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ANOTACE

Frekvence infekci zplsobenych patogennimi bakteriemi, kvasinkami a mikroskopickymi
vldknitymi houbami se neustale zvySuje, a to hlavné v disledku vzristajictho vyskytu
mikroorganismil rezistentnich k soucasn¢ pouzivanym antimikrobialnim latkam. Pravé proto je
vposledni dobé kladem velky diraz na vyzkum novych sloufenin s moznymi
antimikrobidlnimi u¢inky. Prace popisuje metody stanoveni antimikrobidlni a antibiofilmové
aktivity pfirodnich latek a také metody jejich extrakce z pfirodnich matric. Text bakalatské
prace je zaméfen predevSim na poznatky z aktudlni odborné literatury tykajici se
antimikrobidlniho potencidlu skupiny prokyanidinti. Prace také popisuje mechanismus u¢inki
prokyanidinli na patogenni mikroorganismy se zaméfenim na ucinky antimikrobidlni

a antibiofilmové.

KLICOVA SLOVA
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ptirodni latky

TITLE

Antimicrobial and Antibiofilm Properties of Procyanidins

ANNOTATION

The frequency of infectious caused by pathogenic bacteria, yeasts and fungi is continuously
increasing, mainly due to the rising occurrence of microorganisms resistant to currently used
antimicrobial agents. Therefore, increasing emphasis is being placed on the research of new
compounds with potential antimicrobial effects. This bachelor’s thesis summarizes findings
from recent scientific literature regarding natural substances with antimicrobial potential,
focusing specifically on the group of procyanidins. Furthermore, the thesis describes methods
for determining the antimicrobial and antibiofilm activity of natural compounds, as well as
techniques for their extraction from natural matrices. It also discusses the mechanisms
of procyanidin activity against pathogenic microorganisms, with particular emphasis on their

antimicrobial and antibiofilm effects.
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UvVOD

Prokyanidiny jsou skupinou organickych latek patiicich mezi polyfenoly, konkrétné do skupiny
latek nazyvanych kondenzované tiisloviny. Nachazeji se ve velkém mnozstvi ptirodnich
matric, v kiife, listech i1 plodech rostlin. Jedna se o latky biologicky aktivni, které prokazaly

vyznamné antioxidacni, protizanétlivé, antimikrobialni a antibiofilmové U¢inky.

Antimikrobidlni G¢inky prokyanidinti a dalSich substanci pfirodniho ptivodu jsou pfedmétem
mnohych vyzkumii. Vzhledem ke vzristajici mife rezistence mikroorganismi k bézné
pouzivanym antibiotikim jsou praveé prirodni latky potencidlnim feSenim 1écby infekci
zpusobenych rezistentnimi patogennimi mikroorganismy. Antibiofilmové u¢inky prokyanidint
jsou rovnéz aktudlnim tématem, protoze praveé piitomnost biofilmu je spojovana s vétSinou

nosokomialnich infekci a chronickych onemocnéni.

Tato prace shrnuje poznatky z aktudlni odborné literatury tykajici se pfirodnich substanci
s antimikrobialnim potencidlem. Konkrétné se zaméfuje na skupinu prokyanidinti. Dale prace
popisuje metody stanoveni antimikrobidlni a antibiofilmové aktivity pfirodnich latek a také
metody pouzivané k extrakci prokyanidini z ptirodnich matric. Druhd ¢ast prace popisuje
mechanismy ucinkl prokyanidinii na patogenni mikroorganismy se zaméfenim na ucinky
antimikrobidlni a antibiofilmové. Dale je v textu popisovan synergicky efekt prokyanidint

a dalSich antimikrobialnich latek.
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1. Prirodni substance s antimikrobialnim potencialem

Patogenni bakterie zptisobuji nespocet onemocnéni nejen u lidi, ale také u zvifat. Frekvence
vyskytu bakteridlnich infekci se neustale zvySuje, a to hlavné v dusledku vzriistajiciho vyskytu
rezistentnich mikroorganismi k souc¢asné pouzivanym antimikrobialnim latkdm. Problémem
mnoha 1é¢iv jsou také nezadouci vedlejsi ucinky, nebo dokonce prokazani jejich toxicity pro
lidsky organismus. Také proto je v poslednich letech kladen velky daraz na vyzkum novych

slou¢enin, které by mohly nahradit nékteré dosud pouzivané latky (Sanchez et al., 2021).

Pfedmétem soucasnych vyzkumi jsou mimo jiné i pfirodni substance s antimikrobidlnim
potencidlem. Jedna se o chemické latky ptirodniho plivodu, které¢ by potencidlné mohly mit
schopnost 1éCit infekce zptisobené patogennimi mikroorganismy (Sanchez et al., 2021). DalSim
divodem pro hlubsi vyzkum téchto latek je moznost nalezeni novych chemickych struktur
a mechanismil jejich fungovani, které by mohly slouzit jako podklad k vytvofeni novych
chemoterapeutik. Zajem o vyzkum pftirodnich 1é€ivych latek doklada také fakt, ze slouCeniny
ptirodniho ptivodu ¢inily 33 % novych nizkomolekularnich 1é¢iv uvedenych na trh v letech
1980-2014. Dalsich 32 % léciv bylo syntetizovano dle zndmé struktury pfirodnich latek
(Igarashi, 2019).

V soucasnosti jsou testovany mozné antimikrobidlni uc¢inky latek z rlznych zdrojd, a to
z prokaryot (bakterie) 1 z eukaryot (mikrobidlni eukaryota, rostliny a Zivo¢ichové). Jedna se
o latky rtizné chemické struktury, od rostlinnych extrakti az po mnohé sekundarni metabolity
¢1 esencialni oleje (Balouiri et al., 2016). Z vyzkum vyplyva, Ze praveé esencialni oleje by
mohly byt vhodné pii 1écbé infekci zplisobenych dokonce i rezistentnimi kmeny bakterii.
Hlavnimi pfednostmi je jejich pfirodni plivod, nizka toxicita, Sirokospektré antimikrobialni
ucinky a nizkd pofizovaci cena. Antimikrobidlni aktivita byva casto spojovana s urcitou
specifickou strukturou. Ve vétSin¢€ ptipadi se jedna o areny nebo o hydroxyderivaty uhlovodikt
(Mutlu-Ingok et al., 2020). Dalsi zkoumanou skupinou pfirodnich latek jsou polyfenoly
nachazejici se napi. ve slupkdch mandli. Tyto latky prokazaly vyznamné antivirotické
a antimikrobialni ucinky, proto je také mozné uvazovat o jejich vyuziti. Nesmime zapominat
také na antimikrobidlni latky izolované z bakterii, napt. z fadu Actinomycetales. Metabolity
téchto bakterii byly identifikovany jako mozna antituberkulotika a antibiotika wc¢inna
1 proti rezistentnim kmentm bakterii (Igarashi, 2019). Mezi zkoumané antimikrobialni latky

patii také flavonoidy a prokyanidiny, o kterych pojednavaji dalsi kapitoly.
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1.1. Stanoveni antimikrobialni aktivity prirodnich latek

Pro in vitro stanoveni antimikrobidlni aktivity pfirodnich latek mohou byt pouzity rtzné
metody. Nejcastéji se jednd o difuzni a diluéni metody (Sanchez et al., 2021). Pro hlubsi
prozkoumani G¢ink latek je vyuZzivan téz tzv. time-kill test. Timto testovanim miZeme zjistit,
zda se jedna o mikrobistatickou ¢i mikrobicidni latku a zda je ucinek zavisly na dob¢ expozice
¢1 koncentraci sledované latky (Balouiri et al., 2016). Je vSak mozné pouzit i metody pritokoveé
cytometrie nebo napt. bioluminiscencni test pro zjisténi pfitomnosti adenosintrifosfatu (ATP).
U poslednich dvou metod je vSak potfeba pouziti specifického vybaveni s vyss§i potizovaci
cenou. Nejednd se tedy o Casté zplisoby stanoveni antimikrobidlni aktivity (Sanchez et al.,

2021). Ptinosy a nevyhody jednotlivych metod jsou shrnuty v nasledujicich odstavcich.

1.1.1. Difuzni metody

Diskova difuzni metoda je jedna ze standardnich metod vyuZivanych v klinickych
mikrobiologickych laboratofich pro rutinni testovani citlivosti bakterii k antibiotikiim. Tato
metoda byla v urcitych modifikacich pouzivana jiz v roce 1940, jak také doklada historicka
literatura (Heatley, 1944). Pro tyto ucely jsou stanoveny a pribézné upravovany mezni hodnoty
(tzv. breakpointy) definované autoritami jako je EUCAST (European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing) nebo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (Balouiri et al., 2016).

Pii diskové difuzni metod¢ jsou nejprve naoCkovany agarové plotny standardizovanym
inokulem daného mikroorganismu o urcit¢é bunéfné densité. U bakterii jde nejcastdji
o inokulum, odpovidajici stupni 0,5 McFarlandovy zakalové stupnice, coz je 1-2x10® CFU/ml.
Poté jsou na inokulované zivné médium naneseny disky filtra¢niho papiru (nejcastéji o priméru
6 mm) napusténé testovanou latkou. Takto pfipravené Petriho misky jsou nésledné inkubovany
za danych podminek dle narokli daného mikroorganismu. VétSina bakterii je inkubovana
pii teploté 35+2 °C po dobu 16—18 hod. Pro kultivacné naro¢né mikroorganismy je doporuceno
pouziti specialnich médii a také inkubac¢nich podminek. Testované latky difunduji do agaru

v okoli diskt. Nasledné je zméten pramér vzniklé inhibi¢ni zony (viz obrazek 1).
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Nalidixova kyselina

Nitrofurantoin

Chloramfenikol

Amoxicilin Tetracyklin

Obrizek 1: Vysledek testovani citlivosti Echerichia coli k péti antibiotikim
pomoci diskové difuzni metody (upraveno dle Sien et al., 2022)
Pokud je k testované latce dany mikroorganismus citlivy, dochdzi k vyznamné inhibici ristu
naoCkovaného kmene a ke vzniku inhibi¢ni zény o vétSim priméru. Po porovnani praméra
inhibi¢nich z6n se standardy miZeme mikroorganismy rozd¢lit na citlivé a rezistentni. Toto
rozdéleni je vSak pouze na kvalitativni urovni, nefikd nam tedy piesné informace o vhodné
koncentraci antimikrobialni latky. Tato metoda také nedokaze rozlisit, zda se jedna
o bakteriostaticky, ¢i bakteriocidni u¢inek dané substance. Metoda ma vsak i spoustu vyhod, je
jednoduché na provedeni i na interpretaci, je také nendkladnd a umoziuje testovani citlivosti
velkého poctu mikroorganismii k mnoha latkam. Vyhodou také je, ze vysledky testovani
in vitro Casto odpovidaji ptisobeni latky in vivo. Diky vSem zminovanym vyhodam je tato
metoda hojné vyuzivana ke stanovovani antimikrobialnich ucinkG pfirodnich extraktt,

esencidlnich olejii a dalSich latek (Balouiri ef al., 2016).

Difuzni jamkova metoda je jednou z modifikaci metody diskové. Rozdilem je, Ze nejsou
pouzity disky filtracniho papiru napusténé testovanou latkou. Do agarového média jsou
asepticky vyrazeny jamky o priméru 6—8 mm, do kterych je napipetovano 20—100 pl testované
latky. Dalsi postup inkubace a vyhodnoceni je shodny s diskovou metodou (Balouiri et al.,
2016). Kromé vyse zminovanych difuznich metod je mozné pouzit jejich dalsi modifikace. Lisi

se napft. specifitou pro urcité mikroorganismy nebo zptisobem aplikace testovanych latek.
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Etest je gradientova metoda rovnéz patiici mezi difuzni metody. Tato metoda slouzi k urcenti
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC). Pfi testovani citlivosti uritého mikroorganismu
ke zkoumané latce je potieba vytvofit koncentracni gradient na agaru s naockovanym
mikroorganismem. Gradient je vytvofen vloZenim stripu napusténého testovanou latkou.
Po inkubaci je mozné odecist MIC, a to podle mista, kde se vznikl4 inhibi¢ni zéna protne

se stripem (Sader and Pignatari, 1994). Odecitani vysledné MIC ukazuje obrazek 2.

.' : gahkkkusa»uuanﬁtxﬂ

Obrazek 2: Ukazka odecitani vyslednych MIC pfi testovani pomoci Etestu (Sader and Pignatari, 1994)

Ptiprava stripti pfimo v laboratofi je technicky, finan¢né i Casové naro¢na. Tato metoda se tedy
vyuzivd zejména v klinické praxi pro stanoveni citlivosti mikroorganismi k béZnym
antibiotikiim, pro které jsou stripy komeréné dostupné. Nakup stripli mize byt pomérné
nakladny. Vyhodou tohoto stanoveni vSak je moznost provéfeni vzajemnych interakci vice
zkoumanych latek. Pro zjisténi kombinovanych efektti dvou latek je nejprve na naoCkovanou
pudu umistén strip s prvni testovanou latkou a po jedné hodinég je strip odstranén a na pidu je
umistén strip s dalsi latkou. Jako synergicky ucinek muizeme vzdjemnou interakci oznacit,

rr

pokud dojde k vyraznému snizeni MIC pii kombinaci oproti hodnoté MIC samostatné plisobici

v

latky o vyssi antimikrobialni G¢innosti (Balouiri et al., 2016).

