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Antioxidacni aktivita vybranych druhii jedlych hub a
nastinéni jejich mozné aplikace ve vyvoji funk¢nich
potravin

Souhrn

Antioxidac¢ni aktivita je schopnost latky vychytavat volné radikaly, zabranovat jejich
vzniku ¢i je prevadét na nereaktivni nebo méné reaktivni formy. Volné radikély v téle vznikaji
ptirozené pii riznych biologickych reakcich a jsou Zadouci, avSak pfi jejich vysoké koncentraci
vzniké v téle stav oxidacniho stresu. Oxidac¢ni stres mize byt zodpoveédny za vyvoj a sekundarni
patologii nékterych lidskych onemocnéni, jako jsou specifické typy rakovin,
neurodegenerativni nemoci (napf. Alzheimerova a Parkinsonova choroba) a zanétliva
onemocnéni. Jednim z preventivnich a terapeutickych pfistupti je administrace latek
s antioxida¢nim potencidlem. Kromé ovoce, zeleniny a 1é¢ivych rostlin se dnes antioxida¢ni
aktivita hojn¢ diskutuje a studuje rovnéz i u houbového materialu.

Cilem magisterské prace bylo zjistit antioxidac¢ni G¢inky ¢ty kment Hlivy tustficné
(Pleurotus ostreatus) a druh Pleurotus pulmonarius a Pleurotus flabellatus. Déle vybrat
vzorek s nejslibnéj§imi vysledky, ktery by se mohl nésledné vyuzit pti vyvoji funkénich
potravin slouzicich pro prevenci nebo 1é¢bu nemoci zpisobenych oxida¢nim stresem. Celkem
bylo pfipraveno 6 vzorkil houbového materialu, které byly priméarné testovany na antioxida¢ni
potencidl prostfednictvim dvou in vitro metod — DPPH a ORAC. Sekundarné se u vzorkl
stanovily protizanétlivé ucinky enzymatickym in vitro testem za pomoci komer¢éniho kitu
a chemické sloZeni prostfednictvim kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(LC-MS) a plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS).

V ramci experimentu bylo prokazano, Ze nejvysSi hodnoty antioxidacni aktivity
vykazoval vzorek Pleurotus flabellatus s hodnotami 24,94 + 5,38 pg TE/mg extraktu (DPPH)
a 63,89 + 3,99 ug TE/mg extraktu (ORAC). Oproti tomu nejslabsi antioxidacni Uc¢inek byl
naméfen u vzorku Pleurotus ostreatus 5175, a to 4,28 + 0,29 ng TE/mg extraktu (DPPH)
a 21,68 £4,18 ug TE/mg extraktu (ORAC). Silné protizanétlivé t€inky se projevily u tfi vzorka,
konkrétné se jednalo o Pleurotus ostreatus X (86,71 + 1,94 %, hexan:diethyletherovy extrakt
a 86,84 £ 2,56 %, chloroformovy extrakt), Pleurotus ostreatus 5175 (84,96 = 2,17 %,
hexan:diethyletherovy extrakt a 82,21 2,67 %, chloroformovy extrakt) a Pleurotus flabellatus
(70,59 = 3,44 %, hexan:diethyletherovy extrakt a 85,04 £ 0,73 %, chloroformovy extrakt).
Vysledky naznacuji, ze druh Pleurotus flabellatus by mohl byt perspektivni pro budouci vyvoj
funk¢nich potravin, avSak pted jejich pfipadnym uvedenim na trh bude nezbytné provést dalsi
studie, zamétené zejména na potvrzeni jejich farmakologickych Gc€inkt v in vivo podminkach
a detailni chemické slozeni.

Klic¢ova slova: dopliiky stravy, 1é¢ivé houby, oxidacni stres, volny radikal, zanét



Antioxidant activity of selected species of edible fungi and
outline of their possible use in development of functional
foods

Summary

Antioxidant activity is the ability of a substance to trap free radicals, prevent their
formation or convert them to non-active forms or to less reactive forms. Free radicals are formed
in human body naturally and they develope during various biological reactions. On the other
hand excessive formation of reactive species causes oxidative stress in the body. Oxidative
stress could be responsible for the development and secondary pathology of some human
diseases, such as specific types of cancer, neurodegenerative diseases (eg. Alzheimer's and
Parkinson's disease) and inflammatory diseases. One of the preventive and therapeutic
approaches is the administration of substances with antioxidant potential. In addition to fruits,
vegetables and medicinal plants, antioxidant activity is now widely discussed and also studied
in edible fungi.

The aim of this master's thesis was to determine antioxidant effect of four species Oyster
mushroom (Pleurotus ostreatus) a species Pleurotus pulmonarius a Pleurotus flabellatus.
Next, select a sample with the most promising results that could continue to be used in the
development of functional foods effective against oxidative stress related diseases (with special
regard to inflammatory diseases). A total of 6 samples of fungal material were prepared
and tested for antioxidant potential using an in vitro method based on the measurement of 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl radical assay (DPPH) and oxygen radical absorbance capacity
(ORAC). Secondary, the anti-inflammatory effects of samples were determined by enzymatic
in vitro assay using a commercial kit and chemical composition by liquid chromatography mass
spectrometer (LC-MS) and gas chromatography mass spectrometer (GC-MS).

It was shown that the highest values of antioxidant activity were in the sample Pleurotus
flabellatus, values 24,94 + 5,38 ug TE/mg extract (DPPH) and 63,89 + 3,99 ng TE/mg extract
(ORAC). In contrast, the weakest antioxidant effect was measured in the sample Pleurotus
ostreatus 5175, values 4,28 £ 0,29 ug TE/mg extract (DPPH) a 21,68 + 4,18 ng TE/mg extract
(ORAC). Strong anti-inflammatory effects were seen in three samples, namely Pleurotus
ostreatus X (86,71 £ 1,94 %, Hex:Et,O extract and 86,84 = 2,56 %, TCM extract), Pleurotus
ostreatus 5175 (84,96 £ 2,17 %, Hex:Et;O extract and 82,21 = 2,67 % TCM extract)
and Pleurotus flabellatus (70,59 + 3,44 %, Hex:Et,O extract and 85,04 + 0,73 % TCM extract).
Results suggest Pleurotus flabellatus species as prospective material for future development
of functional foods. However, it is necessary to perform further studies which would be focused
on their pharmacological effects under in vivo conditions and detailed characterization of their
chemical composition.

Keywords: dietary suplements, medicinal fungi, oxidative stress, free radical, inflammation
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1 Uvod

V poslednich letech vyrazné stoupl zajem o studium antioxidantd, volnych radikala
a jejich vlivu na lidské zdravi. Produkce volnych radikalt probiha neptetrzité ve vSech buiikach
jako soucast normalnich oxidacnich procest, které jsou zZivotné dulezité. Avsak nekontrolovana
tvorba téchto reaktivnich entit a jejich kumulace v tkanich a bunéénych strukturach mize mit
za nasledek poskozeni biologickych molekul, jako jsou lipidy, proteiny, DNA aj., coz vede
k negativnim uc¢inkiim na lidské zdravi (Young & Woodside 2001; Fang et al. 2002). Aby bylo
mozné témto ucinki Celit, existuji latky zvané antioxidanty, které maji schopnost svou aktivitou
zabranit vzniku volnych radikal nebo snizit jejich mnozstvi ¢i je pfeménit na méné reaktivni
nebo zcela nereaktivni formy, a tim udrzuji homeostazu téla. Jakakoliv nerovnovaha mezi
reaktivnimi ¢asticemi a antioxidanty vede ke stavu znamého pod pojmem oxidacni stres, ktery
nasledné miize vést k rozvoji riznych patologickych stavli (Halliwell 2012).

Lidské télo ma vyvinutou vlastni efektivni antioxida¢ni ochranu v podob¢ endogennich
antioxidacnich systému (napft. nékteré formy enzymu superoxid dismutazy, kataldzy aj.), avSak
nckteré studie a ¢lanky tvrdi, Ze je zapotiebi pfijimat i antioxidanty z vnéjSiho prostiedi,
tj. ze stravy. NejcCastéji se vyskytuji v rostlinnych produktech a jedna se zejména o vitaminy
(naptiklad C a E), flavonoidy, beta-glukany ¢i karotenoidy. Tyto latky maji kromé
antioxidacnich schopnosti 1 jiné biologické aktivity. U flavonoidd byly naptiklad prokazany
protizanétlivé a antimikrobialni U¢inky, u beta-glukani se velmi casto zmifuje
imunomodulacni aktivita. Nicmén¢ problémem nékterych antioxidantd je jejich odlisné
chovani v in vitro a in vivo podminkach. Tento problém byl zjiStén konkrétné u flavonoidd,
které se in vitro chovaji jako velmi silné antioxidanty, ale za urcitych okolnosti se v in vivo
podminkach chovaji prooxidaéné (Lambert et al. 2005). Podobné& jsou na tom 1 karotenoidy,
ukterych se prooxidacni aktivita projevuje v zavislosti na mnozstvi kysliku
(Sen Gupta & Ghosh 2013; Ribeiro et al. 2018). V soucasnosti vzbuzuji pomérné velky zajem
také syntetické antioxidanty, avSak stale se spiSe smétuje cestou piirodnich forem antioxidantt
(Tauchen 2019).

Vhodnym zdrojem antioxidacnich latek jsou kromé ovoce, zeleniny, obilovin aj., také
houby. Houby jsou nutricné velmi vyhovujici potravinou, protoze obsahuji znacné mnozstvi
proteind a vldkniny, a naopak nizké mnozstvi tuki a soli (Cheung 2010). Jejich oblibu zvysuje
1 fakt, Ze jsou zdrojem cennych biologickych latek s moznymi zdravotnimi ucinky. Jsou bohaté
zejména na fenolové slouceniny, beta-glukany, triterpeny a steroly (Quin et al. 2014), diky
ucinky (Cheung 2010; Loyd et al. 2018). Z tohoto diivodu je velkym trendem nékteré druhy
hub kultivovat. Jednou z nejkultivovanéjSich hub je Hliva ustti¢nd (Pleurotus ostreatus)
(Sanchez 2010). Jedna se o jedlou dfevokaznou houbu, které ma Siroké spektrum vyuziti, at’ uz
v kulinatském ¢i ve farmakologickém odvétvi. Kromé vysokého obsahu zejména beta-glukanti
ma hliva ustficna také schopnost syntetizovat ergothionein, coz je latka vykazujici silné
antioxidacni G€inky. I proto se spekuluje 0 mozném vyuziti této houby jako slozky funkénich
potravin ¢i potravinovych doplikl s pravdépodobnymi 1é€ebnymi ucinky. Védci naznacuji
naptiklad moznost pouziti beta-glukanii Hlivy tstiicné k vytvoieni funk¢nich potravin na bazi
fermentovanych mléénych vyrobki (napt. jogurtl) (Antontceva et al. 2018; Ustiin et al. 2018).



Na zaklad¢ vySe uvedenych skutecnosti se tato diplomova prace zabyva stanovenim
obsahovych latek, které by za tyto biologické aktivity mohly byt zodpovédné. Vysledky poté
poslouzi k vytipovani vhodného kmene s nejslibnéjsi biologickou aktivitou, ktery by mohl
slouzit jako prospektivni materidl pro piipadnou integraci do funkcnich potravin ¢i doplnkt
stravy (napt. do cokolady, jogurtti nebo syrit).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace je stanovit antioxidacni aktivitu vybranych druhti jedlych hub
a nasledné zvolit druh, ktery bude mit nejlepsi vysledky a pfipadné by mohl byt dale vyuzity
pii vyvoji funkénich potravin. Tyto funkéni potraviny by poté byly pouzity pro prevenci nebo
v lepSim ptipad¢€ 1écbu nemoci, které jsou zptisobené oxidacnim stresem.

Hypotézou je, Ze systematické testovani houbového materidlu miize vést k objevu
extraktu ¢i jednotlivych latek s vyraznou antioxidacni aktivitou vyuzitelnych pii vyvoji
funk¢nich potravin.
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3 Teoreticka ¢ast

3.1 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které maji schopnost jiz v nepatrném mnozstvi zcela inhibovat
¢1 cCasteCné zpomalit oxidacni procesy, at uz schopnosti vychytavat volné radikaly
nebo navazanim kovovych iontll — tzv. chelatace (Halliwell & Gutteridge 1995; Brewer 2011).
Jak naznacuje tato definice, fyziologickou roli antioxidantl je proto zabranit poSkozeni
bunéénych slozek, které vznika v disledku chemickych reakei zahrnujici volné radikély
(Young & Woodside 2001). Obecné mohou antioxidanty v téle pracovat na tfech riznych
urovnich:

1) Prevence — tj. udrzeni tvorby reaktivnich entit na minimum,

2) Zachyceni — tj. zachyceni reaktivnich slozek prostfednictvim katalytickych nebo
nekatalytickych molekul,

3) Oprava — tj. reparace poskozeného cile molekuly (Kohen & Nyska 2002).

Mezi antioxidanty muzeme zafadit celou fadu latek, at uz endogenniho
nebo exogenniho pivodu. Antioxidanty endogenniho ptivodu jsou napiiklad koenzym Q,
glutathion, peroxiredoxiny a rizné varianty superoxid dismutazy a katalazy. Druhou skupinou
jsou antioxidanty exogenniho ptivodu, které do téla doddvadme prostfednictvim potravin
nebo doplikil stravy. Jednd se zejména o vitaminy, konkrétné vitaminy C, E, A, dale
karotenoidy, polyfenoly, flavonoidy aj. Antioxidanty a enzymy s antioxida¢nimi vlastnostmi
spoleén¢ kooperuji a wudrzuji hladinu volnych radikdlt v zddoucich koncentracich
(Fang et al. 2002).

3.2 Volné radikaly

Pod pojmem volny radikal si miZzeme predstavit ionty, atomy ¢i molekuly, v jejichZ
elektronovém obalu nalezneme jeden nebo vice neparovych elektront. Tyto charakteristické
vlastnosti délaji volné radikaly velice nestabilni a vysoce reaktivni (Gilbert 2000). Jejich vlivem
dochazi k oxida¢nim ucinkiim a tato reakce byva Casto fetézova (Halliwell & Gutteridge 2015).

