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Resveratrol (trans-3,5,4’-trihydroxystilben), (I) je fy-
toalexin, ktory produkuji viaceré rastliny (napr. hrozno, euka-
liptus, smrek, l'alia, morusa, arasidy a pod.). Najvacsi obsah
resveratrolu sa nasiel v Supkach ¢erveného vina. Je zname, Ze
resveratrol ma antikancerogénne, antiviralne, antioxida¢né
vlastnosti, predlzuje zivot, ma priaznivy vplyv na pecen
a srdcovo-cievny systém'?. Preto je zaujimavé a moZno aj
uzitocné, syntetizovat’ analdégy resveratrolu a skiimat’ ich
fyzikalno-chemické a biologické vlastnosti. Cielom tejto
prace je zistit' antioxida¢ni aktivitu diiminov: (4,4’-bis(2-
-hydroxybenzylidenamino)difenylmetan (II), 4,4’-bis(2,4-
-dihydroxybenzylidenamino)difenylmetan (ZII), 4,4’-bis(2,5-
-dihydroxybenzylidenamino)difenylmetan (IV), 4,4’-bis(2,4-
-dihydroxybenzylidenamino)difenyleter (V) a 4,4’-bis(2,5-
-dihydroxybenzylidenamino)difenyleter (VT)), ktorych Struk-
tura je podobna Struktire resveratrolu.

Latky boli pripravené podra prace’. Antioxidacna aktivi-
ta bola otestovand schopnost'ou pripravenych latok vychyta-
vat DPPH radikaly. Test sa robil v metanolovom roztoku
DPPH (10 mol dm™) meranim absorbancie pri 517 nm.
Antioxida¢nd ucinnost’ bola vyhodnotenda pomocou hodnot
SCs, t.j. koncentracie Studovanej latky, ktord sposobi 50 %
pokles absorbancie pri 517 nm. Uginnost’ vychytiavania DPPH
radikalov §tudovanymi latkami je prezentovana v tabulke 1.

Tabul’ka I
SCs hodnoty vychytavania DPPH radikalov

Latka I 1 m
SCso [umol dm™] 26,37 neudinna neudinna.
Latka Vi4 V Vi
SCso [pmol dm™] 4,11 neudinna 1,43

Z tabulky je zrejmé, ze derivaty s hydroxy skupinami
v polohach 2 a 5 vychytavaju DPPH radikaly 6 az 18-krat
ucinnejSie ako resveratrol. Na druhej strane derivaty
s hydroxy skupinami v polohach 2 a 4 vobec nevychytavaju
DPPH radikaly.

Prdca bola podporovand grantom MS SR VEGA ¢. 1/3411/06.
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Isoflavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin zajima-
vé z hlediska svych biologickych u¢ink. Nejvyznamnéj$im
zdrojem isoflavonoidd jsou bobovité rostliny (Leguminosae),
ale jejich piitomnost byla zjisténa v fadé dalsich taxond'?.
Mimo Eeled’ Leguminosae jsou zastoupeny v niz$ich koncent-
racich, coz klade vyS8i naroky na analytické metody pouzité
pii jejich detekci a identifikaci. Pro zakoncentrovani
apreCisténi rostlinnych extrakti ptred analyzou pomoci
HPLC-MS navrzeno pouziti imunoafinitni chromatografie
(TAC).

Imunosorbenty byly pfipraveny imobilizaci Ig frakci
polyklonalnich krali¢ich protilatek proti vybranym isoflavo-
noidim (biochanin A, genistein, daidzein) na nosi¢ Affi-Gel
10 (Bio-Rad laboratories)’. Byly stanoveny chrakteristiky
imunosorbentt: kapacita (od 0,01 do 0,2 mg analytu na ml
sorbentu), vytézek (recovery) a zjistény optimalni podminky
eluce a vyvinut postup IAC. Vzorky piecistené IAC byly
analyzovany pomoci HPLC-MS (Agilent Technologies) nebo
HPLC-DAD (Shimadzu). Jako modelova rostlina byla pouzita
pomerancovka jablkokvéta (Maclura pomifera, Moraceae),
znama obsahem prenylovanych derivati genisteinu, jako jsou
pomiferin a osajin (obr. 1).

Obr. 1. a) R'=0OH, R’= OH genistein; R'=H, R>=0H daidzein;
R'=OH, R’=0CHj; biochanin A; b) R=H osajin; R=OH pomiferin

Metoda byla dale pouzita ke stanoveni isoflavonoidt ve
vybranych rostlinach ¢eledi Cannabaceae (Cannabis sativa
a Humulus lupulus) a Lamiaceae (Scutellaria baicalensis).

