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ABSTRAKT

Rada experimentalnich studii ukazala, ze polyfenolické latky z vina mohou mit antikarci-
nogenni vlastnosti. Jejich antioxida¢ni a protinadorové téinky byly mnohokrat prokazany v
riznych in vitro a in vivo studiich. Cilem diplomové prace bylo sledovat vlivy polyfenoli
extrahovanych z révy vinné, at’ uz z hroznt celych, botritickych, nebo pouze z jejich slu-
pek, na proliferacni aktivitu nadorovych bun¢k. Antiproliferacni efekt byl hodnocen in vit-
ro za pouziti Ctyt riiznych koncentraci roztokii polyfenola. Studovany byly tii odrady révy
vinné a dva typy nadorovych bunék. Ke stanoveni obsahu polyfenoli byla pouzita metoda

HPLC a k uréeni miry proliferace MTT test.

Kli¢ova slova: Proliferace, réva vinna, polyfenolické latky, rakovina.

ABSTRACT

A series of experimental studies has proven that polyphenolic substances from wine can
have anti-carcinogenic traits. Theirs antioxidant and anti- tumor effects has been proven
many times in different in vitro and in vivo studies. Main aim of this thesis was to observe
influences of polyphenols extracted from wine grapes wheter from whole grapes botritic or
peels on proliferatic activity of tumor cells. Anti-proliferatic effect was evaluated in vitro
using four different solutions of polyphenols. Three varieties of grape wine and two types
of tumor cells were studied. To determine contents of polyphenol were used the HPCL

method ant to determine amount of proliferation were used MTT test.

Keywords: Proliferation, wine grape, polyphenolic substances, cancer.
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UvVOD

Ke zdravi lidi, kromé zakladnich zivin a vody pfispiva také tfada latek dopliikkovych. Tyto
latky, ackoliv jsou pfijimany z potravy v minoritnim mnozstvi, mohou mit na lidsky orga-
nismus zna¢ny Vliv. Jednou skupinou z téchto latek jsou polyfenoly. Jejich skala je tak Si-
roka, ze mnoho uc¢inki na lidské zdravi jesté nebylo objeveno, nebo potvrzeno, ale

v souvislosti s 1é¢bou rakoviny jsou polyfenoly zminovany velmi ¢asto.

Vinna réva rostla jiz pied 150 ti miliony lety, v obdobi konce druhohor, ale na severni po-
lokouli se stala béznou rostlinou az v obdobi tietihor. Evropské typy vinné révy (Vitis vini-
fera) maji sviij pavod v Zakavkazsku - izemi dne$niho Azerbajdzanu, Arménie a Gruzie.
Nejen napojim, ale také hrozntim této rostliny jsou jiz t€chto dob, ptisuzovany lé¢ivé ucin-

ky.

Tato prace se zabyva sledovanim vlivu polyfenoli obsazenych ve vybranych odriidach révy
vinné na bunécnou proliferaci vybranych druht bun¢k a prokdzat vhodnost polyfenolii ve
viné pro prevenci nddorovych onemocnéni. V teoretické ¢asti jsou polyfenoly struéné cha-
rakterizovany, rozdéleny do skupin a jsou popsany jejich vlivy na lidsky organismus. Jsou
zde také zakladni informace o buné¢nych kulturach a praci s nimi. V praktické ¢asti je pra-
ce zamétena na vliv polyfenoli extrahovanych z vybranych odrid révy vinné, na dva vy-

brané typy nadorovych bunék.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA POLYFENOLU

Polyfenoly patii k heterogenni tfid¢ sloucenin, kterd ma v ptirod¢ hojné zastoupeni. Maji
ve své struktufe benzenové jadro substituované alespon jednou hydroxylovou skupinou a
muizeme je nalézt ¢aji, ovoci, zeleniné [HERTOG, 1998] a v mnoha dalsich rostlinach.
Obsah fenolickych latek v jednotlivych rostlinnych ¢astech (napi. listy, plody, pecky, se-
mena) se mohou vyznamn¢ lisit [BUCHANAN, 2000]. Odlisnosti ve struktuie a vlastnos-
tech jednotlivych fenolickych latek ur¢uji senzorické vlastnosti materialu i jeho vhodnost
pro vyuziti v potravinaistvi a vyznamné ovliviuji kvalitu potravin rostlinného ptvodu
[LAMPART-SZCZAPA, 2003]. Vykazuji antioxida¢ni vlastnosti, maji antibakterialni
¢inky, mohou ovliviiovat autoimunitni systém Zivo&i§nych organisma [DOSTAL, 2003] a
Vv neposledni fadé se v souCasnosti obraci pozornost na jejich antimutagenni G¢inky

[RYAN, 2002].

1.1 Rozdéleni polyfenolickych latek

Na zéaklad¢ struktury uhlikatého skeletu je mozné polyfenolické latky rozdélit do nékolika
skupin (viz. Tab. 1). Tyto skupiny se li$i nejen poctem uhlikt v fetézci, ale hlavné svymi

vlastnostmi. V tabulce 1. jsou uvedeny jednotlivé skupiny i se zastupci [HESS, 1983].

Tab. 1. Rozdéleni polyfenolu:

SLOZENI POCET UHLIKU TYP FENOL. L. ZASTUPCI
C6 6 Jednoduché fenoly Katechol
C6-C1 7 Fenolické kyseliny Kys.salycilova
C6-C3 9 Fenylpropanoidy Chromen
C6-C2-C6 14 Stilbeny Resveratrol
C6-C3-C6 15 Flavonoidy Kvercetin
(C6-C3)2 18 Lignany Yatein
(C6-C3-C6)2 30 Biflavonoidy Amentoflavon
(C6-C3-C6)n n Flavolany Gallotaniny
(C6-C3)n n Ligniny Lignin

(Cé)n n Katecholmelaniny Rostlinné pigmenty
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Spole¢nou vlastnosti fenolickych latek je jejich struktura, diky které maji schopnost tvofit
n-elektronti benzenového kruhu. Diky této vlastnosti mohou pusobit jako antioxidanty a
zacClenovat se do riznych oxida¢nich procest zprostiedkovanych radikaly a mit v organis-

mu dulezitou biologickou roli [PARR, 2000].

Za silné antioxidanty jsou povazovany fenolické slouceniny obsahujici benzenovy kruh se
dvémi hydroxylovymi skupinami substituovanymi v poloze ortho- (napt. o-salicylaldehyd
nebo o-benzendiol). Hydroxylové skupiny fenolickych latek mohou byt snadno ionizovany.
Latka pak ma vlastnosti slabé kyseliny a je dobrym H-donorem pfi tvorbé vodikovych va-
zeb. Z tohoto poznatku vyplyva schopnost nékterych polymernich fenold, které maji ve
struktufe takovychto donorovych skupin velké mnozstvi [BUCHANAN, 2000], tvofit sta-
bilni komplexy s jinymi molekulami [VELISEK, 2002]. Antioxidaéni uginky polyfenol
Ize pficist vice mechanismiim. Mnohé z nich vytvaieji chelatové vazby s kovy, predevsim
s mé&di a dvojmocnym Zelezem a tyto volné ionty se Giastni tvorby reaktivnich kyslikovych
forem napt. pti Fentonové reakci [LUSTINEC, 2003]. Ne viechny polyfenolické latky jsou

V révé vinné piitomné, proto je v nasledujicich kapitolach vénovana poroznost, pouze né-

kterym.

1.11 Jednoduché fenoly

Jednoduché fenoly ve struktufe obsahuji cyklické Cg fetézce [SUJAK, 2006] a zakladni

skelet molekuly byva ¢asto substituovan methylovymi skupinami.

Obr. 1. Strukturni fetézec hydrochinonu:

H

OH

Tato skupina polyfenolickych latek neni v rostlinné isi pfili§ zastoupena a fadime do ni

napiiklad hydrochinon (Obr. 1.). Jeho molekula obsahuje dvé hydroxylové skupiny vazané


http://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula
http://cs.wikipedia.org/wiki/Hydroxylov%C3%A1_skupina
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na benzenové jadro v pozici para- (na protilehlych koncich). Nejcastéji se vyskytuji mono-
a di-fenoly, mensi ¢ast obsahovych latek tvoii trifenoly. Tyto latky se Casto vyskytuji ve
formé glykosida, nebo methyletheri [PARR, 2000].

1.1.2 Fenolkarboxylové kyseliny

Rostlinné fenolické kyseliny se mohou Vv rostlinach vyskytovat volné, ¢asto jsou ale vazany
ve formé glykosidi &i estertl. Radime k nim kyseliny, jejichZ struktura je odvozena od ske-
letu kyseliny benzoové nebo skoficové. Struktura jejich uhlikového skeletu je Cg-Cy (U
hydroxybenzoovych kyselin) a C¢-C3 (u hydroxyskoficovych kyselin) [LUSTINEC, 2003].
Benzoova kyselina tvoii zaklad napf. kyseliny p-hydroxybenzoové, kys. pyrokatechové,
nebo kyseliny gallové (a jejiho dimeru hexahydroxydifenové kys.), ktera je zakladem hyd-
rolyzovatelnych tiislovin. Tyto latky jsou v rostlinach pomé&rn¢ bézné a ¢asto se vyskytuji
jako napt. taniny (ttisloviny). Mezi kyseliny odvozené od kys. hydroxyskoficové patii napf.
kyselina p-kumarova, kavova, ferulova, sinapova a chlorogenova. Diky nasobné vazbé v
postrannimi  Cz fetézci, mohou tyto kyseliny existovat jako cis- a trans-izomery
[WATERHOUSE, 2002].

Do skupiny fenolickych kyselin také byvaji zatazovany aldehydické slouceniny s analogic-
kou strukturou, napf. vanilin. Tato skupina kyselin se ¢asto stava prekurzory fady jednodu-
chych fenolt, fenolickych aldehydu a dalsich latek, které z nich vznikaji ¢innosti mikroor-
ganizmu, nebo pfi termickych procesech (napf. toastovanim dubového dieva fenylpropani-
ody). Tato vyznamna skupina sloucenin obsahuje ve své struktufe aromaticky (fenolovy)
kruh s navazanym Cs fetézcem. Radime do ni jiz zmin&ny vanilin, stavebni polymerni latku

lignin a také kumariny [MACHOLAN, 1998].

Obr. 2. Strukturni vzorek kumarinu:

e
e

Od fenylpropanovych kyselin vznikaji in vivo dalsi fenylpropanové derivaty, které tvoii
risticin a dalsi jemu chemicky podobné derivaty, se vyskytuji napi. v éterickém oleji mus-

katového ofisku [RICE-EVANS, 1996].


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Benzenov%C3%A9_j%C3%A1dro&action=edit&redlink=1
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Kyselina skoficova a jeji derivaty jsou vyssimi rostlinami produkovéany jako odpadni pro-
dukty biosyntézy stilbenovych derivatii. Ty vznikaji po kondenzaci fenylpropanovych kyse-
lin se tfemi molekulami acetatu. Zastupci této skupiny jsou napi. anetol, nebo estragol
[HEELDT, 1997].

1.1.3 Flavonoidy

Flavonoidy, mezi néz patfi tisice sloucenin, byly klasifikované podle jejich chemické struk-
tury a rozd€leny do 6 podskupin: flavonoly, flavony, katechiny, flavanony, isoflavonoidy a
anthokyanidiny. Zaklad struktury molekuly je u téchto sloucenin odvozen od flavanu (Obr.
3.), a sklada se ze dvou ¢asti. Prvni je Cg-Cj fetézec, ktery je vysledkem Sikimatové meta-
bolické drahy a druha ¢ast vznikd odvozenim od acetatd a je tvofena cyklickym fetézcem
Cs s navazanym atomem Kysliku. Na hydroxylové skupiny flavonoidi se mohou navazat i

dalsi molekuly, nejéast&ji cukry [ODSTRCIL, 2006].

Rada flavonoidi i dalsich polyfenolti inhibuje enzymy zodpovédné za produkcei superoxi-
dového anion-radikalu napf. xantinoxidazy nebo proteinkinazy C [RICE-EVANS, 1996] a
inhibuji i dalsi enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikalti (cyklooxygenaza, lipo-
Xygenéaza, mikrosoméalni monoxygenazy ad.) [SVEJCAR, 1976].

Obr. 3. Strukturni vzorec flavanu:

1.1.3.1 Flavony

Flavony jsou zluta rostlinna barviva ze skupiny flavonoida vyskytujici se volné (jako gly-
kosidy), nebo jako estery [HESS, 1983]. V kombinaci s anthokyaniny vytvareji barevné
odstiny okvétnich listkt rostlin ve spektru od Zluté po ¢ervenou. Zastupci jsou napt. luteo-

lin v presli¢ce, nebo apigenin v celeru &i kadefavé petrzeli [LUSTINEC, 2003].


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavonol&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavon&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Katechin&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavanon&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Isoflavonoid&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Anthocyanidin&action=edit&redlink=1
http://leccos.com/index.php/clanky/barviva
http://leccos.com/index.php/clanky/flavonoidy
http://leccos.com/index.php/clanky/glykosidy
http://leccos.com/index.php/clanky/glykosidy
http://leccos.com/index.php/clanky/estery
http://leccos.com/index.php/clanky/anthokyaniny
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1.1.3.2 Flavonoly

Flavonoly se vyskytuji v ovoci, zelening, a také v napojich, av§ak v pomérn¢ malém mnoz-
stvi. Stejné jako flavony vystupuji v rostlinné fisi, jako barevné pigmenty. Jejich denni pii-
jem u ¢lovéka byl odhadnut pouze na 20 mg, piesto patii (pfedevsim kvercetin a jeho deri-
vaty, jako je rutin), k nejcastéji studovanym flavonoidim. Je to dano jejich komer¢ni do-
stupnosti a vyznamnou biologickou aktivitou [SAKKIADI, 2001]. Nejrozsifengjsimi fla-
vonoly jsou kvercetin (Obr. 4.), kemferol a myricetin. Tyto flavonoly byly nalezeny napfi-

klad v ¢aji nebo révé vinné.

Obr. 4. Strukturni vzorec kvercetinu:

Existuje také glykosylovana forma flavonolt, u které cukernou slozku tvoii glukosa nebo
rhamnosa a je znama pod nazvem rutin (chemicky kvercetin-3-O-ramnoglukosid)
[PAGANGA, 1996]. Ten snizuje permeabilitu a fragilitu kapilar, pfiznivé ptisobi na cévy a
zily a je soucasti 1éki pouzivanych jako venofarmaka. Tyto latky vykazuji silné antioxi-
dacni G¢inky, pficemz kvercetin ma aktivitu vyraznéjsi, nez kemferol. Vzhledem k tomu,
Ze pii vystaveni rostliny mechanickému poskozeni se jejich obsah v listech rostlin zvysuje,
predpoklada se, ze glykosidy kvercetinu hraji roli pfi obrané rostlin na abiotické faktory
[HERTOG, 1998].

Vyznamnym zastupcem této skupiny je kvercetin. Nachazi se v bézn¢ pfijimanych potravi-
nach, jako jsou jablka, cibule, kapusta, Eervené vino (v mnozstvi 4 — 6 mg.I™), nebo zeleny
a ¢erny €aj. V téchto zdrojich se nachazi jednak ve formé volné a jednak vazan s cukernymi
jednotkami, napt. jako kvercetin-3-O-glukosid, kvercetin-4’-O-glukosid a kvercetin-3-O-
ramnosid [CATTANI, 1998].
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1.1.3.3 Katechiny

Nazev katechiny pochazi od slova ,,catech®, coz je $t'ava z rostliny Acacia catechu, pocha-
zejici z Australie. Jsou to latky rozpustné ve vodé, av§ak maji i ¢aste¢né nepolarni charak-
ter a pronikaji lipidovymi vrstvami membran [PAGANGA, 1996].

Obr. 5. Strukturni vzorec katechinu:

OH
OH

HD;,,lE]
e

OH

OH

Zakladnim fenolem, obsazenym v této rostlin¢ je katechin, ktery obsahuje dva benzenové
(tzv. A- a B-) kruhy a C-kruh s hydroxylovou skupinou na 3. uhliku. Jelikoz ma dvé chiral-
ni centra v molekule (na uhlicich 2 a 3), existuji ¢tyfi diastereoisomery. Dva z isomerti jsou
v -trans konfiguraci a nazyvaji se katechiny a zbyvajici dva jsou v konfiguraci -cis a nesou
nazev epikatechiny. Nejbéznéjsim katechinem je izomer (+)-katechin [SAUCIER, 1999].
1.1.3.4 Fytoestrogeny

Do této skupiny fadime isoflavony, stilbeny a ligniny. Obecné tyto latky maji chemickou
strukturu molekuly velmi podobnou estrogenu. Jsou to vicesytné fenoly, strukturou podob-
né steroidnim hormontim, které lze nalézt napiiklad v sojovych bobech [DOSTAL, 2003].
Ztéto skupiny je nejvyznamnéj$im zastupcem stilben zvany resveratrol (3,5,4-

trihydroxistilben), ktery se objevuje v izomerech -trans, -Cis a -transcis.

