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ABSTRAKT

Polyfenoly a jejich protinadorové uc¢inky jsou studovany po mnoho let. Vykazuji fadu
biologicky vyznamnych funkci, jako je ochrana proti oxida¢nimu stresu a degeneracnim
onemocnénim. Experimentdlni udaje ukazuji, Ze vétSina z téchto biologickych funkci miize
byt pfictena jejich antioxidaéni aktivité. Cilem diplomové prace bylo sledovat vliv
polyfenolt extrahovanych z kvéta bylin (B. perennis, T. officinale, T. pratensis, C. intybus)
na proliferaci bun¢k. Navic byl také zkouman jejich antimikrobialni efekt. Antiprolifera¢ni
efekt byl vyhodnocen pomoci MTT testu za pouziti riznych koncentraci polyfenoli. Testy
byly provedeny pomoci dvou buné¢nych linii (HaCaT, HepG2). Antimikrobiélni efekt byl
vyhodnocen pomoci diskové difizni metody za pouziti mikroorganismu E. coli, S. aureus,

C. albicans a A. niger.

Kli¢ova slova: Proliferace, polyfenolické latky, kultivace bunék, kvéty bylin.

ABSTRACT

Polyphenols and their antitumor effects have been studied for many years. They exhibit
a number of biologically important functions such as protection against oxidative stress and
degenerations diseases. Experimental data show that most of these biological functions
may be attributed to their antioxidant activity. The aim of thesis was to analyze the
influence of polyphenols extracted from flowers herbs (B. perennis, T. officinale,
T. pratensis, C. intybus) to cell proliferation. Moreover there was also studied their
antimicrobial effect. Antiproliferative effect was evaluated by MTT assay with different
concentrations of polyphenols. Tests were performed with two cell lines (HaCaT, HepG2).
Antimicrobial effect was evaluted with the disk diffusion method for the use of us micro-

organisms E. coli, S. aureus, C. albicans and A. niger.

Keywords: Proliferation, polyphenolic substances, cell culture, flowers herbs.
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UvoD

Polyfenoly predstavuji velkou skupinu latek vyskytujicich se v rostlinné fisi. Jsou
nejrozsifenéjSimi slouceninami s reduk¢énimi ucinky v nasi stravé. Celkovy denni piijem
polyfenolii byl odhadnut na 1 g a je tedy vys$i nez pfijem vitamin S antioxidacnim
ucinkem. Ptitomnost polyfenold v rostlinnych potravinach je do zna¢né miry ovlivnéna
genetickymi faktory, zivotnimi podminkami a technologickym zpracovanim. V fadé¢
experimentalnich studii bylo prokdzano, ze antioxida¢ni aktivita mnoha rostlinnych
fenolickych latek je vy$si nez Gcinek antioxida¢nich vitamint. Fenolické slou¢eniny maji
ruzné chemické a biochemické vlastnosti. Diky jejich pozitivnimu vlivu na organismus se
pouzivaji v 1é¢b¢ a prevenci rakoviny, neurodegenerativnich poruch a mrtvice.

Tato prace se zabyva sledovanim vlivu polyfenolt obsazenych v kvétech u vybranych
druhti bylin na proliferaci dvou druhii bun¢k. V teoretické casti jsou polyfenoly rozdéleny
do skupin a jednotlivé polyfenoly ptitomné v pouzitych kvétech jsou stru¢né popsany. Jsou
zde take zakladni informace o bunéénych kulturach a jak s bunéénymi kulturami zachazet.
V praktické Casti je prace zaméfena na vliv polyfenold extrahovanych z vybranych druhii

kvétt bylin na dva typy linii bunék a na jejich antimikrobialni efekt.
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1 CHARAKTERISTIKA POLYFENOLU

Velkou a pocetnou skupinu latek v rostlinné tisi tvoii fenolické latky, nebo-li polyfenoly,
které jsou obsazeny téméf ve vSech rostlinach [HARBORNE, 1980]. Fenolické latky jsou
skupiny chemickych sloucenin a produkty sekundarniho metabolismu rostlin piitomné
Vv zelening, ovoci, ¢aji a kvétech [HERTOG, 1998].

Obsah fenolickych latek v jednotlivych rostlinnych ¢astech (napf. listy, pecky, plody
semena) se mohou vyznamné lisit [BUCHANAN et al., 2000]. Chrani rostliny pied
oxidaénim stresem, UV zafenim a patogeny [RECHNER et al., 2002]. V lidském
organismu vykazuji fenolické slouceniny velkou Skalu biologickych ucinki a to v disledku
jejich antioxidac¢nich vlastnosti [FRANKEL et al., 1993]. V poslednich desetiletich se stale
vice ceni jejich nutriéni hodnota, protoze se pii jejich ptijmu snizilo riziko chronickych
onemocnéni a obecné maji pozitivni vliv na zdravi [SCALBERT et al., 2005]. Polyfenoly
imunomodula¢ni, vazodilata¢ni, antialergeni, antimikrobialni a estrogenni t¢inky [VALLS
et al., 2009]. Tyto nedavno objevené ucinky fenolickych sloucenin byly vyuzity na vyrobu
kosmetiky, 1ékt, potravinovych doplnka a funkénich potravin. Vsechny tyto vlastnosti jsou
silné€ zavislé na fenolické chemické strukture [AERTS et al., 1999].

1.1 Struktura rostlinnych polyfenolu

Polyfenolické slouceniny jsou takové latky, které ve své molekule obsahuji dvé a vice
hydroxylovych skupin navazanych na aromatickém jadfe. V soucasné dob¢ je znamo vice
nez 8000 druhti polyfenol [BRAVO, 1998]. Struktura pfirodnich polyfenol se pohybuje
od jednoduchych molekul, jako jsou fenolové kyseliny, az po vysoce polymerni, jako jsou
kondenzované taniny. VétSina z hlavnich tfid rostlinnych polyfenolti jsou uvedeny
v Tab. 1. [HARBORNE, 1980]. Ne vSechny polyfenolické latky jsou piitomny v kvétech,
které byly pouzity v této praci aproto v nasledujicich kapitolach bude vénovana pozornost

pouze nékterym.
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Tab. 1: Hlavni tiidy fenolickych latek v rostlinach [URQUIAGA; LEIGHTON, 2000]

Pocet atomi uhlika Zakladni kostra Trida Piiklady
6 C6 Jednoduché fenoly Katechol
C6-C1 Fenolove kyseliny Kyselina salicylova
8 C6-C2 Acetofenony 3-acetyl-6-
methoxybenzaldehyd
9 C6-C3 Fenylpropanoidy Myristicin
11 C6-C4 Naftochinony Juglon
13 C6-C1-C Xanthony Mangiferin
14 C6-C2-C6 Stilbeny Resveratrol
15 C6-C3-C6 Flavonoidy Kvercetin
18 (C6-C3)2 Lignany Pinoresinol
30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoidy Amentoflavon
n (C6-C3)n Ligniny
(Cé)n Katecholmelaniny
(C6-C3C6)n Flavolany

1.1.1 Flavonoidy

Do velke skupiny, kterd patfi do skupiny fenolickych latek se zatazuji flavonoidy. Jsou to
okvétnich listki. Maji za tkol piilakat opylovace [GALEOTTI et al., 2008]. Jejich
spole¢nou strukturu tvoti difenylpropan (C6-C3-C6), ktery se sklada ze dvou aromatickych
kruhti spojenych tfemi uhliky, které obvykle tvoii okysliceny heterocyklon [FORKMANN;
HELLER 1999].

Podle chemické struktury jsou flavonoidy rozdéleny do 6 podskupin: flavonoly, flavony,
flavanony, katechiny, isoflavonoidy a antokyanidiny. V rostlinach se vyskytuji pfevazné
jako p-glykosidy. Navézany sacharid byva nejcastéji gluk6za nebo rhamnosa, méné
galaktosa, arabinosa, xylosa, glykuronova kyselina a dalsi sacharidy [SCALBERT;
WILLIAMSON, 2000]. Jejich molekula je vice rozpustna ve vodé a méné reaktivni vici
volnym radikalim. C6-C3 fetézec je vysledkem spojeni pomoci biosyntetickych drah

zahrnujicich prekurzory Sikimatovych a acetat-malonatovych drah [CROZIER et al., 2000].
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Nekteré flavonoidy maji inhibi¢ni ucinek proti organismim, které zptsobuji choroby

rostlin napt. Fusarium oxysporum [GALEOTT] et al., 2008].

Obrazek 1: Strukturni vzorec flavonoidu [VALLS et al., 2009]

1.1.1.1 Flavonoly

Flavonoly jsou pfitomny jako riznorodé glykosidy ve znaéném mnozstvi v nasi bézné
stravé. Jsou syntetizovany z aminokyseliny fenylalaninu nebo tyrozinu [UEDA et al.,
1995]. Vyskytuji se ve vnéjsich Castech rostlinnych tkani, kde se akumuluji. Jejich syntéza
je stimulovana svétlem [MANACH et al., 2004]. Flavonoly Ize nalézt prakticky ve v§em
ovoci a zelenin€. Nejbohatsim zdrojem jsou cibule, jablka, vino a ¢aj. Denni pfijem
flavonold u dospé€lého ¢loveka se odhaduje na 20 — 35 mg z nichz vice nez 65 % jsou
kvercetin a glykosidy. Typickym flavonolem je kvercetin, kaempferol a myricetin. Mezi
potraviny bohaté na kvercetin se fadi zeleny a ¢erny ¢aj, sladky jefab, rakytnik fesetlakovy
atd. V ¢aji flavonoly vyznamné piispivaji k jeho trpké chuti. V téchto zdrojich se nachazi
jednak ve formé volné, tak vazané s cukernymi jednotkami, napt. jako kvercetin-3-O-
glukosid, kvercetin-4"-O-glukosid, kvercetin-3-rhamnosid [DAVALOS et al., 2006].
Flavonoly vykazuji $iroké spektrum biologickych aktivit. Pfedpoklada se, ze glykosidy
kvercetinu hraji roli pfi obrané rostlin na abiotické faktory [HOLLMAN et al., 1995].
U kvercetinu bylo prokazano, ze zvySuje citlivost rezistentnich nadort konec¢niku
[WILLIAMSON et al., 2005]. Kvercetin se povazuje za antioxidant, mize zabranit
nejcastéjSim formam kardiovaskularnich onemocnéni a ptispiva k ochrannym uéinkdm,

které nabizi ovoce a zelenina [LYSENG-W; PERRY, 2003].
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Obrazek 2: Strukturni vzorec kvercetinu [GUZEL et al., 2011]

1.1.1.2 Antokyanidiny

Antokyanidiny jsou aglykonovou jednotkou antokyant, kterych bylo dosud izolovano
z rostlin celkem 539 [ANDERSEN et al., 2006]. Vyskytuji se ve vSech tkanich vyssich
rostlin. Lze jej nalézt v listech, stoncich, kotenech, kvétech a plodech [ZHANG
etal., 1997]. Antokyany (z feckého Anthos = kvétina a kyan — modry) jsou rostlinna
barviva. U kvéta zpusobuji Cervené, az modré zbarveni. Nachazeji se v mnoha potravinach,
kde jsou zodpoveédné za azurové az Cerveneé zbarveni né€kolika druhti ovoce, jako jsou
cervené bobule (bobule hrozni, bezinky, brusinky, maliny, ¢erny rybiz, moruse...).
VSechny tyto plody jsou pravidelné¢ konzumovany ve vyZivé, a ndvazné byly také pouZity
V potravinarském prumyslu k vyrobé dzust a nealkoholickych napoji. Zastupci jsou napft.

pelargonidin, kyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin a malvidin [KONG et al., 2003].

Obrézek 3: Strukturni vzorec kyanidinu [VALLS et al., 2009]

1.1.1.3 Flavony

Flavony jsou Zluta rostlinna barviva. Mezi ptirodni flavony se fadi apigenin a luteolin.
Vyskytuji se volné nebo jako estery. Denni piijem flavoni se pohybuje v rozmezi
20-50mg denné¢ [CERMAK, 2006]. Vyskytuji se v bylinach a ve vysokych
koncentracich v citrusovych plodech. Flavony jsou piijimany ve formé potravinovych

doplikti a rostlinnych vytazkti a jejich piijem se neustile zvySuje. V kombinaci s
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antokyany vytvéieji barevné odstiny okvétnich listki od Zluté aZ po Eervenou [LUSTINEC;
ZARSKY, 2003].

1.1.1.4 Isoflavonoidy

Zvlastni skupinu flanonoidti tvoii isoflavonoidy. Mezi isoflavonoidy patii isoflavony
daidzein a genistein. Isoflavony jsou popsany jako fytoestrogenické slouceniny, protoze
vykazuji estrogenni aktivitu. Zakladni strukturou je jadro flavonu, které se sklada ze dvou
benzenovych jader spojenych s heterocyklickym krouzkem [ANDERSEN; MARKHAM,
2006].

Sojové boby jsou nejcastéjsim zdrojem isoflavont. Jinymi zdroji mohou byt jetel nebo
vojtéska. Do roku 2004 bylo popsano celkem vice nez 1600 isoflavonoidu, sdja je stale
nejvice studovanym zdrojem [OOMAMH; HOSSEINIAN, 2008]. Z této skupiny je

nejvyznamnéjsi zastupce stilben zvany resveratrol (3, 47,5 -trihydroxystilben).

Resveratrol byl zjistén ve vice nez 70-ti druzich rostlin. Existuje ve dvou geometrickych
izomerech: cis — (Z) a trans — (E). Trans forma muze podstoupit isomerii na Cis formé,

kdyz je vystavena UV zateni [PROKOP et al., 2006].

Bylo prokazano ze resveratrol je ucinny ve vsech tfech fazich procesu rakoviny: iniciace,
propagace a progrese. Zvysuje hladinu lé¢ivych metabolickych enzymu chinon reduktazy.
Chinon reduktaza je enzym schopny metatabolicky detoxikovat karcinogeny a tim je
odstranuje z t¢la ven [BARTELLI et al., 1998].

Obrazek 4: Strukturni vzorec resveratrolu [SAKKIADY et al., 2007]
OH
HO O N O

OH
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1.1.1.5 Flavanony

Jsou nazyvany také jako citrusové flavonoidy. Jsou to latky typicky se vyskytujici
Vv pomerancich a grapefruitech. Mezi hlavni zastupce patii naringenin, hesperetin a jejich
glykosidy. Obsah flavononti je v celém ovoci az pétkrat vyssi, nez ve stave, protoze se tyto

latky u ovoce vyskytuji nejvice pod slupkou a v tkdnich [MANACH et al., 2004].

1.1.1.6 Katechiny

Jsou piirodni fenolové antioxidanty sekundarniho metabolismu rostlin. Nazev katechiny
pochazi od slova ,, catech ‘¢, coz je $tdva nebo extrakt z rostliny Acacia catechu. Acacia
catechu je trnity, opadavy strom, vyskytujici se v Asii, Cing, Indii a v oblasti Indického
oceanu [QUATTROCCHI, 2000]. Katechin ma dva benzenové kruhy (tzv. A a B kruhy)
a C kruh s hydroxylovou skupinou na 3. uhliku. Na na uhliku 2 a 3 ma dvé chiralni centra
v molekule. Proto ma ¢tyfi diasteroisomery. Dva z izomerd jsou v trans konfiguraci, a jsou
nazyvany katechiny a dalsi dva v cis konfiguraci — epikatechiny. NejbéZzné&j$im je isomer
(+) katechin [HIGDON, 2003].

