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Vliv extrakti z ovoce a zeleniny na produkci NO u RAW 264.7 bunék

Souhrn

Soucasny trend zaméfeny na zdravy zivotni styl nahrava zvyseni spotfeby ovoce a
zeleniny pifitomné v potravé. Ovoce a zelenina maji piedpoklad hrat dualezitou ulohu
V soucasnych jidelni¢cich jako hlavni zdroj rostlinnych fenolovych sloucenin, kterym jsou
Vv posledni dobé& stavaji nejriznéj$i Stavy, dzusy, koktejly, nejlépe piipravené doma
z Cerstvych surovin. Jednd se o snadny a rychly zptisob pfijmu rostlinnych fenolovych
sloucenin, které jsou schopny =zhéaset volné radikdly a ptlisobit preventivné proti
kardiovaskularnim onemocnénim, arterioskler6ze, nadorovym onemocnénim a mnoha dal$im.
Takovym volnym radikalem je i oxid dusnaty (NO) pfitomny pii zanétlivych onemocnénich

zejména v makrofazich.

Tato diplomova prace se zabyvd vlivem ovocnych a zeleninovych extraktl na
produkci oxidu dusnatého, kterd byla zjiStovdna na bunécné linii mySich makrofagh
RAW264.7. Bunécna linie byla stimulovana lipopolysacharidem (LPS), ziskanym z gram-
negativnich bakterii, ktery spole¢né s bunéénymi liniemi podporuje vznik NO v tkanich. Ke
stimulované bunééné linii byly pfidany vzorky ovocnych a zeleninovych extraktli a nasledné
byla sledovana schopnost inhibice produkce NO buitkami vlivem piisobeni latek obsazenych
v aplikovanych extraktech. Ze zkousenych vzorkdi ovocnych extraktli nejvyssi schopnost
inhibice produkce NO pfi koncentraci 1000 pug/ml vzorek jablka, schopny inhibovat produkci
NO o 36 % a ze zeleniny vzorek extraktu z brokolice, ktery inhiboval produkci NO o 21 %
vice ve srovnani s kontrolnim vzorkem. Z vysledk je patrné, ze nékteré ovocné a zeleninové

extrakty jsou schopny inhibovat produkci NO na bunééné linii RAW264.

Kli¢ova slova: oxid dusnaty (NO); bunééna linie RAW 264.7; ovocné extrakty, zeleninové,

extrakty, volné radikaly, produkce inhibice NO



Effect of fruit and vegetabale extracts on NO production in RAW 264.7 cells

Summary

The current trend focused on healthy lifestyle assists to an increase of consumption of
fruit and vegetables present in the diet. Fruit and vegetables have a premise to play an
important role in current diet as the main source of plant phenolic compounds, which are
attributed to the antioxidant, anti-proliferative and anti-inflammatory charactristics. Among
the forms of intake has recently become a variety of juices, cocktails, best prepared at home
from fresh ingredients. This is an easy and fast way of intake of plant phenolic compounds
which are able to quench free radicals and act preventively against cardiovascular disease,
arteriosclerosis, cancer and many others. Such free radical is a nitric oxide (NO) present
during inflammatory diseases especially in macrophages.

This thesis deals with the effect of fruit and vegetable extracts on nitric oxide
production, which was detected on the cell line RAW264.7 murine macrophages. The cell line
was stimulated with lipopolysacharide (LPS) derived from gram-negative bacteria, which
together with cell lines supports the formation of NO in the tissues. The samples of fruit and
vegetable extracts were added to stimulated cell line, subsequently was monitored ability of
NO production inhibition by cells under the influence of substances contained in extracts
applied. There was found, from tested fruit extracts, the highest ability to inhibit NO
production in a concentration of 1000 micrograms / ml by sample of apple extract, which has
capability of inhibition NO production by 36%. The sample of vegetable extract of broccoli
inhibited NO production by 21% compared to a control sample. The results show that certain

fruit and vegetable extracts are capable of inhibiting NO production by cell line RAW264.

Keywords: nitric oxide (NO), cell line RAW 264.7, fruit extracts, vegetable extracts, free

radicals, inhibtion of NO production
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1.  Uvod

Soucasna doba se vyznacuje zvySujici se oblibou piechodu na tzv. zdravy Zivotni styl.
Ten byva zaméfen na kombinaci pohybu a vhodného stravovaciho rezimu, ktery je bohaty
predevsim na ovoce, zeleninu a dalsi slozky, jako jsou naptiklad lusténiny, ryby atd. A vSak
ovoce a zelenina by mély tvofit pievaznou ¢ast moderniho jidelni¢ku v kombinaci s ostatnimi
potravinami. V posledni dobé vzrusta obliba ovocnych a zeleninovych $tav, pfipravovanych
Z Cerstvych potravin piimo v domacnostech. Dzusy obsahuji velmi dilezitou vldkninu, fadu
vitamind a dalSich latek potfebnych pro zdravi organismu (Gardner et al., 2000). Mezi tyto
latky patii zejména fenolové slouceniny, kterych jsou dzusy vyznamnycm zdrojem. Tyto
fenolové slouceniny maji antioxidacni, antiproliferacni a plisobi preventivné u celé tady
onemocnéni, jakymi jsou napiiklad kardiovaskuldrni onemocnéni, nddorovd onemocnéni,
ateroskler6za a protizanétlivé G¢inky (Zheng et al., 2001). Krom¢ toho mohou mit i vliv na
vznik zanéti, stejné jako napiiklad oxid dusnaty (Biesalski, 2007). Oxid dusnaty (NO) vznika
Vv téle primarné¢ pfeménou aminokyseliny argininu na citrulin. Arginin se poté spolecné
S ostatnimi aminokyselinami dostava do krevniho ob&hu. Diky tomu se arginin dostane ke
kazdé bunce a zde se pak ¢ast vyuzije na syntézu NO a ¢ast na syntézu proteinti (Wiesinger,
2001).

Oxid dusnaty ma na organismus jak pozitivni, tak i negativni vliv. Pozitivn¢ piisobi
napiiklad na imunitni systém, kardiovaskularni soustavu, vasodilataci cévni stény a dalsi
(Kelm, 1999). Také se podili na podpofe nervového systému, kde pozitivné plsobi na pamét’
a schopnosti uceni se (Li et al., 2005). Avsak v piipadé jeho nadprodukce se mize chovat
jako volny radikal a zapficinit tak vzniku zanétlivych onemocnéni. Jednim z radikald, ktery
muze vznikat za ucasti oxidu dusnatého je tzv. peroxynitrit. Peroxynitrit sim o sob& neni
pfimo volnym radikalem, ale ma silné oxida¢ni vlastnosti a mize plisobit rovnéZ jako nitracni
¢inidlo a napadat tak velmi Siroké spektrum bunék, véetné DNA a bilkovin (Szabo et al.,
2007). Formovani tohoto radikalu v in vivo podminkach je pfisuzovano reakcim mezi
volnymi radikaly peroxidu a volnymi radikaly oxidu dusnatého. Vice neZ radikal NO je pravé
peroxynitrit zodpoveédny také naptiklad za nitraci a hydroxylaci tyrozinu. Dochazi tim pak ke
vzniku hydroxidového anionu a nitroniového kationu, ktery je pak schopny napadat fenolové
slouceniny (Knapp et al., 2001). Peroxynitrit mtuze piedstavovat rozhodujici patogenni
mechanismus naptiklad pfi mrtvici, infarktu myokardu, diabetu, chronickych zanétlivych

onemocnénich, rakoving a dalSich (Kone, 1997).



2. Literarni reSerse

2.1 Vyznam ovoce a zeleniny ve vyzZivé
Ovoce i zelenina patii mezi bohaté zdroje pfirodnich latek. Jsou bohatym zdrojem
dilezitych vitamind a mineralt (tab. 1), jakymi jsou zelezo, vapnik, hoi¢ik a dalsi (Gardner et

al., 2000; Davis et al., 2006).

Tab. 1 Nutri¢ni slozeni s ohledem na vitaminy a mineraly ovoce na 100g (Gardner et al.,
2000)

Ovoce VitA Vit Vit Vit Vit Vit Vit C  Vlaknina Zelezo Draslik HofFéik
(19)) Bl B2 B3 B5 B6 (mg) (9) )] @) @)
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Citron 29 0,04 002 01 019 0080 53 0.4 0.6 138 9
Jablko 53 001 00l 01 006 0048 6 7 0,2 115 5
Pomerané 205 0,09 004 03 025 0060 53 2 0,1 181 10
Jahody 27 002 007 02 034 005 57 14 0,4 166 10
Banan 81 005 01 05 026 058 9 3 0,3 396 29
Tre$né 214 005 006 04 013 0036 7 15 0,4 224 11
x,i'gﬂlr; 366 008 002 02 021 0144 10 0,3 0,2 116 11
Merufiky 2612 003 004 06 024 0054 6 2,1 0,5 296
H“",f:g"e 73 009 006 03 002 0110 11 1,7 0,3 185
Kiwi - 002 001 02 ; ; 118 2.8 0,4 370 19

Krom¢ vitamini a mineralti jsou tyto potraviny zdrojem vlakniny. Tyto latky mohou
slouzit k ochrané lidského organismu, napftiklad ptfed kardiovaskuldrnimi onemocnénimi
(Woodside et al., 2013), dale také pied Alzheimerovou chorobou a nadorovymi

onemocnénimi (Liu, 2003).

