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Sucha zmes s obsahom flavonolov, napoj s jej obsahom a jej pouzitie

Oblast techniky

Vynalez sa tyka, inter alia, ur€itych zmesi, ich pouZitia a potravinovych

doplnkov a napojov uréenych na spotrebu fudmi, ktoré obsahuju tieto zmesi.

Doterajsi stav techniky

Vysoka spotreba vina vo Francizsku sa povaZuje za délezity faktor stravy,
sposobujici nizky vyskyt Umrtnosti na koronarne srdcové choroby (CHD) a
predpoklada sa, Ze aspoil Ciastoéne je to moZné vysvetlenie javu znameho ako
"Franclizsky paradox‘ (Renaud & De Lorgeril 1992), Francuzsko je vynimka
v porovnani s vaésinou inych krajin pretoZze CHD Umrtnost je nizka, bez ohladu na
vysoky prijem nasytenych tukov.

Existuje rozsiahla literatira o udajnych priaznivych Gginkoch Cerveného
vina vo vztahu k prevencii koronarnych srdcovych choréb (CHD). Epidemiologicke
udaje potvrdzuji, Ze ochrana poskytovana vinom je vysSia ako ochrana inymi
alkoholickymi napojmi, ako je napriklad pivo a destilaty, ¢o naznacuje, ze k tomuto
efektu prispievaju iné faktory nez obsah alkoholu vo vine (St Leger a spol., 1979;
Renaud & De Lorgeril 1992). Vo vyhliadkovej $tudii v Kodani, Dansko sa vyhodnotili
rézne parametre (vratane prijmu alkoholu, zvyku fajéit a indexu telesnej hmotnosti)
u 13285 [udi dosahujlcich 12 rokov preZitia. Zistilo sa, Ze nizky az mierny prijem
vina (ale nie piva alebo destildtov) bol spojeny s nizSou umrtnostou na
kardiovaskularne a cerebrovaskularne choroby a iné takéto priginy (Gronbaek a
spol., 1995). Tieto vysledky potvrdili vysledky skér uvedené v USA (Klatsky &
Armstrong, 1993).

Pribudaju dékazy, Ze retazova reakcia volnych radikalov peroxidacie tukov,
zahrnujuca oxidaciu lipoproteinov s nizkou hustotou (LDL) hra vyznamnu
prispievajucu ulohu vo vyvoji aterosklerézy a CHD (Steinberg, 1993).

Frankel a spol.. (Lancet 1993 341, 454 a7 457) presku$al schopnost
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zriedeného dealkoholizovaného ¢erveného vina inhibovat' oxidaciu fudskych LDL in
vitro a zistilo sa, Ze vino je velmi aktivne ako antioxidant. Autori predpokladaja, Zze
bezna konzumacia ¢erveného vina moéze "zniZit oxidaciu lipoproteinov a znizuje
tromboticky fenomén". AvSak autori priznali, Ze "potrebujeme poznat viac o
farmakokinetike vinnych flavonoidov a absorpcii a metabolizme vinnych fenolov, ak
mame zhodnotit' daldiu potencidlnu ulohu antioxidaénych latok v &ervenom vine pri
znizovani CHD".

Flavonoidy patria ku skupine latok nazyvanych polyfenoly (PP), takto
nazyvané pretofe obsahuju dve alebo viac fenolovych skupin. Polyfenoly sa
vyskytuju hojne v &ervenom vine a pozostavaju z vefkého poltu réznych
chemickych latok s réznymi molekulovymi hmotnostami. Hiavné polyfenolové zlozky
hrozna a vina a ich koncentracie su opisané Shahidi & Nazck (1995) v "Food
phenolics: sources, chemistry, effects and applications” (Technomic Publishing Co.,
Lancaster Pa, USA) str.136 az 146. Medzi polyfenolmi si nasledujlce triedy:
flavonoidy (pojem &asto pouzivany na oznaCenie polyfenolov vSeobecne, ale
beznejsie v Eurdpe len na oznagenie flavonov), flavanoly, proantokyanidiny (tiez
nazyvané prokyanidoly, prokyaniny, prokyanidiny a taniny) a antokyaniny.

Flavony su latky so zakladnou Struktirou uvedenou na Obrazku 2, v ktorom
st dva benzénové kruhy (A a B) spojené s heterocyklickym $est-Clennym kruhom
C, ktory obsahuje karbonylovi skupinu. Kruh B mdZe byt pripojeny v polohe 2 (ako
je na ilustracii), ¢im sa poskytne flavén alebo v polohe 3, &im sa poskytne izoflavon.
Hydroxylacia sa mdZe vyskytovat v polohach 3, 5, 7 a 3', 4', 5', ¢im sa poskytnu
tatky nazyvané flavonoly. Typické priklady flavonolov su: kvercetin (hydroxylovany
v polohach 3, 5, 7, 3', 4'), kampferol (hydroxylovany v polohach 3, 5, 7, 4'), a
myricetin (hydroxylovany v polohach 3, 5, 7, 3, 4, 5"). M6zu prirodzene sa
vyskytovat ako aglykén alebo ako O-glykozidy (napriklad D-glukéza, galaktoza,
arabindza, ramnoza atd.). Zistili sa tiez iné formy substiticie ako napriklad
metylacia, sulfonacia a malonylacia.

Flavonoly maji zakladna $truktaru uvedeni na Obrazku 3. Dva
najbeznejsie flavonoly su katechin (hydroxylové skupiny v polohach 5, 7, 3, 4 a

jeho stereoizomér epi-katechin. Hydroxylové skupiny mézu byt esterifikované



o]
-3 -

kyselinou galovou (uvedena na Obrazku 4). Proanto-kyanidiny st polyméry
katechinu a/alebo epikatechinu a mézu obsahovat’ az do 8 jednotiek alebo viac.

Antokyaniny sG farebné latky so zakladnou Struktirou uvedenou na
Obrazku 5. Niekedy si nazyvané antokyanidiny. Typické priklady su: Kkyanidin
(hydroxylovany v polohach 3, 5, 7, 3', 4'), delfinidin (hydroxylovany v polohach 3, 5,
7, 3', 4, 5") a pelargonidin (hydroxylovany v polohach 3, 5, 7, 3'). Hydroxylové
skupiny su obvykle glykozylované a/alebo metoxylované (napriklad malvidin v
polohe 3', §').

Do vSeobecného pojmu ,polyfenoly" si zahrnuté kyseliny dihydroxy- alebo
tri-hydroxy-benzoové a fytoalexiny, ktorych typickym prikladom je resveratrol
(uvedeny na Obrazku 6).

NajpouzivanejSou metédou na uréenie oxidacie LDL je pouzitie
prechodného kovu medi (konkrétne idnov Cu?*) ako katalyzatora na umozZnenie
oxidacie endogénnych lipidovych hydroperoxidov. Antioxidanty pritomné v LDL,
zvlaét alfa-tokoferol, oddaluja oxidaény proces a spodsobuji takzvanu fazu
oneskorenia. Proces sa mobze flahko sledovat v UV spektrofotometri pretoze
oxidaéna reakcia produkuje konjugované diény, ktoré sa modzZu kontinuaine
monitorovat pri 234 nm (Esterbauer a spol., 1989). Na ochranu LDL pred oxidaciou
pocas uskladnenia sa pridava EDTA, aby sa komplexovala med a iné stopovée
prvky. Tento prebytok EDTA interferuje s medou katalyzovanou oxidaciou. EDTA sa
moze odstranit pomocou dialyzy LDL pripravkov pred pridavkom iénov medi alebo
sa mbze pridat prebytok i6nov medi na kompenzovanie viazanych s EDTA.

Vysledky in vitro experimentov trochu podobné na vysledky opisané
Frankelom a spol., (Lancet 1993, citované vys$ie) boli tiez publikované Frankelom
a spol., v 1995 (J. Agricult. and Food Chemistry 43, 890 az 894). Autori tejto
publikacie venovali pozornost obtiaznosti interpretovat in vitro udaje. Teda, .Hoci
fenolické latky maji podobné chemické viastnosti, ich redukéna kapacita nie je
vefmi presnym prediktorom ich antioxidaénej aktivity. V LDL oxidacnej skuske a
inych testoch antioxidacnej aktivity je systém typicky heterogénny a fyzikalne
viastnosti, ako napriklad lipofilita, rozpustnost a rozdefovanie medzi vodnu a

lipidovt fazu LDL, sa mdzu stat vyznamnymi pre urenie antioxidacnej aktivity".
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Odbornik v tejto oblasti uréite uzna, Ze extrapolacia od in vitro zisteni po in
vivo situacie je Casto nenalezitad. Odkazujeme Citatela ako prikiad na publikaciu
McLoone a spol., (1995 Proc. Nutr. Soc. 54, Abstrakt 168A), ktora ukazuje, Ze hoci
latka lutein ma schopnost inhibovat oxidaciu LDL in vitro, dopinenie stravy fudskych
dobrovolnikov s luteinom pocas 2 tyzdiiov (ktoré poskytlo 6-nasobny vzrast hladin
luteinu v plazme) nemalo uginok na oxidaciu LDL.

Na vyskum moznych priaznivych uéinkov Cerveného vina na zdravie sa
maju konat niektoré in vivo skisky. Fuhrman a spol., (1995 Am. J. Clin. Nutr. 67,
549 - 554) zistil, ze "Niektoré fenolové latky, ktoré sa vyskytuja v Eervenom vine, ale
nie v bielom vine, st absorbované, viazané na plazmové LDL, a méZzu zodpovedat
za antioxidaéné vlastnosti éerveného vina" a poskytol vo svojich slovach prvu
demonstraciu ,2e konzumacia Cerveného vina inhibuje sklon LDL podliehat
peroxidacii lipidov", a Ze to mdze prispiet k spomaleniu aterosklerézy. Avsak, studia
Sharpe a spol., vysledky ktorej boli publikované (Q. J. Med. 1995 88, 101 az 108)
takmer suéasne so $tudiou Fuhrman a spol., zistila, Ze ani konzumacia ¢erveného
vina ani bieleho vina nemala ucinok "na celkovy cholesterol, triglyceridy, HDL alebo
miery antioxidaéného charakteru, vratane citlivosti LDL k oxidacii".

De Rijke a spol., tiez skumali tento material a viedli randomizované dvojito-
slepé skusky. Uviedli svoje zistenia v 1996 (Am. J. Clin. Nutr. 63, 329 aZ 334) a
zistili, Ze "Vysledky tohto $tudia neukazuju priaznivy Gginok konzumacie Cerveneho
vina na oxidaciu LDL ".

Teda sumarne, existuju viaceré odkazy, Zze zriedené Gervené vino moze
inhibovat oxidaciu LDL pri in vitro skuskach, ale Ze tieto zistenia nemdézu
nevyhnutne byt prenesené na in vivo situaciu. Dalej, in vivo Udaje tykajuce sa
inhibovania oxidacie LDL pomocou konzumacie éerveného vina s prinajlepSom
konfliktné a nie je jasny dokaz potvrdzujuci, Ze konzumacia Cerveného vina ma
ucinok na oxidaciu LDL.

Teraz su verejne dostupné pocetné zmesi, ktoré sa pripravuju z vina alebo
hroznovych vedlajSich produktov a ktoré mézu obsahovat polyfenoly (aj ked
u niektorych zmesi pri dost nizkych hladinach). Medzi nimi su kapsuly Francizsky

Paradox (dostupné od Arkofarma). Kapsuly Francuzsky Paradox sa vyrabaju
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pomocou pripravy extraktu z matolin (odpad hroznovych Supiek zostavajuci po
fermentacii vina). Vacsina z polyfenolov pritomnych v hroznovych Supkach je
rozpustna v alkohole a teda maju sklon extrahovat sa do fermentujliceho sa vina.
Teda, kapsuly FranclUzsky Paradox maju v skutoCnosti dost nizky obsah
polyfenolov. (Iné verejne dostupné zmesi zahrnuju prasok, obsahujuci antokyaniny
(ziskatelné od Sefcal) vyrobeny z extraktu hroznovych Supiek, a ktory sa pouZiva
ako potravinarske farbivo, a zmes, obsahujucu proantokyanidin (,Endotelon”)
pripravent z hroznovych semien.)

Aj ked kapsuly Francuzsky Paradox obsahuju vyznamné mnoZstva
polyfenolov, nie je jasné, Ze by oralna konzumacia takychto syntetickych
polyfenolovych zmesi vykazovala rovnaky terapeuticky uginok udajne spojeny s
konzumaciou &éerveného vina. Napriklad, ako je vysvetlené Goldbergom (1995 Clin.
Chem. 41, 14 az 16), obsah alkoholu vo vine udrZuje polyfenoly v roztoku vo vine a
v ludskom &reve, takze moZu byt dostupné na absorpciu. Synteticky bezalkoholovy
polyfenolovy prasok méze byt Upine neucinny, pretoZe polyfenoly si nedostatocne
rozpustné v ¢reve (v nepritomnosti alkoholu) na to, aby boli absorbované. Okrem
toho, absorpcia do krvného obehu mozno nie je dostato€na na to, aby vykazovala
anti-oxidaény uéinok na LDL - mdZe sa pozadovat tesné spojenie polyfenolov s LDL
frakciou.

