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1. ABSTRAKT

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické botaniky

Kandidat: Mgr. Eva Gorbunovova
Skolitel: PharmDr. Jana Karlickova, Ph.D.

Nazev rigorézni prace: Porovnani chelatace iontd médi benzoovymi

kyselinami

Méd je vlidském téle tfeti nejrozSifenéjSi prvek. Je nezbyna pro udrzeni
homeostazy organismu, pro spravné fungovani enzymu a ucastni se ruznych
metabolickych drah.

Kyselina benzoova a od ni odvozené kyseliny patfi do skupiny fenolovych
latek, které vznikaji pfi metabolickém zpracovani flavonoidu v lidském téle a
mohou mit antioxidacni, protizanétlivé i protinddorové ucinky, kterych by se dalo

vyuzit v mediciné.

V této rigordézni praci byla testovana méd-chelataéni aktivita Sesti
benzoovych  kyselin pfi rlznych hodnotach pH prostfedi pomoci
spektrofotometrickych metod za pouZiti hematoxylinu a disodné soli

bathokuproindisulfonové kyseliny jako indikatord.

NejvysSi méd-chelatacni  aktivitu s médnatymi ionty, za pouzti
hematoxylinu a dale disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny i s médnymi
ionty, za pouziti disodné soli bathokuproindisulfonové kyseliny, vykazovaly dvé
kyseliny, ato kyselina 2,4-dihydroxybenzoova a 2-hydroxy-4-methoxybenzoova.

Klicova slova: Fenolové kyseliny, derivaty benzoové kyseliny, méd, chelatace,

bathokuproindisulfonova kyselina, hematoxylin



2. ABSTRACT

Charles University
Faculty of Pharmacy Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Botany

Candidate: Mgr. Eva Gorbunovova
Supervisor: PharmDr. Jana Karlickova, Ph.D.

Title of Rigorous Thesis: Comparison of copper ion chelation by benzoic acids

Copper is the third most widespread element in the human body. It is
necessary to maintain the homeostasis of the organism, the proper functioning

of enzymes, participate in various metabolic pathways.

Benzoic acid and its derived acid belong to a group of phenolic compounds
that are formed by the metabolic processing of flavonoids in the human body
and can have antioxidant, anti-inflammatory and antitumor effects that could be

used in medicine.

In this rigorous thesis, the copper-chelating activity of six benzoic acids was
tested at different pH values using spectrophotometric methods using

hematoxylin and bathocuproinedisulfonic acid disodium salt as indicators.

The top copper-chelating activity with cupric ions using hematoxylin and the
bathocuproinedisulfonic acid disodium salt and copper-chelating activity with
cuprous ions using bathocuproinedisulfonic acid disodium salt showed two

acids, namely 2,4-dihydroxybenzoic acid and 2-hydroxy-4-methoxybenzoic acid.

Key words: Phenolic acids, benzoic acid derivatives, copper, chelating,
bathocuproinedisulphonic acid, hematoxylin



3. UvoD

Meéd je jednim zesencialnich stopovych prvk(, ktery je zapojen do mnoha
fyziologickych enzymatickych procest v lidském téle (Riha et al., 2013). Hned
po zelezu a zinku se jedna o tfeti nejdulezitéjSi esencialni prvek vlidském
organismu (Trojan et al, 2003). Je prokazana souvislost mezi zvySenou
koncentraci médi v téle a patologickymi onemocnénimi, které jsou touto
poruchou podminéné. Mezi nejznaméjSi z nich patfi Wilsonova ¢i Alzheimerova
choroba (MarecCek et al., 2013; Hane et al.,, 2016). Méd v téle se nachazi ve
formé& médnatych ionthd. Latky, které by dokazaly tyto médnaté ionty vtéle
vychytat a wytvofit s nimi komplexy a snizit tak jejich koncentraci v téle, se jevi

jako jedna z moZznosti, jak tato onemocnéni IéCit.

Pro rostliny jsou Zivotné dulezité tzv. primarni metabolity, latky, bez kterych
by rostliny nepfezily. Jedna se pfedevSim o sacharidy, z kterych se nasledné
tvofi mastné kyseliny a tuky nebo aminokyseliny, z kterych se tvofi bilkoviny.
Tyto primarni metabolismy jsou VvétSinou vV literatufe znazorfiovany pomoci
schématickych cykll. Kromé téchto, pro rostlinu Zvotné dllezitych drah,
probihaji v cytoplazmé i vedlejSi tzv. sekundarni metabolismy a jejich produkty
jsou oznacovany jako sekundarni metabolity. Tyto sekundarni metabolity nejsou
pro rostlinu Zivotné dulezité a mohou se druh od druhu liSit (JaroSova et al.,
2010).

Z chemického hlediska, podle struktury, mizeme sekundarni metabolity
rostlin rozdélit na flavonoidy, fenolové a polyfenolové slouceniny, terpeny,
alkaloidy a slouceniny siry. Flavonoidy mizeme rozdélit na tfi nejdllezitéjsi a
nejznaméjsi podskupiny, a to na flavony, flavonoly a flavon-3-oly.
Metabolismem flavonoidl v tlustém stfevé vznikaji fenolové latky. V rigorézni
praci se budeme vénovat pfedevSim benzoovym kyselinam, vznikajicim pfi
metabolismu flavonoidd (Crozier et al., 2016).



4. CiL PRACE

Ciem této rigorozni prace bylo stanovit schopnost chelatace iontd médi
v prostfedi o rizném pH a urcit vztah mez strukturou testovanych latek a jejich
chlelataCni aktivitou. K testovani jsme wybrali kyselinu benzoovou, 3-
hydroxybenzoovou kyselinu, 4-hydroxybenzoovou kyselinu, 3,4-

dihydroxybenzoovou kyselinu, 2,4-dihydroxybenzoovou kyselinu a 2-hydroxy-4-
methoxybenzoovou kyselinu.



5. TEORETICKA CAST

5.1 Stopové prvky

Stopové prvky Ize definovat jako prvky, které jsou pfitomny ve vétSiné tkani
organismu. Jejich doporu¢eny denni pfijem vpotravé se pohybuje
v mikrogramovych az miligramovych koncentracich. Stopové prvky mizeme
rozdélit do 4 skupin. Prvni esencialni skupina stopovych prvku je nezbytna pro
spravnou funkci organismu a fadime zde napf. selen, zinek, méd. Druha
skupina stopovych prvkll se pravdépodobné také fadi mez esencialni prvky
dllezité pro organismus, napf. fluor. Treti skupinou stopovych prvku jsou prvky,
u kterych neexistuji pfesné doklady o jejich pusobeni na Zivou tkan a nevi se
zda jsou povazované za esencialni Ci nikoliv. Ktéto tfeti skupiné muzeme
zaradit napf. kiemik a titan. Posledni Ctvrta skupina stopovych prvki ma
jednoznacné toxicky viiv na lidsky organismus a fadime zde prvky jako jsou

olovo, rtut, kadmium, arzen apod (Batariova et al., 2007).

5.1.1 Méd

Méd' patfi mez usSlechtilé kovy, které se téZily jiz v davnych dobach. Prvni
zminky o tézbé meédi pochazeji zfeckého Kypru. Proto méd dostala nazev
cyprium (kov Kypru). Pozdéji se nazev zkratil na cuprum.

5.1.1.1 Chemické vlastnosti

Méd je chemicky prvek oznaCovany zkratkou Cu s protonovym cCislem 29.
V periodické tabulce prvk( se nachazi mezi prvky pfechodnymi. Jedna se o
uslechtily kov Cervené barvy. Je to tazny kov, dobry vodic¢ tepla a elektfiny (Yett
et al., 2013).

5.1.1.2 Vyuziti
Méd se vpfirodé vétSinou nachazi zaclenéna do pfirodnich minerald.
NejCastéjSi vyskyt médi je ve formé sulfidl, jako napfiklad chalkopyrit. Dale se

méd muize vyskytovat ve formé uhlicitand, jako napf. malachit ¢i azurit. Méd
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nachazi velké uplatnéni predevSim v elektrotechnickych oborech, kde se
pouziva k vyrobé elektrickych dratd pro jeji dobrou vodivost. DalSim odvétvim
pro vyuziti médi je stavebnictvi, kde se pouziva k vyrobé okapl a fims. Méd je
pouzivana jako soucast slitin barevnych kovud, jako je napf. bronz, mosaz a ty
se dale pouzivaji pro vyrobu zvonkl, zvonl, hudebnich nastroji apod (Yett et
al., 2013).

5.1.1.3 Metabolismus médi v lidském organismu

Duodenum Krevni recisté

e

(cu RETI SN o

——
Enterocyt

Cilova bunka

Obr.1 Systémova a mitochondrialni doprava médi (Rines et al., 2013)

U muzské populace by hodnoty médi vorganismu mély byt vrozmezi
pfiblizné od 0,614 do 0,970 mg/l. U Zen by tyto hodnoty mély byt o 10-20 %
vySSi, pfiblizné tedy od 0,694 az do 1,030 mg/l (Trojan et al., 2003). Méd je
absorbovana zpotravy. K nejvétSimu vstfebavani médi dochazi predevsim
voblasti duodena, prvni Cast tenkého stfeva. Mala Cast je také vstfebavana
vzaludku a distalni neboli kone¢né Casti tenkého stfeva. Proces vstfebavani
meédi do enterocytl je umoznén diky prfenadeCi CTR1 (transportni protein pro
méd 1) vmembrané (obr. 1). Diky reduktasam dochazi k redukci médnatych
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iontd na médné, které mohou byt pfenaseny danym proteinem. Po vstfebani
médi vtenkém stfevé dochazi k jeho wvylouCeni do krve pomoci pfenasece
ATP7A, kde je ve formé& meédnatych iontd vazan na albumin (bilkovina krevni
plazmy), transkuprein nebo snizkou molekulovou hmotnosti vazan do
komplexu méd-histidin. Takto je velka ¢ast médi pfenasena do jater, kde je méd
skladovana ve formé chelatoveho komplexu, ve formé metalothionu nebo se
vaze na redukovany glutathion. Dale mize byt méd zkrve pfenasena do
mozku, ledvin a srdce. Méd je zlidského organismu vyluCovana pfevazné
prostfednictvim ZluCe, pfiCemz pouze 10-15 % se zpétné reabsorbuje. Mala
¢ast médi je vylouCena také modi, slinami i potem (Hordyjewska et al., 2014;
Rines et al., 2013).

5.1.1.4 Biologicky vyznam

Hned po Zelezu a zinku se jedna o treti nejdulezitéjSi esencialni prvek
vlidském organismu (Trojan et al., 2003). M&d je velmi ddlleZita pro spravné
fungovani mnoha bunécnych procest napfiklad bunécného dychani, tvorby
ATP, oxidace Zeleza a podobné. Hladiny médi by mély byt kontrolovany
prfedevSim z divodu kumulace médi, ktera muze vést k oxidacnimu stresu nebo
jeho nevhodné vazby na makromolekuly (Rines et al., 2013).

5.1.1.5 Porucha homeostdzy médi a jeji dopad na lidsky organismus

Porucha homeostazy médi mlze mit za nasledek vazné zdravotni
komplikace. Mezi dvé nejznaméjSi onemocnéni, které vznikaji v dusledku
poruchy homeostazy médi je Wilsonova choroba a Menkeslv syndrom
(Hordyjewska et al., 2014).

Wilsonova choroba

Wilsonovou chorobou onemocni tfi pacienti na 100 000 obyvatel, a timto se
fadi mez jedno znejCastéjSich metabolickych onemocnéni (MareCek et al.,
2013). U Wilsonovy choroby dochazi k vrozené poruse metabolismu médi
pfedevSim vtransportéru ATP7B, ktery je zodpovédny za transport médi ven
z bunky, jehoz disledkem dochazi ke kumulaci médi nejen v burikach, ale také
v organech (obr. 2). Nejvice jsou kumulaci zasaZena jatra a mozek.

12
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Obr. 2 Znazornéni transportu médi v bunice (a) fyziologicky stav; (b)
patologicky stav zpisobeny poruchou ATP7B pfi Wilsonové chorobé
(Marecek et al., 2013)

Menkestiv syndrom

Jedna se o chromozomalné podminéné neurodegenerativni onemocnéni,
kdy dochazi ke zménam v transportéeru ATP7A zodpovédného za prenos médi.
Diky této poruSe dochazi ke snizeni koncentrace médi v organismu. V disledku
deficitu médi dochazi k nedostate¢né aktivité enzymu, které ke své aktivite¢ med
nezbytné potfebuji. Jedna se o velmi vzacné onemocnéni s odhadovanym
vyskytem onemocnéni jednoho pacienta ze 100 000 obyvatel. NejCastéjSimi

disledky tohoto onemocnéni jsou opozdéni vyvoje, tfes, ataxie, svalova

13



slabost, ale také i zmény struktury viast, nékdy nazyvané ,pili Torti“. Na zménu
struktury vlasu se mizeme podivat na obr. 3 (Smpokou et al., 2015).

A B

Obr. 3 (A) zména struktury vlasu; (B) pili Torti (Saha et al., 2015)

Ostatni onemocnéni zptisobené poruchou homeostazy médi

Systémové zmény, které jsou zplUsobené poruchou homeostazy médi, jsou
spojené i s dalSimi chronickymi onemocnénimi, jako je napfiklad diabetes
mellitus. U téchto pacient, ve srovnani se zdravou populaci, nachazime vyssi

koncentrace médi.

