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SOUHRN

Tato bakalaiska prace se zabyvala vyhledanim rostlinnych extraktd, které aktivuji drahu
transkripéniho faktoru Nrf2 a tim vykazuji protirakovinnou aktivitu. Testovani probihalo
na bunéénych liniich EpRE-LUX, s luciferazovym reportérem odvozené od mysiho elektrofilniho
responzivniho elementu, a HepG2-GFP, odvozené od lidského hepatocelularniho karcinomu.

Teoreticka Cast této prace se zabyvala charakterizaci antioxida¢niho systému
a transkripcniho faktoru Nrf2, ktery se nachazi v bunécné cytoplazmé v inaktivnim komplexu
s proteinem Keap 1. Disociaci proteinu Keap 1, zpisobenou biologicky aktivnimi latkami,
se stava Nrf2 aktivnim a tim spousti regulaci gent kodujicich antioxidaéni stresové proteiny
a antioxidacni enzymy druhé faze.

V experimentalni ¢asti byla provedena extrakce rostlinného materialu, tedy kiry a diené
granatového jablka, suSenych plodd kustovnice ¢inské a suchého prasku rostlin camu camu
amoringy olejodarné. Téchto pét extraktii bylo testovano na obou bunéénych liniich pro stanoveni
luciferazové a fluorescenéni aktivity. Z vysledkt méfeni byl vyhodnocen jeden extrakt jako
aktivni, a to z rostliny moringy olejodarné. Tento aktivni extrakt byl dale frakcionovan
na osm frakci na reverzni fazi C18, dale na Sest frakci iontoméni¢ovou chromatografii, konkrétné
na tii frakce na katexu a na tfi frakce na anexu. Extrakty téchto frakci byly nasledné testovany
na obou buné¢nych liniich pro stanoveni luciferdzové a fluorescencni aktivity. Aktivni frakce
byly podrobeny necilené analyze LC-MS. Vysledkem byla detekce tii majoritnich metabolitd,
které byly predbézné identifikovany pomoci MS/MS spekter a literatury jako derivaty quercetinu
a luteolinu - konkrétng quercetin-3-O-hexosid, quercetin-3-O-(6""-malonylhexosid)

a luteolin-7-0O-(6""-malonyl)glukosid.



SUMMARY

This bachelor thesis dealt with the screening of plant extracts that activate the pathway
of transcription factor Nrf2 and thus show anti-cancer properties. Cellular testing was done
on EpRE-LUX cell line, with a luciferase reporter gene, derived from a murine electrophilic
responsive element, and HepG2-GFP cell line, derived from human hepatocellular carcinoma.

The theoretical part of this thesis dealt with the characterization of an antioxidant system
and a transcription factor Nrf2 which is in the cytoplasm in an inactive complex with
its repressor protein Keap 1. The dissociation of Keap 1 protein, which can be caused
by biologically active substances, makes the Nrf2 active. Activated Nrf2 starts the regulation
of genes that code antioxidant stress proteins and antioxidant second phase enzymes.

The experimental part of this thesis started by the extraction of plant material — a bark
and pulp of the fruit of Punica granatum L., dried fruit of Lycium chinense, and powder
of Myrciaria dubia and Moringa oleifera. These five extracts were tested on both cell lines
to measure luciferase and fluorescent activity. Results showed one active extract, from Moringa
oleifera. This active extract was fractionated to eight fractions on reverse phase C18 and to six
fractions by ion-exchange chromatography, specifically to three cation exchanger fractions
and three anion exchanger fractions. Extracts of these fractions were tested on both cell lines.
Those which showed luciferase and fluorescent activity underwent LC-MS analysis. The result
of this analysis was the detection of three major metabolites which were preliminarily identified
by MS/MS spectra and literature as quercetin and luteolin derivates — quercetin-3-O-hexoside,

guercetin-3-O-(6""-malonylhexoside) and luteolin-7-O-(6""-malonyl)glucoside.
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ARE Antioxidant response element (antioxida¢ni responzivni element)
ATP Adenosintrifosfat

CAT Katalaza

DCTA Kyselina 1,2—diaminocyklohexan —N-N-N-N-tetraoctova

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreithol

EMEM Eagle’s Minimum Essential Medium

EpRE Electrophile responsive element (elektrofilni responzivni element)

EpRE-LUX Induction of electrophile element — luciferase reporter gene

ESI lonizace elektrosprejem
GCL Glutamat cystein ligdza
GPx Glutathionperoxidaza
GSH Glutathion

GST Glutathion S-transferaza

HepG2-GFP Hepatocelular carcinoma — green fluorescent protein

HO-1 Hem oxygenaza 1

Keap 1 Kelch-like ECH-associated protein 1

LipA Lipoic acid (kyselina lipoova)

NQO1 NAD(P)H: chinon oxidoreduktaza-1

Nrf2 Nuclear factor erythorid 2

PBS Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)
ROS Reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)
RNS Reactive nitrid species (reaktivni formy dusiku)
RPMI Roswell Park Memorial Institute

SOD Superoxiddismutaza

Tris Trisaminomethan

UHPLC Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie
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1 UvoDp

Transkrip¢ni faktory jsou latky proteinové povahy, které v organismu idi aktivitu gend.
Nekteré transkripéni faktory reguluji expresi gend, které koduji antioxidacni latky — naptiklad
enzymy nebo stresové proteiny. Jednim z téchto transkripcnich faktord je i Nrf2 nachazejici
se vV cytoplazmé buiky, kde je v inaktivnim komplexu s represorovym proteinem Keapl.

Aktivace transkripniho faktoru Nrf2 je zptisobena disociaci od proteinu Keapl, kterou
vyvola oxidacni ¢i elektrofilni stres. Aktivovany Nrf2 je translokovan do bunécného jadra,
kde se vaze na antioxida¢ni responzivni elementy (ARE) nebo elektrofilni responzivni elementy
(EpRE), jez se nachazeji na genech kodujicich antioxidaéni a detoxifika¢ni enzymy. Tyto obranné
mechanismy chrani organismus pied zanétlivymi poskozenimi tkani, zabranuji poskozeni DNA
a mohou potlacit i proliferaci malignich bunék.

V ramci bakalarské prace se budu zabyvat testovanim Ctyf rostlin, které by mohly
indukovat aktivaci transkripéniho faktoru Nrf2. Rostlinné extrakty budu testovat na dvou
bunécnych liniich sledovanim luciferazové a fluorescencni aktivity. Po identifikaci aktivniho
extraktu rostliny budu provadét necilenou LC-MS analyzu pro identifikaci konkrétnich

metabolitl obsazenych v rostlin€.



2 CILE PRACE
Cilem literarni ¢asti této prace byla charakterizace antioxida¢niho systému a jeho funkei,
charakterizace transkripéniho faktoru Nrf2 a rostlinnych materiald, jimiz byla testovdna indukce
aktivity tohoto transkripéniho faktoru na dvou bunéénych liniich, a to EpRE-LUX a HepG2-GFP.
Cilem experimentalni ¢asti byla ptiprava materialu, kultivace bunéénych linii, testovani
aktivace drahy transkripéniho faktoru Nrf2 a chemicka charakterizace aktivnich extraktt pomoci

LC-MS.



3 LITERARNI PREHLED
3.1 VYZNAM ANTIOXIDACNIHO SYSTEMU, ENZYMY, NiZKOMOLEKULARN{
LATKY

Antioxidacni systém je jednim z obrannych mechanismt organismu zahrnujici skupinu
latek, antioxidantt, které maji schopnost reagovat s volnymi radikaly a neutralizovat jejich
ucinky, ¢imz chrani bunky pred poskozenim (Hajhashemi et al., 2010).

Jako volné radikaly jsou oznacovany atomy ¢i molekuly schopné samostatné existence,
které obsahuji jeden nebo vice neparovych elektronti. V organismu se tvoii dvéma moznymi
cestami, jednak exogenné, naptiklad vlivem ionizujiciho zafeni, jednak endogenné
pti metabolickych procesech. Mohou se vyskytovat ve dvou formach, a to jako reaktivni formy
kysliku, ROS, nebo reaktivni formy dusiku, RNS. Tyto formy jsou uvedeny v Tabulce 1 (Acworth
et Oxon, 2003). Pokud v organismu vznikne nerovnovaha mezi volnymi radikaly kysliku
a antioxidacni obranou, dochazi k oxida¢nimu stresu. Ten pak dereguluje fadu bunécnych funkci
a vede k patologickym staviim organismu, kterymi mohou byt napiiklad starnuti, autoimunitni
onemocnéni, karcinogeneze a mnoha dalsi (Sindhi et al., 2013).

Tabulka 1: Volné radikalové formy kysliku a dusiku

Reaktivni formy kysliku Reaktivni formy dusiku
Nazev radikalu Vzorec radikalu Nazev radikalu Vzorec radikalu
Hydroperoxyl HOye Oxid dusnaty NO-
Hydroxyl HO- Oxid dusi¢ity NO.
Peroxyl ROO- Peroxynitrit ONOO-
Superoxid Oy

Antioxidac¢ni systém lze rozdélit na antioxidacni enzymy a antioxidacni substraty, jez lze
antioxidaéni enzymy patii superoxid dismutaza (SOD), glutathion peroxidaza (GPx) a katalaza
(CAT). Mezi lipofilni substraty jsou fazeny tokoferoly a karotenoidy, k hydrofilnim substratim
je tazena naptiklad kyselina askorbova, glutathion (GSH), transferin a feritin. Distribuce

jednotlivych slozek antioxida¢niho systému je znazornéna na Obrazku 1 (Zima, 2003).
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Vitamin E a B-karoten
Obrazek 1: Distribuce slozek antioxidacniho systému v buiice lidského organismu (upraveno

podle https://www.news-medical.net/health/Antioxidant-Enzyme-Systems.aspx).
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NejvyznamnéjS$im antioxidacnim enzymem je superoxid dismutdza (EC 1.15.1.1), ktera
katalyzuje dismutaci vysoce reaktivnich superoxidovych aniontii na kyslik a méné€ reaktivni
peroxid vodiku. Peroxid vodiku je rozloZzen pomoci enzymu katalaza (EC 1.11.1.6) za tvorby
vody a kysliku. Glutathion peroxiddaza (EC 1.11.1.9) za pfitomnosti glutathionu katalyzuje
redukci hydroperoxidi, dnes jiz ozna¢ovanych jako superoxidy (Matés et al., 1999).

Glutathion je jednim z hydrofilnich substrat, ktery se v buiikédch vyskytuje ve dvou
volnych forméach, bud’ v redukované (GSH), nebo oxidované (GSSG), a pomérem téchto forem
lze indikovat oxidacni stres v bunce (Pizzorno, 2014). Dal§im z vyznamnych hydrofilnich
substrati je kyselina askorbova neboli vitamin C. Jeji antioxidacni aktivita spociva ve schopnosti
darovat elektrony, a tim chréanit dulezit¢é biomolekuly ptfed oxidacnim poskozenim (Carr
et Maggini, 2017). Vysokomolekularnim hydrofilnim antioxidantem je transferin, ktery snizuje
koncentraci volnych iontil zeleza transportem do proliferujicich bunék, a feritin, coz je protein
zasobni, ktery volné ionty zeleza v cytosolu pohlcuje (Oberle et al., 1998; Chauhan et al., 2004).

Vyznamnymi lipofilnimi substraty jsou karotenoidy zahrnujici naptiklad [-karoten
a lykopen. Maji schopnost zhaset singletovy kyslik a vychytavat dalsi reaktivni formy kysliku
(Fiedor et Burda, 2014). V neposledni fadé tvoii rozsahlou skupinu antioxida¢né aktivnich latek
tokoferoly (vitamin E), které vychytavaji peroxylové radikaly. Pro lidsky organismus
je nepreferovangjsi formou a-tokoferol (Traber et Atkinson, 2007).

3.2 TRANSKRIPCNI FAKTOR Nrf2

Transkripéni faktory jsou proteiny, které kontroluji aktivitu gent tim, ze spousteji
¢i reguluji jejich transkripci (Cooper, 2009). Jednim z nich je i transkripéni faktor Nrf2,
z anglického nazvu nuclear-factor-erythroid-2-related factor 2, ktery reguluje geny kodujici
antioxidaéni stresové proteiny a antioxida¢ni enzymy druhé faze, coz jsou enzymy metabolizujici
xenobiotika bud’ konjugaci molekul, nebo degradaci reaktivnich center. Tyto proteiny a enzymy
se tvofi v organismu jako odpovéd na oxida¢ni stres (Prestera et al., 1995; Kobayashi
et al., 2004).

Nrf2 patii do transkripénich faktord se strukturnim motivem cap 'n’ collar leucinového
zipu (CNC bZIP) a je kdodovan genem NFE2L2. V lidském organismu nabyva délky
605 aminokyselin a obsahuje sedm vysoce konzervativnich oblasti znamych jako Nrf2-ECH
homologni (Neh) domény, jejichz distribuce je znazornéna na Obrazku 2. Nehl obsahuje
CNC bZIP doménu, ktera zprostfedkovava heterodimerizaci s proteinem Maf (homolog
onkogenu muskuloaponeurotického fibrosarkomu). Neh2 doména obsahuje dva degrony, coz jsou
¢asti proteinu dulezité pii regulaci rychlosti degradace proteinu. Tyto dva degrony jsou obecné
znamé jako DLG a ETGE motivy a jsou specificky vazané diky proteinu Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1). Dalsi dva degrony byly popsany v doméné Neh6. Tyto motivy
vSak nejsou rozpoznavany proteinem Keapl, ale jsou cileny pro degradaci E3 ubikvitin ligdzou

B-TrCP. U domén Neh3—Neh5 se predpoklada, ze funguji ve zprostfedkované aktivaci vazbou
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na rozlicné komponenty transkripniho aparitu. Naopak interakcemi domény Neh7 s DNA
vazebnou doménou retinoidniho X receptoru a (RXRA) je aktivita Nrf2 potlac¢ovéana (Canning

etal., 2015).

Asociace s Keapl

Neh2
DLG ETGE Neh4 Neh5 Neh7 Neh6 Nehl Neh3
TS B S ) I T coon
poéet aminokyselin lz's sz"éﬁunz 134 18220'01\209 316 336 386 l4'34 5cs'1I 605
Transaktivaéni DNA vazebna
doména doména
..DILWRQDI?® DLGVSREYV.. LQLDEE’ETGE...
DLG motiv ETGE motiv

Obrazek 2: Struktura lidského transkripéniho faktoru Nrf2 s homolognimi doménami

Neh1-Neh7 (upraveno podle Mitsuishi et al., 2012; Canning et al., 2015).

