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Souhrn

Houby jsou bézn¢ konzumovanou potravinou ve Stiedni a Vychodni Evropé
a nékterych oblastech Asie. Houby by nemély byt povazovany pouze za jednoduchou
potravinu, nebot’ u nékterych z nich bylo prokazano, Ze jsou bohatym zdrojem bioaktivnich
sloucenin, jako jsou rostlinné¢ fenolové slouceniny a zejména polysacharidy
S potenciondlnim farmaceutickym tuc¢inkem. Nejcennéj$i z téchto polysacharidi jsou
B—glukany hrajici roli v imunitnim systému. Pfiklad u¢inku hub muze byt v ovlivnéni
imunitni regulace, V protinddorovém ptisobeni, snizovani oxidacniho stresu a dalsi. Tyto
ucinky jsou popsany zejména na dievokaznych houbach jako je Ganoderma lucidum
a Lentinula edodes pochazejici z Asie.

Cilem prace bylo zjistit antioxida¢ni a protizadnétlivé u¢inky hub volné rostoucich ve
Stfedni Evropé. Bylo pfipraveno 9 metanolovych a vodnych extraktl, které byly v ramci
provedenych in vitro testll postupné testovany na obsah P—glukant v suSiné. Dale byl
stanoven obsah fenolovych slouc¢enin (TPC - Total phenolic content) a antioxidac¢ni
aktivita pomoci metody DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). Nakonec bylo stanovena
produkce oxidu dusnatého (NO) na bunééné linie RAW264.7 stimulované pomoci

lipopolysacharidu s ovéfenim cytotoxicity testovanych extraktu.

V ramci testu TPC byl u metanolovych i vodnych extraktl zji§tén nejvyssi obsah
fenolickych sloucenin u Calocybe cambosa, a to 68 pg/ml resp. 40 pg/ml. Ostatni vzorky
se pohybovaly vrozsahu 3641 ug/ml, jak u metanolovych, tak vodnych extrakti.
Metodou DPPH byly naméfeny nejvyssi hodnoty u metanolovych vzorki Boletus
luridiformis a Boletus luridus 31,22 a 24,56 pg/ml, u vodnych roztoki Cantharellus
cibarius a Leccinum carpini 4,88 a 4,02 pg/ml. Nejvyssi obsah f—glukant byl stanoven u
Cantharellus cibarius 429,7 mg/g suSiny. V ramci metody stanoveni inhibice NO byl
pouze u vodného extraktu Boletus badius zjistén pokles o 36 % pii koncentraci 500 pg/ml
oproti kontrole LPS, naproti tomu oba extrakty z Calocybe cambosa stimulovaly pfi stejné
koncentraci bunécnou linii RAW264.7 ke zvySeni produkce NO. Ani jedna zkoumana
houba pii koncentraci 500 pg/ml neprokazala cytotoxické utéinky na bunécnou linii

RAW?264.7

Klicova slova: houby, p-glukany, makrofagy, RAW264.7, oxid dusnaty,

antioxidaéni aktivita



Summary

Mushrooms are commonly consumed in Central and Eastern Europe and also in some parts of
Asia. Some species are a part of traditional medicine — especially in China. Those mushrooms
could be used in a treatment of many diseases because of their specific composition.
Mushrooms should not be considered only as a simple food. Some of them have been shown
to be a rich source of bioactive compounds such as plant phenolic compounds and
polysaccharides with possible use in pharmacy. The most valuable components of these

polysaccharides are B-glucans which play a role in the immune system.

The aim of the thesis is to evaluate the antioxidant and anti-inflammatory effects of
mushrooms growing wild in Central Europe. Within the thesis the in vitro assays were
performed. It included nine kinds of mushrooms in the form of the methanol and water
extracts. Mushrooms were sequentially tested for B-glucan content in the dry matter.
Methanol and water extracts were tested using the methods TPC (Total Phenolic Content) and
the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl). It was also determined that the percentage of
inhibition of nitric oxide (NO) on murine macrophages stimulated RAW264.7 cell line using
lipopolysaccharide verification cytotoxicity of the extracts tested.

Within the TPC test was in the case of methanol and water extracts revealed the
highest content of phenolic compounds in Calocybe gambosa - 68 pg/ml respectively. 40
ug/ml. Other samples were in the range 36-41 ug/ml, both the methanol and water extracts.
With DPPH method were measured all samples. The highest values from the methanol
samples were at Boletus luridiformis (31.22 pg/ml) and Boletus luridus (24.56 pug/ml). Values
from the water solutions were highest at the Cantharellus cibarius (4.88 pg/ml) and Leccinum
carpini (4.02 pg/ml).

The highest content of B-glucan was determined in Cantharellus cibarius - 429.7 mg/g
dry weight. Within the methods for determining of inhibition of NO had only water extract of
the Boletus badius observed to decrease by 36 % with the concentration of 500 pg/ml versus
the control sample LPS, whereas both extracts Calocybe gambosa at the same concentration
stimulated cell line RAW264.7 to increase NO production. Examined mushrooms at a

concentration of 500 pg/ml did not demonstrate cytotoxicity to RAW264.7 cell line.

Keywords: mushrooms, p—glucans, macrophages, RAW?264.7, nitric oxide,

antioxidant activity
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Seznam zkratek
ABTS: (2,2'-azino-bis(3- ethylbenzthiazoline-6-sulfonova kyselina)
ANOVA: analysis of variance, analyza rozptylu
AO: antioxidant
BHA: butylhydroxyanisol
CO2: oxid uhligity
DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
DMSO: dimethylsulfoxid
DNA: deoxyribonukleova kyselina
DPPH: difenylpikrylhydrazyl
eNOS: endotelialni syntaza oxidu dusnatého
ESR: elektronova spinova rezonance
FAD: flavinadenindinukleotid
FBS: fetalni bovinni sérum
FMN: flavinmononukleotid
FRAP: Fluorescence Recovery After Photobleaching/ Ferric reducing antioxidant power
GAE: kyselina gallova
GMP: guanosinmonofosfat
GOPOD: glukdzooxidaza, peroxidaza, 4-aminoantipyrin
H2O: voda
HPLC: vysokoucinna kapalinova chromatografie
INF-y: interferon gama
INOS: indukovana syntaza oxidu dusnatého
LDL: low density lipoproteine
LPS: lipopolysacharid

MeOH: metanol



MTT: kolorimetrickd metoda vyuzivajici mitochondrialni rozklad 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid na formazan

Na,COs: uhlicitan vapenaty

NADPH: hydrogennikotinamidadeninukleotidfosfat

NK: Nature killers

NO: oxid dusnaty

ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity, Kyslikova radikalni absorbéni kapacita
RAW264,7: bunééné makrofagy

RNS: reactive nitrogen species, volné dusikaté radikaly
ROS: reactive oxygen species, volné kyslikové radikaly
RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium

SD: smérodatna odchylka

TAA: total antioxidant aktivity, celkova antioxidacni aktivita
TE: Trolox

TEAC: Trolox Ecvivalent Absorbance Capacity

TNF-a: tumor necrosis factor alfa

TPC: total phenolic content, celkova antioxida¢ni kapacita
TRAP: Total radical trapping antioxidant parameter

UVA: dlouhovInné ultrafialové zareni

UVB: stfednévinné ultrafialové zateni

VR: volny radikal

XO: xantin oxidaza



1. Uvod

Houby (Fungi) ptedstavuji skupinu Zivych organismu, které se diive piifazovaly k rostlinam,
ale nyni maji vlastni taxonomicky tad (Bovi et al., 2013). Na svété existuji tisice druhti hub, ale
jen 25 se Siroce akceptuje jako jedlé a jsou zaroven komeréné péstované (Valverde et al.,
2015). Houby v Evropé, a to zejména ve vychodni ¢asti, patiéi k tradicnim slozkam stravy.
V Ceské Republice houbaii vice nez 70 % populace, kdy na domacnost piipada v priméru pres
8kg nasbiranych hub ro¢né€. Pro porovnani s Polskem (1—1,5 kg/rok), Némeckem (3 kg/rok)
nebo Holandskem (2,5 kg/rok) se fadime mezi nejvétsi sbérace a konzumenty hub (Berna$ et

al., 2006). Mimo Evropu je sbér hub nejvice rozsifen v Ciné a jihovychodni Cing.

V Cing jsou houby spojovany zejména s tradi¢ni Cinskou medicinou (Smith et al., 2002),
kde jsou vyuzivany po cela staleti k 1é¢eni pestré fady onemocnéni (Fu et al., 2002, Barros et
al., 2007a, Elmastas et al., 2007). Mezi nejznamé¢jsi takové houby patii Shiitake (Lentinus
edodes), Reishi (Ganoderma lucidum), Maitake (Grifola frondosa) a Chaga (Inonotus obliquus)
(Wasser, 2002). Tyto houby jsou vyuzivany pro snizeni u¢inku stresu a pro zlepSeni télesnych
funkei. V laboratornich podminkach byl pozorovan efekt ovliviiujici vznik rakoviny a rist
zhoubnych nadora (Balch and Balch, 1997). Konzumace hub je doporucena pii onemocnéni
typu cukrovka, chronicky tinavovy syndrom, chronicky zanét jater, obezita, vysoky krevni tlak
a dalsich. Jejich konzumace je spojena sregulaci hladiny cholesterolu, ktera jinak vede
k vyskytu srde¢niho onemocnéni (Wasser, 2002, Borchers et al., 2004, Bernas$ et al., 2006,
Puttaraju et al., 2006, Palacios et al., 2011).

Houby jsou nutriéné zajimavou pochutinou z ditvodu nizkého mnozZstvi energie a tuki
(Barros et al., 2008a, Guillamon et al., 2010), ale pomérné vysokého mnozstvi proteind,
sacharidd (chitin, glykogen, trehalosa, mannitol) a vlakniny (Makropoulou et al., 2012). Jsou
cenéné pro obsah rostlinnych fenolovych latek s antioxida¢nim ucinkem (Kim et al., 2008).
Obsahuji ptirodni polysacharidy B—glukany (Carbonero et al., 2006), které jsou schopné
podpofit imunitni systém organismu (Hobbs, 2003) a snizovat u¢inky zanétlivych odpovédi
(Borchers et al., 2004). Reprezentuji nevycerpatelny zdroj polysacharidi ovliviiujici nadorové

onemocnéni a imunitni reakce (Wasser, 2002).



2. Cil prace a hypotéza
2.1 Cil prace

Cilem prace je stanoveni antioxida¢nich a protizanétlivych t¢inkd in vitro u jedlych hub bézné
konzumovanych ve stfedoevropské stravé ziskanych metanolovou a vodnou extrakei
(B—glukanova frakce) jedlych hub.

2.2 Hypotéza

Hypotézou je, ze fada jedlych hub mize mit antioxidacni pifipadné protizanétlivé ucinky

srovnatelné s houbami vyuzivanymi v tradi¢ni Cinské mediciné.



3. Literarni prehled

3.1 Volné¢ rostouci jedl¢ houby

Houby byly konzumovany lidmi od nepaméti. Jiz 455 let pfed nasim letopoctem Hippokrates
vyuzival houby k 16¢bé sérii zanétlivych onemocnéni ledvin (Hobbs, 2003). Ve starém Recku
se véfilo, Ze houby poskytuji bojovnikiim silu, Rimané je chapaly jako ,Jidlo boht“,
v starovékém Egypté byly ,.darem od boha Osirise” a v Ciné se po staleti vyuZivaly ke zlep$eni
zdravi (Smith et al., 2002) a jako soucast tradi¢ni orientalni mediciny pouzivané Kk 1é€bé celé

fady onemocnéni (Guillamon et al., 2010).

V soucasnosti jsou houby cenény nejen pro jejich senzorické vlastnosti, ale i pro nizky
obsah kalorii, cukrt, tukli a soli. Naopak jsou bohaté na vitaminy skupiny B (Berna$ et al.,
2006), mineralni latky (vapnik, draslik, hoi¢ik, selen, sodik, fosfor, méd’, zinek Zzelezo
a mangan), proteiny a vlakninu (Manzi and Pizzoferrato, 2000, Agrahar-Murugkar and
Subbulakshmi, 2005, Bernas et al., 2006, Kim et al., 2008, Guillamén et al., 2010, Valverde et
al., 2015).

Houby by nemély byt povazovany pouze za jednoduchou potravinu, nebot’ u nékterych
z nich bylo prokazano, zZe jsou bohatym zdrojem bioaktivnich sloucenin (Barros et al., 2008b).
Mezi tyto biologicky aktivni latky patfi rostlinné fenolové slouCeniny a piitomné
polysacharidy, které maji potencialni uplatnéni ve farmacii. Piiklad G¢inku hub mize byt
imunitni regulace, protinadorova (Yang and Du, 2003), antibakterialni (Barros et al., 2007b),
protizanétliva (Padilha et al., 2009) a anti-koagula¢ni aktivita (Yoon et al., 2003). Nékteré
polysacharidy z hub (ptikladem lentinan, schizophyllan a krestin) jsou vyuzivany jako imuno-
farmaceutika v Cing, Japonsku a Koreji (Zheng et al., 2005). Vlastni aktivita polysacharidi je
dana jejich slozenim a velikosti (Bohn and BeMiller, 1995). Nejcast&jsi bioaktivni
polysacharidy z hub jsou p—(1— 3) a B-(1— 6) glukany (Wasser, 2002).

