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Sledovani diverzity vinné révy na zaklad antioxida¢ni a
protizanétlive aktivity

Souhrn

Epidemiologické studie dokazuji pozitivni efeki gtiiidmé konzumaaterveného vina
na kardiovaskularni a rakovinotvorna onemagn S €mito (€inky je spojovano fedevsim
mnozstvi polyfenolickych latek vyskytujicich seterveném vid. Sest guzinskych aép
¢eskych ¢ervenych vin bylo vyhodnoceno a porovnano na zékjagich antioxid&nich
a protizasgtlivych vlastnosti. Antioxidéni aktivita byla stanovenan vitro metodou
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a oxygen radicabsorabance capacity (ORAC)
testem. Protizaitliva aktivita byla stanovenan vitro inhibici aktivity cyklooxygenazy-1
(COX-1) a cyklooxygenazy-2 (COX-2). U gruzinskyearvenych vin byla zjigha vyssi
pramérnd antioxidani aktivita v rdmci DPPH metody (15,28 + 2,71 ET/)RAC testovani
(11,09 £ 0,51 ET/I) v porovnaniceskymi viny (DPPH = 8,28 £ 1,68 ET/I; ORAC = 1049
0,51 ET/l). Zarové vykazovala vina pochazejici z Gruzie wperu i vyssi inhibéni aktivitu
(COX-1 =60,03 + 14,95 %; COX-2 = 58,63 + 7,09 %0hou izoforem cyklooxygenazy nez
ceské vzorky (COX-1 = 47,61 + 4,27 %; COX-2 = 518,81 %). Na zaklad téchto
vysledki je mozné pedpokladat, Ze metoda zpracovani a vyroby gruzaiskyn, které jsou
podrobeny kachetinskému procesu, ma vyznamny \divantioxidéni a protizagtlivou

aktivitu.

Kli¢ova slova cervené vino, antioxidai aktivita, protizastliva aktivita, kachetinska

technologie



Exploration of grapevine diversity based on antioxdative and
anti-inflammatory activity

Summary

Epidemiological data indicate that moderate redewnonsumption reduces the
coronary heart diseases and cancer diseases ioeidéspecially red wine phenolics have
been linked to these effects. Eleven selected regsamproduced in Georgia (six samples)
and Czech Republic (five samples) were evaluateth&r antioxidant and anti-inflammatory
activities.In vitro antioxidant activity has been examined using ZBehyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) assay and oxygen radical absorabance cap@@RAC) assay.In vitro anti-
-infalmmatory activity has been determined by iioim of cyclooxygenase-1 (COX-1)
and cyclooxygenase-2 (COX-2). The average antioxidetivity of Georgian wines was
significantly higher determined in DPPH (15,28 ¥R ET/l) as well as in ORAC (11,09
*+ 0,51 ET/l) assay compared to Czech wines (8,288 ET/| examined by DPPH and 10,19
+ 0,51 ET/I determined by ORAC). There was alsoighér inhibition of both isoforms
of cyclooxygenase (COX-1 = 60,03 + 14,95 %; COX-5&63 = 7,09 %) of the wines
produced in Georgia than the czech ones (COX-1,614¥ 4,27 %; COX-2 = 51,78 £ 3,81).
Acording to obtained data it is possible to coneludat grape processing and winemaking
techniques of Georgian red wines made by Kakhdgahnology influence antioxidative

and anti-inflammatory activities.

Key words : red wines, antioxidant activity, anti-inflammatorgctivity, Kakhetian
technology
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1 Uvod

Vinna réva je z farmakognostického hlediska vyzmamnzdrojem biologicky
acinnych latek. Mezi hlavni farmakologickyiainé latky zastoupené ve ¥ipati predevsim
sekundarni metabolity rostlin, zejména flavonoidstitbenoidy, ale i celéada dalSich latek.
Jedna se ndjklad o volné organické kyseliny (octova, vinnahlgna, ml€na benzoova,
salicylova, vanilova, gallovd), kyseliny fenylprommvé (p-kumarova, ferulova, kavova),
kyseliny vazané ve forén estetl, trisloviny (taniny), lignany, dusikaté latky, enzymy,
vitaminy nebo mineralni latky (Mateus et al., 20B9kud je vino, zejména pak dervene,
podavano v efektivni davce, ktera jéema na 200—-400 ml/den u niug 100—-300 ml/den pro
Zeny, a neni tudizipkroiena hormeze, neboli hranicéizmivé aktivace nizké davky latky,
ktera je pi vySSi koncentraci toxickda, lze vino povazovat etektivni prostedek
S nejaznejSimi I&ebnymi vlastnostmi (Manika and Dipak, 2010; Brownag, 2010). To
nakonec dokazuje i fakt, Ze vinoddsamotné nebo jako extkak cinidlo pro tizné byliny,
ale i Zivaiisné produkty, je stale vyuzivano hnedekalika tradenich I&ebnych systémech,
predevsim na Asijském kontinéntDodnes se néfklad vCing na zaklad nékolika tisicileté
tradicni mediciny louhuji ve vihpravé tygi kosti, izné druhy hail nebo kdeny ZenSenu
(Shi et al., 2010). Mimo bobuli vinné révy, hlavaibdroje vyroby vina, byl zji&h i vysoky
podil biologicky aktivnich latek takeé v listech i@ révy, které se osta@tnz od antickych dob
pouzivaly nejenom k vrittimu, ale i vi&jSimu uziti napiklad i vyplachi oci. Zejména diky
vysokému obsahu kvercetin€3-galaktosidu a kamferol-8-glukosidu se listy révy tudiz
stavaji alternativnim dofkem v ramci doporované stravy f prevenci nejiizr¢jSich
onemocgni (Monagas et al., 2006). Vinné listy jsou ostatdnepaniti oblibenou surovinou
piedevsim balkanskeé kuchy(Sendadu et al., 2006).

Prvni wdecké vyzkumy tykajici se pozitivniché¢ioka vina, zejména pak toho
¢erveného byly publikovany vroce 1904. O 75 let g#pz byly zvefejrény studie
porovnavajici zeh holdujici cervenému vinu s ostatnimi, které preferuji konzunpaea
¢i jinych alkoholickych napdi, piicemz publikované vysledky jiz v této dopiinesly dikazy
sniZzené umrtnosti na skalé onemocani u obyvatel zemi, které pravidélpiji ve stidmych
davkacheervené vino (Klatsky, 2007). Vliv vina na lidské&ad vSak stale neni v s¢asné
doke zcela objasin. Je to napoj spojujici v sélradici, noblesu a smyslovy prozitek spolu
s moznym zdravotnimifmosem a ¥decké prace tykajici se vina a jeho vlastnostiatehu

k lidskému zdravi stéle stoji v pigali wdeckého i laického zajmu.
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2 Cil prace

Cilem této prace je porovnani antioxidach a protizagtlivych vlastnosti vybranych
tuzemskych a gruzinskych ddr cerveného vina. Antioxidai aktivita bude stanovena
pomoci in vitro testt metodami ORAC (oxygen radical absorbance capadtypPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl). Protizétiiva aktivita bude stanovena metodou inhibice
aktivity cyklooxygenazy-1 (COX-1) a cyklooxygend2y-(COX-2). Redpokladdame,
Ze technologie, odda i odliSné prosedi mize mit zasadni vliv na kvalitu produktu i jeho
vlastnosti ve vztahu ke zdravi. Vysledek prace rake vést ke konkrétnim vyzivovym

dopor&enim.



| zacal Noe obdlavat pidu a vysadil vinici.

Napil se pak vina, opil se a odkryl upr@st svého stanu

Bible (Genesis, kamtdt 20-21)

Obr. 1. No@@ivino ve své vinici
ré¥zato z: www.allposters.com
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3 Historie vinné révy

Jeden z prvnich historicky psanych zazagkajici se pstovani a konzumace vina
pochazi z Bible, kdy Noe se svoji Archotisfal v podliii Kavkazu na Upati hory Ararat
a vysadil vinici. Archeologické vyzkumy vSak potilydpéstovani vinné révy jiz v 6. stoleti
pi. n. I. Ztohoto obdobi pochazi s n&gi prav@podobnosti i hliand amfora nalezena na
rozmezi dnesSniho GUzemi jihovychodniho Tureckaul@mrménie. (McGovern at al., 1996).
Na zéklad chemické analyzy v ni byla objevena kyselina vinhdto kyselina by ale sama
0 sol& nemusela stoproceritmlokazovat fitomnost vina, a to zigodu sodasného vyskytu
i vjinych druzich ovoce a zeleniny. Mimo kyselininnou byly vSak v nadabobjeveny
i stopy pryskyice pochézejici z pistaciovniku, kter4 se ve stdwvhojré vyuzZivala jako
acinny konzervant. (Soleas et al., 1997). Gmné studie zabyvajici se ndlezy keramickych
lahvi, zejména z oblasti Arménie, jsou vSak schgpm@oci nejnogjSich metod zaloZenych
piedevsim na kapalinové chromatografii dokazat naytitomnost antokyanu malvidinu.
Ten je zodpo¥dny zacervené zbarveni granatovych jablekeavené vinné révyimz se opt
doklada tvrzeni o oblastech blizkého vychodu jakgatvnich civilizacich zabyvajicich se
vyrobou vina (Barnard et al. 2010).(4n¢ byly objeveny i jiné a zaroviestarsi fermentované
alkoholické napoje, ty ale pochazely z jinych zfrajez je vinna réva a to ndiglad z ryze
nebo medu, pouzivané zejménadeltnym @elim (Jackson, 2008). Vino je ostatsowasti
nejrizréjSich tradénich medicin po mnoho staleti (Basavaraju, 2009)zeini Kavkazu se
diky staro¥kym civilizacim postup& piesouvalo pstovani vina fes Palestinu, Syrii,
Mezopotamii a Egypt i do daldich zemigsv (Obr. 2). Na tUzemi Evropy, a tudiXech
a Moravy se vinna réva dostala zasluhiooskych legii ve 2. st. n. |. (This et al., 2006).

3.1 Gruzinské ¢ervené vino

Pro Gruzii, zemi o i milionech obyvatel, tviici most mezi Evropou a Asii, je vino
brano v potaz vice jako s&dst narodniho alictvi a kultury nez jako alkoholicky népoj.
Legenda pravi, Ze svata Nino, ktetinpsla na Uzemi dnesni Gruzie ve 4. st. naSehpd&to
kieg’anstvi, neslaiz vyrobeny z vinné révy. Dodnes jsou v zemi tyitidé&céasto symbolicky
zawsSeny na gruzinskychiés’anskych kostelech (Kurtiashvili and Rose 2006edanstvi
ostat sehrélo velmi dlezitou roli @i péstovani vina. Pravv klaSterech sedhem 12. st.
zabyvali vyrobou a zpracovanim vina velmi intengjva to nejen Kk ritualnim @hdim
(Glonti, 2010).
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Zem¢ je rozdlena do w®kolika vinaskych oblasti dle geografického undfgt
a klimatickych podminek (Obr. 3). Ve vychodfésti se jedna o oblast Kakheti (60—70 %
produkce veSkerého vina) a Kartli, v zapadhsti zend jde o Imereti, Racha-Lechkhumi,
treti oblasti je subtropické pasmo v bezpemi blizkostiCerného mee (Barisashvili et al.,
2011).

Obr. 2. Mapa roz#ni vinné révy
Prevzato z: www.domainegeorgia.com

O tom, Ze oblast jizniho Kavkazu a tedy i Gruziemamji védci a archeologové
za kolébku pstovani vinné révy swci i fakt, Ze slovo vino (wine, vin...), bylo s néfgi
pravdpodobnosti odvozeno od gruzinského gvina (Barisdshet al., 2011). H
vykopavkach v oblasti dneSni Gruzie archeologovéewlb pecicky kulturni vinné révy
pochazejici ze 6. tisiciletiigd naSim letoptem (This et al., 2006; Ekhvaia and Akhalkatsi,
2010). Klimatické podminky této zenpiechazeji pes pasmo chladné, subtropické, chladné
aZz po kontinentalni. Ve vychodgéasti zend se ve vySce 1200 m. n. m. vyskytuji nejvyse
poloZzené vinice. Vinna réva je zde typicka svouwné&ervenou barvou s vyraznou chuti
a vysokym podilemitslovin. V zapadnicasti se zase vino vyztige spiSe jem¥jsSi
a vyvazemnjSi chuti se sstlejSi barvou. NejniZze poloZzené vinohrady se vysfkypodél
polrezi cerného mee, v nadmeské vysce okolo 400 m. n. m., v oblasti se subtiopn
podnebim a vysokou vzduSnou vihkosti (Glonti, 2010)
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Obr. 3. Gruzinské virfaké oblasti
Prevzato z: www.georgianwinesociety.co.uk

Tradiéni gruzinska vyroba vina, ktera gk narodnimu bohatstvi a kuttizeng, je
zcela unikatni a s¥ové ojediréla. Zakladem jsou hlimé amfory (nazyvané kvevri) se
Spikatym dnem o objemu od 200-8000 | zakopané az pto twdzemi, ve kterych vino
dozravéa pinejmensim pt let. Fi konetné fermentaci musi byt pouzity vSech#dsti vinné
révy (slupka, duzina i semena) neboli rmut, ktegy dska rozemletim hroé&n Mimo
dozravani vina byly tyto keramické nadoby pouzivamyinulosti také ke skladovani obili
nebo masla. Tato tragi vyroba vSak v saiasné dob neni jiz tak rozgena jako tomu
byvavalo v minulosti, a to hla¥nz divoda nara@nych poZadavk na znalosti, zkuSenosti
a naklady. V dnesni debse v Gruzii soustdi pouzeit oblasti na tuto technologii vyroby
vina. Jde o Kakheti, Imereti a Guria. Na rozdil teadiéni vyroby vina, ktera vyzaduje
piidavky chemickych latek, proces zpracovani vinmg ke kvevri je zaloZen nafipozenych
podminkach a faktorech befigavku syntetickych slaenin. | @i udrzke téchto nadob jsou
pouzivany Setrné ifrodni latky. Vnitni strana amfory je naiklad nejdive oSetovana
vapennou vodou, posléze roztopenym voskemrijdich dobach se pouzival ridpad
i kozi tuk), vréjSi strana je ovagma vapnem. Hlavni vyhodou tr&di vyroby je girozené

udrzovani stejné teploty v anitéov zime i v |é&€ a neni tedy péebatizené kontroly. Zarove
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N 1

je teplota diky vapennému oferti z vigjSi strany o trochu vysSi neki flasické vyrold, coz
ma za dsledek delSi dobu zrani a fermentace. Tyto procgsy ostatd jedny
Z nejdilezit¢jSich v rdmci tradini vyroby (Barisashvili et al., 2011). Misto, veekdm se
kvevri vyskytuje, se nazyva marani. Existuji dvayymarani (Obr. 4), a to uzBané marani
(ve vychodnicasti) tvaené z kamein nebo deva a otetené marani (v zdpadsasti), které
tvoii otewené prostranstvi obklopené stromy se Sirokymi liggz slouzi k v&Si ochrart

a k udrzeni pozadovanych teplotnich podminek (Gl&61.0).

