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Souhrn

Tato prace byla za#tena na studium sirnych sk®nin v még znadmych rostlinach
celedi Alliaceae desnekovité). Pozornost byl@novana pedevsim drutim Allium stipitatum
(Cesnek stopikkaty) a Tulbaghia violacea které doposud nebyly ¢decky detailji
studovany. Tyto rostliny jsou v oblasti svéhiirgzeného vyskytu ($dni Asie resp. jizni
Afrika) jiz dlouha lIéta pouzivany nejenom kgraw a ochucovani pokrtn ale téz v lidovém
|écitelstvi.

V cesneku stopd&atém Allium stipitatum) se podélo identifikovat, izolovat a
spektralg pln¢ charakterizovat novou, v odborné litet@udosud nepopsanou sirnou
aminokyselinu, R)-S(2-pyridyl)cysteinN-oxid. Vyznamna ¢ast prace byla dnovana
detailnimu studiu a popisu mechanismu tvorby sinnglowenin vznikajicich rozkladem této
heterocyklické sirné aminokyseliny. Tato latka sekfada g@isobenim enzymu alliinasy za
vzniku celé rady dalSich sekundarnich metahglitmj. N-hydroxypyridin-2(H)-thionu
(pyrithionu), 2-(methyldithio)pyridirN-oxidu, 2-[(methylthio)methyldithio]pyridirN-oxidu,
di(2-pyridyl)disulfid-N-oxidu a di(2-pyridyl)disulfidN,N'-dioxidu. Strukturadchto latek byla
identifikovana vyuzitim #kolika spektroskopickych technik (NMR, MS, UV &C |

spektroskopie) a potvrzena naslednou syntézou.

U vS8ech izolovanych sirnych sléenin byla téZ sledovana jejich biologicka aktivita.
Pozornost byla za#hena na studium antimikrobialni a antiparazitickévétly, jakoZ i na
jejich protizartlivé vlastnosti ¢i schopnost inhibovat acetylcholinesterasu nelienqs
serotoninu. Nkolik z testovanych latek vykazovalo vyznamné aikiobialni a
antiparazitické vlastnostiasto srovnatelné nebo iigwySujici aktivitu komemné pouzivanych
léciv. Nekteré studované sloaniny také vykazovaly nezanedbatelné protidér Ucinky,
jakoZz i dalSi biologickou aktivitu.

Z jihoafrické rostliny Tulbaghia violacea(lidové ozna&ované jako ,spokensky ¢i
sladky ¢esnek®) byl izolovan marasmicin (2,4,5,7-tetrathkiam-S,-oxid). Tento thiosulfinat
vykazoval nejenom zajimavé senzorické vlastnodg, také vyznamné antimikrobidlni a
antiparazitické &inky, které jsou srovnatelné s biologickou aktiuitallicinu, hlavni sirné
sloweniny vznikajici vé¢esneku Allium sativun). Byl téZ studovan mechanismus tvorby a

struktura sirnych slaienin vznikajicich dalSim rozkladem marasmicinu.

Ziskané vysledky jednoztia potvrzuji, Ze v mnoha doposud mé&méamych druzich
¢esnekovitych rostlin se e nachazet celdada slodenin vykazujicich nejenom atraktivni



senzorické vlastnosti, ale také vyznamnou biolagickaktivitu. Diky tomu by tak tyto
rostliny mohly najit SirSi vyuziti v potraviigkém pop. farmaceutickém gmyslu.

Kli ¢éova slova S(2-pyridyl)cysteinN-oxid, 2-sulfanylpyridinN-oxid, pyrithion, marasmin,
marasmicin, biologicka aktivit&esnek stopikaty, Allium stipitatum Tulbaghia



Summary

The thesis dealt with sulfur compounds occurring smme less known family
Alliaceae species. Attention was primarily focusad two species, i.eAllium stipitatum
Regel andTulbaghia violaceaHarv. These two plants are frequently used noy @d a
condiment, but also in folk medicine in Central &sr South Africa, respectively.

A novel sulfur amino acid,R)-S(2-pyridyl)cysteineN-oxide, was found in the bulbs
of Allium stipitatum Sulfur compounds formed by decomposition of tieserocyclic amino
acid were studied in detail. It was found tl&{2-pyridyl)cysteineN-oxide is cleaved by
allinase to form a number of sulfur compoundsJuding N-hydroxypyridine-2(H)-thione
(pyrithione),  2-(methyldithio)pyridine N-oxide, 2-[(methylthio)methyldithio]pyridine
N-oxide, di(2-pyridyl) disulfide N-oxide and di(2-pyridyl) disulfideN,N'-dioxide. The
structures of these compounds were determined égtrgzcopic methods (NMR, MS, UV
and IR spectroscopy) and verified by organic sysgke

Biological activity of the sulfur compounds isoldtdrom A. stipitatumwas also
tested. Attention was focused on evaluation ofrtartimicrobial and antiparasitic activity as
well as anti-inflammation effects and acetylchoditaease or serotonin transfer inhibition.
Some of the tested compounds showed significaniambbial and antiparasitic activity,
which was comparable or even exceeding that ottimemonly used pharmaceuticals. Some
of the compounds exhibited also considerable afiasnmation effects and other kinds of
biological activity.

Another important sulfur compound, marasmicin @&, Atetrathiaoctan&;-oxide),
was isolated from the roots of the South AfricaecpsTulbaghia violaceaalso known as
“society” or “sweet” garlic. This thiosulfinate siwved not only remarkable sensory properties,
but it also exhibited considerable antimicrobiald aantiparasitic activity comparable to
allicin, the major sulfur compound occurring in lgar(Allium sativunm). Structure and
formation pathways of sulfur compounds formed bgaeposition of marasmicin were also

studied in detail.

This study clearly showed that many less known lfarAlliaceae species contain
numerous (often novel) sulfur compounds exhibitatigactive sensory properties as well as
significant biological activity. Thus, it can be nmuded that many of these scientifically
overlooked plants deserve to attract closer atienbf both food and pharmaceutical

industries.



Key words: S-(2-pyridyl)cysteineN-oxide, 2-sulfanylpyridinéN-oxide, pyrithione, marasmin,

marasmicin, biological activity, Persian shallslijum stipitatum Tulbaghia



OBSAH

1
2

LU LY@ ] PR PRR 1
SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....oviiiiiiieiieemn et 3
2.1 CELED ALLIACEAE ..ottt eeeeteee et e et e et e et e e e ae et et e e ese et e et et eteeteete e eseeteeteeeeseeeeeeensaneeeeseeneans 3
2.2 ROD ALLIUM ...ttt e e e e oo e e e et ettt ettt b e e oo e a2 e e e e e ee e e e bsbn e e e e e e e e e e eeeebnbbnnannas 5
2.3 SIRNE LATKY V ROSTLINACH RODUALLIUM ....ctitiiiiittiitiaae e e e e e e e et eeeeetsbaaesa s e s e e e e e e e e eeesssbnbnnn e e e eeeas 5
2.3.1  S-Substituovaneé deriVaty CYSIEINU ...........ceeeecmesiiiiiieeesiiieir e e e st e e e s s sraeeee s ssssrreeeeessnnsaeeens 6
2.3.2 Enzymov katalyzovany rozklad S-alk(en)ylcystein-S-0Xid...........ccovcueieiniieiiiiiee e 9
2.3.3 Biologicka aktivita sirnych latek v rostlinach ro@dlium..................cccooiiiiiiiiiiiii e, 13
2.4 VYBRANE ROSTLINY CELEDI ALLIACEAE ....vvttieeiiitieteeesesittieeeeessantteeeesssnsaeeeessannteeeeesssntneeeesssnnnsees 15
2.4.1 Rostliny podrodu MelanoCrommMYUM ........ccc.ceeeeeeiieeieee e e e e ee s ce e e e e e e e e s e e s eeennnnens 15
2.4.2  ROSHINY rodu TUIDAGNIA ......eveeeeiiiiicc e e e e e e e e e e e e e 19
2.4.3 Rostliny rodu Prototulbaghia .............ccevieiiiiiiiiiie e 22
2.5 CHARAKTERISTIKA POUZIVANYCH MIKROORGANISMU ....ciiiiiiiiiesiiiiiiiiiiitieieeeeeeeeaaaaeeseasaannnnneenes 23
2.6 CHARAKTERISTIKA POUZITYCH PARAZITU ..ttttittieeeee e et ettt eeaaaaaasaesasaannnnnessasseeeeeeeeeaens 26
2.7 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA PROVAD ENYCH TESTU BIOLOGICKE AKTIVITY ...uuiiiiiiiiriieieeeeeeeeaaaaaaaanss 29
CILE PRAGCE ...ttt et et e e et et e te et et e s eae e e ete s eeneaeeae e areeae e 31
EXPERIMENTALNT CAST ...ttt eenme et e ettt en st ne st e eaene e 33
4.1 POUZITE PRISTROJE A ZARIZEN . ...t ettt ettt ettt e e e e e e e e eeee e bbb e e e e e as 33
4.2 SPECIALNI NADOBI A POMUCKY ...etiieiiitteiieeesittteeeeesaautteeeeessssateaessansbeeeeesssntaeeeeesssnteeeeesssnnsenes 35
4.3 ROSTLINNY MATERIAL ...eetteeiiititiieeesiaitieeeee e s sttt eeee e s sasteeeessamsteeeeeesasbbseeaeesannbeeeeeessansneneessnnnneeeas 35
4.4 POUZITE CHEMIKALIE ...t ittteiee ettt e ettt e e ettt e e e s ettt e e e e s sntbe e e e e e s anbbbeeaessnnbeeeeeesane 35
4.5 SEZNAM METOD ..ttteetiutttteeeesaasttteeeeesssstee et e e s sasaeeee e s e nteeee e e e sannbbe e e e e e e s st be e e e e e anbeaeeeeannsbeeeeeeeanrrees 38
451  HPLC-PDA MEIOAY ...ettiiiiiiiiiiiiee ittt eeeeee e sttt e e s sttt e e e s sttt eeee s s naaeeaesannseseeaeesannnnneeeenas 38
T €1 @ |V T 1 =1 (o | S OSP 43
4.5.3  DalSi POUZIVANE MELOAY .......vvviiiieiiiieeeeee et e s ettt e e e s st e e e e s et e e e e e sntaeeeeesantreeaeeeaensrees 44
4.6 POUZITY SOFTWARE.......itttttttttttaa e e e e e et ettt ettt b e e s e e oo 22 e e e et eee et b bbb e e o e e e e e aaeeeeessennnnsbann e e eeaaaas 46
4.7 |ZOLACE A SYNTEZY SIRNYCH SLOWENIN ....ciiiiiiiiiittitiaae s e e e e e aeaeeeasstsbaisaaa s s s s e e e aaaaeeeeessnsbnnaaaeaeeas 46
4.7.1 lzolace a syntézy latek vyskytujicich se v cibtllacstipitatum ............cccceeeeviiiiiiieccennine, 46
4.7.2 lzolace latek vyskytujicich se rostlinach éotulbaghia a Prototulbaghia..............ccc.ceeeeneeee. 55
4.8 TESTOVANI ANTIMIKROBIALNI AKTIVITY  .ettiitieeiiiiiieeeesssitteeeeeessitteeeessssraeeeeessnnbeeaeesesnnbaeeeeeesnnnnnes 57
4.9 TESTOVANI ANTIPARAZITICKE AKTIVITY .ittiitieeiiittiiteeeesstteeeeeessnetteeeessssseeeeeessnnneeeeesssntaeeeesssnnnnnes 59
4.10  TESTOVANI BIOLOGICKE AKTIVITY POMOCIi COX, SERT,GABA, ACHEAMAO ......cvvvvvveiiiiiiieenn, 63
4,101 INhibice CYKIOOXYQGENASY 1 @ 2 ....ccceeieei s e e e et e ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s ennnneereannnees 63
4.10.2 Inhibice tranportniho proteinu pro serotonin (SERT).......uuuvvviiiiiiiiiieeeeee e 64
4.10.3 Testovani afinity K& GABAECEPIOIU .........uuuiiiiiiiiiiiiiieieeee e e e cmmmmms s eeeraeeaaaaeaeaeeaaanas 66
4.10.4 Inhibice acetylcholinesterasy (ACKHE)........cuui ittt 67
4.10.5 Inhibice monoaminooXidasy A (IMAO-A) ... ...t e e 68
VYSLEDKY A DISKUSE ..ottt ettt eeee ettt te et e e te et esate e ete s aaeaaeete s eneeee e 71
51 SIRNE SLOUCENINY CESNEKU STOPEKATEHO (A. STIPITATUN) «eettitiiiaeeaaeaeiaeaaeeiiiiieieeeeeeeeeeeeeeaaeas 71
5.1.1 Sirné aminokyseliny a oligopeptidgsneku StogBaténo.............ccccoieiiiiiiiiiiiii e iceem e 71
5.1.2  Sirné latky vznikajici ¥esneku StORBatem............cocooiiiiiiiiiii e 75
5.2 BIOLOGICKA AKTIVITA SIRNYCH SLOUCENIN Z A, STIPITATUM ..cutiiieeiiiiiieeeeseeiiieeeeeseeenneeee e s 85
5.2.1 Antimikrobialni aktivita sirnych latek z A. SHPIBIN...........ccccvviiiiiiiiiiee e 87
5.2.2 Antiparaziticka aktivita sirnych latek z A. StEHAN ..........cccccvviiiiiiiiiiieeee e e 90
5.2.3 Testovani biologické aktivity pomoci COX, GABA, BAMAO a SERT........cccccvvvvvvrieneeeenenn. 1.9
5.3 SIRNE SLOWENINY V ROSTLINACH RODUTULBAGHIA. ... .ctiiiieeiiiiiieee e e esitiee e e sitieee s e et e e e 99
5.3.1 Sirné aminokyseliny v rostlinach rodu Tulbaghia...........cccooooiviiiiiicii e, 99
5.3.2  Sirné latky vznikajici V T. VIOIACE@ .........ceeeee e ittt 100
5.3.3  Senzorické hodnoceni MAaraSmMiCINU...........ccceeeeeririiiieeiiiiieeieeeeeeeeeeeieseeeerrrrrr e e eeeaaaaaaaans 101
5.3.4 Teékaveé sirné latky vznikajicipzpracovani T. VIOIACEA ..........cceviuviiiimeeec e 101
54 BIOLOGICKA AKTIVITA MARASMICINU ....uuiiieeeaeieeeeieiaiatiaa s s e e e e aaeeeeeseseesssssssaaesseeaeaeaeeeesnsnnnnnnnnsns 104
5.4.1 Antimikrobialni aktivita MarasmiCiNU ..........ceurrriiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e e e e e e 104

5.4.2 Antiparazitick& aktivita MarasmiCinU.........ccceeereiiisiiriiiiiiiiiieiiee e e e e e e e e e e e s ssenennereeeeeeeees 106



© 00 N O

LITERATURA <. oottt ettt et et e e e e e e et e e, 109
SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK ...ttt ettt ettt e e et e et e et e et et eeeeeee et e eaeaeeeneens 119
SEZNAM PUBLIKACT ..ttt ettt ettt ettt et et et e e et ettt et e e e e et eeae et et et e eeeeae e 123

SEZNAM PRILOH ...ttt ettt ettt et e et e et e e e e et et e e et et et e e e et e rteeeenees 125



1 UVOD

1 UvVOD

Celed’ Alliaceae fesnekovité) zahrnuje vice nez 8@@mych drufi rostlin rostoucich
po celém s¥te. Mezi nejvice roz$ené a velmi oblibenéesnekovité rostliny p#tzejména
cesnek, cibule a pér. Tyto rostliny se u nas konzupredevsim pro jejich typickou chiwa
vyrazné aroma, které se uivdii naruSeni jejich pletiva (krajenim, drcenim, zuyia
apod.). Prekurzoryéthto senzoricky mim@dre vyraznych slodenin jsou unikatni sirné
aminokyseliny, Ssubstituované derivaty cysteinu. Tyto latky jsoki paruSeni pletiva
enzymo¥ rozkladany za tvorby velmi pestrého spektra selimidh produkt, predevsim
thiosulfinati a sulfimi. Predpoklada se, Ze thiosulfinaty, sulfiny a ostatmiikajici sirné
sloweniny jsou sotasti obranného mechanismu, ktery je aktivovéi papadeni
¢esnekovitych rostlin predatory (naghmyzem, byloZravci apod.). Tyto staniny vykazuji
nejenom repelentnic¢inky (diky pativé chuti a slzotvornym vlastnostem), ale zarove
vyraznou antimikrobialni aktivitu¢imz napadenowast rostliny chrani proti mikrobialni
infekci. Desitky ¥deckych praci navic potvrzuji, Ze spektrum biolkgoh (Einka téchto
sirnych latek je podstatrrozsahlejsi, neloceldfada z nich vykazuje také protirakovinné,
hypoglykemické, hypotenzivni, protiz&tivé a antitrombotické vlastnosti.

Zatimco sirné slateniny ekonomicky nejvyznandjgich drulii ¢esnekovitych rostlin
(zejménacesneku, cibule a poru) jiz byly prozkoumany gond detailré, naprosta &sina
ostatnich druih ztistava ¥decky téngi neprobadana. Tyto rostliny jsoutitpm ¢asto hojg
konzumovanyi pouzivany v lidovém Iételstvi v jihovychodni Evrof Asii, Africe i jinych
castech s#ta, kde se firozere vyskytuji. Ve stale Si mie se vSak Zdnaji pistovat take
v Ceské republice (p@Sinou zatim pouze jako okrasné rostliny). Jéom vysoce
pravdpodobné, Ze tyto ,exotické" druhy mohou obsahowaia nové, v odborné literatu
dosud nepopsané sekundarni sirné metabolity. Diky tse tyto rostliny mohou stat nejenom
zajimavou surovinou pro potravilsky piimysl (na. pro vyrobu kéeni a aromat), ale

zarove potencialg predstavuji zdroj novych biologicky aktivnich st@min.






2 SOWASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cela?’ Alliaceae

Celed” Alliaceae J. Agardhéesnekovité) zahrnujefiplizné 30 iznych rod a vice
nez 800 drut rostlin rostoucich po celém&w [1]. Rostlinyceledi Alliaceae se taxonomicky

déli do ti podteledi: Allioideae Tulbaghioideaea Gilliesioideae Oblasti pirozeného

vyskytu drutii pakicich do jednotlivych pattledi¢esnekovitych rostlin znaziwji obrazek 1
a tabulka 1.

0 Allioideac
I Tulbaghioideac
I Giliiesioideae

Obrazek 1: Mapa s¥ta znazoatiujici vyskyt drulii podtelediAllioideae Tulbaghioideae Gilliesioideae®

Podéeled’ Allioideae

Zdaleka nejp&etngjSi skupinou pockeledi Allioideae Herb. je rodAllium L., ktery
zahrnuje i ®&kolik podrodi, nag. Nectaroscordum Lindl., Caloscordum Herb.,
Melanocrommyum(Webb & Berthel.) Rouy aMilula Prain fi, 2. Rostliny podeledi
Allioideae se nachazejifpdevsim v oblastech mirnépésu severni polokoule. Vyjimkou je
pouze rostlin&llium dregeanunkKunth, ktera roste Jihoafrické republice jako jediny druh
piirozere se vyskytujici na jizni polokouli. Zastupci pededi Allioideae se od ostatnich
¢lenma celedi Alliaceae liSi pedevSim stavbou k. | rostliny podrod Nectaroscorduma

CaloscordumliSici se stavbou svych & byly drive vyfazeny z roduAllium, ovSem po

! http://mapasveta.info/svet/images/svet_slepa_mgifagtazeno 6. 3. 2013; upraveno
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jejich prozkoumanimodernimi biochemickymi metodami byly iaaeny zpt. Také jediny
zastupce podrodMiilula, M. spicataPrain, gestozema odliSné ketenstvi, byl na zaklad

molekularnich studii nakonecifazen k rodiAllium [1, 3.

Tabulka 1: Rozdleni éeledi Alliaceae a ze#pisné roz&eni jednotlivych rod/podrodi [4]

podéeled’/rod/podrod gr%cr? |t1 rozsikeni
Allioideae > 500
Allium L. severni polokoule
Nectaroscorduntindl. 2 Stedni Asie, Sedomdi
CaloscordunHerb 5 Stedni AsieCina
Milula Prain 1 Himal3j
MelanocrommyuniWebb & Berthel.) Rouy ~ 200 Stedni Asie
Tulbaghioideae >25
Tulbaghial. ~25 jizni Afrika, Zimbabwe
Prototulbaghiavosa 1 Jihoafricka republika
Gilliesioideae
GethyunmPhil. ~2
AncrumiaHarvey ex Baker jizni Chile
Gilliesia Lindl. ~6 Chile
Miesia Lindl. ~6 Chile
SolariaPhil. 3 jizni Chile, Argentina
IpheionRaf. 3 Jizni Amerika
Leucocorynd.indl. ~20 Chile
Pabellonig Stemmatium Jizni Amerika
NothoscorduniKunth. ~25 zejména Chile a Argentina
TristagmaPoepigg. 14 Chile, Argentina, Uruguay
Schickendantziell&peg. 1 Argentina
Speed.oes 2 Chile
Trichlora Baker 2 Peru

Podceled” Tulbaghioideae

Podteled’” Tulbaghioideae(Endl. ex Meisn.) zahrnujeigdevSim rodTulbaghialL.,
ktery obsahuje iiblizn¢ 25 druli. Nedavno byl do této pddledi zaazen jest dalSi rod,
PrototulbaghiaVosa, ktery ovSem prozatim zahrnuje pouze jedigrve nedavno objeveny
druh P. siebertiiVosa p]. Rostliny obou rodl jsou specifické tim, Ze nemaji cibulky jako
ostatni zastupdieledi Alliaceae, ale relati¢érdrobné oddenky (rhizomy}].

Podéeled’ Gilliesioideae

Podieled” Gilliesioideae (Lindl.) zahrnuje vSechny rodyesnekovitych rostlin
rostoucich v Americe kro&rostlin roduAllium. Zastupci &chto rodi pochazeji vyhradn

z Jizni Ameriky, hlava z jizniho Chile, Argentiny a Peru. Vyjimku tkiorostliny rodu
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Nothoscordumkteré rostou po celé Jizni Americe &teré druhy i v severniasti tohoto
kontinentu. Taxonomické gazeni drufi v podieledi Gilliesioideaeje ovsem stale po¥meé
problematické. Mnoho dradhbylo z&azeno do vicetznych rodi najednou, situaci navic
komplikuje pouzivani velkého mnozstvi synonymniéazui. Dodnes je ndjklad nesnadné

uréit piresné hranice mezi rodgheionaNothoscordunji].

2.2 Rod Allium

RodAllium L. je Siroce roz$eny téngi po celé severni polokouli od suchych subirop
az po severni oblas®]l Hlavnim mistem vyskytusthto rostlin je Evropa a Asig]| pricemz
hlavni oblast vysoké druhové diverzity se rozklaadézi Stedomdim a Stedni Asii, dalSi
vyznamné centrum druhové rozmanitosti se pak nachézzapadl Severni Ameriky §].
VétSina zastupt tohoto rodu roste na otnych, slunénych a suchych mistech v mirn
vihkém klimatu B]. N¢kolik druhi se dokonce vyskytuje v subarktickém pasu {nap
A. schoenoprasurh.). V menSi mie je mozné druhy rodAllium nachazet v horach nebo
vysaiindch subtropickych a tropickych gégnag. A. stracheyiBaker) p]. Rostliny rodu
Allium se snadno ijzpasobuji a & na dalSi mista, takZzéasto tvaéi velké mnozstvi

rozmanitych morfotyp [8].

Cibule kuchyiska @llium cepal.) a cesnek sety Allium sativumL.) jsou dva
celos¥tové znamé a ekonomicky nejvyznadi druhy. Rstovani ostatnich drilhma
vyznam spiSe regionalniho charakteru. V E¥rpvelmi znamy pér zahradmi(porrumL.)
a pazitka potezni @A. schoenoprasurh.), popularitu si v posledni délzatina ziskavat i
konzumace&esneku medsdiho A. ursinumL.). Jiné druhy segstuji ve vychodnicktastech
Sttedomdi (A. ampeloprasuinnebo ve Vychodni Asii, n@pcibule zimni A. fistulosuniL.),
rakijo (A. chinenseG. Don) ac¢insky pérek A. ramosumL. syn. A. tuberosunRoxburgh).
Uvadi se, Ze asi dva tucty dalSich drubdu Allium péstovanych natznych mistech sta
jsou kEzr¢ pouzivany jako zelenina, kni nebo l&vé rostliny, nicméa vétSina €chto

rostlin se dosud nedkala podrobgjSiho wdeckého zkouman§].

2.3 Sirné latky v rostlinach rodu Allium

Rostliny rodu Allium jsou velmi oblibenou zeleninou stal€t&iho okruhu lidi,
piedevsim pro jejich typickou chiwa vini, diky kterym se staly nedilnou s@sti pokrni na
celém s¥te. OvSem stéle vice lidi konzumuje tyto rostlinyéako jejich pozitivni biologické

vlastnosti, mezi které pat nag. antimikrobialni, antikarcinogenni, antitrombotcKi
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antihypercholesteremickd aktivita, jakoZz i cetdda dalSich pozitivnich biologickych
G¢inka [9]. Za naprostou &tSinu €chto senzorickych a biologickych vlastnosti jsou

zodpowdné unikatni sirné latky, které &asto jinde v firock nenachazi.

2.3.1 S-Substituované derivaty cysteinu

Priméarnimi prekurzory senzoricky a biologicky akiigh sirnych slogenin
cesnekovitych rostlin jsou nebilkovinné aminokysgl$alk(en)ylcysteinS-oxidy. Biogeneze
téchto slodenin je uvedena na obrazku 2. Rostliny r@dlium jsou schopny vazat siru ze
siranovych iont (SO) vyskytujicich se firozens v padé a zabudovavat ji do aminokyseliny
cysteinu, ze které dale vznika céddéla odvozenych sirnych aminokyselin a dipaptid

NH, NH,
H
HS
SO —» —» \)\ y — N
€oo + glutamova ~ HS COOH
Cystein kyselina COOH O

y-glutamylcystein

l + glycin
NH,

NH,
- H
R N - - N
~g COOH HS COOH
-0y, - H,

(0]
COOH O HOOC S N o
H
y-glutamyl-S-alk(en)ylcystein glutathion
l oxidasa
y-glutamyl-

NH, NH,

- transpeptidasa T|)
R N S \)\
\ﬁ/ﬁ/ \"/\)\COOH R” COOH

o COOH O

y-glutamyl-S-alk(en)ylcystein-S-oxid S-alk(en)ylcystein-S-oxid

Obrazek 2: Pravdpodobnéa biogenezgalk(en)ylcysteinS-oxidi v ¢esnekovitych rostlinach [9].

V listech vznikéay-glutamylcystein a glutathion, ktery je pakepeden nauzné
y-glutamyl-S-alk(en)ylcysteiny a jejicls-oxidy. BEhem 6stu a vyvoje rostliny jsou tyto latky
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transportovany do podzemni¢hsti, kde slouzi jako zasobni formy siry a dusikuechto
dipeptidi se déle &inkem y-glutamyltranspeptidasy tvio Salk(en)ylcysteinS-oxidy
(obrazek 2) 9]. Mezi Salk(en)ylcysteinS-oxidy vyskytujici se v &nych zastupcich rodu
Allium pati Smethyl-, Sethyl-, Spropyl-, Sallyl- a (E)-S(1-propenyl)cysteiss-oxid
[trivialnimi ndzvy methiin {), ethiin @), propiin @), alliin (4) a isoalliin 6)] (obradzek 3)
[9-12]. Tyto latky jsou v jednotlivych druzichesnekovitych rostlin zastoupeny &tzném

poneru (tabulka 2)¢ehoz disledkem jetizna chdi a viné téchto rostlin.

o) NH, o) NH, 0] NH,
-~ COOH ~~ COOH NS COOH

S-methylcystein-S-oxid S-ethylcystein-S-oxid S-propylcystein-S-oxid
(methiin, 1) (ethiin, 2) (propiin, 3)
(I? NH, ﬁ NH,
S\)\ S\)\
N COOH N COOH
S-allylcystein-S-oxid S-(1-propenyl)cystein-S-oxid
(alliin, 4) (isoalliin, 5)

Obrazek 3: Prekurzory senzoricky aktivnich sirnych latekaéziych druzich rodéllium.

Alliin, SallylcysteinS-oxid (4), je pravépodobr vibec nejznarjsi S-substituovany
derivat cysteinu. Naléza se zejménaasneku A. sativumL.) a rekolika malo dalSich
¢esnekovitych rostlinach, jako §esnek SikmyA. obliquumL.), ¢esnek medsdi (A. ursinum

L.) acesnek deSec A. scorodoprasurh.) [13].

Polohovy isomer alliinu, isoalliin E)-S-(1-propenyl)cysteirs-oxid, 5], je hlavnim
derivatem vyskytujicim se v cibuliA( cepal.), pazitce potezni @A. schoenoprasum.),
cibuli pronistavé A. proliferun), poru zahradnimA. ampeloprasunvar. porrum L.) nebo

Salotce A. ascalonicunfuct.) [10, 13].

NejrozStengjSim derivatem, fitomnym ve vSech druzich rodallium, je methiin
(Smethylcysteins-oxid, 1). Naopak vyskyt propiinus-propylcysteinS-oxidu 3), je porékud
rozporuplny. Zatimco ¢které studie uvadilfl, 14-16], Ze je tato aminokyselinafipomna
v celé fad ¢esnekovitych rostlin (n&p v cibuli a péru), vyzkumy jinych autérjeho
piitomnost nepotvrzujilz, 18]. Mezi minoritni derivaty pdt ethiin SethylcysteinSoxid,
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2), ktery byl sice detekovan vetéin¢ vyznamnych druinroduAllium, ale s ohledem na jeho
mnozstvi je jeho vyznam pro tvorbu aromdehtto rostlin spiSe okrajovyi{].

Tabulka 2: Relativni zastouperg-alk(en)ylcysteinS-oxida v rostlinach rodwllium

zastoupeni (rel. %)

analyzovana methiin ethiin propiin  alliin  isoalliin lit
tast 1) (2) (3) (4) (5) '
cibule cibule 16 - 6 stopy 78 [14]
(A. cepal.) cibule 7-15 - - - 85-93 [17]
cibule 15 - - - 85 [18]
cibule zimni listy 26 3 8 stopy 62 [11]
(A. fistolosumi.) listy 10 - - - 90 [17]
cibule 24 - 65 - 10 [16]
cela rostlina 17 — 53 - 30 [15]
por nadzemng. 19 stopy stopy stopy 81 [11]
(A. porrumL.) nadzemng. 8 - - - 92 [17]
nadzemng. 27 - - - 73 [18]
nadzemng. 29 - 62 - 8 [16]
nadzemng. 27 — 42 - 31 [15]
cesnek strouzky 6-11 <1 stopy 89-94&topy [20]
(A. sativumL.) strouzky 5 - - 84 11 [17]
strouzky 17 - - 83 stopy [18]
strouzky 13 - 2 85 [16]
strouzky 2-24 - - 74-95 2-11 [15]
paZitka listy 44 1 9 3 43 [171]
(A. schoenoprasuiin.) listy 48 - - 6 46 [17]
cibulky 29 - 64 - 7 [16]
listy 9 - 72 - 19 [15]
¢esnek medkdi listy 59 <1 1 40 stopy [11]
(A. ursinumL.) listy 67 - - 33 - [19]
strouzky 52 - - 48 - [19]
strouzky 32 - 5 64 - [16]

V poslednich deseti letech doSlo k objevu gadtkolika dalSichS-substituovanych
derivati cysteinu, které byly izolovany z m&rznamych druth ¢esnekovitych rostlin.
V cervené cibuli TropeaA. cepavar. tropeang, rostouci v Kalabrii, byl identifikovan
(E)-S(3-pentenyl)cysteirs-oxid (8) [21]. V cibuli obri (A. giganteumRegel) a #kolika ji
piibuznych druzich byl zji8h vyskyt S-(2-pyrrolyl)cysteinSoxidu Q) [22] a v mnoha
rostlinach podroduMelanocrommyunbyla nalezena aminokyseling(methylthiomethyl)-
cystein§-oxid (marasmin,10), jejiz piitomnost byla dosud vyhra@nspojovana pouze

s rostlinami rodurulbaghia(pocteled’ Tulbagioideag [23].