Obr. 6. Strukturni vzorec resveratrolu:

Jakozto G¢inny antioxidant, zneskodnuje aktivni formy kysliku a ma celou fadu pozitivnich

ucinkl. Vzhledem ke znaénému vyznamu tohoto polyfenolu, bylo vyvinuto nékolik analy-


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=cs&langpair=en%7Ccs&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Acacia_catechu&rurl=translate.google.cz&usg=ALkJrhgolCjcq-MumHaxdGO5L0jDTjoSQQ
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=cs&langpair=en%7Ccs&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%29&rurl=translate.google.cz&usg=ALkJrhguRVM5G_V2qlcf_ZBpFykerl55Jw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=cs&langpair=en%7Ccs&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Chirality_%28chemistry%29&rurl=translate.google.cz&usg=ALkJrhguRVM5G_V2qlcf_ZBpFykerl55Jw
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=cs&langpair=en%7Ccs&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Cis_configuration&rurl=translate.google.cz&usg=ALkJrhgAGSG7hKdqbh8Y6CfNL-KOy9EGUQ
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fenol
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Steroidn%C3%AD_hormon&action=edit&redlink=1
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tickych metod umoznujicich stanoveni pomérného zastoupeni cis- a trans- formy resverat-
rolu v rostlinach jednak na bazi kapilarni elektroforézy [IBOLIA, 2005] nebo na bazi
HPLC (kapalinové chromatografie) [ROMERO-PEREZ, 2001].

1.1.3.5 Anthokyanidiny

Antokyanidiny jsou mén¢ stabilni aglykonovou formou antokyanti, jez bylo v pfirod¢ iden-

tifikovano pies 300 [KYZLINK, 1968].

Obr. 7. Strukturni vzorec Kyanidinu:

COH

Jsou to rostlinna barviva, ktera zpusobuji ¢ervené az modré zbarveni kvéta a Ize je nalézt i
v plodech a listech. Zastupci jsou napt. kyanidin (Obr. 7.) barvici kvét chrpy, petunidin
(petunie) a pelargonidin - ¢ervené barvivo pelargonii. Tyto anthokyanové pigmenty dopro-
vazi fada dalSich anthokyanl (bylo prok4zéno 16 pigmentl), tanint, flavanold, flavonold,

flavanonoli a jejich estert [RODRIGUEZ, 2009].
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2 OBSAH POLYFENOLU VE VINE

Obsah fenolickych latek ve viné zavisi nejen na druhu a kultivaru rostliny, ale je ovlivnén
také stupném zralosti plodiny, vegeta¢ni dobou, umisténim svahu a také podminkami zpra-
covani a skladovani. Chemické sloZeni vina (obecné) je uvedeno v tabulce 2. Obsah celko-
vych polyfenoli se pohybuje v bilych vinech mezi 150 - 250 mg/l, v ¢ervenych vinech az
do 4500 mg/l, podle zptisobu zpracovani [SAKKIADI, 2001]. Jednoduché fenolické latky
se pii zpracovani vina vazi na cukr a uvoliuji se teprve béhem kvasSeni a skladovani. Sou-
bor fenolickych latek je u vina dilezitym piedpokladem jeho dietetické hodnoty
[MELZOCH, 2001]. Z fenolickych kyselin obsahuji hroznové mosty piedevsim kyselinu p-
hydroxybenzoovou, vanilovou, gallovou, syringovou, salicylovou, p-kumarovou, kavovou
a ferulovou. Vyskytuji se volné, ale i vazané v riznych slouceninach, zejména s anthokya-
ny, katechiny a kyselinou vinnou [HESS, 1983].

Koncentrace napft. flavololu v ¢ervenych vinech je asi 30 krat vyssi, nez ve vinech bilych
[PAGANGA, 1996]. Resveratrol a dalsi majoritni komponenty, jako jsou myrcetin (hexa-
hydroxyflavon) a kvercetin (pentahydroxyflavon) [WATERHOUSE, 2002], obvykle pted-
stavuji 20-50% flavonoli z celkového obsahu. Polyfenoly z hroznti vinné révy a vina jsou
soucasti komplexnich smési latek, které mohou reagovat s radikaly riznymi mechanismy a
Casto na n¢ maji ihibi¢ni G¢inek, nebo s nimi interaguji synergicky [RICE-EVANS, 1996].
V rostlinach jsou rozlozeny do vSech moznych ¢asti [BRAVO, 1998] a jejich ochranné

ucinky byly prokazany v mnoha in vitro a in vivo syst¢émech [RECHNER, 2002].

Tab. 2. Chemické sloZeni vina:

Slozka Obsah v %

Voda 83
Alkohol 12
Cukr 1

Glycerin 1

Kyseliny 0,8
Dusikaté latky 0,3
Ostatni (COg, vitaminy, aromatické a feno- 18

lické latky, barviva)
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V plodech révy vinné a tim padem i ve ving, jsou hlavnimi zéastupci polyfenolickych latek
katechiny (flavan-3-oly) [SAUCIER, 1999]. Krom¢ vina obsahuji katechiny ve vys$§im
mnozstvi také Svestky, ¢aj (pfedevSim zeleny), jablka a drobné bobulové ovoce. Nejlépe
prostudovany jsou katechiny pravé v révé a zeleném ¢aji a jejich ucinky na organismus

¢lovéka jsou velmi riznorodé [SAKKIADI, 2001].

Jelikoz zrni¢ka hrozni obsahuji predevs§im epikatechin a katechin, Ize si pak snadno odvo-
dit, ze ¢im vice zrnicek je v kilogramu hroznt, tim vétsi obsah flavanolli mizeme ve viné
ocekavat. Také plati, ze odridy hrozni s malymi plody dodavaji vinu vice polyfenolii, nez
ty vétsi [NIKFARDJAM, 2006]. Zatimco tyto monomery poskytuji vinim hoikost, dalsi
skupina polyfenolti zvana proantokyanidiny, je zodpovédna piedevsim za tfislovitost (tzv.
adstringenci) vin [FUJITA, 2005]. Proantokyanidiny, neboli kondenzované taniny, jsou
polymerni flavanoly zodpovédné za hoikost a tfislovitost hroznti a vin. BéZnym zdrojem
téchto polyfenolil jsou kromé vina, také jablka, hrusky, ¢aj, Gokolada a kakao [CEPICKA,
1995].

Obr. 8. Priifez bobuli révy vinné:

viva. Jsou to ¢ervena barviva, ktera najdeme také v téeSnich, Svestkach, nebo rybizu. Jejich

obsah kolisa v rozmezi 0,15 — 4,5 mg/g u &erstvého ovoce (révy) [MINARIK, 1986] a

pramérny obsah ve vinu je pak 26 mg/l. Co je v modrych odradach jesté odlisné od bilych,
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je obsah fenolkarboxylovych kyselin, ktery je u ¢ervenych vin obecné vys$si, nez u bilych.
Primérné se ve ving jejich obsah pohybuje v rozpéti 30 — 100 mg/l, pro bila vina vSak pou-
ze 1 — 15 mg/l. V hroznech se nejcastéji vyskytuji ve form¢ monoglykosida a az 70 % an-
tokyant tvofi malvidin [SLANINA, 2004].

V hroznech jsou nejdulezitéjsi tii flavonoly — kvercetin, myricetin a kemferol. VSechny tii
pigmenty se nachazeji v hroznech modrych odrid, zatimco u bilych odrad se vyskytuje
pouze kvercetin a kemferol. Mnozstvi kvercetinu v plodech révy vinné je piimo tmérné
délce a intenzité slune¢niho svitu béhem jejiho vegetaéniho cyklu [SOUTO, 2001] u nas
maximalné 1300 h/rok. V men$im mnozstvi se tyto latky v hroznech nachazeji jako flavo-
nonoly (napf. dihydrokvercetin, nebo-li taxifolin), které maji ve srovnani s flavonoly svét-
lejsi barvu [ODSTRCIL, 2006].

Obecné plati, ze vina ze severnéj$ich zemi, kam patii i naSe vinatské oblasti, maji vice jed-
noho flavonoidu, neZ vina ze zemi jiznich. Timto flavonoidem je resveratrol [KOHOUT,
1986]. Primérné je jeho obsah ve viné 2-6 mg/l, ale existuji vyjimky. Napiiklad v Bur-
gundskych vinech je zastoupen az 7 mg/l, naproti tomu u vin z Australie, Jizni Ameriky a
Kalifornie bylo tohoto antioxidantu mén¢ nez 1,5 mg/1 vina. Je tomu tak proto, Ze ho réva
vinna produkuje jako ochranu proti infekci. Nevyskytuje se jen v ¢ervenych odridach, ale
obsahuji ho pievazné odridy odolné proti plisnim a hnilobam, zvlasté pak hybridy nékte-

rych bilych odrid [RUTTELVASER, 2003].

Tab. 3. Obsah fenolickych latek ve viné:

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

Prokyanidiny stopy 0




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Je mozné, ze ptiznivy ucinek resveratrolu ve viné souvisi s pomérem koncentraci jeho cis-
a trans- formy. Stanoveni téchto forem resveratrolu méfil kapilarni elektroforézou Karel
Melzoch (2001) s kolegy z Vysoké $koly chemicko-technologické v Praze a stanovil hladi-
nu resveratrolu ve vice jak stovce ¢eskych a moravskych vin. Mnozstvi tohoto polyfenolu
Vv Ceskych odriidach révy vinné bylo srovnatelné s vyhlaSenymi francouzskymi viny z Bur-
gundska a z Bordeaux, coz je dano ptredevsim geografickou polohou. Kromé resveratrolu
jsou ve viné€ obsazeny i dalsi latky jako genistein, nebo procyanidin, ktery je nejvice obsa-
zen v semenech révy [NIKFARDJAM, 2006]. Vyuziti procyanidinu v lékafstvi je pouze
okrajové, vice je pouzivan v kosmetickém prumyslu [STAGOS, 2005].

Hygienicky sledovanym konzervantem, zvlasté u bilych vin, je mnozstvi kyseliny sorbové
[KUTTELVASER, 2003], ktera se da simultinné stanovit elektroforetickou metodou
[RYAN, 2002]. U vyroby Sumivych vin, ktera maji niz$i obsah polyfenolt, se vyuziva to-
ho, Ze lisovanim celych hroznl bez naruSeni bobuli se ziskdva svétly most z bilych, cerve-
nych i modrych hroznt. Z modrych hroznl vytéka pii vylisovani bezbarvy most, protoze
¢ervené barvivo se vyskytuje ve slupkach hroznt a pokud se s nim nefermentuji, barviva
do nich neptejdou [SU, 1991]. Dobrym zdrojem téchto fytochemikalii jsou hroznova se-
mena a slupky. Béhem zrani a starnuti vin v nich dochazi ke znaénym zménam obsahu po-
lyfenold, které maji vliv na chut’ i barvu vina [HARRINGTON, 2008]. Pro odridovy cha-
rakter vina maji velky vyznam terpeny, coz jsou aromatické latky vazicich se na cukr a
teprve béhem kvaseni a skladovani, jsou uvoliovany a zptsobuji aroma vina. Jednim z
produktii pyrolyzy fenolickych kyselin na vzduchu (p#i 200°C) je vanilin, davajici vanilko-
vé aroma barikovému vinu [RODRIGUEZ, 2009].
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3 VLIV POLYFENOLU NA LIDSKY ORGANISMUS

Hrozny révy vinné a z nich vyrobené vino jsou bohatym zdrojem polyfenolil a predstavuji
dilezitou slozku stravy pro né€které populace. V uplynulych letech vzniklo velké mnozZstvi
literatury vénované studiu potencialni, antikarcinogenni a chemopreventivni aktivity poly-
fenolti vina [HOLMES-McNARY, 2000]. Mnoho z téchto studii potvrdilo, ze mirna kon-
zumace vina (nebo jen cerveného vina) je lidskému zdravi prospésna [MIDDLETON,
2000]. Jiz ve starém Recku a Rimé& byly vinu (a zvla§té Gervenému) piisuzovany 1é¢ivé a
posilujici ucinky a propojeni mezi polyfenoly a nadorovymi onemocnénimi, bylo studova-
no po mnoho let. Pozornost, pokud jde o protirakovinny efekt, byla vénovana ptrevazné
vinnym polyfenoliim, nebo polyfenoliim v ¢aji, ale najdeme je také v obilovinach, extra
panenském olivovém oleji, suSenych lusténinach, ¢okoladé a kakau [NEVILLE, 2008].
Jejich ochranny u¢inek byl potvrzen jak in vitro, tak in vivo. Polyfenolim byly pfisouzeny
rizné biologické ucinky, jako napi. schopnost plisobit jako antioxidanty, selektivni estro-

-----

2004].

V soucasnosti roste zajem 0 studium téchto ptirodnich latek, protoze jejich piijem v potra-
V¢ je obecné davan do souvislosti se snizenim vyskytu zavaznych civilizaénich onemocné-
ni, jako je rakovina a kardiovaskularni choroby [HARRINGTON, 2008]. Extrakt z hrozna
byl také uspésné vyzkousen Vv boji proti bakterialnim nakazam Escherichia coli, nebo Sta-
phylococcus aureus [KOHOUT, 1986]. Mohou chranit lipoproteiny o nizké hustoté pied
oxida¢ni modifikaci, ktera je povazovana za jeden z kli¢ovych déju pti rozvoji aterosklero-
zy. Mohou pusobit proti vzniku krevnich srazenin a tim snizovat riziko infarktu myokardu
[SCALBERT, 2005], nebo mozkové mrtvice [SVEJCAR, 1976] a mimo jiné mohou ome-
zit riziko degenerativnich onemocnéni spojenych s oxidacnim stresem [RICE-EVANS,
1996], jako je diabetes typu Il. [LIU, 2004]. Latky s tak Sirokou G¢innosti, nizkou toxicitou
a jen velmi malo nezadoucimi vedlej§imi ucinky, se stavaji potencialn¢ velmi vhodnymi,

pokud jde o tradi¢ni chemoterapeutika [BODE, 2006].

V roce 1947 objevil Jack Masquelier z Univerzity v Bordeaux antioxidant OPC (oligome-
ric proanthocyanidins) a nasledné se mu podafilo v dalsich letech izolovat ze semen révy
procyanidin, ktery ma 18 krat vétsi antioxidacni schopnosti, nez vitamin C a je 50 krat

ucinngjsi, nez vitamin E [KALLITHRAKA, 2001]. Rostlinné fenoly maji dilezitou roli v
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fad¢ fyziologickych procesii. Mohou vystupovat napft. jako pfenaSeCe elektront, strukturni
¢i impregnacni latky, signalni molekuly, mohou rostlinu chranit pfed UV zafenim, nebo se

podilet na lakani opylovaét apod. [LUSTINEC, 2003].

O cCervenych odriidach vinnych hroznti je zndmo, Ze maji baktericidni vlastnosti a uzivaji
se pii zaludeénich a stievnich potizich. Tzv. tfislovita vina se dfive pfedepisovala pii epi-
demiich tyfu, cholery a tplavice [SARSUNOVA, 1990]. Malo je viak znamo o tom, zda a
v jakém mnozstvi jsou rostlinné polyfenoly resorbovany z traviciho traktu ¢lovéka, jaké je
rozpéti koncentraci v krevni plazmé, nebo jak jsou tyto latky metabolizovany a vylucovany
z organismu. Rovnéz znalosti o jejich mnozstvi v potravinach nejsou zdaleka kompletni
[SLANINA, 2004]. Nejvyznamné&jsi vlastnosti polyfenold, které mohou mit vliv na karci-
nogenezi, je zachyceni zdkladnich karcinogentl, inhibi¢ni opatfeni proti nitrozacni reakci,
inhibice bunécné proliferace souvisejicich s ¢innosti, indukce apoptézy bunck, zastaveni
bunécéného cyklu, blokada vazby mitotického signalu pfes modulace receptoru pro rlstovy
faktor, jaderna onkogenova exprese, inhibice syntézy DNA a modulace ze signalnich drah
podle zmény exprese kli¢ovych enzymu, jako jsou cyklooxygenazy a proteinkinazy
[RECHNER, 2002].

Fenolické kyseliny v piirodé také vystupuji jako fungicidy a bakteriostatika chranici rostli-
nu pred riznymi chorobami. V rostlinach se tyto latky vyskytuji hlavné v trans-forme,
avSak ptisobenim UV zafeni mohou piechazet na cis-formu [BUCHANAN, 2000]. Mohou
chrénit bunky pfed nadorovou preménou kolonocytli svym antiproliferativnim G€inkem a
indukei apoptozy [LIPSKA, 2009]. Apoptoza je geneticky kontrolovana a evoluéné kon-
zervovana podoba bunééné smrti, kterda ma zasadni vyznam pro normalni vyvoj embrya a
zachovani homeostazy tkan€ v dospélém organismu. Porucha strojni smrti mize hrat hlavni
ulohu pfi riznych patologickych procesech, protoze pfili§ malo nebo pfiliS mnoho apopto-
zy, mize vést k proliferativnimu ¢i degenerativnimu onemocnéni. Rakovinné bunky se
vyznacuji deregulaci jaderného déleni a/nebo neschopnosti podstoupit programovanou bu-
nécnou smrt [KHAN, 2007].

3.1 Kvercetin

Z konkrétnich polyfenolickych latek, které ovliviiuji lidské zdravi, je jednim z nejvice
zkoumanych kvercetin. Jeho antioxidac¢ni schopnost je diky jeho chemické struktuie mimo-

fadna a je ucinngjsim antioxidantem, nez vitaminy C a E. Protoze je silné hydrofobni, pfi-
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jima ho télo 1épe rozpustény v alkoholu, nez v pfirozené formé. Ma schopnost rozpoustét
né DNA a inhibuje ptsobeni enzymu, které podnécuji rast nadord. Pomaha v boji
s ateroskler6zou, pisobi proti zanétim a bakterialnim, myotickym a virovym infekcim
[SUJAK, 2006]. Také usnadiiuje absorpci a udrzeni hladiny vitaminu C [RICE-EVANS,
1996], zvySuje pevnost kapilar a reguluje jejich prostupnost [SOUTO, 2001].