Komer¢ni zajem 0 houby se zvysil v 70. letech 20. stoleti v dusledku maloobchodni
a restaura¢ni poptavky (Filip, 1998). Riziko spojené s Castou konzumaci hrozi Vv disledku
mozné hyperakumulace rizikovych prvka typu Cd, Pb, Hg, Ag, As a radionuklidt (Falandysz
and Borovicka, 2013). Mnozstvi rizikovych prvkl, zejména té€zkych kovli pfitomnych
V houbéch je zavislé na misté¢ vyskytu. Mezi takova rizikova mista patii plochy sousedici s
blizkou pozemni komunikaci (Kala¢ and Svoboda, 2000), primyslovych a sopecnych oblasti

(Severoglu et al., 2013). Houby z téchto rizikovych mist obsahuji dalsi latky s karcinogennimi
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ucinky, zptsobujici dychaci a srde¢ni potize a poskozujicimi ledviny (Lima et al., 2012). Dalsi
riziko je spjaté s druhem houby z diivodu rozdilné schopnosti akumulace $kodlivin (Kalac,
2010) a zpusobu jejiho péstovani Vv ptipadé komeréné péstovanych druhu (Stihi et al., 2011).
Béhem let ale nebyl nalezen vyznamny rozdil v obsahu prvkii nalezenych u volné rostoucich
hub na stejném mist¢ (Svoboda et al., 2000). Pfiblizn¢ tfetina jedlych hub ma naopak
terapeutické vyuziti (Lima et al., 2012), jez lze uplatnit pro 1écbu podvyzivy (Sachan et al.,
2013), pro modulaci nadvahy (Feeney et al., 2014), 1é¢bé chronickych onemocnéni a

predchazeni oxida¢niho stresu (Leal et al., 2013).

3.2 Volné radikaly

Kyslikova toxicita byla poprvé popsana v roce 1878 prostiednictvim pokust provedenych na
laboratornich zvitatech. Prvni pokusy s volnymi radikaly (VR) zapocaly roku 1894, ale az mezi
Ctyficatymi a padesatymi lety 19. stoleti byly poprvé oznaceny jako pfi¢ina né¢kterych nemoci.
Pfesto vSe jim nebyl vénovan VEtsi zajem, do doby objevu enzymu superoxiddismutasy (SOD)
v roce 1969 (Beckman and Ames, 1998, Knight, 1998). Nyni je volnym radikalim ptikladan
velky zajem, nejen kvili procesu starnuti (obr. 1), ale i kvuali vlivu na vice nez 100 nemoci

(Knight, 1998).

Z chemického pohledu se za VR povazuje jakakoliv vysoce reaktivni molekula, atom ¢i
iont s jednim nebo vice neparovymi elektrony ve valenénim obalu, ktery je schopen samostatné
existence a dovede vytvaret fetézové reakce (Heunks and Dekhuijzen, 2000, Kasper and
Burghardt, 2015). Vysoka reaktivita VR je dana jako disledek snahy o dosahnuti neutralniho
naboje (Platenik, 2009). Vysoka reaktivita né€kterych VR je kompenzovana jejich kratkou
zivotnosti (tfeba 10 sekund) v Zivych organismech (Young and Woodside, 2001). Zakladni
formy volnych radikald (tab. 1) jsou volné kyslikové radikaly (Reactive oxygen species; ROS)
a volné dusikové radikaly (Reactive nitrigen species; RNS). Mezi VR patii hydroxylovy
radikal, oxid dusnaty (NO) (Fang et al., 2002) a superoxid, ktery je jeden z nejvyznamnéjsich
ROS, jehoz nejvétsim producentem v zivé bunice je dychaci fetézce v mitochondrii (Platenik,

2009).



Tab. 1: Priklady volnych radikali v prubéhu oxida¢niho stresu (Sies, 1985, Slater, 1988, Giilgin,
2012, Beckwith and Ingold, 2013)

Zkratka Slou¢enina Poznamka
O, superoxidovy anion Redukovany stav elektronu, vytvafen mnoha
autooxidacnimi procesy (pt.: flavoproteiny)
%0, dioxidanediyl -
10, singletovy kyslik Vznika z O, absorpci energie, ktera ho povysi
do excitovan¢ho stavu
HO,e perhydroxylovy radikal O, prosly protonaci, 1épe v tuku rozpustny
HO- hydroxylovy radikal Vznikly bud’ Fentonovou reakci nebo Haber-
Weisovou reakci, vysoce reaktivni
RO- alkoxylovy radikal Organicky (pt.: tuky) radikal
ROO- peroxylovy radikal Oficialné vytvoren z organickych (pf.: tuky)
peroxidiu, ROOH
ROOH - Organicky hydroperoxid (pf.: tuky, thymin-
OOH)
1A4O; (také Oz*) - Samotny molekularni kyslik, prvni excitovany
status, je diamagneticky, neptirodni
5RO (také RO*) - Rozruseny karbonyl (pf.: vytvoren pies
dioxethan jako ptechod)
RSe thiyl -
RNO- Nitroxyl -
NO- - -
NOz' - -
L. Lipidovy radikal -
Pe Proteinovy radikal -




Volné radikély vznikaji rGznou cestou prostfednictvim jak zdravych, tak patologickych
bunék podilejicich se na metabolismu (Elmastas et al., 2007). Mezi casté exogenni pficiny
muizeme Vyjmenovat vystaveni kuze ultrafialovému zafeni za vzniku lipofuscint, tzv.
stafeckych skvrn (Pacifici and Davies, 1991) a inhalaci cigaretového kouie (Leonard et al.,
1995). Dalsim zdrojem je 0zon, jez je silnym oxidantem naruSujici spravné fungovani plic
v disledku ¢ehoz dochazi k zanétlivym reakcim (Romieu et al., 2004). Vyznamné¢ se na tvorbé
VR podili i ionizujici zafeni (Slater, 1988, Fang et al., 2002), pramyslové polutanty,
xenobiotika (Young and Woodside, 2001). Vystaveni stresovym situacim, probihajici infekce
a jidlo jsou dal$imi zdroji VR (Elmastas et al., 2007). Mezi endogenni zdroje patii pusobeni
enzymil, jako je hydrogen nikotinamid adenin nukleotid fosfat (NADPH) oxidaza,
xantinoxidaza, endotelialni syntéza NO (Li et al., 2014), dale mitochondrialni elektronovy
transport a autooxidacni reakce (Young and Woodside, 2001). Mezi zdroje ROS a RNS patfi i
télesny pohyb (Neubauer et al., 2010). Skeletalni svaly produkuji VR pfii odpocinku. Pfi
narustajici fyzické zatézi se pfimo umérné zvysuje produkce VR vedouci ke vzniku oxida¢niho

stresu a sméfujici k svalové inavé (Heunks and Dekhuijzen, 2000, Ramel et al., 2004).

Neutralizace VR mize byt obtizna. Z tohoto divodu je vhodna nalezita anti-radikalova
(antioxidac¢ni) ochrana, ktera je komplexni a zahrnuje enzymové antioxidanty, jak lipofilni, tak
hydrofilni povahy (Holecek, 2006). Odstranéni ROS a RNS probihd n¢kolika zptisoby a to
pisobenim antioxidantd, kde mezi nejvyznamnéjsi patii rostlinné fenolové slouceniny, vitamin
C, vitamin E, glutation, kyselina moc¢ova, selen, zinek, glutation (Elmastas et al., 2007). Dale
prostfednictvim potlaceni (tzv. quenching), kdy se volné radikaly pevné zachyti jinymi
molekulami a tim dojde k jejich zneskodnéni. Ptipadné reakce dvou volnych radikald
vzajemnég, kdy dojde ke sdileni elektronii a volné radikaly zaniknou, napf. NO« + OHe =

ONOQO", nebo vylouéenim z téla béznou cestou: skrze moc, stolici a hnis.



Obr. 1: Mechanismus ovliviujici starnuti (Beckman and Ames, 1998)
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3.2.1 Negativni ucinek volnych radikalt

Negativni pasobeni volnych radikalit oznaujeme pod pojmem oxida¢ni stres (Valko et al.,
2006). Oxida¢ni stres je zpdsobovan primarné nerovnovahou mezi endogennimi pro-
oxida¢nimi enzymy, jakou je xantin oxidaza a NADPH oxidaza. Dale enzymy s antioxida¢nimi
vlastnostmi: superoxid dismutaza, glutation peroxidaza, heme oxygenaza, thioredoxin

peroxidaza/peroxiredoxina, katalaza a paraoxonaza (Forstermann, 2010).

Utinky oxidaéniho stresu jsou ndhodné povahy a dominantni uéinek je nasmérovan na
takovou bunécnou membranu s lipidy, kterda ma zastoupeni vétsiho mnozstvi proteint

(MacLean et al., 1992). VR jsou zodpovédné za vznik vice nez 100 druhd nemoci, pfevazné se
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jedné o riznd nadorova onemocnéni (mozku, zaludku, traviciho traktu, prsu, délozniho hrdla,
plic, prostaty, koznich nadort a dalsich) (Sun, 1990, FU et al., 2002, Cheung et al., 2003, Liu et
al., 2004, Holecek, 2010, Vaz et al., 2011).

Dale VR negativné ovliviiuji imunitu a rast (Catoni et al., 2008), prokazatelny je jejich
Casty vyskyt u autoimunitnich onemocnéni typu systémovy lupus erythematodes, Crohnova
choroba (Svacina et al., 2010) a diabetu (Kim et al., 2008, Magenta et al., 2014). Mohou
Kapoor, 2001, Barros et al., 2007a), prokazatelny je i negativni pusobeni na aterosklerozu
(Halliwell and Gutteridge, 1984, Violi et al., 2004, Li et al., 2014, Kasper and Burghardt,
2015).

Pii poni¢eni bunéénych membran tvofenych lipidy muze dojit k arytmii Vv disledku
pasobeni VR (Davies et al., 1990). V kombinaci tézce pracujiciho svalu, ktery se zahiiva az na
teplotu 45 °C za sniZzeni hodnoty pH, expanze leukocyti a tvorby VR mize dochazet u
svalovych vlaken k t¢zkému poskozeni. Obzvlasté bila vlakna jsou na stres citliva (Svacina et
al., 2010). Dale muze dochazet k poskozovani mozku prostiednictvim lipoperoxidaci mastnych
kyselin s vétsim poctem dvojnych vazeb (Siesjo et al., 1988), coz dokazuje i vétsi vyskyt
volnych radikalt nachdzejici se v pacientech po mozkové mrtvici (Maeno et al., 2009).
Poskozuji DNA (Fu et al., 2002) a oxiduji proteiny (Cheung et al., 2003).

Oxidacéni stres a snizené produkce NO jsou pravdépodobné faktory spjaté se syndromem
inzulinové rezistence. Oxid dusnaty je pfimo spotiebovavan produkty pokrocilé lipooxidace,
které navic maji schopnost oxidovat a glykosylovat LDL ¢astice (low density lipoproteine), coz
zvySuje schopnost poskozovat funkci INOS. Dale pii probihajicim oxida¢nim stresu
a nalezitém vycerpani antioxida¢nich naraznikli dojde k reakci superoxidového radikalu s NO
za vzniku ONOO" (Svacina and Owen, 2003) s vlastnostmi toxické latky (Domenico, 2004).
V prubéhu triatlonu bylo zjiSténo, ze podani antioxidantl ma pozitivni ochranny vliv pfi del$im
svalovém vykonu na oxida¢ni stres (Neubauer et al., 2010). Nedostatek antioxidantii (obr. 2)
tedy vede ke snizeni vykonnosti, coZ neni podcefiovano ve sportovni sféfe, ale je opomijeno

Vv té tézce pracovni (Svacina et al., 2010).

