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Summary 

Recently there has been an increasing interest in discovering of new species of plants and mushrooms 

which have antioxidant or anti-proliferative activity. The interest is caused by the fact that these species have 

medicinal and food utilization. These properties of plants and mushrooms can be used when dealing with 

many diseases which may be connected with oxidative stress (inflammatory bowel disease, cardiovascular 

disease, hypertension, and tumour disease, etc.). 

The thesis propounds characteristics of in vitro antioxidant and anti-proliferative activity of 19 types of 

juices and 28 methanol extracts of fruits and vegetables, which are common parts of a diet. In the thesis there 

are also characteristics of 13 ethanol extracts of edible mushrooms of the order of Polypore (Popyporales). 

Antioxidant activity was quantifie by 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), oxygen radical absorbance 

capacity (ORAC), and inhibition of nitric oxide (NO) production. Cytotoxicity was measured by MTT (3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide. Immunomodulatory activity was determined by 

an assay of phagocytic activity of human neutrophil granulocytes. Further a total phenolic content (TPC) and 

total beta-glucan content were investigated; these are considered to be the potentially active constituents 

participating in mentioned activities. 

From the obtained results it is evident that juices (TPC = 1603.2 mg GAE/L; 

ORAC = 438.5 µmol TE/g) and a bilberry (Vaccinium myrtillus) fruit extract (ORAC 836.6 µmol TE/g; 

DPPH = 404.6 µmol TE/g) showed the highest antioxidant activity of all tested samples of fruits and 

vegetables. Capsicum (Capsicum L.) juices (TPC = 642.1 mg GAE/L; ORAC = 127.9 µmol TE/g) 

and a radish (Raphanus sativus L.) extract (ORAC 724.5 µmol TE/g; DPPH = 5β.2 µmol TE/g) also proved 

to have the high values of antioxidant activity. From the tested fruits and vegetables the following inhibited 

to produce a nitric oxide: onion (Allium cepa L) juices (lowered the NO production by 57%), tangerine juices 

(Citrus reticulata Blanco) (by 52%), broccoli (Brassica oleracea var. botrytis italic) extract (by 21%), 

and orange (Citrus sinensis Pers.) extract (by 10%). Concerning edible mushrooms, Lentinus tigrinus (Bull.) 

Fr. (TPC = 216.2 µmol GAE/g of extract), Ganoderma lucidum (Curtis) P. Kras (TPC = 257.ř µmol GAE/g 

of extract), and Royoporus badius (Pers.) A.B. De (TPC = 257.Ř µmol GAE/g of extract) presented 

the highest phenolic content. Sparassis crispa (Wulfen) Fr. (117.4 mg/g of extract) had the highest content 

of beta-glucan. Substantial effect on phagocytic activity of granulocytes was noticed in connection with 

Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns, Polyporus squamosus (Huds.) Fr., and S. crispa. In connection 

with the latter of mentioned mushrooms, a moderate inhibitory effect towards HT-29 human colorectal 

adenocarcinoma cell line (IC50 = 107 µg/ml of extract) was noticed. 

The results indicate that the tested plants and mushrooms can be beneficial when reducing the negative 

effects of oxidative stress. The oxidative stress has been recognized as a contributing factor to a whole range 

of diseases and the reduction of the oxidative stress may lead to the decrease in the possibility of the 

diseases´ progression. The results show the possible favourable effects on the human health. When 

evaluating the results, the following fact should be taken into consideration; the in vitro tests and screenings 

are considered to be the first phase of systematic research of the effects and serve for the choice of 

respondents for further detailed studies. 

Key words: antioxidants, anti-proliferation effects, fruits, vegetables, Polyporales, cell line 
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1. Literární přehled 

Volné radikály svým působením vyvolávají oxidační stres, který má vliv na celou Ĝadu chorob, 

jako jsou chronická onemocnění, ateroskleróza, nádorová onemocnění, diabetes mellitus, stárnutí nebo 

chronické záněty. Tyto volné radikály rovněž vyvolávají neurodegenerativní poškození, v podobě 

Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby nebo Huntingtonovy nemoci (Niki, 1997, Lin and 

Beal, 2006). Existují vědecké poznatky o tom, že ve stravě pĜijímáme antioxidační a anti-proliferační 

sloučeniny, které by mohly mít pozitivní efekt pĜí léčbě celé Ĝady onemocnění  (Cohen et al., 2000, 

Kay and Holub, 2002, Thimm et al., 2002, Katsube et al., 2003, McDougall et al., β00Ř, González-

Vallinas et al., 2013, Riso et al., 2013, Luo et al., 2016). Vedle základních potravin stoupá mezi 

veĜejností zájem o doplňky stravy, které obsahují antioxidační a anti-proliferační sloučeniny. Jde 

pĜedevším o polysacharidy, vitamíny, a hlavně rostliné fenolové sloučeniny, obsaženě v rostlinné 

složce potravy (Cheynier, 2005, Dubost et al., 2007, Pandey and Rizvi, 2009, Shi et al., 2013). Jejich 

použití má oporu v tradiční čínské medicíně. Podrobným zkoumáním léčivých rostlin a hub byl zjištěň 

velmi komplexní vliv na celou Ĝadu fyziologických a metabolických funkcí člověka. PĜíkladem hub 

s výše popsanou aktivitou jsou Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houževnatec jedlý), Ganoderma 

lucidum (Curtis) P. Krast (lesklokorka lesklá) a podobné (You and Lin, 2002, Lu et al., 2004, Zhu et 

al., β007, Zhao et al., β010, Kozarski et al., β011, De Silva et al., β01β, Rincão et al., β01β, Vetvicka 

and Vetvickova, 2014, Ruan and Popovich, 2012, Boh, 2013, Doskocil et al., 2016). PĜesto, že 

zkoumané houby pocházejí z Číny, rostou pĜirozeně i v lesích České republiky. Na rozdíl od jejich 

protějšků z Číny však nemají tradiční využití v medicíně a léčitelství. Jejich účinky prozkoumány 

nejsou nebo jsou známy výrazně méně. PĜesto mohou být zdrojem spektra sloučenin s účinky proti 

onemocněním souvisejícím s oxidačním stresem a nádorovým onemocněním (Macakova et al., 2010). 

V ovoci a zelenině jsou účinky, antioxidační a antiproliferační sloučeniny, zdokumentovány  

u mnoha druhů, jakými jsou napĜíklad borůvky (Vaccinium spp.), jablka (Pyrus Malus L.), celer 

(Apium graveolens L.) a cibule (Allium cepa L.) (Hertog et al., 1993, Pearson et al., 1999, Thimm et 

al., 2002, Katsube et al., 2003, Galeone et al., 2006, Haidari et al., 2008, Denis et al., 2013). 

V současné době je věnována pozornost různým druhům ovoce, zeleniny a hub, které jsou běžně 

konzumovány a mohou mít preventivní účinek pĜed vznikem oxidačního stresu (Carvalho-Silva et al., 

2014, Liang et al., 2014, Diaconeasa et al., 2015, Tamrakar et al., 2016). 

PĜedložená disertační práce poskytuje informace o in vitro antioxidačních a antiproliferačních 

aktivitách jedlých rostlinných částí a do současnosti málo využívaných druhů jedlých hub. Jedná se 

o extrakty a džusy z ovoce či zeleniny, běžně pĜítomné ve stĜedoevropské stravě a extrakty jedlých 

hub, z Ĝádu Polyporales (chorošotvaré), které taktéž rostou ve stĜední Evropě. Výsledky práce 

a ucelený screening tak poskytují prvotní informace pro návazný výzkum jejich zdravotních účinků, 

pĜehled o jejich chemismu, obsahu fenolových sloučenin, pĜípadně polysacharidů, antioxidační, 

antiproliferační a imunomodulační aktivitě. U rostlin jsme se zaměĜili na vztah mezi obsahem 
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fenolových sloučenin a cytotoxicitou, inhibicí produkce oxidu dusnatého (NO) u makrofágů  

a antioxidační aktivitou. U hub pak na vztah mezi složením vlákniny, imunomodulační  

a antiproliferační aktivitou. 

 

2. Hypotéza a cíl práce 

Hypotéza  

Byly stanoveny hypotézy, že  

a) Bioaktivní sloučeniny běžně konzumované v ovoci a zelenině mají antioxidační 

a antiproliferační aktivitu. 

b) Jedlé druhy hub Ĝádu Polyporales mohou mít pozitivní efekt na antioxidační, 

imunomodulační a anti-proliferační aktivitu obdobnou, jako houby již využívané v tradiční 

medicíně. 

Cíl práce 

Cílem práce je zhodnocení antioxidační, imunomodulační a anti-proliferační aktivity u ovoce, 

zeleniny a u jedlých hub, z Ĝádu Polyporales. Tedy Ĝádu, do kterého spadají nejvýznamnější 

léčivé houby čínské medicíny. 

 

3. Materiál a metodika 

3.1. Materiál  

Buněčné kultury Caco-2, HT-29, RAW 264.7 byly zakoupeny z European Collection of Cell 

Culture. Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), dusitan sodný, glukóza, Griessovo činidlo, 

fetální bovinní sérum (FBS), fosfátový pufr (PBS), neesenciální aminokyseliny, HISTOPAQUE 1077, 

hydrogen uhličitan sodný, penicilin, pyruvát sodný, streptomycin, trypsin, γ-(4,5-Dimetyltiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), lipopolisacharid (LPS) izolovaný z Escherichia coli 0111:B4, 

RPMI1640 medium, trolox, DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl), AAPH (2,2-azobis 2-amidopropan 

dihydrochlorid), fluorescein (FL) a gallová kyselina, dimetylsulfoxid (DMSO), metanol (MeOH), 

etanol (EtOH), Buffy coat, frakce krve od lidských dárců po centrifugaci plazmy, pocházela od 

neznámých dárců a byla poĜízena z Tomayerovy nemocnice v Praze (CZ). Dárci podepsali 

informovaný souhlas a odběr vzorku byl podĜízen v souladu s etickými zásadami instituce. Kultivační 

láhve, serologické pipety, ř6-jamkové destičky byly poĜízeny od Termo Fisher (UK). 

Ovocné a zeleninové vzorky byly pĜipraveny na KatedĜe mikrobiologie, výživy a dietetiky. 