Transkripéni faktor Nrf2 je za fyziologickych podminek organismu lokalizovan
v bunééné cytoplazmé v inaktivnim komplexu s represorovym proteinem Keapl (Surh
et al., 2008). Keap1 patii do rodiny BTB-Kelch proteint a je kddovan Keapl genem. Struktura
tohoto proteinu je zaznamenana na Obrazku 3. N-terminalni ¢ast proteinu obsahuje BTB doménu,
ktera ziskala pojmenovani podle proteini Drosophily, a to Broad complex, Tramtrack
a Bric a brac. Zprostfedkovava homodimerizaci Keapl a prispiva k interakcim s proteinem
Cullin 3 (Cul3). Hlubsi interakce s Cul3 jsou zprostifedkovavany motivem 3-box, ktery
je konzervativnim C-terminalnim prodlouzenim BTB domény a zaroven ji pfipojuje k doméné
IVR, z anglického central intervening region. Na C-konci lezi Kelch doména, jez je potiebna
pro zachyceni substratu. Zvlast’ se mize vazat na ETGE nebo DLG motiv transkripéniho faktoru

Nrf2 (Canning et al., 2015).

3-box
|
NH,H J BB ), VR | KELCH —COOH
pocet ammnolcyselin -~ 50 184 269 3111 327 6|11
| | | J
Homodimerizace Asociace s Nrf2

[ J
Asociace s proteinem Cullin 3

Obrazek 3: Struktura lidského proteinu Keapl s doménami BTB, IVR a Kelch (upraveno podle
Mitsuishi et al., 2012; Canning et al., 2015).

3.2.1 MECHANISMUS AKTIVACE
Inaktivni komplex Nrf2 s proteinem Keapl, ktery je zakotveny v aktinovém cytoskeletu

bunky, zpiisobuje ubikvinitaci Nrf2 néasledovanou proteazomalni degradaci. Keapl zde slouzi



jako substratovy adaptorovy protein pro Cul3-dependentni E3 ubikvitin ligazovy komplex, ktery
tvoii asociaci s Cul3a ring-box proteinem 1 (Rbx1). Tento komplex je zacilen na lyzinové zbytky
N-konce Neh2 domény transkripéniho faktoru Nrf2. Aktivace Nrf2 mize probihat dvéma
riznymi mechanismy, a to bud’ stabilizaci prostfednictvim Keapl cystein-thiolové modifikace,
nebo fosforylaci Nrf2 upstream kinazami (Surh et al., 2008; Canning et al., 2015).

Ke stabilizaci Nrf2 dochazi pii oxidacnim ¢&i elektrofilnim stresu, kdy je Keapl
inaktivovan modifikaci cysteinovych zbytki, coz zapti¢ini zménu jeho konformace, a tim ztratu
adaptorové aktivity. Takto inaktivovany Keapl je polyubikvitinovan proteinem Cul3
a degradovan proteazomem. Degradace Keapl zajisti stabilizaci Nrf2 a jeho translokaci
do bunééného jadra, kde se akumuluje, heterodimerizuje s dal$imi transkripcnimi faktory,
jako jsou malé Maf proteiny, a vaze se na 5"-upstream cis-acting regula¢ni sekvenci, oznacovanou
jako antioxidacni responzivni elementy (ARE) ¢i elektrofilni responzivni elementy (EpRE).
Tyto elementy se nachazeji v promotorovych oblastech genti kodujicich antioxidacni
¢i detoxifikacni enzymy.

Kromé volnych radikalt kysliku ¢i elektrofil mohou disociaci Nrf2 od Keapl zpUsobit
1 aktivované protein kindzy, a to fosforylaci Nrf2. Ptikladem téchto kinaz jsou protein kinaza C
(PKC), c-Jun N-terminalni kinaza (JNK), extracelularnim signalem regulovana kinaza (ERK),
kasein kindza 2 (CK2) ¢i p38 MAP kinaza. Grafické zndzornéni obou mechanismi aktivace Nrf2

je na Obrazku 4 (Surh et al., 2008).

A) HS-‘Cys Cys-SH B) HS-Cys Cys-SH
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~ \__/,
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protein kinazy
prooxidanty, elektrofily a dalsi ARE induktory (ERK, JNK, p38 MAP kin4za, PKC, CK2, ...)

C)\/s-induktor VV] ubikvitin -
Keapl -
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Nrf2
Nrf2 o

N 4
Nrf2
cytoplazma Nrfz i
jadro . " : . /
Nrf2 — > Nrf2 Nrf2 — : )
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Nrf2 Maf antioxidac¢ni/detoxifikacni enzymy

Obrazek 4: Mechanismus aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 A) stabilizaci pomoci degradace

proteinu Keap1, B) fosforylaci Nrf2 protein kinazami (upraveno podle Surh et al., 2008).



3.22 AKTIVOVANE ENZYMY

Transkripéni faktor Nrf2 hraje kli¢ovou roli v indukei genti, které koduji cytoprotektivni
a stres responzivni enzymy a piibuzné proteiny. NejvyznamnéjSimi enzymy jsou superoxid
dismutdza, glutathion peroxidédza a katalaza, jejichz pisobeni je znazornéno na Obrazku 5. Dalsi
aktivované enzymy zahrnuji NAD(P)H: chinon oxidoreduktazu-1 (NQO1), hem oxygenazu 1
(HO-1), glutathion S-transferazu (GST) a glutamat cystein ligazu (GCL) (Surh et al., 2008).

Superoxid dismutaza
Katalaza

. Glutathion peroxidaza

Peroxid vodiku \

P Poskozeni bunky

Superoxidovy anion l

Obrazek 5: Reakéni schéma ptisobeni antioxidacnich enzymi superoxid dismutdzy, katalazy

a glutathion peroxidazy (upraveno podle http://glisodin.zeitguysdev.com/science/)

NQOL1 (EC 1.6.99.2) se nachazi v cytosolu a je obligatni dvouelektronovou reduktazou
vyuzivajici nikotinamidadenindinukleotid (NADH) nebo nikotinamidadenindinukleotidfosfat
(NADPH) jako redukujici kofaktor. Redukuje velké mnozstvi substratil, pfiCemz nejvyznamne;jsi
je redukce chinonu na hydrochinon. Reakce probihd v jednom dvouelektronovém kroku,
jehoz vyhoda spociva v tom, ze netvoti toxicky radikalovy meziprodukt semichinon. Vznikly
hydrochinon je stabilni a mize byt konjugovan nebo vyloucen. Hydrochinon vSak nemusi
byt stabilni vzdy, coz se projevuje jeho reakci s kyslikem za tvorby toxického semichinonu
a ROS, jak je znazornéno na Obrazku 6 (Ross et al., 2000).

R = postramni fetézce ) ZlepSené nebo vyrazngjsi farmaceutické
NQOI1 = NAD(P)H:chinon oxidoreduktdza-1 vlastnosti hydrochinoni
stabilni

o) OH

R R Ze R R vnitind strukturni nebo chemické
NQOI uspofadani .
— > - Alkylace biomolekul

R R R R  nestabilni

o OH

Chinon Hydrochinon
0,
Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS)
ROS

Obrazek 6: Redukce chinonu pomoci enzymu NAD(P)H: chinon oxidoreduktazy 1 (NQOTI)

na hydrochinon za tvorby jeho stabilni ¢i nestabilni formy (upraveno podle Wellington, 2015).



Hem oxygenaza 1 (EC 1.14.99.3) chrani organismus proti oxida¢nimu stresu katalyzou
pfemény prooxidantu hemu na biliverdin, ktery je dale redukovdn na antioxidant bilirubin.
HO-1 je jednou ze dvou izoforem hem oxygenaz a jeji induktory zahrnuji Sirokou Skalu
chemickych ¢inidel ¢i fyzikalnich faktort (Prestera et al., 1995).

Jako superoxid dismutiza je oznacovana skupina metaloenzymu, které jsou klicovymi
bunéénymi antioxidanty. Tyto proteiny katalyzuji dismutaci superoxidovych radikala
na molekulovy kyslik a peroxid vodiku. V zavislosti na pfitomnosti kofaktor se superoxid
dismutazy u savcld deéli na cytoplazmatickou s médi a zinkem (Cu/Zn SOD, SODI),
mitochondrialni s manganem (Mn SOD, SOD2) a extracelularni s médi a zinkem (Cu/Zn SOD,
SOD3). Vsechny tyto isoformy obsahuji katalyticky iont kovu, kterym muze byt bud’ méd'naty
kation (Cu?*) nebo manganity kationt (Mn®"). Zine¢naty kationt (Zn?*) zajistuje funkci stability
(Fukai et Ushio-Fukai, 2011; Younus, 2018).

Vyznamnou slozkou antioxidacni ochrany organismu je glutathion. Prvni krok biosyntézy
katalyzuje enzym glutamat cystein ligaza (EC 6.3.2.2). Konjugaci GSH je zajisténa detoxifikace
elektrofildi enzymem glutathion S-transferazou (EC 2.5.1.18), ktera reaguje adici GSH
na elektrofily s riznymi chemickymi strukturami. Nejvyznamnéj$im enzymem vyuzivajicim
GSH je glutathion peroxidaza (Strange et al., 2001; Dickinson et al., 2004).

Glutathion peroxiddza je sloZena ze ¢ty podjednotek obsahujicich selenocysteinovy
zbytek, ktery je nezbytny pro funkci tohoto enzymu. GPx katalyzuje redukci hydroperoxidii
pouzitim GSH, jehoz dllezitou c¢asti jsou konsenzudlni sekvence pro vazbu elektrofilniho
responsivniho elementu EpRE. Ma dilezité izoenzymy, které se lisi vyskytem. Prvnim typem
je cytosolicka a mitochondridlni glutathion peroxidaza (cGPx, GPx1), kterd redukuje
hydroperoxidy mastnych kyselin a peroxid vodiku na kor GSH. GPx1 se nachazi ve vétSiné
tkani, stejn¢ jako fosfolipid-hydroperoxidovéd glutathion peroxiddza (PHGPx, GPx4)
lokalizovana v cytosolu i buné¢né membrané. GPx4 redukuje fosfolipidové hydroperoxidy
a hydroperoxidy mastnych kyselin a cholesterolu. Dal§imi typy jsou cytosolicka glutathion
peroxidaza 2 (GPx2, GPx-G1) a glutathion peroxidaza 3 (GPx3, GPx-P), které se vyskytuji
v malém mnozstvi, s vyjimkou gastrointestinalniho traktu a ledvin (Matés et al., 1999; Franco
et Cidlowski, 2009).

Katalaza je tetramernim enzymem slozenym ze Ctyf stejnych podjednotek. Chrani bunky
pied peroxidem vodiku, ktery je v nich generovan, za tvorby vody a molekulového kysliku. Neni
sice nezbytna pro vSechny typy bunék v organismu, ale hraje dilezitou roli pfi ziskavani tolerance
k oxidaénimu stresu s adaptivni bunéénou odpovédi (Matés et al., 1999).

3.2.3 ZNAME AKTIVATORY (INHIBITORY) Nrf2-ARE SIGNALIZACE

Mezi aktivatory Nrf2-ARE signalizace patfi biologicky aktivni latky obsazené

v rostlinach, které maji chemopreventivni charakter. Tyto rostlinné metabolity aktivuji Nrf2

signalizaci indukci fosforylace Nrf2 aktivaci upstream protein kinaz nebo prostfednictvim
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interakce s thioly cysteinu proteinu Keapl. Nasledna indukce cytoprotektivnich enzymii miize
potlacit oxidacéni stres a zanétliva poskozeni tkani, ¢imz znemozni poskozeni DNA nebo supresi
proliferace iniciovanych bunék a maligni transformace. Schéma této aktivace je na Obrazku 7

(Surh et al., 2008).

———  Chemopreventivni rostlinné metabolity

Oxidace/modifikace thiolu

_ cysteinu proteinu Keapl
S —

Aktivace upstream kinaz

Indukce antioxida¢nich a detoxifikaénich enzymu
a jinych cytoprotektivnich proteinti

E= R

Obrazek 7: Aktivace transkripéniho faktoru Nrf2 rostlinnymi metabolity indukci antioxida¢nich

a detoxifika¢nich enzymu blokujicich poskozeni DNA (upraveno podle Surh et al., 2008).

Rostlinnych metabolitt aktivujicich Nrf2-ARE signalizaci je mnoho. Jedna se naptiklad
o aldehydy, alkaloidy, isoprenoidy, isothiokyanaty a polyfenoly zahrnujici flavonoidy.
Mezi aldehydy se fadi cinnamaldehyd nachazejici se ve skofici a do alkaloidi spada kapsaicin
palivych paprik. Skupina izoprenoidl zahrnuje lykopen rajéat, kafestol a kahweol kavovniku,
karnosol rozmarynu a zerumbon tropického zazvoru. Isothiokyanaty zastupuje sulforafan
brokolice a dalsi kost'alové zeleniny. Do polyfenoll se tadi resveratrol obsazeny v hroznovém
ving, epigalokatechin galat zeleného Caje jako hlavni, a zaroven nejucinnéjsi aktivator Nrf2
signalizace, a flavonoidy kurkumin obsazeny v kurkumé a xanthohumol obsaZeny v chmelu.
Struktura té€chto latek je na Obrazku 8 (Surh et al., 2008).

Role transkripéniho faktoru Nrf2 nemusi byt vzdy ochranna. Jeho trvala aktivace pfispiva
k rozvoji riznych typl rakoviny a rezistence na chemoterapii a radioterapii. ZvySena exprese
byla zaznamenana u fady malignit v¢etn¢ rakoviny jater, plic, prsou, moCového méchyfte,
vajeCnikl, pankreatu a endometria. Z tohoto divodu byly studovéany inhibitory signalizace
Nrf2-ARE, které senzibilizuji rakovinné buriky na chemoterapeutika. Mezi tyto inhibitory patii
naptiklad flavonoidy luteolin, apigenin, chrysin a wogonin ¢i vitaminy a jejich derivaty jako jsou

kyselina askorbova ¢i kyselina retinova. Dal$im inhibitorem je brustatol obsazeny v rostliné



Brucea javanicas, cryptotanshinon obsazeny v ¢inské byliné Salvia miltiorrhizas nebo triptolid
obsazeny v rostliné Tripterygium wilfordii celastraceae. Dale se zde fadi mykotoxin

ochratoxin A a trigonellin ziskany z kavového extraktu (Zhu et al., 2016).
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Obrazek 8: Chemicka struktura vybranych latek aktivujicich Nrf2-ARE signalizaci (upraveno
podle Surh et al., 2008).

