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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 1is evident that juices (TPC = 1603.2 mg GAE/L;
ORAC =438.5 umol TE/g) and a bilberry (Vaccinium myrtillus) fruit extract (ORAC 836.6 umol TE/g;
DPPH = 404.6 umol 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 = 1279 umol TE/g)
and a radish (Raphanus sativus L.) extract (ORAC 724.5 umol TE/g; DPPH = 52.2 umol 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 umol GAE/g of extract), Ganoderma lucidum (Curtis) P. Kras (TPC = 257.9 pmol GAE/g
of extract), and Royoporus badius (Pers.) A.B. De (TPC = 257.8 umol 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 (IC5y = 107 pg/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. Literarni piehled
Volné radikaly svym plisobenim vyvolavaji oxidacni stres, ktery ma vliv na celou fadu chorob,

jako jsou chronicka onemocnéni, aterosklerdza, nadorova onemocnéni, diabetes mellitus, starnuti nebo
chronické zanéty. Tyto volné radikdly rovnéz vyvolavaji neurodegenerativni poskozeni, v podobé
Alzheimerovy choroby, Parkinsonovy choroby nebo Huntingtonovy nemoci (Niki, 1997, Lin and
Beal, 2006). Existuji védecké poznatky o tom, ze ve stravé piijimame antioxidacni a anti-proliferacni
slouceniny, které by mohly mit pozitivni efekt pii 1écbé celé fady onemocnéni (Cohen et al., 2000,
Kay and Holub, 2002, Thimm et al., 2002, Katsube et al., 2003, McDougall et al., 2008, Gonzalez-
Vallinas et al., 2013, Riso et al., 2013, Luo et al., 2016). Vedle zékladnich potravin stoupa mezi
vetejnosti zajem o dopliiky stravy, které obsahuji antioxidacni a anti-proliferacni slouceniny. Jde
pfedevsim o polysacharidy, vitaminy, a hlavné rostliné¢ fenolové slouCeniny, obsazené v rostlinné
sloZce potravy (Cheynier, 2005, Dubost et al., 2007, Pandey and Rizvi, 2009, Shi et al., 2013). Jejich
velmi komplexni vliv na celou fadu fyziologickych a metabolickych funkci cloveka. Piikladem hub
s vySe popsanou aktivitou jsou Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houzevnatec jedly), Ganoderma
lucidum (Curtis) P. Krast (lesklokorka leskla) a podobné (You and Lin, 2002, Lu et al., 2004, Zhu et
al., 2007, Zhao et al., 2010, Kozarski et al., 2011, De Silva et al., 2012, Rincdo et al., 2012, Vetvicka
and Vetvickova, 2014, Ruan and Popovich, 2012, Boh, 2013, Doskocil et al., 2016). Ptesto, ze
zkoumané houby pochazeji z Ciny, rostou pfirozené i v lesich Ceské republiky. Na rozdil od jejich
prot&jski z Ciny vSak nemaji tradiéni vyuziti v medicing a 1é&itelstvi. Jejich u¢inky prozkouméany
nejsou nebo jsou znamy vyrazné méné€. Pfesto mohou byt zdrojem spektra sloucenin s ucinky proti
onemocnénim souvisejicim s oxida¢nim stresem a nadorovym onemocnénim (Macakova et al., 2010).

V ovoci a zeleniné jsou ucinky, antioxida¢ni a antiprolifera¢ni slouceniny, zdokumentovany
u mnoha druht, jakymi jsou naptiklad boruvky (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 soucasné dobé je vénovana pozornost riznym druhlim ovoce, zeleniny a hub, které jsou b&zné
konzumovany a mohou mit preventivni u¢inek pted vznikem oxida¢niho stresu (Carvalho-Silva et al.,
2014, Liang et al., 2014, Diaconeasa et al., 2015, Tamrakar et al., 2016).

Predlozena disertacni prace poskytuje informace o in vitro antioxidacnich a antiproliferacnich
aktivitach jedlych rostlinnych ¢asti a do soucasnosti malo vyuzivanych druht jedlych hub. Jedna se
o extrakty a dzusy z ovoce ¢i zeleniny, bézné pfitomné ve stfedoevropské straveé a extrakty jedlych
hub, z tadu Polyporales (chorosotvaré), které¢ taktéz rostou ve stiedni Evrope. Vysledky prace
a uceleny screening tak poskytuji prvotni informace pro navazny vyzkum jejich zdravotnich ucinkd,
pfehled o jejich chemismu, obsahu fenolovych slouCenin, pfipadn¢ polysacharidd, antioxidacni,

antiproliferacni a imunomodulac¢ni aktivité. U rostlin jsme se zaméfili na vztah mezi obsahem
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fenolovych slouCenin a cytotoxicitou, inhibici produkce oxidu dusnatého (NO) u makrofagt
a antioxidacni aktivitou. U hub pak na vztah mezi slozenim vlakniny, imunomodulacni

a antiproliferacni aktivitou.

2. Hypotéza a cil prace
Hypotéza
Byly stanoveny hypotézy, ze

a) Bioaktivni slouceniny bézné¢ konzumované vovoci a zeleniné maji antioxidacni
a antiproliferacni aktivitu.

b) Jedlé druhy hub ftadu Polyporales mohou mit pozitivni efekt na antioxidacni,
imunomodulaéni a anti-prolifera¢ni aktivitu obdobnou, jako houby jiz vyuzivané v tradi¢ni
medicing.

Cil prace

Cilem prace je zhodnoceni antioxida¢ni, imunomodula¢ni a anti-proliferacni aktivity u ovoce,

zeleniny a u jedlych hub, z fadu Polyporales. Tedy tadu, do kterého spadaji nejvyznamnéjsi

1é¢ivé houby ¢inské mediciny.

3. Material a metodika

3.1. Material

Bunééné kultury Caco-2, HT-29, RAW 264.7 byly zakoupeny z European Collection of Cell
Culture. Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), dusitan sodny, glukoza, Griessovo ¢inidlo,
fetalni bovinni sérum (FBS), fosfatovy pufr (PBS), neesencialni aminokyseliny, HISTOPAQUE 1077,
hydrogen uhli¢itan sodny, penicilin, pyruvat sodny, streptomycin, trypsin, 3-(4,5-Dimetyltiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), lipopolisacharid (LPS) izolovany z Escherichia coli 0111:B4,
RPMI1640 medium, trolox, DPPH (1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl), AAPH (2,2-azobis 2-amidopropan
dihydrochlorid), fluorescein (FL) a gallova kyselina, dimetylsulfoxid (DMSO), metanol (MeOH),
etanol (EtOH), Buffy coat, frakce krve od lidskych darct po centrifugaci plazmy, pochazela od
neznamych darci a byla pofizena z Tomayerovy nemocnice v Praze (CZ). Darci podepsali
informovany souhlas a odbér vzorku byl podtizen v souladu s etickymi zasadami instituce. Kultiva¢ni
lahve, serologické pipety, 96-jamkové desticky byly potfizeny od Termo Fisher (UK).

Ovocné a zeleninové vzorky byly pfipraveny na Katedie mikrobiologie, vyzivy a dietetiky.
Vzorky jedlych casti ovoce a zeleniny: kiwi [Actinidia sinensis L.], angrest [Ribes uva-crispa L.],
avokado [Persea americana Mill.], banan [Musa acuminata Colla], boruvky [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
3



L.], cuketa [Cucurbita pepo var. giromontiin], ¢ervena tepa [Beta vulgaris var. vulgaris L.], Cinské
zeli [Brassica chinensi], hruska [Pyrus communis L.], jablko [Pyrus Malus 1.], 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.], papaja [Carica papaya L.], paprika [Capsicum L.], petrzel
[Petroselinum Hill], pithaja [Hylocereus undatus [Haw.] Britton & Rose], pomeranc [Citrus sinensis
Pers.], rajce [Solanum lycopersicum L.], Cerveny rybiz [Ribes rubrum L.], fedkev [Raphanus sativus
L.], tfeSen [Prunus avium L.] a vodnice [Brassica rapa var. Rapa L.] byly pofizeny ze sité
maloobchodnich fetézc.

Etanolové extrakty hub ztaddu Polyporales byly ziskdny od vyzkumné skupiny ADINACO,
Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy: Abortiporus biennis (Bull.) Singer (riiznoporka pletova),
Laetiporus sulphureus (Bull.)) Murrill (sirovec zlutooranzovy), Lentinus tigrinus (Bull.) Fr.
(houzevnatec tygrovany), Polyporus squamosus (Huds.) Fr. (choro§ Supinaty), Polyporus umbellatus
(Pers.) Fr. (choro§ ofi§ / triidnik kloubockaty), Sparassis crispa (Wulfen) Fr. (kotr¢ kadetava),
Neolentinus lepideus (Fr.) Redhead & Ginns (houzevnatec Supinaty), Panus conchatus (Bull.) Fr.
(hliva fialova), Royoporus badius (Pers.) A.B. De (choro$§ smolonohy), Trametes versicolor (L.) Lloyd
(outkovka pestra).

3.2. Metodika

Pii pripravé ovocnych a zeleninovych dzust doSlo nejprve k odstranéni vnitinich a vnéjsich
nepozivatelnych casti (klry, slupek, pecek). Ovoce a zelenina byli odStavnény na komercnim
centrifugovém od3taviiovaé¢i Catler JE 8010. Cerstvé ziskana §tava byla zfiltrovana vakuovou filtraci.
Filtrat byl nasledné odpafen ve vakuovém centrifugaénim koncentratoru ScanVac, pti 40°C. Cast
vzorku byla pouzita pro stanoveni suSiny na vahach s infraervenym zaficem pii 105 °C. Zbylé
mnozstvi bylo nafedéno v DMSO na standardni koncentraci 100 mg/ml, pro nasledné testy.