1.1.2. Diluéni metody

Dilu¢ni metody umoznuji kvantitativné stanovit antimikrobialni vlastnosti zkoumanych latek
a jsou proto hojn¢ pouzivané pro ptesné stanoveni MIC. Pii dilu¢nich metodach je vytvoren
gradient dané latky vagaru (agarova diluéni metoda), ¢i v bujonu (makrodiluéni
nebo mikrodilu¢ni metoda). Jako MIC je poté oznacena nejniZsi koncentrace latky, pii které je
mozné pozorovat inhibici viditelného ndrGstu mikroorganismi. VétSinou je vyjadiovédna
v ug/ml nebo v mg/l. Také pro tyto metody jsou dané doporucené postupy a breakpointy
prostiednictvim CLSI a EUCAST. Tyto postupy lze pfi volbé spravnych podminek pouzit i
14



pfi stanovovani antimikrobialnich vlastnosti pfirodnich latek ¢i extrakti ve vyzkumnych

laboratotich (Balouiri et al., 2016).

Jednou z dilu¢nich metod je bujénova dilu¢ni metoda, pti které je nejprve dvojkovym fedénim
pfipravena koncentracni fada testované latky v tekutém zivném médiu. Tyto roztoky mohou
byt ptipraveny do zkumavek o objemu vétsim nez 2 ml (makrodiluéni metoda), nebo do jamek
mikrotitracni desticky (mikrodiluéni metoda). Schéma provedeni a nasledného vyhodnoceni
makrodilu¢ni bujonové metody ukazuje obrazek 3.
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Obrazek 3: Schéma provedeni makrodilu¢ni bujonové metody
(upraveno dle Nehra and Chauhan, 2023)
Po ptipravé koncentracni fady je kazda zkumavka ¢i jamka naockovana inokulem
mikroorganismu o zvolené bunééné densité (nejcastéji odpovidajici stupni 0,5 McFarlandovy
zéakalové stupnice). Po dikladném promichani jsou vzorky inkubovany za podminek dle narokt
mikroorganismu. Po inkubaci miize byt odectena MIC hned né€kolika zpisoby. Jednou
z moznosti je vizudlni ur¢eni minimalni koncentrace testované latky s Uplnou inhibici ristu
mikroorganismu (viz obrazek 4). Dal§i moznosti je vyuziti pfistrojovych technik
(napft. spektrofotometrie) nebo kolorimetrickych metod. Pii kolorimetrickych metodach jsou
vyuzivéana barevna Cinidla (napf. tetrazoliové soli, MTT nebo XTT) (Al-Bakri and Afifi, 2007)
a také indikatory ristu (napf. resazurin) (Castilho et al., 2015). V soucasné dob¢ je vice

preferovand mikrodiluéni metoda nez metoda makrodiluéni. Pfi mikrodiluéni metodé je
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vyrazné niz§i spotfeba reagencii, proto je tato metoda vyrazn€é ekonomicky vyhodné;jsi

(Balouiri e al., 2016).

Obrazek 4: Ukazka vysledku makrodiluéni bujonové metody — pozitivni kontrola (+),
negativni kontrola (-), MIC (2 pg/ml) (upraveno dle FeBler et al., 2023)
Dalsi diluéni metodou je agarova dilu¢ni metoda. Tato metoda je vyuzivana zejména pokud
testovana latka znemoZziuje svym zbarvenim spravné vyhodnoceni dilu¢ni metody v bujonu.
Agarova metoda je také vhodna pro kultivacn€ nadro¢né mikroorganismy (napf. pro anaeroby
¢i helikobaktery) (Balouiri et al., 2016). Pfi této metod¢ je pfipraveno nékolik ploten
s agarovym médiem s ptidavkem testované latky o riznych koncentracich. Na takto ptipravené
plotny je nao¢kovan zvoleny mikroorganismus a po inkubaci je odectena MIC. V soucasné
dobé jsou komercné dodavané 1 zatfizeni k pfenosu inokula na agarové plotny. Dokédzou tak
naoCkovat na jednu plotnu 32—60 rGznych inokul zaroven, coz vyrazné zjednodusuje

a urychluje testovani citlivosti mnoha kment bakterii k urcité latce.

1.1.3. Time-Kkill test

Time-kill test poskytuje informace o dynamice ptisobeni antimikrobidlni latky na zvoleny
kmen. Ukazuje tedy ¢asovou zavislost antimikrobialniho efektu. Tato metoda je také vyuzivana
na stanoveni synergického ¢i antagonického ucinku dvou ¢i vice antimikrobidlnich latek

(White et al., 1996).

Test se provadi nejCastéji ve tfech zkumavkach. Do vSech zkumavek je nepipetovan stejny
objem bujonového zivného média. Kazdd zkumavka také obsahuje inokulum zpravidla

o bunééné densité 5x10° CFU/ml. Do prvni a druhé zkumavky je pfiddna testovana latka.
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Koncentrace této latky v prvni zkumavce by méla odpovidat ¢tvrtinové hodnoté MIC. V druhé
zkumavce by koncentrace latky méla odpovidat hodnoté MIC. Tteti zkumavka slouzi pouze
jako kontrola rastu mikroorganismu. VSechny tfi zkumavky jsou poté inkubovany za vhodnych
podminek po pfedem urcené ¢asové intervaly (napf. 0, 4, 6, 8, 10, 12 a 24 hod.). Po inkubaci je
vzdy vypocitan pomér mrtvych bunék vzhledem ke kontrole. Pocet zivych bunck ve vSech
zkumavkach je stanoven kultivaénim postupem (hodnoceni CFU po kultivaci) (Balouiri et al.,
2016). Jako baktericidni miizeme oznacit latky, které zptisobi usmrceni 90 % bunék po 6 hod.

expozice, coz je ekvivalent usmrceni 99,9 % bun¢k za 24 hod. (Konaté et al., 2012).

1.1.4. ATP bioluminiscenéni test

Principem ATP bioluminiscenéniho testu je stanoveni adenosintrifosfatu (ATP) ve vzorku, diky
¢emuz mizeme vyhodnotit poet zivych mikroorganismi. Diky tomuto testu miizeme stanovit
pomér Zivych a mrtvych bunék po plsobeni potencidlné antimikrobialni latky na konkrétni

mikroorganismus (bakterie, mykobakterie, kvasinky 1 mikroskopické vlaknité houby).

ATP je stanoveno diky reakci D-luciferinu, ktery v ptitomnosti této molekuly pfechazi pomoci
luciferasy na oxyluciferin emitujici svétlo. Toto svétlo je poté kvantifikovano luminometrem
a vyjadfovano v relativnich svételnych jednotkach (RLU). Mira luminiscence je pfimo imérna
mnozstvi viabilnich bunék ve vzorku (Balouiri et al., 2016). Princip stanoveni citlivosti

mikroorganismu k antimikrobialni latce pomoci tohoto testu je zndzornén na obrazku 5.

Bakterie citliva k antimikrobialni latce Extracelularni ATP

ATP Luciferasa * Intracelularni ATP

Dalsi ATP je * * Luciferin

uvolfiovano _amame
z bunék 4 i C
i \
@ - : * F

1y hemiluminiscenéni
Bakterialni bunka Chemilu seence
reakce

Intenzivni
svétlo

Bakterie resistentni k antimikrobialni latce

ATP

ATP je Luciferasa
spotiebovano Luciferin
viabilnimi
bunikami @ (
P
) Chemiluminiscenéni ~ Slabé svétlo
Bakterialni bunka

reakce

Obrazek 5: Princip stanoveni citlivosti bakterie k antimikrobialni latce pomoci ATP
bioluminiscenéniho testu (upraveno dle Sever et al., 2024)
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Vyhodou tohoto testu je mozZnost rychlého ziskani vysledkd. V jednom z vyzkumi bylo
prokézano, ze pomoci této techniky je mozné ziskat vysledek pro mykobakterie jiz do 3—5 dnt,
na rozdil od klasickych dilu¢nich metod, pfi kterych mutze trvat ziskani vysledku az 3—4 tydny
(Beckers et al., 1985). Dalsi vyhodou je také moznost pouZziti této metody pro testovani

citlivosti k antimikrobidlnim latkdm in vitro nebo in situ (Vojtek et al., 2014).

1.1.5. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie umoziiuje multi-parametrickou analyzu bunék ¢i ¢astic nachazejicich se
v suspenzi. Principem analyzy je rozptyl svétla na jednotlivych buiikach prochézejicich
pristrojem. Diky detektorim tvofenym fotodiodami nebo fotondsobicem muzeme
zaznamenavat rozptyl svétla v pfimém smeéru a pod uhlem 90°. Pfimy rozptyl nam poskytuje
informace o velikosti bun€k a velikost bo¢niho rozptylu zavisi na vnitini granularité a hrubosti
povrchu bunék (McKinnon, 2018). Princip pritokové cytometrie zobrazuje obrazek 6. MliZzeme
také zaznamenavat miru fluorescence bunék po obarveni specifickych bunécnych komponent
fluorescen¢nimi barvivy. Jednim z pouZzivanych barviv je propidium jodid, ktery ma schopnost
interkalace do DNA bunék v pfipadé poskozeni membrany buiky. Pfitomnost bunék
s narusenymi membranami pak miZe znacit miru u¢inku testované latky, resp. citlivost dané¢ho

mikroorganismu k testované latce (Balouiri et al., 2016).

Suspenze
A Bo¢ni rozptyl — méii B bunek
primarné vnitini
granularitu buiiky a Nosné kapalina
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Obrazek 6: Princip pritokové cytometrie — méfené interakce svétla s buiikou (A), schéma pritoku suspenze
bunék pfistrojem (B) (upraveno dle Vembadi et al., 2019)

Prutokova cytometrie umoziuje rozliSit suspendované bunky v tekutém zivném prostiedi

na zivé, poskozené a mrtvé. Toto rozdéleni ndm miize pomoci odhalit U€innost testované
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antimikrobidlni latky na konkrétni mikroorganismus. MoZnost odhaleni poSkozenych bunék,
které sice nejsou mrtve, ale ¢asto ztraci schopnost se dal mnozit, je velkym pfinosem zejména
v potravinatrské mikrobiologii. Pomér téchto bun¢k hraje vyznamnou roli ve schopnosti bakterii
obnovit svou populaci a neni odhalitelny béznou metodu pocitani kolonii na agarové plotné

(Paparella et al., 2008).

Vyhodou této metody je velka rychlost ziskani wvysledkit (2—6 hod.) v porovnani
napt. s mikrodiluéni metodou (24-72 hod.). Nevyhodou je vSak potieba pomérné drahého
piistrojového vybaveni, proto tato metoda neni rozsifena v béznych klinickych laboratotich
(Ramani and Chaturvedi, 2000). Je vSak mozné vyuziti této metody k vyzkumnym ucelim

a k testovani potencialnich antimikrobialnich u€inki latek ptirodniho ptivodu.
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2. Mikrobialni biofilm

Obecn¢ miizeme bakterie najit ve dvou zékladnich stavech, a to jako volné plovouci
(planktonické) buriky a ptisedlé buniky. Nekteré vlastnosti bakterii se 1i8i v zavislosti na jejich
momentalnim stavu. Napft. pfisednuti bun€k ptsobi zmény v expresi gent kddujicich tvorbu
exopolysacharidii (EPS) (Sharma et al., 2023). Ptisedlé buiiky tvoii zdklad mikrobidlniho

biofilmu.

Pojem biofilm oznacuje komplexni spoleCenstvi mikroorganismii, které je tvofeno
z mikrobidlnich  bun€k obklopenych extraceluldrni polymerni matrix tvofenou
mikroorganismy. Schopnost tvofit biofilm ma cela fada bakterii, nej¢astéji biofilm pozorujeme
u Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus (Wu et al.,
2015). Biofilm se pfichycuje k riznym povrchim, pfipadné tvofi agregaty v extraceluldrni
matrix (Roy et al., 2018). Takové spoleCenstvi mikroorganismi (napft. bakterii) je schopné
pfezivani a mnozeni se jako jeden celek. Biofilm mlzeme také oznacit za Zivou biomasu

s ur¢itou strukturou (Sharma et al., 2023).

Biofilm chrani mikroorganismy pied nepfiznivymi okolnimi podminkami, a prave i pfed tcinky
antibiotik. Prokazuji to také vyzkumy, které stanovovaly hodnoty MIC bézn€ pouzivanych
antibiotik proti bakteriim tvoficim biofilm. Hodnoty MIC u téchto bakterii byly 10-1000x vy§si
nez u bakterii bez schopnosti tvofit biofilm (Hengzhuang et al., 2011; Wu et al., 2015). Praveé
proto neni v nékterych piipadech moZzné podat pacientim antibiotika v koncentraci
odpovidajici MIC, jelikoz by tak vysoké koncentrace vykazovaly vysokou toxicitu a zdvazné
vedlej$i Gcinky. Lécba infekci zplisobenych takovymi kmeny bakterii je proto méné Gc¢inna.
Podavana antibiotika mohou pomoci regulovat vzniklou infekci a snizit tvorbu biofilmu,
nikoliv vSak biofilm kompletné odstranit. Diky tvorbé biofilmu mlZe rovnéZ celd fada infekcei
prechézet do chronicity (Roy et al., 2018). Dalsi funkci biofilmu je ochrana mikroorganismu
podilejicich se na této struktuie pfed imunitnim systémem hostitele. Biofilm totiz narusuje

aktivaci fagocytl a komplementu.

