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1. UVOD

V poslednich letech se zvySuje mnozstvi poznatku a droverl znalosti o
tloze volnych radikalu pii oxida¢nim stresu u Zivych organismi. Volné radikaly
maji vedle svych fyziologickych funkei (napf. ucast v procesu fagocytdzy) také
negativni plisobeni na organismus pfi fadé onemocnéni. Jde piedevdim o
reaktivni kyslikové radikaly (reactive oxygen species - ROS) a dusikové
radikaly (reactive nitrogen species - RNS), které plisobi na biologicky vyznamné
molekuly, piedevsim bilkoviny, lipidy a nukleové kyseliny a pozménuji jejich
strukturu a tim modifikuji jejich funkci. V téle pusobi antioxidaéni systémy,
které udrzuji tvorbu volnych radikala na fyziologické Urovni a eliminuji tak
poskozeni biomolekul; nemohou v3ak pIné organismus pred ucinky volnych
radikald ochranit. Jednou z moznosti, jak zvysit kvalitu antioxidaénich systému
je pusobeni antioxidanti. Antioxidanty jsou molekuly, které — jsou-li pfitomny
v malych koncentracich ve srovndni s latkami, jeZ by mély chranit - mohou
zabratiovat nebo omezovat oxidaéni destrukci téchto latek. Kromé endogennich
antioxidantu (kyselina modova, koenzym Q ¢&i glutathion) se do centra
pozornosti dostavaji zejména pfirodni antioxidanty, pfijimané s potravou. Jedna
se o antioxidaéni vitaminy (vitamin C, tokoferoly, karotenoidy) a také
polyfenolické slouéeniny, k nimz fadime zejména flavonoidy, fenolické kyseliny
a katechiny. Ty jsou pfitomny zejména v ovoci, ving, Caji a zelening, dilezity
zdroj pfedstavuji také léCivé rostliny. Klinické a epidemiologické studie
poukazuji na korelaci mezi pfijmem polyfenolickych latek a prevenci nékterych
onemocnéni, napf. kardiovaskularnich chorob, rakoviny, nékterych
degenerativnich onemocnéni ¢&i procesu starnuti. Z téchto duvodu stoupa zajem
stanovit antioxidaéni aktivitu latek rostlinného puvodu. ProtoZe viak vétdinu
antioxidantu pfijimame v potravé ve smési s ostatnimi latkami. které mohou
pusobit jak synergisticky tak inhibi¢né, je snaha charakterizovat antioxidaéni
aktivitu smesnych vzorku - rostlinnych extraktii a potravin. Zjisténi jejich u€inku
oproti jednotlivym radikdlim nam muZe pomoci Iépe pochopit mechanismus

jejich antioxidaéni aktivity a porovnat antioxidaéni u¢inky ruznych smési.




Je nutno, pro uplnost dodat, Ze zjisténa aktivita in vitro nemusi nutné odpovidat
aktivit¢ in vivo. Prirodni latky pfijimané v potravé podléhaji v travicim traktu
metabolickym zménam a mira jejich U€inku je podstatné ovlivnéna resorpci a
dal$im metabolismem. Informaci o biologické dostupnosti a farmakokinetice

téchto latek je dosud velmi malo a jsou nutné pfedmétem daliho studia.

| ]

2. RESENA PROBLEMATIKA

Tato disertadni prace, kterd ma nazev ,,Antioxidaéni vlastnosti
nizkomolekularnich fenolickych latek™ se zabyva problematikou
antioxidaéni aktivity extrakti z rostlin s obsahem fenolickych latek a

metodami jejiho stanoveni.

Cilem této prace bylo:
- Zdostupnych informac¢nich zdroju vypracovat piehled
metod stanoveni antioxidaéni aktivity pfirodnich latek in
vitro se zaméfenim na fenolické latky - flavonoidy a

fenolické kyseliny.

- U vybranych vzorku (Ballotu nigra, Linaria vulgaris,
Brassica oleracea var. costata D.C.) identifikovat a

kvantifikovat fenolické latky a organické kyseliny.

- Zjistit antioxidaéni aktivitu vy$e zminénych vzorka
oproti vybranym radikalam (DPPH, superoxidovému

radikalu, hydroxylovému radikélu), kyseliné chlorné a

oxidu dusnatém.




3. TEORETICKA CAST

3.1. VOLNE RADIKALY, REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A DUSIKU

V poslednich letech bylo ziskano mnoho dokladi o tom, Ze v organismu b&Zné vznika
tada reaktivnich forem kysliku (reactive oxygen species - ROS) a reaktivnich forem
dusiku (reactive nitrogen species - RNS) a Ze tyto latky maji znacny fyziologicky i
patologicky vyznam. Staly se proto pfedmétem intenzivniho vyzkumu a védomosti o
nich se postupné uplatiiuji v Iékaiské praxi. Jde o latky, které pohotoveé reaguji s
riznymi molekulami — mastnymi kyselinami a lipidy, aminokyselinami, proteiny,
mononukleotidy a  polynukleotidy (nukleovymi kyselinami) a 1 s fadou
nizkomolekularnich metabolitd, koenzymi a jinych souéasti Zivé hmoty. Diky tomu se
staly vyznamnymi prostfedniky pfenosu energie, faktory imunitni ochrany a signalnimi
molekulami bun&iné regulace. Za uréitych okolnosti vsak ptisobi jako toxické latky a
jako desinformaéni agens, schopni organismus poskodit a dokonce i usmrtit (1). Tab. 1

uvadi prehled a (&inky hlavnich druht radikalt (2).

3.2. REAKTIVNI FORMY KYSLIKU A METODY JEJICH
STANOVENI

3.2.1. SUPEROXID

Superoxid mé& oxidaéni i redukéni vlastnosti. Podléha tzv. dizmutact, pii které jedna
jeho molekula poskytuje elektron druhé, takZe superoxid se vlastné zaroven oxiduje 1
redukuje a produkty reakce jsou kyslik a peroxid vediku (Tab. 2). V biologickych
systémech je tato reakce urychlovana specifickym enzymem - superoxiddizmutazou (1).
Superoxid je vlastnd primérnim ROS, ktery po reakci s jinymi molekulami muzZe
poskytovat sekundarni ROS, a to bud’ piimo a nebo za katalyzy enzymy nebo kovy.

Tab. 2 shrnuje reakce superoxidového radikalu vedouci k jeho pfemeéné na ROS.
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Tab. 1: Povaha a biologické vlastnosti hlavnich druht radikalu

Kyslikové radikdly

Kyslik

Superoxidovy
radikal

Peroxid vodiku

Excitovany stav molekuly kysliku UV nebo jinym zafenim; reaguje
s velkym poétem biologickych molekul, také s lipidy membran, ¢imz
zahajuje peroxidaci

Slaby oxidant i reduktant s malou biologickou aktivitou; uvoliuje
Fe(I) znékterych Zeleznatych komplexi a Zelezo-sira proteind,
Fentonovou reakci poskytuje hydroxylovy radikal; ma nizkou
membranovou propustnost

Oxidaéni &inidlo, reaguje pomalu sredukénimi €inidly jako jsou
thioly; reaguje s redukovanymi Zeleznatymi a méd’nymi solemi za
tvorby hydroxylovych radikalu; reaguje shem- proteiny a
peroxidazami a iniciuje tak radikélové reakce a lipidovou peroxidaci;
je membranové propustny

Hydroxylovy Extrémné reaktivni stémé&F viemi biologickymi molekulami;
radikal zpusobuje modifikaci DNA (poskozeni bdzi a zlomy fetézce),
poskozeni proteini a enzymu, lipidova peroxidace; téméf bez
biologickych G¢inku
Dusikové radikaly a radikdly chloru
Kyselina Silny oxidant celé fady biologickych latek, jako thiolu a thioétern,
chlorna aminu, fenolt a nenasycenych vazeb; selektivngjsi nez hydroxylovy

Chloraminy

Oxid dusnaty

Peroxynitrit

radikal, oxiduje centra se Zelezem a zpusobuje fetézeni proteind; je
membranoveé propustna

Slabsi a déle ,,Zijici“ oxidant neZ kyselina chlorna, reaguje s thioly,
thioétery, centry se Zelezem; ruznd toxicita chloraminu v zavislosti na
polarité a membranové propustnosti; chloraminy a-AMK se pomalu
rozkiadaji na potencionalné toxické aldehydy.

Reaguje pohotové se superoxidem za vzniku peroxynitritu; tvofi
komplexy s hem-proteiny; inaktivuje centra se Zelezem, sirou; tvoff
nitrosothioly.

Nestabilni kratkodoby silny oxidant s vlastnostmi podobnymi
thiolim; rozkladd se na dusi¢nan, zména reaktivity po reakci
s uhliitanem.

Tab. 2: Reakce vedouci k tvorbé ¢i konverzi ROS

() 0, + 02._+ 2H" — 0> + H.04

(2) 0,”+ H;0, —»0H + OH + O,

(3) 0,~ +Fe’" — 0, + Fe*

(4) Fe + H,0, — OH + OH+ Fe™”
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3.2.1.1. Metody stanoveni superoxidového radikalu

K produkci hydroxylového radikalu se nejcastéji vyuZiva:

Neenzymova metoda

K produkci radikdlu je vyuZivéna reakce 5-metylfenazinium-metyl-sulfatu (PMS) a
nikotinamidudinukleotidu (NADH). Po redukci PMS zpisobené NADH, redukovany
PMS reaguje s kystikem a dochazi k tvorb& O, (3):

NADH + H™+ PMS — NAD" + PMSH,

PMSH,+ 20, — PMS + 20,™+ 2H"

Enzymova metoda

Radikal O, se tvofi pii reakci xantinoxidazy (XO) s xantinem (nebo hypoxantinem).

Xantinoxidaza katalyzuje jeho pfeménu na kyselinu mo&ovou, pficemz se tvofi Oy :

o
o
HN N X0 > ) ]
o | I+ WO 20 L 0, ~+ 2H'
07 N N A Ak
H H 0" "N” "N O
H H
Radiolyza vody

Superoxid lze produkovat také radiolyzou vody (3).

Detekce radikalu:

1. Reakce superoxidového anion-radikdlu s nitrotetrazolinovou modvf

Superoxidovy radikal redukuje nitrotetrazoliovou modi na formazan (Obr. 1), modrou
sloudeninu, ktera vykazuje maximum absorpce pii vlnové délce 560 nm. Detekce se
provadi spektrofotometricky pfi 550-560 nm. Pro detekci v oblasti UV muze byt
nitrotetrazolinova modf nahrazena syntetickym formazanovym barvivem WST-1, které
je vzhledem k dobré rozpustnosti vhodnéj$i pro provadéni testu na mikrotitraénich

destitkach (4).
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Obr. 1: Struktura (A) nitrotetrazolinové modfi a (B) formazanu

Tato metoda je $iroce vyuzivana ke stanoveni antioxidac¢ni aktivity rostlinnych extraktu
s obsahem flavonoidu (5-9), hydroxyskoficovych kyselin (10,11), fenolickych kyselin
(12) ¢i ke stanoveni antioxidaéni aktivity izolovanych hydroxyskoficovych kyselin (13)

a flavonoidu (14).

2. Reakce superoxidového anion-radikdilu s cytochromem c.
V této reakci ferricytochrom ¢ (Fe*" cyt ¢) oxiduje superoxidovy radikal a sam se
redukuje na ferrocytochrom ¢ (Fe’ eyt e):
Fe¥'cyte + 0, — Feleyte + O,
Detekce probiha spektrofotometricky pii 550 nm (15).
Tato zkougka byla vyuZita napf. pro stanoveni antioxida¢ni aktivity extraktu z kofenu

Microdermis keyvana (Pandaceae) (16).




3. Reakce superoxidového anion-radikdlu s 2,2—dimetyl-2H-pyrol-1-oxidem (DMPO)
&i 5-terc-butoxykarbonyl 5-metyl-1-pyrolin N-oxidem (BMPO)

Reakci superoxidu s DMPO ¢i BMPO vznikne adukt, ktery je mozné stanovit pomoci
metody ESR (elektronovd spinova rezonance) (17) nebo HPLC ve spojeni
s elektrochemickou detekci (HPLC-ECD) (18).

Touto metodou napi. Leopard et al. stanovovali zhaseci schopnost extraktu ze smési 4
rostlin: Arctium lappa (Asteraceae), Rumex acetosella (Polygonaceae), Ulmus rubra

(Ulmaceae) a Rheum officinale (Polygonaceae) (19).

4. Reakce superoxidového anion-radikdlu s luminolem.

Detekce se provadi méfenim chemiluminiscence. Vzhledem k tomu, Ze luminol je
schopen reagovat s ruznymi kyslikovymi radikaly (tedy nejen s O;7), postihuje tato
metoda 3iroké spektrum antioxidaéni aktivity latek (15,20).

Nejéastéji pouzivanou chemiluminiscenéni latkou pro detekei superoxidu je lucigenin.
Jedna se o aromatickou sloudeninu, jejiZz chemicky nazev je bis-N-metylakridinium
nitrat. Vykazuje zelenomodrou fluorescenci (21). Zkouseny byl také coelenterazin,

lipofilni luminifor izolovany z la¢kovce Aequorea (22).

5. Reakce superoxidového anion-radikdlu s adrenalinem
Superoxidovy radikal oxiduje adrenalin za alkalického pH na cerveny adrenochrom,

ktery se stanovuje spektrofotometricky pii 480 nm (23).

6. Reakce superoxidového anion-radikdlu s akonitdizou

Superoxid inaktivuje akonitazu oxidaci, pii které dochézi ke ztraté Zeleza z kubanového
seskupeni akonitazy. Aktivita akonitizy je sledovana spektrofotometricky méfenim
konverze izocitratu na cis-akonitat pfi vinové délce 240 nm (15). Méfeni aktivity
akonitazy bylo vyuZito pro zjidténi tvorby superoxidu v raznych burikich a tkanich -

jatrech, srdcei, plicich a mozku (24,25).
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7. Reakce superoxidového anion-radikdlu s hydroethidinem

Hydroethidin (dihydroethidium) je membranové propustna latka jejiz dvouelektronovou
oxidaci vznika ¢ervené fluoreskujici ethidium bromid. Po jeho vazb& na DNA dochazi
k narustu fluorescence (excitace, 500-530 nm; emise, 590-620 nm) Reakce je relativné
specificka pro Oz . oxidovat hydroethidin muze, jen velmi omezené, také kyselina
chlorna nebo peroxid vodiku. VyuZiva se zejména k detekei superoxidu v buiikach a
tkanich (26,27). Tato metoda byla vyuzita napf. ke studiu antioxidacnich vlastnosti
extraktu z plodi amerického Zendenu (Panax quinquefolius L., Araliaceae) (28) &i

extraktu ze semen vina {29).

3.2.2. PEROXID VODIKU

Ackoliv peroxid vodiku neni volnym radikalem, do skupiny ROS urdité patii, nebot’ se
ucastni vzniku radikéld. Samotny peroxid vodiku je pomé&mé malo reaktivni, avSak
v piitomnosti tranzitnich kovu (dvojmocné Zelezo Fe’" nebo jednomocna méd’ Cu’) se
pohotové redukuje a vznika tak vysoce toxicky hydroxylovy radikal OH’, ktery je
extrémné silnym oxida¢nim ¢inidlem, v Zivé hmoté okamzité reagujicim s okolnimi
biomolekulami (viz hydroxylovy radikal niZe). Tato reakce se nazyva Haberova-
Weissova reakce, znama je spiSe jako Fentonova (Tab. 2-(4)). Na rozdil od

superoxidového radikalu je H,O, schopen prochézet biologickymi membranami (3).

3.2.2.1. Metody stanoveni peroxidu vodiku

1. Metody vyuzivajici peroxiddzu z k¥ene (horseradish peroxidase - HRP)
Vétsina metod pro detekci H,O; je zaloZend na oxidaci latky peroxidem vodiku a jeji
nasledné stanoveni.
K oxidaci latek (donorii vodiku) dochazi peroxidem vodiku za katalyzy HRP.

HRP + H,0; — HRP- H,0,

HRP- H,0; +AH;—+ — HRP + 2H,O0 + A
Mnozstvi H,O, miiZe byt monitorovano méfenim fluorescence pomoci riznych latek,
jejichz oxidaci dochazi ke vzniku ¢i zeslabeni fluorescence napi. skopoletinu (7-
hydroxy-6-metoxykumarinu),  diacetyldichlorofluorescinu,  p-hydroxyfenylacetatu,

homovanilové kyseliny & N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazinu (,,Amplex Red™) (I3).
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Peroxid vodiku lze také méfit spektrofotometricky, pii¢emz se sleduje oxidace

tetrametylbenzidinu nebo fenolové Cervené (15).

2. Fluorescence dichlorofluoresceinu

Peroxid vodiku oxiduje 2°-7'-dichlorofluorescin (DCFH) na fluoreskujici latku 2°-7'-
dichlorofluorescein (DCF). Fluorescence se méfi pii vinové délce excitace 498 nm a
emise 522 nm. Timto zpusobem byla napiiklad zji§tovana antioxidaéni aktivita
Ginsenosidu Re vudi peroxidu vodiku intracelularné (30) ¢i metylgalatu izolovaného

z extraktu Toona sinensis Roem. (Meliaceae) (31).

3. Inhibice kataldzy aminotriazolem

Jednou z hlavnich cest odstrafiovani peroxidu vediku je v lidském organismu jeho
reakce s katalazou. Meziproduktem této reakce je relativné staly komplex 1. Reakci
aminotetrazolu s komplexem [ dojde kireverzibilni inhibici katalazy. Katalaza je
inhibovéna pouze v pfitomnosti peroxidu vodiku a jeho mnozstvi se tak muze detekovat

sledovanim aktivity katalazy (32).

3.2.3. HYDROXYLOVY RADIKAL

Obzvlasté toxickym sekundarnim ROS je hydroxylovy radikal OH', ktery v Zivé hmoté
okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami; jde o extrémné silné oxidaéni Cinidlo,
vytrhujici elektron z nenasycenych mastnych kyselin, atakujici a hydroxylujici
aminokyseliny a baze nukleovych kyselin. K produkci OH' v organismu muZe dochéazet
minimalné étyfmi riznymi mechanismy.

Jednou zmoznych reakci je tzv. Haberova-Weissova reakce, znama spiSe jako
Fentonova reakce, pii niz hydroxylovy radikdl vznika redukci peroxidu vodiku
v piitomnosti tranzitnich kovu (dvojmocné Zelezo Fe?" nebo jednomocna méd Cu')
(Tab. 1-(4)) (1). Tranzitni kovy (Zelezo ¢i méd’) se ucastni vzniku ROS jen pokud
nejsou bezpeéné vazany v depozitnich formach, jako je feritin a transferin (vazba Fe) a
ceruloplazmin (vazba Cu). K uvolilovani ionti Zeleza, a pravdépodobné také meédi,
katalyzujicich Fentonovu reakci, miZe dochazet napf. pfi vyrobé potravin, zejména

masa (3).

16

Druhym moznym zpusobem vzniku OH’ je $tépeni molekuly vody ucinkem zakladniho
ionizujiciho zafeni. Timto zplsobem viak v organismu vznika velmi malé, vyvaZzene
mnozstvi OH'.
Tietim zplsobem tvorby hydroxylového radikalu je reakce superoxidu s oxidem
dusnatym (NO) (3). Oxid dusiku je jednou zmala molekul, ktera reaguje se
superoxidovym radikalem velmi pohotové za vzniku peroxynitritu:

0,7+ NO" — ONOO
Peroxynitrit méZe zpusobit rozsdhlé poskozeni (napi. oxiduje -SH skupin a tak
poskozuje methionin), navic se pfi fyziologickém pH protonuje a rozklada na celou fadu
skodlivych latek jako je dusitanovy kationt (NOz'), plynny volny radikal oxidu
dusi¢itého (NOy) a hydroxylovy radikal (OH").

Hydroxylovy radikal muze byt také tvofen reakci kyseliny chlorné a
superoxidového radikalu.

HOCIl + O;~— OH" + 0, + CI'

3.2.3.1. Stanoveni hydroxylového radikalu

K produkci hydroxylového radikalu se nejasté)i vyuziva:

1. Fentonova reakce: viz vy3e
2. UV fotolyza peroxidu vodiku: H;O; + hv — 2 OH" (33
3. fotolyza ruznych syntetickych latek napi. cyklickych peroxidu (34).

Detekee radikalu:

L. Reakce hydroxylového radikdlu s kyselinou salicylovou
Vznikajici hydroxylované derivaty kyseliny salicylové se detekuji a kvantifikuji

metodou HPLC s UV detekei (35) ¢i elektrochemickou detekei (36).

2. Reakce hydroxylového radikdlu s 2,2 —dimetyl-2H-pyrol-1-oxidem (DMPO)

Vznikly adukt je detekovan metodou ESR (elektronovd spinova rezonance) (37) nebo
HPLC ve spojeni s elektrochemickou detekei (HPLC-ECD) (33). Metoda ESR k detekei
hydroxylového radikalu byla pouZita napf. ke zjiténi antiradikdlovych vlastnosti
extrakta koteni jako jsou pepf, muskatovy ofisek, oregano a skofice (38), Sipku (38) ¢i

hlavnich fenolickych kyselin vyskytujicich se v pSenici (37).
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3. Reakce hydroxylového radikdlu s deoxyribézou

Vychytavanim OH’ deoxyribézou dochazi ke vzniku jejich degradaénich produktu,
které je mozZno po reakei skyselinou thiobarbiturovou (TBA) detekovat
spektrofotometricky pfi 532 nm (39,40).

{
HO * deoxyrib6za —————m= fragmenty ——— = malonyldialdehyd

kyselé prostiedi

OH
- N A3ovY _
malonyldialdehyd 7 2 —_—- ruzovy chromofor
//I\
HO N SH A max = 532 nm

thiobarbiturova kyselina

Ve zkousce s deoxyribozou je hydroxylovy radikal produkovan Fentonovou
reakci. Reakéni smés tvoii kyselina askorbova, H,Q, a Fe*”-EDTA. Kyselina askorbova
pusobi jako ,,urychlovac® reakce, protoze zpétné redukuje Zelezité ionty na Zeleznaté,
které mohou opét vstupovat do reakce. EDTA mé za 1kol chelatovat ionty Zelezité a
zabraijovat tak jejich vazbé na antioxidant. S EDTA tedy antioxidant (pokud ma tuto
schopnost) nemuZe vyvazat kovy zreakce a zabranit tak chelataci tvorbé radikdlu a
nasledné i tvorb& chromogenu.

Ke zjidténi schopnosti antioxidantu chelatovat ionty kovu se zkouska provadi bez
EDTA. V nepiitomnosti EDTA se nékteré ionty Zelezité vazi pfimo na deoxyribdzu, ale
i vazané nadale mohou katalyzovat Fentonovu reakci. Hydroxylové radikaly se viak
tvofi pfimo u deoxyribézy a rovnou ji atakuji a degraduji. To znamena, Ze antioxidant
pusobici jako zhase¢ OH" nemuZe vtomto provedeni kompetovat s deoxyribdzou a
zabratiovat jeji degradaci, plsobit miZe pouze vyvazanim kovi z reakce a zabranit tak
tvorb€ samotneho radikalu. Jestlize antioxidant vyvdZe kovy z reakce, ke sniZeni
mnozstvi produkovanych hydroxylovych radikalii dochazi dvéma moZnymi zpusoby: a)
hydroxylovy radikal se netvoii, nebot’ komplex antioxidant-kov neni schopen katalyzy;
b) komplex antioxidant-kov je schopen katalyzy, radikal se tvoii, ale je zachycen

antioxidantem a neuvolni se do roztoku (nebo-li atakuje antioxidant a ne deoxyribézu)

(3).
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Vyhodou této metody je moZnost stanovit jak antioxidacni, tak i prooxidaéni vlastnosti
Jatek. Pro zjisténi prooxida¢nich vlastnosti vzorku se reakce provadi bez kyseliny
askorbové. Pokud mé vzorek prooxidaéni vlastnosti — pusobi jako kyselina askorbova,
redukuje zelezité ionty na Zeleznaté, podporuje Fentonovu reakci a dochazi tak ke
zvysené produkei OH’. Nasledné se tak tvoii v&tsi mnoZstvi chromoforu a absorbance se
zvysuje (39).