Vyznamny vliv VR je ptikladan v procesu starnuti. Piestoze existuje vice nez 300 teorii o
starnuti, s tou dnes nejvice uznavanou prisel roku 1956 Denham Harman se zjisténim, Ze volné
radikaly jsou produkovany aerobnim cyklem s kumulujicim se poskozenim tkani oxidaci, které

jsou zodpovédné za starnuti a smrt (Harman, 1992, Beckman and Ames, 1998, Harman, 2006).
11



V pribéhu starnuti klesa antioxida¢ni ochrana téla (tfeba snizenim tvorby koenzymu Q-10),
zvySuje se poskozovani stavebnich slozek t€la (lipidd, proteini, DNA) piicemz se snizuje
télesna schopnost regenerace biomolekul a zrychluje se zkracovani telomerd, jez jsou pro zivot
limitujici. Uvnitf bun¢k stoupa koncentrace vapniku, LDL, produktt lipoperoxidace, aldehydy,
homocystein, ferritin aj. Klesa endotelialni produkce NO. Velka $kala negativnich zmén se
manifestuje ve stafi v podobé Sirokého spektra onemocnéni (Holecek, 2006). Priméfenym
pfijmem antioxidantl a snizenim kalorické hodnoty jidla se da prodlouzit priimérny vék o 5 let
a vice (Harman, 1992). Nové¢jsi prace poukazuji ovSem na jinou pfi¢inu a oddé€luji se od
tradi¢ni teorie navrhnut¢é Harmanem (Vina et al., 2013, Gladyshev, 2014). Negativni Gi¢inek
ROS ma byt spiSe spjat se sniZzenou signalizaci nez s poskozenim citlivych cili (Liochev,

2013).
Obr. 2: Negativni ptisobeni volnych radikalt (Slater, 1988)
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3.3 Antioxidanty

Termin antioxidant byl definovan jiz v 40. letech 19. stoleti pomérné tzce, jako latka schopna
zastavit fetézové radikalové reakce typu peroxidace lipida (Barros et al., 2007a, Platenik,
2009). Rostlinné antioxidanty jsou sekundarni metabolity syntetizované rostlinou K vlastni
ochran¢ pied oxida¢nim stresem (Catoni et al., 2008). Antioxidanty chrani rostlinné i Zivo¢isné
tkan¢ pred poskozenim (Sun, 1990), které vznika v disledku G¢inku VR. Jejich ucinek je
zejména Ve schopnosti zabranit formovani VR (Barros et al., 2008a, Niki, 2014) a v odstranéni
s iniciaci jejich rozkladu (Young and Woodside, 2001). Antioxidanty mohou slouzit jako
prevence nebo ochrana pfed chronickymi zanéty, obezitou, rakovinou a dalSimi chorobami

(Steinmetz and Potter, 1996, Fang et al., 2002).

Za nejdulezitéjsi fytochemické slouc¢eniny povazujeme rostlinné fenolové slouceniny, jez
vykazujici fyziologické pusobeni. Jedna se o UCinky protialergenni, antimikrobidlni,
Manach et al., 2005). Tyto latky s antioxidacnimi OCinky se nachazeji téméf ve vSech
potravinach rostlinného puvodu. Zejména v ovoci, zelenin¢ (Hertog et al., 1993, Kaur and
Kapoor, 2001), 1ze je nalézt v houbach (Kim et al., 2008, Han et al., 2011, Palacios et al., 2011,
Vaz et al., 2011, Chowdhury et al., 2015, Tel et al., 2015), ¢okolad¢, ving, pivé, kave, ¢aji a
mnoha bylinach (Henriquez-Sanchez et al., 2015). Mnozstvi antioxidantli obsazenych
V potravinach vyrobenych z rostlin bohatych na rostlinné fenolové slouceniny piimo koreluje se

stafim téchto potravin (Serafini et al., 2002).

Konzumace potravin bohatych na antioxidanty pozitivné ovliviiuje mnozstvi antioxidantti
ptitomnych v lidské plazmé (Stanner et al., 2004, Elmastas et al., 2007), prostiednictvim ¢ehoz
muze dochazet k omezeni vyskytu riznych nadorovych onemocnéni (Steinmetz and Potter,
1996, Fang et al., 2002). Piestoze v poslednich letech trh zaplavil obchod sumélymi
antioxidanty, pomalu se od nich odpousti z divodu toxicity a ohroZeni zdravi (Liu et al., 2004,
Bjelakovic et al., 2014).

Bunky maji pestrou Skalu antioxida¢nich mechanismii chrénici a opravujici bunky
(Koracevic et al.,, 2001). Obecné antioxidaéni ochranu ovliviluji zejména koncentrace
antioxidantli, oxidovany substrat, pfitomnost dalSich antioxidantl (v dasledku synergického ¢i
antagonistického pisobeni), pouzité rozpoustédlo (v testech in vitro), pH, homogenita ¢i vice
fazovost sledovaného systému, pfitomnost dalSich latek (obzvlasté bilkovin), oxidac¢ni €inidlo,

fyzikalni faktor (svétlo) iniciujici oxidaci, teplota, parcialni tlak kysliku, resp. obecné ptistup ke
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kysliku a pfitomnost iontd kovi s proménlivou valenci (Réblova, 2012). Koncentrace in vitro
jsou Castéji 1 fadoveé vyssi nez realné koncentrace antioxidantii in vivo. Vyznamny vliv na
antioxida¢ni aktivitu mize mit i1 zplsob sledovani oxidace nebo zplsob kvantifikace
oxidaéniho u¢inku (Pinchuk et al., 2012). Mezi dalsi dulezity faktor, ktery ovlivituje ucinek
antioxidantli mezi in vitro a ucinkem in vivo, je jejich biologicka dostupnost tvofena tfemi
kroky: uvolnéni ptislusnych latek z potravinové matrice, jejich vstfebavani v travicim traktu

a samotny prestup do bunék (Réblova, 2011).

Rozdéleni antioxidantti dle Kochhar and Rossell (1990):

1) rostlinné fenolové slouceniny

2) slouceniny, které reaguji s kyslikem pfimo (vitamin C)

3) sekundarnich antioxidantl - rozkladaji hydroperoxidy na stabilnéjsi slou¢eniny
4) enzymaticka antioxidanty

5) chelatujici a maskujici ¢inidla - kyselina citronova, aminokyseliny

Jeden z dal$ich uhlu pohledii na rozdé€leni antioxidanti je v disledku vysvétleni pojmu
antioxidacni ochrana téla, které zahrnuje prvné anatomické uspotfadani regulujici hladinu
kysliku v téle. Lidské t€lo vyuZivd obdobnou primitivni strategii jako niZ§i vyvojovy druh
jednobunéénych organismu, které se pied toxickou koncentraci kysliku chrani shlukovanim.
Lidsky povrch téla je chranén vrstvou mrtvych bunék, které fikame kiize, a epitel dychacich
a travicich cest je pokryt hlenem. Kone¢ny spotiebitel kysliku (mitochondrie) diky témto
praktikam pracuje s 300x mensi koncentraci kysliku, nez je ve vzduchu (Platenik, 2009). Za
druhé télo vyuziva antioxidacni enzymy v Cele s superoxiddismutizou produkujici peroxid
vodiku, na jehoz redukeci je v téle jiz mechanizmu vice (Réblova, 2011). Za tfeti miizeme uvést
sekvestraci redoxné aktivnich ptechodnych kovii Fe a Cu, které jsou nezbytné pro zivot. Dalsi
skupinou jsou antioxida¢ni substraty, nebo taky nizkomolekularni antioxidanty, do kterych
zatfazujeme bunécné thioly, bilirubin, kyselina mocovou, vitamin C a jim podobné. Za 5. jde o
stresovou reakci organismu na oxidacni stres, kde dévka, jez organismus/buniku nezabije, ji
posili a kone¢né do antioxidac¢ni ochrany sensu lato zarazujeme i systémy opravujici oxidacni

poskozeni DNA, proteint a lipida (Platenik, 2009).
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3.4 Antioxidanty ptitomné v houbach
3.4.1 Vitaminy vV houbach

3.4.1.1. Vitamin B2

Vitamin B2 (Riboflavin) byl poprvé izolovan v necisté formé z bovinniho mléka roku 1879
(Ross, 2014). Riboflavin je ve vodé rozpustny vitamin (Petteys and Frank, 2011) nachazejici se
v ur¢itém mnozstvi 1 v houbach (Bernas et al., 2006). Je soucasti koenzymu hrajici dilezitou
roli v oxida¢nim metabolismu (Sugiyama, 1992). Riboflavin je ¢asto odmitan do zafazeni
antioxidantli. Sdm o sob&é nemd nikterak vyznamné antioxidac¢ni schopnosti, ale ma silné
antioxidac¢ni pusobeni in vivo jako prekurzor FMN a FAD. Hlavni protektivni role pted

nechténou lipoperoxidaci je jeho Gcast v glutationovém redox cyklu (Rivlin and Pinto, 2001).

3.4.1.2. VitaminC

Vitamin C byl identifikovan v 30. letech 19. stoleti Albertem Szent-Gyorgyi (Svirbely and
Szent-Gyorgyi, 1933). Chemicky se jednda 0 ve vodé rozpustny ketolaceton sdvéma
ionizujicimi hydroxylovymi skupinami poskytujici antioxida¢ni vlastnosti (Fang et al., 2002,
Padayatty et al., 2003). Reakci s volnym radikalem provazi vznik dehydroaskorbové kyseliny
a askorbového radikalu, ktery je pomérné nereaktivni v disledku rezonance dvou volnych
elektronti (Du et al., 2012). V téle tvoii 9 % antioxidacni kapacity ¢lovéka (Holecek, 2006).
Jeho prostiednictvim jsou chranény dalsi antioxidanty, tieba vitamin E (Bendich et al., 1986).
Jako antioxidant reaguje rychle svolnymi radikaly (Packer et al., 1979) akombinaci
s bioflavonoidy u¢inngji blokuje volné radikaly (Balch and Balch, 1997), tudiz chrani pted

oxida¢nim stresem.

Urcita koncentrace vitaminu C je nezbytna pro celou skalu metabolickych dé€ji, napt. pro
syntézu kolagenu v pojivové tkdni, pro syntézu hormont kiiry a dfené nadledvin, pro resorpci
nehemového Zzeleza, pro hojeni ran, optimalni funkci imunitniho systému (Kasper and
Burghardt, 2015). Déle chrani mukézni tkané a brani tvorbé nitrosaminti v zaludku (Duell et
al., 2013), zabranuje rozvoji rakoviné pfijmem velkych davek intravenozné (Mikirova et al.,
2012), ale jeho peroralni pfijem nema vliv na vyskyt rakoviny prsu (Hutchinson et al., 2012),

prostaty a dalSich druhti rakoviny (Wang et al., 2014). Vyssi piijem vitaminu C ovliviiuje délku

15



bézné chiipky (Hemild, 1994, Van Straten and Josling, 2002, Douglas and Hemila, 2005), ale
zaroven muize dojit k evokaci gastrointestinalnich potizi, pfedev§im osmotického prijmu
(Kasper and Burghardt, 2015). Riziko spjaté s tvorbou ledvinovych kament je posuzovano
rizné, pro bezpecnost se priklanéji Curhan et al. (1996, 1999), a Traxer et al. (2003), proti tomu
oponuje Baxmann et al. (2003), a Thomas et al. (2013). Protoze je otazka ohledné¢ tvorby
ledvinovych kamentl stile oteviend, aby se zabranilo nezddoucim Uc¢inkim, byla navrzena
hodnota LOAEL v Némecku (Lowest Observed Adverse Effect Level), 3g/den, a UL
(Tolerable Upper Intake Level), 2g/den (Kasper and Burghardt, 2015).

3.4.1.3. VitaminD

Piestoze byl tento vitamin jinak nazyvany kalciferol objeven ptiblizné pted 100 lety, jeho
nedostatek byl popsan daleko predtim. Jiz v roce 1645 D. Whistlerem v Nizozemi a roce 1650
F. Glissonem v Anglii popsali pfiznaky nedostatku tohoto vitaminu (Ross, 2014).
V soucCasnosti rozlisSujeme mezi ergokalciferolem (D2), vyskytujicim se v rostlinach,
a cholekalciferolem (Ds3) ziskavany prostiednictvim potravin zivocisného pavodu. Lidsky
organismus si vytvaii ur€it¢é mnozstvi vitaminu D3 2z dehydrocholesterolu piisobenim
ultrafialového zafeni B (UVB) obsazeného ve svétle (Lehmann and Meurer, 2010). Z D, nebo
D3 se vjatrech syntetizuje 25-hydroxykalciferol (kalcidiol). Ten je posléze v ledvinach
hydroxylovan na 1,25-dihydroxycholekalciferol (kalcitriol), podilejici se na mnoha
vyznamnych télesnych funkci (Christakos et al., 2012). Cirkulace metabolitu tohoto vitaminu
ovlivituje homeostazi vapniku a fosforu, rst a regulace, imunitni reakce, kardiovaskuldrni
zalezitosti a neuro-svalové efekty (Ross, 2014). Vitamin D ma i antioxidac¢ni vlastnosti, kdy
jako membranovy antioxidant inhibuje na Zelezu zavislé lipozomalni peroxidace lipidi

(Wiseman, 1993).