U metanolovych extraktii byla, po zbaveni nepozivatelnych ¢asti, ovoce a zelenina nakrajena na
mensi kousky do zkumavek a byly lyofilizovany. Ziskany suchy zbytek byl najemno rozmélnén na
laboratornim mlynku a zvazen. Poté byl suchy zbytek vlozen do celulézovych extrakénich patron
a extrahovdn 80% metanolem na Soxhletové extraktoru SER 148, pfi teplot¢ 210 °C, po dobu
45 minut. Extrakt byl ¢astecné odpafen na vakuové odparce Laborata 4000-efficient. Po odebrani
malého mnozstvi, pro stanoveni suSiny na vahach s infracervenym zaficem pfi teplot¢ 105 °C, byl
zbyly suchy podil natfedén v DMSO na koncentraci 100 mg/ml.

Etanolové extrakty z hub byly pfipraveny dle Macakova et al. (2010). Plodnice vybranych druhi
hub byly vycistény, zamrazeny v kapalném dusiku a uchovény v uzavienych nadobach v mraznicce

pfi teploté -23 °C. Pfed extrakci byly rozmrazeny a rozemlety v laboratornim mlynku, spolecné se
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70% etanolem. Smes byla ponotfena do ultrazvukové 1azné po dobu 30 minut, pti laboratorni teploté.
Takto oSetfena smés byla nasledné filtrovana a vznikly filtrat byl lyofilizovan. Praskovy extrakt byl
uchovan pfi teplot¢ -80 °C, do doby testovani vzorkli v atmosféfe obsahujici argon. Vzorky
pochazejici z L. edodes a G. lucidum byly ptipraveny obdobnym zptisobem. Vzorky byly nafedény
v DMSO, na koncentraci 50 mg/ml.

3.2.1. Obsah celkovy fenolovych slou¢enin

Obsah celkovych fenolovych sloucenin (total phenolic content — TPC) byl stanoven za pouziti
modifikované metody, kterou dfive popsal Sharma and Bhat (2009). Pouzita byla 96-jamkova
desticka, kde bylo 100 pl vzorku zfedéno 100 pl redestilované vody. Poté bylo ptidano 25 pl Cistého
Folin-Ciocalteu cinidla. Desticka byla vloZena na orbitalni tfepaCku, pii 40 otackach za minutu, na
dobu 10 minut. Reakce byla zahajena ptidanim 75 ul 20% Na,CO;. Smés byla udrzovana v temnu, pii
teploté 37 °C, po dobu 2 hodin. Absorbance byla métena pii 765 nm, za pouziti TECAN M200 Infinite
reader (Tecan, CH). Vysledky jsou vyjadieny jako ekvivalent gallové kyseliny (Gallic acid ekvivalent
— GAE) mg/l dzusu.

3.2.2 Stanoveni obsahu p-glukanta

Obsah B-glukanu byl stanoven pomoci Mushroom and Yeast f—glucan Assay kit K-YBGL
(Megazyme). Enzymova sada obsahuje exo-1,3-fB-glukanazu, B-glukosidazu, amyloglukosidazu,
invertasu, C¢inidlo urcujici glukézu (GOPOD-glukézooxidaza, peroxiddza, 4-aminoantipyrin)
a standardni roztok glukoézy. Pro stanoveni celkovych glukanii bylo navazeno 10 mg rozemletého
vzorku a ptidano 150 pl koncentrované HCI s nasledujicim promisenim na vortexu. Dale byly vzorky
zahtaty ve vodni 1azni o teploté 30 °C po dobu 45 minut, pficemz se kazdych 15 minut promichaly na
vortexu. Po uplynuti stanovené doby bylo ke vzorkiim pfidano 1 ml destilované vody a znovu
promichéno na vortexu. S uvolnénym vickem se na 5 minut vzorky vlozily do vrouci vodni lazné
o teplot¢ 100 °C. Po uplynuti této doby se vicko utahlo a vzorek jsme nechali inkubovat dalsi
2 hodiny. Dale se zkumavka ochladila na pokojovou teplotu a bylo pfidano 1 ml 2M KOH. Doplni se
750 pl 200 mM pufrem octanu sodného s naslednou vortexaci. Vzorky jsme nakonec odsttedili na
centrifuze pti 1500 X g, po dobu 10 minut. Méfeni vzorkl pro uréeni celkovych glukanti probéhlo tak,
Ze z pripraveného vzorku pro glukany se odpipetovalo 100 ul do zkumavky, dale se pfidala smés exo-
1,3-B-glukanazy (20 U/ml) a f—glukosidazy (4 U/ml) ve 200 mM pufru octanu sodného. Nasledovala
inkubace trvajici 60 minut pii 40 °C. Po uplynuti této doby se pfidaly 3 ml roztoku GOPOD
a naposledy byly inkubovany po dobu 20 minut a 40 °C. Absorbance se méfila pii 510 nm, oproti
slepému vzorku glukézy, v 200 pl jamkovych mikrotitracnich destickach za pouziti TECAN M200

Infinite reader.



Obsah o—glukani byl stanoven enzymatickou hydrolyzou spomoci amyloglukosidazy
a invertazy. Pro ur€eni métfeni o—glukand se navazilo 10 mg vzorku, ptidalo se 200 pl 2M KOH
a smesi jsme nechali stat 20 minut v ledové vodni lazni. Nasledovalo pfidani 800 pl 1,2 M pufru
octanu sodného (pH 3,8) a 20 pl smési amyloglukosidazy (1630 U/ml) s invertazou (500 U/ml). Po
promiseni na vortexu se roztok vlozil do teplé vodni lazné 40 °C, na dobu 30 minut, s obasnym
promichanim. Nésledovalo odstiedéni na centrifuze pii 1500 % g, po dobu 10 minut. Objem
supernatantu se prenesl v mnozstvi 1 ml do 15 ml zkumavky za pfidani 0,1 ml octanového pufru
(200mM) a 2 ml roztoku GOPOD. Zkumavka byla inkubovana pfi teploté¢ 40 °C po dobu 20 minut.
Nasledné byl obsah napipetovan v objemu 200 pl do 96-jamkové desticky a méfen spolecné se slepym
vzorkem pfii absorbanci 510 nm v 200 pl jamkovych mikrotitra¢nich destickach za pouziti TECAN
M?200 Infinite reader.

Obsah p—glukanti se vypocetl odeCtenim a—glukanti z celkového mnozstvi glukani. VSechny
slozky glukanii byly vyjadifeny pomérem glukoézy v mg, na 100 mg suSiny. Nasledné byly vysledky

pfepocéteny na mg p—glukan®i/g susiny.

3.2.3  Stanoveni antioxidacni aktivity

K stanoveni antioxidac¢ni aktivity byla pouzita s modifikacemi metoda ORAC, popsana Ou et al.
(2001). Pted pokusem byl ptipraven zasobni roztok AAPH (2,2-azobis 2-amidopropan dihydrochlorid)
a FL v 75 mmol fosfatovém pufru (pH 7,0). 25 pl kazdého vzorku se ziedilo 150 pl FL (48 mmol)
a inkubovalo se pii teplot€¢ 37 °C po dobu 10 minut. Reakce byla zahajena pfidanim 25 ul AAPH
(153 mmol), ¢imz byl ziskdn konec¢ny objem 200 pl do kazdé jamky. Zmény fluorescence byly
méfeny v jednominutovych intervalech po dobu 120 minut s pouzitim TECAN M200 Infinite reader,
s emisni a absorpéni vinovou délkou stanovenou na 494 nm a 518 nm. Kvantifikace antioxida¢ni
kapacity byla stanovena podle plochy pod kalibra¢ni kiivkou, jak navrhl (Cao and Prior, 1999) a byly
vyjadieny jako umol TE (ekvivalent troloxu)/g extraktu.

Druhou metodou byla metoda DPPH, provedena dle Sharma and Bhat (2009). Do tadku
mikrotitraéni desticky bylo pfipraveno sedm dvojnasobnych fedéni, pfi¢emz vzorky byly pfipraveny
na 80% MeOH (175 pul), v96-jamkovych destickach. Nasledn¢ bylo pfidano 25 ul cerstvé
ptipraveného 4 mmol DPPH v MeOH, do kazdé jamky (kone¢ny objem 200 ul). Smes byla udrZzovana
v temnu, pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Absorbance byla méfena pti 517 nm, za pouziti

TECAN M200 Infinite reader. Vysledky byly vyjadfeny jako pmol TE/g extraktu.

3.2.4 Kultivace bunéénych tkani

Bunééné linie mysich makrofagh RAW264.7 byly kultivovany v mediu RPMI 1640, které
obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztok penicilinu a streptomycinu (100 000 jednotek penicilinu; 10 mg/ml
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streptomicinu), 1 % neesencidlnich aminokyselin, 2 mmol glutaminu a 2% roztoku glukozy. Bunky
kolorektalniho karcinomu zastoupené liniemi Caco-2 a HT-29 byly kultivovany v mediu DMEM,
které obsahovalo 10 % FBS, 1 % roztoku penicilinu a streptomycinu (100 000 jednotek penicilinu;
10 mg/ml streptomycinu), 1% hydrogenuhlic¢itanu sodného, 1 % pyruvatu sodného a 1 % roztoku
neesencialnich aminokyselin. Buiiky byly p&stovany v kultiva¢nich ldhvich (75 cm?) s 10 ml RPMI
respektive 15 ml DMEM media, které byly uloZeny v inkubatoru s fizenou atmosférou obsahujici
5% CO, a teplotu 37 °C.

Bunécna linie RAW264.7 byly kultivovana 2 dny a bunky byly mechanicky uvoliiovani. Bunécné
linie Caco-2 a HT-29 byly kultivovany 7-8 dni (kazdé dva dny krmeny novym mediem) a uvoliiovany
pomoci tripsinu. Bunécné linie byly centrifugovany ptfi 700 x g (RAW264.7) a 200 x g (Caco-2
a HT-29). Supernatant byl odstranén a buniky byly natedény v novém medium a pfeneseny do

nové kultivacni ldhvy na dalsi kultivovany.