Dale zvySené koncentrace médi jsou zaznamenavany také u pacientl se
specifickymi typy rakoviny, jako je rakovina prsu, délozniho Cipku, vajecnika,
plic, prostaty, Zaludku i leukémie. Tato onemocnéni se davaji do spojitosti s
poruchou homeostazy médi, prfedevsim s jeji zvySenou koncentraci, kdy v jejim
disledku dochazi ke zvySenému oxidacnimu stresu a nasledné ke zvySeni
bazalniho metabolismu i zvySené pravdépodobnosti mitochondrialni mutace.
Posledni studie ukazuji, Zze zvySené koncentrace médi mohou mit viiv na
genovou expresi. Zmény vyvolané vduUsledku poruchy homeostazy médi

mohou veést az k rozvoji karcinogeneze.

Naopak pfi nedostatku médi miuze dochazet u pacientl k rozvoji anémie ¢i
neutropenie (Squitti et al., 2014).

14



5.2 Sekundarni metabolismus rostlin

Rostliny jsou schopné syntetizovat velké mnoZzstvi organickych sloucenin.
Obecné je muzeme rozdélit na primarni a sekundarni metabolity. Jak jsme se
jiz zminovali vuvodu prace, primarni metabolity jsou pro rostlinu Zivotné
dllezité, bez nich by existence dané rostliny nebyla mozna. Hraji velmi
dllezitou roli v procesech jako je fotosyntéza, dychani rostlin, spravny rist a
vyvoj rostliny. Sekundarni metabolity nejsou pro rostliny Zivotné dulezité, presto
hraji ddlezitou roli napfiklad pfi ochrané rostliny pfed predatory, chrani rostlinu
pfed UV zafenim, pomahaji pfilakat opylovaCe a podobné. Obecné muizeme
fici, Ze sekundarni metabolity jsou specifické pro dany druh a mohou se druh od
druhu liSit (Crozier et al., 2016; JaroSova et al., 2010).

Z chemického hlediska podle struktury muZeme sekundarni metabolity
rostlin rozdélit na flavonoidy, fenolové a polyfenolové slouceniny, terpeny,

alkaloidy a slou€eniny siry. V rigordzni praci se budeme vénovat pfedevsSim
benzoovym kyselinam, vznikajicim pfi metabolismu flavonoidd.

Flavonoidy se hojné vyskytuji vbézné potravé. V ovoci je najdeme
predevSim vcerveném viné, jablcich, modrych Svestkach, merunkach,
citronech, limetkach, grepfruitech ¢i pomerancich. V zeleniné se hojné vyskytuji
v raj¢atech, cibuli, Salotce, brokolici, kapusté, zeli, celeru ¢i paprice (Andersen
et al., 2006). Stale vice se dozvidame o jejich blahodarnych ucincich na lidsky
organismus predevSsim voblasti metabolismu a srde¢ni Cinnosti. Byly
provadény i studie, které ukazuji jejich pozitivni vliv u Parkinsonovy choroby Ci

v terapii nadorovych onemocnéni (Cassidy et al., 2017).

Pfi jejich zkoumani bylo ZjiSténo, ze chemicka struktura raznych typu
flavonoidl je zodpovédna za jejich ucinnost na organismus. Struktura je tedy
dllezita pro biologickou dostupnost a jejich naslednou aktivitu. Absorpce je
zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech, molekulové hmotnosti, jejich
rozpustnosti ve vodé, vtucich. V neposledni fadé také na pKa jednotlivych
zastupct (Hollman 2004). Biologicka dostupnost je velmi proménliva u
jednotlivych flavonoidd podle jejich chemické struktury. Po poZiti flavonoidl
dochazi Kk jejich rozsahlé metabolizaci a absorpci vtenkém stifevé. Tato
absorpce se muze pohybovat mez 0-60 % (Cassidy et al., 2017).
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5.2.1 Flavonoidy

Flavonoidy patfi mez polyfenolové slouCeniny, které se pfirozené vyskytuji
vrostlinach. Ve velké mife jsou zastoupeny v ovoci, zeleniné, obili, bylinach.
Zatim bylo objeveno kolem 5 000 riznych flavonoidu a s jistotou mizeme fici,
Zze nékolik set je obsazeno v bézné konzumované potravé. Flavonoidy muzeme
dale Clenit podle jejich struktury, pfedevsim stupném hydroxylace, substituce a
konjugace na zakladni strukture, ktera je pro vSechny stejna (Clark et al., 2015).
Nékteré flavonoidy jsou vyhledavany pro sveé antioxidaCni a protizanétlive

viastnosti, pfispivajici k celkové detoxikaci organismu (Yadav et al., 2015).

5.2.1.1 Struktura a rozdéleni flavonoidii

Flavonoidy jsou polyfenolové sekundarni metabolity rostlin, které se mohou
vyskytovat ve formé aglykonu (tzn. neobsahuji Zadnou cukernou slozku) nebo
naopak ve sveé struktufe cukernou sloZku obsahuji a tyto se nazyvaji glykosidy
(Gherida, 2005). Zakladni struktura flavonoidi se nazyva flavan (obr. 4) a je
slozena ze dvou benzenovych jader (kruhi A + B). Tyto dva kruhy jsou spolu
propojeny pres tfi uhlikaté fetézce obsahujici kyslik a spolu dohromady tvofici
2H-pyran (kruh C) (Rihova, Kvasnitkova 2008).

Obr. 4 Flavan — zakladni struktura flavonoidti (Rihova et al., 2008)
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Flavonoidy mizeme dale clenit podle jejich struktury, pfedevSim stupné
hydroxylace, substituce a konjugace na zakladni struktufe (Clark et al., 2015).

Déale muzeme flavonoidy délit podle van Acnera na flavonoly, flavony,
flavanony, katechiny (nebo flavanoly), anthokyanidiny, dihydroflavonoly,
chalkony a isoflavonoidy. NejdUlezitéjSi podskupiny a flavonoidu jsou zobrazeny
na obr. 5 (Rihova at al., 2008).
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5.2.1.2 Biosyntéza flavonoidii

Flavonoidy jsou syntetizovany pomoci tzv. fenylpropanoidni nebo
polyketidové drahy. Prekurzory pro syntézu jsou vétSinou malonyl-CoA, ktery se
uCastni fenylpropanoidni drahy a p-kumaroyl-CoA, ktery naopak polyketidové

drahy.

Zakladni latky, které vstupuji do fenylpropanoidni drahy, jsou aromatické
aminokyseliny, pfedevSim fenylalanin a tyrozin. Enzymy, které jsou nezbytné
pro spravny prubéh syntézy flavonoidy, jsou fenylalanin amoniak lyasa
cinnamat-4-hydroxylasa a 4-kumarat-CoA ligasa. Meziprodukt, ktery vznika pfi

slozité biosyntéze flavonoidl je tzv. chalkon, ktery je katalyzovan enzymem

17



chalkon synthasou a dava celému meziproduktu Zluté zbarveni. Chalkony
ovSem nejsou koneCnym produktem dané reakCni drahy a pomoci dalSich
enzymatickych krokd dochazi k syntéze flavonoidd, dihydroflavonoidl pres
katechiny az k anthokyanim (Singh et al.,2017).

5.2.1.3 Biologicka aktivita

Flavonoidy predstawuji Sirokou skupinu sekundarnich metabolitl rostlin.
Jsou pro dané rostliny nepostradatelné, pini celou fadu dulezitych
fyziologickych funkci, jako je napfiklad ochrana rostlin pfed oxidacnim stresem,
chrani rostliny pfed mikroorganismy. Dale pusobi jako molekulové receptory,
dokonce chrani rostliny pfed UV zafenim. V neposledni fadé hraji vyznamnou
roli ve fixaci dusiku, ktery je nepostradatelny pro dalSi spravny rlst a vyvoj
rostliny (Karabin et al., 2014).

Flavonoidy byly také popsany jako agens, které podporuji zdravi
s prokazanou biologickou u€innosti, jak in vivo tak in vitro. Jejich nejdlleZitéjsi
aktivita pro lidsky organismus je antioxidacni uCinek, ochrana organismu pred
volnymi radikaly, jejich enzymaticky modulacni ucinek ¢i jejich prokazana
inhibice bunééné proliferace. V neposledni fadé se daiji vyuzit jejich antibiotické,
antikarcinogenni, protizanétlivé &i estrogenni plsobeni na lidsky organismus
(Karabin et al., 2014).
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Antioxidacni aktivita

Skoro témér kazdy zastupce flavonoidi ma antioxidacni aktivitu. Tato
aktivita zavisi na jejich chemické struktufe (obr. 6) predevSim navazanych

hydroxylovych skupinach na zakladnim skeletu. Pocet hydroxylovych skupin
oviiviiuje schopnost flavonoid pusobit antioxidaéné (Kumar et al.,2013).

HO o ‘l

()
OH

Obr. 6 Chemicka struktura ovliviiujici antioxidaéni u€inek flavonoidu
(Lago et al., 2014)

Antioxidacni aktivita flavonoidl je zavisla pfedevSim na:
- fenolové skupiné v kruhu B
- hydroxylové skupiné v poloze C'3aC4

- hydroxylové skupiné v poloze C3a C5 spolu s karboxylovou skupinou
v poloze C4, které maji za nasledek vyssi antioxidacni uc€inek

V organismu se mohou vyskytovat reaktivni formy kysliku, napfiklad
hydroxid, superoxid, hydroxyperoxid apod., které vznikaji pfi normalnim
aerobnim metabolismu in vivo a ty nasledné zpusobuji oxidacni stres a

nasledné oxidacni poskozeni DNA, proteint a lipida.
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Tyto reaktivni formy vznikaji za pusobeni enzym( predevSsim NADPH
oxidasy, lipooxygenasy, xantinoxidasy. Bylo prokazano, Ze katechiny a
kvercetin inhibuje xantinoxidasu a tim se sniZuje tvorba peroxidovych a
kyslikovych radikald.

Flavonoidy inhibuji NAPDH oxidasu. V zavislosti na struktufe, bylo zjisténo,
Zze pokud jsou flavonoidy nasycené, to znamena bez dvojné vazby mezi C2 a
C3, jsou u€inngjSi nez flavonoidy nenasycené. Pokud flavonoidim chybi

substituovany kruh B, nemaiji u€innost na NAPDH oxidasu vibec.

Pokud maji flavonoidy schopnost tvofit chelaty s bivalentnimi kovy, jsou
schopny inhibovat enzym lipooxygenasu zodpoveédnou za oxidaci proteind o
nizké hustoté LDL, coz je jedna z hlavnich pfiCin aterosklerézy (Karabin, et al.,
2014).

Ve

Antikarcinogenni ucinky

Flavonoidy jsou schopny inhibovat proliferaci nadorovych bunék, coz vede
k zastaveni rastu nadoru. Aktivné se podileji na inhibici karcinogeneze
v pocatcich, propagacni a pozdni fazi bunécné proliferace. Antikarcinogenni
ucinnost flavonoidli je pfipisovana predevsim jejich schopnosti inhibice
metabolické aktivace prokarcinogennich agens a indukci karcinogennich
detoxikacnich enzym(. V pokrocilych stadiich nadorG jsou schopny flavonoidy
potlaCit proces tim, Ze inhibuji syntézu DNA, inhibuji angiogenezi a indukuji
apoptézu nadorovych bunék (Karabin et al., 2014). Mezi nadé&jnou rostlinu a jeji
slouCeniny patfi Cassia angustifolia (Senna alexandrina, Fabaceae). Je to

rychle rostouci kef plvodem ze Saudské Arabie, Egypta a Jemenu (Ahmed et
al., 2016).

Protizanétlivé ucinky

Odhaduje se, ze pfiblizné 18 % vSech typu rakoviny jsou spojeny
s chronickymi zanéty. Pfi zanétlivych procesech dochazi k produkci tkanovych
aktivatorti, zanétlivych pulsobku, zejména prostaglandini a oxidu dusnatého,

které v pocateCnich fazich iniciuji obecné zanétlivé procesy. Bylo prokazano, Ze
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flavonoidy inhibuji kli€ovy enzym, ktery je zodpovédny za tvorbu oxidu
dusnatého a prostaglandind.

Flavonoidy inhibuji kyselinu arachidonovou, prostfednictvim inhibice genové
exprese COX-1 (cyklooxygenasa-1) a COX-2 (cyklooxygenasa-2), ktera je
nasledné zodpovédna =za tvorbu prostaglandini zkyseliny arachidonové
(Karabin et al., 2014).

Smilax china, Smilacaceae, je rostlina, ktera je velmi hojné rozsifena v Jizni
Cing a jihovwychodni Asii. Listy ztéto rostiny se tradiéné pouzivaji jako
antioxidant, zatimco oddenky nazyvané ,Jin Gang Teng“ se sbiraji a nasledné
se wyuzivaji vtradicni Cinské mediciné pfedevSim pro jejich imunosupresivni,
antioxidacni a protizanétlivé uCinky. Nejvice se vyuziva pfi léCeni zanétlivych
onemocnéni voblasti panve a chronickych onemocnéni Zenskych pohlavnich

organu (Zhong et al., 2017).

Estrogenni aktivita

DalSi dulezita aktivita nékterych flavonoidu je jejich schopnost estrogenni
aktivity, napodobuijici lidské steroly predevSim 17-B-estradiol, ¢&imz jsou

schopné snizit riziko hormonalné vyvolané rakoviny.

Mezi rostliny, které maji tuto estrogenni aktivitu mizeme zaradit Humulus
lupulus (Cannabaceae), Phaseolus vulgaris (Fabaceae) ¢i Trifolium pratense
(Fabaceae) hojné se vyskytujici i u nas (Chadwick et al., 2006).

