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ABSTRAKT

Blahodarné ucinky stfidmé konzumace vina souviseji s obsahem a slozenim polyfenolic-
kych latek. Jejich antioxida¢ni a protinddorové ucinky byly mnohokrat prokazany v ruz-
nych studiich. Cilem diplomové prace bylo sledovat vlivy polyfenolt extrahovanych z révy
vinné na proliferacni aktivitu nddorovych a imortalizovanych bunék. Antiproliferacni efekt
byl hodnocen in vitro za pouziti riznych koncentraci polyfenolickych extrakti (1, 5, 10, 25
a 50 pg/ml). Studovany byly tii odridy révy vinné (Burgunda modré, Frankovka a Morav-
sky muskat) a tfi typy bunécnych linii (HaCaT, HepG2, NIH/3T3). Proliferace bunécnych
linii byla vyhodnocena pomoci MTT testu a detekce apoptdzy byla provedena za pouziti

pritokové cytometrie.

Klic¢ova slova: Proliferace, polyfenolické latky, bunécna linie, antioxidant.

ABSTRACT

Beneficial effects of moderate wine consumption are related to the content and compositi-
on of polyphenolic substances. Their antioxidant and anticancer effects have been demon-
strated in various studies for many times. The aim of this thesis was to determine the ef-
fects of polyphenols extracted from the grapes on the proliferative activity of tumor and
immortalized cells. Antiproliferative effect was evaluated in vitro using different concent-
rations of polyphenolic extracts (1, 5, 10, 25 a 50 pg/ml). The three grapes varieties (Blue
Burgundy, Lemberger and Moravian Muscat) and three types of cell lines (HaCaT, HepG2,
NIH/3T3) were studied. The cell proliferation was evaluated using the MTT assay and de-
tection of apoptosis was performed using flow cytometry.

Keywords: proliferation, polyphenolic substances, cell lines, antioxidant.
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UvVOD

Polyfenoly jsou velmi bohatou skupinou rostlinnych fenolickych latek, které se fadi mezi
sekundarni metabolity produkované rozmanitymi druhy rostlin. Nepodileji se piimo
na primarnich metabolickych procesech, jako jsou fotosyntéza nebo respirace, ale ptesto
hraji v zivoté rostlin ¢etné dulezité role. Pomahaji rostlindm reagovat na zmény podminek

zivotniho prosttedi ¢i na ataky patogenti.

Studium ptisobeni téchto pifirodnich produktii nabizi i mnohé prakticka vyuziti. Diky pozo-
rovani pfirozenych obrannych mechanismu rostlin proti infekci ¢i predatorim a nésledné-
mu pouziti polyfenolii v praxi, by se dalo zredukovat uzivani drahych a potencionalné to-
xickych pesticidl. Poznatky z oblasti genového inzenyrstvi se daji vyuZzit ve farmacii, par-

fumerii a pfi vyrob& materialii pro komeréni vyuziti.

Polyfenoly maji vyznam i pro ¢lovéka napf. pii prevenci rakoviny, coz je choroba,
ktera se stale vice stava divodem umrti mnoha lidi. Tyto latky byly prokazany v mnoha
béznych potravinach a nédpojich, mezi které patii i vino. Tato diplomova prace popisuje
zakladni rozdéleni polyfenold, jejich antioxida¢ni a antikarcinogenni U€inky. Prakticka ¢ast
prace je zaméfena na stanoveni u¢innosti polyfenolickych slou¢enin extrahovanych z rz-

nych odrud révy vinné na bunééné linie.
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l. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA POLYFENOLU

Polyfenoly jsou skupinou chemickych latek obsazenych v rostlinach. Charakterizuje
je pfitomnost vice neZ jedné fenolové jednotky. Polyfenoly lze rozdélit do nékolika tiid
podle poctu fenolu, které obsahuji, a konstrukénich prvkd, které vazi tyto fenoly navzajem
[STEVENSON A HURST, 2007]. Hlavnimi skupinami polyfenolt jsou flavonoidy, feno-
lové kyseliny, stilbeny a lignany [D'ARCHIVIO et al., 2007].

Nejvetsi skupinou polyfenolu jsou flavonoidy, které zahrnuji n€kolik tisic Slou¢enin, vcet-
n¢ flavonold, flavond, katechind, flavanont, anthokyaniny a izoflavonu [LOTITO a FREI,
2006].

Rostlinné fenoly jsou obecné charakterizovany jako aromatické sekundarni metabolity,
které maji (nebo piivodné mely) jeden nebo vice hydroxylli vazanych pfimo na aromatic-
kou (fenylovou) ¢ast molekuly, tudiz[] hydroxyld s charakteristickymi [kyselymil] vlast-
nostmi. Tato jejich vlastnost byla a dosud je vyuzivana pro jejich detekcei, izolaci i chemic-
kou transformaci. Je také zdrojem chemické reaktivity a ¢asto 1 biologickych aktivit rost-
linnych fenold. Polyhydroxylované fenoly (nyni uZ béZné nazyvané polyfenoly), jsou navic
zdrojem cCetnych oxidoreduk¢nich reakci a zékladem pro tvorbu oligomert, polymeri

¢i derivatt s jinymi molekulami. [HOIKKALA et al., 2004].

V posledni dobé¢ je témto latkam vénovana zna¢na pozornost ze strany odbornikii na vyzi-
vu a zdravi ¢lovéka. Vykazuji antioxidaéni vlastnosti, maji antibakterialni u¢inky a mohou
ovliviiovat autoimunitni systém Zivo&isnych organismii [DOSTAL a KAPLAN, 2003]. Vy-
zkum rostlinnych fenolt stoji v popiedi zajmu fady védnich oborl jako je medicina, far-
makologie, molekularni biologie, biochemie, mikrobiologie a fyziologie [LACHMAN
et al., 2000].

1.1 Jednoduché fenoly

Jednoduché fenoly ve struktufe obsahuji cyklické C6 tetézce [SUJAK et al., 2006] a za-
kladni skelet molekuly byva Casto substituovan methylovymi skupinami. Tato skupina
polyfenolickych latek neni v rostlinné tisi pfili§ zastoupena a fadime do ni naptiklad hyd-
rochinon. Jeho molekula obsahuje dvé hydroxylové skupiny vdzané na benzenové jadro

V pozici
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para (na protilehlych koncich). Nejéastéji se vyskytuji mono- a di-fenoly, mensi ¢ast obsa-
hovych latek tvoii trifenoly. Tyto latky se asto vyskytuji ve formé glykosidi, nebo methy-
lether [PARR a BOLWEL, 2000].

Alkylfenoly jsou charakteristické pro liSejniky, fenolické monoterpeny (nejbeznéjsi

je thymol) pro ¢eled’ Lamiaceae (Hluchavkovité) [HERTOG, 1998].

1.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoticové. Mezi hlavni hyd-
roxybenzoové kyseliny patii gallova kyselina a jeji dimer (hexahydroxy difenova);
je zakladem hydrolyzovatelnych tfislovin. Mezi hydroxyskoficové kyseliny patii kyseliny
p-kumarova, kavova, ferulova a sinapova. Kyselina kavova, ferulové a galové se nejcastéji
nachdzeji v rostlinach ve formé esterdl, v nichz se vazi karboxylem na hydroxylové skupiny
chlorogenova se vyskytuje ve vysokém mnozstvi v kaveé (50—150 mg v $alku kavy). Dale
se nachazi mimo jiné v bramborach a v mnoha dalSich druzich zeleniny a ovoce. Kyselina
ferulova je nejéastéji souéasti vlakniny, kde je esterovou vazbou vazana na hemicelulosy.

Kyselina gallova se vyskytuje rovnéz ve formé esterd, napi. v gallotaninech je navazana
na glukosu [CLIFFORD, 2000].

Tab. 1. Nejbéznéjsi typy fenolickych latek v rostlinach [SCHOONHOVEN, 1998].

SloZeni Pocet uhliku Typy fenolickych latek
Css 6 jednoduché fenoly, benzochinony
Ce-C1 7 fenolické kyseliny / aldehydy
Cs-Cy 8 acetofenony, benzofurany
Cs-C3 9 fenylpropanoidy, benzopyrany (kumariny)
Cs-C4 10 naftochinony
C6-Cs 11 ageratochromeny
(Ce)2 12 dibenzofurany, dibenzochinony, bifenyly
Cs-C1-Co 1 13 dibenzopyrany, benzofenony, xantony
Cs-C, -Cs 14 stilbeny, antrachinony, fenanthreny
Ce-C3 -Cs 15 flavonoidy, izoflavony, chalkony
Cs-C4 -Cs 16 norlignany (difenylbutadieny)
Cs-Cs -Cs 17 norlignany (conioidy)
(C6-C3)2 18 lignany, neolignany
(Ce-Cg -Ce)z 30 biflavonoidy
(Ce-C3 -Co)n n kondenzované taniny
(Ce-C3)n n ligniny

(Ce )N n katecholmelaniny
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1.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou chemické slouCeniny patfici do rozsahlé¢ skupiny rostlinnych fenolt.
V soucasné dob¢ je znamo vice nez 4000 zastupci flavonoidnich latek a stale se objevuji
nové. Zakladem strukrury je flavan (Obr. 1) skladajici se ze dvou benzenovych jader (A,
B) spojenych pyranem (C). Hydroxylové a keto- skupiny substituované na tuto zakladni
strukturu odliSuji jednotlivé skupiny flavonoidu. Pfirodni flavonoidy maji nejcasteji podo-
bu O-glykosidu, jejich molekula je tedy tvofena cukernou ¢asti a ¢asti necukernou (agly-

konem). [BROWN et al., 2001].

Na celkovém podilu polyfenolii se flavonoidy podili asi ze dvou tfetin, fenolové kyseliny
ptiblizn¢ jednou tfetinou a ostatni polyfenoly (napf. lignany a stilbeny) tvofi minoritni po-

dil [MORAVCOVA, 2002; SMIDRKAL, 2001].

Flavonoidy hraji dulezitou roli v obranném mechanismu rostlin, ochrany proti hmyzu
a mechanickému poskozeni. Jejich obsah je v poSkozenych castech rostlin vyssi nez

ve zdravych [COPIKOVA, 1999].

Obr. 1. Flavan [BROWN et al., 2001].

Podle stupné oxidace C fetézce Se rozeznavaji zakladni struktury flavonoidi: (Obr. 2)

(pozn.: Rozdeleni flavonoidu se lisi podle autort, protoze stilbeny podle nékterych patii mezi flavonoi-
dy, podle nékterych ne.)

e Chalkony - jablka, hrusky, rajcata

e Flavony se nachazeji v bylinach.

e Flavonoly — prikladem flavonol je kvercetin, pfitomny ve vinnych hroznech, vi-
né, v cibuli, ¢okoladé. Dale se s flavonoly mtizeme setkat u hluchavky bilé (Lami-
um album) nebo preslicky rolni (Equisetum arvense).

e Flavanony byly prokazany hlavné v ovoci, jako jsou grapefruity a pomerance.

e Anthokyany jsou soucasti Cetnych rostlinnych pigmenti piitomnych v listech,

kvétech a plodech.
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e Taniny se nachazeji v ¢aji, ofiSkach, vyskytuji se i v ¢okolad¢é. Maji velmi pozi-
tivni vliv na kardiovaskuldrni systém.

e Isoflavonoidy jsou ptitomné hlavné v lusténinach. Ptikladem je medicarpin —
hlavni fytoalexin, produkovany vojtéskou setou (Medicago sativa) jako reakce
na infekci patogennimi houbami.

e Stilbeny, uzce ptibuzné s flavonoidy, byly prokazany v révé (Vitis vinifera), boro-
vici (Pinus sylvestris) a podzemnici olejné (Arachis hypogaea)[COPIKOVA,
1999].

e Flavanoly - zeleny ¢aj, ¢okolada

Obr. 2 Chemické struktury nékterych skupin flavonoidi [BUER a MUDAY, 2004].

a) chalkony b) flavony
OH
Hom FO/
HO o}
c) flavonoly d) flavonony

OH

HO o

e) isoflavonoidy f) stilbeny
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f) anthokyany
OH

CH

HO

1.3.1 Chalkony

Chalkon je trivialni nazev 1,3-difenylprop-2-en-1-onu. Nékteré derivaty chalkonu Ize na-
[ézt v piirode, kde hraji roli prekurzort v§ech flavonoidii v metabolismu rostlin. V podstaté
jde o oteviené derivaty flavont. Pti biologickém testovani prirodnich i syntetickych chal-
konu bylo u rtiznych derivati zjisténo siroké spektrum G¢inkl. Lze uvést napt. pusobeni
antibakterialni, antivirové, insekticidni, cytotoxické a antitumorozni, chemoprotektivni,

protizandtlivé, estrogenni a dalsi. [DIMMOCK et al., 1999 a OPLETALOVA et al., 2001].

1.3.2 Flavony

Flavony jsou Zluta rostlinnd barviva ze skupiny flavonoidii vyskytujici se volné (jako gly-
kosidy), nebo jako estery [CERMAK a WOLFFRAM, 2006]. V kombinaci s anthokyany
vytvareji barevné odstiny okvétnich listki rostlin ve spektru od zluté po ¢ervenou. Zastupci
jsou napf. luteolin pfitomny v pieslicce, nebo apigenin v celeru ¢i kadetavé petrzeli

[LUSTINEC a TARSKY, 2003].

1.3.3 Flavonoly

Flavonoly jsou piitomné piiblizné v 80 % vyssich rostlin. V piipadé, Ze je jejich biosyntéza
stimulovana svétlem, nachazeji se ve venkovnich obalovych pletivech. Zbarveni flavonoll
(v€etné glykosidil) se pohybuje od slonovinové az po zlutou. NejzndméjSim zastupcem
je kvercetin [HARBONE, 1994]. V ovoci se tento flavonoid vyskytuje vazany na rtizné
sacharidy a Casto vytvafi paletu péti az deseti riznych glykosidi. Kvercetin piisobi také
jako inhibitor oxidace LDL (low density lipoprotein) in vitro, pti imunologickych odpoveé-
dich rizného typu a spolu s ostatnimi flavonoidy je G¢inny proti Sirokému spektru civili-
zacnich onemocnéni [MIDDLETON et al., 2000].
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1.3.4 Anthokyany

Anthokyany jsou ve vod¢ rozpustné pigmenty ve vakuolach nékterych bun¢k. Patii ke fla-
vonoidim, které se v rostlinach vyskytuji ve formé glykosidd, jejich aglykonova (necu-
kerna) ¢ast se oznacuje jako anthokyanidin. Barva se méni v zavislosti na pH. Kyselé roz-
toky antokyanii byvaji ¢ervené, neutralni fialové a zasadité modré. Anthokyany maji znac-
né rozsifeni v pfirodé. Zbarvuji napt. modie kvéty pomnének, cervené kvéty maku ¢i rizi,
dale jsou obsazeny v mnohych plodech (ptaci zob, Cerny rybiz aj.), v listech (Cervené zeli)

apod. [KOSIERADZKA et al., 2004].

Antokyany jsou ptitomny bud’ jako neacylované glykosidy, nebo glykosidy acylované pre-
vazné p-kumarovou kyselinou. Byl nalezen vzajemny pozitivni vztah mezi antioxida¢ni
aktivitou a obsahem celkovych polyfenoli a antokyanii se zavérem, Ze predevsim tyto lat-

ky hraji podstatnou roli v antioxida¢ni kapacité rostlin. [EICHHORN et al., 2005].