Vzorky jedlých částí ovoce a zeleniny: kiwi [Actinidia sinensis L.], angrešt [Ribes uva-crispa L.], 

avokádo [Persea americana Mill.], banán [Musa acuminata Colla], borůvky [Vaccinium myrtillus L.], 

brambor [Symphytum tuberosum L.], brokolice [Brassica oleracea var. botrytis italica], broskev 

[Prunus persica L. Batsch], celer [Apium graveolens L.], cibule [Allium cepa L.], citron [Citrus limon 
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L.], cuketa [Cucurbita pepo var. giromontiin], červená Ĝepa [Beta vulgaris var. vulgaris L.], čínské 

zelí [Brassica chinensi], hruška [Pyrus communis L.], jablko [Pyrus Malus L.], karambola [Averrhoa 

carambola L.], kedlubna [Brassica oleracea var. gongylodes], khaki [Diospyros kaki Thunb.], kiwi 

[Actinida deliciosa C. F. Liang & A. R. Ferguson.], maliny [Rubus idaeus L.], mandarinka [Citrus 

reticulata Blanco], mango [Mangifera L.], mrkev [Daucus carota L.], nashi [Pyrus pyrifolia (Burm.f.) 

Nakai], okurka [Cucumis sativus L.], papája [Carica papaya L.], paprika [Capsicum L.], petržel 

[Petroselinum Hill], pithája [Hylocereus undatus [Haw.] Britton & Rose], pomeranč [Citrus sinensis 

Pers.], rajče [Solanum lycopersicum L.], červený rybíz [Ribes rubrum L.], Ĝedkev [Raphanus sativus 

L.], tĜešeň [Prunus avium L.] a vodnice [Brassica rapa var. Rapa L.] byly poĜízeny ze sítě 

maloobchodních Ĝetězců. 

Etanolové extrakty hub z Ĝádu Polyporales byly získány od výzkumné skupiny ADINACO, 

Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy: Abortiporus biennis (Bull.) Singer (různopórka pleĢová), 

Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill (sírovec žlutooranžový), Lentinus tigrinus (Bull.) Fr. 

(houževnatec tygrovaný), Polyporus squamosus (Huds.) Fr. (choroš šupinatý), Polyporus umbellatus 

(Pers.) Fr. (choroš oĜíš / trůdník kloubočkatý), Sparassis crispa (Wulfen) Fr. (kotrč kadeĜavá), 

Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns (houževnatec šupinatý), Panus conchatus (Bull.) Fr. 

(hlíva fialová), Royoporus badius (Pers.) A.B. De (choroš smolonohý), Trametes versicolor (L.) Lloyd 

(outkovka pestrá).  

   

3.2. Metodika  

PĜi pĜípravě ovocných a zeleninových džusů došlo nejprve k odstranění vnitĜních a vnějších 

nepoživatelných částí (kůry, slupek, pecek). Ovoce a zelenina byli odšĢavněny na komerčním 

centrifugovém odšĢavňovači Catler JE Ř010. Čerstvě získaná šĢáva byla zfiltrována vakuovou filtrací. 

Filtrát byl následně odpaĜen ve vakuovém centrifugačním koncentrátoru ScanVac, pĜi 40°C. Část 

vzorku byla použita pro stanovení sušiny na váhách s infračerveným záĜičem pĜi 105 °C. Zbylé 

množství bylo naĜeděno v DMSO na standardní koncentraci 100 mg/ml, pro následné testy. 

U metanolových extraktů byla, po zbavení nepoživatelných částí, ovoce a zelenina nakrájena na 

menší kousky do zkumavek a byly lyofilizovány. Získaný suchý zbytek byl najemno rozmělněn na 

laboratorním mlýnku a zvážen. Poté byl suchý zbytek vložen do celulózových extrakčních patron 

a extrahován Ř0% metanolem na Soxhletově extraktoru SER 148, pĜi teplotě β10 °C, po dobu 

45 minut. Extrakt byl částečně odpaĜen na vakuové odparce Laborata 4000-efficient. Po odebrání 

malého množství, pro stanovení sušiny na vahách s infračerveným záĜičem pĜi teplotě 105 °C, byl 

zbylý suchý podíl naĜeděn v DMSO na koncentraci 100 mg/ml. 

Etanolové extrakty z hub byly pĜipraveny dle Macakova et al. (2010). Plodnice vybraných druhů 

hub byly vyčištěny, zamraženy v kapalném dusíku a uchovány v uzavĜených nádobách v mrazničce 

pĜi teplotě -βγ °C. PĜed extrakcí byly rozmraženy a rozemlety v laboratorním mlýnku, společně se 
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70% etanolem. Směs byla ponoĜena do ultrazvukové lázně po dobu γ0 minut, pĜi laboratorní teplotě. 

Takto ošetĜená směs byla následně filtrována a vzniklý filtrát byl lyofilizován. Práškový extrakt byl 

uchován pĜi teplotě -Ř0 °C, do doby testování vzorků v atmosféĜe obsahující argon. Vzorky 

pocházející z L. edodes a G. lucidum byly pĜipraveny obdobným způsobem. Vzorky byly naĜeděny 

v DMSO, na koncentraci 50 mg/ml. 

 

3.2.1.  Obsah celkový fenolových sloučenin 

Obsah celkových fenolových sloučenin (total phenolic content – TPC) byl stanoven za použití 

modifikované metody, kterou dĜíve popsal Sharma and Bhat (2009). Použita byla ř6-jamková 

destička, kde bylo 100 µl vzorku zĜeděno 100 µl redestilované vody. Poté bylo pĜidáno β5 µl čistého 

Folin-Ciocalteu činidla. Destička byla vložena na orbitální tĜepačku, pĜi 40 otáčkách za minutu, na 

dobu 10 minut. Reakce byla zahájena pĜidáním 75 µl β0% Na2CO3. Směs byla udržována v temnu, pĜi 

teplotě γ7 °C, po dobu β hodin. Absorbance byla měĜena pĜi 765 nm, za použití TECAN Mβ00 Infinite 

reader (Tecan, CH). Výsledky jsou vyjádĜeny jako ekvivalent gallové kyseliny (Gallic acid ekvivalent 

– GAE) mg/l džusu. 

 

3.2.2 Stanovení obsahu β-glukanů 

Obsah ȕ-glukanu byl stanoven pomocí Mushroom and Yeast ȕ–glucan Assay kit K-YBGL 

(Megazyme). Enzymová sada obsahuje exo-1,3-ȕ-glukanázu, ȕ-glukosidázu, amyloglukosidázu, 

invertasu, činidlo určující glukózu (GOPOD-glukózooxidáza, peroxidáza, 4-aminoantipyrin) 

a standardní roztok glukózy. Pro stanovení celkových glukanů bylo naváženo 10 mg rozemletého 

vzorku a pĜidáno 150 µl koncentrované HCl s následujícím promísením na vortexu. Dále byly vzorky 

zahĜáty ve vodní lázni o teplotě γ0 °C po dobu 45 minut, pĜičemž se každých 15 minut promíchaly na 

vortexu. Po uplynutí stanovené doby bylo ke vzorkům pĜidáno 1 ml destilované vody a znovu 

promícháno na vortexu. S uvolněným víčkem se na 5 minut vzorky vložily do vroucí vodní lázně 

o teplotě 100 °C. Po uplynutí této doby se víčko utáhlo a vzorek jsme nechali inkubovat další 

2 hodiny. Dále se zkumavka ochladila na pokojovou teplotu a bylo pĜidáno 1 ml βM KOH. Doplní se 

750 µl β00 mM pufrem octanu sodného s následnou vortexací. Vzorky jsme nakonec odstĜedili na 

centrifuze pĜi 1500 × g, po dobu 10 minut. MěĜení vzorků pro určení celkových glukanů proběhlo tak, 

že z pĜipraveného vzorku pro glukany se odpipetovalo 100 µl do zkumavky, dále se pĜidala směs exo-

1,3-ȕ-glukanázy (β0 U/ml) a ȕ–glukosidázy (4 U/ml) ve β00 mM pufru octanu sodného. Následovala 

inkubace trvající 60 minut pĜi 40 °C. Po uplynutí této doby se pĜidaly γ ml roztoku GOPOD 

a naposledy byly inkubovány po dobu β0 minut a 40 °C. Absorbance se měĜila pĜi 510 nm, oproti 

slepému vzorku glukózy, v β00 µl jamkových mikrotitračních destičkách za použití TECAN Mβ00 

Infinite reader. 
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Obsah α–glukanů byl stanoven enzymatickou hydrolýzou s pomocí amyloglukosidázy 

a invertázy. Pro určení měĜení α–glukanů se navážilo 10 mg vzorku, pĜidalo se β00 µl 2M KOH 

a směsi jsme nechali stát β0 minut v ledové vodní lázni. Následovalo pĜidání Ř00 µl 1,2 M pufru 

octanu sodného (pH γ,Ř) a β0 µl směsi amyloglukosidázy (16γ0 U/ml) s invertázou (500 U/ml). Po 

promísení na vortexu se roztok vložil do teplé vodní lázně 40 °C, na dobu γ0 minut, s občasným 

promícháním. Následovalo odstĜedění na centrifuze pĜi 1500 × g, po dobu 10 minut. Objem 

supernatantu se pĜenesl v množství 1 ml do 15 ml zkumavky za pĜidání 0,1 ml octanového pufru 

(β00mM) a β ml roztoku GOPOD. Zkumavka byla inkubována pĜi teplotě 40 °C po dobu β0 minut. 

Následně byl obsah napipetován v objemu β00 μl do ř6-jamkové destičky a měĜen společně se slepým 

vzorkem pĜi absorbanci 510 nm v β00 µl jamkových mikrotitračních destičkách za použití TECAN 

M200 Infinite reader.  

Obsah ȕ–glukanů se vypočetl odečtením α–glukanů z celkového množství glukanů. Všechny 

složky glukanů byly vyjádĜeny poměrem glukózy v mg, na 100 mg sušiny. Následně byly výsledky 

pĜepočteny na mg ȕ–glukanů/g sušiny. 

 

3.2.3 Stanovení antioxidační aktivity 

K stanovení antioxidační aktivity byla použita s modifikacemi metoda ORAC, popsaná Ou et al. 

(2001). PĜed pokusem byl pĜipraven zásobní roztok AAPH (β,β-azobis 2-amidopropan dihydrochlorid) 

a FL v 75 mmol fosfátovém pufru (pH 7,0). β5 µl každého vzorku se zĜedilo 150 µl FL (4Ř mmol) 

a inkubovalo se pĜi teplotě γ7 °C po dobu 10 minut. Reakce byla zahájena pĜidáním β5 µl AAPH 

(153 mmol), čímž byl získán konečný objem β00 µl do každé jamky. Změny fluorescence byly 

měĜeny v jednominutových intervalech po dobu 1β0 minut s použitím TECAN Mβ00 Infinite reader, 

s emisní a absorpční vlnovou délkou stanovenou na 494 nm a 51Ř nm. Kvantifikace antioxidační 

kapacity byla stanovena podle plochy pod kalibrační kĜivkou, jak navrhl (Cao and Prior, 1999) a byly 

vyjádĜeny jako µmol TE (ekvivalent troloxu)/g extraktu.  