a) Kvevri umistné v oteveném marani b) Kvevri umiséné vuzawreném marani
hermeticky uzakené kameninovymifkopem

Obr. 4. Kvevri
Prevzato z: Barisashvili et al., (2011)

V ramci tradéni vyroby vina ve kvevri iizeme dle technologického postupu
zpracovani vinné révy rozliSit hnedkolik metod. Ri vyrob¢ Kachetinského vina dochazi
ke kvaSeni moStu na rmutu, neboli jsou fermentovdagrosto vSechnyasti bobuli. Tato
vina jsou velice oblibena i v jinych zemich. Vyzmja se vysokym extraktem, vysokou
hladinou vitamin, tanini, jsou silit aromaticka a velmi harmonicka (@ichova, 2003). B
vyrobé Imeretianského vina se takto fermentuje potetnt z celkového mnozstvi slupek,
duziny i semen. Tato metoda se nazyva Tkidkchetinsky postup zase Chaclirokud
dochazi k fermentaci pouze vinnéagy, jedna se o Evropsky postup, ktery je¢ktarych
oblastech Gruzie také vyskytuje. Takto vznikla visak nejsou ozgavana, by vyrobena
v Gruzii, za tradini (Barisashvili et al., 2011). K typickym doméacodridam paiti Saperavi,
které pati mezi nejvyznamgjsi ¢cervenou odidu v Gruzii (Vouillamoz et al.,, 2006), dale
nagiklad MudZuretuli, Alexandreuli, Odjaleshi, Rka#dif Tsolikauri, Aladasturi nebo
Mtsvane. Krong tradicnich gruzinskych odd se v Gruzii pstuji i oditidy rozSfené po celém
swte, jako teba Chardonnay, Cabernet Sauvignon nebo Pinot Meikow je v Gruzii
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zastoupeno fes 500 odid vinné révy (vice jak polovinu t¥b odmdy ¢ervené),(Ekhvaia
and Akhalkatsi, 2010).

3.2 Kilasifikace vinné révy

Celed’ révovitych (Vitaceae) zahrnuje okolo 14 #odévy, dohromady i@s 1000
druhi. Je tvdena pedevSim tropickymi a subtropickymi druhy, vyskytuyeAustralii,
na Novém Zélandu, jizni Americe i Africe, zaravaké v mirnych pasmech (Soleas et al.,
1997). Hospod&ky nejvyznam§si zceledi Vitacea je rod/itis viniferia, ktery se pouziva
po celém s#te praw k vyrobe vina. Sodasreé se jedné o jediny euroasijskyyodni genom
vinné révy, ktery se pra¥godobré poprvé objevil ped vice jak 65 miliony let (Myles et al.,
2011).Vitis viniferase @&li na dva poddruhy, a t@. vinifera sativa(réva vinna prava) a druhy
poddruh pedstavujici divokou formu/. vinifera silvestris nazyvanou réva lesni, ktera je
rozStena v okoli Sedozemniho me, zasahujici fies Gzemi Spaiska, severni Afriky
a vychodniho Kavkazu. Oba poddruhy lze rozli§gdevSim podle morfologickych znak
(This et al., 2006).

3.3 Chemické sloZeni vinné révy

Znalosti chemického slozeni vinné révy se vyznamamysily bthem poslednich
Ctyriceti let, a to zvlast diky rozvoji modernich chemickych analyziegevsim plynové
a kapalinové chromatografie, intexvené spektrometrie nebo nuklearni magnetické
rezonance. Ve vinné réwylo rozpoznano vice jak 500 jednotlivych slozpkgemz 160
z nich jsou estery. Koncentrace hlavnich kompahnestpohybuje v rozmezi 1610° mgl.
Pfi chuwovém vnimani se jednotlivé slozky nepodileji vyznamnma konéném vjemu,

vSechny dohromady vSak mohouiiteelmi specifickou chti (Soleas et al., 1997).

Majoritni slozku a zarowehlavni sodast celkového obsahu vina fv@oda (80 %),
kterd se Giastni zarovie mnoha dleZitych chemickych reakci, pmaje fistem vinné révy,
pies fermenténi procesy az po dozravani vina. Ve &aterozpustné nebo malo rozpustné
slozky nehraji ve vinné réwirilis dulezitou roli. Obsah aromatickych slozek vyskytujfcse
ve virg se pohybuje okolo 0,8-1,2 g v jednom litru. Zejamée jedna o alkoholy vzniklé
fermentaci, které twd az 50 % z celkového mnozstwkavych latek, dale jde ctkavé

kyseliny a estery karboxylovych kyselin (Berthelslk, 2006).
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Tab. 1. Procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek v cerveném a bilém viné
Stolnivina Dezertnivina
Slozka bilé cervené bilé cervené
voda 87 87 76 74
ethanol 10 10 14 14
tékavé slozky 0,04 0,04 0,05 0,05
extrakt 2,6 2,7 10,1 12,2
cukr 0,05 0,05 8 10
pektiny 0,3 0,3 0,25 0,25
glycerol 1,1 1,1 0,9 0,9
kyseliny 0,7 0,6 0,5 0,05
popel 0,2 0,2 0,2 0,2
fenoly 0,01 0,2 0,01 0,1
aminokyseliny 0,25 0,25 0,2 0,2
tuk a terpeny 0,01 0,02 0,01 0,02
vitaminy 0,01 0,01 0,01 0,01
celkem 100 100 100 100

Tab. 1. Procentualni zastoupeni jednotlivych sloz&érveném a bilém vén
Prevzato z: Soleas et. al., (1997)

3.3.1 Cukry

Mezi hlavni cukry vinné révy patfruktoza a glukoza, které se vyskytujitgizné
stejném poréru (Berthels et al., 2006). U zralejSi vinné ré&eyvSak zvySuje obsah fruktozy
stejre jako ve zbytkovém cukru fermentovaného vina, a toho divodu, Ze pivni kvasinky
(Saccharomyces cerevis)aéermentuji glukézu v procesu kvaseni rychleji niedktdzu
(Berthels et al., 2008).fRomnost fruktdzy ve zbytkovém cukru, ktera jgbpzné dvakrat
sladSi nez glukdza se tedy naleztojevi ve finalni cukernatosti vina (Lee, 19&ultivary,
které nepochéazeji z rodtitis viniferiamohou obsahovat i &ité procento sacharézy, ktera se
ale Ehem fermentace ve finélni fazi rozklad&opa fruktézu a glukdézu. Bmérna hodnota
celkového cukru ve vinné réwse pohybuje mezi 22-24 % v zavislosti na druhuiehgr
stupni zralosti a zdravi bobuli (Soleas et al.,7)98ylo také zji&no, Ze vysoky obsah cukru
muze zvySovatdkavost aromatickych sloZzek. Podle obsahu zbytkov@llou se vina di
na vina sucha, polosucha, polosladka a sladka t@atal., 2008).

3.3.2 Alkoholy

NejdalezitejSim alkoholem vyskytujicim se ve ¥inje ethanol. B dodrzeni

standardnich podminekeliiem alkoholového kvaSeni kolisa jeho obsah okolel1%4%,

16



obecr je ale jeho koncentrace ve vinech miniZsi a to v rozmezi 10-13 %xidavek cukru
béhem fermenténiho procesu se projevi zvysenym obsahem alkohtdured 15 %, coz se
vyskytuje napiklad u likérovych (portskych vin), (Jackson, 200€gzi hlavni faktory, které
rozhoduji o koncentraci alkoholu, papredevSim obsah cukru, teplota a druh kvasinek.
Ethanol je kléovou sloZkou stability a zrani vina. Spolu s dai&inuhy alkoholu pomalu
reaguje s organickymi kyselinami za vzniku estedteré stabilitu pr&v udrzuji. Zarove
inhibuje 1ast mikroorganism a v kombinaci s kyselym prdistlim vina umaiuje jeho stalost
po mnoho let. B vyrob¢ cerveného vina jetdezitym rozpousdtdlem @i extrakci pigment

a tislovin. Zarové pravdpodobré redukuje spokné s oxidem uhtiitym vypary €kavych
latek, které vznikaji § fermentaci (Williams and Rosser, 1981). Enzymgtic rozkladem
pektini vznika ve vig i urcité mnozstvi methanolu (0,1-0,2 g/l). Methanol akitniho
hlediska ovSem nezastava ve &idulezitou roli. Ze 160 estér které byly ve vid
identifikovany (Soleas et al., 1997), vznik& popze z nich za jssobeni methanolu. Ze vSech
alkoholickych népdij, které proSly procesem fermentace, je obsah melthar vire Uplne
nejnizsi a to z@vodu nizkého mnozstvi pektirv ovoci. Je tedy taka vylouweno, aby v této
minimalni koncentraci zoxidoval methanol v lidském$le na toxicky formaldehyd
a kyselinu mravefi a doSlo tak k naruSeni centraini nervové sous(@nekow and Ough,
1976). Mezi dalSi alkoholy, které se vyskytuji \iagy pati nagiklad 1-propanol, 2-methyl-1-
-propanol, 2-methyl-1-butanol a 3-methyl-1-butanbjto vyssi alkoholy vznikaji igvazre
jako meziprodukty kvasného procesu v zavislostite@ot, pritomnosti kysliku a druhu
kvasinek (Jackson, 2008). DalSim alkoholem je lemesladly glycerol, ktery je povazovan
za dilezitou vyrazovou slozku. Dodava vinu hladkou aoplechy (Hatzakis and Archavlis,
2007).

3.3.3 Kyseliny

Kyseliny vyskytujici se ve vinse obec# rozcEluji do dvou skupin, a to na kyseliny
tékavé a kyseliny stalé. ékavé kyseliny mohou byt vifpad potreby snadno odstrany
destilaci. Kyselina octova gatmezi nejszrgji rozSikené tkavé kyseliny, jeji mnozZstvi se
pohybuje od 0,2 do 0,6 g/l. Ostatni karboxylovéeliysy jako vinna, citronova, maselna
a jabl&éna vyznama kvantitativre urcuji pH vina, zejména jde o p@mmezi kyselinou
vinnou a jablénou (Soleas et al., 1997). U bilych vin se pH poigbmezi 3,1-3,4.
V rozmezi 3,3-3,6 kolisa pH u vitervenych. Mirg nizSi kyselost wervenych vin je

pravdépodobré zpisobena $tSim mnozstvim polyfenal(Jackson, 2008).
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3.3.4 Polyfenoly

Mezi vyznamnou sloZku vina gatpolyfenoly, které tvéi velmi dilezitou skupinu
sekundérnich metabalitrostlin. Obzvlast jde-li o ¢cervené vino, je fendin priklddana velmi
dulezitd funkce, a to ne pouze z hlediska pozitivniginkta na lidské zdravi, ale také
z pohledu vyrazové hodnoty, chubarvy i celkové kvality vina. Bmérné se vcerveném
viné vyskytuje od 1000—-4000 mg feriol jednom litru (Tsang et al., 2005). V bilém ¥ise
polyfenoly vyskytuji v podstatnniz§im mnozstvi (Formica and Regelson, 1995). &t
pravdpodobnosti pochazeji hned &nlika riznych zdraj, a to gimo z ovoce, zejména ze
slupky a semen vinné révy, dale pak jako produktgského procesu nebdi gextrakci
v diewenych sudech (Sanz et al., 2012). Z chemického $itedde sloteniny, které obsahuji
jednu nebo vice hydroxylovych futkich skupin (-OH) navdzanychimo na benzenovy
kruh (aromatické jadro). (Rahman et al., 2006)chejtruktura je velicetiznoroda, pohybuje
se od jednoduchych sléenin az po vysoce polymerni struktury taniv ¢cerveném vig se
vyskytuji dw dilezité skupiny polyfenolickych latek a to flavongid neflavonoidy. (Tab. 2).
V sowasné dob bylo identifikovano vice nez 8000 flavon@igGhosh and Konishi, 2007).
Jednd se o ve véddolre rozpustné rostlinné pigmenty, které jsou chargdeany jako
molekuly obsahujici dvbenzenova jadra spojena pyranem. Od 40. let dfetistkdy byly
flavonoidy poprvé izolovany a popsany, jsou spofgva netiznéjSimi pozitivnimi €inky na
lidsky organismus, zejména pro své antiokidaa protizastlivé schopnosti. V rostlif
zérove slouZi jako ochranaied napadenimiznymi plis@mi a bakteriemi (Formica and
Regelson, 1995). V poslednich dvaceti letech sk &i$a dalcasgji zacinaji objevovat studie
a nazory, které hovbzaroveé i o negativnim fisobeni skterych flavonoid, zejména pak
kvercetinu a rutinu, u kterych byla zjgh ukita mutagenni
karcinogenni aktivita zvlaStpri nadmérném gijmu téchto latek. Obeah by vSak v ramci
vyvazeneé stravy netfa byt tato hranic€asto gekratovana, pokud jedinec neuziva zarove
i zvlastni vyzivové dopiky, obsahujici tyto slozky.fPdodrzeni Bzného pijmu flavonoidi
a dlouhodobého neégkratovani doportiené denni davky, kterani 1 g na osobu, v3ak stalé
pievladaji jejich pozitivni &inky (Delaney et al., 2002; Sugimura et al., 19%kjbola
and Smith, 2000). Mezi nejbreji se vyskytujici flavonoidy ¥erveném vii pati flavonoly,
flavanoly a anthokyany (Cook and Samman, 1996\ dflaidy se vyskytuji bdi volné anebo
negasgji vazané na cukry, titci glykosidy. Veerveném vii tvoii dokonce vice jak 85 %
(vice jak 1 g/l ) celkového mnoZstvi veSkerych patpli, u bilého jde maximato 20 %

z celkového mnozstvi (Soleas et al., 1997). Mezineynné flavonoly vin s&adi kvercetin.
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Mimo vinnou révu je obsaZen jé3t mnoha dalSich zdrojich, nidklad v jablkach, Spenatu,
brokolici, ¢erném a zelenéndaji nebo fazolich (Shaik et al., 2006). Naprostgvyssi
mnoZzstvi tohoto flavonolu bylo zji&to v cibuli (284-486 mg/kg), &erveném via jde