Zistilo sa, Ze mnohé choroby st spésobené alebo vyvolané mechanizmom
oxidacie volnych radikalov; napriklad rakovina, $edy zakal, cukrovka atd.
Antioxidaé&né Ziviny, ako napriklad vitamin E, vitamin C a iné, sa povaZuju za
prevenciu oxidacie volnych radikdlov v mnohych organoch a tkanivach. Teda
absorpcia polyfenolov, ktoré st Gginné antioxidanty, su spdsobilé posobit na
choroby spojené s volnymi radikalmi/oxidaciou véeobecne, a pouzitie polyfenolov
moze byt ovela Sirsie ako lieGenie alebo prevencia koronarnych srdcovych choréb.

Napriek tomu, CHD su jednou z hlavych pri¢in imrtnosti a chorobnosti v
zapadnom svete, a preto maju zvlastny vyznam. Patogenéza chor6b pozostava v
podstate z dvojstupfiového procesu, ktory zahriiuje najprv vyvoj aterosklerotickych
poviakov a potom tvorbu trombu (zrazenina) na poviaku (proces nazyvany

tromboza), ktory mdze spoésobit arteriainu okluziu, ktorej désledkom mbze byt
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infarkt myokardu (Ml) a nahia smrt. Iné choroby, ktoré su spésobené trombo6zou sa
mitvica a tromboza zil. Pociatoénym Stadiom pri tvorbe trombu je agregacia krvnych
dosticiek, ktoré potom uvolfuji koagulaéné faktory do krvi, &im spdsobuja
produkciu fibrinovych zrazenin. Ked sa tvoria krvné zrazeniny, molzu byt
odstrafiované pomocou procesu znameho ako fibrinolyza, ktora je v podstate
rozpustanim zrazenin a degradacia fibrinu na degradacné produkty. Teda existuju
najmenej dva procesy, pomocou ktorych sa da predchadzat' trombéze: inhibicia
agregacie krvnych dosticiek, alebo zvySenie fibrinolyzy.

Abnormalne bujnenie buniek hladkého svalstva ciev (VSMC) médze
prispievat k tvorbe obstruktivnych lézii pri koronarnych srdcovych chorobach,
ateroskleroze, restenéze, mitvici a neoplazmach hladkého svalstva Ccriev,
maternice, myéme maternice alebo fibrome.

Mnoho rokov je zname, Ze TGF-B je jednym z najsilnejSich inhibitorov rastu
buniek (Massagué, 1990), a viaceri autori zistili, Zze TGF-p inhibuje VSMC
proliferaciu (Assolian, 1986; Bjorkerud, 1991; Owens, 1988; Kirschenlohr, 1993).
Ludské VSMC produkuji TGF-B v latentnej, inaktivnej forme, ktora sa aktivuje
proteolyticky pomocou sérového proteinu plazminu, ktory sa zas ziska z
plazminogénu pomocou skupiny plazminogénovych aktivatorov (PAs), ako
napriklad tkanivovy plazminogénovy aktivator (tPA) (Lyons, 1990). Vzrast
celkového plazmového TGF-B sa povazuje za Uginny faktor na inhibovanie rastu
VSMC, pretozZe sa latentna forma konvertuje na aktivnu formu pomocou plazminu.

Viaceri autori vyvinuli metédy na urenie plazmovej hladiny TGF-B a na
hfadanie farmaceutickych latok, ktoré mézu stimulovat tvorbu TGF-f aj v latentne]
aj v aktivnej forme. V US 5,545,569 (Grainger a spol.) je opisana metoéda na
uréenie in vitro G&innosti latok, ktoré zvy$uju plazmové hladiny TGF-B a stimuluju
jeho tvorbu, pouzitim technik opisanych v uvedenom dokumente. W094/26303
(Grainger a spol.) opisuje metédu udrziavania alebo vzrastu priemeru ciev chorych
alebo poranenych ciev cicavcov pomocou podavania G¢inného mnozstva TGF-B
aktivatora alebo tvorbou stimulatora. Latka Tamoxifen (trans-2-[4-(difenyl-1-

butanyl)fenoxy]-dimetyl-etylamin je narokovana ako G¢inna latka, pretoze stimuluje
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tvorbu TGF-B, a zvySuje pomer aktivneho ku latentnému TGF-p. Dalsia latka
vykazujlca tato aktivitu je aspirin (Grainger, a spol., 1995), ktory zvySuje aj celkovy
aj aktivny sérovy TGF-$ u normalnych fudi, ale len celkovy TGF-B u pacientov s
koronarnou srdcovou chorobou.

Vzrast agregacie krvnych dosti¢iek bol tiez vyznamne spojeny s rozSirenim
(Elwood a spol., 1991) a dopadom (Thaulou a spol., 1991) CHD. Agregacia krvnych
dosticiek sa pohodine Studuje pouZitim agregometra krvnych dosticiek, v ktorom sa
zkrvi Eerstvo ziskana suspenzia krvnych dostiCiek umiestni do kontaktu
s agonistickou latkou, ktora spdsobi agregaciu. M6Zu sa pouZit mnohé agonistické
latky, ale najtypickej§imi su kyselina arachidonova, ADP, kolagén a trombin. Z
merania maxima agregacie (%) je mozZné Studovat uéinky inhibitorov agregéacie
krvnych dostiGiek, ktoré sa mézu podavat subjektu oraine alebo pomocou injekcie.
Jednou z najuéinnejSich latok na prevenciu agregacie krvnych dostiCiek je aspirin,
ktory inhibuje aktivitu cyklo-oxygenazy a tvorbu tromboxanu, faktora nutného pri
tvorbe trombu (Moncada & Vane, 1979). Aspirin tiez brani CHD, miftvici a nahlej
smrti (Hennekens a spol., 1988).

Fibrinolyticky systém tvori kaskadu extra-celularnych proteolytickych reakcii
pevne regulovanych pomocou aktivatorov a inhibitorov. Enzymovy plazminogénovy
aktivator tkanivovy-typ (tPA) konvertuje plazminogén na plazmin, ktory zas
rozpusta fibrinové zrazeniny. t-PA je glykoprotein syntetizovany v endotelovych
bunkach, ktory sa adsorbuje na fibrin, aby sa tak aktivoval. Inhibitor
plazminogénového aktivatora (PAI)-1, je inhibitorom serinproteazy a pdsobi ako
$pecificky inhibitor t-PA. PAI-1 sa vyskytuje v troch forméach: aktivny, latentny a ako
inaktivny komplex. Syntetizuje sa v endotelovych bunkach, pefeni a krvnych
dostickach.

V krvnom obehu je véaésina tPA (95%) komplexovana s PAI-1. Velmi malo z
tPA a PAI-1 je vo volnej (aktivnej) forme. ZniZzena fibrinolyticka aktivita sa povazuje
za zodpovednu za zvy$enie hiadiny PAI-1 alebo aktivity, ktora spésobuje zniZenie
aktivacie plazminogénu na plazmin pomocou tPA. To je déleZité pre posudenie

spojenia medzi zniZenou fibrinolytickou aktivitou a rizikom CHD (Mehta a spol.,



-8-

1987) a MI. ZmenSena fibrinolyza, hlavne na zvySenie plazmového PAI-1, je
beznym zistenim pri trombotickej chorobe. V Northwick Park Heart Study,
prieskumnej epidemiologickej Studii muzov v strednom veku (40 aZ 54 pri vstupe),
Meade a spol., (1987) uviedli Ze znizena fibrinolyticka aktivita je hlavnym
nezavislym rizikovym faktorom pre budicu CHD. Prierezové $tidie pacientov s
anginou pektoris alebo s predchadzajucim infarktom myokardu konzistentne ukazali
znizena fibrinolytickal aktivitu u pacientov v porovnani s kontrolnou skupinou
(Hamsten a spol., 1985 a 1986; Johnson 1984, Paramo a spol., 1985; Aznar a
spol., 1986; Francis 1988; a Olofson a spol., 1989). U MI pacientov sa PAI-1
koncentracie ukazali vy$Sie v porovnani s kontrolnymi osobami (Hamsten a spol.,
1987).

Spésob znizenia agregacie krvnych dostiCiek a/alebo zvySenia fibrinolyzy
by sa mohol vzhfadom na tlohu pri agregécii krvnych dostiCiek a fibrinolyze v tvorbe

trombu pouZit ako metdda lieCenia trombotickej choroby véeobecne a CHD zviast.

Podstata vynalezu

V prvom uskuto&neni vynalez poskytuje z pestovanych rastlin ziskavanu
suchl zmes, obsahujucu flavonol vhodnu pre konzumaciu fudmi, kde najmenej 25
% hmotnostnych ziskavaného materialu z rastlin v zmesi predstavuje polyfenoly.

Ako vysvetlenie, z pestovanych rastlin ziskavané zmesi méZu obsahovat
extrakty rastlin alebo ich asti (ako naprikiad hfuzy, plody), ktoré sa nejakym
spésobom mézu spracovat (napriklad pomocou fermentacie). Teda z pestovanych
rastlin ziskavané zmesi zahrnuju vodné alebo organické rozpustadlové extrakty
rastlin alebo ich ¢asti, ovocnych Stiav a fermentovanych kvapalin (napriklad vina)
vyrabanych z rastlin alebo ovocnej Stavy, alebo zmesi ziskanych z niektorych z
predchadzajicich materiglov. Rastlinny material sa typicky spracuje (fyzikalne
a/alebo chemicky) po&as vyroby zmesi na extrakt polyfenolov z rastlin a tak sa zvysi
a obohati polyfenolovy obsah v zmesi.

Vyhodne zmes méze byt taka, Ze ziskavany material z rastlin predstavuje

najmenej 35 % hmotnostnych polyfenolov alebo viac, vyhodne najmenej 45 %



hmotnostnych polyfenolov.

Zmes moZe obsahovat Uplne alebo podstatne z rastlin ziskavany material,
z ktorého sa ziska flavonolovy obsah zmesi. Alternativhe zmes mdze obsahovat
iny material, ako napriklad prichute, vehikula, nosiCe a podobne konven¢ne
pouzivany pri priprave zmesi na konzumaciu fudmi.

Pojem "z pestovanych rastlin ziskavany material" v zmesi zodpoveda tomu
podielu zmesi, ktory pochadza z rovnakého zdroja, ako flavonolovy obsah zmesi.
Zmes modze tiez obsahovat iné zlozky (napriklad $krob alebo prichute) ziskané z
rastlin, ale tieto nie st povazované za "z pestovanych rastlin ziskavany material”,
ak nie su ziskané z rovnakého zdroja ako flavonolovy obsah zmesi.

Vyhodne je zmes taka, Ze flavonolovy obsah je najmenej 0,5 %
hmotnostného, vyhodne najmenej 1 % hmotnostné a vyhodnejie najmenej 2 %
hmotnostné celkového ziskavaného polyfenolového obsahu zmesi z rastlin.

Je tieZ vyhodné, ak flavonolovy obsah zmesi ako celok je najmenej 0,01 %
hmotnostného, vyhodnej$ie najmenej 0,1 % hmotnostného a najvyhodnejSie
najmenej 1 % hmotnostneé.

V druhom aspekte vynalez poskytuje z rastlin ziskavanu suchi zmes
obsahujucu flavonol, ktora obsahuje najmenej 0,01 % hmotnostneho flavonolu,
vyhodnejsie najmenej 0,1 % hmotnostného, a najvyhodnejSie najmene; 1 %
hmotnostné.

Zmesi definované vy$sie su typicky pri atmosférickom tlaku (101 kPa (760
mm Hg)) vteplotnom rozsahu 10 az 20 °C tuhé. Zmes modZe byt Casticova
(napriklad praskova alebo granulovana), alebo méZe byt formovana do kapsul,
tabliet a podobne.

