak obsazeny 1 latky
netékavé a to zejména skupina karotenoidu, které slouzi jako barvivo. Hlavnimi bioaktivnimi

slouc¢eninami jsou krocin, krocetin, picrokrocetin a safranal. (Somayeh R., 2015)
Krocin

Z chemického hlediska se fadi do skupiny hydrofilnich ptirodnich karotenoidd, je tedy
rozpustny ve vod¢ diky sacharidové vazbé s glukdzou. Jedna se o nejvice zastoupenou aktivni
slouceninu v suSin¢ Safranu, dle odhadl se jedna o 30%. Molekula krocinu ma typicky tmavé
cervenou barvu, diky které se pouziva jako barvivo a také zptsobuje jeho zabarveni. (Bagur
M.J. et al., 2018) Z pohledu stavby molekuly se jednd o diester odvozeny od disacharidu
gentiobiosy a dikarboxylové kyseliny krocetinu. U krocinu je dokdzéna farmaceuticka
aktivita, konkrétn¢ antioxida¢ni, kdy je krocin schopen rozkladat volné radikaly kysliku, a tim

chrani bunky pted oxidativnim stresem. (Abdullaev F., 2009)
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Obr.¢.7. Strukturni vzorec krocinu, ptevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.go
Krocetin

Jedna se o piirodni karotenoid dikarboxylové skupiny. Je mélo rozpustny ve vodé,
dobfe se vSak rozpousti v organickych rozpoustédlech. Ptfirozené se nachazi vcis 1 trans
formé¢, coz bylo dokdzdno pomoci vykonné kapalinové chromatografie, pficemz cis forma

voln¢ ptrechazi do trans formy, ktera je stabilnéj$i. Krocetin je hlavnim prekurzorem krocinu.
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Proto se v rostliné ve volné form¢ nachazi pouze v 6% volného krocetinu, zbylych 94% je

vazano jako krocin (Melnyk J.P. et al., 2009)

Obr.¢.8. Strukturni vzorec krocetinu, prevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
Picrokrocin

V rostliné je zodpovédny za hotkou chut. Z chemického hlediska jde o monopren
glykosidovy prekurzor safranolu. V rostliné se vytvari jako produkt degradace zeaxanthinu.
Jedna se o druhou nejrozsifenéjsi aktivni slou€eninu, pfitomna je az v 26% susSing. (Somayeh

R. et al, 2015)

- /\[ j/
0 P - "%,,O
o
H .0
Obr.¢.9 Strukturni vzorec picrokrocinu, pfevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

Safranal

Jde o latku, kterd je zprostfedkovatelem viin€, prestoze je v Safranu okolo 40 slou¢enin
souvisejicich s aroma, safranol ptedstavuje 65% z celkového mnoZzstvi. Vznika jako produkce
piirozené deglykosylace picrakrocinu. Kromé antioxidanich vlastnosti ma safranal i

antidepresivni vlastnosti. (Somayeh R. 2015)
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Obr.¢.10. Strukturni vzorec safranolu, pfevzato z https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov

2.5.2.3. Antioxidacni uc¢inky

Crocus sativus se jiz dlouho pouziva jako ptrirodni 1€k, ale v poslednich letech byly
objeveny 1 jeho protirakovinové a antioxidacni vlastnosti. (Bagur M. J. et al, 2018).
Antioxidacni u¢inky Crocus sativus jsou pripisovany jeho fenolickym slouceninam, u kterych
byla obecné prokazana antioxida¢ni aktivita. AvSak také jeho aktivnim slozkdm jako je
safranol ¢i krocin. Antioxida¢ni aktivita crocinu spociva v jeho schopnosti zachytavat volné
radikaly, hlavné tedy superoxidované anionty a tim chranit buiiky pfed oxidativnim stresem.
Dalsi testy také potvrdili, Ze krocetin snizuje lipidovou peroxidaci, ktera je indukovana
reaktivnim kyslikem. Antioxidacni testy potvrdily, Ze hlavni antioxida¢ni aktivita mize byt
piipisovana hlavné krocinu a safranolu (Mashmoul M. et al., 2013) AvSak pii vysSich
davkach mize byt Safran i toxicky, coz se projevuje necitlivosti, nevolnosti ¢i zavratémi. (J. P.

Melnyk J.P. et al., 2009)
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Rostlinny material

Pro prvni fazi experimentu byly pouZity ndhodné vybrané vzorky rostlinného materidlu.
Levandule |ékafska — list (Lavandula angustifolid), pept Cerny (Piper nigrum), levandule lékarska —
kvét (Lavandula angustifolid), badyan pravy (lllicium verum), majoranka zahradni (Majorama
hortensis), libecek lékafsky (Levisticum officinale), tymian obecny (Thymus vulgaris), saturejka
zahradni (Satureja hortensis), dobromysl obecna (Origanum vulgare), Safran sety (Crocus sativus),
skotice celd (Cinnamomum verum), Cesnek sety (Allicim sativum), kurkuma (Curcuma longa), bazalka
prava (Ocimum basilicum), muskatovy otiSek (Myristica fragrans), rozmaryn lékafsky (Rosmarinum

officinalis), zazvor |ékafsky (Zingiben officinale).

Pro druhou c¢ast experimentu byly z ndhodné vybranych vzork( vybrany dvé rostliny a to

Safran sety (Crocus sativus) a saturejka zahradni (Satureja hortensis), které jsou bézné dostupné.

3.2. Chemikalie

Pro kultivaci bunék byly pouZity tyto chemikalie EMEM, penicilin, gluthanin , trypsin (vSe od firmy
Sigma-Aldrich, USA) a fosfatovy pufr PBS (PENTA, Ceskd republika). Pro extrakci a frakcionaci byl
pouzit metanol 299,9% (Linde, Germany), kyselina mravenci (Signa-Aldrich, USA) a destilovana voda.
Pro testovani extrakci na burikdch byly pouzity stejné chemikalie jako pro kultivaci bunék a navic jako
standard byla pouZita kyselina lipoova (Sigma-Aldrich, USA). Pro méfeni relativni luciferdazové aktivity
byly pouzity dva roztoky. Prvnim roztokem byl lyzaéni pufr obsahoval Tris, DTT a DCTA (vse od firmy
Sigma-Aldrich, USA). Druhym roztokem byl Flash mix, ktery obsahoval tricin, ATP, uhliéitan hofec¢naty
penta hydrat, siran hofecnaty heptahydrat a luciferin (vSe od firmy Sigma-Aldrich, USA). Pro pfipravu
mobilnich fazi byly pouzity kyselina mravendi (Sigma-Aldrich, USA), 299,9% acetonitril pro LC-MS
(LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Germany) a 299,9% metanol (LiChrosolv, Merck, Darmstadt,

Germany). Semenacky byly homogenizovany kapalnym dusikem (Linde, Munich, Germany).