3.2.5. Inhibice oxidu dusnatého

Inhibice NO byla provedena dle Wang a Mazze (2002), kterd byla modifikovana. Suspenze bunck
natedénych na koncentraci 1x10° bunék/ml, byly pipetovany do 96-jamkové desti¢ky v mnoZstvi
100 pl. Desticka byla vlozena do CO, inkubatoru na dobu 2 hodiny. Po dvou hodinach byly ptidany
testované vzorky spolecné s LPS, obsazené ve 100 pl media tak, aby byla dosazena pozadovana
koncentrace extraktu (500-0,24 ul/ml), a LPS (1 pug/ml) ve 200 ul. Desticka byla vlozena do CO,
inkubdtoru na dobu 24 hodin. Poté doslo k odebrani 50 pl supernatantu, ktery byl v nové 96-jamkoveé
desticce smichan s 50 pl Griessova Cinidla. Absorbance byla méfena pii 540 nm, za pouziti TECAN

M200 Infinite reader. Obsah NO byla zméfena pomoci kalibra¢ni kiivky dusitanu sodného.

3.2.6. Test cytotoxicity (MTT)

Cytotoxicita byla méfena pomoci metody MTT dle Mosman (1983). Test toxicity na bun¢nou
linii RAW264.7probihal po testu inhibice NO. Z 96-jamkové desticky bylo odstranéno medium,
pfidano nové medium s MTT (1 ug/ml) a vlozeno do CO, inkubatoru na dobu dvou hodin.

U bunék kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 byl postup nasledujici. Bunky byly nafedény
na koncentraci 2,5x10° bunék/ml a pipetovany do 96-jamkové desticky v mnoZstvi 200 pl. Po
24 hodinach bylo odstranéno staré medium a ptidano 100 ul nového media spolu s testovanymi vzorky
v danych koncentracich (500-0,24 pl/ml). Testované vzorky s butikami byly inkubovany po dobu 72
hodin. Dale bylo postupovano stejné jako u bunécné linie RAW264.7. Teby bylo odstranéno staré
medium a nahrazeno novym s MTT (1 pg/ml). Po 2 hodinach v CO, inkubatoru bylo medium s MTT
opé€t odstranéno a nahrazeno 100 pl DMSO. Absorbance byla méfena pii 555 nm a 720 nm, jako



referenéni hodnoty, za pouziti TECAN M200 Infinite reader. Procento Zivotaschopnych bunék bylo

vypocteno, v porovnani s kontrolou, kde byly buiiky bez ptidani testovanych latek.

3.2.7. Imunomodulaéni aktivita granulocytu

Izolace granulocyt probihala z lidské krve, kdy mnozstvi 30 ml 20% buffy coatu bylo nafedéno
v PBS a opatrné€ naneseno na vrstvu 10 ml alternativé Histopaque 1077 v 50 ml zkumavce s konickym
dnem. Vse bylo odstfedéno na centrifuze pti 400 x g, po dobu 30 minut pfi teploté 22 °C. Peleta
(slozena z erytrocyti a granulocytll) byla ponechana ve zkumavce, zatimco supernatant byl odstranén.
Dale bylo pfidano 30 ml lyza¢niho pufru pro lyzu erytrocytl. Nasledné doslo k promichani
a odstfedéni pti 300 x g, po dobu 15 minut. Lyzacni krok byl n€kolikrat opakovan. Jiz bila peleta byla
dale proplachnuta v PBS a opatrné resuspendovana, ve 3 ml PBS. Buné¢na suspenze byla poté zfedéna
v PBS, na koneénou koncentraci 3x10° bunék/ml.

Pfi chemiluminiscen¢nim testu byly vzorky Polyporales sériové fedény ve tfech opakovanich
vkoncentra¢nim rozmezi od 31 do 250 pg/ml byly ptipraveny v 96-jamkové bilé mikrotitracni desticce
tak, aby kazda jamka obsahovala 100 pl extraktu. Nasledné bylo ptidano 50 pl suspenze izolovanych
granulocytii (3x10°bunék/ml), dale bylo ptidano 50 pl luminolu (0,5 mg/ml) a nakonec bylo piidano
50 pl standardizovaného roztoku zymosanu. Konecny objem v jamce tak €inil 250 pl. Vodny extrakt
z G. lucidum byl pouzit jako vnitini standard na kazdé desticce z diivodu opakovatelnosti pokusu.
Nakonec byla zatfazena pozitivni kontrola, kterd obsahovala LPS a negativni kontrola, bez LPS.
Pripravena desticka byla méfena v TECAN M200 Infinite reader, pii teplot¢ 37 °C, ve
dvouminutovych intervalech po dobu 3 hodin. Schopnost extrakti zvysit fagocytozu neutrofilti byla
vypoétena na zaklad¢ sklonu kiivky ve fazi rustu ve srovnani s neostienou kontrolou, kterd byla
povazovana za 100 %. Tato hodnota je oznacena jako fagocytarni index (FI). Koncentrace, pfi niz

extrakty vykazovaly nejvyssi FI je uvedena jako Konc,,,x (koncentrace max).

3.3.  Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka. Zjisténé hodnoty byly
dale testovany metodou ANOVA, s naslednym t-testem pro vicenasobnd porovnani s Bonferoniho
korekcei, na hladin€ vyznamnosti p < 0,01 a p < 0,05. Linearni korela¢ni koeficient (r) byl stanoven
u dzusti mezi TPC a ORAC; ORAC a produkce NO; TPC a produkce NO. U metanolovych extraktl
z ovoce a zeleniny mezi ORAC a DPPH. U hub byl stanoven mezi B-glukany a FIlmax; TPC a FImax.
Statistické vyhodnocovani bylo provedeno v Excelu a IBM SPPS ver. 20.



4. Vysledky

4.1. Ovoce a zelenina

Vysledky testl antioxidacni aktivity prokéazaly, Ze metanolové extrakty maji vyssi antioxidacni
aktivitu pfi pouzitych metodach, nez dzusy. Naopak u dzust byla vyrazngj$i schopnost snizovat

produkci oxidu dusnatého nez u metanolovych extraktti. Tato schopnost byla zjisténa i u vzorkti dzusi,

Vv

4.1.1 Antioxidac¢ni aktivita dZusu

Pti porovnani vysledkd ziskanych pomoci metody ORAC u vzorkli dzusid, byla nejvyssi
antioxida¢ni aktivita zjisténa u bortvek 438,5£12,3 pmol TE/g extraktu (tab. 1). Druhym nejvice
aktivnim vzorkem byl citron, jehoz aktivita dosahovala 164,6+36,7 umol TE/g extraktu, tfeti nejvice
aktivnim vzorkem se ukazala fedkev bila s hodnotou 146,0+5,5 pmol TE/g extraktu. Déle nasledovaly
vzorky z jablka, malin, papriky, mandarinky, brokolice, cibule a celeru, jejichz aktivita se pohybovala
v rozmezi 142 az 107 umol TE/g extraktu. V poradi dalsi hodnoty antioxida¢ni aktivity byly zjistény
u vzorkdl pomerance, mrkve, ¢erného rybizu, kiwi, broskve, vodnice a petrzele. Antioxidacni aktivita
téchto vzorkli se pohybovala v rozmezi 92 az 30 pumol TE/g extraktu. Nejniz$i antioxidacni aktivity
byly zaznamenany u rajcete (7,7+0,4 umol TE/g extraktu) a okurky (3,8+0,2 pumol TE/g extraktu).

Vramci prace byla zjistovana i schopnost testovanych dzusiti inhibovat produkci oxidu
dusnatého, ktery byl produkovan LPS stimulovanymi makrofagy bunécné linie RAW264.7 (tab. 1).
Z celkového poctu 16 vzorku, které byly pouzity pro stanoveni inhibice produkce NO, vykazovalo 11
vzorkll schopnost snizovat produkci NO ptfi koncentraci 1 000 pg/ml. Vyznamnost rozdili mezi
jednotlivymi vzorky byla stanovena pomoci vicenasobného t-testu, s Bonferroniho korekci pfi
p < 0,05, vzhledem ke kontrole s pfidavkem LPS, ktera pfedstavovala 100 % produkce NO. Vzorky
citronu, petrzele a okurky nebyly do statistického zpracovani zahrnuty, vzhledem k jejich toxickému
ucinku na bunéénou linii RAW264.7 (viz podkapitola 4.1.3. antiproliferacni aktivita).

Nejvyrazngjsi schopnost snizovat produkci NO na bunééné linii RAW?264.7 mél dzus z cibule,
ktera produkci NO sniZila o0 57 %, nasledovana mandarinkou (52 %). U broskve, mrkve, malin, fedkve
bilé, celeru, kiwi, rajcete, papriky, pomerance, okurky, brokolice a jablka doslo k poklesu produkce
NO o 48 az 24 %. Snizeni produkce NO bylo zaznamenano u borivek o 23 %, a cerven¢ho rybizu,
ktery snizoval produkci o 13 %.

Po stanoveni antioxidacni aktivity nés zajimalo, zda za tuto aktivitu nejsou zodpovédné fenolové
slouceniny pfitomné v ovoci a zelening€ (tab.1). Pokud porovnadme ziskané vysledky z testovanych
vzorkti dZzusti ovoce a zeleniny, byl nejvyssi obsah fenolovych latek zjistén u borivek. Fenolové latky

byly u tohoto vzorku dZzusu v koncentraci 1603,2+73 mg GAE/l. Polovi¢ni koncentrace, proti vyse



uvedené, byla zaznamenana u papriky (642,1+33,1 mg/l dzusu) a Cerného rybizu (636,9+12,1 mg
GAE/l dzusu).