Druhou metodou byla metoda DPPH, provedena dle Sharma and Bhat (2009). Do Ĝádku 

mikrotitrační destičky bylo pĜipraveno sedm dvojnásobných Ĝedění, pĜičemž vzorky byly pĜipraveny 

na Ř0% MeOH (175 µl), v 96-jamkových destičkách. Následně bylo pĜidáno β5 µl čerstvě 

pĜipraveného 4 mmol DPPH v MeOH, do každé jamky (konečný objem β00 µl). Směs byla udržována 

v temnu, pĜi pokojové teplotě po dobu γ0 minut. Absorbance byla měĜena pĜi 517 nm, za použití 

TECAN Mβ00 Infinite reader. Výsledky byly vyjádĜeny jako µmol TE/g extraktu. 

 

3.2.4 Kultivace buněčných tkání 

Buněčné linie myších makrofágů RAWβ64.7 byly kultivovány v mediu RPMI 1640, které 

obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztok penicilínu a streptomycinu (100 000 jednotek penicilinu; 10 mg/ml 
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streptomicinu), 1 % neesenciálních aminokyselin, β mmol glutaminu a β% roztoku glukózy. Buňky 

kolorektálního karcinomu zastoupené liniemi Caco-2 a HT-βř byly kultivovány v mediu DMEM, 

které obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztoku penicilinu a streptomycinu (100 000 jednotek penicilinu; 

10 mg/ml streptomycinu), 1% hydrogenuhličitanu sodného, 1 % pyruvátu sodného a 1 % roztoku 

neesenciálních aminokyselin. Buňky byly pěstovány v kultivačních láhvích (75 cm2
) s 10 ml RPMI 

respektive 15 ml DMEM media, které byly uloženy v inkubátoru s Ĝízenou atmosférou obsahující 

5% CO2 a teplotu γ7 °C. 

Buněčná linie RAWβ64.7 byly kultivována β dny a buňky byly mechanicky uvolňování. Buněčné 

linie Caco-2 a HT-βř byly kultivovány 7-Ř dní (každé dva dny krmeny novým mediem) a uvolňovány 

pomocí tripsinu. Buněčné linie byly centrifugovány pĜi 700 × g (RAWβ64.7) a β00 × g (Caco-2  

a HT-29). Supernatant byl odstraněn a buňky byly naĜeděny v novém medium a pĜeneseny do 

nové kultivační láhvy na další kultivovány.  

 

3.2.5. Inhibice oxidu dusnatého 

Inhibice NO byla provedena dle Wang a Mazze (β00β), která byla modifikována. Suspenze buněk 

naĜeděných na koncentraci 1×105 buněk/ml, byly pipetovány do ř6-jamkové destičky v množství 

100 µl. Destička byla vložena do CO2 inkubátoru na dobu β hodiny. Po dvou hodinách byly pĜidány 

testované vzorky společně s LPS, obsažené ve 100 µl media tak, aby byla dosažena požadovaná 

koncentrace extraktu (500–0,β4 µl/ml), a LPS (1 µg/ml) ve β00 µl. Destička byla vložena do CO2 

inkubátoru na dobu β4 hodin. Poté došlo k odebrání 50 µl supernatantu, který byl v nové ř6-jamkové 

destičce smíchán s 50 µl Griessova činidla. Absorbance byla měĜena pĜi 540 nm, za použití TECAN 

Mβ00 Infinite reader. Obsah NO byla změĜena pomocí kalibrační kĜivky dusitanu sodného.  

 

3.2.6. Test cytotoxicity (MTT) 

Cytotoxicita byla měĜena pomocí metody MTT dle Mosman (1983). Test toxicity na bunčnou 

linii RAW264.7probíhal po testu inhibice NO. Z 96-jamkové destičky bylo odstraněno medium, 

pĜidáno nové medium s MTT (1 µg/ml) a vloženo do CO2 inkubátoru na dobu dvou hodin. 

U buněk kolorektálního karcinomu Caco-2 a HT-βř byl postup následující. Buňky byly naĜeděny 

na koncentraci β,5×103
 buněk/ml a pipetovány do ř6-jamkové destičky v množství β00 µl. Po 

24 hodinách bylo odstraněno staré medium a pĜidáno 100 µl nového media spolu s testovanými vzorky 

v daných koncentracích (500–0,β4 µl/ml). Testované vzorky s buňkami byly inkubovány po dobu 7β 

hodin. Dále bylo postupováno stejně jako u buněčné linie RAWβ64.7. Teby bylo odstraněno staré 

medium a nahrazeno novým s MTT (1 µg/ml). Po β hodinách v CO2 inkubátoru bylo medium s MTT 

opět odstraněno a nahrazeno 100 µl DMSO. Absorbance byla měĜena pĜi 555 nm a 7β0 nm, jako 
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referenční hodnoty, za použití TECAN Mβ00 Infinite reader. Procento životaschopných buněk bylo 

vypočteno, v porovnání s kontrolou, kde byly buňky bez pĜidání testovaných látek. 

 

3.2.7.  Imunomodulační aktivita granulocytů 

Izolace granulocytů probíhala z lidské krve, kdy množství 30 ml 20% buffy coatu bylo naĜeděno 

v PBS a opatrně naneseno na vrstvu 10 ml alternativě Histopaque 1077 v 50 ml zkumavce s kónickým 

dnem. Vše bylo odstĜeděno na centrifuze pĜi 400 × g, po dobu γ0 minut pĜi teplotě ββ °C. Peleta 

(složena z erytrocytů a granulocytů) byla ponechána ve zkumavce, zatímco supernatant byl odstraněn. 

Dále bylo pĜidáno γ0 ml lyzačního pufru pro lýzu erytrocytů. Následně došlo k promíchání 

a odstĜedění pĜi γ00 × g, po dobu 15 minut. Lyzační krok byl několikrát opakován. Již bílá peleta byla 

dále propláchnuta v PBS a opatrně resuspendována, ve γ ml PBS. Buněčná suspenze byla poté zĜeděna 

v PBS, na konečnou koncentraci γ×106
 buněk/ml. 

PĜi chemiluminiscenčním testu byly vzorky Polyporales sériově Ĝeděny ve tĜech opakováních 

vkoncentračním rozmezí od γ1 do β50 µg/ml byly pĜipraveny v ř6-jamkové bílé mikrotitrační destičce 

tak, aby každá jamka obsahovala 100 µl extraktu. Následně bylo pĜidáno 50 µl suspenze izolovaných 

granulocytů (γ×106 buněk/ml), dále bylo pĜidáno 50 µl luminolu (0,5 mg/ml) a nakonec bylo pĜidáno 

50 µl standardizovaného roztoku zymosanu. Konečný objem v jamce tak činil β50 µl. Vodný extrakt 

z G. lucidum byl použit jako vnitĜní standard na každé destičce z důvodu opakovatelnosti pokusu. 

Nakonec byla zaĜazena pozitivní kontrola, která obsahovala LPS a negativní kontrola, bez LPS. 

PĜipravená destička byla měĜena v TECAN Mβ00 Infinite reader, pĜi teplotě γ7 °C, ve 

dvouminutových intervalech po dobu γ hodin. Schopnost extraktů zvýšit fagocytózu neutrofilů byla 

vypočtena na základě sklonu kĜivky ve fázi růstu ve srovnání s neostĜenou kontrolou, která byla 

považována za 100 %. Tato hodnota je označena jako fagocytární index (FI). Koncentrace, pĜi níž 

extrakty vykazovaly nejvyšší FI je uvedena jako Koncmax (koncentrace max).  

 

3.3. Statistické vyhodnocení 

Získané výsledky jsou vyjádĜeny jako průměr ± směrodatná odchylka. Zjištěné hodnoty byly 

dále testovány metodou ANOVA, s následným t-testem pro vícenásobná porovnání s Bonferoniho 

korekcí, na hladině významnosti p < 0,01 a p < 0,05. Lineární korelační koeficient (r) byl stanoven 

u džusů mezi TPC a ORAC; ORAC a produkce NO; TPC a produkce NO. U metanolových extraktů 

z ovoce a zeleniny mezi ORAC a DPPH. U hub byl stanoven mezi ȕ-glukany a FImax; TPC a FImax. 

Statistické vyhodnocování bylo provedeno v Excelu a IBM SPPS ver. β0. 
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4. Výsledky 

4.1. Ovoce a zelenina 

Výsledky testů antioxidační aktivity prokázaly, že metanolové extrakty mají vyšší antioxidační 

aktivitu pĜi použitých metodách, než džusy. Naopak u džusů byla výraznější schopnost snižovat 

produkci oxidu dusnatého než u metanolových extraktů. Tato schopnost byla zjištěna i u vzorků džusů, 

u kterých byla prokázána nejnižší koncentrace fenolových látek.  

 

4.1.1 Antioxidační aktivita džusů 

PĜi porovnání výsledků získaných pomocí metody ORAC u vzorků džusů, byla nejvyšší 

antioxidační aktivita zjištěna u borůvek 4γŘ,5±1β,γ µmol TE/g extraktu (tab. 1). Druhým nejvíce 

aktivním vzorkem byl citron, jehož aktivita dosahovala 164,6±γ6,7 µmol TE/g extraktu, tĜetí nejvíce 

aktivním vzorkem se ukázala Ĝedkev bílá s hodnotou 146,0±5,5 µmol TE/g extraktu. Dále následovaly 

vzorky z jablka, malin, papriky, mandarinky, brokolice, cibule a celeru, jejichž aktivita se pohybovala 

v rozmezí 14β až 107 µmol TE/g extraktu. V poĜadí další hodnoty antioxidační aktivity byly zjištěny 

u vzorků pomeranče, mrkve, černého rybízu, kiwi, broskve, vodnice a petržele. Antioxidační aktivita 

těchto vzorků se pohybovala v rozmezí řβ až γ0 µmol TE/g extraktu. Nejnižší antioxidační aktivity 

byly zaznamenány u rajčete (7,7±0,4 µmol TE/g extraktu) a okurky (γ,Ř±0,β µmol TE/g extraktu). 

V rámci práce byla zjišĢována i schopnost testovaných džusů inhibovat produkci oxidu 

dusnatého, který byl produkován LPS stimulovanými makrofágy buněčné linie RAWβ64.7 (tab. 1). 

Z celkového počtu 16 vzorků, které byly použity pro stanovení inhibice produkce NO, vykazovalo 11 

vzorků schopnost snižovat produkci NO pĜi koncentraci 1 000 µg/ml. Významnost rozdílů mezi 

jednotlivými vzorky byla stanovena pomocí vícenásobného t-testu, s Bonferroniho korekcí pĜi 

p < 0,05, vzhledem ke kontrole s pĜídavkem LPS, která pĜedstavovala 100 % produkce NO. Vzorky 

citronu, petržele a okurky nebyly do statistického zpracování zahrnuty, vzhledem k jejich toxickému 

účinku na buněčnou linii RAWβ64.7 (viz podkapitola 4.1.γ. antiproliferační aktivita).  

