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1 Uvod

Mikroorganismy jsou vyznamnymi patogeny, které zptsobuji celou fadu nemoci. K 1é¢bé
infekénich onemocnéni jsou hojné vyuzivany antimikrobialni latky, kam fadime 1
antibiotika.

Bakterie si vSak Vv dasledku jejich nadmérného uzivani =zacaly vytvaret
prostiednictvim fady mechanismu rezistenci, které je velkou piekazkou v 1é€b¢ infekEnich
onemocnéni (Krzyasciak et al., 2013). Proto je dulezité hledat nové latky, které vykazuji
antimikrobialni vlastnosti a fada z nich se nachazi v ptirodé.

Piedmétem této bakalarské prace bylo stanovit antimikrobialni a cytotoxickou
aktivitu ptirodnich extrakti ziskanych z véely medonosné, mravence obecného, ruménice
pospolné, slunécka vychodniho, sklipkana kadetfavého, muchomirky ¢ervené a liSejnika
Cladonia coniocraea (Florke) a Cladonia fimbriata (L.). A dale zjistit, zda néktery z téchto
extraktll aktivuje drahu transkripéniho faktoru Nrf2, ktery moduluje oxidativni stres,
pravodni jev fady onemocnéni, a také mize pomoct zamezit pfeméné nadoru na maligni

(Surh et al., 2008).



2 Cile prace

Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo vypracovat resersi zabyvajici se problematikou
mikroorganismu a antimikrobiélnich latek.

Cilem experimentalni Céasti bylo extrahovat piirodni latky a stanovit na téchto
extraktech antimikrobidlni a cytotoxickou aktivitu. Déle pak zjistit, zda n¢jaky z pfirodnich

extraktl aktivuje dréhu transkripéniho faktoru Nrf2.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Mikroorganismy

Mikroorganismy jsou nejstarS§imi organismy na Zemi a jejich stafi se obvykle uvadi na
3,5 miliard let (Line, 2002). Existuje ale studie zkoumajici textury na horninach v Gronsku,
kterd naznacuje, Ze mikroorganismy mohou byt stars§i (Allwood et al., 2018). Mezi
mikroorganismy fadime bakterie, archaea, protozoa, plisné, kvasinky, nékteré fasy a je
mozné zde zatfadit nebunééné organismy jako jsou viry.

Mikroorganismy se vyskytuji ve vzduchu, vegetaci, v pud¢, v potravé, ve vSech
typech vody a v symbidze S jinymi organismy. N&které jsou dokonce schopny piezit
Vv extrémnich podminkach jako je vysoka teplota (65 - 105 °C) nebo vysoky tlak (Allen et
al., 2004; Brock, 1985; Seufferheld et al., 2008). V ekosystému maji mikroorganismy
dulezitou roli pii rozkladu biomasy a kolobé&hu latek, zejména uhliku, siry a dusiku. Nékteré
druhy se podili i na fixaci vzdusného dusiku v amonné kationty nebo na produkei kysliku.
(Zhou et al., 2009).

Clovék vyuziva fadu mikroorganismil v &istirnach odpadnich vod a pii vyrobé
biopaliv z nevyuzitého zdroje rostlinné biomasy, takzvané lignocelulozy (S. K. Lee et al.,
2008). Siroké vyuziti maji v potravinafstvi, napiiklad pii vyrobé fermentovanych potravin,
piva, vina ¢i chleba a ve farmaceutickém prumyslu, kde jsou soucasti vakcin, antibiotik a
probiotik. Mikroorganismy vyznamné pfispivaji také ve vyzkumu, kde slouzi jako modelové
organismy (Legras et al., 2007).

Existuje fada mikroorganismu, které produkuji toxické metabolity nebo jsou
patogeny lidi, Zivo€ichil ¢i rostlin. Toxické metabolity znehodnocuji potraviny, coz vede
nejen k ekonomickym ztratam, ale poziti takto znehodnocenych potravin je spojeno se
zdravotnimi riziky (Bata & Lasztity, 1999; Gram et al., 2002). Nejznaméjsimi toxickymi
metabolity jsou mykotoxiny, které produkuji plisné¢. Mykotoxiny potlacuji imunitu, ptisobi
toxicky na vnitini organy jako jsou ledviny ¢i jatra a ve znacné mife podnécuji vznik
rakoviny (Bennett & Klich, 2003). Vysoce nebezpe¢nym mykotoxinem S karcinogennimi a
mutagennimi u¢inky je naptiklad aflatoxin B1, ktery je schopen pronikat do téla nejen pii
vdechnuti, ale také skrz kazi (Boonen et al., 2012). Aflatoxiny jsou produkovany rodem
Aspergillus a to zejména plisni Aspergillus flavus, jejiz metabolity zptisobuji primarné
jaterni onemocnéni (Cotty et al., 1994; Richard, 2007). Potraviny velice ¢asto znehodnocuji

také botulotoxiny, které jsou produkovany bakteriemi rodu Clostridium a pusobi jako
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neurotoxiny (Montecucco & Molgo, 2005). Mikroorganismy napadaji Casto rostliny, coz
Vv pfipadé zemédélskych plodin vede k znacnym hospodarskym a ekonomickym ztratdm.
Rozsifenym rostlinnym patogenem je Pseudomonas syringae a jeho patovary, které se lisi
tim, jakou rostlinu napadaji. Pseudomonas syringae kolonizuje fadu rostlinnych tkani,
zpisobuje nemoci dfevin a stromd, bakteridlni skvrny na rajcatech nebo naptiklad hnilobu
fazoli (Arnold & Preston, 2019). Dalsi problematickou skupinou mikroorganismi jsou
lidské patogeny, které zpusobuji fadu onemocnéni. Piikladem rozsifeného lidského
patogenu jsou neckteré bakterie rodu Streptococcus, které zpusobuji pneumonii
(S. pneumoniae), zubni kaz (S. mutans), invazivni novorozenecké infekce (S. agalactiae) a
mnoho dalSich onemocnéni (Krzyasciak et al., 2013). Patogeny je potfeba eliminovat na
kritickych mistech jako jsou nemocnice, laboratofe ¢i vyrobni prostory farmaceutickych
firem, a proto se vyuzivaji antiseptické piipravky, kterymi se desinfikuji povrchy v téchto
oblastech. Jako prevence proti né€kterym onemocnénim slouzi imunizace a V piipadé

propuknuti nemoci se vyuziva cela fada antibiotik ¢i antimikrobialnich ptipravka.
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3.1.1 Grampozitivni a gramnegativni bakterie

Mikroorganismy si béhem vyvoje vytvorily celou fadu odliSnych obrannych mechanism,
které znesnadnuji plosné pouziti antimikrobidlnich latek. Bakterie délime do dvou skupin
podle slozeni bunécného obalu na grampozitivni a gramnegativni. V zavislosti na slozeni
bunécného obalu je potieba zvolit vhodné antimikrobidlni latky, kterymi se 1é¢i onemocnéni
bakterialniho piivodu.

Grampozitivni bakterie jsou rozmanitou skupinou, kterd se vyznacCuje tim, ze
postradaji vné&jsi membranu. Jejich bunééna sténa obsahuje az 90 % peptidoglykanu o
tloustce 30-100 nm (Silhavy et al., 2010). Peptidové postranni fetézce jsou zesitovany
pomoci DD-transpeptidazy, na kterou je schopen se navazat penicilin a tim inhibovat aktivitu
tohoto enzymu (Yocum et al., 1979). Dale obsahuje volna mista, kde mohou byt piipojeny
dalsi molekuly jako je kyselina teichoova a lipoteichoova. Kyselina teichoova, poptipadé

jeji modifikované formy jsou kovalentné vazany na peptidoglykan fosfodiesterovou vazbou

......

Peptidoglykan

Bunééna
membrana

Grampozitivni bakterie

Obr. 1: Slozeni bunécného obalu grampozitivnich bakterii: WTA — kyselina teichoova
vazana na peptidoglykan, LTA — kyselina lipoteichoova, CAP — kovalentné navazany

protein, IMP — integrdlni membrdnovy protein. Prevzato a upraveno z (Silhavy et al., 2010).
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Bunéény obal gramnegativnich bakterii obsahuje dvé membrany — vnéjsi a vnitini.
Vnitini membrana je symetrickd dvojvrstva slozena z fosfolipidd, mezi kterymi jsou
vmezeteny integralni membranové proteiny. Nad vnitini membranou se nachazi periplazma
obsahujici periplazmatické enzymy, vazebné proteiny a zasahuje zde vrstva peptidoglykanu,
ktera je na rozdil od grampozitivnich bakterii mnohem ten¢i — pouze nékolik nanometrii
(Decad & Nikaido, 1976). Ochrannou funkci bunky plni vn&j$i membrana, ktera je
asymetricka a obsahuje fosfolipidy pouze ve vnitini ¢asti, kde jsou lipoproteiny a poriny
slouzici jako kanaly pro drobné molekuly. Cast vn&j§i membrany, ktera je v kontaktu
s okolnim prostiedim obsahuje lipopolysacharidy. Lipopolysacharid je slozen
z prodlouzenych  polysacharidovych fetézcl, takzvanych O-antigend, jadrového
oligosacharidu a lipidu A, které jsou spojeny kovalentni vazbou. Lipid A je vyZadovén pro
rust vétSiny gramnegativnich bakterii a inhibitory biosyntézy lipidu A jsou dobrymi
antibiotiky, naptiklad proti bakterii Escherichia coli. Nékteré bakterie v§ak lipid A pro svij
rust nepotiebuji nebo jej viibec nemaji, a proto na né takto zaméfena antibiotika netcéinkuyji.
Obecné plati, Ze gramnegativni bakterie jsou odolné&jsi vii¢i antibiotikiim, protoZe obsahuji
vnéj§i membranu s lipopolysacharidy, které jsou vyznamnymi endotoxiny a produkuji
toxické molekuly. Na tyto toxiny reaguje vrozeny imunitni systém hostitele a dochazi

k bakterialni infekci (Silhavy et al., 2010; Sperandeo et al., 2017).