Na druhé¢ strané je nutno fici, Ze nékteré flavonoidy, a mezi nimi i kvercetin, nevykazuji jen
aktivitu antioxidac¢ni, ale v nékterych piipadech také prooxidacni. Nejnovéjsi vyzkumy
ukazuji, ze alkylace hydroxyskupiny v poloze 7 zvySuje zachyt radikali a naopak kvercetin
a jeho derivaty s volnymi hydroxyskupinami, majici v ¢asti molekuly strukturu pyroka-
techinolu s volnou hydroxyskupinou v poloze 3, mohou za ur¢itych okolnosti vykazovat

prooxida¢ni aktivitu [DELAGO, 2002].
3.2 Katechiny

Katechiny maji, stejn¢ jako kvercetin, schopnost omezovat agregaci trombocyti (shlukova-
ni krevnich desti¢ek), ¢imz plsobi na snizovani rizika vzniku krevni srazeniny uvniti cévy
vedouci k nahlé ptihodé cévni (infarkt myokardu, mozkova mrtvice) [LEE, 2000]. Obecné
jde o inhibici enzymu odpovédnych za metabolizmus prostaglandinti a leukotrient, tedy
latek stuptiujicich zanétlivé procesy v organizmu. Po chemické strance maji redukcni a
antioxidacni vlastnosti, coZ je schopnost zneskodnovat tzv. volné radikaly. Vyzkumy pro-
kazuji vliv katechinli na rist a déleni nadorovych bunék, konkrétné rakoviny zazivaciho
traktu [FUJITA, 2005] a mechanizmus tohoto u¢inku se intenzivné zkouma. Podili se také
na akumulaci vitamint C, B1, B2 a B6 v lidském téle [NIKFARDJAM, 2006].

3.3 Flavony

Flavony maji antioxida¢ni ucinky, kterymi zastavuji rast nadorovych bunék prostiednic-
tvim inhibice replikace DNA a snizenim aktivity riiznych enzymii [CEPICKA, 1995]. V
poslednich letech enormné vzrostl védecky i vefejny zajem o flavony diky jejich prospés-
nému ucinku nejen proti ateroskleroze, ale také proti osteopordze, cukrovce a nékterym
druhtim karcinogennich onemocnéni [SOUTO, 2001]. Z této skupiny, je nejvétsi pozornost

vénovana resveratrolu.
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3.3.1 Resveratrol

Resveratrol puisobi proti srazlivosti krve a potlacuje aktivitu cyklooxygenazy-1 (COX-1) a
hyperoxydaz. Ovsem k prevenci rakoviny stopovd mnozstvi resveratrolu v bézné potrave
nestaci. Pti testech na laboratornich zvitatech byla zjiSténa ti¢inna denni davka k prevenci
rakoviny cca 500 pg. Pro ¢lovéka by to tedy bylo (imérné hmotnosti) cca 500 mg/den
[MELZOCH, 2001]. Objevuji se védecké prace, které prokazuji ptiznivé plisobeni resverat-
rolu na utlum déleni nadorovych bunék a podporu jejich zaniku, apoptoézou (sebezniceni
zhoubné buriky). Tyto u¢inky byly prokazany in vitro i in vivo. Piitomnost tohoto polyfeno-
lu zvySuje koncentraci enzymu chinonreduktazy, ktera metabolicky detoxikuje karcinogeny
[SMIDRKAL, 2001]. V roce 1997 piisel B. Gehm z Lékatské fakulty Severovychodni uni-
verzity v Chicagu se zajimavym vysvétlenim protirakovinného plsobeni resveratrolu.
Vsiml si, Ze vzorec resveratrolu napadné pripomina dietylstilbestrol — synteticky analog
estrogenu, ktery se pouziva, mimo jiné, pii studiu rakovinného procesu. Vzhledem k této
podobné struktuie zjistil, ze resvratrol mize zasahovat do ¢innosti estrogenu napft. vazat se
na stejné estrogenové receptory na bufikach a tim regulovat mnozstvi estrogenu, nebo sni-

Zovat piiznaky menopauzy [GEHM, 1997]. Laboratorni testy tuto hypotézu potvrdily.

Z dalsich ucinkt je dokazano, ze resveratrol pomaha 1é¢it chronickou bronchitidu,
[NIKFARDJAM, 2006] rozedmu plic [TOTUSEK, 2000], snizuje riziko zapalu plic
[ROMERO-PEREZ, 2001] pomaha z t&la odstraiovat skodlivé latky vznikajici jako nésle-
dek uvedenych onemocnéni a zpomaluje poskozovani organizmu spojené se starnutim.
Pticinou starnuti bunék a jejich niceni jsou volné radikaly, které vznikaji pfi energetickych
pfeménach v bunkach. Soucasné vyzkumy prokazuji zasadni vliv resveratrolu na inhibici

zmén DNA, zplsobené starnutim u kvasinek, hmyzu a mysi [KHENNOUF, 2003].

3.4 Proanthokyanidiny

Proanthokyanidiny vykazuji adstringentni ucinky (stahuji dasné — u tfislovin, zubni pasty),
[De RIDDER, 1978] a vyskytem jsou obvykle asociovany s flavanolovymi katechiny. Maji
schopnost inaktivovat kyslikové radikdly a chelatovat ionty kovti, a proto mohou hrat vy-
znamnou roli v prevenci pfed riznymi degenerativnimi onemocnénimi, zapii¢inénymi OXi-

dativnim stresem [ROP, 2009].
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3.5 Francouzky paradox

.....

desitky let. Hlavni podstatou tohoto jevu je, Ze piestoze si Francouzi jidlo vychutnavaji a
nedovedou si ho predstavit bez Cerstvého ovoce, zeleniny a ryb, prokladaji svij jidelnicek
vysoce tuénymi pokrmy [SEVCIK, 1999]. K tomu faktu je navic francouzsky narod znamy
Castym ponocovanim a vysokou spotiebou cigaret a alkoholu. Pies vSechna tyto negativa
né 55 az 64 let (pocitano na 1000 obyvatel), kde je riziko téchto onemocnéni nejvyssi. To
je ptisuzovano faktu, ze k jidlu popijeji sklenici kvalitniho vina. Francouzska medicina
1écebnych vlastnosti révovych vin vyuziva jiz po dlouha staleti.

Zjistilo se, ze pii pravidelném uzivani mirného mnozstvi vina (alkoholu), a to hlavné spolu

s jidlem, se snizuje vyskyt kardiovaskularnich chorob [KRAUS, 2008]. Strava, ke které se

-----

vrwe

hem minoritnich slozek vina [MELZOCH, 2001]. ZvySeny piijem ¢erveného vina, které je
zvlasté bohaté na polyfenoly, je jednim z pravdépodobnych vysvétleni francouzského para-
doxu. Epidemiologicka data informuji 0 korelaci mezi mnozstvim flavonoidti v potraveé a
sniZzenim rizika kardiovaskularnich onemocnéni, v n€kterych provedenych klinickych stu-
diich o vice nez 50% [LACHMAN:online]. Nizsi pravdépodobnost nadorovych onemoc-
néni u osob, které konzumuji vice potravin bohatych na polyfenoly, neni tak zfejma a ak-
ceptovana u odborné vefejnosti, jako je tomu u kardiovaskularnich onemocnéni [PLANAS-
SILVA, 1997].

Presto jsou studie, které naznacuji, ze piijem potravin obsahujici ur¢ité polyfenoly, mohou
chranit organismus pied nékterymi formami rakoviny, predevsim rakoviny plic, traviciho
traktu, rakoviny prostaty u muzi a rakoviny prsu u zen [KYSELAKOVA, 2003]. Rovnéz
fada experimentt na laboratornich zvitatech a nadorovych bunkach prokazala antikarcino-
genni G¢inky téchto latek [SLANINA, 2004]. Piedpoklada se, ze na protektivnim (ochran-
ném) ucinku se podili schopnost rostlinnych polyfenolli zhaSet reaktivni kyslikové radikaly
a omezovat jejich tvorbu chelataci ionti pfechodnych kovti, piredev§im kationtl Zeleza,
které jsou schopny generovat vysoce reaktivni hydroxylové radikaly [PREISSMANN,
1997].
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4 BUNECNE KULTURY

Abychom pochopili vliv polyfenolickych latek na buiiky, je tfeba znat bunécné procesy,
jako je rust, déleni, rozmnozovani apod. Pro kultivaci v laboratornich podminkach je vyvi-
jena snaha poskytnout bunkam idealni podminky (slozeni média, teplota, pH) a sledovat
jejich chovani za téchto podminek, aby byly vysledky co nelépe preveditelné do realné 1éc-

by. Nasledujici kapitoly proto budou vénovany pravé této problematice [TOZER, 1964].
4.1 Bunécny cyklus

Zivotni cyklus bun&k se sklada ze &tyF fazi. Ve fazi M (mitoza) chromatin kondenzuje do
chromozomu a dvou jednotlivych chromatid, které tvoti chromozom. Cilem je tyto dvé
individudlni chromatidy tvofici chromozom odd¢lit tak, aby byla kazda dcefina buika sa-
mostatna. V G1 fazi burika postupuje k syntéze DNA a k dalsimu déleni bunééného cyKlu.
Béhem této faze prochazi burka fadou kontrolnich bodd, které uréuji, zda buiika bude opé-
tovné vstupovat do cyklu, odstoupi z néj, nebo ho ukonéi a rozdéli se. Po G1 fazi nasleduje
faze S, ve které se buiika piipravuje na opakovany vstup do mitozy [SARSUNOVA, 1990].
Kontrolni bod na poc¢atku syntézy DNA a G2 faze stanovi integritu DNA a zastavi bunécny
cyklus, aby se DNA opravila, nebo uvedla do apoptdzy, pokud oprava neni mozna. Apo-
ptoza, nebo-li programovana bunééna smrt, je regulovany fyziologicky proces, kterym mu-

Ze bunka byt odstranéna z populace [FRESHNEY, 2005].

Vstup do bunééného cyklu je regulovan signaly z prostiedi. Nizka hustota bunék umoziuje
jejich vstup do cyklu za piitomnosti mitogennich rdstovych faktort, jako epidermalni
rastovy faktor (EGH), faktory fibroplastického rustu (FGFs), nebo krevni desticky odvoze-
né od rastového faktoru (PDGF) interagujici s receptory povrchovych bunék. Vysoka hus-
tota bunck inhibuje proliferaci normdlnich bunék (i kdyZ ne transformovanych bunck).
Inhibice proliferace buné¢k je iniciovana kontaktem, zdiraznéna shlukovanim a vysledkem
je zména tvaru bungk, ktera snizuje jejich schopnost Sifeni a preziti [PLANAS-SILVA,

1997].
4.2 Ristovy cyklus

Pokazdé, kdyz je bunééna linie pfeockovana, bude se nasledné snazit rozrist zpét na husto-

tu bungk, ktera existovala pted zasahem (v mezich jeji omezené zivotnosti). Tento proces
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je dobfe popsatelny vynesenim rustové kiivky ze vzorkd odebranych v ¢asovych interva-
lech v prub&hu vegeta¢niho cyklu, kde je dobie viditelné, jak dlouho bunikam vstupujicim v
latentnim obdobi trva se opét rozmnozit na puvodni pocet (0d nékolika malo hodin az do
48 h, ale obvykKle je to v priméru 12-24h) [TROWELL, 1959]. Tento proces jim umoziuje
zotavit se z tripsinizace, rekonstruovat své cytoskelety a vyloucit matrix s cilem zabranit
ptilnuti na podklad. Tato doba se oznacuje jako ,,Pupulation Doubling Time* a je specific-
ka pro kazdou linii. A umozni jim znovu vstoupit do buné¢ného cyklu. JelikoZ se nasledné
bunééna populace stava prili§ hustou, bunky se zabali, aby se méné rozsifily na plochu mé-
dia a nakonec uplné odstoupi z bunééného cyklu. Buiiky nasledné vystoupi na povrch nebo
stacionarni fazi, kde rust klesne témét na nulu [STOKER, 1973]. Obecna diferenciace bu-
nék v tkanich ma omezenou schopnost mnozeni. Nicmén¢, diferencované bunky nepfispi-
vaji K tvorbé primarnich kultur, pokud nejsou dodrzenyny zvlastni podminky na podporu

jejich udrzeni a zachovani jejich rozdilného postaveni [BUTLER, 1994].
4.3 Stanoveni viability bunék

Analyza viability (Zivotnosti) a apoptdzy se stanovuje na zaklade testd zalozenych na kom-
paktnosti zdravé bunky a jejim ,,spravném® chovani, nebo na stanoveni biochemickych a
molekularné biologickych parametrti [ALBERTS, 1998]. U testii prvné zminénych, se sle-
duji morfologické zmény (apopticka téliska, vyb&zky), schopnost vylucovat barviva zivymi
buiikami (eosin, bromfenolova modf pro detekci ve VIS spektru, propidium iodid pro fluo-

rescenci, aj.) a jejich enzymaticka aktivita, nejcasteji esterazy [FRESHNEY, 2002].

U adherentnich bunék 1ze hodnotit pocet adherovanych a plovoucich bunék (mrtvych /
apoptickych). Mezi testy zaloZzenymi na stanoveni biochemickych a molekularné biologic-
kych parametrii je fragmentace DNA (elektroforeticky = tzv. apop. zebiicek DNA), aktivita
specifickych proteaz tzv. kaspasy, detekce fragmentace substrati kasus, vyska hladiny pro-
a anti-apoptickych proteinti Bcl-2 a kompaktnost mitochondrii, zalozena na zméné v pola-

rizaci mitochondrialni membrany [SAMBROOK, 1989].
4.4 Bunéc¢né linie

Bunééna kultivace dnes patii mezi zakladni techniky pouzivané v zakladnim a aplikova-
ném vyzkumu i ve vyrob&. Ve vyzkumu slouzi pfedevsim jako zdroj materialu (tj. bun¢k

nebo bunéénych soucasti) pro pokusy. Bunééné linie se daji rozdélit dvéma zpisoby. Podle
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puvodu a vlastnosti kultury linie se déli na primokultury a permanentni linie. Podle zptso-

bu kultivace jsou bunky adherentni nebo suspenzni [HAM, 1965].

Vsechny postupy pouzivané pii sbéru materialu pro lidské kultury musi byt predany pfi-
slusnému etickému vyboru nemocnice. Formulai podepsany pacientem povoluje pouziti
tkdné€ pro vyzkum a ten se pokud mozno vzdava vlastnictvi jakéhokoliv materialu ziskané-
ho z tkan¢. Formulai by mél byt strucny, laického popisu cilii, prace a mé¢l by obsahovat
jméno vedouciho védce, ktery na projektu pracuje. Darci by méla byt poskytnuta kopie
tohoto formulafe [FRESHNEY, 2005]. Zdrojem bunéc¢né kultury muize byt tkanova banka,
nebo lze ziskat tkané¢ darem napi. American Tissue Culture Colection (www.atcc.com).
Ptiprava kment (populace) nebo klont (z jednotlivé buiiky) z naddorti zaciné izolaci nadoru.
Nasleduje enzymatickd disociace na bunécnou suspenzi, kultivace bunék ve vhodnych
podminkach, selekce zajimavych kment (klont) a nakonec jejich charakterizace. V pribe-
hu kultivace musi linie vykazovat dostate¢nou stabilitu, aby byla zachovana reprodukova-
telnost vysledkd. Popis noveé ziskané linie by mél obsahovat co nejvice jejich charakteris-
tik: ptivod, typ nadoru, vék a pohlavi darce, zpisob ziskani, pocet pasazi od jejiho ustano-

veni, atd. [AUSUBEL, 2002].

Rist bun¢k v médiu mlize probihat tak, Ze se buiiky v kultufe ned€li a je tieba periodicky
ménit kultivaéni médium (termindlné diferencované, postmitotické bunky), nebo se bunky
v kultufe déli (tzv. proliferuji) a je tieba je pasazovat. Do této skupiny spada vétsina bunék
(primokultur i permanentnich linii) [BODE, 2006]. Pasazovani je periodické fedéni bungk,
obecné spojené i s vyménou média. Z enzymu se zde pouziva nejéastéji trypsin a kolagena-
za, ale da se pouzit také inaktivace specialnimi inhibitory, vyfedénim, nebo nadbytkem
proteinll (napf. sérem) a ptidavaji se také latky podplrné (napi. EDTA, zejména na vychy-

tavani Ca®") [WESTERMARK, 1975].
4.4.1 Primokultury

Prvni kulturu izolovanych bunék oznacujeme jako primarni kulturu (primokulturu), jenz
obsahuje bunky cerstvé izolované z organismu. Poté, co se bunky namnozi, nafedi se a
pienesou do kultivaénich nadob. Tento postup obvykle oznacujeme jako pasaz a vznika jim
tzv. sekundarni kultura, ¢ili subkultura. Bunky se v sekundarni kultute péstuji tak dlouho,
dokud se neziska dostate¢né mnozstvi materialu pro praci s nimi [PARKER, 1957]. Primo-

kultury jsou bunky izolované vétSinou ze zdravé tkan€, nebo-li obecné zdravého genomu,
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ktery vSak ma vétSinou omezené moznosti kultivace. Pokud jde o zakladani primokultury,
mohou se buiiky rozliSit na bunky pochazejici ze zdravé tkané a na ty z nadorové tkané.
Nadorové buiiky se svymi vlastnostmi od normalnich bunék 1isi [MORGAN, 1950]. Zpra-
vidla se 1épe mnozi a obecné se snaze kultivuji. Kultury normalnich bunék maji omezenou
zivotnost. Po n¢kolika pasazich dochazi k tzv. zestarnuti kultury, kdy bunky zméni své
vlastnosti a prestanou se délit. Nadorové bunky vétsinou starnuti nepodléhaji. Po prevedeni
do kultivaéniho média pieziji pouze ty burky, které byly 1épe pfizpusobeny danym pod-
minkam. Existuji zpravidla jen n¢€kolik dni a pak je nutné je ptevést do nového média

[TOZER, 1964].

