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V této piedkladané disertaéni praci jsou vysledky studii s intaktnimi plody Lonicera
caerulea L. a Vaccinium macrocarpon Ait. a jejich extrakty, které jsou vyuzitelné pro
vyzkum novych dopliki stravy.

Plody zimolezu modrého (L. caerulea L.) jsou vyznamné piedev§im obsahem
anthokyanini. V Evropé byla této rostliné dosud vénovana jen mald pozornost. Klikva
velkoploda (V. macrocarpon Ait.) je cenna zejména mnoZzstvim proanthokyaniding.
V tradi¢ni mediciné se plody V. macrocarpon Ait. vyuzivaji pii opakovanych infekcich
dolnich cest mo¢ovych.

Z plodi L. caerulea L. byly pfipraveny ethanolové extrakty a fenolova frakce pro
kvalitativni analyzu anthokyaninl. Extrakty pfipravené za laboratornich podminek
(extrakt L) a simulaci primyslové extrakce (extrakt P) byly nasledné srovnavany za ucelem
ovéfeni, zda piipadny transfer do primyslovych podminek nema negativni vliv na
vlastnosti extraktu. V obou extraktech byla stanovena koncentrace anthokyaning,
fenolovych kyselin a dalsich latek. Byly provedeny testy zhaseni DPPH radikalu, stanoveni
redukéni kapacity Folin-Ciocalteauovym ¢inidlem a na bunéénych kulturach lidskych
endotelovych bun&k byly extrakty testovany na cytotoxicitu. Nebyly nalezeny zadné
statisticky vyznamné rozdily mezi extrakty L a P jak analyzou aktivnich latek, tak pfi
testech na subbunécné a bunééné tirovni.

Lyofilizované plody L. caerulea L. a extrakty V. macrocarpon Ait. byly vyuzity jako
aktivni suroviny pii vyrob¢ tablet, které byly nasledné pouzity Vv ruznych obalech ve
stabilitnich studiich pro testovani fyzikalnich, chemickych a mikrobiologickych atributi.
Vzhledem Kk hygroskopickym vlastnostem lyofilizovanych plodt L. caerulea L. musely byt
stabilitni studie tablet Lonicera pfedcasné ukonceny. Jako nejvhodnéjsi obal pro zvyseni
stability téchto tablet se jevi PVC blistr s hlinikovou folii. Pfipravky S obsahem extrakti
V. macrocarpon Ait. vyhovovaly ve vSech ¢asovych bodech vSem sledovanym
parametrim. Piipravek sobsahem extraktu Hi-PAC (extrakt V. macrocarpon Ait.
standardizovany na proanthokyanidiny) nevykazoval béhem stabilitni studie zadné zmény
vredukéni kapacit¢ meéfené Folin-Ciocalteauovym Cinidlem, nicméné dochazelo
k postupnému snizovani obsahu vsech sledovanych proanthokyanidini. Obsah né&kterych
sledovanych polymerii proanthokyanidini s ¢asem stoupl.

S éerstvymi plody L. caerulea L. byla provedena interven¢ni studie. Cilem bylo

zjistit, zda sedmidenni konzumace plodi mtze ovlivnit markery oxida¢niho stresu v krvi
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a dale detekce metabolitii. Deset zdravych dobrovolniki, nekutraki, konzumovalo 165 g
Cerstvych plodi (ekvivalent 208 mg/den anthokyanint)/den. V krevnich vzorcich byly
analyzovany zakladni biochemické parametry a parametry oxida¢niho stresu a byla
provedena standardni analyza moci. Koncentrace flavonolti, anthokyanind, fenolovych a
jinych kyselin, jak volnych, tak konjugovanych, byla stanovena v plodech a v plazmé/moci
metodou HPLC/DAD-ESI-MS.

Celkova antioxidac¢ni kapacita plazmy nebyla intervenci ovlivnéna. Doslo ke zvySeni
hladin glutathionperoxidasy, Kkatalasy a latek reagujicich s thiobarbiturovou kyselinou
(TBARS) v erythrocytech a naopak ke snizeni TBARS v plazmé. Byly zaznamenany
pozitivni, ale statisticky nevyznamné zmény, ve sniZeni hladin produkti pokro¢ilé oxidace
proteinti a produkti oxidovaného LDL. Nejvice zastoupenym metabolitem byla hippurova
kyselina, jejiz hladina volné frakce se z 199238 pg/mg kreatininu zvySila na
476 937 ng/mg. Nejvétsi relativni narust byl zaznamenan u protokatechové kyseliny.
Béhem studie nebyly zaznamenany nezadouci ucinky a nebyly ovlivnény zadné
biochemické a hematologické parametry.

Plody L. caerulea L. a V. macrocarpon Ait. jsou vyuzitelné jako suroviny ve formé
intaktnich plodd, extrakti ¢i frakei v doplicich stravy. Jejich biologicka aktivita, potvrzena
lidi. Pro vyuziti v dopliicich stravy je nutné optimalizovat metodu zpracovani plodi a volbu

vhodnych obali ¢i 1ékovych forem pro udrzeni stability.

Klicova slova: Lonicera caerulea, Vaccinium macrocarpon, fenolové latky,
anthokyaniny, stabilitni studie, lidské endotelové bunky, bezpecnost, antioxidacni status,

hippurova kyselina, dihydroxybenzoova kyselina.
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This thesis describes the results of studies on the intact fruit of Lonicera caerulea L.
(blue honeysuckle) and Vaccinium macrocarpon Ait. (cranberry) and their extracts.

The fruit of the blue honeysuckle are particularly important for their anthocyanin
content. This plant has received little attention in Europe. Cranberry is especially valuable
along to its large amount of proanthocyanidins. In traditional medicine, the fruit of
V. macrocarpon . are used for repeated infections of the lower urinary tract.

The fruits of L. caerulea L. were prepared as ethanol extracts and phenolic fractions
for the qualitative analysis of anthocyanins. The extract prepared under laboratory
conditions (extract L) was compared with extract prepared by simulated industrial
extraction (extract P) in order to test whether the eventual transfer to industrial conditions
affects the extract properties. For both extracts, the concentration of anthocyanins, phenolic
acids and other substances were determined. Tests were carried out by the quenching DPPH
radicals method and by determination of Folin-Ciocalteu reducing capacity. The human
endothelial cell cultures were used for testing of cytotoxicity. No statistically significant
differences between extracts L and P from analysis of active substances, antioxidant tests
and tests on cellular level were found.

The lyophilized fruits of L. caerulea and extracts of V. macrocarpon were used as
active ingredients in the preparation of tablets, which were then used in various packages in
stability studies for testing physical, chemical and microbiological properties. Due to the
hygroscopic properties of the freeze-dried fruits of L. caerulea, the stability studies on the
tablets were aborted prematurely. The most suitable package for increasing the stability of
these tablets appears to be PVC blister with aluminum foil. Preparations containing extracts
of V. macrocarpon suit at all time points in all monitored parameters. The product
containing Hi-PAC (powdered cranberry juice standardized for proanthocyanidins) showed
no change in Folin-Ciocalteu reducing capacity. However, there was a significant reduction
in all identified proanthocyanidins. The content of some polymers of monitored
proanthocyanidins increased over time.

A pilot intervention study was carried out on L. caerulea fresh berries. The aim was
to determine whether a 7-day fruit consumption would affect oxidative stress markers in
blood and to study the urine metabolites. Ten healthy, non-smoking volunteers consumed

165 g/day fresh berries (208 mg/day anthocyanins) for one week. Basic biochemical and
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hematological parameters and markers of oxidative stress were determined in all blood
samples, and standard urinanalysis was performed. The content of phenolic acids, flavonols
and anthocyanins was determined in berries and urine by HPLC/DAD-ESI-MS.

The total antioxidative capacity in plasma was unaffected by the intervention.
Increase in glutathione peroxidase and catalase activities and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) level was found in erythrocytes, but TBARS level in plasma were
decreased. There were reported positive, but statistically non significant changes in the
reduction of advanced oxidation protein products (AOPP) and oxidized LDL. In urine, the
most abundant metabolite was hippuric acid. The highest relative increase was noted for
protocatechuic acid. No adverse effects of the intervention were reported. No biochemical,
hematological parameters were changed and blood pressure was unaffected.

The fruits of L. caerulea and V. macrocarpon. can be used as raw material in the form
of intact fruits, extracts or fractions in food supplements. Their biological activity,
confirmed in earlier studies, makes them suitable functional foods with positive impact on
human health. For use in food supplements, it is necessary to optimize methods for
processing fruits, selection of appropriate packaging and dosage forms for maintaining
stability.

Keywords: Lonicera caerulea, Vaccinium macrocarpon, polyphenolic compounds,
anthocyanins, stability studies, human endothelial cells, safety, antioxidant status, hippuric

acid, phenolic acids
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1 Uvod

Dvacaté stoleti pfineslo jeden zcela novy fenomén. Zajem obyvatelstva o zdravotni
stav vedl k hlubsimu studiu G¢inka denni diety na lidsky organismus ve zdravi i nemoci.
Védecké poznatky vlivu sloZeni diety na prevenci a snizeni rizika nékterych chronickych
nemoci iniciovaly rozvoj a vyrobu ptipravki, které jsou oznacovany jako dopliiky stravy
(dfive potraviny pro zvlastni vyzivu). Dopliiky stravy jsou pfipravky obsahujici vitaminy,
mineralni latky véetné stopovych prvki, extrakty/intaktni Gasti rostlinného &i zivogisného
puvodu anebo ¢isté latky izolované z potravy (nutraceutika) s pfiznivym vlivem na zdravi.
Dopliiky stravy jsou vyrabény ve formé tablet, tobolek a tekutych forem. Vedle doplinkt
stravy jsou na trhu také obohacené a funkéni potraviny.

Lékatsky vyzkum na pielomu druhého a tretiho tisicileti pfinesl nové objevy o vlivu
nékterych latek v potravé na fyziologické funkce organismu na molekularni Grovni. Tyto
poznatky spolu se stale sofistikovangj§imi  marketingovymi nastroji  pfispély
k nebyvalému rozvoji vyroby dopliikti stravy a funkénich potravin.
vyrobu dopliikii stravy. Béhem své prace jsem mohl ze znalosti konkurenéniho prostiedi
sledovat, jaky je vyvijen tlak na vysoké zisky za cenu opomijeni nékterych odbornych
informaci ¢i naopak u¢elové manipulace s témito daty. Touto ptedkladanou praci bych chtél
prispét k tomu, co by mélo byt pfedev$im Vv zajmu vyrobci, a to vyrabét takové dopliky

stravy, které maji ptiznivy vliv na zdravi jejich uzivatel.



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

2 Prehled sou¢asného stavu problematiky

2.1 Nomenklatura

2.1.1 Makronutrienty, mikronutrienty a nutraceutika

Medicina zalozena na dikazech klade diiraz na vyvazenou a pestrou vyzivu a zdravy
zivotni styl jako prevenci pfed vznikem chronickych onemocnéni [2]. Potravina je slozena
z makronutrienttl a mikronutrient [3]. Makronutrienty jsou bilkoviny, peptidy, sacharidy,
tuky a nukleové kyseliny. Mezi mikronutrienty se fadi vitaminy, mineralni latky, stopové
prvky a dalsi nizkomolekularni slouceniny, zejména sekundarni metabolity rostlin, napt.
polyfenoly. Nutraceutikum (neboli funkéni ingredience) je pak obecné jakakoliv slozka,
ptipadné cela potravina, kterd ovliviiuje nékteré fyziologické funkce vtéle a ma
prokazatelné piiznivy, ne vSak terapeuticky Géinek na lidsky organismus [4]. Zvlastni
skupinou nutraceutik jsou fytoceutika, chemické latky izolované z rostlin, napt. flavonol
kvercetin [5]. Funkéni potravina je pak takova, ktera obsahuje urditou minimdalni
koncentraci alespoii jednoho nutraceutika [6-8].

Smémice Evropského parlamentu a Rady 2002/46/ES definuje dopliky stravy jako
,potraviny, jejichz ucelem je dopliovat béznou stravu a které jsou koncentrovanymi zdroji
zivin nebo jinych latek s vyzivovym nebo fyziologickym u¢inkem, samostatné nebo
v kombinaci, jsou uvadény na trh ve formé davek, a to ve formé tobolek, pastilek, tablet,
pilulek a v jinych podobnych formach, dale ve formé sypké, jako kapalina v ampulich,
v lahvickach s kapatkem a v jinych podobnych formach kapalnych nebo sypkych vyrobkua
uréenych k ptijmu v malych odméienych mnozstvich* [9].

Dopliky stravy mohou obsahovat nasledujici aktivni slozky:

e Funkéni potravinu (napf. jako intaktni ¢asti rostlin upravené pouze suSenim,
rozemletim, lyofilizaci)

o Komplexni extrakt funkéni potraviny (napf. extrakt zeleného caje, rybi olej)

e Frakce komplexniho extraktu funkéni potraviny (napf. anthokyaniny
Z barevného ovoce)

e Cisté nutraceutikum (chemicky jednotné latky, napt. glukosamin hydrochlorid,
resveratrol, vitaminy a biogenni prvky)

e Kombinace vySe uvedenych surovin
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U vsech vékovych skupin populace lze slozenim stravy s optimalni denni davkou
nutraceutik pfedchazet mnohym chronickym onemocnénim nebo snizit riziko jejich vzniku.
Klasickymi ptiklady jsou ovlivnéni hladiny cholesterolu a glukézy v krvi, snizeni
rizikovych faktorti vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, zmirnéni pribéhu osteoartrozy,

vzniku chronického zanétu stfevni sliznice a dalSich.

2.2 Soucasny stav trhu s doplriky stravy a legislativni vymezeni

Zvyseny zajem o zdravou vyzivu vyvolal potiebu produkce potravin, které zlepsuji
nékteré negativni aspekty denni diety, napf. snizeni energetické hodnoty stravy, omezeni
cukrl nebo n&kterych mineraldi. Sou¢asné vyvolal potiebu obohacovani potravin o nékteré
zdravi prospés$né substance, napi. omega-3 polynenasycené mastné kyseliny, fytosteroly, -
oligofruktany a dalsi. Tento protikladny pohled na vyzivu mél za nasledek vyvoj novych
produktti na poli potravinafského primyslu: funkénich potravin. Termin funkéni potravina
neni oficialné definovan. Evropsky projekt FUFOSE (Functional Food Science in Europe)
[10] piedlozil pracovni definici: Potravina miZe byt povazovana za funkéni, pokud ma
prokazatelny pfiznivy vliv na jednu nebo vice fyziologickych funkci v téle, bez ohledu na
jeji vyzivovou hodnotu. Japonsko bylo prvnim statem, ve kterém byla na potravinach
uvadeéna zdravotni tvrzeni (napf. ,,Vitamin A pomaha udrzovat spravné vidéni v temnu®),

nasledovaly USA a staty Evropska Unie [11].

2.2.1 Zdravotni a vyzivova tvrzeni

Mezi odborniky, spotiebiteli, pfislusnymi tfady a potravinafskym/farmaceutickym
primyslem pfevlada v poslednich letech konsenzus, ze na vyrobku uvadény ptiznivy
biologicky ucinek pro jakoukoliv potravinu by mél byt védecky prokazany (opodstatnény)
[11]. V roce 2005 byla iniciovana institucemi EU potieba stanoveni kritérii pro védecky
opodstatnéné ucinky potraviny, tzv. zdravotni tvrzeni. Tato iniciativa byla koordinovana
projektem PASSCLAIM (Process for the Assessment of Scientific Support for Claims on
Foods) [12]. Kritéria PASSCLAIM zahrnuji: (1) charakterizaci potraviny nebo substance,
(2) udaje zklinickych zkousek na lidech, (3) vyuZziti markerti klinické biochemie pro
statistické vyhodnoceni vyznamnych zmén fyziologického stavu, (4) pozadavek na
souhrnna data z vice zdrojli a jejich statistické vyhodnoceni pfed vlastnim rozhodnutim, zda
je zdravotni tvrzeni (ZT) opodstatnéné ¢i nikoliv.

V prosinci roku 2006 bylo v EU pfijato nafizeni 1924/2006 EC, tykajici se

vyzivovych a zdravotnich tvrzeni na potravinach [13]. Cilem tohoto nafizeni je sjednotit
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narodni pravidla ¢lenskych zemi na vyzivova a zdravotni tvrzeni tak, aby si spotiebitel
mohl svobodné vybrat mezi jednotlivymi produkty na zakladé srozumitelnych znalosti
faktll, a zaroven zajistit spravedlivé konkurenéni prostiedi. Dulezitym aspektem nafizeni je,
ze veSkera vyzivova a zdravotni tvrzeni musi byt zalozena na obecné uznavanych
védeckych poznatcich a jejich prostfednictvim zdGvodnéna (odst. 6, ¢lanek 6, Natizeni
1924/2006).

Natizeni 1924/2006 rozliSuje tvrzeni na vyzivova a zdravotni. Vyzivové tvrzeni je
podle odst. 4 ¢lanku 2, citovano: takové, které uvadi, naznacuje nebo ze kterého vyplyva, ze
potravina ma uréité prospé$né vyzivové vlastnosti. To mize byt v disledku energetické
hodnoty, kterou poskytuje jako takovou nebo poskytuje ve zvySené ¢&i snizené mife nebo
neposkytuje vibec. Dale se muze jednat o obsah zivin ¢&i jinych latek, které analogicky
obsahuje nebo obsahuje ve zvySené &i snizené mife nebo neobsahuje viibec, napf. ,,se
snizenym obsahem soli“ nebo ,,zdroj vlakniny*.

Zdravotni tvrzeni (ZT) je podle odst. 5 a 6, ¢lanku 2, citovano: takové, které uvadi,
naznaCuje nebo ze kterého vyplyva, ze spotieba urcité kategorie potravin, potraviny nebo
nékteré z jejich slozek ma vliv na zdravi nebo vyznamné snizuje riziko vzniku urcitého
lidského onemocnéni, napt. ,,vitamin C pfiznivé ovliviiuje tvorbu kolagenu a tim piispiva
ke zdravi kloubni chrupavky*.

Zemé mimo Evropskou Unii maji vlastni legislativni pravidla. V USA se na obalech
potravin a dopliikli stravy rozliSuji tvrzeni o obsahu Zivin & jinych latek (obdoba
vyzivového tvrzeni v Evropské unii), dale tvrzeni o ovlivnéni struktury nebo funkce, napt.
,vapnik se podili na pevnych kostech®, a ZT [14]. Déleni je podobné jako v ptipadé
Evropské Unie, ale postup schvaleni a wuzivani je odliSny. Napf. v piipade
strukturnich/funkénich tvrzeni je za pravdivost ¢i opodstatnénost zodpovédny vyrobce a
dané tvrzeni se pouze notifikuje u FDA (Utad USA pro spravu potravin a 1é¢iv - Food and
Drug Administration). V Japonsku se mohou uvadét tvrzeni na potravinach pro zvlastni
zdravotni ugely oznagené jako FOSHU [15], pokud spliiuji uréita kritéria, mezi néz patii
schvéleni pouzivaného tvrzeni Ministerstvem zdravotnictvi, prace a socialnich véci [16].
Obdobna situace je v Cing s tim, Ze neni povinnost doloZit pro schvéleni ZT vysledky z
klinické studie; dostacujici jsou experimenty na laboratornich zvifatech [17]. Zatimco
v USA, Japonsku a Ciné maji pom&mé liberalni pozadavky pro zdravotni tvrzeni,
v Evropské Unii je jejich pouzivani podminéno odbornym opodstatnénim [11]. Tento fakt
je odborniky podporovan, nicméné ve védeckych kruzich byly publikovany nazory, ze

systém schvalovani ZT v Evropé by se mél vice podobat systémum v USA a Japonsku [18,

4
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19]. Jiz béhem feSeni projektu PASSCLAIM bylo uvadéno, ze posuzovani védeckych
poznatkl v rdmci schvalovani ZT se pfiblizuje podminkam kladenym na schvaleni nového
1é¢iva [12].

Povolena vyzivova tvrzeni jsou pouze takova, kterd jsou uvedena v pfiloze Natizeni
1924/2006. Pokud vyrobce nebo Clensky stat ma zajem pouzivat jina tvrzeni, musi pozadat
Evropskou komisi 0 doplnéni tohoto tvrzeni do pfilohy. Evropska komise, pokud uzna za
nutné, dané tvrzeni konzultuje s EFSA (Evropsky ufad pro bezpe¢nost potravin).

Pfi schvalovani ZT plati odlisna pravidla v pfipadg, Ze se jedna o tvrzeni podle ¢lanku
13 (ZT tykajici se ovlinéni funkce) nebo o tvrzeni podle ¢lanku 14 (tykajici se sniZeni rizika
onemocnéni anebo tvrzeni vztahujici se ke zdravi a vyvoji déti). Pro ZT podle ¢lanku 13.1
bude Evropskou komisi zaveden pozitivni seznam. Pro zafazeni na seznam mély moznost
v8echny ¢lenské staty zaslat navrhy ZT do konce ledna 2008. Na zéakladé kladného
hodnoceni EFSA mohou tato tvrzeni vyrobci uZivat bez dalsiho schvalovani.

Zatimco podle ¢l. 13.1 podavaji navrhy tvrzeni ¢lenské staty, je schvalovani tvrzeni
podle ¢lanku 14 iniciovano samotnymi vyrobci. Pro posouzeni tvrzeni podle ¢l. 13.1 staci
k védeckému opodstatnéni doloZeni relevantni literatury. Zadosti o schvaleni tvrzeni podle
¢l. 14 musi byt doprovazeny védeckou dokumentaci a jsou schvalovany Evropskou komisi
individualng. Zadatel podava dokumentaci pfislusnému narodnimu tfadu, v piipadé Ceské
republiky je to Statni zdravotni ustav. Ten pieposle zadost s dokumentaci na EFSA, ktery
dod4 k Zadosti odborny posudek a posle ke schvaleni na Evropskou komisi. Obdobnym
zpusobem se postupuje u novych zadosti pro tvrzeni podle ¢lanku 13, které dosud nebudou

uvedeny v pozitivnim seznamu (tzv. tvrzeni podle ¢lanku 13.5).

2.2.2 Dosavadni hodnoceni zdravotnich tvrzeni EFSA

Ze 44 000 podanych navrhit ZT podle ¢l. 13 od stati EU bylo vroce 2008 do
seznamu EFSA zahrnuto 4637. EFSA uvedl, Zze vSechna ZT budou posuzovana podle
jednotnych pravidel, ktera vSak nebyla uvefejnéna. Kdatu 19. listopadu 2010 bylo
posouzeno celkem 1745 ZT. Zbyvajici, vyjma ZT vztahujicich se k rostlinam, byla
vyhodnocena do ¢ervna 2011. Podle ¢lanku 13.5 bylo vyhodnoceno 28 ZT [20]. K datu
28. gervence 2011 bylo posouzeno celkem 2758 ZT a 331 ZT bylo z hodnoceni vylouceno.
Zbyvajicich 1548 ZT, vztahujicich se krostlinam, bylo postoupeno ke konzultaci
s Evropskou komisi, aby se dohodl dalsi postup zpracovani [21].