Nekteré studie provadéné zejména ve spojenych statech, spojuji konzumaci ovoce a
zeleniny s moznymi ucinky proti Ubytku kostni hmoty v obdobi Zzenské menopauzy
(Macdonald et al., 2004). Dalsi studii, ktera provadéla vyzkum na Zenach ve spojeni
s konzumaci zeleniny, bylo zjisténo, Ze vyssi pfijem zeleniny miiZe sniZovat rizika vzniku
karcinomu tlustého stfeva. Vysledkem této studie bylo zjisténi, Ze u Zen u nichz ¢inil denni
piijem vice, jak pét porci bylo riziko vzniku adenomu mensi nez u zen s jednou porci zeleniny
denné (Michels et al., 2006). Kromé jiz zminénych ucinkd ovoce a zeleniny se také objevuji
nové studie, zabyvajici se pfinosem vétsi konzumace téchto potravin V boji proti chronické
obstrukéni nemoci plic. Naptiiklad Van Duyn et al. (2000) uvadi jako prevenci proti témto

onemocnénim zvysenou konzumaci listové a brukvovité zeleniny a citrusovych plodi.



Dilezité pro podporu piijmu ovoce nebo zeleniny jedincem je vychova a to jiz od
rané¢ho détstvi ke zdravému Zzivotnimu stylu. Velkou roli pfi vybéru potravin muze hrat
sledovani televiznich reklam, které mohou ovliviiovat vybér jidel (Blanchette et al., 2005). Na
tuto problematiku, kterd se tyka pravé ovlivnéni pfijmu ovoce a zeleniny u déti a
dospivajicich, bylo vypracovano mnoho studii. Vysledkem bylo zjisténi, ze podpora rodict a
vychova hraje velkou roli pro podporu zdravého stravovani a vétSiho ptijmu ovoce ¢i zeleniny

(Pearson et al., 2009).

2.2 Nutri¢né vyznamné latky v ovoci a zeleniné

2.2.1 Vlaknina

Ovoce i zelenina jsou jednim z dalezitych zdroji vlakniny. Vlaknina patfi mezi
rostlinné polysacharidy, pficemz nejvetsi zastoupeni z nich maji lignin, pektiny, celulozy a
hemicelul6zy. Napiiklad lignin byl zjistén ve vétSim mnozstvi v pokrutindch z tfeSni nebo
cerného rybizu (Nawirska et al., 2005). Hlavni funkci vlakniny v téle je jeji pusobeni
Vv tlustém stievé. Zde, diky pfitomnosti vlakniny dochazi ke zvétSeni objemu stolice, a tim se
fedi toxické latky vznikajici pti traveni (Davis et al., 2006). Absorp¢ni schopnosti vlakniny
maji také své uplatnéni pfi vstfebavani sacharida z pfijimané potravy, tim se zpomaluje nartst
hladiny gluko6zy v krvi. Dale se mensi mirou podili na snizovani hladiny cholesterolu. Dokaze
vstiebavat zluCové kyseliny, a diky tomu narlistd potieba organismu tvofit nové kyseliny

ziskané oxidaci cholesterolu (Padayatty et al., 2008).

Utinky vldkniny byly pfedmétem mnoha studii zaméfujicich se jak na
kardiovaskularni choroby, tak pfedevSim na nadorovd onemocnéni. U kardiovaskularnich
chorob byla zjiStovana moZna spojitost s ptijmem vlakniny a zménou zdravotniho stavu u
jedinct, u kterych bylo zvySené riziko vzniku kardiovaskularni choroby. Jednalo se
pfedevS§im o redukci véhy a jidelnicku v pfijmu nasycenych, polynenasycenych mastnych
kyselin (Galvez et al., 2005). Dalsi studie, ktera se zabyvala touto problematikou, piidélila
rizikové skupiné osob, ve vékovém rozmezi 69 — 74 let, na dobu 3 mésicti specialni jidelnicek
ve stylu stfedomoiské kuchyné. Tato strava byla bohatd na ovoce, zeleninu a luSténiny.
Vysledky testovani prokdzaly ubytek télesné hmotnosti, snizeni krevniho tlaku, snizeni
hladiny cholesterolu v krvi. Denni pfijem vlakniny se u testovanych jedincti pohyboval
V rozmezi 6 — 65 gramu (Estruch et al., 2009). Jako ptiklad je mozné zminit studii (Pierce et

al., 2007), ktera se zabyvala upravou stravy zen, u kterych byla vysoka pravdépodobnost
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vyskytu rakoviny prsu, nebo jiz tuto nemoc dfive prodélaly a byl mozny jeji navrat. Jejich
denni davky ovoce a zeleniny ve stravé byly navySeny o vice jak 65 %, tim se zvysil i objem
piijmu vlakniny. Zaroven byl v jejich stravé snizen pfijem tuku. Zavérem této studie bylo
zjisténi, ze u zen, u kterych hrozil navrat rakoviny, bylo sniZzeno toto riziko praimérn¢ o 5 — 10
% (Pierce et al.,, 2007) Dalsi studie zaméfena na pisobeni vlakniny zkoumala ucinky
zvySeného piijmu na vznik karcinomu tlustého stfeva. Vysledkem bylo zjisténi, Zze u osob,
které¢ konzumovaly primérné 2,5 porce ovoce ¢i zeleniny denné, bylo riziko vzniku rakoviny

tlustého stieva niZsi, neZ u osob s dennim piijmem 1,5 porce (Terry et al., 2001).
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2.2.2 Vitaminy

Z vitamind Vv ovoci a zeleniné ma nejveétsi zastoupeni vitamin C, dale pak komplexy
vodé. Bohuzel lidsky organismus si tento vitamin nedokaze sam syntetizovat z glukosy nebo
galaktosy jako jini Zivo¢ichové nebo rostliny. Tudiz ho musi pfijimat ve stravé nebo jako

doplnék stravy ve formé tablet, ¢i jinych ptipravku (Gardner et al., 2000).
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N7

Glucose-6-phosphate

Uridine diphosphate
glucose

Uridine diphosphate
glucuronic acid

v

D-glucuronic acid

v N\

D-glucoronalactone pentose
phosphate
l pathway
L-gulono-y-lactone

L-gulonolacton el
oxidase

2-keto-gulono-y-lactone

v

L-ascorbic acid

Obr. 1: Syntéza kyseliny L-askorbové (Garcia-Diaz et al., 2014)

Vitaminu C jsou pfisuzovany nejruznéjsi fyziologické funkce. Funguje ptedevsim jako
antioxidant a také jako antikancerogen. Denni doporuc¢ena davka vitaminu C pro dospélého
clovéka ¢ini priblizné 100 — 120 mg (Garcia-Diaz et al., 2014). Diky svym antioxidacnim
ucinkiim dokaze eliminovat vyskyt volnych radikalt kysliku. Jeho u¢inky vSak ptisobi také na
redukci oxidované formy LDL cholesterolu. Pfi tomto pusobeni pak dokaZe zvysit hladinu
potiebného HDL cholesterolu. Diky tomu dokaze chranit pfed vznikem kardiovaskuldrnich
onemocnéni a dalSim obtizim spojenych se zvySenou hladinou cholesterolu (Wannamethee et

al., 2006). Tento vitamin hraje také dilezitou roli pro funkci imunitniho systému. Pfi infekci
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dochdzi ke zvySeni proliferace T bunék. Dojde ke zvySeni aktivity fagocyti a tim dojde
k ochrané bunéénych membran pted piipadnym oxida¢nim poskozenim (Wannamethee et al.,
2006).

U vitaminu C byly dale zkoumany mozné spojitosti se snizenim rizika vzniku diabetu
druhého typu. Zvysena konzumace vitaminu C ve form¢ ovoce nebo zeleniny by mohla podle
provedenych studii snizovat mozna rizika vedouci k tomuto onemocnéni. OvSem tato studie je
spojend s celkovou upravou zivotniho stylu, nepostacuje pouze zvysSend konzumace ovoce
nebo zeleniny (Harding et al., 2008). Bohuzel vitamin C nepatii mezi stabilni latky, takze se
jeho obsah muze ménit. Jeho obsah klesa se vzristajici teplotou piipravy ovoce nebo
zeleniny, ale také naptiklad pii tepelné konzervaci vyrabénych dzusit (Burdurlu et al..
NejSetrnéjsi tepelnou upravou, pii které nedochazi az k tak velkym ztratam je napiiklad
duseni v pafe. Ztraty vitaminu C béhem skladovani za riznych teplot byly sledovany na
citrusovych stavach, vysledky testovani jsou ziejmé z nasledujici tabulky (Tab. 2) (Burdurlu
et al,2006).

Tab. 2: Ztraty vitaminu C béhem skladovani [mg/100 g] (Burdurlu et al., 2006)

Druh ovoce Teplota Skladovani (Tydny)

[°C1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Pomerané 28 2329 2421 2264 2185 2140 2100 207,0 1949 1899
37 2329 2080 1966 1389 1215 106,2 91,3 69,0 52,4
45 232,9 198,8 1534 95,2 72,9 56,3 39,3 39,3 38,4
Citron 28 225,00 1988 1888 1735 1669 163,8 148,1 139,8 1228
37 2250 188,3 1534 1188 80,4 73,4 101,8 49,8 54,6
45 2250 1914 1529 109,2 112,7 804 65,9 50,6 45,0
Grapefruit 28 2058 1940 1844 1643 160,0 159,121 155,0 139,99 1440
37 2058 180,0 136,8 119,9 108,3 95,7 82,1 60,7 55,5
45 2058 152,0 1158 90,9 71,2 44,1 41,9 36,7 31,4
Mandarinka 28 97,9 95,3 80,4 80,9 81,5 73,0 77,0 70,0 65,0
37 97,9 88,7 68,6 60,3 55,0 34,1 38,5 38,4 23,1
45 97,9 68,6 51,5 40,6 30,1 24,0 18,7 13,9 14,8
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Aby se ptedeslo pti konzervaci ovoce nebo zeleniny a produktli z nich vétSim ztratdm
na obsahu vitaminu C, byly zkouSeny rizné metody, jak tomuto d¢€ji zamezit. Jednou z téchto
metod bylo 1 vyuziti pisobeni tepla a ultrazvuku. Tato metoda byla testovana na vyhoncich
fefichy. Byly zaznamendny mensi ztraty vitaminu nez pii pouziti metody blansirovani. Doslo
totiz ke zkraceni Casu plsobeni vyssich teplot na danou surovinu, a tim i k mens$im ztratam
cennych latek (Cruz, et al., 2008). Ztratam lze ptedejit kuptikladu skladovanim ovoce nebo

zeleniny v mrazicich teplotach, ¢imz se zabrani pfipadné oxidaci (Vieira, et al., 2000).