Prekvapivo sa zistilo, Ze zmesi podfa tohto vynalezu s G¢inné po oralnej
konzumacii fudskymi subjektami, na inhibovanie oxidacie plazmovych LDL, podra
merani pomocou mnohych kritérii. Teda oralna konzumécia zmesi je ucinna na
vzrast fazy oneskorenia pri oxidacii izolovanych plazmovych LDL podfa urCenia
pomocou metody Esterbauera a spol., (1989 Free Radic. Res. Commun. 6, 67 az
75). Struéne, pri tejto metdde sa LDL izolované z pacientovej plazmy pomocou

ultracentrifagy dialyzuji na odstranenie EDTA, a k LDL (pritomnym s koncentraciou
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50 mg/l) sa pridaju i6ny medi (5 pmol/l). Obvykla doba oneskorenia pred tvorbou
diénu je asi 50 az 60 minut. Podavanie zmesi podla tohto vynalezu subjektu by
malo poskytnit prediZzenie doby oneskorenia vyhodne najmenej 2 minaty (alebo asi
4 % alebo viac). NajvyhodnejSie je v rozsahu 5 az 25 minut (alebo asi 10 az 50 %).
Okrem toho je zmes u&inna (po oralnej konzumacii) na zniZenie mnoZstva
lipidovych peroxidov v plazme fudskych subjektov (podfa vyhodnotenia pomocou
metody Gorog a spol., 1994, a ako je opisané nizSie).

Zmesi vhodne obsahuju polyfenoly (vratane flavonolov) ziskané z hrozna
(celého hrozna alebo jeho Easti, ako napriklad zo Supiek alebo $tavy), vina (zviast
derveného vina, ktoré obsahuje ovela vySSie koncentracie polyfenolov ako su v
bielom vine), alebo vedrajsie produkty a/alebo odpadové produkty procesu vyroby
vina, ako napriklad vylisky (t.j. zvySok z rozdrveného hrozna po extrakcii Stavy)
alebo matolina (odpadové tuhé latky zostavajuce po pociatocnej fermentacii). Avsak
polyfenoly, ako napriklad flavonoly, si pritomné v Sirokom rozsahu prirodne sa
vyskytujucich materialov, z ktorych mnohé obsahujua vy3si flavonolovy obsah ako
&erveného vino, a tak by mohli predstavovat vhodnejSie zdroje flavonolov. Priklady
takychto materidlov zahrnuju: ovocie vo vSeobecnosti, ako napriklad jablka
(napriklad var. "Gravensteiner"), zvlast jablkové Supky, hrusky (napriklad var.
"Williams Christs"); paprika (napriklad var. "Yolo wonder"); &ervené ribezle; Cierne
ribezle (zvlast vyhodné pre relativne vela flavonolov); citrony, CereSne; brusnice;
egrese; rajciny; olivy; a zelenina vSeobecne, vratane: redkoviek (napriklad var.
"Saxa treib"); kalerabu (napriklad "Primavera"); chrenu; zemiakov; cibule; a Spargle.

V konkrétnom uskutoéneni sa zmes ziska z ¢erveného vina a obsahuje
reprezentativny profil v podstate vetkych polyfenolovych latok pritomnych vo vine
(typicky, hoci nie nevyhnutne, pritomné v zmesi v podstate v relativnych
mnozZstvach predstavujicich mnozstva vo vine, z ktorého sa zmes ziskava). Takato
zmes mdze oznatena ako "celkovy polyfenolovy subor”.

Polyfenoly sa mézu pohodine ziskat z Cerveného vina alebo inych
polyfenoly obsahujicich kvapalin pomocou absorpcie na Zivicu v chromatografickej
koléne, s eluciou polyfenolmi obohatenej frakcie z koloény (typicky po kroku

premytia) pouZitim ako eluenta 40 az 50 % etanolu, alebo iného vhodného
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organického rozpustadia (ako napriklad metanol, aceton, etylacetat, dichlormetan a
chloroform - ktoré mézZe byt v vodnom roztoku). Organické rozpustadlo je vyhodne
relativne prchavé (t.j. méa teplotu varu medzi 30 a 85 °C pri tlaku 101 kPa (760 mm
Hg)) a tak sa fahko odstrani, éim zanecha v podstate suchu (t.j. menej ako 10 %
hmotnostnych H,0) tuhi zmes obsahujucu polyfenoly. Takato metoda sa méze
uspesne pouzivat na ziskanie suboru celkovych polyfenolov z ¢erveného vina.

Alternativne sa polyfenoly mézu ziskat z &erveného vina alebo ingj
polyfenoly obsahujucej kvapaliny pomocou rozpustadlovej extrakcie pouZitim
vhodného organického rozpustadia nemieSatelného s vinom alebo danou inou
kvapalinou. Alternativne sa polyfenoly méZu ziskat z polyfenoly obsahujlcich
tuhych latok pomocou rozpustadlovej extrakcie (typicky extrakcia s organickym
rozpustadlom, ako napriklad etanolom alebo etylacetatom), tuhé latky sa mézu
potom separovat od rozpustadla pomocou filtracie alebo centrifugacie.
Rozpustadlo sa mdze potom odparit, ¢&im zanecha v podstate suchu tuht zmes
obsahujtcu polyfenoly.

Vo vyhodnych uskuto&neniach, predstavuje zmes potravinovy doplnok. To
moéze byt latka uréena na pridanie ako pridavna zloZka potas vyroby potraviny,
alebo sa moZe samostatna latka konzumovat jedincom (napriklad ako tableta alebo
kapsula) v podstate izolovana (t.j. nezmie$ana) od inych potravinovych zloZiek pred
konzumaciou (hoci sa samozrejme tableta alebo kapsula méze zobrat s potravou).
Vynalez teda zahmuje v svojom rozsahu produkt, zviast potravinu, obsahujicu
zmes podfa tohto vynalezu. Alternativne zmes méze predstavovat tuhu latku,
z ktorej sa vyrobi napoj zmiesanim s fyziologicky prijatelnym zriedovadlom (ako
napriklad mliekom, vodou alebo inou vodnou kvapalinou).

Davka zmesi podavana subjektu je zavisla na stupni aktivity materialu, ale
bude medzi 10 mg a 10 g za defi. Pre celkovy polyfenolovy subor ziskany z
gerveného vina je vyhodna davka 0,1 az 4,0 g/defi, a vyhodnejSie 1 az 2 g/den,
ekvivalentna 0,5 az 1 litru éerveného vina na deii. Vyhodna davka flavonolu bude v
rozsahu 0,1 az 1000 mg za def, vyhodne v rozsahu 0,5 az 500 mg za den,
vyhodnejsie v rozsahu 1 aZz 250 mg za den.

Odbornik v tejto oblasti bude schopny urobit pripravok polyfenolov
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ziskanych z vina, hrozna alebo vedfajSich produktov vina a dalej ho frakcionovat,
¢im sa ziskaju zmesi s koncentrovanejSou aktivitou. To by sa mohlo urobit
pomocou kolénovej chromatografie, rozpustadlovej extrakcie, pomocou
molekulovych sit so semi-permeabilnymi membranami, alebo inymi metédami
konvenéne pouzivanymi v potravindrskom priemysle. Vyhodou je, Zze hmotnost
aktivnej latky je mensia a priaznivo sa zmeni farba a chut dopinku.

Zmesi podfa tohto vynalezu sa mézu pripravit pouzitim aktivnych
polyfenolovych &inidiel v zhode s konvenénou praxou potravinovych doplinkov alebo
farmaceutickou praxou. Zriedovadla, vehikula alebo nosi¢e atd., ktoré sa mézu
pouzivat si dobre zname v oblasti pripravy potravin a forma zvolena pre kazdy
konkrétny rezim bude zavisiet na danom kontexte a vofbe toho, kto zmes
pripravuje. Véeobecne davka bude zavisiet od koncentracie polyfenolov v zmesi a
na identite danej polyfenolovej latky.

Naviac zmesi mdzu obsahovat akykolvek pocet dalSich zloZiek, ako
napriklad zloZky typicky pouzivané v potravinarskom priemysle a/alebo vo
farmaceutickom priemysle. Takéto zlozky moZzu zahrnovat Ziviny (zvlast stopove
prvky a vitaminy), antioxidanty, terapeutické latky (zvlast tie ¢o maju terapeuticky
uginok vo vztahu k prevencii a/alebo lieGeniu CHD, konkrétne, aspirin), prichute a
sladidla (zvlast umelé sladidla, ako napriklad aspartam atd").

Priklady uvedené vysSie zahmuju nasledujice latky: karotenoidy, ako
napriklad lutein, lycopén, alebo o- a/alebo B-karotén; potravinove antioxidanty
alebo anti-zapalové &inidla, ako napriklad vitamin A, vitamin C, vitamin E (a-
tokoferol a iné aktivne tokoferoly), kyselina listova, selén, med, zinok, mangan,
ubichinén (koenzym Q10), kyselina salicylova, kyselina 2,3-dihydroxybenzoova a
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova.

Antioxidanty, ako napriklad karotenoidy a vitamin B, sa CiastoCne
rozkladaju v gastrointestinalnom trakte oxidaciou. V&lenenim tychto latok do zmesi
podla tohto vynalezu sa predpoklada, ze sa tento proces inhibuje a absorbuje sa
viac antioxidantov. Pouzitie zmesi obsahujicej a-tokoferol a/alebo aspirin je zviast

vyhodné, pretoZe sa predpoklada, Ze takato zmes poskytuje synergicky uginok v



pritomnosti polyfenolov.
Typicky vhodné denné davky tychto dodatoCnych zloZiek zmesi (a ktore
méZu preto byt zahrnuté v zmesi, takze normalna konzumacia zmesi poskytne

prislusnu davku) su nasledujuce:

Lutein 2 az 50 mg, napriklad vhodne 7,5 mg
Beta karotén 2 az 20 mg, naprikiad vhodne 5 mg
Vitamin A 400 az 600 RE, napriklad vhodne 500 RE
Vitamin C 75 az 250 mg, napriklad vhodne 100 mg
Kyselina listova 0,1 az 1,0 mg, napriklad vhodne 0,2 mg
Selén 80 az 120 mg, napriklad vhodne 90 mg
Med 2 az 4 mg, napriklad vhodne 3 mg

Zinok 10 az 20 mg, napriklad vhodne 15 mg
Koenzym Q10 10 aZ 200 mg, napriklad vhodne 30 mg
Aspirin 10 az 150 mg, napriklad vhodne 150 mg

Teda v jednom uskutoéneni ma zmes formu kapsul, kazda kapsula
obsahuje 500 mg polyfenolovej zmesi, s navrhovanym prijmom jednu az Styri
kapsuly za defi. Dal$ou prezentaciou je nealkoholicky népoj, ktory poskytuje uéinnu
davku polyfenolov po rozpusteni vo vode (obyEajnej alebo prevzdusnenej)
ochutenej a osladenej kvdli chuti, alebo zriedené v ovocnej Stave napriklad v
hroznove;j, v jablkovej alebo v pomaranéovej atd.

Pretoze méze byt z mnohych dévodov (napriklad socialnych, religiéznych a
ekonomickych) vyhodné poskytovanie bezalkoholovych napojov obsahujucich zmes
podfa tohto vynalezu, takéto napoje sa mézu fortifikovat s alkoholom (napriklad s
vodkou, ginom, whisky), &im sa poskytne pozadovana hladina 5 az 15 %
hmotnostnych alkoholu, v zavislosti na chuti konzumenta.

Dalsimi prezentaciami st potravinové zlozky v mlieénych produktoch, ako
napriklad mlieko a jogurty, zavareniny a diétne produkty uréené ako dopinky jedla
alebo nahradky. Vyssie uvedené Priklady su len ilustrativne a nie st zamyslfané na
obmedzenie akymkolvek spdsobom.

V tretom aspekte vynalez teda poskytuje spdsob inhibovania oxidacie
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plazmovych LDL u ludskych subjektov; metdédu zahrnujucu pripravu zmesi podfa
prvého alebo druhého aspektu vynalezu; a podavanie tejto zmesi subjektu.

Zistilo sa, Ze oralna konzumacia zmesi podfa tohto vynalezu nie len inhibuje
oxidaciu plazmovych LDL, tato zmes bude mat tiez uCinok stimulovania tvorby
transformacéného rastového faktora (TGF)-3 in vivo. Okrem toho sa zistilo, ze oralna
konzumacia zmesi podfa tohto vynalezu bude inhibovat agregaciu krvnych
dosti&iek a/alebo stimulovat fibrinolyzu, a tym zniZovat' sklon k trombéze jedinca, €o
je podporou v prevencii a/alebo lie¢eni trombotickej choroby, ako napriklad CHD,
mitvici. Konkrétne sa zistilo, Z2e konzumacia zmesi zvySuje hladiny tPA aktivity v
plazme (podla vhodného merania pomocou skusok, ako napriklad ,Chromolize" test
[dostupny od Biopool, Sweden] opisany niz$ie), ucinkom ktorej sa ma zvysSit' ista
rychlost fibrinolyzy u tohto subjektu.

Podla &tvrtého aspektu vynalez poskytuje metoédu stimulovania TGF-B
tvorby u fudskych subjektov; tato metdda zahrnuje pripravu zmesi podfa prvého
alebo druhého aspektu vynalezu; a podavanie tejto zmesi subjektu.

