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Uvod

Rostliny jsou dlouhodobé povazovany za velmi cenny
zdroj latek prospésnych cloveéku. K pfiznivé plisobicim
latkdm s antioxidaCnimi, ale také antibakterialnimi, anti-
mutagennimi, antikarcinogennimi izané
ucinky patfi napt. fenolové latky nachazejici se zejména
v ovoci a zelening'. Jejich rozsahly ochranny efekt je pred-
stavovan celou fadou vzdjemné se dopliiujicich ucinkil
prispivajicich k vytvofeni homeostazy. Dnes je znamo, Ze
naruseni této rovnovahy, napf. pisobenim volnych radika-
It, mize vést ke vzniku a rozvoji Cetnych onemocnéni
a chorobnych stavil, napft. aterosklerdzy, diabetu, zanétli-
vych stavili, neurologickych onemocnéni, o¢nich chorob,
onemocnéni traviciho traktu a dalsich®. K fenolovym anti-
oxidantim fadime riznorodé latky s aromatickym jadrem,
pfipadné s heterocyklickou strukturou a navazanymi hyd-
roxylovymi skupinami a jinymi substituenty. Jde o latky,
které jsou schopné pusobit jako efektivni vazace oxiduji-
cich molekul. Mohou vézat nejen volné radikaly, ale
i prechodné kovy za vzniku chelatli a inhibovat enzymy
katalyzujici vznik volnych radikala®. Na druhé strang bylo
vSak zjiSténo, ze nckteré fenolové slouceniny mohou, za
jistych okolnosti (napf. v ptitomnosti méd’natych iontd),
vykazovat i prooxidacni G¢inky a indukovat tak poskozeni
DNA nebo peroxidaci lipidii*. Uvadi se, Ze tato prooxidac¢ni
aktivita miize sehravat roli i v karcinogenezi a apoptoze”.

Cilem ptedlozené prace bylo detegovat antioxidacni
ucinek kyselin kavové, chlorogenové, ferulové a galové
a tii vzorkd rostlinnych extraktli obsahujicich fenolové
latky s predpokladanym antioxida¢nim tGc¢inkem (extraktu
z Magnolia officinalis, extraktu z Cymbopogon citratus
a VinOserae grape extraktu). Antioxidac¢ni efekt testova-
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nych vzorkl byl detegovan molekularné genetickou meto-
dou zalozenou na konformacénich zménach plasmidu pBS
II SK (-). Zmény v DNA byly identifikovany gelovou
elektroforézou. Tato metoda je zaloZena na rozdilné elek-
troforetické mobilité riznych topologickych forem DNA.
V ptipadé¢ indukce oxidac¢niho poskozeni DNA na trovni
cukr-fosfatového fetézce jsou zlomy v DNA hodnoceny
jako konverze superhelikalni kruhové formy DNA na for-
mu otevienou kruhovou a linearni. Naopak protektivni
efekt testovanych vzorkdl byl analyzovan jako inhibice
zloml indukovanych peroxidem vodiku za ptitomnosti
iontl Zeleza v fetézci plasmidové DNA.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a material

Kyselina ferulova (CAS: 537-98-4) a kyselina kavova
(CAS: 331-39-5) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich,
kyselina chlorogenova (CAS: 327-97-9) a kyselina galova
(CAS: 149-91-7) u firmy Acros Organics. Roztoky fenolo-
vych kyselin byly pfipraveny rozpusténim latek
v ethanolu. Pro detekci antioxidacniho efektu extraktl
z rostlin byly zvoleny dva vzorky poskytnuté firmou Fa-
vea, spol. s r.0. (Kopfivnice, Ceska republika) — extrakt
z Magnolia officinalis a extrakt VinOserae. Oba vzorky
(v praskovém stavu) byly rozpustény v destilované vode.
Citronela (Cymbopogon citratus), proddvand jako vyZzivo-
vy doplnék pro pfipravu Caje, byla zakoupena u firmy
Diochi, spol. s r.o. (Praha, Ceské4 republika). Cajovy ex-
trakt byl ptipraven smichanim dvou ¢ajovych 1zic¢ek Citro-
nely s % litru vody, smés byla 3 min povafena a nasledné
zfiltrovana. Agardza pro elektroforetickou analyzu DNA
byla zakoupena u firmy Serva. Pro indukci oxida¢niho posko-
zeni v plasmidové DNA bylo pouzito H,O, a FeSO,. 7 H,O
(Penta, Ceska republika). V3echny ostatni chemikalie byly
uzity v Cistot¢ p.a. Plasmid DNA pBluescript II SK (-) byl
ziskan z BFU AV CR, v.v.i. (Brno, Ceské republika).

