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1. Uvod

Volné radikaly svym pisobenim vyvolavaji oxidacni stres, ktery mé vliv na celou fadu
chorob, jako jsou chronickd onemocnéni, ateroskleréza, nadorova onemocnéni, diabetes
mellitus, starnuti nebo chronické zancty. 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 pfijimame antioxidacni a anti-proliferacni slouceniny, které by mohly mit pozitivni
efekt pii 1éCb¢ celé fady onemocnéni (Rice-Evans et al., 1997, Gonzalez-Vallinas et al.,
2013). Tyto biologicky aktivni slouc¢eniny jsou pfitomny piedevsim v rostlinné slozce stravy.
Vetejnost ma o téchto antioxidacnich ucincich povédomi a spolu s nim stoupa zajem
o doplnky stravy, které tyto latky obsahuji. Naptiklad vitaminy nebo rostlinné fenolové
slouceniny existuji v koncentrované formé (Cheynier, 2005, Dubost et al., 2007, Pandey and
Rizvi, 2009) a je mozné je ziskat z Sirokého spektra druhti rostlin a hub. Lécivé houby nejsou
nejvyznamnéj$im predstavitelem a neptfedstavuji majoritni podil na trhu, s témito specialnimi
potravinami. Pfesto jsou zajimavé v prevenci nadorovych onemocnéni a v podpofe imunity.
Jejich pouziti ma oporu v tradiéni ¢inské mediciné. Pfijimaji se obvykle ve formé nalevii nebo
kapsli, v n€¢kterych kulturach se pouzivaji ptfimo v kulinafstvi. Pfikladem hub s touto aktivitou
jsou Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houZevnatec jedly), Ganoderma lucidum (Curtis)
P. Krast (lesklokorka leskla) a podobné.

U téchto specidlnich potravin byl zjiStén velmi komplexni vliv na celou fadu
fyziologickych a metabolickych funkei ¢lovéka, ktery byl velmi podrobné prozkouman.
Nejéastéji to plati o houbach z jinych zemi a kultur. Ceska republika je viak zemi s velkou
tradici v houbateni a vyuZivani divokych hub v kulinafstvi. Z tohoto pohledu je tak velmi
zajimavé znat potencidl lokalnich surovin. Napfiklad nékteré druhy hub s velmi dobie
dokumentovanou aktivitou pochazejici z Ciny a rostou pfirozend i v lesich Ceské republiky.
Na rozdil od jejich prot&jski z Ciny vsak nemaji tradi¢ni vyuziti v medicing a 1é¢itelstvi.
Jejich ucinky prozkoumany nejsou nebo jsou zndmy Vyrazné méné. Pfesto mohou byt
zdrojem spektra sloucenin s u¢inky proti onemocnénim souvisejicim s oxida¢nim stresem

a nadorovym onemocnénim (Macakova et al., 2010).

Vznik nadorového onemocnéni je spojovan s oxida¢nim stresem. Dukazem, Ze rostlinné
slou¢eniny maji vliv pii potlacovani progrese nddorového bujeni, jsou farmaceuticka
cytostatika paklitaxel, vinkristin a vinblastin, ktera prokazala vyznamnou roli pii 1écbé

rakoviny a jsou béznou soucasti chemoterapie vyuzivané pii 1écbé nadorovych onemocnéni.



Nevyhodou téchto cytostatik miize byt jejich cytotoxicita vii¢i ,,normalnim* bunkdm, i1 kdyz
je vyrazné niz§i, nez vaci bunkam nadorovym (Doskocil et al., 2015). Podobné vlastnosti ma
I fada jinych sloucenin vykazujicich protinadorovy efekt. Mezi nimi jsou fenolové slouceniny,
u kterych byla taktéz zaznamenana anti-proliferac¢ni aktivita (Masci et al., 2016). Tyto
biologicky aktivni latky s antioxida¢nim a anti-prolifera¢nim u¢inkem se nachazeji zejména
v 1é¢ivych rostlinach. V posledni dobé¢ je vénovana pozornost jedlym druhtim hub a rostlindm,
které jsou bézné konzumovany a mohou mit preventivni G€inek pfed vznikem oxida¢niho

stresu (Carvalho-Silva et al., 2014, Liang et al., 2014, Diaconeasa et al., 2015).

Na zaklad¢ téchto poznatki, pfedloZena diserta¢ni prace poskytuje informace o in vitro
antioxidacnich a antiproliferac¢nich aktivitach jedlych rostlinnych ¢asti a do soucasnosti malo
vyuzivanych druhd jedlych hub. Jedna se o extrakty a dzusy z ovoce i zeleniny bézné
ptitomné ve stiedoevropské strave a extrakty jedlych hub, z fadu Polyporales (choroSotvaré),
které taktéz rostou ve stiedni Evropé. Vysledky prace a uceleny screening tak poskytuji
prvotni informace pro navazny vyzkum jejich zdravotnich uc¢inkd, ptehled o jejich chemismu,
obsahu fenolovych sloucenin, pifipadné polysacharidi, antioxida¢ni, anti-proliferacni
a imunomodulacni aktivité. U rostlin jsme se zamé&fili na vztah mezi obsahem fenolovych
slou¢enin a cytotoxicitou, inhibici produkce oxidu dusnatého (NO) u makrofagh
a antioxidacni aktivitou. U hub pak na vztah mezi slozenim vldkniny a imunomodulacni

a antiproliferacni aktivitou.



Hypotéza
Byly stanoveny nasledujici hypotézy, Ze

a) Bioaktivni slouc¢eniny bézné konzumované V ovoci a zeleniné maji antioxidaéni
a antiprolifera¢ni aktivitu.

b) Jedl¢ druhy hub fadu Polyporales mohou mit pozitivni efekt na antioxidacni,
imunomodula¢ni a antiprolifera¢ni aktivitu obdobnou, jako houby jiz vyuzivané

V tradiéni mediciné.

Cil prace

Cilem prace je zhodnoceni antioxida¢ni, imunomodulaéni a antiprolifera¢ni aktivity
bioaktivnich sloucenin z ovoce a zeleniny a z jedlych hub z fadu Polyporales, do

v v

kterého spadaji nejvyznamnéjsi 1é€ivé houby ¢inské mediciny.



2. Literarni prehled
2.1.  Volné radikaly a antioxidanty

Z chemického pohledu je volny radikal jakékoliv vysoce reaktivni molekula, atom,
¢iiont s jednim nebo vice neparovymi elektrony ve valenénim obalu, ktery je schopen
samostatné existence a dovede vytvafet fetézové reakce (Heunks and Dekhuijzen, 2000).
Zékladni formy volnych radikala jsou volné kyslikové radikaly (Reactive oxygen species;
ROS) a volné dusikové radikaly (Reactive nitrogen species; RNS). Mezi volné radikaly patii
taktéz hydroxylovy radikal a NO (Fang et al., 2002, Halliwell and Gutteridge, 2015). Jako
volné radikaly pusobi i singletovy kyslik, peroxid vodiku a kyselina chlorna (Pietta, 2000).
Bylo zjisténo, ze oxidace je dulezitd Vv biologickych procesech a to vcetné oxidacni
fosforylace v mitochondriich, bunééné signalizaci, fagocytoze a dal$ich. Na téchto ¢innostech
se podili enzymy (patii sem naptiklad hydrogen nikotinamidadenindinukleotid (NADPH)
oxidaza, xantinoxidaza, cyklooxygenaza, endotelidlni syntdza NO), které katalyzuji vznik
volnych radikalt (Li et al., 2014b). Volné radikdly mohou snadno zahajit oxidaci
membranovych lipidid, coz vede k akumulaci peroxidii lipidi (Elmastas et al., 2006, Giilgin,
2010). Jsou schopny poskozovat dulezité biomolekuly, jako jsou nukleové kyseliny, lipidy
nebo proteiny. Volné radikaly mohou zpusobit poskozeni DNA, coz mtze vést az k mutaci
(Halliwell and Gutteridge, 1990). I piesto, ze volné radikaly zptsobuji bunééné poskozeni,
jsou nepostradatelné v mnoha biologickych reakcich. Aby nedochazelo k jejich negativnimu
projevu, je tieba je udrzovat v rovnovaze prostfednictvim takzvanych antioxidantt (Halliwell

and Gutteridge, 2015).

Antioxidanty Ize definovat v souladu s tvrzenim, Ze se jedna o ,,jakékoliv latky, které
pfimo vychytavaji ROS nebo plsobi nepiimo a reguluji antioxidacni obranu nebo inhibici
ROS* (Khlebnikov et al., 2007). Antioxida¢ni ochrana je zprostifedkovana riznymi zpisoby.
Mezi né€ patii inhibice ROS, volnych radikali lipidi, pferuSeni mnozeni fetézce autooxidace.
Dale zhaseni singletového kysliku pomoci synergii s dal§imi antioxidanty nebo chelaty iontt
kovi, které predavaji kov pro-oxidantim (derivaty zeleza a médi) do stabilniho produktu
a inhibitory pro-oxida¢nich enzymt (Darmanyan et al., 1998, Heim et al., 2002, Min and
Boff, 2002, Pokorny, 2007, Kancheva, 2009). I pies ztratu elektronu nevznikaji z antioxidantu
volné radikaly, ale jsou to latky nadale stabilni (Denisov and Afanas'ev, 2005). Antioxidanty
se déli na vysokomolekularni antioxidanty, kam patfi fada riznych enzymu, jako jsou
superoxiddismutaza, kataldaza nebo glutationperoxidaza (Sies, 1985, Antunes et al., 2002,

Passardi et al., 2005). Druhou skupinou jsou antioxidanty nizkomolekularni, kam patii



neenzymatické antioxidanty jako je glutation, askorbova kyselina, mocova kyselina, bilirubin,
tokoferol, koenzym Q10 a karotenoidy (Benaroudj et al., 2001, Zitiianova et al., 2004, Valko
et al., 2007). Dalsi nizkomolekularni antioxidanty mohou pochazet z potravin a jsou zalozeny
na rostlinné bazi. NejCastéji se jednd o fenolové slouCeniny, které maji vliv na ROS/RNS

(Giilgin, 2012, Bunea et al., 2012).

2.2. Oxidacéni stres a lidské zdravi

Negativni pusobeni volnych radikalti ozna¢ujeme pojmem oxidaéni stres (Valko et al.,
2007). Uginky oxidaéniho stresu jsou ndhodné povahy. Bylo popsano na 150 poruch zdravi,
zpusobenych oxida¢nim stresem (Halliwell, 1994) a dalSich specifickych onemocnéni, kdy
oxidaéni stres hraje primarni roli pii vzniku onemocnéni (Yan et al., 2013, Li et al., 2013).
Oxidacni stres je jednim z faktorti vzniku aterosklerdzy, kdy dochédzi k produkci ROS,
v endotelialni hladké svaloviné a v bunikach adventicia (Cai and Harrison, 2000). Zjevna
dialezitost ROS pfii cévnich onemocnénich vede k znacnému zdjmu o enzymatické zdroje,
které pftispivaji k produkci volnych radikalti v cévnich tkdnich. Zda se, ze v tomto procesu
hraje dulezitou tlohu xantinoxiddaza, NADPH, mitochondrialni zdroje a NO-syntaza (NOS)
(Ohara et al., 1993, White et al., 1996, Griendling et al., 2000, Laursen et al., 2001, Ballinger
et al., 2002). Presto oxidacni stres Casto vznika, jako disledek onemocnéni, kdy dochazi
ke zvysené produkci ROS/RNS (Rahal et al., 2014). Casto tomu tak je u poranéni pokozky
(Halliwell et al., 1992). Tato kapitola ma za cil shrnout potencial antioxidantii pii 1é¢bé

a prevenci nemoci, u kterych oxidaéni stres hraje dtlezitou roli v jejich progresi.

2.2.1. Ateroskleréza

Ateroskler6za je hlavni pfi¢inou srdecniho infarktu, mrtvice a gangrény na koncetinach.
Pro aterosklerézu je charakteristické zesileni cévni stény, v disledku ukladani
nizkodenzitniho lipoproteinu (Low-density lipoprotein, LDL), ¢imZ dochézi k postupnému
zamezeni pratoku krve cévami. Omezeny piistup krve postihuje zejména mozek a srdce, kdy
dochazi k infarktu myokardu nebo mrtvici (Ross, 1993). Mezi dalsi rizikové faktory patii
vysoky krevni tlak se zanéty (Chae et al., 2001). Moznosti prevence a lécba spocivaji
ve snizeni LDL, kdy i sniZeni hladiny LDL o 1 mmol/l snizuje riziko kardiovaskularnich
onemocnéni (Cholesterol Treatment Trialists, 2012) tim, ze dojde ke snizeni oxidace LDL
(Navab et al., 2004). U LDL dochazi k endogenni oxidaci pusobenim ROS, RNS



a reaktivnich forem chléru, jako jsou napiiklad kyselina chlorna, lipoxygenazy a dalsi (Navab
etal., 2012, Nicholls and Hazen, 2005).

2.2.2. Cysticka fibréza

Cysticka fibroza (CF) je dédicna smrtelnd lidska nemoc, kterd postihuje zejména
dychaci a travici soustavu. Tato nemoc je zplUsobena mutaci v genu, ktery koduje
transmembranovy regulator vodivosti (Ziady and Hansen, 2014). Tato mutace je umisténa na
chromozomu 7 (band q31-32). Zde se nachazi i vadny membranovy protein CFTR (CF
transmembranovy regulator vodivosti CFTR), ktery je zapojen do transportu chloridovych
lontll pod kontrolou proteinkinazy A. Narusuje normalni pohyb vody a elektrolytl v riiznych
epitelidlnich buiikdch. Narusen je pohyb zejména v dychacich cestach, ale také
V gastrointestinalnim traktu, v systému vylucovani potu a dalSich organech (Van Der Vliet et
al., 1996). Pfitomnost vadného CFTR se projevuje vytvofenim redoxni nerovnovahy
v epitelidlnich bunikdch a extracelularni tekutin€. Tato redoxni nerovnovaha zpusobuje
abnormalni tvorbu ROS. Konstitutivni porucha metabolismu glutationu, spolu se snizenym
pfijmem a absorpci antioxidacnich vitamini rozpustnych v tucich, by mohla pfispét ke
zvyseni oxidaéniho stresu a k progresi klinického stavu (Back et al., 2004, Wood et al., 2003,
luliano et al., 2009). Kvantifikace oxida¢niho stresu mize byt provedena pomoci hodnoceni
detekce peroxidace lipidi, kdy u pacienti s CF byly zaznamenany zvySené hladiny
4-hydroxy-2-nonenalu (HNE) a malondialdehydu (MDA) i pfes normalni hladinu vitaminu E,
A a C. Hladiny HNE a MDA se postupné s vékem zvySuji a koncentrace antioxida¢nich

vitaminu v krvi se snizuje (Lezo et al., 2013).

2.2.3. Zanétliva onemocnéni stiev

Mezi zanétlivd onemocnéni stiev patii ulcerdzni kolitida (UK) a Crohnova nemoc (CN).
Ob¢ nemoci se vyznacuji tim, Ze maji chronickou recidivujici imunitni aktivaci a zanéty
Vv gastrointestinalnim traktu. Obecné je zanctlivé onemocnéni stfev zplisobeno dysfunkci
imunitniho systému v gastrointestindlnim traktu. Onemocnéni je doprovazeno pronikdnim
zanétu do stfevni sliznice (Brandtzaeg et al., 1997). Nejsou vSak znamy konkrétni cesty, jak
toto bunécné poskozeni vznikd. Ma se za to, ze potencidlné Skodlivym je oxidacni stres. Ten
je povazovan za mozny spousté¢ zanétlivého onemocnéni stfev, jelikoz bylo potvrzeno, Ze

ROS hraji roli pfi tomto onemocnéni (Spitz et al., 2004). To potvrdily studie, které prokazaly



zvySenou tvorbu ROS a RNS, vcetné superoxidu, peroxidu vodiku a dalSich ve sliznici
tlustého stieva, u zvifecich modela (Pavlick et al., 2002, Tanida et al., 2011). Béhem toho
dochazi k aktivaci prozanétlivych latek, jako jsou cytokiny ((TNF-a (Faktor nadorové
nekrozy-a), IFN-y (interferon)), leukotrieny By, faktor aktivujici desti¢ky imunokomplext
(Leusen et al., 1996) makrofagu a neutrofila (Maloy and Powrie, 2011). U lidi byla prokazana
ve stfevni sliznici peroxidace lipidi (napf. reaktivnimi aldehydy, F2-isoprostany)
a transformace bilkovinnych kationtt (napfiiklad proteinové karbonyly) (Cracowski et al.,
2002, Hatsugai et al., 2010). Naopak jsou ve sliznici snizené obsahy antioxidanti, jako jsou
koenzym Q10, glutation, superoxiddismutdza, katalaza, paraoxondza-l1 a metalotionein
(Kruidenier and Verspaget, 2002, Rezaie et al., 2007, Catarzi et al., 2011). To je
pravdépodobné v disledku reakce na oxidacni stres, kdy tkané zpocatku reaguji zvySenou
produkci antioxidantl. Pfetrvdvajici oxidacni stres vyc€erpava schopnost organismu
produkovat vice antioxidantd, coz nakonec v dusledku vede ke snizeni hladiny
produkovanych antioxidantt (Rezaie et al., 2007). Mnohé provedené studie prokazaly, ze je
vyrazné snizena antioxida¢ni kapacita u UK i CN (Rezaie et al., 2006, Koutroubakis et al.,
2004, Jahanshahi et al., 2004, Barbosa et al., 2003). Holmes et al. (1998) pozoroval 1,7x
narust oxidovaného glutationu v tlustém stfevé u UK v porovnani s neaktivnim onemocnénim
pacientll. V jedné z mnoha provedenych studii trvajicich 3 mésice sledovali Geerling et al.
(2000) ucinky podavani antioxidant (napft. selen 12,4 pg, B-karoten 150 pg, vitamin E 4 mg
a vitamin C 150 mg) a n-3 mastnych kyselin u 25 pacientii s CN. Béhem této doby byla
vyrazn¢ zvySena celkova antioxidani aktivita a doSlo ke zvySeni aktivity
superoxiddismutazy, zatimco po pifidani antioxidantu byla aktivita glutationperoxidazy
snizena. Vysledkem studii je, Ze pfidavek antioxidantl zlepSuje stav pacientd s CN, pfitom

vede k niz$i mobilizaci vnitiniho antioxida¢niho mechanismu.

2.2.4. Nadorova onemocnéni

U c¢asti nadorovych onemocnéni se jednd o genetickou poruchu, pii které
charakteristicky dochdzi k nadmérné proliferaci. K tomu dochazi v jedné bunice, které prosla
nckolika bunécnymi delenimi s mutacemi (Nowell, 1976). Béhem déleni je geneticka
informace obsazend v buiice zménéna. K témto zménam dochdzi v duasledku vystaveni
fyzikalnim karcinogenim (napf.: ultrafialové zafeni, ionizujici zafeni) nebo chemickym

karcinogenim (jako jsou naftylamin, N-nitrosamin) (Bertram, 2000). Genetické modifikace
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bunék zplsobuji nefinnost u signalnich drah, které reguluji bunéné déleni. Tato mutace

muze vést az k samovolné proliferaci a rakoviné (Kufe et al., 2003).

Dals$i moznosti vzniku nadorového onemocnéni je pifimé pusobeni volnych radikali
ROS, jako je superoxid pfitomny v dychacim fetézci mitochondrii a z ného vznikly hydrogen
peroxid. Druhou moznosti je nepiimé pisobeni enzymli monoaminooxidazy a hydroxylovych
radikali, které mohou modifikovat a rozru$it purinové a pyrymidové baze, coz vede
k poskozeni DNA (Matés et al., 2010). ROS mohou vyvolat zmény sekvence DNA ve formé
mutaci, deleci, amplifikace genu a transkripce DNA (Matés et al., 2008). Hromadi se diikazy,
7ze ROS mohou také slouzit jako kritické signalni molekuly buné¢né proliferace (Ray et al.,

2012). Podporuji metastaze naddort, prostiednictvim genové aktivace (Ishikawa et al., 2008).

Dale ROS mohou regulovat expresi hladiny Bcl-2 (z genové rodiny bel gend - B-cell
lymphoma, gend ovliviiujici propustnost mitochondrialni membrany), ovliviiovat jeho funkci
a indukovat bunéénou smrt, ptes nekrotické nebo apoptotické drahy (Azad et al., 2010).
Regulace apoptézy zahrnuje aktivaci receptorti, zmény v hladinach exprese rodiny proteind
Bcl-2, aktivaci kaspazy a mitochondrialni disfunkci (Ryter et al., 2007). C-JUN-N-termalni
kin4zy, nebo stresem aktivované proteinkindzy a enzymy z rodiny mitogen aktivovanych
proteinkindz, jsou také zapojeny do ROS zprostiedkované bunééné smrti (Shen and Liu,
2006). Jiz pii nizké az stiedni koncentraci mohou ROS vyvolat bunééné starnuti a apoptozu
nebo mohou prospésné puisobit na fyziologii v antimutagennich drahach (Valko et al., 2006,
Tan et al., 2011). Nicméné ROS pisobi jako poslové v transdukénich signalnich drahach
(Zamocky et al., 2008) a jsou povazovany za vyznamné mediatory poskozeni buné¢nych
struktur, v¢etné lipidii, membran, bilkovin a DNA (Valko et al., 2007). Zvysené hladiny
reaktivnich forem jsou spojeny s ontogenni stimulaci a oxida¢nim stresem a ROS miiZe proto

byt povazovan za dilezity faktor karcinogeneze (Valko et al., 2006).

Fytochemikalie zrostlin a hub mohou byt dulezitym faktorem pii 1é¢bé rakoviny
a chemoprevenci nebo chemoterapii. Mnoho slozek z rostlin vykazuje ucinky na bunécnou
apoptozu a modulaci intracelularniho redoxniho stavu (Shu et al., 2010). Mnoho antioxidantt
z fenolovych sloucenin, jako je napiiklad katechin, epigallokatechin gallat (EGCG)
detoxifikacnich/antioxida¢nich enzymu, které jsou zprostfedkovany integrovanym Nrf2
(nuklearni faktor) (Jomova et al., 2010, Tan et al., 2011, Saw et al., 2011, Shu et al., 2011).
Vétsina fytochemickych sloucenin piisobi na vice drah. Naptiklad u EGCG bylo prokazéano,

ze ma vice vlivh na bunény cyklus, na protizanétlivou a protinddorovou regulaci
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prostiednictvim modulace NF-kB, COX-2, DNA metyltransferazy p38 a metaloproteinazy-2
(Jeong et al., 2004, Pandey and Gupta, 2009, Jagtap et al., 2009).