Biofilm je také spojovan s vétSinou pretrvavajicich  nosokomialnich  infekci
u imunokompromitovanych pacientti (Wu et al., 2015). Vice nez 50 % vsech nosokomidlnich
infekei je spojovéano se zdravotnickymi pomlckami a implantdty umisténymi piimo do téla

pacienta, napf. kardiostimuldtory, kloubni protézy, katetry, umélé srdecni chlopné
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nebo kontaktni ¢ocky (Wu et al., 2015). Pravé tyto materidly tvofi idedlni povrch pro tvorbu
biofilmu. AvSak jsou popisovany 1 dal§i onemocnéni v souvislosti stvorbou biofilma,
napft. chronickd onemocnéni dychacich cest u pacientt s cystickou fibrézou, nebo s chronickym
obstrukénim onemocnénim plic, endokarditidou, chronickou otitidou, sinusitidou

nebo chronickou infekei ran u pacienti s diabetem.

2.1. Tvorba biofilmu

Tvorbu biofilmu je mozné rozdélit do tfech zékladnich fazi. Nejprve dochazi k pfilnuti
bakteridlnich bun€k k povrchu, poté nasleduje tvorba mikrokolonii, a nakonec dochazi
k diferenciaci biofilmu ve zralou strukturu. Konkrétni postup tvorby biofilmu je zobrazen
na obrazku 7.
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Obriazek 7: Zivotni cyklus biofilmu (upraveno dle Sharma et al., 2023)

Cely proces zaciné ptilnutim volné plovouci buiiky k povrchu. Konkrétni misto pfilnuti zavisi
na pfitazlivych ¢i odpudivych silach, které vznikaji v dasledku pfitomnosti Zivin, hodnoty pH
a teploty v daném misté. Toto pfilnuti je vSak jeste¢ reverzibilni. Nasleduje agregace vice
bakteridlnich bun¢k a jejich adheze k povrchu. Jedna se jiz o ireverzibilni proces vzniku
mikrokolonii. Poté dochéazi k produkci slozek extracelularni matrix, v¢. exopolysacharida
(EPS). Prave sekrece polysacharidi napomahd bakteriim tvoticim biofilm 1épe pfilnout

a agregovat (Sharma et al., 2023). Adheze biofilmu k substratu je ovlivnéna Lifshitz-van
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der Waalsovymi silami a také hydrostatickymi, acidobazickymi a elektrostatickymi
interakcemi. Pfilnuti bakterii také napomahé piitomnost specifickych proteini na povrchu
(napt. OmpA, fibronektin vazajici protein, protein A, nebo SasG). Nékteré bakterie nejsou
schopné se vazat ptimo na povrch, ale dokédzou se navazat na predchozi mikrokolonie. Povrch
biofilmu se Casto tvoii na rozhrani s kapalnou latkou (napf. s krvi nebo vodou). Jednotlivé
kolonie poté¢ mezi sebou komunikuji pomoci malych signdlnich molekul. Tento zptlisob
komunikace je oznacovan jako quorum sensing (QS) a je pii tvorbé biofilmu nepostradatelny

(Roy et al., 2018).

Dale dochazi k dozradvani biofilmu a k tvorbé trojrozmérnych struktur slozenych ze slozek
matrix. PIn¢ dozraly biofilm se mize odloucit od povrchu a bakterie mohou piechazet opét
do planktonické formy s potencidlem tvorby biofilmu na dalSich mistech. Tento proces

umoznuje Siteni biofilml v lidském téle (Sharma et al., 2023).

2.2. Slozeni a stavba biofilmu

Biofilm je tvofen z bakteridlnich bunék obklopenych extraceluldrni matrix. Ptiblizné 10 %
biofilmu zaujima mikrobialni masa a 90 % voda (Sharma et al., 2023). Matrix je komplexni
polarni smési biomolekul, obsahujici proteiny, polysacharidy, nukleové kyseliny a lipidy
a slouzi jako ochrana bakterii pfed antibakteridlnimi latkami i reakcemi imunitniho systému.
Pokud bakterie zacne do extracelularni matrix vylu¢ovat exopolysacharidy (EPS), dojde
ke druhé fazi vyvoje biofilmu. Jedna se o nevratny proces, pii kterém pravé EPS zajistuje
ptilnuti bakterii k povrchu v pfitomnosti tlusté vrstvy biomolekul. Takto vyzraly biofilm
zaujima trojrozmérnou strukturu pfipominajici véz. Tato struktura obsahuje drobné kanalky
pro transport zivin, odpadnich produktii a vody a také drobné pory, kam se mohou navazat dalsi

mikroorganismy (Roy et al., 2018).

Nejvetsi ¢ast (50-90 %) vSech organickych komponent biofilmu tvofi polysacharidy. Ty se
v matrix nachdzeji spletené do husté sitovité struktury a jejich hydroxylové skupiny spolu
navzajem interaguji, coZ zvySuje mechanickou odolnost biofilmu. Kromé& biomakromolekul
miiZe biofilm obsahovat také kladné nabité ionty (napt. Ca>" a Mg?"), které vytvaii vazby mezi
polymery a tim napomahaji k udrzovani jejich struktury. Diky t¢mto slozkdm miize biofilm
dosahovat tloustky az 300 um (Sharma et al., 2023). Konkrétni stavba biofilmu se lisi
u jednotlivych mikrobialnich kment, a to napf. z diivodu odlisného sloZeni extracelularni

matrix (Roy et al., 2018).
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2.3. Metody detekce tvorby biofilmu

Pro stanoveni antibiofilmového tuc¢inku pfirodnich latek je dilezité prokazat, zda
mikroorganismus tvoii biofilm po ucinku testované latky, pfipadné¢ zhodnotit mnozstvi
a strukturu biofilmu pfed a po plsobeni této latky. Stanovit tvorbu biofilmu lze nékolika
riznymi technikami, mezi ty nejzakladnéjsi patfi Christensenova metoda v mikrotitracnich
destickach, Christensenova zkumavkova metoda a kultivace na agaru s kongo ¢erveni. Dale je

mozné pouzit napt. bioluminiscencni test nebo piezoelektrické senzory (Roy et al., 2018).

Pokud je potieba sledovat tvorbu biofilmu v redlném case, je mozné vyuzit nékterou
z dynamickych metod. Pro zkoumani komplexni struktury jsou vhodné rizné zobrazovaci
techniky. Jelikoz je narocné kultivovat ncékteré bakterie na umélych pidach, pouzivaji se
pro stanoveni biofilmu také genetické a molekularné-biologické techniky (napf. metoda
polymerazové fetézcové reakce nebo sekvenace) (Cleaver and Garnett, 2023). Nejcastéji

vyuzivané metody popisuji nasledujici odstavce.

2.3.1. Detekce tvorby biofilmu v mikrotitra¢nich desti¢kach

Zakladni metodou pro zjiSténi produkce biofilmu zahrnuje inkubaci mikrobidlnich bunék
v mikrotitraéni desticce a nasledné barveni vySetfeného biofilmu krystalovou violeti.
Na specidlni mikrotitracni desticce miiZze vznikajici biofilm pfilnout. Dal$i moznosti je
inkubace testovanych bakterii na osmikomorovych sklickdch. Po inkubaci dochazi
k opakovanému promyvani jamek, aby doslo k odstranéni volnych bakterii. Biofilm je obarven
krystalovou violeti a intenzita zbarveni je zmé&fena spektrofotometricky. Diky zji$téni mnozstvi

navazaného barviva je tedy mozné kvantifikovat mnozstvi vytvoreného biofilmu.

Jedna se o pomérné rychlou a levnou metodu, ale jeji nevyhodou je odliSnost vysledki
od realnych in vivo podminek. V jamce mikrotitracni desticky totiz nedochazi k uplnému
dozrani biofilmu, protoZe na bakteridlni buiiky neptisobi vné&;jsi sily, které jsou bézné v in vivo
prostiedi. Také je pii inkubaci omezen pfisun zivin, jelikoz kultivaéni médium je ménéno
obvykle kazdych 12-48 hod. (Cleaver and Garnett, 2023). Pfi této metodé je také potieba
opakovaného promyvani vytvotreného biofilmu, pii kterém muze dojit k poruseni jeho struktury
(Roy et al., 2018). 1 ptes urcité nepiesnosti je vSak metoda kultivace v mikrotitra¢nich

destickach doporucovanou screeningovou metodou detekce biofilmu (Hassan ef al. 2011).
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2.3.2. Detekce tvorby biofilmu pomoci Christensenovy zkumavkové metody

Christensenova zkumavkova metoda je jedna ze zakladnich kvalitativnich metod pro hodnoceni
biofilmu. Testovany mikroorganismus je nejdiive nao¢kovan do zkumavky s vhodnym médiem
a nasledné je inkubovan. Po inkubaci je dekantovan supernatant, zkumavka je promyta
fosfatovym pufrem a ponechéna vyschnout. Poté je obsah zkumavky obarven krystalovou
violeti a prebyte¢né barvivo je vymyto deionizovanou vodou. Nakonec je zkumavka nechana
vyschnout v obracené poloze. Pfitomnost biofilmu je potvrzena, pokud je mozné na sténé a dné
zkumavky pozorovat viditelny barevny povlak (Harika et al., 2020; Hassan et al., 2011).

Ukazku vysledkli zkumavkové metody zobrazuje obrazek 8.

Obrazek 8: Zkumavkova metoda pro detekci tvorby biofilmu — pozitivni kontrola
(PC), negativni kontrola (NC), vzorek v triplikatu (1) (Kunwar et al., 2021)

2.3.3. Detekce biofilmu metodou kultivace na agaru s kongo ¢erveni

Metoda vyuzivajici kultivaci na agaru s kongo Cerveni je kvalitativni metoda pro zjisténi, zda
urcity mikroorganismus tvoii biofilm ¢i nikoliv. Pfi této metod¢ je vyuzivano specialni médium
skladajici se z mozkosrdcové infuze (BHI), sachar6zy a kongo Cervené. Kongo Cerveinl je
nejprve samostatné nafedéna na pozadovanou koncentraci, poté je vznikly roztok sterilizovan
v autoklavu, a nakonec je pfidan k agaru, ktery by mé&l mit teplotu 55 °C. Takto pfipravené
médium je rozlito do Petriho misek a po ztuhnuti je na n¢ naoCkovan testovany
mikroorganismus (Harika et al., 2020; Hassan et al., 2011). Po inkubaci je mozné pozorovat
mikroorganismy tvofici biofilm jako ¢erné nebo tmavé zbarvené kolonie s matnym a drsnym
povrchem. Mikroorganismy bez produkce biofilmu tvofi rizové az cervené kolonie

(viz obrazek 9) (Harika et al., 2020; Riazicka et al., 2004).
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Obrizek 9: Produkce biofilmu bakterii Staphylococcus aureus na agaru s kongo cerveni —
pozitivni produkce biofilmu (1), bez produkce biofilmu (2) (Karki et al., 2019)

2.3.4. Dynamické metody stanoveni biofilmu

Dynamické metody stanoveni biofilmu dokézou odstranit nepiesnosti zptisobené nedostatkem
zivin a nedostate¢nym dozranim biofilmu. Diky dynamickym metodam je také mozné sledovat
rist biofilmu v redlném case. Tyto metody jsou vyuzivany zejména pro stanoveni biofilml
bakterii zijicich v dutiné ustni, protoze dokazou replikovat specifické prostfedi zpisobené
konstantnim ptsobenim slin (Cleaver and Garnett, 2023). DalSim vyuzitim je sledovani
biofilmu bakterii osidlujicich rany na kiZi, kde dochézi k neustalé vyzivé bakterii tvorbou

exsudatu a je proto vyhodné pouzit n€kterou z dynamickych metod (Duckworth et al., 2018).

Jedna z dynamickych metod vyuZziva pritokové cely, diky kterym je mozné pozorovat rlst
biofilmu v rizném hydrodynamickém prostfedi. Pouziva se sestava sklddajici se z nadoby
s ztvnym médiem, peristaltického Cerpadla, které zene médium do pritokové cely obsahujici
komoru pro rist biofilmu, a z nddoby na odpad (viz obrazek 10).

Inokulaéni
stiikacka Ocelovy ram

Piistu
p - q

filtrovaného
vzduchu

Neoprenova vrstva
Biofilm

Odpad

Peristaltické
terpadlo

Zivné médium

Obrazek 10: Schéma sestavy pro stanoveni biofilmu s pomoci pritokové cely
(upraveno dle Rogers et al., 2008)
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Misto zivného média Ize pouzit specifické barvivo, které lze poté pouZit k zobrazeni struktury
biofilmu s pomoci fluorescen¢ni nebo konfokalni mikroskopie. Vyhodou pouziti pratokovych
cel je moznost sterilizace celé sestavy po ukonceni méfeni. Je tak mozné sestavu pouzit
opakované, coz vyrazné¢ snizuje financni naklady. Pokud vSak neni souprava spravné

sterilizovdna, miiZze snadno dojit ke kontaminaci dalSich stanoveni (Cleaver and Garnett, 2023).