Metody

Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo pipetovano
0,5 pl plasmidu DNA, 1 pl 1M roztoku Tris-HCI (pH 8,0),
1 pl 3% H,0, (s vyjimkou kontroly DNA), 1 pl ImM roz-
toku FeSO,. 7 HO (mimo kontrolu DNA a kontrolu G¢in-
ku samotného peroxidu vodiku na DNA) a 0,52 ul rozto-
ku testované latky o pfislusné koncentraci. Objem smési
byl doplnén na kone¢nych 10 pl destilovanou vodou. Re-
akéni smés byla inkubovana 30 min pii 37 °C.

Po inkubaci bylo k reakéni smési pfidano 2,5 pl nana-
Seciho pufru (smés obsahujici: 0,25 % bromfenolova
modf; 0,25 % xylencyanolova modf a 40 % sacharosa).
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Analyza zmén v konformaci DNA byla sledovana agaro-
zovou gelovou elektroforézou (1% agaroza, 1 x TAE pufr,
7 V/em, 80 min, pokojova teplota). Po skonéeni elektrofo-
rézy byly gely ponechany po dobu 30 min v roztoku ethi-
dium bromidu (1 pg ml™) a nasledn& 30 min odbarvovany
v destilované vode¢. Gely byly fotografovany pod UV
svétlem pomoci transiluminatoru GeneGenius (SynGene,
Velka Britanie).

Vysledky a diskuse

Studium antioxidacnich efektti fenolovych latek na
DNA spocivalo ve sledovani konformacnich zmén plas-
midové DNA gelovou elektroforézou. Metoda je zaloZena
na rozdilné elektroforetické mobilité jednotlivych topolo-
gickych forem DNA. Dusledkem oxida¢niho poskozeni
DNA na trovni cukr-fosfatového fetézce je vznik zlomu
v superhelikdlni kruhové (SC) formé DNA. Vznika bud’
oteviena kruhova (OC) forma v pfipadé jednotetézcovych
zlomd, nebo forma linearni (LIN), jsou-li zlomy dvourie-
tézcové. Protektivni ucinek testovanych latek byl zjistovan
na zakladé jejich schopnosti inhibovat oxidacni poskozeni
DNA indukované peroxidem vodiku v pfitomnosti iontd
zeleza.