Price vznikla za podpory projektii 525/06/0864 GA CR
a MSM 6046137305.
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Mikroorganismy rodu Streptomyces patii mezi volné
zijici grampozitivni heterotrofni bakterie, které jsou vyznam-
né z 1ékaiského hlediska pravé produkci sekundarnich meta-
boliti — antibiotik'. Tyto organismy produkuji az ptes 60 %
znamych antibiotik. U dalSich latek byly popsany insekticidni,
herbicidni ¢i antimykotické  G&inky?. Vzhledem
k vzrlstajicimu mnozstvi rezistentnich patologickych organis-
md je studium antimikrobialnich latek zaméfeno na ziskavani
novych a ucinngjsich derivati. Do intenzivné studované sku-
piny latek patii manumycinova antibiotika, na které byla
v posledni dob& zaméfena pozornost diky zjisténi jejich proti-
zénétlivych a protirakovinnych aéinka™.

V tomto projektu byly z vhodnych pidnich lokalit izolo-
vany tfi dosud neznamé kmeny streptomycet, které byly otes-
tovany na pfitomnost genového shluku nezbytného pro pro-
dukci manumycind. Tyto kmeny (Streptomyces sp. 12/5,
12/13 a SOK 69) byly kultivovany v GYM médiu pii 28 °C.
Po 72 hodindch bylo mycelium oddéleno centrifugaci
a supernatant byl nasycen NaCl a extrahovan ethylacetatem.
Mycelium bylo extrahovano acetonem. Oba dva extrakty byly
vysuSeny a analyzovany metodou TLC. Jednotlivé latky maji-
ci antimikrobidlni u€inky byly detegovany pod UV svétlem
a pomoci bioautografie na mikroorganismu Bacillus subtilis.
Kmen Streptomyces sp. 12/5 produkoval dvé majoritni latky
majici antimikrobialni u¢inky. V extraktech kment Strepto-
myces sp. 12/13 a SOK 69 bylo pokazdé zjisténo minimalné
pét latek s biologickou aktivitou. Nékteré z téchto latek byly
ze smési izolovany pomoci flash chromatografie s normalni
ireverzni stacionarni fazi. Struktura ziskanych latek byla
zkouméana pomoci metody HR-MS. Pro definitivni uréeni
struktury jednotlivych latek budou provedena méteni na NMR
spektrometru.

Tato prdice vznikla za podpory grantu GA AV CR
A600660607 a projektu MSMT CR 2B06154.
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Chelerythrin (CHE) a sanguinarin (SA) jsou hlavni za-
stupci kvarternich benzo[c]phenanthridinovych rostlinnych
alkaloidi. CHE a SA zpusobuji poskozeni DNA v bunééné
kultufe HL-60', mechanismy jejich genotoxického piisobeni
v§ak mohou byt odlisné. Molekula SA, na rozdil od CHE,
interkaluje do struktury DNA, jak bylo prokdzano na riznych
bun&énych liniich®. Nejnovéjsi data také potvrzuji oxidativni
poskozeni DNA pod vlivem SA®.

Cilem prace bylo zjistit, zda jednim z mechanismti geno-
toxicity CHE muze byt také oxidativni stres. Buiky HL-60
o hustoté 10%ml byly inkubovany s CHE (3ug ml") po dobu
60 min v kultivaénim médiu. Pfi sledovani vlivu antioxidanti
pfedchazela 30 min inkubace se zkoumanou latkou. Flavonoid
baicalin, kyselina kavovad a Trolox mély v kultufe HL-60
protektivni G¢inek na poSkozeni DNA peroxidem vodiku,
které jsme sledovali metodou analyzy komet. Po ukonceni
kultivace se zkoumanymi latkami byly buiiky resuspendovany
ve fosfatovém pufru s 10 mM EDTA, pH 7,4 a pfidany do
roztoku agardzy s nizkou teplotou tani. Alikvoty suspenze
byly aplikovany na podlozni mikroskopicka skla. Po ztuhnuti
gelu byly imobilizované buiiky lyzovany a podrobeny denatu-
raci v alkalickém roztoku. Po neutralizaci jsme provedli elek-
troforézu denaturované DNA imobilizovanych bunék v Tris-
boratovém pufru, pH 8,4 (15 min za konstantniho napéti
1 Vem™). Po obarveni dusi¢nanem stifbrnym jsme sledovali
podil DNA vohonu komet, odpovidajici poskozeni
s dvoufetézcovymi zlomy.