Dalsi dynamicka metoda vyuziva rist biofilmu v bioreaktorech. Jednim z pouzivanych
bioreaktorl je fermentor zajist'ujici konstantni tloustku filmu. Fermentor zajiSt'uje ptivod Zivin
a vyménu plynil s okolnim prostiedim, coz napodobuje podminky pro rist biofilml in vivo.
Dalsi vyhodou je mozZnost ptidani dalSich Zivin nebo inhibitori rstu specialnimi porty (Cleaver
and Garnett, 2023). Fermentor dale obsahuje otocny podstavec a Skrabku, diky cemuz je

v ptipad¢ potieby mozné udrzovat konstantni tloustku biofilmu (Kinniment et al., 1996).

2.3.5. Zobrazovaci metody detekce biofilmu

Biofilm je také mozné zkoumat diky zobrazovacim metodam, které se vzajemné lisi
v dosazeném rozliSeni, ale také v cenové dostupnosti. Zakladni metodou je svételna
mikroskopie, coz je pomérné levna a nenaro¢nd metoda. Je vhodna k potvrzeni, zda je ¢i neni
v analyzovaném vzorku biofilm pfitomen. Pomoci svételné mikroskopie vSak neni kvuli
malému rozliSeni mozné zkoumat komplexni struktury biofilmt. Dalsi vyuZivanou metodou je
fluorescencni mikroskopie s pouzitim specialnich fluorescenénich barviv. Diky této metod¢ je
mozné pozorovat napt. zivé a mrtvé bunky na povrchu biofilmu. Nevyhodou vsak je omezeny
Cas analyzy, jelikoZ fluorescencni znaeni Casto rychle ztrdci svoji intenzitu bchem

mikroskopického pozorovani (Cleaver and Garnett, 2023).

Mezi jedny z nejpokrocilejSich zobrazovacich metod patii elektronova rastrovaci mikroskopie
(SEM) a elektronova transmisni mikroskopie (TEM). SEM je hojné¢ vyuZzivand metoda
pro zobrazeni 3D struktury biofilmu a pro zkoumdéni jeho interakci s povrchem. Také byla
vyuzita k zhodnoceni efektu antimikrobidlnich latek a metod odstranovani biofilmu. TEM
zatim neni rutinné vyuzivana kvili potiebé vzorkl ve velmi tenké vrstveé, coz je momentalné
pro vzorky biofilmu technicky naro¢né. Jsou vSak testovany pomocné techniky, diky kterym

by TEM mohla poskytnout obraz biofilmu ve velkém rozliseni (Cleaver and Garnett, 2023).

Biofilm je déale mozné zkoumat i pomoci mikroskopie atomarnich sil, skenovaci
elektrochemické mikroskopie, konfokalni mikroskopie s laserovym skenovanim a dalSich

specialnich zobrazovacich technik (Cleaver and Garnett, 2023; Roy et al., 2018).
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3. Flavonoidy

Flavonoidy byly poprvé izolovany z pomeranct jiz vroce 1930. V té dobé vSak byly
povazovany za nové objeveny vitamin P. Az pozdéji byla objasnéna jejich redlna struktura

a funkce (Kumar and Pandey, 2013).

Jedna se o chemické latky, nachazejici se hojné zastoupené v pfirodé, hlavné jako soucast
nejruzngéjsich rostlin. Flavonoidy jsou dokonce v pfirod¢ nejrozsifenéjSimi fenolickymi latkami
(Kumar and Pandey, 2013). Nachazime je jak v listech, plodech, kvétech a semenech rostlin,
tak také v jejich stvolech a kotenech. Nejvyssi obsah téchto latek maji ovocné stromy a také
riznd zelenina. Tyto latky nachdzime napf. v cibuli, citrusovych plodech ¢i v riiznych bobulich.
Nachazi se vSak i v ¢ajovych listcich, ovocnych dzusech ¢i jinych napojich (Sitarek et al.,
2024). Flavonoidy se v rostlindch nachazeji pfevazné v jadie mezofilovych bunc¢k (Kumar
and Pandey, 2013). Flavonoidy zastavaji v rostlindich hned nékolik funkci. Slouzi napt. jako
ochrana pfed UV zafenim, ale také pred riznymi patogeny. Casto zpiisobuji také vyrazné
zbarveni rostlin, ¢imZ pomahaji nalakat opylovace (Sitarek et al., 2024). Syntéza rostlinami je

beézna 1 jako reakce na mikrobialni infekci.

Zajem o tyto slouceniny vzrista, jelikoz maji potencialni zdravi prospésné ucinky, zvIlasté se
jedna o UCinky antioxidac¢ni. Funkéni hydroxylové skupiny téchto latek koriguji koncentraci
volnych radikalt jejich vychytavanim a také chelataci iont kovii, coZ je dulezité pro zmirnéni
oxidac¢niho stresu (Kumar and Pandey, 2013). Flavonoidy maji také schopnost indukovat lidské
ochranné enzymatické systémy a mohou slouzit k ochrané pfed infek¢nimi a degenerativnimi
onemocnénimi, napt. pfed vznikem karcinomu nebo pted kardiovaskularnim onemocnénim

(Kumar and Pandey, 2013).

3.1. Chemicka struktura flavonoidu

Flavonoidy patii do skupiny hydroxylovanych fenolickych sloucenin. Zakladni strukturou
téchto sloucenin je tzv. flavanové jadro — fetézec obsahujici 15 atomi uhliku, ktery se sklada
ze dvou benzenovych jader (A a B) spojenych heterocyklickym pyranem (C) v pfipadé
flavonolt a flavononi, nebo jeho dihydroderivatem u flavanolt a flavanonu. Tato zakladni

struktura (viz obrazek 11) mize byt modifikovana a substituovana, nejcastéji glykosidickou
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nebo methylovou skupinou. V soucasné dob¢ je zndmo pies 3000 téchto sloucenin (Kumar

and Pandey, 2013).

S 4

Obriazek 11: Flavanové jadro (Kumar and Pandey, 2013)

Tyto latky miiZeme podle jejich struktury dale délit na dalsi skupiny dle riiznych kritérii. Sitarek
et al. (2024) je deli napt. podle 2 zakladnich kritérii. Prvni kritérium je dle miry oxidace
heterocyklu zakladniho fetézce (C), a to do Sesti skupin (flavanoly, flavanony, flavony,
flavonoly, anthokyanidiny a isoflavony). Dals$i déleni mlze byt na zakladé rozdilné pozice
pfipojeni benzenového jadra (B) k heterocyklu (C). DéEli se tak na flavonoidy, které maji
benzenové jadro pfipojené na C2 uhlik heterocyklu, dale pak na isoflavonoidy s vazbou na C3
uhlik, a nakonec neoflavonoidy s vazbou na C4 uhlik. Slou¢eniny danych skupin se 1i$i riznou

substituci obou benzenovych jader (Kumar and Pandey, 2013).
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4. Prokyanidiny

Prokyanidiny jsou organické bioaktivni latky, které maji vyznamné antioxidacni,
riziko vzniku neoplazii (Chen et al., 2022). Vyzkumy prokézaly slibné Gi¢inky prokyanidind
v prevenci a [é€beé Alzheimerovy choroby (Zhao et al., 2019), diabetu, revmatoidni artritidy,
rakoviny, kardiovaskularnich chorob nebo napft. obesity (Valencia-Hernandez et al., 2021).
Maji znacny potencidl i v 1é¢bé fady dalSich onemocnéni. Pro jejich vyuzivéani v klinické praxi
je vSak potieba provést dalsi vyzkumy zaméfené napt. na u¢inné metody extrakce prokyanidinii
z ptirodnich matric nebo na spravnou Ilékovou formu potencidlnich [éCiv s obsahem

prokyanidinii (Chen et al., 2022).

4.1. Chemicka struktura prokyanidintu

Prokyanidiny patii do rozsahlé skupiny polyfenoli (neboli fenolickych latek). Tyto latky
obsahuji jeden ¢i vice fenolovych nebo hydroxyfenolovych kruhii ve své struktufe. Dale
muzeme polyfenoly dé€lit podle n€kolika riznych faktorti (podle molekulové hmotnosti,
pritomnosti hydroxylovych skupin a aromatickych cykld, podle po¢tu uhlikovych atomt a typu
vazeb). Fenolické latky délime na fenolové kyseliny, lignany, stilbeny a také flavonoidy,

o kterych pojednavala pfedchozi kapitola.

Jako specidlni podtyp polyfenolll jsou oznaCovany tiisloviny (taniny) (Valencia-Hernandez
et al., 2021). Ttisloviny jsou heterogenni skupinou latek s vysokou molekulovou hmotnosti
(500-3000 Da). Jsou to latky ve vodé rozpustné s obsahujici az 20 hydroxylovych skupin
(Smeriglio et al., 2017). Ttisloviny muzeme d¢lit na dvé zdkladni podskupiny, a to
na hydrolyzované a kondenzované tfisloviny. Hydrolyzované trisloviny obsahuji
hydroxylovou skupinu esterifikovanou kyselinou gallovou nebo kyselinou elagovou a také
molekulu glukézy. Dle nazvu vyplyva, Ze tyto latky lze hydrolyzovat slabymi kyselinami
(Valencia-Hernandez ef al., 2021). Kondenzované ttisloviny (proanthokyanidiny) se obvykle
nachazeji jako oligomery katechinu (flavan-3-olu) nebo flavan-3,4-diolu. Obecné jsou tyto
latky charakterizovany piitomnosti aromatického cyklu s hydroxylovou skupinou. Pravé tato
skupina umoziuje proanthokyanidinim interakce s uhlovodiky ¢i proteiny pomoci vodikovych
mustkd. Diky této vlastnosti tvoii kondenzované tfisloviny casto velmi komplexni latky
s riznorodou strukturou i funkci. Pronanthokyanidiny neni moZné jednoduse hydrolyzovat,
avSak dochazi k jejich rozkladu v kyselém alkoholovém prostiedi na Cervené pigmenty
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flobafeny (Valencia-Hernandez et al., 2021). Proanthokyanidiny miZeme najit v ovoci, listech
a semenech rtznych rostlin, kde tyto latky slouzi primarné jako ochrana ptfed predatory.
Tyto latky zpisobuji také typickou chut’ nékterych napojt, napt. vina, dzusu nebo ¢aje (Dixon
et al., 2005). Jednou skupinou latek odvozenych pravé od proanthokyanidinii jsou

prokyanidiny.

Prokyanidiny jsou skupinou heterogennich sloucenin s riiznorodou chemickou strukturou.
Jejich zaklad tvofi monomer flavan-3-olu, konkrétné (+)-katechinu nebo (-)-epikatechinu.
(Valencia-Hernandez et al., 2021). Chemicka struktura téchto monomerd je zobrazena

na obrazku 12.

OH

HO 0 o

OH

o
OH
Obrazek 12: Chemicka struktura katechinu (vlevo) a epikatechinu (vpravo) (upraveno dle Grases et al., 2015)

Tyto slouCeniny lze déle klasifikovat podle jejich chemické struktury, miry hydroxylace
a stereochemického uspotadani. Podle stupné polymerace (DP) je mizeme délit na tii skupiny,
a to monomery (DP = 1), oligomery (2 <DP < 10) a polymery (DP > 10) (Valencia-Hernandez
etal., 2021).
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Obrazek 13: Chemicka struktura prokyanidinu typu A s vazbou C4—C8 a C2—0—C7 (vlevo) a prokyanidinu
typu B s vazbou C4—C8 (vpravo) (upraveno dle Valencia-Hernandez et al., 2021)
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Dimery prokyanidint obsahuji interflavonoidni vazby, nej¢astéji mezi uhliky C2 a C3, C4 a C8
nebo C4 a C6. Podle vlastnosti vazeb délime prokyanidiny na typ A a typ B (viz obrazek 13).
Typ A obsahuje dvakrat vazbu mezi uhliky (C4—C8/C6) a také etherovou vazbu (C2—0—C7
nebo C2—0—C5). Prokyanidiny typu A mohou vznikat z molekul dimerd typu B,
a to oxidacni reakci. B prokyanidiny obsahuji interflavanové vazby, které jsou kovalentné

spojené s uhliky C4—C8 nebo C4—C6 (Valencia-Hernandez et al., 2021).

4.2. Vyskyt prokyanidinii

Prokyanidiny miZeme nachdzet ve velkém mnoZstvi pfirodnich matric. V jednotlivych
rostlinach se vyskytuji urcité typy prokyanidina a lisi se téz z hlediska koncentrace. Vyskyt

nejcastéjSich prokyanidini shrnuji nasledujici odstavce.