3.24 EpRE-LUX SYSTEM

Elektrofilni responzivni element je transkripénim zesilovac¢em zapojenym do regulace
exprese genll s protirakovinnym chemoprotektivnim charakterem. Pro studium této genové
exprese byly vyvinuty dvé stabilné¢ transfekované reportérové bunécné linie,
EpRE(hNOQ1)-LUX a EpRE(MGST-Ya)-LUX, vyuzivajici luciferazové exprese jako reportéru
EpRE-zprostfedkované aktivace genové transkripce. Luciferaza je enzym, ktery katalyzuje
produkci svétla bioluminiscenénich organismd. Vyznamné vyuZziti ma pii vloZeni do savc€ich
expresnich vektort, kdy je po zavedeni do organismu piechodné exprimovana. Nejcastéji se jedna
o luciferazu svétlusky a luciferazu rodu Renilla, pficemz ob¢ tyto luciferazy byly pouZzity
i pfi vyvoji EpRE-LUX bunéénych linii. Samotny enzym bioluminiscenci vyvold pouze
za pritomnosti n€kolika substratl. Vyznamnym substratem je luciferin, ktery oxiduje na produkty
oxyluciferin a energii ve formé svétla. Piiklad bioluminiscence svétlusky je uveden v nasledujici

reakci (de Wet et al., 1987):
M 2+
Luciferaza + luciferin + ATP «——— luciferaza - luciferyl-AMP + Ppi

Luciferaza - luciferyl-AMP + O, ————luciferaza + oxyluciferin + AMP + CO; + hv

K vyvoji EpRE-LUX byly pouzity bunééné linie HepG2 (bunééna linie lidského
hepatoblastomu) a Hepa-1clc7 (bunécna linie mySiho hepatomu). Nové linie byly sestaveny
na zakladé EpRE sekvenci lidského enzymu NAD(P)H:chinon oxidoreduktazy
pro EpRE(hNQO1)-LUX a mysi glutathion S-transferazy Ya pro EpRE(MGST-Ya)-LUX.
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Pro EpRE je dilezita tzv. core sekvence nukleotidi, RTGACnnnGC, na kterou navazuji dalsi
nukleotidy, diky nimz byly definovany konsenzualni EpRE sekvence Wassermanem a Fahlem.
Bunécéné linie se v core sekvenci od sebe navzajem lisi, a to tak, Ze regulacni oblast lidské NQO1
obsahuje pouze jednu EpRE core sekvenci a regulacni oblast mySi GST-Ya m4 i druhou, core
podobnou sekvenci. Déle se tyto dv€ linie 1iSi nukleotidy lemujicimi core sekvence,

které ovliviiuji trovei aktivace transkripce. Tyto sekvence jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Srovnani mys$iho GST-Ya a lidského NQO1 EpRE elementu se sekvencemi EpRE

core a konsenzualnimi sekvencemi.

EpRE element Nukleotidova sekvence
Core RTGAChnnGC
Konsenzus TMA NnNRTGAYnnnGCRwwww

GST-Ya, mysi GTAGCT TGG AAATGACATTGC TAA TGGTGACAAAGCAACTTTA
NQOl1, lidska AG TCA CAGTGACTCAGCAGAATC

Legenda: tucné: charakteristické sekven¢ni znaky; oramované: tzv. TMA box; M: A nebo C;

R: A nebo G; Y: C nebo T; w: A nebo T; n: jakykoliv nukleotid.

Pii vyvoji EpRE-LUX systému nejdiive probihala konstrukce EpRE-kontrolovanych
luciferazovych reportérovych plazmidii za pouziti vektoru pSP72. Do dvou oblasti, EcoRlI
a BamHI, mnohocetného klonovaciho mista tohoto vektoru byl klonovan oligonukleotid
za vzniku fragmentu obsahujiciho TATA/Inr sekvenci, ktery byl nasledné¢ subklonovan
do pGL3-basic plazmidu s reportérovym luciferazovym genem bez promotoru (Luc+). Nasledné
byly do plazmidu vlozeny oligonukleotidy s EpRE zesilovacem regulacniho regionu lidského
enzymu NQOl a mys$itho enzymu GST-Ya =za vzniku reportérovych konstruktd
pTI(hNOQ1-EpRE)Luc+ a pTI(mGST-Ya-EpRE)Luc+, kterymi byly kotransfekovany buiiky
linii HepG2 a Hepa-1clc7, spolu s vektorem pSV2-neo, diky kterému ziskaly rezistenci
k antibiotiku geneticinu (G418). Klonalni bunétné linie stabiln¢ transfekované
pTI(hNOQ1-EpRE)Luc+ nebo pTI(MGST-Ya-EpRE)Luc+ byly ozna¢ené EpRE(hNQO1)-LUX
nebo EpRE(MGST-Ya)-LUX (Boerboom et al., 2006).

3.25 HepG2-GFP

Lidska bunééna linie odvozena od hepatocelularniho karcinomu (HepG2) je rozsahle
vyuzivana jako experimentalni model pro toxikologicky a farmakologicky vyzkum. Pro vyvoj
rychlych a jednoduchych cytotoxickych testi byly HepG2 bunky obohaceny o ,,vylepSeny“
zeleny fluorescencni protein (enhanced green fluorescent protein, EGFP). Nova bunéénd linie,
oznacena HepG2-EGFP, tak dokéaze exprimovat EGFP, ktery emituje fluorescenci. Pti konstrukci
této bunécné linie byl do bunck elektroporaci transfekovan plazmid pEGFP-N1 ktery byl mimo
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jiné selektivnim markerem pro rezistenci k antibiotiku G418. Usp&né transfekované buiiky
byly selektovany pro méfeni fluorescence, a ty s nejlepsimi vysledky, tedy s nejvétsi namétenou

fluorescenci, byly vybrany pro zaklad nové bunécné linie HepG2-GFP (Cemazar et al., 2009).

3.3 FRAKCIONACE RiZENA BIOLOGICKOU AKTIVITOU

Frakcionace, tedy déleni na frakce, je proces, jimZ dochazi k rozdéleni analytt do skupin
na zaklad¢ fyzikalnich (velikost a rozpustnost) a chemickych (vaznost a reaktivita) vlastnosti.
Rozdé€leni na jednotlivé frakce je dosazeno vlastnostmi mobilni faze, napiiklad koncentraci soli
¢i pH, a dale typem sorbentd, naptiklad reverzni ¢i normalni fazi (Issaq et al., 2002).

Velmi vyuzivanou technikou je extrakce pevnou fazi, SPE (z anglického solid phase
extraction), ktera selektivné zachycuje pozadované slozky na tuhém sorbentu v extrakéni kolonce
diky mezimolekulovym interakcim, a to bud’ nepolarnim, polarnim nebo iontovym. Selektivita
sorbentu je ur¢ena rozdilnou afinitou pevné faze k analyzované latce a interferujicim slou¢eninam
ve vzorku. Sorbenty SPE kolonek obsahuji nejcastéji Castice silikagelu, které jsou chemicky
modifikované navazadnim skupin rtznych vlastnosti. Na zakladé vlastnosti sorbentu
jsou uplatnovany rtizné interakce, z nichz nejbéznéjsi jsou van der Waalsovy sily u nepolarnich
interakci, vodikové vazby a interakce dipol-dipol u polarnich interakci a dale kation-aniontové
interakce. Nepolarni faze se vyznacuji hydrofobnimi vlastnostmi, extrahuji nepolarni a stiedné
polarni slouceniny a ptikladem je oktadecyl (C18). Polarni faze jsou selektivni pro slouceniny
polarni a prikladem je silanol (silica). lontové vymeénné faze lze rozlisit na anex pro vyménu
aniontli a katex pro vymeénu kationtti. Pfikladem je trimethylamoniumpropyl (SAX) pro anex
a benzensulfonova kyselina (SCX) pro katex.

Pti frakcionaci je nutno extrakéni kolonky nejdiive solvatovat, tedy smacet faze vazané
na silikagelu pro zadrzeni analytu. Na takto pfipravené kolonky je aplikovan kapalny vzorek,
¢imz na sorbentu dojde k zachyceni latky. Prib&Zznym promyvanim jsou odstrafiovany nezadouci
pfimési. Pozadované latky jsou nakonec ziskany elu¢nim rozpoustédlem. Priutok kapalin

ptes kolonku je urychlovan vakuem, tlakem ¢i centrifugaci (Klouda, 2003).

3.4 HPLC (UHPLC)

Kapalinova chromatografie (LC, z anglického liquid chromatography) je analyticka
metoda pouzivand pro separaci, identifikaci, kvantifikaci a purifikaci slozek smési. Vyuziti
nachazi pro analyzu polarnich, semipolarnich a nepolarnich latek (Coskun, 2016). O separaci
rozhoduji interakce mezi kapalnou mobilni fazi a fazi stacionarni. Mechanismy separace mohou
byt adsorpce, rozdélovani na zakladé rozpustnosti, iontova vymena ¢i molekulove sitovy efekt.
Dle uspotadani stacionarni faze je kapalinova chromatografie délena na papirovou, tenkovrstvou
a kolonovou. Pravé kolonova chromatografie dala vznik HPLC, tedy vysokoucinné kapalinové

chromatografii (z anglického high performance liquid chromatography) a UHLPC, tedy ultra
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vysokou¢inné kapalinové chromatografii (z anglického wultra high performance liquid
chromatography), které v soucasnosti patii mezi nejpouzivangjsi (Klouda, 2003).

Kapalinovy chromatograf ma nekolik zakladnich ¢asti, jimiz jsou zdsobnik mobilni faze,
Cerpadlo, injektor, kolona se stacionarni fazi a detektor. Schéma pfistroje je zndzornéno
na Obrazku 9. Mobilni faze je inertni vii¢i vzorku a slouzi k jeho transportu do systému. Nejcastéji
jsou pouzivana rozpoustédla nebo kombinace pufri. Do pritoku mobilni faze zajisténého
¢erpadlem je pomoci injektort vstiiknut vzorek. Ten spolu s mobilni fazi proudi do kolony, ktera
je umisténa v prostftedi s konstantni teplotou. Vysledek separace zaznamenava detektor,
ze kterého jsou sbirana data specialnim softwarem. Nejpouzivangjsi detektory jsou fotometrické,
které méti absorbanci eluatu, refraktometrické, jez méfi rozdil index lomu eluatu a ¢isté mobilni

faze, a dale fluorescencni, které méfi fluorescenci eluatu (Arora et Bhanot, 2014).

T

| —_—

Obrazek 9: Schéma zakladniho usporadani kapalinového chromatografu (upraveno podle Arora
et Bhanot, 2014).

Pro separaci latek je u HPLC nejdulezitéjsi ¢asti stacionarni faze. Na zakladé riznych
typd analyz a mechanismil separace existuji i rizné typy stacionarnich fazi. | mobilni faze
vSak musi spliiovat urcité vlastnosti. Byva sloZena z vody, organického rozpoustédla nebo pufit
a mohou v ni byt obsazeny i modifikatory. Na zaklad¢ interakci vzorku, mobilni a stacionarni
faze se rozlisuji dva typy HPLC, a to reverzni a normalni.

Pii reverzni HPLC separaci jsou jako stacionarni faze pouzity nepolarni alkylové
voda s polarnimi rozpoustédly jako metanol, acetonitril ¢i tetrahydrofuran, v zavislosti na typu
separace. Elu¢ni profil je od polarnich latek, ptes latky méné polarni aZ po ty nepolarni. Normalni
HPLC separace je vlastné¢ opakem reverzni. Staciondrni faze je polarni a tvofi ji bud’ pouze
silikagel nebo jsou na n¢j vazané organické slouceniny. Nepolarni mobilni fazi tvofi naptiklad
hexan, heptan nebo izooktan, ale i jiné slouceniny s malym mnozstvim polarnich modifikatori
jako metanol, etanol ¢i izopropanol. Elu¢ni profil zac¢ina latkami nepolarnimi a kon¢i u latek

polarnich (Arora et Bhanot, 2014).
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3.5 LC-MS METABOLOMIKA

Metabolomika se zabyva analyzou metaboliti S nizkou molekulovou hmotnosti
(do 1 800 Da), které¢ definuji metabolicky stav biologickych systémi. Metabolomicka analyza
je kategorizovana na cilenou a necilenou. Necilena analyza byva prvnim krokem metabolomické
studie, jelikoz jsou méfeny vSechny metabolity biologického systému. Touto analyzou
jsou vyhledany metabolity potencialni, jez jsou pfedmétem studie. Tyto metabolity jsou poté
cilenou analyzou identifikovany a kvantifikovany. U cilené analyzy jsou jiz znamy chemické
vlastnosti sledovanych sloucenin a Ize ji tedy navrhnout dle potieb.

Proces typické metabolomické studie vyuziva LC-MS platformy, tedy spojeni kapalinové
chromatografie, kterd je popsana vySe, a hmotnostni spektrometrie (Zhou et al., 2012).
Hmotnostni spektrometr disponuje tfemi hlavnimi ¢astmi, jimiz jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. Schéma pfistroje je na Obrazku 10. Iontovy zdroj konvertuje molekuly
ze vzorku na ionty, které jsou vtazeny pomoci napéti do hmotnostnimu analyzatoru. Ten ionty
separuje v plynné fazi podle pomé&ru hmotnosti a naboje (m/z) za vysokého vakua (10 Pa), a tyto
signaly nasledné zachycuje detektor, ktery je ptedd vyhodnocovacimu zafizeni (Manz

et al., 2004).

ionty

—

ionty ur¢ité hmotnosti

Obrazek 10: Schéma hmotnostniho spektrometru (upraveno podle Klouda, 2003).

e
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3.5.1 TYPY IONIZACE

Vyuziti riznych ioniza¢nich technik je dalezité z hlediska toho, Ze jednotlivé latky se lisi
svymi vlastnostmi, napiiklad tékavosti, polaritou ¢i molekulovou hmotnosti. Tyto techniky
lze dle mnozstvi vnitini energie po ionizaci rozdélit na mekke, pii kterych nedochazi ke vzniku
fragment, a tvrdé, pti nichz ma molekula velky prebytek vnitini energie a k fragmentaci dochazi.
K mékkym ioniza¢nim technikdm fadime chemickou ionizaci, CI (z anglického chemical
ionisation), ionizaci elektrosprejem, ESI (z anglického electrospray ionisation), a ionizaci laserem
za Ucasti matrice, MALDI (matrix-assisted laser desorption/ionisation). K tvrdym ioniza¢nim
technikam se fadi elektronova ionizace, EI (z anglického electron ionisation) a bombardovani

rychlymi atomy, FAB (z anglického fast atom bombardment) (Manz et al., 2004).