0 mnozstvi okolo 8 mg v 1 litru. Jeho Sirokospdkirdiologicka aktivita je do @ité miry
velmi podobna aktivét resveratrolu. Mimo antioxidai, protizastlivé a preventivni &nky

v oblasti vyskytu rakoviny (Baghel et al., 2012k&yuje navic kvercetin né&flad schopnost
posilovat girozenou obranyschopnost a imunitu organismu, roZpokrevni srazeniny nebo
acinné bojovat proti nejitznéjSim viram, zejména herpes viru (Formica and Regelson, 1995)
NejvysSi @&innosti kvercetinu je dosaZzeno péavehdy, je-li gitomen spoléné se
stilbenoidem resveratrolem, tak jak je tomtsemveného vina (Sun et al., 2010). Protcwe
vlastnosti a strukturu vina maji vyznam flavan-g-al jejich polymery oznmvané jako
taniny (¥isloviny). Pro gstitele vinné révy mezi nejtkzitéjSi flavan-3-oly paf pro pstitele
vinné révy katechin a epikatechin a to@adu jejich vyrazovych chiovych vlastnosti.
Horké tony byvaji spojovany s flavan-3-oly pochazejicze semeniislovité tony zase
z flavan-3-ol pochéazejich se slupek bobuli (Paviousek, 2011kladabarviv u modrych
odrad vinné révy tvei ve vod rozpustné barevné pigmenty nazyvané anthokyaninigy
vinné ré¥ byvaji vSak nestabilni a vyskytuji se tudiz jakdhakyany vazané na glukozu.
NejvyznamrjSim zastupcem z této skupiny je malvidin-3-glukosdedna se o hlavni

anthokyanové barvivo vinné révy (Ghosh and Koni2@Q)7).

Ostatni neflavonoidni sl@aniny pati chemicky jednodussi sléeniny. U vin, ktera
nezraji v dubovych sudech, se dasgji jednd o fizné derivaty kyseliny skiové
a benzoovégasto navazané na alkoholy, cukry a dalSi kyseljako nagiklad kyselina
kumarova, kavova a ferulova. Primarse vyskytuji ve vakuolach bék vinné révy, které
jsou snadno extrahovanyifisovani (Singleton et al. 1984). Vina zrajicflwbovych sudech
maji obecsn vysSi podil fenolickych kyselin, zejména se toétylerivai kyseliny benzoové,
piedevsim kyseliny ellagoveé, ktera vznika rozklademirii ve vire. Kyselina kaftarova je
nejbszngji se vyskytujici se fenolicka kyselina ve ¥im slouzi pedevSim jako substrat
pro oxidaci. V bilych vinech mohou igobovat zarove zluto-zlaté zbarveni (Soleas et al.,
1997).
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Tab. 2. Zakladni rozdéleni fenolickych sloucenin ve viné a jejich hlavni zastupci

Skupina Zastupci

Hydroxybenzoové kyseliny
COOH

Kyselina gallova, benzeov3,
protokatechova, vanilova

Kyselina benzoovd

Hydroxyskoticové kyseliny

. B L HC——CHCOOH
Neflavonoidnifenolické latky Kyselina kumarova, kavova,

ferulov3, sinapova, kaftarova

kyselina skoficova

. Cis a Trans resveratrol, piceid,
Stilbeny . L

piceatannol, astringin

Antokyany

Malvidin-3-glukosid, Cyanidin-
3-glukosid, estery s kys.
Octovou, kumarovou, kavovou

Katechin, epikatechin,

Fl idni fenolické l4tk Ho O gallokatechin,
avonoidnifenolické latky o epigallokatechin

Kvercetin, myricetin,
R, kaempferol, rutin

HO

O—Glucose

OH

Tab. 2. Zakladni rozdeni jednotlivych slodenin a jejich hlavni zastupci
Prevzato z: PavlouSek P., (2012)

MnozZstvi a sloZzeni polyfenblvyskytujicich se ve vinnesouvisi pouze na druhu
odnady vinné révy, klimatickych podminkéach, tgobu zpracovani a dalSich owliyicich
faktorech, ale také na celkové délce zrajiciho gsnca typech sudpouzivanych k tomuto
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Gcelu. V zavislosti na délce zrani zde existuje tqista stoupajici tendence akumulace
polyfenolickych latek, a tim i vestSing piipad také vy3si antioxidai potencial (Del Alamo
et al., 2008). Schwarz et al. (2012) fiklad zkoumali antioxidéni aktivitu 26 vzork
cervenych vin, z nichz nejstarSi pochazelo z rokB51Metodou TEAC (trolox equivalent
antioxidant capacity) byla prdw nejstarSiho vina zji§ta nejvySSi antioxidai aktivita, kdy
hodnota ekvivalentu troloxu (ET) v jednom litru &imlosahovala 5,6 mM. U nejmladSiho

vzorku byla nar‘fena hodnota 0,19 mM ET/I.

Tab. 3. Primérné zastoupeni nejvyznamnéjsich polyfenolti v cerveném a bilém viné

Primérné mnozstvi (mg/l)

Druh polyfenolu cervené vino bilé vino
Katechin 191,3 34,9
Epikatechin 82 21
Rutin 9,1 0
Myricetin 8,5 0
Kvercetin 7,7 0
Resveratrol 1,9 0,19

Tab. 3 Rmeérné zastoupeni nejvyznmgsich polyfenal v ¢erveném a bilém vén
Prevzato a upraveno z: Soleas et al., (1997), Ratadh, (2004)

3.3.5 Stilbenoidy

NejvyznamijSi a zarovés nejprozkoumakjSi sloZzkou cerveného vina, které se
pripisuje WtSina pozitivnich &dinka lidsky organismus ip pravidelné konzumaci je
resveratrol (Fontecave et al., 1998). Resveratatili nezi stilbenoidy a spolu s ostatnimi
flavonoidy jde Zejm¢ o hlavni faktory, tzv. Francouzského paradoxunPmminka o tomto
fenoménu pochazi z roku 1918 od irského iék8amuela Blacka (Klatsky, 2007). Timto
paradoxem je ozgavana skuténost, Ze obyvatelé jizni Francie, znami pravidelnou
konzumaci jidel s vysokym podilem nasycenychitakstidmou konzumacéervenych vin,
maji velice nizkou umrtnost na nasledky kardiovéakich onemoaini, a to #ejm¢ diky
piisunu rostlinnych polyfendl (Rahman et. al.,, 2006; Markus and Morris, 2008).
Stibelnoidy, flavonoidy a optimalni mnoZstvi alkdndotiz (€inné inhibuje oxygenazové
enzymy,¢imz snizuji oxidaci LDL (low density lipoproteinjdt s nizkou hustotou a brani
tak agregaci krevnich de&tk, tromboze, ukladani cholesterolu, a tim n&uému zvySovani

krevniho tlaku (Mar et al., 2013). Resveratrol sskytuje ve dvou izomerech (Obr. 5),
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piicemz ztrans formy prechézi dacis izomeru @isobenim UV zgeni. S vyjimkou tkolika
studii, napiklad prace Lucena et al., (2010), jsou pozitiviinky piiznavany jehotrans
-izomeru (Alcaron and Villegas). Resveratrol se kyysje pinejmenSim v 72 druzich
rostlinnych druld, mnoho z nich je s@asti zdravého stravovani (Jang et al., 1997). Mimo
slupek bobuli vinné révy (50-100 mg/g), (Marquealet2009)je obsazen také v biwkach,
brusinkach, kakau, eukalyptu, kapijdirokolici, zeli, cibuli,éervenéieps, ofechach a mnoha
dalSich potravinach (Fahey and Kensler 2007). Hlawmkci resveratrolu v rostlénje ziejme

jeji ochrana proti napadeni plésni, zejména se jedna o plis8edou Botrytis cinerea),je
tedy klasifikovan jako fytoalexin a jeho obsahista stresem révy vinné nejen po infekci
plisni, ale také stresem vyvolanym fi&fad nedostatkem vody nebo UViedim (Manika
and Dipak, 2010). Ve viénse vyskytuje ve dvou formach, a todbwoln¢ nebo navazany
na cukr 3-OB-D-glukosid-resveratrol (Jackson et al. 1991). @beje obsah resveratrolu
vySSi pra¥ v ¢erveném vig, a to z dvodu jeho ukladani ve slupkach hrézrkteré jsou
na rozdil od vyroby vina bilého podrobeny procesacenace, i kterém jsou cenné latky
obsazené ve slupkackietns resveratrolu uvalovany (Lamuela-Raventos and Boronat, 1998;
Creasy and Creasy, 1998). Koncentrace resveratrokrveném via se pohybuje okolo
1,5-3 mg/l v zavislosti na podminkéchsfovani a zpracovani vina. (Alcaron and Villegas,
2005). Podle &kterych studii Ize vSak soudit, Ze bilé vinéza vykazovat podoknpozitivni
Gcinky v prevenci srdenich onemocEni stejié jako vino cervené, podminkou je ale
dostateén¢ vysoky obsah tyrosolu a hydroxytyrosoliininych antioxidant (Dudley et al.,
2008; Xanthopoulou et al., 2008; Fuhrman et alQ5200becy vSakéervené vino vykazuje
SirSi spektrum farmakologickéhaiinku na lidsky organismus, a taggdevsSim z dvodu
vétsSiho mnozstvi fitomnych polyfenal, a tim i zvySené antioxidai aktivity (Nakamura
et al., 2009). Na druhou stranu ale nemusi extrégtyeného vina, bohaté na polyfenolické
latky, jeSt vzdy gredukovat stej@ vysokou antioxidéni aktivitu (Xanthopoulou et al., 2008;
Ferguson, 2001). Stejrtak je nutno brat v potaz, Ze negpbklinickych studii, zaloZzenych
piedevsim na testovanych atiech, nemusi jeStvzdy korespondovat stejnou biologickou
aktivitou polyfenot u lidi, a to zejména zi@odu odliSného zjsobu vatebavani &chto latek

a celkového metabolismu. Tato informace bylanbyt brana na &domi @ vybéru
nejrizréjSich girodnich dopika, které se v saiasné dob v hojné mie vyskytuji na naSem
trhu (Nunez-Selles, 2005). Zcela objasa neni nafklad procentudlni dostupnost
resveratrolu v testecin vivo, stejré jako transport a distribuce pro lidsky organismus.
Metabolismus polyfendl je vystaven nejiznéjSim vlivam travici soustavy, dalSi zmy

nastavaji na urovni enterodyttudiZz mohou byt biologické ¢inky v cilovych tkanich
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a organech Zisobeny naprosto odliSnymi latkami neidnt, které byly @vodns prijaty

v potraw (Slanina a Taborska 2004). Vyznatjai nez koncentrace polyferiobyva ¢asto
jejich chemicka struktura, ktera tak&wje absorpci (D’Archivio et al., 2007). Obechylo
nagiklad zjiS€no, Ze anthokyanidiny pochazejici z vinné révy ggareaguji v pitomnosti
mlénych proteit, a tim dochéazi k vySSimu stupni polymerace
za vzniku stabilnich kompléxv zazivacim traktu (Xia et al., 2010). Po podéisiého
resveratrolwilovéku v davce srovnatelné s 2—3 skidw@mi ¢erveného vina (0,03 mg/kg) je
resveratrol detekovan ¥lhich tekutinach do 24 hodin, coz dokazuje rychadmsorpci tohoto
stilbenoidu v zaZivacim traktufifpodani vysSiho mnoZzstvi (1 mg/kg) byla viak zpia

a mai detekovana pouzé&vrtina tohoto mnozstvi za stejiésové obdobi. Vysoké podavané
mnozstvi fenolickych latek tiZze tedy zfisobovat kompenzai sniZeni jejich absorpce.
(Meng et al., 2004) V plazénje resveratrol pravgbodobrt navazan na lipoproteingimz
zvysSi stabilitu a snizi svoji rozpustnost (Belguaimnd et al., 1997). Jako potenciéliepaseé
resveratrolu z krevnihote¢isté do findlnich busnych membran se jevi jeden
Z nejdilezit¢jSich proteii krevni plazmy albumin. Po gastrickém podani restvelu
potkaram ho bylo mozné detekovat nejenom v jatrech a tetbh, ale zarovei v plicich,
srdci nebo mozku. U lidského organismu je vSakexipodu polyfendl z plazmy do finélnich
tkani a orgah dostupnych zatim stale jen malo informaci (Jaehial., 2004).