2.3. Oxidaéni stres a imunita

Jednim z mnoha moznych zplGsobli vzniku nadorového onemocnéni je oslabeni
imunitniho systému. V tomto piipadé¢ dochédzi k poruse bunécné signalizace a poSkozené
bunky nejsou imunitnim systémem rozpoznany a eliminovany (Zou and Chen, 2008).
Za normalnich fyziologickych podminek jsou, pro udrzovani vlastni tolerance a k ochrané

pied poskozenim, klicové imunitni parametry.

Imunitu 1ze rozdélit na dvé zakladni skupiny a to podle rychlosti a specificnosti reakce.
Prvni skupinou je imunita vrozena, zahrnujici prvky imunitniho systému (neutrofily,
monocyty, makrofagy, cytokiny) a poskytujici okamzitou obranu hostitele. Druhou skupinou
je adaptativni imunita, zalozend na reakci specifickych antigenu prostfednictvim
T-lymfocytii a B-lymfocytii. Tato imunita je presné cilend na pamét’, kdy pii dalsi expozici je

odpovéd’ rychlejsi, nez v piipad¢ vrozené imunity (Parham, 2014).

Hlavnim prvkem vrozené imunity je aktivace neutrofili v misté€ infekce. Ty jsou uréeny
K neutralizaci patogenti (Witko-Sarsat et al., 2000). Stejny postup, ale vyskytujici se na
nevhodném mist¢ a v nevhodny cas, vede k zanétlivym onemocnénim pojivovych tkani,
zanétim a syndromu zanétlivé odpovédi (Mackay, 2001, Feldmann and Maini, 2001).
Aktivované neutrofily se v imunitnim procesu zcastiuji prostiednictvim fagocytézy. To je
proces, kdy dochézi ke zvétSeni cytoplasmatické membrany, kterd vytvoii membranovy vacek
(fagozom) okolo pohlcované cCastice. V takto vzniklé cytoplazmatické granuli z neutrofild
dochazi ke kombinaci dvou mechanismi. Jednak dochazi k reakci s kyslikem pfi respiraénim
vzplanuti a dale dochazi k postupné redukci kysliku pomoci NADPH oxiddzy, vedouci
k produkci ROS (Garred et al.,, 1995). ROS jsou nezbytné pro aktivaci zanétlivych
multiproteinovych komplext, zndmych jako inflamazémy (Haneklaus et al., 2013). Ty jsou
hlavnim ¢idlem bunécnych stresovych signalti. ROS totiz méni chemické struktury riiznych
molekul prostfednictvim oxidacnich modifikaci specifickych epitopi, které jsou vysoce

imunogenni a mohou zpuUsobit aktivaci adaptivni imunity (Leonard and Maes, 2012).

Adaptivni imunitni systém (vétsinou) rozpozna proteinové cile a antigeny, protoze jeho
pfednosti je vyjimecnéd specificnost a schopnost rozliSovat strukturdlni rozdily kodované

VvV jediné aminokyselin¢. Také se mlze pochlubit paméti umoziujici zlepSeni specificnosti
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a rychlosti odezvy, v piipadé nalezeni stejného antigenu, pii dal$i expozici (Lilic, 2009).
Ziskanad imunita zahrnuje specifické rozpoznavaci molekuly (antigeny), vazajici se na
patogeny, které jsou rozliSeny jako cizi hostitelé¢. Antigeny funguji prostiednictvim protilatek

imunoglobulint (Ig) produkovanymi B-lymfocyty a T-lymfocyty.

T-lymfocyty hraji kliCovou roli v imunitni odpovédi na infekéni agens. Pro optimalni
a vhodnou imunitni odpovéd’ T-lymfocyti je vyzadovana aktivace pies T-bunécné receptory
(T cell receptors — TCR) (Williams and Kwon, 2004). Tyto bunécné receptory jsou schopny
rozpoznat antigeny vystavené na povrchu bunék, kde dochazi k expresi peptidovych
fragmentli, odvozenych z patogenu, na bunécny povrch T-lymfocyti, které dale signalizuji
infekci bunky. Tyto fragmenty jsou déle transportovany k povrchu infikovanych bunék a tam
jsou spojeny s proteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (major histocompatibility
complex — MHC). Existuji dvé tfidy MHC, lisici se zdrojem vazaného peptidu. Oznacujeme
je MHC | aMHC II. MHC 1 vaze peptidy pochazejici z patogennich proteint, které jsou
syntetizovany uvniti hostitelskych bunék cytosolu. Peptidy navazané na MHC II jsou
odvozeny z patogenu, které byly fagocytovany makrofagy nebo buinikami prezentujicimi
antigen (makrofagy, dendritické buiky, B-lymfocyty) (Calder and Kew, 2002). Antigeny
nejsou zpracovavany a piedavany efektivné. Nicméné piidanim ligandu TLR (Toll-like
receptor) na fagozom dojde k efektivnimu zpracovani a prezentaci antigenu apoptickych
bun¢k. TLR signalizace ve fagozému je dilezita pro aktivaci procesu antigenu a proteinovych

cest MHC Il (Torchinsky et al., 2009).

Aktivace T-lymfocyti a proliferace vyzaduji koordinovanou aktivaci proteokinaz,
transkripcnich faktorti a produkci cytokini. Mitogenni aktivita vyvolava silnou proliferaci
T-lymfocytii. Pfidavek antioxidantli inhibuje proliferaci a produkci IL-2, ktera je vyZadovana
pro optimalni rozsifeni T-lymfocytt (Fidelus et al., 1987, Novogrodsky et al., 1982, Dornand
and Gerber, 1989, Chaudhri et al., 1988). Z toho vyplyva, ze produkce ROS je dilezita
ke zprostiedkovani aktivace T-lymfocytd (Chaudhri et al., 1986). Na rozdil od toho nékteré
studie uvadéji, ze vystaveni exogennim oxidacnim stresim potlacuje mitogenni nebo
antigenni indukci aktivace T-lymfocytu (Schmielau and Finn, 2001, Patterson et al., 1988).
Dalsi studie vSak takto jednoduchy pohled komplikuji.

Ve skutecnosti se ukazalo, Zze peroxid vodiku mtze inhibovat a za urcitych podminek
také stimulovat proliferaci lymfocytii (Roth and Droge, 1987, Patterson et al., 1988, Los et al.,
1995). Rostouci mnozstvi intracelularnich antioxidantt jako je glutation (GSH), zvySuje

proliferaci mySich slezinnych lymfocytti v reakci na mitogeny (Fidelus and Tsan, 1986,
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Fidelus and Tsan, 1987). Vyznam intracelularniho GSH v aktivaci T-lymfocyta byl také
prokazan s pouzitim inhibitord GSH syntézy, ktera snizuje produkci IL-2 (Hehner et al.,
2000). V nedavné dob¢ bylo prokazano, ze antioxida¢ni enzymy (jako je superoxiddismutazy
nebo katalaza) nebo pfirodni antioxidanty (askorbova kyselina) nemaji Zadny vliv na
proliferaci lidskych primarnich T-lymfocyt pii stimulaci CD3 x CD28 (CD - diferencia¢ni
skupina; CD patii mezi membranové antigeny) (Belikov et al., 2014). Jedna se o proteiny
exprimované v T-bunkach, které poskytuji kostimulacni signaly, vyzadované pro aktivaci
a preziti T- bunék. I po desetiletich intenzivniho zkoumani zistava stale spornou otazka vlivu
ROS na potla¢eni/podpoieni funkce T-lymfocytu. Pozorované rozdily mohou byt vysledkem
pouzitych raznych T-lymfocytd a jejich podskupin, kdy u nich miize dochéazet k rozdilné

citlivosti na oxidaci.

Kromé¢ zjisténi, ze antioxidanty a peroxid vodiku stimuluji aktivitu T-lymfocytd, jsou
T-lymfocyty zdrojem ROS. Mnohé studie prokazaly, ze TCR spousti produkci, jak
singletového kysliku, tak peroxidu vodiku v lidskych a mysich T-lymfoblastech,
T-lymfocytech a také v Jurkat T-lymfocytech (Devadas et al., 2002, Kwon et al., 2003,
Jackson et al., 2004, Remans et al., 2004, Kaminski et al., 2012, Belikov et al., 2014).
Produkce ROS u T-lymfocyti je, vzhledem k velmi nizké koncentraci obtizna (Williams and
Kwon, 2004),

2.3.1. Role fagocytézy v imunitnim systému

Fagocytoza je definovana jako bunééné pohlceni ¢astic (> 0,5 pm) v ramci plazmatické
membrany. Je Uizce spjata a ¢astecné piekryva endocytdzy rozpustnych ligand pomoci tekuté
faze pinocytdzy a receptorovych cest. Cizi télesa z infikovanych mist jsou fagocytovany
neutrofily, makrofagy a dendritickymi buikami (Flannagan et al., 2012). K jejich oznaceni
se miize pouzit pojem ,,profesiondlni fagocyty®, protoZze fagocytdza je jejich primarni kol
(Lozupone and Fais, 2015, Wunderlich et al., 2015). Fagocytoza pusobi v prvni obranné linii
proti infekci a také hraje dalezitou roli v zahdjeni adaptativni imunitni reakce, podporované
zapojenim uvoliiovanych prozanétlivych cytokind.

K iniciaci fagocytézy dochdzi pfichycenim ¢astice na receptory plazmatické membrany
a jejich aktivaci. Signal pfenosové kaskady se spousti s novym uspotfddanim aktinového
cytoskeletu, které¢ vede k prodlouzeni plasmatické membrany po stranach castice. V té se

postupné uzavira, az dojde k Gplnému zavieni a vzniku fagocytarni vakuoly. U fagocytarni
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vakuoly dochazi k postupnému dozravani riznymi fuzemi, St€penim, které zahrnuji zejména
endozomy, ve specialnich piipadech také pomoci endoplazmatického retikula a je ptipraveno

pro fuzi s lysozomem (obr. 1) (Pavelka and Roth, 2015).
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Obr. 1: Fagocytarni vychytavani exogennich &astic - je vysledkem dynamické, integrované sekvence
spojeni plazmatické membrany s intracelularnimi vezikularnich membrani, zrani fagozomu, které vyvrcholi ve

fazi fagolysozému a traveni. Upraveno dle Gordon (2016).

2.4.  Biologicky aktivni slouceniny u rostlin a hub
2.4.1. Slouceniny s antioxida¢ni a antiprolifera¢ni aktivitou
2.4.1.1 Vitamin E (a-tokoferol)

V piirodé existuje osm izomert tokoferolu, které spolecné zahrnujeme pod oznaceni
vitamin E. Nejvice rozsifenym a biologicky nejucinnéj$im je o—tokoferol (Food and Nutrition
Board et al., 2000). Vitamin E je silnym zhaSe¢em radikald, branicim Sifeni volnych radikala
Vv membranach a plazmatickych lipoproteinech (Traber and Atkinson, 2007). Vitamin E hraje
dilezitou roli v antioxida¢ni ochrané lipidd, biologickych membran a lipoproteinové plazmy.

Je tak povazovan za prvni linii obrany pii fetézovych peroxidacnich reakcich polyenovych
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mastnych kyselin (Sies and Murphy, 1991). Tokoferol dokaze reagovat 1000x rychleji, nez
polyenové mastné kyseliny (Buettner, 1993). Reaguje s meziprodukty lipoperoxidace, méni
je na hydroperoxidy, které jsou nasledné rozkladany enzymem glutationperoxidazou. Tim
dochazi k preruseni fet¢zové reakce. Po odstépeni vodiku z jeho fenolové skupiny vznikaji
tokoferoxylové radikaly, a aby byla mozna jejich zpétna regenerace na vitamin E, reaguji
vétSinou s kyselinou askorbovou. Sled reakci provazejicich oxida¢ni modifikace lipoproteini
o nizké hustoté, muze vést az k aterosklerdze. Z toho divodu se neustale in vitro i in vivo
zkouma vzajemny vztah mezi pfijmem vitaminu E a vznikem téchto negativnich stavl
(Stephens et al., 1996). Kromé antioxida¢nich vlastnosti plni vitamin E v bunce také signalni
funkci a podili se na pochodech, jako je bunécna proliferace (Arya et al., 1998, Aziz et al.,
2003, Sylvester and Shah, 2005, Cheng et al., 2013, Cheng et al., 2014). Vitamin E
je nezbytny pro zachovani imunologické funkce u seniorti (Meydani et al., 1997), zejména
pokud jde o imunitni synapse CD4 receptora T-lymfocytd, které jsou dilezité pro T-bunécnou
signalizaci a funkci imunitniho systému (Ahmed et al., 2004). Suplementace ma sviij vyznam
u deficientnich subjektl, napi. u piedcasné narozenych déti (Debier, 2007) nebo u subjektt
s vrozenym nedostatkem syntézy glutationu, pfipadné glukdzo-6-fostatdehydrogenazy

(Ristoff and Larsson, 1998).

2.4.1.2 Askorbova kyselina

Struktura askorbové kyseliny je podobna glukoze, ze které se u vétSiny savet vytvari.
Pro primaty, ¢lovéka a nékteré dalsi savce, je askorbova kyselina esencialni a jsme odkézani
na jeji prijem potravou (Sanchez-Moreno et al., 2003). Predpoklada se, ze ztrata schopnosti
syntézy askorbové kyseliny vedla k zvySenému vzniku ndhodnych mutaci a mohla byt
pfi¢inou rychlejsiho vyvoje ¢lovéka (Challem, 1997). Urcitou nahradou za neschopnost
vytvaret askorbovou Kkyselinu, pfedstavuje mocova kyselina. Lidsky organismus pfiSel
Vv pribéhu evoluce o enzym urikazu. To vedlo ke zvySeni hladin uratd, soli mocové kyseliny
Vv télnich tekutinach, které slouzi jako vyznamny antioxidant (Racek, 2003). Block et al.
(2004) zjistili, ze askorbova kyselina muze snizit hladinu C-reaktivniho proteinu, coZ je
marker zanétu a mozna i prediktor onemocnéni srdce. Askorbova kyselina v organismu
zastava celou fadu dalSich dualezitych funkci. Vystupuje jako kofaktor fady enzymi, ucCastni se
hydroxylace prolinu a lysinu pii biosyntéze kolagenu, podili se na tvorbé karnitinu
a noradrenalinu a je zapojena do metabolismu cholesterolu. DileZita je i pro redukci Fe** na

Fe?* v travicim traktu. Mimo to mé také vyznamné postaveni v oxidatné-redukénich dgjich
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(Murray et al., 2012). Piasobenim volnych radikala askorbova kyselina oxiduje na
dehydroaskorbat. ZvySena zatéz volnych radikali mize vyvolat pokles koncentrace kyseliny
askorbové v krevni plazmé. Nedostatkem askorbové kyseliny proto nejcastéji trpi kutaci, lidé
prodélavajici t€zké infekce, lidé s hypertensi nebo pacienti se septickym Sokem (Galley et al.,
1997). Prostiednictvim zvySovani aktivity fagocytd a jejich ochranou pied oxidaci ziejmé
stimuluje obranyschopnost organismu. Z ovoce a zeleniny jsou nejvyssi koncentrace
askorbové kyseliny nachdzeny u papriky, rajéete, citronu, cerveného rybizu a brokolice
(Sanchez-Moreno et al.,, 2003). Vice nez 85 % celkového piijmu askorbové kyseliny
u ¢lovéka je pfijimano potravou, zejména prostiednictvim piijmu ovoce a zeleniny (Davey et

al., 2000)

2.4.1.3 Karotenoidy (f-karoten)

Karotenoidy jsou lipofilni rostlinné pigmenty, fadici se mezi terpenoidy, odpovédné za
cervené, oranzové a zIuté odstiny ovoce nebo zeleniny (Rao and Rao, 2007). Jedna se
0 nejvyznamngj$i zdroj vitaminu A (Paiva and Russell, 1999). Existuje vice jak 600
karotenoidl. Jen 40 znich je pfitomnych v lidské potravé a jen 20 z nich bylo nalezeno
v lidské krvi a tkanich. Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou B-karoten, a-karoten, lykopen, lutein
a kryptoxantin (Gerster, 1997). 1 kdyZz jsou karotenoidy pfitomny v mnoha bé&znych
potravinach, jako jsou ovoce, zelenina a produkty z nich (naptiklad dzusy), pfedstavuje hlavni
potravinovy zdroj zluto-oranzova zelenina a ovoce. Ta byva zdrojem B-karotenu a a-karotenu
a oranzové plody poskytuji a-kryptoxantin. Tmava zelené zelenina poskytuje lutein a rajcata
lykopen (Mangels et al., 1993). Mezi bohaté zdroje B-karotenu patii mrkev. U ni az 85 %,
z karotenoidu tvoii PB-karoten. Dal$im dualezitym zdrojem karotenoidd je Spenat (Spinacia
oleracea), kapusta (Brasica oleracea), vodni meloun (Citrullus lanatus var. lanatus), petrzel
(Petroselinum crispum), rajc¢ata (Solanum lycopersicum L.), brokolice (Brasica oleracea var.
botrytis italica) a tykev (Cucurbita pepo) (Ong and Tee, 1992, Reboul et al., 2006). Na
zaklad¢ epidemiologickych studii zkoumajicich obsah tkanovych karotenoidi a jejich piijem
V potravé, je potvrzen vliv karotenoidil na sniZzeni chronickych onemocnéni a vyskyt rakoviny
(Agarwal and Rao, 2000, Johnson, 2002, Elliott, 2005, Boeing et al., 2012, Kaulmann and
Bohn, 2014, Leoncini et al., 2015).
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2.4.1.4 Rostlinné fenolové slouceniny

Nejvetsi pozornost, z antioxidaéng plisobicich latek pritomnych v ovoci a zelening, je

v posledni dobé soustfed’ovana na rostlinné fenolové slouceniny (tab. 1). V roce 1930 byla

Z pomerance izolovana nova substance, pivodné myln¢ povazovana za vitamin P. Az pozdé&;ji

bylo zjisténo, Ze se jedna o flavonoid (rutin) a nejedna se o vitamin, v pravém slova smyslu

(Nijveldt et al., 2001).

Tabulka 1: Piehled nékterych fenolovych sloucenin a jejich biologickych téinku.

Bunéc¢na linie /zvifeci

Slou¢enina Cilova aktivita Zdroj
model
Apigenin iNOS, COX-2 Mysi makrofagy (Liang et al., 1999)
Apigenin COX-2 T1 a T17 buiky (Kang et al., 2009a)
Butein IL-8 HT-29 bunky (Lee et al., 2007)
Epigallokatechin COX-2 SW837 bunky (Shimizu et al., 2004)
Epikatechin COX-2 TP-1 buiky (Zhang et al., 2006)
Hesperidin COX-2, NO, RAW264.7 butiky (Sakata et al., 2003)
prostaglandin

Katechin IL-12 J774.1 bunky (Ichikawa et al., 2004)
Kvercetin iINOS Mysi hepatocity (Martinez-Florez et al.,

2005)
Kvercetin iNOS, COX-2 Lidské lymfocyty (Raso et al., 2001)
Kvercetin TNF-a, IL-1p- Periferni krevni buniky (Sternberg et al., 2008)
Kvercetin Fagocytoza WEHI bunky (Yuetal., 2010)
Kvercetin, kaempferol iNOS, COX-2 Jaterni bunky (Garcia-Mediavilla et al.,

Kvercetin, kaempferol
Gallova kyselina
Chlorogenova kyselina
Kavova kyselina

Kavova kyselina
Luteolin

Luteolin, fisitin, apigenin
Nobiletin

Rutin, kvercetin

TNF-q, IL-6, IL-1p-
COX-1, COX-2
iNOS, COX-2
COX-2

iNOS, COX-2
iNOS, COX-2
IL-4,1L-5, IL-1p-
COX-2

iNOS, COX-2

RBL-2HR butiky
HL-60 bunky
RAW264.7 bunky
JB6 buiky
RAW264.7 bunky
RAW264.7 bunky
Lidské basofily
Lidské fibroblasty
RAW264.7 buiiky

2007)

(Park et al., 2008)
(Madlener et al., 2007)
(Hu and Kitts, 2004)
(Kang et al., 2009b)
(Hu and Kitts, 2004)
(Chen et al., 2007)
(Hirano et al., 2004)
(Lin et al., 2003)
(Shen et al., 2002)

COX-2 cyklooxygenaza; iNOS — indukovatelna syntaza oxidu dusnatého; IL-8 — interleukiny; TNF-o — Faktor

nadorové nekrozy-a.
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Toto zjisténi vedlo k zahajeni série vyzkumi, s cilem izolovat dalsi fenolové slouceniny
a prostudovat jejich mechanismy pisobeni. Celkem je znamo vice jak 8 000 rozli¢nych
struktur, které 1ze rozdélit na fenolové kyseliny (mono-, di-, tri- hydroxybenzoové kyseliny
a derivaty skoficové kyseliny), stilbeny, lignany a flavonoidy (flavonoly, flavony, flavanoly,
flavanony, isoflavony, antokyanidiny). Jednotlivé skupiny se od sebe liSi poctem fenolovych
kruhti (Manach et al., 2005). Na rozdil od tradi¢nich vitamin nejsou esencialni. Zatimco
vitaminy maji v téle vytvofeny specidlni mechanismy pro jejich zadrzovéni, fenolové
slouCeniny jsou zpracovavany jako xenobiotika (Lugasi and Hoévari, 2003). Fenolové
slouceniny zvySuji biologickou hodnotu potravin, ve kterych se vyskytuji a jsou nositely
kvality, na jejimz zékladé mohou byt potraviny oznacovany jako ,funkéni* (Kaur and

Kapoor, 2001).

U ovoce a zeleniny jsou fenolové slouceniny vyznamnym prvkem, podilejicim se na
jejich jakosti, ovliviwuji chut’, barvu a nutri¢ni slozeni (Cheynier, 2005). Obsah fenolovych
sloucenin v potravinach zavisi na kultivaénich technikach rostlin, kultivarech, podminkach
rlstu, procesu zrani, zpracovani ovoce ¢i zeleniny a na zpusobu jejich skladovani. Napiiklad
loupani, kréjeni, vateni a smaZeni cibule mize redukovat celkovy obsah kvercetinu az o 75 %
(Naczk and Shahidi, 2006). Denni piijem fenolovych slouéenin se pohybuje kolem hodnoty
1g (Scalbert and Williamson, 2000). Doporu¢eny denni piijjem flavonoidi by se mél
pohybovat kolem 25 mg/den (Haidari et al., 2008). Takovy pfijem je vyrazné&ji vyssi, nez

pfijem antioxida¢nich vitamint (Scalbert and Williamson, 2000).