Dalsimi z dulezitych skupin vitamini zastoupenych v ovoci a zelenin€ jsou jiz
komplexy vitamini B. Jednim ze zastupct téchto komplext je napiiklad vitamin B9 neboli
kyselina listova. Kyselina listova je ve vod¢ rozpustny vitamin, ktery je nezbytny pro syntézu
nukleovych kyselin, dale pro krvetvorbu a v neposledni fad¢ je nezbytny také pro vyvoj a rust
plodu (Martinez-Frias, 2006). Kyselinu listovou mizeme nalézt pfedevsim v listové zelening,
jako napiiklad ve S$penatu. Dal§imi zdroji zeleniny, kde se tento vitamin vyskytuje, jsou
naptiklad rajcata, fepa, kvétadk, dyné€ a dalsi. V ovoci se nejvice vyskytuje v avokddu, mangu,

mizeme ho vSak nalézt i v malinach ¢i angrestu (Terry, et al., 2001).

2.2.3 Rostlinné fenolové slouceniny

Kromé¢ vitamint, které jsou pro zdravi velice dilezité, se v ovoci a zeleniné nachazi
fada dalSich latek, které mohou mit pozitivni u€inky na lidsky organismus. Mezi tyto latky se
fadi naptiklad fenolové slouceniny. Ve spotieb€ jsou z jedné tfetiny zastoupeny predevSim
fenolové kyseliny a ze zbyvajicich dvou tfetin pak flavonoidy. Denni piijem fenolovych

slou¢enin byl odhadnut na ptiblizné 1 g denné (Perez-Jimenez et al., 2011).

U bilo-zelené zeleniny celedi cibulovité obsahujici allylové sulfidy, které mohou
inhibovat rtst rakovinotvornych bun¢k (Soto-Vaca et al., 2012). Mezi latky, prospésné v boji
proti rakovinnému bujeni, miizeme zaradit napiiklad fenolové slouceniny. Tyto latky se fadi
mezi piirodni antioxidanty (Nicklett et al., 2013). Jedna se o sekundarni metabolity rostlin a
jsou rozdéleny do ¢ty zakladnich skupin. Prvni skupinu tvoii fenolové kyseliny, dale pak
jsou to flavonoidy, stilbeny a lignany (Liu, 2004). Fenolové kyseliny se fadi mezi silné
antioxidanty. Jsou schopné redukovat hydroperoxidy nenasycenych mastnych kyselin. Mohou
byt také napomocné pii 1é¢eni aterosklerdzy (Liu, 2003). Tyto latky se nejcastéji vyskytuji ve

slupce a tésné pod ni. Slupka totiz obsahuje nejvice barviv a dalSich slozek.
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Pravé obsazend barviva tvofi velmi rozmanitou skélu fenolovych sloucenin. Ovoce i
zelenina jich obsahuji celou fadu a diky tomu jsou piedevSim v asijskych zemich barevné
druhy ovoce a zeleniny povazovany za piiznivéjsi pro lidské zdravi (Lin et al., 2007).
Naptiklad zelené zbarvena brokolice, rizickova kapusta a dal$i obsahuji glukosinolaty, které

jsou spojovany se snizovanim rizika vzniku rakoviny.

Z barviv jsou nejvice zastoupeny antokyany (L0 Scalzo et al., 2004). Tyto latky jsou
také ¢im dal vice dulezité pro potravinaisky primysl jako alternativy k pouzivanym umélym
barvivim (Wallace, 2011). Vyssi obsah téchto latek byl napiiklad nalezen u tie$ni
(Chaovanalikit e Wrolstad, 2004). Tyto latky jsou ale velice citlivé na zmény teplot. Pfi
provadénych pokusech se skladovanim ovoce pfi teplotich -23 °C doslo ke ztratdm téchto
latek o 75 % z celkového obsahu (Lo Scalzo et al., 2004). Antokyany casto v interakci
s jinymi latkami mohou mit pozitivni vliv na zdravi lidského organismu (Lila, 2004). Mohou
se podilet na prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, déle snizovat poskozeni orgasnismu
v disledku ptsobeni oxida¢niho stresu, nebo také zanétlivymi reakcemi organismu.
Antokyany obsazené v bobulovitém ovoci mohou zlepSovat naptiklad kognitivni funkce
mozku, neurontl, zrak i chranit DNA (Zafra-Stone et al., 2007). Také byly provadény pokusy
na rakovinou nemocnych mysich, kterym byla podavana strava obohacena o rajcata a cervené
ovoce. Vysledky testi prokazaly pomalé zlepSovani jejich zdravotniho stavu (Butelli et al.,
2008). Dalsi studie zaméfena na piinos antokyant se zabyvala spoluti¢inkem smési antokyanti
Z bobulového ovoce. Konkrétn¢ z divoké bortivky, brusinek, c¢erného bezu, malin a jahod.
V testu se hodnotily jejich antiaterosklerotické schopnosti a cytotoxické schopnosti proti
patogenni bakterii Helicobacter pylori. Celkové lze toto testovani zhodnotit jako prospésné
pro prevenci nebo 1é¢bu zanétlivych onemocnéni (Zafra-Stone et al., 2007). ZvySeny piijem
antokyant by mohl mit za nésledek sniZovéani rizika vzniku kardiovaskuldrnich chorob.
Antokyany pii svém piisobeni nejcastéji spolureaguji s jinymi fytochemikaliemi vykazujicimi

synergické biologické ucinky (Wallace, 2011).

Za nemén¢ dilezité latky z fady barviv Ize povazovat karotenoidy. Z nich ma nejvétsi
zastoupeni B-karoten, coz je nejrozsifenéjsim provitaminem A, a lykopen. U B-karotenu byly
zjiStény antioxidacni Gcinky. Ty spocivaji v jeho schopnosti inaktivovat excitované molekuly.
Jako priklad lze uvést inaktivaci singletového kysliku (Van Duyn et al., 2000). Pti
epidemiologickych studiich byl prokdzan pozitivni pfinos karotenii pifi prevenci proti

kardiovaskularnim onemocnénim. Na obsah karotenti ma vliv také zpisob pfipravy zeleniny
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nebo ovoce a jejich skladovani. B-karoten je totiz velice citlivy na plisobeni UV zafeni a na

teplotu (Dutta, et al., 2005).
Stejné¢ jako P-karoten ma 1 lykopen antioxidacni U¢inky. U né&j byly dokonce
prokazany lepsi schopnosti pohlcovat a inaktivovat excitované ¢astice nez u zminéného -

karotenu (Rao et al., 2007). Obsah lykopenu ve vybranych druzich ovoce a zeleniny je

uveden v nasledujici tabulce (Tab. 2).

Tab. 2: Obsah lykopenu (Rao et al. 2007)

Ovoce Obsah lykopenu (ng/g)
Merurika <0,1
Ruzovy grapefruit 33,6
Rajce 8,8-42,0
Meloun vodni 23,0-72,0
Papaja 20,0-53,0

U lykopenu byl zjistovan mozny podil na snizovani rizik vzniku chronickych
onemocnéni, jako jsou napiiklad rakovina nebo kardiovaskularni choroby. Tyto mozné ucinky
byly zkoumany piedev§im u rakoviny prsu a prostaty (Agarwal et al., 2000). Tato tvrzeni
vsak byla vyvracena americkou agenturou FDA (U. S. Food and Drug Administration). Ta
nenasla zadnd vérohodnd spojeni mezi pfijmem této latky a sniZenim rizika vzniku rakoviny

(Kavanaugh, et al., 2007).

DalSimi flavonoidy, které miizeme nalézt v zeleniné a ovoci je rutin, kvercetin ¢i
kaempferol. Jejich U¢inky na lidsky organismus budou podrobnéji popsany v nésledujici
kapitole. Rutin se nachazi naptiklad v ¢ervené paprice, rajéatech, chiestu, v jableéné slupce
atd. Rutin je pifinosny predev§im diky svym schopnostem pozitivné plisobit pii napraveé
kiehkych kapilarnich stén a pfi zlepSovani pruznosti cév (Van Duyn et al., 2000). Kvercetin
muzeme nalézt kapusté, jablkach, ¢erveném ving€, bortivkach, cibuli nebo brokolici. Kvercetin
je oznacovan jako jeden z nejsilnéjSich flavonoidii. Vyznamné se podili na 1é¢bé zanétlivych
onemocnéni. Dale inhibuje tvorbu krevnich srazenin a rozSifuje puasobeni vitaminu C
v organismu. Jeho velkou vyhodou je, Ze nedochazi k degradaci piisobenim vysokych teplot

pfi tepelné uprave ani pii plisobeni nizkych teplot pii mrazeni (Wilms et al., 2005).
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Posledni jmenovany flavonoid, kaempferol, je obsazen naptiklad ve slupkach a listech
pepie, kienu, rajcat, fedkvicek. Kaempferol stejné jako kvercetin napomdhd pii 1écbe

zanétlivych onemocnéni a zamezuje tvorbé krevnich srazenin (Miean et al., 2001).