K nejznamnéjsi reaktivnim slou¢enindm patii reaktivni formy kysliku, zkracené€ ROS
(reactive oxygen species), reaktivni formy dusiku tzv. RNS (reactive nitrogen species), a také
atomy uhliku, siry nebo chléru (napt. HCIO) (Denisov & Afanas’ev 2005;
Halliwell & Gutteridge 2015). ROS, RNS a reaktivni formy chloru jsou produkovany u ¢lovéka
1 zvifat za fyziologickych a patologickych podminek, tzn. Ze tyto skupiny zahrnuji radikalové
i neradikdlové druhy (Fang et al. 2002). Mezi biologicky diilezité volné radikaly patii naptiklad
hydroxylovy radikal (HO¢), superoxidovy radikal (¢O2"), peroxylovy a alkoxylovy radikal, oxid
dusnaty (NOe), oxid dusicity (NOz*) a mnoho dalSich. Zafadit mezi reaktivni formy miizeme
1 peroxid vodiku (H20,), ktery sam o sob¢ sice neni volny radikal, ale v pfitomnosti nékterych
kovi (Fe**, Cu') se jeho reaktivita zvysi a mlZe vzniknout hydroxylovy
nebo hydroxyperoxylovy radikal. Jedna se o takzvanou Fentonovu reakci (Ledvina et al. 2009).
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H>0, + Fe** — HO« + OH™ + Fe**
Fentonova reakce

Oxidacni reakce hraji podstatnou roli v mnoha dtlezitych biologickych procesech
naptiklad béhem oxidacni fosforylace probihajici v mitochondriich, dale pii bunécné
signalizaci, fagocytéze, tvorbé enzyml a dalSich vyznamnych biologickych molekul
(Denisov & Afanas’ev 2005; Halliwell & Gutteridge 2015). Na druhou stranu jsou volné
radikaly zvelké Casti zodpovédny za oxidativni degradaci biologicky dulezitych latek,
predevsim nukleovych kyselin, lipidd, proteint a dalSich biomolekul, coz mize byt domnélym
spoustééem nckolika zavaznych onemocnéni jako je rakovina, diabetes mellitus, infarkt
myokardu, mozkové mrtvice a dalsi (Halliwell & Gutteridge 1990; Imlay 2003). Existuji tedy
,dve tvare“ volnych radikald, kdy slouzi jako signalni a regula¢ni molekuly, ale i jako vysoce
Skodlivé oxidanty. I pfes zminénd negativa hraji klicovou roli v dulezitych reakcich
biologickych systémi a je tedy zapotiebi udrzet jejich tvorbu v rovnovéze. Tento kol maji
jiz zminéné latky zvané antioxidanty, které chrani bunky pied oxidacnim poskozenim
(Arnao et al. 2001; Halliwell & Gutteridge 2015).

3.2.1 Vznik volnych radikala

Volné radikdly mohou vzniknout riznymi cestami skze zdravé nebo patogenni bunky,
které se podileji na metabolismu. Zjednodusen¢ feceno lze ale tvrdit, Ze ptivod volnych radikala
je dvojiho typu. Vznikaji bud’ pifimo v organismu pii metabolickych dé&ich v disledku
aerobniho metabolismu nebo se mohou do téla dostat ze zevniho prostredi (Fang et al. 2002)
(Obrazek 1).

Mezi exogenni zdroje volnych radikali fadime naptiklad UV zafeni, ionizujici zafeni,
cigaretovy kouf ¢i 0zon, ktery je velmi silnym oxidantem zpusobujici zanétlivé reakce zejména
v plicich (Fang et al. 2002). Endogenné mohou reaktivni ¢astice vzniknout napiiklad béhem
rozpadu fagocytl a makrofagi, coZz se projevi ve form& riznych zanéti nebo sepsi. Dale
se mohou tvofit pii vzniku methemoglobinu, syntéze prostaglandinu nebo béhem
hyperglykémie (Pokorny et al. 2001). Mezi endogenni zdroje také patfi mitochondridlni
transport elektront ¢i autooxidacni reakce (Young & Woodside 2001).
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Obr. 1 Hlavni zdroje volnych radikali a disledky jejich poskozeni
(zpracovano podle Young & Woodside 2001).

3.2.2 U¢inky volnych radikali a mechanismy jejich odstranéni

Jak jiz bylo zminéno vySe, nebezpeci oxidativniho poskozeni podléhaji vSechny dulezité
biologické struktury — lipidy, nukleové kyseliny, proteiny, a také sacharidy
(Blokhina et al. 2003). Zejména poskozeni lipidl (tzv. peroxidace), kdy dochazi k naruSeni
membranové fluidity a poskozeni DNA, je u Zivocichli negativné spojovano s projevem
nekterych onemocnéni, jako je rakovina, aterosklerdza aj. (Imlay 2003). Pfirozen¢ miize byt
peroxidace lipidli zpisobena ¢innosti enzymt lipoxygenaz. Tento enzym katalyzuje preménu
arachidonové kyseliny na eikosanoidy, konkrétné leukotrieny, jejichz ucast je nezbytna
pii zanétlivych ¢i alergickych reakcich. Na druhé strané vSak existuje peroxidace lipidi
zpusobena kyslikatymi radikaly, nejcastéji hydroxylovym radikalem, ktera je spiSe nezadouci
(Blokhina et al. 2003).

Odstranéni volnych radikalt je moZzné dosdhnout enzymatickymi ¢i neenzymatickymi
reakcemi. Hlavnimi obrannymi systémy jsou superoxid dismutaza (SOD), glutathion (GSH),
glutathion peroxiddza (GPx), glutathion reduktiza (GR), katalaza (enzym hemu) a Ziviny
s antioxida¢nimi vlastnostmi (Fang et al. 2002). Kli¢ovou ulohu také hraje odbourdvani
glukozy pentosofosfatovou cestou. Tento cyklus zajistuje ptisun NADPH, tim je zachovan
pomér mezi GSH a GSSG (glutathion disulfid) a vysledkem je normélni redoxni stav
v buiikdch. Pokud se intracelularni koncentrace GSH snizi a koncentrace GSSG zvysi, vyrazné
stoupne potiecba NADPH buitkami (Sies 1999). Pfi nedostatku NADPH muze nastat
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nerovnovaha v koncentraci volnych radikali. Pokud je produkce volnych radikalt vétsi nez
jejich vychytavani, dochazi v bunikéch a tkanich k oxidativnimu poskozeni (Fang et al. 2002).

3.3 Antioxidacni ucinky vybranych Zivin na odstranéni volnych radikala
3.3.1 Bilkoviny

Aminokyseliny jsou zdkladnim stavebnim kamenem pro syntézu bilkovin, a téz
nekterych enzymu s antioxidacni aktivitou. Nékteré aminokyseliny ¢i derivaty aminokyselin
(napf. arginin, glycin, histidin, taurin), malé peptidy (napt. GSH a karnosin) a dusikaté
metabolity — kyselina mocova a kreatin, maji schopnosti piimo zachycovat volné kyslikaté
radikaly (Fang et al. 2002). Dle studie Wu & Meininger (2002), se také ukazalo, ze taurin
1 taurin chloramin ihibuji expresi syntazy oxidu dusnatého, zkracen¢ iNOS, ¢imz je narusena
syntéza oxidu dusnatého v riiznych typech bunék véetné hepatocytii, makrofagli a gliovych
bun¢k. Deficit proteinii v potravé nejenze narusuje syntézu antioxidacnich enzymu, ale také
snizuje koncentraci antioxidantl ve tkéni, coz vede ke zhorSeni celkového antioxida¢niho stavu
(Sies 1999; Fang et al. 2002).

V 60. letech minulého stoleti byly velice populdrni diety s vysokym obsahem bilkovin,
které se aplikovaly na pacienty trpici obezitou. Ackoliv neexistuji Zadné dlouhodobé studie
o jejich celkové ucinnosti a bezpecnosti, 1ze ale pfedpokladat, Ze takova strava muize vést
ke zvySenému oxida¢nimu stresu (St. Jeor et al. 2001). Jednim z dikazii je i studie
Mohanty et al. (2002), ktera tvrdi, Ze nadbytecny piijem bilkovin stimuluje tvorbu reaktivnich
forem kysliku, a je tak vyssi riziko poSkozeni zédkladnich bunéénych soucasti.

3.3.2 Tuky

Polynenasycené mastné kyseliny tzv. PUFAs, jsou nachylné k oxidaci volnymi radikaly
(Hennig et al. 2001). Vysoky piijem téchto mastnych kyselin tedy mize vést ke zvySenému
riziku peroxidace lipidl, coZ Ize zmirnit dopliovanim vhodnych antioxidantii — vitaminu C,
vitaminu E aj. (Fang et al. 2002). ZvySujici se extracelularni koncentrace mastnych kyselin
a snizujici se hustota lipoproteinli indukuje expresi iNOS v buiikdch hladkého svalstva cév,
makrofagh a pankreatickych beta bunck (Wu & Meininger 2002). Podobné je to
1 s nadbyteCnym pfijmem nasycenych mastnych kyselin. Nastane zvySena aktivita iNOS
v jatrech a tlustém stfevé, ¢imz se stimuluje tvorba volnych radikalti a dochézi k oxidativnimu
poskozeni DNA v mitochondriich kosterniho svalstva (Sreekumar et al. 2002).

Nekteré epidemiologické studie ukazaly, ze konzumace potravin s vyS$Sim obsahem
omega-3 nenasycenych mastnych kyselin, naptiklad rybiho oleje, snizuje riziko
kardiovaskularnich chorob. Uginek rybiho oleje mé ¢asteénéd za nasledek inhibici lipogeneze
a stimulaci oxidace mastnych kyselin v jatrech (Brown & Hu 2001). Je vSak zajimavé, ze rybi
olej lze také snadno peroxidovat za vzniku hydrogenperoxidl, a tim zvysit oxida¢ni stres
(Brown & Hu 2001; Fang et al. 2002). Tomuto paradoxu rybiho oleje se vénuje mnoho
védeckych publikaci, avSak stale neexistuje zcela uspokojivy vysledek. Nevyvratitelné je ale
to, Ze omega-3 nenasycené mastné kyseliny jsou schopné inhibovat produkci volnych radikald,
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a tim zajistit oxida¢ni rovnovdhu v téle (Fang et al. 2002; Takahashi et al. 2002;
Wu & Meininger 2002).

3.3.3 Vitaminy

I mnoho vitamint disponuje schopnosti inhibovat n¢které volné radikaly, piikladem
muze byt vitamin A, ktery brani transkripci genu syntazy oxidu dusnatého v bunkach cévniho
endotelu nebo v kardiomyocytech. SniZzenim tvorby oxidu dusnatého pfispiva k prevenci
vzniku radikélové cytotoxicity (Hirokawa et al. 1994; Fang et al. 2002). Vitamin B3, vitamin
K> a vitamin D3 zase inhibuji expresi iNOS v nervovych buiikdch — astrocytech a mikrogliich
(Garcion et al. 1997; Fang et al. 2002). Vitaminy také pfimo zachycuji ROS a zvySuji tim
antioxidant. Konkrétné chrani buiiky pfed peroxidaci polynenasycenych mastnych kyselin
v membranovych fosfolipidech, pfed oxida¢nim poskozenim lipoproteini, poSkozenim DNA
aj. (Topinka et al. 1989). Dal§im vyznamnym antioxidantem je vitamin C, ktery plni v téle fadu
dilezitych funkci. Chrani LDL castice pied oxidaci, blokuje reakce, kterymi vznikaji
karcinogenni nitrosaminy, ¢imz chrani mukdzni tkdné, v kombinaci s bioflavonoidy ucinné
blokuje volné radikdly a v neposledni tadé¢ jsou jeho prostiednictvim chranény dalsi
antioxidanty, napiiklad vitamin E (Du et al. 2012). Za urcitych podminek se vSak vitamin C
muze chovat prooxida¢né. Nadmérny piijem miZe indukovat produkci reaktivnich druht,
peroxidu vodiku nebo se mohou vytvaret tzv. askorbatové radikaly (Chen et al. 2007).

3.3.4 Mineralni latky

v

Zelezo je nejhojn&jsim stopovym prvkem v téle a témét veskeré se vaze na proteiny.
Koncentrace volného Zeleza je nizka zejména ze dvou diivodii — Fe*" neni rozpustné ve vodé
a Fe?" se podili na tvorbé volnych radikali — chova se jako prooxidant. Zvysenim extracelularni
nebo intracelularni koncentrace zeleza je podpofena produkce reaktivnich forem kysliku,
peroxidace lipidi a vyssi riziko oxidacniho stresu (Dabbagh et al. 1994; Fang et al. 2002).

M¢éd’, zinek a mangan jsou nezbytnymi kovy pro ¢innost superoxid dismutaz. Superoxid
dismutdza s mé&di a zinkem (Cu/Zn-SOD) chrani cytoplazmu a metabolické Cinnosti v ni
probihajici a superoxid dismutdza s manganem (Mn-SOD) mé za tkol ochranu mitochondrii.
Nedostatecnym pfisunem téchto mineralnich latek v potravé se snizuje aktivita zminénych
superoxid dismutdz, cozZ miZe mit za nasledek rizna peroxidacni poskozeni a mitochondrialni
dysfunkce (Fang et al. 2002).

Dalsi dilezitou mineralni latkou je selen, ktery je nezbytnym kofaktorem nékolika
selenoproteinii (napf. selenoprotein P), a je také soucasti glutathion peroxiddzy. Glutathion
peroxidaza (GPx) je kliCovy enzym, ktery v téle rozklada peroxid vodiku na vodu a kyslik. Uz
podle vysledkti ddvné studie Xia et al. (1985) se ukazalo, Zze mnozstvi selenu ve stravé hraje
klic¢ovou roli v aktivité glutathion peroxidazy, kdy vyrazny nedostatek selenu snizuje aktivitu
GPx aZ 0 90 % (Fang et al. 2002).
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3.4 Syntetické antioxidanty

Syntetické antioxidanty maji vyuziti jak v potravinaiském, tak farmaceutickém
pramyslu, ale pfevazné jsou stale ve fazi klinického testovani. Mezi syntetické antioxidanty
patii napiiklad butylhydroxyanisol (BHA), butylhydroxytoluen (BHT), tercidlni
butylhydrochinon (TBHQ), ethoxyquin (EQ) nebo propylgalat. VSechny tyto latky jsou
efektivni antioxidanty schopné inhibovat oxidaci (Atta et al. 2017). AvSak nékteré syntetické
antioxidanty mohou mit za urcitych podminek nepfiznivé toxické u¢inky — napiiklad
butylhydroxyanisol. Tato latka, kterd je casto pouzivana v potravinaiském prumyslu, protoze
zpomaluje zluknuti tukti a ma aromatické t€inky, mize ve vyssich davkach negativné pasobit
na regulaci aktivity MAPK (mitogenen aktivované proteinové kinazy) (Yu et al. 1997;
Kozarski 2015). Musime tedy brat na védomi, Ze témét vSechny (ne-li zcela vSechny) u¢inné
léky a medikamenty maji vedlejsi ucinky. V poslednich letech se vSak cili na eliminaci
negativnich vedlejSich ucinki a vyvoj lepSich syntetickych antioxidantd (Tauchen 2019).