Tabulka 1: Ovocné a zeleninové dZusy - obsah fenolovych sloucenin, antioxidacni a antiproliferéni aktivita

TPC ORAC Produkce NO Toxicita
Vzorek dzusu mg GAE/ldzusu ~ pmol TE/g susiny %
(pramér+SD) (pramér+SD)

Boriivky 1603,2+73,0 438,5+12,2 TT* N
Paprika 642,1+33,1 127,9+0,7 67* N
Sy%l;;en}'] 636,9+12,1 82,426 87 N
Maliny 598,243,3 139,0+23,0 54% N
Kiwi 530,8422,5 30,1+1,6 60* N
Cibule 407,3£17,1 107,1%17,7 43% N
Brokolice 405,6+8,4 111,2422.3 74 N
Pomeran¢ 392,2+14,3 91,6+5,6 69* N
Redkev bila 368,2+7,7 146,045,5 55% N
Vodnice 295,136,6 45242 4 71 N
Petrzel 288,6+6,7 34,3+1,9 56 T
Celer 281,7+3,4 107,5+1,9 56* N
Mandarinka 250,0+13,8 121,8+1,2 48°%* N
Mrkev 241,9+14,9 91,1£0,6 52% N
Broskev 240,3+13,6 59,4+1,9 86 N
Jablko 160,1+7.4 147,9+8.,9 76 N
Citron 152,2+1,5 164,6+36,7 45 T
Okurka 71,0+3,1 3,8+0,2 70 T
Rajce 45214 7,740,4 61% N
LPS - - 100 N

GAE - ekvivalent kyseliny gallové; TE — ekvivalent troloxu; SD — smérodatna odchylka; * statisticka vyznamnost p <0,05;
N- ne cytotoxicka, T - cytotoxicka koncentrace snizujici zivotaschopnost makrofagi < 90 %

Déle je nasledovaly vzorky malin, kiwi, cibule, brokolice, pomerance, fedkve bilé, vodnice,
petrzele, celeru, mandarinky, mrkve, broskve a jablka, kdy se koncentrace pohybovala v rozmezi 598
az 160 mg GAE/l dzusu. Nejnizsi obsah fenolovych sloucenin byl zjistén u citronu (152,2+1,5 mg
GAE/l dzusu), jesté nizsi nez poloviéni koncentrace, proti dZzusu z citronu, byla zjisténa u okurky
(71,0£3,1 mg GAE/l dzusu) a vibec nejniz$i hodnota byla zjisténa u rajcete (45,2+1,4 mg GAE/I
dzusu).

Porovnanim vysledkti obsahu fenolovych sloucenin stanovenych metodou TPC a antioxidacni
aktivity stanovené metodou ORAC je patrné, Ze mezi hodnotami stanovenymi metodou TPC a ORAC
je stfedné silna korelacni zavislost (r = 0,6539). Naopak pii porovnani obsahu fenolovych sloucenin se

schopnosti inhibovat produkci NO je patrné, Ze hodnoty nekoreluji (r = 0,0774). Lze tedy

predpokladat, Ze schopnost inhibovat produkci NO neni ovlivnéna obsahem celkovych fenolovych
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slou¢enin. MiiZe se jednat o jiny typ sloucenin nebo miiZze vyznamnou roli hrat také specifita ucinku

daného ligandu.

4.1.2. Antioxida¢ni aktivita extraktu

Celkem bylo testovano 27 metanolovych extrakti pomoci metody ORAC (tab. 2). Nejvyssi
antioxidac¢ni aktivita byla zjisténa u extrakti z borivek (836,6+24,1 umol TE/g susiny), fedkve bilé
(724,5+17,1 umol TE/g susiny) a malin (592,7£19,3 pmol TE/g suSiny). Nasledovaly je extrakty
z brokolice, papriky, mandarinky, karamboly, citronu, tfe$Sn¢ a pomerance, kdy antioxidacni aktivita se
pohybovala vrozmezi 535 az 294 umol TE/g suSiny. U angrestu byla antioxidac¢ni aktivita
291,5+5,3 umol TE/g susiny, u mrkve (263,2+8,3 pmol TE/g suSiny) aujablka s hodnotou
165,0£6,7 umol TE/g suSiny. Dale nasledovaly vzorky s antioxidacni aktivitou mensi nez
150 pmol TE/g susiny. Tato hodnota byla stanovena jako hrani¢ni (> 150 umol TE/g suSiny —
vyznamna antioxida¢ni aktivita) pro dalsi testovani antioxidacni aktivity. Vy$si hodnota nez hrani¢ni
nebyla zjisténa u extraktli avokada, ¢inského zeli, rajcete, nashi, petrzele, celeru, broskve, vodnice,
cibule, bananu, okurky, khaki, kiwi a papdji. Antioxidacni aktivita u téchto extrakti byla v rozpéti
138 az 16 umol TE/g suSiny.

Daéle byly, za pomoci metody DPPH testovany vzorky (tab.2), u kterych byla hodnota ORAC
vyssi nez 150 pmol TE/g suSiny. Nejvyssi hodnoty dosahovaly vzorky, bortvky (404,6+15,4 pmol
TE/g su$iny), karamboly (325,4+15,3 pumol TE/g susiny) a angrestu (189,0+£3,8 umol TE/g suSiny)
a papriky (154,1+£0,1 umol TE/g susiny). Nasledovaly je extrakty z brokolice, tfesni, citronu, mrkve
atedkve bilé s hodnotou 87 az 52 umol TE/g susiny. NejnizSich hodnot antioxida¢ni aktivity bylo
dosazeno u extrakti z malin (48,2+0,1 pumol TE/g suSiny), jablka (26,2+2,7 pmol TE/g suSiny)
a mandarinky 18,7+0,1 umol TE/g susiny.

Po stanoveni antioxida¢ni aktivity vyssi nez 150 pmol TE/g suSiny, méfené pomoci metody
ORAC, byly vzorky nasledné testovany pomoci metody DPPH na schopnost inhibice produkce NO
stejn¢, jako v pfipadé ovocnych a zeleninovych dzust (tab.2). Celkem tedy bylo pomoci metody
DPPH testovano 13 metanolovych extraktti na schopnost snizovat produkci NO. Vyznamnost rozdill
mezi jednotlivymi vzorky byla stanovena pomoci t-testu p < 0,05, vzhledem ke kontrole s ptidavkem
LPS, ktera predstavovala 100 % produkce NO.

Z vysledkl bylo patrné, Ze statisticky vyznamné hodnoty byly u 3 vzorka extraktu, které mély
schopnost snizovat produkci NO, na bunécné linii mySich makrofagu RAW?264.7 pfi koncentraci
1000 pg/ml. Nejvyraznéjsi schopnost snizovat produkci NO na bunééné linii RAW264.7 byla
u extraktu z jablka, ktery byl schopny snizit produkci NO o 34 % a dokonce jako jediny extrakt pii
koncentraci 500 pg/ml inhiboval produkci o 13 %. DalS$im extraktem schopnym inhibovat produkci
NO byla brokolice, kterd snizovala produkci o 21 %. Tietim ucinnym extraktem byl vzorek

z pomerance, ktery inhiboval produkci o 10 %.
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Porovnanim vysledki metod ORAC a DPPH je mezi hodnotami stfedni vzajemna korelace

(r = 0,444).

Tabulka 2: Antioxida¢ni a antiproliferacni aktivita metanolovych extraktii ovoce a zeleniny

ORAC DPPH PrONd“Okce Toxicita
Jedly plod T TE/g susiny) (ol TE/g susiny) (%)
+SD +SD
Boriivky 836,6+24,1 404,6+15.4 7 T
Redkev bila 724,5+17,1 52,2433 86 N
Maliny 592,7+19,3 48,240,1 74 T
Brokolice 532,3+18,7 87,4+5.6 79% N
Paprika 530,0+18,6 154,1+0,1 91 N
Mandarinky 483,3+13,6 18,7+0,1 82 N
Karambola 439,3+10,8 325,4+15,3 81 N
Citron 422,0+14,1 70,0+0,8 79 T
Tresnd 404,742.0 77,712 68 N
Pomerang 293,6+5,7 16,81%0,3 90* N
Angrest 291,5+5,3 189,0+3,8 91 N
Mrkev 263,248,3 64,364 84 N
Jablko 165,0+6,7 26,242,7 66* N
Avokédo 137,5+0,3 - - -
Cinské zeli 131,3+4,3 - - -
Rajce 120,9+£3,9 - - -
Nashi 113,3+2,8 - - -
Petrzel 106,5+0,5 - - -
Celer 102,1£2,4 - - -
Broskev 86,9+5,5 - - -
Vodnice 86,1+4,6 - - -
Cibule 66,9+2,3 - - -
Banan 65,3+1,5 - - -
Okurka 44,8422 - - -
Khaki 42,543 .4 - - -
Kiwi 36,842,2 - - -
Papaja 16,1+0,4 - - -
LPS - - 100 N
*  statistickd  vyznamnost p < 0,05, GAE — ckvivalent kyseliny gallové; TE — ekvivalent troloxu;

N- necytotoxicka, T - cytotoxicka koncentrace snizovala zivotaschopnost makrofagl < 90 %

4.1.3. Antiprolifera¢ni aktivita

V ramci testu stanoveni produkce oxidu dusnatého byla zjistovana cytotoxicita dzusd a extraktu.
Hlavnim kritériem byla hranice 90% zivotaschopnosti bunééné linie RAW264.7. U dzusu byla
z celkového poctu 19 vzorkl Zivotaschopnost buné€k pii koncentraci 1 000 pg/ml mensi nez 90 %

pouze u 3 vzorku (tab. 1). Jednalo se o vzorky z petrzele, citronu a okurky. Vysledky stanoveni
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cytotoxicity u metanolovych extraktii byly obdobné. Cytotoxicita (< 90 %) byla taktéz zjisténa pouze
u 3 vzorki a to u bortivky, maliny a citronu (tab. 2). Vysledky téchto vzorkt nebyly dale vyuzity pii
hodnoceni schopnosti vzorkt snizovat produkci NO. U ostatnich vzorkd byla zivotaschopnost > 90 %

a byly dale pouzity pfi stanoveni inhibice produkce NO.

4.2. Houby
4.2.1. Chemicka charakterizace

Vysledky ukazuji (tab. 3), Ze nejvySsi obsah P-glukanti byl zjistén u S. crispa a to ve vysi
117,4£3,2 mg/g extraktu. Ostatni vzorky obsahovaly méné nez 100 mg/g extraktu. Druhou v potadi
byla N. lepideus, skoncentraci 69+0,4 mg/g extraktu a A. biennis, s 67,5+£0,2 mg/g extraktu.
Nasledovaly L. tigrinus, P. squamosus, P. conchatus, s koncentraci B-glukand 54,5 az 21,5 mg/g
extraktu. Nejniz§i koncentrace byla zaznamenana u L. sulphureus (17,0£0,0 mg/g extraktu)
a P. umbllatus, kdy koncentrace [B-glukant dosahovala 13,4+0,8 mg/g extraktu. Ke stanoveni

B-glukanti u extraktu R. badius nedoslo z divodu nedostatku vzorku.