Poskozeni DNA zptsobené CHE odpovidalo 63% DNA
v ohonu komet. VSechny aplikované antioxidanty snizovaly
poskozeni DNA (Trolox 50 %, baicalin 40 %, kyselina kavo-
va 54 % DNA v ohonu). Na zéklad¢ téchto udajii je mozné
predpokladat, ze oxidativni stres je jednim z mechanismi,
kterym CHE zplisobuje poskozeni DNA v bunécéné kultuie
HL-60.

Tato prace vznikla za podpory grantu GA CR 525/08/0819.

LITERARURA
1. Dvotdak M., Matejovicova M., Slaninova 1.,Slunskd Z.,
Taborskd E.: VI International Comet Assay Workshop,
Warszawa, Poland, September 22-24 2005, Abstract.
2. Slaninova 1., Slanina J., Taborska E.: Cytometry 774,
700 (2007).



Chem. Listy 102, 718-725 (2008)

3. Matkar S.S., Wrischnik L.A., Hellmann-Blumberg U.:
Chemico-Biological Interactions /72, 63 (2008).

4P-05
ANTIOXIDATIVE ACTIVITY OF Nigella sativa SEED
QUINONES

HANA TESAROVA®, KATERINA HALAMOVA®, PETR
MARSIK®, PREMYSL L,ANDA", MARIE PRIBYLOVA®,
BLANKA SVOBODOVA?, and LADISLAV KOKOSKA®

“ Department of Crop Sciences and Agroforestry, Institute of
Tropics and Subtropics, Czech University of Life Sciences
Prague, Kamycka 129, 165 21 Prague 6 - Suchdol, Czech
Republic, ® Laboratory of Plant Biotechnologies, Joint Labo-
ratory of Institute of Experimental Botany AS CR, v.v.i. and
Research Institute of Crop Production, v.v.i., Rozvojova 263,
165 02 Prague 6 - Lysolaje, Czech Republic
kokoska@its.czu.cz

Dithymoquinone (DTQ), thymohydroquinone (THQ)
and thymoquinone (TQ) have previously been identified as
main quinone constituents of Nigella sativa L. seeds, whereas
TQ is considered to be main quinone constituent responsible
for biological activities of the plant'. In our study, we aimed
to compare antioxidative effects of TQ, THQ and DTQ.

TQ was purchased from Sigma-Aldrich (CZ). DTQ and
THQ were synthesized from TQ according to the previously
described methods**. Antioxidative activity of all compounds
was evaluated in vitro using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil
(DPPH) free radical scavenging method®. The structures of
DTQ (), THQ (ZI) and TQ (III) are shown in Fig. 1.

The results of antioxidative assay showed that the best
DPPH scavenging activity was produced by THQ (ICs,=2.4
pg ml™), which exhibited stronger antioxidative action than
the inhibitory effect achieved by both reference compounds
trolox (ICs=3.7 pg ml™) and ascorbic acid (ICs=2.6 pg ml™),
suggesting highly potent antioxidative properties of this com-
pound. In contrast, TQ (ICs= 170 pg ml™") possessed only
week antioxidative effect and DTQ showed no antioxidative
activity in range of inhibitory concentrations tested.

0 0 OH
0 0 OH 0
I ] m

Fig. 1. Chemical structures of main quinones of V. sativa seeds

This research was supported by Czech Science Foundation
(Project No. 525/08/1179).

REFERENCES
1. Ali B. H, Blunden G.: Phytother. Res. /7, 299 (2003).
2. Smith L. I, Tess R. W. H.: J. Am. Chem. Soc. 66, 1323
(1944).

720

Sekce 4 — postery

3. El-Dakhakhny M.: Planta Med. 71, 465 (1963).
4. Brand-Williams W., Cuvelier M. E., Berset C.. LWT-
Food Sci. Technol. 28, 25 (1994).

4P-06
INDUKOVANA F YTOEXTRAKCIA KADMIA
Z KONTAMINOVANEJ PODY

JANA SVIKRUHOVA, ALZBETA HEG@DI"JSOVA,
PETER BOLECEK a ONDREJ HEGEDUS

Katedra chémie FPV UKF v Nitre, Tr. A. Hlinku 1, 949 74
Nitra, SR
Jsvikruhova@ukf.sk

Oblast’ juzného Slovenska je najvyraznejSim producen-
tom zeleniny v ramci uzemia SR. Hlavnym zdrojom privodu
kadmia v strave su obilniny, zelena listova zelenina
a zemiaky'. Kadmium je prevazne sorbované na povrchu
agregatov v I'ahko rozpustnych formach, ¢im sa zvySuje riziko
prieniku kadmia do agroekosystému. Fytoremediacia vyuziva
rastliny na upravu environmentalnych problémov spdso-
benych c¢lovekom. Fytoextrakcia ako jedna z fytoreme-
dia¢nych technik vyuziva rastliny (hyperakumulatory) na
odstranenie kontaminantov z pdd, sedimentov alebo vody
v rastlinnej biomase. Tento proces sa CastejSie vyuZiva na
odstranovanie tazkych kovov. Je to proces efektivnejsi, fi-
nanéne menej nakladny ako procesy zalozené na odstranovani
pddy tazkou technikou?.