Nejvýraznější schopnost snižovat produkci NO na buněčné linii RAWβ64.7 měl džus z cibule, 

která produkci NO snížila o 57 %, následována mandarinkou (5β %). U broskve, mrkve, malin, Ĝedkve 

bílé, celeru, kiwi, rajčete, papriky, pomeranče, okurky, brokolice a jablka došlo k poklesu produkce 

NO o 4Ř až β4 %. Snížení produkce NO bylo zaznamenáno u borůvek o βγ %, a červeného rybízu, 

který snižoval produkci o 1γ %.  

Po stanovení antioxidační aktivity nás zajímalo, zda za tuto aktivitu nejsou zodpovědné fenolové 

sloučeniny pĜítomné v ovoci a zelenině (tab.1). Pokud porovnáme získané výsledky z testovaných 

vzorků džusů ovoce a zeleniny, byl nejvyšší obsah fenolových látek zjištěn u borůvek. Fenolové látky 

byly u tohoto vzorku džusu v koncentraci 160γ,β±7γ mg GAE/l. Poloviční koncentrace, proti výše 
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uvedené, byla zaznamenána u papriky (64β,1±γγ,1 mg/l džusu) a černého rybízu (6γ6,ř±1β,1 mg 

GAE/l džusu). 

 

Tabulka 1: Ovocné a zeleninové džusy - obsah fenolových sloučenin, antioxidační a antiproliferční aktivita 

Vzorek džusu 

TPC ORAC Produkce NO Toxicita 

mg GAE/l džusu 

(průměr±SD) 
µmol TE/g sušiny 

(průměr±SD) % 
 

Borůvky  160γ,β±7γ,0  4γŘ,5±1β,β 77* N 

Paprika   64β,1±γγ,1 1β7,ř±0,7 67* N 

Červený 
rybíz   6γ6,ř±1β,1  Řβ,4±β,6  87 N 

Maliny  5řŘ,β±γ,γ  1γř,0±βγ,0 54* N 

Kiwi   5γ0,Ř±ββ,5  γ0,1±1,6  60* N 

Cibule   407,γ±17,1  107,1±17,7 43* N 

Brokolice  405,6±Ř,4  111,β±ββ,γ 74 N 

Pomeranč   γřβ,β±14,γ  ř1,6±5,6 69* N 

ěedkev bílá  γ6Ř,β±7,7 146,0±5,5 55* N 

Vodnice   βř5,1±γ6,6  45,β±β,4 71 N 

Petržel  βŘŘ,6±6,7  γ4,γ±1,ř  56 T 

Celer  2Ř1,7±γ,4 107,5±1,ř 56* N 

Mandarinka   β50,0±1γ,Ř 1β1,Ř±1,β 48* N 

Mrkev   β41,ř±14,ř  ř1,1±0,6 52* N 

Broskev   β40,γ±1γ,6  5ř,4±1,ř 86 N 

Jablko  160,1±7,4 147,ř±Ř,ř 76 N 

Citron  15β,β±1,5  164,6±γ6,7 45 T 

Okurka  71,0±γ,1  γ,Ř±0,β 70 T 

Rajče  45,β±1,4  7,7±0,4 61* N 

LPS - - 100 N 

GAE – ekvivalent kyseliny gallové; TE – ekvivalent troloxu; SD – směrodatná odchylka; * statistická významnost p ˂ 0,05; 

N- ne cytotoxická, T - cytotoxická koncentrace snižující životaschopnost makrofágů < ř0 % 

 

Dále je následovaly vzorky malin, kiwi, cibule, brokolice, pomeranče, Ĝedkve bílé, vodnice, 

petržele, celeru, mandarinky, mrkve, broskve a jablka, kdy se koncentrace pohybovala v rozmezí 5řŘ 

až 160 mg GAE/l džusu. Nejnižší obsah fenolových sloučenin byl zjištěn u citronu (15β,β±1,5 mg 

GAE/l džusu), ještě nižší než poloviční koncentrace, proti džusu z citronu, byla zjištěna u okurky 

(71,0±γ,1 mg GAE/l džusu) a vůbec nejnižší hodnota byla zjištěna u rajčete (45,β±1,4 mg GAE/l 

džusu).  

Porovnáním výsledků obsahu fenolových sloučenin stanovených metodou TPC a antioxidační 

aktivity stanovené metodou ORAC je patrné, že mezi hodnotami stanovenými metodou TPC a ORAC 

je stĜedně silná korelační závislost (r = 0,65γř). Naopak pĜi porovnání obsahu fenolových sloučenin se 

schopností inhibovat produkci NO je patrné, že hodnoty nekorelují (r = 0,0774). Lze tedy 

pĜedpokládat, že schopnost inhibovat produkci NO není ovlivněna obsahem celkových fenolových 
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sloučenin. Může se jednat o jiný typ sloučenin nebo může významnou roli hrát také specifita účinku 

daného ligandu. 

 

4.1.2.  Antioxidační aktivita extraktu  

Celkem bylo testováno β7 metanolových extraktů pomocí metody ORAC (tab. 2). Nejvyšší 

antioxidační aktivita byla zjištěna u extraktů z borůvek (Řγ6,6±β4,1 µmol TE/g sušiny), Ĝedkve bílé 

(7β4,5±17,1 µmol TE/g sušiny) a malin (5řβ,7±1ř,γ µmol TE/g sušiny). Následovaly je extrakty 

z brokolice, papriky, mandarinky, karamboly, citronu, tĜešně a pomeranče, kdy antioxidační aktivita se 

pohybovala v rozmezí 5γ5 až βř4 µmol TE/g sušiny. U angreštu byla antioxidační aktivita 

βř1,5±5,γ µmol TE/g sušiny, u mrkve (β6γ,β±Ř,γ µmol TE/g sušiny) a u jablka s hodnotou 

165,0±6,7 µmol TE/g sušiny. Dále následovaly vzorky s antioxidační aktivitou menší než 

150 µmol TE/g sušiny. Tato hodnota byla stanovena jako hraniční (≥ 150 µmol TE/g sušiny – 

významná antioxidační aktivita) pro další testování antioxidační aktivity. Vyšší hodnota než hraniční 

nebyla zjištěna u extraktů avokáda, čínského zelí, rajčete, nashi, petržele, celeru, broskve, vodnice, 

cibule, banánu, okurky, khaki, kiwi a papáji. Antioxidační aktivita u těchto extraktů byla v rozpětí 

138 až 16 µmol TE/g sušiny.  

Dále byly, za pomoci metody DPPH testovány vzorky (tab.2), u kterých byla hodnota ORAC 

vyšší než 150 µmol TE/g sušiny. Nejvyšší hodnoty dosahovaly vzorky, borůvky (404,6±15,4 µmol 

TE/g sušiny), karamboly (γβ5,4±15,γ µmol TE/g sušiny) a angreštu (1Řř,0±γ,Ř µmol TE/g sušiny) 

a papriky (154,1±0,1 µmol TE/g sušiny). Následovaly je extrakty z brokolice, tĜešní, citronu, mrkve 

a Ĝedkve bílé s hodnotou Ř7 až 5β µmol TE/g sušiny. Nejnižších hodnot antioxidační aktivity bylo 

dosaženo u extraktů z malin (4Ř,β±0,1 µmol TE/g sušiny), jablka (β6,β±β,7 µmol TE/g sušiny) 

a mandarinky 1Ř,7±0,1 µmol TE/g sušiny. 

Po stanovení antioxidační aktivity vyšší než 150 µmol TE/g sušiny, měĜené pomocí metody 

ORAC, byly vzorky následně testovány pomocí metody DPPH na schopnost inhibice produkce NO 

stejně, jako v pĜípadě ovocných a zeleninových džusů (tab.2). Celkem tedy bylo pomocí metody 

DPPH testováno 1γ metanolových extraktů na schopnost snižovat produkci NO. Významnost rozdílů 

mezi jednotlivými vzorky byla stanovena pomocí t-testu p < 0,05, vzhledem ke kontrole s pĜídavkem 

LPS, která pĜedstavovala 100 % produkce NO.  

Z výsledků bylo patrné, že statisticky významné hodnoty byly u γ vzorků extraktu, které měly 

schopnost snižovat produkci NO, na buněčné linii myších makrofágu RAWβ64.7 pĜi koncentraci 

1000 µg/ml. Nejvýraznější schopnost snižovat produkci NO na buněčné linii RAW264.7 byla 

u extraktu z jablka, který byl schopný snížit produkci NO o γ4 % a dokonce jako jediný extrakt pĜi 

koncentraci 500 µg/ml inhiboval produkci o 1γ %. Dalším extraktem schopným inhibovat produkci 

NO byla brokolice, která snižovala produkci o β1 %. TĜetím účinným extraktem byl vzorek 

z pomeranče, který inhiboval produkci o 10 %.  
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Porovnáním výsledků metod ORAC a DPPH je mezi hodnotami stĜední vzájemná korelace 

(r = 0,444). 

 

Tabulka 2: Antioxidační  a antiproliferační aktivita metanolových extraktů ovoce a zeleniny 

Jedlý plod 

ORAC DPPH 
Produkce 

NO  
Toxicita 

(µmol TE/g sušiny) 
±SD 

(µmol TE/g sušiny) 
±SD 

(%)  

Borůvky  Řγ6,6±β4,1 404,6±15,4 77 T 

ěedkev bílá  7β4,5±17,1 5β,β±γ,γ 86 N 

Maliny  5řβ,7±1ř,γ 4Ř,β±0,1 74 T 

Brokolice  5γβ,γ±1Ř,7 Ř7,4±5,6 79* N 

Paprika  5γ0,0±1Ř,6 154,1±0,1 91 N 

Mandarinky  4Řγ,γ±1γ,6 1Ř,7±0,1 82 N 

Karambola  4γř,γ±10,Ř γβ5,4±15,γ 81 N 

Citron  4ββ,0±14,1 70,0±0,Ř 79 T 

TĜešně  404,7±β,0 77,7±1,β 68 N 

Pomeranč  βřγ,6±5,7 16,Ř1±0,γ 90* N 

Angrešt  βř1,5±5,γ 1Řř,0±γ,Ř 91 N 

Mrkev  β6γ,β±Ř,γ 64,γ±6,4 84 N 

Jablko  165,0±6,7 β6,β±β,7 66* N 

Avokádo  1γ7,5±0,γ - - - 

Čínské zelí  1γ1,γ±4,γ - - - 

Rajče  1β0,ř±γ,ř - - - 

Nashi  11γ,γ±β,Ř - - - 

Petržel  106,5±0,5 - - - 

Celer  10β,1±β,4 - - - 

Broskev  Ř6,ř±5,5 - - - 

Vodnice  Ř6,1±4,6 - - - 

Cibule  66,ř±β,γ - - - 

Banán  65,γ±1,5 - - - 

Okurka  44,Ř±β,β - - - 

Khaki  4β,5±γ,4 - - - 

Kiwi  36,8±β,β - - - 

Papája 16,1±0,4 - - - 

LPS - - 100 N 

* statistická významnost p ˂ 0,05; GAE – ekvivalent kyseliny gallové; TE – ekvivalent troloxu;  

N- necytotoxická, T - cytotoxická koncentrace snižovala životaschopnost makrofágů < ř0 % 

 

 

4.1.3. Antiproliferační aktivita  

V rámci testu stanovení produkce oxidu dusnatého byla zjišĢována cytotoxicita džusů a extraktů. 