Test sdeoxyribdzou je nejéastdji vyuZivanou metodou pro stanoveni aktivity
rostlinnych extraktd oproti hydroxylovému radikalu. Je zahrnut napiiklad ve studiich
zabyvajicich se antioxidagni aktivitou vodnych extraktu Hypericum androsaemum
(Guttiferae) a Lippia citriodora (Verbenaceae) (41,42) &i v praci zabyvajici se
antioxidaéni aktivitou metanolového extraktu z kury Cinnamomum verum (Lauraceae)

(43).

4. Vychyrivani hydroxylového radikdlu specifickou chemiluminiscencni sondou
indoxyl-f-glukuronidem (IBG)
IBG je po ataku hydroxylovym radikalem schopny chemiluminiscence. ZhaSenim OH’

ptidanymi antioxidanty pak dochdzi ke sniZeni chemiluminiscence (44).

5. Reakce hydroxylového radikdlu s benzodfem
Benzoat vychytava hydroxylové radikaly, dochazi k jeho hydroxylaci a tvoii se silné
fluoreskujici  3-hydroxybenzoat a 4-hydroxybenzoat. Aktivita se tedy mefi

fluorimetricky (45).

6. Modifikovand “cupric ion reducing antioxidant capacity” (CUPRAC) zkouska.

Hydroxylové radikaly produkované Fentonovou reakei hydroxyluji aromatické
slougeniny jako jsou p-aminobenzoat, 3,5-dimetoxybenzoat nebo 2,4-dimetoxybenzoat.
Fenolické hydroxyly vzniklych oxida¢nich produktu téchto latek jsou poté oxidovany
na odpovidajici chinony é&inidlem Cu(Il)-neocuproinem. Pii této redoxni reakei se
Cu(ll)-neocuproin redukuje na chromogen Cu(I)-neocuproin, absorbujici pfi vlnové
délce 450 nm. Pokud ma testovana latka schopnost zhaget hydroxylové radikaly, sniZuje
se hydroxylace sond (aromatickych slou¢enin) a tedy i redukce cinidla Cu(li)-

neocuproinu - absorbance pfi 450 nm se snizuje (46).




9. Reakce hydroxylového radikalu s fenoly a ndsledna HPLC-ECD
Vznikly produkt fenolu po ataku hydroxylovym radikalem je detekovan HPLC-ECD
47.

10. Metoda ORAC

Metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se vyuziva k hodnoceni
schopnosti dané latky zpomalit nebo zastavit radikalovou reakci (48). Detekce je
zaloZena na sledovani ubytku fluorescence [(-fykoerytrinu po ataku radikaly. Pro
generovani hydroxylovych radikali se pouZiva systém H,0,-Cu®’. Tato metodika se
dale vyuziva ke zji§téni reaktivity va¢i peroxylovym radikalum, pro jejichZ generovani
se vyuZiva zejména AAPH (2,2"-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid) (48).
Vzhledem k tomu, Ze hydroxylovy a peroxylovy radikal patfi mezi nejreaktivnéjsi, j

ORAC dulezitym testem charakterizujici antioxidanty (20).

Metoda ORAC byla vyuzita napf. ke stanoveni antioxidacni aktivity rostlinnych druht
vyuzivanych v lidovém lé¢itelstvi Amazonie s cilem nalézt vhodny zdroj pfirodnich
antioxidantu (49). RovnéZ byla touto metodou testovana antioxidaéni aktivita ruznych

vin (50).

10. Reakce hydroxylového radikdlu s fluoresceinem (metoda ORAC-FL)

Tato metoda zjiSt'uje zejména schopnost testované latky chelatovat kovy a zabranit tak
tvorbé OH ve Fentonové reakci. Do Fentonovy reakce pridany fluorescein se oxiduje,
piicemz ztraci fluorescenci. Antioxidant schopny vyvézat kov ztéto reakce tak
zabranuje ztraté fluorescence fluoresceinu. Pro tuto zkousku se z testovanych kovu
ukazaly jako nejvhodng&jsi kobaltnaté ionty (51). Metodika ORAC s vyuZitim
fluoresceinu jako fluorescenéni sondy byla vyuzZita ve studii zabyvajici se antioxida¢ni
aktivitou extraktu ze slupky a diené granatového jablka (Punica granatum, Punicaceae)
(52) &i ke zjidteéni antioxidaéni aktivity §t'avy z ervenych i bilych vinnych hroznd a

vinného octa (Vitis vinifera, Vitaceae) (53).

3.2.4. KYSELINA CHLORNA

Kyselinu chlornou (HOCU) syntetizuji neutrofilni granulocyty (polymorfonukleary)
pomoci sve myeloperoxidazy: H2O, + CI" — HCIO + H;0

Podobny enzym obsahuji lidské eosinofily, tento enzym preferuje bromidové ionty pied
chloridovymi a pravdépodobné produkuje kyselinu bromnou (3). Kyselina chlorna je
silny antioxidant, ktery polymorfonukleary pouzivaji spolu s dalsimi ROS a RNS jako
baktericidni prostiedek (1). HOCI produkovana mimo fagocytujici buiiky vsak muze
zpusobit tkafiové poskozeni. Napiiklad kyselina chlorna oxiduje dulezité methioninové
zbytky v oj-antiproteinaze (dfive nazyvané a,-antitrypsin), ktera v télnich tekutinach
¢lovéka pusobi jako inhibitor proteaz serinu, jako je elastaza (3).

Kyselina chlorna se muZe vyskytovat v potravinach - jeji sodna sul (NaQCl) se pouziva

pro béleni; vznikat muZe také ozafovanim potravin s obsahem chloridovych iontu (3).

3.2.4.1. Metody stanoveni aktivity vuci kyseliné chlorné

Antioxidant muze zhaset HOC! a/nebo inhibovat produkci HOCI inaktivaci
myeloperoxidazy.

Inhibice myeloperoxidazy se testuje napi. reakci myeloperoxiddzy s guajakolem
v piitomnosti  H,O,: myeloperoxidaza katalyzuje oxidaci guajakolu na barevny
chromogen a pokud testovana latka inhibuje enzym, dochdzi ke sniZeni tvorby
chromogenu, a tim i absorbance. JestliZe se v této zkouSce ukaze testovand latka aktivni
viiéi myeloperoxidaze, je tieba zjistit zda dana latka d¢inkuje inhibici enzymu nebo zda-
li pouze nekompetuje s guajakolem jako dal$i moZny substrat.

Pro testovani latek na zhaseni kyseliny chlorné se k produkci HOCI vyuZivd bud’ systém
myeloperoxidaza/H,0,/Cl” nebo ji  Ize piipravit jednodueji z chlornanu sodného
(Na OCI) upravou pH roztoku na 6,2 (3).

Dobrym zhasetem kyseliny chlorné a substratem pro myeloperoxidazu je Kyselina
askorbova nebo vétdina thioli. Také nékteré fenolické latky (jako vanilin, kyselina
ferulova, katechiny, kyselina karnosova, karnosol a propylgalat) reaguji velice rychle

s HOCI a mohou tak zabranit degradaci «)-antiproteindzy a jinych latek citivych na

oxidativni po§kozeni in vitro (3).




1. Reakce kyseliny chlorné s a,~antiproteindzou
Aktivita antioxidantu se testuje sledovanim celé kaskady reakci: testovany antioxidant
se smichd s uj-antiproteindzou vysoce citlivou viéi kyselingé chlorné, nasledné se pfida
HOCI. Latka schopnd U¢inn¢ zhaset HOCI zabrani oxidaci ¢;-antiproteinazy a tim i
nasledné inhibici elastazy. Elastaza zpusobuje hydrolyzu syntetického substratu N-
sukcinyl(Ala);-p-nitroanilidu (SANA), pfi¢emZ se uvoliiuje chromogen p-nitroanilin.
Inhibici elastazy tedy nedochazi k hydrolyze SANA a absorbance se sniZuje v zavislosti
na aktivité testované latky (54). Reakce se sleduje spektrofotometricky. Pii této zkousce
je nutno provést souéasné kontrolni zkousky, aby se prokazalo, zda testovana latka :

a. neinhibuje elastazu

b. neinterferuje se schopnosti «,-antiproteindzy inaktivovat elastazu

c. neobnovuje a-antiproteinazu, jiZ piedtim inaktivovanou kysetinou chlornou (3).
Reakce kyseliny chlorné s aj-antiproteinazou byla aplikovdna napf. ke zjisténi
antioxidaénich vlastnosti odvaru zkary Uncaria tomentosa (Rubiaceae), ktera je
tradi¢ni bylinou uZivanou hojné v lidovém lé¢itelstvi Peru a je znama pfedevsim pro své

protizanétlivé uéinky (55).

2. Reakce kyseliny chlorné s kyselinou 5—thio—2—-nitrobenzoovou (TNB)

Kyselina chlorna indukuje konverzi kyseliny 5-thio-2-nitrobenzoové (TNB), ktera
vykazuje absorpéni maximum pii vinové délce 412 nm, na kyselinu 5,5 -dithiobis-2-
nitrobenzoové (DNTB), jejiz absorpéni maximum je pfi 325 nm (Obr. 2). Aktivita vagi

kyseling chlorné se zjist'uje spektrofotometricky sledovanim absorbance pii 412 nm.

INB HOCI DTNE
(=412 nm)
A B
HOOC COOH COOH
O,N sS NO, NO,

Obr. 2: (A) DNTB a (B) TNB
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Metoda zaloZena na reakci kyseliny chlorné s kyselinou 5-thio-2-nitrobenzoovou patfi
mezi nejéastéjdi zpusoby stanoveni aktivity viéi kyseliné chlorné. Zahrnuta je ve
studiich zabyvajicich se antioxidatni aktivitou extraktu napi. Brassica oleracea
(Brassicaceae),  Hypericum androsaemum  (Guitiferae),  Lippia  citriodoru
(Verbenaceae), Centaurium erythraea (Gentianaceae) (5,41,42.56). které se vyznacuji

vysokym obsahem fenolickych latek, zejména flavonoidu a fenolickych kyselin.

3. Reakce kyseliny chlorné s taurinem

Kyselina chlorna v této zkousce chloruje taurin a reakce je méfena spektrofotometricky
pii 350 nm. Takto byly testovany antioxidalni vlastnosti vodného extraktu z kofenu
Microdermis keayana (Pandaceae) (16) ¢i extraktu z osemeni a z mouky pohanky

Fugopyrum vulgare (Polygonaceae) (57).

4. Reakce kyseliny chlorné s DNA, RNA

Kyselina chlorna indukuje tvorbu ruzné modifikovanych chlorovanych bazi (8-
chloroguanin, 8-chloroadenin a 5-chlorocytosin) DNA a RNA. K jejich detekei byla
vyvinuta metoda HPLC spojena s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS) (58).

3.3. REAKTIVNI FORMY DUSIKU A METODY JEJICH STANOVENI

3.3.1. OXID DUSNATY

PiestoZe je oxid dusnaty NO' velmi jednoducha molekula, syntetizuje se v téle pomeme
slozitym enzymovym mechanismem. V lidském téle mé oxid dusnaty fadu duleZitych
fyziologickych funkei: podili se na procesech vazodilatace, neurotransmise, synaptické
plasticité a paméti. Na druhé strané, jeho nadméma produkce zplsobuje rozvoj fady
onemocnéni a patologickych stavi. Jedna se o fragmentaci DNA, bunétné poskozeni,
bunéénou smrt neuront. NO' také vykazuje neurotoxicitu a je prostfednikem pfi
patofyziologickych procesech, jako je mozkova ischémie, epilepsie, Alzheimerova,
Parkinsonova choroba a néktera neurodegenerativni onemocnéni (59). NO' ma in vivo
velmi kratky biologicky pologas — pouze nékolik sekund. Pfi¢inou vSak neni interakce
s biologickymi molekulami, nybrZ skute¢nost, Ze je pohotové a prubézné vychytavan

v erytrocytech. Pohotové totiz reaguje se Zelezem oxyhemoglobinu. Vznika
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methemoglobin a nitrat a jde o jeden z nejicinngjsich zpusobi inaktivace NO' a o jednu
z podminek jeho regulaéni funkce in vivo:

Hb-Fe(1I)-O; + NO™ — Hb-Fe(11)-OONO — Hb-Fe(IlI) + NO3’
Oxid dusnaty se stejné pohotové navazuje na hemové Zelezo enzymu guanylatcyklazy,
coZ je podstata stimulace syntézy c¢GMP, vedouci k relaxaci hladkého svalstva cév
(vazodilataci), a mechanismu dalgich regulaci (1):

GC-hem-Fe(Il) + NO" — GC-hem-Fe(II)-NO
In vivo v piitomnosti akceptort elektronu (NO-', tranzitnich kovit) se oxid dusnaty
snadno sluéuje sfenoly (tyroxinem), thioly (cysteinem, GSH, albuminem) a se
sekundarnimi aminy:

NO +GSH—> RSNO+H" +e
Glutathion (GSH) se snadno metabolizuje na radikal GS™ a ten dava s NO™ nitrosothiol:

GS + NO" — GSNO
Reakei se sulthydrylovymi skupinami (-SH) cysteinu, glutathionu, albuminu a dal3ich
latek tak oxid dusnaty tvof{ o néco stalejsi nitrosothioly (neboli thionitrity); tyto latky
maji biologicky polocas kolem 40 minut a jsou tak zfejmé transportni formou NO'.
Slouzi jako pienadefe biologicky aktivniho oxidu dusnatého a mohou tak piedavat

nitrosyl NO™ jingym molekulam (1).

3.3.1.1. Metody stanoveni aktivity via¢i oxidu dusnatému

1. Stanoveni s vyuZitim Griessova &inidla

Metoda se zaklada na nepfimém stanoveni NO': stanovuji se stabilni dekompoziéni
produkty NO' - dusinany a dusitany. Nitroprusid sodny ve vodném roztoku za
fyziologického pH spontanné produkuje oxid dusnaty, ktery po reakci se vzduSnym
kyslikem produkuje dusitanové ionty. Ty mohou byt nasledné stanoveny Griessovym
¢inidlem. Griessovo ¢inidlo piedstavuje roztok sulfanilamidu a naftyletylendiaminu
v 2% kyseliné fosforedné. Zhase¢i NO' kompetuji s kyslikem, coZ vede ke snizené
produkci NO'. Griessova reakce je diazotaci o dvou krocich, kde nitra¢ni ¢inidlo (napf.
N»O;), tvofené reakci NO s kyslikem (popf. z dusitanu pies kyselinu dusitou) reaguje
s kyselinou sulfanilovou za tvorby diazoniového kationtu, ktery nasledné kopuluje s N-
(1-naftyl)etylendiaminem za tvorby azosloudeniny vykazujici maximum absorpce pii

543 nm (Obr. 3) (15,60).
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Obr. 3: Griessova reakce

Reakce s Griessovym ¢inidlem se pro studium G¢inku rostlinnych extrakti na oxid
dusnaty in vitro vyuziva zdaleka nejcastéji. Takto byl zjistovan G¢inek na oxid dusnaty
napt. u lyofilizovaného extraktu z vinnych hroznu (hybridu Vitis  westivalis-
cinerea = Vitis vinifera, Vitaceae) (61) & u nového kultivaru citrusu (hybrid Citrus

grandis =C. paradisi, Rutaceae) (62).

2. Stanoveni oxidu dusnatého s vyulitim fluorimetrie

(a) Reakce s diaminonaftalenem

Tato metoda je velice pfesna, univerzalni a oproti Griessoveé zkousce citlivejsi. Vyuziva
reakce aromatické diaminosloudeniny 2.3-diaminonaftalenu (DAN) s nitraénim
¢inidlem N, O3, tvofenym reakei NO s kyslikem (popt. z dusitanu pres kyselinu dusitou)

(Obr. 4). Vznikly produkt 2,3-naftotriazol (NAT) je vysoce fluoreskujici (15).
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Obr. 4: Fluorimetricka detekce NO nebo dusitant s vyuZitim diaminonaftalenu (DAN)
(b) Reakce s diaminofluoresceinem-2
Diaminofluoroscein-2 (DAF-2) se vyuZiva ke zjiténi pfitomnosti NO in vitro a in situ.

Podobng¢ jako u postupu s diaminonaftalenem dochazi nitraci (pomoci N,Os)

diaminoskupiny DAF k tvorbé fluoreskujiciho triazolu (DAF-2 triazolu) (15).

Stanoveni S-nitrosothiold kolorimetrickvmi a fluorimetrickvmi metodami

Je zndmé, Ze autooxidaci oxidu dusnatého v pfitomnosti thiold (RSH) vznikaji
nitrosothioly (RSNOs):
2NO + O,

NO,

2NO + 2 NO, 2 N,0,

N,O, + 2RSH —— 2RSNO + 2NO,-

Riizné RSNO stimuluji guanylatcyklazu, ¢imz zapficinuji vazorelaxaci. Nékteré studie
také prokazaly, Ze slouceniny S-nitroschemoglobinu se podileji na homeostaze tonu cév
a transportu Kysliku (15).
K detekci RSNO se nejéast&ji vyuziva reakce RSNO se rtutnatymi ionty, pii niz
dochazi k uvolnéni nitraéniho ¢inidla - nitrosonia (NO").

RSNO + Hg"" — NO™ + RS’
Jeho spontanni degradaci vznikd dusitan & NO, které mohou byt stanovovany
chemiluminiscenénimi nebo HPL.C metodami.
Dalsi moznost detekce RSNO skytaji kolorimetrické metody, které vyuZivaji Griessovi
reakce (viz Obr. 3) ke stanoveni dusitanu, tvofeného z RSNO po reakei s chloridem
méd'natym. Pro méfeni dusitanu lze vyuzit také fluorescentni metodu, zaloZenou na
méfeni fluorescence triazolového derivatu z DAN (viz Obr. 4). Pokud srovname obé
metody z hlediska detek&niho limitu, je metoda fluorescenéni UCinn€j8i s moZnosti
detekce RSNO jiz v rozmezi hodnot 50-1000 nM, kolorimetricka 0.5-100 pM RSNO
(15).
Tyte dvé metody byly sur¢itymi modifikacemi vyuZity ke stanoveni
vysokomolekularnich a nizkomolekularnich RSNO v lidské a potkani plazmé a S-

nitrosolovanych derivata v lidském a potkanim hemoglobinu (63,64).

3.3.2. PEROXYNITRIT

Reakei oxidu dusnatého se superoxidem vznika toxicky produkt - peroxynitrit:

NO' + 0;” = OONO
Vyznamné hladiny (v fadu pmoli) muZe peroxynitrit dosahnout pfi intenzivni syntéze
NO'a O;" napiiklad aktivovanymi polymorfonukleary. Peroxynitrit je oxida¢nim
Cinidlem. Za fyziologického pH se protonovany peroxynitrit jakoZto kyselina
peroxydusita rozklada na hydroxylovy radikal a radikal oxidu dusi¢itého:
OONOQ" + H+ < HOONO — OH" + NO;"
Peroxynitrit je in vivo odpovédny za nitraci a hydroxylaci aminokyseliny tyrozinu.
Tranzitni kovy véetné kovi aktivnich center superoxiddizmutazy a myeloperoxidazy
katalyzuji jeho heterolytické $tépeni na hydroxidovy anion a nitroniovy kation, kterému
je tradigng piipisovana schopnost napadnout fenolové slouceniny a in vivo v proteinech

ménit napfiklad tyrozin na 3-nitrotyrozin.
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HOONO — NO, + OH’
Katalyzatorem této reakce je zfejmé oxid uhligity, ktery rychle reaguje s peroxynitritem
za vzniku oxidujicich a nitrujicich meziproduktu véetn& NO,  a CO;”. Kromé toho se
tyto radikaly ve vodném prostiedi snadno pfemé&iiuji na dusitan (NO-), dusi¢nan (NOs’),

COZ a HzOg (1)

3.3.2.1. Metody stanoveni peroxynitritu

1. Nitrace fenolickych ldtek

JelikoZ peroxynitrit zpusobuje nitraci a oxidaci fenolickych latek jako jsou tyrozin ¢&i p-
hydroxyfenyloctova kyselina (p-HPA), jeho stanoveni lze provadét méfenim produktu
reakce peroxynitritu a téchto latek. 3-nitro-pHPA a 3-nitrotyrozin jsou stabilni produkty
které lze snadno stanovit spektrofotometricky: maji charakteristickou absorbanci v
rozmezi vinovych délek 350-450 nm. PfesnéjSimi metodikami pro detekci 3-nitro-
pHPA a 3-nitrotyrozinu jsou HPLC ¢&i GC techniky separace ve spojeni s variabilnimi
detektory (UV/VIS, EC, fluorescenéni, MS) (65} ¢i imunochemické stanoveni 3-
nitrotyrozinu jako produktu nitraéni aktivity peroxynitritu (66).

Tato metoda byla vyuZita napi. ke zjisténi schopnosti kyseliny sinapové (3,5-dimetoxy-
4-hydroxyskoiicové kyseliny) izolované z Brassica juncea (Brassicaceae) inhibovat
nitraci tyrozinu peroxynitritem (67). Kerry a Rice-Evans se ve své studii zaméfili na
studium mechanismu 0¢inku kyseliny kavové s peroxynitritem (68). Kyselina kavova
v této studii pfednostné inhibovala nitraci tyrozinu poskytnutim elektronu, pfi¢emz
ostatni sledované hydroxyskoficové kyseliny (kyselina ferulovd a p-kumarova)
inhibovali nitraci tyrozinu kompetitivné, tedy samy byly substratem pro peroxynitrit.
Dal3i prace stejnych autori se zabyvala schopnosti fenolickych antioxidanti zabranit
oxidaci dopaminu peroxynitritem, zejména z duvodu, Ze hydroxyskoficové kyseliny
(ptedeviim kyselina kavova) jsou strukturadlné dopaminu velmi podobné a mohou tedy

udinkovat kompetici o substrat (69).

2. Oxidace fluorescenénich sond

Nejéastéji se vyuzivaji dvé fluorescenéni sondy, dichlorofluorescin (DCFH) a
dihydrorhodamin (DHR), které dvouelektrodovou oxidaci poskytuji siln€ fluoreskujici
produkty dichlorofluorescein (DCF; Aex = 502 nm a Agy = 523 nm) a rhodamin (RH;
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hex= 500 nm a Aem = 536 nm). Sledovanim oxidace dihydrorhodaminu byla zjistovana
X

schopnost extraktu z Brassica juncea zhaSet peroxynitrit (67).

3. Chemiluminiscenéni sondy

Luminol (S—amino-2,3-dihydro-1.4-ftalazindion) je chemiluminiscenéni sondou Siroce
vyuzivanou pro detekei riznych kyslikovych radikéalu (20). Tato latka byla v mnohych
studiich usp&3né vyuZita rovnéZz pro stanoveni peroxynitritu na bunéné i organoveé

trovni (70,71).