Tabulka 3: Obsah [-glukanti a celkovych fenolovych latek, v testovanych etanolovych extraktech hub z fadu

Polyporales.
3-Glukany TPC
Nazev mg/g extrakt pmol GAE/g extrakt
(pramér+SD) (pramér+SD)
Abortiporus biennis 67,5+0,2 149,4+35,7
Laetiporus sulphureus 17,0+0,0 135,0+£25,0
Lentinus tigrinus 54,5+0,3 216,2+30,1
Neolentinus lepideus 69,6+0,4 82,3+17,2
Panus conchatus 21,5+0,0 67,4+18,4
Polyporus squamosus 38,4+0,5 41,6+4.,4
Polyporus umbellatus 13,4+0,3 80,5+19,4
Royoporus badius n.t. 257,8+41,4
Sparassis crispa 117,443,2 85,4+22.9
Trametes versicolor 62,5+0,4 137,9+28.4
Standard a kontrola
Lentinula edodes (EtOH extract) 69,4+1,6 48,049,2
Ganoderma lucidum (EtOH extract) 20,6+1,3 257,9+48,1
Ganoderma lucidum (H,O extract) 64,3+1,0 191,1+37,8

GAE - ekvivalent kyseliny gallové; n.t. - netestovano

Dale byl u vzorki hub stanoven obsah fenolovych sloucenin. Nejvy$§i hodnota byla zjisténa
u R. badius (257,8+41,4 umol GAE/g extraktu), o 17 % niz8§i obsah byl zjistén u L. tigrinus
(216,2+30,1 umol GAE/g extraktu). Dale, co do zjisténé hodnoty, nasledovaly vzorky A. biennis,
L. sulphureus, S. crispa a N. lepideus s hodnotou TPC 149,4 az 82,3 pmol GAE/g extraktu. Nejnizsi
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obsah fenolovych slou¢enin byl zjistén u P. umbllatus (80,5+19,4 umol GAE/g extraktu), P. conchatus
(67,4£18,4 umol GAE/g extraktu) a u P. squamosus, jejiz hodnota TPC byla 41,6+4,4 umol GAE/g
extraktu.

Porovnanim vysledki imunomodula¢ni aktivity s obsahem B-glukanti a fenolovych sloucenin je
patrné, ze hodnoty imunomodulacni aktivity s obsahem fp—glukand koreluji jen velmi slabé
(r=0,1515). Hodnoty imunomodulacni aktivity s obsahem celkovych fenolovych sloucenin nekoreluji
koreluji (r = 0,0018). Schopnost stimulovat imunomodulacni aktivitu bude zpisobena i jinymi vlivy,

nez jsou B—glukany, pfipadn¢ fenolové slouceniny.

4.2.2. Imunomodulaé¢ni aktivita

V ramci stanoveni imunomodulacni aktivity hub byl zjistovan vliv etanolovych extrakti na
aktivitu fagocyt (tab. 4). Z 10 testovanych vzorkt byla pozorovana tato statisticky vyznamna aktivita
pomoci Bonferroniho testu s hladinou vyznamnosti p < 0,01, u vzorklli z extraktd hub N. lepideus

(155£18 %) a P. squamosus (14148 %).

Tabulka 4: Cytotoxické vlastnosti extraktu Polyporales a jejich vliv na fagocytarni reakci izolovanych

neutrofilt.
ICCZZO(th/iICrilg Neutrofilni fagocytoza
Niizev HT-29 Caco-2 Floae KonCpay
(pramér+SD) (pramér+SD) (pramér+SD) (ug/ml)
Abortiporus biennis >500 >500 122422 125
Laetiporus sulphureus >500 >500 74+1 31
Lentinus tigrinus >500 >500 144+19 250
Neolentinus lepideus >500 >500 155+18** 250
Panus conchatus >500 >500 14149 125
Polyporus squamosus >500 >500 141+8** 125
Polyporus umbellatus >500 >500 103£9 62
Royoporus badius >500 >500 113411 31
Sparassis crispa 107+16 >500 16+9** 31
Trametes versicolor >500 >500 10445 125
Standard a kontrola
(L];tno”ﬁuéi tfg]fg"s 30254 >500 5642 62
éﬁgﬁi’x "t’;]i”t‘;id“’" 151421 >500 10846 31
Cianoderna licidun : : 1908417+ 03
LPS >100 >100 116£9 6 (ng/ml)
Neosetiena kontrola 100+£31 -

Cytotoxické ucinky referencnich vzorkd a kontrolnich vzorkid na epitelidlni butiky kolorektalniho karcinomu bunééné linie
Caco-2 a HT-29 a jejich vliv na fagocytarni aktivitu izolovanych lidskych neutrofilnich granulocytt; ¥, maximalni
fagocytarni index dosazeny pii srovnani s kontrolou (100 %); ¥, koncentrace s nejvyssi hodnotou fagocytarniho indexu;
hvézdicky ukazuji vyznamnost stiednich hodnot pro tfi vzajemna méfeni ve srovnani s kontrolou = (p < 0.01).
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Dale, z hlediska naméfenych hodnot nasledovaly etanolové extrakty L. tigrinus, P. conchatus,
R. badius A. biennis, P. umbllatus, kdy fagocytarni index byl v rozpéti 103 az 122 %. NejnizSich
hodnot dosahovala T. versicolor, s hodnotou 105+5 %, L. sulphureus (74+1 %). Nejnizsi hodnoty

dosahla S. crispa, u které doslo k 84% snizeni fagocytarniho indexu na hodnotu 16+9 %.

4.2.3. Antiproliferaé¢ni aktivita

Vliv etanolovych extrakti na antiproliferacni aktivitu byl zjistovan na bunécnych liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29 (tab. 2). Z vysledki uvedenych v tabulce 8 je patrné, ze
nami testované extrakty neprokazaly zadny antiproliferacni ucinek. Vyjimkou jsou jen mirné
cytotoxické ucinky na bunécnou linii HT-29 u extraktu S. crispa se zjisténou hodnotou ICs,
107£16 pg/ml. U kontrol byla cytotoxicita zjiSténa u extraktu L. edodes (ICsy = 302+54 ng/ml)
a G. lucidum s hodnotou ICsy 151421 pg/ml, na bunécné linie HT-29. U ostatnich extraktli nebyla
zaznamenana cytotoxicita na bunécné linii HT-29 a ani na buné¢éné linii Caco-2. U této linie nebyla

zaznamenana zadna aktivita.

5. Diskuze

Hledani novych rostlin a ucinnych latek, které maji schopnost snizovat oxidacni stres, zptisobujici celou
fadu onemocnéni, je soucasnym trendem mnoha vyzkumnych tymt. Se stoupajici popularitou ,,zdravého*
zivotniho stylu, stoupd na oblibé i ovoce, zelenina a napoje z nich — dZusy. Podobné v populaci vzrista
popularita konzumace rtuznych hub, které maji proklamovany Géinek na lidské zdravi. Ptrikladem houby jsou
vyuzivané v tradiéni ¢inské medicing€. Jim pfibuzné druhy hub, béZné rostouci v nasich lesich, by mohly mit
podobné pozitivni G¢inky na lidské zdravi. Casto je zddraziiovana imunomodulaéni funkce hub, véetng jejich
potencialu snizovat nasledky ptisobeni volnych radikali a oxida¢niho stresu. Na tuto problematiku je zaméfena
s obecnymi vyzkumnymi trendy, které se vénuji této problematice (Wang and Lin, 2000, Sun et al., 2002, 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 prace. Pro pfehlednost bude diskuze rozdélena na dvé
casti. Prvni ¢ast je vénovana ovoci a zeleningé. Druha ¢ast je vénovana jedlym houbam a jejich biologické

aktivité.

5.1. Ovoce a zelenina

Postupem casu lidstvo dochazelo ke zjisténi, ze nékteré druhy ovoce a zeleniny mohou mit pozitivni vliv na
lidské zdravi, aniz by se veéde€lo, co je divodem tohoto vlivu. AZ v poslednich desetiletich védci postupné
poznavaji, jaké bioaktivni slouCeniny jsou v ovoci a zeleniné¢ pfitomné a jak funguji vin vitro a in vivo
podminkach. Mezi tyto slouceniny patii i fenolové slouCeniny. Stanoveni jejich celkového obsahu, naptiklad

v ovoci a zelening, fadime mezi zdkladni metody urceni antioxidacni aktivity. Aby bylo vytéZzeno co nejvice
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fenolovych sloucenin, s antioxida¢ni, antiproliferacni a imunomodulacéni aktivitou z ovoce a zeleniny, je dulezité
zvolit vhodné rozpoustédlo, které je schopné pronikat do intracelularniho prostoru extrahovaného materialu.
Mezi takova vhodnd rozpoustédla patii metanol, pfipadné etanol, které jsou vhodnéj$im rozpoustédlem, nezli
voda (Sun et al., 2007, Yu et al., 2005). To vysvétluje i rozdily mezi vysledky antioxidacni aktivity u dzust
a metanolovych extrakti, které byly zaznamenani béhem vyzkumu. U metanolovych extrakti byla dosazena, pfi
pouziti stejné metody ORAC, vyssi antioxidaéni aktivita, nez u dzust. Celkem bylo testovano 19 dzust a 27
metanolovych extrakti. U fady testovanych vzorki byla zjisténa antioxidac¢ni a antiproliferacni aktivita.