352 TYPY HMOTNOSTNiCH ANALYZATORU
Separace iontt Ize dosahnout riznymi fyzikalnimi principy, naptiklad zaktivenim drahy
letu iontd (magnetické a elektrostatické analyzatory), riznou stabilitou oscilaci iontt (kvadrupol

a iontova past), riznou dobou rychlosti letu iont (analyzator doby letu) nebo riznou absorpce
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energie pii pohybu ionti v kombinovaném magnetickém a elektrickém poli (iontova cyklotronova
rezonance).

Kvadrupoélovy analyzator, Q (z anglického quadrupole), je slozen ze ¢tyt kovovych
tyCovych elektrod, na které je aplikovano stejnosmérny a stfidavy proud. V daném poli mohou
kvadrupdlem az k detektoru prochdzet pouze rezonanéni ionty jednoho urcéitého poméru
m/z, ostatni ionty nerezonuji a jsou zastaveny v kvadrup6lu.

Analyzator doby letu, TOF (z anglického time of flight), umoziuje vysoké rozliseni
a presné stanoveni hmotnosti. lonty jsou urychlovany laserovym pulzem v elektrickém poli. Poté
vstupuji do letové trubice, ktera jiz zadné elektrické pole nema, a ionty se v ni pohybuji riiznou
rychlosti, v zavislosti na jejich poméru m/z, dokud nenarazi na detektor na jejim konci (Manz
et al., 2004).

Iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci, FT-ICR (z anglického
Fourier transform ion cyclotrone resonance), je nejpokrocilejsi hmotnostni analyzou diky vysoké
presnosti a rozliSovaci schopnosti. Vyuziva cyklotronovou frekvenci v pevném magnetickém poli
pro stanoveni poméru m/z. Uplatfiuje se zejména u matabolomickych studii slozitych smési

(Ghaste et al., 2016).
3,53 TYPY DETEKTORU

Pomoci detektori jsou proudy dopadajicich ionti ptevedeny na proud elektront.
Piikladem je Faradayova miska (z anglického Faraday cup), kterou tvofi konverzni elektroda
(dynoda) miskovitého tvaru, ze které je po dopadu iontu vyrazen elektron, jez dopadne na anodu
a vznika elektricky proud. Dalsim piikladem jsou elektronové nasobice, které obsahuji i dalsi
elektrody, jez zesiluji elektronovy proud 10%-108krat. Tento typ detektoru je velmi citlivy,
jeho Zivotnost je vSak pomérné mala. Poslednim piikladem je detektor s konverzni dynodou
a fotonasobi¢em, kde vyrazeny elektron dopada na fosforescencni stinitko a vyrazi foton,
jez je zachycen fotonasobi¢em (Klouda, 2003).

3.6 ROSTLINNE ZDROJE
3.6.L MARHANIK OBECNY

Punica granatum L., ¢esky marhanik obecny, je rostlina patiici do Celedi Punicaceae
(marhanikovité). Dortsta do vySky az deviti metrq, jeji listy jsou uzké a dlouhé a kvéty maji jasné
¢ervenou, oranzovou nebo razovou barvu. Plod je vyobrazen na Obrazku 11 a je jim granatové
jablko oblého hexagonalniho tvaru. Ruzné c¢asti rostliny maji rozlicné chemické slozeni
a vykazuji pozitivni u¢inky na zdravi. Jedna se o prevenci ¢i dopln€k k 1é€bé rliznych rizikovych
faktortt onemocnéni jako vysoky krevni tlak, vysoka hladina cholesterolu, hyperglykémie

a zanéty €i oxidacni stres.
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Obrazek 11: Vzhled granatového jablka, plodu marhaniku obecného (Punica granatum L.)

(pfevzato z https://www.csbe.org/pomegranate-punica-granatum).

Hlavnimi komponenty s preventivnim ucinkem proti riznym typim rakoviny
jsou polyfenoly obsazené hlavné ve $tavé a kute, které pusobi snizenim oxida¢niho stresu
a volnych radikald a brani peroxidaci lipida. Nejvyznamnéj$imi polyfenoly jsou taniny
a flavonoidy. Piikladem tanini je punikalagin, punikalin a ellagotanin, ktery mize byt Sté€pen
na kyselinu ellagovou. Flavonoidy granatového jablka zahrnuji anthokyaniny, které zptisobuji
jeho typické zbarveni, flavan-3-oly a flavonoly. Vybrané aktivni latky jsou na Obrazku 12.
V semenech granatového jablka je obsazen hlavné olej. Z velké ¢asti jej tvoii kyselina punikova,
ktera spolecné s polyfenoly fermentované §tavy muze inhibovat proliferaci bun¢k karcinomu

prostaty (Zarfeshany et al., 2014).

punikalin punikalagin

Obrazek 12: Chemické struktury vybranych aktivnich latek granatového jablka (upraveno podle
Mena et al., 2012).

3.62 MORINGA OLEJODARNA

Moringa oleifera L., pattici do ¢eledi Moringaceae (moringovité), je strom dosahujici
vysky 5-10 m, ktery dobie roste ve vlhkych tropech nebo horkych a suchych mistech; vyobrazen
je na Obrazku 13. Pavodni vyskyt ma v subhimalajském regionu severozapadni Indie, dnes
je vsak rozsifena i do Afriky, Arabie ¢i Ameriky. Mnoho zemi ji pouziva ve své kuchyni

jako béznou zeleninu, avsak v tradi¢ni mediciné ma kromé& vyzivové hodnoty i nékolik 1é¢ivych

-----
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(Razis et al., 2014). Antioxidaéni roli zde sehravaji flavonoidy, kyselina askorbova, karotenoidy
a fenoly.

Moringa je bohatd na slouceniny obsahujici jednoduché cukry a rhamnézu, které spadaji
do pomérné jedinecné skupiny modifikovanych glukosinoldti. Tyto latky vykazuji
chemopreventivni aktivitu indukci apoptozy (Razis et al., 2014). V rostlin¢ jsou pfitomny
1 isothiokyanaty sulforafan a moringin. Sulforafan je povazovan za idealni chemopreventivni
¢inidlo a mimo jiné dokaze aktivovat Nrf2-dependentni drahu. Moringin, jehoz struktura
vlastnostmi, navic dokéze indukovat apoptézu malignich bun€k. Dalsi vyznamné latky
s antioxidaéni aktivitou se nachazi v listech a jedna se o kyselinu askorbovou, flavonoidy,

fenolické latky a karotenoidy (Anwar et al., 2007; Michl et al., 2016).

Obrazek 13: Moringa olejodarna — vzhled stromu (vlevo), listt (vpravo nahote) a semen (vpravo
dole) (pievzato z Tiloke et al., 2018).
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Obrazek 14: Chemicka struktura moringinu (pfevzato z Michl et al., 2016).

3.6.3 MYRCIARIA DUBIA
Myrciaria dubia, rostlina z ¢eledi Myrtaceae (myrtovité), jinak znama také jako camu

camu, je nizky ket dosahujici vysky 1-3 m rostouci v bazinatych ¢i zatopenych oblastech. Plody
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vyobrazené na Obrazku 15 jsou kulaté a jejich duzina, kterd obklopuje Ctyfi semena, obsahuje
velké mnozstvi kyselin. Z tohoto divodu jsou plody konzumovany ve formé dzusii ¢i prasku.
Jak duZzina, tak semena i slupka obsahuji latky s antioxidacni aktivitou. Mezi bioaktivni latky
obsazené v camu camu patii polyfenoly jako flavonoidy, fenolické kyseliny, taniny, stilbeny
a lignany (Langley et al., 2015).

Pti studiu antioxidaéni kapacity bylo zjisténo, Ze nejvetsi prispévek maji latky obsahujici
kyselinu askorbovou, méné jiz prispivaly fenolické latky. Pfitomnost polyfenolt
jako jsou ellagotaniny, kyselina ellagova nebo flavan-3-ol vykazuji podobnost s granatovym

jablkem (Chirinos et al., 2010).

|
’ Ng

Obrazek 15: Rostlina Myrciaria dubia, jinak zvana jako camu camu, a jeji plody

(pfevzato z https://www.acai.eu/items/camu-camu.aspx).

3.6.4 KUSTOVNICE CINSKA

Lycium chinense, Cesky kustovnice c¢inska, jinak zvand goji, je rostlina z cCeledi
Solanaceae (lilkovité). Doristda maximalné do tii metrd, plody maji jasnou cervenou barvu,
elipsoidni tvar a jsou 1-2 cm velké (Donno et al., 2015).

Plody Kkustovnice jsou v tradi¢ni mediciné vyuzivany jako tonikum s hypotenzni,
hypoglykemickou a antipyretickou aktivitou. Nejznaméjsi je vSak pro své antihepatotoxické,
protinadorové a antioxida¢ni vlastnosti (Chin et al., 2003). Vyznamnymi latkami podilejicimi
se na téchto vlastnostech jsou betain, cerebrosidy, nékteré glykolipidy a polysacharidy,

a také rutin a kyselina chlorogenova. Konkrétngjsi studie aktivnich latek obsazenych v kustovnici

zatim stale probihaji (Donno et al., 2015).

Obrazek 16: Rostlina kustovnice ¢inskd (Lyceum chinense) a jeji  plody
(pfevzato z https://www.hindawi.com/journals/jfq/2017/3145946/fig1/).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Pfi bunééném testovani byla pouzita adherentni bunééné linie EpRE-LUX odvozena
od mysiho elektrofilniho responzivniho elementu a HepG2-GFP odvozena od lidského
hepatocelularniho karcinomu.

Bunécna linie EpRE-LUX byla kultivovand v plastovych kultivacnich lahvich
Vv kultivaénim médiu EMEM obohaceném z 1 % smési antibiotik penicilinem a streptomycinem,
z 1 % glutaminem a z 10 % fetalnim sérem. Jednou tydné bylo k buiikam pfidano antibiotikum
geneticin G-418 (50 mg-ml™). Kultivace probihala v inkubatoru pfi 37 °C v atmosféie obsahujici
5% CO:..

Bunécna linie HepG2-GFP byla kultivovdna v plastovych kultivacnich lahvich
v kultivaénim médiu RPMI 1640 obohaceném z 1 % smési antibiotik penicilinem
a streptomycinem, z 1 % glutaminem a z 15 % fetalnim sérem. Kultivace probihala v inkubatoru
pti 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % COs..

Rostlinny material pouzity pro tvorbu extraktl a testovani na buné¢nych liniich:
o Camu camu (Myrciaria dubia), BIO prasek (Zdravy den)
o Granatové jablko (Punica granatum), Cerstvy plod
o Kustovnice ¢inska (Lycium chinense), susené plody

o Moringa olejodarna (Moringa oleifera), BIO prasek z listi (Zdravy den)

4.2 POUZITE CHEMIKALIE, SOUPRAVY A ROZTOKY

Pouzité chemikalie:

o 1,4-dithiotreitol (DTT) (Duchefa)
o 3-(3 cholamidopropyl)-dimethylammonio-1-propansulfonat (CHAPS)
(Sigma-Aldrich)
o 4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-ethansulfonova kyselina (HEPES)
(Sigma-Aldrich)
o Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich)
o Dimetylsulfoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich)
o Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Sigma-Aldrich)
o Etanol (Sigma-Aldrich)
o Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich)
o Ethylenglykol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraoctova kyselina (EGTA)
(Sigma-Aldrich)
o Geneticin (G-418) (Sigma-Aldrich)
o Heptahydrat siranu hotec¢natého (Sigma-Aldrich)
o Hydrat disodné soli adenosin 5’-trifosfatu (Sigma-Aldrich)
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Hydrogenuhli¢itan sodny (Sigma-Aldrich)

Hydroxid amonny (Sigma-Aldrich)
Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich)
Chlorid draselny (Sigma-Aldrich)
Chlorid sodny (Sigma-Aldrich)
Kyselina chlorovodikova (Sigma-Aldrich)
Kyselina lipoova (Sigma-Aldrich)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)
L—glutamin (Sigma-Aldrich)
Luciferin, Mw = 280,32 g'mol™ (Sigma-Aldrich)
Metanol (extrakéni) (VWR International)
Metanol (>99,9%) (LiChrosolv)
Minimum Essential Medium Eagle (EMEM) s vysokym obsahem gluké6zy
(Sigma-Aldrich)
Monohydrat kyseliny trans-1,2-diaminocyklohexan-N,N,N",N"-tetraoctové 98 %
(DCTA) (Sigma-Aldrich)
N-[Tris-(hydroxymethyl)-methyl]-glycin > 99% (Tricin)(Sigma-Aldrich)
Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich)
Pentahydrat uhli¢itanu hofe¢natého (Sigma-Aldrich)
Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) (Sigma-Aldrich)
Tekuty dusik (Linde)
Trypsin (Sigma-Aldrich)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich)

Pouzité roztoky a jejich priprava:

O

O

9,4 mmol-1* luciferin: 5 mg luciferinu smichat s 1,8975 ml DMSO.

10x PBS pufr: 80 g NaCl; 2 g KCI; 2 g KH2POsa 23,1 g Na;HPO, - 12 H,O rozpustit
v 1 1 destilované vody a sterilizovat v autoklavu.

Flash Mix (pH 7,8): 35,8 mg tricinu; 5,2 mg (MgCQOz)4 - Mg(OH), - 5 H,0O; 13,48 mg
MgSO4 - 7 H20 a 27,6 mg ATP rozpustit v 10 ml destilované vody. Poté piidat 10 pl
luciferinu, promichat a upravit pH na 7,8 pomoci NaOH.

Kaspazovy pufr (pH 7,4): 10 mmol-1? KCI; 5 mmol-1* HEPES (pH 7,4); 1 mmol-I*
EDTA; 1 mmol 1t EGTA a0,2% CHAPS smichat s trochou destilované vody. Poté objem
doplnit do 50 ml a upravit pH na 7,4 pomoci pevného NaOH.