1.3.5 Taniny

Taniny neboli tfisloviny jsou rostlinné polyfenoly trpké, sviravé ¢i hotké chuti, které srazi
proteiny. Z chemického hlediska jsou to velké polyfenolické slouceniny, které obsahuji
hydroxylové a karboxylové skupiny vazajici se na proteiny a jiné makromolekuly.
[SMITH, 1992]. Taniny d¢lime na hydrolyzované a kondenzované. Hydrolyzovatelné tani-
ny se skladaji z cukru, na ktery je navazano esterifikaci n€kolik monomernich skupin kyse-
liny gallové. Mohou byt esterifikované jenom nékteré skupiny, nebo vSechny, jako v pfi-
padé tanini v dubénkach. Taniny hydrolyzuji pusobenim slabych kyselin, slabych bazi

nebo tepla. Kondenzované taniny jsou polymery flavonovych jednotek.
Vyuziti:
e Cinéni kizi
e Piipravky k 1écbé priymi, hemoroidi, latky zastavujici krvaceni
e Analytickd chemie (detekce zeleza) a vyroba dubénkového inkoustu
e Antiparazitarni uc¢inek (plsobi proti sttevnim hlisticim)
Ttisloviny se nachazeji naptiklad v €aji (katechiny a flavonoidy), vinu — ptedevs§im v Cer-

veném, dale v ovoci (granatové jablko, brusinka, bortivka, jahoda, trnka) nebo takeé

v dubénkach ¢i kufe a listech stromd [SMITH, 1992].
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Obr. 3 Tanin [KADAM et al., 1990].
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1.3.6 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy patii mezi rostlinné fytoalexiny, coz jsou sekundarni metabolity rostlin, kte-
ré se zaCnou tvorit samovolné, nebo ve zvySené mite jako odpovéd’ na stres (mechanické
poskozeni, UV zafeni, ozon) nebo po napadeni rostliny nepatogennimi nebo avirulentnimi
bakteriemi, viry ¢i houbami. Nékteré fytoalexiny maji antibakteridlni nebo antifungdlni
¢innost, jiné jsou pro danou infekci necinné, nejsou tedy ekvivalentni protilatkam, které

vyS$§i organismy tvoii po infekci [BARLASS et al., 1987].

Jejich typickymi producenty jsou rostliny z ¢eledi bobovitych, ale byly nalezeny i v mno-

ha dalsich, dvoudé€loznych i jednodéloznych rostlinach [HARBONE, 2000]. V rostliné
se isoflavonoidy vyskytuji ve formé volnych aglykond, méné Casto ve formé glykosidu
jako konjugaty s glukosou, rhamnosou ¢i apiosou. 7-O-glykosidy jsou nejbéznéjsi zadsobni
formou isoflavonoida [REYNAUD et al., 2005]. V télnich tekutinach jsou pak pfitomny
isoflavonoidy jako volné aglykony nebo jejich mono- a disulfaty, mono- a diglukosiduro-
naty nebo sulfoglukosiduronaty [DAKORA a PHILLIPS, 1996].

Poprvé vyvolaly isoflavonoidy zdjem védct ve 40. letech, kdy se ukéazaly byt zodpovédné
za poruchy porodnosti ovci pii spasani velkého mnozstvi jetele a jejich estrogenni aktivita
se stala predmétem dal$iho zkoumani [BENNETS et al., 1996]. Prokazalo se, ze ucinek
téchto latek nespociva pouze v interakci s estrogennimi receptory, ale také v inhibici nekte-
rych dualezitych enzymu, ptfedev§im tyrosin proteinkindz a topoisomeraz, zapojenych
Vv procesech buné¢ného rastu a proliferace [ADLERCREUTZ, 1997]. Publikované epide-
miologické studie dokazuji, Ze tyto jejich schopnosti se projevuji snizenim rizika osteo-
pordzy, kardiovaskularnich chorob a nékterych nadorovych onemocnéni [YAMAMOTO

et al., 2003]. V poslednich letech je provadén intenzivni vyzkum, tykajici se zvlasté karci-
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nomu prsu a prostaty. Pocetné studie na zvitatech i na tkanovych kulturach ukazuji,
ze isoflavonoidy inhibuji rust uréitych nadorovych linii a indukuji jejich apoptdézu. Nejvy-
znaméjsi aktivita byla pozorovana u genisteinu [MIZUNUMA et al., 2002, RICE et al.,
2002], ktery se nachazi v fadé¢ rostlin (fazole, sojové boby). Na lidské bunky piisobi po-
dobnymi tc¢inky jako hormon estrogen [ COWARD et al., 1993].

1.3.7 Stilbeny

Stilbeny, jsou produkovany fenylpropanoid-acetatovou cestou. Nejznaméjsim stilbenem
je resveratrol.Vyskytuje se cis nebo trans izomer, z nichZ pouze trans ma estrogenni G¢in-
ky. [CORNWELL et al., 2004].

1.3.7.1 Resveratrol

Resveratrol je svou strukturou 3,4,5-trihydroxystilben. Komplexnéjsi poznatky o resverat-
rolu byly ziskany v osmdesatych letech minulého stoleti, kdy pfistrojové vybaveni (zejmé-
na HPLC) umoznilo sledovani jeho vyskytu a koncentrace ve vinné révé (Vitis vinifera L.
(Vitaceae)) [CANGCAKE et al., 1996]. Nasledné byly zkoumany biologické vlastnosti
resveratrolu a v fadé studii bylo prokazano, ze resveratrol jakozto polyfenol ptirodniho
pavodu je biologicky aktivni, ma vyrazné antioxida¢ni vlastnosti a pohlcuje volné radikaly,
fadi se mezi fytoalexiny. Obecn¢ plati, ze rostlinné polyfenoly jako slouceniny s antioxi-

dacnimi vlastnostmi inhibuji zhoubné nadorové bujeni [JEANDET et al., 1995].

Fyziologicka funkce resveratrolu v rostlinach neni stale zcela jasna. Tvorba fytoalexina
(trans-resveratrolu a g-viniferinu) je jednim z mechanismu rezistence buriky. Pii napadeni

hroznu révy vinné plisni Ize pozorovat, jak rostlina vytvaii resveratrolovou bariéru okolo

napadené¢ho mista [SOLEAS et al., 1997]. Predpoklada se, Ze zdrojem trans-resveratrolu
ve viné (jako napoji) jsou polyfenolické slouceniny (konstitutivni stilbeny, tedy viniferiny)
extrahované ze slupek bobuli, zbytka trapin a stonkd, ze kterych vznika trans-resveratrol
béhem dalsich procesi [JEANDET et al., 1995].
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Obr. 4. Resveratrol [ALEN-RUIZ et al., 2009].

OH

Resveratrol

OH

1.4 Polyfenoly ve viné

Fenolické latky maji velky vyznam ve vinafstvi a vinohradnictvi a zralost fenoll je velmi
zasadni pro kvalitni vyrobu Cervenych vin. Nalezneme je v tfapiné, v duzing, ve slupce
bobuli a v semenech. Tyto latky jsou ve viné zodpovédné za barvu, antioxida¢ni vlastnosti
a za tiislovity chutovy projev. U modrych odrid se pohybuje kolem 30-40 % vSech feno-
lickych latek ve slupce a 60-70 % fenolickych latek v semenech a obsah je 3 az 10krat vét-

§i nez u bilého vina. Jsou zde zahrnovéany tfisloviny a barviva [KRAUS et al., 2008].

Tak jako u ostatnich rostlin jsou i polyfenoly vina produkované pii bézném ristu
a Vv odezvé na stresové podminky (infekce, poranéni, UV zéfeni, zvySend salinita pady
a ptitomnost nékterych kovu v prostiedi). Polyfenoly jsou v rostlinach na urovni pletiv,
celularnich a subcelularnich jednotek nerovnomérné rozmisténé. Zatim co nerozpustné
polyfenoly (pfevazné ligniny) jsou soucasti bunéénych stén a tvoii mechanickou oporu
rostlinné hmoty, rozpustné fenolové latky jsou zaclenéné ve vakuolach a specidlnich plas-

tidech [BECKMAN, 2000; HARBONE, 1994].

Fenolické latky z cervenych vin se tvofi metabolismem kvasinek béhem fermentace
vlakniny, slupky, a semen hrozni [MACHEIX, 1990]. Nedavna studie odhalila, ze obsah
fenolti a jejich antioxidacni aktivita U Cervenych vin mize byt vyrazné ovlivnéna odridou
hroznd, faktory Zivotniho prostredi, zralosti hroznt, lisovacim rezimem, rozsahem a teplo-
tou macerace, teplotou kvaseni, pouzivanim enzymt a druhem dubového dieva zraciho

sudu [ALEN-RUIZ et al., 2009; GARCIA-FALCON et al., 2007].
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Obr. 5. Fenolické latky cerveného vina (a) Kyselina gallova, (b) kvercetin, (c) myricetin,
(d) kyselina ferulova (e) katechin, (f) kaempferolu, (g) kyselina kumarova a (h) kyselina
kévova. [GARCIA-FALCON et al., 2007].
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Resveratrol a dal$i majoritni komponenty, jako jsou myricetin (hexa-hydroxyflavon) a kverce-
tin (pentahydroxyflavon) [WATERHOUSE, 2002], obvykle pied-stavuji 20-50% flavonoli

z celkového obsahu. Polyfenoly z hroznii vinné révy a vina jsou soucasti komplexnich smési
latek, které mohou reagovat s radikaly riiznymi mechanismy a ¢asto na né¢ maji ihibi¢ni tc¢inek.

[RICE-EVANS 1996].

Taniny se do vina dostavaji hlavné pfi kvaseni rmutd, pfi neSetrném zpracovani hlavné
nezralych hroznl se zbytky tfapin nebo z dubovych sudi, ve kterych se vino skladuje.
Ttisloviny ve viné se nazyvaji oenotanin a jejich zakladem jsou rizné vazby kyseliny di-

gallové na glukosu [RUTTELVASER, 2003].

Patii sem 1 flobafeny zpiisobujici hnédnuti vyliskil i mosti vyrobenych z nahnilych hrozna
nebo lisovanych na kontinudlnich lisech, ve kterych pfichazi lisovany most do styku s roz-
drcenymi vylisky. V téchto ptipadech miize dojit k poSkozeni jakosti vina. Barevné latky
Vv bobulich hroznu odpovidaji i barevnym latkdm ve vin€. Vyznamnou skupinou jsou anto-

kyany, jejichz obsah v bobulich révy vinné se zvétSuje od faze zamckani k fazi zralosti.
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Zpisobuji charakteristické zbarveni ¢ervenych vin. Zelend a zluta barviva, jako je chloro-
fyl, flavonové latky, karoteny, xantofyly a kvercetin, ovliviiuji barvy bilych vin. Mezi Cer-

vena barviva patii skupina antokyana napf. oenidin, oenin nebo bezbarvy leukoanthokyan.

[STEIDL, 2002].

Tab. 2. Obsah fenolickych latek ve viné [KRUTTELVASER, 2003].

Fenolické latky Cervena vina (mg.1™) Bil4 vina (mg.1?)
Kemferol, kvercetin 15 stopy
Derivaty k. benzoové 50-100 1-5
Derivaty k. skotficové 50 —-100 1-5
Malvidin, kyanidin 20 - 500 0
Taniny 1500 — 5000 0-100
Katechiny 50 -100 0

Prokyanidiny stopy 0
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2 POLYFENOLY JAKO ANTIOXIDANTY

V organismu probiha ve vSech Zzivych bunkach fada metabolickych pochodt. Jedna
se 0 enzymatické 1 neenzymatické chemické reakce, jejichz produkty jsou nezbytné nutné
pro udrzeni homeostdzy a tim i vlastni existence organismu. Pfi téchto dé&jich vznikaji
I latky se silnymi oxidac¢nimi G¢inky, které mohou poskozovat bunétné struktury. Jejich
vysokou reaktivnost zptisobuje pfitomnost neparového elektronu. Takové molekuly vstu-
nejcastéji homolytickym rozstépenim nepolarni ¢i slabé polarni vazby. Latky podporujici
tyto reakce se oznacuji jako prooxidanty. Mohou tak ptisobit nékteré v organismu bézné
ptitomné latky. Autooxidacné piisobi ionty Fe** Cu?* nebo radikaly OHe, Fe?*a Cu’ ionty
iniciuji oxidaci prostiednictvim komplexu s molekulou kysliku. Nasleduje faze propagac-
ni, ve které reaguji radikaly s jinymi slouc¢eninami za vzniku dalSich radikald. Naptiklad
peroxylovy radikal (R-OO¢) je schopen odstépit vodikovy atom z nenasyceného uhlovodi-
ku za vzniku hydroperoxidu (R-C-OOH¢) a nového radikalu C. Navic ionty Fe** (Cu®")
rozkladaji hydroperoxidy za tvorby R-OO- a Fe?* (Cu"). Posledni fazi jsou terminacni re-
akce, které ukoncuji fetézovou radikalovou reakci [AUST et al 1993; STOHS et al., 1995].

Mezi nejcastéjsi a nejreaktivné)si radikaly vyskytujici se v organismu patii volné kyslikové
radikaly (VKR). Vykazuji silné oxidacni Gi€¢inky a mohou interagovat s bilkovinami, lipidy,
nukleovymi kyselinami a dal$imi molekulami. Tyto interakce vedou k modifikaci funkce
postizenych molekul a VKR se tak podileji na vzniku nékterych onemocnéni [HOLMES-
MCNARY, 2000].

Organismus disponuje na druhé stran¢ i latkami a reakcemi, které mohou volné radikaly
neutralizovat, vychytavat je, zabranovat jejich vzniku nebo plisobit proti jejich ucinku.
Zakladnimi prvky antioxida¢ni bariéry organismu jsou: redukovand forma glutathionu,

glutathionperoxidaza (GPX), reduktaza a katalazy. [GHAFOOR et al., 2009].

Kromé vySe uvedenych antioxidacnich mechanisml organismu, se na inaktivaci radikala
podileji 1 antioxidacni latky pfijaté potravou. Za fyziologickych podminek jsou pro- a anti-
oxidanty pfiblizn¢ v rovnovaze. Tato rovnovaha vSak mtize byt posunuta na stranu prooxi-
dantd, a potom dochazi ke zvysené produkci VKR. Uvedeny stav je oznacovan jako oxi-
dacni (aerobni) stres. Je-li ptili$ intenzivni nebo trva-li pfili§ dlouho, mize vést k vaznému

poskozeni bunck. Zabranit tomuto stavu lze pouze zvySenim antioxidacni kapacity orga-
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nismu. Z tohoto diivodu jsou velmi duilezité antioxidacné plisobici latky obsazené ve stra-

vé [ZENDULKA et al., 2006].

Antioxidanty musi ve své struktufe obsahovat elektrofilni ¢ast schopnou akceptovat nepa-
rovy elektron radikalu. Takovou c¢asti jsou u polyfenoli fenolické skupiny, které se v pii-
tomnosti radikali oxiduji na ketoskupiny. Mnozstvi fenolickych skupin proto hraje vy-
znamnou roli v mnozstvi radikall, které je schopny pfislusny polyfenol likvidovat. Poly-
merizované fenoly maji teoreticky silné€jsi antioxida¢ni u¢inky nez jednoduché polyfenoly,
ale je nutné si uvédomit, Ze tyto latky se do systémové cirkulace dostavaji az po metaboli-
zaci stievni mikroflorou, ¢imz je jejich ucinek silné ovlivnén. Antioxidacni aktivita zavisi
ale i na jinych strukturnich vlastnostech nez jen na poctu fenolickych skupin, a proto jsou
nékteré¢ dihydroxystilbeny ucinnéjsi nez stilbeny se tfemi fenolickymi skupinami [CAI

et al, 2003].

Polyfenoly jsou povazovany za antioxidanty také proto, ze mohou zmirnit, nebo zabranit
tvorb¢ reaktivnich forem kysliku a dusiku, které hraji dulezitou roli v karcinogenezi. N¢-
které fenolové fytochemikalie, véetné kyseliny gallové a kvercetinu, vykazuji silngjsi anti-

oxidac¢ni aktivitou nez vitamin C [KIM et al, 2002].

2.1 Antikarcinogenni u¢inky

Rozvoj nadorového onemocnéni je dlouhodoby proces, ktery zahrnuje tfi hlavni stadia
a to: iniciaci, promoci a progresi. Mnoho chemoprotektivnich latek je schopnych zasahovat
moci a progresi procesu karcinogeneze ovlivnénim ¢i naruSenim kli¢ovych faktori, které
kontroluji buné¢nou proliferaci, diferenciaci, starnuti ¢i apoptézu. Mnoho polyfenolickych
latek béZzn¢ zastoupenych v nasi stravé, jako je napf. resveratrol obsazeny v hroznech révy
vinné, genistein obsazeny v soji, epigallokatechin nalezeny v ¢aji apod. mohou pusobit
prave jako blokujici ¢i opresivni latky, a nékteré vykazuji oba mechanismy uc¢inku.

[AHMAD a MUKHTAR, 1999].