5. Reakce §tépnych produktit ONOOH s aromatickymi ldtkami
Stépenim ONOOH vznikaji hydroxylové radikaly (OH') a dusitanové radikaly (NO>),
kieré zpusobuji hydroxylaci a nitraci aromatickych latek jako jsou benzodt, fenol,

fenylalanin a salicylat (65). Produkty jsou stanovovany riiznymi postupy (72,73).

5. Stanoveni produktit oxidace peroxynitritem elektronovou spinovou rezonanci
,ESR-spin trapping* techniky se osvédéily zejména ke studiu dekompozi¢nich produkta
peroxynitritu a jeho reakci s cilovymi molekulami (74,75). Rozpadem peroxynitritu
vznika O, ktery je vychytavan 3,5-dimetyl-1-pyrolin-N-oxidem (DMPO) a stabilni
adukt DMPO-OH je poté detekovan ESR. Vedle DMPO se vyuziva mnoho dal3ich
lapa¢it OH', napt. C-fenyl N-tert-butylnitron, a-4-pyridinyl-1-oxid N-teri-butylnitron
(65).

6. Oxidace a tvorba chromoforu

Ke stanoveni peroxynitritu lze také vyuZit takové slouceniny, u kterych oxidaci dochazi
k vyrazné zméné absorbance. K detekei OH', ktery vznikd rozpadem ONOOH se
vyuzivaji karminova kyselina, gallocyanin, pyrogalolova &ervein (76). ABTS (77) ¢&i
ferrokyanid (78).

Ptimo s peroxynitritem reaguji ruznou rychlosti dalsi latky jako jsou jodid, Ni** cyklam

(64) a redukovany cytochrom ¢ (cytochrom ¢} (79,65).
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3.4. SYNTETICKE RADIKALY A METODY JEJICH STANOVENI

3.4.1. DPPH

Metoda pouzivajici DPPH (1,1- diphenyl — 2-picrylhydrazyl) (Obr. 5} je povaZovana za
Jednu ze zékladnich metodik pro posouzeni antiradikalové aktivity &istych latek i
raznych smésnych vzorkt. Spociva v reakci testované latky s difenylpikrylhydrazylem,
pfitemz pii reakei dochazi k redukei radikélu za vzniku difenylpikrylhydrazinu (DPPH-
H). Reakee je nejastéji sledovana spektrofotometricky pfi vinové délee 517 nm.
Dalsim moZnym zpusobem detekce je elektronova spinova rezonance (ESR) (80) nebo
HPLC (81). Pouziti detekce HPLC, pfi které je hodnocen pik radikalu DPPH, je
vyhodné zvlasté u barevnych vzorki. Radikalova aktivita se u smésnych vzorku
nejCastéji vyjadiuje v hodnoté ICsq (koncentrace vzorku schopna zhaset 50 % DPPH)
nebo v ckvivalentech askorbové kyseliny (82) nebo v jednotkach standardu Troloxu
(83). DPPH se pouziva také k detekci TLC pro screening zhaseci aktivity smésnych
vzorku (84). Stanoveni antiradikalové aktivity Ize také kombinovat se separaci latek ze
smési metodou HPLC (20).

N

N * xH,0
ON NO,

NO,

Obr. 5: Molekula DPPH radikalu

3.4.2. GALVINOXYL

K metodam vyuzivajicim syntetické stabilni radikaly patii také test s galvinoxylem (2,6~
di-rerc-butyl-4-[(3,5-di~terc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1 -yliden)metyl]fenoxyl).
Princip metody spo¢iva v redukei stabilniho radikaiu galvinoxylu latkami poskytujicimi
vodik podobné jako pfi testu DPPH. Reakce se sleduje spektrofotometricky pii vinové
délce 428 nm nebo pomoci ESR (85).

——

3.4.3. FREMYHO SUL
Pro hodnoceni schopnosti latek poskytovat vodikovy atom nebo elektron se pouziva

také synteticky volny radikal Fremyho sul (nitrosodisulfonan draselny), pfi¢emzZ

detekce a hodnoceni reakce se provadi pomoci ESR (85).

3.4.4. ABTS

Jedna se o jednu ze zakladnich a nejpouZivanéjsich metod pro stanoveni celkové
antioxida&ni aktivity. Testuje se schopnost vzorku &i latek zha3et radikal ABTS (2,2°-
azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonit) (Obr. 6). Metoda je také
oznatovana jako metoda TEAC (Trolox ekvivalent antioxidant capacity) (86),
vzhledem ktomu, e vysledna antiradikalova aktivita vzorku je srovnavana
s antiradikdalovou  aktivitou  Troloxu  (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina). Reakce se sleduje spektrofotometricky na zakladé zmén spektra
ABTS nejeast&ji pfi 734 nm. Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity lze provadet i
komeréné vyrabénymi sety (napi. Randox Laboratories Ltd.) (87). Pouziva se i sériové

na mikrotitraé¢nich desti¢kach.

H3C—\
N
NH,+ \Oirf_'\‘ S SO,-
\ NH,+

CH,

Obr. 6: Molekula ABTS

ABTS je mozné produkovat nékolika zpusoby:
a. Systém ABTS/H,O,/peroxidaza (88)
b. Systém ABTS/metmyoglobin/H>O, (89)
c. Chemicka oxidace ABTS - peroxodisiran draselny, oxid manganicity
(90,91).

Pro vlastni stanoveni se uZivaji 2 postupy. V prvém se antioxidant pfidava do reak<ni

smési, ve které byl jiz vytvofen radikdl ABTS, pii druhém postupu je antioxidant

v reakén{ smési piitomen pii generovani radikalu ABTS. Castéji se pouZiva uspotfadani,
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pfi némz se antioxidant pfidava kradikalu ABTS jiZ vyprodukovanému pomoci
peroxidazy (20). Celkova antioxidagni aktivita vzorki se hodnoti parametrem TEAC
(86). Oznatuje antioxidaini kapacitu vzorku ekvivalentni definovanému mnozstvi
syntetického derivatu Troloxu. Pro &isté latky je TEAC definovéna jako milimolarni
koncentrace Troloxu vykazujici stejnou antioxida&ni aktivitu jako testovana latka pfi
koncentraci 1 mmol.l", Pro smési TEAC udéavé koncentraci Troloxu (mmol.I™"), ktera je
rovna antioxidaéni aktivité vzorku (92).

Tato metoda pouzivajici ABTS byla popsana pro stanoveni celkové antioxidacni
aktivity jak hydrofilnich tak lipofilnich vzorku (88,90). Antioxidaéni aktivita lze
sledovat také pomoci elektronové spinové rezonance (93). Byla také vypracovana
metoda stanoveni antiradikalové aktivity vzorku vi&i ABTS radikalu spojena on-line

s HPLC separaci latek (94,95).

3.5. LIPIDOVA PEROXIDACE A METODY JEJIHO STANOVENI

Lipidova peroxidace vyvolanad volnymi radikaly je jednim z nejvyznamnéjsich
patologickych pochodii v organismu. Proto se fada metod stanovujici antiradikalove
ti¢inky vzorku zaméfuje na testovani inhibi¢nich u¢inku pravé na lipidovou peroxidaci.
radikaly (OH"), tak sekundarné vznikajici radikalové meziprodukty (peroxyl, alkoxyl) a
mohou téZ pisobit jako latky chelatujici ionty pfechodnych kovu. Navic je ulinek in
vivo ovlivnén lipofilitou antioxidantu. Bylo vyvinuto mnoho metod hodnoticich vliv
antioxidanti na lipidovou peroxidaci, od nejjednodussich, které jsou provadény
biologické metody stimulujici situaci in vive a vyuZivajici biologické membrany jako
matrici. Castym postupem je uziti fosfolipidovych liposomi (96). Jinou moznosti je
studium na mikrosomech (97). Dalsi modifikaci je sledovani lipidové peroxidace na

mitochondriich (98) nebo LDL-lipoproteinech (99).

Metody zaloZené na detekci produkti lipidové peroxidace:

1} Detekce produktu peroxidace kyseliny linolové
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Nejéastéji se jako iniciator peroxidace kyseliny linolové pouziva 2,2 -azobis(2-
amidinopropan) hydrochlorid (AAPH) (86) a produkty radikalové reakce jsou
stanovovany spektrofotometricky pii 234 nm. Metodu lze ruzné modifikovat, co se tyce
piipravy lipidové faze ¢i zpusobu detekee (100-102).

2) Detekce produkti sprazené peroxidace B-karotenu a linolové kyseliny vzduinym

kyslikem (metoda odbarvovani B-karotenu) (103,1 04)

Antioxidagni G¢inek latek je hodnocen spektrofotometricky pfi vlnové délce 470 nm
podle spotfeby B-karotenu. Provedeni je mozné také na mikrotitraénich desti¢kach
(105).

3) Detekce malonyldialdehydu: Metoda TBA-MDA
Je jednou z nejuzivangj$ich metod k hodnoceni schopnosti latek eliminovat lipidovou
peroxidaci. Tato metoda je zaloZena na stanoveni jednoho ze sekundérnich produktu
lipidové peroxidace malonyldialdehydu (MDA) na zékladé jeho barevné reakce
s kyselinou thiobarbiturovou (TBA), méfi se absorbance pfi 532 nm. Metoda je
kritizovana pro svou nespecifi¢nost, nebot’ zahmuje stanoveni viech latek reagujicich
s TBA (TBARs produkty) (106). Piesngjsi vysledky poskytuje vyhodnoceni mnoZstvi
aduktu TBA-MDA pomoci HPLC (107).
Tato metoda nasla Siroké uplatméni v hodnoceni schopnosti rostlinnych extraktu
eliminovat lipidovou peroxidaci. Byla aplikovana napi. pro studium antioxidaénich
uéinki riznych indickych druhu zeleniny (108), extraktu z Hypericum perforatum

(Clusiaceae) (109) &i extraktu z pohanky, pSenice a Zita (110) a mnoha dal3ich.

3.6. METODY HODNOTICI REDOXNI VLASTNOSTI LATEK

3.6.1. METODA FRAP

Metoda FRAP &ili ferric reducing antioxidant power je zaloZena na principu redoxni
reakce (111). Pfi této metodé antioxidanty ze vzorku redukuji komplex Fe¥*-2,4,6-tri(2-
pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe*'-TPTZ). Redukei vznikd komplex Fe*'-TPTZ, coz se projevi
naristem absorbance pfi 593 nm. Metoda ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni
probiha za nefyziologicky nizkého pH = 3,6; nejsou zachyceny s komplexem pomalu

reagujici polyfenolické latky a thioly, navic vznikajici Fe’* je reaktantem Fentonovy
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reakce. Metoda FRAP tedy postihuje pouze schopnost latek redukovat ion Fe'™ a

nemusi odrazet celkovou antioxida¢ni aktivitu vzorku (20).

3.6.2. CYKLICKA VOLTAMETRIE

Redoxni viastnosti latek lze také hodnotit cyklickou voltametrii, ktera indikuje
schopnost latek od3tépovat elektrony (112). Pii této metodé se na pracovni elektrodu
vklada potencialovy pulz s urcitou rychlosti polarizace a sou¢asné se sleduji proudové
odezvy v roztoku studované latky. Ziskany zaznam zachycuje kiivka - tzv. cyklicky
voltamogram. Redukéni schopnost latek se vyhodnocuje dvéma parametry, a to
z potencialu anodického oxida&niho piku E4 a jeho anodického proudu In. Cim je nizsi
hodnota E., tim latka snadngji odevzdavd elektrony a je potencidlng lepsim
antioxidantem. Z hodnoty vy$ky proudu anodického piku I je mozné uréit koncentraci
latek. Cyklicka voltametrie je vhodna pro ziskani informace, zda latka je schopna
snadno odevzdavat elektrony a poté je mozZné zvolit uréitou metodu na stanoveni
antioxidaéni kapacity (20). Studie prokézaly, Ze v fadé ptipadu hodnoty E, koreluji

s antioxidacni aktivitou latek uréenou jinymi metodami, napt. lipoperoxidaci (112).

3.6.3. HPLC METODY S ELEKTROCHEMICKOU DETEKCI

K detekei elektroaktivnich latek lze velmi vyhodné vyuZit ampérometrické nebo
coulochemické detektory pfi analyze HPLC (HPLC-ECD). P#i HPLC-ECD se na
pracovni elektrodu detektoru vklada urity kladny potencial. Pik latky se projevi pouze
tehdy, je-li latka pii tomto potencialu oxidovana. Léatku tak lze charakterizovat nejen
retenénim Casem, ale i potencialem, pii kterém se oxiduje. To umoZiiuje analyzovat
komplexni smési a identifikovat v nich jednotlivé i¢inné antioxida&ni komponenty na
zdkladé hodnoty potencialu aplikovaného na elektrodu (112). Pii analyze nerusi
zbarveni smési, ale je nutno dodrZet vysokou &istotu reagencii v mobilni fazi (véetn&
snizeni koncentrace stopovych prvki). Hodnoceni antioxidacnich vlastnosti latek
pomoci HPLC-ECD koreluje sruznymi jinymi metodami na testovani celkové

antioxida¢ni aktivity latek, napi. s metodou DPPH (112,113).
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3.7. FENOLICKE LATKY - FLAVONOIDY A FENOLICKE KYSELINY

Fenolické latky tvofi velmi podetnou a rozsifenou skupinu rostlinnych metabolitii.
Ackoliv rostlinné fenoly jsou velmi rozmanité, vétdina z nich ma stejny biogeneticky
4klad: aminokyselinu fenylalanin nebo tyrozin. Tyto aminokyseliny jsou deaminovany
na kyselinu skoficovou, kterd je vychozi latkou pro syntézu fenylpropanoidi. Kii¢ovym
krokem v biosyntéze fenylpropanoidu je zavedeni jedné nebo vice hydroxylovych
skupin na benzenové jadro. Tyto latky jsou tedy odvozeny od zékladni stavebni
jednotky: fenylpropanové jednotky C¢-Cs. Touto biosyntetickou cestou vznika cela rada
rostlinnych fenolt: skoficova kyselina (C¢-C3), benzoové kyseliny (Ce-C), flavonoidy
(Cs-C3-Cq), proanthocyany ((Ce-C3-Co)n), kumariny (Cg-C3), stilbeny (Cg-C3-Ce),
lignany (Cs-C3-C3-Ce) a ligniny ((Cs-Cs3),) (Obr. 7-8).

Fenolické kyseliny

Derivity kyseliny benzoové Derivity kyseliny skoFicové
R R

y7 COOH
HO COOH HO

R = R' = H; p-hydroxybenzoova kyselina
R = R' = H; p-kumarova kyselina
R ~ OH, R' = H, kavova kyselina
R = OCH,, R' = H; ferulovi kyselina
R = R'= QCH3; sinapova kyselina

Obr. 7: Struktura vybranych fenolickych kyselin
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Obr. 8: Struktura vybranych polyfenolickych latek
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3.7.1. BIOSYNTEZA FLAVONOIDU

V rostlinach vznikaji flavonoidy kondenzaci polyacetatu a aromatickych aminokyselin
jako je fenylalanin a tyrozin. Tyto slouceniny vznikaji v biosyntetické cesté kyseliny
sikimové (Obr. 9). L-fenylalanin je pfimym prekurzorem kyseliny skoficové a
enzymem zodpovédnym za konverzi je fenylalaninamoniaklyaza. Pii této reakei
dochézi k stereospecifické eliminaci amoniaku a vznika kyselina frans-skoticova (114).
Hydroxylaci kyseliny trans-skoticové na kyselinu p-kumarovou (4-hydroxyskoficovou)
katalyzuje enzym frans-cinnamoyl-4-monooxygenaza, cytochrom P-450-dependentni
monooxygenaza. Tady se opét biosynteticka cesta vétvi a muzZe pokracovat az k ligninu.
Dalsi klicovou roli sehravd enzym 4-kumaroyl-CoA-ligdza, ktery z kyseliny p-
kumarové spoletné s ATP a CoA vytvaii 4-kumaroyl-CoA. V dalsi fazi reaguji 3
molekuly malonyl-CoA s p-kumaroyl-CoA za spolupusobeni chalkonsyntazy a vznika
chalkon (Obr. 10).

Chalkony v roztoku samovoln¢ cyklizuji na pfislusné flavanony. V rostlinném
organismu je tento krok fizen enzymem chalkonisomerazou a ze zluté zbarveného
4,2’ 4" 6 -tetrahydroxychalkonu vznika stereospecifickou izomeraci bezbarvy flavanon
- naringenin. V tomto stupni syntézy dochazi k celé fad¢ dal3ich enzymaticky tizenych
kroki. Pusobenim bliZze nespecifikovanych oxidoreduktaz vznikaji flavony, napf.
apigenin nebo rizné hydroxylované flavanony. Z naringeninu pusobenim enzymu
isoflavonsyntazy vychazi biosyntéza isoflavonoidi. Od naringeninu je odvozena
syntéza dihydrokempferolu pusobenim enzymu naringenin-3-dioxygenaza. Z
dihydroxykempferolu pokraduje biosynteticka cesta dale k cis-flavan-3,4-diolu. V této
cestd hraji roli dva dilezité enzymy dihydroflavonol-4-reduktéza, produktem je cis-3,4-
leukopelargonidin a dal$i oxidoreduktazou se dostavame az k anthokyanidinum, vznika
cihlove &erveny pelargonidin. Z dihydromyricetinu se odvozuje modry delfinidin a

erveny cyanidin, ktery je odvozen z dihydrokvercetinu (114).
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Obr. 9: Biosyntéza ﬂavon01du -Sikimatova cesta
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Obr. 10: Biosyntéza flavonoidu

3.7.2. ANTIOXIDACNI VLASTNOSTI FENOLICKYCH LATEK

Fenolické latky puisobi jako antioxidanty ruznymi mechanismy. Fenolické hydroxylove
skupiny jsou vybornymi donory vodiku: mohou tak reagovat s reaktivnimi formami
kysliku a dusiku (41,42,56,116-117) v terminaéni fazi radikalové reakce, coZ zastavuje
cyklus radikalovych reakci. Po reakei s pivodnim reaktivnim radikalem se antioxidant
sam stava radikalem, ma ale vy3§i chemickou stabilitu nez ten puvedni. Hydroxylova
skupina fenoli reaguje s m elektrony benzenového kruhu a vznikly radikal je
stabilizovany delokalizaci. Tvorbou téchto relativné dlouho Zijicich radikalu jsou

fenolické latky schopné redukovat radikalové zplisobené oxida¢ni procesy (86).
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Antioxidaéni aktivita fenolickych latek je také dana jejich schopnosti chelatovat ionty
kovu, které se ucastni procesu tvorby radikétu (86).

Fenolické latky také mohou reagovat s proteiny, diky pfitomnosti hydrofébnich
benzenovych jader a fenolickych hydroxylovych skupin, které maji schopnost tvofit
vodikové mustky. Antioxidaéné pak mohou pusobit inhibici enzymu zahrnutych
do procesu tvorby radikald, jako jsou rizné izoformy cytochromu P450, lipooxygenazy,
cyklooxygenazy a xantinoxidazy (118).

Také byly popsany synergické uéinky fenolu s dal$imi antioxidanty, jmenovité
kyselinou askorbovou, B-karotenem a a-tokoferolem (119) a ovlivnéni regulace
intraceluldrnich hladin glutathionu (120).

Antioxidaéni aktivita fenolickych latek je zavisla na jejich distribuci mezi
lipofilni a hydrofilni prostfedi. Reakce latky sbiomembranou a jeji adsorbce na
membrany je silné& zavisla na jeji lipofilité, ktera je vyjadfovéana distribu¢ni konstantou.
Vyssi distribu¢ni konstanta umozfiuje lepdi interakci s membranami, ale muZe vést ke
sniZeni antioxidaéniho G¢inku oproti ve vodé rozpustnym oxidantim, jako jsou Fe*'
nebo Cu" nebo volnym radikalim pfitomnym ve vodném médiu (119).

Fenolické latky jsou schopné vazat proteiny a tato jejich schopnost muze také ovlivnit
jejich antioxida¢ni aktivitu. Arts a kol. (121) pozorovali niZdi antioxidacni aktivitu
flavonoidd v piitomnosti proteini. Fenolické latky tedy nedosahuji své optimalni
zhaseci aktivity v matrici obsahujici proteiny.

Fenolické kyseliny (derivaty kyseliny benzoové a skoficové) piedstavuji priblizné
jednu tretinu fenolickych latek v nasi stravé. Typickou skoficovou kyselinou je kyselina
kdvova, kterd se vyskytuje v ovoci, zelening a kavé a je Casto esterifikovana kyselinou
chinovou (kyselina chlorogenova nebo kyselina 5-kaffeoylchinové) (86). Antioxidacni
aktivita fenolickych kyselin je zdvisld na poftu a postaveni hydroxylovych skupin
v molekule. Antioxidaéni schopnosti monofenoli jsou znaéné zvySeny piitomnosti
druhé hydroxylové skupiny v orto &i para poloze, také jedna ¢ dvé metoxy skupiny
v poloze orto viéi hydroxylové skuping zvysuji antioxidaéni potencial (86,105).
Derivéty skoficové kyseliny vykazuji vy$3i antioxida¢ni kapacitu nez jejich analogy
odvozené od kyseliny benzoové. Je to dano piitomnosti propenového fet€zce namisto
karboxylové skupiny u derivati kyseliny benzoové: elektrony poutajici karboxylova

funk&ni skupina ma u hydroxylovanych benzoatd negativni vliv na schopnost darovat
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vodikovy proton (86). Konjugovana dvojna vazba ve vedlejdim fetézci skoficovych

kyselin zfejmé rezonanci stabilizuje vznikly fenoxylovy radikal, ¢imz zvySuje
antioxidaéni aktivitu aromatického kruhu (86). Substituce funkénimi skupinami, které
mohou poskytovat elektron (alkyl &i metoxy- skupinami) v poloze orfo, dochazi ke
zvyseni stability vzniklého aryloxylového radikalu, ktery se tvofi po odevzdani vodiku
hydroxylovou funkéni skupinou (86).
Flavonoidy jsou nejvétsi skupinou sekundarnich rostlinnych fenolu a zahrnuji Sirokou
skupinu v prirodé se vyskytujicich latek. Mohou se nachazet ve viech ¢astech rostliny.
Jsou dillezitou slozkou lidské stravy. Pfijem flavonoidu se muze pohybovat od 50 do
800 mg za den, v zavislosti na spotfeb& ovoce a zeleniny a uréitych napoju, jako je
gervené vino, ¢aj & nefiltrované pivo. Dalsimi nezanedbatelnymi zdroji flavonoidu jsou
lé¢ivé rostliny a prislusnd fytofarmaka (122). Flavonoidy jsou odvozeny od kyslikaté
heterocyklické sloueniny flavanu, tvofeného dvéma benzenovymi kruhy spojenymi
heterocyklickym  pyranem. Bé&zné byvaji  vSechny tii  kruhy substituovany
hydroxyskupinami nebo metoxyskupinami a jednotlivé derivaty se lisi stupném
substituce a oxidace. Rozezndvame nésledujici zakladni struktury flavonoidi:
katechiny, leukoanthokyanidiny, flavanony. flavononoly, flavony, flavonoly a
anthokyanidiny. Pirodni flavonoidy se nejdastéji vyskytuji ve formé O-glykosidu.
obsahuji tedy ve své molekule necukernou soucast (aglykon) a cukernou slozku. Volné
aglykony se vyskytuji pouze zfidka. V nékterych piipadech (pii technologickém
zpracovani za vydSich teplot a v kyselém prostiedi) muze dochazet k hydrolyze
glykosidi a vzriistu koncentrace aglykonu. Flavonoly jsou nejhojn&j$i skupinou
flavonoidi zastoupenych v ovoci a zelening, kvercetin a kempferol jsou jejich
nejb&zn&jsi zastupci. Hlavni flavan-3-oly jsou katechiny, které jsou nejroz3ifenéjsimi
latkami v &aji (123). Kvercetin je hlavnim flavonolem v lidské stravé a je zv1asté hojny
veibuli (86). Hlavnim zdrojem flavanoni jsou citrusové plody (86). Jedinym
vyznamn&jdim zdrojem isoflavonl je soja. Isoflavony maji estrogenni ucinky a proto
jsou nazyvany také rostlinné fytoestrogeny. Méné pocetnou skupinu flavonoidu tvofi
flavony, které se nachazeji napiiklad ve sladké Gervené paprice a v celeru. Antokyany
jsou rostlinna barviva a nachézeji se v modrych a Cervenych plodech (86).