Obrazek 5: Strukturni vzorec katechinu [VELAYUTHAM,; LIU, 2008]

OH
HO 0 O:
A OH

OH

Katechiny jsou latky podobné svym slozenim flavonoidim. Jednim z nejvyznamnéjsich
zdroji katechini je Camelia sinensis. Katechiny jsou zde hlavnimi polyfenolickymi
slou¢eninami. Nalev ze zeleného Ccaje obsahuje kolem 1 g/l katechini [KHAN;
MUKHTAR; 2007]. Jeho dlouhodobé piti v tradi¢nich oblastech pozitivné puisobi
v prevenci onemocnéni srdce a cév, vyvoje zaludenich viedi a rakoviny tlustého stieva
[MUKHTAR; AHMAD, 2008]. V ¢erném ¢aji je jeho obsah redukovan asi na polovinu,
v disledku oxidace na komplexnéjsi polyfenoly béhem fermentace [ZHANG et al., 2008].
Klinické experimentalni studie prokézaly pozitivni vliv katechini potlacujici krevni
desticky, tim Ze inhibuji thrombogenezi [RICE-EVANS et al., 1997].
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1.1.2 Fenolové kyseliny

Tyto kyseliny se nachazeji ve form¢ vézané tak ve formé esterifikovane. Jsou to
metabolity Siroce rozsifené v celé roslinné #isi. Tvori pfiblizné jednu tietinu polyfenold
v lidské potravé. V nasi stravé jsou fenolické kyseliny zastoupeny piedevs§im
hydroxyskoficovymi kyselinami ve formé estertt [LUSTINEC; ZARSKY 2003]. Nejéastéji
je to kyselina k&vova, ferulova nebo gallova. Nejbéznéjsim esterem kysely kavové je pak
kyselina chlorogenova (5-caffeoylchinova kyselina), ktera je ptfitomna v fad¢ druhti ovoce
a zeleniny a také v kavé. Jeden Salek kavy obsahuje 50 — 150 mg kyseliny chlorogenové.
Konzumenti kavy tak mohou piijimat vice fenolovych kyselin nez flavonoida. Fenolové

kyseliny se také nachazi v bramborach [CLIFFORD; SCALBERT, 2000].

Kyselina ferulova je obvykle asociovana s potravinovou vladkninou a je v ni esterovou
vazbou vazéna k hemicelulose tzn., ze vldknina je vyuzitelna. Jednim z hlavnich zdroji
kyseliny ferulové jsou tak napt. pSeni¢né otruby. Kyselina gallova se vyskytuje ve formé
esterti, napt. v galotaninech (mango), kde je navdzana na glukosu. Vyznamny zdroj
kyseliny gallové piedstavuje Camelia sinensis. Cajové listky mohou obsahovat az 4,5 g/kg
kyseliny gallové v Cerstvé hmotnosti [KING; YOUNG, 1999]. Déale do této skupiny se
zatazuji kondenzované taniny (téisloviny). Ve fenolickych kyselinach jsou esterifikovany
polyhydroxyslou¢eninami, nejéastéji glukosou. Taniny obecné pfispivaji k astrigentnim

vlastnostem ovoce [LEE et al., 1990].

Obrézek 6: Strukturni vzorec kyseliny galové [VALLS et al., 2009]
O.__OH

HO OH
OH
Nejnovéjsi zajem o fenolové kyseliny pochazi z jejich potencidlni ochranné ulohy proti
oxida¢nim onemocnénim (ischemicka choroba srde¢ni, cévni mozkova piihoda a rakovina)

[SLANINA; TABORSKA, 2004].
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1.2 Biologické ucinky polyfenoli

Polyfenoly vykazuji Siroké spektrum biologickych u¢inki [FRANKEL et al., 1993]. Chrani
DNA pied oxidaénim poSkozenim v souvislosti s rozvojem nékterych druhi forem
rakoviny [HALLIWELL, 1999]. Ptedevsim rakoviny plic traviciho traktu, rakoviny prsu
U Zen a rakoviny prostaty u muzt [LE MARCHAND et al., 2000].

Vysledky epidemiologickych a experimentalnich studii in vitro u ¢lovéka a na zvifatech
ukazaly, ze polyfenoly obsazené ve ving, ¢aji, ovoci a zelening ptisobi piizniveé na progresi
i regresi aterosklerzy. Rada experimenti na nadorovych buiikach prokazala
antikarcinogenni G¢inky rostlinnych polyfenold. Svymi antioxida¢nimi u¢inky pasobi proti
dal$im procesim souvisejicim s tvorbou reaktivnich forem kysliku a peroxidaci lipidt
Vv krevni plazmé a membranach. Polyfenoly ptisobi proti vzniku krevnich srazenin a timto
zpusobem snizuji riziko infarktu myokardu nebo mozkové mrtvice [DUTHIE et al., 2003].
Takeé byla prokdzana antimikrobialni vlastnost. Nekteré polyfenoly byly mutagennimi
v mikrobiélnich testech a co-karcinogeni [CHUNG et al., 1998]. Podle nejnovéjsich
poznatkii se polyfenoly mohou podilet i na prevenci osteopordzy, neurodegerativnich

onemocnéni a diabetu [SCALBERT et al., 2005].

V podkapitolach bude vénovana pozornost pouze nékterym polyfenoltim, z divodu jejich

vyznamnne biologické G¢innosti.

1.2.1 Flavonoidy

rrrrr

Flavonoidy = maji  antitrombotické,  protizanétlivé, = mocopudné,  protikieCové,
hepatoprotektivni a hypocholesterolické u¢inky [GERRITSEN et al., 1995]. Brani
zahdjeni, propagaci a progresi nadorti popft. jiného mechanismu a je o né¢ velky zajem
zhlediska jejich antioxida¢ni aktivity vzhledem k potencidlu v oblasti podpory zdravi a
prevence nemoci [CAZAROLLI et al., 2008]. Vykazuji antioxida¢ni, antiaterogenni,
antikarcinogenni a imunomodula¢ni funkce. Nékteré z flavonoidti ptisobi jako inhibitory
topoisomerasy a induktory apoptosy. V této souvislosti je studovan jejich antikarcinogenni
ucinek [HOUR et al., 1999].
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1.2.2 Kvercetin

Kvercetin je jednim z biologicky aktivnich flavonoidi. Jeho preventivni a 1é¢ivé Géinky
jsou zaloZeny predevsim na faktu, ze puasobi jako silny antioxidant, tzn., ze pusobi proti
zanétam déle proti rustu nékterych rakovinnych bunék a kardiovaskularnimu onemocnéni.
Dale pusobi proti trombdze, pomaha branit vzniku krevni sraZeniny, brani poskozeni cév
volnymi kyslikovymi radikaly a oxidovanym cholesterolem LDL a pomaha udrZzovat cévy
Cisté a pruchodné. Vyznamny je jeho ucinek na tlumeni alergickych reakci véetné astmatu

nebo po bodnuti hmyzem tim, Ze potlacuje uvolnéni histaminu z bun¢k [ZEE et al., 2010].

1.2.3 Resveratrol

Na zéklad¢ védeckych studii se ukézalo, ze resveratrol ma protektivni U¢inky na
kardiovaskularni systém, ovlivituje metabolismus lipidl, inhibuje oxidaci lipoproteind
0 nizké hustoté (LDL) a agregaci trombocytt. Tato latka také vykazuje antikarcinogenni

a protizanétlivé vlastnosti a ma antioxida¢ni, antimutagenni u¢inky [FLEMOND, 2000].

1.2.4 Katechiny

-----

Katechiny maji antiprolifera¢ni, protizanétlivé, antitrombogenni a hypolipidemické ucinky
a pusobi proti vysokému krevnimu tlaku. Katechiny vyskytujici se v zeleném ¢aji inhibuji
vyvoj karcinomu prsni zlazy u krys. Tyto latky maji vyznamnou zhaseci aktivitu
nasingletovy kyslikovy radikdl a brani peroxidaci tukt, coz je velmi vyznamné
u mikrosomalnich membran. Katechiny maji schopnost inhibovat tvorbu tromboxanu
a snizovat hladinu cholesterolu v krvi [CRESPY; WILLIAMSON, 2004].

1.2.5 Antokyany

Antokyany vykazuji antioxidac¢ni, antikarcinogenni imunitu stimulujici antibakterialni,
antivirové a antialergické vlastnosti a proto jejich potfeba muze prispét k prevenci
nékterych degenerativnich onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni a zanétlivé onemocnéni

a také cukrovky [BONERZ et al., 2006].
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1.2.6 Antioxidaéni u¢inky polyfenoli
Antioxidacni t€inek polyfenoll je komplexni a lze jej pficist n€kolika mechanismim:

e Rada flavonoidt i dalich polyfenold inhibuje enzymy zodpovédné za produkci
superoxidového anion-radikalu (napf. xantinoxidasu, proteinikinasu C). Inhibuji
i dalsi enzymy, které se podileji na tvorbé volnych radikald (cyklooxygenasa,
lipooxygenasa, mikrosomalni monooxygenasa atd.) [STIPEK a kol., 2000].
Flavonoidy jsou zndmé piedev§im pro svou antioxida¢ni aktivitu. Antioxidacni
schopnost flavonoidu in vitro je silnéjs$i nez u vitaminu C a E [RICE-EVANS et al.,
2002].

e Mnohé polyfenoly vytvaii chelatové vazby s kovy, predev§im s médi
a dvojmocnym zelezem. Volné ionty téchto kovi se Gcastni pti tvorbé reaktivnich

kyslikovych forem napf. pii fentonové reakci [LUSTINEC; ZARSKY 2003].

e Rada polyfenolii je snadno oxidovatelnd. Snadnost oxidace zavisi na redoxnim
potencidlu. Latky s nizkou hodnotou redox potencialu jsou schopny redukovat
nékteré volné radikaly s oxidaénimi uc€inky, napf. superoxidovy, peroxylovy,
alkoxylovy a hydroxylovy. Pfi reakcich poskytuji vodik a sami se pfitom vétSinou
pfeménuji na malo reaktivni fenoxylovy radikal nebo neradikalovou chinoidni
strukturu. Vyznam reakce spociva v tom, ze radikaly jsou eliminovany diive nez

reaguji s dalsimi buné¢nymi komponenty [GERRITSEN et al., 1995].
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2 VYSKYT POLYFENOLU V JEDLYCH KVETECH

Jedlé¢ kvéty jsou dobrym zdrojem polyfenoli. Obsah polyfenolti v jedlych kvétech se
pohybuje v rozmezich vyssSich nez 70 mg/g [SUGUWARA; IGARASHI, 2009].

2.1 Sedmikraska chudobka (Bellis perennis)

Bellis perennnis je mala vytrvala bylina z ¢eledi Asteraceae — hvézdnicovité. Vyskytuje se
hojné na loukach po celé Evropé, Zapadni Asii, Severni a Jizni Americe a na Novém
Zéland¢ [YOSHIKAWA et al., 2008]. Kvéty a mladé listy se pouzivaji jako zelenina.
V lidovém lé¢itelstvi se pouziva jako prostiedek usnadnujici vykaslavani a jako diuretikum
slozky Bellis perennnis obsahuji flavonoidy, antokyany, tfisloviny a fenolové kyseliny
(napft. kyselina kavova, ferulovd, p-kumarova a salicylova). Z flavonoidu byly popsany:
kvercetin, apigenin, kaempferol, isorhamnetin, apigenin-7-O-f-D-glukosid, apigenin-7-O
B-D-glukuronid, apigenin-7-O-(6"-E-caffeoyl)-p-D glukosid, apigenin-7-O-p-D

methylglukuronid, isorhamnetin-3-O-p-D-(6""-acetyl)-galaktosid a kaempferol-3-O-B-D-
glukosid [NAZARUK; GUDEJ, 2001]. Bellis perennis dale obsahuje saponiny
triterpenoidnich polyacetylenu a eterické oleje. Obsah fenolickych latek a flavonoida

v kvétech Bellis perennis se lisi v malém rozsahu v pribéhu roku [SIATKA;
KASPARKOVA, 2010].

2.2 Smetanka lékarska (Taraxacum officinale)

Taraxacum officinale je vytrvalad bylina z ¢eledi Asteraceae - hvézdnicovité. Vyskytuje se
na severni polokouli. Mladé listy jsou konzumovany cerstvé, jako salatova zelenina.
Kotfeny se pouzivaji jako ndhrazky kavy. Extrakty se wvyuzivaji jako ptichutové
komponenty do riznych potravinaiskych vyrobkl, vcetné alkoholickych napojd,
nealkoholickych ndpojii, mrazenych mléénych dezertl, cukrovi, peciva, Zelatiny a pudinki
[NEWALL et al., 1996]. Dale se bylina zpracovava na farmaceutické pripravky, caje,
tinktury a tablety. Tyto bylinné lé¢ivé pripravky se pouzivaji pro sveé choleretické,
se vyuzivaji pro 1éCbu onemocnéni jater, zluéniku, zazivacich potizi, artritickych

a revmatickych onemocnéni [LEUNG; FOSTER 1996].
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V listech Taraxacum officinale byly pomoci metody HPLC (kapalinové chromatografie)
zjistény razné flavonoidy glykosidii napt. luteolin 7-O-glukosid, luteloin 7-O-rutinosid,
isorhamnetin 3-O-glukosid a apigenin 7-O-glukosid. Antioxida¢ni a cytotoxické vlastnosti
vytazki z kvéta Taraxacum officinale se mohou c¢astecné pficist pritomnosti luteolinu
a luteolinu 7-O-glukosidu [HU; KITTS, 2003]. Kvercetin glykosid nalezeny v kvétech
a Vv listech byl identifikovan jako kvercetin 7-O-glukosid. V celé rostliné se vyskytuje
nevice fenolickych sloucenin hydroxyderivati Kyseliny skoficové, zejména ester kyseliny
kdvoveé, jako je Kkyselina chlorogenovd a kéavovad. V tkanovych listech byly

charakterizovany dva kumariny chirorin a aeskulin [WILLIAMS et al., 1996].

2.3 Cekanka obecna (Cichorium intybus)

Cichorium intybus je bylina, kterd se vyskytuje v Evropé, Zapadni Asii, Egypté, Severni
Americe a Itélii. Je to vytrvald bylina s jasné modrymi kvéty, vzacné ma kvéty bilé nebo
ruzové. Rizné odridy se péstuji na listy salatu nebo kotfeny, které se pouzivaji jako
nahrazka kavy. V molekule Cichorium intibus byly charakterizovany tyto polyfenoly:
kyselina monokafeoyl vinna, kyselina kavova, kyselina chlorogenova, kvercetin-3-O-
glukuronid, luteolin-7-O-glukuronid a kvercetin-3-O-glukosid. V nadzemnnich c¢astech
rostliny byla zjis§téna pfitomnost kyseliny vinné, chlorogenové, cyanidinu 3-O-glukosidu,
delfinidinu 3-O-(6"- malonylu) glykosidta a kyanidinu 3-O-(6""- malonylu ). Kvercetin-3-
O-glukuronid a luteolin 7-O-glukuronid v nadzemnich ¢astech rostliny nejsou pfitomny
[MULINACCI et al., 2001]. Cichorium intybus povzbuzuje chut’ k jidlu, ptisobi mirné
projimave, mo¢opudné a zlu¢opudné, méa vliv na latkovou vyménu, uziva se pii Zluc¢ovych

kamenech, zanétech mocovych cest, pti nechutenstvi a zacpé [WANG; CUI, 2011].

2.4 Bez ¢erny (Sambucus nigra)

Sambucus nigra je rozsifeny druh z celedi Caprifoliaceae — zimolezovité, ktery roste na
slune¢nych mistech ve vétsSing casti Evropy, Asie, Severni Afriky a USA. Jednd se
0 opadavy ket s bilymi kvéty dosahujici vysSky az 6 metrt, s plody dozravajicimi na konci
léta. Sambucus nigra se pouziva nejen k okrasnym ucelim, ale jeho vytazky se pouzivaji
k aromatizaci napoju a potravin. Bobule se celosvétové vyuzivaji jako 1ék nebo jako zdroj
potravinovych dopliikii a vétsinou se zpracovava na $tavy [CHRISTENSEN et al., 2007].