Nedavné studie naznacuji, Ze chemopreventivni ucinky polyfenolii jsou odvozeny nejen
z piimého ptisobeni na radikaly, ale také zprostiedkovanim enzymové aktivity zapojené
v karcinogenezi. Nékteré polyfenoly mohou snizit aktivitu pro-oxida¢nich enzymu a vyko-
navat tak antioxidacni u¢inky. Jiné studie prokazaly, Ze resveratrol snizuje ¢innost NADPH

oxidazy k ochran¢ endotelialni bunky [CHOW et al., 2007].
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vvvvv

ferin, obsazeny v mangu zvysil aktivitu enzymi pusobicich proti benzo[a]pyrenu, ktery
vyvolal rakovinu. Zachoval také aktivitu enzymatické katalazy, glutathion peroxidazy
a glutathion reduktazy [RAJENDRAN et al., 2008].

we

2.2 Protizanétlivé ucinky

Vyzkum fenolickych latek v hroznech, a to zejména v hroznovych semenech, ukazal vy-
znamné protizanétlivé ucinky jak v in vivo tak in vitro. Velmi a¢inné jsou molekuly flavo-

nold, flavont a anthokyant (oligomernich flavonoidd) [TERRA et al., 2009].

J. Alexander Bralley et al., [2007] prokazal, ze vytazky z hroznovych slupek a jader potla-
¢ily zanéty ucha a rizné otoky u mysi. Navic kombinace semen a slupek hroznt se projevi-
la jako ucinny 1€k proti degenerativnim onemocnénim kloubii. Tyto nalezy ukézaly,

ze fenolické 1atky v hroznech maji protizanétlivé ti¢inky

2.3 Ovlivnéni bunééného starnuti

Bylo zjisténo, Ze polyfenoly obsaZené v potravinach mohou byt pfinosné pro zvraceni pri-
behu starnuti neurond. Vzhledem k jejich vyrazné antioxidacni aktivité, jako je odbourava-
ni volnych radikald, by mohly ochranit organy a tkané pfed oxida¢nim poskozenim a mo-
difikovat negativni plisobeni mechanismui redoxnich stavii. Diikazy byly ziskany pozoro-
vanim chovani krys, ve véku 19 az 21 mésictli, kterym byla podavana hroznova §tava
0 rizné koncentraci. Po vypiti 10% hroznové $tavy, byl zjistén lepsi orientacni vykon
v bludisti, zatimco vypiti 50% hroznové $tavy vedlo ke zlepSeni akceschopnosti

[SHUKITT-HALE et al., 2006].

Dalsi vyzkum zjistil, Ze fenolické slouceniny z hroznovych jader podavané po dobu 30 dni,
potlacily oxidacni poskozeni DNA v nervové tkani, snizen byl 1 vyskyt volnych radikali

vyvolany peroxidaci lipidi v centralnim nervovém systému [BALU et al., 2005].

2.4 Antibakterialni ucinky

U rostlinnych polyfenolii byl prokdzan antibakterialni potencial, protiplisiiova a protivirova
aktivity. Rodriguez-vaquero et al., [2007] prokazal, ze hroznové vino inhibuje mikrobidlni
rist zejména Escherichia coli, pficemz inhibi¢ni efekt se zvySoval spolu s koncentraci
polyfenoli u vSech testovanych druhii bakterii. Extrakty ¢erveného a bilého vina vystavo-

val mikrobialni aktivité n€kterych patogenu, jako je Staphylococcus aureus, Escherichia
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coli a Candida albicans. Vysledky naznacuji, Ze polyfenolické slou¢eniny obsazené v Cer-
venych vinech byly zodpovédné potlaceni proliferace patogenti [PAPADOPOULOU et al.,
2005].

Fenolické latky z riznych ¢asti hrozni maji riizné antimikrobialni u¢inky. Antimikrobialni
aktivita fermentovanych vyliskli byla vyrazné lepSi nez extrakty z celych hroznd
[THTMOTHE et al., 2007]. Pouziti fenolickych slouc¢enin by mohlo slouzit pro lepsi
uchovani jidla. Silny uc¢inek fenold jako dokonalych pfirodnich antimikrobidlnich a kon-
zervacnich prosttedki na jidlo, je velmi slibny. V Turecku se jako souc¢ést zalivky na salat
pouziva koruk, coz je §tava z nezralych hroznt, ktera inhibuje rust Salmonella typhimuri-

um [KARAPINAR et al., 2007].

2.5 Ochrana pred srdecnimi chorobami

Resveratrol jako hlavni zastupce polyfenold ve ving je schopen tvofit chelaty s médi, ktera
jinak stimuluje peroxidaci lipidi. Timto zptisobem resveratrol sniZzuje oxidaci polynenasy-
cenych mastnych kyselin (PUFA). Flavonoidy pomahaji sniZzovat aktivitu krevnich desti-
¢ek, coz umozituje volnéjsi pratok krve a redukuje se tak riziko jejich slepovani v krevnim
fecisti. [FREMONT, 2000]. Kromé toho bylo zjisténo na zaklad¢ in vitro testu, ze resverat-
rol inhibuje produkci peroxidu vodiku a aktivitu myeloperoxidazy. Také inhibuje

Vv burnikach malignich nadorti O-acetyltransferazu a sulfotransferazu [KUNDU et al., 2004].

Isoflavony mohou ovliviiovat stabilitu LDL lipoproteini v plasmé [MORAVCOVA et al.,
2002]. Genistein i daidzein jsou silnymi antioxidanty in vitro proti LDL oxidaci a chrani
endotelialni buiiky proti cytotoxickému ucinku oxidovaného LDL. Tento ucinek je zpuso-
ben pravdépodobné inhibici tyrosin kinazy [KAPIOTIS et al., 1997]. Bylo také prokazano,
Ze antokyany z vina a hroznt inhibuji aktivitu fosfodiesterazy-5, ktera snizuje riziko kardi-

ovaskularnich chorob [DELL AGLI et al., 2005].

Vyzkumy zjistili, ze fenolické latky vyrazné zlepsuji plazmatické hladiny lipida. Po vypiti
100 ml ¢ervené hroznové stavy (denn€ po dobu 14 dnit) se koncentrace cholesterolu stan-
dardizovala a vyrazn¢ se zvySily antioxida¢ni schopnosti plazmy a naopak se sniZilo mnoz-
stvi oxidovanych LDL. Plazmatické hladiny HDL a apolipoproteinu byly zvySené. Kromé
toho, konzumace ¢erveného vina vedla k vysoké koncentraci HDL cholesterolu, ktera sou-

visi s kontrolou rizika koronarnich srde¢nich onemocneni [CASTILLA et al., 2006].
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2.5.1 Vliv polyfenoli na tukové buiiky

Nedavno provedena studie z Texas Woman's University si dala za cil zjistit, zda polyfenoly
bortivek hraji roli v diferenciaci adipocyti. Bylo prokazano, ze rostlinné polyfenoly brani
procesu adipogeneze, tedy tvorbé tukovych bunék a indukuji lipolyzu. Vysledky podporuje
také Shiwani Moghe, ktera provedla pokus s tukovou tkani mysi, a bylo zjisténo, Ze s ros-
touci davkou polyfenolt doslo k potlaceni diferenciace tukovych bunék [SHIWANI,
2011].
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3 BUNECNA SMRT

3.1 Nekroza

Nekrozu je tieba chapat jako patologicky proces. Je vyvolana patologickymi vlivy na bun-
ku, at’ jiz mechanickymi, chemickymi ¢i tepelnymi. Nekrozu také muze vyvolat virova
infekce bunky, rizné bakterialni toxiny nebo tfeba i nahlé vycerpani bunéénych energetic-
kych zasob (naptiklad vlivem ischémie). Pii nekréze dochdzi k naruseni integrity cyto-
plazmatické membrany, coz vede k naruseni rovnovahy vnitiniho prosttedi buniky. To vede
k objemovym zménam jak celé builky, tak n¢kterych organel (mitochondrie, endoplazma-
tické retikulum). Cely proces nakonec vede k enzymatickému poskozeni buiiky (ndhodné
Stépeni jaderné DNA) a jejimu rozpadu. Celé vnitini prostiedi buniky se tak uvolni do oko-
li, pficemz enzymy takto uvolnéné mohou indukovat nekrézu okolnich bunék a zpusobit
reakci, kdy dojde k rozsdhlejSimu poSkozeni tkané a naslednému zanétu. Riizné patologic-
ké externi vlivy nemusi vyustit pouze v nekrézu, ale pti urcité konstelaci mohou spustit

I apoptoticky proces [CONTRANS et al., 1999].

3.2 Apoptoza

Apoptdza, neboli programovana bunécéné smrt je fyziologicky d&j. Na rozdil od nekrdzy,
kterd postihne viceméné nahodnou bunku, kterd byla vystavena nepfiznivym vlivim,
je apoptoza indukovana naprosto cilené a burika je usmrcena a nasledné odstranéna tako-
vym zpusobem, ze nedojde k poSkozeni okolnich buné€k. Je to tedy organizovany a piisné
regulovany d¢j v bunééné komunité. Pocty bunck v komunité jsou ptisné regulovany fize-
nim rychlosti déleni bun¢k, ale i mirou buné&tné smrti. Pokud buiiky jiZ nejsou potiebné,
dochazi k aktivaci vnitrobunééného programu vedouciho k apoptéze, ktery je usmrti

[ALBERTS, 2002].

Apoptoza miiZze byt indukovana signadlem zvenci 1 z buiiky samotné. Podnétem zvenci mu-
Ze byt naptiklad akce cytotoxického lymfocytu Vv ptipadé nadorové ¢i virem infikované
burniky). Jinym signdlem muize byt naopak absence jakéhokoli signalu. Bunka izolovana
od kontaktu s ostatnimi bunkami a bez stimulace ur¢itymi cytokiny tak muze také podleh-
nout apoptotickému procesu. Buiika sama pak miize apoptdzu spustit napiiklad pii neopra-

vitelném poskozeni jaderné DNA [STEJSKAL, 1992].
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Vlastni priibéh apoptézy vyuziva enzymatické regulacni kaskady bunky. Uplatiiuji se zde
tzv. kaspazy, které se nachdzeji v bunice v neaktivnim stavu a jejich aktivace proapoptotic-
kym signdlem vede k d¢jim, kterymi se buiika pfipravuje na svou smrt. Dochazi k frag-
mentaci jaderné DNA, na rozdil od nekrozy je vSak fragmentace nenahodna a fragmenty
jsou stejné dlouhé. Toho se vyuziva pti detekei apoptodzy a nekrdzy pomoci gelové elektro-
forézy. Dale se bunka také trochu smr$ti a zméni se i charakter riznych organel. Vyznam-
nou ulohu v apoptdze hraji mitochondrie. Cely proces konci rozpadem buiiky do apopto-
tickych télisek, coz jsou membranou ohranicené bunééné fragmenty, které jsou nasledné
fagocytovany bilymi krvinkami (makrofagy). Nitrobunééné enzymy tedy neposkodi okolni
buiky. Apoptoza se nejvice uplatiiuje v prenatalnim vyvoji jedince, kdy celé skupiny bu-
nék hynou apoptéozou béhem vyvoje tkani a organovych soustav [CONTRANS et al.,
1999]. Vyskyt apoptdzy ve vyvinutych tkanich dospélého zvifete muze byt velmi rozsahly.
Pfi vyvoji obratlovcl kazdou hodinu umira az polovina bunék nervového systému nebo
bunék kostni diené. Bunécnou smrti bunka pomaha regulovat jejich mnozstvi. Ve vSech
téchto ptipadech, bunky umiraji apoptozou. U dospélych tkani, bunééna smrt presné vy-
rovna bunééné déleni. Kdyby tomu tak nebylo tak by tkan nemohla rist nebo se zmensovat
[FRESHNEY, 2002]. Apoptodza je tedy na rozdil od nekrdézy programovana bunécna smrt
vyvolana na zakladé€ aktivace specifickych signalnich drah. V buiice existuji proapoptické
I antiapoptické signalni drahy. Posunuti rovnovahy smérem k proapoptickym faktorim
znamena smrt buiikky. Z morfologického hlediska se apoptdza projevi agregaci nukledrniho
chromatinu, fragmentaci bunééné membrany, zmenSovanim buiiky a vznikem apoptickych
télisek, kterd jsou zpracovana okolnimi buiikami a makrofagy, bez vyvolani zanétu v da-

ném misté [PULIDO et al., 2003].

V zavislosti na typu bunky a vyvolavajicim faktoru je aktivovana jedna ze tfi moznych
signalnich drah (receptorova, nereceptorova, mitochondridlni). Vyvolavajici faktor mtze
byt dvojiho typu. Extracelularni faktory se vazi na membranové receptory slozené z extra-
celularni, na cystein bohaté Casti, a intraceluldrni domény, ktera po navazani extracelular-
niho ligandu aktivuje proteiny. Tyto proteiny aktivuji Kaspazy (aspartat specifické protea-
které zesiluji signal z receptoru, a na efektorové kaspazy degradujici fadu bunécnych kom-

ponent[QUINEY et al., 2004]

Spoustécim prvkem intracelularniho zptisobu aktivace apoptdzy je porucha bunééné ho-

meostazy, pii které hraji vyznamnou roli mitochondrie. Jestlize dojde k poruse mitochon-
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dridlni membrany a uvolnéni cytochromu do cytoplazmy, vznikaji komplexy zvané
cytochrom c. Dalsi kaskadu intracelularnich reakci tvofi aktivace kaspaz a dalsi reakce
spolecné 1 pro druhou apoptickou cestu. Permeabilita mitochondridlni membrany je fizena
protoonkogeny, kdy jedny maji antiapopticky tc¢inek, dalsi proapopticky [SUHR et al.,
2001]

Polyfenol resveratrol v nadorovych bunikach indukuje apoptdzu. Resveratrol ma schopnost
uvonit ligand, ktery se pak na povrchu nadorové buiiky spoji s receptorem pro apoptdzu.

Utinek resveratrolu je nadorové selektivni. U zdravych buiiek apoptézu nevyvolava

[LARROSA et al., 2004].

Quiney et al., [2004] uvadi, ze resveratrol, jeho dimer e-viniferin a synteticky flavon dia-
minomethoxyflavon, indukuji apoptézu leukemickych B lymfocytd. Mechanismus tG¢inku
spociva zfejmé v inhibici NO syntazy, coz se projevi snizenim hladin oxidu dusnatého,

ktery mize inaktivovat kaspazy S-nitrosylaci jejich cysteinového fragmentu.
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4 NEGATIVNI UCINKY POLYFENOLU

Navzdory zfejmym zdravi prospesnym ucinktim polyfenola existuji studie, které ptinaseji
vysledky o jejich negativnich vlastnostech. Napi. v Chille byla analyzovéna domaci i ko-
mer¢né vyrabéna Cervena i bila vina. Vysledky byly ptekvapivé, nebot’ u nékterych byly
vV Amesov¢ testu (test, slouzici ke stanoveni karcinogenniho a mutagenniho potencialu
chemickych slouéenin) prokazany mutagenni ucinky. Nicméné tento test hodnoti pouze
mutagenitu smeési nikoli jednotlivych sloucenin. Védci poukazovali, Ze za mutagenni ucin-
ky mtize byt zodpovédny kvercetin, ktery je obsazen ve slupkach hroznii ¢erveného vina.
Je zajimavé, ze vyskyt rakoviny Zaludku je nejvyssi v ¢asti Chille s nejvétsimi vinohrady.
[BULL et al., 1987]. Podobné vysledky na bakterialnim kmenu Salmonella typhimurium
nalezl i tym védct ze Spanélska [ARIZA et al., 1992], pfi¢emz &ervena vina vykazovala

vys$§i mutagenitu nez vina bila.

Dalsi studie pfinaseji diikazy o mutagennich a karcinogennich ucincich kvercetinu, které
jsou dolozené kratkodobymi testy mutagenity a testy na zvitatech. Za mutagenni vlastnosti
je pravdépodobné zodpovédna chemicka struktura s volnou hydroxylovou skupinou
v poloze 3, dvojnou vazbou v poloze 2,3 a keto skupinou v poloze 4. Mutagenita a genoto-
xicita kvercetinu byla sledovana v testech in vitro. Tyto vlastnosti mohou byt zapti¢inény
jejich pro-oxida¢nim ptsobenim, tvorbou reaktivnich forem kysliku a poskozenim DNA.
Vysledky potvrzujici mutagenitu flavonoidd jsou ziskavany v testech in vitro, nicméné

Vv in vivo testech na zvitatech za pouziti vysokych davek Cistych latek nebyly pozorovany

karcinogenni uc¢inky [RIETJENS et al., 2005].