V A. siculum (Ucria) Lindl. a A. tripedale (Trautv.) Grossh, jedinych znamych

zastupcich podrodiNectaroscordum byly identifikovany dva derivaty seétyiuhlikatym
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postrannimiettzcem, a siceS-butylcysteinS-oxid (butiin, 6) a E)-S(1-butenyl)cystein-
Soxid (homoisoalliin,7) (obrazek 4) 12, 24].

(") NH, (") NH,
5 \)\ s \)\
NN COOH NN COOH
S-butylcystein-S-oxid (E)-S-(1-butenyl)cystein-S-oxid
(butiin, 6) (homoisoalliin, 7)
0 NH,
o NH, - I
P -
e Ve COOH g COOH
(E)-S-(3-pentenyl)cystein-S-oxid (8) S-(2-pyrrolyl)cystein-S-oxid (9)

TI) NH,
br
7N COOH

S-(methylthiomethyl)cystein-S,-oxid
(marasmin, 10)

Obrazek 4: S-Substituované derivaty cysteinu nedavno identifda® vCesnekovitych rostlindch

2.3.2 Enzymowé katalyzovany rozklad S-alk(en)ylcystein-S-oxidu

Pomerné zastoupeni jednotlivycB-alk(en)ylcysteinS-oxidii urcuje charakteristické
aroma a chti jednotlivych druli ¢esnekovitych rostlin. Tyto aminokyseliny samy o &ob

nejsou senzoricky aktivni — senzorickou aktivitlkayuji az jejich rozkladné produkty.

SAlk(en)ylcysteinS-oxidy jsou v rostlindchifitomny v cytoplazré. Ve vakuolach je
naopak obsazen enzym allinasa aovany také jako C-S lyasa (EC 4.4.1.4), ktery 8e p
porusSeni rostlinného pletiva uvolni a katalyzujezktad S-alk(en)ylcysteinS-oxidia na
piislusné alkanei alkensulfenoveé kyseliny. Tyto mims@dre reaktivni slodgeniny naslednymi
spontannimi reakcemi poskytuji velmi pestrou ésmsirnych slodenin, gFedevsim

thiosulfinati. Tvorba &chto sirnych latek je obeémvedena na obrazku 24.
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O NH, B
[ \)\ alliinasa S 2% S R
S PN —_— 7 TNg”
R” COOH R OH -H,0 R I
S-alk(en)ylcystein-S-oxid alkansulfenova
kyselina
-H,0
NH (0] S R' O
H,0 R g7 T
- NH )I\ [ ! /S\ /R'
COOH 3 COOH 0 R S
pyrohroznova
kyselina
0 NH,
Isl\)\ [ W~ S\ 2x (")
R COOH alliinasa R OH 10 > w0 _R
S-alk(en)ylcystein-S-oxid alkansulfenova N y
kyselina '
thiosulfinaty

Obrazek 5: Mechanismus vzniku thiosulfin#t

Alliin (4) je prekurzorem nezamitelné chuti a arom&esneku, které vznikafip
poruSeni rostlinného pletiva. Hlavnim rozkladnynoguktem alliinu je thiosulfinat allicin
(12), z rthoz vznikaji pi kulindrnim zpracovani dalSi senzoricky i bioldgicvyznamné
sloweniny, \etrg diallyloligosulfida, vinyldithiind a ajoeri (Sparlsky ajo = cesnek)
(obrazek 6)9, 26].

Ajoeny maji rekolik zajimavych strukturnich vlastnosti. ®&wmolekuly této latky
vznikaji ze fi molekul allicinu. Diky pitomnosti dvojné vazby uprdgsd molekuly ajoeny
tvoii geometrické E/Z) izomery, gicemz ok formy se mirg liSi svou biologickou aktivitou.
Ajoeny také stej& jako alliin obsahuji chiralni sulfoxidovou skupir®=0, takZze dohromady
jsou znamy celkendtyii sterecizomery R)-(E)-, (9-(E)-, (R)-(2)- a ©-(2)-]. R a S formy
jsou od sebe obtiZjp oddélitelné nezE/Z izomery, gedpoklada se také rozdilna jejich
biologicka aktivita. Ajoeny jsou vyznamné mimo jinépro svoji antikarcinogenni a

antimikrobialni aktivitu 27].

10
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0 NH, . NH, 0
I \)\ alliinasa s )\ H,0 )I\ +  NHi
S > ~ l + —
AN COOH " on COOH COOH
alliin (4) 2-propensulfenova 2-aminoprop-2-enova pyrohroznova
kyselina kyselina kyselina
l -1, H,0
O
I
S P
RN S 4
allicin (11)

rd l N
NN NS ﬁ\(\

diallyldisulfid e e
vinyldithiiny
diallylsulfid N
s
S S
I N s ~ X | -
diallyltrisulfid
0
! s
ajoen

Obrazek 6: Tvorba sirnych latekipzpracovantesneku A. sativun.

Porekud specificky a vyraznkomplexrgjSi je enzymovy rozklad isoalliinlb). Tato
aminokyselina je sice také rozkladana katalytickysinkem C-S lyasy (allinasy) na
1-propensulfenovou kyselinu, ktera dale spontakondenzuje s ostatnimifippmnymi
sulfenovymi kyselinami za vzniku thiosulfirat OvS8em dinkem dalSiho enzymu,
LF-syntasy, jetast vzniklé 1-propensulfenové kyselinkepenéna také na4)-thiopropanal-
Soxid (12). Tento sulfin vykazuje silné slzotvornéirky tvorici se pi krajeni cibule. DalSi
produkty, cepaeny, vznikaji vzdjemnou reakci 1-priqulfenové kyseliny &j-thiopropanal-
Soxidu. Tyto latky jsou velice podobné ajdem v cesneku nejen struktutnale i svymi
biologickymi vlastnostmi (ol skupiny slodenin maji vyrazné antitrombotickéigky). DalSi

strukturreé unikatni skupinou latek vznikajicich z isoalliijgou bicyklické 2,3-dimethyl-5,6-

11
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dithia-bicyklo[2.1.1]hexan-5-oxidy, triviathozna&ované jako zwiebelany ¢m. die Zwiebel

= cibule) (obrazek 7)9 28, 29.

o NH,
[ \)\ C-S lyasa
NP COOH AN Non
isoalliin (5) (2)-1-propensulfenova
kyselina

LF-syntasa
(I)e /
S@

(Z)-thiopropanal-S-oxid (12)

H\
O

SN\A

0]

cepaeny

Obrazek 7: Tvorba sirnych latekipzpracovani cibuleX. cepa.

12

+ )\
COOH

2-aminoprop-2-enova

S

0
H,0 )I\ +  NH;
—
COOH

pyrohroznova

kyselina

(0]
I

/\/S\S/ﬁ

f

cis-zwiebelan

S
[
o)

trans-zwiebelan
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2.3.3 Biologicka aktivita sirnych latek v rostlinach rodu Allium

Cesnek a cibule jsou jiz po stoleti pouzivany v Viélm I&itelstvi proti bakteriim,
plisnim, parazitm a viim. Vyznamné antimikrobialni vlastnosti vykazuji ména
thiosulfinaty, které jsou fitomny pedevsSim véerst¥ zhomogenizovanyclkiesnekovitych
rostlinach. Hlavnim thiosulfinatemdaesneku se silnym antibiotickyngiakem je allicin (1).

I nizké koncentrace této latky zastavigtrgrampozitivnich a gramnegativnich bakterii,inap
druhi Escherichia, Salmonella, StaphylococcasBacillus Obecr jsou waéi allicinu
gramnegativni bakterie citsi nez grampozitivni. Allicin fisobi podob# jako konvekini
antibiotikum ampicilin a zesilujecinek streptomycinu nebo chloramfenikolu. V medicée
antibakterialni efekt uplatje hlavré proti chorobam sliznice dutiny Ustni, dychaciclstce
zaretu mandli a kataru pduSek. Na p&atku 20. stoleti (f@d objevem penicilinu a dalSich
antibiotik) byl cesnek aplikovanipepidemiich tyfu, paratyfu, cholery, tuberkulosyl@aSich
nemoci P, 27, 29, 30]. Antibiotické (Einky vykazuji také thiosulfinaty nalezené v cibuéow

extraktu (nap Smethyl-methanthiosulfinat &propyl-propanthiosulfinat)q].

Sirné aminokyseliny a thiosulfinaty z rostlin roddlium také hraji dlezitou roli
v zazivacim traktu. iPkousani se buigné pletivo &chto zelenin v Ustech zcela neragmi,
znana castS-alk(en)ylcysteinS-oxida tak projde do zazivaciho traktu bezeé¢masn Zatimco
allinasa je nevrathdenaturovana Zaludeimi £avami, bakterie iitomné v zazivacim traktu
rozSepi Soxidy na gislusné disulfidy. Thiosulfinaty, které vzniknou zgmatickym
rozkladem je&t pred denaturaci enzymu, vydrzi kratkou expozici nizi@dnot pH

v Zaludku, a mohou tak inhibovdist patogennich mikroorganisno].

Cesnek velmi dote pisobi i proti patogennim plisnim a kvasinkam. Hlavini
acinnymi latkami s fungicidnimi a fungistatickymi dostmi jsou kromallicinu i ajoeny a
diallyloligosulfidy. Bylo zjiS€no, Ze tyto latky jiz v malé koncentraci p@u@ rast kvasinek
roduCandidaa patogennich plisni (nag\spergillusspp.) B1-34]. | olejovy macerat z cibule
velmi vyznamg pasobi proti plisnim roddspergillus[35].

Virostatické @inky v ¢esneku vykazuji allicin, diallyldisulfid a diallylsulfid. Mezi
viry citlivé na extrakt Zesneku pdt nag. chripkovy virus typu B, herpes simplex typu 1 a 2,

lidsky papilomavirus typu 3 a dalSi. Pravidelna xamacecesneku navic posiluje imunitni
systém 9, 34, 36, 3.

Cesnekovité rostliny {sobi vyznama i proti parazitm. Nagiklad cibulovy extrakt

vykazoval inhibéni aktivitu proti @ti riznym drulim prvoki Leishmanias ptimérnou

13
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hodnotou LR, 375 ppm Bg|. Extrakty zc¢esneku fisobily protiL. major jiz v koncentraci
LDso 5 ppm B9]. Samotny diallyltrisulfid byl testovanan profrypanosoma brucek jemu
piibuznym prvokim, které zfisobuji spavou nemoc. Lpdiallyltrisulfidu byla zjiS&Ena mezi
0,8 az 5,5 pug/miQ).

Pozitivni vliv nacinnost srdce a krevni &b pati k dalSim vyznamnym dinkam
sirnych latek v ¢esnekovitych rostlinach. Zaciané latky jsou povazovany kram
thiosulfinati i jejich sekundarni rozkladné produkty. tesneku se jedna o ajoeny,
oligosulfidy a dithiiny, u cibule zejména o cepaefiyto latky brani shlukovani trombodyt
inhibuji tvorbu cholesterolu atjznivé reguluji obsah lipil v krvi [9, 29, 41]. Zarazeni
cesnekovitych rostlin do jideltku tak poméha sniZzovat riziko infarktu a jinych esmich
chorob P].

Bylo pozorovano, Ze zvySena konzumasesneku, poru &inské pazitky vedla
k vyznamnému snizeni rizika vyskytu rakoviny ZaludRedpoklada se, Ze je toigmbeno
hned rkolika mechanismy. Jednak velké mnozstvi antioXitlgmag. derivaty cysteinu,
thiosulfinaty) chrani biiky pred oxidativnim stresem. Vyznamna je také regulacstai,
které ovliviuji tvorbu karcinomu zaludku, neb&onzumacicesneku se vyraZnsnizi jejich
koncentrace v Zaludei ¥aw. V neposlednfad se zéesneku tvei diallyldisulfid, ktery ma
schopnost inaktivovat nitrosaminy, a biepo tak misobi proti rakovia [9, 42]. Mnohé studie
také prokazaly, Z€esnekovité rostliny ysobi proti vzniku cel&ady dalSich nadorovych
onemocgni (rakoviny tlustého #tva, ledvin, plic, slinivky Bsni, prsu a jater)3p6, 43—44§.

Proti leukemii vyznam& pasobi i ajoeny a diallyltrisulfid47, 48].

Nejvice zodpowdné za antiastmatické a protizéivé «inky v cibuli jsou
thiosulfinaty, zwiebelany a cepaeny. Tyto sleniny maji celoufadu farmakologickych
ucinka, jako je inhibice cyklooxygenasy a lipoxygenasyegulace metabolickych drah
kyseliny arachidonové9| 49, 5Q. U ¢esneku tuto aktivitu vykazuji zejmérgaallylcystein,
diallylsulfid a 1,2-vinyldithiin p1-53.

Dipropyltrisulfid izolovany z cibule svou antioxiélai aktivitou ovliviiuje
patofyziologii Alzheimerovy choroby5H]. Také ucesneku bylo zjigho, Ze jeho extrakt
vyznammié podporuje ¢innost nervovych buik, coz by mohlo pomoci v &8¢
neurodegenerativnich onemeaoi jako je jiz zmigna Alzheimerova choroba nebo demence
[55). V roce 2004 bylo zji&ho, Ze hlavni &innou latkou vcesneku proti této chorehe
(2)-ajoen p6).

14
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2.4 Vybrané rostlinyc¢eledi Alliaceae

2.4.1 Rostliny podrodu Melanocrommyum

Melanocrommyum(Webb & Berthel.) Rouy je druhy nejgi podrod roduAllium
zahrnujici asi 150-200 draha poddrufi. Centrum vyskytu échto rostlin je ve S$edni a
Predni Asii (zejména TadZikistan, Uzbekistan, Turkisgm, severozapadni oblagtiny,
Pakistan, iran a Turecko). Mnoho zastupodroduMelanocrommyunje v &chto oblastech
hojr¢ pouzivano jako zeleninadeoliv jsou vyrazg mére aromatické neZesnekéi cibule) i
jako I&ive rostliny. Bzné jsou konzumovany druh. stipitatumRegel,A. severtzovioides
R. M. Fritsch (pouziva se téZz ké& onemocsni dvanactniku a Zaludku), listyA motor
Kamelin et Levichev &. rosenorunR. M. Fritsch A. rosenbachiunauct.) jsou fidavany do
polévek. RostlingA. komarowiiLipsky se pouziva jako anabolikum pro Eoiromg téchto
mimoradnych pouZziti se tytéesnekovité rostliny uplatji také g 1écbé chudokrevnosti a
onemocgni obshového systémuA. suworowii Regel se pouZiva v patenim stadiu
bronchitidy a tuberkulosyA. hissaricunVved. proti bolestem hlavy a haéee 2, 57, 58.

Rostliny podroduMelanocrommyumjsou ovSem jen velmi malo prostudovanou
skupinou rostlin. Btom u €ch, které byly studovany, byly zj&ty vyznamné biologické
vlastnosti. Nafiklad sirné pyridylové slateniny nedavno objevené wchto rostlinach maji
dokonce mnohonésobivyssi antimikrobialni &inky nez latky z¢esneku $9. S ohledem na
zjiStené pozitivni biologické &inky téchto a jim gibuznych rostlin se tedy jejich detailni

vyzkum jevi jako mimeéadre aktualni.

Allium stipitatum (¢esnek stopé&katy)

Rostliny A. stipitatumRegel doiistaji vySky 60—-150 cm. Maji dlouhé a Siroké listy,
piijemne vonici kwt ma kulovité ketenstvi fizovo-fialové, kdy i bilé barvy (obrazek 8).
Jako kdenova zelenina i téva rostlina se &n¢ konzumuje ve $edni Asii. V Irdnu je tato
rostlina nazyvanamusir (t€z ,mooseetr ¢i , moosit), v zemich byvalého S@tského svazu
(nag. v Tadzikistanu) je znaméa pod jméneranzut [58, 57]. Cesky nazev jesesnek
stopékaty, anglicky je tato rostlin&asto ozn&véana jako Persian shalldt Dle sowasnych
poznatki je A. stipitatumidenticky sA. hirtifolium Boiss., &koliv n¢ktefi botanici povazuji
tyto rostliny za dva samostatné drul®y 0, 6]. Preswd¢ivy dikaz o tom, Ze se vijpact
A. stipitatuma A. hirtifolium skut&n¢ jedn& o identické druhy, podal Dr. Fritsch za wijuz
modernich genetickych metoéti] 62].
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(b)
Obrazek 8: Rostling (a) a ketenstvf (b) cesneku stopgkatého A. stipitatum).

Bilé nebo nazloutlé cibulkgesneku stopdatého se &r¢ pouZzivaji v kulinéstvi,
nakladané nebo suSené rozdrcené cibulky se ka8t Asii hojié pouzivaji jako kieni.
Mimoradrg oblibena je také konzumace rozdrcenych cib@egtipitatums jogurtem (mast-
0-moosif) [57, 62, 63] (obrazek 9). V irAnském lidovénmxigelstvi jsou cibulkyA. stipitatum
pouzivany k léb¢ revmatickych a zatlivych onemocsni, dny, artritidy, pitjma, bolesti
biicha a hemeroiil [64]. Bylo zjiSttno, Ze sirné latky \A. stipitatummaiji silné antibiotické
(cinky a predpoklada se, ze mohou mit i dalSi biologickouvitkti[59]. Bylo téz zjistno, ze
vodny extrakt z cibuliA. stipitatum lokalné pouzivany jako Ustni voda, m& schopnost
inhibovat Siroké spektrum bakterii i plis®0].

Obrazek 9: SuSené platkyesneku stopiatého a typicky pokrmmast-o-moosir (A. stipitatums
jogurtem)?

2 http://www.biol.uni.wroc.pl/obuwr/archiwum/2/imalé.jpg; stazeno 6. 3. 2013

® http://www1.If1.cuni.cz/~kocna/flowr_my/p50804Q8&g; stazeno 6. 3. 2013

4 http://internationalfooddictionary.com/persian-tesdabzi-khordan/#persian-shajlstazeno 6. 6. 2013
http://www.aseuromediterraneanmkt.com/products-fuhigl-vegetables/; stazeno 6. 6. 2013
http://razzlestravels.blogspot.cz/2007/05/pers@dfin-nyc.html; stazeno 6. 6. 2013
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Sirné latky v Allium stipitatum

Obsah, struktura a tvorba sirnych latel vstipitatumnebyla dosud zcela objasra.
Teprve nedavno (v roce 2009) O’Donnellova a kolpgadi izolaci tech mimdadre
strukturre unikatnich sirnych derivat pyridin-N-oxidu, a sice 2-(methyldithio)pyridin-
N-oxidu (13), 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinN-oxidu 14) a di(2-pyridyl)disulfid-
N,N'-dioxidu (15) z cibulek této rostliny (obrdzek 10). U vSee¢bhto latek byla také zji&ha
jejich vysoka antimikrobialni aktivita protact bakterii wetrg nékolika typi Staphylococcus
aureus U prvnich dvou zmiimych slodenin (L3, 14) byla navic pozorovana vysoka aktivita
proti bakteriim Mycobacterium tuberculosigpivodce TBC) a vyznamny ¢inek proti
nékolika typaim zhoubného bujeni (prsu, plic a tlustéhewt) 9.

g | g |

& S \ S S
T@ S/ \ T@ S/ \/ \
0® 0°

2-(methyldithio)pyridin-N-oxid (13) 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridin-N-oxid (14)

7 o®

X | S I!IG)
NG s7 N
HAA

di(2-pyridyl)disulfid-N.N -dioxid (15)

Obréazek 10: Struktury sirnych latek identifikovanych O’Donneltou a kol. [59].

V roce 2010 byla publikovana jina studie, ve kte¢dci popsali, Ze \A. stipitatum
Gdajre identifikovali novy S-substituovany cystei-oxid, a to S(2-pyridyl)cysteinS-oxid
(16). Na zaklad analogie s enzymewkatalyzovanym rozkladem ostatnigtsubstituovanych
derivati cysteinu v jinych druzichesnekovitych rostlin pak usoudili, Ze rozklad&fwznika
Smethyl-2-pyridinthiosulfinat ~ 17), S-(methylthiomethyl)-2-pyridinthiosulfinat  1@),
di(2-pyridyl)disulfid-S,S-dioxid (19), S-(2-pyridyl)-2-pyridinthiosulfinat 20) a di(2-pyridyl)-
disulfid (21) (obrazek 11)48].
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S-(2-pyridyl)cystein-S-oxid (16)

/ C-S lyasa \

) )
XN S S S
N 7 \N N AN
l [
o o
S-methyl-2-pyridinthiosulfinat (17) S-(methylthiomethyl)-2-pyridinthiosulfinat (18)
7 | e}
I
N S N
N ﬁ/ | \
(6] G
di(2-pyridyl)disulfid-S,S’-dioxid (19)
S N S N
Y s” A Y s” A
i |
0 > Z
S-(2-pyridyl)-2-pyridinthiosulfinat (20) di(2-pyridyl)disulfid (21)

Obrazek 11: Struktury sirnych latek popsanych Kustererem a [l&d].

Jak je z obrdzk 10 a 11 #ejmé, latky popsané v obou zrairych publikacich se liSi
polohou navazaného kysliku. Zatimco O’Donnellokdka identifikovali tyto slodeniny jako
pyridin-N-oxidy (13-15), Kusterer a kol. dosfi k zawru, Ze tyto N-oxidy jsou pouze
rozkladné produkty sekunda@rnznikajici z pislusnych thiosulfindi (tedy S-oxidi) (17-20).
Tento zasadni rozpor ve strukturach gemin popsanych v obou publikacich se pFdda

rozlustit v této préaci (viz kap. 5.1).
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2.4.2 Rostliny rodu Tulbaghia

Tulbaghia L. (podieled” Tulbaghioideag je relativie malo p&etny rod ¢itajici asi
25 druhi. Rostliny roduTulbaghiajsou botanicky velmi fibuznécesneku, cibuli a dalSim
¢lenam roduAllium [65]. Pivodem jsou zastupci tohoto rodu z jizni Afriky, kdelmi hojre
rostou na skalnatych pastvinache§tEji se Uzemi jejich firozeného iistu rozprostira od
jizni Tanzanie do Malawifies Mosambik, Zimbabwe az do Jihoafrické republikye je
hlavni centrum jejich vyskytu. Tratii¢ jsou rostliny roduTulbaghiavyuzivané v lidovém

|&cCitelstvi na Gzemi jizni Afriky, kde jsou pro mnohdomorodé obyvatele jednou

Mrivrw s

Zastupci roduTulbaghia jsou WtSinou skromné, nenameé rostliny s malymi,
atraktivnimi kwty, dlouhymi listy, ¢asto s pronikavouwesnekovitou ni a robustnimi
druhi dolre snasi venkovni podminky mirného pasma severokpole. Dlouhou dobu byly
rostliny roduTulbaghiapouze botanické kuriozity kultivované v Eveop Severni Americe
zahradnickymi nadSenci, v poslednich letech vsSgichjepopularita znéné vzrostla.
V souwasné dob se tyto rostliny staly nejen popularni okrasnostlioou rostouci v mnoha
zahradach, ale zvySuje se i¢polidi, kt&i v nich objevili atraktivni alternativu kesneku a
pazitce. Ociuji jejich jemrg Stiplavou chd a neobvyklou ini podobnowesneku 7, 68.

Rostlina Tulbaghia violacea

NejznangjSim zastupcem rod@iulbaghiaje nepochyb&é Tulbaghia violaceaHarv.
Tato rostlina darsta vySky cca 50 cm, jefisty obvykle vyistaji ve svazcich, jsou uzké,
holé, dlouhé az 30 cm a Siroké 1,5 cm (obrazek[2)2)T. violaceaje pivodem z Natalu,
Transvaalu a vychodni kapské oblasti v Jihoafrickpublice (JAR). Stale zelené listy
T. violaceamaji po poruSeni charakteristickoarw, diky niz se také pouzivaji wkterych
oblastech jako nahrad@sneku a pazitky. Rostlina mékolik trivialnich nazw, jako nap.
~Spoletenskycesnek”, ,sladkyesnek” nebo ,divokgesnek”. Tyto nazvy vznikly na zaklad
viry, Zze navzdory jejicesnekové &mi konzumaceT. violaceaneni doprovazena tvorbou
negijemného dechu, jako je tomu wZméhocesneku A. sativun [9, 13]. Jak vSak bylo
zjisténo, tato doménka neni pravdiva. Bylo totiz pozorovano, ze pok&ni a poziti lisi
byla silnd win¢ v dechu znatelna jeSheékolik hodin, stej tak po manipulaci s jejimi keny

je ¢esnekovy pach z rukou citit velmi dlouhou dobg|.[
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Koteny (rhizomy)T. violacease v jiznich oblastech Afriky hojrpouzivaji v lidovém
[&citelstvi @i 1&¢bé horetek, astmatu, nachlazeni, tuberkul6zy, Zatmdieh problénmi a
dokonce i pi lécb¢ nékterych tym rakoviny (nap. jicnu) [66]. Konzumace této rostliny
Udajre téZ pomaha hubit igvni parazity 70]. Louhovanim kéemn a listi ve vod po dobu
jednoho dne sefipravuje také Iék na revma, artritidti k tiSeni giznaki horenatych
onemocgni. Domorodi obyvatelé JAR (Zuluové}gtuji tuto rostlinu kolem svych domiy
protoZze udajé odpuzuje hady. Uvadi se také, Ze violacea odhani krtky 67, 68].
Na vycho@d kapské oblastse rostlinouT. violacealéci koliky, nervozita, bolesti hlavy a
hore&gnatd onemoami, ve velké niie se podava i malymstem[7]. V Zimbabwe tato rostlina
nachazi uplatmi zejména P pripraw pokrmi, kde jsou jeji listy pouzivany jako
ochucovadlo a k@ny vaeny s masem nebo prazeny jako zelensgh [

Bylo vSak popsano, Ze nadma konzumace rostlin rodtulbaghia mize zmisobit

Zalude&ni problémy. Mezi tyto nezadoudfipnaky paiti bolesti lficha, gastroenteritida, akutni
zarety, naruSeni gevni mikroflory a stevni peristaltiky¢i celkovy Utlum organismiv, 66].

Obrazek 12: Rostling (a), detail kétu® (b) a kdeny (rhizomyjy (c) Tulbaghia violacea.

Sirné latky v rostlinach rodu Tulbaghia

Ackoliv rostliny rodu Tulbaghia jsou botanicky znamy pofmé dlouhou dobu,
z chemického pohledu jim doposud nebywaavana velka &decka pozornost. Dlouhou dobu
byly povaZovany jen za okrasné rostliny. Od 602[&tstoleti jiz byla date znama chemicka
povaha vonnych latek a enzymatické pochody profaihgfi drcenicesneku A. sativun).

Jasobsen a kol. se roku 1968 pokusili tyto poznatgljkovat téZ na druflf. violacea

> http://www.mgonlinestore.com/SocietyG/Society @&9.jpg; stazeno 6. 3. 2013

® http://www.bbc.co.uk/gardening/plants/plant_finitaages/large_db_pics/large/tulbaghia_violacea.jpg;
stazeno 6. 3. 2013

" http://i.ebayimg.com/00/s/MTESNVgxNjAW/$T2eC16VHQHEINZEymDgBQsCrOnksg~~60_35.JPG;
stazeno 6. 3. 2013; upraveno
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Potvrdili pritomnost C-S lyasy adch Ssubstituovanych cysteig-oxida, které se jim ale

nepodailo blize identifikovat 71]. Pozdji, v roce 1992, se potito Burtonovi a kol. izolovat

a identifikovat z list T. violacea 2,4,5,7-tetrathiaoktan2p) a 2,4,5,7-tetrathiaoktan-
2,2-dioxid 3) (obrazek 13)72].

0\\ /O

S S

N \S/\S/ /S\/S\S/\S/
2.4,5,7-tetrathiaoktan (22) 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2-dioxid (23)

Obrazek 13: Sirné slodeniny izolované z list Tulbaghia violacea.

Teprve v roce 2002 Kubec a kol. identifikovallvviolaceatii substituované derivaty
cysteinu, a siceS,Rc)-Smethyl- a 6,Rc)-SethylcysteinS-oxid (methiin, 1 a ethiin,2) a
(Rs,Rc)-S-(methylthiomethyl)cysteirg,-oxid (marasmin, 10) (obrdzek 14). Prvni dv
aminokyseliny { a 2) byly ovSem v rostlia ptitomny pouze v minimalnim mnozstvi,
majoritni slozkou byl marasminl@). Bylo zjiS€no, Ze tato aminokyselina je hlavnim
prekurzorem senzoricky aktivnich latek vznikajiciehT. violacea.S-(Methylthiomethyl)-
cystein§-oxid, avSak s ogmou absolutni konfiguraci sulfoxidové skupiny, kpybprvé
izolovan z hub rodu Sga (MarasmiusFr.), proto se tato aminokyselina ozag trivialnim

nazvem marasmiréf).

ﬁ NH, (I? NH, (I? NH,
S\/K \)\ \)\
- COOH S COOH S-S COOH
methiin (1) ethiin (2) marasmin (10)

Obrazek 14: S-'Substituované derivaty cysteinurvviolacea.

Jiz diive bylo zjisEno, Ze proces enzymatickéhég@ni marasminulQ) je analogicky
Stpeni alliinu @) v ¢cesneku a jinycktesnekovitych druzichep]. Primarni rozkladnou latkou
marasminu 10) je thiosulfinat 2,4,5,7-tetrathiaokté®-oxid. Latka byla pojmenovana
trivialnim nazvem marasmicin24) (analogicky jako u¢esneku alliin/allicin). Stejh jako
ostatni thiosulfinaty je i marasmicin relatévnestaly a rozklada se na dalSi produkty,fnap
2,4,5,7-tetrathiaoktan 2p), 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2-dioxid23), 2,4,5,7-tetrathiaoktan-
4,4-dioxid @7) nebo 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2,7,7-tetraoxP) ( (obrazek 15). Mnohé
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z tchto latek vykazuji silné antimikrobialni, antifuogini a antitrombotické dinky.
Predpoklada se, ze dalSimi latkami, které jsou nlbsitearakteristické¢esnekovité uné
rostlin rodu Tulbaghig jsou (methylthio)methanthiol, bis(methylthiomelajigosulfidy,
sulfony a disulfoxidy §9, 73].