Stava ze Sambucus nigra se vyznacuje vysokym obsahem antokyanti, které jsou dalezitymi
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indikatory kvality ovoce, protoze ovliviiuji jeho vzhled a chut’. Antokyany jsou latkami,
pusobici proti oxidaénimu stresu a sniZuji oxida¢ni poskozeni lidského téla [DEL CARO;
PIGA, 2008]. Hlavnim antokyanem vyskytuj¢i se v plodech Sambucum nigra je kyanidin-3
sambubiosid-5-glukosid, kyanidin 3,5-diglukosid, kyanidin 3-sambubiosid, kyanidin 3-
glukosid a 3-kyanidin rutinosid. Kyanidin 3-sambubiosid je antokyanem, ktery tvoii vice
nez polovinu vSech antokyand vyskytujicich se v ovoci Sambucus nigra. Déle se
v bobulich Sambucus nigra vyskytuji skupiny flavonoli. Z této skupiny jsou zde obsazeny
kvercetiny, a to predevsim kvercetin 3-rutinosid a kvercetin 3-glykosid [VEBERIC et al.,
2009].

2.5 Jerlin vikvolisty (Sophora viciifolia)

Sophora viciifolia patii do ¢eledi Fabaceae (Leguminosae) — bobovité. V ptirod¢ roste
V podobé nizkého, hustého kefe v nadmoiské vysce 2000 — 3500 m. n. m., v pustinnych
oblastech Ciny a je hlavné distribuovan v provinciich Yunnan, Guizhou, Sichuan a Ninxia
[GAO, 2006]. Kvéty jsou zbarvené do bélavé modré az tmavé modré barvy. Sophora
viciifolia se pouziva jako zdravé jidlo, vafené s vejcem masem nebo kufetem. Vyuziva se
jako prostfedek na odstranéni poceni, vysokych horecek a otoku [WEN; MAO, 2006].
V kvétech Sophora viciifolia se vyskytuje devét flavonoidi: luteolin, kvercetin, vicenin-2,
saponarin, 3, 5, 7-trihydroxy-4"-methoxyflavon-3-O-a-L- rhamnopyranosyl, (1-6)-5-D-
glukopyranosid, sophorikosid, 8-O-methylherbacetin-3-O-sophoresid isosakuranin a tricin-
7-O-p-glukopyranosid. Flavonoidy izolované z kvétd Sophora viciifolia vykazuji
Sophora viciifolia mize poskytnout cenné funkéni slozky a mize byt pouzit k prevenci
nemoci spojenych s riznymi oxida¢nimi produkty lidského metabolismu [ZHIGANG et
al., 2011].

2.6 Stovik kysely (Rumex acetosa)

Rumex acetosa je vytrvala rostlina distribuovana po celém svété v oblastech s mirnym
klimatem. Nadzemni ¢asti této rostliny se pouzivaji v potravinatskych technologiich, a maji
fototerapeutické pouziti. Léc¢ivé aplikace se vztahuji k obsahu taninu v rostling, coz vede

na adstringentni ucinky, které jsou uzitecné pii 1€cbe¢ priiymu a podrazdéni kiize.
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Moderni fototerapeutické piipravky 1€éka obsahujici vytazky z Rumex acetosa se pouzivaji
pro 1é¢bu akutnich chronickych infekei hornich cest dychacich. U nadzemnich ¢asti rostliny
bylo zjisteno, ze obsahuji flavonoidy (rutin, hyperosid, kvercetin, isoorientin a jejich acetyl
derivaty), kyselinu $tavelou, flavan-3-oly, katechiny, epikatechiny a fenolové kyseliny
(kyselinu gallovou, protokatechinovou (PCA), ferulikovou a P-kumarovou) [BICKER et
al., 2009].

2.7 Salvéj 1ékaiska (Salvia officinalis)

Salvia officinalis patii mezi cca 900 druhua rostlin z ¢eled’i Lamiaceae — hluchavkovité.
Péstuje se hojné na celém svété a pouziva se pro svoji chut, jako lidové 1é¢ivo a pro
kulinaiské ucely. Suseny koten Salvia officinalis se pouziva pro 1é¢bu ischemické choroby
srdeéni, zloutenky, chronického selhani ledvin a nespavosti. V poslednich letech byla velka
pozornost sméfovana na biologicky aktivni, vodou rozpustné slozky odvaru suseného
kofene, ktery se pouziva Vv tradiénim lékaistvi. V Ciné vedly tyto studie k izolaci
a identifikaci velkého mnozstvi metabolitli kyseliny kavové, z nichz mnohé maji rtizné
biologické Cinnosti, véetné antioxidacnich, antiagregac¢nich, antikarcinogennich
a antivirovych a¢inka [LI, 1998]. Salvia officinalis je bohatym zdrojem polyfenold, bylo
v ni identifikovano vice nez 160 polyfenolt, z nichZ nékteré jsou specifické pro jeho rod.
Fenolové kyseliny tvofi podstatnou ¢ast ve vodé rozpustnych slozek odvaru Salvia
ofiicinalis. Kyselina kavova a jeji derivaty tvoii podstatnou ¢ast rodu Salvia. Kyselina
kavova hraje Ustedni roli v biochemii celedi Lamiaceae a vyskytuje se prevazné ve forme
dimeru, jako rosmarinovd kyselina. Kyselina kdvova je stavebnim kamenem raznych
rostlinnych metabolitt, keré se skladaji z vice jednoduchych monomeri [WANG et al.,
2000]. Jeji trimery a tetramery jsou zajimavé z terapeutického hlediska, nebot’ bylo
prokazano, ze maji vyznamnou biologickou aktivitu. V Salvia officinalis jsou Siroce
zastoupeny flavonoidy. Vétsina flavonoida jsou flavonoly apigeninu a luteolinu. Déle se
zde vyskytuje kaempferol a kvercetin [ZHANG; LIU, 1996].
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3 POLYFENOLY CAJE A KAVY

Zeleny ¢aj se vaii z nekvaSenych suSenych listt rostlin — Camelia sinensis. Typicky ¢ajovy
napoj je pripraveny v poméru 1 g ¢ajovych listki na 100 ml horké vody a necha se 3
minuty vyluhovat [KRIS-ETHERTON; KEEN, 2002]. Stejn¢ jako ostatni pftirodni
produkty, listy této rostliny obsahuji fadu fytochemikalii, které se 1isi v koncentraci
v obdobi sklizné, stati rostlin, podnebi, zivotniho prostiedi a podminek zpracovani [LIN et
al., 2003]. Pievladajici slozky zeleného Caje predstavuji polyfenoly, které tvoii v susiné az
35 %. Zahrnuji flavonoly, flavanony a flavan-3-oly. Z toho 60 — 80 % je flavan-3-ol, znamy
jako katechin [COOPER et al., 2005]. Hlavni katechiny zeleného ¢aje jsou (-)-epikatechin
(ES), (-)-epikatechin-3-gallat (EKG), (-)-epigalokatechin (EGC) a (-)-epigalokatechin-3-
gallat (EGCG). EGCG je nejvice zastoupenym katechinem v zeleném caji a predstavuje 50
— 80 % celkoveho obsahu katecheninu. Déle nésleduje EGC (9 — 12%), EKG (9 — 12 %)
aES (6 - 7%) [KHAN; MUKHTAR, 2007]. EGCG je povazovan za bioaktivni slozku
zeleného Caje. Zbyvajicimi pevnymi latkami vyskytujicich se v zeleném ¢aji jsou kofein,
teanin, teaflavin, tearubigin, kvercetin, kyselina gallova a chlorogenova. Obsah katechint
v zeleném c¢aji je ovlivnén nckolika faktory, jako je suSeni, stupett prokvaseni, nebo

ptiprava kofeinu [MUKHTAR; AHMAD, 2000].

3.1 Kardiovaskularni pusobeni zeleného ¢aje

Nékteré¢ studie ukazuji, Ze =zeleny c¢aj miZe pulsobit ochrannymi ucinky proti
kardiovaskularnimu onemocnéni (KVO). Pocet KVO stale roste po celém svété, nejvice
v americké populaci, kde s KVO zije az jedna C¢tvrtina populace. Nekolik
epidemiologickych studii uvadi pozitivni vztah mezi piijmem zeleného Caje ve snizeni
rizika KVVO. V rocich (1995 — 2005), byl proveden 11-lety prizkum. U 40 000 japonct ve
sttednim véku, ktefi pili vice nez dva Salky zeleného ¢aje denné, se snizilo riziko KVO
022 az 33 %, ve srovnani s témi, kteti pili denné¢ méné nez pilku Salku zeleného Caje

[KURYAMA et al., 2006].
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3.2 Polyfenoly kavy

Kéva je hlavnim zdrojem kyseliny chlorogenové. Zelena kavova zrna obsahuji 6 — 10 %
kyseliny chlorogenové v susiné. Existuji zpravy ukazujici na jeji antioxida¢ni aktivitu in
vitro. Obecnym nazvem chlorogenova kyselina se oznacuji vSechny ptirodni estery chinové
kyseliny [MOREIRA et al., 2001]. Mezi hlavni chlorogenové kyseliny v zelenych zrncich
kavy patii kaffeoylchinové, dikaffeoylchinové a feruloylchinové kyseliny. Tyto kyseliny
jsou dulezité pro tvorbu pigmentt, chut’ a aroma napoji z kavy [ANDRIOT et al., 2004].
Kéva obsahuje vysoky obsah fenolickych kyselin ptredev§sim kyselinu kéavovou,
chlorogenovou, kumarovou a ferulovou, které vyznamné pfispivaji k celkovému piijmu
polyfenold v lidské stravé. Bylo zjisténo, ze fenolické antioxidanty piirozené se vyskytujici
v kavé jsou ztraceny béhem procesu prazeni. Tento proces je spojen s degradaci kyseliny

chlorogenové [OLTHOF et al., 2001].
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4 ZAKLADNI VYBAVENI LABORATORE TKANOVYCH KULTUR

Prace s tkanovymi kulturami vyzaduje zvlastni vybaveni — vhodné vybavenou laboratof,
vySkolené pracovniky, zvlastni spotiebni material a chemikalie prosté nékterych béznych
kontaminantti. To pfinasi i organiza¢ni a ekonomické naroky na provoz laboratote. Jednim
z hlavnich poZadavki je udrZeni sterility a zabranéni kontaminacim. Je vhodné pracovat
ve vyhrazené Cisté laboratofi podléhajici specialnimu rezimu [LUTZ et al., 1992].
Specialni rezim Ize definovat laminarnimi boxy — biohazardy typu 1, Il, 1. Laminarni box
— biohazard tiidy II je uréen pro aplikaci vyzadujici laminarni (vertik&Ini) proudéni
vzduchu, pro chranu produktu pied Casticovou a bakterialni kontaminaci a soucasné
pozadujici ochranu pracovnika a okoli pfed vlivem zpracované¢ho produktu. Je vybaven
filtry s pory 0,3 uM (HEPA filtry) a box je denné sterilizovan UV lampou. Biohazard tfidy
III vyZzaduje vertikalni proudéni vzduchu a pouziva se pro praci s patogennim materialem
a nebezpeénymi organismy. V laboratofi tkanovych kultur se vétSinou pouzivaji laminarni
boxy - Biohazard ttidy Il. Déle k zkladnimu vybaveni patii inkubator s fizenou atmosférou
a s regulaci teploty (zvySeny parcialni tlak oxidu uhli¢itého, vysoka relativni vihkost),
inverzni mikroskop vybaveny fazovym kontrastem (Nomarského — vnitini struktura bungk,
Hoffmaniv — plastické znazornéni povrchit), centrifuga (na odstiedéni bungk), vodni lazen
(nastavena na 37°C, slouzi k ohfivani médii, rozmrazovani zamrazenych aliqotu, reagenci
a bungk), lednice a mrazéky. Vodni lazeni se méni kazdy tyden a je vhodné do ni piidat
thimerosal. Kontejner s tekutym dusikem (- 196°C), nebo extrémné hluboko mrazici
box (- 150°C), autoklav (parni sterilizator), pipetor (manualni nebo elektronicky),
automatické pipety. Je tifeba disponovat fadou dalSich pfistroji a pomicek. Pouziva se
sterilni jednorazovy plast, kultiva¢ni nadoby s upravenym povrchem a chemikalie ur¢ené
pro praci s bunécnymi kulturami [FRESHNEY, 2010].

4.1 Prevence

Laboratof tkanovych kultur je pokud mozno oddélend od ostatnich prostorti, nevétra se
okny, ale pies ventila¢ni systém s filtraci. Pravideln¢ se provadi uklid a desinfekce povrcht
(prostfedky na bazi chléru — savo, jédu — ajatin, 70 % EtOH...) Laboratof je periodicky
ozafovana germicidni lampou (Sirokospektré UV). Pracovnici, ktefi zde pracuji, musi mit

obleceni urcené jen pro tuto laboratof a pted vlastni praci si desinfikuji ruce pfislusSnymi
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prostfedky (min. 70 % etanolu). S kulturami se pracuje pokud mozno pouze ve Flow-boxu

[FRESHNEY, 2005].
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5 BUNECNE KULTURY

Bunééné kultury dnes patii mezi nejpouzivanéjsi biologické modely pouzivané
ve vyzkumu. Bunécna Kultivace je slozity proces, pii kterém jsou bunky péstovany
cyklu a mnoha dalsich otazek bunééné biologie, je péstovani bunék mnohobunééného
organismu in vitro. Bunééné kultury maji velmi mnohostranné vyuziti. Jejich kontinualnim
sledovanim je mozno ptimo pozorovat fadu bunéénych procesu (rust, déleni, rozmnozovani
apod.). Je mozno piimo sledovat pusobeni vnéjSich faktora fyzikalnich i chemickych latek.
Vnéjsi faktory mohou bunéény cyklus ovlivnit bud’ kvantitativné tj. ovlivni délku cyklu,

nebo kvalitativng tj. bunéény cyklus zastavi nebo zahdji [NECAS a kol., 2000].

