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Úvod 

 
Rostliny jsou dlouhodobě považovány za velmi cenný 

zdroj látek prospěšných člověku. K příznivě působícím 
látkám s antioxidačními, ale také antibakteriálními, anti-
mutagenními,   antikarcinogenními   a  protizánětlivými 
účinky patří např. fenolové látky nacházející se zejména 
v ovoci a zelenině1. Jejich rozsáhlý ochranný efekt je před-
stavován celou řadou vzájemně se doplňujících účinků 
přispívajících k vytvoření homeostázy. Dnes je známo, že 
narušení této rovnováhy, např. působením volných radiká-
lů, může vést ke vzniku a rozvoji četných onemocnění 
a chorobných stavů, např. aterosklerózy, diabetu, zánětli-
vých stavů, neurologických onemocnění, očních chorob, 
onemocnění trávicího traktu a dalších2. K fenolovým anti-
oxidantům řadíme různorodé látky s aromatickým jádrem, 
případně s heterocyklickou strukturou a navázanými hyd-
roxylovými skupinami a jinými substituenty. Jde o látky, 
které jsou schopné působit jako efektivní vazače oxidují-
cích  molekul.  Mohou  vázat  nejen  volné  radikály,  ale 
i přechodné kovy za vzniku chelátů a inhibovat enzymy 
katalyzující vznik volných radikálů3. Na druhé straně bylo 
však zjištěno, že některé fenolové sloučeniny mohou, za 
jistých okolností (např. v přítomnosti měďnatých iontů), 
vykazovat i prooxidační účinky a indukovat tak poškození 
DNA nebo peroxidaci lipidů4. Uvádí se, že tato prooxidační 
aktivita může sehrávat roli i v karcinogenezi a apoptóze5.  

Cílem předložené práce bylo detegovat antioxidační 
účinek kyselin kávové, chlorogenové, ferulové a galové 
a tří vzorků rostlinných extraktů obsahujících fenolové 
látky s předpokládaným antioxidačním účinkem (extraktu 
z Magnolia officinalis, extraktu z Cymbopogon citratus 
a VinOserae grape extraktu). Antioxidační efekt testova-

ných vzorků byl detegován molekulárně genetickou meto-
dou založenou na konformačních změnách plasmidu pBS 
II SK (). Změny v DNA byly identifikovány gelovou 
elektroforézou. Tato metoda je založena na rozdílné elek-
troforetické mobilitě různých topologických forem DNA. 
V případě indukce oxidačního poškození DNA na úrovni 
cukr-fosfátového řetězce jsou zlomy v DNA hodnoceny 
jako konverze superhelikální kruhové formy DNA na for-
mu otevřenou kruhovou a lineární. Naopak protektivní 
efekt testovaných vzorků  byl analyzován jako inhibice 
zlomů  indukovaných peroxidem vodíku za přítomnosti 
iontů železa v řetězci plasmidové DNA. 

 
 

Experimentální část 
 
Chemikálie a materiál 

 
Kyselina ferulová (CAS: 537-98-4) a kyselina kávová 

(CAS: 331-39-5) byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, 
kyselina chlorogenová (CAS: 327-97-9) a kyselina galová 
(CAS: 149-91-7) u firmy Acros Organics. Roztoky fenolo-
vých  kyselin  byly  připraveny  rozpuštěním  látek 
v ethanolu.  Pro detekci  antioxidačního efektu extraktů 
z rostlin byly zvoleny dva vzorky poskytnuté firmou Fa-
vea, spol. s r.o. (Kopřivnice, Česká republika)  extrakt 
z Magnolia officinalis a extrakt VinOserae. Oba vzorky 
(v práškovém stavu) byly rozpuštěny v destilované vodě. 
Citronela (Cymbopogon citratus), prodávaná jako výživo-
vý doplněk pro přípravu čaje, byla zakoupena u firmy 
Diochi, spol. s r.o. (Praha, Česká republika). Čajový ex-
trakt byl připraven smícháním dvou čajových lžiček Citro-
nely s ¾ litru vody, směs byla 3 min povařena a následně 
zfiltrována.  Agaróza pro elektroforetickou analýzu DNA 
byla zakoupena u firmy Serva. Pro indukci oxidačního poško-
zení v plasmidové DNA bylo použito H2O2 a FeSO4 . 7 H2O 
(Penta, Česká republika). Všechny ostatní chemikálie byly 
užity v čistotě p.a. Plasmid DNA pBluescript II SK () byl 
získán z BFÚ AV ČR, v.v.i. (Brno, Česká republika).  

