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Antincoplastické vytazky kakaa, spoOsob ich vyroby a pouzitia

Oblasi techniky

Vyndlez sa tyka vytaZkov kakaa, napriklad polyfenolowv,
whodne polyfenolov obohatenych prokyvanidinmi. Vyndlez a takisto
tyka spbsobu pripravy tychto extraktov a ich pouzitia, napriklad
ako antineoplastickych &inidiel a antioxidantov.

Dotera j¥f stav techniky

Polyfenoly predstauujd. velmi pestrd skupinu zliZenin
(Ferreira, D. Stenberg, J.P., Roux, D.D: a Brandt, E.V.,
Diversity of Structrure and Function in Olygomeric Flavanoids,
Tetrahedron, 48:10, 1743-1803, (1892)), ktoré sa v Zirokom
rozsahu objavujui v roéznych rastlindch, 2z ktorych niektoré
vstupu_jid do potravinového retazca. V niektorych pripadoch
reprezentu_ii doleZitd triedu zldenin pre Xudsku diétnu stravu.
Aj] ked _e moZné niektoré polyfenoly povaZovat za nevyZivnég,
narastd zdujem o tieto zld&eniny, vzhladom na ich moZné priaznivé
Usinky na zdravie. Ukdzalo sa, Ze napriklad kvercitin (flavonold)
vykazu_je protirakovinové ulinky pri experimentdlnych ZHtddidch na
zvieratdch (Deschner, ‘E.E., Ruperto, J., Wong, G. a Newmark,
H.L., Querticin and Rutin as Inhibitors of
Asoxymethanol-Included Colonic Neoplasia, Carcinogenesis, 7,
1193-1196 (1991 a Kato, R., Nakadate, T.. Yamamoto, S.
a Sugimura, T.. Inhibition of 12-0-Tetradecynoylphorbol--13-
-Acetate Tumor Promotion and Umithyne Decerboxylase Activity by
(Quercitin: Possible Involvement of Lipoxygenase Inhibition,
Carcinogenesis, 4, 1301-1305 (1983)). Uk&zalo sa, Ze
(+)-katechin a (-)-epikatechin (3-flavanoly) inhibujui reverzni
transkriptdzovi aktivitu virusu leukémie (Chu, S.C., Hsieh, Y.S.
4 Lim, J.Y., Inhibitory Effects of Flavonoids on Maloney Murine
lLLeukemia Virus Reverse Transcriptase Activity J. of Natural
Products, 55:2, 179-83 (1992)). Takisto sa zistilo Ze novotanin
(polygomérny hydrolyzovatelny tannin) wvykazu_je protinddorové
dZinky (Okuda, T.. VYoshida, T., a Hatano, T.. Molecular
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Structures and Pharmacolaogical Activities of
Polyphenols-0lygomeric Hydrolyzable Tannins and Others
- prezentované na 16. medzindrodnej konferencii skupiny Groupe
Polyphenols v Lisabone (Portugalsko) 13.-16. Jula 1992).
Statistické sprivy takisto ukazujd, 2e Jdmrtnost na rakovinu
Zaludka e podstatne niz3ia v oblastiach Japonska, ktoré
produku_jui ta. Epigallokatechingallit bol znaleny za
farmakologicky u&inny materidl obsiahnuty v zelenom Zaji, ktory
inhibu_je koZné nddory u my3i (Okuda, T., Yoshida, T., a Hatano,
T., Molecular Structures nad Pharmacoligical Acitivities of
Polyphenols—-0lygomeric Hydrolyzable Tannins and Others
- prezentovanej na 16. medzihérodnej konferencii skupiny Groupe
Polyphenols v Lisabone (Portugalsko) 13.-16. _jdla 1992). Takisto
sa ukdzalo, Z2e kyselina ellagovd vykazu_ je protirakovinové
aktivity na réznych modeloch nddorov u zvierat (Boukharta, M.,
Jalbert, G. a Gastonguay, A., Efficacy of Ellagitannins and
Ellagis Acid as Cancer Chemopreventive Agents - prezentovanej na
16. medzindrodne j konferencii skupiny Groupe Polyphenols
v Lisabone (Portugalsko) 13.-186. Jdla 1992>. Neddvno si
spolo®nost Kikkoman Corporation nechala patentovat antimutagénne
pouZitie proanthokyanidovych polygomérov. Neddvno bola na 202.
narodnom stretnuti Americkych chemickych vied prezentovand oblast
fenolovych zld&enin, -nachddzajicich sa v potravindch a ich
schoprnost modulovat nddorovy wyvoj v experimentdlnych modeloch

zvierat (Ho a kol., Huang a kol., €1992>)>.

AvZak Ziadna =z tvchto sprdv sa netvka vytaZkov kakaa,
spOsobu  pripravy tychto vytaZkov ani pouZitia tychto vytaZkov

ako antineoplastickych Cinidiel.

PretoZe nefermentované kakaaové boby majui wvysoky obsah
polyfenolu, _Jje moZné sa domnievat, Ze extrakcia tychto zludZenin z
kakaa a mapovanlie aktivit tychto extraktov odhalil d¢inky
kakaovych extraktov. Ndrodny in3titdt, zaoberajuici sa vyskumom
rakoviny, zistoval v ramci programu tykajiceho sa selekcie
prirodnych produktov protirakovinové GZinky roznych druhaov
Thechroma a Herrania. Tieto testy zaznamenali len nizku



W

protirakovinovi aktivitu niektorych extraktov z kakaovych pletiv,
takZe odbornici v oblasti vyskumu antineoplastickych a
protikarcinogénnych inkov nedoporuovali pouZivanie kakaa a
Jjeho extraktov pre lieebné terapie pri liegeni rakoviny. PretoZe
bolo vyvinutych mnoho analytickych postupov, ktorych cielom bolo
urtenie, akou mierou prispieva_i kakaové polyfenoly k vyvoju
chuti (Clapperton, J., Hammerstone, J.F. Jr., Romanczyk, L.J.
Jr., Chan, J., Yow, S., Lim, D. a Lockwood, R., Polyphenols and
Cocoa Flavor - prezentovanej na 16. medzindradnej konferencii
skupiny Groupe Polyphenols v Lisabone (Paortugalsko) 13.-16. jdla
1992), rozhodli sa vynilezcovia aplikovat analogické metddy na
pripravené vzorky s cielXom stanovenia ich protirakovinovych
UZinkov, napriek uZz zndmym skuto&nostiam. Prekvapivo sa zistilo,
%e kakaové polyfenolové vytaZky, ktoré obsahujd prokyanidy, majd
vyznamnd pouZitelnost ako protirakovinové alebo antineoplastické
cinidl&. Okrem toho vyndlezcovia demonstrujd, Z2e kakaové
extrakty, obsahu_jdce prokyanidy, Je mozneé pouzit ako

antioxidanty.

Podstata vvndlezu

Ako u® bolo uvedenéd, cielom vyndlezu _e poskytnutie spGsobu

vyroby kakaovéha vytaZiu.

Cielom vyndlezu _je takisto poskytnutie kakaového vytaZku.

Dalstim cielom vyndlezu Je poskytnutie antioxidatne.

kompozicie.

CieXom wvyndlezu _e takisto demonstridcia inhibifcile aktivity
DNA topoizomerdzového II enzymu.

Dal%fm cieYom vyndlezu _e poskytnutie spfscbu lie&enia

Nnddoru alebo rakoviny.

CieYom vyndlezu _Je takistao poskytnutie protirakovinovej,

protinddorove_ alebo protinovotwvarove_ kompozicie.



Cielom vyndlezu e tiez poskytnutie spisobu vyroby
protirakovinove j, protinddorove j alebo protinovotvarove j
kompozicie.

CieXom vyndlezu _e napokon poskytnutie sadu pouZitelnd pri

lie&eni nddorav alebo rakoviny.

Prekvapivo sa zistilo, Ze kakaovy vytaZok m& protinddorové,
protirakovinové alebo protinovotvarové acinky, alebo Ze
predstavu_je antioxidaZnd kompozicie, alebo Ze inhibu e udZinky DNA
topoizomeridzového II enzymu. Vyndlez poskytuje v podstate Eisty
kakaovy vyta¥ck. Tento vytaZok vyhodne obsahu je polyfenoly, napr.
polyfenoly obohatengé kakaovymi prokyanidmi, predovSetkym
polyfenoly s aspoif _Jednym kakaovym prokyanidom, zvolenym zo
skupiny zahrnujdcej (-)-epikatechin, prokyanid B-2, prokyanidové
oligoméry 2 a2 12, vwhodne 2 a2 5 alebo 4 aZz 12, prokyanidin
B-5, prokyanidin A-2 a prokyanidin C-1. Vyndlez takisto poskytu e
protinddorovd, protirakovinouwi alebo protinovotvarowd kompoziciu,
alebo antioxidand kompozficiu alebo 1inhibi&nd kompoziciu DNA
topoizomerdzy II, ktord obsahuje v podstate &isty kakaovy extrakt
alebo syntetické kakaové polyfenoly, napr. polyfenoly obohatené
prokyanidinmi, a vhodny nosi&. Tento extrakt vyhodne obsahuje
kakaové prokyanidiny. Kakaovy wvytaZok _je mo2né vvhodne ziskat
spoOsobom zahrnu_jicim redukovanie kakaovych bdbov na prisok,
zbavenie tohoto prégku tukov a extrahovanie udginnych zloZiek =z
tohoto priasku.

Okrem toho vyndlez poskytuje sadu na liefenie pacientov,
ktort vyZadu_jd liecenie pomocou protinddorového, proti~
rakovinavého alebo protinovotvarového tinidla, pomocou
antioxidantu alebo pomocou DNA topoizomerdzového II inhibitora,
pritom t&to sada obsahuje kakaovy vytaZ2ok alebo synteticky
kakaovy polyfenol alebo polyfenoly alebo prokyanidin(y) a nosié&
Vhodny na zmieZanie s tymto vytaZzkom alebo syntetickymi

polyfenolmi alebo prokyanidmi.
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Tieto a dalsie ciele realizicie vyndlezu sa stanu

zre_me_jS%Iimi po preStudovani nasledujldcej popisne Casti.

Struny popis obrizkov

Pre nidzornost _je popisnd tast doplnend odkazmi na sprievodné

vwkresy, na ktorych:

Obr. 1 zndzoritiu_je reprezentativny gélovy permeadny
chromatogram z frakcie surovych kakaovych prokyanidinov;

Obr. 2A zndzorifuje reprezentativny chromatogram vysokovvkon-—
nostnej kvapalinovej chromatografie (dale_j len HPLC) s
prevridtenymi f4zami, ktory ukazuje separdciu (eludény profil)

kakaovych prokyanidinov extrahovanych z nefermentovaného kakaa;

Obr. 2B zndzorfuje reprezentativny HPLC chromatogram s
normalnymi fazami, ktory ukazu_je separdciu kakaovych

prokyanidfinov extrahovanych z nefermentovaného kakaa;

Obr. 3 zndzorfiuje 3Sest reprezentativnych prokyanidinavych
Struktdr;

{lbr. 4A aZ 4E zndzorifu_jui reprezentativne HPLC chromatogramy
piatich frakcii pouZitych pri testovani protirakovinovych alebo

protinovotvarovych ud&inkov;

Obr. 5 a obr. BA aZ 6D zndzorujui zdvislost ddvky a odpovede
medzi kakaovymi extraktmi a rakovinovymi bunkami ACHN C(obr. 5) a
PC-3 (obr. BG6A aZ 6D) (frak&né preZitie vs. ddvka, ug/ml); M&M2
F4/92, M&MA+E U12P1, M&MB+E Z192P1, M&MC+E U12P2, M&MD+E U12P2;

Obr. 7A aZ 7H zndzordujd typickd zdvislost davka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami A, B, C, D, E, A+B,
A+E a A+D a PC-3 bunkovou lfniou (frak&né pre2itie vs. ddvka,
ug/ml>; MM-1 A 0212P3, MM-1 B O0162P1, MM-1 C 01i22P3, MM-1
D 0122P3, MM-1 E 0292P8, MM-1 A/B 0292P6, MM-1 A/E 0292P6, MM-1



A/D 0282/P6;

Obr. 8A az 68H zndzorfuijd typickd zdvislost ddvka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami A, B, C, D, E, A+B,
B+E a D+E a KB Nazofaryngdlnou/HeLa bunkovou 1liniou (frakZné
prezitie wvs. divka, pg/mld; MM-1 A 092K3, MM-1 B 0212K5, MM-1
C 0162K3, MM-1 D 0212K5, MM-1 E 0292K5, MM-1 A/B 0292K3, MM-1
B/E 0292K4, MM-1 D/E 0292K5;

Obr. 9A aZ 9H zndzortuiju typickid zdvislost davka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidfnovymi frakciami A, B, C, D, E, B+D,
A+E a D+E a HCT-116 bunkovou liniou (frak&né preZitie vs. ddvka,
ug/ml); MM-1 C 0192H5, MM-1 D 0192HS5, MM-1 E 0192H5, MM-1 B&D
0262H2, MM-1 A/E 0262H3, MM-1 D&E 0262H1:

ODbr. 10A a2 10H zndzorduju typickd zdvislost ddvka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami A, B, C., D, E, B+D
a A+E obliZ%kovou bunkovou lIniou (frak&né preZitie vs. ddavka,
ug/mld;:; MM-1 A 092A5, MM-1 B 092A5, MM-1 C 0192aA7, MM-1
D 0192A7. M&M-1 E 0192A7, MM-1 B&D 0302A6, MM-1 C&D 0302A6, MM/1
AZE 0262A6;

Obr. 11A a% 11H zndzorduju typickd zdvislost ddvka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidfnovymi frakciami A, B, C, D, E, A+B,
B+E a C+E A/549 plidcnou bunkovou liniou (frak&né preZitie vs.
ddvka, ug/ml); MM-1 A 019258, MM-1 B 09265, MM-1 C 019259, MM-1 D
019258, MM-1 E 019258, MM-1 A/E 026254, MM-1 B&E 030255, MM-1 C&E
NG6255;

Obr. 12A aZ 12H zndzortuju typickd zdvislost diavka-odpaved
medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami A, B, C, D, E, A+C,
C+D a D+E a SK-5 melanémovou bunkovou liniou (frak&né preZitie
vs. ddvka, ug/ml); MM-1 A 0212S4, MM-1 B 021254, MM-1 C 0212S4,
MM-1 D 0212S4, MM-1 E N32S1, MM-1 B&C N32S3, MM/1 D&E N3253;

Obr. 13A a¥ 13H zndzorMu_jui typickd zdvislost divka-odpoved
medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami A, B, C, D, E, B+C,



C+E a D+E a MCF-7 prsnou bunkovou liniou (frak&éné prezitie vs.
ddvka, wg/ml); MM-1 A N22M4, MM-1 B N22M4, MM-1 C N22M4, MM-1 D
N22M3, MM-1 E 0302M2, MM-1 B&C 0302M4, MM-1 C&E N22M3, MM-1 D&E
N22M3;