4.4.2 Permanentni linie

Permanentni linie jsou nejcastéji tvofeny z bunék izolovanych z nadorti, ale mohu byt i ze
zdravé tkang, piipadné z tkan¢ imortalizované (vétSinou obsahuji chyby v genomu a jsou
nestabilni, ale nesmrtelné) s naslednou adaptaci na podminky in vitro [ALBERTS, 1998].
Pokud jsou buiiky plné adaptovany na tyto podminky, déli se neomezené a Ize je prechova-
vat libovoné dlouho [McKEEHEN, 1976].

4.4.3 Adherentni buiiky

Jsou-li buriky adherentni znamena to, Ze vétSina téchto bungk roste ptichycena k podkladu.
K uvolnéni bun¢k se pouziva trypsin / EDTA [MATHER, 1998]. Ve vétsing ptipada je u
adherentnich linii nutno pocitat s jejich zvySenymi naroky na kvalitu podkladu, na kterém
rostou. Bézné se pouziva osetfeni 0,01 — 0,1 % roztokem zelatiny (praseci nebo hovézi)
Vv destilované vodé a podle potieby a typu bunék se pouZzivaji také ostatni proteiny extrace-
lularnich matrix [CELIS, 1994]. Kultivace se provadi v monovrstvé v plastovych nado-
bach, nebo na kultivacnich destickach. K adherenci je dilezity substrat, ktery ¢asto tvoii
kolagen, laminin, elastin a také specialné upravené plastové povrchy (napt. elektricky nabi-
té). Ke kultivaci se pouzivaji pouze definovana kultivacni média, kterd maji pfesny obsah
zivin, soli, hormont, kofaktort, séra, atd. Buriky jsou obvykle kultivovany pii teploté 37°C
v atmosféte 5-10% CO,. Vyuziva se jich pfi nejriznéjsich studiich napi. metabolismu a
toxicity xenobiotik [KARMIOL, 2000].
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4.4.4 Suspenzni bunky

Suspenzni linie vznikaji na rozdil od primokultur prostym fedénim. Jsou jimi obvykle
krevni bunky, které 1ze kultivovat i dlouhodob¢ a jsou to bunky proliferujici. Provadi se s
nimi studie toxicity, molekularnich mechanismu a proliferace. Tvofi je buniky izolované z
organi (napf. hepatocyty), které prochazi kratkodobou kultivaci (fadové hodiny)

[FRESHNEY, 2002].
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5 KULTIVACNI PODMINKY

Provozovani tkanovych kultur spociva v zajisténi optimalnich podminek pro rust a prezi-
vani kultivovanych bunék (tkani). Podminky délime na fyzikalni, chemické a biologické a
tyto faktory je tieba regulovat i za béznych laboratornich podminek. Dulezitymi faktory
jsou teplota, osmoticky tlak, hodnota pH, mnozstvi kysliku, oxidu uhli¢itého a dalsi para-
metry. Bunky se kultivuji pfi optimalni teploté pro dany organismus, ze kterého byly izolo-
vany [LESKO, 1975].

5.1 Teplota

Optimalni teplota pro bunééné kultury je zavisla nejen na télesné teploté organismu, z
nichz byly buiky ziskany, ale také na jakémkoliv anatomickém rozdilu v teploté (napf.
teplota kuize jedné Casti t€la muze byt nizsi, nez na zbytku téla), a také na zaclenéni bez-
pecnostniho faktoru, umoznujiciho drobné chyby v regulaci inkubatoru [SU, 1991]. Dopo-
rucena teplota pro vétsinu linii odvozenych z bunék teplokrevnych Zivocichti (mys, krysa,
makak, pes, clovek) je 37°C. Vzhledem Kk vyssi télesné teploté u ptaki by se ptaci bunky
mély udrzovat pii teploté 38,5°C pro maximalni rist, ale i pti 37°C bunky vykazuji rust
uspokojivy, pouze pomalejsi. Pro bunétné linie odvozené od poikilotermnich Zivoc¢ichti

(ryby, hmyz, had’atko - Caenorhabditis) se doporucuje teplota 10 - 25°C.

Sav¢i buiiky toleruji znacné poklesy teplot. Mohou ptezit n€kolik dni pti 4°C a lze je zmra-
zit az na teplotu -196°C, ale delsi dobu pii > 40°C nevydrzi a pomérné rychle odumiraji.
Pozornost musi byt vénovana nejen vysce, ale také stabilité teploty (v rozsahu + 0,5°C) k

zajisténi reprodukovatelnych vysledki [FOSTER, 1992].

5.2 pH a atmosféra CO,

Pro hodnotu pH bylo stanoveno optimum 7.4, pti kterém roste vétSina bunéénych linii op-
timalné. Ackoliv je optimum ve vét§iné piipadt konstantni, ne vzdy je idealni. Né&které
fibroblastové linie dosahuji nejlepsich vysledkt pii pH 7,4 - 7,7 a transformované buiky
mohou rast 1épe pii pH 7,0 - 7,4. Byla také stanovena hodnota pH 5,5, pfi které by mély byt
epidermalni bunky udrzovany [EISINGER, 1979], avsak tato uroven nebyla vSeobecné
ptijata. Ve zvlastnich piipadech je vyhodné udg¢lat kratky experimentalni rast K potvrzeni

ucinnosti testu, nebo muze byt urcena specidlni analyza, urcujici optimalni pH
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[FRESHNEY, 2002]. Jako indikatoru pii ur¢ovani pH se bézn¢ pouziva fenolové Gervené.
Ta je Cervena pii pH 7,4 a stava se oranzovou pii pH 7,0. Pti poklesu na pH 6,5 se barvi do
Zluta a citronov¢ Zluta je pod pH 6,5. Razovou barvu ma pti pH 7,6 a fialovou u pH 7,8
[EAGLE, 1973]. Protoze hodnoceni barev je velmi subjektivni, je vhodné vyuzit soubor
norem za pouziti sterilniho vyvazeného solného roztoku (BSS) s fenolovou ¢erveni na ur-
Ceni spravné barvy pii stejné koncentraci, ve stejném typu lahve a se stejnym obsahem
vzduchu, ktery se bézné pouziva k piipravé médii. Z plynu je dulezity piedevsim CO; a
hydrogenuhli¢itany. Oxid uhli¢ity v plynné fazi se rozpousti ve stfedni stavové rovnovaze
s HCOj3' ionty a snizuje pH. Vzhledem k tomu, Ze rozpustény CO, a HCO3 jsou s pH vza-
jemn¢ provazané, je obtizné urcit hlavni ptimy u¢inek CO,. Atmosféricky CO, je piimo

zavisly na teploté a toto pravidlo brani tvorbé H,COs3, ktery oddéli zavislost na reakci.

H,O . CO; <=> H,CO3<=> H + HCO3

HCO3; ma pomérné nizkou disocia¢ni konstantu s vice dostupnymi kationty, tudiz inklinuje
k obnové asociace vylucovani kyselého média. Vysledkem zvyseni atmosférického CO, je
pak snizovani pH, tudiz efekt zvyseného CO; se neutralizuje zvysenim koncentrace hydro-

genuhli¢itanu:

NaHCO3; <=> Na" + HCO3

zvysena koncentrace HCO3™ posouva rovnici doleva, dokud se nedosahne rovnovahy pii pH
7,4. Pokud je pouzivano jiné alkalické ¢inidlo (napt. NaOH), zustava kone¢ny vysledek

stejny.

NaOH + H,CO3; <=> NaHCO; + H,0 <=> Na" + HCO3 + H,0O

Kultury v otevienych nadobach je nutno inkubovat v atmosféte CO,, jehoz koncentrace je
Vv rovnovaze s hydrogenuhli¢itanem sodnym v médiu [FRESHNEY, 2005]. Bunky se
sttedn& vysokou koncentraci (> 1x10° bundk/ml) a p&stované v uzavienych nadobéch, ne-
musi mit CO, pfidany do plynné faze za piedpokladu, ze koncentrace hydrogenuhli¢itanu

je udrzovana na nizké urovni (4mm) a to zejména v piipad¢, ze butiky jsou producenty vy-
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sokého obsahu kyselych metabolith. Pfi nizkych koncentracich bun€k (napft. pii klonovani)
je u nékterych primarnich kultur v§ak nutné doplnit CO, do plynné faze uzavienych nadob.
Je-li nutné odvétravani, ponecha se vicko povolené, nebo lIze pouzit uzavér propustny pro

CO, [GOOD, 1966].

Pii ptipravé média se jeho pH pufruje pomoci roztoki HC1 (1M) a NaOH (1M). Hodnota
pH v kultufe se méni v disledku metabolismu bun¢k, zejména produkci laktatu, CO; a dal-
Sich metaboliti. V pribéhu kultivace je pH udrzovano pfitomnymi ionty - zejména fosfato-
vymi, proteiny s pufra¢nimi schopnostmi a velmi ¢asto Systémem H,CO3 / CO,, nebo také
alternativné siln¢ pufrujicimi latkami jako HEPES, BES nebo TES [LESKO, 1975]. Kulti-
vace miiZze probihat jako oteviena (s vyménou plyni - zejména ptisun CO; z vnéjSiho pro-
sttedi), nebo uzaviend (bez vymény plyni - pouziva se pfiblizné polovina mnozstvi Na-
HCO3). Pfi otevieném systému kultivace se nejcastéji udrzuje atmosféra s vy$sim obsahem
CO; - standardné 5% CO, (regulovanym pfisunem ze zasobni bomby) a 95% vody regulo-

vanym piisunem, nebo Castéji spontannim odparem ze zasobniku [YAMADA, 1997].
5.3 Kiyslik

Dalsi vyznamnou slozkou plynné faze je kyslik. Zatimco vétSina bunek potiebuje kyslik
k dychani in vivo, kultivované buriky jsou ¢asto vysokym podilem zavislé predevsim na
glykolyze, ktera stejné jako v transformovanych bunkach, muze byt anaerobni. I kdyz byly
provedeny pokusy zac¢lenit do procesu O, nosi¢e (obdobné jako hemoglobin v krvi), dosud
tato praxe neni ve vefejném pouzivani a buiky se spoléhaji hlavné na rozpustény O, ktery
muze byt jedovaty, kviili vysokému obsahu volnych radikald [BALIN, 1976]. Poskytnuti
spravného O, tlaku je tedy vzdy kompromisem mezi pozadavkem splnéni dychani a cilem
vyhnout se toxicité. Strategie zahrnujici zvySeni a snizeni hladiny O,, byly zapojeny dle
toho, jaké bylo zac¢lenéni volnych radikald, jako je glutathion, 2-merkaptoetanol nebo ditri-
othretiol, aj., do média. VétSina téchto strategii byla odvozena empiricky [FRESHNEY,
2005]. Kultury se v pozadavcich na kyslik 1isi a hlavni rozdil je mezi organy a buné¢nymi
kulturami [TROWELL, 1959]. Piestoze atmosféricky kyslik nebo nizky tlak jsou vhodngjsi
pro vétsinu bunéénych kultur, nékteré organové kultury, zvlasté odvozené od pozdniho
stadia embrya novorozencti nebo dospélych, vyzaduji az 95% O, v plynné fazi [De
RIDDER, 1978]. Difuzné se mohou stat také omezujici na porézni mikronosice

[PREISSMANN, 1997], protoze nejvice rozptylené bunééné kultury preferuji nizsi tlak



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

kysliku a nékteré systémy (napif. lidské nadorové bunky Vv klonogennim testu
[COURTENAY, 1978] a lidské embryonalni plicni fibroplasty), ziji 1épe v nizsim tlaku
atmosférického kysliku, nez je bézna troven. McKeehan (1976) napt. uvadi, ze s kyslikem
souvisi pozadavek na selen v médiu, protoze ten je kofaktorem v syntéze glutathionu
[FRESHNEY, 2002].

5.4 Osmolalita

Osmolalita je koncentrace osmoticky aktivnich latek v jednotce hmotnosti rozpoustédla.
Obvykle se vyjadiuje v osm/kg nebo ve zlomcich této jednotky. Na rozdil od osmolarity se
jedna o mnozstvi latek v objemu rozpoustédla tj. bez rozpusténych latek [HEELDT, 1997].
Nejcastéji kultivované buniky maji pomérné Sirokou toleranci pro osmoticky tlak. Vzhle-
dem k tomu, ze osmolalita plazmy je asi 290 mosmol/kg, je rozumné piedpokladat, ze tato
uroven je optimalni pro lidské buiiky in vitro, ackoli mize byt rizna pro dalsi druhy (napft.
kolem 310 mosmol/kg, nebo nad 320 mosmol/kg). I kdyZ jsou v podstaté ptijatelné pro
vétsinu buné€k, jednou zvolena hodnota by méla zistat konstantni na +10 mosmol/kg
[WAYMOUTH, 1970]. Osmolalita je obvykle méfena poklesem uvolnéni mista, nebo zvy-
Senim tlaku par na médium. Méteni osmolality je uzitenym regulac¢nim stupném kvality,
kdyz si tvofime média sami, protoZze pomaha chranit pfed chybami ve vazeni, fedéni atd.
To je zvlasté dulezité pro sledovani osmolarity, pokud jsou néjaké alternace v konstrukci
média. Pridani HEPES a 1€kii rozpusténych v silné kyselin€é nebo zasadé a nasledna neutra-

lizace, mohou osmolaritu vyrazné ovlivnit [FRESHNEY, 2005].

5.5 Meédia a séra

Na chemické faktory obecné lze nahlizet jako na média a jejich komponenty, v kterych
bunky rostou a plyny, které tato média obklopuji (pfipadné jsou v nich rozpustény). Slozeni
médii je velmi variabilni a vysoce specifické. Veskeré komponenty pouzité pro piipravu
médii musi byt vysoké kvality s minimem nezadoucich pfimési (minimalni chemicka ¢isto-
ta p.a. — pro analyzu) [WAYMOUTH, 1970]. Zakladem je voda a v ni rozpusténé anorga-
nické soli. Ty jsou zdrojem nezbytnych iontl a hraji vyznamnou ulohu v zajisténi vhodné-
ho pH (optimium vétsinou 7.2 - 7.4) a osmotického tlaku (optimum vétSinou 280 - 320

mosmol/l). Osmoticky tlak je roven koncentracim rozpusténych iontti a nejzakladnéjsi ion-

ty obsazené v médiich jsou Na*, K*, Mg®*, Ca**, Cl-, SO4%, PO,> a HCO®* [YAMADA,
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1997]. Esencialni latky nutné pro rist bunék musi média obsahovat v dostate¢ném mnoz-
stvi. Jsou jimi pfedevsim sacharidy (vétSinou glukéza, jako zdroj energie), aminokyseliny

(esencialni i neesencialni), vitaminy a stopové prvky [BUTLER, 1994].

Vétsina zejména savcich bunek, vyzaduje insulin (ptijem glukozy), transferin (pfijem zele-
za), selen [ISCOVE, 1978] (nezbytny pro funkci oxida¢né-redukénich enzymu) a dalsi do-
pliiky jako lipidy (mastné kyseliny), steroidni latky, hormony, peptidy, proteiny [BARNES,
1980], (ECM) extracelularni matrix a nukleosidy [CELIS, 1994]. Mnohé z téchto latek jsou
zastupovany ptridavkem tzv. séra (5 - 10 - 20%), v nékterych piipadech i jinymi zdroji mélo
charakterizovanych smési proteinii a dalSich latek. Vyznamnymi dopliikky jsou latky
ochranné, jako napft. 2-p-merkaptoethanol snizujici oxidativni stres, nebo zdroj siry a anti-
biotik pro ochranu proti mikroorganismtim, pfipadné selekéni agens [TOZER, 1964]. Z
enzymu se pouziva nejcastéji trypsin a kolagenaza, ale také se vyuziva inaktivace special-
nimi inhibitory nebo vyfedénim, nadbytkem proteinti (napt. sérem) a piidavaji se také pod-

pirné latky napt. EDTA, zejména na vychytavani Ca** [McCORMICK, 1995].

Séra nejsou stejné kvality a maji rizné stupné€. Provadi se testy na pfitomnost endotoxind,
testy na snasenlivost konkrétnim typem buné€k, na pfitomnost virt, apod. Jsou také rtizného
puvodu (USA, Australie), rizné Sarze, normalni a inaktivni séra (inaktivace séra je jeho
vystaveni teploté¢ 56°C po cca 30-45 minut) a jsou také séra novorozenecka a dospéla
[ALBERTS, 1998]. Nejcast&ji se pouziva bovinni (fetalni) sérum ziskané z ploda skotu,
které obsahuje nizkou hladinu nizkoafinitnich imunoglobulinii (protilatek), ale existuji séra

také z jinych zdroju napf. lidské, konské, kozi, nebo mysi [HYVONEN, 1988].

