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1. Uvod

Esencialni oleje maji Siroké vyuziti, od soucésti potravin, kde slouzi k dochucovani,
ale i jejich konzervovani, pies kosmeticky pramysl, kde jsou soucasti parfému, krému
a dalsich ptipravki az k aromaterapiim, jakozto uznavanym zdravotnim terapiim. Soucasti
esencialnich olejui jsou latky rtizné chemické povahy, prevazné se vSak jednd o terpeny
a terpenoidy, z rostlinnych ¢asti jsou ziskavany riznymi zplsoby extrakce. U mnoha
esencialnich oleju, nebo jejich slozek byly prokazany jejich antioxidacni, antimikrobialni,
cytotoxické a dalsi 1é¢ivé ucinky.

Aryluhlovodikovy receptor je ligandem aktivovany transkripéni faktor zapojeny
do metabolismu xenobiotik, jakoZto regulator exprese cytochromu P450. Spektrum liganda
aktivujicich receptor je Siroké, prevazné se jednd o latky toxické povahy, kam se tadi
i modelovy agonista 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD). Avsak skupina rychle
metabolizovanych ligandG by mohla mit terapeutické vyuziti, protoze indukuji tvorbu
regula¢nich T lymfocytt, jez hraji roli v imunitni odpoveédi organismu, nehromadi se
Vv buiice a nevykazuji tak dioxinu podobnou toxicitu.

Cilem této prace bylo zjistit, zda minoritni slozky z esencialniho oleje z vanilky

a hiebicku jsou schopny aktivovat aryluhlovodikovy receptor.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Esencialni oleje

Esencialni oleje (EO) jsou aromatické, teékavé, olejovité kapaliny syntetizované zivymi
organismy (Tongnuanchan a Benjakul 2014; Baser a Fatih 2007). V rostlinach se EO nachazi
v olejovych buikach, sekrecnich kanalech a dutinach nebo ve Zlaznatych trichomech.
V né¢kterych pripadech mohou byt EO véazany na sacharidy ve formé glykosidu, tato vazba
musi byt pfed destilaci enzymaticky hydrolyzovana (Baser a Fatih 2007).

EO jsou komplexni smési slozené z ptirodnich polarnich a nepolarnich uhlovodiki
a jejich kyslikatych derivatt, presnéji se v EO vyskytuji terpeny (monoterpeny, diterpeny,
seskviterpeny), terpenoidy (isoprenoidy), aldehydy, alkoholy, ketony, fenoly, methoxy
derivaty, aminy, sulfidy a dal$i (Bakkali et al. 2008; Mohamed, EI-Emary, a Ali 2010;
Masango 2005).

Obzvlast diky vini jsou EO casto pfidavany do parfémi, kosmetiky, Cisticich
prostfedktl, ale také se pouzivaji pro ochuceni jidla a piti. Dalsi vyuziti nasSly jak EO,
tak jejich slozky v oblasti mediciny, diky svym uginkéim (viz 2.1.3 Uginky EO) (Adorjan
a Buchbauer 2010).

2.1.1. Chemické slozeni EO

Jak jiz bylo zminéno vysSe EO jsou pfirodni slozité smési, obsahujici kolem 20 — 60 slozek,
kazdou v jiné koncentraci. Ve vétsSiné EO se vyskytuji dvé nebo tfi majoritni slozky
ve vysokych koncentracich (okolo 20 — 70 %) a mnoho minoritnich slozek ve stopovém
mnozstvi. Pravé majoritni slozky udéluji EO jejich charakteristické biologické vlastnosti
(napf. vuni). Jednotlivé slozky jsou rozd€leny do dvou hlavnich skupin, v jedné jsou
zahrnuty terpeny a terpenoidy (pfevazné kyslikaté derivaty terpenti), v druhé pak ostatni
aromatické a alifatické uhlovodiky s malou molekulovou hmotnosti (Bakkali et al. 2008).
Terpeny jsou organické slouc¢eniny sestavajici ze dvou nebo vice jednotek isoprenu
(C5). Dle poctu izoprenovych jednotek se terpeny d€li na monoterpeny — obsahuji dvé
jednotky isoprenu (C10), seskviterpeny — tii jednotky isoprenu (C15), diterpeny — &tyfi
jednotky isoprenu (C20). Diterpeny a vyssi terpeny se v EO vyskytuji jen vyjimec¢né.

Monoterpeny mohou mit acyklické, cyklické, linedrni nebo aromatické fetézce,
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seskviterpeny linearni, rozvétvené nebo cyklické a diterpeny mohou mit acyklické
nebo cyklické fetézce (Baser a Fatih 2007).

Monoterpeny a jejich derivaty tvoii okolo 90 % z EO, z acyklickych monoterpent se
v EO vyskytuji naptiklad myrcen (Obrazek 1, struktura 1), z cyklickych p-cimen (2). Mezi
kyslikaté derivaty monoterpentt v EO se tadi geraniol (3), linalol (4), citronellol (5)
(alkoholy), citronellal (6) (aldehyd), karvon (7) (keton), menthofuran (8) (ether), citronellyl
acetat (9) (ester), thymol (11) (fenol) a mnoho dalsich (Bakkali et al. 2008).

Seskviterpeny jsou nenasycené slouceniny s nejveétsi diverzitou V ramci terpend.
Mezi linearni seskviterpeny EO patii napiiklad farnesol (10), cyklickym seskviterpenem je
lanceol (12) nebo a-kyperon (13) (Baser a Fatih 2007).

Mezi acyklické diterpeny vyskytujici se v EO patii fytol (14) (trans i cis forma),
kamforen (15) je zastupce cyklickych diterpent (Baser a Fatih 2007).

Z vyse zminovanych sloucenin nepatticich do skupiny terpenti a terpenoidii Ize v EO
najit alkoholy a aldehydy s kratkym fetézcem, které vznikaji pfi metabolické konverzi

nebo degradaci fosfolipidi a mastnych kyselin (Baser a Fatih 2007).
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Obrazek 1 Chemické struktury zdstupcit mono-, seskvi- a diterpenii. Vybrané chemické struktury latek ze skupin mono-,
seskvi- a diterpenii vyskytujici se v EO. Struktury 1-9, 11 predstavuji monoterpeny, struktury 10, 12,13 jsou zdstupci
seskviterpenii a struktury 14,15 jsou diterpeny. 1 — myrcen, 2 — p-cimen, 3 — geraniol, 4 — linalol, 5 — citronellol, 6 —
citronellal, 7 — R-(-)-karvon, 8 — menthofuran, 9 — citronellyl acetadt, 10 — farnesol, 11 — thymol, 12 — lanceol, 13 — a-
kyperon, 14 — fytol, 15 — kamforen.

2.1.2. Extrakce EO

EO jsou extrahovany z riznych ¢asti rostlin, naptiklad z kotent, list, kiry, pupend, kvéti,
semen a dalSich. V zavislosti na materialu jsou Kk extrakci pouzivany ruzné metody

(Tongnuanchan a Benjakul 2014). Mezi bézné pouzivané metody patii parni destilace,
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hydrodestilace, extrakce rozpoustédlem, extrakce nadkritickou tekutinou (pomoci oxidu
uhli¢itého (COy)) a dalsi. EO z citrust jsou ziskavany pomoci lisovani (Baser a Fatih 2007).

Parni destilace je nejvice pouzivanou metodou pro extrakci EO v poméru 93 % ku
7 % s ostatnimi metodami (Masango 2001). Masagno (2005) ve své praci popsal novy
zpusob destilace, ktery na rozdil od parni destilace zvysi vytézek EO a snizi ztraty zpiisobené
rozpus$ténim polarnich slouc¢enin v odpadni vodé (¢im méné vody bude v destilatu, tim mensi
bude rozpustnost polarnich slouc¢enin v kondenzatu). Rostlinny material je zabalen a umistén
nad zdroj pary (packed bed), do kontaktu s rostlinnym materidlem ptichazi pouze para
a nikoli vrouci voda. Takto aplikované teplo (musi byt dostatecné velké) zpusobi rozbiti
bunécnych struktur, v jehoz dusledku dojde k uvolnéni aromatickych slouc¢enin nebo EO
(Perineau, Ganou, a Vilarem 2007; Babu a Kaul 2005). Nasledn¢ je para s EO ochlazena
a zkapalnéna v kondenzatoru, z n¢hoz jsou EO a voda pievedeny do separatoru, kde dochazi
k oddéleni olejové (EO) od vodné frakce.

Hydrodestilace se stala standardni metodou extrakce EO z rostlinnych materiald,
jakymi jsou dievo nebo kvéty, jeZ obsahuji ve vodé nerozpustné slouceniny s vysokym
bodem varu (Tongnuanchan a Benjakul 2014). Rostlinny material je vlozen do banky
s vrouci vodou. Pomoci osmotickych sil ptechazi oleje do vody, ta se pfi jejim bodu varu
spolecné s ptfitomnymi EO odpatfuje. Nasledné¢ dochazi ke kondenzaci pary na sténach
chladi¢e. Kondenzat je preveden do separa¢ni aparatury, kde je oddélena olejova frakce
od vodné (Baser a Buchbauer 2016).

Extrakce rozpoustédlem je pouZzivana v piipadé kiehkych rostlinnych materiald,
které nemohou byt extrahovany pomoci parni destilace (Tongnuanchan a Benjakul 2014).
Jako rozpoustédla mohou slouzit aceton, hexan, petroleum ether, methanol nebo ethanol
(Areias et al. 2000; Pizzale et al. 2002; Kosar, Dorman, a Hiltunen 2005).

Pti extrakci nadkritickou tekutinou je vyuZivana jeji vlastnost, kdy pfi pfekrocenti jeji
kritické teploty a pii dostatetn¢é vysokém tlaku ma jak vlastnosti plyni (viskozita, dobte
pronika vzorkem), tak vlastnosti kapalin (hustota). Nejéastéji pouzivanym plynem je COg,
nepolarni sloucenina vhodna pro extrakci nepolarnich latek (Opekar 2010). Na rozdil
od jinych pouzivanych metod extrakce nejsou ve vysledném produktu ptitomny stopy
rozpoustédla, jelikoz se CO2 po sniZeni teploty a tlaku vrati do plynného stavu a z produktu
se odpafi (Tongnuanchan a Benjakul 2014).
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2.1.3. Biologické u¢inky EO

EO jsou baktericidni, virucidni, fungicidni, insekticidni, také piisobi proti
byloZzravcim a diky témto vlastnostem jsou V piirod¢ dilezité pro ochranu rostlin, které je
produkuji. Baktericidni, virucidni a fungicidni (souhrnné antimikrobialni) vlastnosti spolu
s antiseptickymi, analgetickymi, sedativnimi, protizanétlivymi, spasmolytickymi a lokalné
anestetickymi jsou vyuzivany v lékafstvi, pii uchovavani potravin, ale také v kosmetice
(Bakkali et al. 2008).