Provedené studie na ovéteni u€innosti fenolovych sloucenin, uskute¢néné na bunéénych
tkanich nebo zvifatech prokazaly, Zze fenolové slouceniny maji antioxidacni
a protinadorovou aktivitu. Casto se ukazuje, Ze tyto sloudeniny maji kromé aditivniho Gi¢inku
také synergicky Gc¢inek (Liu, 2003, Nagaprashantha et al., 2011, Atanassova et al., 2011, Khan
et al., 2012, Angst et al., 2013, Yang et al., 2015, Hung et al., 2015, Du et al., 2012, Chen et
al., 2015).

Nejpocetnéjsi skupinou z fenolovych sloucenin jsou flavonoidy vyskytujici se vyhradné
v rostlinach, nejcastéji ve formé glykosidii. Z chemického hlediska se jednd o skupinu
ruznorodych latek, jejichz zaklad tvofi jedno, ¢i vice aromatickych jader (mnohdy
s heterocyklickou strukturou), na néz se vaze nékolik fenolovych skupin (Balasundram et al.,
2006). Derivaty flavonoidi, které se vyskytujici volné v prirodé — tzv. bioflavonoidy, jsou
odvozeny od heterocyklu flavanu. Antioxida¢ni ucinek bioflavonoidli zavisi na jejich

struktufe, poloze hydroxylovych skupin a dvojnych vazeb heterocyklického jadra (Rice-Evans
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et al., 1996). Bors et al. (1997) stanovili tfi zakladni kritéria, ktera se podili na potenci
molekuly flavonoidu zachytavat volné radikaly: pfitomnost dvou hydroxy-skupin v 3" a 4’
pozici na B kruhu; dvojna vazba mezi C2 a C3, substituce C3 a C5 OH-skupinami a dale oxo-
funk¢ni skupina na C4. Jejich antioxidacni vlastnosti jsou déle siln¢ ovlivnény stupném
glykosylace napt. aglykony kvercetinu a myricetinu vykazuji in vitro daleko vyssi aktivitu nez

jejich glykosidy (Kaur and Kapoor, 2001).

Dalsi skupinou jsou fenolové kyseliny, které se rozliSuji na dvé zakladni skupiny: na
derivaty benzoové kyseliny a na derivaty kyseliny skoficové. Hydroxybenzoové kyseliny jsou
soucasti struktury hydrolyzovatelnych tannini (gallotannini v mangu a ellagitannina
v jahodach, malinach a ostruzinach) (Manach et al., 2005). Hydroxyskotficové kyseliny jsou
béznéjsi nez hydroxybenzoové kyseliny. Nejvyznamnéjs$imi z této skupiny jsou derivaty

p-umarinové, kavové, ferulové a sinapové kyseliny (EI Gharras, 2009).

Normalni rst bunék v organismu je udrzovan rovnovahou mezi bunécnou proliferaci
a buné¢nou smrti, kdy tzv. apoptdza je centralnim regulatorem tkanové homeostazy (Xu et al.,
2011). Maligni bunky z riznych ¢asti organd, maji snizenou schopnost podstupovat bunécnou
apoptézu, jako odpovéd na fyziologické stimuly. Indukce bunécné apoptdzy v malignich
bunikach tedy muze piedstavovat slibnou strategii v protinadorové 1é¢bé (Anter et al., 2011).
Fenolové slouCeniny zrostlin a hub jsou schopny indukovat tuto bunécnou apoptozu
v nadorovych bunkach (Seelinger et al., 2008, Jeong et al., 2009). RovnéZz maji schopnost
vazat se na bunéfnou membranu, proniknout touto membranou v in vitro kultivovanych

bunikach a nasledné modulovat metabolické aktivity v buiice (Chan et al., 2000).

Bylo zjiSténo, ze struktura fenolovych sloufenin vykazuje anti- a pro-oxidacni
schopnost (Leung et al., 2007). Nékolik nedavnych studii prokazalo, ze k protinadorové
aktivit¢ dochazi prostfednictvim pro-oxida¢niho u¢inku flavonoidta (Li et al., 2008,
Habtemariam and Dagne, 2010). Nadorové buriky V porovnani se zdravymi bufikami
vykazuji, pfi vyssi urovni oxidac¢niho stresu vyssi citlivost k toxickému Uc¢inku 1€k, které
zvySuji hladinu ROS, v porovnani se zdravymi bunikami (Valdameri et al., 2011). I pfesto, ze
rostlinné fenolové slouc¢eniny mohou mit pro-oxida¢ni ucinek, jejich hlavni role spociva
zfejm¢ v antioxidacnim pusobeni, protoze maji schopnost zhaSet ROS, RNS a jiné volné

radikaly (Li et al., 2008, Habtemariam and Dagne, 2010).

Jednim z hlavnich divodl vzniku nadorovych onemocnéni je deregulace bunécného
cyklu (Lu et al., 2005). Fenolové slouc¢eniny mohou inhibovat progresi buné¢ného cyklu

(rGstu) béhem S a G2/M faze bunééného cyklu, vedouci ke zpomaleni nebo zastaveni ristu
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bunék. To je velmi dalezité v prevenci nadorovych onemocnéni (Lu et al., 2005, Morley et al.,
2007). Apigenin v koncentraci 100 uM, pifi 24 hodinové inkubaci, inhibuje bunécnou
proliferaci v G2/M fazi bunééného cyklu na pankreatickych buné¢nych liniich ASPC-1, MIA
PaCa2 a S2-013. Pii této koncentraci dochazi ke snizeni hladiny cyklinti A, B a fosforylované
formy cdc2 a cdc25, které se fadi mezi proteiny potiebné pro piechod z G2 faze na M fazi
bunééného cyklu (Ujiki et al., 2006). Kvercetin indukuje bunéény rist v G2/M fazi bunééného
cyklu u HeLa bunék (buiiky karcinomu délozniho hrdla), kdy ICsp = 80 uM, za 24 hodin.
Dochazi ke zpomaleni mitochondridlni apoptézy prostfednictvim uvolnéni tumor
supresorového proteinu p53 z mitochondrie do bunééné cytoplazmy (Vidya Priyadarsini et al.,
2010). Flavonoidy tangeretin a nobiletin pochazejici z citrusii pii koncentraci 54 uM
respektive 60 puM (24 hodinova inkubace), jsou schopné v G1/S fazi bunééného cyklu
inhibovat proliferaci bun¢k kolorektalniho karcinomu na buné¢né linii HT-29 (Morley et al.,
2007). Dale jsou na této buné&tné linii schopny inhibovat bunéénou proliferaci flavonoidy
obsazenych v jablku, zejména t0 je chlorogenova kyselina (ICsp = 289,2 uM, za 72 hodinovou
inkubaci) a kvercetin (ICso= 148,4 uM, za 48 hodinovou inkubaci a 101,9 uM, za
72 hodinovou inkubaci) (Veeriah et al., 2006).

Zjisténi, ze se nadorové buiiky mohou téméf neomezené¢ mnozit, vedlo k lepSimu
chapani rakoviny a vytvoreni prikopnickych in vitro metod, pomoci kterych se stanovuje
ucinnost 1é¢iv na nadorové onemocnéni (Holbeck, 2004). Diky tomu byla koncem 20. stoleti
ustanovena celd fada lidskych néadorovych bunécnych linii. Zaroven byly vyvinuty
screeningové in vitro testy v 96-jamkovych destickach. Pomoci nich je mozné stanovit
potencialni antiproliferaéni aktivitu vybranych latek (Boyd and Paull, 1995). Tyto testy jsou
zalozené na vyuziti redukce tetrazoliovych soli, kdy bunky jsou schopny aktivné redukovat na
rozpustny formazan (Berridge et al., 2005). Kromé schopnosti necomezené se mnozit maji
nadorové buiiky fadu metabolickych drah, shodnou s buitkami normalnimi. Casto se tak
pouzivaji v in vitro modelech k simulaci pochodi a metabolickych d&i v normalnich

bunkach (VolStatova et al., 2015).

V soucasné dobé jsou tyto in vitro testy uréené pro hledani potencionalné ucinnych
1é¢iv, zamétenych na malé molekuly, které usmrcuji skupinu vybranych lidskych bunéénych
linii (Gonzalez-Nicolini and Fussenegger, 2005). Testy na nadorovych bunéénych liniich jsou
vyuzivany jako prvni krok pifi hledani novych ucinnych 1é¢iv na nadorovad onemocnéni.

Slouc¢eniny, které jsou schopny uspésné usmrcovat nadorové buiiky v bunéénych kulturach
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nebo inhibovat jejich rast, jsou nasledné testovany na schopnost potlaCovat riist nddoru

na zvifecich modelech (Miranda et al., 1999).

2.4.2. Slouceniny s imunomodulaé¢ni aktivitou
2.4.2.1 Lektiny

Lektiny tvofi rtiznorodou skupinu proteinii vézajicich se specifickymi vazebnymi
kapacitami na sacharidy. Byly izolovany z riznych organismt, nicmén¢ nékteré jsou typické
pro houby. Jsou charakteristické specifickou imunomodula¢ni, antiprolifera¢ni
a protinadorovou aktivitou. Lektiny izolované z Volvariella volvacea (Bull.) Singer (kukmak
sklepni) vykazuji siln€j$i imunomodula¢ni aktivitu, nez jiny znamy lektin - konkanavalin A
(Sze et al., 2004). Lektiny odvozené z plodnice Grifola frondosa (Dicks.) Gray (trsnatec
lupinaty) jsou charakteristické pro své silné cytotoxické ucinky, a to i1 pfi velmi nizkych
koncentracich u HeLa buiiek. Termostabilni lektin izolovany z Ganoderma capense (Lloyd)
Teng rovnéz vykazuje vyssi mitogenni aktivitu, nez konkanavalin A a antiprolifera¢ni aktivitu
na leukemické bunky a hepatomy (Ngai and Ng, 2004). Imunitni systém je nesmirné
komplexni a ne vzdy je aktivita odhalena prostfednictvim systematického screeningu
zacinajiciho u in vitro testd. Dva lektiny izolované z Leucocalocybe mongolica (S. Imai) X.D.
Yu & Y.J. Yao (¢irivka mongolskd), TML-1 a TML-2 ukazuji imunomodulacni
a protinadorovou aktivitu, pii testovani v in vivo, ale ne v in vitro podminkach. Uginek
spociva spiSe v nespecifické aktivaci imunitniho systému, nez v jakychkoli piimych
cytotoxickych tcincich (Wang et al., 1996b). Lektiny stimuluji produkci dusitani a TNF—a,
kdy inhibuji rast mysich lymfoblastt (P815), které vznikaji pti aktivaci faktor makrofagt.
Mezi tyto faktory patii interferony-y (INF-y) a dal$i cytokiny, které se aktivuji pies
up-regulaci iNOS, interleukinu-1p- (IL-1B-) a transformujici rustovy faktor-fB- (Liu et al.,
2005).

2.4.2.2 Terpeny a terpenoidy

Terpeny jsou velkou a diverzifikovanou skupinou organickych latek, které se skladaji
z pétiuhlikatych isoprenovych jednotek se vzorcem (CsHg)n. Tyto terpenové slouceniny jsou
pojmenované na zéklad¢ poctu opakovani isoprenovych jednotek. Nachdzeji se v rostlinach
a jsou hlavni slozkou pryskytic a silic. V houbéch jsou terpeny pfitomny v modifikované

podobé (terpenoidy nebo isoterpenoidy) a vykazuji biologickou aktivitu s potencialnim
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1ékaiskym vyuzitim. Houby patfici do skupiny Ganoderma spp. jako napiiklad G. orbiforme
(Fr.) Ryvarden (lesklokorka leskla) a G. applanatum (Pers.) Pat. (lesklokorka ploska), jsou
znamé pro vysoky obsah triterpenoidi. Napiiklad lanostan ukazuje imunomodulaéni
a protiinfek¢éni aktivitu (Jeong et al., 2008). Extrakty z plodnic Basidiomycetes
(stopkovytrusné) obsahuji Sirokou skalu terpentt a terpenovych derivatl, jako je kyselina
ganodermova, ganoderikova a ganoderova. Ty vykazuji biologickou aktivitu, vcetné
stimulace nuklearniho faktoru (NF)-kB a mitogenen aktivované proteinkinazy (Gao et al.,

2002).

2.4.2.3 Polysacharidy

Polysacharidy predstavuji strukturné rtznorodou tfidu biologickych makromolekul
slozenych z cukernych jednotek s Sirokou Skalou fyzikdln€¢ chemickych vlastnosti
(Geethangili and Tzeng, 2011). Houby ptedstavuji dilezity zdroj riznych typu polysacharidu,
které vykazuji imunomodulaéni aktivitu (EI Enshasy, 2011). Vétsina z téchto polysacharida
jsou homoglykany (polysacharidy, které obsahuji zbytky jen jednoho typu molekul
monosacharidu) nebo heteroglykany (polysacharidy, které obsahuji zbytky dvou nebo vice
typlt molekul monosacharidfl). Polysacharidy jsou schopny se vézat sjinymi proteiny
za vzniku peptidoglykanti nebo polysacharido-proteinovych komplexti. Poprvé zaznamenany
polysacharid s potencionalni imunomodula¢ni a protinadorovou aktivitou, byl lentinan,
tvoteny B-(1,3)-glukany v hlavnim fetézci s postrannimi fetézci z jednotlivych B-(1,6)-
glukanti spojenych prostfednictvim D-glukozovych zbytki s né€kolika vnitinimi B-(1,6)-
glukany. Tento polysacharid s trojitou Sroubovicovou strukturou byl poprvé izolovan
z Lentinula spp. v roce 1960 v Japonsku (lkekawa et al., 1969). Od té doby bylo provedeno
nespocet studii v oblasti vyzkumu stanoveni novych polysacharidovych sloucenin
s imunomodulaéni aktivitou extrahovanych z plodnic hub. AZ koncem roku 1980 byly
objeveny dal§i dva polysacharidy B-glukanového typu, schizophyllan z Schizophyllum
commune Fr. (klanolistka obecnd) a krestin z Trametes versicolor (L.) Lloyd (outkovka
pestra). Oba byly charakterizovany s ohledem na chemickou strukturu a G¢innost (El Enshasy,
2011).

Polysacharidy mohou pochazet z bakterii, hub, hnédych fas a fotosyntézy rostlin.
Molekulami cile jejich biologického ¢inku jsou velmi rozmanité (tab. 2). Na bunééné tirovni
predstavuji polysacharidy bud rezervni polysacharidy v cytoplasmé nebo strukturni

polysacharidy v membranach nebo v bunéénych sténach organismu (Leung et al., 2006).
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Polysacharidy vykazuji vyznamné u¢inky v modulaci imunity. Obecné plati, ze polysacharidy
jsou rozpoznavany receptory na povrchu T buné€k a spousti tak imunitni odpovéd’ (Tzianabos,
2000). Rovnéz jsou rozpoznavany receptory fagocytii, makrofagi a neutrofilnich granulocyti
(Bianco et al., 1975). Spolu sproteiny a polynukleotidy, které jsou zakladnimi
biomakromolekulami v zivotnich aktivitach, hraji vyznamnou roli pifi mezibunééné
komunikaci, bunécné adhezi a molekularnim rozpoznavanim v imunitnim systému (Dwek,

1996).

Tabulka 2: Polysacharidy z hub a jejich imunomodulaéni aktivita.

Nazev Aktivni slozka Imunomodulaéni aktivita Zdroj
Agaricus subrufescens Glykoprotein, p-1,3-D- Indukce produkce TNF, IFN-  (Firenzuoli et al.,
Peck. glukan, s vétvenim B-1,6- vy, aIL-8 2008)
(zampion brazilsky) D-glukany
Cryptoporus volvatus B-1,3-D-glukan Snizeni aktivita TLR2 a NF-  (Yao et al., 2011)
(Peck) Shear kB
Flammulina velutipes Glykoprotein, Zvysi se produkce NO, IL-1, (Yin et al., 2010)
peptidoglykan a TNF-a sekrece
Ganoderma orbiforme (Fr.) Ganoderan, heteroglykan, Stimulace produkce TNF-a,  (Zhu et al., 2007)
Ryvarden Mannoglukan, IL-1, IFN-y, aktivita NF-«xB.
glykopeptid
Hericium erinaceus (Bull.)  heteroglykan-peptid, -1,3 Stimulace NO produkce, (Lee et al., 2009)
Pers. s vétvenim B-1,2-mannan  zvysena sekrece TNF-a, IL-
(koralovec jezaty) 1B-, IL-12
Inonotus obliquus (Ach. ex  B-D-glukan Zvyseny IL-1B-, IL-6, TNF-  (Won et al., 2011)
Pers.) Pilat o, a INOS u makrofagt
(rezavec Sikmy)
Lentinula edodes (Berk.) Lentinan, glukan, Indukce nespecifické (Bisen et al., 2010)
Pegler mannoglukan, cytotoxicity u makrofagn a
proteoglykan zvys$ena produkce cytokinii
Morchella conica Fr. Galaktomannan Indukce produkce NO, IL- (Suetal., 2013)
(smrz kuzelovity) 1B-, IL-6
Morchella esculenta (L.) Galaktomannan, p-1,3-D-  Aktivované makrofagy, (Cuietal., 2011)
Pers. glukan aktivita NF-xB

(smrz obecny)

IFN — interferon; IL — interleukin; TLR2 — toll-like receptor; TNF-a — Faktor nadorové nekrozy-o; NF-xB —
Nuklearni faktor kappa B.
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Tabulka 2 (pokracovani): Polysacharidy z hub a jejich imunomodulaéni aktivita.

Nazev

Aktivni slozka

Imunomodulacni aktivita

Zdroj

Ophiocordyceps sinensis
(Berk.) G.H. Sung, J.M.
Sung, Hywel-Jones &
Spatafora

(housenice ¢inska)
Pleurotus ostreatus sensu
Cooke [lIl. Brit. Fung. 279
(195) Vol.2 (1883)]

Sarcodon imbricatus (L.) P.

Karst.

Podosordaria nigripes
(Klotzsch) P.M.D. Martin
Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary

(hlizenka obecnd)

Schizophyllum commune Fr.

Sparassis crispa (Wulfen)
Fr.

(kotr¢ kaderavy)
Taiwanofungus
camphoratus

(M.Zang & C.H.Su) Sheng
H.Wu, Z.H.Yu, Y.C.Dai &
C.H.Su (1994) (outkovka
kafrova)

Trametes versicolor

Tremella aurantialba
Bandoni & M. Zang

B-D-glukan, heteroglykan,
kordyglukan

Pleuran, heterogalaktan,

proteoglykan

Fukogalaktan, 1,6-a-D-
glukan se zbytky
glukopyranosylu
B-glukan

Skleroglukan (1,6-
monoglucosyl s vétvenim
B-1,3-D-glukany)
Schizophyllan, 1,6-
monoglukosyl vétveni -
1,3-D-glukan

B-glukan

-1,3-D-gluko-pyranan
s vétvenim $-1,6-D-

glukosylu, proteoglykan

Krestin, heteroglykan,
glykopeptid, polysacharid
K, polysacharid peptid

Heteroglykan

Zvyseni indukce IL-5 a
snizeni IL-4 a IL-17

Produkce IL-4 a IFN-y

Zvyseni uvolnovani TNF-a a

NO u makrofagt

Inhibice produkce NO, IL-
1B-, IL-6, TNF-a, a IFN-y
Stimuluje proliferaci
lymfocyti, zvySeni
uvolnovani TNF-a,

Aktivace T-bunék, zvyseni
produkce interleukini, TNF-
o

Zlepsuje produkce IL-6 a
INF-y

Indukce INF-y, TNF-a

Stimulace aktivovanych T
bunék, zlepseni produkce
IFN-y a IL-2 k produkci, start
genové produkce cytokinti
(TNF-o, IL-1, IL-6, I1L-8)
Zlepsuje u mysi v sleziné

proliferaci lymfocyta

(Chenetal., 2013)

(El Enshasy et al.,
2012)

(Han et al., 2011)

(Ko etal., 2011)

(Bimczok et al.,

2009)

(Hobbs, 2005)

(Ohno et al., 2003)

(Geethangili and

Tzeng, 2011)

(Cui and Chisti,
2003)

(Du et al., 2010)

IFN — interferon; IL — interleukin; TLR2 — toll-like receptor; TNF-a — Faktor nadorové nekrozy-a;
NF-xB — Nuklearni faktor kappa B.
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Z hlediska imunitni u¢innosti v boji proti nadorovym onemocnénim byly polysacharidy
izolované z hub vyhodnoceny jako uc¢innéjsi diky struktute skladajici se z jednotek pateiniho
B-(1,3)-glukanu, na néz navazuji fetézce napojené prostiednictvim B-(1,6)-glukand s riznymi
stupni vétveni. Polysacharidy jsou potencialn¢ uzitecné, biologicky ucinné latky pro
farmaceutické ucely. Maji naptiklad vliv na regulaci imunitniho systému proti negativnim
ucinkiim zateni, hraji roli ve srazeni krve, maji vyznam v 1é¢bé rakoviny, HIV a regulaci
glykémie (Chan et al., 2007). Navzdory mnoha in vitro a in vivo studiim, provedenym béhem
poslednich 50 let, které odhaluji potencial extraktG hub, jako imunomodulédtor, neni
k dospozici dostatek informaci o jejich ucinnosti v klinickych studiich (ElI Enshasy and Hatti-
Kaul, 2013). Protinadorova aktivita houbovych polysacharidi je zfejmé znacnym dilem

piipsatelna na vrub aktivaci imunitniho systému (Wasser, 2002, Vannucci et al., 2013).

Mezi polysacharidy patii glukany, které obsahuji glukézu jako jedinou monomerni
jednotku. Tato skupina polysacharidi zahrnuje glykogen, celuléozu a dextran (Rop et al.,
2009). Nejvyznamngjsi z pohledu u¢inku na imunitni systém maji B-glukany s rozmanité;jsi
strukturou (tab. 3). Ovesné a je¢menné P-glukany maji pifedev§im dlouhé linearni fetezce
s jednotlivymi monomery vzajemné spojenymi dlouhymi B-(1,4)-glukan vazbami, od nichz se
odd¢€luji fetézce kratsi se strukturou B-(1,3)-glukanu. Na rozdil od toho houby maji kratsi
fetézce B-(1,6)-glukanti navazané na patefnimi vétve B-(1,3)-glukant (obr. 2). B-Glukany
kvasinek maji vétveni B-(1,6), ale s ptidavnymi fetézci B-(1,3)-glukanu (Akramiene et al.,
2007).