5.1 Bunéény cyklus

Bunéény cyklus je uspotradany sled udalosti, pii kterych buiika zdvoji sviij obsah a nasledné
se rozdeli na dvé buiky dcefiné. Béhem bunééného cyklu musi byt genom replikovan
pouze jedenkrat, organely a makromolekuly adekvatné zduplikovany a nasledné rozdéleny
(segregovany) do dvou dcefinych bunék. Pfi pohledu do mikroskopu jsou
nejdramatic¢téjsimi udalostmi déleni jadra (mit6za) a déleni buiikky na dvé (cytokyneze)
[ALBERTS et al., 2002]. Oba procesy spolu tvoii M-fazi bunétného cyklu. Doba mezi
dvéma M fazemi se nazyva interfaze, béhem této faze se bunka pfipravuje na bunécéné
déleni. Béhem celé inerfaze burka ptepisuje své geny, syntetizuje proteiny a zvétSuje svoji
velikost. Sklada se ze tii fazi: G1, S a G2 faze. Béhem S-faze bunka replikuje svoji DNA,
coz je zakladni predpoklad pro bunééné déleni, a syntetizuje specifické proteiny asociovane
s DNA. S-faze se nachazi v mezefe mezi dvéma fazemi, ve kterych buika roste. Trvani
S-faze je u rtznych bunék rizné, ale u dané buiniky vysoce konstantni. V cyklu zivych
bunék zaujima 30-50 %. G1-faze je obdobi mezi koncem M-faze a zac¢atkem S-faze. V G1-
fazi bunka zvétSuje svoji velikost a zdvojuji se organely [CAMPBELL et al., 2006]. G2-
faze je stddium bunéc¢ného cyklu mezi koncem S-faze a zafatkem M-faze. V G2-fazi
probihd syntéza proteinti potfebnych pro vstup do mitézy. Buika v neptiznivych
podminkach nebo pifi obdrZeni piislusnych inhibi¢nich, extraceluldrnich signalti, mtize
setrvat v G1-fazi nebo vstoupi do klidové GO-faze. V této fazi buiiky obvykle nerostou a v

tomto stavu mohou zustat nékolik dntl, tydnt az mésict [ALBERTS et al., 1998].
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Obrazek 7: Bunéény cyklus [CAMPBELL et al., 2006]

Y T

5.2 Receptory na buiikach

Na povrchu bunék je plejada molekul, které se nazyvaji receptory. Vétsina povrchovych
receptort patii do jedné ze t¥i velkych rodin: receptory spojené s iontovymi kanély,
receptory spojené s G — proteiny a receptory spojené s enzymy. Tyto tfi rodiny se lisi
podstatou signalu, ktery vytvaieji uvnitf bunky, kdyz se na né navaze extracelularni
signalni molekula. U receptori spojenych s iontovymi kanaly je to tok iontt, vedouci
k elektrickym jevim [ALBERT et al., 2002]. U receptor spojenych s G proteiny je to
aktivovand forma membranového proteinu, ktera se uvolni a difunduje v roviné
plasmatické membrény, kde vyvola kaskadu dalSich pochodi. V piipadé receptori
spojenych s enzymy se na cytoplazmatickém konci receptoru zméni jeho enzymova aktivita
a diky ni se tvofi tfada signald, véetné¢ molekul, které jsou uvoliiovany do cytosolu.
Obrovské mnozstvi riznych bunécnych povrchovych receptorti, které télo vyzaduje pro své
vlastni signaliza¢ni Gcely, se mlze stat také cilem mnoha cizich latek, které ovliviiuji nase
fyziologické pochody a citéni, od heroinu a nikotinu, aZ po tiSici prostiedky a palivou
papriku. Tyto latky bud’ napodobuji pfirozeny ligand receptoru, aby zaujaly normalni misto
pro jeho vazbu, nebo se vazou na receptor v jiném misté, a tak blokuji nebo nadmérné
stimuluji pfirozenou aktivitu receptoru. Takto plisobi mnoho drog a jedl a velkd Cast
farmaceutického primyslu se vénuje hledani latek s piesné definovanymi ucinky
vyvolanymi vazbou ke specifickému receptoru na povrchu bunék [CAMPBELL et al.,
2006].
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5.3 Riist bunék v tkanovych kulturach

Rust bunék mtze probihat v médiu tak, ze se bunky v kultufe ned¢li — je tfeba periodicky
ménit kultivaéni médium (termindlné diferenciované a postmitotické bunky), nebo se
bunky v kultufe déli — proliferuji, pak je tieba je pasazovat. Do druhé skupiny se zafazuje

vétsina bunék primokultur i permanentnich linii [STOKER, 1973].

Pasazovani je periodické fedéni bunék, pro uvolnéni bunék z povrchu [WESTERMARK;
WASTESON, 1975]. Z enzymu se pouziva trypsin, kolagenaza, ale také se da pouzit
inaktivace specialnimi inhibitory, vyfedénim a nebo nadbytkem proteind (napf. sérem).
Pfidavaji se také latky podptirné — EDTA na vychytavani Ca,. Proliferaci bunék v kultuie

charakterizuje rastova kiivka s 4 fazemi.

Obrézek 8: Rustova kiivka [FREHNEY, 2010]

Lag Log Stacionarni Faze
faze faze faze odumiranf
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Rlstova kfivka bunéc¢né kulturi

Rustova kiivka ma nésledujici faze:
e Lag faze — zde bunky nerostou, u primokultur jejich poéet dokonce klesa.
e Logaritmicka (rustova faze) — zde pocet bun€k exponencialn€ roste, bunky
vyuzivaji pro svlij metabolismus v§echny Ziviny.

e Stacionarni — buriky zde dosahuji tzv. saturacni density, ktera je dana kontaktni
inhibici, u naddorovych bunck vétSinou chybi — vytvaii dalsi vrstvu, nebo zacnou
rust suspenzné, dale ji charakterizuje vycerpani zivin, hromadéni metabolith

a toxint, mén¢ vhodné pH, pfitomnost inhibitord rustu
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e Faze odumirani - konecna faze, udrzeni kultury jiz neni mozné, protoze zde doslo
Kk vycerpani zivin, poklesu pH, hromadéni metabolitti (napt. CO3) a toxind, v této

fazi je nutné pievést bunky na nové médium [FRESHNEY, 2010].

Dale je bunécna proliferace charakterizovana: Bunéénou denzitou (pocet bunc¢k na ml nebo
cm?). Konfluenci (podet bungk na plochu u adherentnich linif). Dobou mezi dvéma
mitézami/ rozdélenymi buiikami tzv. generatni doba = délka bun&iného cyklu. Casem
potiebnym ke zdvojnasobeni bunék v populaci = population doubling time
a Hayflicikovym limitem (v ptipadé vétSiny primokultur to je pocet moznych déleni,
buné¢éné specifické senescence = starnuti bunék, quiescence = Klid / spanek bun¢k

[BUTLER, CHRISTIE, 1994].

5.4 Analyza viability a apoptozy

Viabilita je Zivotaschopnost nebo-li schopnost pieziti bunék. Apoptdza je programovana
bunécna smrt, slouzici k eliminaci nepotfebnych ¢i poskozenych bunék, kdy se jedna
0 zanik jednotlivé buiiky zptusobeny aktivaci cysteinovych proteaz kaspdz a nasledné pak
pomoci jadernych endonukledz dochazi k poskozeni jaderné DNA a k zastavé vSech
biosyntetickych pochodtl v butice. Analyza viability a apoptozy se provadi pomoci testd
zalozenych na 1) kompaktnosti zdravé buriky a jejim spravném chovani a 2) na testech
zaloZenych na stanoveni biochemickych a molekularné biologickych parametrti. U prvné
zminénych testl se pozoruji morfologické zmény (apopticka téliska, vybezky...),
schopnost vylucovat barviva zivymi butikami (aeosin, bromfenolova modi pro detekci ve
VIS spektru, propidium iodid pro fluorescenci: mikroskopicky, FACS), enzymaticka
aktivita, nejcastéji esterazy [ALBERTS et al., 1998]. U adherentnich bunék lze hodnotit
pocet adherovanych a plovoucich (mrtvych / apoptickych) bunék ¢i zmény ve struktuie
cytoplazmatickych membran (anexin / fosfatidylserin). Mezi druhé testy se fadi:
Fragmentace DNA (elektroforeticky = tzv. apop. zebficek DNA, in situ = Tunel test),
aktivita specifickych proteaz — kaspasy, detekce fragmentace substratt kaspaz, hladiny pro
anti-apoptické proteiny rodiny Bcl-2, a kompaktnost mitochondrii (zmény v polarizaci
mitochondrialni membrany, vyliti cytochromu c.) [FRESHNEY; FRESHNEY, 2002].


http://www.wikiskripta.eu/index.php/Kasp%C3%A1zy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/DNA
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5.4.1 Testy viability

5.4.1.1 Pocitani bunék

Pro piesné stanoveni poctu bunék je mozné pouzit pocitani bunék v mikroskopu
v cytometrické komirce (napt. Biirkerova nebo Tlrkerova komurka, hemocytometr) anebo

pocitani v ptistroji (Coulter counter).

Piesnost metody pocitani bunék v mikroskopu v cytometrické komtirce je ovsem vyvazena
jeji pracnosti a ¢asovou naro¢nosti. Suspenze bunék se pied pocitinim misi s roztokem
methylenové ¢i trypanové modii, ktery difunduje pfes plasmatickou membranu
do intracelularnino prostoru. Methylenovana modi prostupuje pouze do mrtvych bunék
s naruSenou strukturou plazmatické membrany a nasledné se uvnitt buiiky hromadi, tim 1ze
odligit zivé buiiky od mrtvych. Zivé buiky s inaktni plazmatickou membranou zistavaji
totiz nezbarvené, nebo jsou jen velmi slabé zbarvené, protoze methylenovand modf

plazmatickou membranou neprochazi.

Rychlejsi metodou je pritokova cytometrie. Nevyhodou je, ale potfeba pomérné drahého
pristroje, a je zde nutnost pfistroj kalibrovat na kazdy bunécny typ. Stanovuje-li se pocet
bunék opakované za pfesné definovanych podminek, 1ze s vyhodou pouzit rozptylu svétla
na bunécné suspenzi a méftit hustotu suspenze turbidimetricky. Dal§i metodou je stanoveni
koncentrace nékterych bunéénych soucasti. Nejéastéji se méti mnoztvi celkovych bilkovin
ve vzorku, je ovSsem nutné zabranit zkresleni bilkovinami séra, které se pridava
do kultivaéniho média, nebo koncentrace DNA. N¢kdy se vyuziva také stanoveni aktivity
vhodného enzymu [HEINRICH et al., 2009].

5.4.1.2 MTT test

MTT test — test cytotoxicity je zaloZen na stanoveni celkové metabolické aktivity bunék, ze
které se extrapoluji bun&tné pocty. Vyuziva se zde redukce derivatu tetrazoliového
bromidu (MTT). Zivé buiky zde maji schopnost produkovat koenzymy, které preméiuji
chemickou slou¢eninu na barevny produkt, ktery Ize kvantifikovat pomoci fotometrie.
MTT pfidané k buiikkdm (obvykle na 4 hodiny), je metabolicky pfeménéna na ve vod¢
nerozpustny formazan, ten se rozpusti a na elisareaderu métime zbarveni pii 550 — 600 nm.

Vyhodou této metody je, Ze ji 1ze provadét na kultivacni desticee, tudiZ neni potieba bunky
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pfenaset a lze ji pouzit pro vSechny typy bunc¢k a je levnd. Nevyhodou je zavislot
absorbance na koncentraci je linedrni jen v omzenén rozsahu [FRESHNEY, 2005].
Na stanoveni enzymatické aktivity se pouZzivaji testy vyuzivajici tetrazoliové soli napft.
(MTT, XTT, WST-1), které jsou redukovany na barevné formazany, které se daji stanovit
spektrofotometricky (rtizné tetrazoliové soli jsou ruzné citlivé pro jednotlivé enzymatické
(oxida¢né redukéni, NADP) sytémy a i vhodné pro rizné typy bun¢k) [ROEHM et al.,
1991].

5.4.1.3 Detekce funkcéniho metabolismu bunék

Jde o zjistovani pfitomnosti produktu metabolismu, ktery ma jiné vlastnosti nez substrat,
z n¢hoz vznika. Principem téchto testli je schopnost zivé buniky metabolizovat substrat
na derivat, ktery je mozno nasledn¢ detekovat ¢i kvantifikovat napf. méfenin fluorescence.
Na tomto principu je postaven také test Zivotnosti bunék pomoci FDA (fluorescein
diacetat). FDA je nepoléarni latka, kterd snadno prochazi plazmatickou membranou.
V zivych bunikach je metabolizovana na vysoce polarni fluorescein, pro ktery
je uz membrana nepropustnd, a proto dochazi k jeho hromadéni uvnitt buiiky. Fluorescein
se na rozdil od FDA vyznacuje fluorescenci, kterou je mozné detekovat. Fluorescence
fluoresceinu je znac¢né zavisla na pH. Emisni vinova délka zafeni pro fluorescein

je 490/513 nm pii ph 9 [FRESHNEY, 2005].

5.4.1.4 Piirastek v mnozstvi DNA
e Inkorporace *H thymidinu

U inkorporace 3H tymidinu se méfi prirGstek radioaktivity celkovy, nebo u jednotlivé
buiiky. U jednotlivych bungk se provadi inkubace s *H thymidinem, pokud je mén& nez
hodinova, oznaci se pouze buniky v S fazi, fixaci a ponofenim do emulse. Jako vysledek
ziskame Cerna zrna na filmu. Nevyhodou je ¢as expozice (dny) a prace s radioaktivitou

[AHMED et al., 1994].
e Inkorporace BrdU (bromdeoxyuridin)

Mnozstvi BrdU se stanovi pomoci protilatky (lze vyuzit na populaci i na jednotlivou
buniku). Pfidanim protilatky proti BrdU konjugované bud’ s fluoresceinem (detekce pomoci

fluorescenéni mikroskopie nebo flowcytometrie), nebo s alkalickou fosfatazou (detekce



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

pomoci svételné mikroskopie po piidani do substratu). Vyhodou je vysledek béhem par
hodin, lze barvit soucasné i na tkdinovou morfologii. Nevyhodou je, Ze obarvené vzorky

nelze dlouho skladovat.

U jednotlivych bun€k pokud je inkubace bunék s BrdU méné nez hodinova, oznaci se

pouze bunky v S fazi, fixaci a denaturaci DNA [GONZALEZ; TARLOFF, 2001].

5.5 Bunécné linie
Bunééné kultury dnes patii mezi nejpouzivanéjsi biologické modely pouzivané

ve vyzkumu. Krom¢ toho slouZi jako zdroj materialu v biotechnologickych aplikacich

v¢etné napi. produkce monoklonalnich protilatek. [KEDINGER et al., 1987].

Jednotlivé bunécné linie je mozné zakoupit ve specializovanych bankach, jako je naptiklad
American Tissue Culture Colection (www.atcc.com). Piiprava kmend (populace) nebo
klont (z jednotlivé buriky) z nadort za¢ina izolaci nadoru. Po izolaci nadoru nésleduje jeho
enzymaticka disociace na bunécnou suspenzi, kultivace bun¢k ve vhodnych podminkéch,
selekce klont a jejich charakterizace v prubéhu kultivace. V pribéhu kultivace musi linie
vykazovat dostate¢nou stabilitu, aby byla zachovana reprodukovatelnost vysledkut. Také se
ptipravuji z primokultur z Zivo¢iénych tkani. Popis nové ziskané linie by mél obsahovat co
nejvice jeji charakteristik, pivod (typ nadoru, v€k pohlavi darce, zpusob ziskani, pocet
pasazi od jejiho ustanoveni) [FRESHNE, 2005].

5.6 Bunécné a tkanové kultury

Podle zpisobu kultivace se bunky bunéénych kultur rozdéluji na adherentni a suspenzni

bunky. A podle ptivodu a vlastnosti kultury (linie) se déli na primokultury a permanentni
linie [FRESHNEY, 2010].

5.6.1 Adherentni buiiky

Adherentni bunky jsou bunky rostouci pfichycené k podkladu (sklo, plastik, kolagen).
Adhezi zprosttedkovavaji integriny. K uvolnéni se pouziva nejcastéji enzym trypsin/
EDTA. Ve vétsin¢ ptipadt je u adherentnich linii nutno poditat s jejich zvySenymi naroky
na kvalitu podkladu, na kterém rostou. VétSina bunécnych typli vyzaduje hydrofobni

povrch, nejcastéji se dnes pouziva specidlné osetieny polystyren. Pro kultivace nékterych


http://www.atcc.com/
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linii se v8ak vyzaduji specialni podminky, jako je napf. oSetfeni 0,01 — 0,1% roztokem
zelatiny (praseci nebo hovézi) v destilované vodé. Podle potieby a typu bun¢k se pouzivaji

| ostatni proteiny extracelulularnich matrixi [KARMIOL, 2000].