V nasledujici ¢asti budou podrobngji diskutovany zjisténé vysledky u bortivek a jablka, jako zastupce
ovoce a cibule, jako zastupce zeleniny. Diivodem tohoto vybéru je skuteCnost, ze bortivky sice patii mezi lesni
ovoce, lze je vSak uspéSné péstovat i v domacich podminkach. Vedle toho jablko je lidmi konzumovéno
celorocné a patii mezi ovoce, které se v naSem jidelnicku vyskytuje nejcastéji. Jako zastupce zeleniny byla do
diskuze zatazena cibuli. Jedna se o bézné konzumovany druh zeleniny, jeji uziti je celorocni a miize byt formé
tepelné opracované nebo ve formé syrové. Cibule je soucasti velkého mnozstvi pfipravovanych pokrmi a diky
tomu mizeme konstatovat, ze bioaktivni slouceniny v ni obsazené ¢lovék konzumuje nejéastéji.

Extrakty z bortvek byly v nasi studii mezi vzorky, které obsahovaly nejvice celkovych fenolovych
sloucenin a zaroven dosahly vysoké antioxidac¢ni aktivity. Tyto vysledky zaznamenaly i dalsi studie, ve kterych
bortivky mély obdobnou koncentraci celkovych fenolovych sloucenin a antioxidac¢ni aktivitu (Rupasinghe and
Clegg, 2007, Castagnini et al., 2015).

Existuje vyznamny rozdil, v obsahu celkovych fenolovych sloucenin, u komeré¢né péstovanych bortivek
a u divoce rostoucich borivek. Ve druhém ptipadé byl stanoven vy$si obsah fenolovych sloucenin a obsah
antokyanl (Giovanelli and Buratti, 2009), které maji antioxida¢ni aktivitu méfitelnou in vitro metodami. Nékteré
in vitro metody jsou citlivéjsi nez jiné. V praxi je tedy vhodné, ke zjisténi antioxidaéni aktivity, vyuziti dvou
a vice rozdilnych in vitro metod, aby byl bran v ivahu rizny zptsob pisobeni antioxidantt (Prior and Cao, 1999,
Huang et al., 2005). Podobné¢ tomu bylo i v pfipad¢ nasi studie, kdy jsme pouzili metody ORAC a DPPH.
U metody DPPH jsme obecné¢ zaznamenali nizké hodnoty antioxidac¢ni aktivity ve vysledcich.

Na antioxidaéni aktivitu ma mimo jiné zna¢ny vliv genotyp, coz se odrazi ve zna¢né variabilit¢ mezi
dosazenymi vysledky (Moyer et al., 2002). Antioxida¢ni aktivita bortivek t€sné koreluje s obsahem fenolovych
sloucenin (r = 0,92) a s obsahem antokyanu (r = 0,77), jak zjistil Prior et al. (1998), pfi pouziti in vitro metod.
Hlavnimi antokyany bortivek jsou delfinidin a malvidin (Katsube et al., 2003), které piedstavuji 37,5 %, resp.
24,2 % vSech antokyanl obsazenych v bortivkach (Kalt et al., 1999).

Bylo prokazano, ze antokyany izolované z bortvek maji antiproliferacni aktivitu na bunééné modely
invitro (Katsube et al., 2003, McDougall et al., 2008). Extrakty zborivek snizuji aktivitu matrix
metaloproteindzy-9 a sekreci aktivatoru plazminogenového typu urikdzy. Zaroven zvysuje tkanové inhibitory
metaloproteinazy-1 a aktivatoru plazminogenu sekreci inhibitoru-1, v bunécné linii adenokarcinomu lidského
prsu MDA-MB-231 (Adams et al., 2010).

Znacnym problémem u vysledkl in vitro metod, je jejich vyuziti v in vivo studiich. VétSina bioaktivnich
latek u rostlin a hub ma cytotoxické u€inky v bunécnych kulturach i po ptidani mikromoléarnich koncentraci (10—
150 uM). Naproti tomu, farmakokinetické studie ukazuji, ze bioaktivni latky dosahuji pouze nanomolarnich

koncentraci (1-20 nM), v krvi a tkanich, po jejich konzumaci v potrave (Stoner and Bruce, 2004, Stoner et al.,
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2005). Rozdil miize byt zpiisoben pravdépodobné tim, Ze si nejsme jisti, jak z potravy bohaté na antokyany
dochézi k jejich absorpci, distribuci, metabolismu a vyluCovani. Na zéklad¢ in vitro studie zabyvajici se
mikrobialni fermentaci (Williamson and Clifford, 2010, Gonzalez-Barrio et al., 2011) je pravdépodobné, ze
ptijaté antokyany se rozdéluji (spontann€¢ nebo enzymaticky) na produkty rozkladu fenolovych sloucenin, které
jsou dale metabolizovany. Obdobny vysledek byl pozorovan v in vivo studii, sledujici pfijem extraktu bortvek
u Clovéka. Presto, Ze extrakt obsahoval celé spektrum fenolovych slouCenin, zistala velka ¢ast metabolit
neznama. Jako hlavni metabolity byly zjistény homovanilova a vanilinova kyselina (Nurmi et al., 2009).
kyanidin-3-glukosidu. Takto upraveny antokyan byl podavan 8 muzim, ve véku od 20 do 36 let, kdy kazdy
spotieboval 500 mg antokyani. Béhem experimenti bylo zjisténo 24 metabolitd, v koncentracich 0,1-42,2
pmol/l, z ptivodné ptfedpokladaného poctu 51 domnélych sledovanych metabolitt. Zjisténé metabolity byly
kyseliny hydroxybenzeovd, metoxybenzeova, fenylpripionova, izomer kyseliny methylhippurova,
homovanilova, hydroxybenzylalkohol, kyselina benzo-4-sulfat a hydroxy-benzaldehydy. Tyto metabolity jsou
v krvi méfitelné po dobu < 48 hodin, po poziti (Czank et al., 2013). Vliv konzumace bortivek na lidské zdravi
byl ovéfen v nékolika intervencnich studiich a lze ptredpokladat, ze fada téchto G€inkti mize s antioxidacni
aktivitou souviset. Ve skupiné 120 zdravych miizu a Zen véku mezi 40 az 74 let, byl pfijem extraktu z bortvek
(300 mg /den po dobu 3 tydnt) spojen s vyznamnym snizenim plazmatické hladiny prozanétlivych cytokinit
a chemokind (Il 4, IL-13, IL-8 a IFN-a) na draze NF-kB (Karlsen et al., 2007). To mize souviset s potlacenim
zanétlivych drah, mozna i prostfednictvim snizeného oxidacniho stresu.

U dvojité zaslepené zkiizené studie, provedené na skupiné 8 muzi stfedniho véku (38 az 54 let), ktefi
konzumovali tu¢na jidla, bylo podavano 100 g lyofilizovaného prasku z borivek jeden tyden. U muzi doslo ke
zvySeni sérové a celkové antioxidacni kapacity o 16 %, po 4 hodinach od konzumace (Kay and Holub, 2002). To
je do jisté miry potvrzenim pozorované antioxidaéni aktivity v nasem in vitro testu a dikazem, Ze screeningové
metody maji své opodstatnéni, jako nastroj hledani u€¢innych bioaktivnich slozek stravy.

V jiné zkiizené studii, provedené na 18 muzich (ve veéku od 38 do 58 let), byl po dobu 6 tydnti konzumovan
napoj obsahujici 25 g lyofilizovanych bortvek, pfedstavujicich 375 mg antokyand. Doslo ke zjisténi, ze ve
skupiné konzumujici tento napoj dochazi k vyznamnému snizeni hladiny endogenné oxidované DNA (z 12,5 %
na 5,6%) a posSkozené DNA, indukované prostiednictvim peroxidu vodiku (ze 45,8 % na 37,2 %) (Riso et al.,
2013). To podporuje hypotézu, Ze piijem borivek zvySuje odolnost pfed oxidacné indukovanym poskozenim
DNA. Tyto vysledky in vitro a in vivo studii potvrzuji, ze borivky jsou vhodnou soucasti bézné stravy,
s preventivnim charakterem u mnoha onemocnéni a jejich pozitivni G€inky jsou potvrzeny.

Ze zeleninovych druht je velmi zajimava cibule, kdy byl zjistén obsah fenolovych sloucenin obdobny, jako
jiné studie (Marinova et al., 2005, Lin and Tang, 2007). Mezi hlavni fenolové slouceniny patfi kvercetin, ktery
tvofi az 85 % z fenolovych sloucenin. Dalsi vyznamnou slouc¢eninou je kaempferol (Price and Rhodes, 1997,
Chu et al., 2000, Nuutila et al., 2002). Tyto slouceniny se jevi jako U¢inné inhibitory gram-pozitivnich bakterii,
na rozdil od gram-negativnich, které jsou odolngjsi (Santas et al., 2010). Cibule tak muze zlepSovat kvalitu
ptijimanych potravin.

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

susiny), kvercetin 4 -glukosid (2310 mg/100 g suSiny) a kvercetin 3-glykosid (368 mg/100 g susiny) (Min et al.,
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2015). U posledn¢ jmenovaného dochazi k mensimu absorbovani bunkami kolorektalniho karcinomu na bunécné
linii Caco-2 (ktera je jednoduchym a uziteCnym systémem pro studium biologické dostupnosti in vitro), nez je
bunkami, pfipadné metabolismem bunék. Je vSak mozné, ze dochdzi i k oxidacni degradaci, kdy se zda, Ze
meziproduktem reakce je peroxidace, vedouci k dioxetanu a nasleduje otevieni fenolového kruhu, za vzniku
karboxylovych kyselin. Tyto degrada¢ni Ucinky a metabolické zmény mohou pfispivat k biologické aktivite
kvercetinu (Boulton et al., 1999). Metabolicka pfeména kvercetinu pravdépodobné zabraiuje potencionalné
Skodlivému snizeni eNOS (endotelialni NO syntazy), v endotelidlnich bunikach (Tribolo et al., 2013), ktery je
zodpovédny za tvorbu NO v cévnim endotelu.