Antioxidagni aktivita flavonoidi zavisi na poctu a uspofadani funkénich skupin

na aromatickém jadie. Lze fici, Ze prostorové orientace substituentii ma na antioxidacni




aktivitu veési vliv neZ samotna struktura flavonoidu (86). Uspotadani hydroxylovych
skupin na kruhu B je ur¢ujicim faktorem pro zhaseci aktivitu vici reaktivnim formam
kysliku i dusiku. Hydroxyskupiny v poloze 3" a 4" kruhu B zvy3uji antioxidaéni aktivitu
(86). Oxidaci dochazi ke vzniku orto-semichinonového radikalu relativné stilého diky
schopnosti elektronové delokalizace. Ten mize dale reagovat s daldim radikalem za

vzniku chinonu (Obr. 11) (86,122).

OH R. RH O
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Obr. 11: Zhaseni radikalu flavonoidy

Zhaseci aktivita flavonoidi je také zavisld na volné 3-hydroxylové skupiné, ktera
napomaha lepsi stabilité flavonoidniho radikalu (124). Flavony a flavonoly obsahujici
katecholové seskupeni na kruhu B jsou vysoce aktivni, piidemz flavonoly jsou ve
srovnani s odpovidajicimi flavony lep§i antioxidanty diky pFitomnosti 3-hydroxy
skupiny (122). Zhaseci schopnosti také silng ovliviiuje prostorovéa orientace kruhu B
vzhledem ke zbytku molekuly: flavonoly a flavanoly s 3-OH skupinou jsou plandrni,
zatimco flavony a flavanony bez pfitomnosti této funkéni skupiny jsou lehce stocené.
Planarita umozfinje konjugaci, elektronovou dislokaci a zvy3uje stabilitu flavonoidniho
fenoxylového radikalu, odn&tim OH skupiny v poloze 3 dochazi ke sniZeni antioxidaéni
aktivity (116). Také 5-OH skupina muze pfispivat k antioxidaéni aktivité a to tak, e
zvySuje rezonanci molekuly v pEitomnosti 2,3-dvojné vazby a 3-OH a 4-oxo skupin
(116,86).

Co se ty¢e izoflavoni, umisténi kruhu B v pozici 3 heterocyklického kruhu silng
méni antioxida¢ni aktivitu. Pro antioxidagni aktivitu je zde nutnd OH skupina v poloze

4', pfidemz jeji metylaci dochazi ke zna¢nému poklesu uginku (122).

42

Rozdily v antioxidacni aktivité polyhydroxylovanych a polymetoxylovanych flavonoidu

ziejmé vychazeji z rozdili v jejich lipofilité a prostorovém usporadani. Ac’:koli.v
z poméru metoxy skupin oproti hydroxy skupindm nemuZeme jednozna¢né odvodit
rozdily ve zhadeci schopnosti flavonoidu, postaveni metoxy skupin zvlast€ na kruhu B
mize podstatné ovlivnit aktivitu. Stérickym blokovanim 3’ 4’-katecholové struktury
metylaci 4"-OH skupiny dochazi ke znadnému ubytku antioxidaénich schopnosti. Také
vicetetna metoxylace kruhu A rusi pozitivni efekt katecholové struktury kruhu B (116).
Pro elektronovou delokalizaci kruhu B a tedy i antioxidaéni aktivitu je vyhodna
pfitomnost 2,3-dvojné vazby v konjugaci s 4-keto skupinou (86). Jak se zda, 2,3 -
dvojnd vazba m4, bez pfitomnosti difenolické struktury kruhu B, pouze maly vliv na
schopnost molekuly darovat vodik. Optimélni pro antioxida¢ni aktivitu flavonoidu je
dvojna vazba 2,3 v kombinaci s 4-kefo skupinou a 3-hydroxy skupinou a v pfitomnosti

o-dihydroxy seskupeni kruhu B.

Glykosylované flavonoidy maji oproti odpovidajicim aglykonum  niZsi
antioxidadni aktivitu (86,124). Glykosylaci dochazi jednak k blokovani hydroxylovych
skupin nezbytnych pro odnéti vodiku a zhaseci aktivitu, kterdkoliv molekula cukru také
zplsobi narudeni planarity kruhu B vzhiedem k celé¢ molekule flavonoidu a tak ztratu
schopnosti delokalizovat elektrony. Zavedenim cukru do molekuly také dochézi ke
zvyseni hydrofility molekuly, coz méni schopnosti antioxidantu prostupovat do lipofilni

faze (116).

Jak jiz bylo feteno, flavonoidy pusobi antioxidaéné také diky jejich schopnosti
chelatovat ionty. Pro chelataci ionti jsou v molekule flavonoidu dulezitd tato mista:
katecholova 3°,4°-dihydroxy skupina kruhu B a substituce 4-kefo, 3-hydroxy &i 4-keto,
S-hydroxy kruhu C u flavonolu (86,122) (Obr. 12).
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| 4. MATERIAL A METODY

O OH
O ° 4.1. POUZITE CHEMIKALIE

1,1- diphenyl — 2-picrylhydrazyl: Sigma (St. Louis, MO, USA)

OS LO\M:}: 5-methylfenazinium-methyl-sulfzit: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Men* 5,5 ~_dithiobis-2-nitrobenzoovi kyselina: Sigma (St. Louis, MO, USA)
g-nikotinamid adenin dinukleotid: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Obr. 12: Mista vazby flavonoidii s kovy Acetonitril: Merck (Darmstadt, Némecko)

Chlorid Zeleznaty, bezvody: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Deoxyribdza: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Kyselina etylendiamintetraoctova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Chlornan sodny se 4% dostupného chlornanu: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Kyselina askorbova: Sigma (St. Louis, MO, USA),

Kyselina mravenéi: Merck (Darmstadt, Némecko)

Kyselina octova: Merck (Darmstadt, Némecko)

Kyselina sirova: Pronalab (Lisabon, Portugalsko)

Kyselina thiobarbiturova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Kyselina trichloroctova: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Kyselina trifluoroctova: Merck (Darmstadt, Némecko)

Metanol: Merck (Darmstadt, Némecko)
N-(1-naftyl)-etylendiamin dihydrochlorid: Merck (Darmstadt, Némecko)
Nitroprusid sedny dihydrat: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Nitrotetrazolinovi modi: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Octan amonny: Merck (Darmstadt, Némecko)

Sulfanilamid: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Xantin: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Xantinoxidaza 1 (EC 1.1.3.22): Sigma (St. Louis, MO, USA)
Standardy

Kyselina akonitova: Extrasynthése (Genay, Francie)

Kyselina citrénova: Sigma (St. Louis. MO, USA)

Kyselina fumarova: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Kyselina chinova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
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Kyselina chlorogenova: Extrasynthése (Genay, Francie)
Kyselina jableéna: Sigma (St. Louis, MO, USA)

Kyselina kafeoyljable¢na: PhytoLab (Hamburk, Némecko)
Kyselina kdvova: Extrasynthése (Genay, Francie)
Kempferol 3- O-rutinosid: Extrasynthése (Genay, Francie)
Kempferol 3- O-glukosid: Extrasynthése (Genay, Francie)
Kyselina ketoglutarova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Linarin: Extrasynthése (Genay, Francie)

Kyselina §t’avelova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Kyselina Sikimova: Sigma (St. Louis, MO, USA)
Verbaskosid: PhytoLab (Hamburk, Némecko)

Voda byla ¢idténa systémem: Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford,
MA, USA).

4.2. PRISTROJOVE VYBAVENI
Analytické vahy KERN (Némecko)

Ultrazvukova lazei Bandelin Sonorex (Némecko)

Vodni lazeri KL, Laboratorni pfistroje (Praha)

Mikrostfikatka Hamilton (Svycarsko)

Detektor DAD Gilson (Francie)

Detektor UV Gilson (Francie)

Kolona Spherisorb ODS2 reversed-phase (Waters, Milford, USA) (velikost &astic 250 x
4.6 mm, 5 pm)

Kolona iontové vyménna Nucleogel” Ion 300 OA (Waters, Milford, USA) (velikost
¢astic 300 x 7.7 mm)

Chromatograf Gilson (Francie)

Spektrofotometr - snima¢ mikrotitraénich desek: ELX808 IU Ultra Microplate Reader
(Bio-Tek Instruments, Inc) Winooski, Vermont 05404-0998 1ISA

Dvoupaprskovy spektrofotometr Helios o (Unicam, Velka Britanie)

Lyofilizator Labconco 4.5 (Kansas City, MO)

Destilaéni pfistroj: Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA)
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Kolony pro SPE: ISOLUTE C18 non-end-capped (NEC) SPE kolony (50 um

velikost &astic, 60 A
International Sorbent Technology Ltd. (Mid Glamorgan, Velka Britanie).

Chromabond (45 um velikost ¢astic; 0.5 g hmotnost sorbetu/6 ml

poérovitost; 0.5 g hmotnost sotbentu/6 ml objem zasobniku,

objem zasobniku)

4.3. ROSTLINNY MATERIAL

4.3.1. Ballota nigra (Lamiaceae)
Botanicka zahrada lé&ivych rostlin, Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovi Hradec

Kralové, Ceska Republika.

4.3.2. Linaria vulgaris L. (Scrophulariaceae)

Natura a.s., Décin, Ceska Republika.

4.3.3. Brassica oleracea L. var. costata DC. (Brassicaceae) (»tronchuda® zeli)

Zevni listy:

Studovany byly vzorky zeli péstovaného za riznych agronomickych podminek ve
Valbomu dos Figos, region Mirandela, na severovychodé Portugalska. Setba probéhla
v derviu 2002 a sazenice byly pfesazeny na pole ke konci srpna. Na jednom z poli bylo
vyuZito pouze organické hnojeni podle ustanoveni statniho agronomického Gradu
(Instituto de Desenvolvimento Rural e Hidraulica) a smérnic o organické produkci
(EEC 2092/91 -24. gervna, 1991). Organicke pole bylo hnojeno pouze ovéi mrvou.
34dné dali ogetfeni nebylo provedeno. Na druhém poli bylo zeli péstovano tradi¢nim
zplisobem, kde se krom& ovéi mrvy hnojilo mineralng: 20,5 % dusi¢nanu amonného a
21,8 % Ca0 (Nitrolusal 20,5 %) v mnozstvi 50 kg/ha. Na tomto poli bylo také koncem
74ii zeli ofetieno deltamethrinem (Decis) (Bayer Crop Science) v koncentraci 30 mi/hL.
Po sklizni ve 2 riznych obdobich byly vzorky zeli ihned pfevezeny do laboratote, kde
se oddélily zevni a vnitini listy. Skladovany byly v mrazicim boxu pii -20°C. Podminky

péstovani a dobu sbéru uvadi Tab. 3.




Tab. 3: Charakteristika vzorkua “tronchuda” zeli

Vzorky Datum sbéru Typ kultivace
A listopad 2002 organicka

B listopad 2002 tradiéni

C prosinec 2002 organicka

D prosinec 2002 tradicni

Vnitini listy:

Pro analyzu vnitinich listd byly pouZity vzorky zeli sbiraného viijnu 2004 a
péstovaného organicky, podle ustanoveni statniho agronomického uUfadu (Instituto de
Desenvolvimento Rural e Hidraulica) a smérnic o organické produkci (EEC 2092/91 -
24. &ervna, 1991). Po sklizni byly vzorky zeli ihned pfevezeny do laboratofe, kde se
odd&lily zevni a vnitini listy. Vnitini listy byly zmrazeny, lyofilizovany (Modulyo 4K
Freeze Dryer Ed wards), lyofilizovany material byl rozetfen na prasek a uchovavan

v exsikatoru, ve tmé&. Stejnym zpusobem byly zpracovany 1 zevni listy.

4.4. PRIPRAVA VZORKU PRO HPLC ANALYZU A HODNOCENI
ANTIOXIDACNI AKTIVITY

4.4.1. Ballota nigra

Nadzemni ¢asti Ballota nigra byly sbirany v zafi 2005, usueny pii pokojove teplote,
poté rozmélnény (sito 355) a smichany. Droga vyhovovala &lanku Ballotae nigrae herba
CL 2002 (125). Nalev byl pfipraven zalitim 5 g drogy 500 ml vrouci destilované vody.
Po 15ti minutach stani byl zfiltrovan pies Blichnerovu nalevku a poté lyofilizovan.

Lyofilizat byl skladovan v exsikétoru, ve tmé.

4.4.2. Linaria vulgaris
Nalev byl pfipraven zalitim 5 g drogy 500 ml vrouci destilované vody. Po 15ti minutach
stani byl zfiltrovan pres Biichnerovu néalevku a poté lyofilizovan. Lyofilizdt byl

skladovan v exsikatoru, ve tmé.

4.4.3. Brassica oleracea L. var. costata DC.
1) Zevni listy:
Vzorky pro analyzu byly vybrany po pfedchozi analyze dle obsahu fenolickych latek

(126). Extrakt ze zevnich listu byl pfipraven vafenim 30 g zevnich lista v 600 ml vody
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po dobu 1 hodiny a poté zfiltrovanim ptes Biichnerovu nélevku. Ziskany extrakt byl

Iyofilizovén. Lyofilizat byl skladovén v exsikatoru, ve tm¢.

2) Vnitini listy:
a) pro identifikaci fenolickych latek byl lyofilizovany rostlinny material (cca 0,5 g)
smichan s 5 ml smési voda:metanol (1:1), ultrasonifikovan, centrifugovén a zfiltrovan.
b) pro kvantifikaci fenolickych litek a zkousky na antioxida¢ni aktivitu byl extrakt
piipraven vafenim 3,0 g lyofilizovanych listi v 600 ml vody po dobu 1 hodiny. Ziskany
extrakt byl poté zfiltrovan pfes Biichnerovu nélevku a lyofilizovan. Lyofilizat byl

skladovan v exsikatoru, ve tmé.

4.5. HPLC ANALYZA FENOLICKYCH LATEK

Parametry vysokou¢inné kapalinové chromatografie pouzité v této praci byly pokusné
sestaveny v laboratofi farmakognozie Farmaceutické fakulty Univerzity Porto. Viechny
metody byly validovany a na zékladé sledovanych valida¢nich parametru byla
prokazana spolehlivost metod pii opakovaném pouZiti v laboratofi.

K usnadnéni identifikace a kvantifikace latek byla pouzita metoda vnéjsiho standardu
nebo byly latky identifikovany a kvantifikovany na zakladé pfedchozi HPLC-DAD-
MS/MS-ESI analyzy.

Zjisténa data byla zpracovavana Unipoint software systémem (Gilson Medical
Electronics, Villiers le Bel, Francie). Cistota piku byla kontrolovana pfislusenstvim

softwaru.
4.5.1. HPLC ANALYZA

4.5.1.1. Ballota nigra

HPLC analyza byla provedena postupem popsanym v praci autoru Silva et al. (127).

Podminky HPLC:
Chromatograf: Gilson
Kolona: Sperisorb ODS2 RP kolony (Waters, Milford, USA; 250x%4,6 mm, 5 pm

velikost ¢astic)
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Objem nastiiku: 20 pl.

Mobilni faze: smés kyseliny mraven&i 5 % (A) a metanolu (B)

Eluéni profil: gradientova eluce: 0 min - 5% B, 3 min — 15% B, 13 min - 25% B, 25
min - 30% B, 35 min — 35% B, 39 min - 45% B, 44 min - 50% B

Rychlost prutoku: 0,9 ml.min"’

Detekee: Gilson DAD detektor, 200-400 nm, chromatogramy byly zaznamenavany pii
320 nm

Standardy: verbaskosid, kaffeoyljable¢nd, chlorogenova a kavova kyselina
Analyzovany vzorek: Piesné odvazené mnozstvi lyofilizatu bylo rozpudténo v 1 ml

supercisté vody a zfiltrovano (membranovy filtr 0,45 pm)

Ziskany chromatogram je uveden na Obr. 13 v gasti vysledky a diskuze. Verbaskosid,
kaffeoyljableénd, chlorogenova a kévové kyselina byly identifikovany na zakladé jejich
chromatografického chovéni, srovnanim retenénich casu a UV-VIS spekter v rozmezi
200-400 nm se standardy. Dalsi fenylpropany byly identifikovany na zakladé jiz
publikovanych dat (128,129): dodrzenim shodnych experimentalnich podminek jako
v praci Kirmizibekmez et al. (129) se podafilo ziskat chromatogram, kde verbaskosid,
forsythosid B a alyssonosid mély stejné pofadi eluce a UV spektra. Ballotetrosid byl
identifikovan na zakladé charakteristického tvaru a absorptniho maxima jeho UV
spektra (128). Fenolické latky byly kvantifikovany metodou externiho standardu. Obsah
chlorogenové, kavové, kaffeoyljabletné kyseliny a verbaskosidu byl kvantifikovan
porovnénim s kalibraéni kfivkou vytvorenou pomoci jejich externé métenych standardu,
ostatni latky byly kvantifikovany jako verbaskosid. Vysledky uvadi Tab. 4 v &asti
vysledky a diskuze.

4.5.2.2.Linaria vulgaris

HPLC analyza byla provedena postupem popsanym V praci autort Silva et al. (127)

s modifikovanou rychlosti pritoku mobilni faze (1 ml.min™).

Podminky HPLC:
Chromatograf: Gilson
Kolona: Sperisorb ODS2 RP kolony (Waters, Milford, USA; 250%4,6 mm, 5 um

velikost ¢astic)
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Objem nastiiku: 20 pl.

Mobilni faze: smés kyseliny mraven¢i 5 % (A) a metanolu (B)

Eluéni profil: gradientova eluce: O min — 50% B, 20 min - 60% B. 35 min — 60% B.
Rychlost pratoku: 1 ml.min"’

Detekee: Gilson DAD detektor, 200-400 nm, chromatogramy byly zaznamenavany pfi
320 nm

Standardy: linarin

Linarin byl identifikovan srovnanim retenéniho ¢asu a UV-VIS spekira v rozmezi 200-
400 nm se standardem. Fenolické latky byly kvantifikovany metodou externiho
standardu dle absorbance zaznamenavané pii 320 nm. Viechny detekované latky byly
kvantifikovény jako linarin. Vysledky uvadi Obr. 19 a Tab. 7 v ¢asti vysledky a

diskuze.

4.5.2.3. Brassica oleracea L. var. costata DC.

e

Vné&jsi listy, vnitini listy

HPLC analyza byla provedena postupem popsanym v praci autoru Ferreres et al. (126).
ldentifikace fenolickych latek probéhla na zakladé ptedchozi HPLC-DAD-MS/MS-ESI
analyzy (126,130).

Podminky HPLC:

Chromatograf: Gilson

Kolona: Sperisorb ODS2 RP kolony (Waters, Milford, USA; 250%4,6 mm, 5 pm
velikost ¢astic)

Objem nastitiku: 20 pl.

Mobilni fize: smés kyseliny mravenci 5 % (A) a metanolu (B)

Eluéni profil: gradientova eluce: 0 min — 10% B, 25 min — 20% B, 40 min - 50% B, 45
min - 50% B, 46 min - 90% B, 50 min - 90% B, 55 min — 100% B, 58 min — 100% B,
60 min — 10% B.

Rychlost prutoku: 1 ml.min !

Detekee: Gilson DAD detektor, 200-400 nm, chromatogramy byly zaznamenavany pii
330 nm

Standardy: kempferol 3-O-rutinosid, rutin, kyselina p-kumarova, kyselina sinapova




Zevni listy:

Fenolické latky byly kvantifikovany metodou externiho standardu. S vyjimkou
kempferol 3-O-glukosidu byly identifikované latky kvantifikovany jako kempferol 3-O-
rutinosid, nebot Zadna z nich nebyla dostupna na trhu. Vysledky ukazuje Obr. 26 a Tab.
10 a 14 v ¢asti vysledky a diskuze.

Vnitni listy:

Fenolické latky byly kvantifikovany metodou externiho standardu. ProtoZe standardy
latek identifikovanych ve vnitinich listech zeli nebyly dostupné na trhu, kvercetin 3-O-
soforosid-7-O-glukosid byl kvantifikovan jako rutin, 3- a 4-p-kumaroylchinoveé kyseliny
jako kyselina p-kumarova a derivaty kempferolu jako kempferol 3-O-rutinosid a
derivaty kyseliny sinapové jako kyselina sinapova. Vysledky ukazuje Obr. 35 a Tab. 13

v &asti vysledky a diskuze.

4.6. HPLC ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

4.6.1. PRIPRAVA VZORKU

4.6.1.1. Ballota nigra

1 mg lyofilizovaného vzorku byl rozpudtén ve vodé o pH 2 (sHCI) a roztok byl
podroben extrakci na pevné fazi s vyuZitim kolony ISOLUTE C18 (NEC) (50 pum
velikost &astic, 60 A porovitost; 0.5 g hmotnost sorbentu/6 ml objem zasobniku), ktera
byla nejprve aktivovdna 2 mi metanolu a 5 ml kysele vody (pH 2, okyseleno HCI).
Zachyceny vodny extrakt obsahujici organické latky spolu s dal3imi polarnimi latkami
byl odpaten do sucha na vakuové odparce (40°C), znovu rozpustén v 5 mM kyseliné
sirové (1 ml) a 20 ul bylo analyzovano za pouziti HPLC/UV. Roztok standardu byl

pfipraven rozpusténim v 5 mM kyseliné sirové.

4.6.1.2. Linaria vulgaris

36 mg lyofilizovaného vzorku bylo rozpusténo ve vode o pH 2 (s HCI) a roztok byl
podroben SP extrakei na Cl18 koloné (Chromabond) (45 pm velikost Castic; 0.5 g
hmotnost sorbetu/6 ml), ktera byla nejprve aktivovana 2 ml metanolu a 5 ml kyselé

vody (pH 2 s HCI).
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Zachyceny vodny extrakt obsahujici organické latky spolu s dal3imi polarnimi latkami
byl odpafen do sucha na vakuové odparce (40°C), znovu rozpuitén v 5 mM kyseling
sirové (1 ml) a 20 pl bylo analyzovano za pouziti HPLC/UV. Roztok standardu byl

piipraven rozpusténim v 5 mM kyseling sirove.

4.6.1.3. Brassica oleracea L. var. costata DC.

Zevni listy. vnitini listy:

Pesné odvazené mnozstvi lyofilizatu bylo rozpuiténo v 5 mM kyselin€ sirové (1 mil) a
20 pl bylo analyzovano za pouziti HPLC/UV. Roztok standardu byl piipraven

rozpusténim v 5 mM kyseliné sirove.

4.6.2. HPLC ANALYZA

4.6.2.1. Ballota nigra, Linaria vulgaris

Separace byla provedena postupem popsanym Vv praci autoru Ferreres et al. (130).
Podminky HPLC analyzy byly shodné s podminkami analyzy Brassica oleracea (viz
nize) s modifikaci rychlosti pratoku (0,2 ml.min™). HPLC chromatogram organickych

kyselin je znazornén na Obr. 15 a 21 a zjist€ny obsah ukazuji Tab. 5 a 8.