Strukturalné podobné flavonoidy s estrogeny umoznuji jejich pouziti
vlidském organismu. Estrogennich viastnosti flavonoidi mizeme vyuzit dvéma
zpUsoby.

Prvni zplsob je pfi pouziti flavonoidi jako agonistl estrogenovych
receptort, kdy mechanismus UCinku spociva v aktivaci receptort pro estrogen.
V kone¢ném dusledku to pro organismus znamena, Ze se flavonoidy v lidském

organismu chovaji podobné jako estrogeny.

Druhy zpusob wyuziti flavonoidl je na zakladé jejich schopnosti pasobit jako

enzymové efektory. Flavonoidy mohou inhibovat enzym aromatasu, ktery je
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zodpovédny za regulaci hladiny krevniho estradiolu pfeménou androgend,
pfedevsim androstendiolu a testosteronu na estrogeny v prsu. Byly provadény
studie, které ukazuji abnormalné zvySenou hladinu aromatasy pfi exprimujici
rakoviné prsu typu SK-BR-3 a zde se flavonoidy ukazuji jako potencionalni

moznost feSeni daného problému (Karabin et al., 2014).

Dal$i nezanedbatelnou vyhodou flavonoidl s estrogennimi UCinky je jejich
prfedpokladana schopnost pozitivné ovlivnit prevenci osteoporézy u post-
menopauzalnich zen, kdy vdulsledku fyziologického Ubytku hladiny estrogent
vkmnvi postmenopauzalnich Zen dochazi ke snizeni celistvosti kostni tkané, ktera
je zapficinéna zvySenym uvolhovanim vapniku do krve a k fidnuti kosti (Karabin
et al., 2014).

Antimikrobialni aktivita

Flavonoidy maji velmi Siroké antimikrobialni puasobeni proti rdznym

mikroorganismim, vCetné bakterii, vir(, hub a prvoku.

Byly provadény studie, které ukazuji Ze prenylovany flavonoid
xanthohumol, vyskytujici se vyhradné v chmelu, je schopny inhibovat rist gram
pozitivnich bakterii Staphylococcus aureus a Staphylococcus mutans. DalSi
latka ze skupiny flavonoidd myricetin, je schopna inhibovat rist multirezistentni
bakterie Burkholderia capacia, coz jsou vankomycin-rezistentni enterokoky a

dalSich lékafsky vyznamnych bakterii jako jsou Klebsiella pneumoniae a
Staphylococcus epidermidis.

Dalsi studie s xanthohumolem ukazuji jeho schopnost antiviroveho
pUsobeni spolu vkombinaci s interferonem a-2b proti viru zpUsobujiciho bovinni
prujem, ktery se vyznacuje jistou podobnosti s virem lidské hepatitidy typu C,
Herpes simplex virem HVS-1 a HVS-2, cytomegalovirem CMV a rhinovirem.

Koncentrace potfebné k antivirovému pUsobeni u xanthohumolu byly
v rozmezich mezi 4,2-7,6 mikromold.

Aktivita flavonoidu byla zkoumana i v souvislosti s HIV-virem, kde byla

zjisténa jejich schopnost inhibice reverzni transkriptasy nebo RNA polymerasy
(Karabin et al., 2014).
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Antidiabeticka aktivita

Flavonoidy jsou schopné anti-diabetické aktivity diky inhibice a-glukosidasy.
Je to enzym fFidici postprandialni hladiny glukézy v krvi. Diky puUsobeni tohoto
enzymu dochazi k zabranéni prebytku absorpce glukdézy vtenkém strevé a
dochazi k snizeni hyperglykémie. Tohoto jevu by se dalo velmi dobre wvyuzit

v feSeni diabetes mellitus II. typu.

Dal$i moznosti pro wyuziti flavonoid(, predevSim kvercetinu, je jeho
schopnost inhibovat glykogen fosforylasu, klicoveho enzymu vregulaci

metabolismu glykogenu. Inhibice tohoto enzymu se povazuie za velmi
prospésnou pfi lé€eni diabetes mellitus Il. typu (Karabin etal., 2014).

Dalsi vyuziti flavonoidu

Kromé vySe popsanych aktivit flavonoidl na lidsky organismus, muzeme
dale wyuzit jejich u€innosti v oblasti antialergické, antikoagulacni, antiagregacni
anebo také je pouzit pfi IéCebné strategii pfi Alzheimerové chorobé. Navic se
flavonoidy zapojuji do modulace jaterni exprese, dale se podileji na distribuci a
metabolismu hormonu S§titné Zlazy. Kromé toho nékteré flavonoidy, napf.
kempferol, kvercetin, xanthohumol, isoxanthohumol a dalSi, maji potencial pro
pouziti vIéCebné kosmetice tzv. dermokosmetice, predevSim v feSeni koznich
probléml jako je atopicky ekzém, kontaktni dermatitida nebo pigmentové
poruchy (Karabin et al., 2014).
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5.2.1.4 Priklad zdstupci flavonoidi v bézné stravé

Kvercetin

OH

HO O
OH

OH
OH O

Obr. 7 Chemicka struktura kvercetinu (Vidak et al., 2015)

Kvercetin (obr. 7) a jeho derivaty jsou latky hojné se vyskytujici v bézné
stravé a potravinovych doplncich, kde je pfitomen vétSinou v glykosidové formé.
Bézné se kvercetin vyskytuie vovoci a zeleniné jako jsou napfiklad jablka,
citrény, salat, Cervené hrozny, zeli, raj€ata, cibule, hrusky, Svestky, tfesSné.
NejvétSi obsah kvercetinu maji kapary, bezinky a listy libeCku. Mizeme ho také

najit v erném a zeleném ¢aji, v Cerveném viné, kakau a olivovem oleji.

K dosazeni koncentraci potfebnych pro pozitivni u€inky kvercetinu na lidsky
organismus, jeho konzumace pouze ve stravé bohaté na kvercetin nestaci.

Kvercetin se Spatné vstiebava ve stfevech.

Kvercetin ma velmi vysoky antioxidaCni uCinek, podle studii dokonce
Sestkrat vy3Si nez kyselina askorbova. DalSi vysledky ukazuji jeho protektivni
viiv na srdce a plice, kde pomaha snizovat riziko vzniku karcinomu plic a
astmatu. Studie provadéné na bunkach ukazaly jeho antifibrotické,
antibakterialni, antikoagulacni, antiaterogenni, antihypertenzni a antiproliferacni
ucinky (Vidak etal., 2015).
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Obr. 8 (A) obecna struktura flavan-3-ol; (B) (+) - katechin (2R, 3S) ¢astéjsi
ze dvou enantiomert (Vidak et al., 2015)

Katechiny strukturalné vychazi zflavon-3-olu (obr. 8 A). Katechinové
derivaty (obr. 8 B) bézné se vyskytujici vpotravé jsou epikatechiny a
epigallokatechiny a jejich derivaty. Tyto derivaty se nejCastéji vyskytuji

v potravinach ve formé glykosidu.

Nejvy$Si obsah katechinl nachazime v kakau a znéj vyrabéné Cokoladé.
DalSimi potravinami bohatymi na katechiny jsou Cerny a zeleny Caj, také

Cervené vino, fazole, jablka, jahody, tfeSné a podobné.

Katechiny, pfedevSim epikatechin a epigallokatechin, jsou velmi silné
antioxidanty. Problém je nizka biologicka dostupnost po podani. Doplriky stravy
obsahujici nemetabolizované izolované katechiny, které po podani dosahuji
mistné dostateCné vysokych koncentraci vzazivacim traktu, kde puasobi
protektivné na cely zazivaci trakt, chrani jeho burnky pfed oxidacnim stresem a
tim ho chrani i pfed malignimi zmé&nami. Pravidelnym pouZivanim katechinu se
snizuje riziko rozvoje karcinomu traviciho traktu. Byly provedeny studie na
zvitecich modelech, které ukazuji, Ze pfi pravidelném podavani dostate¢né
vysokych koncentraci katechind dochazi k inhibici karcinomu jater, prsu a

prostaty. Katechiny jsou schopny i pozitivné modulovat imunitni odpovéd,
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potlacovat hyperlipidemii, zabranuji rozvinuti hepatotoxicity a nefropatie a
celkové pfispivaji k protekci celého kardiovaskularniho systému (Vidak et al.,
2015).

Proanthokyanidiny

Obr. 9 Obecna struktura proanthokyanidinu (Vidak et al., 2015)

Molekuly flavan-3-olu jsou schopné mez sebou tvofit etherové vazby, coz
vede ktvorbé polymerd a oligomerl, souhrnné oznaCovanych jako
proanthokyanidiny (obr. 9). PoCet monomernich jednotek predstavuje stupen
polymerace. Oligomery jsou charakterizovany stupném polymerace nizSim

nebo rovnym 10, zatim co polymery maiji stupen polymerace vy3Si nez 10.

Priklady, bézné se vyskytujicich proanthokyanidini v potravé, jsou jablka,
hrozny, Svestky, hrusky, Cerny rybiz, mandle, pistacie a podobné. Potraviny
obsahujici pfevazné oligomery jsou napfiklad banany, tfeSné, mango, avokado,
kiwi, araSidy a pivo. Je zajimavé, Ze vytazky z kury borovice obsahuji 65 % az
75 % proanthokyanidini a tento vytazek je komeréné dostupny. DalSim

doplikem stravy bohatym na proanthokyanidiny je vytazek ze semen hroznu.

Proanthokyanidiny maji snizenou biologickou dostupnost, ktera je
zapfiCinéna snizenym metabolismem polymernich a oligomernich jednotek

ZaludeCnimi kyselinami a enzymy. PFesto existuji nékteré proanthokyanidiny,
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které jsou schopné Stépit naSe stfevni bakterie tlustého stfeva. Produkty
stfevnich bakterii jsou vétSinou fenolové kyseliny. Jako pfiklad mizeme uvést
fenyloctovou, fenylpropionovou, fenylvalerovou a benzoovou kyselinu, které
jsou absorbovany snadnéji nez nemetabolizované proanthokyanidiny.

Proanthokyanidiny maji vysoké antioxidacni pusobeni, kterym jsou schopny
protektivné chranit myokard, predevSim neutralizaci volnych radikald. Jsou
schopny inhibovat apoptické procesy v kardiomyocytech. Studie, které byly
provadény s proanthokyanidy naznaCuji i jejich gastroprotektivni a

antiulcerogenni ucinek.

Prikladem protektivniho U€inku proanthokyanidind na lidsky organismus
muze byt brusinkovy dzus, kdy proanthokyanidiny obsazené vijeho Stavé
zabranuji adhezi patogennich bakterii na bunéény epitel moCovych cest. DalSim
pfikladem mohou byt proanthokyanidiny obsazené ve skofici, které zlepSuji

metabolismus lipidu a glukosy (Vidak et al., 2015).

Fenolové latky

Fenolové latky jsou obsazeny pfimo vrostlinach (viz str. 27-33), ale také
vznikaji metabolismem flavonoidd v tlustém stfevé (viz str. 33-35).

5.2.2 Benzoovakyselina

Kyselina benzoova je nejjednodussi aromaticka jednosytna karboxylova
kyselina (obr. 10). Od ni je odvozena cela skupina polyfenolovych kyselin.
Pavodné se ziskavala prevazné v Asii z pryskyfice strom( patficich do rodu
Styrax. Tato pryskyfice voni jako vanilka. Diky této vini se uplatiuje pfedevsim
vparfumerii a pfi vyrobé kadidel, ale také ve farmacii a tradi¢ni Cinské
mediciné. V Ceském |ékopise se tato pryskyfice nazyva pryskyfice benzoe a
existuji jeji dva druhy, sumaterskad a siamska. Benzoova sumaterska pryskyfice
se ziskava ze Styrax benzoin (Styracaceae). Benzoova siamska pryskyfice se
ziskava ze Styrax tonkinensis (Styracaceae). Nasledné je znich pfipravovana
Benzois sumatrani tinctura a Benzois tonkinensis tinctura. Dnes se kyselina
benzoova vétSinou pfipravuje synteticky. NejCastéjSi pramyslova pfiprava této
kyseliny je dekarboxylaci anhydridu kyseliny ftalové v pfitomnosti katalyzatoru,
vtomto pfipadé oxidu zinaCnatého, a naslednou reakci chléru s toulenem za
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vzniku trichloroutoulenu, ktery nasledné podléha hydrolyze a vznika kyselina
benzoova (Lewis, 2001; Crampton, 2014; Du et al., 2016; Cesky Iékopis, 2009).

Kyselinu benzoovou najdeme i vrostliné Taxus baccata (Taxaceae). Védci

se zacCali zabyvat touto Celedi v souvislosti s u€inou latkou paklitaxel, ktera je
registrovana pod protinadorovym IéCivem Taxol (Parmar et al., 1999).

Tuto kyselinu také najdeme v Prunus persica (Rosaceae) neboli broskvor
obecna. Vroce 2017 poprvé identifikovali 49 latek zextraktu z broskvovych
kofenll za pomoci ethanolu. Kyselina benzoova byla v zastoupeni 8,65% (Wei
et al., 2017).

COOH

Obr. 10 Kyselina benzoova

5.2.3 3-hydroxybenzoovakyselina

Kdyz byla pfed vice nez 185 Iléty objevena kyselina salicylova (2-
hydroxybenzoova kyselina) vrostliné Salix (Salicaceae), zatalo se uvazovat o
moznostech jeji obmény a naslednych u€incich na lidsky organismus. PFi
blizSim zkoumani byla objevena 3-hydroxybenzoova kyselina (obr. 11). Zjistilo
se, ze je antagonistou HCA receptort (hydroxykarboxylovych receptort). Jedna
se o typ G-proteinu, které jsou zvelké Casti umistény na adipocytech. Jejich
aktivaci dochazi k inhibici lipolyzy. Tohoto u€inky by se vbudoucnu dalo vyuzit

v feSeni nékterych metabolickych onemocnénich.