V piatom aspekte vynalez poskytuje metddu inhibovania agregacie krvnych
dostidiek afalebo stimulovania fibrinolyzy u ludskych subjektov, tato metoda
zahrnuje pripravu zmesi podfa prvého alebo druhého aspektu vynalezu;, a
podavanie tejto zmesi subjektu.

V siestom aspekte vynalez poskytuje na pouzitie zmes, podfa prvého alebo
druhého aspektu vynalezu definovanych vy$Sie, na vyrobu lieku na oralnu
konzumaciu ludskym subjektom na inhibovanie oxidacie plazmovych LDL u tohto
subjektu.

V siedmom aspekte vynalez poskytuje na pouzitie zmes, podfa prvého
alebo druhého aspektu vynalezu definovanych vyssie, na vyrobu lieku na orainu
konzumaciu fudskym subjektom na stimulovanie tvorby TGF-f u tohto subjektu.

V 6smom aspekte vynalez poskytuje na pouzitie zmes, podfa prvého alebo
druhého aspektu vynalezu definovanych vys$Sie, na vyrobu lieku na oralnu
konzumaciu ludskym subjektom na inhibovanie agregacie krvnych dosticiek alalebo

stimulovanie fibrinolyzy u tohto subjektu (zvlast vzrastom hladiny tPA aktivity v
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plazme ludského subjektu).

Zmes podla prvého alebo druhého aspektu vynalezu bude typicky
poskytovat vSetky z vy$Sie zmienenych vlastnosti zmesiam konzumovanym
subjektom. Vynalez preto tiez poskytuje spdsob vyroby lieku na oralnu konzumaciu
fudskym subjektom na uUcel uskutoénenia u subjektu jedného alebo viacerych
nasledujucich efektov: inhibovanie oxidacie plazmovych LDL; inhibovanie agregacie
krvnych dosticiek; stimulaciu fibrinolyzy; a stimulaciu tvorby TGF-f; tento sp6sob
obsahuje pripravu zmesi podla prvého alebo druhého aspektu vynalezu; ak je to
potrebné, zmiesanie zmesi s fyziologicky prijatefnym vehikulom alebo nosi¢om; a
pripravu jednotkovych davok zmesi. Vhodné spésoby vyroby liekov si dobre zname
odbornikom v zodpovedajucej oblasti.

Lieky, ktoré maju tento Géinok, mézu mat formu potravinovych dopinkov
alebo zlozZiek, ako je vysvetlené vyssie, a mali by byt uzitoéné v prevencii alebo
lieéeni koronarnych srdcovych choréb. Vhodné davky liekov, ako je vysvetlene skor,
budu zavisiet od koncentracie a identity polyfenolov v zmesi a od vaznosti
chorobného stavu u subjektu, ktory sa ma liecit. AvSak ako vSeobecny navod by
vyhodne davka mala byt dostatotna na to, aby poskytla rovnaké mnozstvo
polyfenolov pri konzumécii, ako mnoZstvo poskytnuté konzumaciou najmenej
jedného pohara vina za defi (priblizny ekvivalent k 0,25 g celkového polyfenolového
suboru z &erveného vina), ale vyhodnejsie asi 0,5 az 1,0 | erveného vina za den
(tj. asi 1,0 aZ 2,0 g celkovych vinovych polyfenolov).

Vynalez je dalej opisany pomocou ilustrativneho prikiadu a odkazmi na

sprevadzajuce nakresy.

Prehfad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 znazorfiuje graf oxidacie LDL oproti ¢asu (mindty). Obrazok 2 je
schematicka reprezentacia jadra Struktury flavonov. Obrazok 3 je schematicka
reprezentacia jadra $truktary flavonolov. Obrazok 4 je schematicka reprezentacia
&truktury kyseliny galovej. Obrazok 5 je schematicka reprezentécia jadra Struktury

antokyaninov a Obrazok 6 je schematicka reprezentacia Struktury resveratrol.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1

Priprava polyfenolového prasku z ¢erveného vina

Asi 2000 | éerveného vina (Francuzske 1993 Cabernet Sauvignon) sa
prefiltrovalo na odstranenie sedimentu a destilovalo sa za vakua pri tlaku 30 kPa
(300 milibarov) pri 75 az 80 °C potas 1 minuty, potom sa ochladilo a
skoncentrovalo za vakua pri 55 °C a potom sa rychlo ochladilo na 25 °C pomocou
chladniéky. Skoncentrované vino sa prepustilo cez kolénu priemeru 55 cm a
priblizne 2 m vysoku, ktora obsahuje 65 | Zivice Diaion HP-20. Koléna sa premyla s
250 | destilovanej vody a polyfenoly sa eluovali s asi 250 | roztoku 50 %
hmotnostnych etanolu, po&as doby asi 150 minat. Na konci tejto doby bol eluat bez
polyfenolov, podfa uréenia pomocou metédy Folin-Ciocalteu. Eluat sa potom
skoncentroval na 35 % suchy materidl za vakuovej destilacie a susenia
rozprasovanim pod dusikovou atmosférou, ¢im sa vyrobilo okolo 2 kg prasku
s obsahom vihkosti od 3 do 4 % hmotnostné.

Polyfenolovy prasok je vybornou potravinovou zlozkou, ktora ma tmavo
gervenu farbu, po rozpusteni vo vode alebo vodnom roztoku alkoholu, je dostatocne
chutna, a dava "pikantnost" na jazyk podobni na chut Cerveného vina.
Odporucana denna davka je 1 az 2 g/den.

Typicka zmes polyfenolového prasku je porovnana nizsie s polyfenolovym
obsahom &erveného vina. V porovnani s ¢ervenym vinom polyfenolovy prasok
obsahuje proporcionaine viac proantokyaninov nez iné polyfenoly, ale v podstate

zachovava relativny obsah réznych polyfenolov.
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ZloZenie ¢erveného vina a polyfenolového prasku

Cervené vino gervené vino
kyselina galova polyfenolovy prasok mg/l
ekviv. mg/l
% %
Kyselina 165 15 18 3
hydroxyskoricova
Katechiny 200 17 38 6
Flavonoly 20 2 14
Antokyaniny 200 17 70 2
Proantokyaniny 550 49 480 77
Celkom 1135 620
Priklad 2

Uskutoénili sa §tudie pomocou dobrovofnikov pouzitim vinovych
polyfenolov, aby sa uréila antioxidaéna aktivita Cerveného a bieleho vina a

polyfenolovych pripravkov na zdravych dobrovolnikov.

Subjekty a metody:

26 zdravych muZov, vo veku 35 az 65 rokov, ktori boli nefajciari,
konzumuijuci $tandardnd UK stravu, sa zucastnilo na sikromnej a dévernej Studii.
Dva tyzdne pred $tadiou dobrovornici prerusili konzumaciu vina. VSetci dobrovolnici
boli poziadani dodrziavat ich obvyklu stravu a Sty Zivota pocas Studie. Dobrovolnici
boli rozdeleni do dvoch skupin, ktoré konzumovali nasledujice vinové alebo Cajové
produkty s jedlom pogas dvoch tyzdifiov v mnoZstvach uvedenych v Tabulke 1.
Cervenym vinom bolo vino Cabernet Sauvignon (1993) a biele vino bolo z oblasti

Narbonne, Francuzsko. Vino poskytované pocas $tudie bolo jediné vino povolené
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pocas doby experimentu. Okrem toho rovnakym subjektom bol podavany

polyfenolovy prasok pripraveny z rovnakej davky cerveného vina pouzivanej v tejto

§tadii. Prasok bol ulozeny pri -20 °C (PP1) a €erstvo pripravena vzorka z juna 1996

(PP2). Studia sa zahajila na zaciatok septembra 1995 a trvala asi jeden rok.

Skupina

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Testovana latka

dervené vino Cabernet Sauvignon (375 ml), obsahujuce 1,8 g/l
polyfenolov

biele vino Vin ordinaire (375 mi), obsahujice 0,2 g/l polyfenolov
polyfenolovy prasok ¢erveného vina (pripraveny z rovnakého vina
ako sa podavalo skupine 1), 1 g v dvoch Zelatinovych kapsulach
biele vino obsahujuce v roztoku 1 g polyfenolov &erveného vina
(pozri nizsie)

vodka a limonada (10 % objemovych alkoholu), 400 ml za deii

50 mg/deii antokyaninov, ako extrakt hroznovych Supiek (Seftal, St.
Julien de Peyrolas, Francuzsko) podavany ako napoj

matoliny z ¢erveného vina (Francuzsky ParadoxTM , Arkofarma,
Nice, Francuzsko) podavané ako kapsuly (3 za deil), kazda kapsula
obsahujlica 250 mg matolin

proantokyanidiny hroznovych semien, ako kapsuly
Endotelon™, (Sanofi-Winthrop, Franclzsko) (3 za den), kazda
kapsula obsahujica 150 mg proantokyanidinu

extrakt zeleného ¢&aju (PolyphenonTM, Mitsui Norm, Fujieda
Japonsko), 3 kapsuly za defi, kazda kapsula obsahujiaca 100 mg
&ajovych katechinov: 1,6 % hmotnostného galokatechinu, 19,3 %
hmotnostného epigalokatechinu, 6,4 % hmotnostného epikate-
chinov, 59,1 % hmotnostného epigalokatechin-galat a 13,7 %

hmotnostného epikatechin-galat
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Vzorky krvi sa odoberali do K,;, EDTA (1 mmol/l) 12 hodin po vedernom
jedle, pred a na konci obdobia konzumacie produktu vina. Vzorky sa centrifugovali
pri 2000x g poéas 15 minut pri 4 °C, ¢im sa ziskala plazma. LDL sa separovali
pomocou ultracentrifugacie s gradientom hustoty pouzitim Beckman stolného
modelu Optima TLX s TLA 100,4 rotorom (Beckman, Palo Alto, CA), nasledujicim
postupom: do plazmy sa pridal bromid sodny do hustoty 1,3 g/ml a navrstvila sa
pod roztokom s hustotou 1,006 g/ml. Odstredovanie sa robilo pri 100000 ot./min.
pocas 20 minat pri 4 °C. Oranzovy/zlty LDL pas sa odobral a centrifugoval sa
s roztokmi hustoty 1,154 a 1,063 g/ml pocas 30 minGt pri 100000 ot./min. a 4 °C.

Viditelna LDL vrstva sa odobrala a dialyzovala sa s 10 mmol/l fosfatom
pufrovanou sofankou s 2 umol/l EDTA pocas jednej hodiny pouZitim dialyznej
kazety (Pierce Slide-A-Lyzer, Perstorp Biotec Company, USA) pri 4 °C potas jedne;
hodiny, potom s 10 mmol/l fosfatom pufrovanej sofanky poCas noci.

Celkové polyfenoly boli uréené v plazme a v LDL frakcii pomocou metody
Singletona a Rossiho (1965). V stru¢nosti, celkové polyfenoly v plazme a LDL boli
merané pomocou odobratia 125 pl plazmy alebo 400 pl LDL a dopinenim do 500 pl
s vodou. Tato zmes sa pridala k 2,5 ml Folinovho &inidla (zriedené 1:10) a 2,0 ml
uhli¢itanu sodného (75 g/l). Po intenzivnom premieSani bol roztok inkubovany pri
laboratérnej teplote pogas 2,5 hodiny a potom sa centrifugoval pri 2500 ot./min.
podas 8 minut. Opticka hustota supernatantu sa merala pri 765 nm. Pre porovnanie
sa ako §tandard pouzila kyselina galova.

Proteiny sa stanovili pomocou metody Bradforda (Bradford, 1976) pouZitim
kitu obsahujtceho &inidlo Bioquant (Merck, Darmsradt, Nemecko).

Na uréenie antioxidaénej aktivity sa pouzili dve nezavislé metody.

1) Oxidacia LDL medou

Lipoprotein (50 mg LDL proteinu/l) bol inkubovany v pritomnosti siranu
mednatého (5 mmol/l) pri 37 °C pogas 5 hodin. Tvorba konjugovanych diénov bola
kontinualne monitorovana meranim vzrastu absorbancie pri 234 nm a doby

oneskorenia pred tvorbou diénu uréenou podfa metédy Esterbauera a spol.,
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(1989). Obrazok 1 ukazuje graf tvorby konjugovaného diénu (podfa merania
pomocou absorbancie pri 234 nm) oproti ¢asu (v minutach). Typické krivky su
ilustrované pre vzorky odobraté pri zaciatku skasSky (0) a po 2 tyZdiioch. Faza
oneskorenia sa merala pomocou extrapolacie linearnej casti krivky smerom k osi x
(ako je ukazané pomocou prerusovanych ¢&iar). Vyhodne konzumacia zmesi podla

tohto vynalezu spésobi zvySenie ¢asu fazy oneskorenia 2 minaty alebo viac.