 
Metody 

 
Do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml bylo pipetováno 

0,5 l plasmidu DNA, 1 l 1M roztoku Tris-HCl (pH 8,0), 
1 l 3% H2O2 (s výjimkou kontroly DNA), 1 l 1mM roz-
toku FeSO4 . 7 H2O (mimo kontrolu DNA a kontrolu účin-
ku samotného peroxidu vodíku na DNA) a 0,5–2 l rozto-
ku testované látky o příslušné koncentraci. Objem směsi 
byl doplněn na konečných 10 l destilovanou vodou. Re-
akční směs byla inkubována 30 min při 37 °C.  

Po inkubaci bylo k reakční směsi přidáno 2,5 l naná-
šecího  pufru  (směs  obsahující:  0,25  %  bromfenolová 
modř; 0,25 % xylencyanolová modř a 40 % sacharosa). 
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Analýza změn v konformaci DNA byla sledována agaró-
zovou gelovou elektroforézou (1% agaróza, 1  TAE pufr, 
7 V/cm, 80 min, pokojová teplota). Po skončení elektrofo-
rézy byly gely ponechány po dobu 30 min v roztoku ethi-
dium bromidu (1 g ml1) a následně 30 min odbarvovány 
v destilované vodě.  Gely byly fotografovány pod UV 
světlem pomocí transiluminátoru GeneGenius (SynGene, 
Velká Británie). 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Studium antioxidačních efektů fenolových látek na 

DNA spočívalo ve sledování  konformačních změn plas-
midové DNA gelovou elektroforézou. Metoda je založena 
na rozdílné elektroforetické mobilitě jednotlivých topolo-
gických forem DNA. Důsledkem oxidačního poškození 
DNA na úrovni cukr-fosfátového řetězce je vznik zlomů 
v superhelikální kruhové (SC) formě DNA. Vzniká buď 
otevřená kruhová (OC) forma v případě jednořetězcových 
zlomů, nebo forma lineární (LIN), jsou-li zlomy dvouře-
tězcové. Protektivní účinek testovaných látek byl zjišťován 
na základě jejich schopností inhibovat oxidační poškození 
DNA indukované peroxidem vodíku v přítomnosti iontů 
železa. 

Roztoky fenolových kyselin (kyselina ferulová, kávo-
vá,  chlorogenová  a  galová)  byly  nejprve  otestovány 
v  širším koncentračním rozmezí  (500 M – 2  mM). 
U všech čtyř  vzorků byla, i při aplikaci nejnižší koncent-
race vzorku, detegována schopnost inhibovat tvorbu zlomů 
v plasmidové DNA. Obrázky 1 a 2 zaznamenávají účinky 
kyseliny kávové (CA) a kyseliny chlorogenové (CGA) po 
30min inkubaci s plasmidem pBluescript, peroxidem vodí-
ku a ionty železa (obrázky gelů ostatních testovaných ky-
selin v tomto širším koncentračním rozmezí nejsou uvede-
ny). Jak je vidět z obou gelů, inhibice převedení superheli-
kální formy (SC) na otevřenou kruhovou (OC) a lineární 
(LIN) formu DNA byla zjištěna již při koncentraci 500 M 
(dráha č. 4). 

Vzorky fenolových kyselin byly po tomto pilotním 
testu dále ředěny a otestovány  v koncentračním rozmezí 
50–200 M. Obr. 3 shrnuje výsledky detekce antioxidační 
aktivity čtyř zkoumaných fenolových kyselin v jednom 
gelu, kdy byly současně testovány roztoky kyselin o kon-
centraci  100 M. Všechny testované  látky  inhibovaly 
vznik jedno i dvouřetězcových zlomů v plasmidové DNA 
(dráhy č. 4 až 7; dráha č. 3 – oxidační poškození DNA – 
formy OC a LIN indukované 0,3% H2O2 + Fe2+). Nejslabší 
protektivní efekt byl detegován u kyseliny galové (dráha 
č. 7). Antioxidační efekt kyseliny galové a kyseliny kávo-
vé s účinkem částečné inhibice poškození DNA hydroxy-
lovými radikály byl také detegován s využitím plasmidu 
pBR322 DNA (cit.6,7). Jako příklad antioxidačního efektu 
fenolové kyseliny projevujícího se již při nízkých koncent-
racích (10–20 M) jsou na obr. 4 uvedeny výsledky testu 
s kyselinou ferulovou (FA).  Již při aplikaci 10 M vzorku 
došlo ke snížení tvorby otevřené kruhové a lineární formy 
DNA (dráha č. 4). Výrazná inhibice zlomů v DNA, indu-