5.6.2 Suspenzni buiiky

Suspenzni buniky (linie) vznikaji prostym fedénim. Jsou to zejména bunky krve a jejich
derivaty. Suspenzni buiiky se voln¢ vznaseji v médiu. Jsou to butiky proliferujici a Ize je

dlouhodobé¢ kultivovat [FRESHNEY; FRESHNEY, 2002].

5.6.3 Primokultury

Primarni kultury jsou prvni kultury izolovanych bunék a oznacuji se jako primokultury.
Zdrojem bunék pro zalozeni kultury musi pochopiteln€ byt laboratorni zvitata nebo ¢lovek.
Primokultury jsou izolované vétSinou ze zdravé tkané [UNCHERN, 1999]. Poté co se
bunky namnozi, se nafedi a pfenesou do novych kultiva¢nich nadob. Tento zpisob obvykle
oznacujeme jako pasaZ — tzv. pasaZovani. Tim vznikd sekundarni kultura tzv. subkultura.
Buiikky se v sekundarni kultufe péstuji tak dlouho az ziskdme dostatené mnozstvi

materialu pro pokus [SASAKI et al., 1994].

5.6.4 Permanentni linie

Permanentni linie jsou linie nejéastéji tvofeny z buiek izolovanych z nadort, ale mohou
byt izolované 1 ze zdravé tkdn€, pfipadné imortalizované (vétSinou obsahuji chyby
v genomu-jsou nestabilni, ale jsou nesmrtelné) s nasledujici adaptaci na podminky in vitro.
Permanentni linie se svymi vlastnostmi pochopitelné 1isi od normalnich — zpravidla se l1épe
mnozi a obecné se sndze kultivuji. Kultury normalnich bunék maji omezenou Zivotnost, po
nékolika pasazich dochazi k tzv. zestarnuti kultury — bufiky zméni svoje vlastnosti
a prestanou se delit. Nadorové bunky vétSinou starnuti nepodléhaji [ALBERTS et al.,
1998].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

6 KULTIVACNI PODMINKY

Kultivaéni podminky ovliviwyji fyzikalni, chemické a biologické faktory. Aby péstované
bunky za podminek in vitro piezivaly, nebo dokonce proliferovaly, je ticba jim zajistit
vhodné podminky, které je tfeba regulovat i za b&znych laboratornich podminek. Mezi

vvvvvv

vlastnosti prostiedi jako je hodnota pH, teplota, ¢i slozeni atmosféry [LESKO, 1975].

6.1 Povrch kultivaénich nadob

Pro péstovani bunétnych kultur se pouZzivaji polystyrenové nadoby, jejichz povrch je
upraven tak aby byl hydrofilni [WESTERMARK; WASTESON, 1975]. Naro¢né&jsim
kulturam hydrofilni polystyren K ristu nestaci, proto je nutné povrch potahnout latkou,
ktera adhezi bun€k zlepsi. Mohou to byt peptidy slozené z aminokyselin s polarnim
postranim fetézcem (nejcastéji polylysin) [CARRNEY et al., 1981]. Adhezi usnadnuje
kolagen (pouziva se kolagen | typu, nebo jeho hydrolyzat — Zelatina). Mezi dal$i adhezni
latky mizeme zafadit fibronektin ¢i laminin. Buiiky krevniho ptvodu je naopak nutné
péstovat v suspenzi (jejich adheze k povrchu by vedla k transformaci do jiného bunétného
typu) [GOTTWALD et al, 2008]. Vsuspenzi se bunky udrzi diky neustalému
promichavani kultury. Pouzivaji se kultiva¢ni nadoby, které jsou umistény na michacce,
nebo se pouZzivaji valcovité nadoby, které se otaceji kolem vodorovné osy, popt. se bunky
péstuji ve specialnich kultivacnich tancich s michadélkem [VON BRIESEN et al. 1990].
Jinou moznosti je potaZeni povrchu kultivaéni nadoby latkou, ktera adhezi bunék zabrani
napt. agarosa. Pti produkci protilatek a jinych bilkovin, pomtiZze buiiky udrzet v suspenzi
tzv. mikroenkapsulace — kdy specialnim postupem se jednotlivé burniky obali tenkou
vrstvickou polymeru (napf. algindtem), ktery umozni difuzi latek mezi buinkou
a kultiva¢nim médiem — zabrani pfilnuti buiiky k povrchu nadoby [FRAME; NORMAN,
2008].

6.2 SloZeni média

Kultivaéni médium musi mit vhodné fyzikalné-chemické vlastnosti a musi obsahovat ve
vhodné koncentraci latky, které bunky potiebuji pro Zivot a proliferaci. Jde o vodné roztoky
obsahujici mnoho, nékdy i nékolik desitek slozek [WAYMOUTH, 1970]. Mezi
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nejvyznamnéjsi latky obsazené v kultivacnich médiich patéi voda a vni rozpusténé
anorganické soli, pufry, glukosa, piipadné i jiné zdroje energie, vitaminy, bilkoviny,
rastové faktory, nékteré peptidy, mastné kyseliny, lipidy a stopové prvky. Velké mnozstvi
latek, jako jsou rastové faktory, stopove prvky, vitaminy apod., se mtzou do média dodat

pridavkem krevniho séra.

Soli jsou nezbytnym zdrojem iontu a hraji vyznamnou Ulohu v zajisténi vhodného pH
(optimum je 7,2 — 7,5) a osmotického tlaku (optimum je vétsinou 280 — 320 mmol/l).
Nejzakladn&jsi ionty obsazené v médiich jsou: NA*, K*, Mg?* ,CA%, CI', SO, PO,
HCO; [YAMADA; GEIGER, 1997].

VétsSina bunék savell vyzaduje insulin (pfijem glukozy), transferin (piijem zeleza), selen
(nezbytny pro funkci oxidaéné-redukénich enzymi) a dal$i doplnky jako jsou lipidy
(mastné kyseliny), steroidni latky, hormony, cytosiny, peptidy, proteiny extracelularni
matrix, proteiny séra, nukleosidy...Mnohé ztéchto latek jsou suplovany piidavkem
séra5—20 %), v nékterych ptipadech i jinymi zdroji malo charakterizovanych smési
proteinlt a dalSich latek. Vyznamnymi dopliky jsou ochranné latky jako 2-p-
merkaptoetanol (snizuje oxidativni stres a mize slouzit i jako zdroj siry) a antibiotika

(ochrana proti mikroorganismim) piipadné selekéni agens [NAEYART et al., 2006].

6.3 Séra

Séra nejsou stejné kvality coz je také dano rozdilnymi testy. Podle kvality séra se provadi
rizné testy: testy na piitomnosti endotoxind, testy snaSenlivosti konkrétnich typi bunék,
testy na piitomnosti viri apod. Séra byvaji rizného puvodu (USA, Australie...), rizné
Sarze, normalni a inaktivni séra (inaktivace séra je jeho vystaveni teploté pii 56°C po dobu
30 az 45minut). Séra se pouzivaji nejcastéji fetalni (obsahuje nizkou hladinu
nizkoafinitnich imunoglobulini), ale mize se pouzit i jiné zdroje — lidské, konské, kozi,
mysi, [HYVONEN et al., 1988].

V nékterych specialnich ptipadech je vhodné pouzit polotekuta aZ pevna séra. Takové
medium se pfipravi pfidavkem agaru, metylceluldsy a fibrinogenu. U agaru je tfeba davat
pozor na prehfati slozek média béhem ptipravy, teplota by neméla byt vyssi jak 40°C.
U fibrinogenu vznika z fibrinu fibrinova sit. Je mozné také pouzit i Cisté syntetické

polymery, napi. metakrylaty (hydrogely).
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Sérum se uchovava pii 4°C az dva mésice a pti- 20°C az 3 roky [SPECTOR; GOLDMAN,
1998].

6.4 Teplota

Bunky se kultivuji pti optimalni teploté pro organismus, z kterého byly izolovany. Pro
buné¢né linie odvozené od ¢lovéka a béznych laboratornich zvitat (mys, krysa, pes...) je to
vétsinou 37°C. Pro bunécéné linie odvozené od poikilotermnich Zivocicht (ryby, hmyz,

had’atko — Caenorhadbitus) se pouziva teplota od 10°C do 25°C [WYLLIE et al, 1992].

6.5 Pufraéni systémy

Optimalni pH je pro vétsinu bunék je 7,2 — 7,4. Bunky ale mohou rust i pfi pH 6,5 — 6,8
a kratkodob¢ snesou pH pies 8. pH se upravuje 1M HCI a 1M NaOH. K orienta¢ni detekci
pH média v kultufe slouzi fenolova Cerven, ktera se piidava do médii. pH se v kultuie méni
v disledku metabolismu bunék, zejména produkci laktatu a CO,, proto je nutna pufrace
[EISINGER et al., 1979]. K pufraci se nejcastéji vyuziva Na,COs. Pfi nizké bunécné
denzité¢ je CO, malo na to, aby pufra¢ni systém zalozeny na Na,COj3; spravné fungoval,
proto se buiky péstuji v CO, atmosféfe. Pak nedochazi k nezadoucimu vyied’ovani CO,
Z kultiva¢nich nddob do atmosféry inkubatoru. Pokud se vyuzivd oteviené kultivace —
atmosféra v kultivaéni nadobce komunikuje s atmosférou v inkubatoru. Pfi otevieném
systému kultivace se nejcastéji udrzuje atmosféra s navySenym obsahem CO,, standartné
5% CO; (regulovany pftisun ze zasobnich bomb) a 95 % vody (regulovany pfisun, nebo
Castéji spontanim odparem ze zasobniku) [EAGLE, 1973]. Atmosfericky CO, je zavisly

na teploté a to brani tvorbé H,COs3, ktery oddeli zavislost na reakci:
COy+H; <=> H,CO3 <=> H + HCOj3

Pti kultivaci v uzavieném prostoru nedochazi K prostupu plyni z kultivaéni nadoby do
atmosfery do inkubatoru, pouzivaji se poloviéni mnozstvi Na,CO3z a CO, v inkubatoru neni
tieba. K pufraci se mohou vyuzivat i jiné latky napft. organické pufry HEPES [GOOD et al.
1966] (nepotiebuje CO, v atmosféte a 1épe vyrovnava rychlé zmény pH, je vSak drahy a ve
vysSich koncentracich ¢i pii nespravné ptipravé je toxicky), BES, a TES [UNCHERN,
1999].
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6.6 Kyslik

Kyslik je druhou hlavni slozkou plynné faze. Buiiky potiebuji kyslik k dychani in vivo,
kultivované bunky jsou zavislé predevS§im na glykolyze, kterA muze byt i anaerobni.
Vétsina kultur spoléhd predevs§sim na rozpustény O, ktery muze byt toxicky vzhledem
k nadmotské vysSce hladiny volnych radikald. Spravného kyslikového napéti je vzdy
kompromisem mezi pozadavkem splnéni dychani a cilem vyhnout se toxicité [RADISIC et
al. 2006]. Nékteré inkubatory umoznuji kontrolu kysliku stejné jako CO,. Kultury se
navzajem lisi v jejich pozadavku na kyslik, hlavni rozdil je mezi orginy a bunétnymi
kulturami. Pro vétSinu bunéénych kultur je vhodnéjsi nizsi tlak a atmosféricky kyslik.
Nékteré organové kultury (odvozeni od pozdniho stadia embrya novorozenct nebo
dospélych), vyzaduji az 95 % O, v plynné fazi. VétSina rozptylenych bunéénych kultur
preferuji niz$i kyslikové napéti, a nékteré systémy (napt. lidské ndadorové bunky
v klonogennim testu), a lidské embryonalni plicni fibroblasty [PREISSMANN et al.,
1997]. McKeehan et al. [1976] uvadi, ze s kyslikem souvisi pozadavek na selen v médiu.

Selen je kofaktorem v syntéze glutathionu.

6.7 Antibiotika

Vyznamnym prevenénim agens v mediich jsou antibiotika. Pro své pouziti maji své
kritéria, kterymi jsou: nesmi inhibovat rust a ani ovliviiovat metabolismus bunék, musi
ochranovat kulturu po celou dobu experimentu, musi byt netoxické a bezpecné pro
uzivatele, kompatibilni s ostatnimi slozkami média a rozpustné v netoxickych
rozpoustédlech [LESKO, 1975]. Funkci antibiotik v kultivaénim médiu je ochrana proti
mikroorganismim — nejcastéji se pouziva penicilin/ streptomycin nebo gentamycin,
prilezitostné tetracyklin. Jako nejbéznéjsi selekeni antibiotika pro savéi bunky se pouzivaji
G418 / Neomycin, Hygromycin B a Puromycin a mezi specidlni patifi Mitomycin C
[DAMIANAKI et al., 2000].
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7 PRACE S KULTURAMI

Cisté materialy se podle své odolnosti sterilizuji autoklavovanim pii 120°C 20 az 30 minut.
Sem se zafazuji piedevSsim solné roztoky, nékteré pufry, agar, zelatina apod. Sklo se
sterilizuje suchym teplem pii 180°C 3 az 4 hodiny a vzacné nékteré plasty pii 120°C.
Povrchy jako jsou plasty a sklo se sterilizuji zafenim gama vzacné i UV. Filtrovanim se
pak cisti vzduch (HEPA filtry s pory 0,3 um) ¢&i roztoky (média a séra s pory 0,2 um).
Omytim 2 — 5% aldehydy, 70% EtOH, 2 — 5% fenoly, 5 — 10% peroxidy vodiku, Ize
sterilizovat nastroje, pracovni plochy, nékteré plasty a sklo. Plamenem lze sterilizovat
kovy, sklo a parami alkylaénich Ccinidel, které se pouzivaji nékdy s kombinaci
s autoklavovanim (ethylén oxid). Specialni aplikacemi jako je dekontaminace filtrt flow-
boxti a dekontaminace mistnosti (formaldehydem) je vzdy problémem pro obsluhu
[AUSUBEL et al., 2002].

7.1 Zamrazovani a zchlazovani bunék

Zamrazovani bunék se provadi v kultivatnim médiu se zvySenym obsahem séra
(20 — 100 %), nebo sérem skoncentraci 10 — 50 % ve kterém je piidavek DMSO
(5 —10%) anebo vzacné se sérem 10 — 50 % ve kterém je piidavek glycerolu (10 %).
Buriky je tfeba zchlazovat postupné na - 80°C. K trvalému uchovéani se poté pienesou do
ultra-hlubokomraziciho boxu (- 185°C), nebo do tekutého dusiku (- 196°C). Pro zamraZeni
je vhodné pouzivat vysoké koncentrace bungk (>10" bundk/ ml média). Aby se buiky
neposkodili mrazem, tak je chrani vhodné kryokonzervacni latky (nejcastéji se pouziva

DMSO - dimetylsulfoxid) [SAMBROK et al., 1989].

Zchlazovani se musi provadét postupné a pomalu. Provadi se v 1azni s izopropylalkoholem
(R. T), pak se pienasi do hlubokommraziciho boxu, ve kterém je teplota - 80 °C, zde
teplota klesa rychlosti 1°C / 1 min. Nakonec se kultury zanotuji do par tekutého dusiku.
V termoisolacnim materidlu (napf. pénovy polystyren) se builkky davaji pfimo do
hlubokomraziciho boxu a po 1 — 3 dnech se uskladni k trvalému uchovani [CELLIS et al.,
1994].
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7.2 Rozmrazovani bunék

Rozmrazovani bun¢k se musi provadét rychle. Proto je tieba bunky rychle prevést
Z hlubokého zamrazeni na kultivacni teplotu, odstranit zamrazovaci médium (centrifugaci)
a provést vysev Kk dalsi kultivaci. Druhy den po vyseti je vhodné vyménit kultivaéni
médium za nové a odstranit tak zbytky bunck, které zamrazeni / rozmrazeni neptezily

[ALBERTS et al., 1998].