V naSej praci sme sa zamerali na elimindciu kadmia
z kontaminovanej pody prave technikou indukovanej fytoex-
trakcie, ktord vyuziva chelaty alebo iné reagenty na zvysenie
mobilizacie kovov. Ako chelata¢nu latku sme pouzili EGTA —
kyselinu etylén—bis(oxy-etylén-nitrilo)-tetraoctovi. Kadmium
bolo pridané do pddy v dvoch rbéznych koncentraciach
5a15mgkg . Stanovenie obsahu kadmia v pode a rastline
kukurice sa vykonalo na atdbmovom absorpénom spektrofoto-
metri. Potvrdil sa $tatisticky vyznamny rozdiel v obsahu Cd
vnadzemnej &asti rastliny po pridavku 5mg Cdkg™
apridavku chelatatného &nidla 6 a 12 mmol EGTA kg™
oproti kontrolnému variantu.

Tato praca vznikla za podpory grantu VEGA ¢. 1/4370/07.
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Stylophorum lasiocarpum (Oliv.) Fedde je viceleta byli-
na z &eledi Papaveraceae pochézejici z centrélni a jizni Ciny,
kde je po staleti vyuzivana v lidové medicin€. Kofeny rostliny
jsou jednim z mala rostlinnych zdroji makarpinu, ktery je
pokladan za potencidlné velmi perspektivni fluorescencni
sondu v pritokové cytometrii'. Jsou v nich obsaZeny i dalsi
minoritni benzo[c]fenathridinové alkaloidy (KBA), jeZz jsou
v posledni dobé pfedmétem vyzkumu. V dal$im studiu jsme
se proto zaméfili na zjiSténi obsahu alkaloidd v nadzemni
Casti a plodech. Soucasné jsme sledovali zmény obsahu alka-
loidl v nadzemnich i podzemnich ¢astech v mési¢nich inter-
valech v prubéhu vegetace.

V nadzemni ¢asti je hlavnim alkaloidem koptisin (0,23
az 0,39%). Obsah KBA sanguinarinu, chelerythrinu
a chelirubinu je ve srovnani s koptisinem velmi nizky (0,001
az 0,07 %). Dalsi minoritni KBA nebyly v nati prokazany.
Zastoupeni alkaloidd v pribéhu vegetace se ménilo. Obsah
koptisinu u jednoletych rostlin byl nejvy$si v cervenci
(0,39 %) avpribéhu dalsi vegetace klesal. Naproti tomu
nejvyssi koncentrace KBA byly nalezeny ve vzorcich sbira-
nych ke konci vegetace. Obsah sanguinarinu se v prib¢hu
vegetace zvysil vice néz 100krat. Rovnéz v plodech je nejvice
zastoupenym alkaloidem koptisin (1,69 %). Je provazen san-
guinarinem a stylopinem.

Obsah alkaloidd v kofenech je podstatné vys§i nez
v nadzemni ¢asti. Hlavnim alkaloidem je opét koptisin (0,86
az 0,95 %), z benzofenanthridinovych alkaloidt jsou nejvice
zastoupeny sanguinarin a makarpin. Ve srovnani snati je
zastoupeni alkaloidi v kofeni v pribéhu vegetace pomérné
stabilni.

Zavér: hlavnim alkaloidem vSech ¢asti rostliny je kopti-
sin. Obsah kvartérnich benzo[c]nathridinovych alkaloidd
v nadzemni ¢asti i v plodech je nizky. Tyto ¢asti rostliny
nejsou tedy pro izolaci KBA perspektivni. V kofenech byla
potvrzena relativné vysoka koncentrace makarpinu v pribéhu
celého vegetacniho obdobi, piestoze hlavnim alkaloidem
kofene je koptisin. Koteny S. lasiocarpum lze tedy pokladat
za jeden z moznych rostlinnych zdrojii pro izolaci alkaloidu
makarpinu.