V Tab. 1 jsou uvedeny piiklady ZT vyhodnocenych podle ¢lanku 13. Pfi hodnoceni

se nebraly vuvahu klinické studie na nemocnych lidech. Napf. vysledky studif
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terapeutického uc¢inku glukosaminu u pacientd s ostearthrézou nemohou byt vztazeny ke
zdravé populaci. Rovnéz nebyly brany v uvahu poznatky o pouzivani nékterych rostlin
v lidovém 1é¢itelstvi, coz je v kontrastu se schvalovanim tradi¢nich herbalnich 1é¢ivych

pripravku.

Tab. 1: PFiklady ZT podle ¢lanku 13 Nafizeni 1924/2006 zhodnocenych EFSA [11]

Vztah potraviny ¢i nutraceutik a oblasti zdravi, které byly posouzeny pozitivné

Vapnik a kosti

Fluoridy a zuby

Vitamin C a ochrana DNA, bilkovin a tukl pfed oxidativnim poskozenim

Hoi¢ik a energie, déleni bun¢k

Biotin, niacin a energie

Selen nebo vitamin C a antioxidant

Zvykagky bez cukru a zuby

Beta glukan a cholesterol

Vztah potraviny ¢i nutraceutik a oblasti zdravi, které byly posouzeny negativné

Nektera probiotika a posileni imunitniho systému

Kyselina gama-linolenova a redukce zanétu

Taurin a energie, vykonnost

Nekteré rostliny, které byly nedostatecné charakterizovany

Glukosamin a klouby

Zralogi chrupavka a klouby

Tripeptidy a normalni krevni tlak

Z asi 260 podanych navrhi ZT podle ¢lanku 14 [11] bylo doposud zhodnoceno 76
[22].
Finalni zavéry hodnoceni EFSA mohou byt v nasledujicich formatech:
e Vztah mezi konzumaci potraviny ¢i nutraceutika a G¢inkem byl potvrzen
(pozitivni posouzent).
e Ke stanoveni vztahu mezi konzumaci potraviny ¢i nutraceutika neni dolozena
dostatecna védecké dokumentace (negativni posouzeni).
e V/ztah mezi konzumaci potraviny ¢&i nutraceutika a U¢inkem nebyl potvrzen
(negativni posouzeni).
Priklady dosud zhodnocenych ZT s pozitivnim nebo negativnim posouzenim podle
¢lanku 14 vztahujici se ke zdravi a vyvoji déti a vztahujici se ke snizeni rizika onemocnéni

jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 2, resp. Tab. 3).
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Tab. 2: Piiklady ZT zhodnocené EFSA podle ¢linku 14 Nafizeni 1924/2006, vztahujici se ke

zdravi a vyvoji déti (http://www.efsa.europa.eu/en/ndaclaims/ndaclaims14.htm)

ZT posouzena pozitivné

Kyselina alfa-linolenova a kyselina linolova jsou potiebné pro normalni riist a vyvoj déti

Bilkoviny, fosfor, vitamin D, vapnik a kombinace vitaminu D a vapniku jsou potfebné pro
normalni rist a vyvoj kosti u déti

DHA podporuje normalni vyvoj mozku a o¢i, ale pouze v pfipadé plodu, kojenych déti a
malych déti do 2 let véku

Zelezo podporuje kognitivni vyvoj déti a adolescenti

Thiamin je potiebny pro normalni metabolismus sacharidi a energeticky vydej u déti

Kinder Gokolada® pomaha v ristu déti a mladych dospélych ve veéku 4-21 let

ZT posouzena negativné

Kyselina dokosahexaenova a eikosapentaenova ma uklidfiujici G¢inky, podporuje mentalni
vyvoj a schopnost ucit se, podporuje pozornost a mysleni

Mlécné vyrobky (mléko a syry) mohou podporovat spravnou télesnou hmotnost a pomahaji
podporovat zdravi zubt u déti

Tab. 3: Piiklady ZT zhodnocené EFSA podle ¢linku 14 Nafizeni 1924/2006, vztahujici se ke

sniZeni rizika onemocnéni (http://www.efsa.europa.eu/en/ndaclaims/ndaclaims14.htm)

ZT posouzena pozitivné

Ovesny beta-glukan snizuje hladinu cholesterolu

Zvykani zvykagek bez cukru snizuje demineralizaci zubii a vede k niz3i incidenci zubniho
kazu

Minimalné 1200 mg vapniku (a 800 L.U. vitaminu D) ze vSech zdroji mtize vést k redukci
rizika zlomenin kosti (plati pouze u Zen starSich 50 let)

ZT posouzena negativné

Glukosamin hydrochlorid snizuje miru degradace kloubni chrupavky a snizuje riziko
vzniku osteoartr6zy

Brusinkovy dzus a susené brusinky pomahaji redukovat riziko infekci mocovych cest u zen
inhibici adheze urcitych bakterii na st€ény mocovych cest

Uroval (Valosun) — extrakt z brusinek a D-manosa snizuje riziko vzniku infekci mogovych
cest

Fermentovany mlé¢ny napoj Actimel obsahujici Lactobacillus casei (Lc) DN-114 001
redukuje vyskyt toxint Clostridium difficile ve stfevé, a tim sniZuje incidenci akutniho
projmu
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2.3 Jedlé plody s vysokym obsahem anthokyanint

prosp&snych fytochemikalii (fytoceutik). Vyznamné misto mezi témito fytoceutiky
zaujimaji anthokyaniny, které tvofi dulezitou skupinu ve vodé rozpustnych pigmentt,
poskytujicich rostlinnym pletivim modrou, fialovou a ervenou barvu. Barevné vlastnosti
jsou dany mj. spojovanim do komplexi s vys$i absorbci svételnych vin a vytvafenim
komplexti s kovy [23]. Anthokyaniny se vyskytuji zejména v bobulovitém ovoci
S vyraznym tmavym zbarvenim. Bobule (bacca) patii mezi cenokarpni nepukavé plody,
které maji celé oplodi duZnaté [24]. Mezi bobule se laicky Casto fadi, pfedev§im diky
anglickému terminu ,.berry*, plody rodu ostruzinik (Rubus spp.), ackoliv se jedna o
agregované plody. Nicméné mnoho plodi rodu ostruzinik obsahuje rovnéz vysoké

mnozstvi anthokyant, proto jsou i tyto rostliny zafazeny v textu.

Tab. 4: Vyobrazeni nejb&Zn&jsich rostlin s plody s vysokym obsahem anthokyanint

Y R = r

Ribes nigrum (rybiz ¢erny, Aronia melanocarpa Solanum melongena (lilek
blackcurrant), (temnoplodec, chokeberry), vejcoplody, baklazan,
Grossulariaceae Rosaceae (ruzovité) [26] eggplant), Solanaceae
(meruzalkovité) [25] (lilkovité) [27]

Rubus occidentalis Rubus ursinus % idaeus Rubus fruticosus (ostruzinik

(ostruzinik ojinény, black (;malinoostruziny*, ktovity, common blackberry),
raspberrry), Rosaceae boysenberry), Rosaceae Rosaceae (rizovité) [30]
(rizovité) [28] (rdzovité) [29]


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a8/Schwarzejohannisbeere.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Solanum_melongena_ja001.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Solanum_melongena_ja001.jpg
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N
Rubus caesius (ostruzinik Rubus idaeus (ostruzinik Vaccinium uliginosum
jezinik, o. sivy, European malinik, raspberry), Rosaceae (brusnice vlochyné, bog
dewberry), Rosaceae (razovité) [32] bilberry), Ericaceae
(razovité) [31 (viesovcovité) [33]

Vaccinium myrtillus (brusnice  Vaccinium corymbosum Vitis vinifera (réva vinna,

bortvka, bilberry), Ericaceae  (brusnice chocholi¢nata, grape), Vitaceae (révovité)
(viesovcovité) [34] ,»kanadska bortivka“, northern  [36]
highbush blueberry),

Ericaceae (viesovcovité) [35]

Sambucus nigra (bez ¢erny,

redcurrant), Grossulariaceae  elderberry), Adoxaceae (muchovnik vejgity,
(meruzalkovité) [37] (pizmovkovité) serviceberry), Rosaceae
[38] (rizovité) [39]

Obsah fytochemikalii v bobulovitém ovoci je zavisly na stupni zralosti, genotypovych
odlisnostech, klimatickych podminkach pted sklizni, skladovacich podminkach po sklizni
a metodach zpracovani sklizeného ovoce [40]. Fenolové latky jsou nezbytné pro
metabolismus rostlin a jsou produkovany jako reakce na poskozeni vn&j$imi Ciniteli. Ve
vysokych koncentracich mohou fenolové slouceniny nebo jejich oxidacni produkty

reagovat s proteiny, sacharidy a mineraly [41]. Na tomto mist¢ je vhodné pied dal$im
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textem zminit otazku tykajici se terminologie. Dle nejnovéjsi definice by termin
,-polyfenol* mél byt pouzivan vyhradné pro ,,rostlinné sekundarni metabolity produkované
sikimatovou fenylpropanoidovou a/nebo polyketidovou metabolickou drahou, obsahujici
vice nez jedno aromatické jadro substituované hydroxylovymi skupinami a neobsahujici ve
své zakladni struktufe dusikaté funkéni skupiny®. Tato definice nezahrnuje monofenolové
struktury, zejména fenolové kyseliny, které jsou biogenetickymi prekurzory, ale také

metabolity polyfenoli, a jejichz studium je se studiem polyfenoli nerozlu¢né spjato [42].

2.3.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny (Obr. 1 a Obr. 2) tvoii zhruba tietinu celkového dietniho piijmu
fenolovych latek. V rostlinnych materidlech jsou obsazeny ve volné nebo vazané formé
a jedna se o vSudypfitomné sekundarni metabolity. Jednoduché fenolové kyseliny jsou také
produktem $tépeni flavonoidu stfevni mikroflorou [43]. Syntéza v rostlinach probiha
vreakcich pfes kyselinu Sikimovou zmonosacharidi odvozenych z glykolyzy
a pentosového cyklu (Obr. 3), néasledné¢ dochazi cestou ptes p-kumaroyl CoA
(fenylpropanoidova cesta) ke tvorbé flavonoidu, véetné anthokyaninti [1, 44] (Obr. 5).

R COOH

w
P~

2

Obr. 1: Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
R R R® R*

gentisova -OH -H -H -OH
gallova -H -OH -OH -OH
o-pyrokatechova - OH -OH -H -H
protokatechova -H -OH -OH -H
salicylova -OH -H -H H
vanilova -H -OCH; -OH “H

Obr. 2: Derivaty kyseliny hydroxyskoficové
R R R® R*

kavova -H -OH -OH -H
m-kumarova -H -OH -H -H
p-kumarova -H -H -OH -H
ferulova -H OCH; -OH -H
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Obr. 3: Biosyntéza fenolovych Kkyselin a chalkoni (upraveno podle Mandal et al., 2010 [1])
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2.3.2 Anthokyaniny

Anthokyaniny (nazyvané téz anthokyany) patii mezi flavonoidy, coz jsou polyfenoly,
Vv jejichz struktufe je zakladnim skeletem 2-fenyl-l,4-benzopyron. Rozdily mezi flavonoidy
jsou dany mnozstvim a pofadim hydroxylovych skupin, rozsahem alkylace a glykosylace.
Stupen hydroxylace je uréujici pro jejich degradaci ve stievé a typ produktl vytvafenych
sttevni mikroflorou [23]. Anthokyaniny se bé&zné vyskytuji glykosylovany; aglykony
(anthokyanidiny; Obr. 4) se nachéazeji v Cerstvych rostlinnych materialech jen ztidka [45].
Vyskytuji se jako 3-glykosidy a 3,5-diglykosidy vazané s glukosou, rhamnosou, galaktosou
nebo arabinosou [46].

R1
L
2z g7
HO 8 O+ ° “'
Ny~ AN 67 SR°
| A | c
6 ~
\T 4/ \OH
OH

Obr. 4: Strukturni vzorce anthokyanidini

R! R? R3
kyanidin -OH -OH -H
delfinidin -OH -OH -OH
pelargonidin -H -OH -H
peonidin -OCHj4 -OH -H
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{chalkonaringenin) (naringenin)
o | OH
HD o S
| OH |
T HO D\_“\Q/
0H 0 ‘/ OH ©
OH
of flavan
isoflavan OH 0 (apizenin)
(genistein)
(+) - dihydroflavonol
/ {aromadendrin)
= | OH l o ‘ OH
OH +
HO D| =N @j HO O,
HO o o
A
OH OH = OH
OH 0O oH OH
flavonol OH anthokyanidin
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l oH
HO o @[
oM
oH

{-1- epikatechin

Obr. 5: Biosyntesa flavonoidii (upraveno podle Mandal et al., 2010 [1] a Hofta et al., 2004 [47])
2.3.3 Plody Lonicera caerulea

Rod Lonicera (zimolez) se fadi do ¢eledi Caprifoliaceae (zimolezovité), do které dale
patii napt. rody Sambucus (bez), Viburnum (kalina, tusalaj) a Linnaea (zimozel — nejmilejsi

rostlina Carla Linného) [48]. Rod zimolez zahrnuje okolo 180 druhi opadavych nebo
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stalezelenych, ketovitych, popinavych nebo pidopokryvnych dievin, pfirozené se
vyskytujicich zejména na severni polokouli, nejjizngji je rozsiten v Mexiku, severni Africe,
na Javé a Filipinach [49].

Mnohé z druhli zimolezu jsou péstovany jako okrasné kete a popinavé rostliny,
zejména pro krasu svych kvéti a plodd. V soucasné dobé pouze jediny druh, L. caerulea L.,
je péstovan jako ovocny kef s chutnymi, modfe zbarvenymi plody. Ostatni druhy zimolezu
maji vétsinou nejedlé, nékdy i mirné jedovaté plody, ve zralosti zbarvené zluté, oranzoveé,
Cerveng, modie az Serné. Plody zimolezi dozravaji vét$inou na jafe a v 1ét¢ a Casto slouzi
jako potrava ptakam [48].

Bobule L. caerulea L. jsou zvlasté v oblastech Ruska, Ciny a Japonska povazovany
za idealni zdravé ovoce [50]. Plody jsou jedlé tmavé modré bobule s protahlym,
nepravidelné vélcovitym tvarem, Gasto se slupkou pokrytou voskovym povlakem. Plody
péstovanych kultivard mohou dortstat délky vice nez 2 cm s hmotnosti pohybujici se
v rozmezi 1 - 2 g. Chut’ plodi je rozdilna podle kultivaru od hoiké (zv1asté u brzy plodicich
rostlin), pfes velmi kyselou aZ kysele neutralni po trpce-sladkou; semena jsou zanedbatelné
prvni ovoce u nas, zhruba 2 tydny pied dozravanim jahod. Jedna rostlina ma vynos okolo 2-
3 kg [51]. V zahradnictvi Chovanec (Lipnik n. Be¢vou) byl vyslechtén kultivar Remont
(Obr. 6). U této odridy dochazi pii dostatetné zavlaze a zahnojeni po sklizni k

samovolnému remontovani (plody podruhé dozravaji obvykle koncem &ervence) [52].

Obr. 6: Kef L. caerulea L., kultivar Remont, v prvnim roce vysadby (A — dozravajici plody v

kvétnu; B — stejny kef s jednim kvétem v zaii)

Na trhu se prodavaji zejména produkty ve formé dzemt, dzusu a vina. Oblibené mezi

spotiebiteli v Cing jsou také kiupavé, nafouknuté politaiky & platky, pfipravené ze smési
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brambor, kukufi¢ného skrobu a ryze s obsahem 30 % rozmélnénych bobuli. Susenim takto
ptipravené kase v horkém vzduchu mohou vzniknout kiupavé platky, ale z hlediska
zachovani vitaminu C a pfirozengjsi barvy je pak vhodnéjsi vyroba nafouknutych polstaika

Vv procesu vyuzivajici mikrovinné zateni a vakuum [50, 53] (Obr. 7).

Obr. 7: Kitupavé nafouknuté pol§taiky z brambor, kukufice a ryZe s obsahem plodi L. caerulea

L., pfipravené procesem vyuZivajicim mikrovinné zafeni a vakuum [50].

Obsah fenolovych kyselin v plodech zimolezu modrého byl srovnavan s dal$imi
plody rostlin ze severovychodniho Polska [54]. Jednalo se o plody zimolezu modrého
(L. caerulea var. kamtschatica Sevast), borivky (Vaccinium myrtillus), ostruziny (Rubus
plicatus), ¢erného rybizu (Ribes nigrum) a muchovniku (Amelanchier ovalis). Celkovy
obsah fenolovych sloucenin se pohyboval v rozmezi od 9907 + 470 u ¢erného rybizu do
vice nez 23000 mg (+)-ekvivalentt katechinu na kg susiny (mg/kg DM — susiny; ,,Dry
Matter”) plodit muchovniku, borivek a ostruzin. Obsah fenolovych latek u zimolezu byl
mensi (21279 £ 890), nez bylo zjisténo V jinych studiich [55-57], coz miZe byt ovlivnéno
nékolika faktory, jako napf. varietilnimi a regionalnimi rozdily, stupném zralosti [58],
stejné jako analytickymi postupy pii extrakci a kvantifikaci. Celkovy obsah fenolovych
kyselin se pohyboval v rozmezi 2845,8 + 141,0 (plody muchovniku) do 5418,2 + 228,0
mg/kg DM (plody zimolezu). Obsah jednotlivych fenolovych kyselin, a to jak volnych, tak
vazanych v esterech a glykosidech je uveden v Tab. 5 [54].

Na naSem pracovisti byla pfipravena fenolova frakce z L. caerulea L.
var. kamtschatica (4 % z ptivodni hmotnosti erstvych plodit) obsahujici 33,5 % fenolovych
slou¢enin, zahrnujicich fenolové kyseliny, flavonoidy a anthokyaniny (18,5 %) [59]. V této
frakci jsme identifikovali kyselinu chlorogenovou v mnozstvi 0,42 % fenolové frakce, coz
odpovida 168 mg/kg DM, dale kavovou (0,14 %) a ferulovou (0,10 %) a celkovy obsah

protokatechové, gentisové, rozmarynové a vanilové kyseliny byl 0,08 % [59].
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Tab. 5: Obsah celkovych fenolovych Kyselin, volnych, uvolnénych z esterii a glykosidi v plodech
zimolezu modrého (mg/kg DM) [54]

Fenolova kyselina celkovy obsah  volné estery glykosidy
Derivaty kyseliny hydroxybenzoové

gentisova 153,5 15 116,8 35,2
galova 44,3 0,1 43,8 0,4
0-pyrokatechova 28,6 - 22,5 6,1
protokatechova 144,4 2,3 105,2 36,9
salicylova 1234,9 9,0 824,8 401,1
vanilova 21,1 - 10,2 10,9
Derivaty kyseliny hydroxyskoficové

kavova 598,2 22,4 536,6 39,2
m-kumarova 2014,5 6,4 1402,0 606,0
p-kumarova 987,1 23,5 631,7 331,9
3,4-dimethoxyskoficova 44,2 - 29,9 14,3
ferulova 36,9 20,7 13,1 31
hydroxykavova 51,9 - - 46,5
Dalsi fenolické kyseliny

p-hydroxyfenyloctova 10,3 0,9 9,4 -
p-hydroxyfenylmlééna 48,3 0,5 29,2 18,6

Tab. 6 uvadi srovnani obsahu anthokyaninti v plodech L. caerulea L. publikovanych

Vv riznych studiich. Hlavnim nekondenzovanym anthokyaninem je kyanidin-3-glukosid

(60 - 88 %), nasledovany kyanidin-3-rutinosidem (1 —11 %) a kyanidin-3,5-diglukosidem

(0-9,9 %) [59-61]. Spise minoritni ¢ast anthokyaninii zastupuji peonidin-3-glukosid (2,8 -
5,8 %), peonidin-3-rutinosid (0,5 - 1,3 %) a pelargonidin-3-glukosid (0,2 - 3,3 %) [59, 60].
Na na$em pracovisti jsme nové objevili v zimolezu modrém pomérné vyznamné mnozstvi
peonidin-3,5-diglukosidu (8,1%) a dale delfinidin-3-glukosid (1,2%), delfinidin-3-rutinosid
(2,0 %) a pelargonidin-3-rutinosid (3,3 %) [59].

Tab. 6: Anthokyaniny analyzované v zimolezu modrém (% celkového mnoZstvi)

misto sbéru, Oregon, USA, oblast Bélehradu, stiedni Morava,
kultivary 10 rtiznych kultivara Rusko, kultivar Ceska Republika,
neznamy [61] var. kamtschatica
anthokyanin [59]
kyanidin-3-glukosid 79-88 84,8 60,0
kyanidin-3-rutinosid 6,4 7,3
kyanidin-3,5-diglukosid 2,2-6,4 0 9,9
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misto sbéru, Oregon, USA, oblast Bélehradu, stiedni Morava,
kultivary 10 rtiznych kultivara Rusko, kultivar Ceska Republika,
[60] neznamy [61] var. kamtschatica
anthokyanin [59]
peonidin-3-glukosid 2,8-4,5 - 5,8
peonidin-3-rutinosid 0,3-1,3 - 0,5
peonidin-3,5-diglukosid - - 8,1
delfinidin-3-glukosid - - 1,2
delfinidin-3-rutinosid - - 2,0
pelargonidin-3-glukosid 0,2-1,0 - 33
pelargonidin -3-rutinosid - - 0,1
pelargonidin -3,5-diglukosid - - 0,6

2.4 Biologicka aktivita anthokyaninu a fenolovych kyselin

Vliv polyfenolt na lidsky organismus je obvykle davan do souvislosti se dvéma
ucinky: (i) inhibici nékterych enzymi, napf. xanthinoxidasy ¢i aldosareduktasy a (ii)
antioxidaéni aktivitou [62-66]. Polyfenoly chrani jak dalsi slozky potravy (karotenoidy,
vitamin C apod.) pred oxidaci, tak buiiky stfevniho epitelu a enzymy traviciho ustroji pred
poskozenim volnymi radikaly.

Anthokyaniny a proanthokyanidiny vykazuji antibakterialni vlastnosti a schopnost
inhibovat adhezi bakterii na sténach mocovych cest [67]. Anthokyaniny maji také
regulovat propustnost (permeabilitu) kapilar byla zakladem jejich definice jako vitaminu P.
Chréani pted hepatitidou A a B a pted hepatotoxicitou paracetamolu [68]. Extrakty
bobulovitého ovoce bohaté na anthokyaniny jsou spojovany se zlepSenim symptomu
neurologickych onemocnéni ve stafi a zvySenim rezistence Cervenych krvinek proti
oxidaénimu stresu v podminkach in vitro [69]. Jak anthokyaniny, tak fenolové kyseliny
maji schopnost redukovat vznik produkti pokrocilé glykace, a tim chranit organismus pied
chronickymi nemocemi [70, 71].

Anthokyaniny maji diky pfitomnosti hydroxylové skupiny v pozici 3 kruhu C velmi
dobré antioxidacni G¢inky a jsou schopny chelatovat kovové ionty (Fe, Cu). Antioxida¢ni
aktivita muze byt zvySena acylaci sacharidovych  zbytkh  aromatickymi
hydroxykyselinami [72]. Tyto slougeniny maji vyssi antioxidaéni aktivitu nez vitaminy C
a E nebo B-karoten [73].