ﬁ NH, NH, 0
C-S lyasa H,0
S S \)\ —_— S S + )\ — )‘\ + NH;
NS COOH [/ ~">on l COOH COOH
marasmin (10) (methylthio)methan-  2-aminoprop- pyrohroznova
sulfenova kyselina  2-enova kyselina kyselina
l H,0
o
s S
IO PR S ~
/ marasmicin (24)
S S O\S//O S
OIN \S/\S/ SON \S/\S/
2,4,5,7-tetrathiaoktan (22) o) 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2-dioxid (23)
Il
P S ~ N S N S ~
l
o
0 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,7-dioxid (25)
I (¢} O
S S N?
A S S
7N g S IO
2,4,5,7-tetrathiaoktan-2-oxid (26) 2,4,5,7-tetrathiaoktan-4,4-dioxid (27)
O O
7 A
NS \S/\S/ /S\/S\S/\S/
I 7\
0 o o
2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2,7-trioxid (28) 2,4,5,7-tetrathiaoktan-2,2,7,7-tetraoxid (29)

Obrazek 15: Tvorba sirnych latek v rostlénT. violacea[74].
2.4.3 Rostliny rodu Prototulbaghia
Doposud jediny znamy zastupce roérototulbaghiaVosa, P. siebertij byl popsan

teprve v roce 2007. Vyskytuje se v pohdaeolo v Jihoafrické republice v oblastiésta
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Sekhukhuneland na Gzemi o rozloze pouze cca Z0Mailé rostliny maji tmay zelené listy
zakroucené do malych #di. PoSkozenim pletiva listy uvalji ¢esnekovou &mi. Drobné
bilé, izové nebo takéervené k¥ty velikosti 6—7 mm vykvétaji pg@tkem obdobi letnich
degu (obvykle v listopadu) (obrazek 16). Zvlastni je tato rostlina nebyla objevena jiz
diive, nebd po celé 1éto kvete poutavymi barevnymituv oblasti, kde Ziji lidé. Je mozné,
Ze botanici rostlinu fghliZzeli diky paralelnimu vyskytu podobné, aletgtem tSi rostliny
Zantedeschia jucund@iraceae), a také proto, Ze poihbeolo nepaf k centfim botanického

zajmu pl.

(b)
Obrazek 16Rostlind (a) a detail kétu® (b) Prototulbaghia siebertii

2.5 Charakteristika pouzivanych mikroorganisim

K testovani antimikrobidlni aktivity byly pouzitynamé bakterie vyskytujici se
v zazivacim traktu teplokrevnych ziiohi a ¢lovéka Escherichia coli(Migula) Castellani a
Chalmer aEnterococcus faecaligAndrewes a Horder) Schleifer a Kilpper-Balz. Dale
bakterie Micrococcus luteugSchroeter) Cohn vyskytujici se na@zk sav@ a ¢lovéka a
Bacillus cereus Frankland a Frankland #pobujici alimentarni intoxikace. DalSimi
pouzivanymi mikroorganismy byly peiska ¢i pivovarnickd kvasinkaSaccharomyces
cerevisiaeMeyen ex E. C. Hansen, kvasinkzandida albicans(C. P. Robin) Berkhout
napadajici #Zi (pavodce kandidos) a pliseAspergillus nigerzpasobujici onemoai
dychacich cest, rohovky aftetiniho ucha @odce aspergilos)7p—-71. Mén¢ znameé

mikroorganismy napadajici hospasléy vyznamné rostliny jsou detaljnpopsany nize.

8 http://www.nwu.ac.za/p-news/pm_1073.html; stazen®.®013
® http://www.tulbaghia.com/bmz_cache/5/565e1a880&#8b2b8b439b30ef80.image.360x360.jpg; staZzeno
6. 3. 2013; upraveno
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Bakterie Clavibacter michiganensisubsp.sepedonicus

Bakterie Clavibacter michiganensisubsp.sepedonicugSpieckermann a Kotthoff)
Davis a kol.zpasobuje krouzkovitost brambor charakteristickou wagnémiezu hlizami
(obrazek 17). V zemich, kde se patogen nevyskybaileo se vyskytuje jen lokain se
uplatiuji ptisnéa karanténni ogahi. Karanténni inspekci podléhaji hlizg]l

(b)
Obréazek 17:Hlizy*° (a) afez hlizod* (b) napadené bakteflavibacter

michiganensisubsp sepedonicus.

Bakterie Xanthomonas axonopodipv. vesicatoria

Patogenni bakteri¥anthomonas axonopodi®. vesicatoriaVauterin a kol. napada
listy, lodyhy a plody paprik a r&éat, kde zpsobuje bakterialni skvrnitost (obrazek 18).
Karanténni inspekci podléhaji semena a sazenge [

(b)
Obréazek 18: Rostlind? (a), plod rajete” (b) a plod paprik¥ (c) napadené baktedanthomonas
axonopodigpv.vesicatoria.

10 hitp://www.epandi.com/ukpandi/resource.nsf/File8ep16-1/$FILE/ctc8-p16-1.jpg; stazeno 6. 3. 2013

Y http://www.forestryimages.org/images/768x512/0886{pg; staZzeno 6. 3. 2013; upraveno

12 hitp:/lwww.omafra.gov.on.ca/lPM/images/tomatoes#dses/tomato_bacterial_spot4_zoom.jpg; stazeno
6. 3. 2013

3 http://blog.lib.umn.edu/efans/ygnews/bacterial%22%20Y%26G.jpg; stazeno 6. 3. 2013

14 http://vegetablemdonline.ppath.cornell.edu/Imagest_Diseases/76B_Pep_Bact.jpg, staZzeno 6. 3. 2013;
upraveno
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Bakterie Erwinia amylovora

Fytopatogenni bakteri&rwinia amylovora(Burrill) Winslow a kol. napada rostliny
¢eledi izovitych (Rosaceae), péeledijabloriovitych(Malaceag, u kterych zjisobuje spalu.
Za hlavni hostitele se povazuji hriadg@blai, kdoulai, jerab a dalSi (obrdzek 19). Karanténni

inspekci podléhaji vSechny rostlindésti \Cetre plodi, vyjma semen7§].

(b)

Obrézek 19: Vétev jablors™ (a) a plod hrusky (b) napadené baktefirwinia amylovora.

Plisné napadajici brambory

Plisremi pouzitymi i testovani antiplisové aktivity byly Fusarium solaniMartius)
Saccardo @&hizoctonia solanKuhn. F. solani se vyskytuje v fidé¢ a napada iflezitostré
bramborové hlizy (obrazek 20a), plody ¢ej a semen obili, ovSem jen druhotna

porarénych mistech nebo stasré s jinym houbovym paraziten79).

(b)

Obrézek 20: Hliza bramboru napadena plishisolani’ (a) a plisnRR. solant® (b).

15 http://www. plantsolutionsnj.com/wp-content/uplo&fsl 2/06/fireblight.jpg, stazeno 6. 3. 2013

18 http://lwww.apsnet.org/publications/imageresouteablishinglmages/PDCover2003/oct_3.jpg; stazeno
6. 3. 2013

7 http://www.insectimages.org/images/768x512/1563pg1 stazeno 6. 3. 2013; upraveno

18 http://www. potatodiseases.org/images/rhizocton®/Esclerotia-tubers.jpg; stazeno 6. 3. 2013; ugnav
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Plisei R. solanizpisobuje chorobu bramborovych hliz (obrazek 20bhgizskladkach,
a ta se pakienaSi na pole afipkliceni se §i na spodntasti stonku. Je rowi pivodcem

skladkové hniloby mrkve7p.

2.6 Charakteristika pouzitych paraait

Pro testovani antiparazitické aktivity sledovanyékek byli vybrani prvoci, ki
parazituji v &le ¢loveéka i zvicat. Oba vybrani paraziti majgkolik Zivotnich stadii, icemz

testy byly provedeny na obou hlavnich formach.

Prvok Trypanosoma brucei

Lidské trypanosomiasy patv Africe mezi nejastjSi onemoc#ni ¢lovéka. Toto
onemocgni zpisobuji dva zeit poddrutii Trypanosoma brucej80]. T. b. gambiensa
T. b. rhodesiensejsou extracelularni paraziti prvoci zpsobujici lidskou africkou
trypanosomiasu neboli spavou nemoc, zatimicd. bruceineni infekni pro ¢lovéka, ale
zpasobuje chorobu zvanou Nagana u domacielzyykavd. Parazit napada domaci i divoka
zvifata. VSechnyit poddruhy jsou morfologicky nerozeznateliié.b. bruceiv lidském séru
podléhd lyze, zatimc®d. b. gambiensa T. b. rhodeseiensgou odolné. Tito parazité jsou

prenaseni hmyzem, mouchou tsetse. Oblasti jejichyiyigk subsaharska Afrik@1].

Zivotni cyklus prvok T. bruceiznéazotiuje obrazek 21. Do slin mouchy tsetse se
parazit dostava krvi, kterou moucha nasaje z infik@ho z\viete nebalovéka. Po dobutyi
tydni probihafada morfologickych a fyziologickych zm parazita v zazivacim traktu a ve
slinnych zlazéach, které se stanou idfekni. Bchem sani moucha tsetse filgtje do kize
hostitele infikované parazity. Parazité se mjgsiprostednictvim lymfatického systému do
krevniho olshu a dal krvi do celého organismu. V pgadfazi onemoceni parazité napadaji
centralni nervovou soustavu a usadi se mozkomégralike a mezibusénych prostorachsp].
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parazita do téla mouchy tsetse.

Obrazek 21: Zivotni cyklus parazitickych bwk Trypanosoma brucg8o].

Prvok Leishmania mexicana

Druh L. mexicanapaki do rodu Leishmania jehoz zastupci Zsobuji obavané
onemocini zvané leishmanios&. mexicanaje vnitroburé¢ny cizopasnik, ktery zfsobuje
nejmirrgjSi formu €chto onemocni. Druh L. mexicanase vyskytuje fevazi v Jizni a
Stredni Americe §2].

Kozni infekce vyvolana druhemn. mexicanamiZze byt lokalniho charakteru v mist
bodnuti, nebo se roz&ipo celém &le. Lokalni infekce se projevuje pakolika dnech az
mesicich od bodnuti hmyzu. V méstpichu se vytvei vied, ktery se dale pelé neroziuje

a wedy se postugn samy zahoji. Ma-li hostitel oslabeny imunitni €yst mize se
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onemocgni rozsfit po celém &le. L&ba je pak obtizna, nemocny trpi bolestmirady po
celém tle [82, 83].

Sradium mouchy pisefné .

Nasatl krve pisefnon mouchou.
Prenos infekéni promastigomni
formy parazita do téla hostitele.

e MnoZeni promastigottl
a migrace do saciho Nstroji.
Promina na infeldni
metacyklickou
formu promastigot,

Mﬂa : Preména amastigot
;p;'uma&ﬁgnt; Tl g i promastigoty
uﬁmifim’m ﬂgu. / ve stiewé mouchy
-
o | e

- ‘, Dvolnénf amastigot

___' ' | Z makrofigi.

Nasati krve s amastigoty (uzavienych
vaakrofigu) do téla mouchy pisetné.

Obréazek 22: Zivotni cyklus parazitickych busk Leishmania mexicani80].

Zivotni stadia parazitLeishmaniaspp. zobrazuje obrazek 22. Tyto parazitické prvoky
pienadsSi pisené mouchy vstknutim infelkéniho parazita v promastigotni foéndo krve
hostitele. V &le savd jsou parazité pohlceny makrofagy, kde gengnuji na amastigoty a
mnozi se velkou rychlosti. Makrofagy prasknou alnivee bezliikaté buiky. Do mouchy se
parazit dostane ip nasavani krve z infikovanéholovéka. Ve stewe mouchy dochazi
k premegné amastigotni formy parazita &pna promastigotni. Promastigoti putuji do saciho
astroji hmyzu, ficemz tato forma je infeki procloveka [80)].
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2.7 Zakladni charakteristika provagnych tesk biologické aktivity

Inhibice cyklooxygenasy

Cyklooxygenasy (COX) jsou enzymy, které z@ji$ prenenu arachidonoveé kyseliny
na prostaglandiny a tromboxang4]. V organismu se tento enzym vyskytuje ve dvou
zakladnich formach — COX-1 a COX-2. Enzym COX-1b§né v organismu fitomen a
syntetizuje prostaglandiny v mnoh&nych buikach (nap. v buikich traviciho traktu nebo
krevnich destikach), zatimco COX-2 je zodp&iny za tvorbu prostaglandinv zarétlivych
bunkach a v biikach CNS 85]. Prostaglandiny hraji vyznamnou roli v rozvojingtu a
zvySuji bolestivostg6]. Nesteroidni protizétilivé 1éky (nag. ibuprofen) inhibuji COX-2, a
brani tak tvort prostaglandifi. Obecrt Ize konstatovat, Ze je Zadouci, aby farmakologicky

pouzitelné protizattlivé sloweniny selektivi inhibovaly aktivitu COX-2.

Inhibice tranportniho proteinu pro serotonin (SERT)

Serotonin svym antidepresivniméigkem vyznami ovliviiuje spanek a néladu.
U dosplého ¢lovéka se v &le nachazi v gastrointestinalnim traktundme ho nalézt také
v CNS wtSiny zZivaiisSnych drulii. Je uvahovan presynaptickymi serotonergnimi neurony do
synaptické &trbiny, aktivuje specifické receptory a poté §ast&éné vstebavan zgt.
U zdravych lidi je jeho koncentrace velmi nizk& gli zargtech ¢i imunitnich reakcich je
uvoliovan ve vysokych koncentracich. Serotoninovy trartsp (SERT) je monoaminovy
membranovy transportni protein, kteryepaSi serotonin ze synaptickych prostor do
presynaptickych neurén SERT protein ukafuje pisobeni serotoninu a recykluje h&7].
Nastup deprese je spojovan s poklesem neurotreemn{gerotoninu) v mozku. Ulohou
antidepresiv je inhibovat serotoninovy transpor(@ERT) a tim zabranit Zmému

vychytavani serotoninu.

Testovani afinity ke GABA, receptoru

Kyselinay-aminomaselna (GABA) je hlavni inhilsii neurotransmiter v CNS savc
Hraje dilezitou roli @i regulaci genosu vzruchh neurori. U ¢lovéka je GABA @imo
odpowdna za regulaci svalového b 88]. GABA ma uvohujici a uklidiujici (€inky, také
pusobi proti Kec¢im [89, 90]. Principem fisobeni uklidujicich |€ki je podpora &inkia GABA

a tedy Utlum neuronové aktivity.
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Inhibice acetylcholinesterasy

Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym katalyzujiczkiad acetylcholinu za vzniku
cholinu a acetatu. Nachazi se hlawn CNS, kde jeho dinek ukoréuje synapticky penos
[91]. Acetylcholin se vaze na acetylcholinovy receptorfunguje jako fenasé vzruchi
u mnoha zivéichu véetrg ¢lovéka. V CNS acetylcholin ovladiéadu vzruck a odpo¥di, ma
také dilezitou roli @i aktivaci vnimani po probuzen®d] a @i udrZzovani pozornostiop.
Porucha acetylcholinovych drah v mozkuize vést az k rozpadu osobnosti, konkfétn
zpasobuje nap Alzheimerovu chorobu. Latky sniZujici aktivitu edglcholinesterasy proto
mj. mohou potenciathptsobit pr&¢ proti rozvoji této nemocid4).

Inhibice monoaminooxidasy A (MAO-A)

Monoaminooxygenasy jsou enzymy, které Kkatalyzujiidatvni deaminaci
monoamiri (nag. katecholaminy a serotonin).fiFejich nedostatku dochazi ke vzniku
depresi. U lidi existuji dva typy MAO. MAO-A se \gguje v jatrech, zaZivacim traktu a
placeng, zatimco MAO-B se nachazi v krevnich déisich P5]. V Iékaristvi se inhibice

aktivity MAO vyuZziva i 1écbé depresi a Uzkosti.
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3 CILE PRACE

Tato disertéani prace se zabyva studiem sirnych sekundarnichabalkf
ve vybranych rostlinackieledi Alliaceae {esnekovité). Pozornost byla zé&mna gedevsim
na druhy, které nebyly doposud detgjlnstudovany, jmenové zastupce pagkledi
Tulbaghioideaeg(rody Tulbaghiaa Prototulbaghig a ¢esnek stopiaty (Allium stipitatum)
z podroduMelanocrommyumRostliny roduTulbaghiai A. stipitatumjsou jiz dlouha léta
pouzivany k ppraw a ochucovani pokrin ale také v lidovém Mdtelstvi. U €chto
cesnekovitych rostlin bylo tedy moznéepdpokladat, Zze by potenciélrmohly obsahovat

sloweniny vykazujici vyrazné senzorické vlastnostipgkbiologickou aktivitu.

Hlavnimi cili této prace bylo:

1) detailni studium sirnych sléenin vyskytujicich se (pdpvznikajicich) ve vyse

uvedenych druzictesnekovitych rostlin;
2) objasrni jejich struktury a mechanignjejich vzniku;

3) posouzeni jejich biologické aktivity.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité Fistroje a zdizeni

Chromatograficky systém pro HPLC-PDA, Varian

binarni systém vysokotlakych pump Dynamax SD-21fava(Palo Alto, CA, USA)
PDA detektor Varian 335

analyticka kolona: Varian Microsorb-MV 100-5 C-Z/0 x 4,6 mm (um)
analyticka kolona: Varian Microsorb-MV 100-5 C-&§@x 4,6 mm (fum)
preparativni kolona: Varian Dynamax Microsorb 10038, 250 x 21,4 mm (&m)

preparativni kolona: Varian Dynamax Microsorb 10G-8, 250 x 21,4 mm (bm)

Chromatograficky systém pro HPLC-MS/UV

autosampler Thermo ACCELA (Erembodegem, Belgie)

HPLC Accela 600 (Erembodegem, Belgie)

UV detektor 1000 Spectra System Thermo Finnigaer(tBiodegem, Belgie)
hmotnostni spektrometr Thermo LTQ XL (ErembodegBeigie)

analyticka kolona Varian Microsorb-MV 100-5 C-8,2% 4,6 mm (5um)

Chromatograficky systém GC-MS

GC Varian 3800 (Varian, Palo Alto, CA, USA)
hmotnostni detektor Varian 4000 MS

kapilarni kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm), tIcka filmu 0,25um (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA)

ionizace narazem elektronu (El, 70 eV)

NMR spektrometr

spektrometr Varian INOVA 500 MHz (Palo Alto, CA, B

spektrometr Varian Mercury 300 MHz (Palo Alto, GASA)
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LC-NMR spektrometr
» spektrometr Varian INOVA 500 MHz (Palo Alto, CA, By
» kryosonda H/C/N (6@l aktivni objem)
» PDA detektor Varian (Palo Alto, CA, USA)

e HPLC Varian ProStar 230 (Palo Alto, CA, USA)

| € spektrometr

» spektrometr Nicolet FTIR (Thermo Fisher Scientitiéaltham, MA, USA)

ESI HRMS

* hmotnostni spektrometr LTQ-Orbitrap (Thermo FisBeientific, Waltham, MA,
USA)

DART-MS
* iontovy zdroj DART (DART-SVP, lonSense, Saugus, MUSA)

* hmotnostni spektrometr Exactive (Thermo Fisherr8ifie, Waltham, MA, USA)

DalSimi pouzitymi pistroji byl polarimetr Autopol IV (Rudolph Researchnalytical,
Hackettstown, NJ, USA) a bodotavek Stuart SMP (&tdfB).

Ptistroje pouzité f testovani biologické aktivity studovanych latek

fluorimetr Tecan Infinite 200 PRO (Curych, Svycarsk

spektrofotometr Tecan Spectra (Curych, Svycarsko):

spektrofotometr Microplate reader, BioTek, EL 8B®/m & Halby (Winooski, VT, USA);
pristroj stanovujici p@et burgk, Beckman Coulter Z1 D/T Particle Counter (Ram&ély, USA);

kapalinovy scintilani analyzér Counter-2000CA tri-Carb, Perkin-ElIm&Vaftham, MA, USA).
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4.2 Specialni nadobi a po#itky

Scintilatni vialky Wheaton-liquid scintilation vials (Sigmddrich, St. Louis, MO, USA);
filtry Advantec GC50, 25 mm (Dublin, CA, USA);

mikrotitracni destéky, FALCON (Corning, Tewksbury, MA, USA);

mikrotitrani destéky, TPP, Test plate 96F (Trasadingen, Svycarsko).

4.3 Rostlinny material

Cibule rostlinyAllium stipitatumbyly ziskany od Dr. Leonida Bondarenka (Lithuanian
rare bulb garden, Vilnius, Litva) v roce 2009. Tatwstlina mivodné pochazela z oblasti
Hodja-obi-Garm (pohid Hissar, Pamir, Tadzikistan). RostliRaototulbaghiasiebertii byla
ziskana od Dr. Stefana Sieberta (North-West UnityerBotchefstroom, JAR) (A). Rostliny
rodu Tulbaghiabyly ziskany z nasledujicich zdéojHoyland Plant Centre (Hoyland, VB)
(B), Silverhill Seeds (Cape Town, JAR) (C) a NCCR@&tional Collection ofTulbaghia
(Prime Perennials Nursery, Llanilar, AberystwytiB)\(D).

4.4 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité pro syntézy a izolace

Di(2-pyridyl)disulfid (98 %), pyridin-2-thiol (99 % 2-sulfanylpyridinN-oxid (99 %),
dansylchlorid (98 %),-cystein (99 %), glutathion (98 %), Dowex 50WMZ4 (mesh 50-100),
Dowex 50WX4 H (200-400 mesh), Amberlite IR-120 "H(mesh 16-45) a
toluensulfonylfluorid (99 %) byly zakoupeny od figmAcros Organics (Geel, Belgie);
N-hydroxypyridin-2(H)-on (98 %), 2-brompyridimN-oxid hydrochlorid (97 %),
diallyldisulfid (80 %), chlorid cinatyX 99,9 %), chlormethyl(methyl)sulfid (95 %), natrium
2-sulfanyl-pyridinN-oxid (98 %), pyridin £ 99 %) a pyridoxal-5-fosfat=(97 %) od firmy
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA); aceton (99,5 %), acetylchdipramoniak (25 %),
chelaton lll, kyselina chlorovodikova (35 %), digdther (p.a.) a glycerol (bezvody,99,5
%) od firmy Penta (Praha,Ceska republika); acetonitril (99,8 %) od firndy T. Baker
(Griesheim, Nmecko); ethyl-chlorformiat (> 98 %), methyljodid9(®6) a Silikagel 60 od
firmy Fluka (Buchs, Svycarsko); dichlormethar 09,5 %), hydroxid draselny>(85 %),
hydroxid sodny* 98 %), jodid sodnyX 99,5 %), kyselina mravén(98 %), kyselina octova
(99,8 %), siran amonny (99,4 %), siranfédoaty (bezvody, 99 %), ninhydrin, methanol
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(99,97 %), octan sodny (99 %), oxid manganity (90 %) a tetraboritan sodnyg @9 %) od
firmy Lach-Ner (Neratovice Ceska republika); thiommvina (98 %), peroxid vodiku (30 %)
a dihydrogenfosforman draselny (99 %) od firmyachema (Brno, Ceska republika);
ethanol (96 %) od firmyMerck (Darmstadt, Nmecko). Methiin a marasmin byly ziskany

doc. Ing. Romanem Kubcem, Ph.D. dle postupu popsani6)].
Chemikalie pouzité pri testovani antimikrobialni aktivity

Agar ST, kvasrini autolyzat, pepton a Zivny agar 2 byly zakoupeny od firmy
Imuna Pharm (Sarisské MichBany, Slovensko); bramborovo-dextrosovy agar a
bramborovo-dextrosovy bujén od firmiimedia (Mumbai, Indie); trypton od firmy
Scharlau (Barcelona, Spaitsko); chlorid sodnyX 99,9 %) od firmyPenta (Praha,Ceskéa
republika); sojovy pepton od firmifluka (Buchs, Svycarsko)p-glukosa (p.a.) a Tween 80
od firmy Lach-Ner (Neratovice, Cesk& republika); antibiotikové disky (ampicilin 10,
gentamicin 10, chloramfenikol 30 a tetracyklin 3064l firmy BD Sensi-Dis¢ Beton
Dickinson (Franklin Lakes, NJ, USA); antibiotika (ampicilsodny> 98 %, gentamicin
sulfat, chloramfenikob 98 %, tetracyklin hydrat 99 %, tioconazol 97 %) fachy Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, USA); ethanol (96 %) od firnijerck (Darmstadt, Nmecko).

Chemikalie pouzité p¢i testovani antiparazitické aktivity

Adenosin £ 99 %), bathocuproin sulfat (p.a.), 6-biopterinni§/ml, > 97 %), biotin
(> 99 %), p-glukosa £ 99,5 %),p-glukosamin hydrochlorid> 99 %), guanosin>98 %),
hydrogenuhliitan sodny, kyselina listovd (premium),-alanin & 98,5 %), L-serin
(98,5-101,0 %)L-tyrosin & 99 %), L-arginin (98,5-101,0 %), hemin (2 mg/mi,98 %),
M-199 meédium, pentamidin isethionat, natrium-pytuMg& 99 %), resazurin sodny,
Schneiderovo médium, 2-sulfanylethanal 49 %), kyselingp-aminobenzoova>99 %) a
thymidin byly zakoupeny od firmgigma Aldrich (St. Louis, MO, USA); dimethylsulfoxid
(> 99,5 %), 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansutioa kyselina (HEPES> 99,5 %),
hypoxanthin ¥ 99,5 %),L-cystein £ 99 %), L-glutamin & 99 %), L-methionin & 99 %),
L-fenylalanin & 99 %), L-prolin & 99 %), L-taurin & 99 %), L-threonin & 99 %) a
3-(N-morfolin)propansulfonova kyselina (MOPS 99,5 %) od firmyAppliChem (St. Louis,
MO, USA); natrium-citrat ¥ 99 %), dihydrogenfosfot@an sodny X 99 %), hydrogen-
fosfore&nan sodny X 98 %) a hydroxid sodny>(98 %) od firmyLach-Ner (Neratovice,
Ceska republika); MEM aminokyseliny (50x), MEM neesiélni aminokyseliny (100x),
IMD médium (IMDM) a penicilin/streptomycin od firm@ibco (Praha,Ceskéa republika);
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Gracovo médium +-glutamin a MEM + Eailv fyziologicky roztok +L-glutamin od firmy
Lonza (Basel, Svycarsko): fetalni hézi sérum (FBS) od firmBiochrom (Holliston, MA,
USA); formaldehyd od firmyPenta (Praha,Ceska republika) a hemasol od firnemax

diagnosa(Krnov, Ceska republika).

Chemikalie a enzymy pouzité pi testovani dalSich biologickych viastnosti

(-)-Epinefrin & 97 %), 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoova kyseling 98 %), acetylcholin-
esterasa (AChE, EC 3.1.1.7, typ VI-s, Electrophorus electricus 200-1000 U/mg),
acetylthiocholinjodid (98 %), hazi sérovy albumin (BSA, min. 96 %), ethylendiamin-
tetraoctova kyselina (EDTA, 99 %), cyklooxygenaséciOX-1, EC 1.14.99.1> 95 %,

> 4000 U/mg), cyklooxygenasa-2 (COX-2, EC 1.14.99dska,> 70 %,> 8000 U/mg),
monoaminooxidasa-A (MAO A, EC 1.4.3.4, lidsk&), aetbl (96 %), ethyl-acetat (99,7 %),
hematin, chlorid draselny (99 %), chlorid sodny @9, L-glutathion redukovany (99 %),
methanol (99,9 %), peroxidasa (EC 1.11.1.7, typzlkitenu), prostaglandin E> 99 %),
prostaglandin (> 99 %), p-tyramin (99 %), tris(hydroxymethyl)aminomethan @&, Tris
baze £ 99 %), Tween 20, diethyldithiokarbamat sodny (98, %exan, indomethacin
(> 99 %), nimesulid, paroxetir>(98 %), diazepam a galanthamin-hydrobromid (94 9ty b
zakoupeny od firmySigma Aldrich (St. Louis, MO, USA); N-methyl®H]flumazenil,
[N-methylH]citalopram, [1%*C]arachidonova kyselina a scintitd roztok Ultima Gold XR
byly ziskany od firmyPerkin Elmer (Waltham, MA, USA); dihydrogenfosfa¥ean draselny
(99 %), octova kyselina (100 %), kyselina vaniliaoy98 %) a trihydrat hydrogen-
fosfore&nanu draselného od firmWerck (Darmstadt, Nmecko); hexahydrat chloridu
hote¢natého (p.a., 99 %) od firmfluka (Buchs, Svycarsko); 1,4-dioxan (99,8 %) a 4-amino-
antipyrin (> 99 %) od firmwWR (Radnor, PA, USA).
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4.5 Seznam metod

4.5.1 HPLC-PDA metody

Metoda 1

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 4,6 mrum

» mobilni faze: 50mM KHPQO, (pH 5,5), acetonitril

gradientova eluce 0-5 min
5-10 min
10-15 min
15-25 min
= pratok: 0,9 mli/min
= pastikovany objem: 2Qul

=  monitorovaci vinova délka: = 220 nm

Metoda 2

3 % acetonitrilu
3—60 % acetonitrilu
60 % acetonitrilu

60—3 % acetonitrilu

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 4,6 mrum

= mobilni faze: voda, acetonitril
gradientova eluce 0-10 min
10—40 min
40-50 min
50-55 min
= pratok: 0,9 ml/min
= nastikovany objem: 2Qul

=  monitorovaci vinova délka: = 210 nm

Metoda 3

10-15 % acetonitrilu
15-90 % acetonitrilu
90 % acetonitrilu

90-10 % acetonitrilu

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 4,6 mrum

= mobilni faze: voda, acetonitril
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gradientova eluce 0-20 min 10-90 % acetonitrilu
20-25 min 90 % acetonitrilu
25-30 min 90-15 % acetonitrilu

» pratok: 0,9 ml/min

» nastikovany objem: 2Qul

= monitorovaci vinova délka: = 210 nm
Metoda 4

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 4,6 mrum

= mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-15 min 15-70 % acetonitrilu
15-17 min 70-90 % acetonitrilu
17-20 min 90 % acetonitrilu
20-22 min 90-15 % acetonitrilu

= pratok: 0,9 ml/min

» nastik: 20 pl

=  monitorovaci vinova délka: = 210 nm
Metoda 5

= kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 250,& mm, Sum

= mobilni faze: 50mM octan sodny (pH 5,0), acetohitri

gradientova eluce 0-35 min 30-40 % acetonitrilu
35-50 min 40-55 % acetonitrilu
50-55 min 55 % acetonitrilu
55-60 min 55-75 % acetonitrilu
60—65 min 75 % acetonitrilu
65—70 min 75-30 % acetonitrilu
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= pratok: 0,9 ml/min

= nastik: 20 pul

=  monitorovaci vinova délka: = 265 nm
Metoda 6

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 4,6 mrum

= mobilni fAze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-16 min 20—-39 % acetonitrilu
16—-20 min 39-85 % acetonitrilu
20-30 min 85 % acetonitrilu
30-35 min 85-20 % acetonitrilu

= pratok: 0,9 ml/min

= nastik: 20 pl

= monitorovaci vinova délka: = 210 nm
Metoda 7

= kolona: Varian Microsorb MV 100-5 C-8, 250 x 21,4mbum

* mobilni faze: 50mM KHPQ, (pH 5,5), acetonitril

gradientova eluce 0-5 min 3 % acetonitrilu
5-10 min 3-60 % acetonitrilu
10-15 min 60 % acetonitrilu
15-25 min 60-3 % acetonitrilu