Prokyanidiny A jsou v pfirod¢ spiSe méné bézné, nachdzi se napt. ve skofici ¢i v araSidech
(Valencia-Hernandez et al., 2021). Dale je mtizeme nalézt ve Svestkach, avokadech, brusinkach
a také v kari koteni (Yang et al., 2021). Vyskyt n€kterych prokyanidina typu A byl prokazan
také v listech a dievé vaviinu vzneSeného (Alejo-Armijo et al., 2018) a v semenech ovoce lici

¢inského (Xu et al., 2010).

vvvvvv

hroznovém vinu, jablkéach (Prior et al., 2001), dale také boravkach a ¢iroku (Yang et al.,2021).
V rostlinach se 1isi také pomér jednotlivych podskupin prokyanidint typu B. Napft. prokyanidin
B1 je hojné zastoupeny v ktife borovice ¢i skoficovniku a miizeme jej také nachazet ve slupkach
jablka, a to spole¢né¢ s prokyanidinem B2 (Loncari¢ et al., 2020; Shimada et al., 2012).
Prokyanidin B2 (PB2) se nejvice nachazi v semenech, plodech, kvétech a listech rostlin z ¢eledi
ruzovité (Rosaceae), napt. v hlohu, jabloni, hru$ni, broskvoni a kdoulovci. Mezi dalsi celedi
s vysokym obsahem PB2 patii Celed’ bobovitych (Fabaceae), viesovcovitych (Ericaceae),
révovitych (Vitaceae), teSetlakovitych (Rhamnaceae), mydelnikovitych (Sapindaceae),
lahevnikovitych (Annonaceae) a klusiovitych (Clusiaceae). PB2 tedy mizeme nalézt
v semenné slupce (osementi) ¢erné sdji, v kustovnici cizi, v cicimku ¢inském, v listech brusnice
prutovité, v semenech lotosu ofechonosného a vinné révy (Chen et al., 2023). Koncentrace PB2
se v téchto rostlinach li§i. Napt. v plodech hlohu najdeme az 243 mg/100 g vysuSené rostliny
(Zhang et al., 2020), ve slupce jablka 95,4+34,3 mg/100 g vysusSené rostliny (Loncari¢ et al.,
2020) a ve vodném extraktu z kustovnice cizi 37,2 mg/100 g extraktu (Plucinska et al., 2022).
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Prokyanidiny v jednotlivych rostlindch se li§i také stupném jejich polymerace (DP).
Napt. v kesu ofechach a ¢ernych fazolich najdeme vyhradné monomery a dimery. Ve vétSiné
rostlin vSak nalezneme prokyanidiny s vys$sim DP (Gu et al., 2004). Rozdil ve stupni
polymerace mizZeme pozorovat také v pfipadé jejich vyskytu v riznych castech rostliny.
Napft. semena hroznového vina obsahuji vét§i mnoZstvi monomerti a oligomert oproti slupkam,

ve kterych pfevazuji polymery s vyssim DP (Yang et al., 2021).

4.3. Metody extrakce prokyanidini

Pro extrakci prokyanidinii z pfirodnich zdrojti 1ze vyuZzit rizné metody jejichz optimalizace je
predmétem mnoha studii. Mezi faktory dulezit¢é pro volbu extrakéni metody patii
napt. biologicka stabilita extrahovanych latek, selektivita extrakce, vliv na zivotni prostredi,
ale i ekonomicka narocnost. U jednotlivych metod je poté potfeba zvolit spravné podminky
(rozpoustédlo, teplota, pH rozpoustédla, pomér rozpoustédla k mnozstvi vzorku, atd.)
(Abubakar and Haque, 2020, Valencia-Hernandez et al., 2021). Jednim z hlavnich faktora
ovlivitujicich efektivitu extrakce je vybér vhodného rozpoustédla. Vyuzivana rozpoustédla
muzeme rozd€lit na polarni (napt. voda a alkoholy), stfedné polarni (naptf. aceton
a dichlormethan) a nepolérni (napf. n-hexan, ether nebo chloroform) (Abubakar and Haque,
2020). Zvoleni nespravné metody miize ovlivnit strukturu extrahované latky, napf. zménit
rozlozeni hydroxylovych skupin, interflavanovych vazeb, ptipadné ovlivnit schopnost latek

reagovat s dalSimi slou¢eninami (Valencia-Hernandez et al., 2021).

Mezi klasické metody extrakce fenolickych latek patfi napt. macerace, perkolace, digesce
a Soxhletova extrakce. Pfedmétem vyzkum jsou vSak i alternativni metody extrakce, které by
mely zajistit vyssi vytézky, efektivitu a také snizeni spotieby rozpoustédel. Mezi alternativni
metody extrakce prokyanidin patii ultrazvukem asistovani extrakce (UAE), mikrovinna
extrakce (MAE), superkritickd fluidni extrakce (SFE), extrakce za zvySeného tlaku (PLE)
a extrakce subkritickou vodou (SWE) (Valencia-Hernandez et al., 2021).

4.3.1. Jednoduché extrakéni techniky

Zakladni technikou, vyuzivanou k extrakci prokyanidini, je macerace. Pied za¢atkem macerace
je nutné pfirodni material (napf. listy nebo klru) namlit na hruby praSek. Tento prasek je
nasledn¢ prelit zvolenym rozpoustédlem, nddoba je uzaviena a ponechéana alesponl tfi dny.
Béhem tohoto Casu je obsah nadoby pravidelné promichavan. Poté je do rozpoustédla

extrahovand latka oddé€lena od zbytkii pfirodniho materialu, a to filtraci nebo dekantaci.
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Na konec je ziskana pozadovand latka odpafenim rozpoustédla pomoci vodni lazné
¢1 laboratorni trouby. Tato metoda je vhodna pro extrakci termolabilnich latek. Nevyhodou je

vSak dlouha doba extrakce (Abubakar and Haque, 2020).

Digesce je extrakéni metoda, kterd probihd za pfimétené zvysené teploty. Zvolené rozpoustédlo
je nalito do nadoby, do které je ndsledné pfidan nadrceny vzorek. Poté je tato smés zahtivana
na teplotu 50 °C. ZvySeni teploty zpusobi sniZzeni viskozity extrakéniho rozpoustédla
a napomuze tak extrakci pozadované latky. Digesce je nejvhodnéjsi pro latky, které jsou dobie

rozpustné v pouzitém rozpoustédle (Abubakar and Haque, 2020).

Perkolace je extrakéni metoda vyuZzivajici louhovani pevné latky cirkulujicim rozpoustédlem
pomoci zatizeni nazyvaného perkolator. Jedna se sklenénou nadoby kuzelovitého tvaru s otvory
na hornim i spodnim konci. Rostlinny material je nejprve ususen a namlet na velmi jemny
prasek. Ziskany prasek je smichan se zvolenym rozpoustédlem a tato smés je ponechdna 4 hod.
Poté je smés pfemisténa do perkolatoru, ktery ma uzavienou spodni vyust. V perkolatoru je
smés ponechana alesponn 24 hod. Poté je do perkolatoru nalévano rozpoustédlo vrchnim
otvorem tak, aby jim byl material stale pIn¢ saturovan a je oteviena spodni ¢ast perkolatoru.
Kapalna slozka smési ma tak moznost pomalu odkapavat diky gravitaéni sile. Po ukonceni
perkolace je extrakt oddélen od pevnych rostlinnych zbytkt filtraci s naslednou dekantaci

(Abubakar and Haque, 2020).

4.3.2. Soxhletova extrakce

Jednd se o kontinudlni extrakci za horka, pfi které je vyuzivan Soxhletiv extraktor. Toto
sklenéné zafizeni se skladd z banky s kulatym dnem (destila¢ni baiika), extrakéni komory,

piepadové trubice a zpétného chladic¢e neboli kondensoru (viz obrazek 14).

Rostlinny vzorek je nejprve ususen a rozemlet na jemny prasek. Poté je umistén do extrakéni
patrony vytvofené z Cisté tkaniny nebo z tvrzeného filtraéniho papiru. Zvolené rozpoustédlo je
poté nalito do spodni banky a zahfato na vysokou teplotu. Rozpoustédlo se zacne odpatovat
a proudi vzhiiru. Rozpoustédlo kondenzuje pii prichodu kondenzorem a ztéka pres extrakéni
komoru, kde dochazi k extrakci pozadované latky. Pokud hladina rozpoustédla v komote
dosdhne urovné ptepadu, rozpoustédlo spoleéné s extrahovanym materidlem proudi zpét
do baiiky. Cely proces probihd kontinudlné az do chvile, kdy je extrahovana veskera latka

ze vzorku.
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Tato metoda je vhodné zejména pro latky, které jsou castecné rozpustné v daném rozpoustédle,
nebo téz pro latky obsahujici nerozpustné necistoty. Vyhodou je, ze lze timto zplsobem
extrahovat pomérné velké mnozstvi latky s vyuzitim malého objemu rozpoustédla. Metodu

vSak nelze pouzit pro termolabilni latky (Abubakar and Haque, 2020).

Zpétny chladi¢

Extrakéni komora =————i

Extrakéni patrona —— — Soxhletiv extraktor

Vystupni ventil

Destilaéni bainka

Obrazek 14: Nakres Soxhletova extraktoru (upraveno dle Muhamad et al., 2017)

4.3.3. Ultrazvukem asistovana extrakce

Extrakce s vyuzitim ultrazvuku (UAE) je jednou z rychle rozvijejicich se technologii, a to
hlavné diky omezenému dopadu na Zivotni prostiedi, kratkému trvani extrakce a s tim spojené
znacné vytéznosti dané latky.

Extrakce probihd pomoci mechanickych vibraci, pti kterych dochazi k priichodu vin kapalnym
prostiedim, a to za vzniku bublin. Tyto bubliny nésledn¢ rychle praskaji diky t€inku fenoménu

tzv. akustické kavitace. Dusledkem tohoto procesu je zvySeni tlaku a teploty a vznik

tzv. ultrazvukovych mikrotrysek, které¢ napomahaji nasledné extrakci.

Jednou z modifikaci této metody je technika vysokointenzivniho ultrazvuku, pii které je
vyuZzivano vlnéni o vysoké intenzité a nizké frekvenci. Jedna se o metodu relativné levnou,
jednoduchou, pfiznivou k zivotnimu prostfedi a také rychlou (Valencia-Hernandez et al., 2021).
Rychlost extrakce doklada i vyzkum, ve kterém byly extrahovany prokyanidiny typu A i B

z anony horské za méné€ nez pét minut (Arruda et al., 2019).

UAE muze byt kombinovana také s dalSimi technikami s cilem zvysit vytézek prokyanidint

nebo zlepsit jejich vyuzitelnost pro farmaceutické ucely. Nékteré modifikace maji za cil
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kontrolovat velikost molekul extrahovanych latek (Valencia-Hernandez ef al., 2021). Jednou
z modifikaci je kombinace s kavitaci za snizen¢ho tlaku, kterd pii testovani prokdzala vyssi

vytéznost 1 bioaktivitu extrahovanych prokyanidinti (Wang et al., 2018a).

4.3.4. Mikrovilnna extrakce

Mikrovinna extrakce (MAE) je primarné vyuzivana pro ziskavani polyfenoli
(napft. kondenzovanych tiislovin a flavonoidi). Bylo vSak zkoumano vyuziti této metody
i pro extrakci prokyanidint. MAE vyuzivd nejCastéji rozpoustédla o vysoké polarité
(napt. vodu nebo methanol). Mechanismus extrakce je =zalozen na pfenosu tepla
do rozpoustédla zpiisobujiciho naruseni bunécéné stény a nitrobunécnych organel. Vzniklé pory

usnadiiuji rychly pfenos latek z bun¢k a umoziiuji tak pomérné rychlou a efektivni extrakei.

Vyhodou MAE je pomérné nizkd spotieba rozpoustédla i vychoziho rostlinného materialu
a moznost ziskani vysledného extraktu o vysoké kvalité¢ za pfiméteny Cas. AvSak vysledny
vytézek vzdy zalezi na koncentraci extrahované latky v matrici, chemické struktute
rozpouStédla a také na stavbé konkrétni bunéfné stény. Extrakéni proces a podminky
(napt. teplota, tlak, pH, koncentrace rozpoustédla) jsou proto vzdy specifické pro urcité
rostlinné materialy. I tato metoda mize byt modifikovana za Gc¢elem ziskani vyssi vytéznosti.
Jednou z modifikaci je napf. technika extrakce vyuZivajici mikrovinné piehfatou vodu

(Valencia-Hernandez et al., 2021).

4.3.5. Superkriticka fluidni extrakce

Metoda superkritické fluidni extrakce (SFE) mé potencidl k aplikaci ve farmaceutické vyrobé,
analyze potravin a také ve vyrobé polymert. Je také vhodnd k separaci a Cisténi latek

z rostlinnych matric (napft. flavonoida a prokyanidinit) (Valencia-Hernandez et al., 2021).

