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ABSTRAKT

Hlavnim cilem této diserta¢ni prace bylo studium malo prozkoumanych 1é¢ivych
rostlin z tropického pasma, a to zpohledu mozného wvyuziti obsazenych
biologicky aktivnich latek v modernim potravinafstvi. Diky rostoucimu zajmu
konzumentli o funk¢éni potraviny obohacené o ptirodni sloZky, ptispivajici
k udrZeni zdravi a prevenci civilizacnich chorob, stejné¢ jako tlaku na vyrobce
kvili zajiSténi bezpecnosti potravin proti mikrobidlni kontaminaci a prodlouzeni
jejich trvanlivosti pomoci pfidanych pfirodnich antioxidantii, se oteviel zcela
novy trh v modernim potravinafstvi.

Testovany byly rostliny Momordica charantia L. (nadzemni ¢ast) a Solanum
stramoniifolium Jacq. (kofen, stonek, plod, list). Extrakty ptipravené v 80%
ethanolu byly podrobeny sérii standardnich testd biologické aktivity
toxicita byla hodnocena testem na primdrni bunééné linit PLP2. V ramci
antimikrobidlni aktivity byl sledovan jak ucinek proti béznym patogentim, tak
proti rezistentnim kmenim. Pomoci metody LC—MS byly identifikovany
pritomné latky, které by mohly byt zodpovédné za silny biologicky ucinek
extraktl, a to pfedevSim s dirazem na fenolické latky, jez jsou zndmy svou
biologickou aktivitou. Jednalo se pfedevSim o derivaty kyseliny
hydroxyskoticové a glykosyly kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu



ABSTRACT

The aim of this work was to study medicinal plants from the tropical region that
are scarcely investigated, for the possible application of their biologically active
compounds in the modern food industry. The increasing interest of consumers in
functional foods fortified by natural ingredients providing a health benefit and
civilization diseases prevention, as well as the pressure on producers concerning
the food safety against microbial contamination and prolonged shelf-life using
natural antioxidants, opened a new market in modern food industry.

Aerial parts of Momordica charantia L. and leaves, stems, fruits, and roots of
Solanum stramoniifolium Jacq. were tested. Extracts prepared in 80% ethanol
were submitted to the biological activity screening (antioxidant, anti-
inflammatory, antitumor and antimicrobial) and their toxicity was evaluated in
primal cell line test with PLP2. As part of the antimicrobial activity screening,
the inhibition of both sensitive and resistant pathogenic bacteria was studied.
The identification of the phenolic compounds present in the crude extracts was
performed by liquid chromatography-mass spectrometry method (LC-MS) in
order to determine the molecules responsible for the strong biological effect and
already attributed to significant biological activity. The present structures were
mainly the derivatives of hydroxycinnamic acid and glycosylated derivatives of
quercetin, kaempferol, and isorhamnetin.
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UvoD

Rostliny hraji odnepaméti zasadni roli v Zivoté ¢lovéka. Mnoho druh rostlin je
dalezitym zdrojem nejen potravy, ale také tradicnich 1é€ivych ptipravkl
a jejich bioaktivni slouceniny, jakozto produkty metabolismu, mohou pozitivné
zasahovat do podobnych metabolickych drah 1 u ¢lovéka. PouzZivany jsou jak
celé rostliny, tak extrakty, kde je koncentrace aktivnich latek navySena a které
st naSly uplatnéni zejména v kosmetickém, farmaceutickém a postupné takeé
potravinafském pramyslu.

Vzriistajici procento stdrnouci populace a naklady na 1éCbu civiliza¢nich
nemoci vede v poslednich 30 letech k vyvoji novych potravin, které by vedle
nutricni hodnoty vykazovaly také pozitivni piispévek v udrZzeni zdravi
a vprevenci vzniku zejména civilizacnich chorob. Strava bohatd na latky
s antioxida¢nim ucinkem je spojovana se snizenym vyskytem degenerativnich
procesti, napi. rakoviny a nemoci obéhového systému ¢i Alzheimerovy nemoci.
V prevenci bakteridlnich infekci zplisobenych kontaminovanymi potraviny se
uplatiiuji rostliny s antimikrobidlnim U¢inkem. V souc€asnosti se zkouma
moznost pfidavku suSenych ¢i lyofilizovanych rostlin ¢i extrakti z téchto
zdroj do potravin se snahou docilit zvySeni jejich fyziologické hodnoty nebo
prodlouzeni jejich trvanlivosti [1].

Biologicky aktivni latky z rostlin jsou snadno dostupné, vykazuji nizsi vedlejsi
ucinky, nizkou nebo zadnou toxicitu a jsou v porovndni s mnoha bé&zné
aplikovanymi synthetickymi pfidatnymi latkami biodegradabilni [2].

Nové nalezené zdroje biologicky aktivnich latek se silnym ucinkem jsou
atraktivni a vyhledavané spottebiteli, ktefi se intenzivné zajimaji o své zdravi
a cilen¢ si vybiraji potraviny pro jejich vliv na lidské zdravi. Intenzivné se
rozvijejicim odveétvim moderniho potravindistvi je trh s fortifikovanymi
potravinami, piipadné doplnky stravy, kde mohou extrakty ze zkoumanych
tropickych rostlin najit nové uplatnéni.
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1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vliv stravy na lidské zdravi je znaAmym pilifem moderni vyzivy a podporuje
zdjem o nalezeni novych produktl s pozitivnim fyziologickym u€inkem
k udrzeni a =zlepSeni zdravi clov€ka zatézovaného civilizaCnimi vlivy,
oxida¢nim stresem, nedostatkem pohybu a nevyvédzenou stravou. Jednim
znejvyznamnéjSich odvétvi vyzkumu v oblasti potravin je extrakce
a charakterizace novych pfirodnich ingredienci, které vykazuji biologickou
aktivitu. Tyto ingredience mohou byt dale piidany do potravin (fortifikace
potravin), které ptispivaji k udrZzeni zdravi konzumenta.

V z4sad¢ lze biologicky aktivni latky rostlinného pivodu definovat jako
produkty sekundarniho metabolismu, které rostlina vyuziva k preziti a obrané
pfed biotickym 1 abiotickym stresem. Produkce téchto latek zavisi na mnoha
faktorech, napt. rostlinném druhu, klimatickych podminkach, az po
kompetitivnost prosttedi kolem rostliny. Mezi nejpocetnéjsi sloucCeniny se
zdokumentovanou biologickou aktivitou patii pfedev§im fenolické latky [3].

Efektivita extraktdi, coby slozek fortifikovanych potravin v prevenci vzniku
chorob, zavisi do znacné miry na jejich stabilit¢, bioaktivit¢ a biologické
dostupnosti aktivnich slozek. To ptfedstavuje stale znaény problém pfi jejich
standardizaci a legalizaci pfed uvedenim na trh.

1.1 Biologicky aktivni latky v modernim potravinarstvi

Latky s prokdzanou biologickou aktivitou nachazeji uplatnéni v potravinaistvi
jak z pohledu pozadavkl vyrobce, tak spotiebitele. Zachovani bezpecnosti
a trvanlivosti potravinafskych vyrobkt je legislativné a logisticky vyZzadovana
nutnost vyroby. Na druhou stranu zvySujici se naroky na funk¢énost vyrobku
z hlediska jeho pfiznivého ovlivnéni zdravi jsou iniciovany ze strany
spotfebitell, a to zejména ve vyspelych zemich, kde snadno dostupné potraviny
jiz davno neplni pouze nutri¢ni funkci. Biologicky aktivni latky lze ptidavat do
potravin zejména ve formé izolovanych slouc¢enin nebo standardizovanych
extraktli a Zadouci jsou predevSim jejich antimikrobidlni a antioxida¢ni ucinky.
Nové vznikajicim odvétvim jsou také funkcni potraviny, kde je ocekdvany
pozitivni piinos na udrzeni zdravi konzumenta spojen s dal§imi biologickymi
aktivitami.
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1.1.1 Prirodni latky urcené k fortifikaci potravin

S expanzi potravinaiského primyslu a zvySujicimi se pozadavky na kvalitu
a bezpecnost potravin, které prosly technologickymi Gpravami, rostl v priibéhu
2. poloviny minulého stoleti pocet latek, jez mély za kol vylepSit senzorické ¢i
kvalitativni vlastnosti potravinatskych produktl, ztracené v pritbéhu vyroby.
Pavodné ptirodni latky, pouZivané po staleti, jako koteni a rostlinné extrakty
tak byly nahrazeny levnéjSimi synthetickymi latkami. U nich bylo moZno
stanovit a deklarovat pozadovany efekt, jelikoZ se jednalo o individualni latky
s konstantnimi a stabiln¢jSimi vlastnostmi. Postupem casu se ale zacaly
objevovat studie o negativnich U€incich nékterych synthetickych aditiv na
zdravi ¢lovéka a kazdoro¢né jsou ze seznamu povolenych latek vySkrtavany ty,
u nichz je vazné podezieni na negativni dopad na lidské zdravi. Naduzivani
synthetickych aditiv také poukazalo na legislativni nedostatek, kdy je
posuzovana individualni latka z toxikologického hlediska, nikoli vSak jeji
mozna interakce s ostatnimi aditivy, coz miZze vést k synergismu jak
pozitivnich, tak i1 negativnich G¢inkl. Stoupajici informovanost spotiebitelil
vedla k upfednostiiovani potravin fortifikované slouceninami ptirodniho
puvodu, které nevykazuji toxicitu, a jsou v porovnani se synthetickymi analogy
extrakt a latek s biologickou aktivitou z pfirodnich zdroji. Jako piiklad jde
uvést standardizovany extrakt z rozmarynu, jenz vykazuje vysSi antioxidacni
aktivitu nez syntetické¢ antioxidanty a byl jako prvni schvalen jako ptidatna
latka pod oznacenim E392 v roce 2010 [4].

1.1.2 Funk¢ni potraviny

Myslenka funkénich potravin se zrodila v 80. letech minulého stoleti
v Japonsku, které chtélo vyfeSit nariistajici ndklady na 1écbu chronickych
nemoci ve starnouci populaci pomoci prevence v podob& potravin pro
specifické zdravotni ucely. V rdmci nové legislativni kategorie FOSHU (Food
for Specific Health Use) byl odstartovan vyvoj takovych potravin, které by
jako soucast kazdodenni bézné stravy vykazovaly védecky podloZeny pozitivni
ucinek na lidské zdravi a prevenci civilizacnich chorob.

V Evropské unii se tento trend zacal legislativné fesit v 90. letech, kdy se fada
expertl pies vyzivu ucastnila projektu FUFOSE (Functional Food Science in
Europe), jez mél za ukol posoudit koncepci funkénich potravin. Ackoli dodnes
neexistuje konkrétni legislativa upravujici pfimo funkéni potraviny, je
pouzivana pracovni definice vznikla v rdmci tohoto projektu.
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Funk¢éni potravinou se rozumi potravina, u niz se uspokojive prokazala, vedle
vyzivovych ucinku, jeji schopnost pozitivné ovlivnit jednu ci vice pozZadovanych
funkci v téle, a to bud zlepsenim zdravotniho stavu nebo sniZenim rizika
onemocneni [5].

V zédsad¢€ lze shrnout pozadavky, které musi funkéni potraviny spliiovat, do
nékolika kategorii: funkéni potravina je konzumovéana jako soucast b&zné
stravy, nejedna se o 1€k, tabletu, kapsli ani jinou podobnou formu, je vyrobena
z ptirozenych surovin, pii dlouhodobé konzumaci vykazuje preventivni u€¢inek
v souvislosti s udrzenim zdravi konzumenta a deklarované zdravotni G€¢inky ma
podloZeny relevantnimi védeckymi studiemi. Technologicky lze potravinu
obohatit o biologicky aktivni slozku (napt. fortifikace pomoci rostlinnych
extraktli, probiotickych kultur, vitaminil), nebo z ni naopak odstranit nezadouci
negativné pulsobici slozky (napf. odstranénim alergizujicich soucasti
u bezlepkovych vyrobki, snizenim obsahu tukt v dietnich potravinach).

Schvalovani novych potravin pfed uvedenim na trh spadd do kompetence
Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) a je regulovano Narizenim
¢. 2015/2283 o novych potravinach, vydané Evropskou komisi [6]. S nim je
nadale propojeno Provaddéci narizeni Komise (EU) 2017/2470, kterym se ztidil
seznam Unie pro nové potraviny [7]. Zdravotni tvrzeni jsou také predkladana
EFSA a tidi se Narizenim EP a Rady ¢. 1924/2006 o vyzZivovych a zdravotnich
tvrzenich pii oznacovani potravin [6, 8]. V Ceské republice je pojem funkéni
potravina a technologie jeji vyroby také doposud legislativné neifeSen, a tyto
vyrobky se musi fidit, jakozto ostatni potraviny, Vyhlaskou ¢. 58/2018 Sb.
o doplncich stravy a sloZeni potravin, kterda zapracovava prislusné piedpisy
Evropské unie [9].

Z diavodu zvysujiciho se povédomi o piiznivé roli specidlni vyzivy zajem
spottebitelti o funkéni potraviny rapidné stoupd, coz naznacuji globalni trzby
v tomto odvétvi ve vySi 129 miliard USD v roce 2015 s predikci dosazeni
255 miliard USD v roce 2024 [10].

1.2 Zdroje biologicky aktivnich latek

Rostlinnd fise je nevycerpatelnym zdrojem sloucenin vykazujicich biologickou
aktivitu také ve wvztahu k lidskému zdravi. Tyto latky jsou produkty
sekundarniho metabolismu a jsou rostlinami tvofeny k obrané¢ (Skudci,
patogenni mikroorganismy), vyrovnavani se s environmentalnim stresem (UV
zéteni, vysoké teploty), komunikaci (feromony), atd. Zejména rostliny
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z tropickych oblasti jsou pod celoroénim tlakem prostfedi (nepferuSované
vegetacni obdobi, vysoké teploty, silné UV zafeni atd.) ve kterém rostou,
a diky kompetici s jinymi druhy rostlin proto vykazuji daleko vy3si obsah
a ucinnost téchto latek. Z celkového mnoZstvi cca 298 tisic kategorizovanych
rostlinnych druhli bylo doposud probadano a detailné testovdno jen asi 5 az 15
% rostlin z hlediska biologické aktivity, ptfi¢emZ u tropickych rostlin je toto
Cislo jeSté¢ vyrazn€ mensi [11, 12]. Naptiklad 70 % rostlin sin vitro
antikarcinogennim uinkem je pravé z tropickych oblasti [13]. Voditkem je
obvykle tradicni pouziti v lidovém IéCitelstvi, na jehoZ zaklad€ se selektuji
perspektivni druhy pro dalsi vyzkum.

1.2.1 Momordica charantia L.

Momordica charantia L., lidové nazyvéana hotka okurka (bitter melon, bitter
gourd Ci karela) z Celedi tykvovitych (Cucurbitaceae), jak je uvedeno nize
viz tabulka 1.

Vyskytuje se v tropickych a subtropickych oblastech Asie, Karibiku, jizni
Afriky a Jizni Ameriky, kde je také hojné kultivovana pro svij plod
pfipominajicim okurku, ktery ma typicky hotkou chut’. Jeji plané rostouci
varianta se vyskytuje volné¢ v tropickém pralese ostrova Trinidad a Tobago.
Tato jednoletd, popinava, fidce ochlupena rostlina s tenkymi, pétithelnikovymi
lodyhami a dlouhymi uponky, dortstd délky az 2 m. List je pétilalocny.
Plodem je typicka pukajici bobule (10-20 mm) kuzelovitého tvaru
s bradavi¢natym povrchem, zbarvenym svétle zelené, ve zralosti Zluté. Semena
jsou hnéda nebo bila, na povrchu obalena Cervenym miSkem [16].

Rostlina je tradi¢né vyuZivana zejména v podptirné terapii diabetu. Caj z listli
se pouziva vruznych zemich k Ié¢bé Zloutenky, hypertenze, rakoviny,
revmatismu, nachlazeni, malarie, zdnéti, horecky, spalni¢ek, menstruacnich
poruch a hubeni vnitinich paraziti. Zevné je ve formé¢ obkladl aplikovana pfti
poranénich, ekzému, lepfe, hemoroidech a vaginitidé. Kofen je v Mexiku
povazovan za silné afrodiziakum. Plod a list je také vyuzivan v kulindfstvi
k ptiprave polévek a fazolovych pokrmii.

M. charantia je bohata na biologicky aktivni latky a jeji uc¢inek byl ovéfen vice
nez 100 studiemi in vitro a nékolika desitkami klinickych studii, zejména
orientovanymi na lé¢bu diabetu a virovych infekci [17-20].
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Tabulka 1: Taxonomicka klasifikace rostliny Momordica charantia L.

Botanické zarazeni

Rige rostliny (Plantae)
Podrise cévnaté rostliny (7Tracheobionta)
Oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida vys$si dvoudélozné (Rosopsida)
Rad tykvotvaré (Cucbitales)
Celed tykvovité (Cucurbitaceae)
Rod Momordica

Synonyma: Cucumis argyi H.Lév., Cucumis intermedius

M.Roem., Momordica chinensis Spreng., M.
elegans Salisb., M. indica L., M. muricata
Willd., M. sinensis Spreng., M. thollonii Cogn.,
Sicyos fauriei H. Lév. [1]

Lidova jména: Trinidad: bitter melon, Karibik, USA: bitter
gourd, balsam pear, balsam apple, Cina: ku gua,
Mexiko: melo de raton [2]

Pouziti v lidové mediciné: Listy: diabetes, ekzém, horecka, hypertenze,
lepra, malarie, nachlazeni, poruchy menstruace,
hemoroidy, rakovina, revma, ryma, spalnicky,
vaginitida, vnitfni parazité, zanéty, zloutenka,

Koren: afrodiziakum

[1] Tropicos database, 2020; [2] Das a kol., 2009;

Pti studiu ucinku rostliny v 1é¢bé diabetu byly identifikovany tii hlavni skupiny
latek s hypoglykemickym ucinkem, a to steroidni saponiny (charantin),
alkaloidy (napf. momordicin) a peptidy (p—insulin, momorcharin A a B) [21].
Momorchariny vykazaly také in vitro antivirovou aktivitu vaci HIV viru,
Herpes viru a byla u nich klinicky potvrzena inhibice guanylatcyklasy, jez se
podili na patogenezi leukémie a psoridzy. ZjiSténa byla také in vitro
antimikrobidlni aktivita extrakti z plodu a listh va¢i Helicobacter pylori,
Mpycobacterium tuberculosis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, atd. [22, 23].

Hypoglykemicky ucinek vykazuji zejména plody, kde je akumulace latek
s timto ucinkem vy$si nez v listech. Plod a zejména pak semena snizuji hladinu
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cholesterolu a triglyceridi v krvi. Skupina synthetickych analogll téchto
proteinit byla patentovana a oznaCena jako MAP30 a je pouZivan napft.
k podptirné 1€¢bé rakoviny prostaty. Plody a semena obsahuji polypeptid p—
insulin, jenZ se vlastnostmi podoba bovinnimu insulinu a je U¢inny v terapii
diabetu I. 1 II. typu [24]. Pti in vivo studiich byla potvrzena nizka toxicita vSech
¢asti rostliny podavanych oralné. Ackoli byly extrakty z plodu a listli potvrzeny
jako neSkodné pro téhotné Zeny, nckteré studie uvadi abortivni G¢inek na
pokusnych kryséach a kofen miize také negativné ovliviiovat délohu [25].

1.2.2  Solanum stramoniifolium Jacq.

Tato vytrvala bylina z €eledi lilkovitych (Solanaceae), viz tabulka 2, nazyvana
také cocochat, cat’s balls, pochazi z tropické Stfedni a Jizni Ameriky a nyni
roste hojné v tropickych a subtropickych oblastech Ameriky i1 Asie. Vyskytuje
se jako plané rostouci vzptimena rostlina ketovitého vzristu (az 2 m) a je husté
otrnénd na stonku a na spodni i horni strané velkych lalo¢natych list. Plodem
je mala, zcela chloupky pokryta bobule (10-20 mm v praméru), ktera je v dobé
zralosti oranzova az ¢ervend. Zraly plod je jedly a ¢asto vyhledavany zejména
détmi jako sladkokyseld, plané rostouci pochoutka [26].

V tradi¢nim léCitelstvi se pouziva jak plod, tak i list a kofen, ovSem k odliSnym
ucelim. Proto byly v této praci zkoumany u¢inky zvlast’ u jednotlivych casti
rostliny. Stava z plodi se aplikuje zevné na rany, svédivé vyrazky a kousance.
Listy se aplikuji pti aftach, nachlazeni a kasli, k procisténi krve a zevné také na
rany. Kofen (nejCastéji odvar ¢i tinktura) se pouziva pii bolestech zubt,
horeckach, pohlavnich chorobach, rakoviné a malarii. Cel4 rostlina pak byva

pouzita ve smésich na IéCbu astmatu, pii bolestech a problémech s jatry [15,
27, 28].

Zatimco S. stramoniifolium z Trinidadu a Tobaga nebyla doposud podrobena
detailnimu studiu biologické aktivity a obsahovych latek, plody pochdzejici
z Thajska byly jiz studovany. Antioxidac¢ni aktivita (DPPH a ABTS test)
vodnych a methanolovych extrakti byla popsdna jako slabd, coz bylo
pfisouzeno nizkému obsahu polyfenolickych latek v plodu [29, 30]. Extrakty
plodu v methanolu a ethylacetatu inhibovaly gramnegativni bakterii
Escherichia coli (diskovy difuzni test), nicméné byl neaktivni vii¢i patogenim
jako Salmonella  typhimurium, Shigella sonnei, Helicobacter pylori,
Streptococcus  pyogenase, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Streptococcus viridians a Enterococci sp. [31].
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Tabulka 2 Taxonomicka klasifikace rostliny Solanum stramoniifolium Jacq.

Botanické zarazeni

Rige rostliny (Plantae)
Podrise cévnaté rostliny (7Tracheobionta)
Oddéleni krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida vys$si dvoudélozné (Rosopsida)
Rad lilkotvaré (Solanales)
Celed lilkovité (Solanaceae)
Rod Solanum

Synonyma: Solanum demerarense Dunal , S. hirsutum Herb.

Peurari ex Dunal, S. maccai Dunal , S. platyphyllum
Dunal, S. stramonifolium Jacq., , S.
toxicarium Lam. ,S. toxicarum Rich.,, S.

trichocarpum Miq.,S. undecimangulare Willd. ex
Roem. & Schult. [1]

Lidova jména: Trinidad: coco-chat, Brazilie: joa, jurubeba,
Kolombie: e-to-pa-a, kobu-ya, uvilla, Guyana:
bura bura, Peru: shiwankush, coconilla [1], Indie:
ram begun, tide begal [2]

Pouziti v lidové mediciné: Kofen: bolest zubli, malarie, horecky, rakovina,
pohlavni choroby [3],

Listy: afty, monilidza, nachlazeni, kasel, rany [3],
Cisténi krve[4]

Plody: rany, koptivka, mravenci kousance [3],

Cela rostlina: bolest hrudniku, astma [2], jatra [5]

[1] Parr, Mellon, Colquhoun, & Davies, 2005; [2] Das a kol., 2009; [3] DeFilipps a kol., 2004, [4] Austin & Bourne,
1992; [5] Pedrollo a kol., 2016.

