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ABSTRAKT

Polyfenoly maji mnoho chemickych, biochemickych, ¢i biologickych vlastnosti. Mohou
sledovanim vlivu polyfenoli ziskanych z jedlych kvéth na proliferacni aktivitu eukaryotic-
kych bunek. U hodnoceni antiproliferacniho efektu in vitro bylo pouzito pét riznych kon-
centraci roztokl polyfenola (50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml). Studovano
bylo Sest jedlych kvéth (S. nigra, A. schoenoprasum, R. acetosa, T. repens, S. pratensis
a V. arvensis) a tii typy bunécnych linii: lidské keratinocyty (HaCaT), hepatocyty (HepG2)
a mysi embryonalni fibroblasty (NIH/3T3). K urceni antiprolifera¢niho efektu byla pouzita
spektrofotometricka metoda MTT.

Klic¢ova slova: polyfenolické latky, jedlé kvéty, bunécné linie a proliferace

ABSTRACT

Polyphenols have a variety of chemical, biochemical and biological properties. They can
act anti-inflammatory, anti-carcinogenic or as antioxidants. This thesis deals with the de-
termination of the proliferative effect of polyphenols obtainedfrom edible flowers on euka-
ryotic cells. Five different concentrations of polyphenols solutions (50 mg/ml, 25 mg/ml,
10 mg/ml, 5 mg/ml and 1 mg/ml) to evaluate the antiproliferativeeffect in vitro were used.
Six edible flowers (S. nigra, A. schoenoprasum, R. acetosa, T. repens, P. pratensis and
V. arvensis) and three types of cell lines: human keratinocytes (HaCaT), hepatocytes (He-
pG2) and mouse embryonic fibroblasts (NIH/3T3) were studied in this work. To determine

the antiproliferative effect the spectrophotometric method MTT was used.

Keywords: polyphenolic substances, edible flowers, cell lines and the proliferation
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UvVoD

Polyfenolické latky jsou hojné zastoupeny v rostlinnych surovinach, coz zna¢né ovliviuje
nejen vyzivu lidi a zvifat, ale také maji znac¢ny vliv na jejich organismus. Velky zdjem je
jim vénovan zejména z toho divodu, ze ¢im dal vice studii potvrzuje jejich pozitivni vliv
v prevenci rakoviny a mrtvice. Jedlé kvéty, které jsou predmétem této prace, obsahuji vel-
kou $kalu polyfenoli. Jejich obsah se velmi lisi nejen odridou, ale 1 mezi kultivary stejné-
ho druhu. Vyskyt polyfenoll v kvétech je do znacné miry ovlivnén genetickymi faktory
a prostfedim. Podileji se také dalsi faktory, jako je stupeni zralosti, kli¢eni, odrtida, zpraco-
vani, skladovani a dalsi. Polyfenoly mohou mit mnoho funkci v organismu, také mohou
pusobit jako antioxidanty, dale maji antimikrobicidni G¢inek, ale také moduluji ¢innost

celé fady enzymu a bunéénych receptort.

Cilem této prace bylo sledovat vliv polyfenold obsaZenych v jedlych kvétech na proliferaci
eukaryotickych bun¢k pomoci in vitro testl na bunéénych liniich. V teoretické casti je za-
meéfeni na polyfenoly, jejich déleni, obsah v potravinach a vliv na lidsky organismus. Dal-
§i Cast je vénovana nejen charakteristice jednotlivych kvéth a kultivatnim podminkam, ale
také bunécnym kulturam a praci s nimi. V praktické ¢asti je prace zaméfena na vliv poly-

fenolii obsazenych v jedlych kvétech na tfi typy bunéénych linii.
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I. TEORETICKA CAST
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1 POLYFENOLY

1.1 Charakteristika

Polyfenoly jsou jedna z nejpocetnéjSich a nejvice zastoupenych skupin rostlinnych metabo-
litd, diky ¢emuz jsou soucasti prakticky veSkeré potravy lidi 1 zvitat [BRAVO, 1998]. Po-
lyfenolim je vénovan stale vEtsi zajem a to jak ze strany spotiebitele, tak 1 ze strany vy-
robcli potravin. Jednim z divoda je fakt, ze epidemiologické studie naznacuji spojitost
mezi konzumaci potravin a népoji bohatych na polyfenoly a prevenci rakoviny
[STEINMETZ a POTTER, 1996] a mrtvice [NESS a POWLES, 1997]. Napft. spotieba vina
miize zabranit srdeCnim chorobam [CRIQUI a RINGEL, 1994; RENAUD a De
LORGERIL, 1992]. Kromé toho se polyfenoly, které tvoti aktivni latky, nachazeji v mno-
ha 1éc¢ivych rostlinaich a moduluji Cinnost celé fady enzymi a bunécnych receptorii
[MIDDLETON et al., 2000]. Jedna z teorii vysvétlujici jejich zdravotni vliv je zaloZena na
tom, ze polyfenoly jsou povazovany za antioxidanty, diky cemuz mohou zabranit riznym
nemocem spojenych s oxida¢nim stresem, jako je rakovina, kardiovaskularni onemocnéni,
zénéty a dals$i [SCALBART et al., 2005]. Chemicky se jedna o jednoduché fenoly, vznika-
jici jako degradacni produkty fenolovych kyselin, produkty jejich redukce (aldehydy, alko-
holy) a dalsi derivaty hydroxyfenolovych kyselin, napt. kumarin (obr. 1.) [VELISEK
a HAJSLOVA, 2009]. Ve své struktufe maji benzenové jadro substituované alesponi jed-
nou hydroxylovou skupinou [HERTOG et al., 1998].

Obrazek 1: Strukturni vzorec kumarinu [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

SR TRy

/ =

o ]

Hlavnimi zdroji polyfenoli v potraviné jsou ovoce a napoje (ovocné $tavy, vina, ¢aje, ka-
vy, ¢okolady a piva) a v mensi mife zelenina, suché lusténiny a obiloviny. Primérny cel-
kovy pfijem je cca 1 g/den [SCALBERT a WILLIAMSON, 2000]. Nékteré polyfenoly,
jako kvercetin se nachazi ve vSech rostlinnych produktech (ovoce, zeleniny, obilovin, Ius-
ténin, ovocné $t'avy, ¢aje, vina, atd.), zatimco jiné jsou specifické pro urcité potraviny (fla-
vanony u citrusovych plodt, isoflavonoidy v s¢ji aj.) [MANACH et al., 2004]. Fenoly se

uplatiiuji v potravinach také jako chutové latky (jednoduché fenoly, jako jsou napt. kon-
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denzované tfisloviny zvané flavolany, které jsou nositeli trpké chuti), pfirodni barviva (né-
které chinony, lignany, flavonoidy a jim pfibuzné stilbeny, xantiny aj.) nebo jako vonné

latky. [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].
1.2 Faktory ovliviiujici obsah polyfenolua v potravinach

1.2.1 Obsah v surovinach

Na obsah polyfenoll v potravinaiskych surovinach maji zésadni vliv faktory Zzivotniho
prostfedi. Tyto faktory mohou byt klimatické (typ pidy, slunecniho zafeni, srazky)
a agronomické (kultura ve sklenicich nebo zemé&d¢€lské oblasti, biologické kultury, hydro-
ponickd kultura, vynosnost ovoce na stromé¢, atd.). Vystaveni slune¢nimu zafeni ma znacny
vliv na vétSinu flavonoidi. Stupeni zralosti vyrazné ovlivituje koncentraci a pomér jednotli-
vych polyfenoli [MACHEIX et al., 1990]. Obecné plati, ze koncentrace fenolickych kyse-
lin v pribchu zrani poklesne, zatimco koncentrace anthokyanint se zvySuji. Mnoho poly-
fenolii, zejména fenolové kyseliny, se ptimo podileji na reakci rostlin na riizné typy stresu
[PARR a BOLWEL, 2000; MACHEIX et al., 1990]. I kdyz je jen velmi malo studii, které
by se pfimo touto otazkou zabyvaly, n€které naznacuji, Ze obsah polyfenolt v zeleniné
z ekologického a udrzitelného zeméedélstvi je vyssi nez u zeleniny péstované bez stresu,
jako jsou péstované v hydroponickych nebo konven¢nich podminkach. To se ukazalo napf.

u jahod, ostruzin a kukutice [ASAMI et al., 2003].

1.2.2 Obsah v potraviné

Dalsi z faktort ovliviiujicich obsah polyfenoll v potravinach je skladovani. Oxidacni reak-
ce mohou vést k vytvotfeni vice €1 mén¢ polymernich latek, které vedou ke zménam v kva-
lit€ potravin, zejména v barvé a organoleptickych vlastnostech [SOSULSKI et al., 1982].
Metody kulindiské ptipravy maji také vyrazny vliv na obsah polyfenoli v potravinach.
Naptiklad, jednoduchym loupanim se z ovoce a zeleniny odstrani podstatna ¢ast polyfeno-
14, protoZe tyto latky jsou casto pfitomny ve vysSich koncentracich ve vné&jSich ¢astech,
neZ ve vnitini ¢asti. Brambory obsahuji az 190 mg chlorogenové kyseliny/kg, a to prede-
v§im ve slupce [FRIEDMAN, 1997]. Vafeni miize mit zasadni vliv. Cibule a raj¢ata ztraci
75% az 80% svého piivodniho obsahu kvercetinu a to jiz po varu po dobu 15 minut, 65%
po vateni v mikrovinné troubé, a 30% po smazeni [CROZIER et al., 1997]. Parni vateni

zeleniny, ktery se vyhyba louzeni, je vhodné&;jsi.
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1.3 Déleni polyfenoli

V tabulce 1 je znazornéno zékladni déleni polyfenoli.

Tabulka 1: Rozdé&leni polyfenolti [VELISEK a HAJSLOVA, 2009]

Pocet uhliki Zakladni skelet ~ Skupina fenolovych sloucenin
6 Cs Jednoduché fenoly, bentochinony
7 Ce-C, Fenolické (benzoové) kyseliny
9 CoCs Skofticove kyseliny, fenylpropanoidy, kumariny, chro-
mony
14 Cs-C,-Cs Stilbeny, antrachinony, diarylethanoidy
15 Cs-C5-Cs Flavonoidy, isoflavonoidy
18 (Ce-Cs), Lignany, neolignany
30 (C6-C5-Cq) Biflavonoidy
n (Ce-C3)n Lignin
n (C6-C5-Cy)s Flavolany

Jako slozky silic jsou vyznamné dva monoterpeny, z jednoduchych alkylfenolti odvozené
od fenolu s podobnou viini, karvakrol (5-isopropyl-2-metjylfenol) a thymol (2-isopropyl-5-
methylfenol). Vyskytuji se napt. v tymidnové silici. Chavicol neboli 4-prop-2-en-1-ylfenol
(p-allylfenol) je slozkou silice bazalky. Mnoho dalSich fenola je odvozeno od guajakolu.
Isoeugenol, resp. jeho (E)-isomer (/E)-2-methoxy-4-(prop-1-en-1-yl)fenol se také vyskytu-
je vsilici bazalkové, klicovou aromatickou slozkou v hiebi¢kové silici je eugenol ¢ili
2-methoxy-4-(prop-2-en-1-yl)fenol a jako hlavni slozky silice nového kofeni (pimentu)
jsou eugenol a chavicol (spolu s myrcenem). V masle a v kysané smetané byl také napf.
prokazan fenol (v mésle v mnozstvi 9-16pug.kg™). Dalé v mensi koncentraci se vyskytuje
1 m-kresol (3-methylfenol), p-kresol (4-methylfenol) a guajakol. Znacné proménlivy je
obsah fenoll v alkoholickych napojich. Koncentrace téchto fenoldi byvaji relativné nizké
(zpravidla se pohybuji v mezich 0,1-0,3 mg.dm™). Nositelem netypickych pachuti byvaji
fenoly jen vyjimec¢né. Vyssi obsahy fenoll jsou v riznych pivech (napi. v pivech vyrabé-
nych ze sladu suSeného spalinami) a také ve vinech typu sherry a v lihovinach, které zraji
v dubovych sudech. Mezi hlavni fenoly whisky se fadi napt. eugenol, vanillin, guajakol,

ale ptitomen je také fenol, kresoly a dal3i slou¢eniny [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 15

1.3.1 Jednoduché fenoly

Tyto latky ve své struktufe obsahuji cyklické C6 fetézce a zdkladni skelet molekuly je Cas-
to substituovan methylovymi skupinami [SUJAK et al., 2006]. Jednoduché fenoly, které
jsou vSudy pfitomné mezi rostlinami, patii do kategorie latek, které¢ ovliviiuji poskozeni
DNA, mutace a chromozomalni aberace. Na zaklad¢ invivo a in vitro testl je znamo, ze
mohou potlacit genotoxické aktivity mnoha karcinogennich latek. Néktéré fenoly maji také
antioxidacni a antimikrobidni U¢inek [STICH, 1991]. Nejcastéji se vyskytuji mono- a di-
fenoly, mensi ¢ast tvoii trifenoly. Tyto latky jsou ve vétSiné piipadi ve formé glykosidu,

nebo methyletherd [PARR a BOLWEL, 2000].

1.3.2 Fenolové kyseliny a jejich derivaty

Fenolové kyseliny se strukturou Cs-C; (benzoova kyselina a jeji derivaty) a se strukturou
Cs-C5 (skoficova kyselina a jeji derivaty) jsou béznou soucasti rostlinnych materialt
[LUSTINEC a TARSKY, 2003]. Tyto kyseliny se nachazeji jak ve volné, tak i v esterifi-
kované formé [KING a YOUNG, 1999]. Nékteré kyseliny, napt. 2-hydroxybenzoova (sa-
licylovd), 4-hydroxybenzoova aj., jsou také slozky koufe pouZivané k uzeni potravin

[VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

Fenolové kyseliny vykazuji G€inky primarnich antioxidanti a jejich aktivita zavisi na poctu
hydroxylovych skupin v molekule. V nasi stravé jsou fenolické kyseliny zastoupeny pie-
devsim skoficovou kyselinou zobrazenou na obr. 2.-A. (a to prevazné ve form¢ esterl),
kterd jde zmydelnit pfi pokojové teploté s naslednym alkalickym oSetfenim pii teploté
170°C [TYAMA et al., 1990]. Nejcastéjsi je kyselina kdvova (obr. 2.-B.) a jeji estery,
a v mensi mife kyselina ferulova (obr.2.-C.). Jednim z hlavnich zdroji ferulové kyseliny

jsou pSenicné otruby (5 mg/g) [KROON et al., 1997].

Obrazek 2: Strukturni vzorec: A. Kyselina skotficova, B. Kyselina kavova, C. Ky-

selina ferulova [TABORSKA, 2003].

A 0 B 0 C

HO HO
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Nejbéznéjsim esterem kavové kyseliny je kyselina chlorogenova (5-caffeoylchinova kyse-
lina), ktera je pfitomnd v fadé druhti zeleniny a ovoce, a také v kavé. Salek instantni kavy
obsahuje 50-150 mg kyseliny chlorogenové [CLIFFORD, 1999]. Tato kyselina je zndzor-

néna na obrazku 3.

Obrazek 3: Kyselina chlorogenova [TABORSKA, 2003].

HO,/ COOH

OH
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1.3.3 Stilbeny

Stilbeny nejsou v potravinach pfili§ rozsifeny. Nicmén¢ v poslednich letech je velka po-
zornost vénovana resveratrolu (3,5,4-trihydroxistilben) a to diky jeho antikarcinogennim
vlastnostem [JANG et al., 1997] a pfitomnosti ve vin¢ (0,3-2 mg/l) [FRANKEL et al.,
1995]. Zaroven je ucinnym antioxidantem diky ¢emuz ma celou fadu pozitivnich uc¢inkd,

napt. zneSkodnuje aktivni formy kysliku.

1.3.4 Flavonoidy

Flavonoidni latky neboli flavonoidy jsou nejhojnéjsi polyfenoly v nasi stravé [SCALBERT
et al., 2005], 1 diky tomu, Ze se vyskytuji pfirozené v rostlinnych potravinach [ERDMAN
et al., 2005]. Flavonoidy maji v molekule dva benzenové kruhy (kruh A a C) spojené uhli-
kovym ftetézcem [MANACH et al., 2004]. Mnozstvi vSech flavonoidnich latek se dnes
odhaduje na 5000, ale i nadale se v riiznych rostlinnych zdrojich nachazeji nové slouceniny
[VELISEK a HAJSLOVA, 2009]. Pfesné udaje o piijmu flavonoidd nejsou k dispozici,
avsak dle odhadt je v rozmezi n¢kolika desitek az stovkek gramt za den (od 23 mg/den az
1000 mg/den), a to v zavislosti na stravovacich zvyklostech [HERTOG et al., 1993]. Jsou
pfitomné ve vyznamném mnoZstvi v mnoha béZné konzumovanych plodech, jako jsou ze-
lenina, obiloviny, byliny a ndpoje. Tyto latky vykazuji strukturdlné riznorody sortiment
biologické aktivity, ktera mize vysvétlit jejich potencidlni kardioprotektivni vlastnosti,
2005]. Ptiprava jidla a zpracovani Cerstvého ovoce a zeleniny miiZe snizit obsah flavonoi-
di 0 50% v disledku vyluhovani do vody, ¢i odstranéni ¢asti rostlin, které jsou na n¢ boha-

té [PETERSON a DWYER, 1998]. Epidemiologické diikazy o kardiovaskularnich ucincich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

stravy bohaté na flavonoidy, jsou smiSené. Nékteré studie podporuji [HERGOT et al.,
1995; KNEKT et al., 2002, YOCHUM et al., 1999] a nékteré nepodporuji [SESSO et al.,
2003; RIMM et al., 1996; LIN et al., 2007] jejich pozitivni ucinky.

Obrazek 4: Strukturni vzorec flavanu [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

Podle stupné oxidace C3 fetézce a jeho substituce 1ze flavonoidy rozdélit do nékolika tiid:
e Flavony
e Flavonoly
e Isoflavony
e Anthokyany
e Flavanoly
e Flavanony
e Proanthokyanidiny [SCALBERT et al., 2005]

Zakladni struktura téchto flavonoidnich latek je zndzornéna na obrazku 5. Nejvetsi oxidac-
ni stupen z téchto flavonoidnich latek maji: flavonoly > flavanonoly, flavony, anthokyani-
diny > leukoanthokyanidiny, flavanony > katechiny. Zarovein tak stoupd i intenzita jejich
barvy. Anthokyanidiny obsahuji systém konjugovanych dvojnych vazeb (jsou to flavyliové
nebo 2-fenylbenzopyryliové nebo 2-fenylchromenyliové kationty) [VELISEK
a HAJSLOVA, 2009].
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Obrazek 5: Obecna struktura hlavnich flavonoidnich latek [VELISEK
a HAJSLOVA, 2009].

94 94
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OH 0o
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Vyskyt nékterych z téchto flavonoidi je omezeno na nckolik malo potravin [REINLI
a BLOCK,1996].

1.3.4.1 Flavony

Flavony (obr. 6.) jsou spolu s flavonoly nejrozsifenéjsimi zlutymi pigmenty rostlin skupiny
flavonoidii vyskytujici se volné nebo jako estery [HESS, 1983]. Béznymi slou¢eninami
v potravinach jsou flavony substituované na C-5 a C-7, méné Casto v poloze C-6 kruhu
A a v poloze C-4" kruhu B. Pokud se substituent nachazi v poloze C-4’, byvaji Casto sub-
stituovany také uhliky C-3" a C-5', vzacné také uhlik C-2'. B&Znym substituentem je
methoxylova a hydroxylova skupina. Castymi flavony jsou predev§im apigenin v petrzeli
kadetavé a luteolin v piesli¢ce. Méné ¢asto se vyskytuje tricetin a dalii flavony [VELISEK
a HAJSLOVA, 2009]. Flavony byly také identifikovany v sladké paprice (luteolin) a cele-
ru (apigenin) [HERTOG et al., 1992].

Obrazek 6: Strukturni vzorec flavonu

(OH)
(OH) o

(OH)
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1.3.4.2 Flavonoly

Flavonoly jsou slouceniny vyskytujici se v potravinach v poloze C-3, C-5, C-7, C-4" hyd-
roxyskupinu a li§i se vzajemné substituci v poloze C-3° a C-5" [HARBORNE, 1988;
MACHEIX et al., 1990]. Témé&f univerzalnimi flavonoly jsou kemferol, kvercetin (obr. 7.)
a myricetin, coz jsou bled¢ zluté a malo rozpustné latky obsazené ptevazné v kvétech

a listech rostlin [KUHNAU, 1976].

Obrazek 7: Strukturni vzorec kvetenu [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

V bobulich bezu ¢erného (Sambucus nigra) se nachazi kvercetin-3-rutinosid, ktery chybi
napf. v jahodach [VELISEK a HAJSLOVA, 2009]. Jiné druhy flavonolt jsou spoleéné pro
rizné potraviny. Kvercetin, hlavni flavonol v nasi stravé, je pfitomen pfevazné v zelening,
ovoci, ale 1 v ndpojich. Nejvice bohat4 na kvercetin je cibule (0,3 mg/1g Cerstvé vahy) a ¢aj

(10-25 mg/11) [HERTOG et al., 1992].