7.3 Preprava bunék

Buiiky se piepravuji v zamraZzeném stavu v tekutém dusiku (v termosce nebo lokalni
prepravou). Na velké vzdalenosti v isola¢nim boxu se suchym ledem (CO,). Je mozna také
pteprava V zivé kultufe, v kultivaéni nadobce s nadbytkem média (v zAvislosti na
buné&cném typu 1 — 3 dny). Tkané (s vyjimkou krve) se piepravuji podchlazené (ne zmrzlé)
ve vyzivnych médiich, ¢asto s kryo-protektivy [SPECTOR; GOLDMAN, 1998].

7.4 Monitoring infekce

Je dulezité provadét monitoring kvili ristu nezddoucich mikroorganismii. Mohou to byt
chomacky plisni, pucici buniky kvasinek, kulovité nebo vlaknité fetizky bakterii. Pokud
je kultura infikovana dochazi zpravidla k rychlému vycerpdni média (zména barvy z
¢ervené na zlutou — pokles pH). Buriky $patné rostou, nemaji spravny tvar, adherentni se
pousti z podkladu (zkreslovani vysledku experimenti). Proto se provadi mikroskopické
barveni na celkovou DNA (zviditelnéni mikroorganismil), zejména endoparazitd.
Nésleduje stanoveni specifickych antigenti (imunocytochemie, western blot). Tato metoda
umoznuje detekci specifickych sekvenci jednotlivych mikroorganismi PCR metodou a
kontrolni kultivaci médii samotnych nebo po ptidavku specifickych substrati. Vysledky
experimentll nejsou reprodukovatelné, jsou chaotické a bunky jsou citlivejsi ke stresu

[YAMADA; GEIGER, 1997].
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II. PRAKTICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 46

8 METODIKA

Cilem prace bylo zjisténi vlivu polyfenolti obsazenych v kvétech ¢ty druht bylin na
proliferaci eukaryotickych bun¢k. V prvni fazi byla provedena extrakce polyfenoli z kvéta
a upravena jejich koncentrace pro provedeni néslednych testi. V druhé fazi pak byly buiiky
kultivovany za pfitomnosti definované koncentrace polyfenoli Vv kultivaénim médiu.
Proliferace byla vyhodnocena pomoci spektroskopického testu MTT zalozeného na

metabolické aktivité bunék.

8.1 Podminky extrakce

Polyfenolické latky byly extrahovany z kvéta ¢tyt druhtt bylin: sedmikrasky chudobky
(Bellis perennis), smetanky l¢katské (Taraxacum officinale), kozi brady luéni (Tragopogon
pratensis) a ¢ekanky obecné (Cichorium intybus). Kvéty byly bezprostiedné po fezu
zmrazeny na teplotu - 40 °C a pfi této teploté byly dale uchovany. Extrakce byla provedena
podle prace Hakimuddin et al. [2008] s modifikacemi. Zmrazené kvéty bylin byly
homogenizovany v 90% metanolu (2 ml/g) a nasledné extrahovany pfi teploté 4°C po dobu
30 minut. Extrakty se po extrakci odstiedili pomoci centrifugy pii 1990 otac¢kach za minutu
po dobu deseti minut. Odstiedéni bylo pouzito k oddéleni supernatantu obsahujiciho
vyextrahované latky. Sediment se dale pouzil k nové extrakci. Tento proces byl opakovan
tiikrat. Pro zakoncentrovani extraktd na cilovou koncentraci 1000 pg/0,1ml byl
methanolovy extrakt odpatfen ve vakuové digitalni odparce pii 40°C. Extrakty byly dale

uchovavany pii teploté - 20°C.

8.2 Kultivace bunék

Antiproliferacni test byl proveden pomoci dvou bunéénych linii. Prvni linii byly lidské
keratinocyty (HaCaT; Human immortalized non-tumorigenic keratinocyte), které poskytla
firma Cell Lines Service (Catalog No. 300493) [BOUKAMP et al., 1988]. Jako kultivaéni
medium bylo pouzito (Dulbecco’s Mofified Eagle Medium se zvySenym obsahem glukozy
s pridavkem 10% fetalniho hovéziho séra a obsahem antibiotik Penicillin/ Streptomycin,
100 U/ml (100 pg/ml; PAA Laboratorie GmbH, Rakousko). Druhou bunéénou linii byly
lidskeé hepatocyty (HepG2; Human hepatocellular carcinoma cell line ATCC, HB-8065).

HepG2 byly kultivovany v Eagle’s Minimum Essential médium s piidavkem 10% fetalniho
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hovéziho séra, 2 mM L-glutaminu a 50 pg/ml gentamycinu (PAA Laboratorie GmbH,
Rakousko).

8.3 Antiproliferacni test

Vzorky byly dezinfikovany vystavenim UV zafeni (258 nm, UV-C Long Life 30
W/G30TB, Phillips, Holandsko). Extrakty byly nafedény v kultivaénim médiu na finalni
koncentrace: 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml. Tyto roztoky byly pouzity do 24 hodin od nafedéni.
Bunky byly ptredkultivovany v 96-ti  jamkovych testovacich destickach pti vychozi
koncentraci 1x10° bun&k/ml média, v jedné jamce tak bylo pfi zahéjeni testu 1x10* bungk.
Bunky byly ptekultivovany 24 hodin v pfipadé HaCaT a 48 hodin v ptipadé HepG2 z
divodu rizné rychlého ristu bunék téchto linii. Jako kontrola byla pouzita kultivace bunék
bez piidavku extrakti. Pro posouzeni antiprolifera¢ni aktivity byl pouzit MTT test
(Invitrogen Corporation, USA). Vyhodnoceni bylo provedeno v ptipadé HaCaT po tiech a
Sesti dnech kultivace, v piipadé HepG2 po ¢tyfech a osmi dnech. Inkubace probihala pii
37°C v 5% atmosféte CO, MTT test je zaloZen na redukci zlutého solubilniho 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan.
Formazan jsou modré krystaly hvézdicovitétho tvaru. Tato reakce probiha na
mitochondrialni membrané Zivych bunék. Formazan se rozpusti pfidanim silného
detergentu, v nasem piipadé byl pouzit dimethylsulfoxid, a zabarveni se vyhodnocuje
spektrofotometricky — absorbance byla métena pti vinoveé délce 540 nm pomoci Sunrise
microplate absorbance reader (Tecan, Svycarsko). Hodnota absorbance roztoku odpovida
mnozstvi Zivych bundk. Zivotaschopnost bunék byla vyjadiena jako absolutni hodnota
absorbance jednotlivych koncentraci extraktl, popfipadé absorbance bunék kultivované v
Cistém médiu bez extraktli. VSechny testy byly provedeny ¢tyfikrat. Pro zobrazeni bunék a
ziskani mikrosnimkd pro fotodokumentaci byl pouzit invertovany mikroskop s fazovym
kontrastem (Olympus, CKX41). Statistické prikaznosti rozdila mezi pozorovanymi

absorbancemi byla zjisténa T-testem.

8.4 Stanoveni obsahu polyfenolii

Stanoveni obsahu polyfenolti nebylo predmétem predkladané prace, nicméné jsou dulezité
pro vysvétleni zjisténych vysledkti a proto jsou zde uvedeny. Celkové polyfenoly byly

stanoveny na principu spektrofotometrického méfeni. Standartni roztok taninu byl
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pfipraven z 50 mg taninu rozpusténého ve 100 ml vody. Ze standardniho roztoku taninu
bylo odpipetovadno do Sesti 50 ml odmérnych ban¢k o objemu 0,2, 0,3, 0,4 a 0,5 ml.
Do sedmé 50 ml odmérné banky se odpipetovalo 1 ml ¢irého extraktu a ziedil se podle
potieby s destilovanou vodou. Do kazdé bariky bylo pfidano 20 ml destilované vody a 1 ml
Folin — Ciocalteau ¢inidla. Po tfech minutach bylo piidano 5 ml 20% roztoku Na,COs.
Obsah se promichal a doplnil destilovanou vodou po rysku. Po 30 minutich se zméfila

intenzita zbarveni pii 700 nm proti slepému pokusu [SAMBROOK et al., 1989].

V kvétech bylin sedmikrasky chodobky (Bellis perennis), kozi brady luéni (Tragapogon
pratensis), smetanky obecné (Taraxacum officinale) a ¢ekanky obecné (Cichorium intybus)
bylo detekovano sedm riznych polyfenolt (kyselina gallova, Kyselina vanilova, kyselina
kavova, kyselina erukova, rutin, resveratrol a kyselina sinapova). Obsah polyfenold

v extraktech a Cerstvych kvétech jsou uvedeny v Tab. 2.

Tab. 2: Obsah jednotlivych polyfenoli v kvétech

Bellis Tragapogon Taraxacum Cichorium
perennis pratensis officinale intybus
Extrakt Cersvtvy Extrakt Cersvtvy Extrakt Cers:tvy Extrakt Cersvtvy
Polyfenoly kvét kvét kvét kvét
(Mg/ml)  (ng/g)  (ng/ml)  (ug/g) (ug/ml) (ug/g)  (ng/ml)  (ng/s)
Kyselina /e 161 6615 22616 17.65 6598 1,06 366
gallova
Kyselina 5 17 35139 / / 331 1239 52557 /
vanilova
Kyselina 1) o3 4895 1368 4678 / / / 1808,32
kavova
Kyselina 1 g31 97 3319 / / 135 4.65
ferulova
Rutin 08 277 439 1501 074 278 / /
Resveratrol 1507 5184 068 234 1099 4109 273 9.42
Kyselina / 528 1805 2372 8866 0,49 17

sinapova
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8.5 Antimikrobidalni test

Antimikrobiélni test se provadi pomoci diskové diftizni metody. U které se méfi velikost
inhibiéni zény. Cilem této metody je zjistit zda pouzité mnozstvi extraktu
polyfenolt (v nasem piipadé bylo pouzito 15 pl) ze vzorkl kvéta bylin ma pozitivni nebo

negativni vliv na antimikrobialni efekt mikroorganismti.

8.5.1 Diskova difuzni metoda

Antimikrobialni efekt polyfenolii extrahovanych z kvéti bylin na mikroorganismy byl
proveden pomoci diskové difizni metody. K tomuto byly pouzity totozné extrakty z kveétu,
jako v pfedchozim testu. K inokulaci byly pouzity mikroorganismy: E. coli (CCM 4517),
S. aureus (CCM 4516), C. albicans (CCM 8215) a A. niger (CCM 8222). Mikroorganismy
byly nao¢kovany pomoci sterilni klicky do 12 ml fyziologického roztoku. Timto zpiisobem
se pripravila suspenze mikroorganismi. Pomoci sterilniho vatového tamponu na Spejli se
suspenze mikroorganismii rozetiele po povrchu Mueller-Hintova agaru. Nasledné se
kultura pfi pokojové teploté na povrchu ptdy nechala zaschnout po dobu 5 — 10 minut. Pak
se na povrch Mueller-Hintonova agaru polozily pomoci sterilni pinzety dvé sterilni kolecka
filtratniho papiru o velikosti 10 mm. Na tyto kolecka bylo naneseno pomoci mikropipety
15 ul vzorku extraktu z kvétu pouzitych bylin. Jako slepy pokus byl na tfeti kole¢ko
filtratniho papiru misto extraktu nanasen methanol (15 pl). Takto ptipravené petriho misky
se nechaly nékolik minut zaschnout pfi pokojové teploté. Na obrazku 9. je uveden ptiklad
z testu extraktu kvétu C. intybus za pouziti plisné A. niger. Déle se nechaly inkubovat pfi
teploté 35 °C po dobu 24 hodin pro bakterie (E. coli, S. aureus) a pro plisn¢ a kvasinky
(A. niger, C. albicans) pfti teploté 25°C po dobu 3 — 5 dnti. Po uplynuti doby inkubace byla
zmétena velikost priméru inhibi¢ni.

Obrazek 9: Petriho miska extraktu kvétu z C. intybus za pouziti plisné A. niger

=
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9 VYSLEDKY

Antiprolifera¢ni vliv riznych koncentraci polyfenolickych slou¢enin extrahovanych
Z jednotlivych kvétt na bunky linie HaCaT pomoci MTT testu popisuje Tab. 3. Vyjadiuje
prukazné rozdily mezi praméry absorbance extraktti a kontroly. U kontroly byla pomoci
MTT testu naméfena primérna hodnota absorbance 0,54 se smérodatnou odchylkou 0,09.
Jak je vidét z Tab. 3. bunky linie HaCaT inkubované v pfitomnosti vytazka z kvétt maji
nizsi proliferaci ve srovnani s kontrolou. Vyjimkou je koncentrace 5 pg/ml u T. officinale,
kterd od kontroly s priamérnou hodnotou 0,54 + 0,09 stoupla na pramérnou hodnotu
absorbance 0,62 + 0,04. U koncentraci 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml u kvétu B. perennis
u kterych byly pomoci MTT testu naméfeny pramérné hodnoty absorbance 0,22, 0,20,
0,20, 0,30, 0,48, které se pohybovaly pod primérnou hodnotou absorbance kontroly 0,54 se
statisticky vyznamé lis§i. Hodnoty absorbance u extraktu T. pratensis s hodnotami
absorbance 0,20, 0,39, 0,39, 0,48 a 0,42 se také statisticky vyznamné lisi od absorbance
kontroly. Koncentrace 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml s primérnymi hodnotami absorbance 0,26,
0,44, 0,45 0,62, a 0,38 se smerodatnymi odchylkami 0,03, 0,08, 0,05, 0,04 a 0,06 u kvétu
T. officinale, tak jako Uc¢inky koncentrace extrakti u piedchozich kvéti se statisticky
vyznamng 1isi oproti kontrole. Posledni bylinou, ktera byla pouzita byl kvét z C. intybus.
U tohoto kvétu s primérnymi hodnotami absorbance 0,20, 0,37, 0,42, 0,48 0,32 a
smérodatnymi odchylkami 0,03, 0,02, 0,05, 0,07 a 0,01 bylo dasazeno také statisticky
vyznamnych rozdilti. Vyjimkou u kvétu C. intybus je koncentrace 5 pug/ml s primérnou
hodnotou absorbance 0,48 se smérodatnou odchylkou 0,07, kde nebyl zjistén statisticky

prukazny rozdil mezi kontrolou a primérnou hodnotou absorbance vzorku.
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Tab. 3: Antiprolifera¢ni vliv riznych koncentraci polyfenolickych sloucenin obsaZenych

Vv jednotlivych kvétech na bunky linie HaCaT pomoci MTT testu (pramérnd hodnota +

smérodatna odchylka)

Bellis perennis 50 pg/ml 0,2245 £ 0,0293**
Bellis perennis 25 pg/ml 0,2046 + 0,0209**
Bellis perennis 10 pg/ml 0,1986 + 0,0123**
Bellis perennis 5 pg/ml 0,3024 + 0,0422**
Bellis perennis 1 pg/ml 0,4801 + 0,0682**
Tragopogon pratensis 50 ug/ml 0,2013 £ 0,0227**
Tragopogon pratensis 25 pg/mi 0,3854 + 0,0321**
Tragopogon pratensis 10 ug/ml 0,3859 £ 0,0809**
Tragopogon pratensis 5 ug/ml 0,4762 + 0,0369**
Tragopogon pratensis 1 ug/ml 0,4223 + 0,0722**
Taraxacacum officinale 50 pg/ml 0,2673 £ 0,0252**
Taraxacum officinale 25 pg/ml 0,4363 £ 0,0754**
Taraxacum officinale 10 pug/ml 0,4473 £ 0,0467**
Taraxacum officinale 5 ug/mi 0,6229 + 0,0401**
Taraxacum officinale 1 pg/mi 0,3805 + 0,0571**
Cichorium intybus 50 pg/ml 0,2012 £ 0,0323**
Cichorium intybus 25 pg/ml 0,3707 £ 0,0243**
Cichorium intybus 10 ug/ml 0,4193 + 0,0519**
Cichorium intybus 5 pg/mi 0,4840 + 0,0725
Cichorium intybus 1 pg/ml 0,3191 + 0,0102**
Kontrola 0,5351 + 0,0874*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech jsou statisticky prikazné P < 0,05 (*, **)
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9.1 Vliv polyfenolu na lidské keratinocyty

Z kazdého vzorku kvétu jsou uvedeny v grafu zéznamy dle koncentrace extraktu, ktery byl
pouzit. Polyfenolické latky byly pouzity v koncentracich 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml, 5
pg/ml a 1 pg/ml. Grafy 1. — 4. popisuji vliv polyfenold z extrakti danych druht kvétt na
buniky linie HaCaT. Grafy ukazuji na primérné hodnoty absorbance vyjadiujici pocet
bun¢k v porovnani s kontrolnim meéfenim. Mira absorbance vyjadifuje zaroven miru

proliferace. V grafech je kontrolni méfteni, které je znazornéno vzdy jako posledni.