4.6.2.2. Brassica oleracea L. var. costata DC.

Zevni listy. vnitini listy:

HPLC separace byla provedena postupem popsanym v praci autoru Silva et al. (131).
Kvantifikace organickych kyselin byla provedena metodou vngjsiho standardu.
Chromatograf: Gilson

Kolona: Nucleogel” Jon 300 OA (300 x 7.7 mm) ve spojeni s topnou jednotkou (3 0°C)
Objem nastFiku: 20 pl.

Mobilni faze: kyselina sirova 5 mM

Eluéni profil: isokraticka eluce

Rychlost pratoku: 0,1 ml.min’'; 0,2 ml.min'lpro vnitini listy

Detekce: UV Gilson; A =214 nm

Standardy: askorbovd, citrénova, jableCna, Sikimova, fumarova, $tavelova, chinova,

akonitova, ketoglutarova kyselina




4.7. ZHASENI DPPH

Antiradikdlova aktivita extrakti byla zjistovana spektrofotometricky s vyuZitim
snimade mikrotitraénich desek ELX808 [U Ultra Microplate Readeru (Bio-Tek
Instruments, Inc), sledovanim redukce DPPH’ pii 515 nm, postupem popsanym v praci
Silva et al. (132). Pro kazdy extrakt bylo pfipraveno 5 riznych koncentraci vzorku.

Do jednotlivych cel na mikrotitraéni desce pro 96 cel se postupné piidavalo:

1. 25 ul roztoku vzorku v ruznych koncentracich, rozpusténého v metanolu p.a.
(resp. v destilované vodg)
2. 200 pl roztoku DPPH’ v koncentraci 150 pM (Roztok se piipravil rozpu$ténim
591,45 ug DPPH’ v 10,0 ml metanolu p.a.)
Pro kaZdou koncentraci byla méfeni provedena tikrat. Reakce byla iniciovana piidanim
roztoku DPPH’ a po uplynuti doby nutné k totélni reakei vzorku a DPPH’ (30 minut)
bylo provedeno méfeni. Souasné byl zméfen také kontrolni roztok a porovnavaci
roztok pro vzorek i kontrolu. Porovnavaci vzorek pro vzorek tvofilo 25 ul roztoku
vzorku v ruznych koncentracich a 200 pl metanolu, pro kontrolu pouze metanol.
Kontrolni vzorek byl pfipraven smichanim 25 pl metanolu (resp. vody) a 200 pl roztoku
DPPH'.
»Zhaseci® aktivita byla vypocéitana podle vztahu:
% redukce DPPH = (1 - A,/ A)) « 100,
kde A, = absorbance testovaného vzorku v ¢ase t = 30 minut

Ay, = absorbance kontrolniho vzorku v ¢ase t = 30 minut

Aktivita vzorku byla vyjadfena v hodnoté IC,s, popt. ICsq, kterd znaci koncentraci
testovaného vzorku schopnou redukce 25, popi. 50 % radikalu. Tato hodnota byla
odeftena z grafu zavislosti % redukce na koncentraci. Pokud naméiené hodnoty
nedovolovaly ode¢ist hednotu ICsg, aktivita byla vyjadiena v ICys.

Vysledky méfeni jsou zndzornény na Obr. 16, 22, 29, 38 a Tab. 12 v &asti vysledky a

diskuze.
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4.8. ZHASENI SUPEROXIDOVEHO RADIKALU

4.8.1. SUPEROXID GENEROVANY NEENZYMATICKY

Superoxidovy radikal byl generovéan reakci 5-methylfenazinium-methyl-sulfatu (PMS) a
nikotinamidudinukleotidu (NADH) podle postupu popsaném v praci Valentdo et al.
(12). Stanoveni byla provadéna tfikrat pro kazdou koncentraci i pro kontrolni vzorek
s vyuzitim snimac¢e mikrotitracnich desek ELX808 IU Ultra Microplate Readeru (Bio-

Tek Instruments, Inc), pti vinové délce 560 nm.

Ptiprava dinidel: Veskera ¢inidla byla pfipravovana a pouzivana v den méfeni.

NADH 166 uM: 35 mg NADH bylo rozpuiténo v 50,0 m! pufru (KH;PO4 19mM, pH

7.4). Piipraveny roztok byl uchovavan v ledu.

NBT 43 pM: 3,3 mg NBT bylo rozpusténo v 50,0 ml pufru (KH;PO, 19mM, pH 7.4).
Roztok byl po dobu méfeni chranén pied svétlem.

PMS 2,7 uM: 1 mg PMS byl rozpusten v1 ml pufru (KH:PO4 19mM, pH 7.4).
Z roztoku bylo odebrano 250 ul a doplnéno do 50,0 ml pufru. Roztok byl po dobu
méfeni chranén pied svétlem.

Pufr: KH,PO4 19mM, pH 7,4. 2,6g KH,PO, bylo rozpusténo v 1000,0 m] destilované
vody. Hodnota pH byla upravena na potenciometru svyuZitim 0,1 mM roztoku

hydroxidu draselného.

Postup méreni a vypodty:

Do jednotlivych cel na mikrotitraéni desce pro 96 cel se postupné pfidavalo:

1. 50 pl roztoku vzorku, rozpuiténého ve fosfatovém pufiu KH.PO4 o koncentraci 19
mM a pH 7.4

2. 50 pl roztoku NADH 166 uM

3. 150 p! roztoku NBT 43 uM

4. 50 pl roztoku PMS 2,7 uM

Reakce byla iniciovana pfidanim roztoku PMS. Méfeni probihalo po dobu 2 minut, pfi
nastaveni spektrofotometru na kinetickou funkei, pii pokojové teploté. Souc¢asné byl

méfen také kontrolni roztok a porovnavaci roztok pro vzorek i kontrolu.
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Inhibice redukce NBT byla vypoditana ze vzorce:
% inhibice redukce NBT = (1 - A, / Aj) * 100,
kde A, = narist absorbance testovaného vzorku v ¢ase t = 2 min

A, = narlst absorbance kontroiniho vzorku v ¢ase t = 2 min

Aktivita byla vyjadfena vhodnoté ICys, popi. ICso, kterd byla odeétena z grafu
Zavislosti % inhibice redukce NBT na koncentraci. Vysledky méfeni aktivity vzorku
oproti superoxidovému radikalu produkovaném neenzymaticky jsou znazornény na Obr.

17,23, 30A, 39 a v Tab. 12. v &asti vysledky a diskuze.

4.8.2. SUPEROXID GENEROVANY ENZYMATICKY

Stanoveni byla provadéna tiikrat pro kazdou koncentraci i pro kontrolni vzorek
s vyuZitim snimage mikrotitra¢nich desek ELX808 IU Ultra Microplate Readeru (Bio-

Tek Instruments, Inc), pfi vinové délce 560 nm.

P¥iprava ¢inidel: Veskera ¢inidla byla pfipravovana a pouzivana v den mefeni.

Roztok A byl piipraven spojenim 5 mi roztoku xantinu s 50 ml roztoku NBT. Roztok
byl po dobu méfeni chranén pfed svétlem. Xantin byl ptipraven rozpusténim 0,55 mg
xantinu (44 pM) v 5,0 ml NaOH o koncentraci 1 pM pii teplot¢ 60°C na ultrazvukové
lazni a roztok NBT rozpusténim 3,4 mg NBT (50 pM) v 50,0 ml fosfatového pufru (viz
nize).

Roztok B - roztok in situ xantinoxidazy 0,29 U/ml. 60 ul xantinoxidazy bylo pfevedeno
do kalibrované zkumavky na 10,0 m! a doplnéno do 10,0 ml EDTA 0,1 mM. Roztok se
po dobu méfeni uchovaval v ledu.

Pufr- Na;HPO4.2H,0 50mM s EDTA 0,1 mM, pH 7.8.

8,9 g Na,HPO,.2H,0 a 0,0372 g EDTA bylo rozpusténo v 1000,0 ml destilované vody.
Hodnota pH byla upravena na potenciometru s vyuZitim 0,1 mM roztoku hydroxidu

draselného.
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Postup méieni a vypodty:

Do jednotlivych cel na mikrotitraéni desce pro 96 cel se postupné pridavalo:

1. 50 pl roztoku vzorku, rozpudténého ve fosfitovém pufru Na,HPO42H;O o
koncentraci 50mM s EDTA 0,1 mM, pH 7,8

2. 200 pl roztoku A

3. 50 pl roztoku B

Reakce byla iniciovana ptidanim roztoku xantinoxidazy do smési. Mé&feni probihalo po
dobu 2 minut, pii nastaveni spektrofotometru na kinetickou funkci, pii pokojové teplote.

Souc¢asné byl méfen také kontrolni roztok a porovnavaci roztok pro vzorek i kontrolu.

Z naméfenych hodnot byla vypogitana inhibice redukce NBT (vzorec viz
neenzymatick4 metoda) a z grafu zavislosti inhibice redukce na koncentraci odectena
hodnota IC,s, popf. ICsp. Vysiedky méfeni aktivity vzorki oproti superoxidovému
radikalu produkovaném enzymaticky jsou znazormnény na obrazku Obr. 17, 23, 30B, 39

av Tab. 12 v ¢asti vysledky a diskuze.

4.8.2.1 Aktivita vaéi xantinoxidaze

Protoze vzorek miZe nejen zhaset superoxidovy radikal, ale také muze ovliviiovat jeho
produkci reakci senzymem, byla sledovéna také jeho aktivita vuci xantioxidaze.
Aktivita vi¢i xantinoxidaze byla méiena spektrofotometricky sledovanim konverze

xantinu na kyselinu mo&ovou, ktera vykazuje maximum pfi vinové délce 295 nm.

Priprava cinidel:

Roztok A byl piipraven spojenim 5 ml roztoku xantinu s 50,0 ml fosfatového pufru.
Roztok byl po dobu méfeni chranén pied svétlem. Xantin byl pfipraven rozpusténim
0,55 mg xantinu (44 pM) v 5,0 ml NaOH o koncentraci 1 uM pii teplot¢ 60°C na
ultrazvukové lazni.

Roztok B - roztok in sifu xantinoxidazy 0,29 U/ml.

Pufr - Na;HPO,.2H,0 50mM s EDTA 0,1 mM, pH 7.8.




Postup méfeni a vypodlty:

Do kyvety se postupné piidavalo:
Porovnavaci roztok Vzorek

1. 400 pl roztoku A 1. 400 pl roztoku A

2. 100 pl roztoku vzorku .
3. 100 pl roztoku B

2, 100 pl roztoku vzorku
3.100 pl EDTA 0,1mM

Sledovén byl pribéh reakce po dobu 2 minut, za pokojové teploty, pfitemz reakce byla
iniciovéna pfidanim roztoku XO. Mé&feni byla pro kazdou koncentraci provadéna trikrat.
Soucasné se vzorkem byl zméfen také kontrolni roztok, ktery namisto vzorku obsahoval
pufr.
Procenta inhibice Ginku XO byla vypocitana dle vztahu:

% inhibice éinku X0 =(1 - A,/ Ay) « 100,
kde A, = narust absorbance testovaného vzorku v ¢ase t = 2 min

Ay = narust absorbance kontrolniho vzorku v ¢ase t = 2 min

Aktivita byla vyjadfena v hodnoté 1Cy; kterd byla odeétena z grafu zavislosti % inhibice
uéinku XO na koncentraci. Vysledky méfeni aktivity vzorku oproti xantinoxidaze jsou

znazornény na Obr. 17, 23, 30C, 39 v &asti vysledky a diskuze.

4.9. ZHASENI HYDROXYLOVEHO RADIKALU

Hydroxylové radikaly jsou produkovany reakci peroxidu vodiku, Fe**-EDTA akyseliny
askorbové, tzv. Fentonovou reakcei:

Fe ?- EDTA + H,0, ——— Fe "-EDTA + OH + HO®

Prubéh reakce je urychlovan ptiddnim redukénich &inidel (kyseliny askorbové), které
redukuji Fe** na Fe 2*, popt. Cu*' na Cu’:;

Fe’'- EDTA + kyselina askorbova —* Fe?- EDTA + kyselina dehydroaskorbova

Hydroxylovy radikal, produkovany Fentonovou reakci, je vychytivan deoxyribdzou,
piicemz se tvoii sm&s degrada¢nich produkti. Zahfatim smési v piitomnosti kyseliny

vznikd malonyldialdehyd, ktery je detekovan spektrofotometricky po reakei
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s thiobarbiturovou kyselinou jako barevny (ruZovy) produkt s maximem absorpce pfi

532 nm.

Piiprava inidel: Veskera ¢inidla byla pfipravovana a pouzivana v den méfeni.

Kyselina askorbova (100 uM):17,6 mg se rozpustilo v 10,0 ml fosfatového pufru (viz
nize). Roztok se po dobu méfeni uchovaval chranén pred svétlem.

FeCl; (40 uM):12,8 mg se rozpustilo ve 100,0 ml EDTA o koncentraci 2 mM. Roztok
se uchovaval chranén pfed svétlem.

EDTA Nay.2H,0 (2 mM): 0,744 g EDTA se rozpustilo v 1000,0 ml destilované vody.
H,0; (2,13 mM): 48,3 ul H,O, se pievedlo do kalibrované zkumavky a doplnilo do 10,0
ml fosfatovym pufrem (viz niZe)

Deoxyribéza (2,8 mM): 19 mg se rozpustilo v 5,0 ml pufru

Pufr: KH,PO,-KOH 10 mM, pH 74. 1,36 g KH,POy4 se rozpustilo v 1000,0 ml
destilované vody. Hodnota pH byla upravena na potenciometru s vyuZitim 0,1 mM

roztoku hydroxidu draselného.

Postup méfeni a vvpodty:

Meéfeni byla provadéna dvakrat, ve dvoupaprskovém spektrofotometru nastaveném na
funkci fotometrickou pfi 532 nm.

* Ve zkumavkach se postupné smichalo:

Porovnavaci roztok Vzorek

1. 780 pl pufru 1. 780 pl pufru

2. 10 pl kyseliny askorbové 2. 10 ul kyseliny askorbové
3. 50 pl FeClsy 3. 50 ul FeCly

4. 50 pl H,Os 4. 50 pl H,O4

5. 10 ul vzorku 5. 10 pl vzorku

6. 100 pul pufru 6. 100 pl roztoku deoxyribozy

» Smés se inkubovala na vodni lazni pii 37°C po dobu 1 hodiny.

» Poté se piidal 1,0 ml kyseliny trichloroctové 2,8 % a 1,0 ml &erstvé pfipraveného 1 %
roztoku kyseliny thiobarbiturové

» Smés se poté nechala inkubovat na vrouci vodni lazni po dobu 15ti minut

» Po vychladnuti se zméfila absorbance pfi 532 nm.
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Z naméfené absorbance bylo vypocitano procento redukce hydroxylového radikalu
podle vztahu:
% redukce HO = (1 - A,/ Aj) * 100,
kde A, = absorbance testovaného vzorku
A\, = absorbance kontrolniho vzorku
Vysledky méfeni jsou ukazany v Tab. 6, 9, 12 a na Obr. 31, 40 v ¢asti vysledky a

diskuze.

Reakce byla také provedena bez kyseliny askorbové a bez EDTA. Jestlize z reakce
vypustime kyselinu askorbovou a v extraktu jsou pfitomny pro-oxidaéni latky, muze
dochazet ke zpéné redukci Fe'" na Fe®, nutné pro Fentonovu reakei a dochazi tak ke
zvy3ené produkci OH'. Pro zjisténi pro-oxidaénich vlastnosti vzorku byla reakce
provedena bez kyseliny askorbové. V nepfitomnosti EDTA se ionty Zeleza vazi pfimo
na cukr. Za takovych podminek latky neinhibuji degradaci deoxyribozy reakei
s hydroxylovymi radikaly, ale tim, Ze chelatuji ionty, které pak nemohou reagovat ve
Fentonové reakci. Pro zjisténi schopnosti chelatovat ionty byla reakce provedena bez
EDTA.

Vysledky jsou ukazany v Tab. 6, 9 a na Obr. 32, 33 a 40.

4.10. AKTIVITA VUCI KYSELINE CHLORNE

Kyselina chlorna indukuje konverzi kyseliny S5-thio-2-nitrobenzoové (TNB), ktera
vykazuje absorpéni maximum pfi vinové délce 412 nm, na kyselinu 5,5 -dithiobis-2-
nitrobenzoové (DNTB), jejiZ absorpéni maximum je pii 325 nm. Aktivita vaéi kyseliné

chlorné se zjist'uje spektrofotometricky sledovanim absorbance pii 412 nm.

Priprava ¢inidel:

Syntéza kyseliny chlorné: Byl p¥ipraven 1%ni roztok NaOCl a pH tohoto roztoku bylo na
potenciometru upraveno na 6,2 s vyuZitim kyseliny sirové. Ziskany roztok HOCI se
poté nafedil destilovanou vodou na takovou koncentraci, aby oxidace TNB

nepiesahovala 50 %. Pro kaZzdé méfeni se tato vhodna koncentrace HOCI ptipravovala
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experimentalné. Koncentrace ziskaného roztoku HOCI se urtila spektrofotometricky pfi
vinové délce 235 nm s vyuzitim extinkéniho koeficientu 100 M .cm™.

Syntéza kyseliny 5—-thio-2-nitrobenzoové (TNB): 3,9 mg DTNB se rozpustilo v 10,0 ml
fosfatoveho pufru a spojilo se s 7,566 mg borohydratu sodného. Smés se nechala
inkubovat po dobu 30 minut pii 37°C. Poéate¢ni koncenirace roztoku TNB se zjistila
odeétenim absorbance pii 412 nm s vyuzitim extinkéniho koeficientu 13 600 M'em™.
Roztok TNB byl zfedén tak, aby jeho absorbance byla v rozmezi 0,9-1,1.

NaOCl 1%: 455,8 ul roztoku NaOCl bylo ptevedeno do 50,0 ml destilované vody.
Pufr:KH,PO4-KOH 50 mM, pH 6,6 s EDTA SmM

6,8045 g KH,PO,4 a 1,861 ¢ EDTA.2H,0 se navaZilo do odmérné bainikky na 1000 ml a

doplnilo destilovanou vodou po rysku. Hodnota pH byla upravena na potenciometru

s vyuZitim 0,1 mM roztoku hydroxidu draselného.

Postup méfeni a vypocty:

Pro kazdou sledovanou koncentraci vzorku bylo méfeni realizovano dvakrat, ve
spektrofotometru nastaveném na fotometrickou funkci pii vinové délce 412 nm.
Sou¢asné byl zméfen také kontrolni roztok (vzorek nahrazen pufrem) a porovnavaci
roztok pro vzorek i kontrolu.

V kyveté se postupné smichalo:

Porovnavaci roztok Vzorek

1. 260 pl fosfatového pufru 1. 260 pl roztoku TNB
2. 160 pl vzorku 2. 160 pl vzorku

3. 180 pl roztoku HOCI 3. 180 pl roztoku HOCI

» Po 5-ti minutach byla odeétena absorbance pit vlnové délce 412 nm

* Pro zjisténi podate¢ni koncentrace TNB se HOCI nahradila destilovanou vodou.

Z naméfenych hodnot bylo vypoéitano % zbyvajici TNB (nepfeménéné na DTNB)
podle vztahu:

% zbyvajici TNB = (A, / A;) « 100,
kde A, = absorbance testovaného vzorku v ¢ase t = 5 min

Ay, = absorbance kontrolniho vzorku v ¢ase t = 5 min
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Byl sestrojen graf zavislosti % zbyvajici TNB na koncentraci vzorku. Vysledky
mefeni jsou uvedeny na Obr. 17, 24, 34 a 41 v &4sti vysledky a diskuze. Pro potvrzeni

a¢innosti metody byla vZdy za stejnych podminek odzkousena kyselina lipoova.

4.11. ZHASENI OXIDU DUSNATEHO

Metoda se zaklada na nepfimém stanoveni NO': stanovuji se stabilni dekompoziéni
produkty NO" - dusiénany a dusitany. Nitroprusid sodny ve vodném roztoku za
fyziologického pH spontanné produkuje oxid dusnaty, ktery po reakci se vzdusnym
kyslikem produkuje dusitanové ionty. Dusitanové ionty pfes kyselinu dusitou poskytuji
nitrani ¢inidlo (N2O3), které reaguje s kyselinou sulfanilovou za tvorby diazoniového
kationtu, ktery ndsledné kopuluje s N-(I-naftyl)etylendiaminem za tvorby
azoslouceniny vykazujici maximum absorpce pfi 543 nm (Griessova reakce) (viz Obr.
3).

Stanoveni byla provadéna tiikrat pro kazdou koncentraci i pro kontrolni vzorek
$ vyuZitim snimace mikrotitra¢nich desek ELX808 IU Ultra Microplate Readeru (Bio-

Tek Instruments, Inc), pfi vinové délce 560 nm.

Priprava ¢inidel:

Roztok nitroprusidu sodného (SNP) (20 mM): 60mg se rozpustilo v 10 m! pufru. Pro
kazdé méfeni byl pFipraven Gerstvy roztok.

Griessovo ¢inidlo: Ve 100 ml HPO, 25% se rozpustil 1,0 g sulfanilamidu a 0,1 g
naftylendiaminu

Roztok pufru o pH 7,4: Ve 100,0 ml destilované vody se rozpustilo 1,15 g Na;HPO,,
0,20 g KH;PO4, 8,0 g NaCl a2 0,200 g KCL. Hodnota pH byla upravena na potenciometru
s vyuZitim 0,1 mM KOH.

Postup méreni a vypodty:

Do jednotlivych cel na mikrotitraéni desce pro 96 cel se postupné ptidalo:
L. 100 pl vzorku rozpusténém v pufru o pH 7,4 (viz nize)

2. 100 pl nitroprusidu sodného 20 mM

62

—_————r

Pro zamezeni vzdudné oxidace byla deska pfikryta prusvitnou folii a pod svételnym
zdrojem se nechala inkubovat po dobu 60 minut, pii teplot€¢ 25°C. Poté bylo pridano
100 pl Griessova &inidla, deska se viozila do spektrofotometru a po 10 minutach byla
odecétena absorbance pii 560 nm.

Souc¢asné byl zméien také kontrolni vzorek (namisto vzorku pufr) a porovnavaci roztok
pro vzorek i kontrolu, kde Griessovo ¢inidlo bylo nahrazeno kyselinou fosfore€nou 25

%.

Z namétenych hodnot bylo vypocitano % redukce NO podle vztahu:
% redukce NO = (A, / Ay) » 100,

kde A, = absorbance testovaného vzorku

A\, = absorbance kontrolniho vzorku

Byl sestrojen graf zavislosti % redukce NO na koncentraci vzorku. Vysledky

méfeni jsou uvedeny na Obr. 18 a 25 v ¢asti vysledky a diskuze.

4.12. STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU
Statistickd vyznamnost naméfenych vysledku byla vypocitana pomoci
{-testu vyznamnosti rozdilu dvou pruméru (pro rovnost rozptylu) podle
nasledujicich matematickych vztahu (133):
Aritmeticky prumér:
>
x ==t
a
kde x = naméfené hodnoty, a =rozsah souboru

Smérodutna odchylka:

kde x = aritmeticky prameér, x, =naméfené hodnoty, ¢ =rozsah souboru

Testovact kritérium:

x,-x2| \/a]az(al+a2—2)
I = .