O - antigen

LPS
Jadrovy

oligosacharid
Lipid A

Vnéj8i membrana

Peptidoglykan
Periplazma

Bunééna
membrana

Gramnegativni bakterie

Obr. 2: Slozeni bunécného obalu gramnegativnich bakterii: LPS — lipopolysacharid,
OMP — protein vnéjsi membrany, LP — lipoprotein, IMP — integralni membrdnovy protein

Prevzato a upraveno z (Silhavy et al., 2010).
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Tab. 1. Vyber bézne vyuzivanych mikroorganismii pro stanoveni antimikrobialni aktivity.

Zarazeni

Mikroorganismus

Obecna charakteristika

grampozitivni
bakterie

grampozitivni
anaerobni
bakterie

gramnegativni
bakterie

kvasinky

Enterococcus faecalis

Staphylococcus aureus

Streptococcus mutans

Bacillus cereus

Clostridium perfringens

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

souCast  gastrointestindlniho  traktu
¢lovéka a jinych savctl,

patogen (infekce mocovych cest,
meningitida aj.)

(Kayaoglu & Orstavik, 2004)

soucast piirozené¢ mikroflory (horni
cesty dychaci, kiize),

patogen (infekce kuize, kosti, kloubi aj.)
(Schindler, 2010)

bézné kolonizuje Gstni dutinu,
puvodce zubniho kazu
(Ajdi¢ et al., 2002)

bézné se vyskytuje v piidé a ve vzduchu,
zpusobuje otravy jidlem
(Ilvanova et al., 2003)

bézné obyva piidu ¢i stievni trakt,
patogen (otravy jidlem, infekce jako
napt. myonekroza) (Schindler, 2010)

soucast  gastrointestinalniho  traktu;
nekteré kmeny zpusobuji Crohnovu

chorobu, infekci mocovych cest aj.
(Schindler, 2010)

patogen (infekce dychacich cest,
mocovych cest, krevni infekce aj.)
(Schindler, 2010)

soucast gastrointestinalniho traktu a Ust
¢lovéka,

patogen (infekce kuze, sliznic, cévniho
systému aj.) (Calderone & Fonzi, 2001)
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3.1.2 Antibiotika

Antibiotikum je antimikrobialni latka pfirodniho pivodu, nejéastéji mikrobialniho,
ktera inhibuje riist ostatnich mikroorganismti.

Nejznaméjsimi a zaroven nejrozsirenéjSimi antibiotiky jsou f-laktamova antibiotika,
jejichz ucinnou slozkou je B-laktamovy kruh. VéEtsina téchto antibiotik inhibuje biosyntézu
bunééné stény a fadi se zde peniciliny, cefalosporiny, karbopenemy, karbacefemy a
monobaktamy (Holten & Onusko, 2000). Tato antibiotika jsou pfipravovana semisyntézou
nebo jsou synteticky upravovana de novo, coz znamena, ze diive byla izolovana z zivych
organismi jako je v pfipad¢ penicilinu houba rodu Penicillium (Von Nussbaum et al., 2006).
Dalsim ptikladem takového pfirodniho antibiotika jsou aminoglykosidy, které jsou
vyuzivany pii  1écbé onemocnéni zpisobenych gramnegativnimi  bakteriemi.
Aminoglykosidy narusuji vnéj§i membranu, kterou se dostanou dovniti buriky a nasledné
jsou schopny narusit syntézu bakterialnich proteind prostfednictvim vazby na prokaryotické
ribosomy. Mezi aminoglykosidy patii kanamycin, gentamicin, tobramycin a streptomycin,
ktery je odvozen od bakterie Streptomyces griseus a slouzi zejména k 1é¢bé tuberkulozy
(Mingeot-Leclercq et al., 1999; Ohnishi et al., 2008).
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3.1.2.1 Penicilin

Penicilin je v dnesni dob¢€ obecné oznaceni pro skupinu B-laktamovych antibiotik vyuzivana
zejména pro lébu onemocnéni zplUsobenych grampozitivnimi bakteriemi. Diive byl
pojmem penicilin ozna¢ovan pouze benzylpenicilin, coz je latka objevena a izolovana
Alexandrem Flemingem vroce 1928 zhouby Penicillium notatum (Fleming, 1944;
Nathwani & Wood, 1993). Peniciliny jsou rozsahlou skupinou bicyklickych kruhovych

sloucenin, které obsahuji Ctyfé¢lenny p-laktamovy kruh (penam) fuzovany s péti¢lennym

S
T
7

Obr. 3: Chemicka struktura penamu

thiazolidinovym kruhem.

Prevzato a upraveno z (Van Bambeke et al., 2010).

Mechanismus ucinku penicilinu a jinych B-laktamovych antibiotik spo¢iva v inhibici
enzymu DD-transpeptidazy, také znamého jako protein vazajici pencilin. Tyto
periplazmatické proteiny jsou vadzané na membranu a zodpovidaji zejména za syntézu
zesiténi peptidoglykanového fetézce bakteridlni bunétné stény. Jestlize se penicilin
obsahujici ¢tyfclenny p-laktamovy kruh navaze na enzym DD-transpeptidazu, pak dojde
K inhibici enzymu a tim k pferuseni syntézy peptidoglykanovych zesiténi v bakterialni
bunécné sténé, coz vede k jeji degradaci a nasledné smrti bakterialni bunky (Sauvage et al.,

2008; Van Bambeke et al., 2010).
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3.1.2.2 Rezistence vuci antibiotikiim

Rada bakterii se stala odolnd témé&F vi¢i vsem t¥iddm antibiotik, coz zna¢i velky
na trhu neni dostate¢né mnozstvi odliSnych druhti antimikrobialnich 1é¢iv. Bakterie ziskaly
rezistenci béhem pfizpltisobovani se okolnimu prostiedi pomoci velice rozmanitych a
slozitych mechanismil. Ve vysledku nejsou bakterie rezistentni pouze vici jednomu typu
antibiotik, ale v mnoha pfipadech jsou multirezistentni, coz je velka piekazka pti 16¢bé
infekci a volbé vhodného 1¢ku.

Bakterie si vyvinuly mechanismy rezistence v zavislosti na G¢inku piislusnych
antibiotik (viz. Tab. 2). Béznym mechanismem rezistence je produkce enzymu, které
chemicky degraduji nebo modifikuji antimikrobialni latky, a proto jsou pro bakterie
neaktivni. Tento mechanismus je zndm u fady antibiotik, ale nejb&znéjsi je u B-laktamovych
antibiotik, proti kterym bakterie produkuji B-laktamézy, které hydrolyzuji f-laktamovy kruh,
a tim piestava byt antibiotikum u¢inné (Alanis, 2005; Jacoby & Munoz-Price, 2005).

Tab. 2: Rozdéleni trid antibiotik podle mechanismu ucinku. Prevzato a upraveno z (Alanis,

2005).

Mechanismus uéinku Tiida antibioiik

Inhibice syntézy bunééné stény Beta-laktamy (pemiciliny, cefalosporiny, karbapenemy.,
monobaktamy): glykopsptidy (vankomycn): cyklicke
lipopeptidy. (dantomycin)

Inhibice syntézy proteini Tetracykliny; aminoglykosidy; ggazolidonony
(lngzolid): steptograminy. (chinupnistin-dalfopristin):
ketolidy: makrolidy: linkosamidy,

Inhibice syntézy DNA Fluorochimolony

Inhibice syntézy RINA Rifampin

Inhibice syntézy kyseliny Sulfonamidy; trimethoprim

listové

Porucha funkce Polymyxiny (Polymyxin-B, Colistin)

cytoplazmatickeé membrany
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DalSim castym mechanismem rezistence je modifikace receptoru antibiotického
1é¢iva, v disledku ¢ehoz nevznika dostate¢na vazba mezi receptorem a lé¢ivem, a tak neni
antibiotikum dostate¢né uc¢inné. Typickym piikladem je modifikace proteini vézajicich
penicilin. Jestlize zméni svou strukturu, nemuze se na tyto enzymy navazat penicilin ¢i jiné
antibiotikum, a tim se stava 1é¢ivo neu¢inné. Muze také dochazet k ribozomalnim zménam,
které jsou typické pro aminoglykosidy, makrolidy ¢i tetracykliny nebo k modifikaci
DNA-gyrazy, coz vede k rezistenci vuéi fluorochinolonim (Alanis, 2005). Mimo téchto
mechanismu existuje cela fada dalSich, které vedou ke snizeni permeability bunécné stény
¢i odstranéni 1é¢iva z bunky (Sefton, 2002).