Tato prdce vznikla za podpory grantu GA CR ¢. 525/08/0819.
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Macleaya cordata (Papaveraceae) je znama z tradicni
ky. Je péstovana jako zdroj kvarternich benzo[c]
fenanthridinovych alkaloidi (KBA) sanguinarinu (SG) a che-
lerythrinu (CH) (Macleaya cordata extract, CAS 112025-60-
2) (cit."). Fytochemické studie M. cordata se soustiedily vy-
hradné na alkaloidovou frakci nadzemni ¢asti rostliny. Cilem
prace bylo stanoveni alkaloidd a fenolovych latek v nadzemni
gasti M. cordata péstované v Cing a Némecku, kvétech
a semenech ¢inské provenience. Komplexni extrakty byly
testovany na antimikrobidlni aktivitu ve srovnani s SG, CH
a jejich dihydroderivaty. Alkaloidy byly stanoveny metodou
HPLC s UV detekei’®, fenolové kyseliny metodou HPLC-MS
(cit.®) umoziiujici stanoveni volnych a esterové vézanych
forem. Hlavnimi alkaloidy byly SG, CH, allokryptopin a pro-
topin, z fenold kyselina p-hydroxybenzoova a ferulova.
U komplexnich extraktti korelovala jejich antimikrobialni
aktivita s obsahem KBA.

Tato prace vznikla za podpory grantii MSM 6198959216,
GA CR 525/07/0871 a GA CR 525/08/0819).
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Scutellaria baicalensis Georgi (8i8ak bajkalsky) je rostli-
na pochdzejici z Vychodni Asie. Patfi k nejvyznamnéj$im
1é¢ivym rostlindm pouzivanym v pfirodni medicing ve vycho-
doasijské populaci. Nejcastéji se k [écebnym ucelim uziva
suseny kofen nebo se aplikuji extrakty pfipravené z kotfene.
V tradiéni ¢inské medicing se Scutellaria baicalensis pouziva
pti 1éCeni alergii, hypertenze, bakterialnich a virovych infekci,
hepatopatii, aterosklerozy. Terapeuticka aktivita kofene je
spojovana s pfitomnosti flavonoidd, pficemz hlavni obsaho-
vou latkou je baicalin vykazujici vyraznou biologickou akti-
vitu'™. V sougasné dobé se zabyvame studiem protektivnich
ucinkd flavonoidt Scutellaria baicalensis pii ischemicko-
reperfuznim poskozeni myokardu potkana.

V nasi praci jsme se zaméfili na posouzeni stability ex-
traktu Scutellaria baicalensis v pufrovanych vodnych rozto-
cich v rozsahu pH 3-9 (v¢etné pH 7,4) pii dlouhodobém skla-
dovani. Porovnany byly i jiné podminky skladovani (=80 °C
a—20°C). Slozeni extraktu bylo sledovano pomoci HPLC
s elektrochemickou detekci, hodnocen byl obsah hlavniho
flavonoidu baicalinu. U standardu baicalinu byla sledovéana
také jeho stabilita pfi inkubaénich teplotach 25 °C a 37 °C.
Hodnoceni bylo provedeno v riznych pH podobné jako
u extraktu. Byla potvrzena degradace baicalinu, ktera je zavis-
la na pH a teploté, a na zdklad¢ vysledki jsou diskutovany
moznosti dlouhodobého uchovavani vzorkl pied vlastni ana-
lyzou.

Tato prace byla FeSena jako soucast vyzkumného zaméru
VVZ MSMT 0021622402
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IMMOBILIZATION OF THE PROTEINS AND CELLS
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CHORVAT, JR.*", IGOR KRUPA?, BENNY MOTRO®,
SHULAMIT MICHAELI®, TASSOS ECONOMOUY,
and IGOR LACIK**

722

Sekce 4 — postery

“ Polymer Institute of the Slovak Academy of Sciences,
Dubravska cesta 9, 842 36 Bratislava, Slovakia, bPolymer
Institute of the Slovak Academy of Sciences, Dubravska cesta
9, 842 36 Bratislava, Slovakia, © Bar-Ilan University, Ramat
Gan, Israel, 4 Institute of Molecular Biology and Biotechnol-
ogy, Iraklio-Crete, Greece

igor.lacik@savba.sk, zuzana.kronekova@savba.sk

Alginates belong to the group of polysaccharides that are
natural products of marine brown algae. Alginate hydrogel is
formed by action of divalent cations (most frequently calcium
and barium) under the physiological conditions, which pro-
motes utilization of alginate gels in immobilization of living
cells and enzymes'.