Mechanismus cytotoxickych u¢inki EOs neni zcela znam, ale vzhledem
K heterogenité slozeni napt. Tea Tree oleje se piedpoklada vice nez jeden mechanismus
uc¢inku a zapojeni vice komponent oleje (Carson, Mee, a Riley 2002). To samé lze predikovat
u vétsiny EO.

EO jsou slozeny z lipofilnich latek, ty prochazi pfes bunéfnou sténu
a cytoplazmatickou membranu, narusuji riizné vrstvy polysacharid, mastnych kyselin
a fosfolipidt, ¢imz dochazi k permeabilizaci bunéénych stén a membran. U bakterii je
naruseni membran spojovano se ztratou iontil a snizenim membranového potencidlu, ¢imz
dochazi k naruseni funkce protonové pumpy a vycerpani zasob ATP. U eukaryot mohou EO
zpusobit depolarizaci mitochondridlni membrany sniZenim jejiho membranového
potencialu, ovlivnénim cyklu vapenatych iontd, poruchou funkce jinych iontovych kanali,
snizenim gradientu pH a stejné jako u bakterii ovlivnénim protonové pumpy a zasob ATP.
Diky témto pochodiim dochazi k permeabilizaci vnéj$i a vnitini membrany mitochondrie,
kterd se stava propustnou pro volné radikéaly, cytochrom C, vépenaté ionty a proteiny.
V bunice roste oxidativni stres, dochazi k selhani hospodafeni s energii a bunika umira
apoptozou nebo nekrozou (Bakkali et al. 2008).

Antioxidanty jsou takové latky, které jsou schopny reagovat s radikéaly a sniZzovat
tak oxidativni stres. Vysokou reaktivitou s peroxyl radikaly se vyznacuji naptiklad fenolické
latky obsazené v EO. Pii reakci peroxyl radikalu s fenolickou latkou dochazi k ptenosu
vodiku z hydroxy skupiny fenolu na radikal, vznika fenoxyl radikal a peroxid. Fenoxyl
radikal nésledné reaguje s dal$im peroxyl radikalem za vzniku neradikalovych sloucenin.
Témito radikdlovymi reakcemi ubyva volnych radikali a sniZzuje se oxidativni stres
(Amorati, Foti, a Valgimigli 2013). Tyto antioxida¢ni G¢inky jsou napiiklad vyuzivany
V potravinafském pramyslu. V potravinach dochézi k oxidaci lipidi, jeZ vede ke vzniku

nezadoucich chuti, ale také miize dochéazet k utvareni toxickych latek. Aby bylo zabranéno
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oxidaci lipidi, ptidavaji se do potravin syntetické antioxidanty. Ty vSak mohou byt zdravi
Skodlivé veetné potencialnich Karcinogent, a tak se nahrazuji ptirodnimi antioxidanty (Lee
a Shibamoto 2002). Kromé antioxida¢nich ucinkit mohou mit EO i prooxida¢ni G¢inky,
ovlivituji membrany uvniti buiiky a organely jako napiiklad vySe zminéné mitochondrie
(Bakkali et al. 2008).

Siroké spektrum EO je znamo pro své antimikrobialni vlastnosti, jeZ zastavaji
predevsim monoterpeny, seskviterpeny a odvozené alkoholy, ale také alkoholy ptitomny
Vv téchto olejich. Piesnéji EO s fenolickymi slou¢eninami, jakymi jsou thymol (viz Obrazek
1, str. 13) a carvacrol (Obrazek 2, struktura 1) maji vysokou aktivitu proti Sirokému spektru
organismil. Dilezitou roli v mikrobidlni aktivité fenolickych sloucenin hraje pfitomnost
hydroxylové skupiny fenolu (Koroch, Juliani, a Zygadlo 2007). Carvacrol narusuje integritu
vné&j$i membrany gramnegativnich bakterii, uvoliiuje z nich lipopolysacharidy, a tim zvysuje
jeji permeabilitu vii¢i ATP. U grampozitivnich bakterii je carvacrol schopen ovliviiovat
propustnost pro vodikové a draselné kationty (Tongnuanchan a Benjakul 2014). Vanilin
(Obrazek 2, struktura 2) vykazuje antifungalni aktivitu nejen proti riznym druhdm plisni
a kvasinek zpusobujicim kaZeni potravin, ale také proti kvasinkam Candida albicans
a Cryptococcus neoformans (vyznamnym z 1ékaiského hlediska). Hlavni roli v antifungalni
aktivité a jeji mife hraje aldehydickd skupina vanilinu, stejné¢ jako postaveni vedlejSich

skupin na benzenovém jadru (Sinha, Sharma, a Sharma 2008).

Obrazek 2 Chemické struktury carvacrolu (1) a vanilinu (2).

2.1.4. EO z vanilky

Vanilka, v ¢estiné je pod timto oznaCenim mysleno jak kofeni, tak rostlina, je z rodu Vanilla
pattici do ¢eledi Orchideaceae (vstavacovité). Tato ¢eled’ ¢ita na 100 druhd bylinnych lian,

které mohou dosahovat vysky az 35 m (Burnie 2007). Rostliny vanilky se vyskytuji
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v subtropickych a tropickych oblastech po celém svéte, nejcasté)i vsak v americkych tropech
(Valicek 2002). Vanilka ma stfidavé postavené duznaté listy a Supiny, k opofe se
prichytavaji pomoci vzduSnych kotent, které jsou na lodyze postaveny proti listim. Kvéty
vanilky tvofi kvétenstvi hroznu, plody jsou masité tizce valcovité tobolky (Burnie 2007).

Z rostliny vanilky se sklizi jeji do Zluta zbarvené tobolky v dobé&, kdy jsou téméf zralé
a uvnitf naplnény cernou kaSovitou hmotou s velkym mnozstvim drobnych vétSinou
nekli¢ivych semen. V tobolkach vlivem fermentace dochazi k hydrolyze glukovanilinu
na glukosu a vanilin, jez je hlavni slozkou esencidlniho oleje a rostliné dava jeji
charakteristickou vuni (Vali¢ek 2002).

V extrahované smési z tobolek vanilky je okolo 170 té€kavych, aromatickych
komponent. Jednou z hlavnich slozek a nejvice znamou je vanilin (Rao a Ravishankar 2000).
Ptirodni vanilin je ziskavan z tobolek vanilky, ty jsou vSak drahou komoditou, a tak jsou
vyvijeny metody pro vyrobu syntetického vanilinu (Korthou a Verpoorte 2007). V mnoha
studiich jsou wvanilinu pfisuzovany antioxida¢ni, antimikrobialni, antikarcinogenni
a ,,antisickling® (ptedchazeni nebo potlaceni vzniku srpkovitych erytrocyti) ucinky (Sinha,
Sharma, a Sharma 2008).

V praci Bartonkové a Dvoiaka (2018) byla zkoumana schopnost EO z vanilky
a nasledn¢ i vanilinu, jakoZto hlavni komponenty, aktivovat aryluhlovodikovy receptor (vice
kapitola 2.2.). EO z vanilky byl shledan plnym agonistou aryluhlovodikové receptoru. Dale
byl testovan vanilin (11 %), ten byl vSak neaktivni (Bartonikova a Dvotak 2018). Z téchto
vysledki je ptfisuzovana aktivita jinym sloZkam oleje, nebo jejich kombinaci. Na zakladé
téchto predpokladl bylo pro tuto praci vybrano 8 minoritnich latek vyskytujicich se v EO
zvanilky (Obrazek 3) piesnéji kreosol (2-methoxy-4-methylfenol; struktura 1),
methylcinnamat  (methyl(E)-3-fenylprop-2-enoat; 2), methyl kreosol (2-ethoxy-4-
methylfenol; 3), kumaran (2,3-dihydro-1-benzofuran; 4), mequinol (4-methoxyfenol; 5),
kyselina ~ homovanilinova  ((4-hydroxy-3-methoxyfenyl)ethanova  kyselina;  6),
4-vinylguajakol (2-methoxy-4-vinylfenol; 7), 4-hydroxybenzaldehyd (8) (podrobna analyza

oleje z rostliny Vanilla planifolia, ze které byly vybrany testované latky viz Ptiloha A).
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Obrazek 3 Chemické struktury minovitnich latek v EO z vanilky. Prehled chemickych struktur latek, jeZ jsou v této prdci
podrobeny testovani. 1 — kresol (2-methoxy-4-methylfenol), 2 — methylcinnamdt (methyl(E)-3-fenylprop-2-enodt), 3 —
methyl kreosol (2-ethoxy-4-methylfenol), 4 — kumaran (2,3-dihydro-1-benzofuran), 5 — mequinol (4-methoxyfenol), 6 —
kyselina homovanilinovd ((4-hydroxy-3-methoxyfenyl)ethanova kyselina), 7 — 4-vinylguajakol (2-methoxy-4-vinylfenol), 8
— 4-hydroxybenzaldehyd.

Methylcinnamat a methyl kreosol jsou pouzivany jako soucasti parfému
a kosmetickych aromatickych vyrobkt (Bhatia et al. 2007; Aida, Maruyama, a Matsuda
2017).

Kumaran byl izolovan z brazilského hnédého propolisu v dichlormethanové frakci.
Propolis vykazoval antileismanidézovou aktivitu a nizkou cytotoxicitu vii¢i makrofagim,
zejména jeho dichlormethanova frakce, ktera méla nejvyssi podil CCso (50% cytotoxicka
koncentrace pro makrofagy) a ICso (koncentrace zpusobujici 50% inhibici ristu
promastigotti (jedna z fazi Zivotniho cyklu leishmanie)) (Santana et al. 2014).

Pipravek se smési 2% mequinolu a 0,01% tretinoinu byl v klinické studii shledan
jako efektivni 1écba lentig (malé pigmentové skvrny na kizi s jasn€ ohrani¢enymi okraji)
a ptibuznych hyperpigmentalnich 1ézi, zaroveil byl organismem dobie tolerovan. Vysledky
jsou prezentovany ze dvou randomizovanych, kontrolovanych, dvojité slepych klinickych
studii s celkovym poétem 1 175 subjektt (Fleischer et al. 2000).

Kyselina homovanilinova se nachazi jako metabolit katecholaminli v mozkové tkani

(Duda a Kissinger 1993).
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U bunééné kultury RAW264.7 obohacené lipopolysacharidem z Escherichia coli
4-vinylguajakol koncentra¢né zavisle inhibuje produkci oxidu dusnatého a prostaglandint,
je schopen blokovat expresi inducibilniho enzymu makrofagi (iNOS — odpovédny za tvorbu
oxidu dusnatého) a cyklooxygenasy 2, navic je schopen inhibovat translokaci nuklearniho
faktoru kappa B (NF-kB) (p65) do jadra. 4-vinylguajakol ma na zakladé téchto poznatkt
protizanétlivé uc¢inky (Jeong et al. 2011).