Vysoka biologicka @innost resveratrolu je spojendedevsim s jeho velmi dobrou
antioxid&ni a protizastlivou aktivitou (Nakamura et al., 2009). Obéaralézaji antioxidanty
své uplatani nejen pi prevenci kardiovaskularnich onemean, nap. aterosklerézy, ale také
pii prevenci neurodegenerativnich chorob jakoitkdgd Parkinsonovy nebo Alzheimerovy
nemoci, dale pak cukrovky 2. typu nebo rakoviny (iees et al., 2009). Mezi spoégt
mechanizmus vznikwéthto onemoceni pati predevsim oxidéni stres (Lee and Kim, 2011).
Jednd se o nerovnovahu mezi volnymi radikaly, ajiik jako vedlejSi produkty latkové
vymény a schopnosti organismu odbouravat tyto reaktpmuidukty pomoci antioxidadt
(Xanthopoulou et al., 2008; Nakamura et al., 20@)Easre byla u resveratrolu zji&ha
zajimava vlastnost, a to zvySovani exprese gendl $|Rtery chrani biky pred poSkozenim
DNA, a tim prodluZuje jejich Zivotnost a zpomalsf@rnuti busk (Sun et al., 2010; Manika
and Dipak, 2010). Dopoteni stravy bohaté na polyfenoly jako prevenci tmgjSich
onemockni ma zarove i ekonomicko-usporny charakter z hlediska nizSidkladi pri
vyzkumu girodnich slozek, nezipobjevovani novych syntetickych lkpouzivanych pro

lécbu zavaznych nemoci jako rakoviny.
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Obr. 5. Izomery resveratrolu

3.4 Antioxida¢ni G¢inky ¢erveného vina

Kyslik a dusik pat mezi zakladni prvky nepostradatelné pro Zivot zemi.
Za uritych okolnosti mohou vSak n#pnivé ovliviiovat lidsky organismus a to zejménia p
tvorbe jejich reaktivnich radikal, respektive reaktivnich forem kysliku (ROS — reext
oxygen species) a reaktivnich forem dusiku (RN8aetive nitrogen species), (Kumarasamy
et al., 2007). Jedn& se o vysoce reaktéastice, které obsahuji jeden nebo vice neparovych
elektrori v molekulovém orbitalu. ROS vznikaji v lidskéndlet hned gkolika cestami
a zastavaji mnoho vyznamnych funkako je napiklad p'enos energie, obranné imunitni
antibakterialni a antivirové reakce nebo deto&ikgroces fi odstraiovani cizorodych latek
na cytochromu P450 (Cederbaum 2001). Volné radikdbhou vznikat také gsobenim
ultrafialového nebo ionizujiciho &ni, zarové@ mohou pochazet ze zfigteného verjSiho
prostedi nebo cigaretového kimu(Kumarasamy et al., 2007). Mezi reaktivni fornyglku
pati nagiklad O, superoxidovy radikal, hydroxyperoxylovy radikal BHOhydroxylovy
radikal OH a jiné (Tab. 4). Dale zde existuje skupina latekadikalové povahy, které jsou
oxidatnimi ¢inidly nebo jsou peveditelné naip teplem nebo s¥lem do radikalové podoby,
respektive jejich fisobenim mze ke vzniku radikal dojit. Do této skupiny pé#t nagiklad
peroxid vodiku HO,, kyselina chlornd HCIO nebo ozor; Q/olf and Andrs, 2008). Volné
radikaly nefisobi svym negativnimugobenim pouze v rdmci vhiiho prostedi lidského
téla, negativni dinky se projevuji také naiiZi, pleti i vlasech fedtasnym starnutim a ztratou
vihkosti. V tomto pipact se jedna fedevSim o radikaly pochazejici ze &8&ného ovzdusi
a zakotieného prosedi (Zulli, 2001). Res mnoho vyznamnych pochigdkteré ROS nebo
RNS vlidském organismu zastavaji, vedou reakogchtd reaktivnich forem
s makromolekulami lipidl nebo proteifi ¢asto k posSkozeni bgénych struktur nebo celych

tkani a nasledn k propuknuti nejiznéjSich onemoceni (Xanthopolou et al., 2010) jako
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napiklad cukrovky (Ansley et al., 2013), rakoviny (M&sa, 1991) ledvinovych onemagri

(Rodrigo and Rivera, 2010) na&pngjSich kardiovaskularnich a neurodegenerativnich
onemockni (Shukla et al., 2011)

Tab. 4. Prehled reaktivnich forem kysiku a dusiku

Reaktivni formy kysliku (ROS)

Volné radikaly Latky neradikalové povahy
Superoxidovy radikal 0, Peroxid vodiku H,0,
Hydroperoxylovy radikal HO, Kyselina HCIO
Hydroxylovy radikal OH" 0z6n 0;
Peroxylovy radikal ROO Singletovy kyslik '0,
Alkoxylovy radikal RO

Reaktivniformy dusiku (RNS)

Volné radikaly Latky neradikalové povahy

Oxid dusnaty NO - Kyselina dusita HNO,

Oxid dusicity NO, Oxid dusity N,O3
Peroxynitrit ONOO’
Kyselina peroxodusita ONOOH
Alkylperoxynitrit ROONO’
Nitroniovy kationt NO,"
Chlorid nitrilu NO2CI

Tab. 4. #hled reaktivnich forem kysliku a dusiku
Pevzato z: Stipek, (2000)

VétSina €chto negativnich pochddvznika na zaklagltzv. oxid&niho stresu. Tento
termin definuje nerovnovahu, ktera vznikla mezi mamadnymi volnymi radikaly nebo
jejich produkty a antioxidanty, které neStaneutralizovat tyto reaktivni formy, jejichz
pasobeni vede k butinému starnuti, poSkozeni ikna nasledé k pripadné bu&né smrti.
(Yoshikawa and Naito 2002 Sohal and Allen, 199@koJantioxidanty jsou oztavany
latky, které zabnguji oxidaci substratu, tj. ochuzeni o elektrony,tite mu pedavaji vlastni
elektrony, a to ve atSiné piipadi za vzniku stabilnich produkt Antioxidant, ktery vSak
chrani jeden systém, nemusi byt antioxidanteménjisystému. V uitych pfipadech mohou
dokonce i rostlinné flavonoidy urychlit oxi¢lai poSkozeni ¢kterych molekul a nabyvat tak
charakteru pro-oxidaft Zavisi to zejména na podminkach predt (Volf a Andrs, 2008).

Po poziti zelenéhocaje, ktery je oznsmvan jako jeden z nejvyznagjgich zdrofi
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antioxidanti, bylo napiklad zjiS&no, Ze se v Ustech zardvtvori také utité mnozstvi HO..
Casto nabyvaji polyfenoly vlastnosti pro-oxidant piitomnosti kovovych iorit Mirny
oxidativni stres zfisobeny pro-oxidanty fize mit ale na druhou stranu pozitivitinms, kdy
se mize obrannou reakci na stres zvySovat mnoZzstvixadéoti vedouci k celkové ochran
vnittniho prostedi (Haliwell, 2008). Nkteré studie vSak dokazuji zardgve negativni
puasobeni Bkterych rostlinnych antioxidafit Bylo zjiS€no, Ze flavonoid kamferol, ktery je
strukturdl blizky kvercetinu mZe za pitomnosti Fe** a Cu®* snadno poskozovat DNA
a napomahat Skodlivé oxidaci ligidSahu and Gray, 1994). Velmi podébje tomu tak

i v pfipadt myricetinu (Sahu and Gray, 1993). Negativriegmji genotoxicky efekt, byl
dokazéan ale igdevSim u syntetickych antioxidéntkteré jsou urle vyrakény a zamdrné
piidavany do potravin jako né&gngjSi konzervanty (fedevsSim k zamezeni Zluknuti fk
a jako barviva (Kahl and Kappus, 1993). Dle vlatnéchygienickych nidzeni se vyzkumy
vS8ak v posledni da@bzabyvaji hledanim alternativnich konzemih latek, které by mohly
nahradit stavajici synetické konzervanty, nicenge to ve ¥tSin¢é pripadi stale pouze
prednétem testovani (Ghasemzadech et al., 2010). An@oridaktivita latky je kazdopadn
Uzce spjatad s gem a polohou hydroxylovych supin. NejvyssSi akéiviiyla zaznamenana
u flavonoidi, které obsahuji hydroxylovou skupinu v 3 a 4‘ geé na B kruhu (Cao et al.,
1997; Farkas et al., 2004), (Obr. 6).

S

HO o
c |
| OH
OH

Obr. 6. Vyznamné OH skupiny u kvercetinu z hledigkéioxid&ni aktivity

V lidském €le bojuje proti oxid&nimu poSkozeniifrozeny imunitni systém, ktery je
tvofen antioxid&nimi enzymy jako nafklad superoxiddismutazou, glutathionperoxidazou,

kataldzou (Kumarasamy et al., 2007) nebo antioxydaiitomnymi v lidskych tkanich jako
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kyselina askorbova (vitamin C) nebo vitamin E (Chd®91). Bylo vsak zjigho,

Ze antioxidani potencial flavonoidnich molekul je vysSi neZ guatial vitaminu E a C
(Spanos and Wrolstad, 1990). Eberhard et al., (2p0thoci metody TOSC (total oxyradical
scavenging capacity) na druhou strammse zjistili, Ze pouze 0,4 % vitaminu Gjtpmném

v jablkach se podili na antioxi¢fd aktivite, coz ostatéhdokazuiji i dalSi studie (Proteggente et
al., 2002; Kardeniz et al., 2005), kterdichazeji s poznatky, Ze celkova antioxida
a protizasgtliva aktivita rostlinnych polyfendl nemusi nuté korespondovat s mnozstvim
piitomného antioxidantu nebo ¢itou skupinou flavonoid, ale je vysledkemisobeni hned
nékolika slozek rostlinnych sekundarnich metatiolfSun et al., 2010). Obegrse vSak

v in vitro testech spiSe potvrzuje korela¢en® ungry polyfenofi a antioxidani aktivity (Cai

et al., 2004; Nakamura et al., 2009). Rrav tohoto dvodu je ¢ervené vino se svym
vysokych obsahem polyfenolickych latek vybornym agem nejen protizétlivych latek
ale i antioxidant (Nikfardjam, 2006). NejvysSi antioxitiai aktivitu cervené vinné révy
vykazuji semena, nasleduje slupkaic¢emz nejnizsi potencial ma duzina bobuli (Bonilla
et al., 2003). R testovani antioxidmi aktivity pro ti rizné koncentrace dziusyrobenych

z ¢ervené vinneé revy vykazoval 25% a 50% podil extraktoznoveého vina v tomto napoji
vySSi antioxidani aktivitu oproti 10% koncentraci, ale mezi vysS8idvéma nebyl témie
Zadny rozdil (Xia et al., 2010) Je tedy mozné, itgogidacni kapacita polyfendl mize mit
piece jen jisty limit a  prekrateni této hranice jiz aktivita nestoupa &mé s koncentraci
(Dani et al., 2009).

Hlavnim divodem poSkozeni lidskych b&mych struktur a membran je zvySené
mnoZstvi oxidanich produki lipida, zejména lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL)
a bilkovin (Volf and Andrs, 2008). Polynenasycenasiné kyseliny, jejichz dvojné vazby
jsou nachylné prév k oxidaci, jsou nasledkemetézové reakce pro&dnictvim volnych
radikai oxidatné poSkozovany. Lipoperoxidai produkty se nasledn mohou zait
akumulovat v cévni &b¢ a zpsobit aterosklerozu, neboli korgaf tepen anebo mohouda
indukovat sekreci prozétlivych cytokini (Haberland et al., 1996; Berliner and Heinecke
1996). Bylo zjiS¢éno, Ze jiz po dvou tydnech pravidelného uzivéiveného vina (400 ml
denrg) byla znateld zvySena odolnost LDL 0&i oxidaci a tim tedy také inhibovana
lipoperoxidaza a zarowiedoSlo k naistu celkové koncentrace polyfenolickych slemin
v lidské plaznd. U bilého vina konzumovaného ve stejné&emiadna podobnacimnost
zaznamendéna nebyla, a to prgwadobré z divodu nizkého vyskytu polyfenibTsang et al.,
2005). Koncentrace cholesteroluifeifho mezi lipoproteiny s vysokou hustotou (HDL ighh
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density lipoproteins), ktery neni oztwwan svou fitomnosti v lidskéméte za Skodlivy, byla
ovSem zvySena u obou typu ¢erveného vina znatedin Tyto hodnoty nemusi nicmén
souviset s mnozstvim polyferiglale spiSe iitomnosti alkoholu samotného (Gaziano et al.,
1993). Vcervené vinné ré&y pati resveratrol mezi polyfenoly, které se na inhibidL
oxidace podili velkou #rou (Chen et al., 2007; Meyer et al., 2008) Ve istbchnkel et al.,
(1998), ve které testovah vitro nékolik vzorkia komegne vyrakenych dZusd z ¢ervené vinné
révy, byla zjis¢na vysSi inhikini aktivita proti LDL oxidaci také u katechinu atinu,
piicemz celko¥ vykazovaly 10 uM koncentrace vzdrklZzusi v tomto testu srovnatelnou
inhibi¢ni aktivitu (az 75 %) se vzorkyerveného vina (az 90 %) o stejné koncentraci.
U nealkoholického napoje vyrobeného z révy bildy lbgzdily v porovnani se vzorky bilych
pusobenim nejenipvzniku diabetes, ale i v jedné z poslednich fahbto onemoani, a to

u diabetické neuropatie (DN — diabetic neuropatpglkozeni funkce a struktury perifernich
nervi. Po kardiovaskularnich problémech je to druh&as#jjSi vazna komplikace u paciént
postizenych cukrovkou (Brownlee, 2001)ti Restech u laboratornich kratikresveratrol
prokazateld inhiboval cytokin IL-B a redukoval defosforylaci adenosin monofosfatem
aktivovanou proteinkinazu (AMPK — adenosine mongpinate-activated proteikinase),
ktery se uplatuje pi metabolismu buktné energie, a tim dochazelo i k redukci deficitu
inzulinu. Oba tyto faktory hrajitdezitou roli jak Ehem celkového f@ibéhu hyperglykemie,
tak zarové i v rané fazi DN a jsou velmi citlivé naipobeni oxidéniho stresu (Chang et al.,
2001). Vysoka antioxidani aktivita byla zaznamenana také u kvercetinu.régtn svymi
antioxida&nimi schopnosti navic inhibuje xantinoxidazu, a talepSuje pibéh viad
onemockni, zejména tedy hyperurikemie (Chang et al., 1993)zitivni vysledky vykazuje
kvercetin také P inhibici oxidatniho stresu u kiadka (Yoon et al., 2013), ktery se velkou
meérou podili na vzniku nejznéjSich plicnich onemocmi, wetné rakoviny, ktera souvisi

s poSkozenim alveolarnich epitelovych &in(Aoshiba and Nagai, 2003). Kazdym
vdechnutim cigaretového kimiclovek prijima mezi 18**° volnych radikal (Hecht, 2007),
zarovar se v plicich zvySuje i mnozstvi zéllivych prostaglandit PGE (Marnet, 2009).
Nicmére Welton et al., (1988)i#li s tvrzenim, Ze tento flavonol projevuje sv@zpivni
acinky pravétpodobr o trochu vice v ramci inhibice cyklooxygenazy svyorotizaretlivymi
vlastnostmi nez i inhibici oxidatniho stresu. Jeidba vSak podotknout, Ze vysledky
mnohych studii seasto velmi vyznamnliSi predevSim v zavislosti na druhu metody, ktera
byla bihem testovani pouzita. Existuje hnetkalik metod na zjidini antioxid&ni aktivity,

ale Zadna z nich nebyla doposud vylaZdefinovana jako univerzalni a tudiz se dogaoje
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pii kazdém experimentu pouzit ke kritickému porovnayslediki minimalné dvé metody.
(Schlesier et al., 2002; Prior et al., 2005).