3.3. Metody
3.3.1. Kultivace bunék

Buriky byly kultivovany v kultivaénich lahvich o objemu 15 ml (TPP, Svycarsko) uréenych pro
adherentni burky. Bunky byly kultivovany v pfedem pfipraveném médiu, které obsahovala 440 ml
EMEM, 50 ml fetdlniho séra, 5 ml antibiotik a 5 ml gluthaminu. Béhem inkubace v inkubatoru (Shel
Lab, USA) byly udrZovany tyto fyzikalni podminky: teplota v rozmezi od 36,8 az 37,2°C, 5-5,5% podil
CO, v atmosfére a 100% relativni vlhkosti vzduchu. Buriky byly pasazovany vzdy ve stfedni kultivaéni

lahvi vidy po 48 h. Manipulace s Zivymi burikami probihala ve sterilnim prostredi flowboxu.
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3.3.2. Priprava bunék na experiment

Médium a ostatni roztoky byly pfedem vytemperovdny na teplotu 37°C. Ddle bylo od bunék
odsato médium a bylo pfidano 5ml 1x PBS na oplach bunék. Poté bylo PBS odsato a bylo pfidano 2ml
trypsinu. Lahev poté byla opét vloZzena na 5 minut do inkubatoru o teploté 37°C. Po vyjmuti lahve
z inkubatoru bylo zkontrolovano, zda se vSechny burky uvolnily ze dna lahve a poté se pfipipetovalo

8ml média. Pro experiment byly buriky pfepocitany pomoci Burkerovy komurky.

3.3.3. Extrakce rostlinného materiali

Dvakrat 30mg vzorku bylo navazeno do mikrozkumavek Eppendorf 2 ml (Sigma-Aldrich, USA)
na laboratornich analytickych vahach (Pioneer PA24C, Ohaus, USA) s presnosti na jedno desetinné
Cislo. Dale bylo pfidano ke vzorkim 1 ml 80% MeOH s pridavkem kyseliny mravenci o findlni
koncentraci 0,1%. Extrakce probihala v ultrazvukové lazni (VWR International, Radnor, USA) po dobu
10 minut pfi pokojové teploté. Nasledné byly vzorky homogenizovany na kulovém oscilaénim mlynku
Verder MM 400 (Retsch, Haan, Germany) s kovovou kulickou po dobu 5 minut pfi 57 Hz. Nasledné
byly vzorky sonifikovany v ultrazvukové lazné (VWR International, Radnor, USA) po dobu 10minut pfi
pokojové teploté. Po vyjmuti zkumavek zultrazvukové |dzné byly zkumavky se vzorkem
centrifugovany na centrifuze 5424 (Eppendorf, Hamburg, Germany) pii 20238 g po dobu 10 min, kdy
nasledné byl supernatant prepipetovan do Cistych mikrozkumaek Eppendorf 2ml, a odparen pomoci
dusikové odparky TurboVap LV (Caliper LifeScience, Hopkinton, USA). Suchy extrakt byl rozpustén
v redestilované vodé s pfidavkem 0,1 % HCOOH, pokud byl vzorek ddle frakciovan. Pokud byl vzorek
urcen pouze k pocatecni screeningovému testovani, byl odparek rozpustén v 80 % metanolu. Vzorky

byly umistény do mraziciho boxu o teploté -80°C.

3.3.4. Frakcionace rostlinného materialu

Vzorky byly separovany reverzni chromatografii na pevné fazi spouzitim kolonek C18
(Waters, Milford, USA). Kolony byly umistény do stojanu a promyty 10ml MeOH pro odstranéni
necistot. Ddle byly pfipraveny roztoky MeOH s redestilovanou vodou v koncentraéni fadé 10%-100%

MeOH.

Proces frakcionace se sklada z nékolika krokl. Prvnim krokem byla kondicionace, kdy je na
kolonu naneseno 2ml MeOH, roztok se nechd vykapat. Druhym krokem byla ekvilibrace, kterd se
v tomto pfipadé provedla s pomoci 2ml vody, roztok se necha samovolné vykapat. Tfetim krokem
bylo naneseni vzorku na kolonu, v tomto pfipadé se jednalo o dva krat 1 ml extraktu rozpusténého
v okyselené vodé. Ctvrtym krokem je promyti 2 ml 0,1% HCOOH ve vodé. Poslednim krokem
frakcionace je eluce, kdy dochazi k postupnému vymyvani vzorku uchyceného v sorbentu kolony, dle

polarity molekul obsazenych v extraktu. Koncentraéni fada metanolu byla navrZena tak, aby se latky

31



obsaZené v extraktu vymyvaly postupné dle své polarity, coZz znamend ¢&im vys$i koncentrace
metanolu, tim byli vymyvané latky méné polarni. Postup eluce je vyobrazen v tabulce¢.1. Jednotlivé

frakce byly odebrany do oddélenych mikro zkumavek Eppendorf.

Tabulka €. 1 Koncentraéni fadé metanolu, pouZzita pro prvni frakcionaci

Koncentrace MeOH Objem MeOH Cislo frakce
10% 3ml F1
20% 3ml F2
30% 3ml F3
50% 3ml F4
60% 3ml F5
70% 3ml F6
100% 3ml F7

Po ukonéeni eluce byly jednotlivé frakce odpafeny v dusikové odparce. Suché frakce byly

poté rozpustény v 80 % metanolu.

Poté co byla provedena prvni frakcionace a testy na burikach, bylo vybrano nékolik vzorkd,
které spliovaly podminky pro dalsi ¢ast experimentu. Dalsi ¢ast experimentu zahrnoval dalsi
frakcionaci tentokrat s rozdilnou koncentraéni fadou metanolu. Postup francionace na SPE kolonach

byl stejny jako v pfedchozim postupu. Koncentra¢ni fada metanolu je vyobrazena v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2 Koncentraéni fade metanolu, pouZita pro druhou frakcionaci

Koncentrace MeOH Objem MeOH Cislo frakce
10% 3ml F1
20% 3ml F2
30% 3ml F3
40% 3ml F4
50% 3ml F5
60% 3ml F6
80% 3ml F7
100% 3ml F8

3.3.5. Testovani vzorki na bunikach

V dalsim kroku byly frakce vzork( testovany na burikach linie EpRE-LUX. V prvnim kroku byly
bunky sklizeny a nafedény na koncentraci 20000 bunék na jamku, pro 96 jamkovou mikro titracni
destic¢ku (Shoeller, Ceska republika). Poté byly buriky vysazeny do 96 jamkové mikro titraéni desky po

150 pl roztoku na jamku a inkubovany 24h pfi teploté 37°C.
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Po 24h bylo staré médium od bunék odsdto a vyménéno za nové médium EMEM, které

obsahovalo 1% gluthamin a testované latky. Roztok média a testovanych latek byl pfedem pfipraven

v rezervodrech, které byly sterilizovdany pod UV zarenim. Koncentrace extrakt( v jednotlivych

jamkach je uvedena v tabulce ¢. 3. Koncentrace jednotlivych frakci extraktu je uvedena v tabulce €. 4.