Pokud se extrahovana latka v substratu (napf. v listech, kiife nebo dfeve stromil) nachazi uvnitt
bunck ¢i specifickych organel, je mozné jesté pred extrakci narusit tyto struktury nejcastéji
mletim a suSenim. Nasledny postup provedeni SFE miizeme rozdélit do dvou zékladnich
krokli — extrakce rozpustnych latek z pevného substratu pomoci superkritického rozpoustédla
a nasledné separace téchto latek z rozpoustédla. Nejprve tedy dojde k absorpci superkritického
rozpoustédla substratem, coz zplisobi dilataci membran bunéénych struktur. Poté se
extrahované latky mohou rozpustit v rozpoustédle a jsou difuzi pfemistény na povrch substratu.
Nakonec jsou rozpuSténé latky rozpouStédlem premistény mimo extraktor (Pereira
and Meireles, 2009).
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Velkou vyhodou SFE je, Ze po extrakci nezistavaji ve findlnim produktu Zadné toxické zbytky.
Diky této vlastnosti lze touto metodou extrahovat cenné bioaktivni latky, ptipadné také
odstraniovat nezadouci piimési (napt. polutanty, toxiny nebo pesticidy). Dalsi vyhodou je
vysoka selektivita této metody, a to hlavné diky moZznosti nastaveni konkrétnich hodnot
pusobici teploty a tlaku. Je tak mozné ziskat bioaktivni latky bez toho, aniz by byly poskozeny

vysokou extrakcni teplotou (Pereira and Meireles, 2009).

Pfi této metod¢ je mozné vyuzit 1 CO, jako specifického rozpoustédla. Tato metoda se poté
nazyva jako extrakce superkritickym CO (SC-CO»). Oxid uhli¢ity je vhodnym rozpoustédlem
pro latky, které¢ 1ze snadno rozkladat zvySenim teploty, jelikoZz jejich kriticka teplota i tlak jsou
nizké. Jedna se o rozpoustédlo relativné levné, netoxické, neexplozivni, s nizkou viskozitou,
polaritou a reaktivitou. Je to tedy metoda bezpecna i1 pro vyuziti v potravinaistvi. SC-CO; se
primarné vyuziva pro extrakci nepolarnich nebo slabé polarnich latek (Valencia-Hernandez
etal., 2021). Moznou modifikaci této metody pii extrakci polyfenolti je pouziti CO-
smichaného s ethanolem nebo vodou, coz zplisobi vyssi vytézek extrahovanych latek. Nejvyssi
ucinnost pro proanthokyanidiny prokazala ve vyzkumech postupna extrakce. Nejprve byla

vyuzita smés CO2 s vodou a poté CO> s ethanolem (Porto ef al., 2014).

4.3.6. Extrakce za zvySeného tlaku

Extrakce za zvySeného tlaku (PLE), n¢kdy také nazyvéana zrychlena extrakce rozpoustédlem, je
jednou zmetod ziskdvani cennych latek z materidld pfirodniho ptvodu. Mezi vyhody
oproti klasickym extrakénim metodam patii nizkd zatéZ na Zivotni prostfedi, mala Casova
narocnost anizka spotieba rozpoustédla (Valencia-Hernandez et al., 2021). Pfi porovnani
s klasickymi metodami (Soxhletova extrakce, macerace) prokdzala PLE vyss$i vytézek
fenolickych latek a také jejich vyssi antioxidaéni aktivitu. Zaroven bylo dokazano, ze extrakéni
¢as stejného mnozstvi latky byl vyrazné kratsi nez u klasickych metod, coz vypovida o tom,
ze 1 pies vysSi pofizovaci cenu se jednd o metodu ekonomicky vyhodnéjsi (Machado et al.,

2015).

P11 PLE je aplikovan tlak nej¢astéji od 4 do 20 MPa za ucelem udrzeni rozpoustédla v kapalném
stavu i pii teplotach vyssich, nez je standardni teplota varu. Cely proces probiha v uzavieném
inertnim systému pfi vysokych teplotach, které usnadnuji rozpousténi rostlinného materidlu
v rozpoustédlu. Pribéh rozpousténi také ovliviiuje viskozita a povrchové napéti rozpoustédla.
Nejcastéji vyuzivanym rozpoustédlem je voda, jelikoz je levna, nehoflava a netoxicka.

Pro polarni latky a latky citlivé k vysokym teplotdm je vyuzivana voda a ethanol (Valencia-
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Hernandez ef al., 2021). Ve vyzkumech bylo jako rozpoustédlo vyuZzivana i okyselend voda,
ta vykazovala zvySeni vytézku celkovych polyfenoll a antioxidacni aktivity, ale pii vysSSich
teplotach negativné ovliviiovala vytézek proanthokaynidini. Pravdépodobné dochazelo
k rozpadu nevazebnych interakci (Van der Waalsovy interakce, vodikové vazby) a k hydrolyze

na nerozpustné fenolické latky (Machado et al., 2015).

4.3.6.1. Extrakce subkritickou vodou

Extrakce subkritickou vodou (SWE) je jedna z modifikaci extrakce za zvySeného tlaku.
Pti SWE je v extrakénim systému jako rozpoustédlo vyuzivana pouze voda, a to za vysoké
teploty 1 tlaku. V této metod€ jsou vodou nahrazena organicka rozpoustédla, kterd maji
negativni vliv na zivotni prosttedi i lidské zdravi. Vyhodou také je, Ze tato metoda nevyzaduje

separaci latek po extrakci a ze je mozné ji automatizovat (Valencia-Hernandez et al., 2021).

SWE vykazuje vysokou selektivitu za kratky extrakéni Cas. Provozni ndklady jsou vyssi,
nez u klasickych metod, zvlasté kvili pomérné vysoké spotiebé energie. Av§ak SWE muize byt
vyhodnéjsi pro extrakci celkovych flavonoidi oproti nékterym klasickym metodam (UAE
¢1 MAE), a to kvili moznosti zisku velmi ¢istého produktu (Todd and Baroutian, 2017;

Valencia-Hernandez et al., 2021).

Subkritickd voda vyuzivana pti SWE mize mit rizné vlastnosti v zavislosti na reakénich
podminkach (pfedev§im na teploté). Lze tak nastavenim spravné teploty a tlaku ovlivnit
dielektrickou konstantu, polaritu vody, solvata¢ni kapacitu, viskozitu, povrchové napéti
a difuzivitu vody a umoznit tak lepsi rozpustnost extrahované latky, ¢i zvysit selektivitu
extrakce (Valencia-Hernandez et al., 2021). Pfi extrakci flavonoidl pfi zvySené teploté¢ muze
dojit ke strukturni zménam extrahovanych latek a také ke zméndm v antioxidacni aktivité.
Vyssi teplota extrakce také zvyhodnuje ziskani polymernich prokyanidinG (hlavné trimera

a tetramert) (Garcia-Marino ef al., 2006).
4.4. Mechanismy ucinku prokyanidinii

4.4.1. Antioxidac¢ni uc¢inek prokyanidini

Antioxidacni u¢inek ptsobi obecné proti vzniku oxidacniho stresu, coz je naruSeni rovnovahy
mezi produkci a eliminaci reaktivnich forem kysliku (ROS), a to nejcastéji ve forme volnych
kyslikovych radikalti. Nadbytecné mnozstvi volnych radikalli je pro bunky toxické a mize

zpusobovat poSkozeni vSech bunéénych komponent (Snijders et al., 2021).
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Hlavnimi mechanismy antioxidacniho uc¢inku prokyanidind je vychytavani volnych radikalt
(napf. O* a NOY), inhibice aktivity enzym@ podporujicich zanétlivé reakce
(napft. lipooxygenasy) (Jiménez-Aspee et al., 2017) a také inhibice enzyma ovliviiyjicich
peroxidaci lipidl (Chen ef al., 2022). Antioxida¢ni G€inky prokyanidinti byly potvrzeny také
mnoha vyzkumy. Napf. prokyanidiny nachdzejici se v semenech hroznového vina vykazovaly

20-50x% vyssi antioxidacni u¢inky nez v piipadé vitamint C a E (Uchida et al., 1988).

4.4.2. Protizanétlivy efekt prokyanidini

Zanét je obranna reakce organismu na pfitomnost infekce nebo poskozeni tkani. Tato reakce
muize mit spoustu pfi¢in, napt. pusobeni chemickych latek, pfitomnost infek¢nich agens
nebo poranéni. Prokyanidiny ptsobi proti zadnctu regulaci Cinnosti vapnikovych kanalkt
v buitkdch a mitochondridlniho membranového potencidlu. Déle také reguluji hned nékolik
signalnich drah (napf. drahu mitogenem aktivované proteinkinasy, transkripéniho faktoru Nrf2
nebo nukledrniho faktoru kB (NF-xB)) (Chen et al., 2022). Maji diky tomu schopnost snizovat
produkci zanétlivych cytokinti a inhibovat produkci enzymt zanétlivé reakce (Yang et al.,
2014). Napt. prokyanidiny A2 inhibuji uvoliiovani interleukinu-6, tumor nekrotizujiciho
faktoru-o, prostaglandinu E2 a oxidu dusnatého pravé pomoci regulace NF-kB signalni cesty.
Kombinace vSech téchto u¢ind vede ke snizovani zanétlivych reakci v organismu (Wang et al.,

2020a).

4.4.3. Antineoplasticka aktivita prokyanidini

Antineoplasticka aktivita poméha chranit organismus pfed abnormélni a nekontrolovanou
proliferaci nékterych bunék, a tedy pfed vznikem tumort. Nékolik vyzkuml prokazalo
antineoplastické vlastnosti prokyanidinti a na zakladé¢ toho byl zkouman jejich mozny pozitivni
ucinek pfi prevenci a 1é¢bé rakoviny plic, kolorektalniho karcinomu a rakoviny prsu (Chen

etal.,2022; Zhou et al., 2016).

Antineoplasticka aktivita je ovlivnéna riznymi mechanismy. Nejcastéji jde o inhibici latek
produkovanych proliferujicimi buikami a slouzicich k urychleni dal§iho déleni (Chen et al.,
2022). Napft. n€které prokyanidiny maji schopnost degradovat aktivovany transkripéni faktor
Nrf2, ktery je jednou z latek podporujicich proliferaci rakovinnych bun€k a zpiisobujicich
odolnost karcinomu k chemoterapeutické 1é¢bé. Mnozstvi Nrf2 a podobné plisobicich latek

tedy vyrazné koreluje s délkou pieziti pacientli. Degradace tohoto transkripcniho faktoru
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probiha aktivovanim cysteinovych protedz v jadfe bun¢k pomoci fosforylovaného receptoru

urceného pro rastovy faktor podobny inzulinu (Ohnuma et al., 2017).
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5. Biologické ucinky prokyanidintu

5.1. Antimikrobialni G¢inky prokyanidini

Antimikrobidlnim u¢inkim prokyanidini se vénovalo a stidle vénuje znacné mnoZzstvi
vyzkumnych tymu. Ve vétsing studii jsou vSak testovany rostlinné extrakty obsahujici velké
mnozstvi riiznych prokyanidinti i dalSich fenolickych latek a nezaobiraji se presnou
charakterizaci jejich struktury a mechanismu U¢inku. Proto zatim existuje mélo informaci
spojujicich jednotlivé prokyanidiny s konkrétnim antimikrobialnim u¢inkem. Je tedy pomérné
obtizné porovnavat vysledky jednotlivych vyzkumt, jelikoz i drobnd zména ve struktuie

¢i pouziti rozdilné metody stanoveni mé velky vliv na zjiStény antimikrobidlni u¢inek.

Vyzkumy vsSak prokazaly, ze pfitomnost prokyanidini v testovanych rostlinnych extraktech
koreluje s antimikrobidlnim uc¢inkem proti Gram-pozitivnim 1 Gram-negativnim bakteriim
v in vitro prostedi. Data ziskand z vice vyzkumu také ukazuji, ze hodnota MIC prokyanidint
proti  Gram-pozitivhim  bakteriim  byly  popsany v pfipadé  purifikovanych
¢1 semipurifikovanych sloucenin (dimery a trimery) izolovanych z riznych rostlinnych zdroji.
Vyssi MIC (>600 pg/ml) byla naopak pozorovana spiSe u hrubych extraktti. Nejnizsi MIC
(<100 pg/ml) byla u Gram-negativnich bakterii stanovena pro monomery (+)-katechinu a také
(-)-epikatechinu, ale i u smési monomeri a oligomernich prokyanidinti. Vyjimkou byl hruby
extrakt ze slupek arasSidu, ktery rovnéz prokazal velmi nizké hodnoty MIC (Levy et al., 2017).
Vyssi hodnoty MIC (625-5000 pg/ml) byly stanoveny pro hrubé extrakty, heterogenni smeési
fenolickych latek a také pro extrakty dimert a trimert prokyanidini. Namétené hodnoty MIC
pro ruzné extrakty se vSak mohou mirné lisit v zavislosti na odolnosti pouZzitého bakteridlniho
kmene (Mattos et al., 2024). Rozdilné¢ antimikrobidlni ucinky miize mit extrakt také
pro bakterie liSici se jejich vztahem ke kysliku. Napt. pfi testovani antimikrobialniho u¢inku
extraktu ze semen hroznového vina bylo prokdzano, ze vtomto extraktu nachazejici
se prokyanidiny inhibovaly rlst anaerobnich bakterii (bézny vyskyt napt. ve stievnim
mikrobiomu. Naopak nékteré fakultativn€ anaerobni bakterie (napt. bakterie mlééného kvaseni)
byly k tomuto extraktu rezistentni. Divodem je, ze obligatné anaerobni bakterie vyuzivaji
anaerobni metabolické procesu zavislé na zelezu, coz je ¢ini citlivéjsimi k i€¢inku prokyanidint

(Ares et al., 2023).
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V né€kolika vyzkumech byly navrZzeny potencialni mechanismy antimikrobidlniho ucinku
prokyanidinii. Jednim z nich je naruseni integrity bunééné membrany ¢i bakteridlni st€ny (Chen
et al.,2022) a s tim souvisejici zména prostupnosti membrany a také zména morfologie bunky.
Dale bylo prokdzano, Ze fenolické latky dokaZou vytvaret vodikové vazby s nékterymi
intraceluldrnimi enzymy bakterii a tim naruSovat funkci enzymil nezbytnych pro pieziti
bakterie. Mohou také zasahovat do schopnosti proteosyntézy mikroorganismi, tim narusit
fyziologické funkce a vést k bunééné smrti. Prokyanidiny zpisobuji také zmény pH uvnitt
bunék (Mattos et al., 2024) a poskozeni substrati potiebnych k riistu a rozmnozovani bakterii

(Chen et al., 2022).