2 2
a,.s” +a,.s,

a, +a,
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kde x = aritmeticky prumér kontrolniho souboru, x, =aritmeticky

prumér pokusného souboru, s, =smérodatna odchylka kontrolniho souboru

>

s, = smérodatna odchylka pokusného souboru, ¢, =poéet &lent kontrolniho

souboru, a, = pocet &lent pokusného souboru

Testovacimu  kritériu  pfislusi t-rozd&leni se srupném  volnosti

vypoctenym podle vzorce:

v=a +a, -2

Pokusny soubor se od kontrolniho souboru statisticky vyznamné lidi
v piipad€, Ze vypoctené testovaci kritérium / je vétsi neZ kriticka hodnota I, pro
vypocteny stupefi volnosti v na hlading vyznamnosti p (p = 0,05) (133).
V této prici bylo provadéno vidy O paralelnich stanoveni. Ziskané hodnoty
smérodatnych odchylek jsou v grafech znazorn&ny ve formé chybovych

usedek.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. BALLOTA NIGRA

5.1.1. HPLC ANALYZA FENOLICKYCH LATEK

Pomoci HPLC/DAD analyzy nalevu B. nigra byl ziskan chromatogram s 10 hlavnimi
piky, znichz 7 bylo identifikovano jako: kyselina chlorogenova, kavova,
kaffeoyljableénd, ballotetrosid, forsythosid B, verbaskosid a allysonosid (Obr. 13).
Vsechny tyto latky jiz byly v B. nigra identifikovany (134-141), s vyjimkou kyseliny
chlorogenové a kavové, které byly popsany poprvé. V extraktu byly zjistény také latky
a, b a ¢ (Obr. 13). Vykazovaly UV spektra s maximy pii vinovych délkach 250 a 320
nm a spektrum charakteristické pro derivaty hydroxyskoficovych kyselin. Identifikovat
tyto latky se nepodafilo. V lyofilizovaném nalevu byl nalezen vysoky obsah fenolickych
latek (cca 121 g/kg) (Tab. 4), pii¢emz forsythosid B a latka ¢ byly zastoupené
v nejvétsim mnozZstvi (aZz 20.3 a 22.1 % zcelkového mnoZstvi). Nejméne byly
zastoupeny kyselina chlorogenova a kyselina kavova (1.5 a 0.7 % z celkového mnozstvi

fenolt) (Tab. 4). Struktury identifikovanych latek jsou znazornény na Obr.14.
¢
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Obr. 13: HPLC chromatogram fenolickych latek v nalevu Ballota nigra.. Detekee pii
320 nm. Piky: (1) ballotetrosid; (2) chlorogenova kyselina; (3) kdvova kyselina; (4)
kaffeoyljable¢na kyselina; (5) forsythosid B; (6) verbaskosid; (7) allysonosid; (a), (b),

(¢) neidentifikované latky.
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Obr. 14: Struktury derivata fenylpropanu identifikované v lyofilizovaném

nalevu Ballota nigra
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Tab. 4: Fenolické latky nalezené v lyofilizovaném nalevu Ballota nigra (mg/kg).

Primérny obsah
Fenolické latky

(mg/kg)
Ballotetrosid (RT 6.7 min) 0499.9 272.5
a (RT 8.3 min} 14985.0 73.9
b (RT 9.1 min} 19269.1 12.0
¢ (RT 10.9 min) 26760.6 25.6
Chlorogenova kyselina (RT 16.5 min) 1850.6 334
Kéavova kyselina (RT 17.4 min} 796.9 3.6
Kaffeoyljableéna kyselina (RT 20.9 min) 11927.4 918.0
Forsythosid B (RT 30.3 min) 24616.6 1327.0
Verbaskosid (RT 31.2 min) 10330.9 1445.3
Allysonosid (RT 33.4 min) 1171.2 14.4
z 121208.3

_'_Vys]_ed_ne -hbdnoty jsou prumérem ze tii paralelnich méteni, SO, smérodatna odchylka; ¥, celkové

mnozsivi stanovovanych fenolickych latek.

5.1.2. HPLC ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

S vyuZitim HPLC/UV analyzy bylo v nalevu B. nigra identifikovano a kvantifikovano 8
organickych kyselin: $tavelova, akonitova, citrénova, askorbova, jableénd, chinova,
§ikimova a fumarova kyselina (Obr. 15). Tyto latky byly v B. migra identifikovany
poprvé. Obsah organickych kyselin je pomémé vysoky (cca 14 g/kg). témél 58.9 %
tvofila kyselina chinova (Tab. 5). Minoritnimi latkami byly kyselina Sikimova a
kyselina fumarova, kterych bylo méné nez 0.1 % z celkového mnozstvi organickych

kyselin (Tab. S).




100, 5.1.3. ANTIOXIDACNI AKTIVITA
5.1.3.1. Aktivita vau¢i DPPH
20 ]
Zakladni informace o schopnosti nalevu B. nigra zhaSet volné radikaly byla ziskana
s vyuZitim testu DPPH. Lyofilizovany nalev B. nigra silné zhasel DPPH radikal
s v zavislosti na koncentraci (ICy; = 4.81 pg/ml) (Obr.16).
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Obr. 15: HPLC chromatogram organickych kyselin v nalevu Ballota nigra. Detekce pii
214 nm. Piky: (1) §tavelova kyselina; (2) akogitova kyselina; (3) citrd 3 na; 0% ' ' ' '
v: (1) y (2) akogitova kyselina; (3) citrénova kyselina; (4) 0 0 20 30 40

askorbovd kyselina; (5) jable¢na kyselina; (6) chinova kyselina; (7) $ikimova kyselina; Koncentrace ( pg/ml

(8) fumarova kyselina.
Obr. 16: Uinek nalevu B. nigra na redukci DPPH radikalu. Uvedené hodnoty jsou

Tab. §: Organické kyseliny v lyofilizovaném nalevu Ballota nigra (mg/kg)". prumérem ze 3 méfen{ provedenych tiikrat.
S ' Primémy obsah
Organické kyseliny SO 5.1.3.2. Aktivita vuci superoxidovému radikailtu
(mg/kg)

Kyselina §tavelova (RT 19.6 min) 231,00 1508 5.1.3.2.1. Superoxid generovany enzymaticky
Kyselina akonitova (RT 25.1 min) 71.48 171 Antiradikalova aktivita byla dale sledovana v systému xantin/xantinoxidaza. V tomto
Kyselina citronova (RT 27.9 min) 47537 43.97 systému extrakt vykazoval aktivitu (Obr. 17A) a pozorovany ucinek byl zavisly na
Kyselina askorbova (RT 29.6 min) 1475.10 429 67 I| koncentraci extraktu (ICys = 14.55 pg/ml). Sledovan byl také a¢inek na aktivitu
Kyselina jabletna (RT 33.9 min) 2787.92 74.69 xantinoxidazy, nebot’ inhibici tohoto enzymu muze také dochazet ke snizeni redukce
Kyselina chinova (RT 35.0 min) 8014.32 85322 L nitrotetrazolinové medii (42). Za timto uéelem byl proveden kontrolni experiment, ve
Kyselina sikimova (RT 43.2 min) 750 138 kterém se zjidt'oval u¢inek nalevu na konverzi xantinu na kyselinu mo¢ovou (Obr. 17B).
Kyselina fumarova (RT 58.4 min) 6.15 0.28 Byl prokazan slaby inhibiéni efekt vaci XO (ICy5 = 142.65 pg/ml).
)2 13597.55 ] 5.1.3.2.2. Superoxid generovany neenzymaticky
"Vysledné hodnoty jsou primérem ze tfi paralelnich méfeni. SO, smérodatna odchylka; %, celkové Aby se potvrdila schopnost zhaset také superoxidovy radikdl pouZil se také test, kde
mnoZstvi stangvovanych fenolickych latek. k produkei radikalu slouzi PMS, NADH a kyslik. Vtomto systému extrakt zhagel
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superoxidovy radikal v zdvislosti na koncentraci s hodnotou ICa;s = 26.08 pg/ml (Obr.
17C). Ruzné hodnoty IC,s ziskané v obou systémech mohou byt zpusobené vyssi

produkei radikédlu v neenzymatické zkousce.
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Obr. 17: Uginek nalevu Ballota nigra na: (A) redukei NBT indukovanou
superoxidovym radikdlem generovanym X/XO systémem; (B) na aktivitu XO; (C)
redukci NBT indukovanou superoxidovym radikalem generovanym NADH/PMS

systémem. Uvedené hodnoty jsou pramérem ze 3 méfeni provedenych tfikrat.

3.1.3.3. Aktivita viéi hydroxylovému radikalu

Vitestu zhaSeni hydroxylového radikdlu nebyla pozorovana prakticky Zzadna
antiradikalova aktivita (Tab. 6). Jestlize z testovaciho modelu vypustime kyselinu
askorbovou a v extraktu jsou pktomny pro-oxidaéni latky, maze dochazet ke zpétné
redukci Fe'" na Fe?', nutnych pro Fentonovu reakei a produkce OH' se zvy3uje (42). Pro
zjisténi moznych pro-oxida¢nich vlastnosti vzorku byla reakce provedena bez kyseliny
askorboveé. Jak lIze vidét z Tab. 6, nalev B. nigra byl velmi uéinnou nihradou za
kyselinu askorbovou, zejména v koncentracich vyssich nez 2.25 pg/ml. K fragmentaci
deoxyribozy dochazi také pokud tvorba hydroxylovych radikald indukovana Fe’-
askorbat-H,O, systémem je provedena v nepfitomnosti chelatoru - EDTA.
V nepfitomnosti EDTA se ionty Zeleza vazi ptimo na cukr. Za takovych podminek latky

neinhibuji degradaci deoxyribdzy reakei s hydroxylovymi radikaly, ale tim, Ze chelatuji
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ionty zeleza, které pak nemohou reagovat ve Fentonové reakci (142). Pro zjiSt¢ni
schopnosti chelatovat ionty byla proto reakce provedena bez EDTA. Ziskané vysledky
ukazaly, Ze nalev B. nigra nemél schopnost chelatovat ionty Fe’' (Tab. 6). Hydroxylovy
radikal je znamy jako nejreaktivng&ji radikal, ktery muZe atakoval téméf kazdou
molekulu v Zivé bunice (143). Hydroxylové radikély jsou produkovany in vivo Fentovou
reakci, ve které jsou zahrnuty piechodné kovy. Redukujici latky jako je napf. kyselina
askorbova mohou tuto reakci urychlit (144). Zda se, ze B. nigra stimuluje tvorbu
hydroxylovych radikalu v nepfitomnosti kyseliny askorbové a toto zjisténi by mohlo byt
vyuzitelné v pfipadé patologickych stavi jako je Wilsonova choroba ¢i

hemochromatéza, kde je zastoupen velky pocet nechelatovanych piechodnych kovu

(145.146).

Tab. 6: Hodnoty absorbance a procenta redukce ve zkousce s deoxyribézou a hodnoty

absorbance ve zkouice provedené bez kyseliny askorbové (-AA) ¢i EDTA (-EDTA).

Ballota nigra
Redukce radikalu

lyofilizovany nalev ABS ) ABS (-AA) ABS (-EDTA)
(ng/ml)
0.00 0.396 0.0 0.402 0.302
1.13 0.370 7.1 0.411 0.325
2.25 0.386 3.0 0.427 0.347
4.50 0.391 1.1 0.480 0.348
9.00 0.386 2.9 0.499 0.331
18.00 0.422 - 0.573 0.327

5.1.3.4. Kyselina chlorna

Reaktivni kyslikové druhy produkované in vivo aktivovanymi fagocytujicimi buiikami
zahrnuji také kyselinu chlornou. Kyselina chlorna je velmi silny oxidant, ktery reaguje
pohotové s mnohymi biologickymi molekulami. HOCI inaktivuje o, -antiproteinazu,
aktivuje kolagenazy a gelatindzy, vy¢erpava antioxidaéni vitaminy jako jsou kyselina

askorbova a inaktivuje antioxidaéni enzymy jako je katalaza (142,147,148).
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Aktivita viuéi HOCI byla zkoumédna jako schopnost zamezit konverzi TNB na DTNB.
Nalev B. nigra v této zkoudce nevykazoval zadnou aktivitu vaéi HOCI (Obr. 17A). Jako
standard byla za stejnych podminek odzkousena kyselina lipoova, ktera u€inng zhagela
HOCI v zéavislosti na koncentraci, v koncentraci 500 pg/ml méla 82% protektivni a¢inek
(Obr. 17B). Ztohoto vyplyva, ze tradiéni vyuZiti B. nmigra k léCeni zanéti nelze

pfisoudit zh4$eni kyseliny chlorné.
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Obr. 17: Uéinek nalevu Ballota nigra (A) a kyseliny lipoové (B} na oxidaci TNB
zpusobenou kyselinou chlornou. Uvedené hodnoty jsou prumérem ze 3 méfeni

provedenych tiikrat.

72

5.1.3.5. Aktivita vadi oxidu dusnatém
patologickymi 0¢inky (59). Nalev B. nigra vykazoval zna¢nou aktivitu vaéi oxidu

dusnatému v zavislosti na koncentraci s hodnotou 1Css = 122.34 pg/ml (Obr. 18),
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Obr. 18: Utinek nalevu Ballota nigra na redukei NO radikalu. Uvedené hodnoty jsou

prumérem ze 3 méfeni provedenych tfikrat.

Antioxidaéni aktivita sledovana u lyofilizovaného nalevu B. nigra je ziejmé dana
pritomnosti  fenolickych glykosidu. Jednim znich je 1 verbaskosid, o jehoz
antioxidaénich vlastnostech bylo publikovano jiz nékolik studii. Zna¢na antioxidaéni
aktivita byla pro verbaskosid nalezena v nasledujich experimentalnich modelech:
verbaskosid prokazatelné potlatoval NADPH/CCly indukovanou lipidovou peroxidaci
v jaternich mikrosomech potkana (149), inhiboval Cu?"-indukovanou LDL oxidaci
(141), vykazoval schopnost zhadeni O, a OH' testovanou s vyuZitim technik spinové
rezonance (150), zhasel O, produkovany NADH/PMS (151) ¢i X/XO systémem (152),
testovan byl na zhaseni ABTS radikalu (153) ¢i na schopnost zabranit destrukci DNA

zpusobenou OH’ z Fentonovy reakce (154).

Také antioxidaéni aktivita forsythosidu B jiZ byla diive studovana. Siciliano et al. méfili
schopnost forsythosidu B zha3et radikdl ABTS (153). Byla zkou3ena také jeho aktivita

viuéi DPPH (155) a protektivni uéinek na volnymi radikaly zplsobené poskozeni
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endotelium-dependentni relaxace na izolované aorté potkana (156). Z dalsich latek se na
antioxidaéni aktivité mohou podilet kyselina chlorogenova a kdvova. Pro kyselinu
kavovou a chlorogenovou byla nalezena antioxida¢ni aktivita s vyuzitim FRAP metody
¢ zhaseni ABTS radikalu (157), metodou odbarvovani [3-karotenu a zha3eni DPPH
(105). Ke sledované antioxida¢ni aktivit¢ mohou piispivat také obsazené organicke
kyseliny, u kterych byla antioxidaéni aktivita rovnéZz popsana (158). Pro-oxidalni
aktivita vyluht sledovana ve zkou$ce s hydroxylovym radikalem muzZe byt ¢astené
dana obsahem kyseliny kdvové a chlorogenové, u kterych byly pro-oxidaé¢ni u€inky jiz

dfive popsany (99,159).

5.2. LINARIA VULGARIS

5.2.1. HPLC ANALYZA FENOLICKYCH LATEK

Analyza fenolickych latek v L. vulgaris odhalila pritomnost &tyt latek, ze kterych se
podafilo identifikovat pouze linarin (akacetin-7-O-rutinosid) (Obr. 19, Tab. 7). Tato
latka jiz byla diive v L. vulgaris popsana (134). Dalsi ti1 detekované latky (latky a, b a
¢) vykazovaly identicka spektra jako linarin s maximy pii vinovych délkach 273 a 330
nm. Shodnd maxima vykazovalo spektrum pektolinarinu popsaného u Cirsium
coloradense (Asteraceae) (276 nm a 330 nm) (160). Pfitomnost isolinariinu A a
isolinariinu B, acetylovanych flavonoidnich glykosidu, které se vyznacuji spektrem se
tfemi maximy pii vlnovych délkach 213, 277 a 329 nm a které byly diive popsany u
jiného druhu Linaria (L. japonica) (161) nebyla zaznamendna. Pravdépodobné doSlo
k jejich hydrolyze b&hem pripravy nalevu. Lyofilizovany nalev z L. vulgaris obsahoval
velké mnozstvi fenolickych latek (cca. 65 g/kg), pfiemzZ nejvétdi podil z detekovanych
latek zaujimala latka a (cca 61.3 % celkovych fenoli) (Tab. 7). Linarin a latka ¢ byly
pfitomny v mensich mnozstvich, reprezentujici cca 6.0 % celkovych fenolickych latek
(Tab. 7). Struktury vybranych flavonoidu popsanych v druhu Linaria jsou znazornény
na Obr. 20.
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Obr. 19: HPLC profil fenolickych latek v nalevu Linaria vulgaris. Piky: (1) linarin; (a)
(b) a (¢) neidentifikované latky
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Obr. 20: Struktura nékterych flavonu vyskytujicich se v druhu Linaria




Tab. 7: Fenolické litky v lyofilizovaném ndlevu Linaria vulgaris (mg/kg)®

Priimérny obsah

Tab. 8: Organické kyseliny v lyofilizovaném nélevu Linaria vulgaris (mg/kg)®

Priimé&rny obsah
Organicka kyselina

Fenolické latky SO
(mg/kg)

Linarin (RT 23.2 min) 3840.9 5.0

a (RT 23.8 min) 39576.1 430.2

b (RT 29.7 min) 3825.0 60.7

¢ (RT 31.6 min) 17340.1 201.8

z 64582.1

* Vysledné hodnoty jsou primérem ze tii paralelnich méfeni. SO, smérodatna odchylka; X, celkové

mnozstvi stanovovanych fenolickych latek.

5.2.2. HPLC ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

S vyuZitim HPLC/UV analyzy se podatilo identifikovat a kvantifikovat 8 organickych
kyselin: $tavelova, akonitova, citronova, ketoglutarova, askorbova, jable¢na, sikimova a
fumarova (Obr. 21). Tyto latky byly identifikovény v L. vulgaris poprvé. Jejich celkové
mnozstvi je 36 g/kg, pfitemz kyselina askorbovéa byla prevladajici latkou v mnoZstvi
cca 23.5 g/kg predstavujici 65.5 % z celkovych organickych kyselin (Tab. 8). Znagny
byl také obsah kyseliny jable¢né (25.3 % z celkového mnoZstvi organickych kyselin)
(Tab. 8). Nejmen3i podil na celkovych kyselinach mély kyselina $tavelova, akonitova a

fumarova, které byly pfitomny v mnoZstvi mensim nez 0.2 % (Tab. 8).
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(mg/kg)
Stavelova kyselina (RT 19.6 min) 62.5 14.0
Akonitova kyselina (RT 25.1 min) 30.1 2.2
Citronova kyselina(RT 27.9 min) 2167.0 78.1
Ketoglutarova kys. (RT 30.04 min) 651.0 243
Askorbova kyselina (RT 29.6 min) 23450.0 310.0
Jable¢na kyselina (RT 33.9 min) 9050.4 129.3
Sikimova kyselina (RT 43.2 min) 395.0 0.7
Fumarova kyselina (RT 58.4 min) 26.0 0.2
z 35801.2

E3 ;\I/.ysl.e.dné hodnoty jsou priamérem ze i paralelnich méreni. SO, smeérodatng odchylka; X, celkové

mnozstvi stanovovanych fenolickych latek.
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Obr. 21: HPLC profil organickych kyselin v ndlevu z Linaria vulgaris. Detekce pii 214
nm. Piky: (MF) mobilni faze; (1) 3tavelova kyselina; (2) akonitova kyselina; (3)
citronova kyselina; (4) ketoglutarovd kyselina; (5) askorbova kyselina; (6) jable¢na

kyselina; (7) sikimova kyselina; (8) fumarova kyselina.
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5.2.3. ANTIOXIDACNI AKTIVITA

5.2.3.1. Aktivita va¢i DPPH

Ve zkouSce sDPPH extrakt L. vulgaris vyznamné redukoval mnozstvi radikélu

v zavislosti na koncentraci (ICso = 353.85 pg/ml) (Obr. 22)
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Obr. 22: Utinek nalevu Linaria vulgaris na redukci DPPH radikalu. Uvedené hodnoty

jsou prumérem ze 3 méfeni provedenych tfikrat.

3.2.3.2. Aktivita vudi superoxidovému radikslu

5.2.3.2.1. Superoxid generovany enzymaticky

Extrakt vykazoval znaénou superoxid-zhaseci aktivitu s vyuZitim systému X/XO (Obr.
23A) a sledovany efekt byl zavisly na koncentraci (ICso = 353.85 pg/ml). Pro zjisténi
u¢inku extraktu na samotny enzym (42) byl proveden kontrolni experiment, ktery
sledoval efekt nalevu na pfem&nu xantinu na kyselinu moc¢ovou (Obr. 23B). Extrakt
v testovanych koncentracich vykazoval slaby inhibi¢ni G¢inek na XO, takZe nebylo

mozZné s presnosti uréit efekt viuci superoxidovému radikalu.

5.2.3.2.2. Superoxid generovany neenzymaticky

Pro potvrzeni zhadeci aktivity extraktu byl proveden experiment s vyuZitim

neenzymového systému PMS/NADH/O; pro produkci superoxidového radikalu.

Testovany extrakt inhiboval tvorbu formazanu v zavislosti na koncentraci s hodnotou

iCsp = 14.11 pg/ml (Obr. 23C).
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Obr. 23: Utinek nalevu Linaria vulgaris na: (A) redukci NBT indukovanou
superoxidovym radikalem generovanym X/XO systémem; (B) aktivitu XO; (C) redukei
NBT indukovanou superoxidovym radikélem generovanym NADH/PMS systemem.

Uvedené hodnoty jsou prumérem ze 3 méfeni provedenych tiikrat.

5.2.3.3. Aktivita vuéi hydroxylovému radikalu

Tab. 9 uvadi vysledky testovani aktivity nalevu oproti hydroxylovému radikalu ve
zkousce s deoxyribozou. Nélev L. vulgaris nevykazoval zietelnou aktivitu jak v modelu
s pfidavkem EDTA tak bez pfidavku této latky, tudiz nezhasi vyznamné hydroxylovy
radikal a nedisponuje schopnosti chelatovat ionty kovi. Zajimavé vysledky byly
zjistény po provedeni zkou$ky v nepfitomnosti kyseliny askorbové. V koncentracich
vy3Sich nez 31.25 pg/ml extrakt L. vulgaris vykazoval velmi silnou pro-oxida¢ni
aktivitu (Tab. 9). L. vulgaris tedy stimuluje tvorbu hydroxylovych radikala v
nepfitomnosti kyseliny askorbové. Podobnych vysledkt bylo dosaZeno také v piipadé
lyofilizovaného nalevu B. nigra a tak 1 zde se nabizi perspektiva dal3iho studia pro
vyuziti u patologickych stavu jako je Wilsonova choroba ¢i hemochromatéza, kde je

zastoupen velky pocet nechelatovanych prechodnych kovi (145,146).

79




Tab. 9: Hodnoty absorbance a procenta redukce ve zkousce s deoxyribozou a hodnoty

absorbance ve zkousce provedené bez kyseliny askorbové (-AA) ¢&i EDTA (-EDTA).