2) Peroxidy plazmovych lipidov

V8etky plazmové lipidy a lipoproteiny boli selektivne odobraté pouzitim
PHM-L-liposorb (Calbiochem-Novabiochem UK). Suchy PHM-L-liposorb (20 mg) sa
suspendoval v 0,25 ml 150 mmol/l chloridom sodnym obsahujicim 10 mmol/l
citranu sodného v 2 ml hnedej mikrocentrifugaénej skimavke, obsah sa premiesal a
nechal sa dosiahnut rovnovahu pocas 5 minut. Potom sa plazma (0,5 ml) alebo
sofanka (blank) pridala do suspenzie liposorbu, premieSavala sa a skimavky sa
umiestnili do rotacného mixéra na 15 minut. Po centrifugacii (12000x g pocas 1
minuty) sa supernatant vyhodil a liposorbovy gél sa premyl dva krat s 1,5 ml
sofanky, po ¢om nasledovalo premieSavanie a centrifugacia. Premyty liposorbovy
gel sa suspendoval v 1,6 ml Cinidla jodid-cholesterol-oxidaza (BDH-Merck) a
umiestnil sa do rotatného mixéra a premieSaval sa po¢as 60 minut. Po centrifugacii
(12000x g pocas 3 minut) pri laboratornej teplote sa merala opticka hustota &ireho
supernatantu v spektrofotometri pri 405 nm oproti blanku s sofankou, (Gorog a
spol., 1994).

Vyhodne konzumacia zmesi podfa tohto vynalezu spdsobi pokles

v koncentracii plazmovych lipidovych peroxidov najmenej 0,1 umol/g proteinu.

Vysledky

Ziskané hodnoty boli porovnavané pred a po lieeni. Tabulka 1 sumarizuje
vysledky, ktoré su dané podrobne v Tabulkach 2 az 6. Ako je uvedené v Tabulke 1,
tie produkty ¢o obsahuji nadbytok polyfenolov vina (¢ervené vino, PP1, PP2, biele
vino + PP1) vykazuju vzrast polyfenolov v plazme a LDL a antioxidaént aktivitu v

LDL, podla merania pomocou testov 1 a 2 vyssie.
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Dva polyfenolové prasky (PP1, PP2) poskytli vysledky rovnakého rozsahu
ako ekvivalentné mnozstvo éerveného vina.

Nepozoroval sa uginok s bielym vinom, antokyaninovym praskom (Sefcal™,
extrakt zo Supiek hrozna pouZivany ako potravinarske farbivo) vyliskov ¢erveného
vina, kapsulami Francuzsky Paradox™ (Arkofarma) alebo Endotelon™ (Sanofi-
Winthrop, proantokyanidin pripraveny z hroznovych semien), ani s extraktom
zeleného &aju (Polyfenon™) obsahujucim katechiny a ich estery.

Aktivny polyfenolovy pripravok obsahoval stbor vsetkych polyfenolov
¢erveného vina a bol pozorne spracovany tak, aby sa zabranilo ich oxidacii. Naviac
sa ukazalo, Ze polyfenolovy obsah plazmy a izolovanych LDL sa zvy$il u tych
subjektov, &o prijimali éervené vino alebo polyfenolovy prasok ziskany z &erveného
vina alebo Supiek hrozna.

Na potvrdenie antioxidacnej aktivity pripravku sa pouzila druha skaska, pri
ktorej sa plazma opracovala s absorbénou Zivicou, ktora odstranila lipidy a
lipoproteiny a urCil sa obsah lipidovych peroxidov v Zivici. Obsah lipidovych
peroxidov sa zvySil u subjektov, ktorym sa podavalo &ervené vino alebo
polyfenolovy pripravok. Znova vefkost Uginku polyfenolového prasku bola
ekvivalentna k mnoZstvu ¢erveného vina, z ktorého bol ziskany.

Tieto experimenty ukazuju presved¢ivo, Ze polyfenoly su absorbované po
prijati cerveného vina a objavia sa v plazme a LDL, a Ze polyfenoly izolované z vina
mé&zu mat podobny Uginok. Naviac absorbované polyfenoly maju silna antioxidaént
aktivitu. Spdsoby pdsobenia polyfenolov mézu byt viaceré. Primarne mézu
sekvestrovat kovové iény, ako napriklad medi a Zeleza, ktoré umoZfiuju tvorbu
lipidovych peroxidov in vivo. Tieto chelatované iény su pri podpore oxidacie
inaktivne. Polyfenoly, pre vysoky obsah hydroxylovych skupin, obsahuju chemicke
Struktury, o ktorych je zname, Ze chelatuju i6ny kovov, a teda rozkladaju ich
katalytické viastnosti.

Dal§ie pdsobenie mdZe byt také, Ze posobia ako konkurenéna latka, ktora
sa oxiduje pred LDL, ako je pripad alfa-tokoferolu. Avsak vynalez nie je
obmedzeny na akykolvek konkrétny spésob pdésobenia.

Na preskumanie vyznamu odstranenia EDTA z pripravku pred katalytickou
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oxidaciou medou sa urobilo porovnanie pouzitim dialyzy s EDTA a bez EDTA, a
metéda s vymiefiadovou kolénou. Ked sa k dialyzatu prida EDTA prediZenie doby
oneskorenia spdsobené polyfenolovym praskom z &erveného vina sa nezjavuje
alebo sa vyznamne znizuje. Dialyza bez EDTA a kolénova metéda poskytli podobné
vysledky. Neschopnost predchadzajicich autorov (de Rijke a spol., 1996) ziskat'
ucinok ¢erveného vina u dobrovolnikov méZe byt vysvetleny pomocou pritomnosti

EDTA v ich pripravkoch pouzivanych pri oxidacii katalyzovanej medou.

Tabufka 1

Prehlad vysledkov studii polyfenolov vina na dobrovolnikoch

Polyfenoly  |Antioxidacia |Aktivita
LDL plazmy

Produkt Po€. |plaz [LDL [metéda medi |(lipidové

ma peroxidy
Cervené vino 9 + + + +
Biele vino 9 - - - -
PP1 prasok 9 + + + +
PP2 prasok 6 + + + +
Biele vino + PP1 6 + + + +
Alkoholicky napoj 6 - - - -
Antokyaniny 5 - - - -
Matoliny ¢erveného vina 6 - - - ND
Proantokyanidiny hroznovych| 6 - - - -
semien
Extrakt zeleného ¢aju 7 - - - ND

+ = pozitivny ucinok

- = bez ucinku
ND = bez Udaja
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Uginok vina a produktov z vina na plazmové polyfenoly (mg/g proteinu £S.D.)

Produkt Poc. O 2wk P hodnota
parového t-testu

Cervené vino 9 | 16,245,6 | 22,612,7 0,008
Biele vino 9 18,9+5,0 | 20,3+1,4 0,450
PP1 prasok 9 21,0£2,9 | 26,945,3 0,009
PP2 prasok 6 24,5+1,4 | 26,0+1,8 0,070
Biele vino + PP1 6 17,6+4,0 | 22,6+1,7 0,020
Alkoholicky napoj 6 23,9+1,0 | 24,041,2 0,860
Antokyaniny 5 19,246,4 | 21,4+3,1 0,580
Matoliny erveného vina 6 22,6+0,7 | 23,441,2 0,158
Proantokyanidiny hroznovych| 6 20,4167 | 21,3+7 0,380
semien

Extrakt zeleného ¢aju 7 21,3+1,2 | 22,1+1,6 0,295

Tabulka 3

Uginok vina a produktov z vina na LDL polyfenoly (mg/g proteinu +S.D.)

Produkt Po¢. 0] 2wk P hodnota
parového t-testu

Cervené vino 9 | 34,0462 | 42,318,1 0,001
Biele vino 9 39,3+6,1 | 38,5+ 10,0 0,820
PP1 prasok 9 37,0¢4,6 | 47,616,2 0,002
PP2 prasok 6 35,6+5,1 | 46,0£10,0 0,006
Biele vino + PP1 6 33,646,3 | 54,2421,0 0,040
Alkoholicky napoj 6 39,4145 | 43,7116 0,084
Antokyaniny 5 140,056 | 36,216,0 0,520
Matoliny ¢erveného vina 6 41,7¢3,6 | 38,4134 0,063
Proantokyanidiny  hroznovych| 6 | 38,2+4,8 | 40,2+3,7 0,240
semien

Extrakt zeleného ¢aju 7 36,9+6,2 | 37,3+5,3 0,840
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Tabulka 4
Uginok vina a produktov z vina na peroxidy plazmovych lipidov (umol/g proteinu

+S.D.)

Produkt Poc. {O 2wk P hodnota
parového t-testu
Cervené vino 9 |21310,70 | 1,54+0,48 0,056
Biele vino 9 1,73+0,55 | 2,1540,66 0,158
PP1 prasok 9 I,90+0,52 | 1,37+0,38 0,051
PP2 prasok 6 1,88+0,24 | 1,5110,21 0,018
Biele vino + PP1 6 1,70+0,51 | 1,19+0,19 0,040
Alkoholicky napoj 6 1,60+0,25 | 1,5040,40 0,460
Antokyaniny 5 | 3,0410,73 | 2,931+0,56 0,260
Matoliny erveného vina 6 bez udaja
Proantokyanidiny  hroznovych| 6 1,69+0,13 | 1,47+0,46 0,289
semien
Extrakt zeleného ¢aju 7 bez udaja

Tabuflka 5
Uginok vina a produktov z vina na LDL oxidaciu medou: stredna doba oneskorenia

v minutach (+ S.D.)

Produkt Pod. 0] 2wk P hodnota
parového t-testu

Cervené vino 9 51,676 | 69,3 +18,3 0,008
Biele vino 9 |[63,8+18,5| 63,649,9 0,950
PP1 prasok 9 51,7+5,6 | 65,9+12,8 0,006
PP2 prasok 6 60,049,2 | 73,7+11,0 0,001
Biele vino + PP1 6 54,812,6 66,515,2 0,007
Alkoholicky napoj 6 54,0+4,6 56,614,2 0,140
Antokyaniny 5 53,0+4,4 | 51,5311 0,650
Matoliny ¢erveného vina 6 62,0+2,7 60,315,2 0,500
Proantokyanidiny hroznovych| 6 69,5124,0 | 62,8154 0,499
semien

Extrakt zeleného ¢&aju 7 66,244 4 59,3+5,4 0,629
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Zavery

Antioxidacna aktivita 1 gramu prasku polyfenolov z vina je ekvivalenta
polovici ffae Cerveného vina. Denna davka 1 az 2 g polyfenolového prasku by
mala mat silnd profylaktickii aktivitu proti koronarnej srdcovej chorobe. Iné
produkty, ako napriklad extrakt hroznovych Supiek pouzivany v potravinarskom
priemysle ako farbivo, proantokyanidinovy pripravok, kapsuly Francizsky Paradox

a extrakt zeleného ¢aju obsahujuce katechiny a ich estery boli inaktivne.

Priklad 3

Z nasledujucich zloZiek boli pripravené kapsuly pomocou jednoduchého

zmieSania a bezného zapuzdrenia.

mg

prasok polyfenolov vina 500

kyselina stearova 25

stearat horeCnaty 50

mikrokrystalicka celul6za 25
600 mg

Dve az Styri kapsuly sa bert denne s jedlom alebo po jedle.

Priklad 4

Z nasledujucich zloziek boli pripravené kapsuly pomocou jednoduchého

zmieSania a bezného zapuzdrenia.
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mg
prasok polyfenolov vina 400
a-tokoferol 160

kyselina listova 0,2 mg (1:50 v zriedovadle) 10

lecitin 20
véeli vosk 20
600 mg

Najmenej tri kapsuly za deii by sa mali brat' s jediom.

Priklad 5

Jeden gram prasku polyfenolov vina sa pridal do suchej praskovej
potravinovej zmesi poskytujucej 405 kcal za deri (42 g proteinu, 43 g cukrov a 8 g
tuku, RDA vitaminov a mineralov) rozSirovanej pod obchodnym menom Cambridge
Diet (Cambridge Health Plan Ltd, Norwich, UK). Jednodiiova davka (3 jedia/den)

poskytuje prijem polyfenolov ekvivalentny 0,5 | Cerveného vina/den.

Priklad 6

0,5 g suboru celkovych polyfenolov ziskanych z ¢erveného vina sa pridal do
250 ml jednoduchého jogurtu obsahujuceho jahodovua prichut a sladidio. Na
éerveno zafarbeny polyfenolovy material zlepSuje vzhlad jogurtu a poskytuje vysoko

chutnu potravinu s priaznivym a¢inkom na zdravie.