Pfi zjistovani in vivo ucinki cibule a jejich fenolovych sloucenin byla odebrana plazma dobrovolnikiim,
kteti jednordzové konzumovali 325 mM kvercetin 3-glykosidu a kvercetin 4’-glykosidu. V plazmé nedoslo
k detekci zménénych glykosidi kvercetinu, s minimem zjisténych aglykonu kvercetinu, a to vedlo k domnénce,
ze po poziti glykosidl kvercetinu se hlavnim metabolitem v plazmé stava kvercetin glukuronid (Sesink et al.,
2001). Kvercetin 3-glykosid se dale zpracovava v jatrech. Na bunééné linii hepatokarcinomu HEP-G2 byly
zjistény dvé metabolické cesty. Bud’ metylaci funkéni skupiny katecholu kvercetin glukuronidu nebo hydrolazou
glukuronid endogenni B-glukuronuidédzou a naslednou sulfataci na kvercetin 3’-sulfat a kvercetin 3-glukuronid,
dale konverzi na konjugat mono-sulfat, umoznujici pfechodny kontakt volného aglykonu bunéénym prostredim.
Tim mtze dochazet k intracelularni biologické aktivité antioxidacnich flavonoidii (O'Leary et al., 2003). Obsah
fenolovych sloucenin v cibuli uzce koreluje s antioxidacni aktivitou a zaroven koreluje s antiproliferacni
aktivitou na bunéc¢né linii Caco-2 a HEP-G2. N¢&které druhy cibule maji antiproliferani vlastnosti na téchto
bunécnych liniich, avSak pfi vysokych (20—100 mg/ml) koncentracich (Chu et al., 2002, Yang et al., 2004).
I pres takto vysoké potfebné koncentrace k vyvolani antiprolifera¢niho G¢inku, v podminkéch in vitro, naznacuje
cibule svij preventivni protinadorovy potencial. To potvrzuje i in vivo studie, probihajici mezi lety 1991 az 2004
v Italii, kdy se zjistoval vliv konzumace cibule na vyskyt naddorovych onemocnéni. Vysledkem bylo, ze
u pacientd, ktefi konzumovali cibuli, doslo ke snizeni vyskytu riznych druhti nadorovych onemocnéni (Galeone
et al., 2006).

Ze vzorku, které byly testovany v nasi studii, je obyvatelstvem nejcastéji konzumovano jablko, které je
vyznamnou soucasti lidské potravy. Z tohoto divodu se jevi jako vhodny zdroj bioaktivnich latek. Zjisténé
hodnoty obsahu celkovych fenolovych sloucenin a antioxidacni aktivity byly v souladu s publikacemi dalSich
autort, kteti navic dodavaji, Ze existuje vysoka variabilita mezi jednotlivymi odriidami (Khanizadeh et al., 2008,
Vrhovsek et al., 2004, Begi¢-Akagic¢ et al., 2011). Z celkovych fenolovych sloucenin je u jablka nejvys$si obsah
kvercetinu a jeho glykosidii, katechind, gallokatechinti, epikatechind, floretinti, floridzini a chlorogenové
kyseliny (Lu and Yeap Foo, 2000, Chinnici et al., 2004). Obsah téchto bioaktivnich latek je zavisly na tGprave
jablka. Urcita ¢ast populace toto ovoce zbavuje vrchni slupky, kterd je pfitom vyrazné bohatsi (o 20—-50 %), na
fenolové slouceniny jako je katechin, epikatechin, floridzin, kvercetin a kyanidin. Naopak jable¢nd duznina
obsahuje vice chlorogenové kyseliny a kavové kyseliny (Karaman et al., 2013). Ve slupkach byly stanoveny
i jiné glykosidy kvercetinu, jako napftiklad isorhammentin glykosid a hydroxyfloretin glykosid (Alonso-Salces et
al.,, 2004). U jablek, stejn¢ jako u bortivek, nema skladovani vliv na obsah fenolovych sloucenin nebo

antioxidacni aktivitu (van der Sluis et al., 2001, Goulas et al., 2014). Toto zjisténi podporuji celoro¢ni
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konzumace jablek, nejlépe bez oloupani. V pfipadé, ze jsou jablka pouzivana pro vyrobu §tav, pfechazi do dzust
okolo 78 % chlorogenové kyseliny, 9 % katechinu a 21 % floridzinu. Zbytek zlstava navazany ve vylisku, kde
zlstava vétSina antioxidantd (van der Sluis et al., 2002). Z tohoto zjisténi vyplyva, Ze konzumace jablek formou
dzust, bez duziny, neni nejvhodnéjsi formou konzumace tohoto ovoce.

kde byl vyvolan oxidacni stres, pfidanim Zelezo/askorbatu, dokazuje zvysSeni koncentrace malondialdehydu,
vycerpani n-3 polyenovych mastnych kyselin a zmény v aktivit¢ endogennich antioxidantt, jako je
superoxiddismutaza, glutationperoxidaza. Pfi pre-inkubaci s jablecnymi slupkami dochazi k zabranéni
peroxidace lipidl, zprostitedkovana zelezo/askorbatem. Soucasné dochézi k inhibici zanétu vyvolaného pomoci
LPS, o ¢emz svéd¢i snizena regulace cytokini (TNF-a a IL-6), COX-2 a NF-xB (Denis et al., 2013). Jak uvadi
Andre et al. (2012) maji i dal$i bioaktivni slou€eniny z jablka schopnost inhibovat NF-«B in vitro, na buné¢né
linii HEK 293 (lidské embryonalni ledvinové burky), Flp-293/TNFp WTLuc a Flp-293/TNFp-308Luc. Dochézi
ke snizeni aktivity promotéru genu TNF-a, prostfednictvim triterpenovych frakci z jablka. Podle jiné studie vSak
nemoduluji hladinu TNF-a, na bunééné linii tlustého stieva T84, ale dochazi k supresivnimu Gc¢inku na indukci
hladiny IL-8 (Mueller et al., 2013). To je potvrzenim naSich in vitro vysledkl inhibice NO produkované LPS
stimulovanymi RAW264.7.

Cytotoxicita jednotlivych ¢asti jablka na stfevni buiiky, bunécné linie Caco-2, je vyraznéjsi u jablecné
duziny (ICso = 1,78 mg/ml) nez u slupky (ICsyp = 2,97 mg/ml). U bunééné linie HeLa jsou hodnoty takika
dvojnasobné (Luo et al., 2016). Na bunécnych liniich HEP-G2 a HT-29 jsou naopak hodnoty ICs, ndsobné vyssi
(Li et al., 2013). V nasi studii bylo dosazeno vysledku, ze metanolovy extrakt, ani dZus, nemé&l cytotoxické
ucinky, pfi koncentraci 1 mg/ml, na makrofagy bunécné linie RAW264.7.

U in vivo studie, zabyvajici se G¢inky jablka na lidské zdravi, bylo podavano 11 zdravym pacientim 3 g
nezralych slupek jablka. Vysledky naznacuji ne-antioxida¢ni aspekt oligomernich prokyanidint, ktery je Siroce
pouzitelny v pfipadé mnoha onemocnéni. Oralni podavani oligomernich prokyanidint zvysi signalizaci [FN typu
I (centralni drahou poskytujici kriticky pfirozenou ochranu proti virové a bakterialni infekci) in vivo a mtze

roz§itit pfirozenou ochranu (Snyder et al., 2014).

5.2. Jedlé houby

Polyporales predstavuji Sirokou skupinu potencionalniho zdroje mykochemikalii s farmakologickym
piinosem. Mezi né patii zejména polysacharidy, glykoproteinové komplexy, triterpenoidy, flavonoidy a rtzné
pigmenty (Grienke et al., 2014). Celosvétové je jiz mnoho z téchto druhii hub soucasti nékterych doplikd stravy.
Casto je to na zakladé dikazi o jejich tradi¢nim pouziti. Je pravdépodobné, Ze je to diky jejich chemotoxickym
vztahtim k daleko vice populdrnim druhtim, které jsou tradicné€ vyuzivané v Cinské medicingé. VétSina téchto
ptipravkl je zaloZena na extrakcich pomoci etanolu. Etanolem extrahovatelné slozky triperpenoidy a flavonoidy
2005) a imunomodula¢ni vlastnosti (Quang et al., 2006, Cyranka et al., 2011).

Sparassis crispa patfi mezi b&zné konzumované jedlé houby. Péstuje se v Japonsku, Cing, Némecku a USA
(Ohno et al.,, 2003). Z divodu vysokych obsahli B-glukanti (117,4 mg/g extraktu) v této houb¢, pievlada
predevsim PB-(1,3)-D-glukanti (Ohno et al., 2002). Tento typ B-glukanti ma vliv na indukci produkce INF-y,
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v bunikach sleziny mysi DBA/2 (Harada et al., 2002). Zarovenl vykazuje protinadorovou aktivitu (Ohno et al.,
2002), kdy pfi oralnim podavani aktivuje Thl (T-lymfocyt) bunky, inhibuje aktivizaci Th2 bun¢k a tim nastava
Thl dominance imunity v ustni dutin€¢ (Hasegawa et al., 2004) a pii jinych anti-metastatickych ucincich
(Yamamoto et al., 2009). Jak bylo zminéno mé extrakt S. crispa schopnost aktivovat leukocyty a souvisejici
imunitni systém.

V klinické studii byla S. crispa, ve formé prasku (300 mg/den) perordlné podavand pacienttim,
s nadorovym onemocnénim (plic, zaludku, tlustého stieva a dalSich) a po 1écbé imunoterapii, kteti byli mésic
poté sledovani. S. crispa byla podavana pomoci aplikace adoptivniho transferu lymfocyti. U 9 sledovanych
pacientl ze 14, doslo ke zlepseni (Ohno et al., 2003). To naznacuje, ze S. crispa je jevi, jako vhodny zdroj pro
imunoterapii pfi rakoving. Dal$i mozny vliv mé S. crispa na hojeni ran vzniklych béhem diabetes mellitus, tzv.
diabetickych viedil. In vivo pokusy na zvifatech zatim prokazaly, ze podadnim S. crispa se urychluje toto hojeni
a v misté postizeni dochazi k vyznamnému nartstu migrace makrofagi a fibroblastti (Kwon et al., 2009).

Tento extrakt byl mirné toxicky, pro bunéénou linii HT-29 a zaroven vykazuje toxicitu vétsi nez 500 pg/ml,
k bunééné linii Caco-2. HT-29 bunécna linie se, podle nasich vlastnich vysledkt a publikované literatury (Li et
al., 2014, Doskocil et al., 2015), ¢asto objevuje jako citlivéjsi na rizné sekundarni metabolity v testech toxicity.