1.3.4.3 Anthokyany

Anthokyany, také nazyvany anthokyaniny, jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych bar-
viv, méné stabilnich. Dosud jich v pfirodnich zdrojich bylo identifikovdno asi 300

[KYZLINK, 1968].

Obrazek 8: Strukturni vzorec kyanidinu [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

oH

Mnoho druhti ovoce, zeleniny, kvétin a dal$ich rostlinnych materidlti se vyznacuje svoji
atraktivni oranzovou, Cervenou, fialovou a modrou barvu, kterou lze nalézt na plodech

i listech. Jako hlavni zastupce je napf. kyanidin (obr. 8.) [RODRIGUEZ, 2009].
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1.3.4.4 Flavanony

V potravinach jsou bezbarvé az svétle zluté flavanony rozsiteny pomérné malo a jako bar-
viva nemaji témet zadny vyznam. Hlavnimi slozkami jsou zde glykosidy odvozené od 5,7-
dihydroxyflavanonti [VELISEK a HAJSLOVA, 2009] a to naringenin v grapefruitu, hespe-
retin v pomeranci, a v citrénu eriodictyol. Flavanony (obr. 9.) jsou obecné glykosylovany
o disacharid na pozici 7: bud’ neohesperidose, ktery pfeda hotkou chut’, nebo rutinose, kte-
ry je bez pfichuti. Flavanony se obecné nachazeji v rajcatech a aromatickych rostlinach,
jako je mata, ale to jen v malé mite [TOMAS-BARBERAN a CLIFFORD, 2000]. Hlavnim
zdrojem jsou citrusové plody. Nejvice je konzumovan hesperidin z pomeranct (125 az 250

mg/11 §tavy) [ROUSSEFF et al., 1987].

Obrazek 9: Strukturni vzorec flavanonu [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

(OH)
(OH) l 0
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1.3.5 Lignany

Potraviny, ve kterych by byly prokdzany lignany je prozatim malo, avSak fadi se tam Inéné
seminko a Inény olej [AXELSON et al., 1982]. Lignany jsou uzndvany jako fytoestrogeny
diky jejich estrogennim ucinklim a antagonistickym vlastnostem [SCALBERT et al.,
2005]. Lignany byly identifikovany v lidské plazmé a moc¢i [ADLERCREUTZ a MAZUR,
1997].

1.3.6 Ostatni polyfenoly

Ostatni polyfenoly nejsou piesné chemicky definovany a jsou vysledkem oxida¢ni polyme-
rizace flavonoidl a fenolovych kyselin. K tomu mize dojit v pribéhu zrani a zpracovani
potravin (mleti, vafeni, kvaSeni a jiné procesy). Tyto fenolické slouceniny jsou hlavni po-

lyfenoly v ¢erném caji a viné [SANTOS-BUELGA a SCALBERT, 2000].

1.4 Antioxidacni aktivita polyfenoli

Polyfenoly jsou nejdilezitéjsi skupinou chemickych sloucenin, které maji antioxidacni

ucinky. Mohou tvofit azZ 65% vSech antioxidantl pfitomnych v rostlindch. Dale tvoifi mno-
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ho podvojnych skupin chemickych sloucenin, které vznikaji metylaci, esterifikaci nebo
polymeraci. Mezi nejvyznamnéjsi zdroje polyfenolickych sloucenin patii zeleny a Cerny

¢aj, lesni ovoce a dalsi [MANACH et al., 2004].

Pro stanoveni antioxidacni aktivity existuje fada analytickych metod. V oblasti chemic-
kych analyz a biologického hodnoceni antioxida¢nich charakteristik byly v poslednich le-
tech vypracovany Cetné metody umoziujici stanoveni antioxidacni aktivity, které jsou

ovsem principieln€ odlisné [ROY et al., 2010; SOCHOR, 2010].
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2 OBSAH POLYFENOLU V POTRAVINACH

Fenolické latky jsou téméf vSudyptitomné v rostlinné stravé, jako je zelenina, ovoce, lusté-
niny, obiloviny, ofechy a v ndpojich jako je vino, pivo, ¢aj, kakao a jableny most
[SINGLETON, 1981]. Jejich obsah se velmi 1i8i i mezi kultivary stejného druhu. Napiiklad
vznik flavonu a flavonolt glykosidy vyrazné zavisi na svétle, a proto se nejvyssi koncent-
race téchto slouceniny nachazeji vétSinou v listech a na vnéjsi ¢asti rostlin, pouze stopové
mnozstvi v podzemni ¢asti rostliny [HERMANN, 1988]. Pfitomnost polyfenolii v rostlin-
nych potravinach, je do zna¢né miry ovlivnéna genetickymi faktory a prosttedim. Ovliviiu-
ji to také jiné faktory, jako je kliceni, stupen zralosti, odrida, zpracovani, skladovani a dal-

$i [POTTER, 1989; PELEG et al., 1991].

V tabulce 2 je uveden obsah polyfenold raznych tiid v nékterych, bézné konzumovanych,
potravinach a napojich. Hodnoty jsou pouze orientacni, jelikoz se li§i typem potravy
a hmotnosti [HAMMERSTONE et al., 2000].

Tabulka 2: Obsah polyfenoli v potravindch a napojich (mg)
[HAMMERSTONE et al., 2000]

Fenolové kyse-

Potravina (mnoZstvi) liny Flavonoly

Brambora (200g) 28

Rajce (100g) 8 0,5
Hlavkovy salat (100g) 8 1
Cibule (20g) 7
Jablko (200g) 11 7
Ttesen (50g) 37 1
PSeni¢né otruby (10g) 50

Cervené vino (125ml) 12 2
Kava (200ml) 150

Cerny &aj (200ml) 8

Polyfenoly jsou rovnomérné rozloZeny v rostlinnych tkénich a béhem zpracovani miize
dojit ke ztrat¢ nebo obohaceni n&kterych fenolickych slou€enin. Napt. ve slupce jablka se
nachazi kvercetin (1 mg/g Cerstvého ovoce), avSak loupané ovoce vétSinou neobsahuje
zadné flavonoly [BURDA et al., 1990]. Polyfenoly v zrné psSenice, obsazené hlavné ve

vngjSich vrstvach (osemeni), jsou ztraceny béhem rafinace mouky [SHAHIDI a NACZK,
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1995]. Naopak je tomu pii lisovani stavy zjablek, kdy zistavaji fenolické slouceniny

v jadrech [SPANOS a WROLSTAD, 1992].

Plody ovoce jsou vétSinou bohatSim zdrojem polyfenolit nez zelenina [MACHEIX et al.,
1990]. Spotieba cerealnich vyrobku ptispiva k pfijmu fenolovych kyselin pouze v tom pii-
pad¢, kdy jsou pii vyrobé pouzita celd zrna. Dal§im velmi bohatym zdrojem polyfenolt je

cokolada a to pfedevsim katechinu [ARTS et al., 1999].

Vyznamnym zdrojem polyfenold jsou také napoje (kéva, ¢aj, ovocné §t'avy a Cervené vino)
Napft. pomerancovy dzus neni tak bohaty na polyfenoly, jelikoz vitamin C (50 mg/100ml)
tvoii az 40% z odhadovaného celkového mnozZstvi fenolil, pficemz zbyvajici Cast pfipada
na flavanony [SOUCI et al., 1986]. Celkovy obsah fenolli v pivé byl naméten na 500-1000
mg/l [LEUPOLD a DRAWERT, 1981], ale ¢ast z toho miize pochazet z produktti Maillar-
dovy reakce [MAILLARD a BERSET, 1995]. Fenolické kyseliny tvoii pfiblizné jednu
tretinu celkovych fenolti a flavonoidy tvoii dvé tretiny. Tento podil znaéné zavisi
na spotiebé kavy. Lidé, kteti konzumuji kdvu vice, pravdépodobné konzumuji vice feno-

lickych kyselin nez flavonoid [CLIFFORD, 1999].

Ptijem polyfenolli také zavisi do zna¢né miry na stravovacich navycich a preferencich.
Déle to zavisi na konzumaci nejen celkovych polyfenolt, ale i riznych druht téchto poly-
fenolit [HERTOG et al., 1993]. Piijem flavonold, flavont a isoflavontl je relativné nizky
ve srovnani s fenolickymi kyselinami a dal§imi flavonoidy. Spotieba latek, jako jsou kver-
cetin a genistein nepiesahuje 2 az 4% z celkového ptijmu polyfenoli [SCALBERT et al.,
2005].
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3 VLIV POLYFENOLU NA LIDSKY ORGANISMUS

Biologické vlastnosti polyfenolll zavisi na jejich biologické dostupnosti. Nepiimymi dika-
zy o jejich vstiebavani v travicim traktu, je zvySeni antioxidacni kapacity plazmy po poziti
potravin bohatych na polyfenoly [SERAFINI et al., 1996]. Vice pfimych dikazii o biolo-
gické dostupnosti fenolickych latek byly ziskdny na zakladé¢ meéteni jejich koncentrace
v plazmé a moci po poziti bud’ Cistych latek, nebo potravin se zndmym obsahem polyfeno-

14 [SCALBERT et al., 2005].

Chemicka struktura polyfenolt urcuje rychlost a rozsah stfevni absorpce a povahu metabo-
lithh cirkulujici v plazmé [FUHR a KUMMERT, 1995]. Hlavni ¢ast pozitych polyfenolt (75
az 99%) nebylo nalezeno v moci. To znamena, ze bud’ nebyly vstiebany pies stievni barié-
ru, nebo byly vstiebany a nasledné vylouceny zluci, nebo metabolizovany stfevni mik-

roflérou, pfipadné lidskymi tkanémi [HOLLMAN et al., 1995].

3.1 Kvercetin

Dominantni flavonol ve vyzivé Cloveéka je kvercetin (obr. 10.). Jedna se antioxidant, ktery
brani oxidaci lipoproteinti s nizkou hustotou [HOLLMAN ef al., 1995]. Nachazi se ve vy-
sokych koncentracich v béZzné pfijimanych potravinach jako cibule (300 mg/kg Cerstvé
vahy), kapusta (100 mg/kg), jablka (21-72 mg/kg) a zeleny a Cerny ¢aj (10-25 mg/l). Ve
vétSin€ z téchto zdrojli se nachézi ve volné formé, ale také je vazan s cukernymi jednotka-
mi, napf. jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-4'-O-glukosid [WILLIAMSON
MANACH, 2005]. Polovina kvercetinu obsazenych v cibuli bylo absorbovano v tenkém
sttevé [HOLLMAN et al., 1995].

Obrazek 10: Strukturni vzorec kvercetinu [TABORSKA, 2003].
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3.2 Katechiny

Katechiny jsou latky pattici do tfidy flavonoidt [ARTS et al., 2000]. Patii sem napt. ka-
techin (obr. 11.), epikatechin, epigallokatechin a jejich estery s kyselinou galovou. VétSina
jich je pfitomna hlavné v ¢aji. Mlad¢é vyhonky obsahuji 200 az 340 mg katechinu a jeho
derivat v 1g suchého listi [HARA et al., 1995]. V nalevu ze zeleného ¢aje se nachazi 30%
katechini [LUNDER, 1992]. Cerny &aj je bran jako zdroj pro boj proti HIV-1, jelikoZ ob-
sahuje theaflavin derivaty [LIU ef al., 2005]. V ¢€aji jsou katechiny u¢innym lapacem vol-
nych kyslikovych radikalti a mohou také nepiimo pusobit jako antioxidanty, prostfednic-
tvim jejich u¢inki na transkripéni faktory a enzymatickou aktivitu. Uginky &aje, prevazné
toho zelen¢ho, tlumi oxidativni stres a oxidativni poSkozeni DNA [HIGDON a FREI,
2003]. Dale snizuji celkovou hladinu cholesterolu v krvi [MURAMATSU et al., 1986].
Dal8imi zdroji jsou napt. ovoce, lusténiny [ARTS et al., 2000], ¢ervené vino (270mg/1)

a ¢cokoldda [FRANKEL et al., 1995].

Obrazek 11: Strukturni vzorec katechinu [TABORSKA, 2003].

3.3 Proantokyanidy

Proantokyanidy jsou komplexni flavonoidy tvofici stabilni komplexy s ionty kovil a bilko-
vinami a jsou, stejné¢ jako jiné polyfenoly, nedobra redukéni ¢inidla [SANTOS-BUELGA
a SCALBERT, 2000]. Vykazuji obvykle adstringentni G¢inky a vyskytuji se také vazany
esterové s kyselinou galovou nebo ve formé dvojité spojenych dimert [TABORSKA,

2003].

Jsou schopny inaktivovat kyslikové radikaly a chelatovat ionty kovii, a diky tomu mohou
hrat vyznamnou roli v prevenci riznych degenerativnich onemocnéni, zpiisobenych oxida-
tivnim stresem [ROP a HRABE, 2009]. Jsou piitomny v ovoci, kiife, listech a semenech
mnoho rostlin, kde poskytuji ochranu. Zaroven davaji chut’ a hotkost napojim jako je vino,

ovocné §t'avy a €aje, a jsou stale vice uznavany za prospésné ucinky na lidské zdravi. Pii-
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tomnost proantokyanidint je také hlavnim faktorem pro kvalitu picnin [DIXON et al.,

2005].

V potravinaiskych surovindch a v potravinach se nejbéznéji vyskytuje proantokyanidiny
typu B, napt. proantokyanidin B; ptfevlada v hroznech, ¢iroku a brusinkach, B, v jablkach,
visSnich a kakaovych bobech, B; vchmelu a jahodach, Bs v borivkach
a malinach. Proantokyanidiny typu A (obr. 12.) se nachazi hlavné ve slupce ofiski pod-

zemnice olejné, v kiife a kvétech [VELISEK a HAJSLOVA, 2009].

Obrazek 12: Strukturni vzorec proantokyanidinu A [VELISEK a HAJSLOVA,
20091,

3.4 Isoflavonoidy

Zvlastni skupinou flavonoidl jsou isoflavonoidy, jiz dlouho znamé jako kvétinové pigmen-
ty pro pfilakdni hmyzu opylovaci [DIXON a STEELE, 1999]. Hlavnim zdrojem isoflavo-
nu je soja, kterd obsahuje cca 1 mg genisteinu a daidzeinu [REINLI a BLOCK, 1996]. Ge-
nistein (obr. 13.) inhibuje aktivitu So- reduktdzy a 17B- hydroxysteroid dehydrogenazy,
coZ jsou enzymy potiebné pro syntézu adrogenu [EVANS et al., 1995; MAKELA et al.,
1998]. Isoflavonoid equol, bakteridlni metabolit odvozeny od daidzeinu, izoluje dihydro-
testosteron [LUND et al. 2004]. Oba tyto isoflavonoidy se hromadi v prostaté¢ a mohou
napodobovat, nebo upravovat endogenni hormony duilezité pro karcinogenezi prostaty
[ROWLAND et al., 2003]. Isoflavonoidy hraji vyznamnou roli pfi prevenci rakoviny prsu
a osteoporézy [ADLERCREUTZ a MAZUR, 1997], jelikoz tyto latky se vyskytuji
v mnoha rostlinach, které jsou spojeny se snizenim vyskytu rakoviny. Nachdzi se pfevazné
v luSténindch, dale vydatnym zdrojem je soja (1-3 mg/g) a veskeré produkty z ni [BIRT et
al., 2001]. Jejich primérny piijem potravou u evropské populace je 1 az 9 mg, zatimco

v Japonsku az 30 az 40 mg/den [TABORSKA, 2003].
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Obrazek 13: Strukturni vzorec genisteinu [TABORSKA, 2003].
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3.5 Antokyanidiny

Antokyanidiny jsou ve vod¢ rozpustné barevné pigmenty, nejcastéji cervené barvy vysky-
tujici se napf. ve §vestkach, tfe$nich, rybizu a hroznech [DAVIDEK et al., 1983]. Obsah je
kolisavy a to v rozmezi 0,15 mg/g (jahody), 4,5 mg/g (tfeSn€) na cerstvém ovoci

[CLIFFORD, 1996]. Jednim z pfedstavitelll je zobrazen na obrazku 14.
Obrazek 14: Strukturni vzorec sanidinu [TABORSKA, 2003].
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3.6 Stilbeny

K dietarnim polyfenoliim, které jsou podskupinou tzv. fytochemikalii polyfenoll, se fadi
stilbeny [BORRIELLO et al., 2010]. V rostlinné tiSi nejsou piili§ rozsifeny, avSak jeden
z nich v neddvné minulosti vyvolal pozornost védcii. Jedna se o resveratrol (obr. 15.), ktery

byl urcitou dobu davan do souvislosti s tzv. Francouzskym paradoxem (v jedné z oblasti

resveratrol pfitomny v ¢erveném viné) [KRAUS ef al., 2008].
Obrazek 15: Strukturni vzorec resveratrol [TABORSKA, 2003].

H

ST
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Resveratrol tedy plsobi jako antioxidant, antikarcinogen a zaroven ma protinadorové
vlastnosti [BURNS et al., 2002]. Nachézi se ve slupkéch hroznti, ¢erveném ving€, boriv-
kach, brusinkéch, soji, arasidech a ofiSkach [GRESELE et al., 2011; MANACH et al.,
2004]. Dalsim stilbenem, ktery se nachazi ptfevdzn¢ v hroznech a borivkach je pterostil-
ben. Je to antioxidant, ktery zajiSt'uje prevenci a 1é€bu rakoviny a kardiovaskularnich one-
mocnéni [BORRIELLO et al., 2010]. V olivovém oleji byl také prokdzén vyznamny obsah
polyfenolickych latek. Jsou to napt. hydroxytyrosol (obr. 16-A.), oleuropein (obr. 16-B.)
a jeho aglykon a nékteré fenolické kyseliny (kdvova, vanilova, syringova, protokatechova).
Jejich obsah se uvadi az 1 g/kg oleje, je vSak zavisli na odriad¢, zplisobu zpracovani a také

podminkach péstovani [TABORSKA, 2003].

Obrazek 16: Strukturni vzorec hydroxytyrosolu a oleuropeinu

[TABORSKA, 2003].
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4 JEDLE KVETY

4.1 Bez Cerny

Sambucus nigra se tadi do Celed¢ Caprifoliaceae, rodu Sambrucus. Vytrvaly, obvykle 1,5
az 5 m vysoky ket (obcas ale 1 10 m vysoky strom). Listy vstiicné, fapikaté, lichozpetené,
s 3 az 7 listky, jez jsou kopinaté az vejCité kopinaté, kratce fapickaté, na okraji pilovité, na
rubu chlupaté, po rozemnuti mirné¢ pachnouci. Kvéty uspotadany v hustych, vrcholovych,
plochych chocholicich o priméru 10 az 25 cm, bilé az nazloutlé¢, vonné. Plodem je
5 az 8 mm velka ¢erna bobule, tzv. bezinka. Kvete od ¢ervna do ¢ervence. Kvét obsahuje
glykosidy (napf. rutin a sambunigrin), cholin, aminy, organické kyseliny, sacharidy, ttislo-
viny, sliz, saponiny, trochu silice a jiné latky. V plodech jsou pfitomny antokyanova barvi-
va, organické kyseliny (napft. kyselina jable¢na, citronova, kozlikova, octova, vinnd, propi-
onova), cukr, tfisloviny, silice, hof¢iny, pentosan, tyrosin, vosk, guma, pryskyfice, vitami-
ny (hlavné A a B), silice aj. Kiira a listy jsou jedovaté. Listy obsahuji toxicky glykosid
sambucinigrin a alkaloid sambucin, v kiife jsou pfitomny tfisloviny, alkaloid a pryskyfice,
jejiz plisobeni je znaéné drastické. Otravy se projevuji silnym zvracenim, prijmem, nechu-
tenstvim a celkovou slabosti. Stejné ptiznaky se ale mohou objevit i1 pfi extrémnim predav-
kovéni bezovymi plody. Kvéty ptsobi potopudné, mocopudné, snizuji horecku a ptiznive

puisobi na cévni stény [JANCA a ZENTRICH, 1997, dil 1.].