3.5 Protizanétlivé u¢inky ¢erveného vina

Protizartlivé (kinky ¢erveného vina, které jsou Uzce spojeny s antigridaktivitou,
tvori vyslednici gisobeni vSech komponéntvyskytujicich se vtomto napoji, zejména
polyfenoli. NejvysSi protizagtlivé vlastnosti vykazuji fenolické slozky, kter@ eyskytuji

v semenech vinné révy (Chacona et al., 2009).

Zarst je nejstarSi obranny mechanismus, jedna se ¥lastodpo¥d organismu na
poSkozeni jeho bwk nebo tkani. Toto posSkozeni mohou vyvolat mechHamichemicke,
fyzikélni i bakterialni faktory. Odp@d’ organizmu na poSkozeni v zavislosti na jeho razsah
a délce trvani rize byt lokalni nebo celkova. Lokalni zése projevuje &rvenanim, bolesti,
otokem a zvySenou mistni teplotou, u celkovéhodtzanoprovazejicino vysoké haiey
muze dojit az ke zhrouceni funkci organizmu d@sngieni smrti. (Fereik et al., 2005).
Z hlediska hlavniho rozteni vramci zad#livych proces Ize rozliSit zagt akutni
a chronicky. U akutniho zétu, ktery trva obvykle od dkolika minut do 2 tydf, nebyva
zpravidla poskozena tkdPokud se ale nepadanfekci odstranit, nastupuje chronicky 2gn
ktery ma poskozujici charakter, a je specifickySaryym mnoZzstvim lymfocita makrofag
(Rodriguez et al., 2003). Z&fivé reakce se dastni nejizngjSi buiky jako neutrofily,
makrofagy, T-lymfocyty, trombocyty nebo signalni letaly (cytokiny). Mezi dalSi dlezité
latky pati zarétové mediatory, které regulujijieh zarétu, a to & uz z hlediska inhilsniho,
tak podporujiciho. P#tzde napiklad faktor nadorové nekrozy (TNF), interleukini.-&)
nebo makrofagovy zétovy protein (MIP-1), (Nathan, 2002). Polymorfone&ini leukocyty
(PMNSs), v podstat neutrofily se dastni prvni faze z&t a pomoci cytokih mobilizuji
slozky imunitniho systému (Simon et al., 2002¢kdlik studii dokazuje inhiléni efekt
resveratrolu prakticky v celé prvni fazi, a to atdieni aktivace PMNs az k nasledné reakci
zaretovych mediatal (Pervaiz and Goetze, 2012; Cavallaro, 2003). Tkdehzasadni roli
pii styku s cytokiny, a to z hlediskafiimavosti neutrofii v cévnim endotheliu, kterou
aktivuje mezibuténa adhezivni molekula (ICAM). Vyzkumy ukazuji, Zsveratrol inhibuje
ICAM, a tim i pilnavost neutrofih k endotheliu a brani tak rozvoji zén (Cronstein
and Weissmann, 1993). Resveratrol také prokdzahny inhibicni efekt na redukci
reaktivnich kyslikovych metabaiitzahrnujicich superoxid £ peroxid vodiku HO, nebo

nagiklad kyselinu chlornou (HOCI), které jsou pomoéintovych mediatar uvolovany
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leukocyty (Rotondo et al., 1998)riFzarstu se v lidském organismu zvysi také mnoZstvi
oxidu dusnatého (NO), ktery ma& mikrobicidni vlagtti@ vznika inducibilni syntdzou oxidu
dusnatého (INOS - inducible nitric oxide synthasdn)vitro studie dokazaly inhilbni
vlastnosti resveratrolu na produkci NO, a tim umténi zasta (Leiro et al., 2002). Podobné
inhibi¢ni inky na INOS vykazuje také kvercetin, ktery ostapisobi na velmi podobnych
principech jako resveratrol. NejlepSich vyslédkykazuje kvercetin na iINOS v kombinaci
s resveratrolem a rutinem, coZ ¢bpmize sedcit o zvySené protizatlivé aktivité pri
synergickém fisobeni vice komponantve srovnani s jednou latkou. Stejtak kvercetin
inhibuje COX-2, TNF a blokuje oxidaci lipoprotéirs nizkou hustotou, které indikuji sekreci
prozartlivych cytokini (Maziere et al.,, 2001). Z hlediska protizdivého efektu je
vyznamny Werveném via i rutin (glykosid kvercetinu), ktery se asitil jak v akutni, tak

chronické fazi zattu u testovanych laboratornich mysi (Rao et aD,;720

3.6 Protinadorové (cinky ¢erveného vina

Na vzniku rakovinotvornych onemodm se mimo dalSich négngjSich faktofi
pravdpodobré podili ok& formy cyklooxygenazy, ifixemz u COX-2 jde o vyznanij$i vliv
(Marnett, 2009) Jednim z mnoha vydeni by mohla byt spojitost mezi vaznymi
a chronickymi zaéty vedoucimi k vysSi pravgodobnosti rozvoje rakovinotvorného
onemocgni. (Lu et al., 2006). Komponenwyskytujicich seterveném vin, u kterych byla
zaznamendéna protinadorova aktivita je hneélohk. Mezi nejvyznamyyjsi pati myricetin
(He et al., 2008), kvercetin a resveratrol (Solefal., 2002). FRestoZze mnozstvi myricetinu
a kvercetinu werveném vid nekolikrat prevySuje mnoZstvi resveratrolu (viz. Tab. 2),
protinadorovou aktivitu resveratrolu zvysSuji prépddobré také gitomné epikatechiny
a katechiny, které spaie¢ vykazuji synergicky efekt (Szewczuk and Pennin§p4).
Protinddorova aktivita resveratrolu (oZeaa v tomto fipact za inhib&ni potencial na COX-
1), (EDso — 15 pM) byla stanovena ndidad ve studii Gierse et al. (1995) jako nizSi nez
u indomethacinu (EE— 2,3 uM), vykazovala ale na druhou stranu zatdeesi inhibéni
ucinky na COX-1 nezitba aspirin (EBy— 880 uM). Po 18 tydennich pokusech na potkanech
s indukovanym nadorem tuke byla inhibice dstu nadoii |écena referefnim
chemoterapeutikem (dimethylbenz-(a)anthracenem —BBMa tetradecanoylphorbol-13-
-acetatem — TPA) necelych 40 %ii Podavani 25 pmol resveratrolu spwie s €mito
chemoterapeutiky dosahovala oproti tomu inhibiceB&2%. Resveratrol by mohl byt tedy
potencialnim alternativnim dajdem gi lécbé nadofi (Jang et al., 1997). Zkolika desitek
oficialnich klinickych test dostupnych na webovych strankach Clinicaltrialé.gay bylo
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vSak ohledn protinadorové aktivity resveratrolu prozatim dokemo jen gkolik studii.

V ramci testovani kvercetinu z hlediska jeho pradorového potencialu bylo doposud
dokorteno a publikovano vice experiméntParadox#é byl kvercetin po dlouhou dobu
zarazovan mezi jeden z potencialnich mutagennich flani (Lamson and Brignall 2000).
U kvercetinu byla prokazana ni#idad inhibice genu p53, ktery je povaZzovan za fede
z nejlEzngji se vyskytujicich mutagennich denv Sirokém spektru rakovinotvornych
onemockni, na témsi minimalni hodnoty u paciefttrpicich rakovinou pis (Avila et al.,
1996). Zarové byla zaznamenanatem jedné hodiny u 9 z 11 paciéntyrazna inhibini
aktivita proteinu tyrozin kindzové aktivity, kteyraje vyznamnou roli v buiném cyklu

a vyvoji mnoha drub rakoviny. Tato aktivita fetrvavala az 16 hodin (Ferry et al., 1996).
U léku doxorubicinu, ktery je Siroce pouZzivah fgcbé nejrizrejSich nadol zase zvySoval

kvercetin I€éebny efekt a tlumil negativni vedlejsiiaky (Staedler et al., 2011).

3.7 Cyklooxygenaza

Pred dvacetiiemi lety byl poprvé identifikovan enzym cyklooxygaa (COX), ktery
katalyzuje reakci fgmeny kyseliny arachidonové (AA) na prostaglandiny €,GSimmons
et al., 2004).

Kyselina arachidonova

Cyklooxygenaza 1 NAIDs

Cyklooxygenaza 2

PGG,

{

PGH,

Z1 1IN

PGH, PGD, PGE, PGI, TXA;

Obr. 7. Schémaipmeny kyseliny arachidonove
Prevzato a upraveno z: Dubois et al., (1998)

Prostaglandiny (PGs) jsou latky podobné horamonkteré byly poprvé objeveny

ve 30. letech 20. st. vigdstojné Zlaze, odtud byl ostatadvozen i jejich nazev.iwodns
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bylo mySleno, Ze se podili na pohybu spermii. ADvletech se zjistilo, Ze tyto latky vznikaji
pienmgnou nenasycené mastné kyseliny arachidonové (Clafa3). V dnesni dabjsou
prostaglandiny definovany jako dvacetiuhlikaté &euny, obsahujici jedenépuhlikaty
kruh, cleny do deseti skupin, které jsou ozoeany pismeny A az J. PGs netvo
specializované hiky, nejsou transportovany pomoci krve, aténkuji mistré. Maji velké
mnoZstvi dinkd, které setrzni podle typu organu, vémz se tveéi a druhu PGs. Ovliwiji
prokrveni, podileji se na tvarbmnoha dlezitych latek ¥etné hormoni, UCastni se srazeni
krve i imunitnich a zatlivych proces, zvysuji stahy &ozni svaloviny atd. PouZivaji se
i 1é¢ebre nag. pii nékterych cévnich poruchach nebo v porodnictvi (Waa2008; Hao
and Breyer, 2008).

Kyselina arachidonova je 20uhlikata vicenenasyoeastna kyselina, ktera se ddat
dostava bd' s potravou, fedevSim z masa a ryb nebo je syntetizovana z kysétiolové,
kterd je pitomna v mnoha rostlinnych olejich, rtdgad slunenici. Za normalnich podminek
je wtSina AA vazana ve fosfolipidové membéam koncentrace volné AA je nizka.
Koncentraci volné AA v biikach vSak lze d@asré zvysit vySSim fijmem kyseliny linolovée
v potrav nebo hydrolyzou fosfolipidové membrany fosfolipafelughes et al., 2005) iy
zvysSeny pijem masa a ttnych ryb a jinych Zivéisnych zdroj muze tedy zfisobit nadbytek
této kyseliny v lidském organismu.riPnadbytku arachidonové kyseliny, ktera stimuluje
produkci zastlivych prostaglandit v rdmci cyklooxygenazy, tZe byt pro lidsky
organismus tedy sloZjBi zmirnit zastlivy proces. Fijem tuki v lidské stra¥ je nezbytny
pro stavbu bu&nych membran, které jsou temy lipidy a fosfolipidy, nadbytay prijem
ale mize veést k ¥tSi nachylnosti buttnych membran k oxidativhimu stresu. Je teidypa
vhodré nakombinovat stravu rostlinnych a z&&nych tuki, a to gedevSim v obdobi
zéaretlivych onemociini (Adams, 2010).

Obr. 8. Strukturni vzorec kyseliny arachidonove

3.7.1 Funkce cyklooxygenazy

Cyklooxygenaza se vyskytuje ve dvou izoforméachpas COX-1, kter4 se nazyva
konstitutivni, protoZe se stabdnvyskytuje v organismu a COX-2, kterd je ozmeéna
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za formu inducibilni, kdy jeji koncentrace stoupé parstlivych onemocgnich (Claria,
2003). Ok formy enzynii se nepiliS strukturalg odliSuji a jsou odvozeny od velmi
vzdalenych gein které vznikly o mnoho desitek letide nez savci. V lidskémgle jsou
lokalizovany na vnini strag endoplazmatického retikula a na jaderné menhrafesrgji

na chromozomu 9 (COX-1) a chromozomu 1 (COX-2)niFet al., 1991). V prvni fazi COX
se femenuje AA na hydroperoxyendoperoxid, GBPGG), nasledna peroxidazova aktivita
pienenuje PGG na hydroxylperoxid PGH PGH je vychozi sloZzkou pro syntézu dalSich
prostanoid v zavislosti na migtvzniku (Simmons et al., 2004), jako tiggad PGE, ktery je
odpowdny za hlavni bolestivé projevygtbem zagtu wetng vysoké horeky (Dubois et al.,
1998), ale i tromboxanTXA,, které stimuluji agregaci krevnich deéstk, a tudiz napomahaji

k zasta¥ krvaceni (Petronni et al., 1995).

L

IR

0 COH
: e H‘m_,#"h HM"MHV_,-'

a) Prostaglandin #PGE, b)Tromboxan ATXA,

Obr. 9. Strukturni vzorec prostaglandinu a trominaxa

COX-1 jakoZzto konstitutivni forma je hlavnim zdrojgrostanoid, které se v witém
mnoZstvi vyskytuji nestale t&thve vSech tkanich lidskéhela, jako napiklad ve sliznici
traviciho traktu nebo v ledvinach, kde se poditgjiudrzeni hemodynamické regulace. COX-
-2 je zvySovana najengjSimi zargtlivymi stimuly, zarové se jedna o hlavni zdroj
prostanoid pii vaznych onemoacimich, napiklad rakoviny (Ricciotti and FitzGerald, 2011).
Jednim z dalSich rozdilmezi COX-1 a COX-2 je schopnost COX-djimat také endogenni
kyselinu arachidonovou jako alterantivni substaDX-1 pozZaduje pouze exogenni formu
AA. (Claria, 2003). Odlis& se olg formy enzynii chovaji také p sestihu mediatorové RNA
(Dubois et al., 1998).