Sprague Dawleyho potkaniim na dieté s vysokym obsahem tukii byl denn¢ podavan
1 g vodného extraktu z kvéta rostliny Gastrodia elata, jehoz hlavni slozkou je vanilin
a 4-hydroxybenzaldehyd. U potkanti byla prokazana redukce inzulinové rezistence
na zakladé snizeni akumulace tukt v adipocytech diky oxidaci tukt (Park, Kim, a Kang
2011).

2.1.5. EO Z hrebicku

Hriebicek stejné jako u vanilky je oznadeni jak pro kofeni, tak pro rostlinu Syzygium
aromaticum (Eugenia caryophyllus) z ¢eledi Myrtaceae (myrtovité). Hiebicek je stalezeleny
strom dosahujici vySky 8-15 m s kratkym kmenem vyskytujici se v tropickych oblastech
zejména na ostrovech v Indickém oceanu, puvodem z Moluckych ostrovi. Listy jsou
vstficné, tmavozelené s prosvitajicimi siliénymi nadrzkami. Kvéty jsou uspofadany
do kvétenstvi zvaného vrcholik, ve kterém mize byt 3 - 40 oboupohlavnych kvéti. Plodem
je elipsoidni bobule obsahujici pfevazné jedno semeno (Grulich 2011). EO je ziskavan
Z poupat hiebicku, jeZz jsou sklizena v dobé zrani pfed vykvetenim. Poupata mohou byt
sbirdna manualné nebo pomoci pfirodnich fytohormont, ty uvolni ethylen ve vegetativnich
pletivech a navodi tim pied¢asné dozravani (Cortés-Rojas, de Souza, a Oliveira 2014).
Nejen extrakt z hiebicku, ale i eugenol (Obrazek 4), jeho hlavni komponenta, maji
antioxida¢ni, antimikrobialni a cytotoxické ucinky (Cortés-Rojas, de Souza, a Oliveira
2014). Eugenol je jednou z molekul, jez zasahuje do signalni drahy NF-kB, ten je aktivovan
naptiklad volnymi radikaly. Spusténim signaliza¢ni drahy dojde k translokaci do jadra, kde
vyvolava expresi ptiblizn€ 200 genti zodpovédnych za potlaceni apoptdzy, indukci bunécné

transformace, proliferaci, vznik metastaz a mnoho dalsich (Aggarwal a Shishodia 2006).
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Obrazek 4 Chemicka struktura eugenolu.

EO z hiebicku byl jednim z testovanych oleji v praci Bartonikové a Dvotaka (2018).
EO jako celek byl shledan ¢astecnym (parcialnim) agonistou aryluhlovodikového receptoru.
Dale byl testovan eugenol a eugenyl acetat, jakoZto hlavni slozky oleje. Obé latky stejné
jako celkovy EO byly ¢aste¢nymi (parcidlnimi) agonisty aryluhlovodikového receptoru
(Bartonkova a Dvorak 2018). Na zakladé¢ téchto vysledkt byly vybrany dvé latky (Obrazek
5) ZEO beta-karyofylen (1R, 4E, 9S)-4, 11, 11-trimethyl-8-
methylidenbicyklo[7.2.0Jundek-4-en;  struktura 1) a methyleugenol (1,2-dimethoxy-4-
(prop-2-en-1-yl)benzen; 2) (podrobna analyza oleje z rostliny Eugenia caryophyllus z niz
byly vybrany tyto latky viz Ptiloha B), diky podobnosti sjiz testovanymi latkami
(methyleugenol) ¢i diky zajimavé struktuie (beta-karyofylen).

Obrazek 5 Chemické struktury dvou minoritnich sloZek EO z hiebicku. Prehled chemickych struktur latek, jez jsou v této
prdci testovany. 1 — beta-karyofylen ((1R, 4E, 9S)-4, 11, 11-trimethyl-8-methylidenbicyklo[7.2.0Jundek-4-en), 2 —
methyleugenol (1,2-dimethoxy-4-(prop-2-en-1-yl)benzen).

Beta-karyofylen je prvni znamy ,dietary” kanabinoid vyskytujici se v potrave,
ptitom je americkym Ufadem pro kontrolu potravin a drog (FDA) schvélen jako bezpe&ny
(Hartsel et al. 2016). Beta-karyofylen ackoliv se strukturné 1isi od ostatnich kanabinoidu, je
schopen se vazat do kanabinoidniho receptoru CB2, ktery je prevazné v perifernich tkanich
a je terapeutickym cilem pro 1é¢bu zanéti, bolesti, atherosklerézy a osteopordzy (Gertsch
2008; Gertsch et al. 2008), na rozdil od CBI1, jez je zodpovédny za psychoaktivni G¢inky
kanabinoidd, jakym je naptiklad THC (tetrahydrokanabinol). Beta-karyofylen je v soucasné
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dobé¢ spojovan s pozitivnimi ucinky na osteoarthritidu (Rufino et al. 2015), diabetes (Basha
a Sankaranarayanan 2014), uzkosti a deprese (Bahi et al. 2014), jaterni fibrosu (Calleja et al.
2013; Mahmoud et al. 2014) a dal$i onemocnéni. Spolu s Paclitaxelem vykazuje
beta-karyofylen synergické ucinky v chemoterapeutické 16¢bé, samostatné¢ je dokonce
schopen stimulovat apoptozu a potlacit rist tumoru (Legault a Pichette 2007).
Methyleugenol piisobil na hepatocyty Fischer 344 potkani a B3C3F: mysi
minimalné cytotoxicky, za to u né¢j byla pomoci UDS (unscheduled DNA synthesis) eseje
zjiSténa vysokd mira mutageneze, coz mulze byt zapfi¢inéno biotransformaci
methyleugenolu, ktery mtze podléhat hydroxylaci na C1 uhliku vedlejs$iho fetézce diky
cytochromu P450 a nasledné mtize byt tato hydroxy skupina sulfatovana. Nasledné miize

takto vznikly sulfatovany ester disociovat, ze zbytku molekuly se stanou vysoce reaktivni

DNA elektrofily (Burkey et al. 2000).

2.2. Aryluhlovodikovy receptor

Aryluhlovodikovy receptor (AhR) je ligandem aktivovany transkripéni faktor patfici
do bHLH-PAS (basic helix-loop-helix Per-ARNT-Sim) rodiny transkripénich faktord (Wu
et al. 2013).

PAS domény, pivodné objeveny u Drosophily melanogaster, jsou obsaZeny
Vv proteinech ucastnicich se signalnich drah regulace odpovédi organismu na zmény vnéjsiho
prostiedi. Kromé AhR patii mezi PAS proteiny také jaderny translokator AhR (ARNT
z anglického aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) a faktory indukované hypoxii
(HIFs) (Mclntosh, Hogenesch, a Bradfield 2010).

AhR je zapojen do regulace genu, které koduji enzymy metabolismu xenobiotik
(XME), mezi néz patii naptiklad cytochrom P450 1A1/2 (CYP1Al/2) a 1B1 (CYP1B1)
(Hahn 1998). Kromé ulohy v odpovédi na enviromentalni znecisténi a regulace exprese gent
detoxifikace a metabolismu xenobiotik, je AhR také zapojen do kontroly bunécného cyklu,
apoptozy a bunééné diferenciace (Wu et al. 2013; Vondracek a Machala 2011). Nedavné
studie se zabyvaji aktivaci AhR pomoci ligandu s potencialnimi terapeutickymi G¢inky, jez
by mohly podporovat tvorbu regulacnich T lymfocyti kontrolujicich intenzitu a trvani
imunitni odpovédi. Jedna se o rychle metabolizované AhR ligandy, které se neakumuluji

V buiice a nezpiisobuji toxicitu podobnou dioxinu, ale indukuji regulacni T lymfocyty
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a vykazuji pozoruhodné vysledky v preklinickych modelech autoimunitnich (Ehrlich
a Kerkvliet 2017).

Modelovym ligandem AhR snejvétsi schopnosti jej aktivovat je 2,3,7.8-
tetrachlordibenzo-p-dioxin (TCDD), zpusobuje vSak fadu toxickych efektd vcetné
imunosuprese a karcinogeneze (Vrzal, Ulrichova, a Dvotak 2004). Mezi nejlépe popsané
ligandy AhR patii polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH), polychlorované bifenyly
(PCB) a halogenované dioxiny. Nutno podotknout, ze vétSina ligandti AhR je ¢aste¢nymi

agonisty (Stejskalova, Dvorak, a Pavek 2011).

2.2.1. Struktura AhR

Gen pro lidsky AhR se nachazi na kratkém raménku 7 chromosomu (7p15) a koduje protein
o velikosti ptiblizné 96 kDa. AhR obsahuje né¢kolik domén dulezitych pro jeho spravnou
funkci (Obrazek 6). Na N-konci se nachazi bazicka sroubovice-smycka-Sroubovice (bHLH)
doména slouzici ke spravnému prichyceni na DNA a poméhajici s tvorbou dimeri s ARNT.
Za touto doménou se nachézi centrdlni PAS doména rozdélend do dvou ¢asti PAS-A a PAS-
B kazda o velikosti pfiblizné¢ 50 aminokyselinovych zbytki. PAS-B doména je zaroven
soucasti ligand vazajici domény o velikosti 230-421 aminokyselin. PAS doména spolu
s bHLH doménou zprostiedkovava heterodimerizaci AhR spolu s ARNT. C-konec je oblast
bohata na glutaminova rezidua, zaroven se zde nachazi transaktivaéni doména zodpovédna
za transkripcni aktivitu AhR. Tato oblast je velmi variabilni, coZ se odraZi na rozdilech
v molekulové hmotnosti AhR u rtiznych organismt (Stejskalova, Dvorak, a Pavek 2011;
Busbee et al. 2013).

hsp90 vazajici doména

el
-

Y

dimerizaéni doména
DNA vazajici doména ligand vazajici doména P transaktivacni doména o
-+ . ) -
NH: bHLH A PAS B glutanﬁn l';ohata COOH
onlas

Obrazek 6 Struktura AhR. Na N-konci se nachdzi bBHLH doména umoziujici vazbu AhR na DNA. Nasleduje centralni PAS
doména rozdélena na PAS-A a PAS-B doménu, PAS-B doména zodpovida za navazani ligandu na AhR. PAS doména spolu
S bHLH doménou zprostredkovavaji heterodimerizaci AhR s ARNT. Na C-konci se nachazi oblast bohatd na glutamin
a transaktivacni doména zodpovédna za transkripcni aktivitu AhR.
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2.2.2. Ligandy AhR

Ligandy interagujici s AhR tvoti velkou skupinu sloucenin s rozliSnou chemickou strukturou
a vazebnou afinitou v rozmezi 1012-10° M (Busbee et al. 2013). Lze je rozdélit dle jejich
puvodu na exogenni a endogenni, syntetického nebo pifirodniho ptivodu.

Nejlépe charakterizovanymi ligandy AhR s vysokou afinitou, jak jiz bylo zminéno,
jsou toxické, hydrofobni slou¢eniny jako PCB, PAH, halogenované dioxiny a jim podobné
slouceniny (Stejskalova, Dvorak, a Pavek 2011), jedna se tedy o exogenni ligandy
syntetického ptivodu.