2.3 Role vybranych litek v ovoci a zeleniné v regulaci oxida¢niho stresu

Ovoce a zelenina tvoti slozky potravy, které jsou bohatym zdrojem antioxida¢nich
latek, napfiklad flavonoidi. Tyto latky jsou nejcastéji spojovany s kladnymi ucinky
v prevenci proti ischemické chorobé srdecni a mozkovym piihoddm a zanétlivym
onemocnénim (Holt et al., 2009). Tato kapitola se bude vénovat piedev$im fenolovym

slouenindm obsazenym V ovoci a zelening.

2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy tvofi rozsdhlou skupinu fenolovych sloucenin. Jednd se o sekundarni
metabolity rostlin, které maji vliv na barvu a chut’ rostlin. Jejich chemicka struktura je tvofena
dvéma benzenovymi jadry spojenymi heterocyklickym pyranem. Mezi hlavni skupiny
flavonoidl, dualezitych pro vyzivu, se fadi flavanoly, flavanony , flavony, flavonoly,
proantokyanidiny, kyanidiny a isoflavonoidy (Cook et al., 1996). Ptirodni flavonidy se
nejcastéji vyskytuji ve formé tzv. O-glykosidl. To znamend, Ze obsahuji ve své struktuie
necukernou c¢ast (aglykon) a ¢ast cukernou. Nejvice se jich nachédzi v hroznovém viné a
slupkéach citrusovych plodi. V €inské medicin€ se nejvice tyto latky ptijimaji v cajovych
smésich (Lu et al., 2006). Mezi nejvyznamngéjsi flavonoidy se fadi kvercetin, epigalokatechin

galat, naringin, hesperidin a nobiletin (Lu et al., 2006).

Podle epidemiologickych studii zabyvajicich se spojitosti mezi ptijmem flavonoidt a
vyskytem kardiovaskularnich chorob, existuje inverzni vztah. Tyto latky maji nejvétsi
antixodacni 0cinek v plazmé, ale mohou chranit bunky i jinymi mechanismy (Ishige, et al.,

2001).

Mezi vyznamné piirodni flavonoidy je mozné zaradit jiz vySe zminény rutin, kvercetin
a kaempferol. Rutin se nachazi napiiklad v Cervené paprice, rajcatech, chiestu, v jable¢né

slupce atd. Rutin je pfinosny predevsim diky svym schopnostem pozitivné ptsobit pfi naprave
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kiehkych kapilarnich stén a pfi zlepSovani pruznosti cév (Van Duyn et al., 2000). Krome
téchto uvedenych pifinosi muze rutin také pozitivné ovliviiovat a zlepSovat pamét a
prostorovou orientaci. Toto tvrzeni bylo zalozeno na studii, kterd se zaméfila na prostorovou
orientaci u krys. Tém byl davkovan toxicky trimetyltin, ktery napada pamétové buiky a
zhorSuje tak orientaci. Vysledky testu, kdy takto postizenym krysam byl podavén rutin,
ukézaly pozitivni dopad na postizené jedince. Rutin tedy miize poskytnout ochranny ucinek
proti poskozeni prostorové paméti a orientaci (Koda, et al., 2008). Antioxida¢ni vlastnosti
rutinu byly zkoumany napiiklad i ve studii zaméfené na revmatoidni artritidu (RA). Toto
zangtlivé autoimunitni onemocnéni se projevuje bolestmi kloubli a zanéty v oblastech kloubti.
Pfi testovani u¢inkG rutinu u pacientdi SRA bylo zjisténo, ze rutin dokaze inhibovat
nadprodukci volnych kyslikovych radikalt vznikajicich pfi tomto onemocnéni a proto se mlze

povazovat za dobry prostiedek pii 1é¢bé (Ostrakhovitch et al., 2001).

Dalsim dulezitym flavonoidem je kvercetin. Ten mizeme nalézt naptiklad v kapustg,

jablkach, ¢erveném viné, bortivkach, cibuli nebo brokolici (tab. 3).

Tab. 3: Obsah kvercetinu (Miean et al., 2001)

Druh potraviny Obsah kvercetinu [ mg/l, kg ]
cibule 300
Jablka 21-72
Kapusta 100
Cervené vino 4-16
Cerny a zeleny éaj 10-25

Kvercetin je oznacovan jako jeden z nejsilngjSich flavonoidl. Vyznamné se podili na
1é€bé zanétlivych onemocnéni. Déle inhibuje tvorbu krevnich srazenin a rozsifuje piisobeni
vitaminu C v organismu. Epidemiologické studie zamétené na zkoumani ucinkti kvercetinu
spole¢né s jinymi fenolovymi slou¢eninami obsazenymi v ¢erveném vin€, mohou snizovat
rizika vzniku ischemické srde¢ni choroby. Experimentalni vysledky prokazuji, ze kvercetin
zvySuje antioxidani kapacitu v plazmé, a tak vykazuje potencionalni zaludec¢ni a
hepatoprotektivni G¢inky proti poskozeni bunék etanole (Yao et al., 2007). DalSimi
pozitivnimi u€inky zjiSténymi pii experimentalnich testech byly jeho ochranné ucinky

nervovych bunék pfed oxidativnim stresem. Muze byt tedy prospésny i v boji
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s Alzheimerovou chorobou. Studie, ktera se zabyvala praveé t¢inkem kvercetinu na nervové
buiky, testovala tyto ucinky na nervovych bunkach. Bunky byly inkubovany spolecné jeste
s vitaminem C proti peroxidovym radikalim po dobu dvou hodin. Vysledky testu prokazaly
veétsi zivotaschopnost bunék a vyssi ochranny uéinek u kvercetinu nez u vitaminu C (Heo et
al., 2004). Dalsi ochranné u¢inky kvercetinu byly zkoumany napiiklad pii experimentech na
mysSich, u kterych byl sledovan vyskyt poskozeni slinivky a vznik diabetu (Coskun et al.,
2005). Lécba pomoci podavani kvercetinu ukéazala ochranny 0G¢inek pii 1é¢bé diabetu
pravdépodobné diky snizovani peroxidace lipidl, produkci NO a zvySené antioxidacni
schopnosti enzymu (Coskun et al., 2005). Velkym pozitivem kvercetinu je, ze se neztraci pti

tepelné upravé ani pii pusobeni nizkych teplot pii mrazeni (Wilms et al., 2005).

Posledni jmenovany flavonoid, kaempferol, je obsazen naptiklad ve slupkach a listech
pepte, kienu, rajcat, fedkvicek. Kaempferol stejné jako kvercetin napomahd pii 1€cbé
zanétlivych onemocnéni, zamezuje tvorbé krevnich srazenin (Miean et al., 2001). Také je
prospésny v boji proti rakovin€. Provadéné studie prokézaly inverzni vztah mezi pfijmem
tohoto flavonoidu a rakovinou. Dale podporuje obranyschopnost organismu pied volnymi
radikaly, které podporuji rozvoj rakoviny. Dokaze na jedné strané inhibovat rakovinotvorné

bunky, ale také zachovava zivotaschopnost ostatnich bunék (Chen et al., 2013).

19



2.4 Vyznam NO v organismu a jeho role v zanétlivych a oxida¢nich procesech

Oxid dusnaty je velice reaktivni plyn, ktery se pfirozené tvoii v lidském téle. Radi se
mezi nejdalezitéjsi signalni molekuly v lidském organismu. Oxid dusnaty plni v lidském
organismu spoustu fyziologickych funkci. PfedevS§im pusobi na hladké svalstvo v téle

¢lovéka, a tim se podili na rozsifovani cév, tzv. vazodilataci (Kielstein et al., 2004).

NO-synthasa
arginin + NADPH + O, ————# NADP" + citrulin + @

guanylatcyklasa

b il

GTP cGTP

'

relaxace hladkého
svalstva cév

VAZODILATACE

Obr. 2: Vznik vazodilatace (www.zdravi.e15.cz)

Daéle se podili na uvolnéni hladké svaloviny stfev, coz umoziiuje posun potravy ve
sttevech. Poméhd vyzivovat a obnovovat témet vSechny bunky v téle. Piiznivé mlize pisobit
pfi léCeni ruznych poranéni, v boji proti bolesti ¢i zanétech (Moilanen et al., 1997). Oxid
dusnaty je také neméné dillezity pro nervovou soustavu. Zde hraje hlavni roli v udrzeni

pameéti a schopnosti uceni se.

Primarni cestou vznikd v t€le NO pfeménou argininu na citrulin. Arginin, ktery je
uvoliiovan v tenkém stfevé z proteinii nebo jednoduchych peptidd, je posléze vstiebavan
spoleéné s dal§imi aminokyselinami déale do krevniho obéhu. Diky tomuto procesu se mize
dostat krvi do kazdé bunky. Zde organismus ¢4st argininu vyuzije na syntézu oxidu dusnatého
a Cast na syntézu proteinl. Proces pfemény na oxid dusnaty probihd prostiednictvim syntaz
oxidu dusnatého, neboli NO syntaz (NOS) (Li et al., 2005). Nezbytnymi kofaktory této
pfremény jsou kyslik a NADPH (Sharma, et al., 2000). Ve spojeni s moznymi pozitivnimi
ucinky oxidu dusnatého na kardiovaskularni systém byly provadény rizné studie. Jako ptiklad
lze uvést studii, kterd se zabyvala pfinosem konzumace Cerveného vina na expresi NOS.
Pokus byl provadén na endotelovych bunkach, které byly inkubovdny cervenym vinem

z Francie a Némecka. Vysledky ukazaly zvySenou expresi endotelidlniho NOS (eNOS) u
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inkubace francouzskym vinem oproti tomu inkubace némeckym ¢ervenym vinem neprokazala
zadnou nebo jen velmi slabou expresi (Obr. 2). To mize vést ke zjisténi, ze pfimétena
konzumace francouzskych cervenych vin muze vést k prevenci proti kardiovaskularnim

chorobam (Wallerath et al., 2003).