V nékterych specidlnich ptfipadech je vhodné pouZit polotekuta aZz pevna média. Takové
médium se piipravi pfidavkem agaru (je vSak tfeba davat pozor na prehfati slozek média
béhem ptipravy, ktera by neméla byt mit vice nez 40°C), [KAMINSKA, 1990] methylcelu-
16sy a fibrinogenu (po aktivaci fibrinu vznika fibrinova sit’). Je mozné pouzit i Cisté synte-
tické polymery napt. metakrylaty (tzv. hydrogely). Trvanlivost a uchovani médii a jejich
doplikt je vzdy podle doporuceni vyrobce. Solné roztoky jsou stabilni i pii R. T. (room
temperature) 20°C [LESKO, 1975].

Vétsina slozek média (aminokyseliny, vitaminy, sacharidy) je stabilni po dobu jednoho
roku pii 4°C pii uchovani ve tm&. Glutamin v roztoku se nejpozdéji po 3 mésicich zacne

rozkladat, a proto je tfeba ho ptidavat samostatné ze zmrazeného zasobniku. Jeden rok pfi
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4°C je stale povazovan za akceptovatelny, ale je mozno jej nahradit médii s glutamaxem,
apod. Sérum je pouzitelné pii 4°C az 2 mésice a pii -20°C az 3 roky [SPECTOR, 1998].
Obecné plati, ze pii teplotach pod -70°C je vSe stabilni minimalné 1 rok. Stabilita je zavisla
na tekutosti, alias kvalit¢ zmrazeni roztoku, coz je ovlivnéno slozenim a koncentraci v ném
rozpusténych komponent. Napft. soli a glycerol posouvaji bod tuhnuti k niz§im teplotam
(pti -20°C neni 10% roztok glycerolu upln¢ zmrzly) a DMSO (dimethylsulfoxidu) k vys$§im
teplotam (tuhne jiz pii 6°C) [CELIS, 1994].

Terminem kompletni média se oznacuji ta média, kterd maji vSechny své slozky a doplitky
obsazeny V idedlnim poméru a jsou dostacujici pro specifikované pouziti. To je obvykle
tvotfeno od n¢jaké definované slozky v médiu, napt. glutamin, ktery je pridan tésné pred
pouzitim a rizné jiné dopliiky, jako je sérum, ristové faktory nebo hormony. Definovany
rozsah médii obsahuje od relativné jednoduchého MEM Eagle [EAGLE, 1959], které ob-
sahuje esencialni aminokyseliny, vitaminy a soli, aZ po slozitd média typu 199 (M199,
[MORGAN, 1950], CMRL 1066 [PARKER, 1957], MB752/1 [WAYMOUNTH, 1970],
RPMI 1640 [MOORE, 1967] a F12 [HAM, 1965] a Sirokou $kalu séra volného sloZeni.

Soucasti komplexnich médii je vétsi mnozstvi riznych aminokyselin véetné neesencialnich
aminokyselin a vitamind, které jsou Casto doplnény dals$imi slozkami (napt. nukleosidy,
trikarboxylovymi meziprodukty cyklu, kyselinami, lipidy) a také mineraly. V médiu F12
jsou koncentrace zivin v celku nizké (bylo optimalizovano klonovanim) a vysoké v modi-
fikaci Dulbeccova MEM Eagle (DMEM) [DULBECCO, 1959], které je optimalizovano pii
vys$ich hustotach bunék na virové mnozeni. Barnes a Sato (1980) pouzivali smés DMEM a
F12 v poméru 1:1, jako zaklad pro jejich sérum, aby kombinovali bohatstvi F12 a vyssi
koncentraci zivin z DMEM. I kdyZ to neni vzdy Gplné racionalni, tato kombinace poskytuje
empiricky vzorec, ktery je vhodny jako zakladni médium k dopliiovani specialnimi aditivy
pro mnoho ruznych typt bun¢k [ALBERTS, 1998]. Protoze hloubka kultivacniho média
mize mit vliv na rychlost Sifeni kysliku do bungk, je vhodné ponechat hloubku média v
rozmezi 2-5 mm, ve statické kultufe. Nekteré typy bunék, napt. bronchialni epitel a kerati-
nocyty se daji rozliSovat 1épe, kdyZ jsou umistény na rozhrani vzduch - kapalina [McKEE-
HAN, 1976].
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5.6 Antibiotika

Vyznamnym prevenénim agens v médiich jsou antibiotika. Maji sva kritéria pro pouZiti,
kterymi jsou napf., ze nesmi inhibovat rst ani ovliviiovat metabolismus bunck, musi
ochranovat kulturu po celou dobu experimentu, musi byt netoxicka a bezpecna pro uzivate-
le, kompatibilni s ostatnimi slozkami média a rozpustna v netoxickych rozpoustédlech.
Funkci antibiotik v médiu je ochrana proti mikroorganismim [HAM, 1978]. Nejcast&ji se
pouziva Penicilin/Streptomycin, nebo Gentamycin, pfilezitostn¢ Tetracyklin, selekéni Ne-
omycin (G418, geneticin), Hygromycin, Puromycin, nebo specialni antibiotikum napt.)
mitomycin C [STAGOS, 2005]. Nejbézné&jsi selekéni antibiotika pro sav¢i bunky jsou
G418 / Neomycin, Hygromycin B a Puromycin [DAMIANAKI, 2000]. Adherentni buiky
pod selekénim antibiotikem u selekce bunéénych klont (pii dostateéné nizké ucinnosti
transfekce nebo jejich influenci), tvofi samostatné kolonie, které 1ze mechanicky, ptipadné
za pomoci protedzy (trypsin, kolagendza), odd¢lit. Suspenzni buiiky pod selekénim antibio-
tikem, zejména buiky krve a jejich derivaty, které se volné vznaseji v médiu, je tieba roz-
klonovat meznim fedénim (nékdy potieba i u adherentnich), nebo ristem ve viskéznim

médiu (agar apod.) [LESKO, 1975].
5.7 Prace s kulturami

Cisté materialy se podle svych vlastnosti a odolnosti sterilizuji autoklavovanim (120°C, po
dobu 20-30 minut). Jsou to pfedev$im rtuzné solné roztoky, nékteré pufry, agar, Zelatina
(kolagen) apod. Suchym teplem (na 180°C, po dobu 3-4h) se sterilizuje sklo, vzacné nékte-
ré plasty (do 120°C). Zafenim gama (vzacné i UV — jen povrchy) sklo, filtrovanim vzduch
(HEPA filtry s pory 0,3 um) a roztoky (hlavné média a séra) se béZné Cisti pfes filtry s pory
0,2 um [AUSUBEL, 2002]. Omytim (2-5% aldehydy, 70% EtOH, 2-5% fenol, 5-10%
peroxid vodiku) lze sterilizovat nastroje, pracovni plochy, nékteré plasty a sklo (celkové
muze byt malo G¢inné a poskozujici ¢istény material). Také plamenem (kovy, sklo), parami
alkyla¢nich ¢inidel nékdy v kombinaci s autoklavovanim (etylén oxid) a specialnimi apli-
kacemi, jako je dekontaminace filtri flow-boxt, nebo dekontaminace mistnosti formalde-

hydem, coz je vzdy problémem pro obsluhu [SPECTOR, 1998].

Vsechny lidské materidly je nutno prepravovat jako potencidlné infikované a mélo se

s nimi zachazet s opatrnosti. Vzorky by m¢ly byt piepravovany bezpeéné zabalené ve dvou
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vodotésnych kontejnerech [SAMBROOK, 1989]. Sekundarni kultury by mély byt feSeny v
oblasti biologické bezpecnosti tfidy Il. a vSechny vyrazené materidly autoklavovany, spale-
ny, nebo chemicky dezinfikovany. Kazda laboratof ma vlastni biologické piedpisy, které by
m¢ély byt dodrzovany, a kdokoliv by mél pochyby o nevhodné manipulaci, mél by kontak-
tovat mistni bezpe¢nostni organizaci (pokud zadna neni, vytvofit ji). Pravidla nelze zobec-
nit, jelikoz se predpisy lisi mezi jednotlivymi institucemi a krajinami, ale dobry zaklad lze
ziskat v Caputo. (1996).

Pii praci s kulturami by dvete inkubatort, nebo horké mistnosti nemély zlstat oteviené
déle, nez je nezbytné nutné a velké kusy nebo objemy kapalin umisténé v teplé mistnosti by
nem¢ly byt v blizkosti kultur. Prostorové rozlozeni teploty v inkubatoru, nebo horké mist-
nosti, musi byt rovnéz jednotné. Neméla by existovat "chladna mista" a vzduch by mél
proudit volné [LESKO, 1975]. To znamena, ze pii prvnim uskladnéni v inkubatoru, nebo v
horké mistnosti nesmi byt velky pocet nadob uskladnén spolu a musi mezi nimi byt prostor
pro cirkulaci vzduchu. Vzhledem k tomu, Ze plynna faze do nadoby expanduje pfi teploté
37°C, musi byt odvétravan kratkym uvolnénim uzavéru (od '2h - 1h po umisténi nadob

Vv inkubatoru), zvlasté kdyz jsou naskladané na husto [WYLLIE, 1992].

5.7.1 Zchlazovani a zamrazovani bunék

Zchlazovani bunék se provadi pomalu a postupné v lazni s isopropylalkoholem (R.T.). Na-
sleduje pienos pifimo do hlubokomraziciho boxu (-80°C), kde teplota klesa rychlosti 1°C/1
min a nakonec se kultury zanofuji do par tekutého N,. V termoizolaénim materialu (napf.
pénovy polystyren) se bunky davaji pfimo do hlubokomraziciho boxu a po 1-3 dnech se
uskladni k trvalému uchovani [CELIS, 1994]. ZamraZovani buné€k probiha v kultiva¢nim
médiu se zvySenym obsahem séra (20-100%), nebo se sérem (10-20-50%) s piidavkem
DMSO (5-10%). Vzacné se pouziva zamrazovani se sérem (10-20-50%) a ptidavkem gly-
cerolu (10%). Bunky je tieba zchlazovat postupné, nejprve na 80°C a poté se pienesou do
ultra-hlubokomraziciho boxu (-185°C), nebo do tekutého N; (-196°C) k trvalému uchova-
ni. Je vhodné pro zmrazeni pouzivat vysoké koncentrace bun€k (>107 bun€k/ml média)

[SAMBROOK, 1989].
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5.7.2 Rozmrazovani bunék

Rozmrazovani bunék je naopak tfeba provadét rychle. Buriky je potieba co nejrychleji pre-
vést na kultivaéni teplotu, odstranit zmrazovaci médium (centrifugaci) a provést vysev k
dalsi kultivaci. Druhy den po vyseti je vhodné vymeénit kultivaéni médium za nové a od-

stranit tak zbytky buné¢k, které zamrazeni (rozmrazeni) neptezily [ALBERTS, 1998].

5.7.3 Preprava bunék

Pteprava bun¢k mize probihat n¢kolika zplisoby. V termosce (lokalni pfeprava), zmrazené
Vv izolaénim boxu se suchym ledem (CO,) pro piepravu na velké vzdalenosti (zasilkové
spole¢nosti mivaji i sluzbu s dopliiovanim suchého ledu), nebo také Zivé v kultute, v kulti-
vacni naddobce s nadbytkem média (v zavislosti na bunééném typu 1 — 3 dny). Tkané (s
vyjimkou krve) se ptepravuji podchlazené (ne zmrzl¢) ve vyZzivnych médiich, casto
s ptidanymi kryo-protektivy, coz jsou latky pridavané k biologickému materialu pti kryo-
konzervaci chranici buniky pied u¢inky nizkych teplot a po rozmrazeni je obvykle nutné je
odstranit, napt. DMSO [SPECTOR, 1998].

5.7.4 Monitorovani infekce

Kultury je tfeba prubézné monitorovat kvili ristu nezddoucich mikroorganismu, at’ uz jsou
to chomacky plisni, pucici buiiky kvasinek nebo fetizky bakterii. Pokud v kultufe nebo v
zasobnich roztocich roste néco, co tam nema byt, dochazi k rychlému vycerpani média a to
zméni jeho barvu z Cervené na zlutou, diky poklesu pH [EAGLE, 1973]. Bunky Spatné ros-
tou, jsou citlivéjsi ke stresu, nemaji spravny tvar, adherentni buniky se poustéji podkladu a
to zkresluje vysledky experimentu. Proto se provadi tzv. mikroskopické barveni na celko-
vou DNA, coz je zviditelnéni mikroorganismu, zejména endoparaziti. Nasleduje stanoveni
specifickych antigenti - imunocytochemie, nebo western-blot. Tato metoda umoziuje de-
tekci specifickych bilkovin v biologickém materialu a zajist'uje pfenos proteinii pomoci
elektrického pole kolmého na plivodni smér separace. Vyhodou je dlouhodoba fixace pro-
teinli a moznost analyzy i po n¢kolika letech. Nevyhodou — ¢asova a finan¢ni naro¢nost.
Detekce specifickych sekvenci pro jednotlivé organismy se provadi metodou PCR a kont-
rolni kultivaci médii samotnych, nebo po piidavku specifickych substrati [YAMADA,
1997].
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6 METODIKA

Cilem préce bylo zjistit vliv polyfenold extrahovanych z révy vinné na proliferaci nddoro-
vych bunék. V prvni fazi bylo nutné polyfenoly z vina extrahovat a upravit jejich koncent-
raci. Tyto koncentrované roztoky byly ptidany k buiikam a nechaly se kultivovat za vhod-
nych podminek. Nasledné se proliferace vyhodnotila pomoci MTT a provedla se fotodo-

kumentace vysledka.

6.1 Material

K praci byly pouzity dva druhy bunék HaCaT (lidské keratocyty) a HepG2 (hepatocyty).
Pro extrakci polyfenolii byly vybrany tii odridy révy vinné a byly izolovéany z bobuli, slu-
pek a pozdniho sbéru hroznii (tzv. botritickych, napadenych uslechtilou plisni Sedou -

Botrytis cinerea).

Tab. 4. Testované odridy vina:

Burgunda modra Frankovka Muskat moravsky
Slupky Slupky Slupky

Bobule - Bobule

Pozdni sbér Pozdni sbér -

Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako absolutni hodnota bunék piitomnych
Vv piislusném fedéni, poptipadé na buiky péstované v Cistém fedéni média bez polyfenold.
Vsechny testy byly provedeny ve ¢tyfech opakovanich. Morfologie bunék byla hodnocena
po dobu 24 hodin pfi péstovani ve ziedéném stavu. Buiky byly pozorovany ve fazovém
mikroskopu Olympus (typ CKX41). Rozdily mezi pozorovanymi absorbancemi byly sta-
noveny T-testem s pouzitim statistiky pro Windows. Schopnost bunék reagovat na cytoto-
xické latky byla ovétena Dodecyl sulfaitem sodnym (SDS, Sigma) s konecnou koncentraci

1, 10, a 20 pg/ml v modifikovaném Dulbecc Eagle’s Medium.

6.2 Pristrojové vybaveni

Pro zobrazeni bun€k ve fazovém kontrastu a potizeni fotografické dokumentace byl pouzit

Invertovany mikroskop s fazovym kontrastem (Olympus CKX41; Olympus, Japan). K vy-
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hodnoceni MTT testu byl pouzit Elisa reader Sunrise od firmy Tecan (Svycarsko), umoziu-
jici méfeni 96 jamkovych testovacich plati. Veskeré prace byly provedeny v lamindrnim
boxu Biological Safety Cabinets HERAsafe KSP (Thermo Electron LED Gmbh, Némec-
ko). Buiiky byly kultivovany v inkubatoru s fizenou atmosférou CO, Heracell 150i (Ther-
mo Scientific, USA).

6.3 Extrakce polyfenola

Z rozmrazenych hroznt byly odstranény tfapiny a bobule byly homogenizovany v 90 %
metanolu. Poté se nechaly vyluhovat po dobu 30 minut a pii protiepavani mély pouze 4°C.
Bylo nutné si oddélené od zbytku smési piedpiipravit kvasinky v malé kadince. K 3,5 ml
vzorku se ptidaly kvasinky (granulované) a stejny pomér destilované vody (3,5 ml). Necha-
ly se 20 minut rozkvasit a poté se ptidaly ke zbytku smési (kvasinky spotiebovaly glukdzu
a vznikl CO,). Po smichani se vse prevedlo do Erlen-Mayerovych ban¢k s objemem 500 ml
tak, aby u uzévéru ztstalo co nejméné volného prostoru pro vzduch. Zazéatkovaly se uzave-
rem propustnym pro plyny, aby CO, mohl unikat ven a baiky se ulozily ve tmé¢, na dobu 3-
5 dni.