PAH mohou byt syntetického ale i ptirodniho ptivodu, vznikaji pti tepelném rozkladu
organickych sloucenin a jejich nasledné rekombinaci. V ptirod¢ se tomu dé&je pti lesnich
pozarech, vulkanické ¢innosti a dal$ich, antropogenné vznikaji pti spalovani fosilnich paliv,
dfeva, uhelného dehtu, odpadu a pifi koufeni cigaret. PAH maji dvé nebo vice
kondenzovanych benzenovych jader, mezi nejznaméjsi patii naftalen (Obrazek 7, struktura
1), anthracen (2), fenantren (3) nebo benzo[a]pyren (4). Po aktivaci AhR jakozto jeho
agonisté, jsou PAH metabolizovany CYP pifiddnim epoxidové skupiny k jejich struktute
anasledn¢ konverzi na dihydrodiol nebo az na diol epoxid, jez hraje hlavni roli
v tumorigenezi (Stejskalova, Dvorak, a Pavek 2011).

PCB jsou rozmanitou skupinou vzhledem k mnoha kombinacim v poctu a poloze
atomu chloru v molekule. Pouzivaji se jako oleje v kondenzatorech a transformatorech, jako
hydraulické tekutiny nebo jako zmékcéovadla (Stejskalova, Dvorak, a Pavek 2011). Diky
jejich relativni stabilité a lipofilni povaze jsou Siroce rozsifeny a transportovany Zivotnim
prostfedim, jejich rezidua byla detekovana ve vzduchu, vodé, v lidské adipdzni tkani, séru
a mléce (Safe 1993).

Jednim z nejvice imunotoxickych a imunosupresivnich ligandi je TCDD (Obrazek
7, struktura 5) halogenovany aromaticky uhlovodik. Diky jeho vysoké vazebné afinité se stal
prototypem pro studium bioaktivity AhR, V davkach TCDD ng/kg zpisobuje up regulaci
genu dulezitych v metabolismu xenobiotik. V davkach pg/kg up reguluje xenobiotickou
odpovéd, zaroven ale dochazi k projevu jeho toxicity, a tonaptiklad Vv podob¢
hepatotoxicity, vrozenych vad, vzniku rakoviny a smrtnosti (Hayes et al. 2007).

Mezi ptirodni ligandy AhR se ftadi karotenoidy, flavonoidy, stilbeny, indoly

a berberin, pfijimané v potraveé nebo bylinnych lé€ivych ptipravcich. Tyto ligandy jsou méné
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toxické, ale zaroven vykazuji malou schopnost aktivovat AhR (Gradelet et al. 1997; Ciolino,
Wang, a Yeh 1998; 1998; Allen et al. 2001).

Endogenni ligandy AhR jsou chemické slouceniny syntetizované vyssimi organismy,
lze sem zaradit metabolity aminokyseliny tryptofanu (chovaji se jako imunomodulatory
po navazani na AhR), bilirubin, biliverdin a hemin jako produkt degradace hemu,
prostaglandin PGG2 nebo metabolity kyseliny arachidonové (Stejskalova, Dvorak, a Pavek
2011; Busbee et al. 2013).

0 o0 oY

Jﬁm

3

Obrazek T Chemické struktury zdastupcii PAH a TCDD. Prehled chemickych struktur nejznaméjsich zastupcit PAH spolu
S TCDD, jez je modelovym ligandem AhR. 1 — naftalen, 2 — anthracen, 3 — fenantren, 4 — benzo[a]pyrene, 5 — TCDD.

2.2.3. Signaliza¢ni draha AhR

AhR se vklidovém stavu nachazi v cytoplasmé jako multiproteinovy komplex
sestavajici ze dvou molekul hsp90 (heat shock protein 90 kDa), X AP2 (X-associated protein
2, synonymem jsou ARA9 (aryl hydrocarbon receptor-associated protein), nebo AIP (aryl
hydrocarbon receptor-interacting protein)) (Evans et al. 2008) a kochaperonu proteinu p23
(Obrazek 8). Tento chaperonovy komplex udrzuje receptor v inaktivnim stavu, ale s vysokou
afinitou pro navazani ligandu, taktéz chrani receptor pied degradaci proteazomem. Piesnéji
AIP udrzuje receptor spravné sloZeny, stabilizuje jeho pozici v cytoplazmé diky inhibici
interakce s importinem-B (zprosttedkovava prenos proteinu do jadra) a stabilizuje cely
chaperonovy komplex pifimou interakci s hsp90. Protein p23 chrani komplex pied
ubiqitinizaci a néslednou degradaci proteazomem a taktéz stabilizuje lokalizaci AhR
Vv cytoplasmé (Rothhammer a Quintana 2019; Tarnow, Tralau, a Luch 2019).

Po diftizi ligandu pres bunéénou membranu dochazi k jeho navdzani na komplex AhR.

Navazanim ligandu dochazi k disociaci AIP a tim k vystaveni na povrch N-konce s jadernou
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lokaliza¢ni sekvenci, diky niz je cely komplex translokovan do jadra pomoci transportinu
a importinu-p (Rothhammer a Quintana 2019). V jadie dochazi k heterodimerizaci s ARNT,
coz urychluje rozpad ptivodniho multiproteinového komplexu. Nové vznikly ligand-AhR-
ARNT komplex se nasledné vaze do regulac¢nich oblasti DNA oznafovanych jako AHRE
(aromatic hydrocarbon response element) nebo XRE, DRE (xenobiotic/dioxin response
element), jez jsou charakterizovany sekvenci 5'-GCGTG-3" (Nebert et al. 2000), ¢imz
dochazi k transkripci genu aktivovanych AhR (pfedevsim gend pro XME — CYP1Al).
Transkripce je ukon¢ena disociaci komplexu ligand-AhR-ARNT z DNA, translokaci AhR
zpét do cytoplazmy a naslednou proteazomovou degradaci pomoci ubiquitinu (Denison et
al. 2011).

Jako represor transkripce je v burice ptitomen AhR represor (AhRR), ktery je neustale
translokovan do jadra, kde tvofi heterodimery s ARNT. Heterodimer AhRR/ARNT taktéz
rozpoznava AHRE, vaze se do nich, ale neni aktivni, a tak zabrafuje navazani aktivniho
ligand-AhR-ARNT komplexu a nasledné transkripci. AhRR ptisobi jako negativni regulator
AhR, soutézi s ARNT o tvorbu heterodimeru s AhR. AhR a AhRR tvoii zpétnovazebnou

regula¢ni smyc¢ku (Mimura a Fujii-Kuriyama 2003; Denison et al. 2011).

ligand

cytoplazma

Obrazek 8 Signalizacni draha AhR. 1 — Dochazi k navdzani ligandu na multiproteinovy komplex AhR za soucasné
disociace AIP; 2 — komplex je translokovin do jadra; 3 — AhR tvori heterodimer s ARNT za soucasné disociace proteinii
Z puvodniho komplexu a naseda na AHRE; 4 — transkripce genu; 5 — translokace AhR zpét do cytoplazmy a ndsledna
proteazomova degradace; a — AhRR je neustale translokovan do jadra dle potreby.
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3. Material a metody

3.1. Biologicky material

K testovani byla pouzita stabilné transfekovand bunécna linie AZ-AhR odvozené od bunék

lidského hepatocelularniho karcinomu (HepG2 bunécnd linie). HepG2 buiky byly

transfekovany plazmidem s né€kolika vazebnymi misty pro AhR a reportérovym genem

pro luciferasu (Novotna et al., 2011).

3.2. Chemikalie a roztoky

0,25% trypsin-EDTA (Biosera, LM-T1720)

2,3,7,8-tetrachlordibenzodioxin (TCDD) (LGC Standards)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma-Aldrich,
M2128)

4-hydroxybenzaldehyd (HBA) (Chem Cruz, SC-256775)

4-vinylguajakol (2-methoxy-4-vinylfenol; VG) (Chem Cruz, SC-265760)
beta-karyofylen  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromid;
B-KF) (Sigma-Aldrich, 22075)

Deionizovana voda (dH20)

Dimethylsulfoxid (DMSO) (Lach-Ner, 20022-CTO0)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, D6546)
(s ptidavkem 5 ml neesencidlnich aminokyselin (Sigma-Aldrich, M7145), 5 ml
L-glutaminu (SERANA, RGL-001) a 50 ml fetalniho bovinniho séra (Sigma-
Aldrich, F7524))

Ethanol (BC Chemservis, 28220210)

Fosfatovy pufr (PBS) (Biosera, LM-52041)

Hygromycin B (50 mg/ml) (Santa Cruz, SC-29067)

Kreosol (2-methoxy-4-methylfenol; KRE) (Santa Cruz, SC-238110)

Kumaran (2,3-dihydro-1-benzofuran; KUM) (Sigma-Aldrich, 183962)

Kyselina homovanilinova ((4-hydroxy-3-methoxyfenyl)ethanova kyselina; HVK)
(Santa Cruz, SC-204002)

Lyzac¢ni pufr (Promega, E397A)
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Mequinol (4-methoxyfenol; MEQ) (Sigma-Aldrich, M18655)

Methyl kreosol (2-ethoxy-4-methylfenol; MKRE) (Chem Cruz, SC-265671)
Methylcinnamat (methyl(E)-3-fenylprop-2-enoat; MC) (Chem Cruz, M294790)
Methyleugenol (1,2-dimethoxy-4-(prop-2-en-1-yl)benzen; ME) (Sigma-Aldrich,
04607)

Substrat pro luciferazu (5 mg D-Luciferinu (Sigma-Aldrich, L9504), 10 mg
adenosin-5"trifosfatu (ATP) (Sigma-Aldrich, A9062), 5 mg koenzymu A (Sigma-
Aldrich, C4780), 168 mg dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, 43819), 1,32 ml
trisacetatu  (Sigma-Aldrich, T8280), 1,23 mg/6,6 ul 05 molI* kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Sigma-Aldrich, E6511), 3,03 mg/1,23 ml 100
mol-I? heptahydratu siranu hofe¢natého (MgSOa4) (Sigma-Aldrich, M5921),
doplnéno do 30 ml dH20)

Triton X-100 (Serva, 37 240)

Trypanova modf (0,4% Trypan blue v PBS) (Sigma-Aldrich, T6146)

3.3. Laboratorni pomiicky

Automatické pipety o rozsahu 0,1-2,5 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl
(Eppendorf)

Bilé 96 jamkové desticky (NUNC)

Biirkerova komtirka (Assistent)

Kultiva¢ni 96 jamkové desticky (TPP)

Kultiva¢ni lahve 25 a 75 cm? (TPP)

Mikrozkumavky o objemu 0,5 a 1,5 ml (TPP)

Multikanalové pipety o rozsahu 0,5-10 ul, 10-100 ul, 30-300 ul (Eppendorf)
Petriho misky 60 a 100 mm (TPP)

Plastové $pic¢ky o rozsahu 0,1-10 pl, 10-100 ul, 100-1000 ul (Eppendorf)
Plastové zkumavky o objemu 15 a 50 ml (TPP. SPL)

Sérologickeé pipety o objemu 2, 5, 10, 25 ml (TPP)
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3.4. Laboratorni pristroje
e Analytické vahy ABS 80-4 (Kern)
e CO2 inkubator NB-203XL (N-BIOTEK)
e Laminarni flowbox Class Il Type A2 (ESCO)
e Mikroskop inverzni IMT-2 (Olympus)
e Odsavacka FTA-1 (Biosan)
e Spektrofotometr Infinite M200 (Tecan)
e Tiepacka Mini-Rocker Shaker MR-1 (Biosan)
e Vodni lazen LCB-11D (Labtech)
e Vortex Relax top D-91126 (Heidolph)

3.5. Metodika

3.5.1. Priprava a kultivace bunék

Mikrozkumavka s alikvotem bunék byla vytazena z tekutého dusiku a opatrné oteviena
V laminarnim boxu. Po otevieni byla opét Uzaviena a na dvé minuty ponofena do vodni 1dzné
o teploté 37 °C tak, aby se do uzavéru nedostala voda.