Na druhou stranu vodny extrakt semen, obsahujici malé proteiny (M, < 14,4
kDa), vyrazné¢ potlaCoval rist jak grampozitivnich, tak gramnegativnich
kment, konkrétné Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis a Pseudomonas
aeruginosa, zatimco u E. coli a K. pneumonia nebyla pozorovana zadna
antimikrobidlni aktivita [34].
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Obsah biologicky aktivnich latek zlistdvd nicméné neprobiadanou oblasti.
Doposud jedind studie S. stramoniifolium z Trinidadu a Tobaga popisuje
izolaci solamarginu, solasodinového glykoalkaloidu z této rostliny [35]. Ze
zralych plodt S. stramoniifolium pochazejicich z Thajska byl izolovan
carpesterol jako latka zodpovédna za inhibici pankreatické lipazy [36]. Dalsi
nekonkrétni zminka o fytochemickém sloZeni udava ptitomnost alkaloidd,
flavonoidd, ttislovin, triterpenli a saponinii v ethanolovém extraktu kotenl
z Brazilie [37].

1.3 Polyfenoly jako biologicky aktivni latky
Biologicky aktivni latky vykazuji jeden nebo vice fyziologickych U€inkl
v jiném Zivém organismu. Tento u¢inek miZze byt jak pozitivni, tak negativni,
a jeho mira zavisi na mnoha parametrech. Pokud se jednd o smés, pak se
obvykle aktivita odviji od ucinku hlavni slozky, nicméné v komplexu muize
také dochazet k interakci mezi slozkami a celkové potenciaci ¢i sniZzeni u€¢inku
vzhledem k synergismu [38].

Jako polyfenoly se oznacCuji produkty sekundarniho metabolismu vysSich
rostlin. Tyto latky Ize najit ve vSech Castech rostlin, nejvice vSak v nadzemnich
pletivech, kde plni mnoho funkci souvisejicich zejména s ochranou rostlin pted
posSkozenim. Fenolické latky dobie absorbuji v Sirokém pasmu UV spektra
a chrani tak rostlinu pfed nadmirou Skodlivého UV zéteni [39]. Vedle vyznamu
pro rostliny hraji také zasadni roli pro zdravi ¢lovéka, jelikoz ten neni schopen
si je vyrobit pomoci vlastniho metabolismu. Tyto latky pak plni funkci diky
biologické aktivité, z nichz k nejvyznamnéjSim patii antioxidacni plisobeni
souvisejici s mnozstvim civilizacnich chorob, které vychdzeji z poruseni
kaskddy oxidace — zanét — chronicky problém (napf. rakovina,
neurodegenerativni zmény, kardiovaskularni nemoci, atd.) [4].

Rodina fenolickych latek je velmi obsahla a zahrnuje tisice struktur. Ty se
rozliSuji a kategorizuji pomoci poctu uhlikti na zékladnim skeletu, poctu a typu
fenolovych kruhi, stupni modifikace (oxidace, metylace, hydratace) a vazbami
s dalS$imi molekulami (cukry, jiné fenolick¢ latky). Takto rozliSujeme
jednoduché fenoly (fenolické kyseliny, stilbeny, lignany, flavonoidy,
naftochinony, kumariny) a kondenzované fenoly, vzniklé polymerizaci lignanii
(ligniny) nebo flavonoidii (taniny), coz piiblizuje nazorn¢ tabulka 3 na
nasledujici strané [4, 40]. Piiblizn¢ dvé tietiny pfijmu fenolickych latek ve
stravé zastupuji flavonoidy, zbytek zahrnuje fenolové kyseliny a jejich derivaty
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a minoritné dalsi latky ze skupiny polyfenolli, proto bude témto dvéma
skupinam vénovana dal$i pozornost [41, 42].

Tabulka 3 Zakladni tfidy polyfenolickych latek (pfepracovano dle Manach,
2004, Pandey 2009 a Panche 2016)

Trida Struktura Zastupci Zdroje
Fenolické kyseliny Ry protokatechova bobuloviny
Re gallova ovoce
_O salicylova citrusy
hydroxybenzoové Rs OH Van.ilinovlé
kyseliny Syringova
Fenolické kyseliny kumarova kava
R 4§j>_\\_/<O kavova brambory
R, OH ferulova pSenice
hydroxyskoficové chlorogenova jablka
kyseliny
Flavonoidy kvercetin ovoce
o) O kaempferol zelenina
O | rutin ¢aj
apigenin kava
O luteolin
Stilbeny HO resveratrol hrozny
pterostilben
N\ Q OH arasidy
HO ) )
granatove
jablko
bobuloviny
Lignany H3CO CH,OH  sesamin pohanka
O pinoresinol jeCmen
HO CHyOH  secoisolariciresinol  Inéna semena
matairesinol sezamova
O oCH, semena
OH
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1.3.1 Fenolické kyseliny

Vyraz fenolickd kyselina vSeobecné oznacCuje fenolové jadro s navazanou
karboxylovou skupinou. Nicméné v kontextu rostlinnych sekundarnich
metabolitl se jedna o specifickou skupinu organickych kyselin, vychazejicich
ze dvou podobnych uhlikatych struktur: hydroxybenzoové a hydroxyskoticové
kyseliny. Ackoli zakladni skelet ziistava u derivati stejny, liSi se pozice a pocet
substituentil na aromatickém jadre, jak naznacuje tabulka 4 [43].

Tabulka 4 Zakladni fenolické kyseliny a jejich vybrané derivaty (upraveno dle
Novakova a kol. [44])

Derivaty kvseli
p-he;(li‘ll'?)tx};bzz(;(:zzé Derivaty kyseliny hydroxyskoficové
Ri
@) R O
HO 4 1 .
OH R, OH
R
R1 Rz R1 R2 Rx
p-hydroxybenzoové H H skoficova H H
protokatechova H OH kavova OH OH
vanilinova H OCH;3;  chlorogenova OH OH chinonova
syringova OCH; OCH; ferulova OH OCH;
gallova OH OH

Z potravinaiského hlediska jsou také fenolické latky clenény na podtiidy dle
svych senzorickych a funk¢nich vlastnosti. Rozezndvame pak latky vonné
(benzochinony a kumariny), barviva (anthokyany, lignany), chutové (taniny),
ptirodni antioxidanty (flavonoidy, derivaty fenolickych kyselin) [45, 46].

Fenolické kyseliny se obvykle wvyskytuji ve formé esterii se sacharidy
(nejcasteji glykosidy), nebo jinymi organickymi kyselinami [43]. Takovym
ptikladem je velmi vyznamnd molekula - kyselina chlorogenova
(5-O-caffeoylchinova) a jeji  1somery  kyselina  neochlorogenova
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(3-O-caffeoylchinova) a kryptochlorogenova (4-O-caffeoylchinova). Nachazeji
se ve vysokych koncentracich naptiklad v kdve, bramborech, ovoci a zelening

‘‘‘‘‘

[42]. Mnohé =ztéchto latek vykazuji jak antioxidac¢ni, protizanétlive,
antikarcinogenni, tak i antimikrobialni G€inky in vitro 1 in vivo a ziskaly svou
pozici na trhu s potravinovymi doplitky a funkénimi potravinami [1].
Derivaty kyseliny chlorogenové

Mezi skupinu derivati kyseliny chlorogenové (CQA) se fadi velké mnoZstvi
pfirozené se vyskytujicich slouCenin, jez jsou synthetizovany in planta
esterifikaci  kyselin ~ C¢—C;  trams-hydroxyskoficovych s kyselinou
D-(—)-chinovou (1). NejcastéjSimi zastupci hydroxyskoticovych kyselin jsou
kyselina p-kumarova (2), kavova (3), ferulova (4) a sinapova (5), viz obrazek 1
[47].

0
| i
' OH
OH
Ho" Y~ OH 2 3
OH
C,> o)
1 ¢ l
HO = ~ HO = O
OH OH
o)
4 5 -

Obrazek 1: Zakladni kameny derivatu kyseliny chlorogenové

1.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou pro ¢loveka diilezita skupina latek, jelikoz si je neni schopen
synthetizovat z alifatickych prekursordt sdm [48]. Vysoké koncentrace se
nachdzeji v nadzemnich castech rostlin, pfedevs§im listech a kvétech, méné pak
v plodech a stonku. V kotfenech a hlizach je jejich mnozstvi obvykle velmi
malé [49].
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O
C

Obrdzek 2: Zdakladni skelet flavonoidu: flavan

Zakladni kostrou vSech flavonoidl je kyslikatd heterocyklickd slouCenina
flavan — strukturdlng difenylpyran (C6—C3-C6), obsahujici dva benzenové
kruhy

A a B spojené 2H—pyranem, viz obrazek 2. Pro upfesnéni je nutno podotknout,
7ze u podskupiny isoflavonoidii je kruh B napojen na pyranu v poloze
3 a oznacCovan jako isoflavan.

Na vSech tfech kruzich mohou byt pfitomny substituenty (hydroxyly,
glykosyly, methyly, malonyly, sulfaty, karboxyly, aminy, lipidy, ostatni
fenoly), coz vede k velké variabilité v této skupiné ptirodnich latek.

Flavonoidy jde dale kategorizovat do nékolika zakladnich tfid, a tona
anthokyanidiny, flavonoly, flavony, flavanony, flavanoly (katechiny)
a isoflavonoidy [50], jak je uvedeno v tabulce 5.

Tabulka 5 Zakladni tfidy flavonoidl (pfepracovano dle Manach a kol., 2004,
Pandey a Rizvi, 2009 a Panche a kol., 2016, [34, 47, 48])

Trida Struktura V)iznamr-u Zdroje .
zastupci Vv potrave
Anthokyanidiny delfinidin borlivky
o O kyanidin jahody
N . g e
O pelargonidin ostruziny
% OH petunidin vino
cervené zeli
Flavanoly (-)-epikatechin ¢aj
' 0 O gallokatechin vino
(katechiny . O (+)-katechin, ovoce
proanthokyanidiny)) oH prokyanidin
kakao

ofechy
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Flavanony eriodictyol citron
O hesperidin pomerané
O naringenin grapefruit
naringin rajcata
neohesperidin mata
Flavony apigenin petrzel
O chrysin ¢ervena paprika
O luteolin celer
Flavonoly kaemferol brokolice
O kvercetin cibule
O myricetin ¢aj
OH cesnek
isorhamnetin vino
rutin hlavkovy salat
lusténiny
Isoflavony biochanin A lusténiny
daidzein len
genistein vojtéska (alfalfa)

Nejcetn€j$i podskupinou flavonoida jsou flavonoly a flavony. Majoritné se
vyskytuji pfedevsim zastupci flavonoll kvercetin, kaempferol, isorhamnetin
a myricetin a zastupci flavonli apigenin a luteolin. Kvercetin se povazuje za
nejrozsitenéjsi fenolickou latku z rostlinnych zdroji a znamo je pies 200 jeho
glykosidii [51, 52].

Flavonoidy se kumuluji zejména ve vakuolach, dile je mozno je nalézt
v chloroplastech a v cytosolu, kde se ucastni kaskady antioxidacnich reakci
s volnymi radikaly. Jsou také schopny chelatovat kationty kova a ovliviiovat
pozitivné enzymy, ucastnici se redoxnich reakci [53].

Funk¢ni molekuly flavonoidii se obvykle nevyskytuji volné (aglykon), ale jako
O-glykosidy nebo minoritné jako C-glykosidy. Nejbéznégjsi pozici O-glykosida
je pozice 3 na A kruhu. Existuje ptfes 80 riaznych cukernych zbytkl
vyskytujicich se ve vazbé s flavonoidy, nejcastéji to ovSem byvaji
monosacharidy glukéza, galaktéza, rhamndza a arabindza, disacharidy a
oligosacharidy [52].
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1.3.3 Fenylamidy

Fenylamidy, konkrétnéji amidy kyseliny hydroxyskoticové, jsou
specializované metabolity vysSich rostlin, které se ucastni vyvoje, reprodukce
a ochrany rostlin. V rostlinné ti$1 jsou velmi rozsitené. Jedna se o N-acylované
biogenni aminy konjugované prevazné s fenolickymi kyselinami. Amid miize
pochazet bud’ z aromatickych monoamind (tyramin, tryptamin, dopamin) ¢i
alifatickych amind (putrescin, spermin, spermidin). Polyaminy mohou byt dle
stupné saturace aminoskupin bud’ monosubstituované nebo polysubstituované
[54].

Spermidin obsahuje tfi aminoskupiny, a proto miize byt mono, di az tri
N-acylovan. Tyto latky plni funkci fytoalexinli. Mono a disubstituované
derivaty putrescinu a spermidinu byly nalezeny v semenech, kotenech, kvétech
a reproduk¢nich organech, zatimco trisubstituované spermidiny se akumuluji
pfevazné v pylu. Byly nalezeny v pylu dubu, slune¢nice, podzemnice olejné
a jinych. U celedi rtzovitych piedstavuji hlavni fenolické latky. U celedi
lilkovitych bylo popsano uvolnovani fenolamini po bakteridlni a plisioveé
infekci a tyto latky byly nalezeny v hlizdch [55]. Stejné tak byly detailné
popsany derivaty putrescinu, sperminu a spermidinu (s ké&vovou,
dihydrokdvovou a ferulovou kyselinou) ve slupce brambor [56], jejichz
ptiklady uvadi obrazek 3.

R2

I 3
_NH N R
R1 > W\NH

spermidin

N1,N1O-bis(dihydrocaffeoyl)spermidin R1,R3= HO

R™=H HO

1.2 _3
N1,N5,N10—tris(dihydrocaffeoyl)spermidinR R"R”= HO

HO

Obrazek 3: Priklady konjugatu fenolickych kyselin s polyaminem spermidinem [54]
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Biogenni aminy jsou produkovany také savCimi bunkami i1 endogenné.
Z argininu pomoci enzymu je synthetizovan putrescin a od této struktury se
dale pomoci  aminopropylu  z methioninu  diky  spermidinsyntdze
a sperminsyntaze vyrabi spermidin a spermin. Zasadnim mistem téchto pfemén
je stievni tkan, zejména tenké stievo, kde hraji roli také stfevni bakterie.
Vysokou koncentraci téchto latek je moZzno nalézt v regenerujicich se tkanich,
kde je jejich synthesa evokovana po poranéni. Spermin a spermidin hraji roli
v déleni bunék - pii biosynthese nukleovych kyselin, spermin piisobi jako
ristovy faktor pfi regeneraci sliznice traviciho traktu a ucCastni se
antioxida¢nich procest [57, 58]. Vyznamnym zdrojem polyamint je potrava,
polyaminy se dobte absorbuji [59].
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2. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem ptedkladané disertani prace bylo studium extrakt tropickych rostlin
Momordica charantia L. a Solanum stramoniifolium Jacq., jakoZto
potencidlnich zdroji biologicky aktivnich latek pro vyvoj novych
fortifikovanych potravin. Z diivodu rostouci obliby a uptfednostiiovani
pfirodnich komplexnich standardizovanych extraktli, spiSe neZ izolovanych
latek, bude stanovena aktivita hrubych extraktii. Nicméné riznorodost
takovychto smési je nutno charakterizovat pomoci chromatografickych metod
identifikaci a kvantifikaci dominantné ptitomnych latek, jez mohou zadanou
biologickou aktivitu reprezentovat. Zejména u extraktd rostliny Solanum
stramoniifolium Jacq., jez doposud nebyla detailn¢ fytochemicky zkoumaéna,
bude kladen diraz na charakterizaci a kvantifikaci pfitomnych latek a jejich
distribuci v jednotlivych Castech rostliny.

Pro naplnéni cile disertacni prace bylo nutno vytycit n€kolik cilt dil¢ich:

e piiprava extraktl, které by maximalizovaly zisk biologicky aktivnich
latek a zaroven spliiovaly zvySujici se finan¢ni a bezpecnostni naroky na
rozpoustédla pouzivana v potravinaiském primyslu,

e stanoveni antioxida¢ni aktivity pfipravenych extraktl pomoci
standardnich metod (DPPH, FRAP, TBARS, BCA),

'''''

e stanoveni cytotoxicity vici lidskym rakovinotvornym bunénym liniim
(HeLa, MCF-7, NCI-H460 a HepG2) a vici primarni jaterni bunééné
linii PLP2,

e stanoveni antimikrobialni aktivity vii¢i vybranym bakteriim,

e LC-MS analyza fytochemickych latek, zejména fenolickych kyselin
a polyfenolickych latek a nésledné jejich kvantifikace v jednotlivych
extraktech pomoci standardd.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

V této kapitole jsou podrobné popsany teoretické principy metod, které byly
pouzity pro ptipravu rostlinného materidlu k vyhodnoceni biologické aktivity
zvolenych extraktl a k identifikaci latek, které by mohly byt zodpovédné za
tyto uinky.

3.1 Extrakce

Extrakce je vyznamnym parametrem, ovliviluyjicim kvalitu 1 kvantitu
biologicky aktivnich latek ve vysledném extraktu. Vliv na vysledné vlastnosti
extraktu mé jak volba vhodného rozpoustédla, tak metodika extrakce. Eloff
[60] pi1 porovnani rozpoustédel pro maximalizaci zisku antimikrobidlnich latek
z matrice zjistil, Ze aceton poskytuje nejlepsi vysledky, ackoli je
v publikovanych studiich nejméné¢ pouzivanym. U antioxida¢niho u¢inku je
situace opacnd, tam nejlépe pusobi obvykle vodné extrakty. V potravinafistvi je
kladen ¢im dal vétsi diraz na bezpecnost pouzitého rozpoustédla a mozna
rezidua ve vysledném extraktu. Evropska unie a direktiva REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) klade
daraz na ekologii, obnovitelné zdroje a substituci ropnych produktti hledanim
tzv. ,,zelenych* technologii extrakce [61].

Ethanol je jednim z nejpouzivanéjSich  organickych  rozpoustédel
v potravinaistvi, jelikoZ je levny, recyklovatelny a netoxicky. Americky Utad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA, Food and Drug Administration) jej fadi
mezi latky vSeobecné povazované za bezpecné, tzv. ,,GRAS* latky (Generally
Recognised As Safe) [62]. Ptidavek vody k organickému rozpoustédlu, jako
ethanol, zvySuje obvykle efektivitu extrakce. V piipadé fenolickych latek je
dosahovano nejvysSich vytézkt v 80 % ethanolu [63]. Vodny roztok ethanolu
poskytuje mnoho vyhod. Hydrofilni 1 ¢aste¢né lipofilni latky se extrahuji
spolecn¢ v riznych pomérech a v médiu se tudiz mohou objevit pozitivni
synergické interakce [64].

Proto se jevi jako idedlni volbou kombinace vody a etanolu. I z hlediska
etnobotanického jsou tyto kapaliny (vedle oleje) tradi¢ni pro svou dostupnost
[65]. Z metod je tieba zminit tradicni metody jako pfiprava Caje, odvaru,
macerace za studena, pfiprava tinktur, stejn¢ jako moderni extrakce
separacnimi technikami jako Soxhletova extrakce, superkritickd fluidni
extrakce (SFE), superkritickd extrakce vodou (SWE), extrakce v ultrazvukoveé
lazni (US), mikrovinnd extrakce bez rozpoustédla, extrakce vysokym



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 28

hydrostatickym tlakem (HHP), enzymem asistovana extrakce ¢i preparativni

Vv

instrumentaci [61, 66].

3.2 Testovani biologické aktivity

Biologickd aktivita jednotlivych latek ¢i smésnych extraktli se obvykle
posuzuje vprvni fazi na sérii in vitro testd, které jsou vybirany dle
oc¢ekavanych vystupl konkrétniho zdroje ucinnych latek. Voditkem k vybéru
vhodnych metod muize byt etnobotanickd informace ziskand diky tradi¢nimu
pouZiti rostliny v lidovém lécCitelstvi [67]. V pfedkladané préaci byla pozornost
zamétfena jak na posouzeni pozitivniho vlivu rostlinného extraktu na lidské
zdravi v oblasti prevence civilizanich chorob, tak 1 na mozny pfinos pro
bezpecnost a trvanlivost potravinaiského produktu. Z tohoto divodu je nutno
zastoupit nckolik metodik zkoumajici antimikrobidlni, antioxidacni,
protizanétlivou a protinddorovou aktivitu, a také ovéfit mozny toxicky efekt,
ktery by mohl byt ptekdzkou v aplikaci extrakti do potravin.

3.2.1 Antimikrobialni aktivita

Mikroorganismy doprovazeji cely proces cesty potravin az na stil spotiebitele
a mohou je kontaminovat riiznymi zpiisoby, od zalévani plodiny, pies sklizen,
transport, zpracovani, az po vyrobu findlnitho produktu a jeho baleni.
Kontaminace mikroorganismy pfedstavuje dva hlavni problémy: (a) riziko pro
lidské zdravi, pramenici z potravinovych patogent a (b) ekonomické ztraty,
zpusobené znehodnocenim kontaminované potraviny. Z téchto divodi hraje
antimikrobidlni latka jak roli v potravinové bezpecnosti (kontrola a eliminace
kontaminace mikroorganismy, véetné patogentl), tak pii konzervaci potraviny
(ptedchdzeni piirozeného znehodnoceni potraviny). V budoucnu se bude na
trhu ziejmé objevovat ¢im dal mensi mnozstvi synthetickych antimikrobidlnich
latek z divodi striktnich pozadavkli mezinarodnich kontrolnich tfadt. Naopak
ptilezitost zde roste pro pfirodni latky s antimikrobidlni aktivitou, které
vykazuji v porovnani se synthetickymi slou¢eninami minimalni nebo zaddnou
toxicitu, absenci nezddoucich ucfinki a nizky vyskyt rezistence
mikroorganismt vici nim [68]. Také spotiebitelé davaji prednost piirodnim
pridatnym latkdm pted synthetickymi a do znacné miry tak ovliviuji vybér
antimikrobidlnich latek vyrobcem.

Rostliny jsou bohatym zdrojem sekundarnich metaboliti s antimikrobialni
aktivitou, mezi néz patii alkaloidy, terpenoidy, saponiny, tisloviny a fenolické
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latky [69]. Tyto latky plsobi na nckolika rlznych urovnich: naruSenim
bunééné stény ¢i membrany, nebo zménou jeji permeability, inhibici enzymi
DNA v membrané, poSkozenim proteini, a dalSich slozek [70].
Nejvyznamnéj$imi ptirodnimi extrakty pouZivanymi jako antimikrobidlni
agens do potravin (moiské plody, suSenky, masné vyrobky ¢i pekérenské
produkty) jsou extrakty esencialnich olejii, kofeni, fenolickych latek nebo
vodné extrakty. Casto pouZivanou priméarni surovinou pro extrakci je esnek,
zeleny Caj, mata, hroznova seminka, koriandr, ¢1 tymian [71].

K eliminaci kontaminace mikroorganismy se v potravinafstvi pouzivd mnoho
technik, od konzervace vysokymi €1 nizkymi teplotami, pies pouZiti zareni, az
po moderni vystaveni potraviny studené plazmé [72] ¢i1 vysokému tlaku
(paskalizace). Vzhledem k pozadavkiim spotiebitell na  zachovani
senzorickych, nutri¢nich a biologickych funkci potraviny zistavaji ptidatné
latky s antimikrobidlnim U€inkem 1 naddle zisadnimi cestami Setrné
konzervace. Cilem je bud potlacit jejich riist (napt. u bakterii bakteriostaticky
ucinek), nebo Iépe jej zcela zastavit (baktericidni u€inek).