3.5 Prirodni antioxidanty

3.5.1 Antioxidanty v houbach

Houby byly lidmi konzumovéany jiz od nepaméti zejména pro jejich nutriéni
a potencidlni 1écivé ucinky (Roman et al. 2006). V dnesni dob¢ je oblibenost hub ddna nejen
jejich senzorickymi vlastnostmi, ale i z divodu nizkého obsahu kalorii, tuki a soli. Naopak jsou
bohaté na bilkoviny, vldkninu, rizné mineralni latky (napt. véapnik, draslik, sodik, fosfor,
hoi¢ik, selen, méd’, zelezo, zinek a mangan) a vitaminy skupiny B (napf. niacin, riboflavin
a folaty) (Cheung 2010). Kromé toho, Ze jsou povaZovany za vyZivnou potravinu, nékteré
houby jsou také diileZitym zdrojem biologicky aktivnich latek s potencidlni 1é¢ivou hodnotou.
Mezi nejvyznamnéj$i bioaktivni latky vyskytujici se v houbdch patii rostlinné fenolové
slouceniny, steroly, triterpeny a beta-glukany (Cheung 2010; Quin et al. 2014). Triterpeny
pfedstavuji jednu znejrozmanitéjSich a dilezitych skupin biologicky aktivnich latek
identifikovanych v 1é¢ivych houbach, naptiklad houba Ganoderma lucidum obsahuje vice nez
120 riznych triterpenit (Kim & Kim 1999; Cheung 2010). U tady triterpeni z této houby byl
prokézan antivirovy ucinek, nekteré byly naopak schopny inhibovat biosyntézu cholesterolu
(Cheung 2010).

Na zékladé védeckého vyzkumu bylo potvrzeno mnoho farmakologickych ucinka hub,
napiiklad antioxida¢ni, antibakteridlni, protinddorové a protizanétlivé (Cheung 2010).
Proto jsou houby bohaté na bioaktivni slozky casto uplatiovany ve farmacii. Naptiklad
v tradi¢ni ¢inské a japonské mediciné byvaji vyuZzivany jiz n€kolik tisic let druhy Ganoderma,
v Cin& bézné nazyvané Lingzhi a v Japonsku Reishi, zejména pro posileni imunity, a také pro
jejich protizanétlivé ucinky (Cheung 2010; Loyd et al. 2018). Celosvétové mezi dva nejvice
kultivované jedlé druhy hub patii Pleurotus ostreatus a Agaricus bisporus (Sanchez 2010;
Corréa et al. 2016). V posledni dob¢ také ptitahuji nékteré druhy jedlych hub velkou pozornost
jako potencialni komer¢ni zdroje antioxidantii v podobé doplikt stravy. Byla popsana cela fada
druhti vykazujici antioxida¢ni aktivitu (naptiklad rod Pleurotus, Ganoderma, Agaricus aj.)
(Corréa et al. 2016). Mezi potvrzené antioxidanty obsazené v houbach tadime flavonoidy,
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karotenoidy, fenolové kyseliny, polysacharidy, minerdlni latky, tokoferoly, askorbovou
kyselinu aj. (Mau et al. 2002; Kozarski et al. 2015). Jejich G¢inek mize byt zejména posileni
antioxidacni obrany, ¢imz pfispéji ke snizeni hladiny oxida¢niho stresu. Existuje fada ditkazu,
které podporuji fungovani této strategie in vitro (Kozarski et al. 2015). Zajimavé by mohlo byt
také vyuziti velmi silného a stabilniho antioxidantu ergothioneinu (ERG). Jedna
se o thiohistidinovou betainovou aminokyselinu, kterd je syntetizovana zejména houbami
(napt. Pleurotus spp.), ale i actinobakteriemi a cyanobakteriemi. Zivo&ichové si pro transport
této slouCeniny vyvinuli vysoce selektivni transportér, u lidi znamy jako rodina solutii 22
(SLC22A4), coz ukazuje na jeho dulezitost a polemizuje se i nad tim, zda mize mit ERG i status
vitaminu (Borodina et al. 2020). Né&které studie jiz naznacuji, Ze ergothionein muze byt
fungujicim dietarnim antioxidantem, ktery by mohl fungovat pfi 1é€bé riznych zanétlivych
onemocnéni spojenych s oxida¢nim stresem (Cheah et al. 2017; Borodina et al. 2020).

3.5.2 Flavonoidy

Flavonoidy tvoii nejvétsi podskupinu rostlinnych fenolickych latek. Podle chemické
struktury bylo klasifikovano piiblizné 4000 flavonoidu, které se dale d€li na nékolik podskupin
— flavony, flavonoly, isoflavony, flavanoly, flavanonoly, flavanony, anthokyanidiny
a proanthokyanidiny (Miller 1996; Pietta 2000). NejrozsifenéjSi a nejvyznamnéjsi jsou
pravdépodobné flavonoly a flavony, konkrétné se jedna o quercetin, kaempferol a myricetin
(Goufo & Trindade 2014). Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin plnici rtzné
biologické funkce — zplsobuji pigmentaci kvétl, plodd, semen, ¢imZ ldkaji opylovace, déle
chrani rostliny pfed patogennimi mikroorganismy a UV zéafenim atd. Jelikoz se flavonoidy
vyskytuji témét v kazdé vyssi rostling, jsou logicky nedilnou soucésti lidské stravy. Poskytuji
barvu a chut’ ovoci, zelening, ofechtim ¢i sementim (Schijlen et al. 2004).

Flavonoidy mohou putsobit n¢kolika riznymi mechanismy, pficemz nékteré z nich
zUstavaji stale nejasné. Jednotlivé nebo v kombinaci vykazuji protizanétlivé a antimikrobidlni
ucinky, a také maji schopnost inhibovat hydrolytické a oxidativni enzymy (Kim et al. 2008;
Xiao et al. 2011). Jejich piijem je mnohdy spojovan se sniZenim rizika n€kterych onemocnéni,
jako jsou nekteré druhy rakoviny, ischemické choroby srde¢ni, diabetes ¢i obezita, ale nejedna
se piimo o antioxida¢ni uc¢inek v pravém slova smyslu, jejich mechanismus je spiSe na urovni
inhibice enzym, které podnécuji oxidacni stres (Xiao et al. 2017). Kromé toho také inhibuji
produkci prozanétlivych cytokini, medidtori eikosanoidil, nuklearniho faktoru kappaB aj.
(Bhaskar et al. 2016). Do dne$ni doby neexistuje Zadna intervenc¢ni studie, kterd by s naprostou
jistotou potvrdila, Ze pouziti flavonoidl je benefitem u nemoci spojenych s oxidacnim stresem
(Ballard & Junior 2019).

Béhem poslednich let se pouziti flavonoidii vyrazné zvysilo, a to jak v potravinafstvi,
tak ve farmacii, ¢i v zemédé€lstvi. Nekteré flavonoidy vykazuji v in vitro podminkach
antioxidac¢ni vlastnosti —naptiklad u quercetinu a flavan-3-ol epikatechin gallatu byla namétena
petkrat vyssi antioxidacni aktivita nez u vitaminu E a C (Schijlen et al. 2004). Znalosti
o mechanismech jejich aktivity in vivo jsou vSak stdle omezené a dosud se o nich diskutuje
(Gonzalez-Paramas et al. 2019). V nékterych studii se dokonce objevuje, ze za urcitych
okolnosti se mohou flavonoidy in vivo chovat prooxida¢né (Prochazkova et al. 2011). Proto by
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dopliiky s vysokym obsahem flavonoidii mély byt uzivany v rozumné mife pod 1ékaiskym
dohledem, protoze potencidlni toxicita téchto koncentrovanych sloucenin neni dosud piesné
stanovend (Ballard & Junior 2019).

3.5.3 Karotenoidy

Jedna se o barevné lipofilni pigmenty (zluté, oranzové, Cervené) rostlin, hub, ftas,
mikroorganismul a zivocichii. Nachdzeji se ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech
a jejich hlavnim tkolem je ochrana rostlin pfed fotooxida¢nimi procesy. Karotenoidy patii mezi
nejcastejsi ptirodni pigmenty a dosud bylo charakterizovano vice nez 700 riznych sloucenin.
Lze je klasifikovat na zdkladég jejich chemické struktury do dvou skupin — karoteny (a-karoten,
B-karoten, lykopen) a xantofyly (lutein, zeaxanthin, astaxanthin).

Karotenoidy zacaly pfitahovat vice pozornosti poté, co nckolik epidemiologickych
studii odhalilo, Ze zvySena konzumace stravy bohaté na karotenoidy souvisi se snizenym
rizikem nékterych degenerativnich poruch (Mayne 1996; Stahl & Sies 2003). Do biologické
aktivity karotenoidd miizeme zahrnout:

e funkce jako provitamin vitaminu A,

e stimulace imunitni odpovédi,

e regulace bunécného cyklu/apoptozy,

e modulace riistovych faktort aj. (Fiedor & Burda 2014).
Tyto Uc€inky jsou spojené s jejich antioxidaéni aktivitou, kterd zavisi na mnoha faktorech.
Rozhodujici je jejich systém konjugovanych dvojnych vazeb, ktery poskytuje karotenoidim
vysokou reaktivitu. DalSim faktorem ovliviiujici antioxidacni vlastnosti je schopnost zaclenéni
se do biologickych membran a nasledna interakce s reaktivnimi druhy. Aktivita karotenoidi je
také v konecném vysledku zavisld na pfitomnosti dal$i antioxidantl (napf. a-tokoferol)
(Gammone et al. 2015). V literatufe je obecné uvadéno, Ze karotenoidy funguji jako zhasece
volnych radikalti — jsou schopné pfeménit energii ultrafialového zafeni, kterd je pfedavana
aktivnim formam kysliku, na teplo, ¢imZ zabrani poSkozeni bunéénych struktur
(Ribeiro et al. 2018). Nicméné karotenoidy jsou povazovany spiSe za ,,domnéglé antioxidanty*,
zejmeéna proto, Ze nebylo prokdzano, Ze jejich ochranné biologické uc¢inky ptimo souvisi s jejich
antioxidacnimi vlastnostmi (Halliwell 1996; Ribeiro et al. 2018).

S pfibyvajicimi studiemi na téma karotenoidl a jejich G€ink se objevila moznost jejich
prooxidacni aktivity. Jak uz bylo zminéno vyse, karotenoidy se vyznacuji vysokou reaktivitou.
Jsou tedy nachylné i k oxidaci piisobenim reaktivnich druhii, ¢imz vznikd mnoZzstvi
nezadoucich sloucenin. Tyto slouceniny, Casto oznaCované jako oxida¢ni produkty, nejsou
dosud plné studovany ¢i zcela identifikovany v biologickych tkéanich, ale existuje fada studii,
které naznacuji, Ze mohou mit silné oxidacni G€inky a jsou schopné indukovat rist rakovinnych
bunék (Nagao 2004; Ribeiro et al. 2018). Pti studiu beta-karotenu se zjistilo, Ze mnozstvi
kysliku, je urcujici pro antioxidacni ¢i prooxidacni aktivitu. Pfi bézném obsahu kysliku, ktery
je typicky pro lidské tkdn€, pisobi beta-karoten antioxidacné, avSak pii zvySujicim se mnoZzstvi
je beta-karoten snadno autooxidovan a muZze vykazovat prooxidacni chovani
(Sen Gupta & Ghosh 2013; Ribeiro et al. 2018). Proto je dilezité stale prohlubovat znalosti
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v této oblasti a stanovit skutecny dopad karotenoidl a jejich oxidacnich produkt na lidské
zdravi (Ribeiro et al. 2018).

3.5.4 Beta-glukany

Beta-glukany jsou polysacharidy slozené z molekul gluk6zy spojené B-glykosidovymi
vazbami. Tyto latky byly extrahovany z riznych zdroji, jako jsou napiiklad houby, motské
fasy, obiloviny aj. Fyzikdlni vlastnosti beta-glukant se li$i v z&vislosti na jejich struktute,
vcetné typu vazby, stupné¢ vétveni, molekuldrni hmostnosti a konformaci (Tada et al. 2008).
U beta-glukanti extrahovanych z obilovin, konkrétné¢ z jeCmene, bylo prokazéno, ze maji
pozitivni u€inek na hladinu lipida v krvi — snizuji mnozstvi cholesterolu a triglyceridi, a tim
potencialné redukuji riziko vzniku ischemické choroby srdecni (Keenan et al. 2007). Kromé
toho maji beta-glukany v obilovinach i jiné biologické Uc¢inky, naptiklad zvysuji viskozitu
traveniny, tim je omezené vstiebavani glukozy z tenkého stfeva a vysledkem je snizeni hladiny
glukozy v krvi (Ostman et al. 2006). Beta-glukany obilovin se proto ¢asto pouzivaji jako
potravinarské pridatné latky, a také jako doplnky stravy (Kofuji et al. 2012).
Ragaee et al. (2006) prokazali antioxida¢ni aktivitu riznych obilovin, jako je je¢men, proso,
zito a Cirok. Toto stanovisko bylo potvrzeno také studii Kofuji et al. (2012), ktefi extrahovali
beta-glukany z jemene. Rovnéz se ukazalo, Ze beta-glukany z jeémene maji vyrazné vyssi
antioxida¢ni aktivitu ve srovndni s jinymi obilovinami, coz naznauje, Ze antioxidacni
vlastnosti jsou ovlivnény strukturou beta-glukani, a také metodou jejich zpracovani
(Kofuji et al. 2012).

U beta-glukand hub byla zjisténa imunomodulacni aktivita. Studie provadeéné in vitro
obecné naznacuji, Ze beta-glukany mohou piimo aktivovat leukocyty, stimulovat jejich
fagocytarni, cytotoxickou a antimikrobidlni aktivitu, v€etné produkce reaktivnich druht kysliku
a dusiku. Stimulaci beta-glukany se také zvySuje schopnost makrofagii rozpoznavat
a odstraniovat apoptické buiiky (Brown & Gordon 2003). Podavani beta-glukant in vivo miize
zvySovat potencialni odpovéd’ hostitele proti celé fade stavi, jakou jsou houbové, bakteridlni
¢i virové patogeny, a také se polemizuje o zabranéni tvorby nadorii (Tzianabos 2000). Ukazalo
se, ze beta-glukany izolované z hub Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius a Lentinus
edodes maji antiproliferacni ti¢inek a proapoptickou aktivitu na nadorové buniky tlustého stfeva
a konec¢niku (Surenjav et al. 2006; Lavi et al. 2010). Piestoze nedoSlo k rozsahlému
farmaceutickému vyvoji téchto latek, v Japonsku jsou povoleny beta-glukany lentinan
a schizofyllan pro nddorovou imunoterapii (Brown & Gordon 2003; Nakashima 2018).
S imunomodulac¢ni aktivitou beta-glukani hub souvisi také jejich schopnost pisobit
prostaglandiny apod. (Du et al. 2015). Enzymy, podilejici se na syntéze prostaglandinti
z kyseliny arachidonové, se nazyvaji cyklooxygenazy (COX) a existuji ve dvou formach —
COX-1 a COX-2. COX-1 je exprimovan ve vétSing tkani a bunék a predpoklada se, Ze fidi
syntézu prostaglandinii dilezitych pro normalni bunééné funkce (napi. ochrana zaludecni
sliznice). Oproti tomu COX-2 neni stabiln¢ pifitomen v organismu, ale jeho koncentrace je
indukovdna vreakci na zanétlivé stimuly, coz ma za nasledek zvySené uvolnovani
prostaglandinti a podpofeni zanétlivych procest. V klinické praxi se vyuziva nékolik inhibitora,
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které zmirfiuji rozvoj zanétu, hojn€ pouzivany je napiiklad ibuprofen, ktery je inhibitorem obou
variant COX nebo indometacin (Dewick 2009). Problémem téchto neselektivnich latek jsou
vSak nezadouci vedlejsi ucinky, zejména zvySené krvéaceni, gastrointestindlni problémy aj.
Bohuzel 1 u selektivnich COX-2 inhibitorti (tzv. coxiby), které byly napiiklad vyuzivany
piilécbé  osteoartritidy a  revmatoidni artritidy, byly sledovany komplikace
(napft. kardiovaskularni potize) (Jaismy et al. 2018). U druhé generace coxibli (etoricoxib
a lumiracoxib) byly tyto vedlejsi ucinky relativné potlaceny. I ptfes to dodnes neexistuje latka
s idealnimi vlastnostmi (vhodnym pomérem terapeutické uc¢innosti a vedlejSich ucink)
aneustdle se hledaji rizné alternativy k bézn€ vyuzivanym protizanétlivym latkam
(Dewick 2009). Jednim z alternativnich terapeutickych cild, které se dnes hojné studuji, je
enzym S-lipoxygenaza (5-LOX), ktery je zodpovédny za tvorbu zénétlivych leukotrient
z esencialnich mastnych kyselin (Jaismy et al. 2018).