4.2 Pazitka pobreZni

Allium schoenoprasum tazena do Celedi Liliaceae je vytrvald, trsnata, az 50 cm vysoka
bylina s nevyraznymi cibulkami. Listy duté, trubkovité, do 0,5 cm v priméru, lysé. Kvéty
v koncovém, okoli¢natém, kulovitém kvétenstvi se dvéma listeny, okvétni listky kopinaté,
delsi nez ty€inky. Kvete od kvétna do sprna. Kli¢ovymi prekurzory aroma A. schoenopra-
sum jsou sirné¢ aminokyseliny S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy neboli S-alk(en)ylcystein-S-
oxidy. Enzymovym rozkladem téchto latek C-S lyasou alliinasou dochézi k tvorbé typic-
kého aroma. V neporuseném pletivu jsou S-alk(en)ylcystein-sulfoxidy lokalizovany
v cytoplazmé, zatimco alliinasa ve vakuolach. K rychlému rozkladu téchto aminokyselin
za tvorby pyruvatu, amoniaku a alk(en)ylsulfenové kyseliny, jejiz kondenzaci vznikaji pfti-
slusné dialk(en)ylthiosulfinaty, dochazi pfi krajeni ¢i jiném poskozeni rostliny. Tyto latky
jsou nositeli aroma Cerstvé krajené zeleniny a vykazuji nezanedbatelné antimikrobni vlast-

nosti. Obecné jde vSak o latky mimofadné nestalé, které se pii delSim stani rychle rozkla-
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daji v zavislosti na teploté a polarité prostfedi na celou $kalu sekundarnich produkta (thi-
osulfonatd, disulfidd, trisulfidi apod.) tvoficich aroma kulinarné zpracovanych zelenin.
Zastoupeni sirnych aminokyselin v pazitce je podobné jako u cibule (kde hlavni sirnou
aminokyselinou je isoalliin z niz enzymovou degradaci vznikd sulfonova kyselina, ktera
dale isomeruje za tvorby thiopropanalsulfoxidu, latky zplsobujici slzeni o¢i pii kréjeni
cibule), pouze obsah propiinu je poné¢kud vyssi na tkor isoalliinu, coz je také hlavni pfici-
nou podstatné méné vyraznych slzotvornych vlastnosti pazitky [VELISEK a HAJSLOVA,
2009].

4.3 Stovik kysely

Rumex acetosa z Celedi Polygonaceae a rodu Rumex je vytrvala, dvoudoma, 30 az 100 cm
vysokd bylina. Lodyha pfima. Listy podlouhlg, stielovité, celokrajné, ptizemni dlouze ta-
pikaté, horni kratce tapikaté nebo ptisedlé, objimavé strelovitymi cipy. Kvéty malé, jedno-
pohlavni, krovky 3,5 az 5 mm dlouhé, zelené nebo do Cervena nab¢hlé, usporadany v z-
kych a tidkych latdch. Kvete od kvétna do Cervence. Rumex acetosa patii v nasi flore
k nejvétsSim producentim pylu: jedna rostlina vyprodukuje béhem kveteni, az 400 miliont
pylovych zrn. Sbira se list (Folium rumicis acetosae), méné €asto oddenek (Rhizoma rumi-
cis acetosae), oboji v obdobi dubna az kvétna. Obsahuje kyselinu Stavelovou, Stavelan
(diky témto latkam chutnd kysele), antrachinonové derivaty, organické kyseliny, vitamin
C, oxalat draselny, flavonové glykosidy, mineralni latky aj. Rumex acetosa je dnes pokla-
dan za drogu zastaralou, v soucasnosti se uziva prevazné jen zevné ve formé kasovitych
obkladi na rizné kozni defekty nebo ve formé kloktadla pii aftech v tstech. Kasovité ob-
klady se osvédcily 1 pii nékterych formach lupénky (pfikladaji se denn€ na dobu 20 az 25
minut). Vnitin¢ se droga uziva jen ziidka, nebot’ pfitomna kyselina $tavelova se v orga-
nismu slucuje s vapnikem v nerozpustny oxalat vapenaty, jenz se mize usazovat v moco-
vych cestach ve formé kaménk (a kromé toho je timto zpisobem z organismu od¢erpavan
vapnik). Pfi konzumaci vétsiho mnoZstvi miiZze droga plisobit i toxicky podobné jako §t'a-
vel kysely, jenz se i v l&Gitelstvi ndkdy pouziva stejné jako 3tovik [JANCA
a ZENTRICH, 1997, dil 4.].

4.4 Jetel plazivy

Trifolium repens Celedi Fabaceae a rodu Trifolium je vytrvald, 10 az 30 cm dlouha bylina.

Lodyha poléhava az plaziva, na uzlinach kotenujici, na konci vystoupava, lysa nebo takika
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lysa. Listy velmi dlouze fapikaté, trojcetné, obvejcité az Siroce eliptické, ostie pilovité,
ptisedlé, na vrcholu obsrdcité nebo tupé Spicaté, na bazi klinovité. Kvétni hlavky 40 az 80
kvéte, kulovité, jednotlivé, asi 2 cm v priméru, na stopkach az 20 cm dlouhych. Kvéty 8 az
13 mm dlouhé, kvétni stopky 4 az 5 mm dlouhé, po odkvétu sklanégjici se, kalich s 10 zil-
kami, koruna bila nebo svétle krémova, vzacné rizova, po odkvétu hnédé. Kvete od kvétna
do zafi. Droga obsahuje glykosidy, tfisloviny, flavonoidy, barviva, fenolické latky, prysky-
fice, silice, tanin a flavonové substance pratol a pratensol. UZiva se proti prijmim, pfi
bronchitid€, revmatismu, na oteklé lymfatické Zlazy a pii cukrovce, zevné pak ve formé
koupeli jako kozni dezinfekce. Nejéastdji se uzivda ve form& nalevu [JANCA

a ZENTRICH, 1997, dil 2.].

4.5 Salvéj luéni

Salvia pratensis, celedi hluchavkovitych (Lamiaceae), rodu Salvia je vytrvald, az 80 cm
vysoka bylina. Lodyha piima, v horni ¢asti obvykle vétvend, chlupata, s 1 az 3 pary list,
piizemni listova rizice za kvétu vyvinuta. Listy vstficné, vejcité nebo trojuhelnikovité, na
bazi utaté nebo srdCité, zubaté nebo vroubkované, chlupaté, dolni lodyzni listy fapikaté,
horni az ptisedlé. Listeny maximalné v délce kalicha, koruna fialova, ziidka rizova ¢i bila,
korunni trubka prohnuta, horni pysk pfilbovity, dolni pysk 3lalo¢ny. Kvete od kvétna do
cervence. Salvia pratensis obsahuje diterpeny karnasovou kyselinu (rosmaricin) odvoze-
nou od ent-kaurenu a hotky karnosol (pikrosalvin), které jsou i€innymi antioxidanty. Kar-
nasova kyselina je hlavni sloZkou Cerstvé nati rozmaryny (1 az 2%), ale je nestala a plso-
benim enzymu pfechazi na karneol. Tyto dva diterpenoidy reprezentuji asi 15% hmotnosti
extrakti naté rostlin a vykazuji asi 90% jejich antioxida¢ni aktivity [VELISEK
a HAJSLOVA, 2009].

4.6 Fialka rolni

Viola arvensis, celed Violaceae, rod Viola je jednoleta, 5 az 20 cm vysoka bylina. Lodyha
vystoupava, vétvena. Dolni lodyzni listy okrouhle vejcité az kopinaté, vroubkované, horni
listy vejcité az vejcité kopinaté, vroubkované pilovité, palisty dlanitosecné az pefenosecné,
s ukrojky obvykle carkovitymi. Kvétni stopka az 11 cm dlouhd, kvéty nevonné, nejvyse
15 mm vysoké, zluté, nékdy nafialovélé, koruna nepiesahuje kalich nebo jen malo. Kvete
od dubna do zafi. Obsahuje sliz slozeny z glukdzy, galaktdzy, arabindzy a ramnozy, dale

tiisloviny, flavonoidy (rutin, violatin), antokyany, karetonoidy, vitaminy C a E, alkaloid
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violin, glykosid vilotusid, silici. Sbird se kvetouci nat’ (Herba violae trocoloris) zbavena
zdfevnatélych ¢éasti. Droga ma protirevmaticky ucinek, podporuje vykaslavani, zlepsuje
vyluCovani odpadnich latek z organismu, dobte tcinkuje pti cévnich a koznich chorobach,
podporuje usazovani vapniku v kostech, méa antialergické ucinky, plisobi proti otokiim,
tlumi krvaceni do tkéni, ptisobi mocopudné, podporuje prokrveni perifernich vlasecnic
véetné o¢ni sitnice nebo v ledvinach, zevné ve formé koupeli se doporucuje pii ekzémech
a alergickych vyrazkach. Podéava se nejcastéji ve formé nalevu (jedna ¢ajova 1zicka na $a-
lek vody, denné se piji 2 Salky) nebo maceratu. Droga by neméla byt podavana t€hotnym
a kojicim zenam a neméla by byt poddvana dlouhodobé. Pti pfedavkovani se mize objevit
zvraceni, u nékterych citlivych osob se muiZze objevit i pii davkach b&znych [JANCA
a ZENTRICH, 1997, dil 3.].

V tabulce 3 jsou zndzornény jednotlivé kvéty a jejich vyznamné latky.

Tabulka 3: Vzorky a dilezité latky vnich [VELISEK a HAJSLOVA, 2009, JANCA

a ZENTRICH, 1997].

Cesky nazev Latinsky nazev Vyznamné latky

antokyanova barviva: Cy-3-sambubiosid (sam-
bykyanin), 3-sambubiosid-5-glukosid, 3,5-
diglukosid, 3-glukosid

« o Sambucus nigra (Ca-
Bez Cerny prifoliaceae)
S-alk(en)ylcysteinsulfoxidy neboli S-
alk(en)ylcystein-S-oxidy, di-
alk(en)ylthiosulfinaty

oy Yy Allium schoenopra-
Pazitka pobiezni sum (Liliaceae)

k. stavelova, §tavelan, antrachinonové deriva-
Rumex acetosa (Poly-

Stovik kysely gonaceae) ty, orrgamck§ kyseliny, oxalat draselny, flavo-
nové glykosidy

o glykosidy, tfisloviny, flavonoidy, barviva,

Jetel plazivy Trifolium repens (Fa- ¢, \1iclié latky, pryskyfice, silice, tanin a

baceae i
) flavonové substance pratol a pratensol

karacova kyselina, karneol, slozky silice: 0-

o . < (L

Salvj lucni Sa]vza patensis (La
miaceae)

Viola arvensis (Vio-

Fialka rolni
laceae)

60% thujon (a- a B-thujon), kafr, 1,8-cineol, a-
pinen, §-pinen, bornyl-acetat, myrcen, borneol,
linalyl-acetat, ocimen

rutin, violatin, antokyany, karetonoidy,
alkaloid violin, glykosid vilotusid, silici.
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5 BUNECNE KULTURY

Bunécéné kultury maji velmi mnohostranné vyuziti. Jejich kontinudlnim sledovanim je
mozno pozorovat fadu bunécnych procest véetné mitdzy, cytokineze apod. Buné¢né kultu-
ry dnes slouZi také jako referenéni model pro studium toxického ptisobeni latek [NECAS,
2000]. Dale je mozno sledovat plisobeni latek chemickych, ale i vngjSich faktort fyzikal-
nich [TOZER a PRIT, 1964]. ATCC je firma, ktera nabizi vice neZ 3600 bun&cnych linii
z vice nez 150 riznych druht, které maji vice nez 950 rakovinnych bunék, 1000 hybrida
a nékolik specidlnich bun¢k, vcetné bunek kmenovych (napi. HepG2, HaCaT, NIH/3T3)
[LGC: online].

5.1 Bunéény cyklus

Bunéény cyklus je usporadany sled udélosti, pii kterych bunka zdvoji svlij obsah a nasled-
né se rozdéli na dvé dcefiné. U jednobunéénych organismut (bakterie, kvasinky) vznika
kazdym bunéénym délenim kompletni novy organismus, zatimco u mnohobunéénych or-
ganismu je zapotiebi mnoha bunéénych déleni jednak pro vznik funkéniho organizmu
a jednak pro nahradu opotiebovanych bunék v dospélosti. BEhem bunécného cyklu musi
byt genom replikovan (pouze jedenkrat), organely a makromolekuly adekvatné zdupliko-
vany a nasledn¢ rozdéleny (segregovany) do dvou dcefinych bunék [ALBERTS et al.,
2002].

5.1.1 Faze bunééného cyklu

Dnes je obecné ptijato zékladni rozdéleni bunécného cyklu na ¢tyii zékladni faze. Toto
rozvrzeni bylo navrzeno vr. 1953 Howardem a Pelcema a témito fazemi jsou G;-fdze,

S-fize, Go-fize a M-fize (obr. 17.) [NECAS, 2000].
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Obrazek 17: Schéma bun&éného cyklu [NECAS, 2000].

s INTERFAZE

V M-fdzi (mitoticka fadze) chromatin kondenzuje do chromozomil a dvou samostatnych
chromatid, které tvoii chromozom. Vysledkem je oddéleni téchto dvou chromatidi tak, aby
kazda dcetina buiika byla samostatna. Tento priibéh je zndzornén na obrazku 18. Mitdza se
zpravidla déli na pét stadii: profazi, prometafazi, metafazi, anafazi a telofazi. Profaze je
charakterizovana piedev§im dvéma procesy: kondenzaci vSech chromosomi a vznikem
mitotického aparatu tvofeného mikrotubuly. V prometafdzi se rozpadne jaderny obal
a v misté centromery, kazdé ze sesterskych chromatid se vytvari malé télisko zvané kineto-
chor. Procesem charakterizujicim metafazi je posun chromosomii do roviny kolmé k ose
déliciho vieténka, kterd lezi uprostied mezi centrozomy. Anafdze za€ind v okamziku, kdy
se od sebe odd¢li obé chromatidy dosud spojené v misté centromery a kazdd z nich mize
byt posouvéana k opaénému polu. V telofazi se polarni mikrotubuly jesté prodluzuji az do
doby, kdy se kolem chromosomt vytvoii novy jaderny obal. Ke konci telofaze chromoso-
my postupné dekondenzuji a rekonstruuji se jadérka. Cely proces mitdzy je ukoncen cyto-
kinezi, coZ je proces rozdélujici matetskou buiiku na dvé samostané existence schopné
bunky dcefiné. Cytokinezi povaZzujeme za samostatnou fazi bunééného cyklu, nebot’ nemu-
si probihat vZdy ke konci M-fdze (mlze byt pfesunuta do nasledujiciho cyklu, nebo nemusi
prob&hnout vitbec) [NECAS, 2000]. V G ,-fizi, buiiky bud’ postupuji k syntéze DNA a dal-
Simu bunécnému déleni, nebo dojde k ukoncéeni bunééného cyklu reverzibilné (Gy) nebo
ireverzibilng. Béhem této faze prochézi butika fadou kontrolnich bodu, které urcuji, zda
buiika bude opétovné vstupovat do cyklu, odstoupi z néj, nebo ho ukonci a rozdeli se

[FRESHNEY, 2010]. Po G-fazi nasleduje faze S (syntéza DNA), kdy se burika pfipravuje
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na opakovany vstup do mitozy (G;-fize) [SARSUNOVA, 1990]. V délici se buiice, je bu-
néény cyklus ptisn¢ kontrolovan mnoha regulacnimi mechanismy, aby zajistily, Ze DNA se
replikuje pouze jednou, a to ve fazi S (syntetickd faze) [CARDOZO a PAGANO, 2004].
U rlznych bunék je trvani S-faze razné, ale u dané bunky vzdy konstantni [COOPER,
2000]. Kontrolni bod na zacatku syntézy DNA a G, stanovi integritu DNA a zastavi bu-
néény cyklus, aby se DNA opravila nebo uvedla do apoptozy v ptipad¢, Ze oprava neni
mozna. Apoptoza, programovand bunécnd smrt, je regulovany fyziologicky proces, kterym
muze byt bunka odd€lena od populace [FRESHNEY, 2005]. Délka G,-faze je relativné
kratka a zaujima 10 az 20% trvani celého bundéného cyklu [NECAS, 2000].

Obrazek 18: Schéma priibéhu mitézy [NECAS, 2000]
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5.1.2 Regulace bunééného cyklu

Systém regulace bunééného cyklu musi v urcity €as aktivovat enzymy a jiné nezbytné pro-
teiny (aktivatory, inhibitory a kinazy) pro provedeni procesu a po dokonceni dané¢ho proce-

su je musi deaktivovat. Dulezité je, aby byl kazdy krok cyklu dokonéen diive, nez zacne
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krok néasledujici [ALBERT et al., 2000; NECAS, 2000]. To rozhoduje o tom, zda se bunka
rozdéli, zda vstoupi do vratného, klidového stadia, ¢i zda prodé€la postmitotickou diferenci-
aci. Pfitom musi tento kontrolni systém zpracovat velky pocet riznych signalti. Sklada se

v podstaté ze dvou hlavnich slozek:

e 7 cyklint- proteiny s homolognimi oblastmi, jejichZ bunécna hladina vyrazné osci-
luje béhem bunécného cyklu vlivem transkripéni regulace a razné rychlé degradace

proteintll. Cycliny jsou katalytické podjednotky aktivnich cyklin-cdk komplext,

e 7 kinaz zéavislych na cyklinech (CDK)- protein-kinasy vyZadujici jako katalytickou
podjednotku cyklin a jejich aktivita je regulovana fosforylaci a defosforylaci a po-

moci cdk-inhibitoru.

Cykliny se sdruzuji s CDK, aktivuji tak kinadzy a dovedou je k jejich specifickym substra-
tim. CDK zajist'uji vedeni signalu a rozmnozuji pfichozi mitogenni signaly [HORST et al.,
2005]. Podminkou aktivity CDK neni jen asociace s cyklinem, ale i pfitomnost dalSich
proteinovych slozek aktivniho polypeptidového komplexu a naopak absence proteinovych
inhibitort CDK. CDK také podléhaji regulaci prostfednictvim fosforylace katalytické pod-
jednotky [LEW a REED, 1995].

Regulaéni systém hlida také okolni podminky a reaguje na signaly od ostatnich bunék, jako
jsou napf. stimuly k bunéénému déleni. Regulacni systém bunécného cyklu hraje klicovou
ulohu v regulaci poc¢tu bunck v tkanich téla. Ve vétSin€ piipadii zahrnuje kontrolni body,

ve kterych mtize byt bunécny cyklus zastaven [ALBERTS et al., 2001].

Z n¢kolika tkani byly izolovany peptidy a nizkomolekularni bilkoviny s mitogenni aktivi-
tou, tj. signaly indukujici pfechod bunék z Go-faze do buné¢ného cyklu, které se obecné
nazyvaji rustové faktory. Jednim z prvnich byl z poSkozené epitelidlni tkané izolovan po-
lypeptid s mitogenni aktivitou pro buiniky tkan€ neposkozené. Byl nazvan epidermalni
ristovy faktor [NECAS, 2000]. Inzulin a inzulinu podobny ristovy faktor je nejsilngjsi
stimulator epidermalni proliferace [FUKAMACHI, 1992; BOOTH at al., 1995]. Dnes jsou
znamy desitky podobnych faktorti, vybér nejznaméjsich ristovych faktorti je uveden v tab.

4 [NECAS, 2000].
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Tabulka 4: Né&které ristové faktory a jejich funkce [NECAS, 2000].

Riistovy faktor Utinek

Destickovy rastovy faktor Stimuluyje proliferaci bunék pojivové tkané a ne¢kterych bunck
(PDGF) neuroglie.

Epidermalni riistovy faktor Stimuluje vice bunéénych typd, je signalem pii embryonal-
(EGF) nim vyvoji.

Interleukin-2 (1I-2) Stimuluje proliferaci aktivovanych T-lymfocytt.

Nervovy ristovy faktor (NGF) Stimuluje rist nervovych vybeézki nervovych bunek.

Stimuluje proliferaci a diferenciaci bun¢k cervené krevni

Erytropoetin fady.

Interleukin-3 (1I-3) Stimuluje proliferaci riznych typti bunck bilé krevni fady.

5.2 Bunéc¢na smrt

Bunéénd smrt mulze nastat pomoci dvou rGznych mechanismi [CHWARTZMAN
a CIDLOWSKI, 1993]. Nekrdza neboli neprogramovand bunéénd smrt je patologicky pro-
ces, ktery nastane, kdyz je buiika vystavena vaznému fyzikalnimu nebo chemickému poru-
Seni. [WESSELLS et al., 2004; KOWLURU et al., 2004]. Programovana bunécna smrt se
vyskytuje u vétSiny zZivociSnych tkani v urcité fazi svého vyvoje [RAFF, 1992]. Jedna se
o apoptozu, ktera byla poprvé identifikovana jako morfologicky odlisSny rezim bunécné
smrti vroce 1970 [WYLLIE et al., 2008]. DalSim pojmem, ktery je nutno vysvétlit
je cytotoxicita, coz neznamena konkrétni mechanismus bunécéné smrti, ale usmrceni bunck
zpusobené chemickymi slouceninami (napf. potraviny, kosmetické ¢i farmaceutické latky)

nebo jinymi buitkami [BERKE, 1991; KRAHENBUHL a TSCHOPP. 1991].

Vsechny materialy, které jsou pouzivany napt. v medicin€ ¢i primyslu, musi byt testovany

na fadu vlastnosti souvisejicich s biokompabilitou. Jednim z nich je 1 cytotoxicita.

5.2.1 Nekroza

K nekr6ze dochazi, jsou-li buniky vystaveny extrémnim nevratnym (ireverzibilnim) pod-
minkdm (napf. podchlazeni, dlouhodobé preruseni toku latek, nadmérnym piisunem ener-
gie, pusobeni virdl), coz mize vést napt. k poskozeni plasmatické membrany. Odumieni
buiiky zacina pfi poSkozeni homeostazy, coz vede k priniku vody a extraceluldrnich ionti
do bunky. Dojde ke zvétSeni objemu buiiky a naslednému prasknuti. Proto nekrdza je Casto

spojovana s rozsdhlym poskozenim tkani [Van FURTH a Van ZWET, 1988].
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Postup zmén, které vedou k nekréze buiiky, jsou znazornény na obrazku 19. Jsou zde zna-
zornény dvé rizné primarni pfi¢iny. Oba zasahy se pak ptevadi na dil¢i zmény, které jsou

jiz spolecné. Podobné by tomu bylo i u jinych vné&jsich pticin, které vedou k nekréze bun-

ky [NECAS, 2000].