B-1,3 B-1.6

Obr. 2: Struktura -1,3 glukand z hub s postrannimi B-1,6 fetézci.

Nedavné studie prokdzaly vztahy mezi strukturou a aktivitou polysacharidii v imunitnim

systému, zejména u [-glukant z hub (Chan et al., 2007, Akramiene et al., 2007).
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Polysacharidy izolavané z hub vykazuji ucinnéj$i modulaci imunitniho systému, nez
polysacharidy z jinych zdroji (Chan et al., 2007). B-glukany stimuluji imunitni systém a jejich
ucinky jsou pravdépodobné spojeny s aktivaci makrofagi. Dale makrofagy, T-lymfocyty, B-
lymfocyty a NK buiky proliferujici se v reakci na pfitomnost polysacharidd, tzv. BRM
(modifikatory biologické odpoveédi — biological response modifiers), ptisobi na stimulaci,

ktera je zprostiedkovana vazbou polysacharidii na odpovidajici receptory (Leung et al., 2006).

B-Glukany byly popsany jako moduldtory humoralni a bunééné imunity. Aktivita
B-(1,3)-D-glukant z hub naznaCuje, Ze mohou mit pfiznivé ucinky pii zanétlivych
interleukinti (Mantovani et al., 2008). B-Glukany mohou byt také vyuzity v nevyvazeném
imunitnim systému nékolika rozdilnymi zptsoby (Ley, 2008), jak je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 3: Struktura, zdroj a biologicka aktivita B-glukand.

Struktura Zdroj

Ucinek

Zdroj

B-(1,3); (1,6)  Saccharomyces
cerevisiae Meyen

ex E.C. Hansen

Candida albicans
(C.P. Robhin)
Berkhout

Poria cocos F.A.
Wolf

Agaricus

subrufescens Peck

Anti-paraziticky
Anti-bakterialni
Anti-fungalni

Anti-mutagenni,

genotoxicky
Protinadorova
Stimulce krvetvorby

Imunostimula¢ni aktivita

Protinadorova
Indukce cytokini

Anti-mutagenni,

genotoxicka

Inhibice CYP450

Protinadorova

(Soltys et al., 1996)
(Cisneros et al., 1996)
(Meira et al., 1996)

(Tohamy et al., 2003, Sener et al.,
2006, Oliveira et al., 2007)

(Kiho et al., 1998)
(Turnbull et al., 1999)

(Miura et al., 2003)

(Wang et al., 2004)
(Grinde et al., 2006)

(Masihi, 2000)

(Hashimoto et al., 2002)

(Ohno et al., 2001)
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Tabulka 3 (pokracovani): Struktura, zdroj a biologicka aktivita B-glukand.

Struktura Zdroj Ucinek Zdroj

B-(1,3); (1,6)  Lentinula edodes Protinadorova (Ohno et al., 2001)
(Berk.) Pegler

Protinddorova (c Ooi and Liu, 2000, Zhang et al.,
2005)
Schizophyllum Protinddorova (c Ooi and Liu, 2000)
commune FR.
B-(1,3); (1,4)  Avenaspp. (oves)  Anti-bakterialni, (Shin et al., 2005)
Anti-paraziticka (Yurietal., 1998)
Anti-trombolicka (Chang et al., 2006)
Hordeum spp. Anti- mutagenni (Oliveira et al., 2006, Angeli et al.,
(je€men) 2006)

2.5. Vyznam ovoce, zeleniny a hub ve vyzZivé ¢lovéka
2.5.1. Vyznam rostlin a hub ve vyzivé lidi

Souvislost mezi stravou a zdravim byla zndma jiZ od davnych dob, kdy lékari 1é€ili své
pacienty bylinami a potravinami, o kterych véfili, ze maji 1écebné vlastnosti (Steinmetz and
Potter, 1996). Z tohoto diivodu je strava bohata na ovoce a zeleninu Siroce doporucovana pro
své pozitivni vlastnosti na lidské zdravi. Z nutricniho hlediska je nenahraditelnym zdrojem
fady vitamind a je zdrojem nestravitelnych fermentovatelnych sacharidi sniZujicich riziko
vzniku rakoviny tlustého stieva (Terry et al., 2001). Déle je ovoce a zelenina nejbohats$im
zdrojem biologicky aktivnich latek, jako jsou rostlinné fenolové slouceniny (fenolové
kyseliny, flavonoidy, chinony, kumariny, lignany, stilbeny, taniny) (Zheng and Wang, 2001,
Cai et al., 2003), rizné slouc¢eniny dusiku (alkaloidy, aminy) (Velioglu et al., 1998), vitamini
(Proteggente et al., 2002) a terpenoidy (v¢etné karotenoidti) (Velioglu et al., 1998, Burns et
al., 2003). Tedy sloucenin vykazujicich protizanétlivou, protinadorovou, antimutagenni, anti-
bakterialni a antivirovou aktivitu (Halliwell, 1994, Owen et al., 2000, Sala et al., 2002,
Koushik et al., 2012, Reiss et al., 2012, Jansen et al., 2013).

Mezinarodni organizace, piisobici v oblasti monitoringu a osvéty v oblasti lidského
zdravi, jako je Svétovad zdravotnickd organizace (World Health Organization), doporucuji

konzumaci minimalné¢ 400 g ovoce a zeleniny denné, pfiCemz dal§i zvySeni miize vést
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k dalSim zdravotnim benefitim. Jedna porce (150 ml) mlze byt nahrazena doma piipravenym
dzusem (Caswell, 2009). Pravé dzusy se stavaji v posledni dob¢ stale popularngjsimi, jako

rychla a dobfe dostupna nahrada cerstvého ovoce a zeleniny v lidském jidelnicku.

Dalsi nedilnou soucasti zejména stfedoevropské a asijské stravy jsou houby, které jsou
obdobné¢ jako zelenina a ovoce konzumovany po celé staleti. Zpocatku tomu pravdépodobné
bylo diky uspokojivé chuti a textufe, kterd byla tak atraktivni, ze v n¢kterych spole¢nostech
byla jejich konzumace omezena jen na kralovské rodiny. Mimoto po vice jak 2 000 let
slouzily né€které druhy hub jako 1é¢iva a tonika (Miles and Chang, 1997). Znalost nutri¢ni
hodnoty volné rostoucich hub byla omezena na chépani hub spoleCnosti, predevsim
V porovnani se zeleninou, jako pouhé pochutiny (Kala¢, 2009). Houby jsou oznacovany jako
funk¢ni potraviny a jsou zdrojem bilkovin s vysokou biologickou hodnotou. Soucasné jsou
vhodnou dietni potravinou, protoZe maji nizky obsah lipidd. Mezi hlavni lipidy hub patii
fosfolipidy, steroly, estery sterolu, mono-, di- a triglyceridy mastnych kyselin, jakoz i volné

mastné kyseliny (Sadler, 2003).

V mnoha evropskych zemich jsou voln¢ rostouci houby konzumovany jen ziidka. Jejich
konzumace je upiednostiiovana predeviim v zemich stfedni a vychodni Evropy. V Ceské
republice, kde je houbatfeni povazovano za ,,narodni konicek®, se spotfeba pohybuje okolo
5,6 kg Cerstvych hub, na jednu domacnost ro¢né (Kala¢, 2009). V ostatnich evropskych zemi
je konzumace voln¢ rostoucich hub zanedbatelna - napiiklad ve Spojeném kralovstvi ¢ini
konzumace volné rostoucich hub 0,12 kg na domacnost za rok (Roman et al., 2006). Proti
tomu je vyrazna konzumace komeréné péstovanych hub a to zejména Agaricus bisporus (J.E.
Lange) Imbach (pecarka dvouvytrusa), ktera ve Spojeném kralovstvi ¢ini 1,8 kg/osobu/rok
(Clarke, 2010).

2.5.1.1 Ovoce a zelenina

Ovoce a zelenina jsou dilezitym zdrojem vitamint (napi. C, A, E, B, tiaminu, niacinu),
mineralnich latek, vlakniny, ale i dalSich latek s biologicky vyznamnym t¢inkem (Grassmann
et al., 2002). Vyjimecnost askorbové kyseliny, tokoferolt, karotenoidi a né&kterych
fenolovych sloucenin, zejména flavonoidd, je déna jejich schopnosti plsobit antioxidacné
viad¢ fyziologickych procesi (Kaur and Kapoor, 2001, Crozier et al.,, 2009).
Epidemiologické studie dokladaji, ze existuje urcitd pozitivni korelace mezi pfijmem ovoce,

zeleniny a prevenci onemocnéni, jako jsou zejména nadorova onemocnéni, diabetes, artritida
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a fada jinych chronickych onemocnéni (Freedman et al., 2007, Yamaji et al., 2008, Carter et
al., 2010, Key, 2011, Boeing et al., 2012).

V posledni dobé ziskaly na oblibé zejména ovocné a zeleninové dzusy piipravované
doma. Pfinos takovych dzust byl podpoien uskute¢nénou studii, ktera prokazala, ze lidé, kteti
piji ovocné a zeleninové dzusy, maji lepsi celkové stravovaci zvyklosti. Konkrétné vyzkum
provedeny na skupiné¢ 3 618 déti ve veéku 2-11 let poukédzal na fakt, ze déti, které
konzumovaly denn¢ vice nez 170 ml ovocného dzusu, mély jednoznacné vyssi piijem
askorbové kyseliny, vitaminu B6, folatt, sodiku, hot¢iku a Zeleza. A naopak mély mnohem
niz§i prijem nasycenych mastnych kyselin. ZvySend spotieba dzusi navic pozitivné
korelovala s vyssi konzumaci ovoce a zeleniny, co ovSem na druhou stranu neznaci pfi¢innou

souvislost (Caswell, 2009).

Je provedena cela fada studii na stanoveni antioxida¢ni aktivity ovoce a zeleniny
(Duthie et al., 2006, Sun et al., 2007, de Souza et al., 2014, Reque et al., 2014). Velky zajem
budi zejména druhy, které jsou bézné¢ konzumovany ve formé dzust nebo jako soucast
pokrmi, a pfitom maji vyznaéné obsahy vybranych fytochemikalii se zdravi prospéSnym
ucinkem. Jedna se zejména o brokolici (Brassica oleracea var. botrytis italica) pouzivanou
Kk piipravé polévek nebo jako piiloha pokrmi. Ma se za to, Ze latky obsazené v brokolici
snizuji LDL cholesterol a zlepsuji pruznost a pevnost cévnich stén. Celer (Apium graveolens
L.) se vyuziva jako kofeni a ve starém Egypté dokonce jako afrodiziakum. V soucasné dobé
se krom& kulinafského vyuziti pouzivad v lidovém lécitelstvi na sniZzeni krevniho cukru
a hladiny krevniho tlaku. Z ovoce jsou velmi oblibené zejména boravky (Vaccinium myrtillus
L.) nebo jablka (Malus domestica Borkh.), z obou se vyrabi nebo jsou soucasti dzusu. Tyto
druhy jsou bohatym zdrojem fenolovych latek. V nasledujici ¢asti jsou uvedeny zékladni
charakteristiky a vlastnosti ¢tyf vybranych druhli ovoce a zeleniny, které vykazovaly pozdé&ji

v experimentalni ¢asti vyznamné vysledky biologické aktivity.

Brokolice (Brassica oleracea var. botrytis italica je kostalovou zeleninou, patfici do
¢eledi Brassicaceae (brukvovitych). Je popularni zeleninou vyuzivanou v kuchyni, s fadou
prokdzanych zdravi prospéSnych ucinkd. Provedend retrospektivni epidemiologicka studie
ukazuje, ze zvysena spotieba brukvovité zeleniny v podobé tii a vice porci tydné oproti jedné
porci tydné vede ke snizeni rizika rakoviny prostaty o 41 % (95% s intervalem spolehlivosti =
0,39-0,90) (Cohen et al., 2000). Krom¢ antioxidac¢nich vitamini a fenolovych sloucenin,
brukvovita zelenina obsahuje slouCeniny ze skupiny glukosinolati. Piikladem jsou

glukobrassicin 3-indolylmetyl, glukorafanin a 4-metylsulfinylbutyl. Ty maji spiSe nizkou

30



antioxidac¢ni aktivitu (Plumb et al., 1996). Produkty jejich hydrolyzy, pfedev§im izotiokyanaty
mohou mit ochrannou funkci proti rakoviné (Keum et al., 2004). Jedna se zejména
o sulforafan  (1-izotiokyanato-4-metylsulfanylbutan), ktery je produktem hydrolyzy
glukorafanu. Sulforafan ma vliv na detoxifika¢ni enzymy podilejici se na ¢isténi chemickych
karcinogeni a reaktivnich forem kysliku, dale ma anti-tumorigenni vlastnosti, které zptisobuji
zastaveni bunécného cyklu a apoptézu nadorové bunky (Jeffery and Araya, 2009). Dalsi
slouCenina patfici mezi izotiokyanaty — benzylizotiokyanat (BITC) a fenetylizotiokyanat
(FEITC) dokazi inhibovat syntézu DNA s ICs 5,1 umol/I respektive 2,4 umol/l. Koncentrace
10 pmol/l ma za nasledek vyrazné prodlouzeni délky déliciho cyklu buiiky u bunééné linie
Caco-2 od 32 h do 220 h (BITC) a 120 h (FEITC). Zvyseni této koncentrace az na 10 umol/l
vede ke zvySeni inhibice proliferace bunééného cyklu v G2/M fazi z 12,4 % na 48,3 %
(BITC) a 36 % (FEITC) (Visanji et al., 2004).

Celer (Apium graveolens L.), jehoz zdravi prospésny ucinek spociva ve schopnosti
regulovat c¢innost srdce, slinivku bfiSni, miZze pfispivat ke zvySené sekreci inzulinu
pottebného pro snizeni hladiny glukézy v krvi. Muze tak byt podavan nebo pfijiman pro
omezeni komplikaci vzniklych v disledku diabetu nebo jeho 1é€bu (Thimm et al., 2002).
Listy a bulvy celeru maji vliv také na biochemické parametry, jako je obsah glutationu,
aktivitu katalazy, glutationperoxidazy, xantinoxidazy a peroxidazy (Hamza and Amin, 2007).
U cCerstvého stonku byla stanovena vlaknina o obsahu 1,0-1,8 g/100 g (Raffo et al., 2006),
pficemz je znamo slozeni pektinu, ktery tvofi hlavni ¢ast bunééné stény (Thimm et al., 2000)
a ma protizanétlivou aktivitu (Popov et al., 2006). Z biologicky aktivnich sloucenin celer
obsahuje fenolové slouceniny (155,4-117,2 mg/100 @), jako jsou apiin, apigenin,
isokvercetrin, tfisloviny (44,4 mg /100 g) a kyselinu fytovou (19,6-22,1 mg/100 g) (Khare,
2008). Naptiklad apigenin (50-80 uM) je schopny inhibovat bunénou proliferaci u bunék
kolorektalniho karcinomu bunééné linie Caco-2 a HT-29, kdy v G2/M fazi bunééného cyklu
dochazi k inhibici bunééné proliferace u 42 % pro HT-29 a 26 % pro Caco-2 bunécnou linii
oproti kontrole (15 %) (Wang et al., 2000).

Boridvky (Vaccinium spp.) patii do ¢eledi Ericaceae (viesovcovité) a jsou konzumovany
po staleti. Dnes existuji dikazy o tom, Ze piijem tohoto ovoce muze zlepsit naS zdravotni stav
(Seeram, 2008). Latky z V. myrtillus L. mohou hypoteticky zabranit vzniku nadorovych
onemocnéni (Neto, 2007) tim, Ze zabranuji rustu nadorovych bunék (Katsube et al., 2003,
Seeram et al., 2006, Bao et al., 2008). Za tuto schopnost jsou pravdépodobné zodpovédné

pritomné antokyany a jejich glykosidy, jako je delfinidin nebo malvidin (Katsube et al.,
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2003). Pritom byly potvrzeny antiprolifera¢ni a anti-oxida¢ni vlastnosti téchto antokyant.
Tyto latky inhibuji bunéény rist u HT-29 a Caco-2 bunécnych linii v koncentraci 15-50
pg/ml a maji také za nasledek 2—7x zvySeni fragmentace DNA, coz ukazuje na indukci
bunééné apoptozy (Yi et al., 2005). Delfinidin, v koncentraci 6 uM v piitomnosti bunééné
linie prsniho karcinomu MCF-7, vyznamné inhibuje tvorbu adukti benzo[a]pyrenu a DNA.
Navic doslo k potlaceni vzniku ROS (Singletary et al., 2007). Antokyanovy extrakt z bortivky
Vaccinium uliginosum L. obsahuje kyanidin-3-glukosid (140,9+2,6 pg/mg susiny),
nasledovany malvidin-3-glukosidem (10,3£0,3 ng/mg) a malvidin-3-galaktosidem
(8,1£0,4 png/mg). Tento extrakt nema zadny cytotoxicky vliv na bunéénou linii HEP-G2 (ICs
= 0,56 mg/ml) a Caco-2 (ICsp = 0,39 mg/ml). Bunky vystavené extraktu snizuji rust v G1 fazi,
bez vlivu na G2/M fazi bunééného cyklu (Liu et al., 2010).

Jablka (Pyrus Malus L.) jsou jednim z hlavnich zdroji flavonoidt v lidské potrave.
Mohou obsahovat az 2 g fenolovych slou¢enin na kg erstvych jablek (Bao et al., 2013). Mezi
fenolové slouceniny patii kvercetin a jeho glykosidy, epikatechin, katechin, floretin, floridzin
a chlorogenova kyselina (Lu and Yeap Foo, 2000, Chinnici et al., 2004). Stejn¢ jako u
ptedchozich potravin maji tyto fenolové slouceniny fadu antioxidaénich a antiprolifera¢nich
schopnosti. Provedené studie vypovidaji, ze konzumace i pfiblizné 2/3 jablka denn¢ (110 Q),
vede k 49 % snizeni rizika srde¢niho infarktu u muzt, v porovnani s muzi, ktefi konzumovali
pouze 18 g jablek denné¢ (Hertog et al., 1993). Na modelu lidského metastazujiciho karcinomu
tlustého stieva (bunééna linie SW620) bylo prokazano, ze proantokyanidiny z jablka mohou
ménit signalni drahy polyaminové biosyntézy a spousténi apoptdzy v nadorovych buikach
(Gossé et al., 2005). Extrakty z jablek maji silnou schopnost inhibovat riist bunééné linie HT-
29 (ICsp = 36,6 pM za 48 h a 27,9 uM za 72 h) a znacné ovliviiovat expresi gent kodujicich
enzymy, jsou to piedevs§im GSTP1, GSTT2, GSTM2 (glutation S-transferaza - GST), CHST5
a CHST6 (sulfotranferaza - Carbohydrate sulfotransferase CHST) v sub-toxickych
koncentracich (Veeriah et al., 2006). Na bunéénych liniich MCF-7 dochézi k vyznamné
inhibici bunééné proliferaci pti koncentraci 10-80 mg/ml. Pii koncentraci >20 mg/ml dochazi
u bunééné linie MCF-7 k vyznamné indukci G1 faze bunééné cyklu. V zavislosti na davce po
vystaveni extraktu jablka se u bunék snizuje produkce cyklinu D1 a proteinu CDK4, pattici
mezi tranzitni regulatory, ucastnici se progrese v G1 fazi a pfechodu G1 do S-faze bunécného

cyklu (Sun and Liu, 2008).
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2.5.1.2 Houby

Houby (Fungi) predstavuji skupinu Zzivych organismu, které se diive pfifazovaly
k rostlinam, ale nyni maji vlastni samostatny taxonomicky fad (Bovi et al., 2013). Na svéte je
znamo vice jak 70 000 druhti hub (Blackwell, 2011), z toho vice nez 2 000 druhti hub je
jedlych. Piesto pouze 25 druhd z nich je Siroce akceptovano jako jedlé a jsou komeréné
péstovany (Valverde et al., 2015). Mezi svétové nejéastéji pestované houby patii A. bisporus,
nasledovany druhem Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houzevnatec jedly, znamy téz jako
Shitake), Pleurotus spp. (hliva), a Flammulina velutipes (Curtis) Singer (penizovka
sametonoha). Jejich produkce se neustdle zvySuje a mezi nejvetsi svétové producenty patii
predevsim Cina (Miles and Chang, 2004, Patel and Goyal, 2012). Divoké druhy hub jsou stale
dilezité pro svou nutricni hodnotu a maji farmakologicky vyznam (Giing Ergéniil et al.,
2013). Latky obsazené v houbach maji antioxida¢ni aktivitu (Piazzon et al., 2012) nebo
mohou byt alternativnim zdrojem novych antimikrobiédlnich sloucenin - zejména sekundéarnich
metabolitil, jako jsou naptiklad terpeny, steroidy, antrachinony, derivaty benzoové kKyseliny
a chinoliny, ale i nékterych primarnich metaboliti, coz je naptiklad Stavelova kyselina,
peptidy a proteiny (Alves et al., 2013). Mezi nejvice prostudovany druh patii L. edodes,
u kterého jsou prokazany antibakteridlni ucinky proti gram-pozitivnim a gram-negativnim

bakteriim (Alves et al., 2012).

Houby jsou zdrojem fenolovych sloucenin, s rozdilnymi bioaktivnimi vlastnostmi,
kterym je pfipisovana protinddorova aktivita. Acetylované formy nebo konjugaty
s glukuronovou kyselinou, naptiklad z houby Coprinopsis atramentaria (Bull.) Redhead,
Vilgalys & Moncalvo (hnojivka inkoustova), vykazuji vyssi cytotoxicitu, v porovnani
s odpovidajicimi matefskymi kyselinami (Heleno et al., 2014). V soucasnosti je vSak velmi
malo zndmo o mechanismu ucinku fenolovych sloucenin a jejich bioaktivnich formach
invivo, které mohou pfispét k prevenci celé fady onemocnéni. Kromé nékolika studii
zabyvajicich se biologickymi wéinky fenolovych kyselin je ignorovana otazka jejich
fyziologickych koncentraci v t€lnim ob&hu po poziti, jakoz i rychly katabolismus (Rechner et
al., 2002).

Mimo nutri¢ni vlastnosti jsou houby vyuzivany pro své l1écCivé vlastnosti (Smith et al.,
2002). Po cela staleti byly houby a extrakty z nich vyuzivany jako léciva nebo tonika.
Moderni vyzkum identifikoval a otestoval zdravi prospésné latky, obsazené v houbach. Zdravi

prospésné ucinky maji 1 nejedlé houby, které obsahuji vhodné metabolity, vyuzivané
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k 1é¢ebnym ucelim (Miles and Chang, 1997). V soucasné dob¢ existuje vice nez 270 druhi

hub, u kterych jsou znamy jejich terapeutické vlastnosti (Smith et al., 2002).