Obr. 3: Vliv ¢ervenych vin na expresi eNOS [%] (Wallerath et al., 2003)

Svinem a jeho UCinnymi latkami a expresi eNOS je spojena dalsi studie. Ta se
zabyvala uCinky resveratrolu na zvySeni aktivity eNOS. Vysledek prokazal schopnost
resveratrolu zvysSovat obsah eNOS v dlouhodobém pisobeni a také pii kratké inkubaci, pii
piisobeni do dvou minut, zvySovat produkci bioaktivniho NO (Wallerath et al., 2002). Uginky
resveratrolu byly také zkouSeny na buiikdch mySich makrofagi bunécné linie RAW 264.7,
kdy byly bunky inkubovany za piidavku resveratrolu, kurkuminu, lipopolysacharidu a
etanolu v riznych koncentracich. Testovani ukazalo vyssi inhibici a vznik NO ve vzorcich
s pfimési etanolu v koncentracich 0,1 az 0,75 %. Etanol 1€pe puasobil na ucinky resveratrolu a
jeho pfinos pro inhibici NO. Znamena to tedy, Ze vzdjemnd interakce etanolu a resveratrolu

muze vést k pozitivnim ¢inktim na kardiovaskularni systém (Chan et al., 2000).
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Ke zlepseni exprese eNOS mize dale pfispivat i pravidelny pohyb. Dlouhodoby
trénink a udrZzovani kondice mohou vést ke zvySeni pruznosti cév a tim udrZovat zdravi
organismu. U osob, které maji problémy s kardiovaskularnim systémem, mohou ve vétsi mife
vznikat volné kyslikové radikaly. Diky dodrzovani pravidelného pohybu dochézi k lepsi
stimulaci a vzniku NO. Ten pak vychytava vniklé volné radikaly a dochazi tak v radikalové
rovnovaze (Green et al., 2004). Jak jiz bylo zminéno, oxid dusnaty se podili na 1éCeni
zanétlivych procestt v téle. Charakteristickym znakem zéanétu je zvySeni vaskularni
permeability a migrace bunck. Tyto okolnosti jsou spojeny s komplexni interakci zanétlivych

mediatord cévniho endotelu (Cirino, et al., 2003).

NO se muize v boji proti zanétlivym onemocnénim projevovat jako vlastni molekula
nebo muiize vyvolat zvySenou produkci leukocytd (Laroux et al., 2001). NO nepusobi v boji
proti zanétlivym procesiim pies receptory, ale jeho ucinnost zavisi na jeho koncentraci a
chemické reaktivit¢ v blizkosti bunék. Cilové buiiky jsou totiz naprogramovany tak, aby za

danych podminek zacaly reagovat (Cirino, Fiorucci e Sessa, 2003).

V dne$ni dobé se u vétSiny lidi vyskytuje nedostatek produkce ptirozeného oxidu
dusnatého, ktery je pottebny pro udrzeni zdravi. Diky nezdravému zivotnimu stylu a
prostiedi, ve kterém zijeme, je zapotiebi dosazeni vyssi hladiny oxidu dusnatého v téle, tak

aby v téle mohl fungovat jako signalni molekula (Knott et al., 2009).

2.4.1 NO jako marker bunécného stresu

Oxidacni stres je stav, kdy dochazi k nerovnovaze mezi tvorbou reaktivniho kysliku,
ktery vznik4 jako vedlejsi produkt pfi okyslicovani a latkové vymeény, a schopnosti organismu
rychle odbouravat a detoxikovat reaktivni meziprodukty (Mittler, 2002).

Oxidacni stres zapfi¢inuje vznik mnoha nemocem, jako je napiiklad aterosklerdza
Parkinsonova nemoc, infarkt myokardu, Alzheimerova nemoc a dalsi. OvSem kratkodoby
oxidacni stres mlze byt naopak prospésny. Mize hrat roli v prevenci proti starnuti (Mittler,
2002). NO plni v organismu spoustu pozitivnich funkci, které jiz byly zminény v ptedchozich
kapitolach. Muze se ovSem pusobit také negativné. Pii nadprodukci NO, ktera vznika
nejCasteji pii zanétlivych reakcich nebo v pribéhu infekce, miize dochazet k poskozovani
bungk, septickému Soku a v nékterych piipadech az k smrti. Potencionalni spojitost mezi
nadprodukci NO a vznikem septického Soku byla objevena ptiblizné jiz pted deseti lety. Proto
je provadéna tada studii, kterd jsou zaméfeny na terapeutické pusobeni farmak proti

naprodukci NO (Giusti-Paiva et al., 2004).
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2.5 Role vybranych latek v ovoci a zeleniné v regulaci metabolismu NO

Produkce NO je zavisla nedostupnosti jeho prekurzoru argininu a na ptisobeni riznych
enzymt NOS. Aktivita riznych enzymi NOS muze byt také ovlivnéna faktory, které maji
vliv na koncentraci NOS bilkovin a kofaktori (NAPDH, Ca2+). Dietni faktory, které ovliviiuji
redukci NO, jsou popsany v tabulce uvedené nize (Tab. 4) (Luiking, et al., 2010). Jak jiz bylo
zminéno, NO plni v t€le mnoho pozitivnich funkci. V nadbytku mutze naopak vyvolavat
negativni U¢inky na organismus. Tato kapitola je zaméfena na vybrané latky, které se

vyskytuji v ovoci nebo zeleniné¢ a mohli by se pfipadné podilet na regulaci metabolismu a

vyskytu NO v téle.

Tab. 4: Dietni faktory regulujici metabolismus NO (Luiking, et al., 2010)

Dietni faktor

Regulace produkce NO

Vztah k nemoci

Bilkoviny a aminokyseliny

Arginin

Citrulin

Sacharidy
Glukoza

Fruktéza

Vitaminy
Vitamin C, A, E, kyselina listova,

vitamin K a karotenoidu

Ostatni
Glukosamin (metabolit z glukézy

a glutaminu)

Nizky pfijem bilkoviny vede ke
snizeni produkce NO. Snizeni
produkce NOS a kofaktoru
Stimuluje produkci NO pomoci de
novo produkce argininu

Zdroj NADPH, hyperglykémie
inhibuje produkci NO z NOS ve
velkych cévach; stimuluje produkci
NO v kapilarach
Inhibice NOS zprostfedkovana
produkci NO; inhibice
endotelialniho NO

Zvy$eni produkce NO
v endotelidlnich bunkach; zvySena
produkce NO v nervovych burikach
(Vit. A, E); Vit. C reguluje volné
kyslikové radikaly

Zabranuje produkci NO snizenim
dostupnosti NADPH

Kardiovasularni abnormality,
ohrozeni imunitni funkce
nedostatkem bilkovin
Snizuje krevni tlak; pooperacni
rekonvalescence; dllezity pfi

nedostatku argininu

Hyperglykémie u diabetu;
patogeneze sitnice; dysfunkce

bunék pfi diabetu

Naru$uje cévni relaxaci; zpusobuje

hypertenzi; inzulinova rezistence

Vit. A, C, E, kyselina listova maji
protiaterosklerotické ucinky; Vit. C
muze zlepSovat mikrovaskularni

funkce

MdGze mit vliv na endotelialni
rezistenci a kardiovaskularni obtize
u diabetikd a osob postizenych
obezitou; ndpomocny pfi 1éCbé

zanétlivych onemocnéné (artritida)
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2.5.1 Vitaminy

U vitamint byl zkouman u¢inek naptiklad u vitaminu C. U tohoto vitaminu se studie
soustiedily na jeho tc¢inek v in vivo podminkach na funkci NOS. Vysledkem studii bylo
zjisténi, ze aplikace vitaminu C muze ovliviiovat vétsi aktivitu endotelialni syntézy eNOS, ale
uz méné se podili na zvySeni aktivity inducibilni syntézy iNOS (D'uscio et al., 2003).
Spole¢né s vitaminem C, mlize zvySovat aktivitu eNOS také kyselina listova. Pravdépodobné
se tento proces muze odehravat diky zvySovani koncentrace BH4, coz je pfirozené se
vyskytujici kofaktor tfi aminokyselin, ktery slouzi také jako kofaktor pii tvorbé syntdz NO
(Forstermann et al., 2006).

2.5.2 Rostlinné fenolové slouceniny

Z fenolovych sloucenin se na regulaci vyskytu nebo tvorby NO mohou podilet
naptiklad flavonoidy. Ty miiZzeme najit naptiklad v Cervenych hroznech révy vinné. Diky
jejich antioxidacnim w¢inkiim se mohou podilet na prevenci proti kardiovaskuldrnim
onemocnénim. Ty jsou €asto spojovany také s nizkym uvoliiovanim NO z ¢ervenych desti¢ek
(Olas et al., 2007).

Dalsi latky z fady flavonoidd, které jsou spojovany s ovlivnénim metabolismu NO,
jsou povazovany kaempferol a kvercetin. U té€chto latek bylo zji$téno, Ze by mohli mit vliv na
syntazu iNOS (Garcia-Mediavilla et al., 2007). Uginky flanovoidt a dalsich fenolovych
sloucenin na syntazu iNOS a rizika spojena s toxicitou NO byly zkoumany také u €ajii. Latky
obsazené v zeleném nebo Cerném ¢aji mohou mit pozitivni vliv na regulaci toxicity NO. Maji
schopnost inhibovat v nadmérném mnozstvi volnych radikald NO vznikajicich z iNOS. Také
se podili na redukci vzniku peroxynitritu (Paquay et al., 2000). Schopnost redukce zminéného
peroxynitritu byla u ¢ajl zjiSt€na srovnatelnd jako u latek obsaZenych v Cerveném viné

(Paquay et al., 2000).
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3. Material a metody
3.1  Material

3.1.1 Rostlinny material

Stanoveni schopnosti inhibice produkce NO bylo provedeno na 9 vzorcich ovoce a 4
vzorcich zeleniny, ze kterych byly pfipraveny extrakty o koncentraci 1000 pg/ml.
Z konzumnich druhi ovoce bylo pouzito jablko, maliny, pomeran¢, mandarinka, citron,
tieSné, karambola, boravky, angrest. Ze zeleniny byla pouzita bila fedkev, mrkev, paprika,

brokolice.