Obrazek 19: Postup zmén, které vedou k nekréze buitky [NECAS, 2000].
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Letalni (smrtici) faktory zasahuji zpravidla primarn€ do nékterého z dilc¢ich bun&Enych
procest a toto misto pak oznacujeme jako primarni ter¢ puisobeni. Od néj se odviji cela
fada dalSich procesii, které vedou k zaniku bunky. Velmi ¢astym primarnim ter¢em pulso-
beni vné&jSich faktord jsou biomembrany a zastava syntézy ATP, coz v obou piipadech ve-

de ke stejnym ptiznakiim smrti buiiky [NECAS, 2000].

5.2.2 Apoptoza

Apoptoza je aktivni programovany proces bunécné smrti, kterému mohou slouzit rizné
funkce v mnohobunéénych organismech [SHEN a SHENK, 1995, FISHER, 2003]. Apo-

ptoza je vysoce selektivni forma "bunééné sebevrazdy", s charakteristickymi morfologic-
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kymi a biochemickymi charakteristikami: kondenzace chromatinu, vznik apoptotickych
télisek a fragmentace DNA aktivaci endonukleasy [PAUS et al., 1993]. K apoptdze docha-

zi nejcastéji béhem normalniho embryonalniho vyvoje [KERR et al., 1972].

Apoptdéza vykazuje charakteristické morfologické zmény v jadie (fragmentace jadra
1 chromozomti, kondenzace chromatinu do kompaktnich shluki, internukleozomalni Stépe-
ni DNA apod.) [FREEMAN, 2000]. V lidském organismu jsou denn¢ likvidovany miliony
bun&k a to ,,nenapadnym* zptisobem, ktery nevyvolava zanétlivou reakci [NECAS, 2000].
Vétsina Zivoc¢iSnych bun€k potiebuje neustalou signalizaci od jinych bunék, a to proto, aby
se vyhnuly programované bunééné smrti. Tim muze byt zajiSténo, Ze buiilky piezivaji pou-
ze na spravnych mistech a ve spravném case [ALBERTS et al., 2001]. Apoptodza pravdé-
podobné také pfispiva k mnoha chronickym degenerativnim procestim, vcetné Alzheime-
rovy choroby, Parkinsonovy choroby a selhani srdce. Apoptdza se také vyskytuje spontan-
n¢ u zhoubnych nadort, ¢asto vyrazné zpomaluje jejich rist, a to u reakce na ozafeni, cyto-

toxické chemoterapie a hormonalni ablace [KERR ef al., 2006].

5.3 Buné¢na proliferace a Zivotaschopnost

Bunéc¢na proliferace je nartist poctu bunék v disledku bunééného ristu a nasledného délenti
bunék. Je vyjadfovana poctem bunék, které se v kultufe namnozi. Jednim ze zplisobli mé-
feni tohoto parametru je provedeni klonogennich testii. V téchto testech je definovany po-
¢et bunék na ptislusné matrici a pocet kolonii, které vznikaji po obdobi ristu. Obvykle
jednim z parametrii pro méteni zdravi bunck je Zivotaschopnost. MiiZe byt definovéana jako
pocet zdravych bunék ve vzorku. Vyuziva se to, pokud nejsou primarni buniky izolovany
a udrzovany v kultufe pro stanoveni optimalnich podminek. Nejjednodussi metodou pro
stanoveni zivotaschopnosti bun¢k je pifimé pocitani bunék [DARZYNKIEWICZ et al.,
1994; GERDES et al., 1984].

5.4 Bunécné linie

Jedna se o kultury oddélené z ptivodni tkdn¢€. Buiiky se oddéli (mechanicky nebo enzyma-
ticky) do suspenze, kterd pak mize byt kultivovana jako jednovrstveny na pevny podklad,
nebo jako suspenze v kultivaénim médiu. Bunétné kultury mohou byt charakterizovany
a definovany populaci, a mohou byt zakonzervovany zmrazenim [UNCHERN, 1999]. Mo-

hou byt kone¢na (dale poroste pouze pro omezeny pocet zdvojeni) nebo kontinualni, kde se

buitkky mnozi na dobu neurcitou, za predpokladu, Ze jsou sériové pasazovany do Cerstvého
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média. Pro bunécné linie, je tieba, aby nastala "nesmrtelnost", aby se staly trvalé. To miize
nastat ptirozené v kultufe (somatickou mutaci), virovou transformaci, nebo vyvolané jinou
mutaci ¢i hybridizaci (spojeni hostitelské bunky s "nesmrtelnou" bunécnou linii). Tyto bu-
nécné linie jsou cCasto velmi uzitecné, protoZze mohou byt ulozeny v tekutém dusiku
a uchovany pro pozdé¢jsi pouziti, aniz by bylo nutné ziskat jiny vzorek tkan¢. Kontinudlni
bunécné linie mohou byt vyuzity také pro vyrobu biofarmaceutik, vakcin, vektort pro ge-

novou terapii [MARQUIS, 1994].

5.4.1 Primokultury

Prvni kulturu izolovanych bunék oznacujeme jako primarni kulturu neboli primokulturu
[SCHAEFFER, 1990]. Jde-li o zakladani primokultury, miZeme rozlisit bunky pochézejici
z normalni a z nadorové tkan¢€. Nadorové buniky se svymi vlastnostmi li§i od normalnich
bunék. Zpravidla se 1épe mnozi a obecné se snaze kultivuji. Kultury normalnich buncék
maji omezenou zivotnost, po nékolika pasazich dochazi k tzv. zestarnuti kultury — bunky
zmeéni svoje vlastnosti a piestanou se délit. Nadorové buniky vétSinou starnuti nepodléhaji.
Odlisné je také chovani bunek izolovanych z dospélého jedince a z embrya. Embryonalni
buiiky se snaze péstuji a kultury, které z nich vychéazeji, maji vyrazné delsi zivotnost. Na

druhou stranu byvaji ndchylnéjsi ke zménam fenotypu [DAVISEM, 2002].

5.4.2 Adhezni kultury

Jednd se o bun&tné linie, které k riistu vyzaduji vhodny povrch (dnes nejcastéji tkanovy
polystyren). Tyto buiikky se péstuji v kultivacnich nddobach (lahvich, Petriho miskach
apod.) ve specialnich kultiva¢nich médiich. Tyto média obsahuji potfebné ionty, aminoky-
seliny, vitaminy, rastové faktory, pufry, zdroje energie a dalSi pomocné latky. Smés po-
trebnych rstovych faktorii, stopovych prvki a dalSich latek potfebnych v nizkych koncen-
tracich je obvykle dodavan ptidavkem fetalniho teleciho séra. Pro optimalni rist je tieba
tkanové kultury péstovat ve sterilnim prostredi se stalou teplotou kolem 37 °C v atmosféte
5 az 10% CO, [KARMIOL, 2000]. K naslednému uvolnéni bun€k se pouzZiva trypsin
/EDTA [MATHER, 1998].

5.4.3 Organové kultury

Jedna se o kultury, které zachovavaji nékteré nebo vSechny histologické rysy tkané in vivo.
Mohou byt soucasti vSech organli ziskanych od zvifete za aseptickych podminek. Cely

organ nebo jeho ¢ast jsou udrzovany tak, aby umoznovali rozliSeni a zachovani struktury
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kultiva¢ni tkan€ na rozhrani kapalina-plyn nebo gel [UNCHERN, 1999]. Ackoli bylo od-
vozeno mnoho védomosti od studie jednotlivych typti bunck v kultuie, ve vétsing ptipadi,
reaguji bunky v organech na jiné typy bunék ve stejném (nebo jiném) organu [MARLER et
al., 1998].

5.4.4 Subkultury

Casto podet bunék ziskanych v primarni kultufe nestaéi k vytvafeni vhodnych podminek
pro roubovani a proto subkultury davaji ptilezitost k rozsifeni bunécné populace, ke stano-
veni dal$ich selektivnich medii a k dosazeni vysSiho rtstu frakce. [FRESHNEY, 2005].
Vétsina normalnich bunéénych linii projde omezenym poctem subkultur. Tento limit je dan
poctem zdvojeni a je ovlivnén tfadou vnitinich faktordi, regulaci bunécného cyklu
[MUNGER a HOWLEY, 2002], a je doprovazen zkracovanim telomer na chromozomech
[WRIGHT a SHAY, 2002]. Pokazdé¢, kdy je kultura pfeockovana se opakuje ristovy cyk-
lus a vznikaji sériové subkultury [FRESHNEY, 2005]. Cely postup je oznacovan jako

pasazovani a nové kultufe se fikéd subkultura.
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6 KULTIVACNI PODMINKY

Bunécny cyklus mohou ovlivnit vnéj$i podminky bud’ kvantitativné, tj. ovlivni délku cyklu
(generacni dobu), nebo kvantitativng, tj. bundény cyklus zastavuji nebo zahajuji [NECAS,
2000]. Déle tyto podminky délime na fyzikalni, chemické a biologické a tyto faktory je
treba regulovat i za béznych laboratornich podminek. Dulezitymi faktory jsou teplota,
hodnota pH, kyslik, osmoticky tlak a dalsi [FRESHNEY, 2010]. Kazd4 bunka se kultivuje
pii optimalni teploté pro dany organismus, ze kter¢ho byla izolovana [LESKO, 1975].

6.1 Teplota

Optimalni teplota pro bunécné kultury je zavisla jednak na télesné teploté zvitete, ze které-
ho bunky ziskdvame, ale také na rozdilné anatomické teploté (napfi. teplota klize a varlat
muze byt nizs§i nez teplota zbytku téla) a na zaclenéni bezpecnostnich faktord, které umoz-
flyji drobné chyby v regulaci inkubatorti [SU et al., 1991]. Teplota vhodna pro vétSinu bu-
néénych linii (Clovéka 1 teplokrevnych zvitat) je 37°C. Vzhledem k vyssi télesné teploté
u ptakd, by méla byt ptaci buiika kultivovana pii 38,5°C pro maximalni rast. Pti 37°C ros-
tou uspokojivé, avSak pomaleji. Savei buiiky toleruji 1 nizsi teploty. Jsou schopné piezit
1 n€kolik dni pfi 4°C, a mohou byt zmrazeny az na -196°C. Avsak teplota nad 40°C po
delsi dobu zpiisobi jejich odumirani [FRESHNEY, 2005]. K zajisténi reprodukovatelnych
vysledkil je vénovana pozornost nejen vysSce, ale také stabilité teploty (v rozsahu + 0,5°C)

[FOSTER a MARTIN, 1992].

6.2 pH a atmosféra CO,

Optimalni pH pro rist bun¢k se 1i$i pomérné malo mezi riznymi bunéénymi liniemi. Vét-
Sina bunéénych linii roste pti pH 7,4. Nékteré normalni fibroblastové linie rostou nejlépe
pti pH 7,4 az pti pH 7,7, a transformované buitky mohou snéset 1 niz$i hodnoty pH, a to pH
7,0 az pH 7,4 [EAGLE, 1973]. Bylo také stanoveno, ze epidermalni buiiky mohou byt udr-
zovany pti pH 5,5 [EISINGER et al., 1979]. Ve zvlastnich ptipadech miize byt vyhodné
provést struény experiment ristu, nebo specialni funkéni analyzy pro urceni optimalniho
pH [FRESHNEY, 2002]. B&Zn& pouZivanym indikatorem je fenolova Cerven v kultivacnim
médiu, ktera je pti pH 7,4 Cervend a pii pH 7,0 oranzova. Pti pH 6,5 je Zlutd a poklesem
pod tuto hodnotu se zbarvi do citronové zluté. Naopak pii hodnotach vyssich nez pH 7,6 je
ruzova a pii pH 7,8 fialovd [EAGLE, 1973]. Vzhledem k tomu, Ze posuzovani barvy je

velmi subjektivni, je vhodné pouzit soubor standardd s pouzitim sterilniho vyvazeného
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roztoku soli (BSS) s fenolovou cerveni na spravnou koncentraci, ve stejném typu ldhve

a se stejnym obsahem vzduch, ktery je bézné pouzivan k ptipravé médii.

Velmi dtlezitym plynem je oxid uhli¢ity a hydrogenuhli¢itany. Oxid uhli¢ity se v plynné
fazi rozpousti ve stiedni stavové rovnovaze s HCOs™ ionty, a tim se snizuje pH. Jelikoz
rozpustény CO,, HCO3™ a pH spolu souvisi, je t€zké urcit ptimy vliv CO,. Pfitomny CO,

v atmosféfe je zavisly na teploté a to brani tvorbé H,COj3, ktery se uvoliluje podle reakce:
H,0 + CO, < H,CO; «> H™ + HCO5~

HCO3;" ma pomérné nizkou disociacni konstantu s vétSinou dostupnych kationtd, coz vede
k tendenci obnovit asociace vylucovani kyselého média. Vysledkem zvySeni atmostérické-
ho CO, je snizovani pH a zvySeny CO, pak muiZe byt neutralizovan zvySenim koncentrace
hydrogenuhli¢itanu:

NaHCO; <> Na' + HCO;

Zvysena koncentrace HCO;™ mé za nasledek posunuti rovnice doleva, dokud neni dosazeno
hodnoty pH 7,4. Vysledek je stejny, 1 pokud se pouzije jiny oxid (napt. NaOH).

NaOH + H,CO;3 <> NaHCO; + H,O <> Na" + HCO5 + H,0

Kultury v otevienych nadobéch se inkubuji v atmosfére CO,, jehoz koncentrace v médiu je

v rovnovaze s hydrogenuhli¢itanem sodnym [FRESHNEY, 2005].

6.3 Kyslik

Druhou hlavni slozkou plynné faze je kyslik. Zatimco vétSina bunék pottebuje kyslik
k dychani in vivo, tak kultivované bunky casto spoléhaji na glykolyzu, ktera je anaerobni.
V nékterych ptipadech se pouzivaji O, nosice, jako je naptiklad u hemoglobinu [CHEN
a PALMER, 2009]. OvSem tato metoda jest¢ neni roz$ifena, tudiZ vétSina kultur spoléha
predevsim na rozpustény O,. Ten miiZze byt toxicky vzhledem k vysokému obsahu volnych
radikala [BALIN et al., 1976]. Kultury se 1i$i v pozadavcich na kyslik a hlavni rozdil je
mezi organovymi a bunécnymi kulturami [COOPER et al., 1958; BALIN et al., 1976]. Pro
vétSinu bunéénych kultur je vhodnéjsi atmosféricky kyslik nebo nizky tlak, nékteré orga-
nové kultury, zvlasté¢ odvozené od pozdniho stddia embrya novorozencii nebo dospélych,
potiebuji az 95% O, v plynné fazi [TROWELL, 1959; De RIDDER a MAREEL, 1978]. Na
porézni mikronosice se difize muize stat také omezujici [PREISSMANN et al., 1997], jeli-
koz rozptylené bunécné kultury preferuji niZsi tlak kysliku [COURTENAY et al., 1978].
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6.4 Osmolalita

Osmolalita je celkové mnozstvi osmoticky aktivnich Castic rozpusténych v kilogramu vo-
dy. Vyjadiuje se v osm/kg nebo ve zlomcich této jednotky. VétSina kultivovanych bunck
ma pomérné Sirokou toleranci k osmotickému tlaku [WAYMOUTH, 1970]. Vzhledem
k tomu, Ze osmolalita v plazmé¢ je ptiblizné¢ 290 mosmol/kg, je rozumné piedpokladat, ze
tato troven je optimalni pro lidské bunky in vitro, ackoli to mize byt rizné pro jiné druhy.
V praxi, osmolalita je mezi 260 mosmol/kg a 320 mosmol/kg, coz je piijatelné pro vétSinu
bun¢k [FRESHNEY, 2005], avSak jednou zvolena hodnota by méla zlstat konstantni na
+ 10 mosmol/’kg [WAYMOUTH, 1970].

Osmolalita je obvykle méfena poklesem uvolnéni mista, nebo zvySeni tlaku par tohoto
média. Méfeni osmolality je uziteCny krok kontroly jakosti, pokud si chceme vytvofit me-
dia sami, jelikoZ poméha chranit pfed chybami pfi navazovani, fedéni, a podobné. Je to
zvlasté dulezité sledovat v piipadé¢ zmény konstrukce media. Pfidani HEPES a Iéki roz-
pusténych v silné kyseliné nebo zasadé a jejich nasledna neutralizace mize vyrazné ovliv-

nit osmolaritu [FRESHNEY, 2005].

6.5 Viskozita

Viskozita kultivaéniho média je ovlivnéna predevsim obsahem séra a ve vétSiné€ piipadi
ma maly vliv na bunéény rist. Viskozita se stava dilezitou, pokud je suspenze rozruSena
(napf. pti preruseni kultury se michd), nebo kdyz buniky jsou oddéleny trypsinem. Jakéko-
liv poSkozeni bunék, ke kterému dochézi za téchto podminek muzeme snizit zvySenim
viskozity média s karboxymetylceluloza (CMC) nebo polyvinylpyrrolidon (PVP)
[CHERRY a PAPOUTSAKIS, 1990]. To je obzvlast¢ dulezité pii nizké sérové

koncentraci, v nepfitomnosti séra. U bioreaktoru se pouZiva zamichani kultur, ve kterém je
Casto pouzivan Pluronic F68, ackoli jeho ucinek je pravdépodobné multifaktoridlni

[FRESHNEY, 2005].

6.6 Meédia a séra

6.6.1 Meédia

Pro kultivaci bunéénych kultur se vyuzivaji kultivacni média. Jejich soucasti byvaji casto
také séra. Slozeni médii je vysoce specifické s ohledem na kultivovanou bunéénou lini.

Vesker¢ latky pouzité pro ptipravu médii musi byt vysoké kvality s minimem nezadoucich
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ptfimési [WAYMOUTH, 1970]. Zakladem je voda a v ni rozpusténé anorganické soli. Ty
hraji vyznamnou roli v zajisténi vhodného pH, osmotického tlaku a jsou zdrojem nezbyt-
nych iontd. Osmoticky tlak je roven koncentracim rozpusténych iontti. Mezi nejzakladné;jsi
ionty obsazené v médiich jsou Na", K, Mg, Ca*", CI', SO,~, POs” a HCO; [YAMADA
a GEIGER, 1997]. Dalsi dualezitou souc¢asti vétsSiny médii je glukdza, jako zdroje energie.
Je metabolizovéana hlavné na pyruvat, ktery mize byt pfeveden na laktat a acetoacetat a ty
mohou vstoupit do Krebsova cyklu, kde jsou oxidovany za vzniku CO, a vody. Krebstv
cyklus nemusi fungovat Gpln€ a to pfi hromadéni kyseliny mlécné v médiu, coz je patrné
v embryondlnich a transformovanych buiikach. V médiu se vyskytuje 1 fada dalSich latek
vcetné bilkovin, peptidd, nukleosidl, kyseliny citronové apod [FRESHNEY, 2002]. Visko-
zita kultiva¢niho média je ovlivnéna pfedevsim obsahem séra a ve vétsiné ptipadii ma ma-

1y vliv na rist bun€k [CHERRY a PAPOUTSAIJIS, 1990].

6.6.2 Séra

Sérum je dulezitou casti média prokultivaci a to pfedevS§im pro obsah specifickych latek.
KaZzdé sérum je jiné kvality, proto se provadi testy na pfitomnost endotoxintl, testy na sna-
Senlivost konkrétnim typem bunék, na pfitomnost virt, apod. Séra jsou také rtizné¢ho ptvo-
du, rizné Sarze, normalni a inaktivni séra (inaktivace séra je jeho vystaveni teploté 56°C po
dobu cca 30 az 45 minut) [ALBERTS et al., 1998]. Sérum obsahuje ristové faktory, které
podporuji bunéénou obranu. Sérum je také zdrojem minerald, tukt a hormont, z nichz
mnohé mohou byt vazané na bilkoviny. NejCastéji pouzivand séra jsou z tkdni kultury
z teleciho ¢i hovéziho plodu, z dospélého koné a lidské sérum. Séra telete (CS) a plodu
vani. Lidské sérum je n€kdy pouzivano pro specifické lidské bunééné linie [HY VONEN et

al., 1988; KAMINSKA et al., 1990].