Alginate gels are also utilized for immobilization of the
glucose binding protein (GBP) either in a free form or pro-
duced in living mammalian cells inside the glucose sensing
chamber, which is one of the main tasks in the implantable
glucose biosensor design within the IP 6EU P. Cézanne pro-
ject. This contribution reports on strategies used in terms of
selection of the gelling conditions used for the alginate hy-
drogel formation and covalent and physical entrapment of the
GBP. The mechanical and chemical stability of formed hy-
drogels under physiological conditions, diffusion and optical
properties were analyzed. These properties seem to be suit-
able to meet the requirements for protein and cell immobiliza-
tion as well as for the overall biosensor design.

This work was supported by the Sixth Framework Program of
the EU, IP-031867, P. Cezanne and by the Slovak Research
and Development Agency under the contract No APVV- 51-
033205.
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Many heavy metals are essential for living organisms.
These microelements can be toxic in higher concentrations.
Researchers focused to study of individual metal toxicity, but
metals in environment interact among themselves, too. Essen-
tiality of selenium and its physiological role in plants remains
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controversial yet'. Terrestric plants prefer selenium in the
form of selenate as a source of selenium. Cd is not essential
element for plants; however it is effectively absorbed by roots
as well as by leaves. Moreover, chlorophyll content is indica-
tor of critical level of Cd in plants”.

The aim of our study was assessment of two heavy met-
als interaction: Se and Cd. From our previous experiments we
chose three concentrations of each element, at which inhibi-
tion of root growth was approximately 25 %, 50 % and 75 %;
and we combined Se and Cd each other. Tested metals were
used Na,SeO,4 and CdCl,. 2.5 H,O, compounds in concentra-
tions reflected following metal content (mg 1™'): Se 10.4, 20.1
and 31.3; Cd 71.4, 142.8 and 219.1. Comparison was done
between effects of individual metals and their pair combina-
tions and interactions were expressed as additivity, synergism,
resp. antagonism®. When metal reciprocal effect is higher than
100 % antagonism occurred and this interaction type was
prevailing for root growth in all Se combinations with Cd
concentration 142.8 and 219.1 mg !, The strongest antago-
nistic effect on root growth (137.7 %) indicated combination
Cd(142.8) + Se(31.3). Se also reduced Cd effect on photosyn-
thetic pigments production and for combination Cd(219.1) +
Se(10.4) reached calculated A value® 226 % for chlorophyll g,
195 % for chlorophyll b, and 226 % for total carotenoids.

The project was supported by the Scientific Grant Agency of
Slovak Republic, VEGA Grant No. 1/4361/07.
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IMUNOCHEMICKE METODY PRO STANOVENI
EQUOLU
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Equol je fyziologicky vyznamny metabolit vznikajici
pusobenim dosud neidentifikovanych stfevnich bakterii na
daidzein a formononetin — isoflavony vyskytujici se v soje
a dal§ich bobovitych rostlinach. Vykazuje estrogenni aktivitu,
ktera je dokonce silngjsi nez u jeho prekurzord. Pfeména daid-
zeinu na equol probiha pouze u 30-50 % lidské populace.

V této studii jsme vyvinuli metody nepfimé kompetitivni
ELISA pro stanoveni equolu v biologickém materialu (krev,
moc). Jako imunogeny byly pouzity konjugaty equolu s ho-
vézim sérovym albuminem vazané na nosi¢ prostiednictvim
karboxymethyletherovych mustkd v polohach C7 a C4’. Kon-
jugaty stejnych hapteni s ovalbuminem byly pouzity k imobi-
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lizaci. Jednotlivé ELISA metody byly optimalizovany testo-
vanim rdznych koncentraci protilatek a potahovacich antige-
ni, upfesnénim reakéniho Casu a vyuzitim blokovacich ¢ini-
del. Ktizové reakce jednotlivych imunoanalytickych metod
s dal$imi isoflavony jsou v piijatelném rozmezi (do 0,6 %)
a ovlivnéni molekulami s jinou strukturou je zanedbatelné.

Obr. 1. a) R'=0H, R*= OH daidzein; R'=OH, R’=~OCHj; formono-
netin, b) equol

Price vznikla s podporou projektii GA CR 303/08/0958
a MSM 60460137305.
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TESTOVANj BIOL,OGICKE AKTIVITY
HUMINOVYCH LATEK Z RUZNYCH ZDROJU
NA VYSSICH ROSTLINACH

BARBORA ANTOSOVA, JARQMiR NOVAK, JOSEF
KOZLER a JAROSLAV KUBICEK

Vyzkumny vstav anorganické chemie, a.s., Revolucni 1521/84,
400 01 Usti nad Labem
barbora.antosova@vuanch.cz

Huminové latky (HS) se uplatiuji v zemédélstvi jako
nespecifické rostlinné stimulatory ke zvySeni vynost a zlepSe-
ni kvality produkce'. Piiznivé ovlivituji fotosyntézu, dychani,
enzymatickou ¢innost, pfijem vody a zivin. HS Ize aplikovat
do pudy i formou postiikil na list.