Jako pozitivni kontrola a také standard byla pouZita kyselina lipoova, pro negativni kontrolu byl pouzit

80% methanol, médium a 3 jamky bez bunék. 96 jamkova deska, s burikami oSetfenymi testovacimi

latkami, byla uzaviena a inkubovana 24h pfi teploté 37°C.

Tabulka ¢. 3 Schéma 96 jamkové desky pro screening extrakt(

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 100 uM LipA 1 mg/ml extrakt 1 1 mg/ml extrakt 2 1 mg/ml extrakt 3
B 10 uM LipA 100 pg/ml extrakt 1 100 pg /ml extrakt 2 100 pg /ml extrakt 3
C 1 uM LipA 10 pug /ml extraktl 10 pug /ml extrakt 2 10 pug /ml extrakt 3
D 0.1 uM LipA 1 pg /ml extrakt 1 1 pg /ml extrakt 2 1 pg /ml extrakt 3
E 1 mg/ml extrakt 1 mg/ml extrakt 1 mg/ml extrakt MeOH  Medium Bez
F 100 ug/ml extrakt 100 pg /ml extrakt 100 pg /ml extrakt bunék
G 10 ug/ml extrakt 10 pug /ml extrakt 10 pug /ml extrakt
H 1 ug/ml extrakt 1 pg /ml extrakt 1 pg /ml extrakt
Tabulka ¢.4 Schéma 96 jamkové desky pro testovani jednotlivych frakci extraktl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
100 uM LipA 3 mg/ml frakce F1 3 mg/ml frakce F2 3 mg/ml frakce F3
10 uM LipA 300 ug /ml frakce F1 300 pg /ml frakceF2 300 ug /ml frakce F3
1 uM LipA 30 pg /ml frakce F1 30 pg /ml frakce F2 30 pg /ml frakce F3
0.1 uM LipA 3 ug /ml frakce F1 3 ug /ml frakce F2 3 ug /ml frakce F3

3 mg/ml frakce F4
300ug/ml frakce F4
30 ug/ml frakce F4
3 ug/ml frakce F4

I O m m O O W >

3 mg /ml frakce F5
300 ug /ml frakce F5
30 pg /ml frakce F5

3 ug /ml frakce F5

3 mg/ml frakce F6
300 pg /ml frakce F6
30 pg /ml frakce F6

3 ug /ml frakce F6

MeOH Medium Bez

bunék

Po 24 hodinach byl roztok média a testovanych extrakt(l odsat a buriky byly omyty 100ul 1x

PBS na jamku po dobu 2 minut na pfedem vyhtaté tfepacce pfti teploté 37°C. Nasledné byl roztok PBS

odstat a bylo pfidano 50ul na jamku lyza¢niho pufru. SloZeni lyzaéniho pufru viz tabulka ¢.5
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Tabulka €. 5. SloZeni lyza¢niho pufru pro pfipravu 10ml roztoku

SloZeni lyzac¢niho pufru 10 ml (1 deska)
10mM Tris 12,1 mg
2mM DTT 3,08 mg
2mM DCTA 7,3 mg

96 jamkova deska byla vloZzena do lednice o teploté 4°C po dobu 15 minut, poté byla
premisténa do chladiciho boxu o teploté -80°C po dobu 2h. Po vytaZeni desticky z chladiciho boxu,
byla 96 jamkova deska rozmrazena na temperované tfepacce (Heidolph, Incubator 1000) nastavenou
na 37°C po dobu minimalné 10minut. Nasledné bylo pomoci optického mikroskopu ovéreno, zda byli
bunky fadné zlyzovany. Zlyzované bunky byli prepipetovany do méfici 96 jamkové desky a bylo

pfipipetovano 100ul na jamku Flash mixu. SloZeni flash mixu viz tabulka ¢.6.

Tabulka €. 6 sloZeni Flash mixu pro pfipravu 10ml roztoku

Slozeni Flash mixu 10 ml FM (1 deska)
20 mM tricin 35,8 mg
1,07 mM (MgCOs), . Mg(OH), . 5H,0 5,2 mg
2,67 mM MgS0O, . 7H,0 13,48 mg
5mM ATP 27,6 mg
0,094 mM luciferin 10 pl ze z3s. roztoku

(9,4 mM v DMSO; v -80 °C)

Flash mix obsahuje liciferdzu, kterd reaguje s genovym reportérem, ktery se transkribuje
spole¢né s antioxidacnimi latkami, vlyzovanych bunkach, kdy vedlejsi reakci je luminiscence.
Intenzita luminiscence byla méfena pomoci na destickovém analyzatoru TEKAN (Svycarsko)

v Casovych intervalech 0, 5, 10 a 12.

3.3.6. UHPLC-MS/MS
Jednotlivé frakce od vzork(, které vyhovovali dalSimu testovani, byly prevedeny do 20%
metanolu s 0,1% kyselinou mravendi, tak aby vysledna koncentrace jednotlivé frakce byla 100mg/ml.

200ul vzorku bylo prefiltrovano pres celulézovou membranu 0,2um mikrofiltru Micro spin Filter (Ciro
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Manafoeturing Corp., USA). Mikrofiltry byly umistény do centrifugy 5424 pfi 4136g, ¢im doslo
k prefiltrovani vzorku. Filtraty byly preneseny do vialek pro UHPLC-MS/MS analyzu.

Jednotlivé frakce pro vybrané vzorky byly separovany na reverzni fazi na koloné Acquity UPLC
BEH C18 1,7um (Waters, USA), rozméry kolony jsou 150 x 2,1 mm. Systém UPLC je sloZen z pumpy,
detektoru a Sample manageru (vie Waters, USA). Objem nastfikovaného vzorku je 5ul. Teplota
kolony byla 30°C, teplota prochazejiciho vzorku kolonou byla 4°C. Jako mobilni faze byly pouZity

roztoky 5 mM kyseliny mravenci v deionozované vodé a 299,9% acetonitri.

Detekce analytl probihala na hmotnostni spektrometru Synapt G2-Si (Waters, USA).
Hmotnostni spektrometr se skldda z iontového zdroje ESI a analyzatory, které se sklada z kvadrupélu
a TOF v tandemovém usporadani. Méreni vzorkd probihalo v negativni i pozitivnim modu. Sbér dat

probihal v DDA rezimu

3.3.7. Vyhodnoceni dat
Surova data byla zpracovana pomoci programu vyvinutého v LRR (UP, Olomouc). Pro necilovou

analyzu bylo pouzito korelaéni analyzy. V prvni fadé byla vypocitana relativni aktivita luciferazy, které

poté byla porovnavana s plochou features.
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4. Vysledky

4.1. Screening extrakti

Prvnim krokem v mé diplomové praci byl vybér rostlin ¢i ¢asti rostlin, které budou pouZity na
experiment. Prvotni vybér zahrnoval rostliny, které dle literatury vykazuji |é¢ebné a detoxikaéni
vlastnosti. Vybér rostlin byl proveden pred poc¢atkem mé diplomové prace. Experiment se v prvotni

fazi provadél nal8-ti rlznych rostlinnych materialech.