Kultivaéni média mohou byt dodavéna jako kapaliny nebo ve formé& praSku. Média ve for-
mé kapaliny mohou mit trvanlivost pfi 4 © C aZ jeden rok. Sérum ma trvanlivost pfiblizné
jeden rok pii 20 ° C. Pfiprava médii, ve vSech piipadech, vyZaduje vysokou kvalitu vody,
a proto se pouziva voda deionizovana (velmi kvalitni Cistd voda s vysokou rezistivitou,

u niz doslo k odstranéni organickych latek, iontti a bakterii) [UNCHERN, 1999].
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6.7 Antimikrobialni latky

Pfi manipulaci s primarni kulturou, je tfeba pracovat za ptisnych aseptickych podminek.
Neni-li dosazeno dobrych sterilnich podminek, je zapotiebi pouzit do médii antibiotika
urcitych kritérii (napf., nesmi inhibovat rist ani ovliviiovat metabolismus bunék a musi ochra-
novat kulturu po celou dobu experimentu) a antimykotika [UNCHERN, 1999]. Dosazeni
kontroly nad velkym mnozstvim mikroorganismti, aniz by pusobily toxicky na buiiky, vy-
Zaduje intenzivni kratkodobé vystaveni vysokym koncentracim antibiotik. Pro tkénové
kultury pouziva vétSina autort celou fadu antibiotik, napf. penicilin a antimykotika jako

jsou kanamysin, gentamicin a amfotericin B [KAEFFER, 2002].

6.8 Prace s kulturami

Prace s bunécnymi kulturami zavisi na peclivé kontole kultiva¢nich podminek a praci
s témito kulturami. Je také dlilezité vénovat pozornost €istote, autenticité a stabilité. Je nut-
né, aby veskeré pouzivané pomucky a chemikalie byly sterilni a aby neobsahovaly toxické
latky. Pro zajiSténi sterility zafizeni a chemikalii, se doporucuje sterilizovat v autoklavu
vSechny komponenty a chemikalie, které jsou tepelné stabilni a to za sterilacni teploty
121°C po dobu nejméné 15minut pii tlaku 100kPa. Zafenim gama (vzacné i UV — jen po-
vrchy) sklo, filtrovanim vzduch (HEPA filtry s pory 0,3 um) a roztoky (hlavné média
a séra) se bezné Cisti pies filtry s pory 0,2 um [AUSUBEL et al., 2002]. Omytim (2-5%
aldehydy, 70% EtOH, 2-5% fenol, 5-10% peroxid vodiku) se sterilizuji nastroje, pracovni
plochy, nékteré plasty a sklo. Také plamenem lze sterilovat kovy a nékteré sklo

[SPECTOR a GOLDMAN, 1998].

Pti praci s kulturami by dvete inkubatorti méli zlistat oteviené jen na nezbytné nutnou do-
bu. V inkubatoru by mél neustale proudit vzduch k vyrovnani teplot na jeho rtiznych mis-
tech [LESKO, 1975]. Vzorky by mély byt bezpecné zabalené ve dvou vodotésnych kontej-
nerech a vSechny lidské materialy je nutno piepravovat jako potencidln¢ infikované, proto

by se mélo s nimi zachazet s opatrnosti [SAMBROOK et al., 1989].

Kazda laboratoi ma vlastni biologické predpisy, kterymi by se méla fidit, a kdokoliv by
m¢él pochyby o nevhodné manipulaci, mél by kontaktovat mistni bezpecnostni organizaci.
Kromé obvyklého vybaveni jsou také nutné nékteré specidlni pfistroje a pomicky. Proto
tyto techniky vyzaduji zvlast’ vybudované laboratote s vyskolenym personalem a diky to-

mu jsou tyto techniky pomérné nakladné.
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6.8.1 1Izolace bunééného kmene

Izolace bunék, které se budou péstovat je prvnim krokem pro zalozeni kultury. Vychozim
materidlem je orgéan ¢i tkan sterilné odebrany z pokusného zvitete. Jde-li o kvalitni orgén,

jsou dvé moznosti, jak z néj vytvofit bunécnou kulturu.

e Prvnim zplsobem je, zZe tkan se rozifeze na malé ¢asteCky a ty se nasledné ponoii do
kultivaéniho média. Buiiky pak z ¢aste¢ek vyrlstaji a Sifi se po povrchu kultivaéni

nadoby.

e V druhém piipadé¢ se tkan rozvolni na jednotlivé buiiky, at’ uZ mechanicky homo-
genizatorem, nebo Setrnéji — napf. enzymatickym natradvenim (trypsinem, kolage-

nazou, pronazou, dispazou, elastazou apod.).

V obou ptipadech vznika smés mnoha bunéénych typt, ze které je nutné zddanou subpopu-
laci 1zolovat. Lze vyuZit rizné odolnosti jednotlivych typl buné€k vici riznym podminkdm
(narocnost na slozeni kultivaéniho média, citlivost vici toxickym latkdm apod.), nebo lze
buiiky rozdélit podle jejich fyzikalnich vlastnosti (nejcastéji podle hustoty nebo rychlosti
sedimentace). K izolaci bun¢k podle hustoty (izopyknicka sedimentace) se vyuziva centri-
fugace bunécné suspenze ve zkumavce naplnéné médiem, které ma v riznych vzdalenos-
tech ode dna riiznou denzitu — tzv. déleni dle gradientu hustoty. Hustota gradientu se mtize
meénit bud’ plynule (spojité gradienty), nebo skokem (nespojité gradienty). Lepsi déleni
bunék i1 vytézek nez izopyknickd sedimentace poskytuje tzv. centrifugacni elutriace. Ta
umoziuje pomoci specialniho zafizeni rozd¢lit buiiky podle rychlosti sedimentace, tj. nejen

vvvvvv

duje zvlastni vybaveni.

6.8.2 Zchlazovani a zamraZovani bunék

Vzdy, kdyz chceme vzorky s kulturou skladovat, musi byt zchlazené nebo zmrazené. Oba
body jsou velmi diileZité. Lednici nebo chladné mistnosti je potieba k uloZeni stfednich
médii, zatimco hlubokomrazici box je potfebny pro udrZeni zasoby séra, Zivin a antibiotik
[FRESHNEY, 2010]. Maji-li byt buiiky zachovany, je zmrazeni nezbytné zajistit tekutym
dusikem nebo hlubokomrazicim boxem kde bude -80°C. Postup pro zmrazovani bun¢k je
obecné pro vSechny buiiky v kultufe stejny. M¢ly by byt zmrazeny v exponencidlni fazi
ristu a vhodnym konzervaénim ¢inidlem, obvykle dimethylsulfoxidu (DMSO). Buiiky jsou

zmrazeny pomalu o 1°C za minutu, az na -50°C. Nasledn¢ se uchovavaji pii teploté -196°C
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ponofené do kapaliny N, (v uzavienych sklenénych ¢i plastovych ampulich) nebo nad hla-
dinou kapaliny v plyné fazi. ZhorSeni zmrazenych bunék bylo pozorovéano pii -70°C, proto
je -196°C nezbytné pro dlouhodobé skladovani [UNCHERN, 1999]. Do hlubokomraziciho
boxu se davaji buiiky v termoizola¢nim materialu (napf. pénovy polystyren) na 1 az 3 dny
a dojede k trvalému uchovani [CELIS et al., 1994]. Napi. pfi zmrazeni ristového média
HepG2, HaCaT nebo NIH/3T3 je zapotiebi doplnit médium o 5% DMSO a skladovani
v tekutém dusiku [LGC: online].

6.8.3 Rozmrazovani bunék

Rozmrazované buiiky je tieba co nejrychleji prevést na kultivaéni teplotu (napi. ve vodni
lazni). Stejné jako i zmrazovani, tak i rozmrazovani zavisi na minimalizaci intracelularnich
ledovych krystalkil z vody, které by poskodily kultury [FRESHNEY, 2010]. Po zahtati se
provede odstranéni zmrazovaciho média (centrifugaci) a poté se provede vysev k dalsi kul-
tivaci. Druhy den po vyseti je vhodné vyménit kultivaéni médium za nové, ¢imz se odstra-

ni zbytky bunék, které zamrazeni (rozmrazeni) nepiezily [ALBERTS et al., 2001].

6.8.4 Preprava bunék

Kultury mohou byt piepraveny z jedné laboratofe do druhé nékolika zplisoby. V termosce,
coz je zpusob lokalni ptepravy, nebo jako zmrazené ampulky v izolacnim boxu se suchym
ledem (CO,) pro ptepravu na delsi vzdalenosti, nebo jako zivé kultury v kultivaéni nadob-
ce s nadbytkem média. Tkan¢ (s vyjimkou krve) se pfepravuji podchlazené ve vyZzivnych

médiich [SPECTOR a GOLDMAN, 1998].

6.8.5 Monitorovani infekce

Kultury je zapotiebi pribézné monitorovat z divodu mozné kontaminace bunéénych kultur
mikroorganismy. Bakteridlni a plisnové kontaminace 1ze obvykle snadno detekovat a od-
stranit. VéEtsi Usili je vynaloZeno na odhalovani a odstranovani virové kontaminace
[FOGH, 1973]. Pokud se v kultufe nebo v zdsobnich roztocich vyskytnou plisn¢, bakterie
¢1 viry, dochazi k rychlému vycerpani média, coZ se projevi zménou jeho barvy z ervené
na zlutou, diky poklesu pH [EAGLE, 1973]. Ke zviditelnéni téchto mikroorganismi se pro-
vadi tzv. mikroskopické barveni na celkovou DNA. To je provadéno prevazné v piipadech,
kdy buriky $patné rostou, nemaji spravny tvar, jsou citlivéjsi ke stresu atd. Nasleduje stanove-

ni specifickych antigenil - imunocytochemie, nebo western-blot. To umozni detekei speci-
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fickych bilkovin v biologickém materidlu a zajisti pfenos proteinli pomoci elektrického

pole kolmého na plivodni smér separace [YAMADA a GEIGER, 1997].
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II. PRAKTICKA CAST
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7 METODIKA

Cilem ptedkladané prace bylo stanovit vliv PhC extrahovanych z vybranych jedlych kvéta
na proliferaci eukaryotickych bunék. V prvnim kroku probéhla extrakce latek z kvéth po-
moci metanolu a nésledné byla stanovena koncentrace PhC v extraktech. V druhém kroku
doslo k upravé koncentrace jednotlivych extraktli tak, aby byly ve vSech vzorcich totozné
koncentrace PhC. Ve tieti casti pak probéhl vlastni test vlivu extrakth
a v nich obsazenych latek na bunécnou proliferaci a to pomoci in vitro testi na bunéénych

liniich. Vyhodnoceni proliferace bylo provedeno pomoci spektroskopického testu MTT.

7.1 Jedlé kvéty

Pro extrakty PhC byly vybrany nésledujici jedlé kvéty: S. nigra (Bez Cerny), 4. schoeno-
prasum (Pazitka pobiezni), R. acetosa (Stovik kysely), T. repens (Jetel plazivy), S. pra-

tensis (Salvj luéni) a V. arvensis (Fialka rolni).

7.2 Pouzité vybaveni

Veskeré prace byly provadény v laminarnim boxu Biological Safety Cabinets HER Asafe
KSP (Thermo Electron LED Gmbh; Némecko). Kultivace bun¢k probihala v inkubatoru
s fizenou atmosférou CO, Heracell 1501 (Thermo Scientific; USA) pfi teploté 37°C a at-
mosféfe 5% CO,. K vyhodnoceni MTT testu byl pouzit ptistroj Elisa reader Sunrise (Te-
can; Svycarsko), umozitujici méfeni 96 jamkovych desti¢ek. K mikroskopovani byl pouzit

mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus, CKX41).

7.3 Extrakce polyfenolu

Ihned po utrZeni byly kvéty zmraZeny a uchovany pfi teploté -40°C. Pred samotnym stano-
venim byla provedena extrakce podle Hakimuddien et al.[2008] s malymi upravami.
Zmrazené rostliny byly homogenizovany v 90 % metanolu (2ml/g) a nasledné¢ se nechaly
extrahovat pii 4°C po dobu 30minut. Po extrakci nasledovalo odstfedéni v centrifuze pii
1990 r/pm po dobu 10minut. Nasledovalo oddéleni sedimentu od supernatanu. Sediment
byl predmétem nové extrakce. Tento proces byl opakovan celkem tfikrat. Supernatany ob-
sahujici polyfenoly byly vysuseny v laborota4011 digital (Heidolph; Germany) a dale
uskladnény pii -20°C do doby vlastniho testu.

Nésledné byly extrakty zkoncentrovany na 1000pg/ml.
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7.4 Kultivace bunék

Ke kultivaci byly pouzity tfi bunééné linie. Jako prvni byly pouzity lidské keratinocyty
(HaCaT, CLS Catalog No. 300493; Germany). Pro jejich kultivaci bylo pouzito Dulbec-
co’s Modified Eagle médium, s vysokym obsahem glukézy do kterého bylo ptidano 10%
fetalniho séra a Penicillin/Streptomycin, 100 U/ml (100png/ml) zabranujici infekcim, (PAA
Laboratories GmbH, Austria). Druhou bunécnou linii byly hepatocyty (HepG2, ATCC
HB-8065). HepG2 byly kultivovany v médiu Eagle’s Minimum Essential s ptidavkem 10%
fetalniho séra skotu, 2 mM L-glutamine and 50 pg/ml gentamycine (PAA Laboratories
GmbH, Austria). Jako posledni byly pouzity mySi embryondlni fibroblasty (NIH/3T3,
ATTC CRL- 1658) s podobnym sloZenim kultivacniho média jako v pfipadé linie HaCaT,

liici se pouze sérem. Tato bunécna linie obsahuje calf sérum.
7.5 Stanoveni polyfenolii

7.5.1 Test anti - prolifera¢niho u¢inku

Pfed samotnymi testy byly extrakty dezinfikovdny pomoci UV-zafeni o vinové délce
258nm (UV-C Long Life 30W/G30TB, Phillips; Holland). Extrakty byly nasledné zfedény

v kultivaénim médiu k ziskdni vyslednych roztoki.

Vsechny pfipravené roztoky byly pouzity do 24hodin. Buiikky byly vysety do testovaci
desticky s 96 jamkami (TPP, Switzerland) jeden den pted zapocetim vlastniho testu, aby
probé&hla prekultivace. Doba rekultivace se liSila v zavislosti na ristové kiivce jednotlivych
linii, takZe v ptipadé¢ HaCaT a NIH/3T3 se jednalo o 24 hodin v pfipadé HepG2 pak 48
hodin. Kultivaéni médium bylo nésledné nahrazeno pfipravenymi roztoky s rliznou kon-
centraci extraktli. Jako kontrolni experiment byla pouzita kultivace v médiu bez obsahu

extraktu.

Pro posouzeni vlivu extraktl na proliferaci byl pouzit test MTT (Invitrogen Corporation,
USA). Tento test je zalozen na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan (modré krystaly hvézdi-
covitého tvaru). Reakce probihad na mitochondridlni membrang zivych bunék. Formazan se
rozpusti pridanim silného detergentu a zabarveni se vyhodnocuje spektrofotometricky.
Hodnota absorbance roztoku odpovida mnozstvi zivych bun¢k (¢im tmavsi barva, tim vyssi

procento zivych bunék a tedy i vyssi absorbance). Princip konverze byl popsan v roce 1954
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Blackem a Speerem a metoda byla zavedena do laboratorni praxe Mosmanem v roce 1983

(tzv. kolorimetricky test stanoveni Zivotnosti bunék).

Kultivace probihala pii 37°C a k vyhodnoceni doslo 4. a 6. den v ptipadé¢ HaCaT, 7. a 11.
den v piipadé¢ HepG2 a 4. a 6. den v ptipad¢ NIH/3T3. Terminy vyhodnoceni byly stano-

veny v zavislosti na rastové kiivce jednotlivych linii.

Absorbance byla méfena pti 540nm pomoci spektrometru Sunrise microplate absorbance
reader (Tecan, Switzerland). VSechny testy byly provedeny ve ¢tyfech opakovanich s na-
slednou kontrolou vychylenych hodnot pomoci Q-testu. Pozorovani bun¢€k bylo provedeno
pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem (Olympus, CKX41). Zavérecné vyhodnoceni

statistickych rozdili bylo provedeno pomoci T-Testu (Statistica for Windows).
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8 VYSLEDKY

Tato ¢ast diplomové prace je zamétfena na popis namétenych vysledkii. Byl uréeny antipro-
liferacni vliv polyfenolovych extraktl Sesti jedlych kvéth na tfi bunécné linie. Extrakty
byly pouzity v péti riznych koncentracich polyfenoli a jejich Gc¢inek na proliferaci byl

vyhodnocen v rtiznych ¢asovych obdobich.

8.1 Vliv polyfenolii na lidské keratinocyty

Grafy vlivil extraktd z jedlych kvéth na bunky licie HaCaT (lidské keratinocyty, CLS Ca-
talog No. 300493, Germany) jsou uvedeny v grafu ¢. 1 az 12. V grafech jsou prezentovany
stanovené hodnoty absorbance korelujici s po¢tem zivych bunék. Vyhodnoceni bylo pro-
vedeno 4. a 6. den. V méieni pro HaCaT 4. den je primérna kontrolni hodnota absorbance
0,5352 se smérodatnou odchylkou + 0,0875, a v méfeni 6. den je primeénd kontrolni hod-
nota absorbance 0,4602 + 0,0453. Tabulky, s primérnou koncentraci jednotlivych kvéti

a kontroly, pfedstavuji statisticky priikkazné rozdily (tabulka 5 — tabulka 10).

Tabulka 5: Vliv extraktt z S. nigra na HaCaT (pramér + SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

S. nigra 50 pg/ml 0,2471 £ 0,0365 ** 0,2356 £ 0,0155 **
S. nigra 25 pg/ml 0,5003 £ 0,0773 0,4775 +0,0352

S. nigra 10 pg/ml 0,4355 + 0,0662 ** 0,4665 £ 0,0812

S. nigra 5 pg/ml 0,3868 + 0,0624 ** 0,4677 £ 0,0446

S. nigra 1 pg/ml 0,3590 £ 0,0677 ** 0,4015 £+ 0,0799 **
Kontrola 0,5352 +0,0875 * 0,4602 £ 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji priukazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

hodnoceni 4. 1 6. den (viz. tabulka 5). Pf1 vyhodnoceni 4. den byl u vSech koncentraci
S. migra, vyjimkou koncentrace 25 pg/ml, statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou
a pramérnou hodnotou absorbance. U koncentrace 25 pg/ml byla primérna hodnota absor-
bance 0,5003 se smérodatnou odchylkou £ 0,0773. Primérnd hodnota absorbance kvétu
a jeho smérodatna odhylka se piekryvaji s kontrolnim méfenim (0,5352 + 0,0875), a proto

se tento U¢inek nepovazuje za statisticky prukazny.

Po vyhodnoceni 6. den byl statisticky prikazny rozdil, mezi kontrolou a primérnou hodno-

tou absorbance, pfi koncentraci 50 pg/ml (0,2356 £+ 0,0155) a 1 pg/ml (0,4015



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

+ 0,0799). Zbylé koncentrace (25 pg/ml, 10 pg/ml a 5 pg/ml), s absorbanci v rozmezi
0,4665 az 0,4775, se opét piekryvaji s kontrolnim métenim (0,4602 £+ 0,0453), a proto se
tyto ucinky nepovazuji za statisticky prukazné. V obou dnech vyhodnoceni vykazuji
trakty z S. nigra podobnou uc¢innost (graf 1 a 2). Nejprve doslo ke zvySovani absorbance,
se snizujici se koncentraci kvétu, av§ak u koncentrace 10 pg/ml doslo ke zvratu a absor-

v

50 pg/ml a Ize tuto koncentraci, a vSechny vyssi, povazovat za statisticky vyznamny vliv

na proliferaci.

Graf 1: Proliferace HaCaT, vyjadfena hodnotou absorbance, za ptitomnosti extrakti

z S. nigra 4. den (pramér + SD).
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Graf 2: Proliferace HaCaT, vyjadfena hodnotou absorbance, za ptitomnosti extrakti

z S. nigra 6. den (primér + SD).
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Tabulka 6: Vliv extraktt z 4. schoenoprasum na HaCaT (primér =+ SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

A. schoenoprasum 50 ng/ml 0,1840 + 0,0288 ** 0,2078 £ 0,0322 **
A. schoenoprasum 25 pg/ml 0,2069 + 0,0214 ** 0,2014 £ 0,0150 **
A. schoenoprasum 10 ng/ml 0,2239 + 0,0244 ** 0,2035 £ 0,0256 **
A. schoenoprasum 5 pg/ml 0,2419 £ 0,0215 ** 0,2305 + 0,0351 **
A. schoenoprasum 1 pg/ml 0,4002 £ 0,0272 ** 0,4519 + 0,0345
Kontrola 0,5352 +0,0875 * 0,4602 £ 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji prikazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

U vzorku 4. schoenoprasum vyhodnoceného 4. den byl statisticky priikazny rozdil mezi
kontrolou (0,5352 + 0,0875) a primérnou hodnotou absorbance ve vSech koncentracich,
coz znazornuje tabulka 6. V ptipadé delSiho ptisobeni HaCaT bungk byl statisticky prukaz-
ny rozdil oproti kontrole ve vSech vysokych koncentracich. Vyjimku tvofila koncentrace
1 pg/ml, kdy absorbance byla 0,4519 se smérodatnou odchylkou + 0,0345, ktera se prekry-
va s kontrolnim vzorkem (0,4602 + 0,0453), a tudiz zde nebyl prokdzan statisticky pritkaz-
ny rozdil. Nejnizsi primérné hodnoty proliferace HaCaT byly zjistény v obou dnech vy-
hodnoceni u vSech koncentraci, vyjimkou koncentrace 1 pg/ml. Absorbance pii téchto
koncentracich se pohybovala v rozmezi 0,1840 az 0,2429. Z grafu 3 je patrné, Ze se sniZu-

jici se koncentraci stoupa absorbance. JelikoZ vSechny vysledky mély velmi malé sméro-
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datné odchylky, lze povazovat primémé hodnoty extraktii za velmi piesné. Z vysledka
vyplyvé G€innost extraktl kvétu A. schoenoprasum na snizovani proliferace buné¢k jiz pfi

koncentraci 1 pg/ml po 4 dnech a pii koncentraci 5 pg/ml po 6 dnech.