Beta-glukany mohou také ptsobit jako prebiotika, stimulovat tak rist probiotickych
bakteridlnich kment v tlustém stfev€é a inhibovat riist patogennich bakterii. To také hraje
dilezitou roli pro spravné fungovani gastrointestinalniho traktu a pfi prevenci riznych zanéti.
Vzhledem k nékolika ptfiznivym U¢inkiim, maji tyto latky velky potencidl pro pouziti jako
imunostimulanty v prevenci a 1é¢bé nékterych nemoci (Ciecierska et al. 2019).

3.6 Vliv antioxidantu na lidské zdravi

Diive byly antioxidanty povaZovany spiSe za latky konzervujici potraviny, pozdéji
se zaCalo polemizovat nad pozitivnimi u€inky na lidské zdravi. V dne$ni dob¢ je vénovana
zvySend pozornost UCinnosti antioxidantl a jejich suplementaci, at uz téch pfirozené
obsazenych v potravinach ¢i ve formé riiznych doplnkt stravy. Vzhledem ke schopnosti
vychytavat volné radikdly, které mohou negativné ovlivnit béZzné bunétné procesy
a fyziologické funkce, jsou antioxidanty casto oznaCovany jako slibné preventivni
¢1 terapeutické latky ovliviiujici vznik a vyvoj nékterych onemocnéni (Seifried et al. 2017).
Problémem mnohych antioxidantt je vSak jejich jejich odlisné chovani v podminkéch in vitro
a in vivo — Casto se totiZ v in vivo podminkach chovaji prooxidacné. Jedna se napiiklad
o fenolické slouceniny, které jsou nachylné k oxidaci, takze se d& predpokladat, ze v in vivo
podminkach budou generovat volné radikaly, i pfes to, Ze se in vitro chovaji jako silné
antioxidanty (Lambert et al. 2005; Tauchen 2019). Pied konzumaci potravin ¢i doplikt
bohatych na antioxidanty je proto nezbytné, aby se jejich prokdzana antioxidacni aktivita
in vitro projevovala 1 in vivo (Halliwell 2012).

V mysli vefejnosti jsou antioxidanty vnimany jako latky zdravi prospésné a neskodné,
coz vede k predstave, ze ¢im vice jich ¢loveék zkonzumuje, tim 1épe (Halliwell 2012). Avsak
jejich nadmérna spotieba byva Casto kontraproduktivni a mize vést k rliznym zdravotnim
komplikacim. Piikladem miize byt studie Klein et al. (2011), ktefi prokazali, ze existuje
souvislost mezi vysokymi davkami vitaminu E a rozvojem rakoviny prostaty. Existuji i dikazy,
ze latky povazované za dobré antioxidanty (napi. vitamin E, C, flavonoidy aj.) i ve vysSich
davkach nejsou dostatecné ucinné pii snizeni oxidacniho stresu. Proto je v poslednich letech
snaha o vyvoj syntetickych antioxidanti s prokazatelné€ lepSimi vlastnostmi, které¢ by mohly byt
nasledné pouzity k 1é¢bé nemoci zpisobenych oxidacnim stresem (Tauchen 2019). Nékteti
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védci interpretuji 1 jiné moznosti 1éEby chorob souvisejicich s oxidacnim stresem
(Fernando et al. 2019). Jedna se naptiklad o pouziti prooxidacnich latek, které by stimulovaly
tvorbu endogennich antioxidacnich systémi (Glorieux & Calderon 2018). Pozitivnim
pristupem se také jevi konzumace hub, které jsou bohat¢ jak na antioxidacni latky, tak na latky
zanétlivymi procesy. Piedpoklada se, ze ROS plisobi jako sekundarni posli, které mohou déle
vyvolat tvorbu prozanétlivych mediatorti (Halliwell & Gutteridge 2015). Proto vychytavani
téchto volnych radikalti pomoci antioxidantt by mohlo zmirnit vleklé a dlouhé zanéty, které
jsou pro télo nezddouci (Cheung 2010; Halliwell & Gutteridge 2015). Nicméné zadna studie
dosud neformulovala jednoznac¢ny zavér a pochybnosti, zda antioxidacni aktivita mize pfimo

-----

3.7 Oxidacni stres a jeho Gcinky na lidské zdravi

Zjednodusené feceno, oxidacni stres nastava pii nerovnovaze mezi hladinou volnych
zvySenym vyskytem reaktivnich entit v tkdnich a bunécnych strukturach, nebo také
nedostateénym mnozstvim antioxidantd v téle (Southorn & Powis 1988; Halliwell et al. 1992).
Jednim ze spoustécii oxidacniho stresu je ptisobeni nékterych toxint, produkujici volné radikaly
¢1 poskozujici antioxidacni obranu. Takové latky miZeme rozdé€lit do ¢tyf hlavnich skupin
(Aust et al. 1993). Prvni skupina zahrnuje toxiny, jeZ jsou samy o sob¢ volnym radikélem —
napiiklad oxid dusi€ity (NO2). Tato sloucenina je dobrym inicidtorem lipidové peroxidace:

lipid—H + NO2¢ - lipid* + HNO;

Do druhé skupiny fadime toxiny metabolizujici se na volny radikdl — naptiklad
tetrachlormethan, ktery je pfeménén na trichloromethyl pomoci cytochromu P-450. Tteti
skupina je tvofena toxiny, které metabolizuji tvorbu volnych kyslikovych radikald. Posledni
skupinu tvofi toxiny, které vycCerpavaji zasobu antioxidantl. Takovym piipadem je
metabolismus paracetamolu jaternim cytochromem P-450. Vytvofi se produkt, ktery reaguje
a nasledn¢ odstraituje GSH (Aust et al. 1993; Halliwell et al. 1994).

Oxidacni stres je Casto davan do souvislosti s procesem starnuti a projevem nékolika
odliSnych onemocnéni — mnoho studii tvrdi, Ze se jedna o ptiblizn¢ 150 lidskych chorob
(Southorn & Powis 1988; Halliwell et al. 1992). Avsak realita je pon€kud jina. Vliv oxida¢niho
stresu byl zatim prokdzan u nékterych typl rakovin (naptiklad Zaludku, prostaty, jater,
vajecniku nebo prsu), dile u neurogenerativnich onemocnéni jako je Parkinsonova
a Alzheimerova choroba, a také u chronickych stfevnich zanét (Crohnova choroba ¢i ulcerdzni
kolitida). Na pomyslném pomezi je aterosklerdza, kde nepochybné oxida¢ni stres ma vliv, ale
védci zde maji stale jisté pochybnosti (Libby et al. 2011; Halliwell 2012, Tauchen 2019).
U dalsich lidskych nemoci zatim neni prokdzano, Ze by byly primarné zpiisobeny oxida¢nim
stresem.
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3.7.1 Ateroskleroza

Ateroskler6za je progresivni onemocnéni postihujici zejména velké a stiedni cévy a je
charakterizované ukladanim tzv. aterosklerotickych plati do cévni stény, ¢imz dochazi k jejimu
lokalnimu zesileni. Aterosklerotické platy si miizeme piedstavit jako shluky cholesterolu,
lipoproteint, leukocytii a zbytki mrtvych bunek. Pokud ateroskleroticky plat praskne, na jeho
povrchu se zaéné srazet krev a dochézi k rozvoji trombi (Ross, 1993; Bonomini et al. 2008).
Zvyseny vyskyt téchto plata v tepnach zplsobuje klinické zuzeni az uzavér artérii a vysledkem
je nedostatecny pritok krve do organti, zejména do srdce a mozku. Tento stav vede ke vzniku
onemocnéni vieobecné znamych jako ischemické choroby srde¢ni (infarkt myokardu) a cévni
mozkova piihoda (Ross, 1993).

Koufeni cigaret, obezita, hypertenze, diabetes mellitus 2. typu, dyslipidémie, ale i v€k
a pohlavi, patii mezi znamé rizikové faktory aterosklerdzy. Tyto inicidtory jsou spojeny
se zvySenou produkci volnych kyslikovych radikdld (Antoniades et al. 2003;
Bonomini et al. 2008). Reaktivni druhy kysliku maji Skodlivé ucinky na cévni funkce
prostfednictvim nékolika riznych mechanismi, z nichz patrné nejvyznamnéjsi je schopnost
oxidovat lipoproteiny o nizké hustoté (LDL) (Bonomini et al. 2008). Pribé¢h oxida¢niho stresu
pfi ateroskler6ze je znazornén na Obrazku 2.
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Obr. 2 Oxidacni stres pfi ateroskleroze (pievzato podle Bonomini et al. 2008).

Monocyty patii mezi zanétlivé typy bunék aterosklerotickych cév. Do vnitiniho prostoru
cévy pronikaji za pomoci adhezivnich molekul a MCP-1. Jejich migrace je stimulovana
prostiednictvim oxidovanych LDL. V subendotelidlnim prostoru jsou monocyty diferencovany
v makrofagy. Makrofagy pohlcuji oxidované LDL a pfi dostatecném nasyceni se méni
na tzv. pénové bunky, které jsou soucasti aterosklerotickych plati (Bonomini et al. 2008).
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V poslednich nékolika letech se mnoho klinickych studii vénuje pouziti vhodnych
antioxidant k prevenci, pfipadn¢ k 1écbé aterosklerdzy. Existuje velké mnozstvi
farmaceutickych antioxidanti vyuzivanych v klinické praxi — mezi nejstudovangjsi
antioxidanty, aplikovanych do 1écby kardiovaskuldrnich onemocnéni, patfi vitamin C a E.
Observacni studie naznacuji, ze oba vitaminy by mohly obnovit endotelidlni funkci a mit
protizanétlivy a protitromboticky ucinek. AvSak pocatecni pozitivni zpravy z téchto studii
nebyly potvrzeny rozsdhlejSimi randomizovanymi zkouskami (Antoniades et al. 2003).
Vysledky védeckych studii zabyvajici se ateroskler6zou prokazaly, ze oxidaéni stres ma vliv
na patogenezi tohoto onemocnéni — respektive dochézi pii ném k oxida¢nimu poskozeni lipida
(Steinberg 2002; Antoniades et al. 2003; Bonomini et al. 2008). AvsSak jestli ma tento jev
vyrazny vliv na lidské zdravi, ptipadn€ na rozvoj nemoci, zatim neni jasné.

3.7.2 Cysticka fibréza

Jedna se o autozomaln¢€ recesivni genetické onemocnéni postihujici zejména dychaci
cesty a plice. Tato choroba je zpisobena abnormalitou proteinu CFTR (cystic fibrosis
transmembrane conductance regulator), ktery je kdédovan genem uloZzenym na dlouhém
raménku chromozomu 7. Defektem tohoto genu dochazi k poskozeni transportu chloridovych
ionti ptes epitely bunck. Nasledkem toho dochdzi k nerovnomérné distribuci vody a elektrolyta
nejen do dychacich cest, ale také do jater, pankreatu, Zlucovodi, gastrointestinalniho traktu
¢i do kiize (Collins et al. 2016). Dysfunkce CFTR je také spojena se zménou sekrece tekutin
a elektrolytl a jejich zvySenou viskozitou (Rowntree & Harris 2003).

Oxidacni stres u pacienti s cystickou fibrozou je dokumentovan jiz nékolik let,
avSak vyznam oxidacniho poSkozeni je stdle nejisty (Van Der Vliet et al. 1996;
Ziady & Hansen 2014). Zda se, Ze ptitomnost defektniho CFTR vyvolava redoxni nerovnovahu
v epitelidlnich bunkach a extracelularnich tekutinach, ¢imz zplsobuje abnormalni tvofeni
reaktivnich druhi kysliku, coz déle vede krozvoji systémového oxidacniho stresu
(Galli et al. 2012). Antioxidacni stav je tedy narusen dysfunkci CFTR, kdy dochdzi ke zméné
transportu glutathionu (GSH) pfes membrany epitelidlnich bun¢k (Gao et al. 1999). Na rozdil
od jinych genetickych chorob porusujici glutathionovy systém, u cystické¢ fibrozy neni
pozorovano poskozeni redoxnich, transferdzovych a recyklacnich systémi. Snizeni obsahu
GSH v plicich tedy mtze byt zpiisobeno jak abnormalnim transportem CFTR, tak zesilenim
zanétlivych procest, které se v prubehu nemoci projevuji (Hudson 2001; Ntimbane et al. 2009).

S ohledem na tyto uvedené aspekty se ptedpoklada, ze lidé trpici cystickou fibrozou
maji vyssi potfebu antioxidani ochrany. ZvySend potiteba antioxidanti je kliCova zejména
v pfitomnosti obtizi slinivky bfisni, jater ¢i plicnich komplikaci. Plicni komorbidita je v tomto
kontextu obzvlast’ dilezita, protoZe je spojena s opakujicimi se periodami, kdy se stfidaji
infekce s chronickymi zanéty. Ty udrzuji ROS v dychacich cestach, dale napomahaji tvorbé
vedlejSich produktti druhé generace poskozenim biomolekul, které se mohou Sifit také
na systémové urovni, aby poté podporovaly nepfiznivé ¢i toxické biologické reakce
(Galli et al. 2012).

Pankreaticka insuficience zpiisobuje podvyzivu, coz miize vést k rozvoji endokrinnich
¢1 metabolickych poruch. Tyto udélosti mohou byt dale zhorSeny soubéznou dysfunkci jater
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a Spatnym nutri¢nim stavem (Munck 2010). Péce o spravny nutri¢ni stav u pacientd trpicich
cystickou fibrézou, vede k lepSim klinickym vysledkiim, a mlze tak zajistit vy$S$i moznost
dosazeni antioxidacni ochrany. Pfestoze podani antioxidanti zjevné nemoc nevyléci, muze to
prinést i jisté vyhody, avsak je zapotiebi tento pfedpoklad podpofit dalsimi klinickymi vyzkumy
(Back et al. 2004; Galli et al. 2012). Co je nezpochybnitelné je kazdodenni potieba vysokého
piijmu energie, dale suplementace vitaminli rozpustnych v tucich a v neposledni fad¢ také
substitu¢ni terapie pankreatickymi enzymy (Galli et al. 2012).