V prvnim kroku byly v dostupného rostlinného materidlu pfipraveny extrakty, které se poté
testovaly na bunécné linie EpRE-LUX. Jako pozitivni kontrola, a také jako standard, byla pouZita

kyselina lipoova. Extrakty nebyly pred testovanim frakciovany.

Poté co byly rostlinné extrakty zméfeny na aktivitu luciferdzy, byla porovnavana aktivita

jednotlivych extraktd v zavislosti na aktivité kyseliny lipoové
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Graf ¢.1 Grafické vyjadreni aktivity luciferazy u extraktl testovanych na bunééné linii EpRE-

LUX.

LA - Lavandula angustifolid (kvét), AS - Allicim sativum, CL - Curcuma longa, OB - Ocimum basilicum
(list), MF - Myristica fragrans, RO - Rosmarinum officinalis, LO - Levisticum officinale, IV - Illicium
verum, OV - Origanum vulgare, SH - Satureja hortensis, CS - Crocus sativus, TV - Thymus vulgaris, OB -
Ocimum basilicum (stonek), CV - Cinnamomum verum, ZO - Zingiben officinale, MH - Majorama

hortensis, LA - Lavandula angustifolid (kvét), PN - Piper nigrum
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Graf ¢. 1. znazornuje vyslednou relativni aktivitu luciferazy u jednotlivych extraktl. Test se
provadél na nékolika 96 jamkovych deskach. Pro lepsi orientaci a moZnosti porovndvani jednotlivych
desek mezi sebou byla vysledna aktivita luciferdzy prepocitana tzv. ekvivalenty kyseliny lipoové, které
jsme mohli hodnotit mezi sebou. Nejvyssi intenzita byla zméfena u extraktl LA - list, PN, IV, CV, CS,
MH, LO, TV, SH a OV, které byly nasledné frakciovany. U vzorkd LA - kvét, MF, RO, OB - stonek byla
aktivita luciferazy zaznamenana v mnohem mensSim méfitku, proto byli vzorky vyfazeny
z experimentu. Vzorky AS, CL a OB — list byly z experimentu také vyrazeny, protoze byli pro buriky

toxické.

4.2. Frakcionace pomoci SPE

Poté co bylo z prvni faze experimentu vybrano devét rostlinnych extraktd, byla provedena
nova extrakce stejného rostlinného materidlu. Nové extrakty byly poté frakciovany dle postupu
popsaného v kapitole metody a testovany na burikach stejnym zplsobem jako bylo provedeno
v prvnim kroku screeningu extrakt(. Jako pozitivni kontrola a standard byla pouZita kyselina lipoova
jako v ptedchozim kroku. Jako negativni kontrola byl pouZit 80 % metanol, protoZe v ném byly
rozpustény extrakty, Zivo¢isné médium a jedna ¢ast 96 jamkové desky byla ponechdna bez bunék.

Pro experiment byly pouZity pouze frakce F1-F6, frakce F7 pouzita nebyla.

3500
koncetrace
3000 - extraktu
M 3mg/l
2500 - B 300 pg/l
2000 - 30 pg/!
| 3ug/
1500 -
1000 -
500 -
O A T . T 1
Lipa LA/F1 LA/F2 LA/F3 LA/F4 LA/F5 LA/F6 80pr medium bez
MeOH bunek

Graf ¢. 2 Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktu LA u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.
Tento graf znadzornuje aktivitu jednotlivych frakci u extraktu LA.

Jednotlivé frakce jsou charakteristické rlznym podilem poléarnich latek. Jak je viditelné
z grafu, vymyvani aktivnich latek nebylo postupné, ale nachazelo se pouze ve frakci F5. Pro
experiment bylo dulezité, aby byly aktivni latky vymyvany postupné, coZ tento vzorek nesplrioval,
proto byl z dalSiho testovani vyrazen.
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Graf €. 3 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu PN u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.

standard byla pouzita kyselina lipoova. Vzorek PN pfi screeningovém testovani vykazoval vysokou
aktivitu v zavislosti na aktivité standardu. Pokud odeéteme od testovanych vzork(i negativni kontroly
a porovname aktivitu jednotlivych vzork( se standardem, zjistime, Ze aktivita luciferazy, ktera

odpovida koncentraci aktivnich latek ve frakci, byla postupné rozloZzena mezi jednotlivé frakce a

Tento graf vyjadfuje aktivitu luciferazy, ktera byla namérena u extraktu PN. Jako pozitivni

zadna z frakci nevykazuje vysokou koncentraci aktivnich latek. Tento vzorek nebyl dale zkouman.
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Graf €. 4 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu CV u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.

Tento graf znazornuje luciferdzovou aktivitu extraktu CV v zavislosti na standardu. Z grafu je
patrné, Ze jednotlivé aktivni latky, které podminuji aktivitu luciferazy, ktera byla zjisténa pfi prvnim
kroku experimentu, se rozprostfeli po jednotlivych frakcich a jsou pfitomny ve velmi malych

koncentracich. Vzorek proto nebyl vhodny pro dalsi zkoumani.
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Graf €. 5 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu IV u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.
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Tento graf zndzorfiuje zméfenou aktivitu extraktu IV. Frakce F1, F2, F3, F4 nevykazovali
Zzadnou aktivitu, coZ znamena, Ze v rostliné se nevyskytuji polarni latky, které by aktivovali drahu
Nrf2. Frakce F5 a F6 obsahuji latky, které byli pfevdiné nepoldrni. ProtoZe se aktivni latky

koncentrovali pouze ve dvou frakcich, nebyl vzorek IV vhodny pro dalsi zkoumani.
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Graf €. 6 Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktu CS u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.

Graf €. 6. predstavuje aktivitu luciferazy u extraktu CS. Z grafu je viditelné, Ze aktivni latky,
které podnécuji konecnou aktivitu luciferdzy, jsou zastoupeny ve vSech frakcich. Jednotliva
koncentrace aktivnich latek postupné stoupa tak jak stoupa zastoupeni polarnich latek ve frakcich na
zakladé pouZitych roztokd metanolu. Nejvyssi aktivitu vykazuji frakce F4 a F5, tedy predpokladame,
Ze v této frakci se vyskytuji neutrdlni ¢i mirné polarni latky. Tento extrakt byl tedy v hodny pro dalsi

¢ast experimentu.
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Graf ¢. 7 Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktu MH u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6

testovanych na bunécné linii EpRE-LUX.

Graf €. 7. predstavuje aktivitu luciferdzy zméfenou u extraktu MH. Z grafu je patrné, Ze ve
frakcich F1, F2, F3 a F4 se nevyskytovali Zadné aktivni latky, které vy podminili aktivitu luciferdzy.
Aktivni latky se sdruzovali pouze ve frakcich F5 a F6, coZ znamen3, Ze tyto frakce obsahovali nepolarni

latky. Z tohoto dlvodu nebyl vzorek vhodny pro dalsi méreni.
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MeOH bunek

Graf €. 8 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu LO u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych
na bunécné linii EpRE-LUX.
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Graf €. 8. zndzornuje aktivitu luciferazy u extraktu LO v zavislosti na aktivité luciferazy u standardy.