Linaria vulgaris

90+

) , Redukce
lyofilizovany nalev  ABS ABS (-AA) ABS (-EDTA)
radikélu (%)

(ng/ml)

0.00 (.480 - 0.370 0.351

7.81 0.410 14.5 0.356 0.327

15.63 0.403 16.1 0.357 0.327

31.25 0.433 9.2 0.398 0.323

62.50 0.447 6.7 0.465 0.327

125.00 0.499 - 0.547 0.328

5.2.3.4. Aktivita vadi kyseliné chlorné

Aktivita va¢i HOCI byla zkouména jako schopnost inhibovat pfeménu TNB na DTNB.
V této zkousce nebyla pozorovéna 2adné aktivita nalevu L. vulgaris oproti HOCI (Obr.
24A). Pro ovéfeni spravnosti metody byl za stejnych podminek testovan standard -
kyselina lipoova, ktera u¢inné zhasela HOCI v zavislosti na koncentraci. V koncentraci

¢ = 500 pg/ml inhibovala reakci z 80 % (Obr. 24B). Tradiéni vyuziti L. vulgaris jako
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Obr. 24: Utinek nalevu L. vulgaris (A) a kyseliny lipoové (B) na oxidaci TNB
indukovanou kyselinou chlornou. Uvedené hodnoty jsou prumérem ze 3 méfeni

provedenych tiikrat.
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5.2.3.5. Aktivita vuéi oxidu dusnatému

Nalev L. vulgaris byl také testovan vi¢i oxidu dusnatém. NO je velmi dalezitym
medidtorem v zanétlivych procesech: je produkovan v misté zan&tu pusobenim NO-
syntazy (54). Byla zjidténa vyznamn4 aktivita vuci NO, ktera se zvy$ovala v zavislosti
na koncentraci, pfi¢emz hodnota ICys byla stanovena na 68.95 pg/m! (Obr. 25). Tato
vysoka aktivita oproti NO by mohla souviset s protizanétlivymi Géinky L. vulgaris
(134).
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Obr, 25: Utinek nalevu L. vulgaris na redukci NO radikalu, Uvedené hodnoty jsou

prumeérem ze 3 méfeni provedenych tiikrat.

Antioxidaéni aktivita nilevu L. vulgaris zji$téna v téchto studiich je ziejmé déna
obsahem flavonoidu, které jsou svymi antioxidadnimi G¢inky znamé (3,162). O
antioxida¢ni aktivité L. vulgaris doposud nebyl dostatek informaci, stejné tak jako o
aktivité jejich obsahovych latek. Yokozawa et al. zkoumali aktivitu linarinu, akacetinu,
pektolinarinu a pektolinaringeninu oproti radikaiu DPPH (163). Akacetin by! studovan
na schopnost poskytovat elektron pro extracelularni redukeci kyanidu Zelezitého
v lidskych erytrocytech v praci Fiorani et al. (164). Uréity podil na sledované
antioxida¢ni aktivité maji také organické kyseliny, jejichz antioxidaéni u&inky jiz byly
drive popsané (158). Také dal3i latky obsazené v nalevu L. vulgaris ziejmé ptispivaji ke

sledované aktivité. Silny pro-oxidaéni efekt zaznamenany ve Fentonové zkousce

provedené bez kyseliny askorbové muzZe byt zpluisoben vysokym obsahem kyseliny

askorbové v samotném nalevu L. vulgaris.

5.3. BRASSICA OLERACEA var. COSTATA — zevnl listy

5.3.1. HPLC ANALYZA FENOLICKYCH LATEK

Vodné extrakty zevnich listi Brassica oleracea L. var. costata se vyznaovaly
rozdilnym sloZzenim fenolickych latek (Tab. 10). Ve vzorku D byly zjistény pouze tfi
latky: kempferol 3-O-soforotriosid, kempferol 3-O-(sinapoyl)-soforosid a kempferol 3-
O-(feruloyl)-soforotriosid. Ve vzorku C byl vedle kempferol 3-O-(feruloyl)-
soforotriosidu, identifikovan kempferol 3-O-soforosid-7-O-glukosid, kempferol 3-O-
soforotriosid-7-O  soforosid, kempferol 3-O-(feruloyl)-soforosid, kempferol 3-O-
soforosid a kempferol 3-O-glukosid. Ve vzorku B byly nalezeny viechny vySe popsané
latky a dale:  kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-glukosid, kempferol 3-O
(metoxykatfeoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid, kempferol 3-O-(sinapoyl/kaffeoyl)
soforosid-7-0O-glukosid a kempferol 3-O-(feruloyl/kaffeoyl)-soforosid-7-0O-glukosid.
Vzorek A mél chemicky profil slozeny z 12ti vy$e zminénych derivatu kempferolu a
navic obsahoval kempferol 3-O-soforosid-7-O-soforosid (Obr. 26 a Tab. 10). Tyto latky
jiz byly identifikovany v metanolovych extraktech zevnich listu ,tronchuda™ zeli (165).
Vzorek A se vyznaCoval nejvy$$im obsahem celkovych fenolickych latek (cca 1231
mg/kg) (Tab. 10), pfiéemZ kempferol 3-O-(feruloyl’kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid
byl hlavni sloZkou tvofici 26 %. Vzorek B mél nizsi obsah fenolickych latek (asi 32
mg'kg) (Tab. 10), kde téméi 32 % zcelkového obsahu zaujimal kempferol 3-O-
soforosid. Hlavnim derivatem kempferolu ve vzorku D byl kempferol 3-O-(feruloyl)-
soforotriosid a nejméné fenolickych latek bylo ve vzorku C (Tab. 10). Struktura
jednotlivych derivati kempferolu je znazornéna na Obr. 27.

Jak jiz bylo pozorovéano dfive (165} byl zaznamenan pokles v obsahu fenolickych latek
mezi listopadem a prosincem, ktery je vice zietelny u organicky péstovanych vzorku.
Nejniz§i mnozstvi celkovych fenolii mél vzorek C, sbirany v prosinci a péstovany
organicky. Protoze na rozdil od vzorku péstovaného konvenéné se tento vzorek
vyznatoval rozvinutéj§imi, mohutnéj$imi listy, lze se domnivat, Ze se buiky tohoto

vzorku v obdobi zimy soustfedily spide na rust rostliny nez na tvorbu sekundarnich
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latek. Vzorky pestované organicky vykazovaly vy3si obsah fenolickych latek nez
vzorky péstované za tradi¢nich podminek, s vyjimkou vzorkid z prosince. Predpoklada
se, Ze mineralni latky amebo pesticidy uZivané v tradinim péstitelstvi, mohou

interferovat s biosyntézou flavonoidu a tak sniZovat mnozstvi fenolickych latek (165).

0.2 {

Minutes

Obr. 26: HPLC chromatogram fenolickych latek v zevnich listech _tronchuda® zeli.
Detekee pii 330 nm. Piky: (1) kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-glukosid; (2) kempferol
3-0O- (metoxykaffeoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid; (3) kempferol 3-O-soforosid-
7-O-glukosid; (4) kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-soforosid; (5) kempferol 3-O-
soforosid-7-O-soforosid;  (6)  kempferol 3-O-(sinapoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-
glukosid; (7) kempferol 3-O- (feruloyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid; (8) kempferol
3-O-soforotriosid; (9) kempferol 3-O-(sinapoyl)-soforosid; (10) kempferoi 3-0O-
(feruloyl)-soforotriosid; (11): kempfero! 3-O-(feruloyl)-soforosid; (12} kempferol 3-O-
soforosid; (13) kempferol 3-O-glukosid.
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Tab. 10: Fenolické latky v zevnich listech “tronchuda” zeli (mg/kg lyofilizovaného

extraktu)”
- a Vizorky
A B C 1]

fenolické litky" E;:;Trny SO t[)"l;;:rlhi‘rny 6? (I:ll;;li:l:lérny 50 ::Ir]';l‘:l:lfl_l‘l) S_O
142 (RT 24.0, 242 min) 731 21 nk = nd - nd
3+4(RT 25.8,26.0 min) 2369 52 82 05 ng - nd
S(RT 27.8 min) 463 69 nd - nd - nd
6 (RT 30.7 min) 1191 39  nk - nd - nd
7(RT 31.2 min) 3230 70 23 0l nd - nd
8 (RT 36.5 min) 26 1 01 nk - nd - nk
9(RT 37.4 min) nk - 26 00 nd - nk -
16 (RT 38.5 min) 858 15 74 00 nk - 59 05
11 (RT 39.3 min) 998 18 13 01 nk - nd -
12 (RT 39.7 min) 2212 52 106 01 nk - nd
13 (RT 44.1 min) nk - nk - nk - nd

¥ 12312 326 - 39

f V)_/:sledné hodnoty jsou pramérem ze tfi paralelnich méfeni. SO, smérodatnd odchylka; X, celkové
mnoZstvi stanovovanych fenolickych latek. Vzorek A = listopad 2002, organické péstovani; B = listopad
2002, tradigni; C = prosinec 2002, organické; D = prosinec 2002, tradiéni, nk — nelze kvantifikovat; nd -
nedetekovano.

b [dentita latek viz. Obr. 26

R, R, R
1 gl soforotridza (softr) .- 3 softr
2 gl sof-metoxykaffeoyl/kaffeoyl :
. 9 sof-sinapoyl
3 gl sofordza (sof)
10 softr-feruloyl
4 sof softr
11 sof-feruloyl
5 sof sof 12 sof
6 gl sof-sinapoyl/kaffeoyl 3 lukdza
7 gl sof-feruloyl/kaffeoyl &

Obr. 27: Struktura fenolickych latek identifikovanych v zevnich listech ,tronchuda®

zeli. Identita latek viz Obr. 26.
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5.3.2. HPLC ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

V zevnich listech zeli se podafilo identifikovat a kvantifikovat pét organickych kyselin:
kyselinu citréonovou, askorbovou, jable¢nou, ikimovou a fumarovou (Obr. 28). Tyto
latky jsou popsany v tomto druhu poprvé. Podobné jako u fenolickych latek vzorek A
obsahoval také nejvice organickych kyselin (cca 55 g/kg) a vzorek C byl na organické
kyseliny nejchudsi (cca 20 g/kg) (Tab. 11). Ve vzorcich A, Ba C byla kyselina jable¢na
zastoupena v nejveétSim mnoZstvi - tvofici 37 % az 78 % celkovych organickych
kyselin; ndsledovala kyselina citrénova (16-36 %) (Tab. 11). Rozdilny obsah vykazoval
vzorek D, ve kterém byla nejhojnéji zastoupena kyselina askorbové (44%), nasledovana
kyselinou jable¢nou (39%) (Tab. 11). Ve viech zkoumanych vzorcich byly kyselina

Sikimova a fumarova nejméné zastoupeny (Tab. 11).

B0 -

40 =

(U8

Tab. 11: Organické kyseliny v zevnich listech “tronchuda” zeli (mg/kg lyofilizovaného

extraktu)®

Vzorky

Organické A B C D
kyseliny”

Pramérny S0 Primérny SO Primé&rny SO Priamérny SO

obsah obsah obsah obsah
1 (RT 56.7 min) 18463.7 522 9100.5 171.9 33115 184.3 6769.9 3.0
2 (RT 60.1 min) 10609.4 12.1 29374 28 1028.4 1463 17342.9 205.6
3 (RT 68.6 min) 20305.8 573 133847 170.8 15471.7 286.9 152743 2222
4 (RT 88.9 min) 24.1 02 17.3 2.0 3.7 1.3 34.0 38
5(RT 116.8 min) 53359 1153 279 0.1 111.2 0.0 58.0 1.0
z 54938.9 234676 19954 .4 39479.1

Obr. 28: HPLC chromatogram organickych kyselin v zevnich listech , tronchuda® zeli.
Detekee pii 214 nm. Piky: (1) citrénova kyselina; (2) askorbova kyselina; (3) jable¢na

kyselina; (4) Sikimova kyselina; (5) fumarovd kyselina.
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" Vysledné hodnoty jsou prumérem ze tFi paralelnich méfeni. SO_, smérodatnd odchylka; %, celkove
mnoZstvi stanovovanych fenolickych latek.

" [dentita latek viz. Obr. 28

5.3.3. ANTIOXIDACNI AKTIVITA
Antioxida¢ni kapacita lyofilizovaného vodného extraktu zevnich listu zeli je pfehledné

shrnuta v Tab. 12 a na Obr. 29-32.

5.3.3.1. Aktivita vici DPPH

V testu DPPH, ktery nam podava zakladni informaci o zhaSeci aktivité extraktu, byl
vzorek A nejaktivngj$i, nasledovan vzorky D a B. NejniZ8i naméfenou aktivitu
vykazoval vzorek C (Obr. 29 a Tab. 12). Pozorovany efekt byl zavisly na koncentraci

extraktu.
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—0— Vzorek A
—v— Vzorek B
—o— Vzorek C
—o— Vzorek D
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Obr. 29: Uginek extraktu ze zevnich listd »tronchuda® zeli na redukci DPPH radikalu.

Uvedené hodnoty jsou priimérem ze 3 méfeni provedenych tfikrat.

5.3.3.2, Aktivita vadi superoxidovému radikalu

Také ve zkoudce se superoxidovym radikdlem produkovanym systémem X/XO byl
vzorek A nejaktivn€jsi (Obr. 30A, Tab. 12) a sledovany efekt byl v zavislosti na
koncentraci extraktu. Protoze inhibice samotného enzymu muZe také vést ke sniZeni
NBT redukce (42), byl zjisfovan také efekt extraktu na aktivitu XO. Kontrolni
experiment tedy sledoval vliv extraktu na metabolickou konverzi xantinu na kyselinu
mocovou. Vysledky ukazaly pouze slaby uginek na XO u vzorki A, C a D, zatimco
vzorek B inhiboval enzym ve vétsi mite (ICyo = 184 ug/ml) (Obr. 30B), takze u zadného
ze vzorku nebylo mozné posoudit &isté vliv na superoxidovy radikal. Pro potvrzeni
u¢inku extraktll byl proveden experiment, kde k produkci superoxidového radikalu
slouZi neenzymovy systém slozeny z PMS, NADH a kysliku. Za téchto podminek
vSechny vzorky zhasely superoxidovy radikal v zavislosti na koncentraci (Obr. 300),

pii¢emZ vzorek B vykazoval nejvétsi zhaseci aktivitu (Tab. 12).
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Obr. 30: Utinek extraktu zevnich listd ,tronchuda® zeli na: (A) redukci NBT

indukovanou superoxidovym radikalem generovanym X/XO systémem; (B) na aktivitu
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X0O; (C) redukci NBT indukovanou superoxidovym radikalem generovanym

NADH/PMS systémem. Uvedené hodnoty jsou primérem ze 3 méfeni provedenych )
tiikrat. g

2

% —0— Vzorek A
5.3.3.3. Aktivita virdi hydroxylovému radikélu B o Vzorek B

) ‘ o ’ . ’ . 5 —o— Vzorek C

Vsechny vzorky zeli byly aktivni také oproti hydroxylovému radikalu a to v zavislosti - —o— Vzorek D
na koncentraci (Obr. 31), pfi¢emz vzorky A a D vykazovaly nejvyssi aktivitu (Tab. 12). é
Nejméné aktivni byl i v této zkoudce vzorek C. % 00 0.05 010 0.15 0.20

Koncentrace (mg/ml)

75+
Obr. 32: Pro-oxida¢ni aktivita extraktu zevnich listu ,tronchuda® zeli ve zkousce

s hydroxylovym radikalem. Uvedené hodnoty jsou pramérem ze 3 méfeni provedenych

[4)]
o
1

—0— Vzorek A
——Vzorek B
—o— Vzorek C
—o— Vzorek D

tfikrat.

Podil zhaseni (%)
N
¢

Zkouska provedend bez EDTA ukazala, Ze extrakty ze vzorki B a D byly do uréité miry

schopné chelatovat ionty Zeleza v zavislosti na koncentraci, zatimco vzorky A a C byly

| T I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Koncentrace (mg/mi) prakticky neu€inné (Obr. 33).

20
—0— Vzorek A
—— Vzorek B

”l = —o— Vzorek C
—o— Vzorek D

Obr. 31: Nespecificka zhaseci aktivita extraktu zevnich listi wtronchuda® zeli vuogci

hydroxylovému radikalu. Uvedené hodnoty jsou prumérem ze 3 méfeni provedenych

tiikrat.

Podil zhaseni (%)
=)
|

Ke zjisténi pro-oxidagnich vlastnosti extraktu byla provedena zkouska bez kyseliny

askorbové. Jak je patrné z Obr, 32, viechny testované vzorky se ukazaly jako vhodna

r . o . - » . - 0 §
nahrada za kyselinu askorbovou, tedy ucinkuji jako prooxidanty v zavislosti na 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
koncentraci. Prooxidaéné nejaktivnéjsi by vzorek D. Koncentrace
{mg/ml}

Obr. 33: Specifickd zhaseci aktivita (-EDTA) extraktu zevnich listu ,,tronchuda® zeli

~

vu¢i hydroxylovému radikalu. Uvedené hodnoty jsou primérem ze 3 méfeni

provedenych tiikrat.
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5.3.3.4. Aktivita viiéi kyseliné chlorné

Vzorky zeli byly testovany také oproti kyseling chlomé. S vyjimkou vzorku D, ktery
projevil ur¢itou, na koncentraci zavislou aktivitu, nebyly zaznamenany téméf Zadné
protektivni u¢inky vzorku (Obr. 34A). Za stejnych podminek byl odzkousen i standard -
lipoovd kyselina, kterd zabratiovala konverzi TNB na DTNB z 83 % v koncentraci 500

Hg/ml (Obr. 34B).

70+
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—_ —v—\zorek B
R
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B
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X
[-)
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Z
=
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Obr. 34: Uginek extraktu z vngjsich listi ,,tronchuda® zeli (A) a kyseliny lipoové (B) na
oxidaci TNB indukovanou kyselinou chlornou. Uvedené hodnoty jsou pramérem ze 3

méfeni provedenych tiikrat.

Porovnanim vysledku testu se ukazalo Ze nejvy3si antioxidaéni aktivitu prokazal vzorek
A. Toto zjisténi neni piekvapujici pokud vezmeme v uvahu jeho, v porovnani
s ostatnimi vzorky, vysoky obsah fenolickych latek a organickych kyselin (Tab. 10 a
11), které jsou znamé pro svou antioxidaéni aktivitu (166). Navic vzorek A obsahoval
velké mnozstvi acylovanych flavonolu, zejména derivaty kyseliny kavové (Tab. 10).
Tyto latky jsou zndmé pro svou vysokou zhadeci schopnost danou piitomnosti o-
dihydroxy seskupeni v molekule kyseliny kavové, které pfispiva ke stabilité jeji
radikdlové formy a podili se na elektronové delokalizaci (167). Vysoky obsah derivatu
kyseliny kavové muze také piispivat ke sledovanému niz§imu pro-oxidaénimu efektu
diky pritomnosti katecholového kruhu (168). Nejnizsi aktivita byla pozorovana u
vzorku C, coZz odpovida velmi nizkému obsahu fenolickych latek a nizSimu obsahu
organickych kyselin. Navic tento vzorek obsahoval v porovnani s ostatnimi nejméné
kyseliny askorbové. Piekvapivé oviem vykazoval vysokou pro-oxidaéni aktivitu ve
zkousce s hydroxylovym radikdlem, pro-oxidaéni aktivita je tedy zfejmé dana
pritomnosti jinych latek v extraktu nez kyselinou askorbovou. Vyznamna antioxida¢ni
aktivita byla také nalezena u vzorku D, coZz muZe souviset s jeho vysokym obsahem
kyseliny askorbové. Na druhou stranu byla pozorovana i znaénd pro-oxidaéni aktivita
ve zkousce s deoxyribozou bez kyseliny askorbové. I toto zjisténi lze dat do souvislosti
s vysokym obsahem kyseliny askorbové.

Ackoliv antiradikalova aktivita fenolickych latek, stejné tak jako organickych kyselin je
dobie zndma, neni jasné jak oproti reaktivnim formam kysliku pusobi komplexni smés
latek ziskana extrakci z rostliny. Ocfekavana aktivita muZe byt vtakové smési jak
zvyraznéna komplexem latek, ale 1 potlatend. Také u vzorku zeli zjisténa antioxidaéni
kapacita lyofilizovanych vodnych extraktu piili§ nekorelovala s obsahem fenolickych
latek a organickych kyselin.

Pokud shrneme vysledky ziskané ve zkoudkdch na antioxidaéni aktivitu a
srovname je s obsahem fenolickych latek a organickych kyselin ve vodném extraktu ze
zevnich lista zeli, je zhaSeci akuvita oproti DPPH, superoxidovému radikalu,
hydroxylovému radikalu a kyseliné chlorné dana pfitomnosti pravé téchto latek
obsaZenych ve zna¢ném mnozstvi. Poznatky o antioxidaéni aktivité variety zeli

Htronchuda® nebyly dosud znamy. Zevni listy ,tronchuda® zeli mohou byt vhodnym
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zdrojem antioxidanti v nadi stravé, coz by mohlo byt dilezité v prevenci chorob,

zpusobenych &innosti volnych radikali.