Hlavním kritériem byla hranice ř0% životaschopnosti buněčné linie RAWβ64.7. U džusu byla 

z celkového počtu 1ř vzorků životaschopnost buněk pĜi koncentraci 1 000 µg/ml menší než ř0 % 

pouze u γ vzorků (tab. 1). Jednalo se o vzorky z petržele, citronu a okurky. Výsledky stanovení 
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cytotoxicity u metanolových extraktů byly obdobné. Cytotoxicita (< ř0 %) byla taktéž zjištěna pouze 

u γ vzorků a to u borůvky, maliny a citronu (tab. 2). Výsledky těchto vzorků nebyly dále využity pĜi 

hodnocení schopnosti vzorků snižovat produkci NO. U ostatních vzorků byla životaschopnost Ť ř0 % 

a byly dále použity pĜi stanovení inhibice produkce NO. 

 

4.2. Houby  

4.2.1. Chemická charakterizace 

Výsledky ukazují (tab. 3), že nejvyšší obsah ȕ-glukanů byl zjištěn u S. crispa a to ve výši 

117,4±γ,β mg/g extraktu. Ostatní vzorky obsahovaly méně než 100 mg/g extraktu. Druhou v poĜadí 

byla N. lepideus, s koncentraci 6ř±0,4 mg/g extraktu a A. biennis, s 67,5±0,β mg/g extraktu. 

Následovaly L. tigrinus, P. squamosus, P. conchatus, s koncentraci ȕ-glukanů 54,5 až β1,5 mg/g 

extraktu. Nejnižší koncentrace byla zaznamenána u L. sulphureus (17,0±0,0 mg/g extraktu) 

a P. umbllatus, kdy koncentrace ȕ-glukanů dosahovala 1γ,4±0,Ř mg/g extraktu. Ke stanovení  

ȕ-glukanů u extraktu R. badius nedošlo z důvodu nedostatku vzorku.  

 

Tabulka 3: Obsah  ȕ-glukanů a celkových fenolových látek, v testovaných etanolových extraktech hub z Ĝádu 

Polyporales. 

ß-Glukany TPC 

Název  mg/g extrakt 

(průměr±SD) 
µmol GAE/g extrakt 

(průměr±SD) 
Abortiporus biennis 67,5±0,β 14ř,4±γ5,7 

Laetiporus sulphureus 17,0±0,0 1γ5,0±β5,0 

Lentinus tigrinus 54,5±0,γ β16,β±γ0,1 

Neolentinus lepideus 6ř,6±0,4 Řβ,γ±17,β 

Panus conchatus β1,5±0,0 67,4±1Ř,4 

Polyporus squamosus γŘ,4±0,5 41,6±4,4 

Polyporus umbellatus 1γ,4±0,Ř Ř0,5±1ř,4 

Royoporus badius n.t. β57,Ř±41,4 

Sparassis crispa 117,4±γ,β Ř5,4±ββ,ř 

Trametes versicolor 6β,5±0,4 1γ7,ř±βŘ.4 

Standard a kontrola   

Lentinula edodes (EtOH extract) 6ř,4±1,6        4Ř,0±ř,β 

Ganoderma lucidum (EtOH extract) β0,6±1,γ β57,ř±4Ř,1 

Ganoderma lucidum (H2O extract) 64,γ±1,0 1ř1,1±γ7,Ř 

GAE – ekvivalent kyseliny gallové; n.t. - netestováno 

 

Dále byl u vzorků hub stanoven obsah fenolových sloučenin. Nejvyšší hodnota byla zjištěna 

u R. badius (β57,Ř±41,4 µmol GAE/g extraktu), o 17 % nižší obsah byl zjištěn u L. tigrinus 

(β16,β±γ0,1 µmol GAE/g extraktu). Dále, co do zjištěné hodnoty, následovaly vzorky A. biennis, 

L. sulphureus, S. crispa a N. lepideus s hodnotou TPC 14ř,4 až Řβ,γ µmol GAE/g extraktu. Nejnižší 
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obsah fenolových sloučenin byl zjištěn u P. umbllatus (Ř0,5±1ř,4 µmol GAE/g extraktu), P. conchatus 

(67,4±1Ř,4 µmol GAE/g extraktu) a u P. squamosus, jejíž hodnota TPC byla 41,6±4,4 µmol GAE/g 

extraktu. 

Porovnáním výsledků imunomodulační aktivity s obsahem ȕ-glukanů a fenolových sloučenin je 

patrné, že hodnoty imunomodulační aktivity s obsahem ȕ–glukanů korelují jen velmi slabě 

(r = 0,1515). Hodnoty imunomodulační aktivity s obsahem celkových fenolových sloučenin nekorelují 

korelují (r = 0,001Ř). Schopnost stimulovat imunomodulační aktivitu bude způsobena i jinými vlivy, 

než jsou ȕ–glukany, pĜípadně fenolové sloučeniny.  

 

4.2.2. Imunomodulační aktivita  

V rámci stanovení imunomodulační aktivity hub byl zjišĢován vliv etanolových extraktů na 

aktivitu fagocytů (tab. 4). Z 10 testovaných vzorků byla pozorována tato statisticky významná aktivita 

pomocí Bonferroniho testu s hladinou významnosti p < 0,01, u vzorků z extraktů hub N. lepideus 

(155±18 %) a P. squamosus (141±8 %).  

 

Tabulka 4: Cytotoxické vlastnosti extraktu Polyporales a jejich vliv na fagocytární reakci izolovaných 

neutrofilů. 

 
Cytotoxicity  

IC50 (µg/mL) Neutrofilní fagocytóza 

Název 
HT-29 

(průměr±SD) 
Caco-2 

(průměr±SD) 
FImax

# 

(průměr±SD) 
Koncmax

¥ 

(µg/ml) 
Abortiporus biennis >500 >500 1ββ±ββ 125 

Laetiporus sulphureus >500 >500 74±1 31 

Lentinus tigrinus >500 >500 144±1ř 250 

Neolentinus lepideus >500 >500 155±18** 250 

Panus conchatus >500 >500 141±ř 125 

Polyporus squamosus >500 >500 141±8** 125 

Polyporus umbellatus >500 >500 10γ±ř 62 

Royoporus badius >500 >500 11γ±11 31 

Sparassis crispa 107±16 >500 16±9** 31 

Trametes versicolor >500 >500 104±5 125 

Standard a kontrola     

Lentinula edodes  

(EtOH extrakt) 
γ0β±54 >500 56±β 62 

Ganoderma lucidum 

(EtOH extrakt) 
151±β1 >500 10Ř±6 31 

Ganoderma lucidum  

(H2O extrakt) 
- - 190±41** 93 

LPS >100 >100 116±ř 6 (ng/ml) 

NeošetĜená kontrola   100±γ1 - 

Cytotoxické účinky referenčních vzorků a kontrolních vzorků na epiteliální buňky kolorektálního karcinomu buněčné linie 
Caco-2 a HT-βř a jejich vliv na fagocytární aktivitu izolovaných lidských neutrofilních granulocytů; #, maximální 
fagocytární index dosažený pĜi srovnání s kontrolou (100 %); ¥, koncentrace s nejvyšší hodnotou fagocytárního indexu; 
hvězdičky ukazují významnost stĜedních hodnot pro tĜi vzájemná měĜení ve srovnání s kontrolou ** (p < 0.01). 
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Dále, z hlediska naměĜených hodnot následovaly etanolové extrakty L. tigrinus, P. conchatus, 

R. badius A. biennis, P. umbllatus, kdy fagocytární index byl v rozpětí 10γ až 1ββ %. Nejnižších 

hodnot dosahovala T. versicolor, s hodnotou 105±5 %, L. sulphureus (74±1 %). Nejnižší hodnoty 

dosáhla S. crispa, u které došlo k Ř4% snížení fagocytárního indexu na hodnotu 16±ř %.  

 

4.2.3. Antiproliferační aktivita  

Vliv etanolových extraktů na antiproliferační aktivitu byl zjišĢován na buněčných liniích 

kolorektálního karcinomu Caco-2 a HT-29 (tab. 2). Z výsledků uvedených v tabulce Ř je patrné, že 

námi testované extrakty neprokázaly žádný antiproliferační účinek. Výjimkou jsou jen mírné 

cytotoxické účinky na buněčnou linii HT-29 u extraktu S. crispa se zjištěnou hodnotou IC50 

107±16 µg/ml. U kontrol byla cytotoxicita zjištěna u extraktu L. edodes (IC50 = γ0β±54 µg/ml) 

a G. lucidum s hodnotou IC50 151±β1 µg/ml, na buněčné linie HT-29. U ostatních extraktů nebyla 

zaznamenána cytotoxicita na buněčné linii HT-29 a ani na buněčné linii Caco-2. U této linie nebyla 

zaznamenaná žádná aktivita. 

 

5. Diskuze 

Hledání nových rostlin a účinných látek, které mají schopnost snižovat oxidační stres, způsobující celou 

Ĝadu onemocnění, je současným trendem mnoha výzkumných týmů. Se stoupající popularitou „zdravého“ 

životního stylu, stoupá na oblibě i ovoce, zelenina a nápoje z nich – džusy. Podobně v populaci vzrůstá 

popularita konzumace různých hub, které mají proklamovaný účinek na lidské zdraví. PĜíkladem houby jsou 

využívané v tradiční čínské medicíně. Jim pĜíbuzné druhy hub, běžně rostoucí v našich lesích, by mohly mít 

podobné pozitivní účinky na lidské zdraví. Často je zdůrazňována imunomodulační funkce hub, včetně jejich 

potenciálu snižovat následky působení volných radikálů a oxidačního stresu. Na tuto problematiku je zaměĜena 

celá Ĝada studií, od nejširších screeningů, po nejužší testování jejich biologických vlastností. V souladu 

s obecnými výzkumnými trendy, které se věnují této problematice (Wang and Lin, β000, Sun et al., β00β, Chu et 

al., 2002, Liu et al., 2002, Meyers et al., 2003, Wolfe et al., 2003, Wu et al., 2006, He and Liu, 2007, Jacob et al., 

2008, Boivin et al., 2009, Gorinstein et al., 2009) je i tato práce. Pro pĜehlednost bude diskuze rozdělena na dvě 

části. První část je věnována ovoci a zelenině. Druhá část je věnována jedlým houbám a jejich biologické 

aktivitě. 