V laminarnim boxu bylo pfeneseno 5 ml média do malé kultivaéni lahve. Z téchto
5 ml byl 1 ml pfenesen do mikrozkumavky se suspenzi bunék. Objem byl v mikrozkumavce
promichan a nasledné cely pfenesen zpét do kultivaéni lahve.

Bunky byly kultivovany v inkubatoru pfi 37 °C a 5% obsahu oxidu uhli¢itého

do dalsiho pasazovani.

3.5.2. Pasazovani bunék

Pted samotnym pasaZovanim bylo médium spole¢né s PBS ohtato ve vodni 1azni nastavené
na 37 °C, trypsin byl ponechan pii laboratorni teploté, dokud neroztal. Pod mikroskopem
byl zkontrolovan narust bun¢k, jejich adherence, pripadné bakterialni kontaminace.
Kultivacni ldhev byla pfenesena z inkubéatoru do laminarniho boxu, staré médium
bylo odséto. Nasledné bylo do 14hve pipetovano 5 ml PBS, bunky byly promyty, PBS odsato.

Na buriky byl aplikovan 1 ml trypsinu, lahev byla vloZena do inkubatoru na 4-5 minut.
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Po vytazeni lahve z inkubatoru byly burniky poklepem uvolnény z povrchu. Do lahve
bylo napipetovano 8 ml média pro zastaveni ptlisobeni trypsinu. Suspenze byla
propipetovana, aby v ni nebyly piitomny zadné shluky bunék. Podle koncentrace bunck
v jednom mililitru byl v lahvi ponechan 1,5 — 4 ml suspenze bunék, tento objem byl vzdy
doplnén médiem na kone¢ny objem 16 ml. Lahev byla umisténa zpét do inkubatoru.

Pasazovani probihalo co dva, poptipadé co tfi dny. Po tfech pasazich byla vzdy
vyménéna Kkultivaéni lahev. Pii pasazovani na vikend bylo do lahve piidano 60 pl

hygromycinu.

3.5.3. Pocitani bunék a vyseti na 96 jamkovou desti¢ku

Ze suspenze bun¢k pii pasazovani bylo odebrano a pteneseno 10 pl do mikrozkumavky.
Mimo laminarni box bylo k suspenzi ptidano 90 pl trypanové modrie, dobie promichéano.
Do kazdé jamky Biirkerovy pocitaci komurky bylo napipetovano 10 ul obarvené suspenze.
Nasledn& byly spoéitany buiiky v 10 &tvercich (étverec o plose 1 mm?), primémy podet
najeden ¢tverec byl vyndsoben faktorem 10°, ¢imZ byl vypoéitan pocet bungk v 1 ml
suspenze.

Dle vypoctené koncentrace bunék v 1 ml byla pfipravena suspenze (pfidanim média
podle potieby) k aplikaci na 96 jamkovou desti¢ku tak, aby v kazdé jamce bylo 100 pl

suspenze s 25 000 bun¢k. Vyseta desticka byla umisténa do inkubatoru na 24 hodin.

3.5.4. Priprava a aplikace testovanych latek pro MTT assay

Testované latky byly vytemperovany na laboratorni teplotu a nasledné promichany
na vortexu. Médium bylo ohfato ve vodni 14zni o teploté 37 °C.

V laminarnim boxu byly testované latky ve vSech pouzitych koncentracich fedény
1000x na finalni koncentrace 1, 10, 100 pg/ml (350 pl média a 0,35 ul testované latky dané
koncentrace), taktéz ethanol (negativni kontrola) byl fedén 1000x, Triton X-100 (pozitivni
kontrola) byl fedén na findlni 1% roztok. Obsahy vSech mikrozkumavek byly dikladné
promichény na vortexu.

Desticka byla vytazena z inkubatoru, bylo nutné zkontrolovat pod mikroskopem,
zdali jsou bunky adherované. Staré médium bylo z jednotlivych jamek odsato a nahrazeno

ptipravenymi roztoky latek. Kazda koncentrace kazdé latky byla aplikovana v tripletu, mezi
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jednotlivymi latkami byla vynechéana tada, aby nedoslo ke kontaminaci v ptipad¢ t€kavosti
testovanych latek.
Desticka s aplikovanymi testovanymi latkami byla umisténa do inkubatoru

na 24 hodin.

3.5.5. MTT assay

Roztok MTT (3 mg/ml) byl rozmrazen ponofenim do vodni lazn¢ o teploté 37 °C. Nasledné
byl 10x natedén v PBS, dobfe promichan.

Desticka byla vytazena z inkubdtoru, staré médium s testovanymi latkami bylo
opatrné vyklepnuto, aby nedoslo ke kontaminaci. Do jamek, kde se nachazely testované
latky bylo pipetovano 100 ul nafedéného MTT. Desticka byla umisténa zpét do inkubatoru
na dobu nejméné 30 minut (dokud nevzniklo modro fialové zbarveni v jamkach — vznik
krystalti formazanu). Poté byl roztok MTT vyklepnut a do jamek bylo pipetovano 100 pl
DMSO. Desticka byla opatrné protiepana Vv rukach, aby doslo k rozpusténi vzniklych

krystalt.

Nésledné byla méfena absorbance pii 570 nm, ktera byla piepoctena

na zivotaschopnost bunék v porovnani s ethanolem — negativni kontrolou.

3.5.6. Priprava a aplikace testovanych latek pro Reporter Gene Assay

Pfiprava latek byla obdobna jako pro MTT assay, objem média byl navySen na 900 pl,
testovanych latek bylo pipetovano 0,9 ul, fedéni 1000x na finalni koncentrace 1, 10, 50, 100
ug/ml bylo zachovano. Jako negativni kontrola slouzil ethanol, jako pozitivni kontrola
TCDD (5 nM), obé¢ dv¢ kontroly byly taktéz fedény 1000x.

Ptipravené roztoky testovanych latek byly pipetovany ve ctyfech opakovanich
pro jednotlivé koncentrace taktéz s vynechanymi fadami mezi jednotlivymi latkami. Takto

byly pfipraveny jednotlivé desticky pro 4 a 24 hodinovou inkubaci.
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3.5.7. Reporter Gene Assay

Po 4 hodinach inkubace bylo z desticky vyklepnuto médium s latkami, napipetovano 25 pl
lyza¢niho reportérového pufru (5x fedén v dH20) a desticka byla umisténa do -80 °C
na dobu nejméné 30 minut.

Po uplynuti inkubacni doby byla desticka ponechana pfi laboratorni teploté, dokud
neroztal lyzovany obsah. Nasledné bylo pieneseno 5 pl lyzatu do bilé 96 jamkové desticky,
ke kterym bylo pfipipetovano 30 ul substratu pro méfeni luciferazové aktivity. Obsah

desticky byl promichan poklepem desticky o ruku a ihned byla métfena luminiscence.
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4. Vysledky

4.1. Viabilita bunééné linie AZ-AhR

Ke stanoveni viability AZ-AhR bunék, cytotoxicity testovanych latek, byla pouzita MTT
esej. Bunky byly s testovanymi latkami o koncentracich 1, 10, 100 pg/ml inkubovany 24
hodin. Jako negativni kontrola byl pouzit ethanol, jako pozitivni kontrola Triton-X100.

U zéadné ztestovanych latek v rozsahu pouzitych koncentraci nebyl zaznamenan
vyraznéjsi pokles viability (Graf 1). Nejvétsi pokles viability zhruba o 20 % vici negativni
kontrole byl pozorovan u VG 1 ug/ml. Tento pokles vsak nebyl vyhodnocen jako statisticky

vyznamny a vyssi koncentrace nemély zadny dalsi vliv. VSechny testované latky v rozsahu

pouzitych koncentraci byly nésledné testovany pomoci Reporter Gene Assay.
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Graf 1 Viabilita AZ-AhR bunééné linie po 24 hodinové inkubaci s testovanymi latkami v koncentracich 1, 10, 100 ug/ml.
Zivotaschopnost byla mérena pomoci MTT eseje. Vysledné hodnoty + smérodatnd odchylka, vztazeny k negativi kontrole
(UT — ethanolu) jsou ziskiny zpéti nezavislych experimentii po vylouceni nereprezentativnich hodnot. MC —
methylcinnamdz, KRE — kreosol, MEQ — mequinol, KUM — kumaran, MKRE — methyl kreosol, HVK — kyselina
homovanilinova, VG — 4-vinylguajakol, HBA — 4-hydroxybenzaldehyd, -KF — beta-karyofylen, ME — methyleugenol.
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4.2. Transkrip¢ni aktivita AhR

Transkripéni aktivita AhR byla méfena pomoci Reporter Gene Assay po 4 a 24 hodinové
inkubaci bun¢k AZ-AhR s testovanymi latkami. Jako negativni kontrola byl pouzit ethanol,
jako pozitivni kontrola TCDD. Narast méiené luminiscence byl pfepocitan na fold induction
neboli nasobek negativni kontroly.

AhR-zavisla luciferazova aktivita po 4 hodinové inkubaci byla méfena pro lepsi
zachyceni poc¢atku transkripce, jelikoz 24 hodin je pomérné dlouhd doba a aktivace receptoru
nemusi byt Cisté jen diky testovanym latkam, ale v pozdéjsi fazi také diky synergetickému
efektu s nedefinovanymi latkami pfitomnymi v médiu. Navic mohou byt testované latky
rychle metabolizovany buiikou.