Priklad 7

Nasledujuci pripravok je ne-alkoholicky napoj poskytovany ako prasok na

zmiesanie s vodou.
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Monohydrat dextrozy 300g
kyselina citrébnova 32¢g
citran sodny 5¢
prichut hrozna 6g
prichut citrénu 1449
prichut pomarancéa 1449
aspartam 19
celkovy subor polyfenolov vina (ako Priklad 1) |21 g

53 g prasku sa rozpustilo v 1 litri vody. Pouzitie 250 ml poskytuje 0,75 g

aktivnych polyfenolov.

Priklad 8

Nasledujici pripravok je alkoholicky napoj poskytovany ako flfaSkovy hotovy

napo;j.
Odvzdusnena tonikova voda 450 ml
Vodka 50 ml

Celkovy subor polyfenolov vina (ako Priklad 1) |1 g

Polyfenol sa rozpustil v zvetranej tonikovej zmesi (odvzdu$nenej) a potom
sa nasytila s oxidom uhli¢itym pod tlakom, &im sa poskytol syteny napoj. Alikvéty
450 ml sa davkovali do flia§, pridala sa vodka a flasa sa uzavrela so zavitovym

uzaverom.

Priklad 9

Asi 2000 kg wvyliskov ziskanych z bieleho hrozna sa intenzivne

premieSavalo v komerénom mixéri s 2500 | destilovanej vody pri 30 °C pocas
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Styroch hodin. Zmes sa potom odobrala z mixéra a umiestnila sa v tanku a nechala
sa usadit’ poCas dvoch hodin, supernatant sa potom odobral a prefiltroval, &im
poskytol &iru kvapalinu. Potom sa pouzil rovnaky postup ako v Priklade 1 na
absorpciu polyfenolov na Zivicu pouzitim podobnych mnozstiev Zivice Diaion HP-20
a elu¢ného rozpustadia.

Po skoncentrovani vodného etanolového roztoku na 35 % suchej hmoty
Cerveno zafarbeného tuhého vzhladu s hmotnostou priblizne 600 g. Tato hmota sa
rozpustila v 10 % hmotnostnych vodnom alkohole a potom sa susil rozpragovanim,
¢im poskytol tuhu latku nerozpustnu vo vode ale rozpustni vo vodnom alkohole.
Zostavajuci roztok sa potom susil rozpraSovanim pod dusikom, ¢im poskytol 1,4 kg
¢erveno zafarbeného materialu obsahujuceho asi 50 % hmotnostnych polyfenolov.
Tato zmes bola podobna ako zmes ziskana v Priklade 1.

Tato metéda ma nevyhodu vtom, Ze postup ziskania extraktu pred
absorpciou na Zivicu je tazsi a asovo narocny. Hoci je vytazok mens$i, dostupnost
lacnych hroznovych Supiek ma komeréné vyhody.

Praskovy napoj sa rekonstituoval a podaval 5 dobrovolnikom pocas dvoch
tyzdiiov podfa protokolu opisaného v Priklade 2. Vysledky pri medou katalyzovanej

LDL oxidaénej skuske boli nasledujtce:

Pred 78,8+ 7,2 min

Po 2 tyzdnoch 93,0 £9,4 mm

Zmena 14,2 + 4 8 mm

(p hodnota 0,003)

Mozno uzavriet, Ze extrakt z hroznovych Supiek (v tomto pripade z bieleho
hrozna), tj. vylisky, boli G€innym antioxidantom, ked' sa brali oralne poéas 2

tyzdHov.
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Priklad 10

Plazmové LDL (od skupiny dobrovolnikov opisaného v Priklade 2) sa
separovali pomocou ultracentrifugacie a dialyzovali sa s fosfatovym pufrom ako je
opisané v Priklade 2. Polyfenoly obsahujuce latky sa analyzovali na ich poly-
fenolovy obsah pomocou metdédy Singleton & Rossi (1965). Plazmovy LDL (0,05 pg
LDL v 1,0 ml) bol inkubovany so 100 pl roztoku siranu mednatého (koneéna
koncentracia 5 pmol/l) pri 37 °C a doba oneskorenia uréena pomocou medou
katalyzovanej diénovej skusky, ako je opisané v Priklade 2. Schopnost polyfenoly
obsahuijucich latok predizit dobu oneskorenia in vitro bola uréena pomocou pridania
4 ug polyfenolovej latky do 1 ml LDL pred pridanim siranu mednatého. Testovali sa

nasledujlce latky:

1) Cervené vino Cabernet Sauvignon

2) Biele vino Vin ordinaire

3) Polyfenoly ¢erveného vina, pripravené ako je opisané v Priklade 1

4) Seftal™ antokyanin, ako je opisané v Priklade 2

5) Endotelon™, proantokyanin, ako je opisané v Priklade 2

6) Kapsuly Francuzsky Paradox (matoliny &erveného vina), ako je opisané
v Priklade 2

7) Polyphenon™ (katechiny zeleného &aju), ako je opisané v Priklade 2

Vysledky ziskané in vivo oralnou konzumaciou testovanej latky poéas 2
tyzdfiov su porovnavané s in vitro vysledkami v Tabulke 7 niz$ie. In vitro vysledky
su priemer zo Styroch stanoveni. Doba oneskorenia vzrastla so vSetkymi latkami
pridanymi s hladinou 4 pg/ml. Pozorovalo sa poradie velkosti Géinku: polyfenolovy
prasok = antokyaniny > katechiny zeleného ¢aju > proantokyanidiny hroznovych
semien > ¢ervene vino > biele vino > matoliny ¢erveného vina.

Ked sa latky brali oralne a LDL sa oddelili a testovali, ako je opisané v

Priklade 2, len ¢ervené vino a polyfenoly ¢erveného vina poskytli predizenie doby
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oneskorenia, vSetky iné polyfenoly obsahujuce latky boli inaktivne. To jasne

ukazuje, ze je nemozné predpovedat in vivo ucinok latky z in vitro vysledkov.

Nepritomnost' aktivity vaésiny z latok in vivo by mohla désledkom ich nedostatocnej

absorpcie z ¢reva, alebo neschopnosti byt vélenené do LDL.

Tabulka 6

Porovnanie polyfenoly obsahujucich latok in vitro a in vivo, pri skuSke med-dién.

In vitro

In vivo

Latka Vzrast doby oneskorenia Vzrast doby oneskorenia
obsah min (% |ucinok** |prijem min |% [Uc¢inok
polyfenolov polyfenolo

v/den
éervené vino 1,8 g/l 26 | 100 ++ 675 17,8 110 ++
0

biele vino 0,24gl/l 22 | 85 + 75 -0,22( -1 -

polyfenolovy 450 mg/g | 65 |230| +++ 450 14,21 80| ++

prasok*

antokyaniny 500 mg/g | 66 {255 +++ 500 15| -8 -

éerveného vina

proantokyaniny | 425mg/g | 50 |190| +++ 750 -6,7 |-38 -

hroznovych

semien

matoliny 210mg/g |18 | 70 + 156 -1,7 1-10 -

éerveného vina

katechiny 960 mg/g | 75 (290 +++ 300 48 |-38 -

zeleného ¢&aju

* v kapsule

** pozorované uginky: + malé, ++ mierne, +++ silné, - Ziadne.
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Priklad 11

Dvadsat z vySSie zmienenych dobrovolnikov z Prikladu 2 bolo rozdelenych do
skupin (A a B) po 6 az 9 subjektov a podavali sa im po€as dvoch tyzdiiov:

A) Ciernymi ribezlami ochuteny napoj (330ml) obsahuijtci 1 g celkovych polyfenolov
¢erveného vina a zmieSany s komeréne dostupnym praskom (cukor, kyselina
citronova, aspartam citranu sodného, syntetickd prichut; Cambridge
Manufacturing Co Ltd, Corby, UK), do ktorej sa pridala voda tesne pred
konzumaciou; alebo

B) Kapsuly, obsahujice prasok polyfenolov éerveného vina pripraveny tak, ako je
uvedené vysSie, v davke 2 g polyfenolov éerveného vina /den.

Produkty boli rozdelené rovhomerne a brali sa po obede a veceri.

Ziskali sa vzorky plazmy a centrifugovali sa v ultracentrifige, ¢im sa ziskali
LDL, ako je opisané v Priklade 2.

Pouzili sa tri metody opracovania LDL pred oxidaciou, ako je uvedené
nizsie.

a) Koneéna dialyza bez EDTA.

LDL boli dialyzované s 10 mmol/l fosfatom pufrovanou sofankou
obsahujucou 2 umol/l EDTA pocas jednej hodiny pouZitim dialyznej kazety (Pierce
Slide-A-Lyzer Perstorp Biotec Company, USA) pri 4 °C poéas jednej hodiny a potom
s 10 mmol/l fosfatom pufrovanej sofanky poc¢as noci.

b) Kontinualna dialyza s EDTA

Odobrali sa LDL a dialyzovali sa pri 4 °C ako je uvedené vyssie s vynimkou,
Ze dialyza sa robila s 10 umol/l EDTA v 10 mmol/l fosfatom pufrovanej sofanky.

c) Opracovanie na koléne

LDL sa prepustili cez EcNo-pac 10DG odsofovaciu koldénu (Bio-Rad Labs,
UK). Kolona sa premyla dva krat s opracovanym 10 mmol/l PBS [Zivica chelex-100
(Bio-Rad, UK), 5 g/LL PBS premieSané a dekantované]. 600 ul LDL sa potom
davkovalo na kolénu a eluovalo s 3 ml PBS pufrom pri prietoku 0,6 ml/minttu

pouzitim erpadla Ismatec IPC Peristaltic pump (Ismatec, Weston Super Mare, UK).
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Potom sa uskutocnila medou katalyzovana peroxidacia a merala sa doba
oneskorenia ako v Priklade 2. Vysledky su uvedené v Tabulke 7.

Konzumacia polyfenolov ¢erveného vina, bud ako napoj (1 g/der) alebo
ako kapsuly (2 g/deri), spdsobuje zvySenie doby oneskorenia (ked sa EDTA
vynecha z kone¢ného dialyzatu) o 30 % resp. 21% a tiez pomocou kolénovej
metédy 12 % resp. 22 %. Pridavok EDTA k dialyzatu odstrafiuje Géinok 1 g
polyfenolov ¢erveného vina na den a poskytol len maly vzrast doby oneskorenia o 7

% pri 2 g/den.

Tabulka 7
Doba oneskorenia (minaty) pri medou katalyzovanej peroxidacii pouzitim réznych

metod odsolenia LDL

Dodatok Pocet Dialyza bez Dialyza s EDTA bez dialyzy
EDTA kolona

Vinne polyfenoly 6

Napoj (1 g/den)

Zakladna linia 60,0+£5,3 64,3 £ 3,8 54,2+ 4,6

Po 2 tyzdrioch 77,7+8,4 64,5139 60,6 £+4,7

Rozdiel priemerov 17,7 £ 3,1 0,3+0,1 6,4+£0,1

P-hodnota 0,02 0,9 0,005

Kapsuly (2 g/der) 6

Zakladna linia 62,7125 67,7 £3,6 54,0+£2,2

Po 2 tyzdrioch 758128 722 +3,1 65,8+2,2

Rozdiel priemerov 13,2+0,3 45105 11,8+ 0,1

P-hodnota 0,004 0,02 0,003

Dal§im objektom vynalezu je poskytnut aktivny polyfenolovy pripravok

(vhodne ziskany z hrozna, vina alebo vedfajSich produktov vina) na lie¢enie
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koronarnych srdcovych chor6b a inych choréb spojenych s bujnenim buniek
hiadkeho svalstva, ako napriklad ateroskleréze, resten6ze, mitvici a neoplazmach
¢riev a maternice, myéme maternice alebo fibrému.

Autori vynalezu prekvapivo zistili, Ze je mozné pripravit' polyfenolové zmesi
(napriklad z ¢erveného vina), ktoré pri ordlnom podavani fudskym subjektom, budu
stimulovat tvorbu celkového a aktivneho TGF-B-1.

Bolo ukazane, ze ked sa Cervené vino alebo pripravok polyfenolov ziskany
z cerveného vina poskytovany ako prasok alebo napoj, podavali oralne &loveku,
pozoruje sa vzrast celkového a aktivneho TGF-3-1. Biele vino, ktoré obsahuje malo
polyfenolov je inaktivne.

Davka polyfenolového pripravku je zavisla od stupiia aktivity materialu, ale
bude medzi 10 mg aZ 10 g za def. Davka celkového siiboru polyfenolov ziskanych
z vina je vyhodne 0,1 az 4 g/deil a vyhodnejSie 1 az 2 g/deri ekvivalentna 0,5 az 1

litru cerveného vina za den.