Frakce F1, F2, F3 a F4 nevykazuji Zddnou aktivitu, pfedpoklada se, Ze neobsahuiji aktivni latky. Frakce

F5 a F6 vykazuji dokonce vyssi aktivitu nezZ standard, avSak jedna se frakce obsahujici pfevazné velmi

nepoldrni latky, coZ pro dalsi ¢ast prace nebylo vhodné.

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

Lipa TV/F1  TV/F2 TV/F3 TV/F4 TV/F5 TV/F6  80pr medium
MeOH

bez
bunek

koncetrace
extraktu
3 mg/l
300 pg/l
30 pg/I
B 3ug/l

Graf €. 9 Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktu TV u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6 testovanych

na bunécné linii EpRE-LUX.

Z grafu ¢. 9., ktery znazornuje aktivitu luciferazy je zfejmé, Ze plivodni aktivita vzorku, ktera

byla zméfena v prvnim kroku experimentu, se rozdélila mezi nékolik frakci, Zadnd zfrakci tedy

nevykazuje vysoké hodnoty. Vzorek TV proto nebyl dale podroben analyze.
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Graf ¢. 10 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu SH u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6

testovanych na bunécné linii EpRE-LUX.

Graf ¢. 10. vyjadfuje aktivitu luciferdzy extraktu SH v zavislosti na aktivité standardu. Aktivni
latky, které podnécuji vyslednou hodnotu aktivitu luciferazy, byli dle predpokladu nejvice
koncentrovany ve frakci F5. Tato frakce dokonce vykazovala vyssi aktivitu luciferazy nez je béiné u
standardy. Druhou nejvyssi aktivitu prokazovala frakce F4. Ve vysledku to tedy znamena, Ze aktivni
latky se nachdzeli ve frakcich, kde se dle frakcionace nachazeji mirné polarni latky, coZ bylo pro

experiment pozitivni. Vzorek SH byl dale studovan.
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Graf ¢ 11 Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktu OV u frakci F1, F2, F3,F4,F5 a F6

testovanych na bunécné linii EpRE-LUX.
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Graf ¢. 11. zndzoriuje aktivitu luciferazy u extraktu OV v zdvislosti na aktivité standardu.
Zgrafu je patrné, Ze plvodni vysokd aktivita byla rozdélena mezi jednotlivé frakce. Frakce F6
v nejvyssi koncentraci dokonce obsahoval urcité latky, které byli toxické pro burky. Vzorek OV byl
testovdn na burikach jesté jednou, kdy se potvrdilo, Ze frakce F6 je opravdu toxickd pro burky. Proto

tento vzorek nebyl v hodny pro dalsi testovani.

Pro druhou frakcionaci byly vybrany pouze vzorky CS (Crosus sativus) a SH (Satureja
hortensis). Pro tuto cast experimentu byly pfipraveny nové extrakty ze stejného rostlinného
materialu, které byli frakciovdny pomoci druhé koncentraéni rady, kterd je uvedena v kapitole

metody. Testy na burikach byly provedeny stejnym zplsobem jako v pfedchozich pfipadech.
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Graf ¢. 12 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu CS u frakci F2, F3,F4,F5, F6 a F7

testovanych na bunécné linii EpRE-LUX.

Jak je patrné z grafu pfi druhé frakcionaci se aktivita luciferdzy a tedy i aktivni latky obsazené
v extraktu rozptylily do Ctyr frakci F4, F5, F6 a F7. V téchto frakcich se s nejvétsi pravdépodobnosti
objevuji latky nepolarni tak poldrni. Vysledky z druhého méreni byly dale pouzity pro korelaéni

analyzu a naslednou necilenou identifikaci aktivnich latek.
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Graf ¢. 13 Grafické vyjadreni luciferdzové aktivity extraktu SH u frakci F2, F3,F4,F5, F6 a F7

testovanych na bunécné linii EpRE-LUX.

Z grafu je zfejmé, Ze aktivita luciferazy a tedy aktivni latky se rozmistili mezi jednotlivé frakci,
pficemzZ nejzajimavéjsi byli frakce F4, F5 a F6, kde se vyskytuji latky nepoldrni a mirné polarni.
Vysledky z druhého méreni byly dale pouzity pro korelaéni analyzu a naslednou necilenou identifikaci

aktivnich latek.

4.3. LC-MS analyza vybranych extrakti
Pro LC-MS analyzu byli vybrany dva vzorky, Crocus setivus a Satureja hortensis. Vzorky pro LC-
MS byli pfipraveny z posledni extrakce, kterd byla pouZita i pfi druhé frakcionaci a tedy i pfi druhém

méreni frakci na bunécné linii EpRE-LUX.

4.3.1. Korelacni analyza
Korelacni analyza se zabyvd vzajemny vtahem dvou rlznych veli¢in, vtomto pfipadé se
jednalo o relativni aktivity luciferdzy, ktera byla namérena v prvni ¢asti experimentu a jednotlivymi

featurs, které byli ziskany z analyzy LC-MS.

V prvnim kroku korelaéni analyzy byla vypocitana vysledna aktivita luciferdzy u jednotlivych
extraktd a jejich frakci. Kdy napfed bylo od jednotlivych frakci odeéteno pozadi desky (negativni
kontroly) a nasledné byla vypocitana aktivita jednotlivych frakci vztazend ke kyseliné lipoové. Tyto

vypocty byly provedeny pro extrakty SH a CS. Vysledky se vztahuji ke grafim ¢islo 12 a 13.
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Tabulka €. 7 Vysledna aktivita frakci extraktu SH vztazena ke kyseliné lipoové

Nazev extraktu/frakce SH/F2 SH/F3 SH/F4 SH/F5 SH/F6 SH/F7
Aktivita frakce vztazena ke kyseliné 0,277 0,341 0,509 4,299 0,340 0,323
lipoové
Tabulka ¢.8 Vyslednad aktivita frakci extraktu CS vztaZzend ke kyseliné lipoové
Nazev extraktu/frakce CS/F2 CS/F3 CS/F4 CS/F5 CS/F6 CS/F7
Aktivita frakce vztazenad ke kyseliné 0,120 0,155 0,409 0,493 0,542 0,230
lipoové

V dalsi ¢asti jsem se zabyvala upravovanim dat z méreni LC-MS. V prvni kroku jsem sjednotila
data z negativniho a pozitivniho mdédu do jednoho souboru. Dale jsem sefadila data z hmotnostniho
Spaermana tak, Ze jsem provedla korelaci na sobé dvou nezavislych parametr( a to konkrétné mezi
relativni aktivitou frakci extraktu a features ziskanych zméfeni hmotnostnim spektrometrem.
seznam hodnot, které sem, ze kterych jsem vybrala prvnich 50 hmot, které se dle korelace zdaly
nejvyznamné;jsi.