Houby jsou jedinym nezivodisnym zdrojem vitaminu D (Han et al., 2011) a volné
rostouci houby jsou jeho dobrym zdrojem, ovSem k jeho produkci je zapotiebi dostatek
piirozeného svétla (presnéji UVB), ¢imz predéi houby bézné péstované ve tme (Guillamoén et
al., 2010, Valverde et al., 2015). Populace v Ceské Republice trpi celoroéné nedostateénym
pfijmem vitaminu D (Tlaskal, 2013). Proto je hodnotnym doplikem tohoto vitaminu prave

konzumace hub, obzvlasté v zimnich mésicich, kdy je slune¢niho zafeni méné.
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3.4.1.4. Vitamin E

Objevitelem Vitaminu E byl H. E. Mattill, kdyz se postupné zajimal od roku 1920 o slozeni
kravského mléka, které sam oznacil za ,,perfektni jidlo* (Wolf, 2005). Vitamin E je obecny
termin pro vSechny tokoferoly a tokotrienoly (Valk and Hornstra, 2000). Jako ucinny
antioxidant (Fang et al., 2002) piisobi preventivné proti oxidaci lipidii bunéénych membran tim,
ze likviduje vzniklé peroxylové radikaly. Peroxylové radikaly upfednostiiuji 1000x vitamin E
pred PUFA za vzniku tokoperoxylového radikalu (Vit E-O) (Ross, 2014).

Reakce v pFritomnosti vitaminu E:
ROO- + Vit E-OH — ROOH + Vit E-O-
(Tokoperoxylovy radikal nasledné reaguje s vitaminem C a obnovi se tak Vitamin E)

(Packer et al., 1979)

Reakce bez pritomnosti vitaminu E:
ROO- + RH — ROOH + Re
Re+ O2 — ROO-

(Ross, 2014)

Ma zastoupeni v prevenci Sedého o¢niho zékalu zptsobenym radikalovym poskozenim
o¢ni ¢ocky (Balch and Balch, 1997). Tvoii ptiblizné 3 % antioxidacni schopnosti ¢lovéka
(Holecek, 2006) a pusobi spolec¢né se selenem (Balch and Balch, 1997).

3.4.2 Mineraly v houbéch

Houby jsou bohaté na stopové prvky (Berna$ et al., 2006), déle je rozepsan selen pro jeho

relativni vzacnost v sttedoevropské straveé a pro jeho biologické ptsobeni.
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3.4.2.1. Selen

Stopovy prvek selen byl objeven v roce 1817 Berzeliem (Hatfield et al., 2011). O selen se
poprvé zacali biologové zajimat v 30. letech minulého stoleti, kdy doslo k otravam dobytka pii
spasani travy rostouci na pudé bohaté na selen (Ross, 2014). O vice jak 20 let pozdé&ji Schwarz
and Foltz (Schwarz and Foltz, 1957) zjistili na vitamin E deficitnich krysach, ze pfijem selenu
ptedchazi vyskyt jaterni nekroze a zacalo se na tento prvek nahlizet jinak, nez jen jako ryze
toxickou zalezitost (Schwarz and Foltz, 1957). Selen pisobi spole¢né s vitaminem E. Je
soucasti enzymu glutation peroxidazy, ktery konvertuje Skodlivy peroxid vodiku na vodu za
soucasné oxidace glutationu (Balch and Balch, 1997, Kasper and Burghardt, 2015). Biologicka
dostupnost z hub pro ¢lovéka je neznama, ale vysledky na krysach hovoii o 5 % (Ross, 2014).
Nedostatek selenu vyvolava tézké poskozeni jater, srde¢niho svalu, pohlavnich zldz aj. Ve

vysSich koncentracich pisobi selen teratogenné, mutagenné a karcinogenné (Kasper and

Burghardt, 2015).

3.4.3 Rostlinné fenolové slouc¢eniny

Fenolové slouceniny jsou aromatické slozky hub slozené z jednoho ¢i vice aromatickych kruh,
s jednou nebo vice hydroxylovou skupinou. Zahrnuji velky pocet podtiid (obr. 3), piikladem
flavonoidy, fenolové kyseliny, stillbeny, lignany, tanniny a oxidované fenoly (Palacios et al.,
2011). Mnohé in vivo a in vitro studie prokazaly podptrné biologické vlastnosti s pozitivnim
vlivem na lidské zdravi (Wasser and Weis, 1999, Barros et al., 2007c). Rostlinné fenolové
nadorové, proti-artritické a antimikrobialni ptsobeni (Vaquero et al., 2007, Palacios et al.,
2011). Dale jsou spojovany Se zpomalenim progrese nadorovych onemocnéni a aterosklerozy
(Cheung et al., 2003, Puttaraju et al., 2006). Bioaktivita mize byt provazana Se schopnosti
chelatace kovi, inhibici lipooxygenasy nebo zhasenim VR (Decker, 1997, Puttaraju et al.,
2006).
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Obr. 3: Rozdéleni fenolickych latek na skupiny a podskupiny (Spencer et al., 2008)
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Flavonoidy jsou podskupinou rostlinnych fenolovych latek, které Ccitaji nad 8000
sloucenin (Pietta, 2000). Nachazeji se v rostlinné stravé (Liu et al., 2004, Spencer et al., 2008)
a Vv napojich z nich pfipravenych (pf.: Cervené vino nebo c¢aj) (Ishige et al., 2001). Jedna
z prvotnich funkci diskutovanou kolem flavonoidi byla jejich antioxida¢ni ochrana
Vv potravinach zahrnujici stabilizaci potravin proti hniti, zluknuti a prodlouzeni trvanlivosti.
V poslednich 20 letech probéhlo mnoho studii na téma flavonoidi prokazujici pozitivni ucinky

na zdravi organismu.

Ptijem flavonoidii mize pfimo korelovat s vyskytem kardiovaskularnich a nddorovych
onemocnéni a dalSich chronickych onemocnéni (Ross, 2014). Zajem obzvlasté prohloubil roku

1992 doktor Renaud na zaklad¢ epidemiologickych dat, které souvisely s piijmem vina
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a mnozstvim saturovanych tukt, dnes znamy pod pojmem ,,Francouzsky paradox* (Catalgol et
al., 2012). Dalsi studie zabyvajici se pusobenim flavonoidi nasméroval K prevenci rakoviny a
kardiovaskularnich onemocnéni. Uéinek byl ptipisovan resveratrolu (Criqui and Ringel, 1994,
Kopp, 1998). Pii blizsim pfezkoumani se tento Gc¢inek resveratrolu v takové mite, ktery je
obsazen ve ving, neprokazal. Zdravotni G¢inek je nyni pfipisovan spise ke konzumaci vétsiho
mnozstvi zeleniny (Ferriéres, 2004) ptipadné¢ mensim a Castéj$im porcim (Rozin et al., 2003).
Je t&zké ustanovit nalezité benefity flavonoidti na zdravi z nékolika davoda: EXistuje piilis
velka rozmanitost mezi flavonoidy v rostlinné stravé, obzvlasté v zavislosti na jejich mnozstvi.

Navic nejsou znamy presné metabolické cesty (Spencer et al., 2008).

Flavonoidy se n€kdy oznacuji za vitamin P, ale nejsou vitaminem v pravém slova smyslu
(Balch and Balch, 1997). Flavonoidy jsou skupinou fenolovych sloucenin se zdravi
prospé$nymi G¢inky, mezi néz mizeme zafadit protizanétlivé pusobeni, zhaseni VR, inhibice
hydrolytickych a oxidativnich enzymu (Kim et al., 2008). Jeden z dulezitych funkénich faktort
faktor kappaB (Epstein et al., 1997), navozujici (indukujici) syntézu oxidu dusnatého (Anson et
al., 2010). Protizanétlivy efekt flavonoidi spo¢iva Vv inhibici syntézy a aktivity prozanétlivych
mediatort eikosanoidl, cytokint, adhezujicich molekul a C-reaktivniho proteinu (Serafini et
al., 2010). Ve stievech flavonoidy vykazuji nejen dulezitou protizanétlivou aktivitu asociujici
s inhibici makrofagu, ale funguji i antioxida¢né. Nékteré flavonoidy také snizuji TNFO (tumor

necrosis faktor) a navozuji syntézu NO (Sanchez de Medina and Zarzuelo, 2008).

- .o,

3.5 Protizanétliva aktivita jedlych hub

Historické zdznamy o zanétu Ize najit prakticky v kazdé knize spjaté s poranénim
Vv pisemnostech ze staré Mezopotamie, starého Egypta, Recka a dalsich. Zanétem se rozumi
odpoveéd’ zivé tkané na lokalni poskozeni, vedouci k akumulaci krevnich bunék a tekutiny pro
navySeni ochrany pied napadenim cizim organismem (Ryan and Majno, 1977). Akutni zanét je
tedy nejrychlej$i odezva imunitniho systému na poskozeni buné¢nych tkani. Kratce trvajici
odezva imunitniho systému ve form¢ zanétu je normalni s fadou pfinosl, naopak dlouze trvajici
zanét je Skodlivy a bolestivy proces (Romieu et al., 2004). Zanétlivé mediatory zahrnuji
metabolity kyseliny arachidonové, cytokiny, chemokiny a volné radikaly. Chronické vystaveni
témto mediatorim vede k zvySeni bunétné proliferace, mutagenezi, onkogenni aktivaci

a angiogenesi (Shacter and Weitzman, 2002).
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Strava ovlivituje zanétlivé odpovédi organismu. Spatna nevyvazena strava a obezita je
zodpovédna za dlouhodoby oxidacni a zanétlivy stres vedouci k mnoha onemocnénim (Joseph
et al., 2015) typu astma, revmaticka artritida, idiopatické stfevni zanéty, lupénka, aterosklerdza

a dalsi (Epstein et al., 1997, Epstein and Ross, 1999, Svacina et al., 2010).

Houby vykazuji protizanétlivé G¢inky, jak ukazuji studie Borchers et al. (2004), Han et al.
(2011), Du et al. (2015), Ruthes et al. (2015), Valverde et al. (2015). NejdilezitéjSimi
hub jsou dany regulaci prozanétlivych cytokinti: NO, interleukiny, TNF-a (Tumor necrosis
factor), INF-y (interferon), prostaglandiny E> aj. (Du et al., 2015). Systémovy zanét, resp. zanét
po jidle, se u obéznich lidi nedafi ovlivnit Zddnymi jidelnimi Gpravami vcetné antioxidancii

(Svacina, 2014, pers. comm.).

3.5.1 p—glukany

B—glukany patii do heterogenni skupiny glukozovych polymerd. Jsou soucasti bunéénych stén
rostlin, nékterych bakterii, volné rostoucich hub a fas se schopnosti ovlivnit imunitni systém
(Akramiene et al., 2006, Sweeney et al., 2012). B—glukany jsou ve vod¢ rozpustné,
fermentovatelné vlakniny, které se za piasobeni stfevni mikrobioty rozkladaji za vzniku
kyseliny chlorovodikové, propionové, maselné, valerové a hepatonové (Immerstrand et al.,
2010). Specialni formy B—glukanti: homo- a heteroglukany s glykosidickymi mistky (B (1->3),
B (1->4) a B (1->6)) jsou zodpovédné za nékteré zdravotni prinosy hub. Jedna se o zlepSeni
funkce makrofagli, zvysSeni odolnosti proti virovému, bakterialnimu, houbovému nebo
parasitickému napadeni (Manzi and Pizzoferrato, 2000, Bernas et al., 2006) ¢i alespon vykazuji
protinadorovou aktivitu (obr. 4) (Brown and Gordon, 2001, Borchers et al., 2004).

Rozpustnost a viskozita s molekularni véhou jsou hlavni fyziologicko-chemické
parametry urcujici uc¢innost P—glukanti a ovlivijici glukozovou odpovéd’ s plisobenim
stfevnich hormont (Carbonero et al., 2006). U tézkych molekul byl zjistén rozpad na vétsi
mnozstvi mensich monomerti. Rozpustnost ve vodé je nepifimo umérna velikosti a vaze
B—glukant, kde téz$i a vice molekularni p—glukany jsou efektivnéjsi nez leh¢i (Wasser, 2002).

Viskozita pfilis neovliviiuje absorpci f—glukant (Immerstrand et al., 2010).

Dale maji schopnost snizovat hladinu cholesterolu (Lavi et al., 2006). Vykazuji

protinadorové pusobeni (Nitschke et al., 2011), maji anti-mutagenni a anti-cytotoxické ucinky
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(Guillamon et al., 2010). Svoji strukturou aktivuji makrofagy a NK (nature killers) bunky
(Akramiene et al., 2006) majici vyznamnou roli v imunitnim systému. Pti dlouhodobéjsim
podéavani B-glukanti dochazi k lepsi odolnosti respiracniho systému proti infekcim v disledku
vySsi télesné zatéze (Carpenter et al., 2013). Existuje piedpoklad, Ze obdobné jako vlaknina
pozitivné ovliviiuje postprandialni glykémii a stav krevnich tuki, tak by vétsi piijem
B—glukanti mél ovlivnit postprandialni glykémii a s tim spjatou insulinovou rezistenci. Pfi

zvétSeném piijmu ovSem nebyly zaznamenany zmény (Cugnet-Anceau et al., 2010).