V souvislosti s rezistenci je potfeba zminit vicenasobnou rezistenci na 1é¢ivo
(Multiple Drug Resistance; MDR), ktera je popisovana jako jev, kdy rezistence na jedno
1é¢ivo je doprovazena rezistenci na léCiva, jejichz struktury a mechanismy plisobeni se
mohou Uplné liSit. Tento jev neni znam pouze u rezistence vici antibiotikiim, ale je Casto
zminovan v souvislosti s odolnosti na chemoterapii pfi 1é¢bé nadorovych onemocnéni, kde

je velkou ptekazkou (Baguley, 2010).

3.1.3 Pfirodni antimikrobidlni latky

Piirodni aktivni latky se v organismech vétSinou vyskytuji v malém mnozstvi, a proto jsou
nejcastéji ziskavany biotechnologickymi postupy. Jedna se o semisyntetické postupy, ke
kterym neni potfeba velkého mnozstvi piivodniho organismu, diky ¢emuz nedochazi
K abytkim organismid ve volné prirodé. Biotechnologicka produkce probiha
v bioreaktorech, kdy nejprve pfipravime v piipadé mikroorganismii prekulturu, kterou
namnozime a nasledné dochazi v bioreaktoru k fermentaci a izolaci ¢isté latky.

Existuje celd fada latek s antimikrobidlni aktivitou, které jsou produkovany riznymi
organismy. Velké mnoZstvi takovychto latek byva vyuzivano naptiklad v lidovém lécitelstvi
nebo ¢inské medicing, ale pouze nékteré jsou registrovany jako 1éCiva (Samuelsson &
Bohlin, 2017). Ptehled piirodnich antimikrobialnich latek, které jsou schvaleny jako 1é¢iva

jsou uvedena v Tab. 3.
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Tab. 3: Prehled prirodnich antimikrobidlnich latek, kterd jsou registrovana jako léciva,

Jejich puvod a vyuziti (Samuelsson & Bohlin, 2017).

Antimikrobialni latka

Pivodni organismus

Vyuziti

amikacin a kanamycin
amphotericin B
cefalosporin

cefamycin

erythromycin A
(derivaty clarithromycin a
azithromycin)

gentamicin

gramicidin S

griseofulvin

neomycin
nystatin
penicilin
rifamycin

spiramycin

streptomycin

tetracyklin

thymol

vancomycin

Streptomyces kanamyceticus

Streptomyces nodosus
Acremonium chrysogenum

Streptomyces clavuligerus

Saccharopolyspora erythraea

Micromonospora purpurea

Bacillus brevis

Penicillium griseofulvum

Streptomyces fradiae

Streptomyces noursei
Penicillium chrysogenum
Amycolatopsis rifamycinica
Streptomyces ambofaciens

Streptomyces griseus

Streptomyces sp.

Thymus vulgaris

Amycolatopsis orientalis

antibiotikum
antimykotikum
antibiotikum
antibiotikum

antibiotikum

antibiotikum

antibiotikum

antimykotikum

antibiotikum

antimykotikum

antibiotikum

antibiotikum

antibiotikum

antibiotikum

antibiotikum

antiseptikum

antibiotikum

20


https://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces_kanamyceticus
https://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces_nodosus
https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharopolyspora_erythraea
https://en.wikipedia.org/wiki/Micromonospora_purpurea
https://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces_griseus
https://en.wikipedia.org/wiki/Amycolatopsis_orientalis

3.2 Vcela medonosna (Apis mellifera (L.))

Vcela medonosna je spoleCensky hmyz z fadu blanoktidlych, ktery vytvaii veelstva s urcitou
kastovni hierarchii. Vcelstvo je slozeno z jedné matky, kterd ma za ukol klast vajicka a tim
obnovovat véelstvo, z nékolika trubci, kteti oplodiiuji matku, a predevsim z mnoha délnic,
které mimo obstaravani potravy zastavaji celou fadu dalSich Cinnosti jako je stiezeni ulu,
stardni se o potomstvo, krmeni matky mateii kasickou a podobné. Vcely jsou znamé, a také
chované, piedevsim diky produkci medu a propolisu, ¢ehoz se vyuziva predevsim diky

ptiznivym G¢inktim na lidské zdravi.
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Obr. 4 Véela medonosna (Prevzato od BAYER BEE CARE CENTER).

Propolis vznika tak, ze véely sklidi pryskyfici z riznych druhi rostlin a pfinesou
ji zpét do veelstva, kde se pak misi s riznym mnoZstvim vosku. Chemické sloZeni propolisu
je velice bohaté a zavisi také na rostlinném puvodu pryskyfice. Obsahuje z 50% fenoly a
dalsi latky jako naptiklad vitamin B1, B2, Bs, C, E, mineralni a stopové prvky. Propolisu se
pfisuzuji  silné hepatoprotektivni, protinadorové, antioxidac¢ni, antimikrobidlni a
zji$téno, Ze propolis vykazuje antibakteridlni aktivitu pfedevsim vii¢i nékterym druhtim rodu
Streptococcus a Staphylococcus zejména Staphylococcus aureus a dale vuci Bacillus
subtilis. Neékteré¢ studie udavaji, ze propolis zesiluje ucinek nékterych antibiotik.
Antibakteridlni ucinky propolisu jsou zfejmé zplsobeny obsahem flavonoidl, esterti a
riznych aromatickych sloucenin. Propolisu je déle pfisuzovana antivirotickd a cytotoxicka

aktivita (Marcucci, 1995; Miorin et al., 2003).
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Med je sladka kapalina, kterou v¢ely vyrabi ptetvarenim rostlinnych §t'av. Med je
slozen z 80 % cukri, zejména glukozy, fruktézy a nékdy sacharozy a maltdzy, dale obsahuje
mén¢é nez 18 % vody. Med je znam svymi antiseptickymi a antibakterialnimi vlastnostmi,
kdy hlavni antibakterialni latkou je peroxid vodiku, ktery se v medu vyskytuje v malém
mnozstvi a vznika diky enzymu glukézaoxidaze, ktery preménuje glukdzu na peroxid vodiku
a kyselinu glukonovou béhem fedéni medu. V nékterych typech medu byl detekovan také
methylglyoxal a antimikrobialni peptid véeli defensin-1 (také znamy jako royalisin), ktery
je obsazen v hemolymf¢, v hlavé a hrudnich zlazach vcel. VEeli defensin-1 vykazuje silnou
aktivitu pouze vici grampozitivnim bakteriim, zejména proti bakteriim Bacillus subtilis a
Staphylococcus aureus (Kwakman & Zaat, 2012).

V¢eli jed neboli apitoxin, jehoz hlavni slozkou je melittin byl studovan v souvislosti
S protirakovinnymi u¢inky vici osteosarkomu, rakoving tlustého stieva a zaludku. Véeli jed
indukuje lyzu membrany, inhibuje proliferaci nadorovych bunék a také podporuje apoptdzu
rakovinnych bun&k zvysenim reaktivnich forem kysliku a intraceluldrniho Ca®* (Chaisakul

etal., 2016).

3.3 Mravenec obecny (Lasius niger (L.))

Mravenec obecny je socidlni hmyz z fadu blanoktidlych, ktery mé na konci zadecku zakrnélé
zihadlo s jedovou Zlazou, ktera obsahuje kyselinu mravenci. Tuto latku mravenci vystiikuji
Vv ptipadé ohrozeni a kyselina mravenéi ma také antimikrobidlni vlastnosti. Synteticky
vyrabéna kyselina mravenci je vyuZivana jako konzervant potravin a je soucasti Cisticich

prostredki (Briitsch et al., 2017).
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-

Obr. 5: Mravenec obecny (Prevzato od Ing. Zbynék Pokorny).
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3.4 Ruménice pospolna (Pyrrhocoris apterus (L.))

Ruménice pospolna je spolecensky hmyz z fadu polokiidli, taktéz Casto pojmenovavana jako
plostice podle podiadu, do kterého spada. Jednd se o druh, ktery se zivi pfevazné sanim
rostlinnych $tdv a v pfipadé ohrozeni produkuje pachnouci sekret, ktery ma odstrasit
nepftitele. Mezi obranné latky, které ruménice pospolna produkuje patii defensiny, coz jsou
peptidy, které vykazuji urCitou antimikrobidlni aktivitu. Konkrétné¢ defensiny ziskané
z ruménice vykazovaly antibakterialni aktivitu vac¢i grampozitivnim bakteriim (Von

Nussbaum et al., 2006).

Obr. 6: Rumeénice pospolna (Prevzato od Theodoor Heijerman).

3.5 Slunécko vychodni (Harmonia axyridis (Pallas))

Sluné¢ko vychodni je viezravy invazivni hmyz z fadu brouci, ktery se na uzemi Ceské
republiky dostal z vychodni Asie a v dne$ni dobé vytlacuje slunécko sedmitecné, které je u
nas pivodnim druhem. Slunécko se zivi predev§im mSicemi a vylucuje zapachajici télni

tekutiny.