Mezi mikroorganismy znehodnocujici potraviny patii bakterie, plisné a
kvasinky. V potravinovém primyslu se zejména sleduje vyskyt bakterii rod
Bacillus, Clostridium, Enterobacter, Escherichia, Pseudomonas a Salmonella,
dale plisni rodu Aspergillus, Fusarium a Penicillium a kvasinky rodu Candida
a Saccharomyces [73]. Urcité druhy bakterii tvoii velmi odolné spory, které
odolavaji 1 vysoké teploté. Nékteré druhy jsou v urcitych potravinach zddouci
a velmi zaddané. Jednd se zejména o bakterie mlé¢ného a octového kvaSeni
(Lactococcus, Lactobacillus, Acetobacter). Jiné se do potravin piidavaji
zameérn¢ k jejich obohaceni a pozitivnimu vlivu na zdravi konzumenta
(Bifidobacterium, Lactobacillus) [74]. U takovych potravin je pak dualezité
zachovat obohacujici druhy a =zaroven potlacit nezddouci druhy
mikroorganismill, coz musi byt brano v potaz jiz pii vyvoji nové funkcni
potraviny pomoci selektivnich antimikrobialnich testt.

3.2.2 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidanty jsou latky, které maji schopnost neutralizovat reaktivni formy
kysliku (ROS) nebo reaktivni formy dusiku (RNS), at’ uz agresivni volné
radikdly nebo latky neradikdlové povahy. V téle maji jak fyziologicky, tak
patologicky vyznam. V lidském organismu jsou volné radikaly bézné produkty
metabolismu a télo si sjejich regulaci poradi pomoci endogennich
antioxidaCnich systémil enzymové (napf. superoxiddismutasa, katalasa) Ci
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neenzymové povahy (glutathion, tokoferoly, askorbova kyselina). Neutralizaci
volnych radikali pomoci ptrenosu vlastniho elektronu tak antioxidanty ukoncuji
fetézovou reakci tvorby radikalli, jelikoZ jsou stabilni v obou formach, pred
1 po odevzdani elektronu [75].

Pokud ovSem vyskyt ROS a RNS v téle naroste diky nezdravému zplsobu
stravy a zivotnimu stylu (koufeni, mald fyzickd aktivita, strava chudd na
biologicky aktivni latky, atd.) a pfevysi moznosti endogenni regulace, nastava
v organismu tzv. ,,oxidacni stres“. Ten vede Casto ke kaskddé poskozeni
bunéénych struktur a tkéni a vyvoji zejména chronickych onemocnéni, jako
jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes, neurodegenerativni zmény,
rakovina; pfedCasné starnuti [76].

Obvyklymi ter¢i ROS a RNS jsou lipidy, cukry, proteiny, deoxyribonukleova
kyselina. Pokud endogenni systém jiZ nezvlada neutralizovat vysoké mnoZzstvi
ROS a RNS, je nutno dodat exogenni antioxidanty, jez mohou byt absorbovany
ze stravy na n¢ bohaté. Mezi rostlinné zdroje bohaté na antioxidanty tradi¢né
fadime zeleninu, ovoce a 1éCivé rostliny, které obsahuji tisice sloucCenin
s antioxida¢ni kapacitou. Jsou to polyfenoly, karotenoidy, tokoferoly,
askorbova kyselina, mineraly atd.

Askorbova kyselina (vitamin C) je bezesporu vefejné nejznaméjsi antioxidant,
nicméné studie antioxidacni aktivity ovoce naznacuji, ze hlavnim zdrojem
antioxida¢ni kapacity neni vitamin C, ale vétSinou jiné fytochemikélie, a to
fenolické latky, jako flavonoidy nebo anthokyany [77].

Mechanismus antioxidacniho U€inku je velmi komplexni d¢j zahrnujici
mnozstvi reakci uvnitf zivého organismu. K nejvyznamnéjSim patii
neutralizace lipidové peroxidace, pfi které molekula antioxidantu stabilizuje
volny radikal, jenz atakuje lipidy v bunécné membrané [4]. Tato vlastnost je
velmi piinosnd nejen zpohledu prevence zdravi, ale také =z pohledu
potravinaifského. Oxidace je jeden z procesti majici za nasledek znehodnoceni
potraviny pii skladovani. Pfidavek antioxida¢niho rostlinného extraktu ve
vyrobku tak miize branit nezaddouci peroxidaci lipidii a oxidaci jinych molekul,
a tim prodlouzit dobu trvanlivosti. V Evropské unii je povolen zatim jediny
standardizovany extrakt rozmarynu (E392) pro pouziti v potravinafstvi.
Nicméné existuje mnozstvi jinych extrakti (napf. skoficovy, oreganovy,
hiebickovy, hroznovy ¢&i grapefruitovy), které viadé veédeckych studii



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

potvrdily antioxidacni aktivitu v potravinaiskych vyrobcich, jako jsou maso,
syr nebo suSenky [1].

Pti testovani antioxida¢ni aktivity smési z oblasti potravinaistvi se pro
snadngj$i kvantitativni porovnani pouziva casto pojem celkova antioxida¢ni
aktivita TAA (Total Antioxidant Activity), reflektujici jejich schopnost
neutralizace volnych radikalii. Pro tyto ucely byvaji nejcastéji zvoleny metody
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity) a TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Power).
Nizkomolekularni latky mohou plsobit antioxidaéné nékolika riznymi
mechanismy, obvykle to byva eliminace volnych radikalli vychytavanim c¢i
zhaSenim, napt. u metod DPPH (2,2—diphenyl-1-picrylhydrazyl test), ORAC,
TEAC, TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Species) nebo se uplatiuje
redoxné¢ oxidacni vlastnosti latek v systému s prechodnymi kovy, kdy
antioxidant vystupuje jako reduk¢ni Cinidlo (FRAP, cyklickd voltametrie) [78].
V zahrani¢ni literatuie se obvykle metody déli z hlediska reakéniho
mechanismu na HAT (Hydrogen Atom Transfer) a SET (Single Electron
Transfer) metody. U metody HAT je volny radikal vychytdvan pomoci pfenosu
atomu vodiku, reakce nezavisi na pH a je rychld. U SET metody dochézi k
piimé redukci prenosem elektronu z antioxidantu, zavisi na ioniza¢ni energii
funkénich skupin a je zavisla na pH (ionizani energie klesa Umérné
s rostoucim pH). U nékterych metod se uplatituji obé formy pfenosu, napt. u
metody DPPH [79].

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl Assay)

Tato metoda patii pro svou jednoduchost a minimum instrumentace
k nejobliben€j$im v oblasti zkoumani antioxida¢niho t¢inku jak individualnich
latek, tak celych biologickych smési. Pii zhaSeni radikalu se uplatiiuje jak
vychytavani radikdli pomoci pfenosu atomu vodiku (HAT princip), tak i pfima
redukce pienosem elektronu (SET princip). Vyuzivd fialové zbarveného
synthetického stabilniho radikalu 2,2—difenyl-1-pikrylhydrazylu, ktery se
redukuje na zluty difenylpikrylhydrazin, viz obrazek 4. Odstépenim atomu
vodiku z antioxidantu a pfenosem na radikdl DPPHe vznikd z antioxidantu
semichinon (aroxylovy radikal), ktery se pomoci dal§i molekuly DPPH-
oxiduje na chinon. Stupen oxidace antioxidantu je dualezitym parametrem
schopnosti zhaset jednu nebo i vice molekul radikalu. Reakce se vyhodnocuje
spektrofotometricky pii 517 nm, obvykle po inkubaci za laboratorni teploty
v temnu, nebo miiZze byt provedena 1 v kinetickém modelu. Nevyhodou muze
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byt interference zabarveni extraktu, kryjici se s absorpénim maximem produktu
reakce. Ta miZe byt Castecné eliminovana odectenim interference pozadi
pfipravenim koncentra¢ni fady bez obsahu DPPH. Vysledky se obvykle
udavaji v ekvivalentech standardu Trolox a aktivita je vyjadiena jako ICs, €ili
hodnota, pti které dojde k 50% zhaSeni radikalu [80].

O,N OoN
. Antioxidant
N—N NO, > N_T NO,
H
O,N O2N
DPPH DPPH-H
fialova

Obrdzek 4: Reakcéni mechanismus zhaseni radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
(DPPH) antioxidantem a typickd zména barvy (detekce pri 517 nm).

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Jednad se o typickou redoxni SET metodu, jez byla ptivodné vyvinuta jako
robustni, senzitivni a rychld metoda k méfeni proteinli v krevni plazmé.
Redukujici schopnost metody je charakterizovana redukci zelezitého iontu Fe’*
na zeleznaty Fe®™ vkomplexu. Nevyhodou bylo ptvodni pouZiti
tripyridyltriazinového  komplexu (2,4,6—tri(2—pyridyl)—1,3,5—triazin)  pfi
nefyziologicky nizkém pH 3,6, vyzadovaném kvuli pfitomnosti hydrolyzované
formy Fe’*, které m&lo za nasledek pomalé reakce napt. polyfenolickych latek
a thiolti s komplexem a jejich absence na celkovém antioxidacnim u¢inku [78].
V modifikované¢ metod¢ navrzené Berkerem [81] byl pouzit fosfatovy pufr
(pH 6,6) pro reakci s antioxidantem, ndsledovany okyselenim prostiedi pro
vyvoj barvy. Tripyridyltriazinovy komplex byl nahrazen K3;(CN)g, diky cemuz
se v systému uplatni hned dvé reakce:

Fe** + antioxidant —Fe*" + oxidovany antioxidant,
Fe* + Fe(CN)s" — Fe[Fe(CN),]
nebo
Fe(CN)y™ + antioxidant — Fe(CN),* + oxidovany antioxidant,

Fe(CN) + Fe** = Fe[Fe(CN),]".
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Vyslednym produktem je v obou ptipadech pruskd modi, KFe[Fe(CN)¢]. Tato
reakce je doprovdzena zménou barvy ze Zluté na zelenomodrou a je detekovdna
spektrofotometricky pfi 690 nm. Diky stabilizaci produktu redukce Fe(CN)s*
pomoci piitomného Fe’* je redoxni potencial reakéniho &inidla presunut od
0,36 V samotného Fe(CN)s® na 0,77 V (je dan dvojici Fe’"/Fe*"). Tato
hodnota je vyZzadovana vétSinou u fyziologicky vyznamnych neenzymatickych
antioxidantii fungujicich na principu SET (ptfenosu elektronu).

BCA (f—carotene Bleaching Assay)

Antioxidacni aktivita vtéto HAT metodé¢ je méfena sprazenou reakci
p-karotenu a linolové kyseliny. Pti zahtati vznikaji peroxidaci linolové
kyseliny v pritomnosti vzdusného kysliku volné radikaly linoleétu, jezZ napada;ji
dvojné vazby f—karotenu, a zapti¢inuji jeho odbarveni.

f—karoten (oranzovy) + ROO* — f—karotene (bezbarvy) + ROOH

p—karoten (oranzovy) + ROO« + AH — f—karoten—H (oranZovy) + ROOH + Ae

Sledovanym parametrem je tedy prevence odbarvovani f—karotenu v disledku
inhibice radikali linoleatu antioxidantem z extraktu, jez se sleduje
spektrofotometricky pii 470 nm pied nastartovanim reakce a 2 hodiny poté
vuci kontrole bez pfitomnosti antioxidantu [78, 82].

TBARS (Thiobarbituric acid Reactive Substances)

Tato metoda vyuzivd malondialdehyd jako biomarker peroxidace lipidu.
Stupent lipidové peroxidace miize byt uren produkty oxidace, jez reaguji
v piitomnosti H™ iontd s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) za vzniku rizové
zbarvenych adukti (MDA-TBA), jak je nastinéno na obrazku 5. Tyto adukty
jsou souhrnné oznaCovanany jako reaktivni uhlikaté slouceniny barbiturové
kyseliny (TBARS), jelikoz nékteré uhlikaté sloucCeniny také reaguji s TBA za
vzniku téchto adukti. Reakéni smés je oxidovdna piidavkem iontu kovu
(zeleza ¢i médi), nacez antioxidant zastavi tvorbu aduktt MDA-TBA a vznik
rizového zabarveni reakéni smési [82, 83].
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Obrazek 5: Princip tvorby chromogenniho aduktu v TBARS metodé.

3.2.3 Protizanétliva aktivita

Nedavné studie potvrzuji vztah mezi antioxidacnim uinkem rostlinnych
extrakt a jejich protizdnétlivym plisobenim. Rostliny s vy$§im obsahem
antioxidantii fenolické povahy vykazuji lepsi schopnost inhibovat produkci
oxidu dusnatého (NO) pii zanétlivych procesech [84]. Zejména karotenoidy
a flavonoidy jsou schopny potlacit zanétlivé procesy v téle. Dieta bohatd na
ovoce, zeleninu a dal$i zdroje bioaktivnich latek je obecné doporucovana jako
prevence snizujici riziko vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni a rakoviny

[85].

Mechanismus vzniku zanétu je do jisté miry spojovadn pravé s uvolnénim
reaktivnich forem kysliku (ROS) z aktivovanych neutrofilii a makrofagii. ROS
vyvoldvaji zanét stimulaci uvolnovdni mediatori zdnétu (NO a cytokiny).
Endogenni volny radikdl NO je intercelularnim mediatorem produkovanym
savéimi bunkami z L-argininu tfemi formami NO synthasy, a to konstitu¢ni
(cNOS), endotelidlni (eNOS) a inducibilni NO synthasa (iNOS) [86]. Za
normalnich fyziologickych podminek hraje NO roli v regulaci fyziologickych
procestt (napf. komunikaci neuronli, vazodilataci). Oxid dusnaty (NO),
superoxid (O°) a jejich reakéni produkt peroxynitrit (ONOO™) jsou ve
zvySeném mnozstvi produkovany pii odpovédi organismu na bakterialni
a virovou infekci a mohou pfispivat ke zvySovanim oxidacniho stresu,
poskozeni tkané ¢i vzniku rakoviny a mnoha dal§im chronickym problémim
jako  ateroskler6za,  hypertenze, Alzheimerova nemoc, diabetes,
kardiovaskuldrni onemocnéni a chronicky zanét [87, 88].

In vitro testovani inhibice NO produkce makrofagy je tudiz vyznamnou
metodou. Stanoveni probihd na makrofagovych bunécnych liniich
v pfitomnosti lipopolysacharidu (LPS), jenz stimuluje receptory makrofaga.
Lipopolysacharid, slozka bunééné stény gramnegativnich bakterii, je jednim
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z nejsilnéjSich  aktivatorh makrofagh a provokuje produkci cytokinl
uplatiiyjicich se v zanctu [89]. V pfitomnosti kysliku ve vodném roztoku
podléha vznikajici NO rychlé autooxidaci na dusitany (NO®). Griessovou
metodou lze spektrofotometricky stanovit mnozstvi dusitanli pomoci dvou
spfazenych  reakci.  Sulfanylamid  (4—aminobenzensulfanylamid) se
v pfitomnosti dusitant pfevede diazotaci na diazoniovou sil a naslednou
kopulaci s N—(1—naftyl)—1,2—ethylendiaminem vznikne r0Zové azobarvivo
méfitelné pii 540 nm [90].

3.2.4 Antikarcinogenni aktivita

Rakovina patii celosvétové spolu s nemocemi ob&hového systému
k nejCastéjSim piicindm umrti. V rdmci Evropské unie (EU) dosahl v roce 2013
pocet umrti 250 000, ptfiCemz jednu pétinu predstavovala rakovina plic,
nasledovana rakovinou tlust¢ho stfeva a kone¢niku a rakovinou prsu [91].
Ceska republika se bohuzel drzi konstantnd mezi horni desitkou zemi v EU.
V roce 2015 (posledni dostupna data) zaptiCinily zhoubné novotvary tmrti
26,5 tisice osob. Nejcastéji populaci postihuje rakovina tlustého stieva
a konecniku, prostaty, prsu a plic [92].

K hodnoceni protinddorového Uc¢inku se pouzivaji in vitro metody s bunéénymi
kulturami, jako jsou napt. HeLa (karcinom délozniho ¢ipku), HepG2 (karcinom
jater), MCF-7 (adenokarcinom prsu) a NCI-H460 (nemalobunécny karcinom
plic). Jedna se o rakovinotvorné buiiky izolované primarn¢ z lidského nadoru
a kultivované v bunéénych liniich. Obvykle potiebuji k ristu pevny podklad,
pak mluvime o piisedlych (adherentnich) bunéénych kulturach. Ke kultivaci je
nutné médium, které je zapotiebi periodicky obménovat z divodu hromadéni
odpadnich latek z bunék.

Zakladni kultivaéni média MEM (minimalni esencialni médium) mohou byt
modifikovdna a obohacena o rizné latky, tzv. suplementy (antibiotika,
aminokyseliny, cukry, sérum). Mezi takové patii DMEM (Dulbeccovo
minimalni esencidlni médium) s gluk6zou a L—glutaminem a fetdlnim hovézim
sérem bohatym na riistové hormony. Jakmile buné¢na linie dosahne konfluence
(maxima logaritmické faze rastu, kdy vytvoii monovrstvu a dojde k tzv.
kontaktni inhibici), je tieba buniky pasazovat (pfenést) do nové kultivacni
nadoby. Adherentni bunky je nejprve nutno uvolnit do suspenze pomoci
trypsinu. K detekci proliferace se pouziva nékolik metod, mezi které patii
1 moderni nepifima metoda barveni sulforhodaminem B. Toto svétle razové
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aminoxanthenové barvivo se vaze na proteiny zivych bunck. Detekce probiha
spektrofotometricky pfi 515 nm [93].

3.2.5 Cytotoxicita
SouCasna legislativa vyzaduje ptfed schvalenim nové latky, at uz
v potravinovém, kosmetickém ¢i1 farmaceutickém primyslu, stanoveni jeji
toxicity. Proto se neustale vyvijeji nové metody, které by alespoii v prvnich
fazich testovani nahradily nakladné modely s pokusnymi zvifaty a byly
schopny poskytnout spolehlivé informace 1 pfi testovani velkého poctu latek
v malych mnoZstvich.

Pt1 testovani akutni toxicity jak pfirodnich, tak chemickych latek nyni hraji
nezastupitelnou roli in vitro metody pouzivajici bunééné kultury, které se snazi
byt alternativou k testovani xenobiotik (cizorodych latek) na pokusnych
organismech. Bun&fné kultury mohou byt rostlinného, Zivo¢isSného nebo
lidského pivodu. Primarni zdravé builkky se povazuji (na rozdil od
transformovanych bunéénych linii, zminénych v pfedchozi kapitole) za idedlni
modelovy systém predikce akutni toxicity zkoumanych latek. Nicméné kvuli
jejich omezené zivotnosti je nutnd izolace Cerstvé davky bunék pro kazdé
testovani. Z toho diavodu je pouziti lidskych bunék komplikované a Casto se
jako nejptibuznéjsi model pouzivaji builkky napt. z vepiovych jater (napft.
PLP2). Jaterni buiiky jsou v téle zodpovédné za detoxikaci xenobiotik, a jsou
proto velmi citlivé vic¢i akutnimu poSkozeni. Toxicita se stanovuje na zaklade
poskozeni zakladnich funkci bunék. Obvykle se posuzuji parametry jako
bunétnd aktivita, membranova integrita a viabilita bun¢k. K vyhodnoceni se
pouzivaji metody prutokové cytometrie, fluorescenéni mikroskopie ¢i
spektrofotometrie. Mezi nejrozSifenéjSi metody pak patii test integrity
membrany trypanovou modii, test aktivity mitochondridlnich dehydrogendz
pomoci MTT testu (s 3—[4,5—dimethyl—2—thiazolyl] —2,5—difenyl-2H—tetra-
zolium bromidem), test funkce lysozomil neutrdlni Cerveni ¢i test celkového
obsahu proteint sulforhodaminem B [94].

3.3 Metody identifikace biologicky aktivnich latek v
extraktech

Rostlinné extrakty jsou komplexni smé&si mnoha biologicky aktivnich latek
zastoupenych ve vzorku v rizném mnozstvi. Pro lepsi pochopeni ptvodu
biologické aktivity je nutné stanovit pfitomnost a kvantitu latky, u nichz jiz
byla aktivita testovdana. Obzvlasté v ptipadech, kdy neni esencidlni izolace
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aktivnich latek, jsou metody jako LC—-MS (kapalinovd chromatografie
s hmotnostni spektrometrii) dilezitou pomickou k charakterizaci komplexnich
matric. Instrumentalni metody poskytuji informace pottebné k identifikaci
a kvantifikaci obsaZenych latek, aby bylo mozno naptiklad standardizovat
extrakt k jeho vyuziti v potravinafstvi.

3.3.1 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda, jejimz Gcelem je rozd€leni smési latek na
zékladég jejich rozdilného fyzikdln€ chemického chovani v soustavé dvou fazi.
U separovanych latek dochazi pi1 déleni k opakovanému vytvafeni
rovnovaznych stavli mezi mobilni a stacionarni fazi. Latky unaSené mobilni
fazi jsou diky interakcim se staciondrni fazi (napt. vodikovéa vazba, van der
Waalsovy sily, hydrofilni nebo lipofilni sily) zadrZzovany v systému a eluovany
riznou rychlosti. Vystupni charakteristika je chromatogram odezev
rozdélenych latek v podobé pikl, z né¢hoz lze urcit pro latku typicky retencni
Cas (doba zadrZeni v systému) a kvantitu latky (vySka piku a/nebo plocha pod
pikem).

Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) a modernéjsi ultra-
vysokotlakd ucinnd kapalinova chromatografie (UPLC) ptinesly pak vyrazné
zrychleni separace, snizeni spotfebované mobilni faze a zvySeni separacni
ucinnosti. K rozdélovani vzorku dochazi v kolon€ s vhodnou stacionarni fazi.
Ta by méla byt zvolena vzhledem k fyzikdIlné chemickym vlastnostem vzorku
a zvolené mobilni fazi. V dneSni dob¢ se dava prednost tzv. reverznim fazim,
kdy stacionarni faze je nepolarni, jelikoz vzorek vyzaduje pouziti polarni
mobilni faze. NejbeznéjSim detektorem pro LC je UV—VIS spektrofotometr,
fluorimetr, refraktrometr nebo dnes ¢im dal Castéji uplatnovany hmotnostni
spektrometr [95].

3.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Tato analytickda metoda slouzi k identifikaci latek ve formé iontd dle poméru
hmotnosti a ndboje (m/z). Ptistroj poskytuje informace jak kvalitativni (urCeni
M,, strukturni charakteristika), tak kvantitativni informaci o analyzovanych
latkach (odezva je pfimo umérnd koncentraci latky ve vzorku). Vystupem je
graf zavislosti intenzity odezvy iontl na jejich m/z, nazyvany hmotnostni
spektrum. Zakladnimi prvky spektrometru jsou iontovy zdroj, hmotnostni
analyzator a detektor. Diky iontovému zdroji jsou pievedeny neutrdlni
molekuly na nabité Céstice, které ziskaji nadbytek vnitini energie nutné pro
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dalsi typickou fragmentaci molekulového iontu. Dle miry dodané energie
rozliSujeme tvrdé a mékké ionizacni techniky. Ionizace probihd bud za
snizené¢ho tlaku, napt. metody EI (Electron Ionisation), CI (Chemical
ionisation) nebo MALDI (Matrix-Assisted Laser Ionisation) ¢&i za
atmosférického tlaku u metod ESI (Electron Spray Ionisation), APCI
(Atmospheric Pressure Chemical Ionisation) a APPI (Atmospheric Pressure
Photoionisation). Pro spojeni LC-MS jsou idealni pouziti atmosférického tlaku
a 80 % téchto komercnich systémil pouziva ionizaci elektrosprejem (ESI),
ktera je vhodna pro latky stfedné polarni az iontové (pro nepolarni a labilni
latky je vhodné&j$i APPI). K ionizaci dochdzi pomoci elektronového spreje za
tvorby molekuldrnich a aduktovych iont. Fragmentové ionty nejsou v této
mekké a Setrné ionizaci patrny, jelikoZ se tvofi pouze ve velmi omezeném
mnozstvi.