U anthokyaninl se pfedpokladaji pomémné vyznamné chemopreventivni vlastnosti

[74]. Nedavna studie ukazala, Ze anthokyaniny jsou schopny vV podminkéach in vitro spustit
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apoptozu lidskych leukemickych bunék prostfednictvim mechanismu indukce oxidaéniho
stresu [75], a byla hodnocena jejich potencialni role v 1é¢bé nadorovych onemocnéni [76,
77]. Autofi studie vlivu anthokyanini na stfevni nadorové buiky piedpokladaji jejich
dualni roli. U bunék s nizkym bazalnim metabolismem stejné jako u nadorovych bunék
s nizkou prolifera¢ni schopnosti a nizkou malignitou (napf. buitky Caco-2) se anthokyaniny
chovaji jako zhasece volnych radikald a chrani bunky proti oxidativnimu stresu. Na druhou
stranu, u malignich bunék s vysoce aktivnim metabolismem, vysokou mirou produkce
volnych kyslikovych radikalti (ROS) a rezistenci na 1é¢iva (napf. buiiky LoVo/ADR)
pusobi delfinidin a kyanidin prooxida¢n& jednak diky redukci schopnosti zhaset ROS a dale
diky ubytku mnozstvi glutathionu. Pozdé&ji pravdépodobné nastupuje zvyseni koncentrace

GSSG, prubézné naakumulovaného jako vysledek inhibice glutathionreduktasy [78].

2.4.1 Role anthokyanint v protizanétlivé aktivité

Zanét je normalni fyziologicky proces vznikajici jako odpovéd’ na poskozeni tkani,
mikrobialni infekce a podrazdéni chemikaliemi. Zahrnuje rovnéz systémy vrozené
a ziskané imunity [79].

Akutni zanét je iniciovan buitkami nespecifického imunitniho systému, které uvoliuji
rozpustné signalni molekuly, jako jsou lipidové mediatory, vasoaktivni peptidy a cytokiny.
Tyto molekuly zptsobuji vasodilataci a zvySuji vaskularni permeabilitu. Chronicky zanét je
koordinovan T-lymfocyty, které v misté zanétu produkuji cytokiny, napt. IFN-y a /L7, které
zvy$uji baktericidni aktivitu fagocytt a prodluzuji jejich zanétlivé funkce [80, 81]. Akutni
zanét zpravidla po ukon&eni vlivu vyvolavajiciho podnétu sam odezni, nebot’ cytokiny maji
[83]. Pokud se zanét dostane do chronického stadia, mtze sice vést k rychlé eliminaci
infekce, avsak pfi porusené kontrole dochazi k dlouhodobému stavu, ktery poskozuje tkané
[84].

Epidemiologické studie a experimenty na zvifatech prokazaly, ze anthokyaniny
mohou pfispivat k chemopreventivni aktivit¢ u mnoha chronickych zanétlivych
onemocnéni [85, 86]. Bobule bohaté na anthokyaniny vykazuji Siroké spektrum
studii na zvifatech vykazal schopnost sniZeni hladiny prostaglandinu E; (PGE;) v tkanich
tlapek a hladiny tumor nekrotizujiciho faktoru o (TNF-o) v séru zvifat s indukovanou
artritidou [88]. Poskozeni a apoptéza cévnich endotelovych bunék se Casto vyskytuji

v aterogennich platech, coz vede ke zhoreni patologického stavu pii aterosklerdze.
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Kyanidin inhibuje apoptdzu indukovanou TNF-a, zvySuje expresi endotelové syntethasy
oxidu dusnatého (eNOS) a thioredoxinu, a tim zlepSuje funkce cévniho endotelu [89]. Jak
kyanidin, tak delfinidin, hlavni anthokyanidiny ptitomné v bobulovitém ovoci, inhibuji
expresi rustového faktoru cévniho endotelu (VEGF) indukovanou rtstovym faktorem
z desti¢ek (PDGF). To je dano mechanismem ,,down-regulace p38 mitogen aktivované
proteinkinasy (MAPK) a c-Jun N-terminalni kinasy (JNK) signalii v buiikach hladkého
svalstva cév [90].

Delfinidin mé& rovnéz ochranny ucinek pfed kardiovaskularnimi chorobami.
Predpoklada se, Ze proliferace cévnich endotelovych bunék je dilezitd v patogenezi
aterosklerozy [91]. Podavani delfinidinu inhibuje proliferaci bovinnich endotelovych bungk
indukovanou VEGF pies modulaci extracelularnim signalem regulované proteinkinasy
(ERK) a dale vede k zastaveni buné&tného cyklu [92]. Také delfinidinem zvySena exprese
eNOS prostrednictvim MAPK pochodid vede k ochrané pied apoptézou bovinnich
aortalnich endotelovych bungk [93]. Navic bylo dokdzano, Ze delfinidin zabrafuje
poskozeni lidskych endotelovych bunék zpupeéni zily (HUVEC) oxidovanymi
lipoproteiny o nizké hustot¢ (LDL) a reguluje signalni drahu apoptozy [94].

2.4.2 Farmakokinetika anthokyanint a fenolovych kyselin

Biologicka aktivita G¢innych latek zavisi na jejich koncentraci v misté cilového
pusobeni. Preventivni nebo lé¢ebny ucinek je dan farmakokinetickymi vlastnostmi
(vstiebavani, distribuce, metabolismus a vylucovani). Klinickd farmakokinetika mnoha
fenolovych latek jiz byla zdokumentovana. Absorpce flavonoidi v travicim traktu (GIT) je
vyznamné ovlivnéna tim, Ze vétsina znich se vyskytuje v glykosidové formé. Casto
opomijenym faktem muze byt vazba sloucenin na vlakninu v ptivodnim zdroji, tyto latky
nejsou extrahovatelné béznymi metodami, teprve stfevni mikroflora dokaze tyto vazby
§tépit [95]. Metabolismus sloudenin je zah4jen ihned po vstupu do téla, ale hlavnim mistem
zpracovani jsou jaterni enzymy cytochromy P450 (CYP) [96].

Vyzkum biologické dostupnosti fenolovych slougenin v prvni fazi obvykle probiha ve
studiich na experimentalnich zvifatech. Tab. 7 ukazuje, Ze nékteré fenolové slou€eniny jsou
vstiebavany pomérné rychle, napf. elagova Kkyselina, jiné nikoliv, napf. chlorogenova
kyselina [97]. Tento rozdil je dan vstfebavanim elagové kyseliny v horni &asti traviciho
traktu, v zaludku a tenkém stievé. Chlorogenova kyselina je ester kavové a chinové
kyseliny a v lidském organismu nejsou piitomny zadné esterasy, které by byly schopny ji

hydrolyzovat. Také v tenkém stfevé potkanii je metabolizovano jen velmi malé mnoZstvi
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chlorogenové kyseliny. Jedinym mistem, kde dochazi k metabolismu této kyseliny, je
stfevni mikrofléra. To je také dano tim, Ze fenolové kyseliny vazané ve sténach rostlinnych
bunék nemohou byt uvoliiovany savéimi endogennimi enzymy, nybrz vyzaduji hydrolyzu
enzymy stievni mikroflory (esterasy a xylanasy). Galova kyselina je vstiebavana v zaludku

potkanti ve volné formé. Obecné je mozné fici, ze vstiebavani a biologicka dostupnost je

ovlivnéna

a esterifikace) [97].

strukturou

fenolové

slou€eniny

(glykosylace,

molekulova

hmotnost

Tab. 7: Farmakokinetické vlastnosti fenolovych sloudenin u zvifat (upraveno podle McGhie &

Walton [97])

Zvite | Latka Zdroj Davka Crax Tmax | VyluCovani | Cit.
(h) | moci

potkan | galova k. izolovana | 100 umol/kg | 0,71 umol/l | 1,0 |- [98]

potkan | elagova k. granatové | 85,3 mg/kg | 0,203 ug/ml | 0,5 |- [99]
jablko

potkan | chlorogenova | izolovana | 88,6 mg/den | 113,4 pmol/l | 12 58,8% [100]

k.

kralik | anthokyaniny | ¢erny 117 mg/kg 780 ng/ml 0,5 |0,035% [101]
rybiz

prase | anthokyaniny | ostruziny | 74 mg/kg 0,103 umol/1 | 1 0,088% [102]

prase | anthokyaniny | ¢erny 100 mg/kg 0,09 pg/ml | 2-4 [103]
rybiz

Wau et al. [102] aplikovali prasatim davku 74 mg/kg kyanidin-3-glukosidu z ostruzin
a zaznamenali maximalni plazmatickou koncentraci ptvodni slou¢eniny (0,103 uml/l;
Tmax: 60 min), 15-120 min)
Glukuronidy

methylovanych metabolitd  (<0,021  pmol/l;
Tmax:  15-60 min).

a methylované anthokyaniny byly nalezeny jako hlavni metabolity, které se objevily v moci

Tax:
a glukuronidovanych slouéenin (<0,07 pmol/l;
prasat, nicméné tato pfeména neni tak Castd jako u jinych flavonoidi. Tyto udaje jsou
potvrzenim, Ze anthokyaniny mohou byt vstfebavany jak v ptivodni, tak v modifikované
podobé po enzymatické pfeméné v organismu [96, 104].

di-O-glykosid, u lidi doneddvna povaZovany za nevstiebatelné. Diky této domnénce byly
farmakokinetické studie na anthokyaniny u lidi opomijené [105]. Teprve vyvoj a adaptace
metody HPLC-MS pro méfeni anthokyanini v plazmé potvrdil, ze anthokyaniny jsou
lidskému organismu biologicky dostupné [105, 106]. Rovnéz se zjistilo, Ze jsou

vstiebavany v puivodni glykosylované formé [105, 107]
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Na zédkladé¢ téchto vysledkli byla v posledni dob& publikovana fada studii

provadénych na lidskych subjektech, které sledovaly biologickou dostupnost anthokyanind.

Neékteré latky jsou vstiebavany ve velmi kratkém case, jiné nikoliv. Rovnéz mohou byt

vstiebavany se strukturni modifikaci nebo bez ni [96, 108] (Tab. 8).

Tab. 8: Farmakokinetické vlastnosti anthokyanini u lidi (upraveno podle McGhie & Walton

[97])

Zdroj Metoda | Davka Crmax Tmax (h) | VyluCovani | Cit.

detekce | anthokyaninti moci (%)

(mg)

Temnoplodec MS 721 0,096 |28 0,15 (24 h) | [109]
(Aronia pumol/l
melanocarpa) extrakt
(7.19)
Cervené vino (Vitis VIS 218 - - 5,1 (12 h) [110]
vinifera) (300 ml)
Cervené vino (Vitis | VIS 280 43 15 0,23 (7 h) [111]
vinifera) (400 ml) ng/ml
Stava z Gervené révy | VIS 284 100 0,5 0,18 (7 h) [111]
vinné (Vitis vinifera) ng/ml
(400 ml)
Bez gerny VIS 1500 100 0,5 - [106]
(Sambucus nigra) ng/ml
extrakt (25 g)
Bez ¢erny VIS 180 35 1 - [112]
(Sambucus nigra), ng/ml
susend §tava
Bez &erny MS 1900 - - 0,003-0,012 | [113]
(Sambucus nigra), (6h)
extrakt (11 g)
Bez &erny MS 720 0,097 |[1,2 0,06 (24 h) | [107]
(Sambucus nigra), pmol/l
extrakt (12 g)
Bez &erny MS 720 - - 0,08 (4 h) [114]
(Sambucus nigra),
extrakt (12 g)
Cerny rybiz (Ribes VIS 236 0,120 |1,25- 0,11 (8 h) [115]
nigrum), extrakt umol/l | 1,75
Cerny rybiz (Ribes | VIS 153 - - 0,02-0,05 (5 | [116]
nigrum), §tava h)
(200 ml)
Cerny rybiz (Ribes | VIS 1239 53 0,75 0,07 (4hy | [101]
nigrum), §tava ng/ml
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Cerny rybiz (Ribes | VIS 716 16 0,75 0,05 (4 h) [101]
nigrum), §tava ng/ml

Cerny rybiz (Ribes | VIS 746 32 15 0,05(4h) |[101]
nigrum), §tava ng/ml

Cerny rybiz (Ribes MS 189 - - 0,06 (7 h) [117]
nigrum), extrakt
(300 ml)

Borivky (Vaccinium | MS 690 - - 0,004 (6 h) | [114]
corymbosum) (189 g)

Borivky (Vaccinium | MS 439 - - 0,02 [117]
corymbosum), extrakt
(300 ml)

Borivky (Vaccinium | VIS 1200 0,029 |4 - [118]
corymbosum), prasek pumol/l
(100 g)

Malinoostruziny MS 345 - - 0,03 (7 h) [117]
(Rubus loganbaccus
X baileyanus Britt.),
extrakt (300 ml)

Ostruziny (Rubus MS 431 - - 0,16 (24 h) | [119]
fruticosus) (200 g)

Jahody (Fragaria MS 76 - - 1,8 (24 h) [120]
spp.) (200 g)

Anthokyaniny jsou pomérné velké molekuly, dobie rozpustné ve vodé. Navzdory
tomuto faktu se ukazalo, ze prechazeji pfes cytoplasmatickou membranu a byly detekovany
uvnitt bunék [121]. VSechny studie z poslednich let, které se zabyvaly vstiebavanim
anthokyanint, dospély k zavéru, ze se na rozdil od jinych flavonoidd vstiebavaji intaktni
glykosidy [97]. Uginnost takového transportu je mald a zavisi na aglykonu a navazané
sacharidové slozce. Naptiklad malvidin-3-glukosid z bortivek (Vaccinium corymbosum) se
u bunécné linie odvozené od lidského kolorektalniho karcinomu Caco-2 vstiebava ucinnéji
nez delfinidin-3-glukosid. Obdobné glukosid totozného aglykonu se vstfebava lépe nez
galaktosid [122]. Povazujeme-li vylu¢ovani moéi za indikator vstiebavani v travicim traktu,
kyanidin-3-glukosid a delfinidin-3-glukosid se vstiebava relativné s mensi G¢innosti oproti
jingm anthokyantim [117]. V pfipadé aglykont byly hladiny delfinidinu a kyanidinu
v plazmé potkanti vy$$i nez malvidinu [123].

Z dosud publikovanych studii vyplyva, ze biologicka dostupnost anthokyanint se lisi
oproti jinym flavonoidim v nékterych dulezitych aspektech. Pfedev§im, mira vylucovani
moci z piijatétho mnozstvi zpravidla neni vyssi nez 0,1%, coz by znamenalo, Ze vstfebané

mnozstvi anthokyanint je velmi malé. Kay et al. [109] sledovali biologickou dostupnost
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anthokyaninl temnoplodce (720 mg v piijaté davce). Zméfili miru vylu€ovani moéi na
0,15% z piijatého mnozstvi po 2,8 hodinach. Toto mnozstvi bylo mnohem vétsi nez
Vv jinych studiich, jako napf. pfi méfeni malvidin-3-glukosidu ze §tavy plodt cervené vinné
révy kolektivem Bub et al. [124]. Po piijmu 117 mg v 500 ml §tavy z modrého vina byl
tento anthokyanin u dobrovolnikti nalezen v pivodni formé v plazmé (2,8 nM) a v moci
(0,02% piijatého mnozstvi). Na druhou stranu dochazi k velmi rychlému vsttebavani, studie
prokazaly, ze Tmax V plasmé se dosahuje za 15-60 minut a vylu¢ovani je dokonceno béhem
6-8 hodin [97].

V zaludku dochazi k pomérné rychlému vstiebavani anthokyaninti. Potvrdily to studie
na potkanech, kdy se intaktni glykosidy anthokyanini pfi podéni extraktu vinné révy
objevily béhem nékolika minut v mozku zvifete [125] a dochazelo K rychlé exkreci zluci
[126]. Anthokyaniny z plodii vinné révy se objevily v portalni a systémové plazmé do
6 minut po naplnéni Zaludku potkanti extraktem [127].

Mezi pravdépodobné mechanismy vstiebavani v zaludku patfi interakce
anthokyanini s bilitranslokasou [128]. Bilitranslokasa je pfenase¢ lokalizovany
V bazolateralni domén¢ plazmatické membrany jaternich bun¢k [129], a také v zalude¢nim
epitelu [130]. Anthokyaniny jsou rovnéz vstfebavany v tenkém stieve, kdy se in situ na
stfevé potkana ukazalo, Ze jsou vstfebavany a vylucovany do zlu¢i [131]. Kyanidin-3-
glukosid byl in vitro na my$im modelu GIT dobfe vstiebavan v jejunu a nepatrné ve
dvanactniku. V ileu a tlustém stéevé nebyly anthokyaniny vstiebavany vibec [132].

Rada studii potvrdila, 7e anthokyaniny jsou vstiebavany v zaludku [125, 126]
aV tenkém stievé [126, 132-134]. Je ale pravdépodobné, Ze se anthokyaniny transformuji

na latky, které dosavadni analytické metody nejsou schopny detekovat [97].

2.4.3 Metabolismus anthokyanint

Anthokyaniny obsazené v potravinich se mohou vyskytovat ve velkém mnoZstvi
forem, jejichz chemicka struktura souvisi s biosyntézou, akumulaci v rostlinnych pletivech,
ale také naslednymi modifikacemi. Mnoho ovocnych druhti obsahuje monoglykosidy,
gervena zelenina acylované anthokyaniny [97]. Byly objeveny také konjugaty anthokyanin-
flavan-3-olu [135]. Tyto pfirozené se vyskytujici anthokyaniny mohou byt modifikovany
jesté pred konzumaci, zv14sté pii zpracovani a skladovani potravin [97].

V gastrointestinilnim traktu jsou anthokyaniny vystaveny riznému prostiedi
s odliSnym pH a rtznou mikrobialni florou. Ve vétsiné studii, které sledovaly biologickou

dostupnost anthokyaninti, se provadéla detekce meéteni pomoci HPLC &erveného
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flavyliového kationtu. Tato forma se vsak in vivo témef nevyskytuje. Pravdépodobna je
hemiketalova a chalkonova forma, kterd se Ucastni vstiebavani a dal$ich metabolickych
reakei [97]. Nizké pH v zaludku zaruéuje, Ze anthokyaniny jsou udrzovany ve stabilni
formé flavyliového kationtu. Stabilita byla potvrzena studiemi za podminek simulujicich
zalude¢ni prostredi [136, 137]. Pfi mnohem vys§im pH v tenkém a tlustém stfevé jsou
moznosti strukturnich forem anthokyanini rozmanit&jsi, ale tyto formy jsou daleko méné
stabilni [138] (Obr. 8). Navic ve stievé plisobi mikrobialni flora, ktera modifikuje strukturu
anthokyaninti. Ve studii pouZivajici mikrofloru prasete in vitro byly zji§tény podstatné
premény anthokyaninti. Vystaveni mikroflofe vede k rychlé deglykosylaci a demethylaci na
prislusné aglykony. Tyto aglykony jsou pfi neutralnim pH velmi nestabilni a diky
roz§tépeni kruhu C rychle degraduji na pfislusné fenolové kyseliny a aldehydy [139]. Pii
inkubaci s lidskou stievni mikroflorou se doséhlo podobnych vysledki [140, 141]. Studie in
vitro prokazaly, ze anthokyaniny jsou ve velké mife pfeméfovany stievnimi bakteriemi
[140, 141]. Hlavni metabolit je protokatechova kyselina, nasleduji 4-hydroxyskoficova,
kavova, ferulovd a 3-hydroxybenzoova kyselina [142]. Ve studii na potkanech byly
naméfeny plasmatické koncentrace protokatechové Kyseliny 8 x vyssi nez kyanidin-3-
glukosidu [143]. Dosavadni studie tedy ukazuji, ze anthokyaniny, které se nevstfebaji
v zaludku, jsou v tlustém stievé pfeménény na fenolové kyseliny, které mohou byt
vstiebany do vnitiniho prostiedi organismu.

Ve studiich na lidskych subjektech bylo zjisténo, ze anthokyaniny jsou v tenkém
stfevé pomémé stabilni. To bylo prokdzano u pacient s ileostomii, kdy bylo v ilealni
tekuting obsazeno 40 [144] az 85 % pfijatych anthokyanintl, v zavislosti na sacharidové
sloZce [145]. Na rozdil od jinych flavonoidt, které jsou vstiebavany a vyluGovany, vétsina

anthokyanint se nepfeménuje na glukurono-, sulfo- nebo methylové derivaty [146].
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Obr. 8: Riizné formy anthokyanini, které se tvoii v zavislosti na pH prostiedi [97]

2.4.4 Dosavadni vyzkum biologické aktivity L. caerulea L.

Pavodem pochazi L. caerulea L. z oblasti Ruska, Ciny a Japonska, kde probiha také
nejobsahlejsi vyzkum s cilem komeréni produkce jejich plodd. Nespornymi vyhodami
zimolezu modrého jsou nejen brzké obdobi sklizné, pfijemna chut’ a viné, ale i mnozstvi

prospé$nych cinkt na lidské zdravi, pfedev§im v oblasti pisobeni na aterosklerosu,
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hypertenzi, choroby gastrointestinalniho traktu a bakteridlni infekce. Biologicka aktivita
plodd L. caerulea L. je dana zejména vysokym obsahem vitaminu C a fenolovych latek
[147]. Extrakt z L. caerulea L. vykazuje vyrazny protizanétlivy G¢inek proti uveitidé
potkani vyvolané endotoxinem. Mozny mechanismus je nejspiSe zalozen na jejich
schopnosti inhibovat aktivaci jaderného faktoru kB (NF-kB) a naslednou tvorbu pro-
zanétlivych mediatord TNF-o, PGE; a oxidu dusnatého [148].

Anthokyaniny bobulovitého ovoce chrani cévy udrzovanim jejich permeability, snizuji
intenzitu zanétlivé odpovédi a agregaci krevnich desti¢ek [149, 150]. Bioaktivni slou¢eniny
L. caerulea L. vykazuji schopnost inhibice oxidace lipoproteinti. Studie na naSem pracovisti
prokazala snizeni oxida¢niho poSkozeni lidskych lipoproteinti vyvolaného médnatymi
ionty fenolovou frakci L. caerulea L. var. kamtschatica v podminkach in vitro [151]. Stejna
fenolova frakce byla testovana u potkanich hepatocyti a HUVEC. Fenolova frakce byla
u obou buné&nych linii netoxicka v testovanych koncentracich 1-1000 pg/ml. Prokazala se
inhibice peroxidace jaternich mikrosoml, vyvoland modelovym toxinem terc-
butylhydroperoxidem (tBH) a ochrana HUVEC pied poskozenim oxidativné
modifikovanymi LDL a taktéz pied poskozenim tBH [152].