Obr. 7: Slunécko vychodni (Prevzato od U. Schmidt)
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Mezi obranné slouceniny vylu¢ované slunéckem vychodnim patii harmonin ((17 R ,9 Z) -
1,17-diaminooctadec — 9 - en), ktery je pfitomen v hemolymf€ a vykazuje Sirokospektralni
antimikrobialni aktivitu. Harmonin vykazuje antiproliferativni a cytotoxickou aktivitu proti
bunéénym liniim ¢lovéka, pusobi proti nékolika bunéénym liniim solidnich nadort ¢lovéka,
dale inhibuje rist parazita malarie Plasmodium falciparum a pisobi antibakterialné proti 12
bakteridlnim kmenim vcetné mykobakterii. Plsobi antibakteridlné také vici

multirezistentnimu kmenu Staphylococcus aures (Alam et al., 2002; Rohrich et al., 2012).

3.6 Sklipkan kaderavy (Brachypelma albopilosum/Tliltocatl
albopilosum (Mendoza))

Sklipkan kadefavy je druhem pavouka, ktery je velice Casto chovany v zajeti. Ve volné
ptirodé se vyskytuje v destnych pralesich Kostariky a Nikaraguy (Mendoza & Francke,
2019). Tento druh pavouka se brani pouze vycesavanim chloupktl ze zadeCku, které se
zabodavaji do kize a sliznic a mohou zpusobovat alergické reakce. I piesto byl v jedu
sklipkana kadetfavého objeven neurotoxin brachyin, ktery vykazoval silnou insekticidni
aktivitu vuci Svabam Periplaneta americana (L.) a potemniku moué¢nému (Tenebrio molitor
(L.)). Brachyin vykazoval také analgetické G¢inky na mySich modelech, véetné btisniho
svijeni a tento neurotoxin vyrazné inhiboval proliferaci nadorovych bun¢k (Zhong et al.,
2014).

Obr. 8: Sklipkan kaderavy (Prevzato od Micro Wilderness).
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3.7 Muchomirka ¢ervena (Amanita muscaria (L.))

Muchomtrka Cervena je jedovata houba, ktera roste pievazné v jehli¢natych lesich mirného
pasu. Muchomtirka obsahuje né¢kolik biologicky aktivnich latek jako je muscimol a kyselina
ibotenova, které ji dodavaji psychotropni vlastnosti. Diky podobné struktute jako dva hlavni
neurotransmitery centralni nervové soustavy: kyselina glutamova a GABA (kyselina gama-
aminomaselnd), jsou schopny ovliviiovat nervovy systém a vyvolavat psychomotorické
vzruseni s euforii, depresi a uzkosti, iluzemi a vizualnimi a sluchovymi halucinacemi. Mimo
muscimolu a kyseliny ibotenové, které se vyskytuji zejména v klobouku, muchomirka
obsahuje cholin, acetylcholin, betain, muskaridin, malé mnozstvi tropanovych alkaloidl
(atropin, hyoscyamin, skopolamin, bufotenin) a muscazon, coz je laktamovy izomer

muscimolu (Michelot & Melendez-Howell, 2003; Satora et al., 2005).

Obr. 9: Muchomiirka cervena (Prevzato od Robert Siegel).
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3.8 LiSejniky

LiSejniky jsou symbiotické organismy, které sestavaji ze dvou c¢asti — fotobionta a
mykobionta. Mykobiontem byva nejcastéji vieckovytrusna houba a fotobiontem
fotosyntetizujici fasa ¢i sinice. LiSejniky jsou znamé bioindikatory Cistoty ovzdusi, nebot’
jsou velmi citlivé na zmény v okolnim prostifedi (Conti & Cecchetti, 2001). Dale jsou
vyuzivany v lichenometrii, coz je soubor metod k uréeni stati zejména geologickych utvart
na zakladé velikosti stélky lisejniku. Tato metoda je vyuZzivana v archeologii, geomorfologii
¢i paleontologii. LiSejniky také produkuji celou fadu sekundarnich metabolit, které se lisi
u jednotlivych druht, ale maji podobné vlastnosti. Obecné vykazuji lisejniky antibakterialni,
protirakovinné, antiproliferativni a antioxidativni vlastnosti. Dale jsou liSejniky pouzivany
jako soucast antibiotik, kde je vyuZivana zejména kyselina usnova, derivaty Kyseliny
pulvinové — kyselina vulpinova, kyselina lichesterinova, derivaty orcinolu a depsidony a

také jako soucast 1éki proti HIV (Shrestha & St. Clair, 2013).

3.8.1 Kyselina usnova

Kyselina usnova [2,6 — diacetyl - 7,9 — dihydroxy - 8,9b — dimethyl - 1,3 (2H, 9bH) — dibenzo
- furandion] je jednim z nejstudovanéjSich a nejrozsifenéjsich sekundarnich metaboliti
lisejniku, ktery se vyskytuje ve dvou enantiomerech zejména v rodech Alectoria, Cladonia,
Usnea, Lecanora, Romalina a Evernia. Je to jeden z mala metaboliti, ktery je vyuZzivan
komeréné v krémech, tstnich vodach, zubnich pastach, deodorantech ¢i jako konzervacni
latka. Kyselina usnova vykazuje antimikrobidlni aktivitu vaci lidskym a rostlinnym
patogenim, dale antivirovou, antiprotozoalni, antiproliferativni, protizanétlivou a

analgetickou aktivitu (Ingolfsdottr, 2002).

Obr. 10: Kyselina usnova.
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Puklérka islandska (Cetraria islandica (L.))

Puklérka islandska, znama také jako liSejnik islandsky je vyuzivan zejména v lidovém
l1ékafstvi. Obsahuje chemické latky jako je kyselina protolichesterinova, lichesterinova,
protocetrarovda a  kyselina  fumarprotocetrarovd. Puklétka islandskd vykazuje
antitrypanozomalni aktivitu, pfiznive piisobi pii plicnim onemocnéni, zejména tlumi kasel,
dale je ucinna pti problémech s ledvinami a mo¢ovym méchyifem, pii mirnych zanétech ustni
sliznice a hltanu a také byva pouzivana v lidovém léCitelstvi pti 1é¢bé rakoviny (lgoli et al.,
2014; Malhotra et al., 2008).

Obr. 11: Pukiérka islandska (Prevzato od Rob Hille).

3.9 Cytotoxicita

Cytotoxicita je schopnost chemické latky zabijet builky a byva hojné stanovovana
v souvislosti s vyvojem novych 1éCiv. Testovani byva provadéno kvuli nezadoucim
cytotoxickym u¢inkiim 1ékt. Nasledkem cytotoxicity miize dojit k nekréze bunék, ¢imz
dochdzi ke ztraté integrity membrany a nasledné bunécné lyze. DalSi moZznosti je snizeni
zivotaschopnosti buné€k, kdy prestavaji aktivné rast a délit se. A v neposledni fadé dochazi

k programované bunééné smrti — apoptoze.
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3.10 Pouzité metody

3.10.1 Extrakce

Extrakce je proces, béhem kterého je mozné ziskat chemické latky, nejéastéji z ptirodniho
materialu. Dilezitym faktorem je vhodny vybér rozpoustédla v zavislosti na tom, které latky
chceme extrahovat. Extrakci mizeme rozd¢lit do dvou zakladnich skupin v zavislosti na
tom, z ¢eho extrahujeme. Extrakce z kapaliny do kapaliny je zaloZena na vzajemné
nemisitelnosti kapalin a vyuziva se nejcastéji vodny vzorek a organické rozpoustédlo.
Prikladem muze byt tiepani v délici nalevce nebo odstted’ovani. Extrakce z pevné faze do
kapaliny slouzi k ziskani analytu z pevné latky nejéastéji homogenizaci a naslednym
pouzitim vhodného rozpoustédla, kterym muze byt naptiklad methanol ¢i ethanol. Prikladem
je macerace, kdy pouzivame studené rozpoustédlo, ale jde o ¢asové naro¢nou metodu, kdy
nedochazi k dokonalé extrakci. Mezi dal$i metody fadime perkolaci, extrakci zpétnym
tokem, tlakova kapalinova extrakce, extrakce superkritickou tekutinou, ultrazvukovou

extrakci ¢i mikrovlnnou extrakci (Zhang et al., 2018).

3.10.2 Pasazovani bunék

Pasazovani je metoda, ktera umoziuje péstovani bunéénych kultur in vitro. Kdyby
nedochazelo k pasdzovani, buniky by se zacaly shlukovat a nasledné odumirat v disledku
nedostatku Zivin. Pfijem Zivin je zajiStén z kultiva¢niho média, které obsahuje anorganické
soli (zajiSténi hlavnich iontl nezbytnych pro zakladni fyziologické funkce buiiky), sérum,
které¢ je zdrojem organickych latek, zdroj energie (nejastéji glukosa), antibiotikum
(zamezuje kontaminaci bakteridlnimi kulturami) a acidobazicky indikator (diky nému jsme
schopni na zakladé¢ zmény pH identifikovat, kdy je potfeba vymeénit médium, tedy kdy je

potieba buiiky pasazovat).
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3.10.3 Nrf2

Nrf2 je transkripcni faktor lokalizovany v cytoplazmatické membrané, ktery je hlavnim
regulatorem genii kodujicich antioxida¢ni enzymy druhé faze a antioxidacni stresové
proteiny, které reaguji na elektrofilni latky a oxidac¢ni stres. Jestlize nedochazi ke stimulaci
Nrf2 témito faktory, pak je Nrf2 neaktivni a po asociaci s doménou Keap 1 je degradovan
(Kobayashi et al., 2004).