Graf 3: Proliferace HaCaT, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z A. schoenoprasum 4. den (pramér + SD).
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Graf 4: Proliferace HaCaT, vyjadiend hodnotou absorbance, za ptitomnosti extraktt

z A. schoenoprasum 6. den (pramér + SD).
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Tabulka 7: Vliv extraktii z R. acetosa na HaCaT (prumér + SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

R. acetosa 50 pg/ml 0,2234 + 0,0231 ** 0,2758 + 0,0478 **
R. acetosa 25 pg/ml 0,4691 £ 0,0443 ** 0,3869 + 0,0426 **
R. acetosa 10 pg/ml 0,4631 £ 0,0678 ** 0,5024 + 0,0626 **
R. acetosa 5 pg/ml 0,4928 + 0,0529 0,4765 + 0,0517

R. acetosa 1 pg/ml 0,4458 £ 0,0739 ** 0,5284 £ 0,0829 **
Kontrola 0,5352 £ 0,0875 * 0,4602 + 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji pritkazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

Graf 5: Proliferace HaCaT, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

Z R. acetosa 4. den (primér + SD).
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V tabulce 7 je popsan vliv extrakti z R. acetosa na HaCaT. U nejvyssi koncentrace
byly srovnatelné. U koncentrace 5 ug/ml byla primérna hodnota absorbance 0,4928 se
smérodatnou odchylkou + 0,0529 (v pfipadé vyhodnoceni 4. den) a primérna hodnota ab-
sorbance 0,4765 + 0,0517 (v pfipadé¢ vyhodnoceni 6. den). Tyto hodnoty se piekryvaji
s kontrolnim pokusem, a nelze tyto uc¢inky povaZovat za statisticky priikazné. V ostatnich
koncentracich byl prokazan statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou a primérnou hod-
notou absorbance. V grafu 5 je opét patrna nejnizs$i absorbance a to u koncentrace
50 pg/ml. Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance 0,4458 az 0,4928

s velkou variabilitou smérodatnych odchylek v ptipadé¢ vyhodnoceni po 4 dnech. Ve vy-

Cv v
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50 pg/ml. V ostatnich koncentracich, az na koncentraci 5 pg/ml, je patrny narust absorban-
ce, se snizujici se koncentraci. Pfi vyhodnoceni po 4 a 6 dnech byla zjiSténa uc¢innost PhC

na snizovani proliferace pti koncentraci 10 pg/ml a vice.

Graf 6: Proliferace HaCaT, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

Z R. acetosa 6. den (primér + SD).
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Tabulka 8: Vliv extraktti z 7" repens na HaCaT (pramér + SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

T. repens 50 pg/ml 0,2098 + 00,0138 ** 0,2070 £ 0,0123 **
T. repens 25 pg/ml 0,3370 £ 0,0520 ** 0,4738 £ 0,0616

T. repens 10 pg/ml 0,4948 + 0,0819 0,4654 + 0,0540

T. repens 5 ng/ml 0,4293 +£ 0,0798 ** 0,4388 + 0,0686

T. repens 1 ng/ml 0,4376 + 0,0403 ** 0,4516 + 0,0443
Kontrola 0,5352 +0,0875 * 0,4602 £ 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji prikazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

U vzorku kvétu 7. repens byla kontrolni méteni stejnd jako pro piedchozi kvéty, tedy opét
se porovnavalo s primérnou hodnotou absorbance 0,5352 a smérodatnou odchylkou
+ 0,0875 (po 4 dnech). Pfi hodnoceni po 6 dnech se porovnavalo s primérnou hodnotou
absorbance 0,4602 a smérodatnou odchylkou + 0,0453 (viz. tabulka 8). Pfi hodnoceni vy-
sledkti po 4 dnech byla primérna hodnota absorbance 7. repens v koncentraci 10 pg/ml
0,4948 a vzorek pfi této koncentraci nenabyl statisticky prikazny rozdil v porovnani

s kontrolnim méfenim. U koncentraci 50 pg/ml, 25 pg/ml a 10 pg/ml byl zaznamenan na-
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rust absorbance oproti koncentracim 5 pg/ml a 1 pg/ml, kde byl zaznamenan pokles absor-
bance, jak je patrné v grafu 7. Vyssi koncentrace mély vyssi G¢inek a pomérné znacné
hodnoty ovlivnily. Nejvyssi koncentrace 50 pg/ml snizila absorbanci nejvice a to na

0,2098 v pruméru, s velmi malou smérodatnou odchylkou (+ 0,0138).

Graf 7: Proliferace HaCaT, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z T. repens 4. den (pramér + SD).
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Graf 8: Proliferace HaCaT, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktil

z T. repens 6. den (pramér + SD).
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Pti vyhodnoceni po 6 dnech byla u koncentrace 7. repens 50 pg/ml primérna hodnota ab-

sorbance kvétu 0,2070 a vzorek pii této koncentraci jako jediny nabyl statisticky prikazny
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rozdil oproti kontrole. U ostatnich koncentraci nebyl zaznamenan statisticky prukazny roz-
dil v porovnani s kontrolnim méfenim, jak je zndzornéno v tabulce 8. Zatimco mezi kon-
centracemi 50 pg/ml a 25 pg/ml byl zaznamenan narust absorbance, tak u koncentraci
10 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml byl zaznamenan pokles absorbance, coz je patrné z grafu 8.
I v tomto ptipadé nejvyssi koncentrace 50 pg/ml snizila absorbanci nejvice a to na 0,2070
v primeéru, s velmi malou smérodatnou odchylkou (£ 0,0123). Obecné lze povazovat kon-
centrace PhC nad 25 pg/ml (pfi vyhodnoceni po 4 dnech) a koncentraci 50 pg/ml (pfi vy-

hodnoceni po 6 dnech) za statisticky vyznamny vliv na proliferaci.

Tabulka 9: Vliv extraktl z S.pratensis na HaCaT (pramér £+ SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

S. pratensis 50 pg/ml 0,1590 + 0,0101 ** 0,1827 +0,0198 **
S. pratensis 25 pg/ml 0,2437 +£0,0320 ** 0,1991 +0,0128 **
S. pratensis 10 ng/ml 0,4662 + 0,0665 ** 0,4789 + 0,0601

S. pratensis 5 pg/ml 0,3992 + 0,0424 ** 0,4975+0,0613 **
S. pratensis 1 ng/ml 0,4488 + 0,0579 ** 0,5550 = 0,0601 **
Kontrola 0,5352+0,0875 * 0,4602 + 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

Graf 9: Proliferace HaCaT, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z S. pratensis 4. den (pramér + SD).
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Graf 10: Proliferace HaCaT, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z S. pratensis 6. den (pramér + SD).
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Nejniz§i primémé hodnoty proliferace byly po 4 dnech zjiStény u koncentrace
50 pg/ml (0,1590) se smérodatnou odchylkou + 0,0101 (viz. tabulka 9). U vSech koncent-
raci byl statisticky priikazny rozdil mezi kontrolou (0,5352 + 0,0875) a primérnou hodno-
tou absorbance. Zatimco u koncentraci 50 pg/ml, 25 pg/ml 5 pg/ml a 1 pg/ml byl zazna-
menan postupny narust absorbance, tak u koncentrace 10 pg/ml byla zaznamenana velka
variabilita mezi méfenim. Z grafu 9 je patrné, Ze koncentrace 50 pg/ml snizila absorbanci
nejvice.

cv v

tény u koncentrace 50 pg/ml (0,1827 + 0,0198) a koncentrace 25 pg/ml (0,1991 + 0,128).
U téchto koncentraci, byl statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou (0,4602 + 0,0453)
a prumérnou hodnotou absorbance. Stejné tak tomu bylo i u koncentraci 5 pg/ml
a 1 pg/ml. Zatimco u koncentrace 10 pg/ml nebyl zaznamendan statisticky prikazny rozdil
oproti kontrole (0,4789 + 0,0601). Déle je z tabulky 9 zfetelné, ze koncentrace 50 pg/ml
a 25 ng/ml snizily absorbanci nejvice, a tudiZ mély vyssi G€inek na proliferaci. Obecné lze
u S. pratensis vyjadrit statisticky vyznamny vliv na proliferaci koncentraci PhC nad

1 pg/ml po 4 dnech a koncentrace nad 25 pg/ml po 6 dnech.
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Tabulka 10: Vliv extrakt z V. arvensis na HaCaT (primér = SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

V. arvensis 50 ng/ml 0,1883 +£0,0125 ** 0,2203 + 00,0256 **
V. arvensis 25 pg/ml 0,3988 + 00,0421 ** 0,5376 + 00,0401 **
V. arvensis 10 pg/ml 0,4006 + 0,0294 ** 0,5553 £0,0292 **
V. arvensis 5 pg/ml 0,4645 + 0,0746 0,5494 + 00,0425 **
V. arvensis 1 pg/ml 0,4848 £ 0,0488 0,5275+0,0175 **
Kontrola 0,5352 £ 0,0875 * 0,4602 + 0,0453 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji pritkazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

Graf 11: Proliferace HaCaT, vyjadifena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakt

z V. arvensis 4. den (pramér + SD).
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Poslednim zkoumanym kvétem byl V. arvensis. U nejvyssi koncentrace 50 pg/ml byla zjis-
téna nejnizsi absorbance s velmi malou smérodatnou odchylkou, a to v obou dnech vyhod-
noceni (viz. tabulka 10). Pfi vyhodnoceni po 4 dnech byla u koncentrace 5 pg/ml praimérna
hodnota absorbance 0,4645 se smérodatnou odchylkou + 0,0746 a u koncentrace 1 pg/ml
byla primérna hodnota absorbance 0,4848 se smérodatnou odchylkou + 0,0488. Tyto hod-
noty se piekryvaji s kontrolnim méfenim (0,5352 + 0,0875), a proto se tyto t€inky nepova-
7uji za statisticky prikazné. V ostatnich koncentracich byl prokazan statisticky prikazny
a to u koncentrace 50 pg/ml. Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance 0,3988
az 0,4848 s riznou variabilitou smérodatnych odchylek. Z grafu dale vyplyva, ze se snizu-

jici se koncentraci se zvySuje absorbance. U vSech koncentraci, ptfi vyhodnoceni po
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6 dnech, byl prokazan statisticky prikazny rozdil v porovnédni s kontrolnim méfenim
Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance 0,5275 az 0,5553. Z grafu je dale
patrné, Ze se sniZujici se koncentraci se postupné zvysovala absorbance (az po koncentraci
5 pg/ml), kdy od této koncentrace doslo k poklesu absorbance. Za statisticky vyznamny
vliv na proliferaci lze povazovat koncentrace PhC vétsi nez 10 pg/ml po 4 dnech a koncen-

trace vyssi nez 1 pg/ml po 6 dnech.

Graf 12: Proliferace HaCaT, vyjadfend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z V. arvensis 6. den (pramér + SD).
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8.2 Vliv polyfenolii na lidské hepatocyty

V nasledujicich grafech (graf 13- graf 24) byla posuzovéana absorbance u stejnych jedlych
kvétt jako u HaCaT. V tomto ptipadé byly pouzity hepatocyty (HepG2, ATCC HB-8065).
Tabulky (tabulka 11- tabulka 16) s koncentraci jednotlivych kvétl, predstavuji statisticky
prikazné rozdily mezi primérnou kontrolni hodnotou absorbance a primérnou hodnotou
absorbance jednotlivych kvéti. V méteni pro HepG2 je prumérna kontrolni hodnota absor-
bance 0,7443 se smérodatnou odchylkou + 0,1920, pro vyhodnoceni po 7 dnech. V ptipadé

vyhodnoceni po 11 dnech je primérna kontrolni hodnota absorbance 0,5662 se smérodat-

nou odchylkou + 0,0135.
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Tabulka 11: Vliv extraktt z S. nigra na HepG2 (pramér = SD).

Koncentrace PhC 7. den 11. den
S. nigra 50 ug/ml 0,9430 + 0,1903 ** 0,4741 £ 0,0470 **
S. nigra 25 pg/ml 0,9004 + 0,2484 ** 0,5605 £ 0,0821

S. nigra 10 pg/ml
S. nigra 5 pg/ml
S. nigra 1 pg/ml

Kontrola

0,8575 £ 0,2064
0,6993 + 0,0779
0,7008 £ 0,1497
0,7443 £ 0,1920 *

0,4765 £+ 0,0696 **
0,4648 = 0,0596 **
0,4847 £ 0,0927 **
0,5662 = 10,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazuji pritkazné rozdily: p < 0,05 (*, **).

Graf 13: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z S. nigra 7. den (pramér + SD).
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Vlivy extraktu S. nigra na HepG2 jsou znazorn€ny v tabulce 11. Pfi vyhodnoceni po
7 dnech byla u koncentrace 10 pg/ml primérnd hodnota absorbance 0,8575 se
nou odchylkou + 0,2064, u koncentrace 5 pg/ml byla primérna hodnota absorbance 0,6993
se smérodatnou odchylkou + 0,0779, a u koncentrace 1 pg/ml byla primérnd hodnota
sorbance 0,7008 se smérodatnou odchylkou + 0,1497. Tyto hodnoty a jejich smérodatné
odchylky se ptekryvaji s kontrolnim métenim (0,7443 £+ 0,1920), a proto se tyto ucinky
nepovazuji za statisticky prikazné. U zbylych koncentraci (50 pg/ml a 25 pg/ml) je
ticky prikazny rozdil oproti kontolnimu méfeni. V porovndni s kontrolou je z grafu 13
op¢t patrné, Ze u koncentraci S. nigra 50 pg/ml, 25 pg/ml a 10 pg/ml je velké rozpéti

rodatné¢ odchylky mezi méfenimi, coz mohlo byt zplsobeno Spatnou piipravou vzorku,
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nebo chybou pfi méfeni. AvSak vSechny koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance

0,6993 az 0,9430. Z grafu 13 je dale patrné, ze se snizujici se koncentraci se snizuje absor-

bance.

Vyhodnoceni po 11 dnech je opét zndzornéno v tabulce 11. Ve srovnani s kontrolou mély
vSechny koncentrace, vyjimkou koncentrace 25 upg/ml, statisticky prikazny rozdil.
U ptidavku 25 pg/ml koncentrace PhC se vysledky pohybovaly v mezich kontrolniho po-
kusu 0,5662 = 0,0135. U vSech koncentraci PhC (vyjimkou koncentrace 25 pg/ml
a 5 pg/ml) se, se snizujici koncentraci postupné absorbance zvySovala. Vsechny tyto kon-
centrace se pohybovaly v podobném rozmezi absorbance, a to 0,4741 az 4847 s pomérne
stejnymi smerodatnymi odchylkami a vykazovaly podobnou ucinnost, coz je patrné z grafu
14. Za statisticky vyznamny vliv na proliferaci lze povazovat koncentrace PhC nad

25 pg/ml po 7 dnech a koncentrace vyssi nez 50 pg/ml po 11 dnech.

Graf 14: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakta

z S. nigra 11. den (primér + SD).
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Tabulka 12: Vliv extraktl z 4. schoenoprasum na HepG2 (pramér + SD).

Koncentrace PhC

7. den

11. den

. schoenoprasum 50 pg/ml

. schoenoprasum 25 png/ml

A

A

A. schoenoprasum 10 pg/ml
A. schoenoprasum 5 pg/ml
A

. schoenoprasum 1 pg/ml

Kontrola

0,1630 = 0,0074 **
0,3743 £ 0,0499 **
0,5204 + 0,0779 **
0,7865 = 00,0628
0,8038 = 0,0626
0,7443 £ 0,1920 *

0,2673 £ 0,0253 **
0,3142 + 0,0140 **
0,5792 +0,0387
0,4813 £ 0,0654 **
0,5714 £ 0,0527
0,5662 +0,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

cvwr

zjistény u koncentrace 50 pg/ml (0,1630) s velmi malou smérodatnou odchylkou + 0,0074
(viz. graf 15). Pii této koncentraci je statisticky priikkazny rozdil v porovnani s kontrolnim
méfenim. Velkd podobnost ucinnosti PhC je u koncentraci 5 pg/ml a 1 pg/ml. Pii
koncentraci

1 pg/ml byla zaznamenana nejvyssi absorbance a to 0,8038 se smérodatnou odchylkou

+ 0,0626. Z grafu 15 je patrné, Ze se snizujici se koncentraci stoupa absorbance v extraktu

]ﬁ/g%ldnoceni vzorku A. schoenoprasum po 11 dnech je vliv PhC na HepG2 buniky znazor-
nén v tabulce 12. Nejniz§i absorbance byla naméfena u nejvySSich koncentraci, a to
50 pg/ml (0,2673 £+ 0,0253) a koncentrace 25 pg/ml (0,3142 + 0,0140). U obou téchto
koncentraci byl statisticky prikazny rozdil oproti kontrole, stejné jako u koncentrace
5 pg/ml (0,4813 + 0,0654). U koncentraci 10 ug/ml a 1 pg/ml nebyl shledan statisticky
prikkazny rozdil mezi extraktem z kvétu a kontrolnim vzorkem, u kterého byla absorbance
0,5562 se smérodatnou odchylkou 0,0135. Z grafu 16 je opét patrny vysSi ucinek
polyfenoli pfi koncentracich 50 pg/ml a 25 pg/ml, a lze je povazovat za statisticky
vyznamné U€inné na proliferaci. Obecné lze u A. schoenoprasum vyjadfit statisticky
vyznamny vliv na proliferaci koncentrace PhC nad 10 pg/ml po 7 dnech a koncentrace nad

25 pg/ml po 11 dnech.
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Graf 15: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakta

z A. schoenoprasum 7. den (pramér + SD).
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Graf 16: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z A. schoenoprasum 11. den (pramér + SD).
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Tabulka 13: Vliv extraktti z R. acetosa na HepG2 (pramér + SD).

Koncentrace PhC 7. den 11. den

R. acetosa 50 pg/ml 0,6154 +0,1074 ** 0,5351 £ 0,0676
R. acetosa 25 ng/ml 1,1760 £ 0,0954 ** 0,5239 + 0,0730
R. acetosa 10 pg/ml 1,1838 £ 0,1507 ** 0,5055 + 0,0292

R.
R.

acetosa 5 pg/ml

acetosa 1 ng/ml

Kontrola

0,6516+0,1284
0,7328 £0,1328
0,7443 £ 0,1920 *

0,4810 + 0,0591 **
0,4085 + 0,0303 **
0,5662 = 10,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Pti hodnoceni R. acetosa po 7 dnech je z tabulky 13 patrny statisticky prikazny rozdil

koncentraci PhC 50 pg/ml, 25 pg/ml a 10 pg/ml v porovnani s kontrolnim méfenim. Pfi

koncentracich PhC 5 pg/ml, s primérnou absorbanci 0,6516, a u koncentrace 1 pg/ml,

s primérnou absorbanci 0,7328, se absorbance pohybovala v rozmezi 0,7443 + 0,1920,

a tudiz vzorek pfi téchto koncentracich nenabyl statisticky prikkazny rozdil. Zatimco

u koncentraci 50 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml se absorbance pohybuje v rozmezi 0,6154 az

0,7328, tak u koncentraci 25 pg/ml a 10 pg/ml byl zaznamendn velky narust absorbance

(1,1760 a 1,1838) a tudiz extrakt v téchto koncentracich vyrazné ovlivnil pribéh prolifera-

ce. Velkd variabilita mezi méfenim mohla byt zplisobena Spatnym méfenim nebo Spatné

pfipravenym vzorkem.

z R. acetosa 7. den (priamér + SD).

Graf 17: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl
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V ptipadé vyhodnoceni po 11 dnech nebyl u nejvyssich koncentraci (50 pg/ml, 25 pg/ml
a 10 pg/ml) shledan statisticky prikazny rozdil oproti kontrole. Zatimco u koncentraci
5 pg/ml a 1 pg/ml byl shledan statisticky prukazny rozdil v porovnani s kontrolnim meéte-
nim. VSechny vysledky byly pomé&rné srovnatelné, jelikoz jejich absorbance se pohybovala
v rozmezi 0,4085 az 0,5351. Z grafu 18 je patrna srovnatelnost v§ech koncentraci. Velkou
podobu ptedstavuji koncentrace PhC 50 pg/ml (0,5351 + 0,0676) a koncentrace 25 pg/ml
(0,5239 + 0,0730). Z grafu je dale patrné, Ze se snizujici se koncentraci se snizuje

1 absorbance, z ¢ehoz vyplyva, Ze ¢im nizsi koncentrace, tim nizsi antiproliferacni efekt.