3.7.2 NSAIDs a alternativni inhibitory

Skupina Ik, které inhibuji aktivitu COX se nazyvaji nesterdigrotizartliva léciva

(NSAIDs). V sodasné dob jsou tyto Iéky asi nejpouzivglsimi prostedky pro Iébu
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nejriznéjSich onemockni po celém sité. NejhszngjSimi zastupci klasickych neselektivnich
NSAIDs je napiklad aspirin, ibuprofen nebo indomethacin. Do NBalje dale zahrnuta
druh& skupina, a to selektivnich inhibid€OX-2, mezi kterou p#tnagiklad celecoxib nebo
valdecoxib. Tato skupina je schopna ve vys&ennhibovat COX-2 bez toho, aniz byjak
vyznammé ovliviiovala COX-1 (Siebert et al., 1994). VSechny NSAIDaji protizastlive,
analgetické a antipyretickéciaky (Pavlousek, 2011). Jen ve spojenych statech &es ro
za tyto léky utrati 5-10 miliard dolarPres obrovsky rozmackdhto I&iv za posledni stoleti
nebyl jejich mechanismusc¢imku detaild objasgn az do roku 1971, kdy byla poprvé
publikovana studie, ktera objasnila schopnosti NB&inhibovat COX, a tim také sniZzovat
produkci prostaglandin v mis¢ zarétu (Dubois et al., 1998). Na zakkadpoznatk

o dilezitosti @itomnosti nejizrejSich prostaglandinv lidském &le bylo jen otazkowasu,
kdy budou podrobh rozebrany nezadouciciaky NSAIDS. JiZz v porérné kratké dol se
po uziti NSAIDs mohou objevit Zalutlei nebo ledvinové potize, a to az u 25 % uzivatel
piicemz u 5 % to rize vést k zavaznému onemeoon(Reed et al., 1996). Nezadouci zazivaci
potiZze jsou prawipodobré spojeny s inhibici COX-1, ktera redukuje vyskybstaglandia,
které chrani Zaludei sliznici (Lanas, 2001). Z tohotoudbdi se vyzkumy posledniho
desetileti snazily nalézt |éky, které by se Zélnpouze na inhibici COX-2 (Siebert et al.,
1994). Na druhou stranu existuje velkada studii, kterd dokazuje inhibujici tendenci
NSAIDs, zejména aspirinu jakozto selektivniho intoiu COX-1, @i pravidelném uzivani
nejen na snizZeni rizika siaech onemoctni (az o 25 %), (Witt, 1999; Altman et al., 2004),
ale také na vyskytuznych druli nadofi (Rothman et al., 2012; Rosenberg et al., 1991;
Greenberg et al., 1993). Mnoho vyzkiunse také proto zalo zabyvat alternativnimi
inhibitory cyklooxygenazy, igdevSim z rostlinnych drih které by mohly podobnym
zpisobem jako NSAIDs jsobit protizastlivé a navic zarove redukovat iist nadorovych
burgk bez vedlejSich nezadoucichéinka (Jang et al., 1997). Z hlediskaiepazrié
protizaretlivého &inku vykazovaly vysokou aktivitu &&vé rostliny pochazejici zejména
z Asijského kontinentu, nailad zimolez japonskyLonicera japonica) (Xu et al., 2007),
piestup obecnySmilax glabrae) (Klu¢kova, 2010) nebo ken balonovniku Jiengeng,
(Reininger and Bauer, 2006). Ze snadno dostupnitelinativnich zdraj je to napiklad
zazvor nebo kurkuma. Tytod&é byliny opirajici se o zaklady indické mediciAyurvedy,
dokazi inhibovat az ze 75 % rgpmné symptomy doprovazejici zejména artritidu
(Srivastava et al., 1992; Arora, 1971). U Zlutélaoviva a zarowvie hlavni biologicky aktivni
slozky kurkuminu pochazejiciho z kurkumy byl zazeadn také protinadorovy potenciél,
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a to v fipadech hnedé&kolika druhi rakoviny jako nafiklad leukémie (Su et al., 2008) nebo
rakoviny prostaty (Killian et al., 2012). Podstat@o &inku je prav@podobr inhibice
aktivity I-kB kinazy, ktera fispiva v rozvoji rakovinotvornych onemagrn (Anad, 2008).
Jednou z hlavnich nevyhod této drogy je vSak matgelvatelnost diky nizké rozpustnosti
v télnich tekutindch Z tohotoidodu se také vyzkumy zatiuji na hledani synergické slozky,
ktera by zvysSila f souwasném podavani kurkuminu jeho dostupnost v cilovi@nich
(Anad et al., 2007).

Cerveného vino, zejména diky vysokému obsahu pabyiierkteré jsou schopny
inhibovat ol izoformy COX, vykazuje mimo antioxidaich, protizastlivych
a protinddorovych vlastnosti zardive pozitivni vysledky v prevenci kardiovaskularnich
onemockni, a to pedevsim diky resveratrolu, ktery praépddobre podobnym zpisobem
jako aspirin vyraz#i inhibuje COX-1 (Szewczuk et al., 2004a; Perreteal., 2010). Timto
poznatkem by tedy resveratrol mohl byt omma za jednu z hlavnich sloZzek, na které je

zaloZena podstata Francouzského paradoxu (SzewcziURenning, 2004).
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4 Material a metody

4.1 Laboratorni material

Mikrotitracni desttky NUNC, 96 jamek pro gteni DPPH,¢erné fluorescami
mikrotitracni desttky NUNC, 96 jamek pro gfeni ORAC, mikrotitréni destéky z ELISA
Kitu pro méfteni COX od Cayman chemie, Trolox — 6-hydroxy-2 &fétramethylchroman-2-
-karboxylovéa kyselina, DPPH — 2,2-difenyl-1-pikrytirazyl, KkHPO,— hydrogenfosfor@an
draselny, KHPO, - dihydrogenfosforan draselny a AAPH - 2,2'-azobis-
-(2-amidinopropan)dihydrochlorid, = Hematin  porcine,L-epinefrin, NaEDTA -
ethylendiamintetraacetat, Indomethacin, DMSO - thylsulfooxid, GoH30, —
arachidonova kyseliny, G, — kyselina mravefi od Sigma-Aldrich, DPPH -
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, Methanol od PentauBtescein od Fluka, rekombinantni lidska
COX-2 od Cayman chemie

4.2 Testovany material

Celkem bylo testovano 11 vzdrkerveného vina. Ugh z nich se jednalo o tuzemské

odnidy, dalSich Sest pochazelo z Gruzie (Tab. 5).

4.3 Priprava vzorka

VSechny vzorky byly uchovavany v laboratornich zlawkéch. Po celou dobu
testovani byly skladovanytipteplot -80°C v mrazicim boxu Sanyo Electric Biomedical. Co
LTD.

4.4 Stanoveni antioxid&ni aktivity pomoci DPPH testu

Tato metoda je povazovana za jednu ze zakladnickodike pro posouzeni
antioxidani aktivity cistych latek i @znych smisnych vzork (Paulova et al., 2004).
Principem je reakce testované latky se stabilnidikédem DPPH, jehoZz neparovy elektron
zpisobuje fialové zabarvenidiitelné @i absorbanci 520 nm.tiBobenim antioxidaich latek
se intenzita zabarveni sniZzuje za vzniku DPPH-R-(#phenyl-1-pikrylhydrazin), (Obr. 10)

a eti se pokles absorbance v zavislosttase.
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Tab. 5. Prehled testovanych vin a jejich strucny popis

¢. vzorku Nazev vina Vyrobce Odrada Rocnik Zemé — Oblast — Podoblast Obsah cukru Alkohol (%)
1 Vino Mikulov Vino Mikulov.s.r.o Cabernet Sauvignon Neudéano CR - Morava - Mikulov suché 12,5%
VINO MIKULOY;
e 7 A
2 Cabernet Moravia Vinselekt Michlovsky a. s. Cabernet Moravia 2007 CR - Morava - Slovackd podoblast jakostni 12%

odridové - suché

Cabernet Moravé

ﬁNIUM Y

EXCLUSIVE

3 Rulandské modré Vinium a. s. Rulandské modré 2008 CR - Morava - Velké Pavlovice jakostni 13%
odridové - suché

RULANDSKE MOD
JIOSTNTVING 00
2008

4 Cabernet Moravia Templafské sklepy Slovakia s. r. o. Zweigeltrebe a Cabernet Franc. 2008 CR - Morava - Velké Pavlovice jakostni 11,5%

odridové - suché

5 Cabernet Sauvignon Templarské sklepy Slovakia s. r. o. Cabernet Sauvignon 2008 CR - Morava - Velké Pavlovice jakostni 12%
odridové - suché

Tab. 5. Pehled testovanych vin a jejich stny popis
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Tab. 5. Pfehled testovanych vin a jejich struény popis — pokracovani

¢. vzorku Nazev vina Vyrobce Odrida Rocénik Zemé — Oblast — Podoblast Obsah cukru Alkohol (%)
6 Saperavi Teliani Valley Saperavi 2007 Gruzie — Kakheti suché c¢ervené — 13%

nefiltrované

7 Akhasheni Teliani Valley Saperavi 2004 Gruzie — Kakheti polosladké 11,5%
8 Teliani Teliani Valley Saperavi 2005 Gruzie — Kakheti suché 13%
9 Napareuli Teliani Valley Saperavi 2005 Gruzie — Kakheti suché 13,5%
10 Mukuzani Old Kolkheti Saperavi 2006 Gruzie — Kakheti suché 13%
11 Saperavi organic Nikolaishvili's Saperavi 2003 Gruzie — Kakheti suché 13%

Tab. 5. Pehled testovanych vin a jejich stny popis — pokré&ovani
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Obr. 10. Schématrpmeny DPPH na DPPH:H

Postup

Byl ptipraven zasobni roztok troloxu o koncentraci 640mligak, Ze bylo rozpu&ho
6400 pg/troloxu v1 ml methanolu. Ztohoto zasobnioztoku bylo odebrano 100 pl
a doplrgno 900 pl metanolu. Rozp¥aim 4 mg DPPH v 10 ml methanolu byigraven 1 M
roztok DPPH. Vzorky vin byly redény v metanolu na koncentraci 100 pl/ml.

Do vSech jamek mikrotitemi destéky vyjma prvnifady bylo napipetovano po 100 ul
methanolu. Do prvni volnéady bylo napipetovano 200 pl vzorku. Poté bylo wnpiady
odebrano 100 pl/ml,¥pneseno do dalSi jamkycistym methanolem a promichano. Tento
postup pokréoval do sedmé jamky, ze které bylo po promichasledd® 100 pl odebrano,
aby bylo zachovano stejné mnozstvi ve vSech jamkaokledni osm#ada byla ponechana
jako kontrola. Poté bylofwldno do vSech jamek 75 pl methanolu a nakonecl|ZB3RPH.
Po dobu 30 minut byla mikrotittai destéka se vSemi vzorky inkubovana vedm nasleda
zmeiena absorbance vzdrk pristroji Reader Tecan Infinite M20GipvIinové délce 520 nm.
VSechny vzorky byly r‘eny ve tech nezvislych testech a dvou technickych opakiokian
Hodnoty absorbance bylyfgpaiitany na procenta eliminace radikalu v kazdé jampaodle

vzorce:

absorbance (blanku) — absorbance (vzorku)
absorbance (blanku) x 100

Eliminace radikalu [%] =

Vypoétené hodnoty byly pouzity pro sestaveni inénlich Kivek a z &ch byly nasledaé
pomoci regresni analyzy zg$ty hodnoty EG, cili koncentrace vzornk pii kterych je
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redukovdn z 50 % radikdl DPPH. Tyto hodnoty bylytép@epcaiitany na ekvivalentni

mnoZzstvi troloxu (mM troloxu/l vina).

Stanoveni EC, dle DPPH

90 1
80 A

70 A

Inhibice [%]

60 -

50 A
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0 T T T T T T 1
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Koncentrace vina [pl/ml]

Graf 1. Riklad stanoveni E£ dle DPPH testu pro vzorek vina Saperavi

4.5 Stanoveni antioxid&ni aktivity pomoci ORAC testu
Princip

Tato metoda rti oxidaini degradaci fluoresceni latky (fluorecein) po idani
generatak volnych radikak. Vzniklé peroxylové radikaly oxiduji fluoresa@ar sondu, coz
nasledg zagicini ztratu jeji fluorescence. Antioxidanty chranblekulu ged oxid&nim
poskozenim. Hodnoti se rychlost Ubytku fluorego@mo signalu po iidani testovaného

vzorku.
Postup

Ze zasobnich roztakK,HPQO, (0,1 M) a KHPO, (0,1 M) byl gipraven fosfatovy
pufr o koncentraci 75 nM a pH 7. Pufr byl udrzowélednici @i teplot 4 °C. Rozpu&nim
0,414 g v 10 ml pufru bylo fjpraveno AAPH o koncentraci 153 mM a po celou dobu
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experimentu bylo uchovavano na ledu. Dale bylo hené 0,0018 g fluoresceinu ared:no
v 10 ml pufru na vychozi koncentraci 480 uM. Temé&sobni roztok byl nasledimaredn
10 000 krat na kommou koncentraci 48 nM. Jako refeéan standard byl pouzit trolox
o koncentraci 1, pg/ml. VSechny vzorky vina bylyetiny 400 krat a poipdani do reakce
byla findlni koncentrace 1:1600 (625 pl/ml).

Po obvodu mikrotitréni desttky bylo napipetovano 300 ul B z divodu lepSi
tepelné stability. Do jamek mikrotigaich destiek bylo zp@atku napipetovano 25 pl
vzorku. Poté bylo fidano 150 pl fluoresceinu. Vzorek s fluoresceinemechal inkubovat
po dobu 10 minutipteplo& 37 °C. Po uplynuti inkuldai doby bylo pidano do vzork 25 pl
AAPH. Souasti kazdé desky byla také pozitivni kontrola, ve které nebyltpmen radikal
(pouze fluorescein) a negativni kontrola, ve kteebyl @itomen antioxidant. Nf¥eni
probihalo v pistroji Reader Tecan Infinite M200 po dobu 1 had 3v °C, gicemz ¢teni
vSech vzork bylo zaznamenavano kazdou minutu. VSechny vzoglty mméreny vectyrech

nezavislych testech a dvou technickych opakovanich.