Mnohé ptirodni latky slouzi jako aktivatory transkripéniho faktoru Nrf2. Jestlize je
Nrf2 aktivovan fosforylaci, pak dochazi k indukci cytoprotektivnich enzymi, a tim je mozné
potlacit oxidativni stres ¢i proliferaci bun¢k, coz mize zabranit vzniku nadoru. Naopak
inhibitory tohoto transkripéniho faktoru mohou slouzit pfi boji s rezistenci vuci
chemoterapeutikam. (Jaiswal, 2004; Surh et al., 2008).

Nrf2 assay pak byla provadéna na bunééné linii EpRE - LUX, coz je uméle vyvinuta
bunécna linie s luciferazovym reportérem, ktery byl vlozen v blizkosti elektrofilné citlivého
prvku (genu EpRE). Transkripci tohoto genu je pak fizena exprese luciferazy. Jestlize
dochazi k aktivaci transkripce (prostiednictvim Nrf2), pak dochdzi k expresi luciferazy a je

mozné detekovat luminiscenci.

3.10.4 Mikrodiluéni metoda

Mikrodiluéni metoda slouzi ke zjisténi minimélni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je
nejnizs§i koncentrace latky, kterd inhibuje viditelny rdst mikroorganismii v mikrotitracni
jamce. Latka na mikroorganismy miZe piisobit bakteriostaticky (zastavi se ¢i zpomali rist
mikroorganismul) nebo bakteriocidné (mikroorganismus je trvale usmrcen), coz znamena, ze

dana latka vykazuje antimikrobialni aktivitu.
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

- Vcela medonosna (Apis mellifera (L.)) — mrtvi jedinci ziskani v roce 2018 od vcelaie
(Jan Simi¢ek, Lubomé&f) z jeho osobniho chovu

- Mravenec obecny (Lasius niger (L.)) — odchyt na mezi v obci Luboméf

- Rumeénice pospolna (Pyrrhocoris apterus (L.)) — odchyt u stromu v obci Spalov

- Slunécko vychodni (Harmonia axyridis (Pallas)) — odchyt v obci Lubomét

- Sklipkan kadetavy (Brachypelma albopilosum/Tliltocatl albopilosum (Mendoza)) —
svlecky a zamrazeni jedinci mlad’at sklipkana ziskani ze zajmového chovu

- Muchomirka ¢ervena (Amanita muscaria (L.)) — sbér ve smiSeném lese na tizemi obce
Luboméf

- Cladonia coniocraea (Florke) — sbér na mezi v obci Luboméf, uréeni — Jan Vondrak

- Cladonia fimbriata (L.) — sbér na mezi v obci Luboméf, ur¢eni — Jan Vondrak

- EpRE — LUX — buné¢na linie s luciferazovym reportérem

- BJ—bunééna linie z lidskych primarnich fibroblastl

- Enterococcus faefalis — CCM 4224, kmen z Ceské sbirky mikroorganismii v Brng

- Staphylococcus aureus - CCM 3953, kmen z Ceské sbirky mikroorganismti v Brng

- Streptococcus mutans - CCM 7409, kmen z Ceské sbirky mikroorganismi v Brné

- Bacillus cereus - CCM 2010, kmen z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné

- Actinomyces odontolyticus - CCM 4740, kmen z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné

- Clostridium perfringens - CCM 4435, kmen z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné

- Escherichia coli - CCM 3954, kmen z Ceské sbirky mikroorganismt v Brné

- Pseudomonas aeruginosa - CCM 3955, kmen z Ceské sbirky mikroorganismii v Brné

- Candida albicans — ATCC90028, kmen z Ceské sbirky mikroorganismi v Brn&
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4.2 Pouzité chemikalie

Methanol, VWR International s.r.o., Radnor, USA
Kyselina mravenci, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
DMSO (Dimethyl sulfoxide), Merck, Darmstadt, Germany
EMEM medium (M0643), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
NaHCO3, Penta s.r.0., Praha, Ceska republika
DMEM medium (D5523), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Fetal bovine serum (ID number: SO0D41000B), Biowest, Riverside, USA
L-Glutamine solution (G7513-100ML), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Penicillin-Streptomycin (P4333-100ML), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Trypsin solution from porcine pankreas (T4549-100ML), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
PBS (fosfatovy) pufr 10x, na 1 I destilované vody:
e 23,19 NaHPO; - 12 H20, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e 2 g KH2PO4, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e 80 g NaCl, Pentas.r.o., Praha, Ceska republika
e 2gKCl, Pentas.r.o., Praha, Ceska republika
EDTA, 11 roztoku:
e 89 NaCl, Penta s.r.o., Praha, Ceska republika
e 19 glucose, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e 2gKClI, Pentas.r.o., Praha, Ceska republika
e NaHCOjs, Pentas.r.o., Praha, Ceska republika
e 0,29 EDTA, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Lyzac¢ni pufr
e Tris, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e DTT (DL-Dithiothreitol), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e DCTA (trans-1,2-Diaminocyclohexane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid monohydrate),
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Flash mix
e Tricine (N-[Tris(hydroxymethyl)methyl]glycine), Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e ATP disodium salt, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e MgSO;4 - 7 H20, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
e (MgCOz3)s- Mg(OH): - 5 H20, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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e D-Luciferin, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Kyselina lipoova, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Resazurin, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- NaOH, Penta s.r.0., Praha, Ceska republika
- KCI, Pentas.r.o., Praha, Ceska republika
- Chlorid sodny min 99,8 %, CELLPURE ® pro buné¢né kultury 1 84003 P-Lab

4.3 Ptiprava roztokd:
Ptiprava 500 ml EMEM/DMEM media:

- 440 ml EMEM/DMEM (zésobni roztok EMEM rozpustén v 11 destilované
vody spolecné s 2,2 g/l NaHCO3)

- 50 ml fetalniho séra

- 5 ml antibiotika (penicilin-streptomycin)

- 5 ml gluthaminu
Ptiprava lyza¢niho pufru na 3 desky:

- 36,3mg 10 mM Tris

- 924mg2mMDTT

- 219mg2mM DCTA

- rozpusténo v 30 ml destilované vody a upraveno na pH 7,8 (0,1M HCI)

Ptiprava Flash mixu na 3 desky:

107,4 mg 20 mM Tricin

15,6 mg 1,07 mM (MgCOs)4 - Mg(OH)2 - 5 H20
40,44 mg 2,67 mM MgSOs - 7 H.0

82,8 mg 5 mM ATP

30 ul 9,4 mM luciferin (v DMSO rozpustén)
uprava na pH 7,8 (0,1M NaOH)

4.4 Kultivacni pady

- Brain heart infusion broth — BHI (kat. ¢. M210-100G, HiMedia)

- Columbia agar s 7% ov¢i krvi (kat. €. PB5S008A, Oxoid)

- Sabouraud dextrose agar with chlorampenicol (kat. ¢. PO0161, Oxoid)

- Anaerobe blood agar (WILKINS CHALGREN) (kat. ¢. PB0111, Oxoid)
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4.5 Pristrojové vybaveni

- Lyofilizator FreeZone 2,5 L, LABCONCO, Kansas City, USA

- Analyticka vaha, OHAUS PIONEER, Parsippany, USA

- Kévovy mlynek KM1310S, Tarrington House,

- Oscilac¢ni kulovy mlynek MM400, Retsch® & Co. KG, Haan, Germany

- Ultrazvukova lazen Ultrasonic cleaner, VWR International s.r.o., Radnor, USA
- Automatické pipety labopette®, Hirschmann-Laborgerite

- Dusikova odparka TurboVap, Biotage

- Mikrocentrifuga Micro Star 17, VWR International s.r.o0., Radnor, USA

- Odsavaci vakuova pumpa, FTA-2i, bioSan, USA

- Odsavaci vakuova pumpa, BVC control

- Minitfepacka Vortex V-1 plus, bioSan, USA

- Multidetekéni reader infinite M200 PRO, TECAN

- Tiepaci inkubator Thermo shaker, Grant-bio

- Multikanalova automaticka pipeta Eppendorf Xplorer, Eppendorf
- Mikroskop, Olympus CK2,

- Mikroskop, Nikon

- Flowbox, Alpina

- COz2 Inkubator, Sanyo Galenkamp

- Biohazard Clean Air flow-box (Schoeller instruments)

- DEN-1B McFarland denzitometr (bioSan), USA

- Laboratorni inkubator (termostat) Ecocell (BMT)

- MIC inokulator (jezek) kalibrovany na 1 pl (na zakazku, Trios), Kennewick, USA

- LAS ™ _ Lataliv anaerobni systém, Trios s.r.0., Kennewick, USA
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4.6 Metody

4.6.1 Extrakce

Vzorky byly rozdéleny na jednotlivé ¢asti — muchomurka ¢ervena na klobouk a tien (téen a
prstenec), mlad’ata pavouka sklipkana kadefavého na hlavohrud’, nohy a zadecek. Vzorky
(v¢&ela, ruménice, slunécko, C. coniocraea a C. fimbriata) byly ponechany po dobu 48 hodin
vysusit v lyofilizatoru. Vcela medonosna, ruménice pospolna, slunécko vychodni,
muchomiirka Cervena, C. coniocraea a C. fimbriata byly homogenizovany v kavovém
mlynku ¢i tieci misce. Mravenci obecni byli homogenizovani pomoci kapalného dusiku
v tfeci misce. Ze svleCek sklipkana kadefavého byly odpreparovany jednotlivé chlupy
Z oblasti zadecku.