K modernéj§im meékkym ionizaénim technikdm patii DART (Direct Analysis
in Real Time), kterd sice vyuziva béznych principt ionizace (ESI, APCI,
APPI), ale v otevieném prostoru mimo zdroj, a je tedy mozné analyzovat
1 rozmérné a nestandartni vzorky v plynném, kapalném i pevném skupenstvi.
Ptiprava vzorku je tudiZ minimalni. S analytem interaguji excitované ¢astice
reakéniho plynu (helium) a ionty jsou zachyceny na protielektrodé. Obvykle
dochazi k vzniku iontl se sudym poctem elektronti, jako u ostatnich mékkych
metod za atmosférického tlaku.

V hmotnostnim analyzatoru se ve vysokém vakuu déli vzniklé ionty na zéklad¢
ruznych fyzikalnich principt. U kvadrup6lu a iontové pasti je to pomoci rizné
stability oscilaci iontli v 2D nebo 3D kombinaci stejnosmérného a stiidavého
napéti, u Orbitrapu (elektrostaticka orbitdlni past) pak diky rtzné frekvenci
harmonickych oscilaci v analyzatoru. Po rozdéleni v analyzatoru dopadaji ionty
na detektor generujice signal indukci proudu nebo tvorbou sekundéarnich
elektront a jejich zesileni (elektronovy ndsobic, fotonasobi¢, Faradayova klec).
Kli¢ovym ptedpokladem analyzy i detekce je vysoké vakuum, které zarucuje
dostatecnou stfedni dobu letu ionti a minimalizuje moznost jejich kolize
s neutralnimi atomy.

Orbitrap patii k nejnovéjSim typiim analyzatoru. Sklada se ze dvou elektrod
s vlozenym napétim. Ionty se pohybuji okolo a podél stfedové elektrody a na
vngjSich elektrodach je méfen proud indukovany ionty. Vstupujici svazek iont
o razné m/z je stlaCovan zvySujicim se napétim a po jeho stabilizaci vytvofi
pomoci uhlového roz§ifeni prstence iontli kolem stfedové elektrody. Pomoci
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Fourierovy transformace jsou pak frekvence oscilaci kazdého prstence
stanoveny na vng&jSich elektrodéach.

VyfteSeni potieby fragmentace molekularniho iontu na typické fragmenty, které
by umoZnily rozliSeni latek se stejnym m/z, poskytlo tandemové spojeni
analyzatord, napft. tfi kvadrupolll v fad€ za sebou, ptfiCemz prostfedni slouzi
jako kolizni cela, kde se v koliznim plynu excituji vybrané ionty, a ty se dale
fragmentuji [96].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Nasledujici kapitola shrnuje konkrétni postup a instrumentaci metod pouzitych
v této disertacni praci ke studiu biologicky aktivniho t¢inku sloucenin a jejich
identifikaci v ziskané matrici rostlinného extraktu.

4.1 Chemikalie a material

Acetonitril 99.9% v HPLC kvalité (Fisher Scientific, Lisabon, Portugalsko),
Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina),
S-karoten a elipticin, kyselina octova, tris-fosfatovy pufr (PBS), sulforhodamin
B (SRB), trypanovd modf, trichloroctovda kyselina (TCA), Tris-
(hydroxymetyl)aminometan (TRIS) a lipopolysacharid (LPS) byly zakoupeny
u firmy Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Standardy fenolickych slouCenin pochdzeji od dodavatele Extrasynthése
(Genay, Francie). DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) byl zakoupen u Alfa
Aesar (Ward Hill, MA, USA). Dulbeccovo Modifikované Eagle's médium
(DMEM) a RPMI-1640 médium, Fetidlni hovézi sérum (FBS), Hankiv
vyvazeny solny roztok (Hank's balanced salt solution, HBSS), L-glutamin,
roztok neesencidlni aminokyselin (2 mM), roztok penicillin/streptomycin (100
U/mL and 100 mg/ml, respektive), a trypsin-EDTA (etylendiamintetraoctova
kyselina) jsou od firmy Hyclone (Logan, UT, USA). Griessovo ¢inidlo bylo
zakoupeno u Promega Corporation (Madison, WI, USA). Kultivatni média
Muller Hinton bujon (MHB) a Tryptic Soy bujon (TSB) pochazeji od
Biomerieux (Marcy I’Etoile, Francie), stejn¢ jako krevni agar s piidavkem ov¢i
krve (7%) a Mac Conkey agarové plotny. Cinidlo p-jodonitrotetrazolium
chlorid (INT) je od Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) bylo pouZito jako
indikator bakteridlniho naristu. VSechny ostatni chemikélie byly analytické
kvality a ziskdny u obvyklych dodavatel. Voda byla purifikovdna pomoci
systému Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).

4.2 Puavod a priprava rostlinného materialu

Rostliny Solanum stramoniifolium Jacq. (stonek, listy, kofeny a plody)
a Momordica charantia L. (nadzemni Cast) byly vybrany na zéklad¢ konzultace
s mistnimi lé¢iteli a botaniky a posléze sklizeny z volné ptirody v oblasti Santa
Cruz, Trinidad a Tobago pod dohledem Dr. Simone Walcott, ktera také
provedla botanické ureni a pfipravu herbafovych polozek TRIN 40645
a TRIN 40646, jez jsou ulozeny v Botanické zahrad¢ University West Indies,
St. Augustine, Trinidad.
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Jednotlivé vzorky rostlinného materidlu byly omyty cistou vodou, oddélené
usuSeny na vzduchu v dobfe vétrané mistnosti a posléze pomlety na
laboratornim mlynku Grindomix GM 200 (Retsch, Haan, Némecko).
Homogenizovany prasek byl separovan ptes sitko vel. 20 a z kazdého vzorku
bylo 5 g extrahovano ve 100 ml rozpoustédla ethanol/voda (80:20, v/v) po
dobu 1 h za stdlého michdni (150 rpm). Extrakt byl poté odfiltrovan (filtrac¢ni
papir Whatman ¢. 4) a pevny zbytek znovu extrahovan za stejnych podminek.
Spojené supernatanty byly ndsledné odpateny za vakua pii 40 °C (Biichi 116
R-210, Flawil, Svycarsko). Zbyla vodni frakce byla lyofilizovana (FreeZone
4.5 model 117 7750031, Labconco, KS, USA). Ziskany praSek byl
homogenizovan

a skladovan v temnu pii -20 °C [97]. Pfed stanovenim biologické aktivity byly
vzorky dezinfikovany pomoci UV zéatfeni pfi 258 nm (UV-C Long Life
30W/G30TB, Phillips, Holandsko).

4.3 Testy biologické aktivity
Samotné testy probihaly diky spolupraci na né€kolika institucich s ohledem na
potifebu zajistit komplexni sadu vlastnosti u zkoumanych extraktii tak, aby bylo
mozno ji srovnat s jinymi zdroji. Proto metodika vychézi z validovanych metod
a standardnich postupt a jeji razantni Gpravy nebyly cilem této prace.

4.3.1 Antimikrobialni aktivita

Antimikrobialni aktivita byla stanovena mikrodilu¢ni bujonovou metodou
v mikrotitra¢nich destickach [98, 99].

Priprava zdsobniho roztoku extraktu

Zasobni roztok extraktu byl pfipraven nejprve v dimethylsulfoxidu (DMSO)
a posléze rozpustén v odpovidajicim kultivatnim médiu (vysledny objem
DMSO max 0,5%) dle pozadavkii mikroorganismu a pipetovan na
pozadovanou koncentracni fadu. Koncentrace zasobniho roztoku pro klinické
izolaty byla 20 mg/ml.

Privrava kultivacnich pad
V tabulce 6 je uveden seznam kultivacnich pid pro jednotlivé mikroorganismy.
Praskova pida byla po navazce dle instrukci u jednotlivych vyrobkl
rozpusténa v odpovidajicim mnozstvi destilované vody. Lahve s bujony byly
poté sterilizovany v autoklavu pti 121 + 2 °C po dobu 15 minut. Pouzito bylo
tekuté médium c¢ili bujon Mueller-Hinton (MH) a Tryptic Soy bujon (TSB)
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Tabulka 6 Kultivacni podminky mikroorganismi

. . Zivna Typ Teplota Doba DalSi
Mikroorganismus o o . . ,
puda pudy Kultivace Kkultivace podminky
klinické izolaty MH bujon 37°C 24h A+
klinicky izolat
Enterococcus TSB bujon 37°C 24h A+
faecalis

Priprava inokula
Kultury byly oZiveny ze zamrazenych vzorkl asepticky inokulaci 500 pl do
5 ml ptisluSného bujonového média. Po homogenizaci na vortexu byl inokulat
kultivovan dle danych podminek dle mikroorganismu.

Ve spolupraci s Instituto Politecnico de Braganga (Portugalsko) byly testim
podrobeny klinické izolaty véetné multiresistentnich kment, viz tabulka 7.

Tabulka 7 Izolaty oportunnich lidskych patogent

Odbér Mikroorganismus Klasifikace dle
Grama
sputum Acinetobacter baumanii G-
mo¢ Enterococcus faecalis G+
moc¢ Escherichia coli G-
moc¢ Escherichia coli ESBL G-
moc¢ Klebsiella pneumoniae G-
moc¢ Klebsiella pneumoniae ESBL G-
mozkomi$ni mok Listeria monocytogenes G-
methicilin-resistentni

Sputum G+

Staphylococcus aureus
y , methicilin-sensitivni
st€r z rany G+
Staphylococcus aureus

sputum Pseudomonas aeruginosa G-

ESBL = producenti Sirokospektrych f-laktamaz;

Klinické izolaty byly ziskany z odbérti u pacientd na Okresni klinice Braganca
a v nemocnici Centre of Tras-os-Montes a Alto-Douro-Vila Real, Portugalsko.
Ctyfi grampozitivni bakteric a 8est gramnegativnich bakterii bylo
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identifikovdno mikrodiluéni metodou na destickdich MicroScan panels
(MicroScan®; Siemens Medical Solutions Diagnostics, West Sacramento, CA,
USA).

Zaroven byl proveden test citlivosti vii€i sérii antibiotik s pouZitim stejné
metodiky a vyhodnocen dle Klinickych breakpointti vydanych Ustavem pro
klinickou a laboratorni standardizaci [100] a Evropskou komisi pro testovani
antimikrobidlni citlivosti.[98]

Testovano bylo koncentracni rozmezi 20 — 0,313 mg/ml jednotlivych extrakti.
Zasobni roztok extraktu byl pfipraven nejprve v dimethylsulfoxidu (DMSO)
a posléze rozpustén v odpovidajicim kultivatnim médiu (vysledny objem
DMSO max 0,5%) dle pozadavkii mikroorganismu a pipetovan na
pozadovanou koncentra¢ni fadu. Nésledné byly jamky inokulovany pfes noc
narostenym &erstvé piipravenym standardizovanym inokulem (10’ CFU/ml, & 5
ul) a desticka inkubovéana po dobu 24 h aerobné¢ pii 37 °C. U vSech extraktii
byla pfipravena také nezaoCkovand koncentratni tada extraktl k eliminaci
vlivu zabarveni na stanoveni vysledkd. V pifipadé klinickych izolath byla
antibiotika vybrana na zdklad¢ ptedchozich testl citlivosti kmeni pomoci karet
VITEK® 2 Compact AST-N192 a AST-P619 (Biomérieux, Lyon, Francie)
[101]. Amikacin (K. pneumoniae ESBL and P. aeruginosa), tobramycin
(4. baumanii), amoxicillin (E. coli and K. pneumoniae), gentamicin (E. coli
ESBL), ampicillin (L. monocytogenes) a vancomycin (S. aureus, MRSA,
E. faecalis, probiotické kmeny) byly pouzity tudiz jako pozitivni kontrola
citlivosti bakterii.

U klinickych izolath byla pouzita ptima detekce [102] s vyhodnocenim pomoci
INT barviva (jodonitrotetrazoliova violet’), které poskytuje rizové zabarveni
v pfitomnosti zivotaschopnych bakterii. Jako MIC byla brdna posledni
koncentrace, u niz nedoslo po opakované inokulaci za stejnych podminek
z hrani¢nich jamek k narGstu mikroorganismu. Odecet byl proveden vizuelné
a hodnoty MIC uvedeny jako mg/ml.

4.3.2 Antioxidac¢ni aktivita

Z davodu riznorodosti mechanismil, uplatiiujicich se pfi antioxida¢nich jevech
nejen v lidském téle, ale 1 potravinach, bylo nutno provést sérii metod. Jediné
tak Ize komplexnéji posoudit antioxidacni aktivitu hrubého extraktu a jeho
piispévek ze zdravotniho i konzerva¢niho hlediska. Celkem byly zvoleny
4 standardné¢ pouzivané metody: DPPH, FRAP, BCA a TBARS. V 80%
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ethanolu byla pfipravena koncentra¢ni fada extrakti (5000-19,5 pg/mL). Jako
negativni kontrola v téchto ptipadech slouzil 80% ethanol pouzity pro ptipravu
roztokll extrakti. Pro pozitivni kontrolu a srovnani byl ptipraven Trolox,
syntheticky, ve vod¢ rozpustny analog vitaminu E [103].

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl Assay)

Reak¢éni smés v jamkach mikrotitraéni desticky sestdvala z 30 pl vzorku
a 270 pl Cerstvého pracovniho roztoku DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu)
v methanolu (60 upuM). Findlni koncentrace extraktu v jamkach byla
500-19,5 pg/mL. Smés byla inkubovana 30 min vtemnu pii laboratorni
teploté. Absorbance byla métfena pii 515 nm na mikrotitra¢ni ¢tecce ELX800
(Bio—Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Antioxida¢ni aktivita zhaseni
radikall byla vypocitana jako 50% Ubytek absorbance oproti negativni kontrole
dle vzorce [(Apppn — Agxtract)/Apppu] * 100. Vysledky byly vypocteny
pomoci programu Excel a jsou uvedeny jako 1Csy v pg/ml.

FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power; Prussian blue assay)

Jednotlivé roztoky extraktu (0,5 ml od kazdé koncentrace) byly smichany
s 0,5 ml fosfatového pufru (200 mM, pH 6,6) a 0,5 ml K3[Fe(CN)s] (1 % w/v).
Smés byla inkubovana 20 min pifi 50 °C a poté bylo ptfiddno 0,5 ml
trichloroctové kyseliny (10 % w/v). Do 48-jamkové desticky bylo
odpipetovano 0,8 ml vzorku, ptfiddno 0,8 ml deionizované vody a 0,16 ml
FeCl; (0,1 % w/v). Absorbance smési byla zméfena na Multiplate Readeru
ELX 800 pii 690 nm (Bio-Tek Instruments, Inc; Winooski, VT, USA).

BCA (f—carotene Bleaching Assay)

Inhibice odbarvovani pf—karotenu v piitomnosti linolové kyseliny byla
provadéna na koncentracni fadé extrakti natfedénych v 80% ethanolu
(20-0,156 mg/ml). Pracovni roztok f—karotenu byl pfipraven rozpusténim
2 mg f-karotenu v 10 ml chloroformu. Z tohoto roztoku byly a pipetovany 2 ml
do kulaté odpatovaci baiiky. Chloroform byl vakuové odpaten pii 40 °C. Poté
bylo pipetovano 40 mg kyseliny linoleové, 400 mg emulgitoru Tween 80
a 100 ml destilované vody. Celou smési bylo intenzivné tfepano, dokud se
emulze nehomogenizovala. Do zkumavek bylo odpipetovano po 4,8 ml emulze
a pfidano 0,2 ml od kazdé koncentrace extraktu ve tfech opakovanich.
Okamzit¢ byla zmétfena absorbance smési v ¢ase t = 0 min pifi 470 nm
(Analytikjena 200, Jena, Némecko). Poté byly zkumavky inkubovany na
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trepacce v lazni (50 °C) po dobu 2 h. Nasledné byla opét prométena absorbance
vzorkl v ¢ase t=120 min. Jako negativni kontrola byl pouzit 80% ethanol
s emulzi f—karotenu. Inhibice odbarvovani p—karotenu byla vyjadiena jako
ICso (v ng/ml) odpovidajici 50 % tubytku absorbance oproti kontrole dle vzorce
A120min / At=omin X 100.

TBARS (Thiobarbituric acid Reactive Substances)

Test byl proveden na extraktech fedénych v 80% ethanolu v koncentracnim
rozmezi 20-0,156 mg/ml. Tkan z veptového mozku (Sus scrofa) byla oficidlné
ziskdna na mistnich jatkadch a homogenizovana s ledové vychlazenym Tris-HCl
pufrem (20 mM, pH 7,4) v poméru 1:2 (w/v) v Polytronovém homogenizéatoru
(Kinematica AG, Lucerne, Svycarsko). Takto ziskany homogenat byl
centrifugovan (3000 g, 10 min). Supernatant (a 100 pl) byl pfidan do
zkumavek obsahujicich 200 ul extraktu se 100 pul FeSO4 (10 mM) a 100 pl
askorbové kyseliny (0,1mM). Smés byla inkubovéna 1 h pii 37 °C ve vodni
lazni. Reakce byla zastavena ptidavkem kyseliny trichloroctové (28 % w/v,
500 ml). Nasledné byla pfidana kyselina thiobarbiturovad (2 % w/v, 380 ml) a
smés byla zahtfivdna na vodni lazni dalSich 20 min pifi 80 °C. Vysrazené
proteiny byly odstranény centrifugaci (3000 g, 10 min) po dobu 20 min.
Absorbance vzniklého barevného komplexu malondialdehydu (MDA-TBA)
v supernatantu byla zmétena pi1 532 nm (Analytikjena 200, Jena, Némecko).
Vysledek byl vyjadfen srovnanim absorbance negativni kontroly bez
ptitomnosti extraktu ku vzorku a vyjadien jako ICsy v pg/ml).

. r

4.3.3 Protizanétliva aktivita

Extrakty byly testovdny pomoci standardni metody s pouzitim Griessova
¢inidla [104] v koncentra¢nim rozmezi 400 az 25 pg/ml (finalni koncentrace
v jamkach). Extrakty i lipopolysacharid (LPS) byly rozpustény v kultivaénim
médiu DMEM obohaceném o suplementy.

Priprava bunécné kultury

Bunécnéd linie mySich makrofagii RAW 264.7 byla kultivovina v DMEM
médiu obohaceném o L—glutamin (2 mM), antibiotika penicilin (100 U/ml)
a streptomycin (100 pg/ml) a 10% teplem inaktivovaného zarodecného
hovéziho séra pii 37 °C s 5% CO, ve zvlh¢ované atmosfére.

K uréeni poméru mrtvych bun¢k (mén€ nez 5 %) byl proveden test vyluc¢ovani
tropanové modii poté, co byly buiikky uvolnény pomoci Skrabky. Pro kazdy test
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byla pfipravena startovaci kultura o bun&¢né hustotdé 5 x 10° bunék/ml.
Stejnomérné porce Citajici 150 000 buncék na jamku byly naneseny do 96-ti
jamkové desticky a ponechany pies noc, aby se uchytily na sténach jamek. Poté¢
byly buniky 1 hodinu vystaveny pfitomnosti testovaného extraktu a nasledné
stimulovany ptidavkem LPS (1 pg/ml) po dobu 18 h. Dexametazon (50 uM)
slouzil jako pozitivni kontrola. Negativni kontroly neobsahovaly extrakt ani
LPS.

Stanoveni oxidu dusnatého (NO)

Reagenéni sada s Griessovym  ¢inidlem  obsahujici  sulfanilamid,
N—(I—naftyl)etylendiamin hydrochlorid (NED) a roztoky dusitanti byla pouzita
k ur€eni tvorby NO. Referen¢ni kalibracni kiivka NaNO, (100 uM az 1,6 uM;
y = 0,0066x + 0,1349; R? = 0,9986) byla ptipravena také na mikrotitra¢nich
destickach. Supernatant bunééné kultury (100 pl) byl pienesen na kazdou
desticku a inkubovan se sulfanilamidem a NED roztoky pii1 pokojové teploté
po dobu 5 az 10 min. Produkce NO byla métfena jako absorbance pii 540 nm
(Microplate Reader ELX800 Biotek) a urena z kalibracni kiivky referencni
slouc¢eniny. Experimenty byly provedeny ve tfech opakovanich a vysledky byly
vyjadifeny jako hodnoty ICsy (ug/mL) odpovidajici koncentraci vzorku, ktera
poskytuje 50% inhibici produkce oxidu dusnatého (NO), vzdy s uvedenim
sttedni hodnoty a smérodatné odchylky (SD).

4.3.4 Antikarcinogenni aktivita

Testy byly provedeny pomoci metody s pouzitim sulforhodaminu B (SRB) na
5 bunécnych liniich [105]. Extrakty byly rozpustény ve vod¢ na zasobni roztok
(8 mg/ml), ze kterého byla pfipravena koncentra¢ni fada (400—1,5 pg/mL
findlni koncentrace) pro in vitro testovani antiproliferatniho efektu vuci
4vzorktim lidskych rakovinnych bunéénych linii: HelLa (karcinom d€lozniho
¢ipku), HepG2 (karcinom jater), MCF-7 (adenokarcinom prsu) a NCI-H460
(nemalobunéény  karcinom  plic). Cytotoxicita byla ovéfena na
nerakovinotvorné primarni bunécné linii PLP2 (veptova jaterni tkan). Elipticin
byl pouzit jako pozitivni kontrola.

Burniky byly rutinné udrzovany ve formé adhezivnich bunéénych linii v RPMI-
1640 médiu obohaceném o L-glutamin (2 mM), 10% teplem inaktivovaného
zarodecného hoveéziho séra, antibiotika penicilin (100 U/ml) a streptomycin
(100 pg/ml) pii 37 °C s 5% CO, ve zvlhcovaném vzduchu. Pred testem bylo
provedeno uvolnéni bun€k pomoci 1,5 ml TripLE Express reagentu a pomoci
centrifugace oddéleny od zbytku média. Pomoci 0,4% roztoku tropanoveé modii
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byla zkontrolovana viabilita bun€k, vypoctena koncentrace bunck v médiu,
bunky byly oddéleny od starého média a pomoci vypocitaného objemu nového
média upraveny na koncentraci odpovidajici zdsobnimu roztoku

50 000 bun&k/ml.