Kultivaéni médium EMEM: smichat 440 ml zakladniho média EMEM (high glucose),

50 ml fetalniho séra, 5 ml smési antibiotik (penicilin, streptomycin) a 5 ml glutaminu.
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4.3

Kultiva¢ni médium EMEM s 1 % glutaminu: 80 ml zakladniho média EMEM smichat
s 0,8 ml glutaminu.

Kultivaéni médium RPMI-1640: smichat 500 ml zakladniho média RPMI-1640;
90 ml fetalniho séra; 6 ml 200 mmoll? L-glutaminu a 6 ml smési antibiotik
(penicilin-streptomycin).

Lyzaéni pufr (pH 7,8): 12,1 mg Tris; 3,08 mg DTT a 7,3 mg DCTA rozpustit v 10 ml
destilované vody a upravit pH na 7,8 pomoci HCL

Trypsin: 25 ml trypsinu rozpustit v 25 ml EDTA.

Zakladni EMEM médium: piipravenou sypkou smés M0643 (Sigma-Aldrich) rozpustit
v 1 1 destilované vody; pridat 2,2 g NaHCOj3 a rozpustit na magnetické michacce. Poté

prefiltrovat pfes sterilni filtr.

SEZNAM POUZITYCH PRISTROJU A ZARIZENI

Analytické vahy Pioneer PA214C (Ohaus)
Aspiraéni systém BVC control (Vacuubrand)
CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo)

Dusikova odparka TurboVap LV

Hlubokomrazici box New Brunswick Innova

(Caliper LifeScience)
(New Brunswick Scientific)

Hmotnostni spektrometr Synapt G2-Si (Waters)

Inkubator tfepaci PHMP (GRANT)

Kavovy mlynek KM1310S (Tarrington House)
Kulovy oscila¢ni mlynek Verder MM 400 (Retsch)

Laminarni sterilni box Gelaire (Flow Laboratories)
Lyofilizator FreeZone 2,5 Liter (LABCONCO)
Magneticka michacka s ohfevem MSH-30D (Witeg)
Mikrocentrifuga Centrifuge 5424 (Eppendorf)
Mikrocentrifuga Micro Star 17 (VWR International)
Mraznicka podstolova F100 1101AA (Snaige)
Multifunkéni reader INFINITE M200 PRO (Tecan)

pH-metr pHenomenal pH 1000 L (VWR)

Pipetor Accu-Jet

Sestava kapalinové chromatografie:

(Pro Brand)

o Detektor s diodovym polem Acquity Ultra Performance LC  (Waters)
o Kwvartérni organizér rozpoustédla Acquity UPLC H Class (Waters)
o Organizér vzorkll FTN Acquity UPLC (Waters)
o Reverzni kolona Acquity UPLC BEH C18 1,7um (Waters)

Svételny mikroskop TMS
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o Systém na upravu vody Simplicity 185 (Millipore)

o Tiepacka Vortex V-1 plus (Biosan)

o Ultrazvukova lazet USC100T (VWR International)
o UV lampa do systému na upravu vody SIMPAK 1 (Millipore)

o UV sterilizator CL-1000 (UVP)

DalSi standardni laboratorni prisluSenstvi: automatickd osmikanalova pipeta (Eppendorf),
automatické jednokanalové pipety (Hirchmann Labogerate), bila 96 jamkova mikrotitracni
desticka, Biirkerova komurka, extrakéni kolonky C18 Spe-ed SPE 500 mg (Applied Separations),
extrakéni kolonky MAX 150 mg (Oasis), extrakéni kolonky MCX 150 mg (Oasis), kadinky,
odmérné valce, parafilm, plastové 96 jamkové mikrotitracni desticky (TPP), plastové kultivacni
lahve na objem 15 ml (TPP), plastové mikrozkumavky (Eppendorf), plastové Petriho misky
(TPP), plastové stojanky, plastové $picky (Eppendorf), plastové zkumavky s vickem, sklenéné
délené pipety, sklenéné homogeniza¢ni kuli¢ky, sklenéné Pasteurovy pipety, sklenéné zkumavky

12 x 75 mm (Fisherbrand), stiikacka, tfeci miska s tlouckem

4.4 POUZITE EXPERIMENTALNI A VYHODNOCOVACI POSTUPY
KULTIVACE BUNEK

Adherentni bunééna linie EpRE-LUX odvozena od mysiho elektrofilniho responzivniho
elementu a HepG2-GFP odvozena od lidského hepatocelularniho karcinomu byly kultivovany
Vv kultivaénich lahvich o objemu 15 ml (TPP) pfi teploté 37 °C v atmosféfe obsahujici 5 % oxidu
uhli¢itého. Jednou tydné bylo k buitkam ptidano 40 pl antibiotika geneticinu (G—418).

Bunécéna kultura byla nejprve rozmrazena pod teplou vodou. Nasledné k ni bylo pfidano
5 ml kultivaéniho média, suspenze byla promichana a odstiedéna pti 1 000 rpm po dobu 5 min.
Po odstifedéni bylo médium odsato a vyménéno za 5 ml Cerstvého kultiva¢niho média. Suspenze
byla dikladn¢ promichana, ptenesena do kultivacni lahve a inkubovana 48 hod. Poté vzdy

probéhla vyména starého média za nové, tzv. pasazovani bungk:

1. Odsat vesker¢ staré kultivacni médium z kultivacni lahve s buiikami.

2. Poté k bunkam do kultiva¢ni lahve ptidat 5 ml 1x PBS. Bunky pufrem promyt jemnym
naklanénim kultivaéni lahve a poté pufr odsat.

3. K promytym buiikam do kultivaéni lahve ptidat 2 ml trypsinu pro uvolnéni ze dna
kultivaéni lahve. Buniky trypsinem promyt jemnym naklanénim lahve a poté inkubovat
2-3 min pii 37 °C v inkubatoru. Po inkubaci zkontrolovat pod svételnym mikroskopem,
zda byly buiiky uvolnény.

4. Po uvolnéni bungk trypsin zneutralizovat pridanim 8 ml cerstvého kultivaéniho média

a suspenzi promichat. Po promichani v kultivaéni lahvi ponechat pouze urcity podil
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bungk (dle potieby 10-40 %). Ten doplnit ¢erstvym kultiva¢nim médiem do celkového

objemu 15 ml (zbylou bunéénou suspenzi pouzit pro bunééné testovani).

5. Kultivaéni lahev s bunikami s Cerstvym médiem inkubovat pii 37 °C v inkubatoru

48-72 hod, poté pasazovani opakovat.
EXTRAKCE

1. Rostlinu nejprve rozdé€lit na jednotlivé ¢asti (dfefi, semena). Oddélenou rostlinnou ¢ast
vlozit do kadinky a po dobu 1 hod vymrazit v hlubokomrazicim boxu na —80 °C.

2. Po vymrazeni kadinku s rostlinnou ¢asti utésnit parafilmem, ktery nasledné prodéraveét
Spendlikem. Takto utésnénou kadinku se vzorkem vlozit do lyofilizatoru a pies noc
lyofilizovat.

3. Po ukonceni lyofilizace suchy rostlinny materidl zhomogenizovat (mlynek, tfeci miska)
a po homogenizaci navazit 30 mg od kazdého vzorku.

4. Navazeny vzorek extrahovat se sklenénymi nebo kovovymi kulickami v 1 ml metanolu
s 0,1% kyselinou mravenci na kulovém mlynku po dobu 5 min pii frekvenci 27 Hz.

5. Po extrakci plastovou mikrozkumavku se vzorkem vlozit na 10 min do ultrazvukové
lazné a nasledné odstiedit na 15 000 rpm po dobu 10 min.

6. Po odstfedéni vznikly supernatant odebrat do Cisté plastové mikrozkumavky a odpatit
v dusikové odparce.

7. Odparek rozpustit ve 150 pl DMSO (tim je dosazeno koncentrace 200 mg-ml™?).

8. Takto pfipravené extrakty uchovavat v hlubokomrazicim boxu pii —80 °C.

FRAKCIONACE

Pro SPE (solid phase extraction) frakcionaci byly vzorky pfipraveny extrakci 30 mg suché

vahy v 1 ml metanolu s 0,1% kyselinou mravenéi, odpafeny pod dusikem a rozpustény v 1 ml

rozpoustédla pottebného pro dany typ frakcionace.

Frakcionace na reverzni fazi (C18; 500 mg):

1.
2.

Vymyt ne€istoty aplikaci 10 ml metanolu na extrakéni kolonku.
Po promyti extrakéni kolonku kondicionovat 2 ml metanolu a nasledné ekvilibrovat
2 ml redestiované vody.
Na extrak¢ni kolonku nanést 2x 1 ml vzorku v 0,1% kyseliné mravenéi ve vodé.
Po aplikaci vzorku promyt kolonku 2 ml 0,1% kyseliny mravenci ve vod¢ a jimat
do zkumavky. Timto krokem je ziskana frakce CO.
Postupné ecluovat dalsi frakce priddvanim metanolu s 0,1% kyselinou mravenci,
vie jimat do zkumavek. Redéni metanolu je uvedeno v Tabulce 3.

a. Pridat 3 ml 10% metanolu s 0,1% kyselinou mravenci pro ziskani frakce C1.

b. Pridat 3 ml 20% metanolu s 0,1% kyselinou mraven¢i pro ziskani frakce C2.
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c. Pfidat 3 ml 30% metanolu s 0,1% kyselinou mravenci pro ziskani frakce C3.
d. Pridat 3 ml 50% metanolu s 0,1% kyselinou mravenéi pro ziskani frakce CS5.
e. Pridat 3 ml 60% metanolu s 0,1% kyselinou mravenéi pro ziskani frakce C6.

f. Pfidat 3 ml 70% metanolu s 0,1% kyselinou mraven¢i pro ziskani frakce C7.

g. Ptidat 3 ml 100% metanolu s 0,1% kyselinou mravenci pro ziskani frakce C10.

Tabulka 3: Redéni metanolu pro piipravu 4 ml roztoku od kazdé koncentrace.

Objem metanolu Objem 0,1% HCOOH
Koncentrace roztoku

[mi] [mi]
10 % 0,4 3,6
20 % 0,8 3,2
30 % 1,2 2,8
50 % 2,0 2,0
60 % 2,4 1,6
70 % 2,8 1,2
100 % 4,0 0,0

Frakcionace na ANEXU (MAX; 150 mg):

1.
2.

Vymyt ne€istoty aplikaci 10 ml metanolu na extrakéni kolonku.
Po promyti extrakéni kolonku kondicionovat 6 ml metanolu a nasledné ekvilibrovat
6 ml redestiované vody a 6 ml 5% hydroxidu amonného ve vodé¢.
Na extrakéni kolonku nanést 1 ml vzorku v 5% hydroxidu amonném ve vodé.
Po aplikaci vzorku promyt kolonku 5 ml 5% hydroxidu amonného ve vodé a jimat
do zkumavky. Timto krokem je ziskana frakce AQ.
Postupné eluovat dalsi frakce pridavanim metanolu, vSe jimat do zkumavek:
a. Pridat 4 ml metanolu pro ziskani frakce Al.

b. Ptidat 4 ml metanolu s 2% kyselinou mravenc¢i v metanolu pro ziskani frakce A2.

Frakcionace na KATEXU (MCX; 150 mg):

1.
2.

Vymyt necistoty aplikaci 10 ml metanolu na extrakéni kolonku.
Po promyti extrakéni kolonku kondicionovat 6 ml metanolu a nasledné ekvilibrovat
6 ml redestiované vody a 6 ml 2% kyseliny mravenci ve vode.
Na extrak¢ni kolonku nanést 1 ml vzorku v 2% kyselin€ mravenci ve vode.
Po aplikaci vzorku promyt kolonku 5 ml 2% kyseliny mravenci ve vod¢ a jimat
do zkumavky. Timto krokem je ziskana frakce KO.
Postupné eluovat dalsi frakce pfidavanim metanolu, v8e jimat do zkumavek:
a. Pridat 4 ml metanolu pro ziskani frakce K1.
b. Pfidat 4 ml metanolu s 5% hydroxidem amonnym v metanolu pro ziskani frakce

K2.
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Po frakcionaci vzorky odpafit na dusikové odparce a rozpustit ve 100 ul DMSO

pro bunééné testovani nebo ve 100 pl 80% metanolu pro bunééné testovani a necilenou analyzu.

STANOVENI AKTIVACE Nrf2

Bunééné testovani linii EpRE-LUX a HepG2-GFP probihalo formou tfidenniho

experimentu. Prvni den probihalo vysazovani bun¢k do mikrotitra¢ni desticky, druhy den byly

Kk bunikam piidany testované latky a téeti den probihalo méfeni luciferazové aktivity pro buné¢nou

linii EpRE-LUX a fluorescence pro bunécnou linii HepG2-GFP. Prvni dva dny probihal

experiment ve sterilnich podminkéch, tieti den jiz v nesterilnich.

Prvni den (sterilné):

1. Do 96 jamkové mikrotitratni desticky vysadit buiiky tak, aby objem suspenze v jedné

jamce ¢inil 150 pl a pocet bunék v jedné jamce ¢inil 20 000. Do jamek E12, F12, G12

a H12 mikrotitra¢ni desticky bunky nevysazovat; toto slouzi jako jedna z kontrol

experimentu.

a.

Do Biirkerovy komirky aplikovat 10 pl dobfe promichané bunécné suspenze,
ktera zbyla z pasaZzovani bunék.

Pod svételnym mikroskopem spocitat pocet bunék v péti polich Biirkerovy
komurky a z toho poté vypo¢itat praimérny pocéet bunék v jednom poli.
Vypocitat fedéni bunécné suspenze, tedy objem bunécné suspenze a objem
kultivacniho média, tak, aby ve 150 ul bylo obsazeno 20 000 bunék.

Do plastové Petriho misky pfidat vypocitany objem bunécné suspenze
a vypocitany objem kultivatniho média a pipetou dobie promichat. Poté
aplikovat 150 ul suspenze do jamek mikrotitraéni desticky, kromé ¢tyt jamek,

které zustavaji bez bunék.

2. Po vysazeni mikrotitracni desti¢ku s burikami inkubovat 24 hod pti 37 °C v inkubatoru.

Druhy den (sterilné):

1.

Pasteurovou pipetou odsat staré médium ze vSech jamek mikrotitraéni desticky.