Vyuziti hub pii 16¢bé riiznych onemocnéni ma dlouhou tradici v Japonsku, Cing, Koreji
a jihovychodni Asii. V Evropé a v USA jsou houby k1éEbé vyuzivany od roku 1980
(El Enshasy, 2011). Né¢které chronické nemoci, jako jsou srde¢ni choroby, mrtvice, rizné
druhy rakovin, chronické respiracni onemocnéni a diabetes, maji vyznamny podil na umrtnost
ve svétovém méfitku (De Silva et al., 2012). Pfestoze byla pozornost vénovana riznym
imunologickym vlastnostem a protinadorovym G¢inkim, nabizeji houby také dalsi
potencionaln¢ dulezité terapeutické vlastnosti. Ovliviiuji vysoky krevni tlak, hladinu
cholesterolu, mohou chranit jatra a mit dalsi anti-virové a anti-bakterialni uc¢inky (Smith et al.,
2002). Pusobi protizanétlivé, probioticky a na kardiovaskularni systém (Patel and Goyal,
2012). Piedpoklada se, Ze protinadorovy efekt je zprostiedkovan spise nez piimou cestou
s cytotoxickou aktivitou, nepiimo pies imunomodulaéni aktivitu (Chan et al., 2007). Aktivni
latky obsazené v houbach jsou povazovany za modifikatory biologické odezvy (Wasser and
Weis, 1999). Znamena to, ze mohou zpusobit buné¢né poskozeni, zapti¢init bunéény stres, ale
ve svém dlsledku maji 1 pozitivni vliv a pomdhaji lidskému té€lu v moZnosti ptizpuisobeni
riznym environmentalnim a biologickym u¢inkdm, kterym je lidské té€lo vystaveno (Ren et

al., 2012).

V prubéhu let bylo provedeno mnoho klinickych a epidemiologickych studii
zaméfenych na imunomodulacni aktivitu hub. Nejvétsi pozornost pfitahuji zejména Agaricus
subrufescens Peck. (zampion mandlovy), Ganoderma lucidum sensu auct. asiatic.
(lesklokorka leskla), G. frondosa, Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houzevnatec jedly), které
jsou znamé v historii celosvétové pouzivané etnomediciny. Zatimco A. subrufescens. pochazi
z Brazilie a ma kulinafské vyuziti nebo je vyuZivan pro své léCebné vlastnosti, zejména
Vv horskych oblastech Brazilie, je druha jmenovana soucasti tradi¢ni ¢inské mediciny. VSechny
tyto druhy hub jsou hlavné zdrojem polysacharidi, s vyraznou imunomodulaéni funkci, které
jsou izolované a purifikované pro pouziti v podpirné 1é¢bé u pacientli podstupujicich
chemoterapii. V nasledujici ¢asti jsou uvedeny zakladni charakteristiky a vlastnosti Ctyf

vvvvvv

vvvvvv

i pii 1écbeé (Wasser, 2002). Do Japonska se dostala diky svym tdajnym G¢inktiim na zdravi.
I dnes je jako jedla houba, Siroce vyuzivana v orientalnich zemich. Je povazovana za funkcni

potravinu a vyuziva se v piirodni terapii prevazné ve form¢ 1éCivého extraktu pro snizeni
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negativniho vlivu chemoterapie a radioterapie. Vyuziva ji okolo 300 000-500 000 lidi, kteti
Ji konzumuji nejastéji podle predpisu tfikrat denné v mnozstvi 3—5 g vodného extraktu,
Vv zavislosti na vytéznosti (Takaku et al., 2001). U klinické studie, ve které posuzovali vliv,
denniho piijmu A. subrufescens po dobu 6 mésict, na zlepSeni zivota u pacientti s nadorovymi
onemocnénimi, vysledky pied a po ukonceni studie ukazaly vyrazné zlepSeni zivota. Pro
Setfeni byl pouzit dotaznik SF-8 Health Survey. U muZza nastalo vyrazné zlepSeni fyzickych
schopnosti a u zen dusevni pohody. Dale u lidi ve v€ku 65 let doslo ke zlepSeni psychické
pohody a ve véku starSich 66 let k zlepSeni fyzickych schopnosti (Ohno et al., 2013).
K tomuto zlepSeni mohlo dojit vlivem sniZen¢ho oxidac¢niho stresu, stimulaci imunitniho
systému nebo snizenim hladiny cholesterolu. Pro komplexni vliv na mnoho aspektti lidského
zdravi a imunitu jsou nékteré houby povazovany za funkcni potraviny. Provedena studie méla
za cil sledovat chemoprotektivni u¢inek vodného extraktu A. blazei na poskozeni DNA a na
hepatokarcinom bunééné linie HEP-G2, prostiednictvim benzo[a]pyrenu (B[a]P). Vysledky
naznacuji, ze ptitomné B-glukany ptisobi prostfednictvim vazby na B[a]P nebo zachycenim
volnych radikald, vznikajicich pfi jejich aktivaci (Angeli et al., 2009). Vodny extrakt
obsahujici agaritin (10 pg/ml) po 48 hodinové expozici u bunééné linie muzského lymfomu
U937 zvySoval mnozstvi bunéfného proteinu annexin V a postupné v zavislosti
na koncentraci zvySoval aktivitu kaspazy-3,-8,-9. Ptitomnost inhibitoru kaspazy-3 nebo
serinové proteazy granzymu B expresi annexinu V zase snizila, coZz potvrzuje Vliv
na apoptozu (Akiyama et al., 2011). Vysledek by mohl poskytnout uzite¢né informace pro

tvorbu protinddorovych l1éki zejména pro pacienty s leukemii.

Ganoderma lucidum je znama téz pod japonskym nazvem reishi. Po dlouhou dobu
byla vyuZivana v tradi¢ni Cinské medicing, kde slouZila k prevenci nebo lécbé tady
onemocnéni (Lin, 2005). Jedna se o velmi popularni houbu, kterd je vyuzivana na zlepSeni
zdravi a podporu dlouhovékosti, v oblastech vychodni Asie (Zhao et al., 2010). Mezi
izolované chemické slouCeniny ztéto houby, s farmakologickym pifinosem, patii
triterpenoidy, polysacharidy, cenéné slouCeniny jsou bilkoviny, aminokyseliny, alkaloidy,
steroidy, mastné kyseliny a enzymy (Boh et al., 2007). Mezi triterpenoidy patii ganoderova
kyselina T (GA-T), ktera je ziskavana ¢isténim metanolového extraktu z G. lucidum. GA-T je
schopny inhibovat proliferaci karcinomu plic bunécné linie 95-D, kdy 1Csp je 27,9 pg/ml. Pii
davce 50 pg/ml (24h) byla Zivotaschopnost snizena o 70 %. Béhem 24 hodinové inkubace
dochazi k indukci apoptézy a zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi. Dochazi ke zvyseni

apoptozy o 28 %, proti neoSetfené kontrole. Naopak béhem S fize se apoptdza sniZuje
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024 %. GA-T dale snizuje mitochondridlni membranovy potencidl v pribé¢hu indukované
apoptézy. Behem apoptdzy byla také sledovana stimulace kaspazy-3, ale ne kaspazy-8.
Kaspaza-3 byla zapojena do bunééné apoptozy (Tang et al., 2006). Extrakci teplou vodou
dojde k ziskani polysacharidovych frakci z G. lucidum. Tento extrakt na mononuklearnich
bunkach z lidské periferni krve (PBMC) prokézal v koncentraci 187,8 pg/ml imunosupresivni
ucinek po 48 hodinové inkubaci, na rozdil od A. bisporus, kdy je tato hodnota 392,2 pg/ml na
aktivovanych PBMC bunkach a indukujici syntézu INF-y (Kozarski et al.,, 2011).
Polysacharidy z G. lucidum silné stimuluji proliferaci makrofagt bunééné linie RAW264.7
ato zvySenim proliferace o 58 %, pfi koncentraci 40 pg/ml, v porovnani s koncentraci
0 png/ml. Pii koncentraci 40 pg/ml dochazi k stimulaci produkce oxidu dusnatého a vyrazné
vys$si produkei (21,16 pmol), v porovnani s koncentraci 0 pg/ml (6,32 pmol) a u pozitivni

kontroly osetfenych jen LPS (20,52 umol) (Shi et al., 2014).

Grifola frondosa (Dicks.) Gray, znama téZ pod japonskym ozna¢enim jako maitake je
b&zné dostupna na trhu v Cing, Japonsku a dalsich asijskych zemich jako 16¢ivé a jedla houba
(Chen et al., 2012). Heteropolysacharid GFPS1b, ziskany extrakci horkou vodou
z G.frondosa, vykazuje G€inngj§i  antiproliferaéni  vlastnosti pii  koncentracich
100, 300 a 500 pg/ml na bunécné linii MCF-7, v porovnani s jinymi polysacharidy GFPSO0,
GFPSla, GFPS3 a GFPS5 (Cui et al., 2007b). Polysacharid GFPS1b ma pozitivni
farmakoterapeutické vlastnosti in vitro, kdy vyraznéji inhibuje proliferaci bunécné linie
karcinomu zaludku SGC-7901 (ICsp < 40 pg/ml), v porovnani s ,,normalnimi“ jaternimi
bunikami buné¢né linie L-02 (ICsp > 800 pg/ml). Polysacharid u této bunécné linie vyvolava
bunécnou apoptéozu v G2/M fazi, kdy pii koncentraci 60 a 120 pg/ml se vyrazné zvysuje
apoptdza z 0,59 %, na 8,6 % a 15,08 %, v porovnani s neosettenou kontrolou. K této apoptdze
dochazi ziejmé 1 v disledku poklesu trans-membranového potencidlu mitochondrii a aktivaci
kaspazy-3 (Cui et al., 2007a). Na téze bunééné linii SGC-7901 byl testovan ve vodé
nerozpustny sulfatovany polysacharid S-GAP-P s prumérnou hmotnosti 28 KDa. Tento
polysacharid ma nevyraznou inhibi¢ni schopnost (ICsp= 564,28 ug/ml, za 48 hodinou
inkubaci). Cytotoxicitu 1ze zvysit vyuzitim kombinace S-GAP-P a 5-fluorouracilem (5-FU),
kdy 5-FU je ve stale koncentraci 1 pg/ml. Pfi koncentraci 10 pg/ml S-GAP-P s5-FU se
zvySuje cytotoxicita o 40 % v porovnani s pouzitim samotného S-GAP-P a 0 29 %
V porovnani s vyuzitim samotného 5-FU. Pfi vy$§im obsahu S-GAP-P (100-500 pg/ml)
v kombinaci s 5-FU je vSak tato interakce velmi mala, v porovnani se samotnym S-GAP-P.

Vliv na apoptézu byl zaznamenan u S-GAP-P v sub-G0/G1 fazi bunécného cyklu.
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Pii koncentraci 10 pg/ml byla zaznamenana indukce apoptézy o 2,1 % a pii koncentraci
100 pg/ml to pak bylo 13,9 %. Vysledky naznacuji, ze S-GAP-P inhibuje rast nadorovych
bun¢k zaludku prostfednictvim indukce apoptdzy. S-GAP v kombinaci s 5-FU ma vyrazné
vy$8i vliv na indukci apoptdzy, v porovnani se samotnym polysacharidem S-GAP-P, kdy
apoptdza byla zvysena o 14,3 %, v porovnani s kontrolou kde se zvysila o 1,2 % (Shi et al.,

2007).

Lentinula edodes (Berk.) Pegler (houzevnatec jedly) téZ znamy jako Shitake. Tato jedla
houba patii mezi druhou nejvice oblibenou a tieti nejvice rozsifenou houbu bézné péstovanou
ve svété (Choi et al., 2006b). Polysacharid izolovany z L. edodes — lentinan ma vliv na
produkci NO a TNF-a, u makrofagh bunécéné linie RAW264.7, které byly stimulovany
pomoci lipopolysacharidu. Bylo zjisténo, ze lentinan (200 pg/ml) ma pozitivni vliv nejen na
snizeni produkce NO a TNF-a o 70 %, ale dokdze také snizit expresi iNOS
a TNF-a (Xu et al.,, 2012). Cytotoxicita na bunééné linii karcinomu hrtanu HEp-2 je
u vodného extraktu z L. edodes 74 mg/ml (ICsp) a u etanolového extraktu je 1Cso 25,8 mg/ml
(Rincdo et al., 2012). U ziskanych metanolovych a vodnich extrakt z L. edodes testovanych
na adenokarcinomu prsu bunécné linie MCF-7 a normalni lidskych fibroblastl, byla zjisténa
cytotoxicita vodného extraktu vici linii MCF-7 s hodnotou 1Cs 7314 pg/ml a 140+30 pg/ml
vici normalnim fibroblastim. U metanolovych vzorkl bylo ICso pro MCF-7 119423 pg/ml
a 251+74 pg/ml pro fibroblasty (Israilides et al., 2008). Na této bunééné linii byl testovan
etylacetatovy extrakt z L. edodes, kdy koncentrace 50 pg/ml indukuje bunétnou apoptézu
0 50 %. Dochazi k vyraznému snizeni S-faze bunééného cyklu, ktera je spojena s indukci
inhibitord cdk a potlaceni aktivity cdk4 a cyklinu D1 (Fang et al., 2006). Etanolovy extrakt
pfi koncentraci 1 mg/ml, sniZzuje Zivotaschopnost bunék MCF-7 o 45 % a u bunécné linie

hepatokarcinomu SK-Hep 1 0 40 % proti neoSetfené kontrole (Thetsrimuang et al., 2011).

Ze zjisténych a jiz publikovanych vysledki je patrné, ze rozdily mezi jednotlivymi in vitro
vysledky jsou velmi rizné. Tudiz nelze presné fici, jaky ucinek rostliny a houby maji pfi
pouziti metod, které doposud nebyly vyuzity a jaké je ptipadné vyuziti jinych bunéénych linii,
kterymi jsou napiiklad buiiky kolorektalniho karcinomu lidské stieva. I z tohoto divodu maji
stdle své misto a vyuzZiti screeningy, které dokdazi vybrat potenciondlni druhy pro dalsi

testovani, tak jak je to 1 v této praci.
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3. Material a metodika
3.1. Material

Buné¢né kultury Caco-2, HT-29, RAW 264.7 byly zakoupeny z European Collection of
Cell Culture. Dulbeco Modified Egles Medium (DMEM), dusitan sodny, glukéza, fetalni
bovinni sérum (FBS), fluorescein (FL), fosfatovy pufr (PBS), gallova kyselina, Griessovo
¢inidlo, HISTOPAQUE 1077, hydrogen uhli¢itan sodny, lipopolisacharid (LPS) izolovany
z Escherichia coli 0111:B4, neesencialni aminokyseliny, penicilin, pyruvat sodny, RPMI11640
medium, streptomycin, trypsin, trolox, 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azobis 2-
amidopropan dihydrochlorid (AAPH), 3-(4,5-Dimetyltiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromid (MTT) byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (CZ). Dimetylsulfoxid (DMSO), etanol
(EtOH), metanol (MeOH), zakoupeny u Lach-Ner (CZ). Buffy coat, frakce krve od lidskych
darct po centrifugaci plazmy, pochazela od neznamych darci a byla potizena z Tomayerovy
nemocnice v Praze (CZ). Darci podepsali informovany souhlas a odbér vzorku byl podfizen
etickym zasadam instituce. Kultivaéni lahve, serologické pipety, 96-jamkové desticky byly

potizeny od Termo Fisher (UK).

Ovocné a zeleninové vzorky byly pfipraveny na Katedie mikrobiologie, vyZivy
a dietetiky. Vzorky jedlych ¢asti ovoce a zeleniny: kiwi [Actinidia sinensis L.], angrest [Ribes
uva-crispa L.], avokado [Persea americana Mill.], banan [Musa acuminata Colla], borivky
[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 L.], cuketa [Cucurbita pepo var. giromontiin], cervena
fepa [Beta vulgaris var. vulgaris L.], ¢inské zeli [Brassica chinensi], hruska [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.], papaja [Carica papaya L.], paprika [Capsicum L.], petrzel
[Petroselinum Hill], pithaja [Hylocereus undatus [Haw.] Britton & Rose], pomerané [Citrus
sinensis Pers.], rajée [Solanum lycopersicum L.], ¢erveny rybiz [Ribes rubrum L.], fedkev
[Raphanus sativus L.], tfeSen [Prunus avium L.]. vodnice [Brassica rapa var. Rapa L.] byly

pofizeny ze sit¢ maloobchodnich fetézcu.

Etanolové extrakty hub zftadu Polyporales byly ziskdny od vyzkumné skupiny
ADINACO, Farmaceutické fakulty, Univerzity Karlovy: Abortiporus biennis (Bull.) Singer
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(riznoporka pletova), Laetiporus sulphureus (Bull.) Murrill (sirovec zlutooranzovy), Lentinus
tigrinus (Bull.) Fr. (houzevnatec tygrovany), Polyporus squamosus (Huds.) Fr. (choros
Supinaty), Polyporus umbellatus (Pers.) Fr. (choro§ ofi§ / tradnik 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

3.2.1. Metody pouZité pro vzorky ovoce a zeleniny
3.2.1.1 Priprava dzusa

Ovoce a zeleninu jsme nejprve zbavili svrchnich a vnitfnich nepozivatelnych ¢asti (kary,
slupek, pecek) a odstavili ji na komerénim centrifugovém odstaviiovaci Catler JE 8010.
Cerstvé ziskana §tava byla zfiltrovana vakuovou filtraci, vzdy celkem 3x, podle postupné
vzristajici hustoty pért filtraéniho papiru FILTRAK (Cerveny, zluty, modry). Ze ziskaného
filtratu bylo odebrano 10 ml do 15ml zkumavek typu Falcon, které byly nasledné odpatreny ve
vakuovém centrifugaénim koncentratoru ScanVac pti 40°C. Cast odparku byla pouzita pro
stanoveni suSiny na vahach s infraervenym zafi¢em pii 105 °C. Zbylé mnozstvi bylo

natfedéno v DMSO na standardni koncentraci 100 mg/ml, pro nasledné testy.

3.2.1.2 Priprava metanolovych extraktu

Jednotlivé druhy ovoce a zeleniny byly nakrajeny na mens$i kousky a odvazeny do
50 ml plastovych zkumavek typu Falcon v mnoZzstvi 50 g. Zkumavky byly lyofilizovany
a ziskany suchy zbytek byl najemno rozmélnén na laboratornim mlynku a zvaZen. Poté byl
suchy zbytek vloZzen do celulézovych extrakénich patron (Whatman) a extrahovan 80%
metanolem na Soxhletové extraktoru SER 148 (Velp Scientifica), pii teploté 210 °C po dobu
45 minut. Extrakt byl Caste¢né odpafen na vakuové odparce Laborata 4000-efficient
(Heidolph). Nasledné¢ bylo do 15ml zkumavek typu Falcon pifeneseno 10 ml tohoto
zahusténého extraktu a na vakuové rotacni odparce urcen suchy podil stejnym postupem, jako
pii ptipravé dZusi. Po odebrani malého mnoZstvi pro stanoveni suSiny na vahach
s infracervenym zaficem pfi teploté¢ 105 °C, byl zbyly suchy podil nafedén v DMSO na

koncentraci 100 mg/ml.
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3.2.1.3 Obsah celkovy fenolovych sloucenin

Obsah celkovych fenolovych slou¢enin (total phenolic content — TPC) byl stanoven za
pouziti modifikované metody, kterou diive popsal Sharma a Bhat (2009). Pouzita byla
96-jamkova desticka, kde bylo 100 ul vzorku zifedéno 100 ul redestilované vody. Poté bylo
pridano 25 ul ¢istého Folin-Ciocalteu Cinidla. Desticka byla vlozena na orbitalni tfepacku, pii
40 otackach za minutu, na dobu 10 minut. Reakce byla zahajena ptidanim 75 pl 20% Na,COs.
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 dZzusu.

3.2.1.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

K stanoveni antioxidacni aktivity byla pouzita s modifikacemi metoda ORAC, popsana
Ou et al. (2001). Pfed pokusem byl pfipraven zasobni roztok AAPH (2,2-azobis
2-amidopropan dihydrochlorid) a FL v 75 mmol fosfatovém pufru (pH 7,0). 25 ul kazdého
vzorku se ztedilo 150 pl FL (48 mmol) a inkubovalo se pfi teploté 37 °C po dobu 10 minut.
Reakce byla zahajena ptfidanim 25 pl AAPH (153 mmol), ¢imz byl ziskan konecny objem 200
ul do kazdé jamky. Zmény fluorescence byly méteny v jednominutovych intervalech po dobu
120 minut s pouzitim TECAN M200 Infinite reader, s emisni a absorp¢ni vinovou délkou
stanovenou na 494 nm a 518 nm. Kvantifikace antioxidacni kapacity byla stanovena podle
plochy pod kalibra¢ni kiivkou, jak navrhl Cao a Prior (1999) a byly vyjadieny jako umol TE

(ekvivalent troloxu)/g extraktu.

Druhou metodou byla metoda DPPH, provedena dle Sharma a Bhat (2009). Do fadku
mikrotitraéni destiCky bylo pfipraveno sedm dvojnasobnych fedéni, ptfiCemz vzorky byly
pfipraveny na 80% MeOH (175 pl), v 96-jamkovych destickach. Nasledné bylo ptidano 25 pl
cerstve piipraveného 4 mmol DPPH v MeOH, do kazdé jamky (kone¢ny objem 200 pl). Smés
byla udrzovéana v temnu, pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Absorbance byla métena pii
517 nm, za pouziti TECAN M200 Infinite reader. Vysledky byly vyjadieny jako pmol TE/g

extraktu.
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3.2.1.5 Kaultivace bunéénych tkani
Kultivace makrofagu RAW 264.7

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 streptomicinu), 1 % neesencialnich aminokyselin, 2 mmol glutaminu

a 2% roztoku glukézy.

Bunky byly sklizeny po dvou dnech bez vyuziti trypsinu. Buniky byly uvolnény pomoci
serologické stérky a odstiedény po dobu 10 minut pfi 700 % g. Staré¢ medium bylo odstranéno
a nahrazeno 10 ml nového media. Bunky byly péstovany v kultivacnich lahvich (75 sz)
s 15 ml media RPMI 1640, které byly ulozeny v inkubatoru s fizenou atmosférou obsahujici
5% CO; a teplotu 37 °C. Bunky byly sklizeny druhy den mechanickym uvolnénim ode dna
kultiva¢ni lahve a nasledné odstfedény na centrifuze, po dobu 10 minut, pii 500 x g. Bylo
odstranéno staré medium a buniky byly nafedény v mediu. Z takto nachystané suspenze bylo
odebrano 0,5 ml media s bunkami a byly pfidany k 15 ml nového media RPMI 1640

v kultivaéni lahvi, pro dalsi kultivaci.