= pratok: 18 ml/min
» nastikovany objem: 1 ml

=  monitorovaci vinova délka: = 220 nm
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Metoda 8

kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25P1x4 mm, Sum

mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0 min 15 % acetonitrilu
0—18 min 15-83 % acetonitrilu
18-20 min 83 % acetonitrilu
20-22 min 83-15 % acetonitrilu

pratok: 18 ml/min
nastik: 1 ml

kvuli fotolabilité¢ jimanych slotenin byl eluent fed vstupem do detektoru raten
v pomeru 1:4 (do detektoru vstupovalo pouze 20 %, 80 % hynano ihned po

vystupu z kolony)

monitorovaci vinova délka: = 210 nm

Metoda 9

kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25014 mm, 5um

mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-15 min 45-80 % acetonitrilu
15-17 min 80 % acetonitrilu
17-20 min 80-45 % acetonitrilu

pratok: 18 ml/min
nastik: 1 ml
monitorovaci vinova délka: = 260 nm

kvili fotolabilit¢ jimanych slogenin byl eluent fed vstupem do detektoru raten
v pomeru 1:4 (do detektoru vstupovalo pouze 20 %, 80 % hynano ihned po

vystupu z kolony)
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Metoda 10
= kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25P1x4 mm, Sum

= mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0—4 min 15-25 % acetonitrilu
4—6 min 25-80 % acetonitrilu
6—8 min 80 % acetonitrilu
8-10 min 80-15 % acetonitrilu

pratok: 18 ml/min

nastik: 1 ml

monitorovaci vinova délka: = 285 nm

kvili fotolabilité jimanych slogenin byl eluent fed vstupem do detektoru ragen

v pomeru 1:4 (do detektoru vstupovalo pouze 20 %, 80 % hynano ihned po

vystupu z kolony)

Metoda 11
= kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25P1x4 mm, 5um

= mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-10 min 15-83 % acetonitrilu
10-12 min 83 % acetonitrilu
12-15 min 83-15 % acetonitrilu

= pratok: 18 ml/min
» néstik: 1 ml

=  monitorovaci vinova délka: = 290 nm

= kvili fotolabilité jimanych slotgenin byl eluent fed vstupem do detektoru razen

v pomeru 1:4 (do detektoru vstupovalo pouze 20 %, 80 % hynano ihned po

vystupu z kolony)
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Metoda 12
= kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25P1x4 mm, Sum

= mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-15 min 15-70 % acetonitrilu
15-17 min 70-90 % acetonitrilu
17—-20 min 90 % acetonitrilu
20-22 min 90-15 % acetonitrilu

» pratok: 18 ml/min

= nastik: 1 ml

= monitorovaci vinova délka: = 210 nm
Metoda 13

= kolona: Varian Dynamax Microsorb 100-5 C-18, 25P1%4 mm, 5um

= mobilni faze: voda, acetonitril

gradientova eluce 0-16 min 20—-39 % acetonitrilu
16-20 min 39-85 % acetonitrilu
20-30 min 85 % acetonitrilu
30-35 min 85-20 % acetonitrilu

= pratok: 18 ml/min
= npastik: 1 ml

= monitorovaci vinova délka: = 210 nm
4.5.2 GC-MS metody

Metoda 14
»= kolona: HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, tlak& filmu 0,25um
* nosny plyn: helium

» nastikova teplota/teplota detektoru: 180 °C/250 °C
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teplotni gradient ~ 0-3 min 130 °C
3-48 min 130-220 °C (po 2 °C/min)
= pratok: 1,3 ml/min
= nastik: 1 pl
Metoda 15
= kolona: HP-5MS, 30 m x 0,25 mm, tla& filmu 0,25um
= nosny plyn: helium
= nastikova teplota/teplota detektoru: 180 °C/250 °C
teplotni gradient ~ 0-3 min 40 °C
3-55,5 min 40-250 °C (po 4 °C/min)
= pratok: 1,3 ml/min

= nastik: 1 pl

4.5.3 DalSi pouzivané metody

NMR
= gpektrometr Varian INOVA 500 MHz pépspektrometr Varian Mercury 300 MHz
= rozpoustdlo: D,O pog. CDCk

» v piipac pouziti O byly chemické posuny vztazeny k signalu DSS, tekla
mé&tenych v CDC byly jejich *H posuny vztaZeny k signalu HMDSS& @,04 ppm) a
3¢ posuny k signalu rozpousita (6 76,99 ppm): N chemické posuny byly vztazeny
k signalu nitromethanw(©,00 ppm)

'H LC-NMR
= spektrometr Varian INOVA 500 MHz
= chemické posuny byly vztazeny k signalu4Chl (6 2,00 ppm)
= H/C/N kryosonda (6@l aktivni objem)
* mod stop-flow (WET potl&eni signalu rozpou&tia)
» sk@rdat: 2 s po 90° RF pulsu (3:4), spektralni $ka 10 kHz

= zpozdnirelaxace: 1s
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4

IC
= spektrometr Nicolet FTIR spektrometr

» tablety KBr

ESI HRMS
* hmotnostni spektrometr LTQ-Orbitrap
= rozliSeni:R =50 000 (fwhm)
= provozni napti: 3,5 kV

» teplota iontového zdroje: 200 °C

DART-MS
» jontovy zdroj DART
» hmotnostni spektrometr Exactive
» vzdalenost mezi vystupem ze zdroje DART a keramidkobici: 10 mm
= vzdalenost mezi keramickou trubici @yodem do kapilary spektrometru: 2 mm
= vzorky nanaSeny manu&pomoci Dip-It sklednych kapilar
= desorgnicas:5s
* jonizace: pozitivni a negativni
= pratok helia: 2,5 I/min
= teplota vzduchu: 350 °C
» papeti na vylwovaci jehle: 5 kV
» npapeti na ntizkované elektrogl 350 V
* napti na kapilée: 50 V
» napeti nacocéce trubice: 120 V
» teplota kapilary: 50 °C

= rozliSovaci schopnostistroje prom/z 200:R = 50 000 (fwhm).
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4.6 Pouzity software

Varian (Palo Alto, CA, USA)
GrafPad Prism (La Jolla, CA, USA)

GraFit 5, Erithacus Software Ltd. (East Grinste4s)

4.7 1zolace a syntézy sirnych sléenin

4.7.1 1zolace a syntézy latek vyskytujicich se v cibulkdcA. stipitatum

Izolace aminokyselin z cibulek Allium stipitatum

Oloupané cibulky rostlinyA. stipitatumo hmotnosti 337 g byly homogenizovany
pomoci kuchyiského mixéru s jednim litrem $8i methanol/HO/HCI (90/9/1, viviv). Srés
byla povdena pod zgnym chladéem 5 minut a fefiltrovana pes platno. Filtréni kol& byl
jeS€ jednou poveen s jednim litrem stejného extiakho ¢inidla a zfiltrovan. Oba filtraty
byly spojeny a zakoncentrovany na totavakuové odparce (RVO)iip40 °C na objem
400 ml. Koncentrat byl odigdén pri 12000 rpm po dobu 12 minut. Hodnota pH superriatan
byla upravena na 2,5 pomoci 5M roztoku KOH. Ziskam¥trakt byl nanesen na
iontomgni¢ovou kolonu Amberlite IR-120 H(mesh 16-45) o roznech 3 x 21,5 cm. Kolona
byla po naneseni vzorku néjke promyta 1 | destilované vody (eluat nebyl jian
aminokyseliny byly z kolony eluovany 1M NBH, piicemz byly jimany frakce o objemu
350 ml p7]. Frakce, které poskytovaly pozitivni reakci shmydrinem (0,2% (w/v) v acetonu),
byly spojeny, zakoncentrovany na RVO (objem 10arkyselinou mraveti byla hodnota pH
upravena na 6,0. Ziskany vzorek byl analyzovan mdH&LC-PDA s pouzitim metody 1.

Pred pouzitim preparativni HPLC byl roztok feeen 50mM roztokem KHPO,
o pH 5,5 na objem 20 ml. lIzolace jednotlivych ankiyselin byla prov&éha pomoci
preparativni C-8 HPLC (metoda 7). Jimany byly latkyetednim casem 7,2 minut (I4tka0)
a 11,3 minut (latk&1). Najimané frakce byly spojeny, lyofilizovany, ettovany 2 x 150 ml
methanolu a nerozpu$ty podil (anorganické soli z pouzitého pufru) byfitrovan. Po

odpdaeni rozpou&idla bylo ziskano 569 mg latik30 a 50 mg latky31.
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Izolace rozkladnych latek z homogenatu A. stipitatu

Cibulky A. stipitatumo hmotnosti 94 g byly homogenizovany pomoci kustkgho
mixéru se 150 ml destilované vody po dobu 2 minznikly homogenat byl ponechan
30 minut i laboratorni tepldt a poté byl extrahovan 200 ml diethyletheru a milan es
platno. Filtrat byl odsedtn pii 3000 rpm (10 minut), organicka faze byla didta a vodna
faze byla optovr¢é extrahovdna 100 ml diethyletheru. &mbyla ogt odsted’ovana pi
3000 rpm (10 minut), organické faze byly spojenyp#suseny bezvodym MgQ0
Rozpou&tdlo bylo odp#eno na RVO p teplot 20 °C, ziskany odparek (28 mg) byl
rozpusén v acetonitrilu, pefiltrovan ges PTFE filtr (0,45um) a poté analyzovan pomoci
HPLC-PDA (metoda 2).

Izolace alliinasy z cibulek A. stipitatum

Cibulky A. stipitatumo hmotnosti 321 g byly homogenizovany pomoci kiskgho
mixéru s 500 ml fosfatového pufru o pH 7,5 [obs#&di),1 M KHPQO,, 5 mM chelatonu lll,
0,5 mM toluensulfonylfluoridu, 10 uM pyridoxal-5gttu, 0,05 % (w/v) cysteinu a 10 %
(v/v) glycerolu]. Homogenat byl neustale chlazetelm. Bylo ziskano 800 ml homogenatu,
ktery byl zfiltrovan ges platno. Filtrat byl odstd’ovan @i 9000 rpm a teplét4 °C po dobu
15 minut. Supernatant byl slit (400 ml) a postupnnému bylo gidano 165 g (NSO,
(58% nasyceni). Tato simbyla michana jednu hodinu za chlazenikiyas ledové tisti. Snés
byla poté odsedovana pi 9000 rpm a teplét 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl
odstrarn a ziskany precipitat byl rozp&gtv minimalnim objemu fosfatového pufru (0,1 M,
pH 7,5) Pg. Bylo ziskdno 32,5 ml extraktu obsahujiciho a#su, ktery byl dialyzovan
proti fosfatovému pufru (0,1 M, pH 7,5). Po 18 hwitih dialyzy byl pufr vyrnén a dialyza
pokraiovala dalSich 8 hodin. Poté byl obsah diatydho stivka rozdlen do vialek a

uchovavan p teplog -80 °C.

Modelové experimenty

Do 10ml sklegné vialky bylo napipetovano po 1 ml roztok-pyridylcystein-
N-oxidu 30), methiinu () a marasminul(0) o koncentracich 25 mM v 20mM KRO, pufru
o pH 6,5. Ke srsi aminokyselin bylo fiddano 0,5 ml roztoku alliinasy (10 mg/ml), &snbyla
michana i 23 °C po dobu 30 minut a poté extrahovana 3 rohldrmethanu. Organické
rozpoustdlo ze vzorku bylo odfoukdno pomoci argonu. Vzolsk rozpusén v 300 pl
acetonitrilu, pefiltrovan ges PTFE filtr (0,45 ul) a analyzovan pomoci C-8 EPL
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(metoda 2). Stepn pripravené modelové stai byly analyzovany také pomoci DART-MS
po inkubaci jednu minutu (bez filtrace a extrakce).

Pro zjiséni mechanismu &peni S(2-pyridyl)cysteinN-oxidu @0) byla sngs
aminokyseliny (10 mg v 0,3 ml f) s alliinasou (0,4 ml, 10 mg/1 ml) vloZena do NMR

W w

kyvety a pfibéZzné byla mstena’™H NMR spektra.

Syntéza S-(2-pyridyl)cystein-N-oxidu

| HCI + COOH  NaOH |
@ -~ HS/\/ —_— @~ COOH
N Br N s/w/
lo NH, lo
0

0 NH,
2-brompyridin-N-oxid L-cystein S-(2-pyridyl)cystein-N-oxid (30)
hydrochlorid

Obréazek 23: SyntézaS-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu.

V tiihrdlé 50ml bace bylo v 10 ml vody rozpudtio 1,1 g 2-brompyridimN-oxid
hydrochloridu (5 mmol) a 0,6 g-cysteinu (5 mmol) (obrdzek 23). 8mbyla chlazena
studenou vodou a postuptoyly prikapany 4 ml 5M roztoku NaOH. Parigani roztoku
NaOH byla reaéni snts zaliata na teplotu 50 °C a michana pocdtapm chladéem
18 hodin p9. PreciSteni produktu bylo provedeno pomoci sloupcové ionéxov
chromatografie (Dowex 50WX4, 3 x 11 cm). Analytylyoeluovany z kolony pomoci 1M
NH4OH, pricemz uchovany byly frakce, které poskytovaly pontiveakci s ninhydrinem
(0,2% (w/v) v acetonu). Po zakoncentrovani na RMD (C) byly frakce analyzovany
pomoci HPLC (metoda 3) a ty, které obsahoval{2-pyridyl)cysteinN-oxid (30), byly
spojeny. Produkt byl vysrazen smichanim s acetonponeru vzorek:aceton 1:4 (v/v). Bylo

ot

pomoci NMR a MS (filohy A a C).

Syntéza a pecisténi S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu

V ttihrdlé 50ml b#ace bylo v 10 ml vody rozpuito 1,1 g 2-brompyridiiN-oxid
hydrochloridu (5 mmol) a 1,5 g glutathionu (5 mm@)es byla chlazena studenou vodou a
postupr byly prikapany 4 ml 5M roztoku NaOH. Paigani roztoku NaOH byla re&ki
smes zaliata na teplotu 50 °C a podétpym chladéem michana 3 hodiny (obrazek 289|[
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PrecisSténi bylo provedeno analogickym postupem jako precisteni S-(2-pyridyl)cystein-
N-oxidu. Analyza najimanych frakci byla provedenampoi HPLC (metoda 3). Frakce
obsahujiciS-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu 81) byly spojeny a lyofilizovany. Bylo ziskano
1,5 g latky (vytzek 75 %).Cistota a identita produktu byly skeny pomoci NMR a MS
(ptilohy A a C).

\ (6] NH o
| HCI +
® 7 HS J\/YCOOH
Br

N N
lo H
0 NH,
2-brompyridin-N-oxid glutathion
hydrochlorid
NaOH
(COOH
o NH
AN 0
| o )WCOOH
N N
lo H
¢} NH,
S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathion (31)
Obrazek 24: SyntézaS-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu.
Syntéza di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxidu
8 S
2 H,0, l®
@z P S N
N SH N s” \
o o |
O o P
2-sulfanylpyridin-N-oxid di(2-pyridyl)disulfid-~N,N -dioxid (15)

Obrazek 25: Syntéza di(2-pyridyl)disulfidN,N'-dioxidu.
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Di(2-pyridyl)disulfid-N,N-dioxid (15) byl ptipraven oxidaci 2-sulfanylpyridin-
N-oxidu (obrazek 25). Ve 30 ml destilované vody bylo rozgnd 4,23 g (33 mmol)
2-sulfanylpyridinN-oxidu. Do roztoku bylo fidano 3,5 ml HO, (30%, 33 mmol) a re&ki
smes byla michana 1 hodinuigeplo€ 45 °C pod zptnym chladéem [10J. Analyza byla
provedena pomoci HPLC (metodat@5,4 min). Ziskany produkt bylkgsisten rekrystalizaci
z vrouciho methanolu. Bylo ziskano 2,3 gty niZzovych Supinkovitych krystal (vytézek
57 %).Cistota a identita produktu byly 8keny pomoci NMR a MS {flohy A a C).

Syntéza 2-(methyldithio)pyridin-N-oxidu

D o o ~
| . "% NaOH |
@z ~o — > @z S
N” sH s NT s
lo lo
o O
2-sulfanylpyridin-N-oxid S-methyl-methan- 2-(methyldithio)pyridin-N-oxid (13)

thiosulfonat

Obrazek 26: Syntéza 2-(methyldithio)pyriditN-oxidu.

V 50 ml 0,5M roztoku NaOH (25 mmol) bylo rozp&sd 3,18 g 2-sulfanylpyridin-
N-oxidu (25 mmol), ke kterému bylo postupmrikapano 3,15 gS-methyl-methanthio-
sulfonatu (25 mmol) (obrazek 26). Réak snes byla michana 30 minut za laboratorni
teploty a poté extrahovana 4 x 30 ml dichlormeth&@npojené organické faze se po vysuseni
bezvodym MgS@ zbarvily do fialova a po odpani na RVO § 40 °C byla ziskana Sedo-
fialova pevna latkalo1]. Odcleni barevnych vedlejSich prodikbylo provedeno na kolén
silikagelu (2 x 18,5 cm). Mobilni fazi byla smdiethyletheru a dichlormethanu v pomn1:5
(v/v). Analyza byla provedena pomoci HPLC (metodatz38,2 min). Cistota a identita
ziskaného produktu byly ékeny pomoci NMR a MS {dohy A a C).

Syntéza 2-(methyldithio)pyridinu

N o o N
| N % NaOH |

P ~o - > P S

N” su - s NT s
pyridin-2-thiol S-methyl-methan- 2-(methyldithio)pyridin (32)

thiosulfonat

Obrazek 27: Syntéza 2-(methyldithio)pyridinu.
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V 50 ml 0,5M vodného roztoku NaOH (25 mmol) bylepastno 2,8 g pyridin-
2-thiolu (25 mmol). Postugrbylo pridavano 3,15 g methyl-methanthiosulfonatu (25 mmol)
(obrazek 27). Vytvl se ml&né zakaleny roztok s kapkami Zluté olejovité latkyerk byl
michan 30 minut za laboratorni teploty. Poté byakni snts extrahovana 4 x 30 ml
dichlormethanu, spojené organické faze byly vysySeezvodym MgS® a rozpoustdlo
odpaeno na RVO p 40 °C. Byla ziskadna Zlutda olejovita latkaof], ktera byla dale
pieciSttna na silikagelové kolan(2 x 13 cm). Mobilni fazi byla sts8 diethyletheru a
dichlormethanu v pogmu 1:5 (v/v). Reisténi pomoci silikagelu bylo provédo opakovag,
dokud nebyl ziskan zcetasty 2-(methyldithio)pyridin 82). Analyza byla provedena pomoci
HPLC (metoda 3tg 14,5 min). Byly ziskany 3,0 g krysta{vytézek 76 %) Cistota a identita
produktu byly o¥reny pomoci NMR a MS {dohy A a C).

Syntéza S-(methylthiomethyl)isothiouroniumchloridu

NH, C? NH,
@
H,N S a7 > H,N s g
thiomocovina chlormethyl(methyl)sulfid S-(methylthiomethyl)iso-

thiouroniumchlorid

Obrazek 28: Syntézas-(methylthiomethyl)isothiouroniumchloridu.

V 1l varné b#ce s 600 ml acetonu bylo rozpersd 20 g thiomooviny (0,26 mol). Ke
smesi bylo za stalého michani ps&astech fidano 22,8 ml chlormethyl(methyl)sulfidu
(0,26 mol) (obrazek 28). V pbe¢hu prikapavani se roztok zakalil a&da se tvat Zlutd,
s acetonem nemisitelna kapalina a v dalSitinghnu se z&aly tvarit bilé krystalky. Reagni
smeés byla po 1,5 hodih michani ochlazena na teplotu 4 °C a vitvie s¥tle nizove

krystalky byly zfiltrovany a rekrystalizovany z ettolu (vy€zek 64 g, 71 %)102].

Syntéza (methylthio)methanthiolu

©
> )Niz
@ NaOH
HNT g7 >N E— s s
S-(methylthiomethyl)iso- (methylthio)methanthiol

thiouroniumchlorid

Obrazek 29: Syntéza (methylthio)methanthiolu.
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Do 100ml varné h&ky bylo navazeno 9,8 &(methylthiomethyl)isothiouronium-
chloridu (72 mmol). Tato latka byla nejprve rozgnst v minimalnim mnoZstvi destilované
vody, poté bylo fidano 12,3 ml 5M roztoku NaOH a smbyla 2 hodiny michanatip
laboratorni teplat (obrazek 29). Vznikly (methylthio)methanthiol bgktrahovan 2 x 30 ml
dichlormethanu. Organicka faze byla extrahovan&kslika mililitry destilované vody pro
odstrarni NaOH [L03. Ziskan& organicka faze obsahujici (methylthidjragthiol jiz nebyla

dale gecistovana a byla vyuzita v dalSich syntézach.

Syntéza 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridin-N-oxidu

N N
| . o |
g/ - T %/ S/S\/S\
lo lo
0] 0]
2-sulfanylpyridin-N-oxid (methylthio)methanthiol 2-[(methylthiomethyl)dithio]-

pyridin-N-oxid (14)

Obrazek 30: Syntéza 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridiN-oxidu.

V 500ml varné bace bylo v 70 ml acetonu rozpasb 9,1 g 2-sulfanylpyridin
N-oxidu (72 mmol). Poté byl ke smi piidan roztok (methylthio)methanthiolu
v dichlormethanu (ziskany vigdchozi syntéze). K re&ki snesi bylo za stalého michéani
prikapano 7,3 ml KO, (30%, 72 mmol) (obrazek 30). Viikhu 2hodinového michani s
nejprve zezloutla a poté secaly tvait bilé krystalky, které se postuprrozpustily za
vytvoreni fdzového rozhrani. Izolacecistého 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridin-
N-oxidu (14) byla provadna pomoci preparativni C-18 HPLC (metodat8,11,0 min).
Z najimanych frakci byl nejprve odfeam acetonitrii na RVO (20 °C), vodna faze byla
vyextrahovana 2 x 70 ml dichlormethanu, spojenéamiaké faze fesuseny bezvodym
MgSO, a odp#eny na RVO (20 °CBYyla ziskana bila krystalicka latka, jefiistota a identita
byly ovéteny pomoci NMR a MS flohy A a C).

Syntéza 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinu

AN AN
| ; _ 0, | <

N/ SH HS/\S/ N/ AN
pyridin-2-thiol (methylthio)methanthiol 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridin (33)

Obrazek 31: Syntéza 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinu.
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Do 500ml varné hiy bylo navazeno 8 g pyridin-2-thiolu (72 mmol) #&lip 70 ml
acetonu. Déle byl ke stai pridan (methylthio)methanthiol v dichlormethanu (zisi pomoci
predchozi syntézy) a potéikapano 7,3 ml KO, (30%, 72 mmol). Zluty roztok se zakalil a
zesvtlal. Reakni smés byla poté michana 2 hodiny za laboratorni tep{otyazek 31) a
rozpoustdlo bylo odp#eno na RVO p 20 °C.

Izolace ¢istého 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinu3@) byla provadna pomoci
preparativni C-18 HPLC (metodat@,17,0 min). Nasledna extrakce této latky z najincany
frakci byla provedena stejnym postupem jakbipolaci 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridin-
N-oxidu 33) (viz vy3Se). Byla ziskana bila krystalicka latkejiz cistota a identita byly
oveéieny pomoci NMR a MS §flohy A a C).

Syntéza 2-(methylthio)pyridin-N-oxidu

| A N | ~
® - + @_~
N SNa CH;l Nl N s
le b
natrium-2-sulfanyl- methyljodid 2-(methylthio)pyridin-N-oxid (34)
pyridin-N-oxid

Obréazek 32: Syntéza 2-(methylthio)pyridiiN-oxidu.

Do 100ml reakni baiky bylo navdZzeno 1,7 g natrium-2-sulfanylpyridibexidu
(10 mmol) a rozpusho ve 25 ml acetonu (latka se rozpustila jefagti). Za stalého michani
byl v 10% molarnim febytku gikapavan CHI (obrazek 32). Reaki snes, ktera byla
zahata na teplotu 40 °C, se zbarvila do Zluta &abase tvait krystalky Nal. Snds byla
michana 5 hodin, poté byly vzniklé krystaly Nal ddeny filtraci a Zluty filtrat byl
zakoncentrovan na RVO (30 °C)0H. 1zolace ¢isteho 2-(methylthio)pyridirN-oxidu 34)
byla provadna pomoci preparativni C-18 HPLC (metodatk®,7 min). Extrakce této latky
z najimanych frakci byla provedena jakotegchozim fipad. Byla ziskana bilé krystalicka
latka, jejiZcistota a identita byly afeny pomoci NMR a MS {flohy A a C).
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Syntéza 2-[(methylthiomethyl)thio]pyridin-N-oxidu

® ®
@O + S a —s ®_
Il\I SNa SN -NaCl T@ S PN S v
0@ 0
natrium-2-sulfanyl- chlormethyl(methyl)sulfid 2-[(methylthiomethyl)thio]-
pyridin-N-oxid pyridin-N-oxid (35)

Obréazek 33: Syntéza 2-[(methylthiomethyl)thio]pyridiN-oxidu.

Do 100ml odp#ovaci baky bylo navazeno 1,7 g natrium-2-sulfanylpyridirexidu
(10 mmol), ktery byl rozpush ve 25 ml ethanolu. Do roztoku byfikapan chlormethyl-
(methyl)sulfid (0,96 g, 11 mmol) a reak smés byla michana po dobu 5 hodifi peplog
40 °C (obrazek 33)1p4. Vzniklé krystalky NaCl byly zfiltrovany a filttazakoncentrovan
na RVO. lzolace 2-(methylthio)pyridiN-oxidu 34) byla provadna pomoci preparativni
C-18 HPLC (metoda 11 7,4 min). Extrakce této latky z najimanych frakgia provedena

sraoyt

byly ovéteny pomoci NMR a MS {flohy A a C).

Syntéza allicinu (S-allyl-2-propenthiosulfinatu)

0
H,0, g
/\/S\S/\/ /\/ \S/\/
CH;COOH
diallyldisulfid allicin (11)

Obréazek 34: Syntéza allicinu.

Ve 100ml varné hee bylo spolu s 10 ml acetonitrilu a 10 ml kyseliogtové
rozpuséno 7,3 ml diallyldisulfidu (50 mmol). Roztok byl blazen na 0 °C a za stalého
michani byla fikapana peroxooctova kyselinafifravena smisenim 6,6 ml 30% peroxidu
vodiku v 7 ml kyseliny octove) za vytieni bilého zakalu (obrazek 34). Po 5 hodinach byla
reakce uko#ena neutralizaci re&ki smési vodnym roztokem KOH. Posledni stopy kyseliny
octové bylo odstramy pomoci vodného roztoku NaHGCHodnota pH roztoku byla poté
upravena na 5,0 a real snes byla extrahovana dichlormethanem (4 x 50 ml).|Spb
organické faze bylyfesuseny bezvodym MgQ@ rozpousidlio bylo odp&eno na RVO 105.
Ziskany produkt byl analyzovan pomoci C-8 HPLC szithbm metody 4. RiSteni allicinu
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bylo provedeno pomoci preparativni C-18 HPLC (matd@,tz 12,0 min). Z najimanych
frakci byl nejprve odp@n acetonitrii na RVO (20 °C), vodna faze byla pexérahovana
4 x 50 ml dichlormethanu, spojené organické fasyseny bezvodym MgSQ@ odpéeny

na RVO (20 °C). Byla ziskana Zluta olejovita latkajjz cistota a identita byly adeny

pomoci MS (piloha C).

4.7.2 lzolace latek vyskytujicich se rostlinach rod Tulbaghia a Prototulbaghia

Izolace aminokyselin

Koteny rostlin rod Tulbaghia resp. Prototulbaghia o hmotnosti 5-10 g byly
homogenizovany se 150 ml &sh methanol/voda/kyselina chlorovodikova (90/9/tv/w).
Smes byla povéena pod zgtnym chladéem cca 5 minut aipfiltrovana pes platno. Filtréni
kol& byl jeS€ jednou poveen se 150 ml stejného roztoku a zfiltrovan. Obaéhy byly
spojeny a zakoncentrovany na RV 40 °C na objem 400 mbf]. Takto ipraveny extrakt
byl pred derivatizaci a HPLC analyzou uchovanan v —28 °C.

Derivatizace pro HPLC analyzu byla pro¢ad smichanim 300 pl vzorku, 200 pl
roztoku dansylchloridu (10 mM v acetonitrilu) a 200boratoveho pufru (20 mM, pH 9,37.
Analyza byla provatha pomoci HPLC-PDA (metoda 5).

Pro derivatizaci na GC byl extraktepistén odstedtnim pi 12000 rpm (12 minut).
Hodnota pH supernatantu byla upravena na 2,5 poraatriého roztoku KOH. Roztok byl
nanesen na iontomic¢ovou kolonu Dowex 50WX#"* (mesh 50—100) o rozfrech 1 x 5 cm.
Kolona byla promyta 20 ml destilované vody. Amins&lny byly z kolony eluovany 50 ml
1M NH4OH. Eluat byl odp#en na RVO do sucha (40 °C) a ziskany odparek bwatezovan
rozpusénim ve 400 pl swsi ethanol/voda/pyridin (32/60/8/, viviv). Poté dykidano 200 pl
ethylesteru chlormraveén kyseliny, 200 pl vodného roztoku Nal (1 g/ml) & %l
acetylchloridu. Sis byla ponechana reagovdéep noc a poté byloridano rekolik krystalki
SnCh (pro odstragni vytvareného jodu). Po rozpu$ti byly derivatizované aminokyseliny
extrahovany 400 pl dichlormethan®7] a organicka faze byla analyzovana pomoci GC-MS
(metoda 14).

Izolace marasmicinu

Lyofilizované kaeny T. violaceao hmotnosti 37 g byly homogenizovany s 800 ml
destilované vody, ponechany 30 mif lpboratorni teplat a poté byl homogenatgfiltrovan

pies platno. Filtrani kol& byl opst homogenizovan se stejnym objemem destilované aody
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zfiltrovan. Filtrat byl extrahovan dichlormethanempomneru 1:2 (v/v). V disledku vzniku
emulze bylo nutno si&s odstedit pri 12000 rpm po dobu 4 minut. Po atiehi organické faze
byla vodna faze znovu extrahovana dichlormethang@on®ru 1:1 (v/v). Organickeé faze byly
spojeny, pesuseny bezvodym MgQ@ extrakni ¢inidlo bylo odpd@eno na RVO §9]. Byl
ziskan Zlutozeleny, sitnaromaticky odparek sirupovité konzistence. Pr&aris dostaténého
mnozstvi rozkladnych latek z ka1 T. violaceabyl tento postup &kolikrdt opakovan,
piicemz pameérny vytéZzek rozkladnych latek byl 1,68 %. Ziskany extrakt &nalyzovan
pomoci C-8 HPLC s pouzitim metody 6.

Izolace ¢istého marasmicinu byla prowith pomoci preparativni C-18 HPLC
(metoda 13tr 15,0 min). Extrakce marasmicinu z najimanych frdkda provedena stejnym
zpasobem jako v Pipact allicinu. Byla ziskana s¥le Zluta, olejovita latka, jejiZistota a
identita byly o¥ifeny pomoci NMR a MS §ldohy A a C).

Senzorické hodnoceni marasmicinu

Cisty marasmicin byl rozpudt v ethanolu na koncentraci 2 mg/ml. Poté bylorf|1
tohoto roztoku nigdno na objem 1 | vodou a roztok byl ponechan 10 mmichat. DalSi
fedni bylo provadno vodou a po kazdém ieakni byl roztok michan 5 minut. Vzorky byly
hodnoceny veiech fiznych koncentracich. Chiovy prdh byl stanovovan trojuhelnikovym
testem. Senzorické hodnoceni bylo pradddsmi hodnotiteli.