Mikrotitra¢ni desti¢ku lehce naklonit tak, aby bylo mozné staré kultivacni médium odstat

ze stény jamek, aby nedoslo k poSkozeni bunék.

Do kazdé jamky k bunkam ptidat urcitou koncentraci testovanych extraktt a latek

tak, aby celkovy objem v jedné jamce ¢inil 150 pl. Jednotlivé koncentrace a jejich

rozlozeni na mikrotitra¢ni desti¢ce je vyobrazeno na Obrazku 17.

a.

Od kazdého extraktu a latky pfipravit ¢tyfi koncentrace, extrakty a latky fedit
v ¢istém kultivaénim médiu s 1% obsahem glutaminu.
Naredéné extrakty a latky ptidat k bunkam tak, aby byla kazda koncentrace

zastoupena ve tfech opakovanich.
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c. Do jamek mikrotitra¢ni desti¢ky aplikovat i kontrolni roztoky, tedy kultivac¢ni
médium s rozpoustédlem, ve kterém byly rozpustény extrakty (koncentrace
rozpoustédla je stejna jako nejvys$si koncentrace extraktu), dale ¢isté kultivaéni
médium pfidané k bunkam a &isté kultivaéni médium ptridané do jamek,
kde Zadné bunky vysazeny nebyly.

3. Po aplikovani vSech vzorkl k bunikam inkubovat 24 hod pfi 37 °C v inkubatoru.

Kyselina lipoova Latka 2 Latka 3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 100 umol-I*! 100 pumol-I-! 100
B 10 pmol-1! 10 pmol 1! 10 pmol 1!
- & b = S 4
C 1 umol-1! 1 pmol-1! 1 pm
= = =< S = > @ 4
D 0,1 umol-1! 0,1 pmol-1! 0.1 pm
= = > - ¢ o R
E 1 mg-ml! 3 mg-ml! 2 mg'ml!
-
on B N 0 49 - 4 o =
F 100 pg-ml- 300 S g2
o7} 3= ()
= x = HENE
G 10 pg'ml! g & S
= 2 a E
H R 1 pgrml! g 2 pgrml!
Extrakt Frakce C18 Frakce katex/anex

Obrazek 17: RozloZeni na 96 jamkové desticce pfi bunééném testovani.

Tieti den (nesterilné):

1. Ze vSech jamek v mikrotitracni desticce odsat staré médium s testovanymi extrakty,
latkami a kontrolami.

2. Po odsati do kazdé jamky ptidat 100 pl 1x PBS pufru, poté vlozit mikrotitracni desticku
na 2 min do tfepaciho inkubatoru vyhtatého na 37 °C. Po inkubaci pufr odsat.

3. Nasledné do kazdé jamky ptidat 50 pl Cerstvého lyzacniho pufru, jehoz sloZeni
je uvedeno v Tabulce 4. Po ptidani vlozit mikrotitra¢ni desticku na 15 min do lednice
a poté alesponi na 2 hod do hlubokomraziciho boxu na —80 °C.

4. Po zmrazeni vlozit mikrotitra¢ni desti¢ku do tfepaciho inkubatoru vyhtatého na 37 °C
ptiblizn€ na 10 min, dokud nebude obsah jamek v mikrotitra¢ni desti¢ce Gplné rozmrzly.

Po rozmrznuti svételnym mikroskopem zkontrolovat, zda jsou bunky dostatecné

zlyzované.
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5. Poté obsah kazdé jamky mikrotitracni destiCky piepipetovat do bilé 96 jamkové
mikrotitraéni desticky. Tento krok neprovadét u bunécné linie HepG2-GFP.

6. Do kazdé jamky nésledné pridat 100 pl Flash Mixu pro bunéénou linii EpRE-LUX, jehoz
slozeni je uvedeno v Tabulce 5, nebo kaspazového pufru pro bunéénou linii
HepG2-GFP, jehoz slozeni je uvedeno v Tabulce 6. Poté zacit okamzité méfit
luminiscenci u EpRE-LUX linie na multifunkénim readeru v ¢asech 0 min, 2 min, 5 min

a 15 min a zaznamenat vysledky méfeni. U buné&éné linie HepG2-GFP provést jedno

méfeni fluorescence.

Tabulka 4: Slozeni lyzaéniho pufru pro pfipravu 10 ml roztoku.

SloZeni lyza¢niho pufru na 10 ml
10 mmol-I* Tris 12,10 mg

2 mmol-IDTT 3,08 mg

2 mmol-I"* DCTA 7,30 mg

Tabulka 5: Slozeni Flash Mixu pro piipravu 10 ml roztoku.

SloZeni Flash Mixu na 10 ml

20,000 mmol-I* tricin 35,80 mg

1,070 mmol-1}(MgCOs)s - Mg(OH); - 5H,0 5,20 mg
2,670 mmol-I* MgSO, - 7H,0 13,48 mg

5,000 mmol-I"* ATP 27,60 mg

10,00 ul ze zasobniho roztoku

AL Tuciferi
0,094 mmol-I luciferin (9,40 mmol-I* v DMSO)

Tabulka 6: Slozeni kaspazového pufru pro ptipravu 50 ml roztoku.

SloZeni kaspazového pufru na 50 ml
1,0 mol-I* KCI 500 ul
0,5 mol-I"t HEPES (pH 7,4) 500 ul
0,5 mol-I* EDTA 100 pl
0,5 mol-I'* EGTA 100 pl
0,2% CHAPS 01g

UHPLC-MS/MS
1. Extrakty nechat separovat na reverzni fazi s rozmérem kolony 150 x 2,1 mm.
2. Nastavit parametry piistroje:
a. Teplotu kolony nastavit na 30 °C.
b. Teplotu vzorku nastavit na 4 °C.
c. Jako nastfikovy objem vzorku zvolit 5 pl.
3. Pro separaci pouzit mobilni faze >99,9% acetonitril (A) a 5mmol-I* kyselinu mravengi

Vv deionizované vodé (B). Gradient sloZzeni mobilnich fazi je zaznamenan v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Gradient sloZeni mobilnich fazi A (acetonitril) a B (Smmol-I"* kyselina mravenci)

Cas (min) Priitok (ml'min?) Obsah A (%0) Obsah B (%)
0,0 0,25 5 95
0,1 0,25 5 95
1,0 0,25 10 90
12,0 0,25 35 65
17,0 0,25 70 30
17,5 0,25 100 0
19,0 0,25 100 0
19,5 0,25 5 95
22,0 0,25 5 95

4. Detekci separovanych analytd provést na hmotnostnim spektrometru S iontovym zdrojem
ESI a analyzatory kvadrupolem a TOF v tandemovém usporadani (QqTOF). M¢éteni
provadet v pozitivnim i negativnim modu.

5. Jako zmlzujici plyn a plyn na vstupni $térbiné pouzit dusik, jako lockspray pouzit
leucin-enkefalin (5 ng-ul?). Dalsi parametry nastaveni hmotnostniho spektrometru
jsou vypsany v Tabulce 8.

6. Sbér dat provadét v DDA (Data Dependent Acquisition) rezimu a kolizni energii
pii MS/MS 20 eV.

Tabulka 8: Nastaveni parametri hmotnostniho spektrometru pti detekci.

Parametr Nastaveni
Rozsah métenych hmotnosti 50-1500 Da
Kapilarni napéti 2 kV
Teplota iontového zdroje 120 °C
Cone voltage 15V
Desolvataéni teplota 500 °C
Praitok cone gas 30 I-hod™
Pratok desolvata¢niho plynu 600 I-hod™*

Data z méfeni byla zaznamenavana ve formatu centroid a celkova doba analyzy jednoho

vzorku byla 22 min.

5 VYSLEDKY

V ramci mé bakalaiské prace jsem se zabyvala bunénym testovanim, kterym
jsem zjistovala aktivaci drahy transkripéniho faktoru Nrf2 rostlinnymi extrakty. Experiment
jsem provadéla na dvou bunécnych liniich a testovala jsem Ctyfi rostliny — marhanik obecny
(Punica granatum L.), moringu olejodarnou (Moringa oleifera), kustovnici ¢inskou (Lyceum

chinense) a camu camu (Myrciaria dubia). Z téchto rostlin jsem nasledné piipravila pét extrakta;
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dva z plodu marhaniku obecného (z diené a z kliry granatového jablka) a po jednom extraktu
z ostatnich rostlin. Tyto extrakty jsem nejprve testovala na bunééné linii EpRE-LUX.

Pii testovani jsem jako pozitivni kontrolu pouzila kyselinu lipoovou, ktera drahu Nrf2
aktivuje, a jako negativni kontrolu DMSO (0,5 %), jelikoz v ném byly rozpustény extrakty.
Vysledky méfeni jsem vyjadiila v procentech negativni kontroly. Z luciferazové aktivity, ktera
je vyobrazena na Obrazku 18, lze urcit, Ze nejaktivnéj$im extraktem byl extrakt z moringy
olejodarné, ktery vykazoval vice jak pétkrat vyssi hodnoty ve srovnani s negativni kontrolou.
Tento extrakt vykazoval jest¢ piiblizné o 22 % vyssi aktivitu nez samotna kyselina lipoova.
Hodnoty aktivity extraktli kustovnice ¢inské a dfené granatového jablka byly ve srovnani
s negativni kontrolou sice vyssi, ale pouze 0 28 % u extraktu kustovnice ¢inské a 0 30 % u extraktu

dfené granatového jablka. Extrakty camu camu a kiry granatového jablka vykazovaly toxické

Gdinky.
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Testovany vzorek

Obrazek 18: Grafické vyjadreni luciferazové aktivity extraktd testovanych na bunécéné linii
EpRE-LUX vztazené k neoSetiené kontrole (100 %). Jednotlivé sloupce vyjadiuji pramér
a chybové tsec¢ky smérodatnou odchylku (n = 3).

A DW= hmotnost suchého rostlinného materialu

Z téchto vysledkl jsem vyhodnotila extrakt moringy olejodarné jako nejzajimavéjsi,
a proto jsem jej pouzila pro frakcionaci, abych se pokusila stanovit, jaké aktivni latky
byly v extraktu obsaZeny. Rostlinu jsem frakcionovala na osm frakci na reverzni fazi C18
a na Sest frakci pomoci iontoméni¢ové chromatografie — tak vznikly tii frakce z katexu a tfi frakce
z anexu. Na reverzni fazi C18 dochazelo k postupnému vymyvani latek obsazenych ve vzorcich
dle polarity, a to tak, Ze s rostouci koncentraci metanolu klesala polarita eluovanych latek, tedy

Tvvr

na katexu dochézelo separaci latek bazického charakteru, na anexu pak k separaci latek kyselého
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charakteru. Ze vsech ziskanych frakci jsem pfipravila extrakty, které jsem testovala na obou
bunéénych liniich, EPRE-LUX i HepG2-GFP.

Pii testovani jsem piipravovala pouze ti koncentrace u jednotlivych frakci. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita kyselina lipoova, jako negativni kontrola byl pouzit metanol (0,4%), jelikoz
vV ném byly rozpustény frakce. Z vysledki méfeni, zaznamenanych na Obrazku 19, je patrné,
Ze nejvyssi aktivitu vykazovaly frakce C7 a C6 z reverzni faze C18, jejichz naméfené hodnoty
byly vice nez tiikrat vyssi ve srovnani s negativni kontrolou. Pfi srovnani s aktivitou kyseliny
lipoové dosahovala frakce C7 56% aktivity a frakce C6 53% aktivity. Vyssi jak 100% aktivitu
V porovnani s negativni kontrolou dale vykazovaly frakce C10, C5, C2 a C1. Frakce C10 méla
aktivitu vyssi o 95 %, frakce C5 0 36 %, frakce C2 0 10 % a frakce C1 o 5 %. Nejnizsi naméfené
hodnoty pak mély frakce C3 a C0, jejichz hodnoty byly ve srovnani s negativni kontrolou nizsi

nez 100 %.
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Obrazek 19: Grafické vyjadreni luciferazové aktivity frakci moringy olejodarné z reverzni faze
C18 na bunécné linii EpRE-LUX vztazené K neoSetfené kontrole (100 %). Jednotlivé sloupce
vyjadfuji pramér a chybové tisecky smérodatnou odchylku (n = 3).

A DW = hmotnost suchého rostlinného materialu

Vysledky aktivity frakci z iontoménicové chromatografie, zaznamenané na Obrazku 20,
ukazaly, ze dvé frakce z katexu, K1 a KO, vykazovaly jako jediné vyssi aktivitu nez 100 %
ve srovnani s negativni kontrolou. Frakce K1 méla aktivitu vyssi o 77 % a frakce KO o 35 %.
Ze vsech testovanych frakci z reverzni faze C18 a iontoméni¢ové chromatografie na bunécné linii

EpRE-LUX tedy mély nejvyssi aktivitu frakce C7 z reverzni faze C18 a frakce K1 z katexu.
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Obrazek 20: Grafické vyjadieni luciferazové aktivity frakci moringy olejodarné
z iontoménocové chromatografie na bunééné linii EpRE-LUX vztazené K neoSetfené kontrole
(100 %). Jednotlivé sloupce vyjadiuji pramér a chybové use¢ky smérodatnou odchylku (n = 3).

A DW = hmotnost suchého rostlinného materialu

Meéfeni fluorescencni aktivity na bunécné linii HepG2-GFP pfineslo odlisné vysledky.
Vysledky aktivity frakci z reverzni faze C18, zobrazené na Obrazku 21, ukazovaly, Ze nejvysSich
aktivit dosahly frakce C10, C7 a C6. Tyto frakce vykazovaly jesté vyssi aktivitu nez kyselina
lipoova — frakce C10 méla 0 13 % vyssi aktivitu, frakce C7 0 3 % a frakce C6 o 1 %. Pouze
o 13 % vyssi aktivitu ve srovnani s negativni kontrolou vykazovala frakce CO, o 8 % frakce C5

a 05 % frakce C3. Nizsich hodnot nez negativni kontrola dosahovaly frakce C2 a C1.
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Obrazek 21: Grafické vyjadiené fluorescencni aktivity frakci moringy olejodarné z reverzni faze
C18 na bunééné linii HepG2-GFP vztaZené k neoSetfené kontrole (100 %). Jednotlivé sloupce
vyjadiuji pramér a chybové tsecky smérodatnou odchylku (n = 3).