Gbr. 14 zndzorfuje typicky stav davka-odpoved prokyanidin
(predovEetkym frakcia D) a a bunkovd linia CCRF-CEM T-bunkove j
leukémie (bunky/ml vs. dni rastu; prdzdne kolieska znamena,jd
kontrolnd frakciu, plné kolieska znamena_jd 125 pg frakcie D,
prdzdne obrdtené trojuholniky znamenajd 250 pg frakcie D, plné
obrdtené tro_juholniky znamena_jui 500 pug frakcie D);

Obr. 15A zndzortiuje porovnanie testov XTT a kry3talického
fialového testu na MCF-7 plBE8 prsnych rakovinovych bunkich
oSetrenych frakciou D+E (prdzdne kolieska znamenaju XTT a plné
kolieska znamena_ju kry3talickd fialowvd);

Obr. 15B zndzortuje typickd krivku davka-odpoved ziskand z
MDA MB231 prsnej bunkove 1linie oSetrenej rdznymi koncentriciami
suravych polyfenolov ziskanych z kakaového genotypu UTT-1
(absorbancia (540 nm) wvs. dni; prdzdne kolieska znamena_u
kontrolnd wvzorku, plné kolieska znamena_ji wvehikulum, prazdne
ocbriteng trojuholniky znamena_u 250 ug/ml, plné obriatené
trojuholniky znamenajd 100 png/ml, prdzdne 3tvoréeky znamenajd 10
ua/ml; absarbancia 2,0 je maximdlnou hodnotou doskového 1itaZa a

nemusti nevvhnutne reprezentovat bunkovy po&et);

Obr. 15C =zn&zoritiuje typickd krivku ddvka-adpoved ziskani z
bunkove j lfnie PC-3 buniek rakoviny predsto_jnice oSetrene
réznymi koncentrdciami surovych polyfenolov ziskanych z kakaového
genotypu UTT-1 (absorbancia (540 nm) vs. dni; prdzdne kolieska
znamena jd kontrolnd vzorku, plné kolieska znamena_ud vehikulum,
prizdne obritené trojuholniky znamenajd 250 pg/ml, plné obritené
trojuholniky znamena_ji 100 ng/ml, prézdne &tvordeky znamena_jd 10
ng/mld ;

Obr. 15D zndzorfuje typickd krivku dédvka-odpoved ziskanud



z bunkove_ linie MCF-~7 pl68 prsnych rakovinovych buniek oSetrene
roéznymi koncentrdciami surovych polyfenolov ziskanych z kakaového
genotypu UTT-1 (absorbancia (540 nm) wvs. dni; prdzdne kolieska
znamena_ju kontrolnd vzorku, plné kolieska znamena.id vehikulum,
prizdne obritené trojuholniky znamenajd 250 ug/ml, plné obritené
trojuholniky znamenajd 100 pg/ml, prizdne Stvordeky znamenajd 10
ng/ml, plné Stvordeky znamenajd 1 uwg/ml; absorbancia 2,0 je
maximdlnou hodnotou doskového citata a nemusi nevyhnutne

reprezentovat bunkovy potet):

Obr. 15E 2zndzoribuje typickd krivku ddvka-odpoved ziskand
z Hela cervikidlne j bunkove_j linie oSetrene réznymi
koncentrdaciami surovych polyfenolov ziskanych =z kakaového
genotypu UTT-1 (absorbancia (540 nm) vs. dni; prdzdne kolieska
znamena_jdi kontrolnd vzorku, plné kolieska znamena_jd vehikulum,
prdzdne obratené tro_juholniky znamenaji 250 ng/ml, plné obritené
trojuholniky znamena_id 100 pg/ml, prizdne Stvordeky znamenaju 10
ng/ml; absorbancia 2,0 _Je maximdlnou hodnotou doskového Eftaca

a nemusi nevvhnutne reprezentovat bunkovy potet);

Cbr. 15F zndzoriu je cytotoxickeé ucinky proti Hela
cervikdlnej rakovinove j bunkove j 1fnii oSetrenej roéznymi
frakciami kakaového polyfenylu (absorbancia (540 nm) vs. dni;
pridzdne kolieska znamena_ji 100 ng/ml frakcifi A-E, plné kolieska
znamena_d 100 pg/ml frakcif A-C, prdzdne obritené trojuholniky
znamena_jdi 100 ug/ml frakcif D&E; absorbancia 2,0 _je maximidlnou
hodnotou doskového &ftaa a nemusi nevyvhnutne reprezentovat

bunkovy pocet);

Obr. 156G =zndzorhuje cytotoxické dZinky pri 100 pl/ml proti
SKBE-3 plucnej rakovinovej bunkovej 1l1Inii oSetrenej rodznymi
frakciami kakaového polyfenylu (absorbancia (540 nm) vs. dni;
prdzdne kolieska znamena_ju frakciu A-E, plné kolieska znamena_u
frakciu A-C, prdzdne obridtené trojuholniky znamenajd frakciu
D&E) ;

Obr. 15H zndzoriuje typicky vztah davka-odpoved medzi



kakaaovou prokyanidinovou frakciou D+E na Hela bunkach
Cabsorbancia (540 nm) wvs. dni; prdzdne kolieska znamena_ju
kontrolnd vzorku, plné kolieska znamenaju 100 ug/ml, prdzdne
obriteng trojuholniky znamena jud 75 ug/ml, plné obritené
trojuholntky znamenaji 50 ug/ml, prizdne 3Stvordeky znamena jd 25
ug/ml, plné Etvorteky znamenaji 10 npg/ml; absorbancia 2,0 je
maximalnou hodnotou doskového ctitaa a nemusi nevyhnutne

reprezentovat bunkovy po&et);

Obr. 15T 2zn&zorifuije typicky wvztah davka-odpoved medzi
kakaovou prokyanidinovou frakciou D+E na SKBR-3 bunka&ch
(absorbancia (540 nm) wvs. dni;: prizdne kolieska znamenaju
kontrolnd vzorku, plné kolieska znamenajui 100 png/ml, prdazdne
obritené tro_juholniky znamena ju 75 ug/ml, plné obritené
tro_juholniky znamenaji 50 ug/ml, prizdne 3Stvorieky znamenajd 25
ug/ml, plné Ztvorgeky znamenajui 10 pg/ml)d:

Obr. 15J zndzorfiuje typicky wvztah ddvka-odpoved medzi
kakaovou prokyanidinovou frakciou D+E na Hela bunkdch ziskanych
pouZitim testu klonovania mikkého agaru (stipcovy graf; poZet
kolénit vs. kontrolnd vzorka, 1, 10, 50 a 100 ug/ml);

Obr. 15K zndzorfuje rastovd inhibfciu Hela buniek pri ich
oSetreni surovymi vytaZkami zifskanymi =z 6smich r6znych kakaovych
genotypov (percentd kontrolnej vzorky vs. koncentrdcie, ung/ml;
prizdne kolieska znamenaji C-1, plné kolieska znamenajui C-2,
prdzdne obritené tro_juholniky znamena ju C-3, plné obritené
tro_juholniky znamena_jui C-4, prdzdne 3tvoreky znamenajud C-5, plné
Stvordeky znamena_ju C-6, prédzdne trojuholniky znamena_jd C-7, plné
trojuholniky znamena_jd C-8; C-1=UF-12, polnohospoddrska odroda
Criollo, surové vytaZky UF-12 (Brazilia) kakaovych palyfenolov
dekofeinovanych/deteobrominovanych); C-2=NA-33, polXnohospodirska
odroda Forastero, surové vytaZXky NA-33 (Braziliad kakaovych

polyfenolov dekofeinovanych/detecbrominovanych) ; C-3=EEG-48,
poXnohospoddrska adroda Forastero, surové vytaZky EEG-12
(Brazilia) kakaovych polyfenolov dekofeinovanvch/de—

teobrominovanych) ; C—-4=neznamy, poXnohospodarska adroda
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Forastero, surové vytaZky nezndme (zdpadnd Afrika) kakaovych

polyfenolov dekofeinovanych/detecbhrominovanych) ; C-5=UF-613,
polnohospoddrska odroda Trinitario, surové wvytazky UF-613
(Braziliad kakaovych polyfenolov dekofeinovanych/deteo—

brominovanych) : C-6=ICS-100, polnchospodirska odroda Trinitario,
suroveé vytaZzky ICS-100 (Braziliad kakaovych polyfenolov
dekofeinovanych/detecbrominovanych) ; C-7=1CS-139,
polXnohospoddrska adroda Trinitario, surové vytaZky ICS-139
(Braz1lia) kakaovych polyfenolov dekofeinovanych/deteo—
brominovanych); C-8=UIT-1, polXnohospoddrska odroda Trinitario,
suroveé vytaZky UIT-1 (Mala_izia) kakaovych polyfenolov

dekofeinovanych/detecbrominovanych) ;

Obr. 15L zndzoriuje rastovd inhibfciu Hela buniek pri ich
oSetreni surovymi vytaZkami ziskanymi z fermentovanych kakaowvych
bbbov (%tidid dplnej fermentdcie a slnefného sufenia; percentd
kontrolnej wvzorky v =z48vislosti od koncentrdcie, ung/ml; prizdne
kolieska znamenajd frakciu Q. dei, plné kolieska znamena,d
frakciu 1. dei, prdzdne obritené trojuholniky znamena_.jd frakciu
2. def, plné obritené trojuholniky znamenajui frakciu 3. def,
prdzdne 3Stvordeky znamena_jui frakciu 4.defn, plné 3StvorZeky

znhnamena jui frakciu 9. de);

Obr-. 15m zndzoriiu je dZinok enzymaticky zoxidovanych
kakaovych prokyanidinov proti Hela bunkdm (krivka-ddvka-odpoved
pre surovy kakaovy polyfenol o3etreny polyfencloxiddzou; percentd
kontrolnej vzorky vs. koncentricia, ng/ml; plné Stvordeky
znamenajui surovy UIT-1 (s kofefnom a teobrominom), prizdne
kolieska znamenaji UIT-1 (bez kofefnu a tecbrominu) a plné

kolieska znamena_d surovy UIT-1 (katalvzovany polyfenoxiddzou);

Obr. 15N znidzorfiuje reprezentativnu polopreparativnu HPLC

separdciu s obrdtenymi fazami pre kombinované frakcie kakaového

prokyvanidinu D a E:

Obr. 150 zn&zorfu_e reprezentativnu polopreparativnu HPLC
separdciu s naormdlnou fdzou surového kakaového polyfenolového
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vytazku;

Obr. 16 zndzorfiuje typické rancimdtové oxidané krivky pre
kakaovy prokyanidinovy vytaZok a frakcie v porovnani so
syntetickymi antioxidantmi BHA a BHT (zvolené _jednotky vs. &as;
bodkovani &iara a kriZik (+) znamend BHA a BHT; * znamend D-E; x
znamend surovy vytaZok; prizdne 3StvorZeky znamenajdi A-C; prizdne

kosoStvaorce znamena_d kontrolnd vzorku) ;

Obr. 17 2zndzorfiuje typickd indikdciu agardzavym gélom
inhibfcie topoizomerdzou II katalyzovaného 3Stiepenia retazca
kinetoplastove. DNA kakaovymi prokyanidinovymi frakciami
(priechod 1 obsahuje 0,5 pg znatkovacich (N) kinetoplastovych DNA
cyklov S monomérnou diZkou; priechody 2 a 20 absahu_ju
kinetoplastickd DNA, ktord bola inkubovand topoizomerdzou ITI v
pritomnosti 4 p 4 DSMQ, ale V) nepritomnosti kakaovych
prokyanidinowv. (Kontrolné -0C); priechody 3 a 4 obsahujui
kinetoplastickd DNA, ktord sa inkubovala topoizomerdzou II
v pritomnosti 0,5 a 5,0 ua/ml kakaove. prokyanidinovej frakcie A;
priechody 5 a 6 obsahuji kinetoplastovd DNA, ktord sa inkubovala
topoizomerdzou II v pritomnosti 0.5 a 5,0 npng/ml kakaovej
prokyanidinovej frakcie B; priechody 7, 8, 9, 13, 14 a 15 sd
replikami kinetoplastovych DNA, ktora sa inkubovala
topoizomerdzou II v pritomnosti 0,05, 0,5 a 5,0 ug/ml kakaove
prokyanidinovej frakcie D; Priechody 10, 11, 12, 16, 17 a 18 su

replikami kinetoplastovych DNA, ktord sa inkubovala
topoizomerdzou IT v pritomnosti 0,05, 0,5 a 5,0 upg/ml kakaove
prokyanidinove j frakcie E; priechod 19 Je replikou

kinetoplastovej DNA, ktord sa inkubovala topoizomerdzou II
v pritomnosti 5, 0 ng/ml kakaowve_j prokyanidinove_ frakcie E);

Obr. 18 =znidzoriuje dve zivislosti ddvka-odpoved kakaove j
prokyanidinovej frakcie D proti DNA dostatotne a nedostatocne
opravenych bunkovych 1linif (frakt¢né preZitie vs. pg/ml; Xava
strana xrs-6 DNA nedostatoZne opravend bunkovd linia, MM-1 D
D282X1; pravd strana BR1l dostatone opravend DNA bunkovd linia,
MM-1 D D282B1);



Obr. 19 zndzoriduje krivky zdvislosti dévka-odpoved pre
MCF-7 bunky rezistentné wvo&i adriamycinu a pre MCF-7 plE8
parentdlnu bunkovi 1l1iniu, ktord bola oSetrend kakaovou frakciou
D+E (percentd kontrolnei vzorky vs. koncentrdcie, ug/ml: prizdne
kolieska =znamena_jui MCF-7 pl168; plné kolieska znamena_ji MCF-7
ADR) ; a

Obr. 20 zndzorfuje uU¥inky ddvky-odpovede na Hela bunky,
ktoreé boll oSetrené 12 frakciami pripravenymi pomocou
polopreparativnej HPLC s normdlnou fdzou pri koncentracidch 100
ug/ml a 25 pug/ml (stipcovy graf, percentd kontrolné v zdvislosti
od kontrolnej vzorky a frakcifi 1 aZ 12).

Ako uZ? bolo uvedend, teraz sa prekvapivo zistilo, Ze kakaové

vytaZzky vykazu ju protirakovinové, protinddoroveé alebo
protinovotvarové G¥inky, antioxida®né u&inky a dinhibujd DNA
topoizomerdzovy II enzym. Vytazky sa zvyta jne pripravujd

redukciou kakaovych bbbov na pridfok, odtunenim tohoto pridsku a
extrahovanim d&innej zldZeniny alebo zludZenin z takto odtuZineného
prdZku. Prd3%ck _Jje moZné pripravit vymrazenim kakaovych bbov a
duZiny, vylupovanim kakaaovych bé&bov a duziny, zbavenim
vymrazenych kakaovych bfbov Zupiek a rozomletim zbavenych btbov.
Extrakciu u&inne zldZeniny alebo zlu&enin _e moZné uskutoZnit
ako rozpuXtadlovd extrakciu. Takto =ziskané wvytaZky e moZné
oistit napr-. gélovou permeatnou chromatografiou alebo
preparativnou vysokovyvkonnou kvapalnou chromatografiou (HPLC)
alebo kombindciou tychto technik. Bez toho, aby sme sa opierali o
uritd tedriu, identifikovalil sa vytaZky., ktoré majd d&innost
ako kakaové polyfenoly napr. prokyanidinmi. Tieto kakaové
prokyanidiny majui vysokd protirakovinovd, protinddorovd alebo
protinovotvarouvd u&innost, antioxida&nd d&innost a inhibuju DNA

topoizomerdzovy II enzym.