Po 4 hodinové inkubaci byl u KUM, MKRE, VG a ME pozorovan koncentracné
zavisly pokles aktivace AhR (Graf 2). Nejvyssi hodnoty fold induction byly pozorovany
u KRE (10 pg/ml), pfesnégji 1,8 nasobek negativni kontroly. Obdobné vysoka fold induction
byla pozorovana také u HBA (10, 50 ug/ml) 1,7. Zhruba 1,5 nasobek negativni kontroly byl
zjistén u KUM (1 pug/ml), MKRE (1 pg/ml), HVK (50 ug/ml) a VG (1,10 pg/ml). Pfiblizné
o ¢tvrtinu vyS§i AhR-zavislou luciferdzovou aktivitu oproti negativni kontrole vykazuji KRE
(1 pg/ml), MEQ (10, 50 pg/ml), KUM (10 pg/ml), MKRE (10 pg/ml), HVK (1, 10, 50 pg/ml)
a HBA (1, 100 pg/ml). U zbyvajicich koncentraci nebyla hodnota fold induction vyssi nez
1,2.
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Graf 2 Transkripéni aktivita AhR po 4 hodinové inkubaci s testovanymi latkami o koncentracich 1, 10, 50, 100 ug/ml.
Bunécna linie AZ-AhR byla inkubovana s testovanymi latkami po dobu 4 hodin, nasledné byla mérena transkripcni aktivita
pomoci Reporter Gene Assay. Hodnoty jsou vyjadieny pomoci fold induction, neboli nasobky negativni kontroly (ethanol)
+ smérodatna odchylka z péti respektive sedmi (MC, KRE, MEQ) experimentii. Jako pozitivni kontrola byl pouzit TCDD
(5nM). Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny * (p<0,05 - *, p<0,01 - **, p<0,001 - ***, p<0,0001 - ****), yyhodnoceny
pomoci parové t-testu. MC — methylcinnamdt, KRE — kreosol, MEQ — mequinol, KUM — kumaran, MKRE — methyl kreosol,
HVK — kyselina homovanilinova, VG — 4-vinylguajakol, HBA — 4-hydroxybenzaldehyd, f-KF — beta-karyofylen, ME —
methyleugenol.

Pti 24 hodinové inkubaci byl zaznamenan vyrazny nartst fold induction cca 40 krat
u MEQ pro 100 pg/ml. Fold induction pro MC byl koncentracné zvysen oproti negativni
kontrole az na hodnotu 5 krat pro 100 pg/ml. V rozmezi testovanych koncentraci doslo
u KRE k nartstu fold induction na vice nez trojnasobek negativni hodnoty pro 100 ug/ml.
Témef identické hodnoty fold induction byly pozorovany u KUM a HVK, pficemz nejvyssi
hodnoty byly pfiblizné 2 krat zvySeny oproti negativni kontrole pro 100 pg/ml. U ME byly
hodnoty fold induction podobné jako u piedeslych dvou latek, pro 100 pg/ml dosahovaly
necelého trojnasobku negativni kontroly. Obdobné navzajem podobné hodnoty fold
induction byly pozorovany u MKRE a VG, pro 100 ug/ml u MKRE byl fold induction
10 krat, u VG 8 krat zvySen oproti negativni kontrole. U HBA 1ze pozorovat nariast fold
induction od nejniZsi koncentrace k vice nez Sestindsobnému naristu hodnoty fold induction
pro 100 pg/ml. B-KF ani v jedné z testovanych koncentraci (1, 10, 50, 100 pug/ml) nebyl
schopen aktivovat AhR, v§echny hodnoty fold induction byly pfiblizn€ o 5-15 % niZsi nez
u negativni kontroly. Pro ovéfeni funk¢nosti systému byl pouzit TCDD (5 nM) jako

pozitivni kontrola, jehoz hodnoty fold induction byly 1000 krat vyssi neZ negativni kontrola.
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Koncentraén¢ zavisla fold induction byla pozorovana u ctyt z deseti testovanych latek,
atou MEQ, MKRE, VG a HBA (Graf 3). Na zaklad¢ namétenych vysledkt po 24 hodinové
inkubaci Ize pfedbézné témto Ctyfem latkam piisuzovat schopnost aktivovat AhR
V agonistickém modu.

U vybranych latek a ptislusnych koncentracich byla pozorovana vyssi hodnota fold
induction po 4 hodinové inkubaci nez po 24 hodinové. Piesnéji u KUM, kdy byly hodnoty
po 4 hodinové inkubaci pro 1 ug/ml 1,5 a pro 10 pg/ml 1,3, po 24 hodinové pak pro 1 pug/mi
1,2 a pro 10 pg/ml 1,1. Obdobné tomu bylo i u HBA (1, 10 pg/ml), po 4 hodinové inkubaci
byly hodnoty fold induction 1,3 a 1,7, po 24 hodinové klesly na 0,9 a 1,5. U ostatnich latek
a koncentraci byly hodnoty fold induction vys$si po 24 hodinové inkubaci. Koncentra¢né
zavisly pokles hodnot fold induction pfi 4 hodinové inkubaci (Graf 2) a naopak koncentra¢né
zavisly nartst hodnot pii 24 hodinové inkubaci (Graf 3) byl pozorovan pro KUM, MKRE,

VG a ME. Z této skutecnosti 1ze tyto latky povazovat za ¢astecné (parcialni) agonisty.
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Graf 3 Transkripéni aktivita AhR po 24 hodinové inkubaci s testovanymi ldtkami o koncentracich 1, 10, 50, 100 ug/ml.
Bunécnda linie AZ-AhR byla inkubovdna s testovanymi latkami po dobu 24 hodin, ndsledné byla méiena transkripcni aktivita
pomoci Reporter Gene Assay. Hodnoty jsou vyjadreny pomoci fold induction, neboli nasobky negativni kontroly (ethanol)
+ smérodatna odchylka z péti respektive sedmi (MC, KRE, MEQ) experimentii. Jako pozitivni kontrola byl pouzit TCDD
(5 nM). Statisticky vyznamné hodnoty oznaceny * (p<0,05 - *, p<0,01 - **, p<0,001 - ***, p<0,0001 - ****), vyhodnoceny
pomoci parové t-testu. MC — methylcinnamdt, KRE — kreosol, MEQ — mequinol, KUM — kumaran, MKRE — methyl kreosol,
HVK — kyselina homovanilinova, VG — 4-vinylguajakol, HBA — 4-hydroxybenzaldehyd, f-KF — beta-karyofylen, ME —
methyleugenol.
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5. Diskuse

V této praci byla zjistovana schopnost deseti minoritnich latek z EO z vanilky a z hiebicku
aktivovat AhR. Z minoritnich latek z EO z vanilky byly vybrany methyl-cinnamat (MC),
kresol (CRE), mequinol (MEQ), kumaran (KUM), methyl kreosol (MKRE), kyselina
homovanilinova (HVK), 4-vinylguajakol (VG) a 4-hydroxybenzaldehyd (HBA), z hiebicku
pak beta-karyofylen (B-KF) a methyleugenol (ME). Nejdiive byla stanovovana cytotoxicita
testovanych latek (v koncentracich 1, 10, 100 pg/ml) pomoci MTT eseje, nasledné byla
zjistovana samotna schopnost testovanych latek (v koncentracich 1, 10, 50, 100 pg/ml)
aktivovat AhR pomoci Reporter Gene Assay na stabilné transfekované bunécné linii
AZ-AhR odvozené od hepatocelularniho karcinomu.

Z4dna ztestovanych latek v rozsahu pouZitych koncentraci nepiisobila natolik
toxicky, aby nemohla byt testovana dale. Nejvyssi pokles viability, cca o 20 %, byl
pozorovan u VG 1 pg/ml, tento pokles vSak nebyl vyhodnocen jako statisticky vyznamny.

Nejvyssi nartst fold induction (nasobek negativni kontroly) cca 40 krat byl
zaznamenan u MEQ (100 pug/ml) za 24 h. Desetinasobek negativni kontroly byl pozorovan
u MKRE (100 pg/ml), osminasobek u MEQ (50 ug/ml) a VG (100 pg/ml) a Sestinasobek
u MKRE (50 pg/ml), VG (10, 50 ug/ml) a HBA (100 pg/ml). U ostatnich testovanych
koncentraci se hodnoty fold induction pohybovaly vrozmezi od 0,9 do cca 4.5.
Koncentraéné zavisly nardst fold induction byl pozorovan u MEQ, MKRE, VG a HBA.
Témto latkam lze momentalné prisuzovat schopnost aktivovat AhR v agonistickém modu.

Latky testované v mé praci se objevuji ve studiich zaméfujicich se na rtzné
terapeutické vyuziti. Napiiklad KUM vykazoval antileismaniézovou aktivitu vuci
makrofagim (Santana et al. 2014). Smés 2% MEQ s 0,01% tretinoinem pusobila jako
efektivni 1écba na lentigy (Fleischer et al. 2000). VG jsou pfisuzovany protizanétlivé ucinky
(Jeong et al. 2011). HBA spolu s vanilinem jsou potencialné¢ zodpovédni za redukci
inzulinové rezistence (Park, Kim, a Kang 2011). B-KF je spojovan s pozitivnimi u¢inky
na osteoarthritidu (Rufino et al. 2015), diabetes (Basha a Sankaranarayanan 2014) a dalsi
onemocnéni. U ME byla naopak v hepatocytech Fischer 344 potkani a B3C3F1 mysi zjisténa
vysoka mira mutageneze (Burkey et al. 2000).

Studie zabyvajici se pfimo schopnosti aktivovat AhR pomoci zde testovanych latek
nebyly nalezeny. Nicméné EO jako celek a jejich majoritni slozky byly podrobeny testovani
Vv praci Bartonkové a Dvoraka (2018).
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EO z vanilky byl v této studii shledan silnym agonistou AhR, avsak vanilin (11 %) jako
jeho hlavni komponenta tuto schopnost nevykazoval. Pfedpokladem je, ze za schopnost
aktivovat AhR jsou zodpovédné minoritni slozky, nebo jejich smés (Bartoiikkova a Dvorak
2018). V mé praci, jak jiz bylo zminéno vySe, vykazoval nejvys$si hodnoty fold induction
MEQ (100 pg/ml) cca 40, oproti pozorovanému 90 nasobku EO (250 pg/ml) ve studii, je
tento nartist méné nez polovicni, na schopnosti aktivovat AhR mtize mit MEQ velky podil,
ale nejspise nebude jedinou slozkou oleje podilejici se na aktivaci AhR, i vzhledem k tomu,
ze v puvodnim oleji ¢ini jeho obsah 0,8% (v/v). U MKRE, VG a HBA byla stejn¢ jako
u MEQ pozorovana, jak jiz bylo zminéno, koncentracné zavisla schopnost aktivovat AhR,
pficemz nejvyssi hodnoty fold induction dosahovaly 10 nasobku. Stejné jako zminény MEQ
se mohou tyto latky podilet na aktivaci AhR. Je tedy mozné, ze vzajemnd soucinnost téchto
dil¢ich komponent EO vyvolava onu silnou aktivaci popisovanou v publikaci (Bartofikova
a Dvorak 2018).