9.1.1 Sedmikraska chudobka (Bellis perennis)

V grafu 1. jsou zaznamenany vysledky pasobeni vlivu polyfenoli extrahovanych z kvéta
B. perenis na buiky linie HaCaT. V grafu je zaznamenéna také kontrola, kterd je
zndzornéna jako posledni. Kontrola dosahuje primérné hodnoty absorbance 0,54
a smérodatné odchylky 0,09. Jak je vidét tak pii koncentraci 50 pg/ml klesla primérna
hodnota absorbance v porovnani s kontrolou z 0,54 na 0,22 se smérodatnou odchylkou
0,03. Druha koncentrace 25 pg/ml méla od koncentrace 50 pg/ml hodnotu absorbance jen
00,02 nizsi (0,20) se smérodatnou odchylkou 0,02. Pii koncentraci 10 pg/ml Klesla
prumérna hodnota od kontroly 0,54 az na 0,20 se smérodatnou odchylkou 0,01. Vyhodnoti-
li se totéz, ale procentualné, tak zde byl zaznamenan pokles proliferace o 65 %. Pfi této
koncentraci je viditelné nejvétsi rozdil v proliferaci a to ze vSech méfenych koncentraci
u bunék linie HaCaT. Koncentrace 5 pg/ml s absorbanci 0,30 £+ 0,04 a koncentrace 1 pg/ml
s absorbanci 0,50 + 0,07 ovlivnili antiproliferaci U¢inek pozitivné ale ne natolik jako

koncentrace vyssi nez 5 pg/ml.
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Graf 1. Antiproliferaéni efekt extraktu B. perennis na bunky linie HaCaT (primér +
smérodatnd odchylka)
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9.1.2 Kozi brada lu¢ni (Tragopogon pratensis)

Graf 2. popisuje vysledky méfeni extraktti z kvétd T. pratensis na buiky linie HaCaT.
Kontrolni méfeni bylo stejné, jako u piedchoziho kvétu B. perennis. Antiproliferaéni
0,42 = 0,07. Pfidanim 5 pg polyfenoli na 1ml média klesla primérna absorbance oproti
kontrole z 0,54 + 0,09 na 0,48 + 0,04. Pii koncentraci 10 pg/ml doslo ke snizeni primérné
hodnoty absorbance na 0,39. U koncentrace 25 pug/ml se pramérna hodnota absorbance
rovnala koncentraci 10 pg/ml (0,39). Nejvyssiho antiproliferaéniho G¢inku dosahla nejvyssi
koncentrace 50 pg/ml, ktera snizila pramémou hodnotu absorbance na 0,20 se
smérodatnou odchylkou + 0,02. U této koncentrace byl zaznamenén pokles od kontrolniho

méfeni 0 63 %.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka o4

Graf 2: Antiproliferaéni efekt extraktu T. pratensis na bunky line HaCaT (prumér +

smérodatnd odchylka)
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9.1.3 Smetanka lékarska (Taraxacum officinale)

Graf 3. poukazuje na vliv polyfenold z extrakti kvétu T. officinale. Nejvyssi koncentrace
50 pg/ml snizila absorbanci od kontrolniho méfeni z 0,54 + 0,09 nejvice a to na 0,27 +
0,02. Tato koncentrace statisticky vyznamné ovlivnila proliferaci oproti kontrole.
Koncentrace 25 pg/ml s primérnou hodnotou 0,44 se smérodatnou odchylkou 0,08
vykazovala pozitivni antiprolifera¢ni Gcinek, ale ne natolik jako koncentrace 50 pg/ml.

Stejné tak koncentrace 10 pg/ml s primérnou hodnotou 0,45 a smérodatnou odchylkou

misto k poklesu hodnoty absorbance od kontroly 0,54 k vzestupu az na hodnotu 0,63

se smérodatnou odchylkou 0,04. Tato koncentrace dokonce zvysila proliferani aktivitu.
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Koncentrace 1 pg/ml s praimérnou hodnotou 0,38 a smérodatnou odchylkou 0,06 méla

také pozitivni u¢inek a hodnoty proliferace statisticky vyznamné ovlivnila.

Graf 3: Antiproliferacni efekt extraktu T. officinale na bunky linie HaCaT (pramér +

smérodatnd odchylka)
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9.1.4 Cekanka obecna (Cichorium intybus)

Posledni vybranou bylinou byl pouzit kvét z C. intybus (graf 4). Koncentraci 50 pg/ml
s primérnou hodnotou absorbance 0,20 a smérodatnou odchylkou 0,03 méla nejvyssi
antiproliferacni ucinek. U této koncentrace byl zaznamenan nejvy$$i pokles hodnoty
absorbance od kontroly z 0,54 £ 0,08 na 0,20 = 0,03. Procentualné se hodnota absorbance
snizila od kontroly o 63 %. Stejné tak koncentrace 25 pg/ml s hodnotou absorbance 0,37 +
0,03 a 10 pg/ml s primérnou hodnotu absorbance 0,42 + 0,05 Gc¢inek proliferace ovlivnily

statisticky vyznamné. U koncentrace 5 pg/ml s hodnotou absorbance byl zaznamenan jen
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mirny pokles pramérné hodnoty absorbance od kontroly z 0,54 + 0,09 na 0,48 + 0,07.
Hodnota absorbance 0,48 je hodnotou nejvyssi ze vSech hodnot absorbanci u bun¢k linii
HaCaT. Procentualné doslo k poklesu proliferace jen 0 12 %. Nejnizsi koncetrace 1 pug/ml
s pramérnou hodnotou absorbance 0,32 dosdhla smérodatné odchylky + 0,01. TakZe tato

koncentrace také ovlivnila antiprolifera¢ni u¢inek.

Graf 4: Antiproliferacni efekt extraktu C. intybus na bunky linie HaCaT (primér +
smérodatna odchylka)
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9.2 Vliv polyfenolu na lidské hepatocyty

Antiprolifera¢ni vliv riznych koncentraci polyfenolickych slou¢enin extrahovanych
Z jednotlivych kvéta na bunky linie HepG2 pomoci MTT testu popisuje Tab. 4. vyjadiuje
prukazné rozdily mezi praméry absorbance extraktti a kontroly. U kontroly byla pomoci
MTT testu naméfena primérna hodnota absorbance 0,74 se smérodatnou odchylkou 0,19.
Koncentrace 50, 25, 10, 5 a 1 pg/ml u B. perennis u kterych byly pomoci MTT testu
naméfeny prumérné hodnoty absorbance 0,17, 0,16, 0,66, 0,89 a 0,88 se statisticky
vyznamné¢ li$i. Vyjimku tvoii koncentrace 10 pg/ml u které neexistuje statisticky pritkazny
rozdil mezi kontrolou a primérnou hodnotou absorbance vzorku. U pouzitého kvétu z
T. pratensis u koncentrace 50 pg/ml s hodnotami absorbance 0,60 + 0,11 a 10 pg/mi
s hodnotou absorbance 0,50 + 0,07 se hodnoty absorbance vyznamné 1isi od absorbance
kontroly. Jinak koncentrace 25 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml s hodnotami absorbance 0,71,
0,64, 0,87 a smérodatnymi ochylkami 0,13, 0,05 a 0,25 nedosahly statisticky vyznamnych
rozdila oproti kontrole.

Koncentrace 50, 25, 10, 5a 1 pg/ml s praimérnymi hodnotami absorbance 1,75, 0,91, 1,30,
0,95, 0,79 a smérodatnymi odchylkami 0,15, 0,19, 0,22, 0,21, 0,16 u kvétu T. officinale se
statisticky vyznamné li§i. Vyjimku tvofi jen koncentrace 1 pg/ml, ktera statistickou
vyznamnost neovlivnila. Posledni bylinou, kterd byla pouzita byl kvét z C. intybus.
U tohoto kvétu u koncentraci 50 pg/ml s praimérnou hodnotou absorbance 0,60 + 0,13 a 10
pg/ml s pramérnou hodnotou 0,61 * 0,06 se hodnoty absorbance statisticky vyznamné 1isi
od absorbance kontroly. U zbyvajicich koncentraci (25 pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml)
S primérnymi hodnotami absorbance 0,75, 0,74, 0,78 a smérodatnymi odchylkami 0,12,
0,10, 0,17 nebyl zjistén statisticky prikazny rozdil mezi kontrolou a primérnou hodnotou

absorbance vzorku.

V nésledujicich grafech (5. — 8.) byly posuzovany stejné druhy kvétd jako u bunék linii
HaCaT, pouze byly pouzity hepatocyty (HepG2). Koncentrace polyfenolickych latek
Vv extraktu byly pouzity stejné, jako u bun¢k linie HaCaT 50 pg/ml, 25 pg/ml, 10 pg/ml,
5 ug/mlal pg/ml.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

Tab. 4: Antiprolifera¢ni vliv riznych koncentraci polyfenolickych sloucenin obsaZzenych

Vv jednotlivych kvétech na bunky linie HepG2 pomoci MTT testu (pramérnd hodnota +

smérodatna odchylka)

Bellis perennis 50 pg/ml 0,1684 + 0,0157**
Bellis perennis 25 pg/mi 0,1595 + 0,0139**
Bellis perennis 10 pg/mi 0,6603 £ 0,0900
Bellis perennis 5 pg/ml 0,8897 + 0,1339**
Bellis perennis 1 pg/ml 0,8888 + 0,1233**
Tragopogon pratensis 50 ug/ml 0,5955 + 0,1132**
Tragopogon pratensis 25 pg/ml 0,7103 £ 0,1259
Tragopogon pratensis 10 ug/ml 0,4963 £ 0,0668**
Tragopogon pratensis 5 pg/ml 0,6445 + 0,0484
Tragopogon pratensis 1 ug/ml 0,8716 + 0,2497
Taraxacacum officinale 50 pg/ml 1,7482 + 0,1545**
Taraxacum officinale 25 pg/ml 0,9147 £ 0,1939**
Taraxacum officinale 10 pg/ml 1,3009 + 0,2168**
Taraxacum officinale 5 pg/ml 0,9511 £ 0,2117**
Taraxacum officinale 1 pg/ml 0,7866 + 0,1557
Cichorium intybus 50 pg/ml 0,5898 + 0,1297**
Cichorium intybus 25 pg/ml 0,7453 £ 0,1229
Cichorium intybus 10 pg/ml 0,6119 £ 0,0590**
Cichorium intybus 5 pg/ml 0,7447 + 0,1060
Cichorium intybus 1 pg/ml 0,7763 +0,1728
Kontrola 0,7443 + 0,1920*

Pozn.: Hodnoty lisici se v hornich indexech jsou statisticky prikazné P < 0,05 (*, **)
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9.2.1 Sedmikraska chudobka (Bellis perennis)

Vysledky antiproliferaéniho ucinku B. perennis na HepG2 uvadi graf 5. U kontrolniho
méieni byla naméfena hodnota absorbance 0,74 + 0,19. Nejvysiho antiproliferacniho
u¢inku u tohoto kvétu bylo dosazeno u koncentraci 50 a 25 pg/ml, u kterych byl
zaznamenan nejveétsi pokles primérné hodnoty absorbance oproti kontrole z 0,74 aZz na
0,17 a 0,16 se stejnymi smérodatnymi odchylkami 0,01. U téchto dvou koncentraci byl
zaznamenan nejvySs$i pokles v proliferaci. Vyhodnoti-li se totéz procentualné, byl zde
zaznamenan pokles proliferace u koncentrace 50 pg/ml 0 77 % a pti koncentrace 25 pg/ml
az 80 %. Koncentrace 10 pg/ml proliferaci ovlivnila méné nez ptedchozi koncentrace,
protoze u ni doslo k poklesu od hodnoty absorbance od kontroly z 0,74 + 0,19 jen na 0,66 *
0,09. Koncentrace 5 pg/ml a 1 pg/ml proliferaci statisticky vyznamné¢ neovlivnily, protoze
zde byl misto poklesu zaznamenan nartst primérné hodnoty absorbance od kontroly
hodnoty absorbance. U koncentrace 5 pg/ml vrostla primérna hodnota absorbance
od kontroly z 0,75 na 0,89 £+ 0,13 a u koncentrace 1 pg/ ml z 0,75 na 0,88 + 0,12. Tyto

koncentrace proliferacni aktivitu dokonce zvysily.

Graf 5: Antiproliferaéni efekt extraktu B. perennis na bunky linie HepG2 (primér =+

smérodatna odchylka)
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9.2.2 Kaozi brada lu¢ni (Tragopogon pratensis)

neovlivnil proliferaci bun¢k linie HepG2, protoze u této koncentrace primérna hodnota
absorbance vzrostla od kontrolniho méfeni z 0,74 na 0,87 se smérodatnou odchylkou
0,25. Antiprolifera¢ni ucinek se projevil pii koncentrace Sug/ml, kde byl zaznamenan
pokles hodnoty absorbance od kontroly z 0,74 = 0,19 na 0,64 + 0,05. U koncentrace 10
pg/ml byl zaznamenan nejvys$si rozdil od kontrolniho méfeni s prumérnou hodnotou
absorbance 0,50 + 0,06. Tudiz tato koncentrace vyznamné ovlivnila proliferaci oproti
kontrole. Koncentrace 25 pg/ml a 50 pg/ml s primérnymi hodnotami absorbance 0,71
a 0,60 a smérodatnymi odchylkami 0,13 a 0,11 ucinek proliferace statisticky vyznamné

ovlivnili.

Graf 6: Antiproliferaéni efekt extraktu T. pratensis na bunky linie HepG2 (prumér +
smérodatnd odchylka)
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9.2.3 Smetanka lékarska (Taraxacum officinale)

Mg¢teni proliferace s pridanymi polyfenoly z T. officinale (graf 7.) pfinesla tyto vysledky:
Se zvySujici se koncentraci polyfenolt se oc¢ekavalo, Ze bude platit nepfima uméra jako
U ostatnich extraktd a proliferace se bude se zvySujici koncentraci polyfenolt snizovat.
V tomto piipadé se bunky chovaly piesné opacné a s rostouci koncentraci polyfenoli,
hodnoty absorbance také rostly. Pridanim polyfenold o nejvyssi koncentraci 50 pg/ml
polyfenoli byla zaznamenana velmi vysokd pramérna hodnota absorbance. U této
koncentrace hodnota absorbance vzrostla od kontroly z 0,74 az na 1,74 se smérodatnou
odchylkou 0,15. Tato hodnota absorbance je hodnotou nejvyssi ze vSech primérnych
hodnot absorbance u linie bunék HepG2. Koncentrace nizsi nez 50 pg/ml nevykazuji
antiprolifera¢ni u¢inek na bunky linie HepG2. U koncentrace 25 pg/ml doslo k vzestupu
hodnoty absorbance od kontroly na 0,91 £ 0,19, u koncentrace 10 pg/ml vzrostla hodnota
absorbance na 1,30 £ 0,22 u koncentrace 5 pg/ml hodnota absorbance vzrostla na 0,95 +

0,21 a u nejnizsi koncentrace 1 pg/m vrostla praimérna hodnota absorbance na 0,78 + 0,15.