Graf 18: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z R. acetosa 11. den (pramér + SD).
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Tabulka 14: Vliv extrakth z T. repens na HepG2 (pramér + SD).

Koncentrace PhC

7. den

11. den

T. repens 50 pg/ml
T. repens 25 ng/ml
T. repens 10 pg/ml
T. repens 5 ng/ml
T. repens 1 pg/ml

Kontrola

0,5917 £ 0,0739 **
0,9853 £0,1616 **
0,7533 +£0,0834
1,0525 £ 0,1666 **
0,7468 = 0,1483
0,7443 £0,1920 *

0,2703 + 0,0089 **
0,4951 £ 0,0562 **
0,4747 + 0,0295 **
0,4989 £+ 0,0755
0,4475 + 0,0433 **
0,5662 +0,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

U koncentrace PhC 10 pg/ml byla primérna absorbance 0,7533, coz se piekryva

s kontrolnim métfenim 0,7443 + 0,1920, a tudiz vzorek pii této koncentraci nenabyl statis-
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ticky prikazny rozdil (tabulka 14). Stejné tomu tak bylo i u koncentrace 1 pg/ml (0,7468
+ 0,1483). U zbylych koncentraci, které se pohybuji v rozmezi absorbance 0,5917 az
0,7533 byl statisticky prtikazny rozdil. Z grafu 19 jsou patrné vykyvy u koncentraci

25 pg/ml a 5 pg/ml, které hodnoty absorbance ovlivnily. Tyto hodnoty byly zaznamenany
po 7 dnech.

Graf 19: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakta

z T. repens 7. den (pramér + SD).
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Graf 20: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z T. repens 11. den (pramér + SD).
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v

50 pg/ml (0,2703) s velmi malou smérodatnou odchylkou + 0,0089 (viz. Graf 20). V této
koncentraci absorbance dosahuji statisticky priikazny rozdil, stejné jako u koncentraci
25 pg/ml, 10 pg/ml a 1 pug/ml, coz je znazornéno v tabulce 14. Koncentrace 50 pg/ml jiz
mela vyssi Gcinek a pomérné hodnoty absorbance ovlivnila. Velka podobnost ucinnosti
PhC je u koncentraci 25 pg/ml a 5 pg/ml (viz. graf 20). Obecné lze u 7. repens vyjadriit
statisticky vyznamny vliv na proliferaci koncentraci PhC nad 25 pg/ml po 7 dnech a kon-

centrace vyS$i nez 10 pg/ml po 11 dnech.

Tabulka 15: Vliv extraktl z S. pratensis na HepG2 (pramér + SD).

Koncentrace PhC 7. den 11. den

S. pratensis 50 pg/ml 0,5457 £ 0,0807 ** 0,2863 £ 0,0098 **
S. pratensis 25 pg/ml 0,8984 + 0,0467 ** 0,4976 + 0,0783 **
S. pratensis 10 ng/ml 0,8876 + 0,0548 0,5146 + 0,0820

S. pratensis 5 ug/ml 0,5969 + 0,0581 ** 0,4318 = 0,0299 **
S. pratensis 1 pg/ml 0,8520 + 0,0364 0,4113 £0,0225 **
Kontrola 0,7443 £0,1920 * 0,5662 £0,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

U vzorku kvétu S. pratensis bylo kontrolni méfeni stejné jako pro piedchozi kvéty, tedy
opét se porovnavalo s primérnou hodnotou absorbance 0,7443 a smérodatnou odchylkou
+ 0,1920 (v ptipad€ vyhodnoceni po 7 dnech), a primérnou hodnotou absorbance 0,5662
hodnoty proliferace po 7 dnech byly zjistény u koncentrace PhC 50 pg/ml (0,5457) se smé-
rodatnou odchylkou + 0,0807 (viz. tabulka 15). Pfi této koncentraci, a dale pti koncentraci
25 pg/ml a 5 pg/ml byl statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou a primérnou hodnotou
kvétu. U zbylych koncentraci nebyl statisticky prikazny rozdil. Z grafu 21 je patrné, Ze
podobnou uc¢innost maji koncentrace PhC 50 pg/ml a 5 pg/ml. Dalsi velkd podobnost je
u koncentraci 25 pg/ml, 10 pg/ml a 1 pg/ml, které vykazovaly nejvyssi absorbanci, ale

statisticky prikazna v porovnani s kontrolnim méfenim byla jen koncentrace 25 pg/ml.

v v

u koncentrace PhC 50 pg/ml (0,2863) s velmi malou smérodatnou odchylkou + 0,0098,
coz miuzeme povazovat za velmi presny vysledek (tabulka 15). U koncentrace 10 pg/ml

nebyl zaznamenan statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou (0,5662 + 0,0135)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

a pramérnou hodnotou absorbance. Zatimco u koncentraci zbylych koncentraci byl
menan statisticky prikazny rozdil. Z grafu 22 vyplyva, Ze koncentrace 50 pg/ml snizila
absorbanci nejvice. Dale je z grafu patrné, Ze absorbance u jednotlivych koncentraci nej-
prve stoupala, a poté (od koncentrace 5 pg/ml) zacala klesat. Pii vyhodnoceni v obou

dnech lze za statisticky vyznamny vliv na proliferaci povazovat koncentrace nad 25 pg/ml.

Graf 21: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktl

z S. pretensis 7. den (primér + SD).
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Graf 22: Proliferace HepG2, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z S. pretensis 11. den (pramér + SD).
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Tabulka 16: Vliv extrakti z V. arvensis na HepG2 (pramér + SD).

Koncentrace PhC 7. den 11. den

V. arvensis 50 ng/ml 1,2953 £ 0,1011 ** 0,6150 + 0,0547

V. arvensis 25 pg/ml 0,5809 + 0,1205 ** 0,5495 + 0,0648

V. arvensis 10 pg/ml 0,7052 +£0,1214 0,4803 + 0,0558 **
V. arvensis 5 pg/ml 0,8543 + 0,1340 ** 0,5347 £ 0,0721

V. arvensis 1 ng/ml

Kontrola

0,5136 £ 0,1077 **
0,7443 £ 0,1920 *

0,4933 £ 0,0414 **
0,5662 +£0,0135 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Jako posledni zkoumany kvét, na piisobeni HepG2, byl vybran V. arvensis. Pii hodnoceni
po 7 dnech byla u nejvyssi koncentrace 50 pg/ml zjiSténa nejvyssi absorbance 1,2953 se
smérodatnou odchylkou + 0,1011 (viz. tabulka 16). U nasledujicich niZSich koncentraci
25 pg/ml, 10 pg/ml a 5 pg/ml se absorbance postupné zvySovala, zatimco u koncentrace
1 pg/ml absorbance poklesla na 0,5136. U koncentrace 10 pg/ml byla primérna hodnota
absorbance 0,7052 se smérodatnou odchylkou + 0,1214. Tato hodnota se prekryva s kont-
rolnim méfenim, a proto se tento ufinek nepovazuje za statisticky priikazny. V ostatnich
koncentracich byl prokazan statisticky prikazny rozdil oproti kontrole. Z grafu 23 je patrna
nejvyssi absorbance a to u koncentrace 50 pg/ml. Tato koncentrace se d4 povazovat za
Spatné pripravenou, nebo se zde prokazala Gcinnost polyfenolii z extraktu kvétu V. arvensis
jen pii urcitych koncentracich. Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance

0,5136 az 0,8543 s rliznou variabilitou smerodatnych odchylek.

Pii hodnoceni po 11 dnech byl statisticky prikazny rozdil zaznamenan u koncentrace
10 pg/ml, kde byla primérnd hodnota absorbance namétena 0,4803 se smérodatnou od-
chylkou + 0,0558, a u koncentrace 1 pg/ml s primérnou absorbanci 0,4933 a se smérodat-
nou odchylkou + 0,0414. U ostatnich koncentraci nebyl shledat statisticky pritkazny rozdil
v porovnani s kontrolnim méfenim, jak je zndzornéno v tabulce 16. Z grafu 24 jsou patrné
srovnatelné vysledky u vSech koncentraci, vcetné jejich smerodatnych odchylek. Jejich
absorbance se pohybuje v rozmezi 0,4933 az 0,6150. Nejvétsi srovnatelnost byla zazname-
nana u koncentrace 10 pg/ml (0,4803 + 0,0558) a koncentrace 1 pg/ml (0,4933 + 0,0414).
Obecné lze u V. arvensis vyjadfit statisticky vyznamny vliv na proliferaci po 7 dnech

vSechny koncentraci PhC, vyjimkou koncentrace 10 pg/ml.
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Graf 23: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakta
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Graf 24: Proliferace HepG2, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakta

z V. arvensis 11. den (pramér + SD).
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8.3 Vliv polyfenolii na mysi fibroblasty

Grafy (graf 25 — graf 36), extrahovanych PhC z danych kvéth na NIH/3T3 linie (ATCC
CRL- 1658), ukazuji absorbanci MTT vyjadiujici pocet bun€k, v porovnani s kontrolnim
vzorkem, na kterém je vidét volny rtist bunék. Mira absorbance zaroven znazorniuje miru

proliferace. V méteni pro NIH/3T3 po 4 dnech je primérné kontrolni hodnota absorbance
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0,6306 se smérodatnou odchylkou = 0,0932, a po 6 dnech je primérnd hodnota absorbance

0,8083 se smérodatnou odchylkou = 0,1014 (tabulka 17- tabulka 22).

Tabulka 17: Vliv extraktd z S. nigra na NIH/3T3 (pramér + SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

S. nigra 50 ng/ml 0,6147 £ 0,0675 0,6083 £ 0,0234 **
S. nigra 25 pg/ml 0,6306 + 0,0403 0,5978 +£ 0,0537 **
S. nigra 10 ng/ml 0,5451 £ 0,0872 ** 0,5818 £ 10,0491 **
S. nigra 5 pg/ml 0,6023 £+ 0,0637 0,5326 £ 0,0342 **
S. nigra 1 pg/ml 0,5561 £ 0,0346 ** 0,6048 + 0,0429 **
Kontrola 0,6306 + 0,0932 * 0,8083 +£0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici pritkazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Graf 25: Proliferace NIH/3T3, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktii

z S. nigra 4. den (pramér + SD).
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V tabulce 17 je znazornén vliv extraktl z S. nigra na NIH/3T3 buniky po 4 a 6 dnech. Pfi
hodnoceni po 4 dnech byl pii koncentraci 10 pg/ml a 1 pg/ml statisticky prukazny rozdil
v porovnani s kontrolnim métenim. Ostatni koncentrace (50 pg/ml, 25 pg/ml a 5 pg/ml)
byly srovnatelné, a to v rozmezi absorbance 0,6023 az 0,6306. Z grafu 25 je patrné, ze
vSechny hodnoty absorbance se pohybuji v rozmezi kontrolniho méfeni a tak se neda fici,

Ze by tyto koncentrace mély vliv na proliferaci. Celkové byly i smérodatné odchylky rtizné

u v8ech koncentraci.
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Graf 26: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z S. nigra 6. den (pramér + SD).
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Pti hodnoceni po 6 dnech je z tabulky 17 patrné, ze pfi vSech koncentrcich byl statisticky

prikazny rozdil v porovnani s kontrolnim vzorkem a primérnou hodnotou absorbance

0,8083 £ 0,1014. Z grafu 26 je patrné, Ze se snizujici se koncentraci PhC, se snizuje 1 ab-

sorbance. Vyjimku tvoii koncentrace 1 pg/ml (0,6048 + 0,0429), pii které zacala absorban-

ce opét stoupat. VSechny hodnoty absorbance se pohybuji v pomérné stejném rozpéti, a to

R4

(0,5326) a za statisticky vyznamny vliv na proliferaci se daji povazovat vSechny koncent-

race vyssi nez 1 pg/ml po 6 dennim ptisobeni NIH/3T3.

Tabulka 18: Vliv extraktii z A. schoenoprasum na NIH/3T3 (primér + SD).

Koncentrace PhC

4. den

6. den

S O O N N N

Kontrola

. schoenoprasum 50 pg/ml
. schoenoprasum 25 pg/ml
. schoenoprasum 10 pg/ml
. schoenoprasum 5 ng/ml

. schoenoprasum 1 ng/ml

0,2603 + 0,0267 **
0,6401 + 0,0377
0,5416 £ 0,0707 **
0,5008 + 0,0770 **
0,6116 +0,0922
0,6306 + 0,0932 *

0,2258 £0,0141 **
0,6058 £ 0,0614 **
0,5330 £ 0,0301 **
0,5513 £0,0333 **
0,5533 £0,0419 **
0,8083 +£0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)
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U vzorku A. schoenoprasum je v tabulce 18 popsan vliv extraktll ztohoto kvétu na

Cv v

pii vyhodnoceni 4. den (0,2603 £+ 0,0267) 1 6. den (0,2258 + 0,0141). U koncentrace
25 pg/ml byla primérna hodnota absorbance 0,6401 se smérodatnou odchylkou = 0,0377
a u koncentrace 1 pg/ml byla primérna hodnota absorbance 0,6116 se smérodatnou od-
chylkou + 0,0922. Tyto hodnoty absorbance se piekryvaji s kontrolnim méfenim, a proto
se tyto ucinky nepovazuji za statisticky prikazné. V ostatnich koncentracich byl prokdzan
50 pg/ml. Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance 0,5058 az 0,6401
s velkou variabilitou smérodatnych odchylek. Tyto hodnoty byly zaznamenany po 4 dnech
pusobeni NIH/3T3.

Graf 27: Proliferace NIH/3T3, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktii

z A. schoenoprasum 4. den (pramér + SD).
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cv v

Pti vyhodnoceni po 6 dnech byla u nejvyssi koncentrace 50 pg/ml zjiSténa nejnizsi
bance (0,2258) s velmi malou smérodatnou odchylkou + 0,0141, coz je ukazatelem velmi
presného vysledku. U vSech koncentraci byl shledan statisticky prikazny rozdil
v porovnani s kontrolnim méfenim (0,8083 + 0,1014). V grafu 28 je patrna nejnizsi absor-
bance, a to u koncentrace 50 pg/ml. Velkd vychylka byla zaznamenana u koncentrace
25 pg/ml, kdy byla naméfena primernd hodnota absorbance 0,6058 se smérodatnou
chylkou + 0,0614. Ostatni koncentrace se pohybuji v rozmezi absorbance 0,5330 az 0,5533

s pomérné stejnymi smérodatnymi odchylkami. Obecné 1ze u A. schoenoprasum za statis-
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ticky vyznamny vliv na proliferaci povazovat koncentraci PhC nad 1 pg/ml po

6 dnech ptsobeni NIH/3T3.

Graf 28: Proliferace NIH/3T3, vyjadiena hodnotou absorbance, za ptitomnosti extrakt

z A. schoenoprasum 6. den (pramér + SD).
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Tabulka 19: Vliv extraktd z R. acefosa na NIH/3T3 (pramér + SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

R. acetosa 50 pg/ml 0,5806 + 0,0780 0,5982 + 0,0676 **
R. acetosa 25 pg/ml 0,6306 + 0,0199 0,6316 + 0,0546 **
R. acetosa 10 pg/ml 0,5451 + 0,0630 ** 0,6582 +0,0731 **
R. acetosa 5 pg/ml 0,6023 +0,0296 0,6318 +0,0416 **
R. acetosa 1 pg/ml 0,5561 +0,0358 0,6219 + 0,0455 **
Kontrola 0,6306 + 0,0932 * 0,8083 +£0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Statisticky prikazny rozdil oproti kontrole u R. acetosa na NIH/3T3 bunky byl po 4 dnech
kou + 0,0630. U ostatnich koncentraci nebyl shledan statisticky priikazny rozdil v porov-
nani s kontrolnim métfenim, jak je zndzornéno v tabulce 19. Stejné jako u predeslych kvéth
se hodnoty absorbance porovnavaly s kontrolnim métenim (0,6306 £+ 0,0932). Z grafu 29
je patrné, Zze vSechny koncentrace (vyjimkou koncentrace 10 pg/ml) se pohybuji v rozmezi

absorbance 0,5561 az 0,6306 a proto se ned4 povazovat, Ze by tyto koncentrace mély vliv
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na proliferaci. Koncentrace 25 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml mély malé smérodatné odchylky,
a lze tyto hodnoty povazovat za velmi pfesné. U koncentraci 50 pg/ml a 10 pg/ml mohlo
dojit k chybé, ktera mohla byt zptsobena Spatnym meéfenim nebo Spatné piipravenym
vzorkem.

Graf 29: Proliferace NIH/3T3, vyjadifena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z R. acetosa 4. den (primér + SD).
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Pti vyhodnoceni po 6 dnech byl zaznamenan statisticky prikazny rozdil oproti kontrole
u R. acetosa na NIH/3T3 buiiky u vSech koncentraci. Stejn¢ jako u ptedeSlych kvéta se
vysledky porovnavaly s kontrolnim métfenim (0,8083 + 0,1014), coZz je znazornéno
v tabulce 19. V grafu 30 je patrné, Ze vSechny koncentrace se pohybuji v podobném roz-
mezi absorbance, a to 0,5982 az 0,6682. Zatimco od koncentraci 50 ug/ml do koncentrace
10 pg/ml doSlo ke zvySeni absorbance, tak u koncentraci 5 pg/ml a 1 pg/ml doslo
k poklesu absorbance. NejvysS§i hodnota absorbance byla naméfena u koncentrace
10 pg/ml, a to 0,6582 + 0,0731. Obécné 1ze povaZovat U¢inné na proliferaci R. acetosa

koncentrace vyssi nez 1 ug/ml po 6 dnech.
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Graf 30: Proliferace NIH/3T3, vyjadfena hodnotou absorbance, za ptitomnosti extraktii

z R. acetosa 6. den (primér + SD).
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Tabulka 20: Vliv extraktd z 7. repens na NIH/3T3 (primér + SD).

Koncentrace PhC

R. acetosa_25 ug/ml

g/ml

R. acetosa_10 ug/ml
R. acetosa_5 u

4. den

1 ugfml
Kontrola

R. acetosa_1 u;

6. den

T. repens 50 pg/ml
T. repens 25 pg/ml
T. repens 10 ng/ml
T. repens 5 pg/ml
T. repens 1 ng/ml

Kontrola

0,1888 = 0,0080 **
0,5326 £ 0,0811 **
0,5199 £ 0,0927 **
0,5359 +0,0574 **
0,4755+0,0718 **
0,6306 = 0,0932 *

0,2856 = 0,0541 **
0,6644 + 0,0481 **
0,6521 £ 0,0536 **
0,6398 + 0,0268 **
0,6098 = 0,0641 **
0,8083 =£0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prikazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

U vzorku kvétu 7. repens byla vyhodnoceni po 4 a 6 dnech velmi podobna. Pti hodnoceni

po 4 dnech bylo kontrolni méteni opét stejné jako pro predchozi kvéty, porovnavalo se

tedy s primérnou hodnotou absorbance 0,6306 a smérodatnou odchylkou + 0,0932.

U vSech koncentract, které se pohybuji v rozmézi absorbance 0,1888 az 0,5359, byl statis-

ticky prikazny rozdil v porovnani s kontrolnim méfenim, coz je zndzornéno v tabulce 20.

Nejnizsi absorbance (0,1888) byla namétena u koncentrace 50 pg/ml s velmi malou smé-

rodatnou odchylkou + 0,0080, a tudiz 1ze tento vysledek povazovat za velmi piesny. Stejné

tak je to znadzornéno i na grafu 31.
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Graf 31: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z T. repens 4. den (pramér + SD).
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Graf 32: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z T. repens 6. den (pramér + SD).
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Po 6 dennim plisobeni NIH/3T3 se porovnavalo s primérnou kontrolni hodnotou absor-
bance 0,8083 a smérodatnou odchylkou + 0,1014. V tomto ptipad¢ byl u vSech koncentraci
zaznamenan statisticky pritkazny rozdil oproti kontrole, ktery je zndzornén v tabulce 20.
odchylkou + 0,0541, coz lze vidét i vgrafu 32. Ostatni koncentrace se pohybuji
v podobném rozmezi absorbance, a to 0,6098 az 0,6644. U téchto koncentraci 1ze pozoro-

vat 1 postupné snizovani absorbance, s postupnym snizovanim koncentrace 7. repens.
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Obecné lze tedy fici, ze v obou dnech pusobeni NIH/3T3 maji koncentrace 7. repens vyssi

nez 1 pg/ml statisticky vyznamny vliv na proliferaci.