EO z hiebicku byl, taktéz ve studii Bartotikové a Dvotéka (2018), shledan casteCnym
(parcialnim) agonistou AhR, stejné jako jeho hlavni komponenty eugenol a eugenyl acetat.
V mé praci byl testovan B-KF (pro jeho zajimavou strukturu), jez byl inaktivni pfi aktivaci
AhR, a ME (pro podobnost s ostatnimi testovanymi latkami), ktery se jevi jako Castecny
(parcialni) agonista AhR, nejvys$si hodnota fold induction odpovidala 3 nasobku negativni
kontroly. ME mize synergicky pusobit s hlavnimi komponentami na aktivaci AhR.

AhR je exprimovan mimo jiné v kuzi, kde hraje dilezitou roli ve vyvoji a udrzovani jeji
bariéry, ale také v odpovédi na environmentalni podnéty véetné vystaveni UVB (ultrafialové
zateni B), toxiniim nebo mikrobialnim produktim (Furue et al. 2015). Atopicka dermatitida
je intenzivni svédivé, chronické, recidivujici, zanétlivé onemocnéni kiize, zpisobené mnoha
faktory od genetickych a environmentalnich faktorti, pfes nedostate¢nou funkci kozni
bariéry az po nevhodnou imunologickou odpovéd’ (Allam, Bieber, a Novak 2005). Tapinarof
je ptirodni lokalni 1é¢ivy ptipravek, ktery je ii€inny pii 1éCbé psoridzy a atopické dermatitidy.
Jeho protizanétlivé ucinky jsou zprostfedkovany aktivaci AhR. Soucasné diky aktivaci AhR
snizuje expresi prozanétlivych cytokinli ve stimulovanych CD4" T buiikdch v periferni krvi
a ex vivo lidské k0zi a ovliviluje expresi bariérovych genti v primarnich lidskych
keratocytech. AhR byl shleddn primarnim molekuldrnim cilem tapinarofu. Mimo schopnost
aktivovat AhR, ma tapinarof také antioxidacni ucinky (aktivuje signaliza¢ni drahu Nrf2
(jaderny erythroidni faktor 2-pfibuzny s faktorem 2)). Prave dvoji aktivace AhR/Nrf2 mtize

-----

z uhelného dehtu (Smith et al. 2017).
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V této praci byli hleddni agonisté AhR pravé za ucelem potencidlniho vyuziti v 1&cbé
koznich onemocnéni. Jak bylo dokézino v praci Smith et al. 2017, aktivace AhR je
spojovana s protizanétlivymi ucinky, soucasné vSak hledani agonisté nesmi vykazovat
dioxinu podobnou toxicitu. K urceni, zdali zde testované latky vykazujici agonistickou
aktivitu a mohly by byt ptipadné pouzity v 1é¢bé koznich onemocnéni, je potieba dalsiho
testovani.

Zde prezentované vysledky musi byt brany s rezervou, jelikoz byla testovana schopnost
aktivovat AhR pouze v agonistickém moédu. K tvrzeni, zda jsou testované latky aplnymi, ¢i
¢asteCnymi (parcidlnimi) agonisty, musi byt provedeno jesté testovani v antagonistickém
modu (za pritomnosti napi. TCDD spolu s testovanou latkou), které domnénky potvrdi, nebo
naopak vyvrati. Jiz nyni lze, diky srovnani 4 a 24 hodinové inkubaci, o KUM, MKRE, VG

a ME fici, Ze jsou ¢aste¢nymi (parcidlnimi) agonisty AhR.
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6. Zavér

V teoretické Casti této prace jsou popsany EO obecné — jejich slozeni, zptsoby extrakce
z rostlinného materidlu a ucinky EO, jakymi jsou napf. cytotoxické, antioxidacni,
antimikrobialni a dalsi u¢inky. Dale byla vénovana pozornost EO z vanilky a hiebi¢ku, jehoz
jsou testované latky soucasti. Nasledujici c¢ast je vénovana AhR, jeho struktuie,
nejvyznamnéjSim ligandim a také signalizacni dréze, kterd je zapojena do metabolismu
xenobiotik, diky expresi enzymii cytochromu P450.

V praktické c¢asti byla na stabilné transfekované bunécéné linii odvozené
od hepatocelularniho karcinomu (AZ-AhR) nejdiive studovana cytotoxicita testovanych
latek (methylcinnamatu (MC), kresolu (KRE), mequinolu (MEQ), kumaranu (KUM),
methyl kreosolu (MKRE), kyseliny homovanilinové (HVK), 4-vinylguajakolu
(VG), 4-hydroxybenzaldehydu (HBA), beta-karyofylenu (B-KF) a methyleugenolu (ME))
pomoci MTT eseje Vv koncentracich 1, 10, 100 pg/ml. Nejvyssi pokles viability byl
zaznamenan u VG 1 ug/ml, pifiblizné o 20 %. Tento pokles vSak nebyl vyhodnocen jako
statisticky vyznamny. Nasledné byla sledovana schopnost testovanych latek aktivovat AhR
pomoci Reporter Gene Assay Vv koncentracich 1, 10, 50, 100 pg/ml. Transkripéni aktivita
byla vyjadiena pomoci fold induction neboli ndsobku negativni kontroly (ethanolu; jako
pozitivni kontrola byl pouzit TCDD (5 nM)). Narust fold induction cca 40 krat byl pozorovan
u MEQ 100 pg/ml, kdezto u TCDD byl pozorovan narust 1000 krat. U dal$ich testovanych
latek se hodnoty fold induction pohybovaly v intervalu od 1 do 10. Koncentra¢né zavisly
narutst fold induction byl pozorovan u MEQ, MKRE, VG a HBA, z ¢ehoz Ize témto ¢tyfem
latkam prisuzovat schopnost aktivovat AhR v agonistickém modu.

K potvrzeni, zda jsou tyto latky Gplnymi, ¢i ¢adsteCnymi (parcialnimi) agonisty, je nutno

dal$iho testovani.
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Priloha A (Analyza oleje z Vanilla planifolia)

PRANAROM (7

international

FICHE D'ANALYSE — ANALYSIS SHEET

Nom botanique — botanical name:
Nom commun — french name:
Numéro du lot - lot number:

Origine - origin: ----

Partie de la plante — part of the plant:
Date de production — production date:
Date de péremption — out of date :

Vanilla planifolia Absolue
ABSOLUE DE VANILLE
ABV100

PRANAROM - MADAGASCAR
OLEORESINE

09/2015

04/2021

Caractéristiques d’analyse — analysis characteristics :

CPG - SM HEWLETT PACKARD / CPG-FID

Colonne: HP INNOWAX 60-0.5-0.25

Programmation de température: 6 mn a 50 °C -2 °C/mn—250 °C-100 mn a 250 °C

Gaz vecteur He: 23 psis

Caractéristiques physiques — physical characteristics :

Aspect — physical state

Liquide épais

Couleur - colour

Marron orangé

Odeur - odour

Caractéristique de vanilline

Densité a 20°C - density 0,944
Densité a 15°C - density 0,947
Indice de réfraction a 20°C - refractive index 1,482 7

Pouvoir rotatoire a 20°C - optical rotation

Trop foncé pour la lecture

Miscibilité a I'éthanol & 95% - miscibility

10 volumes d’alcool 95 % / 1 volume d’'HE (avec
un dépdt)

Point d’éclair : SETAFLASH - flashpoint

109,7 °C

Analyses pesticides — pesticide analysis :

Pesticides Organochlorés : Dosage par GC MS détecteur XSD
(méthode multirésidus interne validée selon la norme NF V03-110)

Liste des pesticides recherchés (Pharmacopée Européenne): Alachlor, Aldrine, Bromophos
Ethyl, Bromophos Methyl, Chlordane, Chlorfenvinphos, Chlorpyriphos, Chlorpyriphos Methyl,
Chlorthal Dimethyl, Cyfluthrine, Cyhalothrine lambda, Cypermethrine, Dichlofluanide,
Dichlorvos, Dicofol (Kelthane), Dieldrine, Endosulfan, Endosulfan sulfate, Endrine,
Fenchlorphos (Ronnel), Fenchlorphos-oxon, Fenvalerate, Fluvalinate, Heptachlor, Heptachlor
epoxide, Hexachlorobenzene, Hexachlorocyclohexane a, Hexachlorocyclohexane (3,
Hexachlorocyclohexane &, Hexachlorocyclohexane €, Lindane, Methoxychlore, Mirex, Naled,
o,p’-DDD , o,p’-DDE, o,p’-DDT, Oxychlordane, p,p’-DDD, p,p’-DDE, p,p’-DDT,
Pentachloroaniline, Pentachloroanisole, Permethrine , Phosalone, Procymidone, Profenophos,
Prothiofos, Quintozene, S421, Techazene, Tetradifon, Vinclozoline

Résultats

< LMR*

* Limite Maximale de
Résidus autorisée
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Pesticides Organophosphorés : Dosage par GC MS détecteur FPD
(méthode multirésidus interne validée selon la norme NF V03-110)

Liste des pesticides recherchés (Pharmacopée Européenne): Acephate, Azinphos Ethyl,
Azinphos Méthyl, Bromophos Ethyl, Bromophos Méthyl, Chlorfenvinphos, Chlorpyriphos,
Chlorpyriphos Methyl, Diazinon, Dichlorvos, Dimethoate, Ethion, Etrimphos, Fenchlorphos
(Ronnel), Fenchlorphos-oxon, Fenitrothion, Fensulfothion (Dasanit), Fensulfothion-oxon,
Fensulfothion-oxon-sulfone, Fensulfothion-sulfone, Fenthion, Fenthion-oxon, Fenthion-oxon-
sulfone, Fenthion-oxon-sulfoxyde, Fenthion-sulfone, Fenthion-sulfoxyde, Fonofos, Malaoxon,
Malathion, Mecarbam, Methacrifos, Methamidophos (Monitor), Methidathion, Monocrotophos,
Naled, Omethoate, Paraoxon, Paraoxon Méthyl, Parathion Ethyl, Parathion Methyl, Phosalone,
Phosmet, Pirimiphos Ethyl, Pirimiphos Méthyl, Profenophos, Prothiofos, Quinalphos.