Byly provadény testy na laboratornich zvifatech. Zvifatim se podavala
kyselina 3-hydroxybenzoova v denni davce nizsi nez 30 mg/kg. Pfi opakované

expozici touto kyselinou, dochazelo ke snizeni fyziologickych stresovych
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odpovédi organismu na kazdodenni zachazeni a testovani (Khan et al., 2016;
Juurling etal., 2014).

Tuto 3-hydroxybenzoovou kyselinu obsahuje dfevina Taxus baccata
(Taxaceae). Rizné druhy tisi se vyskytuji vEvrop&, Severni Americe, Cing,
Japonsku i Indii (Parmar et al., 1999).

Najdeme ji napfiklad i v rostliné Hedychium spicatum (Zingiberaceae).
Jedna se o wytrvalou bylinu, ktera roste vnadmorské vySce od 1200-2800
metrd nad mofem. Roste od Himalaji pfes Kasmir, Nepal, Severni Thajsko az
po Cinu. Jeji ususené oddenky se sbirdji a vyuZivaji pro jejich protizanétiivé,
analgetické, antibakterialni, antiastmatické a jiné léCebné viastnosti. Tradic¢né
jsou oddenky konzumovany mistnimi obyvateli, ktefi je vafi a jedi se soli. Plody

z této byliny se také vafi a ji v pikantnich pokrmech (Sandeep et al., 2017).

COOH
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Obr. 11 Kyselina 3-hydroxybenzoova

5.2.4 4-hydroxybenzoovakyselina

Tato kyselina, oznaCovana jako kyselina p—hydroxybenzoova (obr. 12), se
vyskytuje vrostliné nazyvané drmek obecny (Vitex agnus-castus, Verbenaceae)
neboli mniSsky pepf, dale v palmé akai (Euterpe oleracea, Arecaceae),
predevS§im voleji, ktery se ziskava zjejich plodd nebo je obsazena i
v mykorrhiznich kofenech smrku ztepilého (Picea abies, Pinaceae). Estery,
které vznikaji esterifikaci zkyseliny p-hydroxybenzoové, jsou souhrnné
oznaCované jako parabeny a maji Siroké vyuZiti predevSim jako konzervanty.
Kyselina 4-hydroxybenzoova je antioxidant. Pfi zkouSkach in vitro, in vivo byla

objevena jeji estrogenni aktivita.
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Pfi testovani na zvifatech byla objevena i protizanétliva aktivita. Vyhodou je,
ze spolu s kyselinou 3-hydroxybenzoovou neinhibuji syntézu prostaglandinu
(Navratilova, 2015; Khan et al., 2016, Wikipedia, 2017, [online]).

COOH

OH

Obr. 12 Kyselina 4-hydroxybenzoova

5.2.5 3,4-dihydroxybenzoovakyselina

Tuto kyselinu mizeme najit i pod nazvem kyselina protokatechova (obr. 13)
a je Siroce rozSifena vbézné konzumovanych potravinach. Mizeme ji najit
napfiklad v pohance, bortuvkach, vjablcich, avokadu, olivovém oleji, pivé,
jahodach, malinach, hruskach, cibuli a v dalSich. Bylo prokazano, Ze vysSi
koncentrace kyseliny protokatechové maji protizanétlivé viastnosti, zatimco
v nizSich koncentracich se ukazuje jako antioxidant (Ajiboye et al., 2017).

Tuto kyselinu Ize izolovat zrostliny Clerodendrum volubile (Lamiaceae).
Poprvé tuto kyselinu izolovali pfi testech provadénych ve spoijitosti s diabetes
mellitus 1. typu. Testy byly provadény na laboratornich potkanech. Pfi pouZiti
oleje ziskavaného ztéto rostliny, obsahujici kyselinu protokatechovou, dochazi
pfi akutni fazi tohoto onemocnéni ke snizeni hladiny glukézy, k zvySeni funkce
B-bunék pankreatu a z odebrané krve vysledky vykazuji zvySeni hladiny
sérového inzulinu (Erukainure et al., 2017).

3,4-dihydroxybenzoovou kyselinu najdeme i vrostliné Salvia miltiorrhiza
(Lamiaceae), oznaCovanou jako Dan-shen, kterou pouzivaji vtradini Asijské

mediciné predevSim kléCeni kardiovaskularnich onemocnéni (Hung et al.,
2009).
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Pfi  blizSim zkoumani Labisia pumila (Myrsinaceae), I[éCivé rostliny
pouzivané predevSim v Malajsii, byla izolovana i 3,4-dihydroxybenzoova
kyselina. Mistni ji pouZivaji pfedevsim pfi komplikacich pfi a po porodu, ale také
u menstruacnich bolesti (Al-Mekhlafi et al., 2012).
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Obr. 13 Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova

5.2.6 2,4-dihydroxybenzoovakyselina

Jedna se o jeden zdegradacnich metabolitl anthokyanini obsazenych ve
viSni obecné (Prunus cerasus, Rosaceae). Anthokyaniny maji vyborné
protizanétlivé ucCinky a antioxidacni viastnosti. Byly provadény studie, které
zkoumaly u€innost kyanidinu (hlavni anthokyanin obsaZzen ve viSni obecné),
pfedevS§im vmoznosti prevence zanétu a rakoviny tlustého stfeva. Tento
anthokyanin je vtéle rozkldadan na kyselinu protokatechovou, 24-

dihydroxybenzoovou (obr. 14) a 2,4,6-trihydroxybenzoovou (Seeram et al,
2001).

Tato 2,4-dihydroxybenzoova kyselina je obsazena vrostliné Hypericum
perforatum (Hypericaceae). Jedna se o farmaceuticky vyznamnou rostlinu
prfedevS§im diky jejimu uplatnéni pfi mirnich az stfedné tézkych formach
deprese (Cirak at al., 2016).

Pfi blizSim zkoumani Kalopanax septemlobus (Araliaceae) na HPLC byly
izolovany 4 slouceniny, jedna znich byla kyselina 2,4-dihydroxybenzoova. Tato
rostlina se zkouma pfredevsim pro jeji protinadorovou aktivitu (Bai et al., 2011).
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Obr. 14 Kyselina 2,4-dihydroxybenzoova

5.2.7 2-hydroxy-4-methoxybenzoova kyselina

Kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova (obr. 15) je produktem parni
destilace z rostliny zvané Hemidesmus indicus (Aslepiadaceae), kterou
muzeme najit i pod oznaenim indicka sarsaparilla. Obsahuje vysoké mnozstvi
taninO a beta-sitosteroll. Existue i druh Hemidesmus pubescens
(Aslepiadaceae), kterd ma vy3si obsah fenold a volnych aminokyselin. Jedna se
o bézZné se vyskytujici byliny rozSifené v celé Indii. Pfi studijich in vivo i in vitro
se velmi osvédCila Hemidesmus indicus pfedevSim diky svym protizanétlivym,
analgetickym, antipyretickym, antioxidacnim, hepatoprotektivnim,
kardioprotektivnim, renoprotektivnim ¢i imunomodulacnim viastnostem. Hojné
se wyuziva v tradi¢ni indické mediciné. Z byliny se vyuziva predevsim jeji kofen
(Sircar etal., 2007; Das etal., 2013).

Tuto 2-hydroxy-4-methoxybenzoovou kyselinu najdeme i v Calophyllum
polyanthum (Calophyllaceae), nékteré obsahove latky predevsim kalanolid A, B
a inofyllum B, P vykazuji vyznamnou anti-HIV aktivitu (Ma et al., 2004).

DalSi rostlinou, ktera obsahuje kyselinu 2-hydroxy-4-methoxybenzoovou je
Platycodon grandiflorum (Campanulaceae). V Evropé je tato rostlina brana
spiSe jako okrasna, ale vCing, Japonsku a Koreji ji vyuZivaji pro jeji lé¢ebné
viastnosti. Pouziva se pro jeji ekpektoracni, diuretickeé, antiflogistické vliastnosti
(Mazol et al., 2004).
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Obr. 15 2-hydroxy-4-methoxybenzoova kyselina

5.3 Metabolismus flavonoidi

Flavonoidy obsaZzené vpotraveé, jsou vstiebavany vtenkém stievé.
NejCastéjSi typ absorbce flavonoidl je zaloZzena na rozstépeni glykosidické
vazby. Dochazi k uvolnéni aglykonu za puasobeni floridzin hydrolasy (LPH),
ktera se nachazi v epitelialnich bunkach kartaCového lemu tenkého stfeva.
Uvolnény aglykon, diky své lipofilit€, mize pomoci pasivni difize projit pfes

sténu epitelu tenkého stfeva dale do krevniho obéhu (Rio et al., 2013).

Druhou moznosti vstfebavani flavonoidl ztenkého stfeva je za wyuziti
energie. Tato aktivni forma transportu glukosy je zavisla na sodiku. Po vstupu

do bunky dochazi k hydrolyze bunéénymi B-glukosidasami (Cassidy et al.,
2017).

Pfed samotnym prichodem aglykond do krevniho obéhu dochazi, jak u
pasivni tak aktivni formy, k metabolismu. Dojde k wvytvofeni sulfat glukuronidu
a/nebo methylovaného metabolitu za pUsobeni sulfotransferasy (SULT), uridin-
5-difosfatu  glukuronosyltransferasy (UGT) a katechol-O-methyltransferasy
(COMT).

Nasledné dochazi k prichodu do krevniho obé&hu. Metabolity se dostavaiji
do jater a zde dochazi k dal$imd metabolismu. Cast je poté vylouéena do Zuge,

nasledné do stolice a spolu s ni pry¢ ztéla. Cast se mdZe pomoci
enterohepatalniho obéhu vratit zpét do tenkého stfeva (Rio et al., 2013).

33



Bylo zjisténo, Ze flavonoidy, které nejsou absorbovany vtenkém stfevé
mohou byt metabolizovany az voblasti tlustého stfeva. Tam dochazi diky
mikroflofe ke Stépeni na aglykon a fenolové kyseliny a ty jsou nasledné
absorbovany. Byly provadény studie, kde se ZzjiStovano, které enzymy
hydrolyzuji flavonoidni glykosidy. Zjistilo se, Zze enzymy [-glukosidasa, a-
rhamnosidasa Ci B-galaktosidasa jsou schopny rozStépit rutin na kvercetin
(Aherne et al., 2002).

Byla provadéna studie s ernym, zelenym cCajem a citrusovymi plody
obsahujicimi rutin. VSechny zminéné vzorky obsahovali mimo jiné latky i
flavonoidy. Vysledkem této studie bylo, Ze i pfes pomérmné malé vstiebavani
flavonoidl ztlustého stfeva, diky pusobeni stfevnich bakterii, dochazi vzdy
k metabolismu, az na malé fenolové kyseliny. Mezi fenolovymi kyselinami byly i
nase testované 3-hydroxybenzoova a 3,4-dihydroxybenzoova kyselina. Tyto
fenolové kyseliny jsou dale vstfebavany do krve. Pouze jedna ztestovanych
kyselin vykazovala antiproliferacni aktivitu u rakoviny prostaty, a to kyselina 3,4-

dihydroxybenzoova, ktera by se do budoucna mohla jevit jako potencialni leCivo
(Gao et al., 2006).

Studie provadéné na potkanech krmenych Spenatovymi listy, obsahujicimi
kyselinu p-kumarovou, doSla kzavéru, Ze diky stfevnim bakteriim sidlicim
vilusttm stifevé, dochazi ke Stépeni na malé fenolové kyseliny. Mezi
identifikovanymi byla i naSe kyselina 4-hydroxybenzoova (Rice-Evants et al.,
2003).

Podobna studie, nejprve probihajici na potkanech a nasledné na lidech,
se zelenym Cajem poukazuje také na to, Ze pfi wyuziti stfevnich bakterii
vilusttm stfevé dochazi ke Stépeni az na jednoduché fenolové kyselininy,
vCetné kyselininy benzoové (Rice-Evants et al., 2003).

Pfi blizSim zkoumani Prunus cerasus (Rosaceae) in vitro i in vivo ve
spojitosti s vyuzitim obsahovych latek anthokyaninl a jejich mozném uplatnéni
pfi léCeni zanétech stfeva a rakoviné stfeva, dosli az kizolaci degradacnich
produktd. Tyto produkty wvznikly metabolizaci vtlustém stifevé. Mezi
degradacénimi produkty byly identifikovany i malé fenolové kyseliny, mezi nimi i
kyselina 2,4-dihydroxybenzoova (Seeram et al., 2001).
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Pfi jiném vyzkumu antokyanind, kdy se Zzkoumal jejich potencialné
protektivni u€inek na kardiovaskularni systém, ze stanovovani vzorku ze séra,
mocCi a stolici doSlo k dalSimu potvrzeni toho, Ze pfi metabolismu v tlustém
stfevé dochazi k degradaci az na fenolové kyseliny, zde zmifiuji mimo jiné i 2-

hydroxy-4-methoxybenzoovou kyselinu (Ferrars etal., 2014).