Na poli vyzkumu rakoviny byla v roce 2000 v Japonsku provedena studie s extrakty
ze 43 vzorkd riznych druhi bobulovitého ovoce. Byla zkoumana schopnost indukce
diferenciace leukemickych bun¢k HL-60. Tento G¢inek mtize mit potencidlné terapeuticky
vyznam u leukémie a dalgich typt rakoviny. Sledovani indukce diferenciace HL-60 bylo
provadéno pomoci redukce nitrotetrazoliovych soli (NBT). Extrakt ovoce Actinidia
polygama vykazoval nejsilngjsi schopnost indukce diferenciace HL-60 (77,7 =5 % buné&k
redukujicich NBT). Uginek osmi vzorki L. caerulea L. var. -Emphyllocalyx Nakai zavisel
na zemépisné oblasti ristu a mirnou schopnost indukce diferenciace HL-60 vykazovaly
v8echny vzorky vpomémé S§irokém rozmezi (17,7 —49,0%). Byla zji§téna pozitivni
korelace mezi schopnosti redukce NBT a koncentraci celkovych fenolovych slou¢enin
a také obsahem anthokyanint, korelaéni koeficient byl mnohem vétsi v pfipadé fenolovych
sloucenin (r = 0,4292) nez u anthokyaninu (r = 0,1352) [153].

Kyanidin-3-glukosid, hlavni anthokyanin plodi L. caerulea L., chrani keratinocyty pied
poskozenim UVA zéfenim, jak bylo ukdzino v podminkach in vitro a in vivo [154].
Fenolova frakce pfipravend na naSem pracoviSti vykazala ochranu pted UVA zafenim
indukovanou produkci ROS, coz bylo také dokazano sniZenou lipoperoxidaci a zvySenim

koncentrace vnitrobunééného redukované GSH u lidskych keratinocyti HaCaT. Navic
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aplikace fenolové frakce na jiz ozafené buiky zmirnila nasledky expozice zafeni UVA.
Tato ochrana byla zavisla na koncetraci s maximem 50 mg/l [155].

Slune¢ni UV zafeni, které dosahne zemského povrchu, se z 90-99% sklada z UVA
a1-10% tvoii UVB zafeni. UVB je vSak genotoxictéjsi nez UVA. Z toho divodu byla
provedena dalsi studie vlivu frakei L. caerulea L. a Vaccinium myrtillus L. na zmirnéni
poskozeni keratinocytli, zptisobeného UVB zafenim [156]. U obou frakci se potvrdil
ochranny G¢inek diky pfimé eliminaci tvorby volnych kyslikovych a dusikovych radikali
(RONS), redukce poskozeni DNA, snizeni produkce IL-6 u ozafenych bunék a dale
ochrana pied apoptozou ovlivnénim aktivity kaspasy-3 a kaspasy-9 [156].

Pro stanoveni vlivu extraktu L. caerulea L. na neoplazmaticky transformaéni proces
byla provedena studie na potkanech simplantovanymi buitkami Walker 256.
Chemopreventivni G¢inek byl sledovan na skupiné potkani krmenych extraktem ti tydny
pted implantaci nddorovych bunék ve srovnani s kontrolni skupinou a skupinou, u které byl
pocatek podavani extraktu ve stejné dobé jako implantace nadorovych bun&k. Objem
nadoru byl prekvapivé vétsi u skupiny, které byl podavan extrakt pfedem, oproti kontrolni
skuping, nesouci nador bez suplementace. Podavani extraktu az pfi implantaci nadorovych
bunck vedlo rovnéz k progresivnimu ristu nadoru, ale primérny objem nadoru byl mensi

neZ u kontrolni skupiny [157].
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3 Cile disertacni prace

Cilem disertani prace bylo zhodnotit dosavadni poznatky z pfipravy extraktl
L. caerulea L. a V. macrocarpon Ait. a mozné pievedeni do primyslovych podminek.
V dalsi ¢asti bylo cilem zhodnoceni stabilit finalnich tablet pfipravkia s obsahem extrakta
jedlych plodl a studium vlivu konzumace plodt L. caerulea L. na markery oxida¢niho
stresu u dobrovolnikil, véetné studia metabolismu nékterych fenolovych sloucenin.
Konkrétni cile byly:

1. Pfiprava extraktl a frakci L. caerulea L. a V. macrocarpon Ait. a zhodnoceni
vlastnosti  extrakti L. caerulea L. pfipravenych za ,laboratornich“
a ,,prumyslovych* podminek.

2. Provedeni stabilitnich testd tablet s obsahem extraktu V. macrocarpon Ait.
alL.caerulea L.. Stabilita tablet byla hodnocena ve zrychlené a dlouhodobé
stabilitni studii.

3. Intervenéni studie s plody L. caerulea L. na dobrovolnicich a vyhodnoceni vlivu na
parametry bezpecnostni laboratofe a oxida¢niho stresu.

4. Studie metabolitt v plazmé a moci.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Biologicky material

4.1.1 Rostlinny material

Pro nutricni analyzy, pfipravu frakci a extraktd byly pouzity mrazené nebo
lyofilizované plody L. caerulea L., odrida ,,Modry triumf*, poskytnuté Zahradnictvim
Chovanec (Lipnik nad Be¢vou, Ceska Republika) a lyofilizované plody L. caerulea L.,
ptivodem z Ciny, dodané firmou Walmark, a.s. (Tinec, Ceska Republika).

Pro intervenéni studii byla vySe uvedena odriida ze stejného zahradnictvi sbirana ve
dnech 20. kvétna - 5. ¢ervna 2010 a skladovana pti -20 °C.

Pro stabilitni studie byly pouzity tablety s extrakty vySe uvedenych plodd a dale
komeréni surovina Hi-PAC 4.0 (extrakt plodt V. macrocarpon Ait. standardizovany na

4,75 % proanthokyanidintl), dodana firmou Decas Botanical Synergies (USA).

4.1.2 Lidsky biologicky material

Vzorky pupe¢nikil pro izolaci lidskych endotelovych bunék HUVEC byly ziskany
z porodnicko-gynekologické kliniky Fakultni nemocnice Olomouc. Odbér a zpracovani
tkani bylo provadéno s povolenim Etické komise pii Fakultni nemocnici Olomouc
a Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v souladu s éeskou legislativou
a s informovanym souhlasem darkyn. Pupeéniky byly odebrany pouze po piirozenych

porodech od zdravych nekufacek s fyziologickym téhotenstvim.
4.2 Chemikalie, roztoky a pristroje

4.2.1 Chemikalie

1,1-difenyl-2-pikrylhydrazil ~ (DPPH),  dimetylsulfoxid = (DMSO),  3-(4,5-
dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), disodna sul
ethylendiamintetraoctové  kyseliny (NasEDTA), disodna sil redukovaného -
nikotinamidadenindinukleotidu (NADH), 5,5 -dithio-bis(benzoova) kyselina (DTNB),
dodecylsulfat sodny (SDS), ethidium bromid, ethylen-diamintetraoctova kyselina (EDTA),
fenazin methosulfat (PMS), methanol (HPLC grade), neutralni cerven (NR),
nitrotetrazoliovd modi (NBT), penicilin (stabilizovany roztok, 10000 U/ml) se
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streptomycinem (10 mg/ml), Ponceau S, superoxiddismutasa (SOD, 3920 U/mg), terc-
butylhydroperoxid (tBH), tetrasodna stl redukovaného B-nikotinamidadenindinukleotidu
(NADPH), thiobarbiturova kyselina (TBA), tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Triton
X-100, 0,4% roztok trypanové modii, 0,25% roztok trypsin-EDTA, xanthin, xanthinoxidasa
(XOD, 0,07 u/mg), 2,3-dihydroxybenzoova, 2-hydroxyfenyloctova, 2-
hydroxyfenylpropanova, 3-(3-hydroxyfenyl)propionova, 3-(4-hydroxyfenyl)propionova,
3,4-dihydroxybenzoova, 3,4-dihydroxyfenyloctova, 3-hydroxybenzoova, 3-
hydroxyfenyloctova, 4-hydroxyfenyloctova, dihydroferulovd, dihydrokavova, elagova,
fenyloctova, ferulova, galova, homovanilova, chlorogenova, kavova, protokatechova,
rozmarynova a sinapova kyselina, katechin hydrat, kyanidin, rutin hydrat a SYBR"®Green
byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (USA). (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA);
salicylova, skoficova, 4-hydroxybenzoova, hippurova, 3-hydroxyskoficova, gentisova, p-
kumarova, syringova a vanilova kyselina, kvercetin, rutin a katechin (Sbirka ptirodnich
slou¢enin Ustavu 1ékaiské chemie a biochemie, Lékafska fakulta Univerzity Palackého,
Olomouc, Ceskd Republika); ferulova kyselina (Merck, Darmstadt, Némecko); 4-
hydroxyfenylpropanova (floretova), isoferulova, 3-hydroxyfenylpropanova (Fluka, USA);
benzoové kyselina (Lachema a.s., Brno, Cesk4 Republika); a 2-hydroxyhippurova (Acros
Organics, Geel, Belgie). Methanol a acetonitril byl zakoupen u firmy Merck, pufrovaci
roztoky a dalsich chemikalie byly zakoupeny u Sigma-Aldrich;

Dale bylo pouzito Folin-Ciocalteauovo fenolové ¢inidlo od firmy NYCOM (Ceska
republika). Ostatni chemikalie stupné ¢istoty p.a. byly zakoupeny od firmy Pliva-Lachema
(Ceska republika).

4.2.2 Roztoky

4.2.2.1 Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)

NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), Na;HPO, (0,00896 mol/l), KH,PO,
(0,00147 mol/l), pro experimenty byl zasobni roztok 10x zfedén.

4.2.2.2 Roztoky a rozpoustédla, pouzivana pro extrakci vzorku
a v kapalinové chromatografii

Voda, deionizovana v aparatufe Ultrapur 10 super (Watrex, Ceska republika),
methanol ethanol p.a., 1% HCI v methanolu, 1% HsPO, ve vodé, 1% HCI ve vodg,
50 mmol/l. fosfatovy pufr KH,PO4, pH 7.
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4.2.2.3 Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék HUVEC

Roztok zelatiny na potahovani kultiva¢nich lahvi a desek: 2% sterilni roztok hovézi

zelatiny (typ B) byl 10x fedén sterilnim PBS.

Earleiv roztok (EBS): KCI (5,37 mmol/l), NaHCO3 (26 mmol/l), NaCl (116 mmol/l),
NaH,PO,4-H,0 (1,02 mmol/l), glukosa (5,56 mmol/l).

Hanksiiv roztok bez Ca** a Mg?*: KCI (5,37 mmol/l), KH,PO, (0,44 mmol/l), NaHCO3
(4,2 mmol/l), NaCl (137 mmol/l), Na,HPO, (0,34 mmol/l), glukosa (5,56 mmol/l).

Kultivaéni médium: bazalni médium pro endotelové buiky obsahujici aditiva a ristové

faktory (Promocell).

Centrifugaéni médium: médium DMEM/F12, penicilin (100 U/l), streptomycin (100 mg/l),
L-glutamin (2 mmol/l), FCS (20 %, v/v).

Stabilizaéni médium: médium DMEM/F12, penicilin (100 U/l), streptomycin (100 mg/l),
L-glutamin (2 mmol/l), FCS (5 %, v/v).

Bezsérové médium: médium DMEM/F12, penicilin (100 U/I), streptomycin (100 mg/l), L-

glutamin (2 mmol/l).

4.2.2.4 Roztoky pro stanoveni parametrii oxidaéniho stresu
GSH pufr: Tris-HCI (0,8 mol/l), EDTA (20 mmol/l), pH 8,9.
Roztok pro stanoveni GSH: DTNB (3 mmol/l) v GSH pufru.

GSHred pufr: KH,PO,4 (0,2 mol/l), EDTA (2 mmol/l), pH 7.

Roztok pro stanoveni GSHred: GSH oxidovany (20 mmol/l) v deionizované vodé. Reakce
startuje ptidanim NADPH (2 mmol/l) v Tris/HCI (10 mmol/l), pH 7.
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SOD pufr: KH,PO,4 (50 mmol/l), EDTA (0,1 mmol/l), pH 7,4.
Roztok pro stanoveni SOD: NBT (62 u mol/l), NADH (98 pumol/l) v SOD pufru. Reakce
startuje pfidanim PMS (33 pmol/l) v SOD pufru.

GPx pufr: Tris (50 mmol/l), EDTA (0,1 mmol/l), pH 7,6.
Roztok pro stanoveni GPx: GSH (0,3875 mmol/l), NADPH (0,186 mmol/l), GSHred (1,55
U/ml) v GPx pufru. Reakce startuje pfidanim kumenhydroperoxidu (10 pl v 10 ml

deionizované vody).

GST pufr: Na;HPO, (0,1 mol/l), pH 6,5.
Pracovni roztok pro stanoveni GST: GSH redukovany (20 mmol/l) v deionizované vodé.
Reakce se startuje ptidavkem CDNB (20 mmol/l) v 95% ethanolu.

Pufr na katalasu: KH,PO, (0,05 mol/l); Na,HPO,4 (0,05 mol/l), pH 7.

Pracovni roztok pro stanoveni katalasy: H,O; (0,03 mol/l) v pufru na katalasu.

4.2.3 Pristroje

Analytické vahy XS 205 DR/M (Mettler Toledo, Svycarsko)

Centrifugy MiniSpin (Eppendorf, Némecko)

Fotometr pro méfeni absorbance v 96-jamkovych deskach Sunrise Remote (Tecan,
Svycarsko)

Hlubokomrazici box VX 380 (Jouan, Francie)

Homogenizator Ultra-Turax T 25 basic (Ika Werte, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22 a Rotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)
Chlazena centrifuga Z 323 K (Hermle Labortechnik, Némecko)

Inkubator Cellstar (Qeueue System, USA)

Inkubator INE5S00 (Memmert, Némecko)

Inkubator R3001 (Rumed, Némecko)

Karl-Fischer titrator DL38 (Mettler Toledo, Svycarsko)

Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, Ceska republika)”

Laminarni box NU-437 (Nuaire, USA)

Magneticka michacka IKA RH basic KT/C (Slabo, Ceska republika)
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Mikrokapalinovy chromatograf CapLC spojeny s hmotnostnim spektrometrem typu Q-TOF
(Waters, Velka Britanie)

Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Stabilitni box Climacell 707 (BMT, Indie)

Stabilitni box Rumed R4301 (Rumed, Némecko)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Tester rozpadavosti DT2 (Sotax, Svycarsko)

Tester tablet 8M (Dr.Schleuniger Pharmatron, Svycarsko)

Ttepacka Duomax 1030 a Reax top (Heidolph, Némecko)

Ttepacka OLS 200 (Grant Instruments, Velka Britanie)

Ultrazvukova termostatova vodni lazen PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)
Véhy AX105 DeltaRange (Mettler Toledo, Svycarsko)

Vakuové rotaéni odparka s vodni lazni Rotavapor R-3000 (Buchi, Svycarsko)
Vakuové Eerpadlo Vacci-space (Chromservis, Slovensko)

Zatizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, Ceska republika)

4.2.4 Ostatni material

Kultivaéni lahve Nunclon™, kultivacni desky, filtry a centrifugacni zkumavky (Nunc,
Dansko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Filtra¢ni papir Whatman (Whatman, USA)

Chromatografické desky pro HPTLC (Merck, Némecko)

Aerosil® Rumec Silica (Evonik Industrie, Némecko)

Neionomerni polystyren-divinylbenzenovy sorbent Sepabeads SP 207 (Mitsubishi
Chemical Corp., Japonsko)

Plyny: kyslik, oxid uhligity, dusik, helium a argon (Linde Technoplyn, Ceska republika)
SPE kolonka Strata-Screen-A, smésny sorbent, 200 mg/3 ml (Phenomenex, USA)
SPE kolonka Strata SDB-L, styren-divinylbenzen, 200 mg/3 ml (Phenomenex, USA)

4.3 Statistické hodnoceni

Pokud neni uvedeno jinak, experimenty in vitro byly provedeny v tripletech ve tiech

nezavislych opakovanich. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + SD.
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Statistické hodnoceni bylo provadéno pomoci aplikace MS Excell 2000 (Microsoft,
USA) nebo Studentovym t-testem (p<0,05).
Data intervenéni studie byla analyzovana s pouzitim neparametrického Wilcoxon

signed-rank testu na hladiné vyznamnosti p<0,05.
4.4 Priprava extrakta a frakci

4.4.1 Ptiprava ethanolovych extrakt(

50 g lyofilizovanych plodi (sbér 2006, lyofilizace 3.10.2007, Ar atmosféra) bylo
umisténo do kolony. Plody byly zality 500 ml 96% ethanolem a nasledovala 24 hodin
macerace V temnu pii pokojové teploté. Poté byl extrakt slit a vakuové zahustén pii 55 °C
na medovity odparek, oznaceny jako El. Macerované plody nebyly podrobeny zadnému
mechanickému zdimani. Dale bylo k macerovaym plodd z piedchozi extrakce piidano
300 ml 60% ethanolu, 24 hodin macerovano Vtemnu pii laboratorni teploté. Opét
nasledovalo vakuové zahusténi pii 55 °C na medovity odparek oznaceny jako E2. Pfidano
200 ml EtOH 60%, 3 hodiny macerace v temnu pii laboratorni teploté. Slito a vakuové
zahu§téno pii 55 °C. Odparek oznacen jako E3. Pfiddano 200 ml 99% acetonu, 48 hodin
macerace v temnu pii teploté 4 °C. Slito a vakuové zahusténo pti 55 °C. Odparek oznaden
jako E4.

4.4.2 Priprava fenolové frakce

Zmrazené plody L. caerulea L. (cca 5 kg) byly extrahovany 0,1% H3PO, o teploté
50 °C v semikontinualnim extraktoru. Ziskany extrakt byl pfeveden na kolonu s
polymernim neionogennim sorbentem Sepabeads SP206. Po sorpci anthokyaninovych
barviv byl sorbent promyt demineralizovanou vodou a fenolové latky byly eluovany
ethanolem. Eluat byl vakuové odpaien a lyofilizovan. Timto bylo ziskano cca 20 g fenolové

frakce oznacené jako PF.

4.4.3 Extrakce plodu L. caerulea L. za dvou riznych podminek

Jako extrakéni Cinidlo byl zvolen 80% ethanol (okyseleny). K této ,,pramyslové*
extrakei byla zaroven provedena (kontrolni) ,laboratorni®, pii niz byly striktné¢ dodrzeny
tyto podminky: zamezeni pfistupu svétla, laboratorni teplota, inertni Ar atmosféra.

Oba typy extrakce byly provedeny takto: Prvni extrakéni porce méla objem 400 ml,

dalsi dvé porce mély objem po 200 ml extrakéniho €inidla, vzdy po dobu 60 min. Ziskané
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(spojené) surové extrakty byly odpafeny za snizeného tlaku pti 40 °C, dosuseny -lyofilizaci
a uschovany pii teploté -25 °C (kontrolni extrakt v Ar atmosfére).

V tabulce 3 je uveden celkovy piehled extrakénich podminek (primyslovy extrakt —
oznacen ,,P“, laboratorni ,L*). Ziskané extrakty byly testovany na subbunéénych a

bunéénych systémech pro porovnani jejich biologické aktivity v podminkach in vitro.

Tab. 9: Design ,,primyslového‘“a,, Jaboratorniho* extrakéniho postupu celych plodi L. caerulea L.

Extrakéni ¢inidlo Navazka Podminky extrakce Vytézek (%) /
vzorku (g) oznadeni
surového
extraktu
P: 80% Ethanol / 0,1 % 50,3 | 1. porce 400 ml; 2. a 3. porce po 59 /typ P
HyPO, (viv) 200 ml extrakéniho ¢inidla, vzdy

60 min, bez Ar atmosféry, pristup
vzduchu a svétla, laboratorni

teplota
L: 80% Ethanol / 0,1 % 50,3 | 1. porce 400 ml; 2. a 3. porce po 54 /typ L
HsPO, (VIV) 200 ml extrakéniho ¢inidla, vzdy

60 min, Ar atmosféry, tma,
laboratorni teplota

4.5 Zhodnoceni viastnosti extraktu

Extrakty L a P byly podrobeny srovnani obsahu fenolovych kyselin a anthokyanint a

dale testim na subbunééné a bunééné irovni.

4.5.1 Stanoveni fenolovych kyselin

Metoda LC/MS

Vzorky (44 mg) byly rozpustény ve fosfatovém pufru (50 mmol/l; 1,5 ml; pH 7)
aroztok zfiltrovan ptes teflonovy membranovy mikrofiltr (0,45 pm porosita). Vzorek byl
nanesen na kondiciovanou SPE kolonku (smésny sorbent RP). Kolona byla promyta 3 ml
deionizované vody a eluovana 3 ml methanolu a 3 ml 1% HCI v methanolu. Methanolové
frakce byly spojeny a odpafeny pod dusikem pii 40 °C. Pevny podil byl rozpustén
Vv mobilni fazi A a analyzovan LC/MS, mobilni faze A: octova kyselinal0 mmol/l,
5 % acetonitril ve vodé (v/v); mobilni faze B: acetonitril, gradient 0-5 min, 10 % B, 5-25
min, 10-90 % B, 40-45 min, 90-10 % B a 45-50 min, 10 % B. Mg&feni byla provedena na
systtmu pro LC Shimadzu Class VP (Shimadzu Corporation, Japan) s UV detektorem
SPD-10AVP a hmotnostnim detektorem LCQ Fleet, koloné¢ Gemini C18 (Phenomenex,

USA). Nastaveni iontového zdroje a optiky bylo optimalizovano podle 4-hydroxybenzoové
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kyseliny. Smés standardii (protokatechova, gentisova, 4-hydroxybenzoova, elagova,
salicylovd, rozmarynova, ferulovd, kavova, dihydrokavova, chlorogenova, 3-
hydroxyskoficova, kumarova, vanilovda a syringova kyselina) ve Ctyfech riznych
koncentracich (0,01-10 mg/l) byla pouzita pro ziskani kalibra¢nich zavislosti. Kalibra¢ni

zavislosti byly linearni (R > 0,990). Limit detekce byl 1,5 png/l a limit kvantifikace 10 pg/l.

4.5.2 Stanoveni anthokyanin(i

4.5.2.1 Vysokoucinna chromatografie na tenké vrstvé (HPTLC)

Pro déleni latek byly pouzity sklenéné desky potazené celulosou 50 HPTLC
20 x 10 cm (Merk, Némecko). VSechny vzorky a standardy byly rozpustény v methanolu a
nanaseny ru¢né pipetou v objemu 10 pl vzorku a 2 pl standardu (peonidin-3-glukosid,
pelargonidin-3-glukosid a kyanidin-3-glukosid). Desky byly vyvijeny v horizontéalni poloze
v mobilni fazi A (HCl:CH3COOH:H,0 - 3:15:82), nasledné vyjmuty, vysuseny fénem a
vyvijeny v mobilni fazi B (H,0:CH3COOH - 40:60). Po vysuSeni byly hodnoceny na

zékladé reten¢niho faktoru.