Priklad 12

Cervené vino, biele vino a pripravok polyfenolov ziskanych z ¢erveného
vina (ako je opisané skér v Priklade 1) vo forme prasku alebo napoja dané oralnym
podavanim [udskym subjektom, sa Studovali z hfadiska ich u¢inku na plazmovy
TGF-B.

Zdravi dobrovolnici (30 muzov vo veku 35 aZ 65 rokov) boli poZiadani o
preruSenie konzumacie vina po¢as dvoch tyzdriov. Podavalo sa im bud 375 ml
cerveného vina alebo bieleho vina alebo 1 g celkového siboru polyfenolov
¢erveného vina (pripraveny z rovnakého vina Cabernet Sauvignon ako je uvedené
vyssie) bud ako kapsuly alebo ako ochuteny napoj v 330 ml vody. Kazdy doplnok
bol konzumovany dva krat denne po jedle po¢as doby dvoch tyZdriov.

Odobrali sa vzorky krvi do K, EDTA (1 mmol/l) po opracovani a centrifugacii
sa ziskala plazma, ktora bol ulozena pri -70 °C pred analyzou. Celkové plazmové

polyfenoly boli merané pomocou metoédy Singletona a Rossiho (1965). Celkovy
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TGF-B-1 bol ur€eny pomocou imuno-skasky pouzitim dvoch réznych polyklonalnych

protilatok (metody 1 & 2, opisané nizsie):

Metdda 1

Celkovy (latentny + aktivny) TGF-B bol merany pomocou Quantikine® kitu
na imuno-skasku fudského TGF-B, dodavany od R&D systémov (Abingdon, Oxford,
UK). Tato skaska pouziva kvantitativnu sendviovu techniku imuno-skusky. TGF-B
rozpustny receptorovy typ Il viaze TGF-B-1, ktory bol vopred naneseny na
mikrotitraén( platiiu. Standardy a vzorky sa pipetovali do kaligkov a pritomny TGF-
B-1 sa viazal imobilizovanym receptorom. Po odmyti neviazanej latky sa pridal
enzym viazany polyklonalnou protilatkou Specifickou pre TGF-p-1 do kaliskov k
sendvicu TGF-B-1 imobilizovaného poéas prvej inkubacie. Po premyti na
odstranenie nenaviazaného protildtkového enzymového g&inidla sa pridal
substratovy roztok do kaliSkov, ktoré tvoria s enzymom farbu. Intenzita vyvinutej
farby je proporcionalna pritomnému TGF-$-1.

Pred vykonanim skusky sa latentny TGF-B konvertoval na aktivnu formu
pridanim kyseliny octovej a mocoviny, inkubovanim pogas 10 minut a potom
neutralizovanim s roztokom hydroxid sodny/HEPES. Metoda odhaduje (latentny +
aktivny) TGF-B-1. Aktivacia latentného TGF-B bol uskutoénena takto: k 0,1 ml
plazmy sa pridalo 0,1 ml roztoku 2,5 mol/l kyseliny octovej/10 mol/l mo&oviny, dobre
sa premiesali a inkubovali po€as 10 minut pri laboratérnej teplote. K tomuto roztoku
sa pridalo 0,1 ml zmesi 2,7 mol/l NaOH/1 mol/l HEPES na neutralizovanie vzorky, a
dobre sa premiesali. Pred skiskou sa vzorka aktivovanej plazmy zriedila 10-krat
s kalibrovacim zriedovacim sérom RD6M dodavanym vyrobcom kitu.

Postup skusky bol nasledujuci: 200 pl vzorky alebo $tandardu sa pridalo do
kazdeho kaliSka mikrotitratnej platne. Platia sa potom prikryla s adhezivnym
pasom plastickeho materialu a inkubovala sa pocas 3 hodin pri laboratérnej teplote.
Kalisky sa potom odsali a premyli tri krat so 400 pl premyvacieho pufra. Potom sa

do kaliSkov pridalo 200 ul TGF-B-1 konjugatu a platiia sa znova pokryla s éerstvym
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adhezivnym pruhom a inkubovala sa pri laboratornej teplote poéas 110 minut.
Kalisky sa potom odsali a premyli sa tri krat s 400 pl premyvacieho pufra. Do
kaliskov sa pridalo 200 pl substratového roztoku a platiia sa inkubovala poéas 20
minut pri laboratornej teplote. Do kaliSkov sa pridalo 50 pl 2 mol/l H,SO, roztoku a

merala sa opticka hustota pri 450 nm.

Metoda 2

Pouzila sa v podstate rovnaka metdda, ako je uvedené vyssie s vynimkou,
ze TGF-B nebol aktivovany pred hodnotenim a namiesto poly-klonainej protilatky
pre TGF-B-1 sa pouzila BDA-19 protilatka (R&D systems, Abingdon, Oxford, UK).
Tato metdda odhaduje aktivnu formu TGF-B-1.

Vyhodne konzumacia zmesi podfa tohto vynalezu spésobuje vzrast TGF-B-
1 hladin u subjektu najmenej 1,5 ng/ml podfa postidenia pomocou Metédy 1, alebo

najmenej 0,5 ng/ml, podfa posudenia pomocou Metody 2.

Vysledky

Ako je uvedeneé v Tabulke 8, plazmové polyfenoly vzrastli pre éervené vino,
ale nie s bielym vinom, a s polyfenolovymi kapsulami a napojom. Vzrast TGF-B-1
bol pozorovany oboma metédami pri éervenom vine a s polyfenolovymi kapsulami a
napojom, ale nie pri bielom vine. To naznauje, Ze polyfenoly &erveného vina
zvysuju aj celkoveé mnozstvo (latentny + aktivny) TGF-B-1 aj aktivnu formu TGF-p-1.
Zaverom je, Ze vinne polyfenoly zvySuju celkovy TGF-B-1 a maju schopnost

inhibovat VSMC bujnenie.



Tabulka 8

Uginok vina a polyfenolov &erveného vina na plazmové polyfenoly a celkovy TGF-B
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podla dvoch roznych metéd skusania

Doplnok Pocet Polyfenoly Celkovy TGF-p

mg/g proteinu Metdda 1 Metoda 2

ng/ml

Cervené vino 8
Zakladna linia 16,2 + 1,87 6,6+13 50104
Po 2 tyzdrioch 22,6 £ 0,91 15,5+ 3,1 6,5+0,5
Rozdiel 6,33 £ 0,96 89118 1,5+£0,1
priemerov
P-hodnota 0,002 0,01 0,01
Biele vino 8
Zakladna linia 18,9 + 1,67 9,7+25 56106
Po 2 tyzdiioch 20,2 £ 0,91 11,9134 53106
Rozdiel 1,33+0,76 22+0,9 0,3+0,1
priemerov
P-hodnota 0,5 0,5 0,8
Polyfenolovée 8
kapsuly
Zakladna linia 21,0+0,96 90+£23 6,0+£0,7
Po 2 tyzdiioch 26,9+1,76 19,8+ 3,9 8509
Rozdiel 5,86 £ 0,80 10,8+1,6 25102
priemerov
P-hodnota 0,02 0,01 0,01
Polyfenolovy 6
napoj
Zakladna linia 216+0,35 92+11 50+1,5
Po 2 tyzdrioch 23,6 £ 0,40 15,6 +2,4 99+1.1
Rozdiel 2,05 +0,05 64+13 49+04
priemerov
P-hodnota 0,03 0,03 0,03

Priemer £ SEM
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Autori vynalezu okrem toho prekvapivo zistili, je mozné pripravit
polyfenolovu zmes (napriklad z Cerveného vina), ktora pri oralnom podani
[udskému subjektu bude inhibovat agregaciu krvnych dostiiek a stimulovat
fibrinolyzu.

Konkrétne to bolo demons$trované tak, Ze vtedy ked sa pripravok
polyfenolov ziskanych z Cerveného vina podaval oralne ¢loveku, existoval pokles
agregacie krvnych dostiCiek, ked sa ako agonistické latky pouzZili kyselina
arachidonova, ADP, kolagén alebo trombin. Naviac konzumacia polyfenolového
pripravku zvySuje tPA aktivitu v plazme tohto subjektu.

Davka polyfenolového pripravku je zavisla od stupfia aktivity materialu, ale
bude medzi 10 mg az 10 g za defi. Ak zmes predstavuje celkovy fenolicky stbor
ziskany z Cerveného vina, vyhodné je davka 0,1 az o 4,0 g za defi a vyhodnejie 1

az 2 g, ktora je ekvivalentna 0,5 az 1,0 litru éerveného vina za de.

Prikiad 13

Zmes polyfenolov &erveného vina bola pripravena tak, ako je opisané skér
(Priklad 1 uvedeny vyssie).

Strava dvanastich zdravych muzov vo veku 35 az 65 rokov bola doplnena s
2 g polyfenolov ¢erveného vina (ako je opisané v Priklade 2) alebo aspirinom (75
mg) denne pocas dvoch tyzdiiov. Na laéno sa odobrala citratovana krv ako
zakladna linia a po Styroch hodinach a dvoch tyzdiioch po zadati skasky,
nasledujucim postupom: krv bola ziskana z predlaktovej cievy, so subjektom
v leziacej polohe, pouZitim minimalnej stazy, do striekacky obsahujicej 0,11 molll
citranu (1:9 objemovo ku krvi). Plazma bohatd na krvné dosticky (PRP) bola
pripravena pomocou centrifugacie krvi pri 250x g poéas 10 minat. Vaésina PRP
bola odobrata a plazma chudobna na krvné dosticky (PPP) sa potom pripravila
pomocou centrifugovania zvysnej krvi pri 2500x g po€as 15 minut. Koncentracia
krvnych dostiCiek v PRP bola uréena v pocitaci buniek (Minos STX, ABX Ltd,
Montpellier, Francuzsko). Vzorky s poétom krvnych doétiéiek mimo rozsahu 150000

az 350000 na pl boli vylicené. RPR sa nechala v pokoji po¢as najmenej 30 minuat
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pred zacatim Studia agregacie. Cas medzi odberom krvi a agregaciou krvnych
dostiiek nebol nikdy viac ako tri hodiny.

Agregacia krvnych dostiCiek bola uréena na cerstvo pripravenych krvnych
dostickach pouzitim PAP-4C agregometra (BioData, Alfa Laboratories,
Southampton, UK). 200 ul vzorka PRP sa pridala do silikonovanej kyvety a
inkubovala sa pri 37 °C pogas 3 minut. Agregacia sa vyvolala pridavkom 20 pl
agonistickej latky (jedna z nasledujtcich: kyselina arachidonova pri 455 pg/mi; 1,8
pmol/l ADP; kolagén pri 43 pg/ml ziskanych z BioData; trombin pri 0,11 U/ml,
ziskanych od Sigma, Poole, Dorset, UK; vSetko si to koneéné koncentracie v
agregacnej zmesi). Suspenzia krvnych dostiCiek sa premieSavala sa pri 1000
ot./min. pri 37 °C pocas 5 minaty. Maximum agregacie (percento zo zakladnej linie)
bolo uréené v tomto ¢ase. Hodnota bola mierou agregaéného potencialu dostigiek,
pokles indikoval anti-agregant odozvu, pri porovnani so vzorkou odobratou pred a
po konzumacii testovaného materialu. Statistickd vyznamnost sa hodnotila
pomocou parového t-testu.

Prasok polyfenolov &erveného vina inhiboval agregaciu krvnych dostigiek
bud akutne alebo chronicky, ako je uvedené v Tabulke 9. Tieto u¢inky s podobné
ale mensie ako Ucinky pozorované s aspirinom (75 mg za deii), s vynimkou pre
trombin. Konkrétne ucinok polyfenolov na arachidonatom-indukovani agregaciu
potvrdzuje inhibiciu cyklo-oxygenazovej aktivity krvnych dosticiek. Tieto vysledky
potvrdili, Ze polyfenoly &erveného vina maju Géinky podobné aspirinu, hoci existuje

dodatoc¢ny inhibiény G€inok na trombinom indukovanu agregaciu.



Tabulka 9

Maximum agregéacie krvnych dostiCiek dobrovolnikov po podavani polyfenolov

Cerveného vina alebo aspirinu (%). Priemer (SEM)

Maximum agregacie krvnych dosticiek (%)

polyfenoly ¢erveného vina® (12)+

Aspirin® (7) +

Agonisticka |Zakladna |4 hodiny 2 tyzdne |Zakladna |4 hodiny 2 tyZzdne
latka linia linia

Kyselina 82,3(1,1) |78,7(0,8)* |79,0(0,8)** (69,2(10,1)| 8,6(11,2) [12,6(1,9)**
arachidonova

(455 pg/ml)

ADP (1.8 42,4(3,4) |37,6(3,3) [38,7(2,9) [39,2(4,2) |31,5(3,7) |31,3(2,6)*
pmol/l)

Kolagén 54,2(8,8) |59,2(8,0) |47,3(9,2)* [67,5(5,1) |24,6(5,0)** |21,8(4,7)**
(43 pg/mi) * *
Trombin 22,0(1,7) (17,4(1,8)** [16,2(2,2)* (15,5(2,8) |13,9(4,5) [12,2(2,0)
(0,11 U/ml)

*P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001 (rozdiel od zakladnej linie)
+ subjekty 22 g/deft °75 mg/defi

Rovnaka skuska bola pouZivana na vyskum hladin PAI-1 a tPA aktivity u

tychto subjektov. Krv bola ziskana z predlaktovej cievy, so subjektom v leZiacej

polohe, pouzitim minimalnej stazy, do striekacky obsahujucej 0,5 mol/l citranu, pH

4,3 (Stabilyte™ 1:9 objemovo ku krvi). Plazma bola pripravena pomocou

centrifugacie krvi pri 2500x g po¢as 15 minut pri 4 °C, a ihned sa zmrazila pri -70

°C.