ZvySe uvedenych studii, vyplyva, Ze diky stfevnim bakteriim v tlustém
stfevé a jejich metabolismu dochazi k rozkladnym produktim jakychkoliv
flavonoidi az na nami testované fenolové kyseliny. Tyto pak mohou byt
nasledné absorbovany a wyuZity jako potencialni léCiva, at jiz v oblasti
pozitivnich uCinkd kardiovaskularnich &i antiproliferacnich.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pomicky

6.1.1 Material

96 — jamkova mikrotitracni desticka (Brand)
Automatické pipety o rznych objemech (Brand)

Vicekanalové pipety o riznych objemech (Brand)

6.1.2 Chemikalie

Dimethyisulfoxid p.a. (DMSO), (Penta)

Disodna sl bathocuproindisulfonové kyseliny p.a. (BCS), (Sigma
Aldrich)

Hematoxylin p.a. (HEM), (Sigma Aldrich)
Hydroxylamin hydrochlorid p.a. (HA), (Sigma Aldrich)
Pentahydrat siranu médnatého p.a. (CuS04.5 H20), (Sigma Aldrich)

15mM acetatové pufry — pH 4,5 a 5,5 (pfiprava: octova kyselina
(Penta), octan sodny (Penta), ultracista voda)

15mM HEPES pufry — pH 6,8 a 7,5 (pfiprava: HEPES (Sigma
Aldrich)

HEPES sul (Sigma Aldrich), ultracista voda)

Testované latky — benzoova kyselina p.a., 3-hydroxybenzoova
kyselina p.a., 4-hydroxybenzoova kyselina p.a., 3,4-
dihydroxybenzoova kyselina p.a., 2,4-dihydroxybenzova kyselina p.a.
a 2-hydroxy-3-methoxy benzoova kyselina p.a., (Sigma Aldrich)
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6.1.3 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy KERN ABT120-5DM

e Spektrofotometr pro mikrotitracni desticky SYNERGY HIT Multi-
Detection Microplate Reader (BioTec Instruments, Inc., Winooski,
Vermont, USA)

o TrepacCka pro mikrotitraCni desticky IKA®MS 3 digital

o TrepacCka pro zkumavky IKA®VORTEX GENIUS 3

6.2 PrFiprava roztoku

6.2.1 Pripravazasobnich roztokd

Disodna sul bathocuproindisulfonové kyseliny (BCS) — 5 mM roztok byl
pfipraveny rozpusténim pfislusného mnozstvi BCS v destilované vodé

o Muw (BCS) = 564,54 g/mol

Hematoxylin (HEM) — 5 mM roztok v DMSO

o Mw (HEM) = 302,28 g/mol (stabilni je po dobu cca 5 hodin)

Hydroxylamin hydrochlorid (HA) — 100 mM roztok byl pfipraveny
rozpusténim pfislusného mnozstvi HA v destilované vodé

o Mw (HA) =69,49 g/mol

Médnaté ionty (Cu?) — 5 mM roztok Cu?* byl pfipraveny rozpusténim
pfislusného mnozZstvi pentahydratu siranu médnatého (CuSO0a4.5H20)
v destilované vodé

o Mw (CuSO4.5H20) = 249,69 g/mol

Médné ionty (Cu') — 5 mM roztok Cu* byl pfipraveny rozpusténim
prislusného mnozstvi chloridu médného (CuCl) ve vodném roztoku 0,1 M
kyseliny chlorovodikové (HCI) a 1 M chloridu sodného (NaCl)

o Mw (CuCl)= 98,99 g/mol

Pufry — roztoky pufri byly pfipraveny z octanu sodného a kyseliny octové
pfi pH 4,5 a 5,5 a z HEPES, HEPES sodium salt pfipH 6,8 a 7,5
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6.2.2 Priprava pracovnich roztoku

e Hvydroxylamin hydrochlorid (HA) — 1 mM a 10 mM roztok HA
v destilované vodé

e Hematoxylin (HEM) - 250 ymM roztoku vDMSO (stabilni pouze 90
minut)

e lonty médi Cu* a Cu?* - 250 uM roztoky v DMSO / destilované H20

o Testované latky — zakladni roztok obvykle 10 mM v DMSO, dalSi fedéni
v DMSO podle potieby
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6.3 Vseobecné postupy

6.3.1 Kalibracni krivka

Do vSech pfipravenych jamek mikrotitraCni desticky jsme napipetovali
150pl pufru o pH 6,8. Pfidali jsme 50ul 1mM roztoku hydroxylamin
hydrochloridu. Napipetovali jsme 50ul roztoku médnatych iontd poZadované
koncentrace do testovacich jamek a 50ul destilované vody do kontrolnich
Jamek. Poté jsme dali mikrotitracni desticku na tfepaci aparat a nechali jsme
michat 1 minutu. Nasledné jsme pfidali 50ul  disodné  soli
bathocuproindisulfonové kyseliny pfesné do poloviny jamek (X) a do druhé
poloviny dame 50ul destilované vody (). Hned poté jsme méfili absorbanci pfi
vinové délce 484nm a nasledné po 5 minutach, respektivné po 4:30 minutach
od naméfeni prvnich hodnot.

jamky s indikatorem

slepé vzorky

Obr. 16 Schéma mikrotitraéni desticky

Vysvetlivky
e A —roztok testované latky o pozadované koncentraci c1
e B -roztok testované latky o pozadované koncentraci c2
e C —roztok testované latky o poZzadované koncentraci c3
e D —roztok testované latky o pozadované koncentraci cx

e E —kontrolni jamky o poZadované koncentraci (c =0)
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Koneény obsah jamky

e 150 pl pufru
e 50 pl roztoku Cu?*

e 50 pl roztok testované latky nebo rozpoustédio

e 50 pl roztoku BCS nebo H20
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6.3.2 Zkouska zakladnich roztoku iontu médi

Pripravili jsme si zakladni roztoky o koncentraci 5mM Cu* a Cu?*. Pred
prvnim pouzitim bylo nutné provést zkouSku zakladnich roztokd. Mizeme je
uchovavat v lednici, jsou stabilni, pfed dalSim pouZitim neni potfeba provadét
kontrolu znova.

Pfipravili jsme si mikrotitraCi desti¢ku, pipetovali jsme pouze do dvou
jamek. Napipetovali jsme si 150ul pufru o pH 7,5. Nasledné jsme pfidali 50l
roztoku hydroxylaminu hydrochloridu 1 mM a 50ul roztokd iontd médi o
koncentraci 0,25mM. Roztok iontd médi jsme si pfipravili z 950yl €isténé vody a
50ul zakladniho roztoku. Mikrotitracni destiCku jsme dali na tfepaCku a
ponechali tfepat 1 minutu. Poté jsme pfidali 50ul 5mM roztoku BSC. Po uplynuti
1 minuty jsme méfili absorbanci pfi 484nm. Absorbance spravné pfipraveného
roztoku iontd médi by méla byt okolo 0,50 — 0,55.

6.3.3 Stanoveni chelatace iontti médi hematoxylinem

Do potfebnych jamek mikrotitracni destiCky jsme si napipetovali pfislusny
pufr o pH 7.5, 6.8 nebo 5.5 vobjemu 150ul a k nému jsme pfidali 50ul 250uM
roztoku Cu?* iontl . Nasledné jsme pridali do 50ul roztoku
testované latky o pfislusné koncentraci. Do kontrolnich jamek jsme pfidali 50yl
rozpoustédla. Mikrotitracni destiCku jsme dali na 2 minuty michat na tfepacku.
Posléze se pfidalo 50ul 250uM hematoxylinu do prvni poloviny jamek (j. do
prvnich dvou fad) (X) nebo DMSO do druhé poloviny jamek () (DMSO se
pipetuje jako prvni). Opét jsme promichat na tfepacku. Cely obsah se michal 3
minuty. Mé&fili jsme absorbanci pfi 610nm pro pH 7,5 ¢i 590nm pro pH 6,8

nebo 595 pro pH 5,5 ihned tzn. v ase 3 minuty po domichani a druhé méfeni
v ¢ase 7 minut.
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Obr. 17 Stanoveni chelatace méd’'natych iontti hematoxylinem

Koneény obsah jamky

e 150 pl pufr
e 50 pl roztok Cu?*
e 50 ul roztok testované latky nebo rozpoustédlo

e 50 ul roztok HEM nebo DMSO
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6.3.4 Chelatace médnatych (Cu?*)iontt v pufru (pH 4.5,5.5,6.8,7.5)

Do potfebnych jamek mikrotitraCni destiCky jsme si napipetovali pfislusSny
pufr vobjemu 100ul. Nasledné jsme pfidali do 50ul roztoku
testované latky o pfislusné koncentraci. Do kontrolnich jamek jsme pfidali 50pl
rozpoustédla v nasem pfipadé DMSO. Posléze se pfidalo 50ul 250uM roztoku
Cu*? iontt vroztoku DMSO do vSech jamek a desticka byla dana na tfepacku
michat na 2 minuty. Po dvou minutach jsme pfidali 50yl 1mM roztok
hydroxylamin hydrochloridu pro pH 6.8 a 7.5 a 10mM roztok hydroxylamin
hydrochloridu pro pH 4.5 a 5.5, vSe jsme dali opét na tfepacku a nechali tfepat
1 minutu. Nakonec jsme pfidali 50yl 5mM BCS (X) nebo vody ( ) (voda se
pipetuje jako prvni). Mé&fili jsme absorbanci pfi 484nm ihned po napipetovani a
nasledné po 5 minutach (druhé méfeni se spousti vCase 4 minuty a 30

sekund).

Vysvétlivky
e A —roztok testované latky o pozadované koncentraci c1
e B -roztok testované latky o pozadované koncentraci c2
e C —roztok testované latky o poZzadované koncentraci c3
e D —roztok testované latky o pozadované koncentraci cx

e E —kontrolni jamky o poZzadované koncentraci (c = 0)
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jamky s indikatorem

slepé vzorky

Obr. 18 Schéma mikrotitraéni desticky

Koneény obsah jamky

e 100 pl pufru

e 50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédio (DMSO)
e 50 pl 250 pl roztoku Cu?*v DMSO

e 50 pl roztoku HA (1 mM / 10 mM)

e 50 pl 5mM roztoku BCS nebo vody
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6.3.5 Chelatace médnych (Cu*) iontl v pufru (pH 4.5,5.5, 6.8,7.5)

Do potfebnych jamek mikrotitracni destiCky jsme si napipetovali pfislusny
pufr vobjemu 100ul. Nasledné jsme pfidali 50ul roztoku hydroxylaminu
hydrochloridu 1mM pro pH 6,8 a 7,5 a 10mM pro pH 4,5 a 5,5. Pfidali jsme
50ul 250pl roztoku Cu* iontd vroztoku DMSO do vSech jamek a nechali jsme
michat 1 minutu na tfepacce. Po domichani jsme pfidali do
50ul roztoku pfislusného vzorku o pfislusné koncentraci. Do kontrolnich jamek
jsme pfidali 50ul daného rozpoustédla. Nechali jsme promichat na tfepacce
presné 2 minuty. Nakonec jsme pfidali 50yl 5mM roztoku disodné soli
bathocuproindisulfonové kyseliny (X) nebo vody ( ). Méfili jsme absorbanci pfi
484nm ihned a po 5 minutach (druhé méreni se spousti v €ase 4 minuty a 30

sekund).

Vysvétlivky
e A —roztok testované latky o pozadované koncentraci c1
e B -—roztok testované latky o pozadované koncentraci c2
e C —roztok testované latky o poZzadované koncentraci c3
e D —roztok testované latky o pozadované koncentraci cx

e E —kontrolni jamky o pozadované koncentraci (c =0)
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jamky s indikatorem

slepé vzorky

Obr. 19 Schéma mikrotitraéni desticky

Koneény obsah jamky

e 100 pl pufru

e 50 pl roztoku testované latky nebo rozpoustédio (DMSO)
e 50 pl 250 pl roztoku Cu*v DMSO

e 50 pl roztoku HA (1 mM / 10 mM)

e 50 pl 5mM roztoku BCS nebo vody
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6.3.6 Statisticka analyza

Mnozstvi zbyle médi bylo wvypolitano zrozdiu absorbance mez
testovanou latkou (vzorku sindikatorem) a slepého vzorku (vzorku bez
indikatoru), vydélené rozdiem kontrolovaného vzorku (znamého mnoZstvi médi
bez testované latky) a slepého vzorku.

Na statistickou analyzu byl pouzity program MS Exel a GraphPad Prism
verze 7 pro Windows (GraphPad Software, USA). Pfi porovnavani schopnosti
jednotlivych vzorkGl chelatace byl pouzity test ANOVA s Bonferroniho post
testem. VSechny kfivky pouzité vrigorozni praci byly sestavené z nejméné péti
bodl, od 0 po 100 % chelatace.

Vysledky byly zpracované jako prumér £ smérodatné odchylky vypocitané
podle vzorce ———
Z0x =D
.‘J T

........ stfedni hodnota vzorku

......... velikost vzorku
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7. VYSLEDKY

7.1 Kalibracni krivka

Do vSech pfipravenych jamek mikrotitracni destiCky jsme napipetovali
150yl pufru o pH 6,8. Pfidali jsme 50ul 1TmM roztoku hydroxylamin
hydrochloridu. Napipetovali jsme 50ul roztoku médnatych iontd pozadované
koncentrace do a 50ul destilované vody do

. Poté jsme mikrotitraCni destiCku dali na tfepaci aprat a nechali jsme
michat 1 minutu.  Nasledné jsme pfidali  50pl  disodné  soli
bathocuproindisulfonové kyseliny pfesné do poloviny jamek (X) a do druhé
poloviny jsme pfidali 50ul destilované vody ( ). Hned poté jsme méfili
absorbanci pfi vinové délce 484nm a nasledné po 5 minutach, respektivné po
4:30 minutach od naméfeni prvnich hodnot.