Protirakovinové, protinddoraoveé alebo protinovotvaroveé,
antioxida&né a DNA topoizaomerizovy IX enzym inhibu jdce
kompozicie, ktoré obsahu_ju kakaové polyfenoly alebo prokyanidiny
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podla vyndlezu, je mozné pripravit pouZitim Standardnych technik
vo farmaceutickom priemysle dobre zndmych. Tieto kompozicie mbZu
byt pacientovi v pripade potreby takéhoto podania poddvané v
didvkach sp8sobmi v lekdrstve dobre zndmymi, prifom pri volbe
ddvok a spOsobov podania _je potrebné vziat do dvahy také faktory,
ako _Jje wvek, pohlavie, hmaotnost a celkovy stav prislusného
pacienta. Kompozicie méZ2u byt podivané stitasne s dalsimi
antineoplastickymi, protirakovinovymi alebo protinddorovymi
Zinidlami alebo antioxidantmi alebo DNA topoizomerdzovy II enzym
inhibu_jdcimi #inidlami a/alebo s ¢&inidlami, ktoré 2zmieriuid
neZiadldce ucinky antineoplastickych, protirakovinovych,
protinddorovych, antioxida®nych alebo DNA topolizomerdzovy IX
enzym inhibujuicich &inidiel, popr. ndsledne po podani tychto
Zinidiel, priom _e opdt nutné zobrat do dvahy také faktory, ako
Jje Jje wvek, pohlavie, hmotnost a celkovy stav prislusného

pacienta a spdsob podania.

Medzi priklady kompozicif podla vyndlezu _je moZné zahrnut
pevné kompozicie pre ordlne podanie, napr. kapsulky, tablety,
pilulky a pod., rovnako aka aj ZuvatelIné pevné kompoziclie, ktoreé
si pre wvyndlez velmi vhodné, pretoZe pochddzaji z poZivatelnych
zdro_jov (napr. pevné kompozicie s kakaovou, prip. ¢=Cokolddovou
prichutou); kvapalné prepardty, napr. pre ordlne, nazidlne, andlne
a vagindlne podanie, napr. suspenzie, sirupy alebo elixiry; a
pripravky pre parenterdlne, subkutdnne, intradermdlne,
intramuskuldrne alebo intravenézne podanie (napr. injekovatelné
podanie), predov3etkym sterilné suspenzie alebo emulzie. AvZak
ukinnd zloZ%ka v kompozicidch mdZe tvorit komplex s proteinmi,
napr. vtedy, ak sa aplikuje do krvného pridu, priZom v tomto
pripade mbZe dbjist k zrdZaniu v dosledku vyzriZania krvnych
protefnov, %o by mal odborny 1lekdr zobrat do udvahy. V tychto
kompozicidch mbHZe byt d&inny kakaovy extrakt v predzmesli s
vhodnym nosiZom, riedidlom alebo mastovym zdkladom, napr.
sterilnou wvodou, fyziologickym roztokom alebo glukdzou. Uéinnv
kakaovy vytaZok podla vyndlezu moZe byt poskytnuty v

lyofilizovane_j forme, napr. v izotonickom vodnom, soXnom pufri.
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Vyndlez takisto zahrnuje sadu poskytujdcu dZinny kakaovy
vytaZok. Tdto sada mdbZ2e =zahrnovat samostatny zdsobnik obsahu jici
vhodny nosi&, riedidlo alebo mastovy zé&klad. Tato sada mdZe
takisto zahrnovat dalZ%ie protirakovinové, protinddorové alebo
protinovotvarové ¢inidlo alebo antioxidant alebo &inidloa
inhibu_jdice DNA topoizomerdzovy II enzym a/alebo &inidlo, ktoré
zmieridu_je nefiadice u&inky antineoplastickych protirakovinovych,
protinddorovych, antioxida&nych alebo DNA topoizomerdzovy II
enzym inhibu_icich &inidiel pre sitbeZ2né alebo ndsledné poadanie.
Toto dalZie ¢&inidlo, alebo &inidl4d, mdZe byt poskytované v
samostatnom zasobniku, alebo z&sobnikoch, alebo v zmesi s GZinnym
kakaovym vytaZkom. Okrem toho mbéZe tato sada zahrnovat instrukcie

na zmieXavanie alebo kombinovanie jednotlivych =zloZiek a/alebo

podania.

Vyndlez sa teda tyka syntetickych kakaovych polyfenolov
alebo prokyanidinov alebo ich derivatov, ktoré zahrnujd napr.
glykozidy, galldty, estery, atd.

Nasledu_jtice neobmedzu_jice priklady maji prezentovat niektoreé
varianty realizicie vynilezu bez toho, aby obmedzovali rozsah

vyndlezu, ktory e _ednoznatne vymedzeny priloZenymi patentovymi

ndrokmi.

Priklady realizdcie vvndlezil
Priklad 1: Zdro_ kakaa a spOsob pripravy

Z troch hlavnych svetovych oblasti produkujicich kakao sa
ziskalo niekolko genotypov Thedbroma cacao, ktoré reprezentuju
tri poXnohospoddrske odrody kakaa (Enriquez, G.A. a Soria, J.V.,
Cocoa Cultivars Register IICA, Turrialba, Costa Rica (1967);
Engels, J.M.M., Genetic Resources of Cacao: katalog CATIE
Collection, technicky buletin 7, Turrialba, Costa Rica (1981)).
Zoznam genotypov pouZitych v tejto 3tudii je uvedeny v tabulke 1.
Zozbierané kakaové tobolky sa otvorili a bbby s duZinou sa

separovali vymrazenim. DuZina sa ruZne vybrala z vymrazenej hmoty
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a boby sa podrobili potom analyze. Nefermentované, vymrazené
kakaové b6by sa najprv ru&ne zbavili 3Supiek a pomocou mlyna
TEKMAR namleli na Jjemnd préskovitd hmotu. Vyslednd hmota sa potom
cez noc odtuZfovala pouZitim Soxhletovej extrakcie, pri ktorel sa
ako rozpuitadlo pou?il preddestilovany hexdn. ZvySok rozpustadla
sa z odmastene hmoty odstrinil pomocou wvdkua pri i1izbove

teplote.
TabulXka 1

Popis materidlového zdroja Theobroma cacao
Genotyp POvod Zahradnicka odraoda
urT-1i Mala_ jzia Trinitario
Nezndmy Zapadnd Afrika Forastero
ICS-100 Brazflia Trinitario
ICS-39 Brazilia Trinitario
UF-613 Braz{lia Trinitario
EEG-48 Brazilia Forastero
UF-12 Brazilia Criollo
NA-33 Brazilia Forastero

Priklad 2: Prokvanidinové extrakéné postupy

A. Metéda 1

Prokyanidfiny sa extrahovali =z odtuZnenych nefermentovanych
vymrazenych kakaowvych b6bov z prikladu 1 pri pouZiti modifikdcie
metédy popisanej Jalalom, M.A.F a Collinom, H.A. v &ldnku
"Polyphenols of Mature Plant, Seedling and Tissue Cultures of
Theabroma cacao" Phytochemistry, 6. 1377-1380 (1978 .
Prokyanidiny sa extrahovali z 50 g ddvok odtuZnenej kakaove j
hmoty dvakrdt 400 ml 70 ¥ roztoku aceténu v deionizovanej vode a
potom 400 ml 70 X metanolu v deionizovanej vode. Po zhromaZdeni

sa rozpu%tadld odparili pri teplote 45 <“C pomocou rotacne
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odparky udrZiavanej v parcidlnom podtlaku. Vyslednd vodnd fdza sa
doriedila do _edného 1litra deionizovanou wvodou a extrahovala
dvakriat 400 wml CHCls. Rozpiustadlovd fdza sa zlikvidovala. Vodna
fdza sa potom extrahovala 3Styrikrdt 500 ml acetdtu. Vysledné
emulzie sa odstredovali na odstredivke Sorvall RC 28S, pracujdce.
pri 2 000 xg za 30 mindt pri 10 °C. K zludZfenym etylacetdtovym
extraktom sa pridalo 100 aZ 200 wl deionizowvanej vody.
Rozpustadlo sa opdt odparilo pri 45 ©C pomocou rotaZnej odparky
udrziavanei pod parcidlnym podtlakom. Vyslednd wvodnd fdza sa
vymrazila v kvapalnom dusiku a potom na wvymrazovacom systéme
LABCONCO. VytaZky surovych prokyanidinov, ktoré boli ziskané z
roznych kakaovych genotypov sd zhrnuté v tabulke 2.

TabulXka 2

UytaZky surovych prokyanidinov

Genotyp P6vod VytaZky (gD
UIT-1 Mala_jzia 3.81
Neznamy Z4apadnd Afrika 2,55
ICS-100 Braz{lia 3,42
ICs-39 . Brazilia 3,45
UF-613 Braz{ilia 2,98
EEG-48 Brazilia 3,15
UF-12 Brazflia 1,21
NA-33 Brazilia 2,23

B. Metdda 2

Alternativne _e moZzné prokyanidiny extrahovat z odtunenych
prikladu 1 70 2%

nefermentovanych vymrazenych kakaovych bbbov z
odtu&neného materidlu sa 5 aZz 10
rozpustadla.

vodnym roztokom aceténu. 10 g

min suspenzovalo v 100

ml

Tato

suspenzia sa

odstredovala 15 min pri 4 °C pri 3 000 xg a supernatant sa nechal

prejst sklenou

vatou. Ziskany filtrdt sa podrobil destildcii v
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parcidlnom podtlaku a vyslednd vodnd fdza sa vymrazila
v kvapalnom dusiku a potom vo vymrazovacom systéme LABCUONCO.
UWtaZky surovych prokyanidinov sa pohybovali v rozmedzi od 15 do
20 %. Bez toho, aby sme sa viazali na uré&itid tedriu, e zrejmé,
%e rozdiely v surovych vytaZkoch odraZaju varidcle, ktoré sa
dosiahli pri pouzitf roznych genotypov, geografickych p&vodovy,
polnohospoddrskych odréd a spfsaobov pripravy.

Priklad 5: CliastoXné &istenie kakaovych prokyanidinov
A. Gélovd permeatnd chromatografia

Prokyanidiny ziskané z prikladu 2 sa Slastofne vyCistili
kvapalinovou chromatografiou v koléne SEPHADEX LH-20 (28 x 2,5
cm). Na separovanie sa pouZlje krokovy gradient do deionizovane.
vady. Separdcia sa zaXal s gradienfnym zloZeni 15 X metanolu v
deionizovane j vode, pricom dalei krokovo kaZdych 30 min
nasledovala postupne separdcia pomocou 25 X metanolu v
deionizovanei vode, 35 X% metanolu v deionizovanej vode, 75 Z
metanolu v deionizovanej vode a nakoniec 100 Z metanolu. Plynule
eluovanég xantinové alkaloidy (kofein a teobromin) as zhromaZdili
ako jedind frakcia. Frakcie poskytujice podfrakciu neobsahu jldcu
Xantinové alkaloidy bola podrobend dal3ej separdcii, ktord
poskytla 5 podfrakcii, oznaenych MM2A aZ2 MM2E. RozpusStadlo sa z
Jednotlivych podfrakcii odstrdniloc odparenim pri 45 °C pomocou
rotanej odparky udrZiavanej pod €iastoZnym podtlakom. Vysledna
vadnd f&za sa zmrazila v kvapalnom dusiku a cez noc vymrazovala
na vymrazovacom systéme LABCONCO. Reprezentativny chromatogram
gélovej permedcie zndzortujicl tdto frakciu e zobrazeny na
obrdzku 1. Tymto spbGsocbom sa frakcionovalo pribliZne 100 mg

materidlu.

Obrdzok 1 zndzorituje gélovy permea&ny chromatogram surovych

prokyanidinov ziskany na Sephadexe LH-20.

Chromatografické podmienky: koldna Sephadex LH-20, 28 x 2.5
cm, mobilné fazy: krokovy gradient metanolu a vody 15:85, 25:75,
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35:65, 70:30 a 100:0, krokovany v polhodinovych intervaloch,
prietok: 1,5 ml/min, detektor UVE lambda = 254 nm a lambda==365
nm, rychlost posunu papiera zapisova&a: 0,5 mm/min, hmotnost

pevnej fdzy: 120 mg.

B. Polopreparativna vysokovykonnostnd kvapalnd chromatografia
C(HPLD)

Metéda 1: Separdcia s reverznymi fdazami

Prokyanidiny ziskané =z prikladu 2 a/alebo 3A sa CiastoZne
vyistili polopreparatfvnou HPLC. HPLC systém Hewlett Packard
1050, vybaveny detektorom s premenlivou vlnovou diZkou,
vstrekovacim ventilom Rheodyne 7010 s 1 ml injektdZnou sluckou,
sa skompletizoval s frak&nym kolektorom Pharmacia FRAC-100.
Separdcia sa uskutoZihovali na koléne Phenomenex Ultracarb 10un QDS
(250 x 22,5 mm) spojené s ochrannou koldnou Phenomenex Ultracarb
10pn 0ODS (60 x 10 mm). Mobilnd f4dza tvorila A=voda:; B=metanol,
pouZité pri nasledujuicich linedrnych gradienZnych podmienkach:
[&as, % Al; (0,85), (60, 50), (80, 0> a (110, 0) pri prietoku 5
ml/min. Reprezentativny z&znam polopreparativne j HPLC e
zndzorneny na obrdzku 15n a ukazuje separdciu prokyanidinov
pritomnych vo frakcii: D+E. Jednotlivé piky alebo selektivne
chromatografické oblasti sa zhromaZdili v ur&itych ¢&asovych
intervaloch. Hmotnost pevnej fdzy sa pohybovala v rozmedzi od 25
do 100 mg materidlu.