Obr. 1. Efekt kyseliny kávové (CA), H2O2 a 100 µM Fe2+  na 
plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 představuje 
kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 0,3% H2O2; 
dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 – DNA + 0,3% H2O2 

+ Fe2+ + 500 µM CA; dráha 5 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 
750 µM CA; dráha 6 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 1 mM CA; 
dráha 7 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 1,5 mM CA; dráha 8 – 
DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 2 mM CA 

Obr. 2. Efekt kyseliny chlorogenové (CGA), H2O2 a 100 µM 
Fe2+  na plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 
představuje kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 
0,3% H2O2; dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 – DNA 
+ 0,3% H2O2 + Fe2+ + 500 µM CGA; dráha 5 – DNA + 0,3% 
H2O2 + Fe2+ + 750 µM CGA; dráha 6 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ 
+ 1 mM CGA; dráha 7 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 1,25 mM 
CGA; dráha 8 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 1,5 mM CGA; dráha 
9 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 2 mM CGA 

Obr. 3. Efekt kyseliny kávové (CA), ferulové (FA), chloroge-
nové (CGA) a galové (GA), v přítomnosti peroxidu vodíku 
a 100 µM Fe2+,  na plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; 
dráha 1 představuje kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – 
DNA + 0,3% H2O2; dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 
– DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 100 µM CA; dráha 5 – DNA + 
0,3% H2O2 + Fe2+ + 100 µM FA; dráha 6 – DNA + 0,3% H2O2 + 
Fe2+ + 100 µM CGA; dráha 7 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 100 
µM GA 
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kovaných peroxidem vodíku za přítomnosti iontů železa, 
byla zjištěna v rozmezí  koncentrací 15–20 M (dráha č. 6 
až 8). Některé studie upozorňují na to, že fenolové kyseli-
ny mohou za určitých podmínek, např. v přítomnosti Cu2+, 
vykazovat prooxidační účinky6,8,9.  Výsledky této studie 
ukázaly, že samotné fenolové kyseliny, a to ani ve vyšších  
koncentracích 100 M, ani v přítomnosti 100 M Fe2+, 
neindukovaly žádné signifikantní změny v topologii plas-
midové DNA.  

Dále byly testovány tři vzorky rostlinných extraktů; 
extrakt z Magnolia officinalis, extrakt VinOserae a extrakt 
Citronela (Cymbopogon citratus), u nichž byl předpoklá-
dán možný antioxidační efekt. Magnolia officinalis patří 
k rostlinám, které jsou řadu let využívány v čínské medicí-
ně10,11. Bylo zjištěno, že biologicky aktivními složkami 
kůry magnolie jsou látky magnolol a honokiol12. Uvádí se, 
že látka honokiol se vyznačuje silnou antioxidační aktivi-
tou v biologických systémech13 a antioxidační aktivita 
honokiolu je 1000 větší než vitaminu E (cit.14). Obr. 5 
zaznamenává výsledky detekce působení extraktu Magno-
lia vzhledem k inhibici oxidačního poškození DNA. Vzo-

rek byl otestován v koncentračním rozmezí 0,6–6 g, 
v objemu 10 l reakční směsi. U nejnižší dávky 0,6 g 
vzorku (dráha č. 4) nebyl zjištěn žádný protektivní účinek 
testované látky, při aplikaci 1–3 g vzorku (dráhy č. 5 až 
8)  byla  detegována  částečná  inhibice  tvorby  zlomů 
v DNA, nejvýraznější inhibice indukce zlomů v DNA byla 
zjištěna při aplikaci 3 g vzorku (dráha č. 8). Zajímavým 
zjištěním bylo, že při dalším zvyšování koncentrace testo-
vané látky již nedocházelo ke zvyšování inhibice poškoze-
ní DNA, naopak, místo antioxidačního efektu, byla zazna-
menána zvýšená indukce tvorby otevřené kruhové (OC) 
formy DNA.  

Obr. 6 a 7 ukazují výsledky testování vzorků extraktů 
VinOserae a Citronely. Extrakt VinOserae obsahuje řadu 
látek  s  antioxidačními  vlastnostmi,  včetně  fenolových 
kyselin, t-resveratrolu, antokyanidinů a proantokyanidinů. 
Tento extrakt  byl otestován v koncentračním rozmezí 0,2 
až 4 g, v objemu 10 l reakční směsi (obr. 6). Při aplikaci 
nejnižší dávky 0,2 g nebyla zaznamenána žádná inhibice 
tvorby zlomů v DNA (dráha č. 4). Protektivní účinek testo-
vané látky byl zjištěn po aplikaci dávky 0,5 g vzorku 
(dráha č. 5). Nejvýraznější efekt inhibice oxidačního po-
škození DNA byl detegován v drahách č. 7 až 10 při apli-
kaci 1,5–4 g vzorku.    