Graf 7: Antiproliferac¢ni efekt extraktu T. officinale na bunky linie HepG2 (pramér +
smérodatna odchylka)
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9.2.4 Cekanka obecna (Cichorium intybus)

Poslednim vybranym kvétem byl C. intybus (graf 8). Koncentrace 50 pg/ml doséhla
antiprolifera¢niho G¢inku, protoZe jeji hodnota absorbance klesla od kontroly z 0,74 + 0,19
na 0,58 + 0,1. U koncentrace 25 pg/ml byla zaznamenéna hodnota absorbance 0,75 + 0,12,
coz je jen o 0,01 vyssi nez priimér absorbance kontroly 0,74 + 0,19. Tudiz tato koncentrace
vyznamn¢ proliferaci neovlivnila. U koncentrace 10 pg/ml doslo k poklesu hodnoty
absorbance od kontroly z 0,74 se smérodatnou odchylkou 0,19 na 0,61 se smérodatnou
odchylkou 0,06. Procentualné doslo k poklesu primérné hodnoty absorbance jen o 18 %.
U koncentrace 5 pg/ml byla zaznamenana pramérna hodnota absorbance 0,74 stejné jako
u kontroly 0,74, se smérodatnou odchylkou 0,10. U nejnizsi koncentrace 1 pg/ml doslo

taktéz k vzrustu hodnoty absorbance od kontroly z 0,74 na 0,77.

Graf 8: Antiproliferacni efekt extraktu C. intybus na bunky linie HepG2 (primér =+
smérodatnd odchylka)
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9.3 Antimikrobialni efekt

Antimikrobiélni efekt je dan pramérem S$ifky inhibi¢ni zoény. Inhibi¢ni zona byla
vyhodnocena primérem ze dvou petriho misek. U vSech pouzitych extraktt (T. officinale,
B. perennis, T. pratensis a C. intybus) méla velikost 0 mm viz. Tab. 5. Takze pouzité
mnozstvi 15 pg/ml polyfenolit extraktu z kvéti pouzitych bylin nevykazovala

antimikrobialni efekt.

Tab. 5: Deskova difuzni metoda (primér disku / $ifka inhibi¢ni zony)

Pramér* / §irka inhibi¢ni zony (mm)
E. coli S. aureus C. albicans A.niger
vVzorek (CCM 4517) | (CCM4516) | (CCM 8215) | (CCM 822)
1.2 1@l l2lal1l2|al1]l2
@
m'ika 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0
T.offcnale [ 10/0 10/0 10/0 10/0
m'; a110/0|10/0 10/0| 0/0 10/0| 10/0 10/0| 0/0
m'ika 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0
B. perennis m';ka 10/0|10/0 | 10/0 [ 10/0| 0/0 |10/0|10/0|10/0|10/0|10/0| 0/0 |10/0
m'gka 10/0 | 10/0 10/0| 0/0 10/0 | 10/0 10/0| 0/0
miika 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0
T. pratensis K 10/0 10/0 10/0 10/0
m'z a110/0| 10/0 10/0| 0/0 10/0| 10/0 10/0| 0/0
m'ika 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0 10/0 | 10/0
C.inybus | 10/0 10/0 10/0 10/0
> |10/0{ 100 10/0| 0/0 10/0 | 10/0 10/0| 0/0

*-1j. @ disku + 2x zdna
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9.4 Diskuze

V této diplomové praci byl sledovan vliv polyfenolti extrahovanych z kvétia sedmikrasky
chodobky (Bellis perennis), kozi brady lu¢ni (Tragapogon pratensis), smetanky obecné
(Taraxacum officinale) a ¢ekanky obecné (Cichorium intybus) na bunky dvou bunéénych
linii. Z kazdého vzorku bylo nafedéno pét koncentraci polyfenola (50 pg/ml, 25 pg/ml, 10
pg/ml, 5 pg/ml a 1 pg/ml) a tyto koncentrace se nechaly nasledné pusobit na lidské
keratinocyty (HaCaT) a hepatocyty (HepG2). Z vysledkid je ziejmé, Ze antiproliferacni
efekt se li§i v zavislosti na bylin¢ z nichz kvéty pochazely a na pouzité koncentraci

celkovych polyfenoltl v kultivacnim médiu.

V této praci dosahly nejvyssiho antiproliferaéniho G¢inku na buiiky obou bunéénych linii
extrakty z kvétu byliny B. perrenis u kterého u nejvyssi koncentrace piidanych polyfenolt
doslo k poklesu proliferace buné¢k linie HaCaT 0 63 % a u bungk linie HepG2 az o 79 %.
Autofi Kucekovd a kolektiv (2011) zkoumali antiproliferaéni ucinek bylin
(A. schoenoprasum, T. pratensis a R. acetosa) na bunky linie HaCaT. Pfisli na to, ze
fenolickeé slouceniny obsazené v téchto kvétech vyrazn€ snizuji proliferaci bungk.
Vysledky této studie dosahly hodnoty snizeni proliferace az o 80 %. K obdobnému zavéru
dospéli také Murugan et al. (2010), ktefi pouzili buiky linii HepG2 a Way et al. (2009) na
bunikach linie MCF-7. Nejvyssi celkovy obsah polyfenoli mél extrakt kvétu byliny
C. intybus, ktery se na antiproliferaénim G¢inku v pusobeni na bunky linie HaCaT déli
o druhé misto s extraktem kvétu byliny T. pratensis. Je tedy ziejmé, Ze vice nez celkovy
obsah polyfenold v kvétech ma vétsi vliv jednotlivych zastoupeni dil¢ich polyfenolu ve
smési. Tento fakt se muze pficist kyselin€ kavové, ktera v Cerstvém kvétu byliny C. intybus
zaujima nejvyssi obsah (1808, 32 pg/g) [HEIMLER et al., 2009]. Ve studii Jaganathan and
Mandal (2009) prokazali, Ze kyselina kavova v kombinaci s dal$imi antioxidanty ze
potlacuje nador tlustého stfeva u potkant. Chung et al. (2004) dokazal, Ze peroralni
podavani kyseliny kavové a fenyl kyseliny kavové (CAPE) snizila vznik jaternich metastaz.
Natarajan et al. (1996) prokazal, ze CAPE ma antimitogenické, antikarcinogenni,
Conforti et al. (2008) zjistili, ze kvét zbylin z C. intybus obsahuje nejvyssi obsah
polyfenolickych latek tak jako bylo zjisténo v této praci a ma pozitivni uc¢inek na melanom.
Vyznamné mnoZstvi polyfenold bylo stanoveno i v kvétu T. pratensis. Cerstvy kvét byliny

T. pratensis obsahuje 226,16 pg/g kyseliny gallové. Podle Proteos et al. (2008) obsah
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kyseliny gallové je napiiklad 15 pg/g susiny vzorku v eukalyptu a 26 pug/g v susiné vzorku
¢aje vyskytujiciho se v horach. Kyselina gallova je volnym radikalem s vyznamnymi
ucinky na buné¢nou proliferaci a indukuje apoptézu v fadé nadorovych bunéénych linii a
vykazuje selektivni toxicitu proti nadorovym bunkam [SOHI et al., 2003]. Nejnizsi
antiproliferacni efekt na bunky linie HaCaT vykazal extrakt kvétu byliny T. officinale
s nejmensim obsahem polyfenolt. Celkové se antiprolifera¢ni efekt na buriky linii HepG2
lisil od bunék linii HaCaT. Bylo zjisténo, ze nejvyssi celkové mnozstvi polyfenolti nemusi
mit vzdy nejvyrazngjsi tc¢inek na proliferaci bunék. Piikladem je extrakt kvétu byliny T.
officinale. Zde nejvyssi koncentrace polyfenolti vyznamné neovlivnila antiprolifera¢ni
efekt, zpusobyla misto poklesu proliferace zvySeni az na nejvy$si hodnotu absorbance u
bungk linii HepG2. Tento vysledek naznacuje, ze proliferace mize byt ovlivnéna i jinymi
extrahovanymi u¢innymi latkami, které nebyly v extraktech stanovovény. Zajimavymi
koncentracemi u bunék linii HepG2 jsou nizké koncentrace u kvétu byliny B. perennis,
které antiproliferacni aktivitu taktéz zvySily. U extraktu kvétu byliny C. intybus se
antiproliferacni efekt na buinky linie HepG2 pohyboval v rozmezi jen 18 — 20 % a u
extraktu kvétu T. pratensis v rozmezi 21 — 34 %. Zjisténou antiprolifera¢ni aktivitu
polyfenolu lze vysvétlit odlisnosti cilovych metabolickych a molekularnich bunéénych drah
kontrolujicich bunéénou proliferaci, diferenciaci a bunéénou smrt [LIN, 2002]. Podle Yeh a
Yen (2006) kyselina gallova, ktera je pfitomna ve vSech exktraktech zvySuje hladinu
fosforylovaného JNK (c-Jin N-koncova kinaza) a P38 a témét uplné blokuje inhibici drahy
P38 MAPK (mitogen activated protein kinase). Kyselina ferulova obsazena ve vSech
kvétech kromé kvétu T. officinale inhibuje aktivaci ERK (signal regulové kinazy).
Resveratrol, ktery se vyskytuje také ve vSech kvétech aktivuje, INK a P38 MAPK.
Resveratrol mé ochrany ucinek v lidskych bunikach karcinomu jater HepG2, které
vyvolavaji vétsSinu béznych funkci jater [SOLEAS et al, 1997]. Kyselina sinapova nalezena
ve vSech kvétech pouzitych bylin kromé kvétu byliny B. perennis se podili na MAPK dréaze
[FILOMENI et al., 2006]. V nedavné studii specifickych polyfenola frakce z brusinek se
ukazalo, ze dokaze indukovat apoptozu v nekolika lidskych bunéénych liniich karcinomu
prsu a brzdi progresi bunééného cyklu [FERGUSON et al., 2004]. Ve studiich tykajicich
se polyfenolu extrahovanych at’ z ¢aji, nebo z jinych rostlinnych materiala, se vysledky
ucinku polyfenolt shoduji. VétSina autorti vSak dodava, ze experimenty byly provedeny
s kulturami v podminkéach in vitro, které nemusi pIlné¢ odpovidat vysledkum, jez by

se ziskaly pfi in vivo testech. Ve studiich Hydeyuki et al. (2000) nalezli Zze epigallokatechin
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gallat (EGCG), hlavni polyfenol vyskytujici se v zeleném c¢aji a nékteré oligomery
vyskytujici se v 1é¢ivych rostinach vykazuji silnou cytotoxickou aktivitu proti lidskym
ustnim nadorovym bunéénym liniim (HSG, HSC-2). EGCG vykazuje zanedbatelnou nebo
slabou toxicity na normalni bunky (HGF). Ve studiich Kumar et al. (2006) zkoumali
antiprolifera¢ni aktivitu triterpenoidnych extraktli z kvétt stromu A. indica na bunééné
linie U937, HL-60, THP1 a B16. Jejich vysledky poukazuji na to ze antiprolifera¢ni efekt
tohoho kvétu predikuje moznost vyuziti v protinadoroveé terapii. Studie Srivastava et al.
(2006) hodnotily protinadorové vlastnosti z extraktu kvétu z M. chamomilla proti riznym
lidskym nadorovym bunéénym liniim. Tyto extrakty zptsobily minimalni inhibi¢ni reakce
V ristu na normalni bunky, zatimco vyznamné snizily zivatoschopnost bun¢k. Plsobeni
extraktu kvétu z byliny M. chamomilla vede k diferencidlni apoptéze v nadorovych
buiikach.

Z téchto zavéru vyplyva, Ze potencialni vyuziti pfirodnich polyfenolickych latek
obsazenych v kvétech pouzitych bylin a to jak pro lé¢bu tak prevenci nadorovych
onemocnéni. Vysledky naznacuji, ze antiproliferacni efekt neni zavisly vyhradné jen na
celkovém obsahu fenolikych latek nebo slozeni, ale muze byt ovlivnéna jinymi
extrahovanymi latkami, které nebyly stanovovany. Vysledky potvrzuji, ze i nizka

koncentrace polyfenolit mize potlacit proliferaci nadorovych bunék vyznamnou mérou.
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ZAVER

V diplomové praci bylo cilem popsat vliv polyfenolii extrahovanych z kvéta ¢tyt druht
bylin (B. perennis, T. officinale, T. pratensis a C. intybus) na bunétnou proliferaci
a porovnat vysledky s jinymi vyzkumy. Antiproliferacni efekt extrakt na eukaryotické
bunky byl vyhodnocen pomoci MTT testu na dvou bunéénych liniich (HaCaT a HepG2).
Tato prace se také zabyvala stanovenim antimikrobialnich vlastnosti téchto extraktl, které

vSak nemély zadny antimikrobialni efekt na pouzité mikroorganismy (E. coli, S. aureus,

C. albicans a A. niger).

Utinnost polyfenolti na buiiky Ize hodnotit ze dvou pohledii. Prvnim kritériem je
koncentrace a druhym je typ bunék, které byly k testu pouzity. Z pohledu vlivu pouzité
koncentrace na buiiky linie HaCaT vysel jako nejuc¢ingjsi kvét byliny B. perennis, které
pusobil vyznamné jiz v malych koncentracich. Na druhém misté se umistil kvét byliny
T. pratensis a C. intybus, které statisticky vyznamné ovlivnily proliferaci u vsech
koncentraci. A na poslednim misté se umistil kvét byliny T. officinale, ktery proliferaci
ovlivnil ve vSech koncentracich kromé& koncentrace 5 pg/ml. Z pohledu vlivu pouzité
koncentrace na buiky linie HepG2 vysel jako nejucingjsi kvét byliny B. perennis, které
pusobil vyznamné jenom ve vySSich koncentracich. Na druhém misté se umistil kvét byliny
T. pratensis, jehoz vysledky byly statisticky vyznamné v poloviné méréni a kvét bylin
C. intybus, ktery statisticky vyznamné ovlivnil proliferaci jen u koncentrace 10 pg/ml a 50
ug/ml. A vyjimku tvoii kvét byliny T. officinale, ktery proliferacni aktivitu bunek HepG2
neovlinil v zadné koncentraci. V celkovém hodnoceni antiproliferacni u¢innosti na bunky
linii z vybranych kvéti bylin, G¢inkovaly nejvice polyfenoly extrahované z kvétu byliny

B. perennis.
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XTT 2, 3-bis-(2-methoxy-4.nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide)
WST-1 Water soluble Tetrazolium

KVO Kardiovaskularni onemocnéni

BrdU Bromodeoxyuridine

FDA Fluorescindiacetat

ATCC American Type Culture Collection

HaCaT Lidské keratinocity

HepG2 Hepatocyty

uv Ultrafialové zateni

DNA Deoxyribonucleic acid

VIS Viditel4 ¢ast spektra

FACS Facial Action Coding System — kddovaci systém

Bcl-2 B-Cell lymphoma (bunéény kmen)

EDTA Ethylenediaminetetraacetis acid — kyselina ethylendiamintetraoctova
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TES (pufracni latka)
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