Metdda 2: Normdlna fazovd separdcia

Prokyvanidinové vytaZky ziskané z prikladov 2 a/alebo 3A sa
Siastotne vytistili polopreparativnou HPLC. HPLC systém Hewlett
Packard 1050 a detektor Millipore-Waters model 480 LC nastaveny
na 254 nm sa skompletizovali s frak&nym kolektorom Pharmacia
FRAC-100 nastavenym v pikovom kdéde. Separdcie sa uskutoifiovali v
koléne Supelco 5u Supelcosil LC-Si (250 x 100 mm) spojenej
ochrannou koldénou Supelco 5u Supelguard LC-Si (20 x 4,6 mm).
Prokyanidiny sa eluovali linedrnym gradientom pri nasledujicich
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podmienkach: (€as, Z A, Z B); (0, 82, 14), (30, 67,6, 28,44, (&0,
46, 50>, (65, 10, 86>, (70, 10, 86> a potom nasledovalo
10-mindtové ustdlenie. Mobilné fdzy tvorili A=dichlérmetdn;
B=metanol; C=zmes kyseliny octove, a vody (1:1). PouZitym
prietokom bol prietok 3 ml/min. ZloZky sa detegovali pomocou UV
Ziarenia pri 254 nm a zaznamenalli na zdznamnik Kipp & Zonan VD4l.
Vstrekavané ob_emy sa pohyvbovali v rozmedzi od 100 do 250 pl 10
mg prokyanidinovych vytaZkov rozpustenych v 0,25 ml 70 Z vaodného
roztoku acetdénu. Reprezentativny zdznam polopreparativnej HPLC
zndzoriu_je obrizok 15o0. Jednotlivé piky alebo selektivne
chromatografické oblasti sa zhromazdili v ¢&asovych intervaloch
alebo rudne zhromaZdenim frakcif pre dal3ie &istenie a ndsledné

vvhodnotenie.

Podmienky HPLC: polopreparativna koldna Supelco 5n
Supelcosil LC-Si (250 x 100 mm) spojend ochrannou koldnou Supelco
5u Supelguard LC-S1i (20 x 4,6 mm) a detektor Millipore-Waters
model 480 LC nastaveny na 254 nm, prietok: 3 ml/min, teplota
kolény: teplota okolia, vstrekovanie: 250 pl 70 %X vodného

aceténového vytaZku.

Gradient ’ Kyselina

Cas (min) CH2Cl> Metanol octova/H=-0 (1:1)
o 82 14 4

30 67,6 28, 4 4

60 46 50 4

65 10 86 4

70 10 86 4
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Tymto spbOsobom sa ziskali tieto frakcie:

diméry
triméry
tetraméry
pentaméry.
hexaméry
heptaméry
oktaméry

nonaméry

0 o0 N0 g dONBRE

dekaméry
undekaméry

Y
o

dodekaméry

[
[

vyESie oligoméry

Y
N

Priklad 4: Analytickd HPLC analyza prokyanidinovych vytaZkov

Metdda 1: Separdcia s reverznymi fdzami

Prokyanidinové extrakty ziskané z prikladu 3 sa
prefiltrovali cez 0,45 u filter a analyzovali pomocou HPLC
terndrneho systému Hewlett Packard 1090 s vybavou diddového
detektora a programovatelného fluorescen®ného detektora HP model
1046A. Separdcie sa uskutoZfovali pri 45 °C na koldne Hewlett
Packard 5u Hypersil ODS (200 x 2,1 mm). Flavanoly a prokyanidiny
sa eluovali linedrnym gradientom 60 % B v a potom sa koldna
premyla elunou zloZkou B, ktore.j prietok bol 0,3 ml/min. Mobilna
f4za bola tvorend (B) 0,5 % kyselinou octovou v metanole a (A)
0.5 % kyselinou octovou vo vode. Koncentrdcia kyseliny octovej v
mobilnych fdzach A a B sa mohla zvy3it aZ na 2 %. ZlozZky boli
detegované fluorescentnou metddou, priZom lambdae.~=276 nm a
lambdaem=316 nm. Koncentracie (+)-katechinénu a (-)-epikatechinu
sa ur&ili vzhladom na referenné Xtandardné roztoky. Koncentrdcie
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prokyanidinu sa urtili pomocou odpavedového faktora urceného pre
(-)-epikatechin. Reprezentativny HPLC chromatogram ukazujlci
separdciu roznych zloZiek _je zndzorneny na obrizku 2A pre _jeden
kakaovy genotyp. Podobné HPLC profily Jje moZné =ziskat ali z
dalifch kakaowych genotypov.

HPLC podmienky: koléna: Hewlett Packard 5p Hypersil 0DS
(200 x 2.1 mm) spojené ochrannou koldénou Hewlett Packard Su
Hypersil ODS (200 x 2,1 mm) s vybavou diédového detektora
nastaveného na 289 nm a programovatelnéhoc fluorescenného
detektora, kde lambdae,=276 nm a lambdaem=316 nm. Prietok: 3
ml/min. Teplota koldny: 45.

Gradient: 0,5 ¥ kyseliny octovej 0,5 X kyseliny octove.
Cas (mind v deionizovane_j Hz0 v metanole

0 100 Q

50 40 60

60 8] 100

Metdda 2: Normdlna fdzovd separdcia

Prokyanidinové extrakty ziskané z prikladu 3 sa
prefiltrovali cez 0,45 u filter a analyzovali pomocou HPLC
terndrneho systému Hewlett Packard 1090 s vybavou diddového
detektora a programovatelného fluorescenZného detektora HP model
1046A. Separdcie sa uskuto®fiovali pri 38 °C na koléne 5u
Phenomenex Lichorsphere Silica 100 (250 x 3,2 mm) spojenej s
ochrannou kolénou Supelco Supelguard LC-S1i 5u (20 x 4,6 mm).
Prokyanidiny sa eluovali line&rnym gradientom pri nasledujicich
podmienkach (Zas, % A, ¥ B); (0, 82, 14), (30, 67,6, 28,4), (&0,
46, 50), (65, 10, 86), (70, 10, 86) a potom nasledovalo
8-minttové ustilenie s cielom dosiahnutia rovnovdhy. Mobilné fazy
tvorili A=dichlérmetdn; B=metanol; C=zmes kyseliny octovej a vody
(ob_jemovy pomer 1:1). PouZitym prietokom bol prietok 0,5 ml/min.
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ZloZky sa stanovili fluor escencnou metddou, pri ktorej
lambdae,=276 nm a lambdaem=316 nm alebo UV metddou pri 280 nm.
Reprezentativny HPLC chromatogram, ktory ukazuje separdciu
roznych prokyanidinov, _Jje pre _jeden genotyp zndzorneny na obrizku
2B. Podobné HPLC profily _e mo2né ziskat aj =z dalSich kakaovych

genotypov.

HPLC podmienky: koléna 5u Phenomex Lichrosphere Silica 100
(250 x 3,2 mm) spojend s ochrannou koldénou Supelco Supelguard
LC-Si 5u (20 x 4,6 mm), detektory: fotodiddové =zoskupenie
nastavené na 280 nm, fluorescen&né lambdae,=276 nm a lambdaem=316
nm, prietok: 0,5 ml/min, teplota koldény: 37 “C.

Gradient: CHx-Cl- 1:1) Kyselina octova/Hz0
Cas (min

0 82 14 4

30 67.6 28, 4 4

60 46 50 4

65 10 86 4

70 10 86 4

Priklad 5: Identifikdcia prokyanidinu

Prokyanidiny sa &istili kvapalinovou chromatografiou na
koldnach Sephadex LH-20 (28 x 2,5 cm) a potom polopreparativnou
HPLC pouZitfm koldény 10u uBundapak C18 (100 x 8 mm) alebo
polopreparativnou HPLC pouZitim koldny 5u Supercosil LC-Si (250 x
10 mm).

Ciastone vydistené 1izoldty sa analyzovali bombardovanim
urvchlenymi atémami - hmotnostnou spektrometriou (FAB-MS) na VG
ZAB-T MS systéme s vysokym rozliSenim pri pouZitil kvapalinovej
sekundadrne_ idénove_j hmotnostnej spektrometrickej (LSIMS) techniky
v pozitfunom a negativnom idénovom modele. Ako zdro. lonizdcle sa
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pouZila céziovd i1idnovd pistol pri 30 kV a "Magickd strelova
matrica” (1:1 ditiotreitol/ditiocerytritol) sa pouZila ako

protdnovy donor.

Analytické testovanie tvchto frakcii pomocou LSIMS odhalilo
pritomnost mnohych flavan-3-olovych oligomérov, ktoré sd zhrnuté
v tabulke 3.

Tabulka 3

LSIMS (pozitivny 16n) dda_e ziskané z frakcii kakaowvych

prokyanidfinowv
Oligomér CN+1O*™ (M+Nad*™ Molekulovad hmotnost
Monoméry 291 313 290
(katechiny)
Dimérdy) 577/579 599/601 576/578
Trimérdy) 865/867 887/889 884/866
Tetramérdy) 1 155 1177 1 154
Pentamér(y) 1 143 1 465 1 442
Hexamér(y) 1 731 1 753 1 730
Heptaméry) - 2 041 2 018
Oktamérdy) - 2 329 2 306
Nonamér(y) - 2 617 2 594
Dekamér y) - 2 905 2 882
Undekamér{y> - 3 170
Dadekamér y) - - 3 458

Hlavné hmotnostné fargmentavé idny sa zhodovall s uZ predtym
vypracovanymi prdcami tykajdicimi sa pozitfunych a nesgativnych
i6novych FAB-MS analyz prokyanidinov (Self R., Eagles J.,
Galletti G.C., Mueller-Harvey I., Hartley R.D., Lee A.G.H.,
Magnolato D., Richli U., Gujur R. a Haslam E., Fast Atom
Bombardment Mass Spectrometry of Polyphenols (Syn Vegetable
Tannins), Biomed Environ. Mass Spec. 13, 449-468 (1986) Porter
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L.J., Ma Z., Chan B.G., Cocoa Procyanidings: Ma_jor Flavanoids and
Identification of Some Minor Metabolites, Hytochemistry, 30,
1657-1663 (1991)). Ién, zodpoveda jici m/z 577 (M+H)™ a _ieho sodny
adukt pri m/z 599 (M+Ma)™ predpokladd v 1zoldtoch pritomnost
prokyanidinovych dimérov s dvo_jitou wv&Ezbou. Prokyanidinové
izoméry B-2, B-5 a C-1 sa predbeZne stanovili na zdklade v
z4tvorke uvedenych prdc (Revilla E., Bourzeix M. a Alonso E.,
Analysis of Catechins and Procianidins in Grape Seeds by HPLC
with Photodiode Array Detection, Chromatographia 31, 465-468
(1991) Self R., Eagles J., Galletti G.C.. Mueller-Harvey I.,
Hartley R.D., Lee A.G.H., Magnolatoc D., Richli U., Gujur R. a
Haslam E., Fast Atom Bombardment Mass Spectrometry of Polyphenols
(Syn Vegetable Tannins), Biomed Environ. Mass Spec. 13, 449-468
(1986) Porter L.J., Ma Z., Chan B.G., Cocoa Procyanidins: Ma_jor
Flavanoids and Identification of Some Minor Metabolites,
Hytochemistry, 30, 1657-1663 (1991)). Prokyanidiny v ClastoZne
vy¥istenych frakcidch kon®iac oktamérom a dekamérom sa overili
pomocou FAB - hmotnostnej spektroskopie, okrem toho pritomnost
prokyanidfnov, kon&iac dodekamérom sa zistila takisto normdlnou
fdzovou HPLC analyzou (pozrili obr. 2B). Bez toho, aby sme sa
chceli wviazat na ur&itd tedriu, Jje moZné predpokladat, Ze
rozpustnost dodekaméru v rozpiX%tadlich pouzitych pri extrakcii a
Cistent Jje trocha -obmedzend. Tabulka 4 uvddza relativne
koncentricie prokyanidinov néd_jdenych v izoldtoch neabsahujicich
xantinové alkaloidy na 2zdklade reverznej fdzovej HPLC analyzy.
Tabulka 5 uviddza relatfivne koncentridcie prokyanidinov ur&ené

paomocou normdlnej fdzovej HPLC analyzy.

TabulIka 4

Relativne koncentricie prokyanidinov v izoldtoch neobsahu_ jicich
xantinové alkaloidy



ZloZka Molekulovd hmotnost MnoZstvo (%)
(+)-katechin 290 1,6
(-)-epikatechin 290 38, 2
B-2 dimér 578 11.0
B-5 dimér 578 53
C-1 trimér 866 93
Diméry s dvojitou vézbou 576 3,0
Tetramérdy) 1 154 4,5
Pentamér-oktamér 1 442-2 306 24,5
Nezndme a vy%sie oligoméry - 2,6

TabulXka 5

Relatfune koncentricie prokyanidinov vo vodnych acetdnovych

vytaZkoch

ZloZka Molekulovd hmotnost MnoZstvo (%)
(+)-katechin a 290 (rovnaki pre obidva) 41,9
(-)-epikatechin

B-2 dimér a B-5 dimér 578 13,9
Triméry 884/866 11, 3
Tetraméry 1 154 8,9
Pentaméry 1 442 7.8
Hexaméry 1 730 51
Heptaméry 2 018 4,2
Oktaméry 2 306 2,8
Nonaméry 2 594 1.6
Dekaméry 2 882 0,7
Undekamér-y 3 170 0,2
Dodekaméry 3 458 <01

Obrdzok 3 znidzorfiuje niekoYko prokyanidinouvych Struktidr a
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obrdzky 4A aZ 4B zndzoritu_id reprezentativne HPLC chromatogramy
piatich frakcii pouzitych pri nasledu_jicom urdéovani
protirakovinovej alebo protinddorovej udEinnosti. Podmienky pre
vysokovykonnostné kvapalinové chromatografie pre obrizky 4A aZ 4kt
boli takéto:

Podmienky HPLC: terndrny HPLC systém Hewlett Packard 1090
vybaveny programovatelnym fluorescennym detektorom HP model
1046A. Koléna: Hewlett Packard 5u Hypersil ODS (200 x 2,1 mm)
linedrny gradient 60 ¥ v A pri prietoku 0,3 ml/min. B=0,5 %
kyseliny octovej v metdne; A=0,5 = kyseliny octovej Vv

deionizovanej vode. Lambdae,=280 nm;: lambdaL.m=316 nm.

Obr&zok 15 0 zndzoriiu je reprezentativny chromatogram
polopreparativne_ vysokovykonnostnej kvapalinovej chromatografie
pre dalifich 12 frakcif, pouZitych pri zistovani protirakovinove. i
alebo protinddorove] u¥innosti (pre HPLC podmienky platia vysSie
vymedzené podmienky) .

Priklad B: Protirakovinovd, protinddorovd alebo protinovotvarova
Usinnost kakaovych vytaZkov (prokyanidinov)

Na testovanie vzoriek =z prikladu 5 sa pouZilo MTT
(3-[ 4, 5-dimetyltiazol-2-yll-2, 5-difenyltetrazoliumbromid)mikroti-
trové dostiZkové tetrazoliové cytotoxické =zoskupenie pGvodne
vyvinuté Mosmannom T., a popisané v "Rapid Colorimetric Assay for
Cellular Growth and Survival: Application to Proliferation and
Cytotoxicity Assays, J. Immunol. Methods, 65, 55 (1983)".
Testované vzorky, &tandardy <(cysplatina chlorambucil) a MTT
reagen®né &inidld sa rozpustili v 100 % DMSO (dimetylsulfoxide)
pri koncentrdcii 10 mg/ml. Zo =z&sobnych roztokov sa pripravilo
mnoZstuo nariedenych vzoriek. V pripade testovanych vzoriek sa
pripravili nariedené vzorky obsahujice 0,01 aZ% 100 pg/ml v 0,5 %
DMSO.