Obr. 4: Mozné ovlivnéni imunitniho systému v pfitomnosti B-glukanti (Wasser, 2002)
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3.5.2 Oxid dusnaty — marker buné¢ného zanétu

NO je plyn, ktery v roli signalni molekuly ovliviiuje mnoho fyziologickych procesii (Kroncke
et al.,, 1997, Domenico, 2004). V 80. letech minulého stoleti byl objeven NO jako tzv.
endothelium-derived relaxing faktor (EDRF) v bunééném endotelu (Palmer et al., 1987). NO
vznikd preménou z L-argininu (Nathan and Xie, 1994, Napoli and Ignarro, 2001)
a citrulinu, ktery je prekursorem nové syntézy argininu, ¢imz se i Citrulin stava vyznamnym
prekurzorem vzniku NO. Arginin si dokaze ale télo vyrobit de novo zaroven z jinych
aminokyselin a nemusi byt nutné pfijiman potravou (Ross, 2014). NO se syntetizuje z argininu
tfemi riznymi formami syntetazy oxidu dusnatého (NOS) v disledku ptisobeni 3 rtiznych geni
(neuronova NOS jako NOS 1, inducible NOS jako NOS 2 a endotelialni NOS jako NOS 3)
(Weitzberg and Lundberg, 1998, Pergola et al., 2006a, Férstermann and Sessa, 2012).

Oxid dusnaty je neptetrzit¢ produkovan NOS 1 a NOS 3, které jsou aktivovany
kalcium/kalmodulin komplexem. NOS 2 je nezavisly na vapniku a jeho mnozstvi stoupa pii
zanétlivych reakcich a s tim roste i produkce NO (Peponis et al., 2002). NO vyprodukovany
NOS 1 a 3 funguje jako neurotransmiter, k tomu ovliviiuje tonus stén cév (Forstermann, 2010).
NO syntetizované NOS 2 ovliviluje vyznamné imunologické funkce, mezi které patii zabijeni
cizich patogenti, produkce cytokini a produkce T-pomocnych bunék. Navic tento NO
vyprodukovany NOS 2 ma cytoprotektivni ucinky, kdyz zvySuje cirkulaci cytokini, jako TNF-
a a interleukiny 6 a 8 (Ross, 2014). NO spliiuje mnoho biologickych funkci: nitrobunééné
aktivuje receptory plasmatické membrany a extracelularné slouzi jako parakrinni faktor
prenasejici informace mezi buiikami (Peponis et al., 2002), pozitivné ovliviiuje orexigenni osu
(Papezova, 2010), podporuje mitochondrialni biogenezi (Valerio and Nisoli, 2015). NO je
dulezity pro plynuly proud krve (Vallance et al., 1989), ktery klesa pfi ateroskleroze (Nyberg et
al., 2012).

-----

Y L

vztahu mezi strukturou a reaktivitou individudlnich latek. Prakticky vétSinu piirodnich
antioxidantl pfijimame z potravy jako soucast slozitych smési, jeZ mohou mezi sebou riznymi

zpusoby reagovat, plisobit synergicky nebo inhibicné€. Z tohoto diivodu se méfeni antioxidacni
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kapacity provadi na celych vzorcich mnohem castéji, nez na jednotlivych slouceninach
(Paulova and Bochotrakova, 2004). Pro porovnani veskeré antioxidacni schopnosti riznych
smési se pouziva TAA (Total Antioxidant Activity), ktera kvantifikuje schopnost vzorku potirat
VR (Fidler and Kolafova, 2009). Za nejc¢astéj$i metody pouzivané k zhodnoceni TAA patii
metody ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl), TEAC (Trolox Ecvivalent Absorbance Capacity), FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching) a TPC (Total Phenolic Content), metod existuje ovSem
mnohem vice. Metody jsou kategorizovany do dvou skupin, a to na metody posuzujici redoxni
vlastnosti a na metody hodnotici schopnost eliminovat volné radikaly. Metody posuzujici
redoxni vlastnosti latek vyuzivda metody chemické (FRAP), elektrochemické (cyklicka
voltametrie, HPLC). Metody zaloZené na eliminaci volnych radikalt délime na metody
hodnotici eliminaci syntetickych radikald (TEAC, DPPH, pozivajici galvinoxyl), metody
hodnotici eliminaci kyslikovych radikali (ORAC) a na metody hodnotici lipidové peroxidace

(He etal., 2012)

3.7 Metody stanoveni antioxidacni aktivity in vitro
3.7.1 Metoda ABTS/TEAC

Casto pouzivanou metodou pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity je elektron-transférova
metoda TEAC. Principem této metody je testovani schopnosti latek eliminovat radikalovy
kationt ABTS+" (2,2"-azinobis(3-ethyl-2,3-ihydrobenzenzothiazol-6-sulfonat)) (Giiglii et al.,
2006). Antioxida¢ni kapacita vzorku je srovnana s aktivitou syntetického troloxu v metodé
TEAC. Generace radikali ABTS-" je nej¢astéji iniciovana peroxidem vodiku, nebo jeho smési
s methmyoglobinem ¢i peroxidasou (Opitz et al., 2014). Rozdily mezi mé&fenim jsou zpisobeny
tim, zda radikaly ABTS<" jsou v reakéni smési generovany pied pfidanim AO nebo vznikaji
soucasné sjeho pfiddnim. Zmény, ke kterym dochéazi v pribc¢hu pokusu, jsou méfeny
spektrofotometricky pfi 734 nm. Metoda, pti které je stanovena TAA pomoci ABTS, ma Siroké
uplatnéni. Jeji pomoci jsou méfeny jednoduSe a rychle smésné vzorky

a latky rizného ptivodu (He et al., 2012).
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3.7.2 Metoda DPPH

Jako prvni metodu DPPH popsal (Brand-Williams et al., 1995). Dnes patii mezi zakladni
metody pro stanoveni antioxida¢ni kapacity latek (Alam et al., 2013). Testovany vzorek reaguje
s radikaly difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl) hydrazyl), ktery
je redukovan za vzniku difenylpikrylhydrazylu a zmény z tmav¢ fialové barvy na barvu zlutou
(Chen et al., 2013). Pokles absorbance se méii spektrofotometricky pii 517 nm. Vyhodou této
analyzy je rychlost, proveditelnost a cena, ke které je potieba pouze UV-VIS spektrofotometr,
diky ¢emuz je metoda velmi oblibend a vyuzivana v mnoha laboratofich. Nedostatkem této
metody miize byt nespravna interpretace vysledki, kdy vysledky mohou byt ovlivnény riznymi
slouc¢eninami, které se ve vysledku mohu spektrofotometricky piekryvat s produkty DPPH.
Podstatnéjsi nevyhodou patii mizivd podobnost mezi DPPH radikély a peroxylovymi radikaly,
jez se podileji na peroxidaci membran (Deng et al., 2011). Dusledkem toho je, Ze antioxidanty,
které jinak velmi rychle reaguji s peroxylovymi radikaly, mohou s DPPH reagovat pomaleji
(Prior et al., 2005).

3.7.3 Kyslikova radikélni absorbéni kapacita (ORAC)

Tato metoda je vyuzivana pifi méfeni antioxidacnich vlastnosti potravin a chemickych latek.
K této metodé se vyuziva jako cilova molekula B-B-fykoerythrin (PE) nebo fluorescein (FE).
Nejcastéji se vyuziva fluorescein jako cilovd molekula pfti ORAC testech. Dalsi standart pro
ORAC testy muze byt trolox, kdy vysledna hodnota ORAC se nasledné vypocita jako
ekvivalent troloxu a vyjadii se jako ORAC jednotky. Cim vyssi je hodnota ORAC tim vétsi je
antioxida¢ni schopnost testované latky nebo potraviny (Alam et al., 2013).

Test je zaloZen na generaci volnych radikalt vyuzitim AAPH (2,2-azobis 2-amidopropan
dihydrochlorid) a méfi se pokles fluroescence v pfitomnosti volnych radikala. Prior et al.,
(2003) piedstavily automatizovany test, ve kterém je vyuzivan B-PE, ktery byl vyuzit jako cil
pro poSkozené volné radikaly, AAPH jako peroxy radikaly a trolox jako standard. Pfi ptfidani
AAPH do zkuSebniho roztoku byla zaznamenana fluroscence a antioxidacni aktivita jako

ekvivalent troloxu (Cao et al., 1993).
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3.7.4 Metody zalozené na vychytavani superoxidového radikalu

Superoxidové radikaly jsou nejcastéji generovany pii reakci 5-methylfenazinium-ethylsulfatu
S NADH nebo systémem xanthin/xanthinoxiddza a ihned redukuji nitrotetroliovou modf
(Paulové and Bochotékové, 2004). Barva je méfena pomoci spektrofotometru v rozmezi 550-
560 nm. Je mozné pouzit dal§i varianty detekce, mezi které patii ESR, HPLC

a chemiluminiscence (Paulova and Bochotakova, 2004).

3.7.5 Metoda zalozena na vychytavani radikalu oxidu dusnatého

NO- se v zivych tkanich vytvati NOS katalyzou argininu na citrulin (Hevel and Marletta,
1994). Pro in vitro testovani se pouziva nitroprusid sodny, ktery se pii 7,2 pH rozklada a da
vzniknout NO- (Marcocci et al., 1994). Aerobné vytvorené VR reaguji s kyslikem za vzniku
nitratd a nitritd, které muzeme nasledné kvantifikovat pomoci Griessova ¢inidla na

spektrofotometru pti 540 nm (Alam et al., 2013).

3.7.6 Metoda FRAP (Ferric reducing antioxidant power)

Metoda je zaloZena na redukci komplexu Fe3*-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazinu) (Fe**-TPTZ)
piitomnym antioxidantem, projevujici se barevnou zménou. Absorbance se méfi pii 593 nm.
Nevyhodou této metody je, Ze méfeni probiha za velmi nizkého pH a neni schopna dobie
zachytit fenolické latky s thioly (Prior et al., 2005). V dusledku toho metoda FRAP informuje
pouze o schopnosti latek redukovat iont Fe*" a pravdépodobné nehodnoti celkovou antioxidaéni

schopnost potraviny (Ou et al., 2002).

3.7.1.2. Metoda TRAP (Total radical trapping antioxidant parameter)

Zabranéni rozkladu R-fykoerithrinu (R-PE) béhem peroxidaéni reakce pomoci ptitomnych
antioxidanti je princip metody TRAP. K indikaci se vyuzivad luminiscencni spektrometr a
vysledné hodnoty se vyjadiuji pomoci reak¢éni doby vzorku porovnané s reakéni dobu
standardu (Prior et al., 2005). Metoda TRAP méfi neenzymatické antioxidanty (glutation,
kyselina askorbovou, a-tokoferol a B-karoten), proto se casto vyuziva vin vivo testech na
stanoveni celkové antioxidacni kapacity krevni plazmy nebo séra (Prior and Cao, 1999).
Nevyhodou metody TRAP je Casova naro¢nost a vyssi obtiznost vyzadujici zkuSenosti.
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3.7.7 Metoda méfeni inhibice xanthinoxidazy (XO)

Xanthinoxidazova aktivita s Xxanthinovym substratem se méii spektrofotometricky, podle (Noro
et al., 1983), smisenim extraktu zkoumaného vzorku s allopurinolem ve fosfatovém pufru a
roztokem xanthinoxiddzy. Naslednd inkubace pii pokojové teplot¢ 10 minut je zakoncena
pfidanim roztoku xantinu a po dalSich 30 minutich inkubace o pokojové teploté se méii pti

absorbanci 293 nm (Havlik et al., 2010).

3.7.8 Meéteni produkce oxidu dusnatého v bunéénych liniich

Metoda je zalozena na zjistovani koncentrace radikalit NO+ u bunék, které byly stimulovany
pomoci lipopolysacharidu (LPS). NO se v organismu bézné vyskytuje a je zodpovédnym
faktorem hrajici roli pti vazodilataci cév ve fyziologické a patologické angiogenezi (Ziche and
Morbidelli, 2000). Zvysena produkce NO je bézna pti riznych patofyziologickych procesech
(napt. karcinogeneze) a zejména pii zanétech. Ke stimulaci produkce miize dojit i timyslné,
pomoci pusobeni LPS tvofeného zevni ¢asti bunéénych stén G- bakterii (Pergola et al., 2006b).
Bé&hem nadorovych onemocnéni jsou schopny vSechny butiky produkovat NO, ktery ovliviiuje
nadorové, stromalni, zanétlivé a endotelové bunky (Ziche and Morbidelli, 2000). NO
exogenniho ptivodu stimuluje pratok krve nddorem, coz v konecném dusledku vede k rastu
nadort prostfednictvim zajisténim dostaceného mnozstvi zZivin dodavaného cévami (Akaike et
al., 1996). Zkoumané vzorky mohou diky pfitomnym antioxida¢nim latkdm NO- radikaly
zachytavat a snizovat tak jejich celkovou produkci. K vlastnimu méfeni je vyuzivano Griessovy
metody, ktera je zalozena na spektrofotometrickém stanoveni dusitaniit po diazotaci
sulfanilamidu a ptidani N-(1-naftyl)-etylendiaminem. Finalni produkt se méfi pii 540 nm
(Pergola et al., 2006b).