4.5.2.2 Metoda LC/MS

Vzorky (44 mg) byly rozpustény v 1 ml 0,01% HCI. Roztok (0,5 ml) byl nanesen na
kondiciovanou SPE kolonku (styren-divinylbenzen). Kolona byla promyta 3 ml 0,01% HCI
a anthokyaniny eluovany 3 ml 0,01% HCI v methanolu. Frakce byla odpafena pod dusikem
pii 40 °C, pevny podil rozpustén v mobilni fazi A a analyzovan LC/MS, mobilni faze A:
0,12% trifluoroctova kyselina, 5% acetonitril ve vod¢ (v/v); mobilni faze B:0,12%
trifluoroctova kyselina v acetonitrilu, gradient 0-35 min, 10-90 % B, 35-40 min, 90 % B.
Méfeni byla provedena na systému Shimadzu Class VP (Shimadzu Corporation, Japan) s
UV detektorem SPD-10AVP a hmotnostnim detektorem LCQ Fleet, koloné Gemini C18
(Phenomenex, USA). Ke kvantifikaci anthokyanini byl pouzit standard malvidin-3-
glukosidu v koncentraénim rozmezi 5-100 mg/l. Kalibra¢ni zavislost byla linearni (R =
0,994). Faktory odezvy jednotlivych barviv byly zanedbany. Limit detekce byl 1,5 pg/l,
limit kvantifikace 10 pg/l.
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4.5.3 Stanoveni redukéni kapacity

Pro stanoveni redukéni kapacity byla zvolena metoda pomoci Folin-Ciocalteuova
¢inidla za téchto podminek:

Vzorky byly rozpustény v PBS (10 mg/ml), tiepany 30 s a nasledné na 5 min vlozeny
do ultrazvukové lazné. Jako standard byla pouzita galova kyselina (I mg/ml). Reakéni
smés: 5 pl vzorku/standardu/pufru a 100 pl Folin-Ciocalteuova roztoku (10 X ziedéného)
bylo napipetovano na mikrotitra¢ni desticku, nechalo se stat 5 min, a poté bylo piidano 100
pl roztoku uhli¢itanu sodného (75 g/1). Nasledovala inkubace 90 min pii laboratorni teploté
a naméfeni absorbance pii 725 nm. Redukéni kapacita se vypocitala z kalibraéni kiivky

galové kyseliny jako jeji ekvivalent.

4.5.4 Stanoveni zhaseni DPPH radikalu

Antiradikalova aktivita se stanovila metodou zhaSeni radikalu 1,1-difenyl-2-
pikryhydrazylu (DPPH).

Na mikrotitraéni desticku bylo do jamek napipetovano 90 pl roztoku testovaného
extraktu v methanolu v koncentracich 0-100 pg/ml, poté bylo ptidano 180 ul roztoku
DPPH v methanolu (20 pg/ml) a po 30 minutach byla zméfena absorbance pfi 517 nm.
Z kalibra¢ni kiivky byla odectena hodnota ICs.

4.5.5 Stanoveni cytotoxicity na bunéénych modelech

Cytotoxicita byla sledovana na lidskych endotelovych buikach (HUVEC) po 4
a 24 h. Sledovanymi parametry byla redukce MTT, uvolnéni LDH do média a stanoveni

produktt peroxidace lipida.

4.5.5.1 Izolace lidskych endotelovych bunék

HUVEC byly izolovany z pupecénich $nir zen (18-35 let) po fyziologickém porodu
na Porodnicko-gynekologické klinice Fakultni nemocnice Olomouc. VSechny dobrovolnice
podepsaly informovany souhlas s odbérem a spliiovaly kritéria pro zafazeni do studie.
Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci (&.j. 39/05) a probihala v souladu s principy Mezinarodni etické
komise pro biomedicinsky vyzkum (CIOMS, Zeneva 1993). Po porodu byla pupeéni $fitira
ustfiZzena (minimalné 10 cm), vloZena do sterilniho EBS s antibiotiky a uchovana pii 4 °C.
Endotelové bunky byly izolovany kolagenasovou digesci maximalné do 20 hod. od porodu.

Shira byla promyta EBS, naplnéna roztokem kolagenasy v EBS (15 min, 37 °C), promyta
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sterilnim Hanksovym pufrem bez Ca?* aMgz+ a izolované bunky pfemistény do
kultivacniho média srtstovymi faktory aantibiotiky. HUVEC byly kultivovany
Vv kultiva¢nich lahvich potaZenych 0,2% Zelatinou. Vzhledem k tomu, Ze po osmé pasazi
dochazi k nezvratné zméné morfologie, byly v experimentech pouzivany buiiky mezi

2.-7. pasazi.

4.5.5.2 Primarni kultury endotelovych bunék

Buriky byly uchovany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii 37 °C
a v atmosféfe 5% CO,, médium bylo ménéno kazdych 48-72 hod. Po dosazeni konfluence
byly bunky oplachnuty sterilnim PBS (5 ml), uvolnény inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu
SEDTA (0,5 ml; 1-2 min; 37 °C), centrifugovany s 5-10 ml centrifugaéniho média (10 min,
152 g, pokojova teplota), resuspendovany v 10 ml kultivaéniho média a poté pouzity do
experimenttl.

Kultivadni desky byly potazeny 0,2% Zelatinou (100 pl/cm?). Po zatuhnuti Zelatiny
(30 min, 37 °C) byl sterilné odsat nadbytek roztoku. Buiiky byly vysévany v koncentraci
3 x 10" bunék/ml v riistovém médiu a uchovavany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami
pti 37 °C. Po dosazeni konfluence (3-4 dny) bylo 16 hod. pied zahajenim pokusu kultivaéni

médium vyménéno za stabiliza¢ni a nasledujici den ptridavany testované latky.

4.55.3 MTT test

Tetrazoliova sil 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) je
mitochondridlnimi dehydrogenasami metabolicky aktivnich bunék redukovana na
formazanové barvivo, jehoz koncentrace je po rozpusténi v organickém rozpoustédle
stanovena spektrofotometricky pfi 540 nm.

Po oplachnuti bunék sterilnim roztokem PBS bylo do jamek napipetovano 100 pl
Sestvého bezsérového média a 10 pl roztoku MTT (5 mg/ml; PBS). Po inkubaci (37 °C; 5%
CO;,) bylo médium s MTT odsato, do jamek aplikovano 200 ul DMSO s 1% amoniakem a
po 5 minutach byla zméfena absorbance pii 540 nm. Zivotnost bungk byla vypo&itana ze

vztahu:

. Av
Zivotnost (%) = —- 100
As

Av... absorbance vzorku, As...absorbance kontroly
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4.5.5.4 LDH test

Pokud maji buiiky porusenou membranu, uvoliiuji do média laktatdehydrogenasu.
V reakéni smési obsahujici pyruvat dochazi k preméné NADH na NAD+, ¢imz dochazi
k poklesu absorbance, métené pti 314 nm po dobu 4 min.

Aktivita LDH v médiu byla stanovena v 50 pl vzorku po ptidani 150 pl pracovniho
roztoku a vypocitana ze vztahu:

- Amin oo
aktivita (pkat-17') = 1 fedéni
=-

AAnin... zména absorbance (za minutu) pti 340 nm; € ...molarni absorpéni koeficient
(I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm).
Zivotnost bungk byla vypocitana podle vztahu:
Zivotnost (%) = m :
Aktivita,,
aktivita, ... aktivita vzorku, aktivitas ... aktivita kontroly

4.5.5.5 Stanoveni produktl peroxidace lipidi

Vzorek média (500 pl) byl zahfivan (30 min., 90 °C) se 700 pl roztoku TBA
(26 mmol/1) - TCA (918 mmol/1). Koncentrace latek reagujicich s thiobarbiturovou
kyselinou (TBARS) byla stanovena po centrifugaci (10 min., 900 g) zméfenim absorbance
supernatantu pii 535 nm.

Koncentrace TBARS, hodnocenych jako malondialdehyd, byla vypocitana podle

vztahu:

A
c (umol-171) = LL"’ - Yedéni
P

As3s ... absorbance vzorku pii 535 nm; € ... molarni absorpéni koeficient (1/mol.cm);

L ... délka optické drahy (cm).

4.6 Stabilitni studie

Cilem stabilitnich studii (SS) bylo ovéfeni kvality produktu v zavislosti na Gase
svlivem riznych faktord okolniho prostfedi, jako jsou teplota a vlhkost. Informace
0 stabilité jsou vychodiskem pro stanoveni doby pouzitelnosti a doporuceni podminek

uchovavani finalniho produktu.
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4.6.1 Nazvy, popis a slozeni testovanych pripravku

LONICERA

Potazené tablety protahlé — bikonvexni, fialové barvy.

Slozeni: Lonicera caerulea - lyofilizované plody (300 mg v 1 tablet¢), mikrokrystalicka
celulosa, hydrogenfosforeénan vapenaty, karboxymethylcelulosa sodna, stearat hoteénaty,

oxid kfemicity koloidni, smés potahovaci Aquapolish violet 054.03.MS.

DENOXINAL NEW

Potazené tablety protahlé — bikonvexni, zelené barvy.

Slozeni: Vaccinium macrocarpon — extrakt Hi-PAC 4.0 (standardizovany na 4 %
proanthokyanidini;133,33 mg), Silybum marianum extrakt (33,33 mg), Linum
usitatissimum extrakt (133,33 mg), hydrogenfosfore¢nan véapenaty, mikrokrystalicka
celulosa, karboxymethylcelulosa sodnd, stearat hote¢naty, oxid kfemicity koloidni, smés
potahovaci Aquapolish green 070.19/902095-L.

URINAL NEW

Potazené tablety kulaté — bikonvexni, fialové barvy.

Slozeni: Vaccinium macrocarpon — extrakt Cysticran (standardizovany na 40 %
proanthokyanidini;90 mg), mikrokrystalicka celulosa, hydrogenfosforeénan véapenaty,
karboxymethylcelulosa sodna, stearat hofecnaty, oxid kiemicity koloidni, koncentrat
barvici Cerveny Exberry Shade cherry red No. 158413, smés potahovaci Aquapolish violet
054.03.MS.

URINAL AKUT

Potazené tablety protahlé — bikonvexni, fialové barvy.

Slozeni: Vaccinium macrocarpon — extrakt Hi-PAC 4.0 (standardizovany na 4 %
proanthokyanidint; 450 mg), mikrokrystalicka celulosa, hydrogenfosfore¢nan vapenaty,
karboxymethylcelulosa, stearat hofeénaty,oxid  kiemicity  koloidni, talek,
hydroxypropylmethylcelulosa, hydroxypropylcelulosa, , triglyceridy, barviva: oxid

titani¢ity, indigotin, azorubin.
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4.6.2 Pouzité Sarze, obaly, podminky a délka stabilitnich studii

Do stabilitnich testli byly pouzity pilotni $arze vySe uvedenych pfipravki. Jako
primarni obaly byly pouzity kontejnery PET (polyethylentereftalat) 75 ml s vickem LDPE
(polyethylen s nizkou hustotou) nebo blistrovaci plastova folie PVC/PVdAC
(polyvinylchlorid/polyvinylidenchlorid) s hlinikovou folii. U vSech pfipravkia byly
zalozeny dlouhodobé stabilitni studie. Dale byly zalozeny zrychlené nebo stiednédobé
stabilitni studie, dle charakteru pfipravku. Pouzité primarni obaly, Sarze, podminky, délka

a datum zalozeni jednotlivych studii jsou uvedeny v Tab. 10.

Tab. 10: PouZité SarZe, primarni obaly, podminky, délka SS

C. Primarni | Nazev ptipravku Sarze Teplota VIhkost Délka
studie | obal (°C) (% RV) (mésice)
346 | kontejner | URINAL AKUT 5503043-3 | 40+2 75+5 6

347 | kontejner | URINAL AKUT 5503043-3 | 25+2 60+5 36
348 | kontejner | URINAL AKUT 5503043-4 | 40+2 75+5 6

349 | kontejner | URINAL AKUT 5503043-4 | 25+2 60+5 36
536 blistr LONICERA V9A0117 25+2 60+5 36
537 blistr LONICERA V9A0117 30+2 65+5 12
542 | kontejner | LONICERA VIA0117 25+2 60+5 36
543 | kontejner | LONICERA VIA0117 30+2 65+5 12
579 | blistr DENOXINAL NEW | V9E0214 25+2 60+5 36
580 | blistr DENOXINAL NEW | V9E0214 30+2 65+5 12
638 blistr URINAL NEW V9L0385 25+2 60+5 36
639 blistr URINAL NEW V9L0385 302 65+5 12

4.6.3 Frekvence testovani

Jednotlivé stabilitni studie byly planovany na celkovou dobu 3, 12 nebo 36 mésict.
Vstupni analyzy byly provedeny po vyrobé a dodani vzorku. Nasledujici ¢asové body

a doba testovani od zah4jeni studie jsou uvedeny v Tab. 11.

Tab. 11: Frekvence testovani a ¢asové body stabilitnich studii

Typ studie
Zrychlena | Stiednédobs | Dlouhodoba
¢asovy bod ¢as (méesic)
TO 0 0 0
T1 3 3 3
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T2 6 6 6
T3 - 9 9
T4 - 12 12
TS5 - - 18
T6 - - 24
T7 - - 36

4.6.4 Atributy, postupy a kritéria prijatelnosti testovani

Rozsah testovani pokryva fyzikalni, chemické a v pfipadé Urinal Akut také
mikrobiologické atributy produktu. Kritéria pfijatelnosti jsou odvozeny od limiti platnych

pii propousténi ve spolecnosti Walmark.

Tab. 12: Parametry a metody hodnoceni u p¥ipravki Urinal New, Denoxinal New a Lonicera

Parametr Limitni hodnoty Metoda

(Walmark)
Forma Potahovana tableta M/KJ/0017
Tvar Tableta, dle specifikace M/KJ/0017
Barva Dle specifikace M/KJ/0017
Vyska tablety --- M/KJ/0056
Primérna hmotnost tablety --- M/KJ/0003
Pevnost tablet M/KJ/0063
Rozpadavost tablet Max. 30 min M/KJ/0004
Obsah vody --- Kf.

Tab. 13: Parametry a metody hodnoceni u pFipravku Urinal Akut

Parametr Limitni hodnoty Metoda

(Walmark)
Forma Potahovana tableta SM-0002
Tvar Tablety protahlé, bikonvexni SM-0002
Barva Fialova SM-0002
Vyska tablety 4,9-57mm AM-0032
Primérna hmotnost tablety 808 — 892 mg AM-0011
Pevnost tablet Min. 170 N AM-0031
Rozpadavost tablet Max. 30 min AM-0039
Obsah vody Kf.
Obsahové latky
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Parametr Limitni hodnoty Metoda
(Walmark)
Celkové fenolové slouceniny
Proanthokyanidiny
Mikrobiologicka Cistota: Kat. 3B CL 2002
Bakterie Max. 104 CFU / g CL (2.6.12)
Houby Max. 102 CFU / g CL(2.6.12)
Enterobakterie a jiné G- Max. 102 CFU / g CL (2.6.12)
Salmonella Negativni/ 10 g CL (2.6.12)
Staphylococcus aureus Negativni / g CL (2.6.12)
E. coli Negativni / g CL (2.6.12)

4.6.5 Stanoveni redukéni kapacity

Pro sledovani stability obsahu slouéenin s antioxidaénimi vlastnostmi v extraktu
V. macrocarpon Ait. v tabletach Urinal Akut (s obsahem komeréniho extraktu Hi-PAC 4.0)
byla zvolena metoda stanoveni redukéni kapacity pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla.
Vzorky tablet byly rozdrceny v tfeci misce, rozpustény v PBS (10 mg/ml) a nasledné bylo
postupovano dle metody popsané v kapitole 4.5.3. Reduk¢ni kapacita se vypocitala
z kalibragni kiivky galové kyseliny jako jeji ekvivalent v tableté.

4.6.6 Stanoveni obsahu proanthokyanidint

4.6.6.1 Uprava vzorku

Pied analyzou byl z tablet mechanicky odstranén potah (ru¢nim o$krabanim svrchni
vrstvy). Vnitini ¢ast tablety byla rozdrcena v porcelanové tieci misce a rozetfena na jemny
prasek. Mnozstvi praskového materidlu odpovidajici jedné tableté bylo odvazeno na
analytickych vahach (820 mg). Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v 10 ml deionizované
vody, 1 min vortexovano, sonifikovano 2 minuty v ledové lazni a centrifugovano (5 min,
3000 ot/min).

Supernatant byl extrahovan 3x 10 ml ethylacetatu a spojené extrakty byly odpaieny
jemnym proudem dusiku (teplota pfi odpafovani nepfesahla 30°C). Vznikly odparek byl
uchovan pii -20°C.

Odparek byl pted analazou ponechan 5 minut pfi laboratorni teploté a nasledné
rozpustén v 1 ml methanolu. Vznikly roztok byl sonikovan 5 minut v ledové lazni. Déle byl

vzorek podroben analyze pLC/MS.
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4.6.6.2 Analyza uLC/MS:

Pro analyzu byl pouzit mikrokapalinovy chromatograf CapLC spojeny s hmotnostnim
spektrometrem typu Q-TOF (Waters) - ionizace elektrosprejem, Z-sprej, s kolonou Allure
Biphenyl 60A, 3 um (0.3 mm I.D. x 15 cm), Restek Corp. Mobilni faze A - 5,7 mM octova
kyselina + 5% (v/v) acetonitril ve vod&, mobilni faze B — acetonitril. Binamni gradient: 0-5
min 90% A; 5-40 min 90%-10% A, 40-45 min 90% A; 45-50 min 10-90% A; 50-60 min
90% A, pritok: 4 pl/min. Podminky ESI ionizace byly: sprejovaci napéti +3,6kV, teplota
zdroje 100°C, teplota desolvaéniho plynu 200 °C, pratok zmlzovaciho plynu: 50 I/h;
desolvac¢niho plynu 450 I/h.

Sbér MS dat: voleny dvé skenovaci udalosti: 1. sken m/z=50-1300, kolizni energie
(5V), 2. sken m/z = 50-1300, rampa kolizni energie (15-50 V). Pro potieby identifikace
byly v odpovidajicich experimentech pfidany jesté skenovaci udalosti zahrnujici izolaci
rodi¢ovského iontu v prvnim kvadrup6lu hmotnostniho analyzatoru a jeho fragmentaci v
kolizni cele (kolizni energie stejna jako u 2. skenu).

Pro vyhodnoceni byly z prvniho typu skenu rekonstruovany chromatogramy pro
odpovidajici hodnoty m/z sledovanych proanthokyanidint (PA):

1. monomer (epikatechin-katechin) — m/z 291
2. PA dimer typu A —m/z 577

3. PA trimer typu A - m/z 865

4. PA tetramer typu A — m/z 1153

Pro kvantifikaci byla provedena integrace piki z rekonstruovanych chromatogramui
eluyjicich v odpovidajicich ¢asech a plochy piepocitany na obsah Kkatechinu (metoda
kalibra¢ni pfimky), byla proméfena kalibraéni zavislost obsahu katechinu na Gtyfech
koncentra¢nich urovnich v rozsahu koncentraci 10 — 75 mg/l (R2 = 0,988), ziskané hodnoty
byly piepocteny na pouzité zfedéni a vztazeny na navazku. Pii vypoctu nejsou zohlednény
rozdily v odezvovych faktorech katechinu a analyzovanych PA z divodu nedostupnosti
definovanych standardi. Ziskané obsahy jsou uvedeny formou histogramti s odpovidajici
chybovou tseckou (interval spolehlivosti, o = 0,05; 4 opakovani, odlehlé hodnoty byly ze

zpracovani vylouéeny).
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4.7 Intervencéni studie

4.7.1 Design studie

Do intervencni studie bylo zapojeno deset zdravych dobrovolnikli, nekufakd,
zamé&stnanct Univerzity Palackého v Olomouci (8 Zen, 2 muzi; 25-39 let; BMI 22,9 + 2,0).
Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice a Lékatské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci. Vsichni dobrovolnici podepsali informovany souhlas, byli
seznameni s cilem studie a poudeni, aby nekonzumovali potraviny a napoje bohaté na
fenolové slouceniny, zejména plodiny bohaté na anthokyaniny, pokrmy s vétsim
mnozstvim ovoce a zeleniny a rovnéz kavu, ¢aj, vino a pivo 24 hodin pted zacatkem studie
a béhem celé doby studie.

Dobrovolnici konzumovali 165 g rozmrazenych ploda L. caerulea L. (ekv. 208 mg
anthokyanint/ den) po dobu sedmi dni. Ven6zni krev a mo¢ byly odebrany pred zacatkem a
dvé hodiny po konzumaci posledni davky plodi. Po odbéru vzorku venodzni krve byl
zmefen krevni tlak. Ve vSech vzorcich byly zméfeny zakladni biochemické parametry
(mocovina, kreatinin, bilirubin, ALT, AST, GGT, CRP, cholesterol, triacylglyceroly, HDL,
HDL-cholesterol, LDL, glukosa), produkti pokroc¢ilé oxidace proteini (AOPP) a
oxidovaného LDL (OxLDL) na Ustavu klinické biochemie a imunogenetiky Fakultni
nemocnice Olomouc s vyuzitim analyzatoru Hitachi Modular Evo P (Hitachi, Japan) a
standardni analyza moci byla provedena na zafizeni 1Q200 Automated Urinalysis System
(IRIS International, Inc., USA). GSH, GSHred, GST, GPx, SOD, katalasa a hodnoty
TBARS byly analyzovany v erytrocytech; celkova antioxidaéni kapacita, obsah SH-skupin
a TBARS byly stanoveny v plazmé [158].

Obsah fenolovych kyselin, flavonolii a anthokyanint byl stanoven v plodech, plazmé

a mo¢i pomoci HPLC/DAD-ESI-MS (kapitola 4.7.4.1).
4.7.2 Stanoveni parametrd oxidacniho stresu

4.7.2.1 Priprava vzorku

Erytrocyty — pred stanovenim byl pfipraven 10% a 1% lyzat v PBS.

Plazma byla pouZzita ke stanoveni pfimo.
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4.7.2.2 Stanoveni produktt lipoperoxidaéniho poskozeni

Princip stanoveni viz kapitola 4.5.5.5.

100 pl plazmy / 200 pl lyzatu erytrocytd bylo smichano s 1000 pl smési TBA - TCA
a zahtato (30 min, 90 °C). Po ochlazeni a centrifugaci (6740 g, 10 min, 4 °C) byla méfena
absorbance. Mnozstvi produkti lipoperoxidaéniho poskozeni (TBARS) vztazené na

malondialdehyd bylo vypocitano podle vztahu:

Koncentrace TBARS (nmol-g?) = (A‘;If‘“) Fedéni
g-L-c

A, ... absorbance vzorku; Ay ... absorbance nepovateného vzorku; € ... molarni absorpéni
koeficient MDA (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm); c ... koncentrace hemoglobinu
(a/l).

4.7.2.3 Stanoveni glutathionu (GSH)

Mnozstvi GSH bylo stanoveno na zékladé reakce s 5,5'-dithio-bis(benzoovou)
kyselinou (DTNB) v alkalickém prostiedi na 5-thio-2-nitrobenzoat (TNB). Absorbance
produktu byla méfena pii 412 nm [159].