4.3.2. Predbézna identifikace kandidatut

Podle seznamu jsem vyhledala pomoci retencniho ¢asu jednotlivé hmoty na chromatogramu

a pomoci programu MassLynx, ver. 4.0 (Micromass, Manchester, UK) jsem se snaZila k jednotlivym

hmotam pfifadit nejpravdépodobnéjsi elementdrni sloZzeni molekuly, kterd se odpovidd zméfené

hmoté.

Tabulka €. 9. znazorfuje pravdépodobné elementdrni sloZeni vybranych hmot zmérenych
negativnim modem vzorku SH. Kromé elementarniho sloZeni predstavuje také hodnoty hmot, u
kterych nebylo mozné zjistit jejich elementarni sloZeni, protozZe se jednalo o fragmenty ¢i izotopy jiz
provéfenych hmot. To Ze se jednd o izotopy ¢i fragmenty bylo ovéfeno pomoci reten¢niho ¢asu, ktery

byl stejny ¢i velmi podobny.
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Tabulka ¢ 9. Pfifazeni elementdrniho sloZeni k hmotdm mérenym na LC-MS v negativnim modu a

jejich izotopy a fragmenty u vzorku SH

m/z vzorec RT (min) fragmenty

598,302 C34 H36 N3 07 13,11

582,309 C34 H36 N3 06 14,15

523,22 C25H31 012 14,64

795,362 C34 H47 N6 016 14,38

595,281 C24 H44 N4 07 11,91

343,241 C18 H31 06 12,39

717,191 C36 H29 016 12,41 353, 149, 817
645,251 C25 H39 N6 08 P2 S 13,15 551,296
593,261 C26 H33 014 13,29

563,261 C28 H36 012 12,79

271,081 C15H1105 14,95

593,274 C32H38N205PS 12,05

174,975 C3N20O5P 1,11

219,121 C13H1503 18,42

489,211 C25H19 010 12,15

Tabulka €. 10 zndzornuje pravdépodobné elementarni sloZzeni vybranych hmot zméfenych
pozitivnim modem u vzorku SH. U pozitivniho modu je vcelku bézné, Ze se zde vyskytuji sodikové,
draselné ¢i amonné adukty, které se objevuji po korelaci velmi vysoko v seznamu. Adukty se vyznacuji
tim, Ze maji stejné elementarni slozeni jako plivodni molekula, ale s pridavkem daného iontu.
Z chromatogramu jsem je odvodila jeho bliz§i koumanim. Jak je vidét v tabulce kjednotlivym
hmotam u kterych bylo zjiSténo elementarni sloZeni je i pfipsano, jestli se u dané molekuly objevuje

jeden ci vice aduktd. Tim se pavodni seznam 50 potencionalnich molekul zkratil.
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Tabulka €.10 Pfifazeni elementarniho sloZeni k hmotdm méfenym na LC-MS v pozitivhim modu a
jejich adukty a fragmenty u vzorku SH

m/z vzorec RT (min) fragmenty adukty
584,33 C34 H38 N3 06 13,85 [M+Na] 607,31
273,11 C15H1305 14,75
561,19 C22 H29 N2 013S 14,02 545,22

540,26
579,31 C29 H39 012 11,62
421,21 C19 H27 09 14,79 [M+Na] 444,19

[M+K] 460,31
[M+NH,] 438,24

333,25 C20H19 04 13,41

335,15 C20 H29 04 13,75

587,27 C28 H37 012 12,29 177,09 [M+K] 626,33

459,21 C12H29 09 13,88 [M+Na] 482,19
[M+K] 514,28

475,19 C12H29 09 13,89 257,15

181,15 C11H17 02 16,53

183,15 C13H22NS 16,78

182,22 C12 H24 02 9,18

172,21 Cl10H22NO 18,15

Tabulka ¢.11 zndzorfuje pravdépodobné elementdrni slozeni vybranych hmot zmérenych
negativnim modem u vzorku CS. Do seznamu nejzajimavéjSich hmot dle korelace se dostaly pouze
Ctyfi hmoty, u kterych bylo jiSténo elementarni sloZeni. Zde jsem neidentifikovala Zadné fragmenty ¢i
izotopy avSak se zde objevili izomery, které maji stejné elementarni sloZeni, ale jinou strukturu

molekuly proto byli v hmotnostnim spektrometru naméreny dvakrat.
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Tabulka ¢.11 Pfirazeni elementarniho sloZzeni k hmotam mérenym na LC-MS v negativnim

modu a jejich izotopy a fragmenty u vzorku CS

m/z vzorec RT
361,21 C17 H29 08 14,31
859,38 C56 H49 N2 O3 P2 13,32
697,32 C30 H37 N100O10 14,97
651,31 C32 H43 014 14,59

Tabulka €.12 zndzorfuje pravdépodobné elementarni sloZzeni vybranych hmot zmérenych pozitivhim
modem u vzorku CS. Jak jiz bylo zminéno, u pozitivniho mdédu je bézny vyskyt sodikovych, draselnych
a amonnych aduktd. U vzorku CS byl jejich vyskyt pocetnéjsi nez u vzorku SH. Dale se zde objevili i

izomery.
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Tabulka ¢.12 Pfifazeni elementdrniho sloZzeni k hmotam méfenym na LC-MS v pozitivnim modu a

jejich izotopy, adukty a izomery u vzorku CS

m/z vzorec RT (min) adukty
635,33 C10 H38 N20 04 P S2 15,73 [M+K] 658,31
473,27 C15H31N1202P2 15,00
327,24 C14 H31 08 5,89 [M+Na] 350,22

[M+NH3] 344,27

261,17 C8 H17 N6 04 4,48
635,33 C32 H43 013 17,45
283,21 C12 H27 5,19 [M+Na] 306,19
[M+K] 322,31
525,34 €22 H47 012 7,68 [M+Na] 548,32
[M+K] 564,43
[M+NH3] 542,37
481,31 C20 H23011 7,68 [M+Na] 509,29
[M+K] 520,41
[M+NH3] 498,35
372,28 C16 H35 09 6,46 [M+Na] 395,26
[M+K] 411,37
[M+NH3] 389,31
608,44 C26 H55 014 8,83 [M+Na] 631,42
[M+K] 647,53
[M+NH3] 625,47
547,39 C24 H51 013 8,44 [M+Na] 570,37

[M+K] 586,48
[M+NH3] 564,42

Poslednim krokem mé diplomové prace byla predbéina identifikace kandidatd, u kterych
jsem zjistila elementarni sloZeni. Identifikaci jsem provddéla pomoci internetovych databazi a

dostupné literatury.

Tabulka €. 13 vyjadfuje vysledné hodnoty, které byly zjistény u vzorku SH. V tabulce jsou
zaznamenany jak pozitivni tak negativni mod, pficemz z plivodnich 50 kandidatd jsem po odstranéni

aduktll, izotopd, izomer(, fragmentl a po porovnani pozitivhiho a negativniho modu, kdy se v
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sezamu nachazely latky se stejnym elementarnim sloZenim ziskala 11 potenciondlnich elementarnich
struktur, které jsem mohla podrobit identifikaci. V prvnim sloupci je vyjadfena mérena hmota, ve
druhém sloupci je zaznamendano jaké adukty byli nalezeny, ve tfetim sloupci je zaznamendm retenéni
Cas ziskany z dat mérenim metodou LC-MS, ¢tvrty sloupec znazorfiuje elementdrni slozeni a posledni
sloupec ukazuje predbéZnou identifikaci zjisténych elementarnich sloZeni dle dostupné literatury a

databazi.