 

5.1. Ovoce a zelenina 

Ovoce a zelenina jsou již po celá staletí nejdůležitějším zdrojem bioaktivních látek v lidské potravě. 

Postupem času lidstvo docházelo ke zjištění, že některé druhy ovoce a zeleniny mohou mít pozitivní vliv na 

lidské zdraví, aniž by se vědělo, co je důvodem tohoto vlivu. Až v posledních desetiletích vědci postupně 

poznávají, jaké bioaktivní sloučeniny jsou v ovoci a zelenině pĜítomné a jak fungují v in vitro a in vivo 

podmínkách. Mezi tyto sloučeniny patĜí i fenolové sloučeniny. Stanovení jejich celkového obsahu, napĜíklad 

v ovoci a zelenině, Ĝadíme mezi základní metody určení antioxidační aktivity. Aby bylo vytěženo co nejvíce 
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fenolových sloučenin, s antioxidační, antiproliferační a imunomodulační aktivitou z ovoce a zeleniny, je důležité 

zvolit vhodné rozpouštědlo, které je schopné pronikat do intracelulárního prostoru extrahovaného materiálu. 

Mezi taková vhodná rozpouštědla patĜí metanol, pĜípadně etanol, které jsou vhodnějším rozpouštědlem, nežli 

voda (Sun et al., 2007, Yu et al., 2005). To vysvětluje i rozdíly mezi výsledky antioxidační aktivity u džusů  

a metanolových extraktů, které byly zaznamenáni během výzkumu. U metanolových extraktů byla dosažena, pĜi 

použití stejné metody ORAC, vyšší antioxidační aktivita, než u džusů. Celkem bylo testováno 1ř džusů a β7 

metanolových extraktů. U Ĝady testovaných vzorků byla zjištěna antioxidační a antiproliferační aktivita.  

V následující části budou podrobněji diskutovány zjištěné výsledky u borůvek a jablka, jako zástupce 

ovoce a cibule, jako zástupce zeleniny. Důvodem tohoto výběru je skutečnost, že borůvky sice patĜí mezi lesní 

ovoce, lze je však úspěšně pěstovat i v domácích podmínkách. Vedle toho jablko je lidmi konzumováno 

celoročně a patĜí mezi ovoce, které se v našem jídelníčku vyskytuje nejčastěji. Jako zástupce zeleniny byla do 

diskuze zaĜazena cibuli. Jedná se o běžně konzumovaný druh zeleniny, její užití je celoroční a může být formě 

tepelně opracované nebo ve formě syrové. Cibule je součástí velkého množství pĜipravovaných pokrmů a díky 

tomu můžeme konstatovat, že bioaktivní sloučeniny v ní obsažené člověk konzumuje nejčastěji.  

Extrakty z borůvek byly v naší studii mezi vzorky, které obsahovaly nejvíce celkových fenolových 

sloučenin a zároveň dosáhly vysoké antioxidační aktivity. Tyto výsledky zaznamenaly i další studie, ve kterých 

borůvky měly obdobnou koncentraci celkových fenolových sloučenin a antioxidační aktivitu (Rupasinghe and 

Clegg, 2007, Castagnini et al., 2015).  

Existuje významný rozdíl, v obsahu celkových fenolových sloučenin, u komerčně pěstovaných borůvek 

a u divoce rostoucích borůvek. Ve druhém pĜípadě byl stanoven vyšší obsah fenolových sloučenin a obsah 

antokyanů (Giovanelli and Buratti, 2009), které mají antioxidační aktivitu měĜitelnou in vitro metodami. Některé 

in vitro metody jsou citlivější než jiné. V praxi je tedy vhodné, ke zjištění antioxidační aktivity, využití dvou 

a více rozdílných in vitro metod, aby byl brán v úvahu různý způsob působení antioxidantů (Prior and Cao, 1999, 

Huang et al., 2005). Podobně tomu bylo i v pĜípadě naší studie, kdy jsme použili metody ORAC a DPPH. 

U metody DPPH jsme obecně zaznamenali nízké hodnoty antioxidační aktivity ve výsledcích.  

Na antioxidační aktivitu má mimo jiné značný vliv genotyp, což se odráží ve značné variabilitě mezi 

dosaženými výsledky (Moyer et al., 2002). Antioxidační aktivita borůvek těsně koreluje s obsahem fenolových 

sloučenin (r = 0,řβ) a s obsahem antokyanů (r = 0,77), jak zjistil Prior et al. (1998), pĜi použití in vitro metod. 

Hlavními antokyany borůvek jsou delfinidin a malvidin (Katsube et al., 2003), které pĜedstavují γ7,5 %, resp. 

β4,β % všech antokyanů obsažených v borůvkách (Kalt et al., 1999).  

Bylo prokázáno, že antokyany izolované z borůvek mají antiproliferační aktivitu na buněčné modely 

in vitro (Katsube et al., 2003, McDougall et al., 2008). Extrakty z borůvek snižují aktivitu matrix 

metaloproteinázy-9 a sekreci aktivátoru plazminogenového typu urikázy. Zároveň zvyšuje tkáňové inhibitory 

metaloproteinázy-1 a aktivátoru plazminogenu sekrecí inhibitoru-1, v buněčné linii adenokarcinomu lidského 

prsu MDA-MB-231 (Adams et al., 2010). 

Značným problémem u výsledků in vitro metod, je jejich využití v in vivo studiích. Většina bioaktivních 

látek u rostlin a hub má cytotoxické účinky v buněčných kulturách i po pĜidání mikromolárních koncentrací (10–

150 µM). Naproti tomu, farmakokinetické studie ukazují, že bioaktivní látky dosahují pouze nanomolárních 

koncentrací (1–20 nM), v krvi a tkáních, po jejich konzumaci v potravě (Stoner and Bruce, 2004, Stoner et al., 
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2005). Rozdíl může být způsoben pravděpodobně tím, že si nejsme jisti, jak z potravy bohaté na antokyany 

dochází k jejich absorpci, distribuci, metabolismu a vylučovaní. Na základě in vitro studie zabývající se 

mikrobiální fermentací (Williamson and Clifford, 2010, Gonzalez-Barrio et al., 2011) je pravděpodobné, že 

pĜijaté antokyany se rozdělují (spontánně nebo enzymaticky) na produkty rozkladu fenolových sloučenin, které 

jsou dále metabolizovány. Obdobný výsledek byl pozorován v in vivo studii, sledující pĜíjem extraktu borůvek 

u člověka. PĜesto, že extrakt obsahoval celé spektrum fenolových sloučenin, zůstala velká část metabolitů 

neznáma. Jako hlavní metabolity byly zjištěny homovanilová a vanilinová kyselina (Nurmi et al., 2009). 

Homovanilová kyselina byla zjištěna i v novější in vivo studii, zabývající se metabolismem izotopově značeného 

kyanidin-3-glukosidu. Takto upravený antokyan byl podáván Ř mužům, ve věku od β0 do γ6 let, kdy každý 

spotĜeboval 500 mg antokyanů. Během experimentů bylo zjištěno β4 metabolitů, v koncentracích 0,1–42,2 

pmol/l, z původně pĜedpokládaného počtu 51 domnělých sledovaných metabolitů. Zjištěné metabolity byly 

kyseliny hydroxybenzeová, metoxybenzeová, fenylpripionová, izomer kyseliny methylhippurová, 

homovanilová, hydroxybenzylalkohol, kyselina benzo-4-sulfát a hydroxy-benzaldehydy. Tyto metabolity jsou 

v krvi měĜitelné po dobu ≤ 4Ř hodin, po požití (Czank et al., 2013). Vliv konzumace borůvek na lidské zdraví 

byl ověĜen v několika intervenčních studiích a lze pĜedpokládat, že Ĝada těchto účinků může s antioxidační 

aktivitou souviset. Ve skupině 1β0 zdravých můžu a žen věku mezi 40 až 74 let, byl pĜíjem extraktu z borůvek 

(300 mg /den po dobu γ týdnů) spojen s významným snížením plazmatické hladiny prozánětlivých cytokinů 

a chemokinů (Il 4, IL-13, IL-8 a IFN-α) na dráze NF-κB (Karlsen et al., 2007). To může souviset s potlačením 

zánětlivých drah, možná i prostĜednictvím sníženého oxidačního stresu.  

U dvojitě zaslepené zkĜížené studie, provedené na skupině Ř mužů stĜedního věku (γŘ až 54 let), kteĜí 

konzumovali tučná jídla, bylo podáváno 100 g lyofilizovaného prášku z borůvek jeden týden. U mužů došlo ke 

zvýšení sérové a celkové antioxidační kapacity o 16 %, po 4 hodinách od konzumace (Kay and Holub, 2002). To 

je do jisté míry potvrzením pozorované antioxidační aktivity v našem in vitro testu a důkazem, že screeningové 

metody mají své opodstatnění, jako nástroj hledání účinných bioaktivních složek stravy.  

V jiné zkĜížené studii, provedené na 1Ř mužích (ve věku od γŘ do 5Ř let), byl po dobu 6 týdnů konzumován 

nápoj obsahující β5 g lyofilizovaných borůvek, pĜedstavujících γ75 mg antokyanů. Došlo ke zjištění, že ve 

skupině konzumující tento nápoj dochází k významnému snížení hladiny endogenně oxidované DNA (z 1β,5 % 

na 5,6%) a poškozené DNA, indukované prostĜednictvím peroxidu vodíku (ze 45,Ř % na γ7,β %) (Riso et al., 

2013). To podporuje hypotézu, že pĜíjem borůvek zvyšuje odolnost pĜed oxidačně indukovaným poškozením 

DNA. Tyto výsledky in vitro a in vivo studií potvrzují, že borůvky jsou vhodnou součástí běžné stravy, 

s preventivním charakterem u mnoha onemocnění a jejich pozitivní účinky jsou potvrzeny.  

Ze zeleninových druhů je velmi zajímavá cibule, kdy byl zjištěn obsah fenolových sloučenin obdobný, jako 

jiné studie (Marinova et al., 2005, Lin and Tang, 2007). Mezi hlavní fenolové sloučeniny patĜí kvercetin, který 

tvoĜí až Ř5 % z fenolových sloučenin. Další významnou sloučeninou je kaempferol (Price and Rhodes, 1997, 

Chu et al., 2000, Nuutila et al., 2002). Tyto sloučeniny se jeví jako účinné inhibitory gram-pozitivních bakterií, 

na rozdíl od gram-negativních, které jsou odolnější (Santas et al., 2010). Cibule tak může zlepšovat kvalitu 

pĜijímaných potravin.  