Z naméfenych hodnot absorbanci v ase 5 minut (tabulka 1) byl sestaven
graf kalibracni kfivky. Byly pouzité nasledujici koncentrace médnatych iontu:
OuM, 50 uM, 100 uM, 150 pM, 200 pM a 250 pM (obr. 19). Zavislost
absorbance na koncentraci médnatych ionta je linearni (obr. 20).

pH 68 5 min
zakladni c /uM/ 0 50 100 150 200 250
vysledna c/um/ 0 8,333333 | 16,66667 25 33,33333 | 41,66667
. 0,04 0,111 0,218 0,322 0,404
A + bathocuproin
0,036 0,116 0,223 0,337 0,421
. 0,03 0,03 0,031 0,031 0,04 0,033
A - bathocuproin
0,03 0,033 0,034 0,031 0,031 0,037
A rozdil 0,01 0,0795 0,1855 0,291 0,3685 0,499
rozdl 0,006 | 0,0845 | 0,1905 | 0,306 | 0,385 | 0,511
primér 0,008 0,082 0,188 0,2985 0,377 0,505
SD 0,002 0,0025 0,0025 0,0075 0,0085 0,006
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Obr. 20 Kalibraéni kifivka méd’'natych iontli v ¢ase 5 minut

49




250 uM

Kontrola ¢ (Cu?*) = 200 uM
Kontrola ¢ (Cu?*)

Kontrola ¢ (Cu?*) = 100 uM
Kontrola ¢ (Cu?*) = 150 uM

=
= =1
= o
o 0
1 1
—_ —
T 5
N N
S S
@) @)
N N
) 3}
< <
o) o)
= =]
c c
o) o
X X

Obr. 21 Schéma mikrotitracni desticky pfi stanoveni chelatace Cu?* iontt

. Roztok testované latky c1- cx

. Kontrolni jamky ¢ =0
slepé vzorky
. jamky s indikatorem

50



7.2 Chelatace médnatych iontli vybranymi benzoovymi
kyselinami za pouziti hematoxylinu

3100'
=
)
+ =©- pH 5.5 3 min
o -©- pH 5.5 7 min
250- pH 6.8 3 min
z == pH 6.8 7 min
5 pH 7.5 3 min
)
: .
) == pH 7.5 7 min
= 0 O .
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pomér benzoova kyselina:Cu * ionty

Obr. 22 Chelatace Cu?* iontti hematoxylinem pfi riiznych hodnotach pH:
kyselina benzoova
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Obr. 23 Chelatace Cu?* iontil hematoxylinem pfi riiznych hodnotach pH:
kyselina 3-hydroxybenzoova
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Obr. 24 Chelatace Cu?* iontd hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH:
kyselina 4-hydroxybenzoova
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Obr. 25 Chelatace Cu?* iontli hematoxylinem pfi riiznych hodnotach pH:
kyselina 2,4-dihydroxybenzoova
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Obr. 26 Chelatace Cu?* iontli hematoxylinem pfi riiznych hodnotach pH:

kyselina 3,4-dihydroxybenzoova
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Obr. 27 Chelatace Cu?* iontd hematoxylinem pfi riiznych hodnotach

pH: kyselina 2-hydroxy-4-methoxybenzoova
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7.3 Chelatace Cu* iontd bathokuproinem pfi poméru
benzoovych kyselin a médnych iontti pfi riznych
hodnotach pH
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Obr. 28 Schopnostbenzové kyseliny chelatovat Cu*ionty v €éase 5 minut
od pridani indikatoru
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Obr. 29 Schopnost 3-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu*ionty
v ¢ase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 30 Schopnost 4-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu*ionty
v ¢ase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 31 Schopnost 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu*
ionty v €ase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 32 Schopnost 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu*
ionty v éase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 33 Schopnost 2-hydroxy-4-methoxybenzoové kyseliny chelatovat Cu*
ionty v éase 5 minut od pridani indikatoru
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7.4 Chelatace Cu?* iontl bathokuproinem pfi poméru
benzoovych kyselin a médnatych iontl pfi riznych
hodnotach pH
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Obr. 34 Schopnostbenzoové kyseliny chelatovat Cu?*ionty v ¢ase 5
minut od pridani indikatoru
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Obr. 35 Schopnost 3-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?*ionty
v ¢ase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 36 Schopnost 4-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?*ionty
v ¢ase 5 minut od pridani indikatoru
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Obr. 37 Schopnost 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?*
ionty v €éases 5 minut od pfidani indikatoru

63



L=

1004 B pH 45
2

x pH 5.5
=

K

o ¢ pH75
>

c

©

>

.8

=

Q

K=

o 50 -

R

*
oi é E i N
1:1 10:1 100: 1

pomér 3,4-dihydroxybenzoova kyselina:Cu2+ ionty

Obr. 38 Schopnost 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu2*ionty
v ¢ase 5 minut od pridani indikatoru
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8. DISKUZE A ZAVER

Kyselina benzoova a od ni odvozené kyseliny s celou fadou dalSich latek
patfi do skupiny fenolovych slou€enin. Byly prokazany jejich pozitivni u€inky na
lidsky organismus. Vysoky pfijem potravin bohatych na tyto latky je spojeny se
sniznenim rizika vzniku béznych degenerativnich a chronickych onemocnéni
zpusobenych oxidacnim stresem (Zhang et al., 2016).

DalSi latky patfici do skupiny fenolovych slou€enin jsou flavonoidy. Jejich
antioxidacnich, antimikrobialni, protizanétivé ¢i hepatoprotektivni viastnosti se
da vyuzit pfi 16Ebé rdznych onemocnénich (Riha et al., 2014).

Témér skoro vSechny flavonoidy vykazuji méd-chelatacni aktivitu. NejvySSi
chelatani aktivita se projevila u flavonoidl, které obsahovaly hydroxylovou
skupinu v poloze 3 vkombinaci s keto skupinou v poloze 4 a dvojnou vazbou
v poloze 2-3 (kempferol, 3-hydroxyflavon) zejména pfi nizSich pH. Zajimavé je,
Ze nékteré latky napf. 3-hydroxyflavon, kemferol a Caste¢né i baikalein vykazuji
jesté  wy88i méd-chelataCni aktivitu nez chelator médi trientin, zejména

v kyselém prostfedi (Riha et al., 2014).

Cilem této rigordzni prace bylo zjistit méd-chelatacni schopnost Sesti kyselin
odvozenych od kyseliny benzoové. Konkrétné se jednalo o kyselinu benzoovou,
3-hydroxybenzoovou kyselinu, 4-hydroxybenzoovou kyselinu, 2,4-
dihydroxybenzoovou kyselinu, 3,4-dihydroxybenzoovou kyselinu a 2-hydroxy-4-
methoxybenzoovou kyselinu. Méd-chelatacni aktivita byla testovana pfi riznych
pH pomoci dvou spektrofotometrickych metod, kdy v prvni metodé byl pouzit
jako indikator hematoxylin (HEM) a vdruhé disodna sul bathokproindisulfonoveé

kyseliny (BCS, bathokuproin).

Méd-chelataCni aktivity téchto kyselin byly vyhodnoceny na zakladé
vytvofeni komplexu mezi Cu*/ Cu2* ionty a HEM ¢i BCS.

Nejprve se u wybranych kyselin stanovovala méd-chelatacni aktivita za
pouziti hematoxylinu, co by indikatoru. Hematoxylin wytvafi sionty médi
komplexy, které jsou v porovnani s BSC méné stabilni. Stanoveni Cu?* iontl s

hematoxylinem se stanovovalo pfi pH 5.5, 6.8 a 7.5 (Rha et al, 2013).
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Nameérené vysledky pfi stanoveni s hematoxylinem ukazaly, Ze téméF vdechny
testované benzoové kyseliny chelatovaly Cu?* ionty az pfi vySSich
koncentracich, coz je zobrazeno na obr. 22-27 (str. 51-53). Nejvy3Si chelataCni
aktivita je patrna u 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny (obr. 25, str. 52), 3,4-
dihydroxybenzooveé kyseliny (obr. 26, str. 53) a 2-hydroxy-4-methoxybenzoové
kyseliny (obr. 27, str. 53), kde méd-chelataCni aktivita dosahuje temér 90 %,
avSak az ve wy3Sich koncentracich. U kyseliny benzoové (obr. 22, str. 51),
kyseliny 3-hydroxybenzoové (obr. 23, str. 51), 4-hydroxybenzoové (obr. 24, str.
52) bylo dosazeno nizSich hodnot chelataéni aktivity a zajimavé je, Ze pfi pH
7,5 témér nechelatovaly.

Oproti tomu méd-chelatacni stanoveni s indikatorem BSC u wvybranych
kyselin ukazalo, ze Zadna ztestovanych latek nebyla schopna chelatovat ionty
médi zvice jak 20 %. Kyselina 2,4-dihydroxybenzoova (viz obr. 31, str. 57)
vykazovala své méd-chelatatni schopnosti s médnymi ionty, a to pouze
vpomeéru 10:1 pfi pH 5,5 a 6,8. Chelata¢ni aktivita zde byla byla 20 %. U jinych
pH tato kyselina méd-chelataCni aktivitu nevykazovala. Méd-chelatani aktivita
s médnymi ionty byla pozorovana i u kyseliny 2-hydroxy-4-methoxybenzoové
(obr. 33, str. 59), kde nejvyraznéji méd-chelatacni aktivita s médnymi ionty byla
vpoméru 10:1 pfi pH 5,5 a to 20 %. Pfi pH 7,5 a 4,5 byla pozorovana slaba
meéd-chelataCni aktivita kolem 10 %. Kyselina benzoova (obr. 28, str. 54),
kyselina 3-hydroxybenzoova (obr. 29, str. 55), kyselina 4-hydroxybenzoova
(obr. 30, str. 56) a kyselina 3,4-dihydroxybenzoova (obr. 32, str. 58)

nevykazovali s médnymi ionty témér Zadnou méd-chelatacni aktivitu.

Méd-chelatacni stanoveni sindikatorem BCS u wybranych kyselin
s médnatymi ionty ukazalo, Ze Zadna ztestovanych latek nebyla schopna
chelatovat ionty médi zvice jak 30 %. Kyselina 3-hydroxybenzoova (obr. 35, str.
61) vykazovala s médnatymi ionty méd-chelatacni aktivitu pfi pH 7,5 v poméru
10:1 a byla pfiblizné 15 %. Kyselina 2,4-dihydroxybenzoova (viz obr. 37, str. 63)
vykazovala své méd-chelatacni schopnosti s médnatymi ionty, a to vpoméru
10:1, 70:1 i 100:1, kdy byla chelatacni aktivita pouze pfi vysSich pH (6,8 a 7,5)
30 % a pfi nizSich pH (4,5 a 5,5) nechelatovala vibec. Kyselina 2-hydroxy-4-
methoxybenzoova (viz obr. 39, str. 65) vykazovala nejvyraznéji své méd-

chelataéni schopnosti s médnatymi ionty, a to vpoméru 5:1, kdy byla jeji
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chelatacni aktivita pfi pH 6,8 nad 10 %. V poméru 10:1 pfi pH 4,5 a 5,5 byla u
této kyseliny pouze 7 % chelatace, pfi pH 7,5 nechelatovala. Kyselina benzoova
(obr. 34, str. 60), kyselina 4-hydroxybenzoova (obr. 36, str. 62) a kyselina 3,4-
dihydroxybenzoova (obr. 38, str. 64) nevykazovali méd-chelatacni aktivitu

s médnatymi ionty pfi Zadném nami zkouseném pH.

Kyselina 3,4-dihydroxybenzoova vykazuje kromé& meéd-chelatacni aktivity (s
hematoxylinem) i schopnost chelatovat Zeleznaté ionty tzv. Zelezo-chelatacni
aktivitu. K chelataci dochazi az pfi vysSim pH 7,5 pfi poméru 1:1 dochazi u této
kyseliny k 100% chelataci Fe?*ionti (Vaviichova et al., 2016).