3.2.1.6 Inhibice oxidu dusnatého

Inhibice NO byla provedena dle Wang a Mazze (2002), kterda byla modifikovana.
Suspenze bun¢k natedénych na koncentraci 1% 10° bunék/ml, byly pipetovany do 96-jamkové
desticky v mnoZstvi 100 pl. Desticka byla vloZzena 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; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81;
3,91; 1,95; 0,98; 0,49; 0,24 pl/ml), a LPS (1 pg/ml) ve 200 pl. Desticka byla vlozena do CO,
inkubétoru na dobu 24 hodin. Poté doslo k odebrani 50 pl supernatantu, ktery byl v nové
96-jamkové desticce smichan s 50 pl Griessova ¢inidla. Absorbance byla méfena pii 540 nm,
za pouziti TECAN M200 Infinite reader. Obsah NO byla zméfena pomoci kalibracni kiivky

dusitanu sodného.
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3.2.1.7 Test cytotoxicity (MTT)
RAW264.7

Cytotoxicita byla méfena pomoci metody MTT dle Mosman (1983), ktera byla
modifikovana. Test toxicity probihal po testu inhibice NO. Z 96-jamkové desticky bylo
odstranéno medium, pfidano nové medium s MTT (1 pg/ml) a vlozeno do CO; inkubatoru na
dobu dvou hodin. Nasledn¢ bylo MTT odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance
byla méfena pii 555 nm a 720 nm jako referen¢ni hodnoty, za pouziti TECAN M200 Infinite
reader. Procento zivotaschopnych bunék bylo vypolteno v porovnani s neoSetienou

kontrolou.

3.2.2. Metody pouZzité pro vzorky hub
3.2.2.1 Priprava extrakti hub

Etanolové extrakty byly pfipraveny dle Macakova et al. (2010). Plodnice vybranych
druhil hub byly vy¢istény, zamrazeny v kapalném dusiku a uchovany v uzavienych nadobéch,
v mraznicce pii teploté -23 °C. Pred extrakci byly rozmrazeny a rozemlety v laboratornim
mlynku spolecné se 70% etanolem. Smés byla ponotfena do ultrazvukové lazné po dobu
30 minut, pti laboratorni teploté. Takto oSetfena smés byla nasledné filtrovana a vznikly filtrat
byl lyofilizovan. Praskovy extrakt byl uchovan pii teploté -80 °C, do doby testovani vzorkl
v atmosféie obsahujici argon. Vzorky pochazejici z L. edodes a G. lucidum byly ptipraveny

obdobnym zplisobem. Vzorky byly natedény v DMSO, na koncentraci 50 mg/ml.

3.2.2.2 Stanoveni obsahu p-glukani

Obsah B-glukanu byl stanoven pomoci Mushroom and Yeast p—glucan Assay kit
K-YBGL (Megazyme). Enzymova sada obsahuje exo-1,3-B-glukanazu, B-glukosidazu,
amyloglukosiddzu, invertasu, ¢inidlo urcujici glukézu (GOPOD-gluk6zooxidaza, peroxidaza,
4-aminoantipyrin) a standardni roztok glukézy. Pro stanoveni celkovych glukant bylo
navazeno 10 mg rozemletého vzorku a pfidano 150 pl koncentrované HCI s nasledujicim
promisenim na vortexu. Dale byly vzorky zahtaty ve vodni lazni o teploté¢ 30 °C po dobu
45 minut, pfi¢emz se kazdych 15 minut promichaly na vortexu. Po uplynuti stanovené doby
bylo ke vzorkim pfiddno 1 ml destilované vody a znovu promichdano na vortexu.

S uvolnénym vi¢kem se na 5 minut vzorky vlozily do vrouci vodni lazn¢ o teploté 100 °C. Po

42



uplynuti této doby se vi¢ko utahlo a vzorek jsme nechali inkubovat dal$i 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 odstiedili na
centrifuze pfi 1500 x g, po dobu 10 minut. Méfeni vzorka pro urceni celkovych glukant
prob&hlo tak, ze z pripraveného vzorku pro glukany se odpipetovalo 100 pl 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. Nésledovala 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
a40 °C. Absorbance se méfila pii 510 nm, oproti slepému vzorku glukézy, v 200 ul

jamkovych mikrotitra¢nich desti¢kach za pouziti TECAN M200 Infinite reader.

Obsah a—glukant byl stanoven enzymatickou hydrolyzou s pomoci amyloglukosidazy
a invertazy. Pro ur¢eni méfeni o—glukand se navazilo 10 mg vzorku, pfidalo se 200 ul 2M
KOH a smeési jsme nechali stat 20 minut v ledové vodni lazni. Nasledovalo ptidani 800 pl
1,2 M pufru octanu sodného (pH 3,8) a 20 pl smési amyloglukosidazy (1630 U/ml)
s invertdzou (500 U/ml). Po promiseni na vortexu se roztok vlozil do teplé vodni lazné 40 °C,
na dobu 30 minut, s obfasnym promichanim. Nasledovalo odstfedéni na centrifuze pii
1500 x g, po dobu 10 minut. Objem supernatantu se pienesl v mnozstvi 1 ml do 15 ml
zkumavky za piidani 0,1 ml octanového pufru (200mM) a 2 ml roztoku GOPOD. Zkumavka
byla inkubovéana pii teploté¢ 40 °C po dobu 20 minut. Nésledné¢ byl obsah napipetovan
v objemu 200 pl do 96-jamkové destiCky a méten spolecné se slepym vzorkem pii absorbanci
510 nm v 200 upl jamkovych mikrotitra¢nich destickach za pouziti TECAN M200 Infinite

reader.

Obsah p—glukanti se vypocetl odectenim o—glukanti z celkového mnozstvi glukant.
VSechny slozky glukanti byly vyjadieny pomérem glukézy v mg, na 100 mg suSiny. Nésledné
byly vysledky pfepocteny na mg f—glukanli/g suSiny.

3.2.2.3 Obsah celkovych fenolovych sloucenin

Pro stanoveni obsahu fenolovych sloucenin byla vyuzita totoznd metoda jako u ovoce

a zeleniny viz Podkapitola 3.2.1.3. Obsah celkovych fenolovych sloucenin.
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3.2.2.4 Imunomodula¢ni aktivita granulocyti
Izolace granulocytu

Mnozstvi 30 ml 20% buffy coatu bylo natfedéno v PBS a opatrn€ naneseno na vrstvu
10 ml Ficoll-Paque PLUS nebo alternativé Histopaque 1077 v 50 ml zkumavce s kénickym
dnem. Vse bylo odstiedéno na centrifuze pii 400 % g, po dobu 30 minut pfi teploté 22 °C.
Peleta (slozZena z erytrocytl a granulocytll) byla ponechdna ve zkumavce, zatimco supernatant
byl odstranén. Dale bylo ptidano 30 ml lyza¢niho pufru pro lyzu erytrocyti. Nasledné doslo
K promichani a odstfedéni pti 300 x g, po dobu 15 minut. Lyza¢ni krok byl nékolikrat
opakovan, dokud supernatant po lyza¢nim kroku neztstdval prihledny. Nyni jiz bila peleta
byla dale proplachnuta v PBS a opatrné resuspendovana, ve 3 ml PBS. Za tucelem
standardizace byly bunky obarveny pomoci Tiirkyho roztoku a nésledn¢ spocitany pomoci
Biirkerova sklicka. Bunéénd suspenze byla poté ziedéna v PBS, na kone¢nou koncentraci

3x10° bungk/ml.

Chemiluminiscenéni test

Vzorky sériové fedénych extrakti Polyporales ve tfech opakovanich v koncentraénim
rozmezi od 31 do 250 pg/ml byly pfipraveny v 96-jamkové bilé mikrotitracni desticce tak,
aby kazda jamka obsahovala 100 pl extraktu. Nasledné bylo ptfiddno 50 pl suspenze
izolovanych granulocytii (3X106 bunék/ml), dale bylo ptfiddno 50 pl luminolu (0,5 mg/ml)
a nakonec bylo ptidano 50 pl standardizovaného roztoku zymosanu. Kone¢ny objem v jamce
tak ¢inil 250 pl. Vodny extrakt z G. lucidum byl pouzit jako vnitini standard na kazdé desti¢ce
z divodu opakovatelnosti pokusu. Nakonec byla zafazena pozitivni kontrola, ktera
obsahovala LPS a negativni kontrola, bez LPS. Pfipravena desticka byla méfena v TECAN
M200 Infinite reader, pfi teploté 37 °C, ve dvouminutovych intervalech po dobu 3 hodin.
Schopnost extraktl zvysit fagocytézu neutrofili byla vypoctena na zaklad€ sklonu kiivky ve
fazi rastu ve srovnani s neostifenou kontrolou, ktera byla povazovana za 100 %. Tato hodnota
je oznacena jako fagocytarni index (FI). Koncentrace, pfi niz extrakty vykazovaly nejvyssi FI

je uvedena jako Koncmax (koncentrace max).
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3.2.2.5 Kaultivace bunéénych tkani
Kultivace bunéénych linii kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29

Buniky 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% hydrogenuhli¢itanu sodného, 1 %
pyruvatu sodného a 1 % roztoku neesencidlnich aminokyselin. Builky byly péstovany
v kultivaénich 1ahvich (75 cm® s15 ml DMEM media, které byly uloZeny v inkubatoru
S fizenou atmosférou obsahujici 5% CO; a teplotu 37 °C. Medium bylo ménéno kazdé dva
dny. Buiiky byly sklizeny 7. den pomoci trypsinu a odstfedény na centrifuze po dobu
10 minut, pii 200 x g. Bylo odstranéno staré medium a buiiky byly nafedény v mediu. Z takto
nachystané suspenze bylo odebrano 0,5 ml media s buitkami a opét pfidany k 15 ml nového

DMEM media v kultiva¢ni lahvi pro dalsi kultivaci.

3.2.2.6 Test cytotoxicity (MTT)
Caco-2 aHT-29

Cytotoxicita byla méfena pomoci metody MTT dle Mosman (1983), kterd byla
modifikovana. Buiikky byly nafedény na koncentraci 2,5%x10° bundk/ml a pipetovany do
96-jamkové desticky v mnozstvi 200 pl. Po 24 hodinach bylo odstranéno staré¢ medium
aptfiddno 100 pl nového media spolu s testovanymi vzorky v danych koncentracich (500;
250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,81; 3,91; 1,95; 0,98; 0,49; 0,24 ul/ml). Testované vzorky
s buitkkami byly inkubovany po dobu 72 hodin. Po této dobé bylo medium nahrazeno 100 pl
nového media s MTT (1 pg/ml). Po 2 hodinach v CO; inkubatoru bylo medium s MTT opét
odstranéno a nahrazeno 100 ul DMSO. Absorbance byla méfena pii 555 nm a 720 nm, jako
referen¢ni hodnoty, za pouziti TECAN M200 Infinite reader. Procento zivotaschopnych
bun¢k bylo vypocteno, v porovnani s kontrolou, kde byly buniky bez pfidani testovanych

latek.

45



3.3.  Statistické vyhodnoceni

Ziskané vysledky jsou vyjadfeny jako primér + smérodatnd odchylka. ZjiSténé
hodnoty byly dale testovany metodou ANOVA, s néslednym t-testem pro vicendsobna
porovnani s Bonferoniho korekci, na hladiné vyznamnosti p < 0,01 a p < 0,05. Linearni
korela¢ni koeficient (r) byl stanoven u dzust mezi TPC a ORAC; ORAC a produkce NO;
TPC a produkce NO. U metanolovych extraktii z ovoce a zeleniny mezi ORAC a DPPH.
U hub byl stanoven mezi B-glukany a FImax; TPC a FImax. Statistické vyhodnocovani bylo
provedeno v Excelu a IBM SPPS ver. 20.
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4. Vysledky

4.1. Ovoce a zelenina

Vysledky testli antioxidacni aktivity prokazaly, ze metanolové extrakty maji vyssi
antioxidacni aktivitu pfi pouzitych metodach, nez dzusy. Naopak u dzust byla vyrazngjsi
schopnost snizovat produkci oxidu dusnatého nez u metanolovych extraktii. Tato schopnost

v v

latek.

4.1.1. Antioxidaéni aktivita dZusi

Pii porovnani vysledkti ziskanych pomoci metody ORAC u vzorkd dzust (tab. 4,
obr. 3), byla nejvyssi antioxidacni aktivita zjisténa u bortuvek 438,5+12,3 umol TE/g extraktu.
Druhym nejvice aktivnim vzorkem byl citron, jehoz aktivita dosahovala 164,6+£36,7 pmol
TE/g extraktu, tfeti nejvice aktivnim vzorkem se ukazala fedkev bilda s hodnotou
146,0+5,5 umol TE/g extraktu. Dale 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 potadi dalsi hodnoty antioxida¢ni aktivity byly zjistény u vzorka
pomerance, mrkve, ¢erného rybizu, kiwi, broskve, vodnice a petrZele. Antioxida¢ni aktivita
aktivity byly zaznamenany u rajéete (7,7+£0,4 umol TE/g extraktu) a okurky
(3,8+0,2 umol TE/g extraktu).
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Obr. 3: Antioxida¢ni aktivita dzust - vyjadfena pomoci obsahu celkovych fenolovych slouc¢enin (TPC)

v mg GAE/I erstvého dzusu. A antioxida¢ni kapacita (ORAC) v umol TE/g suSiny. Hodnoty jsou vyjadieny
jako pramér + smérodatna odchylka.
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Tabulka 4: Ovocné a zeleninové dZzusy - obsah fenolovych sloucenin a antioxida¢ni aktivita.

TPC ORAC

Vzorek dzusu mg GAE/l dZzusu pumol TE/g susiny

(pramér + SD) (pramér + SD)

Bortvky 1603,2+73,0 438,5+12,2
Paprika 642,1+£33,1 127,9+0,7
Cerveny rybiz 636,9+12,1 82,4+2,6
Maliny 598,2+3,3 139,0+23,0
Kiwi 530,8+22,5 30,1+1,6
Cibule 407,3+17,1 107,1£17,7
Brokolice 405,6+8.4 111,2422.3
Pomeran¢ 392,2+14,3 91,6+5,6
Redkev bila 368,2+7,7 146,0+5,5
Vodnice 295,1+£36,6 45242 4
Petrzel 288,6+6,7 34,3+1,9
Celer 281,7+3,4 107,5+1,9
Mandarinka 250,0+13,8 121,8+1,2
Mrkev 241,9+14,9 91,1+0,6
Broskev 240,3+13,6 59,4+1,9
Jablko 160,1+£7.,4 147,9+£8,9
Citron 152,2+1,5 164,6+36,7
Okurka 71,0£3,1 3,8+0,2
Rajce 452+1,4 7,7+0,4

GAE - ekvivalent kyseliny gallové; TE — ekvivalent troloxu; SD — smérodatna odchylka.

V ramci prace byla zjiStovana i schopnost testovanych dZust inhibovat produkei oxidu
dusnatého, ktery byl produkovan LPS stimulovanymi makrofagy bunécéné linie RAW264.7
(tab. 5). Z celkového poctu 16 vzorku, které byly pouzity pro stanoveni inhibice produkce
NO, vykazovalo 11 vzorkt schopnost snizovat produkci NO pii koncentraci 1 000 pg/ml.
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Tabulka 5: Ovocné a zeleninové dzusy - produkce NO s cytotoxicitou na bunééné linii
RAW?264.7.

Produkce NO Toxicita

Vzorek
(%)

Cibule 43* N
Citron 45 T
Mandarinka 48* N
Mrkev 52* N
Maliny 54* N
Redkev bila 55* N
Petrzel 56 T
Celer 56* N
Kiwi 60* N
Rajce 61* N
Paprika 67* N
Pomeran¢ 69* N
Okurka 70 T
Vodnice 71 N
Brokolice 74 N
Jablko 76 N
Bortvky 7 N
Broskev 86 N
Cerveny 87 N
rybiz

LPS 100 N

* statisticka vyznamnost p < 0,05; N- ne cytotoxicka, T - cytotoxicka koncentrace snizujici zivotaschopnost

makrofagti < 90 %.
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Vyznamnost rozdilti mezi jednotlivymi vzorky byla stanovena pomoci vicenasobného
t-testu, s Bonferroniho korekci pii p < 0,05, vzhledem ke kontrole s ptidavkem LPS, ktera
ptedstavovala 100 % produkce NO. Vzorky citronu, petrzele a okurky nebyly do statistického
zpracovani zahrnuty, vzhledem k jejich toxickému ucinku na bunécnou linit RAW264.7 (viz

podkapitola 4.1.3. antiproliferacni aktivita).

Nejvyraznéjsi schopnost snizovat produkci NO na bunééné linii RAW264.7 (obr. 4a;
obr. 4b) mél dzus z cibule, ktera produkci NO snizila o 57 %, nasledovana mandarinkou
(52 %). U broskve, mrkve, malin, fedkve bilé, celeru, kiwi, rajéete, papriky, pomerance,
okurky, brokolice a jablka doSlo k poklesu produkce NO o 48 az 24%. Snizeni produkce NO
bylo zaznamenéno u bortivek 0 23 %, a ¢erveného rybizu, ktery snizoval produkci o 13 %. Na
obrazku 4 je zndzornéna inhibice produkce NO v zavislosti na koncentraci extraktu

(31,25-1 000 pg/ml) u vzorku se statistickou vyznamnosti.
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Obr. 4a: Produkce NO (%) u dZzust na bunikach mySich makrofagu bunééné linie RAW264.7, vystavenych
Ipng/ml LPS (100%), s pfidanymi ovocnymi a zeleninovymi dzusy v koncentraci 1 000-31,25 pg/ml.

50



140

120

100

80

~+=Maliny

~@-Mandarinky
Mrkev

~w=PetrZel

O

% produkece NO

40

20

LPS 31,25 62,5 125 250 500 1000
koncentrace pg/ml

160
140 ’

120

2 100

Z

8

=

= 80 == Pomerand
>

=) -&-Rajce
=60 ~Redkev bila

40

20

LPS 31,25 62,5 125 250 500 1000

koncentrace pg/ml

Obr. 4b: Produkce NO (%) u dzusii na buitkich mysich makrofagu bunééné linie RAW264.7, vystavenych
1ug/ml LPS (100%), s pfidanymi ovocnymi a zeleninovymi dZzusy v koncentraci 1 000-31,25 pg/ml.

Po stanoveni antioxidaéni aktivity nas zajimalo, zda za tuto aktivitu nejsou zodpovédné
fenolové slouceniny pfitomné v ovoci a zelenin€. Pokud porovname ziskané vysledky
z testovanych vzorkt dzusu (tab. 4; obr. 3) ovoce a zeleniny, byl nejvyssi obsah fenolovych
latek zjistén u bortivek. Fenolové latky byly u tohoto vzorku dzusu 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 ¢erného rybizu (636,9+12,1 mg GAE/l dzusu). Dale je

nasledovaly vzorky malin, kiwi, cibule, brokolice, pomerance, fedkve bilé, vodnice, petrzele,

51



celeru, mandarinky, mrkve, broskve a jablka, kdy se koncentrace pohybovala v rozmezi
(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 nejnizsi hodnota byla zjisténa
u rajcete (45,2+1,4 mg GAE/l dzusu).

Porovnanim vysledkii obsahu fenolovych slou¢enin stanovenych metodou TPC
a antioxidacni aktivity stanovené metodou ORAC je patrné, Ze mezi hodnotami stanovenymi
metodou TPC a ORAC je stfedné silna korela¢ni zavislost (r = 0,6539) (obr. 5). Naopak pii
porovnani obsahu fenolovych sloucenin se schopnosti inhibovat produkci NO je patrné, Ze
hodnoty nekoreluji (r = 0,0774). Lze tedy piedpokladat, Ze schopnost inhibovat produkci NO
neni ovlivnéna obsahem celkovych fenolovych sloucenin. Muze se jednat o jiny typ sloucenin

nebo miiZze vyznamnou roli hrat také specifita i¢inku daného ligandu.
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Obr. 5: Vzajemna korelace vysledkt zvolenych metod TPC + ORAC a TPC + NO.

4.1.2. Antioxidaéni aktivita extraktu

Kompletni vysledky antioxida¢ni aktivity pro extrakty z ovoce a zeleniny jsou
zaznamenany v tabulce 6. Celkem bylo testovano 27 metanolovych extraktti pomoci metody
ORAC. Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjiStétna u extrakth z borivek
(836,6+24,1 pumol TE/g susiny), fedkve bilé (724,5+17,1 pumol TE/g suSiny) a malin
(592,7£19,3 umol TE/g susiny). Nasledovaly je extrakty z brokolice, papriky, mandarinky,
karamboly, citronu, tfeSn¢ a pomerance, kdy antioxidacni aktivita se pohybovala v rozmezi
535 az 294 umol TE/g suSiny. U angrestu byla antioxidac¢ni aktivita 291,5+5,3 umol TE/g
susiny, u mrkve (263,248,3 umol TE/g susiny) a u jablka s hodnotou 165,0+6,7 umol TE/g
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suSiny. Dale nasledovaly vzorky s antioxida¢ni aktivitou mensi nez 150 pumol TE/g susiny.
Tato hodnota byla stanovena jako hrani¢ni (> 150 umol TE/g susiny — vyznamna antioxida¢ni
aktivita) pro dalsi testovani antioxidacni aktivity, jak je uvedeno v tabulce 6. Vyssi hodnota
nez hrani¢ni nebyla zjisténa u extraktl avokada, ¢inského zeli, rajCete, nashi, petrzele, celeru,
broskve, vodnice, cibule, bandnu, okurky, khaki, kiwi a papdji. Antioxidacni aktivita u téchto

extraktl byla v rozpéti 138 az 16 pmol TE/g susSiny.

Dale byly, za pomoci metody DPPH testovany vzorky, u kterych byla hodnota ORAC
vyssi nez 150 umol TE/g suSiny. Nejvyssi hodnoty dosahovaly vzorky, bortvky
(404,6+15,4 umol TE/g suSiny), karamboly (325,4+15,3 umol TE/g suSiny) a angrestu
(189,0+3,8 umol TE/g susSiny) a papriky (154,1+0,1 pmol TE/g suSiny). Néasledovaly je
extrakty Z brokolice, tfeSni, citronu, mrkve a fedkve bilé s hodnotou 87 az 52 umol TE/g
(48,2+£0,1 umol TE/g suSiny), jablka (26,242,7 pumol TE/g suSiny) a mandarinky
18,7+0,1 umol TE/g susiny, jak je patrné z obr. 6.