U pacientl s cystickou fibrézou je malnutrice, infekce a zanét — s tim souvisejici
1 zvySeny energeticky vydej, hlavnimi pfi¢inami oslabeného antioxida¢niho stavu a zvySeného
oxidacniho stresu (Ntimbane et al. 2009). Z dosud publikovanych studii prozatim nevyplyva,
ze by toto onemocnéni tedy bylo primarné zptisobeno oxida¢nim stresem. Mozné souvislosti
mezi dysfunkci CFTR a oxida¢nim stresem jsou schématicky znazornény na Obrazku 3.
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Obr. 3 Mozné souvislosti mezi dysfunkci CFTR a oxida¢nim stresem
(vytvofeno podle Ntimbane et al. 2009).

3.7.3 Rakovina

Nédorova onemocnéni jsou skupinou chorob charakterizované masivnim rstem urcité
populace bunék v lidském téle. Nador muze byt definovan jako abnormalni mnozstvi tkané
s vysokou rychlosti ristu a nekoordinovanou komunikaci s ostatnimi bunikami v organismu.
Nejcastéji jsou nadory klasifikovany dle miry rastu — na benigni (nezhoubné) a maligni
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(zhoubné). Benigni tumory se podobaji piivodni tkéani, zGstavaji v misté vzniku a pozdé&ji
se obvykle uzaviou vrstvou vlaknitého materialu tvofen¢ho okolni tkani. Oproti tomu maligni
nadory puisobi fatalni nasledky. Maji schopnost cestovat z mista ptivodu krevnim fecistém
a lymfatickym systémem za vzniku sekundarnich nadorti — tzv. metastaz. Rychlost rtstu
a metastazy souvisi s typem nadoru — u rakoviny kuze metastazy pozorujeme spise ziidka, na
rozdil od melanomu, u kterého je vyskyt metastazi velmi Casty (Poste & Fidler 1980).

Vyvoj rakoviny u lidi je komplexni proces zahrnujici zmény na bunécné a molekularni
urovni, které jsou zprosttedkované riznymi endogennimi a exogennimi stimuly. Slozity proces
pfemény normalni buiiky do maligniho stavu (tzv. karcinogeneze) je iniciovan hlavné zménou
DNA (Valko et al. 2004; Pham-Huy et al. 2008). Modifikovana DNA je poté Uspésné
replikovana a nasledna bunécna proliferace umozni zaclenéni mutace do DNA budoucich
tumor-supresorové geny aj.), ale také faktory prostedi. Na rozdil od jinych nemoci, jako je
napiiklad vySe zminéna cystickd fibroza, kde mutace vjednom genu muze zpulsobit
onemocnéni, u rakoviny defekt jednoho genu nevyvold toto onemocnéni
(Vogelstein et al. 2004).

Jiz diive bylo naznaceno, ze oxidaCni stres a reaktivni ¢astice jsou Uzce spjaté
s karcinogenezi. Reaktivni entity mohou byt zapojeny do karcinogeneze prosttednictvim dvou
zakladnich mechanismi:

1) indukce genovych mutaci, které jsou vysledkem poskozeni bun¢k,

2) t¢inek na signalni transdukci a transkripéni faktory (Noda & Wakasugi 2001).

Jelikoz je znamo, Ze nékteré kovy (Zelezo ¢i méd’) podporuji oxidacni stres, nabizi
setento model vyuZzit pro studium ulohy oxidaéniho poskozeni v karcinogenezi
(Chen et al. 2000; Noda & Wakasugi 2001). Chen et al. (2000) pozorovali, co se ptihodi po
podani zeleza potkaniim, ktefi trpi postizenim podobnému gastroezofagedlnimu refluxu u lidi.
Svou studii zjistili, Ze dochazi k depozici tohoto kovu v jicnu, dale k oxidaci DNA a lipidq,
a také k rozvoji adenokarcinomu jicnu (Chen et al. 2000). Objevila se také idea, ze zhoubné
nadory jsou samy schopné produkovat ROS, coz by mohlo pfispét k dalSimu rozvoji
sekundérnich nadort (Arbiser et al. 2002).

Obecné pro 1écbu rakoviny plati, ze podanim chemoterapeutik ¢i vyuzitim radioterapie,
se vytvari v téle stav oxidacniho stresu. Ackoliv jsou chemoterapeutika navrzena tak, aby co
nejméné poskozovala normalni buiiky, maji i tak zna¢né vedlejsi u¢inky (napiiklad bleomycin)
(Chen & Stubbe 2005). Kromé toho patogenita nékterych nadort je jesté podtrZzena skutecnosti,
ze urcité typy rakovinnych bunéénych linii maji resistenci, at’ uz vlastni ¢i ziskanou, k bézné
pouzivanym protirakovinnym latkam (naptiklad rezistence na methotrexat pii rakoviné prsu)
(Lindgren et al. 2006).

3.7.4 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni vyznacujici se zvySenou hladinou glukozy
v krvi (hyperglykémie) a moci. Vzniké v disledku nedostate¢né produkce inzulinu B-bunkami
Langerhansovych ostrivkl pankreatu (typ 1) nebo rezistenci cilovych bunék na inzulin (typ 2).
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Nedostatek inzulinu nebo rezistence na inzulin v téle vede ke sniZzeni absorpce glukézy ve
tkanich, coz ma za nasledek intracelularni hypoglykémii a extraceluldrni hyperglykémii.
Intracelularni hypoglykémie stimuluje glykogenolyzu a glukoneogenezi, ktera vede k rozkladu
tukl (zpisobuje diabetickou ketoacidozu), zatimco extracelularni hyperglykémie zptsobuje
hyperglykemické koma a osmotickou diurézu (Ozougwu et al. 2013). Prvni typ diabetu se
objevuje spise v détském véku nebo v pritbé¢hu dospivani a predpoklada se, ze spoustéCem je
genetickd predispozice k této nemoci. Zatimco diabetes mellitus druhého typu je nejcastéji
pozorovan u dospélych a je spojen zejména s obezitou, nedostatkem pohybu a nespravnou
vyzivou (Halliwell & Gutteridge 2015).

Existuji protichiidné ditkkazy, zda oxidacni stres zdsadné ovliviiuje tuto nemoc. Na jedné
stran¢ se vétSina studii priklani k faktu, Ze oxidac¢ni stres hraje roli ve vyvoji komplikaci této
nemoci, zejména u diabetu 2. typu (Pham-Huy et al. 2008; Asmat et al. 2016). Napftiklad
Maritim et al. (2003) ve své¢ studii uvadi, ze tvorba volnych radikéali neenzymatickou glykaci
proteind, oxidaci glukozy a zvySenou peroxidaci lipidl, vede k poSkozeni enzymd, a také
k zesileni rezistence tkani na inzulin v disledku oxida¢niho stresu. Vys$§i hladiny ROS
u diabetu mohou byt také zptsobeny destrukci antioxida¢nich systémil — katalazy, superoxid
dismutazy a glutathion peroxidazy. Stfidanim hladin téchto enzymi je zpisobena vyssi citlivost
tkani k oxida¢nimu stresu, coz muze vést k rozvoji diabetickych obtizi (Lipinski 2001).
Komplikace vyvolané volnymi radikaly a oxida¢nim stresem se mohou projevovat jako
neuropatie, nefropatie ¢i retinopatie (Phillips et al. 2004; Asmat et al. 2016). Na druhé strané
existuji naznaky, Ze podavani antioxidantil paradoxné mizZe vést k metabolickym dysfunkcim
a predispozicim k diabetu (Halliwell 2012).

3.7.5 Chronickeé stievni zanéty

Mezi chronické sttevni zanéty kategorizujeme Crohnovu chorobu a ulcerdzni kolitidu.
V ptipad¢ Crohnovy choroby miiZe byt postizen jakykoliv oddil gastrointestinalniho traktu,
nejCasteji to vSak byva zasazeni tlustého a tenkého stfeva. Jedna se o segmentalni postiZeni,
tzn. Ze se stfidd Usek zdravé a nemocné tkan€. Ulcerdzni kolitida je charakterizovana
kontinualnim postiZzenim a postihuje pouze tlusté stievo a kone¢nik.

Ackoliv patofyziologie téchto onemocnéni neni s jistotou uréena a je velmi diskutovéna,
mnoho dostupnych experimentalnich a klinickych dajii ukazuje na fakt, Ze kromé genetické
predispozice, enviromentalnich faktort aj., mize byt chronicky stievni zanét disledkem
neregulované imunitni odpovedi na piirozené bakteridlni antigeny (Pavlick et al. 2002). Tato
nekontrolovana aktivace imunitniho systému poté vede k nadprodukci reaktivnich druha
kysliku a dusiku. Testovanim na mySich modelech nékolik studii také naznacuje, Ze k rozvoji
chronickych stfevnich zanéth miZze pfispét oxidacni stres spole¢né s progresi rakoviny
(reaktivni druhy jsou zprostfedkované poskozenim DNA) (D'Inca et al. 2004). Jiné studie vSak
pfinaseji protichtidné vysledky, které dokonce ukazuji, ze by reaktivni druhy mohly mit
prospésny ucinek (Pavlick et al. 2002). VétSina se ale stale priklani k faktu, Ze se reaktivni
druhy podileji na poskozeni tkan¢ u chronickych stievnich onemocnéni.

Hlavni ideologie 1écby chronickych stfevnich zanétli se zaméfuje zejména na snizeni
zanétu a okamzité zmirnéni symptomt. V tradi¢nich terapeutickych piistupech se podavaji
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protizanétliva Cinidla (napf. sulfasalazin), ktera vSak obvykle mivaji silné vedlejsi ucinky —
anémii, precitlivélost, v krajnim ptipad€ i nesnasenlivost dalSich 1€kii. Alternativni moznosti
proto miize byt pouziti imunitnich modulétord, jako jsou cyklosporiny a thiopuriny (Piechota-
Polanczyk & Fichna 2014; Tian et al. 2017). Avsak 1 tyto latky mohou mit cytotoxické ucinky,
které mohou zhorSovat pribéh jinych nemoci ¢i infekci. S rostouci incidenci a zavaznosti
chronickych stfevnich onemocnéni se proto zvysuji pozadavky na revolucni 1é¢ebné metody.
Z nekonvencnich terapeutickych piistupl pritahuji pozornost doplitkové nebo alternativni 1éky
na bazi inhibitord tvorby reaktivnich druht, déale ptirodni ¢i syntetické latky, které inhibuji
bunécnou smrt a aktivuji antioxidacni enzymy (Yanai et al. 2016; Tian et al. 2017). K potvrzeni
presnych ucinkti, vhodnych davek a zptisobti podavani téchto slibnych 1é¢iv jsou vSak zapotiebi
dalsi detailni studie.

3.7.6 Neurogenerativni onemocnéni

3.7.6.1 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je multifaktorialni neurogenerativni porucha postihujici zejména
starSi osoby. Je charakterizovana selektivni ztratou neuronti, senilnimi plaky tvorené depozity
B-amyloidu, a také neurofibrilarni spleti, kterd vznikla intracelularni agregaci
hyperfosforylovaného tau proteinu (Hardy & Higgins 1992). Vyznacuje se celou fadou
pfiznak, jako je ztrata paméti, pokles kognitivnich funkci, abnormalni chovani a psychické
problémy. Obecné se piedpokladd, Ze genetika hraje v progresi Alzheimerovy choroby
dilezitou roli, avSak vyvoj této choroby ovliviiuji 1 dalsi faktory, v€etné nespravné vyzivy
(nizky ptijem vitaminl Bs, Bo a B12), vysoky obsah cholesterolu a homocysteinu v krvi, a také
nizka intelektudlni aktivita (Ravaglia et al. 2005).

Jak uz bylo zminéno vySe, Alzheimerova choroba se vyznafuje piitomnosti
tzv. senilnich plakl. Jsou to extracelularni oblasti degenerujicich a Casto oteklych axonii
vzniklé depozici B-amyloidu — toxického peptidu. Senilni plaky se do jist¢ miry nachazeji
1 v normalné starnoucim mozku, avSak v mozku pacienti s Alzheimerovou chorobou jsou
hladiny B-amyloidu pétkrat az stokrat vyssi (Piccini et al. 2005). Takzvana amyloidni hypotéza,
ktera byla formulovana pted vice nez 25 lety, povazuje B-amyloid za hlavni spoustéci faktor
Alzheimerovy choroby. S rozsahlej§im vyzkumem vsak byla vytvorena dopliikova hypotéza,
tzv. alternativni, ktera tvrdi, Ze B-amyloid je ve skutecnosti spiSe sekundarni pfi¢inou nemoci
(Pimplikar 2009). Ob¢ hypotézy se nicméné shoduji v tom, Ze B-amyloid je spojen s tvorbou
reaktivnich druhii kysliku. Rizné markery oxida¢niho stresu v postizenych mozcich pacienta
dokazuji, ze oxidacni stres zplsobuje mitochondrialni dysfunkei, kterda vede k neurotoxicité
a poskozeni neurondlnich synapsi (Devi & Anandatheerthavarada 2010). Dalsi ptipad
oxida¢niho poSkozeni dokazujici patologii této choroby je oxidacni stres vyvolany
pfechodnymi kovy — redoxné aktivnim Zelezem a médi a redoxné neaktivnhim zinkem
(Valko et al. 2016). Pomoci specialnich fyzikalnich technik byla odhalena zvySené koncentrace
téchto tii prvkll v amyloidnich placich. Bez ohledu na pfesny multifaktorialni ptvod
Alzheimerovy choroby, tyto udaje podporuji hypotézu, Ze i kovem indukovany oxidacni stres
hraje diilezitou roli v patologii onemocnéni (Butterfield & Halliwell 2019).
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3.7.6.2 Parkinsonova choroba

Jedna se o progresivni neurogenerativni onemocnéni, které je charakterizovano
degenerativnimi zménami bundk substantia nigra obsahujicich melanin. Ubytkem t&chto
nervovych bunék je porusena produkce dopaminu, ktery je dilezity pro spravnou funkci
motorického systému. Projevuje se rytmickym tfesem rukou ¢i nohou a s vyvojem nemoci
dochdzi k rostoucim problémiim s kontrolou pohybu. Zahdjeni pohybu je velmi obtizné
(tzv. akineze), pohyb je pomaly (tzv. bradykineze) a ttes je stale vyraznéjsi (Moore et al. 2005).
Stejné€ jako jiné melaniny je 1 neuromelanin redoxné aktivni a je schopen chelatace kovovych
iontd. Kromé toho je Parkinsonova choroba spojena s vyskytem tzv. Lewyho télisek, coz jsou
utvary v neuronech tvotfené amorfni bilkovinou hmotou, konkrétné se jedna o a-synuclein,
ubiquitin a neurofilamenta. VSechny tyto proteiny jsou nachylné k oxidaci a nitraci
(Ischiropoulos et al. 2003).