Do mikrozkumavek se vzorky byl ptidan 1 ml extrakéniho ¢inidla (methanol a 0,1%
kyselina mravenéi). Vzorky byly 10 min homogenizovany na kulovém oscilaénim mlynku
s kovovymi, poptipadé sklenénymi kulic¢kami (v zavislosti na typu vzorku) pfi frekvenci 27
Hz, a nasledné 10 min sonifikovany na ultrazvukové lazni. Extrakty byly centrifugovany na
centrifuze pii 20 160 g po dobu 7 minut. Supernatanty byly odpateny na dusikové odparce
a odparky byly nasledn¢ rozpustény v 150 ul DMSO. Vzorek byl uchovavan v — 80 °C pro

nasledné testovani.

4.6.2 Pasazovani bunék

Pfi praci bylo nutné pracovat za sterilnich podminek ve flowboxu, aby nedochazelo ke
kontaminacim. Pomoci Pasteurovy pipety, bylo odsato staré médium z kultiva¢ni nadoby
S buiikami. Nasledné bylo pfidano 5 ml 1x PBS pufru, aby doslo k promyti bunck a pufr byl
opét odsan. K bunikam byly pfidany 2 ml trypsinu s EDTA (1:1), aby doslo k uvolnéni bunék
(kratce byly ponechany pti 37 °C v inkubatoru). Po uvolnéni bunék byl trypsin neutralizovan
8 ml média, ve kterém byly bunky dikladné oddéleny pomoci pipetovani. V kultivacni
nadob¢ byl ponechan pouze urcity podil bunék, ktery byl kultivovan v inkubatoru pii 37 °C
a zbytek byl odstranén.

Bunky bylo potieba pasdzovat 2x — 3x tydné v zavislosti na pouzité bunééné linii a

také ptidavat jednou tydné antibiotikum (Penicillin-Streptomycin).
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4.6.3 Nrf2 assay

Nrf2 assay byla provadéna jako téidenni experiment na buné¢né linii EpRE - LUX.

Prvni den experimentu bylo vysazeno 20 000 bunék/ jamku do 96 jamkové desticky
(150 pl/jamku) ptedem ptipravenych buné€k, které nasledné byly inkubovany 24 hodin pfi
37 °C.

V druhy den experimentu bylo odsato star¢ médium a k buitkam bylo ptidano 150 pl
EMEM média s 1 % gluthaminu, bez fetalniho séra a antibiotika na jamku. K médiu
s bunikami byly néasledné pfidany testované latky, které byly médiem natedény na Ctyfi rizné
koncentrace stejné jako kyselina lipoova, ktera slouzila jako pozitivni kontrola. DMSO a
médium s buitkami pak slouzilo jako negativni kontrola a médium bez bunék jako BLANC.
Rozlozeni na desce s jednotlivym fedénim je uvedeno v Tab. 4. Pripravené desky s buikami

byly inkubovany po dobu 24 hodin pti 37 °C.

Tab. 4: RozlozZeni latek na desce (ve 3 opakovanich po 4 koncentracich, negativni kontrola

a blanc po 4 opakovanich pouze v 1 koncentracich).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 100 uM LipA 200x redény extrakt 200x fedény extrakt 200x redény extrakt
B 10 uM LipA 2000x fedény extrakt 2000x fedény extrakt 2000x fedény extrakt
C 1 uM LipA 20000x redény extrakt | 20000x redény extrakt 20000x fedény extrakt
D 0,1 uM LipA 200000x redény extrakt | 200000x fedény extrakt 200000x redény extrakt
E 200x redény extrakt 200x redény extrakt 200x fedény extrakt

Y w Y e Y ax . Medium | Medium
F | 2000x fedény extrakt 2000x fedény extrakt 2000x fedény extrakt DMSO b
s ez
G | 20000x redény extrakt | 20000x redény extrakt | 20000x fedény extrakt . . .
burikami | bunék

H | 200000x redény extrakt | 200000x redény extrakt | 200000x fedény extrakt

Tteti den experimentu bylo odsato staré médium, buniky byly promyty 100 ul 1x PBS

pufru, ktery byl nésledné odsat. K bunkdm bylo ptfiddno 50 pl/jamku lyza¢niho pufru, a
ponechano stat 15 minut v lednici a nasledné 2 hodiny v — 80 °C. Jakmile byla deska
vytaZena z — 80 °C byla nechana rozmrznout na tfepacce temperované na 37 °C po dobu asi
10 minut. Do kazdé jamky bylo ptidano 100 pl Flash mixu a byla zmétena luminiscence na

multidetekénim readeru v ¢asech 0, 2, 5 a 10 minut.
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4.6.4 Stanoveni cytotoxicity

Stanoveni cytotoxicity bylo provadéno v podobé¢ tiidenniho testu na bunécné linii BJ.

Prvni den experimentu bylo vysazeno 20 000 bunék/ jamku 96 jamkové desti¢ky
(150 pl/jamku) ptedem ptipravenych buné€k, které nasledné byly inkubovany 24 hodin pfi
37 °C.

V druhy den experimentu bylo odsato star¢ médium a k buitkam bylo ptidano 150 ul
DMEM média s 1 % gluthaminu, bez fetalniho séra a antibiotika na jamku. K médiu
s bunikami byly néasledné pfidany testované latky, které byly médiem natedény na Ctyii rizné
koncentrace stejné jako kyselina lipoova, ktera slouzila jako pozitivni kontrola. DMSO a
médium s buitkami pak slouZilo jako negativni kontrola a médium bez buné¢k jako BLANC.
Rozlozeni na desce s jednotlivym fedénim je uvedeno v Tab. 4. Pipravené desky s buikami
byly inkubovany po dobu 24 hodin pti 37 °C.

Tteti den experimentu bylo odsato staré médium s testovanymi latkami a k buiikdm
bylo ptidano 20 pl/jamku resazurinu (5x nafedény do 1x PBS pufru). Néasledné byla zmétena
fluorescence na multidetek¢nim readru pii emisni vinové délce 598 nm a excita¢ni vlnové

délce 535 nm v ¢asech 0, 10, 20, 30, 40, 50 a 60 minut.

4.6.5 Testovani antimikrobialni aktivity latek mikrodilué¢ni metodou

Mikroorganismy byly uchovavany ve sbirce mikroorganismii Ustavu mikrobiologie LF UP
a FNOL pii -80 °C v tzv. kryozkumavkach, ze kterych byly néasledné oZiveny. Bakterialni
kultura byla nejprve sterilni bakteriologickou klickou z kryozkumavky vyockovéna na
ptislusny agar a poté kultivovana v termostatu pii 37 °C (kvasinky pii 30 °C) po dobu 24
hodin (kvasinky a anaerobni bakterie po dobu 48 hodin). Tato kultura byla poté pfipravena
K testovani.

Byla piipravena mikrotitra¢ni desticka, kdy do jamek a fad B - H bylo napipetovano
50 pul BHI bujénu a do fady A 100 pl testované latky, ktera byla ptedem nafedéna 50x, aby
byla koncentrace DMSO ve vzorku mensi nez 5 % (DMSO je antibakterialni). Nasledn¢ bylo
provedeno dvojkové fedéni a to tak, ze z jamek fady A bylo multikanalovou pipetou nasato
50 ul, které byly pfipipetovany do fady B (timto postupem byla nafedéna cela desticka).

Nasledné bylo ptipraveno inokulum, kdy byly sterilni bakteriologickou klickou
nabrany 2-3 vykultivované kultury, které byly rozsuspendovany ve fyziologickém roztoku.

Zakal byl zméfen na denzitometru a hustota upravena na hodnotu 0,5 McFarland. Inokulace
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byla provadéna pomoci MIC inokulatoru (tzv. jezek), ktery byl sterilizovan v plameni,

nasledné ponoten do ptipraveného inokula a byly jim inokulovany jamky mikrotitracni

desti¢ky. Inokulované desti¢ky byly inkubovany pfi ptislusné teploté (viz. Tab. 5) po dobu

24 hodin.

Po inkubaci byla odectena hodnota minimalni inhibi¢ni koncetrace. Pokud byla

testovana latka aktivni, tak byla vizualn¢ stanovena hodnota MBC (minimalni bakteriocidni

koncentrace) a MBS (minimalni bakteriostaticka koncentrace) tim, Ze byly jamky

vyockovany pomoci inokulatoru na piislusny agar (viz. Tab. 5).

Tab. 5: Prehled podminek kultivace danych mikroorganismii.