3.1.2 Chemicky, biologicky a ostatni material

Pti analyzach byla pouzita buné¢na linie mySich makrofagu RAW 264.7. Déle bylo
pouzito médium RPMI1640, penicilin a streptomycin, neesencialni aminokyseliny, fetalni
bovinni sérum (FBS), glukosa, glutamin, lipopolysacharid (LPS), griess reagent, MTT (3-
[4,5-dimetylthiazol- 2-yl]-2,5difenyltetrazolium bromid) (Sigma-Aldrich, CZ). Pro tkanové
kultury byly pouzity plastové desticky o 24jamkach. Déle serologické pipety, kultiva¢ni 1dhve
(Schoeller, CZ).

3.2 Metodika

3.2.1 Priprava extraktu

Zelenina a ovoce byla nejprve zbavena nepozivatelnych casti, jako jsou kiry (u
citrustt), jadiinec (jablko), semena (paprika), pecky (tfesné). Poté byly vzorky odstavnény na
kuchyniském osdtaviiovaci Catler JE 8010. Ziskana Cerstva Stava byla pfefiltrovana pomoci
vakuové filtrace. Tento proces probihal vzdy celkem 3x dle postupné nartistajici hustoty pord
filtra¢niho papiru, ktery byl pouZzit Cerveny, Zluty a modry. Ze ziskaného filtratu bylo
odebrano po 10 ml a pfevedeno do 15 ml zkumavek typu Falcon. Zkumavky byly nasledné
vlozeny do vakuové rotatni odparky ScanVac a odpafovany pii 960 rpm. Cést vzorku
z odparky byla pouzita ke stanoveni susiny na IC vahéach pfi teploté 105°C. Zbylé mnozstvi
odpaieného vzorku bylo ziedéno v dimetylsulfoxidu (DMSQO) na standardni koncentraci 0
hodnot¢ 100 mg/ml pro nasledné testovani. Primérna hodnota susiny u vzorka se pohybovala

okolo hodnot 77,5 %. Finalni vysledky byly ale vztazeny na hodnoty susiny 100 %.
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Koncentrace 1000 pg/ml byla zjisténa experimentdlné. Pfi niz§i koncentraci (500

pg/ml) nebylo u extrakti nebylo namsteno prikazné ptisobeni na inhibici NO.

3.2.2 Kultivace bunéénych linii

Bunécné linie RAW264.7 byla péstovany v RPMI1640 médiu s 10% FBS, 1% roztok
penicilinu a streptomycinu, 1% neesencidlnich aminokyselin, 2 mmol glutaminu, 2% glukézy.
Bunky byly péstovany v kultivacnich ldhvich (75 sz) s 10 ml RPMI1640 media v inkubatoru

S fizenou atmosférou obsahujici 5 % CO; a teplotou 37 °C.

3.2.3 Test inhibice NO

Buiiky, nafedéné na koncentraci 1x10°, byly pipetovany do 96-jamkové desticky
v mnozstvi 100 ul. Desticka byla vloZena do CO; inkubatoru na dobu 2 hodiny. Po dvou
hodinach byly pfidany testované vzorky spoleéné s LPS, obsazené ve 100 ul media tak, aby
byla dosazena pozadovana koncentrace extraktu (1000 pug/ml) a LPS (1 pgl/ml) ve 200 pul. U
kontrolnich vzorkli bylo pfiddno pouze LPS. Desticka byla vlozena do CO; inkubatoru po
dobu 24 hodin. Poté doslo k odebrani 50 pl supernatantu, ktery byl v nové 96-jamkové
desticce smichan s 50 pl Grieesova ¢inidla. Absorbance byla méfena pii 540 nm. Jako
standard byl vyuzit dusitan sodny. Obsah NO byl vypoéitan pomoci kalibra¢ni kiivky

dusitanu sodného.

Byla provéadéna tifi nezavisla opakovani u kazdého vzorku. Kazdéi opakovani bylo

provadéno v dubletu.

3.2.4  Stanoveni cytotoxicity (MTT test)

MTT test je typ kolorimetrického testu, ktery slouZi pro posuzovani Zivotaschopnosti
bungk. Princip testu je zaloZena na redukci zlutého barviva MTT (3-[4,5-dimetylthiazol- 2-
yl]-2,5difenyltetrazolium bromid) na fialovy nerozpustny formazan. Rychlost pfemény
zlutého barviva na formazan odpovidd aktivit¢ dychaciho fetézce a tim je odrdzena

metabolicka aktivita bunék.

Test toxicity probihal po testu inhibici NO. Z 96-jamkové desticky bylo odstranéno
medium a pfidano nové medium s MTT (1 pg/ml) a vlozeno do CO; inkubétoru na dobu dvou

hodin. Nasledn& bylo MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena
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pfi 555 nm a 720 nm, jako referen¢ni hodnoty. Procento Zivotaschopnych bun¢k bylo

vypocteno v porovnani s neosetienou kontrolou.

3.2.5 Statistické vyhodnoceni
Ziskan¢é vysledky jsou vyjadieny jako primeér + smérodatnd odchylka, dale jsou
zjisténé hodnoty testovany metodou ANOVA s naslednym Bonferroniho testem na hladiné

vyznamnosti p< 0,05. Statistické vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu a IBM SPPS.
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4, Vysledky

4.1  Vysledky stanoveni inhibice NO

Celkem bylo testovano 13 vzorkii ovoce a zeleniny. Ovocnych vzorkid bylo 9,
zeleninové 4. Tyto vzorky byly testovany na inhibi¢ni potencial oxidu dusnatého. Testovani
bylo provadéno na bunécéné linii RAW264.7. Inhibi¢ni potencial NO byl méten jako pomér
aktivity NO-reduktazy u vzorkt extrakti osetfenych LPS a neoSetfenych kontrolnich vzorku.
Inhibi¢ni aktivita na riizné Grovni byla prokazana u vSech 13 testovanych vzorki. Z ovocnych
dzusti byla nejvyznamnéjsi inhibi¢ni aktivita zjiSténa u jable¢ného extraktu. Extrakt byl
ziskéan z odridy Golden delicious. Tento extrakt dokazal zvysit inhibici NO o 36 %. Ze

vzorkll zeleninovych extraktl byla nejvySsi schopnost inhibovat produkci NO (o 21 %)

naméfena u extraktu z brokolice.

v

fedkve. Pro méfeni byly pouzivany extrakty o koncentraci 1000 pg/ml.

Vysledky byly statisticky hodnoceny pomoci studentova T-testu pfi pouziti statistické

vyznamnosti p < 0,05.

4.2  Vysledky cytotoxicity

Z ovocnych a zeleninovych extraktli byla naméfena toxicita u 3 ze 13 testovanych
vzorkd. Konkrétné se jednalo o vzorky extrakt z bortivek, malin a citrénu. U zeleninovych
extraktll nebyla toxicita zjisténa. Vysledky se métily pti absorbancich 555 a 720 nm. Kone¢né
procento zivotaschopnosti bun€k bylo vypocteno ve srovnani s kontrolnimi vzorky

neoSetfenymi MTT.
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Tab. 5 In vitro oxidacni aktivita ovocnych a zeleninovych extraktt

Produkce NO* MTT
(%)
Boruvky 77 T
Bila fedkev 86 N
Maliny 74* T
Brokolice 79* N
Paprika 91 N
Mandarinka 82 N
Karambola 81 N
Citrén 79 T
TreSné 68 N
Pomerané 90* N
Angrest 91 N
Mrkev 84 N
Jablko 64* N
LPS 100 N

#1000 ug/mL pfi statistické vyznamnosti reaktvini procento bunék stimulovanych LPS;
* statisticka vyznamnost p < 0.05; N- netoxicky, T- cytotoxicky, koncentrace zivotaschopnosti bunék snizena na <
90 %

Graf 1: Grafické vyjadieni inhibice NO [%]

120

100

(]
o

% produkce NO#
N o
o o

N
o

* 1000 pg/mL pfi statistické vyznamnosti reaktvini procento bun&k stimulovanych LPS;
* statistickd vyznamnost p < 0.05
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5. Diskuze

Chronickd onemocnéni, ke kterym muizeme tadit napiiklad kardiovaskularni choroby,
hypertenzi, mozkovou mrtvici, nadorova onemocnéni, aterosklerézu a dal§i degenerativni
onemocnéni, predstavuji v dnesni dobé pro populaci vazné riziko. Vznik téchto onemocnéni
byva Casto davan do souvislosti s vyskytem Skodlivych volnych radikali. Volné radikaly jsou
nebezpecné predevsim z toho divodu, Ze mohou zpisobovat tzv. oxidaéni stres (Valko et al.,
2007). Nejcastéji se v téle vyskytuji ROS a RNS. Tyto ¢astice se mohou tvofit piirozené, kdy
vznikaji béhem metabolickych a fyziologickych procesii v téle, kde nejcastéjsim mistem ROS
a RNS jsou bunétné mitochodnrie, atd., ale mohou se do organismu dostat i z vnéjsiho
prosttedi, kde se nejcasteji vyskytuji ve vyfukovych plynech, cigaretovém koufi a dalSich

latkach (Fang, et al., 2002).

V soucasné dobé je snaha o nalezeni pfirodnich latek obsazenych v rostlinach, které
mohou mit preventivni charakter pfed u¢inky ROS a RNS. A tim zabranit vzniku
degenerativnich chorob. Takové latky Ize hromadn€ oznacit za antioxidanty schopné zhaset
volné radikaly (Knight, 2000). Mezi takové antioxidanty patii fytochemikalie a z nich jsou
al., 2006). Dale kyselina askorbova (vit. C), B-karoten, tokoferoly a mnoho dalsich (Fang, et
al., 2002). Hlavnim zdrojem pfijmu fytochemikalii je pro ¢loveéka potrava bohata na ovoce a

zeleninu. (La Vecchia, et al.i, 2001).