Roztoky fenolovych kyselin (kyselina ferulova, kavo-
va, chlorogenova a galova) byly nejprve otestovany
v §ir§$im koncentra¢nim rozmezi (500 puM — 2 mM).
U vSech ¢tyf vzorkt byla, i pfi aplikaci nejnizsi koncent-
race vzorku, detegovana schopnost inhibovat tvorbu zlomt
v plasmidové DNA. Obrazky 1 a 2 zaznamenavaji GCinky
kyseliny kavové (CA) a kyseliny chlorogenové (CGA) po
30min inkubaci s plasmidem pBluescript, peroxidem vodi-
ku a ionty zeleza (obrazky gelti ostatnich testovanych ky-
selin v tomto $irSim koncentraénim rozmezi nejsou uvede-
ny). Jak je vidét z obou gelll, inhibice pfevedeni superheli-
kalni formy (SC) na otevienou kruhovou (OC) a linearni
(LIN) formu DNA byla zjiSténa jiz pfi koncentraci 500 uM
(dréha ¢. 4).
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Obr. 1. Efekt kyseliny kavové (CA), H,O; a 100 pM Fe** na
plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1 ptedstavuje
kontrolu DNA; dradha 1 — DNA; draha 2 — DNA + 0,3% H,0,;
draha 3 — DNA + 0,3% H,0, + Fe?*'; drdha 4 — DNA + 0,3% H,0,
+ Fe*" + 500 pM CA; dréha 5 — DNA + 0,3% H,0, + Fe*" +
750 uM CA; draha 6 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*" + | mM CA;
dréha 7 — DNA + 0,3% H,0, + Fe*" + 1,5 mM CA; draha 8 —
DNA + 0,3% H,0,+ Fe*" + 2 mM CA
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Vzorky fenolovych kyselin byly po tomto pilotnim
testu dale fedény a otestovany v koncentracnim rozmezi
50-200 uM. Obr. 3 shrnuje vysledky detekce antioxida¢ni
aktivity ¢ty zkoumanych fenolovych kyselin v jednom
gelu, kdy byly soucasné testovany roztoky kyselin o kon-
centraci 100 pM. VSechny testované latky inhibovaly
vznik jedno i dvoufetézcovych zlomt v plasmidové DNA
(drahy ¢. 4 az 7; draha ¢. 3 — oxidacni posSkozeni DNA —
formy OC a LIN indukované 0,3% H,0, + Fe*"). Nejslabsi
protektivni efekt byl detegovan u kyseliny galové (draha
¢. 7). Antioxidacni efekt kyseliny galové a kyseliny kavo-
vé s ucinkem castecné inhibice poskozeni DNA hydroxy-
lovymi radikaly byl také detegovan s vyuZitim plasmidu
pBR322 DNA (cit.®7). Jako ptiklad antioxidaéniho efektu
fenolové kyseliny projevujiciho se jiz pfi nizkych koncent-
racich (10-20 uM) jsou na obr. 4 uvedeny vysledky testu
s kyselinou ferulovou (FA). JiZ pfi aplikaci 10 pM vzorku
doslo ke snizeni tvorby oteviené kruhové a linearni formy
DNA (draha €. 4). Vyrazna inhibice zlomt v DNA, indu-
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Obr. 2. Efekt kyseliny chlorogenové (CGA), H,O, a 100 pM
Fe** na plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1
predstavuje kontrolu DNA; draha 1 — DNA; draha 2 — DNA +
0,3% H,0,; draha 3 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*'; draha 4 — DNA
+ 0,3% H,0,+ Fe*" + 500 uM CGA; driha 5 — DNA + 0,3%
H,0,+ Fe*" + 750 uM CGA; draha 6 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*"
+ 1 mM CGA; draha 7 — DNA + 0,3% H,0, + Fe*" + 1,25 mM
CGA,; dréha 8 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*" + 1,5 mM CGA; draha
9 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe’* + 2 mM CGA
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Obr. 3. Efekt kyseliny kavové (CA), ferulové (FA), chloroge-
nové (CGA) a galové (GA), v pritomnosti peroxidu vodiku
a 100 pM Fe?*, na plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C;
draha 1 predstavuje kontrolu DNA; dradha 1 — DNA; draha 2 —
DNA + 0,3% H,0,; drdha 3 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*'; dréha 4
— DNA + 0,3% H,0,+ Fe** + 100 uM CA; draha 5 — DNA +
0,3% H,0,+ Fe?* + 100 uM FA; draha 6 — DNA + 0,3% H,0,+
Fe** + 100 uM CGA; draha 7 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*" + 100
uM GA
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Obr. 4. Efekt kyseliny ferulové (FA), H,0, a 100 pM Fe’* na
plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1 pfedstavuje
kontrolu; draha 1 — DNA; draha 2 — DNA + 0,3% H,0,; draha 3 —
DNA + 0,3% H,0,+ Fe?"; draha 4 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe** +
10 uM FA; dréha 5 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe?* + 12,5 uM FA;
draha 6 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*" + 15 uM FA; draha 7 — DNA
+0,3% H,0,+ Fe** + 17,5 uM FA; dréha 8 — DNA + 0,3% H,0,
+Fe?* +20 uM FA
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Obr. 5. Efekt vzorku Magnolie (MO), H,0, a 100 upM Fe?* na
plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1 pfedstavu-
je kontrolu DNA; draha 1 — DNA; draha 2 — DNA + 0,3% H,0,;
dréha 3 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe?'; draha 4 a7 8 — DNA + 0,3%
H,0,+ Fe?* + MO (4: 0,6 ug; 5: 1 pg; 6: 1,5 pug; 7: 2 pg; 8: 3 pg)