400 pl lyzatu erytrocyttl bylo ptidano ke 100 pl 25% TCA, promichano na vortexu a
centrifugovano (15 min, 4120 g, 4 °C). Ke 20 pl supernatantu/ 5% TCA (slepy vzorek)
bylo pfidano 200 pl pracovniho roztoku a reakce byla nastartovana piidavkem 10 pl

DTNB. Po 4 min byla zméfena absorbance. Mnozstvi GSH bylo vypocitano podle vztahu:

Koncentrace GSH (mmol-g™) = Ly-fedéni
g-L-C
A, ... absorbance vzorku; Ay ... absorbance slepého vzorku; € ... molarni absorpéni

koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm); c ... koncentrace proteinii nebo

hemoglobinu (g/l).

4.7.2.4 Stanoveni koncentrace SH-skupin

Hladina SH-skupin byla stanovena dle Hu, 1994 [160]. Metoda vyuZiva stejny princip
jako stanoveni GSH (viz kapitola 4.7.2.3).
100 pl plazmy bylo smichano s300 ul GSH pufru, 20 upl DTNB (4 mg-/l), 1580 pl

methanolu a v8e bylo promichano na vortexu. Po inkubaci (20 min, 4 °C) byl vzorek

46



EXPERIMENTALNI CAST

centrifugovan (10 min, 610 g, 4 °C) a absorbance zméfena pti 412 nm. Koncentrace

celkovych SH-skupin byla vypogitana podle vztahu:

Koncentrace SH-skupin (umol-g™) = w‘fedén[

g-L-C
Ay; ... absorbance vzorku; A, ... absorbance vzorku obsahujiciho vSe kromé DTNB;
Ayp ... absorbance vzorku obsahujiciho vse kromé plazmy; € ... molarni absorpéni

koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm); c ... koncentrace proteint (g/l).

4.7.2.5 Stanoveni aktivity superoxiddismutasy (SOD)

Aktivita SOD byla stanovena nepiimo v systému NBT/NADH/PMS. Reakéni smés
produkuje superoxidovy anion, ktery reaguje s tetrazoliovou soli. Absorbance produktu
byla méfena pii 560 nm [161].

K 1% lyzatu erytrocytd bylo pfidano 200 pl roztoku pro stanoveni
superoxiddismutasy Vv pufru. Reakce byla spusténa ptidavkem 25 pul PMS (33 pmol/l). Po
5 min byla méfena absorbance. Aktivita SOD byla vypocitana podle vztahu:

- Fedeni

Aktivita SOD (Ulg) = (A-A)-(A,-A)

(A, -A)eLc
A,; ... absorbance vzorku; A, ... absorbance slepého vzorku (25 pl slepého extraktu
a 200 pl smési NBT s NADH); Ay, ... absorbance pozadi (250 pl SOD pufru); € ... molarni
absorpéni koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm); c ... koncentrace

hemoglobinu (g/l).

4.7.2.6 Stanoveni aktivity glutathionperoxidasy (GPx)

Ke stanoveni  aktivity GPx byl pouzit systém GSH/glutathionreduktasa/
NADPH/kumenhydroperoxid. V reakci katalyzované GPx je GSH oxidovan a vznikajici
GSSG je zpétné redukovan glutathionreduktasou za spotfeby NADPH, jehoz pokles je
méfen pii 340 nm [162].

Ke 20 pl 1% lyzatu erytrocytti bylo pfidano 200 pl roztoku pro stanoveni GPx. Po
inkubaci (5 min, 37 °C) bylo pfidano 10 pl kumenhydroperoxidu a byla méfena zména
absorbance za 1 min. Aktivita GPx byla vypocitana podle vztahu:

Aktivita GPx (mol-It-min™-g) = (A - Fedeént
(C-e-L)
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AAnmin ... zména absorbance (min) pfi 340 nm; ¢ ... koncentrace hemoglobinu (g/l); ¢ ...

molarni absorpéni koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm).

4.7.2.7 Stanoveni aktivity katalasy

Ke stanoveni aktivity katalasy byl pouzit systém obsahujici peroxid vodiku. V reakci
katalyzované katalasou je peroxid pfeménén na vodu a jeho ubytek je méfen pii 240 nm
[163].

40 pl 1% lyzatu erytrocytil bylo smichano s 1960 ul pufru. Reakce byla nastartovana
0,5 ml peroxidu vodiku (0,03 mol/l) a zména absorbance méfena pii 240 nm po dobu 30
sekund. Aktivita katalasy byla vypo¢itana podle vztahu:

Aktivita katalasy (mol-I"*min?-g?) = (%j - Fedent
AAmin ... zména absorbance (min) pti 240 nm; c ... koncentrace hemoglobinu (g/l);

€ ... molarni absorpéni koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm).

4.7.2.8 Stanoveni aktivity glutathionreduktasy (GSHred)
Ke stanoveni aktivity GSHred byl pouzit systtm GSSG/NADPH/ GSHred. Pfi reakci

dochazi ke spotiebé NADPH piimo timérné obsahu GSHred, ktery je méfen fotometricky
pfi 340 nm [164].

K 5 pl 10% lyzatu erythrocyti bylo pfidano 175 pl GSH pufru, 10 ul GSSG
(20 mmol/l v deionizované vod¢). Reakce byla nastartovana piidavkem 10 ul NADPH
(2 mmol/l v roztoku pro stanoveni GSHred) a zména absorbance za 1 min méfena pii

340 nm. Aktivita GSHred byla vypocitana podle vztahu:

Aktivita glutathionreduktasy (ukat/l) = (%J - Fedéni
c-&-

AAnin ... zména absorbance (min) pfi 340 nm; ¢ ... koncentrace proteint (g/l); € ... molarni

absorpéni koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm).

4.7.2.9 Stanoveni aktivity glutathiontransferasy (GST)
Ke stanoveni aktivity GST byl pouzit systétm CDNB/GSH/GST. Pii reakci vznika

konjugat CDNB s glutathionem. Jednotka enzymové aktivity je definovana jako mnozstvi
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enzymu, které katalyzuje tvorbu 1 pmol S-2,4-dinitrofenylglutathionu za minutu [165,
166].

K 10 pl erytrocytd (10% lyzatu) bylo ptidano 170 pl pufru a 10 pl GSH (20 mmol/I
Vv deionizované vod¢). Reakce byla spusténa piidavkem 10 pl CDNB (20 mmol/l v 95%
ethanolu) a ihned byla méfena zména absorbance pii 340 nm. Aktivita glutathiontransferasy
byla vypocitana podle vztahu:

Aktivita glutathiontransferasy (ukat/l) = [%} - Fedeni
c-&-

AAnin ... zména absorbance (min) pti 340 nm; ¢ ... koncentrace hemoglobinu (g/l);

€ ... molarni absorp¢ni koeficient (I/mol.cm); L ... délka optické drahy (cm).

4.7.2.10 Stanoveni koncentrace hemoglobinu

Metoda je zalozena na reakci hemoglobinu s kyanidem za vzniku
kyanomethemoglobinu, jehoz koncentrace je pfimo Uméma koncentraci hemoglobinu
a méfi se spektrofotometricky pii 540 nm [167].

K 10 pl erytrocytt (1% a 10% lyzatu) bylo pfidano 200 pul pracovniho roztoku a po
10 min byla zméfena absorbance pii 540 nm. Mnozstvi hemoglobinu bylo vypocitano podle

vztahu:

Koncentrace hemoglobinu (mmol/l) = - Fedeni

(A-A)
e-L

A, ... absorbance vzorku; Ay ... absorbance slepého vzorku (PBS); € ... molarni absorpéni
koeficient (I'm/l- cm™); L ... délka optické drahy (cm).

47.2.11 Stanoveni koncentrace proteinid dle Bradfordové

Stanoveni je zaloZeno na tvorb&é komplexu mezi barvivem (Coomassie brilliant blue
G-250) a proteiny ve vzorku. Barvivo se vyskytuje ve tfech formach: kation (470 nm),
neutralni molekula (650 nm) a anion (595 nm). Vazba proteinu stabilizuje aniontovou
formu a vyvolava zménu zbarveni, ktera je zmétena pti 595 nm [168].

K 10 pl standardu / vzorku bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku a po promichani byla

meéfena absorbance. Hodnota byla odectena z kalibraéniho grafu.

49



EXPERIMENTALNI CAST

4.7.3 LC/MS stanoveni anthokyaninu, fenolovych kyselin

Obsah anthokyanini v plazmé a moci a fenolovych kyselin v plazmé byl stanoven

LC/MS analyzou. Limit detekce byl 1,5 pg-/I a limit kvantifikace 10 pg-/I.

4.7.3.1 Stanoveni fenolovych kyselin

Plazma byla nafedéna fosfatovym pufrem (NaH,PO4, 50 mmol/l, pH 7,0) v poméru
1:1. Roztok byl zfiltrovan pies teflonovy membranovy mikrofiltr (porozita 0,45 pm). Takto
ptipravené vzorky (1 ml) byly naneseny na kondiciovanou (methanol, fosfatovy pufr) SPE
kolonu (smésny sorbent, Strata Screen A). Kolona byla promyta 3 ml deionizované vody a
eluovana 3 ml methanolu a 3 ml 1% HCI v methanolu. Oba eluaty byly spojeny a odpafeny
pod dusikem pii maximaln¢ 35 °C. Odparek byl rozpustén v 0,25 ml mobilni faze A
a analyzovan LC/MS.

LC analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Shimadzu Class VP stejné
jako v kapitole 4.5.2.2.

4.7.3.2 Stanoveni anthokyaninti

Plazma byla smichana s0,01% HCI vpoméru 1:1. Roztok byl zfiltrovan pies
teflonovy membranovy mikrofiltr (porozita 0,45 pm) a nanesen (0,5 ml) na kondiciovanou
(methanol, 0,01% HCI) SPE kolonu (styren-divinylbenzen). Kolona byla promyta 3 ml
0,01% HCI a anthokyaniny eluovany 3 ml 0,01% HCI v methanolu. Eluat byl odpaien pod
dusikem pfi maximalné 35 °C a odparek rozpustén v 0,25 ml mobilni faze A (0,12% TFA
a 5% acetonitril) a analyzovan LC/MS.

Mo¢ (0,25 ml) byla smichana s pfislusnou mobilni fazi A (0,25 ml), vortexovana
1 min a centrifugovana 10 min pfti 13 000g, 4 °C. Supernatant byl aplikovan na LC kolonu
(Gemini C18).

LC analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu Shimadzu Class VP stejné

jako v kapitole 4.5.2.2.

4.7.4 Priprava vzorki mo¢i pro HPLC analyzu a enzymatické stépeni
Analyza volnych sloucenin v moci. Vzorky moci (160 pl) byly smichany s 240 pl

MeOH (1 % octova kys., v/v) a centrifugovany 3 min. (14 000 g), pfi pokojové teplote) v

pfistroji Minispin Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko) a supernatant byl analyzovan

pomoci HPLC/DAD-ESI-MS.
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Analyza celkovych sloucenin v moci. Vzorky mo¢i (160 pl) byly smichany s 40 pl 1M
octanového pufru, pH 5,0 + 4 uL glukuronidasy/arylsulfatasy (40/20 U/ml, standardizovany
roztok vyrobce Merck, K41682514) + 4 ul Hl-sulfatasy vyrobce Sigma-Aldrich, S9626
(1000 U/ml, rozpusténé v 0,2 M octanového pufru, pH 5,0). Zdroj enzymu byl Helix
pomatia. Po 30 min pii 37 °C byly inkubované smési smichany s 200 ul methanolu
(1% kys. octova, v/v) a centrifugovany (14 000 g) 3 min pii pokojové teploté. Supernatanty
(10 pl) byly analyzovany pomoci HPLC/DAD-ESI-MS.

4.7.4.1 HPLC/DAD-ESI-MS

HPLC chromatograficky systém Dionex UltiMate 3000 (Dionex Corp., Sunnyvale,
California, USA) byl vybaven odplynovacem (SRD-3400, 4 DEGASSER CH), binarni
pumpou (HPG-3400SD), automatickym davkova¢em (WPS-3000 TSL ANALYTICAL),
kolonovou ¢&asti (TCC-3000RS) a detektorem s diodovym polem - DAD (DAD-3000, 190-
400 nm).

Byla pouzita chromatograficka kolona (150 mm x 2,0 mm, 5 um) Gemini C18 110A s
C18 ptedkolonou (4 mm x2mm, 5um) od vyrobce Phenomenex (USA). Vstiikovany
objem byl 10 uL a mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu (kapalina B)/10 mM kyseliny
octové v 5 % (v) acetonitril ve vodé, linearni gradientova eluce (%, v): 0-3 min (10 % B), 3-
20 min (10-40 % B), 20-20,1 min (40-90 % B), 20,1-22 min (90 % B), 22-22,1 min (90-10
% B), 22,1-28 min (10 % B). Pratok mobilni faze byl 0,4 mL/min, teplota automatického
davkovace byla 10 °C a kolonové ¢asti 25 °C.

Pro analyzu byl pouzit hmotnostni spektrometr LCQ fleet vybaveny kvadrupolem
s linearni iontovou pasti (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) pracujici v negativnim
ESI modu. Parametry ESI-MS byly: napéti spreje 4,75 kV, teplota kapilary 210 °C a napéti
kapilary -1V. Jako kolizni plyn bylo pouzito helium. Parametry pratoku plynu byly 60,5 a
2 relativnich jednotek. MS? fragmenty byly izolovany z nasledujicich matefskych jontd:
137, 151, 153, 163, 165, 167, 178, 181, 193 m/z; normalizovana kolizni energie byla 25.

Parametry HPLC/DAD-ESI-MS pro kvalitativni analyzu studovanych latek (celkem 37)
jsou uvedeny v Tab. 14. Kvantifikace sloucenin byla vypoétena z kalibraéni kiivky

v rozmezi od 7,5 ng do 10 pg na nastrik.

51



EXPERIMENTALNI CAST

Tab. 14: Anylyzované sloudeniny v intervenéni studii a parametry HPLC/DAD-ESI-MS.

Sloucenina

. 2

(trividlni nézev) Zkratka tr (MiN)  Amax (NM) MS/MS* (m/z)

Derivaty benzoové kyseliny

Benzoova kyselina BA 9,4 229/273 121

2-Hydroxybenzoové kyselina —, 15 p 133 236/299 137/93

(salicylova kyselina)

3-Hydroxybenzoova kyselina 3-HBA 4,6 204/235/296 137/93

4-Hydroxybenzoova kyselina 4-HBA 34 193/255 137/93

2,3-Dihydroxybenzoova kyselina  2,3-DHBA 6,9 208/245/323 153, 167, 169

84-Dihydroxybenzoovd kyselina 3 ) hypa 5o 2032501203 1537100

(protokatechova kyselina)

25-Dihydroxybenzoovi kyselina o hipn 66 20002461322 153/109

(gentisova kyselina)

3,4,5-Trihydroxybenzoova

kyselina 345THBA 16 292132113 g

(galova kyselina)

4-Hydroxy-3-methoxybenzoova

kyselina aHMBA 38 208121626012 4g7)55 103

o . 91

(vanilova kyselina)

4-Hydroxy- 3,5-

dimethoxybenzoova kyselina 4-HDMBA 39 215/274 197

(Syringova kyselina)

Hydroxyderivaty fenyloctové

kyseliny

Fenyloctova kyselina PA 9,8 205/257 135

2-Hydroxyfenyloctova kyselina 2-HPA 6,1 216/273 151/107

3-Hydroxyfenyloctova kyselina 3-HPA 4,5 218/274 151/107

4-Hydroxyfenyloctova kyselina ~ 4-HPA 35 220/275 151/107

i""D.'hyd roxyfenyloctové 34-DHPA 24 195/282 167/123
yselina

4-Hydroxy-3-methoxy-

fenyloctova kyselina 4-HMPA 4,0 197/227/280 181/137

(homovanilova kyselina)

Hydroxyderivaty fenylpropionové

kyseliny

2-Hydroxyfenylpropionova 2HPPA 91 216/273 165/147,121

kyselina

3-Hydroxyfenylpropionova 3HPPA 56  206/251 165/165

kyselina

4-Hydroxyfenylpropionova 4-HPPA 57 220/277 165/121
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Sloucenina

. 2
(trivialni nazev) Zkratka tr (MiN)  Amax (NM) MS/MS* (m/z)

kyselina

(floretova kyselina)

3,4-Dihydroxyfenylpropionova

kyselina 3,4-DHPPA 3,3 195/279 181/137
(Dihydrocaffeova kyselina)
4-Hydroxy-3-
methoxyfenylpropionova
kyselina

(dihydroferulova kyselina)

4-HMPPA 6,4 197/227/280 195

Hydroxyderivaty skoricové
kyseliny

Skofticova kyselina CA 14,6 223/276 147
3-Hydroxyskoticova kyselina 3-HCA 8,8 232/277 163/119
4-Hydroxyskoficova kyselina
(p-Coumarova kyselina)
3,4-Dihydroxyskoticova kyselina
(Caffeova kyselina)
3-Hydroxy-4-methoxyskoticova
kyselina 3-HMCA 8,4 240/297/322 193/178
(Isoferulova kyselina)

4-Hydroxy-3-methoxyskoficova

kyselina 4-HMCA 7,8 237/321
(Ferulova kyselina)

4-Hydroxy-3,5-

dimethoxyskoticova kyselina 4-HDMCA 7,7 235/323 223
(Sinapova kyselina)

4-HCA 6,9 225/309 163/119

3,4-DHCA 39 218/247/320 179

193/149, 178,
134

(Hydroxy)hippurova kyselinaljiné

Hippurova kyselina HA 5,2 192/227 178/134
2-Hydroxyhippurova kyselina 2-HHA 8,1 202/238/299 194
Chlorogenova kyselina CGA 39 215/249/322 353
Rozmarynova kyselina RA 12,9 248/326 359
Elagova kyselina EA 8,9 251 301
Kvercetin QuU 14,9 255/296/368 301
Katechin CT 2,8 202/228/278 289
Rutin RU gig 2021256 gy
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5 Vysledky

5.1 Vysledky zpracovani extrakti a frakci a jejich hodnoceni

5.1.1 Vytézky ethanolovych extrakci a pfipravy fenolové frakce

Extrakty z 50 g lyofilizovanych ploda L. caerulea L., oznacené jako E1 — E4, byly

vakuové odpafeny s vytézkem uvedenym v Tab. 15.

Tab. 15: Vytéiky jednotlivych extrakénich porci ethanolové extrakce plodii L. caerulea L.

Oznaceni extraktu Objem extrakéniho | Objem slitého Hmotnost medovitého
¢inidla (ml) extraktu (ml) odparku (g)

El 500 345 18,2

E2 300 340 12,3

E3 200 248 49

E4 200 195 0,7

Vytézek extraktu P pii navazce 50,3 g lyofilizovanych plodu L. caerulea L. byl 29,7
g lyofilizatu a extraktu L pfi stejné navazce 27,2 g lyofilizatu.
Eluat z pripravy fenolové frakce L. caerulea L. pii navazce 5 kg mrazenych plodu byl

vakuové¢ odpafen, a tim bylo ziskano 19,27 g medovitého odparku.

5.1.2 HPTLC stanoveni anthokyaninu

Kvalitativni analyza fenolovych latek byla provedena vysokoucinnou chromatografii
na tenké vrtsvé (HPTLC; Obr. 9). Srovnanim se standardy byl potvrzen nejvyssi obsah
anthokyaninii (ptedev§im kyanidin-3-glukosidu) ve fenolové frakci L. caerulea L. oproti
extraktim EI - E4. Pro srovnani jsou znazornény i vysledky vzorkd tablet s obsahem
extraktu V. macrocarpon Ait. ze SS ¢&. 347 a 349 v ¢asech TO a T4.
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Kya Peo  Pel El E2 E3 E4 PF S1 S2 S3 S4

Obr. 9: HPTLC deska se srovnanim riznych extrakti a frakce L. caerulea L. a tablet
sextraktem V. macrocarpon Ait. (Kya ... Kyanidin-3-glukosid; Peo ... peonidin-3-glukosid;
Pel ... pelargonidin-3-glukosid; koncentrace standardd 0,4 mg/l, naneseno 2,5 ul; E1 ... cely
lyofilizovany plod, 2 ... fenolova frakce L.c., 3 ... frakce 8/1, 4 ... frakce 8/2, PF ... fenolova frakce L.
caerulea L.; S1... tablety ze SS & 347 z ¢asu TO0; S2 ... tablety ze SS ¢. 349 z ¢asu TO; S3 ... tablety ze
SS & 347 v &ase T4; S4 ... tablety ze SS & 349 v ¢ase T4; koncentrace viech vzorki tablet 25 mg/l
methanolu, naneseno 10 pl. Mobilni fize A: HCI/CH3;COOH/H,0, 3:15:82; Mobilni fize B:
H,0/CH;COOH, 4:6

5.1.3 Srovnani extraktd s riznymi podminkami extrakce

Lyofilizaty extraktd L. caerulea L. ,,P“ a ,,L* byly podrobeny testim antioxida¢ni
aktivity na zhaseni DPPH a stanovenim redukéni kapacity pomoci Folin-Ciacolteuova

¢inidla. Dale byla stanovena cytotoxicita na primarnich kulturach endotelovych bungk.

5.1.3.1 Stanoveni obsahovych latek

Stanoveni obsahu fenolovych kyselin, flavonoidi (Tab. 16) a anthokyanint (Tab. 17)
bylo provedno analyzou LC/MS. Dominantnim anthokyaninem byl kyanidin-3-glukosid,
coz potvrzuje kvalitativni HPTLC analyzu. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily

Vv celkovém mnozstvi fenolovych kyselin, flavonoidd a anthokyanind.
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Tab. 16: Obsah fenolovych Kkyselin a flavonoidi v extraktech L a P, jejich absolutni a relativni mnoZstvi

Fenolové Kkyseliny | L (mg/g) L (rel.%) P (mg/g) P (rel.%)
Gentisova 0,042 +0,0001 |3,2 0,042 +0,00002 |3,8
p-Kumarova 0,0038 +0,0001 (0,3 0,0048 +0,0003 | 0,4
Ferulova 0,018 £ 0,003 14 0,015 £0,001 14
Chlorogenova 1,18+ 0,13 90,3 0,83 £ 0,06 94,3
Rozmarynova 0,063 = 0,001 4,8 -

celkem 1,31 +0,20 100 1,09 + 0,06 100
Flavonoidy

Kvercetin 2,74 +1,29 74,6 3,46 £ 0,083 81,7
Rutin 0,93 + 0,04 25,4 0,78 £ 0,01 18,3
celkem 3,67+1,32 100 4,23 0,09 100

Tab. 17: Obsah anthokyaninii v extraktech L a P, jejich absolutni a relativni mnoZstvi

Anthokyaniny L (mg/g) L (rel.%0) P (mg/g) P (rel.%)
Kyanidin 0,29 £ 0,09 1,1 0,33+0,12 1,2
Kya-3-ara 0,24 + 0,04 0,9 - -
Kya-3-glu 12,61 £0,07 46,9 13,84 £ 0,09 49,3
Kya-3-rut 1,26 + 0,03 47 1,13+0,13 4,0
Kya-3,5-diglu 0,73 £0,01 2,7 0,72 £ 0,03 2,6
Delfinidin 0,91 £ 0,08 34 0,46 = 0,003 1,7
Del-3-glu 0,53 +£0,01 2,0 0,72 £ 0,02 2,6
Def-3-rut 4,41 £0,06 16,4 4,44 +0,18 15,8
Pelar-3-glu 0,81 £ 0,06 31 1,04 £0,14 3,7
Peo-3-glu 12,96 £ 0,03 11,0 13,84 £ 0,09 10,4
Peo-3-rut 0,55 + 0,06 2,0 0,58 + 0,02 2,0
Peo-3,5-diglu 0,44 +£0,07 1,7 0,91 +0,12 3,3
Petunidin-3-rut 1,12+ 0,06 42 0,97 +0,13 3,5
celkem 26,9 £ 0,7 100 28,1+1,0 100

5.1.3.2 Zhaseni DPPH radikalu

Vysledek byl vyjadien jako koncentrace testované latky, ktera zpiisobila 50% pokles

absorbance reakéni smési pfi vinové délce 517 nm (ICsp). Vysledky ziskané pii sledovani
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zhaSeni DPPH radikalu ukazuji na statisticky nevyznamny rozdil v antioxidac¢ni aktivité
obou extrakta (ICsp pro extrakt L byla stanovena na 477,8 (+67,9) pg/ml a pro
extrakt P 478,3 (+81,03) pg/ml).