Na vliv konzumace ovoce a zeleniny bylo vypracovano nékolik studii, spojujicich
pozitivni efekt ovoce a zeleniny na prevenci fady onemocnénich spojovanych s vlivem

volnych radikali (Moskovitz, et al., 2002).

Antioxidanty muzeme nalézt v raznych rostlinach, v€etné jiz zminéného ovoce a
zeleniny. Pravé na tyto druhy potravin se zamétfuje nejvice studii, jelikoZ tvoii pfirozenou

soucast lidské stravy a v lepSich ptipadech jsou konzumovany pravidelné.

Za nejvice diskutovanou skupinu latek obsazenou v ovoci a zelenin€ Ize povazovat
fenolové slouceniny. Mezi tyto latky se fadi fenolové kyseliny a jejich derivaty, tfisloviny,
flavonoidy, isoflavonoidy, derivaty stilbenu a jiné (Dimitrios, 2006). Jedna seo latky, jejichz
velmi dobré antioxida¢ni schopnosti byly odhaleny teprve pfed nékolika desitkami let
(Higdon et al., 2003).

Antioxida¢ni vlastnosti fenolovych slou¢enin by mohly vyplyvat z jejich chemické

struktury (Quideau et al., 2011). Diky tomu, Ze v travicim traktu podléhaji mnoha zménam a
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pfeménam své struktury, tak mohou vcelku zadsadné zménit biologické vlastnosti. Ty mohou
bud’ vést k navyseni antioxidacni aktivity nebo k jejimu zeslabeni nebo Uplné ztraté. Vysledny
efekt fenolovych sloucenin pii testovani v podminkach in vivo je zavisly nejen na ucinku

vzniklych metabolitt, ale i na jejich koncentraci (Tsao, 2010).

Ovsem nemiizeme opomenout ani jiz zminované volné radikaly, které do této

problematiky patii a jsou také spojené s oxida¢nim stresem.

Oxidacni stres vznika jako nerovnovazny stav mezi produkci reaktivnich kyslikovych
a dusikovych metabolitd a antioxida¢ni kapacitou organismu (Apel et al., 2004). Tento d&j je
také jednou z pficin vzniku degenerativnich onemocnéni, jako ateroskleréza, Parkinsonova
choroba, kardiovaskularni onemocnéni (Jenner, 2003), ale v mensi mife muize byt také

prospésny, napiiklad v boji proti pfedéasnému starnuti (Finkel et al., 2000).

Nejcastéji se vyskytujicimi volnymi radikaly jsou ROS, a to konkrétn€ superoxidovy
radikal, hydroxylovy radikal a peroxylovy radikal (Raha et al., 2001).

DalSimi hojné se vyskytujicimi radikdlovymi slouceninami jsou RNS, kam fadime
NO, peroxynitrit a nitroxid (Apel et al., 2004). Oxid dusnaty je vsak v pfiméfeném mnozstvi
pro organismus velice diilezitou latkou. Podili se napiiklad na fungovani hladkého svalstva,
kdy zpisobuje tzv. vazodilataci. Diky tomuto uU€inku se mohou rozsifovat cévy nebo
uvolnovat travici soustava, coz je proces, ktery je dualezity pro posun potravy dal do stiev.
Mimo tyto funkce dochézi k tvorbé NO také v centralni nervové soustavé, kde by mohl plnit
funkci pro utvafeni nebo zlepSovani paméti a schopnosti ucit se (Zhou et al., 2009). NO také
hraje vyznamnou roli pfi boji se zanétlivymi procesy v téle a oxida¢nim stresem (Mittler,
2002).

Na tu¢inky NO na organismus bylo vypracovano mnoho studii zabyvajicich se
jednotlivymi jeho funkcemi a moznostmi jak tuto latku v téle stimulovat. Za zminku stoji fakt,
ze rostlina Noni (Morinda citrifolia) obsahuje latky, naptiklad velké mnozstvi aminokyselin,
esencialni mastné kyseliny, vlakninu, vitamin C, které stimuluji organismus k vétsi produkci
NO (Basu et al., 2006). U¢inné latky na stimulaci produkce NO byly také nalezeny v hojné
mife v ¢erveném ving. Jedna se predevsim o fenolové slouceniny V ném obsazené, jako je
napiiklad resveratrol. U Cerveného vina byla zkoumana pifedevSsim schopnost
vyprodukovaného NO chranit cévni stény pied aterosklerézou, diky zvySené produkce

endotelialni syntazy eNOS (Leikert et al., 2002).
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Cilem této prace bylo zhodnotit vliv ovocnych a zeleninovych extraktli na schopnost
inhibovat produkci NO tkanovymi buiikami. Testovani bylo provadéno na mysSich
makrofazich bunééné linie RAW 264.7. Obdobnou problematikou se zabyva i nékolik diive
zpracovanych studii. Napiiklad studie Choi et al., (2007)testovala inhibi¢ni aktivitu NO u 20
druhti citrusti v zavislosti na obsahu flavonoidl v jejich slupkach, kde nejlepsi vysledky
prokazaly vzorky druhu Citrus aurantium L.. Dal§im zajimavym vyzkumem (Bor, et al.,
2006), ktery stoji za zminku, bylo testovani antioxida¢ni aktivity a schopnosti inhibovat NO u
ruznych druhli zeleniny. Testovani bylo provadéno na bunécné linii RAW 264.7, kde bylo
jesté zkoumano poskozeni DNA. Vysledky této studie prokézaly silné oxidacni Gcinky a
schopnosti inhibovat NO piedevsim u indického lotosu, hub shiitake nebo lilku. V neposledni
fad¢ je mozno se zminit o studii (Wang et al., 2005), ktera zkoumala G¢inky na produkci NO
odridy cibule Welsh taktéz na mySich makrofazich a vysledek? V soucasné dobé se pro
stanoveni produkce NO vyuzivd mnoho metod, coz muize zpusobovat komplikace
S porovnavanim ziskanych vysledkt. Dulezité je také zohlednit zptisob vyjadieni vysledkd,
zda byly pouzity vzorky ¢isté hmoty, nebo bylo zohlednéno mnozstvi susiny a dalsi (Stratil, et
al., 2007).

V této studii bylo pouzito celkem 13 druhli ovoce a zeleniny. Vybér vzorkl byl
zaméten na bézné dostupné druhy ovoce a zeleniny konzumované v naSich klimatickych

podminkach.

Spolu s méfenim inhibice NO probihalo ve vzorcich také testovani na zivotaschopnost
bunék pomoci MTT testu. Tento test je zalozena na redukci zlutého barviva MTT (3-[4,5-
dimetylthiazol- 2-yl]-2,5difenyltetrazolium bromid) na fialovy nerozpustny formazan.
Rychlost tvorby formazanu odpovida aktivité dychaciho fetézce a tim je odrdZena
metabolicka aktivita bunék. Reakce probihaji na mitochondridlni membrané zivych bunék
(Fotakis et al., 2006). Redukce je zavisla na NADPH-dependentnich oxidoreduktazach
(Pozzolini et al., 2003). Snizena zivotaschopnost makrofagti byla namétena pouze u vzorkt

extraktl z borivek, malin a citronu u ostatnich zjisténa nebyla.

U vSech 13 testovanych vzorkd byla zjiSténa schopnost inhibovat produkci NO.
Nejvyssi schopnost inhibovat produkeci NO byla prokdzana u vzorku extraktu z jablek, a to o
36 %. Jablka patii mezi jeden z nejoblibenéjsSich a nejvice konzumovanych druhti ovoce. Patii
mezi velmi hodnotné zdroje zdravi prospésnych latek. Jedna se napiiklad o vitamin C,
nejruzngjSi antioxidanty, vlakninu a dalsi (Soler, et al., 2009). Antioxidanty, spole¢né

s vlakninou maji schopnost chranit molekuly DNA v lidskych buikach, a tim pfispivat v boji
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naptiklad proti rakoving (Janne et al., 2000). Vétsina téchto dulezitych latek se ovSem nachazi
ve slupce a tésné pod ni, jedna se piedevs§im o fenolové latky (Wolfe, et al., 2003). Z vitaminu
maji v jablkach nejvétsi zastoupeni vitamin C a E. Tyto latky, jak naznacuji mnohé studie,
mohou mit pozitivni vliv na prevenci proti ateroskleroze. Vitamin C je také velice prospésny
v boji s volnymi radikaly. Ve spojeni s NO mohou tyto vitaminy zvySovat jeho produkci
v endotelidlnich a nervovych bunikach a tim pfispivat k prevenci napiiklad Parkinsonovi nebo
Alzheimerovi choroby (Etminan, et al., 2005). Park et al.( 2000) také testovali produkci NO
na mysSich makrofazich spojenou s flavonoidy obsazenymi v jablkach se ziskem uspokojivych

vysledkd.