Kazda bunétna linie byla nanesena v ptipravené hustoté do jamek mikrotitracni
desticky (10 000 bunék/jamku). Bunky byly inkubovany 24 hodin, aby bylo
docileno adheze na sténu jamek. Dalsi den byly pipetovany vzorky extraktl
(10 ul) a inkubovany dalSich 48 h. Poté byly buiikky zafixovany v jamkach
pomoci vychlazené 10% kyseliny trichloroctové a inkubovany 60 min pti 4°C.
Desticky byly nésledné¢ vymyty deionizovanou vodou a vysuSeny fénem.
Roztok SRB (0,1 % v 1% octové kyseling) byl ptidan do kazdé jamky (100 pl)
a desticky byly inkubovdny 30 min pfi laboratorni teploté. Desticky byly
vysuseny a zachyceny SRB byl rozpustén piidavkem 200 pul TBS (10 mM, pH
7,4). Absorbance byla proméfena pi1 540 nm na ELX800 ctecce desti¢ek (Bio-
Tek Instruments, Inc.; Winooski, VT, USA).

4.3.5 Cytotoxicita

Cytotoxicita vic¢i nekarcinogennim bunkam byla uréena na primarni bunééné
linii z vepifovych jater. Tkan byla ziskana z Cerstvé porazeného zvitete
z lokalnich jatek a identifikovana jako PLP2. Jaterni tkan byla promyta
Hankovym solnym roztokem obsahujicim 100 U/ml penicilinu a 100 ug/ml
streptomycinu a rozdélena do explantati (cca 1| mm’). Explantaty byly
umistény do tkafovych lahvi (25 cm?) s obohacenym DMEM médiem (10%
fetdlni hovézi sérum, 2 mM roztok neesencidlnim aminokyselin, 100 U/ml
penicilinu a 100 pg/mL streptomycinu) a inkubovany pti 37 °C s 5% CO, ve
vlhéené atmosféie. Médium bylo ménéno kazdé 2 dny. Kultivace bun¢k byla
kontrolovana pod invertovanym fazovym mikroskopem Nikon Eclipse TS100
(Nikon Instruments, Amsterdam, Holandsko) kazdé 2 az 3 dny. Pfipravena
buné¢nd kultura byla nanesena na mikrotitra¢ni desticku (10 000 buné¢k/jamku)
a kultivovdna v obohaceném DMEM médiu 24 h. Poté byly bunky na 48 h
vystaveny pritomnosti extrakt (pfiprava viz kapitola 3.3.6) a byla provedena
stejna procedura se SRB, jakd byla popsana tamtéz. Vysledky jsou vyjadieny
jako hodnoty ICsy (ng/ml), coz odpovidd koncentraci vzorku inhibujicimu
50 % naristu bun€k oproti kontrole.
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4.4 LC-MS analyza pritomnych fenolickych latek

Analyza byla provedena ve spolupraci s portugalskym pracovistém Instituto
Politecnico de Braganca v Portugalsku [105].

Suché lyofilizované extrakty byly rozpuStény ve smési voda/ethanol (80:20,
v/v) a posléze piefiltrovany pies 0,22 pm nylonovy filtr na poZzadovanou
koncentraci 20 mg/ml. U plodu S. stramoniifolium bylo nutno provést separaci
kvili ptitomnosti cukri [106]. Z ptfipraveného extraktu byl odpaten ethanol a
vodna frakce byla aplikovana na kolonku C-18 SepPak® Vac 3 cc
(Phenomenex, Torrance, CA, USA), pfedem aktivovanou ethanolem a vodou.
Cukr a polarngjsi latky byly odstranény vymytim 10 ml vody, takto pieciStény
extrakt byl promyt 5 ml ethanolu a nasledné odpafen za vakua, znovu
rozpustén v 1 ml 20% ethanolu a zfiltrovan pies 0,22 um LC nylonovy filtr pro

HPLC analyzy.

Ke sbéru chromatografickych dat byl pouzit kapalinovy chromatograf Dionex
Ultimate 3000 UPLC System (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). Ten
sestdva z kvartérni pumpy, autosampleru (chlazeném na 5 °C), degasseru,
automatizované temperované jednotky s kolonou (vyhiivané na 35 °C)

a detektoru diodového pole spojeného s hmotnostnim spektrometrem
(LC-DAD-ESI/MS").

Chromatograficka separace probihala na koloné¢ Waters Spherisorb S3 ODS—
2 C18 (3 um, 4,6 x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA) gradientovou eluci
pfi prutoku 0,5 ml/min s pouZzitim mobilni fize (A) 0,1% vodny roztok
mravenci kyseliny a (B) acetonitril, a to 15% B (0-5 min), 15-20% B (5-10
min), 20-25% B (10-20 min), 25-35% B (20-30 min), 35-50% B (30—40 min)
a regeneraci kolony 15% B (po dobu 30 min).

Data byla sbirdna soucasn¢ z DAD detektoru (280 a 370 nm) i z hmotnostniho
spektrometru (v negativhim modu). Hmotnostni spektrometr LTQ XL
s linearni iontovou pasti (ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA) pracoval pfi
tlaku nosného plynu (N;) 50 psi, teplot¢ ESI iontového zdroje 325 °C, napéti
na ESI kapilate 5 kV, napéti na vstupni kapilafe —20 V, napéti extrakcni cocky
—66 V, a kolizni energii 35 arbitrarnich jednotek. Data byla sbirdna v rozmezi
hmot m/z 100 az 1500. Sbér dat byl fizen systémem Xcalibur® Data System
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, USA).
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Identifikace fenolickych latek byla provedena srovndnim reten¢nich ¢ast, UV—
VIS spekter a hmotnostnich spekter s dostupnymi udaji pro standardy, jejichz
strukturu uvadi obrazek 6.

OH
OH o]
o~ OH | .
HO 0 =
OH
OH
HO  COOH
Kyselina protokatechova Kyselina chlorogenova

OH

kvercetin-3-0-glukosid kaempferol-3-0-glukosid
(isokvercitrin) (astragalin)

kvercetin-3-0-rutinosid kaempferol-3-0-rutinosid isorhamnetin-3-0-rutinosid
(rutin) (nikotiflorin)

Obrazek 6: Standardy pro LC-MS analyzu

Kalibracni ktivky téchto standardi slouzily ke kvantifikaci latek a jsou
uvedeny v tabulce 8. U ostatnich sloucenin byla navrZzena identifikace na
zéklad¢ srovnani naméfenych dat s literaturou a kvantifikace byla provedena
pomoci nejptibuznéj$i struktury dostupného standardu. Vysledky byly
vyjadfeny v miligramech identifikované latky na gram suchého lyofilizovaného
extraktu (mg/g DE).
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Tabulka 8 Kalibra¢ni udaje standardii pro LC-MS analyzu

2
Standard Rovnice kalibraéni krivky R Rozsah

(ng/ml)

Kyselina kavova y=359x+488,4 0,997 5,0-80,0
Kyselina chlorogenova y=304,25x-248,06 0,998 2,5-80,0
Kyselina protokatechova y=258,17x+328,45 0,996 1,0-20,0
Kvercetin-3-0-glukosid y=336,36x+358,06 0,998 2,5-80,0
Kvercetin-3-O-rutinosid y=280,87x+373,73 0,997 2,5-80,0
Kaempferol-3-O-glukosid y=236,33x+70,006 0,999 1,87-60,0
Kaempferol-3-O-rutinosid y=182,94x+96,644 0,999  2,5-80,0
[sorhamnetin-3-O-glukosid y=218,26x-0,98 0,992  1,87-60,0
Isorhamnetin-3-O-rutinosid y=284,12x+67,055 0,999  1,87-60,0

4.5 Statisticka analyz dat

Vsechny vzorky a koncentrace byly piipraveny ve tifech opakovanich
(duplicitné v testech cytotoxicity) a vSechna méfeni byla taktéz provedena
tiikrat. Vysledky jsou uvadény jako stiedni hodnota a smérodatnd odchylka.
Data byla analyzovdna pomoci Deanova-Dixonova testu k vylou¢eni odlehlych
hodnot tak, ze byla vypoctena kritéria Quin @ Qmax pro minimalni a maximalni
hodnotu v souboru a vysledna hodnota porovnana s kritickou hodnotou kritéria
Qx, za podminky { Qmin; Qmax } > Qx, byla dana krajni hodnota vyloucena na
hladin¢ vyznamnosti 0,05 (a0 = 0,05). K posouzeni signifikantniho rozdilu
mezi vzorky jak v jednotlivych testech, tak v kvantitativnim stanoveni obsahu
fenolickych latek bylo provedeno vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy
rozptylu (ANOVA) a nésledné Tukeyovym HSD testem (Honestly Significant
Difference) s hladinou vyznamnosti a=0,05.

Jmenované statistick¢é metody byly provedeny s pouzitim softwaru Statistics
Package for Social Sciences (SPSS) v23.0 (IBM, Rochester, MN, USA),
programu GraphPad Prism 8.4.3 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
a Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporaton, Redmont, USA).
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5. VYSLEDKY

V této kapitole jsou shrnuty vysledky extrakce, biologické aktivity a kvalitativni
a kvantitativni analyzy metodou LC-MS rostliny Momordica charantia L.
(MCH). Vysledky jsou déleny do podkapitol dle dil¢iho tkolu chronologicky.
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5.1 Extrakce MCH

V tabulce 9 je uvedena vytéZnost extrakce vzorku nadzemni cCasti rostliny
M. charantia (navazka 5,00 g) v 80% ethanolu po lyofilizaci. Tato hodnota byva
obvykle vyuzita pro vypocet biologickych testll a pfevod na jednotky objevujici
se v literatufe pro jejich snadné€j$i porovnani. VytéZnost se shoduje s jinymi
publikacemi, napt. Lestari a kol. [107] uvadé&ji pro extrakci listi M. charantia
vicekrokovou maceraci 24,59 %. Kombinace ethanolu a vody v solventnim
syst¢tmu maximalizuje v extraktu zisk polarnich aktivnich latek s biologickou
aktivitou a zarovenh méa nizkou toxicitu na rozdil od U€innéjSich univerzalné
pouzivanych rozpoustédel (ethylacetat, aceton, methanol) [65]. Také jina studie
uvadi, ze kombinace polarnich rozpousStédel se odrézi v lepSi antioxidacni
aktivit¢ extraktu [108].

Tabulka 9 Vytéznost extraktu Momordica charantia po lyofilizaci

Vzorek Vytéznost (g) Vytéznost (%)

M. charantia

oy 1,27+0,06 25,39+0,05
nadzemni ¢ast

Vsechny hodnoty jsou uvadény jako prumér + smérodatna odchylka (n = 3).

5.2LC-MS analyza MCH

Ke kvalitativni a kvantitativni analyze byla pouzita metoda kapalinové
chromatografie na reverzni fazi s DAD detekci v UV-VIS spektru v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii vyuZzivajici linearni iontovou past (UPLC-DAD-
MS"). Profil fenolickych latek hrubého extraktu rostliny Momordica charantia
L. (80% ethanol) byl zaznamenan pti 280 a 370 nm.

Ve vzorku bylo identifikovano celkem 14 sloucenin (viz obrazek 7). Pro
kvantifikaci byl vybran chromatogram potizeny pii 370 nm. Z téchto sloucenin
byly tfi derivaty fenolickych kyselin, konkrétné hydroxyskoticové kyseliny,
a jedenact flavonoidu (flavonolové glykosidy).

Identifikace a kvantitativni stanoveni jednotlivych sloucCenin jsou uvedeny
v tabulce 10, ktera uvadi retencni Casy, vlnovd maxima absorp¢niho spektra
a zakladni identifikatory z MS spektra (deproteinovana molekula a fragmenty
z MS? spektra).
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Obrazek 7: Stanoveni fenolickych latek v extraktu Momordica charantia L. (280 nm
horni chromatogram a 370 nm dolni chromatogram,).

Slou¢enina 1M  byla identifikovdna jako blize neznamy derivat
kryptochlorogenové kyseliny, a to na zaklad¢ vyskytu deproteinované molekuly
[M-H] piti1 m/z 435, ktery poskytuje ion m/z 353 a typickou fragmentaci se
zékladnim pikem pii m/z 173 [chinova-H,O -H] kyselina, jak ji detailn¢ popsal
Clifford a kol. [109, 110]. Slouceniny 2M a 4M poskytly taktéz typicka
fragmentacni spektra pro 4-O- a 5-O-feruloylchinovou kyselinu. Na rozdil od
3-O-feruloylchinové kyseliny neposkytuji isomery 4-O- a 5-O-feruloylchinové
kyseliny ve spektru negativni ion 193, coz je opét detailné popsano stejnymi
autory [109, 110].
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Tabulka 10 Kvalitativni a kvantitativni stanoveni fenolickych latek v extraktu Momordica
charantia metodou LC-MS/MS

R max [M-H]" ) Kvantifikace
Pik . MS* (m/z) Identifikace
(min)  (nm)  (m/f3) (mg/g)

353(75),191(75), )
Derivat kryptochlorogenové
1M 9,4 330 456 179(25),173(100), 0,83+0,06

161(3),135(5) kyseliny
193(34),191(46),
M 14,7 332 367 173(100),155(20), 4-O-feruloylchinova kyselina 0,48+0,03
134(33)
M 15,2 344 625 301(100) Kvercetin-O-dihexosid 0,057+0,002
193(46),191(100),
4M 16,0 330 367 173(18),155(28), 5-O-feruloylchinova kyselina 0,74+0,04
134(22)
M 16,4 355 595 301(100) Kvercetin-O-pentosylhexosid 7,78+0,01
6M 17,9 353 609 301(100) Kvercetin-3-O-rutinosid 1,59+0,01
™ 19,1 354 463 301(100) Kvercetin-3-O-glukosid 3,5+0,1
3\ | 19,4 348 579 285(100) Kaempferol-O-pentosylhexosid 4,3+0,1
M 20,4 354 505 463(30),301(80) Kvercetin-O-acetylhexosid 1,69+0,03
10M 21,2 346 593 285(100) Kaempferol-3-O-rutinosid 0,795+0,004
11IM 227 347 447 285(100) Kaempferol-3-O-glukosid 1,66+0,01
12M 235 356 477 315(100) Isorhamnetin-3-O-glukosid 0,291+0,003
13M 249 347 489 285(83) Kaempferol-O-acetylhexosid 0,91+0,01
14M 26,2 358 519 315(100) Isorhamnetin-O-acetylhexosid 0,26+0,02
Celkovy obsah fenolickych 2,05+0,01
kyselin
Celkovy obsah flavonoidiu 22,82+0,01

Celkovy obsah fenolickych latek  24,87+0,01

Madala a kol. [111] uvadi pfitomnost chlorogenové kyseliny v listech
M. charantia. z Jizni Afriky, pfiCemZ jedna z nejvice zastoupenych latek
identifikovanych v hydromethanolickém extraktu byla cis-kryptochlorogenova
kyselina. Navic autofi potvrdili také pfitomnost naposled zminované
4-O-feruloylchinové kyseliny.

Mezi identifikovanymi flavonoly byly derivaty kvercetinu (Ay.x okolo 354 nm
a MS® fragment m/z 301), kaempferolu (Amay kolem 348 nm, MS? fragment m/z
285) a isorhamnetinu (Ay.x kolem 356 nm, MS? fragment m/z 317.
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Kvercetin-3-O-rutinosid (rutin, pik 6M), kvercetin-3-O-glukosid (isokvercitrin,
pik 7M), kaempferol-3-O-rutinosid (nikotiflorin, pik 10M), kaempferol-3-O-
glukosid (astragalin, pik 11M) a isorhamnetin-3-O-rutinosid (pik 12M) byly
ureny na zdkladé retenCnich cast, hmotnostnich spekter a UV-VIS
charakteristik shodnych s komeréné dostupnymi standardy.

Slou€eniny poskytujici pik 3M ([M-H] m/z 625) a pik SM ([M-H] m/z 595)
odpovidaji derivatim kvercetinu, poskytuji MS* fragment m/z 301 spole¢né se
ztratou dvou hexos [M-H-162-162] a pentodzy s hexosou [M-H-132-162], coz
vedlo k uréeni slouc¢enin kvercetin-O-dihexosid a kvercetin-O-pentosylhexosid.

Pik 8M byl identifikovan jako kaempferol-O-pentosylhexosid stejnym
postupem. U slouceniny poskytujici pik 9M byl pozorovan deproteinovana
molekula [M-H] pfi m/z 505 a charakteristicky MS® fragmentovy ion
s hodnotou m/z 301 odpovidajici kvercetinu po ztraté acetylhexosidu [M-H-42-
162]). Pik byl tedy ptifazen kvercetin-O-acetylhexosidu. Podobné fragmenty ve
spektrech se objevily u pikit 13M a 14M, ovSem s jinymi aglykony, konkrétné
kaempferol-O-acetylhexosid a isorhamnetin-O-acetylhexosid.

Slou¢eniny 3M, 5M, 6M, 10M, 11M, 12M byly jiz dfive nalezeny v listech
M. charantia a slouCenina 13M byla identifikovana v listech Momordica foetida
Schumach. [112]. Z urCenych flavonoida byla v literatufe popsana piitomnost
rutinu (slouc¢enina 6M) v Cerstvych listech M. charantia [113] a v plodech [114].
Lako a kol. (2007) potvrdil pfitomnost aglykonu isorhamnetinu v plodu
M. charantia.

Zastupci flavanolli - katechin, epikatechin a epigallokatechin byly nalezeny
v listech M. charantia jinymi autory piesto, ze ve zkoumanych vzorcich v této
studii detekovany nebyly [16, 114, 116]. Hydromethanolické extrakty z listh
a stonkQt M. charantia pochdzejici z korejskych farem ukazaly vysoky obsah
kyseliny p-hydroxybenzoové, vanillové a kvercetinu, a déale nizky obsah
kyseliny kavové, ferulové, p-kumarové a kaempferolu. Na druhou stranu nebyly
v zadné Casti rostliny detekovany rutin a chlorogenova kyselina [116]. Tato
variabilita mize byt zapfi¢inéna riznym pivodem vzorkt M. charantia
a pouzitou extrak¢éni metodou nebo citlivosti pfistroje.
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Obrazek 8: Kvantitativni zastoupeni polyfenolii v extraktu Momordica charantia

Obrazek 8 graficky shrnuje podil identifikovanych latek z pohledu zastoupeni
obou skupin polyfenolli vztazeny na hmotnost suchého extraktu. Celkovy obsah
identifikovanych fenolickych latek byl 24,87+0,01 mg/g DE, z ¢ehoz 2,05+0,01
mg/g DE tvofily fenolické kyseliny. Flavonoidy byly pocetnéjsi skupinou
fenolickych latek (22,82+0,01 mg/g DE), pficemz kvercetin-O-pentosylhexosid
(sloucenina SM) byl shleddn kvantitativné nejvice zastoupenou molekulou
s 7,78£0,01 mg/g DE. Stimto aglykonem byly 1 dalsi tii latky ve vySSim
mnozstvi (6M, 7TM a 9IM).

Mnozstvi glykosidi kaempferolu bylo ponc¢kud nizsi, s kaempferol-O-
pentosylhexosidem (8M) jako nejvice zastoupenou slou¢eninou (4,3+0,1 mg/g
DE). Glykosidy isorhamnetinu byly nalezeny v podstatné men$im mnozstvi.
Z flavonoidi identifikovanych diky dostupnému standardu obsahujicich aglykon
kvercetinu byl ve vétSim mnozstvi nalezen isokvercitrin (7M) s 3,5+0,1 mg/g
DE a rutin (6M) v koncentraci 1,59+0,01 mg/g DE. Flavonoidy s kaempferolem
pak v niz§im mnozstvi byly zastoupeny astragalinem (11M) s 1,66+0,01 mg/g
DE a nikotiflorinem (10M) s 0,795+0,004 mg/g DE.
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Kvantitativni stanoveni jednotlivych flavonoidnich glykosidii (kromé rutinu)
doposud nebylo u divoce rostouci variety rostliny Momordica charantia L
popsano. Madala a kol. zminuje flavonoidni glykosidy u uzitkové péstované
variety M. charantia, a to pouze kvalitativné [111, 112]. Konkrétné slouCeniny
4M, ™M, 8M, 9M, 13M a 14M byly u plan¢ho druhu Momordica charantia
identifikovany poprve.

5.3 Biologicka aktivita MCH

Rostouci pocet bakteridlnich kment rezistentnich vii¢i dostupnym antibiotikiim
je novou hnaci silou k ziskdni novych slou€enin s antimikrobidlni aktivitou
[117]. Také v potravinaiském priimyslu vzrostla poptavka po ptidavnych latkach
s antimikrobidlnim uCinkem, které by byly 0¢inné va¢i potraviny
kontaminujicim patogeniim a zaroveil pro spotiebitele bezpecné. Jiz nékolik
latek ptirodniho piivodu, které nevykazuji toxicitu a jsou tedy pro Cloveéka
bezpecné, nasSlo své uplatnéni v potravinarském pramyslu, napt. kyselina
rozmarynova, thymol, chotisan, karvakrol ¢i nisin [1]. To dokazuje, ze ptiroda
ma stale co nabidnout a je mozné rozsitit poptavku po téchto latkéach, které by
nahradily syntheticky pfipravované slou¢eniny.

U rostliny M. charantia byla testovana sada biologickych aktivit na extraktu
(v 80% ethanolu) z celé nadzemni ¢asti. Jednotlivé aktivity jsou rozdéleny do
vlastnich sekci.

5.3.1 Antimikrobialni aktivita MCH

Ve spolupraci s Polytechnickym institutem v Bragance (Portugalsko) byly
provedeny testy antimikrobialni aktivity vacéi sérii  klinickych izolath
reprezentujici bakterie, které zptisobuji vazné mikrobidlni infekce, a proto by
mohly pomoci ve vyvoji nutraceutik a jinych potravinaiskych produktii
s preventivnim piisobenim vi¢i témto nemocem. Jak je znamo, rostlinné
extrakty, na rozdil od tady antibiotik, mivaji jen sporadicky vedlej$i ucinky
a jsou v zasad¢ bezpecné pro konzumenta i pti dlouhodobé&jSim piijmu ve straveé
¢i dieté [1]. Osm kment zastupujici grampozitivni 1 gramnegativni bakterie bylo
testovano bujonovou mikrodiluéni metodou s kolorimetrickym vyhodnocenim
pomoci p-jodnitrotetrazoliové violeti (INT test).

Nejprve byly vyhotoveny testy rezistence kmeni vici panelu antibiotik.
Vysledky jsou shrnuty v tabulkach 11 a 12 na nasledujicich strankach.
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Tabulka 11 Test rezistence grampozitivnich bakterii vii¢i antibiotikiim; MIC

(ng/ml).

Antibiotikum MRSA MSSA E. faecalis L. monocytogenes
Penicilin >8 R <0.12 S na na
Ampicilin na na <4 S <0.25 S
Oxacilin >0.25 R <0.25 S na na

Klindamycin na >0.5 R na na

Erytromycin na >2 R na na
Ceftarolin <1 S na na na

Gentamicin na <1 S na na

Ciprofloxacin na >1 R na na

Levofloxacin na >2 R na na

Nitrofurantoin na na <64 S na
Linezolid <4 S na na na

Trimethoprim/Sulfamethoxazol na <2/38 S na <2/38 S

Vancomycin <2 S <2 S <2 S na

MSSA - methicilin-sensitivni Staphylococcus aureus; MRSA - methicilin-resistentni Staphylococcus aureus;
S - citlivy; I — stfedné citlivy; R - resistentni: klasifikace na zéklad¢ interpretacnich breakpoint navrzenych dle
Klinickych breakpointii vydanych Ustavem pro klinickou a laboratorni standardizaci (CLSI, 2008) a Evropskou
komisi pro testovani antimikrobialni citlivosti (EUCAST, 2013); na — nehodnoceno

Testy probéhly v koncentraénim rozmezi 0,12 — 320 pg/ml. S. aureus MRSA
byl ztestovanych antibiotik rezistentni vic¢i penicilinu a oxacilinu, coz se
ocekdvalo, napak senzitivni vii¢i ceftarolinu, linezolidu a vankomycinu. Naproti
tomu MSSA byl dle ocekavani citlivy na pfitomnost penicilinovych antibiotik
(penicilin, oxacilin) a dale gentamicinu, trimethoprimu a sulfamethoxazolu,
stejn¢ jako vankomycinu. Rezistenci vykazal vii¢i klindamycinu a erytromycinu
a dale vici ciprofloxacinu a levofloxacinu. E. faecalis byl senzitivni vici ttem
typim antibiotik, jmenovit¢ ampicilinu, nitrofurantoinu a vankomycinu.
L. monocytogenes byl citlivy na ampicilin a trimethoprimu a sulfamethoxazol.
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Tabulka 12 Test rezistence gramnegativnich bakterii vii¢i antibiotikiim; MIC

(ng/ml).