Stimulaéni aktivita HS u vy$Sich rostlin je zavisla na
vlastnostech HS, které se mohou vyrazné lisit podle jejich
zdroji a zGsobu izolace. Pro testovani biologické aktivity
(BA) HS byly pouzity roztoky humatu draselného (HK). Roz-
toky HK byly zesurovin pfipraveny alkalickou extrakei

Tabulka I
Relativni piirtstky zarode¢nych korenti kukufice pii ptisobeni
HS rtizného ptivodu v ¢asovych intervalech. Kontrola — 100 %.

Vychozi surovina Casové intervaly [h]

0-48 0-72 0-96
Oxyhumolit, Vr$any 127 139 146
Oxyhumolit, lom Jifi, Sokolov 128 170 170
Uhli, lom Druzba, Sokolov 236 238 240
Oxyhumolit, lom Vaclav 148 148 145
u Duchcova
Raselina, Svétlik 145 132 136
Lignit, Mikul¢ice 228 271 244
Cernozem, Radovesice 146 140 136
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a CiStény sedimentaci a odstfedénim. BA byla testovana na
kli¢icich semenech kukutice. Kofeny o délce cca 2 cm byly
ponofeny do zivného roztoku obohaceného o HS o koncentra-
¢i 100 mg I”! (cit.?).

Laboratorni metoda testovani BA HS pomoci kli¢icich
rostlin umoznuje v relativné kratké dobé stanovit stimulaéni
ucinnost piipravenych preparati.

Reseno s podporou Ministerstva prizmyslu a obchodu CR,
evidencni cislo projektu: FT-TA/038.
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IDENTIFIKACE NOVYCH' PRIRODNICH LATEK
V Orobanche flava POMOCI 1D a 2D NMR
SPEKTROSKOPIE

ALEXANDER POPA® a IGOR POPA"

 Slovanské gymndzium Olomouc, . Jifiho z Podébrad 13,
771 11 Olomouc, *Laborator ristovych reguldtort;, Univerzita
Palackého v Olomouci a Ustav experimentdini botaniky