® ORAC
u DPPH

;:m““lllm..............

efﬁy&@\\i&\y‘y # @b‘;fé ¢“\-P°‘¢’$w‘>q9{' y‘z“& \6@?&#‘0\&&&3"@?*’4\@
q.

umol TE/g
g

Obr. 6: Antioxida¢ni aktivita metanolovych extrakti vyjadiena pomoci ORAC a DPPH v umol TE/g suSiny.
Antioxidac¢ni aktivita v metodé ORAC >150 umol TE/g extraktu byla kritériem dal$iho testovani metodu DPPH,
dale bylo testovano 13 extrakti. Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + smérodatna odchylka.
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Tabulka 6: Antioxida¢ni aktivita metanolovych extrakti ovoce a zeleniny.

Jedly plod ORAC DPPH
(umol TE/g suSiny) = SD  (umol TE/g susiny) = SD

Bortvky 836,6+24,1 404,6+15,4
Redkev bila 724,5+17,1 52,2+3,3
Maliny 592,7+19,3 48,2+0,1
Brokolice 532,3+18,7 87,4+5,6
Paprika 530,0+18,6 154,1+0,1
Mandarinky 483,3+13,6 18,7+0,1
Karambola 439,3+10,8 325,4+15,3
Citron 422,0+14,1 70,0+0,8
Tiesné 404,7+£2,0 77,712
Pomeranc¢ 293,6+5,7 16,81+0,3
Angrest 291,545,3 189,0+3,8
Mrkev 263,2+8,3 64,3+6,4
Jablko 165,0+6,7 26,2+2,7
Avokado 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 102,14+2,4 -
Broskev 86,9+5,5 -
Vodnice 86,1+4,6 -
Cibule 66,9+2,3 -
Banan 65,3+1,5 -
Okurka 44.8+2 2 -
Khaki 42,5+3,4 -

Kiwi 36,8+2,2 -
Papaja 16,1+0,4 -

GAE - ekvivalent kyseliny gallové; TE — ekvivalent troloxu; SD — smérodatné odchylka.

Po stanoveni antioxidaéni aktivity vyssi nez 150 pmol TE/g suSiny, méfené pomoci
metody ORAC, byly vzorky nésledné testovany pomoci metody DPPH na schopnost inhibice
produkce NO (tab. 7) stejn¢, jako v ptipad¢ ovocnych a zeleninovych dzust. Celkem tedy

bylo pomoci metody DPPH testovano 13 metanolovych extrakti na schopnost snizovat
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produkci NO. Vyznamnost rozdili mezi jednotlivymi vzorky byla stanovena pomoci t-testu

p < 0,05, vzhledem ke kontrole s piidavkem LPS, ktera piedstavovala 100 % produkce NO.

Tabulka 7: Produkce NO metanolovych extraktu ovoce a zeleniny.

Produkce NO MTT

Jedly plod o
Jablko 66* N
Ttesné 68 N
Maliny 74 T
Bortvky 77 T
Brokolice 79* N
Citron 79 T
Karambola 81 N
Mandarinky 82 N
Mrkev 84 N
Redkev bila 86 N
Pomeran¢ 90* N
Paprika 91 N
Angrest 91 N
LPS 100 N

* statisticka vyznamnost p < 0,05; N- necytotoxicka, T - cytotoxicka koncentrace sniZzovala zivotaschopnost
makrofagli <90 %.

Z vysledkl bylo patrné, ze statisticky vyznamné hodnoty byly u 3 vzorkl extraktu, které
mély schopnost sniZzovat produkci NO, na bunééné linii mySich makrofagu RAW264.7 pfi
koncentraci 1000 pg/ml. Nejvyraznéjsi schopnost snizovat produkci NO na bunééné linii
RAW?264.7 byla u extraktu z jablka, ktery byl schopny snizit produkci NO o 34 %
a dokonce jako jediny extrakt pti koncentraci 500 pg/ml inhiboval produkci o 13 %. DalSim
extraktem schopnym inhibovat produkci NO byla brokolice, ktera snizovala produkci o 21 %.

Tretim G¢innym extraktem byl vzorek z pomerance, ktery inhiboval produkci o 10 % (obr. 7).
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Obr. 7: Produkce NO (%) u metanolovych extraktll na butikich mysich makrofagii bun&¢né linie RAW264.7,

vystavenych 1ug/ml LPS (100%) s pfidanymi ovocnymi a zeleninovymi extrakty, v koncentraci 1 000-31,25
pug/ml.

Porovnanim vysledkti metod ORAC a DPPH (obr. 8.) je patrné, ze mezi hodnotami je
stfedni vzajemna korelace (r = 0,444).
600
500
400

300

DPPH

200

100

0 200 400 600 800 1000

ORAC

Obr. 8: Vzajemna korelace vysledkt zvolenych metod ORAC a DPPH u extraktl z ovoce a zeleniny.

4.1.3. Antiproliferacni aktivita

V rdmci testu stanoveni produkce oxidu dusnatého byla zjiStovana cytotoxicita dzusu
(tab. 5) a extraktd (tab. 7). Vysledky jsou prezentovany pouze jako toxické a netoxické.
Hlavnim kritériem byla hranice 90% zivotaschopnosti bunécné linie RAW264.7. U dzusu

byla z celkového poctu 19 vzorkt Zivotaschopnost bunék pii koncentraci 1 000 pg/ml mensi
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nez 90 % pouze u 3 vzorkl. Jednalo se o vzorky z petrzele, citronu a okurky. Vysledky
stanoveni cytotoxicity u metanolovych extraktii byly obdobné. Cytotoxicita (< 90 %) byla
taktéz zjisténa pouze u 3 vzorkl a to u boruvky, maliny a citronu. Vysledky téchto vzorki
nebyly dale vyuzity pfi hodnoceni schopnosti vzorkl snizovat produkci NO. U ostatnich
vzorkd byla Zivotaschopnost > 90 % a tyto dzusy byly déle pouZity pfi stanoveni inhibice

produkce NO.

4.2. Houby

4.2.1. Imunomodulaéni aktivita

V ramci stanoveni imunomodula¢ni aktivity hub byl zjistovan vliv etanolovych extraktt
na aktivitu fagocytl (tab. 8). Z 10 testovanych vzorkl byla pozorovana tato statisticky
vyznamna aktivita pomoci Bonferroniho testu s hladinou vyznamnosti p < 0,01, u vzorkt
z extraktd hub N. lepideus (155+18 %) a P. squamosus (141+8 9%). Dale, z hlediska

naméfenych hodnot nasledovaly etanolové extrakty L. tigrinus, P. conchatus, A. biennis,

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

Luminiscenéni kiivky pro N. lepideus a S. crispa jsou znazornény na obrazku 9.

Neolentinus lepidens Sparassis crispa

......

Lo (maem) Cow (mn)

= kontroln === 250 ug'm 125 pgiml === 625 ug'ml 31 25 pe/ml

Obr. 9: Typicka kiivka relativni luminiscence znazorfujici zvySenou aktivitu N. lepideus a potladeni

u S. crispa neutrofilni fagocytézy pii koncentraci 31,25-250 pg/ml. RLU — relativni luminiscenéni jednotka

(Relative luminescence units).
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Tabulka 8: Cytotoxické vlastnosti extraktu Polyporales a jejich vliv na fagocytarni reakci

izolovanych neutrofilt.

Cytotoxicita
Neutrofilni fagocytoza

ICso (ng/mL)

HT-29 Caco-2 Flia KOoNCpax

Nazev
(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 14148** 125
Polyporus umbellatus >500 >500 103+£9 62
Royoporus badius >500 >500 113+11 31
Sparassis crispa 107+16 >500 16+£9** 31
Trametes versicolor >500 >500 10445 125
Standard a kontrola
Lentinula edodes

302+54 >500 56+2 62
(EtOH extrakt)
Ganoderma lucidum

151+21 >500 108+6 31
(EtOH extrakt)
Ganoderma lucidum

- - 190+£41** 93

(H20 extrakt)
LPS >100 >100 116+9 6 (ng/ml)
NeoSetiena kontrola 100+31 -

Cytotoxické ucinky referencnich vzorkd a kontrolnich vzorku na epitelidlni bunky kolorektalniho karcinomu

bunécéné linie Caco-2 a HT-29 a jejich vliv na fagocytarni aktivitu izolovanych lidskych neutrofilnich

granulocyti; *, maximalni fagocytarni index dosazeny pii srovnani s kontrolou (100 %); ¥, koncentrace s nejvyssi

hodnotou fagocytarniho indexu; hvézdi¢ky ukazuji vyznamnost stfednich hodnot pro tii vzajemna méfeni ve

srovnani s kontrolou ~* (p < 0.01).
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4.2.2. Chemicka charakterizace vzorku hub

Kompletni vysledky stanoveni B-glukani a celkovych fenolovych sloucenin jsou
uvedeny v tabulce 9. Vysledky ukazuji, ze nejvyssi obsah B-glukant byl zjistén u S. crispa
a to ve vysi 117,443,2 mg/g extraktu. Ostatni vzorky obsahovaly mén¢ nez 100 mg/g
extraktu. Druhou v poradi byla N. lepideus, s koncentraci 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-glukant 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-glukani
dosahovala 13,4+0,8 mg/g extraktu. Ke stanoveni B-glukanti u extraktu R. badius nedoslo

Z divodu nedostatku vzorku.

Déle byl u vzorki hub stanoven obsah fenolovych slou¢enin. Nejvyssi hodnota byla
zjisténa u R. badius (257,8+41,4 umol GAE/g extraktu), o 17 % nizs§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. Nejniz§i obsah fenolovych slou¢enin byl zjistén u P. umbllatus
(80,5+19,4 umol GAE/g extraktu), P. conchatus (67,4+18,4 pmol GAE/g extraktu)
a u P. squamosus, jejiz hodnota TPC byla 41,6+4,4 pmol GAE/g extraktu.

Porovnanim vysledkii imunomodula¢ni aktivity s obsahem p-glukanti a fenolovych
sloucenin je patrné, ze hodnoty imunomodulaéni aktivity s obsahem B—glukant koreluji jen
velmi slab¢ (r = 0,1515). Hodnoty imunomodulaéni aktivity s obsahem celkovych fenolovych
slou¢enin nekoreluji koreluji (r = 0,0018). Schopnost stimulovat imunomodula¢ni aktivitu

bude zpiisobena i jinymi vlivy, nez jsou —glukany, ptipadné fenolové slou¢eniny (obr. 10).
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Obr. 10: Vzajemna korelace vysledkt hub, mezi obsahem B-glukanti a fagocytarnim indexem
a obsahem fenolovych sloucenin a fagocytarnim indexem.

Tabulka 9: Obsah B-glukand a celkovych fenolovych latek, v testovanych etanolovych

extraktech hub z fadu Polyporales.

B-glukany TPC

Nigev mg/g extrakt umol GAE/g extrakt
(prumér + 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+0,8 80,5+19,4
Royoporus badius n.t. 257,8+41,4
Sparassis crispa 117,4+3,2 85,4+22,9
Trametes versicolor 62,5+0,4 137,9+28.4
Standard a kontrola
Lentinula edodes (EtOH extrakt) 69,4+1,6 48,0+9,2
Ganoderma lucidum (EtOH extrakt) 20,6+1,3 257,9+48,1
Ganoderma lucidum (H,O extrakt) 64,3+1,0 191,1+37.8

GAE - ekvivalent kyseliny gallové; n.t. — netestovano; SD — smérodatna odchylka.
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4.2.3. Antiprolifera¢ni aktivita

Vliv etanolovych extrakti na antiproliferacni aktivitu byl zjisfovan na bunécnych
liniich kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29. Z vysledkd uvedenych v tabulce 8 je
patrné, ze nami testované extrakty neprokazaly zadny antiprolifera¢ni u¢inek. Vyjimkou jsou
jen mirné cytotoxické ucinky na bunénou linii HT-29 u extraktu S. crispa se
zjisténou hodnotou 1Csp 10716 pg/ml (obr. 11). U kontrol byla cytotoxicita zjisténa
u extraktu L. edodes (ICsp = 30254 pg/ml) (obr. 12) a G. lucidum s hodnotou 1Csp 151421
pg/ml (obr. 13), na bunécné linie HT-29. U ostatnich extrakti nebyla zaznamenana
cytotoxicita na bunécné linii HT-29 a ani na bunétné linii Caco-2. U této linie nebyla

zaznamenana zadna aktivita.
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Obr. 11: Antiproliferaéni aktivity etanolového extraktu S. crispa, na bunéénych liniich kolorektalniho

karcinomu Caco-2 a HT-29, po 72h inkubaci.
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Obr. 12: Antiprolifera¢ni aktivita standartniho etanolového extraktu L. edodes na bunéénych liniich

kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29, po 72h inkubaci.
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Obr. 13: Antiprolifera¢ni aktivita standartniho etanolového etraktu G. Lucidum, na buné&¢nych liniich
kolorektalniho karcinomu Caco-2 a HT-29, po 72h inkubaci.
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5. Diskuze

Hledani novych rostlin a u¢innych latek, které maji schopnost snizovat oxidacni stres,
zpusobujici celou fadu onemocnéni, je souCasnym trendem mnoha vyzkumnych tymi.
Se stoupajici popularitou ,,zdravého Zivotniho stylu, stoupd na oblibé i ovoce, zelenina
a napoje z nich — dzusy. Podobné v populaci vzrista popularita konzumace riznych hub, které
maji proklamovany uc¢inek na lidské zdravi. Piikladem houby jsou vyuzivané v tradi¢ni
¢inské medicin€. Jim ptibuzné druhy hub, bézné¢ rostouci v naSich lesich, by mohly mit
podobné pozitivni G&inky na lidské zdravi. Casto je zdtraziiovana imunomodulaéni funkce
hub, vcetné jejich potencidlu snizovat nasledky pusobeni volnych radikali a oxidacniho
testovani jejich biologickych vlastnosti. V souladu 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, Tauchen et al., 2015) je i tato prace. Pro
ptehlednost bude diskuze rozdélena na dvé Casti. Prvni ¢ast je v€novana ovoci a zelening.

Druh4 ¢ast je vénovana jedlym houbam a jejich biologické aktivité.

5.1. Ovoce a zelenina

vvvvvv

Vv lidské potravé. Postupem casu lidstvo dochdzelo ke zjiSténi, Ze nékteré druhy ovoce
a zeleniny mohou mit pozitivni vliv na lidské zdravi, aniz by se véd¢lo, co je diivodem tohoto
vlivu. Az v poslednich desetiletich védci postupné poznavaji, jaké bioaktivni slouceniny jsou
vovoci a zeleningé 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 zelenin¢, fadime mezi zakladni metody urCeni antioxida¢ni aktivity. Aby bylo vytézeno
co nejvice fenolovych sloucenin, s antioxidac¢ni, antiproliferacni a imunomodulaéni aktivitou
z ovoce a zeleniny, je dilezité zvolit vhodné rozpoustédlo, které je schopné pronikat do
intracelularniho prostoru extrahovaného materidlu. Mezi takovd vhodna rozpoustédla patii
metanol, piipadné etanol, které jsou vhodné&jsim rozpoustédlem, nezli voda (Sun et al., 2007,
Yu et al.,, 2005). To vysvétluje i rozdily mezi vysledky antioxida¢ni aktivity u dzust
a metanolovych extraktl, které byly zaznamenani béhem vyzkumu. U metanolovych extraktl

byla dosaZena, pii pouziti stejné metody ORAC, vyssi antioxidacni aktivita, neZ u dzus.
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Celkem bylo testovano 19 dZzust a 27 metanolovych extrakti. U fady testovanych vzorkt byla

zjiSténa antioxidacni a antiproliferacni aktivita.

V nasledujici ¢asti budou podrobnéji diskutovany zjisténé vysledky u bortvek a jablka,
jako zastupce ovoce a cibule, jako zastupce zeleniny. Divodem tohoto vybéru je skutecnost,
ze boruvky sice patfi mezi lesni ovoce, lze je vSak UspéSné péstovat i v domdcich
podminkach. Vedle toho jablko je lidmi konzumovéno celoro¢né a patii mezi ovoce, které
se v nasem jidelnicku vyskytuje nejcastéji. Jako zastupce zeleniny byla do diskuze zafazena
cibuli. Jedna se o bézné konzumovany druh zeleniny, jeji uziti je celoro¢ni a mize byt forme
tepeln¢ opracované nebo ve forme¢ syrové. Cibule je soucasti velkého mnoZstvi
ptipravovanych pokrmi a diky tomu mulzeme konstatovat, ze bioaktivni slouceniny v ni

obsazené ¢lovék konzumuje nejcastéji.

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

Existuje vyznamny rozdil, v obsahu celkovych fenolovych sloucenin, u komeréné
pestovanych borivek a u divoce rostoucich bortivek. Ve druhém ptipadé byl stanoven vyssi
obsah fenolovych slou¢enin a obsah antokyant (Giovanelli and Buratti, 2009), které maji
antioxidacni aktivitu métitelnou in vitro metodami. Nékteré in vitro metody jsou citlivéjsi nez
jiné. V praxi je tedy vhodné, ke zjiSténi antioxida¢ni aktivity, vyuZiti dvou a vice rozdilnych
in vitro metod, aby byl bran v uvahu rtuzny zpusob pusobeni antioxidantt (Prior and Cao,
1999, Huang et al., 2005). Podobné tomu bylo i v ptipad¢é nasi studie, kdy jsme pouzili
metody ORAC a DPPH. U metody DPPH jsme obecné¢ zaznamenali nizké hodnoty

antioxidacni aktivity ve vysledcich.

Na antioxida¢ni aktivitu ma mimo jiné znacny vliv genotyp, coz se odrazi ve znacné
variabilit¢ mezi dosazenymi vysledky (Moyer et al., 2002). Antioxida¢ni aktivita bortivek
tésné koreluje s obsahem fenolovych sloucenin (r = 0,92) a s obsahem antokyanti (r = 0,77),
jak zjistil Prior et al. (1998), pfi pouziti in vitro metod. Na sniZeni antioxidaéni aktivity nema
vliv skladovani (Connor et al., 2002). Ta je stala, az do doby konzumace spotiebitelem.
Hlavnimi antokyany borGvek jsou delfinidin a malvidin (Katsube et al., 2003), které
predstavuji 37,5 %, resp. 24,2 % vsech antokyani obsazenych v boruvkach (Kalt et al., 1999).
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Bylo prokazano, Ze antokyany izolované z bortivek maji antiprolifera¢ni aktivitu na
bunééné modely in vitro (Katsube et al., 2003, McDougall et al., 2008). Extrakty z bortivek
snizuji aktivitu matrix metaloproteinazy-9 a sekreci aktivatoru plazminogenového typu
urikazy. Zaroven zvysSuje tkanové inhibitory metaloproteinazy-1 a aktivatoru plazminogenu
sekreci inhibitoru-1, v buné¢né linii adenokarcinomu lidského prsu MDA-MB-231 (Adams et
al., 2010).

Znaénym problémem u vysledkd in vitro metod, je jejich vyuziti v in vivo studiich.
Vétsina bioaktivnich latek u rostlin a hub mé cytotoxické ucinky v bunéénych kulturach i1 po
piidani 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 potravé (Stoner and Bruce, 2004, Stoner et al., 2005). Rozdil
muze byt zpusoben pravdépodobné tim, ze si nejsme jisti, jak z potravy bohaté na antokyany
dochazi k jejich absorpci, distribuci, metabolismu a vylucovani. Na zakladé¢ in vitro studie
zabyvajici se mikrobialni fermentaci (Williamson and Clifford, 2010, Gonzalez-Barrio et al.,
2011) je pravdépodobné, zZe prijaté antokyany se rozd€luji (spontanné nebo enzymaticky)
na produkty rozkladu fenolovych sloucenin, které¢ jsou dale metabolizovany. Obdobny
vysledek byl pozorovan v in vivo studii, sledujici pfijem extraktu bortivek u ¢lovéka. Presto,
ze extrakt obsahoval celé spektrum fenolovych sloucenin, zlstala velkd cast metabolit
neznama. Jako hlavni metabolity byly zjistény homovanilova a vanilinova kyselina (Nurmi et
al., 2009). Homovanilova kyselina byla zjisténa i v novéjsi in vivo studii, zabyvajici
se metabolismem izotopové znaceného kyanidin-3-glukosidu. Takto upraveny antokyan byl
podavan 8 muzium, ve véku od 20 do 36 let, kdy kazdy spotfeboval 500 mg antokyanti.
Béhem experimentl bylo zjisténo 24 metabolitl, v koncentracich 0,1-42,2 pmol/l, z ptivodné
predpokladaného poctu 51 domnélych sledovanych metabolitl. Zjist€éné metabolity byly
kyseliny  hydroxybenzeova, metoxybenzeova, fenylpripionova, izomer kyseliny
methylhippurova, homovanilova, hydroxybenzylalkohol, kyselina benzo-4-sulfat a hydroxy-
benzaldehydy. Tyto metabolity jsou v krvi métitelné po dobu < 48 hodin, po poziti (Czank et
al., 2013). Vliv konzumace boruvek na lidské zdravi byl ovéfen v né€kolika intervenénich
studiich a lze pfedpokladat, ze fada téchto ucinkid mize s antioxidacni aktivitou souviset. Ve
skupiné 120 zdravych miizu a Zen véku mezi 40 az 74 let, byl pfijem extraktu z bortivek
(300 mg /den po dobu 3 tydni) spojen svyznamnym snizenim plazmatické hladiny

prozanétlivych cytokind a chemokint (Il 4, IL-13, IL-8 a IFN-a) na draze NF-«xB (Karlsen et
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al.,, 2007). To muze souviset s potlaCenim zanétlivych drah, mozna i prostfednictvim

snizeného oxidac¢niho stresu.

U dvojit¢ zaslepené zkiizené studie, provedené na skupiné 8 muzi stfedniho véku
(38 az 54 let), kteti konzumovali tuéna jidla, bylo podavano 100 g lyofilizovaného prasku
Z bortivek jeden tyden. U muzii doslo ke zvySeni sérové a celkové antioxidacni kapacity
0 16 %, po 4 hodinach od konzumace (Kay and Holub, 2002). To je do jisté miry potvrzenim
pozorované antioxidacni aktivity v naSem in vitro testu a dikazem, ze screeningové metody

maji své opodstatnéni, jako nastroj hledani a¢innych bioaktivnich slozek stravy.