K.

e e A. ] E. coli K. ) P.
Antibiotikum .. E. coli . pneumoniae .
baumannii ESBL pneumoniae aeruginosa
ESBL
Ampicilin na >8 R na >8 R 232 R na
Amoxicilin/ na <84 S na <84 S >32 R na
Kys. klavulanova
Amikacin na na 16 I na <2 S <8 S
Cefuroxim na <4 S na >8 R >64 R na
Cefotaxim >32 R <1 S na >2 R >64 R na
Ceftazidim 16 I <1 S >64 R na 16 R >8 R
Norfloxacin na >8 R na >1 R na na
Levofloxacin na na na na >8 R >2 R
Ciprofloxacin >2 R >1 R 0.5 S >1 R >4 R >1 R
Nitrofurantoin na <32 S na >64 R 256 R na
Fosfomycin na <16 S na <32 S na na
Colistin na na <05 S na na <4 S
Gentamicin 4 R >4 R <l S <2 S =16 R >4 R
Imipenem na na 0.5 S na na >8 R
Meropenem na na <025 S na <0.25 >8 R
Piperacilin/ na na <4 1 <8 S =128 R >l6 R
Tazobactam
Trimethoprim/
na >4/76 R <20 S >4/76 R >320 R na
Sulfamethoxazol
Tobramycin <2 S na >16 R na >16 R >4 R

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace; S - citlivy; I — stfedné citlivy; R - resistentni: klasifikace na zaklad¢
interpretacnich breakpointti navrzenych dle Klinickych breakpointd vydanych Ustavem pro klinickou a
laboratorni standardizaci (CLSI, 2008) a Evropskou komisi pro testovani antimikrobialni citlivosti.(EUCAST,
2013); na - nehodnoceno

Klinicky izolat kmene A. baumanii byl rezistentni vii€i tfem antibiotikim,
sttedné citlivy na ceftazidim a citlivy na tobramycin. E. coli byla senzitivni viici
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4 a rezistentni vici 6 druhim antibiotik a ESBL kmen E. coli byl taktéz
sensitivni k 6 antibiotikiim, ale rezistenci ukéazal pouze u 2 antibiotik, u dalSich
dvou byl stiedné citlivy. K. pneumoniae a jeji ESBL kmen byly ze vSech
mikroorganismil nejvice rezistentni (7 a 12 antibiotik, resp.), citlivé pak byly na
4 druhy a ESBL dokonce pouze na jediné lé¢ivo, konkrétné amikacin.
P. aeruginosa ukazala rezistenci na 8 antibiotik a senzitivitu na dvé€, amikacin
a colistin. Velmi castym antibiotikem pouzZivanym jako pozitivni kontrola
v testech antimikrobidlni aktivity je ciprofloxacin. V tomto testu bylo ovSem
6 z9 testovanych mikroorganismi vi¢i nému resistentni. Jako kontrolni
antibiotikum u klinickych isolatl tudiz neni mozno vybrat jediny preparat, ale je
nutno dokladat tyto referen¢ni tabulky sensitivity.

V tabulce 13 jsou shrnuty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) extrakti viici
jednotlivym bakteridlnim kmentim. Jak je patrno, u vS§ech kmenti byla zachycena
hodnota MIC, kterd se pohybovala mezi 0,625 a 10 mg/ml. Celkové byly
grampozitivni kmeny citlivéj$i, coz je ddno niz8imi hodnotami ziskanych MIC
0,625 az 5 mg/ml, zatimco u gramnegativnich kmeni mezi 5 az 10 mg/ml. Tato
skutecnost je velmi Casto pfisuzovana rozdilné struktufe bunécnych obali
a hor$i prostupnosti u¢innych latek pfes komplexnéj$i sténu gramnegativnich
bakterii s lipopolysacharidovou vrstvou [118].

Tabulka 13 Antibakteridlni aktivita extraktu (80% ethanol) z plané€ rostouci
rostliny Momordica charantia proti vybranym klinickym izolatim bakterii

Mikroorganismus MIC Mikroorganismus MIC
(mg/ml) (mg/ml)

Grampozitivni kmeny Gramnegativni kmeny

Enterococcus faecalis 1,25  Acinetobacter baumannii 10

Listeria monocytogenes 0,625  Escherichia coli 5

MSSA 5 Escherichia coli ESBL 5

MRSA 5 Klebsiella pneumoniae 5
Klebsiella pneumoniae ESBL 5
Pseudomonas aeruginosa 10

MRSA = methicilin-resistentni Staphylococcus aureus; MSSA = methicilin-sensitivni Staphylococcus aureus,
ESBL = producenti Sirokospektrych f-laktamaz; MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace
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Listeria monocytogenes reagovala nejcitlivéji viici extraktu MCH (MIC = 0,625
mg/ml), zatimco u A. baumannii a P. aeruginosa byly naméfeny nejvyssi
hodnoty MIC, v obou piipadech 10 mg/ml. Z vysledkidi l1ze konstatovat, Ze
extrakt vykazuje Sirokospektralni u€inek, ackoli hodnota MIC ve srovnani se
standardem je daleko vyS$i, coz lze u extraktu ocekdvat vzhledem ke
komplexnosti matrice ve srovnani s ¢istou latkou.

Antibakteridlni aktivita rostliny MCH byla potvrzena né€kolika studiemi
zminujici aéinek proti S. aureus, E. coli, P. aeruginosa a K. pneumoniae [23,
119, 120]. Podobné jako v této praci, inhiboval ethanolicky extrakt z listh MCH
klinické izolaty bakterii S. aureus, K. pneumoniae, Shigella dysenteriae
a Salmonella typhi pti koncentraci 20 mg/ml [121]. V jiné studii diskovou
difazni metodou s klinickymi izolaty P. aeruginosa, E. coli a K. pneumoniae
naproti tomu nebyla detekovana aktivita u methanolického extraktu z listh
MCH, zatimco extrakt z plodu inhiboval tyto kmeny pii koncentraci 1000
mg/ml. [122].

Extrakt ptipraveny z nadzemni ¢asti (nat¢) MCH v 75% methanolu byl a¢inny
vuci bakteriim L. monocytogenes, S. aureus a P. aeruginosa, jak uvadi
Rakholiya a kol. [123]. Daleko slibn¢j$i hodnoty byly zjiStény u extraktu z listl
MCH pochézejici z ostrova Mauritius.

V ptipadé¢ E. coli byla zjisténa MIC = 1 mg/ml a u P. aeruginosa MIC =
7 mg/ml, zatimco ani MSSA ani MRSA nebyly v testu inhibovany [124]. Ve
srovnani s vysledky v této praci popsali Costa a kol. (2010) mnohem niZsi
hodnoty pro MSSA, MRSA, E. coli a resistentni kmen E. coli (MIC = 256, 256,
27 a 32 pg/ml). 1 v jejich ptipadé byla pozorovana stejnd hodnota MIC pro
MSSA a MRSA, coZ naznacuje u MCH pfitomnost antimikrobialnich latek se
specifickym mechanismem ucinku, ktery je schopen zacilit 1 rezistentni kmeny

S. aureus. V dalsi studii byl extract MCH ze stonku a listti schopen velmi silné
inhibovat 4. baumannii (MIC = 250 pg/mL) [126].

Publikace zamétené specificky na plané variety MCH se v zadvérech zna¢né lisi.
Zatimco Lu a kol. [127] nepozorovali Zzddnou antimikrobialni aktivitu extraktu
z plodu zbavenych semen vic¢i S. aureus, E. coli a P. auruginosa ani pii
koncentraci 10 mg/ml, Jagessar a kol. [128] ziskal Siroké inhibi¢ni zdény
v diskové diftizni metod€ pro E. coli a S aureus (22 mm; 18 mm) pii koncentraci
3 mg/ml ethanolického extraktu MCH. Samoziejmé pii srovnavani je nutno
zohlednit rozdilné metody a ptivod bakteridlnich kment, zejména jde-li



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

o klinicke izolaty a sbirkové kmeny, stejné jako piivod a zpracovani rostlinného
materialu. Na zavér je nutno podotknout, Ze vétSina autorit zmifuje vySsi
aktivitu u rozpousStédel méné polarnich ve srovndni s vodou (MeOH, EtOH,
EtOAc).

Antimikrobialni aktivita flavonoidl je dobfe znama a byla popséana 1 u sloucenin
detekovanych v této praci, naptiklad kvercetin, rutin, kaempferol, kvercitrin
a dalsi [129]. Ve studovaném vzorku byly nalezeny pravé derivaty kaempferolu
a kvercetinu (v€etn€¢ velmi znamé slouCeniny rutinu), a proto je mozZno
pfisuzovat antimikrobialni aktivitu témto latkam, které se zde vyskytuji ve
velkém mnoZstvi.

5.3.2 Antioxidac¢ni aktivita MCH

K posouzeni antioxidacni aktivity extraktu M. charantia byly vybrany Ctyfi in
vitro testy pokryvajici nékolik mechanismli prevence proti oxidacnimu
poskozeni. Jednalo se o testovaci metody DPPH, FRAP, BCA a TBARS, jejichz
detailni popis je obsazen v piedchozich kapitolach. DPPH je rychld metoda
zjistujici ptritomnost molekul, které jsou schopny poskytovat vodikovy ion ¢i
elektron k vychytavani volnych radikald. FRAP vyuziva Zelezitych ionti jako
oxidac¢nich ¢initeli a detekce zeleznatych iontl tvofenych diky antioxidantiim,
které pomoci prenosu singletového elektronu redukujiFe’” jonty. V testu BCE se
hodnoti schopnost antioxidanti pomoci HAT mechanismu zabrénit radikdlu
linoleové kyseliny napadnout dvojné vazby molekuly p-karotenu. TBARS
metoda vyuziva biomarkery lipidové peroxidace thiobarbiturovou kyselinu
(TBA) a malonylaldehyd (MDA) k urCeni schopnosti antioxidantu piedejit
tvorbé chromogenu TBA-MDA [4].

Tabulka 14 Biologicka aktivita ethanolického extraktu (80%) z plané€ rostouci
rostliny Momordica charantia (MCH)

Antioxidacni aktivita (ICsp = ug/ml)

MCH Trolox

DPPH 151+1° 41+1°
FRAP 58+1° 4240°
BCA 25+2° 18+1°
TBARS 123+11° 23+1°

* Viechny hodnoty jsou uvadény jako primér + smérodatna odchylka (n = 9); hodnoty s riiznym
indexem ve stejném fadku jsou statisticky odliSné na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.
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Vysledky vSech metod ur€eni antioxida¢ni aktivity jsou uvedeny v tabulce 14.
U extraktu (80% ethanol) znadzemni ¢asti rostliny M. charantia byla
zaznamenana signifikantni antioxidaCni aktivita ve vSech ctyfech metodach
s efektivni inhibi¢ni koncentraci ICsy vrozmezi 25 £ 2 az 151 £ 1 pg/ml.
U metod BCA a FRAP byly vysledky extraktu MCH (25 + 2 a 58 £ 1 pg/ml)
velmi slibné ve srovnani s komeréné dostupnym standardem Troloxu,
hydrofilnim analogem vitaminu E, u n¢hoZz byly ziskdny hodnoty 18 + 1
a 42 + 0 pg/ml (obrazek 9).

150 =
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\1/ ]
= . - B Trolox
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0- I I |. I
DPPH FRAP BCA TBARS

Obrazek 9: Antioxidacni aktivita extraktu Momordica charantia. Pouzity standard:
Trolox

Lze fici, ze vzhledem k prokdzané reduk¢ni schopnosti obsahuje extrakt MCH
slouceniny se schopnosti udrzet redox potencial bunék. Jiz diive byl dokdzan
vztah mezi reduk¢ni schopnosti a stupném hydroxylace a konjugace fenolickych
sloucenin [130]. Zminéni autofi popisuji vyssi antioxidacni potencial kvercetinu
a rutinu ve FRAP testu ve srovnani s Troloxem. Isokvercitrin (slou¢enina 7M),
rutin (sloucenina 6M) a glykosidy kvercetinu, ptitomné v extraktu MCH, mohou
byt proto zodpovédné za silny antioxidacni ucinek, jelikoz jiz v ptedchozich
studiich ukazaly srovnatelné nebo vyssi antioxidacni schopnosti nez naptiklad
BHT (butylhydroxytoluen) ¢i a-tokoferol [131].Také tieti kvantitativné nejvice
zastoupend sloucenina isokvercitrin (7M) spolu s nikotiflorinem (10M)
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a astragalinem (11M) ukazaly silny potencial ve vychytavani volnych radikala

M. charantia se vyskytuje jednak jako kulturni plodina péstovana pro plod
s nazvem hotkd okurka, kterd je vyhleddvanou zeleninou, a potom jako divoka,
plané rostouci varieta. Zatimco vyzkum kulturni plodiny je obsahly [16, 21,
116], jen malo studii se vénuje jeji plané varieté. Wu a Ng [133] ziskali podobna
data v DPPH testu pro ethanolicky extrakt z ploda plané rostouci MCH (ICsy =
157 pg/ml) prekracujici aktivitu pro vitamin E (ICsy = 172 pg/ml). Nicméné ve
stejné studii byl tento extrakt v TBARS testu jen malo U¢inny. Lu a kol. [134]
zkoumali 16 kultivart plané M. charantia pochazejici z Thaiwanu, pfiCemz
methanolicky extrakt s nejvy$§im antioxidaCnim vysledkem v DPPH testu
poskytoval podobné hodnoty (IC5o = 181 pg/mL) k ziskanym v této studii (ICsg
= 151 £ 1 pg/ml), zatimco vysledky pro vodny extrakt byly horsi (ICsy = 246
ug/mL). Oznafeni IC a EC budiz povaZzovdno za rovnocenné na zakladé¢
srovnani postupu a vypoctu.

Nagarani a kol. [135] potvrdili skute¢nost, zZe plané se vyskytujici rostliny druhu
ve srovnani s kultivovanymi odriidami. Nicméné detailnéjsi urceni pritomnych
fenolickych a dalSich latek, které by staly za timto fenoménem, stale srovnano
nebylo, zejména pokud jde o flavonoidni glykosidy. Z toho diivodu je zfejmé, ze
souCasnd prace piinasSi hlubSi pohled pfispivajici k ziskédni informaci
o pritomnych aktivnich latkach u plané se vyskytujici M. charantia.

5.3.3 Protizanétliva aktivita MCH

Oxidacni stres a z néj plynouci poskozeni bunéénych struktur DNA, proteint
a soucasti cytoplazmatické membrany hraje zésadni roli v zanétlivych
onemocnénich, neurodegenerativnich procesech a také vzniku rakovinného
bujeni [76]. Vzhledem k této souvislosti bylo vedle antioxida¢niho potencidlu u
aktivity. Oxid dusnaty (NO) je jakoZto pleiotropicky pisobici mediator
indukovan v misté¢ zéanéctlivého procesu a v testech slouzi kurCeni miry

'''''

[136].
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Tabulka 15 Protizanétliva aktivita ethanolického extraktu (80%) z plané rostouci
rostliny Momordica charantia (MCH)

-----

MCH Dexamethason
Produkce oxidu dusiku (NO) 146+8" 16+1°

?* Vsechny hodnoty jsou uvadény jako primér + smérodatnd odchylka (n = 9), hodnoty s rfiznym
indexem ve stejném tadku jsou statisticky odlisné na hladin¢€ vyznamnosti p < 0,05

Jak ukazuje tabulka 15, u ethanolického extraktu z plané MCH byla zjiSténa
inhibice produkce NO s vyslednou hodnotou ICsy = 146 + 8 ug/ml. Podobny
vysledek zaznamenal Hsu a kol. pro plody MCH, extrahované v ethylacetatu
[137]. Autofi také popsali inhibici produkce dal§ich mediatori zanétu, jmenovité
cytokinii IL-6, MCP-1, PGE2, a TNF-a.

Z listh plané MCH byly izolovany kukurbitanové triterpenoidy, jez potlacovaly
hladiny mediatort zanétu IL-6, IL-8 a IL-1B [138]. Velmi zajimavy vysledek
srovnatelny s podanim stejného mnozstvi 1é¢ivé latky indomethacinu byl
pozorovan u methanolického extraktu z listh MCH v in vivo studii otoku tlapek
indukovaného karangenanem [139].

Hsu a kol. [137] dali do souvislosti pfitomnost fenolickych latek v extraktu
hladiny matrixové metaloproteindzy MMP-9 v zdnétu THP-1 bunécné linii
monocytli, vyvolaném bakterii Propionibacterium acnes. Dulezitost studia
planych forem rostlinnych druhti potvrzuje studie z roku 2009, ktera shledala
extrakt z plodl plané variety MCH U¢innéj$im neZ jeho analogicky extrakt
z kultivované MCH v testu na RAW 264.7 makrofazich stimulovanych pomoci
LPS, kdy doslo k 64% redukci oxidu dusnatého pii koncentraci 50 pg/ml
ethanolického extraktu oproti kontrole [140]. Ze studovanych extraktl
ptipravenych v riznych rozpoustédlech navic dobie koreloval obsah celkovych
u ethanolického extraktu (vedle extrakce horkou vodou, studenou vodou nebo
ethylacetatem).

Fenolické latky jsou vSeobecné povazovany za dulezité slozky rostlinnych

'''''

v této praci, byly jiz diive s protizanétlivym t€inkem asociovany zejména rutin
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[141], nikotiflorin [142], isokvercitrin [143], astragalin [144] a formy
chlorogenové kyseliny [80].

5.3.4 Antikarcinogenni aktivita a cytotoxicita MCH

Tabulka 16 shrnuje data ziskani v testu cytotoxicity vuc¢i ¢tyfem lidskym
nadorovym bunéénym liniim (HelLa, Hep2G, MCF-7 a NCI-H460)
a nerakovinotvorné primarni bunécné linii PLP2. U vSech pouzitych vzorkl

w7

(112 £ 6 pg/ml) byla ziskdna pro bunécnou linii MCF-7, tudiZ je extrakt
M. charantia neji¢inngjs§i v ptipadé¢ bunck karcinomu prsu. Nejméné
inhibovanou tkanovou kulturou byla bunécnd linie karcinomu plic NCI-H460,
u niz bylo naméteno 1Csy 210 £ 17 pg/ml.

Tabulka 16 Antikarcinogenni aktivita a cytotoxicita extraktu M. charantia

Cytotoxicita u nadorovych bunécnych linii (ICsy = ug/ml)

MCH Elipticin
MCF-7 (karcinom prsu) 112+6° 0,9 H:O,O4b
NCI-H460 (karcinom plic) 210+17° 1,0+0, 1°
HeLa (karcinom déloZniho Cipku) 145£14° 1,9 1i0,06b
HepG2 (hepatocelularni karcinom) 193+13° 1, 1:I:O,2b

Cytotoxicita u nendadorové bunécné linie (ICsy = ug/ml)

PLP2 >400 3,2+0,7

* Vsechny hodnoty jsou uvadény jako primér + smérodatna odchylka (n = 9), hodnoty s riznym
indexem ve stejném fadku jsou statisticky odli$né na hladin€ vyznamnosti p < 0,05

Data graficky shrnuje obrazek 10. Ackoli dosahl extrakt o dva fady nizSich
hodnot u sledované antikarcinogenni aktivity ve srovnani se standardem
elipticinem, je na rozdil od této Cisté latky, vykazujici silnou toxicitu, netoxicky
vuci primarni bunééné linii PLP2 az do méfenych hodnot 400 pg/ml.

Hruby extrakt z rostliny M. charantia byl podroben mnoha studiim in vitro a in
vivo potvrzujicich antikarcinogenni aktivitu vii¢i nadorovym buikdm rakoviny
prsu, plic, prostaty, kize, leukémii a podobné [21]. Existuje také zminka pro
plan¢ rostouci MCH z Thaiwanu, u niz methanolicky extrakt z plodi vykézal
velmi silny cytotoxicky u¢inek vic¢i bunkam lidského fibrosarkomu HT 1080
srovnatelnymi s doxorubicinem [127].
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Bai a kol. (2016) izolovali z plané MCH triterpen kukurbitanového typu, ktery
inhiboval bunétné linie MCF-7 a MDA-MB-231. Ackoli je antiproliferativni
ucinek u tohoto druhu asociovan s triterpenoidy [21], je u velkého mnozstvi
fenolickych latek zaké prokdzan silny protinddorovy potencidl. Naptiklad
isokvercitrin byl v MTT testech shledan G¢inn€jSim nez rutin [146]. Kvercetin
a jeho glykosidy (kuptikladu kvercetin-3-O-B-d-glucopyranosid) vykazoval
silny antiproliferativni G¢inek proti liniim MCF-7 a HepG2 [147].

400+
300-
% 200 1 Hen
3 <07 I
O
100 [ : B Elipticin
0 —

MCF-7 NCI-H460 Hela  HepG2  PLP2

Obrazek  10:  Antikarcinogenni  aktivita  extraktu ~ Momordica  charantia
U hodnot ICs5y>400 ug/ml byla v grafu zameérné vyznacena maximalni hodnota slouzici
k porovnani miry aktivity vzorku. PouZity standard v testu. elipticin

Jak jiz bylo zminéno v teoretické Casti, protinddorova aktivita byla v mnoha
studiich ddna do pifimé souvislosti s antioxidacni aktivitou a byly popsany
detailné¢ oxida¢ni mechanismy, které jsou zapojeny v karcinogenezi [148].
I wvysledky této prace indikuji moznou souvislost mezi antioxidacni,
protizanétlivou a cytotoxicitou viici rakovinotvornym bunénym liniim, jelikoz
extrakt M. charantia byl 0¢inny ve vSech téchto testech.
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Vtéto cCasti jsou popsadny profily fenolickych latek identifikované
v piipravenych hrubych extraktech z jednotlivych ¢&asti rostliny Solanum
stramoniifolium Jacq. a nasledné€ jsou shrnuty vysledky testli biologické aktivity
téchto extrakti.

5.4 Extrakce SS

V tabulce 17 je shrnuta vytéZnost jednotlivych vzorkl. Vzhledem k Siroké
variabité jednotek uvadénych u vysledki biologickych testh v literatufe jsou tyto

Vv

Tabulka 17 VytéZnost extrakt S. stramoniifolium po lyofilizaci

Vzorek Vytéznost (g) Vytéznost (%)
S. stramoniifolium 1,01+0,02 20,19+0,02
plod
S. stramoniifolium 1,03+0,02 20,55+0,01
list
S. stramoniifolium 0,34+0,02 6,87+0,02
kofen
S. stramoniifolium 0,64+0,02 12,74+0,02
stonek

Vsechny hodnoty jsou uvadény jako prumér + smérodatna odchylka (n = 3).