Tabulka ¢.13. Predbéznd identifikace kandidatl na zakladé jejich elementarniho slozeni, hmoty a
retenéniho ¢asu

Méfeny MW Retencni cas Elementarni Pfredbézna identifikace
slozeni

599,255 [M-H] 13,18 C34 H37 N3 07 Neidentifikovan
523,184 [M+Na] [M+K] 14,79 C25H30012 Ligustroside
583,260 [M-H] 14,11 C34 H37 N3 06 Neidentifikovan
524,180 [M-H] 14,79 C25H32 012 Neidentifikovan
399,167 [M+Na] [M+K] 15,07 C19 H26 09 Neidentifikovan
332,206 [M+H] 13,54 C20H28 04 Karnosova kyselina
564,229 [M-H] 12,5 C28 H35 012 Neidentifikovan
338,108 [M+H] 12,55 C16 H18 08 Neidentifikovan
272,060 [M-H] 14,95 C15H12 05 Naringenin
181,190 [M+H] 9,21 C12H23N Neidentifikovan
436,181 [M+Na] [M+K] 13,9 C22 H27 09 Neidentifikovan

Tabulka ¢. 14 vyjadfuje vysledné hodnoty, které byly zjistény u vzorku CS. V tabulce jsou
zaznamenany jak pozitivni tak negativni mod, pficemz z plivodnich 50 kandidatd jsem po odstranéni
aduktll, izotopd, izomer(, fragmentl a po porovnani pozitivhiho a negativniho modu, kdy se v
sezamu nachdzely latky se stejnym elementarnim sloZzenim ziskala 9 potencionalnich elementarnich
struktur, které jsem mohla podrobit identifikaci. V prvnim sloupci je vyjddfena méfena hmota, ve
druhém sloupci je zaznamenano jaké ionty byli nalezeny, ve tfetim sloupci je zaznamendm retencni
Cas ziskany z dat mérenim metodou LC-MS, ¢tvrty sloupec znazorfiuje elementdrni slozeni a posledni
sloupec ukazuje predbéZnou identifikaci zjisténych elementarnich sloZeni dle dostupné literaturu a

databaazi.
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Tabulka ¢.14 Predbéina identifikace kandidatl na zakladé jejich elementarniho sloZeni, hmoty a

retenc¢niho ¢asu

Méfeny MW Retencni cas Elementarni Predbézna identifikace
sloZeni
652,273 [M-H20] 15,67 C32H44 014 crocin
[M+H]
472,270 [M-hex-H20 14,88 C26 H32 08 Neidentifikovan
+H]
360,200 [M+H] 15,05 C18 H16 08 Rozmarynova kyselina
770,198 [M+H] 4,73 C33 H38 021 Myricetin 3 rutinoside-7-
rhamnoside

490,285 [M+H] 12,78 C34 H42 010 Neidentifikovan
622,162 [M+H] 8,91 C28 H30 016 Neidentifikovan
291,108 [M+H] 1,35 C11H17NO8 Neidentifikovan
259,115 [M+H] 1,35 C11H17NO6 Neidentifikovan
330,250 [M+Na] [M+K] 16,00 C18 H34 05 Neidentifikovan
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5. Diskuze

Cilem mé¢ diplomové prace byla identifikace latek aktivujicich Nrf2 dréhy
z rostlinnych extraktd. Prvnim tkolem byl vybér vhodnych rostlinnych vzorki. Jiz bylo
nekolikrat prokazano, ze rostliny produkuji antioxida¢ni latky, protoze stejné jako vSechny
Zivé organismy jsou vystavené oxidativnimu stresu volnych radikald. Ptitomnost pfimych
antioxidantt, které vychytavaji volné radikaly l1ze métit napt. pomoci metody ORAC, ktera je
zalozena na méfeni vychytavani peroxylového radikalu (Brewer, 2011). Cast mé diplomové
prace byla zamétena na prokazani vlivu tzv. nepfimych antioxidantli, obsaZenych v rostlinach,

na aktivaci antioxidacni Nrf2 dréhy.

Prvnim krokem byl screening 18 rostlin, u kterych byla zjisténa vysok4 antioxida¢ni
kapacita. Rostlinny material byl pfeveden do formy extraktii, které byly poté testovany
na Zivoc€iSnych bunkéch, konkrétné na linii EpRE-LUX, ktera obsahuje plasmidovy reportér,
ktery se transkribuje spolecné s antioxida¢nimi enzymy po aktivaci genového useku
ARE/EpRE, ktery je aktivovany pravé molekulou Nrf2. Prvni testy prokazaly, Ze nékteré
rostliny obsahuji velké mnozstvi latek, které aktivuji drahu Nrf2. AvSak bylo prokazano, ze
nékteré rostliny bohuzZel neobsahuji mnoho latek aktivujici Nrf2 drahu U rostlinnych extrakth
Levandula angustifolid (kvét), Myristica fragrans, Rosmarinum officinalis a Ocimum
basilicum (stonek) byly zméfeny velmi nizké aktivity luciferazy, coz vysvétlujeme velmi
nizkou hladinou latek, které aktivuji Nrf2. Tyto vzorky musely byt z experimentu vylouceny,
protoze naslednd frakcionace by zptisobila rozdéleni jiz tak slabého signalu. Vzorky Ocimum
basilicum (list), Allicim sativum a Curcuma longa byly zexperimentu také vyfazeny,
davodem byla nulova aktivita luciferazy, ktera byla zpisobena bunénou smrti, uvolnénim
adherentnich bunék do media a jejich ndslednym vymytim. Bunéfna smrt si vysvétluji
pritomnosti toxickych latek, které byly vyextrahovand spolecné s aktivnimi latkami.
Kontaminaci okolim jsem vyloucila, protoZze experiment byl opakovan s novymi buiikami
1 extrakty, se stejnym vysledkem, tedy thynem bun¢k. Zbylé extrakty vykazovaly dostatecné
vysokou aktivitu luciferazy, proto byly extrakty podrobeny frakcionaci. Kazdy vzorek byl
rozdélen do 6 riznych frakci, kdy bylo ptedpokladano, Ze latky se budou vymyvat postupné
podle své polarity od polarnich pfes malo poldrni az po nepolarni. Za ptedpokladu, ze

nejvyssi koncentrace aktivnich latek by se méla nachazet ve frakcich 4 a 5.