kovanych peroxidem vodiku za pfitomnosti iontl Zeleza,
byla zjisténa v rozmezi koncentraci 15-20 uM (draha ¢. 6
az 8). Nekteré studie upozoriiuji na to, Ze fenolové kyseli-
ny mohou za uréitych podminek, napf. v piitomnosti Cu®’,
vykazovat prooxidaéni ucinky®*’. Vysledky této studie
ukazaly, Ze samotné fenolové kyseliny, a to ani ve vysSich
koncentracich 100 uM, ani v pfitomnosti 100 pM Fe™',
neindukovaly zadné signifikantni zmény v topologii plas-
midové DNA.

Dale byly testovany tii vzorky rostlinnych extrakt;
extrakt z Magnolia officinalis, extrakt VinOserae a extrakt
Citronela (Cymbopogon citratus), u nichz byl predpokla-
dan mozny antioxidacni efekt. Magnolia officinalis patii
k rostlinam, které jsou fadu let vyuzivany v ¢inské medici-
n&'™!". Bylo zjisténo, Ze biologicky aktivnimi slozkami
kiry magnolie jsou latky magnolol a honokiol'%. Uvadi se,
ze latka honokiol se vyznacuje silnou antioxidacni aktivi-
tou v biologickych systémech’ a antioxidagni aktivita
honokiolu je 1000x vétsi nez vitaminu E (cit.'"*). Obr. 5
zaznamenava vysledky detekce ptisobeni extraktu Magno-
lia vzhledem k inhibici oxida¢niho poskozeni DNA. Vzo-
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rek byl otestovan v koncentra¢nim rozmezi 0,6-6 pg,
vzorku (draha ¢. 4) nebyl zjistén zadny protektivni ucinek
testované latky, pii aplikaci 1-3 pg vzorku (drahy €. 5 az
8) byla detegovana CcasteCna inhibice tvorby zlomd
zjiSténa pii aplikaci 3 pg vzorku (draha ¢. 8). Zajimavym
zjiSténim bylo, Ze pfi dalSim zvySovani koncentrace testo-
vané latky jiz nedochazelo ke zvySovani inhibice poskoze-
ni DNA, naopak, misto antioxidacniho efektu, byla zazna-
menana zvySena indukce tvorby oteviené kruhové (OC)
formy DNA.

Obr. 6 a 7 ukazuji vysledky testovani vzorkl extrakti
VinOserae a Citronely. Extrakt VinOserae obsahuje fadu
latek s antioxida¢nimi vlastnostmi, vcetné fenolovych
kyselin, t-resveratrolu, antokyanidinii a proantokyanidint.
Tento extrakt byl otestovan v koncentra¢nim rozmezi 0,2
az 4 ng, v objemu 10 pl reakéni smési (obr. 6). Pti aplikaci
tvorby zlomt v DNA (draha ¢. 4). Protektivni G¢inek testo-
vané latky byl zjist€n po aplikaci davky 0,5 pg vzorku
(draha €. 5). Nejvyraznéjsi efekt inhibice oxidacniho po-
Skozeni DNA byl detegovan v drahach ¢. 7 az 10 pii apli-
kaci 1,54 pg vzorku.
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Obr. 6. Efekt vzorku VinOserae (VO), H,0, a 100 pM Fe*" na
plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1 ptedstavuje
kontrolu DNA; dradha 1 — DNA; draha 2 — DNA + 0,3% H,0,;
draha 3 — DNA + 0,3% H,0, + Fe*'; draha 4 az 10 — DNA +
0,3% H,0,+ Fe*" + VO (4: 0,2 png; 5: 0,5 pg; 6: 1 pg; 7: 1,5 pg;
8:2 ug; 9:3 ng; 10: 4 pg)
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Obr. 7. Efekt vzorku Citronely (CC), H,0, a 100 pM Fe*" na
plasmid pBS po inkubaci 30 min p¥i 37 °C; draha 1 ptedstavuje
kontrolu DNA; drdha 1 — DNA; draha 2 — DNA + 0,3% H,0,;
draha 3 — DNA + 0,3% H,0,+ Fe*'; drdha 4 az 8 — DNA + 0,3%
H,0,+ Fe?" + CC (4: 10%; 5: 20%; 6: 30%; 7: 40%; 8: 50%)
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Obr. 7 ukazuje vysledky testovani ¢ajového extraktu
tropické travy Citronely. Cymbopogon citratus obsahuje az
1 % silice, ktera obsahuje antimikrobialni citral, myrcen,
limonen a geraniol. Dale obsahuje Citronela latky
s antioxida¢nimi ucinky, napf. kyselinu chlorogenovou
a kyselinu kavovou. Pro detekci mozného antioxida¢niho
efektu  Cajového extraktu byl vzorek otestovan
v koncentraénim rozmezi 10-50 % roztoku vzorku. Jak je
vidét z obr. 7, inhibice tvorby zlomii v DNA byla zji§téna
u vSech zkoumanych koncentraci testovaného vzorku
(dréhy ¢. 4 az 8).