VZetky Yudské nddorové bunkové linie sa ziskali z americke_j
zbierky typouvych kultidr. Bunky sa nechali rdst vo forme
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monovrstiev v alfa—-MEM obsahu_jdicom 10 X% plodového bovinného séra
100 _jednotiek/ml penicilinu, 10 pa/ml  streptomycinu a 240
Jjednotiek/ml nystatinu. Bunky sa udrZiavali v navlhZene] 5 X C02
atmosfére pri teplote 37 “C.

Po trypsinizdacii sa bunky stitali a nastavili na
koncentrdciu 50 x 10% buniek/ml (li3iacich sa v z&vislosti od
prislusnej rakovinove_ bunkovej linie). 200 ul bunkove_ suspenzie
sa umiestilo do _amiek Ztvorradovej., 96-_jamkovej mikrotitraZne.j
platne. Potom, ako sa bunky nechali potas 4 hodin prichytit, sa
vZdy do kvadruplexovych _jamiek pridali 2 pl DMSO obsahu_jiceho
roztoky testovanej wvzorky. Zatiato&né experimenty, zistujlce
z&vislost od divky, wvyuZiva jice mnoZstvo nariedenych testovacich
vzoriek, sa pouZili na stanovenie rozmedzia ddvok, ktoré ma.d byt
testované. Absorbancie jamiek pri 540 nm sa potom zamerali na BIO
RAD MP450 platifovom &fta®i. Priemernd absorbancia testovane.
vzorky ziskanej spriemernenim vysledkov pre 3Styri vzorky sa
porovnala s kontrolnymi vysledkami pre Standardy a vysledky sa
vy jadrili ako percento kontrolnej absorbancie +/- Ztandardnd
odchylka. Redukcia MTT na nachovy formazdnovy produkt linedrne
koreluje s podtom Zivych buniek v _jamke. TakZe meranim
absorbancie reduk&ného produktu _Jje moZné ziskat kvantovanie
percent bunkového preZitia v danej divke testovanej vzorky.
Kontrolné _jamky obsahuji findlnu koncentrdciu 1 % DMSO.

Tymto postupom sa najprv testovali 2 vzorky. Vzorka MM1
predstavovala uplne surovy 1zoldt kakaovych prokyanidinov a
obsahovala nezanedbateXné mnoZstvo kofeinu a teobrominu. Vzorka
MM2 reprezentovala kakaovy prokyanidinovy izolat ¢&Eiastotne
vyitisteny gélovou permeatnou chromatografiou. Kofein a teocbromin
neboli vo vzorke MM2 pritomné. U obidvoch vzoriek sa pomocou uZ
popisanych proceddr urovala dcinnost protli nasledu_jdcim
rakovinovym bunkovym linidm:

HCT-116 rakovina hrubého &reva

ACHN obliZkovy adenockarcindm

SK-5 melandm

A498 obliZkovy adenockarcindm
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MCF-7 rakovina prsnika
PC-3 rakovina predsto_nice
CAPA-2 rakovina podZalddkovej Zlazy

PokiaY dide o MM1l, zistilo sa, 2e _eho uZinnost na vyssie
vymenované rakovinové bunkové 1linie je len mald alebo vbbec
Jiadna. Pokia¥ 1de o MM2, =zistila sa ur&itd dZinnost proti
HCT-116, PC-3 a ACHN rakovinovym bunkovym 1lfnidm. Av3ak ukdzalo
sa, Z%e akoa MM1, tak aj MM2 interferuje s MTT reak&nym Zinidlom,
takZe prispieva_d k zniZeniu absorbancie, ktoré by mohlo odraZat
zniZenie po&tu buniek schopnych existencie. Ta&to interferencia
takisto prispieva k velkym stipcom chyb, pretoZe sa zdd, Ze
chemick& reakcila, ktord prebieha v _awmkdch v obvode plata,
prebieha ovela rychleiSie. Typicky priklad tychto Javov je
zndzorneny na obrdzku 5. Pri vysokych koncentrdcidch testovaného
materidlu sa d& oZakdvat, Ze db_jde k velkému poklesu
pre¥fva_dcich buniek. AuvSak mikroskopické pozorovania ukdzali. Ze
k cytotoxickym u%inkom dochddza aj napriek MTT interferenZnym
vplyvom. Tymto spdscobom sa ziskala napr. pre U&innost MM2 na ACHN
bunkove_j 1fnii hodnota ICsc 0.5 wug/ml. Tieto beZné vysledky si
z pohTadu vyndlezcu vyZiadali testovacie postupy tak, aby sa
vyld&ila interferencia s MTT. To sa dosiahlo pomocou
nasledu jdceho spOsobu. Po inkubovani platnit pri 37 °C
v navlhZenej 5 % CO. atmosfére, ktoré trvalo 18 hodin, sa médium
opatrne odsalo a nahradilo Zistym alfa-MEM médiom. Toto médium sa
tretf del realizdcie testu z _jamiek opdt odsalo a nahradilo 100
nl ZXerstvo pripraveného McCoyovho média. Do _jamiek vZetkych plat
sa potom pridalo 11yl 5 mg/ml zdsobného roztoku MTT v PBS
(fosfdtom pufrovany solny roztok). Po 4 hodinovej inkubdcii
Vv navlhZenej 5 X C0- atmosfére pri 37 °C sa do v3etkych _Jjamiek
platne pridalo 100 ul 0, 04N HCl v izopropanole a potom sa zmesi
intenzivne mieSali s cielom rozpustenia formazdnu produkovaného
vZetkymi Zivotaschopnymi bunkami. NavyZe bolo rozhodnuté stanovit
Zpecifické zloZky podfrakcif prokyanidinu zodpovedné za tieto
usinky.

Separa®né postupy, ktoré uZ bolli popisané pre pripravu
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subfrakcit, sa pouZili pre pripravu vzorick pre dalSie
testovanie. Pripravilo sa pdt frakcii reprezentujicich oblasti
zn4zorifu_jice na obrdzku 1 a distribdciu =zloZky a zloZiek
zndzornend na obrdzku 4A aZ 4E. Vzorkdm sa priradili kédy MM2A az
MM2E., ktoré odri2ait ich analytické vlastnosti a oznatuu

nepritomnost kofefinu a teobrominu.

Pre kaZdd frakciu sa _jednotlivo zistovala u&innost proti
HCT-116., PC-3 a ACHN rakovinovym bunkovym 1linidm. Vysledky
neukdzali dZ&innost Ziadnej zo 3Specifickych frakcii. Tento
vysledok _Je moZné povaZovat za neocbuykly, pretoZe zloZky v
"aktivnych" prirodnych produk&nych izolatoch sa mdZu
chovat synergicky. V pripade kakaového prokyanidinového izoldtu
(MM2) 1zolat obsahoval viac ako 20 detegovatelnych zloZiek.
Predpokladalo sa., Ze _je mo2né, aby sa uZinnost tykala skdr neZ
Jjednotlivej zloZky alebo zloZiek kombindcie zloZiek pritomnych v
roznych frakcidch. Na zé&klade tychto wysledkov sa rozhodlo
skombinovat frakcie a testy zamerané na udZinnost proti rovnakym
rakovinovym bunkovym 1inidm sa zopakovali. Niekolko kombindcii
produkovalo cytotoxické u&inky proti PC-3 rakovinovym bunkovym
1inid&m, presne_iiie pre kombindciu MM2A a MM2E predstavovali ICso
hodnoty 40 pg/ml a pre kombindcie MM2C a MM2E sa ziskala ICso
hodnota 20 ug/ml. Takisto bola zaznamenand d&innost proti HCT-116
a ACHN bunkovym 1fnidm, ale ako v predchddzajdicom pripade,
interferencie s MTT indik&torom znemoZnili presné pozorovanie.
Zhodné experimenty sa opakovane uskutonili HCT-116 a ACHn
bunkovych 1lfnidch s cieXom zlepXit vysledné dita. AvZak tieto
vysledky nemali dbkazovd haodnotu vzhladom na bakteridlnu
kontamindciu a vy&erpanie materidlu testovane vzorky. Obrizky 4A
a¥ 6D ukazuji =zdvislost odpovede od diavky medzi kombindciami
kakaovych wvytaZkov a PC-3 rakovinovymi bunkami. AvSak z tychto
Uda_jov _Jje zrejmé, Ze kakaové vytaZky, predovetkym kakaové
polyfenoly alebo prokyanidiny ma_ju znaénd protinddorovd,
protirakovinovd alebo protinovotvarovd dZinnost, predovSetkym
pokial ide o Yudské rakovinové bunkové linie PC-3 (predstojnica),
HCT-116 C(hrubég Zrevo) a ACHN Cobli&ky). Okrem toho tieto vysledky
naznadu_u, Ze za uZinnost proti PC-3 bunkovej 1linii m6Zu byt
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zodpovedné Specifické prokyanidinové frakcie.

Priklad 7: Protirakovinovi, protinddorovd alebo protinovotvarovd
u&innost kakaovych vytaZkov (prokyanidinov)

S cielom potvrdenia vy3Zie uvedenych zistenf a s cielom
Studia dalsich kombindcit frakcit sa uskutotnili dalsie
porovnidvacie testy. VSetky pripravené materidly a postupy boli
zhodné s vy%3ie popisanymi materidlmi a postupmi, s tou vynimkou,
¥e sa 3tandardné 4 opakovania testovanel davky zuy&ili na B8
alebo 12 opakovani testovanej ddvky. Pri tychto Stddisch sa
posudzovala d&innost Jednotlivych piatich kakaowych
prokyanidinovych frakcif a ich kombindcif proti nasledujdcim
rakovinovym bunkovym linidm:

HCT-116 rakovina hrubého &reva

ACHN obliZkovy adenokarcindm

SK-5 melandém

KB Nazofaryngedlna/Hela

MCF-7 rakovina prsnika

PC-3 rakovina predstonice

A-459 pluc

CCRF-CEM T-bunkovd leukémia.

Jednotlivé testy zistovali G&innost roéznych koncentriciit
ddvok (0,01 aZ 100 upg/ml) frakcifi A, B, C, D a E (pozri cbr. 4A
a2 4E a s nimi sdvisiaci popis) proti jednotlivym bunkowvym
1fnidm. Kombina®né testy zistovall d&innost rovnakych ddvkouvych
koncentricit frakcii A+B, A+C, A+D, A+E, B+C, B+D, B+E, C+D, C+E
a D+E proti _ednotlivym bunkovym 1linidm. Vysledky tychto testov

sdi diskutované _jednotlivo a potom v celkovom sudhrne.
A. PC-3 bunkovd linia predsto_nice

Obrdzky 7A aZ 7H zndzortuldce typickd zdvislost odpovede od
ddvky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a PC-3 bunkovou
lfnicu. Obr. 7D aZ 7E ukazuju, Ze frakcie D a E bolli d4dZinné pri
hodnote ICsoc 75 ung/ml. Hodnoty ICso ziskané z kriviek zdvislosti
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ddvka - odpoved dalifch kombindcii prokyanidfnovych frakcif sa v
pripade, 2e tieto kombindcie obsahovali frakciu D alebo E,
pohybovali v rozmedzi od 60 do 80 pg/ml. Jednotlivé ICse hodnoty
sd zhrnuté v tabulke 6.

B. KB nazofaryngedlna/HeLa bunkovd linia

Obrizky 8A aZ BH zndzorifu_jd typickd zdvislost odpovede od
ddvky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a KB
nazofaryngedlnou/HelLA bunkovou 1fniou. Ubr. 8D a BE ukazuijd, Ze
frakcie D a E boli d&inné pri hodnote ICso 75 ng/ml. Obrazky 8f
aZ BH zndzorfujd reprezentativne vysledky =ziskané 2zo Stddie
kombindcif frakciit. Y tomto pripade nema kombindcia
prokyanidinovwych frakcii A+B Ziadny udZinok, pricom kombindcie
frakcif B+E a D+E boli G&inné pri ICse hodnote 60 ng/ml. ICso
hodnoty ziskané 2z kriviek =zdvislostli davka-odpoved dalEich
kombindcit prokyanidinovych frakcif sa v pripade, 2e tieto
kombindcie obsahovali frakciu D alebo E, pohybovali v rozmedzi od
60 do 80 ug/ml. Jednotlivé ICso hodnoty sd  zhrnuté v tabulke 6.
Tieto uvysledky suU v podstate zhodné s vysledkami ziskanymi pri
urovani dZ&innosti proti PC-3 bunkove. linii.

C. HCT-116 bunkovd lfnia hrubého &reva

Obrdzky 9A a2 9H zndzorifuju typickd zdvislost odpovede od
divky medzi kakaovymi prokyanidfnovymi frakciami a HCT-116
bunkovou liniou hrubého &reva. Obr. 9D a 9E ukazu jd, Ze frakcie D
a E boli u&inné pri hodnote ICse pribliZne 400 mg/ml. T&to
hodnota sa =zfskala extrapoldciou z existujdcej krivky. Je nutné
uviest, Ze sklon krivky davka-odpoved pre frakciu D takisto
naznauje G%innost. AvZak pre tito frakciu sa hodnota ICse
nestanovila, pretoXe sklon tejto krivky bol prili3 plochy na to,
aby sa zIskall vierohodné hodnoty. Obrdzky 9F aZ 9H zndzorfuju
reprezentativne vysledky ziskané zo %tddie kombindcif frakcif. V
tomto pripade nevykazuje kombindcia prokyanidinovych frakcii B+D
podstatnej3f Jd&inok, priZom kombindcie frakcii A+E a D+E boli
d&inné pri ICse hodnote 500 pug/ml, resp. 85 ug/ml. ICsc hodnoty
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ziskané z kriviek zd&vislosti ddvka-odpoved dalSich kombindcit
prokyanidinovych frakcit v pripade, Z2e tieto kombindcie
obsahovali frakciu E, dosahovali pribliZne 250 ng/ml.
Extrapolované ICse hodnoty sd zhrnuté v tabulke 6.

D. ACHN obliZkovd bunkovd linia

Obrizky 10A aZ 10H zndzorifujd typickd zdvislost odpovede od
ddvky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a ACHN
obli&kovou bunkovou 1l1fniou. Obr. 10A a 10E ukazujui, Ze Ziadna
Jjednotlivd frakcia nebola proti tejto linii usinnd. Obrizky 10F
a¥ 10H zndzor#u_jd reprezentatfvne vysledky ziskané zo Stddie
kombindcii frakcit Vv tomto pripade nema kombindcia
prokyanidinovych frakcif B+C Ziadny Gd&inok, prifom kombindcia
frakcif A+E bola 4G&innd pri ICse hodnote 500 ug/ml, priZom tdto
hodnota sa zistila extrapoldciou z existujdcej krivky. Kriuvky
z4uislosti d&vka-odpoved podobné krivke kombindcie C+D boli
povaZované za ned&inné, pretoZe ich sklon bol prilis plochy.
Extrapolované ICse hodnoty pre dalsie frakZné kombindcie sd
zhrnuté v tabulke 6.