Vsetky tri vzorky (zakladna linia, 4 hodiny a 2 tyZdne) od subjektu sa rychlo

roztopili pri 37 °C v den skusky. tPA aktivity sa uréili pouzitim komeréne dostupného

kitu (Chromolize™, od Biopool, Umea, Svédsko), ktorym je bio-funkéna imuno-
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sorbentova skuska. Vzorka alebo Standard (100 pl) sa pridali do kaliskov. Mikro-
titraCna platna sa inkubovala v trepacke platni poéas 20 minGt, po tomto &ase sa
obsahy kaliSkov vyhodili a kaliSky sa 4 krat premyli. Potom sa do kali§kov pridalo
50 pl substratového roztoku, po ¢om nasledovalo 50 pl plazminogénového ¢inidla a
platha sa inkubovala po¢as dalSich 90 minat. Nakoniec sa do kazdého kalisku
pridalo, 50 ul 1,7 mol/l roztoku ladovej kyseliny octovej a premiesali sa poas 15
sekund. Absorbancie sa merali pri 405 nm, a aktivity tPA vo vzorke sa odgéitali z
linearnej kalibraénej €iary. Vyznamnost rozdielu medzi zakladnou liniou, hodnotami
4 hodiny a 2 tyZzdne pre vSetky opracovania sa hodnotila pomocou dvojstranového
parového t-testu. Vysledky st uvedené v Tabulke 10,

Enzym tPA tvori ddlezity protein vo fibrinolytickom mechanizme a
predpoklada sa, Ze jeho aktivita hra hlavnd dlohu vo fibrinolytickom systéme.
Fyziologické uloha tPA je aktivovat' plazminogén na plazmin, ktory degraduje fibrin
na rozpustne fibrinodegradaéné produkty. V skuske tPA je obvykle $pecificky
inhibitor PAI-1 pritomny vo velkom prebytku a musi byt chraneny pred zastavenim
tPA aktivity. To sa dosahuje pouzitim skimaviek na odber krvi Stabilyte™, ktoré
poskytuja mierne okyslenie vzorky.

Pretoze PAI-1 hodnoty su zname ako zavislé od dennej variacie,
uskutocnila sa dalSia skuska, v ktorej sa Studovali rovnaké subjekty pouzitim vody
ako placeba, namiesto polyfenolov ¢erveného vina. Vysledky st uvedené v Tabulke
11.

Tabulka 10
PAI-1 a tPA po podavani polyfenolov éerveného vina (2 g/den). Priemer + SEM

N |Zakladna linia |4 hodiny 2 tyzdne

PAI-1 antigén (ng/ml) |6 |188+3,6 8,6+1,0* 170+34

tPA aktivita (IU/ml) 10 10,62 £ 0,16 1,61+0,30** |0,71+£0,20

*P<0,05 **P<0,01 (rozdiel od zakladne;j linie)



Tabufka 11

Porovnanie 2 g polyfenolov éerveného vina s vodou po 4 hodinach.

PAI-1 Antigén (ng/ml) (n= 11)

-4] -

Davka Voda polyfenoly Eerveného vina (2 g)
Cas 0 hodin 4 hodiny 0 hodin 4 hodiny
Priemer 21,9 10,6 20,3 9,6

SD 12,7 4,2 9,0 3,1
SEM 3,8 1,3 2,7 0,9
P-hodnota 0,0061 0,0007
tPA aktivita (IU/ml) (n = 9)

Voda polyfenoly €erveného vina (2 g)
Cas 0 hodin 4 hodiny 0 hodin 4 hodiny
Priemer 0,821 1,221 0,566 1,511
SD 0,693 0,605 0,492 0,934
SEM 0,231 0,202 0,164 0,311
P-hodnota 0,1968 0,0136

Polyfenoly éerveného vina (2 g/den) spdsobili vyznamny pokles PAI-1 po 4
hodinach, ktory bol spojeny s vyznamnym zvySenim tPA aktivity (Tabulka 10).
Nevidno Ziadne zmeny po no¢nom pdste po 2 tyzdiiovom lieCeni. Av§ak, ako je
uvedené v Tabulke 11, po 4 hodinach je po podavani vody koncentracia PAI-1
antigénu zniZzena, C€o indikuje, Ze uCinky na koncentraciu PAI-1 antigénu
pozorované po konzumacii polyfenolového prasku boli jednoducho spdsobené

dennou variaciou. Podavanie vody nespdsobilo vyznamné zvySenie tPA aktivity,
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avSak, prasok polyfenolov ¢erveného vina poskytol 2,7 nasobné zvy$enie tPA
aktivity. Mozno uzavriet, Ze polyfenoly Cerveného vina spdsobuju priaznivy Géinok
na stimulovanie fibrinolyzy pomocou zvySenia tPA aktivity, ale nemaju Zziaden
acinok na koncentraciu PAI-1 antigénu. tPA podporuje tvorbu plazminu z
plazminogénu a plazmin konvertuje latentnt formu TGF-B na jeho aktivhu formu,
ktora potom inhibuje rast cievnych buniek hladkého svalstva (VSMC), ktory
prispieva k rastu aterosklerotickych povlakov.

Vyhodne konzumacia zmesi podfa tohto vynalezu bude spdsobovat
najmenej 2 % znizenie maxima agregacie krvnych dosticiek (podla urcenia
pomocou metod opisanych vyssie) a/alebo zvySuje tPA aktivitu najmenej 0,75 IU/mli

(podfa urcenia pomocou metéd opisanych vyssie).
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PATENTOVE NAROKY

1. Suchad zmes s obsahom flavonolov, ziskavana zrastlin, vhodna na
konzumaciu fudmi, ktora je ziskana z hrozna, vina alebo vedlajSich produktov,
obsahujucich flavonoly alebo odpadovych produktov procesu vyroby vina, vy z n a-
cujuca sa tym, Ze obsahuje najmenej 25 % hmotnostnych polyfenolov a
najmenej 0,01 % hmotnostnych flavonolu, a ktora pri konzumacii Tudskym
subjektom spdsobuje inhibiciu oxidacie plazmovych LDL a/alebo stimulovanie
tvorby TGF-B a/alebo inhibiciu agregacie krvnych dostiiek a/alebo stimulovanie

fibrinolyzy.

2. Sucha zmes podla naroku 1, vyznacdujuca sa tym,ze

flavonolovy obsah je najmenej 0,1% hmotnostného.

3. Sucha zmes podla naroku 1alebo 2, vyznadujuca sa tym,ze

flavonolovy obsah je najmenej 1% hmotnostné.

4. Sucha zmes podfa ktoréhokolvek z narokov 1, 2 alebo 3, vyzna-
dujuca sa tym,zZe flavonolovy obsah zahrnuje najmenej 0,5 % hmotnostnych

z celkového obsahu polyfenolov ziskanych z rastlin v zmesi.

5. Sucha zmes podrla ktoréhokolvek z predchadzajlcich narokov, vyzn a -
dujuca sa tym, ze flavonolovy obsah zahrnuje najmenej 1,0 % hmotnostné

z celkového obsahu polyfenolov ziskanych z rastlin v zmesi.
6. Sucha zmes podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov, vy zna -
¢ujuca sa tym,ze flavonolovy obsah zahrnuje najmenej 2,0 % hmotnostné

z celkového obsahu polyfenolov ziskanych z rastlin v zmesi.

7. Sucha zmes podia ktoréhokolvek z predchadzajlcich narokov, vyzna -

- 9
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Cujuca sa tym, Zze obsahuje celkovy stbor polyfenolov ¢erveného vina.

8. Sucha zmes podla ktoréhokolvek z predchadzajticich narokov, vyzna -

dujaca sa tym, Ze obsahuje vehikulum, zriedovadio alebo nosic.

9. Sucha zmes podla ktoréhokofvek z predchadzajticich narokov, vy zna -
¢ujuca sa tym, Zze obsahuje jednu alebo viaceré latky vybrané zo skupiny
pozostavajucej zo Zivin, antioxidantov, terapeutickych zloziek (zvlast tie, ktoré maju
terapeuticky Gc¢inok vo vztahu k prevencii a/alebo lie€eniu CHD), ochucovadiel a

sladidiel.

10. Sucha zmes podfa ktoréhokofvek z predchadzajucich narokov,
vyznacdujluca sa tym, Ze obsahuje jednu alebo viaceré latky vybrané zo
skupiny pozostavajucej z luteinu, lycopénu, alebo o- a/alebo B-karoténu, vitaminu
A, vitaminu C, vitaminu E (a-tokoferol a iné aktivhe tokoferoly), kyseliny listovej,
selénu, mede zinku, manganu, ubichinénu (koenzym Q10), kyseliny salicylovej,

kyseliny 2,3-dihydroxybenzoovej a kyseliny 2,5-dihydroxybenzoovej a aspirinu.

11. Sucha zmes podla ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov,

vyznacdujuca sa tym, Ze je balena v jednotkovej davkovej forme.

12. Sucha zmes podla ktoréhokolvek 2z predchadzajucich narokov,

vyznacdujuca sa tym, Zeje vo forme tabliet, kapsul alebo piluliek.

13. Napoj, vyznacdujuci sa ty m, Ze obsahuje zmes podfa

ktoréhokolvek z predchadzajlcich narokov a fyziologicky prijatefna kvapalinu.

14. Spdsob vyroby napoja, vy zna&ujuci sa tym, ze zahrnuje
zmies$anie zmesi podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 12 s fyziologicky prijatefnou

kvapalinou.
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15. Napoj podla naroku 13, alebo spdsob podla naroku 14, vyzna-
¢ujaci sa tym, ze fyziologicky prijatefnt kvapalinu predstavuje voda, vodny

roztok, alkoholicky roztok, ovocna stava, mlieko alebo jogurt.

16. Spoésob inhibicie oxidacie plazmovych LDL u [udského subjektu,
vyznacdujuci sa tym, Ze zahfiapripravu suchej zmesi podla
ktoréhokolvek z narokov 1 az 12, alebo napoja podfa naroku 13 a podavanie zmesi

alebo napoja danému subjektu.

17. Spdsob stimulacie tvorby TGF-f u fudského subjektu, vyzna-
dujuci sa tym,Ze zahiia pripravu zmesi podla ktoréhokolvek z narokov 1 az
12, alebo napoja podfa naroku 13 a podavanie zmesi alebo napoja danému

subjektu.

18. Spodsob inhibovania agregacie krvnych dosticiek a/alebo stimulovania
fibrinolyzy u fudského subjektu, vyznacujuaci sa tym, Ze zahffa pripravu
zmesi podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 12, alebo napoja podla naroku 13 a

podavanie zmesi alebo napoja danému subjektu.

19. Pouzitie zmesi podfla ktoréhokolvek z narokov 1 az 12 na vyrobu lie€iva
na konzumaciu fudskym subjektom na inhibovanie oxidacie plazmovych LDL u

daného subjektu.

20. Pouzitie zmesi podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 12 na vyrobu liediva
na konzumaciu fudskym subjektom na stimulovanie tvorby TGF-B u daného

subjektu.

21. Pouzitie zmesi podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 12 na vyrobu lieciva
na konzumaciu ludskym subjektom na inhibovanie agregacie krvnych dosti¢iek

a/alebo stimulovania fibrinolyzy u daného subjektu.
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22. Sposob vyroby lieciva na oralnu konzumaciu fudskym subjektom na
ucely vyvolania jedného alebo viacerych z nasledujtcich efektov: inhibicia oxidacie
plazmovych LDL; inhibicia agregacie krvnych doéticiek; stimulovanie fibrinolyzy; a
stimulovanie tvorby TGF-B, vyznacujuci sa tym, Zze zahrnuje pripravu
zmesi podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 12 a pripravu jednotkovych davok zmesi.
23. Vyrobok, najma potravina, vyznadujuci sa tym, Ze

obsahuje zmes podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 12.
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