V centrifuze se mnozstvi 1990 g materialu odstiedilo po dobu 10 minut. Po dalSich 30 mi-
nutach se provedla druha extrakce a opétovné odstied’ovani. Sediment se oplachnul 90%
metanolem a znovu odstiedil. Supernatanty se sloucily a celkovy objem byl zaznamenan.
Methanolovy extrakt byl odpafen ve vakuové odparce pii 40°C a zbytky byly rozpustény ve
stejném objemu (DMSO) dimethylsulfoxidu. (Je snaha za DMSO najit takovou nahrazku
rozpoustéjici polyfenoly, ktera by nebyla tak toxicka. Prozatim je feSenim vysuSeny extrakt
rozpoustét piimo v médiu a uchovavat ho suseny - 200 mg pivodniho materialu odpovida
100 pl). Vysledny roztok byl zfedén 2x, 5x, 10x, a 20x na 100 pl a jednotlivé koncentrace-
se nanesly pipetou na testovaci platy [TOTUSEK, 2008].

6.4 Stanoveni obsahu polyfenolii

Metoda stanoveni celkovych polyfenolt je zaloZena na principu spektrofotometrického
meéfeni barevnych produktti reakce hydroxidovych skupin fenolickych sloucenin s ¢inidlem
Folin — Ciocalteau. Ze standardniho roztoku taninu bylo odpipietovano do 6 ti 50ml od-

mérnych ban¢k 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 ml roztoku. Soucasné¢ se do sedmé 50ml odmérné
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banky odpipetoval 1 ml ¢irého roztoku vina (pii obsahu polyfenold vys$s§im, nez 1000 mg/1
litr vina, se pipetuje pouze 0,5 ml) zfedéného destilovanou vodou v poméru 1:5 (20%). Do
vSech odmérnych banék se ptidalo cca 20 ml destilované vody, 1 ml Folin — Ciocalteau
¢inidla a obsah se promichal. Po tfech minutach se ptidalo 5 ml 20% roztoku Na,COs, ob-
sah se opét promichal a doplnil destilovanou vodou po rysku. Po 30 minutach se zméfila
intenzita zbarveni v 10 mm kyveté pti 700nm proti slepému pokusu (nulovy obsah taninu)
[SAMBROOK, 1989]. Tuto ¢ast praktického méfeni jsem neprovadéla osobné, protoze
stanoveni obsahu polyfenold ve ving€, nebylo cilem mé prace.

Tab. 5. Chemikalie a roztoky:

Standartni roztok: 50 mg taninu ve 100ml roztoku
Cinidlo Folin — Ciocalteau
Filtrovany 20% roztok NA,CO3

Destilovana voda

Stanoveni jednotlivych polyfenoli bylo provedeno s pouzitim Dionex Ultimate 3000 vyso-
ce ucinného kapalinového chromatografického (HPLC) systému. Pro stanoveni byla pouzi-
ta extrak¢éni metoda popsana Lee a Ong (2000). Prezentovanymi idaji jsou pramérné hod-

noty vypoctené ze tii métenti.

Tab. 6. Navazky révy vinné:

Odrida Bobule (g) Slupky (g) + destil.voda
Burgunda modra 657,5 196,5 + 393

Frankovka (p.s) 581,4 177,5 + 380,9

Muskat moravsky (p.s.) 598,0 190,5 + 381

p.S — pozdni sbér

Bobule révy vinné byly rozmixovany na kasi a dale se jiZ neupravovaly. Ke slupkam bylo
tieba pfidat destilovanou vodu v poméru 1:2 (slupky : voda), aby bylo mozné s timto mate-
ridlem pracovat. Zméftila se hodnota pH vzorku, kterd by méla byt 3,7. Pokud bylo pH jiné
(vétSinou vyssi), pridala se pro jeho upravu kyselina sirova (okyseli se). V naSich vzorcich

bylo potteba hodnotu pH upravit pouze u vzorku z odridy Muskatu moravského. U slupek
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této odrudy bylo naméteno puvodni pH 4,12 a proto bylo ptidano 7 ml kyseliny sirové pro
zménu pH na 3,72. Hrozny Muskatu moravského mély pH 3,89 a ptidal se pouze 1ml kyse-
liny na zménu pH k hodnoté 3,71. Ostatni odriidy mély pH v norm¢.

6.5 Kultivace bunék

Ke kultivaci byly pouzity dvé rizné bunécné linie [BOUKAMP, 1988]. Prvni linii byly
lidské keratinocyty - HaCaT, které poskytl k pouziti Cell Lines Service (Catalog No.
300493, Germany). Jako médium bylo pouzito kultivacni Dulbecco's Modified Eagle Me-
dium se zvySenym obsahem glukoézy, piidavkem 10% fetalniho séra skotu a Penicili-
nu/Streptomycinu, 100 U/ml (100) pg/ml), (PAA Laboratories GmbH, Austria). Druha
bunécna linie byla HepG2 (hepatocyty) - buinky z ATCC (HB-8065). HepG2 byly kultivo-
vany médiu, které¢ tvofilo Eagl’s Minimum Essential Medium CC, pfidavek 10% fetalniho
séra skotu, 2 mM L-glutaminu a 50 pg/ml gentamycinu (PAA laboratore GmbH, Ra-
kousko). V inkubatoru byla atmosféra upravena na 5% CO, [FRESHNEY, 2002]. Vzorky
byly vzorky dezinfikovany vystavenim zdroji UV zafeni (257,7 nm), UV-C s 30
W/G30TB, Phillips, Holandsko. Vzorky polyfenoli byly zfedény v kultivaénim médiu
(DMEM) a ziskaly roztoky s koncentracemi 100, 75, 50 a 25 ug/ml. VSechny tyto roztoky
byly pouzity do 24 hodin od nafedéni. Bunky byly ptedkultivovany (24 hodin) a kultivac¢ni
médium bylo nasledné nahrazeno ptipravenymi roztoky. Jako kontrolni experiment Cisté
extrakce byl pouzit kontrolni pokus (blank) bez ptidavku polyfenolii. Pro posouzeni vlivu
na zastaveni rustu HaCaT a HepG2 byla pouzita kolorimetrickd metoda stanoveni Vy-
brant® MTT cell proliferation Assay Kit (Invitrogen Corporation, USA) [SPECTOR,
1998].

Inkubace touto metodou probiha 3 dny pii 37°C v 5% atmosfére CO,. Proliferace bunék se
vyhodnocuje na zéakladé spektrofotometrie. Tato metoda je zalozena na redukci Zlutého
solubilniho 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na neroz-
pustny formazan (modré krystaly). Reakce probiha na mitochondridlni membrané Zivych
bun¢k. Formazan se rozpusti pfiddnim silného detergentu a zabarveni se vyhodnocuje
spektrofotometricky Microtitration Sumise Sensor (Tecan, Svycarsko) pii vlnové délce 540
nm. Hodnota absorbance roztoku odpovidd mnozstvi zivych bunék (¢im tmavsi barva a
tedy vyssi absorbance, tim vyssi procento zivych bungk). Princip konverze byl popsan v
roce 1954 Blackem a kol., a metoda byla zavedena do laboratorni praxe Mosmanem v roce

1983 (tzv. kolorimetricky test stanoveni zivotnosti bun¢k) [BLACK, 1954].
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7 VYSLEDKY

Z kazdého vzorku jsou v grafu Ctyfi zaznamy (sloupce) dle koncentrace extraktu, ktery byl
pouzit. U odrudy Burgundy modré byly pouzity slupky, bobule i pozdni sbér, u Frankovky

jen slupky a pozdni sbér a u Muskatu moravského byl extrakt ziskan ze slupek a bobuli.

Tab. 7. Obsah celkovych polyfenoli v jednotlivych odridach révy vinné

Obsah polyfenoli Pied Gpravou Fedénim
Odrida [ ng/mi] [ ng/0,1 mi] [ mg/l]
Burgunda modra-slupky 1402,50 140,25 5,61
Bugrunda modra - bobule 951,4 95,4 4,36
Burgunda modra-p.s. 1302,50 130,25 521
Frankovka-slupky 7475 74,75 2,99
Frankovka- p.s. 905,0 90,50 3,62
Muskat moravsky-slupky 807,5 80,75 3,23
Muskat moravsky-bobule 730,0 73,00 2,92

p.S.- pozdni sbér

7.1 Vliv polyfenoli na lidské keratinocyty

Grafy vlivu polyfenolt extrahovanych z danych odrud révy vinné na (HaCaT) linie kerati-
nocytt (Graf 1. — Graf 3.), ukazuji aborbanci MTT vyjadiujici pocet bunék, v porovnani
s kontrolnim méfenim, na kterém je vidét volny rlst bun€k. Mira absorbance zaroven vyja-
dfuje miru proliferace. U vysledktt HepG2 jsou ptiloZeny také fotografie, které dokladaji
ucinek polyfenolt a dopliuji vysledky grafi. Pro HaCaT fotografie ptilozeny nejsou z du-

vodu rozsahu diplomové prace.

7.1.1 Burgunda modra

V grafu 1. jsou zaznamenany vysledky ptsobeni polyfenold extrahovanych z odrudy Bur-

gunda modra ve slupkach (sloupec 1-4), bobulich (sloupec 5-8) a hroznech pozdniho sbéru
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Graf 1. Proliferace HaCaT, vyjadiena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktti z Bur-

gundy modré.
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(sloupec 9-12) na HaCaT. Byly pouzity koncentrace polyfenolickych latek 100 pg/ml, 75
pg/ml, 50 pg/ml a 25 pg/ml. V grafu je vzdy kontrolni méfeni, které je znazornéno jako
posledni. V méteni pro HaCaT je zaznamenana primérna hodnota absorbance 0,66 se sme-
rodatnou odchylkou méfeni 0,58 - 0,74. U polyfenold extrahovanych ze slupek je viditelny
nejvetsi rozdil v proliferaci u této odridy, a to ve vSech méfenych koncentracich. Pfi kon-
centraci 100 pg/ml polyfenolt klesla absorbance oproti kontrolnimu méfeni z 0,66 na
témef tretinovou hodnotu 0,23 v rozmezi pouze 0,22 - 0,24. U druhé nejvyssi koncentrace
75 pg/ml, byla primérna hodnota absorbance jen o 0,02 vyssi (0,26) a u 50 pg/ml klesla
jeji hodnota na 0,23 v priméru, se smé€rodatnou odchylkou 0,21 - 0,25. Pfi nejnizsi pouzité
koncentraci (25 pg/ml) klesla primérnd hodnota absorbance na 0,43, coz bylo nejmén¢ ze
slupek Burgundy modré, avSak jeho Gi¢innost byla také velmi dobra a i tento rozdil byl sta-
tisticky vyznamny. Jelikoz vSechny vysledky mély velmi malé odchylky, jsou primérné
hodnoty velmi ptesné. Z vysledki vyplyva pozitivni G¢inek polyfenoli této odridy na sni-

zovani proliferace bunék.

Vysledek stejného méfeni pouze s extraktem z bobuli je od slupek diametralné odlisny. U
100 pg/ml koncentrace byla namétena primérna hodnota 0,59 s velkou smérodatnou od-
chylkou 0,54 - 0,63. Tato odchylka se pohybuje v rozmezi kontrolniho pokusu, a tudiz se
tento Gi¢inek nepovazuje za statisticky vyznamny. Stejné tak méfeni s koncentraci 75 pg/ml
nedosahlo statisticky vyznamnych hodnot. Absorbance poklesla na primérnou hodnotu
0,61 a u koncentrace 50 pug/ml se primérna absorbance dokonce mirné zvysila na 0,68
v pruméru, se smérodatnou odchylkou méteni 0,57 az 0,78. U nejnizsi koncentrace polyfe-
nolt (25 pg/ ml) byl misto poklesu zaznamenan narist. Primérna hodnota absorbance ¢ini-
la 0,88 s Sirokym rozptylem hodnot 0,73 — 1,03. Celkové byly smérodatné odchylky u mé-

feni bobuli Burgundy modré, velké u vSech koncentraci.

Poslednim métenim u této odriidy na HaCaT byl extrakt z pozdniho sbéru. Zde se zvysSujici
se koncentraci hodnoty umérné klesaly. I koncentrace 25 pg/ml stadila na mirny pokles
absorbance z 0,66 na 0,60 primérné hodnoty a koncentrace 50 pg/ml zptsobila pokles ab-
sorbance na 0,44 se smérodatnou odchylkou 0,39 - 0,49. Ob¢ hodnoty se daly povazovat za

statisticky vyznamné. Dalsi dva vysledky byly srovnatelné.
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Graf 2. Proliferace HaCaT, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extrakti

z Frankovky.
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Kultivace za pfitomnosti 75 pg/ml polyfenoll snizila hodnotu absorbance od kontrolniho
méfteni (0,66) na 0,27 a 100 ug/ml na pramérnou hodnotu 0,24 (0,22-0,25). Tyto vysledky
byly statisticky vyznamné. Vyhodnoti-li se totéz procentualné, byl zde zaznamenan pokles
proliferace 0 59% u koncentrace 75 pg/ml a 64% pii kultivaci s nejvy$§im mnozstvim pfi-

danych polyfenolu.

7.1.2 Frankovka

Graf ¢. 2 ukazuje vysledky méfeni HaCaT pro ¢ervené vino odridy Frankovka u slupek a
bobuli pozdniho sbéru. Kontrolni méfeni bylo stejné, jako u ptedchozi odridy Burgundy
modré, tedy opét se porovnavalo s pramérnou hodnotou absorbance 0,66 a smérodatnou
odchylkou 0,58 - 0,74.

Extrakt ze slupek s nejnizsi koncentraci (25 pg/ml) nenabyl statisticky vyznamnych hod-
not. Primérna absorbance vzrostla na 0,83 a celkové se toto méfeni pohybovalo v rozmezi
0,76 az 0,90. U koncentrace 50 pg/ml zlstaly hodnoty témé&f stejné, jako u kontrolniho
pokusu. Smérovana odchylka se pohybovala od 0,44 do 0,66 s primérem 0,55. Vyssi kon-
centrace jiz mé&ly pozitivni ucinek a pomérné zna¢né hodnoty ovlivnily. Pro extrakt s kon-
centrace 75 pug/ml polyfenoli byla primérna hodnota absorbance 0,27 se smérodatnou od-
chylkou 0,20 - 0,33. Nejvyssi koncentrace 100 pg/ml snizila absorbanci nejvice a to na

0,26 v primeéru, avsak s mnohem mensi smérodatnou odchylkou (0,25 - 0,27).

Obecné lze u slupek vyjadrit statisticky vyznamnou G¢innost na proliferaci pti koncentraci
polyfenol nad 50 pug/ml. Polyfenoly extrahované z hroznti pozdniho sbéru Frankovky ne-
mérnou hodnotu 0,67 s odchylkou 0,57 — 0,77 nelze povazovat za statisticky vyznamny
pokles proliferace. Ani u¢innost vyssi koncentrace (50 pg/ml) u které byla zmétrena absor-
bance v praméru 0,62 s odchylkou 0,55 - 0,68, nebyla vyznamna. Mirného zlepSeni bylo
dosazeno u pridaného extraktu s koncentraci 75 pg/ml S primérnou absorbanci 0,40 pohy-
bujicim se mezi hodnotami 0,35 - 0,44. Kultivace s nejvyssi koncentraci (100 pg/ml) poly-
fenolt snizila primérnou absorbanci na statisticky vyznamny vysledek 0,27 s malou sme-
rodatnou odchylkou 0,23 - 0,30. Vysledky kultivace bun€k s polyfenoly extrahovanymi
z hroznii pozdniho sbéru Frakovky byly u HaCaT statisticky vyznamné pouze u 50%, a to v

koncentracich vy$sich nez 50 pg/ml.
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7.1.3 Muskat moravsky

Posledni vybranou odridou révy vinné byla bila odrida - Muskat moravsky (Graf 3.).
Hodnoty méfeni ucinnosti polyfenolti ze slupek Muskatu moravského v koncentraci 25
ug/ml na HaCaT se pohybovaly vrozmezi 0,54 - 0,72 spramérem 0,63 tedy téméf
v priméru kontrolniho pokusu. Jiz koncentrace 50 pg/ml vykazovala nizsi proliferaci a to
na trovni pruméru 0,40 se smérodatnou odchylkou 0,35 - 0,45. Statisticky nejvyznamnéj-
Siho rozdilu dosahla koncentrace 75 pg/ml, jejiz primérna hodnota absorbance dosahla
hodnoty 0,20 se smérodatnou odchylkou 0,17 - 0,23. Tato hodnota byla nejnizsi z méfeni
HaCaT vsech vin. U nejvyssi koncentrace (100 pg/ml) jiz tak vyznamného vysledku dosa-

7eno nebylo. Uéinek tohoto extraktu byl o dvé setiny vyssi (pramér 0,22), nez u 75 pg/ml.

Méfeni proliferace za pouziti extraktu z bobuli Muskatu moravského piineslo tyto vysled-
ky. Pfidanim 25 pg/ml polyfenolti k HaCaT ziistala hodnota absorbance téméf konstantni
s kontrolnim pokusem. Klesla z primérné hodnoty 0,66 na 0,65 se smérodatnou odchylkou
0,61 - 0,70, coz neni statisticky vyznamny rozdil. U 50 pg/ml polyfenolli byla primérna
hodnota opét v rozpéti kontrolniho pokusu (0,43 - 0,63) s primérem 0,53. Buiiky reagovaly
pozitivné az na koncentraci 75 pg/ml snizenim primérné absorbance na 0,38 s odchylkou
méfeni (0,35 - 0,42) a u 100 pg/ml klesla absorbance na 0,30 (0,27 - 0,34) tedy o vice nez
50%.