5.1.1. Antimikrobialni acinky zpisobené narusenim bunééné membrany

Jednim z antimikrobidlnich u¢inkd prokyanidinl je naruSeni integrity bunééné membrany
mikroorganismli a ovlivnéni jeji propustnosti. Jednim z pfedpokladanych ucinkd naruSeni
membrany prokyanidini je jejich schopnost pifimé interakce s lipidovou dvojvrstvou,
coz zpusobuje snizeni fluidity a zapfi¢inuje jeji kontrakci. Nevyhnutelnym disledkem je vznik
port v membrang, vylévani cytoplasmy, a to v¢etné draselnych iontll. Zvyseni extracelularni
koncentrace K* vede k osmotické nerovnovaze, k nevratnému poskozeni, a nakonec i k buné&éné

smrti (Mattos et al., 2024).

Naruseni membrany bakterie Staphylococcus aureus (S. aureus) bylo pozorovano
napf. po pusobeni extraktu prokyanidini z kliry modiinu dahurského (Larix gmelinii).
Po naruSeni membrany abunééné stény bakterie doSlo kvyliti proteini a iontl
do extracelularniho prostoru. Také byl z buniky uvolnén enzym alkalicka fosfatasa, coz ptispélo
ke zvySené koncentraci vapenatych ionti uvnitt bunky. Velka koncentrace téchto ionta vedla
ke zvySenému vzniku volnych radikal a tim pddem 1 k poSkozeni bunééného metabolismu

(Lietal., 2017).

Na obrazku 15 je mozné pozorovat ucinky prokyanidinti z kiiry modfinu (LBPC) na membranu
této bakterie v porovnani s kontrolnim vzorkem bez piidani LBPC (A—C). LBPC zptsobily
po 12 hod. vyrazné rozruseni membrany a bylo mozné pozorovat nepravidelné povrchové
struktury (D). Po 24 hod. ptisobeni byly buiiky S. aureus obklopeny exsudatem, pravdépodobné
se jednalo o cytoplasmu vylitou z bunék (E) (Li ef al., 2017). Podobny mechanismus uc¢inku
jako u LBPC byl pozorovan i u oligomernich prokyanidin extrahovanych ze semen lotosu
indického (Nelumbo nucifera) testovanych proti enterotoxigennimu kmenu Escherichia coli

BL21 (DE3) (Wang et al., 2018a).
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A —bez LBPC (0 hod.) B —bez LBPC (12 hod.) C —bez LBPC (24 hod.)
== a ,

D —s LBPC (12 hod.)

Obriazek 15: Obraz bunck Staphylococcus aureus potizeny elektronovym mikroskopem
bez/s prokyanidinti z kiiry modfinu (LBPC) (upraveno dle Li et al., 2017)

Naruseni bunéné membrany Staphylococcus aureus prokyanidiny bylo pozorovéno také
pii ptisobeni extraktu z ovoce tomelu japonského (Diospyros kaki), obchodné nazyvaného
jako kaki. Toto ovoce vSak obsahuje pievazné polymerni prokyanidiny s vysokym DP, coz se
v predeslych vyzkumech ukézalo jako méné vyuzitelné v potravinaistvi. Bylo proto nutné
provést depolymerizaci za i¢elem ziskani oligomernich prokyanidinti. Takto pfipraveny extrakt
prokéazal schopnost narusit bunéénou membranu S. aureus diky interakci s hydrofobni casti
membrany a s tim souvisejicim snizenim jeji fluidity. Bylo prokdzédno, Ze tyto oligomerni
prokyanidiny maji schopnost prostoupit do vnitini vrstvy buné¢né membrany a vytvofit s ni
velké mnozstvi vodikovych miustki, coz vede k naruSeni uspotadani hydrofobnich ¢asti lipida

membrany (Wang et al., 2020b).

Dalsi vyzkumy uvadéji, Ze se na antibakterialnich G¢incich prokyanidini podili také jejich
chelata¢ni ucinek na ionty kovi, ktery je podobny jako u kyseliny ethylendiaminotetraoctové
(EDTA). Prokyanidiny jsou schopné vazat Ca’>" a Mg®" na membrang, coz miize vést k jeji
destabilizaci, uvolnéni lipopolysacharidl a rovnéz ke zvySeni propustnosti membran (Lacombe

etal., 2010).
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5.1.2. Dal$i mechanismy antimikrobialnich u¢inki

Dal$im moznym mechanismem tc¢inku prokyanidinti je naruseni energetického metabolismu
bakterii. Pfi plisobeni extraktu z kiiry modfinu na S. aureus byla pozorovana sniZzend aktivita
neékolika enzymt, napf. sukcinatdehydrogenasy, malatdehydrogenasy, a také ATPasy. Tyto
enzymy jsou nezbytné pro metabolismus buniky, a proto jejich snizend aktivita zptisobila snizeni
rychlosti bunééného metabolismu vedouciho k utlumu dalSiho ristu bunék. Prokyanidiny
mohou mit vliv také na genovou expresi a diky tomu ovliviiovat mnozstvi a strukturu
vznikajicich proteini. Také mohou v bakteridlni bunice vznikat komplexy prokyanidind

s genomovou DNA, coz rovnéz vede ke smrti bunky (Mattos et al., 2024; Li et al., 2017).

Nekteré vyzkumy vsak také prokazuji, ze vySe popsané mechanismy Uc¢inku prokyanidint se
u nékterych sloucenin vzajemné kombinuji. Napft. pfi plsobeni prokyanidinti extrahovanych
z hlohu petfenoklaného (Crataegus pinnatifida) na Staphylococcus aureus doslo k nevratnému
poskozeni bunécné stény, vyliti iontd a také ovlivnéni bunécného metabolismu zvysSenim
produkce ROS. Na to navézalo nejdiive mirné zvySeni, ale po del§i dobé snizeni aktivity
enzymu superoxiddismutasy a katalasy. V neposledni fadé¢ také doslo ke sniZzeni exprese geni
ucastnicich se syntézy bunééné stény (Zhang et al., 2020). Kombinace vice antimikrobidlnich
ucinkl byla prokazana také u extraktu z ovoce tomelu japonského (Diospyros kaki). Tento
extrakt zpiisobil nejen vySe zminéné naruSeni bunééné membrany Staphylococcus aureus,
ale také zapfticinil snizeni aktivity dtlezitych enzymi energetického metabolismu této bakterie,

coz vedlo k celkovému zpomaleni metabolismu a inhibici rastu (Wang et al., 2020b).

5.1.3. Synergicky efekt prokyanidinii a dalSich latek

V nékterych studiich byl pozorovan synergicky ucinek pii sou¢asném pulisobeni riiznych typt
prokyanidinti. Napf. prokyanidin typu A a prokyanidin B2 (oba izolované ze dieva vaviinu
vznesené¢ho, Laurus nobilis) prokazaly synergicky efekt proti Listeria monocytogenes.
Synergicky efekt vyrazné zvysil antimikrobidlni u¢inek téchto latek oproti jejich samostatnému

pouziti (Alejo-Armijo et al., 2017).

Nékolik studii také dokumentovalo moznost synergického ptisobeni prokyanidind a nékterych
antibiotik, antimykotik a dalSich antimikrobidlnich latek, a to diky jejich schopnosti narusit
vnitini mechanismy rezistence. Né&které prokyanidiny zvySovaly ucinek betalaktamovych
antibiotik proti bakteriim z Celedi Enterobacteriaceae (napt. Escherichia coli), které jsou

schopné tvorit Sirokospektré betalaktamasy a metalobetalaktamasy (Mattos et al., 2024).
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Dimery prokyanidini B3 a B4 izolované z ovoce cicimku cinského (Ziziphus jujuba) také
zvysSovaly ucinek penicilinu a oxacilinu proti 4 kmentim (OM481, OMS505, OM584, a OM623)
methicilin-resistentniho Staphylococcus aureus (MRSA) (Hatano et al., 2005). Prokyanidiny
typu B izolované z vlaknité vrstvy ofechu kokosovniku ofechoplodného (Cocos nucifera)
prokdzaly synergicky efekt s methicilinem proti MRSA kmenu BMB9393 izolovaného
z klinického vzorku (Silva et al., 2013). Extrakty zklikvy velkoplodé (Vaccinium
macrocarpon) prokéazaly schopnost narusit specifické mechanismy nékterych bakterii
zpusobujicich rezistenci k antibiotikiim. Konkrétné¢ zabranovaly zméndm struktury membrany
¢innosti efluxnich pump, kterymi by mohly bakterie aktivné vyluCovat antibiotikum z buriky.
Tato schopnost byla testovana na Gram-negativnich bakteriich Escherichia coli (E. coli),
Pseudomonas aeruginosa a Proteus mirabilis, a to v in vitro 1 in vivo podminkach. Jako
modelové organismy pro in vivo testovani byly pouzity octomilka obecnd (Drosophila
melanogaster) a zavije€ voskovy (Galleria mellonella). Byla pozorovéna vyrazné niz8i hodnota
MIC smési sulfamethoxazolu s extraktem z klikvy velkoplodé o koncentraci 50 pg/ml oproti
hodnoté¢ MIC samotného sulfamethoxazolu (Maisuria et al., 2019). Prokyanidiny typu A
izolované ze skoticovniku pravého (Cinnamomum zeylanicum) prokdzaly synergické ucinky
s nitrofurantoinem proti smeési nékolika uropatogenich kmeni E. coli izolovanych z klinickych
vzorkl. Jednalo se o kmeny rezistentni k nékolika antibiotikiim. Mechanismem tc¢inku extraktu
byla popsana down regulace adhezini této bakterie, které jsou dulezité v pribéhu celé

patogeneze (Vasudevan et al., 2020).

Nekteré prokyanidiny maji také schopnost zvySovat G¢inek antimykotik. Napf. oligomerni
prokyanidiny typu B maji synergicky uc¢inek s flukonazolem proti kvasinkam rodu Candida
(C.). Flukonazol byl po pfidani extraktu z rostliny Commiphora leptophloeos obsahujiciho
prokyanidiny typu B az 8% u¢innéjsi proti C. albicans a az 16x G¢inngjsi proti C. tropicalis
nez samotné antimykotikum (Dantas-Medeiros et al., 2021). Synergicky efekt s dvéma
antimykotiky, s bifonazolem a ketokonazolem, prokéazal také extrakt izolovany z dubu

cesminovitého (Quercus ilex) obsahujici prokyanidin B3 (Karioti et al., 2011).

5.2. Antibiofilmové Gcinky prokyanidini

Antibiofilmové u¢inky prokyanidind jsou obecné méné prozkoumané nez jejich Uc€inky

na planktonni bunky. AvSak v souCasnosti piibyva pocet vyzkumu zabyvajicich se i dopady
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na tvorbu mikrobialniho biofilmu, jelikoZ prave schopnost tvofit biofilm je velkym problémem

zejména v potravinafstvi a veterindrni 1 humanni medicing.

Mezi nejpravdépodobnéjsi mechanismy antibiofilmového t¢inku prokyanidinti patii naruSeni
mezibunééné komunikace nazyvané quorum semnsing (QS), sniZzeni pohyblivosti
mikroorganismil, zabranéni jejich adheze nebo zména slozeni EPS. Rada vyzkumi viak pouze
prokazuje antibiofilmové ucinky prokyanidinti a nepopisuje jejich pfesny mechanismus ucinku,

proto je pro pochopeni potieba provést dalsi vyzkumy (Mattos et al., 2024).

Nejvice prozkoumanou skupinou latek s antibiofilmovymi U¢inky jsou prokyanidiny typu A
s nizkym stupném polymerace. Vyzkumy prokazaly antibiofilmové u€inky u oligomera
prokyanidinti typu A o DP 3—7 proti Streptococcus mutans, Streptococcus epidermidis a MRS A
(Mattos et al., 2024). Dale také extrakty z brusnice brusinky (Vaccinium vitis-idaea) (obsahujici
dimery a polymery prokyanidind typu A, dimery typu B a dalsi bliZze neuréené prokyanidiny)
prokézaly antibiofilmové ucinky proti Streptococcus mutans (Rithinen et al., 2014).
U prokyanidinii nachazejicich se v brusinkdch byl popsan silny Gc¢inek proti parodontalnim
patogeniim, ale také napft. pii prevenci opakovanych infekcich mocového traktu. Latky z tohoto
extraktu zabrafnuji primarné adhezi bakterii a snizuji tak i tvorbu biofilmu (Chen et al., 2022;

Micali et al., 2014; Sanchez et al., 2020).