V jiné zktizené studii, provedené na 18 muzich (ve véku od 38 do 58 let), byl po dobu
6 tydnii konzumovan napoj obsahujici 25 g lyofilizovanych bortivek, ptedstavujicich 375 mg
antokyant. Doslo ke zjisténi, ze ve skupiné konzumujici tento napoj dochazi k vyznamnému
sniZzeni hladiny endogenné oxidované¢ DNA (z 12,5 % na 5,6%) a poSkozené DNA,
indukované prostiednictvim peroxidu vodiku (ze 45,8 % na 37,2 %) (Riso et al., 2013). To
podporuje hypotézu, ze pfijem borivek zvySuje odolnost pied 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

ucinky jsou potvrzeny.

Ze zeleninovych druhti 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 patii kvercetin, ktery tvoii az 85 % z fenolovych sloucenin. Dalsi
vyznamnou slouéeninou je kaempferol (Price and Rhodes, 1997, Chu et al., 2000, Nuutila et
al., 2002). Tyto slouceniny se jevi jako ucinné inhibitory gram-pozitivnich bakterii, na rozdil
od gram-negativnich, které jsou odolng¢jsi (Santas et al., 2010). Cibule tak mize zlepSovat

kvalitu pfijimanych 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., 2015). U posledné¢ jmenovaného
dochéazi k menSimu absorbovani bunikami kolorektalniho karcinomu na bunécné linii Caco-2
(ktera je jednoduchym a uziteCnym systémem pro studium biologické dostupnosti in vitro),
béhem inkubace s Caco-2 bunkami, ptfipadné metabolismem bunck. Je vSak mozné, ze
dochazi i1 k oxida¢ni degradaci, kdy se zdd, Ze meziproduktem reakce je peroxidace, vedouci

k dioxetanu a nasleduje otevieni fenolového kruhu, za vzniku karboxylovych kyselin. Tyto
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degradacni uc¢inky a metabolické zmény mohou pfispivat k biologické aktivité kvercetinu
(Boulton et al., 1999). Metabolicka pfeména kvercetinu pravdépodobné zabrafuje
potencionalné Skodlivému snizeni eNOS (endotelidlni NO syntdzy), v endotelidlnich bunkach

(Tribolo et al., 2013), ktery je zodpovédny za tvorbu NO v cévnim endotelu.

Pii zjistovani in vivo G¢inku cibule a jejich fenolovych slou¢enin byla odebrana plazma
dobrovolniktim, ktefi jednorazové konzumovali 325 mM kvercetin 3-glykosidu a kvercetin
4’-glykosidu. V plazm¢é nedoslo k detekci zménénych glykosidi kvercetinu, s minimem
zjisténych aglykonu kvercetinu, a to vedlo k domnénce, ze po poziti glykosidi 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 funkcéni skupiny katecholu kvercetin
glukuronidu nebo hydrolazou glukuronid endogenni B-glukuronuidédzou a naslednou sulfataci
na kvercetin 3’-sulfat a kvercetin 3-glukuronid, déale konverzi na konjugit mono-sulfat,
umoziujici pfechodny kontakt volného aglykonu bunéénym prostfedim. Tim mutze dochazet
k intracelularni biologické aktivité antioxida¢nich flavonoidu (O'Leary et al., 2003). Obsah
fenolovych sloucenin v cibuli zce koreluje s antioxidacni aktivitou a zaroveit koreluje
s antiproliferacni aktivitou na bunécéné linii Caco-2 a HEP-G2. Nékteré 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 ptes takto vysoké
potiebné koncentrace k vyvolani antiproliferaéniho G¢inku, v podminkach 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 nadorovych
onemocnéni. Vysledkem bylo, Ze u pacientd, ktefi konzumovali cibuli, doslo ke snizeni

vyskytu riznych druhit nadorovych onemocnéni (Galeone et al., 2006).

Ze vzorkl, které byly testovany v nasi studii, je obyvatelstvem nej¢astéji konzumovano
jablko, které je vyznamnou soucasti lidské potravy. Z tohoto divodu se jevi jako vhodny
zdroj bioaktivnich latek. ZjiSt€éné hodnoty obsahu celkovych fenolovych slou¢enin
a antioxidacni aktivity byly v souladu s publikacemi dalsich autort, ktefi navic dodavaji, ze
existuje vysoka variabilita mezi jednotlivymi odridami (Khanizadeh et al., 2008, VVrhovsek et
al., 2004, Begi¢-Akagi¢ et al., 2011). Z celkovych fenolovych slou€enin je u jablka nejvyssi
obsah kvercetinu a jeho glykosidl, katechind, gallokatechint, epikatechint, floretinu,
floridzint a chlorogenové kyseliny (Lu and Yeap Foo, 2000, Chinnici et al., 2004). Obsah

téchto bioaktivnich latek je zavisly na upravé jablka. Urcita ¢ast populace toto ovoce zbavuje
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vrchni slupky, kterd je pfitom vyrazné bohatsi (o 20-50 %), na fenolové slouceniny jako je
katechin, epikatechin, floridzin, kvercetin a kyanidin. Naopak jablecn4 duznina obsahuje vice
chlorogenové kyseliny a kavové kyseliny (Karaman et al., 2013). Ve slupkach byly stanoveny
1 jiné glykosidy kvercetinu, jako napfiklad isorhammentin glykosid a hydroxyfloretin
glykosid (Alonso-Salces et al., 2004). U jablek, stejn¢ jako u bortvek, nema skladovani vliv
na obsah fenolovych sloucenin nebo antioxidacni aktivitu (van der Sluis et al., 2001, Goulas
et al., 2014). Toto zjisténi podporuji celoroéni konzumace jablek, nejlépe bez oloupani.
V piipadé, Ze jsou jablka pouzivana pro vyrobu S§tav, piechazi do dzusi okolo 78 %
chlorogenové kyseliny, 9 % katechinu a 21 % floridzinu. Zbytek zistava navazany ve vylisku,
kde zGstava vétsina antioxidanti (van der Sluis et al., 2002). Z tohoto zjisténi vyplyva, ze
konzumace jablek formou dzusi, bez duziny, neni nejvhodnéjsi formou konzumace tohoto

ovoce.

rrrrr

modelu Caco-2, kde byl vyvolan oxidac¢ni stres, ptidanim Zelezo/askorbatu, dokazuje zvySeni
koncentrace malondialdehydu, vycerpani n-3 polyenovych mastnych kyselin a zmény
v aktivit¢ endogennich antioxidantil, jako je superoxiddismutdza, glutationperoxiddza. Pti
pre-inkubaci s jableénymi slupkami dochazi k zabranéni peroxidace lipidd, zprostiedkovana
zelezo/askorbatem. Soucasné dochéazi K inhibici zanétu vyvolaného pomoci LPS, o ¢emz
sved¢i snizena regulace cytokinli (TNF-a a IL-6), COX-2 a NF-xB (Denis et al., 2013). Jak
uvadi Andre et al. (2012) maji i dalsi bioaktivni slouceniny z jablka schopnost inhibovat NF-
kB in vitro, na bunééné linii HEK 293 (lidské embryonalni ledvinové bunky), Flp-293/TNFp
WTLuc a Flp-293/TNFp-308Luc. Dochazi ke snizeni aktivity promotéru genu TNF-a,
prostiednictvim triterpenovych frakci z jablka. Podle jiné studie vSak nemoduluji hladinu
TNF-a, na bunééné linii tlustého stieva T84, ale dochdzi k supresivnimu u¢inku na indukci
hladiny IL-8 (Mueller et al., 2013). To je potvrzenim nasich in vitro vysledkt inhibice NO
produkované LPS stimulovanymi RAW264.7.

Cytotoxicita jednotlivych ¢asti jablka na stfevni bunky, bunééné linie Caco-2, je
vyraznéj$i u jable¢né duziny (ICsp = 1,78 mg/ml) nez u slupky (ICso = 2,97 mg/ml).
U bunécné linie HeLa jsou hodnoty takika dvojnasobné (Luo et al., 2016). Na bunécnych
liniich HEP-G2 a HT-29 jsou naopak hodnoty I1Csy nasobné vyssi (Li et al., 2013). V nasi
studii bylo dosazeno vysledku, Ze metanolovy extrakt, ani dzus, nemél cytotoxické ucinky, pfi

koncentraci 1 mg/ml, na makrofagy bunécné linie RAW264.7.
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U in vivo studie, zabyvajici se 0U¢inky jablka na lidské zdravi, bylo podavano
11 zdravym pacientim 3 g nezralych slupek jablka. Vysledky naznacuji ne-antioxidacni
aspekt oligomernich prokyanidint, ktery je Siroce pouzitelny v pfipadé mnoha onemocnéni.
Oralni podavani oligomernich prokyanidini zvysi signalizaci IFN typu I (centralni drahou
poskytujici kriticky pfirozenou ochranu proti virové a bakterialni infekci) in vivo a mize

rozsifit pfirozenou ochranu (Snyder et al., 2014).

5.2. Jedlé houby

Polyporales ptedstavuji Sirokou skupinu potenciondlniho zdroje mykochemikalii
s farmakologickym pfinosem. Mezi né patii zejména polysacharidy, glykoproteinové
komplexy, triterpenoidy, flavonoidy a rizné pigmenty (Grienke et al., 2014). Celosvétove
je jiz mnoho z t&chto druhli hub souéasti nékterych doplitki stravy. Casto je to na zakladé
dikazi o jejich tradi€nim pouziti. Je pravdépodobné, Ze je to diky jejich chemotoxickym
vztahtim k daleko vice popularnim druhtm, které jsou tradi¢n€ vyuzivané v ¢inské medicing.
Vétsina téchto pripravkil je zalozena na extrakcich pomoci etanolu. Etanolem extrahovatelné
sloZzky triperpenoidy a flavonoidy nebo jejich smési, maji Udajné¢ casto antioxidaéni

-----

(Quang et al., 2006, Cyranka et al., 2011).

Sparassis crispa patii mezi bézné konzumované jedlé houby. Péstuje se v Japonsku,
Cing, Némecku a USA (Ohno et al., 2003). Zdivodu vysokych obsahii B-glukanii
(117,4 mg/g extraktu) v této houbé, ptevlada predevsim f-(1,3)-D-glukani (Ohno et al.,
2002). Tento typ P-glukani ma vliv na indukci produkce INF-y, v bunkach sleziny mysi
DBA/2 (Harada et al., 2002). Zaroven vykazuje protinadorovou aktivitu (Ohno et al., 2002),
kdy pfi oralnim podavani aktivuje Thl (T-lymfocyt) bufiky, inhibuje aktivizaci Th2 bun¢k
a tim nastava Th1 dominance imunity v ustni dutiné (Hasegawa et al., 2004) a pfi jinych anti-
metastatickych ucincich (Yamamoto et al., 2009). Jak bylo zminéno ma extrakt S. crispa

schopnost aktivovat leukocyty a souvisejici imunitni systém.

V klinické studii byla S. crispa, ve formé prasku (300 mg/den) peroralné podavana
pacientiim, s nddorovym onemocnénim (plic, Zaludku, tlustého stieva a dalSich) a po 1écbé
imunoterapii, ktefi byli mésic poté sledovani. S. crispa byla podavana pomoci aplikace
adoptivniho transferu lymfocytu. U 9 sledovanych pacienti ze 14, doslo ke zlepSeni (Ohno et

al., 2003). To naznacuje, ze S. crispa je jevi, jako vhodny zdroj pro imunoterapii pfi rakoviné.
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Dalsi mozny vliv ma S. crispa na hojeni ran vzniklych béhem diabetes mellitus, tzv.
diabetickych viedi. In vivo pokusy na zvifatech zatim prokazaly, ze podanim S. crispa se
urychluje toto hojeni a v misté postizeni dochazi k vyznamnému nérstu migrace makrofaga

a fibroblasti (Kwon et al., 2009).

Tento extrakt byl mirné toxicky, pro bunéénou linii HT-29 a zaroven vykazuje toXicitu
vetsi nez 500 pg/ml, k bunééné linii Caco-2. HT-29 bunééna linie se, podle nasich vlastnich
vysledkt a publikované literatury (Li et al., 2014, Doskocil et al., 2015), Casto objevuje jako

citlivéjsi na rtizné sekundarni metabolity v testech toxicity.

Extrakt z N. lepideus, vkoncentraci 250 pg/ml, zpisobil 50% zvySeni
chemiluminiscence. Extrakt této jedlé houby (Jung et al., 2008), nezptisobuje zadnou toxicitu
na buniky stfevniho epitelu. Nase chemicka charakterizace hub ukazala, ze je v tomto extraktu
vys$§i obsah f-glukant pfirelativné nizkém obsahu fenolovych latek. Pii zkoumani
exopolysacharidl, extrahovanych z plodnic této houby, bylo jiz diive zjisténo, Ze maji vliv
na zvySeni exprese riznych cytokinl, prostfednictvim c¢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 ptesto, ze pii vyuZiti etanolu je obsah polysachacharidi
velmi nizky, je to obecné pouzivané netoxické rozpoustédlo a vysledny extrakt mize mit nové
vlastnosti, napiiklad v disledku konformaénich zmén v polysacharidovych komplexech.
Piibuzny druh L. edodes, ktery byl pouzit jako referen¢ni vzorek v nasi studii, nestimuloval
fagocytdzu, ale potlacoval ji 1 pfi koncentraci tak nizké, jako je 62 pg/ml. Vzhledem k tomu,
Ze je tento druh Siroce uznavany, jako ucinna latka regulujici imunitu, miiZze byt toto potlaceni
ptipsano povaze rozpoustédla a pfitomnosti bioaktivniho etanolu. N. lepideus ma prokazanou
imunomodulaéni aktivitu in vitro (Abel et al., 1989, Zheng et al., 2005), tak i in vivo
(Vetvicka and Vetvickova, 2014).

Polyporus squamosus je houba, pozivatelna pouze mlada a mékka. Injekce s obsahem
mycelia této houby, pfi alergické reakci, snizuje proliferaci monocytt in vitro, coz naznacuje
potencional imunosupresivni aktivity (Babakhin et al. 1997) a prokazuje vlastnosti pfi zhaseni
radikalt (Elmastas et al., 2007). Bylo prokazano, ze obsahuje lektiny (Mo et al., 2000).
Podobnych dikazi o pfitomnosti specifickych sekunddrnich metabolit, je vSak malo.
Dokonce i obsah fenolovych latek je velmi nizky (41,6 umol GAE/g). Etanolovy extrakt této
houby, pii stimulaci zymosanem, indukuje v nasem testu fagocytozu o 41 % vyssi, aniz by

vykazoval toxicitu vici bunééné linie kolorektalniho karcinomu.
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7da se, Ze nejaktivnéjsi extrakty s pozitivnimi G¢inky na fagocytézu, byly mezi extrakty
s nejslabsi antioxidacni aktivitou, publikovanou na totoznych extraktech diive (Macakova et
al., 2010). Slouceniny v komplexnich smésich, jako je napfiklad surovy etanolovy extrakt,
mohou byt zapojeny do mnoha raznych interakci. Naptiklad antioxidanty nebo nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (NADPH) nebo inhibitory oxidaz, by mohly inhibovat uvoliovani
ROS, v pribéhu 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 k jasné€ pozitivnimu vlivu na fagocytéozu. Schopnost zhéaset volné
radikaly pravdépodobné vysvétluje potlaceni fagocytozy u extraktu L. sulphureus a S. crispa,
V nasich testech tyto extrakty potlacuji fagocytdézu neutrofili o 16-74 %. V ptipadé
L. sulphureus byl extrakt, v podstaté jesté netoxicky, pro buné¢né linie Caco-2 a HT-29,
S I1Cs50 >500 pg/ml.

Nami dosazené vysledky prispivaji k pochopeni komplexniho zptisobu ptisobeni téchto
druhti v imunitni modulaci. Neutrofilni granulocyty, pouzivané v nasich testech, jsou bunky
schopné fagocytozy, zabijeni, napaddni mikroorganismi a maji rozhodujici llohu v zazivacim
traktu a jeho imunitnim systému. U gastrointestinalnich poruch, jako je Crohnova nemoc
a ulcerdzni kolitida, hraje pravdépodobné roli v etiopatogenezi selhani neutrofilti nebot’ jejich
respiraéni vzplanuti u pacientd, s podminkami pro jejich Sifeni, je podstatné¢ niz$i, nez

kontrolni skupiny (Levine and Segal, 2013).

V ramci této studie nebyl pozorovan vztah mezi celkovym obsahem [-glukanil

a TPC, coz naznacuje, Ze obsah slozek se lisi ve struktufe a ¢innosti.

Vysledky ukazuji slibné hodnoty pro vodorozpustné [-glukany, majici vliv
na fagocytdzu, v porovnani s etanolovymi extrakty. Obsah B-glukanli v tomto kontrolnim

extraktu byl pfiblizné€ 3% vyssi, neZ u extraktl etanolovych.

Pfes vSechna naSe zjisténi se domnivame, Ze by bylo vhodné dale pokracovat
V zapoCatém vyzkumu a hledat dal§i souvislosti mezi bioaktivnimi latkami a jejich
antioxidacni, antiprolifera¢ni a imunomodulacni 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. Déle jsme jako prvni
popsali imunomodula¢ni aktivitu spoc€itavajici ve stimulaci fagocytozy, u stiedoevropskych

druhti jedlych dfevokaznych hub, na neutrofilnich fagocytech in vitro.
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6. Zavér

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

Jak je patrné zvysledkl, existuji rozdily v antioxidacni aktivit¢ mezi dzusy
a metanolovymi extrakty z ovoce a zeleniny. Nejvyssi obsah celkovych fenolovych latek byl
zaznamenan u bortvek, naopak nejniz§i aktivita byla u rajcete. Stejné tomu bylo
1 u antioxida¢ni aktivity méfené pomoci metody ORAC. U dalSich vzorkd byla obcas
antioxidacéni aktivita vyssi u extraktii s niz§im obsahem celkovych fenolovych latek. Takova
aktivita muze byt zplisobena piitomnosti napiiklad vitaminu C a jinych latek, které jsme
nestanovovali, ale mohly by mit vliv na celkovou antioxidac¢ni aktivitu. U inhibice oxidu
dusnatého byla u metanolového i vodného extraktu aktivita Casto vyraznéjsi pro extrakty,
které obsahovaly nizsi koncentraci celkovych fenolovych latek a mély nizkou antioxidacni
antioxidacni aktivita byla jednou z nejmensich. Pfesto byla inhibice oxidu dusnatého, proti
jingym vzorkiim, velmi vyrazni. Za to je pravdépodobné odpovédny lykopen piitomny

V rajcCeti, ktery nebyl v nasi praci stanovovan.

U jedlych hub fadu Polyporales se ukazalo, ze nami testované etanolové extrakty kromé
S. crispa nebyly toxické vuéi bunkam kolorektalniho karcinomu Elovéka. Tento test byl
proveden hlavné proto, ze se jedna o jedlé houby. Hlavni cilem této ¢asti bylo stanoveni
imunomodula¢ni 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, bézné
vyuzivaného v Cinské tradi¢ni medicing, ktery slouzil jako standard. U této houby jsou za
aktivitu odpovédné predevSim glukany. Obdobn¢ by tomu mélo byt 1 u dalSich nami
testovanych druhii. Pfi stanoveni obsahu glukanu v extraktu byl obsah vyrazny pouze
z L. tigrinus a R. badius. Pfi porovnani vysledkii imunomodulaéni aktivity a obsahu glukant
je patrné, ze pravdépodobné nami stanovené glukany nemaji vliv na tuto aktivitu. Druhou
moznosti bylo, ze by za aktivitu mohly byt odpovédné fenolové latky. Napiiklad u S. crispa
byl nejvyssi obsah celkovych fenolovych latek s primérnym obsahem glukand, avSak
imunomodula¢ni aktivita byla nejnizsi, jakd byla v naSem testu namétena. Je pravdépodobné,

ze za imunomodulac¢ni aktivitu mohou byt odpovédné i jiné latky, které jsme nestanovovali.
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Vysledky naznacuji, ze nékteré nami testované rostliny a houby mohou byt
perspektivni ve snizovani néasledkti vzniklych v disledku oxida¢niho stresu. Ten ma podil na
celé fadé onemocnéni a snizeni tohoto oxida¢niho stresu mtize vést ke snizeni progrese téchto
onemocnéni. Vysledky naznacuji mozny mechanismus ucinka na lidské zdravi. Pfi jejich
interpretaci je vSak tfeba brat v uvahu, Ze in vitro testy a provedeny screening jsou prvnim
stupném systematického vyzkumu uc€inkt a slouzi pro vybér kandidatti. Do budoucna by bylo
vhodné provést podrobnéjsi studii G€inkdi nami testovanych extraktd s objasnénim ucinku

jejich ptisobeni.
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Seznam zkratek

5-FU 5-fluorouracil

AAPH 2,2-azobis 2-amidopropan dihydrochlorid
B[a]P Benzo[a]pyren

Bcl-2 B-cell lymphoma

BITC Benzylisotiokyanat

BRM Modifikatory biologické odpoveédi

CD Diferenciac¢ni skupina

CF Cysticka fibroza

CFTR CF transmembranovy regulator vodivosti
CN Crohnova choroba

COX Cyklooxygenaza

DMEM Dulbecco's Modified Eagle's medium
DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleové kyselina

DPPH 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl

EGCG Epigallokatechin gallat

eNOS Endotelialni oxid dusnaty syntiza

FBS Fetalni bovinni sérum

FEIT Fenetylisotiokyanat

Fl Fagocytarni index

FL Fluorescein

GAE Ekvivalent gallové kyseliny

GA-T Ganoderova kyselina T

GSH Glutation

GST Glutation S-transferaza

HNE 4-hydroxy-2-nonenal

CHST Sulfotranferaza - Carbohydrate sulfotransferase
ICs0 Inhibi¢ni koncentrace

IFN Interferon

Ig Imunoglobuliny

IL Interleukin

INOS Indukovatelna syntdza oxidu dusnaté¢ho
KoNmax Koncentrace maximélni

LDL Nizkodenzitni lipoprotein

LPS Lipopolysacharid

MDA Malondialdehyd

MHC Histokompatibilni komplex

MTT 3-[4,5-dimetyltiazol-2-yl] -2,5-difenyltetrazol bromid
NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oxidaza
NF-xB Nukleérni faktor kappa B

NOS Oxid dusnaty syntaza

Nrf Nuklearni faktor

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

PBS Fosfatovy pufr

S-GAP-P Vodé nerozpustny sulfatovany polysacharid
SOD Superoxid dismutaza
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TCR
TE

Th
TLR
TNF-a
TPC
UK

T-bunécné receptory
Ekvivalent troloxu
T-lymfocyt

Toll-like receptor

Faktor nadorové nekrozy-a
Celkové¢ fenolové latky
Ulcer6zni kolitida
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