Tab. 12: ICys hodnoty (mg ml") zevnich listd “tronchuda” zeli v antiradikalovych

zkouskach
Vzorky DPPH 02"(gener9vany Og“(generovan? OH'
neenzymaticky) enzymaticky)

IC:s IC;5 1C;5 IC;s

A 0.681 0.102 0.047 0.019

B 1.663 0.045 0.139 0.045

C 2.322 0.362 0.311 0.223

D 1.136 0.146 0.101 0018

5.4. BRASSICA OLERACEA var. COSTATA - vnitini listy

5.4.1. HPLC ANALYZA FENOLICKYCH LATEK

Fenolické latky byly v lyofilizovaném vodném extraktu z wnitinich lista zel{
kvantifikovany na zikladé HPLC/DAD analyzy a vysledky shruje Tab. 13, Ziskany
chromatogram je na Obr. 35B. Byl nalezen vysoky obsah fenolickych latek (cca 1.4
g'kg sudiny) (Tab. 13), kde hlavni slozkou byl kempferol 3-0O-soforosid-7-O-glukosid
(3) (cca 21% zcelkovych identifikovanych latek), nasledovala kyselina 3-p-
kumaroylchinova  (2) (cca 14%  z celkovych fenolt).  1,2°-Disinapoyl-2-
feruloylgentiobidza (16) byla pfitomna v nejmendim mnoZstvi (cca 1% z celkovych
identifikovanych latek). Kyselina sinapova (10), ktera byla detekovdna v extraktu
metanol-voda pouze ve velmi malém mno#stvi, predstavovala celych 13 %
zidentifikovanych fenoli ve vodném extraktu zeli. Pfitomnost velkého mnozstvi
kyseliny sinapové a 4-p-kumaroylchinové kyseliny (9} ve vodném extraktu je dana
zfejmé vysokou rozpustnosti téchto latek ve vrouci vods. Rozdily v chromatogramech
metanolového (Obr. 35A) a vodného (Obr. 35B) extraktu lze vysvétlit rozkladem
derivati kyseliny sinapové. Struktury zakladnich molekul od kterych jsou odvozeny

fenolické latky v extraktu zeli jsou zndzornény na Obr, 36.
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Obr. 35: HPLC-DAD chromatogram fenolickych latek vnitinich lista “tronchuda”™ zeli
(A) extrakt voda - metanol (B) vodny extrakt za horka. Detekce pti 330 nm. Piky: (1)
kvercetin = 3-O-soforosid-7-0-glukosid; (2)  3-p-kumaroylchinova kyselina, (3)
kempferol 3-O-soforosid-7-O-glukosid; (4) kempferol 3-O-(kaffeoyl)-soforosid-7-O-
glukosid; (5) glukosid kyseliny sinapové; (6) kempferol 3-O-(sinapoyl)-soforosid-7-O-
glukosid; (7) kempferol 3-O-(feruloyl)-soforosid-7-O-glukosid; (8) kempferol 3-O-(p-
kumaroyl)-soforosid-7-O-glukosid; (9) 4-p-kumaroylchinova kyselina; (10) sinapova
kyselina; (11) kempferol 3-O-soforosid; (12) 1,2-disinapoylgentiobioza; (13) 1-
sinapoyl-2-feruloylgentiobioza;, (14) izomer I1,2-disinapoylgentiobiozy; (15) 1,2,2'-
trisinapoylgentiobiéza; (16) 1,2°-disinapoyl-2-feruloylgentiobidoza; (17) izomer 1,2-

disinapoylgentiobidzy

95




Tab. 13: Fenolické latky ve vodném extraktu vnitinich listu zeli (mg/kg lyofilizovaného

extraktu)”®
Priamérny
_—COOH | Fenolické latky obsah SO
HO—(E :H (mg/kg)
1 Kvercetin 3—O-sofc.)-rosig-7—0—glykosid nd
HO 2 3-p-kumaroylchinova kyselina 189.0 1.4
derivaty kempferolu kyselina kdvova 3 Kempferol 3-O-sophorosid-7-O-glykosid 287.8 8.8
R1 = cukerny zbytek o , 4 Kempferol 3-(kaffeoyl)-soforosid-7-O-glykosid 120.5 3.7
6 Kempferol 3-(sinapoyl)-soforosid-7-O-glykosid 180.7 5.5
CH.O 7 Kempferol 3-(feruloyl)-soforosid-7-O-giykosid 53.6 1.6
AQ_/ICOOH y COOH 8 Kempferol 3-(p-kumaroyl)-soforosid-7-O-glykosid nd
HO HO‘Q—/ 9 4-p-kumaroylchinova kyselina 126.0 0.9
10 Sinapova kyselina 180.1 1.1
CH0 11 Kempferol 3-O-soforosid 100.4 3.1
kyselina sinapova kyselina p-kumarova 12 1,2-disinapoylgentiobiosid 51.5 0.3
13 1-sinapoyl-2-feruloylgentiobiéza nd
HO COCH 14 Izomero 1,2-disinapoylgentiobiosid nd
VY COOH 15 1,2,2 -trisinapoylgentiobidza 62.9 0.4
HOQJ HO H 16 }-2"-disinapoy!-2-feruloylgentiobidza 1.4 0.1
CH,O OH 17 lzomero 1,2-disinapoylgentiobiosid nd
z 1389.6

kyselina ferulova kyselina chinova

T-V)"sledné hodnoty jsou prumérem ze tii paraleilnich méreni. Sb, smérodatna odchytka; >, celkove

o mnoZstvi stanovovanych fenolickych latek, nd - nedetekovano.
Obr. 36: Struktura zakladnich molekul od kterych jsou odvozeny fenolické latky

v extraktu , tronchuda® zeli
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Tab. 14: Fenolické latky ve vodném extraktu zevnich listi zeli (mg/kg lyofilizovaného . .
5.4.2. HPLC ANALYZA ORGANICKYCH KYSELIN

extraktu)®
Ve vodném extraktu z vnitinich listu zeli se podatilo identifikovat a kvantifikovat 7
organickych kyselin: akonitova, citrénova, askorbova, jable¢na, chinova, 3ikimova a
Primérny SO fumarova (Obr. 37). Tyto organické kyseliny jsou popsany poprvé v tomto druhu. Ani
Fenolické latky obsah ) : . .
(mghe) | jeden ze wvzorku neobsahoval kyselinu Stavelovou, ketoglutarovou, jantarovou.
=% -— mléénou, octovou, pyrohroznovou, jable¢nou a vinnou. V extraktu byl nalezen vysoky
2 3-p-kumaroylchinova kyselina 481.8 8.6 l
3 3-0-soforosid-7-O-glykosid 5525 140 obsah organickych kyselin (cca 23 g/kg), ze kterych pievladala kyselina citrénova,
1 kempferol 3-O-soforosid 1974 114 tvorici cca 43 % celkovych organickych kyselin, nasledovaly kyselina jable¢na a
18+19 kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-giykosid + kempferol 3-0- 452.6 123 chinova (cca 28 % celkovych kyselin) (Tab. 15). Nejméné zastoupend byla kyselina
(metoxykaffeoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glykosid Sikimova, ktera byla pfitomna v extraktu pouze v mnoZstvi 0.2 % z celkovych kyselin
20 kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-soforosid 4453 6.1 (Tab. 15).
21 kempferol 3-0-soforosid-7-O-soforosid 2788.4 48.9
22 kempferol 3-O-(sinapayl/kaffeoyt)-soforosid-7-0O-glykosid 1682 0 212 Tab. 15: Organické latky ve vodném extraktu ,tronchuda® zeli (v mg/kg
23 kempferol 3-O- (feruloyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glykosid 1886.0 45.1 lyofilizovaného vyluhu )*
24 kempferol 3-O-soforotriosid 718.9 72 - _ Vnitini listy Zevni listy
25 kempferol 3-O-(sinapoyl)-soforosid 1244.0 62.8 Organické kyseliny Primérny SO Prumérny SO
26 +27 kempferol 3-O-(feruloyl)-soforotriosid + kempferol 3-O- 1988.8 33.1 obsah obsah
(feruloyl)-soforosid 1 Akonitova 191.1 3.7 217 8.2
28 kempferol 3-O-glykosid neméfitelné - 2 Citrénova 9974.6 68.2 8130.7 4212
z 13337.4 3 Askorbova 6020.1 143.4 8754.1 5174
* Vysledné hodnoty jsou primérem ze tii paralelnich méfeni. SO, smérodatna odchylka; ¥, celkové 4+5 Jable&na + Chinova 6626.4 164.8 8604.7 974.6
mnoZstvi stanovovanych fenolickych latek. 6 Sikimova 35.0 1.0 19.7 0.5
7 Fumarové 407.6 1.8 14.2 0.1
z 23254 .8 25545.1

" Vysledné hodnoty jsou primérem ze tii paralelnich mé&feni. SO, smérodatna odchylka; 2., celkové

mnozstvi stanovovanych fenolickych latek.
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MF

Obr. 37: HPLC-UV chromatogram organickych kyselin ve vodném extraktu za horka z
(A) vnitinich a (B} zevnich listd “tronchuda” zeli. Detekce pti 214 nm. Piky: (MF)
mobilni faze; (la a 1b) izomery kyseliny akonitové; (2) citrénova kyselina; (3)
askorbova kyselina; (4) jableéna kyselina; (5) chinova kyselina, (6) sikimova kyselina;

(7) fumarova kyselina.
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5.4.3. ANTIOXIDACNI AKTIVITA

5.4.3.1. Aktivita vu¢i DPPH
Extrakt z vnitinich listo zeli byl aktivni oproti DPPH radikdlu a to v zavislosti na
koncentraci (IC;s = 1192 pg/ml), ackoliv v porovnani s vyluhem ze zevnich listi §lo o

niz8i aktivitu (IC;5 = 440 pg/ml) (Obr. 38).

10017 .
—*— Zevni listy

—°— Vnitini listy

75 1
Redukce
DPPH 5 -
(%)

25 7

0 1000 2000 3000 4000
Koncentrace (pg/ml)

Obr. 38: Utinek extraktu tronchuda® zeli na redukci DPPH radikalu. Uvedené

hodnoty jsou prumeérem ze 3 méieni provedenych tfikrat.

5.4.3.2. Aktivita viéi superoxidovému radikalu

5.4.3.2.1. Superoxid generovanv enzymaticky

Extrakt take v zdvislosti na koncentraci zhasel superoxidovy radikal generovany systémem
X/XO (Obr. 39A) s hodnotou ICsy = 351 pg/ml. Srovname-li jeho aktivitu s extraktem ze
zevnich listu (ICso = 102 pg/ml) je aktivita extraktu z vnitfnich listd niz3i (Obr. 39B).
Zjistovan byl také vliv obou extrakti na aktivitu xantinoxidazy, pfi¢emz vnitini listy
prokazaly urcity inhibi¢ni G¢inek oproti XO, ktery byl zavisly na koncentraci (IC)q = 273
pg/mi) (Obr. 39A); zatimco pro zevni listy Zadny 0¢inek na enzym nebyl pozorovan (Obr.
39B).

5.4.3.2.2. Superoxid generovany neenzymaticky

Schopnost zhaSet superoxidovy radikal byla pro oba lyofilizované extrakty potvrzena
zkouskou se superoxidovym radikdlem, generovanym chemickym systémem, tvofenym

PMS, NADH a kyslikem. V této zkousce se vnitini listy ukazaly byt slabsim zhasedem
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superoxidového radikalu (IC;s = 101 pg/ml) (Obr. 39A) ne? listy zevni (ICa5 = 43 pg/ml)
(Obr. 39B). Ze ziskanych vysledki vyplyva, Ze na antioxidacni aktivité extraktu z

vnitinich listi se v enzymové zkouice se podilela jak jeho zhaseci aktivita vigi radikalu,

tak inhibice enzymu.

100
A ——X/X0 systém
25 | —¥— Inhibice XO
—*>— NADH/PMS systém
Inhibice
(%) 50 1

25

0 500 1000 1 5|OO 20|00
Koncentrace (pg/mi)

100
B ™ X/XO systém

~—*— Inhibice XO
—*=NADH/PMS systém

757

50 1
Inhibice

(%) 25 -

-

"25 T T T T 1
0 50 100 15 200 250

Koncentrace(pg/ml)

Obr. 39: Utinek “tronchuda” zeli (A) wvnitinich a (B) zevnich listh oproti
superoxidovému radikdlu generovanému enzymaticky, neenzymaticky a ovlivnéni

aktivity XO. Uvedené hodnoty jsou pramérem ze 3 méfeni provedenych tiikrat.
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5.4.3.3. Aktivita vaéi hydroxylovému radikalu

Extrakt z vnitinich listd zeli mél také znatnou aktivitu ve zkousce s hydroxylovym
radikalem a to v zavislosti na koncentraci (Obr. 40A), s hodnotou IC;5 = 27 pg/ml.
Ackoliv, v porovnani s extraktem ze zevnich listl, byl sledovany U¢inek mensi (IC:5 = 10
ng/ml) (Obr. 40B). Experiment byl proveden také bez kyseliny askorbové (KA) s cilem
zjistit pro-oxida¢ni u¢inky extraktd. Ani jeden z extrakti nevykazal vyznamnou pro-
oxidatni aktivitu (Obr. 40). Ke zjiténi schopnosti extrakti chelatovat ionty Zeleza, byla
Fentonova reakce provedena také bez chelataéniho ¢€inidla - EDTA. Oba lyofilizované

extrakty za téchto podminek vykézaly slabou schopnost chelatovat ionty Zeleza (Obr. 40).

5.4.3.4. Aktivita vudi kyseliné chlorné
Jak je vidét z Obr. 41, vnitini listy zeli prokazaly slabou aktivitu vidi kyseliné chlorné,
kterd byla zavisla na koncentraci. Ucinngj§i byl opét extrakt ze zevnich listi, jak je patrné

rovnéz z Obr. 41.
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Obr. 40: Utinek extrakiu z (A) vnitinich listi a (B) zevnich listi ,,tronchuda‘ zeli:
nespecificka zhaSeci aktivita va¢i hydroxylovému radikélu (Fentoniv systém); pro-
oxida¢ni aktivita (- KA) a specifickd zhaeci aktivita viiéi hydroxylovému radikélu (-

EDTA). Uvedené hodnoty jsou pramérem ze 3 méfeni provedenych tiikrat.
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Obr. 41: Uginek extraktu ,tronchuda® zeli na oxidaci TNB zpusobenou kyselinou

chlornou. Uvedené hodnoty jsou primérem ze 3 méfeni provedenych trikrat.

Ziskané vysledky ze zkousek na antioxidacni aktivitu ndm ukazuji jednoznaéné vyssi
antioxidaéni potencidl u extraktu ze zevnich listd zeli. Tato skutednost je zfejmé dana
vy33im obsahem jak fenolickych latek tak organickych kyselin v extraktu ze zevnich listu
(Tab. 14 a 15), které maji prokazatelné antioxidaéni u€inky (166).

Ruzny je nejen obsah fenolickych latek v obou extraktech, ale také jejich
kvalitativni slozeni: v zevnich listech bylo, s vyjimkou 3-p-kumaroylchinové kyseliny (2),
kempferol ~ 3-O-soforosid-7-O-glukosidu (3) a kempferol 3-O-soforosidu (11),
identifikovano mnoho fenolickych latek, zejména flavonolovych glykosida (Obr. 42), které
byly odlisné od flavonolovych glykosidu nalezenych v extraktu z vnitinich listi (Obr. 35).
Antioxida¢ni aktivita byla jiz diive popsana jak pro flavonolové glykosidy (167,169) tak i
pro hydroxyskoficové kyseliny (170). Z¥ejmé nejvy3si podil na sledované antioxidaéni
aktivité¢ maji flavonolové glykosidy, nebot’ jejich obsah byl v zevnich listech zna¢né vy3si
nez v listech vnitinich (95 a 54 % z celkovych fenolickych latek). Také vyssi mnoZstvi
acylovanych flavonolu, jmenovité derivati kyseliny kavové, miZze vysvétlovat vyssi
antioxidacni O¢inek zevnich listi (Tab. 14). Tyto latky jsou znamé svoji vysokou zhaseci
schopnosti danou pfitomnosti o-dihydroxy seskupeni ve zbytku kyseliny kavové, které
piispivé ke stabilité jejich radikalové formy a podili se na elektronové delokalizaci (167).
Co se tykd organickych kyselin, oba extrakty obsahovaly stejné organické kyseliny (Obr.

37). nicméné v razném mnozstvi (Tab. 15), coz mohlo ovlivnit sledovanou antioxida&ni
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aktivitu. Hlavni organickou kyselinou ve vnitinich listech byla kyselina citrénova, 43 % z ‘o
o ) . § 6. ZAVER
celkovych identifikovanych kyselin, nésledovana dvojici kyselin — kyselina jable¢na a

chinova (kvantifikovany spoletné - 28 %), zatimco v zevnich listech byla nejvice - Z dostupnych zdroju byl vypracovén prehled metod in vitro

. . , L . . . . g od s tanoveni antioxidacéni aktivi Firodni atek
zastoupena Kyselina askorbova a dle kyselina jableéna a kyselina chinova (34 %, kazda). stanoven oxidacni ty plirodnich 14 5¢

o 1aie s ST ¥ . . - . o gl zaméienim na fenolické latky - flavonoidy a fenolické
Z vyS8i aktivity zevnich lista lze usuzovat, Ze kyselina citronova by mohla hrat dilezZitou tm Y oidy ¢

. e C . - . . kyseliny. Tento piehled je soulasti teoretické stati této
roli v antioxidagni aktivit¢ zeli. Je znamé, Ze kyselina citronova ma schopnost chrénit yselny o piehled ] oretick

disertacni prace.

kyselinu askorbovou pred oxidaci katalyzovanou kovy a funguje také jako synergista

s jinymi antioxidanty (166). - na zdkladé HPLC/DAD analyzy lyofilizovaného nalevu !

Vnitini listy zeli tedy predstavuji dobry zdroj zdravi prosp&inych latek, zejména 2 Ballota nigra, Linaria vulgaris a lyofilizovanych vodngch

) C ) . , . . extraktu vnitfnich a zevnich listl Brassica oleracea var.
flavonoidu a organickych kyselin, coz by mohlo byt uZite¢né v prevenci chorob

podminénych uginkem volnych radikalg. costata D.C. byla provedena identifikace a stanoveni obsahu

fenolickych latek. Identifikace fenolickych latek z Brassica

oleracea var. costata D.C. probéhla na zakladé pfedchozi

HPLC-DAD-MS/MS-ESI analyzy (126,130).

9.50- - organicke kyseliny byly identifikovany a kvantifikovany ve
vyse zminénych vzorcich s vyuzitim HPLC/UV analyzy.

- vzorky byly dale testovany na antioxida¢ni aktivitu a to
oproti radikdlu DPPH a reaktivnim formam kysliku

0.00 (superoxidovému, hydroxylovému radikalu a kyseling

chlorné). U€inek nélevu z Ballota nigra a Linaria vulgaris

byl také zkousen oproti oxidu dusnatému.

Minutes Ballota nigra
- Bylo identifikovano a kvantifikovano 7 fenolickych latek

kyselina  chlorogenovd, kavova, kaffeoyljable¢na,
Obr. 42: HPLC-DAD chromatogram fenolickych latek extraktu v horké vodé ze zevnich listd (ky g Y3

“tronchuda™ zeli. Detekce pti 330 nm. Piky: (2) 3-p-kumaroylchinova kyselina; (3) kaempferol ballotetrosid, forsythosid B, verbaskosid a allysonosid) a 8

3-0O-soforosid-7-O-glukosid; (11) kempferol 3-O-soforosid; (18) kempferol 3-O-soforotriosid- organickych - kyselin ~(stavelova, akonitova, = citrénovd,
7-O-glukosid; (19) kempferol 3-O-(metoxykaffeoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid; (20) askorbové, jablecnd, chinova, Sikimovd a fumarova
kempferol 3-O-soforotriosid-7-O-soforosid; (21) kempferol 3-O-soforosid-7-O-soforosid; (22) kyselina). Forsythosid B a kyselina chinova byly latkami
kempferol  3-O-(sinapoyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid; ~ (23)  kempferol  3-O- obsaZenymi v nejvétsim mnoZstvi. Nalev B. nigra prokézal
(feruloyl/kaffeoyl)-soforosid-7-O-glukosid; (24) kempferol 3-O-soforotriosid; (25) kempferol 3- znanou antioxidaéni aktivitu, uvazime-li jeho uginky
O-(sinapoyl)-soforosid; (26) kempferol 3-O-(feruloyl)-soforotriosid; (27); kempferol 3-O- oproti superoxidovému radikalu, DPPH" a oxidu dusnatém.

(feruloyl)-soforosid; (28) kempferol 3-O-glukosid.
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Ve zkoudce s hydroxylovym radikélem byla zaznamenana

znaéna pro-oxidaéni aktivita.

Linaria vulgaris

Analyza fenolickych latek v L. wulgaris odhalila
piitomnost Ctyi latek, ze kterych se podafilo identifikovat
pouze linarin. Vnalevu bylo identifikovano a
kvantifikovano 8 organickych kyselin  (§tavelova,
akonitova, citronova, ketoglutarova, askorbova, jableéna,
Sikimova a fumarova), piticemZ kyselina askorbova byla
pievladajici latkou v mnoZstvi cca 23.5 g/kg. Nalev L.
vulgaris byl velmi dobrym zha$efem DPPH a oxidu
dusnatého, také uéinek oproti superoxidovému radikalu byl
vyznamny. Ve zkoudce s hydroxylovym radikdlem byla
zaznamenana znaénd pro-oxida¢ni aktivita zejména
v koncentracich vy$3ich nez 31.25 pg/ml. Nélev L. vulgaris

nebyl aktivni oproti kyseliné chlorné.

Brassica oleracea var. costata D.C.

Zevni listy

byly testovany 4 vzorky lisici se dobou sbéru (listopad a
prosinec 2002) a typem kultivace (organicka ¢i tradiéni).

ve vodném extraktu zevnich listi bylo identifikovano a
kvantifikovano 13 fenolickych latek (derivatu kempferolu)
a 5 organickych kyselin. Nejvy3si obsah fenolickych latek i
organickych kyselin mél vzorek z listi rostlin, péstovanych
organicky a sbiranych v listopadu (vzorek A).

Extrakty byly G¢inné oproti viem sledovanym radikalum,
ackoliv byl zaznamenan také uréity pro-oxidadni efekt.

Nejvyssi antioxidaéni aktivitu prokazal vzorek A.

Vnitini listy

Pro analyzu vnitinich listd byly pouzity vzorky zeli sbirané

v fijnu 2004 a péstované organicky.
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Ve vodném extraktu z vnitinich listi bylo identifikovano a
kvantifikovdno 17 fenolickych latek a 7 organickych
kyselin.

Extrakt byly aktivni oproti viem sledovanym radikalum
v zavislosti na koncentraci. Zji§ténad antioxidac¢ni aktivita
byla porovnana s antioxidaéni aktivitou extraktu ze zevnich
listd, jejichz analyza prob&hla soucasné s analyzou
vnitinich  listu. Byl prokazan jednozna¢né  vy$si
antioxidaéni potencial u extraktu ze zevnich listi zeli. Tato
skute¢nost je ziejmé dana vys$sim obsahem jak fenolickych
latek tak organickych kyselin v extraktu ze zevnich listu,

které maji prokazatelné antioxida¢ni u¢inky (166).

Zji5téné poznatky byly publikovany (130,171-173).
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LDL low density lipoprotein
7. POUiITE ZKRATKY A SYMBOLY MDA malonyldialdehyd
. . MS limotnostni spektrometrie

Zkratky jsou vysvétleny v Ge§tiné. Pouze u vyrazi, které nemaji ¢esky —— — - : :
NADH nikotinamidadenindinukleotid v redukované formé

pieklad, nebo se Cesky preklad nepouziva, jsou u zkratek uvedeny nazvy NADPH nikotinamidadeninddinukleotid  fosfat, redukovana

anglické. forma
NAT 2.3-naftotriazol

AAPH 2,2"-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid oDs oktadecylsilan

ABTS 2,2"-azinobis(3-ethyl-2, 3-dihydrobenzothiazol-6- ORAC oxygen radical absorbance capacity

sulfonat p-HPA p-hydroxyfenyloctova kyselina

ATP adenosintrifosfat PMS 5-methylfenazinium-methyi-sulfat

BMPO 5-tert-butoxycarbonyl 5-methyl-1-pyrrolin N-oxid RNA ribonukleova kyselina

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat RNS reaktivni formy dusiku

CoA koenzym A ROS reaktivni formy kysliku

CUPRAC cupric ion reducing antioxidant capacity RP reverzni faze

DAD dicdovy detektor RT retenéni Eas

DAF-2 diaminofluoroscein-2 SANA n-sukcinyl(ala)s;-p-nitroanilid

DAN 2,3-diaminonaftalen SNP nitroprusid sodny

' DCF dichlorofluorescein SOD superoxiddizmutéza

DCFH 2°-7"-dichlorofluorescin SPE extrakce na pevné fazi

DMPO 2,2 —dimethyl-2h-pyrrol-1-oxid TBA kyselina thiobarbiturova

DNA deoxyribonukleova kyselina TEAC trolox ekvivalent antioxidant capacity

DNTB 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoova kyselina TLC tenkovrstva chromatografie

DPPH I.1- diphenyl — 2-picrylhydrazy] TNB 5—thio—2-nitrobenzoova kyselina

ECD elektrochemicka detekce uv ultrafialové zafeni

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina VIS viditelné zarent

ESR elektronova spinova rezonance X0 xantinoxiddza

FL fluorescein

FRAP ferric reducing antioxidant power

GC plynova chromatografie i

GSH glutathion

Hb hemoglobin

| HPLC vysokonéinna kapalinova chromatografie
I' HPLC-ESI-MS kapalinova chromatografie s hmotnostni spektrometri
a ionizaci
HRP peroxidaza z kiene
BG indoxyl-8-glukuronid
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