Izolace #kavych latek z kienii Tulbaghia violacea

Cerstvé koeny T. violacea o hmotnoti 25 g byly homogenizovany pomoci
kuchyiiského mixéru s 250 ml vody a ponechany 30 mirtutaboratorni teplat Poté byl
homogenat femistn do reakni baiky o objemu 1 | a 30 minut ¥%@n pod zptnym
chladiéem. Poté byla s&s ochlazena na laboratorni teplotu gefiftrovana. Filtrat byl
extrahovan 2 x 200 ml diethyletheru, organické fhyly spojeny, pesuseny fes MgSQ,
extrakt byl zakoncentrovan na 10 ml odfoukanim ca&tdla dusikem a analyzovan pomoci
GC-MS (metoda 15).
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4.8 Testovani antimikrobialni aktivity

Testovani s bakterialnimi a kvasinkovymi kulturajgem provadla na Ustavu
mikrobidlni biologie rostlin (Biologické centrum AYR, Ceské Budjovice — pracovni
skupina doc. Ing. lvana Mraze, CSc.), aktivitu kapeoti plisnim jsem testovala na kated
rostlinné vyroby a agroekologie (ZF J0eské Budjovice — pracovni skupina Prof. Ing.

VladislavaCurna, CSc.).

Mikrobialni kultury

Mikrobialni kultury byly ziskany z kolika sbirek mikroorganistn CCM (Ceskéa
sbirka mikroorganisi Brno), ATCC (American Type Culture Collection)CBM/LMG
(Belgian Coordinatel Collections of Microorganism&ICP (Research Institute of Crop
Production - Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, RugyRraha) a KRV/ZF/JU (sbirka katedry

rostlinné vyroby a agroekologie, ZF J0eské Budjovice).

Na testovani antimikrobidlni aktivity byly pouzibakterialni kulturyEscherichiacoli
(CCM 3954),Micrococcus luteugCCM 1048),Bacillus cereugCCM 869) aEnterococcus
faecalis (ATCC 29212), fytopatogenni bakteri&€rwinia amylovora (RICP 121A),
Xanthomonas axonopody. vesicatoria(BCCM/LMG 931) aClavibacter michiganensis
subsp. sepedonicugRICP 1297/99). Z kvasinkovych kultur byla na tesini pouzivana
Candida albicangATCC 10231). Kvasink&accharomyces cerevisiagla ziskana ze sbirky
KRV/ZF/JU. Testované kultury plisni bylifusarium solani(CCM F-1036), Rhizoctonia
solani (CCM F-1) aAspergillus niger(ziskana ze sbirky hub o#ldni rostlinolékastvi,
KRV/ZF/JU). VSechny mikroorganismy byly uchovavamykryozkumavkach § teplog
-80 °C.

Priprava Zivnych bujéna a agan

Trypton-sojovy bujon (TSB) byl fipraven o koncentraci 15 g/l tryptonu, 5 g/l
séjového peptonu a 5 g/l NaCl ve ¥ofpro gipravu agaru TSA bylofmano je& 15 g/l
agaru). C-médium (bujén) byloripraveno rozpughim 10 g/l peptonu, 5 g/l kvasmiého
autolyzatu, 5 g/l NaCl a 5 g/l glukosy ve ¥odaso-peptonovy agar obohaceny glukosou
(MPAg) obsahoval 40 g/l zivného agaru2, 10 g/l glukosy, 5 g/l kvastného autolyzatu a
20 g/l agaru ve vad U zmirénych bujéri i agaf byla upravena hodnota pH pomoci 1M
vodného roztoku NaOH na hodnotu 7,2. Bramborovdrdsgrvy bujon (PDB) byl rozpusi
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ve vodt v koncentraci 24 g/l (vysledné pH 5,1) a PDA 3B(gysledné pH 5,6). VSechna
Zivna média byla sterilizovana v autoklawiteplo 121 °C po dobu 20 minut.

Podminky kultivace

Bakterie E. coli, M. luteus B. cereusa E. faecalisbyly kultivovany v TSB/TSA
24 hodin pi 37 °C. Fytopatogenni bakterieyly kultivovany nésledowh E. amylovora
24 hodin, X. axonopodipv. vesicatoriaa C. michiganensisubsp.sepedonicug8 hodin i
25 °C v C-médiu/MPAg. Kvasink@. albicansbyla pstovana v TSB/TSA po dobu 48 hodin
pii teplo® 37 °C aS. cerevisia.KRV/ZF byla kultivovdna v PDB/PDA 24 hodini@5 °C.
Plisiové kulturyF. solanj R. solania A. nigerbyly kultivovany @i 25 °C na PDA 48 hodin

(pro vytvareni spor trvala kultivace 30 dn

Diskova difuzni metoda

Optimalre narostlé bakterie na Zivném agaru byly odebrantdalni vody a byla
piipravena bakterialni suspenze o hustb®® CFU/ml (16 bursk/ml). Na Petriho misky
s zivnym agarem bylo nanaseno 0,5 ml bakteridlspenze, ktera byla rovn@mme rozetena
a nechana asi 3 hodiny absorbovat do agaru. Ninsgaipirové disky o giméru 6 mm bylo
naneseno 4ul roztoku zkoumané latky o koncentracich 2 mg/mlveek/ethanolu. Disky
napustné testovanym roztokem bylgkolik minut ponechany, aby se vyflathanol, a pak
byly pokladany na Zzivny agar se zagn$tu bakterialni suspenzi. Vodné roztoky byly
nanaseny rovnou na disk poloZzeny na agar. Bakiste kultivovany @i optimalni teplog
pro dany druh. Zény byly od#&édny po viditelném nastu bakterii (zpravidla 1-2 dny).
Aktivni latky byly ty, u kterych byla pozorovanahibicni zéna > 6 mmi06, 107].

Mikrodilu éni metoda

Testovani bylo provasho v mikrotitr&nich destikach o 96 jamkach. Testované
sloweniny byly gevedeny do roztoku rozpgaim ve vhodném rozpoustie (voda, ethanol).
Byly pripraveny zasobni roztoky o koncentraci 512Jml. Antibiotika byla rozpugha ve
vodk nebo ethanolu na koncentraci 6@ ml. Po Gplném rozpudti byly testované roztoky
piefiltrovany ges sterilni filtr (Millex-GV 0,22um). Testované roztoky byly dalégezkny
piislusnym bujénem 10x. Dalg&dni bylo provadno jiz primo v mikrotitr&ni destéce na
koncentraci od 512 do flg/ml (feckni 2x). V @ipadt potreby byla u gkterych biologicky
aktivrejSich latek pouzita nizsi pateeni koncentrace. Ve vSech jamkach byl celkovy objem

roztoku 100ul. Jamky byly zaskovany 5ul mikrobialni suspenze o koncentraci’ T0OFU/m
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(10" bursk/ml) ve sterilnim bujénu. Kultivace probihalai pptimalni teploé 24 pog.
48 hodin. Zakal byl rf¥en ged a po inkubaci na spektrofotometru TECAN SPECTHRIA
405 nm [L08 109.

Testovani aktivity proti plisnim bylo prové&mb analogicky jako u testovani
inhibi¢nich &inka proti bakteriim a kvasinkam jen s drobnymi Upraiawtisto bujonu byl
pouzit agar. Testované latky bykediny agarem $ teplog 70 °C. Po ztuhnuti agaru
v jamkach byla nanesena suspenzeipligch spér o koncentraci {@FU/mI v 0,05% (v/v)
Tweenu 80110 111].

MIC byla vypaitdna jako rozdil zakaluied nafistem daného mikroorganismu a
z&kalu po ndarstu mikroorganismu v testovaném roztoku. Rozdilgmylovnan se zékalentip
optimalnim fistu mikroorganismu (bez pouziti testovanych latekban antibiotik).
Koncentrace testované latky byla povazovana zavraktipokud inhibice dstu daného
mikroorganismu byla> 80 %. Ziskané hodnoty byly jgnérem ¥ech opakovani. Test byl
provadn ve dvou nezavislych experimentech, pawkud nebyla dvmeéreni shodna.

4.9 Testovani antiparazitické aktivity

Testovani jsem provéth na Parazitologickém Ustavu (Biologické centruiv &R,

Ceské Budjovice) v pracovni skupthRNDr. Aleny Zikové, Ph.D.

Parazitické kultury

Pro testovani antiparazitické aktivity byly pouzdya druhy parazit v obou svych
Zivotnich stadiich (v éte hmyzu — procyklickd/promastigotni forma, #et hostitele —
krevni/amastigotni forma). Procyklicka forma (PIFypanosoma brucei brucdi27 a krevni
forma (BF)Trypanosoma brucei bruceyly ziskany na Parazitologickém Gstavu BC R,
promastigotni formalLeishmania mexicana379 byla ziskdna od katedry parazitologie
Univerzity Karlovy v Praze. Prvoci byli uchovavam kryozkumavkach i —80 °C
ve vhodném médiu obohaceném do 10 % (v/v) DMSO. gtigatni formaleishmania

mexicanabyla transformovana z promastigotni dle postuguspoého nize.

Podminky kultivace

Procyklicka formaT. brucei bruceibyla kultivovana fi 27 °C v 5% atmosfé CQ
v médiu SDM-79 obohaceném 10 % (v/v) tegelnaktivovaného fetalniho héziho séra
(FBS). Krevni formaT. brucei bruceibyla kultivovana fi 37 °C v 5% atmosfé CQ
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v médiu HMI-9 obohaceném 10 % (v/v) tepeinaktivovaného FBS. Promastigotni forma
L. mexicanabyla kultivovana fi teplot 23 °C v médiu M-199. Amastigotni forma
L. mexicanabyla kultivovana g teplo€ 32 °C ve Schneiderévmédiu (SIM) s 20 % (v/v)
tepelr® inaktivovaného FBS. Biky byly pestovany v 75ml kultivénich lahvich
ve vodorovné poloze a pasazovany kazdy druhyietz den podle rychlosti jejichastu.
Koncentrace butk byla nefena na fistroji Beckman Particle Counter. By byly pri

meieni fixovany roztokem TRYP-FIX.

Priprava zivnych médii a roztoki

Médium SDM-79 obsahovalo 40 ml/l penicilinu/strepyinu, 6,24 g/l MEM +
Earlav fyziologicky roztok +L-glutamin, 8 ml/l MEM s aminokyselinami, 6 ml/l MEM
s neesencialnimi aminokyselinami, 22 g/l Graceogaim +L-glutaminu, 100 mg/l natrium-
pyruvatu, 10 mg/l adenosinu, 2 mgHaminobenzoové kyseliny, 0,2 mg/l biotinu, 1 g/l
glukosy, 8 g/l HEPES, 5 g/l MOPS, 2 g/l NaH¢ Q00 mg/IL-alaninu, 100 mg/L-argininu,
300 mg/lL-glutaminu, 70 mg/l.-methioninu, 80 mg/L-fenylalaninu, 600 mg/L-prolinu,
60 mg/l L-serinu, 160 mg/L-taurinu, 350 mg/l.-threoninu, 100 mg/L-tyrosinu, 10 mg/l
guanosinu, 50 mg/l hydrochloriduglukosaminu a 4 mg/l kyseliny listové. InaktivoyaRBS
(200 ml/l) a hemin (7,5 mg/l) byly do tohoto mégigdany jako posledni. Hodnota pH média
byla upravena na 7,3 pomoci vodného roztoku NaOH.

Médium HMI-9 bylo gipraveno v koncentracich 3 g/l NaHgQL7,7 g/l IMDM,
136 mg/l hypoxanthinu, 110 mg/l natrium-pyruvatu9 3ng/l thymidinu, 112 mgl/l
bathokuproin sulfatu, 728 mgll-cysteinu, 56ul/l 2-sulfanylethanolu, 10 ml/l roztoku
penicilinu/streptomycinu a 100 ml tep&limaktivovaného FBS. Pomoci vodného roztoku

NaOH bylo pH média upraveno na hodnotu 7,4.

Médium M-199 obsahovalo 9,5 g/l M-199, 100 g/l mdmu/streptomycinu, 2 mg/l
biopterinu, 2 mg/l heminu a 25 mM HEPES. Hodnota middia byla upravena pomoci
vodného roztoku NaOH na 7,4.

Médium SIM bylo obohaceno 20 % (v/v) tepelmaktivovaného FBS. Pomoci

kyseliny chlorovodikové bylo pH média upraveno odrmotu 5,5.

Zivné latky gidavané do vdech médii byly rozpatrst ve vod. Po jejich tplném
rozpuséni byla média fefiltrovdna pes sterilni filtr (0,22um) a uchovananaip4 °C.
Tepelna inaktivace fetalniho himiho séra (FBS) byla provéaa @i 55 °C 45 minut. Vodny
roztok 10% PBS bylifpraven v koncentracich 14,2 g/l MO, 12 g/l NaBPO, a 85 g/l
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NaCl. Pro pipravu roztoku resazurinu byl pouZzit 1% PBS. Pfipravu 100 ml TRYP-FIX
bylo smichano 5 ml 20% roztoku SSC (3M NaCl a 300nchtat sodny), 10 ml
36% formaldehydu a 85 ml vody. Roztok byl pouzifikovani burgk pii pocitani jejich

koncentrace.

Transformace promastigotni formy L. mexicanado amastigotni formy

Bunky L. mexicanav promastigotni forr®) byly nechany ndist @i teplo 23 °C na
koncentraci 10 burtk/ml v M-199 s 10 % (v/v) FBS. Promastigotni iy byly
piepasazovany na koncentraci 5 ¥ bOnsk/ml do SIM média s 20 % (v/v) FBS (pH 5,5) a
inkubovany pi teplog 23 °C. Buiky byly nechanyist pi 23 °C beziedni tak dlouho, aby
téi dny byla koncentrace btk ve stacionarni fazi. Biky pak byly gepasazovany na
koncentraci 5 x 10bunsk/ml do stejného média (SIM) a teplota kultivacdabgvySena na
32 °C. Promastigotni lslky se genenily na amastigotni dhem 24 hodin 112. Amastigotni
buinky mély kulaty tvar bez kiiku a nebyly pohyblivé (na rozdil od promastigotnévalnych
pohyblivych bugk s dlouhym hiikem). Amastigotni biky byly ihned po narstu na
koncentraci 2 x 10bunsk/ml pouZity na testovani. Obrazek 35 znazge piibsh ristu obou

typt burgk pii transformaci.
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Obréazek 35: Pribgh rastu burk L. mexicanaéhem gemeny z promastigotni fdze do amastigotni.
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Metoda testovani antiparazitické aktivity

Testovani bylo provasho v mikrotitra&nich destikdach o 96 jamkach. Roztoky
testovanych slateniny byly gipraveny v koncentraci 10 mM rozp&sim ve vhodném
rozpoustdle [voda, 20% (v/v) vodny roztok DMSO, 40% (v/vpdny roztok DMSO].
Pentamidin byl pouzit jako standard prati brucei brucei Vodny roztok pentamidinu byl
piipraven o koncentraci 1 mM pro procyklickou fornRF) a 0,01 mM pro formu vyskytujici
se v krvi zive@icha (BF). Koncentrace testovanych vzorkylatedina od 1 mM do 0,02 nM
vhodnym médiem (5x). V kazdé jamce byl objem roatakkoumané latky 210Qul.
Zaczkovani bylo provedeno 100l suspenze parazitickych btkno koncentraci 4 x 0
bursk/ml (2 x 16 burtk/jamku) pro PF a 4 x £tursk/ml (2 x 16 burtk/jamku) pro BF
T. brucei bruceia 4 x 16 bursk/ml (2 x 10 burtk/jamku) pro promastigoty a ®urnsk/ml
(5 x 10 burtk/jamku) pro amastigotyz. mexicana Inkubace probihalafpoptimalni teplo#
23 hodin. Po 23 hodinach inkubace byl¢idgno 20 ul roztoku resazurinu sodného
(0,125 mg/ml v 1% PBS) a inkubace paloaala dalSich 6 hodin.

M¢éteni fluorescence bylo prové&ab na fluorimetru TECAN Infinite ifp excitaéni
vinové délce 560 nm a emisni vinové délce 590 nest byl provadn dvakrat ve iech
opakovanich. Vyhodnocovani dat bylo provedeno par@oaphPad Prism softwaru pouzitim
nelinearni regrese (obrazek 36).
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Obrazek 36: Grafické znazoréni matematického odéani hodnot IC-50.
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4.10Testovani biologické aktivity pomoci COX, SERT, GAB
AChE a MAO

Protizargtlivou aktivitu (inhibice cyklooxygenasy 1 a 2), tepileptickou aktivitu
(podpora dinki GABA) a schopnost inhibovat acetylcholinesteraslACHE),
monoaminooxidasu A (MAO-A¢i pienos serotoninu (SERT) sirnych latek identifikovamy
v A. stipitatumjsem testovaladnem zahrarni staze v Kodani (Faculty of Pharmaceutical

Sciences, University of Copenhagen) v pracovni skuprof. Anny K. Jager.
4.10.1Inhibice cyklooxygenasy 1 a 2

Priprava pufni, reakénich roztoki a elu‘nich ¢inidel

Tris pufr byl vodny roztok o koncentraci 12,1 {00 mM). Hodnota pH pufru byla
upravena pro COX-1 na pH 8,0 a pro COX-2 na pHéhoci HCI. Fosfatovy pufr byl
piipraven rozpughim 2,6 g KHPO, a 18,5 g KHPO,-3H,0 v 1 | vody a hodnota pH byla
upravena na 7,4. Zasobnim pufrem byl Tris-HCI (8@)rs 0,1 % (v/v) Tweenu 20 a 3M
diethyldithiokarbamatu sodného o pH 8,0. Roztoktdpow substituované kyseliny
arachidonové byl iipraven z fosfatového pufru, 0,2% (v/v) vodnéhotokm NaCO; a
[1-'“C]arachidonové kyseliny v pafru 98:1:1 (v/v/v) a ped pouZitim byl uchovavan v ledu.
Zasobni roztok indomethacinu byfigraven o koncentraci 20QM v ethanolu. Roztok
kofaktoru byl gipraven rozpugnim 3 mgL-adrenalinu (epinefrinu) a 3 mg redukovaného
glutathionu v 10 ml Tris pufru (pH 8,0). Hematinovgztok byl gipraven rozpu$nim
1,26 mg hematinu a 96,9 mg Tris ve 100 ml vody.tBloZOX-1 byl gipraven smichanim
200 ul zasobniho roztoku (0,8g COX-1 v 0,1M Tris pufru) s 1250l roztoku kofaktoru
(smes byla inkubovana 15 minut v ledu). Roztok COX-2 pkipraven smichanim 200
zésobniho roztoku (0,3g COX-2 v 0,1M Tris pufru) s 1250 pl roztoku kofaki a 40ul
roztoku hematinu (roztok byl inkubovan 15 minutedll). Roztok prostaglandirg; a F
v ethanolu byl fipraven o koncentraci 0,1 mg/ml. Ehi ¢inidlo A bylo pripraveno
smichanim hexanu, dioxanu a kyseliny octové v am50:150:1 (v/v/v) a elini ¢inidlo B

bylo piipraveno z ethyl-acetatu a methanolu v gan85:15 (v/v).

Testovani inhibice COX-1 a COX-2

Do vSech reaknich vialek bylo napipetovano 17,8 vody (pro vzorky rozpughé

v ethanolu, zatimco pro vzorky rozpisé ve vod bylo pipetovano 1%ul vody a 2,5ul
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ethanolu), dale bylo fddno 2,5ul vzorku o koncentraci 4 mM nebo indomethacinu
o koncentraci 20uM (pro pozitivni kontrolu). Potom bylotjgldno 60ul aktivovaného
roztoku enzymu a sés byla inkubovanaip pokojové teplat 10 minut. Poté bylo fjdano
20 ul roztoku (1**C)arachidonové kyseliny a druhé faze inkubace pedhive vodni lazniip
37 °C 10 minut. Reakce byla zastaveri@gnim 10ul 2M kyseliny chlorovodikové a
okamzitym vloZenim vialek do ledu. Poté byly doé¢sipiidany 4ul roztoku prostaglandin
Do Pasteurovych pipet bylo naneseno 1,2 ml silikagaespendovaného v €him ¢inidle A.
Do sntsi v reaknich vialkach bylo idano 0,5 ml eléniho¢inidla A a roztok byl nanesen na
pripravenou silikagelovou kolonku. Reak vialka byla je&t vyplachnuta 0,5 ml etiniho
¢inidla A a roztok byl opt nanesen na kolonku. Arachidonova kyselina bylewna 4 ml
elutniho ¢inidla A. Prostaglandiny byly nasledireluovany 3 ml eléniho cinidla B do
scintilanich vialek a smichany se 4 ml scintiiého roztoku. Sis byla ponechana 30 minut

v temnu a poté byla z¥ena jeji radioaktivital13.

Testovani inhibice COX-2 bylo prov&tb podobnym zjsobem jako testovani
inhibice COX-1 pouze roztok enzymuémodliSné slozeni. 6,9 roztoku COX-2 bylo
ziedno na objem 5@l zasobnim pufrem a ke €81 bylo gidano 200ul 0,1M Tris pufru a
1250yl roztoku kofaktoru s hematinem.

Z&kladni testovani vzotkbylo provadno v kon€né koncentraci 0,1 mM ve dvou
opakovanich. Vzorky s pozitivnim nalezem aktivitgadkladni koncentraci byly datedény a
testovany v gti dalSich koncentracich. Vypet procentického navazani byl pro¥adoodle

nésledujiciho vzorce:

dpm vzorku dprnpozadi
dpmozpoustehh - dpn]pozadi

(100

Vazba(%) =

Vyhodnocenim dat pomoci Grafit softwaru s pouZitielinearni regrese byly zji&ty
hodnoty IC-50 testovanych latek.

4.10.2Inhibice tranportniho proteinu pro serotonin (SERT)
Priprava pufni a po¥ebnych roztok

Pufr A byl vodny roztok o slozeni 5 mM Tris, 150 niN&Cl a 20 mM EDTA o pH
7,5. Pufr B byl vodny roztok o koncentraci 5 mM Tas mM EDTA o pH 7,5. Pufr C byl
vodny roztok 50 mM Tris, 120 mM NaCl a 5 mM KCI o gt5.
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Piiprava membranové suspenze

Priprava membranové suspenze byla préwadgi teplotach 0-£C. Celé krysi
mozky byly zbaveny moz&i a homogenizovany v pamu 1:10 (w/v) s pufrem A.
Homogenat byl odsdd’ovan i 16000 g 10 minut. Supernatant byl ods#ra@ ke srazenin
byl ptidan pufr A o stejném objemu a sraZzenina byla ré#pa. Suspenze byla &p
odstedovana 10 minut ip 16000 g. SraZenina byla rozptrs ve stejném objemu pufru B.
Suspenze byla inkubovana v ledu 20 minut a potérafisvana po dobu 10 minutiip
16000 g. SraZenina byla rozptrsa ve stejném objemu pufru C a dgddovana pi 16000 g
10 minut. Vysledna srazenina bylagopozpuséna ve stejném objemu pufru C a suspenze

uchovana p teplot —80°C.

Testovani inhibéni aktivity

Do zkumavek bylo napipetovano 28 vzorku ve vhodném rozpousiie (voda,
ethanol) o koncentraci 4 mM pb@5 ul vody/ethanolu (pro stanoveni Upiné vazby), nebo
25 ul 120uM roztoku paroxetinu (pro stanoveni nespecifickébyd. Déle bylo do zkumavek
pridano 50l 4nM roztoku N-methylH]citalopramu v pufru C a 2251 membranové
suspenze {ecna 3,5x% pufrem C). S8 byla inkubovana 2 hodinyip25 °C. Po inkubaci
bylo ke smgsi piidano 5 ml pufru C. Roztok byl filtrovanigs filtr ze skelnych viaken
(Advantec GC50-25 mm) a zkumavka byla vyplachnwichi 5 ml pufru C. Filtry byly
vloZeny do scintilénich vialek a zality 4 ml scintiémiho roztoku. Filtry se scintié@aim

roztokem byly ponechany 30 minut v temnu a pot@ layitrena jejich radioaktivitaif14].

Zakladni testovani vzoikbylo provadno v konéné koncentraci 333M ve trech
opakovanich. Vzorky s pozitivnim nalezem v zaklalonhcentraci byly n@diny do &t
riznych koncentraci a déle testovany. \§gtoprocentického navazani byl pro¥adpodle

nasledujiciho vzorce:

dpm vzorku dprn]especifikévazby

pm apin évazby_ dprn]especifikévazby

(100

Vazba(%) =

Vyhodnocenim dat pomoci Grafit softwaru s pouzZitiginearni regrese byly zj&ty
hodnoty IC-50 testovanych latek.
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4.10.3Testovani afinity ke GABA, receptoru

Priprava membranové suspenze

Mozetky ze ¢tyd krysich mozk byly homogenizovany po dobu 5 s ve 20 ml
Tris-citratového pufru (50 mM, pH 7,1¥ipgeplog 0—4°C. Homogenat byl odsdd’ovan (i
27000 g 15 minut. Srazenina byla takto promyta guafrcelkem itkrat a poté byla
homogenizovana s 20 ml pufru a inkubovana ve vdémi @i teplog 37 °C 30 minut.
Nakonec byla suspenze a@stna @ 27000 g po dobu 15 minut, rozp&sa ve 30 ml pufru

a uchovanaip—-80°C.

Pred samotnym pouzitim byla membranova suspeti@@Sgna. Potebné mnoZstvi
(2 ml) bylo rozpu&tno v 19 ml Tris-citratového pufru (50 mM, pH 7,1teplot 0—-4°C a
odstedovano pi 27000 g 10 minut. SraZzenina byla rozgogt ve 20 ml pufru (vznikla

koncentrace 2 mg tkdma 1 ml pufru).

Testovani afinity ke GABA receptoru

Do zkumavek bylo napipetovano 2% vzorku o koncentraci 40 mM ve vhodném
rozpoustdle (voda, ethanol) pép25 ul vody/ethanolu (pro stanoveni Uplné vazby), nebo
25ul 1 uM roztoku diazepamu (pro stanoveni nespecifickéypzDale bylo pidano 25l
0,5nM roztoku N-methyl®H]flumazenilu v pufru a 50Q presi$tiné membranové suspenze.
Smés byla protepana a inkubovana 40 mindi peplo& 0—4°C. Po inkubaci bylo ke ssi
piidano 5 ml Tris-citratového pufru (50 mM, pH 7,1}eplo€ 0—4°C a roztok byl filtrovan
pies filtr ze skelnych vliaken (Advantec GC50, 25 mAKumavka byla vyplachnuta dalSimi 5
ml pufru, filtry byly vioZzeny do scintiknich vialek, zality 4 ml scintitniho roztoku a
ponechany 30 minut v temnu. Poté bylat#ena jejich radioaktivital[l5.

Zakladni testovani vzoikbylo prova@no v kon€né koncentraci 1,818 mM veéeth
opakovanich. Vzorky, u kterych byla nalezena peaitiaktivita i zakladni koncentraci,
byly nareckny do dalSich i koncentraci a testovany. Vyget procentického navazani byl
provadn podle vzorce:

dpm vzorku dprn‘lespecifikévazby

pm Gplné vazby_ d prr}]especifikévazby

(100

Vazba(%) =

Vyhodnocenim dat pomoci Grafit softwaru s pouZitielinearni regrese byly zji&ty
hodnoty IC-50 testovanych latek.
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4.10.4Inhibice acetylcholinesterasy (AChE)

Priprava pufni a roztohi

Pufr A byl vodny roztok 50mM Tris-HCI o pH 8,0. PWB byl vodny roztok 50mM
Tris-HCI o pH 8,0 obohaceny o0 0,1 % Rkaim sérovym albuminem. Pufr C byl vodny roztok
50 mM Tris-HCI o pH 8,0 obohaceny 100 mM NaCl ar@® MgCl, 6H,O. Substratem byl
15mM roztok acetylthiocholinjodidu ve veéd Ellmanovo ¢inidlo obsahovalo 3 mM

5,5-dithiobis(2-nitrobenzoové kyseliny) v pufru C.

Testovani inhibéni aktivity

Testovani bylo provagho v mikrotitra&nich destikach o 96 jamkach. Do jamek bylo
pipetovano 25ul vzorku o koncentraci 4 mM rozpdsem ve vhodném rozpouste
(voda/ethanol) nebo pufru B (slepy pokus). Daleoldd jamek fidano 25ul substratu, 5@l
pufru B a 125ul Ellmanovacinidla. Vzorky byly néfeny ve fech opakovéanich stiganim
25ul roztoku acetylcholinesterasyezkného v pondru 1:3 (v/v) pufrem B (0,2 U/ml) a
ve tech opakovanich bezigavku enzymu (@fidano 25ul pufru B). Absorbance {{p405 nm)
odpovidajici spontanni hydrolyze byl&i@na celkem 11x kazdych 3014.§.

Zakladni testovani vSech vzarkylo provadno v koncentraci 40QuM ve trech
opakovanich. Vzorky, kteréfiptéto koncentraci vykazovaly vyznamnou aktivitylybdéle
naredny a testovany v §i dalSich koncentracich. Inhinii aktivita byla vypeéitana podle

vzorce.

smerni C%stovanéétky

Inhibice (%) = (1— ] [100

smernice,,,.

Priklad vypaitu:

Pribéh hydrolyzy vzorku/blanku byl sledovan émenim absorbace \asovych
intervalech. Ziskané hodnoty byly proloZzenyingkou a odé&teny jejich sndrnice
(obrazek 37).
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Obrazek 37: Graf znazofiujici ziskani hodnot sénmnic pro vyp@et inhibiéni aktivity.

_ 073 4 60= 926
0,0084

Inhibice (%) = (1

Dosazenim do vzorce byla vyfitina procenta inhibice testované latky o dané
koncentraci. Pomoci softwaru Grafit s pouzitim medirni regrese byly zji&ty hodnoty IC-

50 testovanych latek.
4.10.5Inhibice monoaminooxidasy A (MAO-A)

Priprava pufni a roztohi

Chromogenni roztok obsahoval 0,8 mM vanilinové kpse a 417 uM
4-aminoantipyrinu ve fosfatovém pufru (0,2 MpHPO,, pH 7,6). Substrat byliraven
v koncentraci 3 mMp-tyraminu rozpu&nim ve fosfatovém pufru (0,2 M KPQ,, pH 7,6).
Roztok peroxidasy byl fjpraven rozpugnim 0,23 mg peroxidasy v 5 ml chromogenniho
roztoku. Roztok MAO-A byl fipraven v koncentraci 8 U/ml ve fosfatovem pufry2(o
KoHPO,, pH 7,6).

Testovani inhibéni aktivity

Testovani bylo provagho v mikrotitra&nich destikach o 96 jamkéch. Do jamek bylo

pipetovano 25l vzorku o koncentraci 4 mM rozpésem ve vhodném rozpoudsdte (voda,
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ethanol), nebo 24l pufru (blank). Dale bylo do jamekiiddno 50ul roztoku peroxidasy a
100ul substratu. Vzorky byly gteny ve tech opakovéanich gidanim 50ul roztoku MAO-A
resp. veitech opakovanich s 50 fosfatového pufru (bez enzymu). Inkubace bylavadsna
pii 37 °C a po 5 minutach po dobuilphodiny byla promifovana absorbance&ip492 nm
[117.