Mikroorganismus Zarazeni Agar pro kultivaci Teplota
Enterococcus faefalis Aerobni grampozitivni bakterie Krevni agar 37°C
Staphylococcus aureus Aerobni grampozitivni bakterie Krevni agar 37°C
Streptococcus mutans Aerobni grampozitivni bakterie Krevni agar 37°C
Bacillus cereus Aerobni grampozitivni bakterie Krevni agar 37°C
Actinomyces odontolyticus ~ Anaerobni grampozitivni bakterie ~ Anaerobni krevni agar 37 °C
Clostridium perfringens Anaerobni grampozitivni bakteriec ~ Anaerobni krevni agar 37 °C
Escherichia coli Aerobni gramnegativni bakterie Krevni agar 37°C
Pseudomonas aeruginosa Aerobni gramnegativni bakterie Krevni agar 37°C
Candida albicans Kvasinka Sabouraudiv agar 30°C
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5 Vysledky

5.1 Nrf2 assay

Aktivita transkripéniho faktoru Nrf2 byla stanovena na bunéc¢né linii EpRE — LUX, ktera

byla kultivovana spole¢né s pfirodnimi extrakty. Vysledky jsou znazornény na Obr. 12,
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Obr. 12: Grafické vyjadreni aktivity transkripcniho faktoru Nrf2 po Kkultivaci prirodnich
extraktii S bunécnou linii EpRE-LUX vztazené ke kontrole (100 %,). Doba piisobeni extraktii
na bunky byla 24 hodin. Jednotlivé sloupce vyjadiuji priomer a chybové usecky smerodatnou
odchylku (n=3). Jednotlivé koncentrace vzorkii: Kyselina lipoova: 10 uM; Cladonia
coniocraea: 1 mg DW - ml **; Cladonia fimbriata: 1 mg DW - ml *; Muchomiirka - kKlobouk:
1 mg DW - ml Y; Muchomiirka - tieni: 1. mg DW - ml *X; Véela: 1 mg DW - ml *; Mravenec:
3,35 mg FW - ml ; Slunécko: 1 mg DW - ml 1; Ruménice: 1 mg DW - ml ; Sklipkan -
hlavohrud’ 1,86 mg FW - ml ; Sklipkan - zadecek: 1,41 mg FW - ml ; Sklipkan - nohy: 1
mg FW - ml Y; Sklipkan - chloupky v MeOH: 0,35 mg FW - ml 1
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Kultivace extraktt C. fimbriata, muchomurka — klobouk, muchomurka — tfen, vcela
medonosna a mravenec obecny S bunéénou linii EpRE - LUX vedla k aktivaci drahy Nrf2.
U teéchto extraktli byl narust luminiscence >200 %. Pozitivni kontrolou byla kyselina
lipoova, jejiz aktivita byla 280 %. Kontrolni vzorek s DMSO vykazoval aktivitu 100 % a je
v grafu znazornén vodorovnou Carou. Extrakt z véely medonosné siln¢ aktivoval (260 %)
drahu Nrf2, nicméné vysledek vykazoval vysokou variabilitu. U vzorkd C. coniocraea a

slunécka vychodniho byla aktivita velice nizka (<30 %).

5.2 Stanoveni cytotoxicity

Testovani viability bunék bylo provedeno na bunécné linii BJ kultivované s ptirodnimi

extrakty a vysledKky jsou znazornény na Obr. 13.
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Obr. 13: Grafické vyjadreni cytotoxicity po kultivaci prirodnich extraktii s bunécnou linii BJ
vztazené ke kontrole (100 %). Doba piisobeni extraktii na bunky byla 24 hodin. Jednotlivé
sloupce vyjadruji priomér a chybové usecky smérodatnou odchylku (n=3). Fluorescence byla
mérena pri emisni vinové délce 598 nm a excitacni vinové délce 535 nm. Jednotlivé
koncentrace vzorkii: Cladonia coniocraea: 1 mg DW - ml **; Cladonia fimbriata: 1 mg DW
- ml Y Muchomurka - klobouk: 1 mg DW - ml L Muchomiirka - tren: 1 mg DW - ml 1.
Véela: 1 mg DW - ml™t; Mravenec: 3,35 mg FW - ml }; Slunécko: 1 mg DW - ml*; Ruménice:
1mg DW - ml -1 Sklipkan - hlavohrud” 1,86 mg FW - m/ 1. Sklipkan - zadecek: 1,41 mg FW
-ml ; Sklipkan - nohy: 1 mg FW - ml ; Sklipkan - chloupky v MeOH: 0,35 mg FI¥ - ml *
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Vysledky stanoveni cytotoxicity jsou znazornény na Obr.13. Kontrolni vzorek s
DMSO vykazoval aktivitu 100 % a je v grafu znazornén vodorovnou ¢arou. Viabilita bun¢k
kultivovanych s extrakty C. coniocraea, muchomurka — t¥en, véely medonosné a slunécka
vychodniho byla snizena o vice nez 60 %. Naproti tomu vzorek ruménice pospolné a
mravence obecného zvysuje viabilitu bunék 0 130 — 150 %. Viabilita bun¢k se pohybovala

v rozmezi od 10 do 150 %, ale vétSina extraktti neméla na viabilitu vyznamny vliv.

5.3 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni aktivita byla urCena prostfednictvim mikrodilu¢éni metody na
mikroorganismech Enterococcus faefalis, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Bacillus cereus, Actinomyces odontolyticus, Clostridium perfingens, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa a Candida albicans. Pomoci tohoto testovani byla stanovena
minimalni bakteriocidni koncentrace, minimalni bakteriostaticka koncentrace a minimalni

inhibi¢ni koncentrace. Vysledky jsou znazornény v Tab. 6.
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Tab. 6: Stanoveni citlivosti mikroorganismii viici prirodnim extraktum mikrodilucni
metodou. Doba inkubace: 24 hodin.

MBC! MBS? MIC3

Vzorek Mikroorganismus [mg/ml] [mg/ml] [mg/mi]
Cladonia coniocraea Enterococcus faefalis 1,01 0,51 0,51
Staphylococcus aureus 1,01 NA* 1,01
Streptococcus mutans 1,01 0,51 0,51
Bacillus cereus 1,01 0,25 0,25
Actinomyces odontolyticus 0,25 0,13 0,13
Clostridium perfingens 0,51 0,13 0,13
Véela medonosna Staphylococcus aureus NA 4,03 4,03
Streptococcus mutans 1,01 NA 1,01
Actinomyces odontolyticus 2,01 0,50 0,50
Clostridium perfringens 2,01 NA 2,01
Sklipkan - hlavohrud’ Staphylococcus aureus NA 5,64 5,64
Sklipkan - zadecek Staphylococcus aureus NA 3,72 3,72
Cladonia fimbriata - NA NA NA
Muchomurka - klobouk - NA NA NA
Muchomurka - tfen - NA NA NA
Mravenec - NA NA NA
Slunécko - NA NA NA
Rumeénice - NA NA NA
Sklipkan - nohy - NA NA NA
Sklipkan - chloupky v MeOH - NA NA NA
Kontrola - chloupky v MeOH - NA NA NA

MBC! = minimdlni bakteriocidni koncentrace
MBS? = minimdlni bakteriostatickd koncentrace
MIC2 = minimdlni inhibicni koncentrace

NA* = neaktivni

Aktivitu vykazovaly vzorky C. coniocraea, véela medonosna, sklipkan — hlavohrud’ a
sklipkan — zadecek, a to pouze vi¢i grampozitivnim bakteriim. Minimdalni inhibicni
koncentrace se pohybovaly v koncentracich od 0,13 do 5,64 mg/ml. Nejlépe fungoval proti
v§em grampozitivnim patogeniim vzorek C. coniocraea. Obecné byly ucinngjsi extrakty

vuci anaerobnim bakteriim.
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6 Diskuze

Cilem této bakaldiské prace bylo najit latky ziskané z pomérné netradi¢nich ptirodnich
vzorkd, které by aktivovaly drahu transkripéniho faktoru Nrf2 a nesnizovaly viabilitu bungk.
Takovéto vzorky by bylo vhodné podrobit dalSimu testovani, nebot’ by mohly byt vhodné
pro vyvoj novych 1é¢iv zameétujicich se na snizeni oxidativniho stresu, a tim 1 snizeni rizika
vzniku nadoru (Surh et al., 2008). Dalsim cilem bylo najit latky z pfirodnich vzorkd, které
by vykazovaly antimikrobialni aktivitu, a diky tomu byly vhodné pro dalsi vyzkum jakozto
potencionalni antibiotika ¢i latky plisobici proti rostlinnym Skidctm.

Muchomurka cervena Vv predkladané praci aktivovala transkripcni faktor Nrf2 a
zaroven vzorek muchomurka — tfen puasobil cytotoxicky. Muchomiirka ¢ervena obsahuje
Vv klobouku barvivo betalain, coz je pomérn¢ neo¢ekavané a jeho vyznam v muchomtirce je
zatim neznamy (Strack et al., 2003). Bylo zji§téno, Ze betalainy aktivuji drahu transkripéniho
faktoru Nrf2. Betalainy se aktivné ucastni na vychytavani volnych radikald, jsou silnymi
antioxidanty, a tim mohou zabranit vzniku rakoviny ¢i kardiovaskularnich chorob
(Gengatharan et al., 2015). Muchomirka ¢ervena obsahuje, zejména v klobouku (v ¢ervené
a zIuté vrstvé), muscimol a kyselinu ibotenovou, které jsou pti¢inou toxicity této houby.
Jedna se o toxiny, které jsou strukturou velice podobné kyseling glutamoveé a kyseliné gama-
aminomaselné, coz jsou vyznamné neurotransmitery (Johnston, 2014; Michelot &
Melendez-Howell, 2003; Satora et al., 2005). Toxicita muchomurky ¢ervené tedy spociva
Vv jejich ucincich na nervovou soustavu, a z toho ditvodu pravdépodobné nevykazovala
béhem testovani cytotoxicitu na bunééné linii BJ, ziskané z lidskych primérnich fibroblastt.
Jelikoz ale byla ve smési tfen¢ a prstence muchomiirky stanovena cytotoxicita, je mozné, ze
tato houba obsahuje dalsi latky podilejici se na jeji toxicité, které se nevyskytuji v klobouku.