Zavér

U vSech ¢ty testovanych fenolovych kyselin
(ferulové, kavové, chlorogenové a galové) byl elektrofore-
tickou detekci strukturalnich zmén v fetézci plasmidové
DNA zjistén vyrazny efekt inhibice oxida¢niho poSkozeni
DNA indukovaného peroxidem vodiku za piitomnosti
iontl zeleza. Na zéklad¢ téchto vysledkd bylo potvrzeno,
ze jde o latky s antioxida¢nimi G¢inky. S vyuzitim plasmi-
du pBluescript byl také detegovan antioxidacni efekt tii
rostlinnych  extraktd (extrakt VinOserae, Citronela
a Magnolia officinalis). Analyza zmén v konformaci plas-
midové DNA prokazala, ze vSechny tfi zkoumané extrakty
maji protektivni antioxidacni ucinky. Zjisténé vysledky
poukazuji na vyuzitelnost metody sledovani zmén topolo-
gického stavu plasmidové DNA pomoci gelové elektrofo-
rézy pro hodnoceni antioxidacni aktivity latek nachazeji-
cich se v rostlinach.

Seznam pouzitych zkratek

CA kyselina kavova (caffeic acid)

CcC extrakt Citronela (Cymbopogon citratus)
CGA  kyselina chlorogenova (chlorogenic acid)
FA kyselina ferulové (ferulic acid)

GA kyselina galova (gallic acid)

LIN linearni forma DNA

MO extrakt z Magnolia officinalis

oC oteviena kruhova forma DNA

pBS plasmid pBluescript

SC superhelikalni kruhova forma DNA
TAE Tris-acetatovy pufr

VO extrakt VinOserae
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Z. Rybkova and K. Malachova (Department of Bio-
logy and Ecology, Faculty of Science, University of Os-
trava, Ostrava): The Use of Plasmid pBluescript for
Detection of Antioxidative Activity of Plant Phenolics

Phenolics occurring in fruits and vegetables show
a wide range of biological activities such as antioxidative,
antimutagenic, anticancerogenic and antibacterial ones.
The aim of the work was to detect the effect of compounds
with promising antioxidative effects on plasmid DNA
strand breakage. The method using plasmid pBluescript
based on different electrophoretic mobilities of different
topological forms of DNA. DNA strand breaks were meas-
ured by conversion of the supercoiled form to open and
linear forms. In this study, a possible antioxidative effect
was investigated of phenolics on DNA damage induced by
Fe*'/hydrogen peroxide. The breaks in plasmid DNA ex-
posed to four phenolic acids (ferulic, caffeic, chlorogenic
and gallic) and to three plant extracts (from VinOserae™,
Cymbopogon citratus and Magnolia officinalis) were ana-
lyzed. Successful use of plasmid DNA as a suitable model
system for detection of antioxidative activity of plant com-
pounds is documented.