4. Material a metody
4.1 Material
4.1.1 Rostlinny material

Jednda se o 9 vzorkli volné rostoucich hub sesbiranych v ¢eskych lesich. Bedla vysoka

(Macrolepiota procera), cirivka majovka (Calocybe gambosa), hiib hnédy (Boletus badius),
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hiib kolod¢j (Boletus luridus), hiib kovai (Boletus luridiformis), hiib peprny (Chalciporus
piperatus), kotr¢ kadetavy (Sparassis crispa), kozak habrovy (Leccinum carpini), liska obecna

(Cantharellus cibarius).

4.1.2 Ostatni material

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Folin-Ciocalteu ¢inidlo, kyselina gallova, trolox (6-
hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylov:  kyselina). Bunééna linie  mysich
makrofagi RAW 264.7, RPMI 1640 medium, glukosa, fetalni bovinni sérum (FBS),
neesencialni aminokyseliny, peniciil, streptomicin, MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5-
difenyltetrazolium bromid), lipopolisacharid (LPS) Escherichia coli 0111:B4 vse zakoupené od

Sigma-Aldrich  (CZ), hydroxid sodny, S$tavelan sodny, Kkyselina octova, metanol

a dimethyl sulfooxid od Lach-Ner (CZ). Mushroom and Yeast B-glucan Assay kit K-YBGL

(Megazyme, IE). 96-jamkové mikrotitracni desticky, kultiva¢ni lahve od Thermo-Scientific
(UK)

4.2 Metody
4.2.1 Ptiprava vzorku hub

Metanolové a vodné extrakty ze smési jedlych hub byly piipraveny dle Wasser (2002). Cerstvé
vzorky byly zamraZzeny a nasledné lyofilizovany. VVzorky po lyofilizaci byly rozemlety pomoci
laboratorniho mlynku na jemny prasek. Nejprve byl pfipraven metanolovy vzorek, a to
prostiednictvim extrakce 80% MeOH po dobu 30 minut. Extrakt byl odpafen na vakuové
odparce Laborata 4000-efficient (Heidolph) a nafedén 80% MeOH na koncentraci 100 mg/ml.
Filtrat, ktery vznikl béhem extrakce, byl vysusen a nasledné¢ vafen pii 103 °C spole¢né s vodou
po dobu 6 hodin. Dale byl vzorek piefiltrovan a suchy filtrat byl vafen spole¢né se Stavelanem
sodnym po dobu 6 hodin. Posléze byl vzorek filtrovan a suchy filtrat byl vaten pti 80 °C
S hydroxidem sodnym po dobu 3 hodin. Nakonec byly vzorky piefiltrovany. U vzniklého
extraktu bylo pH srovnano na 7.5 pomoci ledové kyseliny octové. Extrakt byl odpafen na
vakuové odparce Laborata 4000-efficient (Heidolph) a nafedén 80% MeOH na koncentraci 100
mg/ml. Postup zachycuje Obr. 5.
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Obr. 5: Postup piipravy vodnych a metanolovych vzorkt (Wasser, 2002)

Vzorek .|
houby
Vrouci &tavelan Hydroxid
voda 6h amonny 2% 6h sodny 5% 3h
80% MeOH | Zbytek na filtru | —————» | Zbytek na filtru |—————» | Zbytek na filtru Zbytek na filtru
30min(3x) 103°C 103°C 80°C
e i

Odpafovani
Ledova
kys. octova (pH 7,5)

Supernatant

Odpafovani

+MeOh na 100mg/ml

O

< ] | +meoh na 100mg/mi

4.2.2 In vitro antioxidac¢ni testy
4221 TPC

TPC byla métena za pouziti modifikované metody, kterou diive popsal (Sharma and Bhat,
2009). Byla pouzita 96-ti jamkova desticka, kde se odpipetovanych 100 ul vzorku smisilo s 100
ul redestilované H2O. Po nasledném ptidani 25 ul ¢istého Folin-Ciocalteu ¢inidla se barva
zménila. Po promiseni desticky na orbitalni tfepacce pii 40 otackach za minutu po dobu 10
minut se reakce zahajila ptidanim 75 pl 20% NaxCOs. Z divodu fotosenzitivity se smés
udrzovala v temnu pfi teploté 37 °C po dobu 1 hodiny. Absorbance byla méfena pii 760 nm za
pouziti TECAN M200 Infinite reader (Tecan, CH). Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent
kyseliny gallové (GAE mg/g extraktu).

4.2.2.2. DPPH

Test byl proveden dle (Sharma and Bhat, 2009). Vzorky hub se musely nejprve nafedit na
pozadovanou koncentraci smisenim vzorku s 80% metanolem v poméru 1:1 na koncentraci 50
mg/ml a nasledném druhém fedéni 20 pl vzorku a 980 pl 80% metanolu. Vedle toho se
pfipravil zasobni roztok troloxu v koncentraci 1 mg/ml 80% metanolu. Vychozi koncentrace
troloxu pro testy byla polovi¢ni, tj. 0,5 mg/ml. V 96-jamkové desti¢ce se do vSech fad vyjma

prvni pfidalo 100 pl metanolu, do prvni se odpipetovalo 200 ul vzorku houby. Z 1. fady se
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odebralo 100 pl a vlozilo do fady druhé s postupnym promichanim. Tak se pokracovalo az do
ptredposledni 7. fady, z které se 100 pul vylilo, a tak posledni 8. fada zustala jako kontrola. Do
vSech jamek se doplnilo 75 ul metanolu a 25 ul Cerstvé ptipraveného DPPH (4 mg DPPH/10
ml MeOH) na kone¢ny objem 200 ul. Smés byla udrzovana v temnu pii pokojové teploté po
dobu 30 minut. Absorbance byla méiena pii 520 nm za pouziti TECAN M200 Infinite reader
(Tecan, CH). Vysledky byly vyjadieny jako Trolox ekvivalent (ug TE /mg extraktu).

4.2.3 Stanoveni obsahu B—glukani v jedlych houbach

Obsah celkovych glukanl a o—glukant byl stanoven v extraktech hub pomoci Mushroom and
Yeast pf-glucan Assay kit K-YBGL (Megazyme). Enzymova sada obsahuje exo-1,3-B-
glukanazu, B—glukosidazu, amyloglukosidazu, invertasu, ¢inidlo urcujici glukézu (GOPOD-
glukézooxidaza, peroxidaza, 4-aminoantipyrin) a standardni roztok glukézy. Pro stanoveni
celkovych glukani se vzorek ptipravil tak, ze se k 100 mg rozemletého vzorku houby ptidalo
1,5 ml koncetrované HCL s nasledujicim promisenim na vortexu. Dale se vzorky vlozily do
vodni 1azné o teploté 30°C na dobu 45 minut, pti¢emz se kazdych 15 minut vzorky promichaly
na vortexu. Po uplynuti doby se pfidalo 10 ml destilované vody a znovu promichalo na vortexu.
S uvolnénym vickem se na 5 minut vzorky vlozily do vrouci vodni 1azné o teploté 100 °C na 5
minut. Po uplynuti této doby se vicko utdhlo a nechalo inkubovat dal$i 2 hodiny. Dale se
zkumavka ochladila na pokojovou teplotu a pfidalo se 10 ml 2M KOH. Obsah zkumavky se
pfevedl do 100ml odmérné banky a doplnil 200 mM pufrem octanu sodného s néaslednou
vortexaci. Vzorky se nakonec centrifugovaly pii nejvyssich ota¢kach po dobu 10 minut. Méfeni
vzorkl pro celkové glukany probéhlo tak, Ze z pfipraveného vzorku pro celkové glukany se
odpipetovalo 0,1ml do zkumavky, dale se ptidala smés exo-1,3-B-glukanasy (20U/ml) a -
glukosidasy (4 U/ml) ve 200 mM pufru octanu sodného. Nasledovala inkubace trvajici 60
minut pti 40 °C. Po uplynuti této doby se pridaly 3 ml roztoku GOPOD a naposledy se za
inkubovalo na dobu 20 minut a 40 °C. Absorbance se méfila pii 510 nm oproti slepému vzorku
glukosy za pouziti TECAN M200 Infinite reader.

Obsah o-glukani byl stanoven enzymatickou hydrolyzou amyloglukosidazy
a invertazy. Pro méfeni o—glukani se navazilo po 100 mg, pfidalo se 2 ml 2M KOH
a smési se nechali stat 20 minut v ledové vodni 1azni. Nasledovalo ptidani 8 ml 1,2 M pufru

octanu sodného (pH 3,8) a 0,2 ml smési amyloglukosidazy (1630 U/ml) s invertasou (500
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U/ml). Po promiseni na vortexu se roztok vlozil do teplé vodni 1azné 40 °C na dobu 30 minut
s obasnym promichanim. Obsah se kvantitativné pievedl do 100ml odmérné banky a doplnil
vodou. Nasledovala centrifugace pti 1500g po dobu 10 minut. Obsah supernatantu se pienesl
v mnozstvi 0,1 ml do 15 ml zkumavky za pfidani 0,1 ml octanového pufru (200mM) a 3 ml
roztoku GOPOD. Zkumavka byla inkubovana pfi teploté 40 °C 20 minut. Nasledné byl obsah
napipetovan v obsahu 200 pl do 96-jamkové desticky a métena spolecné se slepym vzorkem

pii absorbanci 510 nM za pouziti TECAN M200 Infinite reader.

Obsah p—glukani se vypocetl ode¢tenim o—glukani z celkového obsahu glukant.
Vsechny slozky glukant byly vyjadfeny jako mg glukézy na 100 mg susSiny. Nasledné byly
vysledky pfepocteny na mg B—glukanti/g susiny.

-----

4.2.2.3. Kultivace makrofagt bunééné linie RAW 264.7

RAW264.7 byly péstovany v RPMI 1640 mediu s10% FBS, 1% roztoku penicilinu
a streptomycinu, 1% neesencialnich aminokyselin, 2mmol glutaminu, 2% glukézy. Buriky byly
péstovany v kultivaénich l1ahvich (75 ¢cm?) s15 ml DMEM media, které byly vlozeny v
inkubdtoru s fizenou atmosférou obsahujici 5 % CO; a 37 °C, sklizenn bun¢k se provadéla kazdé
dva dny bez vyuziti tripsinu. Bunky byly uvolnény pomoci serologické stérky
a centrifugovany 10 minut pti 700 % g. Staré medium bylo odstranéno a nahrazeno 5 ml nového
media. A 1 ml této smési byl pienesen k 9 ml nového media v kultivacni nadobé pro dalsi

kultivaci.

4.2.2.4. Inhibice Oxidu dusnatého

Buiiky natedéné na koncentraci 1x10° byly napipetovany do 96-jamkové desticky v mnozstvi
100 pl. Desticka byla vloZena do COz inkubatoru na 2 hodiny. Po dvou hodinach byly pfidany
testované vzorky spole¢né s LPS v celkovém obsahu 100 pl. Extrakty byly pipetovany
v koncentracich 500; 250; 125; 62,5; 31,25 ul/ml spole¢né s 1 pg/ml LPS. Takto pfipravena
mikrotitra¢ni desticka byla vloZzena do CO; inkubatoru na 24 hodiny. Po 24 h doslo k odebrani

50 pl supernatantu, ktery byl v nové 96-jamkové desticce smichan s 50 ul Grieesova Cinidla.
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Absorbance byla méfena pii 540 nm. Obsah NO byl zméfen pomoci kalibracni kiivky dusitanu

sodného.

4.2.2.5. Test cytotoxicity (MTT)

Test toxicity probihal po testu na inhibici NO. Z 96-jamkové desticky bylo odstranéno medium
a pfidano nové medium s MTT (1 pg/ml) a vloZzeno do COz inkubatoru na 2 hodiny. Nasledné
bylo MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena pii 550 nm a
referen¢ni hodnét€¢ 720 nm. Procento Zivotaschopnych bunék bylo vypocteno v porovnani

s kontrolou bez testovanych latek.