Extrakt z N. lepideus, v koncentraci 250 pg/ml, zpisobil 50% zvySeni chemiluminiscence. Extrakt této
jedlé houby (Jung et al., 2008), nezpisobuje Zadnou toxicitu na builky stfevniho epitelu. NaSe chemicka
charakterizace hub ukéazala, ze je vtomto extraktu vysSi obsah [-glukant pfirelativné nizkém obsahu
fenolovych latek. Pti zkoumani exopolysacharidi, extrahovanych z plodnic této houby, bylo jiz dfive zjisténo, ze
maji vliv na zvySeni exprese riznych cytokind, prostiednictvim ¢ehoz dochazi ke zvyseni imunitni odpovédi (Jin
et al., 2003b, Choi et al., 2006) a dale také ke zvySeni proliferace lymfocyti (Jin et al., 2003a, Jung et al., 2008).
I pfesto, Ze pii vyuziti etanolu je obsah polysachacharidii velmi nizky, je to obecné pouzivané netoxické
rozpoustédlo a vysledny extrakt mlze mit nové vlastnosti, naptiklad v dusledku konformacnich zmén
v polysacharidovych komplexech. Piibuzny druh L. edodes, ktery byl pouzit jako referen¢ni vzorek v nasi studii,
nestimuloval fagocytozu, ale potlacoval ji i pii koncentraci tak nizké, jako je 62 pg/ml. Vzhledem k tomu, Ze je
tento druh Siroce uznavany, jako ucinna latka regulujici imunitu, midze byt toto potladeni pfipsano povaze
rozpoustédla a pritomnosti bioaktivniho etanolu. N. lepideus ma prokdzanou imunomodulaéni aktivitu in vitro
(Zheng et al., 2005), tak i in vivo (Vetvicka and Vetvickova, 2014).

Polyporus squamosus je houba, pozivatelna pouze mlada a me¢kka. Injekce s obsahem mycelia této houby,
pii alergické reakcei, snizuje proliferaci monocytii in vitro, coz naznacuje potencional imunosupresivni aktivity
(Babakhin et al. 1997) a prokazuje vlastnosti pii zhaSeni radikald (Elmastas et al., 2007). Bylo prokazano, Ze
obsahuje lektiny (Mo et al., 2000). Podobnych diikaz( o pfitomnosti specifickych sekundarnich metabolitt, je
vSak malo. Dokonce i obsah fenolovych latek je velmi nizky (41,6 pmol GAE/g). Etanolovy extrakt této houby,
pfi stimulaci zymosanem, indukuje v nasem testu fagocytéozu o 41 % vyssi, aniz by vykazoval toxicitu vici
bunécné linie kolorektalniho karcinomu.

Zda se, ze nejaktivnéjSi extrakty s pozitivnimi uCinky na fagocytdézu, byly mezi extrakty s nejslabsi
antioxidacni aktivitou, publikovanou na totoznych extraktech dfive (Macakova et al., 2010). Slouceniny
v komplexnich smésich, jako je naptiklad surovy etanolovy extrakt, mohou byt zapojeny do mnoha riiznych

interakei. Napfiklad antioxidanty nebo nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH) nebo inhibitory oxidaz,
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by mohly inhibovat uvoliiovani ROS, v prub¢hu fagocytarni reakce na vnéjSi podnéty (Busse et al., 1984,
Kanashiro et al., 2004). To by mohlo vést k faleSnym negativnim vysledkiim, vzhledem k tomu, ze slaba
antioxidacni aktivita vedla kjasn¢ pozitivnimu vlivu na fagocytézu. Schopnost zhaSet volné radikaly
pravdépodobné vysvétluje potlaceni fagocytozy u extraktu L. sulphureus a S. crispa, které patii k extraktim s
nejnizsi antioxidacni aktivitou ve studii (Macakova et al., 2010). V naSich testech tyto extrakty potlacuji
fagocytdzu neutrofilti o 16-74 %. V ptipad€ L. sulphureus byl extrakt, v podstaté jesté netoxicky, pro bunééné
linie Caco-2 a HT-29, s IC5y >500 pg/ml.

Nami dosazené vysledky pfispivaji k pochopeni komplexniho zptisobu pasobeni téchto druhii v imunitni
modulaci. Neutrofilni granulocyty, pouzivané v naSich testech, jsou buniky schopné fagocytozy, zabijeni,
napaddni mikroorganismii a maji rozhodujici ulohu v zazivacim traktu a jeho imunitnim systému.
U gastrointestinalnich poruch, jako je Crohnova nemoc a ulcerézni kolitida, hraje pravdépodobné roli
v etiopatogenezi selhani neutrofilii nebot’ jejich respiracni vzplanuti u pacientll, s podminkami pro jejich Siteni,
je podstatné nizsi, nez kontrolni skupiny (Levine and Segal, 2013).

V ramci této studie nebyl pozorovan vztah mezi celkovym obsahem B-glukand a TPC, coz naznacuje, ze
obsah slozek se 1isi ve struktufe a ¢innosti.

Vysledky ukazuji slibné hodnoty pro vodorozpustné B-glukany, majici vliv na fagocytézu, v porovnani
s etanolovymi extrakty. Obsah B-glukand v tomto kontrolnim extraktu byl pfiblizné 3% vyssi, nez u extraktli
etanolovych.

Pfes vSechna naSe zjisténi se domnivame, ze by bylo vhodné dale pokracovat v zapocatém vyzkumu
a hledat dalsi souvislosti mezi bioaktivnimi latkami a jejich antioxidaéni, antiproliferaéni a imunomodulaéni
aktivitou. Pfinos této prace spociva v tom, ze dle dostupnych informaci jsme provedli prvni studii zabyvajici se
vlivem komplexniho extraktu ovoce a zeleniny na produkci NO na makrofazich in vitro. Dale jsme jako prvni
popsali imunomodula¢ni aktivitu spocitavajici ve stimulaci fagocytozy, u stfedoevropskych druhti jedlych

dievokaznych hub, na neutrofilnich fagocytech in vitro.

6. Zavér

Hlavnim cilem prace bylo stanovit antioxidacni, antiproliferacni a imunomodulaéni aktivitu vybraného
ovoce, zeleniny a hub, za pouziti klasickych metod jako jsou TPC, ORAC a DPPH, tak i dalsich metod
vyuzivajicich bunééné linie a slozky lidské krve.

Jak je patrné z vysledkn, existuji rozdily v antioxida¢ni aktivité mezi dzusy a metanolovymi extrakty
z ovoce a zeleniny. Nejvyssi obsah celkovych fenolovych latek byl zaznamenan u borGvek, naopak nejnizsi
aktivita byla u rajcete. Stejn¢ tomu bylo i u antioxidacni aktivity méfené pomoci metody ORAC. U dalsich
vzorkl byla obcas antioxidacni aktivita vyssi u extraktt s niz§im obsahem celkovych fenolovych latek. Takova
aktivita mize byt zpisobena pritomnosti napfiklad vitaminu C a jinych latek, které jsme nestanovovali, ale
mohly by mit vliv na celkovou antioxidacni aktivitu. U inhibice oxidu dusnatého byla u metanolového i vodného
extraktu aktivita Casto vyraznéjsi pro extrakty, které obsahovaly nizs§i koncentraci celkovych fenolovych latek

v

sloucenin, a jeho antioxidacni aktivita byla jednou z nejmenSich. Pfesto byla inhibice oxidu dusnatého, proti
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jinym vzorklim, velmi vyrazna. Za to je pravdépodobné odpovédny lykopen pfitomny v rajceti, ktery nebyl
v nasi praci stanovovan.

U jedlych hub fadu Polyporales se ukazalo, Ze nami testované etanolové extrakty kromé S. crispa nebyly
toxické vici bunikdm kolorektalniho karcinomu ¢Elovéka. Tento test byl proveden hlavné proto, ze se jedna
o jedlé houby. Hlavni cilem této Casti bylo stanoveni imunomodulaéni aktivity. Z nami testovanych vzorkd
pouze N. lepideus a P. squamosus, u kterych byl zaznamenan vyrazny fagocytarni index vyssi o 55 %, resp.
41 % proti kontrole. Dalsi vyznamna aktivita pak byla zaznamenana u G. lucidum a jejiho vodného extraktu,
b&zné vyuzivaného v Cinské tradiéni medicing, ktery slouzil jako standard. U této houby jsou za aktivitu
odpovédné predev§im glukany. Obdobné by tomu mélo byt i u dalSich nami testovanych druhti. Pfi stanoveni
obsahu glukanu v extraktu byl obsah vyrazny pouze z L. tigrinus a R. badius. Pfi porovnani vysledkd
imunomodulacéni aktivity a obsahu glukani je patrné, ze pravdépodobné nami stanovené glukany nemaji vliv na
tuto aktivitu. Druhou moznosti bylo, ze by za aktivitu mohly byt odpovédné fenolové latky. Naptiklad u
S. crispa byl nejvyssi obsah celkovych fenolovych latek s primérnym obsahem glukant, avSak imunomodulaéni
aktivita byla nejnizsi, jaka byla v naSem testu naméfena. Je pravdépodobné, ze za imunomodulacni aktivitu
mohou byt odpovédné i jiné latky, které jsme nestanovovali.

Vysledky naznacuji, ze nckteré nami testované rostliny a houby mohou byt perspektivni ve snizovani
nasledkd vzniklych v disledku oxidac¢niho stresu. Ten ma podil na celé fadé onemocnéni a snizeni tohoto
oxidacniho stresu mize vést ke snizeni progrese téchto onemocnéni. Vysledky naznacuji mozny mechanismus
ucinkd na lidské zdravi. Pfi jejich interpretaci je vSak tieba brat v tivahu, Ze in vitro testy a provedeny screening
jsou prvnim stupném systematického vyzkumu uéinkti a slouzi pro vybér kandidatd. Do budoucna by bylo

vhodné provést podrobnéjsi studii uc¢inkd nami testovanych extraktti s objasnénim ucinku jejich pisobeni.
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