Z vysledk stanoveni méd-chelatacni aktivity je mozné usoudit, Zze pro
vyznamngjSi méd-chelatacni potencial je potfeba, aby dana benzoova kyselina
méla ve své struktufe dvé hydroxylové skupiny, a to bud vsousedni poloze
(ortho poloze), jak vidime u kyseliny 3,4-dihydrobenzoové, coz je patrné
prfedevSim pfi pouziti indikatoru hematoxylinu, nebo vmeta poloze v pfipadé
2,4-dihydroxybenzoové kyseliny. Zprovedeného méfeni vyplyva, Ze ani
pfitomnost methoxy skupiny nesnizuje méd-chelataéni aktivitu, ba pravé
naopak. Je tfeba jesté dalSich experimentu s dalSimi metabolity flavonoidu,
abychom mohli konstatovat konkrétnéjSi zavéry.
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9. POUZITE ZKRATKY

pH Potential of hydrogen Potencial vodiku
Cu Cuprum Méd'
p-kumaryl-CoA Para-kumaryl-koenzym A
4-kumarat- 4-kumarat-koenzym A ligasa
CoA ligasa
DNA Deoxyribonukleova kyselina
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
LDL Low density lipoprotein Nizkodenzitnilipoprotein
COX-1 Cyklooxygenase-1 Cyklooxygenasa-1
COX-2 Cyklooxygenase-2 Cyklooxygenasa-2
CTR1 Transportni protein proméd'1
ATP7A Copper-transporting ATPase 1 Pfenasec pro méd spotiebovavajici
adenosintrifosfat 1
ATP7B Copper-transporting ATPase 2 Pfenasec pro méd spotiebovavajici
adenosintrifosfat 2
ATP Adenosinetriphosphate Adenosintrifosfat
uv Ultraviolet Ultrafialové
Manoyl-CoA Manoyl-koenzym A
HVS-1 Herpes simplex virus 1 Herpessimplexvirus 1
HVS-2 Herpes simplex virus 2 Herpes simplex virus 2
cmv Cytomegalovirus
UM Mikromolarni
HIV Human immunodeficiency virus Virus lidské imunitninedostatecnosti
RNA Ribonukleova kyselina
-OH Hydroxy skupina
Tzn. To znamena

69



Tzv. Tak zvané
Apod. A podobné
Napfr. Napfriklad
DMSO Dimethylsulfoxid
BCS Disodna sl bathocuproindisulfonové
kyseliny
HEM Hematoxylin
HA Hydroxylamin hydrochlorid
CUSO,.5H,0 Pentahydrat siranu médnatého
Cu* Médné ionty
Cu*? Médnaté ionty
Mw Molekulova hmotnost
CuCl Chlorid médny
HCI Kyselina chlorovodikova
NaCl Chlorid sodny
mM Milimol
H,0 Voda
pKa Disociacnikonstanta
HCA Hydroxy Carboxylic Acid receptors Receptory hydroxykarboxylovych
kyselin
SULT Sulfotransferas Sulfotransferasa
UGT Glucuronosyltransferase Glukuronosyltransferasa
COMT Catechol-O-methyltransferase Katechol-O-methyltransferasa
LPH Phlorizin hydrolase Florizin hydrolasa
HPLC High-performance liquid Vysokoucinnakapalinova

chromatography

chromatografie
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10. SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Naméfené hodnoty absorbance v ase 5 minut

71



11. SEZNAM OBRAZKU

Obr.1 Systémova a mitochondrialni dopravameédi ............ccccvveviieeniiieeeiiee e, 11
Obr. 2 Znazornéni transportu médi v burice (a) fyziologicky stav; (b) patologicky stav
zpusobeny poruchou ATP7B pfi Wilsonoveé chorob@.............ccccevvvveviieiiniee e 13
Obr. 3 (A) zména struktury viasut; (B) pili TOMti ......cccvveeeeiiiiieeeeeee e, 14
Obr. 4 Flavan — zakladni struktura flavonoidu.............ccccceeiieiiiniieiiieeeee e 16
Obr. 5 NejdulezitéjSi podskupiny flavonoidl ...........cccceevviieiiiiiiiiececce e, 17
Obr. 6 Chemicka struktura ovliviujici antioxidacni G€inek flavonoidd............................ 19
Obr. 7 Chemicka struktura KVercetinu ..............ccoceeeiiiiiiiiiiiececeee e 24
Obr. 8 (A) obecna struktura flavan-3-ol; (B) (+) - katechin (2R, 3S) ¢astéjSi ze dvou
ENANTIOMEIU ...ttt ettt ettt e sttt e sttt e bt eshbeeabeessbeenbeesaseesaseebeesnneeneeas 25
Obr. 9 Obecna struktura proanthokyanidinU .............cccceeeiieiiiieniiie e 26
Obr. 10 Kyseling DENZOOVA.........ccuviiiiiiiii ettt e e e 28
Obr. 11 Kyselina 3-hydroXybenzZOOVa ...........cc.cevuiiiiiiiiiiiiieiieeeiieeeee e 29
Obr. 12 Kyselina 4-hydroXybENZOOVA ..........ccccuviiiiiiiee et 30
Obr. 13 Kyselina 3,4-dihydroXybenzZOooVa............cc.eoiieiiiiiiiiiiiiiieeseeeee et 31
Obr. 14 Kyselina 2,4-dihydroXybeNZOOVA...........ccoovuiiiiiiiiiieeiiiiiee e eee e 32
Obr. 15 2-hydroxy-4-methoxybenzoova Kyselina.............c..ccooviiieiiiiiiieieeie e, 33
Obr. 16 Schéma mikrotitraCni deStICKY........c.ccueiriiiiiie e 39
Obr. 17 Stanoveni chelatace médnatych iontd hematoxylinem ...........cccccevevvevieeennnen. 42
Obr. 18 Schéma mikrotitraCni destiCKY ..........ccouiviiiiiiiieice e 44
Obr. 19 Schéma mikrotitraCni deStICKY ........c.cueiriiiiiiii e 46
Obr. 20 Kalibraéni kifivka médnatych iontd v €ase 5 minut............ccccoeeveiiencie e, 49
Obr. 21 Schéma mikrotitracni desti¢ky pfi stanoveni chelatace Cu?* iontd.................... 50
Obr. 22 Chelatace Cu?* iontd hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina
DENZOOVA. ..ottt et 51
Obr. 23 Chelatace Cu?* iont hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina 3-
NYArOXYDENZOOVA .........eiiiiiiiiie et e e e e e e e st e e e e e e e eeseennneneneees 51
Obr. 24 Chelatace Cu?* iontd hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina 4-
NYArOXYDENZOOVA .........eiiiiiiiiie et e e e e e e et e e e e e e e e e s e e nnnenenaees 52
Obr. 25 Chelatace Cu?* iontl hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina 2,4-
diNYArOXYDENZOOVAE ........oiiiiiiiiiieieee e et e e etaaeeeeanes 52
Obr. 26 Chelatace Cu?* iontl hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina 3,4-
diNYArOXYDENZOOVAE ........ooiiiiiiiiiecee et e et e e e staaeeeeanes 53
Obr. 27 Chelatace Cu?* iontl hematoxylinem pfi riznych hodnotach pH: kyselina 2-
hydroxy-4-methOXYDENZOOVA..........cocuiiiiiiiiiii s 53
Obr. 28 Schopnost benzové kyseliny chelatovat Cu* ionty v ¢ase 5 minut od pridani

[ gTo 11e= 1 o] U USSP 54
Obr. 29 Schopnost 3-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu* ionty v ¢ase 5 minut od
o1 To F= T TR gL 111 (o (U RSP URR 55
Obr. 30 Schopnost 4-hydroxybenzooveé kyseliny chelatovat Cu* ionty v ¢ase 5 minut od
PRAAANTINAIKATOIU ..ot s 56
Obr. 31 Schopnost 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu* ionty v ¢ase 5
mMinut od PrdANT INAIKATOIU ......ccceeeieieiee e e e e 57



Obr. 32 Schopnost 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu* ionty v Case 5

mMinut od PrdANT INAIKATOIU ..o e e e eereeee s 58
Obr. 33 Schopnost 2-hydroxy-4-methoxybenzoové kyseliny chelatovat Cu* ionty v ¢ase
5 minut od pridAnT INAIKALOrU ...........eviiiiieiieeeeee e 59
Obr. 34 Schopnost benzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty v ¢ase 5 minut od pridani

[ gTo 1= 1 o] U I PR P PPPRP 60
Obr. 35 Schopnost 3-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty v ¢ase 5 minut
Od PAANT INAIKALOIU ......evveeieiieeeee e e e e s 61
Obr. 36 Schopnost 4-hydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty v ¢ase 5 minut
Od PHAANT INAIKALOIU ... e 62
Obr. 37 Schopnost 2,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty v ¢ases 5
Minut od PAdANT INAIKATOIU .....cooeeiiieie e e 63
Obr. 38 Schopnost 3,4-dihydroxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty v ¢ase 5
Minut od PHAdANT INAIKATOIU ......ooeviiie i 64
Obr. 39 Schopnost 2-hydroxy-4-methoxybenzoové kyseliny chelatovat Cu?* ionty

v ¢ase 5 minut od pridani INAIKALOIU..............ooviiiiiiiii e 65

73



12. POUZITA LITERATURA

AHERNE A.S., O'BRIEN N.; Dietary Flavonols: Chemistry, Food Content, and Metabolism,
Nutrition, 2002, 18(1), stranky 75-81

AHMED S. 1., HAYAT M. Q., TAHIR M., MANSOOR Q., ISMAIL M., KECK K., BATES R. B.;
Pharmacologically active flavonoids from the anticancer, antioxidant and antimicrobial extracts
of Cassiaangustifolia Vahl, BMIC ComplementaryAnd Alternative Medicine, 2016, 16(1),
stranky 460-470

AJIBOYET. O., HABIBU R. S., SAIDU K., HALIRU F. Z., AJIBOYEH. O., ALIYUN. O., IBITOYE O.
B., UWAZIEJ. N., MURITALA H.F., BELLO S. A., YUSUFI. I., MOHAMMED A. O.; Involvement of
oxidative stressin protocatechuicacid-mediated bacterial lethality, Microbiologyopen, 2017,
6(4)

AL-MEKHLAFI N. A., SHAARI K., ABAS F., KNEER R., JEYARAIJ E. J., STANSLAS J., YAMAMOTO
N., HONDAT.,, LAJIS N. H.; Alkenylresorcinols and cytotoxicactivity of the constituentsisolated
from Labisia pumila, Phytochemistry, 2012, 80, stranky 42-49, ISSN: 0031-9422

ANDERSEN O.M., MARKHAM K.R.; Flavonoids: chemistry, biochemistry and applications,
Taylor: Boca Raton, CRC, 2006, ISBN: 0-8493-2021-6

BAI G., CAO X., ZHANG H., XIANG J., REN H., TAN L., TANGYY.; Directscreening of G-
guadruplex ligands from Kalopanaxseptemlobus (Thunb.) Koidz extract by high performance
liguid chromatography, Journal of Chromatography A, 2011, 1218(37), stranky 6433-6438,
ISSN:0021-9673

BATARIOVA A., CERNA M., SMID J., SPEVACKOVAV.; Studium koncentrace vybranych
toxickych a benefitnich stopovych prvki v lidském organismu, Univerzita Karlovav Praze, 3.
|ékarskafakulta, 2007, stranky 8, 39-42, Dizertacniprace
https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail /13878

BECHNA K., MLADENKA P.; MED A JEJI PATO/FYZIOLOGICKY VYZNAMYV LIDSKEM, Diplomovd
prdce, Hradec Kralové: Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta, 2013, strana 4
https://is.cuni.cz/webapps/zzp/download/120124861

CASSIDY A., MMINIHANEA.-M.; The role of metabolism (and the microbiome) in defining the
clinical efficacy of dietary flavonoids, American Journal of Clinical Nutrition, 2017, 105(1),
stranky 10-22, ISSN: 0002-9165

CIRAK C., RADUSIENE J., JAKSTAS V., IVANAUSKASL., SEYIS F., YAYLA F.; Secondary
metabolites of seven Hypericum species growingin Turkey, Pharmaceutical Biology, 2016,
54(10), stranky 2244-2253

CLARK J. K., ZAHRADKA P., TAYLOR C. G.; Efficacy of flavonoids inthe management of high
blood pressure, Nutrition Reviews, 2018, 73(12), stranky 799-822, ISSN: 00296643

74


https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/13878
https://is.cuni.cz/webapps/zzp/download/120124861

CRAMPTON L.; “Health Effects of Benzoic Acid, Sodium Benzoate and Benzene”, 2014,
Available: https://caloriebee.com/nutrition/Effects-of-Benzoic-Acid-and-Benzoates-in-Food-
and-Medicines [Online] [Accessed: 12-July-2017]

CR, M. zdravotnictvi; Cesky lékopis, Praha: Grada Publishing, a.s., 2009; benzoe sumatranus,
strana 1455 (2.dil Ceského lékopisu); benzoe tonkinensis, strana 11525 (doplnék 2016)

DAS S., BISHT S. S.; The bioactive and therapeutic potential of Hemidesmus indicus R. Br.
(Indian Sarsaparilla)root, PhytotherapyResearch: PTR, 2013, 27(6), stranky 791-801, ISSN:
0951-418X

DU J,, SINGHH., YI T.-H.; Antibacterial, anti-biofilm and anticancer potentials of green
synthesized silver nanoparticles using benzoin gum (Styrax benzoin) extract, Bioprocess and
Biosystems Engineering, 2016, 39(12), stranky 1923-1931, ISSN: 16157605, 16157591

ERUKAINURE O. L., HAFIZUR R. M., CHOUDHARY M. |., ADHIKARI A., MESAIK A. M., ATOLANI
0., BANERIJEE P., PREISSNER R., MUHAMMAD A., ISLAM Md. S.; Anti-diabetic effect of the
ethyl acetate fraction of Clerodendrum volubile: protocatechuicacid suppresses phagocytic
oxidative burstand modulates inflammatory cytokines, In Biomedicine & Pharmacotherapy,
2017, 86, straky 307-315, ISSN:0753-3322

FERRARS R. M., CZANK CH., SAHA S., NEEDS P. W.,ZHANG Q., RAHEEM K. S., BOTTING N.P.,
KROON P. A., KAY C. D.; Methods for Isolating, Identifying, and Quantifying Anthocyanin
Metabolitesin Clinical Samples, Analytical chemistry, 2014, 86(20), stranky 1052-1058

GAOK., XU A,,KRUL C., VENEMAK., LIU Y., NIU Y., LU J., BENSOUSSAN L., SEERAM N. P.,
HEBER D., HENNING S. M.; Of the Major PhenolicAcids Formed during Human Microbial
Fermentation of Tea, Citrus, and Soy Flavonoid Supplements, Only 3,4-Dihydroxyphenylacetic
Acid Has Antiproliferative Activity, The Journal of Nutrition, 2006, 136(1), stranky 52-57