7.2 Vliv polyfenoli na lidské hepatocyty

V nasledujicich grafech (Graf 4. — Graf 6.) byly posuzovany stejné odrudy vin, jako u Ha-
CaT, pouze tentokrat byly pouzity hepatocyty (HepG2). Extrakty byly ptipraveny ze slu-
pek, bobuli a z hroznii pozdniho sbéru vybranych vin. Z kazdého vzorku jsou v grafu ¢tyii
zaznamy podle koncentrace extraktu, ktery byl k testu pouzit. U Frankovky byly pouzity
slupky a pozdni sbér, u Muskatu moravského slupky a bobule a u odrtidy Burgundy modré
vsechny tfi materialy. Koncentrace polyfenolickych latek v extraktu jsou stejné, jako u Ha-
CaT: 100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml a 25 ug/ml. Kontrolni hodnota (Obr. C) pro HepG2
byla naméfena v primérné hodnoté 0,63 v Sirokém rozmezi 0,47 - 0,78. V této Casti jsou
piiloZzeny fotografie se zvétSenim 200x. V piiloze jsou fotografie stejnych vysledkii se

zveétSnim 400x.
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7.2.1 Burgunda modra

Vysledky Burgundy modré na HepG2 uvadi Graf 4. Ve srovnani s kontrolni hodnotou méla
statisticky vyznamny vysledek pouzita koncentrace 100 ug/ml polyfenolt ze slupek
s prumérnym vysledkem absorbance 0 polovinu niz$im 0,33 (smérodatna odchylka 0,31 -
0,34), nez u kontrolniho vzorku. Pti kultivaci HepG2 s 75 ug/ml polyfenolu se jeji absor-
bance se snizila na 0,41 s odchylkou 0,37 - 0,43. U pridavku 50 pg/ml koncentrace polyfe-
nolu se vysledky pohybovaly v mezich kontrolniho pokusu 0,50 - 0,52 s pramérnou hodno-
tou 0,51. Bylo vsak velmi dobfe viditelné (Obr. 9.), Ze polyfenoly ovlivnily morfologii pre-
vazné Casti bunék. Tyto buniky nemély stejny tvar, jako u kontrolniho pokusu. Byly poruse-
né a nejevily znamky zivotaschopnosti. Nejnizsi koncentrace (25 pg/ml) polyfenold pro
HepG2 neméla statisticky vyznamny pokles. Hodnoty (0,65 - 0,67) s primérem 0,66 byly

srovnatelné s kontrolnim pokusem, pouze v mensim rozmezi.

Oproti slupkam nemély bobule zadny statisticky vyznamny vysledek (Obr. 10). I kdyz se
absorbance pfti pouziti nejvyssi koncentrace (100 pg/ml) polyfenold blizila spise spodni
hranici kontrolniho pokusu (0,57 — 0,59), neovlivnila ho natolik, aby se mohl povazovat za
statisticky vyznamny. Je v§ak opét viditelny rozdil v morfologii bunék. Mnoho z nich ztra-
tilo ptivodni tvar a jsou z velké ¢asti poskozeny. Absorbance polyfenolll z bobuli Burgundy
modré pro 75 pg/ml a 50 pg/ml dosahla stejné pramérné hodnoty absorbance 0,56. Rozdil
byl pouze u smérodatné odchylky, ktera byla u 75 pg/ml vétsi (0,46 — 0,66), nez u 50 pg/ml
(0,54 - 0,58).
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Graf 4. Proliferace HepG2, vyjadfena hodnotou absorbance, za pfitomnosti extraktd

Z Burgundy modré.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

Obr. 9. Fotografie bun¢k HepG2 kultivovanych za pfitomnosti extrakti ze slupek Burgun-
dy modré: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 ug/ml, E - 100 pg/ml.




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka S7

Vzorek kultivovany s nejniz§im obsahem polyfenolti (25 pg/ml) neprokazal Gcinek vy-
znamn¢ se liSici od kontrolniho rustu. Absorbance ustala mezi hodnotami 0,50 - 0,72
s pramérem 0,61 a byla téméf shodna s kontrolnim méfenim, tedy statisticky nevyznamna.
Prestoze ptidavek extraktti vSech koncentraci z klasickych bobuli révy vinné ovlivnil vy-

sledek velmi malo, pozdni sbér této odrady, mél srovnatelné¢ lepsi vysledky.

U extraktd z pozdniho sbéru (Obr. 11) o koncentraci 25 pg/ml, nebyly polyfenoly pfilis
ucinné. Absorbance dosahla praméru 0,43 v rozmezi 0,36 - 0,49. Bylo vsak viditelné, ze
polyfenoly poskodily bunécnou membranu fady bun¢k. Od 50 pg/ml obsahu polyfenolic-
kych latek, klesla absorbance na primérnou hodnotu 0,33, coz byl témét 50% pokles a tedy
vyznamny rozdil. Za piidavku polyfenolid o koncentraci 75 pg/ml klesla absorbance na
hodnotu 0,36. Tato hodnota je velmi piesna, jelikoz smérodatna odchylka byla velmi mala
(0,35 - 0,37). Pridavkem dal$ich 25 ug/ml polyfenoli na kone¢nych 100 pg/ml se jiz rozdil
dale neprohluboval a absorbance dosahla praiméru 0,38 s opét velmi malou odchylkou mé-
feni (0,37 - 0,39). Vysledky pro pozdni sbér Burgundy modré tedy zaznamenaly statisticky

vyznamné zmény 0d koncentrace 50 pug/ml polyfenold.
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Obr. 10. Fotografie bun¢k HepG2 kultivovanych za pfitomnosti extrakti z bobuli Burgun-
dy modré: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 ug/ml, E - 100 pg/ml.

A B
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Obr. 11. Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za pfitomnosti extraktll z pozdniho sbéru
Burgundy modré: A - 25 pug/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 ug/ml, E - 100 pg/ml.

A B
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7.2.2 Frankovka

Vysledky méfeni vlivu polyfenolti Frankovky na HepG2 (Graf 5.) se u slupek a pozdniho
proliferace neovlivnil. Primérna hodnota absorbance byla 0,64, coz je o 0,01 vyssi, nez
prumér kontrolniho méfeni s jesté $ir§i smérodatnou odchylkou 0,43 - 0,84. Na Obrazku
12. je vsak opét vidét zména v morfologii bun¢k, vlivem polyfenolt ze slupek. Jejich pocet
vyznamn¢é neovlivnily, ale jejich morfologii ovlivnily vyznamné. Mirny pokles proliferace
se ukazal u této odridy po ptidani 50 pg/ml polyfenolt. Absorbance v tomto piipadé klesla
na 0,43 se smérodatnou odchylkou 0,37 - 0,47. U 100 ug/ml extraktu byl zaznamenan po-
kles na 0,36 v mensim rozpéti 0,33 - 0,38. O néco nizsi koncentrace polyfenolt (75 pg/ml)

snizila pocet bungk jesté vice a to na 0,34. Smérodatna odchylka klesla na 0,30 — 0,37, coz

cv v

Piidavek polyfenolt extrahovanych z bobuli pozdniho sbéru Frankovky (Obr. 13) mél vy-
sledky mén¢ vyrazné, nez pii kultivaci, pfi které byly pouzity slupky. V ptipadé koncentra-
ce 25 pg/ml byl vysledek vyrazn&jsi, nez u slupek a to primérnou hodnotou absorbance
0,52. Tento maly rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. Velka odchylka hodnot byla za-
znamenana u 50 pg/ml koncentrace polyfenoli z bobuli Frankovky a to 0,30 - 0,50
s prumérem 0,40, kdy se horni hranice méteni ¢aste¢né kryla s kontrolnim rastem HepG2.
S rostouci koncentraci dale klesala absorbance velmi mirné. Pii kultivaci s polyfenoly o
koncentraci 75 pg/m byly naméfeny hodnoty od 0,37 - 0,40 s primérem 0,39 a u posledni
méfené koncentrace (100 pg/ml) byl vysledek v priméru jen o 0,01 nizsi, tedy 0,38, avSak

s velmi malou odchylkou méteni 0,37 - 0,39.
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Obr. 12. Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za piitomnosti extraktd ze slupek Fran-
kovky: A - 25 ug/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 pg/ml, E - 100 ng/ml
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Obr. 13. Fotografie bun¢k HepG2 kultivovanych za ptitomnosti extraktd z pozdniho sbéru
Frankovky: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 pg/ml, E - 100 pg/ml
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7.2.3 Muskat moravsky

Mg¢feni absorbance S pfidanymi polyfenoly ze slupek Muskatu moravského byla pro He-
pG2 pickvapiva (Graf 6). Se zvySujici se koncentraci polyfenold by se ocekavalo, ze bude
platit nepfima iméra jako u ostatnich extrakti a proliferace se bude se zvySujici koncentra-
ci polyfenolt snizovat. V tomto ptipad¢ se bunky chovaly pfesné opacné a s rostouci kon-

centraci polyfenoli, hodnoty absorbance také rostly.

V koncentraci 25 pg/ml polyfenolu ze slupek Muskatu moravského (Obr. 14) byla pramér-
na absorbance 0,46 se smérodatnou odchylkou 0,39 - 0,52, ktera vyjadiovala jisté snizeni
oproti kontrole, ne vSak statisticky vyznamné. Ve vyssi koncentraci 50 pg/ml polyfenolil
byly vysledky velmi piesné, protoze mély odchylku pouze 0,33 — 0,35 (pramér 0,34). U 75
ug/ml koncentrace byla primérna hodnota 0,40, ale velkou odchylkou méteni (0,30 - 0,50),
ktera se shodovala s kontrolnim pokusem, a proto nebyla statisticky vyznamnym vysled-
kem. Ackoliv se poslednim vzorkem k HepG2 ptidalo nejvétsi mnozstvi polyfenolt (100
pg/ml) primér absorbance byl 0,52 (0,51 — 0,53) a proliferaci bun¢k tato koncentrace vy-
znamn¢ neovlivnila. Je vsak viditelné na Obr. 14, Ze morfologie jen mala bungk, zustala
neposkozena. Polyfenoly extrahované z bobuli Muskatu moravského jiz mély Gc¢inek na
HepG2 pifimo umémy (Obr. 15). Nejvice se snizila absorbance pfidanim extraktu
0 koncentraci polyfenolti 50 pg/ml, a to na pramérnou hodnotu 0,31 s velmi malym rozpty-
méfeni. U 25 pg/ml nebyly hodnoty absorbance tak vyrazné a pohybovaly se na rozhrani
0,39 - 0,52. Primérna hodnota tohoto vzorku byla 0,46 a na proliferaci pusobil tento obsah
polyfenolit minimaln€. Dobrych vysledkii dosahla koncentrace 75 pg/ml, kdy se hodnota
absorbance zredukovala pfesné na polovinu hodnoty kontrolniho méteni o priméru 0,34.
Posledni méfeni jiz nepiineslo velké skoky. Kultivace s ptidavkem 100 pug/ml snizila ab-

sorbanci na 0,36 z pivodnich 0,63, coz je vysledek statisticky vyznamny.
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Obr. 14. Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za ptitomnosti extraktd ze slupek Muska-
tu moravského: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 pg/ml, E - 100 pg/ml
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Obr. 15. Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za pfitomnosti extraktti z bobuli Muskatu
moravského: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 pg/ml, E - 100 pg/ml
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7.3 Diskuse

V této diplomové praci byl sledovan vliv polyfenolt extrahovanych ze tii riznych odrad
révy vinné a rtiznych Casti této rostliny na dva typy nadorovych bunék. Pro extrakci byly
pouzity z ¢ervenych vin slupky, bobule a pozdni sbér odridy Burgundy modré a slupky a
pozdni sbér odridy Frankovka. Zastupcem bilych vin byl Muskat moravsky, ze kterého
byly pouzity slupky a bobule. Z kazdého vzorku byly nafedény ctyfi koncentrace polyfeno-
Id (100 pg/ml, 75 pg/ml, 50 pg/ml a 25 pg/ml), které jsme nasledné€ nechali plisobit na
buné¢né linie lidskych keratinocyti (HaCaT) a hepatocytt (HepG2).

Bylo zjisténo, ze nejvyssi celkové mnozstvi polyfenolti nemusi mit vzdy nejvyraznéjsi aci-
nek. Ackoliv méla odrida Muskatu moravského celkovy obsah polyfenolickych latek nej-
niz8i, pasobeni extraktll pravé z této odridy bylo velmi G¢inné. Naopak nejvyssi obsah
polyfenoli méla Burgunda modra, kterd se vSak v pisobeni na buiiky déli o druhé misto
s Frankovkou, ktera méla obsah polyfenold o 1/3 nizsi. Je tedy ziejmé, ze vice nez celkovy
obsah polyfenold ve vinu ma vétsi vliv jednotlivé zastoupeni dil¢ich polyfenolt ve smési.
Zkoumani vlivu polyfenold na rizné druhy rakovinové tkané se jiz v minulosti tykalo
mnoho studii. Vyzkumna skupina Caderni a kolektivu (2000) sledovala vliv hmotnosti
vysoko molekularnich polyfenolit (HMWP), nizkomolekularnich polyfenoli (LMWP) a
celkovych polyfenolickych extrakti (smési) z ¢erveného vina (WE) na karcinom tlustého
stieva. Jejich vysledky ukazaly, ze celkova smés polyfenolickych latek (WE) méla lepsi
inhibi¢ni vliv na proces karcinogeneze tlustého stieva, nez HMWP nebo LMWP samostat-
né¢ [CADERNI, 2000]. Tyto zavéry byly v souladu s ptedchozimi pozorovanimi [FEMIA,
2005], a proto zkonstatovali, ze ochranny ucinek vina polyfenold na rakovinové burky, je
lepsi zkoumat v komplexnich smésich. K tomuto zavéru dospéli také ve studii Hakimuddin
a kolektiv (2008), ktefi zkoumali vliv polyfenold vina Merlot ve vztahu k jejich schopnosti
modulovat expresi genll v rozvoji nadord na MDA a MB231 u holych mysi. Ukazalo se, ze
celkové polyfenoly dosdhly az 50% a 60% snizeni rustu nadoru, oproti kontrolnimu poku-
su. Z celkovych polyfenolti Merlotu, zaujimal nejvétsi podil Malvidin 3-OO glykosid, kte-
rému se také pricitd nejveétsi podil ucinku. Na zavér své studie shrnuji skutecnost, Ze aby

polyfenoly mohly v jejich piirozené formé ukazat prospésnost ptsobeni na klinicky materi-
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al, musi ztstat ve smési, kviilli kombinovanému efektu riznych ¢asti a jejich ptisobeni na
vicenasobnych cilech. Také navrhuji, aby bylo vynalozeno usili vyuzit hroznovych a vin-
nych polyfenoll pro prevenci a 1écbu Siroké Skaly efekt v expresi genti, zejména u prsnich

rakovinovych buiiek [HAKIMUDDIN, 2008].

V 1éc¢bé nadorovych bunck vsak zalezi na velkém mnozstvi faktorti. Mnoho studii dokazu-
je, ze je také dulezité, v jaké formé se ve smési jednotlivé polyfenoly vyskytuji a jaky je typ
bunék, které jsou jejich pusobeni vystaveny [HIDA, 1998]. Mimo jiné vysledek experimen-
tu ovlivni také vyskyt riznych izomerti [HASTURK, 2002], pouziti réiznych technik analy-
zy genové exprese a jednotlivych interpretaci vysledki [ERMERT, 2003]. Odlisnosti ve
vysledcich pro zkoumané geny proto mohou byt disledkem téchto rozdili [FANG 2003].
Objevuji se studie, ze kterych se da vycist, ze nékteré polyfenoly mohou ovliviiovat prolife-
raci pouze V nizkych koncentracich [MELZOCH, 2001]. V mé praci dosahla nejvyssiho
antiprolifera¢niho u¢inku odrida bilého vina Muskatu moravského, ktery pravé putsobil
Iépe Vv nizsich koncentracich, nez ve vysokych. Tento vysledek se objevil také ve studii
Totusek (2008), ve které pouzili kmeny TA98 a TA100 ke kultivaci s polyfenoly, jenz vy-
kazovaly vyssi inhibici ve zfedéném stavu, a to zejména u botritickych bobuli. Tento jev
vysvétluji tak, ze smés polyfenold, méla vyssi obsah nékterych antioxidant — zejména
resveratrolu, ktery si rostlina vytvaii, stejné jako fytoalexin, jako obranou latku v bobulich
napadenych houbou [LANDRAULT, 2002]. Toto zjisténi je v souladu s vysledky stanoveni
polyfenolickych latek véetné stilbentl, ve vzorcich ze stejnych materialt [TOTUSEK,
2008] a také s nasimi vysledky. | kdyz se v téchto studiich pracovalo s polyfenoly ziskany-
mi z jinych odrad révy vinné (Chardonnay, Ryzlink vlassky a Rulandské $ed¢), dal by se
jimi vysvétlit nas vysledek.