* Limite Maximale de
Résidus autorisée

Profil CHROMATOGRAPHIQUE

FID1 A, (Y:IPRANAROMVAOOH123.D)

Nom.
500004

40000+

30000

20000+

10000+
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Tableau de résultats 1 : ABSOLUE DE VANILLE

LOT OF22032
Pics| Temps de Constituants %
rétention
1 5,3 ACETATE D'’ETHYLE 1,00
2 5,8 ETHANOL 21,04
3 22,4 2-HYDROXYPROPIONATE D’ETHYLE 0,11
4 23,6 4-HGYDROXY-4-METHYL-2-PENTANONE 0,30
5 30,6 ACIDE ACETIQUE 0,25
6 53,4 MEQUINOL 0,80
7 58,6 CREOSOL 0,09
8 61,3 PHENOL 0,36
9 63,8 MYRISTATE D’ETHYLE 0,32
10 64,8 CINNAMATE DE METHYLE 0,15
11 67,6 TRIMETHYL PENTADECANONE 0,11
12 69,0 PENTADECANOATE D'ETHYLE 0,49
13 70,7 VINYL QUAJACOL 0,11
14 71,5 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,16
15 73,1 ALCOOL ALIPHATIQUE 0,03
16 73,9 PALMITATE D’ETHYLE 5,14
17 74,7 ALDEHYDE ALIPHATIQUE 0,16
18 76,3 TRICOSANE 1,13
19 76,9 TRICOSENE ISOMERE 1,14
20 77,5 ACIDE HOMOVANILLIQUE 0,21
21 78,6 HEPTADECANOATE D’ETHYLE 0,43
22 79,9 2,3-DIHYDRO BENZOFURANE 0,26
23 80,8 TETRACOSANE 0,29
24 83,2 STEARATE D’ETHYLE 1,29
25 84,0 OLEATE D’ETHYLE 2,73
26 84,3 LINOLEATE DE METHYLE 0,19
27 85,1 PENTACOSANE 0,64
28 85,9 ETHOXY METHYLPHENOL 0,31
29 86,1 LINOLEATE D’ETHYLE 15,42
30 87,1 VANILLINE 10,75
31 88,8 LINOLENATE D’ETHYLE 2,56
32 89,3 PHYTOL 0,34
33 91,8 ARACHIDOATE D’ETHYLE 0,29
34 92,6 EICOSENATE DE METHYLE 0,21
35 93,4 HEPTACOSANE 0,31
36 96,9 ESTER ALIPHATIQUE 0,14
37 99,8 ACIDE AROMATIQUE 0,46
38 100,7 DIMETHYL HENEICOSANOATE DE METHYLE 0,34
39 101,2 ACIDE PALMITIQUE 4,46
40 102,4 ERUCATE D'ETHYLE C22 : 1 0,62
41 102,8 NONACOSANE 0,64
42 104,9 4-HYDROXY BENZALDEHYDE 0,21
43 105,4 NONACOSENE 0,40
44 108,7 LIGNOCERATE DETHYLE C24 : 0 0,73
45 110,0 NERVONATE D’ETHYLE C24 : 1 6,54
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Tableau de résultats 2 : ABSOLUE DE VANILLE

LOT OF22032
Pics| Temps de Constituants %
rétention

46 112,0 ALCOOL ALIPHATIQUE 1,05
47 112,5 1-HEPTACOSANOL 4,21
48 115,8 ACIDE LINOLEIQUE 4,71
49 123,3 METHYL CEROTATE DE METHYLE C26: 0 2,92
50 126,0 ESTER ALIPHATIQUE 0,35
51 128,2 HEXACOSENOATE DE METHYLE C26 : 1 2,02
52 133,0 ESTER METHYLIQUE INSATURE 1,00
TOTAL 99,92

Date de I'analyse — date of the analysis : Avril 2016,

Pranarém Int.
C. Schulze

Contréle qualité

48




Priloha B (Analyza oleje z Eugenia caryophyllus)

PRANAROM

international

FICHE D'ANALYSE — ANALYSIS SHEET

Huile essentielle — Essential oil

Nom botanique — botanical name: Eugenia caryophyllus

Nom commun — french name: CLOUS DE GIROFLE
Numéro du lot — lot number: OF23303

Origine - origin: -- PRANAROM - INDONESIE
Partie de la plante — part of the plant: BOUTON FLORAL

Date de distillation — distillation date: 11/2015

Date de péremption — out of date: 08/2021

Caractéristiques d’analyse — analysis characteristics:

CPG - SM HEWLETT PACKARD / CPG - FID

Colonne: HP INNOWAX 60-0.5-0.25

Programmation de température: 6 mn a 50°C -2°C/mn—250°C-20mn a 250°C
Gaz vecteur He: 22 psis

Caractéristiques physiques — physical characteristics:

Aspect — physical state Liquide limpide

Couleur - colour Jaune d’or clair

Odeur - odour Caractéristique de I'eugénol
Densité a 20°C - density 1,063

Densité a 15°C - density 1,067

Indice de réfraction a 20°C - refractive index 1,534 9

Pouvoir rotatoire a 20°C - optical rotation -0,5°

Miscibilité a I'éthanol a 70% - miscibility 1 volume d’alcool / 1 volume d’HE
Point d’éclair : SETAFLASH - flashpoint 118,6 °C

Analyses pesticides — pesticide analysis:

Pesticides Organochlorés : Dosage par GC MS détecteur XSD Résultats
(méthode multirésidus interne validée selon la norme NF V03-110)

Liste des pesticides recherchés (Pharmacopée Européenne): Alachlor, Aldrine,
Bromophos Ethyl, Bromophos Methyl, Chlordane, Chlorfenvinphos, Chlorpyriphos,
Chlorpyriphos Methyl, Chlorthal Dimethyl, Cyfluthrine, Cyhalothrine lambda, < LMR*
Cypermethrine, Dichlofluanide, Dichlorvos, Dicofol (Kelthane), Dieldrine, Endosulfan,
Endosulfan sulfate, Endrine, Fenchlorphos (Ronnel), Fenchlorphos-oxon, Fenvalerate,
Fluvalinate, Heptachlor, Heptachlor epoxide, Hexachlorobenzene, Hexachlorocyclohexane
a, Hexachlorocyclohexane 8, Hexachlorocyclohexane 8, Hexachlorocyclohexane g, * Limite Maximale de
Lindane, Methoxychlore, Mirex, Naled, o,p’-DDD , o,p’-DDE, o,p’-DDT, Oxychlordane, p,p’- Résidus autorisée
DDD, p,p’-DDE, p,p’-DDT, Pentachloroaniline, Pentachloroanisole, Permethrine ,
Phosalone, Procymidone, Profenophos, Prothiofos, Quintozene, S421, Techazene,
Tetradifon, Vinclozoline
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Pesticides Organophosphorés : Dosage par GC MS détecteur FPD
(méthode multirésidus interne validée selon la norme NF V03-110)

Liste des pesticides recherchés (Pharmacopée Européenne): Acephate, Azinphos Ethyl,
Azinphos Méthyl, Bromophos Ethyl, Bromophos Méthyl, Chlorfenvinphos, Chlorpyriphos,
Chlorpyriphos Methyl, Diazinon, Dichlorvos, Dimethoate, Ethion, Etrimphos, Fenchlorphos
(Ronnel), Fenchlorphos-oxon, Fenitrothion, Fensulfothion (Dasanit), Fensulfothion-oxon,
Fensulfothion-oxon-sulfone, Fensulfothion-sulfone, Fenthion, Fenthion-oxon, Fenthion-oxon-
sulfone, Fenthion-oxon-sulfoxyde, Fenthion-sulfone, Fenthion-sulfoxyde, Fonofos,
Malaoxon, Malathion, Mecarbam, Methacrifos, Methamidophos (Monitor), Methidathion,
Monocrotophos, Naled, Omethoate, Paraoxon, Paraoxon Méthyl, Parathion Ethyl, Parathion
Methyl, Phosalone, Phosmet, Pirimiphos Ethyl, Pirimiphos Méthyl, Profenophos, Prothiofos,
Quinalphos.

* Limite Maximale de
Résidus autorisée

Profil CHROMATOGRAPHIQUE

Nom.
250000

200000

150000

100000 -
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Tableau de résultats 1 : GIROFLE CLOUS

LOT N° OF23303
: Temps de _

Pics rétention Constituants %
1 5,7 ETHANOL 0,01
2 20,5 LIMONENE 0,01
3 22,2 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE 0,01
4 29,7 FURFURAL 0,06
5 30,2 o-CUBEBENE 0,01
6 31,9 a-COPAENE 0,11
7 35,1 LINALOL 0,01
8 36,5 METHYL FURFURAL 0,01
9 37,0 ISOCARYOPHYLLENE ISOMERE 0,02
10 38,1 B-ELEMENE 0,01
11 38,5 B-CARYOPHYLLENE 5,08
12 39,3 SESQUITERPENE 0,01
13 41,4 SESQUITERPENE 0,01
14 42,2 ZONARENE 0,03
15 42,7 a-HUMULENE 0,62
16 43,8 y-MUUROLENE 0,01
17 45,5 FARNESENE ISOMERE 0,01
18 45,9 a-MUUROLENE 0,02
19 46,1 3-SELINENE 0,01
20 47,4 o-FARNESENE 0,03
21 47,8 0-CADINENE 0,09
22 48,0 v-CADINENE 0,01
23 48,5 SALICYLATE DE METHYLE 0,16
24 49,2 CADINA-1,4-DIENE 0,02
25 51,3 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,05
26 52,0 CALAMENENE 0,03
27 54,0 ALCOOL BENZYLIQUE 0,01
28 56,5 a-CALACORENE 0,06
29 57,3 CETONE AROMATIQUE Mw=164 0,03
30 57,6 CETONE AROMATIQUE Mw=164 0,04
31 58,7 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,03
32 58,9 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,01
33 60,0 OXYDE D’'ISOCARYOPHYLLENE 0,01
34 60,3 OXYDE DE CARYOPHYLLENE 0,23
35 61,2 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,05
36 61,6 METHYLEUGENOL 0,06
37 62,0 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,01
38 63,2 EPOXY-6,7-HUMULENE 0,04
39 63,8 CARYOPHYLLENOL 0,06
40 64,2 GERMACRA-1,5-DIEN-4-OL 0,02
41 64,5 Epi-CUBENOL 0,03
42 66,1 METHOXY PROPYL PHENOL 0,02
43 66,3 COMPOSE AROMATIQUE 0,01
44 68,3 COMPOSE OXYGENE 0,03
45 69,6 EUGENOL 79,37
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Tableau de résultats 2 : GIROFLE CLOUS

LOT N° OF23303
Pics | Temps de Constituants %
rétention

46 70,5 SESQUITERPENOL 0,06
47 72,4 COMPOSE PHENOLIQUE 0,02
48 73,8 ACETATE D’EUGENYLE 12,75
49 74,0 COMPOSE Mw=206 0,01
50 74,5 SESQUITERPENOL 0,03
51 74,9 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,04
52 75,4 CARYOPHYLLA-3,7-DIEN-6-OL 0,06
53 75,7 CARYOPHYLLADIENNE ISOMERE 0,02
54 77,0 CHAVICOL 0,13
55 77,1 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,10
56 77,4 ISOEUGENOL 0,02
57 77,5 EPOXYDE SESQUITERPENIQUE 0,03
58 78,9 SESQUITERPENOL 0,07
59 81,0 ACETATE D’'ISOEUGENYLE 0,02
60 86,9 VANILLINE 0,01

TOTAL 99,94

Date de I’analyse — date of the analysis : Aotit 2016,
Pranar6m Int.

C. Schulze
Contrdle qualité
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