Známé formy kvercetinu v cibuli jsou kvercetin 7,4´-diglukosid (kdy koncentrace dosahuje 1120 mg/100 g 

sušiny), kvercetin 4´-glukosid (βγ10 mg/100 g sušiny) a kvercetin γ-glykosid (γ6Ř mg/100 g sušiny) (Min et al., 
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2015). U posledně jmenovaného dochází k menšímu absorbování buňkami kolorektálního karcinomu na buněčné 

linii Caco-β (která je jednoduchým a užitečným systémem pro studium biologické dostupnosti in vitro), než je 

tomu u kvercetinu (Boyer et al., 2004). To může být zapĜíčiněno rozkladem kvercetinu během inkubace s Caco-2 

buňkami, pĜípadně metabolismem buněk. Je však možné, že dochází i k oxidační degradaci, kdy se zdá, že 

meziproduktem reakce je peroxidace, vedoucí k dioxetanu a následuje otevĜení fenolového kruhu, za vzniku 

karboxylových kyselin. Tyto degradační účinky a metabolické změny mohou pĜispívat k biologické aktivitě 

kvercetinu (Boulton et al., 1999). Metabolická pĜeměna kvercetinu pravděpodobně zabraňuje potencionálně 

škodlivému snížení eNOS (endoteliální NO syntázy), v endoteliálních buňkách (Tribolo et al., 2013), který je 

zodpovědný za tvorbu NO v cévním endotelu.  

PĜi zjišĢování in vivo účinků cibule a jejích fenolových sloučenin byla odebrána plazma dobrovolníkům, 

kteĜí jednorázově konzumovali γβ5 mM kvercetin γ-glykosidu a kvercetin 4´-glykosidu. V plazmě nedošlo 

k detekci změněných glykosidů kvercetinu, s minimem zjištěných aglykonu kvercetinu, a to vedlo k domněnce, 

že po požití glykosidů kvercetinu se hlavním metabolitem v plazmě stává kvercetin glukuronid (Sesink et al., 

2001). Kvercetin 3-glykosid se dále zpracovává v játrech. Na buněčné linii hepatokarcinomu HEP-G2 byly 

zjištěny dvě metabolické cesty. Buď metylací funkční skupiny katecholu kvercetin glukuronidu nebo hydrolázou 

glukuronid endogenní ȕ-glukuronuidázou a následnou sulfatací na kvercetin γ´-sulfát a kvercetin γ-glukuronid, 

dále konverzí na konjugát mono-sulfát, umožňující pĜechodný kontakt volného aglykonu buněčným prostĜedím. 

Tím může docházet k intracelulární biologické aktivitě antioxidačních flavonoidů (O'Leary et al., 2003). Obsah 

fenolových sloučenin v cibuli úzce koreluje s antioxidační aktivitou a zároveň koreluje s antiproliferační 

aktivitou na buněčné linii Caco-2 a HEP-Gβ. Některé druhy cibule mají antiproliferační vlastnosti na těchto 

buněčných liniích, avšak pĜi vysokých (β0–100 mg/ml) koncentracích (Chu et al., 2002, Yang et al., 2004). 

I pĜes takto vysoké potĜebné koncentrace k vyvolání antiproliferačního účinku, v podmínkách in vitro, naznačuje 

cibule svůj preventivní protinádorový potenciál. To potvrzuje i in vivo studie, probíhající mezi lety 1řř1 až β004 

v Itálii, kdy se zjišĢoval vliv konzumace cibule na výskyt nádorových onemocnění. Výsledkem bylo, že 

u pacientů, kteĜí konzumovali cibuli, došlo ke snížení výskytu různých druhů nádorových onemocnění (Galeone 

et al., 2006).  

Ze vzorků, které byly testovány v naší studii, je obyvatelstvem nejčastěji konzumováno jablko, které je 

významnou součásti lidské potravy. Z tohoto důvodu se jeví jako vhodný zdroj bioaktivních látek. Zjištěné 

hodnoty obsahu celkových fenolových sloučenin a antioxidační aktivity byly v souladu s publikacemi dalších 

autorů, kteĜí navíc dodávají, že existuje vysoká variabilita mezi jednotlivými odrůdami (Khanizadeh et al., 2008, 

Vrhovsek et al., β004, Begić-Akagić et al., β011). Z celkových fenolových sloučenin je u jablka nejvyšší obsah 

kvercetinu a jeho glykosidů, katechinů, gallokatechinů, epikatechinů, floretinů, floridzinů a chlorogenové 

kyseliny (Lu and Yeap Foo, 2000, Chinnici et al., 2004). Obsah těchto bioaktivních látek je závislý na úpravě 

jablka. Určitá část populace toto ovoce zbavuje vrchní slupky, která je pĜitom výrazně bohatší (o β0–50 %), na 

fenolové sloučeniny jako je katechin, epikatechin, floridzin, kvercetin a kyanidin. Naopak jablečná dužnina 

obsahuje více chlorogenové kyseliny a kávové kyseliny (Karaman et al., 2013). Ve slupkách byly stanoveny 

i jiné glykosidy kvercetinu, jako napĜíklad isorhammentin glykosid a hydroxyfloretin glykosid (Alonso-Salces et 

al., 2004). U jablek, stejně jako u borůvek, nemá skladování vliv na obsah fenolových sloučenin nebo 

antioxidační aktivitu (van der Sluis et al., 2001, Goulas et al., 2014). Toto zjištění podporují celoroční 
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konzumace jablek, nejlépe bez oloupání. V pĜípadě, že jsou jablka používána pro výrobu šĢáv, pĜechází do džusů 

okolo 7Ř % chlorogenové kyseliny, ř % katechinu a β1 % floridzinu. Zbytek zůstává navázaný ve výlisku, kde 

zůstává většina antioxidantů (van der Sluis et al., 2002). Z tohoto zjištění vyplývá, že konzumace jablek formou 

džusů, bez dužiny, není nejvhodnější formou konzumace tohoto ovoce.  

Antioxidační a protizánětlivá aktivita sušených slupek, sledovaná in vitro na buněčném modelu Caco-2, 

kde byl vyvolán oxidační stres, pĜidáním železo/askorbátu, dokazuje zvýšení koncentrace malondialdehydu, 

vyčerpání n-γ polyenových mastných kyselin a změny v aktivitě endogenních antioxidantů, jako je 

superoxiddismutáza, glutationperoxidáza. PĜi pre-inkubaci s jablečnými slupkami dochází k zabránění 

peroxidace lipidů, zprostĜedkovaná železo/askorbátem. Současně dochází k inhibici zánětu vyvolaného pomocí 

LPS, o čemž svědčí snížená regulace cytokinů (TNF-α a IL-6), COX-2 a NF-κB (Denis et al., 2013). Jak uvádí 

Andre et al. (2012) mají i další bioaktivní sloučeniny z jablka schopnost inhibovat NF-κB in vitro, na buněčné 

linii HEK βřγ (lidské embryonální ledvinové buňky), Flp-293/TNFp WTLuc a Flp-293/TNFp-γ0ŘLuc. Dochází 

ke snížení aktivity promotéru genu TNF-α, prostĜednictvím triterpenových frakcí z jablka. Podle jiné studie však 

nemodulují hladinu TNF-α, na buněčné linii tlustého stĜeva TŘ4, ale dochází k supresivnímu účinku na indukci 

hladiny IL-8 (Mueller et al., 2013). To je potvrzením našich in vitro výsledků inhibice NO produkované LPS 

stimulovanými RAWβ64.7.  

Cytotoxicita jednotlivých částí jablka na stĜevní buňky, buněčné linie Caco-β, je výraznější u jablečné 

dužiny (IC50 = 1,7Ř mg/ml) než u slupky (IC50 = 2,97 mg/ml). U buněčné linie HeLa jsou hodnoty takĜka 

dvojnásobné (Luo et al., 2016). Na buněčných liniích HEP-G2 a HT-29 jsou naopak hodnoty IC50 násobně vyšší 

(Li et al., 2013). V naší studii bylo dosaženo výsledku, že metanolový extrakt, ani džus, neměl cytotoxické 

účinky, pĜi koncentraci 1 mg/ml, na makrofágy buněčné linie RAWβ64.7.  

U in vivo studie, zabývající se účinky jablka na lidské zdraví, bylo podáváno 11 zdravým pacientům γ g 

nezralých slupek jablka. Výsledky naznačují ne-antioxidační aspekt oligomerních prokyanidinů, který je široce 

použitelný v pĜípadě mnoha onemocnění. Orální podávání oligomerních prokyanidinů zvýší signalizaci IFN typu 

I (centrální drahou poskytující kriticky pĜirozenou ochranu proti virové a bakteriální infekci) in vivo a může 

rozšíĜit pĜirozenou ochranu (Snyder et al., 2014). 

 

5.2. Jedlé houby  

Polyporales pĜedstavují širokou skupinu potencionálního zdroje mykochemikálii s farmakologickým 

pĜínosem. Mezi ně patĜí zejména polysacharidy, glykoproteinové komplexy, triterpenoidy, flavonoidy a různé 

pigmenty (Grienke et al., 2014). Celosvětově je již mnoho z těchto druhů hub součástí některých doplňků stravy. 

Často je to na základě důkazů o jejich tradičním použití. Je pravděpodobné, že je to díky jejich chemotoxickým 

vztahům k daleko více populárním druhům, které jsou tradičně využívané v čínské medicíně. Většina těchto 

pĜípravků je založena na extrakcích pomocí etanolu. Etanolem extrahovatelné složky triperpenoidy a flavonoidy 

nebo jejich směsi, mají údajně často antioxidační (Macakova et al., 2010), protizánětlivé (Yoshikawa et al., 

2005) a imunomodulační vlastnosti (Quang et al., 2006, Cyranka et al., 2011).  

Sparassis crispa patĜí mezi běžně konzumované jedlé houby. Pěstuje se v Japonsku, Číně, Německu a USA 

(Ohno et al., 2003). Z důvodu vysokých obsahů ß-glukanů (117,4 mg/g extraktu) v této houbě, pĜevládá 

pĜedevším ȕ-(1,3)-D-glukanů (Ohno et al., 2002). Tento typ ȕ-glukanů má vliv na indukci produkce INF-Ȗ, 
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v buňkách sleziny myši DBA/β (Harada et al., 2002). Zároveň vykazuje protinádorovou aktivitu (Ohno et al., 

2002), kdy pĜi orálním podávání aktivuje Th1 (T-lymfocyt) buňky, inhibuje aktivizaci Thβ buněk a tím nastává 

Th1 dominance imunity v ústní dutině (Hasegawa et al., 2004) a pĜi jiných anti-metastatických účincích 

(Yamamoto et al., 2009). Jak bylo zmíněno má extrakt S. crispa schopnost aktivovat leukocyty a související 

imunitní systém.  