Zakladni testovani vzotkbylo provadno v kon€né koncentraci 40QM ve trech
opakovanich. Vzorky, kteréfiptéto koncentraci vykazovaly vyznamnou aktivituylyb
naredény do dalSich §i koncentraci a testovany. Enzymova aktivita byypocitana podle

nésledujiciho vzorce:

smerni Ceestovanéétky

Inhibice (%) = (1—

: j (100
smernicg,

Vyhodnocenim dat pomoci softwaru Grafit s pouZzitieinearni regrese byly zj&ty

hodnoty IC-50 testovanych latek.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Sirné sloweniny ¢esneku stopgkatého (A. stipitatum)

V Uvodnicasti této prace byla pozornost zgana na objasmi zjevného rozporu mezi
strukturou latek, které wesneku stopdatém identifikovali O’'Donnellova a kol.5f], a
sloweninami, které popsali Kusterer a kd@g][ (viz obrazky 10 a 11, kap. 2.4.1). K tomu bylo
zapotebi izolovat a identifikovat jejich prekurzory, otekych se dalo s velkou
pravdEpodobnosti fedpokladat, Ze se jednaSssubstituované derivaty cysteinu (stejako

v pripact ostatnichtesnekovitych rostlin).
5.1.1 Sirné aminokyseliny a oligopeptidy¢esneku stopékatého

Izolace a identifikace S-(2-pyridyl)cystein-N-oxidB0)

Extrakce aminokyselin z cibulekA. stipitatum byla provedena okyselenym
methanolem a naslednymiepisténim pomoci ionto¥ vyménné chromatografie. Ziskana
frakce byla poté analyzovana pomoci C-8 HPLC, kteréxtraktu potvrdila fitomnost
dominantni sloteniny @0) vykazujici vyraznou absorpcifipvinové délcei =237 nm
(obrazek 38). Tato latka byla izolovana pomoci prapvni C-8 HPLC a nasledn

identifikovana kombinaci spektroskopickych metod.

ESI-TOF HRMS data latkg0 odpovidala sumarnimu vzorcigd;;N,O3S (zmérena
hodnota [M + H] 215,0485 Da, vypiena 215,0485 Da}’C NMR spektra této sl@eniny
naznaila piftomnost celkem i aromatickych atorin uhliku ¢ 122,6-139,5), dvou 3p
hybridizovanych atorin uhliku ¢ 31,8 a 53,3) a jednoho karboxylového uhlikul{73,1).
DalSi NMR experimenty (COSY, HETCOR a HMBC) potWdiZe se slotenina sklada
ze dvou vzajemh oddtlenych podjednotek, a sic€-monosubstituovaného pyridylového
jadra afettzce —CHCH(X)COOH. Pozice, kde je pyridylové jadro subgiitano, byla
jednoznang uréena néfenim 'H NMR spekter za vyuZiti selektivniho decouplingtato
spektra potvrdila fitomnostétyt vodika (6 7,27; 7,52; 7,58 a 8,22) navazanych na vzagemn
sousedici atomy uhliku aromatického jadra (-CH=CH=CH-), ¢imz se jednozrimé

prokazalo, Ze pyridylové jadro je substituovanaiope 2 (piloha A).
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Obrazek 38: HPLC-PDA chromatogram aminokyselinové frakcg. stipitatum.

Na zaklad MS a NMR dat bylo tedy mozné konstatovat, Ze izat@ slodenina30
je oxidovana form&-(2-pyridyl)cysteinu. NejobtizfSim Ukolem bylo spravné &eni pozice
atomu kysliku, nelexistovaly d¥ realné moznosti (viz obrazek 39). Jednou variabtda
vazba na atom siryl6), jak tomu je u ostatnicts-substituovanych derivat cysteinu
vyskytujicich se Wesnekovitych rostlinach. K tomuto zéwu dosgli Kusterer a kol. v roce

2010 B§|. Druhou moznosti pak bylo navazani kysliku naratiusiku 80).

S-(2-pyridyl)cystein-S-oxid (16) S-(2-pyridyl)cystein-N-oxid (30)

Obrazek 39: Uvazované struktury oxidované forrBy(2-pyridyl)cysteinu.
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Ke zjis&ni polohy atomu kysliku v izolované aminokyselioyla vyuZita pedevSim
3¢ a’N NMR spektroskopie spolu € Ispektroskopii. Vé°C NMR spektru byl pozorovan
vyrazre odlisSny posun uhliku C-3, nez je tomu u vSechtosth S-substituovanych cystein-
Soxidu. Z literarnich prameanvyplyva, Ze vSsubstituovanych derivatech cysteinu se NMR
signdl uhliku C-3 vzdy vyskytuje v oblasti31-35, zatimco v odpovidajiciGoxidech je to
v rozmezio 50-55. Je dlezité podotknout, Ze struktura substituentu nawékza na atomu
siry ma pouze velmi maly vliv na hodnotu posunuotohsignalu (giloha A). Chemicky
posun uhliku C-3 v izolované slenine byl 6 31,8, coz nazravalo, Ze se
v bezprostedni blizkosti tohoto uhliku nevyskytuje Zadny gitbent s vyraznym z4pornym
indukénim efektem (nap atom kysliku). Navic'®N NMR spektrum latky30 ukéazalo
piitomnost —~N=0 skupinyd(115,5) a € spektrum neobsahovalo zadny vyznamny aksérp
pas v oblasti 980—1040 émktery by prokazovaliftomnost —S=0 fundni skupiny. Z &chto
spektroskopickych dat tak jednozna& vyplynulo, Ze aminokyselinou izolovanou z cibulek
A. stipitatumje (porekud prekvapiv) S-(2-pyridyl)cysteinN-oxid (30).

Nepochybnym potvrzenim spravnosticemi struktury latky30 pak bylo porovnani
jejich NMR, MS a UV spekter se syntetickyigravenym standardenR)-S-(2-pyridyl)-
cysteinN-oxidu. Slogenina izolovana A. stipitatumbyla ve vSech ohledech identicka se
standardem, a to i v hodrospecifické optické otdvosti ([a]p +29,4°), ¢imz se zaroue

potvrdila absolutni konfigurace na chiralnim uhl® jako R).

Struktura izolované aminokyselir80 je porekud prekvapiva. Nejenomze tato latka
nebyla dosud jinde vifrodk nalezena, ale je to také prvrtikbad S-substituovaného derivatu
cysteinu, ktery nens-oxidem, ale naopakl-oxidem. Zarova se jedna teprve d@eti znamy,
piirozere se vyskytujici aromatickyS-substituovany derivat cysteinu. DalSimi ¢tha
aromatickymi derivaty jsouS-benzylcysteinS-oxid (petiveriin) z amazonské rostliny
Petiveria alliaceal. (Phytolaccaceae ¢ldlovité) aS-(2-pyrrolyl)cysteinS-oxid z cibule obi
(Allium giganteunRegel) p2, 11§.

Struktura sloteniny 30 zjiSténa v této praci je vSak viimém rozporu s vysledky
publikovanymi Kustererem a kol5§]. Tito autdi totiz tvrdili, Ze v ¢esneku stopdatém
Gdajre identifikovali S(2-pyridyl)cysteinS-oxid (16). Témto autoim se vSak nepodéo
ziskat tuto aminokyselinu ¥isté forn®, ale pouze jako jeji OPA-derivat.riPblizSim
porovnani hodnotH a **C NMR posufi slouseniny izolované v této praci a onoho OPA
derivatu ziskaného Kustererem a kol. je atejmé, Ze se velmi pragdodobr jedna
o identické slogeniny. *C NMR posun uhliku C-3 v tomto OPA derivatu byl 35,5
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(v CDsCN), coz jasa naznéuje, Ze se nejednalo®oxid. Lze se tedy opra¥né domnivat,
Ze Kusterer a kol. s nejisi pravépodobnosti chybhidentifikovali strukturu jimi izolované

latky.

Izolace a identifikace S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathnu (31)

Spolu s S(2-pyridyl)cysteinN-oxidem @0) byla pomoci preparativni C-8 HPLC
ziskana je$t druha slodgenina 81), ktera se ovSem v cibulkddh stipitatumvyskytovala
v mnohem menSim mnozstvi (viz obrazek 38). Vysledk$I-TOF HRMS ndteni
naznaovaly jeji relativni molekulovou hmotnost [M + HB01,1127 Da, coz odpovidalo
sumarnimu vzorci GHooN4O;S (vypateno [M + H] 401,1125 Da). Mrenim **C NMR
spekter byla zji$nha gitomnost celkem 15 ataimuhliku, Wetrg péti atomi v aromatickém
kruhu ¢ 122,3-151,3) a ¢ty karbonylovych/karboxylovych uhlikovych —atém
(0 171,2-176,7). Pomoci dalSich NMReifeni (COSY, HETCOR, HMBC a HSQC) byla
zjiSténa pitomnost ¢tyi izolovanych strukturnich jednotek, a sibeoxy-2-pyridylového
kruhu afetzci -C(O)CHCH,CH(X)COOH, -CHCH(X)CO- a -CH(X)COOH. Tato data
nazng&ovala, Ze izolovana sléanina je tripeptids-(N-oxy-2-pyridyl)glutathion (obrazek 40).
Potvrzeni této don@mky bylo provedeno porovnanim NMR, MS a UV spekétky 31 se
spektry syntetického standardujgemz spektroskopicka data izolovaného tripeptidwese
vSech ohledech shodovala se syntetigkgravenymS-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionem.

r/COOH
0 NH
o o
N® s COOH
| N
- NH,

S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathion (31)

Obrazek 40: StrukturaS-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu 81) izolovaného 2. stipitatum.

Pritomnost tohot&-substituovaného derivatu glutathiondesneku stopd&atém neni
prilis prekvapiva, jelikoz v cibuli¢esneku a dalSiatesnekovitych rostlinach byly analogické
derivaty glutathionu (nap S2-karboxypropyl- nebocS-methyl-) objeveny jiz tive. Tyto
tripeptidy jsou povazovany za prekurzo8ysubstituovanych derivéatcysteinu pi jejich
biogenezi (viz obrazek 2, kap. 2.3.1)1§. Lze se tedy domnivat, Ze latkal je
pravdEpodobré biochemickym prekurzorer®& (2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30).
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Identifikace dalSich derivat cysteinu

Kromé (R)-S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30) byla v cibulkachA. stipitatumpomoci
GC-MS a HPLC technik zji8ha gitomnost jedt dvou dalSichS-substituovanych derivét
cysteinu, a siceS;,Rc)-SmethylcysteinS-oxidu (methiinu,l) a Rs,Rc)-S-(methylthiomethyl)-
cystein§-oxidu (marasminu,10) (obrdzek 41). Identita a absolutni konfigura¢ehto
aminokyselin byly potvrzeny jejich porovnanim sarstardy.

7 |
X COOH @ COOH ~ S/\c»é) COOH
N@ S S i
| Ao o
0@ NH, 0 NH, 0 NH,
(R)-S-(2-pyridyl)- (Ss,Rc)-S-methyl- (Rs,R()-S-(methylthiomethyl)-
cystein-N-oxid (30) cystein-S-oxid (1) cystein-S,-oxid (10)

Obrazek 41: StrukturaS-substituovanych derivétysteinu pitomnych vA. stipitatum.

Relativni pondr S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu @30), methiinu () a marasminu 10)
v analyzovanych cibulkacA. stipitatumbyl 51:17:32. Zatimco methiin je h@jrzastoupen ve
vSech rostlinach rodAllium [11, 13, 22, 24, 97], marasmin nebyl dosud identifikovan v Zadné
jiné ¢esnekovité rostlié® s vyjimkou rostlin roduTulbaghia [12]. Teprve nedavno byla
piitomnost této aminokyseliny potvrzena fegtneékterych druzich taxonomickiazenych do

podroduMelanocrommyuni23].

5.1.2 Sirné latky vznikajici v ¢esneku stopékatém

V dalsi etap vyzkumu sirnych slotenin ¢esneku stop#atého byla pozornost
zantiena na identifikaci struktury latek vznikajicichzgmow katalyzovanym rozkladem
trech gitomnych derivat cysteinu, tedyS-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30), methiinu @) a
marasminu 10). Tvorba a strukturaéthto latek byla studovdna pomoci HPLC-MS,
HPLC-PDA, DART-HRMS aH NMR.

Latky vznikajici @i naruSeni pletivacesneku stopd&atého byly extrahovany
diethyletherem a ihned analyzovany pomoci HPLC-PIsk je z chromatogramu uvedeného
na obrazku 42 patrné, extrakt z homogenizovanydiulek obsahoval dv majoritrg
zastoupené latky1@ a 14), které zaujimaly 74 % z celkové plochy vSechapfilofi
2 =210 nm).
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Obrazek 42: HPLC chromatogram diethyletherového extraktu zil@kA. stipitatum(pti A 210 nm).

Za vyuziti HPLC-MS/UV bylo zjidino, Ze tyto d¥ majoritni latky (r 16,8 resp.
21,8 minut) maji relativni molekulovou hmotnokt, 173 resp. 219 Da. Diky znalosti
struktury gitomnych prekurzdr (30, 1 a10) a MS/MS fragmentace&chto latek bylo mozno
usoudit, Ze se pra¥gdodobrk jedna o 2-(methyldithio)pyriditN-oxid (13) resp.
2-[(methythiomethyl)dithio]pyridirN-oxid (14). Tato domgnka byla poté potvrzena
porovnanim chromatografickych a spektroskopickyehrakteristik obou latek se synteticky
piipravenymi standardy. Stejnym igobem (pomoci UV, MS a srovnanim #sfusnymi
standardy) byly identifikovany i dalSi latkyitpmné v extraktu, a sicH-hydroxypyridin-
2(1H)-thion @7, M, 127 Da), di(2-pyridyl)disulfidN,N"-dioxid (15 M, 252 Da) a
di(2-pyridyl)disulfid-N-oxid (38, M; 236 Da) (obrazek 43).

Je vhodné zminit, Ze vidsehu izolace zmignych slodenin bylo zjiSéno, Ze ¥tSina
téchto latek je fotolabilni a dhem pokud o jejich @ecisttni pomoci sloupcové
chromatografie na silikagelu se tyto latky rozklgdaa blize neidentifikované produkty
modroSedé barvy. Proto bylo nutné& ejich precisténi pomoci preparativni HPLC eluent
pied vstupem do PDA detektoru ra@#itf aby nedoSlo k rozkladuéthto latek UV-Vis
z&enim lamp v detektoru. Do detektoru tak vstupoyadaze 20 %, zbylé mnoZstvi (80 %)

bylo jimano ihned po vystupu z kolony.
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N | S S
T@ N
0®

2-[(methylthiomethyl)dithio]-
pyridin-N-oxid (14)

N ~ 09
Q | Z s o
Ng 87 A | S N

N S F
| e | Ng 57 N
OH Z | |
0@ -
N-hydroxypyridin- di(2-pyridyl)disulfid-

2(1H)-thion (37) N,N'-dioxid (15) di(2-pyridyl)disulfid-N-oxid (38)

Obrazek 43: Struktura slotenin identifikovanych v extraktu z cibuléksneku stopéatého.

K detailnimu pochopeni mechanismu tvorby vySe umgde slodenin byla vyuzita
také technika DART-HRMS. Tato ¢kka ioniz&ni desorpni technika je velmi Setrna a
dovoluje sledovat tvorbu latekimo v rostlinném materidlu ihned po poruSeni péetieoz

umoziuje detekci i velmi reaktivnich meziprodiks velmi kratkou dobou existence.

Cibulka A. stipitatum byla propichnuta vzorkovaci kapilarou, ktera by&hem
2-3 sekund po poruSeni pletiva viozena do iontowshioje. Pomoci NI-DART-HRMS byla
ve vzorku zjis¢na gitomnost latky o relativni molekulové hmotnosti fvH]™ 126,0008 Da,
které odpovidal sumarni vzorecsHGNOS (vyp@teno 126,0019 Da, tabulka 3). Touto
majoritni slodeninou byl s velkou pra¥godobnosti 2-sulfanylpyriditd-oxid (36) vznikajici
enzymatickym psobenim alliinasy naS-(2-pyridyl)cysteinN-oxid (30). Analogickym
zpisobem vznikaji i d¥ sulfenové kyseliny detekované ve vzorku v menSimoZstvi.
Methansulfenova kyselina39) vznika enzymatickym rozkladem methiind),( zatimco
(methylthio)methansulfenova kyselind0f rozkladem marasminul(). Je ovSem znamo, Ze
2-sulfanylpyridinN-oxid (36) je pongrné nestaly a ochotntautomerizuje na stabijsi
N-hydroxypyridin-2(H)-thion (pyrithion, 37) (obrdzek 44). Bylo zjigho, Ze ve vodnych
roztocich pevlada thion §7) nadN-oxidem @6) piiblizné v poneru 54/1 120, 12]. Lze tedy
piedpokladat, Ze intenzita detekovaného iontu [M = #H]126,0008 Da odpovidala siu

zastoupeni obou tautomernich forem.
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IS

F
N

I
©

2-sulfanylpyridin-
N-oxid (36)

Obrazek 44: Tautomerizace 2-sulfanylpyridiN-oxidu.

N-hydroxypyridin-

2(1H)-thion (37)

Méienim v pozitivnim mddu ionizace (PI-DART-HRMS) by@vrzena fitomnost

latek, které svym sumarnim sloZzenim odpovidaly 2tfiyldithio)pyridinN-oxidu (13),
2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinN-oxidu  (14),
a di(2-pyridyl)disulfidN-oxidu 38) (tabulka 3, piloha C).

S methyl-methanthiosulfinatu  4Q)

Tabulka 3: Sirné slodeniny identifikované v cibulkacA. stipitatumpomoci DART-HRMS.

e ke en  WPLAM.rantiena soupen
NI-DART 39 [CH,OST 62,9910 62,9898 0,49
40 [C:Hs0S)] 108,9787 108,9776 0,56
3637 [CsHNOST 126,0019 126,0008 100
PI-DART 41 [CoHeOS, + H]" 110,9933 110,9934 0,24
42143  [CHsOS; + HI 156,9810 156,9810 Ad
13 [CeH/ONS + H]' 174,0042 174,0042 100
24 [CsH100S, + H 202,9687 202,9688 nd
14 [C/HNOS; + H]' 219,9919 219,9920 7,31
38 [CiHN0S + H[ 237,0151 237,0150 0,38

%nedetekovano v porusené cibukestipitatum(jen v modelové sisi obsahujicll, 10 a alliinasu)

Predpoklad, Ze vySe uvedené sleminy skuténé¢ vznikaji ze tech gitomnych
sirnych aminokyselin30, 1 a10) byl potvrzen sérii modelovych experimeénpii kterych byl
sledovan rozkla& (2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30), methiinu () a marasminulQ) alliinasou.
Pomoci DART-HRMS bylo zjigho, Ze nejéive z kazdé aminokyseliny vzniknéigusna
sulfenova kyselina R—-SOH [viipad S(2-pyridyl)cysteinN-oxidu jde o 2-sulfanylpyridin-

N-oxid (36)]. Z téchto tech nestalych meziproduktpak jejich vzdjemnou kondenzaci
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vznikaji  Smethyl-methanthiosulfinat  4Q), 2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13,
2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinN-oxid (14) a di(2-pyridyl)disulfidN-oxid (38).

V A. stipitatumbyl také @ekavan vznik dvojice izomernich thiosulfiGé42 a 43.
Tyto latky vSak byly detekovany pomoci DART pouzenedelovych smsich @i smichani
methiinu () a marasminu 10) s alliinasou, tedy za n#ifomnosti S(2-pyridyl)cystein-
N-oxidu 30). V realném extraktu z homogenizovanych cibulek ga slowieniny nalezeny
nebyly. Pravépodobny mechanismus jejich vzniku je vzajemna komdee methansulfenoveé

kyseliny 89) a (methylthio)methansulfenové kyselirgy.

Enzymow katalyzovany rozkla®s (2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30) byl studovan také
pomoci *H NMR spektroskopie. Rozto-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu v DO byl v NMR
kyvets smichan s alliinasou aii&zns bylo msieno™H NMR spektrum. Bylo pozorovano, Ze
veSkeré mnozstvi30 bylo rozloZzeno them 3 minut po fidani allinasy. Jedinym

detekovatelnym produktem tohoto rozkladu byl diek@vaniN-hydroxypyridin-2(H)-thion
(37) (ptiloha A).

Na zaklad vSech vySe uvedenych zjigt bylo mozné sestavit praggbdobné schéma

tvorby sirnych latek v cibulkacA. stipitatum(obrazek 45).
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®
COOH COOH
g P COOH NN
I @S I
0 NH, ®© NI, 0 NH,
methiin (1) S-(2-pyridyl)cystein-N-oxid (30) marasmin (10)

alliinasa 2-aminoprop-2-enova alliinasa Z-aminoprop-2-enova alliinasa
kyselina kyselina
I I
OH | | OH
l N~ G l P ) [ ~ S PN o

methansulfenova o OH
kyselina (39) 2-sulfanylpyridin- N-hydroxypyridin- (methylrthlo)m.ethan-
N-oxid (36) 2(1H)-thion (37) sulfenova kyselina (40)

-H,0 DN N N

7 Z 2,4,5,7-tetrathiaoktan-
S-methyl-methan- | | $,-oxid (24)

thiosulfinat (41
(41) \N® S/s\ \N S/s\/s\
% ®
2-(methyldithio)- 2-[(methylthiomethyl)dithio]-
pyridin-N-oxid (13) pyridin-N-oxid (14)

i
CHO NSNS @)
+

S S
\lsl/ 0N 43)
0

Obrazek 45: Pravé&podobny mechanismus tvorby sirnych slenin vA. stipitatum.

DalSimi pyridinN-oxidy identifikovanymi vA. stipitatumpomoci PI-DART-HRMS a
HPLC-MS byly di(2-pyridyl)disulfidN-oxid (38) a di(2-pyridyl)disulfidN,N-dioxid (15).
Tyto latky jsou vSak pravgodobr tvoreny az sekundarnit@minou z 2-sulfanylpyridin-
N-oxidu (36) resp. N-hydroxypyridin-2(H)-thionu @7) (obrdzek 46) 121-123. Tomu
nasv¥dcuje i skuténost, Zze i HPLC analyze etherového extraktu z cibukekstipitatumse
tyto latky objevily pouze v nizkych koncentracid®i méreni pomoci DART-MS nebyl
di(2-pyridyl)disulfid-N,N’-dioxid (15) detekovan &bec (mozné kii jeho nizké ¢kavosti).
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N S Z N Se
lo | N Se lo
0 OH o
2-sulfanylpyridin- N-hydroxypyridin- pyridin-2-thiolovy radikal 2-sulfanyl-
N-oxid (36) 2(1H)-thion (37) radikal pyridin-N-oxidu

37 l-'OH

~ 5 ~ ~
| ® S Tlle + | S N ‘L | ® S N
N A Nt N T T N A
(l)@ | e | e (I)e | el
di(2-pyridyl)disulfid- di(2-pyridyl)disulfid (21) di(2-pyridyl)disulfid-
N.N'-dioxid (15) N-oxid (38)

Obrazek 46:Vznik dalSich pyridylovych slatenin z 2-sulfanylpyridirN-oxidu (podle [124], upraveno).

V tabulk&ch 4 a 5 jsou uvedena UY, IMS a NMR data slaienin identifikovanych
v ¢esneku stopkatém. Reprezentativni UV(C] MS a NMR spektragthto latek jsou také
uvedena v filohach A-D.
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Tabulka 4: UV, IC a MS data sirnych sléenin izolovanych 2esneku stopéatého.

identifikovana latka bod tani UV spektrum? IC spektrum ESI-TOF HRMS
(°C) nm (rel. %) crit (KBr) [M+H]" vypoiteno
S(2-pyridyl)cysteinN-oxid (30)  179-181 237 (100), 262 (33), 304 (11) 3220‘2540' 1628, 1574, 1361, 1219, 833,515 0485 15,0485
S(N-oxy-2-pyridyl)glutathion 81) nemteno 238 (100), 261 (39), 307 (15)  3530-2650, 1658816819, 1222, 837  401,1127  401,1125
?li(;'py”dy')dis”'fid'N’N"diOXid 215-218 236 (100), 262 (47), 302 (15) 1462, 142801 1227, 837, 764 253,0100  253,0100
di(2-pyridyl)disulfid-N-oxid (38)  nen®feno 236 (100), 266 (80), 308 (18) néano 237,0150 237,0151
(Zl'(sr)”emy'd“hio)py”di”N'OXid 107-110 237 (100), 264 (41), 303 (12) 1466, 1428611142, 833, 752 174,0041  174,0042
2-{(methylthiomethyl)dithio]- kapalina 239 (100), 265 (51), 304 (14) 1462, 14281, 836, 760 219,9920  219,9919

pyridin-N-oxid (14)

®meéteno na HPLC-PDA (acetonitril/voda)



Tabulka 5: NMR data sirnych slatenin izolovanych Zesneku stopikatého.

identifikovana latka

'H NMR (500 MHz)

3C NMR (125 MHz) >N NMR (50,7 MHz)

chemicky posun [ppm] (charakterizovany atom, multplicita, intenzita signélu, interakéni konstanty)

S(2-pyridyl)cystein-
N-oxid (30)

S(N-oxy-2-pyridyl)-
glutathion B1)

di(2-pyridyl)disulfid-
N,N'-dioxid (15)

di(2-pyridyl)disulfid-
N-oxid (38)

2-(methyldithio)-
pyridin-N-oxid (13)

2-[(methylthiomethyl)-
dithio]pyridin-N-oxid
(14)

3,38 (H-3a, dd, 1H, 14,7/8,5 ); 3,62 (H-3b, dd, 14,7/3,9);
3,95 (H-2, dd, 1H, 8,5/3,9); 7,27 (H-5', ddd, 1t5/8,5/1,5);
7,52 (H-3', ddd, 1H, 8,0/1,5/1,1); 7,58 (H-4', dd,
8,0/7,5/0,6 Hz); 8,22 (H-6', ddd, 1H, 6,5/1,1/Q/B)O)

1,89 (H-3, dd, 2H, 14,5/7,5); 2,33 (H-4, dt, 2H5/3,0); 3,30
(H-12a, dd, 1H, 14,3/8,8); 3,45 (H-2, t, 1H, 53)54 (H-12b,
dd, 1H, 14,3 a 5,1); 3,62 (H-10, g, 2H, 17,2); 4887, dd,
1H, 9,0/4,9); 7,25 (H-5', ddd, 1H, 7,6/6,5/1,65 (H-3', ddd,
1H, 8,4/1,6/0,4); 7,56 (H-4', ddd, 1H, 8,4/7,6/1@0 (H-6',
ddd, 1H, 6,5/1,3/0,4) (D)

7,19 (H-5/H-5', ddd, 2H, 7,8/6,4/1,8): 7,28 (H-44H-ddd, 2H,
8,2/7,8/1,1); 7,60 (H-3/H-3', ddd, 2H, 8,2/1,8/0 880 (H-
6/H-6', ddd, 1H, 6,5/1,1/0,5) (CDI

7,31 (H-5,t, 1H, 5,8); 7,39 (H-5', t, 1H, 6,5)58-7,62 (H-

4/H-4', m, 2H); 7,767,82 (H-3/H-3', m, 2H); 8,32 (H-6, d, 1Hnemsieno

6,2); 8,40 (H-6', s, 1H); titeno na LC*H NMR (D,O/CH;CN)

2,45 (CH, s, 3H); 7,15 (H-5', ddd, 1H, 7,6/6,4/1,8), 7,884,
ddd, 1H, 8,3/7,6/1,2); 7,87 (H-3', ddd, 1H, 8,3/0,8); 8,25
(H-6', ddd, 1H, 6,4/1,2/0,5) (CDg!I

2,31 (CH, s, 3H); 3,88 (CH s, 2H); 7,15 (H-5', ddd, 1H,
7,6/6,4/1,8): 7,36 (H-4', ddd, 1H, 8,6/7,6/1,2p(0/(H-3', dd,
1H, 8,3/1,8); 8,24 (H-6', ddd, 1H, 6,4/1,2/0,5) (CI)

31,8 (C-3); 533 (C-2): 122,6 (C-5): _
123,6 (C-3); 131,7 (C-4"); 139,5 (C24%:8 (NH); 115,5

6): 150.6 (C-2) 173.1 (C-1) @) (N=0) (B:0)

27,7 (C-3); 31,6 (C-12); 31,8 (C-4);
43,6 (C-10); 52,0 (C-7); 54,7 (C-2):
122,3 (C-5; 123,4 (C-3Y): 131,5 (C-
4); 139,4 (C-6"); 151,3 (C-2"); 171,2
(C-8); 175,5 (C-5); 176,4 (C-11);
176,7 (C-1) (RO)

entgreno

122,9 (C-3/C-3"); 123,5 (C-5/C-5');
127,5 (C-4/C-4"); 139,6 (C-6/C-6'); 96,0 (CDCH)
150,2 (C-2/C-2') (CDG)

nengreno

21,7 (CH); 121,3 (C-3"; 121,6 (C-
5; 126,2 (C-4'); 138,7 (C-6'); 151,87,6 (CDCH)
(C-27) (CDCb)

15,8 (CH); 43,7 (CH); 121,6 (C-
3); 121,8 (C-5'); 126,0 (C-4'); 138,87,5 (CDCH)
(C-6); 151,6 (C-2) (CDG)
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Tvorba pyridinN-oxidu zjiSttna v této praci je ve ztaém rozporu s vysledky
Kusterera a kol.58], ktefi v extraktu z cibulekA. stipitatumudajré identifikovali nekolik
thiosulfinati obsahujicich 2-pyridylovou skupinu a dokonce jedecinalni SS-dioxid
(obrazek 47). Strukturythto slodenin byly navrzeny igdevsSim na zakl@dHPLC-MS/MS
dat bez jakéhokoli srovnani se standardy. Jakyji@a bvedeno tive, tato ¥decka skupina
navic s nej¥tSi prav@dpodobnosti chylhidentifikovala strukturu hlavniho prekurzorchto
latek [[ako  S(2-pyridyl)cysteinS-oxid namisto  S(2-pyridyl)cysteinN-oxidu].
V nasledujicich odstavcich pak budou poderobys\wtleny divody, na zaklag kterych se Ize
domnivat, Ze ani struktura dalSich slemin (16-20) nebyla Kustererem a kol. d&ana
spravig.

Jedinou latkou, kterou Kusterer a kol. podrgbispektroskopicky charakterizovali
(pomoci NMR a(), byla slogeninal9, identifikovana jako di(2-pyridyl)disulfiS-dioxid.
Pritomnost této slateniny v A. stipitatumje vSak velmi nepravghodobna. Proti houo
predevsSim skutmost, Ze se latku udajnpoddilo izolovat za BZné laboratorni teploty.
vic-Disulfoxidy jsou ovSem mint@dre nestabilni, neizolovatelné latky, jejichz existertyla
dosud prokadzana pouze za velmi nizkych teplot (€)0[125, 126. Pti detailnim porovnani
'H NMR spekter latky izolované Kustererem a kol.i@-gpyridyl)disulfid-N,N'-dioxidu (15)
syntetizovaného v této praci bylo z§iSb, Ze ob spektra jsou tént totoZna.