Témér vétsSina pripadli Parkinsonovy choroby je ojedinéla — objevuji se bez zjevného
genetického piivodu. Nicmén¢ jsou zndmy vzacné piipady, kdy se tato choroba prostfednictvim
genu objevila také u mladistvych a u dospélych stfedniho véku (Houlden & Singleton, 2012).
Dodnes neni mozné stanovit, které¢ faktory spoustéji tyto sporadické formy Parkinsonovy
choroby, ale pfedpoklada se, ze dilezitou roli by mohly hrat toxiny. Jedna se naptiklad o 1-
methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP), 2,5-hexandion, dale deguelin, rotenon
a annonacin (Pezzoli et al. 1995; Przedborski et al. 2001; Caboni et al. 2004; Potts et al. 2012).
Tyto slouceniny jsou povazovany za vyznamné inhibitory mitochondridlniho komplexu I,
coZ ma za nasledek generovani oxida¢niho stresu. Potencidlni neurotoxické ucinky in vivo maji
také oxidované metabolity dopaminu monoaminooxiddzou (MAO) ¢i reaktivni druhy kysliku
vznikl¢ autooxidaci dopaminu (Hald & Lotharius 2005).

3.7.6.3 Amyotroficka lateralni skler6za

Amyotrofickd lateralni skler6za (ALS) je progresivni, neurogenerativni choroba,
zpisobena degeneraci motorickych neuronii mozku a michy. ALS zacind jako bezbolestna
svalova slabost, pozd¢ji se zhorSuje svalovy tonus, coz vede k atrofii. V pokrocilejsim stadiu
nasleduji problémy s feci a polykanim. Primérny veék ndstupu této nemoci je 57 let a jeji
progrese je velmi rychla. Casto vede ke smrti bdhem nékolika let, obvykle pacienti umiraji
na sekundarni pneumonii ¢i respiracni selhani (Dib 2003). Nejcastejsi verzi (pfiblizn€ 90 %)
amyotrofické lateralni skler6zy je forma sporadicka a ptiblizné 10 % piipadi tvoii genetické
predispozice k nemoci. Bylo prokdzano, Ze u ALS dochazi ke zvySenému oxidacnimu stresu
(vyssi hladiny produkti oxidace DNA, mutace v genu kddujici SOD, aj.), ale jeho vyznam
v patologii tohoto onemocnéni je stale nejasny (Wang et al. 2019).

3.7.7 Choroby o¢i

Ackoliv Sedy zakal a makularni degenerace, tj. postizeni, které jsou hlavnimi pfi¢inami
slepoty, souvisi s vékem, zplsob jejich vzniku neni zcela jasny. Predpoklada se, ze tato
onemocnéni by mohla byt diisledkem poskozeni, at’ uz fotochemicky ¢i nefotochemicky,
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ruznych typt bunék v oku oxida¢nim stresem (Santosa 2005). Protoze se ochranné vlaknové
buiiky oka samy neobnovuji, je ¢ocka nejcitlivéjsi na oxidativni poSkozeni. Plisobenim volnych
radikalli se krystalické proteiny obsazené¢ v ¢occe mohou zesitovat a agregovat, coz vede
k tvorbé Sedého zéakalu. Také sitnice, ktera pojima mnoho kysliku, je nachylna k oxida¢nimu
poskozeni. Dlouhodoba expozice zafenim muze poskodit vnéj$i segmenty fotoreceptort,
inhibovat mitézu v retindlnim pigmentovém epitelu, a také byla spojena s peroxidaci lipidi
(Beatty et al. 2000; Santosa 2005). Existuje ovSem stale malo dikazl, které¢ by potvrdily, ze
oxidacni stres hraje klicovou roli v rozvoji o¢nich chorob, proto se ptedpoklada, ze ziejmé neni
primarnim spoustécem.

3.7.8 Ischemicka onemocnéni

Ischemicka onemocnéni jsou souborem chorobnych stavi, jejichz spoleénym znakem
je ischemie neboli krevni nedostatenost. Jelikoz je omezen transport krve ke tkanim
a organum, dochézi k jejich poskozeni, v krajnim ptipad¢ az k odumfeni.

Ischemicka choroba srde¢ni (ICHS) je povazovana za jeden z nejbéznéjSich typt
kardiovaskularnich chorob. Témét vzdy je hlavni pficinou koronarni aterosklerdéza — dochazi
k ukladani aterosklerotickych platt do koronarnich tepen, tim je porusen piisun kysliku a zivin
a srde¢ni svalovina ztraci svou funkci a vitalitu (Bandyopadhyay et al. 2004). V klinické praxi
se k obnové dodavky krve do srdce nejcastéji pouzivaji trombolytické latky nebo je provedena
reperfuze. Ackoliv je znamo, Ze reperfuze sniZuje moznost infarktu a celkovou umrtnost
(Bandyopadhyay et al. 2004), je také dok4zano, Ze pozdni opétovné zavedeni okysli¢ené krve
paradoxné muze vést k tzv. ischemicko-reperfuznimu poskozeni. Z dlouhodobého hlediska je
sice srde¢ni tkan zachranéna, avSak z kratkodobého pohledu dochéazi k bunétné dysfunkci
a bunécné nekroze (Bartekova et al. 2016; Chakraborti et al. 2019). Predpoklada se, Ze oxida¢ni
stres hraje dilezitou roli v genezi rizikovych kardiovaskularnich faktort (napft. ateroskleroza,
hypertenze, tromboza), které prispivaji k vyskytu ICHS, a také se jevi jako dilezity faktor
v rozvoji ischemicko-reperfuzniho poSkozeni (Chakraborti et al. 2019). Dochazi totiz
k interakci nékolika typti bun€k, v¢etné koronarnich endotelialnich bunék, leukocyti, krevnich
destic¢ek a srde¢nich myocyti, pfi¢emz vétsina téchto buné€k je schopna vytvaret reaktivni druhy
kysliku (Bandyopadhyay et al. 2004). Oxidacni stres tudiz vede ke zmé&nam membranové
permeability v srde¢nich buiikach a dysfunkci intracelularnich 1 extracelularnich proteina
(Chakraborti et al. 2019).

Dal§im castym ischemickym onemocnénim je cévni mozkova piihoda (CMS). Obecné
rozeznavame dva druhy cévni mozkové piihody — ischemickou a hemorhagickou. Ischemicka
je nejcastéji zptisobena uzavienim mozkové nebo kréni tepny krevni srazeninou, ¢imz dochézi
k poskozeni urcité oblasti mozku zptisobené nedostatecnym piijmem kysliku a glukézy, které
jsou nezbytné pro fungovani bunck. U hemorhagické cévni mozkové piithody dochdzi
k prasknuti krevni cévy, po kterém se hromadi krev v mozku (Woodruff et al. 2011). Ackoliv
maji oba typy cévnich mozkovych piihod odlisné rizikové faktory a patofyziologické
mechanismy, jeden jev je spoleny, a tim je zvySena produkce reaktivnich druhi, coz vede
k oxidacnimu stresu, ktery pravdépodobné sekundarné piispiva k poSkozeni mozku
(Cherubini et al. 2005). Oxidac¢ni poSkozeni DNA je jednim z nejskodlivéjSich disledkt
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zvySeného oxidac¢niho stresu pfi mozkové piihodé (Li et al. 2011). Pokud nedojde k v€asnému
zapojeni reparanich mechanisml, poskozenim DNA se spusti mnoho signdlnich drah
indukujici bunécnou apoptodzu, coz mize ve vysledku ohrozit funkéni zotaveni po mrtvici
(Lietal. 2011; Li et al. 2018). Nejnov¢jsi studie proto zamétfuji svij vyzkum zejména
na endogenni reparacni mechanismy oxidované DNA, které by pii spravném fungovani mohly
urychlit neurologické uzdraveni (Li et al. 2018).

3.8 Metody pro stanoveni antioxida¢nich vlastnosti

Stanoveni antioxidacni aktivity u latek se nejcastéji provadi metodami in vitro. Jedna
se zejména o metodu ORAC, dale metody inhibujici radikdl DPPH aj. V poslednich letech
se vSak zacinaji vyuZzivat i metody in vivo, konkrétn€ postupy zalozené na bunéénych kulturach,
které charakterizuji vztah mezi volnym radikdlem a antioxidantem. AvSak oba vyuzivané
pfistupy jsou znacné limitovany protichidnymi vysledky — material vykazujici silny
antioxidacéni potencial in vitro, nemusi vzdy vykazovat také in vivo a naopak. NejprikaznéjSich
vysledkli dosahujeme v modelech in vivo, napiiklad pii stanoveni stupné oxida¢niho stresu
pomoci biologickych markerti, kdy métime hladinu isoprostanti (biologicky marker peroxidace
lipidit) nebo 8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu (produkt oxidace DNA). Nicméné spravna
interpretace ziskanych dat je 1 tak zpravidla velmi obtizna. Zarovei je nutné brat v ivahu fakt,
ze jedinci, ktefi netrpi Zddnou chorobou, mohou mit odlisné hladiny biomarkert, coz je zfejmée
dano 1 geneticky. Vyrazny postup vpied ptredstavuje vyvoj lepSich sond k méfeni volnych
radikald v buiikdch a malych organismech. Tyto sondy jsou zalozené napiiklad k detekci
peroxidu pomoci kyseliny boronové. Ovsem i zde mohou byt vysledky ¢aste¢né zpochybnitelné
¢1 zavadégjici, protoze kyselina boronova nereaguje pouze s peroxidem, ale 1 s jinymi Cinidly.
Dalsim vyuZivanym postupem pro stanoveni miry oxida¢niho stresu je metoda DCFH, kter4 je
zaloZena na diacetatu 2',7'-dichlorodihydrofluoresceinu. Tato latka za pfitomnosti volnych
radikalt degraduje na fluorescentni dichlorofluorescein (DCF). Nicméné 1 tato technika ma
nekterd omezeni a jeji vysledky jsou nejednoznaéné (Tauchen 2019).

In vitro metody pro stanoveni antioxida¢niho potencidlu mizeme obecné rozdélit
do dvou hlavnich skupin. Prvni skupinou jsou metody posuzujici redoxni vlastnosti latek, které
dale délime na metody elektrochemické a chemické (napt. FRAP). Druhou kategorii tvoii
metody hodnotici schopnost vychytavat volné radikaly — jednd se o techniky hodnotici
eliminaci syntetickych radikdli (napt. DPPH), kyslikovych radikdli (napt. ORAC)
nebo metody hodnotici schopnost eliminovat lipidovou peroxidaci (Antolovich et al. 2002;
Alam et al. 2013).

3.8.1 Metoda DPPH

Molekula 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) je charakterizovéana jako stabilni volny
radikal tmavé purpurové barvy s hydrofobnim charakterem, proto se vzdy pouziva v kombinaci
s nepolarnimi rozpoustédly. Reakci s jinymi radikdly, atomy vodiku ¢i elektrony, roztok ztraci
fialové zbarveni, protoze dochazi k piechodu radikalové formy DPPH na neradikdlovou
(Obrazek 4). Aby se vyhodnotil antioxidacni potencial testovanych vzorkt, sleduje se zména
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optické hustoty radikali DPPH (Kedare & Singh 2011; Alam et al. 2013). Antioxidanty totiz
snizuji koncentraci stabilniho radikdlu DPPH za vzniku Zlutého difenylpikrylhydrazinu. Tato
redukce DPPH je nasledovana poklesem absorbance pii charakteristické vinové délce reakce
(obvykle 517 nm) (Alam et al. 2013).

c,,..@g...ng O,n@gin_,g

Difenylpikrylhydrazyl Difenylpikrylhydrazin
(volny radikal) (neradikalovy)

Obr. 4 Struktura volného radikalu DPPH a jeho rekombinace antioxidantem za vzniku
difenylpikrylhydrazinu (podle Kedare & Singh 2011).

Vyhodou této metody je jeji rychlost, jednoduchost a ptizniva cena, diky ¢emuz se stala
velmi populdarni a casto vyuZzivanou. Nedostatkem této metody mize byt naptiklad
komplikovana interpretace vysledkil, kdy testované slouceniny mohou mit podobna spektra,
ktera se budou ptekryvat se spektrem DPPH (Kedare & Singh 2011). V neprospéch této metody
hraje 1 mald podobnost DPPH radikalt s peroxylovymi radikdly, které jsou zapojené
do peroxidace lipidd (MacDonald-Wicks et al. 2006). Dusledkem toho je, Ze mnoho
antioxidantl, které rychle reaguji s peroxylovymi radikaly budou pomalu reagovat ¢i budou
zcela inertni vi¢i DPPH (Prior et al. 2005; MacDonald-Wicks et al. 2006).

3.8.2 Metoda ORAC

Metoda absorpcni kapacity kyslikovych radikali (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) je zalozena na generovani volnych radikald za pouziti inicidtori a stanovuje
se schopnost sledované latky zpomalit nebo zcela zastavit radikdlovou reakci (MacDonald-
Wicks et al. 2006). NejcastejsSim iniciatorem tvorby peroxylovych radikali je 2,2-azobis-2-
amidopropan-dihydrochlorid (AAPH), pro generaci hydroxylovych radikald se pouziva systém
H,0, + Cu*". Vzniklé radikaly poté reaguji s fluorescenéni sondou a nisledné se méfi pokles
fluorescence v pfitomnosti volnych radikal (Ou et al. 2001; Alam et al. 2013). Piivodni ORAC
metoda vyuziva jako sondu B-fykoerythrin (ORACpg), mé Siroké moznosti pouziti a poskytuje
dalezit¢ informace o antioxidacni aktivit¢ vzorka rizného typu. AvSak pii stanoveni
antioxidacni kapacity polyfenold byla objevena urcitda omezeni této fluorescencni sondy,
zejména se jedna o jeji Spatnou fotostabilitu. Proto se pro zptesnéni této metody zacala vyuZzivat
jind sonda — fluorescein (ORACFL). Fluorescein je mala organicka molekula s jednoduchou
strukturou, ktera je ve srovnani s B-fykoerythrinem velmi fotostabilni, a kromé toho je cenové
ptizniva (Ou et al. 2001). Na druhou stranu je fluorescein citlivy na zmény pH, proto je
zapotiebi tento parametr peclive sledovat (MacDonald-Wicks et al. 2006).
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4 Material a metody

Studie probihala za ucelem vytipovani vhodného druhu hub pro nésledny vyzkum
a vyvoj funk¢nich potravin na zaklad¢ ziskanych vysledkd z in vitro metod zalozenych na
inhibici/vychytavani volnych radikali s riznym stupném biologické relevance — konkrétné€ 2,2'-
difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH) a oxygen radical absorbance capacity (ORAC), a také
byl rovnéz podroben analyze pomoci LC-MS a GC-MS technik za ucelem identifikace latek,
které by mohly byt zodpoveédné za vyse uvedené biologické aktivity.