Dalsim vzorkem extraktu ovoce, ktery prokazal schopnost inhibovat produkci NO, byl
extrakt z tfesni. Tento extrakt dokazal zvysit inhibici NO o0 32 %. Tte$né patiici mezi
peckoviny jsou jednim z velmi oblibenych druhi ovoce, spojeny s rudé cervenou duzninou.
Jsou to plody, jejichz duznina obsahuje velké mnozstvi vody. Kromé vody obsahuji také
ovocné cukry, mineraly a vitaminy. Tmavsi odridy jsou bohatymi zdroji naptiklad hoi¢iku,
zeleza, jodu, fosforu a dalSich mineraldt (Mccune et al., 2011). Zvitaminu jsou zde
zastoupeny piedev§im vitamin A (beta karoten), vitamin P, vitamin C, vitamin E (Ferretti et
al., 2010). Ttesné pisobi velmi pozitivné na lidsky organismus. Mohou napiiklad pomahat
Cistit krev, jatra nebo ledviny (Jacob et al., 2003). Diky obsahu jodu maji také ptiznivy vliv na
1é¢bu problému se Stitnou zlazou (Ferretti et al., 2010). Nejnovéjsi studie Ghosh et al. (2007)
naznacuji, Ze by se tfeSn¢ mohly, diky obsahu antokyanovych barviv, podilet na 1écbé
cukrovky. Pfitomné antokyany pii laboratornim testovani prokazaly schopnost podporovat
produkeci inzulinu a také snizovat obsah cukru v krvi (Sulaiman et al., 2012). Byly u nich také
zkoumany protizanétlivé ucinky. Napiiklad Kelley et al.( 2006) ve své praci sledoval u¢inek
konzumace tfeSni na potlatovani zanétlivych procest v téle. Vysledky testovani po 28 dnech
ukazaly snizeni koncentrace NO v Krvi o piiblizné 18 %. Tyto vlastnosti mohou byt spojeny

s obsahem fenolovych sloucenin s antioxidacnimi G¢inky (Ferretti et al., 2010).

Jedna z nejnizsich naméfenych hodnot ovocnych extraktl v nasem testu byla zjisténa u
vzorku bilého angrestu (Ribes grossularia). Vzorek prokazal schopnost inhibice produkce NO
o pouhych 9 %. U angrestu jiz byly zjiStény antioxida¢ni i mozné protizanétlivé ucinky,
jelikoz obsahuje velké mnozstvi zdravi prospé$nych latek (Poltanov et al., 2009). Napiiklad
obsah vitaminu C je srovnatelny s citrusovymi plody, dale obsahuje cenné kyseliny (vinna,
jable¢na, citronova) (Seeram, 2008). Bilé odrudy vsak neobsahuji velké mnozstvi fenolovych

sloucenin oproti ¢ervenym odridam, které obsahuji antokyanova barviva (Pantelidis et al.,
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2007). Tyto poznatky by teoreticky mohly byt pti¢inou jeho nizsi schopnosti inhibovat NO.

Ovsem pro potvrzeni tohoto tvrzeni je potfeba dalSich studii a testovani.

Ze zastupcu zeleninovych extrakth prokazala nejlepsi schopnost inhibice brokolice
(Brassica oleracea var. botrytis italica) z ¢eledi brukvovité (Brassicaceae), a to 0 21 % ve
srovnani s kontrolnim vzorkem. K podobnym vysledkiim testovani na inhibici NO dosel ve
své studii naptiklad (Kim et al., 1998), kde byla u brokolice naméfena schopnost inhibice o
ptiblizné 25 %. Brukvovitd zelenina obecné je bohatym zdrojem vitamint, mineralti a
glukosinolati. Vyznamnym glukosinolatem obsazenym v brokolici je naptiklad glukorafanin
(Shapiro et al., 2001). Glukofaranin se diky pusobeni enzymu myrosinasy méni na sulforafan.
Tato forma se povazuje za jednu z velmi vyznamnych latek s protirakovinnymi ucinky
(Clarke, et al., 2008). Mnohé studie naznacuji, ze brokolice muze vyrazné chranit lidsky
organismus pied oxidaénim stresem, volnymi radikdly a rakovinotvornymi latkami
(Murashima et al.,, 2004). Podle Herr et al. (2010) mohou chemické latky obsazené
v brokolici pfispivat k napravé poskozené DNA rakovinnym bujenim. Tuto problematiku
zminuje také napiiklad (Finley, 2003) ve své studii zaméfené na druhy zeleniny, véetné

brokolice, bohaté na selen a jejich mozny uc¢inek pii 1é¢bé nebo prevenci proti rakoving.

Naopak nepfili§ dobrou schopnost inhibovat produkci NO v nasem testovani prokazala
naptiklad bila fedkev (Raphanus sativus). Kde u bilé fedkve bylo dosazeno schopnosti
inhibice NO pfiblizn€¢ o 14 %. K podobnym vysledkiim (16 %) doSel ve své studii napiiklad
(Kim et al., 1998) kdy testoval rtizné druhy zeleniny, véetné zminéné fedkve, na inhibici NO
na bunééné linii RAW 264.7. Tyto hodnoty mizeme napfiiklad pficist nizkému obsahu
antokyanovych barviv, jelikoz fedkev roste pod zemi a konkrétné v bilé fedkvi tato barviva

nenalezneme (Il Park et al., 2011).

Snaha stanovovat inhibi¢ni schopnost nejriznéjSich druhii ovoce a zeleniny vychazi
pfedevSim z dfive provedenych studii, které udavaji, ze jsou tyto slozky potravy velmi
cennym zdrojem latek napomahajicim v boji proti riznym degenerativnim onemocnénim

(Liu, 2003).

v

V soucasné dobé jsou na trhu dostupné nejrozmanitéjsi druhy ovoce a zeleniny.
Dokonce i svétova zdravotnicka organizace, v reakci na pozitivni piinosy konzumace téchto
potravin, vydala doporuceni na zvySeni denniho pfijmu ovoce a zeleniny na 400 g (WHO,

2003). V Ceské republice byl naptiklad v roce 2011 zaznamenan pokles spotieby ovoce 0 7 %

34



na piiblizné 84 kg na osobu. U zeleniny tento pokles &inil 2 % na 80 kg na osobu (CSU,

2011). V posledni dobé¢ vsak spotieba ovoce i zeleniny mirné narista.

Mezi nejoblibenéjsi a také nejvice konzumované druhy ovoce v CR patii bez pochyby
jablka. Napftiklad v roce 2011 ¢inila spotieba jablek, pfepocteno na osobu za rok, téméi 20 kg.
Ze zeleniny v konzumaci vitézi rajéata (MZe, 2014). Extrakt z jablek prokazal v ramci naseho
pokusu velmi dobrou schopnost inhibovat produkci NO a ze vSech ovocnych extraktti poskytl
nejlepsi vysledek. Ze zjisténych vysledkl se Ize domnivat, vétsi spotfeba jablek by mohla
prispivat k vétsi prevenci pfed nejriznéjSimi vySe uvedenymi onemocnénimi. Extrakt z
rajéete nebyl predmétem této studie a nelze proto porovnat jejich schopnost inhibice NO
s jinymi studiemi, naptiklad se studii, kterou provedl (Rafi, Yadav e Reyes, 2007) se svym
tymem a jejiz vysledky prokézaly mozny pozitivni G€inek lykopenu, obsazeného v rajcatech,
V boji se zanétlivymi onemocnénimi.

Existuje fada odbornych studii a ¢lankd, které se tykaji pozitivnich ucinkt latek
obsazenych vovoci a zelenin¢ na lidsky organismus, ovSem cCasto chybi jednoznacné
dostatecné ditkazy, které by potvrdily tvrzeni, ze konkrétni zkoumand latka je pficinou
kladnych vysledkt studie ¢i nikoliv. Vzhledem k tomu, Ze vétSina studii je provadéna v in
vitro podminkach, nelze s ur€itosti potvrdit, Ze zkoumané latky a jejich ¢inky budou shodné

v podminkach in vivo.

Ackoliv predkladana studie prokazala schopnost inhibovat produkci NO ovocnymi i
zeleninovymi extrakty, je zadouci tyto ucinky proveéfit i za podminek in vivo tak, aby bylo
snaz$i ur¢it vyzivové doporuceni a spolehlivéji urcit hlavni latky, které plsobi pozitivni
vysledky.

Na druhou stranu, i bez ovéfovani vysledki in vivo je ziejmé, ze ovoce i zelenina jsou
velmi bohatym, pfirodnim zdrojem nutri€né cennych latek. Proto spravnd mira konzumace
cerstvého ovoce a zeleniny nebo znich pfipravenych $tav celkové piispiva k lepSimu

zdravotnimu stavu.
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6. Zavér

Cilem této prace bylo zhodnotit schopnost ovocnych a zeleninovy extraktii ovliviiovat
produkci oxidu dusnatého buné¢nou linii mySich makrofagi RAW 264.7. Testy se probyly
provadény za pouziti 13 vzorkd extraktd zriznych druhi ovoce a zeleniny. Z ovocnych
extrakti prokazal nejvyssi schopnost inhibice produkce NO, o 36 % pii koncentraci extraktu
1000 pg/ml, vzorek jableéného extraktu. Ze zeleninovych extraktii poskytl nejlepsi vysledek

cvwr

inhibice produkce NO poskytly vzorky extraktli z angrestu a papriky.

Prace popisuje pozitivni zdravotni a nutri¢ni pfinos konzumace ovoce a zeleniny a
latek v nich obsazenych. Jedna se pifedevsim o vitaminy, fenolové slouceniny a dalsi. Kromé
zdravotnich ptinost byl u téchto latek také uveden vliv na produkci oxidu dusnatého. U oxidu
dusnatého byl vysvétlen jeho vliv na organismus jak v pozitivnim, kdy se podili na aktivaci
hladkého svalstva a podpoie nervové soustavy, tak Vv negativnim slova smyslu, kde
v nadmé€rném mnozstvi mize pusobit jako volny radikal a podilet se na vzniku naptiklad

zanétlivych onemocnéni.
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8. Seznam zkratek
DMSO- dimetylsulfoxid

FBS — fetalni bovinni sérum

FDA — Food Drug Administration

eNOS- endotelialni NO syntéza

LPS — lipopolysacharid

NO- oxid dusnaty

NOS — NO syntéza (Nitric oxdie synthase)
RNS — reaktivni formy dusiku”

ROS — reaktivni formy kysliku
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