5.1.3.3 Stanoveni redukéni kapacity

Redukéni kapacita vypoctena z kalibracéni kiivky galové kyseliny je v extraktu L
3,54% (£0,33) a vextraktu P 2,93% (£0,77) GAE. Rozdil neni statisticky vyznamny.
Odpovida to 1911 mg GAE/100 mg, resp. 1728 mg GAE/100 mg lyofilizovanych plodu.

5.1.3.4 Stanoveni cytotoxicity

Vliv extraktll na zivotnost bunécné kultury byl sledovan na modelu primarnich kultur
lidskych endotelovych bunék v koncentraénim rozmezi 0-1000 pg/l po 4 a 24 hodinach.
Kvalita kultury byla hodnocena LDH, MTT a TBARS testem. Vysledky byly pro vétsi
prehlednost vyjadieny jako zivotnost bunek (%) ve srovnani s kontrolni kulturou, ktera byla
inkubovéana stanovenou dobu v médiu bez testovanych latek. Testované extrakty P a L
nebyly v testovanych koncentracich cytotoxické, ani nebyl zadny statisticky vyznamny
rozdil mezi obéma extrakty (Obr. 10 - Obr. 15).
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Obr. 10: Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg/l na Zivotnost HUVEC, méfena

testem LDH po 4 hod. Hodnoty jsou priimérem + SD ze dvou méfeni provedenych v tripletu.
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Obr. 11: Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg/l na Zivotnost HUVEC, méiena

testem LDH po 24 hod. Hodnoty jsou priimérem = SD ze dvou méFeni provedenych v tripletu.
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Obr. 12. Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg/l na Zivotnost HUVEC, méfena

testem MTT po 4 hod. Hodnoty jsou primérem + SD ze dvou méFeni provedenych v tripletu.
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Obr. 13: Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg/l na Zivotnost HUVEC, méfena

testem MTT po 24 hod. Hodnoty jsou priimérem + SD ze dvou méeni provedenych v tripletu.
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Obr. 14: Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg/l na Zivotnost HUVEC, méfena

testem TBARS po 4 hod. Hodnoty jsou primérem + SD ze dvou méfeni provedenych v tripletu.
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Obr. 15: Vliv extrakti L. caerulea L., L a P, v koncentracich 0-1000 pg-/I na Zivotnost HUVEC,
méiena testem TBARS po 24 hod. Hodnoty jsou primérem + SD ze dvou méfeni provedenych

v tripletu.

5.2 Stabilitni studie

5.2.1 Vysledky fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych atributi

Fyzikalni, chemické i mikrobiologické atributy byly u v§ech testovanych ptipravki az
na vyjimky vyhovujici. U vSech provedenych testi a pfipravki byly vyhovujici tvar, barva,
vyska tablety, primérna hmotnost a pevnost tablet. V pfipadé tablet LONICERA, studie ¢.
537 (stiednédoba stabilitni studie), 542 (dlouhodoba stabilitni studie) a 543 (stfednédoba
stabilitni studie) doslo po 12, resp. po 9 a 6 mésicich k popraskani vSech testovanych tablet
(nevyhovujici forma tablet). V piipadé studie ¢. 579 (dlouhodoba stabilitni studie tablet
DENOXINAL NEW) byla v ¢ase TO (na zacatku studie) zméfena nadlimitni rozpadavost
tablet (32,02 minut, limit byl 30 minut).

V nasledujicich tabulkach jsou ptehledné usporadany vysledky fyzikalng-chemickych
a mikrobiologickych atributt dle ¢isla studie (Tab. 18 - Tab. 29).
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Tab. 18: Vysledky kratkodobé stabilitni studie Urinal Akut &. 346

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)

0 3 6
Barva Fialova - VYH VYH VYH
Tvar Protahla tableta, - VYH VYH VYH

bikonvexni

Forma Tableta - VYH VYH VYH
Vyska tablety 49-57 mm 5,53 5,60 5,84
Pevnost tablet Min. 170 N 330 Nad 500 | Nad 500
Primérna hmotnost 808 — 892 mg 850,7 872,9 890,3
tablety
Rozpadavost Max. 30 min 26,97 34,60 37,10
Obsah vody % 4,29 5,16 5,04
Bakterie Max. 10 CFU/g |25 30 25
Houby Max. 10 CFU/g | NEZ NEZ NEZ
Enterobakterie a jiné Max. 10 CFU/g | NEZ NEZ NEZ
G-
Salmonella NEG/10g NEG NEG NEG
Staphylococcus aureus | NEG/1g NEG NEG NEG
E.coli NEG/1g NEG NEG NEG

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEZ ... nezjisténo; NEG ... negativni
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Tab. 19: Vysledky dlouhodobé stabilitni studie Urinal Akut &. 347

Parametr Limit Jednotka Perioda testovani (mésic)
0 3 6 9 12 18 24
Barva Fialova --- VYH | VYH [ VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Tvar Protahla --- VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
tableta,
bikonvexni
Forma Tableta --- VYH | VYH [ VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Vyska tablety | 4,9-5,7 mm 553 |556 |554 |557 |557 |558 |5,61
Pevnost tablet | Min. 170 | N 330 |358 |416 |>500 |>500 | >500 | >500
Primérna 808 -892 | mg 850,7 | 860,8 | 859,9 | 868,4 | 873,0 | 882,7 | 884,8
hmotnost
tablety
Rozpadavost | Max. 30 min 26,97 | 32,03 | 29,05 | 30,37 | 36,98 | 33,60 | 28,22
Obsah vody --- % 4,29 |513 |6,14 |6,07 |594 |6,24 |5,96
Bakterie Max.10* |CFU/g |25 125 |50 2350 | 70 50 40
Houby Max. 10 CFU/g |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ | NEZ
Enterobakterie | Max. 10 CFU/g |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ |NEZ | NEZ
ajiné G-
Salmonella NEG/ 10 g NEG |NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
Staphylococcus | NEG/1g NEG |NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
aureus
E. coli NEG/1g NEG |NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEZ ... nezjisténo; NEG ... negativni
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Tab. 20: Vysledky studie kratkodobé stabilitni studie Urinal Akut &. 348

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)

0 3 6
Barva Fialov4 VYH VYH VYH
Tvar Protahl tableta, VYH VYH VYH

bikonvexni

Forma Tableta VYH VYH VYH
Vyska tablety 49-57 mm 5,51 5,60 5,85
Pevnost tablet Min. 170 N 370 Nad 500 |---Y
Primérna hmotnost 808 — 892 mg 851,3 876,7 889,4
tablety
Rozpadavost Max. 30 min 28,67 33,95 42,20
Obsah vody % 4,85 5,15 5,83
Bakterie Max. 10 CFU/g |5 45 20
Houby Max. 10 CFU/g |NEZ NEZ NEZ
Enterobakterie a jiné Max. 10 CFU/g | NEZ NEZ NEZ
G-
Salmonella NEG/10g NEG NEG NEG
Staphylococcus aureus | NEG/1g NEG NEG NEG
E.coli NEG/1g NEG NEG NEG

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEZ ... nezjisténo; NEG ... negativni
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Tab. 21: Vysledky dlouhodobé stabilitni studie Urinal Akut ¢. 349

Parametr Limit Jednotk | Perioda testovani (mésic)
a 0 3 6 9 12 18 24

Barva Fialova VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Tvar Protahla VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH

tableta,

bikonvexni
Forma Tableta VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Vyska tablety |4,9-5,7 mm 551 [555 |554 |555 |557 |557 |561
Pevnost tablet | Min. 170 | N 370 |416 |478 |>500 | >500 | >500 |>500
Primé&rna 808-892 | mg 851,3 | 864,2 | 868,9 | 872,3 | 876,1 | 879,9 | 887,5
hmotnost
tablety
Rozpadavost Max. 30 min 28,67 | 33,22 | 29,88 | 32,70 | 43,43 | 35,32 | 25,00
Obsah vody % 485 |538 |647 |598 |536 |531 |582
Bakterie Max. 104 |CFU/g |5 40 75 3405 |70 50 10
Houby Max. 102 CFU/g |NEZ | NEZ | NEZ |50 NEZ | NEZ | NEZ
Enterobakterie | Max. 102 |CFU/g | NEZ | NEZ |NEZ | NEZ |NEZ | NEZ | NEZ
a jiné G-
Salmonella NEG/ 10 g NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
Staphylococcus | NEG/ 1 g NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
aureus
E.coli NEG/1g NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEZ ... nezjisténo; NEG ... negativni
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Tab. 22: Vysledky kratkodobé stabilitni studie Lonicera ¢&. 536

Parametr Limit Jednotk | Perioda testovani (mésic)
a 0 3 6 9 2 |18 |24
Barva Fialova --- VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Tvar Protahla --- VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | NEV
tableta, )
bikonvexni
Forma Tableta --- VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH | VYH
Vyska tablety |4,9-5,7 mm 543 | 546 |547 |550 |552 [563 |591
Pevnost tablet | Min. 170 | N 413 | 406 |[296 |335 |279 |207 |110
Primérna 808-892 | mg 850,3 | 855,4 | 856,2 | 857,4 | 860,8 | 866,2 | 866,8
hmotnost
tablety
Rozpadavost Max. 30 min 17,02 | 13,80 | 14,30 | 14,02 | 14,75 | 15,88 | 14,7
Obsah vody -—- % 3,75 | 350 |--- - 436 | --- 5,54
Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEV ... nevyhovuje
Tab. 23: Vysledky stiednédobé stabilitni studie Lonicera &. 537
Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)
0 6 9 12
Barva Fialova - VYH |VYH |VYH |VYH |VYH
Tvar Protahla, --- VYH |VYH |VYH |VYH |VYH
bikonvexni
Forma Tableta VYH |VYH |VYH |VYH {\)IEV
Vyska tablety - mm 5,43 548 | 5,57 5,80 -
Pevnost tablet N 413 355 252 180
Primérna -—- mg 850,3 [859,0 |861,4 |8649 |--
hmotnost
tablety
Rozpadavost Max. 30 min 17,02 | 14,98 | 19,20 | 20,32 | ---
Obsah vody -—- % 3,75 335 | -- -—- -
Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEV ... nevyhovuje

Y doslo k popraskani vsech tablet
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Tab. 24: Vysledky kratkodobé stabilitni studie Lonicera ¢&. 542

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)
0 3 6 9
Forma Potahovana - VYH |VYH |VYH |NEVY
tableta
Tvar Tablety --- VYH |VYH |VYH |VYH
protahlé,
bikonvexni
Barva Fialova - VYH |[VYH |VYH |VYH
Vyska tablety | --- mm 547 |548 |556 |--
Primérna mg 852,0 | 859,3 |866,6 |---
hmotnost
tablety
Pevnost tablet - N 373 267 179 -
Rozpadavost Max. 30 min 13,60 | 18,08 | 14,72 | ---
tablet
Obsah vody --- % 352 371 |-- ---

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEV ... nevyhovuje
Y Doslo k popraskani viech tablet

Tab. 25: Vysledky stiednédobé stabilitni studie Lonicera €. 543

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)
0 3 6

Forma Potahovana tableta VYH VYH NEVY
Tvar Tablety protahlé, --- VYH VYH VYH

bikonvexni
Barva Fialova --- VYH VYH VYH
Vyska tablety -- mm 5,47 5,59 --
Primérna hmotnost -- mg 852,0 863,2 --
tablety
Pevnost tablet N 373 229
Rozpadavost tablet Max. 30 min 13,60 17,30
Obsah vody % 3,52 3,50

Pozn.: VYH ... vyhovuje; NEV ... nevyhovuje
Y Doslo k popraskani vsech tablet
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Tab. 26: Vysledky dlouhodobé stabilitni studie Denoxinal New ¢&. 579

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)
0 3 6 9
Forma Potahovana - VYH | VYH |VYH VYH
tableta
Tvar Tablety protahlé, | --- VYH | VYH |VYH VYH
bikonvexni
Barva Zelena - VYH | VYH |VYH VYH
Vyska tablety mm 6,14 6,21 6,18 6,18
Primérna hmotnost -—- mg 995,4 |1001,1 | 1005,0 | 1005,2
tablety
Pevnost tablet --- N 260 258 265 268
Rozpadavost tablet Max. 30 min 32,02 | 11,48 | 10,00 |9,48
Obsah vody % 3,74
Pozn.: VYH ... vyhovuje
* Hodnoty jsou nad limitem.
Tab. 27: Vysledky stiednédobé stabilitni studie Denoxinal New ¢. 580
Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani (mésic)
0 3 6 9
Forma Potahovana VYH |VYH |VYH |VYH
tableta
Tvar Tablety protahlé, | --- VYH |VYH |VYH |VYH
bikonvexni
Barva Zelena VYH |VYH |VYH |VYH
Vyska tablety mm 6,14 |6,18 |6,22 6,28
Primeérna hmotnost mg 995,4 |998,2 |1009,4 | 1019,0
tablety
Pevnost tablet N 260 259 304 332
Rozpadavost tablet Max. 30 min 32,02 | 14,23 | 13,13 | 10,95
Obsah vody --- % 3,74 |- --- ---

Pozn.: VYH ... vyhovuje
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Tab. 28: Vysledky dlouhodobé stabilitni studie Urinal New &. 638

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani
(mésic)
0 3
Forma Potahovana tableta - VYH VYH
Tvar Tablety kulaté, - VYH VYH
bikonvexni
Barva Fialova VYH VYH
Vyska tablety --- mm 5,23 5,26
Primérna hmotnost --- mg 551,0 554,2
tablety
Pevnost tablet --- N 162 165
Rozpadavost tablet Max. 30 min 14,52 16,35
Ztrata suSenim --- % 1,93 2,83

Pozn.: VYH ... vyhovuje

Tab. 29: Vysledky stiednédobé stabilitni studie Urinal New ¢&. 639

Parametr Limit Jednotka | Perioda testovani
(mésic)
0 3
Forma Potahovana tableta - VYH VYH
Tvar Tablety kulaté, --- VYH VYH
bikonvexni
Barva Fialova - VYH VYH
Vyska tablety --- mm 5,23 5,25
Primérna hmotnost --- mg 551,0 554.,6
tablety
Pevnost tablet N 162 158
Rozpadavost tablet Max. 30 min 14,52 18,05
Ztrata suSenim --- % 1,93 2,99

Pozn.: VYH ... vyhovuje

5.2.2 Vysledky stanoveni redukéni kapacity

Vysledky stanoveni redukéni kapacity pomoci Folin-Ciacolteuova fenolového ¢inidla
(ekvivalent galové kyseliny v % v tablet¢ Urinal Akut) ve zrychleném a dlouhodobém

stabilitnim testu jsou zndzornény v grafech (Obr. 16 a Obr. 17). Ve stabilitni studii
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nedochézelo Vv jednotlivych ¢asovych bodech k vyznamnym statistickym zménam redukéni

kapacity v hodnotach GAE.

Zrychleny stabilitni test 0346 0348
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Obr. 16: Redukéni kapacita ve zrychlené SS &. 346 a 348
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Obr. 17: Redukéni kapacita v dlouhodobé SS &. 347 a 349
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5.2.3 Vysledky stanoveni prokyanidint

Ve vsech vzorcich ze SS ¢. 347-349 (v ¢asech TO - T7) byly nalezeny a koliznimi
spektry jednozna¢né potvrzeny proanthokyanidiny (PA) typu A: monomer, dimer, trimer
i tetramer. Béhem studie dochdzelo ke snizovani obsahti vSech sledovanych
proanthokyanidini a prezentované grafy (Obr. 18 - Obr. 23) demonstruji pribéh zmén
v obsahu PA v zavislosti na Case. Bylo zjisténo, Ze dochazi ke sniZeni sumy obsahu
epikatechin — dimer — trimetr - tetramer pfiblizn€ o 60 % oproti odbéru v ¢ase T5. Nejveétsi
pokles byl zaznamenan u trimeru PA-typ A, shodné u obou vzorkt — T6-347 i T6-349.
Analyzou odbéru T7 byly nalezeny mirné vys$si obsahy dimeru, trimeru a sumy vsech
proanthokyanidinti ve srovnani s odbérem v ¢ase T6. Rozdily oproti odbéru v ¢ase TS jsou
v ramci konfidenénich intervali a nejsou tedy statisticky vyznamné. Mirné zvySeny obsah
oproti pfedchozim tfem odbérum byl pozorovan u tetrameru (pfiblizné odpovida poloviné
puvodniho mnozstvi v ¢ase T0). Obsah epikatechinu klesl na hodnotu mensi nez 5 %

ptvodniho mnozstvi (oproti odbéru v ase T0).

Katashin, epikatechin, miz=281

007

0wzt — — — — [

ﬂﬁ%aﬂ

TO-34T To-248 T1-247 T1249 T224T T2-349 T4-247 T4-49  TE-34T  T5 349 Te34T Te-248 Ti-47 Ti-349

Obr. 18: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS ¢. 347 a 349 - katechin (monomer),
m/z=291
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Procyanidin dimer, @ A, miz =577

' T0-34T TO-248 T1-347 Ti-248% T2-247 T2-248 T4-247 T4-2349  TE 34T TE- 45 TE-34T T6-345 TT-247 T7-348

Obr. 19: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS &. 347 a 349 - proanthokyanidin,
dimer, typ A, m/z=577

Procyanidin trimer, typ A, mz=865

0.02

0.015

o

To-247  TO-248 TI-347 Ti-248 T2-247 T2349 T447 T4349 TE 24T T340 TB3MT TE-249 Tr-347  Tr-349

Obr. 20: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS &. 347 a 349 - proanthokyanidin,
trimer, typ A, m/z=867
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Procyanidin tetmmer, typ A, ma=1153

0.008

0.007 T

0.008

0.008

0.003 4 T

0.002 1

0.001

To-247 TO-24% T1-247 Ti-24% TZ247 Tz-24% T4-24T T4-243  T5- 247 TE- 349 TE-34T TE-245 T7-247 TT-24%

Obr. 21: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS &. 347 a 349 - proanthokyanidin,
tetramer, typ A, m/z=1153

Suma epicatechin + dimer + timer + teramer

0z

0.08

0.08

004 T

0.0z

T0-247  T0-249  T37 TR34B T34 2349 T434T  T4ME  TH 37 T5-349 BT TBM T4 Tr249

Obr. 22: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS &. 347 a 349 - suma

proanthokyanidinii, monomer-tetramer, typ A
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Suma proanthocyanidind typu A - dimer+ trimer + Eramer
0.14
012
0.1
0.08 I
0.08 I

0.02 I .[

| T

T-34T TO-249 T1-347T  Ti1-49 T2-347 T2-34% T4-34T T4-3489 T5- 34T TH 249  Te-347 Te-49 T7-347 TT-34%

Obr. 23: Analyzované zmény v obsahu prokyanidinu typu A ve SS &. 347 a 349 - suma

proanthokyanidini, dimer-tetramer, typ A

5.3 Vysledky intervencni studie

Stav zakladnich biochemickych a jinych parametrii na zacatku studie je uveden
v Tab. 30. Béhem studie nedoslo k vyskytu zadnych nezadoucich reakci u dobrovolnikd.
Nebyla zaznamendna z4dnd vyznamna zména hlavnich biochemickych nebo
hematologickych parametrd, ani nedoslo ke zméné krevniho tlaku. Celkova antioxidaéni
kapacita plazmy nebyla intervenci ovlivnéna. Doslo ale k vyznamnému zvySeni GPx,
katalasy (Obr. 24) a hodnot TBARS v erythrocytech. V plazmé do$lo naopak ke sniZeni
TBARS a ke statisticky nevyznamnému snizeni AOPP (p = 0,084) a oxidovaného LDL
(OxLDL) (p = 0,164) (Tab. 31, Obr. 26).

Tab. 30: Biochemické a jiné parametry u dobrovolniki na za¢atku studie

Veék (roky; min.-max.) 25-39
Pohlavi (muzi/zeny) 2/8

1 kvartil median 37 kvartil
BMI (kg/m?) 21,8 23,0 24,3
Systolicky krevni tlak (mmHg) 109,5 119,5 123,3
Diastolicky krevni tlak (mmHg) 73,3 74,0 78,5
Srdegni tep (min™) 67,5 715 74,0
TAC (mmol/l) 1,84 1,87 1,89
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Mocovina (mmol/l) 3,8 4,35 4,57

Kreatinin (umol/l) 63,0 64,5 73,5

Bilirubin (umol/l) 75 10,5 12,0

ALT (ukat/l) 0,22 0,29 0,32

AST (ukat/l) 0,36 0,38 0,45

GGT (pkat/l) 0,19 0,22 0,27

CRP (mg/l) 0,65 0,90 2,90

Cholesterol (mmol/l) 4,39 4,53 4,68

TAG (mmol/l) 0,74 0,84 1,08

HDL (mmol/l) 1,42 1,58 1,80

Celkovy cholesterol/HDL 2,37 2,84 3,30

LDL (mmol/l) 2,35 2,45 2,71

Glukosa (mmol/l) 4,25 4,65 4,77

Tab. 31: Markery oxida¢niho stresu v krvi

Erythrocyty: Den 0 Den 7
GSH (umol/g Hb) 67,3/93,7/133,6 91,3/111,5/126,0
GST (ukat/g Hb) 2,07/2,4/2,78 1,68/1,97/2,42
GSHred (pkat/g Hb) 0,85/1,15/1,7 0,87/1,12/1,56
GPx (U/g Hb) 0,57/0,73/0,81 0,85/0,88/1,08*
SOD (U/g Hb) 84,0/86,2/91,9 83,6/86,1/91,8
Katalasa (ukat/g Hb) 2,2/2,5/2,6 2,6/2,8/3,1*
TBARS (umol/g Hb) 513,8/522,1/544.,4 550,1/611,8/697,8*
Plazma:
TAC (mmol/l) 1,8/1,9/1,9 1,9/1,9/1,9
TBARS (umol/g proteinu) 1,8/2,2/2,6 1,9/2,1/2,5*
SH skupiny (umol/g proteinu) 29,4/33,1/35,4 32,4/37,7/43,6
AOPP (umol/l) 137,1/152,2/179,6 83,3/98,65/153,6*
OxLDL (U/l) 28,3/31,6/38,2 22,2/26,3/33,9

Data jsou vyjadfena jako 1. kvartil/median/3. kvartil
* Median se statisticky vyznamné li§il od hodnoty ve dni 0 (p < 0,05)
# Medin se statisticky nevyznamné liil od hodnoty ve dni 0 (p < 0,1)

GPx Katalasa

3.0

ukat/g Hb

25

ukat/g Hb

}

06

Den 0 Den 7 Den 0 Den 7

Obr. 24: Vliv konzumace plodi L. caerulea L. na aktivitu glutathionperoxidasy (GPx) a
katalasy. V krabicovém grafu je mediin znazornén jako vertikalni silna usefka. Pole krabice se

o - odlehlé hodnoty.
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Obr. 25: Vliv konzumace plodii L. caerulea L. na hladinu TBARS v erythrocytec

grafu je median znazornén jako vertikalni silna usecka. Pole krabice se rozprosti
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Obr. 26: Vliv konzumace plodii L. caerulea L. na hladinu oxLDL a AOPP u jednotlivych

dobrovolniki.