4.1 Houbovy material

K testovani bylo pouzito 6 vzorki hub. Jedna se o ¢tyti kmeny Hlivy ustiicné (Pleurotus
ostreatus) a druhy Pleurotus pulmonarius a Pleurotus flabellatus. Seznam testovanych vzorka
a specifikace jednotlivych kmeni jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1 Seznam testovanych vzorkt

DRUH SPECIFICKY KMEN
Pleurotus ostreatus opuntiae
Pleurotus ostreatus ivory
Pleurotus ostreatus 5175
Pleurotus ostreatus X
Pleurotus flabellatus -
Pleurotus pulmonarius -

4.2 Chemikalie a reagenty

Rozpoustédla o analytické kvalit¢ (methanol, ethanol, chloroform, hexan, diethylether,
dimethylsulfoxid), 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihydrochlorid (AAPH), 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylovy radikal (DPPH), fluorescein, Trolox, hematin, L-epinefrin, Na,EDTA
dihydrat, arachidonovéa kyselina, kyselina mravenc¢i formiat, enzymy COX-1 a COX-2
a ibuprofen byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Kit na protizanétlivou
aktivitu (Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit) byl zakoupen od Assay Designs (Praha,
Ceska republika). Anorganické soli, kyseliny a dalii reagenty (KxHPO4, KH,PO4, Tris, HCI)
byly zakoupeny od PENTA-chemical (Praha, Ceska republika) & Lach-ner (Neratovice, Ceska
republika).
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4.3 Priprava vzorki

Houbovy material byl nejprve lyofilizovan po dobu 72 hodin. Vzorky po lyofilizaci byly
nasledné¢ homogenizovany laboratornim mlynkem na jemny prasek. Poté byl odebran 1 g
z kazdého vzorku a extrahovan. Extrakce prob¢hla u kazdého vzorku jinym zpiisobem:

a) 80% methanolem (MeOH; 12 ml),

b) chloroformem (TCM; 10 ml),

¢) hexan:diethyletherem (Hex:Et:O; 4:1; v/v; 10 ml).

V ptipad¢ nepoldrnich extrakti bylo nutné jest¢ ptidat 0,5 ml destilované vody. Extrahované
vzorky byly odpafeny pomoci vakuové odparky pii 40 °C (Biichi, Svycarsko) a nasledné k nim
bylo ptidano stejné mnozstvi piivodniho rozpoustédla. Z téchto konecnych extraktii byl odebran
1 ml, ktery byl pouzit na instrumentalni analyzy. Dale byly vzorky opét odpafeny za stejnych
podminek a podle hmotnosti byly rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO). V piipad¢ extrakth
80% methanolem byla pozadovana koncentrace 20,48 mg/ml, u ostatnich extraktli se jednalo
o koncentraci 2,048 mg/ml. Methanolové extrakty byly pouzity na stanoveni antioxidacni
kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem; LC-MS). Naopak
hexan:diethyletherové extrakty se pouzily pro analyzu latek nepolarni povahy (vyuziti plynové
chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem; GC-MS). Nepolarni extrakty byly také
testovany na protizanétlivou aktivitu.

4.4 In vitro stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita 80% methanolovych extraktl byla stanovena pomoci dvou in vitro
metod. Jednalo se o metodu zaloZenou na inhibici radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl
(DPPH), jejiz princip je popsan v kapitole 3.8.1 a metodu Oxygen Radical Absorbance
Capacity (ORAC), kterd je popsana v kapitole 3.8.2.

44.1 DPPH

K vyhodnoceni schopnosti vzorkil inhibovat radikdl DPPH byla pouZita mirné
modifikovand metoda dle Sharma & Bhat (2009). Koncentrace a objemy vzorka, standarda
areagenti byly upraveny tak, aby byly pouzitelné ve formatu mikrodesticky. Dvojnasobné
sériové fedéni kazdého vzorku, v kone¢ném koncentracnim rozmezi: 1,25-5120 pg/ml, bylo
pfipraveno v methanolu (175 pl) na 96-jamkovych mikrotitra¢nich destickach. Nésledné bylo
do kazdé jamky ptidano 25 pl Cerstvé pfipraveného 1 mM DPPH v methanolu, aby se zahdjila
antioxida¢ni reakce. Smés byla udrzovana ve tmé pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
Absorbance byla méfena pii 517 nm pomoci CteCky Infinite 200 (Tecan, Miannedorf,
gvycarsko). Trolox (v koncentracich 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 254 a 512 pg/ml) byl pouzit
jako standard a methanol jako slepy pokus. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalenty Troloxu
(ug TE/mg extraktu).
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44.2 ORAC

Do vnéjsich jamek 96-jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano 200 pl
destilované vody. Zasobni roztoky radikalu AAPH (153 mM) a fluoresceinu (480 uM) byly
piipraveny ve fosfatovém pufru (75 nM, pH 7). Poté bylo 25 ul kazdého vzorku, v konecném
koncentra¢nim rozmezi 6,4-32 pg/ml, ziedéno ve 150 pl fluoresceinu (48 nM) a inkubovano
pfi 37 °C po dobu 10 minut. Reakce byla nasledné¢ zahajena ptfidanim 25 pul AAPH. Jako
standard byl pouzit Trolox a kalibra¢ni fada byla vytvotfena v péti koncentrac¢nich urovnich —
64, 32, 16, 8 a4 pl/ml. Fostatovy pufr (75 nM) byl pouzit jako slepy pokus. Zmény fluorescence
byly méfeny v Iminutovych intervalech po dobu 120 minut za pouziti ¢tecky Infinite 200
(Tecan, Minnedorf, Svycarsko). Cteni probihalo p#i 519 nm.

4.5 In vitro stanoveni protizanétlivé aktivity

-----

Protizanétliva  aktivita testovand u vSech extrakti (80% methanolovych,
chloroformovych a hexan:diethyletherovych) byla stanovena enzymatickym in vitro testem
za pomoci komeréniho kitu (Prostaglandin E2 Enzyme Immunoassay Kit; Assay Designs;
USA). Test je zaloZzen na inhibici enzyml cyklooxygenazy 1 a 2 (COX-1, COX-2).
Za ptitomnosti kofaktorl tyto enzymy vytvafti z arachidonové kyseliny prozanétlivy mediator
prostaglandin E2. Tato reakce neprobéhne v pfitomnosti inhibitord téchto enzymi. Inhibi¢ni
ucinek je poté porovnavan se standardnim inhibitorem Ibuprofenem.

Do 96-jamkové mikrotitracni destiC¢ky bylo pfidano 180 pl inkubaéni smési, ktera
sestavala z 100 mM Tris pufru (pH 8), 5 uM hematinu, 18 mM L-epinefrinu a 50 uM roztoku
Na;EDTA. Poté se pfidal COX-1(1 jednotka do kazdé reakce) nebo COX-2 (0,5 jednotky
do kazdé reakce) a nasledn¢ bylo napipetovano 10 ul testovaného vzorku nebo DMSO
(v ptipad€ slepého pokusu). Po dobu 5 minut byla smés inkubovana pii pokojové teploté.
Reakce byla zahjena pfidanim 5 pl arachidonové kyseliny (10 uM). Po 20 minutach inkubace
pfi teploté 37 °C byla reakce zastavena piidanim 10 pl 10% kyseliny mravenci. Kone¢ny roztok
byl ziedén v poméru 1:15 stestovacim pufrem a nésledné analyzovan ELISA kitem.
Absorbance byla mefena pii 405 nm s referencnimi hodnotami 570 a 590 nm pomoci ¢tecky
Infinite 200 (Tecan, Ménnedorf, Svycarsko). Vysledky byly vyjadieny jako 50% inhibiéni
koncentrace (ICso) v pg/ml.

4.6 LC-MS

Pomoci kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem (LC/MS)
vrezimu s vysokym rozliSenim (HRAM) typu Q-TOF (Impact 1I, Bruker Daltonic) byly
screeningoveé analyzovany polarnéjsi latky ve dvou typech extrakti (MeOH/H,O a CHCIy).
Analyza byla provedena na pomérné univerzalni kolon¢ Acclaim RSLC 120 C18 (2 um,
2,1x100 mm, Thermo Scientific). Z diivodu rozdilné ionizovatelnosti nékterych molekul byla
jako mobilni faze zvolena kombinace MeOH a dvou variant polarni faze:

a) voda s ptidavkem 5 mM COONHy4,

b) voda s 0,1% COOH.
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-----

polarit analytd obsazenych v testovanych extraktech a zdrovei byly vzorky vzajemné
porovnatelné, byl pro screening pouzit gradient v rozpéti 1% az 100% organické faze (MeOH)
v pribéhu 26 minut a poté izokraticky 10 minut pti 100% MeOH. Pro zajiSténi fragmentacnich
spekter nejvyznamnéjSich analytl, respektive jejich iontd, které budou vyuzity pro pozdé&jsi
identifikaci, probihal sbér dat v ddMS2 modu. Rozsah m/z monitorovanych iontt se pohyboval
v rozpéti od 60 do 2000.

4.7 GC-MS

Nepolarni hexan:diethyletherové extrakty byly analyzoviany pomoci plynového
chromatografu, ktery sestaval zpece (7890A) a hmotnostniho spektrometru (5975C; oba
komponenty od Agilent, Santa Clara, USA). Separace danych analytli byla provedena na koloné
DP-5MS (30 m, 0,25 mm, 0,25 um i.d.; Agilent, Santa Clara, USA) za nasledujiciho teplotniho
gradientu — pocatecni teplota byla nastavena na 70 °C a ihned po nastfiku byla zvedana
na 280 °C (za 3 °C/min) a drzena po dobu 5 minut. Teplota inletu byla nastavena na 250 °C.
Vzorky byly nastfiknuty o objemu 1pl. Jako nosny plyn bylo zvoleno helium (flow: 1 ml/min).
Analyzy probéhly v rezimu split, ktery byl nastaven na hodnotu 1:12. Parametry hmotnostniho
spektrometru byly nastaveny nasledovné:

a) teplota interface: 280 °C,

b) teplota iontového zdroje: 230°C,

c) teplota kvadrupolu: 150 °C,

d) ioniza¢ni energie: 70 eV.

Hmotnostni spektra byla nasbirana v rozsahu 40-400 m/z. Analyza naméfenych dat byla
provedena v softwaru ChemStation za vyuziti NIST databaze (National Institute of Standards
and Technology; ver. 2.0f). Reten¢ni indexy analytii byly vypocitany na zaklad¢ retenc¢nich
¢ast n-alkanli pomoci linearni interpolace (Kovats, 1958).
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5 Vysledky

5.1 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity

Z namétenych vysledki z obou pouzitych metod vychdzi (Tabulka 2), Ze nejvyssi
antioxidac¢ni ucinek byl naméten u vzorku Pleurotus flabellatus. Metodou DPPH byla hodnota
antioxidac¢ni aktivity tohoto vzorku stanovena na 24,94 + 5,38 pg TE/mg extraktu a metodou
ORAC se jednalo o hodnotu 63,89 + 3,99 ng TE/mg extraktu. Naopak nejniz$i hodnoty
antioxida¢niho potencialu byly naméfeny u vzorku Pleurotus ostreatus 5175, konkrétné 4,28 +
0,29 pg TE/mg extraktu (metoda DPPH) a 21,68 + 4,18 pg TE/mg extraktu (metoda ORAC).

Tabulka 2 Antioxidacni aktivita testovaného materidlu vyjadiena v ekvivalentech Troloxu
(TE)

VZOREK DPPH ORAC
pramér + smérodatna odchylka  primér + smérodatna odchylka
Pleurotus flabellatus 24,94 + 5,38 63,89 + 3,99
Pleurotus pulmonarius 8,54 +1,32 35,40 £2,18
Pleurotus ostreatus opuntiae 13,47 + 4,57 36,22 +£2,39
Pleurotus ostreatus ivory 9,01 £1,78 44,54 £ 4,52
Pleurotus ostreatus 5175 428 £0,29 21,68 £4,18
Pleurotus ostreatus X 9,63 +1,01 34,00 + 4,26

5.2 Vysledky protizanétlivé aktivity

Ze ziskanych vysledkli vyplyva, Ze u vSech testovanych kmenli vykazuji nejlepsi
protizanétlivou  aktivitu  vSechny nepolarni extrakty, tzn. hexan:diethyletherové
a chloroformové (viz Tabulka 3). Naopak polarni 80% methanolové extrakty mély velmi
nizkou protizanétlivou aktivitu. Jednotlivé testované kmeny mély mezi sebou také vyrazné
odliSnosti. Vysokou protizanétlivou aktivitu vykazoval kmen Pleurotus ostreatus X
s hodnotami 86,71 + 1,94 % (hexan:diethyletherovy extrakt) a 86,84 + 2,56 % (chloroformovy
extrakt), dale kmen Pleurotus ostreatus 5175, konkrétni naméfené hodnoty prumérné inhibice
byly 84,96 + 2,17 % (hexan:diethyletherovy extrakt) a 82,21 + 2,67 % (chloroformovy extrakt).
Dobré vysledky vykazoval také vzorek Pleurotus flabellatus s hodnotami 70,59 + 3,44 %
(hexan:diethyletherovy extrakt) a 85,04 = 0,73 % (chloroformovy extrakt). Testovano bylo
vZzdy 10 pl daného extraktu o hmotnostni koncentraci 10 pg/ml.
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Tabulka 3 Protizanétliva aktivita testovaného materialu

VZOREK EXTRAKT PRUMERNA INHIBICE +
ODCHYLKA (%)
Pleurotus flabellatus Hex:Et,0 (4:1) 70,59 + 3,44
TCM 85,04 £ 0,73
80% MeOH 28,35+9,34
Pleurotus pulmonarius Hex:Et,O (4:1) 66,23 £ 5,37
TCM 55,57 +2,76
80% MeOH -2,19+ 16,33
Pleurotus ostreatus opuntiae  Hex:Et,0 (4:1) 50,51+ 3,73
TCM 43,56 £ 12,86
80% MeOH 2,35+ 3,62
Pleurotus ostreatus ivory Hex:Et:O (4:1) 57,38 £ 6,58
TCM 52,76 + 8,70
80% MeOH 24,02 £+ 6,62
Pleurotus ostreatus 5175 Hex:Et,0 (4:1) 84,96 +2,17
TCM 82,21 £2,67
80% MeOH -30,43 + 16,00
Pleurotus ostreatus X Hex:Et:O (4:1) 86,71 = 1,94
TCM 86,84 £ 2,56
80% MeOH -34,24 + 31,75
Standard (20 pM Ibuprofen) - 78,95 +£10,84

5.3 Vysledky LC-MS

Vysledky chemické analyzy pomoci LC-MS byly vyhodnocovany pomoci softwaru
XCMS a Mzmine. Na zaklad¢ téchto vystupii byly identifikovany soubory rozdilovych signalt
(tzv. features) pro kazdy typ extraktu. Celkovy pocet identifikovanych features byl v fadech
desitek tisic, proto byl nasledné redukovan v procesu cCisténi dat. Vysledkem bylo nékolik
stovek potencidlnich metabolitl, které byly dale identifikovany. V chloroformovych extraktech
byla na zéklad¢ screeningovych dat zjiSténa pfitomnost mnozstvi lipidovych latek, konkrétné
se jednalo o fosfolipidy, acylglyceroly a n¢kolik latek steroidniho charakteru (Obrazek 5 a 6).
V methanolovych extraktech byly identifikovany zejména latky s vétsi molekulovou
hmotnosti, zejména oligosacharidy, peptidy a jejich konjugdty s mensimi molekulami
(Obrazek 7 a 8). Jako ptiklad identifikovaného nizkomolekularniho metabolitu s biologickou
aktivitou v téchto extraktech je mozné uvést ergothionein (Obrazek 9), jehoz pfitomnost byla
potvrzena i fragmentovym spektrem (Obrazek 10).
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Obr. 5 Chloroformovy extrakt (pouzita mobilni faze H,O + SmM COONH4/MeOH).
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Obr. 6 Chloroformovy extrakt (pouzita mobilni faze H,O + 0,1% COOH/MeOH).
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Obr. 7 Methanolovy extrakt (pouzita mobilni faze H>O + SmM COONH4/MeOH).
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Obr. 8 Methanolovy extrakt (pouzita mobilni faze H,O + 0,1% COOH/MeOH).
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Obr. 9 Extrahovany iontovy chromatogram ergothioneinu.
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5.4 Vysledky GC-MS

Hmotnostni spektra byla zaznamenavana v rezimu TIC (Obrazek 11). Hlavni slozkou
vSech testovanych extrakti byl ergosterol, coz je prekurzor vitaminu D,. Dale byly ve vSech
vzorcich identifikovany izomery derivati 2-butyl-2-oktanolu, dodekanolu a 2-hexyl-1-
oktanolu, coz jsou typické izomery vyskytujici se v houbach. Vyznamné se od ostatnich vzorkt
li$il pouze kmen Pleurotus ostreatus 5175, u kterého byla identifikovana ptitomnost derivati
kyseliny oktadekadienové, pravdépobné linolenové.