Vyznamné antibiofilmové uCinky proti Salmonella enterica sérovaru Typhimurium
ATCC 14028 prokazal také extrakt z révy vinné (Vitis vinifera), ktery obsahoval prokyanidiny
v celkové koncentraci 469,27 mg/g. V pritomnosti extraktu doslo k inhibici tvorby biofilmu
0 33 %. Rozdilny vysledek byl vSak pii pusobeni tohoto extraktu proti Escherichia coli
ATCC 25922. U tohoto kmene doSlo k inhibici tvorby biofilmu pouze o 5 %. Tento rozdil
v ucinnosti extraktu byl vysvétlen tim, Ze Sa/monella Typhimurium produkuje protein LuxS,
ktery je spojovan s fizenim QS a jehoZ expresi prokyanidiny vyznamné inhibuji. E. coli vSak
tento protein netvofti, proto v tomto pfipadé nebyl extrakt téméf viibec ucinny (Nicolosi et al.,

2023).

5.2.1. Antibiofilmové ucinky zpiisobené narusenim QS

Bylo prokézano, ze efekt prokyanidini na QS biofilmu Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) souvisi uzce s jejich schopnosti narusit expresi systémovych genti las/ a rhll, které
reguluji syntézu homoserinovych laktontit (HSL). HSL ovliviiuji fadu gent indukujicich expresi

bakterialnich faktoru virulence v zavislosti na rostouci hustoté bunék v biofilmu. Jedna se
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o dilezité autoinduktory QS. NaruSenim téchto systémil je tedy vyrazn€ snizend schopnost
bakterialni komunikace (Mattos et al., 2024). Napt. extrakt z klikvy velkoplodé (Vaccinium
macrocarpon), ktery je bohatym zdrojem prokyanidinii typu A, prokazal potlaceni gent
regulujicich transkripci u P. aeruginosa (konkrétné lasR a rhiIR). Doslo diky potla¢eni genti
kédujicich HSL-syntasy také ke snizeni produkce HSL. Tento mechanismus vSak nijak
neposkodil viabilitu bakteridlnich bunék. Z toho vyplyva, Ze prokyanidiny obsazené v tomto
extraktu nevykazovaly baktericidni ucinky, ale pouze specificky naruSovaly schopnost vytvaiet

vvvvvvv

antibiotika a je tedy niZ8i riziko vzniku rezistence vii¢i takovym latkdm (Maisuria et al., 2016).

Prokyanidiny z klikvy velkoplodé zptsobily inhibici QS i u né¢kolika kment Vibrio harveyi.
V ptitomnosti extraktu doslo ke kompetici prokyanidini s autoinduktory o mista
na specifickych receptorech a doslo tak k reverzibilnimu naruseni fungovani QS (Feldman
et al.,2009). Naruseni fungovani QS se vSak projevilo nejen u extraktii z klikvy, ale i u extraktu
napt. z listh vrcholdku pravého (Terminalia catappa). Tento extrakt bohaty na oligomerni
prokyanidiny typu B zpisobil naruseni funkce QS, které se projevilo specifickou inhibici
produkce violaceinu u Chromobacterium violaceum. Stejny extrakt také inhiboval dozravani
biofilmii Pseudomonas aeruginosa. Jedna se o podklad toho, ze mizeme pozorovat rizné

mechanismy u¢inku prokyanidint u riznych bakterii (Taganna et al., 2011).

5.2.2. Antibiofilmové u¢inky zpiisobené narusenim schopnosti adheze

Nekteré prokyanidiny maji schopnost sniZovat miru adheze mikrobidlnich bunék k povrchiim
v lidském téle a diky tomu mohou vyrazné¢ snizovat schopnost tvofit biofilm. Tento
mechanismus inhibice tvorby biofilmu zplsobeny extrakty zklikvy byl pozorovan
u uropatogennich kment Escherichia coli. Doslo tak ke snizeni hydrofobnich vlastnosti
povrchu bakteridlnich buné€k, coz vedlo ke snizené schopnosti adheze k povrchiim (Mattos

et al.,2024).

Snizeni adhezni schopnosti bylo pozorovano také pii plisobeni prokyanidint z listi voskovniku
cerven¢ho (Myrica rubra) proti Staphylococcus epidermidis. V ptitomnosti prokyanidini
o koncentraci 160 pg/ml doslo k ubytku tvorby biofilmu S. epidermidis o 83,72 %.
Pravdépodobnym mechanismem snizeni adhezni schopnosti byl vznik kiizovych vazeb mezi
prokyanidiny a bunéénym povrchem, coz vedlo k naruseni bunécné stény bakterii, zvyseni

permeability a tim 1 ke snizeni adheznich sil (Zou et al., 2019).
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V dal§$im vyzkumu byl prokdzdn antibiofilmovy ucinek extraktu z brusnice obsahujiciho
oligomerni a polymerni prokyanidiny typu A o DP 2-12 proti Streptococcus mutans.
Mechanismem  antibiofilmového  u¢inku  byla modulace  aktivity = mikrobidlni
glukosyltransferasy. Tento enzym poméha syntetizovat glukany biofilmové matrix, které
vytvaii specifickd vazebna mista pro mikroorganismy kolonizujici zubni povrch a jsou tak
dalezitym prekurzorem pro vznik dentdlniho biofilmu. Testovany extrakt prokézal nejen

antibiofilmové ucinky in vitro, ale snizil také vyskyt zubnich kazt in vivo (Koo et al., 2010).

5.2.3. Antibiofilmové ucinky zpiisobené narusenim schopnosti pohybu

Dal$im mechanismem antibiofilmového G¢inku prokyanidind je naruSeni schopnosti pohybu
mikroorganismii. Dikazem je vyzkum pulsobeni vodného extraktu z klikvy velkoplodé
(Vaccinium macrocarpon) na Vibrio cholerae, pti kterém doslo k inhibici vzniku biofilmu
ve fazi vzniku a zrani. Inhibice byla zpiisobena sniZzenou produkci a sekreci biofilmové matrix
diky regulaci intracelularni koncentrace cyklického diguanylatu (di-GMP). Cyklicky di-GMP
je dulezita signalni molekula podilejici se na regulaci motility bunék, pfepinani mezi volnou
naptisedlou formou a na formovani biofilmu (Pederson et al., 2018). Stejny extrakt vedl také
ke snizeni pohyblivosti u Pseudomonas aeruginosa. Mechanismem tohoto u¢inku byla
interakce prokyanidini s n€kterymi slozkami bakteridlnich bi¢ika. Extrakt vSak inhiboval
pouze jeden z typi pohybu u P. aeruginosa, a to tzv. swarming (koordinovany pohyb celé
populace) (O'May and Tufenkji, 2011). Prikaz ustani tohoto pohybu v pfitomnosti tohoto

extraktu zobrazuje obrazek 16.

Obriazek 16: Prukaz pohybu Pseudomonas aeruginosa bez (A)/s (B)
pritomnosti prokyanidint z klikvy velkoplodé o koncentraci 100 pg/ml
(O'May and Tufenkji, 2011)
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5.3. Provadéné klinické studie a patentova ochrana

Diky slibnym vysledkim testovani antimikrobidlnich a antibiofilmovych vlastnosti
prokyanidinti v in vitro prostiedi se tomuto tématu vénuje také nékolik klinickych studii. Cilem
téchto studii je poskytnuti klinickych dat podporujicich mozné pouZiti extraktti obsahujicich
prokyanidiny pfti 1€cbé nékterych infekci, napt. pti 1€cbé zanétlh mocovych cest (Mattos et al.,
2024) nebo zanctu dasni (Diaz Sanchez ef al., 2017). VétSina soucasnych studii vyuziva jako
primarni zdroj prokyanidini brusinky a od nich odvozené produkty (Babar et al., 2021).
Soucasné klinické studie se vSak velmi 1i§i ve velikosti 1 demografii skupiny ucastnikd,
v koncentraci prokyanidinti v testovaném extraktu i v experimentalnim designu. VétSina studii
také neprovadi podrobny chemicky rozbor pouzitého extraktu a neuvadi konkrétni koncentrace
ucinnych latek. Vysledky jednotlivych studii jsou proto velmi rozdilné. Ve vétSing studii zatim
nebyl potvrzen vyznamny pozitivni vliv prokyanidinG pfi 1é¢bé infekci. Je proto potieba
provadét dalsi studie zamétujici se mimo jiné na chemickou strukturu pouzitych prokyaniding,
souvislost struktury s aktivitou a konkrétni mechanismy jejich u€inku. Velkym piinosem by
bylo i zvysSeni poctu studii zamétujicich se na vlastnosti prokyanidinii pochézejicich z jinych

ptirodnich zdrojt nez z brusinek (Mattos et al., 2024).

Slouceniny obsahujici prokyanidiny se staly také pfedmétem nékolika piihlasek k udéleni
patentii. Celkové byla v letech 2001-2023 zaznamenano 121 patentovych podani tykajicich
se antimikrobialnich a antibiofilmovych vlastnosti prokyanidin. VétSina téchto dokumenti
se tykala prokyanidinii extrahovanych z rGznych pfirodnich zdroji a jejich vyuziti v oblasti
zdravotnictvi. Jednalo se napf. o latky pro 1écbu zanéth mocovych cest, 1écbu ran nebo
inovativni antimikrobialni textilie pro prevenci infekei. Dalsi skupina patentt se tykala vyuziti
prokyanidinii ve stomatologii jako prevence vzniku zubniho kazu, a to pravé pro jejich
antibiofilmové vlastnosti. Dale byly navrzeny specialni filtry s obsahem prokyanidinti k filtraci
vzduchu v klimatiza¢nich systémech aut. VétSina piihlasek k udéleni takovych patentt je vSak

jesté stale prezkoumavana.

Také v oblasti potravinafstvi bylo publikovano nékolik piihlaSek k udéleni patentti tykajicich
se prokyanidini. Cilem téchto patenti bylo vylepSeni obalovych materiali a zvySeni
trvanlivosti potravin. Pfikladem je pfidavani prokyanidinti do téstovin z vysohorského je¢mene.
U vysledného produktu byla prokazéana vyssi trvanlivost a celkova kvalita vyrobku, proto byl
proces na zacatku roku 2024 patentovan. DalSim zkoumanym vyuzitim prokyanidini

v potravinafstvi je zabranéni kontaminace pii produkci potravin z pfirodnich zdroji,
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napf. pti produkci medu. VéEtSina zmifovanych patentovych naroki je vSak zatim ve fazi

piezkoumavani a hodnoceni ptisluSnymi organy (Mattos ef al., 2024).
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ZAVER

U prokyanidint byla prokdzana antimikrobidlni aktivita jak proti Gram-pozitivnim tak i proti
Gram-negativnim mikroorganismim. Nejcast¢jSim zdrojem téchto prokyanidinl je extrakt
zkiry modfinu dahurského (Larix gmelinii). Nejpravdépodobnéjsimi mechanismy
antimikrobidlniho Gi¢inku je naruSeni integrity bunééné membrany nebo zasaZeni energetického
metabolismu mikrobidlnich bunék snizenim aktivity dlezitych enzymt. Také antibiofilmové
ucinky prokyanidini potvrdilo né€kolik vyzkuml. Nejvice prozkoumanym zdrojem
prokyanidinti s témito ucinky je klikva velkoploda (Vaccinium macrocaropn). Mezi hlavni
mechanismy u¢inku patfi naruSeni mezibunééné komunikace nazyvané quorum sensing,

zabranéni pohybu mikrobialnich bun€k nebo zabranéni jejich adheze.

Prokyanidiny také prokazaly synergicky efekt s jinymi antimikrobidlnimi latkami. Dokdzou tak
podporovat ucinnost béznych antibiotik, antimykotik a také jinych prokyanidind. Proto je
pouziti prokyanidind v kombinaci s béZznymi 1é¢ivymi ptipravky jednim z moznych vyuZiti
v 1€¢be infekci zpiisobenych rezistentnimi mikrobialnimi kmeny.

Publikované vyzkumy vSak ne vzdy podavaly uplné informace o mechanismech uc¢inku
prokyanidinti a o jejich piesné struktufe. Je proto nutné provadét dalsi testovani zamétené
na konkrétni mechanismy ucinku a na podrobnou analyzu struktury prokyanidint
v pouzivanych piirodnich extraktech. Také je tieba nastavit vhodné standardizované podminky,
aby se jednotlivé vysledky tolik neliSily v zavislosti napf. na odolnosti pouzitého kmene.
Prokyanidiny maji velky potencial pro vyuZiti v potravinaistvi, ale 1 ve veterinarni a humanni
medicing. Je vSak potieba provadét dalsi vyzkumy in vitro i in vivo, aby bylo mozné stanovit

optimalni davku, terapeuticky tcinek, ale i odhalit ptipadné nezddouci vedlejsi ucinky.
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