V klinické studii byla S. crispa, ve formě prášku (γ00 mg/den) perorálně podávaná pacientům, 

s nádorovým onemocněním (plic, žaludku, tlustého stĜeva a dalších) a po léčbě imunoterapií, kteĜí byli měsíc 

poté sledováni. S. crispa byla podávána pomocí aplikace adoptivního transferu lymfocytů. U ř sledovaných 

pacientů ze 14, došlo ke zlepšení (Ohno et al., 2003). To naznačuje, že S. crispa je jeví, jako vhodný zdroj pro 

imunoterapii pĜi rakovině. Další možný vliv má S. crispa na hojení ran vzniklých během diabetes mellitus, tzv. 

diabetických vĜedů. In vivo pokusy na zvíĜatech zatím prokázaly, že podáním S. crispa se urychluje toto hojení 

a v místě postižení dochází k významnému nárůstu migrace makrofágů a fibroblastů (Kwon et al., 2009).  

Tento extrakt byl mírně toxický, pro buněčnou linii HT-βř a zároveň vykazuje toxicitu větší než 500 µg/ml, 

k buněčné linii Caco-2. HT-βř buněčná linie se, podle naších vlastních výsledků a publikované literatury (Li et 

al., β014, Doskočil et al., β015), často objevuje jako citlivější na různé sekundární metabolity v testech toxicity.  

Extrakt z N. lepideus, v koncentraci β50 µg/ml, způsobil 50% zvýšení chemiluminiscence. Extrakt této 

jedlé houby (Jung et al., 2008), nezpůsobuje žádnou toxicitu na buňky stĜevního epitelu. Naše chemická 

charakterizace hub ukázala, že je v tomto extraktu vyšší obsah ȕ-glukanů pĜi relativně nízkém obsahu 

fenolových látek. PĜi zkoumání exopolysacharidů, extrahovaných z plodnic této houby, bylo již dĜíve zjištěno, že 

mají vliv na zvýšení exprese různých cytokinů, prostĜednictvím čehož dochází ke zvýšení imunitní odpovědi (Jin 

et al., 2003b, Choi et al., 2006) a dále také ke zvýšení proliferace lymfocytů (Jin et al., 2003a, Jung et al., 2008). 

I pĜesto, že pĜi využití etanolu je obsah polysachacharidů velmi nízký, je to obecně používané netoxické 

rozpouštědlo a výsledný extrakt může mít nové vlastnosti, napĜíklad v důsledku konformačních změn 

v polysacharidových komplexech. PĜíbuzný druh L. edodes, který byl použit jako referenční vzorek v naši studii, 

nestimuloval fagocytózu, ale potlačoval ji i pĜi koncentraci tak nízké, jako je 6β µg/ml. Vzhledem k tomu, že je 

tento druh široce uznávaný, jako účinná látka regulující imunitu, může být toto potlačení pĜipsáno povaze 

rozpouštědla a pĜítomnosti bioaktivního etanolu. N. lepideus má prokázanou imunomodulační aktivitu in vitro 

(Zheng et al., 2005), tak i in vivo (Vetvicka and Vetvickova, 2014). 

Polyporus squamosus je houba, poživatelná pouze mladá a měkká. Injekce s obsahem mycelia této houby, 

pĜi alergické reakci, snižuje proliferaci monocytů in vitro, což naznačuje potencionál imunosupresivní aktivity 

(Babakhin et al. 1997) a prokazuje vlastnosti pĜi zhášení radikálů (Elmastas et al., 2007). Bylo prokázáno, že 

obsahuje lektiny (Mo et al., 2000). Podobných důkazů o pĜítomnosti specifických sekundárních metabolitů, je 

však málo. Dokonce i obsah fenolových látek je velmi nízký (41,6 µmol GAE/g). Etanolový extrakt této houby, 

pĜi stimulaci zymosanem, indukuje v našem testu fagocytózu o 41 % vyšší, aniž by vykazoval toxicitu vůči 

buněčné linie kolorektálního karcinomu. 

Zdá se, že nejaktivnější extrakty s pozitivními účinky na fagocytózu, byly mezi extrakty s nejslabší 

antioxidační aktivitou, publikovanou na totožných extraktech dĜíve (Macakova et al., 2010). Sloučeniny 

v komplexních směsích, jako je napĜíklad surový etanolový extrakt, mohou být zapojeny do mnoha různých 

interakcí. NapĜíklad antioxidanty nebo nikotinamid adenin dinukleotid fosfát (NADPH) nebo inhibitory oxidáz, 
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by mohly inhibovat uvolňování ROS, v průběhu fagocytární reakce na vnější podněty (Busse et al., 1984, 

Kanashiro et al., 2004). To by mohlo vést k falešným negativním výsledkům, vzhledem k tomu, že slabá 

antioxidační aktivita vedla k jasně pozitivnímu vlivu na fagocytózu. Schopnost zhášet volné radikály 

pravděpodobně vysvětluje potlačení fagocytózy u extraktu L. sulphureus a S. crispa, které patĜí k extraktům s 

nejnižší antioxidační aktivitou ve studii (Macakova et al., 2010). V našich testech tyto extrakty potlačují 

fagocytózu neutrofilů o 16–74 %. V pĜípadě L. sulphureus byl extrakt, v podstatě ještě netoxický, pro buněčné 

linie Caco-2 a HT-29, s IC50 >500 µg/ml.  

Námi dosažené výsledky pĜispívají k pochopení komplexního způsobu působení těchto druhů v imunitní 

modulaci. Neutrofilní granulocyty, používané v našich testech, jsou buňky schopné fagocytózy, zabíjení, 

napadání mikroorganismů a mají rozhodující úlohu v zažívacím traktu a jeho imunitním systému. 

U gastrointestinálních poruch, jako je Crohnova nemoc a ulcerózní kolitida, hraje pravděpodobně roli 

v etiopatogenezi selhání neutrofilů neboĢ jejich respirační vzplanutí u pacientů, s podmínkami pro jejich šíĜení, 

je podstatně nižší, než kontrolní skupiny (Levine and Segal, 2013).  

V rámci této studie nebyl pozorován vztah mezi celkovým obsahem ȕ-glukanů a TPC, což naznačuje, že 

obsah složek se liší ve struktuĜe a činnosti.  

Výsledky ukazují slibné hodnoty pro vodorozpustné ȕ-glukany, mající vliv na fagocytózu, v porovnání 

s etanolovými extrakty. Obsah ȕ-glukanů v tomto kontrolním extraktu byl pĜibližně γ× vyšší, než u extraktů 

etanolových. 

PĜes všechna naše zjištění se domníváme, že by bylo vhodné dále pokračovat v započatém výzkumu 

a hledat další souvislosti mezi bioaktivními látkami a jejich antioxidační, antiproliferační a imunomodulační 

aktivitou. PĜínos této práce spočívá v tom, že dle dostupných informací jsme provedli první studii zabývající se 

vlivem komplexního extraktu ovoce a zeleniny na produkci NO na makrofázích in vitro. Dále jsme jako první 

popsali imunomodulační aktivitu spočítávající ve stimulaci fagocytózy, u stĜedoevropských druhů jedlých 

dĜevokazných hub, na neutrofilních fagocytech in vitro.  

 

6. Závěr 

Hlavním cílem práce bylo stanovit antioxidační, antiproliferační a imunomodulační aktivitu vybraného 

ovoce, zeleniny a hub, za použití klasických metod jako jsou TPC, ORAC a DPPH, tak i dalších metod 

využívajících buněčné linie a složky lidské krve.  

Jak je patrné z výsledků, existují rozdíly v antioxidační aktivitě mezi džusy a metanolovými extrakty 

z ovoce a zeleniny. Nejvyšší obsah celkových fenolových látek byl zaznamenán u borůvek, naopak nejnižší 

aktivita byla u rajčete. Stejně tomu bylo i u antioxidační aktivity měĜené pomocí metody ORAC. U dalších 

vzorků byla občas antioxidační aktivita vyšší u extraktů s nižším obsahem celkových fenolových látek. Taková 

aktivita může být způsobena pĜítomností napĜíklad vitamínu C a jiných látek, které jsme nestanovovali, ale 

mohly by mít vliv na celkovou antioxidační aktivitu. U inhibice oxidu dusnatého byla u metanolového i vodného 

extraktu aktivita často výraznější pro extrakty, které obsahovaly nižší koncentraci celkových fenolových látek 

a měly nízkou antioxidační aktivitu. Takovým pĜípadem je i rajče, které mělo nejnižší obsah fenolových 

sloučenin, a jeho antioxidační aktivita byla jednou z nejmenších. PĜesto byla inhibice oxidu dusnatého, proti 
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jiným vzorkům, velmi výrazná. Za to je pravděpodobně odpovědný lykopen pĜítomný v rajčeti, který nebyl 

v naší práci stanovován.  

U jedlých hub Ĝádu Polyporales se ukázalo, že námi testované etanolové extrakty kromě S. crispa nebyly 

toxické vůči buňkám kolorektálního karcinomu člověka. Tento test byl proveden hlavně proto, že se jedná 

o jedlé houby. Hlavní cílem této části bylo stanovení imunomodulační aktivity. Z námi testovaných vzorků 

pouze N. lepideus a P. squamosus, u kterých byl zaznamenán výrazný fagocytární index vyšší o 55 %, resp. 

41 % proti kontrole. Další významná aktivita pak byla zaznamenána u G. lucidum a jejího vodného extraktu, 

běžně využívaného v Čínské tradiční medicíně, který sloužil jako standard. U této houby jsou za aktivitu 

odpovědné pĜedevším glukany. Obdobně by tomu mělo být i u dalších námi testovaných druhů. PĜi stanovení 

obsahu glukanu v extraktu byl obsah výrazný pouze z L. tigrinus a R. badius. PĜi porovnání výsledků 

imunomodulační aktivity a obsahu glukanů je patrné, že pravděpodobně námi stanovené glukany nemají vliv na 

tuto aktivitu. Druhou možností bylo, že by za aktivitu mohly být odpovědné fenolové látky. NapĜíklad u 

S. crispa byl nejvyšší obsah celkových fenolových látek s průměrným obsahem glukanů, avšak imunomodulační 

aktivita byla nejnižší, jaká byla v našem testu naměĜena. Je pravděpodobné, že za imunomodulační aktivitu 

mohou být odpovědné i jiné látky, které jsme nestanovovali.  

Výsledky naznačují, že některé námi testované rostliny a houby mohou být perspektivní ve snižování 

následků vzniklých v důsledku oxidačního stresu. Ten má podíl na celé Ĝadě onemocnění a snížení tohoto 

oxidačního stresu může vést ke snížení progrese těchto onemocnění. Výsledky naznačují možný mechanismus 

účinků na lidské zdraví. PĜi jejich interpretaci je však tĜeba brát v úvahu, že in vitro testy a provedený screening 

jsou prvním stupněm systematického výzkumu účinků a slouží pro výběr kandidátů. Do budoucna by bylo 

vhodné provést podrobnější studii účinků námi testovaných extraktů s objasněním účinku jejich působení. 
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