E. A-459 plucna bunkovid linia

Obrazky 11A aZ 11H zndzorduju typickd zdvislost odpovede od
d4duky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a A-453 pludcnou
bunkovou 1fniou. V tomto teste nebol pri pouZitych ddvkach
Jjednotlivych frakcii ani kombindcif frakcii dosiahnuty Ziadny
déinok. AvZak prokyanidinové frakcie mbZ2u mat v sudvislosti s
touto bunkovou lfiniou ur&ity dZinok.

F. SK-5 melandmovid bunkovd linia

Obra&zky 12A a2 12H zndzoriuji typickd zdvislost odpovede od
davky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a SK-5
melanémovou bunkovou lfniou. V tomto teste nebol pri pouZitych
ddvkach _Jednotlivych frakcif ani kombindcif frakcli dosiahnuty
Fiadny d&inok. AvSak prokyanidfnové frakcie m6Zu mat v sdvislosti
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G. MCF-=7 prsnid bunkovd linia

Obrdzky 13A a% 13H znizorifiujd typickud zivislost odpovede od
ddvky medzi kakaovymi prokyanidinovymi frakciami a MCF-7 prsnou
bunkovou lfniou. V tomto teste nebol pri pouZitych divkach pri
pouZitych ddvkach _ednotlivych frakcif ani kombindcif frakcii
dosiahnuty Ziadny u&inok. AvSak prokyanidinové frakcie m6Zu mat
v stdvislosti s touto bunkovou liniou ur&ity d&inok.

H. CCRF-CEM T-bunkovd lfnia leukémie

Pri stanowvovani d&innosti proti CCRF-CEM T-bunkovej 1linii
leukémie sa zIfskall krivky zdvislosti odpovede od divky. Avsak
mikroskopické sidity poftu buniek v zdvislosti od Zasu pri roznych
koncentricidch frakcie uk&zali, 2e 500 ug frakcie A, B a D
spBsobili 80 X redukciu rastu pofas 4-dennej Casového zdrZania.
Reprezentatfvna zdvislost odpovede od ddvky e zndzornend na

obrizku 14.
I. Zhrnutie

ICso hodnoty ziskané v tychto testoch su sidhrnne uvedené v
tabulke 6. Pre vSetky bunkové linie s vynimkou CCRF-CEM
t-bunkovej linie leukémie. Uda_je, tyka_juce sa CCRF-CEM t-bunkove.j
1inie leukémie sa z tejto tabulky zimerne vynechali, pretoZe pri
ich stanovovani bol pouZity 1iny testovaci postup. VSeobecné
zhrnutie tychto vysledkov ukazuje, 2Ze najviac d€innosti je
spojenej s frakciami D a E. Tieto frakcie boli najudinnejsie
proti bunkovym 1inié&m PC-3 (predsto_nica) a KB
(nazofaryvngedlna/HelLa). Tieto frakcie takisto vykazujd d&innost
proti bunkovym linidm HCT-116 C(hrubé &revo) a ACHN (oblidky), ale
len pri podstatne vyE8ich ddvkach. Proti bunkovym 1ini&m MCF-7
(prsnik), SK-5 (melaném) a A-549 (pldca) nebola zistend Ziadna
d&innost. AvZak prokyanidinové frakcie mdZu byt v sudvislosti
s tymito bunkovymi lfiniami pouZité. Takisto sa dokdzala dEinnost
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proti bunkovej linii CCRF-CEM (T-bunkovd leukémia). Je nutné
uviest, %e frakcie D a E siui kompozi&ne na_komplexne iSie, av3ak
z tychto wvysledkov je zre_mé, Ze kakaové vytaZky, predovSetkym
kakaové prokyanidiny majd zna®nd protirakovinovid, protinddorowvid

alebo protinovotvarouvd déinnost.
Tabulka 6

ICse hodnoty pre frakcie kakaowvych prokyanidinov proti réznym
bunkovym 1Iinidm (ICse hodnoty v ug/ml)d

Frakcia PC-3 KB HCT-116 ACHN MCF-7 SK-5 A-549
A

B

c

D 0 80

E 75 75 400

A+B

A+C 125 100

A+D 75 75

A+E 80 75 500 500
B+C

B+D 75 80

B+E 60 B65 200

Cc+D 80 75 1 000
C+E 80 70 250

D+E 8 60 85

Hodnoty wvy3Sie ake 100 ug/ml sa extrapolovali =z kriviek
z4dvislostli odpovede od didvky.

Priklad 8: Protirakovinovd, protinddorovd alebo protinovo-

tvarovd U&innost kakaovych vyvtaZkov (prokvanidinaowv)

S cielom skompletizovania a roziirenia vysledkov ziskanyvch v
prikladoch 6 a 7 sa pouZilo niekolko dalsich 1in vitro skdfobnych



testovacich postupov.

Metsda A. Test krystalického fialovéhao zafarbenia

VZetky Yudské nddorové bunkové linie sa ziskall z americke.j
zbierky typovych kultir. Bunky sa nechali rast vo forme
monovrstiev v IMEM obsahujuicom 10 % plodového bovinného séra bez
antibiotik. Bunky sa udrZiavali v navlhZenej S 2 C0= atmosfére
pri teplote 37 °C.

Po trypsinizdcii sa bunky stitali a nastavili na
koncentriciu 1 000 aZ 2 000 buniek/100 pl. Bunkové bujnenie sa
urtétilo ottkovanim buniek (1 000 aZz 2 000 buniek/jamka) na
96—_jamkovd mikrotitra&nd platiu. Po pridanti 100 pul buniek sa
bunky nechali 24 hodin prichytit. Na konci tejto 24-hodinove
periédy sa do _jamiek pridali rozne kakaové frakcie v roznych
koncentricidch s cielom =ziskania zdvislosti odpovede od ddvky.
Kakaové frakcie sa rozpustili v médivu pri dvo_jndsobne
koncentricii a vZdy do troch jamiek sa pridalo 100 ul prislusného
roztoku obsahu_jiceho zhodnud frakciu v zhodnej koncentrdcii. Pocas
nasledujdcich dni sa platne zafarbovalil 15 mindt 50 ul
kry&talickej fialove, (2,5 g kry#talickej fialove]j rozpustenej v
152 ml metanolu a 375 ml vody). Zafarbenie sa odstrdnilo a platia
sa opatrne ponorila do studenej vody 2z dbvodu odstrdnenia
zafarbenia. Premyvanie sa zopakovalo elte dvakrdt a platne sa
nechali vyschnit. Zuy3né zafarbenie sa rozpustilo pridanim 100
pl 0,1M citrdtu sodného a 50 Z etanolu do kaZdej Jjamky. Po
rozpusteni sa potet buniek vypoZital na platdfovom &itaZi ELISA
pri 540 nm (referen®ny filter pri 410 nmm). Vysledky =z &fitaca
ELISA sa wvyniesli do grafu tak, 2Ze na os Y sa wvyniesla

absorbancia a na os X dni rastu.
Metdda B: Test klonovania midkkého agaru
Bunky sa klonovali v midkkom agare pri pouZitf metddy, ktord

popisal Nawata H., Chong M.T.. Bronzert D. a Lippman M.E. v
#ldnku "Estadiol-Independent Growth of a Subline of MCF-7 Human
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Cancer Cells in Culture®”, J. Biol. Chem., 256:13, 3 835-6 902
(1981). Jednotlivé bunkové suspenzie sa pripravili pridanim
roznych koncentrdcii kakaowych suspenzii do média obsahujiceho
0,8 Z agaru. Suspenzie sa rozdelili rovnako do 35 mm nddobiek
potiahnutych médiom obsahujicim 1,0 X% agaru. Po desatdennej
inkubdcii sa stanovil na zobrazovacom analytickom systéme
Omnicron 3 B00 poet koldénif, ktorych priemer bol vidEtSi ako 60
um. Vysledky boli vynesené do grafu, priZom na osi Y bol vyneseny
pofet kolénif a na osi X koncentricia kakaovych frakcii.

Metdda C: XTT mikrokultdrny tetrazoliovy test

Na testovanie roznych kakaovych frakcii sa pouZzil XTT
testovaci postup, ktory popisuje Scudiero D.A., Shoemaker R.H.,
Paull K.D., Monks A.. Tierney S.. Nofziger T.H., Currens N.J.,
Seniff D. a Boyd M.R. v &ldnku "Evalution of a Soluble
Tetrazolium/Formazan Assay for Cell Growth and Drug Senzitivity
in Culture Using Human and Other Tumor Cell Lines, Canur
Research”, 48, 4 822-4 833 (1988). XTT test s v podstate zhodoval
s testom wvyuZiva jlicim MTT postup (priklad 6), s vynimkou
nasledu jdcich modifikdcit. XTT ((2, 3-bis(2-metoxy—-4-nitro-
~-5-sulfofenyl)-5-[ ( fenylamino)karbonyll-2H-tetrazoliumhydroxid)
sa pripravil v koncentricii 1 mg/ml média bez séra a predhrial sa
na 37 °C. PMS sa pripravilo ako 5 mM PBS. XTT a PMS sa zmie3ali
dokopy a do ka¥de]j jamky sa pridaloc 10 ul PMS na ml XTT a 50
nl PMC-XTT. Po #tvorhodinovej inkubdcii pri 37 °C sa platne
premiefavali 30 mindt na mechanickej trepatke a potom sa zmerala
absorbancia pri 450 aZ 600 nm. Vysledky sa vyniesli do grafu,
priom absorbancia sa naniesla na os Y a dni rastu alebo

koncentracia na os X.

Vysledky ziskané pouZitim metédy A a C sa takisto vyniesli
do grafu ako #% kontrolnej vzorky (na osi Y) v zdvislosti do dni

rastu alebo koncentrdcie (os X).

Na porovnanie XTT testovacieho postupu a kryStalického
fialového postupu, kde sa malo ur&it, ktory test je citlivest,
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sa pouZila kakaovd frakcia D&E (priklad 3B) proti prsnej
rakovinove_ bunkovej linii MCF-7 pl68. Ako ukazu.je obrizok 15A.
obidva testy vykazuji pri koncentricidch vy3Sich ako 75 ug/ml
rovnaké zavislosti odpovede od ddvky. Pri koncentrdcidch niZsich
ako t&to hodnota wvykazuje kry3talicky fialovy test vy3&ie
%tandardné odchylky ako vysledky testu XTT. AuSak pretoZe je
krystalicky fialovy test Yah3f na pouZitie, uskutoZifiovali sa
vZetky nasledujice testy. pokiaX nie Jje uvedené nieZo iné,
pomocou tejto metddy. Vysledky kry3talického fialového testu
Cobr. 158 az 15D ma_jd demonstrovat dcinky surového
polyfenolového wvytaZku (priklad 2) na prsnd rakovinovd bunkovud
1fniu MDA MB231, PC-3 rakovinovd bunkovdi liniu predstoinice,
MCF-7 plB63 prsnd rakovinowi bunkowvid 1lfniu a cervikdlnu rakovinovi
bunkovd 1lIniu Hela. Vo v3etkych pripadoch ddvka 250 ug/ml dplne
inhibovala vSetok rakovinovy bunkovy rast pofas 5 aZz 7 dni. Zdalo
sa, Ze Hela bunkovd linia _je na wvytaZok citlivejSie, pretoZe
bunkovy rast u? dinhibovala ddvka 100 pg/ml. Kakaové frakcie z
prikladu 3B sa testovali proti Hela bunkove,j linii a proti dalse j
SKBR-3 prsne_ rakovinovej bunkovej lfnii. Tieto vysledky (obr.
15F a 156) ukazu_ju, %e frakcia D& md najvy33iu dZinnost. Ako
ukazu_je obrdzok 15H a 15I., hodnoty ICse pre frakciu D a A
dosahovalli pre obdive rakovinové bunkové 1finie pribliZne 40

ng/ml.

Kakaovd frakcia D& sa takisto testovala pouZitim testu
klonovania v mikkom agare, ktory ur&lil schopnost testovane
zldZeniny alebo zluZenin inhibovat ukotveny nezdvisly rast. Ako
ukazu_je obrdzok 15J, koncentracia 100 pg/ml tejto frakcie dplne
inhibuje tvorbu koldénie buniek Hela.

Proti 1linii Hela cell sa takisto testowvali surové
polyfenolové vytaZky ziskané z 8smich rdéznych kakaovych genotypov
reprezentu_jicich tri zédhradnicke odrody kakaa. Ako ukazuje
obrizok 15K, wu3etky rézne wvarianty kakaa vykazovali podobnou
odpovedou t&innost v zdvislosti od ddvky. UIT-1 variant vykazoval
na_jvidsiu d&innost proti 1inii buniek Hela. Tieto wvysledky
ukazujd, 2e vietky kakaové genotypy zahrnujui polyfenolovid
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reakciu, ktord vykazuje udinnost aspoii proti Jednej linii Yudske,

rakovinove. bunky, ktord _je nezidvislé aod geografického pdvodu,

poXnohospodirske i odrody genotypu.

Dalxzie série testov sa uskutoZnili na surovych
polyfenolovych extraktoch pripravenych z Jednej tony tradi&nych
brazflskych kakaouvych bdbov, pdt dni fermentovanych a potom 4 dni
suZenych na slnku. Vysledky na obrdzku 15L ukazujd, Ze extrakty v
tychto skoro spracovanych 3tadidch nevykazujd Ziadne u&inky, 2o
sved®f o male] zmene v zloZeni polyfenolov. AuSak e zndme, Ze
(Lehrian, D.W., Patterson G.R., In Biotechnology:; Reed G., ed.;
Verlag Chemie: Weinheim, 1983, zvidz. 5, kap. 12.D
polyfenoloxiddza (PP() oxiduje potas fermentdcie polyfenolmi. S
cieYom zistenia vplyvov, ktoré by mohli mat wvplyv na dZinnost
enzymaticky zoxidovanych polyfenolov, sa uskutoZnili dalsie
testy. Surovd PPQO sa pripravila extrahovanim jemne namletych,
nefermentovanych, vymrazenych, odtu&nenych brazilskych kakaowych
b8bov s aceténom v pomere 1 mg prasku na 10 ml aceténu. Ziskana
suspenzia sa odstredovala pri 3 000 ot/min. poZas 15 mindt. To sa
opakovalo trikrit, prifom sa kaZdy raz odstranil supernatant a
Sturtd extrakcia sa preliala cez Buchnerov filtra&ny lievik.
Z{skany acetdnovy pré%ok sa nechal wvysu3it vzduchom a potom sa
podrobil testu popfsanému McLordom J.D. a Kilarom A., v £lanku
"Control of Enzymatic Browning in Processed Mushrooms (Agaricus
Bisporus)" J. Food Sci., 48:1 479 (1983). Do roztoku surovych
polyfenolov (100 mg/ml Citr&to-fosfatového pufra, O, 02N, pH 5, 5
100 mg acetdnového pradku (4 000 u/mg protefinu) sa pridalo a
nechalo 30 mindt mie3at prddom vzduchu prebublidva jdcim cez
suspenziu. Vzorka sa odstredovala pri 5§ 000 xg 15 mindt a
supernatant extrahoval 3x 20 ml etylacetdtu. Etylacetdtoveé
vytaZky sa zlu®ili, vysusSili destildciou pri tiasto®nom vdkuu a
po pridanf 5 ml vody sa lyofilizovali. Pripraveny materidl sa
testoval proti bunkdm Hela a =zavislost odpovede od ddvky sa
porovnala s tou istou zdvislostou surovwch polyfenolovych
wyta¥koyv, ktoré nebolli enzymaticky oSetrené. Vysledky (obr. 15M
ukazu_ji zna&ny posun na krivke odpoved-ddvka pre enzymaticky

zoxldovany vyvtaZok, 2o ukazuje, ¥Ye zoxidované produkty sud
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d&inne iSimi inhibftormi neZ ich prirodzengé formy.