Je zfejmé, ze strava bohatd na flavonoidy pfinasi ochranu pfed mnohymi onemocnénimi,
nicmén¢ stale neni zcela jasné za jakych podminek a v jakych davkach je pfijem jednotli-
vych flavonoidii bezpecny, aniz by ptedstavoval zdravotni riziko. Mnozstvi flavonoidd,
které¢ by mohlo pusobit mutagenné ¢i cytotoxicky, by nemélo byt dosazitelné z bézné stra-
vy. Riziko by mohly pfedstavovat dopliiky stravy, avSak doposud neexistuji dlouhodobé
studie, které by toto prokazaly [SKIBOLA a SMITH, 2000].

Vyzkum potencialni toxicity hroznového polyfenolu epikatechinu, pfinesl také negativni
ucinky. Byly pozorovany dvé bunééné linie keratinocyti vystavenych po dobu 24 hodin
davce epikatechinu, kterd byla 3-7 ndsobné vyssi nez antioxida¢né pusobici koncentrace.
Slouceniny obsahujici fenolické skupiny mély vétsi potencial toxicity nez slouceniny, které

je neobsahovaly [UGARTONDO et al., 2006].
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Patrné poskozeni DNA v buiikach bylo pozorovano u bunék mysi sleziny, ktera byla inku-
bovana s vyssi koncentraci (150 mmol / I) katechinu. Dle vysledkid se negativni ucinky
fenolickych latek tykaly jen nékterych molekul, Géinky byly pifevazné synergické a kon-
centrace byla vzdy rozhodujicim faktorem [FAN et al., 2008]. Dalsi studie se zabyvaji ne-
gativnimi dopady proanthokyanidini a hydrolyzovanych ttislovin v bachoru piezvykavct
[HART et al., 2011]. Trpkost a nepfiznivé vlivy tiislovin na epitel ustni dutiny ma kratko-
doby vliv na piijem potravy. Dlouhodobé¢ ucinky mohou vést ke snizeni koncentrace amo-
niaku a volnych mastnych kyselin v tekutinach bachoru. Zvyseni obsahu tfislovin ve stravé
piezvykavci muze byt spojeno se zvySenim koncentrace plazmatickych bilkovin a se sni-
zenou rychlosti degradace rozlozitelnych latek v bachoru. V disledku toho organické latky
a bilkoviny, které zvySuji stravitelnost nepiimo souvisi s koncentraci taninu. Pokud
se zna¢né mnozstvi tiislovin dostane do dvandctniku, mohou vyrazné snizit stievni aktivitu
enzymu slinivky bfi$ni (trypsinu a amyldzy) a aminokyselin, které se vstfebavaji ve stiev-
nim traktu. Kondenzované tfisloviny mohou také snizit obsah tekutiny v bachoru, urychlit
pruchod kapaliny ze slezu a zpozdit tak prichod traveniny ve stievé. Celkovym efektem
je zpozdéni prichodu kapalin a pevnych Eastic v celém zazivacim traktu. Predpoklada
se, ze tyto reakce jsou do zna¢né miry disledkem pusobeni tfislovin s travicimi enzymy

na epitel sliznice traviciho traktu [ SILANIKOVE et al., 2001].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 33

5 BUNECNE KULTURY

5.1 Bunécna kultura jako zdroj biologického materialu

Testy provadéné na bunécnych kulturdch dnes patii mezi zakladni techniky pouZzivané
v zakladnim a aplikovaném vyzkumu i ve vyrobé. Ve vyzkumu slouzi ptredevsim jako
zdroj materialu (tj. bun€k nebo buné¢nych soucasti) pro pokusy. Zcela nezastupitelné po-
staveni maji kultury pfi vyrobé protilatek. Kromé toho se bunéénych kultur vyuziva i pro
vyrobu dal$ich bilkovinnych molekul a peptidi. Kultivované bunky jako pokusny model
maji dnes jiz své pevné a nenahraditelné postaveni [FRESHNEY, 2002].

Vyuziti bunéénych kultur v experimentalni praci ma ve srovnani s jinymi typy biologic-
kych modeld, napt. v porovnani s pouzitim laboratorniho zvifete nebo izolovaného organu
¢i tkén€, zasadni vyhody. Piedevsim pokus probiha na jediném, dobie charakterizovaném
bunééném typu a jeho vysledky nejsou ovlivnény interakci s jinymi organy, tkdnémi
&i bunéénymi populacemi. Radu bundénych linii 1ze snadno kultivovat a v kratké dobé
je mozné ziskat pomérné velké mnozstvi piesné definovaného a homogenniho materialu,
coZ pii praci s jinymi biologickymi modely byva obtizné. Na kultivovanych bunkéach 1ze
také bez nesnazi provadét experimenty, pti nichz dojde k jejich znic¢eni. Naproti tomu zni-
¢eni nebo poSkozeni pokusného modelu pii praci se zvifaty pfinasi etické problémy

a Vv pripadé¢ pokusti na lidech je zcela nemyslitelné [DAVIS, 2002].

Je potieba pocitat i s vyznamnymi omezenimi, kterd pouziti bunéénych kultur limituji.
Kultivované buiiky rostou za nefyziologickych podminek — péstuji se v umélém kultivac-
nim médiu, jehoZ sloZeni neodrazi ptesné slozeni vnitfniho prostiedi v organismu, a také
Vv atmosféfe s mnohonasobné¢ vyssim tlakem kysliku, nez odpovida situaci ve tkanich. Kul-
tivované buniky postradaji obvykly tkanovy kontext, tj. pfitomnost jinych bunécnych typt
Snimiz by in vivo komunikovaly a vyménovaly si nejriznéjsi latky. V dusledku toho
se ¢asto méni fenotyp kultivovanych bunék, takze jejich vlastnosti nemuseji presné odpo-
vidat vlastnostem stejnych bun€k v organismu — kultivované buiky méni svou morfologii,

méni se exprese genu, citlivost na rizné podnéty atd. [REGNIER et al., 1997].

5.2 Zdroje bunék pro kultivaci

Zdrojem bun¢k pro zaloZeni kultury je laboratorni zvite nebo ¢lovék (méné ¢asto se pouZi-
vaji kultury bun¢k hmyzu a rostlinné bunééné kultury). Bunky ke kultivaci in vitro se zis-

kavaji z daného organu (napi. kiize) nebo z embryi zplisobem rozvolnéni tkané¢ pomoci
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trypsinu ¢i mechanického rozruseni. Vznikne tzv. primokultura s omezenou dobou kulti-
vace a specifickymi pozadavky. Po prvni pasazi (odebrani casti bunék a preneseni
do Cerstvého zivotniho prostfedi) vznika bunééna linie, tzv. sekundarni kultura. V téchto
fazich mize dochazet k mutacim a imortalizaci bun¢k, nemusi vSak dojit ke ztrat¢ kontroly
nad rdstem. Bunécné linie jsou adaptovany na dlouhodoby rust in vitro [FRESHNEY,
1992].

Po namnozeni bunécné kultury se buiiky odd¢li a prenesou do novych kultiva¢nich nadob.
Timto postupem vznikd jiz zminéna sekundarni kultura. Builkky v sekunddrni kultuie
se péstuji tak dlouho, dokud neni dostate¢né mnozstvi materidlu pro pokus. Pokud jde
0 zakladani primokultury, mizeme rozlisit buiikky pochéazejici z normalni a z nadorové tka-
né. Nadorové buiky se svymi vlastnostmi 1i§i od normalnich bunck — Iépe se mnozi
a obecné se snaze kultivuji. Kultury normalnich bun¢k maji omezenou zivotnost, po né¢ko-
lika pasazich dochazi k tzv. zestarnuti kultury — buitky zméni svoje vlastnosti a pfestanou
se delit. Nadorové bunky vétSinou starnuti nepodléhaji. Odlisné se také chovaji buiky izo-
lované z dospélého jedince a z embrya. Embryonalni burniky se opét snaze péstuji a kultury,
které z nich vychazeji, maji zpravidla vyrazné delsi Zivotnost. Na druhou stranu byvaji

nachylngjsi ke zménam fenotypu [MARCOVIC et al., 1998].

Vlastnosti kultivovanych bunék se mohou liSit podle zivo€isného druhu a ptipadné 1 podle
linie pokusného zvitete. NejCastéji se kultivuji buniky izolované z laboratorniho potkana,
mysi, kralika a Casto se kultivuji lidské buiiky. Bunécnou kulturu lze zaloZit riznymi po-
stupy. V nékterych ptipadech staci nechat vyriistat buiky pfimo z kousku tkéné kultivova-
né¢ za vhodnych podminek (tzv. explanta¢ni kultura, timto zpiisobem se ziskdvaji napf.
fibroblasty). Vétsinou je vsak tfeba nejprve vhodnymi postupy izolovat jednotlivé bunky.
Obvykle se pouzivaji postupy zalozené na kombinaci mechanického rozvolnéni tkané
a enzymatického natraveni mezibunééné matrix kolagenazou, elastazou, trypsinem apod.
Nekteré bunécné typy, napt. buniky jaterniho parenchymu, Ize izolovat pomoci perfuze
organu vhodnym médiem (Casto roztokem, ktery obsahuje proteazy). Uvolnéné buiky

se pak zcentrifuguji a kultivuji [EIBL et al., 2008].

Uvedenymi postupy zpravidla ziskdme smés, kterd kromé pozadovanych bunék obsahuje
| pfimés dal$ich buné¢nych typti. Musi proto nasledovat krok, ktery zajisti ¢istotu vytvore-
né kultury. Nejjednodussi, i kdyz ne zcela spolehlivou metodou, byva pouziti kultiva¢nich
podminek, které umozni rist pouze pozadovaného bunééného typu. Pouziva se i selekénich

médii, ktera zabrani rustu kontaminujicich bunék — napt. opticky D-izomer aminokyseliny
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valinu je toxicky pro fibroblasty. Mame-li suspenzi, ktera obsahuje nékolik bunéénych
typt, mizeme je oddélit pomoci centrifugace dle gradiendu hustoty. Vyuziva se toho,

ze razné bunécné typy mivaji riznou specifickou hmotnost.

5.3 Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, kterd umoziuje simultdnni méteni a analyzu fyzikalnich-
chemickych vlastnosti buiiky nebo jinych biologickych ¢astic béhem jejich prichodu lase-
rovym paprskem. Je to rychla, piesna a reprodukovatelna metoda, umoziiuje soucasné me-
feni nékolika parametrt, az 100 000 bunék za 1 sekundu [SHAPIRO, 1995]. Ve chvili, kdy
burka tento paprsek kiizi, dochazi k lomu a rozptylu svétla, ktery podle sméru a thlu lomu
byva oznacovan jako piimy rozptyl - forward scatter (FSC) a bo¢ni rozptyl - side scatter
(SSC). FSC je charakterizovan lomem svétla o malém thlu ( 20-130 ) a je umérny velikosti
buiiky. Uhel boéniho rozptylu je 900 a je indikatorem vnitini bunééné struktury resp. gra-
nularity. Krom¢ parametrti lomu a rozptylu svétla je detekovana rovnéz fluorescence pro-
chézejicich bun€k nebo castic. Fluorescenéni barviva (fluorochromy) navdzané na analy-
zované bunky nebo ¢astice absorbuji svétlo urcité vinové délky vyzarované laserem a na-
sledné emituji Cast takto absorbovaného svétla avsak jiz o odlisné vinové délce. V prito-
kové cytometrii se pouzivaji fluorochromy, které maji vétSinou stejné spektrum absorpcni,
ale jiné emisni. Priitokové cytometry vyuZzivaji jako svételného zdroje totiz nejcastéji argo-

novy laser o excita¢ni vinové délce 488 nm [ORMEROD, 1994].
5.4 Kaultiva¢ni podminky

5.4.1 Vybaveni potiebné pro kultivaci bunék in vitro

Prace s tkanovymi kulturami vyZaduje zvlaStni vybaveni. Jednim z hlavnich pozadavka je
udrzeni sterility a zabranéni kontaminacim. Je vhodné pracovat ve vyhrazené Cisté labora-
tofi podléhajici specidlnimu rezimu. Mezi zdkladni pomticky patii laminarni box, inkubator
s fizenou atmosférou (zvySeny parcidlni tlak oxidu uhli¢itého, vysoka relativni vlhkost)
a inverzni mikroskop vybaveny fdzovym kontrastem. Je tfeba disponovat fadou dalSich
piistrojii a pomtcek. Pouziva se sterilni jednorazovy plast, kultivaéni nddoby s upravenym

povrchem a chemikalie ur¢ené pro praci s bunéénymi kulturami. [FRESHNEY, 2002].

VétSina bunéénych kultur je adherentni, tj. buriky rostou na vhodném kultivaénim povrchu.

Nejcastéji se pro péstovani bunck pouzivaji polystyrenové naddoby, jejichz povrch je upra-

vV
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a je nutné povrch potahnout vhodnou latkou, ktera adhezi bunék zlepsi. Mohou to byt po-
lypeptidy slozené z aminokyselin s polarnim postrannim fetézcem (nejcastéji polylysin).

Adhezi fady bun¢k usnadni kolagen [SHALLER et al., 2002].

Buriky se zpravidla kultivuji pii teploté blizké télesné teploté zdrojového organismu, vétsi-
nou tedy pfi 37 °C. Atmosféra v inkubatoru se obohacuje o oxid uhli¢ity a obvykle obsa-
huje 5 % CO,. Zvysena koncentrace oxidu uhli¢itého se podili na udrzeni pH médii s bi-
karbonatovym pufrem. Aby se neodpaiovala voda z kultivatniho média a nedochéazelo tak
ke zméné koncentrace jeho slozek, udrzuje se relativni vlhkost atmosféry kolem 90 %.
Bunky se péstuji ve specialnich inkubatorech, které mohou zajistit vSechny uvedené para-
metry. Kromé regulace teploty museji tedy byt vybavené i zatizenim pro fizeni koncentra-
ce CO,. Je nutné zajistit, aby nedoslo ke kontaminaci kultur bakteriemi, plisnémi ¢i parazi-
ty. Inkubator musi umoznovat snadné ¢isténi, dezinfekci a ptipadné i sterilizaci povrchi,
jeho soucasti byvaji proto n¢kdy vyrobeny z materiald, které ristu bakterii a plisni brani.
Nekteré inkubatory pouzivané pro praci s bunéénymi kulturami jsou vybavené dalSimi
soucastmi, které riziko kontaminaci snizuji, napf. sterilizuji vnitini atmosféru ultrafialovym

zatenim [SALLBACH et al., 1997].

5.5 Kultiva¢ni média

Kultivované bunky rostou v médiu, které do zna¢né miry napodobuje extracelularni tekuti-
nu. Kultivaéni médium tvoii tenkou vrstvu kapaliny nad adherovanymi buitkami a umoz-
nuje tak dostate¢né rychlou difazi kysliku a oxidu uhli¢itého. Obsahuje mnozstvi Zivin,
které umoziuje rist bun€k po nckolik dni. Médium se méni zpravidla dvakrat az tfikrat
tydné.

Kultiva¢ni médium ma vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti a obsahuje ve vhodné kon-
centraci latky, které buiiky potfebuji pro zivot a proliferaci. Jde o vodné roztoky obsahujici
mnoho, nékdy i1 n¢kolik desitek slozek. Mezi nejvyznamnéjsi latky obsazené v kultivacnich
médiich patii anorganické soli, pufry, glukosa a pfipadné i jiné zdroje energie, vitaminy,
bilkoviny, rastové faktory, nekteré peptidy, mastné kyseliny, lipidy a stopové prvky.

Velké mnozstvi latek, jako jsou rastové faktory, stopové prvky, vitaminy apod., se do mé-

dia dodava ptidavkem séra. Rozdéleni médii podle toho, zda jejich soucasti je ¢i neni sé-

rum, je vyznamnym klasifika¢nim kritériem [FRESHNEY, 2005].
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5.6 Sérum

Piidavek séra do kultiva¢niho média doplni velkou fadu biologicky vyznamnych organic-
kych latek, jako jsou riistové faktory, inhibitory protedaz ¢i nckteré latky vyznamné
pro adhezi bun¢k. Samotnd koncentrace bilkovin je dulezitd, pomaha bunkam odoldvat
mechanickému poskozeni. Sérum je vyznamnou soucasti kultivacniho média a zdrojem
latek, jejichz koncentrace je velmi nizka, piesto jsou pro rust kultury nezbytné — ptikladem
mohu byt stopové prvky, jako je zinek, selen, méd’, mangan, vitaminy a podobné. Piidav-
kem séra tak do média dodame né¢kolik stovek biologicky vyznamnych slouc¢enin [DAVIS

etal., 2002].