Uginnost vzork byla vypd@tena z normalizovanych ploch #epatena na ekvivalenty

troloxu.
Stanoveni ORAC
v 12 -
c
[J]
b
it
S 1 1M
S
=
&
E 0,8 A
06 1 == bezTrol
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Graf 2. Stanoveni ORAC testu pro vzorek vina CadteBauvignon
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4.6 Testovani protizargtlivé aktivity pomoci COX-1 a COX-2

Princip

Enzymy COX-1 a COX-2 jsou zafippmnosti substratu kyseliny arachidonové
a kofaktofi hematinu a epinerfinu schopné produkovat proséatigy. Hlavnim produktem
reakce je PGE ktery je vin vivo podminkach zodp@dny za ¥tSinu negativnich projév
a piznaki zaretlivého onemocéni (Reininger and Bauer, 2006)ti Peakci, ve které neni
piitomen Zadny inhibitor (blanky) dochazi k maximambzné produkci PGE zatimco
pokud je v reakci fitomna latka nebo vice latek schopnych blokovatkdéurenzymu, je

produkce PGEsnizena.

Kvantifikace vyprodukovaného PGlyla poté stanovena kondaeim Elisa kitem.
Princip metody je zaloZzen na kompetici PG®/produkovaného ip reakci a PGE
s navazanym alkalickym enzymem fosfatazou (pNpyyke sodasti kitu. Ol formy PGE
se vazou na protilatku navazanou na ohikrotitracni desttky ELISA kitu. Po uéitém case
se jamky destky vyplachnou a #stane tedy pouze navazané BG¥ piipads previadnuti
volného PGE (aktivita COX nebyla inhibovana) sefigany pNpp substrat nezbarvi.
V piipact prevladnuti fosfatdzou ztianého PGE(doSlo k inhibici COX ve vzorku) dochazi
ke zbarveni. Podle schopnosti protigimé aktivity testovanych vzoikk byla hodnocena
absorbance zabarveni substratu pNpp. Absorbangethbvidd mnoZstvi vyprodukovaného

PGE ve vzorcich.
Postup

Rozpu&nim 1,211 g Tris v 90 ml deionizované vody a nasbed Gpravou pH
na 8. 1 N HCI byla fipravena smichanim 36 % HCIl s 91,22 ml deionizowardy. Pomoci 1
N HCI byl pripraven pufr o 100 mM koncentraci. Rozpustn 0,0016 g hematinu ve 1000 pl
DMSO v mikrozkumavce byl fijpraven z&sobni roztok tohoto kofaktoru o koncemteg5
mM. Poté byl pomoci Tris pufru 50 kratiean. Zasobni roztok kofaktoru L-epinefrinu
o koncentraci 100 mM byl fjpraven rozpughim 0,02 g L-epinefrinu ve 1000 ul.€.
Pro snad§sSi rozpustnost bylo naviciidano cca 60 pul 1 N HCI. Koncentrace 10 mM
NaEDTA (pouze pro COX-2) bylafpravena rozpushim 0,0037 g N&EDTA v 1000 pl
H,O a nasled& 100 krat ¥edtna pomoci Tris pufru. Pro ko&reé namichani kofaktérbylo
pouzito 670 ul (a 720 pl wipad COX-1) Tris pufru, ke kterému byltidano 180 ul
zasobniho roztoku L-epinefrinu, dale 100 pl hematnnakonec 50 ul (jen pro COX-2)
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nareckné NAEDTA. Fripravené kofaktory byly po celou dobu udrZzovany leak.
Arachidonova kyselina bylatipravena v koncentraci 10 uM. Kyselina mratiefl0 %) byla
piipravena smichanim 103 pl 97 % formiatu s 897 0. HCOX-1 byla pouZzita v koncentraci
1 U, COX-2 v koncentraci 0,5 U. VSechna vina bydgedéna 400 krat.

Do 96 jamkové mikrotitréni desttky bylo napipetovano 180 ul kofaktorPoté bylo
piidano 5 pl COX a 10 pl testovaného vzorku neb® W pripadt blanku. Nasledh byla
reakéni smeés promichana aép minut inkubovana ifp pokojové teplat. Reakce byla zagata
pfidanim 5 pl kyseliny arachidonoveé, vzép byla reakni smés znovu promichana
a inkubovana po dobu 20 minuti peplot 37 °C. Po uplynuti inkuiai doby byla reakce
zastavenaipdanim 10 pl 10 % kyseliny mravéin Nasleds byly vzorky naediny v pongru
1:15 v pufru, ktery je sashsti PGE ELISA kitu. Poté byly v ELISA desice inkubovany
spolé&né se znéenym PGE s navazanym enzymem fosfatdzogh&mn inkubace dochazelo
ke  kompetitivnimu  vazani PGE vzniklého vreakci seztanym PGE
na protilatku navazanou v mikrodeéste. Po 2 h inkubaci byla desta promyta pufrem
a nasled& 45 min inkubovana s pNpp (p-nitrofenyl fosfat) siwatem. Bhem inkubace dosSlo
k zabarveni substratu v zavislosti na mnozstviéemého PGE Absorbance zabarveni byla
meéifena pomoci fistroje Reader Tecan Infinite M20Gi prinové délce 405 nm. Bteni
probihlo ve étyfech nezavislych testech po dvou technickych opakioha Vysledky byly

vyjadieny jako procentualni inhibice PGE2 oproti blankudlle vzorce:

koncentrace PGE, (vzorku) x 100

Inhibice [%]=100 —
kocentrace PGE, (blanku)

5 Vysledky

Celkow bylo testovano jedenact vzdrkvybranych odid cerveného vina. Pro
stanoveni antioxidami aktivity byly pouzity d¢ metody. Jednalo se o DPPH a ORAC
metodu. Protizattliva aktivita byla stanovena inhibici COX-1 a CQ@X-V ramci DPPH
a ORAC testovani byly veSkeré vysledky vygay jako piimérny vysledek ekvivalentu
troloxu (ET) v jednotkach mM/I sifsluSnou srrodatnou odchylkou (SD). (Tab 6). Trolox
byl pouzit jako standard pro kalibraci u vSech dratetod. U protizagtlivé aktivity COX-1
a COX-2 byly vysledky vyjaiteny jako pimérnda inhibice jednotlivych vzoikv procentech.
(Tab. 6). Zregresni rovnice a deterndimdio koeficientu (B byl stanoven koeficient
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korelace (R), ktery vypovida o i podobnosti vysledkpii srovnavani v ramci vybranych
metod néreni. Sodasré byly porovnany pomoci statistického neparovéhesttt stedni
hodnoty gruzinskych &eskychcervenych vin a vyhodnoceny statistické rozdily. UN&§i
antioxidani aktivitu @i DPPH testovani vykazovalo gruzinské vino Sapefa8j04 + 1,84
mM ET/I), nasledoval vzorek Teliani s hodnotou 778 1,42 mM ETI/I, teti nevysSi
antioxid&ni potencial byl zji&n u Mukuzani (17,01 £ 2,19 mM ET/I). Naopak nejizs
antioxidani aktivita byla zji&na u ¢eského vina Cabernetu Sauvignon pochazejiciho
z Templéskych sklep Cejkovice (5,11 + 0,39 mM ET/I). V ramci hodnoceminpoci ORAC
dosahlo nejvySSi aktivity vino Saperavi organid,82 + 1,02 mM ET/I), které bylo
vypéstovano z bio vinné révy a ofmtano ekologickymi postupy, respektujici ochranu
Zivotniho progtedi. Tésre za nim nasledovalo klasické Saperavi (11,47 £ 1 @MI),
pochazejici ze stejné oblasti, ale odliSnélistifele (g vyrob¢ nebyla pouzita bio vinna
réva). Steja jako u DPPH testu bylaeti nejvysSi antioxidani aktivita zjiSéna u vzorku

z vina Mukuzani (11,44 £ 1,05 mM ET/l). Nejslab3tgncial byl nami&n u ¢eského
Cabernetu Moravia od Tempskych skleg. (9,42 + 0,54 mM ET/I). Obe¢rvykazovala pi
DPPH n&feni v pimérném srovnavani Gruzinska vina (15,28 + 2,71 mMI)ETYSSi
antioxidasni aktivitu nez vina pochazejiciCeské republiky (8,28 + 1,68 mM ET/I), (Graf 6).
V ramci metody ORAC byly rozdilyip porovnavani gruzinskych (11,09 + 0,51 mM ET/I)
aceskych vzor témet minimalni (10,19 = 0,51 mM ET/I), (Graf 7). 10,390,51 mM ETI/I.
Korelatni koeficient (R) porovnavajici zavislost mezi éola metodami hodnotici
antioxidani aktivitu byl vyhodnocen na hodnotu 0,69 (Graf.1&e tudiZ hoviit o zvySené
shod, a tim i pravépodobnosti spravnosti vysleilkzejména u odid Saperavi a Mukuzani,
u kterych byla zji&ina mezi jednotlivymi testy té¥n stejna péadi @ srovnavani s ostatnimi
vzorky. Ri stanoveni inhiliini aktivity u COX-1 vykazovalo nejvyznargsi inhibi¢ni
potencial vino Saperavi (77,44 + 5,84 %). Nasletda@asSi gruzinsky vzorek Akhasheni
(76,66 + 14,57 %). Jakdeti vino s nejvySsi inhibini aktivitou bylo vyhodnoceno Saperavi
organic s hodnotou 70,83 + 4,79 %.¢&skych zastugc byl nejvyssi inhibini potencial
na COX-1 zjis¢n u Cabernetu Moravia z virsvi Vinselekt Michlovsky a. s. (65,37 £ 11,16
porovnani inhibini aktivity na COX-1 (Graf 8) vykazovala Gzuzinskéaa v paméru vyssi
inhibici (60,03 + 14,95 %) neZ vina pochéazeji€iR (47,61 + 4,26 %). V ramci vyhodnoceni
inhibi¢ni aktivity na COX-2 byl nevySSi protizétlivy potencial stanoven weského
Rulandského modrého (72,38 + 2,15 %). Druhou nejagiag|Si inhibi¢ni aktivitu vykazoval
vzorek Saperavi organic (71,15 + 13,69 %). U Akleashbyla zjiStna teti nejsilrgjSi
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protizarétlivad aktivita (65,71 £ 7,76 %). Nejmérvyznamny inhibini potencial na COX-2
byl nangfen u Cabernetu Moravia od Temigléych sklefi (32,48 £ 6,6 %). Celkavbyla
zjisttna (Graf 9) vySSi protiz&tliva aktivita u Gruzinskych vzotk (58,62 + 7,09)
v porovnani s pmmeérnymi vysledky ¢eskych vin (47,61 = 11,06 %).tfiPporovnani
antioxida&ni (DPPH) a protizatlivé aktivity na COX-2 (Graf 11) byla zaznamenana

minimalni podobnost (R= 0,1).
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Tab. 6. Prehled namérenych hodnot dle testovani DPPH, ORAC, COX-1 a COX-2

Antioxidacni aktivita Protizanétliva aktivita (pfi koncentraci vin 2,5 ml/l)
Metoda DPPH Metoda ORAC COX-1 COX-2
Nazev vina Primér Ekv. + D Primér Ekv. + D Pr.i]r?wérné + D Pr.L"JrTwérné + D
Troloxu Troloxu Inhibice (%) Inhibice (%)

Mikulov 12,46 + 0,33 10,26 + 0,74 41,84 + 2,11 50,22 + 12,40
Cabernet Moravia Michlovsky 8,22 + 0,68 10,19 + 1,18 65,37 + 11,16 59,02 + 4,00
Rulandské modré 8,29 + 0,35 11,41 + 0,91 63,98 + 12,82 72,38 + 2,15
Cabernet Moravia Templar 7,30 + 1,11 9,42 + 0,54 33,36 + 4,63 32,48 + 6,60
Cabernet Sauvignon 5,11 + 0,39 9,69 + 1,19 33,51 + 2,54 45,24 + 12,00
Saperavi 18,04 * 1,84 11,47 + 1,00 77,44 + 5,84 60,30 + 11,44
Akhasheni 8,86 t 1,53 9,96 + 1,44 76,66 + 14,57 65,71 + 7,76
Teliani 17,37 * 1,42 10,68 + 0,96 50,03 + 11,11 58,22 + 7,05
Napareuli 16,82 t 1,46 11,18 + 0,87 52,08 + 20,73 58,45 + 1,68
Mukuzani 17,01 + 2,19 11,44 + 1,05 33,14 + 6,90 37,92 * 0,29
Saperavi organic 13,57 + 1,40 11,82 + 1,02 70,83 + 4,79 71,15 + 13,69

Tab. 6. Rehled narsrenych hodnot dle testovani DPPH, ORAC, COX-1, COX-2
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6 Diskuze

Vyzkumy a studie zabyvajici se ngr¢jSimi antioxidanty a jejich antioxidai
aktivitou se staly v poslednim desetiletiegnttem zajmu ¥decké i laické spotmosti.
Vysledky se vSak velmtasto tfizni, gredevSim v zavislosti na druhu metody. G&odu
obtiZzné komplex# zjistit mozné synergické vztahy a efekty mezi @thaymi antioxidanty
nebo flavonoidnimi latkami. Spaleé pisobeni je fitom ¢asto vyznamny faktor, kdy
acinnost slabého antioxidantu lze zvySit pouhditgmnosti jiné latky (Badarinath et al.,
2010).

Antioxidacni aktivita vSech vzotk vina byla stanovena &wma tiznymi metodami,
piicemz ORAC metoda nevykazovala vyznamné rozdily weremi s DPPH testovanim,
0 ¢emz ostaté swdci i vysoky korel@ni koeficient. Kazda z metod ma své vyhody a sva
omezeni. DPPH metoda, ktera hodnoti eliminaci sihigch radikalh (DPPH), (Paulova
et al., 2003), pat mezi zékladni a je ozdavana za jednodussi. Hlavni vyhodou mimo
rychlost provedeni a ekonomickou neré@mst je fakt, Ze nedochazi k ovlwani utitych
vedlejSich reakci, které mohou za specifickych pio@ta vznikat. Jde iedevSim o mozné

interakce s chelaci kév(Ferreira et al., 2007). Nevyhodouabe byt zase skutaost, Ze
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n¢které antioxidanty mohou reagovat na radikal DPRHh pomalu a v &kterych gfipadech
dokonce vibec, oproti rychlé reakci na radikaly peroxylové/gloy. Nekteré latky, nafiklad
karotenoidy jsou metodou DPPH zase ol#tizanalyzovany, a to zigodu nizSiho
absorgniho maxima, nez ip kterém je tento test standatdprovadn (Marcone, 2012).
Metoda ORAC, kterd je zaloZena na mechanismengsu vodikového atom (HAT -
hydrogen atom transfer) Antioxidanty, které jsobhagané uvolnit atomy vodiku peroxylovym
radikaiim, tak inhibuji degradaci molekuly. Tento test jBteratu'e ozn&ovan za citliejSi

a relevantgjSi (Huang et al., 2005), a to také diky blizSi@mei @i srovnani gn vivo testy
(Prior et al., 2005). Rozsah ORAC metody zasahigs gdecké a potravirfdké testovani
az po klinické vyuziti (Marcone, 2012).