Priklad 9: AntioxidaZnd udcinnost kakaovych vytaZkov absahujdcich
prokyanidiny

Literatira uvddza vztah medzi spotrebou prirodzene sa
vyskytu_idcich antioxidantov (vitamfinov C, E a B-karoténu) a
nizsfm wvyskytom chorféb zahrnu_juicich rakovinu (Designing Foods,
Manipulating Foods to Promote Health, Inform, 4:4, 344-369
(1993)) . VZeobecne sa uvaZuje., Z2e tieto antioxidanty ovplyviiuju
urdité oxida®¥né a volnoradikidlové procesy, vrdtane niektorych
typov nddorového pbsobenia. Okrem toho, niektoré rastlinné
polyfenolové zld&eniny. ktoré su zndme ako antikarcinogénne,
takisto vykazuji silné antioxidaZ&né u&inky (Ho a kol., 1992,
Huang a kol. 1992).

S cielom stanovenia, ci kakaové wvytaZky obsahujdce
prokyanidiny vykazu ju antioxidaZné vlastnosti, sa pouZila
%tandardnd Rancimatovi metdéda. Postupy popisané v prikladoch 1, 2
a 3 sa pouZili na pripravu kakaovych wvytaZkov, ktoré boll dalej
spracdvané tak, 2Ze poskytli dve frakcie gélovej permeaZnej
chromataografie. Tieto dve frakcie suU aktudlne skombinované
frakcie A aZ Ca Da E (pozri obr. 1), ktorych antioxidaZné
vlastnosti sa porovnivali s antioxida&nymi vlastnostami

syntetickych antioxidantov BHA a BHT.

Z nepraZenych ara%fdovych orechov sa vylisoval po odstraneni
Supiek arasfdovy ole.i. KaZdd testovand zldZenina sa naotkovalo do
oleja v dvoch koncentrdcidch, tj. pribliZne 100 ppm a 20 ppm,
priom aktudlne koncentrdcie sd uvedené v tabulke 7. Do kaZdej
vzorky sa pridalo 50 ul metanolom solubilizovaného antioxidantu s
cieXom pombct dispergdcii uvedeného antioxidantu. Kontrolnd
vzorka sa pripravila z 50 pl metanolu neobsahujiceho antioxidant.

Pre kaZdd wvzorku sa testovala pouZitfim Rancimatového
stabiliza®ného testu oxida®ni stabilita pri 100 °C a 20 cm™/min
vzduchu. Testovacie parametre sa zvolili tak, aby zodpovedali
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parametrom pouZitym pri Metéde aktivneho kysltika CAUM alebo
Swifloumu testu stability (Van Uosten C.W., Poot C. a Hensen
A.C., The Precision of teh Swift Stability Test., Fette, Seifen,
Anstrichmittel, 83:4, 133-135 (1981)).

Typickd Rancimdtovd stopa e zndzornend na obrizku 16.
Vysledky testov je uvedené v tabulke 8 ako hodiny potrebné na tao,
aby bola dosiahnutd peroxidovd udroveri 100 meq.

Tabulka 7

Koncentrdcia antioxidantov

Vzorka Koncentricia 1 Koncentrdcia 2
PpPm

Butyrovany hydroxytoluén (BHT) 24 120

Butyrovany hydroxyanizol (BHA) 24 120

Surovd etylacetdtovd frakcia kakaa 22 1i0

Frakcia A-C 20 100

Frakcia D-E 20 100

-Tabulka 8

Oxida®nd stabilita ole_ja z podzemnice olejnej s rdznymi

antioxidantmi
Vzorka 20 ppm 100 ppm
Priemer

Kontrolna 1,50 £+ 0,7
Butyrovany hydroxytoluén (BHT) 16,5 + 2,1 12,5 * 2,1
Butyrovany hydroxyanizol (BHA) 13,6 £+ 2,1 14,0 =+ 1.4
Surovd kakaovd frakcia 18,0 + 0,0 19,0 = 1,4
Frakcia A-C 16,0 + 6,4 17,5 = 0,0
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Tieto vysledky demonStrujd zvySend oxidaémi stabllitu
arasidového ole ja s0 vetkymi testovanymi aditfvami. K
na_jvyssiemu zvySeniu oxidacne. stability doflo u wvzorky
naotkovane_ surovym etylovym vytaZkom kakaa. Tieto vysledky
demonstru_d. e kakaové wvytaZXky obsahu_juice prokyanidiny ma_jd
antioxida®ny potencidl rovny zhodnym mnoZstvdm syntetického BHA
a BHT alebo vyZ%f. V sdlade s vynilezom _ie moZné kakaové vytaZky
pouZit namliesto BHA a BHT, napriklad ako antioxidant a/alebo
potravindrske aditfuum. A v tomto ohlade je nutné uviest, 2Ze
vyndlez Jje z _Jjedlého zdroja. Na zdklade tychto vysledkov mbZe
odbornfk v danom obore takisto Yahko ur&it vhodné mnoZstvo
extraktov pre takéto aplikdcie, napr. mnoZstvo pridivané do

potravin bez zbytoZnych experimentowv.
Priklad 10: Studdia inhibfcie Topoizomerdzy II

DNA topoizomerdzy I a II su enzymy, ktoré katalyzujd
Ztiepenie a opakované spdjanie DNA retazcov a tym kontrolu_jd
topologické stavy DNA (Wang J.C., DNA Topoisomerases, Ann. Rev.
Biochem., 54, 665-697 (1985)).

Okrem &Ztddie intraceluldrnej funkcie topoizomerdzy bolo
jednym z najpodstatne_j3ich ndlezov oznaZenie topoizomerdzy II za
primdrny bunkovy ciel pre mnohé klinicky dfleZité protinddorové
zlid%eniny (Yamashita Y., Kawada S.Z. a Nakano H., Induction of
Mammalian Topolisomerase IT1 Dependent DNA Cleavage by
Monintercalative Flavanoids, Genostein and Orbol., Biochem Pharm,
39:4, 737-744 (1990)) zahrnujdcich vnidtorne katalytické €inidla
(m-AMSA, Adriamycin a ellipiticin), rovnako ako aj vnitorne
nekatalyvtické epipodofyllotoxiny. Niekolko 1inif ukazuje, 2Ze
spolonou vlastnostou niektorych protinddorovych liediv e
stabiliz&cia komplexu DNA-topoizomerizy II ("Zistiaceho
komplexu"), ktory o wvystavent denaturujicim &inidlam vedie k
indukovaniu DNA 3tiepenia (Muller M.T.. Helal K., Soisson S a
Spitzer. J.R.. A Rapid and CQuantitative Microtiter Assa for
Eukaryotic Topoisomerase II, Nuc. Acid. Res., 17:9 499 (1889)).
Zistilo sa, Ze tvorba Zistiaceho komplexu spoZivajuica v tom, Ze
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protinddorové lie&ivd produkuji ob_jemné DNA aduktov, vedie

k zahubeniu buniek.

V sdlade s tymto pritazlivym modelom sa pouZil novy
Specificky induktor &istiaceho komplexu DNA-topoizomerdzy II ako
protinddorové, protirakovinové a protinovotvarové tinidlo. Pri
pokusoch identifikovat aktivity cytotoxickei zldZeniny, ktorych
cie¥om _je DNA, sa testovali zvyZené cytotoxické uZinky kakaovych
prokyanidov proti niekolkym bunkovym lfnidm citlivym na
poSkodenie DNA a uskuto¥nil sa enzymaticky test pri pouziti
Tudske_j topoizomerdzy II ziskanej z lymfdmu.

A. Dekantdcia kinetoplasticke. DNA topoizomerdzou

Inhibfcia topoizomeridzove.j II dekantdcie kinetoplastove.j DNA
in wvitro sa ur®ila podY¥a Mullera M.T., Helala K., Soissona
S a Spitzera, J.R.. A Rapid and Quantitative Microtiter Assa for
Eukaryotic Topoisomerase II, Nuc. Acid. Res., 17:9 489 (1989))
nasledu_jicim spdsobom. Z Yudského lymfému sa modifikadciou metdd
Millera K.G., Lia L.F a Englunga P.A., Homogenous Type II DNA
Topoisomerase from Hela Cell Nuclei, J. Biol. Chem., 256:9 334
(1981) a Danksa M.K., Schmidta C.A., Cirtaina M.C., Sutlea D.P. a
Becka W.T., Altered Catalytic Activity of and DNA Cleavage by DNA
Topoisomerase IT from Human Leukemic Cells Selected for
Resistance to VM-26, Biochem., 27:8 861 (1988) pripravili _jadrové
extrakty majice topoizomerdzaovd I Jd&innost. Jedna Jednotka
gisteného enzymu bola dostatoZnd pre dekantdciu 0,25 ug
kinetoplastove_j DNA poZas 30 mindt pri 34 “C. Kinetoplastovd DNA
sa ziskala z trypanozému Crithidia fasciculata. KaZd4 reakcia sa
uskutoiovala v 0,5 ml mikrocentrifugovej skumavke obsahujdce j
19,5 pl H=20., 2.5 nl desatndsobku pufra (jeden ndsobok pufra
obsahu_je 50 mM tris-HCl, pH 8,0, 120 mM KC1l, 10 mM MgClz, 0.5 mM
ATP, 0,5 mM ditiotreitolu a 30 png BSA/ml), 1 pl kinetoplastove
DNA ¢0,2 ug) a 1 ul DMSO - s obsahom rdznych koncentréciit
kakaovych prokyanidfinovych frakcif. T&to kombindcia sa dokonale
premieSala a udrZiavala v Yade. Jedna _jednotka topoiiomerazy sa

pridala bezprostredne pred 1inkubdciou do wvodného kupela s
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teplotou 34 °C, kde sa nechala 30 minut.

Po inkubsdcii sa dekatenany test =zastavil pridanim 5 ul
koncového pufra (5% sarkozylu, O, 002520 brdémfenolovel modrej, 25%
glycerolu) a vzorka sa umiestila na Tad. DNA sa podrobila na 1%
agardézovom géle elektroforéze v TAE pufri obsahu_jdicom
etidiumbromid €0,5 upg/ml). Osvetlenie UV pri 310 nm vlnove. dizke
umoZnilo wvizualizdciu DNA. Gély sa vyfotografovali pouZitim
fotoapardtu Polaroid Land.

Obr-. 17 ukazuje vysledky tychto experimentov. Uplne
katenovand kinetoplastickd DNA nemigrovala do 1% agarézového
gélu. Dekantdcia kinetoplastove. DNA topoizomerdzou II generuje
pdsy monomérnej DNA (monomérny kruh, formy I a IT), ktoré migrujud
do gélu. Inhibfcia enzymu pridanim kakaovych prokyanidinov sa
pre_javu je na postupnom vymiznutt monomérnych pdédsov, ako
vzrasta_jdca koncentricia. Z tychto vysledkov vyplyva, Ze
prokyanidinové frakcie A, B, D a E inhibujd topoizomerdzu II pri
koncentricidch pohybujicich sa v rozmedzf od 0,5 do 5,0 ug/ml.
Tieto inhibi®né koncentrdcie boli vel¥mi podobné koncentrdciam
ziskanym pre mitoxantron a m—-AMSA {4’ —(9-akridinyl-

amino)metdnsulfdédn-m-anizididl.
B. Bunkové linie citlivé na lie&ivo

Zistovala sa cytotoxicita kakaovych btbov proti niekolkym
bunkouym 1fnidm DNA citlivych na poZkodenie. Jednou 2z tychto
bunkovych 1fnif bol mutant opravujicli rozstiepenie dvojitého
retazca xrs—-6 DNA vyvinuty P. Jeggoom P.A., Caldecottom K.,
Pidsleyvom S. a Banskom G.R., v &ldnku "Sensitivity of Chinese
Hamster Quary Mutants Defective in DNA Double Strand Break Repair
to Topoisomerase II Inhibitors", Cancer Res., 49:7 057 (1889
(Kemp L.M., Sedwick S.G. a Jeggo P.A., X-ray Sensitive Mutants of
Chinese Hamster Ovary Cells Defective 1in Double Strand Break
Re_joing, Mutant. Res., 132:189 (1984)). DNA opravnd deficiencia
xXrs—-6 bunkovej linie udeXu_je zld&enindm, ktoré produkujd
Stiepenie DNA dovjitého retazca, napriklad bleomycinu, a
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zld®enindm, ktoré inhibuji topoizomerd&zu a mbZu tak vyvoldvatl
stiepenie dvo_jitého retazca nepriamo, citlivost predovSetkym vo&i
rontgenovému Ziareniu (Warters R.L.., Lyons B.W.., Li T.M. a Chen
D.J.. Topoisomerase 11 Activity a DNA Double-Strand Break
Repair Deficient Chinese Hamster Ovary Cell Line, Mutant. Res.,
254:167 (1991)). Cytotoxicita proti deficientned lfnii sa
porovnala s cytotoxicitou proti COH 1fnil schopnej opravit DNA,
BR1. ZuyZend cytotoxicita proti pre opravu deficientnej (xrs-6)
1fnii sa interpretovala ako evidencia wvzniku 3Stiepenia DNA
XtiepitelXného dvo_jitého retazca.

Na opravu DNA kompetentnej CHO 1linie BR1 bola vyvinutd
Barrowsom, L.R., Borchersom, A.H. a Paixtonom, M.B., Transfectant
CHO Cella Expressing 0%-alkylguanine-DNA-alkyltransferase Display
Increased Resistance to DNA Damage Other than 0®-guanine
Alkylation, Carcinogenesis, B8:1 853 (1987), ktord exprimuje
0®-alkylguanin-DNA-alkyltransferdzu, okrem normdlnych DNA
opravu_ jicich enzymov. Obidve tieto 1linie sa nechali rdst ako
monovrstyy v alfa-MM obsahu_jdcom sérum a antibiotikd, ako
popisuje priklad 6. Bunky bolli udrZiavané v navlhZenej 5% CQOx
atmosfére pri 37 °C. Pred o3etrenim kakaovymi prokyanidmi sa
bunky rastuce ako monovrstuy spojili pouzitim trypsinového
oSetrenia. Testy sa -uskuto&fovali pouZitim MTT testovacieho
postupu popisaného v priklade 6.