AV CR, Slechtiteli 11, 783 71 Olomouc

Identifikace novych ptirodnich latek v rostlinach je jed-
nim ze zékladnich tkold fytochemie. Nékteré druhy Oroban-
chaceae vyuziva tradi¢ni lidovd medicina pro jejich antimik-

~~~~~

jiné s  pritomnosti  fenylpropanoidnich  glykosidt
s antioxida¢ni aktivitou. Zaraza devétsilova Orobanche flava
vSak doposud nebyla podrobena fytochemické analyze. Poda-
filo se nam nove izolovat a identifikovat struktury dvou fenyl-
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propanoidnich glykosidi (oraposid, acteosid)
v methanolickém extraktu lodyhy a podzemnich ¢asti zarazy
devétsilové. Latky byly separovany pomoci HPLC-MS
a identifikovany na zikladé NMR studia: 1D ('H, C, APT),
2D (COSY, HMQC, HMBC exp.) s pfifazenim 'H a °C sig-
nald.

Vyzkum byl proveden za podpory Grantu MSMT ¢.
2E06029 ,,STM Morava ‘v ramci narodniho programu, vy-
zkumu II-Lidské zdroje.
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SEZONNI DYNAMIKA AKTIVITY ENZYMU
RUBISCO A PIGMENTU XANTOFYLOVEHO CYKLU
SMRKU A BUKU POD VLIVEM ZVYSENE
KONCENTRACE CO,

JIRT KALINA®, MARIE DUCIUCOVA®, MARTINA
KOSVANCOVA" a OTMAR URBAN"

“KF, PFF, Ostravska univerzita v Ostravé, 30. dubna 22,
701 03 Ostrava 1, LEFR, USBE AV CR, Porici 3b, 603 00
Brno
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K hlavnim faktorm prostiedi, které vyznamné ovliviiuji
rust a vyvoj rostlin, je ozafenost a koncentrace CO, ([CO,])
v atmosféfe, o které se v posledni dobé hovoii hlavné
v souvislosti se zménami globalnich klimatickych podminek.

Kultivace studovanych dievin — buk (Fagus sylvatica L.)
a smrk (Picea abies [L.] Karst.) (v€k 8 let) — byla provadéna
v lamelovych kultivaénich sférach na EEP AVCR Bily Kiiz
v atmosféfe s pfirozenou [CO,] (375 pmol(CO,) mol™)
a dvojnasobnou [CO,] (700 pmol(CO,) mol™). Cilem experi-
mentu bylo stanovit zmény aktivity a mnozstvi enzymu Ru-
bisco a zmény pigmentl xantofylového cyklu (anteraxantin —
A, violaxantin — V, zeaxantin — Z).

V prubéhu roku 2007 byly provedeny tii odbéry (kvéten,
Cervenec a zafi) rostlinného materidlu. Maximalni rychlost
karboxylace in vivo — Vimax byla stanovena pomoci oteviené-
ho gazometrického systému Li-6400 (LiCor, USA). Pro sta-
noveni aktivity, resp. mnozstvi enzymu Rubisco in vitro byla
vyuzita spektrofotometricka metoda (UV-VIS, Unicam, Ang-
lie). Stanoveni deepoxida¢niho poméru (DEPS (Z+A)/
(V+A+Z)) a poméra pixmentl xantofylového cyklu (V/IVAZ,
A/VAZ a Z/VAZ) bylo provedeno pomoci HPLC systému
(TSP Analytical, USA).

Zmény maximalni rychlosti karboxylace in vivo (Vemax)
v prub&hu vegetacni sezony byly zjistény nasledovné. Zatim-
co listnaty buk lesni dosahuje maximalnich hodnot Vepax
v prib&hu léta, u jehli€natého smrku ztepilého (1 rok staré
jehlice) dochazi v prib&hu vegetacni sezoény k postupnému
poklesu hodnot Vepmax. Tento postupny pokles souvisi zejména
s translokaci dusiku do mladych listovych pletiv.

Pomoci spektrofotometrického stanoveni bylo zjisténo,
ze mnozstvi enzymu Rubisco v pribéhu sezény nariista, pii-
¢emz obsah enzymu Rubisco v jehlicich smrku je pfiblizné
dvojnasobny oproti listim buku. Aktivita enzymu Rubisco je
u smrkl vystavenych zvysené [CO,] na zacatku sezdny vétsi,
v Cervenci stejnd a na konci sezony mensi oproti rostlindm
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kultivovanych v pfirozené [CO,]. Naproti tomu aktivita enzy-
mu Rubisco bukii vystavenych zvysené [CO,] je potlacena jiz
v letnich mésicich.

Rostliny vystavené zvySené [CO,] maji DEPS mirné
vyssi oproti rostlinam kultivovanych v pfirozené [CO,] jiz od
letnich mésict, zatimco na zacatku sezény byly hodnoty DE-
PS téméf stejné. Byla zaznamenana rozdilna odezva mnozstvi
A v priib¢hu sezény u buku a smrku na vysokou ozafenost.

Tato prace byla vypracovana v rémci projektu GA CR r. é.
522/06/0930 ,, Zmeny aktivity a obsahu enzymu Rubisco pri
pusobeni zvysené koncentrace CO,".
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hormont ovliviiyjicich dlouzivy rust bunék, vétveni kofenu ¢i
ohyb rostlin za svétlem (fototropismus) je kyselina 3-indo-
lyloctova (IAA). Tiebaze jsou jeji biosyntéza a metabolismus
jiz dlouho usilovné studovany, mnohé otazky ziistavaji nezod-
povézeny. Na viné je slozitost rostlinného materialu, snadna
degradovatelnost analytu a jeho velmi nizk4 koncentrace po-
hybujici se ¢asto na urovni desitek fmol v 1 g Cerstvé hmoty.

Pro analyzu IAA a jejich derivatii jsme proto vyvinuli
komplexni analyticky protokol, ktery zahrnuje nejenom mo-
derni instrumentdlni analytickou koncovku (HPLC nebo
UPLC s navazujici tandemovou hmotnostni detekei), ale téz
polyspecifickou imunoafinitni purifikaci. Vzorek, jehoz hmot-
nost se pohybuje mezi 10 az 50 mg, je v prvnim kroku extra-
hovan fosfatovym pufrem a piecistén pomoci SPE. Po methy-
laci je vzorek purifikovan imunoafinitni extrakei, za niz nasle-
duje finalni analyza. Siroka specifita pouzitych polyklonal-
nich protilatek umoznuje kvantifikovat celou fadu derivatl
indolu se substituci v poloze 3: 3-indolylacetonitril, 3-indo-
lylacetamid, 3-indolylethanol a tzv. konjugaty IAA s témito
aminokyselinami: Ala, Asp, Gly, Glu, Leu, Phe, Trp a Val.
Limit detekce se pohybuje od 0,2 fmol do 10 fmol.

Tato prdce vznikla za podpory grantu MSMT Ceské republiky
MSM 6198959216.
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