Stratil et al. (2008) ur¢il n¢kolik rozdili mezi antioxida¢ni aktivitou bilych a ¢ervenych vin
a Ve srovnani s ostatnimi, stanovil nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity pro bila a sherry
vina. Naopak u studii ¢ervenych vin se nazory shoduji na faktu, ze fyziologické Gcinky
mohou byt dosazitelné az v koncentracich, které se bézn¢ nekonzumuji (> 2g/den za pted-
pokladu 50 kg t&lesné hmotnosti) [FERNANDEZ-PACHON, 2006]. Liu a kolektiv (2004)
zjistili, ze polyfenoly cerveného vina polyfenolti maji selektivni toxicitu na MCF-7 (bunky
rakoviny prsu), ovlivnénim homeostazy vapniku a na vapniku zavislych procest, jako je
funkce mitochondrii a progrese bunécného cyklu. Proto mohou polyfenoly ¢erveného vina

uplatiiovat synergicky nebo dopliikovy téinek tim, Ze moduluji funkci vice cilu, které jsou
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potencialné aktivni v nadorovych bunkach. Vysledky z této studie argumentuji pro roli po-
lyfenold v potravé jako signaliza¢ni molekuly a poskytovatele uzite¢nych pokynt pro roz-
VOj preventivnich strategii a produktt, které by byly cilené na rakovinné bunky a soucasné
s minimalnimi toxickymi G¢inky na normalni buniky. Modulace genti v bunééném cyklu
signalizuje, Ze hroznové a vinné polyfenoly by mohly ovliviiovat buné¢nou proliferaci také
v zivém organismu. Pro oSetieni polyfenoly vSak musi byt stanoveno ptfesné kvantifikova-

né mnozstvi [LIU, 2004].

Studie Fen (2009) zkoumala vliv resveratrolu (3,5,40-trans-trihydroxystiben) na bunky
lidské leukémie (HL-60). Aby bylo mozné najit vice aktivnich antioxidantt resveratrolu,
byl jako hlavni slou¢enina syntetizovan 4,40-dihydroxy-trans-stilben (4,40-DHS). Antioxi-
dacni aktivity resveratrolu a 4,40-DHS byly hodnoceny inhibi¢nimi G¢inky proti volnym
radikalim na lidské erytrocyty. Bylo zjisténo, Ze 4,40-DHS vykazuje vyrazné vyssi antio-
xida¢ni aktivitu nez resveratrol. Jelikoz je resveratrol nejcastéji a v nejvetsi mife piitom-
nym polyfenolem v hroznech a ¢erveném ving, byl oznacen hlavnim protagonistou jevu,
zvaného Francouzsky paradox (z medicinal), o némz jiz byla znimka v kapitole 3.5. Vy-
zkumii na vliv resveratrolu je mnoho, protoze je mu pfisuzovano nejvice blahodarnych
G¢inkd a jednu z prvnich studii, zabyvajici se resveratrolem publikoval Smidrkal et al.
(2001). Mozné chemopreventivni G€inky vina byly uvedeny také ve studii Kopec (1999). V
soucasné dob¢ existuji stovky studii tykajicich se tohoto tématu z rtiznych hli pohledu a
na rizné urovné odbornych znalosti, dle moznosti nalezti ve svétové literature. Piehled

téchto studii ve své praci predlozil Zendulka (2006).

Jelikoz jsem ve své praci ned¢lala rozbor dil¢ich polyfenolt, ale zkoumala jsem jen celko-
vou smés polyfenolli extrahovanou z danych odrid, mohlo by byt toto odlisné sloZeni nej-
pravdépodobnéjsim vysvétlenim toho, zZe jsme zjistili odliSny obsah polyfenolickych latek
ve slupkach a v bobulich révy a tim padem mnohem vyssi uCinnosti extraktii ze slupek
oproti extraktim z hrozni révy vinné. Moje doménka se opira o podobné studie, kde napf.
Melzoch et al. (2001) zjistili vyrazné vyssi hladiny trans-resveratrolu (209 a 440 mg / kg)
ve stoncich nez v listech (3,6 a 9,9 mg / kg), a to zejména s odriadami "Teinturier”. Bobule
obsahovaly 0,7 - 5,8 mg/kg trans-resveratrolu, ktery byl produkovan ptednostng,
V porovnani s cis-izomerem [MONAGAS, 2006]. Moreno et al. (2008) zkoumal distribuci
resveratrolu uvnitt bobuli. Pfi této studii byly vSak pouZity jiné druhy vin: tfi bilé odrady

(Chardonnay, Ryzlink vlassky, a Pinot gris) a tfi modré odridy (Saint Laurent, André a
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Modry Portugal) Vitis vinifera L. pochazejici z vinné révy regionu Mikulov (jizni Morava,
CR). Zkoumali zdravé vzorky a vzorky listii vina, mladé boéni vyhony, hroznové stopKy a
bobule napadené Botritis nad trovni 40%. Z vysledku této studie plyne, Ze vétsina trans-
resveratrolu byla pfitomna ve slupce bobuli a v bobulich samotnych v mensi mife v seme-
nech, zatimco obsah cis-resveratrolu byl celkové 10 krat nizsi. Také ve slupkach nami
zkoumanych odrid mohlo byt zastoupeno vyssi mnozstvi resveratrolu, které zptsobilo
apoptozu bun¢k ve vEtsi mife, nez extrakty z jinych ¢asti révy vinné. Slupky vsech tii od-
rad dosahovaly lepSich vysledki, nez bobule, nebo pozdni sbér hroznd. Trapiny, které jsou
odpadem pii vyrobé vina, mohou byt v nékterych odridach vyznamnym zdrojem trans-
resveratrolu [MELZOH, 2001]. Totéz plati pro slupky révy vinné, které jsou potencional-
nim zdrojem polyfenolickych latek pro 1ékatstvi ¢i farmacii, ale pfi vyrobé vina jsou proza-

tim pouze odpadem [ROMERO-PEREZ, 2001].

V praci Zendulka (2006) byla studovana mimo jiné zavislost ¢innosti trans-resveratrolu na
pohlavi jedinct. Bylo zjisténo, ze u samic potkant je tato forma polyfenolu metabolizova-
na rychleji, nez u samci. Mozné vysvétleni spociva v estrogennim ucinku trans-
resvetratrolu, ktery je schopen navazat se na estrogenni receptory a tim se rychleji vstieba-
vat. Epidemiologické diikazy naznacuji, Ze cervené vino miZe obsahovat smés fenolickych
slou¢enin, které chrani proti onemocnéni srdce. Uginek ¢erveného vina a jeho komponent
na rust a proliferaci lidského karcinomu dlazdicovych bun¢k studoval Elattar a Virji
(1999). Chan a Delucchi (2000) vysetfovali mechanismus zaloZzeny na inaktivaci
cytochromu (P450 3A4) resveratrolem izolovanym z Cerveného vina. Studie o antimu-
tagenni aktivité polyfenolickych frakci z hroznovych semen a vytazki z hroznid odrid Vitis
vinifera, byly publikovany také u autori Agarwal et al. (2000) a Stagos et al. (2005). Ana-
lyza exprese genu v S100A2 NSCLC jsou pon¢kud rozporuplné. Studie [FENG, 2001]
naznacuje, ze karcinogeneze plic (S100A2) muze byt potlacena v raném stadiu, ale pozdéji
udaje naznacuji, ze by to mohlo dojit k silné expresi u vétsiny NSCLC nadorta [SMITH,
2004]. Moznost vyuziti spo¢iva v identifikaci pacientli s NSCLC v raném stadiu [WANG,
2005], nebo dokonce jako prediktor (pifedpovéd’) vzdalenych metastaz [DIEDERICHS,
2004]. K tomuto vyzkumu byly vSechny karcinomy ve stadiu I-11l. Pozitivni genova expre-

se byla vyznamné spojena s hor§im piezitim bunék [STRAZISAR, 2009].

Z dalsich studii vychazi, ze napt. kvercetin blokuje bunécny cyklus u G1/S v zaludku a u
leukemickych bunék [YOSHIDA, 1992] zpusobuje ve fazi G2/M blok u nadorovych bu-
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néénych linii v prsni tkani a hrtanu [FERRANDINA, 1998]. Genistein ovliviiuje G1 1 G2 u
melanomu mysi [KUZUMAKI, 1998]. V nedavné studii specifickych polyfenola frakce z
brusinek se ukazalo, ze dokaze indukovat apoptdzu v nékolika lidskych buné¢nych liniich
karcinomu prsu a brzdi progresi bunééného cyklu [FERGUSON, 2004]. Jiz zminény re-
sveratrol z hroznii a vina, indukoval enzymy faze Il. a inhiboval I. kappa B-kinazy ¢innosti,
klicovym regulatorem NF-kappa B aktivace a signaliza¢ni enzymy, jako proteinkinazy C v
U-937 myeloidni a HelLa H4 a epitelové buitkky [HOLMES-McNARY, 2000]. To potvrzuje
také obdobna studie Middleton (2000), ktera pise, ze fytochemikalie, jako jsou terpeny,
polyfenoly, karotenoidy, a sulfurcontaining slouc¢eniny, maji potencial snizeni vyskytu ra-

koviny rozvoj.

Srovnani obsahu polyfenolu a jejich antioxida¢ni aktivita poskytovanou riiznymi metodami
v Cerveném, bilém a sherry vin¢ zkoumal Ferndndez-Pachon et al. (2006) a Stratil et al.
(2008), ktery také zkoumal antioxidaéni u¢inek vybranych polyfenolli na celkovou antioxi-
dacni aktivitu. Hlavnim  chemoprotektivnim  polyfenolickych ~ latek v
bobulich, tfapinach a stopkach z deseti kultivart Vitis vinifera L., rostouci v jiznich vini-
cich Moravy, studoval Mikes et al. (2008). Ukazalo se, Ze pii pisobeni polyfenolti na gen
LATS2 (large tumor suppressor) zpusobily regulaci u nadort varlat, prsu a leukémie
[JAMINEZ-VELASCO, 2005]. Polyfenoly ¢erveného vina (v koncentraci 50 mg/kg téles-
na hmotnost) vpravovany s dietou pro krysy po 16 tydnd, potlacily stfevni vyvoj rakoviny
indukované dimethylhydrazinem [DOLARA, 2003]. V dalsi studii Chen et. al. (1998) de-
monstroval prevenci prsni rakoviny piisobenim hroznové §tdvy na modelu nahych mysi
pouzivanim na MCF. V mysich krmenych vyZzivou zalude¢ni sondou s 0,5 mL hroznové
Stavy za den po dobu 5 tydnii, byla velikost nadorii redukovana o 70%, ve srovnani
s velikosti nadoru ve zvitatech, ktera hroznovou $tavou krmena nebyla. Toto mize inicio-
vat k nazoru, ze by lidé, kteti konzumuji polyfenoly, by mohly mit podobnou odezvu, po-
tencialné vedouci k prevenci rakoviny prsu [BELTZ, 2006]. Z dalSich studii tykajicich se
polyfenoll extrahovanych at’ z ¢ajli, nebo jinych rostlinnych materiald, se vysledky ucinki
polyfenoltit shoduji. VétSina autord vSak dodéava, ze experimenty byly provedeny
s kulturami v podminkach in vitro a u pouziti Stejnych metod s zivymi organismy, nebo

celymi organy, nemusi souhlasit s jejich vysledky.

Z téchto zavéra vyplyva, Ze potencionalni vyuziti polyfenolickych latek z vina pro 1écbu

nadorovych onemocnéni je mozné. Vysledky potvrzuji, Ze | nizka koncentrace polyfenoli
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muze potlacit proliferaci nddorovych bun¢k vyznamnou mérou. Ukazuji také na dalsi moz-
né vyuziti révy vinné Vv 1ékarstvi 1 farmacii. Pfedevsim slupky, které jsou pii vyrobé vina
pouze odpadnim materidlem a dale se nevyuzivaji, dosahovaly velmi dobrych vysledkd.

Dalo by se jich proto vyuzit k prevenci a 1é¢b¢ fady nemoci.
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ZAVER

V diplomové praci bylo cilem popsat vliv polyfenoll extrahovanych z riznych odrud révy
vinné a porovnat vysledky s jinymi vyzkumy. Obsah polyfenolti byl stanoven metodou
HPLC (kapalinova chromatografie) a vysledky byly detekovany MTT testem. Byly pouzity
tii odrady vina. Burgunda modra a Frankovka byly zastupci ¢ervenych vin a jedinou bilou
odridu zastoupil Muskat moravsky. Byly také porovnavany rozdily mezi uc¢inkem polyfe-
nolu z celych bobuli, ze slupek jednotlivych odrid a také z botritickych hrozni. Vliv téchto
polyfenoll byl testovan na dvou bunécnych kulturach HaCaT a HepG2.

Celkovy obsah polyfenold v nativnim stavu byl nejvyssi v odriadé Burgundy modré a Mus-
ského lepsi vysledky. Je tedy pravdépodobné, ze se z pohledu vyzkumu, nejedna pouze o
celkové mnozstvi polyfenolti v rostlinach, ale také o dil¢i slozeni polyfenolickych latek.
Uginnost polyfenoli na zmirnéni proliferace v méfenich se da hodnotit z nékolika pohledi.
Prvni je na Grovni pouzitych ¢asti rostliny (materialu), ze kterého byly polyfenoly extraho-
vany. Druhym kritériem je koncentrace a v neposledni fadé typ bunék, které byly ke kulti-
vaci pouzity. Komplexné se pak da vyhodnotit odrida, ktera méla nejlepsi celkovy vysle-
dek. Podle materialu pouzitého k extrakci polyfenolii byly nejméné G¢inné bobule révy
vinné, nasledné pozdni sbér hroznli a nejucinnéji pusobily vzorky ze slupek vina. Vétsina
extraktli plisobila na zmirnéni proliferace od koncentrace 50 pug/ml a nejvice pozitivnich
vysledki bylo zaznamenano u koncentrace 75 ug/ml. Z pohledu pouzité koncentrace poly-
fenoli vysla jako nejucinnéjsi odrida Muskatu moravského, ktery vyznamné pisobil jiz
v malych koncentracich a také puisobil nejvétsi mérou. Druha byla Burgunda modra, jejiz
vysledky byly statisticky vyznamné v poloviné méteni. Frankovka proliferaci také ovlivni-
la, ale pouze v nejvyssich koncentracich a nepfili§ vyznamné. Pro posouzeni nejucinnéjsi
odrudy je tfeba hodnoceni rozdélit na HaCaT a HepG2. U HaCaT byly vysledky srovnatel-
né u Muskatu moravského 1 Burgundy modré. Obé¢ odridy vykazovaly pfiznivy antiprolife-
racni ucinek jiz od nizkych koncentraci ptidanych polyfenolti. U HepG2 ovlivnil proliferaci
Ackoliv vétsina studii tvrdi, Ze Cervena vina by méla mit polyfenold vice a na proliferaci
pusobit 1épe, tato prace dokazuje, ze tomu tak nemusi byt. V celkovém hodnoceni antipro-
lifera¢ni Gi¢innosti na nadorové buiky z vybranych vin, u¢inkovaly nejvice polyfenoly ex-

trahované z bilého vina odridy Muskatu moravského.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Atd. A tak dale.

MTT Master Technology Teacher. (test cytotoxicity)

ng Mikrogram

HPLC  Kapalinova chromatografie (High-performance liquid chromatogramy)

COX-1 Cyklooxygenaza-1

mg Miligram

I Litr

tzv. Tak zvany

h Hodina

°C Stupné Celsia

uv Ultrafialové zateni

DNA Deoxyribonucleic acid

EGH Epidermal growth factor (rustovy faktor)

FGFs Faktory fibroplastického ristu

PDGF  Platelet-derived growth factor- krevni desti¢ky odvozené od ristového faktoru
VIS Viditelna ¢ast spektra

FACS  Facial Action Coding Systém — kédovaci systém

Bcl-2 B-cell lymphoma (bunéény kmen)

SDS Dodecyl sulfat sodny

EDTA  Ethylenediaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova
CO, Oxid uhligity

pH Chemicka veli¢ina pro urceni kyselosti

HEPES 4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid

BES (pufracni latka)
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TES
ECM
R.T.
DMSO
MEM
EtOH
PCR
HaCaT
HepG2
GmbH

ATCC

(pufracni latka)

Extracelularni matrix

Room temperature — teplota mistnosti
Dimethyl sulfoxide

Minimum Essential Medium

Ethanol

Polymerazova fetézova reakce

Lidské keratinocyty

Hepatocyty

Gesellschaft mit beschrankter Haftung

Airedale Terrier Club of Canada
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PRILOHA I: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za piitomnosti extraktdl ze slupek
Burgundy modré: A - 25 pug/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 ug/ml, E - 100 pg/ml.
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PRILOHA 1I: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za pfitomnosti extraktd z bobuli
Burgundy modré: A - 25 pg/ml, B - 50 pg/ml, C - kontrola, D- 75 ug/ml, E - 100 pg/ml.




PRILOHA 111: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za piitomnosti extraktl z pozd.
sbéru Burgundy m.: A-25 pg/ml, B-50 pg/ml, C-kontrola, D-75 pg/ml, E-100 ug/ml.




PRILOHA 1V: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za piitomnosti extrakti ze slupek
Frankovky.: A-25 pg/ml, B-50 pg/ml, C-kontrola, D-75 pg/ml, E-100 pg/ml.




PRILOHA V: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za p¥itomnosti extraktdi z pozniho
sbéru Frankovky.: A-25 pg/ml, B-50 ug/ml, C-kontrola, D-75 pg/ml, E-100 pg/ml.




PRILOHA VI: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za piitomnosti extrakti ze slupek
Muskatu moravského.: A-25 pg/ml, B-50 ng/ml, C-kontrola, D-75 pg/ml, E-100 pg/ml.
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PRILOHA VII: Fotografie bunék HepG2 kultivovanych za ptitomnosti extraktil z bobuli
Muskatu moravského.: A-25 pg/ml, B-50 pg/ml, C-kontrola, D-75 pg/ml, E-100 pg/ml.