A DW = hmotnost suchého rostlinného materialu
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U naméfenych hodnot fluorescenéni aktivity frakci z iontoménicové chromatografie,
zobrazené na Obrazku 22, je patrné, Ze nejvyssi aktivity dosahovaly frakce z katexu K1 a anexu
Al. Frakce K1 méla o 36 % vySsi aktivitu nez negativni kontrola, frakce Al o 43 %. Pouze
0 10 % vyssi aktivitu nez negativni kontrola méla frakce KO a o 1 % frakce K2. Frakce A2 a A0
dosahovaly ve srovnani s negativni kontrolou nizSich hodnot. Ze vSech testovanych frakci

na bunééné linii HepG2-GFP tedy byly nejaktivngjsi frakcemi frakce C10, C7, C6, K1 a Al.
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Obrazek 22: Grafické vyjadfeni fluorescencni aktivity frakci moringy olejodarné
z iontoméni¢ové chromatografie na bunééné linii HepG2-GFP vztazené K neosetiené kontrole
(100 %). Jednotlivé sloupce vyjadiuji primér a chybové tsecky smérodatnou odchylku (n = 3).

A DW = hmotnost suchého rostlinného materialu

Pfi srovnani vysledki obou bunéénych linii byla nejvyssi aktivita prokazana
u nepolarnich latek, se zvySujici se polaritou aktivita klesala. I ptes rozdilné vysledky méfeni
u obou buné&¢nych linii byla shoda u aktivace drahy transkripéniho faktoru Nrf2 frakcemi C7
a K1. Pro UHPLC-MS analyzu jsem se rozhodla pouzit frakci z iontoménicové chromatografie,
frakci K1. Tuto frakci jsem analyzovala systémem UHPLC-MS v koncentraci 0,3 ug DW - pl?
pfi ionizaci V pozitivnim (ES+) i negativnim (ES-) médu. Vysledny chromatogram, ktery
byl méfen v pozitivnim je uveden na Obrazku 23, a chromatogram, ktery byl méfen v negativnim
modu je uveden na Obrazku 24. Z obou chromatogramii je patrné, ze frakce K1 obsahovala
tii majoritni latky, jejichz piky jsou v chromatogramech oznaceny cervenou Sipkou. Jedna
se o latky s retencnimi Casy 9,03 min (ES+) a 9,04 (ES-) pro prvni latku, dale 9,46 min (ES+)
a 9,48 min (ES-) pro druhou latku a reten¢ni ¢asy 10,64 min (ES+) a 10,67 min (ES-) pro treti
latku.

Prvni pik v levé ¢asti chromatogramu S reten¢nimi ¢asy 1,27 min (ES+) a 1,26 min

(ES-) znazornuje nastiik vzorku a piky v pravé cCasti chromatogramu s retenénimi casy
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od 14,83 min (ES+) a od 14,08 min (ES-) byly pouze kontamina¢ni latky vymyté z SPE kolonek,

nejednalo se tedy o metabolity moringy olejodarné.
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Obrazek 23: UHPLC-MS chromatogram frakce K1 moringy olejodarné v pozitivnim modu,

zobrazeni Total lIon Current (TIC).
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Obrazek 24: UHPLC-MS chromatogram frakce K1 moringy olejodarné v negativnim modu,
zobrazeni Total Ion Current (TIC).



Po detekci tfi majoritnich metabolitd, uvedenych v chromatogramech vyse,
jsem se pokusila identifikovat konkrétni latky. Pfi identifikaci jsem srovnavala MS/MS spektra
a elementarni slozeni metabolith s online databazi (Metlin), dale jsem srovnavala namétené
hodnoty m/z a detekovala jsem fragmenty jednotlivych metaboliti. Po této pfedbézné identifikaci
jsem vysledky srovnala odbornou literaturou.

Vysledkem byla piedbézna identifikace quercetin-3-O-hexosidu (m/z 463,0879)
odpovidajici piku v retenénim case 9,04 min; dale quercetin-3-(6""-malonylhexosidu)
(m/z 549,0879) odpovidajici piku v retenénim case 9,48 min a poslednim metabolitem
byl pfedbézné¢ identifikovan luteolin-7-O-(6""-malonyl)glukosid (m/z 533,0930) odpovidajici piku
Vv reten¢nim ¢ase 10,67 min. Tyto téi majoritni metabolity jsou spole¢né s jejich fragmenty vypsany

v Tabulce 9.

Tabulka 9: Majoritni metabolity detekované ve frakci K1 moringy olejodarné a jejich predbézna

identifikace.
Nameérené g RT Elementarni Fragmenty
mizA APPM it dlozeniC miz AL
463,0879 0,4 9,04 C21H19012 301 quercetin-3-O-hexosid
549,0879 -0,2 9,48 C24H21015 301, 505 quercetin-3-(6""-malonylhexosid)
533,0930 -0,2 10,67 C24H21014 285, 489 luteolin-7-O-(6""-malonyl)glukosid
A [M-H]

B odchylka naméfené hmoty m/z od teoretické hmoty sumérniho vzorce m/z

¢ [M-H]

Soucasti predbézné identifikace tfi hlavnich metabolitd frakce K1 moringy olejodarné
byla i detekce jejich fragment, jak je zminéno vyse. Tyto fragmenty, nebo také produktové ionty,
jsem detekovala z MS/MS spekter pro jednotlivé prekurzorové ionty. Z téchto spekter jsem
identifikovala fragment 301 pro prekurzorovy ion m/z 463, dale fragmenty 301 a 505
pro prekurzorovy ion m/z 549 a fragmenty 285 a 489 pro prekurzorovy ion m/z 533. MS/MS
spektra prekurzorovych iontd, v kterych jsou zobrazeny ionty produktové, jsou vyobrazeny
Vv nasledujicich tiech obrazcich — na Obrazku 25 je MS/MS spektrum prekurzorového iontu
m/z 463 s produktovym iontem 301, na Obrazku 26 je MS/MS spektrum prekurzorového iontu
m/z 549 s produktovymi ionty 301 a 505, a na Obrazku 27 je MS/MS spektrum prekurzorového
iontu m/z 533 s produktovymi ionty 285 a 489. Detekované fragmenty (produktové ionty)

jsou obrazcich oznaéeny ¢ervenou Sipkou.
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Obrazek 25: MS/MS spektrum prekurzorového iontu (m/z 463) v reten¢nim Case 9,04 min

detekovaného ve frakci K1 moringy olejodarné v negativnim modu.
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Obrazek 26: MS/MS spektrum prekurzorového iontu (m/z 549) v retenénim Case 9,48 min

detekovaného ve frakci K1 moringy olejodarné v negativnim modu.
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Obrazek 27: MS/MS spektrum prekurzorového iontu (m/z 533) v retenénim ¢ase 10,67 min

detekovaného ve frakci K1 moringy olejodarné v negativnim modu.

Vyse uvedenou analyzou S literd&rnim srovnanim jsem predbézné identifikovala
tfi majoritni metabolity zastoupené ve frakci K1 moringy olejodarné, a to derivaty quercetinu,
konkrétné quercetin-3-O-hexosid a quercetin-3-0-(6""-malonylhexosid), a luteolinu, konkrétné
luteolin-7-O-(6""-malonyl)glukosid. Znamou latkou, kterou moringa olejodarna obsahuje, a ktera
aktivuje drahu Nrf2, je i moringin (Mw = 311,3530 g-mol™?). Z tohoto diivodu jsem se pokusila
dokazat jeho pFitomnost ve vzorku, jelikoZ nebyl pfedbézné identifikovan ve vySe zminénych
majoritnich metabolitech. S timto uc¢elem jsem se zobrazila chromatogram v pozitivnim modu,
ktery vyobrazuje pseudomolekularni ion [M+H]*, jehoZ teoretické m/z je 311,3530. Z vysledku
chromatogramu, uvedeného na Obrazku 28, je vSak patrné, ze frakce K1 moringin neobsahovala.
Detekovan byl pouze $um a od reten¢niho ¢asu 15 min kontaminac¢ni latky, které byly vymyty
z SPE kolonek.
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Obrazek 28: UHPLC-MS chromatogram frakce K1 moringy olejoddrné v pozitivnim modu.
Extracted ion chromatogram (EIC) zobrazuje m/z 312, ktery odpovida pseudomolekularnimu

iontu moringinu [M+H]".

37



6 DISKUZE

Cilem této bakalarské prace bylo vyhledat rostlinné extrakty aktivujici drahu
transkripcniho faktoru Nrf2. Nejdiive jsem hledala rostliny, u kterych byla dle literatury
prokazana produkce antioxidacnich a chemoprotektivnich latek. Na zéklad¢ téchto kritérii
jsem vybrala rostliny marhanik obecny (Punica granatum L.) a z n&j kuru a dfen plodu,
moringu olejodarnou (Moringa oleifera), camu camu (Myrciaria dubia) a kustovnici
¢inskou (Lycium chinense). Z téchto rostlin jsem pfipravila extrakty, které jsem testovala
na adherentni bunécné linii EpRE-LUX, ktera vyuziva jako reportéru EpRE-zprostiedkované
aktivace genové transkripce luciferazovou expresi, jez katalyzuje produkci svétla, luminiscenci.
Pfi testovani rostlinnych extraktti tedy byla sledovana pravé luminiscen¢ni aktivita ve srovnani
s pozitivni kontrolou, kyselinou lipoovou, coz je latka, u niz byla prokazana aktivace Nrf2 drahy
(Michalska et al., 2019).

Testovanim rostlinnych extrakti jsem zjistila, ze schopnost aktivace transkripéni drahy
Nrf2 mél extrakt moringy olejodarné. U ostatnich extrakti nebyla aktivita vyznamna. Extrakty
ktiry granatového a camu camu navic vykazaly toxické ucinky. Zptsobeno to bylo tim, Ze tyto
extrakty uvolnily buiky ze dna jamek mikrotitra¢ni destiCky. Z tohoto testovani byl tedy
nejzajimavéj$im extrakt z moringy olejodarné, ktery jsem se rozhodla frakcionovat. Pfipravila
jsem osm frakci na reverzni fazi C18, kdy probihalo postupné vymyvani od polarnich po nepolarni
latky, a Sest frakci pro ziskani polarnich zaporné a kladné nabitych latek na iontoménicové
chromatografii — na tii frakce na anexu, kde jsem ziskavala latky bazické povahy, a na tfi frakce
na katexu, kde jsem ziskavala latky kyselé povahy. Extrakty ze vSech frakci jsem poté testovala
na bunécéné linii EpRE-LUX, a navic jesté na bunécéné linii HepG2-GFP pro ujisténi, ze aktivace
Nrf2 drahy metabolity moringy olejodarné nebyla specificka pouze pro uréity typ bunék. Bunééna
linie HepG2-GFP byla upravena tak, ze exprimovala zeleny fluorescen¢ni protein, jenz emituje
fluorescenci, a proto byla u této bunééné linie sledovana fluorescenc¢ni aktivita.

Vysledky téchto méteni byly u obou bunéénych linii mirné odlisné. Zplsobeno to bylo
tim, Ze bunécna linie HepG2-GFP nebyla na tento typ testovani dostate¢né citliva. Z tohoto
divodu jsem aktivitu frakei hodnotila zejména na bunécné linie EpRE-LUX, a tyto vysledky
jsem nasledné srovnala s bunéénou linii HepG2-GFP. Timto postupem jsem vyhodnotila frakci
C7 z reverzni faze C18 a frakci K1 z katexu jako nejaktivnéjsi, jelikoZz méely nejvyssi naméfené
hodnoty luciferazové aktivity u bunééné linie EpRE-LUX a navic dosahovaly i zna¢nych hodnot
fluorescencni aktivity na bunééné linii HepG2-GFP.

V ramci vysledkli bunécnych testti jsem ziskala odlisné hodnoty aktivity, ve srovnani
s negativni kontrolou, i u kyseliny lipoové. Ta je vSak prokazanym aktivatorem Nrf2 drahy a jeji
vysledky by mély byt vzdy stejné. Testovani jsem ale neprovadéla na stejné starych buiikach,

coz mohlo mit za disledek pravé odlisné hodnoty jeji aktivity. Dal§im faktorem, ktery tyto rozdily
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mohl zpusobit, byla rychlost luciferazové reakce. Ta je totiz po pfidani roztoku s obsahem
luciferinu (FlashMixu) k buinkam okamzita. Prodleva, ktera byla zpisobena piemisténim
mikrotitracni desticky s buitkami do multifunkéniho readeru pro méteni, tedy zptsobovala pokles
luminiscencni aktivity, a proto byly hodnoty aktivity kyseliny lipoové na riznych mikrotitra¢nich
destickach odlisné.

Bunécné testovani extraktl a frakci jsem ukoncila uréenim dvou frakci, C7 a KIl,
jako aktivnich, jak je jiz zminéno vySe. V dal§im kroku jsem se pokusila identifikovat aktivni
latky, které tyto frakce obsahuji, a to pomoci UHPLC-MS. Z divodu naro¢nosti a nakladnosti
experimentu jsem k analyze zvolila pouze frakci K1. Z vyslednych chromatogramu, ziskanych
Z ionizace analytd v pozitivnim i negativnim modu, jsem zjistila, Ze tato frakce obsahovala
tii majoritni piky znacici tfi majoritni metabolity. Kazdy z téchto metabolitii jsem se pokusila
predbézné identifikovat urenim jejich MS/MS spekter v negativnim mdodu, m/z a elementarniho
sloZeni. Pro ovéfeni spravnosti jsem MS/MS spektra poté srovnala i v mddu pozitivnim,
ale ta v online databazich nebyla dostupna pro vSechny latky.