Tabulka 21: Vliv extraktd z S. pratensis na NIH/3T3 (pramér £+ SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

S. pratensis 50 pg/ml 0,3631 £ 0,0649 ** 0,4617 £0,0510 **
S. pratensis 25 pg/ml 0,5507 + 0,0437 ** 0,5850 + 0,0618 **
S. pratensis 10 pg/ml 0,5288 + 0,1403 ** 0,6450 £ 0,0495 **
S. pratensis 5 pg/ml 0,4791 + 0,0518 ** 0,5812 + 0,0227 **
S. pratensis 1 pg/ml 0,5713 £ 0,0031 0,6542 £ 0,0341 **
Kontrola 0,6306 = 0,0932 * 0,8083 £0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prikazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Ptedposlednim zkoumanym kvétem pro NIH/3T3 linie byl S. pratensis, kterého ucinek je
ce NIH/3T3, byly zjistény u koncentrace 50 pg/ml (0,3631) se smérodatnou odchylkou
+ 0,0649. U vSech koncentraci, vyjimkou koncentrace 1 pg/ml, byl statisticky prikazny
rozdil mezi kontrolou (0,6306 £ 0,0932) a pramérnou hodnotou absorbance kvétu. Nejvys-
$i absorbance byla naméfena u koncentrace 1 pg/ml (0,5713 + 0,0031), kterd se piekryva
s kontrolnim méfenim a proto zde nebyl zaznamenan statisticky priikazny rozdil. AvSak
u této koncentrace je velmi mal4d smérodatna odchylka, tak 1ze tento vysledek povazovat za
velmi presny. Z grafu 33 je zfetelnd velkd variabilita mezi méfenim a lze pozorovat, Ze
koncentrace 25 pg/ml a 5 pg/ml snizuji proliferaci ve vétsi mife nez koncentrace 50 pg/ml

a 10 pg/ml . Tyto hodnoty byly naméfeny po 4 dnech ptisobeni NIH/3T3.

v v

tensis u koncentrace 50 pg/ml (0,4617) se smérodatnou odchylkou + 0,0510. U vSech kon-
centraci byl statisticky prtikazny rozdil mezi kontrolou (0,8083 + 0,1014) a primérnou
hodnotou absorbance. Z grafu 34 je zietelné postupné zvySovani absorbance, se snizujici se
koncentraci vzorku. Vyjimku tvoii koncentrace 5 pg/ml, kde doSlo k poklesu absorbance
(0,5812). Tento vzorek vsak m¢l velmi malou smérodatnou odchylku (+ 0,0227) a proto se
da povazovat za velmi ptesny. Obecné lze u S. pratensis vyjadrit statisticky vyznamny vliv
na proliferaci koncentraci PhC nad 5 pg/ml po 4 dnech a koncentraci 1 ug/ml po 6 dnech
pusobeni NIH/3T3.
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Graf 34: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

Graf 33: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z S. pratensis 4. den (pramér + SD).
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Tabulka 22: Vliv extraktt z V. arvensis na NIH/3T3 (primér = SD).

Koncentrace PhC 4. den 6. den

V. arvensis 50 ng/ml 0,5846 + 0,0604 0,6981 + 0,0566 **
V. arvensis 25 ng/ml 0,5941 + 0,0305 0,6033 + 0,0705 **
V. arvensis 10 pg/ml 0,5796 £ 0,0567 0,6642 + 0,0918 **
V. arvensis 5 ng/ml 0,5929 +0,1008 0,6557 £ 0,0548 **
V. arvensis 1 ng/ml 0,6632 + 0,0548 0,6138 + 0,0488 **
Kontrola 0,6306 = 0,0932 * 0,8083 =£0,1014 *

Hodnoty s rozdilnymi indexy vykazujici prukazné rozdily: p < 0,05 (*, **)

Jako posledni zkoumany vzorek u NIH/3T3 linie byl V. arvensis. Opét se vysledky porov-
navaly s kontrolnim méfenim s priimérnou absorbanci 0,6306 a se smérodatnou odchylkou
+ 0,0932 (pro hodnoceni po 4 dnech), a s primérnou absorbanci 0,8083 se smérodatnou
odchylkou + 0,1014 pfi vyhodnoceni po 6 dnech. V ptipadé¢ vyhodnoceni po 4 dnech vyka-
zovaly vSechny koncentrace podobnou uc¢innost v porovnani s kontrolnim méfenim, a to
v rozmezi absorbance 0,5796 az 0,6632, a proto u nich nebyl shledan statisticky priikazny
rozdil, jak je patrné z tabulky 22. Zato jejich smérodané odchylky byly velmi rliznorodé.
V grafu 35 lze zietelné vidét podobnost v G€innosti, avSak ani jednu koncentraci nelze po-

vazovat za statisticky vyznamné G¢innou na proliferaci.

Graf 35: Proliferace NIH/3T3, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z V. arvensis 4. den (pramér + SD).
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V ptipadé vyhodnoceni po 6 dnech vykazovaly vSechny koncentrace opét podobnou ucin-
nost v rozmezi absorbance 0,6033 az 0,6981, avSak zde byl shledan statisticky prukazny
rozdil mezi kontrolou (0,8083 £ 0,1014) a primérnou hodnotou kvétu (viz. tabulka 22).
U vSech téchto koncentraci byly jejich smérodané odchylky velmi rtiznorodé. Z grafu 36
1ze ztetelné vidét podobnost v Gi¢innosti. Obecné lze u V. arvensis vyjadfit statisticky vy-

znamny vliv na proliferaci NIH/3T3 koncentraci PhC nad 1 pg/ml po 4 i 6 dnech piisobeni.

Graf 36: Proliferace NIH/3T3, vyjadiend hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktt

z V. arvensis 6. den (pramér + SD).
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9 DISKUSE

V rostlinach se nachazi nckolik set rtznych fenolickych sloucenin [SCALBEL
a WILLIAMSON, 2000; CAI et al., 2004]. Piedkladana prace byla zaméfena na stanoveni
vlivu polyfenolt extraktl ze Sesti riznych jedlych kvéth na tfi bunééné linie. Z jedlych
kvéth byl vybran S. nigra, A. schoenoprasum, R. acetosa, T. repens, S. pratensis a V. ar-
vensis. Z kazdého vzorku bylo nafedéno pét koncentraci celkovych fenolickych sloucenin
(50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml), které se nechaly ptlisobit po dobu 4 a 6
dnt na lidské keratinocyty (HaCaT, CLS Catalog No. 300493; Germany) po dobu 7 a 11
dnli na hepatocyty (HepG2, ATCC HB-8065) a v ptipadé myssich embryondlnich fibrob-
lastt (NIH/3T3, ATCC CRL-1658) opét po dobu 4 a 6 dnii. Vysledky naznacuji, Ze testo-
vané jedlé kvéty jsou dobrym zdrojem fenolickych sloucenin, a ze jejich koncentrace

a slozenti se li$i podle jednotlivych druhd.

Ptedkléddand prace nebyla zaméfena na zkouméni obsahu polyfenolt v jedlych kvétech, ale
na hodnoceni jejich vlivli. Vysledky s obsahem polyfenol byly prezentovany v piedcho-
zich pracich. Zkoumané kvéty obsahuji: kyselinu galovou, kyselinu kavovou, kyselinu
vanilovou, kyselinu skoficovou, kyselinu kumarovou, kyselinu ferulovou, kyselinu sinapo-
vou, resveratrol, rutin, katechin a kvercetin. Jedly kvét S. nigra obsahuje kyselinu galovou
(31,19 pg/g), kyselinu kavovou (161,27 ng/g), kyselinu vanilovou (52,87 ug/g) a kyselinu
skoficovou (1,41 pg/g). A. schoenoprasum obsahuje 4 druhy polyfenoll: kyselinu galovou
(29,88 pg/g), kyselinu kumarovou (30,07 ng/g), kyselinu ferulovou (131,43) a rutin
(3,00 ng/g). Ve vzorku R. acetosa byly opét stanoveny 4 druhy polyfenola: kyselina vani-
lova (34,41 ng/g), kyselina sinapova (1507,61 ng/g), resveratrol (10,09 pg/g) a katechin
(19,93 ug/g). T. repens obsahuje kyselinu galovou (24,29 ng/g), kyselinu kévovou
(30,84 ng/g), katechin (49,73 ng/g) a kvercetin (143,00 pg/g). V kvétu S. pratensis se na-
chdzi nejméné polyfenolil, ze zkoumanych kvéti, a to kyselina galova (4,02 ng/g), kyseli-
na skoficova (8,08 pg/g) a katechin (6,96 pg/g). Jako posledni kvét byl zkouman V. ar-
vensis, ve které se nachazi kyselina galova (1,47 ng/g), kyselina kumarova (7,12 ug/g),
resveratrol (1042,29 pg/g) a rutin (11,40 pg/g) [KRUCEKOVA et al., 2011].

Nejvy$si mnozstvi polyfenolll v pazitce zaujima kyselina ferulova, kterd je jednou
z nejcastéjSich fenolickych kyselin, které se nachdzi prevazné ve volné formé. Kyselina
ferulova ma Sirokou Skalu 1écebnych vlastnosti, jako je piisobeni proti cukrovce, kardio-

vaskuldrnim onemocnénim a rakoviné [ITAGAKI et al., 2009], dale mé antioxidacni, pro-
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tinddorovou a protizanétlivou ¢innost [ROUSSOU et al., 2004]. Podle Lin et al. (2010) ma
ferulova kyselina schopnost inhibovat proliferaci nadorovych bunék, coz odpovida vysled-
kiim zjisténym v této praci. Dalsi polyfenoly (kyselina galova, kumarova a rutin) zjisténé
v A. schoenoprasum jsou v ni zastoupeny v o mnoho niz§im mnozstvi nez kyselina ferulo-
va. V ptipadé plsobeni extraktu z A. schoenoprasum na HaCaT jiz koncentrace 5 pg/ml
vykazuji antiproliferacni ucinek a pii plisobeni na HepG2 je to pfi koncentracich nad

25 pg/ml. Pti pouziti NIH/3T3 jsou to koncentrace nad 1 pg/ml pfi del§im pasobeni.

Dalsim zkoumanym kvétem byl 7. repens, ktery obsahuje polyfenoly, jako jsou kyselina
galovd, kyselina kavova, katechin a quercetin. Nejvyssi obsah znich mé kvercetin
(143 pg/g). Kvercetin je polyfenolicky flavonoid a je zndmy pro jeho antikarcinogenni
ucinky, antioxidacni aktivité a inhibici enzymi, které aktivuji karcinogeny [CANIVENS-
LAVIER et al., 1996; SHIH et al., 2000; MOON et al., 2006]. VétSina téchto ucinka byla
zkoumana na hlodavcich nebo in vitro. Jiné studie popisuji €inek kvercetinu na ¢lovéka,
napf. na rakovinu plic [De STEFANI et al., 1999], chronicka onemocnéni jako jsou srde¢ni
onemocnéni, astma a diabetes [KNEKT et al., 2002]. Uvedené studie jsou v souladu
s vysledky této prace. Existuji vSak 1 hranice v oblasti ¢innosti kvercetinu, jelikoz dalsi
studie ukazuji, Ze kvercetin nema pozitivni vliv na epiteliarni rakovinu vajecnikii
[MURAKAMI et al., 2008]. V ptipad¢ ptsobeni extraktu 7. repens na HaCaT linie bylo
ucinné pii koncentracich nad 50 pg/ml, zatimco u bunék HepG2 jiz od koncentraci
25 pg/ml . V ptipad¢ pasobeni na buitky NIH/3T3 se za vyznamny vliv na proliferaci daji

povazovat koncentrace od 1 pg/ml.

Vzorek V. arvensis obsahuje: kyselinu galovou, kumarovou, resveratrol a rutin. IkdyZ ob-
sah kyseliny galové byl velmi maly (1,47 pg/g), tak je prokdzano, Ze tato kyselina ma vy-
znamny inhibi¢ni u€inek na bunécnou proliferaci, apoptézu indukovanou v fadé¢ néadoro-
vych bunéénych liniich a selektivni cytotoxicitu proti nadorovym bunkdm s vyssi citlivosti,
nez je obvyklé u bunék in vitro [SALUCCI et al., 2002]. Galova kyselina je uvedena
1 u Saxena et al. (2008) jako slouceniny s protinddorovou aktivitou proti hormonalné pod-
minéné rakoviné prsu. V dalsi studii Yeh et al. (2005) popsal riistovy inhibi¢ni Gcinek fe-
nolickych kyselin, véetné kyseliny galové, na HepG2 buiiky. Nejvyssi obsah polyfenolt ve
vzorku V. arvensis zaujimal resveratrol (1042,29 ng/g), ktery piisobi jako antioxidant, an-
tikarcinogen a zaroven ma protinadorové vlastnosti [BURNS et al., 2002]. Ostatni zjisténé
polyfenoly maji zanedbatelny obsah oproti resveratrolu. Jako pozitivni uc¢inek na prolifera-

ci lze povazovat koncentrace polyfenoli nad 10 pg/ml v ptipadé pasobeni HaCaT,
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v ptipadé HepG2 vSchny koncentrace s vyjimkou koncentrace 10 pg/ml a u NIH/3T3 jsou
to koncentrace nad 1 pg/ml pii delSim ptsobeni.

Ve vzorku S. nigra nejvyssi mnozstvi polyfenol zaujima kyslina kdvova (161,27 pg/g).
NejbéznéjSim esterem kavové kyseliny je kyselina chlorogenova, ktera je pfitomna v fadé
druhii zeleniny a ovoce a také v kavé. Salek instantni kavy obsahuje 50 az 150 mg kyseliny
chlorogenové [CLIFFORD, 1999]. Dalsi polyfenoly (kyselina galova, kyselina vanilova,
kyselina skoficovd) byly rovnéz zjistény ve vzorku S. nigra, ale jejich obsah je pomérné
nizky, v porovnani s kyselinou kdvovou. Plsobeni extraktu S. nigra na HaCaT bylo u¢inné
pii koncentracich vyssich nez 1 pg/ml, zatimco u bun¢k HepG2 to byly koncentrace vyssi
nez 25 pg/ml. V piipadé€ plisobeni na buitkky NIH/3T3 se daji za vyznamnou ucinnost po-

vazovat v§echny koncentrace vyssi nez 1 ng/ml, avSak az po 6 dennim piisobeni.

Dal$im zkoumanym jedlym kvétem byl S. pratensis, ktery obsahoval kyselinu galovou,
kyselinu skoficovou a katechin. I kdyZ vSechny tyto polyfenoly byly ve velmi nizkém
mnozstvi, tak je prokdzano, Ze katechiny snizuji celkovou hladinu cholesterolu v krvi
[MURAMATSU et al., 1986]. Hlavnim zdrojem katechinu jsou caje, kde je bran jako
ucinny lapac volnych kyslikovych radikéli a mohou také neptimo ptlisobit jako antioxidan-
ty, prostfednictvim jejich G&ink® na transkripéni faktory a enzymatickou aktivitu. Uginky
Caje, prevazné¢ toho zeleného, tlumi oxidativni stres a oxidativni poskozeni DNA
[HIGDON a FREI, 2003]. V ptipad¢ pouziti HaCaT lze povaZovat za vyznamnou G¢innost
na proliferaci koncentrace polyfenolti nad 1 pg/g. Pfi pouziti bunééné linie NIH/3T3 jsou
to koncentrace nad 5 pg/ml. V piipad€ pouziti HepG2 je piisobeni téchto linii pii koncent-
raci 25 pg/g.

Jako posledni byl zkouman R. acetosa, ve kterém je obsazena kyselina vanilova, kyselina
sinapova, resveratrol a katechin. NejhojnéjSim polyfenolem ve $t'oviku byla kyselina sina-
pova (1507,61 pg/g). Mnozstvi kyseliny sinapové je tak znacné, Ze obsah ostatnich polyfe-
noll je zanedbatelny. Pozitivni u¢inek na sniZzovani proliferace HaCaT a HepG2 bun¢k ma
extrakt R. acetosa pti koncentracich vysSich nez 10 pg/g. Pti pouziti NIH/3T3 bun¢k se

jsou to koncentrace vyssi nez 1 pg/ml pti piisobeni téchto bun¢k 6 dnu.

Dale bylo zjisténo, ze vice nez celkovy obsah polyfenolt v jedlych kvétech ma vétsi vliv
zastoupeni jednotlivych polyfenolil ve smési. V 1é¢bé nadorovych bunck zalezi i na velkém
mnozstvi vedlejSich faktorti. Mnoho studii dokazuje, Ze je dilezité, jaky je typ bunck, které

jsou jejich pasobeni vystaveny [HIDA et al., 1998]. V ptipad¢ lidkych keratinocytd bylo
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u vSech vzorkil prokazano, Ze se snizujici se koncentraci polyfenolil se zvySuje absorbance
extraktu kvétu. Velké vychyleni u vétSiny vzorkll na této bunééné linii bylo zaznamenano
pii koncentraci 10 ug/g, avsak u vSech vysledki byly pomérné nizké smérodatné odchylky,
tak se tyto vysledky povazuji za velmi piesné. Pti pouziti lidskych hepatocyti byly vysled-
ky velmi riznorodé s velkymi smérodatnymi odchylkami, a proto lze fici, ze antiprolifera-
tivni ucinek polyfenold na HepG2 zavisi na riznych koncentracich. V ptipad¢ mysich fib-
roblastll se podobnost vysledkl velmi blizila lidskym keratinocytim. V této praci dosahl
nejvysSiho antiproliferaéniho ucinku jedly kvét 4. schoenoprasum a to hlavné v ptisobeni

na lidské kertinocyty.

Vysledky experimentu také ovlivni pouziti riznych technik analyzy genové exprese, jed-
notlivé interpretace vysledkti [ERMERT et al., 2003], ale také vyskyt riznych izomerii
[HASTURK et al., 2002]. Byly objeveny i studie, které naznacuji, Ze nékteré polyfenoly
mohou ovlivitovat proliferaci pouze v nizkych koncentracich [MELZOCH et al., 2001].

Vysledky potvrzuji, Ze jiz koncentrace polyfenolii nad 10 pg/ml mohou potlacit proliferaci
nadorovych bunék vyznamnou mirou. Ze zavéri vétSiny studii vychazi, ze polyfenoly
z jedlych kvétl by mély plsobit na proliferaci velmi dobfe, a je mozné je pouzit pro 1écbu
nadorovych onemocnéni. Tato prace potvrdila, ze polyfenoly extrahované z jedlych kvéth
ucinné potlacuji proliferaci eukaryotickych bunck avSak ne v kazdém ptipadé. Zatimco
u nékterych kvéti byla proliferace vyznamné ovlivnéna jiz koncentraci polyfenol
1 pg/ml, v ptipad¢€ jinych kvéth neméli ucinek na proliferaci ani vySsi koncentrace. Zasad-
ni vliv na proliferaci tedy nema jen koncentrace polyfenolt, ale 1 polyfenolové slozeni jed-
notlivych extrakti. Zaroven miiZe byt proliferace ovlivnéna i jinymi latkami obsaZzenymi
v extraktech, které ale nebyly v této praci stanovené. Zatimco bun&cné linie HaCaT plisobi
ptizniveé na proliferaci ve vétsin€ piipadu jiz pii koncentraci 1 pg/ml, tak v ptipadé bunéc-

n¢é linie HepG2 je to az od koncentrace 10 pug/ml. NIH/3T3 linie vykazuje podobny vliv na

cee,



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 91

ZAVER

Cilem prace bylo popsat vliv polyfenolt extrahovanych z jedlych kvéti na proliferacni
aktivitu tfi riznych bunéénych linii. U hodnoceni antiproliferacniho efektu in vitro bylo
pouzito pét riznych koncentraci roztokii polyfenold (50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml,
5 pg/ml a 1 pg/ml). Studovéno bylo Sest jedlych kvéth (S. nigra, A. Schoenoprasum,
R. Acetosa, T. Repens, S. pratensis a V. Arvensis) a pouzity byly tfi typy bunécnych linii:
lidské keratinocyty (HaCaT), lidské hepatocyty (HepG2) embryonalni mysi fibroblasty
(NIH/3T3). K ur¢eni miry proliferace byl pouzit MTT test. Tento test je zaloZzen na redukci
zlutého solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT)

na nerozpustny formazan (modré krystaly hvézdicovitého tvaru).

V préci bylo zjiSténo, Ze antiproliferac¢ni ¢innost neni zavisla vyhradné na celkovém obsa-
hu fenolovych slou¢enin nebo sloZeni, ale mize byt také ovlivnéna obsahem G¢innych 1a-
tek obsazenych v jedlych kvétech, které v této praci nebyly zkoumany. V celkovém hod-
noceni se ukézalo, Ze na Zivotaschopnost bunék maji vliv jen urcité koncentrace kvéth.
Nejvyssi antiproliferacni u¢inek méla koncentrace 50 pg/ml. Z pohledu pouzité koncentra-
ce polyfenolil vySel jako nejucinnéjsi extrakt z kvétu 4. schoenoprasum, ktery ptsobil nej-
vétsi mirou 1 v nizkych koncentracich, a nejvyssi proliferacni uc¢inek mél na lidské kerati-

nocyty.

Skutecnost, ze pfirodni fenolické latky obsazené v jedlych kvétech (S. nigra, A. schoeno-
prasum, R. acetosa, T. repens, S. pratensis a V. arvensis) inhibuji proliferaci bungk, je uzi-

tecna pro 1é¢bu a prevenci nadorovych onemocnéni a pfi dal§im vyuziti v medicing.
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