4.3 Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka, dale byly zjisténé
hodnoty testovany metodou ANOVA s nasledujicim Bonferroniho testem na hladiné

vyznamnosti p < 0,5. Statistické vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu a IBM SPPS.
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5. Vysledky
5.1 Vysledky stanoveni metodou TPC

Vsechny métené extrakty obsahovaly fenolové latky (tab. 2). Nejvice fenolovych sloucenin
obsahoval metanolovy vzorek Calocybe cambosa — 11,63 + 0,33 mg GAE/g extraktu, dale pak

vzorek Sparassis crispa. U vodnych roztokti byla nejvys$si hodnota namétfena u Calocybe

cambosa 6,94 + 0,69 mg GAE/g extraktu, dale pak u Sparassis crispa a Boletus luridus.

Tab. 2: Antioxidacni aktivita méfena metodou TPC vyjadiena v umol GAE/g extraktu

TPC (umol GAE/g extraktu) TPC (mg GAE/g extraktu)
Vzorek MeOH H,O MeOH H.O

pramér + pramér + SD pramér + SD prumér + SD
Calocybe cambosa 68,37 + 40,81 £ 4,07 11,63 +0,33 6,94 + 0,69
Sparassis crispa 41,06 + 40,67 + 3,53 6,96 + 1,05 6,92 + 0,60
Boletus luridus 39,21+ 40,51 £ 3,57 6,67 + 0,68 6,89 + 0,60
Chalciporus p. 38,66 + 36,44+ 1,92 6,57 +0,36 6,19+0,33
Boletus luridiformis 38,56 + 36,40 + 1,07 6,56 + 0,44 6,19+ 0,18
Boletus badius 37,78 £ 38,85+ 2,59 6,43+ 0,46 6,61+0,44
Cantharellus c. 37,64 + 37,23 +4,29 6,40 + 0,63 6,33+0,73
Lepiota procera 37,48 + 38,68 + 4,58 6,38+ 0,23 6,58+ 0,78
Leccinum carpini 36,64 + 37,85+ 3,37 6,23+ 0,28 6,44 + 0,57
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5.2 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

U vsech testovanych vzorkt byla zjisténa minimalni antioxidacni aktivita. Z téchto vzorkl byla
antioxida¢ni aktivita zméfena pomoci metody DPPH, jeZz dosahovala nejvyssi hodnoty u
metanolovych vzorkd. Mezi tyto vzorky pattil Boletus luridiformis a Boletus luridus 31,22 +
0,05 a 24,56 + 2,31 pg/ml extraktu. U vodnych roztok u Cantharellus cibarius a Leccinum
carpini 4,88 = 0,27 a 4,02 + 0,01 png/ml extraktu.

Tab. 3: Antioxidaéni aktivita méfena metodou DPPH vyjadiena v pg/ml

DPPH
(ICso (ng/ml))
Vzorek MeOH H20
Priamér + SD Pramér + SD

Boletus luridiformis 31,22+ 0,05 1,49 + 0,00
Boletus luridus 24,56 £ 2,31 2,54 +0,03
Lepiota procera 3,63+ 0,03 2,35+0,01
Boletus badius 3,47+0,89 1,61 +0,00
Calocybe cambosa 3,36 + 0,47 1,73 £ 0,01
Chalciporus piperatus 2,51+0,19 3,62 +0,01
Cantharellus cibarius 2,22+0,13 4,88 +0,27
Sparassis crispa 1,97 £ 0,07 1,42 + 0,03
Leccinum carpini 1,48 +£ 0,02 4,02 +£0,01
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5.3 Vysledky stanoveni obsahu f—glukant

V ramci testu byl stanoven jak celkovy obsah glukani v susiné testovanych hub, tak obsazené
mnozstvi o—glukanti a f—glukant. Nejvyssi obsah glukani byl zjistén v suSiné Cantharellus
cibarius a bedly vysoké 439,4 a 404,7 mg/g susiny. Frakce a—glukan( byla nejvyssi u vzorkt
Boletus luridus a Lepiota procera 119,1 a 102,2 mg/g suSiny. Nejvice B—glukant bylo
naméfeno U Cantharellus cibarius 429,7 mg/g suSiny, Leccinum carpini 369,7 mg/g suSiny,
Lepiota procera 302,5 mg/g suSiny a Sparassis crispa 300,7 mg/g suSiny. U ostatnich

testovanych hub byl obsah f—glukan mensi nez 300 mg/g susiny.

Tab. 4: Obsah glukant naméfeny v jedlych houbach pomoci kitu

Obsah glukanii v jedlych houbich

Vzorek Celkové glukany o—glukany p—glukany
mg/g susiny mg/g susiny mg/g susiny
Cantharellus cibarius 4394 9,7 429,7
Leccinum carpini 379,3 9,6 369,7
Sparassis crispa 344,3 13,6 330,7
Lepiota procera 404,7 102,2 302,5
Boletus badius 295,2 78,4 216,8
Boletus luridus 314,3 119,1 195,2
Calocybe cambosa 179,4 7,7 171,7
Chalciporus piperatus 245,2 100,4 1447
Boletus luridiformis 2234 100,1 123,3
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5.4 Vysledky stanoveni produkce NO a cytotoxicity (MTT)

Ani u jednoho vzorku nebyla zjiSténa cytotoxicita na bunécné linii mysich makrofagu RAW
264.7. VSechny vzorky mély Zivotaschopnost vyssi nez 90 % oproti kontrole (tab. 5). Vysledky
jsou vyjadreny jak T — cytotoxické a Zivotaschopnost < 90 %, a jako N — necytotocicky

s zivotaschopnosti > 90 %.

Inhibice produkce NO byla statistiky potvrzena pouze v piipadé vodného extraktu hiibu
hnédého a to o 36 %. Naopak nékteré vzorky prokazaly indukci produkce NO, kdy Calocybe
cambosa zvySovala produkci NO o 50 % u metanolovych extraktu respektive o 94 % u
vodnych extraktu. A také Sparassis crispa, ktera zvysila produkci NO o 20 %. Ostatni vzorky

neprokézaly schopnost inhibovat produkci NO

rrrrr

Vzorek % produkce NO MTT % produkce NO MTT
MeOH 500 pg/ml H20 500 pg/ml
Lepiota procera 105 N 105 N
Calocybe gambosa 149* N 194* N
Boletus badius 98 N 64* N
Boletus lundiformis 115 N 114 N
Chalciporus piperatus 100 N 95 N
Sparassis crispa 120* N 99 N
Leccinum carpini 80 N 122 N
Cantharellus cibarius 96 N 82 N
Lepiota procera 105 N 105 N
LPS 100 N 100 N

T- toxické; N-netoxické; * statisticka vyznamnost p < 0,5, oproti oSetfené kontrole LPS.
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6. Diskuze

V moderni spole¢nosti se podili zne€isténé Zivotni prostiedi a Spatna zivotosprava na celé fadé
chronickych onemocnéni, mezi které patii rliznd nddorovd a autoimunitni onemocnéni,
osteoporoza, katarakt, aterosklerdza, poskozeni DNA, srde¢ni nedostatecnost a dalsi, které se
davaji do spojitosti s negativnim uc¢inkem VR, tzv. oxida¢nim stresem (Sies, 1985). Tyto
vysoce reaktivni latky vznikajici endogenné i exogenné, pusobi feté¢zové devastacni reakce,
jimz se télo piirozené brani naraznikovym antioxida¢nim systémem (Niki, 2014). V dusledku
zvySenému pusobeni exogennich vlivii vytvarejici VR, mezi které fadime pesticidy, slunecni
zateni a tfeba chemické polutanty, jsou lidé vystavovani vétSimu oxida¢nimu stresu, nez bylo
bézné v minulych stoletich a disledkem toho se zvySuje Cetnost onemocnéni (Svacina et al.,

2010, Kasper and Burghardt, 2015).

Soucasny vyzkum je zaméfeny na hledani feSeni zalozeného na latkach pfirodniho
puvodu, které by mély preventivni charakter, kdy by doslo k zabranéni vzniku onemocnéni.
K tomuto téelu se vyzkum zaobira antioxidanty, tj. latkami zabranujicim fetézovym reakcim
v disledku plsobeni VR. Mezi vyznamné latky s antioxidaénim plsobenim patii kyselina
askorbova, tokoferoly, B-karoteny, selen, flavonoidy a dalsi (Ross, 2014). Hlavni zdroj
antioxidantt Vv lidské potravé ptedstavuje piedevsim zelenina a ovoce dale, ofiSky a houby
(Kim et al., 2008, Han et al., 2011, Palacios et al., 2011, Vaz et al., 2011, Wan et al., 2014,
Chowdhury et al., 2015, Henriquez-Sanchez et al., 2015, Tel et al., 2015). Minoritnim zdrojem
je maso, kde se vyskytuji v mnozstvi 5-33% menSim nez ve vySe zminénych potravinach

(Holecek, 2014, pers. comm.).

Epidemiologické studie zaméfené na konzumaci vySe zminénych potravin dokazuji
zastavujici az reversibilni U€inek na onemocnéni spjaté s chronickym oxida¢nim stresem
(Ferrari and Torres, 2003, Robertson, 2004). Antioxidanty jsou tedy zadanym tématem, které
dokazuji neustale nartistajici védecké prace na toto téma po celém svété i z divodu toho, Ze se
jedna o potraviny konzumované celodenné po celé¢ planeté. Na zdkladé mnoha vyzkumu se
vytvaii a stale upfesiiuji vyzivova doporuceni pro tyto latky (Tsao and Akhtar, 2005, Hermans
et al., 2007). Zatimco vitaminy a stopové prvky jsou pomérné dobie prozkoumanou skupinou
antioxidantl, stale panuji nejasnosti kolem poctu rostlinnych fenolovych sloucenin, jejich

metabolismu, pisobeni, synergickych a antagonistickych vlastnosti (Sumbul et al., 2011).
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Hlavnim cilem této bakalatské prace bylo zjisténi antioxidacnich schopnosti 9 zastupcii
volné rostoucich jedlych hub v Ceskych lesich a z nich ptipravenych vodnych a metanolovych
extraktt. Problematikou obsahu hodnotnych latek v houbach se v minulosti zabyvalo velké
mnozstvi praci po celém svété (Wasser and Weis, 1999, FU et al., 2002, Smith et al., 2002,
Elmastas et al., 2007), neexistuje vSak dostatecné mnozstvi provedenych studii na houbach

volné rostoucich Vv lesich stiedni Evropy, jez jsou béznou soucasti naseho jidelnicku.

Vyzkumem provedenym na vySe zminénych houbach se prokazala rizné velika
antioxida¢ni kapacita, kde obzvlasté metanolové vzorky dosahovaly vyssi hodnoty antioxida¢ni
aktivity. Domnivame se, Ze to je pravdépodobné zplsobeno veétSim mnozZstvim
vyextrahovanych latek s antioxidacnim plisobenim nepoldrnim rozpoustédlem, které umoziuje
uvolnéni lipofilnich latek, jako jsou kupfikladu tokoferoly. Vétsi hodnoty byly naméieny
metodou TPC, a to u ¢iravky majovky (Calocybe gambosa), kde dosahovala namétené hodnoty
11,63 + 0,33 mg GAE/g extraktu. Hodnoty ostatnich hub byly pfiblizné¢ totozné a to i
vV porovnani S vodnym extraktem. Kalogeropoulos et al. (2013) zkoumali obsah fenolovych
slou¢enin nékolika voln¢ rostoucich feckych hub (Lactarius deliciosus, Lactarius sanguifluus,
Lactarius semisanguifluus, Russula delica a Suillus bellini) metodou TPC, vyjadienou jako mg
GAE/ 100 g. Celkovy obsah fenolovych latek jimi provéfovanych hub se pohyboval v rozmezi
od 6,0 do 20,8 mg GAE/100g (Kalogeropoulos et al., 2013). Nase vzorky hub vychazi
v rozmezi 6,23-11,63 mg GAE/g extraktu pro metanolové vzorky a 6,19-6,94 mg GAE/g
extraktu pro vodné vzorky. Na zakladé porovnani obou vyzkumu je tedy zifejmé, ze vybrané
divoce rostouci houby ve stiedni Evropé maji vEétsi obsah fenolovych latek a s tim spjaty
antioxidacni potencial nez divoce rostouci houby na feckém ostrové Lesvos. Gan et al. (2013)
pfi piipravé extraktii zvolili odlisny postup dle Yang et al., (2002). Jimi zkoumané vzorky
rovnéz dosahovaly vétsi aktivity pouzitim polarniho rozpoustédla. Vzorky (Agaricus bisporus a
Agaricus brasiliensis) nakoupili v ¢inském obchodég. Jimi namétené hodnoty ¢inily 1,75 a 5,36
mg GAE/g pro etanolové extrakty, 1,36 a 3,37 mg GAE/g pro vodné extrakty (Yang et al.,
2002, Gan et al., 2013). V porovnani s vysledky od Kalogeropoulos et al., (2013) sice vykazuji
markantni rozdil v obsahu fenolickych sloucenin, ale nase udaje nékolikanasobné pievySuji
vysledky 1 téchto hub. Porovnani jsme provedli i s vysledky Rajasekaran and Kalaimagal
(2011), zkoumajici etanolovy extrakt dievokazné houby (Ganoderma lucidum). Tato houba
obsahovala 42,41 mg GAE/g (Rajasekaran and Kalaimagal, 2011). Tato houba je konzumovana
obyvateli Asie spiSe pro jeji medicinské, nez nutri¢ni hodnoty. Barros et al. (2007c) se zabyvali

obsahem celkovych fenolickych latek ve vzorcich portugalskych hub (Lactarius deliciosus,
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Sarcodon imbricatus a Tricholoma portentosum). Vsechny vzorky obsahovaly fenoly, postupné
bylo naméfeno 17,25 mg/g, 3,76 mg/g a 10,8 mg/g (Barros et al., 2007c). Vzorek houby
Lactarius deliciosus (Ryzec pravy) vykazuje vétsi mnozstvi naméfenych fenolovych latek nez
nas vzorek Cirtivky majovky. Elmastas et al. (2007) zkoumali fenolové latky ve vzorcich 7 hub
(Russula delica > Boletus badius > Verpa conica > Polyporus squamosus > Agaricus bisporus
> Pleurotus ostreatus > Lepista nuda). Nejvyssi hodnotu naméfili u houby Russula delica 26
mg/g a nejmensi u Lepista nuda 7,7 mg/g (Elmastas et al.,, 2007). Boletus badius byla
provéifovana 1 nami a s vysledkem 6,42 mg/g suSiny nenachazime konsenzus v mnozstvi TPC

vyzkumem provedenym Elmastas et al. (2007), jejichz hodnoty dosahovali 17,5 mg/g.