Také porovnani UV spekter skenin popsanych Kustererem a koll6420)
naznilo, ze tyto latky ve skutmosti ténd s jistotou odpovidaji fislusnym N-oxidam
(13-15 a 38). Bylo totiz zjiS€no, Ze vSechny pyridih-oxidy nalezené v této praci vykazuiji
velmi charakteristicka UV spektra s abssgrii maximy v rozmeziimax = 236—239 nm a
dvéma dalSimi lokalnim maximy kolem= 262 nm a 304 nm (&eno pomoci PDA detektoru
v acetonitrilu/vod). Naopak sloteniny, které neobsahuji -N=0 skupinu, nvajix kolem
282 nm (viz tabulka 4 affpoha B), kde naopakl-oxidy nevykazuji vyznamnou absorbanci.
Ovsem vSechny sl@eniny popsané Kustererem a spol. vykazovaly absorbgi 238,
260-264 a 310 nm (v GH). Je tedy velmi prawghodobné, Ze tyto latky byly nespr&vn

identifikovany a jednalo se ve skat®sti oN-oxidy, nikoli S-oxidy.

Ke stejnému vysledku, tedy Ze v rostlind8h stipitatumjsou obsaZenyN-oxidy,
dosgla i O’Donnellova a kol. v roce 2009. Tito badatalolovali a identifikovali
2-(methyldithio)pyridinN-oxid  (13), 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinN-oxid  (14)
a di(2-pyridyl)disulfidN,N"-dioxid (15) [59].
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Tato prace Kusterer a kol. [10]
« |

COOH
I|\I® S /\‘/

o° NH,
(R)-S-(2-pyridyD)-

cystein-N-oxid (30)

S-(2-pyridyl)-
cystein-S-oxid (16)

x S X S
T@ 77 N ﬁ/ .
o° 0
2-(methyldithio)- S-methyl-2-pyridin-
pyridin-N-oxid (13) thiosulfinat (17)
\N@ 57 NN SN N7 NN
| [
o® ol
2-[(methylthiomethyl)dithio]- S-(methylthiomethyl)-2-pyridin-
pyridin-N-oxid (14) thiosulfinat (18)
| AN 7 |
- S N A S N
A N
©
(6] P o F
di(2-pyridyl)disulfid-N-oxid (38) S-(2-pyridyl)-2-pyridin-
thiosulfinat (20)
~ 0® Z 0
| S IL@ | ! N
F X
o TN e
S
O F O P

di(2-pyridyl)disulfid-
N,N'-dioxid (15)

di(2-pyridyl)disulfid-
S,S'-dioxid (19)

Obrazek 47: Struktura slotenin identifikovanych \A. stipitatumbéhem této prace a latek popsanych
Kustererem a kol. [58].

5.2 Biologicka aktivita sirnych slodenin z A. stipitatum

P&t sirnych slodenin identifikovanych v rostlinacl. stipitatum(13-15, 30 a 37,

na obrazku 48 jsou zvyrasmy zelenou barvou) bylo podrobeno testovani jejich
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antimikrobialni a antiparazitické aktivity. Wdhto latek byla zjifovana také jejich schopnost

inhibovat cyklooxygenasu 1 a 2, acetylcholinesigramonoaminooxidasu A, i@nos

serotoninwi podporovat tinky y-aminomaselné kyseliny. Pro lepSi pochopeni meshani

jejich potencialniho &inku byly testovany takeédhteré jejich strukturni analogy, které jsou

bud’ komegné dostupné nebo byly laboratérmiipraveny. Bmito analogy byly jednak

redukované formy 21, 44, 46 a 47) prirozere se vyskytujicich slatenin, dale jejich

monosulfidové analogy48 a 49) a také kyslikata obdoba pyrithion87), tedy N-hydroxy-

pyridin-2(1H)-on @5).

N
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0 NH,
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N S /\(
lo

S-(2-pyridyl)cystein-N-oxid (30)

L

N S

|
OH
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’ l®
(1?1/ s” > AN
lo |
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lo

2-(methyldithio)pyridin-
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(;\3]/ e S ~— S .
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o
2-[(methylthiomethyl)dithio]-

pyridin-N-oxid (14)

@ (j\

w Lo

N SH N OH
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pyridin-2-thiol (44)

2-(methyldithio)pyridin (46)

IS

S S
N/ 7 NN

2-[(methylthiomethyl)dithio]-
pyridin (47)

(¢}

N-hydroxypyridin-2(1H)-on (45)

di(2-pyridyl)disulfid (21)

(\1
g/ s
lo
0

2-(methylthio)pyridin-
N-oxid (48)

B

@_~

N S/\S/
lo
0

2-[(methylthiomethyl)thio]-
pyridin-N-oxid (49)

Obrézek 48: Struktura testovanych sirnych steumin zA. stipitatuma jejich analod.
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5.2.1 Antimikrobialni aktivita sirnych latek z A. stipitatum

Inhibi¢ni aktivita métena na agarovych discich a minimalni initi koncentrace
(MIC) v tekutych médiich byla sledovana u sienin uvedenych na obrazku 48. Latky byly
podrobeny testovani proti bakteriigscherichia col{dale Ec) a Enterococcus faecal{glale
Ef) vyskytujicich se v zaZivacim traktu teplokrevnyzkocichu a ¢lovéka, Micrococcus
luteus(MI) napadajicich &i sava aclovéka, Bacillus cereugBc) zpasobujicich alimentarni
intoxikace a proti bakteriimErwinia amylovora (Ea), Xanthomonas axonopodipv.
vesicatoria(Xa\V) a Clavibacter michiganensisubsp.sepedonicu¢Cmg napadajici éktere
hospodé&sky vyznamné plodiny (r&ata, papriky, brambory a zastupdeledi fizovitych —
nag. jablore a hrusg). Dale byla testovana aktivita proti kvasink@andida albicangCa) a
Saccharomyces cerevisig8qg a plisnimFusarium solani(Fs), Rhizoctonia solan{R9 a

Aspergillus nigei(An).

Diskova difGzni metoda

Testovani inhikini aktivity bylo provadno na agarovych discich s vhodnym Zivnym
médiem pro dany mikroorganismus. Papirové diskyustpeé testovanou latkou pbp
antibiotiky byly poloZeny na agar s danym mikroagriganem a spota¢ kultivovany i
optimalni teplot. Po viditelném ndistu mikroorganisri byly odeitdny p&iméry inhibi¢nich
z6n (Ketrg praméru papirového disku 6 mm). Tato metoda byla prémadako screening
inhibi¢nich aktivit testovanych sirnych latek s mnozstvith pg latky na disku. Hodnoty

inhibi¢nich zon jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Pramér inhibi¢nich zén testovanych sléenin (v mm).

testované bakterie kvasinky
sloué¢eniny Ec Ml Bc Ea Xav Cms Ca Sc
30 na na na na na na na na
37 21,8+0,8 12,5+1,5 12,0+#1,2 18,0+0,8 33,2+0,7 15,840 18,2+1,3 21,7+0,7
44 na na na na na na na na
45 na na na na 7,7£0,5 na na na
15 19,2+0,7 12,2+0,7 9,3x0,5 18,8+0,7 35,3+x1,5 16,6+1, 18,0+1,5 19,5+1,0
21 na na na na 8,7+1,4 10,0£1,0 na 7,3+0,5
13 18,7+0,7 12,8+0,9 9,2+0,4 18,5+1,3 30,8+0,9 19,2+0, 18,8+0,7 16,5%+1,1
46 11,0+0,0 na na na na na na 11,5+1,0
14 16,3+0,5 11,5+0,5 8,2+0,4 10,2+2,1 20,4+2,4 11,740, 13,2+1,3 na
47 na na na 7,2+£0,4 na 12,7+0,7 na 9,0+0,8
48 na na na na 8,8+1,5 na na na
49 na na na na na na na 10,3+2,1

ampicilin 11,440,5 34,8+0,7 na 8,2#1,5 22,4+29 345+10 -° -
gentamicin 17,7+0,5 13,7+0,5 11,2+0,4 8,0+0,8 26,0+1,0 23,541, - -
tioconazol - - - - - - 19,3+0,7 22,6+1,6
®neaktivni (Zadna inhibii z6na) ’nemtieno
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Mnohem vySSi inhildini aktivita byla obech pozorovana u slaenin obsahujicich
ve své struktte —N=O skupinu, tedyN-hydroxypyridin-2(H)-thion @7), di(2-pyridyl)-
disulfid-N,N'-dioxid (15), 2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13), 2-[(methylthio)methyldithio]-
pyridin-N-oxid (14). Vyznam nizSi inhib&ni aktivitu naopak vykazovaly jejich bezkyslikaté
analogy, pyridin-2-thiol 44), di(2-pyridyl)disulfid @1), 2-(methyldithio)pyridin 46)
a 2-[(methylthio)methyldithio]pyridin 47). Velmi nizka pop. Zadné inhiklini aktivita byla
pozorovana u obou testovanych monosulfidedy 2-(methylthio)pyridirN-oxidu 48)
a 2-[(methylthio)methylthio]pyridiN-oxidu (49).

Proti testovanym slaieninam byly odolgdi G™ bakterieM. luteus (MI) a B. cereus
(Bo) v porovnéani s GbakteriiE. coli (Ec). | dalSi G bakterieX. axonopodigv. vesicatoria
(Xav) zpisobujici bakterialni skvrnitost t&t a paprikbyla na testované latky cithjsi nez
zbylé dw fytopatogenni bakterieegaCmg.

Mikrodilu éni metoda

Antimikrobidlni aktivita dvanacti studovanych stemin (obrazek 48) byla testovana
proti sedmi kmetim bakterii, d¢ma drutim kvasinek a iem plisnim také pomoci
mikrodilucni metody. Tato metoda umafe uckit presnou hodnotu minimalni inhiii
koncentrace (MIC), za kterou se povazuje takova&ntrace testované latky, ktera pro dany
mikroorganismus inhibuje zakal v mikrotitri jamce z 80 %. Zjishé hodnoty MIC

testovanych latek jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Minimalni inhibi¢ni koncentrace sirnych latek (v pg/mil).

testované bakterie kvasinky plisné
slouteniny Ec Ml Bc Ef Ea Xav Cms Ca Sc Fs Rs An
30 nd na na na na 512 na na 256 na na na
37 4 8 4 4 1 1 1 2 0,031 1 1 16
44 na 128 128 256 128 64 8 16 128 64 64 256
45 256 256 512 32 128 64 8 na 512 256 256 na
15 4 8 8 8 1 1 1 2 0,031 0,5 1 512
21 128 8 16 32 32 16 2 16 8 8 8 32
13 1 1 1 2 05 05 1 4 0,016 05 16 16
46 16 8 16 64 2 4 2 8 4 4 4 4
14 8 8 4 8 2 2 1 4 0,031 1 1 16
47 32 8 16 32 8 8 2 16 4 8 4 16
48 na na na na na na na na 64 512 na na
49 512 512 256 na 256 128 128 256 4 128 512 na
ampicilin 8 025 32 4 8 8 0125 -° - - - -
gentamicin 2 2 1 16 2 1 0,25 - - - - -
tetracyklin 1 0,25 0,031 32 1 0,5 0,125 - - - - -
chloramfenikol 4 1 4 8 1 4 1 - - - - -

tioconazol — - - — 2 0,031 64 64 4

2neaktivni ( MIC > 512 pug/mlPnentteno
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Z tabulky Ize odvodit velmi podobné zdy jako z vysledk testovani inhikiini
aktivity slowenin na agarovych discich. Latky obsahujici ve stvéktue —N=0O skupinu
vykazovaly vyrazt vysSi aktivitu nez jejich bezkyslikaté struktuamalogy. Vyjimkou je
pouze prekurzogthto latek,S-(2-pyridyl)cysteinN-oxid (30), ktery Zadnou inhilgni aktivitu
nevykdzal. Mezi nejaktiviiSi latky naopak p#&ty N-hydroxypyridin-2(H)-thion @7),
di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxid (15 a 2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) spol&n¢
s 2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridirN-oxidem (4). Porovnhanim hodnot MIC testovanych
latek a antibiotik 1ze konstatovat, Ze tydtyii latky vykazovaly podobnou, vékterych

piipadech dokonce sijsi antimikrobidlni aktivitu nezdzné pouzivana antibiotika.

Mikrodilu¢ni metody bylo vyuZito i pro zji8hi inhibicni aktivity testovanych latek
proti plisnim. VySSi inhikini aktivita byla opt prokazana u slaenin obsahujicich —N=0
skupinu (3-15 a 37) oproti jejich bezkyslikatym strukturnim analmg. Aktivita
studovanychN-oxidi byla wtSinou mnohonasolnvySSi neZ aktivita tioconazolu. Ze&i t
testovanych plisni bylii aktivnim sirnym slotgeninam nejvice odolng. niger(An). Zbylé
dvé plisre napadajici hlizy bramboru, tedy solani(Fs) aR. solani(R9, vykazovaly vyssi,

vzajemr podobnou citlivost na testovaneé latky (tabulka 7).

Obecrt lze tedy konstatovat, Ze jednou z antimikrohiaimejaktivrejSich latek
izolovanych zcesneku stopgatého je pyrithion 37) spolu s ®kolika dalSimi pyridin-
N-oxidy (13-15). Antimikrobialni aktivita &échto latek je skuta¢ pomérné vysoka, v mnoha
piipadech pevysujici aktivitu standardnich antibiotik. Na z#kl ziskanych vysledk Ize
usoudit, Ze dleZitou strukturni podminkou pro latky vykazujicyraznou antimikrobialni
aktivitu (s vyjimkou pyrithionu) je ftomnost WN-oxy-2-pyridyl)disulfanylové skupiny
(obrazek 49).

| ®_~ S
N s” R
lo
O
Obrazek 49: Strukturni jednotka spaiaa vSem slotenindm vykazujicim vyznamnou antimikrobialni

aktivitu (s vyjimkou pyrithionu).

Vyznamna antimikrobiélni aktivitd-hydroxypyridin-2(H)-thionu (pyrithionu,37),
ktery je vzdalenym strukturnim analogem aspergikyseliny, je znama velmi dlouhou dobu
[127, 128. Napiklad MIC natrium-2-sulfanylpyridifN-oxidu (sodné soli pyrithionu) proti
E.coli a C. albicansbhyla zjiS€na 4 pg/ml 127]. Pyrithion se synteticky din¢ vyrabi a
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pouziva jako biocidni slozka daiznych polymei, barev a n&ta, které se pouzivaji
piedevsim ke konzervaci lodi. Pyrithion a jeho Zie#d sl se idava také do Samparpro
své inky proti tvork lupi resp. kvasinkamPityrosporum ovalge které jejich tvorbu
zpasobuji fL29.

Antimikrobidlni aktivita 2-(methyldithio)pyridirN-oxidu (13), 2-[(methylthiomethyl)-
dithio]pyridin-N-oxidu (14) a di(2-pyridyl)disulfidN,N-dioxidu (15) jiz byla studovana také
O’Donnellovou a kol. %9]. Tito autdi stanovili hodnoty MIC &chto latek protifiem typim
bakterie Staphylococcus aureus rozmezi 0,5-2 pg/ml a proti vybranym déuom bakterii
rodu Mycobacteriumtyto hodnotyc¢inily 2—8 pug/ml, coz jsou udaje srovnatelné s wikle

zjistenymi v této praci.
5.2.2 Antiparaziticka aktivita sirnych latek z A. stipitatum

Inhibi¢ni koncentrace (IC-50),fpkteré za danych podminek dochézi k 50% poklesu
aktivity danych parazit byla sledovana u &i sirnych slodenin identifikovanych
v A. stipitatuma latek jim strukturéd podobnych (obrazek 48).

Prvoci maji slozity zZivotni cyklus, ip kterém dochazi k igmenam v morfologii
parazitickych bugk. Jinou stavbu butk maji v €le (v krvi) hostitele a jinou v zazivacim
traktu daného hmyzu {pnasée). Testovani antiparazitické aktivity bylo pro¥ad proti
dvéma drulim prvoki T. brucei bruceia L. mexicanav obou jejich hlavnich Zivotnich

stadiich. Zjis&&né hodnoty IC-50 jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8: Antiparaziticka aktivita testovanych latek (IC-304M).

parazit
testované T. brucei brucei L. mexicana
slouéeniny v tle hmyzu v krvi hostitele v téle hmyzu v krvi hostitele
30 net na na na
37 0,051+0,013 5,90+0,10 0,037+0,002  0,026%0,005
44 na na na na
45 na na na na
15 0,133+0,022 2,15+0,38  0,027+0,002  0,019+0,007
21 15,7£2,6 na 14,740,2 na
13 0,566+0,200 4,60+0,51  0,047+0,005  0,034+0,006
46 23,6+1,9 30,9+1,3 96,8+4,9 na
14 0,198+0,022 6,52+0,72  0,041+0,005 0,033+0,008
47 38,5+13,2 na 43,5+£12,1 na
48 na na na na
49 33,9+2,5 na 29,6+2,9 4,52+0,46
pentamidin  0,305+0,076  0,008+0,001 - -

neaktivni (IC-50> 100uM), "nemsreno
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Jak je z tabulky 8 patrné, velmi vysoka inkiii aktivita proti oma paraziim
ve stadiu vyskytujicim se v zazivacim traktu hmpgla zjiS€na uN-hydroxypyridin-2(H)-
thionu @7), di(2-pyridyl)disulfidN,N'-dioxidu (15), 2-(methyldithio)pyridinN-oxidu (13) a
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxidu (14). Tyto ¢étyti latky mnohdy vykazovaly az
o tii fady vysSi aktivitu oproti svym redukovanym strukion analogm a zarova i vysSi
aktivitu v porovnani s komené¢ pouzivanym léivem pentamidinem (v ifpadt pyrithionu
byla pozorovana az 6x vySSi aktivita). Naopak vgéaziZzSi aktivita studovanych latek byla

pozorovana proti forT. brucei brucevyskytujici se v krviloveka.

Ze ziskanych vysledkje mozno vyvodit z&ur, Ze nejvySSi antiparaziticka aktivita
byla pozorovana u stejnycltyrech slodenin, které zarowe vykazovaly nejvyssi
antimikrobialni vlastnosti. Lze se tedy domnivat kficovou strukturniéasti €chto slogenin

je opt (N-oxy-2-pyridyl)disulfanylova skupina (obrazek 49).

Ziskané vysledky jsou v také dobrém souladélgarymi publikacemi, které uvéj
hodnoty IC-50 0,08QuM pro pyrithion @7) a 0,190uM pro natrium-2-merkaptopyridin-

N-oxid proti prvokim T. cruzivyskytujicim se v zaZivacim traktu hmyzs, 13].

5.2.3 Testovani biologické aktivity pomoci COX, GABA, ACH, MAO a SERT

Protizartlivé vlastnosti slotenin uvedenych na obrazku 48 byly stanoveny mirou
inhibice aktivity cyklooxygenasy 1 a 2, zatimco raaktivita byla testovana podle schopnosti
téchto latek inhibovat acetylcholinesterasu (AChE)pnmaminooxidasu A (MAO-A),
ovliviiovat [Fenos serotoninu (SERT$I podporovat dinek y-aminomaselné kyseliny
(GABA).

Inhibice cyklooxygenasy

Protizargtlivé einky a &inky proti bolestem hlavy byly testovany inhihi aktivitou
studovanych latek proti enzyim COX-1 a COX-2. Na obrazku 50 jsou graficky znazoy
inhibi¢ni aktivity testovanych sl@enin o koncentraci 100 uM proti enzymu COX-1. Bagev
zvyrazréné sloupce ozraji sloweniny, které byly identifikované ¥A. stipitatum ostatni

latky jsou fizné strukturni analogy, které se v této rostpfirozert nevyskytuiji.
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inhibi ¢ni aktivita (%)

30 37 44 45 15 21 13 46 14 47 48 49

Obrazek 50: Inhibi¢ni aktivita testovanych latek o koncentraci 100 pidti COX-1.

Z vysledki je patrné, Ze velmi vysokou inhdioii aktivitu vykazovaly d¥ sloweniny,
a sice 2-[(methylthio)methyldithio]pyriditN-oxid (14) a 2-[(methylthio)methyldithio]pyridin
(47). Je zajimavé, Ze sléeninal4, ktera v koncentraci 100 puM inhibovala aktivitu XQ
témsi kompletg (97 %), je jednou z hlavnich latekifomnych v homogenizovanych
cibulkach A. stipitatum(viz obrazek 42). U této latky byla déle stanovémanota 1C-50
7,8t£1,7 uM. Druhd slaienina 2-[(methylthio)methyldithio]pyridin4{7) s 89% inhibini
aktivitou je redukovanym analogem 2-[(methylthiojmgdithio]pyridin-N-oxidu (14),
piicemz hodnotu IC-50 této latky je 14,1+4,0 uM.

Na obrazku 51 jsou uvedeny vysledky inbiiich aktivit testovanych sirnych latek
(o koncentraci 100 pM) proti COX-2, ktera je zodgadwd za tvorbu prostaglandinu
v zaretlivych buinkdch a bikach CNS. NejvySSi inhibni aktivitu ot vykazovaly
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxid (14) (47 %) a 2-[(methylthio)methyldithio]-
pyridin (47) (43 %). Hodnoty IC-50 pro tyto dvsloweniny byly 15,4+4,9 uM X4) a
33,4+8,8 UM 47).

Z vysledki |ze usuzovat, Ze hlavni skupinou odpdwou za inhikini aktivitu proti
obéma cyklooxygenasam je uéchto latek (methylthiomethyl)disulfanylovyfettzec

CH3SCH,SS—, ktery je fitomen u obou vyznandji aktivnich slogenin (L4 a47).
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60

inhibi &ni aktivita (%)

30 37 44 45 15 21 13 46 14 47 48 49

Obrazek 51: Inhibi¢ni aktivita testovanych latek o koncentraci 100 pidti COX-2.

Inhibice transportniho proteinu pro serotonin (SERT

Deprese jetasto spojena s poklesem koncentrace neurotrangmiterozku. Ulohou
nékterych antidepresiv je inhibice serotoninovéhter@aSeée (SERT) a tim zabréni
zpétnému vychytavani serotoninu. U testovanych latdtoncentraci 330 uM byla zji&ta
afinita proti SERT pomoci vazebného testu Narjethyl°H]citalopram. Vysledky byly poté
piepaitany na procenta inhibice aktivity SERT (obrazel. 5

inhibi ¢ni aktivita (%)

30 37 44 45 15 21 13 46 14 47 48 49

Obréazek 52: Inhibi¢ni aktivita testovanych latek o koncentraci 330 pidti SERT.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Testovani slokenin na hladia 330 pM ukézalo, Ze pouze 2-[(methylthio)-
methyldithio]pyridinN-oxid (14), ktery je girodnim produktem, vykazoval vyznawjsi
Ucinky na aktivitu SERT. Hodnota IC-50 této steminy byla 195+39 uM. Na zaklad

ziskanych vysledk tak Ize konstatovat, Ze studované latky vyznamakiivitu proti SERT
nevykazuji.

Inhibice monoaminooxidasy A

Druhou metodou pro miéni depresi a stavizkosti je inhibice monoaminooxidasy
(MAO-A). Tento enzym je zodp@dny za oxidani deaminace monoantimimo jinych i
serotoninu). Inhibice enzymu MAO-A oviiuje prevazre hladinu &ch neurotransmitér
které hraji dlezitou roli @i [é¢bé deprese a Uzkosti.

100+ 87

inhibi ¢ni aktivita (%)

30 37 44 45 15 21 13 46 14 47 48 49

Obrazek 53: Inhibi¢ni aktivita testovanych latek o koncentraci 400 pidti MAO-A.

Prvotni posouzeni inhigmi aktivity testovanych latek proti MAO-A bylo predeno
pii koncentraci latek 400 uM (obrazek 53). Osm z @edirtestovanych sl@enin vykazovalo
pomerné vysokou inhibéni aktivitu (> 50 %). Paily mezi re ¢tyii sloweniny girozere se
vyskytujici v cibulkachA. stipitatum N-hydroxypyridin-2(H)-thion 37), di(2-pyridyl)-
disulfid-N,N'-dioxid (15), 2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) a 2-[(methylthio)methyl-
dithio]pyridin-N-oxid (14). Tyto latky vykazovaly vzdy vySSi inhii aktivitu nez jejich
redukované strukturni analogy. Echto osmi aktivnich latek byla stanovena hodnot&0C
(tabulka 9).
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

Tabulka 9: IC-50 sirnych slotenin s inhibéni aktivitou proti MAO-A.

testované slodeniny IC-50 (UM)
N-hydroxypyridin-2(H)-thion (37) 97,619,2
pyridin-2-thiol (44) 388455
di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxid (15) 241447
di(2-pyridyl)disulfid 22) 538489
2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) 139+36
2-(methyldithio)pyridin 46) 9124214
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxid (14) 161+49
2-[(methylthio)methyldithio]pyridin 47) 291+70

~ v s

Vysledky ogt ukazuji na znatethnizSi hodnototy IC-50 u fprodnich disulfid
obsahujici —=N=0O skupinu. Lze tedy usuzovat, &éedtou roli v inhibtni aktivitt proti

MAO-A opét hraje gitomnost N-oxy-2-pyridyl)disulfanylové skupiny (obrazek 49).

Testovani afinity ke GABA receptoru

Cilem rekterych postup pii lécbé epileptickych zachvétje zvysit citlivost GABA,
receptoru pro endogenpiaminomaselnou kyselinu (GABA). V této préaci bylcdhkdnoceni
antiepileptické aktivity studovanych latek vyuZts-methyl*H]flumazenil vazebného testu.
Patateini testovani bylo provedenofipkoncentraci 1,82 mM. Vazebna aktivita byla

piepaiitana na schopnost wghit [N-methyl-H]flumazenil z GABA. receptoru (obrazek 54).

aktivita (%)

30 37 44 45 15 21 13 46 14 47 48 49

Obrazek 54: Afinita testovanych sirnych latek (o koncentra@2.mM) ke GABA, receptoru.
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U nekterych testovanych sldanin se prokazala pamné silna aktivita. Zejména
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxid (14) a di(2-pyridyl)disulfidN,N'-dioxid (15),
latky piirozere se vyskytujici v cibulkach. stipitatum vykazovaly vyznamnou afinitu. U

latek, které vykazovaly vyznamnou aktivitu (> 45,%)yly stanoveny hodnoty IC-50
(tabulka 10).

Tabulka 10: IC-50 sirnych slo&enin podporujicichdinky GABA.

testované slodeniny IC-50 (UM)
di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxid (15) nnf
di(2-pyridyl)disulfid 22) 74,6£17,4
2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) 1994+260
2-(methyldithio)pyridin 46) 995175
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxid (14) 505+60
2-[(methylthio)methyldithio]pyridin 47) 429+1
2-[(methylthio)methylthio]pyridinN-oxid (49) 1242+123

%zhledem k omezené rozpustnosti nebyliteno

Z vysledki Ize vyist, Ze sloteniny bez —-N=0 skupiny &y obecré vySSi aktivitu
nez islusné, pirozereé se vyskytujiciN-oxidy. Za zminku stoji zejména velmi silnyidek
latky 21.

Inhibice acetylcholinesterasy

Jednou z moznosti d8y Alzheimerovy choroby je zvySeni hladiny acetyliithu
v CNS inhibici acetylcholinesterasy (AChE). Vysledkje vySSi hladina acetylcholinu a lepSi
cholinergni penos. Schopnost studovanych sknin inhibovat AChE byla nejtve
testovana f koncentraci 400 uM (obrazek 55).
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Obrazek 55: Inhibi¢ni aktivita testovanych latek o koncentraci 400 pidti AChE.
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Vyznamna aktivita byla pozorovana pouze u Sestilfilig (13-15, 21, 46 a47), které
vyskytujici N-oxidy 13-15. Hodnoty IC-50 &chto aktivnich slogenin jsou uvedeny
v tabulce 11. VyrazfSi rozdily ®&inka testovanych latek jsou velmi d@ab patrné na
zmintném obrazku 55. Disulfidy, které obsahovaly -N=Qpsku, vykazovaly vyrazhvyssi
inhibi¢ni aktivitu nez disulfidy bez této futki skupiny. D& se tedy usuzovat, Ze vyznamou
roli v inhibi¢ni aktivité proti acetylcholinesterase &phraje (N-oxy-2-pyridyl)disulfanylova

skupina (obrazek 49).

Tabulka 11: IC-50 sirnych slogenin s inhibéni aktivitou proti AChE.

testované slodeniny IC-50 (UM)
di(2-pyridyl)disulfidN,N'-dioxid (15) 104+3
di(2-pyridyl)disulfid 1) 1041+115
2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) 185+26
2-(methyldithio)pyridin 46) 22772
2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxid (14) 226+47
2-[(methylthio)methyldithio]pyridin 47) 348481
Shrnuti

VSechny¢tyti sirné latky nejvyznamiji zastoupené \erstw zhomogenizovanych
cibulkach cesneku stopgateho, tedy N-hydroxypyridin-2(H)-thion (pyrithion, 37),
di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxid (15), 2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13) a 2-[(methylthio)-
methyldithio]pyridinN-oxid (14), vykazovaly velmi vyraznou biologickou aktivit¥Sechny
tyto latky vyznama inhibovaly fist vSech testovanych mikroorganisnipkoZ i obou drui
parazifi, pricemz jejich aktivita byla mnohdy vysSi nez aktiwtaraxi pouzivanych tév. Pri
testovani tinka téchto slodenin proti zastu (inhibice COX) a depresim (inhibice SERT a
MAO-A) vykazoval nejvyssi aktivitu 2-[(methylthio)athyldithio]pyridiniN-oxid (14).
DalSimi vysoce &nnymi latkami proti depresim byly pyrithion 37) a
2-(methyldithio)pyridinN-oxid (13), proti Alzheimero¥ chorolgé (inhibice AChE) jest
di(2-pyridyl)disulfid-N,N'-dioxid (15).

Je nutno podotknout, Ze koncentragehto slodenin v cerstw zhomogenizovaném
¢esneku stopd&atém jsou prawpodobr mnohem vysSi, nez jsou zfge hodnoty MIC
popt. IC-50. Nap. hodnoty MIC pro ¥tSinu testovanych mikroorganisitee pohybovaly
fadow v jednotkach pg/ml (tabulka 7), zatimco obsatclejrech prekurzar (30, 1 a 10) je

udavan v rozmezi 2—-4 mgfgerstvé hmoty 33]. Lze tedy pedpokladat, Ze uz konzumaci
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relativné malého mnozstvi homogenizovanétesneku stopdatého Ize docilit znatelného

biologického efektu.

Na druhou stranu jeédba biologické &inky nékterych slodenin prozkoumat mnohem
dukladrgji, je totiz mozné, Ze pravidelna konzumaesneku stopg&atého s sebou ie nést
také utita zdravotni rizika. Je n&pznamo, Ze pyrithion3({), je velmi fotolabilni a f
oz&eni UV i viditelnym s¥tlem snadno dochéazi k jeho rozpadu na reaktivnidxydové
radikaly -OH [121-123. Hydroxylové radikaly pak mohou #ipobovat pemény nukleovych
kyselin, coz nmize vést az ke vzniku zhoubného bujeni a a¥idau posSkozeni buk
vedoucimu kiad dalSich chorob132-134. Pyrithion a jeho degradai produkty jsou také
podezelé z embryotoxickychdinkt u ryb a jinych miskych organisrin Tyto latky mohou
téZ byt potenciakcytotoxické a genotoxickéd $5-137.
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5.3 Sirné sloweniny v rostlinach rodu Tulbaghia

5.3.1 Sirné aminokyseliny v rostlinach roduTulbaghia

Z cerstvych kéeni (rhizomi) 18 zastupt podteledi Tulbaghioideag17 drulii rodu
Tulbaghiaa 1 druh rodWPrototulbaghig byly pomoci okyseleného methanolu extrahovany
piitomné aminokyseliny. Ziskany extrakt byl dalgegistén pomoci sloupcové ionexové
chromatografie a analyzovan za vyuziti HPLC-PDA @-K8S. Red HPLC-PDA analyzou
byla smés aminokyselin derivatizovana dansylchloridem #&edp GC-MS analyzou

ethylesterem kyseliny chlormrawén

V kotenech vSech zkoumanych rostlin, s vyjimkou druhu ludwigiana byl
detekovan Rc,R9)-S(methylthiomethyl)cysteirg-oxid (marasmin, 10) v mnoZstvi
pohybujicim se mezi 0,01-1,68 mgigrstvé hmoty. Tato aminokyselina fita 93—-100 %
z celkového mnozZstviifgomnych S-substituovanych derivéatcysteinu, pouze minorignse
v nékterych analyzovanych druzich vyskytoval takg,£s)-S-methylcysteinSoxid (methiin,
1) (tabulka 12). Zadné jin&substituované derivaty cysteinu (fiagllin nebo isoalliin)
v analyzovanych rostlinach detekovany nebyly.