Pro suplementaci kultivaénich médii se nejcastéji pouziva bovinni sérum, zvIaste pak sé-
rum ziskané z telecich fétd. Divodem pro pouziti fetdlniho séra je vyssi obsah rlstovych
faktorii, coz umoziuje lepsi proliferaci kultivovanych bunék. Kromé fetalniho teleciho séra
je dostupna i fada dalSich sér pro specialnéjsi aplikace. Jsou to séra vyrobend z krve riiz-
nych Zivocicht, napt. kong&, kralika apod. Séra nemuseji byt izolovana jen z krve fétl, ale
i z krve novorozenych zvifat (prekolostralni séra) ¢i dospé€lych jedinci. V zavislosti
na staii jedince se méni slozeni a koncentrace rastovych faktord v séru a tim i vliv na pro-
liferaci, ale také diferenciace kultivovanych bunék. Vedle béZznych sér, ktera jsou pouze
sterilizovana filtraci, se prodavaji 1 séra tepelné€ inaktivovand, pii jejichZ pouZiti je mensi
riziko pfenosu virové infekce. Problémem obohaceni kultivaéniho média sérem je riziko
pienosu infekce. Séra se bézné sterilizuji filtraci, ¢imZ se spolehlivé zabrani pienosu veétsi-
ny bakterii a plisni, vyznamné se sniZi riziko pfenosu mykoplasmat. Nebezpec¢i ptenosu
virtl také klesa, nelze je vSak vyloucit a totéZ plati o riziku pfenosu prioni. Renomovani

vyrobci testuji séra na pritomnost nejdilezitéjsich patogenti [FRESHNEY, 1997].

5.6.1 Bezsérova média

Snaha o lepsi definovanost kultivacniho média a o eliminaci problémti, s nimiz je pouziva-
ni médii se sérem spojeno, vedla k vyvinuti bezsérovych médii. SloZeni kultivacniho média
je v tomto pfipadé mnohem komplexnéjsi. VSechny potfebné mikronutrienty, ristové fak-
tory a dalsi latky se dodavaji jednotlivé nebo v jednoduchych, dobfe definovanych sme¢-
sich. Pfiprava bezsérovych médii je o néco narocnéjsi, ¢asto byva i drazsi. Tato média jsou
velmi dobie definovand a odpadaji obavy ze zavleceni infekce prendsené sérem, na druhou
stranu vétSina kultur roste v bezsérovych médiich hife nez v médiich se sérem

[MACLEOD et al., 1999].
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5.7 Anorganické soli a pufrujici slozky

Nezbytnou soucasti média je vzdy smés vhodnych anorganickych soli. Zajistuje hlavni
ionty nezbytné pro fyziologické funkce kultivovanych bunék. Anorganické soli se nejveétsi
mérou podileji na udrzeni osmotického tlaku média. N&které z nich, zejména uhlicitany

a fosfaty maji zasadni vyznam pii udrZzovani stalého pH.

V zésadé se pouziva n€kolik osvédéenych smési anorganickych soli, které¢ mizeme pova-
zovat za zaklad vétSiny béznych kultivaénich médii. V zavislosti na pouzitém pufrovacim
systému je mizeme rozdé€lit do dvou skupin podle toho, jestli se hodi pro praci v normalni
atmosféie (takova média se pouzivaji napt. pro oplachovani bunék pfi riznych manipula-
cich s kulturou, pti pokusech atd.) nebo pro kultivaci v inkubatoru s vys$si koncentraci CO».
Smés soli, kterd tvoii zaklad médii pro kultivaci v atmosféie s 5 % CO,, obsahuje napii-
klad tzv. Earliv vyvazeny roztok soli nebo Dulbectv roztok soli pufrovany fosfaty. Napro-
ti tomu pro praci v normalni atmosféfe se nejCastéji pouzivaji média zalozena na Hankové
vyvazeném roztoku soli [OXFORD LABORATORY HANDBOOK, 2001]. Kromé anor-
ganickych pufrii se pro udrzovani stalého pH do kultiva¢nich médii ptidavaji i vybrané
organické pufry. Nejcastéji se pouzivaji latky kratce oznacované HEPES a TES, k dispozi-
ci je ale jesté n€kolik dalSich tzv. biologickych pufri. Hodnota téchto latek je pak velmi
blizka fyziologickému pH 7,4. Kromé toho jsou tyto pufry v obvyklych koncentracich ne-
toxické a prakticky neovlivituji fyziologické funkce kultivovanych bunék. Do kultiva¢nich
médii se rutinné piidava acidobazicky indikator — fenolova Cerven. Pfi pH 7,4 mé jasné
cervenou barvu, ktera se smérem ke kyselé oblasti méni na Zlutou, v alkali¢téjSim prostredi
na fialovou. Pfidavek indikatoru usnadiiuje béZnou praci s bunéénymi kulturami — rostouci
buiiky do média vylucuji kyselé katabolity, zeZloutnuti média je tedy zndmkou, ze je nutné

jej vymeénit [HAY et al., 2000].

5.8 Zdroje energie

Dalsi slozkou kultiva¢niho média je zdroj energie. Nejvyznamnégjsi postaveni ma bezpo-
chyby glukosa. Nezanedbatelnou mérou vyuzivaji builkky jako energeticky substrat i L-
glutamin, ktery rovnéz byva Castou soucasti médii. Vzacnéji se namisto glukosy pouzivaji
jiné sacharidy, napfiklad galaktosa nebo fruktosa. Pfi jejich metabolizovani tvoii buiiky

méng¢ laktatu a médium neni tolik okyselovano [DAVIS, 2002].
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5.9 Dalsi slozky médii

Kultivacni média dale obsahuji rizné smési aminokyselin. VétSina bézné pouzivanych
kultiva¢nich médii obsahuje pfinejmensim esencialni aminokyseliny, ostatni aminokyseli-
ny mohou byt dodany ptidavkem séra. Podobné jsou soucasti médii vitaminy, predevs$im
skupiny B. I v tomto piipadé se ¢ast vitamind dodava se sérem. Podle typu kultivovanych
bun¢k se i do sérovych médii nékdy piidavaji vhodné ristové faktory. Béznym dopliikem
fady smési je inzulin (ktery ma vyznamnou mitogenni aktivitu), ¢asto ptidavany spole¢né
se selenem a transferinem ve standardné pouzivané smési. Jinym ¢astym doplitkem podpo-
rujicim rast bunék je hydrokortizon, piipadné se pridavaji specifické latky vétSinou pepti-
dického charakteru. Zejména do bezsérovych médii se dopliiuji i mastné kyseliny, lipidy

a stopové prvky [FRESHNEY, 1992].

5.10 Antibiotika

Antibiotika se ¢asto do médii ptidavaji, aby se zabranilo kontaminaci kultury bakteriemi.
Pouzivani antibiotik miize vést k tomu, Ze se pracuje s kulturou kontaminovanou skrytou
infekci. Pti bézné praci se nedafi kontaminaci rozpoznat, pfitom se zasadné¢ méni vlastnosti
bunék. Experimentalni data ziskand s takovymi kulturami proto mohou byt vyrazné zkres-
lend. S kulturou, kterd byla oSetfena antibiotiky, je tfeba pracovat v karanténé, a to i n&ja-

kou dobu po jejich vysazeni. [DAVIS, 2002].

Nejcastéji se z antibiotik do médii pfidava penicilin a streptomycin. Penicilin je velmi mélo
toxicky, pomérmné rychle se vSak v kultivaénim médiu rozklada. Streptomycin patii mezi
vyrazné alergenni latky, prace s nim je tedy potencidlné riskantni pro personal. Je rovnéz
toxicky pro nékteré bunky. Streptomycin se nékdy nahrazuje gentamycinem, ktery ma $irsi
spektrum ucinku. Jinou bézné pouzivanou kombinaci je penicilin a kanamycin. V pfipadé
potieby se k antibiotikiim piidavaji 1 antimykotika, nej¢astéji amfotericin B nebo nystatin.
Obecné plati, Ze antimykotika mivaji na n€které bunécné linie toxické ucinky [OXFORD
LABORATORY HANDBOOK, 2001].

5.11 Riist bunécné kultury

Z praktického hlediska mizeme fici, ze bunky se v kultufe mnozi pfiblizn€ exponencidlné
(tzv. log-faze) az do okamziku, kdy se v dusledku kontaktni inhibice za¢ne rast bunék
zpomalovat (dosazeni platd). V idealnim piipadé se bunky péstuji pravé ve fazi exponenci-

alniho riistu — kratce pred dosaZenim platd se kultura natedi a nasadi do novych kultivac-
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nich nadob v takové hustoté, aby opét rostla exponencialné. Pokud je bunék v kultuie vel-
mi mdlo, je jejich mnozeni vyrazné pomalejsi, nebo dokonce mohou buiiky zaniknout apo-
ptozou (tzv. lag-faze ristu kultury). To je zplisobeno tim, Ze normalné se bunky v kulture
vzajemné ovliviiuji a produkuji ristové faktory. Je-li pocet bun¢k v kultuie pfili§ nizky,
neni koncentrace rastovych faktorti uvoliiovanych do média dostate¢na a mnozeni bunék
se zpomali nebo i zastavi. Pokud je potfeba péstovat bunky v nizkych koncentracich, mize
byt feSenim pouziti tzv. kondicionované¢ho média — v kultivaénim médiu se pfed pouzitim
nechaji po kratkou dobu (n€¢kolik hodin az dni) rist vhodné, rychle se mnozici buiky
(napt. fibroblasty). Pak se médium sterilizuje filtraci a pouzije pro fidkou kulturu

[FRESHNEY 1992].

Riizné bunécné linie se pii nizkych hustotach chovaji rizné. Stejné tak se rizné linie lisi
i svym chovanim pied dosaZenim platd. VéEtSina bunéénych kultur ¢asem dosahne kon-
fluence — na kultiva¢nim povrchu se vytvoii husta, prakticky souvisla vrstva bunék, které
se vzajemn¢ dotykaji. Konfluentni kultura je pfitom uspofaddna do jediné vrstvy (mono-
layer), pak se dal§i mnoZeni bunék zastavi. Nékteré bunééné linie ovsem konfluence nikdy
nedosahnou (napft. endotelie), déleni bunék se zastavi diive — naptiklad jakmile se jednotli-
vé buiiky za¢nou dotykat tieba jen svymi vybézky. Naproti tomu nadorové buiky kontakt-
ni inhibici postradaji, takZe rostou 1 po vytvofeni jednoduché konfluentni vrstvy. Zacnou
se vytvaret shluky bun¢k. Pokud se takova kultura véas nenafedi, zaénou bunky v centrech
shlukd odumirat, nebot’ nejsou dostateéné dobie zasobovany zivinami. Necha-li se kon-
fluentni kultura pfili§ dlouho v ptivodni nadobé, zacnou se buiiky odd€lovat od kultivacni-

ho povrchu a odumirat. Pfitom se jiZ omezen¢ dé€li, takZe celkova hustota bun€k zase zacne

klesat [MACLEOD et al, 1999].

5.11.1 Subkultura

Zpravidla kratce pfed koncem exponencialni faze ristu se bunééné kultury tzv. pasazuji,
vytvareji se subkultury. Adherentni buniky se uvolni od kultivaéniho povrchu i od sebe
navzajem, naiedi se a pfenesou se do nové kultivacni nadoby s ¢erstvym médiem [DAVIS,

2002].

K disociaci bun€k se nejcastéji pouziva kombinace odstranéni dvojmocnych iontl (vapniku
a hoic¢iku) z média a plisobeni protedz (nejCastéji trypsinu). Vapenaté a hofecnaté ionty
jsou soucasti mnoha adheznich faktorti. Z kultury se odstrani jednak oplachnuti médiem,

které vapnik a hoi¢ik neobsahuje, jednak pomoci chelatorit — nejcastéji EDTA, vzacnéji
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napf. citratu. Bilkovinné adhezni molekuly se pak kratce natravi trypsinem. Po uvolnéni
se bunécna suspenze oSetii Cerstvym kultivaénim médiem se sérem (sérum obsahuje fadu
antiprotedz, napi. al-antitrypsin) nebo s inhibitorem trypsinu. Mnohem méné¢ se pii pasa-
zovani pouzivaji jiné postupy k uvolnéni bun¢k, napi. prudké sniZeni teploty nebo mecha-

nicka disociace [OXFORD LABORATORY HANDBOOK, 2001].

5.11.2 Starnuti kultury

Burky neni mozné kultivovat neomezené. Po ur¢itém poctu pasazi dochazi k jejich zestar-
nuti, buitky méni své vlastnosti a prestavaji se délit. Zivotnost bundéné kultury zalezi
na typu kultivovanych bunék, jejich ptivodu (napt. embryonalni bunky lze kultivovat déle
nez bunky z dospé€lého jedince) apod. V nékterych piipadech k zestarnuti kultury nedojde,
bunécnou linii je mozné péstovat neomezené — mluvime o kontinudlnich nebo imortalizo-
vanych kulturdch. Nékdy vznikne kontinudlni linie spontanni transformaci bunééné kultu-
ry, poptipadé jde o kultury naddorovych bunék. Cilené se d& imortalizace dosahnout che-

mickou nebo virovou transformaci bun¢k [DAVIS, 2002].

5.12 Zmrazovani kultivovanych bunék

Zivé kultivované buiiky je mozné v piipadé potfeby zmrazit a po dlouhou dobu uschovat.
Da se k tomu vyuzit 1 béZny hlubokomrazici box s teplotou kolem -80 °C, v némz je mozné
pfechovavat zmrazené Zivé buiniky po nékolik mésicti i let. Jde o levné feSeni nenarocné
na specialni vybaveni, po delsi dob& vSak takto pfechoviavané zmraZené buiky ztraceji
Zivotaschopnost. Zivé buiiky je tieba zmrazit tak, aby nedoslo k jejich poskozeni krystaly
vody. Do kultivaéniho média se proto piidava vhodné kryoprotektivum, nejcastéji dime-
thylsulfoxid (DMSQO), coz je latka pridavana k biologickému materialu pii kryo-konzervaci
chranici buniky pted U¢inky nizkych teplot a po rozmrazeni je obvykle nutné ji odstranit.
Mnohem méné casto se jako kryoprotektivum pouziva glycerol nebo jiné latky. Aby
se zlepsilo ptfezivani bun€k pfi zmrazeni a rozmrazeni, pfidavd se Casto do kultivaéniho
média vice séra. Nejlepsich vysledkl se dosahne, pokud se bunky zmrazuji pomalu (ob-
vykle se doporucuje ochlazovéani o 1 az 3 °C za minutu). K tomu se da pouzit specidlniho
programovatelného zafizeni. B&Zn€ pouzivanou variantou jsou specialni pomicky
na zmrazovani bunék — zpravidla jde o vhodné izolované nadobky, ¢asto naplnéné urcitym
nemrznoucim roztokem, ktery zabezpeci spravnou rychlost chladnuti bunééné suspenze.
Zatimco mrznuti uchovavanych bun¢k musi probihat pomalu, rozmrazeni by mélo byt na-

opak co nejrychlejsi (v zadsadé do 3 minut). Pfi zmrazeni a rozmrazeni bun¢k mtze dojit
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ke kontaminaci kultury. Rozmrazena kultura by z toho divodu méla byt povazovana

za potencialn¢ rizikovou a méla by projit karanténou. [FRESHNEY, 1992].

5.12.1 Pieprava bunék

Pteprava bunék muze probihat nékolika zplisoby. V termosce (lokalni pieprava), zmrazené
v izola¢nim boxu se suchym ledem (CO;) pro pfepravu na velké vzdalenosti (zasilkové
spole¢nosti mivaji i sluzbu s dopliiovanim suchého ledu), nebo také zivé v kultute, v kulti-
vacni nadobce s nadbytkem média (v zéavislosti na bunééném typu 1 — 3 dny). Tkané
(s vyjimkou krve) se piepravuji podchlazené (ne zmrzlé) ve vyzivnych médiich

[SPECTOR, 1998].