Obr. 4. Efekt kyseliny ferulové (FA), H2O2 a 100 µM Fe2+  na 
plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 představuje 
kontrolu; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 0,3% H2O2; dráha 3 – 
DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 
10 µM FA; dráha 5 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 12,5 µM FA; 
dráha 6 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+ + 15 µM FA; dráha 7 – DNA 
+ 0,3% H2O2 + Fe2+ + 17,5 µM FA; dráha 8 – DNA + 0,3% H2O2 

+ Fe2+ + 20 µM FA 

Obr. 5. Efekt vzorku Magnolie (MO), H2O2 a 100 µM Fe2+  na 
plasmid  pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 představu-
je kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 0,3% H2O2; 
dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 až 8 – DNA + 0,3% 
H2O2 + Fe2+ + MO (4: 0,6 µg; 5: 1 µg; 6: 1,5 µg; 7: 2 µg; 8: 3 µg) 

Obr. 6. Efekt vzorku VinOserae (VO), H2O2 a 100 µM Fe2+  na 
plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 představuje 
kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 0,3% H2O2; 
dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 až 10 – DNA + 
0,3% H2O2 + Fe2+ + VO (4: 0,2 µg; 5: 0,5 µg; 6: 1 µg; 7: 1,5 µg; 
8: 2 µg; 9: 3 µg; 10: 4 µg)  

Obr. 7. Efekt vzorku Citronely (CC), H2O2 a 100 µM Fe2+  na 
plasmid pBS po inkubaci 30 min při 37 °C; dráha 1 představuje 
kontrolu DNA; dráha 1 – DNA; dráha 2 – DNA + 0,3% H2O2; 
dráha 3 – DNA + 0,3% H2O2 + Fe2+; dráha 4 až 8 – DNA + 0,3% 
H2O2 + Fe2+ + CC (4: 10%; 5: 20%; 6: 30%; 7: 40%; 8: 50%) 
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Obr. 7 ukazuje výsledky testování čajového extraktu 
tropické trávy Citronely. Cymbopogon citratus obsahuje až 
1 % silice, která obsahuje antimikrobiální citral, myrcen, 
limonen  a  geraniol.  Dále  obsahuje  Citronela  látky 
s antioxidačními účinky,  např.  kyselinu chlorogenovou 
a kyselinu kávovou. Pro detekci možného antioxidačního 
efektu  čajového  extraktu  byl  vzorek  otestován 
v koncentračním rozmezí 1050 % roztoku vzorku. Jak je 
vidět z obr. 7, inhibice tvorby zlomů v DNA byla zjištěna 
u  všech  zkoumaných  koncentrací  testovaného  vzorku 
(dráhy č. 4 až 8). 

 
 

Závěr 
 
U  všech  čtyř  testovaných  fenolových  kyselin 

(ferulové, kávové, chlorogenové a galové) byl elektrofore-
tickou detekcí strukturálních změn v řetězci plasmidové 
DNA zjištěn výrazný efekt inhibice oxidačního poškození 
DNA  indukovaného  peroxidem vodíku  za  přítomnosti 
iontů železa. Na základě těchto výsledků bylo potvrzeno, 
že jde o látky s antioxidačními účinky. S využitím plasmi-
du pBluescript byl také detegován antioxidační efekt tří 
rostlinných  extraktů  (extrakt  VinOserae,  Citronela 
a Magnolia officinalis). Analýza změn v konformaci plas-
midové DNA prokázala, že všechny tři zkoumané extrakty 
mají protektivní antioxidační účinky. Zjištěné výsledky 
poukazují na využitelnost metody sledování změn topolo-
gického stavu plasmidové DNA pomocí gelové elektrofo-
rézy pro hodnocení antioxidační aktivity látek nacházejí-
cích se v rostlinách.  

 
Seznam použitých zkratek 
 
CA  kyselina kávová (caffeic acid) 
CC  extrakt Citronela (Cymbopogon citratus) 
CGA  kyselina chlorogenová (chlorogenic acid) 
FA  kyselina ferulová (ferulic acid) 
GA  kyselina galová (gallic acid) 
LIN  lineární forma DNA 
MO  extrakt z Magnolia officinalis 
OC  otevřená kruhová forma DNA 
pBS  plasmid pBluescript 
SC  superhelikální kruhová forma DNA 
TAE  Tris-acetátový pufr 
VO  extrakt VinOserae 
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Z. Rybková and K. Malachová (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 
Fe2+/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. 