Fytochemické slozeni moringy olejodarné bylo jiz n€kolikrat studovano. Napiiklad
ve spojitosti s Nrf2 byl detekovan moringin jako latka aktivujici tuto transkripéni drahu (Michl
et al., 2016), ktery se mi vSak nepodafilo ve frakci K1 prokazat. Dal§imi latkami objevenymi
v morinze olejodarné jsou napiiklad quercetin, zeatin ¢i kaempferol (Anwar et al., 2007). Derivat
quercetinu se mi pomoci srovnani MS/MS spekter s databazi podatilo ptedbézné ve frakei K1
identifikovat. Konkrétné jsem porovnavala MS/MS spektrum prekurzorového iontu m/z 463
s fragmentem 301, jehoz spektrum odpovidalo quercetin-3-O-glukosidu. Po porovnani MS/MS
spektra jsem dale s literaturou porovnavala hodnotu naméteného m/z, fragmenty a elementarni
slozeni. Podle tohoto porovnani hodnoty odpovidaly quercetin-3-O-glukosidu nebo
quercetin-3-O-galaktosidu, které byly také v morinze olejodarné detekovany (Braham et al.,
2020). Druhym derivatem quercetinu, ktery jsem predbézné identifikovala z MS/MS spektra
prekurzorového iontu m/z 549 s fragmenty 301 a 505, byl quercetin-3-(6""-malonylgalaktosid).
Namétené hodnoty m/z, fragmenty i elementarni vzorec odpovidaly podle literatury
quercetin-3-(6""-malonylglukosidu) (Braham et al., 2020). U Zadného z derivatt quercetinu
jsem vSak touto analyzou nemohla ptesn¢ ur€it, zda se jednalo o glukosid ¢i galaktosid quercetinu,
jelikoz obé latky maji stejny sumarni vzorec a spole¢né spadaji do hexosidi, tedy sacharidi s Sesti
uhliky a jsou navzajem epimerni. Obecné bych tedy mohla fici, Ze prvni detekovanou latkou byl
quercetin-3-O-hexosid a druhou detekovanou latkou byl quercetin-3-O-(6""-malonylhexosid).

Poslednim piedbézné identifikovanym metabolitem byl po porovnani MS/MS spektra
prekurzorového iontu 533 s fragmenty 285 a 489 luteolin-7-O-(6""-malonyl)glukosid. Srovnani
s literaturou ukazovalo stejnou namétenou hodnotu m/z, stejné fragmenty i elementarni slozenti,

navic byla i tato latka detekovana v morinze olejodarné (Braham et al., 2020).
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7 ZAVER

Cilem této bakaldiské prace bylo identifikovat rostlinné extrakty aktivujici drahu
transkripéniho faktoru Nrf2. Prvni C&éast price se zabyvala stanovenim luciferazové
aktivity po pusobeni zvolenych rostlinnych extrakt na bunéénou linii EpRE-LUX. Jako kontrolni
latka a standard byla pouZita kyselina lipoova, u niz byla aktivace Nrf2 drahy prokazana.
Z puavodnich ¢tyt zvolenych a testovanych rostlin byla vybrana jedna, ktera vykazovala aktivaci
drahy Nrf2 na bunééné linii EpRE-LUX, a to moringa olejodarna (Moringa oleifera). Tato rostlina
byla poté pouzita pro piipravu frakci, které byly testovany na bunéénych liniich EpRE-LUX
a HepG2-GFP. Ze vsech testovanych frakci vykazovala aktivitu frakce K1 z iontoméni¢ové
chromatografie, jelikoz jeji aktivita byla prokazana na obou bunéénych liniich.

Druhou casti prace byla identifikace aktivnich latek ve frakci K1 moringy olejodarné
z UHPLC-MS analyzy. V chromatogramu byly detekovany tfi majoritni metabolity, jejichz
elementarni slozeni bylo vypocitani na zakladé pfesné hmoty m/z. Srovnanim MS/MS spekter
s literaturou se mi podafilo piedbézné identifikovala quercetin-3-O-hexosid,
quercetin-3-O-(6""-malonylhexosid) a luteolin-7-O-(6""malonyl)glukosid.

V této praci tedy bylo zjisténo, Ze rostlina moringa olejodarna je aktivitorem drahy
transkrip¢niho faktoru Nrf2, ktera vede k obrannym reakcim organismu, a tak chrani bunky pted
oxida¢nim stresem a vykazuje chemopreventivni ucinky. Tato aktivita by potencialné mohla

byt aktivovana derivaty quercetinu a luteolinu.

40



8

LITERATURA

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Acworth, 1. N., Oxon, D. P. (2003): The Handbook of Redox Biochemistry. ESA, Inc.
Anwar F., Latif, S., Ashraf M., Gilani A. H. (2007): Moringa oleifera: A food plant with
multiple medicinal uses. Phytotherapy research (21): 17-25.

Arora, S., Bhanot, D. (2014). [online] [navS§tiveno 17.1.2020] Dostupné z
(https://lab-training.com/wp-content/uploads/2014/11/HPLC-E-Book.pdf

Bird, 1. M. (1989): High performace liquid chromatography: principles and clinical
applications. Scientific Tools in Medicine: 783-787.

Boerboom, A.-M. J. F., Vermeulen, M., van der Woude, H., Bremer, B. I, Lee-Hilz, Y.
Y., Kampman, E., van Bladeren, P. J., Rietjens, I. M. C. M., Aarts, J. M. M. J. G. (2006):
Newly constructed stable reporter cell lines for mechanistic studies on electrophile-
responsive element-mediated gene expression reveal a role for flavonoid planarity.
Biochemical pharmacology 72 (2): 217-226.

Braham F., Carvalho, D. O., Almeida, C. M. R., Zaidi, F., Magalhaes, J. M. C. S., Guido,
L. F., Gongalves, M. P. (2020): Online HPLC-DPPH screening method for evaluating of
radical scavenging phenols extracted from Moringa oleifera leaves. South african journal
of botany (129): 146-154.

Canning, P., Sorrell, F. J., Bullock, A. N. (2015): Structural basis of Keapl interactions
with Nrf2. Free radical biology and medicine (88): 101-107.

Carr, A.C., Maggini, S. (2017): Vitamin C and immune function. Nutrients 9 (11): 1211
Cemazar, M., Hreljac, I., Sersa, G., Filipic, M. (2009): Construction of EGFP expressing
HepG2 cell line using electroporation. World congress on medical physics and
biomedical engineering 25: 128-131.

Cooper, J. A. (2009). [online] [navstiveno 20.3.2019] Dostupné z
https://www.britannica.com/science/transcription-factor

Coskun, O. (2016): Separation techniques: Chromatography. Northern Clinics of
Instanbul 3 (2): 156-160.

de Wet, J. R., Wood, K. V., de Luca, M., Helinski, D. R., Subramani, S. (1987): Firefly
luciferase gene: structure and expression in mammalian cells. Molecular and cellular
biology 7 (2): 725-737.

Dickinson, D. A., Levonen, A.-L., Moellering, D. R., Arnold, E. K., Zhang, H., Darley-
Usmar, V. M., Forman, H. J. (2004): Human glutamate cysteine ligase gene regulation
through the electrophile response element. Free radical biology and medicine 37 (8):
1152-1159.

Donno, D., Beccaro, G. L., Mellano, M. G., Cerutti, A. K., Bounous, G. (2015): Goji
berry fruit (Lycium spp.): antioxidant compound fingerprint and bioactivity evaluation.
Journal of Functional Foods 18 (B): 1070-1085.

41



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.
26.

217.

28.

Fiedor, J., Burda, K. (2014): Potential role of carotenoids as antioxidants in human health
and disease. Nutrients 6 (2): 466-488.

Franco, R., Cidlowski, J. A. (2009): Apoptosis and glutathione: beyond and antioxidant.
Cell death and differentiation (16): 1303-1314.

Fukai., T., Ushio-Fukai, M. (2011): Superoxide dismutases: role in redox signaling,
vascular function, and diseases. Antioxidants & redox signaling 15 (6): 1583-1606.
Ghaste, M., Mistrik, R., Shulaev, V. (2016): Applications of Fourier transform ion
cyclotrone resonance (FT-ICR) and orbitrap based high resolution mass spectrometry in
metabolomics and lipidomics. International Journal of Molecular Sciences 17 (6): 816.
Glisodin. [online] [navstiveno 28.3.2019] Dostupné z
http://glisodin.zeitguysdev.com/science/.

Hajhashemi, V., Vaseghi, G., Pourfarzam, M., Abdollahi, A. (2010): Are antioxidants
helpful for disease prevention? Research in Pharmaceutical Sciences (5): 1-8.

Chauhan, A., Chauhan, V., Brown, W. T., Cohen, I. (2004): Oxidative stress in autism:
Increased lipid peroxidation and reduced serum levels of ceruloplasmin and transferrin —
the antioxidant proteins. Life Sciences 75 (21): 2539-2549.

Chin, Y.-W., Lim, S. W., Kim, S.-H., Shin, D.-Y., Suh, Y.-G., Kim, Y.-B., Kim, Y. C.,
Kim, J. (2003): Hepatoprotective pyrrol derivates of Lycium chinense fruit. Bioorganic
& Medicinal Chemistry Letters 13 (1): 79-81.

Chirinos, R., Galarza, J., Betalleluz-Pallardel, 1., Pedreschi, R., Campos, D. (2010):
Antioxidant compounds and antioxidant capacity of Peruvian camu camu (Myrciaria
dubia (H. B. K.) McVaugh) fruit at different maturity stages. Food Chemistry 120 (4):
1019-1024.

Issag, H. J., Conrads, T. P., Janini, G. M., Veenstra, T. D. (2002): Methods for
fractionation, separation and profiling of proteins and peptides. Electrophoresis (23):
3048-3061.

Klouda, P. (2003): Moderni analytické metody. Pavel Klouda.

Kobayashi, A., Kang, M.-I., Okawa, H., Ohtsuji, M., Zenke, Y., Chiba, T., lIgarashi, K.,
Yamamoto, M. (2004): Oxidative stress sensor Keap 1 functions as an adaptor for Cul3-
based E3 ligase to regulate proteasomal degradation of Nrf2. Molecular and cellular
biology 24 (16): 7130-7139.

Langley, J. A., Pergolizzi, J. V., Taylor, R., Ridgway, C. (2015): Antioxidant and
associated capacities of camu camu (Myrciaria dubia): a systematic review. Journal of
alternative and complementary medicine 21 (1): 8-14.

Madrigal-Carballo, S., Rodriguez, G., Krueger, C. G., Dreher, M., Reed, J. D. (2009):
Pomegranate (Punica granatum) supplements: authenticity, antioxidant and polyphenol

composition. Journal of functional foods 1 (3): 324-329.

42



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Manz, A., Pamme, N., lossifidis, D. (2004): Bioanalytical chemistry. Imperial College
Press, London.

Matés, J. M., Pérez-Gomez, C., De Castro, I. N. (1999): Antioxidant enzymes and human
diseases. Clinical biochemistry 32 (8): 595-603.

Mena P., Calani, L., Dall’Asta, C., Galaverna G., Viguera, C. G., Bruni, R., Crozier, A.,
Rio, D. D. (2012): Rapid and comprehensive evaluation od (poly)phenolic compounds in
pomegranate (Punica granatum L.) juice by UHPLC-MS. Molecules 17: 14821-14840.

Michl, C., Vivarelli, F., Weigl, J., De Nicola, G. R., Canistro, D., Paolini, M., lori, R.,
Rascle, A. (2016): The chemopreventive phytochemical moringin isolated from Moringa
oleifera seeds inhibits JAK/STAT signaling. PLoS One 11 (6).

Mitsuishi, Y., Motohashi, H., Yamamoto, M. (2012): The Keap1-Nrf2 system in cancers:
stress response and anabolic metabolism. Frontiers in Oncology (2).

News medical. [online] [navstiveno 20.3.2019] Dostupné z
https://www.news-medical.net/health/Antioxidant-Enzyme-Systems.aspx

Oberle, S., Polte, T., Abate, A., Podhaisky, H.—P., Schroder, H. (1998): Aspirin increases
ferritin synthesis in endothelial cells. Circulation Research (82): 1016-1020.

Pizzorno, J. (2014): Glutathione! Integrative Medicine: A Clinician’s Journal 13 (1): 8—
12.

Prestera T., Talalay, P., Alam, J., Ahn, Y. |, Lee, P. J., Choi, A. M. K. (1995): Parallel
induction of heme oxygenase-1 and chemoprotective phase 2 enzymes by electrophiles
and antioxidants: regulation by upstream andtioxidant-responsive elements (ARE).
Molecular medicine 1 (7): 827-837.

Razis A. F. A, Ibrahim, M. D., Kntayya, S. B. (2014): Health benefits of Moringa
oleifera. Asian pacific journal of cancer prevention 15 (20): 8571-8576.

Ross, D., Kepa, J. K., Winski, S., L., Beall, H. D., Anwar, A., Siegel, D. (2000):
NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1): chemoprotection, bioactivation, gene
regulation and genetic polymorphisms. Chemico-biological interactions 129 (1-2): 77—
97.

Sindhi, V., Gupta, V., Sharma, K., Bhatnagar, S., Kumari, R., Dhaka, N. (2013): Potential
applications of antioxidants. Journal of Pharmacy Research (7): 828-835.

Strange, R. C., Spiteri, M. A., Ramachandran, S., Fryer, A. A. (2001): Glutathione-S-
transferase family of enzymes. Mutation Research/Fundamental and Molecular
Mechanisms of Mutagenesis 482 (1-2): 21-26.

Surh, Y.-J., Kundu, J. K., Na, H.-K. (2008): Nrf2 as a master redox switch in turning on
the cellular signaling involved in the induction of cytoprotective genes by some

chemopreventive phytochemicals. Planta Med (74): 1526-1539.

43



43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

Tiloka, C., Anand, K., Gengan, R. M., Chuturgoon, A. A. (2018): Moringa oleifera and
their phytonanoparticles: Potential antiproliferative agents against cancer. Biomedicine
& Pharmacotherapy (108): 457-466.

Traber, M. G., Atkinson, J. (2007): Vitamin E, antioxidant and nothing more. Free radical
biology and medicine 43 (1): 4-15.

Wellington, K. W. (2015): Understanding cancer and the anticancer activities of
naphthoquinones — a review. Royal society of chemistry (5): 20309-20338.

Younus, H. (2018): Therapeutic potentials of superoxide dismutase. International journal
of health sciences 12 (3): 88-93.

Zarfeshany, A., Asgary, S., Javanmard, S. H. (2014): Potent health effects of
pomegranate. Advanced biomedical research 3: 100.

Zhou, B., Xiao, J. F., Tuli, L., Ressom, H. W. (2012): LC-MS-based metabolomics.
Molecular BioSystems 2 (8): 470-481.

Zima, T. (2003). [online] [navstiveno 17.2.2019] Dostupné z
http://www.edukafarm.cz/c160-antioxidacni-ochrana-organismu

Zhu, J., Wang, H., Chen, F., Fu, J., Xu, Y., Hou, Y., Kou, H. H., Zhai, Ch., Nelson, M.
B., Zhang, Q., Andersen, M. E., Pi, J. (2016): An overview of chemical inhibitors of the
Nrf-ARE signaling pathway and their potential applications in cancer therapy. Free
radical biology and medicine (99): 544-556.

44