GHERIDA K.; Flavonoids: Structure, biological activities, prophylacticfunction and therapeutic
uses, Phytotherapi, 2005, 3(4), stranky 162-169, ISSN: 16248597

HIROSHI A., CLIFFORD M. N., CROZIER A.; Plant Secondary Metabolites: Occurrence, Structure
and Role in the Human Diet, Oxford: Blackwell Publishing, 2006, stranky 2-9; 17-19, ISBN-13:
978-1-4051-2509-3; ISBN-10:1-4051-2509-8

HOLLMAN P. C. H.; Absorption, Bioavailability, and Metabolism of Flavonoids, Pharmaceutical
Biology, 2004, 42, stranky 74-83, ISSN: 1388-0209

HORDYJEWSKA A., POPIOLEK L., KOCOT J.; The many "faces" of copperin medicine and
treatment, Biometals: An InternationalJournal On The Role Of Metal lons In Biology,
Biochemistry, And Medicine, 2014, 27(4), stranky 611-621, ISSN: 09660844

HUNG Y-CH., WANG P-W., PAN T-L., BAZYLAK G., LEU Y-L.; Proteomicscreening of antioxidant
effects exhibited by Radix Salvia miltiorrhiza agueous extractin cultured rat aortic smooth
muscle cellsunderhomocysteine treatment, Journal of Ethnopharmacology, 2009, 124(3),
ISSN: 0378-8741

75


https://caloriebee.com/nutrition/Effects-of-Benzoic-Acid-and-Benzoates-in-Food-and-Medicines
https://caloriebee.com/nutrition/Effects-of-Benzoic-Acid-and-Benzoates-in-Food-and-Medicines

CHADWICKL. R., PAULI G. F., FARNSWORTH N. R.; The pharmacognosy of Humulus lupulus L.
(hops) with an emphasis on estrogenic properties; Phytomedicine; 2006; 13(1), stranky 119-
131, ISSN:0944-7113

CHOUDHARY I. M., AZIZUDDIN, JALILS., NAWAZS. A., KHAN K. M., TAREEN R. B., RAHMAN;
Antiinflammatory and lipoxygenase inhibitory compounds from Vitex agnus-castus, 2009,
23(9), stranky 1336-1339, ISSN:(0951418X, 10991573

JAROSOVA I., KOCOURKOVA B.; Obsah silic v mifikovitych druzich kofeninapadenych
houbovymichorobami, Agronomicka fakulta, Brno: Mendelova Univerzitav Brné, 2010,

stranky 11-14, Diplomovd prace
http://webcache.googleusercontent.com/search?qg=cache:zCdHCrnW1colJ:is.mendelu.cz/zp/po
rtal zp.pl%3Fprehled%3Dvyhledavani%3Bpodrobnosti%3D35850%3Bdownload prace%3D1+&
cd=24&hl=cs&ct=clnk&gl=cz

JUURLINKB. H. J., AZOUZ H. J., ALDALATI A. M. Z., AITINAWIB. H. M., GANGULYP.;
Hydroxybenzoicacid isomers and the cardiovascular system, NUTRITIONJOURNAL, 2014,
13(1), strana 63, ISSN: 1475-2891

KARABIN M., HUDCOVA T., JELINEK L., DOSTALEK P.; Research review paper:
Biotransformations and biological activities of hop flavonoids, Department of Biotechnology,

Faculty of Food and Biochemical Technology, University of Chemistry and Technology, Prague,
2014, 33(6), stranky 1063-1090, ISSN:0734-9750

KHAN S. A., CHATTERIJEE S. S., KUMARV.; Low dose aspirin like analgesicand anti-
inflammatory activities of mono-hydroxybenzoicacids in stressed rodents, In Life Sciences,
2016, 148, stranky 53-62, ISSN: 0024-3205

KUMARS., PANDEY A. K.; Chemistry and biological activities of flavonoids: an overview,
Scientific World Journal, 2013, ISSN: 1537-744X

LAGO J. H., TOLEDO-ARRUDA A. C., MERNAK M., BAROSSA K. H., MARTINS M. A., TIBERIO I.
F., PRADO C. M.; Structure-activity association of flavonoidsin lung diseases, Molecules, 2014,
19(3), stranky 3570-3595

LEE K. T., ROH H. S., YU J. S., BAEK J., LEES., RA M., KIM S. Y., BAEK K. H., KIM K. H.; Pinecone
of Pinus koraiensis Inducing Apoptosis in Human Lung Cancer Cells by Activating Caspase-3and
its Chemical Constituents, Chemistry & biodiversity, 2017, 14(4), ISSN: 16121880, 16121872

LEWIS J. R.; Hawley's condensed chemical dictionary, 14. vydani, New York, NY: John Wiley &
Sons, Inc., 2001, strana 125, ISBN: 978-0471387350

MA CH-H, CHEN B., QI H-Y, LI B-G,ZHANG G-L.; Two Pyranocoumarins from the Seeds of
Calophyllum polyanthum, Journal of natural products, 2004, 67(9), stranky 1598-1600, ISSN:
0163-3864

MARECEK Z., BRUHA R.;Wilsonova choroba, Vnitinilékarstvi, 2013, 59(7), stranky 578-583,
ISSN:0042773X, 18017592

76


http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:zCdHCrnW1coJ:is.mendelu.cz/zp/portal_zp.pl%3Fprehled%3Dvyhledavani%3Bpodrobnosti%3D35850%3Bdownload_prace%3D1+&cd=24&hl=cs&ct=clnk&gl=cz
http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:zCdHCrnW1coJ:is.mendelu.cz/zp/portal_zp.pl%3Fprehled%3Dvyhledavani%3Bpodrobnosti%3D35850%3Bdownload_prace%3D1+&cd=24&hl=cs&ct=clnk&gl=cz
http://webcache.googleusercontent.com/search?q=cache:zCdHCrnW1coJ:is.mendelu.cz/zp/portal_zp.pl%3Fprehled%3Dvyhledavani%3Bpodrobnosti%3D35850%3Bdownload_prace%3D1+&cd=24&hl=cs&ct=clnk&gl=cz

MAZOLI., GLENSK M., CISOWSKIW.; Polyphenoliccompounds from Platycodon grandiflorum
A. DC. Acta poloniae pharmaceutica, 2004, 61(3), stranky 203-208
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15481246

MICHALICOVA A., KARLICKOVA J.; Stanovenie chelatdcie medi u flavénov bathocuproinovou
metodou, Univerzita Karlovav Praze, Farmaceutickd fakultav hradci Kralové, Katedra
farmaceutické botanikyaekologie, 2014, Rigordzniprace

NAVRATILOVA Z.; Vitex agnus-castus —obsahové latky a lécivé ucinky, Praktické Iékdrenstvi,
2015, 11(4), stranky 138-139, https://www.praktickelekarenstvi.cz/pdfs/lek/2015/04/05.pdf

PACHECO-PALENCIAL. A., DUNCANCH. E., TALCOTT S. T.; Phytochemical compositionand
thermal stability of two commercial agai species, Euterpe oleracea and Euterpe precatoria,
Food Chemistry, 2009, 115(4), stranky 1199-1205, ISSN:0308-8146

PARMARYV.S., JHA A,, BISHT K. S., TANEJA P.,SINGHS. K., KUMAR A., POONAM, JAINR.,
OLSEN C. E.; Constituents of the yew trees, Phytochemistry, 1999, 50(8), stranky 1267-1304,
ISSN: 00319422

PASKOVAR.; Ovocné kyseliny ajejich ucinky naplet, www.dermatologiepropraxi.cz, 2014,
8(4), stranky 157-160, https://solen.cz/pdfs/der/2014/04/09.pdf

RAWATS., JUGRANA. K., BHATT I. D., RAWALR. S., NANDI S. K.; Effects of geneticdiversity
and population structure on phenoliccompounds accumulation in Hedychium spicatum,
Ecological Genetics and Genomics, 2017, 3-5, stranky 25-33, ISSN: 2405-9854

RICE-EVANTS C. A., PACKER L.; Flavonoids in Health and Disease, New York, Marcel Dekker,
2003, stranky 376-382, ISBN:0-8247-4234-6

RINES A. K., ARDEHALI H.; Transition metals and mitochondrial metabolisminthe heart,
Journalof Molecular and Cellular Cardiology, 2013, 55, stranky 50-57, ISSN: 0022-2828

RIO D. D., RODRIGUEZ-MATEOS A., SPENCERJ. P. E., TOGNOLINI M., GORGES G., CROZIER A.;
Dietary (Poly)phenolics in Human Health: Structures, Bioavailability, and Evidence of Protective
Effects Against Chronic Diseases, ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING, 2013, 18(14), stranky
1818-1892

RIHA M., KARLICKOVA J., FILIPSKY T., MACAKOVAK., HRDINA R., MLADENKA P.; Novel
method forrapid copper chelation assessment confirmed low affinity of D-penicillamine for
copperincomparison with trientine and 8-hydrixyquinolines, Journal of Inorganic
Biochemistry,2013, 123, stranky 80-87, ISSN:0162-0134

RIHA M., KARLICKOVA J., FILIPSKY T., MACAKOVAAK., ROCHA L., BOVICELLI P., SILVESTRI I.
P., SASO L., JAHODAR L., HRDINA R., MLADENKA P.; In vitro evaluation of copper-chelating
properties of flavonoids, The RoyalSociety of Chemistry, 2014, 4(62), stranky 32628-32638,
ISSN: 000341083400005

77


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15481246
https://www.praktickelekarenstvi.cz/pdfs/lek/2015/04/05.pdf
http://www.dermatologiepropraxi.cz/
https://solen.cz/pdfs/der/2014/04/09.pdf

RIHOVA A., KVASNICKOVAE.; FLAVONOIDY, Struény pfehled a biologicky vyznam, Univerzita
Karlovav Praze, Farmaceutickafakulta v Hradci Kralové, katedra biochemie, 2008, stranky 10-
15, Bakalarska prace

SAHA A., MUKHERIEE S., SETH J., BASU S.; Menke's kinky hair disease with visual pathway
defect: An association or coincidence?, Indian Journal of Paediatric Dermatology, 2015, 16(2),
stranky 81-83

SEERAM N.P., BOURQUIN L. D., NAIR M. G.; Degradation Products of Cyanidin Glycosides
from Tart Cherries, Journal Of Agricultural And Food Chemistry, 2001, 49(10), stranky 4924-
4929, ISSN:000171615100064

SINGHB., KUMAR A., MALIK A. K.; Flavonoids biosynthesisin plants andits furtheranalysis by
capillary electrophoresis, Electrophoresis, 2017, ISSN: 15222683, 01730835

SIRCARD., DEY G., MITRA A.; A validated HPLC method for simultaneous determination of 2-
hydroxy-4-methoxybenzaidehyde and 2-hydroxy-4-methoxybenzoicacid in root organs of
Hemidesmusindicus, CHROMATOGRAPHIA, 2007, 56(5-6), stranky 349-353, ISSN: 00095893

SMPOKOU P., SAMANTA M., BERRY G.T., HECHT L., ENGLEE. C., LICHTER-KONECKI U.;
Menkes disease in affected females: the clinical disease spectrum, American Journal Of
Medical Genetics, 2015, 167 A(2), stranky 417-420

SQUITTI R., SIOTTO M., POLIMANTI R.; Low-copperdietasa preventive strategy for
Alzheimer's disease, Neurobiology of aging, 2014, 35(2), stranky 40-50, ISSN: 01974580

TROJAN S., a kolektiv.; Lékarskd fyziologie, 4. prepracované a doplnéné vyddni, Praha: Grada
Publishing, a.s., 2003, ISBN: 80-247-0512-5

VAVRICHOVAN., MACAKOVAK.; Zelezo-chelatacnitcinky metabolitti flavonoidi - malych
polyfenolickych ldtek, HradecKralové: Univerzita Karlova, Katedrafarmaceutické botaniky a
ekologie, 2016, Diplomova prace

VIDAK M., ROZMAN D., KOMEL R.; Effects of Flavonoids from Food and Dietary Supplements
on Glial and Glioblastoma Multiforme Cells, Molecules, 2015, 20(10), stranky 19406-19432,
ISSN: 1420-3049

WEI Z., JUNWEIL., JUNLIY., GUOHUALIL.; Effects of phytotoxicextracts from peach root bark
and benzoicacid on peach seedlings growth, photosynthesis, antioxidance and ultrastructure
properties, Scientia Horticulturae, 2017, 215, stranky 49-58, ISSN: 0304-4238

Wikipedia, the free encyclopedia. [online], 4-hydroxybenzoic acid, [online],
https://en.wikipedia.org/wiki/4-Hydroxybenzoic acid [Accessed: 01-May-2017]

YADAV A. K., BORAH D., GOGOID., POOJA A. P.; Flavonoids - World Healthiest Gift forthe
Benefit of Human Health, Journal of Commercial Biotechnology, 2015, 21(4), stranky 8-9, ISSN:
1478565X, 14628732

YETT JAYR.; Copper, Salem Press Encyclopedia of Science, 2013, strana 7, ISSN: 89474623

78


https://en.wikipedia.org/wiki/4-Hydroxybenzoic_acid

ZHANG H., TSAO R.; Dietary polyphenols, oxidative stress and antioxidant and anti-
inflammatory effects, Current Opinion in Food Science, 2016, 8, stranky 33-42, ISSN: 2214-7993

ZHONG C.,HU D., HOU L. B., SONGL. Y., ZHANGY. J., XIEY., TIAN L. W.; PhenolicCompounds

from the Rhizomes of Smilax china L. and Their Anti-Inflammatory Activity, Molecules, 2017,
22(4), strana 515, ISSN: 1420-3049

79