Vysledky C(obr. 18) nenaznaduji Ziadne zvy3Senlie cytotoxicity
proti xrs-6 bunkdm, &o pondka moZnost, Ze kakaové prokyanidy pre
inhibfciu topoizomerdzy II wvyuZili iny spdsob neZ Stiepenie
Stiepitelného dvo_jitého retazca. To znamend, Ze kakaové
prokyanidy vzd jomne wvndtorne reagovali s topoizomerdzou II pred

tym, ako reagoval s DNA za vzniku nerozsStiepitelnéhoc komplexu.

Z1ldZeniny tvoriace nerozitiepitelny komplex sud relativne
novym ob_javom. Clenovia antracyklinov, podofylinnych alkaloidov,
antracéndidénov, akridinov ellipticinov su vyuZivani pre klinické
protinddorové, protirakovinové alebo antineoplastické aplikdcie a
produkujd 3Stiepitelné komplexy (Liu L.F., DNA Topolsomerase
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Poisons as Antitumor Druas, Ann. Rev. Biochem., 587 351-375
(1989)). Neddvno bolo identifikovanych niekolYko inhibfitorov
topoizomerdzy II, ktoré, ako sa zd4, neprodukuju Stiepitelné
komplexy. Tieto inhibitory zahrnuji amonafid (Hsiang I.H., Jiang
J.B. a Liu L.F., Topoisomerase II Mediated DNA Cleavage by
Amonaside and Its Structural Analogs, Mol. Pharmacol., 36,
371-376 (€1989)), distamycin (Fesen M. a Pommier Y., Mammarial
topoisomerase II Activity is Modulated by the DNA Minor Groove
Binder - Distainycin in Simian Virus 40 DNA, J. Biol. Chem.,
264:11 354-11 359 (1989)), flavanoidy (Yamashita Y., Kawada S.Z.
a Nakano H., Induction of Mammalian Topoisomerase II Dependent
DNA Cleavage by Monintercalative Flavanoids, Genostein and
Orbol., Biochem Pharm, 39:4, 737-744 (1990)), saintopin
(Yamashita Y., Kawada S.Z., Fujii N. a Nokano H., Induction of
Mammalian DNA Topoisomerase I and II Mediated DNA Cleavage by
Saintopin, a New Antitumor Agent from Fungus, Biochem., 30, 5
838-5 845 (1991)), membraanon (Drake F.H., Hofmann G.A., Mong
S.M., Bartus J.0., Hertzberg R.P., Johnson R.K., Matten M.R. a
Mirabelli C.K., In vitro and Intercellular Inhibition of
topoisomerase II by the Antitumor Agent Membranone Cancer
Research, 49, 2 578-2 583 (1989)), terpenoidy (Kawada S.Z.,
Yamashita Y., Fujii N. a Nakano H., Induction of Head Stable
Topoisomerase IT-DNA - Cleavable Complex by Nonintercalative
Terpenoids, Terpetecin and Clerocidin, Cancer Research , 51,
2 922-2 929 (1991)), antrapyrazoly (Fry D.W., Boritzki T.J.,
Besserer J.A. a Jackson R.C., In wvitro Strand Scission and
Inhibition of Nucleic Acid Synthesis on L1210 Leukemia Cells by a
New Class of DNA Complexes, the Anthra (1, 9-CD1Pyrazol-6(2H)-ones
(Anthrapyrazoles), Biochem., Pharmacol., 34, 3 499-3 508 (1985)),
dioxopiperaziny (Tanabe K., Ikegami Y., Ishda R. a Andoh T.,
Inhibition of Topoisomerase II by Antitumor Agents bis
(2, 6-dioxopiperazine) Derivates, Cancer Research, 51, 4 903-4 908
(1991)) a ndmorny akridin-dekricin (Burres N.S., Sazesh J.,
Gumawardana G.P. a Clement J.J., Antitumor Activity and Nucleic
Binding Properties of Dercitin, a New Acridine Alkaloid Isolated
form a Marine Dercitus Species Sponke, Cancer Research, 49, 5
267-5 274 (1989).
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PretoZe kakaové prokyanidiny inaktivu ji pred vznikom
Stiepitelnych komplexov topoizomerdzu II, mald bud samotné, alebo
v kombindcii s dalsfmi zndmymi a mechanisticky definovanymi
inhibitormi topoizomerdzy II ur&itd chemoterapeutickud hodnotu.
Okrem toho sa takisto zd&, Ze kakaové prokyanidy su novou triedou
inhibftorov topoizomerdzy II ( Kashiwada Y., Nonaka G.I.,
Nishioka I.., Lee K.J.H., Bori I., Fukushima Y., Bastow K.F a Lee
K.H., Tannin as Potent Inhibitors of DNA Topoisomerase II in
vitro, J. Pharm. Sci., B82:5, 487-492 (1993)) a mohli by byt teda
mene_j toxické voZl bunkam, neZ dal3ie zndme inhibitory, &im by sa

zvySovala ich pouZiteXnost pri chemoterapii.

Parenterdlne 1linie MCF-7 pl1l68 Bunkovej 1l1linie MCF-7 (ADR)
Yudskej prsnej rakoviny, ktord exprimuje glykoprotein (gp 170)
viazany na membrdnu, ktory vykazuje rezistenciu vo&i viacerym
lieivdm (Leonessa F., Jacocbson M., Boile L., Lippman J.,
McGarvey M. a Clarke R., Effect of Tamoxifer on the
Multidrug-Resistant Phenotype in Human BreastCancer Cells:
Isobolograms, Drug Accumulation. and M170, 000 Glycoprotein (gp
170> Binding Studies, Cancer Research, 54, 441-447 (1994)) sa
pou®ili na testovanie uU&inkov kakaovej frakcie D&E. Ako ukazuije
obrdzok 19, parenterdlna linia bola inhibovand pri zvy3sujdcich sa
ddvkovych koncentrdcidch frakcie D&E, =zatial £o Adriamycinovd
(ADR) rezistentnd linia bola pri vy38ich ddvkach menej dcinnd.
Tieto vysledky ukazuju, 2e kakaovd frakcia D&E md vplyv na
bunkové linie odolné vodi vicsiemu poZtu liediv.

Priklad 11: Syntéza prokyanidinov

Syntéza sa uskutoiiovala postupom, ktory wvyvinul Delcour
J.A., Ferreira D. a Rouks D.G. a _je popisany v "Synthesis of
Condensed Tannins, Part 9, The Condensation Sequence of
Leucocyanidin with (+)-Catechin and with the resultant
Procyanidins”, J. Chem. Soc. Perkin Trans. I., 1 711-1 717 (1983)
a ktory sa uskutodioval bez dal3fch modifikdcifi. Okrem
kondenzovania (+)-katechinu s dihydrokvercetinom pri redukujdcich
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podmienkach, sa takisto pouZil (-)-~epikatechin s cielom
reflektovat vy%%ie koncentricie (-)-epilkatechinu neZ ako sud
prirodzene obsiahnuté v nefermentovanych kakaovych bBboch. Tieto
produkty syntézy sa izolovali, cistild, analyzovali a
identifikovali postupmi popisanymi v prikladoch 3, 4 a 5. Tymto
spOsobom sa pripravili biflavanoidy, triflavanoidy a
tetraflavanoidy a tie sa pouZili ako Ztandardy spfOsocbom popisanym

vyEsSie v sudvislosti s kakaovymi vytaZkami.

Priklad 12: Test normdlnych fizouvvch polopreparativnych
frakcit

Vzhladom na to, Ze sud polyfenoclové vytaZky kompozinymi
komplexmi, Jje nevvhnutné urdéit, ktoré zloZky boli pri &istend,
testoch ddvka-odpoved a obsiahlej Struktdrnej il1dentifikdcii
aktivne proti 1Linidm rakovinovych buniek. Na separovanie
kakaovych prokyanidinov s bdzou s oligomérnou velkostou sa
pouZila polopreparativna HPLC separdcia (priklad 3B) s normdlnymi
fazami. Okrem pOvodného vytaZku sa pripravilo 12 frakecii (cbr. 2B
a 150) a tie sa testovali v ddvkach 100 pl/ml a 25 pl/ml proti
Hela bunkovei linii s cileXom urcit, ktory oligomér vykazu je
na_jvyss$iu aktivitu. Ako ukazuje obr. 20, frakcie 4 aZ 11
(pentamér aZ dodekamér) wvykazu jui ICse hodnoty pribliZne 25 pl/ml.
Tieto wvysledky ukazujd, Z2e tieto 3Specifické oligoméry ma_jud
na_juyEsiu d&innost proti Hela bunkdm. Okrem toho, normdlna fiazova
HPLC analyza kakaovej frakcie D& ukdzala, 2e t&to frakcia e

cbohatend uvedenymi Specifickymi oligomérmi.

Z predchddzadceho je zre_mé, Z2e tento kakaovy vytaZok a
kakaové polyfenoly, rovnako ako spdsob i1ch vyroby a sada podla
vyndlezu, su wvyuZitelné. V tomto ohlade _je potrebné uviest, Ze
vyndlez pochddza =z _jedlého =zdroja a d&innost in vitro mdZe
demonstrovat aspoii dajakd d€innost in vivo, predovietkym ak sa

zoberd do dvahy vyiSie diskutovanég divky.

Okrem toho, vySZie uvedeny popis ukazu je, Ze kakaovy vytaZok
a kakaové polyfenoly, rovnako ako aj ich kompozicie, spdsob ich
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vwroby a sada podla vyndlezu, maju antioxidaZnd ddinnost zhodni s
dd¢innostou BHT a BHA a rovnako tak ai oxida®nd stabilitu. TakZe
vvndlez _je moZné takisto pouZit namiesto BHT alebo BHA v zndmych
aplikdcisch BHA resp. BHT, ako antioxidant, napriklad
antioxida®né potravinové aditfvum. Vyndlez je moZné takisto
pouZ2it namiesto dinhibitorov topoizomerdzy pri v sidasnosti
zndmych aplikdcidch. V sdlade s tym wvyndlez pondka mnohé
kompozfcie a spfsoby, napriklad antioxidaZné alebo konzervatné
kompozicie, kompozicie inhibujtce topoizomerizu, spBsoby
konzervdcie potravin alebo ITubovolnych poZadovanych vyrobkow,
napriklad pred oxiddciou a spBsoby inhibovania topoizomeriazy,
ktoré zahrnu_jui bud vytaZok kakaa a/alebo kakaovy polyfenol alebo
polyfenoly, alebo ktoré zahrnujd uvedenie potravin, vyrobkov
alebo topoizomerdzy do kontaktu s prislusnou kompoziciou alebo
s kakaovym vytaZkom a/alebo kakaovym polyfenolom alebo

polyfenolmi.
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PATENTOVE NAROKY

1. V podstate gtisty kakaovy wytaZok alebo synteticky
polyfenol alebo polyfenoly, vy zna€u judcil sa tym Ze
obsahu_je oligoméry 3 a2 12 polyfenolu alebo polyfenolowv.

2. V podstate &isty kakaovy vytaZok podla ndroku 1, vy z -
nadu_judci sa tym Ze e vyrobeny splsobom zahrnu_jdcim:

redukovane kakaovych b8bov na prisok,
odtunenie prdsku a
extrahovanie a Cistenie kakaového polyfenoclu alebo

polyfenolov z prasku.

3. V podstate Eisty kakaovy vvtaZok podla ndroku 2, vy z -
naduwujudci sa tym Ze spbsob redukovania kakaovych

b@bov na prd%ock zahrnu_e:

vymrazovanie bSbov a duZiny,
zbavenie vymrazenej hmoty duZiny,
zbavenie vymrazenych kakaovych bdbov Supky a

namletie Supiek zbavenvch bébowv.

4. V podstate &isty kakaovy wvytaZok podlYa niektorého z
ndrokov 2 alebo 3, vy znacdcu judcil sa tym Ze spdsob
vwroby dalej zahrnuje ¢€Cistenie wvytaZku gélovou permeaZnou
chromatografiou a/alebo preparativnou vysokovykonnou kvapalinovou

chramatografiou (HPLOC).

5. V podstate <&isty kakaovy uvytaZok podla ndroku 1, vy z ~
nadu jldci sa tym 2 v podstate obsahuie oligoméry S
aZ 12 polyfenolu alebo polyfenolowv.

6. AntioxidaZn4d kompozicia, vvyznadcujdca s a

tvm Ze obsahuje v podstate &isty kakaovy wvytaZok alebo
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synteticky kakaovy polyfenol alebo polyfenoly podla ndroku 5 a

vhodny nositg.

7. Antioxida®nd kompozicia pod¥a ndroku 6, vy zna & u -
jJdca sa tym Ze obsahuje kakaové prokyanidiny wvyrobené

spOsobom zahrnu_jdcim:

redukovane kakaovych b8bov na prasok,
odtunenie priasku a
extrahovanie a c¢istenie kakaového polyfenolu alebo

polyfenolov z prasku.

8. Antioxidatnd kompozicia podl¥a ndroku 7, vy znacu-
Jdca sa tym Ze spOsob redukovania kakaovych bébov na

. prasock zahrnuje:

vymrazovanie b&bov a duZiny,
zbavenie vymrazenej hmoty duZiny,
zbavenie vymrazenych kakaovych bobov 2upky a

namletie Supiek zbavenych bbGbowv.

9. Antioxidacénd kompozicia podla ndroku 7 alebo 8, vy 2z -
nadujuuca sa tym Ze spdsob wyroby dalej zahrnuje
Zistenie vytaZku gélaovou permeatnou chromatografiou a/alebo

preparativnou vysokovvkonnou kvapalinovou chromatografiou (HPLOC).

. 10. Sada na ofetrenie pacienta., v pripade potreby oZfetrenie
antineoplastickym €inidlom, vy znacu jdca sa tym Ze
vV podstate obsahuje €isty kakaovy wvytaZok alebo synteticky

kakaovy polyfenol alebo polyfenoly podla ndroku 5 a vhodny nosii&.

11. Sada podY¥a nédroku 10, vy znatu_juddca sa tvym
Ze obsahuje in3trukcie na zmieSavanie jednotlivyvch zloZiek alebo

informdcie tyka_jice sa spfisobu podania pacientovi.

12. Lyofilizovand antineoplastickd kompozicia, vy z n a -
cu jdca sa tyvm Ze obsahuje v podstate tisty kakaovy
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vvlaZok alebo synteticky kakaovy polyfenol alebo polyfenoly podla

ndrocku 5 a vhodny nosid&.

13. AntioxidaZ&nd alebo konzervafnd kompozicia, v v z n a -
u_jdca sa tvyvm Ze absahuje v podstate &isty kakaovy
vytaZok alebo synteticky kakaovy polyfenol alebo polyfenoly podla

ndroku 1.

14. Kompozicia inhibu_jldca topoizamerdzu, vv znacu jua-
ca sa tvm Ze obsahuje v podstate tisty kakaovy vytaZok
alebo synteticky kakaovy polyfenol alebo polyfenoly podla ndroku

1.
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