Mravenec obecny Vtéto bakalaiské praci nevykazoval cytotoxicitu a zaroven
aktivoval transkripcni faktor Nrf2. Mravenec obecny ma ve svém téle celou fadu exogennich
714z, kdy jednou z nich je Dufourova zlaza, ktera produkuje latky slozené ze smési alkani s
dlouhym fetézcem a alkent, nékterych terpenovych uhlovodikl a sloucenin, jako jsou
alkoholy, aldehydy, ketony a estery. Tyto slouceniny jsou vyuzivany mravenci jako
feromony a to stopovaci, teritorialni nebo obranné (Billen et al., 2009). Pravé ketony by
mohly byt chemickou latkou, diky které byly vysledky testu Nrf2 assay pozitivni, nebot’
ketony jsou tzv. Michealovy akceptory, které aktivuji drahu transkripéniho faktoru Nrf2

(Keum & Choi, 2014). Zvysena sekrece téchto latek mohla byt zpisobena obrannou reakci
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na odchyt a naslednou extrakci. Hojné se vyskytujici latkou v sekretu je také undekan a to
az z 42 % (Attygalle et al., 1987). U n¢j ale zatim nebylo prokazano, Ze by aktivoval drahu
transkripéniho faktoru Nrf2. Vzhledem Kk tomu, Ze dle vysledki nevykazoval vzorek
extraktu z mravence cytotoxicitu, bylo by zajimavé provést dalsi testovani, které by
umoznilo odhalit konkrétni latky, které by potencionalné mohly mit pfiznivé G¢inky na
lidsky organismus.

Vzorek slunécka vychodniho ptsobil vysoce cytotoxicky, coz mohlo byt zptisobeno
obrannou slouc¢eninou harmonin ((17 R ,9 Z )-1,17-diaminooctadec-9-en), ktera je pfitomna
v hemolymf€ a nékteré vyzkumy uvadéji, ze vykazuje antiproliferativni a cytotoxickou
aktivitu (Alam et al., 2002).

Dal$im vzorkem, ktery vyznamné snizoval viabilitu bunék byl vzorek liSejniku
C. coniocraea, coz je pozoruhodné vzhledem k tomu, ze vzorek C. fimbriata vykazoval
pouze slabou cytotoxicitu, a¢koliv se jedna o stejny rod, a tudiz Ize predpokladat, ze obsahuji
podobné metabolity. U lisejnik by bylo vhodné provést méfeni znovu se vzorky z jinych
mist, nebot’ je dllezité brat v potaz fakt, Ze mohlo dojit ke vstiebani nékterych latek od
okolnich rostlin. LiSejniky totiz obsahuji také houbovou slozku, kterd je zndma schopnosti
vstiebavat latky z okolniho prostfedi rozpusténych napiiklad ve vod¢. V liejnicich rodu
Cladonia byla stanovena piitomnost kyseliny usnové, ktera vykazovala antimikrobialni a
antiproliferativni aktivitu (Ingolfsdottr, 2002; Shrestha & St. Clair, 2013). Je tedy mozné, ze
vzorek C. coniocraea obsahoval kyselinu usnovou, kdezto vzorek C. fimbriata nikoliv,
ponévadz nevykazoval ani vyznamnou cytotoxicitu, ale ani antimikrobialni aktivitu.

Vzorek véela medonosna pusobil cytotoxicky, a také aktivoval transkripéni faktor
Nrf2. Jednalo se o vzorek mrtvych vcel, které pfirozené¢ umiraji na podzim. Je tedy mozné,
ze nékteré latky mohly byt degradovany. V jedovém vacku veely vytvareji jed, tzv. apitoxin
jehoz hlavni slozkou je melittin, ktery vykazuje cytotoxické t¢inky (Y. J. Lee et al., 2007).
Pravé melittin S nejvyssi pravdépodobnosti zistal v téle vcely a byl zodpovédny za
cytotoxické u€inky 1 béhem naSeho testovani. Vely také vytvateji propolis, ktery je vyrabén
misenim rostlinnych pryskyfic s hlavovymi vymésky vcel. Bylo dokazéno, Ze propolis
vykazuje antioxidacni Gi¢inky a obsahuje mimo jiné také flavonoidy a fenolické latky, které
jsou aktivatory drahy transkripéniho faktoru Nrf2 (Magesh et al., 2012; Miorin et al., 2003).

Vsechny vzorky ziskané ze sklipkana kadetavého vykazovaly mirnou cytotoxicitu,

ktera byla s nejvyssi pravdépodobnosti zptisobena neurotoxinem brachyinem, ktery inhibuje
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proliferaci nadorovych bunék (Zhong et al., 2014). Neurotoxin se pravdépodobné v nejvyssi
mife vyskytuje v hlavohrudi, a proto byla cytotoxicita nejpatrnéjsi praveé ve vzorku sklipkan
— hlavohrud'.

Rumeénice pospolnad vyuziva pro svou obranu vymeések, ktery obsahuje defensiny
(Von Nussbaum et al., 2006). Béhem testovani v ramci bakalarské prace zvySovala viabilitu
bunck. V literatufe nebyla nalezena informace o piipadné cytotoxicité defensinil
izolovanych z ruménice pospolné.

Béhem testovani antimikrobidlni aktivity mikrodilu¢ni metodou byla stanovovana
minimalni inhibi¢ni koncentrace. Vzorky sklipkan — hlavohrud’ a sklipkan - zadecek byly
aktivni vac¢i mikroorganismu Staphylococcus aureus a vzorky C. coniocraea a vcela
medonosnd byly aktivni vii€i vét§ing testovanym grampozitivnim bakteriim.
mikroorgansimu Actinomyces odontolyticus a Clostridium perfringens, nebot’ se jedna o
anaerobni bakterie, které jsou celkové citlivéj§i na antimikrobialni latky. Vzorek
C. coniocraea vykazoval aktivitu pouze vici grampozitivnim bakteriim, nikoliv vaci
gramnegativnim. Nékteré lisejniky rodu Cladonia obsahuji kyselinu usnovou, ktera ptisobi
antibakterialn¢ (Ingolfsdottr, 2002).
grampozitivnim bakteriim Actinomyces odontolyticus a Clostridium perfringens. Aktivita
vuc¢i grampozitivnim bakteriim by mohla byt zplsobena pfitomnosti peptidu vceliho
defensinu — 1, ktery je obsazen v hemolymf¢, v hlavé a hrudnich zlazach vcel. Vel
defensin — 1 podle nékterych studii vykazuje silnou antimikrobialni aktivitu vaci
grampozitivnim bakteriim, a to zejména Bacillus subtilis a Staphylococcus aureus
(Kwakman & Zaat, 2012). Stejné¢ tak i béhem naSeho testovani byla stanovena
antimikrobialni aktivita pravé na bakterii Staphylococcus aureus. Dale bylo zjisténo, ze
stejné UCinky vykazuje 1 propolis, ve kterém jsou obsazeny také vymeésky hlavovych Zlaz
(Miorin et al., 2003). Je tedy mozné, Ze se na antimikrobialni aktivité podili i latky obsazené

Vv tomto hlavovém vymeésku.
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[ Zavér

Cilem teoretické ¢asti bakalaiské prace bylo vypracovat resersi zabyvajici se problematikou
mikroorganismi a antimikrobialnich latek. Cilem experimentalni ¢asti bylo extrahovat
pirirodni latky a stanovit na téchto extraktech antimikrobiélni a cytotoxickou aktivitu, a také
zjistit, zda néjaky z ptirodnich extraktl aktivuje drahu transkripéniho faktoru Nrf2. VSechny
tyto cile byly v rdmci bakalarské prace naplnény.

Béhem testovani antimikrobidlni aktivity mikrodilu¢ni metodou se podafilo najit
zajimavy potencialni pfirodni zdroj antimikrobidlnich latek vici fad€é patogenim — liSejnik
Cladonia coniocraea. Je to dobry vychozi bod pro frakcionaci, izolaci aktivnich slozek a
chemickou charakterizaci. Tyto ziskané latky by mohly byt vyuzity v medicing, kosmetice,
potravinafstvi a dale jako soucast antimikrobidlnich natérti ¢i postriki.

Extrakty z klobouku muchomiirky ¢ervené a mravence obecného zvySovaly viabilitu
bunck, ale také aktivovaly transkripéni faktor Nrf2. Proto by mohly byt vhodnymi zdroji
latek, které by mohly pomoct ¢lovéku snizovat oxidativni stres, a tim chranit télo pied fadou
onemocnéni véetné rakoviny.

Tato problematika je v soucasnosti velmi intenzivné studovana. Objev novych zdroju
potencialn€ Gcinnych struktur je proto vyznamnym piinosem pro dals$i vyzkum zabyvajici

se chemopreventivnimi a antimikrobidlnimi latkami.
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