Nejvyssiho vytézku bylo dosazeno u extraktu z listi (20,55+0,01 %). Vytéznost
klesala v fadé list > plod > stonek > kofen. U kotene je vytéznost obvykle mensi
z divodu piitomnosti latek nerozpustnych v polarnich rozpoustédlech typu voda,
ethanol a methanol, jak uvadi napt. Sultana a kol [65].

5.5 LC-MS analyza SS

Profily fenolickych latek hrubého extraktu z jednotlivych ¢asti rostliny Solanum
stramoniifolium Jacq. (80% ethanol) byly zaznamenany pii 280 a 370 nm
pomoci syst¢ému UPLC-DAD-ESI/MS". V tabulkach 18 a 19 jsou shrnuta
chromatografickd data nalezenych fenolickych sloucenin pfitomnych
v ethanolickych extraktech z listli, stonkli a kofenti rostliny Solanum
stramoniifolium Jacq.
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Obrazek 11 zobrazuje profil fenolickych latek identifikovanych v listu
S.  stramoniifolium. Celkem bylo uréeno 20 fenolickych latek a jejich
kvantifikace byla provedena ze spektra naméteného pii 370 nm.
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Obrazek 11: Stanoveni fenolickych latek v extraktu z listu S. Stramoniifolium (280 nm
horni chromatogram a 370 nm dolni chromatogram)

V listech bylo ur€eno 6 derivath fenolickych kyselin a 14 flavonoida
(glykosylované derivaty flavonoli). V extraktu z plodi se nepodatilo pies
veskerou snahu touto standardizovanou metodou urcit obsazené latky, proto neni
soucasti dalsiho hodnoceni. Negativni ionty a neutralni ztraty v MS* spektrech
byly spolu s retencnimi Casy a udaji z UV spektra pouzity k ur¢eni molekulové
hmotnosti a identifikaci sloucenin a jsou shrnuty v tabulce 18.

Slouceniny 2S a 6S byly identifikovany jako protokatechova kyselina
a chlorogenova kyselina (5-O-caffeoylchinovd) na zékladé srovnani s LC-MS
daty komer¢né dostupnych standardi.
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Tabulka 18 Kvalitativni a kvantitativni stanoveni fenolickych latek v extraktu
z listl rostliny Solanum stramoniifolium

[M- .
Pik ﬁ;in) ?n;‘l"l) H  MS? (/) Identifikace zfnvga;;'ﬁkace
(m/z)
191(100),
1S 5,1 328 353 179(45), 172(4), trans-neochlorogenova kyselina 6,49+0,05
135(56)
262, , .
28 5,7 292sh 153 119(100) Protokatechova kyselina 0,37+0,09
191(20),
3S 6,7 328 353 179(19), cis-kryptochlorogenova kyselina 1,73+0,13
’ 173(40), ’ ’
135(27)
191(24),
179(28), . .
4S8 7,2 328 353 173(60). trans-kryptochlorogenova kyselina 2,59+0,23
134(48)
191(100),
5S 7,5 328 353 179(12), 161(5), cis-chlorogenova kyselina 2,21+0,02
135(20)
191(100),
6S 8,0 328 353 179(52), 161(5), tranms-chlorogenova kyselina 3,66+0,05
135(34)
7S 15,2 358 625 ggig?j 0) Kvercetin-O-dihexosid 0,11+0,01
609(33), . L
8S 15,8 352 755 Kvercetin-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid 2,49+0,01
301(100)
9S8 16,6 350 755 ;Zig ;g?)’ Kaempferol-O-hexosyl-O-rutinosid 1,67+0,01
10S 17,2 354 609 301(100) Kvercetin-3-O-rutinosid 0,707+0,004
593(36), Kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-
11S 17,6 350 739 285(95) rutinosid 4,7+0,1
593(100),
s 179 346 755 469(50), E:;(r)rsli[zlferol—O—hexosyl—O—deoxyhexosyl— 3.040,1
285(72)
623(40), Isorhamnetin-O-deoxyhexosid-O-
13S 183 356 769 315(100) rutinosid 1,57+0,01
14S 19,6 350 593 285(100) Kaempferol-3-O-rutinosid 1,8+0,1
158 20,6 354 623 315(100) Isorhamnetin-O-deoxyhexosyl-hexosid 1,31+0,05
16S 239 356 623 315(100) Isorhamnetin-3-O-rutinosid 0,366+0,007
17S 24,7 350 447 285(100) Kaempferol-3-O-glukosid 0,45+0,03
18S 254 354 477 315(100) Isorhamnetin-3-O-glukosid 1,5+0,1
19S 26,3 iggsh, 771 gg?gj‘g’ Kvercetin-O-caffeoyl-rutinosid 0,78+0,02
296sh, .
208 283 132 755 593(9), 285(61)  Kaempferol-O-caffeoyl-rutinosid 1,5+0,1
Celkovy obsah fenolickych kyselin 17,1+0,5
Celkovy obsah flavonoidu 22,0+0,3
Celkovy obsah fenolickych latek 39,1+0,7
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Pro vSechny estery derivati hydroxyskoficoveé kyseliny s chinovou kyselinou
a jejich isomery je typicky vyskyt produktli fragmentace s hodnotou 191 a 173,
coZ odpovida iontim [chinova—H] a [chinova—H,O-H] kyselina[110].

Sloucenina SS byla pfifazena cis i1someru 5-O-caffeoylchinové kyseliny na
také vychazeno z faktu, Ze cis derivaty hydroxyskoticové kyseliny se eluuji pred
pfisluSnymi frans derivaty z dlvodu existence dvou vodikovych mistkl
u tohoto konformeru. Toto tvrzeni bylo odvozeno na zakladé¢ vyhodnoceni
spekter produktl hydroxyskoticové kyseliny vystavené UV zéatfeni vinové délky
366 nm po dobu 24 hod [149]. Cis a trans isomery kryptochlorogenové neboli
4-O-caffeoylchinové kyseliny (slouCeniny 3S a 4S) a frans isomer
neochlorogenové neboli 3-O-caffeoylchinové kyseliny (sloucenina 1S) byly
rozliSeny a identifikovadny dle typickych fragmenta¢nich spekter popsanych
v literature [110, 150].

Jmenované slouceniny nebyly u zkoumaného rostlinného druhu Solanum
stramoniifolium Jacq. doposud jinymi autory popsany.

Z flavonolovych derivatii byly v extraktu z listi nalezeny piedevsim glykosidy
kvercetinu (An.x kolem 354 nm; MS? fragment m/z 301), isorhamnetinu (Ayax
kolem 356 nm; MS” fragment m/z 317) a kaempferolu (Amax kolem 348 nm, MS®
fragment m/z 285).

Slouceniny jako rutin (kvercetin-3-O-rutinosid) nebo kvercetin-3-O-glukosyl-
rutinosid poskytuji neutrdlni ion m/z 179 a neutrdlni ztraty 162 u a 308 u, které
mohou byt mylné interpretovany jako dikaz pfitomnosti hydroxyskoficové
kyseliny. Proto je nutno u spekter obsahujicich tyto ztraty negativnich ionth
a (nebo) neutralnich ztrat zhodnotit UV absorpci. Pokud je maximum mezi 343—
350 nm, pak je slouCenina ptifazena k flavonol glykosidim. Je-li v takovém
glykosylovaném flavonolu ptitomen i derivat hydroxyskoticové kyseliny, bude
pozorovan také hypochromicky posun (310-336 nm) [151].

Maxima absorpce vSech derivatli hydroxyskoticové kyseliny a jejich konjugatt
se pohybovaly mezi 310-330 nm, nékteré i s maximy mezi 285-305 nm, coz
odpovida udajim z literatury pro tyto fenolické slouceniny [152, 153]. VSechny
konjugaty dihydrohydroxyskoficové kyseliny mély absorpéni maxima mezi
278-282 nm, nékdy s dalSim signdlem mezi 310-315 nm, coz je velmi
charakteristické pro konjugaty dihydrocaffeoyl-spermidinu, které byly nalezeny
ve stonku a koteni [32, 154].
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Prislusné piky pak byly pfifazeny rutinu (pik 10S), nikotiflorinu (pik 14S),
narcissinu (pik 16S), astragalinu (pik 17S) a isorhamnetin-3-O-glukosidu (pik
18S) na zaklad€ porovnani spekter se standardy. U sloucCeniny poskytujici pik 7S
byla pozorovana deproteinovana molekula [M-H] s m/z 625, ktera poskytovala
MS® fragment pti m/z 301 [M-H-162-162], odpovidajici ztraté dvou hexos
z aglykonu kvercetinu. To vedlo k identifikaci slou€¢eniny 7S jako kvercetin-O-
dihexosid.

Slouceniny 8S, 11S a 13S poskytly stejné neutrdlni ztraty deoxyhexosy (146 u)
a deoxyhexosyl-hexosy (308 u), coz odpovida rozdilné pozici téchto skupin na
aglykonech kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu (s [M-H] pii m/z 755, 739
a 769). Stejné tak MS* fragmenty piku 9S a 12S odpovidaji ztraté hexosy (m/z
593; -162 u) a deoxyhexosyl-hexosy (m/z 285; -308 u). U pika 8S, 9S, 11S
a 13S Ize tedy na zéklad¢ pfitomnosti rutinosidii ve vzorcich, vCetné kvercetin-
3-O-rutinosidu, uvazovat rutinosid, jakoZto ptitomny fragment deoxyhexosyl-
hexosy.

V ptipadé piku 12S nebylo mozno na zékladé¢ dostupnych dat urcit cukerné
jednotky a jejich polohu na aglykonu, a proto byla sloucenina oznacena jako
kaempferol-O-hexosyl-O-deoxyhexosyl-hexosid. Sloucenina 15S ([M-H] m/z
623) vykazovala stejny molekuldrni ion jako slouCenina 16S, ale pii niz§im
retenénim &ase. Zarovet byl pozorovan pouze jediny MS® fragment (m/z 315; -
308 u), coz napovida, ze obé cukerné jednotky byly spojeny a sloucenina byla
oznacena jako isorhamnetin-O-deoxyhexosyl-hexosid.

Slouceniny 19S ([M-H] m/z 771) a 20S ([M-H] m/z 755) ve fragmenta¢nim
spektru poskytuji produktové ionty pii m/z 609 a 593, odpovidajici v obou
piipadech neutralni ztraté typické pro caffeoyl (162 u). Aglykon obsahuje tedy
acyl fenolické kyseliny. Také delsi retencni ¢as naznacuje tuto strukturu, jelikoz
zbytek hydroxyskoticové kyseliny zahrnuje pokles polarity, vyvolany jeho
ptitomnosti. Tyto molekuly byly tudiz oznafeny jako kvercetin-O-caffeoyl-
rutinosid a kaempferol-O-caffeoyl-rutinosid.
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Obrazek 12: Kvantitativni stanoveni polyfenolu v listech S. Stramoniifolium (mg/g
suchého extraktu).

Celkové mnozstvi nalezenych fenolickych kyselin bylo 17,1 + 0,5 mg/g DE
a flavonoidi 22,0 £ 0,3 mg/g. Obrazek 12 uvadi kvantitativni zastoupeni
jednotlivych identifikovanych sloucenin v extraktu z listi. Jak je patrno, nejvice
zastoupenou latkou byla kyselina ¢rans-neochlorogenova (6,49 + 0,05 mg/g DE,
tj. suchého extraktu).

Isomery kyseliny chlorogenové tvorily majoritni podil fenolickych kyselin.
Z flavonoidli dominoval zastoupenim kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid
s 4,7£0,1 mg/g DE. Porovname-li zastoupeni derivati vychézejicich ze tii
ptitomnych aglykontl, pak pievazuji glykosidy kaempferolu (13,19 = 0,37 mg/g
DE; 60%), nasledovany glykosidy isorhamnetinu (4,76 + 0,70 mg/g DE; 22 %) a
nejméné byly zastoupeny glykosidy kvercetinu (4,09 + 0,04 mg/g DE; 18 %).

Extrakty z kofene a stonku si byly profilové, co do zastoupeni fenolickych
kyselin, podobné, ovsem daleko méné pestré, nez tomu bylo v ptipad¢ extraktu
z listu. Zaznam LC chromatogramii je uveden na obrazku 13 pro kotfen
a obrazku 14 pro stonek. V extraktu z kotene bylo dentifikovano celkem 7 latek,
v extraktu ze stonku pak 7 slouCenin. Kvantifikace byla v obou ptipadech
provedena z chromatogramu pii 370 nm.
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Obrdazek 13: Stanoveni fenolickych latek v extraktu z korene S. stramoniifolium (280
nm horni chromatogram a 370 nm dolni chromatogram).
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Obrazek 14: Stanoveni fenolickych latek v extraktu ze stonku S. stramoniifolium
(280 nm horni chromatogram a 370 nm dolni chromatogram).
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Slou¢eniny 5S a 6S se objevily vextraktu zkofene 1 stonku a byly
identifikovany jako cis a trans isomery chlorogenové kyseliny, jak jiz bylo
popsano vyse.

Zatimco derivaty hydroxyskoticové a dihydrohydroxyskoticové kyseliny jsou
v rod€ Solanum znamou skupinou fenolickych latek s celou Skalou biologickych
aktivit, jejich konjugaty s polyaminy piedstavuji méné prozkoumanou skupinu
latek. Narvaez-Cuenca a kol. [155] popsal piekvapivé velké zastoupeni téchto
konjugéti u riznych odrid bramboru (S. tuberosum), které miize predstavovat
az 21 % z celkového zastoupeni fenolickych kyselin. To podporuje nalezeni
hned nékolika konjugéati dihydrokdvové kyseliny se spermidinem v extraktu
z kofenli a potazmo 1 ve stonku, které se v extraktu z listli neobjevily. Ptestoze
spermidin patii mezi alifatické polyaminy, jeho vyskyt v konjugované formé
s derivaty hydroxyskoficové kyseliny je pro rod Solanum celkem bézny [155].
Jejich detekce byla u zkoumané rostliny zaznamenana poprveé, a proto jim bude
vénovana pozornost. Slouceniny 21S, 24S a 25S ([M-H] m/z 472) byly
identifikovdny jako konjugaty dihydrokavové kyseliny s polyaminem
spermidnem, a to konkrétn¢ isomery N,N'-bis(dihydrokcaffeoyl)spermidinu, jak
popsal diive Parr a kol. [32]. Podobné byl identifikovan pik 23S ([M-H] m/z
637) jako N,N',N"-tris(dihydrocaffeoyl)spermidin a pik 22S jako jeho hexosid
tak, jak uvadi Gancel a kol. [154]. Parr a kol. [32] zmifluje, Ze existuje pouze
jediny isomer pro tris(dihydrocaffeoyl)spermidin, a to v konfiguraci N',N*,N°-
tris(dihydrocaffeoyl)spermidin. To potvrzuje i Forero a kol. [156], ktefi izolovali
plodu. Lze tedy piedpokladat, Zze se jedna o tuto slou¢eninu, nicméné¢ sloueninu
by bylo nutno izolovat a podrobit dalsi strukturdIni analyze.

Slou¢enina 22S [M-H] m/z 799 poskytuje MS® fragment m/z 637 [M-H-162]
typicky pravé pro odtrzeni hexosy. Nicméné nebylo mozné urcit ptfesnou pozici
dihydrocaffeoylovych skupin na spermidinovém skeletu.

Sloucenina 23S byla kvantitativné nejvice zastoupenou latkou v kofeni, zatimco
ve stonku to byl jeji hexosid (22S). Jeji mnozZstvi bylo v kotfeni 9krat vyssi nez
ve stonku (obrazek 15). Na druhou stranu, v listech nebyl zadny z derivatt
spermidinu detekovan.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

77

Tabulka 19 Kvalitativni a kvantitativni stanoveni fenolickych latek v extraktu
z kotene a stonku rostliny Solanum stramoniifolium.

Kvantifikace (mg/g DE)

’ Rt lmax - 2 .
Pik i my  IMEHI MS? ) Identifikace Kofen Stonck
(m/z)
191(100),
179(12 .
58 73 328 353 IZ?E 5) ) cis-chlorogenova kyselina 2,62+0,22° 1,26+0,01°
135(20)
191(100),
179(52 .
6S 7,9 328 353 16 1E 5) ) trans-chlorogenova kyselina ~ 5,03+0,14" 3,42+0,02°
135(34)
Celk(.)vy obsah fenolickych 7,6540,36" 4,68+0,01"
kyselin
236, 350(40) Bis(dihydrocaffeoyl)
21S 174 296, 472 30361 . ermi(ﬁn isomeri/ 1,86£0,16"  0,43%0,01°
320sh P
226 637(100),
’ 1 Tris(dih ffeoyl
28 203 294, 799 S15(6), ris(dihydrocaffeoyl) 0,63£0,10°  1,17+0,01°
322sh 472(10), spermidin hexosid
350(3), 308(3)
515(23),
23S 243 284 636 472(47), Tris(dihydrocaffcoyl) 9,5140,08°  1,06:0,02°
350(15), spermidin
308(8)
226, 350(32) Bis(dihydrocaffeoyl)
24S 29,4 284, 472 ’ Y Y 0,78+0,02° 0,46+0,05°
308(38) spermidin isomer 2
316sh
226, 350(30) Bis(dihydrocaffeoyl)
258 31,1 292, 472 308(45) BN 0,55£0,09°  1,08+0,05"
120sh spermidin isomer
Celkovy obsah fenylamidda  13,33+0,45° 4,21+0,02°
Celkovy obsah fenolickych 20,9840,81°  8,89+0,01"

latek

*hodnoty s riznym indexem ve stejném fadku jsou statisticky odli§né na hladin€ vyznamnosti p < 0,05

Jelikoz v literatufe byva vyskyt téchto latek uvadén zejména v oddencich rostlin
rodu Solanum, podporuji ziskané vysledky selektivni vyskyt zminéné skupiny
konjugatti na podzemni ¢asti rostliny [155].

Extrakt z kofene obsahoval vétSi mnozstvi kazdého z isomertt kyseliny

chlorogenové nez extrakt ze stonku. Pro zajimavost bylo zhodnoceno
procentualni zastoupeni obou isomert v listu, stonku a kofeni.

Obrazek 16 graficky podtrhuje, ze ackoli se obsah izomera lisi, jejich pomér

zustava vcelku konstantni, konkrétné procentudlné pro trans a cis isomer
v kofeni, stonku a listu pak 66:34; 73:27 a 62:38).
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Obrazek 15: Kvantitativni zastoupeni polyfenolit v koreni a stonku S. Stramoniifolium

Biosyntézou je produkovan majoritn¢ trans isomer, nicméné pi1 oxidacnim
stresu a zejména po vystaveni tkani UV paprskiim se pomér cis isomeru zvysuje

[150]. Pokusy s tkaniovymi kulturami dokazaly, Ze k tvorbé cis isomerti dochazi
1 bez expozice UV paprskim [157].

10 cis-chlorogenova kyselina (5S)

Bl f{rans-chlorogenova kyselina (6S)

I

SS List SS Koren SS Stonek

Obrazek 16: Zastoupeni cis/trans isomerii kyseliny chlorogenové v jednotlivych
castech S. stramoniifolium
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Celkové lze shrnout, Ze flavonoidy byly nejvice zastoupenou skupinou
fenolickych sloucenin identifikovanych v jednotlivych castech zkoumane
rostliny S. stramoniifolium Jacq. Vedle toho, v extraktech z kofene a stonku
dominovaly konjugaty dihydrokavové kyseliny s polyaminy — konkrétné se
spermidiny.

Ackoli byla ptitomnost spermidinil popsana u nékolika zastupcti rodu Solanum,
piikladem budiz lilek brambor (S. tuberosum) nebo naranjilla (S. quitoense),
u zkoumané rostliny Solanum stramoniifolium doposud identifikovany nebyly
[154, 155].

5.6 Biologicka aktivita SS

Hrubé extrakty z listil, plodd, stonkii a kotent rostliny Solanum stramoniifolium
Jacq., (SS) ptipravené v 80% ethanolu, byly testovany pomoci série vybranych
testlh biologické aktivity tak, aby byla ovéfena jejich uc¢innost a potencidl pro
pouziti v potravinafském primyslu. Dale byla zhodnocena jejich potencialni
toxicita.

5.6.1 Antimikrobialni aktivita SS
Vsechny pfipravené extrakty byly otestovany va¢i vybranym klinickym
izolatiim zastupujicich jak grampozitivni, tak gramnegativni kmeny bakterii.

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus, jsou znamy jako multirezistentni kmeny a fazeny do
tzv. ESKAPE patogeny (skupina zahrnuje druhy FEnterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter) [158]. Je zndmo, Ze gramnegativni
bakterie vykazuji ¢astéjsi rezistenci, nez je tomu u grampozitivnich kmend, a to
diky ptitomnosti vnéj$i membrany, bohaté na lipopolysacharidy [159].

Tabulka 20 shrnuje vysledky ziskané v testu za pouziti bujonové mikrodilu¢ni
metody s INT kolorimetrickym vyhodnocenim. Jak je patrno, u vSech extrakta
byla zachycena antimikrobidlni aktivita. Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC)
se pohybovala v rozmezi 2,5 az 20 mg/ml. Ve dvou ptipadech byla MIC vyssi
nez maximalni testovana koncentrace, extrakt ze stonku proti bakteriim
A. baumannii a P. aeruginosa. Obecn¢ byly grampozitivni bakterie vici
extraktim citlivéj$i nez gramnegativni bakterie, coz je obvyklé vzhledem
k rozli$né stavbé a chovani téchto dvou skupin bakterii.
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Tabulka 20 Antibakterialni aktivita hrubych extraktii Solanum stramoniifolium

MIC (mg/ml)
Mikroorganismus
Plod List Koren Stonek

Grampozitivni kmeny

MRSA 20 5 10 5
MSSA 20 5 10 5
Enterococcus faecalis 10 5 10 10
Listeria monocytogenes 2,5 20 10 2,5

Gramnegativni kmeny

Acinetobacter baumannii 20 10 10 >20
Escherichia coli 20 5 10 20
Escherichia coli ESBL 20 5 10 20
Klebsiella pneumoniae 20 5 10 20
Klebsiella pneumoniae ESBL 20 5 10 20
Pseudomonas aeruginosa 20 10 20 >20

MRSA = methicilin-resistentni Staphylococcus aureus; MSSA = methicilin-sensitivni Staphylococcus aureus;
ESBL = producenti Sirokospektrych fS-laktamaz; MIC = minimalni inhibi¢ni koncentrace

Nicméné extrakt z kofene vykazal Sirokospektrou neselektivni inhibici vici
obéma skupindm u 9 z 10 kment poskytnutim shodnych MIC (10 mg/ml). Na
druhou stranu byl extrakt ze stonku mnohem u¢innéj$i proti grampozitivnim
kmentim (2,5 — 10 mg/ml). Listeria monocytogenes byla nejcitlivéj$im kmenem
(2,5 mg/ml). Naproti tomu byla P. aeruginosa nejméné inhibovanym
organismem Vv testu. Celkové dopadl v testu nejlépe extrakt z listu, ktery
inhiboval 7 klinickych izolath pti koncentraci 5 mg/ml. Také stoji za zminku, ze
u bakterii s vySSim stupném rezistence, a to methicillin-resistentni S. aureus
(MRSA) ¢i p-laktamdzy produkujici E. coli a K. pneumoniae, nebyla
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pozorovana vys§i MIC ve srovndni s jejich citlivéjSimi analogy. Tato skutecnost
by mohla byt velice vyznamna nejen pro potravinaisky primysl, ale také pti
vyvoji antibiotik ve farmaceutickém prémyslu. Sirokospektry uginek byl jiz
pozorovan u vodného extraktu ze semen S. stramoniifolium (Thajsko) vici
n¢kolika bakterialnim kmentm - S. aureus, P. aeruginosa, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Xanthomonas sp., Salmonella typhi). Nicméné E. coli a
K. pneumoniae v té€chto testech diskovou difuzni metodou inhibovany nebyly
[34]. Za tento u€inek mohou byt zodpoveédné fenolické latky jiz dfive izolované
v rostlindch rodu Solanum a vykazujici antimikrobidlni G€inky, napft.
nikotiflorin, rutin a chlorogenova kyselina a jeji analogy [160], stejn¢ jako dal$i

flavonoidy, které byly potvrzeny v testovanych extraktech, jmenovité kvercetin
¢1 kaempferol [129].