5.3.1 Studie obsahovych latek a metabolitti v plazmé a mog¢i

HPLC/DAD-ESI-MS analyza fenolovych sloucenin a jejich metabo

litd byla provedena

v plazmé a mo¢i dobrovolnikd pfed a po jedno-tydenni konzumaci plodii L. caerulea L..

Identifikace sloucenin byla udélana se sérii 36 standardti, zejména fenol

ovych kyselin, dale
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hippurové kyseliny a vybranych polyfenold (Tab. 14). Koncentrace analyzovanych
fenolovych sloucenin v plazmé byla pod detekénim limitem v obou testovacich casech.

Fenolové slouc¢eniny v moci byly analyzovany pfimo bez enzymatického Stépeni (volné
fenolové slouceniny), a navic po dodate¢né reakci s dekonjugacnimi enzymy, f-
glukuronidasou (EC 3.2.1.31) a sulfatasou (EC 3.1.6.1). Po enzymatickém Stépeni byla
kvantifikovana celkova frakce pro jednotlivé fenolové latky. V moci dobrovolniki byly
nalezeny derivaty benzoové kyseliny (BA, 4-HBA, DHBA, 3,4-DHBA, 4-HMBA),
vSechny analyzované derivaty fenyloctové kyseliny, dva derivaty fenylpropionové kyseliny
(3,4-DHPPA, 4-HMPPA), derivaty skoficové Kkyseliny (3-HCA, 4-HCA, 3-HMCA, 4-
HMCA), dale potom HA a jeji 2-hydroxy derivat. Statisticky vyznamné zvyseni
koncentrace volnych sloucenin mezi obéma testovanymi Casy bylo zaznamenano pouze u
HA (p=0,0098), DHBA (p=0,062) and 4-HMPA (p=0,064). Statisticky vyznamné zvyseni
celkového obsahu bylo zaznamenano u 3,4-DHBA (p=0,0039); DHBA (p=0,0039); 4-HCA
(0,013); 3-HCA (p=0,064); HA (p=0,027); 3-HMCA (p=0,0019); 4-HMCA (p=0,0098)
a BA (p=0,064). Nejvice zastoupenou byla HA, jejiz hladina volné frakce na zacatku studie
byla 199 238 pg/mg kreatininu a zvysila se na 476 937 pg/mg ke konci studie. Koncentrace
ostatnich metabolitl byla nejméné 40x nizsi, vyjma 4-HPA a PA, jejichz hladiny nebyly
intervenci ovlivnény. Nejvétsi relativni nartst byl zaznamenan u 3,4-DHBA (Tab. 32, Obr.
27).

Tab. 32: Koncentrace vybranych fenolvych Kyselin v mo¢i (ng/mg kreatininu)

Volné fenolové kyseliny Celkové fenolové kyseliny

Den 0 Den 7 Den 0 Den 7
BA 0/0/0 0/0/0 1169/1782/2870 2207/4156/5597*
3,4-DHBA  0/184.4/273.2 20.6/323.2/571.6 523.1/708.8/945.3 1762/2417/3189
4-HMBA 291.8/373.1/683.8 414.6/701.8/1416 1512/2779/3526 3 233/4753/8933%
3-HCA 0/0/250.8 17.9/129.7/223.1 50.3/142.8/286.8 239.9/351.4/618.2*
4-HCA 0/0/0 0/0/22.5 128.9/181.8/342.9 241.5/270.5/380.6*
4-HMCA 0/0/0 0/0/0 1009/1086/1221 2256/2395/2905"
3-HMCA 0/0/0 0/0/246.2 317.8/805.0/1067 1020/1570/2112"
HA 170/199/257 (x 10°)  379/477/567 (x 10%)  167/195/244 (x 10°)  290/399/455 (x 10°)"

Data jsou vyjadiena jako 1. kvartil/median/3. kvartil
* Median se statisticky vyznamné 1isil od hodnoty ve dni 0 (p < 0,05)
# Median se statisticky nevyznamné lisil od hodnoty ve dni 0 (p < 0,1)
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Obr. 27: Volné a celkové fenolové kyseliny v mo¢i dobrovolniki (n=10) pi‘ed (den 0) a po (den 7)

jednotydenni konzumaci plodi L. caerulea L.. Fenolové kyseliny byly identifikovany na zakladé MS2

fragmentace standardi (zkratky viz Tab. 14) a data byla vyjadiena jako median (1. kvartil — 3. kvartil)
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6 Diskuse

Tato disertacni prace predklada spektrum vysledkd, které lze vyuzit pii vyvoji a
vyrobé doplitkii stravy v praxi. V souasném primyslu se pocita se stabilitnimi studiemi
zaméfenymi na hodnoceni fyzikalné-chemickych parametri, bézné vsak neni studium
stability aktivnich latek ve finalnich l1ékovych formach. Stejné tak srovnani vlastnosti
rostlinnych extrakt pfipravenych za riiznych podminek by se mélo stat standardni soucasti
vyvoje doplikl stravy. Znalost biologické aktivity a vysledkd klinickych studii, které jsou
predlohou pro tvorbu a schvalovani zdravotnich tvrzeni, vyrobci v soucasné dobé v drtivé
vétsing ziskavaji pomoci literarnich resSer$i. Dosud vSak neni béznou praxi studium
metaboliti aktivnich latek pouZzivanych pii vyrobé doplikli stravy. Tato prace by tedy
mobhla byt namétem pro diskusi nad novymi tématy tykajicimi se zlepSeni zavadéni novych
védeckych poznatki do primyslové praxe. V nasledujici ¢asti jsou rozebrany jednotlivé

vysledky.

6.1 Priprava a hodnoceni extraktu

Pro piipravu extraktd byly pouzity lyofilizované plody L. caerulea L..
Z experimentalnich dat vyplyva, ze lyofilizace celych plodl je nejvyhodnéjsi metoda pro
ziskani vysuSeného materidlu, ktery si uchova nezménéné obsahové latky a biologické
(i senzorické) charakteristiky. Lyofilizat je moZzno dlouhodobé skladovat [169].

Lyofilizat je mozno pfevést na jemné mlety prasek, piipadné oddélit seminka ploda
pro analytické stanoveni lipidové frakce. Lyofilizat je také vhodna forma pro biologické
testy.

Bylo lyofilizovano celkem 88,9 kg surovych zmrazenych ploda L. caerulea L. ze
sklizn& let 2006 a 2007. Ziskano bylo 12,9 kg lyofilizatu, coz odpovida vytézku 14,5 %
[169].

Pro ptipadnou primyslovou extrakci plodi L. caerulea L. je dulezitd moznost
extrakce velkého mnozstvi plodd s optimalizovanymi naklady. To znamena vypracovani
metody respektujici podminky realného provozu, jejichz urcita (neptedvidatelnd) zména
nema zadny (nebo minimalni) vliv na kvalitativni a kvantitativni pribéh dané operace.
Pokusili jsme se v laboratornim méfitku nasimulovat realné podminky primyslové extrakce

maximalnim zjednodusenim vSech kroku. Vynechali jsme mleti lyofilizatu, nebyla
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pouzita ochranna atmosféra, pracovalo se za pfistupu (denniho) svétla, jednotlivé operace
na sebe Casove ihned nenavazovaly.

Jako extrakéni ¢inidlo jsme zvolili 80% ethanol (okyseleny) pro jeho nizkou toxicitu
asnadné odstranéni z finadlniho extraktu. K této ,pramyslové” extrakci byla zaroven
provedena (kontrolni) ,laboratorni“, pfi niz byly striktné dodrzeny tyto podminky:
zamezeni pristupu svétla, laboratorni teplota, inertni Ar atmosféra. Tyto dva extrakty
pfipravené za ruznych podminek byly podrobeny srovnani na subbunéénych a bunéénych
systémech in vitro.

Pro orienta¢ni méfeni redukéni kapacity byla nejdiive zvolena metoda s vyuzitim
Folin-Ciocalteauova ¢inidla. Tato metoda byva nékdy $patné interpretovana a zaméiovana
se stanovenim obsahu fenolovych latek [170], proto je vysledna hodnota vztazena na
ekvivalenty galové kyseliny. Thompson et al. [60] ur¢ili tuto hodnotu na 427 — 1142 mg
GAE/100 g erstvych plodi. Cerstvé plody L. caerulea L. z CR dosahovaly hodnoty pouze
145 mg GAE/100 g plodt [171]. V piipadé extrakti P a L byly tyto hodnoty 1911 mg
GAE/100 mg, resp. 1728 mg GAE/100 mg lyofilizovanych plodd, to pfi pfepoctu na
Cerstvé plody odpovida 277 mg GAE/100 mg, resp. 251 mg GAE/100 mg plodi.

Hodnota 1Csq pti zhaSeni DPPH radikalu byla stanovena na 477,8 (£67,9) png/ml

byla tato hodnota 4,4 + 0,5 pg/l [171], to je srovnatelné s vysledky ethanolovych extrakti
pii piepoctu na ekvivalent Cerstvych plodd, stejné tak jako jinych bobulovitych ploda
(Vaccinium myrtillus, V. ashei, Ribes nigrum, Aronia melanocarpa, Sambucus nigra), kde
se hodnota 1Cso pohybuje okolo 1000 pg/ml [172].

6.2 Stabilitni studie

Tablety Lonicera obsahuji prasek z lyofilizovanych ploda L. caerulea L.. Jak bylo
zminéno v kapitole 6.1, lyofilizt ma mnoho pfednosti. Avsak vzhledem k vysokému
obsahu monosacharidil je prasek silné hygroskopicky a je problematické zajistit stabilitu ve
formé tablet. Z vysledkl vyplyva, Ze pro stabilitu tablety je vhodné&jsi primarni obal tvofeny
blistrem PVC s hlinikovou folii, nez plastovy kontejner. Pfesto doSlo u stfednédobé
stabilitni studie po 12 mésicich k popraskani vSech tablet v blistrech. U dlouhodobé SS
&. 536 ptipravku Lonicera baleného v blistrech se ukazalo, ze i v ¢ase T5 (po 18 mésicich)
je forma tablety vyhovujici. Tablety byly popraskané az v ¢ase T6 (po 24 mésicich).

V pribéhu vyvoje pevné 1ékové formy v ramci projektu FT-TA3/024 bylo zjisténo, ze

suroviny V. macrocarpon Ait. vyrobce Decas Botanical synergies NutriCran (suSena §tava
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sobsahem 1 % anthokyanidint) a PaCran (lyofilizované celé plody s obsahem 1,5 %
proanthokyanidintl) nelze zpracovavat do tablet odpovidajici jakosti a potfebam
prumyslového zpracovani s vétsim obsahem podilu extraktu nez 25%. Z tohoto divodu byl
vyvoj pevné lékové formy s témito extrakty zastaven a pokraovalo se s extraktem
V. macrocarpon Ait. HiPAC (extrakt standardizovany na 4 % proanthokyanidint). Tento
extrakt obsahuje pouze stopova mnozstvi monosacharidi, na rozdil od surovin Nutricran
a PaCran a je tedy méné hygroskopicky. S extraktem HiPAC jsme vyvinuli potahovanou
tabletu s obsahem 450 mg, pii davkovani dvé tablety je piijem proanthokyanidind 36 mg
denné. Vzhledem k hmotnostni proménlivosti, ktera souvisi s vyrobou jader na rotaénim
tabletovacim stroji a pro zajisténi obsahu extraktu V. macrocarpon Ait. HiPAC, bylo
ptistoupeno k nadsazeni extraktu V. macrocarpon Ait. HiIPAC v tableté o 5 % na hodnotu
473 mg na tabletu. Tento pfipravek je na trhu pod ndzvem Urinal Akut a s timto
ptipravkem byly také provedeny SS (€.346 — 349).

Stanoveni redukéni kapacity metodou dle Folin-Ciacolteau pfi hodnoceni SS ¢. 346 —
349 ukazalo, ze nedochazi k zadnym vyznamnym zménam v tabletach Urinal Akut.

Analyzou HPLC/MS se zjistilo, ze ve v§ech vzorcich ze SS €. 347-349 (v ¢asech TO -
T7) dochézelo ke snizovani obsahii vSech sledovanych proanthokyanidini. Napi. obsah
epikatechinu Kklesl na hodnotu mensi nez 5 % pivodniho mnozstvi (oproti odbéru v Case
T0). RovnéZ sumy jednotlivych proanthokyanidint v jednotlivych ¢asovych bodech az do
T6 klesaly. Nicméné analyzou odbéru T7 byly nalezeny mirné vyssi, statisticky
nevyznamné obsahy dimeru, trimeru a sumy vSech proanthokyanidini ve srovnani
s odbérem v ¢ase T6. Vzhledem Kk zachovani redukéni kapacity tablet Urinal Akut b&hem
SS a Kktomu, ze proanthokyanidiny jsou v t&chto tabletach hlavnimi fenolovymi

slou¢eninami, dochazi pravdépodobné ke zménam v zastoupeni jednotlivych polymerd.

6.3 Intervenéni studie

Cilem studie bylo stanovit markery oxidac¢niho stresu v krvi a metabolity polyfenolt
po konzumaci plodi L. caerulea L.. Nékteré studie potvrdily vztah mezi antioxida¢nim
stavem plazmy a koncentraci anthokyanini a dalSich fenolovych sloucenin pii konzumaci
potravin bohatych na anthokyaniny [118, 173]. Dle naSich soucasnych znalosti dosud
neexistuje podobna studie, kterd by zkoumala vliv konzumace plodt L. caerulea L..

Piedchozi studie v podminkach in vitro dokazaly, Ze polyfenolova frakce L. caerulea
L. uéinné zhasi DPPH a superoxidovy radikél, inhibuje peroxidaci mikrosomtl, oxidaci

LDL a chrani potkani hepatocyty a lidské endotelové buiky proti oxida¢nimu poskozeni.
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Tyto G¢inky jsou pravdépodobné dany antioxidaénimi vlastnostmi latek plodt L. caerulea
L., zejména antokyaniny [171, 174].

Dieta obohacena anthokyaniny muiZe zvySovat aktivitu nékterych antioxidacnich
enzymu, zejména katalasy a glutathionperoxidasy (GPx), jak bylo ukazano ve studii na
potkanech pii dlouhodobém piijmu anthokyaninové frakce z ostruzin [175]. V nasi
intervenéni studii jsme zjistili, Ze konzumace plodi L. caerulea L. dobrovolniky vedla ke
zvySeni aktivity katalasy a GPx v erythrocytech. Obdobné vysledky byly potvrzeny v 30-
denni studii, kdy pacienti s hypercholesterolemii uzivali 240 mg anthokyanini z ploda
Aronia melanocarpa Michx. a doslo k vyznamnému zvy$eni aktivity GPx a katalazy [176].
Jak bylo ukazano dfive v testech na bunéénych kulturach a na zviratech, nadmérna exprese
superoxidismutasy, katalasy a GPx vedla k ochrané pied oxida¢nim stresem [177]. V jiné,
6-denni studii, konzumace vysokého mnozstvi ovoce a zeleniny zvySovala aktivitu GPx ve
srovnani s placebem a doplikem stravy s obsahem vitamini a minerdld u zdravych
dobrovolniktl. Autofi této studie rovnéz na podkladé svych piedchozich vysledka
ptedpokladaji, ze zvyseni aktivity GPx v erythrocytech ukazuje na regulaci neovlivnénou
genovou expresi [178].

Studie rovnéz ukazala, ze zvySeny piijem plodu L. caerulea vyvolava u Cervenych
krvinek zvyseni koncentrace TBARS. Proxidaé¢ni Gi¢inek obsahovych latek plodu Lonicery
nebo jejich metaboliti na erytrocyt lze vysvétlit afinitou erytrocytarni membrany
k polyfenolim [179]. Pravdépodobné vznikaji komplexy polyfenold se Zelezem, které jsou
pak odpovédné za prooxidaéni aktivitu. Psotova et al. [180] zjistili, Ze bimodalni u¢inek
(anti-/prooxidacéni) fenolovych kyselin isolovanych z Prunella vulgaris zavisi na jejich
koncentraci. V koncentracich 0,1 -1,0 mM vykazovala napf. protokatechova kyselina
protektivni uéinek vic¢i peroxidaénimu poSkozeni erythrocytarnich lipidd a statisticky
vyznamné snizovala produkci TBARS u hepatocyti intoxikovanych trojmocnym zelezem.
V koncentracich nad 2,5 mM tato kyselina pisobila prooxidaéné a doslo ke zvyseni
TBARS [181].

Béhem studie jsme naméfili mirné, ale statisticky nevyznamné snizeni hladiny
produktii pokro¢ilé oxidace proteinii (AOPP). AOPP jsou vytvafeny pii reakei volnych
radikalt s proteiny. Mohou aktivovat prozanétlivé cytokiny, které iniciuji oxidacni
poskozeni neutrofilii, monocytd a T-lymfocytd [182] a mohou vést k chronickym
onemocnénim. Uginek rostlinnych polyfenolii na snizeni hladiny AOPP byl poprvé popsan
ve studii se zdravymi Zenami po konzumaci susené §tavy V. macrocarpon Ait. (Nutricran)
[183].
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V podminkach in vivo bylo zjisténo, ze vétSina anthokyanind je stfevni mikroflorou
pfeménovana na fenolové kyseliny a aldehydy a mnozstvi fenolovych kyselin v moci je
vyznamné vy$§i, neZz piijatych anthokyanin®i [184]. Pfesto vét§i &ast metabolith
anthokyanini zGstava stale neznama [185].

Z 36 testovanych sloudenin ve studii bylo 18 v mod¢i pfitomno jak pied, tak po
konzumaci plodi. Nejvyssi koncentrace byla stanovena u hippurové kyseliny (200-
500 pg/mg kreatininu). Po konzumaci byl zaznamenan zhruba 100% narust koncentrace
volné i celkové frakce hippurové kyseliny. ZvySeni koncetrace bylo rovnéz detekovano
také u dalSich 17 fenolovych sloucenin a kyseliny benzoové. Na zakladé vysledku analyz
volnych a celkovych frakci fenolovych kyselin bylo zjisténo, ze piiblizné 50 % kyselin
(w/w) je v moci konjugovanych ve formé glukuronidd a sulfati. Tento podil
konjugovanych forem byl relativné stejny pied i po konzumaci plodia. Nemizeme rozlisit,
nakolik je do zvySeni koncentrace zahrnut vliv konzumace plodi a nakolik vliv b&ézné
stravy. Nicméné muZeme predpokladat, ze pokud je zvySeni koncentrace statisticky
vyznamné, jedna se u dané latky o metabolit obsahovych latek ploda L. caerulea L..
Nejvétsi vyznamna zména mezi konjugovanymi a nekonjugovanymi formami testovanych
sloucenin byla zjiSténa u protokatechové (3.4 x vice po konzumace plodti oproti stavu na
zacatku studie), 3-hydroxyskoficové (2.5 x), benzoové (2.3 x), ferulové (2.2 x), hippurové
a isoferulové (2 x) (Obr. 27).

Ackoliv mezi fenolovymi kyselinami ploda L. caerulea L. dominuje chlorogenova
kyselina [171], v mo¢i dobrovolniku byla pod mezi detekce, tento fakt byl potvrzen
i vjinych studiich. Chlorogenova kyselina je ve vyznamné mife metabolisovana stievni
mikroflorou [186], a proto nedochazi k exkreci mo¢i v intaktni formé [187].

Nedoslo k ovlivnéni parametrii bezpeénostni laboratofe ve srovnani se stavem na
pocatku studie. Konzumace plodu L. caerulea L. byla dobrovolniky dobfe tolerovana a byla

bezpecna.
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7 Zavéry

Piedkladana disertaéni prace se zabyvala studiem nékterych postupll extrakce,

ptipravy frakci a hodnocenim extrakti L. caerulea L. pfipravenych za rtiznych podminek,

dale studiem stability tablet s obsahem lyofilizovanych plodi L. caerulea L. a extraktl

plodt V. macrocarpon Ait., a byla provedena intervenéni studie s dobrovolniky

konzumujicich plody L. caerulea L. scilem zjistit vliv na markery oxidacniho stresu

a studium metabolitd. Z vysledkil vyplyvaji nasledujici zavéry:

Pti testech antioxidacni aktivity, analyzou celkovych fenolovych sloucenin,
fenolovych kyselin, flavonoidi, anthokyanini a testech cytotoxicity nebyly
nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi extrakty L. caerulea L.
ptipravenymi nasimulovanim ,,pramyslovych® podminek a za laboratornich
podminek.

Vzhledem k hygroskopickym vlastnostem lyofilizovanych ploda L. caerulea L.
musely byt stabilitni studie tablet Lonicera ptedEasné ukonceny. Jako
nejvhodnéjsi obal pro zvySeni stability téchto tablet se jevi PVC blistr
s hlinikovou folii.

Pfipravky Urinal Akut, Denoxinal New a Urinal New vyhovovaly ve vSech
Casovych bodech v§em sledovanym parametrim.

Redukéni kapacita se v prib&hu stabilitni studie u ptipravku Urinal Akut
Vv dlouhodobém i zrychleném stabilitnim testu vyznamné neménila.

Béhem studie dochazi k postupnému snizovani obsahii vSech sledovanych
proanthokyanidinti, nicméné obsah nékterych polymert proanthokyanidint
S Casem stoupa.

Konzumace ploda L. caerulea L. byla dobfe tolerovana, nedoslo k ovlivnéni
parametrii bezpeénostni laboratofe. Celkova antioxidacni kapacity plazmy
nebyla konzumaci ovlivnéna. Uginek na markery oxidagniho stresu je sporny.
Zatimco v plazmé doslo k mirnému antioxida¢nimu uéinku, v erythrocytech byl
zaznamenan prooxida¢ni efekt.

Po konzumaci plodd jsme nalezli v moéi dobrovolnikti zvysenou koncentraci

volnych a konjugovanych forem fenolovych kyselin a dalSich metabolitd.
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Nejvice zastoupenym metabolitem byla hippurova kyselina, K nejvétsimu

relativnimu nérustu koncentrace doslo u protokatechové kyseliny.
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