5.13 Dezinfekce a sterilizace

Dezinfekce a sterilizace je v laboratofi bunécnych kultur potiebné pii ptipravé pomucek
a materialu, ale i pro dekontaminaci pouzitého materialu a odpadu. Z hlediska ucinnosti
muzeme rozlisit dezinfekci, rozsifenou dezinfekei a sterilizaci. Jako dezinfekci oznacujeme
postupy, které snizuji riziko kontaminace tim, Ze nici velkou ¢ast mikroorganismii. Dezin-
fekéni postupy, které se svou Uc€innosti jiz blizi sterilizaci, nékdy oznacujeme jako
tzv. rozsifenou dezinfekci. Nejcastéji se k rozsifené dezinfekci pouZiva roztok kyseliny
peroxyoctové (Persteril), ktery pifi spravné aplikaci spolehlivé likviduje vSechny bézné

mikroorganismy, neznicil by vSak napt. nékteré cysty [KLEMENT et al., 1987].

Ke sterilizaci materiadlu se v laboratornich podminkach pouziva nejcastéji autoklavovani
a horkovzdusna sterilizace. Pii autokldvovani se mikroorganismy ni¢i nasycenou vodni
parou pii vysoké teploté (nejcastéji 121 °C) a zvySeném tlaku. Jde o velmi spolehlivou
sterilizaéni metodu. Plata s jamkami pro bunééné kultury a dal$i material a pomtcky

se priumyslové sterilizuje y-zarenim [STOKER, 1973].

5.14 Kontaminace bunécné kultury

Pfic¢inou kontaminace bunécnych kultur byvaji nejcastéji bézné druhy bakterii, které jsou
vSudyptitomné v okolnim prostiedi — napfiklad Gram pozitivni koky, Gram negativni koli-
formni bakterie apod. Obavanym kontaminantem jsou mykoplasmata a piibuzné druhy

bakterii. Jde o intracelularni parazity, které na rozdil od ostatnich bakterii nelze snadno
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rozpoznat pii mikroskopické kontrole kultury. Pfitomnost mykoplasmat vede ke zpomaleni

proliferace bun¢k a ma dalekosahly vliv na vlastnosti kultury.

Bunécné kultury by mély byt pravidelné testovany na piitomnost mykoplasmat. Pouzivaji
se metody zalozené na detekci mykoplasmatické DNA pomoci PCR a fluorescencni barve-
ni bunék na DNA — pro kontaminaci mykoplasmaty je typicka ptitomnost extranuklearni
DNA. Mykoplasmata jsou velmi drobné organismy, objevi-li se v kultufe mykoplasmatic-
ka infekce, je velké nebezpeci, Ze se zanese 1 do dalSich kultur, se kterymi se v laboratofi
pracuje. Vzacnégji dochéazi ke kontaminaci kultur plisnémi a kvasinkami — nejcastéji se tak
stava u bun¢k dlouhodobé péstovanych s antibiotiky. Houby rostou mnohem pomaleji nez
bakterie a maji typickou, nezaménitelnou morfologii. Virové infekce kultur jsou pomérné
vzacné, jsou vsak obtizné detekovatelné. NejspiSe na né upozorni makroskopicka kontrola
kultury — objevuji se plaky, loZiska, v nichz doslo k bunééné lyze. Bakterialni infekce se
mezi kulturami snadno §ifi aerosoly, které vznikaji pti zakladnich postupech vcetné pipe-
tovani a které byvaji pomérn¢ stabilni (pfetrvavaji ve vzduchu fadu minut), snadno proto
dojde k dal$im kontaminacim. Zasadn¢ Ize 1écbu doporucit jen u vzacnych kultur, za néz

neni k dispozici nahrada. [FRESHNEY, 1992].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA

Cilem prace bylo zjistit vliv polyfenold extrahovanych z révy vinné na proliferaci eukaryo-
tickych bunék. V prvni fazi bylo nutné upravit koncentraci extraktti na cilové hodnoty.
Tyto koncentrované roztoky byly piidany k buitkdm a nechaly se kultivovat za vhodnych
podminek. Nasledné byla proliferace vyhodnocena pomoci MTT. Detekce apoptozy byla

provedena za pouziti prutokové cytometrie

6.1 Material

K praci byly pouzity tfi druhy bunék HaCaT (human adult low calcium temperature kerati-
nocytes), HepG2 (human hepatocellular carcinoma cells) a bunky vazivové tkané — (mouse
embryonic fibroblast cell line). Extrakty polyfenoli byly pfichystany ze slupek a bobu-

1i odrtid Frankovka, Muskat moravsky a Burgunda modra.

Tab. 3. Testovany material

Frankovka Muskat moravsky Burgunda modra
Slupky Slupky Slupky
- Bobule Bobule
pozdni sbér - pozdni sbér

6.1.1 Priprava extrakti

Polyfenoly byly extrahovany ze tii odrud takto: Hrozny byly smichany s kvasinkami Oeno-
ferm Bouguet (Erbsloh, Geisenheim ). Po fermentaci, ktera probihala 4 dny, byly homoge-
nizovany v methanolu a nasledné extrahovany pfi - 4 °C po dobu 3 hodin. Po extrakci se
na centrifuze pti 1800 ot. po dobu 10 minut oddélil supernatant. Sediment byl podroben
dalsi extrakci. Tento proces se opakoval tiikrat. Supernatanty obsahujici polyfenoly byly
zakoncentrovany ve vakuové odparce pii 40°C a zbytky byly rozpustény na koncentraci 1000

mg / ml.

6.2 Kultivace bunek

Ke kultivaci byly pouzity tii rizné bunéc¢né linie. Prvni linii byly lidské Kkeratinocyty —
HaCaT [BOUKAMP, 1988]. Druhou linii tvotili mysi fibroblasty NIH 3T3. Fibroblasty
se Casto pouzivaji pfi kultivaci keratinocytil, jelikoz plisobi podpiirné pfi jejich ristu,

Vv piipad¢ této kultivace vSak byly péstovany zvlast. NIH 3T3 poskytl k pouziti Cell Lines
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Service (Catalog No. 300493, Germany). Jako médium bylo pouzito kultivaéni Dulbecco's
Modified Eagle Medium se zvySenym obsahem glukozy, pridavkem 10% fetalniho séra
skotu a Penicilinu/Streptomycinu, (100 pg/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). Tieti
bunéénou linii byly HepG2 z ATCC (HB-8065). HepG2 byly kultivovany v ATCC Ea-
gl’s Minimum Essential Medium CC, jehoz soucasti byl ptidavek 10% fetalniho séra sko-

tu, 2 mM L-glutaminu a 50 pg/ml gentamycinu (PAA laboratoie GmbH, Rakousko).

6.3 Antiproliferacni test

Vzorky byly dezinfikovany vystavenim UV radiaci (258 nm) z nizkotlaké Hg lampy (UV-
C Long Life 30 W/G30TB, Phillips, Holandsko). Extrakty zvin byly nafedény
Vv kultivaénim médiu k ziskani roztokl s koncentracemi 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml. Tyto roz-
toky byly pouzity do 24 hodin od nafedéni. Buiiky byly napipetovany do 96 - ti jamko-
vych testovacich plati s koncentracemi 1x10° bun&k/ml. Bun&ené linie HaCat a NIH 3T3
byly predkultivovany 24 hodin, buiky v ptipadé HepG2 48 hodin. Kultury byly nasledné
nafedény. Jako kontrolni vzorek — blank, byly pouzity ¢isté linie bez pfidavku polyfenoli.
K posouzeni antiproliferaéni aktivity byl pouzit MTT test (Invitrogen Corporation, USA).
V piipad¢ HaCaT a NIH 3T3 doslo k vyhodnoceni po tiech a Sesti dnech kultivace,
v ptipadé HepG2 po c¢tyfech a osmi dnech. Inkubace probihala pii 37°C v 5% atmosféie
CO,.

Metoda MTT je zaloZena na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modré krystaly). Reakce
probihd na mitochondridlni membrané Zivych bunék. Formazan se rozpusti pfidanim silné-
ho detergentu dimethylsulfoxidu a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky pii vl-
nové délce 540 nm [BLACK, 1954] pomoci Sunrise microplate absorbance reader (Tecan,
Svycarsko). Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi Zivych bunék. Zivotaschop-
nost bunék byla vyjadfena jako absolutni hodnota buné€k pfitomnych v jednotlivych fedé-
nich, poptipad¢ na bunky kultivované v ¢istém médiu bez polyfenold. Vsechny testy byly
provedeny Ctyfikrat. Pro zobrazeni bunék a ziskani mikrosnimk pro fotodokumentaci byl
pouZzit invertovany mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus, CKX41). Rozdily mezi

pozorovanymi absorbancemi byly zjiSteny T-testem pomoci statistiky pro Windows.
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6.4 Metodika cytometrie

Na stanoveni apoptozy byly keratinocyty 24 hodin piredkultivované v 96ti jamkovych
destickach s vychozi koncentraci 1x10° bunék/ml média. Nésledné byly k buiikdm pidany
extrakty v ptislusné koncentraci polyfenold. Extrakty se nechaly piisobit na bunky dalsich
24 hodin. Jako kontrolni méfeni byly pouzity bunky kultivované v Cistém médiu bez ex-
trakt. Apoptické bunky byly vyhodnocené pomoci pritokové cytometrie, ktera umoznuje
analyzu fyzikalné-chemickych vlastnosti bunek béhem priichodu laserem. Méfeni probiha-
lo na pristroji BD FACSCanto Il (BD Biosciences) s HTS (High Throughput Sampler),
ktery umoziuje analyzu ptimo z 96-jamkovych desticek. Na analyzu a zpracovnani vy-
sledkt byl pouzity software BD FACSDiva. Apoptické buiiky byly identifikované pomoci
fluorescen¢niho propidium jodidu, ktery interaguje s DNA. Rychlost pfitoku vzorku byla
nastavend na 30 pl/sec a objem analyzovaného vzorku byl 25 pl. Avsak, vzhledem k tomu,
ze ptistroj byl doruc¢eny v pozd¢jSim terminu, v rdmci této prace se nestihlo dokonale zop-
timalozovat metodu na stanoveni apoptdzy eukaryotickych bunek. Z tohto divodu v praci
nejsou uvedené vysledky apoptdzy. V pfiloze této prace jsou grafy namérené pomoci této

metody.
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7 VYSLEDKY

K vyhodnoceni vlivu extraktli na buiky linii HaCaT a NIH 3T3 doslo po tfech a Sesti
dnech, v ptipadé¢ HepG2 pak po ¢tyfech a osmi dnech. Z kazdého vzorku jsou graficky
zaznamenany hodnoty absorbance, vzdy pét hodnot dle koncentrace extraktu. U odrudy
Burgundy modré byly pouzity slupky, bobule i bobule pozdniho sbéru, u Frankovky slupky

a bobule pozdniho sbéru a u Muskatu moravského byl extrakt ziskan ze slupek a bobuli.

7.1 Vliv extrakta ze slupek MusSkatu moravského

Grafy vlivu polyfenolli extrahovanych ze slupek Muskatu moravského na linie HaCaT |,
HepG2 a NIH 3T3 (Graf 1. — Graf 3.), ukazuji absorbanci MTT v porovnani s kontrolnim
meéfenim, na kterém je vidét rist bunék bez pridavku polyfenold. Mira absorbance zaroven
vyjadfuje miru proliferace. Byly pouzity koncentrace polyfenolickych latek 50 pg/ml,
25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/mla 1 pg/ml.

Z grafu 1. ktery znazoriuje antiproliferacni u¢inek na buiiky linie HaCaT za pfitomnosti
extraktd ze slupek Muskatu moravského je patrné, ze s postupné se zvySujici koncentraci poly-
fenoll se snizovala proliferace bun¢k. VSechny hodnoty byly statisticky vyznamné a diky vel-
mi malym smérodatnym odchylkdmje mozné méfeni oznacit za presné. Z vysledki tedy vy-
plyva pozitivni ucinek polyfenoli ze slupek této odridy na snizovani proliferace lidskych kera-
tinocytd. Jinak je tomu ale v ptipadé hepatocyti, jak je ziejmé z Grafu 2. Koncentrace
50 a 25 pg/ml mély zjevny antiprolifera¢ni u¢inek a byl také zjistén statisticky vyznamny roz-
dil avsak snizujici se koncentrace 5 pg/ml a 1 pg/ml byla jiz neefektivni, jednalo se o statistic-
ky nevyznamnéa méfeni, pii kterych jiz nedochdzelo k ovlivnéni bunécného ristu. Toto mohlo
byt zplisobeno absenci anebo naopak nadbytkem zastoupeni urc¢itého polyfenolu v dané kon-
centraci, coz mohlo mit za nasledek zménu mechanismu plisobeni extraktu. Posledni graf, zna-
zoriyjici antiproliferacni efekt extraktu ze slupek Muskatu moravského na linii mysich fibrob-
lasti je také zcela odlisny od ptedchoziho. Kazda koncentrace ma velmi podobny snizeny anti-
proliferani uc¢inek. Na zadklad¢ zjiSténi statisticky vyznamného rozdilu u téchto koncentraci
polyfenoll je tento ucinek prukazny. Lidské keratinocyty jsou ovlivnény polyfenoly které
pochazeji z extraktu ze slupek MusSkatu moravského dle koncentraci. Pti nejvyssi koncent-
raci - 50 pg/ml byla nejniz8i mira proliferace, nejvyssi pak pii nejnizsi koncentraci 1 pg/ml.
Je tedy ziejmé, ze bunécna linie HaCaT je odolna vici polyfenolim dle vyse jejich koncentra-
ce, V pfimo imérném mnozstvi. Bunécéna linie HepG2 plisobi na proliferaci aZ od koncentrace

25 pg/ml a vyse, niz§im koncentracim extraktu ze slupek Muskatu moravského je tato linie
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odolna. Nejvariabilnéjsi odolnost viéi zvysujicimu se obsahu polyfenold byla prokazana
u mysich fibroblastt, jelikoz byla naméfena velmi podobna absorbance u vsech koncentraci.
Tab. 4. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych ve slup-

kach Muskétu moravského na buitky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,2313 0,0329**
25 ug/ml 0,3163 0,0253**
Muskat moravsky
10 ug/ml 0,3423 0,0228**
slupky
5 ug/mi 0,4091 0,0443**
1 ug/ml 0,4835 0,0448**
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 1. Antiproliferacni vliv extrakti ze slupek Muskatu moravského na buiiky HaCaT,

vyjadien hodnotou absorbance
1.0 T T
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Tab. 5. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych ve slup-

kach Muskétu moravského na buitky HepG2 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,2638 0,0183**
Muskat moravsky 25 ug/ml 0,4059 0,0365**
slupky 5 ug/ml 0,6970 0,1243*
1 ug/ml 0,7700 0,0972*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 2. Antiprolifera¢ni vliv extraktd ze slupek Muskatu moravského na bunky HepG2,

vyjadien hodnotou absorbance
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Tab. 6. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych ve slup-

kach Muskatu moravského na buitky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,5849 0,0635**
25 ug/ml 0,6608 0,0301**
Muskat moravsky
10 ug/mi 0,6061 0,0695**
slupky
5 ug/ml 0,6226 0,0413**
1 ug/ml 0,5536 0,0570**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
Graf 3. Antiproliferacni vliv extraktd ze slupek Muskatu moravského na buitky NIH 3T3,

vyjadien hodnotou absorbance
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7.1 Vliv extrakta z bobuli MusSkatu moravského

Grafy vlivu polyfenolii extrahovanych z bobuli Muskatu moravského na linie HaCaT ,
HepG2 a NIH 3T3 (Graf 4. — Graf 6.), ukazuji absorbanci MTT vyjadfujici pocet bungk,
V porovnani s kontrolnim méfenim, na kterém je vidét rist bun¢k bez piidavku polyfenola.
Z Grafu 4. — vliv extraktd z bobuli Muskatu moravského na linii keratinocytd je patrné,
7e V koncentracich 50 a 25 ug/ml se se zvySujici koncentraci zvySovala i antiproliferacni

aktivita. Vyjimkou je koncentrace 10 a 5 ug/ml. Pti koncentraci 5 ug/ml je antiprolifera¢ni
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aktivita nejvyssi ze zkoumanych koncentraci a byl zde jako u ostatnich zjistén statisticky
vyznamny rozdil. Je to zpiisobeno ziejme tim, ze aktivni latky extraktl pfi dané koncentra-
ci maji vyS$$i inhibi¢ni u¢inek na proliferaci. AvSak u koncentrace 10 ug/ml nebyl proka-
zan statisticky vyznamny rozdil. Tato koncentrace je tedy na linii HaCaT neucinna. Graf
5., ktery zobrazuje ucinek riiznych koncentraci extraktti na linii hepatocytli udava podobné
vysledky jako Graf 2., kdy na linii HepG2 putsobily extrakty ze slupek této odrudy. Pii
zvysujicich se koncentracich polyfenoli se zvysSoval i antiproliferacni efekt. U 10 a 5
ug/ml je vétsi smérodatna odchylka, coz svéd¢i o velké variabilité mezi méfenimi ale i u
téchto koncentraci byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Koncentrace polyfenolt 1 ug/ml
ovSem jiz nema vliv na buniky, statisticky vyznamny rozdil nebyl prokazan. Posledni Graf
6., znazornujici vliv extraktti polyfenolu na linii mysich fibroblastu je také velmi podobny
grafu 3., kdy na NIH 3T3 pusobily polyfenoly ze slupek Muskatu moravského. Antipro-
lifera¢ni ucéinek extrakt byl pti vSech koncentracich velmi podobny pohyboval se kolem
hodnoty 0,6, coz je zplsobeno zvysenou odolnosti této linie, jak pfi nejnizsi tak i pfi nej-

vys$§i méfené koncentraci.