5.6.2 Antioxidacni aktivita SS

Antioxidacni aktivita byla stanovena pouzitim Ctyt in vitro testi zahrnujicich
n¢kolik mechanismil, zejména prenos atomu vodiku (HAT) a pfenos
singletového elektronu (SET), aby mohla byt plné¢ posouzena antioxidacni
kapacita studovanych vzorka [77]. Jednalo se o testovaci metody DPPH; FRAP,
BCA a TBARS, jejichz detailni popis a metodika jsou uvedeny v pfedchozich
kapitolach.

Tabulka 21 Antioxidacni aktivita extraktd (80% ethanol) z riznych ¢asti rostliny
Solanum stramoniifolium

Antioxidacéni aktivita (1Csp.= pg/ml)

Plod List Koren Stonek Trolox

DPPH 15143 50+2° 13+1° 74+4° 41+1¢
FRAP 48+1° 23,7+0,1° 8,68+0,03° 45+0,3*¢ 41,7+0,3¢

BCA 10,5+0,4° 11,7+0,1° 9,4+0,5° 24,3+0,4° 18+1°

TBARS 57+7° 33+1° 15+1° 60+1° 23+19

*Vsechny hodnoty jsou uvadény jako primér + smérodatna odchylka (n = 9), hodnoty s riiznym
indexem ve stejném fadku jsou statisticky odlisné na hladin€ vyznamnosti p < 0,05

Z dat v tabulce 21 vyplyva, ze extrakty ze vSech testovanych ¢ésti rostliny maji
silny antioxida¢ni potencial. Ve srovnani s ostatnimi extrakty dosahoval extrakt
z kotent nejlepSich hodnot. Byl dokonce u¢inngj$i nez komeréné pouzivany
standard Trolox, protoze poskytoval niz§i ICs, ve vSech Ctyfech testech.
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Obrazek 17: Antioxidacni aktivita extraktii S. stramoniifolium. PouZity standard:
Trolox

V testu s DPPH klesala aktivita extraktii jednotlivych ¢asti rostliny v fadé koten
> list > stonek > plod s odpovidajicimi hodnotami ICsy 13 = 1; 50 += 2; 74 £ 4
a 151 £ 3 pg/ml. U testu FRAP dosahly lepSich vysledkd nez Trolox (ICsy =
41,7 £ 0,3 ng/ml) dokonce dva extrakty: koten a list (ICs, 8,68 + 0,03 a 23,7 +
0,1 pg/ml). Aktivita u tohoto testu klesala obdobné¢ jako u DPPH, a to v fad¢
kofen > list > stonek > plod. Extrakty z kofene a listu pted¢ily Trolox i v BCA
testu, kde potvrdily silngj$i schopnost inhibovat zhaSeni f-karotenu; tentokrate
spolu s extraktem z plodu, pro ktery je toto jediny piipad lepSich vysledka nez
u standardu (viz obrazek 17). Metoda BCA byla tudiz zhodnocena jako
nejcitlivéj§i vici extraktim zrostliny S. stramoniifolium. Naproti tomu,
u TBARS inhibi¢niho testu dokdzal antioxida¢ni potencial Troloxu piedcit
pouze extrakt z kotene (ICso 15 £ 1 pg/ml). V tomto piipadé byl nejméné
ucinnym extrakt ze stonku. Celkové lze shrnout, Ze extrakty z rostliny
S. stramoniifolium se liSily v antioxidacni aktivit¢ jednak dle ¢asti rostlinného
téla, ale také dle pouzité metody a mechanismu tc¢inku. Jelikoz se jedna o hrubé
extrakty, je mozno povazovat vysledky zejména u stonku a listu za velmi slibné,
jelikoz dosahovaly hodnot Cisté latky standardu Trolox. Proto by dalsi studium
mélo byt zaméfeno zejména na tyto ¢asti rostliny.

V literatufe neni mnoho zminek o biologické aktivit¢ této rostliny.
Wetwitayaklung a Phaechamud [30] zjistili u methanolického extraktu
S. stramoniifolium nizky antioxida¢ni potencial v TEAC testu s pouzitim
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ABTS'" radikalu (ICso = 1133,08 pg ve srovnani s 10,14 pg pro Trolox)
a prisoudili jej nizkému obsahu celkovych fenolickych latek (1,55 g ekvivalentu
gallové kyseliny/100 g extraktu). Produkty lipidové peroxidace, jako napiiklad
malondialdehyd, mohou spolu s volnymi radikaly zptlisobit poSkozeni dilezitych
bunéénych komponent od DNA, proteini, az po lipidy, a tim pfispét nepiiznive
ke vzniku patologickych procesli, vcetné¢ starnuti, rakoviny, kornaténi cév,
ischemické choroby srde¢ni ¢i neurodegenerativnim procesim [161]. Pfestoze
endogenni antioxida¢ni systémy jsou efektivni, je nutno dodavat v piipadé
zvysSeného oxida¢niho stresu antioxidanty z vnéjSich zdroji. V ramci prevence
je tudiz vhodné podévat pravidelné antioxidanty v potravé nebo jako doplnék
stravy, aby byl oxida¢ni stres limitovan. Mezi takové suroviny patii také
rostlinné extrakty bohaté na fenolické latky.

5.6.3 Protizanétliva aktivita SS

Jak je uvedeno v tabulce 22, ze vSech testovanych casti rostlin, byla zachycena

'''''

tato hodnota byla o tad vySsi nez standard dexamethason (ICso =16 £ 1 pg/ml).

Tabulka 22 Protizanétliva aktivita extrakti (80% ethanol) z riznych ¢asti
rostliny Solanum stramoniifolium

.....

Plod List Koien Stonek Dexamethason

Produkce oxidu dusiku

+6° +1°
(NO) >400 >400 100+6 >400 161

*Vsechny hodnoty jsou uvadény jako primér + smérodatna odchylka (n = 9), hodnoty s riiznym
indexem ve stejném fadku jsou statisticky odli$né na hladin€ vyznamnosti p < 0,05

Produkce NO nebyla u vSech ostatnich vzorkidl inhibovana az do testované
maximalni koncentrace 400 pg/ml. Vzhledem k tradi¢nimu vnéjSimu uziti listh
pii zanétech je mozno konstatovat, Ze v tomto ptipadé se na ucinku podili jiny

'''''

aktivitu posoudit odliSnym typem testu.

5.6.4 Antikarcinogenni aktivita a cytotoxicita SS

Vice nez 60 % farmaceutik, pouzivanych piti 1é¢bé rakoviny, pochazi
z ptirodnich zdrojl, a to zejména z rostlin [162]. Rod Solanum je velmi bohatym
zdrojem latek s protinddorovym uclinkem, mezi nejznaméjsSi patii solanin
a solamargine [163, 164]. Zuvedeného divodu byl mezi vybrané aktivity
zafazen take test hodnotici antikarcinogenni G€inek. Pro test byly vybrany Ctyti
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lidské nadorové bunécné linie, konkrétné MCF-7 (karcinom prsu), NCI-H460
(karcinom plic), HelLa (karcinom déloZniho Cipku) a HepG2 (hepatocelularni
karcinom). Jako dilezity parametr byl simultdnn€ proveden také test na
cytotoxicitu s pouzitim kultury nerakovinotvorné¢ primarni bunééné linie
z vepiovych jater PLP2. Data jsou rovnéZ shrnuta v tabulce 23.

Tabulka 23 Antikarcinogenni a cytotoxickd aktivita extrakta S. stramoniifolium

Cytotoxicita u nadorovych bunécnych linii (ICsy = ug/ml)

Bunécna linie Plod List Koi‘en Stonek Elipticin
MCF-
. CF-7 >400 206+10° 5245 242+4° 0,91:£0,04°
(karcinom prsu)
I-H4
N(? 60. >400 155+13° 11345 >400 1,0+0,1°
(karcinom plic)
HveLva (Vkarcvlrnom ~400 97447 206+15° >400 1,91+0,06°
délozniho ¢ipku)
HepG2 (hepatocelularni 400 8546° 4043 ~400 1,140,2°

karcinom)

Cytotoxicita u nenddorové bunécné linie 1Csy = ug/ml)

PLP2 >400 >400 252+10° >400 3,240,7°

*Vsechny hodnoty jsou uvadény jako priimér + smérodatna odchylka (n = 9), hodnoty s réiznym
indexem ve stejném fadku jsou statisticky odliSné na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05

Z vysledkl vyplyva, ze extrakt z listu a kofene inhibovaly vSechny nadoroveé
bunétné linie. Nejvyssi inhibice bylo dosazeno u linie HepG2 s nejnizsi
hodnotou inhibi¢ni koncentrace I1Cso (40 £ 3 pg/ml pro kofen a 85 + 6 pug/ml pro
list). Extrakt ze stonku u¢inkoval pouze na buné€nou linii MCF-7 (ICs5y = 242 +
4 ng/ml) a u extraktu z plodu se nepodatilo zachytit ICsy ani do maximalni
koncentrace. Z pohledu pouzitych kultur se jako nejcitlivéjsi jevi bunécnd linie
karcinomu prsu MCF-7, jez byla inhibovana tiemi ze ¢ty extraktii v potadi
ucinnosti kofen > list > stonek. Obrazek 18 shrnuje graficky ucinnost
jednotlivych extraktii v tomto testu. Pro piehlednost bylo u vzorkl, u nichz
nebyla v koncentraénim rozmezi zachycena 1Csy vynesena jako ekvivalentni
hodnota 400 pg/ml.

Za povSsimnuti stoji, Ze oproti extraktu z listu poskytnul extrakt z kofene niz$i
hodnoty ICsy u HepG2, MCF-7 1 NCI-H460, ale byl mén¢ ucinny vuci HeLa. Ve
srovnani se standardem elipticinem byly vysledky nejméné o tad vyssi, tudiz
prumérné. Nicméné elipticin je jednak Cista latka s vysokym tc¢inkem proti vSem
pouzitym bunécnym liniim, ale na druhé stran¢ s vysokou hepatotoxicitou viuci
nerakovinotvornym buiikdm v testu s PLP2 primérni buné¢nou linii.
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Obrazek 18: Antikarcinogenni aktivita S. stramoniifolium. U hodnot ICs5y>400 ug/ml
byla v grafu zamérné vyznacena maximalni hodnota slouzici k porovnani miry aktivity
vzorku. PouZity standard v testu. elipticin

Na druhé strané pouzité extrakty nepiekrocily u PLP2 hodnoty, které byly
ziskany pro nadorové bunécné linie. Extrakt z kofene byl kuptikladu stredné
toxicky wvuéi PLP2 (ICsp = 252 + 10 pg/ml), ale aktivni koncentrace
u nadorovych linii byly o fad niZ8i nebo lehce nizsi, a to 40 = 3 pg/ml pro
HepG2; 52 £ 5 pg/ml pro MCF-7; 113 £ 5 pg/ml pro NCI-H460 a 206 + 15
ug/ml in HelLa). Z tohoto divodu se jevi jako slibn€jsi kandidat pro pouziti
v potravinaiském primyslu spiSe extrakt z listu S. stramoniifolium, jelikoz na
rozdil od extraktu z kofene nebyl zaznamenan toxicky u¢inek v PLP2 testu az do
hladiny 400 pg/ml, kterd je povazovana za orientacni hrani¢ni hodnotu pro
preliminarni testy tohoto ucelu.

Pfesto je nutno pocitat s moznosti synergniho piisobeni obsazenych sloucenin
v matrici hrubého extraktu. V literatufe bylo potvrzeno, Ze obecné maji hrubé
extrakty ve srovnani s Cistymi izolovanymi slouceninami obvykle nizkou
toxicitu. Proto si v potravinafském a farmaceutickém primyslu zacinaji opét
nachazet své misto pravé hrubé extrakty, i pies problémy standardizace
a udrzeni kvality jednotlivych extraktl, které jsou zavislé na vice faktorech [1].
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6. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

Ptinos pro védu:

Byly provedeny detailni studie biologické aktivity extrakti Momordica
charantia L a Solanum stramoniifolium Jacq., které ptispéji k védeckému
poznani téchto doposud malo prozkoumanych tropickych rostlin.

U obou rostlin byla stanovena toxicita na primarni bunééné linii, na jejimz
zéklad¢ byly vybrany extrakty vhodné pro potravinaisky priamysl.

V 80% ethanolovém extraktu M. charantia bylo 6 fenolickych latek
identifikovdno poprvé.

U rostliny S. stramoniifolium byla poprvé utohoto druhu popséna
pfitomnost biologicky aktivnich latek také selektivné v jednotlivych
¢astech rostliny.

U obou rostlin byl pozorovan Sirokospektralni inhibi¢ni ucinek vici
senzitivnim 1 rezistentnim klnickym izoladtim bakterii. To naznacuje
pritomnost latek schopné obejit rezistencni mechanismy testovanych
bakterii.

U extraktu z kotfene S. stramoniifolium byla zjiSténa antioxidacni aktivita
siln€j$i nez u standardu Trolox, coz dokazuje silny antioxida¢ni potencial
pro pouziti extraktu v potravinarstvi.

Ptinos pro praxi:

Ziskané vysledky potvrdily potencial vybranych tropickych rostlin pro
vyvoj novych funk¢nich potravin, po nichz se vyrazné zvysuje poptavka.
Ptipravené extrakty potvrdily mozny vysoky biologicky potencial
v udrZzovani zdravi konzumentli pomoci prevence oxida¢niho stresu
a civiliza¢nich chorob snim souvisejicich (zdnétlivdA onemocnéni,
kardiovaskuldrni nemoci, neurodegenerativni procesy, rakovina).

Diky zjisténé antimikrobialni a antioxidacni aktivit¢ mohou byt extrakty
prospésné pro zachovani bezpecnosti a trvanlivosti potravin kontrolou
nezadoucich kmenii ve vyrobku a zpomaleni procesii oxidace citlivych
molekul.

Kvantifikace ptitomnych latek v extraktu mize slouzit pro standardizaci
komer¢éné vyvijenych extrakti vhodnych pro potravinarsky primysl.
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7. ZAVER

Stoupajici zdjem konzumentil o fortifikované potraviny, které¢ vykazuji pozitivni
vliv na zdravi a ptredchéazeji chronickym chorobam, motivuje vyrobce k vyvoji
novych produktl. Také zvySujici se preference spotiebiteli smérem k ptirodnim
surovinam udava trend v nahrazovani synthetickych ptidatnych latek za latky
pfirodniho plivodu. Vyvoj standardizovanych rostlinnych extrakti, které spliuji
tyto zdravotni pozadavky a zarovenl napomahaji udrzeni bezpe€nosti potravin
z hlediska trvanlivosti a mozné kontaminace béhem vyroby, a to bez vedlejSich
negativnich UCinkd na lidské zdravi (jako je tomu u mnoha synthetickych
ptidatnych latek), je stale jesté na svém zacatku.

Testovany byly dvé rostliny, pland varieta Momordica charantia L. a Solanum
stramoniifolium Jacq., znichz bylo pfipraveno celkem pét extrakt v 80%
ethanolu (MCH nadzemni ¢ast, SS plod, SS list, SS koten a SS stonek).

Z dtvodu bliz§iho poznani ptitomnych biologicky aktivnich latek byly metodou
LC-MS v extraktech stanoveny fenolické latky. Identifikovany byly latky,
antikarcinogenni uc¢inek. Jednalo se zejména o derivaty kyseliny chinové a dale
derivaty kvercetinu, kaempferolu a isorhamnetinu, jak u M. charantia, tak
u S. stramoniifolium (list). Zajimavé bylo zjiSténi obdobného profilu latek
v kofeni a stonku S. stramoniifolium, konkrétné ptitomnost dihydrocaffeoyl-
spermidind. Ty byly ve zminéné rostliné identifikovany poprvé, a¢ jsou
znamymi metabolity rodu Solanum, napf. popsané v hlizdch brambor
(S. tuberosum). V extraktu z kofene bylo nalezeno vysoké mnozstvi
tris(dihydrokaffeoyl)spermidinu (9,51 + 0,08 pg/g suchého extraktu, tj. DE),
zatimco ve stonku bylo této latky podstatné méné (1,06 + 0,02 ug/g DE).
Z fenolickych kyselin dominovala trans-chlorogenova kyselina (5,03+0,14 pg/g
DE v koteni a 3,42 + 0,02 ug/g DE ve stonku, zatimco v listu to byla trans-
neochlorogenova kyselina s 6,49 + 0,05 pg/g DE. Z flavonoidi byl v listu
nejvice zastoupen flavonoid kaempferol-O-deoxyhexosyl-O-rutinosid (4,7 £ 0,1

ug/g DE).

U studované plané variety M. charantia bylo Sest sloucCenin identifikovano
poprvé (5-O-feruoylchinova kyselina, isokvercitrin, kaempferol-
O-pentosylhexosid, kvercetin-O-acetylhexosid, kaempferol-O-acetylhexosid,
isorhamnetin-O-acetylhexosid). Nejvice zastoupenou slouceninou v extraktu
této rostliny byl kvercetin-O-pentosylhexosid (7,78 £ 0,01 pg/g DE).
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Z pohledu biologickeé aktivity se jako nejslibngjsi jevil extrakt z kotfene
S. stramonifolium, ktery byl vysoce aktivni ve vSech testech. Ve vSech ¢tytech
testech antioxidacni aktivity dokonce dosahoval lepSich vysledki nez standard
Trolox. Jako jediny také tento extrakt vykézal protizanétlivou aktivitu (ICsy =
100 £ 6 pg/ml). Nicméné byl shledan pro svou toxicitu vic¢i primarni bunééné
linit (ICso = 252 £ 10 pg/ml) jako nevodny pro pouZiti v potravinaistvi. Extrakt
z listu stejné rostliny vykazal slibnou antioxida¢ni a antikarcinogenni aktivitu,
navic proti klinickym izolatim bakterii byl G¢innéjsi.

Extrakt M. charantia byl také efektivni ve vSech testech, 1 kdyz nedosahl takové
aktivity jako koten S. stramoniifolium. Vyhodou je ovSem nizka toxicita MCH
(ICso = 400 pg/ml). Za zminku jist stoji inhibice bakterie L. monocytogenes,
u niz bylo dosaZeno viibec nejnizsi G€inné koncentrace ve vSech testech (MIC =
0,625 pg/ml). Celkové byl extrakt MCH uc¢inngj$i viac¢i klinickym izolatim
bakterii nez extrakty S. stramoniifolium.

Extrakt z plodu byl z pohledu biologické aktivity nejméné perspektivni, byla
zachycena pouze antioxida¢ni aktivita. Zajimavym byla vSak silnd ihnibice
grampozitivni bakterie Listeria monocytogenes (MIC = 2,5 pg/ml). V extraktu
z plodu nebylo moZzno identifikovat Zadné konkrétni fenolické latky pouzitou
standardni metodou.

Rostliny Momordica charantia L. a Solanum stramoniifolium Jacq., divoce
rostouci v prirodé¢ tropickych ostrovii Trinidadu a Tobaga, jsou slibnymi zdroji
novych biologicky aktivnich latek, coz potvrdily extrakty z tradiéné
pouzivanych cCasti rostlin v sérii testd, zkoumajicich jejich antioxidacni,

'''''

Provedené testy umoznily vybér extraktu M. charantia (nadzemni cast)
a S. stramoniifolium (list) jakozto vhodnych kandidati pro potravindisky
pramysl. Nicméné dalsi selektivni testy budou tfeba k schvaleni vyvijenych
produktti.

Vysledky této prace obohati znalosti o0 méné zkoumanych druzich tropickych
rostlin, které obvykle diky environmentaln€ naro¢nému prostiedi vykazuji vyssi
biologickou aktivitu sekundarnich metabolitl, které produkuji k obrané a pieziti.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

APCI chemicka ionizace za atmosférického tlaku

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku

ATCC Americka referen¢ni kolekce mikroorganismii

BAL Biologicky aktivni latky

BCA antioxidacni test odbarvovani f-karotenu

BHI kultivacni bujon Brain Heart Infusion

CCM Ceska referenéni kolekce mikroorganismii

CCDM Ceska referenéni kolekce mlékaiskych mikroorganismi
CFU kolonie tvofici jednotka

Cl chemicka ionizace

CQA Kyselina caffeoylchinova (chlorogenova)

DART pfima analyza v redlném Case

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

EFSA Evropsky tfad pro bezpecnost potravin

El elektronova ionizace

ESBL Sirokospektré beta-laktamasy

ES ionizace elektrosprejem

ESKAPE skupina  multiresistentnich ~ patogeni s  druhy

Enterococcus  faecium,  Staphylococcus  aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter

EU Evropské unie

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv

FRAP stanoveni redukéni sily pomoci zelezitych iontt
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G+

G-

HAT
Hela
HepG2
HPLC
IL-6
INT
LC-MS
LPS
MALDI
MALT
MCF-7
MCH
MCP-1
MHB
MMP-9
MRS
MRSA
MSSA
NCI-H460
NO
ORAC
PGE2
PLP2
PBS

grampozitivni (bakterie)

gramnegativni (bakterie)

pienos atomu vodiku

lidské bunky karcinomu délozniho ¢ipku
lidské bunky hepatocelularniho karcinomu
vysokoucinna kapalinova chromatografie
interleukin-6

p-jodnitrotetrazoliova violet’

kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

lipopolysacharid

ionizace laserem za ucasti matrice
kultivaéni bujon se sladovym extraktem
lidské buiiky karcinomu prsu

Momordica chaantia L.

mononuklearni chemoprotektant

kultivacni bujon Mueller Hinton

matrixova metaloproteinaza

kultivaéni bujon de Man, Rogosa, Sharpe
methicilin resistentni Staphylococcus aureus
methicilin sensitivni Staphylococcus aureus
lidské bunky karcinomu plic

oxid dusnaty

schopnost absorpce kyslikového radikéalu
prostaglandin E2

jaterni vepfova primarni buné¢na linie

pufrovany fyziologicky roztok
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RAW 264.7

RNS
ROS
SET

SS
TAA
TBARS
TNF-a
TPC
TSB
UPLC

mySsi makrofdgova linie

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

ptenos elektronu

Solanum stramoniifolium Jacq.

celkova antioxidacni aktivita

reaktivni slozky thiobarbiturové kyseliny
tumor nekrotizujici faktor

stanoveni celkovych fenolickych latek
kultivacni bujon trypton-sojovy

ultra G¢innd kapalinova chromatografie
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