Tabulka 12: Ssubstituované cysteig-oxidy v rostlinach poéelediTulbaghioideae.

rod druh pivod® z?stoupeni (rel. %) obsah
methiin () marasmin10) (mg/g¢. h.)

Prototulbaghia P. siebertiVosa A 0 100 0,28+0,03

Tulbaghia T. acutilobalarv. B stopy’ 100 0,01
T. alliacealL..f. B 0 100 1,68+0,13
T. capensit. C 5 95 1,62+0,18
T. cernuaFisch Mey Avé-Lall D 7 93 0,22+0,03
T. coddiiVosa Burgb. D stopy 100 1,18+0,15
T. cominsiiVosa D stopy 100 0,74+0,08
T. dregean&unth. E 0 100 0,02
T. galpinii Schltr. D stopy 100 0,15+0,02
T. leucanthaBaker D stopy 100 1,05+0,11
T. ludwigianaHarv. C 0 100 ng
T. montanavosa D stopy 100 0,12+0,02
T. natalensiBaker D 0 100 0,98+0,14
T. simmleriBeauverd D 0 100 0,12+0,02
T. simmlerivar.alba Beauverd D 0 100 0,07+0,02
T. violaceavar. maritimaVosa D stopy 100 1,26+0,17
T. violaceavar.obtusaBaker D stopy 100 1,17+0,20
T. violaceavar.violaceaHarv. D 6 94 1,58+0,22

%iz kap. 4.3°< 0,01 mg/gierstvé hmoty ‘nekvantifikovano (<0,01 mg/grstvé hmoty)
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Je pozoruhodné, Ze ve studovanych rostlinach Bt8inou nalezen pouze jeden
derivat cysteinu (marasmin). Takové jednoslozkoagt@upeni je totiz u rostlin rodMlium

velmi neobvyklé (¥tSinou se vyskytuji 2—3izné derivaty satasre).

5.3.2 Sirné latky vznikajici v T. violacea

V rostlinach rodu Tulbaghia byly déle studovany sirné skeeniny vznikajici
Zz marasminu f» naruseni pletiva. Kémto experimerim byla vybrana rostlind. violacea
hojr¢ vyuzZivanou pro fipravu pokrnd. Latky vznikajici pi homogenizaci kieni této
rostliny byly extrahovany dichlormethanem a analfmty pomoci HPLC-PDA. Jak je
z obrazku 56 patrné, profil latek detekovanych mtim extraktu byl velice jednoduchy. Tento
vysledek ovSsem nenfifiS piekvapivy, vezme-li se v Uvahu fakt, Z& vviolaceaje pgitomen

témei vyhradré pouze jeders-substituovany cysteif-oxid (marasminl0) (tabulka 12).

/
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Obrazek 56: HPLC chromatogram extraktu homogenizovanyciehb T. violacea(pii 2 = 210 nm).

Hlavni latka24 pritomna v extraktutg 15,0 min) byla izolovana pomoci preparativni
C-18 HPLC a jeji struktura nasletioréena vyuzitimH a**C NMR a MS spektroskopie (viz
piilohy A a C). Dle pedpokladu bylo potvrzeno, Ze touto latkou je thifas&t marasmicin
(2,4,5,7-tetrathiaoktafy-oxid, 24), ktery vznikda enzymay katalyzovanym rozkladem

marasminu (obrazek 57).
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(ﬁ NH, NH, 0
C-S lyasa H,0
S S \)\ —_ e S S + )\ 2 )‘\ + NH;
ahd COOH <" Son l COOH COOH
marasmin (10) (methylthio)methan-  2-aminoprop- pyrohroznova
sulfenovd kyselina  2-enova kyselina kyselina
ZXl -H,0
O
I
e S ~ S S N S ~

marasmicin (24)

Obrazek 57: Enzymov katalyzovany rozklad marasminu.

5.3.3 Senzorické hodnoceni marasmicinu

Pomoci preparativni C-18 HPLC byl ziskéisty marasmicin, ktery byl mimo jiné
pouzit i k hodnoceni jeho senzorickych vlastnoZi@sobnim roztokem byl marasmicin
o koncentraci 2 mg/ml v ethanolu. Tento roztok bigle fedtn vodou az na vysledné
koncentrace 5-50 ppb. Testovani bylo pr@wadtrojahelnikovym testem. Pro senzorickou
analyzu byly pouzity vzorky v koncentracich 5, 1@Gappb. Chtiovy prah marasmicinu byl
stanoven na 10 ppb, coz je 10x niZSi hodnota, mehyovy prah allicinu (100 ppb), hlavni
senzoricky aktivni latkyc¢esneku 13g. Vodny roztok marasmicinu &h pii vysSich
koncentracich (200-500 ppb) palivou t€hwsilné piipominajici ¢esnek, v nizkych
koncentracich (10-50 ppb) byla ¢hetadle hodnocena jak®esnekova ovSsem s podtény
piipominajicimi vaéenou kedlubnu. ¥hi marasmicinu lze popsat jakaijpmnou, sil@

¢esnekovou se sirnymii masovymi podtony.

5.3.4 Tékavé sirné latky vznikajici pii zpracovaniT. violacea

K simulaci typické kulinarni apravyT. violacea byly kofeny této rostliny
homogenizovany s vodou a ieay po dobu 30 minut. Vznikléékavé produkty byly

extrahovany diethyletherem a analyzovany pomociN&Cfobrazek 58).
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Obrazek 58: GC-MS chromatograngkavych latek v kéenechT. violacea.

Jak je z uvedeného GC chromatogramu patrné, analgyoextrakt z kiem
T. violaceaobsahoval relativhmaly paet €kavych slodenin, gicemz ¥tSinu z nich tvaily
latky sirné. Jako majoritni slozky byly identifikéwy 2,3,5-trithiahexan5@) a 2,4,5,7-
tetrathiaoktan Z2), které tvaily 20,1 % resp. 38,5 % vSech detekovanych late&lSini
nalezenymi ¢gkavymi latkami, ovSem fitomnymi ve vyraz#é nizSich koncentracich, byly
dimethyldisulfid 60), (methylthio)methanthiol1), dimethyltrisulfid 62), 2,3,4,6-tetrathia-
heptan %4) a 2,3,4,6,8-pentathianonasbj (tabulka 13, obrazek 58).

Tabulka 13: Tékavé sirné sloteniny vznikajici pi vaieni kaeni T. violacea.

tékavé sirné slogeniny strukturni vzorec KI® obsah (rel. %)
dimethyldisulfid (50) CH:SSCH 745 2,4+0,6
(methylthio)methanthidl(51) CH;SCH,SH 798 0,2+0,1
dimethyltrisulfic® (52) CH;SSSCH 972 0,9+0,2
2,3,5-trithiahexah(53) CH;SSCHSCH;, 1146 20,1+3,2
2,3,4,6-tetrathiahepta54) ~ CH;SSSCHSCH, 1351 3,2+0,4
2,4,5,7-tetrathiaoktdn(22) CH;SCH,SSCHSCH; 1490 38,5+4,7
2,3,4,6,8-pentathianond(b5) CH;SSSCHSCH,SCH; 1684 3,3+0,8

3dentifikovano srovnanim s autentickym standardédentifikace pouze podle MS déovatsovy indexy

Jak je z obrazku 58 a tabulky 13 patrn&Swa nalezenych sléanin byly acyklické
oligosulfidy obsahujici CEBCHx- skupinu (poskytujici v MS spektrech typicky fragmh
m/z61). ProtoZze zadna zchto sirnych &kavych latek nebyla detekovana derstw
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zhomogenizovaném extrakill violacea(pomoci HPLC-MS), je velmi pra¥godobné, Ze
tyto sloweniny jsou tvéeny az tepelnym rozkladem marasmicinu (obradzek ¥2hledem
k vysoké tepelné nestabdimnoha sirnych slaienin je také mozné, Zekteré z &chto latek

mohly vzniknout az &hem GC-MS analyzy (ndpbéhem nasiku).

(ﬁ NH, NH, 0
C-S lyasa )\ H,0
S S\)\ —_— S S + 2 )‘\ + NH;
ah COOH <~ Son l COOH COOH
marasmin (10) (methylthio)methan-  2-aminoprop- pyrohroznova
sulfenova kyselina  2-enova kyselina kyselina
l -H,0
O
s
_ON \S/\S/
/ marasmicin (24)
§ NG e e S e ”
IO TN S 77N
2,4,5,7-tetrathiaoktan (22) dimethyldisulfid (50)
S P S S
77N S PR TN
2,3,5-trithiahexan (53) dimethyltrisulfid (52)
H
/S\S/S\/S\/S\ /S\/S
2,3.4,6,8-pentathianonan (55) (methylthio)metanthiol (51)
P S\ s~ S ~ S ~

2,3.4,6-tetrathiaheptan (54)

Obréazek 59: Vznik tkavych latek pi vafeni kden rostliny T. violacea.

Naprosta ¥tSina z vySe uvedenychkékiavych latek jiz byla ve adecké literatie
popsana. Velmi podobné zastoupeni sirnychcgom bylo nalezeno v extraktech #rk
n¢kolika tropickych strom, nag. Scorodophloeus zenkédfiarms. aHua gaboniiPierre ex De
Wild. rostoucich v centralni Afric&gcorodocarpus borneenddgcc. pochazejiciho z Malajsie
¢i Gallesia gorazemgVell.) Moqg. z Jizni Ameriky. Kra a plody &chto strond (¢asto

ozna&ovanych jako wood garli¢) jsou lokalre vyuzivany jako k#eni. Tato podobnost
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ve struktie w®kavych slodenin nazné&uje, Ze marasmin je jejich prasgbdobnym
prekurzorem takeé &thto stromechi39-147.

Senzorické vlastnosti hlavnich dvogkavych sirnych latek nalezenych veieaych
korenech T. violacea tedy 2,3,5-trithiahexanu58) a 2,4,5,7-tetrathiaoktanw2?), byly
popsany Kubotou a Kobayashim4p. V pripad 2,3,5-trithiahexanu byl stanoven prah
vnimani chuti (ve vo#) na 40 ppb a pro 2,4,5,7-tetrathiaoktan 3,5 ppidrdtitelé popsali
vani 53 jako ¢esnekovitou nebofpominajici cibuli, zatimco aroma 2,4,5,7-tetrattki@nu

(22) ohodnatili jako poskud drazdivé a vyrazincibulové.
5.4 Biologicka aktivita marasmicinu

5.4.1 Antimikrobialni aktivita marasmicinu

Ackoliv jsou rostliny roduTulbaghiahojré vyuzivany v lidovém I&telstvi pro I€bu
celétady infelkénich onemoceni, antimikrobialni aktivita marasmicinu v odborfi@rature
zatim popsana nebyla. Dosavadni studie bylyétany pouze na testovani antimikrobialni
aktivity extrakfi z rostlin Tulbaghia [144, 14%, které skuténé odhalily jejich vyznamné

antimikrobiélni @inky.

Antimikrobiélni aktivita marasmicinu byla testovan@omoci nasledujicich
mikroorganisni: E. coli (Ec), E. faecalis(Ef), M. luteus(Ml), B. cereugBc), E. amylovora
(Ea), X. axonopodispv. vesicatoria (Xav), C. michiganensisubsp. sepedonicugCmg,
C. albicans (Ca), S. cerevisie(Sg, F. solani (Fs), R. solani (R9 a A. niger (An).
Antimikrobiélni aktivita marasmicinu byla zaraveporovnana s aktivitou hlavniho

thiosulfinatucesneku, allicinuX1), a rekolika kometné pouzivanych antibiotik.

0] 0]
I [
/S\/S\S/\S/ /\/S\S/\/
marasmicin (24) allicin (11)

Obrazek 60: Struktura marasmicinu a allicinu.

Diskova difzni metoda

Testovani inhikini aktivity bylo provadno na agarovych discich s vhodnym Zivnym
médiem pro dany mikroorganismus. Papirové diskyus@pé sledovanou latkou byly
poloZeny na agar s danym mikroorganismem a 8pdlkultivovany @i optimalni teplok.

Po viditelném ndrstu mikroorganisrn byly ode&itany pameéry inhibicnich zén (¢etns
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praméru papirového disku 6 mm). Tato metoda byla prémadiako screening inhiiich
aktivit testovanych sirnych latekipmnozstvi 10 pg latky na disku. Hodnoty inKitich zon

jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14: Pramér inhibi¢nich zon testovanych sléenin (v mm).

testované bakterie kvasinky
slou¢eniny Ec MI Bc Ea Xav Cms Ca Sc
marasmicin ~ 9,7+0,2 né na 7,8+#0,3 8,2#0,6 13,7+0,5 6,705 9,7+0,5
allicin 10,0+0,4 na na 6,5¢0,0 9,7#0,9 17,0+1,0 6,7#0,5 8,840,2
ampicilin 11,4+0,5 34,8+0,7 na 8,215 22,4429 34,5+1,0 b -
gentamicin  17,7#0,5 13,7+0,511,2+0,4 8,0+0,8 26,0+1,0 23,5+1,5 - -
tioconazol - - - - - - 19,3+0,7 22,6+1,6

®neaktivni (Zadna inhibini z6na) ’nemtieno

Jak je z tabulky 14 patrné, marasmicin vykazovdicgepodobné antimikrobialni
vlastnosti proti testovanym mikroorganim jako allicin. Zarova nebyly pozorovany
jednozna&né rozdily v aktivit proti G a G bakteriim. @inky marasmicinu byly porovnany
také s aktivitou &nych antibiotik (ampicilinu, gentamicinu a tiocaotu). Bylo zjiStno, Ze
marasmicin vykazoval podobnou inhibi aktivitu proti bakteriiE. coli (Ec) jako ampicilin,
zatimco fist bakterie zfisobujici spalu trzovitych rostlin E. amylovora (Ea) inhiboval
s podobnou intenzitou jako ampicilin a gentamidiie. vétSin¢ ostatnich fipadi vSak byla

aktivita testovanych antibiotik vyznammyssi.

Mikrodilu éni metoda

Minimalni inhibiéni koncentrace (MIC) marasmicinu a allicinu bylasledre

testovana pomoci mikroditai metody. Hodnoty MIC jsou usfadany v tabulce 15.

Tabulka 15: Minimalni inhibicné koncentrace testovanych latek (v pg/ml).

testované bakterie kvasinky plisné
slouéeniny Ec Ml Bc Ef Ea Xav Cms Ca Sc Fs Rs An
marasmicin 64 32 32 512 32 8 4 64 4 4 8 16
allicin 32 32 32 64 8 8 2 32 4 4 8 4
ampicilin 8 025 32 4 8 8 0125 -2 - .
gentamicin 2 2 1 16 2 1 025 - - - - -
tetracyklin 1 0,250,031 32 1 05 0,125 - - - - -
chloramfenikol 4 1 4 8 1 4 1 - - - - -
tioconazol - - - - - — - 2 0031 64 64 4
®nentieno
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Zjisténé hodnoty MIC nazr@ji o néco slabsi inhikini schopnost marasmicinu
v porovnani s allicinem proti ékterym testovanym mikroorganismm. Fi porovnani
inhibi¢ni schopnosti s antibiotiky ¢hovSem marasmicin stejnyinek jako ampicilin proti
dvéma bakteriinB. cereugBc) a X. axonopodigv. vesicatoria(Xav). Proti plisnimF. solani
(Fs) a R. solani(R9 vykazoval marasmicin dokonce 16x gjBi inhibicni aktivitu nez
tioconazol. Ziskané vysledky tak potvrzuji, Ze deani rostlin roduTulbaghia pri 1écbé
infekénich onemocEni ma své opodstatni (zejména u africké populace, kterd& ma omezeny

pristup ke komemim antibiotikim).

5.4.2 Antiparaziticka aktivita marasmicinu

U marasminu a allicinu byla testovana takeé jejichiparaziticka aktivita. Tyto dva
thiosulfinaty byly podrobeny testovani jejichiika proti dwma paraziim (T. brucei brucei
a L. mexicana v jejich dvou hlavnich Zivotnich stédiich. Z§gé hodnoty IC-50 jsou
uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16: Antiparaziticka aktivita testovanych sk®nin (IC-50, v uM).

parazit
testované T. brucei brucei L. mexicana
slouteniny v tgle hmyzu v krvi hostitele v le hmyzu v krvi hostitele
marasmicin 16,5+2,4 19,5+0,3 14,3+1,3 26,8+5,6
allicin 19,3+0,7 22,+0,3 24,845,0 19,241,2
pentamidin 0,3+0,08 0,008+0,001 -2 -

®nemreno

Marasmicin i allicin vykazovaly velmi podobnou ibiini aktivitu proti ogma
testovanym para#itn v obou hlavnich Zivotnich stadiich (IC-50 14,3;86M). Jak je ovSem
z tabulky 16 ¥ejmé, antiparaziticka aktivita obou thiosulfitge vyznamsg nizsi nez Ginky
antiparazitika pentamidinu.i€sto lze konstatovat, ze s ohledem na snadnou piast
rostlin roduTulbaghia(na rozdil od komenich I&iv) se jejich vyuziti v africkém lidovém

|&citelstvi v boji s parazitickymi onemoénimi jevi jako smyslupiné.
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Ziskané vysledky prokézaly, Zze v dosud gemamychcesnekovitych rostlindch
A. stipitatuma rostlinach rodTulbaghiase nachazi celd@ada sirnych slatenin vykazujicich
nejen atraktivni senzorické vlastnosti, ale takénamnou biologickou aktivitu.

Cibulky rostlin A. stipitatum jsou ve Stedni Asii hoj& pouzivany k léb¢
revmatickych a zattlivych onemocsini, dny, artritidy, piijmu, bolesti Bicha a hemeroii
nebo také ve forghvodného extraktu jako Ustni voda. Bylo zjigt, Ze za tyto pozitivni
Ucinky jsou zodpowdné sirné derivaty pyriditN-oxidu, které vykazuji schopnost inhibovat
Siroké spektrum bakterii, plisni, paraz#é maji i dalSi biologickou aktivitu. Antimikrobidl
aktivita €chto pyridinN-oxidu je ¢asto vysSi nez aktivitatbnych antibiotik. Extrakt z této
rostliny by tak potenciathmohlo byt vyuZito také v ekologickém zeddlstvi v boji proti
celé rack fytopatogennich mikroorganigsm Nicméré pyrithion je slodenina s pogkud
rozporuplnymi biologickymi &inky. Bylo totiz prokazano, Ze tato latkaibe potencialé
vykazovat také embryotoxickou a genotoxickou aktivProto je Zadouci prostudovatinky
pravidelné konzumaagesneku stopdatého a jemuifbuznych drufi na zdraviclovéka jesE
detailrgji.

V jizni Africe jsou rostliny rodurulbaghiajedremi z nejdilezitéjSich I&€ivych rostlin.
Jejich kdeny jsou hojd pouzivany fi Iécbé horetek, astmatu, nachlazeni, tuberkulézy,
Zalud€nich problénmi a dokonce i p Iécbé neékterych typm rakoviny. Konzumaceéthto
rostlin pomaha hubit &vni parazity, coz bylo potvrzeno i v této studiylo zjisSttno, Ze za
vyznamneé biologické dinky jsou ogt zodpowdné sirné latky. V zastupcich rodulbaghia
biologickou aktivitu zastavd hlagnmarasmicin, hlavni sirnd sléenina vznikajici f
zpracovanidchto rostlin.

Rostliny roduTulbaghiai A. stipitatumse v zemich svéhaippzeného vyskytu Siroce
uplatiuji v mistni kuchyni. Zejména zastupci rotulbaghiaby diky své fijemnécesnekove
vani, chuti a vyznamnym biologickym¢iinkam mohli najit SirSi vyuZiti v potraviiigkém
pop. farmaceutickém @myslu jako alternativacesneku ¢i pazitky. Nezanedbatelnou
vyhodou €chto rostlin je téZz snadnost jejich kultivace i wrapskych klimatickych
podminkéach, jakoz i jejich estetickyifaZlivé kwtenstvi, diky¢emuz jsou jiz nyni gstovany
v mnoha zahradkach po celé severni polokouli a YA 98 dokonce vysazuji v parcic¢h

jinych w&iejnych prostranstvich.
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AChE acetylcholinesterasa

An Aspergillus niger

ATCC American Type Culture Collection (Americkériia mikroorganisn)
Bc Bacillus cereus

BCCM/LMG Belgian Coordinatel Collections of Micraganisms (Belgicka sbirka
mikroorganisni)

BF blood form (krevni forma paragif rypanosoma brucei brugei
Ca Candida albicans

CCM Czech Collection of MicroorganismSeska sbirka mikroorganism
CFU colony-forming unit

Cms Clavibacter michiganensabsp sepedonicus

CNS centralni nervova soustava

COSsYy correlation spectroscopy

COX cyklooxygenasa

cps counts per second

DART direct analysis in real timeifma analyza v realnétase)

dmp disintegrations per minute

DMSO dimethylsulfoxid

DSS natrium-4,4-dimethyl-4-silapentan-1-sulfon&y&aelina

Ea Erwinia amylovora

Ec Escherichia coli

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina (chelathn |

Ef Enterococcus faecalis

ESI-TOF electrospray ionisation - time of flight

FBS fetal bovine serum (fetalni kv sérum)
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Fs
fwhm
GABA
GC
HEPES
HETCOR
HMBC
HMDSS
HPLC
HRMS
HSQC

IC-50

%

IC
IMDM
JAR

KRV/ZF/JU

LDso

MAO
MEM
MIC
Ml
MOPS
MPAg

Mr

120

Fusarium solani

full width at half maximum (8ta piku v polouni vySce)
kyselinay-aminomaselna

gas chromatography
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonkygelina
heteronuclear correlation spectroscopy
heteronuclear multiple bond correlation
hexamethyldisilan

high-performance liquid chromatography

hight resolution molecular spetroscopy
heteronuclear single quantum coherence

inhibiéni koncentrace, ip které za danych podminek dochazi k 50% poklesu

aktivity sledované populace
infracervena spektrometrie

Iscove’s Modified Dulbecco’s medium
Jihoafricka republika

sbirka Katedry rostlinné vyroby agroekgil® - Biotechnologické centrum,

Zemsdélska fakulta, Jihgeska univerzita Ceskych Budjovicich

letalni davka latky podané testovanym jedmg¢ ktera zfisobi uhyn 50 %
testovanych ziv&icha do 24 hodin

monoaminooxidasa

minimum essential medium

minimum inhibitory concentration (minimalnihibi¢ni koncentrace)
Micrococcus luteus

3-N-morfolin)propansulfonova kyselina

masopeptonovy agar obohaceny o glukosu

relativni molekulovd hmotnost



MS
NCCPG
NMR
OPA
PBS
PDA
PDA
PDB
PF
RICP
RVO
Sc
SERT
SIM
SSC
TBC
Tr
Tris
TRYP-FIX
TSA
TSB

Xav
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mass spectrometry

National Council for the Conservation of Bdaamd Garden
nuclear magnetic resonance (spectroscopy)
o-ftaldialdehyd

roztok NgHPO,, NaHPO, a NaCl

photo diode array (detektor diodového pole)

potato dextrose agar (bramborovo-dextrosowy)ag
potato dextrose broth (bramborovo-dextrosayym)
procyclic form (procyklicka forma parakitrypanosoma brucei brugei
Research Institute of Crop Production

rota&ni vakuova odparka

Saccharomyces cerevisiae

serotoninovy transporter

Schneider’s insect medium (Schneiderovo méglium
roztok chloridu sodného a citratu sodného
tuberkulosa

reter¢ni ¢as

tris(hydroxymethyl)aminomethan

roztok na fixovani prvakpii pocitani jejich koncentrace
trypton sojovy agar

trypton sojovy bujon

Xanthomonas axonopogig. vesicatoria
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Precursors and formation of pyrithione and other pyidyl-containing sulfur
compounds in drumstick onion,Allium stipitatum. Kubec R., Kretova P, Simek P.,
Véclavik L., HajSlova J., SchramlJ. Agric. Food Chem2011, 59, 5763%770.

(IF- 2,823; osobni podil 40 %)

Flavor precursors and sensory-active sulfur compouts in Alliaceae species native
to South Africa and South America.Kubec R.,_Krejovd P, Mansur L., Garcia N.
J. Agric. Food Chen013, 61,13351342.

(IF- 2,906; osobni podil 35 %)

Antiinflammatory and neurological activity of pyrit hione and related sulfur-
containing pyridine N-oxides from Persian shallot Allium stipitatum). Krej¢cova P,
Kucerova P., Stafford G. 1., Jager A. K., Kubec Riipmvovano k odeslani da.
Ethnopharmacol

(osobni podil 50 %)
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Piiloha A

Piiloha B

P¥iloha C

P¥iloha D

NMR spektra:S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30) (*H, **C, HETCOR, gHMBC a
selektivré dekaplovan&H spektra), S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu 1) (*H,
13c, HETCOR a gHMBC spektra), di(2-pyridyl)disulfN-dioxidu 15) (*H,
3¢, gCOSY, gHMBC a gHSQC spektrum), di(2-pyridyl)dfil-N-oxidu (37)
(LC-'H NMR spektru), 2-(methyldithio)pyriditd-oxidu (13) (*H a'*C spektra),
2-[(methylthiomethyl)dithio]pyridinN-oxidu (14) (*H, **C a HETCOR spektra),
N-hydroxypyridin-2(H)-thionu @6a) (*H spektrum), 2,4,5,7-tetrathiaoktan-

S-oxidu (marasmicinu24) (*H a*>C spektra)

UV spektra: S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30), S(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu
(31), di(2-pyridyl)disulfid-N,N"-dioxidu (15), di(2-pyridyl)disulfid-N-oxidu 37),

2-(methyldithio)pyridinN-oxidu  (13), 2-[(methylthio)methyldithio]pyridin-
N-oxidu (14), 2,4,5,7-tetrathiaoktarg-oxidu (marasmicinu24)

MS spektra:S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu 30) (pozitivni a negativni ionizace),
S(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu 81) (pozitivni a negativni ionizace), di(2-
pyridyl)disulfid-N,N-dioxidu (15) (pozitivni ionizace), di(2-pyridyl)disulfid
N-oxidu @37) (pozitivni ionizace), 2-(methyldithio)pyridiN-oxidu (13)
(pozitivni ionizace), 2-[(methylthio)methyldithiojpdin-N-oxidu (14) (pozitivni
ionizace), 2,4,5,7-tetrathiaokt&@;-oxidu (marasmicinu24) (pozitivni ionizace),

S-allyl-2-propenthiosulfinatu (allicinul.1) (pozitivni ionizace)
IC spektra: S-(2-pyridyl)cysteinN-oxidu (30), S-(N-oxy-2-pyridyl)glutathionu

(31, di(2-pyridyh)disulfidN,N-dioxidu (15), 2-(methyldithio)pyridinN-oxidu
(13), 2-[(methylthio)methyldithio]pyridinN-oxidu (14)
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PRILOHA A

NMR spektra



13C NMR chemické posuny C-2 a C-3dznychS-substituovanych cysteig-oxidech (DO)

3
R /\%COOH
S
Il
0

NH,

R- C-2 C-3 lit.
CHs- 51,2/51,9 53,1/54,0 [a]
CH3CH,- 51,3/51,9 50,9/51,2 [a]
CH3CH,CH>— 51,3/52,0 51,5/51,9 [a]
CH,=CHCH,- 51,2/51,8 50,5/50,7 [a]
(2)-CH;CH=CH- 51,4/51,8 51,0/51,5 [a]
CH3CH,CH,CH,- 51,1 50,9 [b]
CH3;SCH,- 50,9 50,5 [c]
(E)-CH3;CH,CH=CH- 50,8 53,0 [d]
(E)-CH;CH=CHCH- 51,6/52,0 50,0/50,3 [a]
2-pyrrolyl- 51,5 55,2 [e]
3-pyrrolyl- 51,3 53,8 [e]
CgHsCHo— 50,5 50,7 [f]
HO-CH,CH,~ 50,3 51,0 [a]

3C NMR chemické posuny C-2 a C-3iznychS-substituovanych derivatech cysteinw(D)

3
R /ﬁ/COOH
S
NH,
R- C-2 C-3 lit.
CHs- 54,1 35,4 [a]
CH3CH,— 54,6 32,6 [a]
CH;CH,CH,— 538 32,5 [a]
(CHg)ch_ 54,9 31,6 [a.]
CH,=CHCH,~ 57,0 34,2 [a]
(2)-CHy;CH=CH- 53,7 33,6 [a]
CH3CH,CH,CH,— 535 32,3 [a]
CH3SCH- 54,6 32,4 [a]
(E)-CHsCH=CHCH,~ 54,6 31,7 [a]
CH,=CHCH,CH,~ 53,3 32,1 [a]
HO-CH,CH,— 53,9 32,3 ]
aminokyselina 30) 53,3 31,8 tato studie
Literatura
[a] Kubec, R. Occurrence and nonenzymatic degi@datbf S-alk(en)ylcysteine

derivativesPhD. thesisICT Prague1999

[b] Kubec, R.; Kim, S.; McKeon, D. M.; Musah, R.. Asolation of S-n-butylcysteine
sulfoxide and six n-butylcontaining thiosulfinatesm Allium siculum.J. Nat. Prod.
2002 65, 960-964.

[c] Kubec, R.; Velisek, J.; Musah, R. A. The amawid precursors and odor formation in
society garlic Tulbaghia violaceaddarv.). Phytochemistr002 60, 21-25.



[d]

[e]

[f]
[d]

Kubec, R.; Cody, R. B.; Dane, A. J.; Musah, R; Schraml, J.; Vattekkatte, A.;
Block, E. Applications of direct analysis in reahe-mass spectrometry (DART-MS)
in Allium chemistry. Z)-ButanethialS-oxide and 1-butenyl thiosulfinates and their
S(E)-1-butenylcysteineS-oxide precursor fromAllium siculum J. Agric. Food
Chem201Q 58, 1121-1128.

Kucerova, P.; Kubec, R.; Simek, P.; Vaclavik, L.; $eht, J. Allium discoloration:
The precursor and formation of the red pigmengigint onion Allium giganteum
Regel) and some other subgenus Melanocrommyumiespet. Agric. Food
Chem2011,59, 1821-1828.

Kubec, R.; Musah, R. A. Cysteine sulfoxide datives in Petiveria alliacea.
Phytochemistr001, 58, 981-985.

Kubec, R.; Kim, S.; Musah, R. A. S-Substituedteine derivatives and thiosulfinate
formation in Petiveria alliacea - part lIPhytochemistry 2002 61, 675-680.
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Obrazek C.8 MS/MS spektrum 2-[(methylthio)methyldithio]pyridiN-oxidu (14) — pozitivni ionizace
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