Tab. 7. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v bobulich

Muskatu moravského na buitkky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,4997 0,0239**
Muskat moravsky 25 ug/mi 0,5261 0,0465**
bobule 10 ug/ml 0,5568 0,0425*
5 ug/mi 0,4580 0,0283**
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 4. Antiproliferacni vliv extraktd z bobuli Muskatu moravského na bunky HaCaT, vy-

jadten hodnotou absorbance
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Tab. 8. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsaZenych v bobulich

Muskatu moravského na buitky HepG2 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,2640 0,0237**
25 ug/ml 0,4403 0,0231**
Muskat moravsky
10 ug/ml 0,5723 0,1246**
bobule
5 ug/ml 0,5463 0,1302**
1 ug/ml 0,6627 0,0513*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 5. Antiproliferacni vliv extraktd z bobuli Muskatu moravského na bunky HepG2, vy-
jadten hodnotou absorbance
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Tab. 9. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych v bobulich

Muskatu moravského na buiiky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,5889 0,0401**
25 ug/mi 0,6360 0,0593**
Muskat moravsky
10 ug/ml 0,6148 0,0761**
bobule
5 ug/ml 0,6011 0,0556**
1 ug/ml 0,6560 0,0561**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 6. Antiproliferacni vliv extrakti z bobuli Muskatu moravského na bunky NIH 3T3,
vyjadien hodnotou absorbance
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7.2 Vliv extrakti z bobuli Burgundy modré

Nasledujici grafy (Graf 7. — Graf 9.) znazornuji vliv polyfenolti extrahovanych z bobuli
Burgundy modré na bunécné linie lidskych keratinocytt, hepatociti a fibroblasti hodnotou
absorbance. Mira absorbance zaroven vyjadfuje miru proliferace. Byly pouzity koncentrace

polyfenolickych latek 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml 5 pg/mla 1 pg/ml.

Graf 7. ukazuje vysledky HaCaT pro extrakty z bobuli Burgundy modré. Od koncentrace 5 az
50 pg/ml se tak jako u pfedchozich vysledki linii HaCaT zvysuje antiprolifera¢ni uéinek. Tak-
to tomu ale neni u koncentrace 1 pg/ml, kde je G€inek dokonce nejvyssi. ZvySeni antiprolife-
ra¢niho u¢inku u nejmensi koncentrace mize byt zplisobeno vlivem jednotlivého zastoupeni
urc¢itého polyfenolu ve smési. V grafu 8., ktery ukazuje vysledky HepG2 je patrny zvySujici se
antiproliferacni ucinek spolu se stoupajici koncentraci. I kdyz u koncentraci 5 a 1 pg/ml jsou
veétsi smérodatné odchylky, u vSech vysledkl byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil. Mizeme
tedy fici, Ze se zvysujici se koncentraci extraktu z bobuli Burgundy modré se zvySuje i inhibice
proliferace linie hepatocytl. Vysledky z grafu 9., které ukazuji antiproliferacni efekt extraktt
Z bobuli Burgundy modré jsou zcela odlisné od piedchozich grafii s vysledky t¢inku na fibrob-
lasty, které byly téméf totozné. Z grafu je patrné, Ze pii snizujici se koncentraci se zvysuje an-
tiprolifera¢ni ucinek, a to zejména u 5 a 1 ug/ml kdy je antiprolifera¢ni G¢inek nejvyssi. Ab-

sorbance pro koncentrace 10, 25 a 50 ug/ml je velmi podobna a to v rozmezi od 0,59 do
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0,6. Jelikoz vsechny vysledky této linie mély velmi malé odchylky, jsou primérné hodnoty
velmi presné. Z vysledkli vyplyva pozitivni ucinek polyfenold této odriidy na snizovani pro-
liferace bunék.

Tabulka 10. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v

bobulich Burgundy modré na buitky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,4528 0,0395**
Burgunda modra 25 ug/mi 0,4383 0,0352**
bobule 10 ug/ml 0,4842 0,0264**
5 ug/ml 0,5346 0,0445**
1 ug/ml 0,4349 0,0208**
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 7. Antiproliferacni vliv extrakti z bobuli Burgundy modré na bunky HaCaT, vyjadien

hodnotou absorbance
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Tab. 11. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v bobu-

lich Burgundy modré na buiiky HepG2 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,4526 0,0192**
25 ug/ml 0,4835 0,0498**
Burgunda modra
10 ug/mi 0,4862 0,0447**
bobule
5 ug/ml 0,5030 0,0923**
1 ug/ml 0,5673 0,1146**
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 8. Antiprolifera¢ni vliv extraktl z bobuli Burgundy modré na buniky HepG2, vyjadien

hodnotou absorbance
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Tab. 12. Antiproliferac¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v bobu-

lich Burgundy modré na buniky NIH3T3 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,5937 0,0625**
25 ug/ml 0,5834 0,0475**
Burgunda modra
10 ug/mi 0,5886 0,0501**
bobule
5 ug/ml 0,5433 0,0532**
1 ug/ml 0,5263 0,0209**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 9. Antiprolifera¢ni vliv extraktl z bobuli Burgundy modré na buriky NIH 3T3, vyjad-

fen hodnotou absorbance
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7.3 Vliv extrakti ze slupek Burgundy modré

Grafy vlivu polyfenoll extrahovanych ze slupek Burgundy modré na bunécné linie HaCaT
(Graf 10.), HepG2 (Graf 11.) a NIH 3T3 (Graf 12.) ukazuji absorbanci MTT vyjadiujici
pocet bunck, v porovnani s kontrolnim méfenim, na kterém je vidét volny riist bunék. Mira
absorbance zaroven vyjadifuje miru proliferace. Byly pouZity koncentrace extrakti 50 pg/ml

25 pug/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml a 1 ug/ml. V grafu je vZzdy kontrolni méfeni, bez ptidavku extrak-
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tu. V méfeni pro HaCaT je zaznamenana zvySujici se mira proliferace, v zavislosti na snizujici
se koncentraci extraktd polyfenoli. Nejnizsi koncentrace - 1 pg/ml ma tedy i nejmensi antipro-
lifera¢ni u¢inek na linii keratinocytl. Zato extrakt o koncentraci 50 pg/ml ze slupek Burgundy
modré ma nejvyssi antiproliferaéni t¢inek z doposud znazornénych vysledki na linii HaCaT.
Hodnota absorbance u této koncentrace klesla na 0,25. U vyse zobrazenych vysledku ti¢inki na
tuto linii mira proliferace zatim nedosahla tak nizké hodnoty. Podobny efekt méla tato a kon-
centrace 25 pg/ml ze slupek Burgundy modré na linii hepatocytti, hodnoty absorbance byly
téméf totozné — 0,28 a 0,29. Cim vétsi byla koncentrace polyfenold, tim vice se zvySoval anti-
prolifera¢ni Ui¢inek. Jinak je tomu ale u vysledka ptisobeni 10, 5 a 1 pg/ml extraktu. Tyto kon-
centrace nenabyly statisticky vyznamného rozdilu, piisobi tedy neefektivné na linii hepatocytu.
Posledni graf znazoriiuje ucinek vinného extraktu ze slupek Burgundy modré na NIH 3T3.
Hodnota absorbance u vSech koncentraci byla opét ve velmi malém rozmezi od 0,58-0,59
a u vsech vysledkl byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Jak bylo jiz zminéno vyse, mysi

fibroblasty jsou stejn¢ odolné vsem pouzitym koncentracim.

Tab. 13. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych ve slup-

kach Burgundy modré na buitky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,2428 0,0629**
25 ug/mi 0,4100 0,0792**
Burgunda modra
10 ug/ml 0,4915 0,0861**
slupky
5 ug/mi 0,4700 0,0735**
1 ug/ml 0,5207 0,0455**
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 10. Antiproliferacni vliv extraktl ze slupek Burgundy modré na buinky HaCaT, vyjad-

fen hodnotou absorbance
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Tab. 14. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych sloucenin obsazenych ve slup-

kach Burgundy modré na buitky HepG2 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Pramér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,2574 0,0140**
25 ug/mi 0,3120 0,0312**
Burgunda modra
10 ug/ml 0,7118 0,0721**
slupky
5 ug/mi 0,6861 0,1506*
1 ug/ml 0,7398 0,2469*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 11. Antiproliferacni vliv extraktl ze slupek Burgundy modré na buiky HepG2, vyjad-

fen hodnotou absorbance
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Tab. 15. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych ve slup-

kach Burgundy modré na buitky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,5564 0,0277**
25 ug/ml 0,5673 0,0336**
Burgunda modra
10 ug/ml 0,5608 0,0455**
slupky
5 ug/ml 0,5639 0,0373**
1 ug/ml 0,5740 0,0730**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 12. Antiproliferacni vliv extraktl ze slupek Burgundy modré na buitky NIH 3T3, vy-

jadten hodnotou absorbance
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7.4 Vliv extrakti z bobuli pozdniho sbéru Burgundy modré

Nasledujici vysledky (Graf 13 — Graf 14.) zobrazuji vliv extrakti polyfenold pochazejicich
z pozdniho sbéru Burgundy modré na bunécné linie keratinocytli, hepatocytt a fibroblastd.
Absorbance u koncentraci 50, 25, 10 a 1 ug/ml z grafu 13., ktery znazornuje G¢inek extrak-
tu z pozdniho sbéru na linii HaCaT, se nachéazi v téméf stejné roviné, a to od 0,37 do 0,39.
U méfeni 5 ug/ml se hodnota snizila na 0,3, ale smérodatna odchylka byla vysoka, coz bylo
zpiisobeno velkou variabilitou mezi méfenimi. U vSech vysledkid byl prokézan statisticky
vyznamny rozdil. Graf 14. ukazuje vysledky méfeni pro HepG2. Nejefektivngjsi antipro-
lifera¢ni u¢inek byl u nejvyssi koncentrace 50 ug/ml kdy absorbance klesla na hodnotu 0,3.
Vysledky pro 25, 10 a 5 ug/ml byly velmi podobné, hodnoty absorbance se pohybovaly
v rozmezi od 0,5 do 0,58, antiprolifera¢ni u¢inek tedy oproti predeslé koncentraci zdaleka
nedosahl takového efektu. U koncentrace 1 ug/ml nebyl prokazan statisticky vyznamny
rozdil, nizka koncentrace tedy neovlivnila buné¢nou linii hepatocytii. Graf 15. znazoriuje
miru proliferace bunécné linie mysich fibroblastd ovlivnénou koncentracemi extraktl
z pozdniho sbéru Burgundy modré. Koncentrace 50 az 1 ug/ml se podobné jako u ptredcho-
zich grafi zobrazujicich Gc¢inky extrakti na tuto linii pohybovaly okolo absorbance 0,6.

V piipadé koncentrace 10 ug/ml doslo k patrnému sniZeni proliferace, toto bylo ziejmé
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zpuisobeno zastoupenim urcitého polyfenolu, ktery pravé pii této koncentraci ptisobil vice

inhibi¢né.

Tab. 16. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych

V bobulich pozdniho sbéru Burgundy modré na butiky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,3429 0,0404**
25 ug/ml 0,3839 0,0615**
Burgunda modra
10 ug/mi 0,3623 0,0350**
pozdni sbér
5 ug/mi 0,2798 0,0754**
1 ug/ml 0,3572 0,0396**
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 13. Antiproliferacni vliv extraktl z bobuli pozdniho sbéru Burgundy modré na bunky

HaCaT, vyjadien hodnotou absorbance
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Tab. 17. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v bobu-

lich pozdniho sbéru Burgundy modré na bunky HepG2 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,2688 0,0861**
25 ug/ml 0,5670 0,0677**
Burgunda modra
10 ug/mi 0,5575 0,1369**
pozdni sbér
5 ug/ml 0,5141 0,0987**
1 ug/ml 0,7482 0,1289*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 14. Antiproliferacni vliv extraktli z bobuli pozdniho sbéru Burgundy modré na bunky

HepG2, vyjadien hodnotou absorbance
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Tab. 18. Antiproliferac¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych v bobu-

lich pozdniho sbéru Burgundy modré na bunky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,6047 0,0839**
25 ug/ml 0,5598 0,0743**
Burgunda modra
10 ug/mi 0,5377 0,0335**
pozdni sbér
5 ug/ml 0,6607 0,0618**
1 ug/ml 0,6098 0,0362**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 15. Antiproliferacni vliv extraktli z bobuli pozdniho sbéru Burgundy modré na bunky

NIH 3T3, vyjadien hodnotou absorbance
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7.5 Vliv extrakti ze slupek Frankovky

Grafy 16 — 18. poukazuji na vliv extrakti polyfenolt ziskanych ze slupek Frankovky
na bunécné linie HaCaT, HepG2 a NIH 3T3. Vysledky u koncentraci 50 a 25 ug/ml pro
linii keratinocytt, které znazoriiuje graf 16. udavaji, ze se zvysujici se koncentraci se zvy-

Suje i antiprolifera¢ni ucinek. V pfipadé méfeni koncentrace 10 ug/ml dochazi oproti ostat-
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nim vysledkim k mirnému poklesu proliferace. Miize to byt zpisobeno zménou mecha-
nismu urcitého polyfenolu, ktery na bunky v dané koncentraci ptisobi vice inhibi¢né. Vy-
sledky ptisobeni extraktu na bunécnou linii HepG2, zndzornéné v grafu 17. ukazuji nejvys-
§i antiprolifera¢ni u¢inek u koncentrace 5 a 10 ug/ml s nejmensi variabilitou smérodatnych
odchylek, tudiz jsou primérné hodnoty velmi ptesné. U koncentrace 25 a 50 ug/ml dochazi
ke zvyseni proliferace, a u téchto vysledka byly také velké smerodatné odchylky. Vysledna
prumérna absorbance je tedy mén¢ piesna. Posledni koncentrace 1 ug/ml jiz nebyla efek-
tivni, nebyl u ni prokdzan statisticky vyznamny rozdil. Graf 18., ktery ukazuje vysledky
ucinkl extraktll ze slupek Frankovky na linii NIH 3T3 udavé, ze kazda koncentrace ma
velmi podobny sniZzeny antiproliferacni u¢inek, pfi¢emz se hodnota absorbance opét pohybuje

V malém rozmezi, a to od 0,53 do 0,6.