V ramci naSeho testovani antioxid@ aktivity vybranych odrd cerveného vina
vykazovala DPPH metoda vipnéru statisticky velmi vyznamné rozdily mezeskymi
a gruzinskymi vzorky (p < 0,01). VSech Sest gruajnk zastuptt se v celkovém hodnoceni
z 11 vzork umistilo v prvnich sedmi pozicich (Graf 3)ii Restovani pomoci kyslikovych
radikaii (ORAC) nevykazovaly mmérné hodnoty ekvivalentu troloxu gruzinskych vin
statisticky vyznamné rozdily (p > 0,05) a v indiwvéinim hodnoceni byly mimo prvnfi t
nejsilrgjSi  gruzinské zastupce vysledkiasto srovnatelné &eskymi vzorky (Graf 4).
Gruzinské vino Saperavi (klasické i z bio hngzhylo vyhodnoceno afma metodami jako
vzorek s nejsilgSi antioxid&ni aktivitou. Druhym nejaktivjSim zastupcem, ktery byl
stanoven DPPH metodou i ORAC testem, bylo vino Makii Mukuzani ovSem taktéz
pochazi z odidy Saperavi, stefnjako vSechny vzorky testovanych gruzinskych viatoT
odnida je obeckozna&ovana za jednu z nejvyznasjsich a nejkvalitdjSich odfid cerveného
vina pochazejiciho z Gruzie (Vouillamoz et al., @00~FestoZze v dob testovani nebylo
analyzovano saiasré i mnozstvi polyfendl a idetifikovano pesné sloZeni jednotlivych
vzorki, které by mohlo byt ndpomocnéi phledani zaera a souvislosti, o aktiwit
vyznamnych gruzinskych oilt Izecerpat z ¥decké literatury. O tom, Ze gruzinska vina diky
tradicni Kachetinské vyrabobsahuji vySSi mnozstvi polyferiah stilberi a zarové vykazuji
i silngjSi antioxid&ni aktivitu, bylo jiz publikovano &kolik studii. (Glonti, 2010, Shalashvili
et al.,, 2011). Fermentace slupky, duziny i sememé&irévy, kterd tvd zaklad Kachetinské
technologie dokazaly né&jglad zvySit | gitomnost polyfendl v bilém ¢eském vig
Malervina, pochazejiciho ze Slovacké podoblastpastitele Michlovského a.s. V bilém win
se itom primérné pohybuje obsah polyfenblokolo 225 mg/l. (Mozeti et al.,, 2006).
Ve srovnani s klasickou technologii zpracovani astor stejné hybridni oddy Slo o zvySeni
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obsahu polyfendl 100 mg v jednom litru vina (Khafizova and Michl&ys 2009). Jakkoliv
se miZze na prvni pohled zdat tento @str vysoky, v porovnani sfmeérnym mnozstvim
polyfenoli (1000—-4000 mg/l) vyskytujicim se ¢erveném vig, je zvySeni o 100 mgll
u bilého vina s kolisajicimi hodnotami mezi 100-70@ polyfenoh v 1 litru paéad
zanedbatelna hodnota (Xanthopolou et al., 201@phdto vindstvi pochazi i nami jeden
testovany vzorek Cabernetu Moravia, ktery byl ovdaké zpracovan klasickym vyrobnim
postupem a oproti gruzinskym vzérk vykazuje u obou metod jen slabou antiogida
aktivitu. V experimentu Glonti, (2010) se vyhodnwal vliv vyrobniho procesu na obsah
polyfenoli také u gkolika odfid ¢ervenych gruzinskych vin. U vina Kakhuri, zpracowran
Kachetinskym postupem, bylo zfigb navySeni dokonce o 3100 mg/l (na celkovou hadnot
4200 mg/l) polyfenal v porovnani s klasickym evropskym postupem zpraogvktery se

v Gruzii byt ztidka, tak také objevuje. Eervenych vin by tedy technologie zpracovani mohla
nabyvat mnohem vysSiho vyznamu,éem ostatdy swd¢i i naSe vysledky ve srovnani
sceskymi viny. Otazkou vSakigtava skuténost, které dalSi faktory a vlivy se mohou podilet
na rekdy vyznamnych rozdilech antioxicté aktivity mezi jednotlivymi gruzinskymi
zastupci. VSechny vzorky pochazely ziotly Saperavi a dokonce i ze stejnésthelske
oblasti Kakheti.Ctyii z nich také od stejnéhoégtitele, tudiz se néedpokladaji odlisné
postupy zpracovani, které se i v rdmci Gruzie agdivych vinaskych oblasti mohougkdy
mirre liSit. Presto je nafiklad v ORAC testu mezi nejsijsim vzorkem u Saperavi organic
(11,82 £ 1,02 mM TE/I) a neslabSim Akhasheni (%9644 mM TE/I) utity rozdil, v ramci
metody DPPH se jedna dokonce o rozdil 7,71 + 2,86 Ti/I. Vino Akhasheni navic pit
mezi druhy nejstarsi &aik ze vdech jedenécti vzdrkrok 2004) a podle (Del Alamo et al.
(2008) a Schwarz et al. (2012), Kt@ovai o zavislosti mezi stoupajici tendenci akumulace
polyfenoli s¢asovym obdobim, by mohlo byt potencilmnohem aktiviySi nez Saperavi
organic z roku 2007. Dle literatury (Akcay et &004, Mulero et al., 2011) nevznikaji t&m
Z&dné rozdily v obsahu polyfefiobe finalnim sloZeni vina mezi bio vinnou révoué&rnu
révou. Studie Bunea et al., (2012) na druhou strgy¥§i antioxidéni aktivitu u organické
vinné révy stej jako v naSem ippact dokazala. Witym vyswtlenim by mohla byt
nagiklad vySSi akumulace resveratrolu u organické &imévy, ktera je pouze minimdln
chemicky oSé¢bvana a musi se tedy vyra&finsama branit proti stresu a napadenim plisni
praw produkci tohoto fytoalexinu. Pokud jsou vSak brangotaz spiSe vysledky difeni

v ramci ORAC testu, jakozto citl§si metody, nejsou rozdily mezi jednotlivymi grugkgmi

vzorky z hlediska antioxidai aktivity natolik markantni, aby serqupokladalo znané

e
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aktivitu v ramci obou metod vykazovateska vina Cabernet Moravia (7,3 £ 1,11 mM/l)
a Cabernet Sauvignon (5,11 £+ 0,39 mM/ij. PPPH testu byly naSe vysledky srovnatelné se
studii Stratil et al. (2008), ktevyhodnotili u Cabernetu Moravia hodnotu 6,21 810mM
ET/l a 5,88 + 0,1 mM ET/I u Cabernetu Sauvignortomto experimetu vSak autaeuvedli
presny nazev vina agtitele, od kterého dany vzorek pochézi, tudiz jsodnoty uvadny
pouze orientené. Druhy vzorek od stejné oty Cabernetu Sauvignon, avSak jiného
(12,46 = 0,33 mM ET/I), tudiz by se dalo soudit, @stitelské metody a postupy mohou

ovliviiovat kvalitu vin také v raméR.

Pro zjis€ni protizartlivé aktivity bylo vSech 11 vzorktestovano metodou inhibice
cyklooxygenazy. V ramci inhibni aktivity na COX-1 a COX-2 vykazovala gruzinskaav
v praméru vy33i inhibéni potencial ve srovnani s vinyCR. i testovani inhikini aktivity
na COX-1, ke které se vaze zejména kardioprotektiehrana (Perrone et al., 2010) a s tim
souvisejici podstata Francouzskéeho paradoxu bidirm nejsilgjsi inhibicni aktivita u vina
Saperavi. Nkteré studie hovd (Szewczuk and Penning, 2004b) o resveratrolu jakwe,
kterd gednostd inhibuje COX-1. Pimérné mnozstvi tohoto stilbenu bylo v gruzinském
Saperavi ve studii Shalashivili et al. (2012) stam na 1,47 mg/l. Pro porovnaniiperné
mnoZstvi resveratrolu ve studii Kumsta et al., @0Xktei testovali 43 vzork cervenych
¢eskych vin, se pohybovalo mezi 0,02-0.82 mg/l. Htalnktera byla nadiiena u Saperavi
by v8ak v naSem #&eni pravdpodobré stejre nebyla sama o sébschopna vykazat {p
fedni vin 400 krat) tak silnou inhiéni aktivitu. Saperavi ale navic obsahuje velmi kgso
mnoZstvi epikatechinu (29,5 mg/l) a katechinu (216g/l). Katechin se pra¥godobr také
projevuje o trochu sikji na inhibici COX-1, coz by mohlo byt jednim z patialnich
vyswtleni (McFadden et al., 2006). Zajimavym zjism se sotasre stalo i vino Akhasheni,
které i [Fes nejniZzSi antioxidami potencial z gruzinskych vzark vykazovalo vysokou
inhibi¢ni aktivitu na COX-1 (zarovetake i na COX-2). U tohoto oiliovehocerveného vina
byl ve studii Bezhuashvili et al.,, (2011) ziSt ve slupce vinné révy nejvyssSi obsah
resveratrolu z i zastupé odrmidy Saperavi (6,67 mg/100g). V tomtoigadce by tedy vino
Akhasheni mohlo pravdokazovat skutmost, dle které ¢ktera literatura (Sun et al., 2010)
usuzuje, Zze ne vzdy koresponduje vysoky obsah dgicky aktivnich latek se stgjrimernou

antioxidani aktivitou.
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K zajimavym poznatkm prispéla v naSi studiceska vina, ktera vSechna inhibovala
silngji COX-2. Nicmért je velmi obtizné odhadnout na zakigdkého faktoru neborfiomné
latky reagovalaceska vina pray takto, pokud neni k dispozicitghled sloZzeni alespo
nejvyznamgjSich  flavonoidi. U Rulandského modrého, pochazejiciho zigké
Velkopavlovické oblasti od Vinium a. s., byl dokenmantten nejvysSi protizatlivy
potencial ze vSecheskych i gruzinskych vzoik(72,38 + 2,15 %). Z hlediska antioxitta
aktivity dle ORAC testu bylo také nejsHSi z ceskych zastugg v celkovém hodnoceni mu
nalezeloctvrté paadi. RestoZze nebyla dohledana podobna studie, ktera lmynifa kritické
porovnani vyznamné protizétlivé aktivity Rulandského modrého s vysledky téicace,
zvySena inhilini aktivita na COX-2 byla publikovana v ramci té@dridy u zahrarinich
produceni. Paul et al., (2009) n&glad v Pinot Noir zjistili gitomnost pterostilbenu,
strukturniho analogu resveratrolu, avSak s lep&ebatelnostin vivo a vyraznou inhikdni
aktivitou na COX-2. (Auger et al., 2005) zase #jighhibici aterosklerdzy v peateni fazi
(az 80 %) u laboratornictrécka, krmenych extrakty z révy Pinot Noir, ktera taksétivisi se
zvySenou fitomnosti COX-2 (Cipollone and Fazia, 20@Bbecré by se z naSi studie dalo
vyrazrgji podilet @i prevenci kardiovaskularnich onemeon nez u zégtlivych proces,
které souvisi hlawh s inhibici COX-2. Opé&nym trend byl zji&in u ¢eskych vzork, kterd
vykazovala vyraz&si inhibiéni aktivitu na COX-2. V konsmém vyhodnoceni jsou vSak
gruzinska vina v porovnani ¢eskymi na inhibici obou forem cyklooxygenazy stéle
aktivrejsi, prestoze rozdily mezi nimi nejsou statistiefgnamné (p > 0,05).rBdpoklada se
tedy, Ze tradini gruzinska vyroba vina hraje ddivou roli na vznik a sloZeni polyfenolickych
latek, které se svymi pozitivnimi cinky uplafiuji zejména f prevenci srdénich
onemocgni. Stale je vSak nutné brat n&demi, Zze veSkeré vysledky byly vyhodnoceny z
in vitro testi a nemusi nuth vykazovat stejnou aktivitu v lidskéntle, a to pedevsim

z davodu jejich biologické dostupnosti k cilovym tkanénorgaim.

7 Zavér

Tato studie pomohla dle stanoveni antiokidaa protizagtlive aktivity porovnat
diverzitu jednotlivych vzorik vybranychéervenych vin a zéroviestanovit, kter4 z nich se
vyzna&uji nejvyssSimi pozitivnimi &inky ve vztahu ke zdravi. Gruzinsk&rvena vina se

v nasi studii vyznsovala gedevsim vysokou inhibini aktivitou na COX-1. Timto navazala

na vysledky experimeaitmnoha vyzkum, které oznéuji cervené vino za hlavni podstatu
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Francouzského paradoxtieskaiervena vina nevykazovala prapodobré z divodu nizdiho
obsahu biologicky aktivnich latek,tgdevsim polyfendl, tak vyznamnou antioxidai
a protizagtlivou aktivitu. S obsahem flavonoidnich sloZzek w&weu tedy mimo odidu

a klimatické faktory také vyrobni technologie, kterze v naSemifpact oznait za klicovy

faktor.
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11 Seznam zkratek

AA — kyselina arachidonova

COX-1 — cyklooxygenaza 1

COX-2 — cyklooxygenaza 2

DN — diabeticka neuropatie

DPPH — 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
DPPH-H —2,2-diphenyl-1-picrylhydrazin

ECso— koncentrace vzork pri kterych je redukovan z 50 % radikal
ET — ekvivalent troloxu

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

NO — oxid dusnaty

NSAIDs — nesteroidni protizatiiva Iéciva
ORAC - oxygen radical absorabance capacity
PGs - prostaglandiny

PMNs — polymorfonuklearni leukocyty

R — koeficient korelace

R? — koeficient determinace

RNS — reaktivni formy dusiku

ROS - reaktivni formy kysliku

SD - sndrodatna odchylka

TNF — faktor nadoroveé nekrozy
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