Studie Puttaraju et al. (2006) zkoumajici obsah fenolovych sloucenin u Sparrasis
crispa a Cantharellus cibarius zjistila hodnoty 1,7 mg/g respektive 2,8 mg/g suSiny.
V porovnani s naSimi vzorky Sparrasis crispa 6,98 mg/g a Cantharellus cibarius 6,40 mg/g
susiny jsme dosli k zavéru, ze rozdil mohl ovlivnit zplisob piipravy vzorku, analyza a misto
vyskytu. Obsah fenolovych sloucenin je ziejmé zavisly na druhu houby, misté vyskytu, staii

a jejimu uréeni (medicina x konzum).

U metody DPPH byly nejvyssi hodnoty naméfené u metanolovych extraktti Boletus
luridiformis a Boletus luridus 31,22 + 0,05 pg/ml a 24,56 + 2,31 pg/ml extraktu. Ostatni
hodnoty obou druhi extrakti byly markantné niz§i. Ramesh and Pattar (2010) zkoumali
metodou DPPH 6 metanolovych vzorkd hub (Lycoperdon perlatum, Cantharellus cibarius,
Clavaria vermiculris, Ramaria formosa, Marasmius oreades, Pleurotus pulmonarius)
na porovnani s butylhydroxyasinolem (BHA). ICso se pohybovalo v rozmezi 0,94—7,57 mg/ml.
Tento markantni rozdil mezi na§im a jejich vyzkumem mohl vzniknout v disledku pouzité
odlisné extrakéni metody provedené podle Baross et al. (2007c), ktera byla casteéné
modifikovana. Jejich extrakty se nesetkaly s vyssi teplotou nez 40 °C a nebyly skladovany déle
nez 1 tyden (Barros et al., 2007¢). Sadilova et al. (2007) a Patras et al. (2010) zjistili, ze pii
tepelném zahtivani antokyant ze skupiny flavonoidil se snizuje antioxida¢ni kapacita. Nase
vodné vzorky pfii piipravé supernatantu dosahly nékolikrat hranice 100 °C po dobu nékolika
hodin. Kujala et al. (2000) svym vyzkumem zaroven potvrzuji nasi domnénku, Ze del$im
skladovanim se snizuje antioxida¢ni kapacita nejen numericky, ale dochédzi i ke zménam
sloZeni latek s antioxida¢nim pisobenim (Kujala et al., 2000). Nase vzorky byly skladovany po
dobu delsi nez 6 mésicu, tedy skladovaci doba piesahuje délku vyzkumu Kujali et al. (2000),

kterd potvrdila vliv na mnozstvi antioxidantd. Minoritné se mohla na antioxidacni kapacité
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podilet i vySe pH. Friedman and Jiirgens (2000) dokazali vliv hodnoty pH na antioxidacni
kapacitu. Porovnani probéhlo i s houbou Ganoderma lucidum zkoumané Rajasekaran and
Kalaimagal (2011). Pii pouziti etanolového roztoku bylo naméieno ICso 172,52 g/ml. Hodnota
ovSem nedava smysl a nejspise doslo k tiskové chybé. Puttaraju et al. (2006) zkoumal 1Csp na
vzorcich 23 hub, s rozpétim 1,24—14,5 mg/ml metanolovych extrakti (Puttaraju et al., 2006).
Nékteré jimi provéfované houby byly i v naSem vyzkumu. Pro Sparrasis crispa bylo nami
naméteno 1,97 pug/ml extraktu a pro Cantharellus cibarius 2,22 ug/ml extraktu. V porovnani se
vsemi vysledky se ty naSe liSily o 2 fady, lze tedy prohlésit, ze dlouhodobé skladovani vzorki
(ve tmé, v chladu) v fadech mésict a v kombinaci riznym druhem extrakce ma negativni vliv

na schopnosti zhaseni volnych radikala.

Vyzkum se zabyval i mnoZstvim p—glukant, na které prokazatelné byla nejbohatsi liska
obecna v mnozstvi 429,7 mg/g susiny. Dal§i vyznamné mnozstvi nad 300 mg/g susiny bylo
naméfeno u vzorku kozaka habrového, kotrée kadetfavé a bedly vysoké. Manzi and Pizzoferrato
(2000) ve své praci poukazali na velkou variabilitu jedlych hub v mnozstvi P-glukant,
pohybujici se v koncentraci 210 az 530 mg/100 g susiny. Manzi et al. (2001) zjistili, Ze skupina
hub rodu Boletus obsahuje B—glukany v rozmezi 139-666 mg/100 g suSiny. Manzi and
Pizzoferrato (2000) taky zkoumali celkové mnozstvi f—glukand obsazené v houbach Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmunarius a Lentinula edodes. Nejvyssi hodnoty jimi
naméteny byly postupné 380, 380, 530 a 200 mg/100 g susiny. Dalsi vyzkum byl proveden na
vzorcich 6 hub (Agaricus bisporus, Flammulina velutipes, Hypsizygus tessulatus, Lentinula
edodes, Pleurotus ostreatus a Pleurotus eryngii). Zjisténé hodnoty se pohybovali mezi 2,60—
13,45 g B—glukant/100 g susiny (Nitschke et al., 2011). Klaus et al. (2013) zkoumali mnozstvi
glukani v dfevokazné houbé Laetiporus sulphureus, ktera nachazi uplatnéni v kuchyni.
Naméfili u ni 17,3 g/100 g susiny a-glukant a 66,8 g/100 g suSiny B-glukand. V obou dvou
zkoumanych prvcich tato houba pievySuje vSechny nami provéfované. Jednd se o patogenni
houbu rostouci na kmenech zivych listnatych stroml. Pouze mladé plodnice této houby jsou
jedlé. Dle Lim et al. (2012) se ve vzorku z korejské oblasti nachazi v houbé Sparassis crispa
240 mg B—glukant v g susiny. V porovnani S nas§im vzorkem jsme nalezli rozdil 90 mg na gram
susiny ve prospéch naseho vzorku. Mnozstvi zjisténych B-glukani muze byt ovlivnéno
nékolika zpusoby. Extrakce p—glukant je ovliviiovana vysi teploty, ale ne pH (Temelli, 1997),
pouzitymi enzymy k rozruSeni bunééné membrany (Bamforth et al., 1979). Dalsi podstatny vliv
bude mit stafi houby a misto jejiho vyskytu, délka skladovani pti nizké teploté by neméla jejich
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mnozstvi ovliviiovat, ale uz pfi pokojové teploté se jejich obsah vyrazné snizuje (Mizuno,
2000). Ceské lesy se zdaji byt prejicim pro mnozstvi glukand, obzvlasté f—glukantl, a pro jejich
pifiznivé ucinky na na$ imunitni systém lze jejich zahrnuti do jidelnicku doporucit.

Test toxicity byl u vSech vzorki negativni. Tento vysledek byl predpokladany, protoze se
jedna o jedlé houby, u nichz by byla cytotoxicita vlastnosti vyslovené nezadouci. Tyto houby
jsou Siroce povazovany za zdravi nezavadné a jsou dlouhodobé konzumovany v celé stfedni
vyjadiena v % byla zjisténa pouze u vodného extraktu hiibu hnédého a to o 36 %. Ostatni
vzorky neprokazaly aktivitu, anebo naopak prokazaly indukéni schopnost produkce NO
v makrofazich. Bor et al. (2006) zkoumali produkci NO na bunéénou linii RAW 264.7 u
vodnich extraktu lilku vejcoplodého (Solanum melongena). Vzorek vykazoval vysokou inhibici
nad 80 %. Wang and Mazza (2002) zkoumali u¢innost samotnych fenolovych latek na produkci
NO na makrofdzich bunééné linii RAW 264.7. Dle jejich udaji, fenolové slouceniny
(quercetin, myricetin, daidzein, pelargonidin, cyanidin, delphinidin, peonidin, malvidin, 3-
glukosid a malvidin 3,5-diglukosid) v rozmezi 16-500 uM vykazuji vice jak 50% inhibici bez
vyss§im obsahem fenolovych slou¢enin ve vzorcich hub a velkym mnozstvim glukanti. Xu et al.
(2012) uz diive zjistili ze vzorku houby Lentinus edodes, ze p-glukany ovliviuji
protizanétlivou aktivitu inhibici NO. Park et al. (2005) prokazali na difevokazné houbé Inonotus

-----

zkoumané houby Ize tedy doporucit jako hodnotné a zdravi pfinosné.
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1. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo popsani a zhodnoceni in vitro antioxida¢niho pusobeni volné
rostoucich jedlych hub lesi stfedni Evropy a zjisténi mnozstvi glukanti v nich obsazenych. Déle
in cellulo protizanétlivé pasobeni na bunécnou linii RAW264.7 mysich makrofagi. Metody
pouzité na zjisténi antioxidaéni aktivity byly DPPH a TPC. Dale byl zjistovan obsah glukant v
susiné vzorkl. Produkce NO a cytotoxicita testovanych vzorkil byla méfena na bunécné linii

RAW?264.7.

Obsah fenolovych slou¢enin nad 10 mg GAE/g extraktu byla metodou TPC naméfena
pouze u metanolového vzorku houby ¢irivky majovky 11,63 mg GAE/g extraktu. Metodou
DPPH vykazovaly antioxida¢ni aktivitu nad 20 pg/ml pouze metanolové vzorky hiibu kovate a
hiibu kolod&je. To lze piipsat obsahu antioxidaénim vlastnostem vitamin, minerali a
flavonoidd. Je otazkou, pro¢ metoda DPPH vykazala o 2 fady mensi mnozstvi ICso aktivity,
prestoze celkové mnozstvi fenolickych latek zlstava ,,stejné* oproti jinym studiim. Je mozné,
ze dlouhodobé skladovani a dalsi vlivy snizily antioxida¢ni kapacitu a Ze za antioxidacni

kapacitu nejsou zodpovédné pouze fenolové latky.

Vyznamné mnozstvi glukand nad 400 mg/g susiny byly naméteny u lisky obecné a bedly
vysoké, nad 300 mg/g susiny se dostaly dalsi 3 vzorky (kozdk habrovy, kotr¢ kadetava a hiib
kolodgj). Skladovani v chladu neovliviiuje mnozstvi glukant. Schopnost inhibovat produkci
NO na makrofazich bunécné linie RAW 264.7 prokazal pouze vodny extrakt hiibu hnédého
a to o 36 % naopak cirtivka majovka v obou extraktli zvySovala produkci NO a to o vice jak 50

%.

Vysledky vyzkumu provedeném in vitro poukazuji na zdravotni ptinosy spjaté
s ptipadnou konzumaci hub, a to jak pro sniZzovani oxidac¢niho stresu v disledku zhaSeni
volnych radikald fenolickymi latkami s antioxidacnim ptisobenim, tak pro stimulaci imunitniho
systému zpusobené vysSim obsahem glukanti. Houby ovliviiuji riznym zptisobem produkei
NO, pfi¢emZ mechanismus pusobeni je nad rdmec této bakalarské prace. Pravdépodobné by
tato vlastnost mohla byt v budoucnosti vyuzita ve farmaceutickém primyslu pro vyrobu Ié¢iv.

Tyto houby pro obsah Zivin a funk¢nich latek 1ze doporucit ke konzumaci.
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