Tab. 19. Antiproliferac¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych ve slup-

kach Frankovky na buiiky HaCaT pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/mi 0,4104 0,0402**
25 ug/ml 0,4663 0,0162**
Frankovka
10 ug/ml 0,4367 0,0180**
slupky
5 ug/mi 0,4816 0,0206**
1 ug/ml 0,5611 0,1330*
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 16. Antiproliferacni vliv extraktl ze slupek Frankovky na buniky HaCaT, vyjadien
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Tab. 20. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych ve slup-

kach Frankovky na buitky HepG2 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,4888 0,0758**
25 ug/ml 0,5290 0,0724**
Frankovka
10 ug/ml 0,4318 0,0437**
slupky
5 ug/ml 0,4485 0,0190**
1 ug/mi 0,6068 0,0638*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 17. Antiproliferacni vliv extraktd ze slupek Frankovky na buinky HepG2, vyjadien

hodnotou absorbance
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Tab. 21. Antiprolifera¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych ve slup-

kach Frankovky na buitky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odrida Koncentrace Priamér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,5411 0,0443**
25 ug/mi 0,5346 0,0723**
Frankovka
10 ug/ml 0,5955 0,0333**
slupky
5 ug/ml 0,5813 0,0602**
1 ug/mi 0,5804 0,0546**
Kontrola 0,7989 0,0857*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)
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Graf 18. Antiproliferacni vliv extraktl ze slupek Frankovky na buniky NIH 3T3, vyjadien

hodnotou absorbance
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7.6 Vliv extraktii z bobuli pozdniho sbéru Frankovky

Nasledujici vysledky (Graf 19. — Graf 21.) zobrazuji vliv extraktid polyfenolti pochéazeji-
cich z bobuli pozdniho sbéru Frankovky na buné¢né linie keratinocytl, hepatocytu a fib-
roblasti. Graf 19., zndzornujici ptisobeni extrakti na linii HaCaT udava, ze se zvysujici
se koncentraci se zvy3uje antiprolifera¢ni efekt. Uginek je oproti pfedchozim vysledkiim
stejné linie niz§i, a u koncentraci 5, 10, 25 a 50 pg/ml mizeme pozorovat jen velmi malé
zvySeni, v zavislosti na rozdilnych koncentracich. Koncentrace 1 pg/ml byla jiz neefektivni,
jednalo se o statisticky nevyznamné méfeni, pii kterém jiz nedochazelo k ovlivnéni bunééného
rastu. Z grafu 20., ktery znazornuje ucinek linie HepG2 je ziejmé, ze efektivni byla pouze nej-
vyssi koncentrace polyfenolickych extraktl a to 50 pg/ml, u které byl taky jako u jediné z toho
méfeni zjiStén statisticky vyznamny rozdil. U koncentraci 25 az 1 pg/ml jiz nedochazelo
k ovlivnéni buné¢ného rustu, tudiz mizeme fici, ze extrakt z bobuli pozdniho sbéru Frankovky
je v nizsich koncentracich pro potla¢eni HepG2 neefektivni. Vliv extraktii polyfenolti na bu-
nécnou linii NIH 3T3 je zaznamenan v grafu 21. Tento, podobné jako piedchozi vysledky stej-
né linie zobrazuje téméf rovnou kiivku praméri absorbance, opét pohybujicich se kolem hod-

noty 0,6. U vSech koncentraci byl zjistén statisticky vyznamny rozdil.
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Tab. 22. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych

V bobulich pozdniho sbéru Frankovky na buiiky HaCaT pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,4861 0,0519**
25 ug/ml 0,4686 0,0962**
Frankovka
10 ug/mi 0,4821 0,0382**
slupky
5 ug/ml 0,5014 0,0570**
1 ug/ml 0,5508 0,0991*
Kontrola 0,5846 0,0698*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 19. Antiprolifera¢ni vliv extraktl z bobuli pozdniho sbéru Frankovky na buiiky Ha-

CaT, vyjadien hodnotou absorbance
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Tab. 23. Antiproliferacni vliv koncentraci polyfenolickych slou¢enin obsazenych

Vv bobulich pozdniho sbéru Frankovky na buitkky HepG2 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka

50 ug/ml 0,5443 0,0753**
25 ug/ml 0,6360 0,0763**

Frankovka
10 ug/mi 0,6583 0,1416*

pozdni sbér
5 ug/ml 0,7388 0,0773*
1 ug/ml 0,7459 0,1855*
Kontrola 0,7717 0,1866*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 20. Antiprolifera¢ni vliv extrakt z bobuli pozdniho sbéru Frankovky na buiiky He-

pG2, vyjadren hodnotou absorbance
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Tab. 24. Antiproliferac¢ni vliv koncentraci polyfenolickych slouc¢enin obsazenych

V bobulich pozdniho sbéru Frankovky na buiiky NIH 3T3 pomoci MTT testu

Odruda Koncentrace Prumér Smér.odchylka
50 ug/ml 0,5813 0,0193**
25 ug/ml 0,5637 0,0458**
Frankovka
10 ug/mi 0,5632 0,0435**
pozdni sbér
5 ug/ml 0,5887 0,0376**
1 ug/ml 0,5801 0,0519**
Kontrola 0,7989 0,0857**

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech zobrazuji hladinu vyznamnosti P < 0,05 (*,**)

Graf 21. Antiproliferacni vliv extrakt z bobuli pozdniho sbéru Frankovky na buniky NIH

3T3, vyjadien hodnotou absorbance
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7.7 Diskuze

V nasledujici kapitole byl sledovan vliv extrakt obsahujicich polyfenolické latky, které byly
ziskany ze tfi riiznych odrid révy vinné a to jak z bobuli, tak 1 ze slupek, na tii nadorové linie.
Pro extrakci latek (ktera ale nebyla sou¢asti mé diplomové prace, extrakty byly pfedem piipra-
veny), byly pouzity z ¢ervenych vin slupky, bobule a bobule pozdniho sbéru odridy Burgundy
modré a Frankovka. Zastupcem bilych vin byl MuSkat moravsky, ze které¢ho byly pouzity
slupky a bobule. Z kazdého vzorku bylo nafedéno pét extraktii o rizné koncentraci (50 pg/ml,
25 ug/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml), které jsme nasledné nechali ptisobit na bunééné linie
keratinocytti (HaCaT), hepatocyti (HepG2) a fibroblastia (NIH 3T3).

Na bunéénou linii HaCaT byl zaznamenan nejvétsi antiproliferacni Gc¢inek v piipade ex-
traktu ze slupek Burgundy modré a Muskatu moravského pti koncentraci 50 pg/ml. Jinak
tomu ale bylo u pouziti extrakti z bobuli a bobuli pozdniho sbéru Burgundy modré kdy
byla nejvétsi antiproliferacni aktivita zaznamendna u nejnizSich koncentraci 1 a 5 pg/ml.
Pii plsobeni extraktd ze slupek a z bobuli pozdniho sbéru Frankovky nebyla u této linie
zaznamenana rapidné se zvySujici nebo sniZujici se antiproliferacni aktivita. Na buné€nou
linii HepG2 byl zaznamenan nejvétsi antiproliferacni Uc¢inek extrakti ze slupek, bobuli
a bobuli pozdniho sbéru odriid Muskat moravsky a Burgunda modr4 a v piipadé bobuli
pozdniho sbéru Frankovky u nejvyssich pouzitych koncentraci 50 a 25 pg/ml. Vyjimkou
byla nizka koncentrace Spg/ml pii puisobeni extraktu ze slupek Frankovky, kdy byl dosa-
Zen antiproliferacni ucinek na tuto linii nejvyssi. U bunécné linie NIH 3T3 byla témér
u vSech extraktii a koncentraci mira proliferace stejnd. Nebylo zaznamenano jeji rapidni
zvyseni, sniZujici se proliferace je patrnd jen u koncentraci 1 a 5 pg/ml v pfipadé€ extraktu
Z bobuli Burgundy modré. Nelze tedy fici, Ze nejvyssi koncentrace je nejucingjsi, rozhodu-
jici je obsah polyfenlickych latek v extraktu, protoze ze slupek a bobuli ziskame extrakty

s rozdilnym zastoupenim dil¢ich polyfenold ve smési.

Vliv polyfenolt na rizné druhy rakovinové tkan¢ byl jiz v minulosti souc¢asti mnoha studii.
Riizné protektivni G€inky polyfenolii chranici pfed vznikem a rozvojem nadorového one-
mocnéni byly prokazany na rtznych modelech in vitro i in vivo. Antiprolifera¢nim ucin-
kem polyfenolickych sloucenin se zabyval napi. Juranic [2005]. Smés polyfenolli z malin
byla testovana na maligni linii bun€k karcinomu kolonu LS174 a u mononuklearnich bu-
nék imunitniho systému. Za pfitomnosti extraktu se vyznamné snizil pocet nadorovych
bunék oproti stejnym buitkam v kultivaénim médiu. Antiproliferacni vlastnosti na nddoro-

vé bunky pifimo imérné zévisely na obsahu kyseliny ellagové v extraktu. U aktivovanych
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bun¢k imunitniho systému se neprojevil antiproliferativni efekt extrakti az do znacné vy-
sokych koncentraci (67%). Dalsi vyzkum provedl Shoene a kolektiv [2005], ve kterém
byly bunécné linie vystaveny polyfenolickym extraktliim ze skotice. Skoficovy extrakt vy-
kazoval antiproliferativni vlastnosti u tfi rozdilnych bunécnych linii, coz se projevilo sni-
zenim poctu bunck. Extrakt navic snizoval mnozstvi bun¢k ve fazi GO/G1 ve prospéch
ostatnich fazi bun&éného cyklu. Rada polyfenolickych latek navozuje u bunék stav nazy-
vany jako ,.cell cycle arrest” (CCA). Jedna se o blok klicovych krokii bunééného cyklu,
z ¢ehoz plyne neschopnost buiiky vstupovat do ostatnich fazi bunééného cyklu a tim i ne-
schopnost mitézy. Blok nastavd vétSinou ve fazi GO a buiika neni schopna vstupovat
do faze G1. Kromé¢ jiz zminéného extraktu ze skofice ma stejny Gc¢inek delfinidin a jiné

polyfenoly [CHEN et al 2004].

Za vyssi antiproliferaéni aktivitu, pozorovanou pii pusobeni extrakti ze slupek ¢ervenych
vin zodpovida nejspise resveratrol, jehoz obsah je vyssi ve vinech ¢ervenych nez bilych,
coz souvisi s technologii vyroby ¢ervené¢ho vina, v némz jsou vyluhovany slupky hrozni,
kde se resveratrol a dalsi polyfenoly vyskytuji ptedevsim. Vlivem resveratrolu a navoze-
nim apopt6zy se zabyvala studie provedena Mertens-Talcottovou a kolektivem. Konkrétné
se jednalo o interakce resveratrolu, kvercetinu a kyseliny ellagové a jejich vliv na leuke-
mické bunky. Buiikky inkubované pouze s resveratrolem a kvercetinem vykazovaly snize-
nou zivotaschopnost, pii¢emz resveratrol byl u¢inngjsi. Kyselina ellagova v pouzité kon-
centraci vSak nevykazovala zadné ucinky. V kombinaci vSech tii polyfenolll bylo mozné

pozorovat aditivni povahu interakce [MERTENS-TALCOTT et. al., 2005].

Zastupcem bilych vin byl Muskat moravsky. Bila odriida byla v ptipad¢ extraktl z bobuli
ucinnéjsi pri nizsich koncentracich, coz potvrzuje i studie, kterou provedl Stratil a kolektiv
[2008], ktery urcil n€kolik rozdili mezi antioxidacni aktivitou bilych a Cervenych vin
a ve srovnani s ostatnimi, stanovil nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity pro bil4 a sherry
vina. Naopak u studii ¢ervenych vin se nazory shoduji na faktu, ze fyziologické ucinky
mohou byt dosazitelné az v koncentracich, které se béZzné nekonzumuji (> 2g/den za pied-

pokladu 50 kg télesné hmotnosti) [FERNANDEZ-PACHON, 2006].

Fakt, ze polyfenolické latky obsazené ve vin€ maji vliv na nadorové linie potvrzuje i Stu-
die, kterou provedl Kim a spol. [2006], kteti prokazali fadou molekularnich metod sledo-
vani u¢inkl polyfenoli obsazenych ve viné na bunécné linii karcinomu tlustého stieva
SNU-C4, ze tyto latky v koncentraci 100 mikrogramt/ ml podporuji funkci proapototické-

ho genu bax a kaspazy 3, zatimco vliv antiapoptotického genu blc-2 je jimi blokovan. Do-
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chézi k tomu pfi koncentracich 100 mikrogram/ml, coz jsou davky dosazitelné i pfi umir-
néné konzumaci vina. Wolter a spol. [2004] sledovali zejména Gcinky trans-resveratrolu
ve vztahu k pienosu nékterych klicovych signalt v bunikach. Opét na modelech kolorektal-
nich karcinomu zjistili snizeni exprese nékterych proto-onkogent, snizeni aktivity riznych
proteinovych kindz a také pokles aktivity ornithin dekarboxyldzy, ktera je klicovym enzy-
mem v syntéze polyamini. Je jiz dlouho znamo, Ze polyaminy hraji nepfiznivou roli

ve vzniku 1 rustu nadord.

Také prace W. M.Schoonena z Hutchinsonova Ustavu pro vyzkum rakoviny v Seattlu,
srovnavajici piti alkoholickych ndpoji ve skupinich 753 pacientli s rakovinou prostaty
a 703 zdravych muzi ptinesla zavér, Ze pii hodnoceni tydennich davek pravidelné vypité-
ho Cerveného vina vedly tyto k redukci rizika rakoviny prostaty o 6 %. Ptinos bioaktivnich
polyfenolickych latek obsazenych ve viné tedy pravdépodobné znaéné pievysuje potenci-

alni riziko davek alkoholu umirnéné pitého vina.

ey ee

smési latek v jednom ndpoji, ale zejména farmakologickych moznosti z n&j extrahovanych
latek, kde metodickou nutnosti je popis G€inku ve vztahu k pfesné stanovenym davkam.
Riznost koncentraci sledovanych latek ve viné podle odridy révy, mista produkce i zpu-
sobu zpracovani a dosavadni absence metodik jejich stanovovani, jak je jiz bézné u konce-
trace alkoholu, je zatim ptekazkou organizace klinickych studii a tudiz i efektnéjsiho prak-
tického vyuziti. Mechanismus U¢inku jednotlivych polyfenolii zavisi ve vétSiné piipadi
na jejich chemické struktute, kterd je velmi rliznoroda, a proto i moZnosti, jakymi polyfe-
noly chrani organismus ptfed vznikem nadort, je nékolik. Na zakladé mnozstvi protektiv-
nich vlastnosti a smési polyfenoli zastoupenych ve strave, 1ze vyslovit domnénku, Ze jejich
pasobeni proti karcinogenezi ma nejspi§ komplexni charakter slozeny z ptispévku jednotli-

vych latek
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8 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo popsat vliv polyfenoli extrahovanych z riiznych odrad révy
vinné na bunééné linie. Extrakty z vin byly nafedény v kultiva¢nim médiu k ziskani rozto-
ka s koncentracemi 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml, které nasledné pusobily na tfi druhy bunéénych
linii. K posouzeni antiproliferacni aktivity byl pouzit MTT test. Byly pouzity tfi odrudy
vina. Burgunda modra a Frankovka byly zastupci ¢ervenych vin, bilou odriidu zastoupil
Muskat moravsky. Byly také porovnavany rozdily mezi ucinkem polyfenola z celych bo-

buli a ze slupek jednotlivych odrid. Vliv téchto polyfenolti byl testovan na tfech bunéc-

nych kulturach HaCaT, HepG2 a NIH 3T3.

Jelikoz jsem nestanovovala celkovy obsah polyfenold, ale jen u€inky riizné koncentrova-
nych extraktd, mohu tedy pouze porovnat piisobeni odrid na rtizné druhy linii. VSechny
polyfenolické extrakty dosahovaly antiprolifera¢nich uc¢inki. Podle materidlu pouzitého
k extrakci polyfenold byly nejméné G¢inné bobule révy vinné, nasledné pozdni sbér hrozni
a nejucinngji plsobily vzorky ze slupek vina. VéEtSina extrakti plisobila na zmirnéni pro-
liferace od koncentrace 1 pg/ml a nejvice pozitivnich vysledkt bylo zaznamenano u kon-
centrace nejvyssi - 50 pg/ml. Pii porovnani bunécnych linii byla nejodolnéjsi NIH 3T3,
ktera u vSech pouzitych extraktt (slupky, bobule) prokazovala téméf shodnou miru prolife-
race. HaCaT a HepG2 se déli o druhé misto, pficemz ob¢ linie byly méné odolné extrak-
tim ze slupek. Z pohledu pouzité koncentrace polyfenolt vysla jako nejucinngjsi odruda Bur-
gundy modré, jejiz extrakty vyznamné pusobily jiz v malych koncentracich a také ptsobily
nejveétsi mérou, zejména extrakty z pozdniho sbéru. Druhy byl Muskat moravsky, ktery jiz ale
nedoséahl takového ucinku. Frankovka proliferaci také ovlivnila, ale pouze v nejvyssich kon-
centracich a nepfili§ vyznamné. Tyto vysledky naznacuji, Ze vinné extrakty mohou byt pouzity

pro 1écbu a prevenci nadorovych onemocnéni.
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