Legenda:
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| e il
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* Retenéni indexy vypocitané na zakladé retencnich ¢asti smési n-alkanti

Obr. 11 Chromatogramy hexan:diethyletherovych extrakti z GC-MS.
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6 Diskuze

Oxidacni stres, zptusobeny vysokou hladinou volnych radikald, je ¢asto interpretovan
v kontextu s vyvojem nebo sekundarni patologii nékterych lidskych onemocnéni
(Halliwell et al. 1992; Halliwell 2012). Kromé endogennich antioxida¢nich obrannych
mechanismi je pfijem dietarnich antioxidantti dalSim diillezitym zdrojem, ktery muze piispéct
k oxidacni homeostaze organismu. Né¢které syntetické antioxidanty by mohly ucinné zlepsit
obranné mechanismy, ale vzhledem k jejich nepfiznivym ulinkiim, které se za urcitych
podminek projevuji, se stale upfednostiiuji pfirodni zdroje antioxidanti (Tauchen 2019).
V minulych letech byla antioxida¢ni aktivita primarné zkoumana u béznych potravin, jako je
ovoce a zelenina. Poté se vSak vyzkum zacal pfesouvat i kjinym moznym zdrojim
antioxidantl, naptiklad k jedlym houbam. Uz v roce 1986 prokazalo n€kolik védeckych studii
potencialni pfiznivé u€inky jedlych hub na lidské zdravi, a proto se stavaly stale vyhledavané;si
sloZzkou funkénich potravin (Corréa et al. 2016). Z tohoto ditvodu se dodnes intenzivné studuje
jejich  chemické slozeni, antioxida¢ni potencidl a dalSi biologické aktivity
(Kozarski et al. 2015). Celosvétove popularni a casto aplikovanou houbou ve funkénich
potravindch a potravinovych dopliicich je Hliva Ustiicnéd (Pleurotus ostreatus). Avsak daleko
zajimavéjsi se jevi 1 jiné druhy rodu Pleurotus, naptiklad Pleurotus pulmonarius ¢i Pleurotus
flabellatus, které vykazuji pomérmné slibné vysledky. Napftiklad jiz diive provedena studie
Smiderle et al. (2008) prokézala protizanétlivé uinky nékterych chemickych sloucenin
obsazenych ve vzorcich Pleurotus pulmonarius. Dal§im testovanim se také zjistilo, ze extrakty
vySe zminénych druhl vykazuji uspokojivé antioxidacni Uc¢inky in vitro (Pattar & Ramesh
2010), coz potvrzuji i vysledky naseho vyzkumu.

V této diplomové praci byl zkouman potencidlni preventivni ¢i terapeuticky piinos
nékolika druht jedlych hub v 1é€bé nemoci zplsobenych oxida¢nim stresem a zanétlivymi
procesy. Pro tento ucel byl pouzit relativné inovativni pfistup zaloZzeny na stanoveni
kombinujici antioxidacni a protizanétlivé vlastnosti jednotlivych vzorkil. Nejzajimaveéjsi
vysledky, tykajici se inhibice COX enzymi a vyznamné antioxida¢ni aktivity provedené testy
DPPH a ORAC, byly pozorovany u druhu Pleurotus flabellatus. Vzorek Pleurotus flabellatus
byl od ostatnich velmi dobfe rozeznatelny, protoze vykazoval vyrazné oranzovo-razové
zbarveni, za které jsou patrné zodpoveédné latky tetraterpenové povahy, konkrétné beta-karoten
a lykopen. Tyto latky budou ziejmé& vyrazné piispivat k antioxidaénimu potencidlu
(Pumtes et al. 2016). Dalsi latkou, vykazujici slibny antioxidacni u¢inek, je ergothionein. Jedna
se o derivat histidinu, ktery byl jiz dfive identifikovdn jako bohata slozka vSech druht
Pleurotus. Dnes tato sloucenina vyvolava fadu otazek, a proto se jejimu zkoumani vénuje stale
vice védeckych praci. Ergothionein se do lidského téla dostava prostiednictvim stravy, protoze
je soucasti n€kterych rostlinnych potravin. Testovanim této latky v in vitro podminkéach
se prokazaly nadéjné antioxidacni ucinky, které se ale nemusi projevovat i in vivo. Nedavné
studie vsak identifikovaly vysoce specificky transportér ergothioneinu, tzv. OCTNI, a také
odhalily, ze se ergothionein hromadi napt. v ¢ervenych krvinkéch, jatrech, kostni dfeni, mozku
¢i oku (Cheah et al. 2017; Borodina et al. 2020). Toto zjiSténi jen prohloubilo domnénku,
ze ergothionein bude pro lidsky organismus néjakym zplsobem uziteCny. Védecké studie
se proto zaCaly zaméiovat na jeho mozné terapeutické ucinky, které by se vyuzily k 1écbé
nemoci zpiisobenych oxida¢nim stresem. Cheah et al. (2017) jako prvni zkoumali podani

42



¢istého ergothioneinu lidskym dobrovolnikiim. Pfijem a retence této latky v téle naznacuje
dilezitou fyziologickou funkci. Klesajici hodnoty biomarkerti oxida¢niho poskozeni byly
v souladu s vysledky provedené na zvifatech a naznacuji, Ze ergothionein muze fungovat jako
ucinny antioxidant, ale zatim pravdépodobné pouze v podminkdch oxida¢niho stresu
(Cheah et al. 2017). Dalsi studie provedena na potkanech prokazala, ze ergothionein chrani
nervové bunky pred apoptézou indukovanou beta-amyloidy, a je tedy schopen mirnit oxida¢ni
poskozeni v mozku (Jang et al. 2004). Problémem je, Ze toto zjisténi zatim nebylo prokazano
u lidi. Z dostupnych informaci je dosud ziejmé, ze hladina ergothioneinu je u pacientil
s neurodegenerativnimi poruchami vyrazné vyssi nez u zdravych jedinct, coz ukazuje na jeho
potencidlni piiznivou roli (Hang et al. 2016; Shao & Le 2019). Definitivné potvrdit, ze ma
ergothionein preventivni ¢i 1éCivé ucinky v lidskych onemocnénich, zatim neni mozné
z diivodu nedostatku dikazl, nicméné na zékladé dosud provedenych experimenti je patrné,
ze tuto latku je mozné povazovat za dllezitou zdravi prospéSnou bioaktivni slouceninu
(Borodina et al. 2020). Dalsi vyznamné slouceniny obsazené v houbdch majici antioxidacni,
pfipadné 1 protizanétlivé, antibakteriadlni ¢i imunomodulacni u¢inky, jsou flavonoidy a beta-
glukany. Flavonoidy byly vzdy prezentovany jako velmi silné antioxidanty in vivo. Nicméné
i u nich se s postupem ¢asu objevily nékteré pochybnosti souvisejici naptiklad s prooxidacnim
chovanim in vivo nebo s nedostate¢nym ti¢inkem na zmirnéni oxida¢niho stresu i ve vysokych
davkach (Prochazkova et al. 2011; Ballard & Junior 2019). Dalsim faktem je, ze jsou tyto latky
pravdépodobné velmi rychle metabolizovany a vylu€ovany z téla ven, tedy organismus s nimi
pracuje jako s cizorodymi latkami. Je to patrné disledek evolucniho tlaku, kterému se ¢lovek
musel pfizplsobit, vzhledem k tomu, Ze jsou flavonoidy soucasti naSeho jidelnicku a pfijimame
je ve velkém mnoZstvi, coZ nemusi byt vZdy ku prospéchu (Ballard & Junior 2019; Gonzélez-
Paramés et al. 2019). Proto je nutné vyckat na relevantni studie, které by s jistotou
interpretovaly jejich terapeuticky ucinek pii 1€cbé nemoci indukovanych oxida¢nim stresem.
Pii kvalitativni analyze houbovych vzorkt se zjistilo, Ze hlavni slozkou vSech extrakta
byl ergosterol — prekurzor ergokalciferolu (vitaminu D»). Tento vitamin se produkuje exogenné
ozafenim ergosterolu ¢i vstupuje do organismu prostiednictvim stravy. Vzhledem k tomu, zZe
jsou zdrojem tohoto vitaminu houby a kvasinky, da se pfedpokladat jeho relativni nedostatek
u lidi (zejm. v Ceské republice je dokumentovan vyznamny nedostatek vitaminu D). Nyni je
u ergokalciferolu hojné diskutovdna imunomodulacni aktivita. U pacientli s roztrousenou
skler6zou, revmatoidni artritidou a zanétlivym onemocnénim stfev byl nedostatek vitaminu D>
spojen se zvySenym rizikem zhorSeni prub&hu téchto nemoci. Nékteré védecké prace podporuji,
ze suplementaci ergokalciferolu muize dojit ke zlepSeni priabéhu imunitnich onemocnéni
(Goldsmith 2015; Miraglia del Giudice et al. 2018). AvSak stale existuje zavratné malo dukazi,
kter¢ by potvrdily nebo vyvratily, zda ergokalciferol mize byt UCinnym imunitnim
modularorem ¢i ne. Kvalitativnim testovanim houbového materialu se také ukazalo, Ze
od ostatnich vzorkl se vyznamné 1i8il pouze Pleurotus ostreatus 5175, u kterého byla zjisténa
pfitomnost derivatl kyseliny linolenové. Vzhledem k tomu, Ze u nenasycenych mastnych
kyselin byvéa zminovan jejich vliv na potlatovani zanétu in vitro 1 in vivo, mohl by tento fakt
podpofit i naSe vysledky protizanétlivé aktivity, kde si tento vzorek vedl velmi dobfe.
Henry et al. (2002) testovali krom¢ jiného i1 nenasycené mastné kyseliny a jejich schopnost
inhibovat cyklooxygenazové enzymy COX-1 a COX-2. Vysledky naznacuji, Ze nenasycené
mastné kyseliny se dvéma nebo vice dvojnymi vazbami a fetézcem delSim nez 15 uhlikd,
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vykazuji vysokou inhibici COX-2, z ¢ehoz vyplyva, Ze by se daly povazovat za potencialné

S ohledem na vysledky této studie 1ze zvolit druh Pleurotus flabellatus jako neslibnéjsi
pro dalsi pouziti, vzhledem k tomu, ze prokazal dobré antioxidacni i protizanétlivé tcinky. Je
tedy mozné tento druh doporucit pro zavedeni do funk¢nich potravin a doplikt stravy.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni antioxidacnich schopnosti zvolenych druhi
jedlych hub a poté vybrani vzorku s nejlepsimi vysledky, ktery by se mohl v budoucnu uplatnit
pii vyvoji funkénich potravin. Druhotné byla u vzorkl stanovovana protizanétliva aktivita
a jejich chemické slozeni.

Antioxidac¢ni potencial houbového materialu byl prokazan pomoci in vitro metod DPPH
a ORAC. Nejlepsi vysledky vykazal vzorek Pleurotus flabellatus. Za dobré antioxidacni
vlastnosti tohoto vzorku jsou pravdépodobné zodpovédné latky na bazi tetraterpent, a také
se o nepolarni extrakty vzorkl Pleurotus ostreatus X, Pleurotus ostreatus 5175 a Pleurotus
flabellatus, jejichz hodnoty primérné inhibice enzymi COX-1 a COX-2 byly pomérn¢ vysoké.

Na zéklad¢ tohoto vyzkumu bylo prokézano, ze kmen Pleurotus flabellatus by ziejmé
mohl slouzit jako prospektivni material pro zisk extraktd ¢i Cistych latek, které se mohou
ptidavat do rozli€nych potravin nebo dopliikl stravy. Nicméné pro Gplné potvrzeni ziskanych
vysledkl jsou zapotiebi dalsi studie, zalozené naptiklad na bunéénych liniich ¢i provedené
in vivo na zvitatech. Je rovnéz nutna detailnéjsi chemické charakterizace danych vzorki.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

AAPH: 2,2-azobis-2-amidopropan-dihydrochlorid
BHA: Butylhydroxyanisol

BHT: Butylhydroxytoluen

CFTR: Transmembranovy regulator cystické fibrozy
DCFH: Dichloro-dihydro-fluorescein

DCF: Dichlorofluorescein

DMSO: Dimethylsulfoxid

DPPH: 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

ERG: Ergothionein

EQ: Ethoxyquin

FRAP: Ferric reducing antioxidant potential
GSH: Glutathion

GSSG: Glutathion disulfid

GPx: Glutathion peroxidaza

GR: Glutathion reduktaza

iNOS: Syntéaza oxidu dusnatého

LDL: Nizkodenzitni lipoprotein

MAPK: Mitogenen aktivovand proteinova kinaza
MCP-1: Monocytovy chemoatraktant-protein 1
MPTP: 1-methyl-4-fenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin
NADPH: Nikotinamid adenin nukleotid fosfat
Na:EDTA: Disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové
NO: Oxid dusnaty

NOs: Dusi¢nany

OCTNI1: Organic cation transporter novel, type 1
ORAC: Oxygen radical absorbance capacity
PUFAs: Polynenasycené mastné kyseliny

RNS: Reaktivni druhy dusiku

ROS: Reaktivni druhy kysliku

SOD: Superoxid dismutaza

TBHQ: Tercialni butylhydrochinon

5-LOX: Enzym 5-lipoxygenaza
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