Po zméfeni aktivity luciferazy u frakciovanych vzork byli vysledky rtznorodé.
Vzorky Lavandula angustifolid (list), Piper nigrum, Cinnamomum verum, Thymus vulgaris a

Origanum vulgare nevykazovaly aktivitu v jednotlivych frakcich, jakou jsme ptedpokladali.
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Teoreticky je zde pravdépodobnost, Ze se plivodni aktivita vzorku rozdélila do jednotlivych
frakci a tim doSlo ke ztraté signadlu. Vzorky byly pro dalSi ¢ast experimentu vylouceny,
protoze koncentrace aktivnich latek velmi nizk4 a kone¢na identifikace aktivnich latek by
byla obtiznd. U extrakta [lllicium verum, Majorana hortensis a Levisticum officinale byla
zméfena vysokd aktivita luciferazy u frakci 5 a 6, coZ znamenad velkou koncentraci
nepolarnich latek. Vymyvani latek také nebylo postupné. Vzorky se nehodily pro dalsi
experiment. Vzorky Crocus sativus a Satureja hortensis byly jediné, které odpovidaly nasim
hypotézdm o potupném vymyvani aktivnich latek. Po zméfeni aktivni luciferazy jsem zjistili
ze koncentrace latek se postupné zvySovala az k frakci 5 a pro frakci 6 se opét snizila. Tedy
aktivni latky jsou polarni az mirn€ nepolarni. Tyto vzorky byli znovu frakciovany jemné&;si
frakcionaci, kdy mezi jednotlivymi frakcemi byli mensi odstupy v koncentraci metanolu. Po
zméteni aktivity luciferazy se aktivita rozdélila mezi frakce 4,5,6, jak bylo pfedpokladano.
Tyto frakce poté byly méfeny na LC/MS. Po ziskani vysledkd z hmotnostniho spektrometru
byla provedena korelacni analyza a nésledné vyhledany nejzajimavéj$i hmoty v hmotnostnim

chromatogramu a bylo k nim ptitazeno pravdépodobné elementéarni sloZzeni molekuly.

Posledni ¢ast mé diplomové préace se skladala z predbézné identifikace latek aktivujici
Nrf2 drahu. Fytochemické slozeni Crocus sativus bylo jiz nékolikrat studovano (Bagur a kol,
2018). Z nastudované literatury jsem piedpokladala, ze piedbézné identifikuji krocin,
picrokrocin a safranal. AvSak dle seznamu kandidati sefazenych podle korela¢niho
koeficientu jsem byla schopna piedbézné identifikovat pouze krocin a kyselinu
rozmarynovou. Je pravdépodobné, Ze krocin by mohl byt aktivatorem Nrf2 drahy, ale své
tvrzeni nemohu podloZit. U Satureja hortensis ¢i jiného druhu saturejek bylo jiz nékolikrat
studovano jejich fytochemické slozeni (Tepe B. a Cilhiz M., 2015). Ve své diplomové praci
jsem piedbézné identifikovala ligustrosid, ktery jsem naSla v databazi a urcila podle
elementarniho sloZeni a fragmentac¢niho spektra. Dale jsem podle literaturu urcila kyselinu
karmosovou, kterd byla jiz identifikovana v S. cuneifolia, ale ne v Satureja hortensis. Je
pravdépodobné, ze tyto latky mohou aktivovat Nrf2 drahy. Posledni latkou, kterou jsem
identifikovala, byl naringenin, ktery jiz byl identifikovan v Satureja hortensis i u jinych typt
saturejek. Naringenin jiz byl identifikovan jako aktivator Nrf2. Bylo zjisténo, Ze pti vysSich
koncentracich naringninu se v bufice objevuje vyssi hladina nevazaného proteinu Nrf2, ktery
poté putuje do jadra (Chen, 2015). Také byly provedeny testy na zvitatech, které potvrdily, ze

podéavanim vysSich koncentraci naringeninu se zvySuji hodnoty antioxida¢nich enzymu v krvi
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(Alam a kol, 2014). Toto zjisténi naznacuje, Ze pravé naringenin by mohl byt aktivnim

mechanismem aktivace Nrf2 drahy z extraktu Satureja hortensis

Zbylé latky, u kterych jsem zjistila elementarni vzorec, jsem neidentifikovala
z divodu, Ze tyto latky prozatim nebyly objeveny €1 nebyly publikovadny nebo nebyly vloZeny

do zadné databaze.

Z vysledkli méfeni extrakti na Zivoc¢iSnych bunikach linie Epre-LUX a tedy méfenim
aktivity luciferazy jsem dosla k zavérlim, Ze rostliny, které maji antioxidacni kapacitu, mohou
aktivovat drahu Nrf2. AvSak musime také ptihlédnout k tomu, Ze nékteré rostliny obsahuji 1
toxické latky, které jsou pro builkky nevhodné. Vysledné dvé rostliny, Satureja hortensis a
Crocus sativus, pravdépodobné obsahuji latky, které mohou aktivovat Nrf2 drédhu, avSak dle
seznamu pravdépodobnych kandidati nemohu urcit s jistotou, zda néktery z kandidata je
aktivni latkou. DalSim postupem by mohla byt jesté jemnéjSi frakcionace extraktu a tim
izolovat mensi mnozstvi latek v jednotlivych frakcich a nasledné zméfit aktivitu luciferazy u
vSech frakcich a poté vysledné frakce zméfit na hmotnostnim spektrometru. Tim by se
dosahlo menSiho mnozstvi dat a tim 1 vétsi pravdépodobnost identifikace latek aktivujicich

Nrf2 drahu.
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6. Zavér

Cilem mé diplomové prace bylo pokusit se blize chemicky specifikovat rostlinné
metabolity aktivujici Nrf2. Prvni ¢ast mé prace se zabyvala stanovenim luciferazové aktivity
po plsobeni vybranych rostlinnych extraktli na ZivociSné buiky (linie EpRE-LUX), kdy
kontrolni latkou byla kyselina lipoova, u které je prokazéana aktivace Nrf2 drahy. Z ptivodnich
osmnacti testovanych rostlin bylo vybrdno deset, které alesponi ¢astecné aktivovaly Nrf2, a
nebyly po buiky toxické. Z téchto deseti extrakti byly na zaklad€ dostupnych informaci
vybrany dvé nejzajimavejsi, Satureja hortensis a Crocus sativus, u kterych nedoslo ke ztraté

aktivity po frakcionaci.

Druhd c¢ast mé diplomové prace se zabyvala korelaci vysledkli z hmotnostniho
spektrometru a ze zmétfené aktivity luciferazy. Prvnich 50 nejzajimavéjSich features bylo
vyhledano dle jejich retencnich Casi v hmotnostnim chromatogramu a byla k nim pomoci
programu piifazena elementarni struktura. Po odstranéni izotopi, fragmentii a adukti bylo
urceno pouze nékolik metabolitu, které jsem se pokusila predbézné identifikovat. Identifikace
probihala pomoci odborné literatury, c¢lanki a dostupnych databdzi. Porovnanim
elementarnich vzorcii detekovanych metabolitti s dostupnymi databazemi bylo zjiSténo, ze

vétSina metabolitu ve studovanych extraktech dosud nebyla identifikovana.
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